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Streszczenie

Komorki krwiotworcze (KK) sq wykorzystywane w leczeniu wielu schorzen. Obecnie stosuje
sig je glownie w celu regeneracyi ukladu krwiotworczego po terapii mieloablacyjnej. Dostepne
techniki krioprezerwacyi pozwalajg na bezpieczne przechowywanie komorek macierzystych do
czasu przeszczepienia. Pierwsze doniesienia o transplantacjach autologicznych pochodzq z lat
80. XX wieku. Od tego czasu terapia z wykorzystaniem komorek macierzystych znacznie sig
rozwinelta. Na 37. Kongresie ISBT, ktory odbyl si¢ w 2022 roku w Kuala Lumpur, poruszono
tematy zwigzane z pobieraniem, preparatykq oraz przechowywaniem krwiotworczych komorek
macterzystych, czego dotyczy rowniez niniejsza praca.

Stowa kluczowe: terapie komoérkowe; krwiotworcze komérki macierzyste;
transplantacje; choroby uktadu krwiotwoérczego

Wstep

Miedzynarodowe Towarzystwo Przetaczania
Krwi (ISBT, International Society of Blood Trans-
fusion) zostalo zalozone w 1935 roku i jest wiodaca
organizacja zajmujgca sie zagadnieniami zwigza-
nymi z transfuzjologig kliniczng i laboratoryjna,
a takze aspektami dotyczacymi bezpieczenstwa
krwi 1 jej skiadnikow. W ramach dziatalno$ci wspo-
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mnianego towarzystwa na przestrzeni lat zorgani-
zowano lacznie 37 kongreso6w miedzynarodowych
1 33 kongresy regionalne. Zjazd odbywajacy sie
w dniach 4-8 czerwca 2022 roku w Kuala Lumpur
w Malezji, ze wzgledu na obostrzenia zwigzane
z pandemig COVID-19, mial forme spotkania
on-line. ISBT transmitowalo ponad 60 sesji obej-
mujacych prezentacje tematyczne, wywiady na
zywo z ekspertami, a takze dyskusje panelowe.
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Poruszano miedzy innymi tematy zwigzane z im-
munohematologia krwinek czerwonych, chorobami
zakaznymi przenoszonymi droga krwi, metodami
wspomagajacymi bezpieczng transfuzje, immuno-
biologig plytek krwi i granulocytow, transfuzjologia
kliniczng oraz zagadnieniami zwigzanymi ze sktad-
nikami krwi 1 preparatami pochodzacymi z krwi.
W prezentowanych pracach pojawilo sie rowniez
wiele doniesien na temat pandemii wirusa SARS-
-CoV-2 1 jej wplywu na terapie z wykorzystaniem
krwi i jej skladnikow, a takze na temat utrudnien
w wykonywaniu procedury pobierania i przeszcze-
piania komérek macierzystych.

