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PRIKUPLJANJE KRVOTVORNIH MATI^NIH STANICA
IZ PERIFERNE KRVI

PERIPHERAL BLOOD HEMATOPOIETIC STEM CELL COLLECTION

INES BOJANI], SANJA MAZI], BRANKA GOLUBI] ]EPULI]*

Deskriptori:  Transplantacija krvotvornih mati~nih stanica iz periferne krvi; Mobilizacija krvotvornih mati~nih stanica – 
metode; Stimuliraju}i ~imbenik rasta granulocitnih kolonija; Leukafereza; Antigeni,CD34 – analiza

Sa`etak. KMS prikupljene iz periferne krvi imaju brojne prednosti pred tradicionalnim izvorom KMS ko{tanom sr`i. 
Prikupljanje KMS iz periferne krvi postupkom leukafereze na stani~nom separatoru je jednostavnije i sigurnije nego pri-
kupljanje ko{tane sr`i. KMS se u perifernu krv mobiliziraju mijelosupresivnom kemoterapijom i/ili krvotvornim ~initeljima 
rasta. U produktu leukafereze uz KMS nalaze se i usmjerene mijeloidne prastanice i stanice-prete~e pa je hematolo{ki 
oporavak br`i. U bolesnika koji su mobilizirali mali broj stanica mo`e se primijeniti leukafereza velikog volumena krvi 
(LVV) ili mobilizacijski agensi druge generacije (pegfilgrastim, antagonisti CXCR4-receptora). Standardno se ukupan 
volumen krvi obra|uje 2 do 3 puta, a kod LVV vi{e od 3 puta. Prinos CD34+ stanica zna~ajno je ve}i kod LVV. Nuspojave 
leukafereze su poreme}aj elektrolita zbog primjene citrata (hipokalcemija) i pove}an rizik od krvarenja zbog trombocito-
penije i primjene heparina. Prikupljanje KMS i kontrola kvalitete transplantata KMS iz periferne krvi regulirani su nacio-
nalnim i me|unarodnim preporukama i standardima.

Descriptors:  Peripheral blood stem cell transplantation; Hematopoietic stem cell mobilization – methods; Granulocyte 
colony-stimulating factor; Leukapheresis; Antigens,CD34 – analysis

Summary. Peripheral blood hematopoietic stem cells (PBSC) have numerous advatages in comparison with traditionaly 
used bone marrow. PBSC collection by leukapheresis procedure is simpler and better tolerated than bone marrow harvest. 
PBCS are mobilized by myelosupressive chemotherapy or/and hematopoietic growth factors. Leukapheresis product con-
tains PBSC along with lineage commited progenitors and precursors which contribute to faster hematopoietic recovery. In 
»poor mobilizers« options are large-volume leukapheresis (LVL) procedure or second generation of mobilising agents 
(pegfilgrastim, CXCR4 receptor antagonists). Total blood volume is processed 2–3 times in standard procedure compared 
to more than 3 times in LVL. LVL yields significantly higher numbers of CD34+ cells. Adverse effects of leukapheresis are 
electrolyte disbalance (hypocalcemia) caused by citrat administration and risk of bleeding due to trobocytopenia and hepa-
rin administration. PBSC collection and product quality control are regulated by national and international standards and 
recommendations.
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Krvotvorna mati~na stanica (KMS) prva je otkrivena od 
mati~nih stanica ljudskog organizma, do sada je najbolje 
upoznata te jedina od populacija mati~nih stanica koja se 
primjenjuje u svakodnevnom klini~kom radu.1 Ova zajed-
ni~ka ishodi{na stanica ima sposobnost samoobnavljanja i 
diferencijacije u usmjerene prastanice mijelopoetskog i lim-
fopoetskog sustava iz kojih procesima proliferacije i sazrije-
vanja nastaju sve funkcionalno zrele krvne stanice.2 Iako je 
KMS primarno smje{tena u ko{tanoj sr`i gdje specifi~an 
hematopoetski induktivni mikrookoli{ regulira njezine funk-
cije,3 ona ipak pokazuje zna~ajnu pokretljivost. Kao odgo-
vor na specifi~ne signale KMS mo`e iza}i iz ko{tane sr`i u 
perifernu krv procesom koji se naziva mobilizacija ili po-
novno u}i u ko{tanu sr` procesom udomljavanja.4 Upravo 
zbog tih njezinih osobina ve} vi{e od 25 godina uspje{no se 
transplantira i rabi za lije~enje kongenitalnih i ste~enih ma-
lignih bolesti krvotvornog i imunosnog sustava, kao i nekih 
solidnih tumora. S obzirom na izbor davatelja razlikuje se 
transplantacija alogenih i autolognih KMS. Alogenom trans-
plantacijom zamjenjuju se manje vrijedne KMS bolesnika 
zdravim stanicama srodnih ili nesrodnih davatelja. Trans-
plantacija autolognih KMS metoda je lije~enja pri kojoj se 

bolest eradicira visokim dozama kemoterapije i/ili zra~enja, 
a pri tome nastalo ireverzibilno o{te}enje ko{tane sr`i pre-
vladava se infuzijom prethodno prikupljenih i zamrzava-
njem o~uvanih KMS bolesnika.

Danas se za potrebe transplantacije rabe tri izvora KMS, 
a to su ko{tana sr`, periferna krv i krv iz pupkovine. Odluka 
o odabiru izvora KMS ovisi u prvom redu o osnovnoj bole-
sti i raspolo`ivosti davatelja KMS. Iako se funkcija ko{tane 
sr`i mo`e obnoviti nakon transplantacije KMS iz sva tri 
izvora, poznato je da postoje brojne kvantitativne i kvalita-
tivne razlike izme|u transplantata prikupljenih iz razli~itih 
izvora KMS.5 Tradicionalni izvor KMS je ko{tana sr` koja 
danas sve vi{e ustupa mjesto transplantatu prikupljenom iz 
periferne krvi. Izvje{}e European Blood and Marrow Trans-
plantation Group (EBMT) o transplantaciji KMS u Europi 
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za 2007. godinu pokazalo je da se KMS prikupljene iz peri-
ferne krvi primjenjuju u 98% autolognih transplantacija i u 
71% alogenih transplantacija. Brojni su razlozi za pove}anu 
primjenu KMS iz periferne krvi. KMS se prikupljaju iz pe-
riferne krvi stani~nim separatorom postupkom leukafereze 
koji je jednostavniji i sigurniji nego va|enje ko{tane sr`i. 
Kod bolesnika s ko{tanom sr`i zahva}enom malignim stani-
cama, kao i s ko{tanom sr`i koja je fibrozirala zbog pretho-
dnog zra~enja podru~ja zdjelice, prikupljanje KMS iz peri-
ferne krvi omogu}uje prikupljanje transplantata zadovo-
ljavaju}e kvalitete. Prednost prikupljanja KMS iz periferne 
krvi je i u tome {to se broj krvotvornih prastanica u perifer-
noj krvi mo`e ciljano pove}ati in vivo postupkom mobili-
zacije primjenom mijelosupresivnih doza kemoterapije i/ili 
krvotvornih ~initelja rasta.6,7 Budu}i da se u produktu leuka-
fereze uz KMS nalaze i usmjerene mijeloidne prastanice i 
stanice-prete~e, oporavak funkcija ko{tane sr`i je br`i nakon 
transplantacije KMS iz periferne krvi nego nakon transplan-
tacije ko{tane sr`i, {to je jedan od glavnih razloga da se da-
nas i u slu~aju kad je ko{tana sr` bolesnika prihvatljiva za 
transplantaciju, prednost daje KMS prikupljenim iz perifer-
ne krvi.

