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Kakovost odmrznjenih pripravkov
krvotvornih maticnih celic za presaditev

Quality of thawed hematopoietic progenitor cell grafts

Metka Kradna, Elvira MaliCev, Mojca Jez, Andreja Nunar Perko, Marko Cukjati

Izviecek

Izhodi$ca: Ustrezen odmerek skladnih in Zivih
krvotvornih mati¢nih celic je klju¢en, da se pre-
sadek KMC po presaditvi obdrzi pri bolniku. V
raziskavi smo zato preverili Zivost KMC v od-
mrznjenih pripravkih KMC, ki smo jih presadili
hematoloskim bolnikom v enem letu.

Metode: KMC smo pridobili z aferezo in jih
zamrznili v programiranem zamrzovalniku v
avtologni plazmi z 10 % DMSO-jem ter jih shra-
nili v pari tekocega dusika. Vrecke s KMC smo
odmrznili v vodni kopeli ob bolnikovi postelji.
V ostankih izpirkov vreck po dodatku fizioloske
raztopine smo s preto¢nim citometrom dolo¢ili
zivost (7-AAD) pri KMC (celice CD34+) in lev-
kocitih.

Rezultati: V  ostankih celiénih  suspenzij
(n=288) po presaditvi KMC je bila zivost KMC
79,9 12,4 %, Zivost levkocitov pa 62,2+12,2%
(parni t-test, P < 0,001). Povpre¢na zivost KMC
v vzorcih, ki so bili zamrznjeni takoj po odvze-
mu (n=58), je bila 79,9 + 9,2 %, pri vzorcih, za-
mrznjenih naslednji dan po 18 urah v hladilni-
ku, pa je bila 80,5 +11,3% (n = 67). Shranjevanje
vzorcev ¢ez no¢ ni znadilno vplivalo na Zivost
celic v primerjavi s takoj zamrznjenimi vzorci
(t-test, P> 0,5). Spiranje vreck KMC in shranje-
vanje celic po odmrzovanju v fizioloski raztopini
je znadilno (n =7; parni t-test, P < 0,01) povecalo
smrtnost KMC, saj je bila Zivost takoj po odmr-
znitvi 84,1 4,5 %, pri vzorcih, red¢enih s fiziolo-
$ko raztopino, pa 60,1+ 15,7 %.

Zakljucki: V nasem laboratoriju pri zamrzova-
nju in odmrzovanju pripravkov KMC propade v
povpredju 20 % KMC. Zamrzovanje pripravkov
KMC po 18 urah od odvzema celic ne vpliva na
zivost odmrznjenih celic v primerjavi s takoj
zamrznjenimi pripravki. Fiziolo$ka raztopina
ni primerna za spiranje vreck in shranjevanje
ostanka KMC po odmrznitvi pripravkov KMC.

Abstract

Background: The appropriate dose of compat-
ible and viable hematopoietic progenitor cells is
crucial for successful engraftment of transplant-
ed cells within patients. In the study we therefore
checked the viability of HPC in thawed HPC
grafts that were transplanted into haematology
patients in one year.

Methods: We acquired HPC by apheresis and
froze them in a programmable freezer in autolo-
gous plasma with 10 % DMSO and stored them
in liquid nitrogen vapour. We thawed the bags
with HPC in a water bath at the patient’s bedside
and in the eluate residues from the bags after the
addition of saline solution we determined the vi-
ability (7-AAD) of HPC (CD34+) and lympho-
cytes by flow cytometry.

