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POVZETEK

Seminarska naloga obravnava temo produkcije eritrocitov in vitro in prednosti ter slabosti, ki jih ta prinaša, in deloma izhaja iz priložene laboratorijske študije. Na podlagi raziskave so znanstveniki zaključili, da je človeške embrionalne matične celice mogoče vzgojiti in diferencirati v kisik prenašajoče rdeče krvne celice, ki jih je možno proizvesti v velikih količinah. Iz ugotovitve sledi domneva, da bo v prihodnosti mogoče pridobiti neizčrpno zalogo celic za zdravljenje človeka brez danes nujno potrebnih darovalcev ter brez tveganja za okužbo z boleznimi, prenosljivimi preko krvi. Večina težav, na katere so pri raziskovanju naleteli, je podobna težavam pri gojenju drugih tipov celic, uporabnih v terapevtske namene, zato bo razvoj načina za produkcijo eritrocitov iz embrionalnih matičnih celic najverjetneje utrl pot tudi produkciji ostalih celičnih vrst.
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UVOD

V Sloveniji vsakih 5 minut nekdo potrebuje kri. Ali drugače povedano: v Sloveniji bi vsak dan potrebovali 350 darovalcev krvi. 

Transfuzija krvi je dandanes precej rutinski poseg, odvzem 450 mL krvi namreč traja približno 10 minut in ne zahteva posebne priprave, kljub temu pa se transfuziologi in ostali zdravstveni delavci po vsem svetu srečujejo s številnimi težavami: pomanjkanjem darovalcev, okuženo krvjo, pomanjkanjem krvi določene krvne skupine ali kar krvi na splošno... 
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Nedaleč stran od bolnišničnih ambulant, v laboratorijih, zato pospešeno potekajo raziskave, ki bodo morda v prihodnosti omogočile neomejene zaloge krvi za transfuzijo, primerne za vsakega prejemnika katerekoli krvne skupine. V seminarski nalogi bom predstavila eno izmed študij, ki bi lahko vodila k takemu rezultatu.

CILJI    

V seminarski nalogi želim prikazati rešitev za nekatere transfuziološke težave s produkcijo rdečih krvnih celic iz matičnih celic in razložiti njen pomen, ob tem pa tudi predstaviti delovanje in lastnosti matičnih celic ter rdečih krvnih celic. Seminarsko nalogo sem deloma izdelala na podlagi raziskave z naslovom ”Biological properties and enucleation of red blood cells from human embryonic stem cells”(Biološke značilnosti in odstranitev jeder rdečih krvnih celic iz človeških embrionalnih matičnih celic), katere izvleček prilagam na koncu naloge.  

MATIČNE CELICE 

KAJ SO MATIČNE CELICE 

Čeprav je človeško telo sestavljeno iz več kot 200 različnih tipov celic, imajo prav vse skupen izvor-oplojeno jajčece, ki je nastalo po združitvi jajčne celice in semenčice. V takem zgodnjem embriju se nahajajo matične celice (MC), iz katerih nastanejo vse te celice. V času zgodnjega razvoja, pa tudi kasneje v življenju, se iz različnih vrst MC razvijejo specializirane (ali diferencirane) celice, ki opravljajo v telesu specifične funkcije, na primer koža, kri, mišice in živčne celice. Bistvena lastnost MC je zmožnost, da se lahko bodisi samoobnavljajo (ali regenerirajo) bodisi proizvajajo specializirane tipe celic. Tako lahko telo tudi v odraslem obdobju obnovi poškodovana, obrabljena ali okvarjena tkiva in s tem omogoča njihovo normalno delovanje. Prav zaradi tega postajajo MC vedno bolj zanimive tudi za znanstvenike, ki z njihovo pomočjo iščejo načine, kako bi nadomestili izgubljene ali poškodovane celice, ki jih telo samo ne more obnoviti, ter tako odpirajo nova področja raziskovalne medicine, ki ji sledita farmacevtska in biotehnološka dejavnost. 
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Ilustracija 2: Matične celice se imenujejo zato, ker se iz njih razvijejo vse ostale celice

MC lahko dandanes vzgojimo in spremenimo v specializirane celice z lastnostmi celic različnih tkiv s pomočjo celične kulture. Plastične tMC (tkivne matične celice) iz različnih virov, vključno s popkovnico in kostnim mozgom, že vrsto let uporabljajo v medicinske namene, prav tako se znanstveniki trudijo, da bi našli nove načine zdravljenja s pomočjo embrionalnih maričnih celic (eMC).    

