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Pripravki granulocitov

in priporocila za njihovo uporabo

Granulocyte concentrates and guidelines for their clinical use

Dragoslav Domanovi¢,* Marko Cukjati,* Samo Zver?

Izvleéek

Pripravek granulocitov (PG) je eden zadnjih mo-
znih terapevtskih ukrepov pri bolnikih s hudo
nevtropenijo, ki se ne odzivajo na predhodno
antibioti¢no in antimikoti¢no zdravljenje $iroke-
ga u¢inkovanja. Ker je uporaba PG v zadnjih le-
tih zaradi hkratne uporabe rastnega dejavnika za
celice granulocitne vrste (G-CSF) dostopnej$a in
predvsem bolj u¢inkovita, se v vsakdanji klini¢ni
praksi vse pogosteje odlo¢amo zanj. Zato je prav,
da poznamo sodobna stali$¢a o tej komponenti
krvi. V ¢lanku predstavljamo postopek zbiranja,
obdelave in zdravljenja s PG.

Abstract

The use of granulocyte concentrate (GC) is usu-
ally the last therapeutic approach in patients with
severe neutropenia, unresponsive to treatment
with wide spectrum antibiotics and antimycot-
ics. Because of the routine usage of granulocyte
colony-stimulating factor, this therapeutic ap-
proach is nowadays more and more frequent and
more effective. Therefore it is necessary to have
an updated knowledge of this blood component.
In the article, we present the whole process from
collection and processing to treatment with GC.

Uvod

Nevtrofilni granulociti (NG) nastaja-
jo z diferenciacijo in dozorevanjem krvo-
tvornih mati¢nih celic v kostnem mozgu.
Kljub temu, da se tam zadrzujejo razli¢no
dolgo, znasa stalna zaloga NG v kostnem
mozgu priblizno 9x10° NG/kg telesne
mase (TM) posameznika.'® Iz kostne-
ga mozga prehaja v sistemski krvni obtok
16,3x10°NG/kgTM/dan. Tam se razpore-
dijo v osrednji cirkulirajo¢i del (40 %) in
marginalni periferni del (60 %), ki sta v di-
namicnem ravnovesju. Na njuno razmerje
lahko vplivamo z zdravili, npr. s kortikoste-
roidi. Pod vplivom razli¢nih citokinov prei-
de po 6 urah polovica NG iz krvnega obtoka
skozi endotel krvnih zil v tkiva, kjer jih po
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dveh do treh dneh fagocitirajo celice retiku-
loendotelnega sistema. '°

Poglavitna vloga NG je sodelovanje v
obrambi cloveskega telesa pred okuzbami.
NG lahko ubijejo bakterije, glive in plesni
s fagocitozo, s spro$¢anjem mikrobicidnih
snovi v okolico ter s spros¢anjem nuklein-
skih kislin in beljakovinskih verig, ki ujame-
jo mikroorganizme v past (angl. neutrophyl
extracelullar traps, NET).! Zato se pri hudih
oblikah nevtropenije (Stevilo NG, manjse
od 0,5x10°/L), ki spremljajo mieloablativno
zdravljenje s presaditvijo krvotvornih matic-
nih celic ali brez nje ter pri nekaterih funk-
cionalnih motnjah NG, pojavljajo klini¢no
tezke, za bolnika pogosto usodne okuzbe.
Zdravimo jih z antibiotiki in antimikotiki
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ter z ustrezno podporno nego. V primeru
neodzivnosti na omenjeno zdravljenje lahko
uporabimo transfuzijo pripravkov granu-
locitov (PG). PG so komponenta krvi, pri-
pravljena z aferezo iz krvi enega darovalca,
ki vsebuje funkcionalne NG, suspendirane
v plazmi. V pripravku so v manjsem delezu
kot v polni krvi prisotni tudi eozinofilni in
bazofilni granulociti ter ostale krvne celice,
kar moramo upostevati pri transfuziji.">?
Zato so to komponento krvi poimenovali
PG, kljub temu, da jo uporabljamo kot vir
NG za nadomestno zdravljenje s transfuzi-
jami.*

Zgodovina zdravljenjaz NG

Od 60. let prejs$njega stoletja, ko so prvi¢
zbrali NG z lo¢evanjem levkocitno-trom-
bocitne plasti (LTP) iz krvi darovalcev s
kroni¢no mieloi¢no levkemijo (KML), se je
pogostost klini¢ne uporabe PG spreminja-
la.® V zacletku so s transfuzijo tak$nega pri-
pravka dosegli povecanje Stevila NG v krvi
nevtropeni¢nih bolnikov, kar je pri polovici
bolnikov tudi prehodno izboljsalo klini¢no
stanje. Ker so v kostnem mozgu tako zdra-
vljenih bolnikov zaznali za KML znadilne
celice s translokacijo genetskega materiala
med kromosomoma ¢ in 22 (t(9; 22)),° so
takrat ocenili, da postopek zdravljenja s PG
ni sprejemljiv.

Z odkritjem afereznega postopka leta
1965 se je ponudila moznost zbiranja vecje-
ga Stevila NG tudi od povsem zdravih da-
rovalcev, kar je povecalo klini¢no uporabo
transfuzij PG. V Tabeli 1 prikazujemo izsled-
ke starejsih klini¢nih raziskav u¢inkovitosti
transfuzij PG nevtropeni¢nim bolnikom z
okuzbami.” Raziskave so pokazale, da je to-
vrstno zdravljenje lahko uc¢inkovito, vendar
je bila njihova dokazna mo¢ slaba zaradi
praviloma majhnega $tevila bolnikov, ki so
bili pogosto tudi skrbno izbrani, zaradi he-
terogenosti vkljucitvenih meril, razlik v se-
stavi PG in drugih pomanjkljivosti.”

