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ΠΡΟΛΟΓΟΣ

Η παρούσα εργασία καλύπτει ένα πολύ σημαντικό κεφάλαιο της ιατρικής των μεταγγίσεων. Η αδρανοποίηση των παθογόνων στα παράγωγα του αίματος είναι ένα μέτρο για την εξασφάλιση της μετάγγισης όσον αφορά ιούς, βακτήρια, παράσιτα και άγνωστα παθογόνα. Η ανάπτυξη αποτελεσματικών και ασφαλών μεθόδων αδρανοποίησης παθογόνων αποτελεί σημαντικό εργαλείο προς την κατεύθυνση αυτή. Η ανάπτυξη μεθόδων για τα κυτταρικά παράγωγα του αίματος είναι πολυπλοκότερη σε σχέση με το πλάσμα, λόγω της αναγκαιότητας διατήρησης της ακεραιότητας των κυτταρικών στοιχείων.


Στο πρώτο μέρος της εργασίας, γίνεται μια αναδρομή στην ιστορία της αιμοδοσίας και της μετάγγισης αίματος. Στη συνέχεια ακολουθεί αναφορά στα προϊόντα του ολικού αίματος, δηλαδή στο πλάσμα, στα έμμορφα συστατικά (ερυθρά και λευκά αιμοσφαίρια, αιμοπετάλια) και στις φυσικές ιδιότητες αυτών.


Στο δεύτερο μέρος, γίνεται ανάλυση των παραγώγων του ολικού αίματος και των περαιτέρω προϊόντων που προκύπτουν από τα παράγωγα αυτά.

Τέλος, στο τρίτο μέρος, αναλύονται τεχνικές αδρανοποίησης των παθογόνων παραγόντων στα παράγωγα του αίματος, καθώς και μελλοντικές κατευθύνσεις όσον αφορά στο αντικείμενο αυτό.


Τις θερμές μου ευχαριστίες στο προσωπικό των βιβλιοθηκών του ΤΕΙ Αθήνας, των νοσοκομείων Ευαγγελισμός, Ερυθρός Σταυρός Ιπποκράτειο και του Εθνικού Ιδρύματος ερευνών, όπου χάρις στην πολύτιμη βοήθεια τους συνέλεξα όλες τις πληροφορίες οι οποίες συντέλεσαν στην διεξαγωγή αυτής της εργασίας. Επίσης, ευχαριστώ πολύ τον καθηγητή μου κο. Κριεμπάρδη Αναστάσιο για τις πολύτιμες συμβουλές του και την άριστη συνεργασία. 
ΜΕΡΟΣ Α

Εισαγωγή

Στο αίμα, δια μέσου των αιώνων, έχουν αποδοθεί μαγικές ιδιότητες σχετιζόμενες με τη δύναμη και τη ζωτικότητα. Για παράδειγμα, οι Ρωμαίοι έτρεχαν στις αρένες να πιούν το αίμα των μονομάχων που πέθαιναν, για να δυναμώσουν και να θεραπεύσουν ασθένειες.

Κατά τους αρχαίους χρόνους το αίμα αποτελούσε έναν από τους τέσσερις βασικούς χυμούς υπεύθυνους για την υγεία και την ασθένεια- φλέγμα, αίμα, κίτρινη χολή και μαύρη χολή. Η αρχική θεραπευτική προσέγγιση ήταν η αφαίμαξη για απομάκρυνση του «κακού αίματος», ενώ η ιδέα της θεραπευτικής χορήγησης αίματος είναι μεταγενέστερη με τις αρχικές αναφορές κατά τον 15ο και 16ο αιώνα. Ωστόσο πιθανότερο είναι ότι προηγήθηκε η ανακάλυψη της κυκλοφορίας από τον Harvey το 1616.

Η πρώτη μετάγγιση από άνθρωπο σε άνθρωπο αποδίδεται στον Βρετανό μαιευτήρα, James Blundell ενώ σημαντικό σταθμό στην μεταγγισιοθεραπεία ήταν η ανακάλυψη των ομάδων αίματος από τον Landsteiner το 1900 ο οποίος περιέγραψε τρείς διαφορετικές ομάδες αίματος A, B, Ο. Αργότερα περιγράφηκε και η ομάδα αίματος ΑΒ από τους ερευνητές Decastello και Starli. Η κληρονομικότητα των ομάδων ΑΒΟ καθώς και η ανάγκη για την επιλογή δοτών με βάση την ομάδα, περιγράφηκαν στη συνέχεια από αιματολόγους ερευνητές στο Σικάγο των Ηνωμένων Πολιτειών της Αμερικής. 

Παρόλο που η συμμετοχή του ασβεστίου στην πήξη του αίματος ήταν γνωστή από τον 19ο αιώνα η χρήση του κιτρικού ως αντιπηκτικό για συλλογή αίματος ανακοινώθηκε το 1915. Ωστόσο, το αίμα με μόνο το αντιπηκτικό μπορούσε να συντηρηθεί μόνο για μια εβδομάδα λόγω καταστροφής των ερυθροκυττάρων. Το πρόβλημα λύθηκε με την εισαγωγή κιτρικού οξέος και η συντήρηση παρατάθηκε στις είκοσι μια μέρες. Ιδιαίτερη ώθηση στη συλλογή και συντήρηση του αίματος δόθηκε κατά τους δύο παγκόσμιους πολέμους. Η εισαγωγή φιαλών για τη συλλογή αίματος από τον αμερικανό στρατιωτικό γιατρό Robertson κατά τον 1ο παγκόσμιο έδωσε τη δυνατότητα για προληπτική συλλογή και αποθήκευση αίματος δηλαδή για τη δημιουργία «τραπεζών αίματος». Η πρώτη τράπεζα αίματος ιδρύθηκε στο Leningrad το 1932 και η δεύτερη στη Βαρκελώνη κατά τη διάρκεια του Ισπανικού Εμφύλιου Πολέμου. Στη δεκαετία του 1940 έγινε δυνατός ο διαχωρισμός μεγάλων ποσοτήτων πλάσματος το οποίο χρησιμοποιήθηκε σε υγρή ή λυοφιλοποιημένη μορφή για την ανάταξη του σοκ (shock) στους τραυματίες του 2ου παγκοσμίου πολέμου. 

Ένα πολύ σημαντικό βήμα έγινε το 1950 όταν ο Walter ανακάλυψε και εφάρμοσε τους πλαστικούς ασκούς συλλογής αίματος. Την εξέλιξη των πλαστικών ασκών σε κλειστά συστήματα πολλαπλών ασκών ανέλαβε στη συνέχεια η εταιρεία Baxter με αποτέλεσμα την ραγδαία αύξηση της χρήσης συμπυκνωμένων ερυθρών αιμοσφαιρίων, αντί ολικού αίματος, από 0,8% σε 88% στη δεκαετία 1967–1978 από τον Αμερικανικό Ερυθρό Σταυρό.

Αυτή η πρακτική προσέφερε μεγάλες ποσότητες πλάσματος για κλασματοποίηση και οδήγησε στη δεκαετία του ‘70 την εκτεταμένη χρήση του παράγοντα πήξης VIII. Η σημασία των αιμοπεταλίων στον έλεγχο της αιμορραγίας ήταν γνωστή από νωρίς αλλά η δυνατότητα διαχωρισμού, συντήρησης και μετάγγισης τους ήταν αποτέλεσμα των προόδων στην παραγωγή ειδικών ασκών και στις μελέτες που έγιναν στο National Cancer Institute των Ηνωμένων Πολιτειών της Αμερικής τη δεκαετία του ‘60. Η παρατήρηση των Gardner και Murphy το 1969 ότι τα αιμοπετάλια μπορούσαν να διατηρηθούν σε καλή λειτουργική κατάσταση στη θερμοκρασία δωματίου έδωσε σημαντική ώθηση στη χρήση τους. 

Η τεχνολογία της αιμαφαίρεσης, η οποία είναι η επιλεκτική συλλογή ενός από τα στοιχεία του αίματος σε σημαντική ποσότητα, εισήχθη στη δεκαετία του ‘60 και έδωσε νέα διάσταση στις δραστηριότητες της σύγχρονης αιμοδοσίας. 

Η ιστορία της αιμοδοσίας στην Ελλάδα περιλαμβάνει τέσσερις περιόδους, σύμφωνα με τον Ιπποκράτη Τσεβρένη, πρώην πρόεδρο της Ελληνικής Αιματολογικής Εταιρείας.

Η πρώτη περίοδος αρχίζει πριν από τον Β’ παγκόσμιο πόλεμο. Στη διάρκεια του Β’ παγκοσμίου πολέμου χρησιμοποιήθηκαν για πρώτη φορά φιάλες με συντηρημένο αίμα για τραυματίες, αλλά ουσιαστικά μέχρι τις αρχές του 1950 οι μεταγγίσεις των ασθενών λάμβαναν χώρα με πολύπλοκες συσκευές απευθείας από τον δότη στον δέκτη, στο κρεβάτι δηλαδή του ασθενή. Στην περίοδο αυτή το κύριο κέντρο αιμοδοσίας, που είχε στόχο τη συλλογή και συντήρηση του αίματος, ήταν ο Ελληνικός Ερυθρός Σταυρός, καθώς και κάποιες ιδιωτικές Τράπεζες αίματος. Οι δότες όλοι αμείβονταν (επί πληρωμή αιμοδότες) και το αίμα πουλιόταν με τιμή ανάλογη της ποσότητας που περιείχε η φιάλη. 

Το 1952 ιδρύεται το πρώτο Κρατικό Κέντρο Αιμοδοσίας στο Ιπποκράτειο νοσοκομείο στην Ελλάδα. Αρχίζει έτσι η δεύτερη περίοδος με την εθελοντική προσφορά και τη δωρεάν χορήγηση αίματος. Η παράλληλη βέβαια λειτουργία του Κέντρου του Ελληνικού ερυθρού Σταυρού και των ιδιωτικών Τραπεζών, δυσκόλεψε το έργο της προσέλκυσης εθελοντών αιμοδοτών. Ακολούθησε η ίδρυση των Κρατικών Κέντρων Λαϊκού Νοσοκομείου, Νοσοκομείου ΑΧΕΠΑ Θεσσαλονίκης και Κρατικού Πειραιά. Ο πρώτος νόμος για την αιμοδοσία δημοσιεύτηκε το 1955 βασισμένος στον αντίστοιχο Γαλλικό. Το 1968 το Κέντρο Αιμοδοσίας του νοσοκομείου της Νίκαιας αναλαμβάνει την παρασκευή γυάλινων φιαλών με αντιπηκτικό κιτρικό άλας νατρίου (Adenine Citrate Dextrose, ACD) για συλλογή αίματος, με τις οποίες εφοδιάζονταν όλες οι υπηρεσίες αιμοδοσίας της χώρας.

Η τρίτη περίοδος αρχίζει ουσιαστικά το 1977 όπου και απαγορεύτηκε η επί πληρωμή προσφορά αίματος. Από το 1984 αρχίζει μείωση της χρήσης φιαλών και η εισαγωγή πλαστικών ασκών συλλογής αίματος που εξασφαλίζουν ένα κλειστό σύστημα συλλογης. Το 1986 καταργούνται οριστικά οι γυάλινες φιάλες.

Το 1990 αρχίζει το πρόγραμμα αποστολής πλάσματος για κλασματοποίηση και παραγωγή λευκωματίνης από τον Ελβετικό Ερυθρό Σταυρό. Η παραγωγή παράγοντα VIII και ινωδογόνου διακόπτεται το 1992, λόγω αδυναμίας εφαρμογής της τεχνολογίας αδρανοποίησης των ιών και εμφάνισης του ιού του AIDS (Human Immunodeficiency Virus, HIV) (1).

Η τέταρτη περίοδος ξεκινάει το Νοέμβριο του 1995 όπου ιδρύεται το Συντονιστικό Κέντρο Αιμοεπαγρύπνησης (ΣΚΑΕ) και από το 1996 εδρεύει στο Γ Περιφερειακό Κέντρο Αιμοδοσίας του Γ.Ν Γ.Γεννηματάς. Ο στόχος του ήταν η ανάπτυξη ενός συστήματος συλλογής και ανάλυσης πληροφοριών για τα ανεπιθύμητα συμβάματα που σχετίζονται με μεταγγίσεις αίματος σε τοπικό, περιφερειακό και εθνικό επίπεδο και που θα οδηγεί σε διορθωτικές κινήσεις για την διασφάλιση ασφαλούς αίματος μέσω των διοικητικών δομών της Αιμοδοσίας, της Διεύθυνσης Δημόσιας Υγείας, του Κέντρου Ελέγχου και Πρόληψης Νοσημάτων (ΚΕΕΛΠΝΟ) και του Συντονιστικού οργάνου τομέα υγείας (ΣΟΤΥ). Από το 1998 λειτουργεί το Περιφερειακό Δίκτυο Αιμοεπαγρύπνησης (ΠΕΔΙΑ) για τις περιοχές της Β.Ελλάδος με έδρα το Κέντρο Αιμοδοσίας του Ν. Ιπποκράτειου Θεσσαλονίκης, της Ηπείρου και Δυτικής Ελλάδας με έδρα τον Σταθμό Αιμοδοσίας του Πανεπιστημιακού Νοσοκομείου Ιωαννίνων, του Πειραιά και Νότιας Ελλάδας με έδρα τον Σταθμό Αιμοδοσίας του Γ.Ν. Ασκληπιείου Βούλας, της Θράκης με έδρα το Κέντρο Αιμοδοσίας του Πανεπιστημιακού Νοσοκομείου Αλεξανδρούπολης, της Θεσσαλίας με έδρα το Κέντρο Αιμοδοσίας του Γ.Ν. Λάρισας <<Κουτλιμπάνειο- Τριανταφύλλειο>> και της Κρήτης με έδρα το Κέντρο Αιμοδοσίας του Γ.Ν. Ηρακλείου <<Βενιζέλειο>>.

Κεφάλαιο 1ο 
1. Αίμα 

Το αίμα είναι το σπουδαιότερο βιoλογικό υγρό του ανθρώπινου οργανισμού, το οποίο κυκλοφορεί αδιάκοπα μέσα σε ένα κλειστό, πολύπλοκο δίκτυο αγγείων που απλώνονται σε όλο το σώμα και περιλαμβάνει τις αρτηρίες, τα τριχοειδή και τις φλέβες, που μαζί με την καρδιά αποτελούν το κυκλοφορικό σύστημα.

Αποτελεί το μέσο διά του οποίου επιτελείται στο οργανισμό η ανταλλαγή ουσιών μεταξύ των ιστών και του εξωτερικού περιβάλλοντος της ύλης και υπάρχει μόνο στους πολυκύτταρους οργανισμούς. 

Χρησιμεύει για τη μεταφορά του οξυγόνου και πολλών χρήσιμων ουσιών σε όλα τα κύτταρα του σώματος και την απαγωγή από αυτά του διοξειδίου του άνθρακα και όλων των άχρηστων προϊόντων της ανταλλαγής της ύλης. 

Είναι υγρό σχετικά παχύρευστο, με κολλώδη σύσταση, οσμή ιδιάζουσα, λόγω των πτητικών λιπαρών οξέων που περιέχει, και γεύση υφάλμυρη λόγω των διαλυμένων αλάτων.

Η αντίδραση του αίματος είναι ελαφρώς αλκαλική (pH 7,28-7,40) και το ειδικό βάρος του ανέρχεται σε 1.050-1.062. Το βάρος του αντιστοιχεί περίπου στο 8% του ολικού βάρους του σώματος. 

Το αίμα είναι ο υγρός ιστός του σώματος. Καταγόμενο, μαζί με την λέμφο, από το μεσέγχυμα, περιγράφεται ως το τέταρτο είδος του ερειστικού ιστού (1ο συνδετικός ιστός, 2ο χονδρικός ιστός, 3ο οστίτης ιστός, 4ο αίμα). Όπως όλοι οι ιστοί, αποτελείται από κύτταρα, που ονομάζονται αιμοσφαίρια ή αιμοκύτταρα και από ρευστή μεσοκυττάρια ουσία, που καλείται πλάσμα. Τα αιμοσφαίρια αποτελούν τα έμμορφα στοιχεία του αίματος και διακρίνονται σε:

· ερυθρά αιμοσφαίρια ή ερυθροκύτταρα,

· λευκά αιμοσφαίρια ή λευκοκύτταρα και

· αιμοπετάλια ή θρομβοκύτταρα. 

Το πλάσμα, που είναι η υγρή μεσοκυττάρια ουσία του αίματος, αποτελεί τα άμορφα στοιχεία του και μέσα σε αυτό αιωρούνται τα αιμοσφαίρια (2).

1.1
Αιμοσφαίρια 

Τα έμμορφα στοιχεία του αίματος (εικόνα 1) οφείλουν την ύπαρξή τους σε διάφορους μηχανισμούς που στο σύνολο τους αποτελούν την λεγόμενη αιμοποίηση. 

Με τον όρο αιμοποίηση εννοούμε την παραγωγή, τον πολλαπλασιασμό, τη διαφοροποίηση, την ωρίμανση και την είσοδο των κυττάρων του αίματος στην κυκλοφορία.

Τα όργανα στα οποία τελείται η αιμοποίηση ονομάζονται αιμοποιητικά όργανα και είναι όλα τα λεμφοκυτογόνα ή λεμφαδενοειδή ή λεμφικά όργανα (δηλαδή ο δικτυωτός ιστός των λεμφαδένων του σπλήνα, του θύμου αδένα, των αμυγδαλών, της σκωληκοειδούς απόφυσης, των πλακών του Payer στο λεπτό έντερο και των διάσπαρτων λεμφοζιδίων στο γαστρεντερικό σωλήνα) για την παραγωγή των λεμφοκυττάρων και ο ερυθρός μυελός των οστών για την παραγωγή των υπόλοιπων στοιχείων του αίματος (2).
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Εικόνα 1. Κύτταρα του αίματος σε κανονική κυκλοφορία. Εικόνα από ηλεκτρονικό μικροσκόπιο σάρωσης. Ανατύπωση από (www.wikipedia.com).

Κεφάλαιο 2ο 

2.
Ερυθρά Αιμοσφαίρια ή Ερυθροκύτταρα (Red Blood Cells, RBCs)

Τα ερυθρά αιμοσφαίρια είναι τα ώριμα απύρηνα κύτταρα που υπερτερούν στο αίμα και έχουν την ικανότητα να προσλαμβάνουν το οξυγόνο από τους πνεύμονες και να το αποδίδουν στους ιστούς και από αυτούς να μεταφέρουν μερικώς το διοξείδιο του άνθρακα στους πνεύμονες. Την λειτουργία αυτής της επακριβούς πρόσληψης, μεταφοράς και απόδοσης του οξυγόνου επιτελούν συνεχώς και αδιάκοπα κατά τρόπο αόριστο, με μοναδική ακρίβεια και επαναληψιμότητα. Τη σημαντική αυτή διαδικασία επιτελούν χάρη σε μια ειδικευμένη πρωτεΐνη, την αιμοσφαιρίνη, την οποία περιέχουν σε μεγάλη ποσότητα στο κυτταρόπλασμα τους. Τα ερυθρά αιμοσφαίρια παράγονται στο μυελό των οστών και προέρχονται άμεσα από την ώριμη ερυθροβλάστη, η οποία χάνει τον πυρήνα της λίγο πριν εισέλθει στο περιφερικό αίμα. Τα ερυθροκύτταρα είναι κύτταρα τα οποία απαντούν μόνο στο αίμα (3).

Τα ερυθροκύτταρα είναι μικροί αμφίκοιλοι δίσκοι, διαμέτρου 7,5 μm περίπου και στην περιφέρεια 1,9-2,5 μm. Η διάμετρός τους μέσα στα αγγεία είναι λίγο μεγαλύτερη, γύρω στα 8 μm. Η επιφάνειά τους είναι περίπου 130 μm2 και ο όγκος τους 80-90 fL. Όταν παρατηρούνται από πάνω, εμφανίζουν το σχήμα αυτό, ενώ από τα πλάγια παρουσιάζονται ως επιμήκη μορφώματα με στρογγυλοποιημένα άκρα και περισφιγμένα στο μέσο τους. Το σχήμα τους αυτό, προσαρμοσμένο στην λειτουργική αποστολή τους, εξασφαλίζει μεγάλη επιφάνεια σε σχέση με τον όγκο τους και κατανομή της μάζας τους κοντά στην επιφάνεια, γεγονός που διευκολύνει την ανταλλαγή του οξυγόνου και του διοξειδίου του άνθρακα. Το ιδιότυπο αυτό σχήμα τους παρέχει επιφάνεια κατά 40% μεγαλύτερη από τη επιφάνεια σφαίρας ίσου όγκου (4). 

Τα φυσιολογικά ερυθροκύτταρα, σε βαμμένο επίχρισμα, εμφανίζουν μια κεντρική λιγότερο βαμμένη περιοχή, σε κιτρινοπράσινη απόχρωση, η οποία αποτελεί περίπου το 1/3 της διαμέτρου του κυττάρου. Τα ερυθροκύτταρα σε παχιά στιβάδα είναι ερυθρά (εικόνα 2), γεγονός που οφείλεται στην αιμοσφαιρίνη, που αποτελεί το κύριο χαρακτηριστικό τους . Το χρώμα τους στα βαμμένα επιχρίσματα το οφείλουν στην πρόσληψη της χρωστικής ηωσίνη που εμπεριέχεται στη χρώση May-Grunwald-Giemsa (3).
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Εικόνα 2. Ερυθρά αιμοσφαίρια. Ανατύπωση από (www.google.com)

Κεφάλαιο 3ο
3.
Λευκά Αιμοσφαίρια Ή Λευκοκύτταρα (White Blood Cells, Wbcs)

Το όνομα «λευκά αιμοσφαίρια» προέρχεται από το γεγονός ότι μετά από φυγοκέντρηση, με αντιπηκτικό, ενός δείγματος αίματος, τα λευκά αιμοσφαίρια βρίσκονται στη στιβάδα λευκοκυττάρων ως ένα λεπτό, συνήθως λευκό στρώμα από εμπύρηνα κύτταρα τα οποία έχουν κατακαθίσει μεταξύ των ερυθρών αιμοσφαιρίων και του πλάσματος του αίματος. Ο επιστημονικός όρος «λευκοκύτταρο» αντανακλά άμεσα στην περιγραφή αυτή, η οποία προέρχεται από την ελληνική λέξη Λευκός (λευκό) και Κύτος (κελί). 

Τα λευκά αιμοσφαίρια είναι κύτταρα τα οποία διαφέρουν από τα ερυθρά αιμοσφαίρια στο μέγεθος, το σχήμα, τον αριθμό, την κατασκευή, τη διάρκεια ζωής και τη λειτουργική αποστολή. Συγκεκριμένα είναι κύτταρα του ανοσοποιητικού συστήματος τα οποία υπερασπίζονται τον ανθρώπινο οργανισμό τόσο εναντίον των λοιμωδών νόσων όσο και εναντίον των ξένων υλών. Υπάρχουν πέντε διαφορετικές και ποικίλες μορφές λευκοκυττάρων οι οποίες παράγονται και προέρχονται όλες από πολυδύναμα κύτταρα του μυελού των οστών που είναι γνωστά ως αιμοποιητικά όργανα. Τα λευκοκύτταρα βρίσκονται σε όλο το σώμα, συμπεριλαμβανομένου του αίματος και του λεμφικού συστήματος (5).
Τα λευκοκύτταρα είτε κυκλοφορούν στο αίμα είτε είναι προσκολλημένα στα τριχοειδή αγγεία σε κάποια χρονική στιγμή. Το σύνολο των κυττάρων αυτών αποτελεί την ολική δεξαμενή των κυττάρων της κοκκιώδους σειράς. Η ολική δεξαμενή διακρίνεται σε δυο ισόχωρες περίπου δεξαμενές, στην περιφερική δεξαμενή (marginal pool) που αποτελείται από κύτταρα που είναι προσκολλημένα στα τριχοειδή αγγεία και στην κυκλοφορούσα δεξαμενή (circulating pool) που αποτελείται από τα κύτταρα που κυκλοφορούν στο αίμα και μετριούνται με τους αιματολογικούς αναλυτές (3).

3.1
Μορφές Λευκοκυττάρων

Υπάρχουν αρκετοί διαφορετικοί τύποι (πίνακας 1) των λευκών αιμοσφαιρίων. Όλοι έχουν πολλά κοινά μεταξύ τους αλλά είναι όλοι διαφορετικοί. Ένα σημαντικό διακριτικό χαρακτηριστικό είναι η παρουσία ή μη κοκκίων και ονομάζονται κοκκιώδη ή κοκκιοκύτταρα και άκοκκα αντίστοιχα (5). 