Results: After the transplantation of HPC, the
viability of HPC was 79.9 +12.4 %, and of leuko-
cytes 62.2 +12.2 % (paired t-test, P < 0.001) in cell
suspension residues (n = 88). The average viabil-
ity of HPC in samples that were frozen imme-
diately after collection (n=58) was 79.9 9.2 %,
and in samples frozen the next day after 18
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hours in the fridge, the viability was 80.5 + 11.3 %
(n=67). Storing samples overnight did not sig-
nificantly affect the viability of cells in compari-
son with samples that were frozen immediately
(t-test, P> 0.5). Rinsing of HPC bags and storing
cells after thawing in saline solution significantly
(n=7; paired t-test, P < 0.01) increased the mor-
tality of HPC, since the viability immediately af-
ter thawing was 84.1 * 4.5 %, whereas in samples
diluted with saline solution it was 60.1+15.7 %.
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Conclusions: In our laboratory, cca 20 % of HPC
are lost during freezing and thawing of HPC
grafts. Freezing HPC grafts 18 hours after cell
collection does not affect the viability of thawed
cells in comparison with grafts that are frozen
immediately. Saline solution is not suitable for
rinsing bags and storing HPC residuals after
thawing HPC products.

Uvod

Iz krvotvornih mati¢nih celic se razvije-
jo vse celi¢ne vrste, ki so prisotne v krvi. S
postopno diferenciacijo prek razli¢nih sto-
penj prednisgkih celic nastanejo celice limfa-
ti¢ne vrste (limfociti T, limfociti B in celice
naravne ubijalke) ter celice mieloi¢ne vrste
(monociti, makrofagi, nevtrofilci, bazofil-
ci, eozinofilci, eritrociti in trombociti). So
v kostnem mozgu, od koder se izplavljajo
v periferno kri, prav tako pa so tudi v pop-
kovni¢ni krvi. V kostnem mozgu pri zdravih
ljudeh predstavljajo v povprecju 1,5 % popu-
lacije enojedrnih celic, ' v popkovni¢ni krvi
do 1%, »* v perifeni krvi pa jih je manj kot
0,1%.* Pri tretiranju bolnika z rastnimi de-
javniki, kot je dejavnik, ki spodbuja razvoj
granulocitov (G-CSF), ali z u¢inkovino ci-
klofosfamid, lahko odstotek KMC v perifer-
ni krvi na ra¢un mobilizacije celic iz kostne-
ga mozga naraste na 0,5 %.>°

Presaditev KMC je e vedno najbolj raz-
$irjena oblika celi¢nega zdravljenja, saj letno
opravijo na svetu ve¢ kot 50.000 presaditev.’
V Sloveniji smo jih leta 2013 opravili 112.°
Presaditev KMC je primerna za zdravljenje
malignih in nekaterih nemalignih bolezni
kostnega mozga in drugih krvotvornih orga-
nov (levkemije, mielodisplasti¢ni sindromi,
diseminirani plazmocitom, maligni limfomi,
huda oblika aplasti¢ne anemije) ter nekate-
rih drugih bolezni (nekatere solidne novo-
tvorbe, podedovane bolezni in avtoimunske
bolezni).”'' Na uspesnost presaditve KMC
vpliva bolnikovo stanje, Stevilo presajenih
KMC in kakovost pripravka KMC. Za uspe-
$no presaditev KMC iz periferne krvi velja,
da mora prejemnik dobiti vsaj 2 x 10° Zivih
celic KMC na kg telesne teze pri avtologni
presaditvi in vsaj 5 X 10° zivih celic KMC na
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kg telesne teze pri alogenski presaditvi.'?
Ustrezno $tevilo KMC za presaditev prido-
bimo po stimuliranju bolnikov s krvotvor-
nimi rastnimi dejavniki. Najpogosteje jih
zberemo z aferezo iz venske krvi, redkeje
pa z aspiracijo kostnega mozga. Za celi¢ne
pripravke velja, da so za presaditev uporabni
najvec 72 ur po odvzemu celic, saj s ¢asom,
ki ga celice prezivijo zunaj telesa, izgublja-
jo vitalnost in propadajo. KMC iz kostnega
mozga in periferne krvi lahko shranjujemo
do 3 dni pri temperaturi od 2 do 10 °C, ozi-
roma za kostni mozeg velja do 24 ur, in pe-
riferne KMC do 12 ur pri temperaturi od 2
do 24°C." Visek celic, ki se ne uporabi za
presaditev, lahko zamrznemo in po potrebi,
ko bolnik spet potrebuje presaditev KMC,
celi¢ni pripravek odmrznemo. Zamrzovanje
in odmrzovanje poskoduje del celic, zato je
pomembno, da za zamrzovanje, shranjeva-
nje in odmrzovanje celic uporabimo postop-
ke, ki so za celice najmanj $kodljivi. Obenem
moramo pri nacrtovanju presaditve KMC
upostevati, da se po odmrznitvi pripravka
zmanjsa Stevilo zivih celic, kar lahko vpliva
na hematopoezo po presaditvi.

