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ΕΥΧΑΡΙΣΤΙΕΣ 

 

Η παρούσα διδακτορική διατριβή είναι αποτέλεσμα συνεργασίας του Εργαστηρίου 

Μικροβιολογίας  της Ιατρικής Σχολής του Εθνικού και Καποδιστριακού Πανεπιστημίου Αθηνών 

και της Ελ.Τρ.Ο.Π.Α (Ελληνική Τράπεζα Ομφαλοπλακουντιακού Αίματος) που υπάγεται στο 

Ι.Ι.Β.Ε.Α.Α (Ίδρυμα Ιατροβιολογικών Ερευνών της Ακαδημίας Αθηνών).   

Ευχαριστώ θερμά τον Καθηγητή της Μικροβιολογίας της Ιατρικής Σχολής του Εθνικού 

και Καποδιστριακού Πανεπιστημίου κ.Αθανάσιο Τσακρή και επιβλέπων μέλος της 

συμβουλευτικής επιτροπής καθώς και τους Καθηγητές Αιματολογίας  και μέλη της τριμελούς 

συμβουλευτικής επιτροπής  κ. Πάγκαλη Γεράσιμο .και κ.Μελέτη Ιωάννη για την εμπιστοσύνη 

που έδειξαν στο πρόσωπό μου με την ανάθεση του συγκεκριμένου θέματος. 

 Ιδιαιτέρως ευχαριστώ τον Καθηγητή κ.Αθανάσιο Τσακρή για την πολύτιμη 

συμπαράστασή του καθ’ όλη τη διάρκεια της διδακτορικής μου διατριβής. Η καταφανής 

επιστημονική του κατάρτιση, καθώς και οι συνεχείς συμβουλές και υποδείξεις του υπήρξαν 

αδιαμφισβήτητα ανεκτίμητες.  

 Αληθινή ευγνωμοσύνη επίσης, οφείλω στην κ. Αικατερίνη Σταυροπούλου-Γκιόκα, 

Διευθύντρια της Ελ.Τρ.Ο.Π.Α, χωρίς την αμέριστη βοήθεια και συμπαράσταση  της οποίας η 

προσπάθειά μου δε θα ήταν δυνατόν ούτε να ξεκινήσει. 

 Ευχαριστώ, τέλος, το προσωπικό της Ελ.Τρ.Ο.Π.Α και ιδιαιτέρως τους κ.κ. Παππασάββα 

Ανδρέα, Μιχαλόπουλο Ευστάθιο και Χατζησταματίου Θεοφάνη για την συνεχή υποστήριξη που 

μου παρείχαν σε κάθε στάδιο της επίπονης, είναι αλήθεια, εκπόνησης της παρούσης διατριβής. 
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ΠΡΟΣΩΠΙΚΑ ΣΤΟΙΧΕΙΑ 

 

 

 

ΕΠΩΝΥΜΟ    : Αναγνωστάκης 

 

ΟΝΟΜΑ    : Ιωάννης 

 

ΟΝΟΜΑ ΠΑΤΡΟΣ   : Χρήστος 

 

ΕΤΟΣ ΓΕΝΝΗΣΗΣ   : 08-03-1966 

 

ΟΙΚΟΓΕΝΕΙΑΚΗ ΚΑΤΑΣΤΑΣΗ : Έγγαμος, 1 παιδί 

 

 

 

 

ΒΑΣΙΚΟΣ ΤΙΤΛΟΣ ΣΠΟΥΔΩΝ 

 

 

 

ΠΤΥΧΙΟ ΣΧΟΛΗΣ  : Ιατρική Σχολή Α.Π.Θ. 

 

ΕΤΟΣ ΑΠΟΦΟΙΤΗΣΗΣ : 1990 

 

  

 

 

ΜΕΤΑΠΤΥΧΙΑΚΕΣ ΣΠΟΥΔΕΣ 

 

 

 

Α. ΤΙΤΛΟΣ ΙΑΤΡΙΚΗΣ ΕΙΔΙΚΟΤΗΤΑΣ: Ιατρική Βιοπαθολογία 

 

 ΕΤΟΣ ΚΤΗΣΕΩΣ   : 1999 

 

 

Β. ΜΕΤΑΠΤΥΧΙΑΚΟΣ ΤΙΤΛΟΣ ΕΞΕΙΔΙΚΕΥΣΗΣ ΣΤΗ ΔΗΜΟΣΙΑ ΥΓΕΙΑ. 

 

 ΙΔΡΥΜΑ : Εθνική Σχολή Δημόσιας Υγείας. 

  

ΕΤΟΣ ΚΤΗΣΕΩΣ: 2003 
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ΕΠΑΓΓΕΛΜΑΤΙΚΗ ΕΜΠΕΙΡΙΑ 

 

 

 

Α. ΠΑΡΟΥΣΑ ΘΕΣΗ ΑΠΑΣΧΟΛΗΣΗΣ 

  

ΦΟΡΕΑΣ : Υπουργείο Εθνικής Άμυνας / ΑΣΥΕ. 

 

ΚΑΤΗΓΟΡΙΑ : Στρατιωτικός Ιατρός. 

 

ΘΕΣΗ  : Μέλος της Ανωτάτης Στρατιωτικής Υγειονομικής                    

Επιτροπης.    
 

 

Β. ΠΡΟΥΠΗΡΕΣΙΑ 

 

1993-99 Ειδικευόμενος στη Βιοπαθολογία (Μικροβιολογία) στο 401 ΓΣΝΑ για 1 

έτος και στο Π.Γ.Ν.Α «Γ. Γεννηματάς» τα υπόλοιπα 4 έτη. 

 

1999-2001 Δντης Μικροβιολογικού Εργαστηρίου Στρατιωτικού  Νοσοκομείου 

Αλεξανδρούπολης.  

 

2001-02 Επιμελητής Μικροβιολογικού Εργαστηρίου 401 Γενικού  Στρατιωτικού 

Νοσοκομείου Αθηνών. 

 

2002-03 Μεταπτυχιακός Σπουδαστής στην Εθνική Σχολή Δημόσιας Υγείας 

(Ε.Σ.Δ.Υ.) στο τμήμα Λειτουργών Δημόσιας Υγείας. 

 

2003-04 Επιμελητής Μικροβιολογικού Εργαστηρίου 401 Γενικού Στρατιωτικού 

Νοσοκομείου Αθηνών. 

 

2004-05 Τοποθετημένος στη Διεύθυνση Υγειονομικού του Γεν. Επιτελείου  Εθν. 

Άμυνας ως χειριστής θεμάτων Προληπτικής Ιατρικής στις Ε.Δ. 

 

2005-07 Επιμελητής Μικροβιολογικού Εργαστηρίου 417 Νοσηλευτικού Ιδρύματος 

Μετοχικού Ταμείου Στρατού. 

 

2008-14 Μέλος της Ανωτάτης Στρατού Υγειονομικής Επιτροπής. 

 

 

 

 

ΞΕΝΗ ΓΛΩΣΣΑ 

 

 

Αγγλικά : (F.C.E. Cambridge). 
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ΕΠΙΣΤΗΜΟΝΙΚΕΣ ΔΡΑΣΤΗΡΙΟΤΗΤΕΣ 

 

 

 

 

ΣΥΜΜΕΤΟΧΕΣ ΣΕ ΣΥΝΕΔΡΙΑ-ΗΜΕΡΙΔΕΣ 

 

1. 2
η
 Επιστημονική Ημερίδα της Ελληνικής Εταιρίας Λοιμώξεων, 20 Ιανουαρίου 1996, 

Εθνικό Ίδρυμα Ερευνών. 

 

2. FEMS 98 SUPPORTED MEETING “Little known organisms of clinical importance” , 16-

18 Sept., Athens, GREECE. 

 

3. Εργαστηριακές Μέθοδοι Μελέτης Οξέων Λευχαιμιών, 16 Μαΐου 1998, Ελληνική 

Αιματολογική Εταιρία. 

 

4. 18
ο
 Εθνικό Συνέδριο Μικροβιολογίας-Ιατρικής Βιοπαθολογίας, 1-3 Απριλίου 1998, 

Ξενοδοχείο HILTON. 

 

5. 5
ο 
Πανελλήνιο Συνέδριο Νοσοκομειακών Λοιμώξεων και Υγιεινής στο χώρο του 

Νοσοκομείου, 3-5 Μαρτίου 1999, Πολεμικό Μουσείο. 

 

6. 3
ο
 Πανελλήνιο Συνέδριο Κλινικής Χημείας, Γλυφάδα, 9-11 Νοεμβρίου 2000. 

 

7. 13
ο
 Πανελλήνιο Συνέδριο AIDS, 31 Οκτωβρίου ως 2 Νοεμβρίου 2001, Ξενοδοχείο 

DIVANI- CARAVEL. 

 

8. 6
ο
 Πανελλήνιο Συνέδριο Νοσοκομειακών Λοιμώξεων και Υγιεινής στο χώρο του 

Νοσοκομείου, 21-23 Μαρτίου 2001, Πολεμικό Μουσείο Αθηνών. 

 

9. 12
ο
 Πανελλήνιο Αιματολογικό Συνέδριο, Αθήνα, 22-25 Νοεμβρίου 2001. 

 

10. 20
ο
 Εθνικό Συνέδριο Μικροβιολογίας- 2

ο
 Πανελλήνιο Συνέδριο Ιατρικής Βιοπαθολογίας, 

13-16 Μαρτίου 2002, Αθήνα. 

11. 4ο Πανελλήνιο Συνέδριο Δημόσιας Υγείας και Υπηρεσιών υγείας, 25-27 Φεβρουαρίου 

2002, Αθήνα, Ξενοδοχείο DIVANI-CARAVEL. 

 

12. 3ο Πανελλήνιο Συνέδριο Προαγωγής και αγωγής Υγείας, 5-6 Δεκεμβρίου 2002, Αθήνα. 

 

13. 14
ο
 Πανελλήνιο Αιματολογικό Συνέδριο, 13-16 Νοεμβρίου 2003, Αλεξανδρούπολη. 

 

14. 5ο Πανελλήνιο Συνέδριο Δημόσιας Υγείας και Υπηρεσιών Υγείας. 16-18 Φεβρουαρίου, 

Αθήνα, Ξενοδοχείο DIVANI-CARAVEL. 

 

16. 3ο Πανελλήνιο Συνέδριο Ιατρικής Βιοπαθολογίας, 31 Μαρτίου ως 3 Απριλίου 2004, 

Θεσσαλονίκη, Ξενοδοχείο MACEDONIA PALACE. 

 

17. 30
ο
 Ετήσιο Πανελλήνιο Ιατρικό Συνέδριο, 27 Απριλίου ως 1 Μαΐου 2004, Αθήνα. 
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18. 16
ο
 Πανελλήνιο Συνέδριο AIDS, 11-13 Νοεμβρίου 2004, Αθήνα. 

 

19. 15
ο
 Πανελλήνιο Αιματολογικό Συνέδριο, 24-28 Νοεμβρίου 2004, Αθήνα. 

 

20. 2ο Εθνικό Συνέδριο Κλινικής Μικροβιολογίας-8
ο
 Πανελλήνιο Συνέδριο Νοσοκομειακών 

Λοιμώξεων και Υγιεινής, 24-26 Φεβρουαρίου 2005, Πολεμικό Μουσείο. 

 

21. 1ο Πανελλήνιο Συνέδριο Ιατρικής Βιοχημείας, 14-17 Απριλίου 2005, Πολεμικό Μουσείο. 

 

22. 16
ο
 Πανελλήνιο Αιματολογικό Συνέδριο, 16-19 Νοεμβρίου 2005, Θεσσαλονίκη. 

 

23. 4
ο
Πανελλήνιο Συνέδριο Ιατρικής Βιοπαθολογίας, 12-15 Απριλίου 2006,                

Ξενοδοχείο HILTON. 

 

24. 17
ο
 Πανελλήνιο Αιματολογικό Συνέδριο, 22-26 Νοεμβρίου 2006, Αθήνα. 

 

25. Ημερίδα με θέμα: «Μεταβολισμός του σιδήρου και οι διαταραχές του», 3   Μαρτίου 2007, 

Αθήνα. 

 

26. 33
ο
 Πανελλήνιο Ιατρικό Συνέδριο, 5 Μαΐου 2007, Αθήνα. 

 

27. 5
ο
 Πανελλήνιο συνέδριο Ιατρικής Βιοπαθολογίας, 9-12 απριλίου 2008, Θεσσαλονίκη. 

 

28. 6
ο
 Εθνικό Συνέδριο Κλινικής Μικροβιολογίας & Νοσοκομιακών Λοιμώξεων 27 

Φεβρουαρίου έως 1 Μαρτίου 2013, Αθήνα.  

 

29. 5
o
 Πανελλήνιο Συμπόσιο Εργαστηριακής Αιματολογίας-Αιμοδοσίας 17 έως 19       

Οκτωβρίου 2013, Αθήνα.  

 

 

 

ΣΥΜΜΕΤΟΧΕΣ ΣΕ ΣΕΜΙΝΑΡΙΑ-ΜΕΤΕΚΠΑΙΔΕΥΤΙΚΑ ΜΑΘΗΜΑΤΑ 

 

1. Μεταπτυχιακά Μαθήματα Κλινικής Βιοχημείας κατά το Ακαδημαϊκό έτος 1994-95, 

Εθνικό και Καποδιστριακό Πανεπιστήμιο Αθηνών-Ιατρική Σχολή. 

 

2. Ταχύρυθμο Μετεκπαιδευτικό Σεμινάριο της Ελληνικής Μικροβιολογικής Εταιρείας 

περιόδου Νοεμβρίου 1996- Φεβρουαρίου 1997. 

 

3. Μετεκπαιδευτικό Σεμινάριο με θέμα : Φάρμακο-Φαρμακοκινητική, Εργαστηριακή 

Διερεύνηση και Κλινική Πράξη, 27 Μαΐου 1995, Ελληνική Εταιρεία Κλινικής Χημείας-

Βιοχημείας. 

 

4. Ταχύρυθμο Μετεκπαιδευτικό Σεμινάριο της Ελληνικής Μικροβιολογικής Εταιρείας 

περιόδου Νοεμβρίου 1997- Φεβρουαρίου 1998. 

 

5. Επιστημονικές Συνεδρίες της Ελληνικής Μικροβιολογικής Εταιρείας της Περιόδου 

Οκτωβρίου 1996-Ιουνίου 1997. 

 

6. Μετεκπαιδευτικό Σεμινάριο με θέμα: «Τα Αυτοαντισώματα στην Κλινική Πράξη», 19 

Σεπτεμβρίου 2001 ως 19 Δεκεμβρίου 2001, Ταμείο Υγείας Προσωπικού Αγροτικής 

Τράπεζας της Ελλάδος, Εργαστήριο Ιατρικής Βιοπαθολογίας. 
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7. Κλινικό Φροντιστήριο με θέμα: «Η συμβολή της Μοριακής Βιολογίας στους τέσσερις 

Εργαστηριακούς κλάδους», 14 Μαρτίου 2002, Ξενοδοχείο INTERCONTINENTAL, 2
ο
 

Πανελλήνιο Συνέδριο Ιατρικής Βιοπαθολογίας. 

 

8. Κλινικό Φροντιστήριο με θέμα: « Αντιβιοτικά-Μικροβιακή αντοχή-κλινική επιλογή», 14 

Μαρτίου 2002, Ξενοδοχείο INTERCONTINENTAL, 2
ο
 Πανελλήνιο Συνέδριο Ιατρικής 

Βιοπαθολογίας. 

 

9. Κλινικό Φροντιστήριο με θέμα: « Η Eργαστηριακή Προσέγγιση των επιπολής και 

δέρματος μυκητιάσεων», 10 Δεκεμβρίου 2003, Ημέρες κλινικής Μικροβιολογίας, 

Πολεμικό μουσείο. 

 

10. Κλινικό Φροντιστήριο με θέμα: « Οροδιαγνωστική των Ιώσεων», 11 Δεκεμβρίου 2003, 
Ημέρες κλινικής Μικροβιολογίας, Πολεμικό μουσείο. 

 

11. Κλινικό Φροντιστήριο με θέμα: « Η συμβολή του μυελογράμματος στη διαγνωστική», 1 

Απριλίου 2004, 3
ο
 Πανελλήνιο Συνέδριο Ιατρικής Βιοπαθολογίας, Ξενοδοχείο 

MACEDONIA PALACE. 

 

12. Σεμινάριο με θέμα: « 2
ος

 Δεκάλογος στις Λοιμώξεις», 19 Φεβρουαρίου 2006, Αθήνα. 

 

13. Κλινικό Φροντιστήριο: « Εργαστηριακή Προσέγγιση στη Φυματίωση», 4
ο
Πανελλήνιο 

Συνέδριο Ιατρικής Βιοπαθολογίας, 12-15 Απριλίου 2006,                Ξενοδοχείο HILTON. 

 

15. Κλινικό Φροντιστήριο: « Η κυτταρομετρία ροής στη διάγνωση των αιματολογικών 
νοσημάτων», 4

ο
Πανελλήνιο Συνέδριο Ιατρικής Βιοπαθολογίας, 12-15 Απριλίου 2006, 

Ξενοδοχείο HILTON. 

 

16. Κλινικό Φροντιστήριο: « Το αντιβιόγραμμα των Gram (+) κόκκων και η ερμηνία του», 

5
ο
Πανελλήνιο Συνέδριο Ιατρικής Βιοπαθολογίας, 9-12 Απριλίου 2008, Ξενοδοχείο 

MACEDONIA PALACE. 

 

17. Κλινικό Φροντιστήριο: «Προβλήματα διάγνωσης στις παρασιτικές λοιμώξεις », 

5
ο
Πανελλήνιο Συνέδριο Ιατρικής Βιοπαθολογίας, 9-12 Απριλίου 2008, Ξενοδοχείο 

MACEDONIA PALACE. 
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ΕΡΓΑΣΙΕΣ ΔΗΜΟΣΙΕΥΜΕΝΕΣ-ΑΝΑΚΟΙΝΩΣΕΙΣ ΣΕ ΣΥΝΕΔΡΙΑ 

ΣΧΕΤΙΚΕΣ ΜΕ ΤΟ ΑΝΤΙΚΕΙΜΕΝΟ ΤΗΣ ΔΙΑΤΡΙΒΗΣ 
 

 

 

1. SUCCESSFUL SHORT-TERM CRYOPRESERVATION OF VOLUME-REDUCED 

CORD BLOOD UNITS IN A CRYOGENIC MECHANICAL FREEZER: EFFECTS 

ON CELL RECOVERY, VIABILITY, AND CLONOGENIC POTENTIAL. 

 

Anagnostakis I, Papassavas AC, Michalopoulos E, Chatzistamatiou T,Andriopoulou 

S, Tsakris A, Stavropoulos-Giokas C. 
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ΕΙΣΑΓΩΓΗ 

 

Το ομφαλοπλακουντιακό αίμα (ΟΠ.Α.) αποτελεί μια πολύτιμη πηγή στελεχιαίων 

αιμοποιητικών κυττάρων (hematopoietic stem cells-HSCs) για αλλογενή μεταμόσχευση. Η πρώτη 

μεταμόσχευση ΟΠ.Α. διενεργήθηκε σε έναν ασθενή με αναιμία Fanconi το 1988. Ώς δότης 

χρησιμοποιήθηκε η HLA-ταυτόσημη αδελφή η οποία, μετά από προγεννητικό έλεγχο, 

διαπιστώθηκε ότι δεν έπασχε από τη νόσο και είχε φυσιολογικό καρυότυπο. Η συλλογή του 

ΟΠ.Α. έγινε κατά την γέννηση, στη συνέχεια καταψύχθηκε και μετά από απόψυξη και 

επεξεργασία δόθηκε για μεταμόσχευση στον πάσχοντα και μέχρι τον παρόντα χρόνο  ο 

συγκεκριμένος ασθενής εξελίσσεται ομαλά με πλήρη αιματολογική αποκατάσταση.  

Αυτή η πρώτη επιτυχία άνοιξε νέους ορίζοντες στην αλλογενή μεταμόσχευση στελεχιαίων 

αιμοποιητικών κυττάρων και έδειξε ότι  μια μονάδα ΟΠ.Α. περιέχει αρκετά στελεχιαία και 

προγονικά αιμοποιητικά κύτταρα έτσι ώστε να γίνει πλήρης και μόνιμη ανασύσταση του 

αιμοποιητικού συστήματος του δέκτη. Επίσης, μια μονάδα ΟΠ.Α. μπορεί να συλλεγεί κατά την 

γέννηση χωρίς να προκληθεί βλάβη στο νεογνό και ότι αυτή μπορεί να καταψυχθεί και στη 

συνέχεια να αποψυχθεί και να δοθεί για μεταμόσχευση χωρίς να χαθεί απαραίτητα η 

πολλαπλασιαστική ικανότητα των στελεχιαίων και προγονικών αιμοποιητικών κυττάρων που 

περιέχονται σε αυτήν.   

Από τότε που πραγματοποιήθηκε η πρώτη μεταμόσχευση ΟΠ.Α.έχουν αναπτυχθεί τράπεζες 

ομφαλοπλακουντιακού αίματος με στόχο την συλλογή και την κρυοσυντήρηση των μονάδων 

ΟΠ.Α. μέχρι την χρήση τους. Περισσότερες από 400.000 μονάδες ΟΠ.Α. είναι πλέον διαθέσιμες 

για διεθνείς ανταλλαγές και τα αποτελέσματα των μεταμοσχεύσεων ομφαλοπλακουντιακού 

αίματος για την αντιμετώπιση σειράς κακοήθων και μη αιματολογικών παθήσεων σε  παιδιά και 

ενηλίκους απέδειξαν ότι σε σχέση με άλλες πηγές στελεχιαίων αιμοποιητικών κυττάρων  το 

ΟΠ.Α. έχει πολλαπλά πλεονεκτήματα, οφειλόμενα κυρίως στην ανωριμότητα των νεογνικών 

κυττάρων.  
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Οι ιδιότητες του ΟΠ.Α όπως μεταξύ άλλων η ευχερής πρόσβαση σε μόσχευμα, μικρότερο 

ποσοστό GVHD (graft versus host disease) καθώς και η καλύτερη αποκατάσταση του 

αιμοποιητικού συστήματος μακροπρόθεσμα αντισταθμίζουν τον σχετικά μικρό αριθμό 

προγονικών και στελεχιαίων κυττάρων που περιέχονται σε μια μονάδα ΟΠ.Α.με αποτέλεσμα μια 

μονάδα να είναι αρκετή σε αρκετές περιπτώσεις για την επιτυχή ανασύσταση του αιμοποιητικού 

συστήματος του λήπτη.  

Αυτές οι ιδιότητες μπορούν να οδηγήσουν σε λιγότερο αυστηρά κριτήρια κατά HLA 

συμβατότητας δότη και λήπτη γεγονός που προσφέρει σημαντικά πλεονεκτήματα διαχειριστικής 

φύσεως όπως ταχύτερη ανεύρεση μοσχεύματος από τις τράπεζες κρυοσυντήρησης με τους 

ασθενείς να υποβάλλονται σε μεταμόσχευση με ΟΠ.Α 25 με 36 ημέρες νωρίτερα από εκείνους 

που μεταμοσχεύονται με μυελό των οστών δεδομένου και ότι η δεξαμενή των δοτών είναι κατα 

πολύ ευρύτερη λόγω της ανοχής 1-2 HLA mismatches από 6. Επίσης, η μεταμόσχευση με ΟΠ.Α 

παρουσιάζει μικρότερα ποσοστά μετάδοσης λοιμώξεων λόγω επιμολύνσεων με ιούς, απουσία 

κινδύνου για τον δότη και τέλος μεγαλύτερη συχνότητα ανεύρεσης σπάνιων απλότυπων HLA σε 

σχέση με τα αντίστοιχα ευρετήρια μυελού των οστών καθώς μπορεί ευκολότερα να στοχεύσει σε 

εθνικές μειονότητες.  

Αρκετές πρόσφατες μελέτες υποδεικνύουν ότι το μέλλον της μεταμόσχευσης ΟΠ.Α θα είναι 

εξαιρετικά ενδιαφέρον όπως και το παρελθόν και το παρόν.  Πρόοδος αναμένεται στην 

προσπάθεια για ταχύτερη εμφύτευση του μοσχεύματος ( engraftment)  καθώς και στην περί την 

μεταμόσχευση θνησιμότητα με μέσα όπως: διαφοροποίηση της επεξεργασίας του μοσχεύματος, 

με ενδοοστική έγχυση του ΟΠ.Α. ή με τη χρήση διπλών μονάδων. Επιπρόσθετα, το ΟΠ.Α. καθώς 

και ο πλακούντας εκτός από τα αιμοποιητικά κύτταρα περιέχει και μεγάλο αριθμό μη 

αιμοποιητικών κυττάρων η πιθανή χρήση των οποίων έχει ιδιαίτερο ενδιαφέρον και ανοίγει νέους 

δρόμους στη χρήση του ΟΠ.Α. για την εξέλιξη της αναγεννητικής ιατρικής. 
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Α.  ΓΕΝΙΚΟ ΜΕΡΟΣ 

  

1. Στελεχιαία κύτταρα (Stem cells-SC)  

 

1.1. Εισαγωγή 

Με τον όρο στελεχιαία κύτταρα (SC-stem cells) καθορίζονται εκείνα τα κύτταρα τα οποία 

διαθέτουν απεριόριστη δυνατότητα αυτοανανέωσης (self-renewal) και επιπλέον την ικανότητα να 

παράγουν θυγατρικά κύτταρα που να ανήκουν σε διαφορετικά είδη ιστών (asymmetric cell 

division)
1
. 

 Αυτές οι δυο ιδιότητες των στελεχιαίων κυττάρων εξαρτώνται εν μέρει από το αν αυτά 

βρίσκονται in situ ( στο φυσικό τους περιβάλλον) ή κάτω από εργαστηριακές συνθήκες (in vitro). 

Εμβρυϊκά στελεχιαία κύτταρα (ESC ή ES-embryonic cells) που προέρχονται από το έσω 

κυτταρικό μόρφωμα (ICM-inner cell mass) των εμβρύων των θηλαστικών, έχουν απεριόριστες 

ικανότητες αυτοανανέωσης και μπορούν να παράγουν κύτταρα όλων των εμβρυϊκών ιστών in 

vitro, ενώ in situ έχουν περιορισμένες ικανότητες αυτοανανέωσης και διαφοροποιούνται σε 

διάφορα είδη ιστών, χάνοντας όμως τον φαινότυπό του στελεχιαίου κυττάρου.  Χιμαιρική 

ανάλυση των ES προερχομένων από ποντίκια απέδειξε την ικανότητά τους να παράγουν κύτταρα 

όλων των ιστών
2
.  Τα ES που προέρχονται από ποντίκια μπορούν να διατηρηθούν σε πολυδύναμη 

κατάσταση in vitro και ακόμη να οδηγηθούν να σχηματίσουν εμβρυϊκά σωμάτια τα οποία 

μπορούν να διαφοροποιηθούν σε κύτταρα ιστών διαφορετικών τύπων
3
.
 
Τα ES προερχόμενα από 

επίμυες έχουν χρησιμοποιηθεί ως εργαλείο για την μελέτη της εμβρυϊκής ανάπτυξης, των 

κυτταρικών αλληλεπιδράσεων, των βιολογικών οδών καθώς και για την ανάπτυξη μοντέλων 

μελέτης των ανθρωπίνων νόσων
4
. 

Εμβρυϊκά στελεχιαία κύτταρα τα οποία έχουν υποστεί γονιδιακή τροποποίηση μπορούν να 

χρησιμοποιηθούν σε πειράματα in vitro και να γίνουν συνεχής πηγή κυττάρων για μελέτη, με 

κάποια είδη κυττάρων να σχηματίζονται αυθόρμητα (κύτταρα μυοκαρδίου και ηπατοκύτταρα) 
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ενώ σε άλλα να χρειάζεται να προηγηθεί ένα βήμα ενίσχυσης με τη βοήθεια αυξητικών 

παραγόντων
5
. Για παράδειγμα, κατά τη διάρκεια της εμβρυϊκής ανάπτυξης η δημιουργία αγγείων 

θα γίνει αυθόρμητα αν προστεθεί FGF (fibroblast growth factor). Επίσης, όταν προστεθεί VEGF 

(vascular endothelial growth factor) σε καλλιέργειες κυττάρων ES, ευνοείται η παραγωγή 

ενδοθηλιακών κυττάρων
6,7

. 

Κύτταρα ES FLK 1
+
 (FLK 1: υποδοχέας για τον Vascular Endothelial Growth Factor-VEGF) 

μπορούν να διαφοροποιηθούν in vitro  σε αιμοποιητικά, ενδοθηλιακά και κύτταρα λείων μυϊκών 

ινών, μιμούμενα με αυτό τον τρόπο την φυσιολογική  ανάπτυξη του αγγειακού συστήματος που 

συμβαίνει στον λεκιθικό ασκό του εμβρύου
8
. Με ανάλογο τρόπο κύτταρα ES μπορούν να 

διαφοροποιηθούν σε οστεοβλάστες και θα σχηματίσουν οστικούς κονδύλους που περιέχουν 

εναποθέσεις ασβεστίου η δε συχνότητα σχηματισμού των αυξάνει σημαντικά αν προστεθούν στην 

καλλιέργεια φωσφορικά, δεξαμεθαζόνη και ασκορβικό οξύ
9
. 

Τόσο τα ανθρώπινα ES όσο και αυτά από επίμυες μπορούν να προέρχονται και από PCG 

κύτταρα ( primordial germ cells). Παρόμοια με τα κύτταρα ES που προέρχονται από το ICM, τα 

PCG κύτταρα  μπορούν να σχηματίσουν εμβρυϊκά σωμάτια που μπορούν να εκφράσουν δείκτες 

που αντιπροσωπεύουν και τις τρεις γενετικές στοιβάδες: ενδόδερμα, εξώδερμα και μεσόδερμα
10

.
 

Έχει βρεθεί ότι διαφορετικές  ES-PCG κυτταρικές σειρές σχηματίζουν εμβρυϊκά σωμάτια σε 

χαμηλή συχνότητα
11

 και ότι τα κύτταρα που προέρχονται από αυτά μπορούν να οδηγηθούν να 

εκφράσουν κυτταρικούς δείκτες αντιπροσωπευτικούς διαφόρων ειδών κυττάρων (αιμοποιητικών, 

αγγειακού ενδοθηλίου, νευρικών, ενδοδέρματος και μυϊκών). Επίσης, ES κύτταρα  που έχουν 

υποστεί μικρό αριθμό ανακαλλιεργειών και χειρισμών (low-passage), τα οποία συγκρίθηκαν με 

περισσότερο επεξεργασμένα (high-passage) κύτταρα, δεν εμφάνισαν ουσιαστικές διαφορές όσον 

αφορά τα επίπεδα γονιδιακής έκφρασης  γεγονός το οποίο είναι ενδεικτικό ότι αυτές οι κυτταρικές 

σειρές μπορούν να συντηρηθούν για μεγάλο χρονικό διάστημα και έχουν ιδιότητες παρόμοιες με 

στελεχιαία κύτταρα που προέρχονται από το ICM της βλαστοκύστης.  

Όσον αφορά τα ES ανθρωπείου προελεύσεως (hu-ES) έχει αποδειχθεί ότι διαθέτουν ιδιότητες 

παρόμοιες με εκείνα που προέρχονται από επίμυες, με ορισμένες διαφορές: και τα δύο είδη 
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απαιτούν leukaemia inhibitory factor (LIF) για να διατηρηθούν σε αδιαφοροποίητη κατάσταση 

ενώ ορισμένες κυτταρικές σειρές ES απαιτούν και bFGF (fibroblast growth factor) καθώς ο LIF 

δεν επαρκεί ώστε τα κύτταρα να διατηρηθούν σε αδιαφοροποίητη κατάσταση
12,13

. Τα hu-ES 

έχουν ελεγχθεί εργαστηριακά όσον αφορά την έκφραση γονιδίων με PCR και έχουν καλλιεργηθεί 

για να διαπιστωθεί τόσο η ικανότητά τους για μεταμόρφωση όσο και το εύρος αυτής. Η 

απομάκρυνση του LIF από την καλλιέργεια  hu-ES τα οδηγεί να σχηματίσουν εμβρυϊκά σωμάτια 

τα οποία με τη σειρά τους θα σχηματίσουν ένα σχηματισμό που μοιάζει με βλαστοκύστη και 

διαθέτει χαρακτηριστικά ενδοδέρματος, μεσοδέρματος και εξωδέρματος. Αυτά τα hu-ES κύτταρα 

μπορούν να σχηματίσουν μυοκύτταρα, κύτταρα ομοιάζοντα με νευρώνες και αιμοποιητικά 

κύτταρα 
14-16

.   

Η δυνατότητα αυτοανανέωσης (self-renewal) που χαρακτηρίζει τα ES και η ικανότητά τους να 

διαφοροποιούνται σε ένα μεγάλο εύρος κυττάρων, τα έχει κάνει να φαίνονται η ιδανική λύση για 

ιστική θεραπεία και αποκατάσταση
17
, αυτή όμως η δυνατότητα χρήσης των ανθρώπειων ES έθεσε 

ηθικά και νομικά διλήμματα
18
. Επίσης, ο αριθμός των διαθέσιμων για έρευνα εμβρύων 

ανθρώπινης προέλευσης είναι περιορισμένος  τόσο γιατί υπάρχει εγγενής δυσκολία ανεύρεσής 

τους, όσο και γιατί αυτά έχουν χαμηλό βαθμό ανάκτησης από την βαθειά κατάψυξη. Ένα 

δευτερεύον πρόβλημα που περιορίζει τη χρήση των ανθρώπειων ES είναι ότι απαιτείται HLA 

συμβατότητα των παραγόμενων κυττάρων ή ιστών με τον λήπτη, συνέπεια του οποίου είναι να 

απαιτείται μια τράπεζα αρκετών χιλιάδων κυτταρικών σειρών ES έτσι ώστε οι κυτταρικές ή οι 

γονιδιακές θεραπείες να έχουν πρακτική αξία
19

. 

 

1.2. Μηχανισμός διαφοροποίησης των στελεχιαίων κυττάρων ενηλίκων  

Πρόσφατες μελέτες δείχνουν ότι τα κύτταρα του δότη ενοποιούνται κατά μια έννοια με εκείνα 

του λήπτη και ακολουθούν την ίδια νομοτελειακή πορεία 
20-22

. Σε μια άλλη μελέτη νευρικά 

στελεχιαία κύτταρα καλλιεργήθηκαν μαζί με C2C12 κύτταρα (μυοβλαστική κυτταρική σειρά 

ποντικού) οπότε τα νευρικά μετατράπηκαν σε μυϊκά αλλά απαιτείτο η επαφή των δύο ειδών 

κυττάρων. Ομάδες νευρικών στελεχιαίων κυττάρων που δεν είχαν επαφή με C2C12 κύτταρα, δεν 
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διαφοροποιήθηκαν σε μυϊκά και ακόμη όταν τα νευρικά στελεχιαία κύτταρα μπήκαν στη 

διαδικασία της διαφοροποίησης σε C2C12,έχασαν την ικανότητά τους να μεταπέσουν σε νευρικά 

23
. 

Ένας άλλος πιθανός μηχανισμός διαφοροποίησης είναι εκείνος που βασίζεται σε κυτταρικά 

σήματα. Για παράδειγμα, ένα στελεχιαίο αιμοποιητικό κύτταρο στον μυελό των οστών θα δεχθεί 

περιοριστικά σήματα κυτταρικής σειράς έτσι ώστε να εξελιχθεί σε κύτταρο του αίματος, παρόλα 

αυτά όμως τοποθετώντας το στο ήπαρ του επιτρέπουμε να λάβει οργανοειδικά του ήπατος 

σήματα, γεγονός το οποίο αλλάζει τον προγραμματισμό του με αποτέλεσμα να εξελίσσεται σε ένα 

λειτουργικό ηπατοκύτταρο, όπως έχει παρατηρηθεί σε ασθενείς λήπτες μυελού των οστών 
24,25

. 

Στην διπλανή εικόνα  εμφανίζεται 

διαγραμματικά ο παραπάνω μηχανισμός, παρόλα 

αυτά οι μελέτες που προτείνουν κάτι τέτοιο δεν 

διαχωρίζουν μεταξύ της πιθανότητας του 

επαναπρογραμματισμού του στελεχιαίου 

κυττάρου και του ότι το στελεχιαίο κύτταρο 

μπορεί να ανταποκριθεί σε σήματα, στα οποία συνήθως δεν εκτίθεται. Τέλος, σε μια σχετικά 

πρόσφατη έρευνα,  χρησιμοποιήθηκε πυρήνας Β λεμφοκυττάρου  για μεταφορά πυρήνα 

σωματικού κυττάρου  σε ωοκύτταρα, με σκοπό τη δημιουργία λειτουργικών ES κυττάρων
26
. Ο 

επαναπρογραμματισμός του πυρήνα του κυττάρου που παρατηρείται, πιθανά οφείλεται σε 

διατάραξη της φυσιολογικής κατάστασης της χρωματίνης και του τρόπου μεθυλίωσης του DNA 

που προκύπτουν εξαιτίας της έκθεσης της χρωματίνης σε νέους κυτταροπλασματικούς 

παράγοντες του κυττάρου λήπτη
27

. 

1.3. Μεσεγχυματικά και στελεχιαία αιμοποιητικά κύτταρα 

Ο μυελός των οστών αποτελείται από αιμοποιητικά και κύτταρα του στρώματος του μυελού ή 

μεσεγχυματικά κύτταρα, που είναι επίσης ικανά για διαφοροποίηση σε πολλαπλές μη 

αιματολογικές σειρές κυττάρων. Αυτά τα μεσεγχυματικά κύτταρα είναι θετικά για α-smooth 
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muscle actin, SH2, SH3, SH4 ( μεσεγχυματικοί κυτταρικοί δείκτες), παράγοντα von Willebrand 

(vWF; Ενδοθηλιακών κυττάρων) και φιμπρονεκτίνη και τα  είδη των κυττάρων που μπορούν να 

παραχθούν με αυτό τον τρόπο είναι πολλά
 28,29

.  

Μελέτες έχουν καταδείξει την ικανότητα των μεσεγχυματικών κυττάρων που προέρχονται 

από τον μυελό των οστών να ωριμάζουν σε νευρικά 
30,31

, μυϊκά 
32,33

 και ηπατικά
24,25

. 

Μεμονωμένα μεσεγχυματικά κύτταρα έχουν την ικανότητα να πραγματοποιούν ακόμη και 120 

διαιρέσεις και να δίνουν κύτταρα όλων των γενετικών στρωμάτων (εξώδερμα, μεσόδερμα και 

ενδόδερμα) και απαιτούν LIF για την επιβίωση τους ενώ τα κύτταρα αυτά εκφράζουν επίσης τους 

ES κυτταρικούς δείκτες OCT-4, Rex-1 και SSEA-1. Στελεχιαία κύτταρα που προέρχονται από το 

μυελό των οστών έχουν επίσης την ικανότητα να παράγουν ηπατοκύτταρα και έχουν αναφερθεί 

στη βιβλιογραφία 
24,25

.  

Σε μια άλλη μελέτη , HSCs ( haemopoietic stem cells ) ελέγχθηκαν για την ικανότητα τους να 

αυτοανανεώνονται και να διαφοροποιούνται, χρησιμοποιώντας LTR (Long term repopulation) 

τεχνικές σε ακτινοβοληθέντες λήπτες. Τα αποτελέσματα έδειξαν ότι αυτά τα κύτταρα αποίκισαν 

το μυελό των οστών του λήπτη αλλά και ότι μπορούσαν να διαφοροποιηθούν σε επιθηλιακά 

κύτταρα ήπατος, πνεύμονα, γαστρεντερικού συστήματος και δέρματος
34

. 

 

1.4. Στελεχιαία και προγονιά αιμοποιητικά κύτταρα (Ηaemopoietic stem and progenitor 

cells-HSPCs) 

Μία εναλλακτική πηγή στελεχιαίων κυττάρων μπορεί να είναι τα πιο εξειδικευμένα ιστικά 

στελεχιαία κύτταρα που βρίσκονται σε ενήλικές. Για παράδειγμα, τέτοιες ασφαλείς πηγές 

στελεχιαίων αιμοποιητικών κυττάρων είναι ο  μυελός των οστών, το περιφερικό αίμα ή το 

ομφαλοπλακουντιακό αίμα, ενώ δεν μπορεί να ειπωθεί το ίδιο και για τα νευρικά ή κύτταρα άλλης 

προέλευσης, τα οποία δεν είναι τόσο άμεσα διαθέσιμα για συλλογή. Αν και τα νευρικά στελεχιαία 

κύτταρα είναι ικανά να αναπτυχθούν σε καλλιέργεια και να επαναποικίσουν τον εγκέφαλο 

επίμυος ή αρουραίου, εντούτοις δεν είναι εύκολο να παραληφθεί εγκεφαλικός ή νευρικός ιστός 
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γενικά, για την καλλιέργεια και παραγωγή νευρικών κυττάρων. 

Η ύπαρξη στελεχιαίων κυττάρων ενηλίκων διαφαίνεται καλύτερα στο αιμοποιητικό σύστημα. 

Η μεταμόσχευση του μυελού των οστών έχει επιτυχώς χρησιμοποιηθεί για τη θεραπεία 

αιματολογικών παθήσεων, κληρονομικές ανοσοανεπάρκειες και άλλες διαταραχές του 

ανοσοποιητικού συστήματος 
35

. 

   

Η φυσιολογική πορεία και μετάβαση των στελεχιαίων αιμοποιητικών κυττάρων σε 

ωριμότερα κύτταρα στο μυελό των οστών παρουσιάζεται σχηματικά στην παραπάνω εικόνα. 

Τα αιμοποιητικά στελεχιαία κύτταρα μπορούν να εξαχθούν από περιφερικό αίμα, από το 

μυελό των οστών και από το ομφαλοπλακουντιακό αίμα, με κυριότερη πηγή τον δεύτερο, με 

απαραίτητη προϋπόθεση την HLA συμβατότητα.  

Υπάρχουν δύο είδη αιμοποιητικών κυττάρων που βοηθούν στην αναγέννηση του αιμοποιητικού 

συστήματος μετά τη μεταμόσχευση: (α) Τα προγονικά κύτταρα, τα οποία διαθέτουν περιορισμένη 

ικανότητα ανανέωσης και (β) Στελεχιαία κύτταρα, τα οποία εμπεριέχονται στον πληθυσμό των 

προγονικών κυττάρων, αλλά έχουν πολύ μεγαλύτερη δυνατότητα αυτοανανέωσης 
36
. Είναι 

σημαντικό να τονιστεί ότι συνθήκες καλλιέργειας που οδηγούν σε αύξηση του αριθμού των 

στελεχιαίων/προγονικών κυττάρων, όπως αυτά καταμετρώνται με in vitro μεθόδους, για 

παράδειγμα CFU (colony forming units) ή LTC-IC (long-term cell-initiating culture), δεν οδηγούν 

σε αντίστοιχη αύξηση του αριθμού των μακράς διάρκειας εμφυτευόμενων (long-term engrafting) 
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κυττάρων 
37,38

.  

 Η «δεξαμενή» των στελεχιαίων κυττάρων είναι μικρή και φαίνεται ότι υπάρχει μια σταθερή 

κατάσταση που διατηρείται κατά τη διάρκεια της ζωής του οργανισμού αν και ένα στελεχιαίο 

κύτταρο μπορεί να διαιρεθεί και να παράγει δύο νέα στελεχιαία κύτταρα, δύο θυγατρικά κύτταρα 

ή ένα από το κάθε είδος 
39,40

. Συνεπώς, το κρίσιμο σημείο στην in vitro έκπτυξη των στελεχιαίων 

κυττάρων είναι να μειωθεί η απώλεια των αυτο-ανανεωθέντων στελεχιαίων κυττάρων που 

συμβαίνει κατά τη διάρκεια του κατευθυνόμενου πολλαπλασιασμού.  

