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Streszczenie: Przeszczepianie organdw unaczynionych stalo si¢ rutynowym postgpowaniem terapeu-
tycznym ratujacym zycie wielu chorym ze schylkowa niewydolnoscia narzadow. Jednym z gtéwnych
celow immunologii transplantacyjnej jest poszukiwanie skutecznych metod indukowania u biorcy spe-
cyficznej tolerancji wobec antygenow dawcy. W badaniach w modelach zwierzgcych wykazano, iz in-
dukcja mieszanego chimeryzmu poprzez transfuzj¢ komorek krwiotworczych szpiku kostnego moze
stanowi¢ efektywny sposob rozwoju specyficznej tolerancji immunologicznej dla alloprzeszczepu. W
niniejszej pracy przedstawiono histori¢ oraz wspolczesne osiagnigcia w badaniach nad mechanizmem
oraz opracowaniem optymalnego protokotu indukcji mieszanego chimeryzmu u gryzoni i duzych zwie-
rzat. Zawarto rowniez aspekty kliniczne indukcji tolerancji immunologicznej u ludzi oraz potencjalne
implikacje terapeutyczne.

Stowa kluczowe: alloprzeszczep, krwiotworcze komorki macierzyste, mieszany chimeryzm, tolerancja
immunologiczna, transplantacja narzaddw.

Summary: Achieving immunological tolerance is an important goal in the effort to reduce long-term
morbidity and mortality in organ transplant recipients. The establishment of mixed chimerism through
the transplantation of donor bone marrow cells is an experimental approach for tolerance induction
with clinical potential. Permanent, robust donor-specific tolerance has been reliably achieved in various
animals models of mixed chimerism. This article reviews the historical background and the progress
achieved in recent years in developing mixed chimerism protocols in rodents, large animals and also
regards the issue of clinical applications.

Key words: allograft, haematopoietic stem cells, mixed chimerism, immunological tolerance, organ trans-
plantation.
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Wykaz skrotow stosowanych w pracy: APC (ang. Antigen Presentig Cell) —komorka prezentujaca antygen,
BMT (ang. Bone Marrow Transplantation) — przeszczepienie komorek szpiku kostnego, DST (ang.
Donor-Specific Transfusion) — transfuzja specyficznych komoérek dawcy, GVHD (ang. Graft Versus Host
Disease) — choroba przeszczep przeciwko gospodarzowi, KKM — krwiotwoércze komorki macierzyste,
TBI (ang. Total Body Irradiation) — napromieniowanie catego ciata, PCR (ang. Polymerase Chain Reac-
tion) — reakcja tancuchowa polimerazy

WSTEP

Transplantacja jest w wielu przypadkach jedyna skuteczna metoda leczenia schytkowe;j
niewydolnosci r6znych narzadéw. W ostatnim dwudziestoleciu ogromnym sukcesem w
transplantologii byto udoskonalenie procedur immunosupresji, ktére znacznie poprawily
odlegte przezycie i prawidtowe funkcjonowanie przeszczepianych narzadow allogenicznych.
Z drugiej strony jednak pacjent, poddawany leczeniu immunosupresyjnemu, narazony jest
na wiele dziatan ubocznych, wérdd ktorych sa infekcje oportunistyczne, nowotwory,
uszkodzenie nerek czy zaburzenia metaboliczne [9, 41, 58].

Przyjmuje sig, iz kontrola reakcji ostrego odrzucania przeszczepu dzigki wprowa-
dzeniu cyklosporyny A jest w chwili obecnej zadowalajaca, nie mozna natomiast tego
odnies¢ do procesu przewlektego odrzucania przeszczepu. Po 10 latach, tylko 50%
przeszczepdw nerek nadal funkcjonuje, a 70% alloprzeszczepow ptuc wykazuje pogor-
szenie juz 5 lat od transplantacji [ 18]. W zwiazku z tym problem przewlektego odrzucania
przeszczepu nadal pozostaje nierozwiazany [34, 36, 41]. Z tych powodow jednym z
glownych celow wspolczesnej transplantologii immunologicznej jest poszukiwanie metod
indukcji specyficznej tolerancji wobec antygenéw dawcy, ktora moglaby skutecznie
uchroni¢ pacjenta od pdéznego odrzucania przeszczepu oraz pozwolitaby uniknac
przewleklej terapii lekami immunosupresyjnymi [9, 10, 36].