Metode

Namen nase raziskave je bil doloc¢iti de-
lez 7ivih oziroma mrtvih celic v odmrznje-
nih celi¢nih pripravkih za presaditev, ki jih
pripravljamo na Zavodu RS za transfuzijsko
medicino. Raziskava je potekala tako, da
smo iz ostankov razred¢ene celi¢ne suspen-
zije po presaditvi KMC odvzeli vzorec in s
preto¢no citometrijo izmerili delez nezivih
celic v populaciji vseh levkocitov in v popu-
laciji KMC. Levkocite smo oznacili s protite-
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Slika 1: Zivost celic po
odmrzovanju pripravkov
KMC. V ostankih celi¢nih
suspenzij po presaditvi
KMC smo izmerili zivost
celic z barvilom 7-AAD.
Podatki pomenijo
povpredje + SD na 88
vzorcih. Zivost KMC je
bila 79,9 + 12,4 %, Zivost
levkocitov pa 62,2 +12,2
%. Povprecna zivost KMC
je bila za 18 % vecja od
Zivosti levkocitov in se
je statisti¢no znacilno
razlikovala (t-test, P <
0,001).
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KMC

lesi proti molekuli CD45, KMC pa s protite-
lesi proti glikoproteinu CD34. Preverili smo
tudi, ali shranjevanje pripravka KMC v hla-
dilniku za 18 ur pred zamrzovanjem vpliva
na zivost celic po odmrzovanju. Meritve smo
opravljali 1 leto pri vseh celi¢nih pripravkih,
ki smo jih odmrznili in presadili bolnikom
na Klinicnem oddelku za hematologijo ali
Klinicnem oddelku za otrosko hematolo-
gijo in onkologijo v Ljubljani. Pripravki so
bili zamrznjeni od 1 meseca do 6 let. Ker je
po opravljeni presaditvi prenos razred¢enih
vzorcev potekal iz klinike v laboratorij od 30
do 90 minut, smo preverili tudi vpliv na¢ina
vzorcenja na samo meritev Zivosti celic. Za
to smo v laboratoriju odmrznili 7 nakljuc-
nih pripravkov preminulih bolnikov in jih
analizirali.

Zbiranje in zamrzovanje celic

Bolnikom smo z aferezo zbrali celice in
krvno plazmo na aparatu Amicus (Fresenius
Kabi) in Cobe Spectra (Terumo BCT). Pri-
pravke KMC smo zamrznili takoj po odvze-
mu ali pa smo jih do naslednjega dne shra-
nili v hladilniku med 2 do 8°C za 18 ur in
nato zamrznili. KMC smo zamrznili v raz-
topini avtologne plazme in krioprotektorja
DMSO (Cryosure, WAK Chemie Medical)
z 10-odstotno kon¢no koncentracijo DM-
SO-ja v dveh ali treh zamrzovalnih vreckah
s 40 do 150ml konc¢nega pripravka KMC
(Cryocyte, Baxter; od leta 2011 naprej pa

CryoMACS, Miltenyi Biotec). Vrecke smo
sterilno povezali s SCD-varilcem (Terumo),
pretocili raztopino v ve¢ vreck in zamrzni-
li v programiranem zamrzovalniku (Nicool
freezal, Air Liquide) s programom: -1°C/
min. od 4 do -5,5°C, -2 °C/min. od -5,5 do
—40 °C ter —10 °C/min. od —40 °C do -130 °C.
Celi¢ne pripravke smo prenesli v kovinske
kasete in jih shranili v paro tekocega dusi-
ka (< -150 °C) v zamrzovalnike (Espace, Air
Liquide).