Για να μπορέσει ένα στελεχιαίο κύτταρο να δώσει γένεση σε δύο νέα στελεχιαία κύτταρα, 

είναι απαραίτητο να διακοπεί η διαδικασία της διαφοροποίησης ενεργοποιώντας τον 

πολλαπλασιασμό του πριν ξεκινήσει αυτή, αν και  οι προσπάθειες για να γίνει κάτι τέτοιο δεν 

έχουν σημειώσει ιδιαίτερη επιτυχία, δεδομένου ότι οι παράγοντες ανάπτυξης που 

χρησιμοποιούνται έχουν τόσο μιτογόνες όσο και διαφοροποιητικές δράσεις 
41

. 

 

2. Αιμοποιητικά  κύτταρα (HSPCs) του  ομφαλοπλακουντιακού αίματος (ΟΠ.Α)  

 

2.1. Εισαγωγή  

 Η παρουσία στελεχιαίων και προγονικών αιμοποιητικών αιμοποιητικών κυττάρων (HSPC-

Hemopoietic stem and progenitor cells) στο  ομφαλοπλακουντιακό αίμα (UCB-umbilical cord 

blood) υποδείχθηκε  από τον Knudtzon
42

 το 1974. Μετά από μια δεκαετία περίπου, ο Ogawa και 

συν. απέδειξαν την παρουσία προγονικών HSPCs στο UCB 
43,44

, αλλά μόνο το 1989 

δημοσιεύθηκαν πειραματικές και κλινικές μελέτες που ήταν υποδείκνυαν ότι το ΟΠ.Α μπορεί να 

χρησιμοποιηθεί σε κλινικό επίπεδο
45

. Το ίδιο έτος, η Gluckman και συν. ανακοίνωσαν την πρώτη 

μεταμόσχευση όπου ως πηγή αιμοποιητικών κυττάρων χρησιμοποιήθηκε ΟΠ.Α στη θέση του 

μυελού των οστών. Με αυτό τον τρόπο έγινε ανασύσταση του αιμοποιητικού συστήματος ενός 

παιδιού με αναιμία Fanconi με ΟΠ.Α προερχόμενο από HLA-ταυτόσημο συγγενή δότη
46
. Από 

τότε υπάρχει ένα συνεχώς αυξανόμενο ενδιαφέρον όσον αφορά τη χρήση του 

ομφαλοπλακουντιακού αίματος σαν μια εναλλακτική πηγή HSPCs στη μεταμόσχευση
47

 και μέχρι 
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σήμερα εκατοντάδες τέτοιες μεταμοσχεύσεις έχουν πραγματοποιηθεί παγκόσμια, για ασθενείς-

κυρίως παιδιά-με διάφορες αιματολογικές και γενετικές παθήσεις όπως λεμφογενή και μυελογενή 

λευχαιμία, αναιμία Fanconi, απλαστική αναιμία, σύνδρομο Hunter, σύνδρομο Hunter, σύνδρομο 

Wiskott-Aldrich, β-θαλασσαιμία και νευροβλάστωμα.  

Με την αναγνώριση του γεγονότος ότι το ΟΠ.Α μπορεί να χρησιμοποιηθεί ως εναλλακτική 

πηγή προγονικών αιμοποιητικών κυττάρων, σε σχέση με το μυελό των οστών δημιουργήθηκαν 

τράπεζες ομφαλοπλακουντιακού αίματος που κρατούν αποθηκευμένες στην κρυοσυντήρηση, 

(θερμοκρασίες από -80
0
C έως -196

0
C ) μονάδες  ΟΠ.Α, με σκοπό να χρησιμοποιηθούν για 

μεταμόσχευση σε όποιον έχει ανάγκη.  Οι πρώτες τράπεζες ΟΠ.Α, με «δημόσιο» χαρακτήρα 

ιδρύθηκαν το 1993 στη Ν.Υόρκη (New York Blood Center), στο Μιλάνο (Milan Cord Blood 

Bank-Italy) και στο Ντύσσελντορφ (Bone Marrow Donor Center-Dusseldorf, Germany). Αυτές οι 

εξελίξεις οδήγησαν αρκετές ερευνητικές ομάδες να διερευνήσουν τα χαρακτηριστικά των HPSCs 

του ΟΠ.Α τόσο in vitro όσο και in vivo, με τελικό στόχο τη βελτίωση όσο και την επέκταση του 

κλινικού τους ρόλου. 

 

2.2.  In vitro μέθοδοι μελέτης των HSPCs του ΟΠ.Α 

2.2.1. Φαινοτυπικός καθορισμός 

Το CD34
+
 αντιγόνο, μια μεμβρανική γλυκοπρωτεΐνη, μοριακού βάρους 90-120kD, είναι ο 

περισσότερο χρησιμοποιούμενος δείκτης όσον αφορά τα HSPCs ανθρώπινης προέλευσης
48-55

. Αν 

και οι λειτουργίες του δεν είναι απόλυτα αποσαφηνισμένες, φαίνεται ότι σχετίζεται με την 

ρύθμιση της προσκόλλησης (adhesion) των αιμοποιητικών κυττάρων στα κύτταρα του στρώματος 

(stromal cells) του αιμοποιητικού μικροπεριβάλλοντος
56

. 

Ο CD34
+ 
φαινοτυπικός δείκτης δεν μπορεί μόνος του να διαχωρίσει στελεχιαία από 

ωριμότερα προγονικά κύτταρα ή υποκατηγορίες κυττάρων ενδιάμεσα και βρίσκεται επίσης σε 

κύτταρα άλλων κατηγοριών ( για παράδειγμα, ενδοθηλιακά)
57
, όμως κύτταρα που εκφράζουν 

έντονα το CD34
+
 αντιγόνο (CD34

+++
) φαίνεται ότι ανήκουν σε πληθυσμό που περιλαμβάνει τα 
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αωρότερα των κυττάρων του πληθυσμού 
53

.  

Η συχνότητα των CD34
+
 κυττάρων στο μυελό των οστών των ενηλίκων κυμαίνεται μεταξύ 1 

έως 3% όλων των εμπύρηνων κυττάρων
48-51

. Η περιεκτικότητα των CD34
+
 κυττάρων στο ΟΠ.Α 

έχει βρεθεί επίσης να είναι περίπου το 1% των εμπύρηνων κυττάρων
 58-61

. Η περιεκτικότητα των 

CD34
+
 κυττάρων στο ΟΠ.Α μειώνεται ανάλογα με την ηλικία του κυήματος, για παράδειγμα τη 

17
η
 εβδομάδα της κύησης τα CD34

+
 κύτταρα αποτελούν το 11% περίπου των μικρών 

μονοπυρήνων κυττάρων (MNC), όταν την 38 εβδομάδα αποτελούν μόνο το 1% 
62

. 

Στον μυελό των οστών του ενήλικα, τα CD34
+
 κύτταρα αποτελούν έναν ετερογενή πληθυσμό 

κυττάρων όπου η μεγάλη πλειοψηφία  εκφράζει επίσης HLA-DR καθώς και CD38 αντιγόνα 
55,63-

65
. Αξίζει να σημειωθεί ότι οι περιεκτικότητες των CD34

+
CD38

-
 και CD34

+
HLA/DR

-
 κυττάρων 

στο ΟΠ.Α είναι υψηλότερες από αυτές στο μυελό των οστών του ενηλίκου ( τα CD34
+
CD38

-
 

κύτταρα είναι περίπου το 4% των CD34
+
 κυττάρων στο ΟΠ.Α ενώ μόλις το 1% στο μυελό των 

οστών ενηλίκου 
55
), γεγονός που υποδεικνύει ότι το ΟΠ.Α περιέχει άωρα προγονικά αιμοποιητικά 

κύτταρα σε μεγαλύτερο ποσοστό από ότι ο μυελός των οστών. 

Τα CD34
+
 του ΟΠ.Α, με βάσει την έκφραση των αντιγόνων επιφανείας CD45RA και CD71, 

μπορούν να διαχωριστούν σε τρεις υποπληθυσμούς που αντιστοιχούν σε CFU-GEMM, CFU-GM 

και BFU-E κύτταρα. Τα CD34
+
 που έχουν πολύ χαμηλή ή μη ανιχνεύσιμη έκφραση  CD45RA και 

CD71 σχετίζονται με τα CFU-GEMM τα οποία αποτελούν έως και το 47% των CFC (Colony 

forming cells). Τα CD34
+
CD45RA

+
CD71

lo
 σχετίζονται με προγονικά κύτταρα κοκκιοκυττάρων 

(CFU-GM) που αντιστοιχούν με υψηλό ποσοστό 9 (έως 90% ) των CFCs, ενώ τα 

CD34
+
CD45RA

lo
CD71

+
, αντιστοιχούν σε προγονικά κύτταρα ερυθροποιητικών κυττάρων ( BFU-

E και CFU-E)
66,67

. Αρκετά άλλα αντιγόνα επιφανείας, όπως το thy1
68
, το c- kit

 69
 και το Flt3/Flk-2

 

70,71
 καθώς και η έμβια χρωστική rhodamine 123

72,73
 έχουν επίσης χρησιμοποιηθεί για να 

εκτιμηθεί η ωριμότητα των κυττάρων. 

Μελέτες έχουν δείξει ότι τα CD34
+
 αιμοποιητικά κύτταρα που μπορούν να κάνουν 

ανασύσταση του αιμοποιητικού συστήματος  σε SCID (Severe combined immunodeficient) 

ποντίκια, εκφράζουν το αντιγόνο Thy-1(CD90)
74,75

. Το 20-30% των CD34
+
CD45RA

lo
CD71

lo
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κυττάρων του ΟΠ.Α επίσης εκφράζουν Thy-1 ενώ αυτός ο πληθυσμός  

CD34
+
CD45RA

lo
CD71

lo
Thy-1

+
 κυττάρων είναι πλούσιος σε HPC-CFC (Hematopoietic 

progenitor cells-colony forming cells). Το αντιγόνο Thy-1 φαίνεται ότι σχετίζεται με την 

ανάπτυξη των αιμοποιητικών κυττάρων, πιθανά μέσω της διαμεσολάβησης στην μεταφορά ενός 

αρνητικού σήματος που οδηγεί στην αναστολή του κυτταρικού πολλαπλασιασμού 
76

. 

Το c-kit πρωτο-ογκογονίδιο κωδικοποιεί έναν διαμεμβρανικό υποδοχέα (CD 117) με 

δραστηριότητα τυροσινικής κινάσης που εκφράζεται στα HSPCs
 77-79

.  

Ο σύνδεσμος του c-kit, ο παράγων του Steel ή mast cell growth factor ή SCF (Stem cell 

factor), σχετίζεται με την βιωσιμότητα και τον πολλαπλασιασμό των HPSCs
78-80

. Το 60% των 

CD34
+
 κυττάρων του ΟΠ.Α συνεκφράζει το c-kit

81
 και αυτός ο πληθυσμός των CD34

+
c-kit

+
 

κυττάρων διαθέτει υψηλότερη ικανότητα αυτοανανέωσης όπως αυτή αποτυπώνεται σε ημιστερεές 

καλλιέργειες σε σχέση με CD34
+
 κύτταρα που δεν εκφράζουν το c-kit. Επίσης όλα τα κύτταρα 

CD34
+
Thy-1

+
 του ΟΠ.Α εκφράζουν και το c-kit, αν και σε χαμηλότερα επίπεδα

74
. 

Η μεγάλη πλειοψηφία των CD34
+
 κυττάρων του ΟΠ.Α (90%) συνεκφράζει τo FLT3(CD135), 

τον υποδοχέα για την πρωΐμως-δρώσα (early-acting) κυττοκίνη FLT3-ligand (FL) και μόνο το 5% 

εκφράζει τον υποδοχέα για το M-CSF(CD 115)
75

. 

Το 80% των CD34
+
 κυττάρων του ΟΠ.Α έχουν την ικανότητα να προσροφούν rhodamine-

123(Rh
high

)
73
, μια έμβια φθοριοχρωστική που συνδέεται με τα μιτοχόνδρια των ζώντων 

κυττάρων
82
. Τα κύτταρα ΟΠ.Α CD34

+
Thy-1

+
c-kit

low
 είναι επίσης Rh

low
 και φαίνεται ότι όλα τα 

LTC-IC εμπεριέχονται σε αυτό τον πληθυσμό
73
. Μετά από όλα τα παραπάνω μπορούμε να 

συμπεράνουμε ότι τα περισσότερο πρώϊμα HPSCs, βρίσκονται στο ΟΠ.Α σε συχνότητα 1/30.000 

εμπυρήνων κυττάρων περίπου, είναι μορφολογικά μικρά MNC (mononuclear cells) και έχουν τον 

παρακάτω φαινότυπο: CD34
+
CD38

-
CD45RA

lo
CD71

lo
Thy-1

+
c-kit

low
Rh

low
. 

Η έκφραση αντιγόνων της λεμφικής ή της μυελικής σειράς στα CD34
+
 κύτταρα του ΟΠ.Α , 

έχει επίσης αποδειχθεί. Στα CD34
+
 κύτταρα του ΟΠ.Α, σε αντίθεση με εκείνα του μυελού των 

οστών ενηλίκων όπου το 25% των CD34
+
 κυττάρων εκφράζει τον δείκτη επιφανείας CD10 και το 

18% εκφράζει το CD19, τα CD10
+
CD19

+
 είναι σχετικά σπάνια ενός του κλάσματος των CD34

+
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κυττάρων του ΟΠ.Α
83

. Το CD13
+ 
φαίνεται ότι εκφράζεται από την πλειοψηφία των CD34

+
 

κυττάρων, το ίδιο και το CD133
+
, αν και αυτό το τελευταίο φαίνεται ότι δεν εκφράζεται στα 

περισσότερο αρχέγονα CD34
+
. Επίσης παρατηρήθηκε η παρουσία πολλών μορίων προσκόλλησης 

στα  CD34
+
 κύτταρα του ΟΠ.Α, παρόμοια με εκείνα που παρατηρήθηκαν στα  CD34

+
 κύτταρα 

του μυελό των οστών. 

Σχεδόν όλα τα CD34
+
 εκφράζουν CD11 και CD18 αλύσους ιντεγκρινών, ενδεικτικό της 

ύπαρξης LFA-1 ετεροδιμερών.  Όλα τα CD34
+
 κύτταρα εκφράζουν τα LFA-1 ligant, LFA-3 (CD 

58) και ICAM-1 όπως επίσης και ιντεγκρίνες της β1 οικογένειας-σημαντικές στην προσκόληση 

μεταξύ κυττάρου και εξωκυττάριου ουσίας- ειδικά το VLA-4 και VLA-5.  

Τέλος, τα CD44 και LAM-1, υποδοχείς προσκόλλησης που σχετίζονται με το homing των 

αιμοποιητικών κυττάρων, έχουν ισχυρή έκφραση στα CD34
+ 83

. Ο παρακάτω πίνακας παρουσιάζει 

σε περίληψη ορισμένα από τα στοιχεία που προαναφέρθηκαν.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Τα αποτελέσματα στον πίνακα εκφράζονται ως mean±SD του σχετικού ποσοστού των 

κυττάρων που περιέχονται εντός του πληθυσμού CD34
+
 κυττάρων του ΟΠ.Α και εκφράζουν το 

αντίστοιχο αντιγόνο. 

Αντιγονική έκφραση των CD34+ κυττάρων του ΟΠ.Α 

 

Αντιγόνο % Θετικά κύττ. Αντιγόνο % Θετικά κυττ. 

CD13 70± 13 CD54 >98 

CD18 94± 5 CD58 >98 

CD19   4 ±2 CD71 30± 9 

CD33 78± 12 CD90 40 ±16 

CD38 97± 2 CD115 5± 1 

CD44 >98 CD117 61± 17 

CD45RA 55 ±11 CD135 92± 3 

CD51 4 ±2 HLA-DR 89± 8 
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Στα πλεονεκτήματα του φαινότυπου συμπεριλαμβάνεται η ταχύτητα σε σχέση με τις 

λειτουργικές μεθόδους, όπως αυτές που προσδιορίζουν την πολλαπλασιαστική ικανότητα των 

κυττάρων, καθώς και οι δυνατότητες του διαχωρισμού και εμπλουτισμού των κυττάρων. Στην πιο 

κάτω εικόνα εμφανίζονται κύτταρα HSPCs που είναι  

CD34
+
CD45Re

lo
CD71

lo
Thy-1(CD90)

+
, προερχόμενα από ΟΠ.Α. 

Παρόλα αυτά όμως ο φαινότυπος δεν δίνει επαρκείς πληροφορίες σχετικά με την 

ικανότητα αυτοανανέωσης, πολλαπλασιασμό ή την ικανότητα διαφοροποίησης των κυττάρων αν 

δεν συνδυαστεί με κάποια μέθοδο που να εκτιμά λειτουργικά τον συγκεκριμένο πληθυσμό των 

κυττάρων.  

Επίσης, ο φαινότυπος δεν έχει πάντα σταθερή έκφραση. Έχει βρεθεί ότι αιμοποιητικά 

προγονικά κύτταρα μπορούν να βρεθούν και στον CD34
-
 πληθυσμό κυττάρων 

84,85
 και η 

συσχέτιση μεταξύ CD34
+
 και CD34

-
 μπορεί να γίνει πιο περίπλοκη εξαιτίας της πολυμορφίας και 

της προκλητότητας των CD34 αντιγόνων 
86
. Μετά από ex-vivo διαδικασίες έκπτυξης (expansion), 

αρκετά προγονικά κύτταρα δεν εκφράζουν CD34 αντιγόνα
 87

. 

Γενικά, τα αιμοποιητικά προγονικά κύτταρα του ΟΠ.Α, κατά το μεγαλύτερο μέρος 

εκφράζουν τους ίδιους φαινοτυπικούς δείκτες με τα ομόλογά τους στο μυελό των οστών 

ενηλίκων, εκτός από τα HLA-DR αντιγόνα η έκφραση των οποίων είναι ελάχιστη ή απουσιάζει 

παντελώς από τα προγονικά αιμοποιητικά κύτταρα του μυελού των οστών, ενώ στα αντίστοιχα 

κύτταρα του ΟΠ.Α εκφράζονται σε υψηλότερα επίπεδα 
72,88

. 
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2.2.2. Λειτουργικές μέθοδοι διερεύνησης (Functional assays)-διαφορές μεταξύ 

αιμοποιητικών κυττάρων ΟΠ.Α και μυελού των οστών 

Υπάρχουν διάφορες μέθοδοι για την εκτίμηση της πολλαπλασιαστικής ικανότητας in vitro 

και της ικανότητας διαφοροποίησης των αιμοποιητικών προγονικών κυττάρων. 

Για τα προγονικά και για τους περισσότερο ώριμους πληθυσμούς των στελεχιαίων 

αιμοποιητικών κυττάρων- που συνήθως δεν έχουν μακράς διάρκειας, in vivo ικανότητα για 

επαναποικισμό του μυελού των οστών- αυτές χρησιμοποιούν την ανάπτυξη των κυττάρων σε 

ημιστερεό καλλιεργητικό υλικό όπως άγαρ, αγαρόζη, ή μεθυλλοκυτταρίνη, ή καλλιέργειες σε 

διάλυμα
89-91

. Το ημιστερεό θρεπτικό υλικό επιτρέπει την ανάπτυξη διαχωρισμένων αποικιών με 

τις αποικίες αυτές να  προέρχονται από μεμονωμένα κύτταρα τα οποία είτε είναι στελεχιαία 

κύτταρα, με περιορισμένη ικανότητα αυτοανανέωσης, είτε προγονικά κύτταρα 
53,43,92-95

.  

Οι κυτταρικές καλλιέργειες μπορούν να ξεχωρίσουν κύτταρα όπως στελεχιαία, υψηλής 

πολλαπλασιαστικής ικανότητας κύτταρα σχηματίζοντα αποικίες (high proliferation potential 

colony forming cells;HPP-CFCs), πολυδύναμες μονάδες σχηματισμού αποικιών CFU-GEMM 

(Granulo-,erythroid-, macrophage- και megacaryocyte-), CFU-GM (Granulo- macrophage-), 

CFU-G (Granulo-), CFU-M (Macrophage-), CFU-Mega (Megacaryocyte-) και  BFU-E (Burst 

Forming Unit-Erythroid). Η δυνατότητα της ανακαλλιέργειας μεμονωμένων αποικιών από ένα 

τρυβλίο σε ένα άλλο, με σχηματισμό δευτερογενών αποικιών προσφέρει μια εκτίμηση της 

ικανότητας αυτοανανέωσης του αρχικού κυττάρου που παρήγαγε την αρχική αποικία, ειδικά αν 

τόσο οι πρωτογενείς όσο και οι δευτερογενείς αποικίες είναι πολυδύναμες.  

Αν και οι CFU-GEMM ,CFU-GM ,CFU-G ,CFU-M ,CFU-Mega  και  BFU-E θεωρείται ότι 

προέρχονται από προγονικά κύτταρα χωρίς ικανότητα αυτοανανέωσης, υπάρχουν ενδείξεις ότι 

μερικοί υποπληθυσμοί  CFU-GEMM μπορούν να ταξινομηθούν σε μια ωριμότερη κατηγορία 

στελεχιαίων κυττάρων, παρά σε κάποια πρώιμη κατηγορία προγονικών κυττάρων 
92,93,95

. 

Το ΟΠ.Α έχει παρατηρηθεί ότι περιέχει υψηλότερη συγκέντρωση HSPCs, σε σχέση με το 

μυελό των οστών 
45,95,96

. Ο υπολογισμός της περιεκτικότητας βασίζεται στην καταμέτρηση του 
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αριθμού των αποικιών που αναπτύσσονται σε σχέση με τον αριθμό των κυττάρων που 

καλλιεργούνται και ουσιαστικά αυτή η εκτίμηση του αριθμού των CFU-GEMM ,CFU-GM και 

BFU-E που οδήγησε στην υπόθεση ότι το ΟΠ.Α μπορεί να χρησιμοποιηθεί ως πηγή 

αιμοποιητικών κυττάρων
45

 με ευεργετικά αποτελέσματα τόσο στα παιδιά όσο και σε ενήλικες
 45,96

. 

Ακόμη περισσότερο, τόσο η πολλαπλασιαστική ικανότητα (proliferative capacity)
 45,53,54,55,95, 96,97-

99
 όσο και η ικανότητα ανακαλλιέργειας (replating ability)-μέτρο της ικανότητας αυτοανανέωσης, 

για ορισμένους ερευνητές 
43,53,92,93,95

 ,των προγονικών αιμοποιητικών κυττάρων που περιέχονται 

στο ΟΠ.Α, αποδείχθηκε ότι είναι μεγαλύτερες από εκείνες των αντιστοίχων κυττάρων του μυελού 

των οστών. 

Μακράς διάρκειας καλλιέργειες κυττάρων LTC-CIC (Long term, culture-initiating cell)  σε 

υγρό θρεπτικό υλικό όπου τα κύτταρα υποστηρίζονται θρεπτικά από στοιχεία των κυττάρων του 

στρώματος (stromal cells) και /ή κυτταροκίνες έχουν στοιχειοθετήσει τα υπέρτερα καλλιεργητικά 

χαρακτηριστικά των προγονικών κυττάρων του ΟΠ.Α 
87,95,97,99-104

 σε σχέση με εκείνα που 

προέρχονται από το μυελό των οστών. Εκτεταμένες LTC-CIC κατέδειξαν ότι τα  CD34
+
 CD38

-
 

κύτταρα του ΟΠ.Α έχουν μεγαλύτερη κλωνική απόδοση, πολλαπλασιάζονται ταχύτερα 

αντιδρώντας σε κυττοκίνες και παράγουν 7-πλασιο αριθμό θυγατρικών κυττάρων σε σχέση με τα 

αντίστοιχα κύτταρα του μυελού 
105

. 

Όλες οι μελέτες έχουν αποδείξει ότι η συγκέντρωση των προγονικών αιμοποιητικών 

κυττάρων στο ΟΠ.Α είναι αυξημένη σε σχέση με αυτή στο μυελό των οστών, παρ’όλα αυτά όμως 

δεν υπάρχουν στοιχεία που να αποδεικνύουν ότι υπάρχουν θεμελιώδεις διαφορές μεταξύ των 

προγονικών αιμοποιητικών κυττάρων του ΟΠ.Α και εκείνων του μυελού των οστών. Η αωρότητα 

των HSPCs του ΟΠ.Α έχει διερευνηθεί με κυτταρογεννετικές μελέτες χρησιμοποιώντας το μήκος 

των τελομερών 
106

. Μελέτες με κύτταρα επίμυος επιβεβαιώνουν την υπόθεση ότι μεμονωμένα 

στελεχιαία κύτταρα από τον μυελό των οστών, εμβρυϊκό αίμα ή αίμα νεογνού παράγουν 

παρόμοιες κατηγορίες κυττάρων λεμφικής ή ερυθροειδούς προέλευσης 
107

. 

Αν και τα HSPCs του ΟΠ.Α έχουν μεγάλη ικανότητα για εκτεταμένο πολλαπλασιασμό
 45,53-

55,96
 , η ανάλυση της κινητικής του κυτταρικού κύκλου τους  με τη βοήθεια σεσημασμένης 
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θυμιδίνης και κυτταρικών καλλιεργειών, έδειξε ότι όταν αυτά ληφθούν αμέσως μετά τη γέννηση, 

τα κύτταρα αυτά βρίσκονται σε στατική κατάσταση από απόψεως πολλαπλασιασμού 
94,95,97,108,109

, 

γεγονός που έρχεται σε οξεία αντίθεση με τον σχετικά αυξημένο πολλαπλασιασμό αυτών των 

κυττάρων στο μυελό των οστών. 

Παρ’όλα αυτά τα HSPCS του ΟΠ.Α ανταποκρίνονται άμεσα στην επίδραση παραγόντων 

ενισχυτικών του πολλαπλασιασμού
 45,53-55,95-97,108,109

 και αυτή η ιδιότητα τους σχετίζεται άμεσα με 

την αυξημένη ικανότητα της ex vivo έκπτυξης (expansion) των κυττάρων αυτών.  

 

2.3.    In vivo μέθοδοι μελέτης των HSPCs του ΟΠ.Α 

Τα στελεχιαία αιμοποιητικά κύτταρα που επαναποικίζουν το μυελό των οστών 

διερευνήθηκαν και με τη βοήθεια μεθόδων που χρησιμοποιούν ζωικά πρότυπα in vivo. 

Σε αυτά τα πρότυπα (models), η διερεύνηση της μακράς διάρκειας επαναποικιστικής 

ικανότητας (long term repopulation) των κυττάρων του δότη που δόθηκαν σε ποντίκι  

ακτινοβολημένο θανατηφόρα (lethally irradiated mice), γίνεται είτε σε περιβάλλον μη 

ανταγωνιστικό ή σε συνδυασμό με τη χορήγηση κυττάρων ισοδύναμων με αυτόλογα  
110-114

. 

Είναι αρκετά πιθανό, με βάση τα παραπάνω, τα πρόσφατα in vivo πρότυπα (models) όπου 

χρησιμοποιούνται ποντίκια διαφόρων βαθμών ανοσοανεπάρκειας (SCID) ως δέκτες ανθρώπινων 

κυττάρων να μπορούν να λειτουργήσουν ως μέθοδοι για τη διερεύνηση μακράς διάρκειας 

επαναποικίζοντα το μυελό των οστων κυττάρων (LTCs) 
112, 115-121

. 

Το πρότυπο SCID-mouse (severe combined immunodeficient mouse) είναι από τα 

δημοφιλέστερα και σε αυτό η SCID μετάλλαξη είναι η απώλεια (deletion) του γονιδίου της DNA-

εξαρτώμενης πρωτεϊνικής κινάσης (DNA-PK). Το ποντίκι που είναι ομόζυγο για την scid 

μετάλλαξη δεν διαθέτει λειτουργικά Β και Τ λεμφοκύτταρα εξαιτίας ανωμαλιών στον 

ανασυνδυασμό των V(D)J αλύσεων καθώς και την επισκευή ρηγμάτων στις διπλή έλικα του 

DNA, με αποτέλεσμα αυτό να καθίσταται μη επαρκές λειτουργικά όσον αφορά τόσο την 

κυτταρική όσο και την χημική ανοσία.  

  Στο πρότυπο NOD (non-obese diabetic) -SCID εκτός της ελαττωματικής κυτταρικής και 
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χημικής ανοσίας παραβλάπτεται και η λειτουργικότητα των NK  κυττάρων και σε αυτό το 

πρότυπο η εμφύτευση (engraftment) των προγονικών κυττάρων προερχόμενων από τον 

ανθρώπινο μυελό των οστών βρέθηκε να είναι τουλάχιστον πενταπλάσια εν σχέση με 

προγενέστερα πρότυπα ενώ τα μεταμοσχευθέντα κύτταρα εμφυτεύονται σε ποσοστά από 10% έως 

30%, αναλόγως του αριθμού τους και της προέλευσής τους 
121-123

.   

Τα προαναφερθέντα προγονικά κύτταρα (ΝΟD/SCID-repopulating cells/SRCs) βρέθηκαν να 

είναι μόνο  ένα μικρό μέρος των κυττάρων με ισχυρή έκφραση CD34 και απουσία CD38 

αντιγόνων στην επιφάνειά τους 
119
. Η συγκέντρωση των SRCs στο ΟΠ.Α βρέθηκε να είναι 1 σε 

9,3x10
5
 κύτταρα, σημαντικά μεγαλύτερη από το 1 σε 3x10

6
 κύτταρα του μυελού των οστών και 

το 1 σε 6x10
6
 του κινητοποιημένου περιφερικού αίματος (PBSCs) 

121
. 

Τα κύτταρα τα οποία αναπτύσσονται μετά τη μεταμόσχευση στο NOD-SCID είναι κυρίως 

της Β-σειράς (CD19
+
) και μικρές ομάδες μυελοειδών κυττάρων (CD14

+
 και CD11b

+
). Ώριμα 

ερυθρά καθώς και προγονικά ερυθρoποιητικά κύτταρα δεν μπορούν να προσδιοριστούν στο 

NOD-SCID ποντίκι που έχει μεταμοσχευθεί με CD34
+
 μυελού των οστών 

124
. Πρόσφατες 

εργασίες έχουν δείξει ότι τα ανθρώπινα αιμοποιητικά κύτταρα στο NOD/SCID ποντίκι 

προέρχονται από δύο πληθυσμούς CD34
+
κυττάρων: Το «πρώτο κύμα» των κυττάρων προέρχεται 

από προγονικά κύτταρα με μικρού χρόνου ικανότητα δράσης (Short term). Το «δεύτερο κύμα» 

των κυττάρων επικαλύπτει το πρώτο και προέρχεται από προγονικά κύτταρα περισσότερο 

μακρόβια 
125

. Πιθανά το πρώτο κύμα αφορά κύτταρα που έχουν φαινότυπο CD34
+
CD38

+
 και το 

δεύτερο  CD34
+
CD38

-
 , αντίστοιχα. 

Το NOD/SCID μοντέλο  έδωσε τα πρώτα στοιχεία σχετικά με την ύπαρξη πληθυσμού 

ανθρώπειων προγονικών αιμοποιητικών κυττάρων που δεν εκφράζουν CD34(CD34
-
). Όταν στα 

NOD/SCID ποντίκια έγινε έγχυση CD34
-
 κυττάρων τότε παρήχθησαν προγονικά αιμοποιητικά 

κύτταρα και ώριμα κύτταρα σε αριθμούς συγκρίσιμους εκείνων που προέρχονται από την έγχυση 

CD34
+
 κυττάρων 

126
. Αρκετά από τα θυγατρικά κύτταρα στους NOD/SCID δέκτες που 

μεταμοσχεύθηκαν με CD34
-
 κύτταρα εξέφρασαν CD34

+
 γεγονός που υποδεικνύει ότι τα CD34

-
 

μπορούν να δώσουν CD34
+
 στα  NOD/SCID ποντίκια 

 126,127
. 
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Με το σκοπό να βελτιώσουν το αιμοποιητικό μικροπεριβάλλον για την ανάπτυξη 

ανθρώπειων κυττάρων σε ανοσοανεπαρκείς μύες, δημιουργήθηκε η σειρά των SCID-hu 

(humanized) μοντέλων ποντικιών. Αρχικά, τμήματα εμβρυϊκού ανθρώπειου θύμου 

τοποθετήθηκαν κάτω από τη νεφρική κάψα ενός SCID ποντικιού. Στην πλειονότητα αυτών των 

πειραματόζώων, ανθρώπεια κύτταρα τόσο Τ- λεμφοκυτταρικής όσο και μυελικής προέλευσης, 

ανιχνεύονταν στο περιφερικό αίμα αυτών για 6 έως 12 μήνες αν και σε χαμηλά επίπεδα. Εξέταση 

των οργάνων τους αποκάλυψε την παρουσία προγονικών  κοκκιοκυττάρων (CFU-GM) και 

προγονικών ερυθροποιητικών κυττάρων (BFU-E) ανθρώπινης προέλευσης
 128

. Επιπρόσθετα, αυτά 

τα πειραματόζωα περιείχαν ένα πλήρες φάσμα διαφοροποιούμενων Τ-λεμφοκυττάρων μεταξύ των 

οποίων και CD3
+
/CD4

+
 CD8

+
, CD3

+
/CD4

-
 CD8

+
 , και CD3

+
/CD4

+
 CD8

-
 κύτταρα 

129
. 

 

Συνήθως, τα ανθρώπεια Τ- κύτταρα σε ανοσοανεπαρκή ποντίκια παράγουν θανατηφόρο 

GHVD. Παρ’όλα αυτά,  ανθρώπινα εμφυτεύματα θύμου σε SCID-hu Thy-Liv ποντίκια  

(μεταμοσχευθέντα με ανθρώπεια εμβρυϊκά κύτταρα θύμου και ήπατος) βρέθηκαν να περιέχουν 

μυϊκά δενδριτικά κύτταρα, γεγονός που εξηγεί τόσο την ανοχή όσο και την μακρου χρόνου 

παραγωγή ανθρώπειων Τ- κυττάρων χωρίς GVHD 
130
. Η αντοχή των μοσχευμάτων και η 

παραγωγή ανθρώπειων Τ- λεμφοκυττάρων και μυελικών κυττάρων είναι αποδεικτικό στοιχείο της 

«ανθρώπινης» αιμοποίησης προερχόμενης από προγονικά αιμοποιητικά κύτταρα στο  SCID-hu 

Thy-Liv μοντέλο. 

Η τελευταία βελτίωση στη σειρά SCID-hu είναι το SCID-hu πρότυπο. Σε αυτό, τμήματα 

εμβρυϊκού οστού μεταμοσχεύονται υποδορίως σε SCID ποντίκι. Τα τμήματα του οστού αποκτούν 

αγγείωση στη διάρκεια 4 με 6 εβδομάδων, παρέχοντας το «ανθρώπινο» αιμοποιητικό 

μικροπεριβάλλον, στο οποίο χαμηλοί αριθμοί προγονικών μυελικών κυττάρων και Β κύτταρα 

μπορούν να διατηρηθούν για 12 εβδομάδες ή περισσότερο 
131

. Το SCID ποντίκι που περιέχει 

εμφυτεύματα εμβρυϊκού οστού, θύμου και σπλήνα (BTS) είναι γνωστό ως SCID-hu BTS. Το 

SCID-hu BTS ποντίκι μπορεί να υποστηρίξει ανθρώπινα αιμοποιητικά κύτταρα όλων των σειρών 

για τουλάχιστον 36 εβδομάδες 
132

. Το SCID-hu BTS μοντέλο έχει χρησιμοποιηθεί και για τον 

καθορισμό του φαινοτύπου των ανθρώπινων HSCs. Κύτταρα CD34
+
Lin

-
Thy-1

+
 τα εγχύθηκαν στα 
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τμήματα εμβρυϊκού οστού σε  SCID-hu BTS ποντίκι, εμπλουτίζονται σημαντικά σε κύτταρα που 

παράγουν HSCs καθώς και ωριμότερα κύτταρα 
132,133

. 

 

2.4.       Μικροπεριβάλλον (microenviroment) αιμοποίησης  

Ο πολλαπλασιασμός, η αυτοανανέωση, η επιβίωση και η διαφοροποίηση των στελεχιαίων 

αιμοποιητικών και προγονικών κυττάρων θεωρείται ότι ρυθμίζεται από το μικροπεριβάλλον 

(microenvironment). 

Στο μυελό των ενηλίκων, το μικροπεριβάλλον αποτελείται από αιμοποιητικά και μη-

αιμοποιητικά κύτταρα. Οι προσπάθειες που έγιναν για να καθορίσουν τους ρυθμιστικούς 

παράγοντες στα πλαίσια του μικροπεριβάλλοντος αυτού υποδεικνύουν ότι οι οστεοβλάστες είναι 

ρυθμιστικά στοιχεία του θυλάκου (niche) του αιμοποιητικού κυττάρου in vivo  επηρεάζοντας με 

αυτόν τον τρόπο τη λειτουργικότητα του  άωρου αιμοποιητικού κυττάρου μέσω της 

ενεργοποίησης του Notch 
134

 και πρωτεϊνών μορφοποιήσεως οστού 
135

. 

Τα εμβρυϊκά στελεχιαία κύτταρα έχουν εκτεταμένη ικανότητα αυτοανανέωσης. Αν και ο 

Leukemia inhibitory factor (LIF) συνδέεται με την ικανότητα αυτοανανέωσης των εμβρυϊκών 

στελεχιαίων κυττάρων του μυός, οι παράγοντες που ρυθμίζουν την ικανότητα αυτοανανέωσης 

των εμβρυϊκών κυττάρων του ανθρώπου δεν έχουν καθοριστεί με σαφήνεια
136,137

. 

Οι κυτταροκίνες (cytokines) και οι χυμοκίνες (chemokines)-καθώς και οι υποδοχείς τους- 

δρουν μόνες ή σε συνδυασμό για τη ρύθμιση του πολλαπλασιασμού των προγονικών 

αιμοποιητικών κυττάρων  
139-43

, γεγονός που περιλαμβάνει τον έλεγχο του κυτταρικού κύκλου 

καθώς και σημεία ελέγχου σε αυτόν 
95

.  

Οι κυτταροκίνες και άλλα ενδοκυττάρια μόρια που εμπλέκονται στον πολλαπλασιασμό 

και/ή στην αυτοανανέωση των στελεχιαίων αιμοποιητικών κυττάρων περιλαμβάνουν, μεταξύ 

άλλων, τα παρακάτω συνδετικά μόρια (ligands) και υποδοχείς (receptors): stem cell factor/steel 

factor/c-kit, Flt3 ligand
143

, Notch ligands/Notch 
144-149

, και Wnt3a/Frizzled 
150-153

. Ενδοκυττάρια 

μόρια που συμμετέχουν  στον πολλαπλασιασμό και/ή στην αυτοανανέωση των στελεχιαίων 

αιμοποιητικών κυττάρων περιλαμβάνουν τα: p21cip1/waf1
 154,155

, HoxB4/PBX1
156-161

, Bmi-
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1
162,163

 και η μεμβρανική ( stromal cell-derived) πρωτείνη mKirre
164
. Επίσης, έχουν συσχετιστεί 

με την ανάπτυξη και τη διαφοροποίηση των στελεχιαίων εμβρυϊκών κυττάρων και  οι παράγοντες 

Nanog 
165-167

, Stat3
168-170

 καθώς και ο Hex
171

. 

Είναι επίσης πιθανό ότι τα ενδοκυττάρια μόρια που σχετίζονται με τη ρύθμιση των 

εμβρυϊκών και των στελεχιαίων αιμοποιητικών κυττάρων μπορούν επίσης να παίζουν ρόλο στη 

ρύθμιση του πολλαπλασιασμού (proliferation) και της αυτο-ανανέωσης(self-renewal) που τα 

χαρακτηρίζει. O Stat3 έχει συσχετιστεί με την in vivo ρύθμιση της αιμοποίησης 
172

 και η 

φωσφορυλίωση υπολείμματος Ser στον Stat3, έχει συνδεθεί με τον πολλαπλασιασμό   των 

προγονικών αιμοποιητικών κυττάρων σε απάντηση της συνδυασμένης διέγερσης από τον 

SCF(stem cell factor) και τον GM-CSF(granulo-macrophage colony-stimulating factor) ή της IL-

3(interleukin-3) 
173

. 

Η υπερέκφραση του Hex έχει συσχετιστεί με αυξημένο πολλαπλασιασμό των προγονικών 

κυττάρων της μυελικής σειράς 
174
. Ο Stat5 έχει κρίσιμο ρόλο για τον Flt3 ligand στην διέγερση 

της ιδίας σειράς κυττάρων
175
, ενώ το ενδοκυττάριο μόριο-σηματοδότης SHIP έχει συσχετιστεί με 

την ρύθμιση των αιμοποιητικών προγονικών 
176

 και στελεχιαίων
177

 αιμοποιητικών κυττάρων. 

Άλλες κυτταροκίνες που μπορεί να επηρεάζουν το πολλαπλασιασμό καθώς και/ή την 

αυτοανανέωση των στελεχιαίων κυττάρων είναι η θρομβοποιητίνη, η ογκοστατίνη Μ και η IL-20. 

Η θρομβοποιητίνη είναι μία πρωΐμως-δρώσα (early-acting) κυτταροκίνη 
178

 που σχετίζεται με την 

ανάπτυξη της αιμαγγειοβλάστης 
179

 και είναι ένα από τα στοιχεία που χρησιμοποιούνται από 

διάφορους ερευνητές, μαζί με τον  SCF(Stem cell factor) και τον Flt3 ligand για την έκπτυξη 

(expansion) των στελεχιαίων και προγονικών αιμοποιητικών κυττάρων in vivo
37,180

.  

Η ογκοστατίνη Μ είναι μια κυτταροκίνη που παράγεται από τα Τ1-βοηθητικά λεμφοκύτταρα 

και ρυθμίζει την ομοιόσταση των προγονικών κυττάρων
181

.  

Η IL-20, ένα σχετικά νέο μέλος της οικογένειας των ιντερλευκινών
182,183

 , είναι ένα δρών 

μόριο με ειδικότητα για τα CFU-GEMM μεταξύ άλλων προγονικών κυττάρων της μυελικής 

σειράς
184

.  

Η IL-20 έχει την ικανότητα να αυξάνει τους αριθμούς των  CFU-GEMM τόσο σε 
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κυτταροκαλλιέργειες προγονικών κυττάρων προερχόμενα τόσο από μυελό όσο και από ΟΠ.Α, 

ανθρώπινης και ζωϊκής προέλευσης, με την παρουσία SCF(Stem cell factor) και ερυθροποιητίνης 

in vitro, ενώ δεν έχει επίσης in vitro, καμμία δράση σε προγονικά αιμοποιητικά κύτταρα της 

ερυθρής, κοκκιώδους-μακροφαγικής ή μεγακαρυοτικής σειράς.  

Επίσης, η IL-20 επίμυος αυξάνει τον αριθμό των CFU-GEMM αλλά όχι άλλων προγονικών 

κυττάρων της μυελικής σειράς και είναι με αυτό τον τρόπο η πρώτη κυτταροκίνη για την οποία 

αναφέρθηκε τέτοια ειδικότητα
184

. 

Επειδή τα CFU-GEMM μπορούν να ανακαλλιεργηθούν in vitro κάτω από συγκεκριμένες 

συνθήκες συγκέντρωσης κυτταροκινών ( SCF ± πλάσμα ΟΠ.Α )
92,93,95

, είναι πιθανό ότι η IL-20 

μπορεί να έχει θετική επίδραση τόσο στην πολλαπλασιαστική όσο και στην ικανότητα 

αυτοανανέωσης των στελεχιαίων αιμοποιητικών κυττάρων.  