Mobilizacija KMS u perifernu krv

KMS se u perifernoj krvi nalaze u zna~ajno manjem broju 
nego u ko{tanoj sr`i.8 Budu}i da se u uvjetima homeostaze 
u krvi nalazi manje od 0,05% CD34+ stanica,9 pri uporabi 
periferne krvi kao izvora KMS za prikupljanje dovoljnog 
broja stanica potrebno je u~initi velik broj postupaka leuka-
fereze ili pove}ati broj KMS u cirkulaciji. Poticanje izlaska 
KMS iz ko{tane sr`i u cirkulaciju naziva se mobilizacija. 
Kratkotrajan i prolazan porast broja KMS u krvi javlja se 
nakon fizi~ke aktivnosti, stresa izazvanog primjenom adre-
nokortikotropnog hormona, primjene endotoksina i sinte-
ti~kog polianiona dekstran sulfata.10 Za potrebe transplanta-
cije KMS se mobiliziraju mijelosupresivnom kemotera-
pijom i krvotvornim ~initeljima rasta.

Mobilizacija KMS mijelosupresivnom kemoterapijom

O porastu broja KMS u perifernoj krvi 2 do 3 tjedna 
nakon primjene mijelosupresivne kemoterapije izvje{teno 
je jo{ 1976. godine.11 Citotoksi~ni lijekovi o{te}uju stanice 
ko{tane sr`i, a kao reakcija na o{te}enje preostale se KMS 
umno`avaju da bi obnovile ko{tanu sr`. U ranoj fazi opo-
ravka hematopoeze pove}ava se broj mijeloidnih prastanica 
i dolazi do izlaska KMS iz ko{tane sr`i u krv. Za mobiliza-
ciju KMS rabe se razli~iti kemoterapijski protokoli ovisno o 
vrsti i stadiju osnovne bolesti, a naj~e{}e ciklofosfamid u 
dozi od 4 do 7 g/m2.7

Mobilizacija KMS krvotvornim ~initeljima rasta

Godine 1988. opa`eno je da citokini koji djeluju kao kr-
votvorni ~initelji rasta pove}avaju broj KMS u krvi bole-
snika s malignim bolestima.12 Za mobilizaciju se naj~e{}e 
rabe ~initelj stimulacije granulocitnih kolonija (engl. granu-
locyte colony stimulating factor, G-CSF) i ~initelj stimula-
cije granulocitno-makrofagnih kolonija (engl. granulocyte 
macrophage colony stimulating factor, GM-CSF). Kod 
prikupljanja KMS G-CSF se u mobilizaciji pokazao u~in-
kovitijim od GM-CSF-a. Eksperimentalno se za mobiliza-
ciju primjenjuju i drugi citokini: trombopoetin, FLT 3-li-
gand, SCF (engl. stem cell factor), interleukin (IL)-8, IL-7, 
IL-3 te IL-12.13

U klini~koj se praksi za mobilizaciju naj~e{}e primjenjuje 
filgrastim (Neupogen®, Amgen Inc, Thousand Oaks, Cali-

fornia, SAD), ljudski G-CSF proizveden rekombinantnom 
DNA-tehnologijom. Filgrastim proizvodi bakterija Escheri-
chia coli u koju je uba~en gen za G-CSF. Njegova sigurnost 
i u~inkovitost potvr|ena je tijekom 20 godina primjene. U 
autolognih davatelja filgrastim se primjenjuje supkutano u 
dozi od 10 µg/kg/dan tijekom 5 dana sam ili u kombinaciji s 
mijelosupresivnom kemoterapijom. Porast KMS u perifer-
noj krvi ve}i je kada se kemoterapija kombinira s primje-
nom krvotvornih ~initelja rasta.6 Mobilizacijski protokoli s 
kemoterapijom i/ili ~initeljima rasta pove}avaju brojnost i 
heterogenost stanica te nakon primjene samo jedne metode 
mobilizacije broj CFU-GM i/ili CD34+ stanica pove}a od 
10 do 100 puta, a uz sinergisti~ki u~inak kombinirane pri-
mjene kemoterapije i G-CSF-a od 100 do 500 puta.14 
 Krvotvorni ~initelji rasta su omogu}ili mobilizaciju KMS u 
perifernu krv i kod zdravih davatelja. Filgrastim se u aloge-
nih davatelja naj~e{}e primjenjuje supkutano u dozi od 10 
µg/kg/dan tijekom 4 do 5 dana.15 Dnevna doza filgrastima 
primijenjena u dvije podijeljene doze rezultira ve}im prino-
som KMS od jednokratne primjene kako u zdravih davatelja 
tako i u bolesnika.13

Tijekom primjene G-CSF-a u ~ak 80% davatelja javlja se 
blaga do umjerena bol u kostima, a opisane su i druge nus-
pojave: glavobolja, slabost, mu~nina i povi{enje temperatu-
re. Ove nuspojave ubla`ava peroralna primjena analgetika, 
obi~no paracetamola, a nestaju jedan do dva dana nakon po-
sljednje injekcije G-CSF-a. Kod gotovo svih davatelja 
tijekom mobilizacije G-CSF-om dolazi do pove}anja sleze-
ne. Sporadi~ni slu~ajevi rupture pove}ane slezene opisani 
su i u bolesnika i u zdravih davatelja pa se u njih preporu~uje 
ultrazvu~no pra}enje veli~ine slezene.16 Dugotrajni u~inak 
G-CSF-a na zdrave davatelje jo{ nije u cijelosti poznat. Pre-
ma do sada dostupnim podacima, u zdravih davatelja koji su 
prije 1 do 9 godina primali G-CSF za mobilizaciju KMS 
nije opa`en pove}ani rizik od nastanka leukemije.17–19

Mehanizam mobilizacije KMS

Sudbina KMS ve}inom je regulirana djelovanjem njezina 
neposrednog mikrookoli{a. Agensi koji se zadnjih dvadese-
tak godina rabe za mobilizaciju KMS aktiviraju mijeloidne 
stanice na otpu{tanje proteaza.15 Oni direktno ili indirektno 
uzrokuju ekspanziju, aktivaciju i degranulaciju mijeloidnih 
stanica unutar ko{tane sr`i, a to dovodi do otpu{tanja enzi-
ma elastaze, katepsina G i matriksne metaloproteinaze 9 iz 
neutrofilnih granula. Ove proteaze naizmjeni~no cijepaju i 
inaktiviraju kemokin CXCL12, njegov receptor CXCR4 i 
adhezijsku molekulu VCAM-1 te zato KMS mogu iza}i iz 
ko{tane sr`i. Filgrastim stimulira ekspanziju i aktivaciju 
mijeloidnih i granulocitnih prastanica u ko{tanoj sr`i. Nakon 
nekoliko dana primjene pove}ava se broj zrelih granulocita 
u perifernoj krvi koji otpu{taju velik broj aktivnih neutrofil-
nih serinskih proteaza i uzrokuju mobilizaciju KMS. Pri-
mjena G-CSF ili kemoterapije smanjuje aktivnost inhibitora 
serinskih proteaza, npr. α 1-antitripsina (serpina 1), koji bi 
ina~e blokirali proteoliti~ku aktivnost elastaze i katepsina G 
otpu{tenih iz neutrofila. Smanjena aktivnost inhibitora pro-
teaza omogu}uje nakupljanje ovih dviju serinskih proteaza 
u ko{tanoj sr`i u njihovu aktivnom obliku.

