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Povzetek: Javna banka popkovniœne krvi je nepridobitna organizacija, ki obdeluje in shranjuje darovano nesorodno popkovniœno kri (PK), iz
katere zagotavlja celiœne pripravke za zdravljenje nekaterih krvnih in metabolnih bolezni, pri katerih bolniki potrebujejo presaditev krvotvornih
matiœnih celic (KMC). V slovensko banko je v prvem letu in pol darovalo PK 833 æensk, glede na standardne kriterije pa smo shranili 267 (32%)
enot PK. V zadnjih treh mesecih je PK darovalo pribliæno 80 oseb na mesec, v povpreœju pa smo od teh meseœno shranili 24 enot. Mediana øtevila
levkocitov v pripravkih PK pred zamrzovanjem je bila 977 x 106 (n = 125; od 507 x 106 - 2631 x 106). Uœinkovitost zbiranja levkocitov z aparatom
Sepax pa je bila v povpreœju 74% (n = 44; 38 - 94%). V bliænji prihodnosti nameravamo delovanje javne banke PK akreditirati pri mednarodnem
registru EuroCord in s tem zagotoviti uœinkovite pripravke, ki bodo dosegali standarde NetCord-FACT.

Kljuœne besede: Popkovniœna kri; krvotvorne matiœne celice; zamrzovanje celic; javna banka popkovniœne krvi

Abstract: The public cord blood bank is a non-profit organization that processes and stores donated unrelated cord blood for haematopoietic
stem cell transplantations. In the past year and half, 833 women donated cord blood to our bank, of which 267 units (32%) were stored. In the
past three months, an average of 80 parents per month donated cord blood and 24 units per month were cryopreserved. The median number of
leukocytes per cord blood unit prior cryopreservation was 977 x 106 (n = 125; 507 x 106 - 2631 x 106). The mean recovery of leukocytes after
processing the cord blood with the Sepax cell separation system was 74% (n = 44; 38 - 94%). We are planning to start the accreditation process
at the international registry EuroCord to achieve consistent production of high quality cord blood products that will comply with NetCord-FACT
standards.
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1 Uvod
Slovensko banko popkovniœne krvi smo na Zavodu RS za transfuzijsko
medicino ustanovili aprila 2008 v okviru Enote za shranjevanje
popkovniœne krvi. V njej shranjujemo nesorodno PK, po naroœilu
zdravnikov pa tudi sorodno PK, ki jo pridobijo s tako imenovanim
usmerjenim odvzemom. Prviœ smo v Sloveniji shranili sorodno PK
15.11.1999, ki so jo po naroœilu Pediatriœne klinike v Ljubljani odvzeli
novorojencu za morebitno zdravljenje sorojenca z aplastiœno anemijo. 

Delovanje banke smo zasnovali po mednarodnem standardu NetCord-
FACT, ki predpisuje naœine zbiranja, obdelave, testiranja, shranjevanja,
izbiranja in sproøœanja PK (1). V prihodnjih letih nameravamo pridobiti
ta standard in s tem potrditi kakovost in uœinkovitost pripravkov.
Slovenska zakonodaja od leta 2007 ureja to podroœje z Zakonom o
kakovosti in varnosti œloveøkih tkiv in celic, namenjenih za zdravljenje
(ZKVŒTC) in pripadajoœimi pravilniki (2). Javna agencija RS za zdravila
in medicinske pripomoœke pa je uradni organ, ki to podroœje nadzira.

PK, kostni mozeg in periferna kri, po predhodni farmakoloøki stimulaciji,
so lahko viri krvotvornih matiœnih celic (KMC) za zdravljenje nekaterih

bolezni, pri katerih bolniki nujno potrebujejo presaditev KMC, da bi

lahko preæiveli. Najpomembnejøa dejavnika, ki vplivata na uspeønost

presaditve KMC, sta øtevilo presajenih celic CD34+ in skladnost tkivnih

antigenov HLA med darovalcem in prejemnikom celic. Kostni mozeg

sicer vsebuje veœ jedrnih celic in med njimi tudi celic CD34+ (1 do 3%

vseh jedrnih celic) kot PK (0,01 do 1,0%), toda celice iz PK, zaradi

svoje funkcionalne nezrelosti, redkeje povzroœijo akutno bolezen

presadka proti gostitelju, imajo veœjo zmoænost pomnoæevanja,

vsebujejo veœ imunsko naivnih celic (3) in imajo daljøe telomere (4, 5).