Α.
 Κοκκιοκύτταρα (πολυμορφοπύρηνα λευκοκύτταρα): αποτελούν περίπου το 60%-70% του συνόλου των λευκών αιμοσφαιρίων στο αίμα. Είναι κύτταρα σχήματος σφαιρικού και μεγέθους μεγαλύτερου των ερυθρών αιμοσφαιρίων (μέχρι περίπου διπλάσιο). Το πρωτόπλασμα τους, οξύφιλο, χρωματίζεται ελαφρά και φέρει κοκκία, των οποίων το σχήμα και μέγεθος διαφέρει στα διάφορα είδη των κοκκιωδών λευκοκυττάρων. Ο πυρήνας είναι πολύμορφος, λόγω των λοβών που φέρει (2-5) ανάλογα με την ωριμότητα του κυττάρου. Στις νεαρές (άωρες) μορφές, που απαντούν στο μυελό των οστών και σε μικρή ποσότητα στο αίμα (5%), συνήθως είναι από άλοβος μέχρι και δίλοβος (2). Υπάρχουν τρείς τύποι κοκκιοκυττάρων, τα ουδετερόφιλα, τα βασεόφιλα και τα ηωσινόφιλα, τα οποία χωρίζονται σύμφωνα με τις χρωστικές τους ιδιότητες και τη μορφολογία των πρωτοπλασματικών κοκκίων .

Β.
Άκοκκα (μονοπύρηνα λευκοκύτταρα): Αποτελούν περίπου το 30%-40% των λευκοκυττάρων. Απαντούν επίσης σε αφθονία στο συνδετικό ιστό, κυρίως στα λεμφοκυτογόνα όργανα. Είναι κύτταρα με σφαιρικό σχήμα και μέγεθος που κυμαίνεται περίπου στα 9μm-20μm. Το πρωτόπλασμα τους, βασεόφιλο, δεν περιέχει κοκκία και ο πυρήνας στερείται λοβών (2). Αν και το όνομα υπονοεί έλλειψη κόκκων σε αυτά τα κύτταρα, στην ουσία περιέχονται σε αυτά μη ειδικά αζωρόφιλα κοκκία τα οποία είναι λυσοσώματα. Τα λευκοκύτταρα περιλαμβάνουν λεμφοκύτταρα, μονοκύτταρα και μακροφάγα. 

Αν και οι ονομασίες αυτές δεν είναι και τόσο λογικοφανείς, εν τούτοις χρησιμοποιούνται για πολλά χρόνια και έχουν γίνει γενικά αποδεκτές. Για παράδειγμα, τα κοκκιώδη κύτταρα ονομάζονται έτσι επειδή περιέχουν κοκκία στο κυτταρόπλασμά τους. Κοκκία, όμως, περιέχουν και τα μονοκύτταρα, ενώ μερικές φορές και τα λεμφοκύτταρα. Επίσης, ο όρος μονοπύρηνα σημαίνει ότι το κύτταρο έχει ένα μόνο πυρήνα, κάτι, όμως, που αφορά τόσο στα κοκκιώδη όσο και στα μη κοκκιώδη.

Τέλος, ανάλογα με τη λειτουργία την οποία επιτελούν, τα λευκοκύτταρα διακρίνονται σε φαγοκύτταρα (ουδετερόφιλα, μονοκύτταρα, ηωσινόφιλα, βασεόφιλα) και σε ανοσοκύτταρα (λεμφοκύτταρα) (3). 

3.2
Λειτουργίες των Λευκοκυττάρων

Εμφανίζουν έντονη φαγοκυτταρική ικανότητα και έχουν την ικανότητα να κινούνται αμοιβαδοειδώς με ψευδοπόδια, όταν βρεθούν σε στερεό υπόστρωμα (συνδετικός ιστός). Μέσα στα αγγεία προωθούνται παθητικά με τη ροή του αίματος, που εξασφαλίζεται με την καρδιακή λειτουργία. Οι αμοιβαδοειδείς κινήσεις τους αρχίζουν με την επικάθησή τους στο τοίχωμα των τριχοειδών. Με τις κινήσεις αυτές διέρχονται το τοίχωμα των αγγείων και μεταναστεύουν στο συνδετικό ιστό των οργάνων. Με τα ψευδοπόδια προσλαμβάνουν ολόκληρα μικρόβια ή ολόκληρα κύτταρα ή κομμάτια αυτών, τα οποία καταστρέφουν με ενδοκυττάρια πέψη (φαγοκύτταρα). Ανάλογα με το μέγεθος των μικροβίων ή κυττάρων που προσλαμβάνουν, διακρίνονται σε μικροφάγα ή μακροφάγα. Ως μικροφάγα χαρακτηρίζονται τα ουδετερόφιλα λευκοκύτταρα και ως μακροφάγα τα μονοκύτταρα. Τα ηωσινόφιλα και τα λεμφοκύτταρα εμφανίζουν μικρή φαγοκυτταρική ικανότητα. Τα ηωσινόφιλα συμμετέχουν στην φλεγμονή με τη φαγοκυττάρωση κυρίως ανοσοσυμπλεγμάτων, ενώ τα βασεόφιλα με την έκκριση αγγειοκινητικών αμινών. Τα λευκοκύτταρα παράγουν, κυρίως οξειδωτικά, που ανιχνεύονται με την αντίδραση της οξειδάσης. Τα λεμφοκύτταρα δεν παράγουν οξειδωτικά ένζυμα, γι’ αυτό και εμφανίζουν αρνητική την αντίδραση οξειδάσης. Τα λεμφοκύτταρα σχετίζονται με την ανοσία και παράγουν αντισώματα. Είναι φορείς της κυτταρικής και χημικής ανοσίας και ο ρόλος τους στις ανοσιακές αντιδράσεις είναι σημαντικός. Ανοσολογική σημασία έχουν και τα μονοπύρηνα, τα οποία συμμετέχουν στη διαδικασία αναγνώρισης και παρουσίασης του αντιγόνου. Η μελέτη της αντιγονικότητας της μεμβράνης με μονοκλωνικά αντισώματα έκανε γνωστά τα αντιγόνα HLA-DR (Human leukocyte antigen= αντιγόνα ιστοσυμβατότητας), που έχουν ιδιαίτερο ρόλο στην ανοσολογική απάντηση (2).
	Είδος λευκοκυττάρου
	Εκατοστιαία αναλογία(%)
	Απόλυτος αριθμός

(κύτταρα/μL)

	Ολικός αριθμός λευκοκυττάρων
	100
	4000-10000

	Πολυμορφοπύρηνα ουδετερόφιλα
	50-65
	2000-6500

	Πολυμορφοπύρηνα ηωσινόφιλα
	1-5
	40-500

	Πολυμορφοπύρηνα βασεόφιλα
	0-1
	0-100

	Λεμφοκύτταρα
	25-40
	1000-4000

	Μεγάλα μονοπύρηνα
	3-8
	120-800


Πίνακας 1. Τιμές αναφοράς λευκοκυττάρων σε εκατοστιαία αναλογία και σε απόλυτο αριθμό. Ανατύπωση από Ιωαννίδου-Παπακωνσταντίνου, 2003
Κεφάλαιο 4ο
4. Αιμοπετάλια 

Ονομάζονται και θρομβοκύτταρα καθώς βασική τους αποστολή στον οργανισμό είναι η εξασφάλιση της αιμόστασης. Τα αιμοπετάλια (εικόνα 3) προέρχονται από την απόσπαση μικρών τεμαχίων πρωτοπλάσματος από την περιφέρεια του μεγακαρυοκυττάρου (εντός του μυελού των οστών) και κυρίως από τα ψευδοπόδια. Αυτά συνήθως είναι μεγαλύτερα σε μέγεθος σχετικά με τα πιο ώριμα αιμοπετάλια. Η παραγωγή τους πιστεύεται ότι ρυθμίζεται από τα επίπεδα μαγνησίου στο εγκεφαλονωτιαίο υγρό (Serum Cerebrospinal Fluid Magnesium levels, Mg-CSF) και την θρομβοποιητίνη κατά τρόπο αντίστοιχο προς την ερυθροποιητίνη των ερυθροκυττάρων, καθώς και από το σπλήνα, που είναι και ο τόπος καταστροφής τους. Η διάρκεια ζωής τους ανέρχεται σε 8-10 ημέρες (6). 
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Εικόνα 3. Επίχρισμα περιφερικού αίματος ύστερα από χρώση με Wright-Giemsa. Το βελάκι δείχνει χρωματισμένα αιμοπετάλια. Ανατύπωση από (www.hsc.virginia.edu)
Τα θρομβοκύτταρα είναι μικρά άχροα, διάφορου σχήματος, διαμέτρου 2-3μm και όγκου 7,4-9,4fL. Αιμοπετάλια με διάμετρο μεγαλύτερη των 3μm χαρακτηρίζονται ως μεγάλα, απαντούν σε μικρό ποσοστό στο φυσιολογικό αίμα και θεωρούνται νεαρές μορφές των αιμοπεταλίων. Επίσης, υπάρχουν και γιγάντια αιμοπετάλια τα οποία συναντάμε σε παθολογικές καταστάσεις.

Τα αιμοπετάλια είναι απύρηνα κύτταρα, που δεν περιέχουν DNA, αποτελούνται μόνο από βασεόφιλο κυτταρόπλασμα με μικρά, ποικίλου μεγέθους κοκκία που τείνουν να συγκεντρώνονται στο κέντρο του κυττάρου και μιτοχόνδρια. Το κυτταρικό τοίχωμα τους είναι ανώμαλο (εικόνα 4). Βάφονται στις συνήθεις αιματολογικές χρωστικές με χρώμα ανοιχτό κυανό, ενώ τα κοκκία είναι πιο σκούρα.

Τα αιμοπετάλια είναι πολύ εύθραυστα, παρουσιάζουν την ικανότητα να προσκολλώνται μεταξύ τους και με τα σώματα που έρχονται σε επαφή, γι’ αυτό και η καταμέτρηση τους είναι δύσκολη. Μετά την έξοδό του αίματος από τα αγγεία καταστρέφονται εύκολα, με αποτέλεσμα στα κοινά αιματολογικά παρασκευάσματα να διακρίνονται μόνο κοκκώδη λείψανα τους. Είναι τα ελαφρύτερα από όλα τα έμμορφα στοιχεία του αίματος, γι’ αυτό επιπλέουν σε σταγόνα πρόσφατου αίματος και είναι δυνατό να παραλειφθούν με λεπτή καλυπτρίδα ή να γίνουν ορατά μετά από φυγοκέντρηση του αίματος, στην ανώτερη στιβάδα που σχηματίζεται.

Από άποψη υφής, εμφανίζουν δύο ζώνες , την περιφερική ή υαλομερή και την κεντρική ή χρωματομερή. Η περιφερική είναι διαφανής και ινιδώδης στην σύσταση, εμφανίζει αποφυάδες (σαν αγκάθια) και περιέχει τη θρομβοκινάση.
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Εικόνα 4. Από αριστερά προς τα δεξιά η μορφή ενός ερυθροκυττάρου, αιμοπεταλίου και λευκοκυττάρου, αντίστοιχα. Εικόνα από ηλεκτρονικό μικροσκόπιο σάρωσης. Ανατύπωση από (www.wikipedia.com)

4.2
Λειτουργίες Αιμοπεταλίων

Τα αιμοπετάλια διαδραματίζουν σημαντικό ρόλο στην αρχική αιμόσταση, την πήξη και το σχηματισμό του αιμοπεταλιακού και, στη συνέχεια του αιματικού θρόμβου, υπό την προϋπόθεση ότι είναι φυσιολογικά (αριθμητικά και λειτουργικά). Η συμμετοχή τους αυτή οφείλεται στους παράγοντες (πίνακας 2) που περιέχουν και εκλύονται αμέσως μόλις αρχίσει η συγκόλληση και η καταστροφή των αιμοπεταλίων, καθώς επίσης και με τους παράγοντες πήξης του πλάσματος, που προσροφώνται στην επιφάνειά τους και μεταφέρονται στον τόπο του τραυματισμού ή της βλάβης, όπου και δρουν.

Η κύρια ιδιότητα των αιμοπεταλίων είναι η ικανότητα τους να χάνουν το φυσιολογικό τους σχήμα (από δισκοειδές σε σφαιρικό) όταν έλθουν σε επαφή με τραχεία επιφάνεια, να συσσωρεύονται και να συγκολλώνται μεταξύ τους και με το τοίχωμα του αγγείου και με τους γύρω ιστούς. Τέλος, ο σχηματισμός του αιμοπεταλιακού θρόμβου γίνεται από τα συγκεντρωμένα αιμοπετάλια σε τρία αλυσιδωτά στάδια-φάσεις:

· Α. φάση συγκέντρωσης

Αρχικά, στην περιοχή της βλάβης του αγγείου (από το τραύμα) παρατηρείται συγκέντρωση αιμοπεταλίων, που έρχονται σε επαφή με ίνες κολλαγόνου.

· Β. φάση προσκόλλησης

Ακολουθεί η προσκόλληση των αιμοπεταλίων.

· Γ. φάση έκλυσης

Από τα προσκολλημένα αιμοπετάλια εκλύονται ουσίες από τις οποίες άλλες, όπως η διφωσφορική αδενοσίνη (Adenosine Diphosphate, ADP), ενισχύουν την περαιτέρω συσσώρευση των αιμοπεταλίων, ενώ άλλες, όπως η σεροτονίνη, η αδρεναλίνη, η ισταμίνη και άλλες προκαλούν αγγειοσύσπαση, που ενισχύει περαιτέρω την αιμόσταση. 

	Αιμοπεταλιακός παράγοντας
	Ρόλος

	Σεροτονίνη ή αγγειοσυσπαστικός παράγοντας
	Επιφέρει σύσπαση στο σημείο της βλάβης του αγγείου

	Συσταλτοένζυμο ή θρομβοσθενίνη
	Συμβάλλει στη συστολή του θρόμβου

	PF-1
	Επιταχύνει τη μετατροπή της προθρομβίνης σε θρομβίνη

	PF-2
	Επιταχύνει τη μετατροπή του ινωδογόνου σε ινώδες

	PF-3
	Συμμετέχει στην ενεργοποίηση ορισμένων παραγόντων πήξεως

	PF-4
	Εμφανίζει ανταγωνιστική δράση με την ηπαρίνη και επομένως και αδρανοποιεί

	PF-5
	Είναι θρομβοπλαστινικός παράγοντας

	PF-6
	Με την αντιινωδολυσίνη που παράγει, ανταγωνίζεται τη δράση της ινωδολυσίνης


Πίνακας 2. Αιμοπεταλιακοί παράγοντες. Ανατύπωση από Ιωαννίδου-Παπακωνσταντίνου, 2003
Κεφάλαιο 5ο

5. Το Πλάσμα

Το πλάσμα είναι η ρευστή μεσοκυττάρια ουσία του αίματος, μέσα στην οποία αιωρούνται τα έμμορφα συστατικά αυτού. Είναι ωχροκίτρινο υγρό (εικόνα 5), αποτελούμενο κυρίως από νερό, στο οποίο βρίσκονται διαλυμένες διάφορες ουσίες όπως, πρωτεΐνες, γλυκόζη, παράγοντες πήξης, μεταλλικά ιόντα, ορμόνες και το διοξείδιο του άνθρακα. Ο όγκος του πλάσματος στον ενήλικα είναι περίπου 3 λίτρα και αποτελεί το 55% του συνολικού όγκου του αίματος. Το πλάσμα του αίματος έχει πυκνότητα περίπου 1.025kg/m3 ή 1.025kg/l.

Ορός αίματος είναι το πλάσμα του αίματος που στερείται ινωδογόνου ή άλλων παραγόντων πήξης (πλήρες αίμα μείον τα κύτταρα και οι παράγοντες πήξης).
Το pH του πλάσματος καθορίζεται από τη συγκέντρωση των ιόντων H+ που υπάρχουν σ’ αυτό και διαδραματίζει σημαντικό ρόλο στο διατήρηση της οξεοβασικής ισορροπίας του οργανισμού. Η μέση τιμή του pH του πλάσματος είναι 7,4 με φυσιολογικό εύρος διακύμανσης 7,34-7,44. Οι ακραίες, συμβατές με τη ζωή τιμές, είναι 6,8 το ελάχιστο και 7,8 το μέγιστο. Όμως, ακόμη και οι μικρές μεταβολές του pH μπορούν να οδηγήσουν σε σοβαρές διαταραχές της οξεοβασικής ισορροπίας. Τα ιόντα H+ προέρχονται στο πλάσμα από τη διάσπαση διαφόρων οξέων. Τα οξέα αυτά είτε προσλαμβάνονται με την τροφή, είτε είναι αποτέλεσμα του μεταβολισμού των λιπών και των υδατανθράκων (2).
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Εικόνα 5 . Πλάσμα αίματος σε πλαστικό ασκό συγκέντρωσης πλάσματος ύστερα από φυγοκέντρηση. Ανατύπωση από (www.google.com)

Το πλάσμα είναι υδατικό διάλυμα πλούσιο σε οργανικές και ανόργανες ουσίες, άλλες χρήσιμες στον οργανισμό και άλλες απλώς μεταφερόμενες από το πλάσμα, με τελικό σκοπό την αποβολή τους ή την αποταμίευση τούς σε διάφορα όργανα του σώματος. Το νερό αποτελεί το 90% του πλάσματος και χρησιμεύει ως διαλύτης των περιεχόμενων σε αυτό κρυσταλλικών ουσιών. Το περισσότερο βρίσκεται ενωμένο με λευκώματα και μόνο ένα μικρό μέρος του είναι ελεύθερο.

Αποτελείται από οργανικά και ανόργανα συστατικά. Στα οργανικά συστατικά του πλάσματος περιλαμβάνονται οι αζωτούχες και οι μη αζωτούχες ενώσεις. Στις αζωτούχες ενώσεις ανήκουν κυρίως οι πρωτεΐνες (λευκώματα), που αποτελούν το 7% του όλου πλάσματος, η ουρία, το ουρικό οξύ, η χολερυθρίνη, η κρεατινίνη, τα ελεύθερα αμινοξέα και άλλα. Οι μη αζωτούχες ενώσεις είναι η γλυκόζη, η χολιστερίνη, το γαλακτικό οξύ, τα λίπη και άλλα.

Οι πρωτεΐνες (πίνακας 3) αποτελούν το σπουδαιότερο οργανικό συστατικό και διακρίνονται στις λευκωματίνες (Προλευκωματίνη και Λευκωματίνη), στις σφαιρίνες (α, β, γ) και στο ινωδογόνο. Οι λευκωματίνες και το ινωδογόνο παράγονται στο ήπαρ και, επομένως, η ηπατική δυσλειτουργία μπορεί να επηρεάζει τις φυσιολογικές τους τιμές. Οι σφαιρίνες παράγονται στο δικτυο-ενδοθηλιακό σύστημα (ΔΕΣ). Επίσης, στις πρωτεΐνες συμπεριλαμβάνονται οι ανοσοσφαιρίνες, οι παράγοντες του συμπληρώματος και οι λιποπρωτεΐνες, οι οποίες προέρχονται από ενώσεις πρωτεϊνών και λιπιδίων. Οι λευκωματίνες αποτελούν το 60% των πρωτεϊνών και οι σφαιρίνες το 40%. Τα λευκώματα μπορούν να διαχωριστούν με διάφορες τεχνικές (ηλεκτροφόρηση) κατά την οποία γίνεται και η διάκριση των σφαιρινών σε α1, α2, β και γ (7). 

	Λευκώματα
	1. κατακράτηση νερού στην κυκλοφορία

2. συμβολή στη σύνθεση των πρωτεϊνών των ιστών

3. μεταφορά ουσιών

	Λευκώματα

Ινωδογόνο

Παράγοντες μηχανισμού πήξεως
	Συμβάλλουν ενεργά στην διαδικασία πήξης του αίματος

	Σφαιρίνες
	Μετέχουν στην άμυνα του οργανισμού με τη μεταφορά αντισωμάτων με τις γ-σφαιρίνες


Πίνακας 3. Λειτουργίες πρωτεϊνών. Ανατύπωση από Ιωαννίδου-Παπακωνσταντίνου, 2003

Τα ανόργανα συστατικά του πλάσματος είναι άλατα διαφόρων στοιχείων, κυρίως νάτριου (Na), καλίου (K), ασβεστίου (Ca), χλωρίου (Cl), μαγνησίου (Mg) κ.α. Τα άλατα αυτά βρίσκονται σε μικρές ποσότητες και σε μεγάλη αραίωση στο πλάσμα (πίνακας 4). Τα περισσότερα από αυτά διίστανται πλήρως σε ιόντα, με την εξαίρεση του ποσοστού των αλάτων ασβεστίου που είναι συνδεδεμένο με πρωτεΐνες. Η μέτρηση των ιόντων εκφράζεται κυρίως σε mEq/L. Είναι απαραίτητα γιατί συμμετέχουν στη ρύθμιση της οξεοβασικής ισορροπίας και της οσμωτικής πίεσης του αίματος (2).
	Μέταλλα και αμέταλλα
	Σίδηρος(Fe), χαλκός(Cu), φώσφορος(P), ιώδιο(I), μαγγάνιο(Mn), φθόριο(F)

	Οργανικές ουσίες
	Σταφυλοσάκχαρο

Γλυκογόνο

Χρωστικές κ.α.

	
	Ένζυμα, Ορμόνες, Βιταμίνες, Αντισώματα, Φάρμακα


Πίνακας 4. - Μεταφερόμενες ουσίες μέσω του πλάσματος. Ανατύπωση από Ιωαννίδου-Παπακωνσταντίνου, 2003
5.1
Λειτουργίες Του Πλάσματος

Το πλάσμα συμβάλλει :

· Στη διατήρηση της ομοιόστασης του νερού και των ηλεκτρολυτών (μέσω της παρουσίας των λευκωμάτων),

· στην οξεοβασική ισορροπία, (ρυθμιστική συμβολή μέσω των πρωτεϊνών και των ιόντων που διαθέτει),

· στη πήξη του αίματος (μέσω παραγόντων πήξης),

· στην άμυνα του οργανισμού (μέσω των γ-σφαιρινών, οι οποίες εξουδετερώνουν αντίστοιχα αντιγόνα),

· στη μεταφορά ουσιών και

· στη θερμορύθμιση του οργανισμού (μεταφέροντας θερμότητα)(2).

5.3
Παράγωγα Του Πλάσματος

Τα παράγωγα του πλάσματος είναι συμπυκνώματα από ειδικές πρωτεΐνες του πλάσματος που παρασκευάζονται από πισίνες (μεγάλες δεξαμενές) πλάσματος. Τα παράγωγα του πλάσματος παράγονται μέσω μιας διαδικασία, γνωστή ως κλασμάτωση, που αναπτύχθηκε κατά τη διάρκεια του Β 'Παγκοσμίου Πολέμου. Είναι μια θερμική ή/και διαλυτή σε απορρυπαντικό επεξεργασία με σκοπό την εξόντωση ορισμένων ιών, συμπεριλαμβανομένου του ιού HIV και της ηπατίτιδας Β και Γ. 

Στα παράγωγα του πλάσματος (πίνακας 5) περιλαμβάνονται:

· Πυκνός παράγοντας VIII,

· πυκνός παράγοντας IX,

· σύμπλοκο αντί-αναστολέα πήξεως, 

· αλβουμίνη,

· ανοσοσφαιρίνες, συμπεριλαμβανομένου την Rh ανοσοσφαιρίνη,

· πυκνή αντί-θρομβίνη ΙΙΙ, πυκνός αναστολέας άλφα 1-πρωτεΐναση (7).

	1 λίτρο πλάσμα             =  4-5 μονάδες αίματος ή 1-2 πλασμαφαιρέσεις

	Αναγκαία ποσότητα πλάσματος
	Παράγωγα πλάσματος

	1 λίτρο
	1 δόση λευκωματίνης

	1 λίτο
	10 amp. των 2 κ.ε. ανοσοσφαιρίνης

	2-6 λίτρα
	2-6 γρ. ινωδογόνου

	3-5 λίτρα
	1 δόση αντιαιμορροφιλικού παράγοντα VIII


	4 λίτρα
	1 δόση συμπυκνωμένου παράγοντα VIII
(αντιαιμορροφιλικού Α)

	½ λίτρα
	1 δόση PPSB-παράγοντα IX (αντιαιμορροφιλικού Β)


Πίνακας 5. Πίνακας αντιστοιχίας. Ανατύπωση από (www.pepagnh.gr)

ΜΕΡΟΣ Β
1. Παράγωγα Αίματος

Η σύγχρονη τεχνολογική πρόοδος επιτρέπει το διαχωρισμό του ολικού αίματος σε παράγωγα με τα οποία μπορεί κανείς να εξειδικεύσει τη μεταγγισιοθεραπεία αντικαθιστώντας στον κάθε ασθενή το στοιχείο που του λείπει.

Από μια μονάδα ολικού αίματος παράγονται:

· Συμπυκνωμένα ερυθρά (ΣΕ),

· συμπυκνωμένα αιμοπετάλια (ΣΑ) και

· κατεψυγμένο πλάσμα (ΚΠ).

Η μεταγγισιοθεραπεία με τη χρήση παραγώγων έχει σημαντικά πλεονεκτήματα. Συγκεκριμένα, μειώνει τον κίνδυνο κυκλοφορικής επιβάρυνσης, τον κίνδυνο ευαισθητοποίησης σε πρωτεΐνες του πλάσματος και κυτταρικά αντιγόνα και διευκολύνει την αντιμετώπιση περισσοτέρων του ενός ασθενών από μια μονάδα ολικού αίματος (1).