Η IL-20 συνδέεται και με τα δύο είδη είδη υποδοχέων της IL-20(R) I και II
185
. Ο IL-20(R) I 

υποδοχέας αποτελείται από IL-20(R)α και IL-20(R)β υπομονάδες, ενώ ο IL-20(R) ΙΙ από το IL-

20(R)β τμήμα καθώς και ένα τμήμα της IL-22R.  Τόσο o IL-20(R) I όσο και ο IL-20(R) ΙΙ 

διενεργούν ενδοκυττάρια σηματοδότηση μέσω του Stat3
186
. Ο Stat3 παίζει ουσιώδη ρόλο στην 

ομοιόσταση της ενδογενούς ανοσίας, σχετίζεται με σήματα αυτοανανέωσης που ενισχύονται από 

τον LIF στα εμβρυϊκά στελεχιαία κύτταρα
168,169

 και μαζί με τον JAK2 ενισχύει την ικανότητα 

αυτοανανέωσης σε στελεχιαία κύτταρα γενετικής προελεύσεως από Δροσόφιλα
170

.  

Όταν συνδυάζεται με ένα συνδιεγερτικό σήμα είτε από τον SCF/c-kit ή Flt3ligand/Flt3, ο 

Stat3 ενισχύει την ικανότητα αυτοανανέωσης των στελεχιαίων αιμοποιητικών κυττάρων
186

. 

Η αυτοανανέωση απαιτεί κυτταρική διαίρεση χωρίς απώλεια της ιδιότητας του στελεχιαίου 

κυττάρου (stemness) καθώς και παραμονή της ιδιότητας του πολυδύναμου (pluripotentiality) σε 

τουλάχιστον ένα από τα θυγατρικά κύτταρα 
187

. 

Η διαδικασία κατά την οποία καθορίζεται η μοίρα του κυττάρου καθορίζεται κατά τη 

διάρκεια της κυτταρικής διαίρεσης
188-190

. Το σημείο ελέγχου της μιτωτικής ατράκτου  (MSAC) 

εξασφαλίζει ότι ο κυτταρικός κύκλος δεν εξελίσσεται από την μετάφαση στην ανάφαση έως ότου 

όλα τα ζεύγη των  χρωματίδων να έχουν τοποθετηθεί σωστά κατά μήκος του πεδίου της 
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μετάφασης. Το MSAC έχει κριτική σημασία για την ορθή ρύθμιση της ικανότητας 

αυτοανανέωσης και της διαφοροποίησης, με την συμβολή πάντα διαφόρων μιτωτικών πρωτεϊνών. 

Ο αναστολέας p21
cip1/waf1

της εξαρτώμενης από την κυκλίνη κινάσης έχει συσχετιστεί με την 

συνεργική ενεργοποίηση, μαζί με τον SCF, του πολλαπλασιασμού των προγονικών 

αιμοποιητικών κυττάρων 
191,192

 καθώς και με την ρύθμιση της λειτουργίας των στελεχιαίων 

κυττάρων 
154,155

.  

Επειδή ο p21
cip1/waf1

έχει επίσης συσχετιστεί με την ορθή λειτουργία του MSAC, ο MSAC 

μπορεί να εμπλέκεται στο πολλαπλασιασμό και/ή της αυτοανανέωσης των στελεχιαίων κυττάρων. 

Ακόμη περισσότερο, επειδή ο p21
cip1/waf1

 σχετίζεται με συνεργική δράση κυτταροκινών και οι 

κυτταροκίνες πιθανότατα επιδρούν της λειτουργία των στελεχιαίων κυττάρων 
193
, αυτές μπορούν 

να δρούν στα στελεχιαία κύτταρα μέσω του  p21
cip1/waf1 

και του MSAC.  

Επιπρόσθετα, οι κυτταροκίνες έχουν συσχετιστεί και με την επιβίωση/αντιαπόπτωση των 

προγονικών και στελεχιαίων αιμοποιητικών κυττάρων. Ένα από αυτά τα μόρια είναι η CXC 

χυμοκίνη, ο SDF-1/CXCL12, που σηματοδοτεί και ενισχύει τη δράση του μέσω του υποδοχέα 

του, CXCR4
194-196

. Έχει γίνει η υπόθεση ότι η τροποποίηση  ακόμη και ενός ακόμη γενετικού 

στοιχείου μπορεί να επηρεάσει την ικανότητα αυτοανανέωσης (self-renewal) καθώς και την 

ικανότητα διαφοροποίησης των άωρων αιμοποιητικών κυττάρων 
197

.  

Πιθανά η συστηματική μελέτη της δράσης των προαναφερθέντων κυτταροκινών να δώσει 

την κρίσιμη ώθηση στην ερευνητική προσπάθεια για την δυνατότητα των στελεχιαίων 

αιμοποιητικών κυττάρων να πολλαπλασιάζονται ex vivo κάτω από εργαστηριακές συνθήκες 

καλλιέργειας (expansion), γεγονός που θα δώσει επιπλέον ώθηση στις θεραπευτικές εφαρμογές 

του ομφαλοπλακουντιακού αίματος. 
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2.5.      Πολλαπλασιασμός (Proliferation) και έκπτυξη (Expansion) των HSPCs  

Το δυναμικό πολλαπλασιασμού των HSPCs (καθοριζόμενο ως η ικανότητά τους να 

διαιρούνται και να παράγουν νέα θυγατρικά κύτταρα ) καθώς και το δυναμικό έκπτυξης ( η 

ικανότητα να παράγουν προγονικά κύτταρα ) φαίνεται ότι είναι βιολογικοί παράμετροι  που 

εξαρτώνται από ενδογενείς βιολογικούς παράγοντες. 

Αυτοί οι παράγοντες σχετίζονται με το άν το προγονικό κύτταρο είναι ήδη ταγμένο να 

διαφοροποιηθεί σε μια συγκεκριμένη κυτταρική σειρά και αν είναι έτσι από το είδος της σειράς 

καθώς και η ωριμότητά του. Παρ’όλα αυτά η ικανότητα του κυττάρου να εμφανίσει τέτοιο 

δυναμικό εξαρτάται από εξωγενείς παράγοντες που περιλαμβάνουν τα διάφορα είδη κυττάρων και 

κυτταροκίνες που αποτελούν μέρος του μικροπεριβάλλοντος μέσα στο οποίο το κύτταρο 

αναπτύσσεται 
198
. Ο in vitro πολλαπλασιασμός και η έκπτυξη των HSPCs εξαρτάται επίσης από 

παραμέτρους όπως το καλλιεργητικό     υλικό, η θερμοκρασία, η παρουσία ή η απουσία ορού, ο 

αριθμός των κυττάρων που καλλιεργούνται ανά τρυβλίο, κ.λ.π 
199

.  

Αρκετοί ερευνητές έχουν μελετήσει το αντικείμενο της έκπτυξης ( expansion) in vitro καθώς 

και του πολλαπλασιασμού των HSPCs χρησιμοποιώντας είτε ολικά CD34
+
 κύτταρα ή CD34

+
 

υποπληθυσμούς. Σε γενικές γραμμές, είναι φανερό ότι πρώϊμοι πληθυσμοί 

CD34
+
(π.χ.CD34

+Rhlo
,CD34

+
 CD38

–
,CD34

+
 CD45RA

lo
CD71

lo
, CD34

+
CD45RA

lo
CD71

lo
 Thy-1

+
 ) 

55,67,68,200,201
, διαθέτουν αρκετά μεγαλύτερο δυναμικό έκπτυξης (expansion potential) από ότι οι 

περισσότερο ώριμοι αντίστοιχοι. Αυτό έχει παρατηρηθεί σε υγρές καλλιέργειες που βασίζονται 

στην παρουσία κυττάρων στρώματος ( stromal cells) ή σε απουσία αυτών των κυττάρων, αλλά με 

την παρουσία κυτταροκινών. Ενδιαφέρουσα είναι η παρατήρηση ότι προγονικά κύτταρα με 

μεγάλη ικανότητα έκπτυξης, μπορεί να έχουν χαμηλότερη δυνατότητα πολλαπλασιασμού από ότι 

κύτταρα με χαμηλότερη ικανότητα έκπτυξης. Πράγματι, μεταξύ τριών υποπληθυσμών κυττάρων  

CD34
+
 που ταυτοποιήθηκαν με βάση την έκφραση CD45RA και CD71, τα CD34

+ 
CD45RAlo 

CD71
lo

 κύτταρα δείχνουν την μεγαλύτερη ικανότητα έκπτυξης, ενώ τα CD34
+ 

CD45
RAlo

 CD71
+ 

είναι αυτά με τη μεγαλύτερη δυνατότητα πολλαπλασιασμού
67

. 

Ένα μεγάλο πρόβλημα στην προσέγγιση της ικανότητας έκπτυξης/πολλαπλασιασμού των 
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CD34
+ 
κυττάρων είναι η ετερογένειά τους. Έτσι, όταν τέτοια κύτταρα καλλιεργούνται σε 

ογκώδεις καλλιέργειες, είναι εφικτό να εκτιμηθεί η ικανότητα έκπτυξης/πολλαπλασιασμού του 

πληθυσμού ως σύνολο, αλλά όχι η αυτή η ικανότητα κάθε είδους διαφορετικού τύπου κυττάρων 

ξεχωριστά. Για παράδειγμα, αν και έχει αποδειχθεί ότι τα CD34
+
CD45RA

lo
CD71

lo
 κύτταρα 

αποτελούν τον πρωϊμότερο κυτταρικό υποπληθυσμό στο ανθρώπινο ΟΠ.Α έως σήμερα, αυτά 

εμφανίζουν μεγάλη ετερογένεια 
67
. Μεταξύ των προγονικών κυττάρων με αυτό το φαινότυπο, το 

79% αποτελείται από πολυδύναμα προγονικά κύτταρα καθώς και διδύναμα (GM) προγονικά 

κύτταρα, ενώ το 21% αποτελείται από μονοδύναμα προγονικά κύτταρα ερυθροκυτταρικής και 

μυελικής σειράς
202

. 

Ανάμεσα στα δεσμευμένα HPSCs, τα προγονικά κύτταρα της ερυθροκυτταρικής σειράς 

εμφανίζουν το μεγαλύτερο δυναμικό πολλαπλασιασμού (proliferation potential) αποδίδοντας 

περίπου 9x10
6
 κύτταρα από ένα προγονικό ενώ, σε αντίθεση, τα προγονικά κύτταρα των 

μακροφάγων εμφάνισαν το υψηλότερο δυναμικό έκπτυξης (expansion potential), παράγοντας έως 

9x10
3
 κύτταρα από ένα μοναδικό κύτταρο. 

Η δυνατότητα των HPSCs να εκφράζουν δυναμικό πολλαπλασιασμού και έκπτυξης in vitro 

εξαρτάται και από το είδος των κυτταροκινών που είναι παρούσες στην καλλιέργεια. 

Όπως φαίνεται στο επόμενο διάγραμμα, η έκπτυξη in vitro των CD34
+
 εξαρτάται τόσο από 

ενδογενείς  (βιολογικές παράμετροι του κυτταρικού υποπληθυσμού) όσο και από εξωγενείς 

παράγοντες (κυτταροκίνες και συνθήκες καλλιέργειας).  

 

Στην περίπτωση αυτή, υγρές καλλιέργειες κυττάρων ενοφθαλμίστηκαν με UCB- 
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προερχόμενα κύτταρα με φαινότυπους CD34
+
CD45RA

lo
CD71

lo 
(Α), CD34

+
CD45RA

+
CD71

lo
 (B) 

και CD34
+
CD45RA

+
CD71

+
(C). Στις καλλιέργειες προστέθηκε: SCF+IL-6+IL-3+Epo 

(διαγραμισμένες μπάρες) και SCF+IL-6+PIXY( πρωτεΐνη fusion GM-CSF-IL-3)+M-CSF+G-SCF 

(σκιασμένες μπάρες).  

Μετά από 20 ημέρες καλλιέργειας, ο αριθμός των CD34
+
 υπολογίστηκε και στους τρείς 

υποπληθυσμούς, με  τον CD34
+
CD45RA

lo
CD71

lo 
πληθυσμό (ο οποίος περιέχει τα περισσότερο 

άωρα HSPCs), να εμφανίζει το μεγαλύτερο δυναμικό έκπτυξης (expansion potential) σε σχέση με 

τους υπόλοιπους κυτταρικούς υποπληθυσμούς. Επίσης βρέθηκε ότι ανεξάρτητα από τον 

υποπληθυσμό που καλλιεργήθηκε, ο συνδυασμός κυτταροκινών SCF+IL6+PIXY+M+CSF+G-SCF 

ήταν περισσότερο αποτελεσματικός στην προώθηση της έκπτυξης (expansion) των CD34
+
 

κυττάρων.  

Όπως αποδεικνύεται, η ικανότητα των HPSCs να εκφράζουν ενδογενές δυναμικό έκπτυξης 

(expansion potential) καθώς και δυναμικό πολαπλασιασμού (proliferation potential), εξαρτάται σε 

σημαντικό βαθμό από το είδος των κυτταροκινών  που είναι παρούσες στην καλλιέργεια. Όσον 

αφορά την έκπτυξη (expansion) των HSPCS, τα καλύτερα αποτελέσματα έχουν επιτευχθεί με τη 

χρήση συνδυασμούς κυτταροκινών που περιλαμβάνουν πρωΐμως δρώντες παράγοντες όπως SCF, 

FL και Tpo.  

Πράγματι, μια από τις μεγαλύτερες εκπτύξεις (expansion) των προερχομένων από ΟΠ.Α 

CD34
+
 κυττάρων που έχει αναφερθεί έως σήμερα-146x10

3
πλασια έκπτυξη (expansion) στον 

αριθμό των  CD34
+
 και 2x10

6
πλάσια αύξηση του αριθμού των CFCs (Colony Forming Cells)-έχει 

επιτευχθεί χρησιμοποιώντας FL και TPO 
103

.  

Χρήση οψίμως-δρώντων παραγόντων, όπως EPO, συνήθως οδηγεί στην παραγωγή μεγάλου 

αριθμού ωρίμων κυττάρων, παρ’όλα αυτά όμως δεν φαίνεται να έχουν κάποια επίδραση στην 

έκπτυξη
66,67

. 
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Στον  παραπάνω πίνακα  εμφανίζονται περιληπτικά αποτελέσματα μελετών που αφορούν την 

in vitro έκπτυξη (expansion) προερχόμενων από το ΟΠ.Α CD34
+
 κυττάρων.  

Σε αντίθεση με τις κυτταροκίνες που αναφέρθηκαν προηγουμένως, οι αιμοποιητικοί 

αναστολείς, όπως οι TGF (transforming growth factor)-β, ο TNF-α και η IP (inflammatory 

protein)-1
α
 έχει βρεθεί ότι μειώνουν σημαντικά τόσο την έκπτυξη όσο και τον πολλαπλασιασμό 

διαφορετικών CD34
+
 κυτταρικών υποπληθυσμών από ΟΠ.Α 

203
. Πράγματι, ορισμένοι ερευνητές 

χρησιμοποίησαν  anti-transforming growth factor-β μονοκλωνικό αντίσωμα, μαζί με διεγερτικές 

της έκπτυξης κυτταροκίνες, με σκοπό να επιτύχουν σημαντική έκπτυξη των προγονικών 

αιμοποιητικών κυττάρων
 55

. 

Έκπτυξη (expansion) και πολλαπλασιασμός (proliferation) των HPSCs του ΟΠ.Α έχει 

επίσης μελετηθεί παρουσία πλάσματος τόσο από ΟΠ.Α όσο και από περιφερικό αίμα ενηλίκου 

οπότε και διαπιστώθηκε ότι το πλάσμα που προέρχεται από ΟΠ.Α, αυξάνει σημαντικά την 

έκπτυξη και τον πολλαπλασιασμό των CD34
+
 κυττάρων σε σχέση με το πλάσμα περιφερικού 

αίματος ενηλίκου, γεγονός που υποδεικνύει ότι το πλάσμα που προέρχεται από ΟΠ.Α περιέχει 

κάποιο παράγοντα σημαντικό για την ανάπτυξη των HSPCs του ΟΠ.Α, ο οποίος απουσιάζει από 

το πλάσμα περιφερικού αίματος ενηλίκου
 87

. 

Έχει επίσης αναφερθεί ότι η έκπτυξη και ο πολλαπλασιασμός των HSPCs του ΟΠ.Α 
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επηρεάζεται και από την πυκνότητα των κυττάρων στην καλλιέργεια. Ο Xiao και συν. σύγκριναν 

την δυνατότητα έκπτυξης και πολλαπλασιασμού των CD34
+++

 κυττάρων όταν αυτά σε 

συγκέντρωση από 1 έως 5000 κύτταρα/per well, με την παρουσία ανασυνδυασμένων 

κυτταροκινών. Τα αποτελέσματα της έρευνας έδειξαν ότι ο πολλαπλασιασμός ήταν εντονότερος 

σε καλλιέργειες με 1 κύτταρο ενώ η έκπτυξη προηγείτο σε καλλιέργειες με 5000 κύτταρα
 98
. Οι 

παραπάνω ερευνητές κατέληξαν στο συμπέρασμα ότι η αύξηση της έκπτυξης που παρατηρήθηκε 

στις καλλιέργειες με μεγάλο αριθμό κυττάρων πιθανά οφείλεται στην μεγαλύτερη επαφή μεταξύ 

των κυττάρων οπότε υπάρχει ενεργοποίηση μεμβρανικών κυτταροκινών και επίσης ότι απαιτείται 

η συμπληρωματική προσθήκη κυτταροκινών επιπλέον των ήδη υπαρχόντων στην καλλιέργεια για 

να επιτευχθεί η καλύτερη δυνατή έκπτυξη. 

 

2.6.      Παραγωγή λεμφικών και ενδοθηλιακών κυττάρων από CD34
+
 του ΟΠ.Α 

Οι περισσότερες από τις μελέτες που αφορούν την in vitro ανάπτυξη των CD34
+
 κυττάρων 

του ΟΠ.Α έχουν επικεντρωθεί στην παραγωγή κυττάρων ερυθροειδούς, μυελοειδούς και 

μεγακαρυοτικής προέλευσης. Παρόλα αυτά έχει αποδειχθεί ότι κάτω από συγκεκριμένες 

συνθήκες καλλιέργειας, που περιλαμβάνουν τη χρήση ορισμένων κυτταρικών σειρών 

προερχόμενων από ποντίκια, τα CD34
+
 κύτταρα του ΟΠ.Α μπορούν επίσης να παράγουν Β 

λεμφοκύτταρα. 

Ο Rawlings και συν. 
203

, καλλιέργησαν CD34
+
 κύτταρα ΟΠ.Α στην κυτταρική σειρά 

στρώματος (murine stomal cell line) S17 και παρακολούθησαν την ανάπτυξη τους για 

περισσότερο από 12 εβδομάδες οπότε παρατήρησαν μια παροδική ανάπτυξη μυελικών κυττάρων 

ακολουθούμενη από προγονικά Β κύτταρα. Καλλιέργειες που περιείχαν >90% πρώιμα Β 

λεμφοκύτταρα  (CD10
+
CD19

+
CD20

-
CD22

-
CD23

-
CD38

+
CD45

+
 κύτταρα) διατηρήθηκαν για 

περισσότερο από 12 εβδομάδες χωρίς την προσθήκη παραγόντων ανάπτυξης. Είναι ενδιαφέρον 

ότι τα κύτταρα αυτά δεν ανταποκρίνονταν στις pre-B κυτταροκίνες IL-7 και SCF γεγονός που 

υποδεικνύει ότι η υποστήριξη της ανάπτυξης επιτυγχάνεται από έναν παράγοντα 

διασταυρούμενης δράσης που παράγεται από τα κύτταρα της S17 σειράς. Σε αυτού του είδους τις 
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καλλιέργειες μπορούσαν να παραχθούν >10
8
 λεμφοκύτταρα από ένα τυπικό δείγμα ΟΠ.Α

 204
. 

Σε άλλη μελέτη, διερευνήθηκε επίσης η παραγωγή των CD10
+
CD19

+
 B κυττάρων σε 

καλλιέργειες CD34
+
 Lin

-
 κυττάρων που καλλιεργήθηκαν πάνω στην Sys-1 κυτταρική σειρά 

στρώματος ποντικού και σε αντίθεση με την προηγούμενη μελέτη, προστέθηκαν στην καλλιέργεια 

IL-6 και leukemia inhibitory factor. Από τα αποτελέσματα της έρευνας εκτιμήθηκε ότι περίπου το 

1% των CD34
+
 Lin

-
 κυττάρων είναι ικανά να παράγουν τόσο μυελικής προελεύσεως όσο και Β 

λεμφοκύτταρα 
205
. Έχει αποδειχθεί ότι όταν τα CD34

+
 Lin

-
 καλλιεργούνται μαζί με MS-5 κύτταρα 

ποντικού, χωρίς την παρουσία εξωγενών κυτταροκινών, για περίοδο 6 εβδομάδων το 7% των 

CD34
+
CD38

-
CD19

-
 κυττάρων είναι τόσο λεμφικά (CD19

+
) και μυελοειδή (CD11b

+
)
 206

. 

Πιο πρόσφατα, η παραγωγή ενδοθηλιακών κυττάρων από ΟΠ.Α CD34
+
 κύτταρα έχει επίσης 

αποδειχθεί. Σε μία μελέτη παρατηρήθηκε ότι όταν καλλιεργούνταν παρουσία ανασυνδυασμένης 

IL-2 και ρυθμισμένο διάλυμα κυττάρων της 5637 κυτταρικής σειράς καρκινώματος ανθρώπινης 

ουροδόχου κύστης, τα ΟΠ.Α CD34
+
 κύτταρα δίνουν γένεση σε κυτταρική στοιβάδα που 

αποτελείται από ενδοθηλιακά κύτταρα που εκφράζουν παράγοντα von Willebrand, CD31, CD54, 

και CD62. Αυτά τα αποτελέσματα είναι ενδεικτικά για τη σχέση μεταξύ  προγονικών κυττάρων 

ενδοθηλίου και CD34
+
 κύτταρων ΟΠ.Α

 207
. 

 

2.7.        Μέθοδοι γενετικής τροποποίησης (Genetic manipulation) των HSPCs  

Η γενετική τροποποίηση των ανθρώπινων κυττάρων ( συμπεριλαμβανομένων των HSPCs 

του ΟΠ.Α) είναι εξαιρετικά ενδιαφέρουσα από την άποψη της βιοϊατρικής έρευνας εξαιτίας της 

πιθανής συσχέτισής της με τη θεραπεία συγκεκριμένων διαταραχών 
208
. Αρκετοί ερευνητές έχουν 

αναφέρει την επιτυχή εισαγωγή διαφόρων γονιδίων σε HSPCs μυελού των οστών
 209-11 

ενώ 

παρόμοιες προσπάθειες έχουν γίνει και με τα HSPCs του ΟΠ.Α. 

Σε μια μελέτη από τον Moritz και συν. έγινε σύγκριση της αποτελεσματικότητας της 

μεταφοράς γονιδίων σε MNCs προέλευσης  τόσο από το ΟΠ.Α όσο και από μυελό των οστών. 

Δύο γονίδια αναλύθηκαν, το  ΤΚ-neo ( το οποίο αφορά την ανθεκτικότητα στο G418- ένα 

ανάλογο της νεομυκίνης) και εκείνο που ρυθμίζει της δραστικότητα της ADA  (adenosine 
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deaminase), που εμπλέκεται στην εμφάνιση του SCID. Και τα δύο γονίδια μεταφέρθηκαν με 

επιτυχία σε HPSCs, μεταξύ των οποίων σε BFU-E, CFU-GM και LTC-IC
212
. Στην παραπάνω 

έρευνα παρατηρήθηκε επίσης ότι το ποσοστό  ανθεκτικότητας  στο G418 των BFU-E, CFU-GM 

και LTC-IC από ΟΠ.Α ( 53%, 36% και 25%, αντίστοιχα) ήταν αρκετά υψηλότερο σε σχέση με 

εκείνο που αφορούσε αντίστοιχα HPSCs από μυελό των οστών (24%, 13% και 10%, αντίστοιχα). 

Τα αποτελέσματα είναι ενδεικτικά ότι τα HSPCs του ΟΠ.Α είναι καλύτεροι στόχοι για γονιδιακή 

μεταφορά από ότι τα HSPCS του μυελού των οστών και ότι πιθανώς να έχουν ορισμένα 

πλεονεκτήματα όσον αφορά ορισμένα πρωτόκολλα γονιδιακής θεραπείας. 

Η μεταγωγή (transduction) in vitro του TK-neo γονιδίου σε CD34
+++

 από ΟΠ.Α, μελετήθηκε 

από διάφορους ερευνητές 
213,214

. Διαπιστώθηκε ότι το TK-neo γονίδιο μεταφερόταν 

αποτελεσματικά σε CFCs (colony forming cells), μεταξύ των οποίων και CFU-GEMM, CFU-GM 

καθώς και BFU-E, ακόμη και όταν χρησιμοποιήθηκε για την μεταγωγή adeno-associated virus 2  

(ένας ιϊκός φορέας ο οποίος σε αντίθεση με τους κοινά χρησιμοποιούμενους retroviral vectors, 

μπορεί να ενσωματωθεί επιτυχώς σε κύτταρα ευρισκόμενα σε ηρεμία και χωρίς την προσθήκη 

κυτταροκινών). 

Γενετικά τροποποιημένα CD34
+
 από ΟΠ.Α έχουν χρησιμοποιηθεί για τη θεραπεία ατόμων 

με SCID 
215
. Στα CD34

+
 έγινε μεταγωγή (transduction) με τη βοήθεια του ιϊκού φορέα LASN ο 

οποίος μετέφερε το ΤΚ-neo γονίδιο και cDNA  φυσιολογικής ADA. Η αποτελεσματικότητα της 

μεταγωγής των τροποποιημένων HSPCs εκτιμήθηκε με χρήση καλλιεργητικών μεθόδων. Μετά 

από 18 μήνες μετά την μεταμόσχευση, σε όλους τους ασθενείς βρέθηκαν κοκκιοκύτταρα μυελού 

των οστών και MNCs που περιείχαν το LANS φορέα σε αναλογία 1/10000 κύτταρα. Αν και σε 

αυτή τη μελέτη δεν επιτεύχθηκε πλήρη ίαση των SCID ασθενών, τα αποτελέσματα ήταν 

εξαιρετικά ενθαρρυντικά και δείχνουν την δυνατότητα της χρησιμοποίησης γεννετικά 

τροποποιημένων HSPCs κυττάρων προερχόμενα από ΟΠ.Α σε κλινικές δοκιμές. 
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3. Κρυοκατάψυξη στελεχιαίων αιμοποιητικών κυττάρων του ΟΠ.Α 

 

3.1 Εισαγωγή 

Η διαδικασία της κρυοκατάψυξης η οποία είναι πολύ σημαντική για όλα τα είδη των 

συλλογών στελεχιαίων κυττάρων, είναι κριτικής σημασίας για το ΟΠ.Α. 

Το μόσχευμα συλλέγεται κατά την περίοδο του τοκετού ή αμέσως μετά από αυτόν και 

συνήθως χρησιμοποιείται μετέπειτα, συχνά σε μη προκαθορισμένο λήπτη. Οι μονάδες ΟΠ.Α είναι 

συνήθως αποθηκευμένες είτε σε ιδιωτικές είτε σε δημόσιες τράπεζες ομφαλοπλακουντιακού 

αίματος με τις δημόσιες τράπεζες να είναι συνήθως μη κερδοσκοπικοί οργανισμοί οι οποίοι 

προσφέρουν τις μονάδες ΟΠ.Α σε συμβατούς δότες μέσω εθνικού ή διεθνούς καταλόγου 

(registry), σε πιθανούς λήπτες
 216

. 

Οι τράπεζες ομφαλοπλακουντιακού αίματος αποθηκεύουν τη μονάδα ΟΠ.Α για τις πιθανές 

ανάγκες του ίδιου του δότη ή αλλιώς, στην περίπτωση των δημόσιων τραπεζών, για κάποιον 

συμβατό λήπτη, για σχετικά μη προσδιορισμένη χρονική περίοδο.  

Υπάρχουν περίπου 400000  κατεψυγμένες μονάδες ΟΠ.Α σε 37 εθνικούς καταλόγους σε 21 

χώρες. Περίπου 3000 μονάδες ΟΠ.Α έχουν δοθεί για μεταμόσχευση ως σήμερα, με τους 

ενηλίκους να έχουν λάβει το ένα τρίτο των μονάδων περίπου
 217

. Η διαδικασία της 

κρυοκατάψυξης περιλαμβάνει σε γενικές γραμμές τα παρακάτω στάδια:  

1. Συλλογή του δείγματος, που περιλαμβάνει και την μείωση του όγκου της μονάδας-

καλλιέργεια, μετρήσεις. 

2. Προσθήκη των κρυοπροστατευτικών. 

3. Η διαδικασία της κατάψυξης. 

4. Η απόψυξη-καλλιέργεια, μετρήσεις. 

5. Η διαδικασία της προετοιμασίας του δείγματος για μεταμόσχευση. 

Καμιά μεμονωμένη μέθοδος κρυοκατάψυξης δεν χρησιμοποιείται από όλα τα ερευνητικά 

κέντρα που ασχολούνται με την κρυοσυντήρηση μονάδων ΟΠ.Α, αλλά εφαρμόζονται παραλλαγές 

ανάλογα με το κέντρο οι οποίες λίγο έχουν διαφοροποιηθεί την τελευταία 15ετία. Σε γενικές 
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γραμμές τα HPSCs (Hematopoietic Progenitor Stem Cells) συλλέγονται με τους ελάχιστους 

δυνατούς χειρισμούς όπως έχει καθοριστεί από το Foundation for the Accreditation of 

Hematopoietic Cell Therapy (FAHCT), με μια ελάχιστη δόση κυττάρων 2.5x10
6
 – 5.0x10

6
 CD34

+
 

κύτταρα/kg βάρους σώματος
218

. 

Στη συνέχεια το δείγμα υποβάλλεται σε διαδοχικές φυγοκεντρήσεις αφού προηγηθεί μέτρηση 

του αριθμού των κυττάρων με διάφορες μεθόδους καθώς και κυτταροκαλλιέργεια σε διάφορα 

υλικά. Το κρυοπροστατευτικό διάλυμα που χρησιμοποιείται περιέχει συνήθως και DMSO 10% 

(Dimethylsulfoxide) και η τελική συγκέντρωση των κυττάρων στη μονάδα του ΟΠ.Α πριν 

αποθηκευτούν είναι ~ 500x10
6 
κύτταρα. 

Αρχικά η μονάδα τοποθετείται στους -4
0
C 

219
 και στη συνέχεια καταψύχεται στους -156

0
C 

(όταν αποθηκεύεται σε ατμόσφαιρα ατμών αζώτου) ή στους -196
0
C όταν αποθηκεύεται στην υγρή 

φάση του αζώτου. Για να εξασφαλιστεί η καταλληλότητα της μονάδας ΟΠ.Α πριν την χορήγησή 

της για θεραπεία, χρησιμοποιείται κάποια μέθοδος για τον έλεγχο της βιωσιμότητας των 

κυττάρων όπως η Trypan Blue  ή Propidium Iodine Assay ή/και κυτταρομετρία ροής (με 7-AAD), 

ενώ πριν από την έγχυση των αιμοποιητικών κυττάρων η μονάδα ΟΠ.Α αποψύχεται ταχέως σε 

υδατόλουτρο 37
0
C. 

 Πολλά από τα στοιχεία της διαδικασίας κατάψυξης των μονάδων ΟΠ.Α είναι ακόμη 

αντικείμενα έρευνας και έχουν δημοσιευθεί αρκετές εργασίες που αφορούν τη θερμοκρασία 

κατάψυξης, το ρυθμό ψύξης, την αντοχή της καταψυγμένης μονάδας στο χρόνο, το ρυθμό 

απόψυξης καθώς και τη θερμοκρασία απόψυξης 
217,220,221

. 

 

3.2. Συνθήκες-μέθοδοι  κρυοκατάψυξης 

3.2.1. Θερμοκρασία-Ρυθμός ψύξης (Freezing rate) 

Οι θερμοκρασίες που χρησιμοποιούνται για την κρυοσυντήρηση των στελεχιαίων 

αιμοποιητικών κυττάρων την τελευταία δεκαπενταετία κυμαίνονται από -80
0
C έως και -196

0
C 

αναλόγως του φορέα της κρυοκατάψυξης ( μηχανικός καταψύκτης, ατμοί υγρού αζώτου καθώς 

και υγρή φάση του αζώτου). 
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Η εξέλιξη στη χρήση των θερμοκρασιών κρυοσυντήρησης ήταν από τις χαμηλές 

θερμοκρασίες (-196
0
C τη δεκαετία του 1980) μέχρι τους -80

0
C την δεκαετία του 1990 

216,222-229
. 

Σε συνέχεια των πρόσφατων αναφορών σχετικά με τη διασπορά λοιμωδών παραγόντων (π.χ. 

aspergillus spp. καθώς και διάφοροι ιοί) μέσω της υγρής φάσης των δοχείων αζώτου, οι 

συνιστώμενες βέλτιστες συνθήκες αποθήκευσης των μονάδων ΟΠ.Α είναι στις συνθήκες ατμών 

αζώτου, στους -156
0
C, με τους μηχανικούς κρυοκαταψύκτες να αποτελούν, πιθανώς, μια βιώσιμη 

εναλλακτική λύση. 

Επίσης, αρκετές μελέτες έχουν εξετάσει την πιθανότητα της αποθήκευσης των μονάδων 

ΟΠ.Α σε θερμοκρασίες άνω του μηδενός, στους  4
0
C, όπου όμως  αναφέρεται  μεγάλη μείωση 

των CFU-GM που αφορούν μονάδες ΟΠ.Α αποθηκευμένες για χρονικό διάστημα ≥ 9 ωρών σε 

θερμοκρασίες 4
0
C ή 25

0
C

 230,231
. 

Ο ρυθμός της κατάψυξης είναι ένα θέμα για το οποίο δεν υπάρχει ομοφωνία μεταξύ των 

διαφόρων ερευνητών. Η τεχνική της ελεγχόμενης  κλασματικής κατάψυξης θεωρείται ακόμη ο 

κανόνας κυρίως διότι η απελευθέρωση της θερμότητας που παρατηρείται κατά την μετάβαση 

στους 4
0
C έχει αποδειχθεί καταστροφική για τα στελεχιαία κύτταρα. Σε αυτό το σημείο 

θερμοκρασίας τα μόρια του νερού μέσα στην ψυχόμένη μονάδα βρίσκονται σε ακριβή μοριακή 

διάταξη, κατάσταση που οδηγεί σε θερμοδυναμική απελευθέρωση θερμότητας τήξεως. Κατά τη 

διάρκεια  της κλασματικής κατάψυξης  τα συμπυκνωμένα στελεχιαία κύτταρα ψύχονται με ρυθμό 

1-2
0
C/min μέχρι τη θερμοκρασία -40

0
C. Στη συνέχεια η διαδικασία κατάψυξης συνεχίζεται με 

γρηγορότερο ρυθμό, περίπου 3-5
0
C/min, μέχρι τη θερμοκρασία των -120

0
C. Για το ΟΠ.Α, το 

μυελό των οστών και το PBSC η διαδικασία της κλασματικής κατάψυξης
 232,233

 θεωρείται 

αποδοτικότερη διαδικασία σε σχέση με τις διαδικασίες κατάψυξης που δεν είναι κλασματικές. 

Παρ’όλα αυτά, η κλασματική διαδικασία κατάψυξης έχει και ορισμένα μειονεκτήματα όπως ότι 

είναι γενικά χρονοβόρος και απαιτεί την ύπαρξη εξειδικευμένου προσωπικού, μειονεκτήματα που 

είχαν ως αποτέλεσμα την πειραματική χρήση της μη κλασματικής κατάψυξης όπου το δείγμα 

πρώτα ψύχεται στους -4
0
C και στη συνέχεια τοποθετείται σε καταψύκτη στους -80

0
C ή σε υγρή 

φάση αζώτου.  
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Αρκετές αναφορές
222,225,226 

έδειξαν ότι η μη κλασματική μέθοδος κατάψυξης είναι ασφαλής και 

μπορεί, υπό ορισμένες συνθήκες, να παράγει συγκρίσιμα αποτελέσματα σε σχέση με την 

κλασματική μέθοδο τουλάχιστον όσον αφορά τον ΒΜ ή τα PBSCs. 

Σε πρόσφατη μελέτη από τον Oteyza και συνεργάτες
227

 διαπιστώθηκε ότι οι δύο τύποι 

κατάψυξης είναι συγκρίσιμοι όσον αφορά την βιωσιμότητα (viability) και επίσης ότι υπήρχε 

στατιστικά σημαντική μείωση των CFU-GM στις μονάδες που είχαν επεξεργαστεί με τη μη 

κλασματική μέθοδο αν και αυτή η μέθοδος παραμένει ως βιώσιμη λύση για τις μονάδες ΟΠ.Α 
234

. 

Δεν υπάρχει επίσης συμφωνία που να αφορά το ζήτημα της απόσβεσης της θερμότητας που 

παράγεται κατά της διάρκεια της πρώτης φάσης της κατάψυξης
 
. Παρόλα αυτά μια πρόσφατη 

μελέτη  υπογράμμισε την αξία της διαδικασίας αυτής συγκρίνοντας πέντε διαφορετικά 

πρωτόκολλα κλασματικής κατάψυξης
 219

. 

Τα πρωτόκολλα που περιλάμβαναν κλασματική κατάψυξη πέντε βημάτων για την καλύτερη 

απόσβεση της θερμότητας που παράγεται, βρέθηκαν ότι οδηγούσαν σε κύτταρα με υψηλότερη 

βιωσιμότητα μετά την απόψυξη των μονάδων ΟΠ.Α. 

 

3.2.2. Διάρκεια-χρόνος παραμονής του ΟΠ.Α. στην κρυοσυντήρηση 

Η ακριβής χρονική διάρκεια παραμονής στην κατάψυξη, που καθορίζεται ως το χρονικό 

διάστημα για το οποίο τα στελεχιαία κύτταρα μπορούν να διατηρηθούν, είναι ακόμη σχετικά 

ασαφής. 

Η βιωσιμότητα των στελεχιαίων κυττάρων στην κρυοσυντήρηση έχει ελεγχθεί σε 

διαφορετικές μελέτες
223 

ενώ για τον έλεγχο της ικανότητας λειτουργικής αιματολογικής 

αποκατάστασης πριν και μετά την κατάψυξη, έχουν χρησιμοποιηθεί διάφορες μέθοδοι. Ενώ τα 

BFU-E και CFU-GM φαίνεται να μειώνονται νωρίτερα στη διάρκεια της κρυοκατάψυξης, η 

ανάκτηση των NCs (Nucleated Cells) και των CD34
+
 κυττάρων καθώς και αυτή καθαυτή η 

ικανότητα εμφύτευσης (engraftment) σε NOD/SCID ποντίκι, φαίνεται ότι διατηρείται για 

μεγαλύτερο χρονικό διάστημα
216,222,225,227,228,234,235

. Αυτές οι παρατηρήσεις έγιναν αρχικά σε 
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μυελό των οστών και PBSCs ενώ παρόμοιες παρατηρήσεις έγιναν σε στελεχιαία κύτταρα ΟΠ.Α
 

95,236,237-40
. 

Η μέθοδος ελέγχου που περιλαμβάνει το NOD-SCID ποντίκι θεωρείται ότι είναι η 

περισσότερο ενδεικτική για την εκτίμηση της δυνατότητας ανασύστασης του αιμοποιητικού 

συστήματος του λήπτη προϊόντων HSCs, αλλά δεν έχει πρακτική σημασία στην καθημερινή 

εργαστηριακή και πράξη 
241-244

. Σύμφωνα με διάφορες μελέτες,  ή αντοχή των μονάδων ΟΠ.Α 

στην μακρά κρυοσυντήρηση μπορεί να κυμαίνεται από από λίγους μήνες έως και αρκετά έτη 

224,234,244-247
, χωρίς όμως να έχουν προκύψει οριστικά συμπεράσματα για την αντοχή των μονάδων 

ΟΠ.Α. 

 

3.2.3 Κρυοσυντηρητικές (cryopreservatives) ουσίες σε χρήση 

Οι κρυοπροστατευτικές ουσίες είναι απαραίτητα πρόσθετα στις μονάδες των ΟΠ.Α, μιας και 

εμποδίζουν τον σχηματισμό ενδο- και εξωκυττάριων κρυστάλλων και άρα τον κυτταρικό θάνατο. 

Το κύριο κρυοπροστατευτικό που χρησιμοποιείται είναι το DMSO, το οποίο προστατεύει τα 

ζωντανά κύτταρα από τον κυτταρικό θάνατο 
248

.   

Αρχικά είχε εισαχθεί στην ιατρική πρακτική ως αντιφλεγμονώδης παράγοντας και είναι 

ακόμη, περιστασιακά, σε χρήση σε ορισμένα ρευματολογικά νοσήματα 
249,250

. Συνήθως 

χρησιμοποιείται σε συγκεντρώσεις ~10% w/v συνδυαζόμενο συνήθως με φυσιολογικό ορό και 

αλβουμίνη ορού
 217,222,225,251

 και έχει βρεθεί ότι αυτοί οι συνδυασμοί είναι σχετικά ασφαλής και μη 

τοξικοί για τα στελεχιαία κύτταρα. Παρόλα αυτά το DMSO έχει συσχετιστεί με κλινικά 

σημαντικές παρενέργειες που αφορούν τη χρήση του, όπως ναυτία, εμετός και κοιλιακά άλγη σε 

περίπου μισά από τα περιστατικά που έχουν αναφερθεί 
252

 .  

Άλλα σοβαρότερα συμπτώματα αφορούν διάφορα συστήματα όπως το καρδιαγγειακό
 220

, 

αναπνευστικό 
218,225

, ΚΝΣ
 221,253-255

, νεφρά, καθώς και συμβάματα όπως αιμόλυση 
256

 και 

ηπατοτοξικότητα. 

Μια πρόσφατη έρευνα που περιλάμβανε στοιχεία από 97 EBMT κέντρα μεταμόσχευσης, 

αποκάλυψε ότι η συσχετιζόμενη με το DMSO αναφερόμενη τοξικότητα εκτός από τα περιστατικά 
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ναυτίας και εμετών, εμφανίζονται σε αναλογία περίπου 1 : 50 μεταμοσχεύσεις, δηλαδή 2,2% 

περίπου κατά μέσο όρο στο σύνολο των μεταμοσχεύσεων. 

Με βάση την δεδομένη τοξικότητα του DMSO, νεώτερες προσεγγίσεις δοκιμάστηκαν με 

χαμηλότερες συγκεντρώσεις-από 2,2 έως και 6%
 222-225,257,258

 που βρέθηκαν ότι είναι 

αποτελεσματικές όσον αφορά το μυελό των οστών, τα PBSCs και το ΟΠ.Α.  

Άλλες μελέτες
219

 έδειξαν ότι το DMSO σε συγκέντρωση 10% υπερέχει ως 

κρυοπροστατευτικό σε σχέση με τις χαμηλότερες συγκεντρώσεις του. Με σκοπό την ενίσχυση του 

προστατευτικού αποτελέσματος,το DMSO έχει χρησιμοποιηθεί με επιτυχία  μαζί με το 

εξωκυτταρικό προστατευτικό hydroxyethyl starch (HAES) για την κατάψυξη των PBSCs, ΟΠ.Α 

και μυελού των οστών
 225,226

.  

Εναλλακτικοί τρόποι συντήρησης για την κρυοκατάψυξη είναι με την χρήση άλλων 

κρυοσυντηρητικών όπως προπύλενογλυκόλη, συνδυασμοί α-τοκοφερόλης, καταλάσης και 

ασκορβικού οξέος καθώς και η τρεχαλόζη-διμερές της γλυκόζης-ως εξωκυττάριο και 

ενδοκυττάριο κρυοπροστατευτικό
 235,239,259

. 