Razliœne javne banke, glede na stroøke delovanja, same doloœijo

minimalno øtevilo jedrnih celic, ki jih mora vsebovat PK, da jo sprejmejo

v banko, nadaljujejo z obdelavo in zamrznejo. Tako na primer javna

banka v Milanu shrani le tiste enote, ki vsebujejo najmanj 1000 x 106

jedrnih celic (6), v Madridu 800 X 106 celic (7), ter 500 x 106 celic v

Mannheimu (8). Prav øtevilo jedrnih celic v PK omejuje njeno kliniœno

uporabnost, ki je omejena na telesno teæo bolnika. Pri tem namreœ velja,

da je za uspeøno zdravljenje potrebno presaditi najmanj 2 x 107 æivih

jedrnih celic na kilogram telesne teæe prejemnika (9). Zato lahko s PK,

ki ima veliko jedrnih celic, zdravimo tudi bolnike z veœjo telesno maso.
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Italijansko zdruæenje bank popkovniœne krvi (GRACE) poroœa, da v
povpreœju za zdravljenje letno izdajo 1 do 2% shranjenih enot PK (10),
prodajna cena posamezne enote pa je 17.000 EUR (11). Viøina slednje
je razumljiva, saj zaradi velikih stroøkov obdelave, testiranja,
shranjevanja in razvoja, javne banke le na takøen naœin lahko pokrivajo
stroøke svojega delovanja (12). Tako je Pediatriœna klinika v Ljubljani za
zdravljenje dveh svojih bolnikov plaœala PK, ki so ju prejeli iz bank v
tujini, po 16.060 EUR in 30.560 USD. 

Na podroœju pomnoæevanja celic iz PK poteka veœ raziskav, saj bi æeleli
poveœati kliniœno uporabnost pripravkov (13-15), pri œemer nekateri æe
poroœajo o dobrih kliniœnih rezultatih (16). 

2 Odvzem, obdelava in
shranjevanje popkovniœne krvi

Noseœnice pribliæno v 34. tednu noseœnosti izpolnijo prijavnico in
podpiøejo privolitev za darovanje PK. Babice ali porodniœarji ob
porodu, øe pred porodom posteljice, odvzamejo in zberejo
popkovniœno kri v vreœko z 21 mL antikoagulantom CPD (citrat, fosfat,
dekstroza). PK odvzamejo tako pri vaginalnem kot pri porodu s carskim
rezom. Kurir jo nato pri temperaturi od 2 do 24°C dostavi v naøo banko,
kjer jo analiziramo, obdelamo in shranimo. 

Slika 1: Sterilni sistem za enkratno uporabo za loœevanje celic v
popkovniœni krvi z aparatom Sepax. A - vbodna igla za
vreœko s popkovniœno krvjo; B - prikljuœek za zamrzovalno
vreœko, kjer se zberejo jedrne celice; C - centrifuga; D -
vreœka, kjer se zbere plazma.

Figure 1: A Sterile single-used system for cord blood cell separation
with Sepax machine. A - spike for cord blood bag; 
B - connection port for freezing bag for collection of
nucleated cells; C - centrifuge; D - plasma collection bag.

Najprej doloœimo volumen PK in preverimo, da ni minilo veœ kot 48 ur
od poroda. S hematoloøkim analizatorjem (Cell-DYN 3200, Abbott)
doloœimo krvno sliko in preverimo skupno øtevilo jedrnih celic. Œe je
PK vsebuje veœ kot 750 x 106 levkocitov (skupaj z retikulociti), oziroma
je od njenega odvzema minilo veœ kot 48 ur, nadaljujemo z obdelavo,
drugaœe pa kri uniœimo. 750 milijonov levkocitov zadoøœa za
zdravljenje vsaj 25 kg osebe, oziroma zdravi se lahko tudi teæje, œe
vsebuje PK øe veœ celic. S prvim aprilom 2009 smo zviøali minimalno,
øe sprejemljivo øtevilo levkocitov na 900 x 106, ker smo uvedli nov
postopek obdelave PK, ki vsebuje loœevanje celic in koncentriranje
levkocitov z aparatom Sepax (Slika 1) (Biosafe, Øvica). Pri tem
uporabljamo program UCB, ki nam omogoœa pripravo levkocitnega

Slika 2: Raœunalniøko voden zamrzovalnik za programirano
zamrzovanje s pomoœjo tekoœega duøika. 

