МИНИСТЕРСТВО ЗДРАВООХРАНЕНИЯ РОССИЙСКОЙ ФЕДЕРАЦИИ

НАУЧНО-ИССЛЕДОВАТЕЛЬСКИЙ ИНСТИТУТ ДЕТСКОЙ ГЕМАТОЛОГИИ

_______________________________________________________________

На правах рукописи



БАЛАШОВ Дмитрий Николаевич



ЛЕЧЕБНЫЕ ТРАНСФУЗИИ ДОНОРСКИХ ГРАНУЛОЦИТОВ У ДЕТЕЙ С НЕЙТРОПЕНИЕЙ.



14.00.09 - Педиатрия

14.00.29 - Гематология и переливание крови



Диссертация на соискание

ученой степени кандидата

медицинских наук 



                                                               Научные руководители:

                                                                  доктор мед. наук   Масчан А.А.

кандидат мед.наук Богачёва Н.Ю.



Москва - 2001

ОГЛАВЛЕНИЕ

ВВЕДЕНИЕ............................................................................................................…………...3

1.  ЛЕЧЕБНЫЕ ТРАНСФУЗИИ ДОНОРСКИХ ГРАНУЛОЦИТОВ (ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ).......................................................................................…………………….9

2. КЛИНИЧЕСКАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА ДОНОРОВ И ПАЦИЕНТОВ. МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ И ЛЕЧЕНИЯ..........................…………………………………………37

2.1.	ВЫБОР ДОНОРОВ, ИССЛЕДУЕМЫЕ ПРОТОКОЛЫ МОБИЛИЗАЦИИ И АФЕРЕЗА ГРАНУЛОЦИТОВ…………………….……………………………….37

2.2.	ХАРАКТЕРИСТИКА ПАЦИЕНТОВ, ПОКАЗАНИЯ И МЕТОДИКА ПРОВЕДЕНИЯ ТРАНСФУЗИЙ ГРАНУЛОЦИТОВ……………..41

3.  ОЦЕНКА ЭФФЕКТИВНОСТИ ИСПОЛЬЗУЕМЫХ МЕТОДОВ ЗАГОТОВКИ ГРАНУЛОЦИТОВ И РЕЗУЛЬТАТЫ ПРОВОДИМЫХ ТРАНСФУЗИЙ……………….46 

3.1.	РЕЗУЛЬТАТЫ ОБСЛЕДОВАНИЯ ДОНОРОВ И ИССЛЕДОВАНИЯ ПРОДУКТОВ ЦИТАФЕРЕЗА……………………………………………….…….46

3.2.	РЕЗУЛЬТАТЫ ОБСЛЕДОВАНИЯ ПАЦИЕНТОВ И КЛИНИЧЕСКАЯ ЭФФЕКТИВНОСТЬ ПРОВОДИМОГО ЛЕЧЕНИЯ…………………….……….51

4.   АНАЛИЗ РЕЗУЛЬТАТОВ ПРОВОДИМЫХ ИССЛЕДОВАНИЙ………….………..61

4.1.	АНАЛИЗ ЭФФЕКТИВНОСТИ И БЕЗОПАСНОСТИ ИСПОЛЬЗУЕМЫХ МЕТОДИК МОБИЛИЗАЦИИ И АФЕРЕЗА ГРАНУЛОЦИТОВ……………….61

4.2.	АНАЛИЗ ЭФФЕКТИВНОСТИ ТРАНСФУЗИЙ ДОНОРСКИХ ГРАНУЛОЦИТОВ У РАЗЛИЧНЫХ ГРУПП ПАЦИЕНТОВ…………………...65

ЗАКЛЮЧЕНИЕ……………………………………………………………………………..78

ВЫВОДЫ…………………………………………………………………….……………...80

ПРАКТИЧЕСКИЕ РЕКОМЕНДАЦИИ……………………………………………………82

СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ…………………………………………………………………..84

СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ В ТЕКСТЕ ДИССЕРТАЦИИ………………………………..93

   

ВВЕДЕНИЕ

Актуальность

В настоящее время интенсивность химиотерапии и иммуносупрессивной терапии, используемой при лечении гемобластозов и апластических анемий,  возросла. Несмотря на то, что результаты лечения этих заболеваний стали значительно лучше, современные протоколы  терапии закономерно служат причиной развития глубокого агранулоцитоза и тяжелой иммуносупрессии. Результатом этого является резкое возрастание риска  серьёзных бактериальных и грибковых инфекций у данной группы пациентов [5, 8]. 

Появление эффективных антибактериальных препаратов, использование современных алгоритмов антимикробной терапии с ранним эмпирическим добавлением антимикотиков, совершенствование методов ранней диагностики инфекционных осложнений, - всё это, а также ряд других факторов, являются веской причиной для снижения смертности от бактериальных и грибковых инфекций у пациентов в агранулоцитозе.

Однако, прогноз у пациентов с тяжёлыми бактериальными и грибковыми осложнениями по-прежнему зависит от восстановления адекватного уровня гранулоцитов. Особенно это касается пациентов с инвазивными грибковыми инфекциями в состоянии пролонгированной нейтропении, уровень смертности которых значительно выше, чем при других инфекционных нозологиях [49].      

Широкое внедрение в практику рекомбинантных колониестимулирующих факторов (G-CSF, GM-CSF) часто позволяет эффективно стимулировать выработку собственных гранулоцитов у пациентов и контролировать ряд жизнеугрожающих инфекций. Однако, такая стимуляция часто оказывается неэффективной именно тогда, когда это более всего необходимо – после суперинтенсивных курсов химиотерапии у больных с острыми миелоидными и, реже, лимфоидными лейкозами и, особенно, приобретённой тяжёлой и сверхтяжёлой апластической анемией. Кроме того,  даже у больных, у которых стимуляция ростовыми факторами оказывается успешной, повышение уровня гранулоцитов нередко наступает лишь через 1-3 недели. У таких пациентов, находящихся в агранулоцитозе, при развитии септического процесса может и должен быть поставлен вопрос об использовании лечебных трансфузий донорских гранулоцитов с целью контроля инфекционных осложнений. 

Потребность в аналогичном лечении может появиться и у пациентов, не находящихся в агранулоцитозе, но имеющие жизнеугрожающие инфекционные осложнения на фоне врождённого качественного дефекта нейтрофилов [14, 20].  

Несмотря на то, что уже накоплен достаточно большой опыт проведения лечебных трансфузий гранулоцитов, до сих пор остаётся множество вопросов, касающихся показаний, выбора доноров, режимов мобилизации, тактики проведения трансфузий гранулоцитов. 

По-прежнему, не существует единого мнения об адекватной эффективной дозе гранулоцитов. Также открытыми остаются вопросы, касающиеся эффективности, прогноза и показаний к проведению этой терапии. 

Все эти, а также ряд дополнительных вопросов, мы исследовали и проанализировали в нашей работе.  







Цель исследования

Исследовать эффективность лечебных трансфузий гранулоцитов при жизнеугрожающих инфекционных осложнениях на фоне нейтропении у детей с гематологическими заболеваниями.



Задачи исследования

Разработать адекватный режим мобилизации донорского гранулоцитопоэза для получения оптимального количества клеток для трансфузии.

Изучить эффективность различных режимов проведения курса цитаферезов у доноров. 

Изучить возможность использования в качестве донора гранулоцитов пациентов больных ХМЛ и проанализировать эффективность такого рода трансфузий.

Оценить влияние дозы трансфузируемых гранулоцитов на эффективность  лечения инфекций у реципиента.

Оценить эффективность лечебных трансфузий в зависимости от сроков начала инфекционного процесса.

Оценить значение этиологии инфекционных осложнений и их тяжести на эффективность проводимой терапии.

Определить оптимальную дозу (-облучения гранулоцитарной массы перед трансфузией для профилактики посттрансфузионной РТПХ. 





Научная новизна

Отработан оптимальный режим мобилизации гранулоцитов у донора и разработана эффективная тактика проведения курса гранулоцитаферезов.

Проанализирована эффективность терапии инфекционных осложнений в зависимости от количества трансфузированных гранулоцитов, этиологии, тяжести и сроков начала инфекционного процесса.

Выявлена корреляция между дозой гранулоцитов, степенью эффекта, этиологией и тяжестью различных инфекционных осложнений.

Впервые продемонстрировано, что использование мегадоз нестимулированных клеток, полученных от донора с ХМЛ, в ряде случаев может быть высоко эффективным при тяжёлых инфекционных осложнениях.

Определена минимальная эффективная доза облучения гранулоцитарного концентрата перед трансфузией для предотвращения посттрансфузионной РТПХ.



Научно-практическое значение

Работа является результатом сотрудничества НИИ Детской гематологии Минздрава РФ и отделений трансплантации костного мозга, общей гематологии, онкогематологии и иммунологии Российской детской клинической больницы (г.Москва). 

На основе проведенных исследований и полученных данных разработан и внедрен в практику работы отделений РДКБ единый протокол мобилизации, получения и использования донорских гранулоцитов у гематологических пациентов для лечения тяжёлых инфекционных осложнений.

Новый тактический подход к проведению у доноров курса цитаферезов позволяет получать большее количество гранулоцитов для реципиента, чем при общепринятой методике.  

Проведённые наблюдения и оценка эффективности трансфузий больших доз гранулоцитов, полученных от пациента с ХМЛ, позволяют рекомендовать этот метод как хорошую альтернативу общепринятой тактике использования здоровых доноров (несмотря на преимущества цитокинстимулированных гранулоцитов). При этом, отсутствие необходимости в стимуляции гранулоцитопоэза значительно снижает стоимость процедуры.

Результаты анализа эффективности трансфузий гранулоцитов при различного рода тяжёлых инфекционных осложнениях у детей с гематологическими заболеваниями позволяют рекомендовать этот метод для лечения больных с тяжёлыми и/или неконтролируемыми антимикробной терапией инфекционными осложнениями, протекающими на фоне нейтропении или качественного дефекта нейтрофилов.



Внедрение в практику

Результаты работы внедрены в практику работы отделений ТКМ, общей гематологии и онкогематологии Российской детской клинической больницы Минздрава РФ. 

По теме диссертации опубликовано 3 работы в центральной печати.



Апробация работы

Диссертация апробирована на совместной научной конференции сотрудников  клинических и лабораторных отделов НИИ Детской гематологии МЗ  РФ, отделений общей гематологии, онкогематологии и ТКМ РДКБ, курса детской гематологии/онкологии ФУВ Российского государственного медицинского университета 17 апреля 2001 года.



Структура и объём диссертации

Диссертационная работа состоит из введения, обзора литературы, трёх глав собственных исследований, заключения, выводов, практических рекомендаций, указателя литературы и списка используемых сокращений. Объём работы составляет 94 страницы машинописного текста. Работа иллюстрирована 22 таблицами, тремя рисунками и тремя клиническими примерами. Указатель литературы содержит 76 источников, из которых 10 работ отечественных и 66 иностранных авторов.    

Работа выполнена в отделе трансплантации костного мозга с лабораторией типирования (зав. отделом – канд. мед. наук Скоробогатова Е.В.), НИИ Детской гематологии Минздрава РФ (директор – акад. РАЕН, проф. Румянцев А.Г.) на базе отделения ТКМ РДКБ (гл. врач – доктор мед. наук, проф. Ваганов Н.Н.).   













































ГЛАВА 1. ЛЕЧЕБНЫЕ ТРАНСФУЗИИ ДОНОРСКИХ ГРАНУЛОЦИТОВ (ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ).



Инфекции - наиболее частые осложнения у больных с  гематологическими заболеваниями. Особенно остро эта проблема стоит у пациентов с апластическими анемиями, у которых в подавляющем большинстве случаев именно инфекции являются основной причиной летальных исходов. На рисунке 1 представлены данные по летальности больных апластической анемией в гематологических отделениях РДКБ и ДКБ№1 г.Москвы.  

                �EMBED Unknown \s���

           Рисунок 1. Причины летальности пациентов с приобретённой

                                                 апластической анемией.



Однако, на современном этапе терапии и у больных с гемобластозами уровень смертности от такого рода осложнений существенно возрос и составляет 59,4-75,3% среди причин летальности этих пациентов [8]. Именно поэтому профилактика и лечение инфекции порой играет решающую роль при лечении пациентов гематологических стационаров. Существует большое количество предрасполагающих факторов к развитию инфекционных осложнений: 

Врождённые и приобретённые функциональные нарушения фагоцитов (снижение хемотаксиса фагоцитов, уменьшение содержания лизоцима в клетках, дефект образования лизосом);

Агрессивная цитостатическая терапия с развитием миелосупрессии;

Длительность и тяжесть нейтропении;

Иммуносупрессивная терапия (глюкокортикоиды, CsA, ATG и т.д.);

Нарушение целостности физиологических барьеров - кожи и слизистых оболочек (например, внутривенные катетеры, некротические мукозиты и т.д.);

Факторы внешней среды (например, строительная пыль - для воздушных споровых инфекций, таких как Aspergillus);

     и т.д.

Наиболее опасны инфекционные осложнения в период гипоплазии кроветворения. Их частота обратно пропорциональна уровню лейкоцитов в крови больного и наиболее высока в период агранулоцитоза [6]. 

Интенсивная химиотерапия согласно используемым в настоящее время протоколам лечения многих гематологических заболеваний нередко является причиной развития глубокого агранулоцитоза. Персистенция показателя нейтрофилов ниже 500/мкл в течение продолжительного периода времени  ассоциирована с увеличением риска возникновения жизнеугрожающих инфекций. Критическим  уровнем принято считать количество гранулоцитов ниже 200/мкл [17, 61], особенно, если такой глубокий агранулоцитоз длится более 10-14 дней.

В последнее десятилетие спектр и соотношение возбудителей, вызывающих  инфекционные осложнения у пациентов с гемобластозами и апластическими анемиями, претерпел некоторые изменения. Возросла роль грам-положительных инфекций, они являются причиной бактериемий приблизительно у 70% больных с нейтропенией. Резкое увеличение частоты заболеваний, вызванных этими патогенами, связано с широким применением внутривенных катетеров, использованием хинолонов в режимах деконтоминации, применением цитостатических препаратов, приводящих к развитию тяжёлого мукозита и т.д.  

Помимо этого, отмечается рост грибковых инфекций, особенно у больных с длительной нейтропенией. Очень часто она является вторичной у больных, получивших продолжительный курс антибактериальной терапии препаратами широкого спектра действия, которые, подавляя эндогенную микрофлору, приводят к усиленному росту грибов; встречаются грибковые инфекции у 18-20% больных [7]. В большинстве случаев они вызываются грибами рода Candida (48%) и Aspergillus (31%) [10]. Возбудители инфекционных осложнений, наиболее часто встречающиеся у пациентов с нейтропенией, представлены в таблице 1. 

Применение антибиотиков широкого спектра согласно современным алгоритмам антимикробной терапии, раннее  эмпирическое назначение амфотерицина B позволяют эффективно контролировать подавляющее большинство инфекций: смертность при бактериемиях у больных в агранулоцитозе драматически упала с 60-90% в 60-е годы  до 1-5% в наши дни. Однако, при инфекциях, вызванных резистентными бактериями и грибковыми патогенами, прогноз по-прежнему критически зависит от восстановления адекватного уровня гранулоцитов. Очень частая причина смертности у пациентов с нейтропенией - грибковая инфекция и, в частности, аспергиллёз. Аспергиллёз довольно часто является внутрибольничной инфекцией, носит эпидемический характер. Контаминация осуществляется через дыхательные пути с формированием очага некротической пневмонии, в дальнейшем возможна гематогенная генерализация. Наиболее частая локализация - лёгкие (реже встречаются поражения печени, селезёнки, головного мозга). 

