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THE POSSIBLE STEM CELLS APPLICATIONS IN CHILDREN WITH GENETIC DISEASES.

PART ONE — SELECTED INDICATIONS

Summary

The report about first haematopoietic stem cells transplantation from cord blood was published in 1989. Since then, the major changes
have occurred, based on scientific and technical developments. There is a potential limit (number of haematopoietic stem cells) for the
widespread use of cord blood as a source of hematopoietic stem cells for marrow replacement in Poland. Ex-vivo expansion (outside of
the Poland) proves usefulness in different clinical situation, involving treatment of grown-up children and adults. Transplantation, defined
as an ex-vivo generated components, presents good approach and may open a promising new way for cell therapy in genetic diseases.
A new kind of stem cells population from i.e. human cord blood was described (mesenchymal cells) which can grow and can expand
without losing pluripotency and can show differentiation into osteoblasts, chondroblasts, adipocytes, hematopoietic and neural cells too.
New articles suggest that treatment by stem cells in for example retinitis pigmentosa, can produce retina functional recovery.

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

Pierwsza nieudana probe leczenia biataczki przy uzy-
ciu krwi pepowinowej (KP) przeprowadzono w 1970 roku,
przeszczepiajac 16-lethiemu chtopcu przez 18 dni osiem
porcji krwi pepowinowej. Przeszczepienia te zostaty
przeprowadzone podczas standardowej chemioterapii
(sktadajacej sie wtedy tylko z dwoch lekow — enkorto-
nu i 6-merkaptopuryny) bez jakiegokolwiek specjali-
stycznego przygotowania pacjenta do transplantac;ji (1).
Pierwsze skuteczne przeszczepienie krwi pepowinowej

przeprowadzono w 1988 roku u piecioletniego chtopca
z niedokrwisto$cig typu Fanconiego. Krew pepowinowa
pochodzita od siostry chorego. Chtopiec zostat wyleczo-
ny, zyje do dzi$ w USA (2).

Raporty powstatej w 1974 roku European Group for
Blood and Marrow Transplantation zawieraty poczat-
kowo opisy rodzajow transplantacji oraz wskazania do
transplantacji krwiotwdrczych komoérek macierzystych
(KKM) bez podziatu na rodzaje zrodet (3, 4). Dopiero w
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2002 roku, w trzecim raporcie EBMT, po raz pierwszy
zostat zamieszczony podziat KKM na trzy rodzaje (zrodia)
uzywane do transplantacji (szpik, mobilizowana krew
obwodowa, krew pepowinowa) oraz po raz pierwszy
zamieszczono skrécony opis warunkéw koniecznych do
spetnienia przed transplantacjg KKM z krwi pepowinowej
(5). W przedostatnim (6) oraz ostatnim (7) raporcie EBMT,
opublikowanych odpowiednio w 2006 oraz 2010 roku,
stwierdzono po raz kolejny, ze wskazania do transplan-
tacji komorek macierzystych KP sa takie same, jak w
przypadku komoérek macierzystych pochodzacych ze
szpiku kostnego lub z mobilizowanej krwi obwodowe;j.
Wedtug EBMT transplantacje KKM przeprowadza sie w
okreslonych jednostkach chorobowych juz w sposéb
standardowy (standard of care) — co oznacza, ze sposéb
przeprowadzenia procedury transplantacji KM zostat
dobrze poznany, a jej wyniki zostaty zdefiniowane i sg
statystycznie lepsze od wynikow leczenia prowadzonego
bez udziatu transplantaciji KM.

Standardowe wskazania do transplantacji komorek
macierzystych (pochodzacych np. z KP) obejmuija kilka-
dziesigt choréb, a wérdd nich m.in. nastepujace choroby
uwarunkowane genetycznie: a) pierwotne niedobory od-
pornosci, b) hemoglobinopatie — talasemie, ¢) niedokrwi-
sto$¢ sierpowatokrwinkowa, d) wrodzone defekty szpiku
kostnego (niedokrwisto$¢ Fanconiego i niedokrwisto$¢
Blackfana-Diamonda), e) choroby spichrzeniowe — mu-
kopolisacharydoze | typu, f) osteopetroze (6, 7).

A) Pierwotne niedobory odpornosci — zostaty skla-
syfikowane w o$miu kategoriach: 1. ztozone niedobory
odpornosci, 2. niedobory z przewaga zaburzen produk-
Cji przeciwciat, 3. inne dobrze zdefiniowane niedobory
odpornosci, 4. choroby dysregulacji odpowiedzi immu-
nologicznej, 5. wrodzone zaburzenia liczby i/lub funkcji
komérek zernych, 6. zaburzenia odporno$ci naturalne;j,
7. zaburzenia odpowiedzi zapalnej, 8. niedobory ukfadu
dopetniacza (8).