Odmrzovanje in infuzija KMC

Pripravke KMC smo odmrznili ob bol-
nikovi postelji tako, da smo vrecke potopili
v vodno kopel s sterilno fiziolosko raztopi-
no, ki je bila segreta na 37 + 4 °C. Takoj ko
se je pripravek odtajal (1,5 do 3,5 minut),
smo vrecko prikljucili na sistem za dajanje
kostnega mozga (Pharmagena, Bioprod). In-
fuzija je potekala od 2 do 10 minut. Po kon-
¢ani infuziji smo celice, ki so ostale v vrecki,
sprali z 20 mL NaCl 9 mg/mL (fizioloska
raztopina za infundiranje, Braun) in raztopi-
no ponovno infundirali v bolnika. Ostanku
smo ponovno dodali 20 mL fizioloske razto-
pine in vzorec uporabili za dolo¢anje Zivosti
celic s preto¢no citometrijo. Ce smo bolniku
presadili celice, ki so bile zamrznjene v ve¢
vreckah po enem zbiranju celic, smo za ana-
lizo uporabili vzorec le iz ene vrecke. Ker je
laboratorij, v katerem smo analizirali celice,
v drugi stavbi kot Klini¢ni oddelek za hema-
tologijo oziroma Pediatri¢na klinika, kjer so
potekale presaditve KMC, je od odmrznitve
pripravka do zacetka analize Zivosti celic
preteklo od 30 do 9o minut.

Zivost celic smo preverili tudi na 7 ne-
odvisnih pripravkih KMC Ze preminulih
bolnikov, ki so sicer bili namenjeni za presa-
ditev (dovoljenje Komisije RS za medicinsko
etiko 86/06/13). V tem primeru smo vrecke
odmrznili v laboratoriju v vodni kopeli, vzeli
vzorec in preverili Zivost takoj po odmrzni-
tvi in eno uro pozneje, medtem smo vrecke
hranili pri 22 °C. Ostanek celi¢ne suspenzije
smo iztocili iz vrecke in vrecko sprali z 2 x
po 20 mL fizioloske raztopine ter po eni uri
pri 22 °C izmerili Zivost celic. Sprani vzorec
smo pripravili zato, da smo posnemali oko-
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Slika 2: Primerjava
Zivosti odmrznjenih
pripravkov KMC, ki so bili
zamrznjeni takoj ali pa
naslednji dan. V ostankih
celi¢nih suspenzij po
presaditvi KMC smo
izmerili Zivost KMC z
barvilom 7-AAD. Podatki
pomenijo povpre€je +
SD. Povprelna Zivost
celic v vzorcih, ki so bili
zamrznjeni takoj po
odvzemu, je bila 79,9
+9,2% (n=58) ali pa
naslednji dan po 18 urah
v hladilniku 80,5 * 11,3 %
(n = 67). Shranjevanje ¢ez
no¢ ni vplivalo na Zivost
(t-test, P>0,5).
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zamrznjeno ¢ez 18 ur

lje pri pridobivanju vzorcev, ki so prihajali
iz klinike.

Pretoc¢na citometrija

Za dolotitev deleza nezivih levkocitov
(CDg4s5 pozitivne celice) in KMC (CD34/
CD45 pozitivne celice) v suspenziji smo ce-
lice obarvali z monoklonskimi protitelesi
anti-CD34 in anti-CD45, konjugiranimi s
fluorokromoma FITC (fluorescein izotioci-
anat) oziroma PE (fikoeritrin). Po dodatku
barvila za mrtve celice 7-AAD (7-amino-ac-
tinomycin D) smo vzorec inkubirali 15 min v
temi. Nato smo eritrocite lizirali z dodatkom
pufra za lizo BD Pharm Lyse. Vse reagente
smo pridobili od proizvajalca BD Bioscien-
ces. Takoj po 10-minutni inkubaciji v pufru
za lizo smo vzorec analizirali s preto¢nim
citometrom FACSCalibur (BD Biosciences)
s programom CellQuest Pro. Zivost smo
predstavili kot odstotni delez zivih celic
(7-AAD-negativne celice) v populaciji KMC
oziroma v populaciji vseh levkocitov.