 

3.2.4 Βέλτιστη συγκέντρωση κυττάρων (MNCs, HSPCs) 

 Η έγχυση των κρυοκατεψυγμένων στελεχιαίων κυττάρων στον λήπτη έχει συσχετιστεί με 

κυμαινόμενη τοξικότητα η οποία εν μέρει σχετίζεται με το συνολικό όγκο καθώς και με το είδος 

των κρυοπροστατευτικών στη μονάδα
 220,221,260

. 

Ο Rowley και συν., διαπίστωσαν ότι οι υψηλές συγκεντρώσεις κυττάρων ( έως 5.6x10
8
 

NC/ml) στην μονάδα κρυοκατάψυξης είναι καλά ανεκτές, δεν σχετίζονται με σημαντικές 

παρενέργειες και οδηγούν σε καλά κλινικά αποτελέσματα, παρόμοια δε συμπεράσματα έχουν 

εξαχθεί και από άλλες μελέτες 
 217,261,262

.  

Αν και δεν υπάρχει ομοφωνία σχετικά με τον ακριβή αριθμό των κυττάρων που απαιτούνται 

για μια επιτυχή μεταμόσχευση
 263

, ο μεγαλύτερος αριθμός CD34
+
 κυττάρων στο ΟΠ.Α σχετίζεται 

με ταχύτερη εμφύτευση (engraftment) του μοσχεύματος
264-66

. Σε γενικές γραμμές, για πρακτικούς 

λόγους, μια συγκέντωση των TNC κυττάρων ~ 20x10
6
NC/ml είναι αποδεκτή 

217,267,268
. 
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3.3.      Απόψυξη-ανασύσταση της μονάδας ΟΠ.Α 

Διάφορες τεχνικές έχουν προταθεί για την απόψυξη αλλά η μέθοδος αναφοράς είναι η ταχεία 

θέρμανση της μονάδας σε υδατόλουτρο 37
0
C έως ότου οι εμφανείς κρύσταλλοι να διαλυθούν

 227
. 

Μία γερμανική έρευνα σύγκρινε δύο διαφορετικές μεθόδους απόψυξης; στη μια γινόταν χρήση 

του υδατόλουτρου και στην άλλη γινόταν χρήση ξηρής θερμοκρασίας 37
0
C με τη βοήθεια 

επιθεμάτων γέλης. Η βιωσιμότητα καθώς και το δυναμικό πολλαπλασιασμού και αυτοανανέωσης 

ήταν παρόμοιο, με μια τάση μικρότερου αριθμού επιμολύνσεων στην μεθοδολογία  της ξηρής 

θέρμανσης
 269

. 

Διάφορες μέθοδοι έχουν εξετάσει την διατήρηση της λειτουργικότητας όταν οι μονάδες 

αποψύχονταν σε θερμοκρασίες από 0-37
0
C

 227,238
. Σε μελέτη από τον Yang και συν. όπου έγινε 

σύγκριση του αποτελέσματος στη λειτουργικότητα της μονάδας ΟΠ.Α εξαιτίας  της διαφορετικής 

θερμοκρασίας επώασης της αποψυχόμενης μονάδας στους 0, 20 και 37
0
C για 20 min, δεν 

διαπιστώθηκαν σημαντικές διαφορές
 238

. 

Η χρήση του κρυοπροστατευτικού αποδείχθηκε μη τοξική για τα στελεχιαία κύτταρα κατά 

τη διάρκεια της διαδικασίας κρυοκατάψυξης, όπως άλλωστε είχε βρεθεί σε προηγούμενες μελέτες
 

217,251
. Η μείωση της συγκέντρωσης του DMSO στη θερμοκρασία της απόψυξης-λόγω της 

τοξικότητας του για τον λήπτη- έχει διερευνηθεί σε διάφορες μελέτες κυρίως διενεργώντας 

πλύσιμο της μονάδας ή αραίωση
 257,270

, χωρίς να έχει επηρεαστεί σημαντικά η βιωσιμότητα των 

στελεχιαίων κυττάρων. 

Στα πλαίσια της μείωσης της τοξικότητας της μονάδας ΟΠ.Α εξαιτίας της χρήσης του 

DMSO, η διαδικασία της έκπλυσης της μονάδας είναι ευρέως χρησιμοποιούμενη
 239,271

.  Η 

διαδικασία της έκπλυσης του DMSO από τη μονάδα, έχει θετικές συνέπειες για τον λήπτη (π.χ. 

μείωση της τοξικότητας) αφού ο βαθμός της τοξικότητας του DMSO είναι ανάλογος με την 

ποσότητά του στη μονάδα ΟΠ.Α 
230
.  Έχει επίσης αναφερθεί ότι η έκπλυση του DMSO μπορεί να 

ενισχύσει τη διαδικασία εμφύτευσης (engraftment) του μοσχεύματος στον λήπτη
 272

. Ένα τέτοιο 

πρωτόκολλο έκπλυσης, όπως εκείνο του New York Blood Center
 271

   περιλαμβάνει δύο βήματα 
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αραίωσης του διαλύματος των στελεχιαίων κυττάρων με 2,5% ανθρώπειο αλβουμίνη ορού και 5% 

dextran 40, ακολουθούμενο από φυγοκέντρηση στους 10
0
C για 10min. Το υπερκείμενο στη 

συνέχεια απομακρύνεται και στη συνέχεια η αλβουμίνη με το διάλυμα dextran προστίθεται εις 

διπλούν μέχρι μια τελική συγκέντρωση DMSO περίπου 1,7%. Αν και η διαδικασία αυτή είναι 

σχετικά ασφαλής και με αποδεκτή τιμή ανάκτησης ( recovery) και απόδοση καλλιέργειας
 273

, είναι 

εξαιρετικά εργώδης και συνοδεύεται από σχετική απώλεια κυττάρων
 274,275

. 

 

3.4.      Λοιμώδεις παράγοντες και κρυοσυντήρηση μονάδων ΟΠ.Α 

Η μικροβιακή επιμόλυνση των μοσχευμάτων αποτελεί ένα σημαντικό κίνδυνο για τους 

ανοσοκατεσταλμένους ασθενείς. Το FDA εκτιμά ότι 7 θάνατοι κατ’έτος που σχετίζονται με τη 

μεταμόσχευση θα μπορούσαν να έχουν αποφευχθεί αν δεν εμφανίζονταν λοιμώξεις σχετιζόμενες 

με την έγχυση των κυττάρων του δότη
 276

. To συνολικά εμφανιζόμενο ποσοστό επιμολύνσεων 

είναι μεταξύ 0 και 4,5% 
277-83

. Το μεγαλύτερο μέρος των μικροβίων που απομονώνονται είναι 

δερματική χλωρίδα (skin flora) και επιμολύνονταν μικρόβια  (commensals), ενώ τα υπόλοιπα 

είναι κυρίως εντεροβακτηριακά. 

Ο παρακάτω πίνακας παρουσιάζει διαγραμματικά την συνολική συχνότητα εμφάνισης των 

κυριοτέρων ειδών μικροβίων που απομονώθηκαν από επιμολυνθείσες μονάδες στελεχιαίων 

κυττάρων 
277,281,282

: 

 

 Η διαδικασία της κρυοκατάψυξης έχει συσχετιστεί με μείωση των μικροοργανισμών που 

απομονώθηκαν. Σε μια γερμανική μελέτη η απομόνωση Staphylococcus epidermidis μειώθηκε 

κατά 9,3% κατά μέσο όρο και της Escherichia coli κατά 18,1% 
284
. Επίσης, διάφορες μελέτες 
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ανέφεραν την επίπτωση των θετικών καλλιεργειών μετά την απόψυξη 
282,283,285

, γεγονός το οποίο 

είναι ενδεικτικό επιμόλυνσης μέσω των φιαλιδίων καλλιέργειας. Η επίπτωση της σηψαιμίας μετά 

την έγχυση μονάδας στελεχιαίων κυττάρων, η οποία είχε θετική καλλιέργεια για μικρόβια 

δερματικής χλωρίδας (skin flora) και επιμολύνοντα μικρόβια  (commensals), είναι χαμηλή και τα 

περισσότερα από τα επεισόδια πυρετού  που εμφανίζονται μετά την έγχυση είναι αντιμετωπίσιμα 

με τη χρήση αντιβιοτικών 
282

. 

Η ανθεκτικότητα των ιών σε περιβάλλον υγρού αζώτου είναι γνωστή από παλαιότερα 
286
. Σε 

μία μελέτη αναφέρεται η εμφάνιση επιδημικού κύματος ηπατίτιδας Β σε λήπτες αυτόλογου 

μοσχεύματος μυελού των οστών 
287
, γεγονός που σχετίστηκε με τη βοήθεια νουκλεοτιδικής 

ανάλυσης με κάποια άλλη μονάδα που βρισκόταν κατεψυγμένη στο ίδιο δοχείο
 288

. Η συνέχεια 

της ανάλυσης του συγκρίματος (debris) του δοχείου κατάψυξης απέδειξε την διασπορά του 

λοιμώδους παράγοντα μέσω της υγρής φάσης του αζώτου, ενώ και άλλα τέτοια επιδημικά κύματα 

έχουν αναφερθεί 
289

. 

Για να αποφευχθούν λοιμώξεις οφειλόμενες σε έγχυση επιμολυσμένης μονάδας στελεχιαίων 

κυττάρων γενικά προτείνονται τα ακόλουθα μέτρα: 

1. Η επεξεργασία των μονάδων να γίνεται σε καθαρές επιφάνειες και να διενεργείται 

λεπτομερής μικροβιολογικός έλεγχος των μονάδων σε όλα τα στάδια της 

επεξεργασίας, όπως προβλέπεται από τα καθιερωμένα standards
 290,291

. 

2. Ανίχνευση της επιμόλυνσης πριν την έγχυση, γεγονός που μπορεί να γίνει 

αυτοματοποιημένα, όπως σε άλλα προϊόντα αιμοδοσίας. 

3. Έλεγχος των δοτών, ακόμη και σε αυτόλογες περιπτώσεις, σύμφωνα με τις οδηγίες 290
 

και στην περίπτωση ανευρέσεως επιμολυσμένου μοσχεύματος θα πρέπει αυτό να 

φυλάσσεται ξεχωριστά
 292

 ή να απορρίπτεται αν υπάρχει η δυνατότητα αντικατάστασής 

του. 
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3.5.      Ποιοτικός έλεγχος(QC) των  μονάδων ΟΠ.Α 

Ποιοτικός έλεγχος είναι το σύνολο των ενεργειών που έχουν προγραμματιστεί και 

υλοποιούνται με σκοπό τη διασφάλιση ότι όλα τα συστήματα και οι διαδικασίες που επηρεάζουν 

την ποιότητα του τελικού προϊόντος είναι αξιόπιστες και λειτουργούν όπως αναμένεται
 293

. 

Ένα πρόγραμμα ποιοτικού ελέγχου περιλαμβάνει ένα σύστημα μεταβλητών με σκοπό την 

παραγωγή ενός τελικού προϊόντος που είναι ασφαλές, αποτελεσματικό και κατάλληλο για την 

ενδεδειγμένη χρήση. Από την λήψη και την επεξεργασία έως την μεταμόσχευση και την 

παρακολούθηση του ασθενή, το πρόγραμμα ποιοτικού ελέγχου καθορίζει μια σειρά από controls 

σημεία ελέγχου καθώς και μηχανισμούς ανάδρασης (feedback) που εξασφαλίζουν της 

ομοιομορφία του προϊόντος ενώ ταυτοχρόνως αποκαλύπτουν τάσεις (trends), αποτρέπει από λάθη 

και βοηθά στην συνεχή διαδικασία βελτίωσης. Αυτή η προσέγγιση, που έχει προωθηθεί από το 

FDA 
294

 AABB
 295

 και NETCORD/FAHCT 
296

 , ως φορείς διαπίστευσης και έχει οδηγήσει την 

έννοια της τράπεζας καθώς και της μεταμόσχευσης ΟΠ.Α σε υψηλό επίπεδο, όσον αφορά τον 

έλεγχο ποιότητας. 

Ένα πρόγραμμα ποιοτικού ελέγχου θα πρέπει να δίνει τη δυνατότητα στην τράπεζα ΟΠ.Α να 

διατηρεί ένα καλό επίπεδο cGMP (good manufacturing practice) καθώς και ένα καλό επίπεδο 

cGTP ( good tissue practice) και έτσι να συμμορφώνεται με τις απαιτήσεις του ελέγχου. Αν και οι 

απαιτήσεις GMP είναι συνήθως περισσότερο εκτεταμένες και αυστηρές από τις GTP, σε κάθε 

περίπτωση πρέπει να μοιράζονται κοινές παραμέτρους ποιοτικού ελέγχου όπως: σχέδιο ποιοτικού 

ελέγχου, έλεγχο (control) εγγράφων και διαδικασιών, αναφορά της απόκλισης και ανεπιθύμητων 

παρενεργειών, διαχείρηση της τράπεζας, εκπαίδευση του προσωπικού, δειγματοληπτικός έλεγχος 

των δοτών, παρακολούθηση (monitoring) του περιβάλλοντος χώρου της τράπεζας, διαχείρηση 

των προμηθειών, αξιολόγηση, έλεγχος της επεξεργασίας, κ.ά.
297

. 

 Σε γενικές γραμμές ότι οι άξονες λειτουργίας του QC θα πρέπει να περιλαμβάνουν και τα 

ακόλουθα 
298

: 

 Αναθεώρηση και αποδοχή όλων των standard operation procedures (SOPs) πριν 

την χρήση τους καθώς και την επιβεβαίωση ότι συμφωνούν με τις νομικές και 
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ρυθμιστικές απαιτήσεις. 

 Εξασφάλιση ότι τα πρωτόκολλα αξιολόγησης, τα προγράμματα εκπαίδευσης και οι 

διάφορες δοκιμασίες (tests) είναι γραπτά και τοποθετημένα στη θέση τους. 

 Αναθεώρηση και αποδοχή συστήματος ελέγχου εντύπων και αρχείου. 

 Αναθεώρηση και αποδοχή σχεδίων διόρθωσης, καταγραφής ανεπιθυμήτων 

ενεργειών, καταγραφής μη-συμμόρφωσης, καταγραφής αποκλίσεων (deviations) 

και παραπόνων πελατών. 

 Επιβεβαίωση ότι οι αλλαγές που τυχόν γίνονται στα SOPs, καταγράφονται και 

αξιολογούνται. 

 Επιβεβαίωση ότι τα SOPs ισχύουν για όλες τις διαδικασίες του QC και ο 

καθορισμός των καθηκόντων του τμήματος QC. 

Γενικά είναι πολύ σημαντικό να γίνει κατανοητή η ανάγκη της ύπαρξης κάποιου 

προγράμματος ποιοτικού ελέγχου (QC) στην τράπεζα ΟΠ.Α. Μεταξύ άλλων, μερικά  από τα 

προβλήματα που αναφέρονται σχετικά είναι όχι σωστά σεσημασμένα αντιδραστήρια 
299
, αποτυχία 

στη χρήση των σωστών αντιδραστηρίων, αποδοχή μονάδας ΟΠ.Α με λανθασμένα στοιχεία
 300

, 

κ.α. 

 

4. Μεταμόσχευση στελεχιαίων αιμοποιητικών κυττάρων 

4.1. Εισαγωγή 

Όπως έχει ήδη αναφερθεί, τα στελεχιαία αιμοποιητικά κύτταρα μπορούν να 

διαφοροποιούνται σε κύτταρα όλων των αιματολογικών σειρών
301

 και είναι από τα περισσότερο 

μελετηθέντα. 

Η εξέλιξη της αιμοποίησης στον οργανισμό ακολουθεί τρία στάδια: μεσοδερμικό (λεκιθικός 

ασκός), ηπατοσπληνικό και μυελικό στάδιο.  Μετά τη γέννηση η αιμοποίηση συμβαίνει μόνο στο 

μυελό των οστών ενώ εξωμυελική ερυθροποιΐα συμβαίνει μόνο σε παθολογικές καταστάσεις (π.χ. 

χρόνια μυελογενής λευχαιμία και μυελοΐνωση), εκτός εάν ένας αιμοποιητικός αυξητικός 
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παράγοντας χορηγηθεί ( π.χ. G-CSF).  

Οι πηγές αιμοποιητικών κυττάρων στους ενήλικες περιορίζονται στον μυελό των οστών και 

στο περιφερικό αίμα όπου μικρός μόνο αριθμός τους κυκλοφορεί, με πρόσθετες πηγές το 

ομφαλοπλακουντιακό αίμα και το εμβρυϊκό ήπαρ
 302

. 

Στην περίοδο μεταξύ του πρώτου και δεύτερου τριμήνου της εμβρυϊκής ερυθροποιΐας, το 

ήπαρ σχετίζεται με την αιμοποίηση. Κατά τη διάρκεια αυτής της περιόδου είναι θεωρητικά 

δυνατόν το εμβρυϊκό ήπαρ να χρησιμοποιηθεί ως πηγή αιμοποιητικών κυττάρων, όμως για 

προφανείς ηθικούς αλλά και τεχνικούς λόγους αυτό δεν είναι εφικτό αφού μπορούν να 

χρησιμοποιηθεί έμβρυϊκό ήπαρ που προέρχεται μόνο από αποβληθέντα κυήματα και συνεπώς δεν 

έχει κλινική χρήση
302

. 

Οι πρώτες επιτυχείς αλλογενείς μεταμοσχεύσεις αιμοποιητικών κυττάρων 

πραγματοποιήθηκαν στα τέλη της δεκαετίας του 1960 για τη θεραπεία συγγενών 

ανοσοανεπαρκειών σε παιδιά, χρησιμοποιώντας τον μυελό συγγενών δοτών που ήταν ορολογικά 

συμβατοί με τους λήπτες
 303

.  

Σήμερα, ο μυελός για την αλλογενή μεταμόσχευση λαμβάνεται από δότες που είναι HLA 

συμβατοί με τους λήπτες, η δε λήψη συμβαίνει κάτω από γενική αναισθησία με το μυελό να 

λαμβάνεται  με μικρές αναρροφήσεις από τις λαγόνιες ακρολοφίες και στη συνέχεια ο μυελός 

μεταγγίζεται στον λήπτη με τη βοήθεια ενδοφλέβιου καθετήρα.  

Σε αρκετές περιπτώσεις, η μετάγγιση PBSCs (Peripheral Blood Stem Cells) είναι η 

προτιμώμενη εναλλακτική λύση σε σχέση με τη χρήση του μυελού των οστών, παρ’όλα αυτά 

όμως η εξωμυελική παρουσία των στελεχιαίων αιμοποιητικών κυττάρων είναι περιορισμένη
 302

. 

Με σκοπό να παράγουμε τον επιθυμητό αριθμό στελεχιαίων κυττάρων στο περιφερικό αίμα 

για τη μεταμόσχευση, οι πιθανοί δότες θα πρέπει να λάβουν κάποιο παράγοντα κινητοποίησης 

των στελεχιαίων κυττάρων στο μυελό, όπως ο G-CSF, με σκοπό την μετακίνηση των στελεχιαίων 

κυττάρων από το μυελό στο περιφερικό αίμα.  

Η συλλογή των στελεχιαίων κυττάρων από το αίμα του δότη γίνεται 5 ημέρες περίπου από 

την έγχυση του παράγοντα 
304

.  
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Το ΟΠ.Α αποτελεί επίσης μια πηγή πλούσια σε HSPCs καθώς και εύκολα προσπελάσιμη
 
. 

Επιπρόσθετα, η συγκέντρωση των HSPCs στο ΟΠ.Α., είναι κατά πολύ μεγαλύτερη από εκείνη 

στο περιφερικό αίμα ενώ αντίθετα η ανοσολογική αντίδραση από τη μεταμόσχευση είναι κατά 

πολύ μικρότερη πράγμα που επιτρέπει την μικρότερη επίπτωση του GVHD στην μεταμόσχευση 

ΟΠ.Α 
302,305

.  

Πολλές μελέτες έχουν καταδείξει ταχεία εμφύτευση (engraftment) του μοσχεύματος που 

αποδεικνύεται από την άνοδο των πολυμορφοπύρηνων και των αιμοπεταλίων στο αίμα του λήπτη 

καθώς και μειωμένη τοξικότητα χωρίς αύξηση της συχνότητας του GVHD σε σχέση με τους 

λήπτες του μυελού 
306

.  

Παρόλα αυτά, ο μικρός τελικός όγκος της επεξεργασμένης μονάδας ΟΠ.Α και συνεπώς ο 

σχετικά μικρός αριθμός των εμπυρήνων κυττάρων που περιέχονται δυσχεραίνει τη χρήση της 

στους ενήλικες. 

Αρκετές νόσοι, αιματολογικής φύσεως και μη, θεραπεύονται με τη μεταμόσχευση 

αιμοποιητικών κυττάρων προερχόμενα από ΟΠ.Α, με τις περισσότερο συνηθισμένες από αυτές να 

είναι οι  οξείες λευχαιμίες καθώς και άλλες νεοπλασματικές παθήσεις.  

Ένα μεγάλο φάσμα άλλων κληρονομικών και μη παθήσεων μπορεί επίσης να αντιμετωπισθεί 

με την μεταμόσχευση αιμοποιητικών κυττάρων όπως πολλές νόσοι αποθησαυρισμού (storage 

diseases), σοβαρή απλαστική αναιμία καθώς και διάφορες ανοσοανεπάρκειες. 

Στον παρακάτω πίνακα αναφέρονται ενδεικτικά διάφορες παθήσεις στις οποίες η προσπάθεια 

για θεραπεία με τη χρήση της μεταμόσχευσης  αιμοποιητικών κυττάρων έχει θέση στην πράξη ή 

έχει απλώς δοκιμαστεί σε πειραματική βάση είτε τέλος υπάρχουν βάσιμες ελπίδες ότι στο μέλλον 

θα έχει θέση.  
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Νοσήματα που αντιμετωπίζονται με τη μεταμόσχευση ΟΠ.Α  

Κακοήθη  • Οξεία λεμφοβλαστική λευχαιμία 

• Οξεία μυελογενής λευχαιμία 

• Λέμφωμα Burkitt  

• Χρόνια μυελογενής λευχαιμία 

• Μυελοδυσπλαστικά σύνδρομα 

• Νευροβλάστωμα 

• Μη Hodgkin λέμφωμα 

• Νόσος Hodgkin 

• Ρετινοβλάστωμα 

Αναιμίες-Θρομβοκυττοπενίες  • Απλαστική αναιμία 

• Αναιμία Blackfan-Diamond 

• Συγγενής δυσκεράτωση 

• Αναιμία Fanconi  

• Αμεγακαρυωτική θρομβοκυττοπενία 

• Σύνδρομο Kostmann  

• Δρεπανοκυτταρική αναιμία 

• β- θαλασσαιμία  

Ανοσοανεπάρκειες  • Χρόνια κοκκιωματώδης νόσος 

• Βαρειά συνδιασμένη ανοσοανεπάρκεια 

• Δυσπλασία του θύμου 

• Σύνδρομο Wiskott-Aldrich 

Άλλες παθήσεις  • Σύνδρομο Evans 

• Οστεοπέτρωση  

 

 

4.2.      Είδη μεταμόσχευσης αιμοποιητικών κυττάρων 

Υπάρχουν 3 κύριες κατηγορίες μεταμόσχευσης αιμοποιητικών κυττάρων βασισμένη στην 

προέλευση των αιμοποιητικών κυττάρων του δότη: αυτόλογη, συγγενής (syngeneic) και 
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αλλογενής. 

 

4.2.1. Αυτόλογη μεταμόσχευση 

Η δυσκολία ανεύρεσης HLA-συμβατών δοτών οδήγησε στην εξέλιξη των τεχνικών με τέτοιο 

τρόπο ώστε ο μυελός του ίδιου του ασθενή να συλλέγεται ενώ αυτός βρίσκεται σε ύφεση κλινικά, 

διατηρήται στη κρυοσυντήρηση και τελικά να επανεγχύεται στον ασθενή μετά από χορήγηση 

υψηλής δόσης χημειοθεραπείας ή/και ακτινοβολίας .  

Τα αυτόλογα αιμοποιητικά κύτταρα γενικά παρέχουν την μεγαλύτερη δυνατή πιθανότητα για 

επιτυχημένη μεταμόσχευση αιμοποιητικών κυττάρων εξαιτίας της απόλυτης γενετικής ταυτότητας 

και της απουσίας ανοσολογικής αντίδρασης.  Παρόλα αυτά  ο κίνδυνος της ύπαρξης 

νεοπλασματικών κυττάρων στο μόσχευμα δεν είναι εντελώς ανύπαρκτος
 307

.  

Αυτή η μορφή μεταμόσχευσης είναι κατάλληλη για συνθήκες όπου η πηγή αυτολόγων 

αιμοποιητικών κυττάρων είναι ελεύθερη νόσου ως αποτέλεσμα κάθαρσης (purging) του 

μοσχεύματος, παρόλα αυτά όμως η αυτόλογη μεταμόσχευση δεν είναι ανάμεσα στις επιλογές μας 

σε γενετικά καθοριζόμενες νόσους όπως και σε μερικές μη κληρονομικές παθήσεις, γιατί οι 

γενετικές ανωμαλίες μπορεί να διατηρηθούν στα μεταμοσχευθέντα κύτταρα 
301,306

. 

Αν και τα κύτταρα για αυτόλογη μετάγγιση συλλέγονται κατά τη διάρκεια της ύφεσης της 

νόσου, η δυνατότητα του εντοπισμού νεοπλασματικών κυττάρων περιορίζεται  στο 1% περίπου. 

Ακόμη και με τις καλύτερες τεχνικές ένα «ελεύθερο» νεοπλάσματος τμήμα ιστών μπορεί να 

περιέχει έως και 10
5
 νεοπλασματικά κύτταρα. Επειδή ο αριθμός των νεοπλασματικών κυττάρων 

που απαιτούνται για να  προκαλέσουν υποτροπή  είναι άγνωστος, η εκρίζωση των κυττάρων 

αυτών αποτελεί κρίσιμο σημείο στην όλη διαδικασία τόσο από την πλευρά του μοσχεύματος 

(purging) όσο και από την πλευρά του ξενιστή  (χημειοθεραπεία και/ή ακτινοβολία) 
307

. 

 

4.2.2. Συγγενής (syngeneic) μεταμόσχευση 

Όσον αφορά την συγγενή (syngeneic) μεταμόσχευση, αυτή αφορά την δωρεά στελεχιαίων 

αιμοποιητικών κυττάρων από έναν μονοωογενή δίδυμο.  
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Το όφελος από μια τέτοια μεταμόσχευση εντοπίζεται στο ότι δεν υπάρχει ανοσολογική 

αντίδραση δεδομένου ότι δεν υπάρχει γενετική διαφορά μεταξύ του δότη και του λήπτη. Ως 

γενικός κανόνας, η συγγενής μεταμόσχευση προτιμάται από την αυτόλογη γιατί αποφεύγεται ο 

πιθανός κίνδυνος της μεταφοράς νεοπλασματικών κυττάρων από τον δότη 
301
. Όπως και στην 

αυτόλογη μεταμόσχευση, η συγγενής δεν συνίσταται για τις περιπτώσεις γενετικών ασθενειών 

δεδομένου ότι ο δότης και ο λήπτης μπορεί να μοιράζονται την ίδια γενετική ασθένεια 
301,308

. 

 

4.2.3. Αλλογενής μεταμόσχευση 

Η αλλογενής μεταμόσχευση αναφέρεται στη χρήση μοσχεύματος προερχόμενο από δότη 

διαφορετικής γενετικής ταυτότητας από τον λήπτη. 

Η πιο σημαντική αδυναμία της μεθόδου είναι η ύπαρξη διαφορών όσον αφορά την 

ιστοσυμβατότητα μεταξύ του δότη και του λήπτη. Τα κύτταρα του λήπτη μπορεί να 

αντιμετωπίσουν τα κύτταρα του μοσχεύματος ως «ξένα» με αποτέλεσμα την  καταστροφή του 

μοσχεύματος εξαιτίας της ενεργοποίησης του ανοσοποιητικού συστήματος του λήπτη, διαδικασία 

που ονομάζεται «απόρριψη» του μοσχεύματος. Εναλλακτικά, τα μεταμοσχευθέντα στελεχιαία 

αιμοποιητικά κύτταρα μπορεί να αντιμετωπίσουν τα κύτταρα του λήπτη ως «ξένα» με 

αποτέλεσμα την καταστροφή των κυττάρων του λήπτη από την ανοσολογική αντίδραση των 

κυττάρων του δότη 
301
. Η αντίδραση αυτή καθορίζεται ως GVHD (Graft versus host disease) και 

μπορεί να είναι, όπως και η απόρριψη του μοσχεύματος, αίτιο σημαντικής νοσηρότητας ή/και 

θνητότητας καθώς και η κυριώτερη αιτία αποτυχίας της αλλογενούς μεταμόσχευσης. 

Η πιθανότητα της απόρριψης του μοσχεύματος μειώνεται σημαντικά μετά από τον έλεγχο για 

συμβατότητα ως προς το σύστημα MHC (Major histocompability complex). Υπάρχουν δύο κύριες 

κατηγορίες MHC μορίων: Η Class I MHC, η οποία αποτελείται από τα μόρια HLA-A, HLA-B και 

HLA-C; και η Class II MHC που αποτελείται από τα HLA-DR, HLA-DP, HLA-DQ 
309

. 

Τα μόρια της Class I MHC αποτελούνται από μια πολυπεπτιδική αλυσίδα συνδυασμένη με 

β2- μικρογλοβουλίνη που κωδικοποιείται από ένα γονίδιο, ενώ τα μόρια της Class II MHC 

αποτελούνται από ζεύγη πολυπεπτιδικών αλύσεων και κωδικοποιούνται από δύο διαφορετικά 
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γονίδια. Η ανοσολογική λειτουργία των μορίων αυτών εντοπίζεται στο ότι παρέχουν τα μέσα για 

την αναγνώριση ξένων προς τον οργανισμό αντιγόνων, πράγμα που αποτελεί τον ακρογωνιαίο 

λίθο της ανοσιακής αντίδρασης
 301

. 

Με το δεδομένο ότι μόνο το 25-30% όλων των ασθενών που έχουν ανάγκη μεταμόσχευσης 

αιμοποιητικών κυττάρων είναι πιθανόν να έχουν έναν πλήρως συμβατό συγγενή δότη 
307
, ό ρόλος 

των συλλογών μονάδων αιμοποιητικών κυττάρων από μη σχετιζόμενους δέκτες αποτελεί 

ακρογωνιαίο λίθο της αλλογενούς μεταμόσχευσης αιμοποιητικών κυττάρων. 

 

4.3.       Μεταμόσχευση ομφαλοπλακουντιακού αίματος 

Το 1989 η Gluckman και συν.
 46

 ανέφεραν την πρώτη επιτυχή ανασύσταση του 

αιμοποιητικού συστήματος σε ασθενή με αναιμία Fanconi με τη αλλογενή μεταμόσχευση 

ομφαλοπλακουντιακού αίματος από συγγενή δότη ταυτόσημο κατά HLA. Ο ασθενής αυτός 

επέδειξε πλήρη και διατηρήσιμο χιμαιρισμό (chimerism)  
310

 και παραμένει εν ζωή έως σήμερα. 

Αυτή η επιτυχία λειτούργησε ως ο ακρογωνιαίος λίθος για την πρόοδο της μεταμόσχευσης του 

ΟΠ.Α. διότι παρείχε την απόδειξη ότι μια και μοναδική μονάδα ΟΠ.Α. περιέχει αρκετά HSCs 

αρκετά για την ασφαλή εμφύτευση (engraftment) του μοσχεύματος 
311

. 

 

4.3.1. Κλινική σημασία της μεταμόσχευσης ΟΠ.Α 

Όπως αδρά περιγράφηκε προηγουμένως, το ΟΠ.Α.(Oμφαλοπλακουντιακό αίμα) παρέχει 

πλεονεκτήματα σε σχέση με το μυελό των οστών και το κινητοποιημένο περιφερικό αίμα, όσον 

αφορά τη μεταμόσχευση.  

Επιπρόσθετα, η άωρη φύση των HSCs που προέρχονται από το ΟΠ.Α. πιθανώς να 

επιτρέπει την συλλογή μεγαλυτέρου αριθμού προγονικών αιμοποιητικών κυττάρων μετά από in 

vivo επεξεργασία με αναπτυξιακούς παράγοντες
 71

.  

Αυτή η δυνατότητα του ΟΠ.Α. μπορεί να ξεπερνά το ζήτημα του σχετικά χαμηλού 

αριθμού στελεχιαίων κυττάρων που βρίσκονται σε μία μονάδα ΟΠ.Α. Aυτή η ανωριμότητα των Τ 

κυττάρων στο ΟΠ.Α. πιθανώς να επεξηγεί το γεγονός της προσβολής των ληπτών-όταν αυτό 
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συμβαίνει- λιγότερο συχνά και με χαμηλότερη ένταση GVHD, συγκριτικά με εκείνους που έχουν 

υποστεί μεταμόσχευση μυελού των οστών
 311-314

.  

Στον παρακάτω πίνακα παρουσιάζονται περιληπτικά οι κυριώτερες διαφορές μεταξύ 

ΟΠ.Α. και μυελού των οστών: 

 

Χαρακτηριστικό  Ομφαλοπλακουντιακό 

Αίμα 

Μυελός των οστών 

Πόνος/Δυσφορία του 

δότη κατά την λήψη  

Ανώδυνη διαδικασία  Επώδυνη διαδικασία, απαιτούνται 

πολλαπλές αναρροφήσεις μυελού 

με βελόνη και γενική αναισθησία  

Κίνδυνος για τον Δότη  Ελάχιστος  Κίνδυνοι που σχετίζονται με το 

χειρουργείο και τη γενική 

αναισθησία  

Ανοχή του λήπτη σε 

μερική ασυμβατότητα 

(HLA mismatching)  

Μεγαλύτερη ανοχή  Μικρότερη ανοχή  

Χρόνος που απαιτείται 

για την ανεύρεση 

συμβατού δότη  

Μικρότερος     1 μήνας )  Μεγαλύτερος (2-6 μήνες)  

Κίνδυνος για GVHD  

(Νόσος μοσχεύματος 

κατά ξενιστή)  

Χαμηλότερος  Υψηλότερος  

Κίνδυνος λοίμωξης από 

το μόσχευμα  

Χαμηλότερος*  Υψηλότερος  

Κόστος μεταμόσχευσης  Χαμηλότερο  Υψηλότερο  

Χρήση σε μεγαλύτερους 

(Ενήλικες) Ασθενείς  

Δυσκολία στην ανεύρεση 

αρκετά μεγάλων CB 

μονάδων  

Χωρίς σημαντική δυσκολία  

Απαιτούμενος χρόνος για 

engraftment  

Μεγαλύτερος (3-4 

εβδομάδες)  

Μικρότερος (2-3 εβδομάδες)  

* Αφορά τον κίνδυνο λοίμωξης και όχι μικροβιακής επιμόλυνσης του μοσχεύματος  
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4.3.2. Κλινικά αποτελέσματα της μεταμόσχευσης με ΟΠ.Α. 

Σε μελέτη που αφορά την τελική έκβαση (outcome) της μη-συγγενούς (unrelated) 

μεταμόσχευσης ΟΠ.Α 
314
, το ~80% των ασθενών ξεπέρασαν το όριο των 500 ANC/μl (absolute 

neutrofil count) την 42 ημέρα και το 85% αυτών το όριο των 50000/μl αιμοπεταλίων την 180 

ημέρα. Ο μέσος  χρόνος που απαιτήθηκε για εμφύτευση (engraftment) του μοσχεύματος ήταν 28 

ημέρες για τα ουδετερόφιλα και 90 ημέρες για τα αιμοπετάλια. 

Ο Laughlin και συν.
315

 αξιολόγησαν 68 ενήλικες με απειλητική για τη ζωή αιματολογική 

κακοήθεια που είχαν υποστεί μεταμόσχευση ΟΠ.Α. Η έκβαση των μεταμοσχεύσεων 

αξιολογήθηκε με βάση την αιματολογική ανασύσταση, την επίπτωση του οξέος και του χρόνιου 

GVHD, την υποτροπή καθώς και την ελεύθερη υποτροπής επιβίωση, με την εκτιμώμενη 

πιθανότητα της αναγέννησης των ANCs (>500/μl για 3 συνεχόμενες ημέρες ) ήταν 90% στον 

συνολικό πληθυσμό. 

Ο απόλυτος αριθμός των TNCs (Total nucleated cells) στη μονάδα του ΟΠ.Α. πριν την 

κατάψυξη και ο αριθμός των CD34
+
 κυττάρων μετά την απόψυξη, συσχετίστηκαν με μικρότερο 

απαιτούμενο χρόνο αναγέννησης για τα ANCs καθώς και βελτιωμένο ποιοτικά διάστημα 

επιβίωσης ελεύθερο επεισοδίων
264,305,315,316

. Παρ’όλα αυτά σοβαρό οξύ GVHD (κατηγ. 3 ή 4) 

αναφέρθηκε σε 11 από τους 55 ασθενείς που αξιολογήθηκαν εντός των 100 πρώτων ημερών που 

ακολούθησαν την μεταμόσχευση ενώ χρόνιο GVHD εμφανίστηκε σε 11 από τους 55 ασθενείς που 

επιβίωσαν για παραπάνω από 100 ημέρες μετά την μεταμόσχευση, με τον μέσο χρόνο 

παρακολούθησης των ασθενών (follow-up) μετά τη μεταμόσχευση να φθάνει έως 22 μήνες. Η 

παρουσία υψηλού αριθμού CD34
+
 κυττάρων στο μόσχευμα συσχετίστηκε με βελτιωμένη 

επιβίωση έως και 40 μήνες μετά την μεταμόσχευση 
315

.  

Η θετική συσχέτιση μεταξύ του απόλυτου αριθμού των CD34
+
 του δότη και της ταχύτητας 

εμφύτευσης του μοσχεύματος καθώς και της επιβίωσης   παραμένει και στα ευρήματα της 

μελέτης του Wagner και συν.
 314

. Μετά την ανάλυση στοιχείων από 102 ασθενείς (μέσης ηλικίας 

7.4 ετών) που έλαβαν ΟΠ.Α. τόσο για νεοπλασματικής φύσεως (n=65) όσο και για μη 

νεοπλασματικής φύσεως (n=37) νοσήματα, διαπιστώθηκε επίπτωση κοκκιοκυτταρικής και 
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αιμοπεταλιακής ανασύστασης σε ποσοστά 0.88 και 0.65, αντίστοιχα. 

Σοβαρό οξύ GHVD εμφανίστηκε σε 11% των ασθενών και χρόνιο GHVD σε 10% αυτών. Η 

πιθανότητα επιβίωσης βελτιώθηκε όταν υπήρχε διαφοροποίηση HLA σε όχι περισσότερες από 2 

θέσεις και όταν το μόσχευμα περιείχε τουλάχιστον 1.7x10
5
 CD34

+
/κύττ./kg του βάρους του 

λήπτη
313
.Τα αποτελέσματα της μεταμόσχευσης βελτιώνονται δραματικά όταν η μονάδα ΟΠ.Α 

που δίνεται για μεταμόσχευση είναι συγγενούς δότου και οι ερευνητές αναφέρουν εντυπωσιακά 

στοιχεία επιβίωσης (72% σε 1.6 έτη από τη μεταμόσχευση και χαμηλή επίπτωση GVHD (3-6%) 

316
. 

Σε μια αναδρομική μελέτη στοιχείων από το EBMT (European Blood and Marrow 

Transplantation Group)  και το EUROCORD 
305
, αναφέρθηκε ότι σε 78 ασθενείς που έλαβαν 

ΟΠ.Α από συγγενείς δότες είχαν επιβίωση 63% τον πρώτο χρόνο μετά τη μεταμόσχευση, σε 

αντίθεση με τους ασθενείς που υπέστησαν αλλογενή μεταμόσχευση όπου η επιβίωση μετά ένα 

έτος ήταν 29% (p<0.001). 

Αν και η παρουσία γενετικών ασθενειών και ορισμένων παιδικών λευχαιμιών είναι 

αντενδείξεις για την χρήση αυτόλογης μεταμόσχευσης ΟΠ.Α, οι εργασίες αυτές μας δείχνουν την 

σπουδαιότητα της χρήσης της αυτόλογης μεταμόσχευσης καθώς και της χρήσης μοσχευμάτων 

από συγγενείς δότες για τη θεραπεία ευρέος φάσματος νοσημάτων και καταστάσεων. 

Όπως αναφέρθηκε παραπάνω, τα αναμενόμενα αποτελέσματα από την μεταμόσχευση HSCs 

κάθε προέλευσης άρα και ΟΠ.Α, επιβαρύνονται από την πιθανότητα των θανατηφόρων 

επίπλοκών όπως λοιμώξεις και το  GVHD. Τέτοιες επιπλοκές εμφανίζονται σχετικά συχνά και 

σχετίζονται με τη διάγνωση, την θεραπεία πριν τη μεταμόσχευση, το είδος του μοσχεύματος, την 

ηλικία του λήπτη, κ.ά. Η σχετικά αυστηρή HLA συμβατότητα που απαιτείται, ιδιαίτερα στην 

περίπτωση του μυελοῦ των οστών, για τη επιτυχή μεταμόσχευση, είναι ο κυριότερος 

ανασταλτικός παράγοντας για μια επιτυχή μεταμόσχευση
 301,302

. 

Το GVHD προκαλείται από αλληλεπιδράσεις μεταξύ των κυττάρων του δότη και του λήπτη 

όπου συμβαίνει η ενεργοποίηση και η κλωνική έκπτυξη των Τ λεμφοκυττάρων του δότη, γεγονός 

που με τη σειρά του οδηγεί σε απελευθέρωση κυτταροκινών, δευτερογενή ενεργοποίηση άλλων 
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κυττάρων και τελικά στην προσβολή και καταστροφή κυττάρων και ιστών του λήπτη 
302
. Το 

GVHD μπορεί να προκύψει ακόμη και όταν γίνεται μεταμόσχευση από συγγενή δότη απόλυτα 

συμβατό, εξαιτίας μικροδιαφορών σε μη-HLA μόρια μεταξύ του δότη και του λήπτη καθώς και 

μετά από αυτόλογη μεταμόσχευση πιθανώς εξαιτίας μη αναμενόμενων αντιδράσεων έναντι 

«ίδιων» αντιγόνων 
45,302,317

. 

Το GVHD μπορεί να έχει δύο μορφές: την οξεία και τη χρόνια μορφή, με διαφορές που 

αφορούν την παθουσιολογία τους καθώς και την κλινική τους εικόνα
 303

.  

Το οξύ GVHD συνήθως εμφανίζεται εντός των πρώτων 30 ημερών από τη μεταμόσχευση, 

αλλά είναι αναμενόμενο έως και 3 μήνες μετά 
302

 και χαρακτηρίζεται από ισχυρή φλεγμονώδη 

αντίδραση και την απόρριψη ιστών του λήπτη από τα κύτταρα του δότη. Τα κύρια όργανα-στόχοι 

είναι το ανοσοποιητικό σύστημα, το δέρμα, το ήπαρ και το πεπτικό σύστημα, αν και επιπλέον 

όργανα μπορούν να προσβληθούν 
302,303

. 

Το χρόνιο GVHD ομοιάζει με αυτοάνοσο νόσημα και γενικά χαρακτηρίζεται από χρόνια 

φλεγμονή και ινοβλαστική αντίδραση. Στοιχεία αυτοανοσοποίησης καθώς και παθολογικό προφίλ 

κυτταροκινών μπορεί να είναι επίσης παρόντα 
318,319

. Το χρόνιο GVHD εμφανίζεται συνήθως 

μετά την παρέλευση 3 μηνών από τη μεταμόσχευση και επηρεάζει τα ίδια όργανα με το οξύ 

GVHD αλλά και το μυοσκελετικό σύστημα, τους οφθαλμούς, το βλεννογόνο του στόματος και το 

αιμοποιητικό σύστημα
 303

. 