Temu obdobju je sledilo obdobje ponov-
nega zmanjSanja klini¢ne uporabe zaradi
izboljsanega zdravljenja z novimi antibio-
tiki in antimikotiki ter vse bolj uc¢inkovite-
ga podpornega zdravljenja. K zmanjsanju
transfuzij PG so pripomogli tudi relativno

pogosti, celo Zzivljenje ogrozajoci nezeleni
ucinki (predvsem na dihalih) po transfuzi-
ji PG in nezadostna klini¢na ucinkovitost
zdravljenja zaradi majhnega $tevila in apop-
toze NG v pripravkih.

V drugi polovici 9o. let prej$njega stole-
tja so odkrili rastni dejavnik za celice granu-
locitne vrste (G-CSF; filgrastim).® Njegova
klinicna uporaba je najprej zmanjsala po-
trebo po transfuzijah PG, saj se je skrajsalo
trajanje hude nevtropenije po zdravljenju s
citostatiki (bolniki z akutnimi oblikami lev-
kemije in mielodisplasticnim sindromom;
bolniki, zdravljeni s presaditvijo krvotvor-
nih mati¢nih celic). Konec 20. stoletja pa so
transfuzije PG ponovno postale aktualne.
Stimulacija zdravih darovalcev z rastnim
dejavnikom G-CSF namre¢ omogoca zbi-
ranje velikega $tevila NG med posameznim
afereznim postopkom in s tem njihov vedji
ter predvsem ucinkovitej$i terapevtski od-
merek.’

Tudi v Sloveniji smo zabelezili podobno
gibanje letnega Stevila granulocitaferez. Na
Zavodu RS za transfuzijsko medicino zbira-
mo PG z granulocitaferezami od leta 1981. V
obdobju 1990-2010 smo opravili 214 zbiranj
PG, kar je v povprec¢ju nekaj ve¢ kot 10 zbi-
ranj na leto. Pove¢ano povprasevanje po PG
ugotavljamo od leta 2008, kar sovpada z ze
opisanim nacinom stimulacije darovalcev s
kombinacijo rastnega dejavnika G-CSF in
kortikosteroidov. Najve¢ zbiranj (32) smo
zabelezili leta 2010 (Slika 1).

Zdravljenje s pripravki granulocitov
izvajajo hematologi ali specialisti druge
stroke v sodelovanju s hematologi. Zbira-
nje granulocitov poteka v transfuzijskih
ustanovah, ki so usposobljene za taksSen
odvzem. Hematolog obvesti transfuzio-
loga o potrebi zdravljenja s transfuzijami
granulocitov.

Indikacije za zdravljenje s PG

Indikacije za zdravljenje s transfuzijami
PG so lahko terapevtske ali profilakti¢ne.
Terapevtske transfuzije so indicirane pri
zdravljenju okuzb bolnikov s hudo nev-
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tropenijo, ki se ne odzivajo na zdravljenje
z antimikrobnimi zdravili.** Profilakti¢ne
transfuzije PG so indicirane za sekundar-
no profilakso pri bolnikih, ki so imeli hude
bakterijske ali glivicne okuzbe in potrebuje-
jo nadaljevanje citostatskega zdravljenja oz.
presaditev krvotvornih mati¢nih celic.*>*°
Klni¢ne ucinke profilakti¢nih transfuzij PG
$e raziskujejo.

Terapevtske transfuzije NG so lahko
nacin zdravljenja pri bolniku s hudo nev-
tropenijo, ki ima hkrati tudi bakterijsko ali
glivicno okuzbo (pogosto pa kar obe), ki se
ne odzivata na zdravljenje z antibiotiki ali
antimikotiki. Ob tem je pri¢akovano obdo-
bje nevtropenije dalj$e od 7 dni.*” Zdravlje-
nje s transfuzijami NG je na mestu tudi v
primeru invazivne glivi¢cne okuzbe in neo-
natalne sepse. Pri slednji je problem nezrela
in omejena granulopoeza. Bakterijska sepsa
se pojavlja pri novorojenckih z incidenco
1-10 primerov/1000 novorojencev in lahko
pomeni tudi 20 % umrljivost.** Ta lahko do-
seze celo 100 %, ¢e ima sepso nedonosencek,
stanje pa povzroca sev streptokoka skupine
B.?? Naceloma je mogoce s transfuzijami NG
zdraviti tudi nekatere prirojene funkcional-
ne motnje NG (kroni¢na granulomatozna
bolezen, pomanjkanje encima mielopero-
ksidaza, Chediak-Higashijev sindrom idr.)
in $tevilne bolezni NG (kroni¢na idiopatska
nevtropenija odraslih, cikli¢na nevtropenija
idr.), vendar o tem zaenkrat v literaturi ni
pomembnih porocil.

Pripravke granulocitov lahko upora-
bljamo le v terapevtske namene pri nev-
tropenicnih bolnikih, ki izpolnjujejo VSE
izmed naslednjih pogojev:
 huda nevtropenija < 0,5x10°/L;

o pozitivna hemokultura ali kuZnina s
sterilnega mesta na bakterije ali glivice;

« naprednejSa okuzba parenhima, od-
porna na zdravljenje z antibiotiki;

« mieloidna hipoplazija;

+ verjetnost za povrnitev funkcije ko-
stnega mozga.

Bolniki z dokazano funkcijsko motnjo
granulocitov (kot je kroni¢na granulo-
matozna bolezen) ali z neonatalno sep-
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so, ki imajo nevtropenijo zaradi iz¢rpane
granulocitne rezerve v kostnem mozgu,
lahko prejmejo pripravke granulocitov v
primeru Zivljenje ogrozujocih okuzb ali
med ¢akanjem na presaditev krvotvornih
maticnih celic.

