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Streszczenie: Krew pêpowinowa jest alternatywnym �ród³em krwiotwórczych komórek macierzystych
(KKM), w stosunku do szpiku kostnego i krwi obwodowej. Zalet¹ krwi pêpowinowej (KP) jako �ród³a
KKM jest to, ¿e jest ona wzglêdnie ³atwo dostêpna, a ponadto jej KKM maj¹ wiêkszy potencja³ proli-
feracyjny i po przeszczepieniu wywo³uj¹ reakcjê GvH mniej nasilon¹ ni¿ KKM ze szpiku kostnego i
krwi obwodowej. Natomiast wad¹ jest niewielka ilo�æ KP uzyskiwana jednorazowo, a wiêc i liczba
KKM. W praktyce s³u¿yæ mo¿e jedynie do przeszczepów allogenicznych, chocia¿ propagowane jest,
g³ównie ze wzglêdów komercyjnych, bankowanie KP dla ewentualnych przysz³ych przeszczepów auto-
logicznych. Jednak nie ma dowodów, ¿e przechowywane przez wiele lat KKM bêd¹ równie warto�cio-
we jak �wie¿o uzyskane. Wiele doniesieñ wskazuje na to, ¿e KP mo¿e byæ �ród³em innych komórek
macierzystych ni¿ krwiotwórcze, a mianowicie: neurogennych, kardiomiogennych, mezenchymatycz-
nych, hepatogennych i prekursorowych dla wysp trzustkowych. Jednak publikowane wyniki tych badañ
nie dla wszystkich s¹ przekonuj¹ce.

S³owa kluczowe: krew pêpowinowa, krwiotwórcze komórki 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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WSTÊP

G³ównym problemem zwi¹zanym z przeszczepami szpiku kostnego jest znalezienie
zgodnego dawcy. Mimo ¿e miêdzynarodowe rejestry licz¹ ju¿ ponad 9 mln dawców
szpiku, wci¹¿ nie udaje siê znale�æ odpowiedniego materia³u przeszczepowego dla oko³o
40% ludzi chorych. Krew pêpowinowa stanowi dodatkowe alternatywne �ród³o
krwiotwórczych komórek macierzystych (KKM), które mog¹ zostaæ wykorzystane w
czasie przeszczepów zarówno allogenicznych, jak i autologicznych zwiêkszaj¹c tym
samym pulê potencjalnych dawców i zmniejszyæ poziom �miertelno�ci w�ród
oczekuj¹cych na przeszczep. Po raz pierwszy zosta³o to potwierdzone po transplantacji
komórek krwi pêpowinowej dziecku cierpi¹cemu na ciê¿k¹ niedokrwisto�æ (anemiê
Fanconiego) w roku 1988 [22]. W 1993 roku przeprowadzono pierwsz¹ transplantacjê
niespokrewnionemu biorcy krwi pêpowinowej wcze�niej zbankowanej i zamro¿onej
[56]. W 1996 roku Wagner i wsp. [66] przedstawili dowody na to, ¿e zamro¿ona porcja
krwi pêpowinowej zawiera liczbê komórek macierzystych wystarczaj¹c¹ do repopulacji
szpiku biorcy-dziecka przy ni¿szym ryzyku odrzutu przeszczepu w porównaniu z
przeszczepami szpiku kostnego. Od tamtej pory zgromadzono ju¿ ponad 130 tysiêcy
porcji komórek macierzystych krwi pêpowinowej i przeprowadzono ponad 3500
przeszczepów w terapii chorób nowotworowych, zaburzeñ hematologicznych i chorób
dziedzicznych [21,23,24]. Wad¹ krwi pêpowinowej jako �ród³a KKM jest to, ¿e liczba
tych komórek uzyskiwana z jednej porcji krwi pêpowinowej jest mniejsza ni¿ liczba
analogicznych komórek uzyskiwana ze szpiku kostnego czy mobilizowanej krwi
obwodowej, w zwi¹zku z tym najwiêksze zastosowanie krew pêpowinowa ma do
przeszczepów u dzieci. Aczkolwiek, wykonuje siê ju¿ zabiegi przeszczepiania kilku
porcji krwi pêpowinowej jednemu doros³emu dawcy [3,47], poniewa¿ liczba przeszcze-
pianych komórek jednej porcji bywa powa¿nym ograniczeniem [42,67]. Na �wiecie
przeprowadzono ju¿ bardzo wiele zabiegów przeszczepiania komórek macierzystych
krwi pêpowinowej biorcom doros³ym cierpi¹cym na choroby nowotworowe [43,55] i
ciê¿kie zaburzenia hematologiczne. Dowiedziono, ¿e do powodzenia przeszczepu
komórek macierzystych u ludzi doros³ych wystarcza nawet niewielka objêto�æ krwi
pêpowinowej [42]. Wyniki tych badañ sugeruj¹, i¿ krew pêpowinowa mo¿e byæ z
powodzeniem wykorzystywana jako alternatywne �ród³o komórek do ca³kowitej
odbudowy szpiku kostnego doros³ego biorcy niemaj¹cego ca³kowicie zgodnego dawcy
[32]. Wyniki badañ Rocha i wsp. [55] nie wykaza³y istotnych ró¿nic w warto�ciach
parametrów, takich jak: �miertelno�æ czy stopieñ niepowodzenia przeszczepu pomiêdzy
biorcami ca³kowicie zgodnego szpiku kostnego oraz niezgodnej krwi pêpowinowej.
Inne do�wiadczenia potwierdzi³y jednak wy¿szo�æ szpiku kostnego o 100% zgodno�ci
nad innymi �ród³ami komórek do przeszczepu [43].

