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Terapia komoérkowa budzi coraz wieksze zain-
teresowanie wsrod naukowcow. Dlatego Internatio-
nal Society of Blood Transfusion (ISBT) powotalo
w 2010 roku grupe robocza zajmujaca sie tg tema-
tyka USBT/AABB Working Party on Cellular The-
rapy). W czasie XXXI Miedzynarodowego Kongre-
su ISBT w Berlinie poS§wiecono temu zagadnieniu
wiele uwagi. Omowiono zasady dziatania bankow ko-
morek, jednostek zajmujacych sie pobieraniem, ba-
daniem, preparatyka i przechowywaniem komorek
macierzystych oraz standardy obowigzujace w ban-
kach tkanek. Poniewaz jednostki stuzby krwi w wielu
krajach sg zaangazowane w dzialania zwigzane
z krwiotworczymi komoérkami macierzystymi, naj-
wiecej uwagi poSwiecono tym wlasnie komorkom.

Dziewieé sesji Kongresu po§wiecono terapii
komorkowej. Dotyczyly one pobierania komorek
macierzystych, medycyny regeneracyjnej, immuno-
terapii komorkowej, terapii genowej, preparatyki
komoérek macierzystych, bankowania komorek
1 tkanek z uwzglednieniem krwi pepowinowe;.

Doktor Schlenke z Uniwersytetu w Miinster
(Niemcy) przedstawil obecny stan wiedzy oraz wy-
magania obowigzujace banki komorek, zgodne
z Dyrektywa 2004/23/WE. Zaznaczyl, ze banki ko-
moérek musza stosowac sie do zasad dobrej praktyki
wytwarzania (GMP, good manufacturing practice) [1].
Pobieranie komorek macierzystych z krwi obwodo-
wej (PBSC, peripheral blood stem cells) nie jest za-
biegiem technicznie trudnym do przeprowadzenia
1 obarczone jest minimalnym ryzykiem dla dawcy,
natomiast zabieg pobierania komorek ze szpiku

(BM, bone marrow) wiaze sie z wiekszym ryzykiem,
zwigzanym przede wszystkim z ogdlnym znieczu-
leniem dawcy. W celu uzyskania odpowiedniej
frakcji komorek pobrane preparaty moga by¢ pod-
dawane dodatkowym czynno$ciom z zachowaniem
zasad GMP.

W wyniku wielu badan klinicznych stwierdzo-
no roznice w Sredniej zawarto$ci komorek w mate-
riale przeznaczonym do przeszczepienia w zalezno-
Sci od zrodia ich uzyskania — 1 tak zawarto$¢ ko-
morek CD34+ wynosila §rednio 7 X 10%kg mc.
w PBSCi2,8 x 10° w szpiku, komorek jadrzastych
odpowiednio 900 x 10°1 200 x 10°, a limfocytow T
— 270 x 10°1 22 x 10°

Pobrane komorki mozna przechowywac w sta-
nie ptynnym do 48 godz. od pobrania. Material prze-
znaczony do pozZniejszego wykorzystania jest za-
mrazany ze Srodkiem krioochronnym DMSO (dime-
tylosulfotlenek) z zachowaniem zasad GMP.

Jako optymalne do przechowywania przyjmuje sie
zazwyczaj kohcowe stezenie co najmniej 1 X 10%/ml
komorek w preparacie. W swoim o$rodku Schlen-
ke przyjmuje warto$¢ do 4 X 10%ml komorek.
Twierdzi, ze bardziej krytyczne dla jakoSci komo-
rek i ich zywotnoSci jest odpowiednie przeprowa-
dzenie procesu zamrazania niz koncowe stezenie
komorek. Zgodnie z zasadami GMP sprzet do za-
mrazania i samg procedure nalezy poddawac staran-
nej walidacji. Komorki macierzyste w stanie zamro-
zenia mozna przechowywac wiele lat, co stanowi
miedzy innymi uzasadnienie dla organizowania ban-
kow krwi pepowinowe;.
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Pobrany material mozna wykorzystywac row-
niez do wykonania pewnych czynnoSci i vitro, na
przykiad farmakologicznego lub immunologicznego
usuwania komoérek nowotworowych. Dotychczas
nie przedstawiono zbiorczych wynikoéw podejmowa-
nych w tym zakresie prob, a otrzymane rezultaty
nie zostaly potwierdzone w randomizowanych ba-
daniach klinicznych. W chwili obecnej za dobrze
opracowang procedure, zgodnie z GMP, uznaje sie
usuwanie limfocytow T 1 B w celu zapobiegania
poprzeszczepowe] chorobie przeszczep przeciwko
gospodarzowi (GVHD, graft versus host disease)
1 chorobom limfoproliferacyjnym zwigzanym z wy-
stepowaniem wirusa Epsteina-Barr.

Schlenke zwraca uwage, ze przeszczepianie
komorek macierzystych jest raczej ,,dopasowanym”
fragmentem leczenia niz stosowaniem zgodnego ze
standardami, gotowego do uzycia leku i1 Zze nowe
techniki wychodzace poza ramy GMP moga czasa-
mi okazac sie korzystne dla pacjenta.