LASTNOSTI MATIČNIH CELIC

Matične celice (MC) so maloštevilna populacija nespecializiranih celic, ki jih najdemo v večini mnogoceličnih organizmov. Glavni lastnosti, ki jih označujeta sta samoobnavljanje - zmožnost, da se lahko nediferencirana mitotično deli skozi mnogo ciklov, in pa sposobnost   diferenciacije v specializirane celične tipe; v ožjem smislu le toti- in pluripotentne, v širšem pa tudi multi- in unipotentne celice. Celice po zmožnosti diferenciacije razdelimo na:

· Totipotentne (tudi omnipotentne) MC, ki se lahko diferencirajo v embrionalne in ekstraembrionalne celične tipe, torej lahko tvorijo vse celične vrste. Nastanejo z združitvijo jajčne celice in semenčice, take pa so tudi celice po prvih delitvah oplojene jajčne celice; 

· pluripotentne MC, ki izvirajo iz totipotentnih in se lahko diferencirajo v vse tri celične plasti, torej mezoderm, ektoderm in endoderm. Take so na primer krvotvorne matične celice; 

· multipotentne MC, ki izvirajo iz pluripotentnih in se lahko diferencirajo v več celičnih vrst, ki pa izhajajo iz ožjega izbora med seboj sorodnih celic. Take so na primer hematopoetske MC, ki se diferencirajo v rdeče krvne celice, bele krvne celice,...;

· oligopotentne MC, ki izvirajo iz multipotentnih in se lahko diferencirajo v zelo omejeno število celičnih vrst in jih imenujemo tudi celice prednice (ali progenitorji). Take so na primer limfoidne in mielidne MC;

· unipotentne MC, ki izvirajo iz oligopotentnih in se sicer lahko razvijejo le v eno vrsto celice, imajo pa zmožnost samoobnavljanja, ki jih loči od običajnih celic. Take so na primer mišične MC. 

Značilnost (nekaterih) MC je tudi plastičnost, tj. sposobnost prilagoditve in spremembe, ko celice iz njihovega naravnega okolja presadimo v novo mikrookolje ter le-te pridobijo lastnosti, ki ustrezajo novemu okolju.    

Novejše znanstvene raziskave govorijo tudi o induciranih pluripotentnih MC (IPMC), ki so vrsta pluripotentnih MC, ki so umetno vzgojene iz nepluripotentnih celic, tj. večinoma odraslih somatičnih celic, s prisilnim izražanjem določenih genov. IPMC naj bi bile identične naravnim pluripotentnim MC, kot so na primer embrionalne MC, v več pogledih, kot so med drugimi tudi: izraženje določenih genov in proteinov, značilnih za MC, zmožnost tvorbe embrioidnega telesa, tvorba teratomov ter zmožnost diferenciacije, vendar natančno povezavo med vrstama MC še preučujejo. Tvorba IPMC iz človeških celic leta 2007 je pomemben korak v raziskovanju MC, saj omogoča neomejeno uporabo pluripotentnih MC, ki so pomembne za raziskave in v prihodnosti tudi klinično rabo, brez kontroverzne uporabe embrionalnih MC. 
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Ilustracija 3: Inducirane pluripotentne MC pridobljene s pomočjo virusnega vnosa DNA v somatske celice

VRSTE MATIČNIH CELIC 

MC lahko najdemo v vsakem izmed nas, od prvih začetkov našega življenja do njegovega konca, vendar nimajo vse vrste MC enakih lastnosti. Medtem ko se embrionalne matične celice (eMC), ki izvirajo iz najzgodnejših začetkov človeškega razvoja, lahko razvijejo v katerokoli telesno celico, iz odraslih(pravimo jim tudi tkivne) matičnih celic (tMC) lahko nastanejo samo določene vrste specializiranih celic. MC, ki se nahajajo v novorojenčkovi popkovini in posteljici se lahko razvijejo v različne tipe krvnih celic. 

EMBRIONALNE MATIČNE CELICE: Blastocista je še nevgnezdeni zarodek, ki nastane približno 5 dni po oploditvi jajčne celice s spermijem. Čeprav je manjša od zrnca mivke, vsebuje ves material, potreben za nastanek človeškega bitja. V njeni notranjosti se nahaja 30-34 celic, ki jih znanstveniki imenujejo pluripotentne, saj se lahko diferencirajo v katerokoli vrsto celice našega telesa. To so embrionalne matične celice. V normalnih pogojih se blastocista vgnezdi v steno maternice in se prične razvijati v zrel organizem. Njene zunanje celice oblikujejo posteljico, notranje pa se začnejo diferencirati v čedalje bolj specializirane celice človeškega telesa. V primeru znanstvene uporabe blastocitste pa je le-to (ponavadi le notranjo celično maso) potrebno (še pred vgnezditvijo) preseliti v mikrookolje, kjer se vzpostavijo razmere, primerne za razvoj MC. EMC so se izkazale za veliko bolj prilagodljive od tMC, saj se lahko razvijejo v katerokoli celico, lažje jih pridobivajo in v laboratorijih jih lažje vzdržujejo. Ker lahko znanstveniki dosežejo, da se eMC nediferencirano delijo zelo dolgo časa, je za niz celic, nujnih za raziskave, potrebnih le nekaj eMC. Kljub temu pa se nekaterim to zdi moralno vprašljivo, saj se po odvzemu notranje celične mase blastocista nikakor ne more razviti v človeško bitje.
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Ilustracija 4: EMC se lahko razvijejo v katerokoli celico našega telesa