Figure 2: Programmable freezer for controlled - rate liquid nitrogen
freezing.

Slika 3: Zamrzovalnik na tekoœi duøik, kjer so shranjeni zamrznjeni
pripravki popkovniœne krvi.

Figure 3: Liquid nitrogen freezer for storage of cryopreserved cord
blood products.
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pripravka z izbranim konœnim volumnom 27 mL. Polno PK ali pa
levkocitni pripravek zamrznemo v raztopini krioprotektorja, sestavljeno
iz 10% DMSO (WAK-Chemie) in 5% humanega albumina
(Octapharma) v raœunalniøko vodenem zamrzovalniku (Slika 2) (Nicool
plus, Air Liquide), ki je v doloœenih temperaturnih intervalih zamrzuje s
hitrostjo: -1°C/min od 0 do -5,5°C, -2°C/min od -5,5 do -40°C in -
10°C/min od -40 do -130°C. Zamrznjene pripravke trajno shranjujemo
pri temperaturi od -150°C do -196°C v parah tekoœega duøika ali v
samem tekoœem duøiku (Slika 3) in jih nameravamo shranjevati
neomejeno dolgo. Vsem shranjenim pripravkom PK doloœimo bioloøke
lastnosti, ki jih prikazuje Preglednica 1, poleg tega pa preverimo tudi
pripadajoœo materino kri (Preglednica 2). 

3 Delovanje javne banke
popkovniœne krvi

V prvem letu in pol delovanja (april 2008 - november 2009) je v
Slovensko javno banko darovalo popkovniœno kri 833 mater iz vseh
porodniønic v Sloveniji. Od teh smo, skladno s kriteriji, shranili 267 enot
(32%), ostale pa smo zaradi premajhnega øtevila levkocitov, prisotnosti
mikroorganizmov ali pa prekoraœitve œasovnega intervala 48 ur od
odvzema do zamrzovanja, uniœili. Le dva vzorca od 267 (0,7%) sta bila
pozitivna na prisotnost bakterij, kar govori o dobri aseptiœni tehniki
zbiranja in obdelave PK. V okuæenih vzorcih smo izolirali Bacteroides
vulgatus, Escherichia coli in Enterococcus faecalis. Iz drugih bank
poroœajo, da imajo pribliæno 2% takih vzorcev (17). Øestinøtiridesetim

vzorcem smo doloœili genotipe HLA, vendar nimamo v svetovni register
vpisanega øe nobenega vzorca, saj nam to prepreœujejo teæave pri
vpeljavi novega informacijskega sistema, ki bo povezal slovenski
register s svetovnim BMDW (Bone Marrow Donors Worldwide).
Povpreœno øtevilo levkocitov v enoti PK po obdelavi in pred
zamrzovanjem je bilo 1061 x 106, mediana 977 x 106 (n = 125; od 507
x 106 do 2631 x 106). Uœinkovitost zbiranja levkocitov z aparatom
Sepax je bila v povpreœju 74% (n = 44; od 38% do 94%). V enem od
267 pregledanih vzorcev PK smo odkrili abnormalni hemoglobin (HbH, 

Slika 4: Prikaz øtevila darovalcev popkovniœne krvi za javno banko in
øtevilo shranjenih enot po mesecih. 

Figure 4: Number of mother who donated cord blood to the
Slovenian public cord blood bank and number of
cryopreserved units, per month.

0,3%). Matere vseh novorojencev, katerih PK smo shranili, so imele
ustrezne virusne oznaœevalce (negativne rezultate testov za okuæbo z
HIV 1/2, HTLV I/II, hepatitis B in C) ter negativen izvid za bakterijo
Treponemo pallidum. 

