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국국국문문문요요요약약약

저장 전 백혈구제거 적혈구제제의
품질관리 및 싸이토카인 분석

수혈은 그 수혈 과정에서 수혈전파성감염,용혈성 수혈부작용,발열성수혈부작
용등 다양한 수혈 부작용을 유발할 수 있다.특히 혈액제제내의 백혈구에 의해 생
길 수 있는 발열성비용혈성 수혈부작용은 비용혈성 수혈부작용 중 가장 흔하게
나타난다.따라서 수혈 시에 백혈구를 제거한 혈액제제를 수혈하는 것이 이러한
증상을 줄이는데 효과적이다.선진국에서는 백혈구를 제거한 혈액제제를 사용하는
것이 일반화 되어 있다.본 연구에서는 이러한 백혈구를 제거한 제제를 만드는 방
법 중 국내에서 처음으로 제조된 저장 전 백혈구여과제거 적혈구제제(
leukocyte-filteredredbloodcells,LF-RBCs)를 가지고 이 제제에 대한 품질 평가
를 실시하여 미국,유럽의 기준과 비교하고자 하였다.또한 발열성 비용혈성 수혈
부작용(febrilenonhemolytictransfusionreaction,FNHTR)의 원인으로 알려지고
있는 IL-1β,IL-6,TNF-α등의 염증성 cytokine들의 생성 및 보관기간 중 정량변
화를 분석하고,백혈구를 여과하지 않은 적혈구제제(non-leukocytereducedred
bloodcells,NR-RBCs)에서 cytokine들의 정량변화를 비교 분석하고자 하였다.국
내에서 400mL전혈을 헌혈받은 296단위의 LF-RBCs에 대한 품질평가를 하였다.
여과 후 남아있는 백혈구수는 0.12±0.16(×106/unit)를 나타내 미국혈액은행협회
(Americanassociationofbloodbanks,AABB)기준이나 유럽기준에 적합함을 알
수 있었다.여과 후 적혈구의 hematocrit는 58.2±0.2였고,여과 후 적혈구 회수율
은 98.5±1.26(%)로 AABB기준이나 유럽기준에 적합함을 알 수 있었다.국내에
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서 처음 제조되는 제제이지만 양호한 품질을 나타냄을 알 수 있었다.
Cytokine의 생성은 LF-RBCs5단위와 NR-RBCs5단위를 대상으로 검사하였

다.검체는 1일,17일,35일째 취하여 검사했다.그 결과 IL-1β,IL-6및 TNF-α

의 cytokine들은 일부 검체에서만 검출 되었다.전체 10단위(LF-RBCs5단위와
NR-RBCs5단위)를 대상으로 시행한 IL-1β는 3단위에서만 검출되었고 IL-6에서
는 5단위에서 검출되었다.TNF-α에서는 5단위에서 검출되었지만 검출한계를 약
간 넘는 낮은 농도로 측정되기도 하였다.LF-RBCs와 NR-RBCs와의 처음 발현
양상의 차이도 미미하였다.그러나 시간경과에 따른 변화를 보면 차이를 보이고
있고 전체적으로 cytokine의 정량이 감소하는 양상을 보였고 LF-RBCs에서 감소
율이 크게 나타났다.시간경과에 따라 IL-1β의 경우 LF-RBCs에서는 평균 87%
감소한 반면,NR-RBCs에서는 반대로 25.5% 증가하는 양상을 보였다.IL-6의 경
우 LF-RBCs에서는 42.0% 감소한 반면,NR-RBCs에서는 27.4% 감소하였다.
TNF-α의 경우 LF-RBCs에서는 79.0% 감소한 반면 NR-RBCs에서는 75.5% 감소
하는 양상을 보였다. 시간이 경과함에 따라 cytokine의 정량이 NR-RBCs보다
LF-RBCs에서 더 많이 감소하는 것을 알 수 있었다.

핵심 되는 말 :LF-RBCs,NR-RBCs,FNHTR,Cytokine,ELISA
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제제제 111장장장 서서서 론론론

수혈은 빈혈이나 혈소판 감소증 등의 단순한 혈액학적 질환의 치료뿐만 아니
라 암환자의 치료시 가장 문제가 되는 범혈구감소증이나 혈소판 감소증으로 인한
감염과 출혈 등을 예방함으로써 궁극적으로 환자의 치료에 도움을 주게 된다.그
러나 수혈은 수혈전파성 감염,용혈성 수혈부작용,발열성 비용혈성 수혈 부작용
(febrilenon-hemolytictransfusionreaction,FNHTR),아니필락시스,알러지,혈
액용적과다 및 수혈관련 급성폐손상(transfusion-related acutelung injury)등의
다양한 수혈부작용을 유발할 수 있다(Vengelen-Tyler,1996). 특히 혈액제제내에
포함된 백혈구에 의해 생길 수 있는 수혈부작용에는 발열성 비용혈성 수혈부작용,
혈소판불응증, 이식편대숙주병, cytomegalovirus(CMV)나 human T cell
lymphotropicvirustypeⅠ 또는 Ⅱ(HTLV-Ⅰ orⅡ)등에 의한 수혈전파성 감염
증 등이 있다(Vengelen-Tyler,1996).
이 중 비용혈성 수혈부작용중 가장 흔한 것은 발열성 수혈부작용이다.발열성