Η κατηγοριοποίηση του οξέος GVHD γίνεται με βάση την αυξανόμενη βαρύτητα από I έως 

IV, βασισμένη στον αριθμό και την βαρύτητα των οργάνων και των συστημάτων που 

προσβάλλονται 
320
. Το χρόνιο GVHD γενικά χαρακτηρίζεται ως περιορισμένο ή εκτεταμένο. 

Γενικά, το GVHD θεωρείται ο πιο σημαντικός παράγοντας κινδύνου για την επιβίωση στην 

μεταμόσχευση HSCs  και συνήθως αντιμετωπίζεται επιθετικά 
302

. 

Επιπλέον επιπλοκές της μεταμόσχευσης αιμοποιητικών κυττάρων μπορούν να προκύψουν ως 

αποτέλεσμα της προετοιμασίας του μοσχεύματος πριν τη μεταμόσχευση, που μπορεί να οδηγήσει 

σε οξεία ή χρόνια τοξικότητα καθώς και από δυσλειτουργία του αιμοποιητικού συστήματος, όπως 

απόρριψη του μοσχεύματος και λοιμώξεις 
301
. Τέλος, οι λήπτες μοσχευμάτων HSCs πτωχών σε Τ-
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λεμφοκύτταρα έχουν μεγαλύτερη πιθανότητα η νεοπλασματική νόσος τους να επανακάμψει 

κυρίως λόγω της απώλειας των αντινεοπλασματικών Τ λεμφοκυττάρων κατά τη διάρκεια της 

διαδικασίας με την οποία γίνεται αφαίρεση των Τ λεμφοκυττάρων από το μόσχευμα 
321,322

. 

Ελπίζεται ότι με τη χρήση ανασυνδυασμένων παραγόντων ανάπτυξης που θα χορηγούνται 

προφυλακτικά ή θεραπευτικά είναι πιθανον να μειώνεται η συχνότητα της απόρριψης του 

μοσχεύματος και τελικά αποτυχίας της μεταμόσχευσης 
302

.  

 

 

5. Τράπεζες ομφαλοπλακουντιακού αίματος 

 

5.1.      Εισαγωγή 

Όταν απαιτείται η χρήση HSC αλλογενούς μοσχεύματος, αρχικά εκτιμάται η οικογένεια του 

ασθενούς διότι παρέχουν την καλύτερη δυνατότητα για HLA συμβατότητα. 

Όταν δεν μπορεί να βρεθεί συγγενικός συμβατός δότης τότε η έρευνα για συμβατό δότη 

επεκτείνεται για να περιλάβει συγγενικούς μερικώς συμβατούς δότες, μη συγγενικούς συμβατούς 

δότες ακόμη και μη συγγενικούς μερικώς συμβατούς δότες 
323

. Περισσότεροι από το 70% των 

ασθενών που αναζητούν αλλογενές HSC συμβατό μόσχευμα δεν διαθέτουν αποδεκτό HLA-

συμβατό συγγενικό δότη και θα πρέπει να αναζητήσουν συμβατό μη-συγγενικό δότη. Από αυτούς 

τους ασθενείς μόνο το 30% τελικά βρίσκουν ένα αποδεκτό μερικά συμβατό δότη για τη 

μεταμόσχευση 
324

. 

Με την διαπίστωση ότι το ΟΠ.Α. μπορεί να χρησιμοποιηθεί ως εναλλακτική πηγή HSCs 

45,46,325
, οι τράπεζες ΟΠ.Α. δημιουργήθηκαν για να καλύψουν την ζήτηση σε συμβατούς δότες. Σε 

αυτές μονάδες ΟΠ.Α. παραμένουν σε συνθήκες κρυοσυντήρησης με σκοπό τη μεταμόσχευσή 

τους σε μη συγγενικούς συμβατούς λήπτες
 323

. 

Η πρώτη προσπάθεια προς την δημιουργία της τράπεζας ΟΠ.Α. έγινε από τoν Dr 

H.Broxmeyer  στο Indiana University School of Medicine, όπου 10 συλλογές ΟΠ.Α. 

αποθηκεύθηκαν για μεταγενέστερη χρήση 
326
. Η αρχική επιτυχία της διαδικασίας, οδήγησε στη 
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δημιουργία των πρώτων τραπεζών ΟΠ.Α. Η πρώτες  από αυτές ιδρύθηκαν στη Ν.Υόρκη (New 

York Blood Center), Μιλάνο και στο Ντύσσελντορφ ( Bone Marrow Donor Center) 
218
. Η 

τράπεζα της Ν.Υόρκης εξακολουθεί να είναι η μεγαλύτερη, παρέχοντας τουλάχιστον τις μισές 

από τις μονάδες ΟΠ.Α. που απαιτούνται ετησίως για τις μεταμοσχεύσεις. Το NETCORD είναι ένα 

οργανισμός που περιλαμβάνει μια ομάδα δημοσίων τραπεζών ΟΠ.Α. στις Η.Π.Α. και 

δημιουργήθηκε το 1998 με σκοπό να προωθήσει την έρευνα για την ανεύρεση καταλλήλων 

μονάδων ΟΠ.Α. καθώς και να εξασφαλίσει υψηλά ποιοτικά κριτήρια σχετικά με την συντήρηση 

των μονάδων ΟΠ.Α. 

Το μοντέλο αυτό των δημοσίων τραπεζών ΟΠ.Α. έδειξε το δρόμο για τη δημιουργία 

ιδιωτικών τραπεζών ΟΠ.Α., όπου το ομφαλοπλακουντιακό αίμα διατηρείται με σκοπό την χρήση 

του από τον δότη. Όπως περιγράφηκε πιο πάνω, υπάρχουν δύο μοντέλα τραπεζών ΟΠ.Α: Το 

«οικογενειακό» ή «ιδιωτικό» και το «δημόσιο». Στις ιδιωτικές τράπεζες ο δότης διατηρεί το 

δικαίωμά του να χρησιμοποιήσει τη μονάδα ΟΠ.Α για τις δικές του πιθανές μελλοντικές ανάγκες, 

ενώ στις δημόσιες τράπεζες η μονάδα ΟΠ.Α. μπορεί να δοθεί για χρήση σε οποιονδήποτε μη 

συγγενή λήπτη που είναι όμως συμβατός κατά HLA. 

 

5.2.     Διαφορές μεταξύ ιδιωτικών και δημοσίων τραπεζών ΟΠ.Α. 

Υπάρχουν σημαντικές διαφορές μεταξύ δημοσίων και ιδιωτικών τραπεζών ΟΠ.Α. Μία από 

τις σημαντικότερες διαφορές είναι το ότι η ιδιοκτησία της μονάδας ΟΠ.Α. που αποθηκεύεται 

παραμένει στο δότη-νεογνό, κάτω από την επίβλεψη των γονέων του έως την ενηλικίωσή του. 

Μόνο ο κηδεμόνας του ή το ίδιο το άτομο μπορεί να τη χρησιμοποιήσει και επίσης η μονάδα δεν 

μπορεί να απορριφθεί παρά με την σύμφωνη γνώμη του δότη. 

Αντίθετα, η μονάδα ΟΠ.Α. στις δημόσιες τράπεζες συχνά μπορεί να απορριφθεί με βάση 

αυστηρά κριτήρια που αφορούν τον ποιοτικό έλεγχο των μονάδων (π.χ. την ανάπτυξη μικροβίων 

ή όχι, τον μικρό όγκο, τον μικρό αριθμό κυττάρων). Μερικές από αυτές τις μονάδες ΟΠ.Α. που 

απορρίπτονται μπορούν να χρησιμοποιηθούν για ερευνητικούς σκοπούς. 

Αν και αυστηρά κριτήρια θα πρέπει κανονικά να εφαρμόζονται και στις ιδιωτικές 
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τράπεζες, στην πράξη αυτό δεν ισχύει ως γενικός κανόνας. Συνήθως η τράπεζα επικοινωνεί με την 

οικογένεια του δότη και τον ενημερώνει για πιθανά προβλήματα που αφορούν την ποιότητα της 

μονάδας και στη συνέχεια να δρομολογήσει την απόρριψη της μονάδας αν αυτό είναι σύμφωνο με 

την πολιτική και τις διαδικασίες της τράπεζας. 

Τέλος, υπάρχουν αρκετές τράπεζες ( π.χ. Cryobanks Intl., Florida, San Diego Blood Bank 

Cord Blood Program, κ.ά.) που προσφέρουν μια διαφορετική προσέγγιση: συνθήκες ιδιωτικής 

φύλαξης για όποιον δότη το επιθυμεί και έχει αυτήν την ανάγκη, μαζί με εγκαταστάσεις για 

φύλαξη μονάδων με το καθεστώς της δημόσιας τράπεζας. Αυτό το μοντέλο συνδυάζει τα 

πλεονεκτήματα της ιδιωτικής τράπεζας γι΄αυτούς που επιλέγουν να χρησιμοποιήσουν αυτή την 

υπηρεσία ενώ ταυτόχρονα προσφέρεται και η δυνατότητα της προσφοράς μονάδων ΟΠ.Α. για 

διάθεση στο ευρύ κοινό. 

 

 

6. Γενικές επισημάνσεις  σχετικά με τη χρήση του ΟΠ.Α 

Η μεταμόσχευση του ΟΠ.Α. είναι ένα σχετικά νέο πεδίο έρευνας και παρ’όλες τις προόδους 

της τελευταίας 10ετίας παρουσιάζει πολλές ευκαιρίες για ερευνητική εργασία και βελτίωση σε 

τομείς όπως η λήψη, η επεξεργασία, η συντήρηση και η κλινική χρήση των στελεχιαίων κυττάρων 

του ΟΠ.Α. 

 

6.1. Συστήματα λήψης του ΟΠ.Α 

Ένας από τους παράγοντες για τον οποίο η χρήση του ΟΠ.Α. είναι περιορισμένη σε 

ενηλίκους είναι και ο σχετικά μικρός αριθμός των στελεχιαίων και προγονικών κυττάρων που 

μπορούν να συλλεχθούν σε μια μονάδα ΟΠ.Α. 

Αυτό έχει σαν συνέπεια η προσπάθεια για βελτίωση της συλλογής του ΟΠ.Α., με στόχο την 

αύξηση του αριθμού των στελεχιαίων κυττάρων που συλλέγονται, να αποτελεί αντικείμενο 

έρευνας πολλών ερευνητικών κέντρων με αρκετές μελέτες στις οποίες γίνεται σύγκριση της in 

utero με την ex utero διαδικασία αιμοληψίας, όπως και αξιολογήσεις διαφόρων εναλλακτικών 
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μεθόδων λήψης 
327,328

, χωρίς να υπάρχει consensus σχετικά με την περισσότερο αποδοτική 

μέθοδο. 

Η επιμόλυνση (μικροβιακή ή από μύκητες) είναι μια σαφώς αναγνωριζόμενη επιπλοκή της 

λήψης ΟΠ.Α. και παρόλη την προφυλακτική αντιβιοτική αγωγή που λαμβάνουν συνήθως οι 

λήπτες, οι λοιμογόνοι παράγοντες που επιμολύνουν μια μονάδα ΟΠ.Α. αποτελούν έναν πιθανό 

κίνδυνο για την ήδη επιβαρυμένη κατάσταση της υγείας ενός ασθενούς που είναι συνήθως 

ανοσοανεπαρκής. Η επιμόλυνση μπορεί να γίνει τόσο κατά τη διάρκεια της λήψης ή κατά την 

πορεία της επεξεργασίας αλλά σε κάθε περίπτωση για να αποφευχθεί θα πρέπει να ακολουθούνται 

αυστηρές διαδικασίες συλλογής, προτυπωμένες αν είναι δυνατόν, το δε προσωπικό της τράπεζας 

θα πρέπει να εκπαιδεύεται ειδικά για το σκοπό αυτό. 

Είναι σημαντικό να αναφερθεί ότι στις ιδιωτικές τράπεζες θα πρέπει επίσης η συλλογή να 

ακολουθεί τους ίδιους κανόνες όπως και στις δημόσιες τράπεζες ακολουθώντας πάντα διαδικασίες 

που μεγιστοποιούν τον αριθμό των στελεχιαίων κυττάρων που λαμβάνονται, χωρίς ταυτόχρονα να 

τίθεται σε κίνδυνο η υγεία του νεογνού. 

 

6.2.       Συστήματα μεταφοράς   

Η μεταφορά των μονάδων ΟΠ.Α. που έχουν συλλεχθεί είναι κρίσιμης σημασίας βήμα για την 

αποτελεσματική αποθήκευση της μονάδας. Η συλλογή μπορεί να γίνει σε διαφορετικές 

τοποθεσίες, σχεδόν κάθε ώρα της ημέρας και συχνά μακριά από την τράπεζα ΟΠ.Α. και άρα είναι 

σημαντικό τα συλλεγέντα κύτταρα να φθάσουν στο εργαστήριο στην καλύτερη δυνατή 

κατάσταση και χωρίς σημαντικές απώλειες. 

Οι βελτιώσεις στον τομέα των μεταφορικών συστημάτων μπορεί να πάρει διάφορες 

κατευθύνσεις. Οι τράπεζες ΟΠ.Α. πιθανώς θα μπορούσαν να αποκεντρωθούν και να καθιερώσουν 

πολλαπλά κέντρα επεξεργασίας με σκοπό να είναι κοντύτερα στο χώρο λήψης. Τα δοχεία 

μεταφοράς των μονάδων ΟΠ.Α. θα πρέπει πιθανά να σχεδιαστούν με τέτοιο τρόπο ώστε να 

μεγιστοποιούν την διατήρηση των στελεχιαίων και προγονικών αιμοποιητικών κυττάρων κατά τη 

διάρκεια της μεταφοράς. Αυτό μπορεί, μεταξύ άλλων, να γίνει με την εμφύτευση συσκευών 



74 
 

ελέγχου και διατήρησης της επιθυμητής θερμοκρασίας που να ανταποκρίνονται ακόμη και σε 

ακραίες μεταβολές της θερμοκρασίας  καθώς και με την κατασκευή τους με βάσει ειδικών 

προδιαγραφών. Επίσης μεγάλη βοήθεια θα προσέφερε και η χρήση εκτός του αντιπηκτικού και 

ειδικών συντηρητικών ουσιών για την επιμήκυνση του χρόνου επιβίωσης των στελεχιαίων 

κυττάρων.  

Τέλος, σκόπιμη θα ήταν η πρόσληψη και χρησιμοποίηση εκπαιδευμένων μεταφορέων 

(couriers) των μονάδων ΟΠ.Α. 

   

6.3.     Επεξεργασία και κατάψυξη 

Τα διάφορα στάδια επεξεργασίας της μονάδας ΟΠ.Α. αναπόφευκτα οδηγούν σε μείωση του 

αριθμού των στελεχιαίων κυττάρων. Η μεταφορά του ΟΠ.Α, για παράδειγμα, από το ασκό 

συλλογής σε κάποιο άλλο ασκό επεξεργασίας αναγκαστικά οδηγεί σε απώλειες κυττάρων. Αν και 

η διαδικασία αυτή πραγματοποιείται σε κλειστό σύστημα ασκών και γίνεται σε άσηπτες συνθήκες 

εντούτοις δεν εξασφαλίζει ότι δεν θα υπάρχουν απώλειες στα στελεχιαία κύτταρα. 

Οποιεσδήποτε βελτιώσεις που θα οδηγούσαν στην μείωση των βημάτων της φυγοκέντρησης 

και μεταφοράς από ασκό σε ασκό, πιθανότατα θα οδηγούσαν και σε αντίστοιχες αυξήσεις στον 

αριθμό των στελεχιαίων κυττάρων που συλλέγονται. Για παράδειγμα, ένα σύστημα στο οποίο τα 

αρχικά στάδια της επεξεργασίας πραγματοποιούνται στον ίδιο ασκό συλλογής του ΟΠ.Α., αυτό 

θα οδηγούσε προφανών σε αύξηση του αριθμού των στελεχιαίων κυττάρων που συλλέγονται. 

Η κρυοσυντήρηση είναι ένα επίσης κρίσιμο σημείο στην διαδικασία της επεξεργασίας των 

μονάδων ΟΠ.Α. Αν και τα στελεχιαία κύτταρα από μια μονάδα ΟΠ.Α μπορεί να είναι λειτουργικά 

για μικρές σχετικά χρονικές περιόδους, οι ιδιωτικές τράπεζες είναι πολύ πιθανό να διατηρούν 

μονάδες ΟΠ.Α. στην κρυοσυντήρηση για μεγάλα χρονικά διαστήματα ( μεγαλύτερα της 20ετίας ) 

και συνεπώς κάθε προσπάθεια πρέπει να καταβληθεί ώστε τα ποιοτικά και ποσοτικά 

χαρακτηριστικά του ΟΠ.Α. να παραμείνουν σταθερά. 

Η διαδικασία της διαίρεσης της μονάδας σε περισσότερα του ενός μέρη έχει δοκιμαστεί 

και χρησιμοποιείται από ορισμένες τράπεζες με το σκεπτικό ότι με αυτόν τον τρόπο η μονάδα 
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μπορεί να χρησιμοποιηθεί περισσότερες φορές. Αν και ο αριθμός των στελεχιαίων και 

προγονικών κυττάρων που βρίσκονται σε μια μονάδα είναι σχετικά περιορισμένος δεν 

αποκλείεται στο εγγύς μέλλον η πρόοδος στις τεχνικές της έκπτυξης (expansion) να επιτρέψει την 

παραγωγή μεγάλου αριθμού κυττάρων με ένα μόνο μικρό κλάσμα στελεχιαίων κυττάρων της 

μονάδας. 

Σημαντική επίσης απώλεια κυττάρων μπορεί να προκύψει όταν η διαδικασία της κατάψυξης 

δεν γίνεται κανονικά 
329
. Αν και υπάρχουν εργασίες που διατυπώνουν την άποψη ότι η 

κλασματική κατάψυξη ελεγχόμενη από ειδική συσκευή δεν είναι απολύτως απαραίτητη για την 

κατάψυξη των μονάδων ΟΠ.Α.
 330

, παρόλα αυτά είναι σκόπιμο κάθε τράπεζα ΟΠ.Α. να διαθέσει 

πόρους για την προμήθεια και λειτουργία συσκευών κλασματικής κατάψυξης ( control rate 

freezers) με σκοπό την ελαχιστοποίηση της καταστροφής των κυττάρων εξαιτίας του ψύχους. 

 

6.4.     Εξελίξεις στην μεταμόσχευση ΟΠ.Α. 

 

6.4.1. Μεταμόσχευση πολλαπλών μονάδων ΟΠ.Α. 

Όπως αναφέρθηκε προηγουμένως, μια βασική ιδιότητα των μεταμοσχεύσεων ΟΠ.Α. 

είναι η σχετικά καθυστερημένη εμφύτευση (engraftment ) του μοσχεύματος καθώς και η 

δυσκολία στη χρήση του σε ενήλικες ασθενείς. 

Η δυσκολία αυτή οφείλεται μεταξύ άλλων και στο σχετικά χαμηλό αριθμό στελεχιαίων 

και προγονικών κυττάρων που περιέχονται στη μονάδα ΟΠ.Α. δεδομένου ότι τόσο ο απόλυτος 

αριθμός TNCs (total nucleated cells) όσο και ο αριθμός των CD34
+
 του μοσχεύματος σχετίζονται 

με την κινητική εμφύτευσης (engraftment kinetics) 
264,312,315

. 

Αρκετοί ερευνητές έχουν ασχοληθεί με το θέμα έχοντας τη λογική ότι τα πρόσθετα 

στελεχιαία κύτταρα που προέρχονται από τις πολλαπλές μονάδες ΟΠ.Α., θα οδηγήσουν σε 

ταχύτερη εμφύτευση και τελικά μικρότερη βραχύχρονη νοσηρότητα και θνητότητα 
331,332

.  

Σε αυτές τις περιπτώσεις η μοριακή ανάλυση αποκαλύπτει ότι αρχικά ο μυελός του λήπτη 

φιλοξενεί στελεχιαία αιμοποιητικά κύτταρα και από τους δύο λήπτες. Παρόλα αυτά, στις 
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περισσότερες περιπτώσεις, γονοτυπική ανάλυση έδειξε ότι τελικά παραμένει και υπερισχύει ένας 

μόνο γονότυπος δότη στον λήπτη, υποδεικνύοντας ότι ο μικτός μερικός χιμαιρισμός (mixed 

partial chimerism) του αρχικού σταδίου δεν είναι σταθερός 
332

 και ότι απαιτούνται και άλλες 

μελέτες για να θεωρηθεί η προσέγγιση αυτή επιτυχής. 

 

6.4.2. Μη μυελοκατασταλτική (non-myeloablative) προετοιμασία    

Η προσέγγιση αυτή βασίζεται στην υπόθεση ότι η θεραπευτική δράση των στελεχιαίων 

αιμοποιητικών κυττάρων βασίζεται στην ανοσορυθμιστική δράση των μεταμοσχευθέντων 

ανοσοκυττάρων και δεν εξαρτάται από την προηγηθείσα μυελοκατασταλτική προετοιμασία.  

Με αυτό τον τρόπο οι ασθενείς λαμβάνουν λιγότερο έντονη χημειοθεραπεία ή/και 

ακτινοβολία ως προετοιμασία ώστε ο μυελός τους να μπορεί να δεχθεί το μόσχευμα χωρίς να 

γίνεται προσπάθεια ώστε να εκριζωθούν τα νεοπλασματικά κύτταρα.  

Στη συνέχεια τα ενσωματωμένα (engrafted) ανοσοκύτταρα αναπτύσσουν μιά graft vs host 

αντίδραση και επιτίθενται στα νεοπλασματικά κύτταρα του λήπτη. Η πιο πάνω προσέγγιση αν και 

αρχικά ήταν περιορισμένη στις νεοπλασματικές παθήσεις 
333-38

 μπορεί να χρησιμοποιηθεί σε 

ασθενείς με μη νεοπλασματικές παθήσεις για παράδειγμα με θαλασσαιμία 
339,340

. Άλλοι ερευνητές 

ανέφεραν αρχική επιτυχία στη χρήση της μεθόδου στη θεραπεία της χρόνιας κοκκιοματώδους 

νόσου 
304

. 

Όσον αφορά τη χρήση του ΟΠ.Α. υπάρχουν σχετικά λίγες αναφορές, σε αντίθεση με το 

μυελό των οστών ή το κινητοποιημένο περιφερικό αίμα 
332,341

. 

Ο προβληματισμός βρίσκεται στο αν ο αριθμός των ανοσοτροποποιητικών κυττάρων που 

βρίσκεται στο ΟΠ.Α. είναι επαρκής έστω για τη δημιουργία μερικού χιμαιρισμού, ερώτημα του 

οποίου η τελική απάντηση θα απαιτήσει περισσότερη έρευνα. 
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6.4.3. Έκπτυξη των στελεχιαίων κυττάρων και μηχανική του μοσχεύματος 

 Αρκετές ομάδες εργασίας διαχειρίζονται προγράμματα έρευνας έκπτυξης (expansion) των 

στελεχιαίων αιμοποιητικών κυττάρων από ΟΠ.Α με στόχο τη βελτίωση των κλινικών 

αποτελεσμάτων των μεταμοσχεύσεων.  

Σε μελέτη από τον Kogler και συν. αναφέρθηκε επιτυχής μεταμόσχευση σε ασθενή που 

μεταμοσχεύθηκε με στελεχιαία κύτταρα από ΟΠ.Α. τα οποία προήρχοντο από έκπτυξη CD34
+
 

κυττάρων, ύστερα από επιλογή τους και στη συνέχεια καλλιέργειά τους παρουσία Flt3 ligand, 

θρομβοποιητίνης και G-CSF 
342

.  

Ο Pecora και συν. ανέφεραν ότι 2 ασθενείς με χρόνια μυελογενή λευχαιμία που έλαβαν 

μεταξύ άλλων και στελεχιαία αιμοποιητικά κύτταρα προερχόμενα από έκπτυξη, είχαν επιτυχή 

ανασύσταση του αιμοποιητικού συστήματος, παρέμειναν σε ύφεση και δεν εκδήλωσαν GVHD 

343
. Επίσης, άλλοι ερευνητές  περιέγραψαν δύο ασθενείς που έλαβαν στελεχιαία αιμοποιητικά 

κύτταρα από έκπτυξη (expansion) μαζί με ανεπεξέργαστα στελεχιαία αιμοποιητικά κύτταρα. Αν 

και στους δύο ασθενείς έγινε τελικά ανασύσταση του αιμοποιητικού συστήματος, το DNA των 

κυττάρων του εκπτυγμένου αίματος δεν εμφανίστηκε παρά μόνο παροδικά 11 ημέρες μετά την 

μεταμόσχευση 
344

. 

Ο Mackin και συν., τέλος, περιέγραψαν ένα σύστημα έκπτυξης για το ΟΠ.Α. που ονομάστηκε 

“ Selective Amplification” (Via Cell Inc., Boston, MA). Το σύστημα βασίζεται σε 

επαναλαμβανόμενους κύκλους αρνητικής επιλογής για να απομακρυνθούν τα ώριμα κύτταρα του 

αιμοποιητικού συστήματος και τελικά οδηγεί σε συμαντική αύξηση του αριθμού των κυττάρων-

αναφέρθηκε έκπτυξη από 43 έως και 160 φορές παραπάνω των CD34
+
CD38

-
 πληθυσμών 

κυττάρων 
345

. 

Επιπρόσθετα με την έκπτυξη (expansion), στο μέλλον, οι μονάδες του ΟΠ.Α. μπορούν να 

επεξεργαστούν με σκοπό τη βελτίωση του μοσχεύματος για τη θεραπεία συγκεκριμένων 

ασθενειών. Για παράδειγμα, ο πληθυσμός των στελεχιαίων κυττάρων μπορεί να τροποποιηθεί με 

επεξεργασία ex vivo ώστε να έχει ανοσολογική δράση με την απομάκρυνση ή τον εμπλουτισμό 

όσον αφορά διάφορους υποπληθυσμούς λεμφοκυττάρων, την απομάκρυνση καρκινικών 
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κυττάρων, ρύθμιση της δράσης των ΝΚ, κ.ά. 

 

6.4.4. Πλαστικότητα (plasticity) των στελεχιαίων κυττάρων 

Τα εμβρυονικά κύτταρα είναι πολυδύναμα, με ικανότητα να διαφοροποιούνται σε κάθε 

κύτταρο και ιστό του οργανισμού. Τα στελεχιαία κύτταρα των ενηλίκων ( στα οποία 

περιλαμβάνονται και τα στελεχιαία αιμοποιητικά κύτταρα του ΟΠ.Α.) γενικά θεωρείται ότι είναι 

περισσότερο δεσμευμένα όσον αφορά το δυναμικό διαφοροποίησης, υπάρχουν όμως νεώτερα 

δεδομένα που υποδεικνύουν ότι η κατάσταση αυτή είναι αναστρέψιμη και επίσης ότι κάτω από 

ειδικές συνθήκες, τα κύτταρα αυτά, είναι ικανά να αλλάξουν τον γονιδιακό προγραμματισμό τους 

και να διαχωριστούν σε κύτταρα άλλων σειρών. Αυτό το χαρακτηριστικό  των στελεχιαίων 

κυττάρων ονομάζεται πλαστικότητα (plasticity). 

Υπάρχουν πολλές αναφορές σχετικά με την ικανότητα των στελεχιαίων alαιμοποιητικών 

κυττάρων να διαφοροποιούνται σε ενδοθηλιακά 
346
, καρδιακά 

347,348
, ηπατικά 

24,25
, μυϊκά 

349,350
, 

νευρικά 
31,351,352

, μεσεγχυματικά 
353,354

 και άλλων ιστών. 

Αν τελικά η πλαστικότητα (plasticity) αποδειχθεί  μια γενική συνθήκη, τότε τα στελεχιαία 

κύτταρα του ΟΠ.Α. έχουν τη δυνατότητα να χρησιμοποιηθούν σε μια μεγάλη κατηγορία 

γενετικών και εκφυλιστικών παθήσεων που δεν σχετίζονται απαραίτητα με το αιμοποιητικό 

σύστημα, μεταξύ άλλων νευρολογικών, καρδιολογικών, ηπατικών, νόσων του συνδετικού ιστού. 

Πράγματι, τα στελεχιαία αιμοποιητικά κύτταρα έχουν ορισμένα πλεονεκτήματα έναντι των 

εμβρυονικών στελεχιαίων κυττάρων όπως η μακρόχρονη εμπειρία που υπάρχει όσον αφορά στην 

κλινική χρήση, η μικρή πιθανότητα ανάπτυξης όγκων, η πιθανή χρήση σε αυτόλογες θεραπείες 

καθώς και οι μικρότεροι ηθικοί ενδοιασμοί. Αρκετή πρόοδος πρέπει να γίνει όσον αφορά την 

έρευνα σε αυτόν τον τομέα που αν αποδειχθεί ελπιδοφόρα να οδηγήσει σε καλύτερες μεθόδους 

παρασκευής και κλινικής χρήσης ενώ θα αυξηθεί σε μεγάλο βαθμό τόσο η σπουδαιότητα των 

ιδιωτικών-οικογενειακών τραπεζών όσο και η συχνότητα της χρήσης των μονάδων που 

συντηρούνται σε αυτές. 
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B. ΕΙΔΙΚΟ ΜΕΡΟΣ 

 

1. Εισαγωγή 

 Το ΟΠ.Α έχει γίνει αποδεκτό ως βιώσιμη εναλλακτική λύση, σε σχέση με το μυελό των 

οστών για τη θεραπεία διαφόρων αιματολογικών νόσων που απαιτούν τη μεταμόσχευση 

στελεχιαίων αιμοποιητικών κυττάρων 
45,46,236,272,305,314,325,355-57

. Στα έτη μετά την πρώτη 

μεταμόσχευση ΟΠ.Α., οι τράπεζες ΟΠ.Α. εξελίχθηκαν και τελικά κατέληξαν να αποτελούν έναν 

σημαντικό κρίκο στην αλυσίδα της μεταμόσχευσης ΟΠ.Α.
358

. Με περισσότερες από 400.000 

μονάδες ΟΠ.Α. να βρίσκονται σε κρυοσυντήρηση για αρκετά μεγάλες χρονικές περιόδους σε 

περισσότερες από 100 τράπεζες και με τουλάχιστον 21 χώρες να συμμετέχουν 
358,359

 η ποιότητα 

της μονάδας ΟΠ.Α αποκτά κρίσιμη σημασία υπό την έννοια κυρίως της διαθέσης βιώσιμων 

στελεχιαίων αιμοποιητικών κυττάρων. Αν και, σύμφωνα με κάποιες μελέτες, HSPCs έχουν 

ανακτηθεί επιτυχώς μετά και από 2 δεκαετίες κρυοσυντήρησης 
360,361

 αρκετές άλλες έρευνες 

έχουν δείξει μια σταδιακή πτώση της ποιότητας των HSPCs καθώς και των λειτουργικών 

χαρακτηριστικών τους με την αύξηση του χρόνου κρυοκατάψυξης 
245,246,362

. 

Η  μέθοδος κρυοκατάψυξης που είναι σε ευρύτερη εφαρμογή για την συντήρηση των 

HSPCs-αυτή με υγρό άζωτο-φαίνεται ότι είναι αποτελεσματική αλλά έχει και σημαντικά 

μειονεκτήματα: απαιτεί εξαιρετικά εκπαιδευμένο προσωπικό καθώς και μηχανήματα υψηλού 

κόστους απόκτησης και συντήρησης. Τα παραπάνω προβλήματα, καθώς και η δυσκολία εύρεσης 

και εναποθήκευσης υγρού αζώτου που απαιτείται για τα συμβατικά πρωτόκολλα κατάψυξης, 

ιδιαίτερα στις αναπτυσσόμενες χώρες, έχουν δημιουργήσει ενδιαφέρον για την ανάπτυξη 

πρωτοκόλλων κατάψυξης που να χρησιμοποιούν ηλεκτρομηχανικούς κρυοκαταψύκτες 
225,363-67

. 

Τα στελεχιαία αιμοποιητικά κύτταρα  του ΟΠ.Α. χαρακτηρίζονται, μεταξύ άλλων, από 

υψηλή πολλαπλασιαστική ικανότητα 
43,45,93,268

. Η ιδιότητα αυτή του ΟΠ.Α. είναι κυρίως εκείνη 

που οδηγεί τις μεταμοσχεύσεις οπού χρησιμοποιείται ΟΠ.Α. σε επιτυχία με την έννοια της 

γρήγορης αναγέννησης του αιμοποιητικού συστήματος σε μεταμοσχευμένους ασθενείς. Αυτή η 
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ικανότητα μπορεί να ελεγχθεί εργαστηριακά με τη βοήθεια διαφόρων μετρήσιμων παραμέτρων, 

προσδιορίζει, κατ’ουσίαν, την ποιότητα της μονάδας ΟΠ.A. πριν την κατάψυξη αλλά κυρίως 

μετά την απόψυξη της και εν ολίγοις καθορίζει σε σημαντικό βαθμό και την επιτυχία της 

μεταμόσχευσης στην περίπτωση της χρήσης της δεδομένης μονάδας ΟΠ.Α. 

 

2. Σκοπός 

Ο σκοπός της διατριβής ήταν να εξεταστεί και να αξιολογηθεί η πολλαπλασιαστική 

ικανότητα και συνεπώς, ευρύτερα,  η ποιότητα των συντηρουμένων σε κρυοκατάψυξη μονάδων 

ΟΠ.Α. , μετά την απόψυξή τους, με την διερεύνηση των απότελεσμάτων και των επιδράσεων της 

κρυοκατάψυξης, διάρκειας έως 32 μηνών, σε ηλεκτρομηχανικό κρυογονικό καταψύκτη (-150
0
C), 

πάνω σε διάφορες σημαντικές παραμέτρους, στενά συσχετιζόμενες με την πολλαπλασιαστική 

ικανότητα τωνHSPCs, που προσδιορίζουν την ποιότητα των μονάδων ΟΠ.Α. και συνεπώς την 

καταλληλότητά τους για χρήση σε πιθανή μεταμόσχευση. Τέτοιες παράμετροι ήταν μεταξύ 

άλλων οι κάτωθι: TNC-total nucleated cells, MNC-mononuclear cells, CD34
+
, CD133

+
, καθώς 

και συσχετιζόμενες βιωσιμότητες (viabilities)  και ανακτήσεις κυττάρων (recoveries). Επίσης, 

διενεργήθηκαν in vitro καλλιέργειες κυττάρων, τόσο από δείγματα πριν την κατάψυξη όσο και 

μετά την απόψυξη, για κάθε μονάδα ΟΠ.Α. που χρησιμοποιήθηκε γι’αυτήν την μελέτη καθώς και 

έλεγχος της δυνατότητας ανακαλλιέργειας των   colony forming units-  granulocyte-erythroid-

macrophage-megakaryocyte (CFU-GEMM) έτσι ώστε να εκτιμηθεί και η ικανότητα 

αυτοανανέωσης (self-renewal) των HSPCs. 

 

3. Υλικά και μέθοδοι 

 

3.1.Συλλογή ομφαλοπλακουντιακού αίματος 

Οι δότες που στρατολογήθηκαν για την λήψη του ΟΠΑ προήλθαν από  δύο νοσοκομεία 

τα οποία επιλέχθηκαν με βάση τον αριθμό των τοκετών και του ενδιαφέροντος του προσωπικού 

για την διαδικασία της λήψης. 
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Από τις υποψήφιες μητέρες ελήφθει γραπτή συναίνεση για τη λήψη του ΟΠ.Α πριν τον 

τοκετό και το ΟΠ.Α συλλέχθηκε in utero ( πριν την αποβολή του πλακούντα ) από εκπαιδευμένο 

προσωπικό της τράπεζας ΟΠ.Α (Εικ.1) 

Εν συντομία, μετά από φυσιολογικό τοκετό τελειόμηνων νεογνών, το προσωπικό της 

τράπεζας ΟΠΑ συνέλλεξε το ομφαλοπλακουντιακό αίμα διακόπτοντας τη ροή του αίματος στην 

ομφαλική φλέβα, μετά από αντισηψία με 70% οινόπνευμα και ιωδιούχο διάλυμμα. 

 

Εικόνα 1 

Στη συνέχεια, το ΟΠ.Α, με τη βοήθεια της βαρύτητας, συνελέχθηκε σε κλειστό διπλό 

σύστημα ασκών ( MacoPharma Cord Blood Collection Bag, MSC 1201 DU, Tourcoing, France) 

που περιείχε 21 ml CPD (citrate-phosphate-dextrose) αντιπηκτικό στον ασκό συλλογής και ακόμη 

8 ml CPD σε δορυφόρο ασκό για την έκπλυση των ασκών συλλογής μετά την λήψη. Μετά την 

συλλογή του ΟΠΑ και την αριθμητική σήμανση των ασκών καθώς και την αναγραφή της ημέρας 

και της ώρας της λήψης οι μονάδες του ΟΠΑ διατηρούνται στους 4
0
C και μεταφέρονται στην 

Ελληνική Τράπεζα Ομφαλοπλακουντιακού Αίματος (Ελ.Τρ.ΟΠ.Α). Η επεξεργασία όλων των 

μονάδων ΟΠ.Α. γίνεται εντός 24 ωρών από την συλλογή. Κριτήρια απόρριψης ήταν η ηλικία της 

μητέρας (<18 ετών), όχι καλή γλωσσική επικοινωνία, προηγούμενες κυήσεις υψηλού κινδύνου, 
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προηγούμενοι επείγοντες τοκετοί, συγγενείς ανωμαλίες και γνωστές κληρονομούμενες ή 

μεταδιδόμενες αιματολογικά παθήσεις που επηρεάζουν το κύημα ή την μητέρα. 

 

3.2. Ημιαυτόματη διαδικασία διαχωρισμού 

Για την ημιαυτόματη διαδικασία διαχωρισμού χρησιμοποιήθηκε το σύστημα Sepax Cell 

Processing System (Biosafe, Eysins, Switzerland) – UCB/HES protocol, με το CS-490 cell 

separation kit το οποίο απαρτίζεται από ένα κλειστό σύστημα 3 ασκών (ένας ασκός συλλογής 

buffy coat, ασκοί συλλογής πλάσματος και ερυθρών αιμοσφαιρίων) και είναι ενωμένο με ένα 

αποστειρωμένο σύστημα πρόσδεσης (sterile docking system-Haemonetics TDC).  

Το Sepax (Εικ.2) είναι μια συσκευή φυγοκέντρησης για την επεξεργασία όγκων αίματος 

από 20 έως 200ml. Αποτελείται από μια φυγόκεντρο και ένα υδροπνευματικό σύστημα με 

δυνατοτητα δημιουργίας κενού ή πίεσης με σκοπό την πλήρωση ή το άδειασμα του 

διαμερίσματος διαχωρισμού. Επιπρόσθετα, ένας οπτικός αισθητήρας και ένα σύστημα από 3 

περιστρεφόμενες βαλβίδες ελέγχουν τη ροή του αίματος στο σύστημα διαχωρισμού. 

 

Εικόνα 2 

Μετά την δειγματοληψία για τον έλεγχο ρουτίνας και ποιοτικό έλεγχο (QC) ένας όγκος 20% σε 

HES ( Υδροξυαιθυλοαμυλο- hydroxyethylstarch σε 0,9 NaCl-Fresenius Kabi, Bad Homburg, 
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Germany German ), εν σχέσει με τον συνολικό όγκο της μονάδας ΟΠ.Α, προστείθεται στον ασκό 

συλλογής περίπου 20 λεπτά πριν τη διαδικασία της επεξεργασίας. Το HES επιτρέπει ταχύτερη 

καθίζηση των ερυθρών αιμοσφαιρίων και συμμετέχει στην διατήρηση της βιωσιμότητας των 

κυττάρων κατά τη διάρκεια της κρυοσυντήρησης. Οι μονάδες του ΟΠΑ απομειώνονται σε 

σταθερό όγκο 25 ml πριν την κατάψυξη, αφαιρώντας το επιπλέον πλάσμα και τα ερυθρά 

αιμοσφαίρια και αφήνοντας τα απαιτούμενα κύτταρα στη στοιβάδα του buffy coat. Το 

πρωτόκολλο  UCB-HES επιτρέπει την μείωση αυτή του όγκου της μονάδας ΟΠΑ σε 25 έως 30 

min.  

 

3.3. Κρυοκατάψυξη 

Ένα διάλυμμα κρυοπροστατευτικής ουσίας  50% DMSO διαλυμμένο σε Dextran 40 

(Dimethyl Sulfoxide/Dextran 40 solution, Pall 791-04U,Pall, East Hills, NY ) χρησιμοποιήθηκε 

σε τελική συγκέντρωση 10% v/v. Ο αναγκαίος όγκος αποστειρωμένου, ψυχρού  διαλύμματος 

DMSO προστέθηκε στον ασκό κατάψυξης εντός 15 min ( ρυθμός έγχυσης 20 ml ανα ώρα) 

χρησιμοποιώντας μια αντλία σύριγγας και ένα περιστροφικό αναδευτήρα για να εξασφαλιστεί 

ομαλή αλλά σημαντική ανάδευση. Οι ασκοί κατάψυξης στη συνέχεια συσκευάζονται εντός άλλου 

ασκού και μετά τοποθετούνται εντός του καταψύκτη ελεγχόμενης κατάψυξης. 

Για την κρυοκατάψυξη, χρησιμοποιήθηκε ο ελεγχόμενος από υπολογιστή καταψύκτης SY-

LAB (SY-LAB Rate Freezer Instruments SY-LAB Rate Freezer Instruments, Neupurkersdorf, 

Austria) υποστηριζόμενος από το λογισμικό IceCube 15M (Geräte GmbH, Austria) (Εικ.3). Με 

στόχο να εξασφαλιστεί ελεγχόμενη κατάψυξη με μείωση της θερμοκρασίας 1
0
C ανά min ( μεταξύ 

8
0
C και -50

0
C ), σχεδιάστηκε ένα ειδικό πρόγραμμα κλασματικήςκατάψυξης. 
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Εικόνα 3 

Το πρόγραμμα  καθορίζει μιά αρχική θερμοκρασία 8
ο
C  για 5 λεπτά,με έναν ρυθμό ψύξης 

1
o
C ανά λεπτό έως ότου η θερμοκρασία φτάσει τους -50

o
C σε 58 λεπτά.  Αυτό είναι ιδιαίτερα 

σημαντικό όριο γιατί στην περιοχή θερμοκρασίας γύρω από το σημείο κατάψυξης (freezing 

point) του εναιωρήματος των κυττάρων έχουμε τη δημιουργία κρυστάλλων στο εναιώρημα, 

γεγονός που οδηγεί σε αύξηση της θερμοκρασίας. Αυτή η αύξηση της θερμοκρασίας μπορεί να 

μειώσει σημαντικά την βιωσιμότητα των κυττάρων, και αντισταθμίζεται επαρκώς από μια 

απότομη πτώση της θερμοκρασίας. Μετά το σημείο των  -50
o
C, η θερμοκρασία μειώνεται με 

ρυθμό 5
o
C/min μέχρι η θερμοκρασία στόχος των  -100

o
C να επιτευχθεί σε 14 λεπτά. Με το τέλος 

του προγράμματος, όταν η μονάδα ΟΠ.Α έχει ψυχθεί στην θερμοκρασία των -100
o
C, 

μεταφέρεται στον ηλεκτρικό κρυοκαταψύκτη (HERAEUS
®
HERAFREEZE

®
CRYOGENIC 

FREEZER, Hanau, Germany) (Εικ.4) στους -150
o
C. 
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                    Εικόνα 4 

 

Κρυοπροστατευτικές ουσίες: απαραίτητες στις συλλογές στελεχιαίων κυττάρων γιατί 

αναστέλλουν ,τον σχηματισμό ενδοκυττάριων και εξωκυττάριων  κρυστάλλων και συνεπώς 

προλαμβάνουν τον  κυτταρικό θάνατο. Το ευρύτερα χρησιμοποιούμενο είναι το  DMSO, το οποίο 

αποτρέπει την κυτταρική βλάβη εξαιτίας του ψύχους. Στην παρακάτω εικόνα (Εικ.5) 

παρουσιάζεται μια μονάδα ΟΠ.Α. μετά την επεξεργασία και την προσθήκη κρυοσυντηρητικού. 