Tolerancjg immunologiczna mozna wytworzy¢ migdzy innymi poprzez wszczepienie
komorek allogenicznych gospodarzowi, poddanemu wczesniej immunosupresji za
pomoca lekéw (np. cyklosporyna A, steroidy), naswietlan promieniami gamma czy
przeciwciatl antylimfocytarnych (globulina antylimfocytarna, przeciwciata anty-CD4).
Aby podtrzymac stan tolerancji, nalezy uzyska¢ pewien stopien chimeryzmu, czyli
wspotistnienia komorek od genetycznie roznych osobnikow. Stan ten najtatwiej jest
osiagnac, jezeli wszczepiane komorki sa zdolne do samoodnowy jak krwiotworcze
komorki macierzyste (KKM) [36].

W niniejszej pracy zostanie omoéwiona w skrocie historia wielu prob indukcji
tolerancji immunologicznej poprzez wytworzenie mieszanego chimeryzmu oraz
przedstawione zostana najnowsze osiagnigcia dotyczace tej metody w badaniach w
modelu zwierzecym oraz u ludzi.
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RODZAJE CHIMERYZMU I MECHANIZMY JEGO
POWSTAWANIA

Zgodnie z mitologia grecka chimera byta przedstawiana jako stworzenie sktadajace
si¢ z glowy i szyi lwa, ciata kozy i ogona weza [18, 59]. Wedtug innych starozytnych
kultur podobne stworzenia istniaty rowniez w Indiach jako Koziorozec, czyli skrzyzo-
wanie Iwa, stonia i wgza oraz w Chinach jako kombinacja kobiety i w¢za, zwana Fu-
Hsi [18, 59]. Najstawniejsza polska chimera jest natomiast warszawska Syrena, czyli
potaczenie kobiety i ryby.

Z medycznego punktu widzenia chimeryzm okre$lany jest jako stan wspotistnienia
w jednym organizmie dwodch genetycznie réznych populacji komorek, ktore maja
zdolnos¢ ro6znicowania i prawidlowego wzajemnego funkcjonowania. Chimeryzm moze
pojawic¢ sig spontanicznie lub jako konsekwencja interwencji medycznej [3, 54, 58].
Spontaniczny chimeryzm mozna zaobserwowac u blizniat, kiedy w zyciu ptodowym
wystepuje potaczenie pomigdzy naczyniami dwodch tozysk. Natomiast sztucznie
indukowany chimeryzm mozna osiagna¢ w rézny sposob w zaleznosci od rodzaju, jaki
chce sig uzyskac (tab. 1) [54, 58].

W pelnym chimeryzmie uktad krwiotworczy gospodarza jest zastapiony catkowicie przez
uktad krwiotwodrczy dawcy wskutek zastosowania catkowitej mieloablacji u gospodarza (ryc.
1). W zwiazku z tym obecno$¢ pelnego chimeryzmu jest zwiagzana z nieprawidtowym
funkcjonowaniem pierwotnej odpowiedzi immunologicznej oraz duzym ryzykiem wystapienia
choroby przeszczep przeciwko gospodarzowi GVHD (ang. grafi versus host disease).

TABELA 1. Definicje i charakterystyka poszczegdnych rodzajow chimeryzmu

Rodzaje Definicja Komentarz

chimeryzmu

Chimeryzm obecno$¢ obcych hematopoetycznych
komorek u danego osobnika

Mikrochimeryzm | obecnos¢ u biorcy moze wystapi¢ spontanicznie
hematopoetycznych po allogenicznym przeszczepieniu
komorek dawcy < 1% narzadu unaczynionego.

