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ESTUDIO IN VITRO DE PROGENITORES HEMOPOYETICOS DE SANGRE DE CORDON

UMBILICAL HUMANO FRENTE A DIFERENTES CITOQUINAS Y SUERO AUTOLOGO

MERCEDES ALEMAN, CATALINA C. BIANCHI de DI RISIO
Instituto de Investigaciones Hematoldgicas, Acadamia Nacional de Medicina, Buenos Aires

Resumen Con el fin de lograr la expansitn celular de SCUH se realizaron cultivos de

189 muestras, determinandose nimero y tipo de progenitores hemopoyéticos,
la capacidad de estos progenitores de proliferar por largos periodos y el poder estimu-
lante del suero de cada muestra. En cada caso se efectuaron los siguientes ensayos: a)
€D de CFU-GM, CFU-GEMM y BFU-E en MS de SCUH y MO enfrentados a CSF, suero
de MO y suerc de SCUH b) CLT de 35 dias de duracién en medio liquido, en presencia
de (IL-3+CSF-GM+5CF) o SA. Cada 7 dias se recogié la mitad del medio de cultivo y se
agregd medio fresco y citoquinas. Las células cosechadas se cultivaron en MS evaluan-
dose las colonias a los 10 dias. Resultades: el promedio de CFU-GM de SCUH no difirié
significativamente del de MO observandose un maximo de colonias al dia 7 tanto con
citoquinas como con SA, aunque con este dltimo se mantuvieron niveles aftos hasta ol
dia 21. En 8 muestras se observd el desarrollo de colonias hasta el dia 35; estos casos
mostraron en CD valores superiores a los de MO, El suero de SCUH posee un elevado
poder estimulante sobre la MO respecto de un estimulante no especifico y también sobre
SCUH, sdlo que ésta presentd gran dispersion entre las muestras. Conclusidn: 1) SCUH
posee elevado nimero de progenitores hemopoyéticos existiendo gran dispersion enire
las muestras, 2) los sueros poseen alto poder estimulante sin diferencias significativas entre
ellos, 3) es posible inducir la expansién de estos progenitores por largos periodos con
ciloquinas o SA sin perder su potencialidad.
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Las células del sistema hematolégico, luego de
alcanzar la maduracion fisiolgica tienen vida li-
mitada; por eso se requiere un continuo reempla-
zo de las mismas'. Este proceso llamado hema-
topoyesis, depende de la proliferacién y diferen-
ciacidn de un pequefio nimero de Stem Cells (o
células troncales), con una elevada capacidad de
autoperpetuacion, que daran lugar a células per-
tenecientes a todos los linajes linfoides y mie-
loides ya gque son totipontenciales. La hema-
topoyesis tiene lugar, en los humanos adultos en
la médula dsea (MO), y drganos linfaticos. En los
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primeros estadios de la embriogénesis en cam-
bio, ésta tiene lugar en el saco vitelino, migrando
y colonizando a lo largo del desarrollo embriona-
rio hacia los distintos microambientes hemato-

Glosario:

SCUH: Sangre da corddn umbilical humano

MO Médula dsea nonmal

CD: Cultivas dirgcios

M35: Medio semisdlido

CLT: Cultivo a largo Wérming

SA: Suaro autdlogo

CFU-GM: Unidad formadora de colonias granulociticas-
macroldgicas.

CFU-CEMM: Unidad formadora de colonias granulocilicas-
artrociticas-megacanociticas-macrolagicas.

BFLU-E: Unidad formadora de burst entoide

IL-3; Intereuquina-3

CSF-GM: Facior estimulanie de colonias granulociticas-
macrolagicas.

SCF: Factor estimulante de Stem cell
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poyéticos (por ejemple el higado y el bazo), para
finalmente establecerse en la MO, unos dias an-
tes del nacimiento®.

Las conocimientos sobre la ontogenia de la
hematopoyesis, permitieron suponer que en san-
gre de cordén umbilical, existe un alto nimero de
células inmaduras. Fue asi, que an &l afo 1978,
Fauser y Messner® publicaron el primer hallazgo
sobre la presencia de progenitores hemopoyéticos
en sangre de cordén umbilical humano (SCUH).
Utilizaron para eso las técnicas de cultivo en
medio semisdlido, tanto para los progenitores
granulociticos macrofagicos (CFU-GM) como para
los progenitores granulociticos eritrociticos
monociticos ¥y megacariociticos (CFU-GEMM).
Estos ensayos son un buen indicador para deter-
minar la presencia y el nimero de progenitores
hematopoyéticos, ya que luego de 10 a 14 dias
de cultive son visibles al microscopio invertido,
colonias de células, maduras o no, provenientes
de la divisién de un solo progenitor llamado: Uni-
dad Formadora de Colonias (CFU).