Humpe 1 wsp. szeroko omowili warunki, jakie
muszga zosta¢ speinione, aby preparat komorek
macierzystych zostal dopuszczony do zabiegu prze-
szczepienia [2]. Pobieranie, wytwarzanie, przecho-
wywanie 1 zwalnianie produktow komorkowych jest
regulowane przez Swiatowe przepisy 1 wytyczne
w tym zakresie, czyli Dyrektywe 2004/23/WE,
2006/17/WE, normy Foundation for the Accredita-
tion of Cellular Therapy-Joint Accreditation Commit-
tee — ISCT & EBMT (FACT-JACIE), przepisy Food
and Drug Administration (FDA), na podstawie kto-
rych kazdy kraj opracowuje kryteria zwalniania roz-
nych produktéw komoérkowych. Scisle okreslona po-
winna by¢ takze specyfikacja produktu z uwzglednie-
niem zastosowania autologicznego i allogenicznego.

Zwolnienie produktu musza poprzedzac¢ doktad-
ne badania dawcy/pacjenta, od ktoérego pobierany
bedzie material komorkowy. Oprocz wywiadu me-
dycznego niezwykle istotne jest wykonanie badan
laboratoryjnych w kierunku obecno$ci czynnikow
zakaznych. Podstawowy zakres tych badan to kon-
trola HCV, HBV, HIV1/2 oraz kity. W przypadku
dawcow autologicznych mozliwe jest zakwalifikowa-
nie dawcy z dodatnimi wynikami badan. Humpe
podkres§la, ze procedura pobierania i preparatyki
materiatu przeznaczonego do przeszczepienia musi
sie odbywac przy uzyciu poddanego kwalifikacji
(walidacji) sprzetu, a procesy powinny by¢ zwalido-
wane. Zarowno sprzet, jak 1 procedury muszg by¢
dobrze udokumentowane w Standardowych Proce-
durach Operacyjnych (SOP, standard operating pro-
cedures) 1 zgodne z zasadami GMP.

Na kazdym etapie procesu oraz po jego zakon-
czeniu niezbedne jest prowadzenie kontroli jakoSci

za pomoca zwalidowanych metod. Material musi
spelnia¢ wstepnie ustalone specyfikacje obejmuja-
ce miedzy innymi liczbe komorek CD34+/kg mc.
biorcy. Obecnie zaleca sie dla przeszczepoéw auto-
logicznych minimalng dawke 2 x 10%kg, a dla allo-
genicznych 4 X 10%kg mc. komoérek CD34+. Po-
nadto niezbednym parametrem kontroli jako$ci jest
ocena zywotno$ci pobranych komorek. Niezwykle
istotna jest takze ocena potencjalnego zanieczysz-
czenia drobnoustrojami. W przypadku przeszcze-
pow allogenicznych nalezy okre$lic liczhe komorek
T CD3 dodatnich, natomiast w przypadku prze-
szczepow autologicznych niezbedna jest ocena za-
nieczyszczenia komoérkami nowotworowymi. Po-
brane komorki, poddawane na przyktad hodowli czy
aktywacji, wymagaja dodatkowych badan kontroli
jakosci, ktore wykaza, czy komorki nie ulegly mie-
dzy innymi podczas tych dzialan zakazeniu czynni-
kami chorobotworczymi, nie zostala zaburzona ich
funkcjonalno$é, nie spowodowalo to zmian gene-
tycznych czy nowotworowych.

Humpe podkres$la, ze wymagania dotyczace
jakoSci musza by¢ bardzo wyraznie sprecyzowane
przed zwolnieniem produktow komoérkowych do
lecznictwa. Musza one uwzgledniaé potencjalng
korzy$¢ wynikajaca z zastosowania tych preparatow
u pacjenta. Nie powinny by¢ zwalniane preparaty,
ktore nie spelniaja wymogoéw wczesniej ustalonej
specyfikacji, chociaz moze sie zdarzyc¢, ze potencjal-
na korzy$¢ z zastosowania preparatoOw niespelnia-
jacych norm przewazy potencjalne ryzyko ich uzy-
cia. Jednak takie przypadki powinny by¢ bardzo
mocno uzasadnione 1 wyraznie udokumentowane.

Preparaty komorek macierzystych przeznaczo-
ne do przeszczepienia musza speiniaé okreSlone
wymagania. Oprocz liczby komorek CD34+ 1 ich
zywotno$ci, istotny jest miedzy innymi brak czyn-
nikow chorobotworczych w pobranym materiale.

