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PRZECHOWYWANIE KRWI

Streszczenie

Erytrocyty jako jednostki koncentratu krwinek czerwonych przechowuje sie w bankach krwi
maksymalnie przez 42 dni. Niektore statystyczne badania kliniczne sugerowaty, Ze takie ,stare”
krwinki czerwone moga by¢ szkodliwe dla pacjentdéw, np. dla chorych z ostrymi zespotami
wiencowymi. Krwinki czerwone podczas przechowywania tracg wtasnoéci reologiczne i zdol-
no$¢ uwalniania tlenu, poniewaz spada stezenie ATP, 2,3-DPG i NO. Badacze oceniajg zmiany
biochemiczne zachodzace wewnatrz erytrocytéw, w ich btonach komérkowych i w $rodowisku,
w ktérym sg przechowywane. Zwraca sie uwage na zmiany w krwinkach czerwonych prze-
chowywanych w obecnoéci leukocytéw oraz filtrowanych. Prezentowana praca jest przegla-
dem licznych publikacji, w tym witasnych badan dotyczacych starzenia sie krwinek czerwonych
i mozliwego znaczenia dla biorcéw krwi. Podczas przechowywania erytrocytéw obserwowaty-
$my zmiany niektérych czastek btonowych zwigzanych z adhezja, transportem tlenu, regulacja
uktadu dopetniacza i procesem starzenia, takich jak: CD44, CD47, CD55, CD59, CD235a (sto-
sujac technike cytometrii przeptywowej) i swoistych antygendéw z uktadéw Rh, Kidd, Duffy,
MNS (stosujac aglutynacyjna technike zelowa).

Summary

The erythrocytes as units of packed RBCs are stored in blood banks for up to 42 days.
Some statistical clinical trials suggested that such ,,0ld” RBCs may be harmful to patients,
e.g. for these with acute coronary syndromes. RBCs during the storage period change
their rheological properties and the ability of oxygen release since the concentration of
ATP, 2,3-DPG and NO decreased. Researchers evaluate biochemical changes occurring
within the erythrocytes, in their cell membranes and in the environment in which they are
stored. They focus attention on the changes of RBCs stored with leukocytes and without
them after leucoreduction. The present work is a review of numerous publications, includ-
ing our own research on aging RBCs and the possible significance for blood recipients.
We observed changes of some membrane molecules associated with adhesion, oxygen
transport, complement regulation and senescent process during the storage period such
as: CD44, CD47, CD55, CD59, CD235a (using flow cytometry technique) and specific an-
tigens of Rh, Kidd, Duffy, MNS blood group systems (using gel agglutination technique).

tow (KG). Z osocza produkuje sie albuming, immunoglo-

Biorcom krwi nie przetacza sie krwi petnej, tylko te
sktadniki komérkowe — osocze lub preparaty osoczopo-
chodne — ktére sg im potrzebne. Stosuje sie: koncentrat
krwinek czerwonych (KKCz), koncentrat krwinek ptyt-
kowych (KKP) oraz $wiezo mrozone osocze (ang. fresh
frozen plasma — FFP), wyjatkowo koncentrat granulocy-
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buliny i czynniki krzepniecia. Warunki przechowywania
—rézne dla poszczegodinych sktadnikow — gwarantujg ich
wysoka jakos¢ w maksymalnie dtugim czasie (1). Dla usta-
nowienia obowigzujacych standardow, pozwalajgcych na
preparatyke krwi, czyli rozdziat na poszczegolne sktadniki,
a potem ich przechowywanie, zasadnicze znaczenie mia-
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to zastosowanie pojemnikow z tworzyw sztucznych z roz-
tworami konserwujgcymi i wzbogacajacymi (1-3). Najcze-
ciej stosowanym w transfuzjologii sktadnikiem krwi sg
krwinki czerwone. Jezeli KKCz zostanie poddany proce-
sowi filtracji, to uzyskuje sie ubogoleukocytarny koncen-
trat krwinek czerwonych (UKKCz). KKCz przechowuije sie
w temperaturze 2-6°C maksymalnie przez 42 dni, a filtracja
nie wptywa na dtugos$é czasu przechowywania. W Polsce
koncentraty krwinek czerwonych uzyskuije sie najczesciej
po pobraniu krwi dawcy do pojemnika z ptynem konser-
wujacym CPD (cytrynian trojsodowy — antykoagulant, glu-
koza — sktadnik odzywczy, kwas cytrynowy — konserwant,
dwuwodorofosforan sodowy — bufor), w zestawie zawiera-
jacym dodatkowy pojemnik z roztworem wzbogacajgcym.
Dodaje sie go do krwinek czerwonych po wirowaniu i od-
dzieleniu kozuszka leukocytarno-ptytkowego oraz osocza
do innych satelitarnych pojemnikéw zestawu. W Polsce
najczesciej stosuje sie roztwdr wzbogacajgcy SAGM (sol
— roztwér NaCl, adenina, glukoza i mannitol) (1). Mozna
w nim przechowywa¢ KKCz lub UKKCz przez 42 dni. Ter-
min ten, podobnie jak inne, krétsze terminy w przypadku
innych roztworéw, ustalono na podstawie badan in vitro
cech morfologicznych i biochemicznych krwinek czerwo-
nych oraz in vivo, oceniajgc ich przezycie po przetocze-
niu zdrowym wolontariuszom. Przyjeto za wystarczajace
przezycie 75% krwinek czerwonych w krazeniu biorcy po
24 godzinach od transfuzji (4, 5). Pomiaru dokonuje sie
podajac krwinki autologiczne znakowane izotopem (po-
miar promieniowania) albo krwinki allogeniczne r6znigce
sie od biorcy antygenem (pomiar metodg cytometrii prze-
ptywowej). Zastosowanie omowionych, przyktadowych
roztworéw oraz pojemnikéw z polichlorku winylu oraz tzw.
plastyfikatoréw, dodatkowo stabilizujgcych btony komér-
kowe erytrocytéw, pozwolito na rozdzielanie krwi petnej
na sktadniki komérkowe i osocze w systemie zamknigtym
oraz automatyzacje procesu preparatyki krwi (1, 6). Go-
spodarowanie krwig stato sie bardziej efektywne w porow-
naniu z okresem, gdy stosowano krétsze terminy prze-
chowywania, czyli 21 i 35 dni. Czterdziestodwudniowy
terminu waznosci KKCz zwigksza ich dostepnos$¢ przy
jednoczesnym ograniczeniu strat.