Εικόνα 5 
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3.4. Απόψυξη και πλύσιμο 

 

Οι μονάδες ΟΠΑ τοποθετήθηκαν στον κρυογονικό καταψύκτη στους -150
0
C για 

τουλάχιστον 6 μήνες και στη συνέχεια αποψύχθηκαν και εκπλύθηκαν με μέθοδο  που βασίζεται 

στο πρωτόκολλο της τράπεζας ΟΠ.Α. της Ν. Υόρκης 
271
. Κατά την αφαίρεση από τον κρυογονικό 

καταψύκτη από τους -150
0
C, ο ασκός της μονάδας  ΟΠΑ εκτείθεται στο περιβάλλον για 5 min  

με σκοπό την επανάκτηση της ελαστικότητας του πλαστικού περιβλήματος του.  

Στη συνέχεια, ο ασκός βυθίζεται σε υδατόλουτρο 37
0
C για να αποψυχθεί το ταχύτερο 

δυνατόν, συνήθως σε χρόνο μικρότερο των 2 min. Ένα σύστημα ασκών απόψυξης 

προσαρμόζεται στον ασκό κρυοκατάψυξης  (Stem cell transplant System; Pall Medsep) και 

αμέσως το περιεχόμενο του ασκού αραιώνεται με έναν ίσο όγκο ισοτονικού διαλύματος που 

περιέχει 2,5% ανθρώπειο αλβουμίνη (Human-Albumin 20%, Aventis Behring, Behring, 

Marburg,Germany) και 6%  HES με συνεχή ανάμιξη. Μετά από 5 min ανάδευσης έως ότου 

επιτευχθεί ισορροπία, το περιεχόμενο της μονάδας ΟΠΑ αραιώνεται εκ νέου προσθέτοντας 60 ml 

HES 6% εις διπλούν. Στη συνέχεια, ο αρχικός ασκός κρυοκατάψυξης αποχωρίζεται και το 

σύστημα των δύο ασκών που περιέχει το αποψυγμένο ΟΠ.Α υποβάλλεται σε φυγοκέντρηση σε 

ψυχόμενη φυγόκεντρο (Sanyo cell sep/6-720R, Rosbach, Germany) (Εικ.6)  για 20 min στις 1700 

στρ. σε 10
0
C.  

 

Εικόνα 6 
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Το υπερκείμενο αφαιρείται και τα συλλεγέντα κύτταρα επαναδιαλύονται αργά σε 

ανθρώπειο αλβουμίνη έως τον αρχικό όγκο της μονάδας ΟΠΑ πριν την κατάψυξη και μετά την 

μείωση του όγκου της. 

 

3.5. Μετρήσεις με τη χρήση αιματολογικού αναλυτή 

Σε όλα τα δείγματα πραγματοποιήθηκαν μετρήσεις διαφορικού λευκοκυτταρικού τύπου 

πριν και μετά την μείωση του όγκου. Για τοσκοπό αυτό χρησιμοποιήθηκε  αυτόματος 

αιματολογικός αναλυτής (Abbot Cell-DYN 4000) (Εικ.7). Οι περιεκτικότητες των TNCs  (Total 

Nucleated Cells ), MNCs ( Mononuclear cells ), ερυθρών αιμοσφαιρίων (RBCs) και αιμοπεταλίων 

(PLTs) μετετράπεισαν σε απόλυτους κυτταρικούς αριθμούς χρησιμοποιώντας τους αντίστοιχους 

όγκους  και την εκατοστιαία  ανάκτηση (recovery) κάθε κυτταρικού πληθυσμού  μετά τη μείωση 

του όγκου. 

 

Εικόνα 7 
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3.6. Κυτταρομετρία ροής 

 

3.6.1. Εισαγωγή 

 

Με σκοπό να καθορίσουμε τον αριθμό των CD34
+
 και CD133

+
 κυττάρων σε σχέση με 

τον αριθμό των TNCs ( Total  Nucleated Cells ) καθώς και απόλυτους αριθμούς όπως και για να 

μετρήσουμε την ζωτικότητά τους ( Viability ), χρησιμοποιήθηκε κυτταρομετρία ροής. 

Το αντιγόνο CD34, ως γνωστόν, αποτελεί μια οικογένεια διαμεμβρανικών 

γλυκοπρωτεϊνών μιας πολυπεπτιδικής αλυσίδας τύπου Ι και εκφράζεται σχεδόν σε όλα τα 

προγονικά αιμοποιητικά κύτταρα, συμπεριλαμβανομένων και των πολυδύναμων βλαστικών 

κυττάρων
 51,52,368

 . 

Οι επίτοποι CD34 διαιρούνται σε τρείς τάξεις, με γνώμονα την ευαισθησία τους στην 

νευραμινιδάση και στη γλυκοπρωτεάση της Pasterella haemolytica
369

. Το μονοκλωνικό αντίσωμα 

που κατευθύνεται προς το αντιγόνα CD34 και χρησιμοποιείται στα αντιδραστήρια Stem kit 

αναγνωρίζει ειδικά έναν επίτοπο τάξης ΙΙΙ του μορίου CD34
370

 , όπως καθορίστηκε από το 

προφίλ ενζυματικής σχάσης 
369,371

. 

Το αντίσωμα CD45 αναγνωρίζει τα μέλη της οικογένειας των παν-λευκοκυτταρικών 

αντιγόνων CD45 με μοριακά βάρη 180, 190, 210 και 220kDa
372-4

 και είναι επίσης γνωστό με τον 

όρο κοινό λευκοκυτταρικό αντιγόνο ( LCA).  

Το αντιγόνο CD45 εκφράζεται σε κάθε τύπο αιμοποιητικού κυττάρου, με την 

εξαίρεση των ωρίμων ερυθροκυττάρων και των αμέσων προγονικών τους κυττάρων
374,375

  και δεν 

ανιχνεύεται στους διαφοροποιημένους μη αιμοποιητικούς ιστούς
375-78

. 

Ο δείκτης βιωσιμότητας 7-αμινο-ακτινομυκίνη D είναι ένα ανάλογο της 

ακτινομυκίνης D. Οι ακτινομυκίνες είναι βιολογικά ενεργές ουσίες που περιέχουν τη χρωμοφόρο 

ομάδα 2-αμινο-4,6 διμεθυλφενοξαζόνη-3 και δύο κυκλικά πενταπεπτίδια
378

 . 
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Οι ακτινομυκίνες σχηματίζουν σταθερά σύμπλοκα με το δίκλωνο 

δεσόξυριβοζονουκλεϊνικό οξύ (DNA), αλλά δεν σχηματίζουν αυτόν τον τύπο συμπλόκου ούτε με 

το δίκλωνο ριβονουκλεϊκό οξύ (RNA), ούτε με τα υβρίδια RNA-DNA, ούτε με τα μονόκλωνα 

DNA ή RNA
378,379

.  

Η 7-AAD, οποία περιέχει μια αμινομάδα που έχει υποκατασταθεί στη θέση 7 της 

χρωμοφόρου και παρεμβάλλεται ανάμεσα στις βάσεις κυτοσίνη και γουανίνη του DNA
378

. Οι 

φασματικές ιδιότητες της 7-AAD την καθιστούν μόριο εξαιρετικά προσαρμοσμένο για ανάλυση 

μέσω κυτταρομετρίας ροής
380

. 

Η μέγιστη απορρόφηση του συμπλόκου   7-AAD/DNA τοποθετείται στην πράσινη 

περιοχή του ορατού φάσματος και είναι επομένως κατάλληλη για έναν κυτταρομετρητή  

εξοπλισμένο με λέϊζερ αργού μήκους κύματος διέγερσης 488nm
378

. 

Η βαθιά ερυθρή εκπομπή φθορισμού της 7-AAD ( 635 έως 675nm ) καθιστά 

ευκολότερη τη χρήση της ουσίας αυτής σε συνδυασμό με τα συζευγμένα αντισώματα 

ισοθειοκυανικού οξέος φλουορεσκεϊνης (FITC) και φυκοερυθρίνης (PE) καθώς, σε αντίθεση με 

το ιωδιούχο προπίδιο ( propidium), το σύμπλοκο 7-AAD/DNA παρουσιάζει ελάχιστη φασματική 

επικάλυψη με τα FITC ή PE
380

.  

Τα νεκρωτικά, αποπτωτικά ή/και τα κύτταρα που έχουν υποστεί βλάβες αποτελούν 

πηγή παρεμβολής κατά την ανάλυση των βιώσιμων κυττάρων μέσω κυτταρομετρίας ροής.  

Τα μη βιώσιμα κύτταρα μπορούν να αναγνωριστούν και να εξαλειφθούν μέσω της 

θετικής σήμανσης τους από την 7-AAD, καθώς τα βιώσιμα κύτταρα δεν υφίστανται χρώση  

(αρνητικά)
381

.  

 

 

3.6.2. Αρχή της δοκιμασίας 

 

Για την κυτταρομετρία ροής χρησιμοποιήθηκε ένας  Beckman Coulter Epics XL κυτταρομετρητής 

χρησιμοποιώντας λογισμικό ανάκτησης δεδομένων  EXPO32 ADC μαζί με το Stem-Kit
ΤΜ

 

Reagents της 
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ιδίας εταιρείας (Ref. IM3660).  Τα αντιδραστήρια του Stem-Kit 
ΤΜ

Reagents είναι σχεδιασμένα να 

εντοπίζουν τα ανθρώπινα  HSPCs χρησιμοποιώντας τα παρακάτω κριτήρια: Τα CD34
+

 

κύτταρα 

εμφανίζουν χαμηλό πλάγιο σκεδασμό και χαμηλό με ενδιάμεσο πρόσθιο σκεδασμό.  

Επίσης εκφράζουν τα CD34 και CD45 αντιγόνα επιφανείας με ένταση παρόμοια των βλάστών, 

δηλαδή αντιχνεύσιμη αλλά σε κάθε περίπτωση χαμηλότερη των λεμφοκυττάρων και μονοκυττάρων.  

Επειδή η δοκιμασία αυτή βασίζεται στην ικανότητα των μονοκλωνικών αντισωμάτων να 

προσκολλώνται στην επιφάνεια των κυττάρων που εκφράζουν δεδομένους αντιγονικούς 

καθοριστές, τα δείγματα λαμβάνοντο αμέσως πριν και μετά την μείωση του όγκου και 

σημαίνοντο με anti-CD45FITC (fluorescein isothiocyanate) και anti-CD34 ή CD133 PE 

(phycoerythrin) συνδετικά αντισώματα.  

Η βιωσιμότητα ( viability ) των CD34
+
 και CD133

+
 κυττάρων ελέγχθηκε με τη βοήθεια 

της έμβιας χρωστικής 7-amino-actinomycin D (7-ADD) με την οποία προσδιορίζεται η 

ακεραιότητα της μεμβράνης του κυττάρου.  

Το αντιδραστήριο CD45-FITC/CD34PE των Stem-kit
ΤΜ

Reagents (Stem-Kit, Ref. 

IM3660) αποτελεί συνδυασμό δύο εξειδικευμένων μονοκλωνικών αντισωμάτων ποντικού, 

καθένα από τα οποία είναι συζευγμένο με ένα διαφορετικό φθοριόχρωμα.  

Η εξειδικευμένη σήμανση της κυτταρικής επιφάνειας πραγματοποιείται μέσω της 

επώασης ενός βιολογικού δείγματος με το δίχρωμο αντιδραστήριο CD45-FITC/CD34PE. 

Ακόμη μια δοκιμασία πραγματοποιείται στο ίδιο δείγμα μέσω της επώασής του με το 

αντιδραστήριο CD45-FITC/IsoClonic
TM

 Control-PE,προκειμένου να ελεγχθεί η μη ειδική 

σύνδεση του μονοκλονικού  αντισώματος CD34PE.  

O δείκτης βιωσιμότητας 7-ΑΑD, μια χρωστική νουκλεϊνικών οξέων που 

παρεμβάλλεται ανάμεσα στα ζεύγη των προσεγγίσιμων βάσεων του κυτταρικού DNA, 

χρησιμοποιείται για τη διαφοροποίηση των βιώσιμων από τα μη βιώσιμα κύτταρα.  

Τα ερυθρά αιμοσφαίρια κάθε δείγματος λύονται μέσω του διαλύματος λύσης NH4CL 

στη συγκέντρωση 1Χ.  
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Τα φθορίζοντα σφαιρίδια Stem-Count
TM

Fluorospheres (αντιδραστήριο απόλυτης 

μέτρησης) που περιέχονται στο kit προστίθενται και τα δείγματα αναλύονται μέσω 

κυτταρομετρίας ροής.  

Ο διαδικαστικός και ποιοτικός έλεγχος της δοκιμασίας εξασφαλίζονται από το όργανο 

και τα αντιδραστήρια ποιοτικού ελέγχου του δείγματος. 

Στον παρακάτω πίνακα συνοψίζονται τα χαρακτηριστικά των χρησιμοποιηθέντων 

μονοκλωνικών αντισωμάτων: 

  

Εξειδίκευση CD45 CD34 

Κλώνος J33 581 

Υβρίδωμα NS1 x Balb/c NSO x Balb/c 

Ανοσογόνο Ανθρώπινη κυτταρική γραμμή 

LAZ 221 ALL 

Ανθρώπινη κυτταρική γραμμή 

KG-1a 

Αλυσίδα Ig IgG1, ελαφρές αλυσίδες k IgG1, ελαφρές αλυσίδες k 

Είδος Ποντικός Ποντικός 

Σύζευξη Ισοθειοκυανικό οξύ φλουορεσκεΐνης (FITC) R Φυκοερυθρίνη (ΡΕ) 

Μοριακή αναλογία 5-8 moles FITC/ mole Ig 0,5-1,5 moles PE/mole Ig 

Μήκος κύματος διέγερσης 488 mm (μπλε-πράσινο) 488 mm (μπλε-πράσινο) 

Εκπομπή φθορισμού 504 μέχρι 541 nm 

(κυρίως πράσινο) 

568 μέχρι 590 nm 

(κυρίως πορτοκαλί) 

 

 

3.6.3. Διαδικασία παρασκευής των δειγμάτων 

Για κάθε δείγμα προετοιμάζουμε 3 σωληνάρια δειγματοληψίας ως ακολούθως:  

 45/34/7-AAD N
o
 1 

 45/34/7-AAD N
ο
 2 
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 45/34/7-AAD  

Α. Τοποθετούμε με την πιπέττα 20μL του αντιδραστηρίου CD45-FITC/CD34-PE 

στους σωλήνες 45/34/7-ADD Ν
ο
 1 και 45/34/7-AAD N

o
 2. 

Β. Τοποθετούμε με την πιπέττα 20μL του αντιδραστηρίου CD45-FITC/CD34-PE 

στους σωλήνες 45/34/7-AAD Ν
ο
 2. 

Γ. Τοποθετούμε με την πιπέττα 20μL του αντιδραστηρίου CD45-FITC/ΙsoClonic 

Control-PE στο σωλήνα 45/CTRL/7-AAD. 

Δ. Τοποθετούμε με την πιπέττα 20μL χρωστικής βιωσιμότητας 7-AAD σε κάθε 

σωλήνα. 

Ε. Μέσω της πιπέττας θετικού εκτοπίσματος ή της επαναληπτικής, τοποθετούμε  

100μL από το δείγμα του ΟΠ.Α στο σωλήνα. 

 ΣΤ. Ανακινούμε αμέσως με Vortex για 5 δευτερόλεπτα. 

Ζ. Επωάζουμε όλους τους σωλήνες σε θερμοκρασία δωματίου (18 με 25
0
C) για 

20λεπτά, μακριά από εστίες φωτός. 

Η. Μετά την επώαση, προσθέτουμε σε κάθε σωλήνα 2 mL λυτικού διαλύμματος  

NH4Cl 1X, που έχει προετοιμαστεί εκείνη τη στιγμή, και ανακινούμε αμέσως με Vortex για 5 

δευτερόλεπτα. 

Θ. Επωάζουμε για 10 λεπτά σε θερμοκρασία περιβάλλοντος και μακριά από εστίες 

φωτός. 

Ι. Αναμειγνύουμε ελαφρά τα φθοροσφαιρίδια Stem-Count  αναποδογυρίζοντας 3 με 5 

φορές το φιαλίδιο πριν τη χρήση. 

Κ. Πριν την έναρξη της ανάλυσης και την εξαγωγή των αποτελεσμάτων, τοποθετούμε 

100μL των φθοροσφαιριδίων Stem-Count  σε κάθε έναν από τους τρείς σωλήνες 

χρησιμοποιώντας μια επαναληπτική πιπέττα  ή  θετικού εκτοπίσματος. 

Λ. Ανακινούμε αμέσως με Vortex κάθε σωλήνα για 5 δευτερόλεπτα. 

Στον πίνακα που ακολουθεί συνοψίζονται τα στάδια χρήσης των αντιδραστηρίων και 

των δειγμάτων: 



93 
 

Σύνοψη των σταδίων χρήσης των δειγμάτων 

Αντιδραστήρια/Δείγματα 45/34/7-AAD 45/34/7-AAD 45/CTRL/7-AAD 

CD45-FITC/CD34-PE 20 μl 20 μl  

CD45-FITC/IsoClonic Control-PE  20 μl 

Χρωστική Βιωσιμότητας 7-AAD 20 μl 20 μl 20 μl 

Δείγμα 100 μl 100 μl 100 μl 

Ανακινούμε με Vortex και μετά επωάζουμε σε θερμοκρασία περιβάλλοντος για 20 λεπτά. Προστατεύουμε από το φως. 

Διάλυμα Λύσης NH4Cl 1X 2 ml 2 ml 2 ml 

Ανακινούμε με Vortex και μετά επωάζουμε σε θερμοκρασία περιβάλλοντος για 20 λεπτά. Προστατεύουμε από το φως. 

Φλουοροσφαιρίδια Stem-Count 100 μl 100 μl 100μl 

Ανακινούμε με Vortex και συντηρούμε σε λουτρό παγωμένου νερού το αργότερο για μια ώρα πριν από την εξαγωγή των 

αποτελεσμάτων. Αναλύουμε αμέσως τα αποψυγμένα δείγματα. Προστατεύουμε από το φως.  

    

Η ανάλυση γινόταν, όπως αναφέρθηκε, σε κυτταρόμετρο ροής Beckman Coulter Epics 

XL (Beckman Coulter,Nyon,Switzerland) χρησιμοποιώντας λογισμικό EXPO32 ADC (Εικ.8). Ο 

κυτταρομετρητής ροής  ήταν εξοπλισμένος με ανιχνευτές πρόσθιας σκέδασης (Forward Scatter-

FS) και ορθογώνια σκέδαση (Side Scatter-SS), καθώς  και με τέσσερεις ανιχνευτές φθορισμού. 

Για το κανάλι FL3 ( ανίχνευση των φθοριοσφαιριδίων Stem-Count ) χρησιμοποιούμε φίλτρο στα 

620 nm ενώ για το κανάλι FL4  (ανίχνευση σήμανσης της χρωστικής βιωσιμότητας 7-AAD) 

χρησιμοποιούμε φίλτρο στα 625 nm. 

  Εικόνα 8 

Στο σύνολο, 75.000 CD45
+
 γεγονότα (events) μετρήθηκαν για κάθε μονάδα ΟΠΑ και 

για την περαιτέρω ανάλυσή τους εφαρμόστηκε η τεχνική των διαδοχικών πυλών κατά σειρά ( 

sequential gating ) του πληθυσμού των CD45
+
 με σκοπό να ταυτοποιηθούν οι υποπληθυσμοί των 
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CD34
+
 και CD133

+
 κυττάρων σύμφωνα με την μεθοδολογία  της διπλής πλατφόρμας ( dual 

platform ) της ISHAGE.  

Με βάση αυτή τη μεθοδολογία αυτή, ο απόλυτος αριθμός των CD34
+
 και CD133

+
 

κυττάρων θα μπορούσε να προσδιοριστεί με την προσθήκη στο δείγμα ανάλυσης  ενός γνωστού 

όγκου Flow-Count fluorospheres (Stem-Kit
TM

 Reagents, Beckman Coulter). 

Στήν παρακάτω είκόνα (Εικ.9) εμφανίζονται τα αποτελέσματα ανάλυσης δείγματος 

ομφαλοπλακουντιακού αίματος μετά από κυτταρομετρία. 

 

 

Στο πρώτο ιστόγραμμα, ξεκινώντας από επάνω αριστερά, (ungated) εμφανίζονται όλα 

τα  events χωρίς τη χρήση πύλης διαχωρισμού. 

Στο δεύτερο ιστόγραμμα εμφανίζονται events τα οποία είναι ισχυρά θετικά (bright) 

στο CD34
+
-PE και ταυτοχρόνως χαρακτηρίζονται από μέτριο με χαμηλό πλάγιο σκεδασμό (low 
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side scatter). Παρόλα αυτά ρυθμίζουμε τo παράθυρο της  πύλης (gate) της περιοχής Ρ να 

συμπεριλάβει και τα CD34
+dim

 events. 

Στο τρίτο ιστόγραμμα εμφανίζονται viable events από τις περιοχές Ε του δεύτερου 

ιστογράμματος  και L του εβδόμου  και εξαιτίας της χρήσης 7-AAD απεικονίζονται και τα stem-

count flouorospheres. Τοποθετούμε την περιοχή Ι με τρόπο ώστε να συμπεριλάβει όλα τα CD45
+
 

events, δηλαδή τα λευκοκύτταρα, ενώ ταυτοχρόνως αποκλείονται τα CD45
-
 events. Επίσης, 

δημιουργούμε 2 παράθυρα ανάλυσης που να περιλαμβάνουν καθ’υπεροχή μονοκύταρα και 

λεμφοκύτταρα ( ισχυρά θετικά CD45
+
 και χαμηλού πλαγίου σκεδασμού). Το ιστόγραμμα αυτό 

βοηθάει επίσης στην καταμέτρηση των έμβιων WBC στον υπολογισμό του απολύτου αριθμού 

των CD34
+
. 

Στο τέταρτο ιστόγραμμα απεικονίζονται events από τις περιοχές Ε του δεύτερου 

ιστογράμματος και Α του πέμπτου. Η περιοχή Β περιλαμβάνει γεγονότα (events) και συνεπώς 

κύτταρα που είναι θετικά CD34
+
 και ταυτοχρόνως χαρακτηρίζονται από χαμηλό πλάγιο 

σκεδασμό ( low side scatter) και χαμηλή με ενδιάμεση CD45 χρώση. 

Στο πέμπτο ιστόγραμμα απεικονίζονται events θετικά CD34 και CD45 και τα 

δεδομένα διαβιβάζονται στο τέταρτο ιστόγραμμα. 

Στο έβδομο ιστόγραμμα απεικονίζονται τα viable events (περιοχή J)  από την Ε 

περιοχή του πρώτου ιστογράμματος. Τα events αυτά είναι 7-AAD αρνητικά δηλαδή τα 

αντίστοιχα κύτταρα δεν παρακρατούν χρωστική ενώ στις περιοχές J και K εμφανίζονται events 

που αντιστοιχούν σε κύτταρα που βρίσκονται σε απόπτωση (J) ή νεκρά (Κ). 

Το όγδοο ιστόγραμμα απεικονίζει τα ίδια events με το πέμπτο με τη διαφορά ότι το 

συγκεκριμένο ιστόγραμμα είναι επιβοηθητικό στην οπτικοποίηση του κατώτατου ορίου της 

έκφρασης των CD45
+
 events στα πλαίσια των CD34

+
 events. H περιοχή Ν2 του ιστογράμματος 

περιλαμβάνει όλα τα φλουοροσφαιρίδια (Stem-Count Stem-Cell Flouorospheres).  

Το ένατο ιστόγραμμα εμφανίζει events από την περιοχή Ν2 του όγδοου 

ιστογράμματος, δηλαδή τα stem-cell flouorospheres. Με πράσινο χρώμα φαίνεται η κατανομή 
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των φλουοροσφαιριδίων κατά τη διάρκεια της ανάλυσης του δείγματος. Για την εγκυρότητα της 

ανάλυσης θα πρέπει η κατανομή τους να είναι ομοιογενής και συνεχής. 

 

3.7.  In vitro κυτταροκαλλιέργειες για τον καθορισμό CFUs (colony-forming units) 

 

3.7.1.  Εισαγωγή 

Στον ενήλικα ένας μικρός αριθμός στελεχιαίων αιμοποιητικών κυττάρων (HSCs) που 

βρίσκεται κυρίως στο μυελό των οστών, παράγει ετερογενείς ενεργούς πληθυσμούς προγονικών 

αιμοποιητικών κυττάρων. Αυτά τα προγονικά αιμοποιητικά κύτταρα πολλαπλασιάζονται και 

διαιρούνται με αποτέλεσμα την παραγωγή μεγάλου αριθμού ωρίμων αιματοκυττάρων ημερησίως. 

Τα HSCs επίσης βρίσκονται στο Ο.Π.Α και κατά τη διάρκεια της οντογένεσης σε ιστούς όπως το 

εμβρυϊκό ήπαρ. 

Διάφορα συστήματα καλλιεργειών έχουν αναπτυχθεί για την ποσοτική εκτίμηση του 

αριθμού των αποικιών των προγονικών αιμοποιητικών κυττάρων  (ερυθροκυτταρικών, 

κοκκιοκυτταρικών, μονοκυτταρο-μακροφαγικών και μεγακαρυοκυτταρικών). Όταν αυτά 

καλλιεργηθούν σε κατάλληλο ημιστερεό θρεπτικό υλικό, μεμονωμένα προγονικά κύτταρα που 

αποκαλούνται CFCs ( Colony forming cells ) πολλαπλασιάζονται για να σχηματίσουν διακριτά 

σμήνη αποικιών ή μεμονομένες αποικίες. Οι μέθοδοι CFC πραγματοποιούνται καλλιεργώντας 

ένα διάλυμα καθορισμένης συγκέντρωσης κυττάρων σε ένα ημιστερρεό θρεπτικό υλικό όπως η 

μεθυλλοκυτταρίνη ή το κολλαγόνο που εμπλουτίζεται με κυτοκίνες και θρεπτικά στοιχεία και στη 

συνέχεια επωάζεται στους 37
0
C για 14 έως 16 ημέρες. 

Τα CFCs που αναπτύχθηκαν στη συνέχεια ταξινομήθηκαν και μετρήθηκαν με βάση 

την αναγνώριση της μορφολογίας ενός ή περισσοτέρων είδων σειρών αιμοποιητικών κυττάρων    

εντός της αποικίας. Η εκτίμηση της αποικίας μπορεί να γίνει in situ με οπτικό μικροσκόπιο ή 

αποσπώντας μεμονωμένες αποικίες και στη συνέχεια βάφοντάς τις χρησιμοποιώντας 

κυτταροχημικές και ανοσοχημικές μεθόδους. 



97 
 

Διάφοροι παράγοντες έχουν χρησιμοποιηθεί γι’αυτό το σκοπό όπως 

μεθυλλοκυτταρίνη, κολλαγόνο και θρόμβοι ινικής. Η μεθυλλοκυτταρίνη είναι ένα σχετικά 

αδρανές πολυμερές που σχηματίζει ένα σταθερό gel με επαρκή οπτική διαύγεια. 

Συνήθως η μεθυλλοκυτταρίνη χρησιμοποιείται σε τελική συγκέντρωση 0,9-1,2% σε υλικό 

καλλιέργειας υποβοηθούμενο από παράγοντες που περιλαμβάνουν Fetal bovine serum (FBS), 

Bovine serum albumin (BSA), 2-mercaptoethanol, ινσουλίνη, τρανσφερρίνη καθώς και 

ανασυνδυασμένες κυτταροκίνες ή διαμορφοποιημένο υλικό που παρέχει παράγοντες 

ενισχυτικούς της καλλιέργειας. Το υλικό καλλιέργειας που βασίζεται στη μεθυλλοκυτταρίνη, 

βοηθά την  καλύτερη ανάπτυξη της ερυθροκυτταρικής σειράς σε σχέση με άλλα είδη 

υποστρώματος, επιτρέποντας με αυτό τον τρόπο την ανάπτυξη ταυτόχρονα στην ίδια καλλιέργεια 

CFCs προέλευσης ερυθροκυτταρικής, κοκκιοκυτταρικής, μονοκυτταρικής και πολλαπλού 

δυναμικού (multipotential). Τα προγονικά κύτταρα της μεγακαρυοκυτταρικής σειράς 

καλλιεργούνται σε υπόστρωμα κολλαγόνου και αναγνωρίζονται χρησιμοποιώντας ανοσοχημική 

χρώση. 

 

3.7.2. Ανασύσταση του υποστρώματος καλλιέργειας 

 Αποψύχουμε το καλλιεργητικό υλικό μεθυλοκυτταρίνης   υπό ψύξη (2-

8°C) ή σε θερμοκρασία δωματίου και όχι στους 37°C και στη συνέχεια ανακινούμε ζωηρά για 30-

60 sec. 

 Αφού αφήσουμε το υλικό να ηρεμήσει για τουλάχιστον 5 min έτσι ώστε να 

διαλυθούν οι φυσσαλίδες, διαμοιράζουμε το υλικό σε σωληνάρια χρησιμοποιώντας 6 έως 12 ml 

αποστειρωμένες σύριγγες 16-gauge διαμετρήματος και όχι με πιπέττα διότι το υλικό έχει μεγάλο 

ιξώδες και προσκολλάται στο τοίχωμα του tip. 

 Βάζουμε 4 ml ανά σωληνάριο για να έχουμε καλλιέργειες εις τριπλούν ( 

1,1 ml η κάθε μια) , σε αναλογία 1:10 (v/v) με τα κύτταρα. 
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 Για να αφαιρέσουμε τον αέρα από τη σύριγγα, τοποθετούμε τη βελόνη 

κάτω από την επιφάνεια του υλικού και αναρροφούμε 1 ml και στη συνέχεια πιέζουμε το έμβολο 

και αφαιρούμε εντελώς το υλικό. 

 Τα σωληνάρια μπορούν να παραμείνουν έως 2 έτη στους -20
0
C ή για ένα 

μήνα στους 2-8
0
C έως τη χρησιμοποίηση τους. 

 

 

 

3.7.3. Προετοιμασία των δειγμάτων 

 

Τα αντιπηκτικά χρησιμοποιούνται για να αποφευχθεί η θρόμβωση των 

κυτταρικών δειγμάτων. Η ηπαρίνη καθώς και η κιτρική δεξτρόζη (ACD) χρησιμοποιείται 

συνήθως για τη συλλογή δειγμάτων ΒΜ, CB και ΡΒ, τόσο για ερευνητικούς σκοπούς όσο και για 

κλινική χρήση. Ο μυελός των οστών και το ΟΠ.Α είναι απαραίτητο να μεταφέρονται ταχέως σε 

στείρο δοχείο που περιέχει 1 ml διαλύματος νατριούχου ηπαρίνης (800 IU/ml), διαλυμένης σε 

Iscove’s MDM. 

Η επεξεργασία των κυτταρικών δειγμάτων για τις CFC μεθόδους συνήθως 

απαιτείται για τους πιο κάτω λόγους: 

i. Η μείωση των ωρίμων ερυθρών αιμοσφαιρίων και των εμπυρήνων 

ερυθρών αιμοσφαιρίων τα οποία μπορούν να διαταράξουν την καταμέτρηση των αποικιών και να 

κάνουν την αρίθμησή τους ανακριβή. 

ii. Ο εμπλουτισμός των προγονικών αιμοποιητικών κυττάρων στα 

κυτταρικά δείγματα όπου η συγκέντρωση των CFC αναμένεται χαμηλή και κατά συνέπεια η 

αύξηση της απόδοσης σε αριθμό αποικιών με σκοπό την ακριβέστερη καταμέτρηση των CFC. 

iii. Η μείωση του αριθμού των βοηθητικών (accessory) κυττάρων που 

επηρεάζουν αρνητικά ή θετικά την ανάπτυξη των CFC. Για παράδειγμα τα 

μονοκύταρα/μακροφάγα μπορούν να παράγουν παράγοντες όπως IL-6 και TNF-alpha. 
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3.7.4.  Επεξεργασία των κυττάρων 

 Διάφορες μέθοδοι έχουν δοκιμαστεί για την επεξεργασία των δειγμάτων με σκοπό 

την  χρήση τους για τις CFC καλλιέργειες. 

Είναι σημαντικό να έχουμε κατά νουν ότι παρόλο που η χρησιμοποιηθείσα μέθοδος οδηγεί 

σε σχετικό εμπλουτισμό των CFCs στο διάλυμα των κυττάρων, είναι αναπόφευκτη κάποιου 

βαθμού απώλεια CFCs κατά τη διάρκεια της κρυοσυντήρησης, του κυτταρικού διαχωρισμού και 

του πλυσίματος των κυττάρων.  

Για την αυτόματη διαδικασία διαχωρισμού, όπως έχει ήδη προαναφερθεί, 

χρησιμοποιήθηκε το σύστημα Sepax Cell Processing System (Biosafe) – UCB/HES protocol, με 

το CS-490 cell separation kit το οποίο απαρτίζεται από ένα κλειστό σύστημα 3 ασκών (ένας 

ασκός συλλογής buffy coat, ασκοί συλλογής πλάσματος και ερυθρών αιμοσφαιρίων) και είναι 

ενωμένο με ένα αποστειρωμένο σύστημα πρόσδεσης (sterile docking system-Haemonetics TDC).  

 

3.7.5. Έμβια χρώση κυανού του τρυπανίου για την εκτίμηση της βιωσιμότητας  

 Αναμιγνύουμε το εναιώρημα των κυττάρων και μεταφέρουμε 100μl σε ξεχωριστό 

σωληνάριο. 

 Προετοιμάζουμε ένα διάλυμα 1/40 αναμιγνύοντας 50μl κυτταρικού εναιωρήματος 

με 950μl IMDM + 2% FBS (1/20 αραίωση ) και στη συνέχεια σε 100 μl του  

παρασκευασμένου διαλύματος προσθέτουμε 100μl κυανούν του τρυπανίου  

( τελική συγκέντρωση 1/40 ). 

 Χρησιμοποιώντας τριχοειδές γυάλινο σωληνάριο ή μικροπιπέτα γεμίζουμε και τα 

δύο διαμερίσματα της πλάκας του αιμοκυτταρόμετρου. 

 Μετράμε κύτταρα που περιέχονται σε 4 μεγάλα τετράγωνα (1x1x0,1 mm ) ή 

τουλάχιστον 100 κύτταρα. Τα κύτταρα που διατηρούν την κυανή χρωστική έχουν 

διαταραγμένη την ακεραιότητα της μεμβράνης, ενώ τα έμβια κύτταρα είναι διαυγή 

χωρίς να είναι χρωματισμένα κυανά. 
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 Τα έμβια κύτταρα υπολογίζονται ως εξής: 

ΜΕΣΟΣ ΣΥΝΟΛΙΚΟΣ ΑΡΙΘΜΟΣ ΕΜΒΙΩΝ ΚΥΤΤΑΡΩΝ x ΣΥΝΤΕΛΕΣΤΗΣ ΑΡΑΙΩΣΗΣx 104= ΕΜΒΙΑ 

ΚΥΤΤΑΡΑ /ml. 

 Η εκατοστιαία βιωσιμότητα υπολογίζεται ως εξής: 

ΑΡ. ΕΜΒΙΩΝ ΚΥΤΤΑΡΩΝ/ ( ΑΡ. ΕΜΒΙΩΝ ΚΥΤΤΑΡΩΝ + ΑΡ. ΝΕΚΡΩΝ ΚΥΤΤΑΡΩΝ ) X 100 = % 

ΒΙΩΣΙΜΟΤΗΤΑ. 

Στην πιο κάτω εικόνα (Εικ.10) απεικονείζεται σχηματικά ο τρόπος μέτρησης των 

εμβίων κυττάρων και ο διαχωρισμός τους από τα αποπτωτικά. 

 

Εικόνα 10 

Υπάρχουν αρκετοί παράγοντες που θα πρέπει να ληφθούν υπόψιν για την διαδικασία της 

καλλιέργειας των HPCs. Για την καλύτερη ποσοτικοποίηση της μέτρησής τους θα πρέπει να 

υπάρχει μια γραμμική σχέση μεταξύ της ποσότητας των κυττάρων που καλλιεργούνται και του 

τελικού αριθμού των αποικιών που λαμβάνουμε. Επαρκής αριθμός κυττάρων θα πρέπει να 

καλλιεργηθεί ώστε να λάβουμε περίπου 25 με 150 αποικίες ανά 1,1 ml καλλιεργητικού υλικού σε 

τρυβλία 35 mm. Η παρουσία πάρα πολλών αποικιών έχει ως αποτέλεσμα την αναστολή του 

πολλαπλασιασμού των προγονικών κυττάρων εξαιτίας της έλλειψης βασικών θρεπτικών 

συστατικών, μεταβολής του pH εξαιτίας της συγκέντρωσης διαφόρων προϊόντων του 

μεταβολισμού καθώς και λάθη στη μέτρηση των αποικιών λόγω της δυσκολίας της ανεύρεσης 

διακριτών αποικιών. Αντίθετα, πολύ λίγες αποικίες μπορεί να οδηγήσουν σε μη αξιόπιστα 

αποτελέσματα οπότε μπορούμε να χρησιμοποιήσουμε διαφορετικές αραιώσεις. 
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3.7.6. Καλλιέργεια των δειγμάτων 

.Χρησιμοποιήθηκαν μέθοδοι κυτταροκαλλιεργειών για την ανάπτυξη CFU (colony 

forming units) για να καθοριστεί η ικανότητα των κυττάρων για πολλαπλασιασμό και 

αυτοανανέωση.  

Κύτταρα πριν από την κατάψυξη καθώς και κύτταρα μετά την απόψυξη 

ενοφθαλμίστηκαν σε υλικό καλλιέργειας κυττάρων σε δύο ή και τρείς διαφορετικές 

συγκεντρώσεις κάθε μια από τις οποίες παρήγαγε αρκετό αριθμό αποικιών ώστε να έχουμε 

ακριβείς μετρήσεις του αριθμού τους με ελάχιστη επικάλυψη μεταξύ των αποικιών. 

Για το σκοπό αυτό, χρησιμοποιήθηκε ένα ημιστερεό υλικό με βάση τη μεθυλοκυτταρίνη 

(Methocult GF H4434, StemCell Technologies) όπου εμβολιάστηκαν MNCs (mononuclear cells) 

είς διπλούν ή εις τριπλούν σε συγκεντρώσεις από 1 έως 4x10
4
κύτταρα/ml. Μετά από επώαση 14 

ημερών στους 37
0
C, και σε ατμόσφαιρα υδρατμών και με συγκέντρωση 5% CO2, αναπτύχθηκαν 

αποικίες προγονικών κυττάρων των κοκκιοκυττάρων  (CFU-GM), αποικίες προγονικών 

κυττάρων  των ερυθροκυττάρων (BFU-E και CFU-E) και πολυδύναμες αποικίες προγονικών 

κυττάρων (CFU-GEMM), οι οποίες ελέγχθηκαν για μικροσκοπική  ανάπτυξη και μετρήθηκαν με 

βάση σταθερά κριτήρια 
382
.  Η διαδικασία της καλλιέργειας έχει ως εξής: 

 

 Αποψύχουμε τον αναγκαίο αριθμό προκατεψυγμένων σωληναρίων υλικού 

MethoCult® medium αφήνοντάς τα όλη τη νύχτα σε θερμοκρασία δωματίου ή σε 

ψύξη ( 2-8 
0
C ).  

 

 Προετοιμάζουμε τα τρυβλία της καλλιέγειας τοποθετώντας 2 τρυβλία 35mm εντός 

ενός τρυβλίου 10 nm με καπάκι. Προσθέτουμε ένα τρίτο τρυβλίο των 35 mm χωρίς 

καπάκι όπου έχουμε προσθέσει νερό. 
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Τα τρυβλία θα πρέπει να έχουν ελεγχθεί έτσι ώστε να έχουν την ελάχιστη δυνατή 

προσκολλητικότητα προς τα κύτταρα διότι αυτή διαταράσσει την εμφάνιση των 

αποικιών κατά την παρατήρησή τους. 

 

 Διαλύουμε τα κύτταρα σε IMDM + 2% FBS σε υποδεκαπλάσια αραίωση ως τελική 

αραίωση για καλλιέργεια. 

 

 Προσθέτουμε 0,3 ml από το εναιώρημα των κυττάρων σε 3 ml Methocult
®
 για δύο 

τρυβλία και αφού ανακινήσουμε σε vortex, αφήνουμε το υλικό να ηρεμήσει για 5 

min και τις φυσσαλίδες να διαλυθούν. 

 

 Μεταφέρουμε το υλικό στα τρυβλία της καλλιέργειας με τη βοήθεια σύριγγας 3cc 

και βελόνης 16-gauge διαμετρήματος. Για κάθε τρυβλίο χρησιμοποιούμε μια 

καινούργια βελόνη πεπλατυσμένου στομίου. Οι βελόνες με πεπλατυσμένο στόμιο 

χρησιμοποιούνται για λόγους ασφαλείας και για την ακριβή έγχυση των κυττάρων 

του υλικού μεθυλλοκυτταρίνης δεδομένου ότι δεν μπορούν να χρησιμοποιηθούν 

πιπέτες εξαιτίας του υψηλού ιξώδους του υλικού. 

 

 Για να αφαιρέσουμε τον αέρα από την σύριγγα, τοποθετούμε την άκρη της βελόνης 

κάτω από την επιφάνεια του υλικού και αφαιρούμε περίπου 1 ml και στη συνέχεια 

το εκβάλουμε από την σύριγγα. 

 

 

 Αναρροφούμε 1,1 ml μίγματος μεθυλοκυτταρίνης με την σύρριγγα για κάθε ένα 

από τα τρυβλία καλλιέργειας των 35 mm. 
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 Αφαιρούμε το κάλυμμα του τρυβλίου των 35 mm και προσθέτουμε 1,1 ml 

μίγματος μεθυλοκυτταρίνης. Επαναλαμβάνουμε τη διαδικασία για όλα τα επόμενα  

τρυβλία. 

 

 Ανακινούμε το τρυβλίο με τρόπο ώστε το υλικό της καλλιέργειας να κατανεμηθεί 

ομοιόμορφα έως τα πλάγια του τρυβλίου. 

 

 

 Τοποθετούμε τα τρυβλία των 35mm σε ένα μεγαλύτερο 100mm και προσθέτουμε 

και ένα τρυβλίο με 3 ml νερού χωρίς κάλυμμα. To τρυβλίο με το νερό βοηθά στην 

διατήρηση της υγρασίας κατά τη διάρκεια της επώασης ενώ η χρήση του μεγάλου 

τρυβλίου βοηθά στην αποφυγή επιμολύνσεων κατά την επώαση και τον χειρισμό 

των καλλιεργειών. 

 

 Τοποθετούμε τις καλλιέργειες σε κλίβανο επώασης θερμοκρασίας 37°C, 5% CO2 

και >95% υγρασίας για 14-16 ημέρες. Οι συνθήκες της καλλιέργειας είναι πολύ 

σημαντικές για την ανάπτυξη των αποικιών και γι’αυτό το λόγο συνιστάται η 

χρήση επωαστικού κλιβάνου μέσα στο οποίο έχει τοποθετηθεί δοχείο νερού στο 

οποίο έχει προστεθεί κάποιο ανασταλτικό της ανάπτυξης των μικροβίων. Το 

μεγαλύτερο μέρος των αποικιών θα έχει αποκτήσει το μέγιστο μέγεθος ( αριθμός 

κυττάρων/αποικία) στις 14-16 ημέρες απο την αρχή της επώασης. 