2. Ολικό Αίμα

Μια μονάδα ολικού αίματος έχει όγκο περίπου 515ml±50ml με αιματοκρίτη (Hct) ίσο με 40%-50%. Διατηρείται στους 1-6 °C για διάστημα 35 έως 42 ημερών, ανάλογα με το αντιπηκτικό συντηρητικό (CPDA~1-35 ημέρες, AS~1-42 ημέρες). Δεν προσφέρει παράγοντες πήξεως και τα αιμοπετάλια που περιέχονται δεν είναι λειτουργικά.

Χρησιμοποιείται πρακτικά μόνο σε νεογνά για αφαιμαξομετάγγιση και στην παιδιατρική χειρουργική. Θα είχε ίσως ένδειξη και σε ασθενή με οξεία αιμορραγία (απώλεια >25% του όγκου του αίματος) αλλά δεν είναι συνήθως διαθέσιμο σε ικανές ποσότητες γιατί έχει καθιερωθεί ο διαχωρισμός σε παράγωγα.

Το ολικό αίμα είναι αίμα που λαμβάνεται από κατάλληλο δότη και συλλέγεται σε κατάλληλο περιέκτη (ασκό) με στείρο και ελεύθερο πυρετογόνο αντιπηκτικό διάλυμα. Το ολικό αίμα χρησιμοποιείται κυρίως ως αρχική ύλη για την παρασκευή προϊόντων αίματος (εικόνα 6). 

Το πρόσφατο αίμα διατηρεί για περιορισμένο χρονικό διάστημα όλες του της ιδιότητες. Η ταχεία μείωση των επιπέδων του παράγοντα VIII και της λειτουργικότητας των λευκοκυττάρων και των αιμοπεταλίων καθιστά το ολικό αίμα ακατάλληλο για τη θεραπεία των διαταραχών της αιμόστασης εάν παραμείνει σε συνθήκες αποθήκευσης για περισσότερο από 24 ώρες. Αν παραταθεί περισσότερο η αποθήκευση του ολικού αίματος σε υγρή κατάσταση, επέρχεται μια σειρά μεταβολών όπως αύξηση της συγγένειας για το οξυγόνο και μείωση της βιωσιμότητας των ερυθροκυττάρων, μείωση της δραστικότητας των παραγόντων πήξης (παράγοντας VIII και V), μείωση της βιωσιμότητας και της λειτουργικότητας των αιμοπεταλίων, σχηματισμός μικροσυσσορεύσεων, απελευθέρωση ενδοκυττάριων συστατικών όπως το κάλιο και οι πρωτεάσες των λευκοκυττάρων, και η ενεργοποίηση παραγόντων του πλάσματος όπως η καλλικρεϊνη.

Το ολικό αίμα δεν πρέπει να περιέχει μη φυσιολογικά αντισώματα κλινικής σημασίας (7).
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Εικόνα 6. Συμπυκνωμένα ερυθρά (ΣΕ), φρεσκοκατεψυγμένο πλάσμα (FFP) και αιμοπετάλια (PLTs), αντίστοιχα, σε ασκούς συλλογής παραγώγων αίματος. Ανατύπωση από (www.wikipedia.org)
3.
Συμπυκνωμένα Ερυθροκύτταρα (ΣΕ)

Τα ερυθροκύτταρα είναι ένα προϊόν του αίματος που λαμβάνεται με αφαίρεση ενός μέρους του πλάσματος από ολικό αίμα, χωρίς περαιτέρω επεξεργασία.

Ο αιματοκρίτης αυτού του προϊόντος κυμαίνεται μεταξύ 65%-75%. Κάθε μονάδα ερυθροκυττάρων πρέπει να περιέχει τουλάχιστον 45 γραμμάρια αιμοσφαιρίνης στο τέλος της διαδικασίας παρασκευής.

Μια μονάδα συμπυκνωμένων ερυθροκυττάρων περιέχει όλα τα ερυθροκύτταρα της αρχικής μονάδας ολικού αίματος. Διατηρείται το μεγαλύτερο μέρος των λευκοκυττάρων (περίπου 2,5-3,0*109 κύτταρα) και άλλοτε άλλος αριθμός αιμοπεταλίων ανάλογα με τη μέθοδο φυγοκέντρησης, εφόσον βέβαια δε γίνει προσπάθεια για την αφαίρεσή τους.

Για την παρασκευή αυτού του προϊόντος γίνεται φυγοκέντρηση και ακολουθεί αφαίρεση του πλάσματος από τη μονάδα του ολικού αίματος


Από τα συμπυκνωμένα ερυθρά προκύπτουν επιπρόσθετα παράγωγα αίματος, τα οποία παρασκευάζονται με περαιτέρω επεξεργασία των ΣΕ. 

Τα παράγωγα αυτά είναι τα εξής:

· Ερυθροκύτταρα μετά από αφαίρεση της στιβάδας των λευκοκυττάρων (BCR),

· ερυθροκύτταρα σε θρεπτικό διάλυμα (AS),

· ερυθροκύτταρα χωρίς λευκά αιμοσφαίρια σε προσθετικό διάλυμα (Additive Solution, Buffy Coat Removed, AS-BCR)

· πλυμένα ερυθροκύτταρα,

· κρυοσυντηρημένα ερυθροκύτταρα,

· ερυθροκύτταρα αφαίρεσης (1).
3.1
Ερυθροκύτταρα μετά από Αφαίρεση της Στιβάδας των Λευκοκυττάρων (Buffy Coat Removed, BCR)

To BCR είναι ένα προϊόν που παρασκευάζεται με διαχωρισμό ενός μέρους του πλάσματος και της στιβάδας των λευκοκυττάρων από τα ερυθροκύτταρα (ερυθροκύτταρα BCR). Ο αιματοκρίτης αυτού του προϊόντος κυμαίνεται μεταξύ 65%-75%.

Μια τέτοια μονάδα ερυθροκυττάρων περιέχει όλα τα ερυθροκύτταρα της αρχικής μονάδας ολικού αίματος μειωμένα κατά 10ml-30ml. Κάθε μονάδα πρέπει να περιέχει τουλάχιστον 43 γραμμάρια αιμοσφαιρίνης.

Η περιεκτικότητα σε λευκοκύτταρα είναι μικρότερη από 1,2*109 κύτταρα ανά μονάδα, ενώ η μέση περιεκτικότητα σε αιμοπετάλια είναι μικρότερη από 20*109 κύτταρα ανά μονάδα.

Για την παρασκευή αυτού του προϊόντος γίνεται φυγοκέντρηση και στη συνέχεια το πλάσμα και 20ml-60ml της στιβάδας των λευκοκυττάρων διαχωρίζονται από τα ερυθροκύτταρα. Κατόπιν προστίθεται στη συνέχεια των ερυθροκυττάρων ποσότητα πλάσματος τέτοια ώστε να προκύψει αιματοκρίτης μεταξύ 65%-75% (1).

3.2
Ερυθροκύτταρα σε Θρεπτικό Διάλυμα με Πρόσθετες Ουσίες (Additive Solution, AS)

Το AS είναι ένα προϊόν που παρασκευάζεται από ολικό αίμα με φυγοκέντρηση και απομάκρυνση του πλάσματος με επακόλουθη προσθήκη κατάλληλου θρεπτικού διαλύματος στα ερυθροκύτταρα (ερυθροκύτταρα AS).

Ο αιματοκρίτης αυτού του προϊόντος εξαρτάται από τη φύση του θρεπτικού διαλύματος, τη μέθοδο φυγοκέντρηση και την ποσότητα του πλάσματος που παραμένει. Δεν πρέπει να υπερβαίνει το 70%. Κάθε μονάδα πρέπει να περιέχει τουλάχιστον 45 γραμμάρια αιμοσφαιρίνης.

Μια τέτοια μονάδα ερυθροκυττάρων περιέχει όλα τα ερυθροκύτταρα αρχικής μονάδας ολικού αίματος. Διατηρείται το μεγαλύτερο μέρος των λευκοκυττάρων (περίπου 2,5-3 *109 κύτταρα) και άλλοτε άλλος αριθμός αιμοπεταλίων ανάλογα με τη μέθοδο φυγοκέντρησης, εφόσον βέβαια δε γίνει προσπάθεια για την αφαίρεσή τους.

Το κύριο αντιπηκτικό διάλυμα πρέπει να είναι το CPD. Τα περισσότερα θρεπτικά διαλύματα περιέχουν χλωριούχο νάτριο, αδενίνη, γλυκόζη και μανιτόλη, φωσφορικά ιόντα και γουανοσίνη. Ο όγκος του διαλύματος κυμαίνετε από 80ml και 110ml. 

Μετά τη φυγοκέντρηση της μονάδας ολικού αίματος γίνεται διαχωρισμός των ερυθροκυττάρων από το πλάσμα. Στη συνέχεια αναμιγνύεται προσεκτικά το θρεπτικό διάλυμα με τα ερυθροκύτταρα και το προϊόν αποθηκεύεται σε θερμοκρασία +2°C έως +6°C (1).

3.3
Ερυθροκύτταρα χωρίς Λευκά Αιμοσφαίρια σε Προσθετικό Διάλυμα (Additive Solution, Buffy Coat Removed, AS-BCR)

Το AS-BCR παρασκευάζεται από ολικό αίμα με φυγοκέντρηση και απομάκρυνση του πλάσματος και της στιβάδας των λευκοκυττάρων, και επακόλουθη προσθήκη κατάλληλου θρεπτικού διαλύματος στα ερυθροκύτταρα (ερυθροκύτταρα AS-BCR).

Ο αιματοκρίτης αυτού του προϊόντος εξαρτάται από τη φύση του θρεπτικού διαλύματος, τη μέθοδο φυγοκέντρησης και την ποσότητα του πλάσματος που παραμένει. Δεν πρέπει να υπερβαίνει το 70%. Στο τέλος της επεξεργασίας κάθε μονάδα πρέπει να περιέχει τουλάχιστον 43 γραμμάρια αιμοσφαιρίνης.

Μια τέτοια μονάδα ερυθροκυττάρων περιέχει όλα τα ερυθροκύτταρα της αρχικής μονάδας ολικού αίματος μειωμένης κατά 10ml -30ml.

Η περιεκτικότητα σε λευκοκύτταρα είναι μικρότερη από 1,2*109 κύτταρα ανά μονάδα, ενώ η μέση περιεκτικότητα σε αιμοπετάλια είναι μικρότερη από 20*109 κύτταρα ανά μονάδα.

Το κύριο αντιπηκτικό διάλυμα πρέπει να είναι το CPD. Τα περισσότερα θρεπτικά διαλύματα περιέχουν χλωριούχο νάτριο, αδενίνη, γλυκόζη και μανιτόλη διαλυμένα σε νερό. Άλλα περιέχουν κιτρικά ιόντα, μαννιτόλη, φωσφορικά ιόντα και γουανοσίνη. Ο όγκος του διαλύματος κυμαίνετε από 80ml και 110ml.

Για την παρασκευή του προϊόντος γίνεται φυγοκέντρηση και στη συνέχεια το πλάσμα και 20ml-60ml της στιβάδας των λευκοκυττάρων διαχωρίζονται από τα ερυθροκύτταρα.

Μετά τη προσεκτική ανάμιξη του θρεπτικού διαλύματος με τα ερυθροκύτταρα, το προϊόν αποθηκεύεται σε θερμοκρασία +2°C έως +6°C (1).

3.4
Πλυμένα Ερυθροκύτταρα

Τα πλυμένα ερυθροκύτταρα παρασκευάζονται από ολικό αίμα με φυγοκέντρηση και απομάκρυνση του πλάσματος που ακολουθείται από πλύση των ερυθροκυττάρων σε ισότονο διάλυμα.

Το προϊόν αυτό είναι ένα εναιώρημα ερυθροκυττάρων από το οποίο έχει αφαιρεθεί το μεγαλύτερο μέρος του πλάσματος, των λευκοκυττάρων και των αιμοπεταλίων. Η ποσότητα του πλάσματος που παραμένει στο παρασκεύασμα εξαρτάται από το πρωτόκολλο πλύσης. Ο αιματοκρίτης καθορίζεται ανάλογα με τις κλινικές ανάγκες. Στο τέλος της επεξεργασίας, κάθε μονάδα πρέπει να περιέχει 4 γραμμάρια αιμοσφαιρίνης.

Μετά τη φυγοκέντρηση και την απομάκρυνση του μεγαλύτερου δυνατού πλάσματος και της στιβάδας των λευκοκυττάρων (buffy coat), τα ερυθροκύτταρα υποβάλλονται σε επεξεργασία με διαδοχική προσθήκη ψυχρού (+4°C) ισότονου φυσιολογικού ορού και φυγοκέντρηση, κατά προτίμηση υπό ψύξη (1).

3.5
Ερυθροκύτταρα Λευκαφαιρεμένα 

Τα λευκαφαιρεμένα ερυθροκύτταρα παρασκευάζονται με την απομάκρυνση της πλειονότητας των λευκοκυττάρων από ένα παρασκεύασμα συμπυκνωμένων ερυθροκυττάρων.

Ο αριθμός λευκοκυττάρων πρέπει να είναι μικρότερος από 1*106 κύτταρα ανά μονάδα. Είναι δυνατόν να παραχθούν μονάδες με μέσο αριθμό λευκοκυττάρων 0,05*106. Κάθε μονάδα πρέπει να περιέχει τουλάχιστον 40 γραμμάρια αιμοσφαιρίνης.

Για να παραχθεί αυτό το παρασκεύασμα χρησιμοποιούνται διάφορες τεχνικές, που περιλαμβάνουν την αφαίρεση της στιβάδας των λευκοκυττάρων (buffy coat) και τη διήθηση με φίλτρο. Σήμερα τα καλύτερα αποτελέσματα επιτυγχάνονται όταν γίνεται συνδυασμός των δυο αυτών μεθόδων. Για να καθοριστούν οι βέλτιστες συνθήκες για τη χρήση της μεθόδου της λευκαφαίρεσης, πρέπει να καθιερωθεί μια πλήρως επικυρωμένη διαδικασία παρασκευής αυτού του προϊόντος.

Συνίσταται να εφαρμόζεται διήθηση με φίλτρο πριν την αποθήκευση, κατά προτίμηση εντός 24 ωρών μετά την αιμοδοσία (1).

3.6
Κρυοσυντηρημένα Ερυθροκύτταρα
Τα κρυοσυντηρημένα ερυθροκύτταρα παρασκευάζονται από ολικό αίμα του οποίου τα ερυθροκύτταρα καταψύχονται, κατά προτίμηση μέσα σε εφτά ημέρες από τη συλλογή του αίματος, με προσθήκη κάποιου κρυοπροστατευτικού διαλύματος, και αποθηκεύονται σε θερμοκρασία από +60°C έως +80°C ή χαμηλότερη, ανάλογα με τη μέθοδο που χρησιμοποιείται. Πριν από τη χορήγηση τα κύτταρα αποψύχονται, πλένονται και προστίθενται σε ισότονο διάλυμα χλωριούχου νατρίου ή σε θρεπτικό διάλυμα για ερυθροκύτταρα.

Οι ανασυσταθείσες μονάδες κρυοσυντηρημένων ερυθροκυττάρων έχουν χαμηλή περιεκτικότητα σε πρωτεΐνες, κοκκιοκύτταρα και αιμοπετάλια. Κάθε ανασυσταθείσα μονάδα πρέπει να περιέχει τουλάχιστον 36 γραμμάρια αιμοσφαιρίνης.

Η παρασκευή των κρυοσυντηρημένων ερυθροκυττάρων γίνεται με δυο μεθόδους. Η μια περιλαμβάνει υψηλή συγκέντρωση γλυκερόλης , ενώ στην άλλη χρησιμοποιείται χαμηλή συγκέντρωση γλυκερόλης. Και στις δυο περιπτώσεις απαιτείται μια διαδικασία πλύσης/απομάκρυνσης της γλυκερόλης (1).

3.7
Ερυθροκύτταρα Αφαίρεσης

Τα ερυθροκύτταρα αφαίρεσης παρασκευάζονται με αφαίρεση ερυθροκυττάρων από ένα μόνο δότη με τη χρήση αυτοματοποιημένης διάταξης διαχωρισμού κυττάρων.

Η τυπική διαδικασία αφαίρεσης ερυθροκυττάρων αποδίδει μια ή δυο μονάδες ερυθροκυττάρων που έχουν συλλεχθεί από τον ίδιο δότη. Ανάλογα με τη μέθοδο παρασκευής και το μηχάνημα διαχωρισμού κυττάρων που χρησιμοποιείται, η τεχνολογία αυτή παρέχει τη δυνατότητα παρασκευής μονάδων με προβλέψιμο, αναπαραγώγιμο και τυποποιημένο περιεχόμενο ερυθροκυττάρων. Κάθε μονάδα πρέπει να περιέχει τουλάχιστον 40 γραμμάρια αιμοσφαιρίνης. Το περιεχόμενο των μονάδων ερυθροκυττάρων αφαίρεσης σε αιμοπετάλια, λευκοκύτταρα και πλάσμα ποικίλλει ανάλογα με τη μέθοδο παρασκευής και το μηχάνημα διαχωρισμού.

Από τον αιμοδότη λαμβάνεται ολικό αίμα, προστίθεται αντιπηκτικό διάλυμα που περιέχει κιτρικά ιόντα και ακολουθεί διαχωρισμός των ερυθροκυττάρων μόνο ή ταυτόχρονα και άλλων συστατικών του αίματος (αιμοπεταλίων πλάσματος) με τη συσκευή αφαίρεσης. Τα υπόλοιπα (μη αφαιρεθέντα) συστατικά του αίματος επιστρέφονται στον αιμοδότη. Κατά τη διάρκεια ή μετά την ολοκλήρωση της διαδικασίας προστίθεται ειδικό διάλυμα αποθήκευσης ερυθροκυττάρων. Ο όγκος αυτού του διαλύματος κυμαίνεται μεταξύ 80ml και 120ml, ανάλογα με την ποσότητα των ερυθροκυττάρων που συλλέχθηκαν, τον αιματοκρίτη του προϊόντος της διαδικασίας αφαίρεσης και τον αιματοκρίτη-στόχο της μονάδας που θα αποθηκευτεί. Η διαδικασία μπορεί να περιλαμβάνει ένα επιπρόσθετο στάδιο διήθησης μέσω κατάλληλου φίλτρου για τη μείωση του αριθμού των λευκοκυττάρων που περιέχει μια μονάδα αφαιρεθέντων ερυθροκυττάρων (1).

4.
Αιμοπετάλια
4.1
Ανακτηθέντα Αιμοπετάλια

Τα ανακτηθέντα αιμοπετάλια παρασκευάζονται από πρόσφατο ολικό αίμα και περιέχει το μεγαλύτερο μέρος του αρχικού αριθμού αιμοπεταλίων σε θεραπευτικά δραστική μορφή.

Ανάλογα με τη μέθοδο παρασκευής, ο αριθμός των αιμοπεταλίων ανά ισοδύναμο μιας μονάδας ποικίλλει από 45 έως 85*109 (κατά μέσο όρο 70*109) σε 50ml-60ml μέσου εναιώρησης. Παρομοίως, ο αριθμός των λευκοκυττάρων κυμαίνεται από 0,05 έως 1*109 και των ερυθροκυττάρων από 0,2 έως 1*109 ανά ισοδύναμο μιας μονάδας, εκτός εάν εφαρμοστούν πρόσθετες διαδικασίες για τη μείωση αυτών των αριθμών. Η ποσότητα των αιμοπεταλίων σε μια «πρότυπη δόση» ανακτηθέντων αιμοπεταλίων για ενήλικες είναι ισοδύναμη με την ποσότητα των αιμοπεταλίων που περιέχεται σε 4-6 μονάδες ολικού αίματος.

· Παρασκευή πλάσματος πλούσιου σε αιμοπετάλια (platelet-rich plasma, PRP)

Αρχή μεθόδου: Μια μονάδα ολικού αίματος που έχει διατηρηθεί σε επικυρωμένες συνθήκες αποθήκευσης με θερμοκρασία μεταξύ +20°C και +24°C για διάστημα όχι μεγαλύτερο των 24 ωρών, υποβάλλεται σε φυγοκέντρηση έτσι ώστε να παραμείνει στο πλάσμα ο μεγαλύτερος δυνατός αριθμός αιμοπεταλίων και να μειωθεί σε ένα καθορισμένο επίπεδο ο αριθμός των λευκοκυττάρων και των ερυθροκυττάρων. 

· Παρασκευή αιμοπεταλίων από πλάσμα πλούσιο σε αιμοπετάλια

Αρχή μεθόδου: Τα αιμοπετάλια του PRP καθιζάνουν με φυγοκέντρηση υψηλής ταχύτητας. Το υπερκείμενο πλάσμα που είναι πλέον φτωχό σε αιμοπετάλια απομακρύνεται, αφήνοντας ένα μέρος αυτού γύρω στα 50ml-70ml με τα αιμοπετάλια. Τέλος, μεσολαβεί ένα χρονικό διάστημα για να αναστραφεί η συσσώρευση των αιμοπεταλίων (αποσυσσώρευση) και η διαδικασία ολοκληρώνεται με την εναιώρηση τους σε κατάλληλο μέσο.

· Παρασκευή αιμοπεταλίων από τη στιβάδα των λευκοκυττάρων (buffy coat)

Αρχή μεθόδου: Μια μονάδα ολικού αίματος που έχει διατηρηθεί σε θερμοκρασία μεταξύ +20°C και +24°C για διάστημα όχι μεγαλύτερο των 24 ωρών, υποβάλλεται σε φυγοκέντρηση, που προκαλεί την καθίζηση των αιμοπεταλίων του αίματος κυρίως στη στιβάδα των λευκοκυττάρων (buffy coat). Η στιβάδα των λευκοκυττάρων διαχωρίζεται και υποβάλλεται σε περαιτέρω επεξεργασία προκειμένου να ληφθούν τα αιμοπετάλια σε συμπυκνωμένη μορφή. Μεμονωμένες στιβάδες λευκοκυττάρων από 4-6 μονάδες ολικού αίματος συμβατής ομάδας, αραιώνονται με πλάσμα ή κατάλληλο θρεπτικό διάλυμα. Μετά την προσεκτική ανάμιξη με το πλάσμα ή το θρεπτικό διάλυμα ακολουθεί φυγοκέντρηση, έτσι ώστε να παραμείνουν τα αιμοπετάλια στο υπερκείμενο, ενώ τα ερυθροκύτταρα μαζί με τα λευκοκύτταρα κατακρημνίζονται στον πυθμένα του ασκού.

Αν εφαρμοστεί διήθηση με φίλτρο είναι δυνατόν να παρασκευαστούν λευκαφαιρεμένα αιμοπετάλια. Συνιστάται να γίνεται αφαίρεση λευκοκυττάρων πριν την αποθήκευση (κατά προτίμηση μέσα σε 6 ώρες από την ανάκτηση των αιμοπεταλίων). Με την προσεκτική βελτιστοποίηση των συνθηκών φυγοκέντρησης είναι δυνατόν να παρασκευαστούν λευκαφαιρεμένα αιμοπετάλια με τη μέθοδο της ανάκτησης από τη στιβάδα των λευκοκυττάρων (buffy coat). Για να καθοριστούν οι βέλτιστες συνθήκες  της μεθόδου λευκαφαίρεσης που χρησιμοποιείται, πρέπει να καθιερωθεί μια πλήρως επικυρωμένη διαδικασία παρασκευής του προϊόντος.

Εάν υπάρχει ένδειξη, μπορούν να παρασκευαστούν αιμοπετάλια μειωμένου όγκου. Για ασθενείς που έχουν εκδηλώσει επανειλημμένα ανεπιθύμητες αντιδράσεις μετά από μετάγγιση αιμοπεταλίων, είναι δυνατόν να παρασκευαστούν πλυμένα αιμοπετάλια. Το ίδιο μπορεί να γίνει για ασθενείς με αντισώματα αντί-IgA, σε περίπτωση που δεν διατίθενται αιμοπετάλια από αιμοδότη με ανεπάρκεια IgA. Αν το παρασκεύασμα πλυθεί τρείς φορές με φυσιολογικό ορό ή ρυθμιστικό διάλυμα φυσιολογικού ορού, επιτυγχάνεται μείωση της συγκέντρωσης των πρωτεϊνών στο υπερκείμενο διάλυμα κατά περισσότερο από τρείς λογαρίθμους. Ταυτόχρονα χάνεται ένα 10%-20% των αιμοπεταλίων. Στη συνέχεια τα αιμοπετάλια προστίθενται σε θρεπτικό διάλυμα. Η τεχνική πλύσης πρέπει να είναι επικυρωμένη.

4.2
Αιμοπετάλια Αφαίρεσης

Τα αιμοπετάλια αφαίρεσης παρασκευάζονται με αφαίρεση αιμοπεταλίων από έναν μόνο δότη με τη χρήση αυτοματοποιημένης διάταξης διαχωρισμού κυττάρων. Ανάλογα με τη μέθοδο παρασκευής και το μηχάνημα διαχωρισμού κυττάρων  που χρησιμοποιείται, η απόδοση κάθε συνεδρίας αφαίρεσης σε αιμοπετάλια ποικίλλει από 200 έως 800*109. Παρόμοια παρατηρείται διακύμανση της ποσότητας των λευκοκυττάρων και των ερυθροκυττάρων που παραμένουν στο προϊόν ανάλογα με την μέθοδο και τον τύπο του μηχανήματος. Η τεχνική της αφαίρεσης παρέχει τη δυνατότητα συλλογής αιμοπεταλίων από επιλεγμένους δότες, μείωσης του κινδύνου αλλοανοσοποίησης εναντίον των αντιγόνων HLA και παροχής αποτελεσματικής θεραπείας σε ήδη αλλοανοσοποιημένους ασθενείς. Με τη μείωση του αριθμού των δοτών στους οποίους εκτίθεται ο λήπτης, μπορεί επίσης να μειωθεί ο κίνδυνος μετάδοσης ιογενών λοιμώξεων.