Makrochimeryzm

a) pelny wszystkie hematopoetyczne komorki | powstaje w wyniku allogenicznego

chimeryzm obecne u biorcy pochodza od dawcy, | przeszczepienia szpiku po wezesniejszym
100% przygotowaniu immunoablacyjnym

b) mieszany wspotistnienie hematopoetycznych powstaje po przeszczepieniu KKM

chimeryzm komoérek pochodzacych zarowno po wezesniejszym immunosupresyjnym
od dawcy, jak i od biorcy, przygotowaniu biorcy
1 < komorki dawcy < 100%
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RYCINA 1. Mechanizm powstawania petnego chimeryzmu u myszy. Przeszczepienie komorek
hematopoetycznych pochodzacych od dawcy po wezesniejszym immunoablacyjnym przygotowaniu biorcy

Ponadto, $miertelno§¢ 7-10% zwigzana z przygotowaniem ablacyjnym biorcy wyklucza
zastosowanie tej metody w allogenicznych przeszczepach narzadéw unaczynionych i jest w
chwili obecnej zarezerwowana glownie dla choréb nowotworowych uktadu krwiotworczego
oraz powaznych zaburzen odpornosci [ 18,47, 58].

Z punktu widzenia immunologii transplantacyjnej indukcja stabilnego, mieszanego
chimeryzmu poprzez infuzj¢ KKM odgrywa istotna role w strategiach wytworzenia
specyficznej tolerancji immunologicznej wobec antygendow dawcy. W mieszanym
chimeryzmie uktad krwiotworczy dawcy wspotistnieje z uktadem krwiotwdrczym biorcy
(ryc. 2). Mieszany chimeryzm indukuje specyficzna tolerancj¢ immunologiczna, jest
ponadto zwiazany z lepsza immunokompetencja organizmu gospodarza oraz ze
stosunkowo wigksza odpornoscia na GVHD w poréwnaniu z pelnym chimeryzmem
[18,47, 54]. Moze by¢ osiagnigty za pomoca tagodniejszej immunosupresji pozwalajacej
na powszechne zastosowanie kliniczne, np. poprzez czgsciowe naswietlania promieniami
gamma, uzycie przeciwciatl antylimfocytarnych lub kostymulujacej terapii blokujace;j.
Powyzsze metody poddawane sa w ostatnich latach intensywnym badaniom przez rézne
osrodki kliniczne 1 naukowo-badawcze na catym $wiecie [9, 36, 57].

Trzeci rodzaj chimeryzmu, mikrochimeryzm, pojawia si¢ spontanicznie u biorcow
alloprzeszczepdw jako rezultat pierwotnej obecnosci krwiotworezych komérek dawcy (tzw.
leukocytéw pasazerskich) przenoszonych razem z przeszczepianym narzadem [41, 43, 58].
Ten rodzaj chimeryzmu moze by¢ wykrywany za pomoca techniki PCR (ang. polymerase
chain reaction). Nie potwierdzono jednak do tej pory znaczacej przydatnosci mikrochime-
ryzmu w indukcji tolerancji wobec antygenow alloprzeszczepu [3, 27, 59].
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RYCINA 2. Mechanizm powstawania mieszanego chimeryzmu u myszy. Przeszczepienie KKM
pochodzacych od dawcy po wezesniejszym czgsciowym immunosupresyjnym przygotowaniu biorcy

RYS HISTORYCZNY

Spontaniczne pojawienie si¢ chimeryzmu i tolerancji jako pierwszy zaobserwowat
Owen ze wspotpracownikami, ktory udowodnit, ze komorki posiadajace antygeny
,wlasne” i ,,obce” moga powstac¢ u tego samego osobnika. W 1945 r. Owen opisat
»~doswiadczenie w naturze” u nieidentycznych blizniaczych cielat rasy ,.freemartin’.
Wymienialy one KKM przez naczynia krwionosne wspolnego tozyska i w zwiazku z
tym kazde ze zwierzat posiadato markery erytrocytarne obu cielat. Przez cale zycie
wykazywaty one tolerancjg na blizniacze komorki, co manifestowato si¢ niezdolnoscia
do wytworzenia przeciwciat przeciwko odpowiednim antygenom erytrocytarnym [27,
38]. Wkrotce Billingham i wsp. dowiedli, ze wigkszo$¢ badanych blizniat bydta rasy
freemartin’ wykazuje pelng akceptacje przeszczepow skornych pochodzacych od siebie
wzajemnie, pomimo iz rdznig si¢ pod wzglgdem genetycznym [5].