Terapevtski odmerek PG

Cilj zdravljenja s transfuzijami PG je,
da z dnevnimi odmerki NG dosezemo vre-
dnost NG v periferni krvi bolnika, ki je vecja
od 0,5x10°/L. To je tudi mejna vrednost, ki
oznac¢uje hudo (kriti¢no) nevtropenijo. Ce
je le mogoce, je zelena ciljna vrednost NG
¢im bliZje normalnim vrednostim NG. Tako
dosezemo primerno zas¢ito bolnikov pred
okuzbami, ki se sicer vedno pojavljajo v ob-
dobju podalj$ane kriti¢ne nevtropenije. Ce
se za zdravljenje odlo¢imo, moramo bolnika
zdraviti s transfuzijami NG vsak dan z od-
merkom 1,5-3,0 x 10®* NG na kg TM odra-
slega prejemnika.* Zdravimo najmanj $tiri
zaporedne dni oz. dokler se ne vzpostavi
zadostna lastna bolnikova granulopoeza.
Pri novorojenckih s sepso moramo zagoto-
viti terapevtski odmerek, ve¢ji od 1x10° NG/
kgTM/dan.*

Priporoceni odmerek je vecji od
1x10"° granulocitov na dan (oziroma 1,5-
3,0 x10° NG/kgTM/dan pri odraslem pre-
jemniku) vsaj 4 dni zapored (novorojencki
>1x10° NG/kgTM/dan).

Nacini priprave PG

V praksi $e vedno uporabljamo dva na-
¢ina priprave PG: z diferencialnim centri-
fugiranjem polne krvi ve¢ krvodajalcev in
z granulocitaferezo iz krvi enega darovalca.
Pri prvem nacinu iz 10 enot polne krvi kr-
vodajalcev osamimo LTP in jih transfundi-
ramo bolnikom kot vir NG. Zaradi ve¢jega
volumna, velikega $tevila trombocitov in
eritrocitov ter majhnega izplena NG so ta-
k$ni pripravki manj ucinkoviti, nezeleni
ucinki pa pogosti. Z alternativnim postop-
kom lahko zlijemo dvakrat po pet enot LTP
in po ponovnem centrifugiranju iz zlitij osa-

441



KAKOVOST IN VARNOST/QUALITY AND SAFETY

35

Stevilo postopkov
=
= A

uwn

B Granulocitafereze

| i H|
1
Dl‘l'l'l " I‘:I.

&up&w@m&%ﬁpﬁ%&h&qﬁ@%f & m‘p\m@wﬂﬁ-"@w@m@*ﬁ ~E§;"h S

Slika 1: Letno Stevilo
granulocitaferez v
Sloveniji v obdobju
1990—-2010.

*Podatki o letnem Stevilu
granulocitaferez so iz
dokumentacije Zavoda
Republike Slovenije za
transfuzijsko medicino.
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mimo plast LTP. Na ta nacin dosezemo vecji
izplen NG, manjsi volumen ter manjse $te-
vilo eritrocitov in trombocitov v pripravku.
Z granulocitaferezo stimuliranih darovalcev
zberemo PG, ki imajo v primerjavi z drugi-
mi nacini priprave najve¢ NG z najmanjsim
volumnom in s $tevilom preostalih krvnih
celic, zato se za ta nacin odlo¢amo tudi pri
nas (Tabela 2).

Darovalci PG so lahko zdrave osebe,
stare 18-65 let, ki izpolnjujejo splosna me-
rila za dajanje krvi in krvnih komponent.
V obdobju pred stimulacijo z G-CSF so bili
darovalci PG praviloma krvodajalci, ki so Ze
dajali komponente krvi z aferezami (npr. s
trombocitaferezo ali plazmaferezo) in so
bili postopka vajeni. MoZnost nastanka ne-
katerih zapletov ob odvzemu je bila tako
manj$a, uspesnost zbiranja pa vecja. V ob-
dobju stimulacije darovalcev z G-CSF pa
praviloma darovalce is¢emo med sorodniki
oz. med prijatelji ali znanci potencialnega
prejemnika. Za dajanje PG jih namre¢ lazje
motiviramo kot naklju¢ne darovalce, ker Ze-
lja pomagati sorodniku ali prijatelju odtehta
tveganje, povezano z nezelenimi ucinki, ki
lahko nastanejo po prejemanju G-CSF ali
pri aferezi sami. Klini¢ni podatki kazejo, da
glede terapevtske u¢inkovitosti ni pomemb-
nih razlik med PG, pridobljenimi od soro-
dnih ali nesorodnih darovalcev."”

Ce je prejemnik PG kandidat za zdravlje-
nje s presaditvijo alogenskih krvotvornih

mati¢nih celic (KMC), se odlo¢amo za ne-
sorodne darovalce (prijatelje ali znance pre-
jemnika). Zaradi moznosti alosenzibilizacije
prejemnika na dajalc¢eve antigene HLA upo-
raba PG, zbranih od sorodnikov, zmanjsa
verjetnost, da med bolnikovimi sorodniki
najdemo ustreznega darovalca KMC.

Na podlagi znane krvne skupine ABO in
RhD prejemnika nato izberemo potencial-
ne darovalce, ki imajo krvno skupino, ki je
identi¢na ali skladna s krvno skupino pre-
jemnika. Celicna membrana NG sicer ne
vsebuje antigenov ABO in RhD, zato njiho-
va skladnost ne vpliva na prezivetje NG po
transfuziji.'»'* Skladnost v krvnih skupinah
ABO in RhD med prejemnikom in dajalcem
moramo zagotavljati zaradi sorazmerno ve-
likega deleza eritrocitov v PG. Zato so nacela
ABO in RhD skladnosti med prejemnikom
in dajalcem PG enaka kot pri transfuziji eri-
trocitov.

Pred izbiro darovalce vedno informira-
mo o vseh vidikih darovanja PG in moznih
zapletih ter pridobimo ciljano anamnezo
glede kroni¢nih bolezni, predvsem bolezni
srca, obtocil ali dihal kot tudi rakavih bole-
zni in bolezni, ki se prenasajo s krvjo.