Από τον αιμοδότη λαμβάνεται ολικό αίμα, προστίθεται αντιπηκτικό διάλυμα που περιέχει κιτρικά ιόντα και γίνεται διαχωρισμός των αιμοπεταλίων από ολικό αίμα με μηχάνημα αφαίρεσης. Τα υπόλοιπα (μη αφαιρεθέντα) συστατικά του αίματος επιστρέφονται στον αιμοδότη. Η διαδικασία μπορεί να περιλαμβάνει ένα επιπρόσθετο στάδιο φυγοκέντρησης ή διήθησης μέσω κατάλληλου φίλτρου για τη μείωση των υπολειπόμενων λευκοκυττάρων (που παραμένουν στο παρασκεύασμα των αιμοπεταλίων αφαίρεσης). Με τη διαδικασία της αφαίρεσης είναι δυνατό σε μια συνεδρία να συλλεχθεί αριθμός αιμοπεταλίων ισοδύναμος με τον αριθμό των αιμοπεταλίων που λαμβάνεται από τρείς έως δεκατρείς μονάδες ολικού αίματος, και να διαιρεθεί στη συνέχεια σε πολλές πρότυπες μονάδες για τη μετάγγιση. Τα αιμοπετάλια που λαμβάνονται με αφαίρεση συλλέγονται και αποθηκεύονται ως εναιώρημα σε πλάσμα ή σε συνδυασμό πλάσματος και κατάλληλου θρεπτικού διαλύματος. Προετοιμασία των αιμοδοτών με χορήγηση θρομβοποιητίνης δεν συνίσταται μέχρι να αξιολογηθεί με ειδικές μελέτες η ασφάλεια αυτής της παρέμβασης.

Είναι δυνατό να παρασκευαστούν πλυμένα αιμοπετάλια για ασθενείς που έχουν εκδηλώσει επανειλημμένως ανεπιθύμητες αντιδράσεις μετά από μετάγγιση αιμοπεταλίων. Το ίδιο μπορεί να γίνει για ασθενείς με αντισώματα αντί-IgA. Αν το παρασκεύασμα πλυθεί τρείς φορές με φυσιολογικό ορό ή ρυθμιστικό διάλυμα φυσιολογικού ορού, επιτυγχάνεται μείωση της συγκέντρωσης των πρωτεϊνών στο υπερκείμενο διάλυμα κατά περισσότερο από τρείς λογαρίθμους. Ταυτόχρονα χάνεται ένα 10%-20% των αιμοπεταλίων. Τα πλυμένα αιμοπετάλια και τα αιμοπετάλια που έχουν υποβληθεί σε μείωση όγκου πρέπει να μεταγγίζονται το συντομότερο δυνατό (6).

4.3
Κρυοσυντηρημένα Αιμοπετάλια Αφαίρεσης

Τα κρυοσυντηρημένα αιμοπετάλια αφαίρεσης παρασκευάζονται με την κατάψυξη των αιμοπεταλίων μέσα σε 24 ώρες από τη συλλογή του αίματος, μετά την προσθήκη κρυοπροστατευτικού διαλύματος, και αποθήκευσή τους σε θερμοκρασία -80°C ή μικρότερη. Οι ανασυσταθείσες μονάδες κρυοσυντηρημένων αιμοπεταλίων είναι πτωχές σε ερυθροκύτταρα και λευκοκύτταρα. Η μέθοδος παρέχει τη δυνατότητα αποθήκευσης αιμοπεταλίων από επιλεγμένους δότες ή αιμοπεταλίων για αυτόλογη μετάγγιση.

Η παρασκευή των κρυοσυντηρημένων αιμοπεταλίων γίνεται γενικά με δυο μεθόδους. Η μια είναι η μέθοδος του διμεθυλοσουλφοξειδίου [(DMSO) 6%w/v] και η άλλη είναι η μέθοδος της πολύ χαμηλής συγκέντρωσης γλυκερόλης (5%w/v). Πριν τη μετάγγιση, τα αιμοπετάλια αποψύχονται και πλένονται (ή σχηματίζουν εναιώρημα) σε αυτόλογο πλάσμα πτωχό σε αιμοπετάλια ή σε ισότονο διάλυμα χλωριούχου νατρίου ή σε κατάλληλο θρεπτικό διάλυμα (6).

5.
Πρόσφατα Κατεψυγμένο Πλάσμα (Fresh Frozen Plasma, FFP)

Το πρόσφατα κατεψυγμένο πλάσμα είναι ένα προϊόν για μετάγγιση ή για κλασματοποίηση που παρασκευάζεται είτε από ολικό αίμα είτε από πλάσμα που συλλέγεται με αφαίρεση. Το FFP καταψύχεται μέσα σε καθορισμένο χρονικό διάστημα σε θερμοκρασία κάτω των -30οC στην οποία οι ασταθείς παράγοντες της πήξης διατηρούν επαρκώς τη λειτουργικότητα τους.

Το FFP περιέχει σταθερούς τους παράγοντες της πήξης, την λευκωματίνη και τις ανοσοσφαιρίνες. Πρέπει να περιέχει ολικές πρωτεΐνες σε συγκέντρωση όχι μικρότερη από 50g/l, κατά μέσο όρο. Πρέπει να περιέχει, κατά μέσο όρο, περισσότερο από 70IU παράγοντα VIIIc ανά 100ml και τουλάχιστον παρόμοιες ποσότητες των άλλων ασταθών παραγόντων πήξης (παράγοντες V και IX, παράγοντας Von Willebrand-vWF) και των φυσικών αναστολέων τους. Εάν το πρόσφατα κατεψυγμένο πλάσμα πρόκειται να χρησιμοποιηθεί ως αρχική ύλη για την παρασκευή κλασματοποιημένων προϊόντων, πρέπει να εφαρμόζονται τα πρότυπα που καθορίζονται από τις προδιαγραφές της Ευρωπαϊκής Φαρμακοποιίας για το ανθρώπινο πλάσμα προς κλασματοποίηση (6). 

· Παρασκευή FFP από ολικό αίμα
Το πλάσμα διαχωρίζεται από το ολικό αίμα που έχει συλλεχθεί σε ασκό αίματος με ενσωματωμένες συσκευασίες μεταφοράς (transfer packs), με φυγοκέντρηση υψηλής ταχύτητας, κατά προτίμηση μέσα σε έξι ώρες και οπωσδήποτε πριν περάσουν δεκαοκτώ ώρες από τη συλλογή, αν η μονάδα έχει διατηρηθεί σε συνθήκες ψύξης. Είναι επίσης δυνατό να γίνει διαχωρισμός πλάσματος από πλάσμα πλούσιο σε αιμοπετάλια. Ακολουθεί κατάψυξη σε σύστημα που εξασφαλίζει την πλήρη κατάψυξη του προϊόντος σε θερμοκρασία μικρότερη των -30°C μέσα σε μια ώρα. Ο διαχωρισμός του πλάσματος μπορεί επίσης να γίνει από ολικό αίμα το οποίο αμέσως μετά τη συλλογή του διατηρήθηκε για διάστημα όχι μεγαλύτερο των 24 ωρών σε επικυρωμένη συσκευή ψύξης που διασφαλίζει θερμοκρασία μεταξύ +20°C και +24°C. 

· Παρασκευή FFP με αφαίρεση

Η συλλογή του πλάσματος μπορεί να γίνει με χειροκίνητη ή αυτοματοποιημένη αφαίρεση. 

5.1
Κρυοΐζημα
Το κρυοΐζημα περιέχει το κλάσμα των κρυοσφαιρινών του πλάσματος και λαμβάνεται με περαιτέρω επεξεργασία του πρόσφατα κατεψυγμένου πλάσματος. Παρασκευάζεται από πλάσμα ελεύθερων κυττάρων μετά από φυγοκέντρηση υψηλής ταχύτητας που συμπυκνώνεται ώστε ο τελικός του όγκος να μην υπερβαίνει τα 40ml. Περιέχει το μεγαλύτερο μέρος του παράγοντα VIII, του παράγοντα von Willebrand, του ινωδογόνου, του παράγοντα XIII και της φιμπρονεκτίνης που ανευρίσκονται στο πλάσμα που λήφθηκε και διαχωρίστηκε πρόσφατα.

5.1.α
Μικρή Δεξαμενή Κρυοϊζήματος
Σε μερικές περιπτώσεις μπορεί να κρίνεται σκόπιμη η συγχώνευση (ανάμιξη) έως και δέκα μονάδων κρυοϊζήματος από έναν δότη. Εάν αυτό γίνει με ανοικτή τεχνική, η δεξαμενή κρυοϊζήματος πρέπει να χορηγηθεί στον ασθενή μέσα σε μια ώρα. Δεν μπορεί να καταψυχθεί ξανά για να αποθηκευτεί. Τα στοιχεία στην ετικέτα της δεξαμενής πρέπει να λαμβάνουν τις απαραίτητες πληροφορίες για την εύκολη ανίχνευση των επιμέρους συστατικών της (1).

5.1.β
Πρόσφατα Κατεψυγμένο Πλάσμα, μετά από Αφαίρεση του Κρυοϊζήματος.

Το προϊόν αυτό παρασκευάζεται από πλάσμα με απομάκρυνση του κρυοϊζήματος. Η περιεκτικότητα αυτού του προϊόντος σε λευκωματίνη, ανοσοσφαιρίνες και παράγοντες πήξης είναι ίδια με εκείνη του πρόσφατα κατεψυγμένου πλάσματος, με εξαίρεση τους ασταθείς παράγοντες V και VIII, τα επίπεδα των οποίων είναι σημαντικά μειωμένα. Η συγκέντρωση του ινωδογόνου είναι επίσης μειωμένη σε σύγκριση με το πρόσφατα κατεψυγμένο πλάσμα. Το πλάσμα από το οποίο έχει αφαιρεθεί το κρυοϊζημα δεν πρέπει να περιέχει μη φυσιολογικά αντισώματα με κλινική σημασία.

Το πλάσμα από το οποίο έχει αφαιρεθεί το κρυοϊζημα αποτελεί παραπροϊόν της διαδικασίας παρασκευής κρυοϊζήματος από πρόσφατα κατεψυγμένο πλάσμα (1).

6.
Ανεπιθύμητες Αντιδράσεις από τη Μετάγγιση Ολικού Αίματος και των Παραγώγων του

Η ασφάλεια των μεταγγίσεων έχει αυξηθεί σημαντικά τα τελευταία χρόνια χάρις στην τεχνολογική πρόοδο και τον ποιοτικό έλεγχο που εφαρμόζεται. Παρ΄όλα αυτά οι αντιδράσεις στην μετάγγιση παραγώγων αίματος αλλά και άλλες σοβαρές επιπλοκές δεν έχουν εξαλειφθεί. Οι επιπλοκές διακρίνονται σε ανοσολογικές και μη ανοσολογικές και η συχνότητα τους όσον αφορά την μετάγγιση ερυθροκυττάρων υπολογίζεται σε 1,3%.

6.1
Ανοσολογικές Αντιδράσεις

Ως ανοσολογικές αντιδράσεις χαρακτηρίζονται οι αιμολυτικές αντιδράσεις, οι πυρετικές μη αιμολυτικές αντιδράσεις (ΠΜΑΑ), οι αλλεργικές αντιδράσεις, η πορφύρα μετά μετάγγιση, το σύνδρομο TRALI και η αντίδραση μοσχεύματος μετά από μετάγγιση (TA-GvHD).
Οι αιμολυτικές αντιδράσεις μετά μετάγγιση χαρακτηρίζονται από συμπτώματα και σημεία αυξημένης καταστροφής ερυθρών αιμοσφαιρίων. Διαχωρίζονται σε άμεσες ή οξείες αιμολυτικές αντιδράσεις, κατά τις οποίες η καταστροφή των ερυθρών αιμοσφαιρίων αρχίζει με τη μετάγγιση και σε επιβραδυνόμενες, κατά τις οποίες η καταστροφή αρχίζει μετά από ανοσολογική αντίδραση η οποία προκαλείται μετά τη μετάγγιση. Οι οξείες αιμολυτικές αντιδράσεις είναι οι πλέον επικίνδυνες μη λοιμώδεις επιπλοκές της μετάγγισης. Η πιο επικίνδυνη αιμολυτική είναι αυτή που οφείλεται σε ΑΒΟ ασυμβατότητα ενώ αντίθετα οι αντιδράσεις που οφείλονται σε αντισώματα του συστήματος Rhesus δεν είναι τόσο σοβαρές γιατί η αιμόλυση είναι κυρίως εξωαγγειακή. Τα αντισώματα του συστήματος Kidd, παρ’ όλο ότι ενεργοποιούν το συμπλήρωμα και προκαλούν ενδοαγγειακή αιμόλυση, σπανίως προκαλούν θανατηφόρες αντιδράσεις. Οι επιβραδυνόμενες αιμολυτικές αντιδράσεις μετά από μετάγγιση, συνιστούν ανοσολογική απάντηση του δέκτη σε αλλοαντιγόνα των ερυθρών του δότη που αναγνωρίζονται ως ξένα. Παρατηρούνται σε ασθενείς που έχουν ήδη ευαισθητοποιηθεί από προηγούμενη έκθεση- συνήθως από μετάγγιση ή κύηση, όταν εκ νέου έλθουν σε επαφή με το αλλοαντιγόνο. Κατά κανόνα, ο τίτλος των αλλοαντισωμάτων που έχουν αναπτυχθεί είναι πολύ χαμηλός και διαφεύγουν την ανίχνευση στις προματαγγισιακές δοκιμασίες. Γι’ αυτό το λόγο δεν είναι ικανά να προκαλέσουν ταχεία λύση των μη συμβατών ερυθροκυττάρων, παρά μόνο μερικές ημέρες μετά τη νέα χορήγηση, όταν ήδη έχει πραγματοποιηθεί η αναμνηστική απάντηση και έχει ταχέως αυξηθεί η συγκέντρωση των άλλο-αντισωμάτων (1).

Ως πυρετική μη αιμολυτική αντίδραση ορίζεται η άνοδος της θερμοκρασίας του ασθενούς τουλάχιστον κατά 1°C κατά τη μετάγγιση αίματος ή παραγώγων του. Εμφανίζεται συνήθως προς το τέλος της διαδικασίας μετάγγισης και δύναται να εμφανισθεί έως και έξι ώρες μετά το τέλος της. Ανήκει στις άμεσες αντιδράσεις της μετάγγισης. Πρόκειται για την πλέον συχνά αναφερόμενη μετά μετάγγιση αντίδραση, της οποίας η συχνότητα κυμαίνεται από 47% έως 75% των αντιδράσεων μετά μετάγγιση αίματος και παραγώγων του. Οι πυρετικές μη αιμολυτικές αντιδράσεις ανήκουν στις ελάσσονες αντιδράσεις της μετάγγισης, θεωρούνται εν πολλοίς αναμενόμενες, δεν αφήνουν νοσηρότητα στον ασθενή, εμφανίζονται άμεσα και παρέρχονται γρήγορα. Η συχνότητα εμφάνισης της εξαρτάται από:

· Την εφαρμογή λευκαφαίρεσης πριν την αποθήκευση του αίματος ή παραγώγου του,

· τον τύπο του παραγώγου που μεταγγίζεται (ολικό αίμα, συμπυκνωμένα ερυθρά, πλάσμα, αιμοπετάλια μονού δότη, κοινά αιμοπετάλια πολλών δοτών). Οι πυρετικές αντιδράσεις είναι πολύ συχνότερες στις μεταγγίσεις αιμοπεταλίων και ακολουθούν οι μεταγγίσεις συμπυκνωμένων ερυθρών,

· την ηλικία του παραγώγου δηλαδή, τον χρόνο που μεσολάβησε από την συλλογή και την παρασκευή του μέχρι την χορήγηση στον ασθενή. Τα πλέον πρόσφατα παράγωγα εμφανίζουν λιγότερες αντιδράσεις,

· τον ίδιο τον ασθενή, αν είναι πολυμεταγγισμένος ή όχι. Αν έχει ιστορικό με πυρετική αντίδραση έχει 15% αυξημένο κίνδυνο να ξανακάνει,

· την ικανότητα της νοσηλείας να αναγνωρίζει και να αναφέρει τις αντιδράσεις, την προληπτική χορήγηση αντιπυρετικών πριν την μετάγγιση.

Στην Ελλάδα κατά την περίοδο 1997-2004 δηλώθηκαν 1.751 ανεπιθύμητες αντιδράσεις σχετικά με την μετάγγιση, σε 1.539.993 μονάδες αίματος και 2.185.024 μονάδες παραγώγων (πίνακας 6). Από αυτά το 88% αφορούσε μετάγγιση ερυθρών, το 2% μετάγγιση αιμοπεταλίων και το 10% μετάγγιση πλάσματος. Οι πυρετικές μη αιμολυτικές αντιδράσεις φαίνεται να εκπροσωπούν το 22% των δηλωθέντων σοβαρών ανεπιθύμητων αντιδράσεων επί του συνόλου των μεταγγίσεων αίματος και των παραγώγων του (Μ. Γαβαλάκη, 2003).

	Τύπος αντίδρασης
	n
	%

	Αιμολυτική
	39
	24,6

	Αλλεργική/Αναφυλακτική
	38
	24

	Πυρετική μη αιμολυτική
	35
	22

	Οξεία πνευμονική βλάβη
	5
	3

	Άλλη
	26
	16

	Λοιμώδης
	15
	10,4

	Σύνολο
	158
	100


Πίνακας 6. Συχνότητα ανεπιθύμητων αντιδράσεων μετά από μετάγγιση αίματος ή παραγώγων του. Καταγραφή περιστατικών από ΣΚΑΕ (Συντονιστικό Κέντρο Αιμοεπαγρύπνησης Ελλάδος) για την περίοδο 1994-2004. Ανατύπωση από Paglino., 2004.


Οι αλλεργικές αντιδράσεις οι οποίες παρατηρούνται κατά τη μετάγγιση των παραγώγων αίματος χαρακτηρίζονται τόσο από δερματικές όσο και από συστηματικές εκδηλώσεις. Η σοβαρότητα των συμπτωμάτων κυμαίνεται και μπορούν να εμφανιστούν ως ελάσσονες-ήπιες-αλλεργικές αντιδράσεις ή ως μείζονες-σοβαρές-αλλεργικές αντιδράσεις, στις οποίες περιλαμβάνονται οι αναφυλακτικές και οι αναφυλακτοειδείς αντιδράσεις. Οι ελάσσονες αλλεργικές αντιδράσεις περιλαμβάνουν αντιδράσεις από το δέρμα, όπως κνησμό, ουρτικάρια (κνηδωτικές βλάβες), ερύθημα, έξαψη και αγγειοοίδημα. Οι αναφυλακτικές και οι αναφυλακτοειδείς αποτελούν τις μείζονες – σοβαρές αλλεργικές αντιδράσεις. Σε αυτές κυριαρχούν οι συστηματικές εκδηλώσεις όπως υπόταση, δύσπνοια, οίδημα στο λάρυγγα, βρογχόσπασμος με εκπνευστικό συριγμό, πόνος στο στήθος και ταχυκαρδία. Επίσης μπορεί να εμφανιστούν και συμπτώματα από το γαστρεντερικό όπως ναυτία, εμετοί και διάρροια. Οι συστηματικές αλλεργικές αντιδράσεις μπορεί να είναι καταστροφικές και να οδηγήσουν και σε σοβαρή αναπνευστική δυσχέρεια, απώλεια αισθήσεων, αρρυθμία, shock, καρδιακή ανακοπή και τέλος θάνατο. Οι αλλεργικές μη συστηματικές αντιδράσεις συμβαίνουν σε ποσοστό 1%-3% όλων των μεταγγίσεων αίματος και παραγώγων του, ενώ οι σοβαρές συστηματικές αντιδράσεις φαίνεται ότι είναι σπάνιες (7).


Το σύνδρομο TRALI ορίζεται ως το μη καρδιογενές πνευμονικό οίδημα που οφείλεται σε μετάγγιση αίματος ή/και παραγώγων του. Το σύνδρομο αιτιολογικά συνδέεται με την παρουσία αντιλευκοκυτταρικών αντισωμάτων στα παράγωγα αίματος που περιέχουν πλάσμα, δηλαδή στο ολικό αίμα (WB-whole blood), τα συμπυκνωμένα ερυθρά (pRBCs-paked red blood cells), το φρεσκοκατεψυγμένο πλάσμα (FFP-fresh frozen plasma, εμπλέκεται στις μισές περίπου από τις συνολικές περιπτώσεις TRALI), και τα αιμοπετάλια (PLTs-platelets)-είτε πολλαπλών δοτών είτε ενός μόνο δότη που είναι και τα συχνότερα κυτταρικά παράγωγα αίματος που ενοχοποιούνται για το σύνδρομο. Ο κίνδυνος TRALI ανά μεταγγιζόμενη μονάδα είναι περίπου εφτά φορές μεγαλύτερος για τα FFPs και περίπου οχτώ φορές μεγαλύτερος για τα PLTs σε σχέση με τα RBCs. Από το 2003 στις αναπτυγμένες χώρες το σύνδρομό TRALI αποτελεί την πρώτη αιτία θανάτου από μετάγγιση, έχοντας ξεπεράσει και την ΑΒΟ-ασυμβατότητα(9).


Η αντίδραση μοσχεύματος κατά ξενιστή μετά από μετάγγιση (TA-GvHD- Transfusion Associated Graft Versus Host Disease) παραγώγων αίματος είναι σπάνια αλλά θανατηφόρος. Η TA-GvHD αντίδραση συμβαίνει από τη δράση των Τ-λεμφοκυττάρων του δότη εναντίον των ιστών του δέκτη. Στην TA-GvHD αντίδραση η πηγή των Τ-λεμφοκυττάρων είναι το παράγωγο αίματος που χρησιμοποιήθηκε για την μετάγγιση (όλα τα παράγωγα αίματος περιέχουν ανοσοενεργά λεμφοκύτταρα τα οποία παραμένουν αρκετές ημέρες ή και μήνες στην κυκλοφορία των μεταγγισμένων ασθενών πριν το ανοσοποιητικό σύστημα του δέκτη τα απομακρύνει πλήρως). Τα κύτταρα του ανοσοποιητικού μας συστήματος αναγνωρίζουν τα άλλα κύτταρα ως «ίδια» ή ξένα χρησιμοποιώντας τα αντιγόνα ιστοσυμβατότητας (Human Leukocyte Antigens-HLA). Η αποτυχία αυτής της αναγνώρισης του «ξένου» από τον εαυτό του μπορεί να καταλήξει σε ανοχή των ξένων κυττάρων και πιθανά σε TA-GvHD. Η κατάληξη αυτή εξαρτάται από το εάν:

· Το μεταγγιζόμενο παράγωγο περιέχει ανοσοενεργά Τ-λεμφοκύτταρα,

· ο δότης του αίματος διαφέρει αντιγονικά από τον δέκτη ώστε τα μεταγγιζόμενα λεμφοκύτταρα να αναγνωρίζουν τους ιστούς του ως ξένους,

· ο δέκτης είναι ανίκανος να ενεργοποιήσει αντίδραση καταστροφής των μεταγγιζόμενων λεμφοκυττάρων.

Όλα τα παράγωγα αίματος, ακόμα και το φρέσκο πλάσμα, περιέχουν ζώντα και ανοσοϊκανά Τ-λεμφοκύτταρα. Ωστόσο, δεν έχουν αναφερθεί στοιχεία που να ενοχοποιούν το φρεσκοκατεψυγμένο πλάσμα ενώ σπάνια έχουν αναφερθεί περιστατικά που εμφάνισαν τη νόσο TA-GvHD μετά από μετάγγιση φρέσκου πλάσματος. Οι μεταγγίσεις κοκκιοκυττάρων θεωρούνται πολύ υψηλού κινδύνου για ανάπτυξη της νόσου καθώς περιέχουν μεγάλο αριθμό λεμφοκυττάρων, χορηγούνται άμεσα σε δέκτες ανοσοκατεσταλμένους ή ανοσοανεπαρκείς και συχνά προέρχονται από ασύμβατούς δότες. Το φρέσκο αίμα έχει φανεί ότι προκαλεί TA-GvHD πιο συχνά από ότι το αποθηκευμένο (10).