Kljub odsotnosti naœrtnega obveøœanja øirøe javnosti o naøi dejavnosti,
kar je posledica prostorske, finanœne in kadrovske stiske, se je øtevilo
darovalk iz meseca v mesec poveœevalo. V zadnjih treh mesecih je v
povpreœju darovalo 80 oseb na mesec, shranili pa smo jih v povpreœju
24 na mesec (Slika 4). Zasebne pridobitne banke, ki delujejo v
Sloveniji, so v preteklem letu v razliœnih medijih pogosto oglaøevale
svoje storitve, zato se je verjetno tudi zanimanje za krvotvorne matiœne
celic in darovanje poveœevalo. Delovanje banke podpira raœunalniøki
program StemLab (StemSoft Software Inc.), ki vsaki sprejeti enoti PK
dodeli identifikacijsko øtevilko in omogoœa sledljivost darovalcev
(novorojencev), njihovih mater in pripravkov. 

Po naroœilu zdravnikov shranjujemo tudi sorodno PK (t. i. usmerjeni
odvzem). Trenutno imamo shranjenih 14 enot, od leta 1999 do danes
pa smo jih shranili 19. Najpogostejøi naroœnik te storitve je bila
Pediatriœna klinika, sledi Hematoloøka klinika v Ljubljani in drugi.
Indikacije za usmerjen odvzem so bile razliœne rakave bolezni pri
sorojencih. Ker je zdravljenje s PK v Sloveniji razmeroma novo
podroœje, je potrebno izdelati smernice za usmerjeni odvzem PK.
Otroøki onkologi zagovarjajo staliøœe, da je usmerjen odvzem PK
indiciran v primeru, da se sorojenec novorojenega otroka, katerega PK
bi shranili, zdravi zaradi bolezni, za katero je po trenutnih smernicah

Preglednica 1: Analiza popkovniœne krvi.
Table 1: Analysis of cord blood.

Vrsta analize
1. volumen pripravka
2. øt. levkocitov, retikulocitov
3. øt. celic CD34+
4. hematokrit
5. krvna skupina AB0, RhD
6. abnormalni hemoglobini
7. øt. klonogenih krvotvornih celic (CFC)
8. genotipizacija HLA (A,B, DRB1)
9. æivost celic
10. rast anaerobnih in aerobnih mikroorganizmov  

Preglednica 2: Seznam potencialno prisotnih patogenov, ki jih
preverimo v materini krvi.

Table 2: List of potentially present pathogens determined in maternal
blood.

Vrsta oznaœevalca
1. anti-HIV1/2 in p24 Ag (virus HIV)
2. HBsAg, anti-HBc (virus hepatitisa B)
3. anti-HTLV I / II (humani T limfotropni virus)
4. anti-HCV (virus hepatitisa C)
5. anti-Treponema pallidum
6. anti-CMV IgM in IgG (citomegalovirus)
7. NAT testiranje HBV DNA, HCV RNA in HIV 1 RNA (NAT- nucleic

acid amplification technology)
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EBMT (Evropska skupina za presajanje krvotvornih matiœnih celic)

alogenska presaditev krvotvornih matiœnih celic rutinska metoda

zdravljenja (18,19). V takih primerih, bi torej moralo biti zbiranje in

shranjevanje PK za bolnikovo druæino brezplaœno. Zaenkrat ostaja

nereøeno tudi vpraøanje trajanja shranjevanja za ta namen zbrane PK.

Ena od moænih reøitev bi bila, da je shranjevanje take enote PK za

druæino in druge potencialne uporabnike brezplaœno za obdobje do

pet let po zakljuœenem zdravljenju bolezni sorojenca, za katerega je

bila enota PK zbrana. Po preteku tega obdobja pa bi se druæina lahko

odloœila ali prevzame stroøke nadaljnjega shranjevanja ali pa se enoto

PK uniœi, saj zaradi krvnih bolezni v oæji druæini, ni primerna za prenos

v javno banko PK.