Richter 1 wsp. przedstawili badania, podczas
ktorych stwierdzili, ze obecno§¢ DMSO w preparacie
nie przeszkadza w oznaczeniu sterylnoSci preparatu
komorek macierzystych [3]. Poddawali oni hodow-
li probki o objeto$ci 1 ml komorek macierzystych
w 10% DMSO za pomoca analizatora BacT-Alert.
Porownywali probki, do ktorych dodano bakterie
Haemophilus influenza (szczep ATCC10211) w licz-
bie 10-100 jednostek tworzacych kolonie bakteryj-
ne/ml, z probkami kontrolnymi. Wszystkie probki,
do ktoérych dodano bakterie, wykazaly ich wzrost po
1-3 dniach inkubacji, natomiast probki bez bakterii
nie wykazaly wzrostu. Wyniki tych badan sg bardzo
istotne z punktu widzenia klinicznego zastosowa-
nia komorek, gdyz wskazuja na mozliwos$¢ oznacza-
nia zakazenia bakteryjnego w koncowym prepara-
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cie przeznaczonym do przeszczepienia, zawieraja-
cym DMSO, z wykorzystaniem probki o niewielkiej
objetoSci, ktorej pobranie nie wplywa znaczaco na
koncowa liczbe komorek w preparacie.

Oddzielny wyktad Pruss i wsp. po§wiecili obec-
nemu stanowi wiedzy 1 uregulowaniom prawnym
obowiazujacym w bankach tkanek, ktore swoja dzia-
talnoScig nie sa tak silnie zwigzane z jednostkami
stuzby krwi. Dla nich rowniez podstawowymi prze-
pisami regulujacymi dziatalno$¢ sa Dyrektywy 2004/
/23/WE oraz 2006/17/WE 1 2006/86/WE, ktore re-
guluja miedzy innymi kryteria kwalifikacji dawcow,
zakres niezbednych badan oraz system jakosSci obo-
wigzujacy w bankach tkanek [4].

W sesji poSwieconej preparatyce komorek
macierzystych Nikougoftar Zarif i wsp. przedstawili
wplyw regulacji roznicowania komorek CD133+ do
megakariocytow za pomoca mikroRNA-10a [5].
Wyizolowane komorki poddawano hodowli w obec-
nosSci koktajlu cytokin (SCF, TPO 1 Fl1t31), a nastep-
nie transfekcji miR-10a z jednoczesnym dodatkiem
TPO (kontrola dodatnia) 1 bez cytokin (kontrola
ujemna). Réznicowanie komorek oceniano metodg
cytometrii przeptywowej. Uzyskano 7,2 + 3,2%
komorek CD41+ w grupie niepoddawanej transfek-
¢jioraz 31,1 = 9,8% w komorkach transfekowanych.
W kontroli dodatniej warto$¢ ta wynosita 86,6 +
+ 7,4%. Komorki tworzyly kolonie po 2 tygodniach
hodowli w Megacult (MegaCult® STEM Technolo-
gies; podioze do hodowli progenitor6w megakariocy-
tow). Otrzymane wyniki wskazuja, ze regulacja za
pomoca miR-10a moze wplywac na roznicowanie ko-
morek CD133+ w kierunku megakariocytow z utrzy-
maniem ich zdolno$ci klonogennych. Wydaje sie, ze
regulacja poprzez miR-10a wptywa na wzrost ekspre-
sji HOXal i réznicowanie megakariocytow, co moze
mie¢ znaczenie kliniczne w przyszloSci.

Miiller-Steinhardt 1 wsp. ocenili wptyw diugo-
terminowego przechowywania krwi pepowinowej
(KP) na jej zdolno$ci klonogenne [6]. Badano
34 jednostki KP uprzednio poddane zmniejszeniu
objetosci 1 przechowywane przez 103-145 miesie-
cy w parach azotu. We wszystkich preparatach KP
liczba komorek jadrzastych wynosila powyzej
5 x 10% a koncowe stezenie DMSO jako Srodka
krioochronnego wynosito 5%. Odzyskanie komorek
jadrzastych po rozmrozeniu wynosilo §rednio 38,7 +
+ 12,2%, podczas gdy dla komorek CD34+ — 92,5 +
+ 53,5%, w zakresie 22,8-213,0%. Nie stwierdzo-
no znaczacych roznic w odzyskaniu komorek jadrza-
stych i kolonii CFU-GM (colony forming units-gra-
nulocyte macrophage) w jednostkach przechowywa-
nych krocej niz 105 miesiecy w poréwnaniu
z jednostkami przechowywanymi 134-145 miesie-

cy. Dla komorek jadrzastych uzyskano odpowied-
nio 32,9 + 9,9% oraz 44,9 = 13,4%, a dla CFU-GM
54+ 2,6 x10°18,4 + 6,2 x 10°.

Otrzymane wyniki §wiadcza o tym, ze mozli-
wos¢ tworzenia kolonii CFU-GM zostaje zachowana
podczas 145-miesiecznego okresu przechowywania,
co stanowi istotne uzasadnienie dla bankowania KP.
Stwierdzono straty w $redniej liczbie odzyskanych
komorek, jednakze rozrzut uzyskanych wynikow byt
znaczny. Stwierdzono ponadto, ze diugotrwate prze-
chowywanie allogenicznej KP jest mozliwe, ponie-
waz nie zaohserwowano zalezno$ci pomiedzy liczba
odzyskanych komorek a zywotno$cig w stosunku do
czasu ich przechowywania.