Η μετά μετάγγιση πορφύρα (PTP-post transfusion purpura) είναι μια σπάνια επιπλοκή της μετάγγισης αίματος ή παραγώγων του που περιέχουν αιμοπετάλια. Χαρακτηρίζεται από βαριά θρομβοπενία η οποία εμφανίζεται 7-12 ημέρες μετά από τη μετάγγιση αίματος ή παραγώγων του. Η συχνότητα της επιπλοκής είναι ένα ανά 50.000 μεταγγίσεις με ποσοστό θνητότητας 10%-15% που οφείλεται σε βαριά αιμορραγία. Η μετά μετάγγιση πορφύρα είναι μια άνοση θρομβοπενία η οποία οφείλεται σε αντισώματα έναντι αιμοπεταλιακών αντιγόνων (HPA-1a, HPA-1b, HPA-2a, HPA-2b, HPA-3a, HPA-3b, HPA-4a, HPA-4b, HPA-5a, HPA-5b, HPA-6bw, HPA-7bw, HPA-8bw, HPA-9bw, HPA-10bw, HPA-11bw, HPA-12bw, HPA-13bw, HPA-14bw). Τα αντισώματα αυτά μπορούν να βρεθούν μεμονωμένα ή σε συνδυασμό με άλλα αντισώματα. Συμβαίνει συνήθως σε γυναίκες οι οποίες ευαισθητοποιήθηκαν από προηγούμενους τοκετούς αλλά μπορεί να προκληθεί και από προηγούμενη μετάγγιση. Το μεταγγιζόμενο παράγωγο αίματος (συνήθως ερυθρά, αλλά πιθανά και πλάσμα ή αιμοπετάλια) περιέχει την ανοσογόνο για τα αιμοπετάλια γλυκοπρωτεΐνη, η οποία προάγει την αναμνηστική απάντηση. Το αντίσωμα καταστρέφει τόσο τα αιμοπετάλια που μεταγγίστηκαν όσο και τα αυτόλογα αιμοπετάλια. Τα ειδικά αντιαιμοπεταλιακά αντισώματα στην οξεία φάση του συνδρόμου είναι IgG της τάξης IgG1και IgG3 και σε πολύ μικρό ποσοστό IgM (11).

6.2
Μη ανοσολογικές αντιδράσεις.

Οι μεταβολικές αντιδράσεις υπάγονται στις επιπλοκές μη ανόσου αρχής και σχετίζονται με ιδιαίτερες καταστάσεις μετάγγισης, όπως η μαζική και η ταχεία μετάγγιση. Σαν μαζική μετάγγιση προσδιορίζεται η μετάγγιση που αντιστοιχεί μέχρι και σε διπλάσιο του όγκου του αίματος του ασθενούς (10 έως 20 μονάδες αίματος ή πλάσματος), με αποτέλεσμα να προκύπτουν πολλαπλές μεταβολικές αλλαγές. Αυτές οφείλονται στην υποογκαιμία, την υποθερμία, τη χορήγηση μεγάλων ποσοτήτων υγρών, αίματος, πλάσματος και αιμοπεταλίων. Αυτές οι αντιδράσεις περιλαμβάνουν την υπόταση, την υποθερμία, την τοξικότητα από κιτρικά, την υπασβεστιαιμία, την υπερκλαιαιμία, τις διαταραχές της οξεοβασικής ισορροπίας και διαταραχές της πήξης. (12).


Η βακτηριδιακή επιμόλυνση αφορά δυνητικά όλα τα παράγωγα του αίματος καθώς το αίμα και τα παράγωγα του αποτελούν από τα καταλληλότερα θρεπτικά υλικά για την ανάπτυξη και τον πολλαπλασιασμό των βακτηριδίων. Ωστόσο, η επιμόλυνση των ασκών αιμοπεταλίων είναι ευκολότερη και συχνότερη από των ερυθρών λόγω της ευνοϊκής για την ανάπτυξη και τον πολλαπλασιασμό των βακτηριδίων θερμοκρασίας φύλαξης τους, σε αντίθεση με τη θερμοκρασία φύλαξης των ερυθρών. Σε ότι αφορά το έγκαιρα κατεψυγμένο πλάσμα και το κρυοϊζημα λόγω των συνθηκών αποθήκευσης τους είναι εξαιρετικά σπάνια και μπορεί να συμβεί μόνο κάτω από ειδικές συνθήκες (ασκοί πλάσματος και κρυοϊζήματος δύναται να μολυνθούν από μολυσμένα, από ψευδομονάδα, υδατόλουτρα όταν τοποθετούνται σε αυτά χωρίς τη χρήση ειδικής προστατευτικής σακούλας). Η βακτηριδιακή επιμόλυνση του αίματος και των παραγώγων του μπορεί να συμβεί κατά τη διάρκεια όλων των σταδίων παρασκευής και επεξεργασίας του από τη συλλογή μέχρι την μετάγγιση του. Οι πιθανοί μηχανισμοί βακτηριακής επιμόλυνσης των παραγώγων αίματος περιλαμβάνουν την βακτηριαιμία του δότη, την επιμόλυνση κατά τη διαδικασία συλλογής, την επιμόλυνση κατά τη διάρκεια παρασκευής ή επεξεργασίας του παραγώγου και την χρήση επιμολύσμένων ασκών συλλογής. Οι ασκοί ΣΕ επιμολύνονται κυρίως από GRAM (-) βακτηρίδια που έχουν την ικανότητα να αναπτύσσονται σε θερμοκρασία 1°C-6°C (ψυχρόφιλα), όπως Yersinia enterolitica, Pseudomonas, Serratia. Οι ασκοί αιμοπεταλίων συντηρούνται ανακινούμενοι σε θερμοκρασία δωματίου για τη διατήρηση της βιωσιμότητας και της λειτουργικότητας τους. Οι συνθήκες αυτές είναι ειδανικές για την ανάπτυξη ενός μεγάλου φάσματος μικροβίων. Συνήθως οι ασκοί αυτοί επιμολύνονται με GRAM (+) μικρόβια της φυσιολογικής χλωρίδας του δέρματος (Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus aureus, Streptococcus spp, Bacilus cereus). Επίσης συχνά ανφέρονται και GRAM (-) είδη που αναλογικά ευθύνονται για το μεγαλύτερο ποσοστό σοβαρών και θανατηφόρων αντιδράσεων. Τέλος, μέσω των αιμοπεταλίων είναι δυνατή (σπάνια) η μετάδοση σύφιλής καθώς η συντήρηση τους εκτός ψυγείου ευνοεί την επιβίωση του μικρόβιου (Treponema pallidum) που την προκαλεί (12).

ΜΕΡΟΣ Γ
Κεφάλαιο 1ο 

1.
Αδρανοποίηση των Ιών στα Παράγωγα του Αίματος

Το αίμα και τα παράγωγά του είναι ένα θεραπευτικό μέσο με ποικίλες εφαρμογές. Πηγή προέλευσης αυτών των προϊόντων είναι ο άνθρωπος. Η συλλογή τους βασίζεται στην εθελοντική αιμοδοσία. Ως επί το πλείστον, το 50%, του συλλεγόμενου αίματος προέρχεται από το συγγενικό και φιλικό περιβάλλον των ασθενών. Η λήψη του ιατρικού ιστορικού και η συνεπαγόμενη επιλογή του υγιούς δότη αποτελεί το πρώτο και ιδιαίτερα ευαίσθητο στάδιο της επιλογής του αιμοδότη εμπλουτίζοντας και βελτιώνοντας συνεχώς το ερωτηματολόγιο του ιατρικού ιστορικού. Ιδιαίτερο βάρος δίνεται όμως και στον αυτοαποκλεισμό του δότη. 

Ο αριθμός των νοσημάτων που μεταδίδονται με το αίμα και τα παράγωγα του αίματος συνεχώς αυξάνεται. Ο πλήρης και αποτελεσματικός έλεγχος των παραγώγων του αίματος επιτυγχάνεται με διεθνώς καθιερωμένες εργαστηριακές, βιοχημικές, βιολογικές και οροδιαγνωστικές εξετάσεις. Οι εξετάσεις αυτές εκτελούνται τόσο στη χρησιμοποιούμενη πρώτη ύλη (το ολικό αίμα), όσο και στο τελικό προϊόν, δηλαδή τα παράγωγα του πλάσματος. Επιπλέον στην πρώτη ύλη αλλά και στο τελικό προϊόν, γίνονται και άλλες γενικές και ειδικές εξετάσεις για τον έλεγχο της στειρότητας, της τοξικότητας, της ύπαρξης πυρετογόνων και της καθαρότητας των προϊόντων αυτών. Τέλος, ακολουθεί επεξεργασία για την αδρανοποίηση λοιμογόνων παραγόντων με εξειδικευμένες μεθόδους 

Σήμερα σε όλο τον κόσμο είναι υποχρεωτικός ο έλεγχος με ELISA για την ηπατίτιδα Β (Hepatitis B surface Antigen-HbsAg), την ηπατίτιδα C (Hepatitis C Virus-HCV αντισώματα), για το AIDS (Human Immunodeficiency Virus-HIV I/II αντισώματα), για τον ιό Ανθρώπινος Λεμφοτροπικός Ιός (Human T-lymphotropic virus-HTLV I/II αντισώματα) και για την σύφιλη (Rapid Plasma Reagin-RPR αντίδραση). Με τον έλεγχο αυτό οι μεταγγίσεις έχουν υψηλό ποσοστό ασφάλειας. Νεότερες μοριακές τεχνικές εφαρμόζονται για τα κλασματοποιημένα προϊόντα του πλάσματος (Polymerase Chain Reaction-PCR, Nucleic Acid Amplification Test-NAT) μειώνοντας ακόμα περισσότερο τον κίνδυνο μετάδοσης. Παραμένουν όμως χωρίς έλεγχο άλλα νοσήματα όπως ελονοσία, μελιταίος πυρετός, λοίμωξη από διάφορους ιούς (CMV, ιός Epstein- Barr), ηπατίτιδες από ιούς εκτός A, B, C (όπως η ηπατίτιδα G). Η νόσος v.Creutzeldt-Jakob (vVJD) δεν έχει τεκμηριωθεί αν μεταδίδεται με το αίμα (13).

Λόγω της αδυναμίας πλήρους ελέγχου όλων αυτών των νοσημάτων, αλλά και για την ελαχιστοποίηση του υπολειπόμενου κινδύνου για τα ελεγχόμενα νοσήματα, εφαρμόζονται διάφορες μέθοδοι με στόχο τον περιορισμό της μετάδοσης. Η λευκαφαίρεση πριν την φύλαξη των συμπυκνωμένων ερυθρών αιμοσφαιρίων και των άλλων βασικών παραγώγων (πλάσματος και αιμοπεταλίων) έχει αρχίσει ήδη να εφαρμόζεται. Η αδρανοποίηση των ιών στο φρέσκο κατεψυγμένο πλάσμα που χρησιμοποιείται για την κλασματοποίηση, είναι υποχρεωτική και γίνεται με την εφαρμογή δύο τεχνικών ταυτόχρονα, την θέρμανση και την χρήση χημικών διαλυτών. Η βακτηριακή μόλυνση των προϊόντων του αίματος είναι ιδιαίτερα επικίνδυνη ή και θανατηφόρα. Οι προσπάθειες για αδρανοποίηση των μικροοργανισμών περιλαμβάνουν την επεξεργασία του πλάσματος και των αιμοπεταλίων με methylene blue και ακτινοβολία ή ψωραλένιο και υπεριώδη ακτινοβολία.

2.
Μέθοδοι Αδρανοποίησης Παθογόνων στα Αιμοπετάλια

Δύο μέθοδοι αδρανοποίησης έχουν εγκριθεί και εφαρμόζονται για τα αιμοπετάλια σε κλινικό επίπεδο στην Ευρώπη:

· To Intercept Blood System for Platelets (Cerus Corporation, Concord,CA) και 

· Το Mirasol PRT system (Caridian BCT Biotecnologies, Lakewood, CO).
2.1 To Intercept Blood System for Platelets (Cerus Corporation, Concord,CA)
Είναι ένα τρίτης κλάσεως μηχάνημα (εικόνα 7) που προορίζεται για την ex vivo προετοιμασία και αποθήκευση αιμοπεταλίων από αιμαφαίρεση και αιμοπεταλίων προερχόμενων από φυγοκέντρηση ολικού αίματος. Το σύστημα χρησιμοποιείται για την αδρανοποίηση ενός ευρέως φάσματος ιών, βακτηρίων, παρασίτων καθώς και μολυσματικών λευκοκυττάρων. Η διαδικασία αυτή έχει ως στόχο να μειώσει τον κίνδυνο της μετάγγισης-μετάδοσης των ιών, βακτηρίων και παρασίτων, την πρόληψη της αντίδρασης μοσχεύματος έναντι ξενιστή και μπορούν επίσης να μειώσουν τον κίνδυνο άλλων δυσμενών επιδράσεων που οφείλονται σε μετάγγιση μολυσματικών λευκοκυττάρων του δότη.
Το σύστημα Intercept στηρίζεται στη χρήση του συνθετικού ψωραλενίου αιματοσαλενίου (S-59). Το S-59 δρα παρεμβαλλόμενο μεταξύ των ελίκων DNA/RNA και υπό την επίδραση της UVA υπεριώδους ακτινοβολίας αντιδρά με βάσεις πυριμιδίνης σχηματίζοντας μη αναστρέψιμους δεσμούς, εμποδίζοντας τον περαιτέρω πολλαπλασιασμό του γενετικού υλικού ενός ευρέως φάσματος βακτηριδίων, ιών (ποικίλης δράσης στους ιούς χωρίς περίβλημα), πρωτόζωων και υπολειπόμενων λευκοκυττάρων στους ασκούς των αιμοπεταλίων. Σε δύο κλινικές μελέτες (ευρωπαϊκή EuroSPRITE και Αμερικάνικη SPRINT) βρέθηκε ότι τα ποσοστά των αιμορραγικών συμβαμάτων, των αντιδράσεων και της ανθεκτικότητας ήταν ίδια με τα συμβατικά αιμοπετάλια ενώ δεν παρατηρήθηκε εμφάνιση αλλοαντισωμάτων σε σχετιζόμενα με το S-59 νεοαντιγόνα(14). Ωστόσο οι δύο μελέτες διαφέρουν σε ότι αφορά την εκτίμηση της αύξησης του αριθμού των αιμοπεταλίων μετά τη μετάγγιση και τον αναγκαίο συνολικό αριθμό μεταγγίσεων σε σχέση με τα συμβατικά. Η μέθοδος Intercept, όπως έχει φανεί σε in vitro (σε εργαστηριακό επίπεδο) μελέτες, προκαλεί κάποιες μορφολογικές και λειτουργικές αλλοιώσεις στα αιμοπετάλια που είναι πιο εμφανείς μετά την 5η ημέρα αποθήκευσης. Για το λόγο αυτό η ασφάλεια και αποτελεσματικότητα της χρήσης αιμοπεταλίων πέραν της 5ης ημέρας μένει να εκτιμηθεί σε κλινικές μελέτες(15).
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Εικόνα 7. Xρησιμοποιώντας μια αποστειρωμένη συσκευή σύνδεσης (Sterile Connecting Device-SCD), ο ασκός των αιμοπεταλίων είναι ασηπτικά συνδεδεμένος στο INTERCEPT kit. Το αιματοσαλένιο (βήμα 1), ρέει με τη δύναμη της βαρύτητας και προστίθεται στο μείγμα των αιμοπεταλίων, το οποίο στη συνέχεια φωτίζεται με ακτινοβολία UVA ( βήμα 2). Υπολείμματα αιματοσαλενίου και φωτοπροϊόντων του στο μείγμα των αιμοπεταλίων μειώνονται σε χαμηλά επίπεδα με τη χρήση σύνθετων συσκευή προσρόφησης (Compound Adsorption Device-CAD) (βήμα 3), πριν τα αιμοπετάλια μεταφερθούν στο δοχείο αποθήκευσης. Ανατύπωση από (www.bioanalytika.gr)
Τα αιμοπετάλια που είναι επεξεργασμένα με το σύστημα Intercept (αιμοπετάλια τομής) ενδείκνυνται για την μετάγγιση αιμοπεταλίων σε ασθενής που η κατάστασή τους το απαιτεί, σύμφωνα με τις κατευθύνσεις της κλινικής πρακτικής. Κάθε θρομβοπενία που προκύπτει από νόσο, θεραπεία ή τραυματισμό μπορεί να αντιμετωπιστεί με αιμοπετάλια τομής. Η θεραπεία με intercept μπορεί να χρησιμοποιηθεί ως εναλλακτική λύση για την γ-ακτινοβολία για την πρόληψη της αντίδρασης μοσχεύματος κατά ξενιστή μετά από μετάγγιση (Transfusion associated graft versus host disease-TA-GVHD). Τα αιμοπετάλια τομής δεν είναι κλινικά διαφορετικά από τα ανεπεξέργαστα αιμοπετάλια και η έγχυση τους γίνεται σύμφωνα με τη συνήθη μέθοδο έγχυσης των αιμοπεταλίων. Τα αιμοπετάλια τομής δεν μεταγγίζονται σε ασθενείς που έχουν ιστορικό που δηλώνει αλλεργία στο αιματοσαλένιο ή στο ψωραλένιο.
Το Intercept Blood System εκτός από τα αιμοπετάλια έχει εφαρμογή και στο πλάσμα. Η τεχνολογία έχει χρησιμοποιηθεί κλινικά στην Ευρώπη, την Ρωσία, τη Μέση Ανατολή και την Ασία. Το συστημα για τα αιμοπετάλια και το πλάσμα δεν έχουν ακόμη εγκριθεί για πώληση στις Ηνωμένες Πολιτείες της Αμερικής. 
2.1.α
Ελεγχόμενη αντίδραση

Η αλληλεπίδραση του αιματοσαλενίου με το DNA και RNA είναι εξαιρετικά ειδική και διεξάγεται με μεγάλη συχνότητα ακόμα και σε πολύ μικρές συγκεντρώσεις νουκλεϊκών οξέων. Το υδροχλωρικό αιματοσαλένιο είναι μια συνθετική ένωση ψωραλενίου που παρεμβάλλεται αντιστρεπτά στις ελικοειδής περιοχές του DNA και του RNA. Κατά την ακτινοβόληση με ακτινοβολία UVA στα 320 έως 400 nm, το αιματοσαλένιο σχηματίζει ισοσθενικούς δεσμούς με βάσεις της πυριμιδίνης στο νουκλεϊκό οξύ (εικόνα 8). Τα γονιδιώματα των παθογόνων που αλληλοσυνδέονται με αυτόν τον τρόπο δεν μπορούν πλέον να λειτουργήσουν ή να πολλαπλασιαστούν. Το σύστημα χρησιμοποιείται για την απενεργοποίηση μιας ευρείας κλίμακας ιών, βακτηρίων και παρασίτων καθώς και μολυσματικών λευκοκυττάρων του δότη στα παράγωγα του αίματος(16). Η μέθοδος έχει το πλεονέκτημα ότι δεν απαιτεί την ταυτοποίηση των πιθανών παθογόνων πριν την εφαρμογή της. 
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Εικόνα 8. Το σύστημα Intercept χρησιμοποιεί ένα μικρό μόριο HCL αιματοσαλενίου το οποίο διαπερνά κύτταρα και παθογόνους παράγοντες και τελικά στοχεύει στο DNA και RNA αυτών. Μόλις αγκυροβοληθεί στο εσωτερικό του DNA/RNA, το μόριο του αιματοσαλενίου ενεργοποιείται με την επίδραση υπεριώδους φωτός και δημιουργεί ισχυρούς χημικούς δεσμούς που κλειδώνουν τους κλάδους του νουκλεϊνικού οξέος και έτσι αποτρέπεται η διαδικασία της αντιγραφής.  Ανατύπωση από (www.bioanalytika.gr)
2.2 Το Mirasol PRT system (Caridian BCT Biotecnologies, Lakewood, CO)
Το σύστημα Mirasol είναι μια μέθοδος που χρησιμοποιεί ριβοφλαβίνη (Βιταμίνη Β2) με υπεριώδης ακτινοβολία ή ορατό φώς και στηρίζεται και αυτή στην αναστολή της μεταγραφής και μετάφρασης του γενετικού υλικού των παθογόνων. Το φάσμα του καθώς και οι αλλοιώσεις των αιμοπεταλίων είναι παρόμοιες με του Intercept, ωστόσο φαίνεται να έχει ασφαλέστερο τοξικολογικό προφίλ (καθώς η ριβοφλαβίνη είναι η υδατοδιαλυτή βιταμίνη 2 η οποία εύκολα διασπάται και εξαλείφεται από τον ανθρώπινο οργανισμό)(17). Δεν έχουν παρατηρηθεί νεοαντιγόνα με τη χρήση του Mirasol. Αξίζει να σημειωθεί ότι το σύστημα Mirasol δοκιμάζεται σε μελέτες φάσης Ι στις ΗΠΑ από τον Οκτώβριο 2008 για αδρανοποίηση παθογόνων σε ολικό αίμα.
Το Mirasol PRT σύστημα αποτελείται από δύο κύρια μέρη:

· Ένα διαθέσιμο κιτ με φωτισμό / τσάντα αποθήκευσης και στείρο διάλυμα ριβοφλαβίνης και
· μηχανημα παροχής ακτινοβολίας που παρέχει υπεριώδες φως και διέγερση για τη διαδικασία Mirasol

Κατά τη διάρκεια της θεραπείας με το σύστημα Mirasol PRT, ένα προϊόν αίματος αναμιγνύεται με το διάλυμα ριβοφλαβίνης και διατίθεται στον παροχέα ακτινοβολίας όπου εκτίθεται σε υπεριώδες φως για περίπου έξι έως δέκα λεπτά. Μετά τον επιτυχή φωτισμό και τη σήμανση, τα επεξεργασμένα προϊόντα αποθηκεύονται και διαχειρίζονται σύμφωνα με την καθιερωμένη πρακτική της τράπεζα αίματος(19).

2.2.α
Τρόπος δράσης
Νουκλεϊκά οξέα, που βρέθηκαν στο RNA και DNA των παθογόνων παραγόντων, περιείχαν τις οδηγίες για την αντιγραφή και αναπαραγωγή παθογόνων παραγόντων. Το Mirasol PRT σύστημα προκαλεί ανεπανόρθωτες βλάβες στο RNA και DNA ιών, βακτηρίων, παρασίτων, και των λευκών αιμοσφαιρίων, εμποδίζοντάς την αντιγραφή τους και την πρόκληση ασθενειών. Το Mirasol PRT σύστημα αδρανοποιεί τους παθογόνους παράγοντες και τα λευκά αιμοσφαίρια με δύο τρόπους:

1. Με την επίδραση του υπεριώδους φωτός μόνο:αναστρέψιμη αδρανοποίηση

Το υπεριώδες φως μόνο του έχει αποδειχθεί ότι προκαλεί αλλαγές στο νουκλεϊκά οξέα των παθογόνων παραγόντων, ώστε να μην μπορούν να αναπαραχθούν. Ωστόσο, οι μηχανισμοί επιδιόρθωσης υπάρχουν σε κύτταρα υποδοχής που μπορεί να αναστρέψουν τα αποτελέσματα σε κάποιο βαθμό.

2. Υπεριώδες φως + ριβοφλαβίνη:αμετάκλητη αδρανοποίηση

Μόρια ριβοφλαβίνης δημιουργούν σύμπλοκα με νουκλεϊκά οξέα των παθογόνων παραγόντων. Η έκθεση στο υπεριώδες φως ενεργοποιεί τη ριβοφλαβίνη στο σύμπλοκο και προκαλεί χημική αλλοίωση σε λειτουργικές ομάδες των νουκλεϊνικών οξέων (κυρίως βάσεις γουανίνης), καθιστώντας τους παθογόνους παράγοντες ανίκανους να αναπαραχθούν (εικόνα 9).
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Εικόνα 9. Τα μόρια ριβοφλαβίνης δημιουργούν σύμπλοκα με το νουκλεΐκό παθογόνων παραγόντων. Με την επίδραση υπεριώδους φωτός η ριβοφλαβίνη δημιουργεί χημικές αλλοιώσεις στο DNA/RNA των παθογόνων και αναστέλλει την διαδικασία της αντιγραφής. Ανατύπωση από (www.caridianbct.com)
Η θεραπεία των αιμοπεταλίων με Mirasol PRT περιλαμβάνει τρία στάδια: 

1. Το προϊόν των αιμοπεταλίων μεταφέρεται στο Mirasol PRT φωτισμό/ τσάντα αποθήκευσης,

2. ένα σταθερό ποσό διαλύματος ριβοφλαβίνης (35 ml) προστίθεται και αναμειγνύεται με το προϊόν των αιμοπεταλίων,

3. το μείγμα είναι εκτεθειμένο στη συνέχεια στο φως για ένα μικρό χρονικό διάστημα (συνήθως έξι με δέκα λεπτά). Μόλις αυτό το βήμα ολοκληρωθεί  τα αιμοπετάλια είναι έτοιμα για χρήση, χωρίς να είναι απαραίτητη η άρση της μικρής ποσότητας ριβοφλαβίνης που έχει απομείνει ή των φωτοπροϊόντων της (εικόνα 10).
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Εικόνα 10. Τα τρία στάδια επεξεργασίας των αιμοπεταλίων με το σύστημα Mirasol PRT. Ανατύπωση από (www.caridianbct.com)
2.3 Φάσμα Δράσης 

Παθογόνα στα οποία έχουν εφαρμογή τα συστήματα Intercept και Mirasol PRT είναι :

Α.
ΙΟΙ: 

· Ανθρώπινος Ανοσο-ελλειμματικός Ιός (Human Immunodeficiency Virus, HIV),
· ιός της ηπατίτιδας B και C(Hepatitis Virus B and C- HBV, HCV)
· ανθρώπινοι λεμφοτροπικοί ιοί τύπου I και II (Human T-lymphotropic virus Type I and II, HTLV I & II),

· κυτταρομεγαλοϊός (cytomegalovirus, CMV),
· ιός της ιογενούς διάρροιας των βοοειδών (Bovine Viral Diarrhea Virus, BVDV),

· ιός της γρίπης Α (Influenza virus A),
· ιός του δυτικού Νείλου (West Nile Virus, WNV),

· ιός Ρότα (Pseudorabies Virus, PRV),

· ιός του καταρροϊκού πυρετού (Bluetongue virus, BTV),

· ανθρώπινος αδενοϊός τύπου 5 (Human Adenovirus-5),

· πάρβο-ιός (Parvovirus B19).
Β.
ΜΙΚΡΟΟΡΓΑΝΙΣΜΟΙ: 

· χρυσίζων σταφυλόκοκκος (Staphylococcus Aureus), 
· επιδερμικός σταφυλόκοκκος (Staphylococcus Epidermidis), 
· βάκιλλος κηρώδης (Bacillus Cereus), 
· ψευδομονάδα aeruginosa (Pseudomonas aeruginosa), 
· κολοβακτηρίδιο (Escherichia coli), 
· serratia marcescens.
Γ.
ΠΑΡΑΣΙΤΑ:
· Πλασμωδίου της ελονοσίας (Plasmodium Falciparum),

· τρυπανόσωµα το κρούζειο (Trypanosoma cruzi),

· leishmania mexicana,
· Πιρόπλασµα (Babesia microti).

