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CORD BLOOD. PART THREE — THE FUTURE

Summary

The first report about haematopoietic stem cells transplantation from cord blood with good result, was published in 1989. Since then, the
major changes have occurred, based on scientific and technical developments and umbilical cord blood (CB) banks have been established
in six continents. Since the first CB transplantation, more than 25 000 transplantations have been reported worldwide and more than
1 000 000 cord blood units (CBUs) have been stored in more than 100 CB banks. Results and the courses of CBUs transplantations in
malignant and nonmalignant diseases, in adults and children, show, in comparison with others stem cells sources (bone marrow and
mobilized peripheral blood), that CB has several advantages, including prompt availability of the transplant, decrease of Graft versus
Host Disease and better long-term immune recovery resulting in a long-term survival. Today developments still want improve on en-
graftment, by i.e. ex vivo expansion of stem cells, intrabone injection of CB cells and double/simultaneous CB transplantations.

In addition to hematopoietic stem cells, cord blood and especially placenta contain a large number of nonhematopoietic (mesenchymal)
stem cells. Today, after over twenty years standards use of hematopoietic stem cells and shorter use of mesenchymal stem cells, the
articles describing medical application of both kinds of cells, confirm the possibility of more and more diseases treatment and in the
absence of ethical concern, the unlimited supply of mesenchymal cells explains the increasing interest of using cord blood for develop-
ing regenerative medicine.

Key words: cord blood, stem cells, hematopoietic stem cells, mesenchymal stem cells

NASTEPNE PRZESZCZEPIENIA KRWIOTWORCZYCH

; transplantacja allogenicznej KP. Transplantacja KP od
KOMOREK MACIERZYSTYCH Z PBKM SA

mtodszej siostry w tym przypadku dotyczyta dziewczynki

Transplantacje z uzyciem krwi pepowinowe] stajg
sie coraz powszechniejsze. W czasie ostatniego pot-
rocza 2011 roku PBKM SA i jeden z wspottworzacych
(podlegajaca PBKM) europejska grupe bankow krwi pe-
powinowej (FamiCord) Krio — Instytut (Wegry), przekazaty
do leczenia dzieci nastepne trzy porcje allogenicznych
preparatow KP. Piagta transplantacja zostata przepro-
wadzona w Miszkolcu. Byta to pierwsza na Wegrzech

z ostrg biataczka limfoblastyczna, u ktérej ze wzgledu na
powtarzajgce sie od momentu rozpoznania zakazenia
nie mozna byto prowadzi¢ leczenia. Szésta (7 stycznia
2011 r.) i sibdma (30 czerwca 2011 r.) transplantacje
odbyty sie w Katedrze i Klinice Transplantacji Szpiku,
Onkologii i Hematologii Dzieciecej, Akademii Medycznej
we Wroctawiu. Biorczynig szdstej KP byta dziewczynka
leczona z powodu niedokrwisto$ci Fanconiego. Byta
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to transplantacja taczona — przeszczepiono KP i szpik
kostny pobrany w dniu transplantacji od mtodszego brata
w celu uzupetnienia brakujacej liczby komérek macierzy-
stych. Biorcg siddmej KP byt chtopiec leczony z powodu
nawrotu ostrej biataczki limfoblastycznej. W tym przypad-
ku liczba komorek macierzystych zawartych w jednostce
KP byta wystarczajgca. We wrze$niu na Wegrzech Krio In-
stytut przekazat do transplantacji nastepng jednostke krwi
pepowinowej. Pod koniec wrzes$nia 2011 r. w Poznaniu
odbyta sie u pacjenta z histiocytoza komérek Langerhan-
sa dziewigta transplantacja krwi pepowinowej. Aktualnie
PBKM SA przygotowuje sie do dziesiatej transplantacji
allogenicznej krwi pepowinowej u pacjenta z przewlektg
chorobg ziarniniakowa.