Badania pokazuj¹, ¿e czas prze¿ycia bez nawrotu choroby jest porównywalny do
tego uzyskiwanego po przeszczepie komórek macierzystych/prekursorowych ze szpiku
kostnego oraz mobilizowanej krwi obwodowej. Przeszczepy komórek krwi pêpowinowej
s¹ jednak zwi¹zane z opó�nieniem efektu zasiedlania szpiku kostnego i odbudowy
hematopoezy w porównaniu z komórkami ze szpiku kostnego [55]. Po przeszczepieniu
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pacjentom krwi pêpowinowej, gdy wystêpowa³a najczê�ciej niezgodno�æ pod wzglêdem
dwóch lub wiêcej antygenów HLA, odnotowano niewielki odsetek ciê¿kiej postaci
choroby przeszczep przeciwko gospodarzowi (ang. Graft versus Host Disease � GVHD).
Testy kliniczne wykaza³y, ¿e skuteczny stosunek ilo�ci komórek CD34+ krwi pêpowino-
wej na kg cia³a biorcy wynosi 1�3,7 x 106/kg, co stanowi zaledwie dziesi¹t¹ czê�æ tej
ilo�ci potrzebnej do przeszczepu szpiku kostnego (10�41 x 106/kg), co wskazuje na
wysoki potencja³ proliferacyjny tych komórek [9].

Krew pêpowinowa jest bogatym �ród³em krwiotwórczych komórek macierzystych,
zawiera tak¿e wiêcej naiwnych limfocytów T ni¿ szpik kostny, co zapobiega wyst¹pieniu
ostrej reakcji GVHD. Mo¿liwo�æ uzyskania pe³nej zgodno�ci w przypadku krwi pêpowi-
nowej jest mo¿liwa w przypadku przeszczepu autologicznego, a przy przeszczepie
allogenicznym niezgodno�æ 1�3 antygenów HLA jest tolerowana przez organizm biorcy.
Przeszczepy komórek krwi pêpowinowej nawet o czê�ciowej niezgodno�ci antygenów
HLA s¹ mniej alloreaktywne ni¿ przeszczepy komórek macierzystych ludzi doros³ych
[30].

Dodatkow¹ zalet¹ stosowania krwi pêpowinowej jako alternatywnego �ród³a KKM
jest szybsza i nieinwazyjna procedura pozyskiwania, a przez to jednocze�nie bezpieczna
dla noworodka i dla matki. Wa¿ne równie¿ jest minimalne ryzyko zaka¿enia wirusem
CMV [54]. Jest to zwi¹zane z tym, ¿e <0,1% zdrowych noworodków jest zaka¿one tym
wirusem, podczas gdy ochotnicy doro�li w 10�60% s¹ nosicielami cytomegalowirusa
[30]. Czas pozyskiwania i przygotowania do przeszczepu zgodnej porcji komórek
macierzystych jest o wiele krótszy w przypadku krwi pêpowinowej ni¿ w przypadku
szpiku kostnego, w którym wynosi co najmniej 4 miesi¹ce. Tak wyd³u¿ony okres
oczekiwania na komórki szpikowe do przeszczepu zwi¹zany jest z d³ug¹ procedur¹
znalezienia odpowiedniego dawcy oraz przygotowania go do zabiegu pobrania krwi
szpikowej. Poniewa¿ krew pêpowinowa jest mro¿ona i przechowywana w bankach, jest
ona ³atwo dostêpna i czas ten ulega skróceniu do kilku tygodni. Jest to szczególnie wa¿ne
dla pacjentów cierpi¹cych na ciê¿kie, niestabilne choroby. Ze wzglêdu na fakt starzenia
siê populacji komórek macierzystych, te wyizolowane z krwi pêpowinowej zawieraj¹
wiele �m³odych� komórek macierzystych o wy¿szym potencjale proliferacyjnym, d³u¿szych
telomerach oraz zdolno�ci do tworzenia wiêkszych kolonii ex vivo w porównaniu z
analogiczn¹ populacj¹ pochodzenia szpikowego [21]. Dodatkow¹ zalet¹ jest brak
ograniczeñ natury etycznej zwi¹zanych z pobraniem krwi pêpowinowej, co stanowi
powa¿ny problem w przypadku embrionalnych komórek macierzystych. Jednak¿e istnieje
jednocze�nie ryzyko, ¿e przeszczepiane komórki bêd¹ naznaczone genetycznymi zmianami.
Przeprowadzany przed pobraniem krwi pêpowinowej wywiad rodzinny dotycz¹cy chorób
nowotworowych i dziedzicznych, jakie pojawi³y siê w rodzinie noworodka daje czê�ciow¹
pewno�æ. Aczkolwiek wiele chorób, których zagro¿enie nios¹ geny dziecka - dawcy,
dopiero po latach mo¿e siê ujawniæ.
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KRWIOTWÓRCZE  KOMÓRKI  MACIERZYSTE

Krwiotwórcze komórki macierzyste (KKM) stanowi¹ 5�10% leukocytów mobilizo-
wanej krwi obwodowej [32] oraz nastêpuj¹cy odsetek komórek jednoj¹-drzastych: krwi
pêpowinowej � 0,1�0,5% i szpiku kostnego � 0,5�3%. S¹ to najprymitywniejsze
prekursory komórek wszystkich linii hematopoezy zarówno w warunkach in vivo, jak
i in vitro daj¹ wzrost wszystkim liniom krwiotwórczym. Maj¹ zdolno�æ do somopo-
wielania utrzymuj¹c tym samym sta³¹ pulê komórek pluripotencjalnych pocz¹wszy od
wczesnych faz rozwoju embrionalnego poprzez ca³e doros³e ¿ycie osobnika.

