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ENHANCING STRATEGIES THAT ALLOW BROADENED USAGE OF CORD BLOOD STEM CELLS

Summary

Nearly nine thousands patients worldwide have been transplanted with cord blood stem cells and that number continues to increase. The intense
interest in cord blood usage can be explained by its advantages: prompt availability of HLA-typed stem cells, acceptable HLA disparity up to
two antigen mismatches, no adverse effects on stem cell donor, decreased risk of infection transmission and lower incidence of graft versus
host disease. Nevertheless, the limitations still exist. The number of stem cells collected is lower in comparison with bone marrow or mobilized
peripheral blood. This results in poorer homing and engraftment, which puts patients at risk of prolonged neutropenia and life-threatening infec-
tions. With a remarkable growth of science in medicine, many methods have appeared with the object to overcome those limitations. That can
be archived by increasing numbers of infused stem cells through double umbilical cord blood stem cell transplantation or enhanced homing
using complement C3a and dipeptidyl peptidase IV inhibitors either stem cells ex vivo expansion with cytokines and growth factors. The bone
marrow microenvironment can be influenced by mesenchymal stem cells co-transplantation or intrabone infusion in place of intravenous one.
Other possibilities include maintaining of undifferentiated state of progenitors by co-culture with Notch ligand, nicotinamide, copper chelators
or aryl hydrocarbon receptor antagonists. Prostaglandin E, or a1,3-fucosyltransferase VI has been used in manipulation of stem cells as well.

Up to date, there are many clinical trials conducted to establish safety and efficacy of above-mentioned procedures.
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WSTEP

Przeszczepienia komoérek macierzystych z krwi pe-
powinowej (ang. umbilical cord blood haematopoietic
stem cell transplantations — UCB-HSCT) sg obecnie uzna-
ng procedurg, szczegdlnie w przypadku braku dawcy
zgodnego w uktadzie HLA (1-3). Pierwsze doniesienia
na temat terapeutycznego uzycia krwi pepowinowej po-
chodza prawdopodobnie z 1939 roku, jednak pierwsza
udang transplantacje udato sie przeprowadzi¢ niemal
50 lat pdzniej (4-6). Poczatkowo liczba wykonywanych
UCB-HSCT byta bardzo mata, w 2000 roku przeszcze-
piono zaledwie pie¢set jednostek, jednakze dzieki dyna-
micznemu rozwojowi medycyny liczba przeszczepionych
allogenicznych jednostek krwi pepowinowej w 2011 roku
przekroczyta cztery tysigce (7). Tylko wedtug danych
Eurocordu do dnia 31 grudnia 2011 roku przeszczepiono
je u 8807 pacjentéw, uzywajac 10 651 jednostek krwi

pepowinowej (8), a do konca 2012 liczba wszystkich
transplantacji krwi pepowinowej na catym $wiecie prze-
kroczyta 25 000 procedur.

Krew pepowinowa (CB) jako zrédto komérek hema-
topoetycznych ma wiele zalet — m.in. jest bardzo szybko
dostepna i juz wytypowana w uktadzie HLA, dawca
nie jest narazony na powiktania procedury pobierania
szpiku, wystepuje mniejsze ryzyko przeniesienia zaka-
zenia, a dzieki niedojrzato$ci immunologicznej komo-
rek dopuszczalna jest mniejsza zgodno$¢ w uktadzie
HLA (1, 3, 9-12). Ponadto komorki z krwi pepowinowe;
majg wieksze zdolno$ci proliferacyjne i do tworzenia ko-
lonii (13). Opisuje sie takze nizszg czestos¢ ostrej i prze-
wlektej choroby przeszczep przeciwko gospodarzowi
(ang. Graft versus Host Disease — GvHD) (1-3, 10-12).

Obecnie najwiekszym problemem ograniczajgcym
zastosowanie krwi pepowinowej, szczeg6lnie u osob
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dorostych, jest ograniczona liczba pozyskiwanych z niej ko-
morek, ktéra skutkowac moze wydtuzonym czasem odnowy
immunologicznej oraz hematopoetycznej w poréwnaniu do
przeszczepien komorek pochodzacych ze szpiku kostnego
(ang. bone marrow — BM) czy krwi obwodowej (ang. periphe-
ral blood — PB). Rowniez ryzyko nieprzyjecia sie przeszczepu
jest wyzsze i wynosi ok. 10-20% (1, 3, 10). Mediana czasu
odnowy neutrofilii waha sie w granicach 22-27 dni, tym sa-
mym pacjenci zostaja narazeni na przediuzajace sie okresy
neutropenii (1-3, 10), co pocigga za sobg wczesne powikta-
nia infekcyjne, ktére stanowig gtéwna przyczyne zgondw w
tej grupie (2). Wérdd pacjentéw poddanych UCB-HSCT jest
réowniez najwyzsza 100-dniowa $miertelnos$¢, jednak wobec
nizszej czestosci GvHD zaréwno odlegta przezywalnosé, jak
i czestos¢ wzndw pozostaje na tym samym poziomie co u
pacjentéw po BM-HSCT lub PB-HSCT (12).