W pierwszej grupie chordb, obejmujacej ztozone
niedobory odpornosci — genetycznie uwarunkowane
ciezko przebiegajace zaburzenia kliniczne — transplan-
tacje KKM przeprowadza sie najczesciej w zespole ciez-
kiego ztozonego niedoboru odpornosci (ang. severe
combined immune deficiency — SCID) oraz w zespole
Omenna. W obydwu zespotach sposdb przygotowania
biorcy do transplantacji zalezy od rodzaju dawcy (9).
W przypadku przeprowadzenia transplantacji w SCID
jeszcze wewngtrzmacicznie (przed 14 tygodniem), chory
biorca nie wymaga ze wzgledu na przebieg ontogenezy
zadnego kondycjonowania, a ze wzgledu na odizolo-
wanie od $srodowiska profilaktyki zakazen bakteryjnych,
wirusowych lub grzybiczych. Niedobér CD40L podlega
rowniez leczeniu przeszczepieniem KKM, jednak w tym
przypadku termin przeprowadzenia transplantacji do-
datkowo zalezy od rodzaju dawcy (spokrewniony lub
niespokrewniony) i jego stopnia zgodnosci z biorca.
Wymieniany w tej samej kategorii zespét hiper-IgM,
ktérego cechg jest uniemozliwienie przetgczenia synte-
zy z IgM do IgG, IgA i IgE, byt juz leczony ze skutkiem
pozytywnym transplantacjg KKM pobranych od dawcy

spokrewnionego — zgodnego rodzenstwa (10, 11). W trze-
ciej grupie — innych dobrze zdefiniowanych niedoboréw
odpornosci — przeszczepienie KKM z na przyktad KP jest
przeprowadzane najczesciej w zespole Wiskotta-Aldricha
(spowodowanym mutacja genu zlokalizowanego na krot-
kim ramieniu chromosomu X). Cecha charakterystyczng
dla tej choroby sg bardzo mate ptytki krwi, co wiaze sie
z mutacjg biatka WAS, ktére uczestniczy w tworzeniu
cytoszkieletu komorek. Identyczne przygotowanie bior-
cy do transplantacji jak dla zespotu Wiskotta-Aldricha,
EBMT zaleca m.in. réwniez dla niedoboru fosforylazy
nukleozyddéw purynowych (PNP deficiency) (12). Z tej
samej grupy pochodzi leczony transplantacjg KM zespét
Nijmegen (defekt naprawy DNA) (13). Czwarta grupa
niedoboréw obejmuje m.in. choroby zwigzane z zabu-
rzeniami regulacji odpowiedzi immunologicznej (zespo6t
Chediaka-Higashiego, zespét Griscelli, limfohistiocytoza
hemofagocytarna), ktére juz posiadaja wspdlny, ustalony
w zaleceniach EBMT sposdb przygotowania biorcy do
transplantaciji (14). Pigta grupa pierwotnych niedoboréw
odpornosci — wrodzone zaburzenia liczby lub funkcji
komérek zernych moga by¢ spowodowane np. obnizong
liczbg ww. komorek na skutek zaburzen ich réznicowania
w szpiku — neutropenia cykliczna lub agranulocytoza Ko-
stmanna. Zespét Kostmanna — dziecieca agranulocytoza
(liczba granulocytéw obojetnochtonnych < 0,5 x 10%/1)
— jest w okoto 10% nie tylko oporny na leczenie farmako-
logicznymi czynnikami wzrostu kolonii komérkowych, a
nawet w powyzszych przypadkach opornosci moze doj$¢
do transformacji w zespét mielodysplastyczny lub w ostra
biataczke szpikowa (15, 16). Grupa siédma — zaburzenia
odpowiedzi zapalnej to albo utrudnienie przedostania sie
komorek do miejsca zapalenia (niedobor czgstek adhe-
zyjnych), albo utrudnienie zabijania bakterii (przewlekta
choroba ziarniniakowa), ktéra jest rowniez wskazaniem
do transplantacji KKM. Taka transplantacja (KKM ze
~Spokrewnionej” KP) odbyta sie w listopadzie 2011 roku
w Katedrze i Klinice Transplantaciji Szpiku, Onkologii i
Hematologii Dzieciecej we Wroctawiu. Pobranie, prepa-
ratyka i przechowywanie odbyty sie w Polskim Banku
Komdrek Macierzystych SA.