EWENTUALNE NIEKORZYSTNE SKUTKI
PRZETACZANIA PRZECHOWYWANYCH KRWINEK
CZERWONYCH

W ostatnich kilkunastu latach opublikowano prace
kliniczne, w ktérych przedstawiono wyniki sugerujace
mozliwo$¢ wystgpienia niepozadanych skutkéw trans-
fuzji zaleznych od czasu przechowywania KKCz i ilosci
zawartych w nim leukocytéw. Najwiecej prac dotyczyto
pacjentow oddziatéw kardiologicznych, w tym chorych
z ostrymi zespotami wiencowymi. Sg oni szczegdlnie
wrazliwi na niedotlenienie, hemolize, zaburzenia elek-
trolitowe, zaburzenia w ukfadzie krzepniecia oraz obec-
no$¢ czynnikdéw prozapalnych (7-10). Przeprowadzono
liczne badania retrospektywne dotyczace setek, a na-
wet tysiecy chorych. Ich dane kliniczne poddano testom
statystycznym i opisano niekorzystne objawy zwigza-
ne z transfuzjami (4, 11-14). Poréwnywano pacjentéw
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w grupach, w ktérych przetaczano lub nie przetaczano
KKCz oraz w grupach, w ktérych przetaczano UKKCz
$wieze i KKCz dtugo przechowywane. Zazwyczaj anali-
zowano nastepujace parametry kliniczne: $miertelnosé,
dtugos¢ hospitalizacji, zaburzenia krzepniecia, niewy-
dolno$¢ nerek, zakazenia tgcznie z sepsg oraz ostre
nieimmunologiczne poprzetoczeniowe uszkodzenie
ptuc (ang. transfusion-related acute lung injury — TRALI).

Zauwazono, ze powikiania wystepowaty statystycznie
czesciej po przetoczeniu jednostek KKCz diugo prze-
chowywanych oraz niefiltrowanych, czyli niezubozonych
w leukocyty. Sugerowano nastepujace przyczyny powi-
kfan: 1) obecnosé cytokin uwalnianych z leukocytow, hi-
staminy i innych bioaktywnych substanciji, ktére moga za-
inicjowa¢ proces zapalny, 2) obecnos¢ ziarnistosci ptytek
krwi zwiekszajgcych krzepniecie, 3) zaburzenia elektrolito-
we, szczegolnie nadmiar jonéw potasu bezposrednio od-
dziatujgcy na prace serca, 4) zwiekszenie powinowactwa
erytrocytow do tlenu i zmniejszone uwalnianie go do tka-
nek, 5) uposledzenie wytwarzania oraz transportu tlenku
azotu (NO) i tym samym jego udziatu w rozszerzaniu na-
czyh wiosowatych i dowozie tlenu do tkanek (15-19). Inne
przyczyny mogty by¢ istotne takze dla innych grup pacjen-
tow, a szczegdlnie dla chorych z obnizona odpornoscia.
Obserwowano wieksze ryzyko zakazen prowadzacych
do wielonarzadowych i $miertelnych powiktan po transfu-
zjach dtugo przechowywanych KKCz (18-21). Wiekszos¢
drobnoustrojéw nie przezywa podczas przechowywania
w niskiej temperaturze, sg jednak gatunki bakterii, np. Ser-
ratia marcesans, Yersinia enterocolitica i Aeromonas sp.,
ktére stopniowo namnazajg sie w temperaturze lodowki.
Obliczono, ze z pojedynczej komérki po 27 dniach po-
wstaje 10° komorek potomnych (4, 22). Dodatkowo he-
moliza czesci przetoczonych krwinek czerwonych wptywa
na zwiekszenie stezenia zelaza, ktore dziata stymulujaco
na wzrost bakterii (18). Dla zespotu réznych zmian w od-
powiedzi odpornosciowej wprowadzono pojecie zaleznej
od przetoczen immunomodulacji, okreslanej skrétem
TRIM (ang. transfusion-related immunomodulation). Moze
sie ona objawia¢ miedzy innymi zwigkszonym ryzykiem
zakazen pooperacyjnych, ale takze stymulacja choroby
nowotworowej, cho¢ opinie w tym zakresie nie sg jedno-
znaczne (11, 23).