Izbrane darovalce testiramo na priso-
tnost oznacevalcev bolezni, ki se prenasajo
s krvjo v predpisanem obsegu (HbsAg, anti
-HCV, anti-HIV in anti Lues ter NAT HBV
DNA, HCV DNA ter HIV RNA)"® Ze dan
pred afereznim postopkom, s ¢imer se izo-
gnemo shranjevanju PG po odvzemu zaradi
¢akanja na izsledke testiranj in posledi¢ne-
mu propadanju NG v pripravku. Poseben
pomen ima »citomegalovirusni (CMV) sta-
tus« bolnika in darovalca. NG lahko vsebu-
jejo CMV v latentni neaktivni obliki, ki ga
lahko prenesemo s transfuzijami PG preje-
mniku, neprekuzenemu s CMV)."* Kljub
temu, da nekatere novejSe raziskave niso
dokazale povezave med statusom CMV da-
rovalca in incidenco reaktivacije CMV oz.
razvoja bolezni pri prejemniku PG,">'° se
pri zdravljenju s transfuzijami PG uposte-
vamo skladnost CMV med prejeminkom
in darovalcem. To pomeni, da moramo do-
lociti prisotnost anti-CMV protiteles (IgG
in IgM) v krvi darovalca in prejemnika PG
pred zbiranjem in prejemniku transfundira-
ti CMV-skladne PG, kar upostevamo tudi v
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Sloveniji. V primeru, da je prejemnik CMV-
-seronegativen, moramo zagotoviti, da je
CMV-seronegativen tudi darovalec PG. Ker
je vecina populacije Ze prekuzena s CMV,'*
so taks$ni primeri redki.

Skladnost med prejemnikom in daroval-
cem v antigenih HLA in HNA je potrebna
le v primeru, da je prejemnik nanje senzi-
biliziran. V takih primerih lahko pride pri
senzibiliziranemu prejemniku do vrocin-
skih reakcij ali celo plju¢ne prizadetosti v
obliki nekardiogenega plju¢nega edema in
hitrejedega izlocanja transfundiranih NG iz
krvnega obtoka. Zato prejemnike NG vedno
vprasamo o morebitnih predhodnih trans-
fuzijah, nose¢nostih oziroma vroc¢inskih
reakcijah ali drugih nezelenih u¢inkih, ki so
bili vezani na predhodne transfuzije krvnih
pripravkov. Ce je anamneza pozitivna, po-
tem takSne bolnike dodatno testiramo na
prisotnost protiteles anti-HLA ali anti-HNA
in dolo¢imo njihovo specifi¢nost. V primeru
prisotnosti omenjenih protiteles opredelimo
pri darovalcih vrsto prisotnih antigenov
HLA in HNA ter izberemo tistega, ki antige-
nov, proti katerim so naperjena prejemniko-
va protitelesa, nima."’”

Granulocite zbiramo od usmerjenih
krvodajalcev, ki so bolnikovi sorodniki ali
znanci, zaradi njihove vecje motiviranosti
in pripravljenosti, da pristanejo na jema-
nje rastnih dejavnikov. Mozne darovalce
zagotovijo sorodniki na predlog hemato-
loga, ki jih napoti na dolocitev krvne sku-
pine ABO in RhD ter Kell ter anti-CMV.
Na podlagi izvidov izberemo ustrezne
darovalce. Ce je prejemnik PG kandidat
za zdravljenje z presaditvijo alogenskih
krvotvornih mati¢nih celic (KMC), se od-
lo¢amo za nesorodne darovalce (prijatelje
ali znance prejemnika).

Stimulacija darovalcev NG

Ucinkovitost zbiranja NG lahko pove-
¢amo z dajanjem kortikosteroidov in/ali
rastnega dejavnika G-CSF darovalcem pred
postopkom zbiranja. Kortikosteroidi delu-
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jejo na izplavljanje granulocitov iz zalog v
kostnem mozgu v krvni obtok, v krvnem
obtoku pa na prehod granulocitov iz mar-
ginalnega poola v centralni. Z dajanjem 60
mg prednizona ali 5 mg deksametazona pe-
roralno v enkratnem odmerku povecamo
koncentracijo granulocitov v krvi za 2- do
3-krat.!' Z dajanjem rastnega dejavnika G-
-CSF zdravemu darovalcu sprozimo prehod
NG iz zalog v kostnem mozgu v periferni
krvni obtok ter stimuliramo proliferacijo
in dozorevanje nezrelih prekurzorjev NG.'®
Hkrati G-CSF poveca tudi fagocitno sposob-
nost NG in tako tudi njihovo baktericidno
in fungicidno aktivnost, pospesi metabol-
no odzivnost NG na sekundarne agoniste,
poveca izrazenost adhezijskih molekul na
membrani ter zavira apoptozo NG, kar lahko
pojasni podaljsano razpolovno dobo trans-
fundiranih NG."*"** Zvecanje §tevila NG v
periferni krvi darovalca je najvecje 12 ur po
dajanju G-CSE Raziskave so pokazale, da
dajanje G-CSF v odmerku 300 pg sc. poveca
koncentracijo NG v krvi za 7-krat, kombi-
nacija deksametazona v odmerku 8 mg p.o.
in G-CSF v odmerku 300 pg za 9-krat, ter v
kombinacija deksametazona 8 mg p.o. in G-
-CSF v odmerku 600 ug pa kar za 11-krat.*
Najvedji porast Stevila granulocitov v krvi
po enkratnem odmerku G-CSF smo ugoto-
vili po 12 urah.*® Pri¢akovani izplen NG/afe-
rezo je v tem primeru 50-70 x 10° NG, Kar je
nekajkrat vec kot brez stimulacije z omenje-
nima zdraviloma.**

G-CSF lahko prejme darovalec na he-
matoloski kliniki ali pa ga usposobimo za
samodajanje na domu. Ker zbiranje NG
z aferezo izvajamo zjutraj, priporocamo,
da si darovalec vbrizga G-CSF v odmerku
5-10 pg/kg sc. (Neupogen® 300-480 pg sc.)
okoli 22.00 ure zvecer, dan pred aferezo.
Hkrati darovalec vzame tudi tableto me-
tilprednizolona (Medrol®) 48 mg. Hema-
tolog predpise darovalcu recept za Medrol
48 mg.
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Tabela 1: UspeSnost zdravljenja s transfuzijami PG pri nekaterih bolezenskih

stanjih.