MEZENCHYMALNE KOMORKI MACIERZYSTE
W LECZENIU GVHD

W pionierskiej publikacji Le Blanc (1) opisata kliniczne
zastosowanie mezenchymalnych komoérek macierzy-
stych (MKM) w leczeniu ciezkiej, opornej na standar-
dowsg terapie, przewlektej choroby przeszczep przeciw
gospodarzowi (ang. chronic Graft versus Host Disease
- cGvHD), ktéra wystapita po allogenicznej transplan-
tacji krwiotwérczych komérek macierzystych od dawcy
niespokrewnionego u 9-letniego chtopca. Doskonaty
rezultat dwukrotnej infuzji MKM pozyskanych ze szpiku
matki chtopca zachecit badaczy do kolejnych tego typu
prob. Po paru latach, w publikacji z 2008 roku, Le Blanc
(2) przedstawita wyniki eksperymentalnego badania
Il fazy zastosowania MKM w terapii sterydoopornej
ostrej GvHD. Ocenie poddano 55 pacjentéw z GvHD II-IV
stopnia, ktdrzy otrzymali od jednej do pieciu infuzji MKM
pochodzacych ze szpiku kostnego dawcéw. U trzydzie-
stu pacjentéw zaobserwowano catkowitg odpowiedz,
u dziewieciu stwierdzono ztagodzenie nasilenia GvHD.
U pacjentéow pediatrycznych odpowiedz na leczenie
stwierdzano znamiennie czeéciej niz u dorostych. Smier-
telno$¢ zwigzana z procedurg transplantacyjng byta zna-
€zgco nizsza w grupie pacjentéw, ktérzy odpowiedzieli
na leczenie niz w grupie bez odpowiedzi lub z czesciowg
odpowiedzig na podane komorki (2). Weng i wsp. (3)
przedstawili wyniki zastosowania MKM u 19 pacjentow
z przewlektg GvHD. Odsetek odpowiedzi byt poréwny-
walny ze spostrzeganym w pracy Le Blanc. Na podstawie
przeprowadzonych dotychczas badah mozna stwierdzic,
ze zastosowanie infuzji komérek mezenchymalnych po-
chodzacych ze szpiku kostnego w leczeniu GvHD jest
skuteczne, a ponadto nie jest obcigzone zwigkszonym
ryzykiem wystepowania zakazen. Karlsson i wsp. (4)
w opublikowanej przez siebie pracy podajg, ze infuzja
MKM w mato znaczacy sposéb wptywa na odpowiedz
limfocytoéw T na zakazenie wirusem cytomegalii.

Dotychczas podejmowane préby leczenia GvHD z za-
stosowaniem MKM wykorzystywaty komorki pozyskane
ze szpiku kostnego dawcy rodzinnego, niespokrewnio-
nego lub tez tzw. ,0soby trzeciej” (ang. third party donor)
(2,5). Oile w przypadku dorostego dawcy niespokrew-
nionego, od ktérego pobrano krwiotworcze komorki
macierzyste do allogenicznej transplantacji, dodatkowe

pozyskanie macierzystych komoérek mezenchymalnych
jest mozliwe, ale moze stanowi¢ problem organizacyjny
i wymaga dodatkowej zgody dawcy. Dostep do dawcy
rodzinnego zazwyczaj jest mniej skomplikowany, cho¢
w sytuaciji, kiedy dawca jest rodzenstwo — a wiec osoba
niepetnoletnia, kolejne wykonanie bolesnej procedury
pobrania szpiku moze budzi¢ watpliwosci natury etycz-
nej. Tak zwana osoba trzecia, tj. inna niz dawca komo-
rek krwiotworczych i bedaca najczesciej rodzicem, jest
petnoletnia i zazwyczaj bardzo dobrze wspétpracuje,
co nie zmienia faktu, ze pobranie szpiku jest procedurg
bolesna. Z powyzszych powodéw oraz ze wzgledu na
brak standardowego postepowania w leczeniu prze-
wlektej GvHD obecnie poszukuje sie nowego zrédia
mezenchymalnych komérek macierzystych (6-9). Zrédta,
ktére bez ponownej, jakiejkolwiek fizycznej ingeren-
cji w organizm zdrowego dawcy pozwoli dostarczy¢
w sposo6b systematyczny oraz w sposob ciggty (nawet
przez 2 lata) odpowiednig ilo§¢ MKM (1-3, 10). Nawet
jezeli zaawansowana cGvHD bedzie dotyczyta skéry lub
miazszu watroby (3,10). Nalezy réwniez zaznaczy¢, ze
stosowanie MKM nie ogranicza sie do cGvHD. Trwaja
juz proby wprowadzania od dnia transplantacji MKM
w profilaktyce ostrej GvHD, ktére w tym przypadku byty
podawane 4 godziny przed infuzjg KKM (11). Chociaz,
profilaktyke GvHD najlepiej rozpoczaé jeszcze przed
przeszczepieniem — uzywajgc w miare mozliwosci do
transplantacji zrédta krwiotwdrczych komorek macierzy-
stych o statystycznie najnizszym prawdopodobienstwie
wystapienia tego powiktania. Czyli KKM pochodzacych
z maksymalnie zgodnych jednostek krwi pepowinowe;.
Opierajac sie na powyzszej idei poszukiwania jak najbar-
dziej zgodnego, niespokrewnionego materiatu biologicz-
nego dla chorego biorcy KKM, PBKM SA dziatajgc we
wspotpracy z Centrum Organizacyjno-Koordynacyjnym
ds. Transplantacji — Poltransplant utworzyt w kwietniu
2011 roku pierwszy w Polsce publiczny bank jednostek
krwi pepowinowej finansowany w catosci ze $rodkow
pozapanstwowych. Ponadto we wspotpracy z Uni-
wersytetem Medycznym w Lublinie, PBKM SA uzyskat
zgode Komisji Bioetycznej na przeprowadzenie badan
wedtug projektu "Zastosowanie komérek mezenchy-
malnych pozyskanych z galarety Whartona w leczeniu
choroby przeszczep przeciwko gospodarzowi po trans-
plantacji allogenicznych komérek hematopoetycznych"
(KE-0254/11/2011).