비용혈성 수혈부작용은 체온이 상승될 다른 이유 없이 수혈과 관계되어 체온이
1℃ 이상 증가하는 것을 말하는데(Mangano, 1991)발생빈도는 적혈구제제는 0.12
～ 0.5%이며(Uhlmann,etal.,2001;Menitove,etal.,1982),혈소판의 경우는 1.7
～ 31%로 보고 되었다(Goodnough,etal.,1993;Heddle,etal.,1993).우리나라에
서는 농축적혈구 수혈시 1.4%의 빈도로 이 반응이 나타남이 보고 된 바 있다
(Snyder,etal.,1994). 발열성 비용혈성 수혈부작용의 원인은 백혈구,혈소판,
림프구에 대한 항체에 의하여 일어나는 것으로 알려지고 있었다.그러나 발열성
비용혈성 수혈부작용과 관련된 가장 중요한 위험인자가 혈액제제의 보관기간임이
알려졌고,발열이 시작되는 시간이 수혈이 끝난 후가 대부분이며 수혈력이 전혀
없어 항 백혈구 항체가 생성될 가능성이 적은 환자에서도 발생하며, 발열성 비용
혈성 수혈부작용이 발생한 환자의 약 30%에서는 항 백혈구 항체가 검출되지 않을
뿐 아니라,세포성분이 없는 혈장성분 수혈 시에도 발생하기 때문에 새로운 발생
기전을 찾고자 하는 노력이 계속되어 왔다(Heddle,etal.,1993;Snyder,etal.,
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1994;Heddle,etal.,1994).
최근에 발열성 비용혈성 수혈부작용이 보관중인 혈액제제에서 생성된

cytokines때문일 것이라는 가설이 제기되고 이를 뒤받침하는 많은 연구가 진행되
었다.Muylle등과 Heddle등은 혈소판제제를 보관할 때 IL-1,IL-6및 tumor
necrosis factorα (TNF-α)등이 생성된다는 것을 밝혔고(Muylle,etal.,1993;
Heddle,etal.,1994),Stack등은 IL-8이 다른 cytokine에 비하여 가장 높은 농도
로 증가한다고 하였다(Stack,etal.,1994).또한 Stack등은 4℃에서 42일 동안
보관한 농축적혈구 제제에서도 IL-1과 IL-8이 보관 기간 중 증가하였다고 보고
하였다(Stack,etal.,1995).
그러나 Flegel등은 혈소판제제의 보관중 IL-1,IL-6,IL-8및 TNF-α의 증가

를 관찰할 수 없었다고 보고하였고(Flegel,etal.,1995),Kluter등도 유사한 연구
결과를 얻었다고 상반된 견해를 피력하였는데(Kluter,etal.,1995)이와 같은 상
이한 결과를 얻은 이유를 혈액제제의 제조방법의 차이 때문일 것으로 설명하였다.
즉,혈액제제를 제조하는 과정에서 단구와 T 림프구 등 cytokine생성세포들의 활
성화가 이루어지고 이로 인해 cytokine생성이 유발되는데 실험에 사용한 혈액제
제를 어떠한 방법으로 조작하였는가에 따라 cytokine생성 세포들의 활성화 정도
가 다를 수 있다는 것이다(Flegel,etal.,1995;Kluter,etal.,1995).그러므로
cytokine생성능력을 가진 세포들을 활성화시키지 않는 방법으로 혈액제제를 제조
할 경우에는 보관 기간 중 cytokine생성이 적거나 없을 것도 예상 할 수 있다.그
뿐 아니라 Shanwell등은 백혈구를 미리 제거시킨 농축적혈구제제에서 측정한
IL-1,IL-2및 TNF-α가 보관기간에 따른 증가양상을 보이지 않았다고 보고하여
저장전 백혈구를 감소시킨 제제에서 cytokine의 생성이 유발되지 않았음을 보고하
기도 하였다(Shnwell,etal.,1997).전혈,적혈구제제는 4～ 6℃에서 보존하고 혈
소판 제제는 22～ 24℃에서 보존한다.특히 실온보존의 혈소판제제의 염증성
cytokine인 IL-1,IL-6,TNF-α는 보존과 함께 증가하고 특히 5일째 이후에 급속
하게 증가한다고 보고되었다(中條聖子, 1997).
그러나 현재까지 발열성 비용혈성 수혈부작용에서의 cytokine의 역할이 완전