Statisticna analiza

Podatke smo predstavili kot povprecje
meritev s standardno deviacijo (SD) ter naj-
niZjo in najvi$jo izmerjeno vrednostjo. Po-
datke smo primerjali s t-testom in izracunali
verjetnost (P) (Microsoft Excel).
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Rezultati

V enem letu smo preverili Zivost celi¢-
nih pripravkov, ki so bili zamrznjeni v vre¢-
kah v letih med 2008 in 2014 ter presajeni
bolnikom v drugi polovici leta 2013 in prvi
polovici leta 2014. Vse pripravke smo od-
mrznili brez zapletov, saj nobena vrecka ni
bila poskodovana, napihnjena ali pocena.
Tudi med infuzijo pri bolnikih nismo opa-
zili nezelenih reakcij. Analizirali smo 88
vzorcev in ugotovili, da je bila povpre¢na Zi-
vost KMC 79,9 +12,4 % (45,9-97,8 %), med-
tem ko je bila povpre¢na zivost levkocitov
62,2 +12,2 % (34,7-84,6 %). Povpre¢na Zivost
KMC je bila za 18 % vecja od Zivosti levkoci-
tov (parni t-test, P < 0,001) in se je statistic-
no razlikovala (Slika 1). Zivost celic pa se ni
statisti¢no razlikovala (t-test, P> 0,5) med
vzorci, ki so bili zamrznjeni takoj po od-
vzemu 79,9+ 9,2% (44,7-94 %; n=58) ozi-
roma naslednji dan po 18 urah v hladilniku
80,5 + 11,3 % (46—97 %; n = 67) (Slika 2).

Preverili smo tudi vpliv ¢asa in prisotno-
sti fizioloske raztopine na samo merjenje
zivosti. Odmrznili smo 7 pripravkov, takoj
preverili zivost levkocitov in KMC, nato vse-
bino izto¢ili, vrecke sprali s fiziolosko razto-
pino in ¢ez 1 uro spet preverili Zivost celic
(Slika 3). Zivost KMC je bila takoj po odmr-
znitvi 84,1+ 4,5% (76,2-90,7 %), po eni uri
na sobni temperaturi se je malo povecala, in
sicer na 89,2%3,9 % (83,2-93,3 %), in padla
na 60,1+15,7% (36,9-83,6 %) pri razredce-
nih vzorcih s fiziolosko raztopino v 1 uri pri
22 °C. Razlika v merjenju zivosti KMC po
eni uri je bila sicer stati¢no znacilna p < 0,05
(parni t-test, P=0,03), toda pri levkocitih
statisti¢no znacilne razlike ni bilo ve¢ (parni
t-test, P = 0,06). Razredceni vzorci so imeli v
povprecju 29 % ve¢ mrtvih CD34+ celic (par-
ni t-test, P < 0,01). Razlika je bila statisti¢cno
znadilna. Zivost levkocitov je bila takoj po
odmrznitvi 68,5+ 7,4 % (571-772 %), po eni
uri pri22 °Cje bila 74,0 £ 5,4 % (66,1-80,4 %)
in padla na 48,8+8,4% (40,4-65,8%) pri
zred¢enih vzorcih s fiziolosko raztopino. Zi-
vost KMC je bila tudi v tem primeru visja od
vseh levkocitov, in sicer za 16 % pri meritvi,
ki je bila izvedena takoj po odmrznitvi vzor-
ca (parni t-test, P < 0,01).
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Slika 3: Vpliv ¢asa in fizioloSke raztopine na merjenje Zivosti celic v odmrznjenih pripravkih KMC. Vrecke
smo odmrznili in del vzorca takoj analizirali, nato pa vsebino iztoCili, vrecke sprali s fizioloSko raztopino in
preverili Zivost levkocitov in KMC z barvilom 7-AAD. Podatki pomenijo povpregje + SD na 7 vzorcih. Zivost
KMC je bila takoj po odmrznitvi 84,1 + 4,5 %, po eni uri na sobni temperaturi se je malo povecala (parni
t-test, P =0,03), in sicer na 89,2 + 3,9 %, in znacilno padla (parni t-test, P < 0,01) na 60,1 + 15,7 % pri
vzorcih, spranih in red¢enih s fizioloSko raztopino. Zivost Llevkocitov je bila takoj po odmrznitvi 68,5 + 7,4
%, po eni uri na sobni temperaturi se je malo povecala na 74,0 + 5,4 % (parni t-test, P = 0,06) in znacilno
padla (parni t-test, P < 0,01) na 48,8 + 8,4 % pri spranih vzorcih.