Wiele prezentacji i plakatow poSwiecono bada-
niom komorek mezenchymalnych (MSC, mesenchy-
mal stem cells). Rebulla 1 Giordano zaprezentowali
obecne regulacje prawne dotyczace zastosowania
klinicznego MSC, ktore podlegaja przepisom doty-
czacym zaawansowanej terapii produktow medycz-
nych (ATMP, Advanced Therapy Medicinal Pro-
ducts) European Regulation No. 1394/2007 [7].
Regulacja ta obejmuje takze terapie genowa, terapie
komorkami somatycznymi i inzynierie komorkowa.
Dlatego podczas prac nad MSC nalezy stosowac sie
do wymagan cGTP (current good tissue practice) oraz
GMP. Wszystkie procedury oraz wykorzystywany
sprzet nalezy poddawac walidacji 1 stalej kontroli.
Stosowane obecnie metody ekspansji MSC wyma-
gaja pozywek przygotowanych z materiatu pocho-
dzenia zwierzecego, takich jak na przyktad ptodo-
wa surowica cieleca (FCS, fetal calf serum), z czym
wiagze sie ryzyko przeniesienia chorob zakaznych;
ponadto ze wzgledu na zmienno$§¢ miedzy poszcze-
g6lnymi seriami tego odczynnika nalezy liczy¢ sie
z niekorzystnym wplywem na wydajno$¢ hodowli.
Z tego wzgledu zamiast FCS coraz czeSciej propo-
nuje sie wykorzystanie ludzkiej surowicy lub oso-
cza oraz czynnikOw wzrostu.

Rojewski 1 wsp. przedstawili wyniki pracy, kto-
rej celem bylo wystandaryzowanie protokotu zgod-
nego z wymaganiami GMP, dotyczacego ekspansji
MSC bez sktadnikoéw pochodzenia zwierzecego [8].
Hodowli poddawano komorki uzyskane ze szpiku
pobranego do probowek z heparyna. Szpik wraz
z lizatem krwinek piytkowych inkubowano w stan-
dardowych warunkach hodowlanych. Po 2—4 dniach
komorki przemywano PBS (phosphate buffered sa-
line) 1 kontynuowano hodowle. Po 12-17 dniach
rozpoczynano hodowle CFU-F (colony forming
units-fibroblast). Standaryzowano rowniez procedu-
re otrzymywania lizatu z koncentratu krwinek plyt-
kowych w roztworze wzbogacajacym. Pobierano 27—
-54 ml szpiku o $redniej zawarto§ci MNC 1,0 x 107
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MNC/ml BM, co odpowiadato 0,53 + 0,32 CFU-F/
/em?. Uwzgledniajac obliczenie dla pelnego tadunku
inkubatora po ekspansji, uzyskiwano od 1,6 x 107
do 1,1 x 10° MSC/pobranie BM. Srednia liczba
CFU-F/10° MNC wynosita 53. Niezaleznie od rdz-
nic w objetoS§ci pobieranego BM, liczby MNC/ml BM
i roznic liczby CFU-F/10° MNC, liczba podwojone;j
populacji i czas niezbedny do podwojenia byly po-
dobne. Komorki mezenchymalne po ekspans;ji pod-
dawano kontroli uwzgledniajacej: r6znicowanie
w kierunku osteoblastow, chondroblastow 1 komo-
rek tluszczowych, testy mikrobiologiczne, testy wi-
rusologiczne, badanie endotoksyn i grzybéw. Auto-
rzy przedstawili wystandaryzowany, zgodny z GMP
system ekspansji ex vivo komorek mezenchymal-
nych pochodzacych ze szpiku, w ktérym nie uzyto
zadnych odczynnikoéw pochodzenia zwierzecego.
Uzyskane dane wykazywaly heterogenno$¢ odpo-
wiadajaca heterogenno$ci materialu wyjSciowego.
Dos$wiadczenia te stanowig wstep do dalszych ba-
dan, ktore moga zapewnic uzyskanie klinicznej daw-
ki MSC dla dorostego pacjenta podczas jednoetapo-
wej, dwutygodniowej procedury.

Xiaiwsp. przedstawili prace, ktorej celem byto
porownanie ekspansji MSC, otrzymanych z BM,
w obecno$ci FCS oraz lizatu ludzkich krwinek plyt-
kowych [9]. Porownywano hodowle z dodatkiem
10% FCS oraz 7,5% lizatu ptytkowego. Wysiewano
MSC w ilo§ci 1000 komorek/cm®. Metoda cytome-
trii przeplywowej oznaczono markery komorkowe
CD34, CD45, CD80, CD86, CD105, CD166 1 P5.
Ocenie poddano réznicowanie komorek za pomoca
standardowych metod barwienia. Nie stwierdzono
znaczacych roznic w stopniu ekspansji w zaleznoS§ci
od rodzaju hodowli. Lizat krwinek plytkowych za-
pewnia takie same warunki podczas ekspansji MSC
do uzytku klinicznego, jak media pochodzenia zwie-
rzecego, a jednoczes$nie eliminuje zrodlo ksenoge-
nicznych antygenow i1 zapobiega przeniesieniu czyn-
nikow zakaznych pochodzenia zwierzecego.

