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Souhrn

Nove se objevujici, ale i stavajici a znamé infekéni hrozby predstavuji stalou vyzvu v oblasti zajisténi
bezpecnosti krve a krevni transfuze. Kromé bezptispévkového darcovstvi a peclivého vybéru darca krve
a jejich slozek, robustnich postupi laboratorniho screeningu predstavuje vyznamnou dopliujici alternativu
ve zvyseni bezpeénosti transfuznich pripravki tzv. patogen redukce. Tento strucny prehledovy ¢lanek shrnuje
informace o principu a pouziti patogen redukénich technologii v transfuznim Iékafstvi a také nejnovejsi
vyzkumy tykajici se jejich mozného budouciho pouziti.

Klicova slova: PRT; patogen redukce; patogen inaktivace
Summary

Emerging, as well as existing and known infectious threats represent a constant challenge in ensuring
blood safety and blood transfusions. In addition to non-contributory donations and careful selection
of blood donors and its components, robust laboratory screening procedures represent a significant
complementary alternative in increasing the safety of transfusion products, the so-called pathogen reduction.
This brief review article summarizes information on the principle and application of pathogen reduction
technologies in transfusion medicine, as well as the latest research on their possible future application.
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Zkratky: PRT — patogen redukéni technologie; GVHD — reakce $tépu proti hostiteli; PCR — polymerazova fetézova
reakce; NAT — Nucleic Acid Test; CE — oznaceni o evropské shodé; UV (A, B, C) — ultrafialové zafeni a jeho druh;
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FFP — Cerstvé zmrazena plazma; HAV, HBV, HCV, HEV — druhy infek¢nich hepatitid; HIV — virus lidské imunitni
nedostatecnosti; DNA/RNA — deoxyribonukleova/ribonukleova kyselina; CFU — kolonie formujici jednotka;
CPs — kryokonzervované trombocyty

Uvod

Dtiraz na bezpecnost transfuznich piipravka stran krvi prenosnych infekei je jednim ze zakladnich imperativii
transfuzni praxe. Nové se objevujici patogeny stavi tuto problematiku na prvni misto (1-5). Patogen redukéni
technologie (PRT) pfedstavuji posun ve zvyseni bezpecnosti transfuznich pripravkt od reaktivniho pfistupu
k proaktivnimu. Komer¢né dostupné technologie jsou efektivnim nastrojem k inaktivaci virQ, bakterii a parazita,
soucasné inaktivuji rezidudlni leukocyty v transfuznich pfipravcich. Vysledkem je snizeni rizika bakterialni,
parazitarni, ¢i virové kontaminace, ale soucasné rizika GvHD reakce u pfijemce a snizuji i hladinu cytokint
zpusobujicich nehemolytické potransfuzni reakce. Jedna se o perspektivni metodu, kterd mize mj. nahradit
ozafovani transfuznich piipravkd, prodlouzit jejich skladovani nebo zkratit karanténu (6-11).

Bezpecnostni opati‘eni ke sniZeni rizika patogenni kontaminace transfuznich pripravka

Bezpecnost transfuznich piipravkia se opira o soubor bezpecnostnich opatfeni od bezptispévkového darcovstvi
krve a jejich slozek, disledného vySetfeni a posouzeni zptsobilosti darcti pfed kazdym odbérem, a robustnim
laboratornim screeningem. Soucasti bezpecnych postupl vyroby transfuznich piipravki je disledna desinfekce
mista odbéru i tzv. look-back postupy, které spoc¢ivaji v hlaseni zjisténych reaktivit a likvidaci pripravka daného
darce, ¢i dosetieni ptipravku nebo piijemce transfuzniho piipravku (12). U nékterych typt piipravki je pak mozné
bezpecnost dale zvysit pouzitim patogen redukce. I ptes vSechna tato opatieni riziko pfenosu infekce transfuznimi
ptipravky stale zlstava, kdy jednim z divodu je tzv. imunologické okno, které se zejména u sérologickych testl
pohybuje v fadu tydnd az mésict, v pripadé vysetieni metodami NAT (Nucleic Acid Test) lze zkratit na dny (13, 14).