^initelji koji utje~u na uspjeh mobilizacije KMS

Mobilizacija KMS nije jednako uspje{na kod svih osoba. 
Unato~ brojnim mobilizacijskim protokolima jo{ uvijek u 
jednog dijela bolesnika nije mogu}e prikupiti dovoljan broj 
KMS. Bolesnici se smatraju »lo{im« mobilizatorima ako je 
broj CD34+ stanica u perifernoj krvi manji od 20×106/L ili 
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je broj prikupljenih CD34+ stanica manji od 2×108/kg TT.14 
Kod kombinirane primjene kemoterapije i G-CSF-a 20 do 
40% bolesnika su »lo{i« mobilizatori. Valja istaknuti da se i 
kod 5 do 10% zdravih davatelja ne uspije mobilizirati do-
voljan broj CD34+ stanica. Kod zdravih davatelja su mu{ki 
spol i mla|a ̀ ivotna dob povezani s ve}im prinosom CD34+ 
stanica.9 U autolognoj transplantaciji na uspjeh mobilizacije 
utje~u dijagnoza i stanje bolesti te vrsta i intenzitet lije~enja 
koji su primijenjeni prije mobilizacije. Varijabilnost odgo-
vora na primjenu mobilizacijskih agenasa vjerojatno je po-
sljedica slabije aktivacije granulocita, manje koli~ine pro-
teaza, smanjenog broj KMS u ko{tanoj sr`i, kao i subopti-
malnoga hematopoetskog mikrookoli{a. Lo{a mobilizacija 
KMS opisana je u 17 do 81% bolesnika s akutnom mi-
jeloi~nom leukemijom.9 Najva`niji prognosti~ki ~initelji za 
lo{u mobilizaciju su broj prethodnih ciklusa kemoterapije, 
izlo`enost mijelotoksi~nim lijekovima kao {to su karmustin 
i melfalan te prethodno zra~enje.9 Kod bolesnika koji su pret-
hodno primili velik broj (>6) ciklusa kemoterapije dolazi do 
kumulativnog o{te}enja hematopoeze. Stoga prikupljanje 
KMS treba razmotriti u ranoj fazi lije~enja prije nego {to 
nastane o{te}enje ko{tane sr`i. Prevladavanje problema 
»lo{ih« mobilizatora izuzetno je va`no i s ekonomskog 
gledi{ta jer su kod njih ve}i tro{kovi poslijetransplantacij-
ske potpore. Pod time se razumijeva zna~ajno du`i boravak 
u bolnici, kao i eventualna potreba za dodatnim prikuplja-
njem ko{tane sr`i.

Mogu}nosti za pobolj{anje mobilizacije KMS

U bolesnika koji su u perifernu krv mobilizirali malen 
broj stanica mogu se primijeniti sljede}i postupci: 1. ponov-
ljena mobilizacija istim ili intenzivnijim protokolom, 2. 
leukafereza velikog volumena krvi i 3. novi mobilizacijski 
agensi.9

Najjednostavnije je ponoviti mobilizaciju KMS G-CSF-
-om, prikupiti maksimalni mogu}i broj CD34+ stanica te 
bolesnika transplantirati produktima leukafereze prikuplje-
nim tijekom obiju mobilizacija. Remobilizacija mo`e biti 
uspje{na u odre|enoj skupini bolesnika, ali je pra}ena do-
datnim tro{kovima i morbiditetom. Analiza prikupljanja au-
tolognih KMS u 269 bolesnika kod kojih se tijekom prve 
mobilizacije nije prikupio dovoljan broj CD34+ stanica po-
kazala je da je ~ak u 81,6% bolesnika i druga mobilizacija 
bila neuspje{na. Kada su spojeni produkti prikupljeni tije-
kom obiju mobilizacija, 28,1% bolesnika jo{ uvijek nije 
imalo transplantat.15 Stoga se danas razmatra primjena dru-
ge generacije mobilizacijskih agenasa kao {to su modifici-
rani oblik G-CSF-a, antagonisti CXCR4 koji su usmjereni 
direktno na KMS te agensi koji pove}anjem broja osteobla-
sta pove}avaju i ukupan broj KMS u ko{tanoj sr`i.

Modificirani oblik G-CSF ima bolju bioraspolo`ivost i 
pridonosi davateljevoj udobnosti. Rekombinantni G-CSF 
koji proizvode bakterije jest neglikolizirani protein koji se 
relativno brzo uklanjanja iz plazme pa ga je potrebno pri-
mjenjivati dnevno u obliku injekcija. Da bi se usporilo nje-
govo uklanjanje iz plazme i pove}ala bioraspolo`ivost, re-
kombinantni G-CSF je pegiliran, tj. kemijski konjugiran s 
polietilen glikolom. Pegiliranjem filgrastima nastaje ve}a 
molekula od pribli`no 39 kDa s polu`ivotom od oko 33 sata. 
Pegfilgrastim je pegilirani G-CSF (Neulasta®; Amgen Inc, 
Thousand Oaks, California, SAD) koji se primjenjuje u jed-
noj injekciji od 12 mg.20 Istra`ivanja provedena na zdravim 
dobrovoljcima pokazala su da je jedna injekcija pegfilgra-
stima u~inkovita u stimulaciji mobilizacije KMS. [tovi{e, 
maksimalni broj KMS u perifernoj krvi je i 3 puta ve}i nego 

nakon dnevne primjene filgrastima, a i maksimalni se broj 
CD34+ stanica javlja jedan do dva dana ranije nego nakon 
dnevne primjene.

Antagonisti CXCR4-receptora novost su me|u mobili-
zacijskim agensima jer je njihovo djelovanje usmjereno di-
rektno na samu KMS. Kemokinski receptor CXCR4 idealna 
je meta za direktnu mobilizaciju KMS, budu}i da je izra`en 
na svim krvotvornim prekursorima i nu`no je potreban za 
zadr`avanje KMS u ko{tanoj sr`i. Od svih do sada identifi-
ciranih antagonista CXCR4-receptora, spoj AMD3100 (ple-
riksafor) jedini je ve} u klini~koj primjeni.15,21 Interakcija 
izme|u CXCL12 i CXCR4 regulira udomljavanje i migra-
ciju mati~nih stanica, a AMD3100 reverzibilno inhibira ve-
zanje CXCR4 s njegovim ligandom CXCL12 {to uzrokuje 
mobilizaciju CD34+ stanice u perifernu krv. Primijenjen 
kao jedna supkutana injekcija, maksimalnu koncentraciju u 
plazmi dose`e ve} za 30 do 60 minuta, dok mu je polu`ivot 
3 sata. Prikupljanje CD34+ stanica jednako je u~inkovito 
nakon mobilizacije jednom dozom AMD3100 (240 µg/kg), 
kao i nakon 5 dana primjene G-CSF-a. AMD3100 sna`no 
sinergisti~ki djeluje s G-CSF-om i primijenjen peti dan sti-
mulacije G-CSF-om zna~ajno pove}ava broj CD34+ stani-
ca. Zanimljivo je da CD34+ stanice mobilizirane istodob-
nom primjenom G-CSF-a i AMD3100 u usporedbi s CD34+ 
stanicama mobiliziranim samo G-CSF-om poja~ano izra-
`avaju gene koji stanicu {tite od apoptoze, reguliraju stani~ni 
ciklus, o{te}enje DNA i transport kisika.22

Mobilizacijski agensi koji stimuliraju stvaranje kosti 
mogu pove}ati broj KMS u ko{tanoj sr`i i time pridonose 
mobilizaciji ve}eg broja KMS u perifernu krv, {to potvr|uju 
istra`ivanja provedena u laboratorijskih `ivotinja.15, 23 Sva-
kodnevna primjena paratiroidnog hormona (PTH) u mi{eva 
tijekom 5 tjedana pove}ala je aktivnost osteoblasta, stvara-
nje kosti i udvostru~ila je broj KMS mobiliziranih G-CSF-
-om.24 Prva faza klini~kog ispitivanja PTH provedena je kod 
20 bolesnika koji su prethodno primili velik broj ciklusa 
 kemoterapije i koji su lo{e odgovorili na mobilizaciju
G-CSF-om. Nakon 14 dana primjene PTH 40% bolesnika 
mobiliziralo je zadovoljavaju}i broj CD34+ stanica uz pri-
mjenu samo G-CSF-a.25 Ovi rezulati upu}uju na to da pri-
mjena agenasa koji pove}avaju stvaranje kosti mo`e za{tititi 
KMS od {tetnog u~inka uzastopnih ciklusa mijelosupresiv-
ne kemoterapije te obnoviti u~inkovitost mobilizacije u au-
tolognih davatelja.