Podobny cel postawili sobie Peterbaurer-
Scherb 1 wsp., z tym ze hodowli poddawali komorki
macierzyste pochodzace z tkanki tluszczowe;j.
Stwierdzili nawet wiekszy potencjal proliferacyjny
tych komorek przy zastosowaniu lizatu krwinek
plytkowych niz FCS [10].

Prezentacje ustne 1 plakatowe skupialy sie tak-
ze na zagadnieniach: optymalizacji mobilizacji ko-
morek macierzystych z zastosowaniem antagonisty
receptora chemokin (Mozobil, Genzyme), bezpie-
czenstwa stosowania czynnikow wzrostu u zdro-
wych dawcow oraz roznic efektywnosci mobilizacji
komorek u dawcow spokrewnionych i niespokrew-
nionych.

Leitner 1 wsp. omowili zagadnienie bezpieczen-
stwa podawania czynnikow wzrostu u zdrowych
dawcow komorek macierzystych do przeszczepie-
nia allogenicznego [11]. Rola rekombinowanego
ludzkiego czynnika wzrostu kolonii granulocytow
w ewentualnej indukcji procesu karcinogenezy
u zdrowych dawcow komorek macierzystych nadal
pozostaje niejasna. Inspiracja prezentowanej przez
Leitnera pracy byly wyniki badan Naglera i wsp.
z 2004, ktére wykazaly zmiany genetyczne 1 epige-
netyczne w limfocytach dawcow otrzymujacych
rhG-CSF (recombinant human granulocyte colony-
stimulating factor). Owe zmiany byly podobne do
tych stwierdzanych u chorych na nowotwory zlo-
Sliwe. Autorzy przeprowadzili prospektywne bada-
nie metylacji DNA oraz aktywno$ci metylotransfe-
razy DNA (DNMT, deoxyribonucleic acid methyl-
transferase) w ekstraktach jader komorkowych
limfocytow u 20 dawcow otrzymujacych rhG-CSF
(badanie przy uzyciu cytometrii przeplywowe;j
1 badania radioizotopowe). Grupe kontrolng stano-
wito 20 krwiodawcoéw nieotrzymujacych czynnika
wzrostu. Aktywno§é DNMT oznaczano przed poda-
niem G-CSF oraz w roznych punktach czasowych
w ciggu jednego roku od rozpoczecia podawania
czynnika wzrostu. Wynik badania nie wykazat in-
dukcji aktywno$ci DNMT ani zwiekszonej metyla-
¢ji DNA po zastosowaniu rhG-CSF u zdrowych daw-
cow komorek macierzystych.

Holig 1 wsp. analizowali czynniki ryzyka niepo-
wodzenia mobilizacji u zdrowych dawcow 1 zasta-
nawiali sie, czy ryzyko to jest wieksze u dawcow
spokrewnionych z biorcg [12]. Stwierdzili, ze prze-
szczepienie PBSC wykonuje sie u coraz starszych
pacjentdéw, a dawcow komorek macierzystych po-
szukuje sie najpierw wsrod osob spokrewnionych,
zakladajac, ze charakteryzuje je korzystniejszy pro-
fil ryzyka w stosunku do dawcow niespokrewnio-
nych. Autorzy ocenili donacje komoérek macierzy-
stych przeprowadzone w ich klinice w okresie
20 miesiecy u 465 zdrowych dawcow spokrewnio-
nych z biorca (w badanej grupie wystepowala nie-
wielka przewaga mezczyzn — 264) i porownali je
z donacjami grupy kontrolnej (2775 zdrowych nie-
spokrewnionych dawcow). Do mobilizacji komorek
macierzystych stosowano lenograstim 7,5 ug/kg
przez 5-6 kolejnych dni. Leukafereze wykonywa-
no w 5.1 6. dniu (przy 4-5-krotnym przepltywie ca-
tej objetoSci krwi) w separatorze z ciaglym przeply-
wem (Cobe Spectra, Caridian BCT). Srednia liczba
komorek CD34+ w krwi obwodowej przed sepa-
racja w 5. dniu wyniosta 51/ul u dawcéw spokrew-
nionych, a 62/ul u dawcow niespokrewnionych.
Stwierdzono, ze liczba uzyskanych po separacji ko-
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morek CD34+ u dawcow spokrewnionych wynio-
sta 6,1 x 10%kg mc. biorcy i 8,2 x 10%kg mc. bior-
cy u dawcow niespokrewnionych (réznica istotna
statystycznie). Wykonanie drugiego zabiegu leuka-
ferezy bylto konieczne u 20% dawcow niespokrew-
nionych 1 u 30% dawcow spokrewnionych (réznica
statystycznie znamienna). Dzialania niepozadane po
podaniu lenograstimu (b6l kostny, bol glowy) zgto-
sifo wiecej dawcow niespokrewnionych niz spo-
krewnionych. Parestezje w trakcie separacji zgto-
sito réwniez wiecej dawcow niespokrewnionych.
Autorzy wnioskuja, ze stosowana dawka lenograsti-
mu skutecznie mobilizowala komorki macierzyste
u wiekszoS$ci dawcow spokrewnionych. Jednak za-
rowno liczba komoérek macierzystych we krwi ob-
wodowej dawcow, jak 1 uzyskana liczba komorek
macierzystych byly znaczaco mniejsze u dawcow
spokrewnionych. Autorzy stwierdzaja, ze przyczyna
roznicy w skutecznos$ci mobilizacji jest znaczna roz-
nica wieku miedzy dawcami spokrewnionymi i nie-
spokrewnionymi (mediana odpowiednio: 48 133 lata).
Nalezy zatem zawsze bra¢ pod uwage ryzyko gor-
szej mobilizacji wsrod dawcoéw spokrewnionych
z biorca, poniewaz sg oni zwykle znacznie starsi od
dawcow niespokrewnionych.

