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Uvod

Placentna kri iz popkovnice (PKP) je bogat vir krvotvotnih mati¢nih celic
(KMC), sposobnih, da se po presaditvi naselijo v kostnem mozgu in pri¢nejo
tvoriti krvne celice (1). PKP vsebuje tudi mezenhimske prednamske celice, ki
kostnega mozga, hrustanec ter kostno, misi¢no in vezivno tkivo (2). Novejse
raziskave PKP so potrdile prisotnost tudi celic, iz katerih lahko z gojenjem in
vitro nastanejo celice endodermalnega izvora - hepatociti (3). Zaradi tak$nega
potenciala lahko z mati¢nimi/prednamskimi celicami iz PKP zdravimo $tevilne
bolezni. Redkeje se PKP uporablja za avtologne in alogeni¢ne transfuzije pri
novorojenckih (4,5).

Po prvi presaditvi KMC iz PKP, ki je bila opravljena leta 1988 pri otroku s
Fanconijevo anemijo (6), se njena uporaba nenehno povecuje. Zaradi posebnih
bioloskih in drugih znacilnosti ima PKP v primerjavi s kostnim mozgom vecjo
in lazjo dostopnost, manjse tveganje za prenos okuzbe s citomegalovirusom
(CMV) in Epstein-Barrovim virusom ter manjse tveganje za nastanek bolezni
presadka proti gostitelju po presaditvi. Glavna pomanjkljivost PK je majhno
$tevilo KMC, ki vecinoma zadostuje za presajanje le pri otrocih in osebah s
telesno tezo < 40 kg (7). Zato so Stevilne raziskave in napori usmerjeni v privo-
bivanje ¢im vecjega Stevila kakovostnih KMC iz PKP. Nekateri zdravijo odrasle
bolnike s presajanjem dveh razlicnih delno skladnih pripravkov alogeni¢ne PKP
(8), oziroma poskusajo povecati Stevilo KMC pridobljenih iz PKP z gojenjem
in vitro (9). Po drugi strani se spremljajo in raziskujejo dejavniki, ki vplivajo na
stevilo KMC v PKP kot so zbiranje, predelava in shranjevanje PKP.

Presajanje PKP

PKP lahko uporabljamo za zdravljenje bolezni z alogeni¢no (sorodno ali
nesorodno) in avtologno presaditvijo. V primeru sorodne alogeni¢ne presa-
ditve odvzamemo PKP porodnici, katere prejsnji otrok je bolan in je namenjena
njegovemu zdravljenju. PKP, ki jo porodnice darujejo in se shranjuje v »javnih
bankah«, je namenjena za nesorodne alogenicne presaditve. Shranjevanje avto-
logne PKP se izvaja v »zasebnih bankah« PKP za zagotavljanje rezerevnih KMC
za zdravljenje s presajanjem v primeru nastanka bolezni v prihodnosti.

Zagotavljanje PKP za presajanje je sestavljeno iz ve¢ postopkov. Pred zbiran-
jem je potrebno potencialni darovalki PKP posredovati vse potrebne informa-
cije, povezane s celotnim postokom od odvzema do shranjevanja in presaditve
PKP. Z anamnezo in pregledom darovalke si potem pridobimo informacije o
preteklih boleznih in sedanjem zdravstvenem stanju. Nato nosecnica podpise
pisni pristanek za darovanje PKP in izjavo o poucenosti. Kri darovalke PKP
se obvezno laboratorijsko testira na prisotnost oznacevalcev bolezni, ki se
prenasajo s krvjo (HbsAg, anti- HCV, anti - HIV I/I1, anti- HTLV I/I, anti-lues).
Testiranje na prisotnost nukleinskih kislin virusov hepatitisa C (HCV) in aidsa
(HIV I/II) z verizno polimerazno reakcijo (PCR) je obvezno le v nekaterih



drzavah. Dodatno se darovalke PKP testirajo na prisotnost okuzbe s citomaga-
lovirusom (anti - CMV) in toksoplazmozo (anti -Toxo)

Namen izjajanja teh postopkov je zagotavljanje varnosti potencialnega pre-
jemnika PKP, varnosti ploda in matere/darovalke.