Таблица 1.

Наиболее часто встречающиеся патогены у пациентов с нейтропенией (Klastersky J. 1994) [41].





Gram-negative

               Enterobacteriaceae

               Pseudomonas aeruginosa

               Salmonella species



Gram-positive

               Staphylococcus coagulase-negative

               (-hemolytic streptococci

               Streptococcus pneumoniae

               Staphylococcus coagulase-positive

               Corynebacterium JK

       

Anaerobic cocci and bacilli



Opportunistic agents

               Candida species

               Aspergillus species

               Pneumocystis carinii 

               Nocardia species��

Вероятность развития аспергиллёза, также как и других инфекций,  увеличивается в зависимости от количества дней, проведённых пациентом в нейтропении. 

Смертность больных с нейтропенией от инвазивного аспергиллёза по-прежнему чрезвычайно высока, и составляет около 70%; разброс, по данным различных исследовательских центров, от 13 до 100% [2,49]. Наиболее успешные результаты описаны у пациентов, получавших терапию высокими дозами амфотерицина B и имевших относительно короткий период нейтропении.  

Главным способом  ускорить «выход» из агранулоцитоза является назначение гранулоцитарного или гранулоцитарно-макрофагального колониестимулирующих факторов (G-CSF и GM-CSF  соответственно), однако, в силу различных причин, нередко такая стимуляция бывает неэффективна. В связи с этим, при развитии септического процесса у больных в агранулоцитозе или у пациентов с имеющимся качественным дефектом гранулоцитов может быть поставлен вопрос о применении лечебных трансфузий донорских гранулоцитов с целью контроля септических осложнений.



Исторический очерк (этапы развития)

Интерес к возможности использования с заместительной целью донорских гранулоцитов появился ещё в начале 30-х годов. Первые попытки проведения такого рода терапии заключались в использовании лейкоцитарной плёнки («buffy coat»), полученного из периферической крови донора, в качестве внутримышечных инъекций [13, 26]. В 1934 году Strumia M. опубликовал данные об использовании инъекций «лейкоцитарного крема» у пациентов с нейтропенией в надежде на стимуляцию эндогенной продукции собственных нейтрофилов [13, 68]. 

В 1953 году Brecher G. с коллегами предоставил сведения о том, что внутривенно трансфузируемые нейтрофилы (подопытным животным) могут циркулировать в периферической крови и мигрировать в очаги восполения [13, 16, 26].  

Клинически важный этап дальнейшего развития этого метода лечения наступил в начале 60-х годов, когда Freireich E. опубликовал результаты использования нейтрофилов, полученных от больных с ХМЛ, в качестве поддерживающей терапии у пациентов с гемобластозами, находящихся в состоянии фебрильной нейтропении [5, 9, 26, 33, 60, 71].      

Больные с ХМЛ, как возможные доноры гранулоцитов, вызывали особый интерес, прежде всего, в связи с достаточной лёгкостью получения от них значительно б(льших доз гранулоцитов, чем от здоровых доноров. Для трансфузий использовалась лейкомасса пациентов, не получающих в этот период цитостатической терапии, так как приходилось считаться с возможностью угнетения этими препаратами фагоцитарной и бактерицидной способностей зрелых циркулирующих гранулоцитов[5]. Зрелые нейтрофильные гранулоциты больного с ХМЛ отличаются от аналогичных здоровых клеток: в них снижена активность щелочной фосфатазы вплоть до полного отсутствия (что является маркёрным признаком), существенно изменены липидный и углеводный обмены, снижено содержание гликогена [5]. Однако, несмотря на ряд особенностей лейкоцитов больных ХМЛ, они сохраняют свои функциональные свойства, в частности, способность к фагоцитозу. Интерес к этому методу терапии, пережив значительный подъём, утих в конце  70-х годов. Причиной этого было признание неэтичным использование препаратов крови от больных злокачественным заболеванием, а также низкое качество получаемых гранулоцитов при использовании существующих к этому времени методов заготовки гранулоцитов.

Развитие и внедрение в практику лечебных трансфузий гранулоцитов не могло происходить без исследований по разработке более современных способов сбора клеток. В начале 60-х годов в качестве субстрата для трансфузий использовался концентрат лейкоцитов. Для его заготовки использовались следующие методы [5]:  

Центрифугирование цельной крови с последующим удалением плазмы, выделением лейкоцитарного слоя и его разделением на лейкоциты и тромбоциты повторным центрифугированием. В таком концентрате содержится до 70% лейкоцитов от их исходного содержания в крови, поэтому для получения лечебной дозы объединяют несколько доз концентрата лейкоцитов.

Ускоренное осаждение эритроцитов с применением коллоидных веществ и выделением плазмы, обогащённой лейкоцитами, для её последующего центрифугирования и получения концентрата лейкоцитов (70% лейкоцитов от их исходного содержания).

Концентрирование лейкоцитов путём их вымывания из лейкоцитарных плёнок многих доз консервированной крови. Полученный концентрат содержит до 85% лейкоцитов от исходного.

Следующий значимый этап развития лечебных трансфузий гранулоцитов начался с разработки методов заготовки нейтрофилов от здорового донора. В середине 60-х годов National Institute of Health (США) в сотрудничестве с Business Machines Corporation разработали первую центрифугу с непрерывным потоком крови («continuons-flow centrifuge») для разделения (сепарации) клеток в зависимости от величины их относительной плотности. Это изобретение дало возможность получать значительно большее количество гранулоцитов, чем при использовании ранее существующих методов, и более успешно использовать для этих целей здорового донора [26].

Вскоре появились работы по использованию ряда препаратов для стимуляции мобилизации донорских гранулоцитов с целью увеличения количества собираемых клеток у здорового донора. Для этого наиболее часто использовали кортикостероиды (преднизолон или дексаметазон). В литературе встречаются также сведения об использовании в качестве стимулятора лейкопоэза и других препаратов, в частности одного из метаболитов андрогена - этиохолонолона [26].

Но и теперь перед клиницистами стояла ещё одна нерешённая проблема. Гранулоциты и эритроциты имеют достаточно высокую и сходную по величине средневычесленную относительную плотность (отношение веса клетки к весу воды в том же объёме), у первых она составляет  1.080, у вторых - 1.090. Поэтому, в продукте афереза вместе с гранулоцитами может содержаться и значительное количество эритроцитов. Для того, чтобы увеличить  эффективность сбора гранулоцитов и уменьшить контаминацию эритроцитами приходится использовать вещества (в частности, гидроксиэтилированный крахмал), расширяющие градиент плотности. Облегчая осаждение эритроцитов, гидроксиэтилированный крахмал, таким образом, увеличивает эффективность сбора гранулоцитов. Однако, встречаются сведения и об использовании 6% декстрана в качестве седиментационного агента [13, 21].

С начала 70-х годов кортикостероиды для стимуляции донорского лейкопоэза и гидроксиэтилированный крахмал (НЕS) использовались в большинстве гематологических центров [26].

В это же время появились первые, пока ещё единичные, работы по использованию облучения гранулоцитарной массы с целью профилактики посттрансфузионной реакции «трансплантат против хозяина» (РТПХ) [48].

Несколько позже, с середины 70-х годов, для сбора гранулоцитов широко  использовался метод фильтрационного лейкафереза. Смысл его заключается в том, что гепаринизированная кровь проходит через специальные (нейлон, дакрон, шерсть) фильтры, которые задерживают лейкоциты. Последние элюируются с адсорбента растворами, содержащими хелатные агенты. Данный метод позволяет получить большое количество гранулоцитов, однако, в результате такой процедуры происходит активация нейтрофилов, что укорачивает период их полураспада в сосудистом русле, снижая таким образом эффективность проводимых трансфузий.

Впоследствии большую популярность получил метод прерывистого цитафереза. К недостаткам этого метода можно отнести невысокое количество гранулоцитов в продукте афереза и большой экстракорпоральный объём обрабатываемой крови у донора.  

В настоящее время сбор гранулоцитов проводится посредством непрерывного  афереза на автоматическом сепараторе клеток крови. Количество и качество клеток, собранных таким способом, достаточно высоки. Методика непрерывного афереза также основана на разделении клеток с различными градиентами плотности в центрифуге.

Несмотря на потенциальный терапевтический эффект трансфузий донорских гранулоцитов, клиницисты долгое время сталкивались с серьёзными проблемами:

1.  Короткий период внутрисосудистой выживаемости гранулоцитов   

(приблизительно 6 часов)

2. Предшествовавшие трансфузии компонентов крови способствуют развитию аллоиммунизации, продукции анти-HLA-антител, что может привести к трансфузионным осложнениям и лимитировать количество гранулоцитарных доноров.

3. Низкая концентрация гранулоцитов у донора усложняет получение достаточного количества клеток для трансфузии.

Последний клинически важный этап развития терапии донорскими гранулоцитами начался в начале 90-х годов в связи с исследованиями влияния G-CSF на гемопоэз здорового человека [28]. После коммерциализации колониестимулирующих факторов (в 1992 году) стало возможным мобилизовывать значительно б(льшее количество гранулоцитов у здоровых доноров и получать их путём непрерывного цитафереза, не нарушающего эссенциальных функций гранулоцитов, что послужило причиной для нового всплеска энтузиазма по поводу лечебных трансфузий гранулоцитов. 

Современный подход к сбору клеток с применением цитокинов и гидроксиэтилированного крахмала в настоящее время используется широко во многих клинических центрах и позволяет использовать в качестве доноров гранулоцитарной массы даже детей, например, если они являются донорами костного мозга.





Современный подход.

В настоящее время показаниями для проведения терапевтических трансфузий больному донорских гранулоцитов принято считать:

Абсолютный уровень нейтрофилов у больного ниже 500/мм3 крови. [29, 49]

Наличие тяжёлой, лабораторно или клинически подтвержденной, бактериальной или грибковой инфекции.[5, 29, 49]

Невозможность контроля инфекционного процесса антибактериальными препаратами: сохранение фебрилитета, признаков  сепсиса (ознобы, нарушения общего состояния), персистенция очагов инфекции [5, 29, 49].

Неэффективная стимуляция гемопоэза больного ростовыми факторами.

Документированный качественный дефект нейтрофилов [5].

Эффективность трансфузий гранулоцитов при различных по этиологии и локализации инфекционных осложнениях достаточно высока. В качестве примера можно привести анализ результатов 30-ти исследовательских центров, в которых использовались трансфузии гранулоцитов (в комбинации с антибактериальной терапией) при тяжёлых бактериальных и грибковых осложнениях у больных с нейтропенией (Strauss R.) [62]. Полученные данные приведены в таблице 2. Согласно этим результатам, данные в пользу трансфузий гранулоцитов у пациентов с грибковыми осложнениями до сих пор не являются достаточно убедительными (эффективность по литературным данным составляет менее 30% [20]). Учитывая это, а также тот факт, что все-таки существует риск реактивации, недавно перенесённой грибковой инфекции у пациентов, получающих интенсивный курс химио- или химио-радиотерапии, некоторые центры предпринимают попытки использовать трансфузии гранулоцитов в профилактических целях для пациентов с нейтропенией, однако, пока ещё никто не решился оценить целесообразность и эффективность такой тактики в связи с тем, что до сих пор описывались лишь единичные исследования, не охватывающие большие группы пациентов[20, 50]. 

Таблица 2.

Эффективность трансфузий донорских гранулоцитов по результатам мультицентровых исследований (Strauss) [62].



Тип инфекционного процесса�Кол-во пациентов�Случаи разрешения инфекции��Септицемия�248�147 (59%)��           Грам-негативная�172�103 (60%)��           Грам-позитивная�18�16 (89%)��           Полимикробная�16�8 (50%)��           Грибковая�3�(��           Неясной этиологии�39�18 (46%)��Пневмония�45�23 (51%)��           Бактериальная�(�(��           Грибковая�9�1 (11%)��           Неясной этиологии�11�7 (64%)��Генерализованная инфекция�47�39 (83%)��Лихорадка неясной этиологии�85�65 (75%)��

В профилактических трансфузиях гранулоцитарной массы есть ряд отрицательных эффектов, часто подвергающих сомнению их целесообразность: 

Риск развития трансфузионных осложнений;

Риск передачи инфекционных заболеваний;

Переливание гранулоцитов от случайных доноров увеличивает риск появления антилейкоцитарных антител, что снижает терапевтический эффект проводимых трансфузий.

Исходя из этого, решение вопроса о применении профилактических трансфузий донорских гранулоцитов требует детального обсуждения в каждом конкретном случае.    

Потребность в трансфузиях гранулоцитов может появиться и у пациентов, не находящихся в нейтропении, но имеющих рефрактерную к терапии тяжёлую бактериальную или грибковую инфекцию на фоне качественного дефекта нейтрофилов, такого как хроническая гранулематозная болезнь [20, 32, 69]. Есть также публикации о применении трансфузий гранулоцитарной массы пациентам с дефицитом молекул адгезии лейкоцитов [14, 69]. Однако, опыт трансфузий гранулоцитов у пациентов с подобными патологиями в различных исследовательских центрах весьма противоречив. В принципе, идея замещения дефектных нейтрофилов функционально активными клетками имеет здравый смысл. Однако, риск аллоиммунизации и трансфузионно-ассоциируемые инфекции лимитируют их рутинное применение. Поэтому трансфузии гранулоцитарной массы таким  пациентам проводятся, в основном, при неконтролируемых жизнеугрожающих прогрессирующих грибковых инфекциях. Смысл же профилактических трансфузий у больных с различными формами дисфункции нейтрофилов отсутствует в связи с чрезвычайно коротким периодом циркуляции трансфузируемых гранулоцитов.





Трансфузии гранулоцитов у «негематологических» больных (в неонаталогии).

Ещё одна группа пациентов, у которых тяжёлые жизнеугрожающие инфекции могут протекать на фоне физиологической дисфункции нейтрофилов и прогрессирующей нейтропении, и которым проводятся попытки использования лечебных трансфузий гранулоцитов - это новорожденные. Использование такой терапии в неонаталогии получило признание лишь в некоторых клинических центрах [18, 64]. Новорожденные более чувствительны к бактериальным и вирусным инфекциям, чем дети старшего возраста, из-за незрелости защитных механизмов. В частности, помимо несовершенного цитоскелета, редуцирован хемотаксис нейтрофилов, отмечается анормальная экспрессия молекул адгезии ((2-интегринов и селектинов). У недоношенных новорожденных, кроме того, снижена фагоцитарная способность и активность системы «респираторного взрыва» [19, 65]. По этому, понятие «нейтропения» различается у новорождённых и пациентов более старшего возраста. В то время, как во второй группе пациентов трансфузии гранулоцитов используют, как правило, при концентрации нейтрофилов в периферической крови менее 500 х 109/l, вопрос об использовании концентрата гранулоцитов у новорожденных может обсуждаться даже при уровне нейтрофилов таком как 3,0 х 109/l. 

