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Streszczenie: Krew pgpowinowa jest alternatywnym zrodtem krwiotwdrczych komoérek macierzystych
(KKM), w stosunku do szpiku kostnego i krwi obwodowej. Zaleta krwi pegpowinowej (KP) jako zrodta
KKM jest to, ze jest ona wzglednie tatwo dostgpna, a ponadto jej KKM maja wigkszy potencjat proli-
feracyjny i po przeszczepieniu wywotuja reakcj¢ GvH mniej nasilong niz KKM ze szpiku kostnego i
krwi obwodowej. Natomiast wada jest niewielka ilos¢ KP uzyskiwana jednorazowo, a wigc i liczba
KKM. W praktyce stuzy¢ moze jedynie do przeszczepdw allogenicznych, chociaz propagowane jest,
glownie ze wzgledéw komercyjnych, bankowanie KP dla ewentualnych przysztych przeszczepdéw auto-
logicznych. Jednak nie ma dowoddw, ze przechowywane przez wiele lat KKM beda réwnie wartoscio-
we jak $wiezo uzyskane. Wiele doniesien wskazuje na to, ze KP moze by¢ zrédtem innych komorek
macierzystych niz krwiotworcze, a mianowicie: neurogennych, kardiomiogennych, mezenchymatycz-
nych, hepatogennych i prekursorowych dla wysp trzustkowych. Jednak publikowane wyniki tych badan
nie dla wszystkich sa przekonujace.

Stowa kluczowe: krew pgpowinowa, krwiotworcze komorki macierzyste, przeszczep.

Summary:. Cord blood is alternative source of the haematopoietic stem cells (HSC) in relation to bone
marrow and peripheral blood. Advantage of the cord blood (CB) is its relative accessibility as a source
of HSC. HSC of CB present bigger proliferative potential than HSC of bone marrow and peripheral
blood. Moreover they evoke weaker GvH reaction. The disadvantage of CB is its small amount obtain-
able once for all. It can be applied to allogenic transplantation only, although, the banking of CB is
becoming popular as a source of HSC for future autologous transplantation. However, it is not proved
that HSC after many years of banking will be as good for transplantation as freshly obtained. Quite a
number of publications suggest that CB can be a source of stem cells other than haematopoietic, such
as: neurogenic, cardiomyogenic, mezechymal, hepatogenic and precursors of Langerhans islets of pan-
creas. Yet, not all accept the results of those investigations.
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WSTEP

Glownym problemem zwigzanym z przeszczepami szpiku kostnego jest znalezienie
zgodnego dawcy. Mimo ze migdzynarodowe rejestry licza juz ponad 9 min dawcow
szpiku, wciaz nie udaje si¢ znalez¢ odpowiedniego materiatu przeszczepowego dla okoto
40% ludzi chorych. Krew pgpowinowa stanowi dodatkowe alternatywne zrdédto
krwiotworczych komoérek macierzystych (KKM), ktore moga zosta¢ wykorzystane w
czasie przeszczepow zarowno allogenicznych, jak i autologicznych zwigkszajac tym
samym pule potencjalnych dawcoéw i zmniejszy¢ poziom $miertelnosci wsrod
oczekujacych na przeszczep. Po raz pierwszy zostato to potwierdzone po transplantacji
komorek krwi pgpowinowej dziecku cierpiacemu na cigzka niedokrwisto$¢ (anemig
Fanconiego) w roku 1988 [22]. W 1993 roku przeprowadzono pierwsza transplantacje
niespokrewnionemu biorcy krwi pgpowinowej wczesniej zbankowanej 1 zamrozonej
[56]. W 1996 roku Wagner i wsp. [66] przedstawili dowody na to, Ze zamrozona porcja
krwi pgpowinowej zawiera liczbg komodrek macierzystych wystarczajaca do repopulacji
szpiku biorcy-dziecka przy nizszym ryzyku odrzutu przeszczepu w poréwnaniu z
przeszczepami szpiku kostnego. Od tamtej pory zgromadzono juz ponad 130 tysigcy
porcji komorek macierzystych krwi pgpowinowej i przeprowadzono ponad 3500
przeszczepow w terapii chorob nowotworowych, zaburzen hematologicznych i choréb
dziedzicznych [21,23,24]. Wada krwi pgpowinowej jako zroédta KKM jest to, ze liczba
tych komérek uzyskiwana z jednej porcji krwi pgpowinowej jest mniejsza niz liczba
analogicznych komorek uzyskiwana ze szpiku kostnego czy mobilizowanej krwi
obwodowej, w zwiazku z tym najwigksze zastosowanie krew pgpowinowa ma do
przeszczepdw u dzieci. Aczkolwiek, wykonuje si¢ juz zabiegi przeszczepiania kilku
porcji krwi pgpowinowej jednemu dorostemu dawcy [3,47], poniewaz liczba przeszcze-
pianych komorek jednej porcji bywa powaznym ograniczeniem [42,67]. Na $wiecie
przeprowadzono juz bardzo wiele zabiegdw przeszczepiania komorek macierzystych
krwi pepowinowej biorcom dorostym cierpiacym na choroby nowotworowe [43,55] 1
cigzkie zaburzenia hematologiczne. Dowiedziono, ze do powodzenia przeszczepu
komorek macierzystych u ludzi dorostych wystarcza nawet niewielka objgtos¢ krwi
pepowinowej [42]. Wyniki tych badan sugeruja, iz krew pgpowinowa moze by¢ z
powodzeniem wykorzystywana jako alternatywne zrédto komoérek do catkowitej
odbudowy szpiku kostnego dorostego biorcy niemajacego catkowicie zgodnego dawcy
[32]. Wyniki badan Rocha i wsp. [55] nie wykazaty istotnych r6znic w wartosciach
parametrow, takich jak: $miertelno$¢ czy stopien niepowodzenia przeszczepu pomigdzy
biorcami catkowicie zgodnego szpiku kostnego oraz niezgodnej krwi pgpowinowe;.
Inne doswiadczenia potwierdzity jednak wyzszos¢ szpiku kostnego o 100% zgodnosci
nad innymi Zrédtami komorek do przeszczepu [43].