bakterijska sepsa

sepsa, neznani povzrocitel;
plju¢nica, neznani povzroCi
invazivna gljivicna okuzba
lokalizirana okuzba

nespecificirana vrocica

Tabela je pripravljena na po

206 62
39 46
telj 11 64
77 36
47 83
85 75

dalgi podatkov iz poglavja v knjigi (5) in

predstavljajo uspesnost zdravljenja s pripravki granulocitov, objavljenih v 34
Clankih. N= Stevilo zdravljenih bolnikov.
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Zbiranje NG s
postopkom afereze

Zbiranje NG s celi¢nimi locevalci ime-
nujemo granulocitafereza, ki je lahko filtra-
cijska ali centrifugacijska. V klini¢ni praksi
filtracijskega nac¢ina ne uporabljamo ve¢, ker
je bilo delovanje tako zbranih NG okrnjeno,
med postopkom afereze pa je prihajalo tudi
do aktiviranja komponent komplementa s
posledi¢nimi hudimi neZelenimi uéinki in
granulocitopenijo pri darovalcih. Pri centri-
fugacijskih levkocitaferezah NG loc¢ujemo
od ostalih krvnih celic z diferencialnim cen-
trifugiranjem. Praviloma se med levkocita-
ferezo v aferezni napravi obdela 7-10 litrov
darovaléeve krvi (oz. dvakratni volumen
krvi), kar traja priblizno 3-4 ure. Vecja za-
Cetna vrednost Stevila trombocitov in NG v
krvi darovalca pred dajanjem G-CSF in kor-
tikosteroida pomeni veéjo ucinkovitostjo
zbiranja.?

Pred zbiranjem darovalca seznanimo z
vsemi dejstvi, ki so povezana s postopkom,
pregledamo izpolnjen medicinski vpra-
$alnik o sedanjem zdravstvenem stanju in
preteklih boleznih, o potovanjih v tujino
ter tveganem vedenju, nato dolo¢imo he-
mogram in koncentracijo hemoglobina v
krvi bolnika, izmerimo krvni tlak in sr¢no
frekvenco in ga po potrebi tudi fizikalno
pregledamo. Po preverjanju izsledkov dolo-
¢anja oznacevalcev bolezni, ki se prenasajo s
krvjo, zaklju¢imo izbiro darovalca z njegovo
podpisano izjavo o poucenosti in s pristan-
kom na odvzem PG.

V postopku afereze odvzeti krvi dodaja-
mo sedimentacijsko sredstvo, najpogosteje
hidroksietilni $krob (HES), s katerim dose-
zemo do 50-odstotni izplen NG. Sedimen-
tacijsko sredstvo ima v postopku afereze
dvojni ucinek: pospesi zlepljanje eritrocitov,
njihovo posedanje med centrifugiranjem in
poveca viskoznost plazme. Zato se pri afere-
zi boljde lo¢i plast NG od plasti eritrocitov v
odvzeti krvi. To omogoca, da zberemo vecje
stevilo NG z manjsim delezom eritrocitov
kot s postopki brez uporabe sedimentacij-
skega sredstva. Uc¢inek HES je odvisen od
velikosti molekul v pripravku. Pri uporabi
visokomolekularnega HES 450/0,7 je bila
ucinkovitost postopka za 142 % vecja, v pri-
pravku pa je bilo 35 % manj eritrocitov kot v
postopkih z uporabo HES 200/0,5.>

Na Zavodu RS za transfuzijsko medicino
smo za zbiranje NG uporabljali dve napravi:
CS-3000 (Baxter Healthcare, Deerfield IL,
ZDA) in Cobe Spectra (Gambro BCT, La-
kewood, CO). Kot sedimentacijsko sredstvo
smo v preteklosti uporabljali visokomoleku-
larni Dextran 70. Ker ga na trzi$¢u ni ve¢ in
so ga nadomestile druge, varnejse koloidne
raztopine (brez nezelenih ucinkov v smislu
anafilakti¢nih dogodkov), zdaj uporabljamo
6-odstotno raztopino HES 130 (Voluven®).
Pri uporabi Dextrana 70 je bila mediana Ste-
vila NG v pripravku 8,5 x10'® (CS-3000) in
7,7 x10"° (Cobe Spectra). Z uporabo HES 130
(Voluven®) smo zbrali sicer manj NG (medi-
ana = 3,8 x10'°) kot pri uporabi visokomole-
kularnega dekstrana, vendar $e vedno zna-
¢ilno ve¢ kot pri afereznih postopkih brez
sedimentacijskega sredstva, ko je bilo NG
v pripravku najmanj (mediana=2,2x10"")
(Tabela 2). Postopek z uporabo HES 130 je
mogoce $e nadalje optimizirati z razli¢nimi
nastavitvami locevanja na napravi. V PG,
zbranih na napravi Cobe Spectra, je bilo
manj eritrocitov, zlasti ko smo za pospese-
vanje sedimentacije uporabili HES (Ht 0,14).
Volumen pripravka (mediana=267 ml) je
bil ve¢ji kot pri napravi CS-3000 (media-
na =200 ml).
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Tabela 2: Lastnosti razli¢nih pripravkov granulocitov®.

volumen (ml) 590 207 (12)
nevtrofilci (10*°/E) 1,05 1,0(0,3)
hematokerit (%) 45 15 (5)
Limfociti (10%/E) 8,80 6,72 (0,75)
monociti (10°/E) 1,80 1,22 (0,37)
trombociti (10°/E) 750 499 (112)
eritrociti (10*2/E) 2,70 0,57 (0,06)

Legenda:

TLP =trombocitno-levkocitna plast
SD =standardni odklon

E=enota

299 (214-333)
6,37 (3,69-8,47)
9 (7-20)

N/A

N/A

160 (82-293)
0,3 (0,28-0,61)

Tabela je prirejena po: Granulocyte Therapy, Joint UKBTS / HPA Professional Advisory Committee,
Position Statement; http://www.transfusionguidelines.org.uk

Odvzem granulocitov izvedemo z lev-
kocitaferezo na Zavodu RS za transfuzij-
sko medicino. Darovalec mora pred po-
stopkom podpisati izjavo o poucenosti
in pristanek na odvzem. Za ucinkovitejse
locevanje celic je potrebna uporaba hidro-
ksietilnega $kroba, nizkomolekularnega
dekstrana ali tekoce Zelatine. Kolicina se-
dimentacijske snovi je odvisna od upora-
bljene tehnologije zbiranja PG.