Однако, несмотря на то, что существуют данные, указывающие на эффективность лечебных трансфузий  гранулоцитов, они не получили широкого применения и вопрос об их использовании в неонаталогии по-прежнему вызывает множество споров. Причиной этого является отсутствие достаточно убедительных результатов в контролированных клинических исследованиях с большим числом наблюдений, высокая стоимость процедуры и имеющийся риск для реципиента [5, 66]. 



Подбор доноров.

Существуют определённые требования к подбору донора для афереза гранулоцитов. Поскольку гранулоцитарный концентрат «контаминирован» эритроцитами, остаются требования к совместимости донора и реципиента по антигенам ABO и Rh и, иногда, у несенсибилизированных реципиентов считается возможным ограничиться совместимостью по этим факторам.

Несовместимость по системе HLA может служить причиной посттрансфузионных осложнений различной тяжести, от банальных фебрильных реакций до развития респираторного дистресс-синдрома взрослого типа, в течении 24-48 часов после окончания трансфузий. За возникновение этих осложнений могут быть ответственны лейкоагглютинины, количество которых в плазме реципиента, увеличивается с количеством проводимых трансфузий гранулоцитов и степенью HLA-несовместимости с донором [36]. Кроме того, лейкоагглютинины часто, вызывая секвестрацию перелитых гранулоцитов, резко снижают эффективность проводимых трансфузий. Поэтому, идеальным подходом в этом случае является использование HLA-идентичных доноров, однако, в  реальных условиях, когда поиск таких доноров практически наверняка обречен на неудачу,  удовлетворительной альтернативой может стать использование гаплоидентичных родственников. 

Донор гранулоцитов может также являться донором костного мозга, такая пара «донор-реципиент» является наиболее предпочтительной.



Мобилизация

Для мобилизации гранулоцитов в настоящее время используются гранулоцитарный (G-CSF) или гранулоцитарно-макрофагальный (GM-CSF) колониестимулирующие факторы. После однократного применения G-CSF  удаётся, как правило, добиться 10-ти кратного повышения концентрации гранулоцитов (в среднем около 30 х 103/мм3) и этот эффект может быть еще более усилен глюкортикоидами [12, 63]. Аддитивный эффект комбинации G-CSF и глюкокортикоидов позволяет добиться наиболее высокого подъёма уровня гранулоцитов у донора по сравнению с другими методами мобилизации. Максимальное количество лейкоцитов в периферической крови определяется через 12 часов после применения G/GM-CSF [12, 46]. В качестве примера можно продемонстрировать результаты Liles W., полученные при исследовании различных методов мобилизации лейкоцитов у здоровых доноров (рис.2).
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Рисунок 2: Динамика изменения средней концентрации гранулоцитов у здоровых доноров после применения G-CSF и/или дексаметазона [46].



В настоящее время наиболее часто, по данным различных исследовательских центров, для мобилизации гранулоцитов у доноров используется G-CSF в дозе около  5 мкг/кг подкожно за 12 часов до афереза в комбинации с пероральным применением преднизолона в дозе 1 мг/кг/сут за 2-3 приёма или дексаметазона по 8 мг каждые 12 часов. 

Также есть данные об использовании одного преднизолона (без G-CSF) для стимуляции донорского лейкопоэза. Например, некоторые клиницисты используют внутривенно преднизолон в дозе 50-75 мг (при площади поверхности тела <1,75 м2) или 100 мг (>1,75 м2) за 2 часа до начала процедуры сбора клеток. Однако, концентрация гранулоцитов, по ряду данных [56], в крови у донора при применении G-CSF в среднем в 4 раза выше, чем при использовании одного преднизолона в качестве стимулятора. Количество же собранных ПМН в первом случае выше в среднем в 3,38 раза. 

G-CSF и GM-CSF, помимо усиления процессов созревания и дифференцировки клеток-предшественников зрелых форм гранулоцитов, обладают свойствами стимуляторов физиологической активности нейтрофилов (феномен прайминга) [1, 59]. Обширные данные исследований in vitro показывают, что бактерицидная активность полиморфонуклеарных клеток может быть усилена после применения G-CSF и GM-CSF. При этом важно подчеркнуть, что колониестимулирующие факторы увеличивают количество именно функционально активных клеток [1]. Феномен прайминга характеризуется способностью цитокинов усиливать «систему респираторного взрыва» для более сильного ответа на вторичную стимуляцию, а также синтез белков кислородонезависимого пути киллинга микроорганизмов [1, 55].

Кроме того, имеются данные о том, что ПМН клетки донора после стимуляции G-CSF экспрессируют б(льшее количество молекул адгезии (CD11b, CD14, CD18)[67, 76], что в свою очередь способствует усилению миграционной активности  нейтрофилов в очаги поражения [3]. Имеются сведения и о более высокой экспрессии Fc-рецепторов (CD32, CD64) на G-CSF-мобилизованных гранулоцитах [67].             

Трансфузируемые гранулоциты, собранные без применения ростовых факторов, имеют период полужизни около 6-ти и полностью не определяются после 24 часов [20]. После применения G/GM-CSF гранулоциты могут персистировать дольше без потери своих основных функциональных свойств. Это сопоставимо с рядом лабораторных данных, демонстрирующих, что цитокин-мобилизованные гранулоциты имеют б(льшую резистентность к апоптозу [15, 24, 25]. 

Использование для стимуляции лейкопоэза глюкокортикоидов приводит к ещё большему успеху и значительному пролонгированию выживаемости гранулоцитов [27, 44, 45].

В литературе описаны единичные случаи применения GM-CSF и IFN-gamma у доноров при выделении нейтрофилов [22, 24]. Такая комбинация может способствовать задержке апоптоза, что увеличивает продолжительность жизни нейтрофилов. Кроме того, назначение IFN-gamma способствует предохранению выделенных нейтрофилов от разрушения и, таким образом, пролонгирует период хранения концентрата гранулоцитов [42]. Также имеется ряд данных об усилении фагоцитарной активности нейтрофильных гранулоцитов, индуцированной применением IFN-gamma [1, 4, 23, 34].



 

Сбор гранулоцитов и их хранение

Для сбора гранулоцитов в настоящее время используют автоматические сепараторы клеток крови, такие как: COBE Spectra (COBE BCT, Inc, Lakewood, Colo), Baxter-CS-3000 (Baxter Health Corp, Deerfield, Ill) и др. Процедура длится 2-4 часа, в процессинге обрабатывается обычно 7 литров крови (по опыту  некоторых клиницистов 4,5-12 литров [20, 56]). Для профилактики цитратной токсичности используется комбинация низкодозного цитрата и гепарина.

Гранулоциты, полученные длительным непрерывным  центрифугированием, имеют нормальную морфологию и функциональную активность, однако, при длительном хранении их хемотактическая и фагоцитарная способность значительно снижаются [44, 52]. В настоящее время, учитывая современный подход к сбору гранулоцитов, с использованием для мобилизации ростовых факторов (G/GM-CSF) в сочетании с глюкокортикоидами, «Американская Ассоциация Банков Крови» (ААБК) рекомендует хранить полученный концентрат гранулоцитов не более 24 часов от окончания афереза при температуре 20-240С. Тем не менее, многие клиницисты, совершенно обоснованно, советуют проводить трансфузии гранулоцитов как можно раньше, предпочтительно в первые 6 часов от окончания афереза [40, 47].

К сожалению, в связи с невозможностью длительного хранения полученного продукта часто появляются дополнительные сложности, связанные с необходимостью срочного поиска и обследования, как правило, нескольких   доноров, а также иногда в связи отсутствием возможности получения терапевтически эффективных доз гранулоцитов. В связи с этим в период с середины 60-х - начале 80-х годов некоторые исследователи пытались на практике оценить терапевтическую эффективность трансфузий криоконсервированных лейкоцитов [5,9,37]. Имеется небольшой опыт использования такого продукта и круг пациентов, получивших эту терапию, довольно узок. Донорами гранулоцитов выступали, как правило, пациенты с ХМЛ. Полученную лейкомассу замораживали при -1960С. В качестве криопротекторов использовали глицерин, поливинилпиролидол (ПВП), диметилсульфоксид (ДМСО). Широкого применения этот метод так и не нашёл, хотя имеются литературные данные, свидетельствующие об эффективности таких трансфузий [5, 9]. В связи с трудоёмкостью и высокой дополнительной стоимостью получения криоконцентрата гранулоцитов, а также в результате появления новых современных методов мобилизации и сбора клеток целесообразность такой процедуры в настоящее время отсутствует.                  



Практические аспекты трансфузий гранулоцитов.

По данным «Американской Ассоциации Банков Крови» минимальной дозой гранулоцитов, необходимой для достижения клинического ответа, является 1 х 1010 клеток/м2 поверхности тела. По некоторым литературным сведениям, терапевтическим эффектом обладает концентрат гранулоцитов в дозе, как минимум, 3 х 108 клеток/кг массы тела[49]. Также встречаются данные о минимальной эффективной дозе гранулоцитов равной 1,5 х 108 клеток/кг[40]. Таким образом, вопрос о минимальной эффективной дозе по-прежнему остаётся открытым.

Теоретически у детей трансфузии гранулоцитов могут быть более эффективными, чем у взрослых, поскольку доза перелитых гранулоцитов на кг веса  у детей   выше, чем у взрослых - при одинаковом общем количестве перелитых клеток. В том случае, если количество собранных ПМН в одном лейкоконцентрате недостаточно для оказания терапевтического эффекта, некоторые клиницисты проводят повторный сбор и трансфузию гранулоцитов в тот же самый день [56].  

Важно помнить, что трансфузии гранулоцитарного концентрата не должны быть альтернативой проводимой базовой терапии инфекционных осложнений. Антибактериальные и противогрибковые препараты, факторы роста, внутривенные иммуноглобулины, и другая необходимая терапия должны быть продолжены в полном объёме. Одно исключение - это амфотерицин B, схему назначения которого необходимо модифицировать во время курса трансфузий гранулоцитов. Если пациенту показано проведение противогрибковой терапии, пауза между трансфузией гранулоцитарного концентрата и инфузией амфотерицина B должна составлять не менее четырёх-шести часов. Это требование основано на клинических наблюдениях, что одновременное применение обоих агентов часто сочетается с серьезными и нередко  жизнеугрожающими лёгочными осложнениями [20, 75].

Перед началом трансфузии концентрат гранулоцитов облучают в дозе 25 Грей для профилактики посттрансфузионной РТПХ. Облучение в такой дозе оказывает влияние только на свойства лимфоцитов. Нейтрофилы же сохраняют свою функциональную активность без изменений при облучении в дозах до 40 Гр [11, 35, 70]. 

Для трансфузий используют стандартную трансфузионную систему с фильтром (170-260() [40]. 

Для профилактики трансфузионных осложнений пациентам, получающим трансфузии гранулоцитов, обычно проводят премедикацию антипиретиками, антигистаминными препаратами, и, иногда, кортикостероидами. Трансфузии гранулоцитов переносятся пациентом лучше, если они проводятся более 1 - 2 часов. Если лихорадка и озноб всё же случаются (несмотря на проведённую премедикацию) уменьшение скорости трансфузии часто приводит к снижению вероятности таких осложнений. Трансфузии могут сопровождаться и судорожным синдромом, требующим назначение противосудорожных препаратов. Несмотря на вероятность различного рода побочных эффектов, трансфузии прекращаются лишь в случае возникновения серьёзных осложнений, таких как развитие острой дыхательная недостаточности [49].



Осложнения 

Осложнения у донора. 

Побочные реакции во время курса гранулоцитафереза у здоровых доноров отмечаются довольно редко. Из-за высокого уровня продукции ПМН клеток нейтропении у доноров не бывает. Однако, помимо гранулоцитов в продукт афереза попадает достаточное количество эритроцитов и тромбоцитов, а также забирается большой объём плазмы. Поэтому, после процедуры может отмечаться снижение уровня гемоглобина и количества тромбоцитов в периферической крови, особенно у тех доноров, у которых проведено несколько сеансов афереза за короткий период времени. Одна из частых проблем во время проведения сеанса афереза - это проявление цитратной «токсичности», связанной с критическим снижением ионизированного кальция в крови донора.

После применения G-CSF некоторые доноры предъявляют жалобы на боли в мышцах и костях, которые обычно хорошо снимаются ацетоминофеном, реже бывают головные боли, слабость и тошнота [51].

Кроме того, описана ещё одна редкая, но серьёзная проблема - устойчивый кожный зуд, появляющийся в результате применения гидроксиэтилированного крахмала. Встречается, как правило, у доноров, у которых проводится несколько следующих друг за другом процедур афереза [39].  



Осложнения у реципиента.

Во время трансфузий гранулоцитов возможно возникновение большинства осложнений, характерных для компонентной гемотерапии:

I Иммунологические осложнения:

Острый гемолиз;

Фебрильные реакции;

Аллергические реакции;

Лёгочные осложнения (РДС);

Реакция «трансплантат против хозяина».

II Неиммунологические осложнения:

Трансфузионно-ассоциированные инфекционные заболевания:

вирусный гепатит (HBV, HCV, HGV и другие);

ВИЧ (HIV-1/2);

Сифилис;

Т-лимфотропный вирус I и II типа (HTLV-I/II);

Цитомегаловирусная (CMV) инфекция;

другие

Метаболические нарушения:

Цитратная «токсичность»;

Изменение кислотно-основного состояния (КОС).



Наиболее серьёзными при трансфузиях гранулоцитов являются лёгочные осложнения, одна из классификаций которых представлена в таблице 3.

 

Таблица 3.

Классификация лёгочных осложнений при трансфузиях донорских гранулоцитов [31].

  

Типы реакций�Диагностические признаки�Клинические проявления��a.Лейкоагглю- тинация       





�Двусторонние, интерстициальные или альвеолярные инфильтраты, появля-ющиеся в процессе или через несколь-ко минут после окончания трансфузии гранулоцитов. �   Острый респира-  

   торный дистресс-

    синдром



��b.Секвестрация�Консолидация воздушного простран-ства лёгких, вызванная «вспышкой» до того не распознаваемых лёгочных инфекций. 

�    Острый респира-

    торный дистресс-

    синдром

��c.Реакции не-

   ясного генеза�Обычно неинфекционные инфильтраты, не проявлявшиеся до начала транс-фузий гранулоцитов.

�  Р-ции варьируют

  от тяжёлых до а-   

  симптоматических��d. Перегрузка   

    жидкостью�Двусторонние инфильтраты с карди-омегалией и быстрым ответом на диуретики.�  Р-ции варьируют

 от лёгких застой-

 ных проявлений до

  отёка лёгких.��

Из перечисленных в таблице осложнений, чаще всего приходится иметь дело с агглютинацией и секвестрацией перелитых гранулоцитов. Эти реакции, как правило, являются результатом несовместимости донора и реципиента по HLA-системе и проявляются по типу острого респираторного дистресс-синдрома. Кроме того, секвестрация перелитых гранулоцитов снижает их антимикробную активность. Риск развития лёгочных осложнений можно уменьшить назначением гидрокортизона в качестве премедикации. 

Лейкоагглютинация является, как правило, результатом активации комплемента за счёт презентирующих HLA-специфических антител или лейкоагглютининов в плазме донора или реципиента. И речь в данном случае идёт о синдроме «трансфузионно-ассоциированного острого лёгочного поражения» (TRALI) [43, 57, 73].  