Badania pokazuja, ze czas przezycia bez nawrotu choroby jest porownywalny do
tego uzyskiwanego po przeszczepie komorek macierzystych/prekursorowych ze szpiku
kostnego oraz mobilizowanej krwi obwodowe;j. Przeszczepy komorek krwi pgpowinowe;j
sa jednak zwiazane z opdznieniem efektu zasiedlania szpiku kostnego i odbudowy
hematopoezy w poréwnaniu z komorkami ze szpiku kostnego [55]. Po przeszczepieniu
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pacjentom krwi pegpowinowej, gdy wystgpowata najczesciej niezgodnos¢ pod wzgledem
dwoch lub wigcej antygenow HLA, odnotowano niewielki odsetek cigzkiej postaci
choroby przeszczep przeciwko gospodarzowi (ang. Graft versus Host Disease — GVHD).
Testy kliniczne wykazaty, ze skuteczny stosunek ilo§ci komoérek CD34* krwi pgpowino-
wej na kg ciata biorcy wynosi 1-3,7 x 10%/kg, co stanowi zaledwie dziesiata cz¢$¢ tej
ilosci potrzebnej do przeszczepu szpiku kostnego (1041 x 109kg), co wskazuje na
wysoki potencjat proliferacyjny tych komorek [9].

Krew pepowinowa jest bogatym zrodtem krwiotwdrczych komoérek macierzystych,
zawiera takze wigcej naiwnych limfocytow T niz szpik kostny, co zapobiega wystapieniu
ostrej reakcji GVHD. Mozliwo$¢ uzyskania petnej zgodnosci w przypadku krwi pgpowi-
nowej jest mozliwa w przypadku przeszczepu autologicznego, a przy przeszczepie
allogenicznym niezgodno$¢ 1-3 antygendow HLA jest tolerowana przez organizm biorcy.
Przeszczepy komorek krwi pepowinowej nawet o czgsciowej niezgodnosci antygenow
HLA sa mniej alloreaktywne niz przeszczepy komorek macierzystych ludzi dorostych
[30].

Dodatkowa zaleta stosowania krwi pgpowinowej jako alternatywnego zrodta KKM
jest szybsza i nieinwazyjna procedura pozyskiwania, a przez to jednoczesnie bezpieczna
dla noworodka i dla matki. Wazne rowniez jest minimalne ryzyko zakazenia wirusem
CMV [54]. Jest to zwiazane z tym, ze <0,1% zdrowych noworodkow jest zakazone tym
wirusem, podczas gdy ochotnicy dorosli w 10-60% sa nosicielami cytomegalowirusa
[30]. Czas pozyskiwania i przygotowania do przeszczepu zgodnej porcji komorek
macierzystych jest o wiele krétszy w przypadku krwi pgpowinowej niz w przypadku
szpiku kostnego, w ktorym wynosi co najmniej 4 miesiace. Tak wydluzony okres
oczekiwania na komorki szpikowe do przeszczepu zwiazany jest z dluga procedura
znalezienia odpowiedniego dawcy oraz przygotowania go do zabiegu pobrania krwi
szpikowej. Poniewaz krew pgpowinowa jest mrozona i przechowywana w bankach, jest
ona tatwo dostepna i czas ten ulega skroceniu do kilku tygodni. Jest to szczegolnie wazne
dla pacjentdéw cierpiacych na cigzkie, niestabilne choroby. Ze wzgledu na fakt starzenia
si¢ populacji komorek macierzystych, te wyizolowane z krwi pgpowinowej zawieraja
wiele “mfodych” komorek macierzystych o wyzszym potencjale proliferacyjnym, dtuzszych
telomerach oraz zdolnosci do tworzenia wigkszych kolonii ex vivo w poréwnaniu z
analogiczna populacja pochodzenia szpikowego [21]. Dodatkowa zaleta jest brak
ograniczen natury etycznej zwiazanych z pobraniem krwi pgpowinowej, co stanowi
powazny problem w przypadku embrionalnych komérek macierzystych. Jednakze istnieje
jednoczesnie ryzyko, ze przeszczepiane komorki beda naznaczone genetycznymi zmianami.
Przeprowadzany przed pobraniem krwi pgpowinowej wywiad rodzinny dotyczacy chorob
nowotworowych i dziedzicznych, jakie pojawity si¢ w rodzinie noworodka daje czg$ciowa
pewno$¢. Aczkolwiek wiele chorob, ktorych zagrozenie niosa geny dziecka - dawcy,
dopiero po latach moze si¢ ujawnic.
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KRWIOTWORCZE KOMORKI MACIERZYSTE

Krwiotworcze komorki macierzyste (KKM) stanowia 5—10% leukocytow mobilizo-
wanej krwi obwodowej [32] oraz nastgpujacy odsetek komorek jednoja-drzastych: krwi
pepowinowej — 0,1-0,5% 1 szpiku kostnego — 0,5-3%. Sa to najprymitywniejsze
prekursory komorek wszystkich linii hematopoezy zarowno w warunkach in vivo, jak
1 in vitro daja wzrost wszystkim liniom krwiotwdrczym. Maja zdolnos¢ do somopo-
wielania utrzymujac tym samym stala pulg komorek pluripotencjalnych poczawszy od
wezesnych faz rozwoju embrionalnego poprzez cate doroste zycie osobnika.