Prikupljanje KMS iz periferne krvi
postupkom leukafereze

KMS se iz periferne krvi prikupljaju stani~nim separato-
rom postupkom leukafereze. Nakon svake leukafereze od-
re|uje se prikupljen broj CD34+ stanica i leukafereza se 
nastavlja sljede}ih dana dok se ne skupi ciljni broj stanica. 
Koliki }e broj leukafereza biti potreban za prikupljanje cilj-
nog broja stanica ovisi o stupnju mobilizacije KMS u peri-
fernu krv, pravodobnom po~etku prikupljanja, kao i tehnici 
prikupljanja. Primjena u~inkovite tehnike prikupljanja je 
va`na jer utje~e direktno na sveukupni broj CD34+ stanica 
u produktu, a time smanjuje broj potrebnih leukafereza, 
razdoblje primjene citokina i tro{kove prikupljanja.

Po~etak prikupljanja KMS

Do pove}anja broja KMS u perifernoj krvi ne dolazi 
uvijek u isto vrijeme jer osobe razli~ito reagiraju na moblii-
zaciju zbog u~inka dobi, dijagnoze te vrste i trajanja pret-
hodnog lije~enja. Za odabir optimalnog vremena za po~e-



318

I. Bojani} i sur. Prikupljanje krvotvornih mati~nih stanica iz periferne krvi Lije~ Vjesn 2009; godi{te 131

tak prikupljanja nakon mobilizacije kemoterapijom i
G-CSF-om u perifernoj se krvi prati broj leukocita i CD34+ 
stanica. Izme|u broja CD34+ stanica u perifernoj krvi prije 
leukafereze i broja prikupljenih CD34+ stanica dokazana je 
dobra korelacija. Kad je u krvi broj leukocita ve}i od 1×109/
L, treba odrediti i broj CD34+ stanica. Brojna su se istra-
`ivanja bavila pitanjem koji je najmanji broj CD34+ stanica 
u perifernoj krvi kada ima smisla zapo~eti leukaferezu.26 
Danas se smatra da je najbolje zapo~eti leukaferezu kada je 
broj CD34+ stanica u perifernoj krvi ve}i od 10×106/L.14 
Fabritiis i sur.26 pokazali su da u bolesnika koji u krvi imaju 
≥20×106/L CD34+ stanica postoji zna~ajna vjerojatnost da 
se jednim postupkom skupi ciljni broj CD34+ stanica, dok 
oni s <20×106/L CD34+ stanica trebaju za to vi{e od jedne 
leukafereze.

Stani~ni separatori

Stani~ni separatori koji se rabe za prikupljanje krvnih sa-
stojaka kao {to su trombociti, eritrociti i plazma mogu se 
rabiti i za prikupljanje KMS. Ovisno o vrsti stanica koje se 
`ele prikupiti rabe se razli~iti kompjutorski programi koji 
nadziru rad separatora. Na tr`i{tu se trenuta~no nalazi neko-
liko stani~nih separatora razli~itih proizvo|a~a koji se me-
|usobno razlikuju po stupnju automatizacije, volumenu krvi 
koji se nalazi izvantjelesno u stani~nom separatoru, u~in-
kovitosti prikupljanja te gubitku eritrocita i trombocita 
tijekom prikupljanja. Stani~ni separatori izdvajaju ciljne 
skupine stanica raslojenih centrifugiranjem krvi.14 Puna se 
krv tijekom diferencijalnog centrifugiranja raslojava u slo-
jeve s obzirom na specifi~nu gusto}u krvnih sastojaka: eri-
trocite, granulocite, limfocite i monocite, trombocite te 
plazmu. Budu}i da se CD34+ stanice, koje veli~inom odgo-
varaju manjim limfocitima, nalaze u frakciji limfocita i 
 monocita, postupkom leukafereze se iz periferne krvi iz-
dvajaju mononuklearne stanice, dok se ostale krvne stanice 
vra}aju bolesniku. Kako slojevi stanica nisu o{tro razgra-
ni~eni, tijekom leukafereze se prikuplja i dio stanica s obje 
strane sloja mononuklearnih stanica. Hematokrit produkta 
se tijekom leukafereze odr`ava u rasponu od 2 do 3%. 
Prikupljanje ve}e koli~ine eritrocita tijekom leukafereze 
nije po`eljno jer mo`e u davatelja izazvati anemiju. Previ{e 
eritrocita u produktu leukafereze mo`e tijekom reinfuzije 
transplantata u primatelja izazvati nuspojave. Budu}i da eri-
trociti nakon odmrzavanja hemoliziraju i osloba|aju slo-
bodni hemoglobin u transplantat, infuzija ve}e koli~ine slo-
bodnog hemoglobina u primatelja mo`e o{tetiti funkciju 
bubrega. Tijekom leukafereze se uz mononuklearne stanice 
prikupljaju i trombociti. Va`no je prikupiti {to manje trom-
bocita jer se na taj na~in u davatelja izbjegava nastanak 
trombocitopenije, kao i stvaranje ugru{aka u produktu leu-
kafereze zbog prevelikog broja trombocita.

Venski pristup

Postupak leukafereze zahtijeva kontinuiran protok krvi 
kroz stani~ni separator od 50 do 100 mL/min. Ovakav pro-
tok krvi mo`e se posti}i kroz periferne vene kubitalne regije 
ako su dovoljno {iroke za igle promjera 16 do 18 gaugea za 
uzimanje i najmanje 19 gaugea za vra}anje krvi. Preporuka 
je da se kada je mogu}e rabe periferne vene. Vi{e od 60% 
bolesnika kod kojih se planira postupak leukafereze nema 
adekvatne periferne vene kojima bi bilo mogu}e ostvariti 
zadovoljavaju}i protok za pumpe stani~nog separatora.27 
Oko 10% zdravih davatelja alogenih KMS zbog neadekvat-
nih perifernih vena tako|er zahtijeva postavljanje centralno-
ga venskog katetera.28 Centralni venski kateteri su jedino 

prakti~no rje{enje za bolesnike s neodgovaraju}im perifer-
nim venama i naj~e{}e se rabe posebni kateteri namijenjeni 
za hemodijalizu i aferezu. Kateteri za aferezu mogu biti 
 jednoluminalni ili dvoluminalni. Oni omogu}uju ve}i pro-
tok krvi jer imaju velik lumen veli~ine 12 Fr i debele ~vrste 
stijenke kako ih negativni tlak koji stvara stani~ni separator 
tijekom uzimanja krvi ne bi slijepio. ^vrsta stijenka im je 
izra|ena od poliuretana ili silikonske gume. Poliuretanski 
kateteri ~vr{}i su i namijenjeni za primjenu u kra}em razdo-
blju do 3 tjedna iako se u pravilu vade ve} nakon zavr{etka 
prikupljanja.29 Kateteri proizvedeni od silikonske gume, bu-
du}i da se mogu sigurno ostaviti na mjestu u du`em raz-
doblju, postavljaju se u slu~ajevima kad se isti kateter `eli 
iskoristiti i za postupak prikupljanja KMS i tijekom tran-
splantacije. Kateteri se mogu postaviti u venu supklaviju, 
unutarnju jugularnu ili pak u femoralnu venu. Svaki od na-
vedenih polo`aja ima prednosti i nedostatke. Tako je pri-
mjerice prednost femoralnog katetera {to se mo`e brzo po-
staviti i ne zahtijeva radiolo{ku kontrolu polo`aja. Njegovo 
postavljanje prati manji broj nuspojava, ali nedostatci su 
ve}i rizik od infekcije i ograni~ena pokretljivost bolesnika. 
Vena supklavija i unutarnja jugularna vena pogodne su za 
kateter za aferezu, iako tijekom postavljanja mo`e nastati 
pneumotoraks ili hematotoraks. Prohodnost katetera se 
izme|u postupaka leukafereze odr`ava ispiranjem i konzer-
viranjem katetera otopinom heparina.28