Aby pokona¢ bariery uniemozliwiajgce szersze korzy-
stanie ze zrodta komorek macierzystych, jakim jest krew
pepowinowa, naukowcy opracowujg metody polegajace
na zwiekszeniu liczby podawanych komérek poprzez jedno-
czesne przeszczepianie dwoch jednostek krwi pepowinowej
oraz potgczenie UCB-HSCT z haploidentycznym prze-
szczepem z deplecjag limfocytow T, a takze na zwiekszeniu
odsetka zagniezdzajacych sie komorek macierzystych dzieki
ich doszpikowemu podaniu, inhibicji enzymu dipeptydylo-
peptydazy IV czy tez wspdlnej infuzji z komdrkami mezen-
chymalnymi. Mozna réwniez dokonywa¢ manipulacii in vitro
badz in vivo w celu ekspansji komorek krwi pepowinowej.
Nalezy takze ze szczegdlng uwaga dobiera¢ jednostke krwi
pepowinowej i kondycjonowanie do pacjenta — pamietajac
0 jego rozpoznaniu i zgodnosci preparatéw CB z dawca w
uktadzie HLA. Coraz bardziej ulepszana jest takze sama
metoda pobierania krwi pepowinowej (1, 3, 10).

Czes$¢ powyzszych procedur jest juz stosunkowo dobrze
poznana, jednak wiekszo$¢ nadal podlega intensywnym
badaniom, a pierwsze proby kliniczne oceniajace ich bez-
pieczenstwo i przydatnos¢ u ludzi dopiero sie zaczynaja.

MANIPULACJA EX VIVO

W celu skrocenia czasu potrzebnego do zagniezdzenia
i przyjecia sie komorek macierzystych, prébuje sie doko-
nywac na nich manipulacji jeszcze przed podaniem do
organizmu biorcy. Krew pepowinowa moze by¢ poddana
hodowli wraz z cytokinami i czynnikami wzrostu albo podle-
gac ekspansji poprzez ligand Notch. Do innych metod nale-
zy hodowla wraz z komérkami mezenchymalnymi (MSC) lub
zwiazkami réznego typu, jak np. zwigzki chelatujgce miedz
czy nikotynoamid (14-30). Badania majgce na celu ustalenie
optymalnych warunkéw hodowli ex vivo sa wcigz w toku.
Nadal nie okreslono odpowiedniej proporcji czynnikow wzro-
stu i cytokin, co jest kluczowe dla tego rodzaju manipulacji.
Niewtasciwy dobdr substancji moze skutkowac poprawg
jednego z czynnikéw, np. odnowy ukfadu ptytkotworczego,
kosztem innego, np. odnowy w uktadzie granulocytar-
nym (15, 16). Jedna z bardziej zaawansowanych manipulacji
jest hodowla wraz z ligandem Notch. Szlak sygnatowy Notch
odgrywa wazng role w réznicowaniu i proliferaciji ludzkich
komorek progenitorowych, reguluje m.in. powstawanie lim-
focytow T i B (17). Delaney i wsp. dowiedli, ze przy uzyciu te;

metody mozna az stukrotnie zwiekszy¢ liczbe pozadanych
komorek, a w efekcie klinicznym doprowadzi¢ do znacznie
szybszej odnowy ukfadu hematopoetycznego. W badaniu
| fazy poziom granulocytow przekraczajacy 500/ul zostat
osiggniety juz 16 dni po UCB-HSCT w przeciwienstwie do
przecigtnie uzyskiwanego putapu 22-27 dni. Przeszczepiano
dwie jednostki krwi pepowinowej; jednostka modyfikowana
ex vivo byta podana po czterech godzinach od pierwszej
infuzji. Jednostka dominujaca zwykle okazywata sie ta, ktérg
podano w pierwszej kolejnosci. Wobec znaczacej poprawy
parametréw odnowy hematologicznej przypuszcza sie, ze
hodowana z ligandem Notch jednostka pozytywnie wptyneta
na te niezmieniona (18).

Innym sposobem ekspansji okazata sie modyfikacja
osteoblastow w niszy szpikowej modelu zwierzecego za
pomoca aktywaciji receptora parathormonu (PTH), co wpty-
neto na proliferacje komdrek macierzystych. Udowodniono,
ze uzycie PTH zwieksza liczbe komorek progenitorowych u
biorcéw przeszczepdw oraz podczas ich mobilizacji do krwi
obwodowej (19, 20). Do nowatorskich technik manipulacii
in vitro nalezy modyfikacja epigenetyczna polegajaca na
inhibicji metylaciji histonéw komorek hematopoetycznych w
celu zwolnienia procesu réznicowania pod wptywem czyn-
nikéw wzrostu. W oparciu o podobny mechanizm dziata
chelatacja miedzi. Odpowiednio niskie stezenie wewnatrz-
komorkowe miedzi, poprzez spowolnienie réznicowania,
promuje niedojrzaty fenotyp CD34* podczas jednoczesnej
stymulacji cytokinami, co pozwala na szybsze wszczepienie
komérek hematopoetycznych (14, 15, 21). W mechanizmie
majgcym na celu wspieranie ,naiwnej” immunologicznie
postaci komorek, dziata jeszcze nikotynoamid (22) oraz
aktywacja szlaku Witn (23, 24), a takze antagoni$ci receptora
weglowodoréw aromatycznych (25, 26). Stosuje sie takze
biatko wigzace IGF (IGFBP-2) wraz z biatkami podobnymi do
angiopoetyny, co pozwala 20-krotnie zwiekszy¢ poziom sa-
moodnawiajacych sie komorek macierzystych (27). Wéréd
nowszych technik mozemy znalez¢ proby zastosowania
kwasu trans-retinowego, ktory miatby zwiekszac frakcje
komérek ulegajacych samoodnawianiu sie przez diugi czas
(ang. long-term repopulating cells — LTRC). Réwniez inkuba-
cja z czynnikiem 3a dopetniacza zdaje sie odnosi¢ zamierzo-
ny skutek (14, 28). Kolejnym sposobem jest rownoczesna
hodowla z komorkami mezenchymalnymi. Badanie kliniczne
| fazy dowiodio bezpieczenstwa i skutecznosci tej procedury.
Zastosowanie MSC wptyneto na przyspieszenie odnowy
szeregu neutrofilii i ptytek krwi, co skutkowato niezaleznoscig
od transfuzji u wiekszosci pacjentéw. Okazato sie réwniez,
ze MSC zwiekszaja liczbe regulatorowych komoérek T i
zmniejszajg czestos¢ GvHD (14, 29, 30). Bardzo ciekawa
mozliwos$¢ ekspansji przedstawiajg Bari i wsp. — dzieki uzy-
ciu nanotechnologii stworzyli specyficzne rusztowanie dla
komorek, ktére majac za zadanie imitacje mikrosrodowiska
i architektury szpiku kostnego, jednoczesnie pobudza pro-
liferacje komorek i zapobiega apoptozie (31).