Δ.
Μολυσματικά λευκοκύτταρα.

1. Μέθοδοι Αδρανοποίησης Παθογόνων στα Ερυθρά

Η διαδικασία αδρανοποίησης των ιών στα ερυθρά αιμοσφαίρια αφορά ένα ex vivo σύστημα (αναφέρεται σε πειραματισμούς που πραγματοποιούνται σε ή πάνω σε ζωντανούς ιστούς σε τεχνητό περιβάλλον έξω από τον οργανισμό) που χρησιμοποιεί S-303, δηλαδή ένα νουκλεϊκό οξύ-αλκυλο-στόχος το οποίο δεν απαιτεί κάποια εξωτερική πηγή ενέργειας για να δράσει. Το S-303 είναι μια σύνθεση που αποτελείται από μια άγκυρα ακριδίνης (η οποία στοχεύει νουκλεϊκά οξέα μη ομοιοπολικά), ένα γκρουπ από δύο αλκύλια που αντιδρούν με τις βάσεις του DNA και έναν σύνδεσμο (μια μικρή ευλύγιστη αλυσίδα άνθρακα που περιέχει έναν ασταθή δεσμό εστέρα ο οποίος σε ουδέτερο pH υδρολύεται για να αποδώσει μη ενεργά προϊόντα διάσπασης). Όταν το S-303 προστεθεί στα ερυθρά αιμοσφαίρια, η σύνθεση διαπερνά ταχέως τις κυτταρικές μεμβράνες και τους ιούς με περίβλημα. Η άγκυρα επιδρά στις ελικοειδής περιοχές του νουκλεονικού οξέως (DNA και RNA) των παθογόνων κυττάρων, το γκρουπ των αλκυλίων  αντιδρά με τις βάσεις του DNA και του RNA και δημιουργεί διασταυρώσεις που μπλοκάρουν την αναπαραγωγή και αδρανοποιούν τα παθογόνα, και ο σύνδεσμος υδρολύεται προκαλώντας κατ αυτόν τον τρόπο τον αποχωρισμό της άγκυρας από το γκρουπ αλκυλίων. 

Το σύμπλοκο S-303 / νουκλεϊκό οξύ αναστέλλει την αναπαραγωγή ιών, βακτηρίων, πρωτόζωων και λευκοκυττάρων εντός 2-4 ωρών από την εκτέλεση της θεραπείας (πίνακας 7). Για να ελαχιστοποιήσουμε μη ειδικές αντιδράσεις που μπορεί να προκαλέσει το S-303 σε μια μονάδα ερυθρών αιμοσφαιρίων, συμπεριλαμβάνουμε στη θεραπεία αδρανοποίησης παθογόνων και το GSH (γ-glutamylcysteinyl-glycine, Glutathione) το οποίο είναι ένα φυσικό αντιοξειδωτικό πεπτίδιο που υπάρχει στα περισσότερα κύτταρα, ενδοκυττάρια, σε αναλογία περίπου 5μιλιμολ (mM). To GSH δρα μόνο εξωκυττάρια ενώ το S-303 διαχέεται διαμέσου των μεμβρανών και εξισορροπείται εσωτερικά και εξωτερικά των κυττάρων. Η ιδιότητα αυτή δίνει τη δυνατότητα στο GSH να εξουδετερώνει ανεπιθύμητες εξωκυττάριες αντιδράσεις που μπορεί να προκαλέσει το S-303 χωρίς σημαντική επιρροή στην διαδικασία αδρανοποίησης των ιών (18).

	Οργανισμοί
	Χαρακτηριστικά
	Λογαριθμικός Τίτλος εισόδου

(μέσος όρος ± απόκλιση)
	Λογαριθμικός Τίτλος μετά θεραπεία

(μέσος όρος ± απόκλιση)
	Λογαριθμικός Τίτλος ελάττωσης

(μέσος όρος ± απόκλιση)

	Escherichia coli
	Gram αρνητικο
	6.1±0.2
	≤ -0.6±0.2
	≥6.7±0.1

	Serratia marcescens
	Gram αρνητικό
	6.9±0.1
	1.9±0.1
	5.1±0.1

	Staphylococcus aureus
	Gram θετικό
	6.3±0.1
	1.2±0.3
	5.1±0.3

	Yersinia enterocolitica
	Gram αρνητικό
	6.1±0.1
	≤-0.6±0.2
	≥6.8±0.2

	Adenoviruw type 5
	χωρίς περίβλημα DNA
	6.4±0.2
	≤-1.0
	>7.4±0.2

	Bluetongue virus
	χωρίς περίβλημα RNA
	4.0±0.04
	≤-1.0
	≥5.0±0.04

	Bovine viral diarrhea viruw
	με περίβλημα RNA
	3.8±0.1
	≤-1.0
	>4.8±0.1

	Cell-associated HIV
	με περίβλημα RNA
	6.4±0.1
	<0.5
	>5.9±0.1


Πίνακας 7. Αδρανοποίηση βακτηρίων και ιών σε ερυθρά αιμοσφαίρια ύστερα από θεραπεία με S-303. Ανατύπωση από Mufti, 2009.

4.
Μέθοδοι αδρανοποίησης παθογόνων στο πλάσμα

Σε ότι αφορά στο πλάσμα οι μέθοδοι αδρανοποίησης είναι οι πιο εξελιγμένες και εκατομμύρια ασθενείς έχουν μεταγγισθεί με πλάσμα ή παράγωγα του που έχουν υποστεί επεξεργασία για αδρανοποίηση παθογόνων.

Η επεξεργασία Solvent/Detergent (S/D) αποτελεί εδραιωμένη, μέθοδο για το συνενωμένο (pooled) πλάσμα και βασίζεται στην καταστροφή του λιπιδιακού περιβλήματος των παθογόνων.

Η μέθοδος αδρανοποίησης του πλάσματος με κυανό του μεθυλενίου (Methylene Blue light plasma) είναι και αυτή πιστοποιημένη σε πολλές ευρωπαϊκές χώρες (CE marked), στοχεύει το γενετικό υλικό των παθογόνων και έχει παρόμοιο φάσμα αδρανοποίησης με το S/D (υπολείπεται στους ιούς χωρίς περίβλημα).

4.1 Επεξεργασία πλάσματος με Solvent/Detergent (S/D)

Η Solvent detergent (S/D) επεξεργασία απομακρύνει την μολυσματικότητα μέσω της διατάραξης των μεμβρανών των ιών που φέρουν έλυτρο, των βακτηρίων, των πρωτοζώων, και των ευκαρυωτικών οργανισμών. Ο συνήθεις συνδυασμός είναι 1% tri-(N-butyl)- phosphate (TNBP) και 1% polyoxyethylene-p-t-octylphenol (Triton X-100). Το TNBP δρα ως ένας οργανικός διαλύτης που απομακρύνει τα λιπίδια από τις μεμβράνες ενώ το Triton X-100 είναι ένα μη ιοντικό απορρυπαντικό που σταθεροποιεί το TNBP και διαταράσσει διπλοστιβάδες λιπιδίων για ευκολότερη εκχύλιση των λιπιδίων. Επειδή το S/D διαχωρίζει τις πλασματικές μεμβράνες, δεν μπορεί να χρησιμοποιηθεί για την μείωση των παθογόνων σε κυτταρικά συστατικά του αίματος καθώς επίσης, ούτε το TNBP ούτε το Triton X-100 δεν επιδρούν σε πρωτεΐνες (για την αδρανοποίησης των παθογόνων στις πρωτεΐνες του πλάσματος εφαρμόζεται η νανο-διήθηση και η θερμική επεξεργασία). Ο ρυθμός αδρανοποίησης είναι πολύ γρήγορος και η ασφάλεια της μεθόδου υπερβολικά υψηλή. Ωστόσο η μέθοδος S/D δεν έχει αποτελέσματα σε ελυτροφόρους ιούς που δεν φέρουν λιπιδιακή στιβάδα όπως ο παρβο-ιός Β19 και ο ιός της ηπατίτιδας Α. Για τον σκοπό αυτό εφαρμόζονται οι τεχνικές ΝΑΤ (Nucleic Acid Amplification Testing) οι οποίες είναι τεχνικές πολλαπλασιασμού νουκλεϊκών οξέων που κατορθώνουν να ελαττώσουν κατά πολύ το "παράθυρο" μεταξύ της μόλυνσης από τον ιό και την ανταπόκριση του οργανισμό με την παραγωγή αντισωμάτων αφού ανιχνεύουν άμεσα το γενετικό υλικό του ιού (19). Το διάστημα που μεσολαβεί από την έκθεση του οργανισμού στον ιό, μέχρις ότου οι χρησιμοποιούμενες συμβατικές ορολογικές μέθοδοι μπορέσουν να τον ανιχνεύσουν, αποτελεί την λεγόμενη «περίοδο παραθύρου» ή «σιωπηλό παράθυρο». Επειδή οι Μοριακές Τεχνικές (Nucleic Acid Amplification Test = NAT) ανιχνεύουν άμεσα το γενετικό υλικό των ιών και όχι το έμμεσο προϊόν της ανοσιακής απάντησης προς αυτούς, δηλαδή τα αντισώματα, προσφέρουν το πλεονέκτημα της μείωσης του σιωπηλού παραθύρου, ελαχιστοποιώντας έτσι τον κίνδυνο λοίμωξης από μολυσμένο αίμα.
4.1.α
 Εξεργασία Πλάσματος (μεμονωμένες μονάδες πλάσματος)

Η διαδικασία επεξεργασίας του πλάσματος φαίνεται στο σχήμα 1. Οι ασκοί συλλογής πλάσματος αποψύχονται σε ειδικό μηχάνημα απόψυξής/υδατόλουτρο σε θερμοκρασία 35°C επί 10 λεπτά. Έπειτα οι ασκοί επεξεργάζονται είτε ατομικά (περίπου 200ml ο κάθε ασκός) είτε δυο ασκοί, της ίδιας ομάδας αίματος, ενώνονται ασυπτικά σε έναν μεγαλύτερο ασκό των 400 ml περίπου. 

· Επεξεργασία με 2% TNBP (Tri -(N-Butyl)- Phosphate)
Με μια αποστειρωμένη σύριγγα προστίθεται προσεκτικά διάλυμα καθαρού TNBP στον ασκό του πλάσματος. Η διαδικασία γίνεται σταδιακά σε ρυθμό 4 ml για 200ml πλάσματος μέσα σε χρόνο τουλάχιστον 20 λεπτών και με σταθερή ανακίνηση του ασκού μέχρι να φτάσουμε τελική συγκέντρωση 2% (v/w). Το μείγμα ανακινείται ζωηρά επί 5 λεπτά έτσι ώστε το TNBP να διαχυθεί μέσα στο πλάσμα. Ο ασκός βυθίζεται εξ ολοκλήρου σε υδατόλουτρο θερμοκρασίας 37°C με σκοπό να έχουμε το μείγμα στην επιθυμητή θερμοκρασία και στη συνέχεια το αφήνουμε για 4 ώρες σε ήπια ανακίνηση. Με το πέρασμα των τεσσάρων ωρών  το μείγμα μεταφέρεται υπό ασηπτικές συνθήκες, σε βιολογικό θάλαμο, σε άλλον ασκό 300 ml ο οποίος περιέχει 15 ml στείρο καστορέλαιο. Το μείγμα πλάσμα/ TNBP με το 7.5% καστορέλαιο ανακινείται ζωηρά για τουλάχιστον 15 λεπτά. Ο ασκός αναστέλλεται για να εξασφαλιστεί η μετάγγιση μεταξύ της φάσης ελαίου (ανώτερη φάση) και του πλάσματος (κατώτερη φάση). Το πλάσμα μεταφέρεται με τη βοήθεια του φαινομένου της βαρύτητας σε έναν δεύτερο ασκό ο οποίος περιέχει επίσης 15ml στείρο καστορέλαιο και η διαδικασία της εξόρυξης επαναλαμβάνεται δυο φορές. Τέλος ο ασκός τοποθετείται σε ανάποδα σε φυγόκεντρο και φυγοκεντρείται επί 30 λεπτά στις 3800 στροφές στους 4°C για να αποσαφηνιστεί το πλάσμα. Έτσι το πλάσμα διαχωρίστηκε από την λιπιδιακή στιβάδα, μεταφέρθηκε σε τελικό ασκό και τοποθετήθηκε στην κατάψυξη στους -30°C(20).

· Επεξεργασία με 1% TNBP-1% Triton X-45

Σε μια σύριγγα αναρροφούμε 50% TNBP και 50% Triton X-45. Τέσσερα χιλιοστόλιτρα  από το διάλυμα προστίθενται προσεκτικά και υπό άσηπτες συνθήκες  σε 200 ml πλάσματος μέχρι να φτάσουμε τελική συγκέντρωση 2% (v/w) (1% TNBP-1% Triton X-45). Η συνέχεια της διαδικασίας είναι ίδια με την παραπάνω αναφερθείσα διαδικασία με εξαίρεση την θερμοκρασία επεξεργασίας του πλάσματος η οποία είναι 31°C. Η τελική φυγοκέντρηση δεν λαμβάνει χώρα στην διαδικασία αυτή(20).
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ΣΧΗΜΑ 1. Παρασκευαστικά βήματα επεξεργασίας του πλάσματος. Ανατύπωση από Burnouf, 2006.
Η μέθοδος είναι ευγενής και αποδίδει πάνω από 90% θεραπεία από τη δράση των παραγόντων πήξης (ινοδογώνο, παράγοντες V, VII, VIII, IX, X, XI) και των πηκτικών αναστολέων (πρωτεΐνη C, S, αντιθρομβίνη), a2-αντιπλασμίνης, ολικών πρωτεϊνών, αλβουμίνης και γ-σφαιρίνης (20). 

Το Triton X-100 και το Triton X-45 έχουν την ίδια αποτελεσματικότητα, με την διαφορά ότι η χρήση του Triton X-45 είναι προτιμότερη. Ο λόγος της προτίμησης αυτής είναι ότι η χρήση του Triton X-45 απαιτεί ένα επιπλέον βήμα υδροφοβικής χρωματογραφικής αλληλεπίδρασης (Hydrophobic interaction chromatography) γεγονός που παρατείνει τον χρόνο επεξεργασίας του πλάσματος άρα και την παραμονή του σε θερμοκρασίες που μπορούν να αλλοιώσουν για την ποιότητά του.

4.1.β
Επεξεργασία πλάσματος (δεξαμενές πλάσματος)

Έχουν δημοσιευτεί μια σειρά από μελέτες που αφορούν στην επεξεργασία των δεξαμενών πλάσματος με S/D (SDPP-S/D treated pooled plasma). Από αυτές μόνο τρία φαρμακευτικά παράγωγα πλάσματος έχουν λάβει την άδεια εφαρμογής και χρήσης και είναι τα εξής :

· Το ευρωπαϊκό προϊόν Octaplas (ABO ειδική ομάδα αίματος)

· Το προϊόν της νοτίου Αφρικής Bioplasma FDP (καθολικό, ΑΒΟ ανεξάρτητο)

· Το προϊόν των ΗΠΑ PLAS + S/D (ABO ειδική ομάδα αίματος)

Το τελευταίο έχει αποσυρθεί(21). Από τα παραπάνω προϊόντα το καλύτερο είναι το ευρωπαϊκό πρότυπο. Η επεξεργασία με S/D είναι η ίδια για όλα τα προϊόντα των δεξαμενών πλάσματος. Οι ενδιαφέρουσες διαφορές που έχουν δημοσιευτεί μεταξύ Octaplas και PLAS+S/D είναι πιθανόν να αποδοθούν σε διαφορές στην πηγή πλάσματος και στη διαδικασία κατασκευής(16). Η πρώτη ύλη για το Octaplas είναι η πλασμαφαίρεση (Apheresis Plasma-AP) ή το ανακτηθέν πλάσμα (Recovered Plasma-RP) βέλτιστα κατεψυγμένο εντός λίγων ωρών από τη συλλογή. Το PLAS+S/D χρησιμοποιεί ανακτηθέν πλάσμα (RP) κατεψυγμένο 15 ώρες μετά τη συλλογή, γεγονός που οδηγεί σε μειωμένη περιεκτικότητα των παραγόντων πήξης και των αναστολέων. Επιπλέον, το μέγεθος της δεξαμενής του PLAS+S/D είναι μεγαλύτερο, η σταθεροποίηση των πρωτεϊνών του πλάσματος και του ελαίου που χρησιμοποιείται για την άρση του S/D αντιδραστηρίου είναι διαφορετικά, και ένα τελικό στάδιο συγκέντρωσης παρατείνει το χρόνο επεξεργασίας. Στο PLAS+S/D η πρωτεΐνη S (PS, αντιθρομβίνη) μειώνεται κατά 63%-86%, ενώ αντίστοιχα στο Octaplas μειώνεται μόνο μέχρι τα επιτρεπτά χαμηλά όρια. Η δράση της αντι τρυπσίνης που είναι ελαφρά μειωμένη στο Octaplas, στο PLAS+S/D μειώνεται κατά 50%. Η C3a είναι υψηλότερη ενώ η συγκέντρωση των κιτρικών χαμηλότερη στο PLAS+S/D. Τα επίπεδα της a2-αντιπλασμίνης βρέθηκαν μειωμένα κατά 30% από το φυσικό και για τα δυο προϊόντα. Εκτός από τη σημαντική μείωση της α2-αντιπλασμίνης και της PS σε χαμηλότερα φυσιολογικά επίπεδα, το Octaplas έχει μια συγκέντρωση των παραγόντων πήξεως και των αναστολέων παρόμοια με το κανονικό φρεσκοκατεψυγμένο πλάσμα (FFP) (κατεψυγμένο 15-24 ώρες μετά τη συλλογή) (22). Αντίθετα με το FFP που υποδεικνύει ένα ευρύ φάσμα πρωτεϊνών πήξης σε μεμονωμένες μονάδες, το SDPP έχει ένα συγκεκριμένο-τυποποιημένο περιεχόμενο χάρις στην μαζική επεξεργασία (δεξαμενές πλάσματος). 

Εννέα μελέτες (8 με Octaplas, 1 με PLAS+S/D) οι οποίες καλύπτουν όλες τις ενδείξεις για το πλάσμα, έχουν μελετήσει την κλινική αποτελεσματικότητα και την ανοχή του SPPD. SPPD αποδείχθηκε εξίσου αποτελεσματικό με το FFP χωρίς να προκαλεί σοβαρές ανεπιθύμητες ενέργειες. Επιπλέον ανησυχίες σχετικά με χαμηλά επίπεδα της PS και της α2-αντιπλασμίνη δεν μπορούσαν να επιβεβαιωθούν σε καμία από τις μελέτες (23). Μια μεγάλη ανταλλαγή πλάσματος που επαναλήφθηκε σε μελέτη με Octaplas δεν επιβεβαίωσε κάποιον πιθανό κίνδυνο για θρομβοεμβολή όπως παρατηρήθηκε με PLAS+S/D. Η α2-αντιπλασμίνη είναι ηπατική-σύνθεση οξείας φάσης της πρωτεάσης σερίνης, αναστολέα της πλασμίνης, γεγονός που εξηγεί γιατί οι περισσότερες κλινικές παρατηρήσεις δείχνουν ότι τα χαμηλά επίπεδα α2-αντιπλασμίνης στο επεξεργασμένο πλάσμα είναι ασήμαντα, εκτός από ασθενείς με ηπατική ανεπάρκεια ή ινωδόλυση, όπου επιπρόσθετη θεραπεία με αντιθρομβολυτικά θα πρέπει να λαμβάνεται υπόψη σε κάθε περίπτωση. Στην Ευρώπη, πάνω από 5 εκατομμύρια μονάδες του SDP (solvent detergent plasma) έχουν μεταγγιστεί χωρίς καμία αναφορά για μετάδοση ιού ή σύνδρομο TRALI. Επιπλέον, τα δεδομένα αιμοεπαγρύπνησης δείχνουν ότι εμπύρετες, αλλεργικές ή αναφυλακτικές αντιδράσεις έχουν μειωθεί περίπου κατά 80% με το SDP (24).

4.2 Επεξεργασία Πλάσματος με Κυανό του Μεθυλενίου (Methylene Blue Light Plasma, MBLP)

Το φωτοδυναμικό σύστημα που χρησιμοποιεί κυανό του μεθυλενίου και ορατό φώς αναπτύχθηκε με σκοπό την αδρανοποίηση των ιών στο πλάσμα από το κέντρο αιμοδοσίας του γερμανικού ερυθρού σταυρού(25). Το κυανό του μεθυλενίου (MB) είναι χρωστική φαινοδιαζίνης θετικά φορτισμένη με υψηλή συγγένεια στις αρνητικά φορτισμένες ενώσεις. Πολλά στοιχεία δείχνουν ότι το MB όταν ενεργοποιείται από το ορατό φως, μια φωτοδυναμική αντίδραση δημιουργεί αντιδραστικά είδη οξυγόνου που έχουν ως ιδιαίτερο στόχο τη γουανίνη και είναι υπεύθυνα για την καταστροφή του νουκλεϊνικού οξέος. Το MBLP (Methylene Blue Light Plasma) είναι αποτελεσματικό για την αδρανοποίηση των ιών σε ιούς με- και μερικούς χωρίς περίβλημα. Λόγω της χαμηλής διείσδυσης διαμέσου των μεμβρανών του πλάσματος, το MB δεν αδρανοποιεί ενδοκυτταρικούς παθογόνους παράγοντες ή λευκοκυττάρα. Δεσμευτικό των πρωτεϊνών, επηρεάζει τη λειτουργία των πρωτεϊνών του πλάσματος και παρεμποδίζει την αδρανοποίηση των παθογόνων στα ερυθροκύτταρα. Οι φαινοδιαζίνες, όπως είναι το κυανό του μεθυλενίου, μπορούν επίσης να αλληλεπιδράσουν με αποικοδομημένες και ανθεκτικές πρωτεΐνες (Degradation-Resistant Prion Protein, PrPRes)(26).

Η διαδικασία περιλαμβάνει διήθηση λευκοκυττάρων και φίλτρα για την άρση εναπομένοντος MB και υποπροϊόντων του. Η δραστηριότητα του ινωδογόνου μειώνεται κατά 24-39%, ο παράγοντας πήξης V 4-32%, ο παράγοντας πήξης VIII κατά 13-33%, ο παράγοντας πήξης IX κατά 11-23% και ο παράγοντας πήξης XI κατά 17-27% (27). Σημαντική επέκταση του χρόνου του ινώδους πολυμερισμού έχει επίσης παρατηρηθεί μετά το MBLT. Το MB έχει δείξει ελάχιστη τοξικότητα στην κλινική χρήση, αλλά διάφορες πρωτεΐνες με φαινοθειαζίνης-ως βαφές, που παραμένουν μετά το MBLT, δε μπορεί να αποκλειστεί ότι μπορεί να προκαλέσουν μακροπρόθεσμες ανεπιθύμητες ενέργειες (28).