Miedzynarodowe doSwiadczenie
1 wspolpraca

Nowoczesne aspekty terapii komorkowych
zostaly omowione giownie podczas 11. sesji kon-
gresu. Naukowcy rozwazaja rozwiazanie problemu
niewystarczajacej liczby dawcow 1 zapewnienie
stalego zaopatrzenia w krew za pomocg hodow-
li erytrocytow. Wptyw niedojrzatych komorek
wywodzacych sie z ukladu czerwonokrwinkowe-
g0 1 wykazujacych ekspresje markerow CD45+
1 CD71+ na odpowiedz uktadu immunologicznego
gospodarza nie jest na ten moment znany. A.
Alshalani 1 wsp. [2] z holenderskiego University
of Amsterdam oraz King Saud University w Arabii
Saudyjskiej przedstawili prace umozliwiajaca scha-
rakteryzowanie ekspresji markerow roznicowania
powierzchniowego CD45+ oraz CD71+ w ho-
dowlach komorek jednojadrzastych wywodzacych
sie z linii erytroidalnej. Badano rowniez wplyw na
proliferacje limfocytow T i stymulacje powstawania
komorek krwi. Od zdrowych ochotnikéw pobrano
probki krwi pelnej, a nastepnie na 21 dni zalozono
hodowle komorek jednojadrzastych krwi obwodo-
wej (PBMC, peripheral blood mononuclear cells),
przy uzyciu dedykowanego medium do wzrostu
komorek erytroidalnych. Badano ekspresje marke-
row CD45+4, CD71+ 1 CD235. W kolejnym kroku
komorki CD71+ wyizolowano 1 inkubowano z lim-
focytami T lub z krwig pelna tego samego dawcy
(probke kontrolng inkubowano z sama pozywka).
Stwierdzono, ze hodowle komoérek erytroidalnych
wykazuja zdolno$§¢ do stymulowania proliferacji
limfocytow T oraz hamujg wydzielanie IL-6 podczas
stymulacji krwi pelnej, a wiec ujawniaja zdolnoSci
modulacyjne wzgledem ukiadu immunologicznego.
Wyniki pracy sugeruja rowniez, ze hodowle ery-
trocytow nalezy kontynuowaé¢ do momentu osiag-
niecia przez komorki pelnej dojrzaloSci i utraty

pozostatlych wewnatrzkomoérkowych receptoréw
btony komoérkowe;.

Miedzynarodowy zesp6t pod przewodnictwem
L. Delila (Taipei, Tajwan) przedstawil prace doty-
czaca preparatyki nanofiltrowanego lizatu ludzkich
krwinek plytkowych oraz ich neuroprotekcyjnego
wplywu na uszkodzenia moézgu, zar6wno urazowe,
jak 1 wynikajace z zachorowania na chorobe Par-
kinsona. Poddany obrohce cieplnej lizat ludzkich
krwinek ptytkowych (HPPL, heat-treated human
platelet pellet lysate) jest bogaty w czynniki troficz-
ne, takie jak neurotrofiny, przeciwutleniacze oraz
biatka przeciwzapalne. Podanie HPPL do obszarow
mozgu moze stanowié potencjalng nowa terapie
biologiczna dla pacjentéw cierpigcych na scho-
rzenia neurodegeneracyjne i urazy oSrodkowego
ukladu nerwowego. Aby uzyskac spojno$¢ miedzy
partiami, HPPL nalezy przygotowac z pulowanych
koncentratow krwinek plytkowych, co wymaga
wdrozenia okre$lonych metod (np. nanofiltracji)
pozwalajacych na redukcje zawarto$ci wirusow,
ktére moga by¢ obecne w preparatach. Do oceny
wlasciwosci neuroprotekcyjnych i przeciwzapal-
nych nanofiltrowanego HPPL (NHPPL, nanofiltered
human platelet pellet lysate) stworzono modele ko-
morkowe oraz modele i# vitro. Jako model choroby
Parkinsona wykorzystano zréznicowane ludzkie do-
paminergiczne komorki neuronalne Srodmozgowia
(komorki Lunda). Wstepnie wyeksponowano je na
dziatanie NHPPL, a nastepnie poddano 24-godzin-
nej eskpozycji na erastyne (neurotoksyne). Zywot-
no$¢ komorek badano ilo§ciowo z wykorzystaniem
testu CCK-8 (Cell Counting Kit 8, Sigma). Prze-
prowadzono takze test iz vivo na mysim modelu
tagodnego urazowego uszkodzenia mozgu, stuza-
cego ocenie donosowego podania NHPPL w celu
zmniejszenia ekspresji markerow prozapalnych
mRNA (wykorzystano testy RT-PCR). NHPPL wy-
kazywaly wykrywalna neurotroficznoSc i posiadaty
obnizong ekspresje zwigzkéw prozakrzepowych,
a takze nizsza aktywnoS$¢ prokoagulacyjng [3].