Do identyfikacji i izolacji krwiotwórczych komórek macierzystych u¿ywane s¹ markery
powierzchniowe, tj. CD34, CD45, CD38, c-Kit. Antygen CD34 jest glikoprotein¹
eksponowan¹ na powierzchni KKM i komórek progenitorowych, chocia¿ zidentyfikowano
niewielk¹ populacjê komórek krwi pêpowinowej o w³a�ciwo�ciach komórek macierzystych
i o fenotypie CD34�. Stwierdzono, ¿e komórki o fenotypie Lin�CD34� ludzkiej krwi
pêpowinowej i wykazuj¹ce jednocze�nie koekspresjê markera CD133 by³y zdolne
odtworzyæ hematopoezê u myszy NOD/SCID (ang. nonobese diabetic/severe combined
immunodeficient). Aczkolwiek wydajno�æ tego procesu by³a ni¿sza w porównaniu z  ich
odpowiednikami o fenotypie CD34+ [18]. Ostatnie badania sugeruj¹, ¿e tak niska zdolno�æ
komórek CD34� do repopulacji szpiku myszy z niedoborami immunologicznymi mo¿e
byæ spowodowana tym, ¿e komórki te nie docieraj¹ do szpiku po do¿ylnej iniekcji. Podanie
komórek CD34�

 
krwi pêpowinowej bezpo�rednio do szpiku da³o rezultat porównywalny

do otrzymanego po przeszczepieniu komórek CD34+ [68].
W praktyce laboratoryjnej w celu okre�lenia potencja³u proliferacyjnego krwiotwór-

czych komórek zdeterminowanych liniowo stosuje siê testy klonogenne (CFU-GM;
CFU-GEMM; BFU-E) [34] i hodowlane (LTCIC) [70]. Dziêki zastosowaniu odpo-
wiedniego koktajlu cytokin oraz �ci�le zdefiniowanych po¿ywek mo¿na rutynowo
prowadziæ hodowle ludzkich erytroblastów, megakarioblastów oraz prekursorów linii
granulocytowo-monocytarnej. Testy klonogenne umo¿liwiaj¹ ocenê potencja³u prolifera-
cyjnego wczesnych prekursorów krwiotworzenia na podstawie liczby i wielko�ci
tworzonych przez te komórki kolonii. W porównaniu z komórkami macierzystymi ludzi
doros³ych, KKM krwi pêpowinowej tworz¹ wiêksze kolonie in vitro oraz wymagaj¹
innych warunków hodowli [21]. Dodatkowo tego typu testy maj¹ szerokie zastosowanie
w klinice w czasie diagnozowania chorób hematologicznych. Ponadto liczbê komórek
macierzystych oceniæ mo¿na przy wykorzystaniu testów in vivo na podstawie szybko�ci
i stopnia odtworzenia przez te komórki hematopoezy u myszy z niedoborami immuno-
logicznymi, u których upo�ledzona jest funkcja podstawowych komórek uk³adu
immunologicznego: limfocytów B, T u myszy SCID oraz dodatkowo komórek NK u
myszy NOD/SCID [30]. Wszczepione komórki krwi pêpowinowej osiedlaj¹ siê w szpiku
zwierzêcia do�wiadczalnego i przejmuj¹ funkcje defektywnych mysich krwiotwórczych
komórek macierzystych [29,68].

Najczê�ciej stosowan¹ metod¹ okre�lania immunofenotypu komórek macierzystych/
progenitorowych jest cytometryczna analiza obecno�ci markerów, tj. CD34, CD45 na
powierzchni komórek po wyznakowaniu ich odpowiednimi przeciwcia³ami sprzê¿onymi
z fluorochromami.
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Ze wzglêdu na wyj¹tkow¹ rzadko�æ KKM metody ich izolacji musz¹ byæ niezwykle
precyzyjne. Obecnie stosuje siê rutynowo kilka metod pozwalaj¹cych na identyfikacjê oraz
selekcjê komórek macierzystych/prekursorowych wszystkich linii hematopoezy [70].

Dwie z nich wymagaj¹ zastosowania specyficznych przeciwcia³ skierowanych
przeciwko markerom obecnym na powierzchni docelowych komórek. W przypadku
KKM i komórek prekursorowych s¹ to receptory: CD34, CD45, CD117, c-Kit i inne.
Przy pomocy cytometru sortuj¹cego izoluje siê komórki wyznakowane przeciwcia³ami
sprzê¿onymi z fluorochromami. Do izolowania wykorzystuje siê tak¿e warto�ci
parametru FSC (forward scatter), koreluj¹cego z wielko�ci¹ komórek oraz SSC (side
scatter), odzwierciedlaj¹cego ilo�æ ziarnisto�ci w badanych komórkach.

Metoda immunomagnetyczna MACS® wykorzystuje magnetycznie znakowane
przeciwcia³a. Selekcja pozytywna pozwala na zatrzymanie docelowych, wyznakowanych
komórek na kolumience umieszczonej w polu magnetycznym. Pozyskuje siê je poprzez
wyp³ukanie buforem z kolumny usuniêtej wcze�niej z pola magnetycznego. W czasie
selekcji negatywnej docelowa frakcja komórek niewyznakowanych eluuje z kolumny
podczas przep³ukiwania buforem.

Komórki uzyskane w wyniku izolacji metod¹ immunomagnetyczn¹ daj¹ wiêksz¹
liczbê kolonii w porównaniu z komórkami uzyskanymi przy pomocy cytometru
sortuj¹cego [61].

Do izolowania wczesnych komórek krwiotwórczych wykorzystuje siê równie¿
barwienie fluorochromami metabolicznymi, tj. Rodamin¹ 123 czy Hoechst 33342 [62].
Izolacja chemotaktyczna za� wykorzystuje zdolno�æ komórek prekursorowych poszcze-
gólnych linii ukierunkowanych do chemotaksji w kierunku chemoatraktantów (SDF-1;
LIF, SF/MGF) reguluj¹cych ich migracjê w czasie ontogenezy [41].