Uziti PRT

Prvni patogen reduké¢ni technologie byla popsana v roce 1991 pro Cerstvé zmrazenou plazmu (FFP) (15).
Komeréni PRT k oSetieni trombocytli na bazi amotosalenu/UVA zafeni bylo uvedeno na trh s CE certifikaci v roce
2002 (Intercept Blood System, Cerus Corporation, USA), stejna spolecnost vyvinula v roce 2006 téz zafizeni
k osetfeni FFP. V roce 2015 obdrzela CE certifikaci pro PRT plné krve metoda uzivajici riboflavin/UV (Mirasol
Pathogen Reduction Technology, Terumo BCT, USA). Od té doby se objevily dalsi technologie pro PRT krevnich
destic¢ek, plazmy (6,16). PRT uzivaji chemickych fotoaktivnich ¢inidel a/nebo ultrafialové zateni (UV), jejichz
pasobenim dochazi k destrukci nukleovych kyselin mikroorganismu piipadnych mikroorganismi a rezidualnich
bunek v krevnich slozkéach. Tyto patogen redukcni technologie se pokousSeji najit spravnou rovnovahu mezi
zni¢enim patogenu a kvalitou bun¢k (6, 7). PRT by méla byt maximaln€ ucinna, Sirokospektra, netoxicka a s nizkym
vlivem na parametry vysledného produktu v cenové prijatelna. V fadé mist a zemi se zavadi PRT, protoze vyhody
bezpecnosti takto osetienych pripravki pievazuji nad ur¢itym vlivem PRT na jejich nékteré kvalitativni parametry
acenu (6, 17, 18).

V piipadé virové nebo parazitarni ndkazy staci jediny organismus k vzniku infekce, ale musi mit funkéni
nukleovou kyselinu. To znamena, ze mnozstvi funkénich nukleovych kyselin v transfuznim ptipravku mize odrazet
nejveétsi moznou infekeni naloz. Jestlize tedy PRT muize eliminovat nejvyssi mnozstvi nukleové kyseliny patogenu
a navic i s bezpecnou rezervou, tak tato metoda muze byt pouzita k zajisténi bezpecnosti dan¢ho transfuzniho
pripravku. Pokud mnozstvi nukleové kyseliny patogenu pfekona bezpecnostni rezervu dané PRT, tak by PRT méla
byt doplnéna vysetfovanim PCR minipoold takto oSetfenych transfuznich pfipravki. U bakterii, které mohou
proliferovat v transfuznich ptipravcich po odbéru, musi byt trovenn PRT dostate¢na k redukei maximalniho poctu
namnozenych bakterii v pfipravku. Z toho tedy vyplyva, ze je dilezité dodrzet maximalni mozny ¢as mezi odbérem
a oSetfenim pfipravku, aby nedoslo k pfilisné proliferaci bakterii, které by PRT nedokazala osettit (19, 20).
Pro kazdy patogen je potfeba mit stanoveno maximalni mnozstvi nukleové kyseliny tohoto agens zjiSténou
u asymptomatickych nosict infekce (21). PCR testovani je tedy nutné v ptipadé vysoce infekénich agens nebo
pfi rezistenci na PRT (HAV, Parvovirus-B19). Bohuzel vétSina PRT nedokaze uplné znicit bakterialni spory a také
jsou mén¢ ucinné na viry bez lipidového obalu (6). Zavedenim PRT by mohlo dojit i k odstranéni plosného
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sérologického testovani kazdého odbéru, ¢imz by doslo k zjednoduseni vysetfovaciho algoritmu, pokryti Sirokého
spektra patogent a sniZzeni finanéni naroénosti (v CR je povinna u darct krve a krevnich slozek jen infekéni
sérologie HIV, HBV, HCV a Syfilis) (22).
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Obrazek 1. Princip PRT metodou Theraflex-UV, Mirasol, Intercept a Theraflex-MB.