Ekperymentalne potwierdzenie wczesniejszych obserwacji uzyskano w 1953 r., kiedy
Billingham, Brent i Medwar wywotali tolerancj¢ immunologiczng na skorne allo-
przeszczepy (przeszczepy, ktore sa genetycznie rézne, ale pochodza od tego samego
gatunku) u myszy, ktérym podali dozylnie w zyciu ptodowym krwiotwércze komorki
allogeniczne od przysztego dawcy skory [4].

Na poczatku lat siedemdziesiatych Opelz 1 wsp. zaobserwowali, iz wielokrotne,
niespecyficzne transfuzje krwi, jak rowniez specyficzne pochodzace od dawcow
przeszczepianych narzadoéw [33] prowadzity do znacznie lepszego przezycia przesz-
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czepianych narzadoéw allogenicznych. Powyzsze badania pozwolity skonsolidowaé
hipoteze dotyczaca uzycia krwiotworczych komérek w celu indukcji specyficznej toleran-
¢ji immunologicznej w transplantologii [32, 33].

Poczatkowo wielokrotne proby wywotania tolerancji u dorostych biorcow czgsto
konczyty sig niepowodzeniami, dopiero ustalenie roli, jaka odgrywa w caltym procesie
wlasciwe, wezesniejsze przygotowanie biorcy przyczynito si¢ do znaczacej poprawy
osiaganych wynikow [18]. Monaco i Wood jako pierwsi wykazali, iz indukcja specy-
ficznej tolerancji na skorne przeszczepy moze by¢ osiagnigta u dorostych myszy, ktore
zostaly pozbawione grasicy i potraktowane przeciwcialami antylimfocytarnymi, a
nastepnie otrzymaty frakcje limfoidalnych komoérek pozyskanych wezesniej od mysz —
mieszancow (hybryd). P6zniejsze eksperymenty na dorostych myszach, ktore otrzymaty
w terapii globuling antylimfocytarna, wykazaly, iz podane w infuzji dozylnej niskie
dawki (10-50 x 10°) krwiotworczych komorek szpiku takze indukuja lepsze przezycie
przeszczepu skornego bez cech GVHD [30]. Nastgpne podobne doswiadczenia na
dorostych psach i matpach ugruntowaty przekonanie o duzej roli chimeryzmu w
mechanizmie indukcji tolerancji immunologicznej na przeszczepy allogeniczne narzadéw
unaczynionych [7, 50] i staly si¢ punktem wyjscia do rozwazan nad powszechnym
zastosowaniem u ludzi.

POSTULOWANY MECHANIZM WYTWORZENIA TOLERANCJI
IMMUNOLOGICZNEJ PRZEZ INDUKCJE STABILNEGO
MIESZANEGO CHIMERYZMU

Tolerancja immunologiczna jest to stan braku osobniczej swoistej odpowiedzi
immunologicznej, podczas gdy odpowiedz wobec antygenow nieswoistych jest
zachowana i funkcjonuje prawidtowo. Stan ten jest bardzo pozadany jako wzglednie
fizjologiczny w transplantologii w poréwnaniu z nieswoistymi czynnikami immuno-
supresyjnymi, ktore blokujac reakcj¢ odrzucania przeszczepu zmniejszaja rownoczesnie
odpornos¢ na infekcje oraz wywotuja cata game innych efektow niepozadanych [36].

Swoista tolerancja immunologiczna jest indukowana uprzednia ekspozycja na antygen.
W przypadku mieszanego chimeryzmu indukcje specyficznej tolerancji u biorcoéw
alloprzeszczepu mozna uzyskaé poprzez wszczepienie krwiotworczych komorek szpiku
kostnego wzbogaconych najlepiej we frakcje KKM, ale pozbawionych komorek
adherentnych i limfocytow. Zdolnos¢ KKM do samoodnowy pozwala uktadowi immuno-
logicznemu gospodarza na ciagly kontakt z obcym antygenem, a usunigcie komoérek
adherentnych i limfocytéw zmniejsza ryzyko wystapienia GVHD [58].