Razpravljanje

Stevilo in zivost KMC se rutinsko dolo-
cata po zbiranju celic, ne pa po odmrzova-
nju oziroma tik pred njihovo presaditvijo.'?
Vecina laboratorijev dolo¢a $tevilo zivih
KMC s preto¢no citometrijo po protokolu
ISHAGE z uporabo monoklonskih proti-
teles anti-CD34 in anti-CD45 ter barvila za
mrtve celice 7-AAD. Podoben postopek smo
uporabili tudi pri nasi raziskavi, le da nismo
dolocali absolutnega stevila Zivih celic, tem-
vec le delez zivih celic. Znano je, da zamr-
zovanje, shranjevanje, odmrzovanje, pranje
oziroma odstranjevanje DMSO-ja, vrsta
celic in nacin dolocanja Zivosti celic vpliva
na izkoristek in Zivost celic.'*'* Dolo¢anje
zivosti s tripanskim modrilom poveca re-
zultat tudi za 12,8 % v primerjavi z metodo
7-AAD, kar so pred kratkim dokazali s $tu-
dijo na 38 odmrznjenih pripravkih KMC.
V nasi raziskavi smo pokazali, da so KMC
bolj »trdozive« oziroma bolje prenasajo za-
mrzovanje in odmrzovanje od levkocitov, saj
jih je po odmrzovanju prezivelo v povprecju
18 % ved, in sicer 79,9 % KMC v primerjavi
z 62,2 % levkocitov. Do podobnih rezultatov
so prisli tudi drugi, ko jim je iz odmrznje-
nih pripravkov KMC uspelo pridobiti 17 %
ve¢ zivih KMC, kot je bilo zivih levkocitov.'*

Tudi Laroche je objavil, da je delez Zivih lev-
kocitov (69 %) po odtajanju man;jsi kot delez
zivih KMC (83 %)."”