Трансфузии гранулоцитов от CMV-позитивного донора CMV-негативному реципиенту способны привести к развитию CMV-инфекции, которая может стать фатальной для реципиента с Т-клеточным иммунодефицитом. Поэтому желательно проводить скриннинг крови донора и реципиента на наличие антител.

Метаболические нарушения при современном подходе к заготовке и трансфузии гранулоцитов редки. Однако, при переливании большого количества продукта, возможно проявление  как цитратной «токсичности», обусловленной депрессией ионизированного кальция цитратом (который используется в качестве антикоагулянта), так и нарушений кислотно-основного состояния (КОС). Естественно, что такие осложнения наиболее вероятны у детей младшего возраста в связи с большим количеством цитрата на килограмм массы тела (в особенности у детей с печёночной и/или почечной недостаточностью). Нарушения КОС могут проявляться как в виде ацидоза, так и алкалоза - это связано с высокой концентрацией цитрата и её последующим превращением в пируват и бикарбонат.

Грозным осложнением является посттрансфузионная реакция «трансплантат-против-хозяина», вероятность которой возрастает у иммунокомпроментированных больных [70, 74]. Поэтому, в качестве эффективного превентивного средства используется облучение полученного концентрата в дозе 25 Гр, что приводит к нарушению пролиферативной активности лимфоцитов, и не нарушает при этом функциональных свойств гранулоцитов, тромбоцитов и эритроцитов. 



Оценка эффективности трансфузий

Оценка эффективности трансфузий концентрата гранулоцитов представляет собой определённые трудности, так как подсчёт количества ПМН клеток после трансфузии (наиболее часто используемый тест) может оказаться недостоверным, - перелитые клетки довольно быстро покидают кровоток. Кроме того, по данным Strauss R.[67] использование G-CSF в качестве стимулятора донорского лейкопоэза приводит, как правило, к более низкому содержанию донорских лейкоцитов в сосудистом русле реципиента (по сравнению с использованием концентрата гранулоцитов от нестимулированного донора), что может быть связано с повышенной экспрессией молекул адгезии. В результате этого происходит активный транспорт лейкоцитов в ткани и, что немаловажно, высокоэффективная миграция в очаги воспаления и инфекции. Это подтверждают и результаты недавно опубликованной работы (Adkins D.) по сравнительному исследованию активности трансфузированных Indium111-меченных нейтрофилов [11, 30, 58].     

Таким образом, изменение клинического состояния больного ( главный показатель эффективности трансфузий гранулоцитов. 

Поэтому, такие критерии, как снижение или исчезновение температуры, купирование или положительная динамика  со стороны инфекционных осложнений являются наиболее важными и информативными при оценке эффективности такой терапии [5].

Трансфузии донорских гранулоцитов довольно широко используется во многих клинических центрах, но существует ещё ряд дополнительных вопросов, которые вызывают множество споров у клиницистов и исследователей - нет чётко сформулированных показаний к проведению такой терапии, отсутствует единое мнение об эффективности различных режимов мобилизации донорского лейкопоэза, по-прежнему есть разногласия в вопросах о адекватной дозе трансфузируемых гранулоцитов. Также открытыми остаются вопросы, касающиеся эффективности трансфузий гранулоцитов при различных по этиологии и тяжести инфекционных осложнениях и прогнозах проведения такой терапии.   

В настоящее время вопрос о целесообразности трансфузий донорских гранулоцитов иногда подвергается сомнению. Помимо риска развития ряда характерных посттрансфузионных осложнений, такие позитивные факторы как появление новых антибактериальных препаратов и активное внедрение в практику  ростовых факторов снизили в последние годы частоту использования этой терапии. Однако, по мнению Hume H.[38], рост смертности от инфекционных осложнений у потенциально курабельных больных в тяжёлой, но временной нейтропении, служит веским основанием для проведения терапии донорскими гранулоцитами [5, 38].











ГЛАВА 2. КЛИНИЧЕСКАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА ДОНОРОВ И ПАЦИЕНТОВ. МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ И ЛЕЧЕНИЯ.

2.1.	Выбор доноров, исследуемые протоколы мобилизации и афереза гранулоцитов.

В качестве доноров гранулоцитов выступали как родственники больных, так и  добровольные доноры. Одному ребёнку проводились трансфузии гранулоцитов, полученных от пациента с хроническим миелоцитарным лейкозом в хронической фазе заболевания с гиперлейкоцитозом, не получавшего в этот период цитостатической терапии. Эта пара «донор/реципиент» впоследствии будет рассматриваться отдельно от основной исследуемой группы.  Всего в исследование включено 87 человек - 86 здоровых доноров и один больной ХМЛ. Каждому здоровому донору проведено от одного до четырёх, а донору с ХМЛ – 10 последовательных сеансов цитафереза. Нескольким донорам повторные сеансы проводились с интервалом от 2 дней до нескольких месяцев (при повторных курсах трансфузий). Данные по донорам приведены в таблице 4.



Таблица 4.

Характеристика доноров.



Возраст          медиана – 34 года (15 – 44 года)

Пол                 63 м./24 ж.

Масса тела     медиана – 70 кг (50 - 110 кг)��

Большинство доноров (80 человек) были совместимы с
 реципиентами по группе крови, а
 остальные (7 человек) имели «малую» несовместимость (т.е. несовместимость плазмы донора и эритроцитов реципиента) (табл.5).



Таблица 5.

Классификация доноров и характеристика в зависимости от совместимости по группам крови.

�Здоровые доноры ����Совместимость по АВО�родственники

пациентов�добровольные доноры�Доноры с ХМЛ�Всего��Одногруппные �14�65�1�80��Разногруппные�1�6�--�7��Всего�15�71�1�87��

Перед аферезом каждому донору проводилось стандартное обследование, как и любому донору компонентов крови:

общий анализ крови

биохимический анализ крови

анализ крови на группу крови и резус-фактор

кровь на ВИЧ

кровь на RW

кровь на маркёры гепатитов В и С. 

Мобилизация клеток у здоровых доноров проводилась посредством применения гранулоцитарного (G-CSF) или гранулоцитарно-макрофагального (GM-CSF) колониестимулирующих факторов. В качестве источников колониестимулирующих факторов использовались следующие препараты: 

«Граноцит» - Rh(ne-Poulenc Rorer (№007163, 22.03.96) - 263 мкг

«Нейпоген» - F.Hoffmann-La Roche (№005202, 02.08.94) - 300 мкг

«Лейкомакс» - Novartis Pharma (№002487, 27.05.92) - 400 мкг    

Для мобилизации гранулоцитов у здорового донора использовался следующий протокол:

G-CSF («Граноцит» или «Нейпоген») или GM-CSF («Лейкомакс») - 1 флакон (263, 300 или 400 мкг соответственно), п/к 1 раз в день за 12 часов до афереза.

Преднизолон 0,5 мг/кг или дексаметазон 8 мг - per os за 12 и за 2-3 часа до афереза.  

Особенности протоколов мобилизации у различных доноров перед курсом цитафереза представлены в таблице 6.



Таблица 6.

Использовавшиеся протоколы мобилизации донорского лейкопоэза.



Методика мобилизации �Количество доноров��G-CSF+Pred�15��G-CSF+Dexa�74��GM-CSF+Pred �1��GM-CSF+Dexa�3��

Последняя инъекция G/GM-CSF проводилась накануне последнего сеанса цитафереза. 


Сбор гранулоцитов осуществлял
с
я
 на автоматическом сепараторе клеток крови (АСКК) CS-3000 PLUS «BAXTER». В качестве эритроцитарного седиментационного агента для цитафереза использовались растворы гидроксиэтилированного крахмала: HAES-STERIL 6% или 10% - Fresenius (№002541, 02.07.92), или INFUKOLL HES 6% - Serum-Werk Bernburg (№007141, 12.03.96). Рабочие параметры процедуры приведены в таблице 7.



Таблица 7.

Использовавшиеся параметры процедуры для проведения цитаферезов.



Программа                                                         «Granulocyte collection»

Разделительная камера                                      GRANULO

Камера заготовки                                               А-35

Скорость потока цельной крови                       50 мл/мин

Соотношение потоков ЦК : HES/цитрат          13:1 

Скорость центрифугирования                           1000 об/мин

Смещение детектора интерфейса                      15

Конечный объём «обработанной» крови       7000 мл 

��

Для профилактики посттрансфузионной РТПХ перед трансфузией гранулоцитарного концентрата его облучали в дозе 25-30 Грей. Для этих целей использовался аппарат «Агат-Р» (источник - Со66, мощность дозы - 2 Гр/мин) в НИИДХ (зав.отд. д.м.н. Щербенко О.И.). 







2.2.	Характеристика пациентов, показания и методика проведения трансфузий гранулоцитов.



Начиная с мая 1995 по март 2001 года в различных отделениях РДКБ трансфузии гранулоцитарной массы применялись у 20-ти детей. 



Таблица 8.

Характеристика пациентов, включённых в исследование.

_____________________________________________________________________

Количество пациентов                                                    20

Количество курсов трансфузий                                     23

Пол: мал./дев.                                                                  13/7

Возраст (медиана)                                                         2-15 (7)

Основное заболевание:

АА                                                                             12

ОМЛ                                                                           3

ЮХММЛ                                                                   1 

В-ОЛЛ                                                                       2

ХГБ                                                                            1

КАЛ                                                                           1

Терапия основного заболевания:

алло ТКМ 				                     4  

ауто ТКМ 				                     2

ИСТ                                                                         12

стандартная ХТ                                                        4

Без специфической  терапии                                   1

Количество дней от начала инфекционных                6-78 (22)           

осложнений до начала трансфузий (медиана)

Количество дней от назначения G-CSF до                  2-52 (14)

начала трансфузий (медиана)

Количество трансфузий за курс (медиана)                 2-38 (5) 

Клинический контекст:

Сепсис                                                                        15         

Сепсис+признаки органной дисфункции                  8

_____________________________________________________________________



Было проведено 210 лечебных трансфузий донорских гранулоцитов 20-ти больным в возрасте 2-15 лет (медиана 7 лет), трое из которых получили по два курса трансфузий, остальные - по одному. Таким образом, всего проведено 23 курса трансфузий донорских гранулоцитов. В исследование включались все пациенты, получавшие трансфузии гранулоцитов в соответствии со следующими показаниями:

Абсолютный уровень нейтрофилов ниже 500/мм3 крови или документированный качественный дефект нейтрофилов.

Тяжёлая, лабораторно или клинически подтвержденная, бактериальная или грибковая инфекция.

Невозможность контроля инфекционного процесса антибактериальными препаратами: сохранение фебрилитета, признаков  сепсиса (ознобы, нарушения общего состояния), персистенция очагов инфекции, органная дисфункция (табл. 9).

Неэффективная стимуляция гемопоэза ростовыми факторами.

Таблица 9.

Критерии органной дисфункции (Vincent J.-L. 1996)[72].

Общ. билирубин > 20 мкмоль/л

Креатинин > 110 мкмоль/л или диурез < 1 мл/кг/час

Насыщение гемоглобина артериальной крови кислородом (SаO2) < 95 %

     4. Среднее артериальное давление на 20 мм рт. ст. ниже возрастной нормы      ��

Все пациенты (кроме одного больного с ХГБ - наблюдение 13) находились в агранулоцитозе. Каждый из них имел признаки инфекционного процесса в виде лихорадки неясного генеза, очагов инфекции (пневмония, парапроктит, энтероколит, стоматит и т.д.) или сепсис-синдрома. Характеристика осложнений  представлена в таблицах 10, 11.



Таблица 10.

Характеристика инфекционных патогенов у исследуемых пациентов.



Инфекционный патоген�Количество курсов трансфузий��Грибковая инфекция

         Aspergillus spp.

         Candida spp.�

9

4��Грибково-бактериальная инфекция

          St.Maltophilia/Aspergillus�



1��Бактериальная инфекция

          Грам(-)�

1��Инфекция невыясненной этиологии�

8��

Все пациенты получали терапию антибиотиками широкого спектра действия и амфотерицином B и все, кроме троих (наблюдения 1,6,13), терапию ростовыми факторами.

Таблица 11.

Клинический статус пациентов и показания к трансфузиям гранулоцитов.



№�П-т�Возр�Основной

диагноз�Показания к трансфузии гранулоцитов�Кол-во дней  от  дебюта инф. Осложнений до  ������Характеристика процесса�Возбудитель�1-й трансфузии��1�Бй.Д�6лет�АА.�Сепсис�X.Maltophilia (кровь)�78������Грибковая пневмония�Aspergillus���2�Г.Д.�14лет�ОМЛ (ауто-ТКМ) �Сепсис

энтероколит�Candida�35��3�П.Л.�10лет�А.А. (алло-ТКМ)�Грибковая пневмония �Aspergillus�26 ��4�А.В.

�2года�А.А.

�Cепсис

парапроктит�Грам (-) �8��5�Д.Д.�14лет�А.А.�а�ЛНЭ�Н.Э. �28������б�Сепсис�Aspergillus�24��6�П.Р.�2года�ХММЛ�Сепсис, шок, РДС�Н.Э.�19��7�К.И.�4года�В-ОЛЛ�Сепсис�Н.Э.�10��8�Бв.Д�15лет�ОМЛ (алло-ТКМ)�Сепсис �Candida�65��9�Г.В.�7лет�А.А.�Сепсис �Aspergillus�14��10�Х.О.�5лет�А.А. (алло-ТКМ)�Сепсис, энтероколит�Сandida.�24��11�М.Л�7лет�А.А.�а�Сепсис, некротический стоматит�Н.Э.�6������б�Сепсис,  �Aspergillus flavus�12��12�Н.Д.�3года�А.А.�Сепсис,  �Aspergillus flavus�16��13�БК�15лет�ХГБ� Сепсис�Н.Э.�38��14�К.О.�3года�АА�а�Очаги в лёгких �Н.Э.�7������б�Грибковая пневмония�Aspergillus�9��15�Н.Н�5лет�АА�Грибковая пневмония�Aspergillus�7��16�М.М�14лет�А.А.�Cепсис, энтероколит, пневмония�Н.Э.�22��17�Я.М.�11лет�В-ОЛЛ�Грибковая пневмония�Aspergillus�14��18�Б.М.�11лнт�ОМЛ(М2)�Сепсис � �30������Некротичекое поражение мягких тканей лица  �Aspergillus flavus���19�Ч.Т.�12лет�АА(алло-ТКМ)�Пневмония�Н.Э�11��20�Ш.П.�6лет�КАЛ (ауто-ТКМ)�Сепсис �Н.Э.�2��

Перед каждой процедурой проводилась премедикация пациента антипиретиками, антигистаминными препаратами и кортикостероидами. Для трансфузии использовалась стандартная трансфузионная система с фильтром 170-260(. Если в качестве противогрибковой терапии пациент получал амфотерицин B, то пауза между ним и гранулоцитарным концентратом составляла 4-6 часов. В остальных случаях трансфузии гранулоцитов проводились так скоро, как только это было возможно после окончания афереза. Интервал между переливаниями составлял  24 часа. Исключением являлся один пациент (наблюдение 18), которому 14 трансфузий (из 31-й) были проведены с интервалом 12 часов.  