En ¢l afo 1981, el equipo de Gallo! logra frac-
cionar y cultivar en medio liquido las células de
SCLU. Posteriormente, Nakahata y Ogawa®, de-
muestran que éstos poseen un alto potencial
proliferative, comparado con los equivalentes de
MO, encontrandose mas tarde que son adn mas
primitivos, dado que son capaces de producir cé-
lulas inmaduras en cultivos secundarios.

Por todo esto, y por la facilidad en su obten-
cién, es que s& ha considerado a la SCUH, comao
una alternativa a la MO para ser utilizadas en
transplantes hematolégicos. Fue asi como en el
ano 1989, Gluckman y col.® realizan el primer
transplante con células de SCUH, en un pacienta
pedidtrico que padecia Anemia de Fanconi.

Desde entonces la SCUH es usada con éxito
an transplantes de nifos, segln la revision reali-
zada por Wagner y col.” en 19957, Sin embargo,
la cantidad de células disponibles, no es suficiente
para transplantes en adultos. Broxmeyer y col®,
en 1992, evaluaron la capacidad que posee cada
muestra colectada, de colonizar la MO adulta y
para esto, consideraron no sélo el ndmero sino
también el potencial de cada célula troncal
progenitora.

El requerimiento de un alto nimero de proge-
nitores puede ser compensado si las células de
SCUH, tuvieran mayor capacidad de autorrenc-
vacion que las de MO, luego del transplante, o
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bien si las células de SCUH, pudieran ser induci-
das para autorrenovarse in vitro, con el fin de
aumentar el pool de stem cells disponibles para
el transplante.

Hown y col®, estudiaron la proliferacion de los
progenitores de SCU en cultivo en medio liquido,
observando que éstos pueden mantener in vitro
la hematopoyesis por mayores periodos que los
de MO.

Con la esperanza de lograr la expansidn de
estas células in vitro, utilizando medios de creci-
mienio apropiados, con el agregado de diferentes
estimulantes (C5F), interleuquinas (IL) o bien por
el suero autdlogo de cada muestra (SA), nuesiros
objetivos fueron;

1} determinar el numero y tipo de progenitores
presentes en SCUH;

2) analizar la capacidad de estos progenitores
de proliferar por largos periodos en presencia de
diferentes tipos de estimulantes,

3} evaluar la capacidad estimuladora del sue-
ro de cada muestra

Material y metodos
Obtencidn de sangre de cordon umbiical y medula osea

Se astudiaron 19 muestras de SCUH, previa auton-
zacion materna. La sangre se cbliene con jeringas as-
tériles y heparinizadas, luego de la expulsidn placental,
por transeccion de la vena umbilical. Las muestras son
fransportadas a temperatura ambiente y procesadas
dentro de las 18-24 horas. En todos los casos la extrac-
cidn de la muastra respetd el mismo protocole, asegu-
randose ademds la realizacidn por la misma persona.

Sa estudiaron 9 muestras de MO normal, oblenidas
bajo consentimiento, por puncidn del estemdn o de cres-
ta iliaca, con jeringas estériles, heparinizadas.

En lodos los casos se efectia el recuento diferen-
cial de las células nucleadas, an frotis tefidos utilizan-
do la técnica de Giemsa.

Para la obtencién del suero, se procede a su sepa-
racion por centrifugacién de la sangre coagulada a 400
g durante 15 minutos. Este serd luego utilizado como
estimulanta, en los ensayos de cultivos semisdlidos y
liquidos.