Sprje~avanje zgru{avanja tijekom leukafereze

Budu}i da je krv u stani~nom separatoru izlo`ena neen-
dotelnim povr{inama, tijekom leukafereze dolazi do aktiva-
cije sustava zgru{avanja krvi. Sprje~avanje zgru{avanja krvi 
tijekom leukafereze va`no je kako radi osiguranja sigurnosti 
davatelja tako i zbog kvalitete koncentrata KMS. Za sprje-
~avanje zgru{avanja naj~e{}e se rabi otopina citrata koji 
stvara nedisocirane komplekse kalcijeva citrata i inhibira 
agregaciju trombocita. ACD-A (engl. Acid Citrate Dextrose 
Formula-A) je sterilna je otopina limunske kiseline, natrije-
va citrata i dekstroze. Tijekom prikupljanja, puna krv se 
pumpa u stani~ni separator uz ulazni protok od 50 do 100 
mL/min i mije{a se s ACD-om, naj~e{}e u omjeru 12:1. Ne-
dovoljna ili neto~na primjena antikoagulansa tijekom po-
stupka mo`e aktivirati koagulaciju i uzrokovati pojavu ug-
ru{aka tijekom postupka, i to kako u stani~nom separatoru 
tako i u prikupljenom produktu. S druge strane, suvi{ak ci-
trata u krvi bolesnika mo`e uzrokovati simptome hipokalce-
mije zbog sni`enja razine ioniziranog kalcija.

Volumen obra|ene krvi i trajanje leukafereze

Danas postoje velike razlike me|u transplantacijskim 
centrima s obzirom na volumen obra|ene krvi i trajanje po-
stupka leukafereze. Standardno se ukupan volumen krvi 
obra|uje 2 do 3 puta, {to iznosi od 8 do 12 L krvi, a postu-
pak je ograni~en na fiksno razdoblje od 3 ili 4 sata.30 Leuka-
ferezom velikog volumena krvi (LVV, engl. large volume 
leukapheresis) ukupan volumen krvi obradi se vi{e od 3 
puta, pa ~ak do 6 puta.31,32 Obrada ve}eg volumena krvi u 
jednom postupku leukafereze mo`e se posti}i na dva na~ina: 
produ`enjem trajanja postupka leukafereze ili pak pove-
}anjem brzine ulaznog protoka krvi u stani~ni separator. Pri 
produ`enju leukafereze u obzir valja uzeti koliko je davatelj 
sposoban podnijeti dugotrajan postupak leukafereze. Teh-
ni~ko unapre|enje stani~nih separatora omogu}ilo je pove-
}anje brzine ulaznog protoka krvi, a time i obradu ve}eg 
volumena krvi davatelja u kra}em razdoblju. Radi sprje-
~avanja zgru{avanja tijekom leukafereze obra|enoj se krvi 
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mora u odgovaraju}em omjeru dodati antikoagulantna oto-
pina ACD. Pove}anje protoka krvi kroz stani~ni separator i 
obrada ve}eg volumena zahtijevaju primjenu i proporcio-
nalno ve}eg volumena antikoagulantne otopine, {to pove}ava 
rizik od nastanka hipokalcemije. Volumen antikoagulansa 
potreban za sprje~avanje zgru{avanja tijekom LVV mo`e se 
smanjiti ako se uz ACD primijeni i heparin.33–35 Heparin je 
siguran antikoagulans koji se ve} niz godina rabi kao sred-
stvo za sprje~avanje zgru{avanja u aparatima za izvantjele-
snu cirkulaciju. Dodavanje heparina u otopinu ACD u omje-
ru 6 i.j. heparina na 1 mL ACD-A, omogu}uje pove}anje 
omjera ACD i pune krvi sa standardnih 1:12 na 1:24 i dvo-
struko pove}anje brzine ulaznog protoka krvi. Udvostru~enje 
brzine ulaznog protoka krvi u separator omogu}uje obradu 
dvostruko ve}eg volumena krvi u istom razdoblju. Heparin 
je potrebno tako|er dodati u vre}icu s produktom leukafe-
reze.

Pove}anje volumena obra|ene krvi jedan je od na~ina za 
pove}anje prinosa KMS. Va`an razlog za obradu {to ve}eg 
volumena krvi u jednoj leukaferezi je taj {to je u~inak mo-
bilizacije prolazan i CD34+ stanice se u krvi nalaze u ve}em 
broju samo kratko vrijeme. Stoga se to vrijeme mora maksi-
malno iskoristiti jer se ina~e mo`e propustiti optimalno 
vrijeme za prikupljanje. Istra`ivanja koja su uspore|ivala 
rezultate obrade standardnog volumena u odnosu na veliki 
volumen krvi pokazala su da je prinos CD34+ stanica zna-
~ajno ve}i kod primjene LVV nego kod standardne leukafe-
reze.34,36,37 U~inkovitost prikupljanja CD34+ stanica ne sma-
njuje se tijekom LVV.31,32,38–41 Murea i sur. pokazali su da 
jedan postupak LVV omogu}uje prikupljanje vi{e od 2,5×
106/kg CD34+ stanica u 74% bolesnika. Kad se u~ini stan-
dardna leukafereza, tek se u 25% bolesnika skupi toliki broj 
stanica.33 Istra`ivanja koja su pratila dinamiku promjene 
broja CD34+ stanica u perifernoj krvi pokazala su da 
tijekom leukafereze dolazi do zna~ajnog smanjenja broja 
CD34+ stanica u perifernoj krvi na 41% od po~etne vrijed-
nosti.42 Tijekom leukafereze dolazi do ve}eg prinosa CD34+ 
stanica nego {to se mo`e o~ekivati s obzirom na broj prisu-
tan u krvi prije po~etka leukafereze.43, 44 Ve}i prinos KMS 
od o~ekivanoga obja{njen je dodatnom mobilizacijom KMS 
iz ko{tane sr`i tijekom afereze. Unato~ tomu {to je broj 
CD34+ stanica u krvi najva`niji prognosti~ki ~initelj us-
pje{nosti prikupljanja, i volumen krvi obra|en tijekom po-
stupka pokazao se vrlo va`nim za ukupan prinos leukafere-
ze. Budu}i da postupak LVV omogu}uje prikupljanje ve}eg 
broja CD34+ stanica nego standardna leukafereza, {to po-
kazuju rezultati do sada provedenih istra`ivanja,33,34,36,45 po-
stupak LVV treba razmotriti kao metodu izbora u lo{ih mo-
bilizatora, jer se manji broj CD34+ stanica u krvi mo`e 
djelomi~no kompenzirati produ`enjem trajanja postupka i 
pove}anjem volumena obra|ene krvi.46 Kod bolesnika s 
multiplim mijelomom kod kojih treba prikupiti dovoljan 
broj KMS za dvije transplantacije tako|er se preporu~uje 
LVV.47 U~inkovito i sigurno prikupljanje KMS postupkom 
LVV pridonosi udobnosti bolesnika, smanjuje nepotrebno 
izlaganje rizicima vi{ekratnih leukafereza te smanjuje eko-
nomske tro{kove prikupljanja KMS, kao i tro{kove poslije-
transplantacijske skrbi.

Prikupljanje KMS iz periferne krvi u djece

U djece se postupkom leukafereze mogu uspje{no priku-
piti KMS, ali pri tome valja obratiti pozornost na mogu}nost 
pojave te{ko}a uzrokovanih pronala`enjem odgovaraju}ega 
venskog pristupa, hemodinamskim poreme}ajem zbog ve-
likog volumena krvi djeteta u izvantjelesnoj cirkulaciji, me-

taboli~kim promjenama uzrokovanim antikoagulantnom 
otopinom i suradnjom djeteta tijekom postupka koji traje 
vi{e sati.48

Budu}i da su u djece krvne `ile manjeg promjera, ovisno 
o veli~ini djeteta moraju se rabiti i razli~ite vrste centralnih 
venskih katetera. Ako zbog veli~ine djeteta nije mogu}e po-
staviti dvoluminalni, tada jednoluminalne katetere odgova-
raju}eg promjera treba postaviti u dvije razli~ite vene: npr. 
jedan u venu supklaviju, a drugi u femoralnu venu.