W innej pracy z Taipei (N. Le 1 wsp. [4]) doty-
czacej lizatow ludzkich ptytek krwi (HPL, human
platelet lysate) przedstawiono badania dotyczace ich
proteolitycznych wlasciwosci, mogacych przystu-
zy¢ sie do optymalizacji zastosowan w terapiach
komorkowych oraz biologicznych terapiach rege-
neracyjnych. Celem badan bylo odkrycie funkcji
biologicznych rézniacych sie miedzy soba HPL,
aby zoptymalizowac ich jako§¢, bezpieczenstwo
iimplementacje kliniczna. Jako materiat stuzacy do
przygotowania roznego rodzaju lizatow ptytkowych
wykorzystano przeterminowane allogeniczne kon-
centraty krwinek plytkowych, uzyskane z Centrum
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Krwiodawstwa w Taipei. Badano proteomike bez
wykorzystania znacznikOw poprzez wytracanie bia-
ek acetonem, aby pozna¢ ogdlne zasady dzialania
proteom6éw HPL. Ponadto HPL zostaty pozbawione
14 duzych bialek osocza. Peptydy uzyskane po
trawieniu trypsyng podlegaly nastepnie frakcjono-
waniu w fazie odwroconej przy wysokiej wartoSci
pH, a takze analizie metoda chromatografii cie-
czowej z tandemowgq spektrometrig mas (LC-MS/
/MS). Wyczerpanie biatek interferujacych pomogto
zoptymalizowac rozdzielczo§¢ osiagnieta w analizie
proteomicznej, a metoda znakowania chemicznego
bialek z wykorzystaniem tandemowego znacznika
masy (TMT, tandem mass tag) umozliwila doklad-
niejsze oznaczenie iloSciowe biatek. Zidentyfiko-
wano 1 oznaczono iloSciowo lacznie 1441 bialtek
w wyniku wolnej od znacznikow LC-MS/MS.
Oznaczone iloSciowo zidentyfikowane biatka zba-
dano w celu ich scharakteryzowania i wzmocnienia
sygnatu przy wykorzystaniu platform bioinforma-
tycznych. Stwierdzono réznice w obecnosci biatek
pochodzenia plytkowego w poszczegblnych HPL.
Etapy otrzymywania i preparatyki sktadnikow krwi,
w tym oddzielanie osocza czy filtracja, wplynely na
skiad HPL, co moze mie¢ znaczenie dla ich funkcji
w wykorzystywaniu klinicznym.

Podczas kongresu w ramach 18. sesji rowno-
legtej omowiono temat nowatorskich produktow
pochodzacych z krwi. Strong 1 wsp. [5] (USA)
przedstawili prace na temat modyfikowanych ge-
netycznie za pomoca nanoczasteczek lipidowych
mRNA plytek krwi, ktére funkcjonalnie przypo-
minaja plytki krwi przetaczane klinicznie. Dojrzate
plytki krwi maja zdolno§¢ do syntezy biatek de novo,
co czyni je podatnymi na terapie genowa mRNA.
Transfuzje preparatow plytkowych sg niezbedne
w leczeniu zapobiegajacym krwawieniom, jednak
czesto niewystarczajace w przypadku wystapienia
silnego krwotoku.

Gessoni 1 wsp. [6] w swojej pracy wykorzy-
stali komorki jednojadrzaste (MNC, mononuclear
cells) do opracowania innowacyjnej metody terapii
potrojnie ujemnego raka piersi (TNBC, triple-
-negative breast cancer). W klinicznej fazie badan
wykorzystano infuzje limfocytéow dawcy (DLI,
donor lymphocyte infusion). Zoptymalizowano i ze-
standaryzowano metody charakterystyki i izolacji
MNC. Opracowano metody ekspansji komoérek
jednojadrzastych, zardwno z wykorzystaniem bio-
reaktora, jak 1 metod ,,otwartych”. Jednak przed
rozpoczeciem Kklinicznej fazy badan konieczne
bedzie przeprowadzenie badania przedklinicznego,
aby ocenié wyniki uzyskane z hodowli aktywowane-
go biatka C (APC, activated protein C), pozyskanego