Metody PRT

Pro rutinni pouziti jsou na trhu k dispozici tyto metody PRT od tiech vyrobct: 1/ amotosalen/UVA (Intercept®
Blood System, Cerus), 2/ riboflavin/UVA-UVC (Mirasol® PRT, TerumoBCT), 3/ UVC (Theraflex®-UV, Macopharma)
a viditelné svétlo/methylenova modi (Theraflex®-MB, Macopharma).

1/ Intercept®Blood System

Jako fotoaktivni latka je pouzit synteticky psoralen (amotosalen), ktery po navazani na nukleovou kyselinu a
pouze po aktivaci UVA zafenim 300400 nm a davkou 3 J/cm? zesit'uje DNA/RNA fotochemickou reakci (23,24).
Tato metoda je certifikovana k oSetieni plazmy a trombocyta.

2/ Mirasol® PRT

Tato technologie je zalozena na vyuziti fotoaktivnich vlastnosti riboflavinu (vitamin B2), tj. pfirozené se
vyskytujici, netoxické latky, v kombinaci s ultrafialovym svétlem. Vyuziva vinové délky UV, které se rozprostiraji
od 280 do 400 nm, napii¢ UVA, UVB a UVC spektrem a davkou 6 J/ml u plné krve 80 J/ml (25, 26). Patogen
redukce touto metodou zavisi na pasobeni volnych kyslikovych radikald, které plsobi zlomy DNA/RNA
fotodynamickou reakei. Jedna se o jednoduchou metodu, ktera je certifikovana na osetfeni cerstvé plné krve (jako
jedind), plazmy a trombocytl, pouzitim stejné slouceniny a stejnym iluminatorem UV svétla. Jedna se o velmi
nenaroc¢nou a bezpecnou technologii (27-33).
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Obrazek 2. Intercept PRT postup: V horni ¢asti obrazku PRT trombocytt, v dolni ¢asti PRT plazmy. Krok (step) 1. piepusténi
do ozafovaciho setu a pfidani amotosalenu, 2. UVA ozareni, 3. odstranéni amotosalenu a fotoprodukti adsorbci, 4. prepusténi
do skladovacich vaku (Intercept®).

Obrazek 3. Mirasol PRT postup: 1. pfepusténi do ozafovaciho setu, 2. pfidani vitaminu B2, 3. ozafeni UV, 4. pfepusténi
do skladovaciho vaku (Mirasol®, neni na schématu).

3/ Theraflex®-UV

Jedna se o metodu, ktera pro patogen redukci nepouziva zadnou fotoaktivni latku a spoléha se pouze na izkou
§ifi pasma UVC svétla, s naslednou tvorbou pyrimidinovych dimertt v DNA/RNA fyzikalni metodou. Metoda je
certifikovana k oSetfeni trombocytt.

LTI

Obrazek 4. Theraflex-UV PRT postup: pfepusténi do ozafovaciho vaku, ozafeni a opétovné prepusténi do primarniho vaku
(Theraflex®).
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4/ Theraflex®-MB

Jako fotoaktivni latka je pouzita methylenova modf, ktera se pevné vaze na nukleové kyseliny a dochazi tak
k ptimému poskozeni DNA/RNA fotodynamickou reakci kyslikovymi radikaly, které vznikaji po ozareni dennim
svétlem. Metoda ma certifikaci pouze k oSetfeni plazmy (6).
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Obrazek 5. Theraflex-MB PRT postup: 1. pfepusténi do filtracniho vaku, 2. pfidani methylenové modie (MB), 3. ozafeni,
4. odstranéni MB, 4. piepusténi do skladovaciho vaku (Theraflex®).