Jedan od glavnih ograni~avaju}ih ~imbenika za leukafe-
rezu u djece je njihov mali ukupan volumen krvi.48 Ovisno 
o vrsti stani~nog separatora, u izvantjelesnoj cirkulaciji se 
tijekom leukafereze nalazi od 180 do 370 ml krvi bolesnika, 
a to mo`e iznositi ~ak i do 40% ukupnog volumena krvi 
djeteta. Pomak bolesnikove krvi u izvantjelesnu cirkulaciju 
ve}i od 10 do 15% ukupnog volumena krvi uzrokuje hipo-
volemiju, hemodiluciju i hemodinamske promjene koje se 
mogu o~itovati bljedo}om i znojenjem, hipotenzijom, tahi-
kardijom pa ~ak i hipovolemi~kim {okom. Hipovolemija i 
hemodilucija u djece mogu se sprije~iti ako se set za pri-
kupljanje stani~nog separatora prije po~etka leukafereze 
ispuni imunohematolo{ki podudarnim ozra~enim koncen-
tratom eritrocita sa smanjenim brojem leukocita. Ovaj je 
postupak obavezan u sve djece tjelesne te`ine manje od 25 
kg, a neki ga autori preporu~uju uvijek kada je volumen krvi 
u izvantjelesnoj cirkulaciji ve}i od 15%.48

Metaboli~ke promjene uzrokovane infuzijom citrata u 
djece su obi~no izra`enije nego u odraslih jer djeca imaju 
manji kapacitet metaboliziranja citrata u jetri pa se mogu 
~e{}e javiti simptomi hipokalcemije. Bla`i klini~ki simpto-
mi hipokalcemije u djece su nespecifi~ni i ~esto se prepoz-
naju tek kada do|e do pogor{anja. Primjena citrata kao an-
tikoagulansa u djece zahtijeva osobito pa`ljiv nadzor tijekom 
leukafereze kako bi se na vrijeme prepoznali ve} i ne-
specifi~ni simptomi kao {to su bol u trbuhu i znojenje ili pak 
te`i, kao {to su poreme}aj sr~anog ritma ili hipotenzija.48 
Stoga je u djece tijekom leukafereze obavezna profilakti~ka 
primjena kontinuirane infuzije kalcija.49 Iako se zbog svega 
navedenoga u djece mo`e o~ekivati ve}i broj ne`eljenih 
reakcija nego u odraslih, ve}ina njih se mo`e sprije~iti indi-
vidualnim prilago|avanjem tehnike prikupljanja svakom 
djetetu.

Sigurnost prikupljanja KMS iz periferne krvi

Iako je prikupljanje KMS iz periferne krvi siguran postu-
pak, ipak se mo`e o~ekivati pojava ne`eljenih reakcija, od 
poreme}aja elektrolita zbog primjene citrata pa do pove-
}anog rizika od krvarenja zbog smanjenja broja trombocita 
i primjene heparina.

Nuspojave primjene citrata

Iako se tijekom leukafereze davatelju vra}a citrirana krv, 
citrat ne uzrokuje sistemsko sprje~avanje zgru{avanja jer se 
metabolizira i redistribuira u cirkulaciji. Citrat ve`e ionizi-
rani kalcij, {to uzrokuje prolazno sni`enje vrijednosti ioni-
ziranog kalcija u krvi. Hipokalcemija je dobro poznata nus-
pojava infuzije citrata i javlja se u 3930 do 48% bolesnika.50, 51 
Pojava simptoma hipokalcemije proporcionalna je s koli-
~inom infundiranog ACD-a.52 Simptomi toksi~nosti citrata 
su parestezije, glavobolja, mu~nina i obi~no imaju maleno 
klini~ko zna~enje, ali ponekad mogu izazvati i zna~ajan 
morbiditet. U djece se toksi~nost citrata mo`e, osim pare-
stezijama i mu~ninom, o~itovati nemirom, tahikardijom i 
hipotenzijom. Kod pojave simptoma hipokalcemije mo`e se 
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smanjiti brzina protoka krvi kroz stani~ni separator i/ili in-
travenski primijeniti kalcij.51 Kalcij glukonat se primjenjuje 
jako sporo u dozi od 5 mL tijekom 5 do 10 min. Ako simp-
tomi hipokalcemije i nakon toga ustraju, potrebno je dodati 
jo{ 5 mL kalcij glukonata do ukupno 20 mL.

Danas se smatra da zbog velike u~estalosti pojavu simp-
toma hipokalcemije treba sprije~iti profilakti~kom primje-
nom kalcija. Ve}ina centara primjenjuje profilakti~ku infu-
ziju kalcija koja prema rezultatima istra`ivanja smanjuje in-
cidenciju simptoma hipokalcemije od 65 do 90%.50 Pro-
filakti~ka infuzija kalcija mo`e se primijeniti ili u fiksnoj 
dozi od 1,1 mg/kg/sat ili u dozi prilago|enoj volumenu in-
fundiranog citrata, {to iznosi 0,5 mg kalcija/mL ACD-A 
 antikoagulantne otopine. Za djecu se profilakti~ki primje-
njuju vi{e doze kalcija nego u odraslih (0,6 mg kalcija/mL 
ACD-A).53 Kod bolesnica s volumenom krvi manjim od 
4500 mL obavezna je profilakti~ka primjena kalcija jer je 
kod njih i najve}a u~estalost simptoma hipokalcemije.50,54

Tijekom leukafereze opa`ene su i promjene drugih elek-
trolita, osobito magnezija i kalija. Sni`enje vrijednosti ioni-
ziranog magnezija tijekom leukafereze posljedica je stva-
ranja kompleksa magnezij–citrat.50,55 Haddad i sur. su kod 
30 zdravih davatelja proveli dvostruko slijepo istra`ivanje 
u~inka kontinuirane infuzije magnezija.56 Svi su davatelji 
primili kontinuiranu infuziju kalcija. Polovica davatelja je 
uz kalcij intravenski primila i magnezij (0,2 mg magnezija/
mL ACD-A), a druga placebo. Vrijednosti magnezija u se-
rumu su uz nadoknadu magnezija ostale unutar referentnog 
intervala. Me|utim iv. primjena magnezija uz kontinuiranu 
infuziju kalcija nije smanjila ni u~estalost ni te`inu nuspoja-
va u odnosu na skupinu koja je primala samo nadoknadu 
kalcija. Stoga se smatra da tijekom leukafereze nije potreb-
no rutinski primijeniti infuziju magnezija.

Nakon leukafereze dolazi do zna~ajnog smanjenja vrije-
dnosti kalija.56 Akutna hipokalemija je obi~no posljedica 
pomaka kalija iz ekstracelularne u intracelularnu teku}inu, 
a jedan od ~initelja koji uzrokuje taj pomak je alkaloza. Ti-
jekom leukafereze dolazi do zna~ajnog porasta pH krvi i 
suvi{ka baza, {to obja{njava popratno sni`enje vrijednosti 
kalija.56 Porast pH zna~ajno korelira s koli~inom infundira-
nog ACD-A. Smatra se da je tijekom leukafereze peroralna 
nadoknada kalija dovoljna za korekciju hipokalemije i treba 
ju primijeniti u bolesnika koji prije leukafereze imaju ni`e 
vrijednosti kalija.