KRWIOTWORCZE KOMORKI MACIERZYSTE
PRZESZCZEPIANE IN UTERO

Przeszczepienie juz w czasie zycia ptodowego krwio-
twdrczych komorek macierzystych (ang. in utero hema-
topoietic stem cell transplantation — IUHSCT) stanowi
alternatywe dla poporodowych transplantacji przeprowa-
dzanych w terapii choréb, o ktérych wiadomo, ze moga
by¢ zdiagnozowane juz na poczagtku ciazy, a po drugie
sg juz leczone poprzez transplantacje KKM. Podstawg
do praktycznego zastosowania przeszczepienia KKM
juz w okresie zycia ptodowego (11-14 tydzien) sg trzy
zjawiska wystepujgce na poczatku cigzy:
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1) immunologiczna tolerancja — w ktérej mikro$rodo-
wisko grasicy ptodu odgrywa podstawowa role w iden-
tyfikacji wtasnych komorek i w odpowiedzi na obce an-
tygeny, najprawdopodobniej opisana juz po raz pierwszy
w 1953 roku (12);

2) migracja komorek macierzystych — wystepujaca
tylko jeden raz w zyciu, ktérej przyktadem jest prze-
mieszczanie sie uktadu krwiotwoérczego z pecherzyka
zo6ttkowego poprzez grasice, watrobe, nerki do szpiku
kostnego (13-16);

3) bardzo malty ciezar ciata biorcy — w 12 tygodniu
zycia ptodowego wynosi on ponizej 35-40 gramow.
Przeszczepiajac przed 14 tygodniem, maty ciezar ciata
biorcy pozwala na czestsze uzyskanie mieszanego
chimeryzmu poprzeszczepowego, znanego W fizjolo-
gicznej postaci od dawna w przypadku cigz ludzkich
oraz zwierzecych (17-20).

Ponadto proporcjonalnie matg dawka komorek mozna
(w przypadku niepowodzenia terapii przeprowadzonej in
utero) utatwi¢ nastepna transplantacije, przeprowadzong
juz po urodzeniu dziecka. W niektérych przypadkach
mieszany chimeryzm poprzeszczepowy byt opisywany
jako terapeutyczny dla choréb leczonych za pomo-
cg transplantacji KKM pochodzacych na przyktad ze
szpiku kostnego ojca dziecka (21, 22). Przez ostatnie
dwadziescia lat zostato opisanych okoto 50 przypadkéw
IUHSCT. Sformutowanie wtasciwych wnioskéw, opartych
na danych klinicznych, byto i jest w znacznym stopniu
utrudnione ze wzgledu na réznorodno$¢ docelowych
chorob, ré6zne zrodta komoérek dawcy oraz réznice w pro-
cedurach transplantacyjnych. Do dnia dzisiejszego,
procedura [IUHSCT zostata uznana za skuteczng terapie,
tylko dla cigzkiego, ztozonego niedoboru odpornosci,
sprzezonego z chromosomem X (ang. X-linked Severe
Combined Immunodeficiency — XSCID). Jest juz co naj-
mniej 10 udokumentowanych przypadkéw z zaobserwo-
wang odpowiednia rekonstytucjg limfocytéw T (23-27).
Podjeto réwniez préby leczenia prenatalnego innych
schorzen potaczonych z niedoborem odpornosci, takich
jak przewlekfa choroba ziarniniakowa (ang. Chronic Gra-
nulomatous Disease — CGD) czy zespét Chediaka-Higa-
shiego (ang. Chedlak-Higashi syndrome — CHS). Terapie
te okazaty sie nieskuteczne, z powodu niewykrywalnego
po urodzeniu mieszanego chimeryzmu poprzeszczepo-
wego (28-31). Przy uzyciu IUHSCT prébowano réwniez
leczy¢ hemoglobinopatie, co okazato sie nieskuteczne.
Ponadto, odnotowano 12 préb leczenia B-talasemii,
z czego jedynie dwoch badaczy udokumentowato wy-
krywalny mieszany chimeryzm poprzeszczepowy (32-37).
IUHSCT zastosowano takze w badaniach w leczeniu
o-talasemii. Z trzech dostepnych raportow wynika, ze
wszyscy trzej pacjenci pozostali zalezni od transfuzji,
natomiast u jednego pacjenta zaobserwowano mikrochi-
meryzm (38, 39). Znane sg réwniez minimum trzy préby
leczenia pacjentdw z anemig sierpowata, jednak terapie
nie doprowadzity do wykrycia mieszanego chimeryzmu
poprzeszczepowego (31, 39).