Separacidn de cdiulas mononucieares

La sangre es diluida 1:1, con |scove's Dulbecco's Mé-
dium (IMDM, GIBCO). La fraccidn da baja densidad que
contiena a las células mononucleares de SCUH y MO, se
obfiene por separacidn en gradiente de Ficoll-Hypague
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(densidad 1,077 g/ml), centrifugando a 600 g durante 20
minutos. Sa recogen las células de la capa intermedia y
s@ lavan, se resuspanden en IMDM y se centrifugan a 300
g duranta 15 minutes. Se repile el lavade una vez mas
con medio de cultivo v se proceds luego al recuento de
las células,

Cultivos directos en medio semisdlido

Para el desarrollo in vitro de las CFU-GM se siem-
bran 200.000 cél/ml, an 0,3% de agar, 20% suaro fatal
bovino (SFB), & IMDM, en cajas da Patri de 35 mm de
diametro por 10 mm de alto, en presencia de las
citoquinas: Interdeuguina 3 (L3 a la concentracion de
20 ng/ml), Factor Estimulante de Colonias Granule-
citicas-Macrofagicas (rCSF-GM a la concentracidn de
20ng/ml) y Stem Cell Factor (rSCF a la concentracion
de 100 ng/ml). Se incuban a 37*C, en atmosfera salu-
rada de humedad y CO, al 5%, analizando los cultivos
a los 10 dias, bajo microscopio invertido, Las agrupa-
clones de mas de 40 células se consideran como colo-
nias, mientras que aguellas de menos de 40 células se
consideran como microcolonias'™.

Para las CFU-GEMM y BFU-E, se siambran 200.0:00
cél/ml, en 0,8% de metilcelulosa, 20% SFB, 10% suaro
humano, o de corddn umbilical, 10% medio condiciona-
do de leucocitos astimulados con fitohemaglutinina
(PHA-CM), 1-2 U/ml de Eritropoyetina (EPO), y 0.001%
2-Marcaptoatancl. Se incuba a 37°C, en atmasfera sa-
turada de humedad, y CO, al 5%, analizando los culti-
vos a los 14 dias, bajo microscopio invertidao.

Cultivos a largo térming

De cada muestra se siembran 100.000 cél/ml en un
caso y 200,000 cél/ml en otro, en frascos de 25 omd de
superficie de base, an un total de & ml de IMDM, 10%
de SFB en presencia alternativamenta de: IL-
34+5CF+GM-C5F (que llamamos en las figuras, M1) y
suero de la misma muestra (SA). Se incuba a 37°C an
atmastera saturada de humedad, y CO, al 5%. A los 7
dias se extrae la mitad del medio con las células, y se
realiza el recuenio de éstas, reponiendo el medio, sue-
ro, y estimulantes corraspondientas, a la vezr gue se
efectian cultivos en medio semisdlido de las células
extraidas, con el fin de poner en evidencia los tipes de
proganitoras prasentes'’.

Se repite este procedimianto cada siete dias, duranta
cinco semanas, monitoreando el contenide celular bajo
microscopio invertido y al ndmero de colonias obteni-
das de los cultivos en medio samisclido.

Ensayos con sueros diferentes

Para aestudiar &l podar de estimulacion del suero de
SCUH, se efectuaron cualtro ensayos, comparando:
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1. Madula dsea normal (MO) + estimulants versus MO +
suaro da MO (sMO)

2. MO + astimulants versus
[sSCUH)

3. MO + sMO wversus MO + sSCUH

4, Corddn umbilical + estimulante varsus corddn umbilical
+ s5CUH.

MO + suero de SCUH

En todos los casos se siembran las células en culti-
vo directo en medio semisdlido.

Métodos estadisticos

Test para muestras apareadas de Wilcoxon.
Analisis de univarianza para comparacion en-
tre grupos, de Dkruskall Wallis.

Resultados
Obtlencidon de SCUH

Se obtuvieron volimenes de 10 ml aproxima-
damente, de cada muestra de SCUH. El nimero
de células nucleadas tuvo una media de 9,6.10°
celulas por mililitro y el ndmero de células
mononucleares recuperadas luego del fracciona-
miento en gradiente fue de: 5,7.10* células por
mililitro, lo que representa un 59,9% de recupe-
racion celular,

Cultive basal en medios semisdlidos

La mediana de CFU-GM en los cultivos en agar
es de 165 colonias, valor que esta dentro de los
valores que presento la MO normal: 112(89-337).
Sin embargo, la dispersion es mucho mayor, ya
que el valor minimo observado (5 colonias), nun-
ca se presenta en una médula normal (Tabla 1).