Wytworzenie i podtrzymywanie stanu tolerancji w mechanizmie mieszanego
chimeryzmu odbywa si¢ wewnatrzgrasiczo poprzez centralng klonalna delecje [53].
Jest to jeden z fizjologicznych mechanizméw w ludzkim organizmie, dzigki ktoremu
wytwarzana jest tolerancja na wlasne antygeny. Komorki T, ktore wykazuja antygenowo
swoiste receptory o wysokim stopniu powinowactwa do wewnatrzgrasiczych antygenow
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wiasnych, sa eliminowane w drodze apoptozy. Natomiast autoreaktywne komoérki T o niskim
powinowactwie oraz komorki z receptorami swoistymi dla antygendéw niewystepujacych
wewnatrzgrasiczo dojrzewaja i dotaczaja do obwodowej puli komorek T [36, 37, 58].

Ogromna role w podtrzymywaniu stanu tolerancji przypisuje si¢ komdérkom dendry-
tycznym szpiku kostnego dawcy, ktorych gtownym zadaniem jest prezentacja antygenow
w grasicy [51, 52].

Tolerancja w mieszanych chimerach zalezy wigc przede wszystkim od ciaglej
obecnosci w grasicy komorek dendrytycznych pochodzacych od dawcy, ktore posred-
nicza w mechanizmie centralnej klonalnej delecji z udziatem komorek dawcy. Dzigki
temu wewnatrzgrasiczo eliminowane sa nie tylko autoreaktywne limfocyty T gospodarza,
ale rowniez populacja limfocytow T wykazujaca antygenowo swoiste receptory o
wysokim stopniu powinowactwa do antygenow przeszczepu. Tolerancja na antygeny
przeszczepu trwa wigc tak dtugo, dopoki w szpiku kostnym pula krwiotworczych
komorek pochodzacych od dawcy bedzie wspdtistniata z komdrkami gospodarza.

W ten sposob w mieszanych chimerach nowo powstate dojrzate limfocyty T, ktore
przeszty selekcje wewnatrzgrasicza, wykazuja trwalg tolerancje wobec antygendw
dawcy. Nalezy jednak pamigtac, ze dojrzate reaktywne limfocyty T gospodarza, ktore
odgrywaja kluczowa rolg w odrzucaniu przeszczepu, powinny by¢ usunigte lub
inaktywowane przed transplantacja narzadu oraz wszczepieniem KKM. Niestety
powszechnie stosowana w tym celu nieswoista immunosupresja w postaci na§wietlan
promieniami gamma, lekéw immunosupresyjnych czy przeciwciat antylimfocytarnych
pozostawia pacjenta w stanie znacznie obnizonej odpornosci immunologicznej i zwigksza
ryzyko infekcji, dopoki nie powstanie w grasicy nowa pula komorek T [28, 40]. W
zwiazku z tym poszukiwania skutecznych metod swoistej immunosupresji sa nadal
przedmiotem intensywnych badan w dziedzinie immunologii transplantacyjne;.

Od niedawna specyficzna eliminacja dojrzatych limfocytow T uzyskiwana jest w drodze
réwnoczesnego zablokowania kostymulacji limfocytow T (ang. costimulatory blockade)
oraz wszczepienia komorek szpiku kostnego (BMT, ang. Bone Marrow Transplantation).

INDUKCJA TOLERANCJI W MECHANIZMIE BLOKOWANIA
KOSTYMULACJI LIMFOCYTOW T ORAZ ROWNOCZESNEJ
TRANSPLANTACJI KOMOREK SZPIKU KOSTNEGO

Blokowanie kostymulacji, czyli dodatkowych sygnalow potrzebnych do aktywacji
limfocytéw T, pozwolito po raz pierwszy na indukcjg stabilnego mieszanego chimeryzmu
unikajac silnej nieswoistej immunosupresji [S7]. W powyzszym eksperymencie myszy
potraktowano niska dawka TBI (3 Gy), a nastepnie otrzymaty one standardowa dawke
komorek szpiku kostnego dawcy oraz pojedyncza dawke przeciwciata monoklonalnego
anty-CD154 (anty-CD40L) i CTLA-4lg. W rezultacie otrzymano stan stabilnego
mieszanego chimeryzmu oraz silng tolerancjg na alloprzeszczep.
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Zastosowanie tego protokotu miato na celu wyeliminowanie reaktywnych limfocytow
T biorcy w drodze obwodowej klonalnej delecji przez blokowanie mechanizmow
kostymulacji limfocytow T, ktore zaleza gtéwnie od czasteczek CD40L, CD28 i CTLA-
4 na powierzchni limfocytu T. Kostymulacja limfocytow T oznacza, ze potrzebny jest
drugi sygnat oprocz tego, ktory wywotat indukcje przez TCR po potaczeniu sig z
antygenem MHC klasy Il obecnym na powierzchni komorki prezentujacej antygen
APC (ang. Antigen Presenting Cell). Ten drugi sygnat nasila proliferacj¢ komérek T
oraz funkcje efektorowe, takie jak produkcja limfokin i cytoliza.