W chwili obecnej istnieja dwie, najbardziej skuteczne
strategie leczenia, mogace mie¢ zastosowanie kliniczne.

1. Pojedyncza (lub wielokrotna) IUHSCT. Gtéwnym
celem tej strategii jest uzyskanie terapeutycznego pozio-
mu chimeryzmu, dzieki pojedynczej badz wielokrotnym
transplantacjom in utero. Idealnym czasem na rozpocze-
cie tej terapii jest okres od jedenastego do czternastego
tygodnia cigzy. W tych ramach czasowych, jak juz wspo-
mniano, watroba ptodu prowadzi aktywng hematopoeze,
natomiast zaréwno w grasicy, jak rowniez w obwodowym
uktadzie krwionosnym znajduje sie jeszcze bardzo mato
dojrzatych limfocytéw. Ponadto, ciezar ptodu jest maty
(ponizej 35 gramdw), co pozwala na zastosowanie mozli-
wie duzej dawki komérek dawcy podanych w odpowied-
nio matej objetosci. Obecnie, dzieki tej metodzie istniejg
szanse na leczenie XSCID, niedokrwisto$ci Fanconiego
czy zespotu Blooma (40-42).

2. IUHSCT z przeprowadzong po niej HSCT. Nawet
niski poziom mieszanego hematopoetycznego chime-
ryzmu poprzeszczepowego po IUHSCT zwigzany jest,
w przypadku wczesniej wystepujacego niedoboru, z wyz-
szg odpornosciag — wiasciwg dla dawcy przeszczepionych
komérek. Wymagany minimalny poziom chimeryzmu
poprzeszczepowego oceniany jako pozytywny rezultat,
rézni sie na poziomie gatunku, lecz przewaznie waha sie
w granicach 1-2%. W przeprowadzonym przez wtoskich
naukowcéw badaniu nad mieszanym chimeryzmem
u chorych na B-talasemie stwierdzono, iz poziom chime-
ryzmu poprzeszczepowego w szpiku kostnym réwny 25%
jest skorelowany z polepszaniem sie stanu klinicznego
leczonych pacjentéw. Potwierdzajg to niezalezne wyniki
badan nad anemig sierpowatg z podobnym poziomem
chimeryzmu poprzeszczepowego (43, 44). Oprocz zwiek-
szenia odpornosci chorego biorcy, IUHSCT przeprowa-
dzona in utero od haploidentycznego rodzica umozliwia
uzyskanie dawcy o ewidentnie lepszej zgodnosci, a to
pozwala po urodzeniu zastosowac wzglednie nietoksycz-
na dla biorcy HSCT. Znaczenie mieszanego chimeryzmu
poprzeszczepowego potwierdzajg kolejne, prowadzone
aktualnie amerykanskie badania (Mixed Chimerism to
Treat Inherited Metabolic Disorders — NCT 01372228),
w ktérych zatozeniem skutecznosci terapii transplanta-
cyjnej, przeprowadzanej w chorobach metabolicznych
jest uzyskanie poziomu komoérek dawcy w organizmie
chorego biorcy wyzszego od 10 procent (45). Inne
badania prowadzone w Stanach Zjednoczonych (Fetal
Umbilical Cord Blood Transplant for Lysosomal Storage
Diseases — NCT 01003912), majg w zatozeniu ustalenie,
czy mozna w celu uzyskania jak najwczesniejszego mie-
szanego chimeryzmu juz w pierwszym trymestrze cigzy
podawaé ptodowi niespokrewniong krew pepowinowg
bez zagrozenie dla ptodu. Dotyczy to zwtaszcza przy-
padkow, w ktérych potwierdzono wystepowanie jedne;
z lizosomalnych choréb spichrzeniowych (46).