JEDNOCZASOWE PRZESZCZEPIENIE DWOCH
JEDNOSTEK KRWI PEPOWINOWEJ

Jednym ze sposobdéw dostarczenia wiekszej liczby ko-
morek jest przeszczepienie dwdch (double) jednostek krwi
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pepowinowej (dUCB-HSCT). Wykazano, ze procedura
przeszczepiania nawet kilku jednostek od réznych oséb
nie niesie za sobg ryzyka krzyzowych reakcji immuno-
logicznych (32, 33). Pierwsze préby dUCB-HSCT miaty
miejsce w 1999 roku, leczono dwie doroste osoby, jedng
z rozpoznaniem ostrej biataczki limfoblastycznej, druga z
powodu przewlektej biataczki szpikowej (34). U obu pacjen-
téw doszio do petnej rekonstytucji hematologicznej, jednak
oboje zmarli — jeden z powodu krwotoku, drugi z powodu
wznowy choroby podstawowej. Wedtug danych z Euro-
cordu do 2011 roku ten typ przeszczepienia zastosowano
u 1046 dorostych (vs 1331 przeszczepien pojedynczych
jednostek) i 160 dzieci (vs 2074) (35). Czas odnowy hemato-
logicznej w obu przypadkach jest poréwnywalny, natomiast
przy przeszczepieniach dwoch jednostek krwi pepowinowe;j
obserwujemy wieksza czestos$¢ ostrej choroby przeszczep
przeciwko gospodarzowi stopnia Il, a tym samym wiekszy
efekt przeszczep-przeciwko-chorobie nowotworowej, co
zwigzane jest z mniejsza czestoscia wznéw u pacjentdw
onkologicznych (34). Przeszczepiajac dwie jednostki krwi
pepowinowej, mamy do czynienia z chimeryzmem mie-
szanym zaraz po transplantacji, gdy w organizmie biorcy
obecne sg komdrki od obu dawcédw. Juz od ok. 2-3 tygodnia
po przeszczepieniu dochodzi do dominacii jednej z wszcze-
pionych jednostek (36-38). Jednostke dominujaca okresla
sie jako jedyna, ktdra ulegta przyjeciu badz jako te, ktéra
przyczynia sie do ponad 60% hematopoezy dnia setnego
po HSCT (36). Osiagniety chimeryzm wydaje sie stabilny
—w badaniu Haspel i wsp. przeprowadzonym u pacjentow
z chorobami rozrostowymi uktadu krwiotwoérczego pod-
danych kondycjonowaniu o zredukowanej intensywnosci
(ang. reduced intensity condiitioning — RIC) zaledwie jeden z
pacjentdw utracit catkowity chimeryzm pochodzenia biorcy
na rzecz chimeryzmu mieszanego (36). Opisano réwniez
jeden przypadek, w ktérym doszto do zamiany jednostki
dominujacej w 253 dniu po przeszczepieniu u 15-letniego
chtopca leczonego z powodu ostrej biataczki limfoblastycz-
nej (39). Do tej pory czynniki warunkujgce przyjecie sie
jednej z dwdch jednostek nie zostaty doktadnie poznane.
Ballen i wsp. opisuja, ze czesciej dochodzi do dominaciji
jednostki, ktdra zostata przeszczepiona jako pierwsza (40).
Jedng z mozliwych hipotez wyjasniajacych to zjawisko jest
wypetnienie poprzez pierwszg jednostke niszy hematopo-
etycznej, a tym samym zredukowanie mikro$rodowiskowych
czynnikbw umozliwiajgcych wszczepienie kolejnej jedno-
stce (36). Natomiast Haspel i wsp. w badaniu opartym na
38 pacjentach, ktérym druga jednostke krwi pepowinowej
podano po ok. 4 h od pierwszej, potwierdzili wptyw kolejno-
$ci infuzji oraz wykazali, ze jednostka dominujgca odznacza
sie wiekszg catkowitg liczbg komdrek jadrzastych (TNC)
oraz wiekszg liczba przeszczepionych komérek CD34+, co
rodzitoby pytanie o role drugiej jednostki w procesie prze-
szczepowym. Bez wptywu na chimeryzm pozostaje wiek
biorcy, pte¢ oraz dobdr w uktadzie ABO i HLA. Natomiast
jedynym istotnym statystycznie czynnikiem wptywajgcym
na czas rekonstrukcji ptytkotwérczej okazata sie liczba prze-
szczepionych komdrek CD34+ znajdujgca sie w jednostce
dominujacej. Obserwowano podobny trend w przypadku
odnowy uktadu granulocytarnego. Wptyw na czynniki wa-