ГЛАВА 3.  ОЦЕНКА ЭФФЕКТИВНОСТИ ИСПОЛЬЗУЕМЫХ МЕТОДОВ ЗАГОТОВКИ ГРАНУЛОЦИТОВ И РЕЗУЛЬТАТЫ ПРОВОДИМЫХ ТРАНСФУЗИЙ. 



3.1.	Результаты обследования доноров и исследования продуктов цитафереза.

Всего в исследование были включены 86 здоровых доноров и 1 донор с ХМЛ.

Здоровые доноры.

Средняя доза  G/GM-CSF для мобилизации лейкопоэза у здорового донора составила 4,55(1,46 мкг/кг/сут (разброс от 2,73 до 10,0). Количество лейкоцитов в крови доноров перед аферезом колебалось в пределах от 11,4 х 109/л до 80,4 х 109/л (в среднем 35,6(13,5 х 109/л), а гранулоцитов - от 10,7 х 109/л до 77,2 х 109/л (в среднем 31,5(11,0 х 109/л), это позволяло рассчитывать на получение достаточного количество клеток для трансфузии.

У 9-ти доноров на фоне назначения G-CSF отмечались боли в костях и повышение температуры до субфебрильных цифр, что не требовало дополнительной терапии, кроме обезболивания парацетамолом.

Во время процедуры афереза в 15 случаях отмечались признаки цитратной «токсичности» (ощущение холода, озноб, чувство онемения конечностей и т.д.), котор
ые успешно купировали
сь посредством назначения глюконата кальция.    

Каждому из здоровых доноров во время курса трансфузий было проведено от 1 до 4 последовательных сеансов гранулоцитафереза. Нескольким донорам повторные сеансы проводились с интервалом 2-10 дней.  Количество гранулоцитов за 1 аферез составило 0,14 х 109 - 54,9 х 109 (в среднем 10,9(8,96 х 109). Данные по эффективности мобилизации и результатам афереза представлены в таблице 12.

Таблица 12. 

Эффективность мобилизации лейкопоэза у доноров и результаты цитаферезов.



№�П-т�До-нор�G/GM- CSF�L-цитоз х109/л (гранулоц. х109/л )�Кол-во полученных грану-лоцитов за 1 аферез х109)   �����мкг/кг�1-й

 аферез�2-й

 аферез�3-й

 аферез�4-й аферез�1-й аф-з�2-й аф-з�3-й аф-з�4-й аф-з��1�Бй.Д.�отец�3,3�33,8(32,1)�27,0(24,6)�35,3(32,1)��4,0 �7,0�10�����Х.А.�Н.д�42,0(40,3)�39,0(39,9)�42,0(39,0)��13,0�9,4�8,6���2�Г.Д.�мать �6,25�53,0(48,8) �66,0(Н.д)�68,0(Н.д)��15,0 �3,6�2,4���3�П.Л.�М.А.�Н.д�37,8(36,3)����5,8 �������мать�8,5�31,3(25,7) �67,5(Н.д)�Н.д(Н.д)�Н.д(Н.д)�Н.д�Н.д�Н.д�Н.д��4�А.В.�бабуш�3,75�36,6(34,8) �38,8(37,6)���0,3�0,75������С.А.�3,5�11,4(10,7) �16,8(15,8)�15,4(14,2)��3,08 �2,55�1,8�����Р.В.�6,7�Н.д(Н.д) �30,7(29,2)�25,1(23,3)��18,0�25,1�5,6���5�Д.Д�а�мать�4,8�22,8(Н.д), �Н.д(Н.д)���Н.д�Н.д�������брат�4,47�40,7(15,9) �Н.д(Н.д),�Н.д(Н.д)��Н.д�Н.д�Н.д�����б�мать�4,8�50,3 (47,8) �44,8(42,1)�45,5 (42,8)��4,2�6,2�Н.д.������брат�4,47�37,7(35,6) �31,1(30,1)�51,4(46,3)�48(43,2)�12,2�7,8�8,4�6,6�����мать�4,8�80,4 (77,2) �68,8(63,3)���Н.д�Н.д����6�П.Р.�мать�Н.д�64.0(Н.д) �Н.д(Н.д)���Н.д�Н.д����7�К.И.�отец�Н.д�Н.д(Н.д)�Н.д(Н.д)���4,41�Н.д.����8�Бв.Д.�брат�Н.д�Н.д(Н.д)�Н.д(Н.д)���Н.д�Н.д����9�Г.В.�В.В.�Н.д�Н.д(Н.д)�Н.д(Н.д)�Н.д(Н.д)��11,3  �Н.д�15,8�����Т.В.�Н.д�Н.д(Н.д)�Н.д(Н.д)�Н.д(Н.д)��Н.д�Н.д�Н.д�����З.В.�Н.д�Н.д(Н.д)�Н.д(Н.д)�Н.д(Н.д)��Н.д�Н.д�Н.д�����М.Г.�Н.д�Н.д(Н.д)�Н.д(Н.д)�Н.д(Н.д)��Н.д�Н.д�Н.д�����Л.П.�Н.д�Н.д(Н.д)�Н.д(Н.д)�Н.д(Н.д)��Н.д�Н.д�Н.д�����Ч.А.�Н.д�Н.д(Н.д)�Н.д(Н.д)�Н.д(Н.д)��Н.д�Н.д�Н.д�����C.В.�Н.д�Н.д(Н.д)�Н.д(Н.д)�Н.д(Н.д)��5,1�4,9�Н.д�����Д.В.�Н.д�Н.д(Н.д)�Н.д(Н.д)���3,1 �Н.д.������Г.А.�Н.д�Н.д(Н.д)�Н.д(Н.д)�Н.д(Н.д)��Н.д �10,1�Н.д.�����Б.А.�Н.д�Н.д(Н.д)�Н.д(Н.д)���36,3 �Н.д.����10�Х.О.�сест.�Н.д�31,0(27,0) �Н.д(Н.д)�Н.д(Н.д)��5,6�Н.д�Н.д���11�МЛ�а�мать�  Н.д�39,3(37,7) �41,8(39,7)�37,0(35,2)��16,6�4�5,6�����б�мать�Н.д�Н.д(Н.д)�Н.д(Н.д)�Н.д(Н.д)��4,2�3,2�3,0���12�Н.Д.�мать�Н.д�23,1(22,0) �27,6(24,0)���Н.д�0,15������О.И.�Н.д�Н.д(Н.д)�Н.д(Н.д)���7,9�5,2������С.З.�Н.д�Н.д(Н.д)�Н.д(Н.д)���10,4�1,8����13�Б.К.�мать�10,0�23,9(22,0) �26,6(22,9)�41,2(37,9)��13,2�4,8�6,1���14�К.О�а�А.К.�4,3�49,9(47,4) �Н.д(Н.д)�Н.д(Н.д)��27,4�Н.д�Н.д�����б�Ф.И.�3,5�31,5(30,2) �25,6(24,3)�25,3(24,3)�38,7(35,6)�29,7�1,6�5,3�4,0�����З.А.�Н.д�Н.д(Н.д) �Н.д(Н.д)�31,2(29,6)��39,9�4,6�2,9������М.Ю�4,0�Н.д(Н.д)�Н.д(Н.д)�Н.д(Н.д)��20,1�4,0�2,4������К.Е.�3,2�Н.д(Н.д) �37,4(34,8)���24,1�14,9�������Д.А.�5,0�31,8(29,3) �38,9(37,0)�45,4(41,3)��11,5�6,7�8,3������Б.О.�5,0�45,8(40,8) �47,5(40,9)�51,6(46,4)��8,0�5,4�2,7���15�Н.Н.�См. Следующую таблицу                 ��16�М.М.�К.Х.�6,8�31,0(27,9) �Н.д(Н.д)���23,3�11,2������К.У.�3,75�Н.д(Н.д) �28,7(26,5)���23,5�9,6������Т.Д.�4,7�21,6(19,9)  �Н.д(Н.д)�41,6(38,7)��5,6�5,8�6,9�����Д.Е.�4,0�24,3(22,6) �Н.д(Н.д)�Н.д(Н.д)��15,6�6,8�9,5�����Ц.Д. �4,0�29,0(27,3) �42,6(39,6)�Н.д(Н.д)��20,9�9,8�9,12�����И.Х.�Н.д�Н.д(Н.д)�Н.д(Н.д)�Н.д(Н.д)��Н.д�Н.д�Н.д�����Я.А.�3,75�Н.д(Н.д) �31,5(30,0)�32,8(29,5)��14,5�9,5�8,3�����С.Х.�Н.д�19,3(17,4) �Н.д(Н.д)�Н.д(Н.д)��5,1�2,0�5,4�����А.М.�4,1�30,4(28,6)�43,0(40,9)�35,4(33,3)��8,0�9,6�7,5�����Г.Х.�Н.д.�Н.д(Н.д) �22,1(19,9)�Н.д(Н.д)�Н.д(Н.д)�18,8�7,8�8,0�10,4����Б.О.�6,0�40,1(38,5) �Н.д(Н.д)�Н.д(Н.д)��3,7�1,6�1,8�����Т.В.�4,3�21,3(18,7) �Н.д(Н.д)�21,8(18,3)��4,3�2,4�2,6�����Б.М.�4,3�Н.д(Н.д)�48,2(44,8)�Н.д(Н.д)��23,6�15,1�7,6���17�Я.М.�отец�2,73�31,7(30,8)�30,6(29,7)�39,9(37,5)��54,9�17,7�16,2�����Ц.С.�Н.д.�25,8(23,2)����11,6�����18�Б.М.�С.М.�3,61�28,7(26,6)�37,0(34,2)�33,8(29,7)��43,2�11,6�9,6�����В.�Н.д.�24,2(23,0)����9,4�������Г.А.�Н.д.�Н.д(Н.д)�Н.д(Н.д)�32,3(24,7)��Н.д�Н.д�4,3�����В.�Н.д.�28,5(27,2)����Н.д�������Д.С.�Н.д�23,6(22,3)����12,3�������М.�3,61�Н.д (Н.д)����Н.д�������В�4,0�Н.д(Н.д)����11,8�������М.�4,41�Н.д(Н.д)����7,89�������Д.�Н.д.�28,8(27,0)����27,7�������Б.А.�2,9�24,1(22,7)����31,5�������Д.�Н.д.�15,5(15,0)����18,5�������К.�Н.д.�41,1(38,6)����13,3�������Э.�Н.д.�27,7(26,0)����19,3�������М.А.�Н.д.�16,5(15,3)����13,1�������Б.�3,33�29,8(26,8)����14,8�������Д.С.�Н.д.�50,8(48,3)����41,8�������К.�Н.д.�47,0(41,8)����Н.д.�������Я.С.�Н.д.�26,8(25,7)����21,8�������Т.�Н.д.�15,0(13,8)����Н.д.�������Я.�Н.д.�26,0(24,7)����4,0�������З.�Н.д.�36,5(33,9)����13,1�������Х.�Н.д.�79,9(58,3)����9,6�������Т.�Н.д.�25,9(24,1)����6,2�������Д.�Н.д.�24,5(22,1)����15,3�������Ж.М.�4,0�30,1(28,7)����49,1�������И.М.�3,8�23,1(20,6)����10,2�������К.З.�3,33�29,1(28,2)����64,4�����19�Ч.Т.�Нет данных��20�Ш.П.�Ч.�4,64�Н.д(Н.д)�Н.д(Н.д)���3,2�Н.д.������отец�5,7�Н.д(Н.д)�Н.д(Н.д)�Н.д(Н.д)��21,3�17,3�8,3���



Донор с ХМЛ.

Донору с ХМЛ было проведено 10 последовательных сеансов цитафереза с интервалом 24 часа. Количество лейкоцитов в крови донора перед аферезом составляло 271,0 х 109/л - 371,5 х 109/л (в среднем 300,23 ( 36,2 х 109/л), а гранулоцитов - от 206,0 х 109/л до 308,3 х 109/л (в среднем 246,45 ( 40,1 х 109/л). Количество гранулоцитов, полученных за 1 аферез, составляло 22,0 х 109/л - 104,8 х 109/л (в среднем 48,1 + 27,9 х 109/л). Данные, полученные при исследовании донора с ХМЛ, представлены в таблице 13.



Таблица 13. 

Характеристика гемограммы и продукта цитафереза донора с ХМЛ.



№�П-т�Донор�Кол-во аферезов�№ афереза�L-цитоз х109/л 

(гранулоц. х109/л )�Кол-во гранулоцитов за 1 аферез (х109)��16�Н.Н.�М.Е.�10�1�371,5(308,3)�104,8������2�280,4(210,0)�55,0������3�300,0(264,0)�57,6������4�288,5(223,6)�32,5������5�271,0(206,0)�75,9������6�Нет данных�23,5������7�Нет данных�22,0������8�Нет данных�33,0������9�290,0(266,8)�28,6������10�Нет данных�Нет данных��

3.2.	Результаты обследования пациентов и клиническая эффективность проводимого лечения.

Было проведено 23 терапевтических курса трансфузий гранулоцитов (всего 210 трансфузий) 20-ти пациентам.  Каждый пациент получил за курс от 2 до 38 (медиана - 5) трансфузий. Однократная доза гранулоцитов была (0,1 - 47,7) х 108/гранулоцитов на килограмм веса реципиента (средняя 5,07 х 108/кг). 

У 13-ти пациентов была предпринята попытка сравнить концентрацию лейкоцитов в периферической крови до и через 24 часа после проведённой трансфузии гранулоцитов (табл. 14).



Таблица 14. 

Содержание лейкоцитов в периферической крови пациентов до и после трансфузии гранулоцитов.

№�Пациент�L-цитоз (х109/л) до трансфузии�Доза гранулоцитов

(х 108/кг)�L-цитоз (х109/л) через 24 часа после трансфузии��1�Бй.Д.�0,4�5�0,6����0,6�3,5�0,9����0,9�2�0,6����0,4�6,5�0,6����0,6�4,3�0,2��2�Г.Д.�0,05�3,75�0,1����0,1�0,9�0,1����0,1�0,6�0,05��3 �П.Л.�0,5�2�0,4��4�А.В.�0,6�0,5�1,5����2,6�1,2�1,8����1,7�12,0�2,1����2,1�16,7�1,3����1,3�3,7�1,6��5�Д.Д.�0,3�0,36�0,3����0,1�2�0,1����0,1�1,56�0,1��8�Бв.Д.�0�3,2�0,3��9�Г.В.�0,4�1,6�0,5��10�Х.О.�0�2,8�1,1��11�М.Л.�0,3�5,2�1,1��12�Н.Д.�0,4�0,1�0,1��14�К.О.�0,5�14,85�0,3����0,3�2,3�0,5����0,4�7,43�0,7��15�Н.Н.�0,3�47,7�0,3����0,3�25,0�0,5����0,5�26,2�0,4����0,4�14,75�0,5����0,5�34,5�0,8��16�М.М.�0,5�5,5�0,3����0,2�5,9�0,7����0,2�6,7�0,2��

По нашим данным прирост гранулоцитов после трансфузии был либо незначительным, либо отсутствовал. Какой-либо корреляции между дозой трансфузированных клеток и степенью их количественного повышения в крови реципиента не зарегистрировано. 

Основными критериями, которыми мы руководствовались при оценке клинической эффективности трансфузий гранулоцитов, являлись снижение или исчезновение температуры, купирование или положительная динамика со стороны инфекционных осложнений (табл.15).