Do identyfikacji i izolacji krwiotwdrczych komorek macierzystych uzywane sa markery
powierzchniowe, tj. CD34, CD45, CD38, c-Kit. Antygen CD34 jest glikoproteina
eksponowana na powierzchni KKM i komorek progenitorowych, chociaz zidentyfikowano
niewielka populacjg komorek krwi pgpowinowej o wiasciwosciach komorek macierzystych
i o fenotypie CD34". Stwierdzono, ze komorki o fenotypie Lin"CD34~ ludzkiej krwi
pepowinowej i wykazujace jednoczesnie koekspresje markera CD133 byly zdolne
odtworzy¢ hematopoeze u myszy NOD/SCID (ang. nonobese diabetic/severe combined
immunodeficient). Aczkolwiek wydajnos¢ tego procesu byta nizsza w porownaniu z ich
odpowiednikami o fenotypie CD34" [18]. Ostatnie badania sugeruja, e tak niska zdolnos¢
komorek CD34~ do repopulacji szpiku myszy z niedoborami immunologicznymi moze
by¢ spowodowana tym, ze komorki te nie docieraja do szpiku po dozylnej iniekcji. Podanie
komoérek CD34 krwi pgpowinowej bezposrednio do szpiku dato rezultat poréwnywalny
do otrzymanego po przeszczepieniu komoérek CD34* [68].

W praktyce laboratoryjnej w celu okreslenia potencjatu proliferacyjnego krwiotwor-
czych komorek zdeterminowanych liniowo stosuje sig¢ testy klonogenne (CFU-GM;
CFU-GEMM; BFU-E) [34] i hodowlane (LTCIC) [70]. Dzigki zastosowaniu odpo-
wiedniego koktajlu cytokin oraz $cisle zdefiniowanych pozywek mozna rutynowo
prowadzi¢ hodowle ludzkich erytroblastoéw, megakarioblastow oraz prekursoréw linii
granulocytowo-monocytarnej. Testy klonogenne umozliwiaja oceng potencjatu prolifera-
cyjnego wczesnych prekursoréw krwiotworzenia na podstawie liczby i wielkos$ci
tworzonych przez te komorki kolonii. W poréwnaniu z komérkami macierzystymi ludzi
dorostych, KKM krwi pgpowinowej tworza wigksze kolonie in vitro oraz wymagaja
innych warunkow hodowli [21]. Dodatkowo tego typu testy maja szerokie zastosowanie
w klinice w czasie diagnozowania chor6b hematologicznych. Ponadto liczbg¢ komorek
macierzystych oceni¢ mozna przy wykorzystaniu testow in vivo na podstawie szybkosci
istopnia odtworzenia przez te komorki hematopoezy u myszy z niedoborami immuno-
logicznymi, u ktorych uposledzona jest funkcja podstawowych komorek uktadu
immunologicznego: limfocytow B, T u myszy SCID oraz dodatkowo komoérek NK u
myszy NOD/SCID [30]. Wszczepione komorki krwi pgpowinowej osiedlaja si¢ w szpiku
zwierzecia do$wiadczalnego i przejmuja funkcje defektywnych mysich krwiotworczych
komorek macierzystych [29,68].

Najczesciej stosowana metoda okreslania immunofenotypu komoérek macierzystych/
progenitorowych jest cytometryczna analiza obecno$ci markerow, tj. CD34, CD45 na
powierzchni komorek po wyznakowaniu ich odpowiednimi przeciwciatami sprzezonymi
z fluorochromami.
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Ze wzgledu na wyjatkowa rzadkos¢ KKM metody ich izolacji musza by¢ niezwykle
precyzyjne. Obecnie stosuje si¢ rutynowo kilka metod pozwalajacych na identyfikacjg oraz
selekcje komorek macierzystych/prekursorowych wszystkich linii hematopoezy [70].

Dwie z nich wymagaja zastosowania specyficznych przeciwciat skierowanych
przeciwko markerom obecnym na powierzchni docelowych komoérek. W przypadku
KKM i komérek prekursorowych sa to receptory: CD34, CD45, CD117, ¢c-Kit i inne.
Przy pomocy cytometru sortujacego izoluje si¢ komodrki wyznakowane przeciwciatami
sprzezonymi z fluorochromami. Do izolowania wykorzystuje si¢ takze wartosci
parametru FSC (forward scatter), korelujacego z wielkoscia komorek oraz SSC (side
scatter), odzwierciedlajacego ilos¢ ziarnistosci w badanych komorkach.

Metoda immunomagnetyczna MACS® wykorzystuje magnetycznie znakowane
przeciwciata. Selekcja pozytywna pozwala na zatrzymanie docelowych, wyznakowanych
komorek na kolumience umieszczonej w polu magnetycznym. Pozyskuje sig je poprzez
wyptukanie buforem z kolumny usunigtej wezesniej z pola magnetycznego. W czasie
selekcji negatywnej docelowa frakcja komoérek niewyznakowanych eluuje z kolumny
podczas przeptukiwania buforem.

Komorki uzyskane w wyniku izolacji metoda immunomagnetyczna daja wigksza
liczbg kolonii w poréwnaniu z komorkami uzyskanymi przy pomocy cytometru
sortujacego [61].

Do izolowania wczesnych komorek krwiotworczych wykorzystuje sig¢ rowniez
barwienie fluorochromami metabolicznymi, tj. Rodamina 123 czy Hoechst 33342 [62].
Izolacja chemotaktyczna zas wykorzystuje zdolnos¢ komorek prekursorowych poszcze-
g6Inych linii ukierunkowanych do chemotaksji w kierunku chemoatraktantéw (SDF-1;
LIF, SF/MGF) regulujacych ich migracje w czasie ontogenezy [41].