히 규명되지 않았고 뿐만 아니라 현재까지 시행된 대부분의 연구가 주로 혈소판
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제제를 이용한 경우가 많고 적혈구제제에서는 인위로 조작하여 농축적혈구 제제
에 백혈구를 첨가하여 cytokine의 생성여부를 관찰한 실험결과들이 대부분이다.
혈액제제에 포함된 백혈구 수는 전혈과 적혈구제제 각 1단위당 약 1～3×109개이
다(Meryman  etal.,1986; Sirchia etal., 1987). 혈액제제에서 백혈구를 여과
제거함으로서 발열성 비용혈성 수혈부작용을 예방하고 동종면역과 혈소판불응증
을 예방하며 CMV를 예방하고 면역억제 효과의 방지 등의 장점들을 가지고 있다
(Mangano, 1991; Blumberg, 1997; Bowden, 1995).
백혈구를 여과 제거하는 방식은 여과시기에 따라 크게 pre-storage(보관 전)와

post-storage(보관 후)로 나뉜다.post-storage방식은 다시 병동으로 출고 전 혈액
은행에서 여과하는 post-storagefiltrationinthelaboratory와 환자에게 수혈하는
과정에서 여과하는 bed-sidefiltration으로 나눌 수 있다.보관전 백혈구의 제거
방식은 bed-side에서의 제거방식보다 효율이 높고 백혈구제거율을 확인할 수 있는
품질관리가 용이하며 보존중의 cytokine이 축적되지 않아 발열성 비용혈성 수혈부
작용을 방지 할 수 있다(Marketal.,2004;Blood transfusion therapy, 2002; 

FDA CBER Guidance for Industry, 2001).

이러한 여러 가지 장점들로 인해 대한적십자사 혈액원에서는 백혈구로 인한
여러 가지 수혈부작용을 줄여 환자의 치료에 도움을 주고자 2004년부터 저장 전
백혈구 여과제거 적혈구제제 (leukocyte-filteredredbloodcells,LF-RBCs)를 제
조하여 의료기관에 공급하기 시작 했다.본 연구에서는 국내에서 처음으로 도입된
저장 전 백혈구 여과제거 적혈구제제의 품질관리를 통해 미국 및 유럽 기준과 비
교하고,발열성 비용혈성 수혈부작용의 원인으로 알려진 IL-1β,IL-6,TNF-α등
의 염증성 cytokine의 생성 및 보관기간중의 정량변화를 분석하고,또한 백혈구를
여과하지 않은 적혈구제제(non-leukocytereducedredbloodcells,NR-RBCs)와
의 cytokine의 정량 변화를 비교 분석하고자 하였다.
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제제제 222장장장 연연연구구구재재재료료료 및및및 방방방법법법

111...품품품질질질평평평가가가

111)))재재재료료료
적혈구농축액제제 1단위용 필터인 RCM1(PallMedical,USA)필터,전혈용

항응고제액 CPD(citrate phosphate dextrose)액 및 적혈구농축액제제 첨가용액
SAG-M(saline-adenine-glucose-mannitol)이 포함된 국내에서 제조된 400mL전
혈 채혈용 사중백(보인메디카,한국)을 사용하였다.혈액은 대한적십자사 중앙적십
자 혈액원에서 2004년 10월 1일부터 12월 31일 까지 400mL 전혈을 헌혈 받은
1,887명 중 무작위로 296단위를 대상으로 하였다.

222)))방방방법법법
(1)LF-RBCs제조
사중백(QuadrupleBag)에 전혈을 400mL을 채혈하여 채혈후 8시간 이내

에 원심분리기(JouanKR422,France)로 22℃,2890rpm에서 3분 45초간 원심한
후,혈장추출기를 이용하여 혈소판 풍부혈장(platelet-richplasma,PRP)을 추출하
여 적혈구농축액제제를 제조하였다.백혈구 여과는 높이 190㎝의 자연중력을 이
용하였으며 먼저 필터를 수직위치(verticalposition)로하여 혈액 첨가액인 SAG-M
용액을 filter로 통과시키는 priming작업을 통해 적혈구농축액제제의 백 쪽으로 옮
긴다.SAG-M용액이 들어간 적혈구농축액을 부드럽게 충분히 잘 혼합하고
SAG-M혼합 적혈구를 다시 높이 190㎝에서 중력을 이용해서 여과를 시행한다.

(2)잔여백혈구수 측정,적혈구용적율,적혈구회수율 측정 및 세균배양검사
백혈구 여과제거 후 잔여백혈구 측정은 turk용액으로 10배 희석 한 후

Nageottechamber를 이용한 수기법을 사용하였으며,적혈구 용적율은 자동혈구계
수기(SysmexKX21,Japan)를 이용하여 측정하였다.적혈구회수율은 filter전의 용
량과 적혈구용적율을 곱한 값(A)과 filter후의 용량과 적혈구용적율을 곱한 값
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(B)을 가지고 B/A *100으로 계산하였다.각각의 용량은 혈액백의 무게를 측정
한 후 빈 혈액백 고유무게를 뺀 나머지 무게를 비중 1.05로 나눈 값으로 하였다.
세균배양검사는 액체배지(thioglycolatebroth,한국배지,한국)에서 1주간 배양 후
확인하였다.