V znanstvene namene večinoma uporabljajo blastociste, nastale s postopkom oploditve in vitro (tj. v umetnem okolju), v zadnjem  času pa se uporablja tudi t.i. terapevtsko kloniranje, pri katerem jedro jajčne celice nadomesti jedro ali cela somatska celica darovalca.  Postopek se imenuje kloniranje, ker ima blastocista, ki pri tem nastane, enak DNK kot celica darovalca in je torej njegova genetska ‘kopija’. EMC terapevtsko klonirane blastociste nato vzgojimo na enak način kot in vitro pridobljene blastociste, tj. v posebni laboratorijski kulturi, kjer se nediferencirane celice množijo, dokler jih zaradi potrebe po specifikaciji celic ne preselimo v drugo mikrokulturo. Ker eMC še nimajo razvitih nadzornih genetskih mehanizmov, lahko pri njihovi direktni aplikaciji v človeškem telesu pride do nastanka tumorjev teratomov, zato je nujno, da eMC usmerimo v nastanek celic tkiva, katerega celice želimo pridobiti. Zaenkrat pa ostaja klinična uporaba eMC še vprašljiva, tako zaradi etičnih pomislekov, ki so marsikje zaustavili znanstveno proučevanje teh celic, kot tudi izpopolnitev, ki jih morajo pri produciranju takih celic še doseči, da bo njihovo delovanje enako delovanju normalnih celic.

MATIČNE CELICE IZ POPKOVNICE IN POSTELJICE: Iz popkovnične krvi in posteljice že dolgo pridobivajo matične celice, ki jih uporabljajo za zdravljenje predvsem krvnih bolezni. Tako pridobljene celice so namreč večinoma krvotvorne matične celice, nekaj pa je tudi mezenhimskih, vendar možnosti za njihovo uporabo v medicinske namene znanstveniki še proučujejo. Take celice tudi ne vzbujajo etičnih zadržkov, saj sta tako popkovnica kot posteljica po porodu odvečno tkivo, ki ju ponavadi zavržejo. 
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Ilustracija 5: Popkovnične MC se lahko razvijejo v krvne celice

TKIVNE MATIČNE CELICE: Odrasle ali tkivne (tudi somatske) matične celice(tMC) so celice razvitega organizma, ki niso še diferencirane in imajo zmožnost, da se delijo v celice, kakršne so same (da se samoobnavljajo), ali pa iz njih nastajajo bodisi različni tipi celic tkiva, v katerem se nahajajo (multipotentne MC) bodisi ena vrsta celica tega tkiva (unipotentne MC). Zadnje raziskave pa kažejo celo na plastičnost nekaterih tMC, na primer v kostnem mozgu. TMC v telesu skrbijo predvsem za obnavljanje poškodovanih ali obrabljenih tkiv, torej nadomeščajo obrabljene in poškodovane celice. Nahajajo v najrazličnejših tkivih, od zobne pulpe do možgan, v medicini pa je že uveljavljena uporaba krvotvornih matičnih celic (kMC) iz kostnega mozga. S presaditvijo kMC danes zdravijo vrsto bolezni, predvsem različne oblike levkemij ter različne imunske in genske bolezni (med njimi talasemijo in osteopetrozo), vendar je za uspešno klinično transplantacijo potrebna tkivna skladnost med darovalcem in prejemnikom, ki pa je zelo redka, zato je nujna mednarodna organiziranost, ki omogoča izmenjavo kostnega mozga (v organizaciji Bone Marrow Donors Worldwide je tudi Slovenija). 
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Ilustracija 6: Tkivne matične celice