NIEKRWIOTWORCZE KOMORKI MACIERZYSTE
KRWI PEPOWINOWEJ

Komorki macierzyste krwi pgpowinowej o wlasciwo$ciach neurogennych

Nadzieja terapii choréb neurodegeneracyjnych, urazow i udaréw mozgu jest
znalezienie tatwo dostgpnego zrodta nerwowych komorek macierzystych. Potomstwo
takiej komorki mogtoby zastapi¢ uszkodzone neurony, astrocyty i oligodendrocyty w
obszarze mézgu cztowieka dotknigtym patologia. Zaobserwowano, ze wszczepione
myszom zaraz po urodzeniu nerwowe komorki macierzyste byly zdolne roznicowac si¢
w komorki o funkcjach i budowie odpowiednich dla danego obszaru mdzgu integrujac
sig jednoczesnie z komorkami gospodarza. Takie komorki moga zosta¢ wyposazone w
transgeniczny gen mogacy naprawi¢ defekt genetyczny oraz poprawi¢ funkcjonowanie
moézgu [16]. Ostatnie badania pokazaty takze, ze komorki wyizolowane ze szpiku
dorostego cztowieka moga wykazywac ekspresje markeréw komorek tkanki nerwowej
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[57]. Podobne komorki po podaniu dozylnym maja potencjat migrowania i akumulacji
w mozgu szczura, gdzie cz¢$¢ z nich wykazuje ekspresje markerow komorek nerwowych
i glejowych [5,8].

Obecnie prowadzone sa na szeroka skale badania majace na celu zidentyfikowanie
komorek macierzystych tkanki nerwowej we krwi pgpowinowej. Otrzymane w
specyficznych warunkach in vitro oraz in vivo komorki uktadu nerwowego stanowityby
srodek terapeutyczny do regeneracji uposledzonych funkcji tego uktadu.

Dane literaturowe dowodza, ze pierwsze takie proby powiodty si¢. Po hodowli
komorek macierzystych z krwi pgpowinowej w obecnosci czynnika wzrostu nerwow
(ang. nerve growth factor — NGF) i kwasu retinojowego (ang. retinoic acid — RA)
wykazano wzrost ekspresji markerow specyficznych dla neuronow i komorek gleju
oraz spadek ekspresji genéw zwiazanych z krwiotworzeniem [58]. Badania Buzynskiej
i wsp. [6] dowiodty po raz pierwszy, ze komorki wszystkich trzech typow (astrocyty,
neurony, oligodendrocyty) obecne w ludzkim moézgu mozna uzyskacé in vitro z prekur-
sorow otrzymanych z krwi pgpowinowej. Komoérki CD34-CD45" krwi pgpowinowej w
obecnosci epidermalnego czynnika wzrostu (ang. epidermal growth factor — EGF)
wykazywaly ekspresj¢ nestyny, markera prekursoro6w komorek uktadu nerwowego [46].
Nestynopozytywne klony wysiane na podtoze z RA i neurotropowym czynnikiem BDNF
(ang. brain-derived neurotrophic factor) nabieraty cech fenotypowych oraz morfolo-
gicznych komérek nerwowych. Efekt ten byt zwielokrotniony po wysianiu ich na hodowle
szczurzego mozgu. Stwierdzono takze bipotencjalnos$¢ tych prekursorow. Komorki
nalezace do tego samego klonu miaty markery dwoch subpopulacji: neurondéw i
astrocytow oraz neuronow i oligodendrocytow. Podobne wyniki uzyskano hodujac w
obecnosci czynnika wzrostu fibroblastow bFGF (ang. basic fibroblast growth factor) i
hEGF multipotencjalne komorki krwi pgpowinowej CD45-, niemajace potencjatu
krwiotworzenia. Ekspresja markerow na powierzchni tych komoérek potwierdzita
bipotencjalno$¢ prekursorow, ktore miaty wspolny fenotyp komorek glejowych i
neurondéw [4]. Podobna koekspresje markerow stwierdzono po hodowli ludzkich,
nieukierunkowanych, somatycznych komorek macierzystych krwi pgpowinowej, tzw.
populacji USSC (ang. Unrestricted Somatic Stem Cells) o fenotypie CD45"HLAII
[38]. Hodowla in vitro tych komorek nie data pelnofunkcjonalnych neuronéw, aczkolwiek
wykazano ekspresje specyficznych markerow. Prawdopodobnie przyczyna tego byta
niedoskonata mimikra mikrosrodowiska hodowli do warunkow panujacych in vivo.
Przeszczepione komorki USSC do moézgu dorostego szczura wykazywaty wysoki
potencjal migracyjny, ponadto w niektorych rejonach mozgu znaleziono ludzkie komorki
o prawidlowej i dojrzatej morfologii komodrek neuronopodobnych [38]. Inne badania
dowiodly, ze jednojadrzaste komorki krwi pgpowinowej cztowieka po przeszczepieniu
do rozwijajacego si¢ mozgu szczura wykazywaly 20% przezycie bez immunosupres;ji.
Przynajmniej niektore z nich nabywaty fenotypu komorek glejowych lub neuronéw po
ekspozycji na dziatanie sygnaléw od dojrzewajacej tkanki moézgowej szczura [71].
Dozylnie podane szczurom komorki krwi pgpowinowe;j osiedlaly si¢ w okolicy mozgu
dotknigtej udarem, a doktadniejsze badania pokazaty, ze niektore ze wszczepionych
komorek wykazywaty ekspresje markerow astrocytowych i neuronowych oraz byty
zaangazowane w odbudowe uszkodzonej tkanki. W warunkach in vitro komorki te
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wykazywaly powinowactwo do uszkodzonej tkanki mozgowej, podczas gdy nie obserwo-
wano tego w przypadku zdrowej tkanki [7]. Wielu z przytoczonych tutaj badaczy
zanotowato regeneracje¢ uszkodzonej tkanki mézgowej po podaniu zwierz¢tom komodrek
macierzystych krwi pgpowinowej. Taguchi i wsp. [63] proponuja hipotetyczne wyjas-
nienie procesow za to odpowiedzialnych. Po podaniu komorek macierzystych ludzkiej
krwi pgpowinowej zanotowano wzrost intensywnos$ci procesow angiogenezy, neuroge-
nezy, regeneracji morfologicznej i funkcjonalnej moézgu szczura po udarze. Takie same
obserwacje zanotowano rowniez w czasie innych doswiadczen [7,59]. Ciagle zagadkowa
byta mata liczba wszczepionych komorek przy znacznej regeneracji funkcji mozgu
zwierzecia doswiadczalnego. Taguchi i wsp. [63] pokazali, ze komorki CD34" maja
wprawdzie niski potencjat inkorporacji do tkanki mézgowej szczura, lecz prawdopo-
dobnie stymuluja odtworzenie unaczynienia zniszczonego obszaru oraz znosza efekt
supresji neurogenezy. Neurogeneza byta stymulowana przez procesy neowaskularyzacji
obszaru kory mézgowej szczura i zachodzita dzigki migracji neuroblastow, ktore w
miejscu uszkodzenia dojrzewaty 1 byly odpowiedzialne za odtworzenie funkcji mozgu.
Badania na mysim modelu choroby Parkinsona dowiodly, ze wszczepione komorki
krwi pgpowinowej istotnie opdznialy pojawienie si¢ objawdw choroby oraz §mier¢
zwierzecia [13].