222...CCCyyytttoookkkiiinnneee정정정량량량비비비교교교

111)))대대대상상상
LF-RBCs중 무작위로 취한 5단위와 삼중백으로 제조된 백혈구를 제거하지

않은 NR-RBCs중 무작위로 취한 5단위를 대상으로 실험하였다.두 그룹 모두 채
혈 후 8시간 이내에 2,890rpm,3분45초의 조건으로 원심하여 제제분리를 완료하
였다.Cytokine을 측정하기 위한 검체는 무균백줄 연결장치(TSCD,Terumo,
Japan)를 이용하여 보조 백을 연결하여 혈액을 5-10mL를 취하였다.원심분리기
(Kubota8100,Japan)로 3,100rpm에 10분간 원심한 후 혈장을 분리하여 conical
tube(Corning,USA)에 담아 -45℃에서 동결 보관 후 검사하였다. LF-RBCs와
NR-RBCs에서 각각 1일,17일,35일째마다 검체를 채취 하였다.

222)))방방방법법법
(1)백혈구수 측정 및 적혈구용적율 측정
백혈구수 측정은 LF-RBCs와 NR-RBCs를 각각 잘 혼합 후 LF-RBCs는

Nageottechamber를 이용한 수기법을 사용하였으며 NR-RBCs는 자동혈구계수기
(Sysmex KX21,USA)를 이용하여 측정하였다.적혈구용적율은 LF-RBCs 및
NR-RBCs모두 자동혈구계수기(SysmexKX21,Jaspan)를 이용하여 측정하였다.

(2)Cytokine측정
Cytokine은 sandwichELISA 방법을 이용하여 IL-1β,IL-6,TNF-α를 측정

하였다.Capture antibody를 coating buffer(0.1M sodium carbonate buffer)로
1:250으로 dilution하여 각 well에 100㎕씩 주입하여 4℃에서 overnight시켰다.3
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회 세척(0.02% Tween 20 in PBS)후 blocking buffer(0.5% bovine serum
albumin,Sigma,U.SA)을 well당 200㎕씩 주입하여 실온에서 2시간 배양시켰다.
표준 단백질은 recombinantprotein(R&D system,USA)을 사용하였으며,표준과
실험군을 2foldserialdilution후 실온에서 2시간 반응시켰다.이것을 5회 세척한
후 detectionantibody(R&D system,USA)를 blockingbuffer에 1:250으로 희석하
여 각 well에 100 ㎕씩 주입한 후 실온에서 1시간 반응시켰다.5회 세척 후
streptoavidin-horseradishperoxidaseconjugtedantibody(HRP)를 blockingbuffer
에 1:1,000으로 희석하여 100㎕씩 각 well에 주입한 후 실온에서 30분 방치한 후
7회 세척 하였다.TMBsubstratereagent를 well당 100㎕씩 첨가하여 실온서 빛
을 차단한 후 20분 동안 방치하였다.Stopsolution을 100㎕씩 첨가하여 반응을
정지시키고 ELISA reader를 사용하여 430nm에서 흡광도를 측정하였다.Plate는
immunoplate(Nunc,Denmark)를 사용하였으며,anti-cytokine인 hIL-1β는 50
ng/mL,hIL-6는 20ng/mL,hTNF-α는 20ng/mL을 시작으로 2fold serial
dilution하였다. 각각의 검출한계는 IL-1β은 20pg/mL,IL-6은 5pg/mL,TNF-α

는 10pg/mL이었다.
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제제제 333장장장 결결결 과과과

111...백백백혈혈혈구구구여여여과과과제제제거거거 적적적혈혈혈구구구제제제제제제(((LLLFFF---RRRBBBCCCsss)))의의의 품품품질질질평평평가가가
296단위 모든 제제에서 여과 후 평균 잔여 백혈구 수는 단위당 0.12×106±

0.16개로 계산되었다.미국기준(Standards for blood banks and transfusion
services 22nd,2003)은 단위당 5.0 × 106미만이고 유럽기준(Guide to the
preparation,useandqualityassuranceofbloodcomponents9th,2003)은 1.0×
106으로 비교하여 보면 양호한 결과를 나타내었다. 적혈구용적율은 평균 58.2±
2.0(%)로 나타났다(Table1).적혈구회수율은 평균 98.5± 1.26(%)로 나타났다
(Table2).12단위에 대한 세균배양검사에서는 모두 음성을 나타냈다.
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TTTaaabbbllleee111...PPPooosssttt---fffiiillltttrrraaatttiiiooonnnrrreeesssiiiddduuuaaalllWWWBBBCCCNNNooo...aaannndddHHHeeemmmaaatttooocccrrriiittt%%% ooofffLLLFFF---RRRBBBCCCsss

Mean SD Standardvalue

rWBCs(×106/unit) 0.12 0.16 ≤5.0

Hct(%) 58.2 2.0 60±10
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TTTaaabbbllleee222...PPPooosssttt---fffiiillltttrrraaatttiiiooonnn rrreeedddccceeellllllrrreeecccooovvveeerrryyyooofffLLLFFF---RRRBBBCCCsss

Pre-filtration Post-filtration
RedcellRecovery

(%)
Vol(mL) Hct(%) Vol(mL) Hct(%)