 

Таблица 15

Характеристика количества, осложнений и эффективности проводимых трансфузий у пациентов.







 

№�П-т

�Количес-тво транс-фузий�Дозы грану-лоцитов      

(среднее)�Трансфузионные осложнения�Клинический эффект

(Если пациент умер от инфекционных ос-

ложнений, то на какой день от начала курса)��1�Бй.Д

�6�2.0-6.5х108/кг

(4.3х108/ кг)�Лихорадка�Временное улучшение  состояния. 

(смерть на  28-й день)��2�Г.Д.



�3�0.6-3.8х108/кг

(1.75х108/ кг)�Головная боль,

 рвота, посттрансфуз.

РТПХ  IV ст.�Отсутствие эффекта

(смерть на 57-й день) ��3�П.Л.

�5�Нет данных

(2х108/ кг)�РДС�Отсутствие эффекта

(смерть на 13-й день)��4�А.В.

�8�0.2-16.7х108/кг

(4.75 х108/кг)�НЕТ�Отсутствие эффекта

(смерть на 30 день)��5�Д.Д.   а�5�Нет данных�НЕТ�Улучшение самочувствия, снижение  to���          б�9�1.0-2.9х108/кг 

(1.8 х108/ кг)�Лихорадка, 

РДС�Отсутствие эффекта

(смерть на 18-й день)��6�П.Р.�2�Нет данных�НЕТ�Хорошая положительная динамика, повыш. SаO2, снижение to, стабил. АД . Смерть от ХММЛ��7�К.И.�2�Нет данных

(3х108/ кг)�НЕТ�Разрешение инфекции��8�Бв.Д

�2�Нет данных

(3.2х108/ кг)�НЕТ�Отсутствие эффекта

(смерть на 53-й день)��9�Г.В.

�28�1.0-11.3 х х108/кг

(4.36х108/ кг)�Лихорадка,  

РДС�Временное снижение to,  парциальная динамика со стороны некрозов.

 (смерть на 41день) ��10�Х.О.

�3�Нет данных

(2.8х108/ кг)�НЕТ�Отсутствие эффекта

(смерть на 34-й день)��11�М.Л  а

�3�0.8-5.54 х108/кг

(2.58х108/ кг)�НЕТ�Хороший положительный  эффект, снижение tо,  уменьшились, а затем исчезли некрозы.���         б�3�0.92-1.32 х х108/кг

(1.08х108/ кг)�НЕТ�Временное сниж.to и  улучшение самочувствия

(смерть на 49-й день)��12�Н.Д.�6�0.1-7.4 х108/кг

(3.6х108/ кг)�НЕТ�НЕТ

(смерть на 30-й день)��13�БК�3�1,4-3,37 х108/кг

(2,19 х108/кг)�Лихорадка�НЕТ��14�К.О. а�3�4,4-14,4 х108/кг

(8,77 х108/кг)�пальмарная эритема�Разрешение инфекции���         б�18�0,8-19,9 х108/кг

(5,45 х108/кг)�НЕТ�Временное снижение to и  улучшение самочувствия

(смерть на122-й день)��15�Н.Н�10�10-47,7 х108/кг

(21,87 х108/кг)�НЕТ�Полное разрешение инфекции��16�М.М�38�0,47-6,7 х108/кг

(2,99 х108/кг)�Лихорадка,  гемолиз

при переливании раз- ногруппных гран-тов �Временная положительная динамика

(смерть на 58 день)��17�Я.М.�4�3,1-14,8 х108/кг

(6,74 х108/кг)�НЕТ�Нет эффекта

(смерть на 8 день)��18�Б.М.�31�1,35-14,4 х108/кг

(4,93 х108/кг)�НЕТ�Временная положительная динамика в начале курса: (одышки, ( SаO2

В дальнейшем прогрессия инфекционного процесса 

(смерть на 28  день)��19�Ч.Т.�13�н.д.�НЕТ�Полное разрешение инфекции��20�Ш.П.��1,9-11,8 х108/кг

(6,98 х108/кг)�НЕТ�Временное снижение to 

(смерть на 22 день)��

Клинический эффект в виде разрешения очагов, снижения температуры и редукции инфекционного процесса был достигнут в 14 случаях (60,9%): в 10 случаях у пациентов с апластической анемией, и по одному у детей с ХММЛ, В-ОЛЛ, ОМЛ и крупноклеточной анапластической лимфомой (Т-вариант).   

Полностью инфекционный проце
сс был купирован в 7-ми случаях
 
(
30,4%
)
 (наблюдения 5а, 6, 7, 11а, 14а, 15, 19), в пяти из которых (наблюдения 7, 11а, 14а, 15, 19) трансфузии гранулоцитов были назначены в самые ранние сроки от появления первых признаков инфекционных осложнений
:
 у двух пациентов (наблюдения  7, 15)
 
-
 на 10-й день, и у трё
х (наблюдения 11а, 14 а и 19) - на 6-й, на 7-й и на 11-й дни (соответственно). 


Только у трё
х пациентов в группе больных с полным ответом на проводимую терапию отмечалось восстановление нормального уровня собственных лейкоцитов крови и в настоящий момент они живы. У остальных четырёх из семи детей в этой группе терапевтический эффект оказался временным и дети умерли в сроки от 32 до 131 дня (от начала сепсиса или ЛНГ) от прогрессии инфекционных осложнений на фоне сохраняющегося агранулоцитоза (кроме одного пациента, у которого смерть наступила от прогрессии основного заболевания). 

В 39,1% случаев лечебных трансфузий гранулоцитов необходимого терапевтического эффекта достигнуто не было: в 5-ти случаях у пациентов с апластической анемией, в двух у больных с ОМЛ, у больного с ХГБ и у одного пациента с В-ОЛЛ.

Эффективность проводимых трансфузий в зависимости от этиологии инфекционных осложнений представлена в таблице 16.

Таблица 16.

Эффективность трансфузий гранулоцитов в зависимости от этиологии инфекционного процесса.

�Положительный эффект�Отсутствие �Всего���Полный эффект�Парциальный эффект�эффекта���Aspergillus spp.�1�5�4�10��Candida spp.���3�3��St.Maltophilia/Aspergillus��1��1��Грам(-)���1�1��ИНЭ�6�1�1�8��Всего�7�7�9�23��







Среднее количество перелитых за курс гранулоцитов колебалось в пределах от 1,08 х 108/ кг до 21,87 х 108/ кг веса реципиента. Данные по количеству пациентов, а также о влиянии дозы гранулоцитов на эффективность проводимого лечения представлены в таблице 17.



Таблица 17.

Характеристика эффективности проводимых трансфузий в зависимости от дозы гранулоцитов.



Положительный эффект�Отсутс
т
вие эффекта��полный�парциальный���наблю-дение №�средняя доза гранулоци-тов за курс (х108/кг)�наблю-дение №�средняя доза гранулоци-тов за курс (х108/кг)�наблю-

дение №�средняя доза гранулоцитов за курс (х108/кг)��5а�н.д.�1�4,3�2�1,75��6�н.д.�9�4,36�3�н.д.��7�3,0�11б�1,08�4�4,75��11а�2,58�14б�5,45�5б�1,8��14а�8,77�16�2,99�8�3,2��15�21,87�18�4,93�10�2,8��19�н.д.�20�6,98�12�3,6������13�2,19������17�6,74��

Как видно из полученных данных, существенной разницы в дозах гранулоцитов на килограмм веса реципиента, в группах больных с различным эффектом на терапию, нет. Исключение составляет лишь пациент с апластической анемией (наблюдение 15), осложнённой грибковой пневмонией, донором для которого являлся пациент с гиперлейкоцитозом на фоне хронического миелоцитарного лейкоза во время хронической фазы заболевания. Он вошёл в группу больных с хорошим эффектом в ответ на проводимые трансфузии Количество гранулоцитов на килограмм веса реципиента составляло в среднем 21,87 х 108/кг (разброс - 10,0 х 108/кг - 47,7 х 108/кг). Для сравнения, среднее количество гранулоцитов на килограмм веса реципиента у пациентов, получивших трансфузии клеток от здорового донора, колебалось в пределах (1,08 - 8,77) х 108 (медиана 3,4 х 108). Таким образом, среднее количество трансфузированных гранулоцитов от донора с ХМЛ было в 2,5-20,3 раз больше того же показателя у пациентов, получивших гранулоциты от здорового донора. Результатом трансфузии таких высоких доз было полное разрешение очагов инфекции после 10-ти трансфузий.  

У пациентов, включённых в исследование, 15 лечебных курсов трансфузий гранулоцитов прошли без каких-либо посттрансфузионных осложнений. В 8-ми случаях отмечались различного рода осложнения - от банальных фебрильных реакций до посттрансфузионной РТПХ. В нескольких случаях зарегистрированы проявления комбинации одновременно нескольких осложнений (табл. 18).

С целью профилактики РТПХ проводилось облучение каждого концентрата донорских гранулоцитов перед трансфузией. Однако, несмотря на это, у одного из пациентов с ОМЛ, получавшего гранулоциты после ауто-ТКМ по поводу грибкового сепсиса (после облучения их в дозе 25 Грей) от гаплоидентичного донора (матери), отмечалось развитие посттрансфузионной РТПХ IV ст. (диагноз подтверждён HLA-типированием лимфоцитов периферической крови и пробой на клональность гранулоцитов), приведшая к летальному исходу.



Таблица 18.

Характеристика посттрансфузионных осложнений у пациентов.



Реакция�Количество пациентов�Наблюдения (№)��Лихорадка�2�1,13��РДС�1�3��Лихорадка+РДС�2�5б, 9��Сыпь�1�14а��Гемолиз (в ответ на групповую несовместимость)�1�16��РТПХ�1�2��

Всего из 20 пациентов, которым проводились трансфузии донорских гранулоцитов, умерли 16: у 13-ти причиной смерти явилась инфекция, у одного – основное заболевание и у 2-х – осложнения трансфузии гранулоцитов (РДС –наблюдение 3 и РТПХ – наблюдение 2). 











ГЛАВА 4. АНАЛИЗ РЕЗУЛЬТАТОВ ПРОВОДИМЫХ ИССЛЕДОВАНИЙ.



4.1.	Анализ эффективности и безопасности используемых методик мобилизации и афереза гранулоцитов.

Здоровые доноры.

Важным фактором, необходимым для получения большого количества нейтрофилов методом афереза
,
 является мобилизация донорского лейкопоэза. Использованный метод мобилизации является достаточно эффективным и позволяет рас
с
читывать на высокую концентрацию гранулоцитов в периферической крови донора перед аферезом. Однако, если проанализировать результаты, полученные при обследовании доноров и исследовании продуктов афереза, то чёткой параллели между полученными данными провести не удаётся. По всей видимости, это связано с техническими особенностями сбора гранулоцитов в каждом конкретном случае.

Часто возникает вопрос, насколько безопасно применение G/GM-CSF у здорового донора, насколько велик риск развития побочных эффектов? По нашим данным, лишь в 9-ти (4,2%) случаях имели место нежелательные реакции (субфебрильная лихорадка, боли в костях), не представляющие какой-либо опасности для донора и, к тому же, быстро и эффективно купирующиеся парацетамолом. Поэтому, опираясь на полученные нами результаты, можно утверждать, что используемый способ мобилизации достаточно безопасен.

Процесс афереза гранулоцитов на автоматическом сепараторе клеток крови также не представляет большой опасности для здорового человека. Лишь у 15-ти (7,1%) доноров отмечались признаки цитратной «токсичности». Частота подобных эпизодов при других процедурах (аферез тромбоцитов, ПСКК и т.д.) значительно выше. Это связано с тем, что для проведения стандартной процедуры сбора гранулоцитов используется значительно меньшее количество цитрата. Побочных эффектов в ответ на применение HES ни у одного из доноров зарегистрировано не было. Таким образом, аферез гранулоцитов на автоматическом сепараторе клеток крови с использованием HES в качестве седиментационного агента являлся безопасным для здорового донора.         

Мы исследовали продукты афереза, полученные от здоровых доноров, у которых проведено более одного последовательного сеанса гранулоцитафереза. В результате нами был сделан ряд неожиданных наблюдений. В 82,9% случаев  абсолютное количество гранулоцитов после первого афереза значительно превышает тот же показатель после последующих процедур, причём в 45,7% случаев он выше более чем в 2 раза (рисунок 3).
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   Рисунок 3.  Абсолютное количество гранулоцитов в продукте цитафереза.



При этом концентрация клеток в периферической крови донора перед вторым, третьим и четвёртым сеансами афереза была сравнимой, а в некоторых случаях значительно превышала аналогичный показатель перед первой процедурой (табл.12).	В дальнейшем мы проанализировали концентрацию гранулоцитов в крови
,
 возвращаемой донору (после сепарации в АСКК) после нескольких последовательных цитаферезов. В качестве примера приведены результаты исследования крови и полученных продуктов афереза у двух доноров (наблюдение 11а, донор - мать; наблюдение 14, донор Б.О.) (табл.19).



Таблица 19. 

Подсчёт гранулоцитов в АСКК и продукте цитафереза. 



Наблю-дение №�№ аф-за�Подсчёт гранулоцитов из АСКК (х109/л)�Абсолютный L-цитоз продукта афереза (х109)��(донор)��до сепарации�после сепарации�лейкоциты�грануло-циты��11а�1�37,7�23,5�21,6�16,6��(мать)�2�39,7�32,2�14,7�5,6���3�35,2�33,2�11,7�2,5��14�1�40,8�26,6�13,7�8��(Б.О.)�2�40,9�34,3�11,25�5,4���3�46,4�42,1�10�2,72��

У обоих доноров концентрация гранулоцитов в забираемой крови во время первого афереза была сравнима (или даже ниже) с тем же показателем в последующие дни. А концентрация гранулоцитов в крови, возвращаемой донору после сепарации, прогрессивно возрастала с каждым последующим аферезом. И, как следствие, наблюдалось снижение содержания гранулоцитов в продукте с каждой последующей процедурой, причём не только абсолютное, но и относительное. То есть, увеличивалась контаминация продукта афереза лейкоцитами из мононуклеарной фракции. Аналогичные результаты были получены и других доноров. 

Таким образом, было сделано предположение о существовании ряда факторов, уменьшающих количество гранулоцитов в сепарируемом лейкоцитарном слое в АСКК.

Принцип работы автоматического сепаратора основан на разделении клеток в зависимости от величины их относительной плотности. Средневычесленные относительные плотности клеток представлены в таблице 20.



Таблица 20.

Средневычесленные относительные плотности клеток крови. 



Клетки крови�Средневычесленная ОПК��                    Тромбоциты�1,04��                    Лимфоциты�1,07��                    Гранулоциты�1,08��                    Эритроциты�1,09��

Таким образом, одной из возможных причин уменьшения количества гранулоцитов в продукте афереза может являться увеличение их относительной плотности и попадание некоторого их количества в эритроцитарный слой во время сепарации, что приводило к появлению в продукте афереза большого количества мононуклеарных клеток за счёт вышележащего лимфоцитарного слоя. 

Природа данного феномена до сих пор не ясна. Возможно, что его появление связано с седиментацией лейкоцитов, обусловленной адгезией молекул гидроксиэтилированного крахмала (HES) к мембранам гранулоцитов при длительном времени экспозиции и/или фагоцитозом циркулирующих молекул  HES. 