 

3.7.7 Ανακαλλιέργεια των CFU-GEMM 

Η ανακαλλιέργεια των CFU-GEMM από το αρχικό τρυβλίο σε ένα δεύτερο θεωρείται ένα 

μέσο για την εκτίμηση της ικανότητας αυτοανανέωσης ( self-renewal ) των CFU-GEMM και 

έγινε όπως περιγράφεται κάτωθι χωρίς όμως τη χρήση πλάσματος από τη μονάδα ΟΠΑ το οποίο 

θεωρείται ότι βοηθά στην ανάπτυξη των CFU-GEMM που ανακαλλιεργούνται. Διαχωρισμένες 
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αποικίες CFU-GEMM που αναπτύχθηκαν σε ημιστερεό  υλικό με βάση τη μεθυλοκυτταρίνη 

(Methocult GF H4434, StemCell Technologies), μεταφέρθηκαν-κάθε μια αποικία σε ξεχωριστό 

διάλυμμα- και ανακαλλιεργήθηκαν σε ξεχωριστό τρυβλίο στο ίδιο υλικό. Στη συνέχεια 

επωάστηκαν στις ίδιες συνθήκες όπως και οι αρχικές (επώαση 14 ημερών στους 37
0
C, και σε 

ατμόσφαιρα υδρατμών και με συγκέντρωση 5% CO2) οπότε και μετρήθηκαν στο μικροσκόπιο για 

ανάπτυξη.  

Στις παρακάτω εικόνες (Εικ.11,12) παρουσιάζεται συνοπτικά η ως άνω περιγραφομένη 

διαδικασία ενοφθαλμισμού και καλλιέργειας των κυττάρων σε υλικό μεθυλλοκυτταρίνης 

(Methocult
®
 Media, Stem cell technologies, Vancuver, Canada). 

 

 

Εικόνα 11.: Σχηματική αναπαράσταση της πειραματικής διαδικασίας της 

δοκιμασίας CFU (Ανατύπωση από www.stemcell.com) 

Εικόνα 12.: Σχηματική αναπαράσταση 

τοποθέτησης τρυβλίων για τη δοκιμασία 

CFU (Ανατύπωση από www.stemcell.com) 

 

 

Preparation 
of cells 

Add cells to 
MethoCult 

Plate and 
Incubate 

Count 
Colonies 

http://www.stemcell.com/
http://www.stemcell.com/
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Eικόνες διαφόρων είδων αποικιών όπως αυτές αναπτύχθηκαν σε ημιστερεό θρεπτικό 

υλικό μεθυλλοκυτταρίνης (Methocult GF H4434, StemCell Technologies, Vancouver), μετά από 

κυτταροκαλλιέργεια κυττάρων από δείγματα ομφαλοπλακουντιακού αίματος και 14-16 ημερών 

επώαση στους 37
0
C, και σε ατμόσφαιρα υδρατμών και με συγκέντρωση 5% CO2, παρουσιάζονται 

στο Παράρτημα. 

 

 

3.8.Στατιστική επεξεργασία  

 

Περιγραφική σταστική χρησιμοποιήθηκε για τις μεταβλητές του Ο.Π.Α ( μέτρηση 

TNC,  MNC, CD34
+
  και CD133

+
 ), με τη βοήθεια λογισμικού υπολογιστή  (Minitab Statistical 

Software, release 13.1, Minitab INC, PA) για να πραγματοποιηθεί η στατιστική ανάλυση. Η 

συσχέτιση μεταξύ των μετρήσεων των μεταβλητών πριν και μετά την μείωση του όγκου έγινε με 

το  Student’s 2-sample T-test. Μια τιμή p μικρότερη του 0,05 (p≤0,05)  θεωρήθηκε στατιστικά 

σημαντική. 
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4. Αποτελέσματα 

 

4.1. Εισαγωγή 

Για την κρυοκατάψυξη χρησιμοποιήθηκε ένας θάλαμος κατάψυξης ελεγχόμενος από 

υπολογιστή έτσι ώστε να υπάρχουν αναπαραγόμενες συνθήκες κατάψυξης με συνεχώς 

μεταβαλλόμενη θερμοκρασία.  

Όπως αναφέρθηκε και προγενέστερα, αναπτύχθηκε ένα πρόγραμμα κατάψυξης που 

καθορίζει μια αρχική θερμοκρασία 8
o
C για 5 λεπτά, με ένα ρυθμό ψύξεως 1

o
C/min μέχρι η 

θερμοκρασία να πέσει στους -50
o
C εντός 58 min. Αυτό είναι ιδιαίτερα σημαντικό στην περιοχή 

θερμοκρασιών γύρω από το σημείο πήξεως του εναιωρήματος των κυττάρων όπου ο 

σχηματισμός κρυστάλλων οδηγεί σε αύξηση της θερμοκρασίας.  

Η αύξηση της θερμοκρασίας μπορεί να μειώσει σημαντικά την βιωσιμότητα 

(viability) των κυττάρων και αυτό αντιμετωπίζεται επιτυχώς με μια απότομη κάθοδο της 

θερμοκρασίας. Μετά τους -50
o
C, η θερμοκρασία συνεχίζει να πέφτει με έναν ρυθμό 5

o
C/min 

μέχρι να επιτευχθεί η θερμοκρασία στόχος των -100
o
C εντός 14 min. Με την ολοκλήρωση του 

προγράμματος όπου οι μονάδες ΟΠΑ επιτυγχάνουν τη θερμοκρασία των -100
o
C, μεταφέρονται 

σε κρυογονικό ηλεκτρικό καταψύκτη στους  -150
o
C (HERAfreeze® Cryogenic Freezers, 

Heraeus, Kendro, Germany). 

Όλες οι μονάδες ΟΠΑ που χρησιμοποιήθηκαν στην έρευνα είχαν κριθεί ακατάλληλες για 

μεταμόσχευση, απόφαση που βασίστηκε στον απόλυτο αριθμό των TNC και CD34
+ 
ανά μονάδα 

και δεν χρησιμοποιήθηκαν.  

Αντίθετα, δόθηκαν στην έρευνα, με σκοπό να εκτιμηθεί η ποιότητα των μονάδων ΟΠΑ 

πριν και μετά την κρυοσυντήρηση. Ο απόλυτος αριθμός των TNC και CD34
+
 ανά μονάδα ΟΠ.Α. 

ήταν καθοριστική παράμετρος για την αποδοχή ή την απόρριψη μιας μονάδας ΟΠΑ με όριο 

(cutoff) 511,35x10
6
 κύτταρα για τα  TNCs and 1,37≥x10

6
 κύτταρα για τα  CD34

+
, μετά την 

μείωση του όγκου και πριν την κατάψυξη. 
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Οι μονάδες ΟΠΑ που χρησιμοποιήθηκαν σε αυτή την μελέτη ταξινομήθηκαν ανάλογα με 

την διάρκεια της κρυοσυντήρησης, από την μικρότερη ( 6 μήνες) μέχρι την μεγαλύτερη χρονική 

περίοδο ( 3 έτη).  

Ο μέσος όγκος των μονάδων ΟΠΑ που χρησιμοποιήθηκαν πριν την επεξεργασία ήταν 56,5 

ml (εύρος κατανομής:47-103 ml). Το μεγάλο εύρος του όγκου των συλλεγχθέντων μονάδων ΟΠΑ 

αντικατοπτρίζει την αναμενόμενη βιολογική μεταβλητότητα και την μεταβλητότητα της  

διαδικασίας συλογής του ομφαλοπλακουντιακού αίματος.  

Ο μέσος όγκος της επεξεργασμένης πλεον μονάδας ΟΠΑ, έτοιμης για κρυοσυντήρηση 

ήταν  25 ml (εύρος κατανομης: 21-26 ml), με έναν μέσο όγκο  6,25 ml προστιθεμένου 

κρυοπροστατευτικού. 

 

4.2.Επίδραση της κρυοκατάψυξης στον αριθμό των κυττάρων 

Δεν παρατηρήθηκε στατιστικά σημαντική απώλεια στον αριθμό των  TNCs πριν την 

κατάψυξη (411,05±209,01x10
6
, εύρος τιμών:247-1227) και μετά την απόψυξη 

(320,43±186,99x10
6
,εύρος τιμών:156-10580),( p=NS) ή στον αριθμό των MNC  πριν τη κατάψυξη 

(191,10±102,69,εύρος τιμών:73-524) και μετά την απόψυξη (160,48±98,95, εύρος τιμών: 73-524) 

, (p=NS,) μετά από έξι μηνών κρυοσυντήρηση. 

Αντίθετα, μετά από ένα έτος κρυοσυντήρηση, ο μέσος απόλυτος αριθμός των TNCs 

μειώθηκε σημαντικά από 473,84±191,70x10
6
,( εύρος τιμών :240-99) πριν την κατάψυξη σε  

377,53±145,58x10
6
,( εύρος τιμών:192-725),μετά την απόψυξη, ( p<0.05) και το ίδιο αποτέλεσμα 

προέκυψε μετά από 2 έτη (424,55±174,58x10
6
, εύρος τιμών :223-1244 πριν την κατάψυξη και 

344,49±146,77x10
6
,εύρος τιμών:187-1113, μετά την απόψυξη με  p<0.01 για τα  TNCs και 

191,06±68.94, εύρος τιμών: 89-458 πριν την κατάψυξη με 158.49±57.81x10
6
,εύρος τιμών:75-

397μετά την απόψυξη, με  p<0.01, για τα  MNCs).             

Το ίδιο παρατηρήθηκε και μετά από 3 έτη κρυοσυντήρησης (437,22±150,30x10
6
, εύρος 

τιμών:292-801 πριν την κατάψυξη και  315,44±131,23x10
6
 ,εύρος τιμών:194-801,μετά την 

απόψυξη, p<0.01 για τα TNCs και 199±76,97x10
6
, εύρος τιμών :101-380 πριν την κατάψυξη με 
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142,11±56,35x10
6
,εύρος τιμών :75-285 μετά την κατάψυξη με  p<0,01 για τα  MNCs) (Πίναξ 1). 

Μη στατιστικά σημαντικές διαφορές στις μέσες τιμές των CD34
+
 και  CD133

+
 παρατηρήθηκαν 

μετά από 6 μήνες, 1, 2 και 3 έτη από την κρυοκατάψυξη (Πίνακας 1). 

 

Πίνακας 1. Μετρήσεις των  TNC, MNC και  CD34
+
 πριν την κατάψυξη και μετά την απόψυξη μετά  6μήνες, 1,2 και 3 

έτη αντίστοιχα.  

______________________________________________________________________________________________ 

  

 Πριν την κατάψυξη   Μετά την απόψυξη     

 

      

 

  Mean(±SD) Range Mean(±SD) Range n p 

TNC/UCB            

[x 10
6
]            

6 Μήνες 411,05± 209,01 247-1227 320,43 ±186,99 156-1058 21 NS 

1 Έτος 473,84±191,70 240-995 377,53±145,58 192-725 19 <0,05 

2 Έτη 424,55±174,58 223-1244 344,49±146,77 187-1113 47 <0,01 

3 Έτη 437,22±150,30 292-801 315,44±131,23 194-801 18 <0,01 

Total 432,94±182,58 223-1244 350,49±159,78 156-1113 105 <0,01 

 

MNC/UCB           

 

[x 10
6
]            

6 Μήνες 191,10 ±102,69 73-524 160,48±98,95 73-524 21 NS 

1 Έτος 234,84±85,80 139-481 186±60,20 109-364 19 <0,03 

2 Έτη 191,06±68,94 89-458 158,49±57,81 75-397 47 <0,01 

3 Έτη 199±76,97 101-380 142,11±56,35 75-286 18 <0,01 

Total 200,35±82,80 73-524 161,06±69,51 73-524 105 <0,01 

 

CD34
+
/UCB           

 

[x 10
6
]            

6 Μήνες 0,96±0,95 0,2-4,40 0,94±1,02 0,21-4,30 21 NS 

1 Έτος 1,64±1,24 0,3-4,9 1,48±1,10 0,3-4,10 19 NS 

2 Έτη 0,95±0,70 0,19-3,44 0,88±0,62 0,18-3,13 47 NS 

3Έτη 1,17±0,76 0,20-3,30 1,04±0,69 0,19-2,90 18 NS 

Total 1,12±0,92 0,19-4,90 1,02±0,85 0,18-4,30 105 NS 

 

CD133
+
/UCB 

     

 

[x 10
6
] 

     

 

6 Μήνες 0,70±0,78 0,20-2,50 0,65±0,72 0,20-2,40 21 NS 

1 Έτος 0,98±0,71 0,20-2,6 0,87±0,59 0,16-2,20 19 NS 

2 Έτη 0,84±0,60 0,17-2,3 0,75±0,54 0,17-2,1 47 NS 

3 Έτη 0,73±0,54 0,10-2,10 0,65±0,45 0,11-1,8 18 NS 

Total 0,81±0,66 0,17-2,6 0,73±0,57 0,10-2,40 105 NS 

      

 

 

Έτσι, για τους πρώτους 6 μήνες κρυοσυντήρησης , οι μέσες απόλυτες τιμές των CD34
+
 και  

CD133
+
 πριν την κατάψυξη ήταν 0.96±0.95 x10

6
, (εύρος τιμών:0.2-4.40) για τα CD34

+
 και  

0.70±0.78 x10
6
,(εύρος τιμών: 0.20-2.50) για τα CD133

+
 ενώ μετά την απόψυξη ήταν 0.94±1.02 

x10
6
, (εύρος τιμών:0.21-4.30, p=NS) για τα CD34

+
  και 0.65±0.72 x10

6
, ( εύρος τιμών:0.20-2.40, 
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p=NS) για τα CD133
+
,αντίστοιχα. Παράδειγμα κυτταρομετρικής ανάλυσης  δείγματος ΟΠ.Α. πριν 

την κατάψυξη και μετά την απόψυξη παρατείθεται στα  ιστογράματα της επόμενης εικόνας 

(Εικ.8). 

Α. Πριν την κρυοκατάψυξη 

 

 

Β. Μετά την απόψυξη 

 

 

Εικόνα 20 
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Επίσης, για το πρώτο έτος οι μέσες απόλυτες τιμές των CD34
+
 και  CD133

+
 πριν την 

κατάψυξη ήταν 1.64±1.24 x10
6
, (εύρος τιμών :0.3-4.9) για τα CD34

+
 και  0.98±0.71 x10

6
,( εύρος 

τιμών : 0.20-2.6)  για τα CD133
+
,  ενώ μετά την απόψυξη βρέθηκαν να είναι  1.48±1.10 x10

6
, 

(εύρος τιμών: 0.3-4.10, p=NS) για τα CD34
+
 και  0.87±0.59 x10

6
, (εύρος τιμών :0.16-2.20, p=NS) 

για τα CD133
+
, αντίστοιχα. 

Όσον αφορά το δεύτερο έτος της κρυοσυντήρησης , οι μέσες απόλυτες τιμές των CD34
+
 

και  CD133
+
 πριν την κατάψυξη ήταν για τα CD34

+
 0.95±0.70 x10

6
, (εύρος τιμών :0.19-3.44) και  

για τα CD34
+
 0.84±0.60 x10

6
, (εύρος τιμών : 0.17-2.3), όταν μετά την κατάψυξη ήταν  0.88±0.62 

x10
6
, (εύρος τιμών : 0.18-3.13, p=NS) για τα CD34

+
  και  0.75±0.54 x10

6
, (εύρος τιμών :0.17-2.10, 

p=NS)  για τα CD133
+
,  αντίστοιχα.  

Τέλος, για το τρίτο έτος της κρυοσυντήρησης, οι μέσες απόλυτες τιμές των CD34
+
 και  

CD133
+
  πριν την κατάψυξη ήταν  για τα CD34

+
  1.17±0.76x10

6
 (εύρος τιμών : 0.20-3.30) και  

0.73±0.54x10
6
,( εύρος τιμών :0.10-2.10, p=NS) για τα CD133

+
,  με τις αντίστοιχες τιμές μετά την 

απόψυξη να είναι  ) για τα CD34
+
  1.04±0.69x10

6
 (εύρος τιμών : 0.19-2.90,)και  0.65±0.45 (εύρος 

τιμών : 0.11-1.8, p=NS), για τα CD133
+
, αντίστοιχα.  

 

 

4.3. Επίδραση της κρυοκατάψυξης στην ανάκτηση (recovery) των κυττάρων (TNC, 

MNC, CD34
+
 and CD133

+
) 

Τα αποτελέσματα της εκατοστιαίας (%) ανάκτησης και κυτταρικών απωλειών των TNC, 

MNC, CD34
+
 και CD133

+
 του συνολικού αριθμού (n=105) των μονάδων που υπέστησαν 

επεξεργασία, συνοψίζονται στους Πίνακες 2 και 3.  

Η εκατοστιαία ανάκτηση ( recovery) των TNCs μετά την απόψυξη έφτασε και το 100%. Η  

μέση TNC εκατοστιαία  ανάκτηση μετά κρυοσυντήρηση 6 μηνών ήταν  76,75±15,80, (εύρος 

τιμών:51,15-100), μετά από 1 έτος 82,00±16,04, (εύρος τιμών:40,30-100,) μετά από 2 έτη 

82,36±13,76, (εύρος τιμών:50,99-100) και μετά από 3 έτη 72,50±14,87,( εύρος τιμών :34,46-100) 
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με συνολική μέση TNC εκατοστιαία ανάκτηση – για τις τρείς περιόδους κρυοσυντήρησης- 

79,48±15,29 , (εύρος τιμών: 34,46-100 ). 

 

Πίνακας 2. Εκατοστιαία(%) ανάκτηση (recovery) των καταψυγμένων κυττάρων ( TNC, MNC και 

CD34
+
) μετά την απόψυξη. 

_________________________________________________________________ 

   

 

Mean±SD Range n 

  

TNC% ανάκτηση 

    6 Μήνες 76,75± 15,80 51,15-100 21 

 1 Έτος 82,00±16,04 40,30-100 19 

 2 Έτη 82,36±13,76 50,99-100 47 

 3 Έτη 72,50±14,87 34,46-100 18 

 Total 79,48±15,29 34,46-100 105 

  

MNC%recovery 

    6 Μήνες 84,17±16,61 51,57-100 21 

 1 Έτος 82,02±17,48 50,94-100 19 

 2 Έτη 83,83±12,19 51,26-100 47 

 3 Έτη 72,26±11,81 53,23-100 18 

 Total 81,59±14,81 50,94-100 105 

  

CD34
+
%recovery 

    6 Μήνες 94,38±19,08 51,14-137,50 21 

 1 Έτος 90±7,09 80,10-100 19 

 2 Έτη 92,76±6,13 69,88-100 47 

 3 Έτη 92,28±7,02 77,78-100 18 

 Total 91,98±10,76 51,14-137,50 105 

  

CD133
+
%recovery

 

    6 Μήνες 95,77±4,22 85-100 21 

 1 Έτος 91,06±8,15 80-100 19 

 2 Έτη 96,64±4,56 84,17-100 47 

 3 Έτη 92,68±7,02 77,78-100 18 

 Total 93,68±6,78 77,78-100 105 

  

 

Οι αντίστοιχες τιμές εκατοστιαίας ανάκτησης για τα MNCs   μετά κρυοσυντήρηση 6 

μηνών ήταν 84,17±16,61,( εύρος τιμών :51,57-100)  , μετά από 1 έτος 82,02±17,48, (εύρος τιμών : 

50,94-100 ) μετά από 2 έτη 83,83±12,19, (εύρος τιμών : 51,26-100 )και μετά από 3 

έτη72,26±11,81, (εύρος τιμών :53,23-100 )   με συνολική μέση τιμή TNC εκατοστιαίας 

ανάκτησης – και για τις τρείς περιόδους κρυοσυντήρησης- 81,59±14,81,( εύρος τιμών : 50,94-

100). 
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Η εκατοστιαία ανάκτηση των CD34
+
 και των CD133

+
 υπολογίστηκε επίσης. Μετά από 6 

μήνες κρυοσυντήρηση η μέση εκατοστιαία ανάκτηση ήταν 93,38±19,08, (εύρος τιμών :51,14-

137,50)   και   95,77±4,22, (εύρος τιμών : 85-100 ) για τα CD34
+
 και τα CD133

+
 αντίστοιχα. Μετά 

από 1 έτος κρυοσυντήρηση η μέση εκατοστιαία ανάκτηση ήταν90±7,09, (εύρος τιμών :80,10-100 

)  για τα CD34
+
 και 91,06±8,15, ( εύρος τιμών : 80-100 ) για τα CD133

+
,      ενώ  μετά 2 έτη η 

μέση εκατοστιαία ανάκτηση ήταν 92,76±6,13, (εύρος τιμών :69,88-100 ) για τα CD34
+
 και 

96,64±4,56, (εύρος τιμών : 84,17-100 ) για τα CD133
+
   αντίστοιχα . Τέλος, μετά από 3 έτη 

κρυοσυντήρησης η μέση εκατοστιαία ανάκτηση ήταν 92,28±7,02, (εύρος τιμών : 77,78-100) για 

τα CD34
+
 και 92,68±7,02, (εύρος τιμών : 77,78-100) για τα CD133

+
   αντίστοιχα  με μέση ολική 

εκατοστιαία ανάκτηση 91,98±10,76, (εύρος τιμών :51,14-137,5) και 93,68±6,78, (εύρος τιμών 

:77,78-100)  για τα CD34
+
 και τα CD133

+
 αντίστοιχα,  μετά την απόψυξη. 

  Όσον αφορά το εκτιμώμενο εκατοστιαίο ποσοστό απωλειών κυττάρων, στους αριθμούς 

των TNC και CD34
+
, αυτές δεν ξεπέρασαν το 28% για όλες τις χρονικές περιόδους 

κρυοσυντήρησης (Πίνακας 3) 

Πίνακας 3. Συγκριτικές  % απώλειες κρυοσυντηρημένων 

κυττάρων ( TNC και CD34
+ 

) πριν την κατάψυξη και μετά την 

απόψυξη . 

 

Mean±SD(%) n 

TNC 

 

 

6 μήνες 22.05±7.51 21 

1έτος 21.33±7.9 19 

2έτη 22.10±7.2 47 

3έτη 27.85±7.5 18 

Total 21.31±3.18 105 

CD34
+
 

 

 

6 μήνες 2.08±1.55 21 

1έτος 8.76±1.29 19 

2έτη 8.34±3.22 47 

3έτη 11.11±1.39 18 

Total 8.93±1.19 105 

 

4.4. Επίδραση της κρυοκατάψυξης στην βιωσιμότητα (viability) των κυττάρων 

Η σχετική εκατοστιαία βιωσιμότητα των TNC και CD34
+
 πριν την κατάψυξη και μετά την 

απόψυξη φαίνεται στον Πίνακα 4. Οι διαφορές στην βιωσιμότητα των TNC πριν την κατάψυξη 

και μετά την απόψυξη ήταν στατιστικά σημαντικές, για κάθε χρονική διάρκεια συντήρησης.  
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Πίνακας 4. Σχετική %βιωσιμότητα των TNC και CD34+ πριν την κρυοκατάψυξη και μετά την απόψυξη.  

Η βιωσιμότητα των TNC και CD34
+
  που εκτιμήθηκε χρησιμοποιώντας 7-amino-actinomycin (7-AAD). 

_________________________________________________________________________________________ 

 

 

 

Πρίν την κατάψυξη 

 

Μετά την απόψυξη   

 Mean±SD Range Mean±SD Range n p 

 

TNC% viability 

 

     

6 Μήνες 88,72± 7,07 69,93-95,81 83±8,68 14,71-79,74 21 <0,015 

1 Έτος 89,61±8,11 69,21-98,49 83,08±9,65 57,37-97,56 19 <0,017 

2 Έτη 89,33±6,94 70,96-97,55 81,72±11,05 57,18-99,90 47 <0,001 

3 Έτη 93,43±4,49 85,19-99,81 83,26±13,37 41,76-97,67 18 <0,001 

Total 89,96±7,03 69,21-99,90 83,53±10,13 41,76-99,90 105 <0,001 

 

CD34+%viability 

      

6 Μήνες 95,11 ±6,63 75,22-99,61 96,20± 3,80 85,95-100 21 NS 

1 Έτος 98,38±2,77 87,48-100 96,73±3,46 85,08-100 19 NS 

2 Έτη 98,31±2,44 84,85-100 95,10±4,63 84,12-100 47 NS 

3 Έτη 98,42±1,81 94,48-100 96,93±3,68 87,90-100 18 NS 

Total 97,44±3,84 75,22-100 96,90±3,10 85,07--100 105 NS 

 

Πιό συγκεκριμένα, μετά από 6 μήνες κρυοσυντήρηση η εκατοστιαία βιωσιμότητα των 

TNCs μειώθηκε από  88,72±7,07 ,(εύρος τιμών: 69,93-95,81 ) πριν την κατάψυξη σε 83±8,68, 

(εύρος τιμών: 63,53-98,30) μετά την απόψυξη, (p<0,015). Παρόμοιες διαφορές παρατηρήθηκαν 

μετά από 1 και 2 έτη διάρκειας της κατάψυξης με την εκατοστιαία βιωσιμότητα των TNCs να 

μειώνεται αφενός μεν για το πρώτο έτος σε 83,08±9,65, (εύρος τιμών: 57,37-97,56 ) μετά την 

απόψυξη από 89,61±8,11, (εύρος τιμών: 69,21-98,49), πριν την κατάψυξη, (p< 0,017), αφετέρου 

δε για το δεύτερο έτος σε 81,72±11,05,(εύρος τιμών: 57,18-99,90) από 89,33±6,94,9 ( εύρος 

τιμών: 70,96-97,55) πριν την κρυοκατάψυξη, (p<0,001). 

Επίσης, μετά από 3 έτη κρυοσυντήρησης, η εκατοστιαία βιωσιμότητα των TNCs μειώθηκε 

από 93,43±4,49 (εύρος τιμών: 85,19-99,81) πριν την κατάψυξη σε  83,26±13,37, (εύρος τιμών: 

41,76-97,67) μετά την απόψυξη (p<0,001). 

Όσον αφορά την μέση ολική εκατοστιαία βιωσιμότητα των TNCs για όλες τις χρονικές 

περιόδους της κρυοσυντήρησης, αυτή μειώθηκε στατιστικώς σημαντικά από 89,96±7,03,(εύρος 

τιμών: 69,21-99,90) πριν την κατάψυξη σε  83,53±10,13,( εύρος τιμών:41,76-99,90) μετά την 

απόψυξη, (p<0,001) . 
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Μη στατιστικώς σημαντικές διαφορές παρατηρήθηκαν στην εκατοστιαία βιωσιμότητα 

(viability) των CD34
+ 
πριν την κατάψυξη και μετά την απόψυξη. 

Μετά από 6 μήνες κρυοσυντήρησης η εκατοστιαία μέση βιωσιμότητα για τα CD34
+
 μετά 

την απόψυξη ήταν 96,20± 3,80, (εύρος τιμών: 85,95-100 ) με την αντίστοιχη τιμή της εκατοστιαία 

μέσης βιωσιμότητας πριν την κατάψυξη 95,11 ±6,63,( εύρος τιμών: 75,22-99,61, p=NS). Στον ένα 

χρόνο κρυοσυντήρησης , η εκατοστιαία μέση βιωσιμότητα για τα CD34
+
 μετά την απόψυξη ήταν  

97,09±3,33,( εύρος τιμών:85,08-100) όταν πριν την κρυοσυντήρηση ήταν 98,38±2,77, (εύρος 

τιμών:87,48-100, p=NS), στα δύο χρόνια κρυοσυντήρησης ήταν  95,10±4,63 (εύρος τιμών: 84,12-

100)  όταν πριν την κατάψυξη ήταν  98,31±2,44 (εύρος τιμών: 84,85-100, p=NS) και στα 3 χρόνια 

ήταν  98,42±1,81 (εύρος τιμών: 94,48-100) πριν την κατάψυξη και  96,93±3,68 (εύρος τιμών: 

87,90-100) μετά την απόψυξη, με την  ολική μέση τιμή εκατοστιαίας βιωσιμότητας , ανεξάρτητα 

από την διάρκεια της κρυοσυντήρησης,  να μειώνεται για τα CD34
+
 από  97,44±3,84, ( εύρος 

τιμών: 75,22-100) πριν την κρυοσυντήρηση σε  96,90±3,10, (εύρος τιμών: 85,07-100 , p=NS) 

μετά την απόψυξη. Η σχετική εκατοστιαία βιωσιμότητα, η οποία προκύπτει αν συγκριθούν άμεσα 

οι εκατοστιαίες ζωτικότητες των TNC και των CD34
+
 πριν την κατάψυξη και μετά την απόψυξη, 

εμφανίζονται στον Πίνακα 5. 

 

Πίνακας 5. Σχετική % βιωσιμότητα  κρυοσυντηρημένων 

κυττάρων ( TNC και CD34
+ 

) πριν την κατάψυξη και μετά την 

απόψυξη . 

 

Mean±SD(%) n 

TNC% βιωσιμότητα 

 

 

6 μήνες 93.55± 2.49 21 

1έτος 92.71±2.56 19 

2έτη 93.06±3.48 47 

3έτη 89.11±10.25 18 

Total 92.85±4.31 105 

CD34
+
%βιωσιμότητα 

 

 

6 μήνες 93.34±3.02 21 

1έτος 94.01±0.76 19 

2έτη 93.82±0.11 47 

3έτη 93.48±1.96 18 

Total 93.52±1.34 105 
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4.5. Επίδραση της κρυοκατάψυξης στα είδη αποικιών των HSPCs(BFU-E, CFU-GM, 

CFU-GEMM) 

   Η εκατοστιαία ανάκτηση (recovery) όλων των είδών αποικιών που μετρήθηκαν 

συνοψίζεται στον Πίνακα 6.  

Πίνακας 6. Εκατοστιαία ανάκτηση των  ειδών αποικιών (BFU-E,CFU-GM,CFU-GEMM) πριν 

την κατάψυξη και μετά την απόψυξη. Οι αποικίες αριθμήθηκαν μετά από 14 ημέρες επώαση σε 

κλίβανο με υδρατμούς σε 5% CO2.  

_____________________________________________________________________________ 

 

 Πριν την κατάψυξη και μετά την επώαση   

 

 Mean±SD Range n 

 

BFU-E%rec 

   6 Μήνες 80,51±12,06 54,65-100 21 

1 Έτος 80,1±14 40-100 19 

2 Έτη 82,85±7,70 66,67-100 47 

3 Έτη 86,06±9,78 61,11-100 18 

total 82,43±10,57 40-100 105 

 

CFU-GM% rec 

   6 Μήνες 81,41±16,80 52,50-100 21 

1 Έτος 83,27±10,86 68-100 19 

2 Έτη 83,19±13,30 55,88-100 47 

3 Έτη 86,05±12,68 52,38-100 18 

Total 83,34±13,66 52,38-100 105 

 

CFU-GEMM% rec 

   6 Μήνες 76,47±23,79 25-100 21 

1 Έτος 81,24±18,57 33,33-100 19 

2 Έτη 81,11±20,18 42,86-100 47 

3 Έτη 85,41±14,11 60-100 18 

Total 81,13±20,07 25-100 105 

 

CFU-total% rec 

   6 Μήνες 79,39±11,74 56,12-100 21 

1 Έτη 80,48±7,67 61,54-100 19 

2 Έτη 80,66±8,42 63,49-100 47 

3 Έτη 84,41±7,99 69,14-100 18 

total 81,01±9,14 56,12-100 105 

     

Μετά από 6 μήνες κρυοσυντήρησης η μέση εκατοστιαία ανάκτηση για τα BFU-E ( Burst 

forming units-erythroid) ήταν 80,51±12,06 ,(εύρος τιμών: 54,65-100)  για τα  CFU-GM 

81,41±16,80,( εύρος τιμών: 52,50-100)  και τα  CFU-GEMM  76,47±23,79,( εύρος τιμών: 25-

100). 
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Μετα από ένα έτος κρυοσυντήρηση, η μέση εκατοστιαία ανάκτηση των BFU-E ήταν 

80,1±14, (εύρος τιμών: 40-100),  ενώ για τα  CFU-GM ήταν  83,27±10,86,( εύρος τιμών: 68-100) 

και για τα  CFU-GEMM ήταν 81,24±18,57,( εύρος τιμών: 33,33-100), μετά την απόψυξη. 

Μετά από 2 έτη κρυοσυντήρησης, η μέση εκατοστιαία ανάκτηση των  BFU-E μετά την 

απόψυξη ήταν  82,85±7,70, (εύρος τιμών:66,67-100) με την μέση εκατοστιαία ανάκτηση των   

CFU-GM να είναι  83,19±13,30, (εύρος τιμών:55,88-100) και  81,11±20,18, (εύρος τιμών:42,86-

100) για τα  CFU-GEMM, ενώ μετά 3 έτη κρυοσυντήρησης, η  μέση εκατοστιαία ανάκτηση των  

BFU-E μετά την απόψυξη ήταν  86,06±9,78, (εύρος τιμών:61,11-100), η  μέση εκατοστιαία 

ανάκτηση των   CFU-GM  86,05±12,68, (εύρος τιμών:52,38-100) και η μέση εκατοστιαία 

ανάκτηση των   CFU-GEMM ήταν  85,41±14,11, (εύρος τιμών: 60-100). 

Όσον αφορά την ολική μέση εκατοστιαία ανάκτηση των CFU ( για όλες τις κατηγορίες 

αποικιών), στους 6 μήνες κρυοσυντήρησης ήταν 79,39±11,74,( εύρος τιμών:56,12-100)μετά την 

απόψυξη ενώ μετά 1 έτος κρυοσυντήρησης ήταν  80,48±7,67, (εύρος τιμών:61,54-100) , 2 έτη 

μετά ήταν  80,66±8,42, (εύρος τιμών: 63,49-100) και 3 έτη μετά ήταν  81,01±9,14, (εύρος τιμών: 

56,12-100). Η ολική μέση εκατοστιαία ανάκτηση των  BFU-E και για τις τρεις χρονικές 

κατηγορίες  (6mo, 1yr, 2 yrs)-μετά την απόψυξη ήταν $  82,43±10,57, (εύρος τιμών:40-100) με 

την αντίστοιχη τιμή των  CFU-GM να είναι  83,34±13,66, (εύρος τιμών:52,38-100), μετά την 

απόψυξη και  81,13±20,07,( εύρος τιμών:25-100) μετά την απόψυξη για τα  CFU-GEMM . Τέλος, 

η ολική μέση εκατοστιαία CFU ανάκτηση για όλα τα είδη των αποικιών – ανεξαρτήτως της 

διάρκειας της κρυοσυντήρησης, ήταν  81,01±9,14,( εύρος τιμών:56,12-100). 

 

4.6. Επίδραση της κρυοκατάψυξης στον αριθμό των αποικιών (CFU-colony forming 

units) των HSPCs 

Ο Πίνακας 7 παρουσιάζει τις απόλυτες τιμές του αριθμού των αποικιών όλων των ειδών 

(BFU-E, CFU-GM, CFU-GEMM). Οι αποικίες CFU-E ουσιαστικά δεν εμφανίζονται σε δείγματα 

κυτταροκαλλιεργειών μετά από 14-16 ημέρες επώασης και έτσι δεν μετρήθηκαν. Μετά 6 μηνών 

κρυοκατάψυξη ο μέσος απόλυτος αριθμός αποικιών CFU που μετρήθηκαν ήταν 0,63±0,47,( εύρος 
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τιμών: 0,20-1,75) όταν πριν την κρυοσυντήρηση ήταν  0,69±0,46,( εύρος τιμών: 0,10-1,93, 

p=NS).  

 

Πίνακας 7. Ολικές  cfu μετρήσεις πριν την κατάψυξη και μετά την απόψυξη. Τα κύτταρα 

καλλιεργήθηκαν σύμφωνα με πρωτόκολλα αναφοράς  χρησιμοποιώντας Methylcellulose based 

medium. 

 

_________________________________________________________________________________  

 

  

 

Πριν την κατάψυξη Μετά την απόψυξη   

     

  

 

Mean±SD Range Mean±SD Range n P 

 

CFU[x10
6
] 

    

  

6 Μήνες 0,69±0,46 0,10-1,93 0,63±0,47 0,20-1,75 21 NS 

1 Έτος 0,75±0,36 0,24-1,57 0,73±0,49 0,17-1,74 19 NS 

2 Έτη 0,43±0,36 0,05-1,87 0,41±0,28 0,02-1,47 47 NS 

3 Έτη 0,75±0,45 0,13-1,65 0,56±0,33 0,13-1,15 18 NS 

Total 0,59±0,43 0,05-1,93 0,54±0,40 0,02-1,75 105 NS 

 

Δεν εντοπίστηκε επίσης στατιστικά σημαντική διαφορά μεταξύ των απόλυτων τιμών 

μετρήσεων των αποικιών πριν την κατάψυξη και μετά την απόψυξη ύστερα από ένα έτος 

κρυοσυντήρησης με την μέση απόλυτη τιμή CFU να είναι 0,73±0,49,( εύρος τιμών: 0,17-1,74 ) 

όταν πριν την κατάψυξη, για την ίδια διάρκεια συντήρησης, ήταν, 0,75±0,36, (εύρος τιμών: 0,24-

1,57,p=NS). Παρόμοια αποτελέσματα βρέθηκαν και για μεγαλύτερης διάρκειας συντήρηση (2 

έτη) σε θερμοκρασίες κρυοσυντήρησης με μέση απόλυτη τιμή CFU πριν την κατάψυξη να είναι  

0,43±0,36, (εύρος τιμών: 0,24-1,57 ) και μετά την απόψυξη 0,41±0,28, ( εύρος τιμών: 0,02-1,47 

,p=NS). 

Όταν η διάρκεια κρυοσυντήρησης ήταν 3 έτη, τα αποτελέσματα για την μέση απόλυτη 

τιμή CFU πριν την κατάψυξη και μετά την απόψυξη ήταν επίσης συναφείς με την μέση απόλυτη 

τιμή CFU πριν την κατάψυξη να είναι  0,75±0,45, (εύρος τιμών: 0,13-1,65 ) και μετά την απόψυξη  

0,56±0,33, ( εύρος τιμών: 0,13-1, ,p=NS). Τέλος, η ολική μεση απόλυτη τιμή CFU και για τις 

τρείς περιόδους κρυοσυντήρησης (6 μήνες, 1,2 και 3 έτη) ήταν 0,59±0,43,( εύρος τιμών: 0,05-1,93 

)  πριν την κατάψυξη και  0,54±0,40,  ( εύρος τιμών: 0,02-1,75 ) μετά την απόψυξη, αντίστοιχα 

(p=NS). 
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4.7. Επίδραση της κρυοκατάψυξης  στην ανακαλλιεργητική ικανότητα των CFU-

GEMM 

 

Οι αποικίες CFU-GEMM που ανιχνεύθηκαν σε καλλιέργειες από τα αποψυχθέντα 

δείγματα ΟΠ.Α, ανεξάρτητα της διάρκειας της ( 6 μήνες, 1 έτος, 2 και 3 έτη), έδειξαν 

ανακαλλιεργητική ικανότητα παρόμοια με τα CFU-GEMM που ανακαλλιεργήθηκαν από 

πρόσφατα δείγματα ΟΠ.Α, πριν την κατάψυξη ( Πίνακας 6). 

Πίνακας 6. Εκατοστιαία αποτελέσματα των μετρήσεων των  CFU μετά από  CFU-GEMM ανακαλλιέργεια 

τόσο σε δείγματα πριν την κατάψυξη όσο και σε αποψυχθέντα δείγματα 

 Fresh CBUs (n=36) Cryopreserved CBUs (n=28) 

%Ανάπτυξη αποικιών από κάθε είδος CFU 97,2% 92,8% 

 

%Κατανομη των υποτύπων CFU 

 

CFU-GM:56,9% 

 CFU-GEMM: 1,3% 

  BFU-E: 41,8% 

CFU-GM:69,6 % 

CFU-GEMM: 1,2% 

BFU-E: 29,2% 

 

%2
o
 καλλιέργειες στις οποίες αναπτύχθηκε 

τουλάχιστον  ένα CFU-GEMM 

 

9% 

 

 

11% 

 

Ειδικότερα, η εκατοστιαία κατανομή των υποτύπων CFU στην ανακαλλιέργεια ήταν,  

69,6% CFU-GM, 29,2% BFU-E και  1,2% CFU-GEMM για τα κρυοσυντηρημένα δείγματα 

(n=28) και 56,8% CFU-GM, 41,8% BFU-E και 1,3% CFU-GEMM για τα πρόσφατα δείγματα 

πριν την κρυοσυντήρηση (n=36)( Εικ.13). 
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Εικόνα 13 

Επίσης,  11% των ανακαλλιεργειών, από κρυοσυντηρημένα  CFU-GEMM, περιείχαν τουλάχιστον 

1 CFU-GEMM και αντίστοιχα, 9%  των ανακαλλιεργειών από πρόσφατα CFU-GEMM περιείχαν 

1 CFU-GEMM, επίσης (Εικ.14). 

 

 

Εικόνα 14 

Αυτά τα αποτελέσματα υποδεικνύουν ότι η ανακαλλιεργητική ικανότητα των 

κρυοσυντηρημένων CFU-GEMM είναι παρόμοια με εκείνη των προσφάτων δειγμάτων πριν την 

κρυοσυντήρηση και αποδεικνύουν την διατήρηση της ικανότητας της αυτοανανέωσης (self-

renewal) των  CFU-GEMM έως και μετά 3 έτη στην κρυοσυντήρηση. Τέλος,  92,8% των 

ανακαλλιεργειών, που ανακαλλιεργήθηκαν από κρυοσυντηρημένα  CFU-GEMM, περιείχαν 

τουλάχιστον 1 αποικία που ήταν ή BFU-E, CFU-GM ή CFU-GEMM (Εικ.10). Συγκριτικά, οι 

56,9 
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αντίστοιχες τιμές των ανακαλλιεργειών, που ανακαλλιεργήθηκαν από πρόφατα μη 

κρυοσυντηρημένα CFU-GEMM, ήταν 97,2%.  
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ΣΥΖΗΤΗΣΗ 

 

Η διαδίκασία της κρυοσυντήρησης είναι σημαντική για όλα τα είδη των συλλογών 

στελεχιαίων κυττάρων, αλλά είναι κρίσιμης σημασίας στην περίπτωση του 

ομφαλοπλακουντιακού αίματος. 

 Οι μακροχρόνιες επιδράσεις της κρυοσυντήρησης σε θερμοκρασίες υγρού (-196
0
C)   και 

ατμών (-156
0
C) αζώτου επί των στελεχιαίων κυττάρων (HSPCs) του CB, BM (Blood marrow) 

και MPB (Mobilized Peripheral blood) έχουν διερευνηθεί ως ένα βαθμό από διάφορους  

ερευνητές, αλλά υπάρχουν λίγες αναφορές που αφορούν τις επιδράσεις  της κρυοσυντήρησης σε 

ηλεκτρικό κρυογονικό καταψύκτη, ανεξάρτητα της θερμοκρασίας ή της διάρκειας της 

κρυοσυντήρησης, επί της ποιότητας της μονάδας ομφαλοπλακουντιακού αίματος 
383-88

. 

Ο σκοπός αυτής της μελέτης ήταν να διερευνηθεί κατά πόσον η κρυοσυντήρηση των 

μονάδων ΟΠΑ  επιδρά στις μονάδες ΟΠΑ με τέτοιο τρόπο ώστε να μεταβάλλονται σημαντικά τα 

ποιοτικά χαρακτηριστικά τους, με κυριότερο την πολαπλασιαστική ικανότητα των HSPCs,  και 

συνεπώς να τίθεται σε αμφιβολία το αποτέλεσμα της μεταμόσχευσης και ακόμη περισσότερο, 

όταν οι μονάδες ΟΠ.Α. έχουν καταψυχθεί στους – 150
0
C και σε ηλεκτρικό κρυογονικό 

καταψύκτη.  