Mean 299 57.9 293.2 58.2 98.5

SD 18.5 2.29 18.6 2.00 1.26
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222...CCCyyytttoookkkiiinnneee정정정량량량비비비교교교
백혈구여과제거 적혈구제제(LF-RBCs)5단위의 평균 부피는 208.8±9.6mL,

hematocrit는 51.2±2.3%,hemoglobin은 16.8±0.9g/dL였다.Nageottechamber
를 이용한 잔여 백혈구 수는 0.1±0.1(×106/unit)로 우수한 백혈구 제거율을 보였
다(Table3).백혈구를 제거하지 않은 적혈구제제(NR-RBCs)의 5단위의 평균 부
피는 252.4±15.5mL,hematocrit은 73.2±2.0%,hemoglobin은 25.1±1.2g/dL
였다. 자동혈구계수기(Sysmex KX21, USA)를 이용한 백혈구 수는 2.8 ±
0.3(×109/unit)였다(Table4).IL-1β는 검체 1번,6번,10번에서 검출 되었다(Table
5).LF-RBCs 1번 검체는 시간의 경과에 따라 정량이 약 87% 감소한 반면
NR-RBCs9번,10번 검체는 시간의 경과에 따라 평균 약 25.5% 증가하는 양상을
보였다(Fig.1).IL-6는 검체 1번,2번,3번,6번,8번,10번에서 검출 되었다(Table
6).LF-RBCs1번,3번 검체는 시간의 경과에 따라 정량이 감소하였고 2번 검체는
변화가 미비하였다.평균적으로 42.0% 감소하였다.반면 RBCs6번 검체는 시간
의 경과에 따라 검출 되어졌고 NR-RBCs8번 검체는 정량이 감소하였으며,10번
검체는 변화가 미비 하였다.평균적으로 27.4%의 감소하는 양상을 보였다(Fig2).
TNF-α는 검체 1번,2번,3번,8번,10번에서 검출 되었다 (Table6).LF-RBCs1
번,2번,3번 검체는 시간의 경과에 따라 정량이 감소하였다.평균적으로 79.0% 감
소한 반면,NR-RBCs8번,10번 검체는 시간의 경과에 따라 정량이 약 75.5% 감
소하는 양상을 보였다(Fig3).
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TTTaaabbbllleee333...AAAnnnaaalllyyytttiiicccaaalllrrreeesssuuullltttsssooofffLLLFFF---RRRBBBCCCsss

sample Vol(mL) Hct(%) Hb(g/dL) rWBCs(×106/unit)

1 301 53.0 17.8 0.06

2 296 47.6 15.3 0.06

3 317 51.8 17.1 0.19

4 315 50.5 16.5 0.13

5 315 53.0 17.1 0.1

mean±SD 308.8±9.6 51.2±2.3 16.8±0.9 0.1±0.1
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×

± ± ± ± ±
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TTTaaabbbllleee555...CCCooonnnccceeennntttrrraaatttiiiooonnn ooofffIIILLL---111ββββ    iiinnnLLLFFF---RRRBBBCCCsss(((111---555)))aaannndddNNNRRR---RRRBBBCCCsss(((666---111000)))ddduuurrriiinnnggg
ssstttooorrraaagggeee

*ND:NotDetected.

LF-RBCs(ng/mL) NR-RBCs(ng/mL)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Day 1 0.223 ND* ND ND ND ND ND ND ND ND

Day 7 0.188 ND ND ND ND ND ND ND ND 0.047

Day35 0.029 ND ND ND ND ND ND ND 0.011 0.059
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TTTaaabbbllleee666...CCCooonnnccceeennntttrrraaatttiiiooonnnooofffIIILLL---666iiinnnLLLFFF---RRRBBBCCCsss(((111---555)))aaannnddd NNNRRR---RRRBBBCCCsss(((666---111000)))ddduuurrriiinnnggg
ssstttooorrraaagggeee

LF-RBCs(ng/mL) NR-RBCs(ng/mL)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Day 1 1.737 0.034 0.448 ND* ND ND ND 0.532 ND 0.066

Day 7 0.245 0.047 0.301 ND ND 0.003 ND 0.417 ND 0.054

Day35 0.524 0.035 0.183 ND ND 0.007 ND 0.265 ND 0.063
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TTTaaabbbllleee777...CCCooonnnccceeennntttrrraaatttiiiooonnnooofffTTTNNNFFF---αααα                                    iiinnnLLLFFF---RRRBBBCCCsss(((111---555)))aaannndddNNNRRR---RRRBBBCCCsss(((666---111000)))ddduuurrriiinnnggg
ssstttooorrraaagggeee

LF-RBCs(ng/mL) NR-RBCs(ng/mL)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Day 1 2.327 0.040 0.340 ND* ND ND ND 0.239 ND 0.066

Day 7 1.698 0.003 0.258 ND ND ND ND 0.157 ND 0.080

Day35 0.556 0.003 0.107 ND ND ND ND 0.070 ND 0.013
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FFFiiiggguuurrreee333...CCCooonnnccceeennntttrrraaatttiiiooonnn ooofff TTTNNNFFF---αααα                                                iiinnn LLLRRRFFFRRRCCC(((111---555))) aaannnddd RRRBBBCCCsss(((666---111000)))ddduuurrriiinnnggg
ssstttooorrraaagggeee...
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제제제 444장장장 고고고 찰찰찰