Prowadzono tez badania prospektywne, ale sg one
nieliczne (8, 24). Niektdrzy autorzy ustalili 5. dzien jako
termin, do ktérego krwinki czerwone mozna traktowac
jako ,$wieze”, inni 8., 10. lub 14. dzienh (8, 24-26). Licz-
by dni, po ktérych krwinki nazywano ,starymi”, to 15.,
20., 21., 28. lub 40.-42. dzien od pobrania (11, 14, 26).
Autorzy publikacji wykazywali réznice w powikfaniach
potransfuzyjnych po przetaczaniu takich erytrocytow.

Niektérzy autorzy wskazywali, ze brak jest zwigzku
miedzy okresem przechowywania krwinek czerwonych
oraz obecnoscia leukocytow a stanem klinicznym pacjen-
tow (27, 28). W pracy przegladowej dotyczacej 103 pu-
blikacji prezentujacych retrospektywne badania kliniczne
podano w watpliwos¢ wyciagane w nich wnioski (29). Wy-
kazano, ze sg liczne putapki metodyczne w analizie tych
badan. Zauwazono tez, ze prace potwierdzajace nieko-
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rzystny wptyw przetaczania ,starych” KKCz na pacjentéw,
w stosunku do przetaczania ,,$wiezych” UKKCz, dotyczyty
przede wszystkim doniesien z Ameryki Pétnocnej (USA,
Kanada), co mogto sie wigzaé z innymi procedurami pre-
paratyki, stosowaniem innych roztworéw, plastyfikatorow
itp. niz w Europie. Zasugerowano przeprowadzenie pro-
spektywnych badan miedzykontynentalnych.

ZMIANY BIOCHEMICZNE ZACHODZACE
W KRWINKACH CZERWONYCH

Zespoly badawcze w réznych krajach poszukiwaty
zmian zachodzacych w krwinkach czerwonych podczas
ich starzenia sie in vivo i ex vivo, badajac materiat kliniczny
i laboratoryjny oraz wykonujac dos$wiadczalne transfuzje
u zwierzat (30). Poznano niektére zmiany biochemiczne
i czynno$ciowe zachodzace w koncentratach krwinek
czerwonych podczas przechowywania i podzielono je
na dwie grupy: 1) dotyczace erytrocytéw, miedzy inny-
mi: obnizenie stezenia zwigzkéw energetycznych ATP
i 2,3-DPG (2,3-bifosfoglicerynian), tym samym zwieksze-
nie powinowactwa hemoglobiny do tlenu; utlenianie bia-
tek zwigzanych z btong komérkowa; wzrost niestabilnosci
osmotycznej i hemolizy; powstawanie i usuwanie mikro-
pecherzykédw oraz obnizenie zdolnosci erytrocytéw do
odksztatcania; 2) zwigzane ze $rodowiskiem, w ktérym
erytrocyty sg przechowywane, gtéwnie: wzrost stezenia
jonéw wodoru, potasu, wapnia, zelaza, obecno$¢ mikro-
pecherzykdéw uwalnianych z erytrocytdw, biatek erytrocy-
tarnych, lipidéw, mleczanéw, cytokin (31).

Zwiazki energetyczne: ATP i 2,3-DPG

Obecnos$¢ ATP odpowiada za aktywno$¢ metaboliczng
krwinki czerwonej oraz warunkuje utrzymanie jej charakte-
rystycznego dyskoidalnego, dwuwklestego ksztattu oraz
zdolnosci do wielokrotnego odksztatcania sie, czyli ela-
stycznosci niezbednej do zachowania zywotnosci i pet-
nienia funkcji transportowych (32). Wysokie stezenie ATP
pozwala zachowaé aktywno$é enzymu translokazy ami-
nofosfolipidowej odpowiedzialnej za utrzymanie wewnatrz
krwinki fosfatydyloseryny — zwiazku, ktérego pojawienie
sie na powierzchni erytrocytu jest sygnatem do fagocy-
tozy erytrocytu przez makrofagi. W czasie pobierania krwi
stezenie ATP w krwince czerwonej wynosi zazwyczaj oko-
fo 4 =1 uM/g Hb. Wartos¢ ta wzrasta do 5 = 1 uM/g Hb
w pierwszym tygodniu przechowywania, co jest zwigzane
ze spadkiem poziomu 2,3-DPG i nastepnie obniza sie ze
wzgledu na pogorszenie warunkéw do syntezy ATP. Pod
koniec szdstego tygodnia przechowywania w konwencjo-
nalnych roztworach dla KKCz, stezenie ATP w krwinkach
czerwonych wynosi tylko 1-3 uM/g Hb. Poniewaz zwigzek
ten bierze przede wszystkim udziat w reinicjacji glikolizy,
to jego stezenie w koncowym okresie przechowywania
KKCz okresla rowniez szybkos$¢ odzyskiwania niektérych
funkcji przetoczonych erytrocytéw (33).