Efektivita a bezpe¢nost PRT

Riziko pfenosu infekce stoupa s mnozstvim plazmy v transfuznim piipravku, napiiklad dle Allaina (34)
HBYV se pienese v 31 % erytrocyty, v 50 % trombocyty a v 84 % plazmou, HEV v 25 % erytrocyty a ve 100 %
plazmou. Z téchto diivodt je PRT obzvlasté vhodna k osetieni piipravki erytrocyti, trombocyti a rekonvalescentni
plazmy, které nemohou pro kratkou dobu expirace podstupovat karanténu nebo je nemozné piipravek testovat
na pritomnost konkrétniho infekéniho agens. Pro zajimavost pfirozenou PRT mize byt i délka uchovani v chladu
(2-6 °C), kdy logaritmicky klesa riziko nékterych infekei naptiklad HIV (35), toto mlize byt spojeno se ztratou
viability lymfocyt nebo poklesem infekénosti virovych partikuli (36, 37).

Patogen redukce je povazovana za ,,robustni®, pokud je pouzivana piesné dle schvalenych postupt, které byly
stanoveny na zakladé monitorovanych validacnich studii. V transfuznich piipravcich lze dosahnout tirovné patogen
redukce ve vysi 4 logaritmti a efektivni redukci 100-1000 CFU patogenu. Je vSak tieba zdUraznit, ze je neustale nutné
zdokonalovani a vyvoj novych PRT, protoze zatim neexistuje 100% tcinnost téchto technologii (14). Kromé toho,
dosud ani nelze, dle dostupnych informaci, stanovit pfesnou tirovenn PRT pro jednotlivé patogeny nutné k prevenci
infekce. Na druhou stranu se ale ukazuje, Ze prenos infekce je mozny i u NAT negativnich piipravki, proto optimalnim
feSenim bezpecnosti transfuznich piipravku je kombinace sofistikovaného laboratorniho screeningu a PRT (38).

P1i oSetfeni plazmy metodami PRT je potieba pocitat s tim, ze diisledkem je snizeni aktivity F VIII o 20-30 %,
aktivita ostatnich koagulac¢nich faktort klesa méné (39). Interceptem a Mirasolem oSetfené trombocyty skladované
po dobu 5 dni pfi standardni teploté 20-24 °C se blizi limitu FDA 67% recovery (tj. vytéznost) cerstvé odebranych
trombocytu (40, 41). Pii PRT oSetieni plné krve dochazi ke ztraté Zivotnosti erytrocytd s vysi davek UV zateni
a tim i ke zkraceni expirace. Takto oSetfené plné krve nebo z ni vyrobenych erytrocyta (42-46).
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Ve vétsin€ testll nebyla pozorovana zadna toxicita pii nejvyssich testovanych davkach PRT. Podobna bezpecnost
PRT byla pozorovana pro karcinogenitu a genotoxicitu (47). Zadna studie neprokéazala tvorbu novych antigenti
po aplikaci PRT Intercept a Mirasol (6, 31, 48-50).

Nové moznosti vyuziti PRT

Bylo provedeno nékolik studii k vyhodnoceni dopadu PRT na kryokonzervované trombocyty (CPs). V nedavné
studii byl zkouman dopad PRT Mirasol na kryokonzervované trombocyty (UVN Praha). Pfedbézné vysledky
ukazuji lepsi hemostatickou aktivitu tohoto produktu in vitro s mensimi morfologickymi zménami nez u PRT
neosetienych CPs. Zda se, ze CP 1é¢ené PRT (PRT-CPs) jsou vice metabolicky aktivované nez PRT neoSetiené
CPs, nicméngé jejich funkce se nezdala byt narusena. Na druhé stran¢ vyskyt agregata v PRT-CPs pravdépodobné
vyzaduje dalsi vyzkum nebo tpravu vyroby CPs. Proto PRT-CPs by mély byt podavany brzy po rozmrazeni
s naslednou aktivni hemovigilanci (51).

Mezi dalsi studie PRT-CPs patii pouziti systému Theraflex UV a pouziti systému Intercept. OSetieni PRT metodou
Theraflex mize zvysit nachylnost trombocytt k poskozeni zptisobenému béhem kryokonzervace, ale toto se vyraznéji
projevuje béhem skladovani po rozmrazeni pii pokojové teploté, kde byly pozorovany vyznamné agregaty béhem
1 hodiny po rozmrazeni (52). CPs oSetfené metodou Intercept se zdaly byt o néco nachylnéjsi k rozpadu po rozmrazeni
nez konvenéni CPs, zejména v testech v den 1 po rozmrazenti, ale tyto rozdily byly malé ve srovnani s dramatickymi
ucinky samotné kryokonzervace (53). V této studii nebyly pozorovany zadné agregaty. Na zakladé téchto internich
studii o¢ekavame, ze se PRT-CPs v blizké budoucnosti brzy objevi jako bezpecny transfuzni piipravek.