w wyniku ekspansji komérek jednojadrzastych
wyizolowanych z probek materiaiu klinicznego
w obecno$ci komorek nowotworowych. Badania te
rzucaja pozytywne $wiatlo na miedzynarodowe sy-
stemy opieki zdrowotnej, dzieki nizszym kosztom
terapii 1 wspieraniu zdrowia pacjentow, a przede
wszystkim uzyskaniu lepszej jakoSci zycia 1 jego
zwiekszonej Sredniej diugoSci.

Z. Yusoff z National Blood Centre w Malezji
(Kuala Lumpur) przedstawit droge jednostki krwi
pepowinowe]j jako najzasobniejszego rezerwuaru
krwiotworczych komorek macierzystych o poten-
cjale regeneracyjnym, znajdujacych zastosowanie
w wielu chorobach genetycznych, nowotworach
krwi, a takze w procesach immunomodulacji.
Bankowanie krwi pepowinowej to proces, ktory
rozpoczyna zaraz po narodzinach dziecka. Z odcietej
pepowiny pobiera sie wowczas krew pepowinowa,
ktora jest przechowywana w stanie zamrozenia.
Pierwszy Publiczny Bank Krwi Pepowinowe]
w Malezji zostal utworzony przez Ministerstwo
Zdrowia w lipcu 2002 roku w Narodowym Centrum
Krwiodawstwa (NBC, National Blood Centre). Aby
zachowac odpowiednio wysoka zywotno$¢ komorek
macierzystych w materiale klinicznym, wszystkie
etapy — poczawszy od pobrania od dawcow, przez
preparatyke, po bankowanie krwi pepowinowej
— podlegaja standardowym procedurom operacyj-
nym. Opracowano i1 wprowadzono rézne techniki
preparatyki i kriokonserwacji krwi pepowinowej,
koncentrujac sie na iloSci 1 jako§ci komorek. Na-
lezy zweryfikowac te metody, aby wykazaé, ze
zachowana jest zaro6wno jako$§¢, jak i1lo$¢ komorek
progenitorowych/macierzystych [7].

Zespol pod przewodnictwem Useini opisal bez-
pieczenstwo oraz skuteczno$§¢ pobierania metoda
aferezy macierzystych komérek krwiotworczych
z krwi obwodowej u zdrowych dawcow. Bylo to
badanie retrospektywne przeprowadzone w Insty-
tucie Medycyny Transfuzjologicznej w Poinocne;j
Macedonii i Uniwersyteckiej Klinice Hematologii
(UCH) w latach 2000-2022. U wszystkich dawcow
wykonano badanie zgodno§ci w zakresie antygenow
uktadu HLA z antygenami biorcy. Dawcy zostali
poinformowani o procedurze pobrania, a takze
poproszeni o podpisanie $wiadomej zgody na po-
branie komorek. Minimalna dawka wymagana do
zapewnienia udanego i trwalego przeszczepienia
wynosita 2 x 105/kg komérek CD34+ lub 2 x 108/kg
MNC. Pobieranie PBSC przeprowadzano przy
uzyciu separatorow komorkowych o przeplywie
ciggtym Baxter CS3000, COBE Spectra i Terumo
BCT Spectra Optia. Do mobilizacji zastosowano
rekombinowany ludzki czynnik stymulujacy wzrost
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kolonii granulocytow (G-CSE, granulocyte colony
stimulating factor). Jedynymi zaobserwowanymi
reakcjami niepozadanymi byly bole kostne jako
reakcja na G-CSF oraz dretwienie konczyn jako
reakcja na ACD-A (hipokalcemia), ktore wystepo-
waly rzadko 1 byly bardzo tagodne.