Worel i wsp. analizowali zagadnienie optyma-
lizacji programu mobilizacji macierzystych komorek
krwiotworczych przy uzyciu G-CSF 1 Plerixaforu
u chorych, ktorzy wczesniej nie odpowiedzieli na
konwencjonalne programy mobilizacyjne [13].
Stwierdzili, ze niepowodzenie uzyskania docelowej
dawki 2 X 10%kg mc. komérek CD34+ stanowi
istotny problem dla wielu oS§rodkéw przeszczepia-
nia. Plerixafor, antagonista receptora chemokin,
w polaczeniu z G-CSF okazat sie skuteczniejszy niz
G-CSF z placebo. Autorzy zastosowali Plerixafor do
mobilizacji komoérek macierzystych u 30 chorych
(szpiczak plazmocytowy — 8, chioniak nieziarniczy
— 19, rak z komorek zarodkowych — 3), u ktérych
nie powiodly sie wczeSniejsze proby mobilizacji.
Chorzy ci otrzymali uprzednio Srednio 8 cykli che-
mioterapii. Podawano G-CSF 10 ug//kg mc. przez
4 dni, a nastepnie na 10-11 godz. przed pierwsza
afereza, Plerixafor-240 ug; G-CSF + Plerixafor sto-
sowano codziennie, az do zebrania ponad 2 X 10°
komoérek CD34+/kg mc. biorcy. Po 5. dniu od
pierwszego podania Plerixaforu $rednia liczba koméo-
rek CD34+ we krwi obwodowej wyniosta 24 /ul (5-
-61), a u 21/30 (70%) chorych uzyskana liczba ko-
morek macierzystych byta wystarczajaca do prze-
szczepienia (wyniosla §rednio 4,15 x 10%kg mc.)
Objawy uboczne (ze strony przewodu pokarmowe-
go 1 parestezje) byly lagodne. Autorzy wnioskuja,
ze Plerixafor jest wysoce skutecznym i dobrze to-

lerowanym $rodkiem do mobilizacji komoérek ma-
cierzystych u chorych po uprzednim niepowodze-
niu mobilizacji.

We wstepie swej drugiej pracy dotyczacej Ple-
rixaforu Worel podaje, ze mobilizacja krwiotwor-
czych komorek macierzystych z nastepowym auto-
logicznym przeszczepieniem pozostaje najbardzie]
skutecznym leczeniem wielu chorych ze szpicza-
kiem plazmocytowym, chioniakiem Hodgkina i chto-
niakami nieziarniczymi [14]. Jednak u znacznej licz-
by tych chorych nie udaje sie uzyska¢ odpowiedniej
liczby komoérek CD34+ (> 2 x 10%kg mc.) przy
zastosowaniu konwencjonalnych programow mobi-
lizacji (tj. chemioterapia z G-CSF lub tylko G-CSF).
Celem prezentowanego badania byta optymalizacja
metod mobilizacji komorek u chorych, ktorzy otrzy-
mali juz wiele linii chemioterapii wiasciwych dla ich
choroby, w tym DHAP (dexamethasone, cisplatinum,
cytosine arabinoside), ICE (ifosfamide, carboplatin,
etoposide), cyklofosfamid 1 inne, u ktorych poprzed-
nie proby mobilizacji zakonczyly sie niepowodze-
niem. Autor podawal G-CSF w potaczeniu z Pleri-
xaforem 13 chorym na chioniaki nieziarnicze i szpi-
czaka plazmocytowego (Sr. wieku 56 lat, M — 7,
K — 6). Plerixaforu nie podawano w sposo6b zapro-
gramowany. Na poczatku chorzy po chemioterapii
otrzymywali G-CSF; jesli po podaniu G-CSF liczba
komorek CD34+ we krwi obwodowej byla mniej-
sza niz 15 komorek/1ul, wowczas witaczano Pleri-
xafor w dawce 240 ug/kg mc. przez kolejne dni,
Srednio 2 wstrzykiwania (1-3). Jednocze$nie kon-
tynuowano G-CSF, podajac go 10-11 godz. przed
planowanym zabiegiem leukoaferezy. Po podaniu
Plerixaforu autorzy obserwowali $rednio 6,2-krot-
ny (1,7-44) wzrost liczby komérek CD34+ w po-
rownaniu z ich wyjSciowq liczba. U wszystkich pa-
cjentow uzyskano odpowiednig liczbe komorek
CD34+ (> 2 x x 10%kg mc.). Objawy niepozada-
ne wystapily w stopniu fagodnym do umiarkowane-
go 1 najczesciej dotyczyly przewodu pokarmowego
(biegunka, wymioty, bole brzucha). U 5 z tych 13 cho-
rych wykonano juz przeszczepienie zebranych po
zastosowaniu Plerixaforu komorek macierzystych,
uzyskujac szybki i trwaly efekt (ANC > 0,5 x 10%1
w dniach 11-13 i liczba ptytek 2 x 10%/1 miedzy dniem
11-17). Autorzy wnioskuja, ze dodanie Plerixaforu
do G-CSF, po chemioterapii wlaSciwej dla danej cho-
roby, jest bezpieczne i pozwala uratowac intensyw-
nie leczonych chorych, u ktorych nie powiodta sie
mobilizacja komoérek macierzystych w konwencjo-
nalnym programie leczenia.