Nuspojave postupka leukafereze

Stani~ni separator uz mononuklearne stanice uvijek pri-
kuplja i dio stanica iz sloja trombocita pa tijekom leukafere-
ze dolazi do smanjenja broja trombocita. Ovisno o volu-
menu obra|ene krvi broj trombocita se nakon leukafereze 
obi~no smanjuje za 40 do 50%.52,56 Minimalni broj trombo-
cita prije zapo~injanja leukafereze za bolesnike iznosi 30×
109/L, a za zdrave davatelje 80×109/L.57 Ako je broj trombo-
cita manji od prihvatljivoga, bolesnik treba primiti transfu-
ziju trombocita sa smanjenim brojem leukocita. Trombociti 
moraju biti ozra~eni radi sprje~avanja reakcije transplantata 
protiv primatelja izazvane transfuzijom.58 U slu~aju zdra-
vog davatelja leukaferezu treba nastaviti tek nakon opora-
vka broja trombocita. Kod LVV se mora uzeti u obzir 
pove}an rizik od krvarenja zbog primjene dvaju antikoagu-
lansa.42 Tijekom leukafereze ne o~ekuje se zna~ajan gubitak 
eritrocita. Izuzetno rijetko mo`e nastati gubitak eritrocita 
kad se na kraju postupka zbog tehni~kih problema sa sta-
ni~nim separatorom ne mo`e isprati i vratiti krv iz separa-
tora.

Na po~etku leukafereze kod ve}ine bolesnika, a osobito 
kod onih manje tjelesne te`ine, dolazi do smanjenja tjelesne 
temperature zbog hla|enja krvi tijekom prolaska kroz cijevi 
stani~nog separatora i infuzije otopina koje su sobne tempe-
rature. Hipotermija se mo`e sprije~iti primjenom grija~a za 
krv. Zamije}eno je da se primjenom grija~a za krv mo`e 
smanjiti i u~estalost simptoma hipokalcemije. Klini~ka i la-
boratorijska istra`ivanja su pokazala da hipotermija uzro-
kuje vi{e metaboli~kih poreme}aja, a izme|u ostalog i sma-
njuje razgradnju citrata te na taj na~in pridonosi {tetnom 
u~inku hipokalcemije.59 Stoga je mogu}e da se grijanjem 
krvi i smanjenjem rizika od nastanka hipotermije smanjuje i 
rizik od pojave simptoma hipokalcemije posebice u bole-
snika manje tjelesne te`ine.

Tijekom leukafereze mogu se javiti i neke druge nuspoja-
ve kao {to su vazovagalne reakcije, bljedilo, dijaforeza, 
sinkopa i hipotenzija. Nuspojave venepunkcije su hematom, 
upala, ozljeda ̀ ivca i punkcija arterije na mjestu uboda. Izu-
zetno rijetka komplikacija leukafereze je hemoliza koja se 
javlja zbog presavijanja cijevi seta kada na tom mjestu dola-
zi do mehani~ke lize eritrocita. Iako teoretski postoji mo-
gu}nost nastanka i zra~ne embolije, stani~ni separatori su 
danas opremljeni alarmima koji otkrivaju zrak u cijevi 
kojom se krv vra}a bolesniku i odmah zaustavljaju leukafe-
rezu. U literaturi nema izvje{}a o slu~ajevima zra~ne embo-
lije zbog leukafereze.

Kontrola kvalitete transplantata KMS
iz periferne krvi

Neposredni ciljevi transplantacije KMS su potpuna obno-
va mati~nih stanica u ko{tanoj sr`i te najbr`i mogu}i he-
matolo{ki oporavak neutrofila i trombocita uz {to manji broj 
nuspojava i tro{kova lije~enja koji prate citopenije. Ti se ci-
ljevi mogu posti}i samo primjenom transplantata koji 
sadr`ava dovoljan broj KMS. U produktu leukafereze se uz 
mali broj (6%) »ranih« tj. neusmjerenih mati~nih stanica 
nalazi heterogena mje{avina ranih i kasnih usmjerenih pra-
stanica koje su odgovorne za br`i oporavak hematopoeze 
nakon transplantacije KMS iz periferne krvi.14,60 Ubrzani 
oporavak hematopoeze prate zna~ajno manja potreba za 
transfuzijskim lije~enjem, manji broj epizoda sepse, manja 
primjena antibiotika, kao i kra}i boravak u bolnici nakon 
transplantacije.

Provjera u~inkovitosti i sigurnosti transplantata KMS iz 
periferne krvi regulirana je nacionalnim i me|unarodnim 
preporukama i standardima.61,62 Kvaliteta prikupljenog pro-
dukta KMS za obnovu hematopoeze od primarne je va`nosti 
za svakoga pojedinog bolesnika. Nakon zavr{enog postupka 
leukafereze uvijek se analizira kvaliteta prikupljenih stani-
ca. Budu}i da za sada ne postoji op}eprihva}ena metoda 
analize primitivne mati~ne stanice, u praksi se kao indikato-
ri broja KMS u produktu leukafereze rabe dva empirijski 
identificirana parametra: broj CD34+ stanica i broj kolonija 
u kratkotrajnoj kulturi stanica. Za ocjenu kvalitete tran-
splantata ovi se pokazatelji izra`avaju kao broj stanica po 
kilogramu tjelesne te`ine. Op}e je prihva}ena primjena 
trenuta~ne (aktualne) tjelesne te`ine primatelja, ali razmatra 
se i primjena idealne tjelesne te`ine koja se iza~unava for-
mulom koja uklju~uje visinu i spol primatelja, budu}i da 
prema rezultatima vi{e istra`ivanja bolje korelira s hema-
tolo{kim oporavkom nakon autologne i alogene transplanta-
cije.63 Jednako je va`na i sigurnost produkta leukafereze s 
obzirom na mogu}e mikrobiolo{ko one~i{}enje. Uz labora-
torijsko ispitivanje kontrole kvalitete pripravka KMS oba-
vezno se mora pratiti hematolo{ki oporavak i klini~ki ishod 
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transplantacije, jer krajnja mjera kvalitete transplantata 
KMS jest brzina i trajnost oporavka funkcije ko{tane sr`i, 
kao i incidencija komplikacija povezanih s infuzijom pro-
dukta.

Brojnost krvnih stanica u produktu leukafereze

Broj stanica s jezgrom i mononuklearnih stanica daje 
prvu ocjenu kvalitete prikupljanja, a nu`ni su i za pra}enje 
tehnike prikupljanja i ujedna~enosti produkta. KMS se na-
laze u populaciji prikupljenih mononuklearnih stanica, dok 
se granulociti, trombociti i eritrociti smatraju nepo`eljnim u 
produktu leukafereze. Ako se prikupljanje ostalih stanica, u 
prvom redu trombocita i eritrocita ne smanji na minimum, 
kod bolesnika se mogu javiti trombocitopenija i anemija. 
Stanice koje su nepo`eljne u produktu leukafereze mogu 
komplicirati obradu i zamrzavanje KMS, kao i pove}ati broj 
nuspojava kod transplantacije. U~inkovitost prikupljanja 
procjenjuje uspje{nost izdvajanja `eljenih stanica iz krvi i 
treba biti dio trajnog programa osiguranja kvalitete u jedi-
nici za aferezu.64 Obvezatno je odrediti u~inkovitost pri-
kupljanja mononuklearnih i CD34+ stanica tijekom inicijal-
ne evaluacije tehnike prikupljanja, kao i pri svakoj modi-
fikaciji tehnike prikupljanja.