Zbiranje PKP

PKP zbiramo po porodu iz popkovnicne vene. Porodnicar, ki vodi porod,
se med oziroma po porodu dokoc¢no odlodi, ali je odvzem PKP primeren ali
ne. Spremenljivke, ki veljajo kot relevatni kazalci kakovosti PKP z ozirom na
uspesnost prezivetja presadka in bolnika, so: volumen, stevilo celic z jedrom in
Stevilo CD34+ celic (10,11). Stevilni dejavniki lahko vplivajo na koli¢ino PKP
in $tevilo celic v njej in s tem tudi na izid zbiranja PKP. Na osnovi njihove pris-
otnosti lahko napovemo uspesnosti zbiranja PKP. Med maternalne dejavnike
sodijo kajenje in preeklampsija, ki sta povezana z manj$im volumnom PKP
in manjsim $tevilom celic v njej, ter veckratna nosecnost, ko se $tevilo celic z
jedrom v PKP s slehernim porodom zmanjsuje (12-14). Neonatalna dejavnika,
ki vplivata na vecji volumen PKP in $tevilo celic, sta vecja gestacijska starost in
vedja porodna teza novorojencka (12,13). Ve¢ji volumen PKP zberemo tudi, ¢e
je popkovnica daljsa in posteljica tezja (12-14).

Porodni dejavniki tudi vplivajo na volumen PKP in $tevilo celic. Pri poro-
dih s carskim rezom so zbrali ve¢ji volumen PKP z manjsim stevilom levkoci-
tov kot pri vaginalnem porodu. Razlik v stevilu CD34+ celic pa ni bilo (15).
Podaljsevanje casa, ki pretece od prekinitve popkovni¢nega obtoka do zacetka
zbiranja, ima za posledico zmanjsanje Stevila celic v PKP (16). Dalj ¢asa trajajoce
porode spremlja vecje stevilo celic v PKP (17), vendar pa obporodni stres vpliva
na zmanj$anje Stevila celic v PKP (18). Porocali so tudi, da je bil volumen PKP
vedji, Ce so postavili otroka na trebuh matere po porodu (19).

Odvzem PKP se izvaja po porodu otroka, ko se popkovnica preveze in
preneha utripati (> 40 sekund po porodu). Nekateri zbirajo PKP, ko je placenta
ex utero - po njenem porodu (20) drugi, ko je placenta in utero (21), tretji pa
uporabljajo kombinacijo obeh nacinov (22). Vecina raziskav je pokazala, da je
volumen zbrane krvi vedji in vsebuje vecje stevilo monojedrnih celic pri zbi-
ranju PKP iz placente in utero (23) (Tabela 1). Moznost okuzbe PKP pa je pri
tem nacinu vecja. Zbiranje PKP, ko je placenta in utero izvaja osebje v porodni
sobi, medtem ko zbiranje ex utero lahko izvaja tudi osebje iz banke placentne
krvi v drugem prostoru porodnisnice ali v sami banki PKP. Enotnega standarda
ali staliS¢a o nacinu odvzema PKP glede na pozicijo placente $e ni.

Tabela 1: Primerjava izsledkov zbiranja PKP med postopkom, ko je placenta ex
utero in ko je in utero.