Schrezenmeier 1 wsp. przeprowadzili analize
retrospektywng wplywu zZrodia komorek macierzy-
stych w przypadku przeszczepoéw komorek macie-
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rzystych od dawcow spokrewnionych HLA-iden-
tycznych i zgodnych niespokrewnionych oraz ana-
lize efektow leczenia pacjentéow z niezloSliwymi
chorobami przy uzyciu komorek pochodzacych od
zgodnych niespokrewnionych dawcow w porowna-
niu z komoérkami pochodzacymi od dawcow spo-
krewnionych [15]. Badaniem objeto 455 allogenicz-
nych przeszczepdéw w nabytych i wrodzonych ze-
spolach niewydolnoSci szpiku (BMF, bone marrow
failure), 94 przeszczepy w przypadku hemoglobino-
patii i 261 przypadkow niedoboré6w odporno$ci lub
innych wrodzonych zaburzen. Rzadziej przeszcze-
piano komorki macierzyste z krwi obwodowej u cho-
rych z BMF (53%), hemoglobinopatiami (33%) i nie-
doborami odporno$ci lub innymi wrodzonymi zabu-
rzeniami (46%) w poréwnaniu z grupa chorych
z ostra biataczka szpikowa (AML, acute myeloid leu-
kemia)/ostra bialaczka limfoblastyczna (ALL, acute
lymphoblastic leukemia) (87%/74%). Spokrewnieni
HLA-identyczni dawcy stanowili 46% dawcow dla
chorych z BMF, 52% dla chorych z hemoglobinopa-
tiami 1 20% dla chorych z niedoborami, w poroéwna-
niu do 36%/29% w przypadku chorych z AML/ALL.

Wpltyw zrodia pochodzenia komorek i typu
dawcy badano, poréwnujac wyniki przeszczepienia
u chorych z nabyta niedokrwisto$cig aplastyczng
(182 przeszczepy od dawcow spokrewnionych 1 114
przeszczepow od zgodnych niespokrewnionych daw-
cow). Czas pomiedzy rozpoznaniem a przeszczepie-
niem wynosit odpowiednio od 98,5 dnia do 515,5 dnia
(wykazano znamienno$¢ statystyczna), wiek pacjen-
tow od 28,5 do 30 lat (nie wykazano znamiennoSci
statystycznej), 5-letnie prawdopodobienstwo przezy-
cia od 84,6% do 70,1% (wykazano znamienno§¢ sta-
tystyczna).

Przezycie po przeszczepieniach od dawcow
spokrewnionych z wykorzystaniem BM jako Zrdodta
komorek bylo znaczaco wyzsze w stosunku do
PBSC (95,3% v. 74,1%), a wystepowanie przewle-
ktego GVHD bylo znaczaco wyzsze w przypadku
PBSC niz BM (47,0% v. 18,4%). Nie zaobserwowa-
no natomiast r6znic w stopniu nasilenia GvHD II-IV
w zaleznosci od zrodta komoérek. Zrodlo komorek nie
mialo rowniez wplywu na przezycie 1 wystapienie
ostrej lub przewlektej GVHD po przeszczepieniach
od zgodnego niespokrewnionego dawcy.

W podsumowaniu mozna stwierdzié, ze prze-
szczepianie szpiku jest bardziej wskazane niz prze-
szczepianie PBSC w przypadku dawcow spokrewnio-
nych HLA-identycznych w nabytej niedokrwistoS$ci
aplastycznej. Natomiast nie zaobserwowano ujem-
nego wplywu zZrédla komorek w przypadku prze-
szczepiania komorek od dawcow zgodnych niespo-
krewnionych w tej grupie chorych. Wplyw rodzaju

dawcy 1 zrodia komorek powinien by¢ analizowany
w kazdym indywidualnym przypadku.