runkujace jednostke dominujaca moze mie¢ czas uptywa-
jacy pomiedzy kolejnymi infuzjami, co wymaga dalszych
badan (36). Nie wszystkie prace potwierdzajg wptyw kolej-
nosci podawania na jednostke ulegajaca wszczepieniu (33,
37, 38). Barker i wsp. oraz Brunstein i wsp. stosowali inny
schemat infuzji, podajac jedng jednostke ok. 30 minut po
drugiej. Wyeliminowali tym samym kolejno$¢ jako czyn-
nik warunkujacy jednostke dominujgca, gdyz najpierw
przeszczepione komérki nie miaty odpowiedniego czasu
na dotarcie do niszy hematopoetycznej. Nie odkryli oni
zadnych czynnikéw wptywajgacych nato, ktéra z jednostek
okaze sie dominujgca (37, 38). W wiekszosci przeprowa-
dzonych badan dUCB-HSCT w grupie oséb dorostych
poddanych mieloabacyjnemu kondycjonowaniu wigzato
sie z do$¢ dobrym przyjeciem sie przeszczepu, niska
$miertelnoscig zwigzang z procedurg i czasem przezycia
bez progresji choroby poréwnywalnym z innymi metoda-
mi przeszczepiania komérek hematopoetycznych (41).
Natomiast przyjecie przeszczepu okazato sie gorsze przy
kondycjonowaniu z uzyciem busulfanu i fludarabiny (42).
Procedure przeprowadzano takze przy uzyciu kondycjo-
nowania o zredukowanej intensywnosci z dobrymi efekta-
mi (43). Jednostki dobierane do przeszczepu muszg by¢
zgodne w co najmniej 4/6 HLA z dawca oraz pomiedzy
soba. Minimalna liczba TNC przypadajgca na jedng jed-
nostke to 1,5 x 107/kg mc (44). Obecnie nadal trwa wiele
badan klinicznych (1, I, jak i Ill fazy) podejmujacych temat
przeszczepieh dwdch jednostek krwi pepowinowe;.