В дальнейшем для повышения эффективности сбора гранулоцитов была использована другая тактика – однократное использование доноров для афереза. Такой подход был предпринят у пациента Б.М. (наблюдение 18). Результаты оказались весьма обнадёживающими. Количество гранулоцитов, полученных в результате такого подхода, было достаточно велико во время каждого цитафереза (табл.12) и, кроме того, снизилась контаминация продукта лимфоцитами. Во всех продуктах цитафереза относительное содержание гранулоцитов превышало 60%. Для уменьшения сенсибилизации реципиента и/или при лимитированном количестве доноров мы использовали повторные цитаферезы с интервалом не менее 2 суток.



Донор с ХМЛ.

У одного из пациентов (наблюдение 16) трансфузии гранулоцитарной массы проводились от донора с ХМЛ во время хронической фазы заболевания с гиперлейкоцитозом, не получавшего в этот период цитостатической терапии. Преимущество этого донора заключалось в чрезвычайной лёгкости получения в процессе афереза значительно б(льших доз гранулоцитов, чем от здоровых доноров. И, кроме того, стоимость такой процедуры существенно снижалась за счёт отсутствия необходимости использования колониестимулирующих факторов для стимуляции донорского лейкопоэза.    





Анализ эффективности трансфузий донорских гранулоцитов у

           различных групп пациентов.

В качестве одного из критериев оценки эффективности трансфузий гранулоцитов некоторые клиницисты часто используют показатель степени прироста лейкоцитов после трансфузии. По нашим данным прямая зависимость между дозой трансфузированных гранулоцитов и степенью прироста клеток отсутствует (табл. 14). Причина этого феномена в том, что перелитые клетки довольно быстро покидают кровоток. Это в б(льшей степени характерно для цитокинстимулированных гранулоцитов и связано с повышенной экспрессией молекул адгезии. В результате этого происходит активный транспорт лейкоцитов в ткани и, что немаловажно, высокоэффективная миграция в очаги воспаления и инфекции [11, 30, 58].     

Учитывая это, мы оценивали степень эффективности трансфузий гранулоцитов только по изменению клинического состояния больного.

Пациенты, включённые в исследование, в зависимости от эффекта на проводимое лечение были условно разделены на две  группы – пациенты с положительным ответом на проводимые трансфузии гранулоцитов (полным или частичным) и пациенты
,
 у которых полностью отсутствовал какой-либо эффект на терапию. В одном из описанных случаев (наблюдение 11б)
,
 как уже было отмечено выше, хотя и был достигнут положительный эффект, убедительные доказательства об эффективности именно трансфузий гранулоцитов отсутствуют, так как дозы трансфузированных клеток были чрезвычайно малы (0,92 х 108/кг - 1,32 х 108/кг). По литературным данным такая доза не в состоянии оказать должного эффекта на течение инфекционного прогресса. Эффективность проводимого лечения скорее всего связана с другими факторами, по всей видимости с адекватной антибактериальной терапией. Однако, объективных факторов, исключающих отсутствие эффекта именно компонентной терапии также нет. Поскольку во время трансфузий гранулоцитов у пациента отмечалось улучшение самочувствия и снижение температуры тела, он обоснованно включён в группу больных с положительным эффектом на терапию. 

Эффективность проводимой терапии в зависимости от количества трансфузированных гранулоцитов на килограмм веса реципиента представлена в таблице 21.

Таблица 21.

Эффективность проводимой терапии в зависимости от дозы трансфузированных клеток.

Эффективность трансфузий�Среднее количество гранулоцитов (х 108/ кг)�p*��Положительный �Полный �2,58-21,87 (медиана 5,88)���эффект�Парциальный�1,08 - 6,98 (медиана 4,36)�0,22��Отсутствие эффекта��1,75 – 6,74 (медиана 3,0)���- достоверность различий касается групп «положительный эффект» и         «отсутствие     эффекта».



При оценке корреляции количества трансфузируемых клеток и клинического эффекта на терапию не было найдено достоверных различий между группой пациентов, имевших положительный эффект, и группой, у которых эффект на терапию отсутствовал (p=0,22). Это подтверждает вероятность того, что не только количество трансфузированных гранулоцитов, но и ряд дополнительных факторов (таких как  этиология, тяжесть и сроки развития инфекционного процесса) существенно меняют прогноз проводимого лечения.

Мы проанализировали эффективность трансфузий в зависимости от сроков начала инфекционных осложнений. В группе пациентов с полным эффектом на проводимую терапию трансфузии гранулоцитов были начаты через 6-28 (медиана 11) дней от появления первых признаков инфекционного процесса; в группе пациентов с парциальным эффектом - через 6-78 (медиана 14) дней; у пациентов, не ответивших на терапию, - через 8-65 (медиана 24) дней.

Нами было отмечено, что в 5-ти случаях из 7-ми в группе пациентов с полным ответом на терапию, в 3-х случаях из 7-ми в группе с парциальным ответом и в 2-х случаях из 9-ти в группе больных, у которых отсутствовал ответ на проводимое лечение, трансфузии гранулоцитов были начаты на ранних сроках от появления первых признаков  инфекционных осложнений (в течении первых 14 дней). Таким образом, ранний срок начала трансфузий гранулоцитов был ассоциирован с б(льшей вероятностью наступления терапевтического эффекта в данной группе пациентов.

Важным фактором, влияющим на прогноз проводимых трансфузий, является этиология и тяжесть инфекционных осложнений. Пациенты, включённые в исследование, были разделены на две группы: пациенты с  грибковыми инфекциями (включая грибково-бактериальные) и пациенты без документированных грибковых инфекций (включая бактериальные и инфекции невыясненной этиологии). Каждая группа дополнительно была разделена на две подгруппы: в первую вошли пациенты с сепсисом, во вторую - пациенты с сепсисом и признаками органной дисфункции (табл.22).  

Таблица 22.

Характеристика эффекта на проводимые трансфузии в зависимости от этиологии и тяжести инфекционных осложнений. 



�Инфекционный патоген���Грибковая + грибково-бактериальная инфекция�Бактериальная инфекция + ИНЭ��Клинический контекст�сепсис�сепсис +

органная дисфункция �сепсис�сепсис + органная дисфункция��Количество курсов трансфузий�6�7�9�1��Эффект на терапию: ������      - полный�1�0 �6 ���      - парциальный�2 �3 �1 �1 ��      - отсутствие эффекта �3 � 4 �2 ���

Полное разрешение грибковой инфекции зарегистрировано лишь у одного пациента, получившего мегадозы гранулоцитов от больного с ХМЛ. В пяти случаях наблюдался нестойкий парциальный ответ, в семи – полное отсутствие эффекта на проводимое лечение. Во второй группе пациентов полное разрешение инфекции отмечено в 6-ти случаях из 10-ти. 

( Клиническая иллюстрация 1:

Пациент Н.Н., 5 лет (наблюдение 15).

Основное заболевание: Приобретенная идиопатическая апластическая анемия, сверхтяжёлая форма.

Основной диагноз был поставлен за 1,5 месяца до проведения гранулоцитарных трансфузий.  На протяжении этого срока у ребёнка периодически отмечалась фебрильная лихорадка, по поводу чего он получал антибактериальную и противогрибковую терапию. С целью терапии основного заболевания был проведён курс иммуносупрессивной терапии антитимоцитарным иммуноглобулином (ATGAM). 

На +4 день от начала курса состояние пациента ухудшилось -  выраженная слабость, отсутствие аппетита, сухой кашель. Начата терапия амфотерицином B и G-CSF. 

На + 15 день на контрольной рентгенограмме органов грудной клетки в проекции VI и II сегментов правого лёгкого определяются две крупноочаговые тени с чёткими, ровными контурами, размером 0,5 х 3,5 х 3
,0
 см и 3,5 х 2
,0
 х 2
,0
 см, сливающиеся с тенью правого корня легкого. 

По данным КТ органов грудной клетки - в проекции задне-медиальных отделов правого лёгкого на фоне перибронхиальной инфильтрации визуализируется субстрат размером 36 х 31 мм в поперечнике с плотностью мягких тканей, прилежащий к правому корню. Также отмечается уплотнение и "втянутость"  плевральных листков, что косвенно свидетельствует о вовлечении в процесс плевры. В заднем синусе правого лёгкого нельзя исключить небольшой выпот.

Таким образом, учитывая клинические данные, а также данные рентгенологического исследования и КТ органов грудной клетки, ребенку был поставлен диагноз: аспергиллёз легких. В связи с этим был назначен амфотерицин B в дозе 2 мг/кг/сут (позже доза препарата была снижена до 1,5 мг/кг/сут из-за повышения креатинина и мочевины по данным б/х крови) и продолжена терапия G-CSF в дозе 12 мкг/кг/сут. 

Учитывая наличие аспергиллёза легких на фоне персистирующего агранулоцитоза, отсутствие эффекта на терапию колониестимулирующими факторами (лейкоциты - 100-200/мкл), через 14 дней от появления первых признаков грибкового процессса были начаты лечебные трансфузии гранулоцитов. 

Донором гранулоцитов являлся пациент с ХМЛ (Ph-позитивный) в I хронической фазе, отказавшийся от цитостатической терапии. У пациента отмечался гиперлейкоцитоз в течении всего курса трансфузий в интервале (271,0-371,5) х 109/л (медиана 289,3 х 109/л), гранулоциты - (206,0-308,3) х 109/л (медиана - 243,8 х 109/л). Всего было проведено 10 трансфузий гранулоцитарного концентрата. Абсолютное количество гранулоцитов в продукте составляло (22,0-104,76) х 109. Количество гранулоцитов на килограмм веса реципиента - (10,0-47,7) х 108/кг (среднее -21,87 х 108/кг). 

После окончания курса трансфузий была проведена  контрольная рентгенография органов грудной клетки. По сравнению с предыдущим исследованием отмечалась выраженная положительная динамика в виде уменьшения размеров образований в области правого корня и ослабления их плотности. По данным КТ размеры очага уменьшились до 30 х 20 мм в поперечнике.

Клинически у ребёнка отмечалось урежение кратности и интенсивности лихорадки, улучшение самочувствия. В общем анализе крови на фоне применения G-CSF в дозе 10 мкг/кг зарегистрирована нормализация уровня лейкоцитов и гранулоцитов (вплоть до 13,6 тыс/мкл и 11тыс/мкл соответственно).  

В дальнейшем состояние ребёнка полностью нормализовалось, исчезла лихорадка и кашель. По результатам, неоднократно проводимой контрольной КТ, данные за наличие лёгочного аспергиллёза в настоящий момент отсутствуют.    (

Вообще, опыт проведения трансфузий от пациента с ХМЛ показал уникальную эффективность. Уже после первых трансфузий исчезла лихорадка и улучшилось клиническое состояние пациента. После 10-ти трансфузии при контрольной КТ отмечалось значительная редукция очагов грибковой инфекции. Благоприятным фактором для этого пациента также являлось то, что довольно быстро проявился эффект на терапию основного заболевания - появились собственные гранулоциты, что способствовало окончательному разрешению инфекционного процесса. Таким образом, возможность применения мегадоз гранулоцитов, полученных от больного с ХМЛ, может быть актуально, в частности, у больных с грибковыми осложнениями.

Тяжесть состояния пациента и клинический контекст осложнений также могут значительно менять эффективность терапии (табл.22). В частности, наличие у пациента признаков органной дисфункции существенно ухудшает прогноз проводимого лечения. У всех  больных, включённых в исследование и имевших признаки органной дисфункции, отмечались либо незначительная временная положительная реакция, либо трансфузии гранулоцитов были неэффективны. В качестве 
примера
 можно пр
одемонстрировать
 
опыт использ
ования
 трансфузий донорских гранулоцитов пациенту с сепсисом, осложнённым тяжёлым грибковым поражением мягких тканей лица. Трансфузии пациенту были начаты на фоне развившейся полиорганной недостаточности. Для повышения эффективности проводимых трансфузий применялась новая методика с однократным использованием доноров. Среднее количество гранулоцитов за одну трансфузию составляло 4,93 х 108/кг. Для большей эффективности при малом количестве клеток в продукте афереза проводился дополнительный сбор гранулоцитов и повторная трансфузия через 12 часов. И
,
 несмотря на использование такой тактики и боль
шие дозы трансфузируемых клеток, 
должного ответа на проводимую терапию отмечено не было.

( Клиническая иллюстрация 2:

Пациент Б.М., 11 лет. (наблюдение 18) 

Основной диагноз: острый миелобластный лейкоз, М2-вариант, I клинико-гематологическая ремиссия. 

По поводу основного заболевания получал терапию по протоколу «ОМЛ-2000». После проведения третьей консолидации (АМЕ-Н), на фоне малого количества гранулоцитов в периферической крови (менее 500/мкл), состояние ребёнка резко ухудшилось - появилась фебрильная лихорадка, присоединились проявления мукозита и нейтропенического энтероколита. Ребёнку проводилась антибактериальная и противогрибковая терапия, назначен G-CSF в дозе 10 мкг/кг/сут. Однако желаемого эффекта на проводимое лечение не наблюдалось.  

Существенное ухудшение состояния наступило через 25 дней от появления первых признаков инфекционных осложнений, когда на фоне сохраняющейся фебрильной лихорадки, проявлений мукозита и нейтропенического энтероколита появился септический очаг мягких тканей левой параназальной области с гиперемией, отеком и выраженным болевым синдромом. На рентгенографии придаточных пазух носа патологии не выявлено. Кроме того, отмечалось ослабление дыхания в задне-нижних отделах правого легкого, но при ренгенографии легких очаговых изменений не обнаруживалось. На УЗИ брюшной полости зарегистрированы гипоэхогенные очаги в печени диаметром до 5 - 10 мм. Через несколько дней отмечалось увеличение печени до +4 - 5 см, нарастание уровня билирубина в сыворотке до 40,7 мкмоль/л, А
с
Т до 211 МЕ. На фоне очередной модификацмии схемы антибактериальной терапии состояние ребенка продолжало ухудшаться, сохранялась фебрильная лихорадка, усилились признаки печёночной дисфункции  (отмечалось увеличение общего билирубина сыворотки крови 
до 111 мкмоль/л, прямого
 билиру
бина
 - до 85,4 мкмоль/л), появились признаки почечной недостаточности (максимальный креатинин - 176 мкмоль/л, мочевина 25,2 ммоль/л) и дыхательных 
нарушений
 (одышка 26-27 в минуту, SаO2 - 94 - 95%).   Учитывая отсутствие эффекта на проводимую антибактериальную и противогрибковую терапию, сохраняющуюся нейтропению, рефрактерность к терапии колониестимулирующими факторами и отрицательную динамику со стороны инфекционных осложнений было принято решение о проведении курса трансфузий донорских гранулоцитов. Всего был
а
 проведена 31 трансфузия, 14 из них с интервалом в 12 часов, остальные - по стандартной методике (каждые 24 часа). Количество трансфузированных гранулоцитов колебалось в пределах (1,35 - 14,4) х 108/кг (среднее- 4,9 х 108/кг). В начале курса трансфузий отмечалась некоторая положительная динамика - урежение кратности лихорадки, уменьшение одышки, повышение SаO2 до нормальных значений. Однако этот эффект оказался временным. В дальнейшем состояние ребёнка  прогрессивно ухудшалось. Через 15 дней после начала курса трансфузий гранулоцитов девочке была произведена биопсия септического очага параназальной области. При микробиологическом исследовании аспирата зарегистрирован обильный рост плесневого гриба, позже идентифицированного как Aspergillus flavus, резистентного к амфотерицину B (результат чувствительности получен после смерти пациента).  