We krwi pgpowinowej zidentyfikowano rowniez populacj¢ pozytywna pod wzgledem
obecno$ci markerow mezenchymalnych komoérek macierzystych o immunofenotypie
SH2*CD13*CD29"'ASMA, ktora pod wptywem odpowiednich czynnikéw neurogennych
gwaltownie réznicowata si¢ w wielopolarne neurony [35]. Inna grupa badaczy na
zasadzie negatywnej selekcji immunomagnetycznej wyizolowata z krwi pgpowinowej
komérki Lin~, stanowiace prawdopodobnie prymitywna populacje komorek macierzys-
tych, ktéra ma potencjat réznicowania sig¢ zarowno w komorki krwi, jak i komorki
tkanki nerwowej. Zaobserwowano wczesna transdyferencjacje tych komorek do prekur-
sorow neurogleju. Rozwijajace si¢ komorki wydzielaty do podtoza endogenne czynniki
neuropoezy, tj. TGFB1, GDNF — neurotropowy czynnik produkowany przez komorki
glejowe, (ang. glial cell line-derived neurotrophic factor) czy NGF stymulujace dalsze
etapy roznicowania [49].

Wydaje sig, ze rzeczywiscie krew pgpowinowa moze by¢ zrodtem komorek macie-
rzystych o wlasciwosciach neurogennych. Niestety dotychczasowych wynikoéw nie
mozna traktowac¢ jako ostatecznych dowodow, poniewaz dotycza one populacji o zbyt
odmiennych fenotypach, hodowanych w r6znych warunkach.

Komorki mezenchymalne krwi pgpowinowe;j

Od dawna wiadomo, ze krew pgpowinowa zawiera krwiotworcze komorki
macierzyste [22], natomiast wciaz kontrowersyjna kwestia pozostaje obecnos¢
mezenchymalnych komérek macierzystych (MKM), ktore miatyby potencjat
rdznicowania si¢ w komorki kosci, chrzastki, tkanki thuszczowej czy migsniowej. Chociaz
Friedenstein i wsp. [17] juz w 1970 roku opisali obecno$¢ komorek o takim potencjale
oraz pokazali, ze dlugoterminowa hodowla komorek szpikowych sprzyjata powstawaniu
komorek zrebu (CFU-F), to stosunkowo niedawno skojarzono te komorki z funkcja
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multipotencjalnych komorek, nazwanych mezenchymatycznymi komoérkami
macierzystymi i stwierdzono, ze sa one zdolne do réznicowania si¢ w komorki kosci,
jednak bardzo niekorzystna dla dawcy, dodatkowo udowodniono, Ze ich liczba i potencjat
roznicowania spadaja wraz z wiekiem [12]. Dlatego wlasnie we krwi pgpowinowe;j
jest poktadana nadzieja na pozyskanie alternatywnego zrodta komorek o aktywnos$ci
MKM, o wigkszym potencjale proliferacyjnym, o dluzszych telomerach oraz mniejszych
wymaganiach co do warunkéw hodowli [51]. Przy tym w literaturze znalezé mozna
prace o wregcz przeciwstawnych wynikach, co wskazuje jak trudne zadanie stoi przed
badaczami.