UPORABA MATIČNIH CELIC 

Trenutno je uporaba MC v klinični medicini še na začetku svoje poti, čeprav KMC, MC iz popkovnične krvi in nekatere druge tMC že uporabljajo pri zdravljenju različnih bolezni. Pri tem ima uporaba lastnih celic nekaj prednosti pred uporabo tujih, saj pri njihovi presaditvi ne pride do zavrnitvene reakcije, ima pa tudi nekaj slabosti: z lastnimi celicami ne moremo zdraviti dednih bolezni, tehnologija shranjevanja lastne popkovnične krvi za obdobje nekaj desetletij še ni preizušena. Kljub temu je s pomočjo obojih mogoče zdraviti več vrst raka(npr. levkemije, limfome), prirojene motnje hemoglobina(npr. anemijo srpastih celic, talasemijo), prirojene motnje metabolizma(npr. Lesch-Nyhanov sindrom), prirojene oblike imunske pomanjkljivosti(npr. kronično granulomatozo) in še nekatere druge dedne bolezni(npr. osteopetrozo). Čeprav je uporaba MC večinoma še omejena na celice v suspenziji, vedno nove raziskave dokazujejo, da postaja regenerativna medicina s pomočjo MC ena najhitreje rastočih panog medicine, ki bo gotovo prinesla nova odkritja in nove rešitve za številne(morda doslej neozdravljive) bolezni in okvare. Poleg same klinične uporabe pa raziskave MC omogočajo tudi napredek na drugih področjih medicine, saj s preučevanjem molekularnih mehanizmov eMC dobimo tudi vpogled v ontogenetski razvoj človeka v zgodnji fazi razvoja.   Napredek pri proučevanju tMC pa odstranjuje tudi nekatere etično-moralne ovire, ki so pogosto izražene ob delu z eMC. 

ERITROCITI 

KAJ JE ERITROCIT 

Rdeče krvničke ali eritrociti so krvne celice, ki oskrbujejo telo s kisikom. Morfološko so to med 6 in 8 µm velike sploščene celice brez jeder, zaradi česa je njihov osrednji del vbočen. Večino eritrocita zavzema hemoglobin, barvilo, ki mu daje značilno rdečo barvo. Eritrociti namreč nimajo večine običajnih celičnih organelov - so brez jedra, endoplazmatskega retikuluma, mitohondrijev in ribosomov, ki se izločijo iz celice med njenim zorenjem. Ker posledično ne morejo rasti ali se deliti, lahko rdeče krvničke(kot jih tudi imenujejo) nastanejo edino iz matičnih celic. Njihova življenjska doba je približno od 100 do 120 dni, nato izrabljene eritrocite fagocitirajo in prebavijo makrofagi v ledvicah ali vranici.
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ZGRADBA ERITROCITA

Membrana eritrocita je sestavljena iz
dvoslojne lipidne membrane(ali plazmaleme), integralnih beljakovin in beljakovinskega ogrodja. 

Glavne sestavine fosfolipidne membrane so fosfolipidi in neesterificirani holesterol. Fosfolipidi tvorijo dvoslojno membrano tako, da so hidrofilni (tj. tisti, ki se z vodo  privlačijo) deli na zunanji in notranji površini, hidrofobni (tj. tisti, ki se od vode zaradi svoje nepolarnosti odbijajo) deli pa segajo z obeh strani v notranjost membrane. V zunanjem sloju se nahajata predvsem lecitin in sfingomielin, na notranjem pa fosfatidilserin in fosfatidiletanolamin. Transmembranski oz. integralni beljakovini sta  glikoforin in beljakovina 3. S pomočjo teh beljakovin je fofolipidna membrana pritrjena na beljakovinsko ogrodje. Beljakovina 3 omogoča tudi prenos kloridnih (Cl-) ter bikarbonatnih (HCO3-) anionov, zato je anionski izmenjevalec. Glavna sestavina beljakovinskega ogrodja celice(ali citoskeleta) je vlaknasta beljakovina spektrin. Zaradi take zgradbe je eritrocit upogljiv in odporen proti strižnim silam, kar mu omogoča, da pri prehodu skozi kapilare spreminja obliko. 

NASTAJANJE ERITROCITOV 

V telesu odraslega nastane vsak dan približno 2-3 10^13 krvnih celic, od tega je približno 10^11 rdečih krvnih celic. Proces nastajanja krvnih celic imenujemo hematopoeza, nastajanje eritrocitov pa eritropoeza. 

HEMATOPOEZA

Kri vsebuje številne tipe celic z zelo različnimi funkcijami, od transporta kisika do tvorbe protitelesc, kljub temu pa jih združujejo nekatere razvojne značilnosti. Vse imajo omejeno življenjsko dobo, nastajajo redno vse človekovo življenje in, kar je najbolj presenetljivo, vse izhajajo iz skupne matične celice v kostnem mozgu. Taka hematopoetska matična celica je torej pluripotentna, saj se iz nje lahko razvijejo dokončno diferencirane krvne celice vseh vrst, pa tudi nekatere druge celice, ki pa jih v seminarski ne bom obravnavala.  