Obecnie wiadomo, iz najsilniejszym sygnatem bioracym udzial w kostymulacji
limfocytow T jest potaczenie si¢ antygenu CD40 na powierzchni APC z jego ligandem
na powierzchni limfocytow T zwanym CD40L (CD154). Wigzanie ligandu CD40L na
powierzchni limfocytu T przez przeciwciato anty-CD154 prowadzi wige do zabloko-
wania najsilniejszego sygnatu aktywacji limfocytow T przez APC.

W kostymulacji moze bra¢ udzial wiele innych czasteczek powierzchniowych
komorek T, ale szczegdlnie duze znaczenie posrod nich odgrywa szereg B7-CD28/
CTLA-4. CD28 ulega stalej ekspresji na powierzchni komoérki T, natomiast CTLA-4
obecne jest na powierzchni dopiero po jej aktywacji. Antygeny B-7 obecne na
powierzchni APC tacza si¢ z CD28 powodujac stabilizacje sygnatow aktywacji
limfocytow T. Stymulacja CD28 prowadzi do produkcji IL-2, ekspresji receptora dla
IL-2 i progresji w cyklu zyciowym pobudzonych komoérek T. Natomiast CTLA-4, bedaca
alternatywnym receptorem dla B7, jest bialkiem regulacyjnym ograniczajacym aktywacje
limfocytow T. Czasteczka CD28 poczatkowo taczy si¢ z B7, co prowadzi do aktywacji
limfocytow T, lecz pojawiajaca si¢ nastgpnie zwigkszona ekspresja CTLA-4 doprowadza
do interakcji CTLA-4/B7, co w konsekwencji ogranicza poziom aktywacji. Wiazanie
zatem CTLA-4 przez przeciwcialo CTLA-4Ig na powierzchni komorki blokuje
odpowiedzi zalezne od CD28 i powoduje zahamowanie syntezy IL-2. Usunigcie IL-2
prowadzi natomiast do nieuchronnej Smierci komoérki [36, 56].

Mechanizm blokowania kostymulacji w podobnych protokotach zostal uzyty takze
w innych eksperymentach, gdzie rdwniez uzyskano zadowalajace wyniki badan [1, 12,
56, 57]. Niemniej jednak, jak wykazano w pdzniejszych pracach, proby zastosowania
tej metody osobno (tj. bez jednoczesnego przeszczepienia KKM) nie daty pozytywnych
rezultatow w indukcji pierwotnej tolerancji na przeszczep skory u myszy ani tolerancji
wobec przeszczepu nerek u matp [58]. Wobec powyzszego, mechanizm blokowania
kostymulacji wydaje sig by¢ uzyteczny w indukowaniu mieszanego chimeryzmu, jedynie
w skojarzeniu z BMT.

Jednym z najnowszych osiagni¢¢ w tej dziedzinie byta indukcja dtugotrwatego
mieszanego chimeryzmu i tolerancji na przeszczep skory w mechanizmie blokowania
kostymulacji limfocytéw T bez uzycia jakiejkolwiek poprzedzajacej cytoredukcyjnej
terapii biorcy (np. TBI lub lekéw immunosupresyjnych). Jedynym warunkiem byto
zastosowanie duzych dawek jednojadrzastych komorek szpiku kostnego. Zgodnie z
tym protokotem myszy otrzymaty 2 x 10® komorek szpiku kostnego oraz pojedyncze
dawki przeciwciat anty-CD154 oraz CTLA-4Ig (ryc. 3) [55, 58].
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RYCINA 3. Indukcja mieszanego chimeryzmu oraz tolerancji immunologicznej u myszy w mechanizmie
blokowania kostymulacji limfocytow T oraz rownoczesnej transplantacji komorek szpiku kostnego
(CTLAA4Ig — przeciwciala przeciwko czasteczce powierzchniowej CTLA4)