Volumen (ml) TNC (x10%) CD34+ (x10°)
ex utero in utero ex utero in utero ex utero in utero
Surbek et al. 1998 (I1) 48.42 = 4.07 83.26 £ 7.9 n.p. n.p. n.p. n.p.
Pafumi et al.2002 (19) 60.9 = 13.7 90.7 £ 6.0 7.1 £08 0.1 £ 1.2 .64 +£24 20x06
Sparrow et al. 2002 (15) 62 67 10 12.1 2.9 3.8
Solves et al. 2003 (38) 98 = 28.47 108.82 = 28.6 8.55 + 3.52 10.54 = 4.15 2.96 +2.25 3.65 +3.38

n.p. — ni podatka



Pred odvzemom je potrebno temeljito dezinficirati popkovnico. Za ta namen
vecinoma uporabljajo alkoholno raztopino povodon-jodida. Poznamo t.i. »odprti«
in »zaprti« odvzem PKP. Pri »odprtem« nacinu odvzema, ki sodi v zgodovino,
se PKP zbira neposredno iz prerezanih popkovni¢nih zil v sterilno plasticno
posodico (24). Pri tem je moznost okuzbe PKP izredno velika. Zato so kmalu
priceli z »zaprtim« nacinom odvzema, ki predvideva punkcijo popkovnicnih zil
in zbiranje PKP v posebej prirejene plasticne vrecke, pri cemer ostane popko-
vnica prevezana (25).

V dvofaznem nacinu se najprej odvzeme PKP v plasti¢no vrecko, ko je pla-
centa in utero. Po porodu placente se popkovnica izmolze v smeri proti placenti
in kri aspirira z iglo in brizgo iz placentnega ozilja (26). S tem nacinom zberemo
vecjo koli¢ino PKP. Najve¢ PKP zberemo, ¢e infundiramo v umbilikalno arterijo
10 % raztopino ACD v fiziologki raztopini in potem iz popkovni¢ne vene aspir-
iramo kri preko katetra v brizgo, ki vsebuje 6 ml raztopine ACD (27).

Prenos PKP

Zbrano PKP je potrebno prenesti iz porodnisnice v banko placentne krvi za
predelavo in shranjevanje. Ob prenosu se PKP zacasno shranjuje do 24 ur na
temperaturi +4°C. Ni Se raziskano, ali na prezivetje celic pri transportu vpliva
vrsta plastike vreck za shranjevanje in ali je potrebno PKP nenehno mesati. Ugo-
tovili so, da je boljSe prezivetje celic v posebnih raztopinah, kot so Normosol,
Plasmalyte A in STM-sav.

Predelava PKP

PKP lahko zmrznemo in shranjujemo v tekoc¢em dusiku ali pa jo pred zamr-
zovanjem predelamo. Poznamo ve¢ nacinov predelave PKP, katere cilji so zmanj-
$anje volumna z izlocanjem eritrocitov in plazme ob minimalni izgubi KMC.
S tem se povecajo zmogljivosti skladiS¢enja PKP, zmanjsa se koli¢ina uporabljen-
ega in infundiranega toksi¢nega krioprotektorja dimetilsulfoksida (DMSO) in
zmanjsa se koli¢ina infundiranega prostega hemoglobin iz liziranih eritrocitov.
Odstranjevanje eritrocitov je potrebno tudi v primerih ABO neskladja med pre-
jemnikom in alogeni¢no PKP. Raziskave so potrdile, da je predelava PKP pred
shranjevanjem ucinkovit postopek, ter da je presaditev predelane PKP klini¢no
uspesna (28,29).