Z izrazom hematopoeza (tudi hematogeneza) označujemo proces tvorbe in razvoja raznih tipov krvnih telesc. V zarodku se hematopoeza vrši v skupinah celic v ekstraembrionalnem mezodermu, imenovanih tudi krvni otočki, pri odraslem človeku pa krvne celice nastajajo predvsem v rdečem kostnem mozgu (tj. medularna hematopoeza), pa tudi v sekundarnih limfoidnih organih, kot so vranica, jetra in bezgavke (ekstramedularna hematopoeza). Pri otrocih poteka medularna hematopoeza v kostnem mozgu dolgih kosti (stegnenici in golenici), pri odraslih pa še v lobanji, medenici, hrbtenici in prsnici.

[image: image6.png]Multipotential hematopoletic
stem cell

(Hemocytoblast)
Common myeloid Common lymphoid
progenitor progenitor

olo.@ °

* Erythrocyte Mast cell

o St ymonocye
st Natural killer cell

(Large granular lymphocyte)

[ 8 lymphacyte T ymphocyte
i

Basophil  Neutrophil  Eosinophil S U S

Plasma cell

Macrophage




Ilustracija 8: Shema hematopoeze

Nove krvne celice s hematopoezo nastajajo iz hematopoetskih matičnih celic (hMC). Ko hMC rastejo in se razmnožujejo, nekaj njihovih hčerinskih celic ostane hMC, da bi preprečile izčrpanje zaloge MC, iz katere nastajajo celice, ostale pa se razvijejo bodisi v mieloične bodisi v limfoidne celice prednice (tudi progenitorske celice), iz katerih se nato razvijejo vse vrste krvnih celic. Čeprav se progenitorske celice (ang. 'committed progenitor cells') delijo zelo hitro, je število njihovih delitev omejeno; po določenem času se razvijejo v dokončno diferencirane celice, ki se ponavadi ne delijo več in kmalu odmrejo. Celice pa lahko odmrejo tudi v kateremkoli prejšnjem koraku, saj je njihova pojavnost odvisna od potreb telesa, ki na celice vplivajo z mikrookoljem. Determinacija celice je namreč odvisna od okolja, v katerem se celice diferencirajo. Po stohastični teoriji se nediferencirane krvne celice spremenijo v specifične celične tipe naključno, hematogenetsko mikrookolje pa omogoči preživetje nekaterih celic na eni strani, na drugi pa povzroči apoptozo (programirano celično smrt) nekaterih drugih celic. S takim reguliranjem telo vzpostavlja želeno oz. potrebovano ravnotežje med številom različnih krvnih celic. Različne vrste krvnih celic se namreč odzivajo na različne spremembe v mikrookolju, ki nanje lahko deluje s fiziološkimi regulatorji - na primer hormon eritropoetin uravnava nastanek eritrocitov.

HEMATOPOETSKE MATIČNE CELICE SE NAHAJAJO V KOSTNEM MOZGU

Različne vrste krvnih celic in njihovih neposrednjih predhodnic v kostnem mozgu zlahka prepoznamo zaradi njihove drugačne zunanjosti, mnogo teže pa je identificirati celice, iz katerih so prej omenjene nastale. Preden se začnejo celice vidno diferencirati, so si navidez zelo podobne in nimajo nikakršnih zunanjih značilnosti, po katerih bi jih ločili od drugih celic, zato jih lahko določijo le s preizkusom, ki vključuje opazovanje naslednic teh celic. Tega je mogoče opraviti in vitro s preprostim opazovanjem značilnosti kolonije ali kolonij celic, ki so se razvile v kulturi iz predniške celice, ali pa in vivo z opazovanjem organizma, katerega manjkajoče celice nadomestijo s hMC, ki mu omogočijo preživetje. 

ERITROPOEZA

Eritropoeza poteka v kostnem mozgu, kjer se iz osnovne pluripotentne MC najprej razvije multipotentna mieloična celica, ta pa v usmerjene MC eritroblastne (eritroblast je predhodnik eritrocita, ki še vsebuje jedro) vrste. Šele iz matičnih celic, usmerjenih v rdečo vrsto, se lahko prepozna značilne predhodnike, ki jih je morfološko mogoče razlikovati od drugih celic. Iz praeritroblasta se razvije bazofilni eritroblast, sledi polikromatični eritroblast, za njim pa ortokromatični eritroblast. Ko ta izgubi jedro, nastane retikulocit. Ta dozori v eritrocit, ki se izloči v periferno kri in postane zrel po približno 1 dnevu. 

Eritropoetin je glavni faktor, ki v stanju hipoksije (pomanjkanja preskrbe kisika v tkivih) stimulira nastanek proeritroblastov iz hemopoetskih maticnih celic in pospeši nadaljnjo eritropoezo. Ko se v krvi stvori dovolj eritrocitov za zadosten prenos kisika do tkiv, se količina eritropoetina zmanjša. Veliko večino eritropoetina izločajo celice v ledvicah, ki zaznajo zmanjšano oksigenacijo tkiva. Izločanje naj bi pospešila tudi hipoksija v drugih delih telesa, pri čemer imata  veliko vlogo predvsem adrenalin in noradrenalin. 