Mareschi i wsp. [48] wykazali, ze mozliwe jest otrzymanie MKM z adherentnych
komorek szpikowych, podczas gdy dla krwi pgpowinowej w takich samych warunkach
hodowli procedura ta nie powiodta si¢. Poza tym w przeciwienstwie do wynikow badan
Gutierreza i wsp. [26], ktorzy pokazali co najmniej 60-procentowy udziat komorek
dendrytycznych CD1a" w warstwie przylegajacej, to zespot Mareschi [48] nie znalazt
dowodow na istnienie tej populacji. R6znica ta prawdopodobnie wynika z warunkow
hodowli jednojadrzastych komorek krwi pgpowinowej. Wyniki badan Erices i wsp.
[14] pokazuja za$, ze jednojadrzaste komorki krwi pgpowinowej zawieraja mezen-
chymalne prekursory o morfologii podobnej do fibroblastow oraz ekspresji specyficznych
antygenow. Ponadto obecnos¢ komorek wielojadrzastych wykazujacych aktywnosé
fosfatazy TRAP (ang. tetrate-resistant acid phosphatase) we frakcji przylegajace;j,
sugeruje spontaniczng dyferencjacje¢ monocytow w osteoklasty. Réwniez sposrod
homogennej przylegajacej frakcji jednojadrzastych komorek z zamrozonej krwi
pepowinowej otrzymano populacj¢ o profilu ekspresji genéw oraz fenotypie mezen-
chymalnych komoérek macierzystych. Mialy one potencjat formowania komorek tkanki
kostnej, chrzgstnej i ttuszczowej [44]. Szeroki potencjat adherentnych komorek krwi
pepowinowej potwierdzity badania Ganga i wsp. [20], gdzie pod wptywem okreslonych
warunkow komorki te daty osteoblasty, chondrocyty, adipocyty oraz mioblasty mig$ni
szkieletowych. Do przeciwstawnych wnioskéw doszedl zespot Wexlera [69], ktory
posrod jednojadrzastych komorek krwi pgpowinowej nie zidentyfikowat mezenchy-
malnych komorek macierzystych. Frakcja komorek krwi pgpowinowej w odroznieniu
od populacji szpikowej nie dawala homogennej przylegajacej frakcji, nie poddawata
si¢ pasazom oraz nie réznicowata si¢ w komorki linii mezenchymalne;.

W swojej pracy Goodwin i wsp. [25] stwierdzili, ze komorki krwi pgpowinowej
maja wysoki potencjat réznicowania, przy czym potomne komorki byly pozytywne
pod wzgledem markerow komorek kosci, tkanki thuszczowej i nerwowej (pochodzenia
ektodermalnego). Poza tym wydaje sig, ze komorki macierzyste krwi pgpowinowej sa
bardziej prymitywna populacja w porownaniu z analogiczna populacja szpiku kostnego.
Lee i wsp. [45] opracowali metodg izolacji MKM z krwi pgpowinowej niewykazujacych
ekspresji markerow dojrzatych komorek, ale majacych markery mezenchymalnych
komorek macierzystych. W odpowiednich warunkach réznicowaty si¢ one w komorki
tkanki thuszczowej, kostnej i chrzestnej. Dodatkowo te izolowane komorki réznicowaty
si¢ w komorki o fenotypie neurogleju i hepatocytow. Wyniki tych badan dowiodty, ze
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MKM moga by¢ czyms$ wigcej niz tylko mezenchymalnymi prekursorami, gdyz moga
roéznicowac si¢ w komorki wszystkich trzech listkow zarodkowych. W zwiazku z
powyzszym sugeruje si¢ zmian¢ nomenklatury na ,,niekrwiotwdrcze prekursory” w
odniesieniu do komdrek krwi pgpowinowej o wieloliniowym potencjale [25].

W literaturze znajduja si¢ takze prace opisujace subpopulacje CD34- lub/i CD45~
krwi pgpowinowej bogate w mezenchymalne komorki macierzyste. Hodowla ludzkich
komorek krwi pgpowinowej o fenotypie CD34CD45 Lin~ z komoérkami mysich
zawiazkow konczyn stwarza odpowiednie warunki dla réznicowania si¢ i dojrzewania
ludzkich chondrocytow. Ta subpopulacja ma wprawdzie rowniez potencjat krwiotworczej
komorki macierzystej, jednak wydaje sig, ze nie jest to jej dominujaca Sciezka rozwojowa.
Lokalizacja komoérki we krwi pgpowinowej nie musi determinowac jej losu jako
krwiotworczej komorki macierzystej. Zdolno$¢ do réznicowania si¢ w chondrocyty
prawdopodobnie nie jest takze ich funkcja fizjologiczna, a tylko zjawiskiem odnoto-
wanym ex vivo [33]. Immunohistochemiczne badania na myszach z dystrofia mig¢$ni po
wszczepieniu im komorek CD34" Lin- ludzkiej krwi pgpowinowej dowiodty, ze krew
pepowinowa moze by¢ zrédlem prekursoréw widkien migsni szkieletowych produkuja-
cych ludzka dystrofing, nawet 12 tygodni po przeszczepie [39]. Obecnos¢ komorek o
podobnym potencjale we krwi pgpowinowej stwierdzono takze w innej pracy, gdzie
warstwa przylegajacych komorek krwi pgpowinowej nabierata fenotypu MKM, by w
wyniku odpowiedniej stymulacji réoznicowac si¢ wzdtuz Sciezki miogenezy [19].
Wspomniana wczesniej populacja komorek krwi pgpowinowej USSC ma potencjat
tworzenia klonéw prekursoréw linii dwoch listkow zarodkowych: mezodermy oraz
ektodermy [38]. Na podstawie analizy ekspresji genow, immunofenotypu oraz morfologii
stwierdzono r6znicowanie si¢ komorek USSC w komorki hematopoezy, osteoblastow,
chondroblastow, adipocytow, komorek tkanki nerwowej. Roznicowanie sig in vivo
komorek USSC potwierdzity wyniki badan wykonanych w warunkach in vitro. Populacja
USSC [38] ma znacznie szerszy potencjat niz mezenchymalne komodrki macierzyste ze
szpiku kostnego, roznia je takze cechy fenotypowe i molekularne [10]. Ludzkie komorki
USSC wykazywatly potencjat migracyjny w strong $cian przedsionkow, komor i
przegrody serca oraz systemu wtokien Purkiniego po przeszczepieniu in utero do serca
owcy. Zarowno komorki gospodarza-owcy, jak i przeszczepione — ludzkie wykazywaty
prawidtowa lokalizacje dystrofiny i byty nierozréznialne. Wszczepione ludzkie komorki
miaty cechy normalnego kardiomiocytu i mogly prawdopodobnie réwniez normalnie
funkcjonowac [38]. W przypadku MKM ze szpiku kostnego obserwowano wytacznie
dojrzewanie ludzkich komorek Purkiniego w sercu owcy [1]. Znaczy¢ to moze, ze
komorki USSC sa mniej zréznicowane niz MKM, prawdopodobnie bedac jednoczes$nie
prekursorami MKM. Jesli wyniki te si¢ potwierdza, to populacja ta w przysztosci moze
sta¢ si¢ uniwersalnym zrodtem komorek do przeszczepow komorkowych [38]. Podobne
badania przeprowadzono na szczurach, u ktorych wywotano sztucznie zawat migsnia
sercowego. Przeszczepione komorki CD34 lokalizowaty sig w §rodsierdziu powodujac
zwigkszenie wydajnosci pracy serca [28].
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Badania in vitro na komorkach krwi pgpowinowej dowiodty réwniez ich wysokiego
potencjatu do formowania tkanki mig§niowej serca charakteryzujace;j si¢ prawidtowymi
wlasciwos$ciami mechanicznymi [36].