W ostatnich miesigcach opisano strategi¢ indukcji tolerancji u myszy w mechanizmie
blokowania kostymulacji jedynie z uzyciem pojedynczych dawek przeciwciat anty-
CDA40L (CD154) i anty-CD8 oraz BMT uzyskujac dtugotrwate przyjecie przeszczepu
skornego dawcey (powyzej 100 dni) [22]. Pozwolito to na wytworzenie szybkiej i stabilnej
tolerancji zaréwno limfocytow CDS, jak i CD4 wobec antygenow dawcy. W kolejne;j
modyfikacji przeciwciala anty-CD8 zostaty zastapione uzyciem DST (ang. Donor-
Specific Transfusion) oraz TBI w dawce 3 Gy uzyskujac podobny efekt [46]. W
powyzszych do$wiadczeniach stwierdzono, iz tolerancja wobec antygendéw dawcy
wystepuje niemal natychmiast po dokonaniu BMT. Dowodem tego byt fakt prawidlowego
przyjgcia alloprzeszczepu ptata skornego dawcy przeszczepionego w drugim dniu od
zabiegu infuzji komoérek krwiotworczych oraz odrzucenie podobnego przeszczepu
pochodzacego od trzeciego, niespokrewnionego szczepu wsobnego myszy [23].

Ostatnie doniesienia wskazuja na udzial dodatkowych jeszcze mechanizmow
odgrywajacych role w indukowaniu szybkiej tolerancji wobec antygendéw dawcy. Jeden
znich moze by¢ zwiazany z poczatkowa anergia reaktywnych limfocytow CD4 biorcy
wywotywana przez komorki hematopoetyczne dawcy i ich nastgpcza delecja w obecnosci
przeciwcial anty-CD40L. Ponadto, kluczowa rolg przypisuje si¢ od niedawna regulato-
rowym limfocytom T, ktore rowniez biora udzial w powstawaniu obwodowe;j tolerancji
na alloantygeny przeszczepOow unaczynionych [23, 24].

W chwili obecnej trwaja intensywne badania majace na celu doktadne wyjasnienie
wszystkich powyzszych mechanizmdw indukcji tolerancji. Mozliwe, iz niektore elementy
z opisanych strategii znajda si¢ wkrotce w standardowych protokotach transplanto-
logicznych u ludzi.

MECHANIZMY INDUKCJI TOLERANCJI U GRYZONI

Postgp w dziedzinie indukcji tolerancji immunologicznej w mechanizmie stabilnego
mieszanego chimeryzmu byt rezultatem wielu badan przeprowadzonych w modelu
zwierzgcym zard6wno u gryzoni, jak i u duzych zwierzat.
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W jednym z przyktadowych eksperymentéw myszy-biorcy otrzymywaty monoklo-
nalne przeciwciata (mAb) anty-CD4 i anty CD8 w celu wyeliminowania populacji
cytotoksycznych limfocytéw T gospodarza. Nastepnie, okolice grasicy myszy-biorcéw
zostaty naswietlone promieniami gamma w dawce 7 Gy, a cale ciato TBI 3 Gy. Tak
przygotowanym zwierzgtom podano dozylnie standardowa dawke komoérek szpiku
kostnego od dawcy niespokrewnionego (~15 x 10%komoérek/mysz). W opisanym
protokole myszy wykazywaly tolerancje wobec skornych przeszczepow allogenicznych
oraz obecnos¢ stabilnego mieszanego chimeryzmu, a mimo to nadal pozostaty immuno-
kompetentne. Zostato to potwierdzone reakcja odrzucenia przeszczepu skornego
pochodzacego od trzeciego szczepu wsobnego [39].

W kolejnych doswiadczeniach wykazano, iz napromienianie grasicy moze by¢
zastapione dodatkowa dawka monoklonalnych przeciwciat antylimfocytarnych [1, 50]
lub kostymulacyjna terapia blokujaca (CTLA4Ig i przeciwciata monoklonalne anty-
CD154), co znacznie zmniejszyto toksycznos¢ przygotowania biorcy [49, 57].