Cultivos a largo término

La figura 1A muestra el nimero de células re-
cuperadas a los 7, 14, 21, 28 y 35 dias a partir
del dia 0, donde se sembraron 200.000 células/
mil, en presencia de citoguinas (M1) o bien SA. Si
bien el recuenlo de células fue bajo al dia 7, éste
aumenta hacia el dia 21 en presencia de
citoguinas.

Los valores maximos de colonias (Fig. 1B) se
observan al dia 7, en presencia tanto de
citoguinas como de SA, donde se mantienen ni-
velas altos de colonias hasta el dia 21.
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TABLA 1.— Cuitive basal en agar y metilcelulosa de sangre de cordon umbiical

humano
Mamero de AGAR METILCELULOSA
pacientes CFLU-GM CFU-GM CFL-GEMM BFLI-E
18 165 (5 - 526) 94 (18 - 185) 2(0-120) R2 (2 - 270)

Cultive liqulde de 200.000 cél./ml. con
choguinas (M1) versus susro autdloge (S8A)
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Para comprobar que la disminucién en el nu-
mero de células en suspension al dia 7 se debia
posiblemente a una disminucién de los nutrientes
por un exceso de células sembradas, se proce-
did a realizar el mismo protocolo, perc sembran-
do al dia 0, 100.000 células/ml (Fig. 2). Efectiva-
mente, el efecto competitive desaparecio al dia 7,

Cultive liguide de 100,000 cél/mi, con
clloguinas (M1) versus susre autdéloge [(S4A)
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observdndose una cierta disminucion en el dia 14
en &l recuento de células, mientras que el ndme-
ro de colonias permanecia elevado en presencia
de M1 y bajo en presencia de SA.

Ocho pacientes desarrollaron colonias hasta el
dia 35 de cultivo en medio liquido (Tabla 2), los
mismos que en cullivo directo mostraron un pro-

TABLA 2.— Resultades de ocho SCUH cuyos cultivos digron colonias hasta al dia 35

Mlmero AGAR METILCELULOSA
da casos CFU-GM CFU-GM CFU-GEMM BFU-E
g 50 = 254,7 = 526 67 < 118,6 =< 195 0 <20 <120 4 < B65 <270
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medio de CFU-GM de 2547 (valor que es supe-
rior a la mediana de todos los casos estudiados,
que es de 165).

Ensayos con suero auldlogo

En la Fig. 3 se comparan diferentes grupos,
analizando la significacion entre ellos:

1) Cuando se compard la MO estimulada con
factores estimulantes de colonias (media: 259,.8)
versus MO estimulada con su correspondiente

SANGRE DE CORDON UMBILICAL ¥ CITOQUINAS

suero (sMO): (media: 231,4), no hubo diferencia
significativa, p: 0,398.

2) Cuando se compard la MO estimulada con
factores estimulantes de colonias (media: 169)
versus MO estimulada con suero de SCUH
(sSCUH) : (media: 296,3), se observd que existia
diferencia significativa, p: 0,0277.

3) Cuando se comparo la MO estimulada con
sMO (media: 336) versus MO estimulada con
sSCUH (media: 418,8), no se observd diferencia
significativa, p: 0,0759.

Ensayos con sueros en médula 6sea

Y
sangre de cordén umbilical humano.

Comparacion entre grupos: p

MO+CSF  versus
MO+s5CUH versus
MO+85CUH versus
SCUH+CSF versus

o I

BE wossmo p=0,388
B mo+CsF p=0,0277
MO+sMO  p=0,0759
B scuH+sSCUH p=0,0037

Fig. 3.

TABLA 3.— Andlisis de univananza de MO y SCUH frente a sueros de SCUH

Mdmaro Desvia Error
Mumero promedio Varianza standard standard
de colonias
MO 14 99.3 21504 46,4 12,4
SCUH 13 3623 114917 1072 207
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4) Cuando se compard SCUH estimulado con
factores estimulantes de colonias (media: 223,5)
versus SCUH estimulada con sSCUH (media:
114.4), se observd que existia diferencia signifi-
cativa, p: 0.0037.

Con el andlisis de univarianza para compara-
cion entre grupos, de Kruskall Wallis, (T3) se ob-
serva que los valores de los ensayos de SCUH
estimulados con suero autdlogo presentan una
gran dispersion, hecho que no ocurre con MO en
las mismas condiciones, lo gue indica la existen-
cia de una gran varabilidad entre cada muestra
de SCUH.