Το κυανό του μεθυλενίου επηρεάζει σε μέτριο βαθμό ασταθείς πρωτεΐνες του πλάσματος καθώς και πηκτικούς παράγοντες (29). Τα κύρια μειονεκτήματα της μεθόδου αυτής είναι ότι μειώνει τα επίπεδα του ινωδογόνου και του παράγοντα πήξης VIII γεγονός που πηγάζει από την οξείδωση ορισμένων υπολειμμάτων ιστιδίνης και άλλων αμινοξέων (30). Έτσι, η εταιρεία Maco Pharma αποφάσισε να απλοποιήσει και να βελτιώσει την φωτοχημική μέθοδο αδρανοποίησης των ιών του πλάσματος με κυανό του μεθυλενίου. Συγκεκριμένα, κατόρθωσε να μειώσει τον αριθμό των μολυσματικών λευκοκυττάρων συνδυάζοντας την ήδη υπάρχουσα μέθοδο με μια εν σειρά μεμβράνη φίλτρου 0,65μm (Theraflex MB-Plasma system, Maco Pharma, Tourcoing, France). Επιπλέον, η προαναφερθείσα εταιρεία, επέμεινε σχετικά με την απομάκρυνση του MB από το blueflex φίλτρο για να αποφευχθούν τυχόν μεταλλαξιογόνες και άλλες παρενέργειες που αφορούν στα υπολείμματα του ΜΒ (31). Συνέπεια αυτής της ενέργειας ήταν ότι με το Theraflex MB-Plasma, η επιρροή της μεθόδου στους παράγοντες πήξης βελτιώθηκε κατά 5%-10%. Η απομάκρυνση των υπολειμμάτων ΜΒ έχει ελάχιστη επίδραση στην περιεκτικότητα των παραγόντων πήξης του πλάσματος (32).

5.
Κλινικές μελέτες 

5.1
1η μελέτη: Ποιότητα και ασφάλεια του φρεσκοκατεψυγμένου πλάσματος (FFP) αδρανοποιημένο και λευκαφαιρεμένο με μπλε του μεθυλενίου (σύστημα Theraflex) συμπεριλαμβανομένου του φίλτρου Blueflex: έρευνα 5 ετών (33).
Χρονική περίοδος: 2000-2005

Υλικά και μέθοδοι: 

8.500 μονάδες πλάσματος επεξεργασμένο με κυανό του μεθυλενίου (MB FFP-Methylene Blue Fresh Frozen Plasma) και 54.435 μονάδες απλό φρεσκοκατεψυγμένο πλάσμα χρησιμοποιήθηκαν για την μετάγγιση ασθενών σε τέσσερα νοσοκομεία. 88 μονάδες αξιολογήθηκαν για τυχόν αλλαγές στην αποτελεσματικότητα των παραγόντων πήξης και των συγκεντρώσεων κυτοκίνης μετά την επεξεργασία.

Κλινική μελέτη: 

Οι 40 από τους 102 ασθενείς βρίσκονταν υπό παρακολούθηση για ορομετατροπή και είχαν ανάγκη από μετάγγιση πλάσματος ενώ άλλοι απαιτούσαν μεγάλες ποσότητες πλάσματος με σκοπό την θεραπεία της θρομβωτικής θρομβοπενικής πορφύρας (Thrombotic Thrombocytopenic Purpura-TTP), της αγγειίτιδας, εγκαυμάτων τρίτου βαθμού, ερυθηματώδη λύκου, και της μαζικής μετάγγισης (πίνακας 12). Οι ασθενείς αυτοί έλαβαν συνολικά 265 μονάδες MB FFP. Οι υπόλοιποι 62 ασθενείς έλαβαν συνολικά 524 μονάδες MB FFP για διάφορες κλινικές διαταραχές*1 συμπεριλαμβανομένου αιμοσφαιρινοπαθειών, διαβητικών νεφροπαθειών, αιμολυτικών ουραμικών συνδρόμων (Haemolytic uraemic syndrome, HUS), σηψαιμικών και περιφερικών νευροπαθειών με μονοκλωνικές γαμμαπάθειες (γ-σφαιρίνη). Άλλοι ασθενείς με πληγές, λευχαιμίες, κύρωση του ήπατος, πάγκρεας, καρδιαγγειακές διαταραχές και άλλες διαταραχές μεταγγίστηκαν με 7.711 μονάδες MB FFP. Την ίδια περίοδο, 540.273 μονάδες απλού φρεσκοκατεψυγμένου πλάσματος μεταγγίστηκαν σε επιπλέον 12.085 ασθενείς με παρόμοια κλινική εικόνα (πίνακας 8). Οι μονάδες FFP ανά ασθενή ήταν 4*50 με απλό FFP και 4*43 με MB FFP δια μέσου όλων των διαγνωστικών κατηγοριών. 
Ορομετατροπή είναι η ανάπτυξη ανιχνεύσιμων ειδικών αντισωμάτων έναντι μικροοργανισμών στον ορό του αίματος ως αποτέλεσμα της μόλυνσης ή της ανοσοποίησης. Οι ορολογικές εξετάσεις (οι εξετάσεις για αντισώματα) χρησιμοποιούνται για τον προσδιορισμό της θετικότητας αντισωμάτων. Πριν από την ορομετατροπή, η εξέταση αίματος είναι οροαρνητική για το αντίσωμα ενώ μετά την ορομετατροπή, η εξέταση αίματος είναι οροθετική για το αντίσωμα. Η λέξη χρησιμοποιείται συχνά σε σχέση με τον έλεγχο του αίματος για αντι-HIV αντισώματα. Ειδικότερα, ο όρος "ορομετατροπή" αντικατοπτρίζει την μετατροπή ενός ατόμου σε οροθετικό. 
	
	FFP
	
	MB FFP
	
	Σύνολο
	

	Διαγνωστικές κατηγορίες
	Ασθενείς
	Μονάδες
	Ασθενείς
	Μονάδες
	Ασθενείς
	Μονάδες

	TTP
	3
	42
	5
	70
	8
	112

	Αγγειίτιδα
	-
	-
	1
	27
	1
	27

	Εγκαύματα τρίτου βαθμού
	20
	112
	25
	120
	45
	232

	Ερυθηματώδης λύκος
	-
	-
	3
	24
	3
	24

	Μαζική μετάγγιση
	2
	8
	6
	24
	8
	32

	Διάφορες κλινικές διαταραχές*1
	12.060
	54.273
	1.880
	8.235
	13.940
	62.508

	Σύνολο
	12.085
	54.435
	1.920
	8.500
	14.005
	62.935


Πίνακας 8. Kλινική μελέτη FFP και MB FFP. Ανατύπωση από Politis et al., 2007.

Ορομετατροπή

Καμία ορομετατροπή για HBV, HIV, HCV, HTLV I/II δε σημειώθηκε 6 μήνες μετά την μετάγγιση του MB FFP στους 102 ασθενείς. Επιπλέον, καμία μετάδοση από αυτές τις ασθένειες δεν καταγράφηκε μεταξύ των εναπομενόντων 1.818 ασθενών που μεταγγίστηκαν με MB FFP, ούτε στους 12.085 ασθενείς που μεταγγίστηκαν με απλό FFP κατά την διάρκεια της μελέτης. 

Παρενέργειες

Η μόνη παρενέργεια μου σχετιζόταν  με την μετάγγιση MB FFP ήταν μια μη σοβαρή αλλεργική αντίδραση που παρατηρήθηκε σε ασθενή με θρομβωτική θρομβοπενική πορφύρα (Thrombotic Thrombocytopenic Purpura-TTP). Αντιθέτως, σημειώθηκαν 25 παρενέργειες (5 από αυτές σοβαρές) που σχετίζονταν με την μετάγγιση απλού FFP (πίνακας 9). Δύο από τις πέντε σοβαρές παρενέργειες ήταν αναφυλακτικά σοκ (shock) που αφορούσαν ασθενείς με γνωστή έλλειψη IgA ανοσοσφαιρίνης, δύο ήταν βακτηριακές και μια ήταν απροσδιόριστη με ρίγη, ταχυκαρδία, υπέρταση και ανησυχία. Τα δύο συμβάντα που αφορούσαν βακτήρια οφείλονταν σε σταφυλοκοκκική μόλυνση. Ο ένας αποδέκτης ανέπτυξε ενδοτοξικό σοκ εξαιτίας της μετάγγισης της μιας μονάδας μη λευκο-μειωμένου FFP. Ένας άλλος ασθενείς που μεταγγίστηκε με λευκαφαιρεμένο FFP υπέφερε από βακτηριαιμία με πυρετό πάνω από 39°C, ρίγη, ταχυκαρδία και υπέρταση 4 ώρες μετά τη μετάγγιση. Δεν υπήρξε καμία αναφορά που να συνέδεε κάποια παρενέργεια με την μετάγγιση ερυθροκυττάρων που παρήχθησαν από την ίδια μονάδα αίματος. Επιπρόσθετα, σημειώθηκαν 4 σταφυλοκοκκικές μολύνσεις, κλινικά λιγότερο σοβαρές, που παρατηρήθηκαν 6-10 ώρες μετά την μετάγγιση λευκαφαιρεμένου FFP σε τέσσερις χειρουργημένους ασθενείς. Τέσσερις από τις έξι σταφυλοκοκκικές περιπτώσεις συνέβησαν πριν από την συλλογή της πρώτης ποσότητας αίματος. Από τις έξι εμπύρετες μη αιμολυτικές αντιδράσεις, τρείς ήταν από μετάγγιση μη λευκαφαιρεμένου FFP και τρείς από λευκαφαιρεμένο FFP. Δεν αναφέρθηκε καμία περίπτωση εμφάνισης συνδρόμου TRALI .

Η συχνότητα όλων των παρενεργειών συνοψίζετε στα 1:8.500 με MB FFP και στα 1:2.177 με απλό FFP. Η συχνότητα των σοβαρών παρενεργειών ήταν μηδενική για το MB FFP και 1:10.877 για το FFP. Αυτές οι διαφορές δεν ήταν στατιστικά σημαντικές. Όμως η συχνότητα των εμπύρετων μη-αιμολυτικών αντιδράσεων (NHFTR, Non-Haemolytic Febrile Transfusion reactions) στη μετάγγιση απλού φρεσκοκατεψυγμένου πλάσματος ήταν 1:9.073 συνολικά, 1:6.470 στο μη λευκαφαιρεμένο FFP, 1:29.783 στο λευκαφαιρεμένο FFP.
	
	2000
	
	2001
	
	2002
	
	2003
	
	2004
	
	2005
	Total
	
	Συχνότ.

/μονάδα
	

	Παρενέργειες
	MB FFP
	MB FFP
	MB FFP
	MB FFP
	MB FFP
	MB FFP
	MB FFP
	MB FFP
	MB FFP
	MB FFP
	MB FFP
	MB FFP
	MB FFP
	MB FFP
	MB FFP

	Ιικές
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0:54.435
	0:8.500

	Βακτηριακές
	1
	0
	2
	0
	1
	0
	1
	0
	1
	0
	0
	6
	0
	1:9.073
	0:8.500

	Αλλεργικές
	2
	0
	1
	0
	1
	0
	3
	0
	1
	2
	1
	10
	1
	1:5.444
	1:8.500

	Αναφυλακτικές
	1
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	1
	0
	2
	0
	1:27.218
	0:8.500

	NHFTR
	2
	0
	1
	0
	1
	0
	1
	0
	1
	0
	0
	6
	0
	1:9.073
	0:8.500

	Άλλες
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	1
	
	1
	0
	1:54.435
	0:8.500

	Σύνολο
	6
	0
	4
	0
	3
	0
	5
	0
	3
	4
	1
	25
	1
	1:2.177
	1:8.500


Πίνακας 9. Παρενέργειες συνδεδεμένες με την μετάγγιση FFP και MB FFP κατά τη διάρκεια 2000-2005. Ανατύπωση από Politis et al., 2007

Συμπέρασμα 

Το επεξεργασμένο με μπλε του μεθυλενίου φρεσκοκατεψυγμένο πλάσμα (MB FFP) είναι ασφαλέστερο από το απλό φρεσκοκατεψυγμένο πλάσμα (untreated plasma) ακόμα και για τους ασθενείς που απαιτούν μεγάλες ποσότητες πλάσματος προς μετάγγιση.

5.2 2η μελέτη: Η θεραπευτική αποτελεσματικότητα και η ασφάλεια ερυθρών αιμοσφαιρίων που έλαβαν θεραπεία με μια χημική διαδικασία για την αδρανοποίηση των παθογόνων παραγόντων: μια κλινική δοκιμή φάσης ΙΙΙ σε ασθενείς με καρδιακή χειρουργική επέμβαση (34).

Χρονική περίοδος: 1999

Υλικά και μέθοδοι: 

· Προϋποθέσεις ένταξης: 

Στην έρευνα έλαβαν μέρος 35.516 ασθενείς από τους οποίους οι 18.669 μεταγγίστηκαν με ερυθροκύτταρα αίματος. Η βάση δεδομένων αναλύθηκε ανάλογα με το είδος της διαδικασίας και τρεις χειρουργικές ομάδες επισημάνθηκαν για μελέτη, σύμφωνα με τους συντελεστές ενδιαφέροντος για τα τελικά σημεία : θάνατος, νεφρική ανεπάρκεια, ή και έμφραγμα (συχνότητα τελικού σημείου: ομάδα 1 <10%, ομάδα 2 10%-20%, ομάδα 3 >20%) (Πίνακας 10). Η ένταξη των ασθενών σε αυτές τις ομάδες των καρδιακών χειρουργικών διαδικασιών είχε προβλεφθεί να καταλήξει σε συνολική συχνότητα 15% του πρωτογενούς σύνθετου τελικού σημείου στην ομάδα ελέγχου. 

Οι ασθενείς ήταν κατάλληλοι να λάβουν μέρος στην έρευνα αν ήταν ηλικίας 18 χρόνων και πάνω και είχε προγραμματιστεί να υποβληθούν σε προγραμματισμένη ή επείγουσα καρδιοχειρουργική επέμβαση, συμπεριλαμβανομένου πρώτης φοράς ή επανάληψης, απλή ή πολλαπλή επισκευή βαλβίδας με ή χωρίς επέμβαση αορτοστεφανιαίας παράκαμψης με μόσχευμα (CABG- coronary artery bypass graft) ή απλά επανάληψη CABG (οι ασθενείς που υποβάλλονταν πρώτη φορά σε CABG δεν εντάχθηκαν στο πρόγραμμα). Στα κριτήρια αποκλεισμού κατά τη στιγμή της εγγραφής περιλαμβάνονται η ενεργός αυτοάνοση αιμολυτική αναιμία ή μια θετική άμεση δοκιμασία αντισφαιρίνης (Direct Antiglobulin Test, DAT), εγκυμοσύνη, νεφρική ανεπάρκεια εντός 7 ημερών πριν την επέμβαση, ή αναδυόμενη ανέλκυση ή χειρουργική κατάσταση. Στην τελευταία περιλαμβάνονται σημάδια της ισχαιμίας σε ηρεμία παρά τη μέγιστη ιατρική θεραπεία, οξύ έμφραγμα του μυοκαρδίου, ή καρδιακή ανάνηψη εντός 24 ωρών πριν από τη χειρουργική επέμβαση, πνευμονικό οίδημα, και σοκ. Όλοι οι ασθενείς έδωσαν συνειδητή συναίνεση για τη συμμετοχή τους στην έρευνα. 
	Ομάδες ασθενών
	Διαδικασίες
	Σύνθετος ρυθμός (%)
	Νεφρική ανεπάρκεια (%)
	Έμφραγμα
	Ενδονοσοκομειακός Θάνατος (%)

	Ομάδα 1
	
	<10
	
	
	

	
	Απλή διόρθωση βαλβίδας

(1η φορά)
	7.2
	4.5
	0.5
	3.8

	Ομάδα 2
	
	10-20
	
	
	

	
	CABG (Επανάληψη)
	13.8
	7.7
	3.6
	7.0

	
	Απλή διόρθωση βαλβίδας (Επανάληψη)
	14.0
	9.6
	0.5
	6.9

	
	Απλή διόρθωση βαλβίδας & CABG
(1η φορά)
	13.6
	9.3
	1.4
	6.8

	
	Πολλαπλή βαλβίδα μόνο
	15.1
	10.6
	0.7
	8.4

	Ομάδα 3
	
	>20
	
	
	

	
	CABG (Επανάληψη) & μονή βαλβίδα
	20.5
	13.4
	1.9
	11.2

	
	CABG & πολλαπλή βαλβίδα
	26.8
	17.4
	2.0
	15.4


Πίνακας 10. Σύνθετο τελικό σημείο με βάση τα ιστορικά ποσοστά επίπτωσης στην κοινωνία του 1999 της θωρακικής χειρουργικής βάσης δεδομένων. Ανατύπωση από Richard et al., 2005.
· Μέθοδος: 
Από τους ασθενείς που εντάχθηκαν στην έρευνα ορισμένοι που υποβλήθηκαν σε εγχειρήσεις καρδιάς επιλέχθηκαν τυχαία για να λάβουν είτε S-303 θεραπεία (έρευνας) ή συμβατικά (έλεγχος) ερυθρά αιμοσφαίρια του αίματος με μετάγγιση κατά τη διάρκεια της χειρουργικής επέμβασης και έξι ημερών μετά. Η αποτελεσματικότητα αξιολογήθηκε με τη σύγκριση της εμφάνισης ενός σύνθετου κύριου τελικού σημείου της θεραπείας που σχετίζεται με τη νοσηρότητα (έμφραγμα και νεφρική ανεπάρκεια) και θνησιμότητα.
Διεξαγωγή της μελέτης: 

Η κατάταξη ξεκίνησε σε πέντε τοποθεσίες στις Ηνωμένες Πολιτείες της Αμερικής. Ωστόσο, η έρευνα τερματίστηκε πριν καν ολοκληρώσει τον στόχο της, με 223 εγγεγραμμένους ασθενείς, συμπεριλαμβανομένου 148 ασθενών που μεταγγίστηκαν (πίνακας 11). Ανάμεσα στους 148 ασθενείς, ο ένας που έλαβε για πρώτη φορά απλά ερυθρά αιμοσφαίρια (έλεγχος), έξι μέρες μετά την μετάγγιση αποκλείστηκε από τις αναλύσεις αποτελεσματικότητας. Το γνήσιο μέγεθος του δείγματος επιλέχθηκε για να παρέχει 88% εγκυρότητα για τον εντοπισμό της 15% διαφοράς στη συχνότητα εμφάνισης του 15% σύνθετου τελικού σημείου. 

	
	Ομάδες θεραπείας

	Χαρακτηριστικά
	S-303
	Έλεγχος
	Όλοι οι ασθενείς

	Εγγραφή & τυχαία ταυτοποίηση
	111
	112
	223

	τυχαία ταυτοποίηση χωρίς μετάγγιση*
	37 (33)
	38 (34)
	75 (34)

	τυχαία ταυτοποίηση & μετάγγιση*
	74 (67)
	74 (66)
	148 (66)

	Μέσος όρος ηλικίας (έτη)
	68
	67
	67

	Μέσος όρος βάρους (κιλά)
	82
	81
	81

	Άνδρες(%)
	62
	62
	62

	Καυκάσιοι
	93
	97
	95

	Χειρουργική ομάδα*†
	
	
	

	Ομάδα 1
	17 (23)
	17 (23)
	34 (23)

	Ομάδα 2
	50 (68)
	51 (69)
	101 (68)

	Ομάδα 3
	4 (5.4)
	4 (5.4)
	8 (5.4)

	Άλλες
	3 (4.1)
	2 (2.7)
	5 (3.4)

	*Δεδομένα που αναφέρονται αριθμητικά (%)

*†Ομάδα 1: πρώτη φορά μία βαλβίδα

Ομάδα 2: Επανάληψη CABG, επανάληψη μόνο βαλβίδα, CABG πρώτη φορά και μόνο βαλβίδα, πολλαπλή βαλβίδα μόνο

Ομάδα 3: Επανάληψη CABG & ενιαίας βαλβίδα και CABG και πολλαπλή βαλβίδα


Πίνακας 11. Πληθυσμός μελέτης. Ανατύπωση από Richard et al., 2005
Έκβαση μελέτης
Το πρωταρχικό σύνθετο τελικό σημείο του θανάτου, εμφράγματος του μυοκαρδίου ή νεφρικής ανεπάρκειας αντιμετωπίστηκε από τριανταένα ασθενείς, δεκαέξι (21,6%) στην ομάδα έρευνας (S-303 RBC) και δεκαπέντε (20,5%) στην ομάδα ελέγχου (RBC-red blood cells, ερυθρά αιμοσφαίρια). Η νεφρική ανεπάρκεια ήταν το πιο κοινό καταληκτικό σημείο που παρατηρήθηκε και εμφανίστηκε σε τριάντα ασθενείς (20,3%): δεκαέξι στην ομάδα έρευνας (21,6%) και δεκατέσσερις (18,9%) στην ομάδα ελέγχου. Δύο ασθενείς ελέγχου (2,7%) υπέστησαν έμφραγμα του μυοκαρδίου κατά τις πρώτες έξι ημέρες μετά την επέμβαση και ένας ασθενής ελέγχου (1,4%) κατέληξε. Δευτερεύοντα τελικά σημεία έδειξαν, επίσης, ότι δεν υπάρχουν σημαντικές διαφορές μεταξύ των ομάδων έρευνας και ελέγχου. Ο μέσος αριθμός των επεισοδίων των μελετώμενων ερυθρών κυττάρων μετάγγισης αίματος ήταν 2.0, ο μέσος αριθμός των μονάδων μετάγγισης ερυθρών κυττάρων του αίματος ήταν 4.1 και ο μέσος συνολικός όγκος των ερυθρών αιμοσφαιρίων προς μετάγγιση κατά τη διάρκεια της χειρουργικής επέμβασης ήταν 1.052 ml. Συνολικά, το 41% όλων των ερυθροκυττάρων μεταγγίστηκαν κατά τη διάρκεια χειρουργικής επέμβασης. Η μέση αλλαγή στα επίπεδα του αιματοκρίτη των ασθενών από την αρχή έως το τέλος της μελέτης ήταν στα 2.4 g/dl και η μέση αλλαγή μετά την μετάγγιση ήταν στα 1.4g/dl. Δεκατρείς ασθενείς (8.8%), εφτά στην ομάδα έρευνας και έξι στην ομάδα ελέγχου έλαβαν, εκτός μελέτης, μεταγγίσεις ερυθρών αιμοσφαιρίων, λόγω της δυσκολίας διατήρησης επαρκών μονάδων σε όλους τους χώρους και την απρόβλεπτη χρήση των ερυθροκυττάρων σε αυτή την τοποθέτηση. Ο μέσος αριθμός των εκτός μελέτης ερυθροκυττάρων που μεταγγίστηκαν σε αυτούς τους δεκατρείς ασθενείς ήταν 1. Τέλος, καμία σημαντική διαφορά δεν σημειώθηκε μεταξύ των ομάδων έρευνας και ελέγχου.

Παρενέργειες: 
Κατά τη διάρκεια της μελέτης αναφέρθηκαν οξείες αντιδράσεις που αφορούσαν σε έναν ασθενή που έλαβε S-303 RBC (ασθενείς έρευνας, επεξεργασμένα με S-303 ερυθροκύτταρα) και σε άλλους δύο, οι οποίοι μεταγγίστηκαν με απλά ερυθροκύτταρα (ασθενείς ελέγχου). Ο πρώτος ασθενής παρουσίασε 1ου βαθμού αντίδραση με πυρετό. Ανάμεσα στους άλλους δύο ασθενείς, ο ένας εμφάνισε 2ου βαθμού αντίδραση με βρογχοσπασμό και κνίδωση και ο άλλος 3ου βαθμού αντίδραση με ναυτία. 

Ανεπιθύμητες ενέργειες παρατηρήθηκαν γενικά κατά τη διάρκεια της μελέτης. Δεν εντοπίστηκαν σημαντικές διαφορές στη συχνότητα εμφάνισης των παρενεργειών μεταξύ των ασθενών έρευνας και των ασθενών ελέγχου για κάθε περίπτωση από τον βαθμό σοβαρότητας, όπως εκτιμάται, βάση της εκχώρησης τυφλής θεραπείας. Η μόνη διαφορά που ανιχνεύτηκε από αυτήν την ανάλυση ήταν ότι οι λαμβάνοντες των S-303 RBC συνδέονταν σε μεγάλο βαθμό λόγο της εμφάνισης δυσκοιλιότητας και με μια χαμηλόβαθμη εμφάνιση υπερκοιλιακών έκτακτων συστολών. Επίσης, δεν υπήρξε διαφορά σε καμία από τις δύο ομάδες όσον αφορά σε άλλα καρδιακά γεγονότα τα οποία εμφανίζονται σε περισσότερο από 5% του πληθυσμού της μελέτης. Ασθενείς που συναίνεσαν στην μελέτη παρακολούθησης αξιολογήθηκαν για ανεπιθύμητες ενέργειες που σχετίζονται με αιμόλυση. 
Αποτελέσματα: 

Τα επεξεργασμένα με S-303 συμπυκνωμένα ερυθρά αιμοσφαίρια (packed red blood cells, pRBCs) τέθηκαν σε κλινική δοκιμή φάσης III σε δύο ρυθμίσεις. Μια μελέτη οξείας μετάγγισης σε καρδιακά χειρουργημένους ασθενείς και σε μια μελέτη όπου επανέλαβε μετάγγιση ερυθρών σε ασθενείς με δρεπανοκυτταρική αναιμία ή θαλασσαιμία οι οποίοι βρίσκονταν σε πρόγραμμα χρόνιας μετάγγισης ερυθρών. Η μελέτη χρόνιας μετάγγισης είχε ένα σχεδιάγραμμα διασταύρωσης στο οποίο οι ασθενείς επιλέχθηκαν τυχαία για να λάβουν είτε s-303 επεξεργασμένα ερυθρά αιμοσφαίρια (ασθενείς έρευνας) ή απλά ερυθροκύτταρα ελέγχου (ασθενείς ελέγχου) για έξι μήνες και στη συνέχεια να διασταυρωθεί με την άλλη ομάδα θεραπείας για τους επόμενους έξι μήνες. Στη μελέτη χρόνιας μετάγγισης, σε δυο από τους δεκαεφτά ασθενείς, με κάθε έκθεση στα S-303 pRBCs, εντοπίστηκαν αντισώματα έναντι των μεταγγισμένων ερυθρών. Παρόλο που δεν παρουσιάστηκαν δυσμενή κλινικά συμπτώματα ή αποδείξεις που να δείχνουν αιμόλυση, η μελέτη τερματίστηκε σε αυτό το σημείο. Ωστόσο, αρκετοί ήταν εκείνοι  οι ασθενείς που είχαν εγγραφεί για να αποδειχθεί η ασφάλεια και η αποτελεσματικότητα των S-303 ερυθροκυττάρων στην μελέτη οξείας χειρουργικής μετάγγισης. 