4 Kliniœne izkuønje pri presaditvi
popkovniœne krvi

Prvo nesorodno PK smo v Sloveniji presadili leta 2004 pri enoletnem

deœku z mielodisplastiœnim sindromom (MDS). Do danes smo v

Sloveniji presadili dve nesorodni PK, ki sta jih priskrbeli tuji javni banki,

in nobene avtologne. V obeh primerih je presaditev potekala brez

nepriœakovanih zapletov. Podaljøan œas do vzpostavitve trombopoeze,

ki smo ga opazovali v obeh primerih, je posebnost, ki je znana in

opisana znaœilnost presaditve PK. Kljub uspeøni presaditvi, je v obeh

primerih priølo razmeroma zgodaj do ponovitve bolezni. V prvem

primeru je MDS hitro napredoval v akutno mieloblastno levkemijo. Pri

drugem deœku, ki je imel v osnovi akutno limfoblastno levkemijo z

visokim tveganjem za relaps, pa je do ponovitve bolezni priølo znotraj

prvih øestih mesecev po presaditvi. Ponovitev osnovne bolezni v obeh

dosedanjih primerih, je lahko povezan z dejstvom, da je imunski uœinek

presadka, ki ga imenujemo tudi uœinek presadka proti levkemiji, pri

presaditvi PK manj izraæen, kot pri presaditvi krvotvornih matiœnih celic,

pridobljenih s standardnimi postopki, od sorodnih in nesorodnih

dajalcev. Podatki EuroCorda kaæejo, da je preæivetje bolnikov po

presaditvi odvisno od vrste osnovne bolezni in stanja bolnikov ob

presaditvi in je v povpreœju od 27 do 100% (20). 

5 Novosti in prihodnost pri
zdravljenju s popkovniœno
krvjo in shranjevanju KMC

Glavna pomanjkljivost PK, ki prepreœuje njeno øirøo uporabo, je

relativno majhno øtevilo KMC, zato jih poskuøajo v ustreznih gojiøœih in

vitro pomnoæiti do øtevila, ki bo omogoœilo zdravljenje tudi odraslih

bolnikov z veœjo telesno maso. Æal pa pri pomnoæevanju in vitro

matiœne celice pogosto izgubijo znaœilne lastnosti in se diferencirajo v

potomke matiœnih celic, na primer v razliœne prednice krvnih celic. Te

imajo omejeno zmoænost pomnoæevanja, vendar kljub temu

doprinesejo k hitrejøi obnovitvi presajenih matiœnih celic (21-24). Zato

zaenkrat zdravljenje s pomnoæenimi matiœnimi celicami in vitro poteka

tako, da bolniku presadijo dve enoti; eno s pomnoæenimi celicami in

drugo z ne-pomnoæenimi. Pri tem pa sta lahko enoti od enega

darovalca PK (16,21,25) ali pa od dveh (26). Prav zaradi moænosti

pomnoæevanja celic je pomembno, da posamezno enoto PK shranimo

v veœ vreœkah ali vialah.

Nov pristop k uœinkovitejøemu sprejemanju in delovanju presadka KMC
nekateri vidijo v uporabi haploidentiœnih (poloviœno tkivno skladnih)
mezenhimskih matiœnih celic, ki jih osamijo iz kostnega mozga in
pomnoæijo in vitro ter presadijo hkrati s KMC iz nesorodne PK (27).
Mezenhimske matiœne celice naj bi po presaditvi pospeøile sprejetje
KMC zaradi svojega imunsko supresivnega uœinka (28). Ugotovili so
tudi, da lahko na hitrejøe sprejetje presajenih KMC vpliva tudi
neposreden vnos KMC preko œrevnice v kostni mozeg (direct intra
bone transplantation) (29,30). 

Shranjevanje KMC v zamrzovalnikih s tekoœim duøikom je velik stroøek,
zato poskuøajo razviti nove naœine dolgotrajnega shranjevanja celic.
Postopek liofilizacije KMC, ki jih nato shranjujejo pri 2 – 8°C, je
patentirala in objavila izraelska skupina strokovnjakov (31). Poroœajo o
dobrih rezultatih in vitro, na izsledke kliniœnih raziskav pa bo potrebno
øe poœakati. 

6 Zakljuœek 
Nesorodna popkovniœna kri se æe vrsto let uspeøno uporablja za
zdravljenje nekaterih malignih in nemalignih krvnih bolezni. Raziskave,
s katerimi preuœujejo primernost PK za zdravljenje drugih bolezni
(nevroloøke bolezni, diabetes tip 1), oziroma za potrebe regenerativne
medicine, zaenkrat potekajo predvsem na æivalskih modelih, zato lahko
priœakujemo, da bo v prihodnosti objavljenih tudi veœ rezultatov
kliniœnih aplikacij na ljudeh, iz katerih bodo lahko nastale nove
smernice za zdravljenje z matiœnimi celicami (32-37).
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