W jednej z prac Chen 1 wsp. [9] (Taipei, Taj-
wan) opisali mobilizacje oraz pobieranie komoérek
macierzystych z krwi obwodowej od zdrowych
dzieciecych dawcow z niska masa ciata. Badania
oparte na 30-letnim do§wiadczeniu pracowni-
kow oérodka transplantacyjnego w Taipei (Taipei
Veterans General Hospital) pokazuja, ze w ciagu
ostatnich kilku dekad nastgpil znaczny wzrost
wykorzystania krwiotworczych komorek macie-
rzystych do allogenicznej transplantacji u dzieci
w przypadku zlo$liwych i nieztosliwych choréb
uktadu krwiotworczego. W badaniach wzieto pod
uwage charakterystyke demograficzng i kliniczng
dawcow, a takze rozne strategie mobilizacji zwig-
zane z procedurg aferezy. Komorki macierzyste
krwi obwodowej mobilizowane z wykorzystaniem
cytokin (G-CSF) po 1990 roku staly sie podstawa
praktycznie wszystkich przeszczepoéw komorek
macierzystych. Pobieranie komoérek macierzystych
krwi obwodowej od dzieci pozostaje wyzwaniem.
Nizsza masa ciala, malta objeto$¢ krwi obwodowe;j
1 podatno$¢ na zachorowania stanowig o wiele trud-
niejsze przeszkody do pokonania niz w przypadku
dawcow dorostych. Pomimo wiekszego skompli-
kowania procedury u pacjentdw pediatrycznych,
u wszystkich biorcow objetych badaniem udato sie
uzyska¢ minimalng wymagana zawarto$¢ PBSC
podczas jedno- lub dwudniowego pobrania komorek
macierzystych z krwi obwodowej metodg aferezy.

Daane 1 Robertson [10] (firma bioMérieux,
Chicago, USA) podjeli sie badan na probkach
pobranych z preparatow przeszczepowych w kie-
runku obecnoS$ci bakterii z rodzaju Mycoplasma,
przy wykorzystaniu szybkiej 1 latwe] metody ba-
dania w systemie BIOFIRE®Mycoplasma. System
umozliwia uzyskanie wynikow z probki w ciggu ok.
1 godziny. Przedstawiono wyniki z dwoch wytworni
GMP (Good Manufacturing Practice) zajmujacych
sie terapiami komorkowymi. Jednorazowy zestaw
BIOFIRE®Mycoplasma zawiera wszystkie nie-
zbedne odczynniki do automatycznej lizy komorek,
oczyszczania kwasow nukleinowych, odwrotnej
transkrypcji, pierwszego 1 drugiego etapu PCR oraz
wykrywania analitow w celu wyizolowania, am-
plifikacji 1 wykrycia ponad 130 réznych gatunkow
mykoplazmy. Wszystkie testowane matryce uzyte
w terapii komorkowej (do 10° komérek CAR-T/ml),
pozywki hodowlane, surowice i krioprotektanty

uznano za prawidiowe i nie odnotowano wynikow
fatszywie dodatnich. System BIOFIRE® FILMAR-
RAY 2.0 Industry dobrze sprawdza sie zar6wno
jako test do zwolnienia do zastosowania, jak i test
kontroli procesu dla probek wykorzystywanych do
terapii komorkowej. Wyniki wykazaty brak interfe-
rencji z produktem i wysoka czulo$¢, zapewniajac
wiarygodno§¢ badania wykrywajacego bakterie
Mycoplasma w czasie krotszym niz godzina.