V raziskavi smo tudi ugotovili, da je de-
lez zivih KMC v odmrznjenih pripravkih od
79,9 do 84,1 %, kar je primerljivo z Zivostjo
od 71 do 83 %, kakor porocajo drugi.'>'”**?°
Z dodatnimi postopki pranja odmrznjenih
pripravkov, s katerimi zmanj$amo koncen-
tracijo DMSO-ja, se izguba Zivih KMC se
povecuje in je lahko med 10 in 50%. "V
nasem primeru do dodatnih izgub celic ni
prislo, saj so bili vsi pripravki presajeni ta-
koj po odmrznitvi, ne da bi jim prej s spira-
njem celic odstranili DMSO. Pri vzorcih, ki
so prihajali s klinike na analizo v laboratorij,
moramo tudi upostevati, da so bili red¢eni
s fiziolosko raztopino in da je bila analiza
zivosti izvedena tudi do 9o minut po odta-
janju, kar tudi zmanj$uje delez Zivih celic,
kakor smo dokazali. Opazili smo tudi, da se
je zivost celic po 1 uri na sobni temperaturi
po odmrzovanju pripravkov malo zvisala,
kar pa ne pomeni, da je bilo po eni uri ve¢
zivih celic, saj absolutnega $tevila Zivih ce-
lic nismo dolo¢ili. Yang je v $tudiji dokazal,
kako pomembna je razlika v merjenju izko-
ristka zivih celic, ki vklju¢uje tudi doloc¢anje
absolutnega stevila celic, in Zivostjo oziroma
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prezivetjem.'* Ugotovil je, da se izkoristek
zivih celic s ¢asom zmanjsuje, Zivost pa osta-
ne priblizno enaka, in sklepa, da mrtve celice
s¢asoma agregirajo oziroma lizirajo in se pri
analizi zivosti izmuznejo iz $tetja celic.
Vcasih se zgodi, da se zbiranje KMC za-
vle¢e pozno popoldne, zato tak pripravek
shranimo ¢ez no¢ v hladilnik in zamrzne-
mo naslednji dan. Rezultati nase raziskave
so pokazali, da tako shranjevanje ne vpliva
na zivost KMC, saj je bila zivost 80,5-o0d-
stotna v pripravkih, ki so bili zamrznjeni
naslednji dan, primerljiva z Zivostjo 79,9 %
pri pripravkih, ki so bili zamrznjeni takoj po
odvzemu celic. Studija Parkins s sod. pa je
pokazala, da navedeno shranjevanje tudi ne
vpliva na prijetje presadka po presaditvi.*®
Ugotovili smo tudi, da spiranje oziroma red-
¢enje odmrznjenih vzorcev KMC s fiziolo-
$ko raztopino slabo vpliva na Zivost celic, saj
se je populacija zivih celic CD34+ v povpre-
¢ju zmanjsala za tretjino, najnizjo zivost smo
izmerili 36,9 %. Znano je sicer, da odmrznje-
ne celice hitro propadejo zaradi osmotskega
$oka, ki nastane, ¢e celice takoj razred¢imo
z medijem, ki se zelo razlikuje v osmolarno-
sti od medija, v katerem so bile zamrznje-
ne.””*® Fizioloska raztopina (0,9-odstotni
NaCl) ima 308 mOsm/l, zamrzovalna raz-
topina z 10-odstotnim DMSO pa ima ve¢
kot 1280 mOsm/1. Ker KMC bolje prenasajo
zamrzovanje in odmrzovanje od levkocitov,
je merjenje Zivosti celic CD34+ primernejsa
metoda kot merjenje Zivosti vseh levkocitov,
¢e zelimo preverjati kakovost odmrznjenih
pripravkov KMGC, ki jih presadimo takoj po
odmrzovanju brez odstranjevanja DMSO.
Kakovost pripravkov lahko preverjamo tudi
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tako, da dolo¢imo razmnozevalni potencial
KMC in vitro. V tem primeru celice razmno-
zujemo v ustreznem gojis¢u in dolo¢imo
stevilo klonogenih celic (CFU). Ta metoda
je sicer zamudnejsa, saj je treba celice raz-
mnozevati vsaj 14 dni, da lahko prestejemo
kolonije. S trenutnim rutinskim postopkom
merjenja Zivosti celic (7-AAD) dolo¢imo le
delez mrtvih oziroma pozno apoptoti¢nih
celic, ne pa celic v fazi zgodnje apoptoze, ki
je nepovraten proces. Za natancnejso opre-
delitev $tevila funkcionalnih celic v odtaja-
nem pripravku bi bilo zato smiselno preve-
riti $e apoptoti¢nost celic. V literaturi lahko
preberemo, da je v odmrznjenih pripravkih
KMC lahko od 30-37 % apoptoti¢nih celic
CD34+.2+25

Zakljueki

Vsi trije procesi (zamrzovanje, shranje-
vanje in odmrzovanje celi¢nih pripravkov)
pomembno vplivajo na kakovost oziroma
zivost celic, saj je ustrezno $tevilo Zivih pre-
sajenih KMC nujno za prijetje presadka. Ker
v naSem laboratoriju pri zamrzovanju in od-
mrzovanju propade v povprecju 20 % KMC,
priporo¢amo, da se pri nacrtovanju zbiranja
KMC ta izguba celic uposteva. Zamrzovanje
pripravkov KMC po 18 urah od odvzema ce-
lic ne vpliva na zivost odmrznjenih celic v
primerjavi s takoj zamrznjenimi pripravki.
Fiziologka raztopina ni primerna za spiranje
vreck in shranjevanje ostanka KMC po od-
mrznitvi pripravkov KMC. Nasi standardni
postopki zamrzovanja, shranjevanja in od-
mrzovanja pripravkov so dobri in primerlji-
vi z drugimi.
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