Discusion

En el ano 1978, Fauser y Messner® publican
el primer trabajo sobre la presencia de progeni-
tares hemopoyéticos en SCUH. Luego, otros au-
tores demuestran que éstos se encuentran en
numers elevado, y poseen un allo potencial
proliferative®, encontrando ademds ser adn mas
primitivos que los de MO, dado que son capaces
de generar células inmaduras en cultivos secun-
darios. Hoy se sabe que la SCUH, contiene cé-
lulas T mas primitivas que las de MO, con alta
actividad Helper-Supresora y con un menor po-
tencial de induccidn de GVHD (graft versus host
disease). Por todas estas caracteristicas, la
SCUH liene la capacidad de ofrecer menor recha-
zo en transplantes alogeneicos.

Debido a la poca cantidad de sangre recupe-
rada de la placenta, se ha considerado la posibi-
lidad de aumentar el pool de células progeniloras
transplantables, de manera tal de poder realizar
el transplante en individuos adultos. Para esto, se
han ideado cultives a largo término en medio li-
quida®, con el fin de inducir un aumento en el
numera de estos progenitores.

Garow y Broxmeyer' en el afio 1993, demues-
tran qua &l plasma de SCUH, produce un aumento
en la capacidad de replagueo. Observan ademas
que ejerce un efecto estimulatoric en cultivos de
SCUH mayor que en los de MO y que el afecto
producido por dicho plasma es mucho mayor que
el de las citoguinas involucradas en la hematopo-
yesis. Por otro lado Traycoff y col™. estudian el
efecto del plasma de SCUH sobre la progresion
del ciclo celular de las células CD34+ HLA DR+,
sea de SCUH como de MO, En SCUH observan,
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que en presencia de 10% de plasma y de SCF,
éste ejerce un efecto sinérgico produciendo la
salida de la fase GO/G1 mucho méas rapidamen-
te que al incubar sclamente con SCF, mientras
gue en MO estas respuestas no son tan signifi-
cativas.

En este trabajo observamos que el numero de
colonias desarrolladas en medio semisdlido de
progenitores presentes en SCUH se aproxima al
de MO si bien las colonias obtenidas de SCUH
estan constituidas por un nidmero mayor de célu-
las, lo cual indicaria que se onginarian de proge-
nitores mas inmaduros.

En los cultivos liquidos (Fig. 1 y 2) cbserva-
mos que el suero extraido de SCUH estimula la
proliferacién de los progenitores de igual manera
que las citoguinas utilizadas, lo cual evidenciaria
que en el suero existirian factores estimulantes
en niveles muy altos promoviendo asi una eleva-
da prolileracion celular. Se observa un maximeo
de colonias al dia 7, y otro al dia 21, lo que indi-
ca que en el suero existen lactores que poseen
la capacidad de inducir aumento en el nimero de
células progenitoras. Todas estas consideracio-
nas estan referidas a los ensayos donde se sem-
braron 200.000 células/ml, ya que al sembrar
100.000 células/ml, no se obtuvieron valores tan
elevados de células ni de colonias.

Es de destacar que cuando aumenta el name-
ro de células en cultivo liquideo, disminuye el nu-
mero de colonias en medio semisdlido y vicever-
sa. Pensamos que este hecho seria debido a la
menor disponibilidad de nutrientes en el medio
cuando la concentracion celular se hace muy ele-
vada, por ejemplo al sembrar 200.000 células/ml,
causando un freno en la profileracidn de proge-
nitores, que se traduciria en un menor nimerc da
colonias desarrolladas. Obsérvese la disminucidn
en el nimero de células que se produce en la
primera semana. En cambio, al sembrar 100.000
células/ml, la concentracion celular no se ve tan
afectada.

El suero de SCUH tiene un elevado poder
estimulador en cultivos de MO y de SCUH que es
superior a los factores estimulantes de cclonias
exdgenos ufilizados por nosotros. Sin embarge, en
presencia de suero de un dador normal el poder
estimulador no difiere significativaments, o cual
podria deberse a que el suero de SCUH no se ulili-
z6 en forma inmediata y debié congelarse, desac-
tivindose asi los factores estimulantes presentes
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en él. Ademas, de cultivos directos en metilcelulosa
para colonias de CFU-GEMM en presencia de sue-
ro fresco de SCUH, se obtuvieron bursts con ma-
yor hemaoglobinizacion gue los correspondientes
cultivados con sueros no frescos, lo cual indicaria
gue en estas dltimas la Epo podria haberse
desactivado (datos no consignados).