NIEKRWIOTWÓRCZE  KOMÓRKI  MACIERZYSTE
KRWI  PÊPOWINOWEJ

Komórki  macierzyste  krwi  pêpowinowej o  w³a�ciwo�ciach  neurogennych

Nadziej¹ terapii chorób neurodegeneracyjnych, urazów i udarów mózgu jest
znalezienie ³atwo dostêpnego �ród³a nerwowych komórek macierzystych. Potomstwo
takiej komórki mog³oby zast¹piæ uszkodzone neurony, astrocyty i oligodendrocyty w
obszarze mózgu cz³owieka dotkniêtym patologi¹. Zaobserwowano, ¿e wszczepione
myszom zaraz po urodzeniu nerwowe komórki macierzyste by³y zdolne ró¿nicowaæ siê
w komórki o funkcjach i budowie odpowiednich dla danego obszaru mózgu integruj¹c
siê jednocze�nie z komórkami gospodarza. Takie komórki mog¹ zostaæ wyposa¿one w
transgeniczny gen mog¹cy naprawiæ defekt genetyczny oraz poprawiæ funkcjonowanie
mózgu [16]. Ostatnie badania pokaza³y tak¿e, ¿e komórki wyizolowane ze szpiku
doros³ego cz³owieka mog¹ wykazywaæ ekspresjê markerów komórek tkanki nerwowej
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[57]. Podobne komórki po podaniu do¿ylnym maj¹ potencja³ migrowania i akumulacji
w mózgu szczura, gdzie czê�æ z  nich wykazuje ekspresjê markerów komórek nerwowych
i glejowych [5,8].

Obecnie prowadzone s¹ na szerok¹ skalê badania maj¹ce na celu zidentyfikowanie
komórek macierzystych tkanki nerwowej we krwi pêpowinowej. Otrzymane w
specyficznych warunkach in vitro oraz in vivo komórki uk³adu nerwowego stanowi³yby
�rodek terapeutyczny do regeneracji upo�ledzonych funkcji tego uk³adu.

Dane literaturowe dowodz¹, ¿e pierwsze takie próby powiod³y siê. Po hodowli
komórek macierzystych z krwi pêpowinowej w obecno�ci czynnika wzrostu nerwów
(ang. nerve growth factor � NGF) i kwasu retinojowego (ang. retinoic acid � RA)
wykazano wzrost ekspresji markerów specyficznych dla neuronów i komórek gleju
oraz spadek ekspresji genów zwi¹zanych z krwiotworzeniem [58]. Badania Bu¿yñskiej
i wsp. [6] dowiod³y po raz pierwszy, ¿e komórki wszystkich trzech typów (astrocyty,
neurony, oligodendrocyty) obecne w ludzkim mózgu mo¿na uzyskaæ in vitro z prekur-
sorów otrzymanych z krwi pêpowinowej. Komórki CD34�CD45+ krwi pêpowinowej w
obecno�ci epidermalnego czynnika wzrostu (ang. epidermal growth factor � EGF)
wykazywa³y ekspresjê nestyny, markera prekursorów komórek uk³adu nerwowego [46].
Nestynopozytywne klony wysiane na pod³o¿e z RA i neurotropowym czynnikiem BDNF
(ang. brain-derived neurotrophic factor) nabiera³y cech fenotypowych oraz morfolo-
gicznych komórek nerwowych. Efekt ten by³ zwielokrotniony po wysianiu ich na hodowlê
szczurzego mózgu. Stwierdzono tak¿e bipotencjalno�æ tych prekursorów. Komórki
nale¿¹ce do tego samego klonu mia³y markery dwóch subpopulacji: neuronów i
astrocytów oraz neuronów i oligodendrocytów. Podobne wyniki uzyskano hoduj¹c w
obecno�ci czynnika wzrostu fibroblastów bFGF (ang. basic fibroblast growth factor) i
hEGF multipotencjalne komórki krwi pêpowinowej CD45�, niemaj¹ce potencja³u
krwiotworzenia. Ekspresja markerów na powierzchni tych komórek potwierdzi³a
bipotencjalno�æ prekursorów, które mia³y wspólny fenotyp komórek glejowych i
neuronów [4]. Podobn¹ koekspresjê markerów stwierdzono po hodowli ludzkich,
nieukierunkowanych, somatycznych komórek macierzystych krwi pêpowinowej, tzw.
populacji USSC (ang. Unrestricted Somatic Stem Cells) o fenotypie CD45�HLAII�

[38]. Hodowla in vitro tych komórek nie da³a pe³nofunkcjonalnych neuronów, aczkolwiek
wykazano ekspresjê specyficznych markerów. Prawdopodobnie przyczyn¹ tego by³a
niedoskona³a mimikra mikro�rodowiska hodowli do warunków panuj¹cych in vivo.
Przeszczepione komórki USSC do mózgu doros³ego szczura wykazywa³y wysoki
potencja³ migracyjny, ponadto w niektórych rejonach mózgu znaleziono ludzkie komórki
o prawid³owej i dojrza³ej morfologii komórek neuronopodobnych [38]. Inne badania
dowiod³y, ¿e jednoj¹drzaste komórki krwi pêpowinowej cz³owieka po przeszczepieniu
do rozwijaj¹cego siê mózgu szczura wykazywa³y 20% prze¿ycie bez immunosupresji.
Przynajmniej niektóre z nich nabywa³y fenotypu komórek glejowych lub neuronów po
ekspozycji na dzia³anie sygna³ów od dojrzewaj¹cej tkanki mózgowej szczura [71].
Do¿ylnie podane szczurom komórki krwi pêpowinowej osiedla³y siê w okolicy mózgu
dotkniêtej udarem, a dok³adniejsze badania pokaza³y, ¿e niektóre ze wszczepionych
komórek wykazywa³y ekspresjê markerów astrocytowych i neuronowych oraz by³y
zaanga¿owane w odbudowê uszkodzonej tkanki. W warunkach in vitro komórki te
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wykazywa³y powinowactwo do uszkodzonej tkanki mózgowej, podczas gdy nie obserwo-
wano tego w przypadku zdrowej tkanki [7]. Wielu z przytoczonych tutaj badaczy
zanotowa³o regeneracjê uszkodzonej tkanki mózgowej po podaniu zwierzêtom komórek
macierzystych krwi pêpowinowej. Taguchi i wsp. [63] proponuj¹ hipotetyczne wyja�-
nienie procesów za to odpowiedzialnych. Po podaniu komórek macierzystych ludzkiej
krwi pêpowinowej zanotowano wzrost intensywno�ci procesów angiogenezy, neuroge-
nezy, regeneracji morfologicznej i funkcjonalnej mózgu szczura po udarze. Takie same
obserwacje zanotowano równie¿ w czasie innych do�wiadczeñ [7,59]. Ci¹gle zagadkowa
by³a ma³a liczba wszczepionych komórek przy znacznej regeneracji funkcji mózgu
zwierzêcia do�wiadczalnego. Taguchi i wsp. [63] pokazali, ¿e komórki CD34+ maj¹
wprawdzie niski potencja³ inkorporacji do tkanki mózgowej szczura, lecz prawdopo-
dobnie stymuluj¹ odtworzenie unaczynienia zniszczonego obszaru oraz znosz¹ efekt
supresji neurogenezy. Neurogeneza by³a stymulowana przez procesy neowaskularyzacji
obszaru kory mózgowej szczura i zachodzi³a dziêki migracji neuroblastów, które w
miejscu uszkodzenia dojrzewa³y i by³y odpowiedzialne za odtworzenie funkcji mózgu.
Badania na mysim modelu choroby Parkinsona dowiod³y, ¿e wszczepione komórki
krwi pêpowinowej istotnie opó�nia³y pojawienie siê objawów choroby oraz �mieræ
zwierzêcia [13].