Zwigzek 2,3-DPG powstaje w wyniku glikolizy bez-
tlenowej w erytrocytach (17). Wigze sie specyficznie
z hemoglobing, obnizajac jej powinowactwo do tlenu,
a zwiekszajgc zdolnosci uwalniania go w tkankach (prze-
suniecie krzywej dysocjacji w prawo). Powinowactwo

do tlenu wzrasta, kiedy zawartos¢ 2,3-DPG obniza sie.
W tych warunkach wystepuje trudniejsze uwalnianie tle-
nu w tkankach (przesuniecie krzywej dysocjacji w lewo).
Stopniowe obnizanie sie zdolnosci przenoszenia tlenu do
tkanek przez krwinki przechowywane przez dtuzszy czas
w ptynie konserwujacym wynika gtéwnie ze spadku ste-
zenia 2,3-DPG (3, 7, 24). Obniza sie¢ ono w erytrocytach
z okofo 15 do 1-2 uM/g Hb po 2-4 tygodniach przecho-
wywania (33). Po godzinie od przetoczenia KKCz poziom
2,3-DPG w erytrocytach dawcy wynosi 25-30% poziomu
w erytrocytach autologicznych biorcy, po dobie stanowi
50-70% tego poziomu, a jego catkowity odzysk moze
trwacé nawet tydzien (15).

Na poczatku przechowywania pH w $rodowisku KKCz
wynosi ok. 7,05 i po szesciu tygodniach obniza sie do 6,4.
Spadek pH jest szybszy w pierwszych tygodniach prze-
chowywania. W ciggu szesciu tygodni powstaje okoto
8 mEq H*, ktére sa w duzej mierze buforowane przez ami-
nowe grupy lizyny hemoglobiny zawartej w erytrocytach.
Okofo jednej czwartej powstajgcego kwasu weglowego
ulega buforowaniu przez wodoroweglan, a powstajacy
dwutlenek wegla dyfunduje z pojemnika (33). pH $rodo-
wiska mniejsze niz 7,2 sprzyja rozpadowi 2,3-DPG, jed-
nocze$nie prowadzac do przestawienia produkcji ATP
na inny szlak glikolizy z udziatem kinazy pirogronianowe;.
Konsekwencja jest utrzymujacy sie na poczatku przecho-
wywania wzrost stezenia ATP (ale nie 2,3-DPG), ktory
pdzniej obniza sie. Metabolizm erytrocytow ulega ogra-
niczeniu, a tempo zuzycia glukozy spada ponizej 50%
w poréwnaniu do $wiezej krwi. Obowiazujaca temperatu-
ra przechowywania KKCz 2-6°C obniza aktywnos¢ ATP-
-zaleznej btonowej pompy sodowo-potasowej. Wynikiem
tego jest wzrost stezenia K+ w $rodowisku przechowy-
wania. Stezenie zewnatrzkomdrkowego K* w pojemniku
z krwig wzrasta w tempie okoto 1 mEg/L/dzien. Po trans-
fuzji stezenie jonéw K* w krwinkach moze normalizowaé
sie nawet do 4 dni (29).

Znaczenie NO

W warunkach fizjologicznych erytrocyty zyja w kraze-
niu okoto 120 dni. W tym czasie niektére sktadniki ule-
gaja uszkodzeniom az do krytycznego poziomu, po prze-
kroczeniu ktdrego krwinki sg usuwane przez makrofagi
$ledziony. Uszkodzenia tlenowe powodujg mniejszg ich
odpornos$é na stres, co przejawia sie uwalnianiem hemo-
globiny, jonéw potasu i wewnatrzkomdérkowych enzyméw,
np. dehydrogenazy mleczanowe;j (34, 35). Zmiany bioche-
miczne w krwinkach czerwonych moga wptywaé na uwal-
nianie i dziatanie tlenku azotu (NO). Zwigzek ten petni jed-
ng z kluczowych rél w dostarczaniu tkankom tlenu, gdyz
powoduje rozszerzanie drobnych naczyh krwionosnych
i utatwia przeptyw erytrocytéw. Dodatkowo odgrywa istot-
ng role w hemostazie, hamujac agregacje oraz adhezje
krwinek ptytkowych i monocytéw do $rodbtonka. Weze-
$niej obecnos¢ NO wigzano gtéwnie ze $rédbtonkiem
naczyn krwionosnych, ale pézniej wykryto go w btonie ko-
morkowej i cytoplazmie erytrocytéw (19, 36). Tetramery
hemoglobiny wigzg NO, tworzac SNO-Hb. Przepltywajac
przez tkanki, tlen uwalnia sie z hemoglobiny, a struktura
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oksyhemoglobiny zmienia sie w deoksyhemoglobine.
Zwieksza sie uwalnianie NO, ktéry wnika do miesni gtad-
kich tetniczek i powoduje rozszerzenie naczyh. Wigzanie
SNO-Hb jest niestabilne i ma czas poéttrwania 16 godzin.
W przechowywanych krwinkach jego poziom spada i po-
trzeba kilku godzin do powrotu do warto$ci obecnych
w krwinkach czerwonych biorcy (37).