수혈은 여러 가지 병적상태로 인하여 혈구 혹은 혈장 성분이 부족한 환자를
치료하기 위해 건강한 공여자나 환자 본인으로부터 채혈한 혈액 성분을 보관하였
다가 환자에게 투여하는 행위이다(기창석 등, 1998).그러나 수혈은 수혈전파성
감염,용혈성 수혈부작용,FNHTR,수혈관련 급성폐손상(TRALI)등의 다양한 수혈
부작용을 유발할 수 있다.특히 혈액제제에 포함되어 있는 백혈구로 인한 수혈부
작용으로 FNHTR,HLA 동종면역,감염질환의 전파 등이 발생할 수 있으므로 이
를 줄이기 위해 환자에게 혈액을 수혈하기 전에 백혈구를 제거 하고 있다(Lane 

et al., 1992; Saarinen et al., 1990).백혈구 제거를 위한 FDA 표준 권고안에
의하면 백혈구제거 적혈구제제와 백혈구제거 혈소판제제내의 잔여 백혈구 수는 5
× 106/unit미만이고,유럽권고안은 1× 106/unit미만으로 정하고 있다(Zoon KG, 

1996; Guide to the preparation, use and quality assurance of blood 

components, 7th ed, 2001).특히 FNHTR이 보관중인 혈액제제에서 생성된
cytokine때문일 것이라는 가설이 제기 되었고 이를 뒷받침하는 많은 연구가 진행
되었다.대한적십자사 혈액원에서는 2004년부터 백혈구를 필터를 이용하여 제거한
저장 전 LF-RBCs를 제조하여 의료기관에 공급하고 있다.
본 연구는 국내에서 처음으로 도입되어 공급되고 있는 LF-RBCs의 품질관리를

통해 미국 및 유럽기준과 비교,평가하고자 하였으며,FNHTR의 원인으로 알려
진 IL-1β,IL-6,TNF-α등의 염증성 cytokine의 생성 및 보관기간중의 정량 변화
를 분석하고,또한 백혈구를 제거하지 않은 적혈구제제(non-leukocytereduced
RBCs, NR-RBCs)와도 cytokine의 정량 변화를 비교 분석하고자 하였다.
LF-RBCs296단위를 가지고 실시한 품질평가에서 적혈구용적율(Hematocrit)은 평
균 58.2± 2.0(%)를 나타냈고 적혈구회수율(Red cellrecovery)은 평균 98.5±
1.26(%)를 나타내었다.이는 미국혈액은행협회의 적혈구회수율 기준인 85%이상을
충족시키는 것이다.또한 대한적십자사 혈액사업 관련지침집의 혈액제제의 품질관
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리기준에 의하면 적혈구회수율 85%이상,적혈구용적율 60±10(%)를 만족시키고
있다(대한적십자사 혈액사업관련지침집, 2004). 여과 후 평균 잔여 백혈구 수는
단위당 평균 0.12×106 ±0.16개로 계산 되었다.이는 미국기준(Standards for 

Blood Banks and Transfusion Services 22nd, 2003)의 단위당 5.0×106미만과
유럽기준(Guide to the preparation, use and quality assurance of blood 

components, 9th, 2003)의 1.0×106미만을 충족시키는 양호한 성적을 나타냈다.
국내에서 이 등의 보고와도 유사한 결과를 나타냈다(이미경 등,2004). 혈액배양
검사결과는 모두 음성이었다.
Cytokine의 생성은 LF-RBCs5단위와 NR-RBCs5단위를 대상으로 검사하였

다.그 결과 IL-1β,Il-6및 TNF-α등의 cytokine은 전혀 검출되지 않거나 일부
검체에서만 검출 되었다. LF-RBCs와 NR-RBCs와의 처음 발현양상의 차이도 미
미하였다.전체 10단위를 대상으로 시행한 IL-1β는 3단위에서만 검출되었고 IL-6
에서는 5단위에서 검출되었다.TNF-α에서는 5단위에서 검출되었지만 검출한계를
약간 넘는 낮은 농도로 측정되기도 하였다.그러나 시간경과에 따른 변화를 보면
차이를 보이고 있고 전체적으로 cytokine이 감소하는 양상을 보였다.시간경과에
따라 IL-1β의 경우 LF-RBCs에서는 평균 87% 감소한 반면,NR-RBCs에서는
25.5% 증가하는 양상을 보였다.IL-6의 경우 LF-RBCs에서는 42.0% 감소한 반면,
NR-RBCs에서는 27.4% 감소하였다.TNF-α의 경우 LF-RBCs서는 79.0% 감소한
반면 NR-RBCs에서는 75.5% 감소하는 양상을 보였다. 시간이 경과함에 따라
cytokine의 정량이 NR-RBCs보다 LF-RBCs에서 더 많이 감소하는 것을 알 수 있
었다.
혈액제제의 보관중 cytokine생성에 관한 본 연구는 혈소판제제 뿐만 아니라