We krwi pêpowinowej zidentyfikowano równie¿ populacjê pozytywn¹ pod wzglêdem
obecno�ci markerów mezenchymalnych komórek macierzystych o immunofenotypie
SH2+CD13+CD29+ASMA+, która pod wp³ywem odpowiednich czynników neurogennych
gwa³townie ró¿nicowa³a siê w wielopolarne neurony [35]. Inna grupa badaczy na
zasadzie negatywnej selekcji immunomagnetycznej wyizolowa³a z krwi pêpowinowej
komórki Lin�, stanowi¹ce prawdopodobnie prymitywn¹ populacjê komórek macierzys-
tych, która ma potencja³ ró¿nicowania siê zarówno w komórki krwi, jak i komórki
tkanki nerwowej. Zaobserwowano wczesn¹ transdyferencjacjê tych komórek do prekur-
sorów neurogleju. Rozwijaj¹ce siê komórki wydziela³y do pod³o¿a endogenne czynniki
neuropoezy, tj. TGFβ1, GDNF � neurotropowy czynnik produkowany przez komórki
glejowe, (ang. glial cell line-derived neurotrophic factor) czy NGF stymuluj¹ce dalsze
etapy ró¿nicowania [49].

Wydaje siê, ¿e rzeczywi�cie krew pêpowinowa mo¿e byæ �ród³em komórek macie-
rzystych o w³a�ciwo�ciach neurogennych. Niestety dotychczasowych wyników nie
mo¿na traktowaæ jako ostatecznych dowodów, poniewa¿ dotycz¹ one populacji o zbyt
odmiennych fenotypach, hodowanych w ró¿nych warunkach.

Komórki  mezenchymalne  krwi  pêpowinowej

Od dawna wiadomo, ¿e krew pêpowinowa zawiera krwiotwórcze komórki
macierzyste [22], natomiast wci¹¿ kontrowersyjn¹ kwesti¹ pozostaje obecno�æ
mezenchymalnych komórek macierzystych (MKM), które mia³yby potencja³
ró¿nicowania siê w komórki ko�ci, chrz¹stki, tkanki t³uszczowej czy miê�niowej. Chocia¿
Friedenstein i wsp. [17] ju¿ w 1970 roku opisali obecno�æ komórek o takim potencjale
oraz pokazali, ¿e d³ugoterminowa hodowla komórek szpikowych sprzyja³a powstawaniu
komórek zrêbu (CFU-F), to stosunkowo niedawno skojarzono te komórki z funkcj¹
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multipotencjalnych komórek, nazwanych mezenchymatycznymi komórkami
macierzystymi i stwierdzono, ¿e s¹ one zdolne do ró¿nicowania siê w komórki ko�ci,
chrz¹stki, miê�ni, �ródb³onka i tkanki t³uszczowej [53]. Procedura ich pozyskania jest
jednak bardzo niekorzystna dla dawcy, dodatkowo udowodniono, ¿e ich liczba i potencja³
ró¿nicowania spadaj¹ wraz z wiekiem [12]. Dlatego w³a�nie we krwi pêpowinowej
jest pok³adana nadzieja na pozyskanie alternatywnego �ród³a komórek o aktywno�ci
MKM, o wiêkszym potencjale proliferacyjnym, o d³u¿szych telomerach oraz mniejszych
wymaganiach co do warunków hodowli [51]. Przy tym w literaturze znale�æ mo¿na
prace o wrêcz przeciwstawnych wynikach, co wskazuje jak trudne zadanie stoi przed
badaczami.

Mareschi i wsp. [48] wykazali, ¿e mo¿liwe jest otrzymanie MKM z adherentnych
komórek szpikowych, podczas gdy dla krwi pêpowinowej w takich samych warunkach
hodowli procedura ta nie powiod³a siê. Poza tym w przeciwieñstwie do wyników badañ
Gutierreza i wsp. [26], którzy pokazali co najmniej 60-procentowy udzia³ komórek
dendrytycznych CD1a+ w warstwie przylegaj¹cej, to zespó³ Mareschi [48] nie znalaz³
dowodów na istnienie tej populacji. Ró¿nica ta prawdopodobnie wynika z warunków
hodowli jednoj¹drzastych komórek krwi pêpowinowej. Wyniki badañ Erices i wsp.
[14] pokazuj¹ za�, ¿e jednoj¹drzaste komórki krwi pêpowinowej zawieraj¹ mezen-
chymalne prekursory o morfologii podobnej do fibroblastów oraz ekspresji specyficznych
antygenów. Ponadto obecno�æ komórek wieloj¹drzastych wykazuj¹cych aktywno�æ
fosfatazy TRAP (ang. tetrate-resistant acid phosphatase) we frakcji przylegaj¹cej,
sugeruje spontaniczn¹ dyferencjacjê monocytów w osteoklasty. Równie¿ spo�ród
homogennej przylegaj¹cej frakcji jednoj¹drzastych komórek z zamro¿onej krwi
pêpowinowej otrzymano populacjê o profilu ekspresji genów oraz fenotypie mezen-
chymalnych komórek macierzystych. Mia³y one potencja³ formowania komórek tkanki
kostnej, chrzêstnej i t³uszczowej [44]. Szeroki potencja³ adherentnych komórek krwi
pêpowinowej potwierdzi³y badania Ganga i wsp. [20], gdzie pod wp³ywem okre�lonych
warunków komórki te da³y osteoblasty, chondrocyty, adipocyty oraz mioblasty miê�ni
szkieletowych. Do przeciwstawnych wniosków doszed³ zespó³ Wexlera [69], który
po�ród jednoj¹drzastych komórek krwi pêpowinowej nie zidentyfikowa³ mezenchy-
malnych komórek macierzystych. Frakcja komórek krwi pêpowinowej w odró¿nieniu
od populacji szpikowej nie dawa³a homogennej przylegaj¹cej frakcji, nie poddawa³a
siê pasa¿om oraz nie ró¿nicowa³a siê w komórki linii mezenchymalnej.