Wraz z czasem przechowywania zwieksza sie tempo
hemolizy, co jest spowodowane pogarszajgcymi sie wa-
runkami wewnatrz pojemnika (33). Zgodnie z obowigzuja-
cymiw Polsce standardami jakos$ci, hemoliza na koniec do-
puszczalnego czasu przechowywania nie moze stanowic¢
wiecej niz 0,8% krwinek. Na skutek hemolizy zmniejsza sie
biodostepno$¢ NO. Nawet niski poziom wolnej hemoglo-
biny w osoczu jest wystarczajacy do zahamowania sygna-
lizacji $rédbtonkowego NO oraz wywotania skurczu na-
czyn i nadci$nienia. Wolna hemoglobina reaguje z NO trzy
razy szybciej niz Hb zawarta w mikropecherzykach i okoto
1000 razy szybciej od zawartej w erytrocytach. Hemoliza
powoduje réwniez uwalnianie arginazy 1, czyli enzymu
czerwonokrwinkowego przeksztatcajgcego arginine (sub-
strat dla NO) w ornityne, przyczyniajac sie do zmniejsze-
nia dostepnosci NO i dysfunkciji uktadu krazenia (36, 38).
Najwiecej krwinek czerwonych jest usuwanych z krazenia
w ciggu pierwszej godziny po transfuzji. Jedna jednostka
KKCz zawiera 220-250 mg zelaza. W zwigzku z tym, szyb-
kie usuwanie erytrocytdéw po przetoczeniu dostarcza duzej
ilosci zelaza z hemoglobiny do makrofagow. Istnieje zalez-
nos$¢ pomiedzy stezeniem zelaza wewnatrzkomérkowego
w makrofagach oraz poziomem uwolnionych cytokin i re-
akcja zapalng. Natomiast wzrost stezenia wolnego zelaza
niezwigzanego z transferyng (ang. non-transferrin bound
iron — NTBI) powoduje odktadanie go w tkankach watroby,
$ledziony i nerek. Zwigksza sie ryzyko odpowiedzi zapal-
nej i niewydolnosci narzadowej. NTBI bierze rowniez udziat
w reakcjach utleniania i redukcji, prowadzgc do uszkodze-
nia oksydacyjnego, cytotoksycznosci i zwickszenia eks-
presji Srédbtonkowych czasteczek adhezyjnych (18).

ZMIANY MORFOLOGICZNE BLONY KOMORKOWEJ
KRWINEK CZERWONYCH

Prawidtowe krwinki czerwone majg ksztatt dwuwkleste-
go dysku o $rednicy 7-8 um i objetosci okoto 90 fl. Po-
siadaja okoto 50% wiecej bfony niz gdyby miaty ksztatt
kulisty. Ten nadmiar umozliwia zdolnos¢ odksztatcania sie
erytrocytéw i przechodzenia przez naczynia wiosowate
narzaddw i mate naczynia $ledziony, ktérych srednica jest
mniejsza od ich $rednicy. Utrata btony jest czescig proce-
su dojrzewania, w trakcie ktérego retykulocyty o objetosci
140 fl stajg sie erytrocytami o objetosci 90 fl. Dalsza utrata
bfony komodrkowej jest réwniez elementem starzenia sie
krwinek oraz wigze sie ze zmiang ich ksztattu podczas
przechowywania, od gtadkich dwuwklestych dyskéw
przez echinocyty (dwuwkleste dyski z wypustkami) do sfe-
roechinocytéw (kule z wypustkami). Po powrocie do nor-
malnych stezen ATP, 2,3-DPG, Na, K i Ca krwinki rowniez
przyjmuja typowy ksztatt. Jednak poza wczesnym stadium
sferoechinocytu, utrata btony erytrocytu w postaci mikro-
pecherzykdéw powstajgcych z wypustek echinocytéw jest
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nieodwracalna. Krwinki czerwone nie maja mechanizmu
odnowy utraconej btony komérkowej. Sadzi sie, ze pod
koniec okresu przechowywania najstarsze komorki tra-
cac ja czesciowo stajg sie sztywnymi kulami o $rednicy
5,6 um. Przechowywana krwinka traci jednak mniej niz
1/3 btony komérkowej (33). Mikropecherzyki pozostajace
w $rodowisku KKCz moga by¢ miara uszkodzenia krwi-
nek czerwonych i potencjalnych niepozadanych skutkdéw
po transfuzji. Ostatnio sg przedmiotem zainteresowania
réznych badaczy, w tym transfuzjologow (33, 38, 39).
Podczas starzenia sie erytrocytéw w organizmie, oksy-
dacyjne uszkodzenia biatka pasma 3 oraz glikoforyn pro-
wadzg do powstania antygenéw starzenia i do usuwa-
nia krwinek czerwonych za posrednictwem naturalnych
autoprzeciwciat (40-42). Z kolei tlenowe uszkodzenia
spektryny stopniowo ostabiajg cytoszkielet, a w cytozo-
lu dochodzi do powolnej inaktywacji enzyméw krwinek
czerwonych. Zmiany na powierzchni krwinki czerwonej
dotycza tez weglowodanodw. Proste reakcje rozpadu takie
jak utrata kwasu sjalowego z powierzchniowych glikolipi-
dow i glikoprotein moga powodowac odstoniecie gtebiej
ukrytych determinant antygenowych (43). Utrata cukréw
moze zwieksza¢ adhezje krwinek do $rédbtonka. Z kolei
w $rodowisku podwyzszonego poziomu cukru podczas
przechowywania KKCz w roztworach konserwujgcych
moze dochodzi¢ do przylaczania cukru i powstawania
koncowych produktéw zaawansowanej glikacji (33, 44).
Czas przechowywania KKCz moze wptywa¢ na wzrost
adhezji krwinek do komérek srédbtonka naczyn, co moze
zakiocié lokalny przeptyw krwi i zmniejszy¢ dostarczanie
tlenu do tkanek oraz doprowadzi¢ do niedroznosci mikro-
krazenia (4, 45). Na zwiekszong adhezje krwinek wptywa-
ja zarbwno parametry biochemiczne, jak i morfologiczne,
charakterystyczne dla stresu oksydacyjnego (30).