Predelava je lahko ro¢na, polavtomatska in avtomatska v odprtem ali zapr-
tem sistemu. Eritrocite in plazmo lahko izlo¢imo iz PKP tako, da lo¢imo trom-
bocitno levkocitno plast (buffy coat) z diferencialnim centrifugiranjem, kar je
povezano z izgubo vec kot 30% levkocitov in mati¢nih/prednamskih celic (30).
Izgubo celic so zmanjsali z dvojnim centrifugiranjem, ko so najprej iz PKP
odstanili eritrocite in po drugem centrifugiranju plazmo (31) ali pa so lo¢evanje
izvedli s polavtomatskimi napravami (32). BoljSo predelavo so dosegli z doda-
jajnem snovi v PKP, ki izboljsa locevanje med eritrociti in celicami z jedrom.
Dodajanje 3-odstotne gelatine v PKP je izboljsalo sedimantacijo eritrocitov, ven-
dar se ni uveljavilo v praksi zaradi odprtega nacina v epruveti z veliko moznostjo
bakterijske in gljivi¢cne okuzbe in reagenta zivalskega izvora (33). Ustvarjanje
gradienta gostote s Ficollom (22), Percollom in poligelinom (34) so tudi odprti
nacini v epruveti, ki se niso uveljavili v praksi. Po dodajanju hidroksietilnega
skroba (HES) v PKP eritrociti agregirajo v t. i. »rouleaux« tvorbe in se po cen-
trifugiranju lazje locujejo s polavtomatskimi napravami (20,35). PKP se lahko
filtrira skozi poliuretanski filter, v katerem se zadrzijo levkociti, ki se izpirerjo
iz filtra z raztopino albumina v fizioloski raztopini (36). Za avtomatski nacin



predelave PKP se uporabljajo posebne naprave, ki delujejo kot majhni celi¢ni
loc¢evalci in v zaprtem mikroprocesorsko vodenem sistemu izlocijo eritrocite in
plazmo iz PKP(37). V praksi se je uveljavil polavtomatski nacin z dodajanjem
raztopine HES. Primerjava izsledkov nekaterih postopkov predelave PKP je pri-
kazana v tabeli 2.

Tabela 2: 1zsledki zmanj$anja volumna in prezivetja celic pri razli¢nih nacinih

predelave PKP.
Avtomatsko (HES) Filtracija Polavtomatsko (HES) Rocno (brez HES)
Zingsem et al. (37) Rebulla et al.(36) Bertolini et al. (35) Armitage at al. (32) Sousaetal (31)
Volumen (ml) 326 £7.6 21.5 n.p. 245 = |.5 45 (19-63)
Zmanjsanje volumna (%) 65.1 = 15.8 n.p. n.p. 67 56
Prezivetje levkocitov (%) 78.6 =249 49 =17 858 +7.9 83.3 = 16.8 72 (52-90)
Prezivetje CD34+ celic (%) 83.6 =325 853 £ 8.5 83.4 = 5.6 98.9 £15.6 87 (63-99)

n.p. — ni podatka

V nadaljevanju predelave PKP se lahko osamijo CD34+ celic ve¢inoma z imu-
nomagnetnim postopkom oziroma se KMC iz PKP gojijo in vitro na gojiscih.

Po odvzemu in predelavi PKP je potrebno opraviti laboratorijske teste,
ki zagotavljajo varnost in kakovost odvzete PKP. Med teste varnosti sodijo
seroloski testi (HbsAg; anti HCV, anti-HIV I/I1, anti HTLV I/II) in testi NAT
za dolocanje oznacevalcev virusov kot tudi aerobne in anaerobne bakterioloske
kulture. Dolo¢amo e krvno skupino ABO in RhD, hemogram, celice CD34",
antigene HLA ter CFU-GM. Nekateri priporocajo dolo¢anje kontaminacije PKP
s celicami iz krvi matere.

Zakljucek

Nacin zbiranja in predelave sta dejavnika, ki lahko vplivata na volumen
zbrane PKP in Stevilo KMC v njej ter posredno na uspesnost presaditve. V lit-
eraturi nismo zasledili standardov ali priporocil, ki bi narekovali, kateri nacini
zbiranja in predelave PKP so ustrezni za uporabo v praksi. Zato se glede na
ostale dejavnike, ki lahko vplivajo na kakovost in varnost zbiranja ter predelave
PKP, odlo¢imo za nacin, ki bo zagotovil zbiranje maksimalnega stevila KMC ob
¢im manjsih izgubah celic pri predelavi.
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