PERSPEKTYWY

Krew pepowinowa jest nie tylko coraz czesciej wy-
korzystywana do leczenia wiekszej liczby choréb nie-
i nowotworowych, ale réwniez choréb neurologicznych,
dermatologicznych, oprocz tego stuzy jako materiat
biologiczny do hodowli w okulistyce — komorki nabton-
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ka spojowki oraz zaczyna by¢ stosowana jako wstepny
materiat diagnostyczny w alergologii oraz w onkologii
(47-52).

Pierwsze w Polsce zastosowanie autologicznej krwi
pepowinowej w leczeniu encefalopatii niedokrwienno-
-niedotlenieniowej przeprowadzono w 2008 roku, przy
wspotpracy PBKM SA (53). Przed trzykrotnym podaniem
do komér mézgu chorego dziecka, komorki pochodza-
ce z jego wiasnej krwi pepowinowej zostaty zmienione
w laboratorium Zaktadu Neurobiologii Naprawczej PAN
w ,like-neural cells”. W zastosowaniu autologicznej krwi
pepowinowej w leczeniu innych scisle okreslonych choréb
neurologicznych, ale uzywanej bez laboratoryjnego rézni-
cowania komoérek, jednym z wazniejszych parametrow wy-
daje sie nie laboratoryjny sposéb réznicowania komorek,
lecz liczba krwinek biatych, okre$lana w amerykanskich
badaniach na minimum 1x107/kg ciezaru ciata chorego
dziecka oraz minimalny wiek dziecka w dniu rozpocze-
cia terapii — powyzej 12 miesiecy. Wyniki pierwszych
184 terapii, autologicznymi komdrkami macierzystymi,
przeprowadzonych u dzieci z chorobami neurologicznymi
pomiedzy 2005 i 2009 rokiem opracowat Sun i wsp. (54).
Aktualnie, nadal trwajg badania poszukujace mozliwosci
zastosowania autologicznej krwi pepowinowej m.in. w le-
czeniu mbézgowego porazenia dzieciecego. Amerykanski
program kliniczny “A Randomized Study of Autologous
Umbilical Cord Blood Reinfusion in Children With Cerebral
Palsy” nadal poszukuje chorych dzieci, spetniajgcych
okreslone warunki, z ktérych jednym jest wiek dziecka
— ponizej 6. roku zycia (55). Interesujgce jest jednak to, ze
lekarze realizujgcy inny program kliniczny — “Safety and
Effectiveness of Cord Blood Stem Cell Infusion for the Tre-
atment of Cerebral Palsy in Children”, starajg sie podnies$¢
granice leczenia komoérkami macierzystymi pacjenta cho-
rego na mézgowe porazenie dzieciece nawet do 12 roku
zycia (56). Oczywiscie w przypadku wczesnego (ponizej
6 godzin od porodu) stwierdzenia encefalopatii niedo-
krwienno-niedotlenieniowej, istniejg rowniez mozliwosci
zastosowania komoérek macierzystych pochodzgcych
z autologicznej krwi pepowinowej. Potwierdzeniem jest
kolejny amerykanski program kliniczny “Cord Blood for
Neonatal Hypoxic-Ischemic Encephalopathy” (57).

Bioragc pod uwage prowadzone na $wiecie powyz-
sze, przyktadowe badania oraz oczekiwania polskich
rodzicow dzieci chorych na choroby neurologiczne,
Polski Bank Komorek Macierzystych SA bedzie sie starat
umozliwi¢ miodszemu rodzenstwu chorych dzieci lub
dzieciom podejrzewanym juz podczas cigzy o chorobe
neurologiczng zdeponowanie krwi pepowinowej w pro-
gramie ,Pobranie Krwi Pepowinowej Na Ratunek” (58).
Celem udostepnienia jej do ewentualnego wykorzystania
w kolejnej dziedzinie medycyny. |
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