DOSZPIKOWE PODANIE KOMOREK
MACIERZYSTYCH

Dostep doszpikowy (ang. intra bone) jest znang i
bezpieczng metoda podazy lekéw i ptyndw w sytuacjach
zagrozenia zycia. Doszpikowa transplantacja komdrek
macierzystych (IB-UCB-HSCT) wydaje sie jedng z metod
pozwalajacych na szersze zastosowanie krwi pepowi-
nowej. Potencjalnie wigzg sie z nig powikfania takie jak
zwiekszona czestosé zakazen lub zator powietrzny czy
ttuszczowy, jednakze dotychczas nie odnotowano kom-
plikacji innych niz bol w miejscu podania (45). Procedura
odbywa sie zwykle w znieczuleniu miejscowym lub tagod-
nej anestezji dozylnej, trwa okoto 20 minut, uzywa sie do
niej igiet stuzacych do biopsji szpiku. Komorki podaje sie
po jednej lub po obu stronach miednicy, w okolicy tylnej
gornej grzebienia biodrowego, w kilku iniekcjach w miej-
scach oddalonych od siebie 0 2-3 cm (45-47). Istniejg tak-
ze zautomatyzowane urzgdzenia stuzgce do biopsji szpiku,
jak np. Marrow Miner, ktére by¢ moze bedzie mozna
wykorzysta¢ do realizacji tej procedury (48). Badania nad
modelem zwierzecym oraz pierwsze kliniczne proby na
ludziach dowiodty, ze doszpikowa droga podania znacznie
skraca czas przyjecia sie przeszczepu (47, 49-52), a za-
gniezdzenie odbywa sie nawet z 15-krotnie wiekszg efek-
tywnoscig (51). Wykazano, ze IB-UCB-HSCT zmniejsza
ryzyko GvHD (45, 47, 49). Jednak mechanizmy rzadzace
tymi zjawiskami nie zostaty do kornca poznane. Zmniejsze-
nie GvHD zwigzane jest prawdopodobnie z modyfikacjg
odpowiedzi limfocytéw T oraz z interakcjami pomiedzy ko-
mérkami stromalnymi szpiku kostnego, gdyz limfocyty T
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dawcy najpierw wchodza w kontakt z osteoblastami i ko-
morkami macierzystymi szpiku kostnego biorcy, ktére majg
potencjalne dziatanie immunosupresyjne (45, 47). Jednak
nizsza czesto$¢ GvHD w przypadku IB-UCB-HSCT nie wiaze
sie ze zwiekszonym ryzykiem wznowy choroby (47, 52).
Natomiast krotszy czas do przyjecia sie przeszczepu moze
by¢ zwigzany ze zwiekszong ekspresjg adhezyn podczas
IB-UCB-HSCT, co pozwala na szybsze rozprzestrzenienie
sie komorek CD34* w niszach szpiku kostnego dalekich
od miejsca iniekcji. Podawanie dozylne zwigzane jest ze
zwiekszong i niepotrzebng dystrybucjg wéréd narzgdéw
biorcy, co dodatkowo wzmaga ryzyko GvHD (45). Badanie
Marini i wsp. wykazato, ze za korzystne parametry odnowy
hematologicznej moze byé odpowiedzialny zwiekszony
metabolizm szpiku kostnego w miejscu iniekcji komorek,
zwigzany z ich proliferacyjna aktywnoscia i zalezny od liczby
podanych komdrek krwi pepowinowej. Ponadto, na podsta-
wie aktywnosci metabolicznej w miejscu iniekcji mierzonej za
pomocg PET-CT udato sie przewidzie¢ dzieh rekonstytuciji
hematologicznej ptytek oraz poziom ptytek setnego dnia po
przeszczepie (53). Wptyw na parametry odnowy zdaje sie
mie¢ sposob podania komdrek — Okada i wsp. sugeruja,
ze w badaniach klinicznych, w ktérych podawano komérki
kolejno porcjami po 4-6 mL, uzyskano poprawe parametrow
odnowy uktadu ptytkotwoérczego (46, 52), a podawanie
jednorazowo wiekszych ilo$ci wydawato sie nie mie¢ na
nig wptywu (45, 54). Innymi hipotezami wyjasniajgcymi
brak pozytywnego efektu IB-UCB-HSCT sg zbyt szybka
predko$¢ infuzji czy mieloablacyjne kondycjonowanie — oba
czynniki mogg uszkadza¢ mikrosrodowisko szpiku, likwidu-
jac tym samym czynniki przyczyniajgce sie do szybszego
zagniezdzenia przy IB-UCB-HSCT (45). Z kolei Okada i
wsp. w swoim badaniu pokazali bezpieczenstwo proce-
dury doszpikowego podawania komérek macierzystych
przy kondycjonowaniu o zredukowanej intensywnosci (46).
Frassoni i wsp. (47) przeprowadzili symulacje wyszukania
odpowiedniej jednostki krwi pepowinowej dla 200 oséb po-
trzebujacych przeszczepienia w ciggu 2 ostatnich lat przed
ukazaniem sie publikacji. Przeszukiwanie prowadzono w
oparciu o miedzynarodowy rejestr dawcow szpiku. Kryte-
ria, ktére musiata spemia¢ jednostka krwi pepowinowej, to
maksymalna niezgodnos¢ dwoch antygenéw HLA klasy |
lub jedna niezgodno$¢ w klasie | i jedna w klasie Il, a takze
(nizsza niz przy dozylnym podaniu) minimalna liczba TNC
rowna 1,5 x 107/kg mc. W takim przypadku, przy zakiada-
nej nizszej liczbie komorek, potencjalne zrédio komorek
hematopoetycznych znalaztoby az 93% osdb. Aktualnie
trwajg badania kliniczne | i Il fazy dotyczace doszpikowych
transplantaciji krwi pepowinowej zaréwno wsréd dorostych
(NCT01332006, NCT00886522, NCT01613066), jak i dzieci
(NCT01711788).

PROSTAGLANDYNA E,

Jednym z mechanizmoéw stuzacych do poprawy wynikow
transplantacji z uzyciem krwi pepowinowe;j jest manipulacja
za pomoca prostaglandyny E, (PGE,) (55-65). Jest ona eiko-
zanoidem i mediatorem wielu proceséw fizjologicznych (61,
66). Odgrywa takze role w hematopoezie: w sposob zalezny
od dawki hamuje mielopoeze, ale rownoczes$nie stymuluje