Ob vsakem odvezmu pri darovalcu
opravimo naslednje preiskave: dolocitev
krvne skupine ABO, RhD in Kell; serolo-
$ko testiranje in testiranje NAT na HBYV,
HBC in HIV ter serolosko testiranje na si-
filis. Testiranje na CMV opravimo po na-
rocilu lececega zdravnika.

Pogostost zaporednih
odvzemov NG

Pogostost zaporednih odvzemov PG pri
enem darovalcu je omejena, merila pa so
razli¢na. V zahodni Evropi je v veljavi ome-
jitev, vezana na najvecji dovoljeni volumen
HES, ki ga lahko prejme darovalec PG. Ta
zna$a 500 ml na odvzem oziroma celoku-
pni kumulativni volumen 2000 ml v enem
letu.”” Poskusi z dajanjem 10-odstotnega
pentaskroba, ki se hitreje izloca iz telesa
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kot HES, so pokazali njegovo manjso ucin-
kovitost.*® Nekateri omejujejo tudi najvedji
dovoljeni odmerek prednizolona, ki zna-
$a 200 mg v letu dni. Pogostost odvzemov
se razlikuje tudi glede na vrsto darovalcev.
Pri usmerjenih darovalcih (znanci in soro-
dniki) je dopustno veckratno dajanje NG v
krajsih ¢asovnih presledkih. V Sloveniji me-
nimo, da zdrav usmerjen darovalec lahko
opravi aferezo NG enkrat v tednu dni, naj-
vec tri zaporedne tedne. Zato za postopek
darovanja NG praviloma vedno pripravimo
7-10 primernih darovalcev, ki jih nato lahko
klicemo najve¢ trikrat zapored v ¢asovnem
razmiku 5-10 dni. Pri naklju¢nih krvodajal-
cih je omejitev praviloma strozja (od enkrat
do trikrat v Zivljenju) in je odvisna od za-
konodaje v posamezni drzavi.*® Veckratni
zaporedni odvzemi NG lahko vplivajo na
odzivnost darovalcevega kostnega mozga na
ponovno stimulacijo z rastnim dejavnikom
G-CSF. Pri darovalcih, ki so darovali PG veé
kot dvajsetkrat, je bilo stevilo NG po stimu-
laciji z G-CSF v povpreéju za 6 x 10° manjse
od $tevila NG pred prvim odvzemom.?*

Pri usmerjenih in naklju¢nih daroval-
cih NG lahko opravimo postopek afereze
do trikrat v presledku 5 do 10 dni med po-
sameznima postopkoma.
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Tabela 3: Nekatere lastnosti PG in u€inkovitost njihovega zbiranja z aferezo glede na uporabljeni celi¢ni loevalec in sedimentacijsko

sredstvo.

Celicni locevalec Sedimentacijsko Nevtrofilci Volumen (ml) Ucinkovitost
sredstvo (x10e10/PG)* zbiranja (%)

CS-3000 (N=12)

Cobe spectra (N=8)
Cobe spectra (N=4)
Cobe Spectra (N=5)

Dextran 70 8,5 (3,6-13,0) 0,23 (0,14-0,33)

Dextran 70 7,7 (5,6-13,8) 0,19 (0,10-0,30)
0 2,2(1,3-2,8) 0,28 (0,23-0,36)
HES 3,8 (2,8-6,7) 0,14 (0,10-0,18)

200 (200-200)
273 (229-317)
269 (251-308)

37,0 (21,6-45,7)
38,1(33,6-76,8)
12,0 (10,1-19,5)

267 (235-305) 25,1 (18,5-35,1)

Legenda: *Izsledki so prikazani kot mediana z razponom; PG = pripravek granulocitov; HES = hidroksietilni skrob.
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NeZeleni ucinki, povezanis
postopkom zbiranja NG

Med darovanjem PG lahko nastanejo
nezeleni ucinki, ki so povezani z dajanjem
stimulacijskih zdravil ali z granulocitafere-
znim postopkom. Stimulacija z G-CSF lah-
ko povzroci bolecine v kosteh in misicah
(41 %), glavobol (30 %) in nespe¢nost (30 %),
ki se pojavlja pogosteje ob hkratni stimula-
ciji s kortikosteroidi.***** Ut¢inki so kratko-
trajni, praviloma blage do zmerne stopnje,
zato darovalcev navadno ne odvrnejo od
ponovnih darovanj. Do danes nimamo na
osnovi dvajsetletnih klini¢nih izkusSenj z
zdravilom prav nobenega dokaza, da bi bila
uporaba rastnega dejavnika G-CSF pri zdra-
vih darovalcih povezana z vecjo obolevno-
stjo zaradi nekaterih rakavih krvnih bolezni,
kot sta akutna mielocitna levkemija (AML)
in mielodisplasti¢ni sindromi (MDS).***!
Nova spoznanja, da G-CSF lahko ucinku-
je tudi na nemieloi¢ne celi¢ne linije in ima
morda dolgotrajnejSe ucinkovanje na kro-
mosomsko integriteto limfocitov, $e vedno
ne odgovarjajo na vprasanje o dolgoro¢ni
varnosti uporabe G-CSE’*? Zato je tudi v
prihodnje potrebno natan¢no sledenje kli-
ni¢nih podatkov v tej smeri. V skupini daro-
valcev PG, ki so prejemali kortikosteroide,
niso dokazali ve¢je obolevnosti za katarakto,
saj je kumulativni odmerek kortikosteroi-
dov relativno majhen.*