W swojej pracy Goodwin i wsp. [25] stwierdzili, ¿e komórki krwi pêpowinowej
maj¹ wysoki potencja³ ró¿nicowania, przy czym potomne komórki by³y pozytywne
pod wzglêdem markerów komórek ko�ci, tkanki t³uszczowej i nerwowej (pochodzenia
ektodermalnego). Poza tym wydaje siê, ¿e komórki macierzyste krwi pêpowinowej s¹
bardziej prymitywn¹ populacj¹ w porównaniu z analogiczn¹ populacj¹ szpiku kostnego.
Lee i wsp. [45] opracowali metodê izolacji MKM z krwi pêpowinowej niewykazuj¹cych
ekspresji markerów dojrza³ych komórek, ale maj¹cych markery mezenchymalnych
komórek macierzystych. W odpowiednich warunkach ró¿nicowa³y siê one w komórki
tkanki t³uszczowej, kostnej i chrzêstnej. Dodatkowo te izolowane komórki ró¿nicowa³y
siê w komórki o fenotypie neurogleju i hepatocytów. Wyniki tych badañ dowiod³y, ¿e
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MKM mog¹ byæ czym� wiêcej ni¿ tylko mezenchymalnymi prekursorami, gdy¿ mog¹
ró¿nicowaæ siê w komórki wszystkich trzech listków zarodkowych. W zwi¹zku z
powy¿szym sugeruje siê zmianê nomenklatury na �niekrwiotwórcze prekursory� w
odniesieniu do komórek krwi pêpowinowej o wieloliniowym potencjale [25].

W literaturze znajduj¹ siê tak¿e prace opisuj¹ce subpopulacje CD34� lub/i CD45�

krwi pêpowinowej bogate w mezenchymalne komórki macierzyste. Hodowla ludzkich
komórek krwi pêpowinowej o fenotypie CD34�CD45�Lin� z komórkami mysich
zawi¹zków koñczyn stwarza odpowiednie warunki dla ró¿nicowania siê i dojrzewania
ludzkich chondrocytów. Ta subpopulacja ma wprawdzie równie¿ potencja³ krwiotwórczej
komórki macierzystej, jednak wydaje siê, ¿e nie jest to jej dominuj¹ca �cie¿ka rozwojowa.
Lokalizacja komórki we krwi pêpowinowej nie musi determinowaæ jej losu jako
krwiotwórczej komórki macierzystej. Zdolno�æ do ró¿nicowania siê w chondrocyty
prawdopodobnie nie jest tak¿e ich funkcj¹ fizjologiczn¹, a tylko zjawiskiem odnoto-
wanym ex vivo [33]. Immunohistochemiczne badania na myszach z dystrofi¹ miê�ni po
wszczepieniu im komórek CD34+/�Lin� ludzkiej krwi pêpowinowej dowiod³y, ¿e krew
pêpowinowa mo¿e byæ �ród³em prekursorów w³ókien miê�ni szkieletowych produkuj¹-
cych ludzk¹ dystrofinê, nawet 12 tygodni po przeszczepie [39]. Obecno�æ komórek o
podobnym potencjale we krwi pêpowinowej stwierdzono tak¿e w innej pracy, gdzie
warstwa przylegaj¹cych komórek krwi pêpowinowej nabiera³a fenotypu MKM, by w
wyniku odpowiedniej stymulacji ró¿nicowaæ siê wzd³u¿ �cie¿ki miogenezy [19].
Wspomniana wcze�niej populacja komórek krwi pêpowinowej USSC ma potencja³
tworzenia klonów prekursorów linii dwóch listków zarodkowych: mezodermy oraz
ektodermy [38]. Na podstawie analizy ekspresji genów, immunofenotypu oraz morfologii
stwierdzono ró¿nicowanie siê komórek USSC w komórki hematopoezy, osteoblastów,
chondroblastów, adipocytów, komórek tkanki nerwowej. Ró¿nicowanie siê in vivo
komórek USSC potwierdzi³y wyniki badañ wykonanych w warunkach in vitro. Populacja
USSC [38] ma znacznie szerszy potencja³ ni¿ mezenchymalne komórki macierzyste ze
szpiku kostnego, ró¿ni¹ je tak¿e cechy fenotypowe i molekularne [10]. Ludzkie komórki
USSC wykazywa³y potencja³ migracyjny w stronê �cian przedsionków, komór i
przegrody serca oraz systemu w³ókien Purkiniego po przeszczepieniu in utero do serca
owcy. Zarówno komórki gospodarza-owcy, jak i przeszczepione � ludzkie wykazywa³y
prawid³ow¹ lokalizacjê dystrofiny i by³y nierozró¿nialne. Wszczepione ludzkie komórki
mia³y cechy normalnego kardiomiocytu i mog³y prawdopodobnie równie¿ normalnie
funkcjonowaæ [38]. W przypadku MKM ze szpiku kostnego obserwowano wy³¹cznie
dojrzewanie ludzkich komórek Purkiniego w sercu owcy [1]. Znaczyæ to mo¿e, ¿e
komórki USSC s¹ mniej zró¿nicowane ni¿ MKM, prawdopodobnie bêd¹c jednocze�nie
prekursorami MKM. Je�li wyniki te siê potwierdz¹, to populacja ta w przysz³o�ci mo¿e
staæ siê uniwersalnym �ród³em komórek do przeszczepów komórkowych [38]. Podobne
badania przeprowadzono na szczurach, u których wywo³ano sztucznie zawa³ miê�nia
sercowego. Przeszczepione komórki CD34+ lokalizowa³y siê w �ródsierdziu powoduj¹c
zwiêkszenie wydajno�ci pracy serca [28].
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Badania in vitro na komórkach krwi pêpowinowej dowiod³y równie¿ ich wysokiego
potencja³u do formowania tkanki miê�niowej serca charakteryzuj¹cej siê prawid³owymi
w³a�ciwo�ciami mechanicznymi [36].