Με αυτόν τον τρόπο, διερευνήθηκαν  διάφορες  σημαντικές παραμέτροι αξιολόγησης  της 

μονάδας ΟΠΑ, οι οποίες, εν πολλοίς, είναι εξαιρετικά ενδεικτικές τόσο για την ποιότητα της 

μονάδας ΟΠΑ, όσο, τελικά, και για  το αποτέλεσμα της μεταμόσχευσης. 

Αυτή η μελέτη περιελάμβανε in vitro διερεύνηση στελεχιαίων αιμοποιητικών κυττάρων 

(HSCs) συντηρημένων  σε μηχανικό κρυογονικό καταψύκτη σε θερμοκρασία -150
0
C. Αυτή η 

θερμοκρασία συντήρησης ακολουθεί τις οδηγίες των  NetCord-FACT - International Standards 

for Cord Blood Collection, Banking, and Release for Administration Cells, 4
th

 Edition (D7.5.1)-

για την κρυοσυντήρηση αιμοποιητικών κυττάρων και γενικότερα οι προδιαγραφές του 
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κρυοκαταψύκτη ακολουθούν τα D8.4, D8.1, D7.5 Standards 
389

 των ιδίων οδηγιών. 

Το σύνολο του εξοπλισμού κρυοσυντήρησης που χρησιμοποιήθηκε στην ΕλΤΡ.ΟΠ.Α 

(Ελληνική Τράπεζα Ομφαλοπλαλουντιακού Αίματος) είναι συνδεδεμένο με σύστημα 

ηλεκτρονικού ελέγχου. Ο έλεγχος είναι συνεχής και επιτρέπει την μεμακρυσμένη πρόσβαση από 

σταθμό εργασίας (workstation) που βρίσκεται εντός του GMP εργαστηρίου με αποτέλεσμα να 

μπορεί να αναληφθεί εγκαίρως δράση για τη διόρθωση τυχόν αστοχίας υλικού που δυνητικά 

μπορεί να οδηγήσει σε υπερθέρμανση (warming event). 

Επίσης, σε περίπτωση θερμικού γεγονότος (warming event) αποστέλλονται αυτόματα 

προηχογραφημένα μηνύματα, καθώς και μέσω sms και email,σε υπευθύνους του εργαστηρίου.  

 Οι 105 μονάδες ΟΠΑ που χρησιμοποιήθηκαν σε αυτή τη μελέτη, επεξεργάστηκαν με τα 

ίδια ακριβώς πρωτόκολλα κατάψυξης και απόψυξης όπως και οι μονάδες που χρησιμοποιήθηκαν 

για μεταμόσχευση, σημείο που θεωρήθηκε κριτικής σημασίας για την ερμηνεία των 

αποτελεσμάτων γιατί αρκετές μελέτες που χρησιμοποίησαν in vitro τεχνικές οδηγήθηκαν σε 

αμφίβολα και δύσκολο να ερμηνευθούν αποτελέσματα εξαιτίας της χρήσης όχι πλήρως 

προτυπωμένων μεθόδων και λόγω αποτυχίας διαχωρισμού των σημαντικών επιδράσεων που 

οφείλονται στην διαδικασία της επεξεργασίας και της κατάψυξης 
224,362,385

. 

Με σκοπό την αποφυγή περαιτέρω επιδράσεων από άλλους παράγοντες, δεν 

χρησιμοποιήθηκαν στοιχεία ( μετρήσεις κυττάρων, κ.λ.π.) από  συνοδά φιαλίδια, που συνδέονται 

με τις μονάδες ΟΠΑ, γιατί θα υπήρχε το ερώτημα της σωστής αντιπροσώπευσης της κυρίως 

μονάδας  ΟΠΑ από τα στοιχεία του φιαλιδίου 
362

. 

Επειδή υπήρχε η δυνατότητα να γίνουν πολλαπλές απευθείας συγκρίσεις πριν την 

κατάψυξη καθώς και μετά την απόψυξη έγιναν πολλαπλές μετρήσεις κυττάρων (TNCs CD34
+
, 

CD133
+
) καθώς και CFU μετρήσεις για την ίδια μονάδα-χρησιμοποιώντας τις ίδιες συνθήκες 

καλλιέργειας-και υπολογίστηκε η ανάκτηση για κάθε δείγμα από τις μονάδες ΟΠΑ. 

Είναι σημαντικό να ληφθεί υπόψιν ότι, σύμφωνα με διάφορες μελέτες, στελεχιαία κύτταρα 

που έχουν προέλευση από το μυελό των οστών, και έχουν επίσης επεξεργαστεί και καταψυχθεί σε 

συνθήκες κρυοσυντήρησης, σε ηλεκτρικό κρυογονικό καταψύκτη, με τον ίδιο τρόπο όπως σε 
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αυτή τη μελέτη, στη συνέχεια χρησιμοποιήθηκαν επιτυχώς για μεταμόσχευση αιμοποιητικών 

κυττάρων 
225,364-66,384,385

.  

Η πιθανή εναλλακτική χρήση ηλεκτρικών κρυογονικών καταψυκτών σε σχέση με τους 

συμβατικούς υγρού αζώτου ή ατμών αζώτου, για μικρής ή μακράς διάρκειας κρυοκατάψυξης, για 

την κρυοσυντήρηση στελεχιαίων κυττάρων ΟΠ.Α έχει εξεταστεί σε μικρό αριθμό μελετών 
383,390

, 

αν και τα στελεχιαία κύτταρα του ΟΠ.Α. έχουν μοναδικά βιολογικά χαρακτηριστικά τα οποία 

μπορούν να αποβούν πλεονεκτικά στην περίπτωση της αλλογενούς μεταμόσχευσης. Είναι 

σημαντικό να αναφερθεί ότι αν και 100 ml του ΟΠ.Α. περιέχουν περίπου 1  log λιγότερα ολικά 

εμπύρηνα κύτταρα (Total nucleated cells-TNC) και CD34
+
 σε σχέση με 1000 ml μυελού των 

οστών, τα στελεχιαία κύτταρα του ΟΠ.Α. έχουν υψηλότερο ρυθμό πολλαπλασιασμού 
43,54,93,268,390

, 

μεγαλύτερη ικανότητα παραγωγής αποικιών 
45,54

, μεγαλύτερη ικανότητα αυτοανανέωσης 
54,93

, 

μακρύτερα τελομερή 
106
, βελτιωμένη ικανότητα homing στο μυελό των οστών 

391,392
 καθώς και 

μεγαλύτερη ανταπόκριση στην χρήση αιμοποιητικών παραγόντων ανάπτυξης 
96

.  

Αυτές οι in vitro ιδιότητες έχουν κλινικά καταδειχθεί από την επιτυχή μεταμόσχευση 

ΟΠ.Α. σε αιματολογικούς ασθενείς, παρά το γεγονός της έγχυσης του 1/10 του αριθμού 

στελεχιαίων κυττάρων σε σχέση με την αντίστοιχη έγχυση μυελού των οστών 
393-95

. 

Από τις διάφορες μεταβλητές που επιδρούν στο αποτέλεσμα μιας μεταμόσχευσης 

αιμοποιητικών κυττάρων που προέρχονται από ΟΠΑ, η δόση των TNC έχει συσχετιστεί 

περισσότερο με την ταχύτητα εμφύτευσης του μοσχεύματος (engraftment speed) και την επιβίωση 

του λήπτη 
272,305,312,314,396

. Αν και η συσχέτιση αυτή είναι αρκετά σημαντική, η δόση των TNCs 

είναι μόνο μια από τις παραμέτρους που μπορούν να εκτιμήσουν την επιτυχία μιας 

μεταμόσχευσης ΟΠ.Α.-μεταξύ άλλων περιλαμβάνονται: ο ασθενής, η διάγνωση, το στάδιο της 

νόσου, τα CD34
+
 καθώς και τα CFC (Colony forming cells) 

266
. 

Θεωρητικά, τα στελεχιαία κύτταρα που συντηρούνται σε θερμοκρασίες κρυοσυντήρησης 

θα έπρεπε να μην εμφανίζουν σημεία πτώσης της ποιότητάς τους, στην πραγματικότητα όμως 

πιθανότατα αυτό δεν ισχύει 
362

. 

Σε αυτή τη μελέτη, παρατηρήθηκε ≈81% μέση ανάκτηση(recovery) για τα TNC και ≈83,6 
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μέση TNC% βιωσιμότητα(viability) μετά την απόψυξη, αποτελέσματα που συμφωνούν και με 

άλλους ερευνητές 
238,360,392,397-403

. 

 Ο Alonso και συν.(St Louis Cord Blood Bank) αφού αξιολόγησαν πριν την κατάψυξη και 

μετά την απόψυξη 25 μονάδες ΟΠ.Α., που διατηρήθηκαν σε κατάψυξη για 48 μήνες κατά μέσο 

όρο, βρήκαν 81% και 88% μέση εκατοστιαία ανάκτηση (recovery) και βιωσιμότητα (viability), 

αντίστοιχα. Οι συγγραφείς επισήμαναν ότι τα ουδετερόφιλα που περιλαμβάνονταν στην 

κατεψυγμένη μονάδα δεν αναμενόταν να επιβιώσουν τον κύκλο κατάψυξης/απόψυξης. Οι 

μονάδες ΟΠ.Α. χρησιμοποιήθηκαν για μεταμόσχευση στο   Cardinal Glennon Children Hospital 

και εμφύτευση (engraftment) πραγματοποιήθηκε με επιτυχία στους περισσότερους ασθενείς, 

ακόμη και σε εκείνες τις περιπτώσεις όπου ο αριθμός των TNC που μεταμοσχεύθηκαν ήταν 

κατώτερος του προτεινόμενου ορίου 
399

. 

 Η στατιστικά σημαντική πτώση των απολύτων τιμών των TNCs και των MNCs καθώς και 

της βιωσιμότητας τους μετά από 1,2 και 3 έτη σε συνθήκες κρυοσυντήρησης (Πίνακες 1,4), 

σχετίζεται πιθανότατα με την απώλεια των περισσοτέρων ωρίμων κυττάρων, π.χ. 

πολυμορφοπυρήνων, τα οποία είναι περισσότερο ευαίσθητα σε εξαιρετικά χαμηλές θερμοκρασίες 

καθώς και οι συνολικές απώλειες από όλες τις κατηγορίες εμπυρήνων κυττάρων εξαιτίας της 

διαδικασίας κρυοκατάψυξης και απόψυξης 
397,366,399,238,404-7

.  

Διάφορες μελέτες δείχνουν  ότι σε αντίθεση με τα λεμφοκύτταρα και τα μονοκύτταρα, τα 

πολυμορφοπύρηνα εμφανίζουν αρκετά χαμηλότερη οσμωτική αντοχή 
404

 και ότι τα CD34
+
 

κύτταρα είναι περισσότερο ανθεκτικά στην κρυοκατάψυξη σε σχέση με τον συνολικό πληθυσμό 

εμπύρηνων κυττάρων (TNCs) 
238
.  Μεταβολές τόσο στο άμεσο περιβάλλον των κυττάρων όσο και 

χημικές που εμφανίζονται κατά τη διάρκεια της κατάψυξης επηρεάζουν την διαπερατότητα της 

μεμβράνης με την  αυξημένη οσμωτική πίεση να την οδηγεί σε συρρίκνωση που θα μπορούσε να 

οδηγήσει σε μεταβολές όπως κατάρρευση ή απώλεια τμήμάτων της μεμβράνης 
405

. 

Επίσης, η απώλεια των εμπύρηνων ερυθρών αιμοσφαιρίων μπορεί να εξηγήσει την μείωση 

των TNCs και σε αυτή την περίπτωση η ικανότητα εμφύτευσης του μοσχεύματος (engrafting 

potential) και συνεπώς των μονάδων ΟΠΑ δεν θα έχει επηρεαστεί, τουλάχιστον μερικώς, γιατί η 
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συγκεκριμένη κατηγορία ωρίμων κυττάρων δεν διαθέτει ικανότητα αυτοανανέωσης (self-renewal 

ability) ή πολλαπλασιασμού (proliferation) και έτσι δεν επηρεάζει το δυναμικό της μονάδας για 

επιτυχή μεταμόσχευση 
397,408

.  

Όσον αφορά, τέλος, το μέγεθος του εύρους κατανομής σε ορισμένα αποτελέσματα των 

κυτταρικών μετρήσεων (TNC, MNC, CD34+, CD133+) - όπως φαίνεται από την SD ( stand. dev.) 

και το μεγάλο εύρος τιμών- αυτό, πιθανά, και σύμφωνα με ορισμένους ερευνητές, αντανακλά την 

βιολογική μεταβλητότητα μεταξύ των ατόμων και των συλλογών CB 
397,406

. 

Παρ’όλα αυτά, η αυξημένη πολλαπλασιαστική ικανότητα καθώς και το δυναμικό 

εμφύτευσης (engraftment potential) των CD34
+
 κυττάρων του ΟΠ.Α., μπορούν να 

εξισορροπήσουν αυτά τα μειονεκτήματα που προαναφέρθηκαν σε βαθμό που να επιτρέπει στο 

ΟΠ.Α. να είναι μια σημαντική πηγή προέλευσης στελεχιαίων αιμοποιητικών κυττάρων για 

μεταμόσχευση, ακόμη και όταν η ο αριθμός των TNCs στη μονάδα ΟΠ.Α. που μεταμοσχεύεται 

είναι χαμηλότερος από τον ιδεώδη 
409

. 

Η έκφραση των κυτταρικών δεικτών επιφανείας στα αιμοποιητικά κύτταρα παρέχει τη 

μέθοδο για τον χαρακτηρισμό υποπληθυσμών κυττάρων με ξεχωριστές βιολογικές δράσεις. 

Η σχέση μεταξύ του φαινοτύπου που προκύπτει από τη χρήση των δεικτών επιφανείας σε 

αυτούς τους υποπληθυσμούς και της δυνατότητας τους για διαφοροποίηση και πολλαπλασιασμό 

είναι βασικής σημασίας στον καθορισμό της ιεραρχικής οργάνωσης των κυττάρων που 

απαρτίζουν το αιμοποιητικό σύστημα του ανθρώπου.  

Η ταυτοποίηση και απομόνωση των αιμοποιητικών κυττάρων που εκφράζουν CD34
+
 και 

CD133
+
, σε συνδυασμό με τη χρήση in vitro και in vivo μεθόδων, έχει αποδώσει τα μέγιστα όσον 

αφορά την κατανόηση του αιμοποιητικού προγονικού κυττάρου και των στελεχιαίων κυττάρων 

γενικότερα. 

Πρόσφατες έρευνες, όπως και για τις περιπτώσεις του μυελού των οστών όσο και του 

κινητοποιημένου περιφερικού αίματος, έχουν καταδείξει σημαντική συσχέτιση μεταξύ του 

αριθμού των CD34
+
 κυττάρων στην μονάδα ΟΠΑ και στον χρόνο που απαιτείται για την 

πραγματοποίηση της εμφύτευσης (engraftment) 
410-15

. Σύμφωνα με αρκετούς ερευνητές, ο 
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προσδιορισμός του αριθμού των CD34
+
 κυττάρων της προς μεταμόσχευση μονάδας ΟΠ.Α. πριν 

την έγχυση της, μπορεί να προβλέψει τον ρυθμό καθώς και την πιθανότητα αναγέννησης του 

αιμοποιητικού συστήματος του λήπτη  με μεγαλύτερη ασφάλεια σε σχέση με τον αριθμό των 

TNCs, παρά τα μειονεκτήματα της μεθόδου προσδιορισμού των CD34
+ 238,264,315,397,416-23

.  

Τα τελευταία χρόνια έχουν γίνει σημαντικές προσπάθειες στην κατεύθυνση της  

κατανόησης των πιθανών αιτιών διακύμανσης όσον αφορά την παραπάνω μέθοδο καθώς και στον 

καθορισμό σταθερών πρότυπων πρακτικών οι οποίες θα οδηγούσαν σε εκμεταλεύσιμα 

αποτελέσματα από τα μεταμοσχευτκά κέντρα 
410,424-28

.  

Η Ana Flores και συν. αφού ανέλυσαν κατά ζεύγη 50 δείγματα από κρυοσυντηριμένες 

μονάδες ΟΠ.Α., κατέληξαν στο συμπέρασμα ότι το κρίσιμο σημείο στην μέτρηση των CD34
+
 με 

την κυτταρομετρία ροής είναι  η επίτευξη υψηλού βαθμού επαναληψιμότητας στην αρχική 

μέτρηση (acquisition) των κυττάρων 
410
. Πρότειναν μάλιστα την χρήση μιας έμβιας χρώσης, όπως 

η 7-aminoactinomycin (7-ADD), ως υποχρεωτική εξέταση στο πρωτόκολο της μέτρησης των 

CD34
+
, πράγμα που θα επέτρεπε την ακριβέστερη μέτρηση των έμβιων CD34

+
. Επίσης, επειδή 

αυτή η μέτρηση λαμβάνει υπόψιν την απώλεια κυττάρων εξαιτίας του κύκλου 

κατάψυξης/απόψυξης, είναι αντιπροσωπευτική του προϊόντος που μεταμοσχεύεται 
397,429

 με 

άλλους ερευνητές να έχουν προτείνει παρόμοιες προσεγγίσεις 
424,425,430

.  

Είναι σαφές ότι ο ακριβής καθορισμός του αποπτωτικού πληθυσμού των CD34
+
, βελτιώνει 

και τη δυνατότητα εκτίμησης της εξέλιξης  της  μεταμόσχευσης  κάνοντας έτσι την μέθοδο αυτή 

έναν γρήγορο τρόπο επιλογής καταλλήλων μονάδων ΟΠ.Α. για κλινική χρήση από τα 

μεταμοσχευτικά κέντρα. 

Όσον αφορά τον δεύτερο κυτταρικό δείκτη που χρησιμοποιήθηκε, CD133
+
 , πρόκειται για 

μια γλυκοπρωτεΐνη η οποία εκφράζεται εκλεκτικά στα CD34
bright

 αιμοποιητικά κύτταρα, 

στελεχιαία και προγονικά, που προέρχονται από το εμβρυϊκό ήπαρ, το μυελό των οστών και το 

ΟΠ.Α. Αρκετοί ερευνητές έχουν καταδείξει την παρουσία των AC133+ κυττάρων που 

συνεκφράζουν το CD34
+
, c-kit και άλλους δείκτες επιφανείας με την πλειοψηφία αυτών των 

εργασιών να καταλήγουν ότι το AC133 παρέχει έναν σημαντικό δείκτη για την ταυτοποίηση 
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άωρων προγονικών και στελεχιαίων κυττάρων σε  de novo απομόνωση 
431-34

 ,ενώ in vitro 

κλονογονικές μέθοδοι απέδειξαν ότι ο διπλά θετικός πληθυσμός CD34
+
CD133

+
 από μυελό των 

οστών ενηλίκου περιέχει την πλειονότητα των CFU-GM.  

Ο Yin και συν. ανάφεραν ότι περίπου το 70% των αποικιών που προήλθαν από 

CD34
+
CD133

+
 πληθυσμό ήταν CFU-GM, ενώ οι περισσότερες (>70%) των αποικιών που 

προήλθαν από CD34
+
CD133

-  
ήταν BFU-E και CFU-Mix αποικίες. Επίσης, το CD133

+
 αντίσωμα 

μπορεί να παρέχει έναν εναλλακτικό-αν και όχι απαραίτητα πλεονεκτικότερο- τρόπο, σε σχέση με 

το CD34
+
, για την επιλογή και τον χαρακτηρισμό των προγονικών κυττάρων που είναι 

απαραίτητα τόσο για επιτυχημένη εμφύτευση του μοσχεύματος (engraftment), καθώς και για 

μελέτες ex vivo έκπτυξης και για γονιδιακές θεραπείες 
433-436

. 

Για τους πρώτους 6 μήνες διάρκεια κρυοσυντήρησης η υπολογισθείσα εκατοστιαία 

ανάκτηση για τα CD34
+
 κύτταρα ήταν ψηλότερη του 100% (Πίνακας 2). Άλλες ερευνητικές 

όμάδες έχουν επίσης αναφέρει ανακτήσεις των CD34
+
 πάνω από 100% μετά από κρυοσυντήρηση 

χρησιμοποιώντας ΟΠ.Α 
397,406

.  

Αυτή η παρατήρηση που αφορά την αύξηση των CD34
+
 έχει γίνει προσπάθεια να 

αιτιολογηθεί με μηχανισμούς όπως η θετική ρύθμιση της έκφρασης των CD34
+
 που σχετίζεται με 

την κατάψυξη και την απόψυξη των μονάδων ΟΠ.Α, πιθανά μέσω του δρόμου της C κινάσης και 

την χρήση της μεθοδολογίας της διπλής πλατφόρμας (dual platform) για τον προσδιορισμό των 

CD34
+
  κυττάρων 

397,406,437
. 

Εκτός της ανωτέρω παρατήρησης, δεν παρατηρήθηκε στατιστικά σημαντική διαφορά 

στους αριθμούς των CD34
+ 
και  CD133

+
 , την εκατοστιαία ανάκτηση και την βιωσιμότητα, 

ανεξάρτητα από την χρονική έκταση της κρυοκατάψυξης ( 6 μήνες με 3 έτη )(Πίνακες 1,2,4.) 

Μια άλλη παράμετρος που είναι εξαιρετικά σημαντική  στην εκτίμηση του αποτελέσματος 

μιας μεταμόσχευσης στελεχιαίων αιμοποιητικών κυττάρων είναι η καταμέτρηση των CFU 

(Colony Forming Units) που αντιπροσωπεύουν το πληθυσμό των CFC(Colony Forming Cells) 

45,96,266,360,438
.  

Στις εικόνες του παραρτήματος παρουσιάζονται διάφορα είδη αποικιών όπως 
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αναπτύσσονται μετά από 14-16 ημέρες επώασης σε ημιστερεό θρεπτικό υλικό μεθυλοκυτταρίνης.  

Τα στελεχιαία κύτταρα  μονάδας ΟΠ.Α., ακόμη και μετά κρυοκατάψυξη διάρκειας 36 

μηνών, επέδειξαν πολλαπλασιαστική ικανότητα, όπως αυτή προσεγγίστηκε με την μέτρηση του 

αριθμού των αποικιών σε καλλιέργεια, αντίστοιχη με εκείνη στελεχιαίων κυττάρων μονάδας 

ΟΠ.Α. πριν την κατάψυξη-παρατήρηση που βρίσκεται σε συμφωνία με παρατηρήσεις άλλων 

ερευνητών 
360,363,366,398,439

.  

Αν και υπάρχει στατιστικά σημαντική συσχέτιση των  TNC τόσο με την ταχύτητα 

εμφύτευσης (engraftment), των μυελοειδών κυττάρων, όσο και των αιμοπεταλίων, όσο και με την 

μακρού χρόνου επιβίωση του μοσχεύματος μετά την μεταμόσχευση, η Migliaccio A.R και συν.
266

, 

μετά από ανάλυση δεδομένων από 562 ασθενών, ανέφεραν ότι η συσχέτιση μεταξύ της TNC 

δόσης και του απαιτούμενου χρόνου για να επιτευχθεί εμφύτευση (engraftment) δεν είναι πλέον 

σημαντική αν χρησιμοποιήσουμε ως παράμετρο εκτίμησης και την CFC δόση και ότι αυτή η 

τελευταία έχει μεγαλύτερο συντελεστή πρόβλεψης, παρά τους περιορισμούς της μεθόδου.  

Ο Larghero και συν. 
440
, μετά από ανάλυση των αποτελεσμάτων 34 ασθενών με 

αιματολογικές κακοήθειες, που υπέστησαν αυτόλογη μεταμόσχευση αιμοποιητικών κυττάρων 

περιφερικού αίματος, κατέληξαν στο συμπέρασμα ότι οι περισσότερο σημαντικές παράμετροι για 

την εκτίμηση της πορείας μιας μεταμόσχευσης και της εμφύτευσης (engraftment) του 

μοσχεύματος ήταν  ο υπότυπος κυττάρων CD34(+)CD38(+)HLA-DR(-) καθώς και ο ολικός 

αριθμός LTC-CFC της έγχυσης. Ακόμη περισσότερο, δεν παρουσιάστηκε στατιστικά σημαντική 

διαφορά στον ολικό απόλυτο αριθμό CFUs (colony forming units) πριν κατάψυξη και μετά την  

απόψυξη οι δε εκατοστιαίες ανακτήσεις (recovery) όλων των ειδών CFUs ήταν άνω του 80% 

(Πίνακες 6,7). 

Άλλοι ερευνητές που χρησιμοποίησαν ηλεκτρομηχανικούς κρυοκαταψύκτες για την 

κατάψυξη των στελεχιαίων αιμοποιητικών κυττάρων, με εκτεταμένο εύρος θερμοκρασιών (-80
0
C 

to -135
0
C) και για διάφορες χρονικές περιόδους, παρουσίασαν ανάλογα αποτελέσματα. 

Ο Pascale Halle και συν. 
225

 ανέφερε 60.8%, 79.6% και 35.6% μέσες ανακτήσεις των 

TNC, CD34
+
 και CFU-GM αντίστοιχα, μετά την απόψυξη με μέση χρονική διάρκεια 6 εβδομάδες 
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κρυοσυντήρησης για τα  PBPC (Peripheral blood progenitor cells) στους -80
0
C, σε ηλεκτρικό 

κρυοκαταψύκτη. Ο Ratajczak και συν.
363

 σύγκριναν την βιωσιμότητα, την ανάκτηση και την 

κλονογονικότητα (clonogenic capacity) των CD34
+
 προελεύσεως μυελού των οστών, μετά από 

ένα μήνα προηγηθήσας κρυοσυντήρησης σε υγρό άζωτο στους -196
0
C ή σε ηλεκτρικό 

κρυοκαταψύκτη στους -80
0
C και κατέληξαν σε παρόμοια συμπεράσματα.  

Οι  Valeri CR και Pivacek LE 
384
, μετά από αξιολόγηση της ανάκτησης και της 

βιωσιμότητας in vitro των κατεψυγμένων PBMCs (Peripheral blood mononuclear cells), 

κατέληξαν στο συμπέρασμα ότι τα  PBMCs μπορούν να παραμείνουν σε κατάψυξη στους -135
0
C 

σε ασκούς πολυολεφίνης για τουλάχιστον 2,4 έτη. Τέλος, Οι  Choi CW και συν. 
366

 ανέφεραν 

ψηλά επίπεδα ανάκτησης (>78%) για τα MNCs, CFU-GM και τα CD34
+
 μετά από 76 ημέρες 

μέση διάρκεια παραμονής στην κρυοσυντήρηση στους -80
0
C. 

Επίσης, ερευνητές που χρησιμοποίησαν στις πειραματικές μελέτες τους στελεχιαία 

αιμοποιητικά κύτταρα που βρίσκονταν σε κατάψυξη σε υγρό άζωτο (-196
0
C) ή σε ατμούς αζώτου 

(-150
0
C) και αξιολόγησαν παραμέτρους όπως TNCs, CD34

+
 ή CFCs, έχουν καταλήξει σε 

παρόμοια συμπεράσματα με εκείνα της παρούσης μελέτης. 

Ο  Alonso και συν. 
399

 μετά μελέτη 25 αποψυγμένων μονάδων που χρησιμοποιήθηκαν για 

μεταμόσχευση σε μια περίοδο 4 ετών, ανέφεραν 81% ανάκτηση για TNCs, 88% βιωσιμότητα και 

76% ανάκτηση των CFUs, μετά την απόψυξη. Ο Rubinstein και συν. 
398

 ανέφεραν απώλειες 8% 

στο μέσο αριθμό TNC ανά αποψυγμένο δείγμα, 39% απώλεια στα έμβια TNC και σχετικά μη 

σημαντικές απώλειες στους αριθμούς CFU, αφού οι μονάδες ΟΠ.Α παρέμειναν τουλάχιστον για 

48 ώρες σε υγρό άζωτο. Ο Vincent Laroche και συν. 
397

 ανέφεραν σημαντική πτώση , περίπου 

18% στον αριθμό των TNC, μετά την φάση της απόψυξης και του πλυσίματος 10 μονάδων ΟΠ.Α, 

παρατήρηση που σχετίζεται με πρότυπες διαδικασίες επεξεργασίας μετά την απόψυξη. Οι ίδιοι 

ερευνητές δεν παρατήρησαν σημαντική διαφορά στον αριθμό των CD34
+
 πριν την κατάψυξη και 

μετά την απόψυξη, αλλά παρατηρήθηκε μια σημαντική πτώση των απόλυτων αριθμών CFU-GM 

(ανά 10
6
 κύτταρα/τρυβλίο) μετά την απόψυξη. Τέλος, ο Broxmeyer και συν. 

360
 δεν ανέφερε 

στατιστικά σημαντικές διαφορές μετά από σύγκριση πριν κατάψυξη και μετά την απόψυξη των 
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TNCs ή των CFU αριθμού αποικιών (CFU-GM,CFU-GEMM και BFU-E), μετά από μακράς 

διάρκειας κατάψυξη ( έως 15 έτη), και ανέφεραν μια μέση εκατοστιαία ανάκτηση 83% για τα 

TNCs και μια μέση τιμή 84-95% ανάκτηση των CFU μετά την απόψυξη. 

Ποιο πρόσφατα, σε κεντρική αναδρομική μελέτη από την Page και συν.
441
, εξετάστηκε  

ένα νέο σύστημα αξιολόγησης των μονάδων ΟΠ.Α. που χρησιμοποιούνται για μεταμόσχευση το 

οποίο περιλαμβάνει αρκετές παραμέτρους οι οποίες μπορούν να προβλέψουν την επιτυχία της 

μεταμόσχευσης ΟΠ.Α. Επιπλέον, η ομάδα ανέφερε ισχυρότερη συσχέτιση μεταξύ των μετρήσεων 

CFCs και της εμφύτευσης του μοσχεύματος (engraftment) μετά την έγχυση, παρά μεταξύ αυτής 

και του αριθμού των TNCs 
442

. 

Τα στελεχιαία αιμοποιητικά κύτταρα (HSCs) χαρακτηρίζονται γενικά από σημαντική 

πολλαπλασιαστική ικανότητα καθώς και, στενά συνδεδεμένη με την πρώτη, ικανότητα 

αυτοανανέωσης. Η αυτοανανέωση (self-renewal) απαιτεί κυτταρική διαίρεση χωρίς την απώλεια 

της αωρότητας (stemness) και της πολυδυνάμου ικανότητας (pluripotentiality) σε τουλάχιστον 

ένα από τα θυγατρικά κύτταρα (ασύμμετρος κυτταρικός πολλαπλασιασμός-asymmetric cell 

division), ενώ ταυτόχρονα η ανακαλλιέργεια μεμονωμένων αποικιών, ειδικά των CFU-GEMM, 

φαίνεται ότι προσφέρει μια εκτίμηση της ικανότητας αυτοανανέωσης 
189,360

. Αν και τα CFU-

GEMM πιθανά δεν διαθέτουν την ικανότητα επαναποικισμού (repopulation) του στελεχιαίου 

κυττάρου, υπάρχουν στοιχεία που δείχνουν ότι ορισμένοι υποπληθυσμοί των CFU-GEMM 

μπορούν να ταξινομηθούν σε μια κατηγορία περισσότερο ώριμων στελεχιαίων αιμοποιητικών 

κυττάρων, παρά σε μια πρώϊμη κατηγορία προγονικών αιμοποιητικών κυττάρων 
360,383

. 

Η παραγωγή από  CFU-GEMM, BFU-E και  CFU-GM αποικιών από ανακαλλιεργηθέντα 

CFU-GEMM υποδεικνύει με σαφήνεια την ικανότητα της αυτό-ανανέωσης από τα εν λόγω CFU-

GEMM, ικανότητα που χαρακτηρίζει τα στελεχιαία αιμοποιητικά κύτταρα 
92,93,160

. 

Στην παρούσα μελέτη, πλάσμα προερχόμενο από τις μονάδες ΟΠ.Α δεν χρησιμοποιήθηκε 

ούτε κατά την επεξεργασία πριν την κατάψυξη, ούτε μετά την απόψυξη έτσι ώστε να αποφευχθεί 

πιθανή επίδραση διαφόρων παραγόντων του πλάσματος 
93,360

. Ακόμα, παρά το γεγονός ότι 

χρησιμοποιήθηκαν παράγοντες ανάπτυξης- Epo, SCF, GM-CSF, IL-3- όλες οι μονάδες ΟΠ.Α 
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καλλιεργήθηκαν κάτω από τις  ίδιες συνθήκες, πριν την κατάψυξη και μετά την απόψυξη. Από τα 

αποτελέσματα δεν διαφαίνεται στατιστικώς σημαντική διαφορά στην ικανότητα ανακαλλιέργειας 

(replating ability) μεταξύ των CFU-GEMM αποικιών που προέρχονταν από καλλιέργειες 

στελεχιαίων κυττάρων πριν την κατάψυξη σε σχέση με τις  CFU-GEMM αποικίες που 

προέρχονταν από καλλιέργειες στελεχιαίων κυττάρων μετά την απόψυξη. Επίσης, δεν 

παρατηρήθηκαν διαφορές στο μέγεθος των αποικιών μεταξύ πρωτογενών και δευτερογενών CFU-

GEMM πριν την κατάψυξη και μετά την απόψυξη. 

Οι διαδικασίες κρυοσυντήρησης, εν γένει, για τις μονάδες ΟΠ.Α απαιτούν ελεγχόμενο 

τρόπο ψύξης που ακολουθείται από τοποθέτηση της μονάδας σε υγρό άζωτο (-196
0
C) ή σε 

ατμόσφαιρα ατμών αζώτου (-150
0
C). Όπως όμως έχει τονιστεί από ορισμένους ερευνητές, οι 

προαναφερθείσες διαδικασίες απαιτούν εξελιγμένα συστήματα παρακολούθησης της 

θερμοκρασίας του αζώτου σε όλο το περιβάλλον του δοχείου, αρκετά μεγάλο απόθεμα φιαλών 

αζώτου και συνεπώς αυξημένο κόστος, ειδικά στις αναδυόμενες οικονομικά χώρες 
238,408

. 

Η χρήση ηλεκτρομηχανικών καταψυκτών για την συντήρηση των μονάδων ΟΠ.Α σε 

θερμοκρασίες παραπλήσιες (-150
0
C) με τη θερμοκρασία των ατμών αζώτου είναι μια πιθανή 

βιώσιμη εναλλακτική λύση, χωρίς τα προαναφερθέντα μειονεκτήματα ενώ ταυτόχρονα η 

συντήρηση των μονάδων ΟΠ.Α. σε ηλεκτρομηχανικό κρυοκαταψύκτη βοηθά σημαντικά στην 

αποφυγή πιθανών επιμολύνσεων και διασποράς λοιμωδών παραγόντων, γεγονότα που έχουν 

συσχετιστεί με την κρυοσυντήρηση σε  συστήματα αζώτου 
287,288,365,443

. Σε σχέση με την 

ασφάλεια της κατεψυγμένης μονάδας, η πιθανότητα επιμόλυνσης και διασποράς λοιμωδών 

παραγόντων μεταξύ κρυοσυντηρούμενων μονάδων ΟΠ.Α., τόσο τοπικά όσο και διεθνώς, θα 

μπορούσε να έχει σοβαρές επιπτώσεις στην κλινική πράξη 
443-45

 

Στην παρούσα μελέτη, αν και δεν χρησιμοποιήθηκαν στοιχεία από να αφορούν την πορεία 

ασθενών μετά την μεταμόσχευση, είναι ενδιαφέρον να σημειωθεί ότι 2 μονάδες ΟΠ.Α. που 

διατηρήθηκαν σε κρυοσυντήρηση στούς -150
0
C και σε ηλεκτρομηχανικό κρυοκαταψύκτη για 

χρονικό διάστημα ενός έτους χρησιμοποήθηκαν με επιτυχία σε μετάμόσχευση στο Νοσοκομείο 

Παίδων «Η ΑΓΙΑ ΣΟΦΙΑ» στα πλαίσια ερευνητικού προγράμματος που αφορούσε την 
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αντιμετώπιση της β-ομόζυγης θαλασσαιμίας σε παιδιά με την μεταμόσχευση μονάδων ΟΠ.Α. 

προερχόμενες από συμβατούς συγγενείς δότες 
446

. 

 

ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ 

Με τη συγκεκριμένη μελέτη, γίνεται σαφές ότι η κρυοσυντήρηση των μονάδων του 

ομφαλοπλακουντιακού αίματος και μάλιστα σε ηλεκτρομηχανικό καταψύκτη με θερμοκρασία 

κατάψυξης -150
0
C δεν είχε σημαντικές επιπτώσεις τόσο πάνω στην πολλαπλασιαστική ικανότητα 

των στελεχιαίων και προγονικών αιμοποιητικών κυττάρων όσο και σε διάφορες άλλες, κριτικής 

σημασίας, στενά συσχετιζόμενες με την προαναφερθείσα ιδιότητα τωνHSPCs,  παραμέτρους που 

ελέγχουν την ποιότητα των μονάδων ΟΠ.Α, ανεξάρτητα από την διάρκεια της κρυοσυντήρησης. 

Οι μεταβολές των ποιοτικών χαρακτηριστικών των μονάδων του ΟΠ.Α. μετά από την 

κρυοσυντήρησή τους σε ηλεκτρομηχανικό κρυοκαταψύκτη και σε θερμοκρασία -150
0
C φαίνεται 

ότι είναι τουλάχιστον συγκρίσιμες με τις αντίστοιχες επίδρασεις της κρυοκατάψυξης στην 

ποιότητα των μονάδων ΟΠ.Α. σε περιβάλλον υγρού  ή ατμών αζώτου, γεγονός που κάνει την 

χρήση ηλεκτρομηχανικών κρυοκαταψυκτών για την συντήρηση των μονάδων ΟΠ.Α., με σκοπό 

την δυνητική επιλογή τους για μεταμόσχευση, μια βιώσιμη εναλλακτική λύση.
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ΠΕΡΙΛΗΨΗ 

 

ΕΙΣΑΓΩΓΗ: Οι μονάδες του ΟΠ.Α. (CB) παραμένουν στην κρυοσυντήρηση σε υγρή 

φάση αζώτου ή ατμούς αζώτου για εβδομάδες έως έτη μέχρι να χρησιμοποιηθούν για 

μεταμόσχευση. Στην παρούσα διατριβή μελετήθηκαν οι επιδράσεις  της κρυοσυντήρησης σε 

ηλεκτρομηχανικό κρυοκαταψύκτη στους -150
0
C πάνω σε κριτικής σημασίας παραμέτρους 

ποιοτικού ελέγχου των συλλογών ΟΠ.Α., όπως η πολλαπλασιαστική ικανότητα των προγονικών 

αιμοποιητικών κυττάρων (HSPCs) των μονάδων του ΟΠ.Α., με τελικό σκοπό και ύστερα από 

μελέτη των αποτελεσμάτων, να προσδιοριστεί η πιθανή μεταβολή τόσο της πολλαπλασιαστικής 

ικανότητας των προγονικών κυττάρων του Ο.Π.Α όσο και άλλων, στενά συσχετιζόμενων με την 

παραπάνω ιδιότητα των HSPCs,  παραμέτρων ποιοτικού ελέγχου των μονάδων του Ο.Π.Α. και 

ταυτόχρονα να εξεταστεί η πιθανή χρήση ηλεκτρομηχανικού κρυοκαταψύκτη στους -150
0
C ως 

εναλλακτικό μέσο της κρυοσυντήρησης  των μονάδων Ο.Π.Α σε υγρή φάση αζώτου ή ατμούς 

αζώτου . 

ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ: Έγινε επεξεργασία 105 μονάδων ΟΠ.Α. σε διαφορετικές 

χρονικές περιόδους (6, 12, 24 και 36 μήνες).  Από κάθε αποψυγμένη μονάδα ελήφθησαν δείγματα 

για κυτταρικές μετρήσεις  (total nucleated cells-TNCs, mononuclear cells-MNCs, CD34
+
, CD133

+
 

). Επιπρόσθετα, ελέγχθηκε η βιωσιμότητα (viability) των κυττάρων με τη χρήση κυτταρομετρίας 

ροής και υπολογίστηκε η εκατοστιαία ανάκτηση (per cent recovery) για κάθε κατηγορία 

κυττάρων. Τέλος,  έγινε υπολογισμός, μετά από μετρήσεις, του απολύτου αριθμού μονάδων 

παραγωγής αποικιών (colony forming units-CFU) και μελετήθηκε η εκατοστιαία ανάκτηση των 

προγονικών αιμοποιητικών κυττάρων με τη βοήθεια κυτταρικών καλλιεργειών.  

ΑΠΟΤΕΛΕΜΑΤΑ: Παρατηρήθηκαν στατιστικά σημαντικές διαφορές  (p<0.05) σε 

ορισμένες μεταβλητές (TNC, MNC, βιωσιμότητα) όταν εξετάστηκαν σε σχέση με τα χρονικά 

διαστήματα κατάψυξης, ενώ άλλες μεταβλητές (CD34
+
, CD133

+
, CFU) παρέμειναν χωρίς 

στατιστικά σημαντικές διαφορές (p=NS) σε σχέση με τα χρονικά διαστήματα παραμονής στην 

κρυοσυντήρηση. 
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ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ: Τα αποτελέσματα υποδεικνύουν ότι τόσο η πολλαπλασιαστική 

ικανότητα των αιμοποιητικών προγονικών κυττάρων του Ο.Π.Α όσο και άλλες, στενά 

συσχετιζόμενες με την πολλαπλασιαστική ικανότητα, κρίσιμης σημασίας παράμετροι ποιοτικού 

ελέγχου των μονάδων Ο.Π.Α. παραμένουν σχετικά σταθερές κατά την κρυοσυντήρηση και ότι η 

χρήση ηλεκτρομηχανικού  κρυοκαταψύκτη στους -150
0
C μπορεί να είναι μια βιώσιμη 

εναλλακτική λύση για τη μακροχρόνια συντήρηση των μονάδων ΟΠ.Α. 
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Abstract in English 

 

 

 

BACKGROUND:  Cord blood (CB) units are stored from weeks to years in liquid or 

vapour phase nitrogen until they are used for transplantation.We examined the effects of 

cryostorage in a mechanical freezer at -150
0
C on the proliferative capacity and other critical 

quality control variables of CB collections and to investigate the possible use of mechanical 

freezers at -150
0
C as an alternative to storage  in liquid (or vapour) phase nitrogen.   

STUDY DESIGN AND METHODS:  One-hundred and five cord blood units were 

thawed and washed at different time intervals (6, 12, 24 and 36 months).  For every thawed CB 

unit, samples were removed and cell enumeration (total nucleated cells-TNCs, mononuclear cells-

MNCs, CD34
+
, CD133

+
 ) was performed. In addition, viability was obtained with the use of flow 

cytometry and recoveries were calculated. Also, total absolute colony forming units (CFU) counts 

were performed and progenitor cell recoveries were studied by clonogenic assays.   

RESULTS:  Significant differences (p<0.05) were observed in certain variables (TNC, 

MNC numbers, viability) when they were examined in relation with time intervals, while others 

(CD34
+
, CD133

+
 ) were relatively insensitive (p=NS) to the duration of time interval the CB units 

were kept in cryostorage condition. 

CONCLUSIONS:  The data presented suggest that cryopreservation of CB units has little 

if no influence on the extensive proliferative capacity of the hematopoietic progenitor cells of the 

CB and that mechanical freezers at -150
0
C may represent an alternative cryostorage condition for 

CB cryopreservation .  

KEY WORDS: Cord blood banking, cryopreservation, mechanical freezers. 
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