Nezeleni ucinki, ki so povezani z gra-
nulocitaferezo, so relativno pogosti, vendar
blagi in praviloma ne zahtevajo prekinitve
odvzema. Ob venepunkciji lahko nastane
hematom, periferna tromboza, poskodba
zivca ali celo vazovagalna sinkopa. Med sa-
mim odvzemom lahko pride do prehodne

hipokalcemije, ki je posledica dodajanja
natrijevega citrata (t.i. »citratna reakcija«).
Zaradi sprememb znotrajzilnega volumna
se lahko pojavi tudi sinkopa razli¢nih sto-
penj. HES kot sedimentacijsko sredstvo ima
prostorninski uc¢inek na sistemski krvni
obtok (glavobol, periferni edemi), povzro-
¢i pa lahko tudi alergijske odzive, zmanjsa
koncentracijo faktorja strjevanja krvi VIII in
von Willebrandovega faktorja (vWF), vpliva
pa lahko tudi na delovanje ledvic. U¢inek na
hemostazo in ledvi¢no delovanje je manjsi
pri nizkomolekularnem HES.**?°

Znacilnosti pripravkov
nevtrofilnih granulocitov

Po veljavnih priporocilih mora PG vse-
bovati od 0,9 do 1,2x10' NG, volumen
pripravka pa mora biti manjsi od 500 ml.*
Predpisano stevilo NG v pripravku zadosca
za priporoceni terapevtski odmerek pri bol-
nikih s telesno maso do 60 kg, ki znasa 1,5-
3,0 x10° NG na kg TM prejemnika.* Slednje
je zaenkrat samo kazalnik uspe$nosti zbira-
nja NG in ne napoveduje terapevtske ucin-
kovitosti odmerka, ki $e ni dolo¢ena. Zbrane
NG glede na tip celi¢nega locevalca suspen-
diramo v 200 in 400 ml plazme in vsebujejo
primes 10-30 ml eritrocitov (vrednost he-
matokrita priblizno o,1) ter 1-6 x10"" trom-
bocitov.?

Stevilo in kakovost (funkcionalna spo-
sobnost) transfundiranih NG sta klju¢na
dejavnika za ucinkovitost zdravljenja, ki pa
jo lahko spremljamo le s klini¢nimi poskusi,
ki so dolgotrajni, zamudni, tezko kontrolira-
ni, zahtevajo idealne pogoje in so tudi precej
dragi. S kontoliranimi raziskavami do sedaj
niso spremljali odvisnost klini¢ne ucinko-
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vitosti PG od casa njihovega shranjevanja.
So pa zato s testiranjem in vitro spremljali
nekatere lastnosti NG, ki so pomembne za
njihovo osnovno delovaje proti razlicnim
okuzbam. To so: krozenje NG v krvnem
obtoku in telesu (deformabilnost, neadhe-
rentnost/odbojnost membrane); sposobnost
kemotakse (marginacija, ojacitev adheren-
ce, vezava kemotaksinskega receptorja, re-
akcija »drazljaj-odziv«, mehanski premik)
in unicevanje bakterijskih povzrociteljev
okuzb (metabolizem energije, sposobnost
fagocitoze, tvorba kisikovih radikalov, de-
granulacija).’” In vitro testi so pomembni
predvsem pri optimizaciji postopkov zbira-
nja in shranjevanja NG, njihovo napovedno
vrednost za dolo¢anje klini¢ne uc¢inkovitosti
transfuzije NG pa bodo pokazale prihodnje
raziskave.*®

Shranjevanje pripravkov nevtrofilnih
granulocitov

NG se kmalu po zbiranju funkcijsko
spremenijo in zapadejo v apoptozo. Ze po
8-24 urah shranjevanja se njihova migracij-
ska sposobnost na mesto vnetnega dogod-
ka zmanjsa za 75%.> Med shranjevanjem
NG lahko pride do njihove degranulacije
in aktiviranja (oksidativni izbruh). Idealni
pogoji hranjenja PG bi morali zagotavljati
normalno presnovo NG, prepreciti njihovo
aktiviranje in vzdrzevati njihovo neokrnje-
no funkcijsko sposobnost. Na funkcionalno
sposobnost NG vpliva vrsta dejavnikov, kot
so uporaba G-CSE sedimentacijskega sred-
stva, vrednost pH, mesSanje med shranjeva-
njem, razmerje med volumnom pripravka
in povrsino shranjevalne vrecke, gostota
celic, shranjevalni medij, $tevilo drugih celic
v pripravku (eritrocitov, trombocitov, limfo-
citov), sestava vrecke, vrsta antikoagulanta,
temperatura in c¢as hranjenja. Pogoji hra-
njenja, ki jih predpisujejo sodobni standar-
di, temeljijo na izkus$njah iz obdobja pred
uporabo rastnega dejavnika G-CSF pri da-
rovalcih, kar ni optimalno.* NG, zbrani od
tak$nih darovalcev, se v funkcijskih testira-
njih in vitro razlikujejo od NG, zbranih od
darovalcev, ki so prejeli le kortikosteroide.*’
Zato je potrebno v procesu shranjevanja
upostevati tudi vpliv rastnega dejavnika G-
-CSE
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Pomemben ucinek na uspesnost shra-
njevanja imata tudi gostota celic in medij, v
katerem so celice shranjene. In vitro funkco-
nalna sposobnost NG, ki jo merimo s testi
fagocitoze in oksidativnega izbruha, se je
po 24 urah hranjenja zmanj$ala za ve¢ kot
50 % izhodis¢ne vrednosti, pri razredcenju
pripravka v avtologni plazmi v razmerju 1:4
in 1:8 pa je bila vrednost manjsa celo za ve¢
kot 90 %.*' Ce se za shranjevanje odlo¢imo,
NG shranjujemo pri +10°C do 24 ur po od-
vzemu po rezultatih nekaterih raziskav bolj-
$e kot shranjevanje pri +22°C. Kopicenje
citokinov (IL-beta, TNF-alfa, IL-6 in IL-8)
je manj$e pri nizji temepraturi, kar govori v
prid manjse degranulacije NG. Neposredno
po transfuziji NG, ki so bili shranjeni 24 ur
pri +10°C, je bilo v krvnem obtoku le 46 %
celokupnega stevila NG, ki jih zaznamo v
krvi, ¢e NG transfundiramo takoj, tj. brez
shranjevanja.*?