적혈구제제에서도 cytokine이 생성된다고 보고하였던 기존의 연구 결과와는 다른
것이다.즉 농축적혈구제제에서 IL-8이 생성된다고 보고하였던 Stack등의 연구나
(Stack et al., 1995) 같은 제제에서 IL-1β,IL-8및 TNF-α가 증가한다고 보고
하였던 Shanwell등의 연구결과와는 달리(Shanwell et al., 1997)본 연구에서는
모든 cytokine이 검출되지 않거나 매우 낮은 농도로 측정 되었다.이러한 결과는
본 연구의 대상이 10개의 적혈구제제(LF-RBCs5단위,NR-RBCs5단위)로서 비
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교적 적은 수의 제제를 대상으로 했기 때문일 수 있다.적혈구제제로 인한
FNHTR의 발생빈도가 0.12～ 0.5%이고(Uhlmann et al., 2001; Menitove et 

al., 1982)우리나라에서는 적혈구제제에서 수혈시 1.4%의 빈도로 이 반응이 나타
남이 보고 되었기 때문이다(Snyder et al., 1995).따라서 연구대상 혈액제제의
수가 적을 경우 cytokine이 생성되지 않는 적혈구제제만 선택되었을 가능성을 배
제할 수 없다. 하지만,Shanwell등의 연구에서도 IL-1β,Il-6및 TNF-α가 매우
낮은 농도로 측정되었고 IL-2는 검출되지 않았기 때문에(Shanwell et al., 1997)
실제로 적혈구제제에서는 cytokine이 생성되지 않을 수도 있다.또한 국내에서 기
등에 의한 보고에 의하면 IL-1β,IL-2,IL-6,IL-8및 TNF-α 등의 cytokine은
전혀 검출되지 않거나 검출한계를 약간 넘는 낮은 농도로 측정되었다고 한다(기창

석 등, 1998).
일부 cytokine이 생성된 제제는 전혈에서 적혈구제제를 제조하기위해 원심 분

리하는 과정에서 cytokine 생성 세포들의 활성화가 이루어져서 LF-RBCs나
NR-RBCs에서 cytokine이 생성되어진 것일 수 있다.따라서 여과작업을 하기 전
생성된 cytokine은 LF-RBCs제조 후에도 존재하고 시간의 경과에 따라 감소하는
양상을 보였다.NR-RBCs는 LF-RBCs에 비해 포함 된 백혈구에 의해 시간의 경
과에 따라 감소되는 양상이 상대적으로 적음을 알 수 있었다.저장 전 백혈구제거
적혈구제제의 저장 동안에는 cytokine은 증가하지 않았으며 발열 반응이
cytokine과는 연관성이 적은(Lin et al., 2002)대신 다른 기전과 연관됨을 시사하
고 있다.FNHTR을 유발하는 또 다른 요인이 존재하는지에 대한 추가적인 연구가
필요할 것이다.또한 본 연구의 결과를 기초로 좀 더 많은 혈액제제를 대상으로
한 cytokine의 생성에 대한 규명과 임상적 의의를 밝히는 연구가 필요할 것으로
생각된다.
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제제제 555장장장 결결결 론론론

저장 전 백혈구여과제거 적혈구제제(leukocyte-filteredRBCs,LF-RBCs)의 품
질평가를 적혈구용적율,적혈구회수율,잔여백혈구수등의 항목을 검사하여 미국,
유럽의 기준과 비교 평가하였다.또한 FNHTR의 원인으로 백혈구에 의한
cytokine의 보관기간에 따른 발현 양상을 알아보고자 하였다.LF-RBCs5단위와
비교군으로 백혈구를 제거하지 않은 적혈구제제(non-leukocyte reduced RBCs,
NR-RBCs)5단위를 대상으로 하였다.발현된 cytokine의 양을 측정하기 위해
ELISA법을 실시하여 IL-1β,IL-6,TNF-α를 측정 하였다.본 실험에서 얻은 결과
는 다음과 같다.

111...LLLFFF---RRRBBBCCCsss제제제조조조에에에 따따따른른른 품품품질질질 평평평가가가
1)여과 후 남아있는 백혈구는 0.12±0.16(×106/unit)로 미국 AABB기준이나

유럽기준에 적합함을 확인하였다.
2)여과 후 Hematocrit는 58.2±0.2(%)로 미국 AABB기준 및 적십자 기준에

적함 함을 확인하였다.
3)여과 후 적혈구 회수율은 98.5±1.26(%)로 미국 AABB기준 및 적십자 기

준에 적합 함을 확인 하였다.