W kolejnej pracy zespot z Malezji pod prze-
wodnictwem H. Low [11] porownal wyniki typo-
wania HLA z probek krwi oraz wymazu z policzka
u pacjentow po przebytych transfuzjach sktadnikow
krwi, ktérzy sa przygotowywani do przeszcze-
pienia komoérek macierzystych. Zespo6l badawczy
okreslat roznice pomiedzy wynikami typowania
HLA z DNA wyekstrahowanego z probki krwi
1 probki wymazu z policzka. Metody, ktore wyko-
rzystano do badan, to pobranie probek od facznie
66 pacjentOw z roznymi chorobami hematologicz-
nymi, u ktoérych zaplanowano przeszczepienie
krwiotworczych komorek macierzystych. Pacjenci
Z powyzszej grupy otrzymali co najmniej jeden pre-
parat czerwonych krwinek lub plytek krwi miedzy
1 a 14 dniem przed pobraniem probki krwi. DNA
zostalo wyekstrahowane z wszystkich 66 probek
krwi 1 66 probek wymazu z policzka. Wszystkie
probki byty typowane dla szeSciu loci (HLA-A,
HLA-B, HLA-C, HLA-DRB1, HLA-DQB1 i HLA-
-DPB1) za pomoca sekwencjonowania nastepnej
generacji (NGS, next-generation sequencing). Nie
wykazano roznic miedzy wynikiem typowania HLA
z DNA pobranego z probki krwi lub probki wymazu
z policzka dla wszystkich 66 pacjentow. Z powyz-
szego wynika, ze probki krwi pobrane od pacjen-
ta, u ktérego przeprowadzono transfuzje krwi,
mozna wykorzysta¢ do typowania HLA zamiast
probek uzyskanych za pomoca pobrania wymazu
z policzka. Przedstawione badanie ma charakter
wstepny 1 skupia sie tylko na dorostych pacjentach
z chorobami hematologicznymi (ALL, AML, CML,
MDS, szpiczak mnogi, DLBCL, limfohistiocytoza
hemofagocytarna, chtoniak z komoérek NKT i ciezka
niedokrwisto$¢ aplastyczna).

Podsumowanie

Pomimo stosowania KK od wielu lat bardzo
waznymi zagadnieniami prezentowanymi podczas
kongresu byly doniesienia dotyczace pobierania,
preparatyki i przechowywania komorek krwio-
tworczych 1 podsumowujace wyniki wieloletnich
doSwiadczen. Przyktadem moze by¢ badanie doty-
czace zabiegow aferezy oraz reakcji niepozadanych
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zwigzanych z czynnikiem wzrostu G-CSE podawa-
nym przed pobraniem komoérek krwiotworczych,
a takze ACD-A stosowanym podczas aferezy (Uni-
wersytecka Klinika Hematologii w Skopje). Naj-
czestszg przyczyna przeszczepoéw allogenicznych
w tym oSrodku byla ciezka ostra bialaczka szpiko-
wa, ktora stanowila 55,8% wszystkich wykonanych
przeszczepow [8]. Wyniki pracy podsumowujacej
trudno$ci w pobraniu PBSC od dawcow o niskiej
masie ciala (The National Institute w Taipei, Taj-
wan) pokazuja, ze wieloletnia praktyka pozwala
na przeprowadzanie skomplikowanych procedur,
ktore umozliwiaja wystarczajace pobranie PBSC
nawet pomimo niewysokiej masy ciala dawcy [9].
Komoérki krwiotworcze i1 limfocyty stanowia zrédto
dla wielu nowych zastosowan. Przykiadem jest
projekt ,Immuno-Cluster” zainicjowany w celu
opracowania protokolu leczenia potrojnie ujemnego
raka piersi, w ktorym wykazano, ze komorki PBSC
lub DLI, ktore wczesniej byly kriokonserwowane,
moga by¢ najskuteczniejsze w uzyskiwaniu szcze-
pionki przeciwnowotworowej [6].

Doniesienia z kongresu ISBT wskazuja, ze
komorki krwiotworcze sg powszechnie stosowa-
ne. Wiele o$rodkow na $wiecie dazy do udosko-
nalenia procedur przeszczepiania PBSC, a takze
implementacji nowych technologii, ktore moga
by¢ skuteczne w leczeniu wielu chorob, nie tylko
hematologicznych.

Konflikt interesow: nie zgloszono
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