Wszystkie te prace nie przedstawily jednak wiarygodnych dowoddw na obecno$¢
MKM we krwi pgpowinowej, poniewaz scharakteryzowaly one relatywnie odmienne
populacje. Podobnie jak w przypadku linii endodermalnych potrzeba jeszcze wielu
dodatkowych badan.

Komorki macierzyste krwi pepowinowej zdolne do roznicowania si¢
w hepatocyty i komorki trzustki

Istnieja juz literaturowe doniesienia stwierdzajace obecno$¢ w szpiku kostnym i
krwi obwodowej komorek macierzystych bioracych udzial w procesie regeneracji
watroby i trzustki [2,27,40]. Jednocze$nie Wagers i wsp. [65] pokazali, ze hematopo-
etyczne komorki macierzyste nie maja potencjatu réznicowania si¢ wzdtuz niekrwio-
tworczych szlakow.

W zwiazku z wciaz rosnacym znaczeniem przeszczepoéw komoérkowych w , terapii
regeneracyjnej” r6znych tkanek i organow, poszukuje si¢ nowych zroédet komorek
macierzystych do tego celu. Wyniki badan Pessina i wsp. [51] po raz pierwszy daja
dowaod tego, ze krew pgpowinowa podobnie jak szpik kostny [27] zawiera populacjg o
fenotypie oraz panelu markerow charakterystycznych dla prekursorow komorek 3
trzustki. Hodowla komérek krwi pepowinowej prowadzona byla bez udziatu jakich-
kolwiek cytokin i czynnikow wzrostowych. Komérki krwi pepowinowej wykazujace
ekspresj¢ nestyny oprocz tego, ze moga formowac neurony, astrocyty i oligodendrocyty
[6], moga takze regenerowac¢ hematopoezg¢ u myszy po radioterapii [59] oraz
prawdopodobnie sa rowniez prekursorami komorek wysp trzustkowych (Langerhansa)
wydzielajacych insuling [51].

Na modelu myszy z niedoborem odpornosci NOD/SCID (ang. nonobese diabetic/
severe combined immunodeficient) pokazano, ze krwiotworcze komorki macierzyste
(KKM) krwi pgpowinowej CD34"CD133*c-Kit" moga migrowa¢ do watroby i formowac
hepatocyty. Poréwnywalne wyniki otrzymano zaréwno w przypadku obecnosci, jak i
braku uszkodzenia watroby zwierzgcia - gospodarza. Stwierdzono istotny spadek
$miertelno$ci u myszy z uszkodzona watroba. Na podstawie swoich wynikdéw badacze
doszli do wniosku, ze ludzkie KKM krwi pgpowinowej maja potencjat transdyferencjacji
do hepatocytow, pomimo obserwowanych jakosciowych i ilosciowych réznic pomigdzy
osobnikami [11]. Badania Tanabe i wsp. [64] daly podobne wyniki. Po przeszczepie do
watroby myszy z niedoborem NOD/SCID komoérki CD34" krwi pgpowinowej
roznicowaly si¢ w albuminododatnie hepatocyty. Chociaz odnotowana czgsto$é
chimeryzmu byta dosy¢ wysoka (75%), to stwierdzono, ze rowniez transdyferencjacja
rzeczywiscie zaszta. Transplantacja ludzkich komoérek USSC o fenotypie CD45 HLAII
data za$§ bardzo mala liczbe fuzji w czasie integracji do owczej watroby. Odroznicowanie
sie do hepatocytéw potwierdzat poziom ludzkiej albuminy w surowicy zwierzecia [38].
Niska czgstos¢ wystgpowania dojrzatych hepatocytdéw pochodzacych od komorek
macierzystych z krwi pgpowinowej cztowicka w mysiej watrobie, niektorzy autorzy
tlumacza ksenogenicznym charakterem przeszczepu [37].
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Réwniez w warunkach in vitro udato sig otrzymac populacje komorek o fenotypie
i funkcjach hepatocytéw. Hodowla byta prowadzona w pozywce z czynnikami wzrostu
hepatocytow [37]. Podczas gdy komorki CD34" krwi pgpowinowej sa uwazane za
prekursory mogace si¢ roznicowaé w hepatocyty [11,64], to Kakinuma i wsp. odnotowali
negatywny efekt transplantacji wylacznie komorek CD34". Zaobserwowano, Ze inter-
akcje pomigdzy populacjami: CD34" i CD34~ odgrywaja kluczowa role w procesie
réznicowania si¢ i dojrzewania hepatocytow [37].