Wszystkie te prace nie przedstawi³y jednak wiarygodnych dowodów na obecno�æ
MKM we krwi pêpowinowej, poniewa¿ scharakteryzowa³y one relatywnie odmienne
populacje. Podobnie jak w przypadku linii endodermalnych potrzeba jeszcze wielu
dodatkowych badañ.

Komórki  macierzyste  krwi  pêpowinowej  zdolne  do ró¿nicowania  siê
w  hepatocyty  i  komórki  trzustki

Istniej¹ ju¿ literaturowe doniesienia stwierdzaj¹ce obecno�æ w szpiku kostnym i
krwi obwodowej komórek macierzystych bior¹cych udzia³ w procesie regeneracji
w¹troby i trzustki [2,27,40]. Jednocze�nie Wagers i wsp. [65] pokazali, ¿e hematopo-
etyczne komórki macierzyste nie maj¹ potencja³u ró¿nicowania siê wzd³u¿ niekrwio-
twórczych szlaków.

W zwi¹zku z wci¹¿ rosn¹cym znaczeniem przeszczepów komórkowych w �terapii
regeneracyjnej� ró¿nych tkanek i organów, poszukuje siê nowych �róde³ komórek
macierzystych do tego celu. Wyniki badañ Pessina i wsp. [51] po raz pierwszy daj¹
dowód tego, ¿e krew pêpowinowa podobnie jak szpik kostny [27] zawiera populacjê o
fenotypie oraz panelu markerów charakterystycznych dla prekursorów komórek β
trzustki. Hodowla komórek krwi pêpowinowej prowadzona by³a bez udzia³u jakich-
kolwiek cytokin i czynników wzrostowych. Komórki krwi pêpowinowej wykazuj¹ce
ekspresjê nestyny oprócz tego, ¿e mog¹ formowaæ neurony, astrocyty i oligodendrocyty
[6], mog¹ tak¿e regenerowaæ hematopoezê u myszy po radioterapii [59] oraz
prawdopodobnie s¹ równie¿ prekursorami komórek wysp trzustkowych (Langerhansa)
wydzielaj¹cych insulinê [51].

Na modelu myszy z niedoborem odporno�ci NOD/SCID (ang. nonobese diabetic/
severe combined immunodeficient) pokazano, ¿e krwiotwórcze komórki macierzyste
(KKM) krwi pêpowinowej CD34+CD133+c-Kit+ mog¹ migrowaæ do w¹troby i formowaæ
hepatocyty. Porównywalne wyniki otrzymano zarówno w przypadku obecno�ci, jak i
braku uszkodzenia w¹troby zwierzêcia - gospodarza. Stwierdzono istotny spadek
�miertelno�ci u myszy z uszkodzon¹ w¹trob¹. Na podstawie swoich wyników badacze
doszli do wniosku, ¿e ludzkie KKM krwi pêpowinowej maj¹ potencja³ transdyferencjacji
do hepatocytów, pomimo obserwowanych jako�ciowych i ilo�ciowych ró¿nic pomiêdzy
osobnikami [11]. Badania Tanabe i wsp. [64] da³y podobne wyniki. Po przeszczepie do
w¹troby myszy z niedoborem NOD/SCID komórki CD34+ krwi pêpowinowej
ró¿nicowa³y siê w albuminododatnie hepatocyty. Chocia¿ odnotowana czêsto�æ
chimeryzmu by³a dosyæ wysoka (75%), to stwierdzono, ¿e równie¿ transdyferencjacja
rzeczywi�cie zasz³a. Transplantacja ludzkich komórek USSC o fenotypie CD45�HLAII�

da³a za� bardzo ma³¹ liczbê fuzji w czasie integracji do owczej w¹troby. Odró¿nicowanie
siê do hepatocytów potwierdza³ poziom ludzkiej albuminy w surowicy zwierzêcia [38].
Nisk¹ czêsto�æ wystêpowania dojrza³ych hepatocytów pochodz¹cych od komórek
macierzystych z krwi pêpowinowej cz³owieka w mysiej w¹trobie, niektórzy autorzy
t³umacz¹ ksenogenicznym charakterem przeszczepu [37].
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Równie¿ w warunkach in vitro uda³o siê otrzymaæ populacjê komórek o fenotypie
i funkcjach hepatocytów. Hodowla by³a prowadzona w po¿ywce z czynnikami wzrostu
hepatocytów [37]. Podczas gdy komórki CD34+ krwi pêpowinowej s¹ uwa¿ane za
prekursory mog¹ce siê ró¿nicowaæ w hepatocyty [11,64], to Kakinuma i wsp. odnotowali
negatywny efekt transplantacji wy³¹cznie komórek CD34+. Zaobserwowano, ¿e inter-
akcje pomiêdzy populacjami: CD34+ i CD34� odgrywaj¹ kluczow¹ rolê w procesie
ró¿nicowania siê i dojrzewania hepatocytów [37].