Zawarto$¢ komorek w materiale przeznaczo-
nym do przeszczepienia jest podstawowgq informacjg
Swiadczaca o jakosci tego materiatu. Kreissig i wsp.
przedstawili prace, w ktorej ocenili mozliwosci prze-
widywania zawarto$ci komorek CD34+ w pobiera-
nych preparatach [16]. Poddali oni badaniom retro-
spektywnym 676 zdrowych dawcow komorek, kto-
rzy otrzymywali 12 ug lenograstimu na kg mc.
dziennie przez 4 dni. Poszukiwali korelacji pomie-
dzy liczbg komorek CD34+ a: picig, wiekiem,
wskaznikiem masy ciata (BMI, body mass index)
1 ubocznymi efektami stosowania G-CSF oraz po-
miedzy zawartoSciag CD34+ w preparatach otrzy-
manych metoda aferezy a stosunkiem masy ciala
dawca-biorca. Stwierdzili zalezno$¢ pomiedzy liczbg
komorek CD34+ w krwi obwodowej a plcig 1 BMI
u kobiet i mezczyzn. Wiek i wystepowanie efektow
ubocznych nie byly zwigzane z wydajno$cig mobili-
zacji. Nie zaobserwowano rowniez zaleznoSci po-
miedzy zawarto$cia komérek CD34+ w preparacie
uzyskanym metoda aferezy a stosunkiem masy daw-
ca-hiorca. Wieksza masa ciala dawcy w stosunku do
pacjenta nie gwarantuje wystarczajacej liczby komo-
rek w preparacie otrzymanym droga aferezy. Zazwy-
czaj uwaza sie, ze idealny dawca to mlody mezczyzna
o BMI 20-25. Kreissig tylko czeSciowo potwierdza
te kryteria. Ple¢ meska i BMI powyzej 25 koreluje
z lepszym wynikiem mobilizacji G-CSF.

Prawidiowe oznaczenie liczby komorek
CD34+ jest jednym z krytycznych parametrow,
dotyczacych jakoSci przeszczepianego materiatu
1 mozliwoSci jego zastosowania. Farmakopea Euro-
pejska opisuje stosowanie ,,jednoplatformowego”
oznaczania (SPM, single-platform method) zawarto-
Sci komoérek CD34+ w preparatach komoérek ma-
cierzystych.

Wagner 1 wsp. przeprowadzili walidacje meto-
dy SPM zalecanej przez Farmakopee i wlasnej me-
tody ,,dwuplatformowej” (DPM, dual-platform me-
thod). Badanie to bylo wstepem do walidacji opar-
tej na wynikach badan klinicznych, dajacych
najlepsza odpowiedZ na pytanie dotyczace jakoSci
zastosowanego materialu [17]. Szesna$cie prepara-
tow PBSC otrzymanych metoda aferezy poddano
analizie zaréwno SPM, jak i DPM, stosujac analiza-
tor hematologiczny 1 cytometr przeplywowy.
W obydwu metodach nie stosowano procedury prze-
mywania, zywotno§¢ oznaczano w komorkach
7-AAD-ujemnych, a oznaczanie CD34+ wykonywa-
no w dwoch powtoérzeniach. Dla metody SPM uzy-
skano liczbe komorek jadrzastych (NC) 213/nl +
+ 1451 dla DPM — 200/nl = 130. Liczbe komoérek
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CD34+ odpowiednio 2,3/nl + 3,21 2,1/nl = 3,0.
Dawka CD34+ wynosita odpowiednio 7,8 x 10%kg
mc. biorcy = 9,4 oraz 7,1 X 10° = 8,6; zywotno§¢
CD34+:94,8% = 0,08 oraz 96,0% = 0,119.

Uzyskane wyniki wykazaly wysoka zgodnos§¢
na wykresie Blanda-Altmana i wysoka korelacje.
Jednak w teScie Wilcoxona-Manna-Whitneya dla
sparowanych probek wyniki roznily sie znaczaco.
Prawdopodobnie zalezalo to od wysokiego wspot-
czynnika wariancji dla metody SPM w poré6wnaniu
z DPM. Obydwie metody dawaly poréownywalne
wyniki dla NC, ale w metodzie SPM uzyskano o 9%
wyzszy wynik dla zawarto$ci CD34+ i 0 7% dla
zywotno$ci CD34+ w poréwnaniu z DPM, co
w efekcie koncowym dato o 10% wieksza dawke ko-
morek CD34+ podczas oznaczania metoda SPM.
Nalezy na to zwroci¢ uwage podczas stosowania
metod oznaczania komoérek CD34+, gdyz mozna
przeszacowac uzyskane wyniki. Wagner nie stwier-
dzit istotnej zalezno$ci pomiedzy uzyskanymi wyni-
kami liczby komorek a wynikami badan klinicznych.

Wiele prac po§wiecono analizie wynikow badan
Kklinicznych uzyskiwanych w zalezno$ci od zrodia
komorek macierzystych, sposobu mobilizacji pa-
cjenta, wplywu chemioterapii, mozliwo§ci wykorzy-
stania komorek poddanych wstepnie namnazaniu
czy terapii genowej. Ogolem zaprezentowano po-
nad 80 prac dotyczacych terapii komorkowe].
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