222...LLLFFF---RRRBBBCCCsss에에에서서서의의의 CCCyyytttoookkkiiinnneee의의의 정정정량량량측측측정정정
1)IL-1β :5단위 중 1검체에서만 검출되고 보관기간이 경과함에 따라 감소하

는 양상을 나타냈다.약 87%의 감소를 보였다.
2)IL-6:5단위 중 3검체에서 검출되었고 보관기간이 경과함에 따라 감소하는

양상을 나타냈다.평균적으로 약 42.0%의 감소를 보였다.
3)TNF-α :5단위 중 3검체에서 검출되었고 보관기간이 경과함에 따라 감소하

는 양상을 나타냈다.평균적으로 약 79%의 감소를 보였다.
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333...NNNRRR---RRRBBBCCCsss에에에서서서의의의 CCCyyytttoookkkiiinnneee의의의 정정정량량량측측측정정정
1)IL-1β :5단위 중 2검체에서 검출되었고 보관기간이 경과함에 따라 증가하

는 양상을 나타냈다.평균적으로 약 25.5%의 증가를 보였다.
2)IL-6:5단위 중 3검체에서 검출되었고 보관기간이 경과함에 따라 약하게

감소하거나 증가하는 양상을 나타냈다.평균적으로 약 27.4%의 감소를 보였다.
3)TNF-α :5단위 중 2검체에서 검출되었고 보관기간이 경과함에 따라 약하게

감소하는 양상을 나타냈다.평균적으로 약 75.5%의 감소를 보였다.

위의 실험 결과를 볼 때 대한적십자사 혈액원에서 제조되고 있는 LF-RBCs제
제는 품질관리가 양호하게 이루어지고 있음을 알수 있었으며 cytokine의 발현은
LF-RBCs와 NR-RBCs의 유의한 차이는 없었지만 보관기간의 경과에 따른 정량
의 변화는 LF-RBCs에서 NR-RBCs보다 더 급격하게 감소하는 것을 알 수 있었
다.
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AAAbbbssstttrrraaacccttt

QQQuuuaaallliiitttyyyCCCooonnntttrrrooolllaaannndddCCCyyytttoookkkiiinnneeeAAAnnnaaalllyyysssiiisssooofffPPPrrreee---ssstttooorrraaagggeee
LLLeeeuuukkkooocccyyyttteeeFFFiiillltttrrreeedddRRReeedddBBBllloooooodddCCCeeellllllsss

Sung,KiMan
Dept.ofBiomedicalLifeScience
TheGraduateSchoolofHealthandEnvironment
YonseiUniversity

Blood transfusion might be the cause of side effects, such as
transfusion-transmitted infection,hemolytic transfusion reaction and febrile
transfusionreaction.Febrilenon-hemolytictransfusionreactionwhichcanbe
affectedfrom leukocyteinbloodproductismostoftenresulted.So,itwillbe
efficienttoreducethesideeffectiftheleukocyteshouldbeeliminatedfrom
thebloodproduct,andithasbeeningeneralamongtheadvancednations.In
thisstudy,prestorageleukocyte-filteredredbloodcells(LF-RBCs)whichwas
applied first in Korea were analysed and compared with the products
manufacturedbyAmericaorEuropeancountries.CytokinesuchasIL-1β,IL-6
and TNF-α known as themostcommon causeof febrilenon-hemolytic
transfusionreaction(FNHTR)wereanalysedbythestorageperiod.
First,quality analysis was performed on randomly selected 296 units

LF-RBCs.Thenumbersofpost-filtrationresidualWBCwere0.12±0.16(x106
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/unit),thatshow little differences compared with American Association of
BloodBank(AABB)orEuropeanrange.Hematocritwas58.2± 0.2,andred
bloodcellrecoverywas98.5±1.26%,whichwereacceptedrangebyAABBor
European standard.Cytokines were tested on 5 units of LF-RBCs and
NR-RBCsrespectively.Thespecimenswerecollectedon1,17and35days
afterstorage.Thecytokines,IL-1β,IL-6andTNF-α weredetectedfrom only
somespecimens.IL-1β wasdetectedfrom 3unit,IL-6wasdectectedfrom 5
unitandTNF-α wasdetectedfrom 5unit,whentheyweretestedwith10
units.Incaseof IL-1β,87% disappearancewasdetectedfrom LF-RBCs,but
25.5% ofincreasewasobservedfrom NR-RBCs.42.0% ofIL-6disappearance
wasdetectedfrom LF-RBCs,but27.4% ofIL-6decreasedfrom NR-RBCs.
ForTNF-α,79% disappearancewasobservedfrom LF-RBCs,but75.5% was
decreasedfrom RBCs.Theseresultsshow thattheconcentrationsofcytokines
which are known as causative agents offebrile non-hemolytic transfusion
reaction(FNHTR)weremoredecreasedfrom LF-RBCs thanfrom NR-RBCs.

Keywords:LF-RBCs,NR-RBCs,FNHTR,Cytokine,ELISA


	목 차
	국문요약
	제1장 서론
	제2장 연구재료 및 방법
	1.품질평가
	1)재료
	2)방법

	2.Cytokine정량비교
	1)대상
	2)방법


	제3장 결과
	1.백혈구여과제거 적혈구제제(LF-RBCs)의 품질평가
	2.Cytokine의 정량비교

	제4장 고찰
	제5장 결론
	참고문헌
	Abstract