NALOGE ERITROCITOV

Glavna naloga rdečih krvnih celic je prenos kisika, kar omogoča hemoglobin, hemoprotein, ki zavzema večino eritrocita in mu kot barvilo daje tudi značilno rdečo barvo. Hemoglobin sestavljata dva glavna dela: hem in globin. Globin je skupno ime za štiri zavite polipeptidne verige, ki obdajajo v sredini nebeljakovinski del molekule, imenovane hem. Hem je sestavljen iz štirih pirolovih obročev in železa. Na železove katione, ki so vgrajeni v heme hemoglobinskih molekul, se veže kisik. En hem lahko veže nase eno molekulo kisika, torej lahko ena molekula hemohlobina veže štiri molekule kisika. Ker je železo nujno za vezavo kisika na hemoglobin sta za tvorbo in dozorevanje rdečih krvničk nujno potrebna zadostna količina železa in beljakovin.  Hemoglobin se zelo razlikuje med posameznimi vrstami, vendar pa se variacije med vrstami hemoglobina pojavljajo tudi med posameznimi skupinami ljudi kot posledica mutacij. V eritrocitih odraslega človeka je največ  hemoglobina A (dve α in dve ß verigi globina), majhen odstotek hemoglobina A2 (dve α  in dve ∂ verigi globina) in omejeno število hemoglobina F (dve α in dve γ verigi globina), ki se nahaja pretežno v fetusu. Eritrocit potuje od pljučnih mešičkov, kjer se kisik nahaja, do vsake celice telesa, kjer se kisik sprosti, in je zato je tudi manjši od večine celic. Na hemoglobin se veže tudi nekaj odpadnega ogljikovega dioksida, vendar se večina kot bikarbonat raztopi v plazmi. 

VLOGA HEMOGLOBINA PRI TRANSPORTU O2, CO2 IN REGULACIJI pH V KRVI             
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Ilustracija 9: Hemoglobin-zelene strukture so hemski, modre in rdeče pa globinski deli

Kisik se po krvi prenaša predvsem s hemoglobinom, katerega koncentracija je 150g/L krvi. 1g hemoglobina reverzibilno veže 1,34ml O2, zato je vsebnost O2 v arterijski krvi 200mL, v venski pa 150mL/L krvi. Afiniteta (tj. privlačnost) hemoglobina do kisika se poveča z vezavo vsake nove molekule, zato je saturacijska krivulja sigmoidna (v obliki črke S). Na drugo mesto hemoglobina se lahko veže CO2 (z večjo afiniteto kot O2). Hemoglobin je glavni nebikarbonatni pufer ECT. Deluje kot šibka kislina, zato se ravnotežje spodnje reakcije ob dodatku močne kisline pomakne v levo.

 CO2 + H2O → H2CO3  ↔ HCO3- + H+ 

Hemoglobin torej pomaga uravnavati pH krvi.

UMETNA VZGOJA ERITROCITOV IZ ČLOVEŠKIH eMC 

Človeška eritrogeneza je zapleten večstopenjski proces,  ki sega od diferenciacije zgodnjih eritroidnih celic prednic (progenitorjev) do odraslih eritrocitov.  Raziskava je pokazala, da je mogoče diferencirati in  razvijati človeške embrionalne matične celice (čEMC ali po angleško hESC-human embryonic stem cells) v funkcionalne eritrocite, ki so zmožni prenašati kisik, v večjih količinah (tj. 10^10 do 10^11 celic na  pladenj). To je prva raziskava, v kateri je saturacijska krivulja kisika hESC primerljiva s saturacijsko krivuljo kisika v ‘normalnih’ rdečih krvnih celicah in se odziva na spremembe pH in spremembe v koncentraciji 2,3 - difosfoglicerata.  Čeprav se je v celicah večinoma pojavljal fetalni in embrionalni globin (α in γ verige), se je po nadaljnjem dozorevanju in vitro razvil tudi hemoglobin odraslega človeka z  β-verigami. Polimerazna verižna reakcija in specifična imunoflorescentna analiza globinske verige sta pokazali znatno pogostejše pojavljanje β-globina (od 0% se je povečalo na 16% prisotnost) in vitro. Nadalje so celice dosegle več pomembnih mejnikov v procesu dozorevanja, vključno z zmanjšanjem velikosti, povečano prisotnostjo kondenzacije kromatina ter jedra.  Slednjemu je v več kot v 60% primerov sledilo ‘izločenje’ jedra in nastanek eritrocitov s premerom od 6 do 8 µm. Dobljeni rezultati dokazujejo, da je človeške EMC mogoče diferencirati in vzgojiti v funkcionalne eritrocite v večjih količinah. 