WPLYW KRWINEK BIALYCH NA KRWINKI
CZERWONE | LEUKOREDUKCJA

Leukocyty obecne w niefiltrowanych KKCz rozpadajg
sie i uwalniajg enzymy: proteazy, lipazy i glikozydazy, kto6-
re moga wptywaé na strukture zewnetrznej powierzchni
bton erytrocytow i pogtebia¢ uszkodzenia. Glikozydazy
usuwajg cukry z glikolipidow i glikoprotein. Jak wspo-
mniano wczesniej, zdaniem niektdrych autoréw utrata
tych cukrow moze zwieksza¢ przyczepnosce krwinek czer-
wonych do $rédbtonka, co z kolei moze przyczyni¢ sie
do zapalenia $rédbfonka, a nastepnie do uwolnienia Fe
z hemu rozpadajacych sie erytrocytéw. W tej sytuaciji sku-
teczng metodg ograniczajgcg uszkodzenia enzymatyczne
i tym samym hemolize przechowywanych krwinek bytaby
leukoredukcja, czyli usuwanie biatych krwinek przez filtra-
cje. W nadsaczu KKCz przechowywanych z leukocytami
i krwinkami ptytkowymi kumulujg sie oprécz wyzej wspo-
mnianych czynnikéw takze: histamina, sktadniki dopetnia-
cza i cytokiny. IL-1B, IL-6, IL-8 i TNF-a. sg obecne w KKCz
niefiltrowanych, natomiast w procesie filtracji zwieksza sie
stezenie elastazy neutrofili oraz TGF-f1 (29). Mediatory
zapalenia tgcznie z bioaktywnymi ziarnistosciami z krwi-
nek plytkowych moga odpowiadaé za reakcje gorgczko-
we, za TRALI i TRIM (23, 46).
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ZMIANY IMMUNOLOGICZNE | CZYNNOSCIOWE
BLONY KOMORKOWEJ KRWINEK CZERWONYCH

Procesy toczace sie wewnatrz krwinek czerwonych
oraz zmiany w ich $rodowisku podczas przechowywania
oddziatujg na btone komérkowa krwinek czerwonych. Za-
interesowanie btong erytrocytéw w transfuzjologii najpierw
wigzato sie z jej aktywnoscigimmunologiczng. Badania se-
rologiczne byly i sg niezbedne dla bezpiecznego doboru
krwinek czerwonych do transfuzji. Dotychczas umozliwity
odkrycie 342 antygendw w 35 uktadach grupowych (dwa
ostatnie uktady witasnie dofaczyly do klasyfikacji) oraz
w szesciu kolekcjach i dwdch seriach. Od kilkudziesieciu
lat trwajg prace nad poznaniem budowy biochemicznej
antygendw i ich nosnikéw, a od kilkunastu lat mozna od-
notowaé szczegdlne zainteresowanie ich rolg biologiczna
zwigzang z funkcjami zyciowymi i utrzymaniem struktury
krwinek czerwonych (17, 48, 49). Biatka przechodzg przez
podwdijng warstwe fosfolipidowa jeden lub kilka razy lub
sg przymocowane do niej za pomocg kotwicy, ktdrg jest
glikan fosfatydyloinozytolu (GPI) (50).

Ze wzgledu na petnione funkcje, biatka te dzieli sie
na cztery kategorie: 1) transportery i kanaty btonowe,
2) czgsteczki adhezyjne i receptory, 3) enzymy, 4) biat-
ka strukturalne tgczace btone z cytoszkieletem, odpo-
wiedzialne za ksztatt i elastyczno$¢ krwinki. Niektére
moga petnié wiecej niz jedng z tych funkcji. Funkcje
biatek réznych uktadéw grupowych i czasteczek rézni-
cowania CD przedstawiajg ryciny 1-3 (49).

Glikoproteina uktadu grupowego Kidd jest uznawana za
transporter mocznika. Glikoproteiny uktadéw Colton i Gilll
to dwie z trzynastu znanych akwaporyn: AQP1 i AQPS3,
czyli kanatéw wodnych. Z kolei glikoproteinom RhD,
RhCE i RhAG, tacznie z biatkiem pasma 3, czyli nosnikiem
ukfadu grupowego Diego, przypisuje sie udziat w wymia-
nie gazowej — gtéwnej funkcji krwinek czerwonych.

Glikoproteina uktadu grupowego Duffy petni role recep-
torowe. Wiaze chemokiny, ograniczajac migracje leukocy-
téw i proces zapalny. Jest znana jako receptor zarodzca
malarii Plasmodium vivax oraz przypisuje si¢ jej znaczenie
w zakazeniu HIV. Funkcje receptorowe i adhezyjne majg
tez biatka z nadrodziny immunoglobulin IgSF, o wtasno-
$ciach antygenowych ukfadéw: Lutheran, LW, Scianna
i Ok oraz inne biatka i zwigzane z nimi antygeny uktadéw:
Indian, Xg, Raph. Szczegdlng uwage zwracajg czastecz-
ki: ICAM-4 — integryna bioraca udziat w komunikacji mie-
dzykomérkowej, CD47 — czasteczka intensywnie badana
na réznych komérkach w zwigzku z procesem starzenia
i $mierci komorkowej oraz CD44 - czasteczka adhezyjna,
zaangazowana w procesy migracji i oddziatywan miedzy-
komérkowych.