Несмотря на проводимую терапию, состояние ребенка ухудшалось, прогрессировала полиорганная недостаточность (почечная, дыхательная, сердечная), отмечалось увеличение площади поражения мягких тканей лица с формированием некрозов и дефекта мягких тканей в параназальной области. На 22-й день от начала курса трансфузий с явлениями острой дыхательной недостаточности ребенок был переведен в отделение реанимации
.
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ибковая терапия включала амбизом 10 мг/кг/сутки, вориконазол 12 мг/кг/сут. Несмотря на
 проводимую
 терапию
,
 отмечалось дальнейшее ухудшение состояния на фоне сохраняющегося агранулоцитоза - прогрессировал некроз мягких тканей лица в параназальной области, ухудшались показатели вентиляции и перфузии легких, усугубились признаки почечной недостаточности (вплоть до анурии). Ребёнок умер на 28-й день от начала курса трансфузий гранулоцитов от полиорганной недостаточности на фоне прогрессирующих инфекционных осложнений.    (

Этот случай ещё раз продемонстрировал, что тяжесть инфекционного процесса, наличие сопутствующих органных поражений также во многом определяют прогноз проводимого лечения. 

Наиболее грозным осложнением проводимых трансфузий гранулоцитов является посттрансфузионная РТПХ, вероятность которой возрастает у иммунокомпроментированных больных и выше у пациентов, получивших массивную миелоаблативную и иммуносупрессивную терапию в качестве кондиционирования перед ТКМ. У одного из представленных нами  пациентов (наблюдение 2), несмотря на проведение облучения концентрата гранулоцитов в дозе 25 Грей, имела место посттрансфузионная РТПХ IV ст., послужившая причиной его гибели.

( Клиническая иллюстрация 3:

Пациент Г.Д., 15 лет (наблюдение 
2).

Основное заболевание: острый миелобластный лейкоз, М6-вариант (эритромиелоз), I клинико-гематологическая ремиссия.

Учитывая признаки высокого риска рецидива основного заболевания после проведённой химиотерапии и отсутствие HLA-идентичного родственного донора, было принято решение о проведении аутологичной трансплантации периферических стволовых клеток крови. После мобилизации ПСКК (Сph 2 г/м2 + «Нейпоген» 5(g/кг) был осуществлён их аферез и криоконсервация. Трансфузия ПСК проведена после кондиционирования - мельфалан 140 мг/м2. С +1 дня был назначен «Нейпоген». С +7 дня у больного отмечалась фебрильная лихорадка и появилась клиника нейтропенического энтероколита, по поводу чего он получал антибактериальную терапию и амфотерицин B. Стимуляция колониестимулирующими факторами оказалась неэффективна. Признаков приживления трансплантата не наблюдалось. В дальнейшем состояние ребёнка прогрессивно ухудшалось - ребёнок высоко лихорадил, появились септические отсевы на коже, ухудшилось общее клиническое состояние, в крови неоднократно определялись метаболиты грибов Candida. Учитывая отсутствие эффекта на проводимую терапию и отрицательную динамику со стороны инфекционных осложнений, было принято решение о проведении лечебных трансфузий гранулоцитов от матери пациента. После проведения мобилизации гранулоцитов посредством G-CSF (6,25 мкг/кг) и преднизолона (1 мг/кг) было проведено три цитафереза в течении трёх последовательных дней (начиная с +42). Каждый гранулоцитарный концентрат был облучён в дозе 25 Грей и трансфузирован пациенту. Средняя доза гранулоцитов составляла 1,75 х 108 клеток/кг веса реципиента. Желаемого  эффекта на проводимую терапию зарегистрированного не было. 

Учитывая отсутствие приживления трансплантата на +46 день 
ребёнку была проведена повторная трансфузия аутологичных ПСК. На +13 день после повторной трансплантации у ребёнка появилась желтушность кожных покровов, лихорадка приобрела некупируемый характер, а на + 14 день  появилась пятнисто-папуллёзная сыпь. В биохимическом анализе крови отмечался подъём уровня билирубина (общий - до 221 мкмоль/л, прямой - до 148 мкмоль/л), трансаминаз (АлТ - до 202 Е/л, АсТ - до 726 Е/л), щелочной фосфатазы (до 772 Е/л). Помимо прочих причин данного синдрома
,
 была заподозрена посттрансфузионная РТПХ, которая в дальнейшем была доказана HLA-типированием лимфоцитов периферической крови (идентификация у больного материнского HLA-фенотипа циркулирующих лимфоцитов) и пробой на клональность гранулоцитов периферической крови. В качестве терапии  больной получал высокие дозы метилпреднизолона, циклоспорин А и ATG, однако без эффекта. В дальнейшем появились признаки геморрагического колита с массивным кишечным кровотечением. По стандартной классификации Gluksberg (1975 г.) стадия РТПХ расценивалась как «IV». На фоне прогрессии РТПХ появились признаки полиорганной недостаточности, которая и стала причиной смерти пациента на 57-й день от начала курса трансфузии гранулоцитов (день +99/+53 после трансфузии ПСКК).    (

Анализируя данный случай, следует отметить, что риск развития РТПХ у данного пациента был достаточно высок. Во-первых, курс трансфузий гранулоцитов был начат в ранний посттрансплантационный период, когда пациент находился в глубокой аплазии и иммуносупрессии. Во-вторых, донором гранулоцитов являлся гаплоидентичный родственник пациента (мать), что также повышало риск развития данного осложнения. Учитывая это, в дальнейшем подход к проведению терапевтических трансфузий был модифицирован. В первую очередь это касалось подбора доноров - если в качестве реципиента выступал пациент после ТКМ, то преимущественно использовался гранулоцитарный концентрат полученный от неродственных (HLA-неидентичных) доноров. И, кроме того, если всё-таки в качестве доноров выступали ближайшие родственники пациентов, доза облучения гранулоцитов составляла не 25, а 30 Грей. Вообще, вопрос о адекватной дозе облучения остаётся открытым. Доза в 30 Грей показала свою эффективность, однако при необходимости возможно её повышение вплоть до 40 Грей, поскольку в этих пределах гранулоциты сохраняют свои функциональные свойства без каких-либо изменений [11, 33, 67].           















ЗАКЛЮЧЕНИЕ.



Трансфузии гранулоцитарной массы являются достаточно эффективным способом лечения тяжёлых бактериальных и грибковых осложнений у пациентов с нейтропенией. Однако, сами по себе инфекционные осложнения не являются абсолютным показанием для проведения такого лечения, поскольку существует ряд достаточно серьёзных аргументов, определяющих строгость подхода к решению вопроса о его применении, а  именно:

Высокая вероятность HLA-аллоиммунизации;

Риск трансфузионно-ассоциированных инфекций;

Высокая стоимость процедуры.

Вопрос о стоимости процедуры зачастую является спорным: следует сопоставлять затраты, необходимые для проведения трансфузий гранулоцитарной массы, и стоимость лекарственных препаратов, которые необходимы для продолжения стандартной терапии. При достаточной эффективности трансфузий (улучшение состояния больного и редукция инфекционного процесса) происходит снижение стоимости последующей медикаментозной терапии. 

Существует ряд факторов, следствием внедрения которых в клиническую практику может явиться снижение потребности в трансфузиях гранулоцитарной массы:

Появление современных, более эффективных антибактериальных препаратов;

Широкое внедрение в практику рекомбинантных ростовых факторов;

Появление новейших способов ранней диагностики заболеваний;

Таким образом, трансфузии донорских гранулоцитов принято проводить лишь в тех случаях, когда другая терапия неэффективна. 

Большинство детей с острыми лейкозами или другими гемобластозами практически редко нуждаются в трансфузиях гранулоцитов, так как периоды тяжёлой костномозговой депрессии обычно довольно коротки, а ответ на антибактериальную терапию, как правило, удовлетворительный. Однако, у пациентов после трансплантации костного мозга или у больных после двух и более курсов интенсивной цитостатической терапии могут быть периоды глубокой длительной аплазии, когда трансфузии гранулоцитов могут оказаться полезными.

Даже если имеются показания для использования лейкоконцентрата в качестве терапии, необходимо учитывать, что на положительный эффект можно ра
с
считывать лишь в следующих случаях: во-первых, если у пациента существует реальная возможность восстановить уровень собственных гранулоцитов крови, что ожидаемо у больных с гемобластозами, находящимися в нейтропении после очередного курса интенсивной лучевой или химиотерапии,  и у пациентов с апластической анемией, получающих лечение по поводу этого заболевания и имеющих объективные шансы на выздоровление; во-вторых, если проведение лечебных трансфузий гранулоцитов начато на ранних сроках проявления серьёзных инфекционных осложнений; и в-третьих, если количество трансфузируемых гранулоцитов достаточно для оказания терапевтического воздействия. Вероятность ответа на проводимое лечение в этих условиях заметно увеличивается.

Кроме того, эффективность проводимой терапии во многом зависит от исходного состояния пациента, этиологии, локализации и тяжести инфекционных осложнений.

В настоящее время трансфузии донорских гранулоцитов проводятся достаточно широко во многих клинических центрах. Недооценить эффективность этой терапии невозможно.  

По мнению большинства клиницистов, не требуется доказывать терапевтическую ценность такой терапии, необходимо лишь уточнить границы использования этой процедуры, уметь установить показания и лечебную перспективность трансфузий в каждом конкретном случае. 





ВЫВОДЫ

Эффективным и безопасным методом мобилизации гранулоцитов является назначение донору гранулоцитарного (G-CSF) или гранулоцитарно-макрофагального (GM-CSF) колониестимулирующих факторов в комбинации с глюкокортикоидными гормонами.

Эффективность сбора гранулоцитов значительно снижается при проведении нескольких сеансов афереза у одного и того же донора в течении нескольких последовательных дней, поэтому более предпочтительным является смена донора каждый последующий день. При лимитированном количестве доноров, а также для уменьшения сенсибилизации реципиента возможно проведение повторных аферезов от одного донора с интервалом не менее 2 суток.

Хорошей альтернативой здоровому G/GM-CSF-стимулированному донору может быть донор с ХМЛ с гиперлейкоцитозом, не получающий в этот период цитостатической терапии. Несмотря на более высокую функциональную активность G/GM-CSF-стимулированных клеток, использование мегадоз
 нестимулированных гранулоцитов от пациента с ХМЛ иногда является более предпочтительным, в частности у больных с признаками органной дисфункции и/или грибковыми осложнениями (у которых прогноз от проводимых трансфузий хуже).

В диапазоне доз гранулоцитов, которые использовались в нашем исследовании, дозозависимого эффекта на проводимые трансфузии не наблюдалось.  

Трансфузия гранулоцитарной массы является эффективным вспомогательным методом лечения больных с тяжёлыми инфекционными осложнениями, протекающими на фоне агранулоцитоза; на стойкий эффект можно рассчитывать только в случае раннего назначения трансфузий гранулоцитов и/или в том случае, если есть надежда на восстановление собственных гранулоцитов у больного.

Тяжесть и этиология инфекционных осложнений влияют на эффективность проводимых трансфузий: худший прогноз имеют пациенты с инфекцией грибковой этиологии и/или инфекционным процессом, сопровождающимся признаками органной дисфункции.   

Доза (-облучения гранулоцитарной взвеси для профилактики посттрансфузионной РТПХ в некоторых случаях нуждается в уточнении, но никогда не должна быть меньше 25 Грей, а после стимуляции гаплоидентичного донора – 30-ти Грей.

  





ПРАКТИЧЕСКИЕ РЕКОМЕНДАЦИИ.

1. Мобилизацию донорского лейкопоэза рекомендуется проводить по схеме:

G-CSF («Граноцит» или «Нейпоген») - 1 флакон (263, 300 мкг соответственно), п/к 1 раз в день за 12 часов до афереза.

Дексаметазон 8 мг - per os за 12 и за 2-3 часа до афереза.

Во время проведения цитафереза у донора возможно появление признаков «цитратной токсичности», связанной с депрессией ионизированного кальция цитратом, которые быстро и эффективно купируются назначением глюконата кальция.   

Для более эффективного сбора гранулоцитов рекомендуется проводить ежедневную смену доноров. При лимитированном количестве доноров, а также для уменьшения сенсибилизации реципиента возможно проведение повторных аферезов от одного донора с интервалом не менее 2 суток.

При получении малого количества гранулоцитов возможно проведение дополнительного афереза и трансфузии. При такой тактике оптимальный интервал между трансфузиями 12 часов.

У пациентов с нейтропенией при неконтролируемых жизнеугрожающих инфекционных осложнениях трансфузии гранулоцитов необходимо начинать как можно раньше. При раннем начале терапии прогноз и эффективность терапии улучшаются.

При наличии больного ХМЛ с гиперлейкоцитозом, не получающего, по каким-либо причинам, цитостатической терапии, возможно использование его в качестве донора гранулоцитов. Для пациентов с тяжёлыми (в особенности грибковыми) осложнениями мегадозы гранулоцитов, полученные от такого донора, могут быть более эффективны, чем цитокинстимулированные клетки здорового донора.



Для профилактики посттрансфузионной РТПХ достаточна стандартная доза  (-облучения гранулоцитарной массы - 25 Грей. При проведении трансфузий гранулоцитов от гаплоидентичных доноров, либо после интенсивной  миелоаблативной терапии (например, у пациентов, получивших кондиционирование перед ТГСК) доза (-облучения должна составлять 30
 Грей.
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СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ В ТЕКСТЕ ДИССЕРТАЦИИ



��ATG - антитимоцитарный иммуноглобулин

СMV - цитомегаловирусная инфекция��CsA - циклоспорин А��G-CSF - гранулоцитарный колониестимулирующий фактор��GM-CSF - гранулоцитарно-макрофагальный колониестимулирующий фактор��НЕS - гидроксиэтилированный крахмал��АА - апластическая анемия��ААБК - Американская Ассоциация Банков Крови��АСКК - автоматический сепаратор клеток крови��В-ОЛЛ - В-клеточный вариант острого лимфобластного лейкоза��ИВЛ - искусственная вентиляция лёгких

ИНЭ - инфекция невыясненной этиологии��ИСТ - иммуносупрессивная терапия��КАЛ - крупноклеточная анапластическая лимфома��КОС - кислотно-основное состояние��КТ - компьютерная томография��ЛНЭ - лихорадка неясной этиологии��ОМЛ - острый миелобластный лейкоз��ОПК - отностительная плотность клетки

ПМН - полиморфонуклеарные нейтрофилы��ПСКК - периферические стволовые клетки крови��РДС - респираторный дистресс-синдром��РТПХ - реакция «трансплантат-против-хозяина»

ТГСК - трансплантация гемопоэтических стволовых клеток��ТКМ - трансплантация костного мозга��УЗИ - ультразвуковое исследование��ХГБ - хроническая гранулематозная болезнь��ХМЛ - хронический миелолейкоз��ХТ - химиотерапия��ЮХММЛ - ювенильный хронический миеломоноцитарный лейкоз��
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