B) Beta-talasemia, inaczej niedokrwisto$¢ $rodziem-
nomorska, wystepuje w postaciach o réznym natezeniu
objawéw klinicznych. Najciezszg odmiang tej choroby
jest B-talasemia major (anemia Cooleya), gdzie produkcja
tancuchéw B hemoglobiny jest zahamowana catkowicie,
a przy braku tych podjednostek tancuchy o hemoglobiny
tworzg nierozpuszczalne agregaty, wytrgcajace sie we
wnetrzu niedojrzatych erytrocytéw. W przypadku talase-
mii minor tylko jeden gen (z dwoch) kodujacy fancuch
B hemoglobiny jest zmutowany. Rzadko, ale zdarza
sie, ze ta posta¢ choroby zostaje rozpoznana dopiero
podczas pierwszej cigzy. W wyniku braku rownowagi
pomiedzy tahcuchami o i B (prawidtowa czgsteczka
hemoglobiny to o,B,) erytropoeza jest nieefektywna,
a wytworzone erytrocyty majg stabsze powinowactwo
do tlenu i cechuje je znacznie szybszy okres rozpadu.
Przyczyna tych anomalii jest tranzycja adeniny w guanine
w pierwszym intronie genu kodujgcego podjednostke

( Nowa Pediatria 3/2012 D




Mozliwosci zastosowania komorek macierzystych u pacjentéw z chorobami genetycznymi. Czg$¢ pierwsza — niektore wskazania

tancucha B hemoglobiny. Mutacja ta tworzy nowe miej-
sce splicingowe w obrebie genu kodujgcego ww. pod-
jednostke fancucha B hemoglobiny. Tzw. mate jadrowe
rybonukleoproteinowe kompleksy (ang. small nuclear
ribonucleoprotein particles — snRNP) rozpoznajg oba
miejsca splicingowe, co skutkuje w ,pierwszej” turze
splicingowej powstaniem prawidtowego messenger RNA
(mRNA), a w ,drugiej” wytworzeniem niewtasciwego
mMRNA, posiadajacego sekwencje intronu. Takie niepra-
widtowe mRNA o dodatkowej sekwencji intronowej ulega
degradaciji, uniemozliwiajgc w procesie translacji wytwo-
rzenie sprawnie funkcjonujacej podjednostki fancucha
B hemoglobiny (17-19).

C) Niedokrwistos¢ sierpowatokrwinkowa. Przyczyna
choroby to mutacja punktowa w genie kodujgcym he-
moglobine, czego efektem jest stabe wysycenie tlenem
hemoglobiny. Dodatkowo opisuje sie znaczenie mikro-
czastek bton komoérkowych w patogenezie (20), a nawet
postawiono teze, ze pomiar uwalnianych mikroczastek w
tej niedokrwistosci mégtby teoretycznie stuzy¢ do wykry-
wania progresji choroby lub oceny skutecznosci jej lecze-
nia (21). Transplantacje KKM ze wskazan standardowych
w talasemii oraz niedokrwistos$ci sierpowatokrwinkowej
rzadko przeprowadza sie u polskich biorcow. Procedura
dotyczy gtéwnie pacjentéw z rejonu Morza Srédziemne-
go (22).

D) Wrodzone defekty szpiku kostnego. Niedokrwi-
sto$¢ Fanconiego (dziedziczenie autosomalne recesyw-
ne) charakteryzujgca sie pancytopenia krwi obwodowej,
malformacjami ukfadu kostnego i zwiekszong predys-
pozycja do wystgpienia choréb nowotworowych oraz
jedyna wymieniona w tym artykule wybidrcza hipoplazja
uktadu czerwonokrwinkowego z zachowang zdolno$cig
wytwarzania innych komoérek uktadu krwiotwoérczego
— niedokrwisto$¢ hipoplastyczna Blackfana-Diamonda
(dziedziczona autosomalnie dominujgco i recesywnie)
sg to genetycznie uwarunkowane niedokrwistosci, ktére
nalezg do wiekszej grupy choréb — wrodzonych defek-
téw szpiku kostnego (ang. inherited bone marrow failure
syndromes — IBMFS). Obydwie niedokrwisto$ci sg stan-
dardowym wskazaniem do zastosowania transplantaciji
KKM. W tej samej grupie znajdujg sie jeszcze inne (wy-
mienione ponizej) wrodzone defekty szpiku kostnego, w
ktérych réwniez, chociaz nie ze wskazan standardowych,
przeszczepia sie KKM. Dyskeratosis congenita (DKC),
inaczej zespot Zinssera-Engmana-Cole’a — to mutacja w
genie hTER, albo sprzezenie z chromosomem X. Obydwa
defekty genetyczne prowadzg do nieprawidtowego funk-
cjonowania telomerazy w komdrkach macierzystych, co
powoduje klinicznie objawy przedwczesnego starzenia
sie. Podjete préby wyleczenia nie przynosza jeszcze
obiecujacych wynikéw gtéwnie ze wzgledu na obecnos¢
ciezkich objawéw wystepujacych pézno po transplantaciji
KKM: rozsianego zapalenia naczynh oraz zwtéknienia ptuc
(23, 24). Zespét Shwachmana-Diamonda (dziedziczenie
autosomalnie recesywne) charakteryzuje sie niewydol-
noscia zewnatrzwydzielniczg trzustki, zaburzeniami he-
matologicznymi, predyspozycja do nowotwordéw uktadu
krwiotwérczego, wadami uktadu kostnego. Zespot ten