El andlisis de univarianza muestra que el nu-
mero de colonias obtenidas en SCUH estimulada
con suero autdlogo (SA) presenta una gran dis-
persion, lo que no ocurre con MO en las mismas
condiciones. Esto seria debido a la existencia de
una gran variabilidad entre las muestras de SCUH
¥y no a diferencias en el potencial estimulador de
los sueros. Se descaria diferencias en la calidad
de las muestras ya que, como se dijo anteriormen-
te, éstas fueron colectadas con el mismo cuida-
do y con los mismos recaudos y ademas en la
separacion en gradiente, se obluvieron valores de
recuperacién celular que normalmente encontra-
mos en nuestro laboratorio.

El andlisis in vitro de los progenitores hemopo-
yéticos, permite conocer mas a fondo el compor-
tamiento de esta poblacion celular, que por las
caracteristicas anles enumeradas, ha sido utili-
zada con éxito en transplantes alogeneicos® ™%,
Esta sangre que es generalmente descarlada, es
de muy facil obtencién y puede ademas ser con-
gelada sin pérdida de su potencialidad™, lo que
llevd a iniciar el establecimiento de un programa
de reserva de sangre de placenta'.

Los ensayos presentados en esle trabajo evi-
dencian sin embargo que existe una gran varia-
bilidad entre las muestras de SCUH en cuanto al
nimero de colonias que desarrollan in vitro, te-
nigndo en algunos casos un desarrolle nule. jSe
podria en tal caso creer que estas muestras no
ofrecen suficientes progenitores para ser trans-
plantados? Por ofra parte, observamaos que aque-
llas muestras gue poseen un alto desarrollo de
colonias, mantienen la hematopoyesis en medio
liquide por muchao tiempo, lo gue indicaria que el
pocl de progenitores presentes poseeria un alto
potencial proliferativa. ;Son éstas las muestras
que deben tenerse en cuenta? Sera necesario en
todo caso conocer la relacién que existe entre
estos factores y @l restablecimiento del paciente
transplantado.

Vimos también que es posible aumentar el
numero de células en cultive liquido, y que sobre
la expansion de |las células, el suero de SCUH tie-
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ne un efecto imporante, aln hasta el dia 21 de
cultive. Este elevado poder de estimulacion se
observa también sobre el desarrollo de las colo-
nias.

Como conclusion final podemos  afirmar que
es posible obtener in vitro expansion de células
de sangre de cordén umbilical humano, lo cual
permitiria disponer de mayor nimero de proge-
nitores, en los casos en que fueran necesarios
para el transplante en adultos.
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Summary

In vitro study of hemopoistic progenitors in
human umbilical cord blood treated with different
cytokines and autologous serum

The aim was to obtain the ex vivo expansion
of human umbilical cord blood (HUCB) cells. A
total of 19 samples were assayed to evaluate the
number and type of hemopoietic progenitor cells,
their proliterating capacity and the stimulating po-
tency of cord blood serum. Methods: a) CFU-GM,
CFU-GEMM and BFU-E cultures in the presence
of CSF, BM serum or HUCBE serum; b) 35 day
LTC in liguid media whether in presence of IL-
3+GM-CSF+5CF or autologous serum (AS). Cells
were demidepopulated at 7-day intervals and
fresh medium and cytokines were added. Har-
vested cells were cultured in bone marrow (BM)/
SM and colonies were evaluated after 10 days.
Results: The mean number of CFU-GM was simi-
lar to BM values; the maximum number of colo-
nies was observed at day 7 and remained high
until day 21 whether in addition of cytokines or
AS. A total of 8 samples gave rise to colonies up
to day 35; these samples showed higher values
than BM in SM; HUCB serum has a great stimu-
lating effect on BM cells and HUCB cells com-
pared with nonspecific stimulating factors; moreo-
ver, HUCB showed a large dispersion. Conclu-
siom: 1) HUCE contains a high number of hemo-
poietic progenitor cells with a large dispersion
coefficient, 2) HUCB plasma has a great sti-
mulatory capacity, 3) it is possible to induce the
expansion of HUCB progenitors in LTC either in
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the presence of cytokines or of AS without loss
ol potency.
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