TRANSFUZIJA KRVI

Prve moderne transfuzije krvi so bile opravljene pred več kot 100 leti, približno 70 let prej kot prve presaditve organov, saj so rdeče krvne celice med najenostavnejšimi celicami človeškega telesa. Precej enostavno jih je pridobiti in hraniti, poleg tega pa nimajo jedra, zato so manj imunogene od večine ostalih celic ter ne povzročajo tumorjev. Prav te značilnosti so tudi vzrok zanimanju številnih znanstvenikov, ki preučujejo človeške eMC. Večina težav (opisanih v naslednjem poglavju) na katere so pri raziskovanju naleteli, je podobna težavam pri gojenju drugih tipov celic, uporabnih v terapevtske namene, zato bo razvoj načina za produkcijo eritrocitov iz eMC najverjetneje utrl pot produkciji ostalih celičnih vrst.

O ŠTUDIJI

Raziskavo so v sodelovanju izvedli Raziskovalni in razvojni center Advanced  Cell Technology (Worcester, MA), Illionoiška univerza (Chicago, IL) in Klinika Mayo (Rochester, MN) v ZDA. Objavljena je bila v medicinski reviji Blood (sl. ‘Kri’), ki je preverila izpolnjevanje vseh kriterijev za laboratorijsko raziskavo.   

Namen študije je bil pokazati, da je iz človeških eMC mogoče vzgojiti in v večjih količinah proizvajati kisik prenašajoče rdeče krvne celice(eritrocite). Znanstvena skupina je pri tem uporabila štiri linije MC za tritedensko laboratorijsko raziskavo, ki je potekala na štirih stopnjah: 

· tvorba linije rdečih krvnih celic iz nediferenciranih MC

· oblikovanje in razširjenje celic prednic, iz katerih se razvijejo rdeče krvne celice

· diferenciacija celic prednic v rdeče krvne celice

· ‘oplemenitenje’ rdečih krvnih celic. 

Po produciranju eritrocitov so preučili še njihove lastnosti, kot je na primer zmožnost prenašanja kisika, in krvne skupine z iskanjem A ali B in Rh antigenov (krvna skupina 0 nima antigenov).  

REZULTATI RAZISKAVE 

Raziskava je pokazala, da so pridobljene celice še vedno izkazovale določene fetalne in embrionalne strukture (hemoglobin), vendar so z dozorevanjem pridobile značilne strukture (veriga ß-globina v hemoglobinu) odraslih rdečih krvnih celic, ki so se po kultivaciji v laboratoriju od 0% povzpele na 16% izraženost. Prav tako so se v celicah vršile strukturne in jedrne spremembe z veliko pojavnostjo hemoglobina, s katerimi so se približale normalnim eritrocitom. Kljub tem spremembam so pridobljene rdeče krvničke ostale nekoliko večje od običajnih. Kapaciteta prenašanja kisika in odzivi na spremembe kislosti so bili primerljivi z normalnimi vrednostmi. Krvne skupine pridobljenih celic so se razlikovale glede na linijo MC, iz katerih so izhajale. 

Znanstveniki so zaključili, da je človeške eMC mogoče vzgojiti in diferencirati v kisik prenašajoče rdeče krvne celice, ki jih je možno proizvesti v velikih količinah. Iz ugotovitve sledi domneva, da bo v prihodnosti mogoče pridobiti neizčrpno zalogo celic za zdravljenje človeka brez danes nujno potrebnih darovalcev.

OVIRE
Kljub uspehom raziskave bodo morali znanstveniki pred lansiranjem masovne produkcije rdečih krvnih celic odstraniti še nekatere ovire.

Najprej bodo morali znanstveniki razviti metodo proizvodnje, ki bo ekonomsko ugodna in bo hkrati zagotovila čim večje število celic, saj je obsežnost produkcije ena najpomembnejših faktorjev pri praktični uporabi eritrocitov za transfuzijo. Znanstveniki so v obravnavani raziskavi ustvarili nad 10^9 rdečih krvničk, kar je mnogo več, kot je znanstvenikom uspelo proizvesti v prejšnjih raziskavah. Kljub temu bo za industrijsko proizvodnjo potrebnega še nekaj biološkega inženiringa, saj povprečna 220 mL vrečka transfuzijske krvi vsebuje približno 2x10^12 krvničk.