jest druga przyczyng niewydolnosci trzustki u dzieci.
Mozliwe jest réwniez wystgpienie ostrej biataczki szpi-
kowej (23, 25). Zespot szpikowo-trzustkowy Pearsona
(Pearson syndrome) to rzadka choroba genetyczna
wynikajgca z zaburzen w funkcjonowaniu lub/i strukturze
mitochondriéw. Do objawéw zalicza sie m.in. ciezkg nie-
dokrwisto$¢, pancytopenie, zaburzenia funkgciji trzustki i
zaburzenia funkcji watroby. W wieku dojrzewania moga
wystgpi¢ objawy zespotu Kearnsa i Sayre’a (objawy neu-
rologiczne, utrata stuchu, ataksja, neuropatia obwodowa,
uposledzenie umystowe) (26).

E) Pierwszy artykut o przeszczepianiu komorek w
mukopolisacharydozie | — typ Hurler, pojawit sie ponad
30 lat temu (27). Mukopolisacharydoza typu | jest spo-
wodowana brakiem aktywnosci lizosomalnego enzymu
o-iduronidazy. Klinicznie wyrdznia sie trzy fenotypy mu-
kopolisacharydozy typu I. Podziat odbywa sie na pod-
stawie oceny zajecia osrodkowego uktadu nerwowego.
W postaci Hurler dominuje upos$ledzenie umystowe.
Fenotyp Hurler/Scheie jest posredni, uposledzenie
umystowe jest niewielkiego stopnia. W postaci Scheie
rozwoj umystowy jest prawidtowy, nasilenie objawéw so-
matycznych jest stabiej wyrazone niz w postaci Hurler.
W postaci Hurler wystepuja dwie najczestsze mutacje
Q70X i W402X w uktadzie homo- lub heterozygotyc-
znym. Takie genotypy prowadza do deficytu aktywnosci
a-iduronidazy, a w konsekwencji — do postepujacego
przebiegu choroby (28). Dzisiaj transplantacja KM jest
jedyna metoda leczenia (standard of care), ktéra w naj-
ciezszej postaci mukopolisacharydozy moze zapobiec
zmianom m.in. w o$rodkowym uktadzie nerwowym
(29).

F) Osteopetroza (choroba Albersa-Schdnberga) jest
dziedziczonym autosomalnie recesywnie defektem funk-
cji osteoklastéw prowadzacym do zaburzenia resorpciji
kostnej. Objawy kliniczne wynikaja z uszkodzenia ukta-
du krwiotwérczego (niedokrwisto$¢, matoptytkowose,
sktonno$¢ do zakazen) lub z uszkodzenia struktury
kostnej spowodowanej réwniez zaburzeniami gospodarki
wapniowo-fosforanowej powodujgcej ucisk na nerwy
czaszkowe. Jedyng metodg leczenia jest allogeniczne
przeszczepienie KKM (30) po zastosowaniu odpowied-
niego postepowania przygotowawczego ustalonego
przez EBMT w 2004 roku i przynoszacego dobre rezultaty
(31).

Na zakonczenie warto przytoczyé proby przeszcze-
piania komdrek macierzystych w chorobie genetyczne;j,
w ktorej molekularny mechanizm powstawania zmian
klinicznych (powstanie mutacji zaburzajgcej splicing
pre-mRNA) jest najprawdopodobniej podobny do tala-
semii, ale proby leczenia za pomocg komoérek macie-
rzystych sa prowadzone nie poprzez systemowe, a tylko
poprzez lokalne podanie materiatu biologicznego — do
uszkodzonego narzadu.