Problem plastycznosci nieembrionalnych komorek macierzystych wciaz budzi wiele
kontrowersji. Czg$¢ badaczy [41] uwaza, ze owa plastycznos¢ stanowi wytacznie artefakt
zwiazany z wystgpowaniem heterogennych populacji komorek macierzystych o réznym
potencjale réznicowania. Obecno$¢ antygenu CD34" nie musi oznaczaé, ze mamy do
czynienia z krwiotworcza komorka macierzysta zarowno w odniesieniu do komorek
szpikowych, jak i tych wyizolowanych z krwi obwodowej czy pepowinowej [31]. W zwiazku
z tym wyniki takich badan nalezy traktowac ostroznie, biorac pod uwage powyzsze fakty.

BANKI KOMOREK MACIERZYSTYCH KRWI
PEPOWINOWEJ

Od momentu, gdy odniesiono sukcesy w dziedzinie przeszczepiania komorek
macierzystych krwi pgpowinowej wezesniej zamrozonej i gdy okazato sig, ze te komorki
po rozmrozeniu zachowuja swodj potencjat proliferacyjny oraz zdolnos$¢ odtworzenia
hematopoezy [56], zbankowano juz ponad 130 tysiecy porcji krwi pgpowinowej na
catym $wiecie [15].

W Polsce dziata juz wiele bankow krwi pgpowinowej. Pacjenci maja prawo wyboru
pomigdzy bankiem komercyjnym a bankiem publicznym. Banki publiczne gromadza
porcje krwi pepowinowej doktadnie sklasyfikowane pod wzgledem antygenow HLA do
uzytku dla przeszczepow allogenicznych. Bank publiczny ponosi wszystkie koszty
zwiazane z pobraniem, przebadaniem oraz zamrozeniem komorek macierzystych. Taka
porcja krwi trafia do ogolnodostepnego rejestru dawcow komorek macierzystych i moze
zosta¢ wykorzystana przez dowolnego biorcg, ktory bedzie miat odpowiedni stopien
zgodnosci antygenow HLA. Oferta bankéw komercyjnych jest za§ pobranie i zbanko-
wanie krwi pgpowinowej dla przeszczepu autologicznego lub allogenicznego cztonkom
najblizszej rodziny dawcy. Komercyjne firmy staraja si¢ motywowac rodzicow do
podjecia decyzji o zachowaniu krwi pepowinowej swojego dziecka sugerujac mozli-
wos¢ wykorzystania jej w czasie terapii choréb nowotworowych, hematologicznych
czy dziedzicznych, jakie moga dotknac ich dziecko w przysztosci.

Europejski Komitet Zdrowia przy Radzie Europy [15] popiera bankowanie krwi
pepowinowej w celu wykorzystania do transplantacji allogenicznych. Idea bankow
autologicznej krwi pgpowinowej stanowi wedlug opinii Francuskiego Komitetu
Konsultacyjnego Do Spraw Etyki [15], wylacznie merkantylny projekt wykorzystujacy
troske rodzicéw o swoje dzieci, pozwalajac wierzy¢ w nieograniczone lecznicze
wiasciwosci komorek macierzystych krwi pgpowinowej. Narazanie na tak wysoki koszt
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rodzicow chcacych zamrozi¢ autologiczne komorki macierzyste krwi pgpowinowe;j
swojego dziecka zdaniem cztonkow komisji jest nieetyczne, biorac pod uwagg fakt znikomej
przydatnos$ci terapeutycznej tych komoérek wg obecnego stanu wiedzy. Prawdopo-
dobienstwo uzycia autologicznej krwi pgpowinowej do przeszczepu zostalo oszacowane
na 1-20 tysigcy przez pierwsze 20 lat zycia dawcy [15]. Do wrze$nia 2004 roku
przeprowadzono 71 zabiegdw przeszczepiania komorek macierzystych z uzyciem tych
zamrozonych w bankach prywatnych [50]. Jednoczesnie wzrastajaca liczba bankow
komercyjnych powoduje, ze spada liczba potencjalnych allogenicznych porcji krwi
pepowinowe;j, ktore moglyby zosta¢ wlaczone do §wiatowego rejestru [15]. Dodatkowo
istnieje ryzyko zakonczenia dziatalnosci lub bankructwo takiego prywatnego banku. W
takich przypadkach, jesli bank wczesniej nie podjat odpowiednich krokow, to zbankowane
porcje krwi ulegna zniszczeniu. Ubezpieczenie powinno klientom gwarantowac kontynuacje
przechowywania ich komorek macierzystych i przeniesienie do innego banku komercyjnego
lub wyplate odszkodowania [15].

Jednakze w sytuacji, gdy istnieje potencjalne ryzyko, ze dziecko bedzie potrzebowato
komorek autologicznych lub rodzing cechuje rzadki zestaw genow HLA, to rodzice
powinni zdecydowac si¢ na zbankowanie krwi pgpowinowej swojego dziecka w banku
prywatnym. Innym argumentem jest wzrastajaca wciaz liczba badan prowadzonych
nad klinicznym zastosowaniem tych komorek w zwiazku z tym wzrastajace prawdopo-
dobienstwo praktycznego ich uzycia w terapii ,,regeneratywnej” w przysztosci. Krew
pepowinowa ze wzgledu na swoje wlasciwosci stanowi bowiem lepsze zrodto komodrek
macierzystych niz szpik kostny. Autologiczna, zbankowana krew pgpowinowa daje
wigksze szanse na wyleczenie chorob zdiagnozowanych pozniej w ciagu zycia [50].
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