Naslednji cilj bo proizvodnja funkcionalno popolnoma normalnih celic, saj je veliko eritrocitov, pridobljenih iz eMC v raziskavi, vsebovalo embrionalni ali fetalni fenotip, kar se kaže tudi v vsebnosti embrionalnega ali fetalnega hemoglobina, ki je ponavadi prisoten v zgodnjem obdobju embrionalnega ali fetalnega razvoja. Take celice pa so (najverjetneje) neprimerne za transfuzijo, saj so si odrasle in fetalne ali embrionalne rdeče krvne celice preveč različne. Poleg prave razvojne starosti morajo celice brezhibno opravljati tudi vse funkcije odraslih rdečih krvničk. Raziskava je pokazala, da je saturacijska krivulja kisika(tj. krivulja nasičenosti hemoglobina s kisikom) pridobljenih eritrocitov primerljiva s saturacijsko krivuljo kisika normalnih eritrocitov ter da se enako odzivajo na spremembe pH-ja in spremembe koncentracij 2,3-difosfoglicerata (tj. snov, ki kontrolira prenos kisika iz eritrocitov v tkiva in se ponavadi uporablja za preiskave ob primanjkljaju ali presežku rdečih krvničk). Še vedno pa je treba v nadaljnje raziskave vključiti problem relativne kratkoživosti in vitro pridobljenih eritrocitov in pa razviti načine za eliminacijo morebitnih nediferenciranih celic, ki bi lahko v telesu prejemnika povzročile tumorje.  

PREDNOSTI
Ko bodo odstranjene vse ovire umetnega pridobivanja eritrocitov(kar naj bi se zgodilo v prihodnjih 2-3 letih), bo morda transfuzija krvi, kakršno poznamo danes, postala stvar preteklosti. Če bo znanstvenikom uspelo proizvesti popolnoma normalno delujoče eritrocite iz MC krvne skupine 0-, ki je kompatibilna z vsemi ostalimi krvnimi skupinami, bo to pomenilo neomejene zaloge rdečih krvnih celic, s katerimi bo mogoče zdraviti prav vsakogar, ki bo potreben transfuzije. S tako transfuzijo se ne bo mogoče okužiti z boleznimi, kot so HIV, hepatitis C ali Creutzfeldt-Jakobova bolezen ter mnoge druge, ki predstavljajo grožnjo za prejemnike klasične transfuzije. Na tak način tudi ne bo prišlo do pomanjkanja zalog, kot se to pogosto dogaja v sedanjem času, tudi v razvitih državah, kot je Velika Britanija. Prav tako se bo s pomočjo pridobljenih eritrocitov mogoče izogniti presaditvam kostnega mozga in s tem zavrnitvi imunološko nekompatibilnega darovalca, saj je kompatibilnost v splošnem zelo redka, sploh med nesorodnimi osebami. Umetno pridobivanje rdečih krvnih celic bo torej precej razbremenilo krvne banke in transfuzijske centre ter predvsem omogočilo zdravljenje transfuzije potrebnega človeka brez vsakršnega bolezenskega tveganja.   

VPRAŠANJA ZA KOLOKVIJ
-KJE NAJDEMO MATIČNE CELICE? Različne vrste matičnih celic najdemo v zarodku ali embriju(v blastocisti), v popkovnični krvi, v posteljici in v nekaterih tkivih zrelega človeškega organizma, kot je na primer kostni mozeg.

-KATERE SO PREDNOSTI PRIDOBIVANJA ERITROCITOV IZ MATIČNIH CELIC? Neomejene zaloge krvi za transfuzijo vseh krvnih skupin, izključitev možnosti za bolezensko okužbo s transfuzijo...

-KATERE SO SLABOSTI PRIDOBIVANJA ERITROCITOV IZ MATIČNIH CELIC? Tako pridobljeni eritrociti še vsebujejo embrionalni ali fetalni hemoglobin z γ-verigami globina, relativna kratkoživost takih eritrocitov... 
PRILOGA: IZHODIŠČNI ČLANEK
Biological properties and enucleation of red blood cells from human embryonic stem cells
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Human erythropoiesis is a complex multistep process that involves the differentiation of early erythroid progenitors to mature erythrocytes. Here we show that it is feasible to differentiate and mature human embryonic stem cells (hESCs) into functional oxygen-carrying erythrocytes on a large scale (1010 to 1011 cells/six-well plate hESCs). We also show for the first time that the oxygen equilibrium curves of the hESC-derived cells are comparable to normal red blood cells (RBCs) and respond to changes in pH and 2,3-diphosphoglyerate. Although these cells mainly expressed fetal and embryonic globins, they also possessed the capacity to express the adult definitive -globin chain upon further maturation in vitro. PCR and globin chain specific immunofluorescent analysis showed that the cells increased expression of -globin (increased from 0% to over 16%) after in vitro culture. Importantly, the cells underwent multiple maturation events, including a progressive decrease in size, increase in glycophorin A expression, and chromatin and nuclear condensation. This process resulted in extrusion of the pycnotic nuclei in up to over 60% of the cells generating RBCs with a diameter of approximately 6-8 µm. The results show that it is feasible to differentiate and mature hESCs into functional oxygen-carrying erythrocytes on a large scale.
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