W zwyrodnieniu barwnikowym siatkowki (retinitis
pigmentosa — RP), w poczgtkowym stadium uszkadzane
sg komorki odpowiedzialne za widzenie nocne. Nastep-
nie dochodzi do utraty widzenia obwodowego oraz do
prawie catkowitej utraty wzroku. Choroba ta wystepuje
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z czestotliwoscig 1/4000 urodzen. Jest zarbwno domi-
nujaca, jak i recesywna, a jej dziedziczenie moze byé
sprzezone z chromosomami autosomalnymi lub z chro-
mosomem X. W przypadku autosomalnej, dominujgce;j
formy choroby, a wiec o ciezkim klinicznie przebiegu,
dochodzi do mutacji genu kodujgcego pre-mRNA biatko
numer 8 (Prp8). Biatko to petni wazng role w splicingu,
gdyz jest rdzeniowym komponentem U5 snRNP, zatem
posrednio wchodzi réwniez w sktad U4-U5-UB-snRNP.
Biorac pod uwage fakt, ze biatko Prp8 obecne jest w
kazdej procedurze splicingowej na terenie catego orga-
nizmu, niewyjasniony zostaje kliniczny wptyw tej mutaciji
jedynie na siatkéwke oka. Jedna z teorii zaktada, iz
komorki receptorowe precikdw sg niezwykle czute na
nawet najmniejsze zmiany zachodzace w aparacie spli-
cingowym (precik jest ponad sto razy bardziej czuty na
Swiatto niz czopek, warunkujacy widzenie koloréw), za
sprawa szybkich przemian reakcji barwnikowych (32, 33).
Juz od 2005 roku w Brazylii na uniwersytecie Sao Paulo
(grant NCT 01068561) podejmowane byly préby leczenia
RP komdrkami macierzystymi. Do gatki ocznej podawano
10 milionébw mononuklearéw pochodzacych z autologicz-
nego szpiku (34). Aktualnie, oprécz kontynuaciji badan
brazylijskich (przewidywana data zakonczenia nowego
grantu NCT 01560715 to czerwiec 2013), trwajg préby
leczenia RP komdrkami macierzystymi miedzy innymi w
Tajlandii. Szpital Siriraj-Mahidol University w Bangkoku
we wspotpracy z Ministerstwem Zdrowia prowadzi ba-
dania od 2012 roku. Milion mezenchymalnych komérek
macierzystych (MKM) pochodzacych ze szpiku jest
podawanych do wnetrza gatki ocznej w roztworze soli
fizjologicznej nieprzekraczajgcym 100 mikrolitréw obje-
tosci (34). W tym grancie jednak procedura jest przepro-
wadzana tylko u zaproszonych wczesniej przez osrodek
w Bangkoku pacjentéw. Kolejne préby zastosowania
komorek w leczeniu RP to badania trzynastu amerykan-
skich osrodkéw (NCT 00447993) dotyczace podawania
do gatki ocznej kapsutki z unipotencjalnymi ludzkimi
komérkami nabtonka barwnikowego siatkéwki (34).

Oprécz powyzszych terapii, uzycie MKM w podejmo-
wanych prébach leczenia innych choréb (na przyktad
choroby przeszczep przeciwko gospodarzowi) opiera
sie niestety najczesciej na wykorzystaniu komorek pozy-
skanych z wtasnego szpiku, szpiku dawcy rodzinnego,
dawcy niespokrewnionego albo tzw. ,osoby trzeciej”
(third party donor) (35, 36). Z wielu powoddéw (m.in. ogra-
niczona dostepnos$¢) oraz ze wzgledu na brak jeszcze
standardowych regut postepowania z uzyciem MKM,
nadal poszukuje sie nowego, lepiej dostepnego, bez-
pieczniejszego dla dawcy zrédta macierzystych komo-
rek mezenchymalnych. Zrédta, ktére bez jakiejkolwiek
fizycznej ingerencji w organizm zdrowego dawcy pozwoli
dostarczy¢ w sposob systematyczny, umozliwiajacy
ciagta terapie (35, 37) odpowiednig liczbe MKM, zabez-
pieczajaca w czasie trwania, bez ograniczeh spowodowa-
nych ciezarem ciata pacjenta catg konieczng procedure
lecznicza.

Zwiekszajgca sie systematycznie liczba choréb, w kto-
rych istniejg wskazania do podania krwiotwdrczych lub/i

mezenchymalnych komérek macierzystych (podczas
transplantacji lub innej procedury leczniczej) jest dowo-
dem na to, ze w przyszio$ci lekarz, ze wzgledu na staty
rozwdj nauk medycznych, coraz czesciej bedzie siegat
po te metode leczenia. Zwtaszcza w przypadku mozli-
wosci skorzystania z wczesniej zabezpieczonego w dniu
porodu odpowiedniego materiatu biologicznego. 0
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