komorki szeregu erytroidalnego i multipotencjalne komérki
progenitorowe (55, 67, 68). Na powierzchni hematopoetycz-
nych komérek macierzystych znajdujg sie receptory dla
PGE,, a krétka ekspozycja ex vivo na te substancje wzmaga
zagniezdzenie i proliferacje komdrek CD34*, co skutkuje
zwiekszonym wystepowaniem LTRC (55, 58, 61, 69, 70).
Prostaglandyna E, zwigksza ekspresje mRNA dla chemokiny
CXCR4 - jednego z czynnikdw majacych kluczowa role w
zagniezdzeniu, wzmaga chemotaktyczng odpowiedz wsz-
czepianych komorek, a takze stymuluje je do réznicowania
sie poprzez szybsze wigczenie do cyklu komdrkowego,
dziatajac za pomoca cAMP na szlak sygnalizacyjny biatka
Witn (55, 58, 59, 61, 70). Poza tym hamuje apoptoze za
pomocg zwiekszenia poziomu biatka surwiwiny i redukcje
poziomu kaspazy-3 (55, 61). Prawdopodobnie krétkotrwata
ekspozycja na PGE, zwigksza wiasciwosci kompetencyjne
komorek az czterokrotnie — dwukrotnie czesciej komorki
ulegajg zagniezdzeniu, a takze dwukrotnie czesciej wiacza-
ja sie do cyklu komérkowego (61, 69). Goessling i wsp. w
swoim badaniu wykazali, ze ekspozycja na dimetylopro-
staglandyne (dmPGE,) zwiekszyta czestos¢ chimeryzmu
CD45* pochodzenia ludzkiego u nieotytych cukrzycowych
myszy z mutacjg SCID (ang. severe combined immunode-
iciency — ciezki ztozony niedobor odpornosci) poddanych
ksenotransplantacji komérek macierzystych pochodzacych
z ludzkiej krwi pepowinowej. Ponadto, zastosowanie pro-
staglandyny E, okazato sig nie mie¢ negatywnego wptywu
na komorki hematopoetyczne i ich réznicowanie podczas
obserwacji modeli zwierzecych do roku po transplanta-
cji (73). W badaniu klinicznym dwunastu pacjentom po RIC
przeszczepiono dwie jednostki krwi pepowinowej, przy czym
jedna byta wczesniej inkubowana z dmPGE,. Wszczepienie
nastgpito $rednio juz po 17,5 dnia, nie obserwowano wcze-
snego odrzucenia przeszczepu. Do dominacji jednostki
modyfikowanej doszio w przypadku dziewieciu pacjentoéw
na jedenastu mozliwych do oceny — NCT 00890500 (64).
Poza wspomnianym powyzej, trwa jeszcze jedno badanie
kliniczne dotyczace bezpieczenstwa i skutecznosci zastoso-
wania PGE, w przypadku przeszczepiania jednej jednostki
krwi pepowinowej u pacjentéw z chorobami rozrostowymi
poddanym kondycjonowaniu typu RIC (NCT01527838).

TRANSPLANTACJA RAZEM Z KOMORKAMI
MEZENCHYMALNYMI

Podanie komérek mezenchymalnych wraz z hemato-
poetycznymi komdrkami macierzystymi wydaje sie bardzo
ciekawg metodg z dobrymi wstepnymi wynikami (71-74).
MSC regulujg homeostaze szpiku poprzez oddziatywania
miedzykomdrkowe czy tez produkcje cytokin, majg réwniez
wiasciwosci immunomodulujace i przeciwzapalne (75, 76).
Massolo i wsp. w badaniu na modelu zwierzgcym podawali
MSC doszpikowo. Cho¢ po okoto 30 minutach komérki me-
zenchymalne przedostaty sie do uktadu krgzenia, nawet tak
krotki kontakt doprowadzit do zmiany kinetyki przeszczepu,
owocujac lepszym zagniezdzeniem komorek w obszarach
oddalonych od miejsca iniekcji (71). Macmillan i wsp. w
badaniu klinicznym | i Il fazy na o$miu pacjentach pediatrycz-
nych, ktdrym podano haploidentyczne MSC, dowiedli bez-
pieczenstwa stosowania komdrek mezenchymalnych (72).
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Wedtug badania Ball i wsp. zastosowanie MSC przy prze-
szczepieniu haploidentycznym znacznie poprawia czas
odnowy neutrofili, a poza tym moze zmniejsza¢ czestos¢
nieprzyjecia sie przeszczepu. W przypadku 14 dzieci, ktore
otrzymaty taki przeszczep wraz z MSC, ani razu nie doszto
do jego odrzucenia (74). Ponadto, jednoczasowe podawa-
nie MSC moze takze stuzy¢ jako profilaktyka GvHD (74, 77).
Barierg na wykonywanie jednoczasowego przeszczepienia
komdrek macierzystych hematopoetycznych i mezenchy-
malnych wydaje sie czas potrzebny do hodowli MSC ex
vivo. Procedura taka trwa ok. 4-6 tygodni, a biorca czesto
jest w stanie klinicznym wymagajacym natychmiastowego
przeszczepienia (72). Natomiast badanie Ning i wsp. zwraca
uwage na mozliwg czestszg liczbe wzndéw wsréd pacjentow
z chorobami rozrostowymi uktadu krwiotwdrczego (78).
Obecnie trwa kilka badan klinicznych z uzyciem komérek
mezenchymalnych, m.in. badanie majace na celu ocene ce-
lowosci i bezpieczenstwa stosowania MSC wraz z komoérka-
mi macierzystymi z krwi pepowinowej u pacjentow, u ktdrych
doszto do odrzucenia autoprzeszczepu (NCT01763099).