Η μελέτη οξείας χειρουργικής μετάγγισης (η εν λόγω μελέτη) σχεδιάστηκε για να δείξει την αποτελεσματικότητα των S-303 pRBC μεταγγίσεων με τη συνολική νοσηρότητα και θνησιμότητα της ευπαθούς ομάδας των ασθενών, όπως στο πρωτεύον τελικό σημείο. Παρόλο που τα ερυθρά αιμοσφαίρια είναι συνηθισμένο να μεταγγίζονται στις χειρουργικές επεμβάσεις για να αντικαταστήσουν την απώλεια αίματος και με αυτόν τον τρόπο να αποκαταστήσουν την οξυγόνωση των ιστών και να προστατέψουν την τοπική υποξία, δεν υπάρχει ευρέως αποδεκτή μέθοδος για την άμεση αξιολόγηση της εν λόγω κλινικής έκβασης. Στη πράξη, οι κλινικοί χρησιμοποιούν τον αιματοκρίτη (Hematocrit, Hct) ως αναπληρωματικό δείκτη για τις ανάγκες της μετάγγισης, αφού πρώτα αξιολογήσουν την κλινική κατάσταση του ασθενούς(35). Δεν υπάρχει προηγούμενο για την άμεση αξιολόγηση κλινικής αποτελεσματικότητας της νέας προετοιμασίας ερυθροκυττάρων, πριν από τις τροποποιήσεις των ερυθροκυτταρικών στοιχείων, όπως μείωση λευκών αιμοσφαιρίων, ακτινοβόληση ή βελτιώσεις στα συστήματα αποθήκευσης. Έχουν στηριχθεί αποκλειστικά και μόνο στην αποδεκτή τεκμηρίωση της ανάκτησης και επιβίωσης των ερυθροκυττάρων για να αποδειχθεί η αποτελεσματικότητα τους. 

Η εύρεση των αντισωμάτων έναντι στα S-303 pRBCs και στις δυο μελέτες - οξεία και χρόνια - δείχνει ότι τα επεξεργασμένα με S-303 ερυθρά αιμοσφαίρια έχουν μια μικρή συγκέντρωση από νεοαντιγόνα τα οποία αναγνωρίζονται από το ανοσοποιητικό σύστημα του ανθρώπου. Η διαπίστωση ότι ένας μοναδικός ασθενής ελέγχου (control patient), που έλαβε μέρος στην χρόνια μελέτη μετάγγισης S-303 RBCs, ανέπτυξε μια αντι-S-303 RBC αντίδραση, είναι αξιοσημείωτη. Εσωτερικοί έλεγχοι σε χώρους παραγωγής και μετάγγισης έχουν αποκλείσει το ενδεχόμενο ακούσιας μετάγγισης των S-303 ερυθροκυττάρων σε αυτόν τον ασθενή, ενώ η πιθανότητα επισήμανσης λάθους δείγματος θεωρείται ατυχής. Αυτό το συμπέρασμα υποστηρίζεται από το γεγονός ότι τριάντα δύο μέρες μετά την χειρουργική επέμβαση του ασθενούς δεν ανιχνεύθηκε κανένα αντίσωμα. Εξετάζεται βέβαια η πιθανότητα διασταυρούμενης αντίδρασης με κάποιο είδος φάρμακου ή κάποιον περιβαλλοντικό παράγοντα. Η παραπάνω υπόθεση στηρίζεται στην παρατήρηση ότι ο ασθενής, σε έλεγχο που έγινε την 838η ημέρα, δεν εμφάνισε καμία αντίδραση με τα S-303 RBC. Ακόμη άλλος ασθενείς, φαινόταν να παρουσίαζε παροδικές ή και ποικίλες απαντήσεις στο S-303, μια φορά πριν από κάθε μετάγγιση. Δεν υπάρχουν στοιχεία μέχρι τώρα που να δείχνουν ότι αυτά τα αντισώματα προκαλούν αιμόλυση ή ότι οι ασθενείς μπορεί να υποστούν βλάβη. Ωστόσο, ερευνάται η φύση της ανοσιακής αυτής απόκρισης και αναπτύσσονται τροποποιήσεις για το σύστημα θεραπείας με S-303 έτσι ώστε να μειωθούν οι πιθανότητες αντίδρασης. 

Συμπέρασμα: 

Η επεξεργασία και θεραπεία των ερυθρών αιμοσφαιρίων με το S-303 αντιπροσωπεύει μια αποτελεσματική μέθοδο για την μείωση των κινδύνων που επιφυλάσσει μια μετάγγιση. Παρόλο που ο εμπορικός κόσμος μπορεί να έχει αποθαρρυνθεί για το σύστημα με την ταυτοποίηση των αντισωμάτων έναντι των θεραπευμένων ερυθροκυττάρων (S-303 RBCs), είναι σκόπιμο να τονίσουμε ότι ο σχηματισμός του αλλοαντισώματος είναι ένα αναδεδειγμένο πρόβλημα της σύγχρονης μεταγγισιακής πρακτικής και ότι εξελιγμένοι μηχανισμοί είναι ήδη σε θέση να ανιχνεύσουν την εμφάνισή τους. Η φύση και η σημαντικότητα αυτών των αντισωμάτων θα πρέπει να διερευνηθεί περαιτέρω και θα πρέπει να αναπτυχθούν πρωτοκόλλα τα οποία θα μειώνουν την συχνότητά τους. Η ασφάλεια και αποτελεσματικότητα αυτής της μελέτης συμφωνούν ότι τα S-303 RBCs παραμένουν ένας τέλειος υποψήφιος για την κλινική ανάπτυξη και εφαρμογή, εάν το θέμα της ανοσογονικότητας μπορεί να οριστεί, μειωθεί ή και να επιλυθεί. 
`
5.3 in vitro μελέτη: Θεραπεία ολικού αίματος (WB-Whole blood) και ερυθρών αιμοσφαιρίων (RBC-Red Blood Cells) με S-303 αδρανοποιεί τους παθογόνους παράγοντες και διατηρεί την in vitro ποιότητα των συμπυκνωμένων ερυθρών αιμοσφαιρίων (18).

Χρονική περίοδος: 2009

Υλικά και μέθοδοι:

· Eπεξεργασία ερυθρών αιμοσφαιρίων: Συνολικά χρησιμοποιήθηκαν δώδεκα μονάδες συμπυκνωμένων ερυθρών αιμοσφαιρίων (έξι ταιριασμένα ζευγάρια, το κάθε ένα δημιουργείται από την αποθήκευση και τον διαχωρισμό δυο ΑΒΟ ταιριαστών μονάδων για να καταλήξουμε σε μια μονάδα ερυθρών έρευνας-test RBC- και μια μονάδα ερυθρών ελέγχου-control RBC) για την in vitro μελέτη της λειτουργίας αυτών. Πριν την θεραπεία στις μονάδες προστέθηκαν 150ml από ένα ξεχωριστό διάλυμα και στη συνέχεια επεξεργάστηκαν με γ-Λ-γλουταμυλ-Λ-κυστεΐνη-γλυκίνη (γ-L-Glutamyl-L-cysteinyl-glycine, GSH) άλας νατρίου και S-303 με τελική συγκέντρωση 20mM και 0.2mM αντίστοιχα. Όλες οι μονάδες επωάστηκαν επί 20 ώρες σε θερμοκρασία δωματίου και στη συνέχεια το υπερκείμενο αντικαταστάθηκε με 100ml AS-5 και αποθηκεύτηκαν στους 4°C. Τέλος, οι μονάδες συμπυκνωμένων ερυθρών (ΣΕ) αξιολογούνταν κάθε έξι εβδομάδες για την in vitro (στο εργαστήριο) λειτουργία τους στις συνθήκες φύλαξης τους κάνοντας δειγματοληψία σε τυχαίους χρόνους. 

· Επεξεργασία ερυθρών, αιμοπεταλίων και πλάσματος από ολικό αίμα: Μελέτες ερυθρών, αιμοπεταλίων και λειτουργίας πήξεως διενεργήθηκαν με πολλαπλές ΑΒΟ-ταιριαστές μονάδες ολικού αίματος και διαχωρίστηκαν με σκοπό την απόκτηση μιας μονάδας έρευνας (test RBC unit) και μιας μονάδας ελέγχου (control RBC unit). Οι μονάδες έρευνας επεξεργάστηκαν με 0.2mM S-303 και 2mM GSH και επωάστηκαν επί είκοσι ώρες σε θερμοκρασία δωματίου. Μετά την επώαση, τα δείγματα αφαιρέθηκαν και τα αιμοπετάλια και το πλάσμα λήφθηκαν με την μέθοδο του εμπλουτισμού. Το υπόλοιπο δείγμα που απέμεινε από τις μονάδες καταψύχθηκε και αποθηκεύτηκε ως ολικό αίμα. Τα εργαστηριακά αιμοπετάλια (in vitro) και η λειτουργία πήξης μετρήθηκαν μετά την επώαση των είκοσι ωρών και αφού απομονώθηκαν από της μονάδες ενώ τα in vitro ερυθροκύτταρα μετρήθηκαν ως ολικό αίμα είκοσι δύο ημέρες μετά από την επώαση, την απομόνωση και την αποθήκευσή τους στους 1°C-6°C (36). 

Αποτελέσματα: 

Οι μελέτες αδρανοποίησης παθογόνων σε πλήρεις μονάδες ερυθροκυττάρων πραγματοποιήθηκαν με αρκετά αντιπροσωπευτικά gram αρνητικά και gram θετικά βακτήρια όπως επίσης και ιούς με ή και χωρίς έλυτρο. Βακτήρια όπως είναι ο χρυσίζων σταφυλόκοκκος, εντεροκολλοειδής γερσίνια (yersinia enterocolitica), η σεράτια marscescens (seratia marscescens), το κολοβακτηρίδιο (E.Coli) επιλέχθηκαν για την προκαταρκτική αυτή μελέτη για τον λόγο ότι συνδέονται με την σήψη που προκαλεί η μετάγγιση των ερυθρών αιμοσφαιρίων (37). Επίσης οι ιοί που επιλέχθηκαν για την προκαταρκτική αυτή μελέτη είναι ο αδενοιός τύπου 5 (Adenovirus type 5), ο ιός του καταρροϊκού πυρετού του προβάτου (Bluetongue virus- BTV), ο ιός που προκαλεί την ιογενή διάρροια των βοοειδών (Bovine Viral Diarrhea Virus- BVDV), ο ιός του Δυτικού Νείλου (West Nile virus), ο Δάγγειος ιός (Dengue virus) και κύτταρα που συνδέονται με τη μορφή του ιού του AIDS (cell-associated HIV).  

Η θεραπεία των ερυθροκυττάρων με S-303 αδρανοποίησε αποτελεσματικά μια σειρά από βακτήρια και ιούς που προκαλούν μόλυνση στα παράγωγα του αίματος. Έξι από τους οχτώ οργανισμούς που αξιολογήθηκαν (Y.Enterocolitica, E.Coli, BVDV, BTV, Adenovirus type 5, HIV) αδρανοποιήθηκαν στα ή κάτω από το όρια ανίχνευσης.


Στα αιμοπετάλια, όπως μετρήθηκε, παρατηρήθηκε αυξημένη ενεργοποίηση σελεκτίνης (p-selectin) μετά την διαδικασία αδρανοποίησης, αν και η μορφολογία των αιμοπεταλίων παρέμεινε σταθερή. Στο πλάσμα, η περιεκτικότητα σε ινωδογόνο έμεινε ανεπηρέαστη μετά την αδρανοποίηση, ενώ η δράση των παραγόντων πήξης μειώθηκε κατά 10%-30% (ανάλογα με τον παράγοντα). Τέλος το ολικό αίμα η αποτελεσματικότητα αδρανοποίησης των παθογόνων ήταν παρόμοια με αυτή των ερυθρών αιμοσφαιρίων . 

6.
Μελλοντικές κατευθύνσεις
Για να είναι αποτελεσματική η λειτουργία ενός κέντρου αίματος, η αδρανοποίηση των παθογόνων παραγόντων θα πρέπει να λάβει χώρα είτε την ημέρα της συλλογής (ημέρα 0) είτε την επόμενη ημέρα μετά τη συλλογή (ημέρα 1). Η διαδικασία αδρανοποίησης των παθογόνων παραγόντων από την ημέρα της συλλογής εξασφαλίζει την καλύτερη διατήρηση της ποιότητας των παραγώγων, αλλά δεν μπορεί να φιλοξενήσει κινητές ή απομονωμένες συλλογές. Η πιθανότητα αδρανοποίησης των παθογόνων παραγόντων του ολικού αίματος που πραγματοποιείται την πρώτη ημέρα μετά την συλλογή εφοδιαστικά μπορεί να είναι πιο εφικτό για τα μεγάλα κέντρα λόγο του όγκου του αίματος. Μια τέτοια πράξη όμως μπορεί να επηρεάσει την ποιότητα των ερυθροκυττάρων, του πλάσματος και τα συστατικών των αιμοπεταλίων εξαιτίας της εκτεταμένης αποθήκευσης σε θερμοκρασία δωματίου ή σε ψύξη πριν από το διαχωρισμό της μονάδας σε παράγωγα. Το σκεπτικό της αδρανοποίησης των παθογόνων σε ολικό αίμα δημιουργεί προσδοκίες για την δημιουργία συγκεντρωτικών μονάδων αιμοπεταλίων από αδρανοποιημένο ολικό αίμα. Συγκεκριμένα, μια τέτοια ενέργεια θα εξαλείψει τον φόβο της δυνητικής βακτηριακής μόλυνσης λόγω της συγκέντρωσης μετά τη διαδικασία αδρανοποίησης των παθογόνων παραγόντων ή λόγω δυσμενών συνθηκών φύλαξης πριν από τη συγκέντρωση. Προκειμένου να εκπληρώσουν όλες αυτές τις απαιτήσεις, οι κλινικές δοκιμές και μελέτες αξιολόγησης θα χρειαστεί να αποδείξουν τη συντήρηση της θεραπευτικής λειτουργίας των αιμοπεταλίων, πλάσματος και ερυθροκυττάρων συστατικά που προέρχονται από το ολικό αίμα το οποίο θεραπεύτηκε με μεθόδους αδρανοποίησης των παθογόνων παραγόντων. Εναλλακτικά, εάν το αδρανοποιημένο ολικό αίμα διατηρείται για μετάγγιση και δεν μοιραστεί σε παράγωγα τότε κατάλληλες κλινικές δοκιμές θα πρέπει να διεξαχθούν για να εξακριβωθεί η αποτελεσματικότητα και η ασφάλεια για κάθε θεραπευτική ένδειξη για την οποία ολόκληρο το ολικό αίμα θα χρησιμοποιηθεί (38).

Περίληψη

Το αίμα αποτελεί βασικό συστατικό του ανθρώπινου οργανισμού. Αποτελείται από τα ερυθρά αιμοσφαίρια, τα λευκά αιμοσφαίρια, τα αιμοπετάλια και το πλάσμα. Η εξέλιξη της τεχνολογίας δίνει τη δυνατότητα του διαχωρισμού του ολικού αίματος στα συστατικά του γεγονός που εκμεταλλεύεται κάθε κέντρο αιμοδοσίας. Από μια μονάδα αίματος παράγονται συμπυκνωμένα ερυθρά αιμοσφαίρια, αιμοπετάλια και πλάσμα τα οποία με τη χρήση τους δίνουν σημαντικά πλεονεκτήματα στη μεταγγισιοθεραπεία. 

Ο μεταγγιζόμενος ασθενής λαμβάνει μόνο το συστατικό που έχει ανάγκη χωρίς να επιβαρύνεται ο οργανισμός του με επιπλέον όγκο αίματος ενώ τα υπόλοιπα προϊόντα μπορούν να μεταγγίζονται σε άλλον ασθενή. Επιπλέον, μειώνεται ο κίνδυνος ευαισθητοποίησης σε πρωτεΐνες του πλάσματος και υποκυτταρικά αντιγόνα. Ωστόσο, παρά το γεγονός της σημαντικής εξέλιξης της τεχνολογίας συμβάλλοντας στην ολοένα αυξανόμενη ασφάλεια του αίματος και των παραγώγων του, σοβαρές ανοσολογικές και μη επιπλοκές συνεχίζουν να υπάρχουν. Παράλληλα, συνεχώς αυξάνονται και τα νοσήματα που μεταδίδονται με το αίμα και τα παράγωγά του. Ο πλήρης και αποτελεσματικός έλεγχος του αίματος και των παραγώγων του επιτυγχάνεται με διεθνώς καθιερωμένες εργαστηριακές, βιοχημικές, βιολογικές και ορολογικές εξετάσεις. Επιπροσθέτως, γίνονται και άλλες γενικές και ειδικές εξετάσεις για τον έλεγχο της στειρότητας, της τοξικότητας της ύπαρξης πυρετογόνων και της καθαρότητας του αίματος και των προϊόντων του. Τέλος, ακολουθεί επεξεργασία για την αδρανοποίηση λοιμογόνων παραγόντων με εξειδικευμένες μεθόδους.

Τα συστήματα Intercept και Mirasol PRT αποτελούν μεθόδους αδρανοποίησης παθογόνων παραγόντων στα αιμοπετάλια. Το πρώτο σύστημα, στηρίζεται στη χρήση ψωραλενίου αιματοσαλενίου (S-59) το οποίο δρα μεταξύ των ελίκων DNA/RNA και με την επίδραση UVA υπεριώδους ακτινοβολίας εμποδίζει τον πολλαπλασιασμό του γενετικού υλικού ενός ευρέως φάσματος βακτηριδίων, ιών, πρωτόζωων και υπολειπόμενων λευκοκυττάρων στους ασκούς αιμοπεταλίων. Το δεύτερο σύστημα χρησιμοποιεί ριβοφλαβίνη και υπεριώδη ακτινοβολία ή ορατό φώς και στηρίζεται και αυτό στην αναστολή της μεταγραφής και μετάφρασης του γενετικού υλικού των παθογόνων προκαλώντας ανεπανόρθωτες βλάβες. Το φάσμα αδρανοποίησης είναι παρόμοιο με του intercept άλλα προσφέρει ασφαλέστερο τοξικολογικό προφίλ. Η διαδικασία αδρανοποίησης στα συμπυκνωμένα ερυθρά αιμοσφαίρια γίνεται με τη χρήση ενός νουκλεϊκού οξέος-αλκυλο στόχου, το S-303, το οποίο δρα ανεξάρτητα χωρίς την συμβολή κάποιας εξωτερικής πηγής ενέργειας. Στη θεραπεία με το S-303 συμπεριλαμβάνεται και το GSH με σκοπό την εξισορρόπηση του ενδοκυττάριου και εξωκυττάριου περιβάλλοντος των κυττάρων. Όσον αφορά στο πλάσμα, μέθοδοι αδρανοποίησης αποτελούν το Solvent/ Detergent (S/D) και η θεραπεία με κυανό του μεθυλενίου. Το S/D βασίζεται στη καταστροφή του λιπιδιακού περιβλήματος των παθογόνων με πολύ γρήγορο ρυθμό και με υψηλά επίπεδα ασφάλειας. Ωστόσο, η μέθοδος δεν είναι εφαρμόσιμη στους ιούς χωρίς περίβλημα και για το λόγο αυτό χρησιμοποιούνται επιπρόσθετα τεχνικές ΝΑΤ. Το φωτοδυναμικό σύστημα που χρησιμοποιεί κυανό του μεθυλενίου και ορατό φώς δημιουργεί αντιδραστικά είδη οξυγόνου που έχουν ιδιαίτερο στόχο την γουανίνη και είναι υπεύθυνα για την καταστροφή του νουκλεϊνικού οξέος. Αυτές οι μέθοδοι χρησιμοποιούνται ευρέως για την αδρανοποίηση των παθογόνων σε όλα τα παράγωγα του αίματος με αυξημένα επίπεδα ασφάλειας και αποτελεσματικότητας. Εξαίρεση αποτελεί το σύστημα που χρησιμοποιεί S-303, όπου λόγω της παραγωγής αντισωμάτων στον ορό των μεταγγισμένων ασθενών βρίσκεται ακόμα υπό μελέτη. Τέλος, έρευνες βρίσκονται υπό εξέλιξη με σκοπό την ανάπτυξη συστήματος που θα αδρανοποιεί παθογόνους παράγοντες απ’ ευθείας στο ολικό αίμα και θα λαμβάνονται μη μολυσματικά παράγωγα. 

Abstract

The blood is a key component of the human body. It consists of red blood cells, white cells, platelets and plasma. The evolution of technology enables the separation of whole blood components. From a unit we can produce concentrated red blood cells, platelets and plasma the use of which provides significant advantages in metangisiotherapeia. Specifically, the patient is transfused only with the component that he needs without burdening the body with extra blood volume and other products can be used into another patient. Moreover, the risk of sensitization to plasma proteins and sub-cellular antigens is reduced. Although despite the breakthrough technology that contributes to the increasing safety of blood and its derivatives, serious and non-serious immunological complications still exist. Also, diseases transmitted by blood and its derivatives keep growing. The full and effective control of blood and its derivatives is achieved by international standard laboratory, biochemical, biological and serological tests. In addition, there are other general and specific tests for control of sterility, toxicity and the existence of pyrogenicity and the purity of blood and its products. Finally, there are treatments to inactivate infectious agents with specialized methods. The Intercept and Mirasol PRT systems are pathogen inactivation methods on platelets. The first system, based on the use of psoralenio aimatosalenio (S-59) which acts between the propellers DNA/RNA and with the effect of UVA ultraviolet radiation inhibits the growth of the genetic material in a wide range of bacteria, viruses, protozoa, and residual leukocytes in platelet bags. The second system uses riboflavin and UV or visible light and inhibits the transcription and translation of the pathogens genetic material causing irreparable damage. The range of inactivation is similar to the intercept but it provides safer toxicity profile. The process of inactivation in red blood cells is made using a nucleic acid-alkyl target, the S-303, which acts independently without help of an external energy source. Moreover, the treatment with S-303 includes the GSH in order to balance the intracellular and extracellular environment of cells. As for plasma, inactivation methods are Solvent/detergent (S/D) and treatment with methylene blue. The S/D destructs the lipid coating of the pathogens very rapidly with high levels of security. However, this method is not applicable to non-enveloped viruses and therefore additional techniques NAT are used. The photodynamic system that uses methylene blue and visible light generates reactive oxygen species that target to guanine and are responsible for the destruction of nucleic acid. These methods with increased levels of safety and efficacy are widely used to inactivate pathogens in all blood products. However, system that uses S-303, which causes the antibodies production in the patients’ serum, is still under study. Finally, the development of a system that inactivates pathogens directly in whole blood with out non infectious derivatives is a future challenge.
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ΑΠΟΨΥΞΗ ΠΛΑΣΜΑΤΟΣ


30°C-35°C








ΠΡΟΣΘΗΚΗ 2% TNBP








ΠΡΟΣΘΉΚΗ 1% TNBP-1% Triton X-45





ΕΠΩΑΣΗ ΥΠΟ ΑΣΗΠΤΕΣ ΣΥΝΘΗΚΕΣ ΣΕ 37°C ΕΠΙ 4 ΩΡΕΣ





ΕΞΟΡΥΞΗ ΜΕ 7,5% ΣΤΕΙΡΟΥ ΚΑΣΤΟΡΕΛΑΙΟΥ (Χ3)





ΦΥΓΟΚΕΝΤΡΗΣΗ ΕΠΙ 30 ΛΕΠΤΑ ΣΤΙΣ 3800 ΣΤΡΟΦΕΣ





ΜΕΤΑΦΟΡΑ ΣΕ ΤΕΛΙΚΟ ΑΣΚΟ ΚΑΙ ΦΥΛΑΞΗ ΣΤΟΥΣ -30°C





ΕΠΩΑΣΗ ΥΠΟ ΑΣΗΠΤΕΣ ΣΥΝΘΗΚΕΣ ΣΕ 31°C ΕΠΙ 4 ΩΡΕΣ








ΕΞΟΡΥΞΗ ΜΕ 7,5% ΣΤΕΙΡΟΥ ΚΑΣΤΟΡΕΛΑΙΟΥ (Χ3)





ΜΕΤΑΦΟΡΑ ΣΕ ΤΕΛΙΚΟ ΑΣΚΟ ΚΑΙ ΦΥΛΑΞΗ ΣΤΟΥΣ -30°C
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