V skladu z veljavnimi priporo¢ili mo-
ramo NG transfundirati takoj po postop-
ku zbiranja, shranjevanje pa je omejeno na
najvec 24 ur pri temperaturi +22°C in brez
nenehnega mesanja.* V Sloveniji praviloma
bolnik dobi pripravek NG v okviru ene ure
po zaklju¢enem zbiranju.

Ker so v zbranem pripravku NG tudi
viabilni limfociti, pripravek vedno tudi ob-
sevamo z ionizirajo¢im sevanjem, pri Ce-
mer mora biti sevalni odmerek v celotnem
pripravku vsaj 25 Gy in ne ve¢ kot 50 Gy. S
tem prepre¢imo nastanek bolezni presadka
proti gostitelju po transfuziji. Z obsevanjem
zmanj$amo tudi verjetnost prenosa neka-
terih virusnih okuzb (humani herpes virus
6 (HHV 6); virus Epstein Barr (EBV); hu-
mani T limfotropni virus 1 (HTLV-1)), na
samo kakovost pripravka pa obsevanje ne
vpliva.'®** Praviloma obsevamo pripravek
po shranjevanju oziroma neposredno pred
transfuzijo. PG transportiramo pri tempera-
turi +22°C v ustreznih izoliranih vsebnikih.*
Med transportom moramo spremljati tem-
peraturo.
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Priporocilo: Shranjevanje
in prevoz PG

Zaradi funkcijskih sprememb in manj-
Se klini¢ne ucinkovitosti NG po shranjeva-
nju moramo NG shranjevati ¢im krajsi cas
po pripravi. Najdaljsi dovoljeni ¢as shra-
njevanja je 24 ur pri temperaturi +22°C in
brez mesanja. Pred transfuzijo pripravek
vedno obsevamo z ionizirajo¢imi Zzarki.
PG prepeljemo pri temperaturi +22°C v
ustreznih izoliranih vsebnikih. Med pre-
vozom je potrebno spremljati temperatu-
ro.

Transfuzija nevtrofilnih
granulocitov

Zaradi relativno velikega deleza eritro-
citov v pripravku moramo pred transfuzijo
NG vedno opraviti navzkrizni preizkus med
krvjo prejemnika in darovalca. Zaradi vseb-
nosti zivih limfocitov pripravke NG tudi
obsevamo z ionizirajo¢imi zarki. Pripravek
NG transfundiramo skozi standardni trans-
tuzijski 170-mikrometrski filter v 60-120
minutah. Premedikacija z antipiretiki ali s
kortikosteroidi pred transfuzijo NG nace-
loma ni potrebna, je pa v¢asih smiselna pri
prejemnikih z anamnezo povecane telesne
temperature, mrzlice ali drugih alergijskih
klini¢nih stanj po transfuziji krvnih pri-
pravkov. Pred leti je veljalo, da lahko hkra-
tno dajanje transfuzij NG in amfotericina B
pri bolniku povzroci nastanek nepojasnje-
nih plju¢nih infitratov.** Ceprav povezava ni
bila potrjena, bolniku nikoli ne dajemo obeh
pripravkov hkrati, pa¢ pa z nekajurnim pre-
sledkom.

Pri zdravljenju s PG lahko pride do raz-
licnih nezelenih ucinkov. Pogost stranski
ucinek je porast telesne temperature, lahko
tudi z mrzlico in s padcem parcialnega tlaka
kisika v bolnikovi krvi, kar zahteva ustrezno
ukrepanje. V 1-5 % so lahko tezave hujse na-
rave in se klini¢no kazejo kot akutna dihalna
odpoved v obliki nekardiogenega plju¢nega
edema. Na pregledni rentgenski sliki plju¢
ob tem ugotavljamo tudi $tevilne plju¢ne in-
fitrate, lahko pa pride tudi do padca krvnega
tlaka.*” Tak$no stanje zdravimo z dihalno
in s hemodinamsko podporo in z velikimi

odmerki kortikosteroidov. V osnovi naj bi
bil vzrok nastanek agregatov NG v plju¢nem
zilju zaradi bolnikovih aloprotiteles. Zaradi
neskladnosti v antigenskih sistemih HLA in
HNA lahko alloimuniziramo prejemnika na
antigene enega sistema ali kar obeh, ¢eprav
je to malo verjetno zaradi praviloma izrazito
imunokompromitiranih prejemnikov. Po-
sledica aloimunizacije je neodzivnost na pri-
hodnje transfuzije in nehemoliti¢ne vrocin-
ske reakcije. Pri transfuziji PG vedno obstaja
moznost prenosa bakterijskih in nekaterih
virusnih okuzb, kot so HIV, HHV 6, HHV 8,
EBV, CMV HTLV-1, parvovirus B1g, virusi
hepatitisa ali celo prionskih bolezni. Vseka-
kor pa je tveganje zelo majhno v primerjavi s
pric¢akovano koristnostjo zdravljenja.

Pred transfuzijo PG moramo opravi-
ti navzkriZni preizkus. Nacela skladnosti
ABO in RhD med prejemnikom in dajal-
cem PG so enaka kot pri transfuziji eritro-
citov. PG transfundiramo skozi standar-
dni transfuzijski 170-mikrometrski filter v
60-120 minutah.

Zakljucek

Transfuzije PG so nacin zdravljenja, ka-
terega ucinkovitost se je povecala zaradi sti-
mulacije darovalcev z rastnim dejavnikom
G-CSF, ki omogoca pripravo vec¢jega odmer-
ka. Tudi v Sloveniji lahko bolnikom zagoto-
vimo PG, ki jih z granulocitaferezo zberemo
od usmerjenih, z G-CSF in s kortikostero-
idi stimuliranih darovalcev (praviloma so-
rodnikov ali znancev). V teku so raziskave,
kako pripraviti terapevtsko ucinkovite PG
tudi iz zlitja TLP iz polne krvi naklju¢nih
krvodajalcev.
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