FUKOZYLACJA

Komdérki hematopoetyczne pochodzace z krwi pepo-
winowej ulegaja zagniezdzeniu w niszy hematopoetycznej
wolniej niz ich odpowiedniki wywodzace sie ze szpiku badz
krwi obwodowej. Spowodowane jest to prawdopodobnie
odmienng budowg czasteczki CD34+ pochodzacej z krwi
pepowinowej, na ktérej brak ligandéw dla P- i E-selektyn. Od-
powiadajg one za tzw. rolowanie leukocytdw po powierzch-
ni endotelium i sg jednym z najwazniejszych czynnikow
warunkujacych zagniezdzenie (79-86). Okoto 30% frakcji
CD34+CD38"v, szczegdlnie bogatej w komdrki macierzyste
i progenitorowe, nie wigze sie z P-selektyng (80). Powyzsza
odmienno$¢ spowodowana jest mniejszg aktywnoscig i
ekspresja o1,3-fukozylotranferazy (79-86). Inkubacja ko-
morek CD34+ z ludzkim, rekombinowanym enzymem o/1,3-
fukozylotransferazy VI wraz z substratem wptywa na ekspre-
sje selektyn na powierzchni czgsteczki, nie modulujac przy
tym pozostatych ligandéw majgcych znaczenie w procesie
zajmowania niszy hematopoetycznej. Fukozylacja zwieksza
liczbe komdrek zdolnych do interakcji z mikrosrodowiskiem
szpiku kostnego, co w wigkszosci przeprowadzonych badan
okazato sie mie¢ wptyw na szybsze zagniezdzenie w niszy
hematopoetycznej (81, 82, 86). W badaniu Hidalgo i wsp.
eksperyment nie przetozyt sie na szybkos$¢ zagniezdzenia
komérek CD34+ (80). Mogto to by¢ zwigzanie z negatywnym
wptywem procesu fukozylacji na wlasciwosci komérki in vivo
(np. sktonno$¢ do apoptozy), na selektyny ulegajace ekspre-
sji na powierzchni czasteczki lub tez z toksycznym wptywem
manganianu, ktdry byt uzywany w trakcie procedury (85).
Badania Winkler czy Lévesque wskazuja, ze poddanie
komérki CD34+ nadmiernemu wptywowi E- i P-selektyn ma
negatywne dziatanie na hematopoeze i moze indukowac
apoptoze (87, 88). Jednakze zwiekszona fukozylacja jest
przejéciowa, a tym samym szansa, ze wplynie na dtugo-
terminowg hematopoeze, pozostaje nikta (81). Aktualnie
trwa nierandomizowane badanie kliniczne (NCT 01471067)
majace na celu ustalenie bezpieczenstwa i efektywnosci
przeszczepiania komoérek macierzystych z krwi pepowino-

wej poddanych uprzedniej fukozylacji w grupie pacjentow
z chorobami rozrostowymi uktadu krwiotwdrczego. Kazdy z
pacjentéw dostanie dwie jednostki krwi pepowinowej, jedng
niepoddana manipulacji oraz druga, fukozylowana. Badanie
zakonczy sie w 2015 roku.