Nov¢ byla provedena studie i na pouziti PRT Theraflex UV k oSetfeni trombocytu skladovanych v chladu (2-6 °C).
Skladovani trombocytt osetienych UVC za studena snizovalo zrychleni glykolytického metabolismu vyvolaného
PRT, ale vedlo k dalsim fenotypovym zméndm ve srovnani s PRT neosSetfenymi trombocyty. Je proto potieba dalsich
praci k objasnéni na klinickou u¢innost tohoto piipravku (54).

Nyni v dob¢ siteni COVID-19 infekce se zacala celosvétoveé masivné pripravovat rekonvalescentni plazma
a k jejimu rychlému pouziti pro pacienty bylo potieba zkratit karanténu této specialni klinické plazmy, ktera
za normalnich podminek trva 6 mésicti. Proto zde nalezla PRT vyuziti v masivnim méfitku a pfi jejim vyuziti bylo
mozno karanténu rekonvalescentni plazmy uplné€ vypustit (55).

Nedéavna studie popisujici vliv PRT na kryokonzervaci erytrocytti (UVN Praha) prokazala, Ze erytrocyty ziskané
z plné krve oSetfené Mirasolem lze rozmrazit, rekonstituovat a uchovavat pro nouzové pouziti po dobu 7 dni.
To poskytuje dodate¢nou ochranu pied infekénimi hrozbami pro skladované erytrocyty (56).

Obrazek 6. Vlozeni plazmy s piidanym riboflavinem do ozafova¢e Mirasol v UVN Praha.
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Pouziti PRT v Ceské republice

Jako prvni PRT technologie v Ceské republice byl zaveden systém Intercept v UHKT Praha, kde je jiz nékolik
let Gsp&§né pouzivana k osetfeni trombocytil a plazmy. V letech 2017-2018 byly v UVN Praha provedeny vyse
popsané in vitro komparativni studie popisujici vliv patogen redukce (Mirasol) na kryokonzervované trombocyty
a erytrocyty, piistroj Mirasol byl zaptjcen a sety dodany na zékladé grantu US Army. K urcitému rozsifeni PRT
doslo v CR v roce 2020 v souvislosti s pandemii COVID-19, kdy PRT se zagala na nékterych pracovistich pouzivat
k ofetieni rekonvalescentni plazmy (krom& UHKT Praha byl pofizen systém Mirasol v UVN Praha, FN Brno
a Nemocnici Ceské Budgjovice) (55).

Zavér

Nove se objevujici, ale i stavajici infek¢ni hrozby predstavuji stdlou vyzvu v co nejlepsim zajisténi bezpecnosti
transfuznich ptipravki vznikajicich zpracovanim jednotlivych krevnich slozek. Patogen redukéni technologie
predstavuji vyrazny posun ve zvyseni bezpecnosti transfuznich piipravkd. PRT by se mohla urcité vyplatit v pripadé
ohrozeni novym nebo rychle se Sificim krevné prenosnym patogenem, kdy by cenova efektivita byla pfizniva
v kontextu zvySeni bezpecnosti krve a krevnich slozek anebo pfti vyrobé pfipravka s dlouhou skladovaci dobou,
typicky kryokonzervované erytrocyty a trombocyty. V soucasné dob¢ jsme svédky zna¢ného pokroku pti zavadéni
patogen bezpecnych a u€innych Cerstvych a kryokonzervovanych transfuznich piipravkt. Dalsi vyzkum kombinace
kryokonzervace a PRT dle mediciny zalozené na duikazech povede k tomu, ze tyto produkty budou brzy dostupné
pro $irsi uziti v transfuzni mediciné.
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