Imunofenotipizacija proto~nom citometrijom

Biljeg CD34 izra`en je na stanicama koje pokazuju spo-
sobnost obnove svih krvnih loza in vitro i in vivo. Unutar 
odjeljka CD34+ stanica nalaze se primitivne KMS pa se 
ovaj biljeg danas rabi u procjeni kvalitete produkta leukafe-
reze. Broj CD34+ stanica u perifernoj krvi i produktu leuka-
fereze za potrebe transplantacije KMS odre|uje se imunofe-
notipizacijom stanica proto~nim citometrom. Prednosti ana-
lize broja CD34+ stanica proto~nom citometrijom jesu brzi-
na dobivanja rezultata, osjetljivost i reproducibilnost.65 
Danas se primjenjuju dvije metode pri ~emu se jedna oslanja 
na udio CD34+ stanica u leukocitima i podatke o broju 
leukocita s hematolo{kog broja~a (engl. double-platform),66 
dok najnovija metodologija zahtijeva izra~unavanje svih 
vrijednosti na samom proto~nom citometru za {to se rabe 
posebne ba`darne kuglice (engl. single-platform).67 Rezul-
tat se izra`ava kao postotak CD34+ stanica u odre|enim 
leukocitnim odjeljcima periferne krvi ili produktu leukafe-
reze, a najva`niji podatak jest postotak CD34+ stanica na 
ukupan broj leukocita. Minimalna doza CD34+ stanica u 
transplantatu KMS iz periferne krvi je 2×106/kg, dok je za 
optimalni hematolo{ki oporavak potrebno 5×106 CD34+ 
stanica/kg TT.14,68, 69 Opisana je zna~ajna linearna korelacija 
broja CD34+ stanica s oporavkom granulocita ili trombo-
cita, ali i ovdje kao i kod broja CFU-GM-kolonija ~ini se da 
postoji prag broja CD34+ stanica iznad kojeg se ne mo`e 
pove}ati brzina oporavka. Kod transplantata koji sadr`ava 
od 3 do 5×106 CD34+ stanica/kg TT medijan oporavka 
trombocita bio je 12 dana, a kod transplantata s 5×106 
CD34+ stanica/kg TT medijan je bio 9 dana.68,69 Daljnjim 
pove}anjem broja transplantiranih stanica dodatno se ne 
skra}uje vrijeme potrebno za oporavak funkcije ko{tane 
sr`i.

Kratkotrajna stani~na kultura KMS

Krvotvorne prastanice usmjerene u granulocitne (CFU-
-GM), eritroidne (BFU-E) ili primitivnije mje{ovite gra-
nulocitno/eritroidne prastanice (CFU-GEMM, CFU-Mix) 
mogu se identificirati metodom kratkotrajnog uzgoja stani-
ca u polu~vrstome mediju.70 Minimalni broj CFU-GM u 
transplantatu KMS iz periferne krvi iznosi 10×104/kg, brzi-

na oporavka raste s porastom broja kolonija, a plato se do-
se`e pri 30 ili ~ak 50×104/kg.14 Izme|u broja CD34+ stanica 
i CFU-GM-kolonija postoji zna~ajna korelacija.64 Glavno 
og rani~enje ove metode je {to su rezultati dostupni tek 
nakon 14 dana i ne mo`e se primijeniti za dnevnu evaluaciju 
rezultata prikupljanja.64 Prednost je stani~ne kulture {to do-
kazuje i biolo{ku aktivnost KMS te se smatra da je rije~ o 
para metru koji najbolje odra`ava kvalitetu transplantata, {to 
potvr|uje i njegova dobra korelacija s brzinom oporavka 
hematopoeze.64

Ispitivanje vijabilnosti stanica

Vijabilnost stanica mo`e se ispitati bojenjem tripanskim 
plavilom i proto~nom citometrijom bojenjem propidijskim 
jodidom ili 7-amino-aktinomicinom D (7-AAD). Ispitivanje 
vijabilnosti stanica prikupljenih leukaferezom pokazuje vi-
sok udio vijabilnih stanica, i to u prosjeku 97,7±1,4%.71

Mikrobiolo{ka analiza produkta leukafereze

Dobra laboratorijska praksa nala`e da svaki laboratorij 
ima organiziran program nadzora reagensa i tehnika pri-
kupljanja te obrade produkta s ciljem otkrivanja odstupanja 
od asepti~nih tehnika i sprje~avanja mikrobiolo{ke konta-
minacije. Va`e}i standardi i preporuke zahtijevaju provo-
|enje bakterijske i mikolo{ke kulture pripravka KMS kako 
nakon prikupljanja tako i nakon obrade.61,62 Jedan od izvora 
mikrobiolo{ke kontaminacije mo`e biti kateter za aferezu 
koji se mo`e inficirati tijekom upotrebe. Druga je mogu}nost 
da se tijekom leukafereze skupi i mikroorganizam koji se 
ve} nalazi u krvi bolesnika. Kad je bolesnik febrilan, leuka-
fereza se mo`e zapo~eti 24 sata nakon primjene antibiotika. 
U tom slu~aju obvezatno je uz hemokulturu produkta afere-
ze u~initi i hemokulturu bolesnikove krvi.57 Mikrobiolo{ki 
kontaminirani produkti ne moraju obvezatno biti uni{teni, 
jer je poznato da infuzija kontaminiranog produkta ne uzro-
kuje uvijek infekciju u primatelja.72 Odluku o postupku s 
mikrobiolo{ki kontaminiranim produktom donosi bolesni-
kov lije~nik nakon razmatranja vrste uzro~nika i potencijal-
ne koristi i rizika od primjene kontaminiranog produkta.

Analiza kontaminacije tumorskim stanicama

Smatra se da produkt leukafereze sadr`ava manji broj tu-
morskih stanica od transplantata ko{tane sr`i.57 Va`nost na-
laza ovih stanica za ishod transplantacije KMS iz periferne 
krvi jo{ nije razja{njena i ve}ina centara standardno ne ana-
lizira kontaminaciju tumorskim stanicama. Metode za od-
re|ivanje tumorske kontaminacije produkta leukafereze tre-
bale bi otkriti razinu kontaminacije od 1 tumorske stanice 
na 103 do 105 normalnih stanica ili manje. Ako su dostupne 
molekularne probe za jedinstvene DNA-sljedove tumorskih 
stanica, metodom lan~ane reakcije polimerazom u produktu 
leukafereze mogu se otkriti prikupljene tumorske stanice.73

Skrb za davatelje tijekom prikupljanja KMS
iz periferne krvi

Postupak leukafereze ne zahtijeva hospitalizaciju i mo`e 
se provoditi ambulantno. Davatelj treba biti nadziran tijekom 
cijelog postupka zbog mogu}e pojave ne`eljenih reakcija. 
Vitalni znakovi (krvni tlak i puls) trebaju biti zabilje`eni na 
po~etku leukafereze te potom svakih 30 minuta tijekom 
prikupljanja, a davateljevo stanje treba nadzirati i nakon 
leukafereze zbog mogu}nosti pojave trombocitopenije i ane-
mije koje treba prije sljede}eg postupka leukafereze zbrinu-
ti transfuzijskim lije~enjem. Leukafereza se pokazala kao 
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u~inkovit i unato~ bla`im nuspojavama siguran postupak 
koji je i za autologne i alogene davatelje prihva}en kao me-
toda izbora za prikupljanje transplantata KMS.
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organizira

27. seminar
za lije~nike i medicinske sestre

Split, 19.–23. travnja 2010.

Na programu ovogodi{njeg seminara su sljede}e teme:
1. ENDOKRINOLOGIJA

2. ADOLESCENTNA MEDICINA

3. DJE~JA STOMATOLOGIJA

Organizatori: Hrvatski lije~ni~ki zbor, Hrvatsko pedijatrijsko dru{tvo, Hrvatsko dru{tvo 
za {kolsku i sveu~ili{nu medicinu, Hrvatska udruga medicinskih sestara – Pedijatrijsko 
dru{tvo, Medicinski fakultet Sveu~ili{ta u Splitu, Klini~ki bolni~ki centar Split

Informacije:  Prof. dr. sc. Vjekoslav Kr`elj,
Klinika za dje~je bolesti, Klini~ki bolni~ki centar Split, Spin~i}eva 1, 21 000 Split
Tel. 021/556-303; faks: 021/556-590
E-mail: krzeljºkbsplit.hr; www.kbsplit.hr/hpps.htm

Kotizacija: 800 kuna