Do biatek o funkcjach regulatorowych nalezy endo-
peptydaza Kell bioraca udziat w erytropoezie oraz biatko
o swoistoéci antygenowej Cartwright (Yt) i aktywnosci
acetylocholinesterazy. Przed hemolizg chronig krwinki
czerwone biatka bedace inhibitorami dopetniacza zwia-
zane z kotwicg GPI, uktadami Cromer i Dombrock oraz
z czasteczkami CD55 i CD59. CD55 zwany czynnikiem
przyspieszajgcym rozpad (ang. decay-accelerating fac-
tor — DAF) blokuje kaskade dopetniacza poprzez rozkta-
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danie enzymu konwertazy niezbednej do przeksztatcania
czagsteczki C3 do C3a, C3b, C3c i C3d oraz dalszego
przebiegu procesu prowadzacego do hemolizy. CD59
jest antygenem nowego uktadu grupowego o tej samej
nazwie. Zwany jest btonowym inhibitorem reaktywnej
lizy (ang. membrane inhibitor of reactive lysis — MIRL), blo-
kuje polimeryzacje sktadnika C9, powstawanie komplek-
su ataku na btone komdrkowg C5b-C9 i w konsekwenciji
jej spodziurawienie”. Niedobory tych czasteczek wptywajg
na hemolize krwinek czerwonych oraz dodatkowo stymu-
lujg proces krzepniecia, co widoczne jest u chorych na
nocng napadowg hemoglobinurig, posiadajacych popu-
lacje krwinek czerwonych z defektem CD55 i CD59. Z ko-
twicg GPI zwigzana jest tez czgsteczka adhezyjna CD58,
chociaz jej druga izoforma jest zwigzana z biatkiem trans-
btonowym. Znaczenie CD58 na krwinkach czerwonych
nie jest znane, natomiast w przypadku krwinek jadrza-
stych przypisuje sie tej czasteczce udziat w przekazywa-
niu sygnatdbw miedzykomoérkowych. W jednej publikaciji
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zwrécono uwage, ze ilos¢ CD58 obniza sie podczas prze-
chowywania niefiltrowanych KKCz (48).

W procesach regulacyjnych uktadu dopetniacza moze
tez uczestniczy¢ glikoforyna A — nosnik antygenéw MN
z uktadu grupowego MNS, nazywana réwniez MIRL2,
czyli drugi czynnik hamujacy reaktywna lize. Glikoforyny:
GPA, GPB, GPC, GPD zawieraja po dwie pary silnie gliko-
zylowanych biatek obecnych na krwinkach czerwonych.
Stanowia one okoto 2% wszystkich biatek btony komérko-
wej, a GPA oznaczana jako CD235a jest swoistg czgstecz-
ka erytrocytow, charakterystyczng tylko dla tych komé-
rek. Ze wzgledu na wysokg zawarto$¢ kwasu sjalowego
czasteczki GP majg zasadnicze znaczenie w utrzymaniu
ujemnego fadunku btony komérkowej. Tym samym zapo-
biegaja spontanicznej agregaciji i aglutynacii krwinek czer-
wonych, modulujg ich oddziatywanie z innymi kragzacymi
komorkami krwi oraz ze $rédbtonkiem naczyn. Dodatko-
wo chronig erytrocyty przed uszkodzeniami mechanicz-
nymi. GPA wspdtuczestniczy w transporcie anionéw oraz
jest receptorem zarodzca malarii Plasmodium falciparum.
GPA i innym glikoforynom przypisuje sie role ochronng
w niektérych zakazeniach wirusowych, sugerujac, ze
moga dziata¢ jako ,wabiki, putapki” (ang. decoy), wiazac
wirusy i uniemozliwiajac ich replikacje (50, 51).

Wiekszo$¢ opisanych powyzej biatek, nosnikéw an-
tygendw grupowych oraz czasteczek CD uczestniczy
w tworzeniu tak zwanego makrokompleksu btonowe-
go pokazanego na rycinie 4, zwanego tez makrokom-
pleksem biatka pasma 3. Biatko to jest niezbedne do
zycia erytrocytu, a jego brak jest letalny (49, 52).
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Ryc. 4. Makrokompleks biatka pasma 3 zaproponowany w postaci
diagramu przez Bruce’a i wsp. (50)
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Caty makrokompleks bierze udziat w procesie od-
dychania, a wszystkie sktadowe sg powigzane struk-
turalnie i czynnosciowo. Ta sie¢ oddziatywan jest nie-
zbedna do wykonywania przez erytrocyt jego gtéwnego
zadania, czyli transportu tlenu i dwutlenku wegla (17).
W obecnosci wody, pod wptywem enzymu anhydrazy
weglanowej (CAll) dwutlenek wegla ulega hydratacji do
kwasu weglowego i powstajg jony HCO, i H*. Biatko pa-
sma 3 przenosi jony HCO, poza komérke wymieniajac
je na Cl. Nastepnie jony H* oddziatujg na hemoglobine,
ktora uwalnia O,. Poniewaz HCO, jest lepiej rozpusz-
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czalny niz CO,, proces ten utatwia transport CO, i uwal-
nianie O, w tkankach i jest odwrécony w ptucach (49).
N-kohcowa domena cytoplazmatyczna biatka pasma
3 wigze hemoglobine i enzymy glikolityczne. Makrokom-
pleks biatka pasma 3 z polipeptydami Rh dziata jak me-
tabolon wymiany O,/CO,, natomiast biatko RhAG moze
by¢ niespecyficznym kanatem dla tlenu i dwutlenku we-
gla. Czasteczki adhezyjne, gtéwnie ICAM-4 i CD47, moga
uczestniczy¢ w oddziatywaniu erytrocytu ze $rédbtonkiem
naczyniowym, utatwiajgc wymiane gazowa.