Problem plastyczno�ci nieembrionalnych komórek macierzystych wci¹¿ budzi wiele
kontrowersji. Czê�æ badaczy [41] uwa¿a, ¿e owa plastyczno�æ stanowi wy³¹cznie artefakt
zwi¹zany z wystêpowaniem heterogennych populacji komórek macierzystych o ró¿nym
potencjale ró¿nicowania. Obecno�æ antygenu CD34+ nie musi oznaczaæ, ¿e mamy do
czynienia z krwiotwórcz¹ komórk¹ macierzyst¹ zarówno w odniesieniu do komórek
szpikowych, jak i tych wyizolowanych z krwi obwodowej czy pêpowinowej [31]. W zwi¹zku
z tym wyniki takich badañ nale¿y traktowaæ ostro¿nie, bior¹c pod uwagê powy¿sze fakty.

BANKI  KOMÓREK  MACIERZYSTYCH  KRWI
PÊPOWINOWEJ

Od momentu, gdy odniesiono sukcesy w dziedzinie przeszczepiania komórek
macierzystych krwi pêpowinowej wcze�niej zamro¿onej i gdy okaza³o siê, ¿e te komórki
po rozmro¿eniu zachowuj¹ swój potencja³ proliferacyjny oraz zdolno�æ odtworzenia
hematopoezy [56], zbankowano ju¿ ponad 130 tysiêcy porcji krwi pêpowinowej na
ca³ym �wiecie [15].

W Polsce dzia³a ju¿ wiele banków krwi pêpowinowej. Pacjenci maj¹ prawo wyboru
pomiêdzy bankiem komercyjnym a bankiem publicznym. Banki publiczne gromadz¹
porcje krwi pêpowinowej dok³adnie sklasyfikowane pod wzglêdem antygenów HLA do
u¿ytku dla przeszczepów allogenicznych. Bank publiczny ponosi wszystkie koszty
zwi¹zane z pobraniem, przebadaniem oraz zamro¿eniem komórek macierzystych. Taka
porcja krwi trafia do ogólnodostêpnego rejestru dawców komórek macierzystych i mo¿e
zostaæ wykorzystana przez dowolnego biorcê, który bêdzie mia³ odpowiedni stopieñ
zgodno�ci antygenów HLA. Ofert¹ banków komercyjnych jest za� pobranie i zbanko-
wanie krwi pêpowinowej dla przeszczepu autologicznego lub allogenicznego cz³onkom
najbli¿szej rodziny dawcy. Komercyjne firmy staraj¹ siê motywowaæ rodziców do
podjêcia decyzji o zachowaniu krwi pêpowinowej swojego dziecka sugeruj¹c mo¿li-
wo�æ wykorzystania jej w czasie terapii chorób nowotworowych, hematologicznych
czy dziedzicznych, jakie mog¹ dotkn¹æ ich dziecko w przysz³o�ci.

Europejski Komitet Zdrowia przy Radzie Europy [15] popiera bankowanie krwi
pêpowinowej w celu wykorzystania do transplantacji allogenicznych. Idea banków
autologicznej krwi pêpowinowej stanowi wed³ug opinii Francuskiego Komitetu
Konsultacyjnego Do Spraw Etyki [15], wy³¹cznie merkantylny projekt wykorzystuj¹cy
troskê rodziców o swoje dzieci, pozwalaj¹c wierzyæ w nieograniczone lecznicze
w³a�ciwo�ci komórek macierzystych krwi pêpowinowej. Nara¿anie na tak wysoki koszt



386 M. STOLAREK, A. MY�LIWSKI

rodziców chc¹cych zamroziæ autologiczne komórki macierzyste krwi pêpowinowej
swojego dziecka zdaniem cz³onków komisji jest nieetyczne, bior¹c pod uwagê fakt znikomej
przydatno�ci terapeutycznej tych komórek wg obecnego stanu wiedzy. Prawdopo-
dobieñstwo u¿ycia autologicznej krwi pêpowinowej do przeszczepu zosta³o oszacowane
na 1�20 tysiêcy przez pierwsze 20 lat ¿ycia dawcy [15]. Do wrze�nia 2004 roku
przeprowadzono 71 zabiegów przeszczepiania komórek macierzystych z u¿yciem tych
zamro¿onych w bankach prywatnych [50]. Jednocze�nie wzrastaj¹ca liczba banków
komercyjnych powoduje, ¿e spada liczba potencjalnych allogenicznych porcji krwi
pêpowinowej, które mog³yby zostaæ w³¹czone do �wiatowego rejestru [15]. Dodatkowo
istnieje ryzyko zakoñczenia dzia³alno�ci lub bankructwo takiego prywatnego banku. W
takich przypadkach, je�li bank wcze�niej nie podj¹³ odpowiednich kroków, to zbankowane
porcje krwi ulegn¹ zniszczeniu. Ubezpieczenie powinno klientom gwarantowaæ kontynuacjê
przechowywania ich komórek macierzystych i przeniesienie do innego banku komercyjnego
lub wyp³atê odszkodowania [15].

Jednak¿e w sytuacji, gdy istnieje potencjalne ryzyko, ¿e dziecko bêdzie potrzebowa³o
komórek autologicznych lub rodzinê cechuje rzadki zestaw genów HLA, to rodzice
powinni zdecydowaæ siê na zbankowanie krwi pêpowinowej swojego dziecka w banku
prywatnym. Innym argumentem jest wzrastaj¹ca wci¹¿ liczba badañ prowadzonych
nad klinicznym zastosowaniem tych komórek w zwi¹zku z tym wzrastaj¹ce prawdopo-
dobieñstwo praktycznego ich u¿ycia w terapii �regeneratywnej� w przysz³o�ci. Krew
pêpowinowa ze wzglêdu na swoje w³a�ciwo�ci stanowi bowiem lepsze �ród³o komórek
macierzystych ni¿ szpik kostny. Autologiczna, zbankowana krew pêpowinowa daje
wiêksze szanse na wyleczenie chorób zdiagnozowanych pó�niej w ci¹gu ¿ycia [50].
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