HAMOWANIE AKTYWNOSCI
DIPEPTYDYLOPEPTYDAZY IV

Dipeptydylopeptydaza IV (DPP-IV, CD26) jest zwigzanym
z btona komdérkowa enzymem proteolitycznym wystepuja-
cym na powierzchni limfocytow krwi obwodowej, $rédbton-
ka, fibroblastow oraz nabtonka, ktdrego funkcja w organizmie
nie zostata jeszcze do konca zgtebiona (89, 90). Wiadomo,
ze CD26 uczestniczy w procesach zachodzacych w uktadzie
odpornosciowym, przewodzeniu sygnatdw i apoptozie (89).
Odgrywa réwniez role w patogenezie agresywnych chionia-
kéw T-komorkowych, a takze innych nowotworéw, w ktérych
jego rola nie zostata dotychczas dokfadnie poznana (89, 91).
DPP-IV odcina dwupeptyd Xaa-Pro lub Xaa-Ala znajdujace
sie na N-terminalnym konhcu fancucha polipeptydowego, tym
samym jest zdolna odcig¢ proline przy N-terminalnym koncu
czynnika pochodzenia stromalnego (SDF-1, CXCL12) (89,
92, 93). CXCL12 jest chemoking, ktéra zdaje sie by¢ jednym
z wazniejszych czynnikéw warunkujgcych hematopoeze
u zdrowych oso6b (94), dziata ona chemotaktycznie na
komorki macierzyste i progenitorowe ze szpiku kostnego
poprzez swoj receptor CXCR4 (92, 95). DPP-IV bierze udziat
w degradaciji czynnika stromalnego w szpiku kostnym, co
zaburza 0§ CXCL12-CXCR4 i uwalnia komorki CD34* do
krwi. Z tym procesem mamy do czynienia m.in. podczas
mobilizacji CD34* przy uzyciu G-CSF czy GM-CSF (92, 95).
Badania cytometryczne wykazaty, ze CXCR4*/CD26* ulega
ekspresiji rowniez na powierzchni niewielkiej, ale znaczacej
dla procesu zagniezdzenia, subpopulacji komoérek CD34*
wywodzacych sie z krwi pepowinowej (90, 92). Wiasnie dla-
tego zahamowanie aktywnosci DPP-IV mogtoby wptyna¢ na
proces zajmowania niszy hematopoetycznej. Dowiedziono,
ze inhibicja dipeptydylopeptydazy IV skraca czas potrzeby
do zagniezdzenia komorek i przyjecia sie przeszczepu (90,
96-100) zaréwno w przypadku krwi pepowinowej, wykazu-
jacej najwieksza ekspresje CD26, jak i w przypadku szpiku
kostnego czy zmobilizowanej krwi obwodowej (101). Yoo
i wsp. poprzez uzycie w swoim badaniu myszy CD26-
ujemnych dowodzi, ze status CD26 biorcy istotnie wptywa
na czas potrzebny do przyjecia sie przeszczepu, natomiast
przeszczepianie CD26- komorek macierzystych wiaze sie za-
réowno z szybszym wszczepieniem, jak i szybszym zajeciem
niszy hematopoetycznej (98, 100). Jako ze pierwszy proces
jest skutkiem tego drugiego, mozemy domniemywag, iz
musi on wynika¢ jeszcze z szeregu innych, dotychczas
niezbadanych czynnikdéw. Jednym z nich moze by¢ zastoso-
wane kondycjonowanie. Praca Schwaiger i wsp. na modelu
zwierzecym pokazuje brak efektu hamowania aktywnosci
DPP-IV w przypadku niemieloablacyjnego przeszczepienia
szpiku kostnego (102). Silnym i wybiérczym inhibitorem
DPP-IV jest sitagliptyna, dotychczas stosowana w cukrzy-
cy w dawce 100 mg/dobe, w celu poprawy czynno$ci
komorek Langerhansa poprzez zwigkszenie wrazliwosci
komérek na glukoze i zaleznego od glukozy wydzielania
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insuliny (103, 104). Focosi i wsp. opisali przypadek 56-letniej
pacjentki z AML-M1, ktéra po mieloablacyjnym kondycjono-
waniu otrzymata przeszczep komorek macierzystych z krwi
obwodowej od zgodnego w HLA i niezgodnego w uktadzie
ABO dawcy rodzinnego. Przeszczep przyjat sie 11 dnia
po procedurze, jednakze pacjentka powrdécita po dwdch
miesigcach z pancytopenia we krwi obwodowej i ubogoko-
morkowym szpikiem kostnym. Wykluczono wirusologiczne
przyczyny wtdrnego nieprzyjecia sie przeszczepu, podawa-
no G-CSF i korygowano poziom ptytek oraz hemoglobiny
przetoczeniami, a nastepnie przeprowadzono kolejng mielo-
ablacje wraz z doszczepieniem komérek macierzystych od
tego samego dawcy. Wobec niezadowalajacych wynikow
zdecydowano sie wigczy¢ sitagliptyne w dawce 100 mg
dwa razy dziennie. Po czterech tygodniach terapii nie obser-
wowano hipoglikemii czy innych objawdw niepozadanych,
natomiast liczba leukocytéw we krwi obwodowej wzrosta z
200 do 8600/mikrolitr, a zapotrzebowanie pacjentki na trans-
fuzje zmniejszyto sie z dwdch jednostek koncentratu krwinek
czerwonych i ptytkowych do jednej jednostki tygodniowo.
Niestety dobre wyniki utrzymywaly sie tylko do reaktywaciji
CMV, a nastepnie réwniez astro- i kaliciwirusa. Wstrzymano
podawanie sitagliptyny ze wzgledu na niedostepnos¢ leku.
Pacjentka zmarta z powodu ostrej niewydolnosci nerek i
rozsianego wykrzepiania wewnatrznaczyniowego (103).
Farag i wsp. podawali sitagliptyne 24 pacjentom podda-
wanym mieloablacyjnemu przeszczepieniu pojedynczej
jednostki krwi pepowinowej z powodu chordb rozrostowych
uktadu krwiotwérczego. Stosujgc 600 mg dziennie, od dnia
poprzedzajgcego przeszczepienie do drugiej doby po
przeszczepieniu wigcznie, uzyskali mediane czasu przyjecia
sie przeszczepu rowng 21 dniom (od 13 do 50) i wykazali
zwigzek pomiedzy nizsza aktywnoscig osoczowej DPP-IV a
czasem rekonstytucji uktadu hematopoetycznego. Autorzy
przytoczonej pracy uwazajg, ze optymalizacja dawek inhi-
bitora dipeptydylopeptydazy IV mogtaby istotnie poprawic¢
wyniki przeszczepien komdrek macierzystych z krwi pe-
powinowej (105). Obecnie trwa badanie kliniczne Il fazy
(NCT00862719) majace na celu oszacowanie, czy sitaglip-
tyna moze by¢ bezpiecznie stosowana u pacjentéw podda-
wanych UCB-HSCT z powodu choréb rozrostowych uktadu
krwiotworczego. Do badania zakwalifikowano 29 pacjentow,
ktérzy beda otrzymywac sitagliptyne doustnie przez 4 dni,
poczynajgc od dnia poprzedzajgcego przeszczepienie, od
jednej do trzech dawek (600 mg) dziennie, w zaleznosci od
ramienia terapeutycznego. Wyniki zostang przedstawione w
2014 roku. Niewatpliwg zaletg tej metody wydaje sie tatwosé
podania leku oraz niski koszt w poréwnaniu np. z przeszcze-
pieniem dwdéch jednostek krwi pepowinowej (93).

PODSUMOWANIE

Komorki pochodzace z krwi pepowinowej sg coraz cze-
Sciej wykorzystywanym zrddtem macierzystych komorek
hematopoetycznych ze wzgledu na swoje unikatowe wtasci-
wosci biologiczne i immunologiczne. Dzigki dynamicznemu
rozwojowi nauki i licznym eksperymentom laboratoryjnym
oraz badaniom klinicznym mozliwosci ich zastosowania
stale wzrastaja. Przytoczone powyzej procedury sg dosko-
natym dowodem na to, ze najprawdopodobniej juz niedtugo

bedzie mozna pokonaé ograniczenia w postaci zbyt matej
liczby komorek badz wolnej odnowy hematologicznej.
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