Kolejng wazna rola makrokompleksu jest mocowanie
btony erytrocytu do lezacego pod nig cytoszkieletu. Cy-
toszkielet krwinek czerwonych wraz z biatkami btonowymi
jest odpowiedzialny za utrzymanie integralnosci krwinek,
zachowanie ksztattu i elastycznosci. Biatko pasma 3 po-
siada wydtuzong N-koncowa domene przymocowang
do cytoszkieletu przez ankiryne oraz biatka 4.2 i 4.1R.
Osoby heterozygotyczne dla mutacji w genie biatka pa-
sma 3 czesto dziedziczg eliptocytoze, owalocytoze lub
sferocytoze. Drugie miejsce przylaczenia obejmuje kom-
pleks GPC, biatko 4.1 i p55. GPC i GPD - glikoproteiny
uktadu Gerbich majg C-koncowe domeny przytgczone do
cytoszkieletu przez biatko 4.1R i p55. Biatko RhAG wspot-
dziata z ankiryna, biatkami antygendw Lu i Xk, ze spektry-
ng i CD44 oraz z biatkiem 4.1R, a krwinki z niedoborami
tych biatek moga mie¢ nieprawidtowa morfologie (17, 49).

Znajdujgca sie w makrokompleksie czasteczka CD47
jest biatkiem powierzchniowym z nadrodziny immunoglo-
bulin, ktére wystepuje na prawie wszystkich komérkach
w organizmie (53). W ludzkich erytrocytach wiekszos$¢
CDA47 jest przytaczona do cytoszkieletu za posrednictwem
biatka 4.2. Czagsteczke CD47 uwaza sie za biatko, ktdrego
obecnos¢ na powierzchni komérek chroni je przed fago-
cytoza przez makrofagi, dajac sygnat ,nie zjadaj mnie”.
Publikacje oparte na do$wiadczeniach z liniami komérko-
wymi i zwierzetami dowodzity, ze podczas starzenia sie
komorek, w tym krwinek czerwonych, spada ekspresja
czasteczki CD47 i dlatego sg eliminowane. Sugerowano,
ze ex vivo, podczas przechowywania i starzenia KKCz,
CD47 ulega podobnym zmianom konformacyjnym wy-
wotanym przez stres oksydacyjny, co moze przyspie-
sza¢ hemolize pozanaczyniowa przetoczonych krwinek
czerwonych (53). Jednak nowe doniesienia dotyczace
znaczenia CDA47 u ludzi wskazuja na bardziej zZtozona, re-
gulacyjna role tego biatka, ktére moze przyspiesza¢ lub
hamowa¢ fagocytoze. W mechanizmie przetgczania biorg
udziat biatka regulatorowe SIRP-a (ang. signal regulatory
protein a) i trombospondyna-1 — TSP-1 (53, 54).

Badania wtasne dotyczace wybranych czasteczek CD,
czyli czasteczek adhezyjnych i/lub inhibitoréw uktadu do-
petniacza: CD44, CD47, CD55, CD58, CD59, CD235a oraz
wybranych antygendéw krwinek czerwonych wykazaty, ze
w kohncowym okresie przechowywania, czyli w 42. dniu,
czasteczki powierzchniowe integralnie zwigzane z btong
komorkowa miaty inng ekspresije niz w pierwszych dniach
przechowywania (55, 56). Zjawisko to nie dotyczyto cza-
steczek zwigzanych z kotwica GPI, czyli CD55 i CD59.
Najwieksze roznice zalezaly od obecnosci, a nastepnie
rozpadu leukocytow. Leukoredukcja, czyli filtrowanie
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i stosowanie ubogoleukocytarnych KKCz, mogtoby by¢
korzystne dla jakosci krwinek czerwonych.

Dalsze badania jakosci krwinek czerwonych przezna-
czonych do transfuzji zapewne beda przeprowadzane.
Na razie trudno wycigga¢ jednoznaczne wnioski dotycza-
ce bezpieczenstwa i efektywnosci stosowania szescioty-
godniowego okresu przechowywania KKCz. Na pewno
okres ten umozliwia zabezpieczenie potrzeb pacjentow
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i skracanie tego okresu bytoby niebezpieczne, gdyz po-
wodowatoby niedobdr krwi. Wydaje sie konieczne zwrd-
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