W innym przypadku TBI myszy biorcy zostalo zastapione pojedyncza, skojarzona
dawka chemioterapeutykow (dimetylan myleranu i cyklofosfamid). Tutaj réwniez
osiagnigto stan mieszanego chimeryzmu oraz specyficzna tolerancj¢ na przeszczep
skorny [11].

Choroba przeszczep przeciwko gospodarzowi jest jednym z gtownych klinicznych
probleméw allogenicznych przeszczepow szpiku, mimo to w powyzszych doswiad-
czeniach nie byta obserwowana [47]. Mozna to wythumaczy¢ poprzez uprzednie doktad-
ne oczyszczenie wszczepianego szpiku kostnego z dojrzalych komoérek T lub zastoso-
wanie kostymulujace;j terapii blokujacej w momencie BMT [52, 53, 54, 57].

Pomimo wielokrotnie podejmowanych nieablacyjnych metod przygotowania gryzoni
do przeszczepienia, nie zdotano odstapi¢ od poczatkowych dawek mielosupresji czy
nieswoistej eliminacji limfocytow T [9, 10, 11,28, 31, 44]. Jeden z pomystow dotyczyt
zastosowania infuzji bardzo duzych dawek allogenicznych, krwiotwdrczych komorek
szpiku kostnego w celu uniknigcia TBI. W eksperymencie tym myszy biorcy zostaty
poddane terapii antylimfocytarnymi przeciwciatami monoklonalnymi oraz selektywnemu
napromienianiu grasicy. Nastgpnie otrzymaty duza liczbg (174 x 10%kg m.c.) krwio-
tworczych komorek szpiku kostnego dawcey w infuzji dozylnej. U 80% badanych myszy
zaobserwowano wysoki poziom chimeryzmu oraz indukcj¢ specyficznej tolerancji na
alloprzeszczep [48].

Naukowcy byli jednak zgodni, iz barierg w zastosowaniu powyzszej metody u ludzi
bytoby niewatpliwie pozyskiwanie tak duzej liczby komorek hematopoetycznych szpiku
kostnego od potencjalnych dawcow narzadow. Zwlaszcza, ze wigkszo$¢ narzadow
allogenicznych jest rutynowo pobierana od zmartych dawcow. Opracowanie w ostatnim
czasie nowej metody pozyskiwania komodrek krwiotworczych od heparynizowanych
dawcow narzadow pozwala jednak mie¢ nadzieje na pokonanie w przysziosci tej
przeszkody [25, 35].

Préby uniknigcia napromieniania organizmu gospodarza czy uzycia lekéw cytotoksy-
cznych w powyzszych eksperymentach dowiodty jednoznacznie, iz prawidtowe
wszczepienie krwiotworczych komorek dawcy wymaga odpowiedniego przygotowania
organizmu biorcy. Potwierdzily si¢ zatem przypuszczenia, iz niskie dawki terapii
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mielosupresyjnej sa niezbedne do indukcji dtugotrwatego stabilnego chimeryzmu w
modelu mysim [30, 39, 53].

INDUKCJA TOLERANCJI U DUZYCH ZWIERZAT

Skomplikowane nieablacyjne metody indukcji tolerancji poprzez ustanowienie
mieszanego chimeryzmu do niedawna nie byly stosowane u duzych zwierzat [58].
Watpliwosci te zostaty wyeliminowane jednak przez Fuchimoto i wsp., ktérzy jako
pierwsi zastosowali kostymulujaca terapig blokujaca w celu usunigcia limfocytow T u
swin. W tym modelu stabilny mieszany chimeryzm oraz specyficzna tolerancja na
antygeny dawcy w przeszczepie skornym zostata uzyskana po eliminacji limfocytow T
immunotoksyna skoniugowana z przeciwcialem anty-CD3, frakcjonowanym TBI (3
Gy) oraz napromienianiem grasicy (7 Gy) [17]. W kolejnym eksperymencie ci sami
naukowcy sprobowali zastosowa¢ podobna metode indukcji mieszanego chimeryzmu,
z pominigciem TBI. Okazato sig, iz nie ma przeszkod w stosowaniu nieablacyjnych
metod w celu indukgcji tolerancji u duzych zwierzat [ 14].

Podobne doswiadczenia u psow byly wielokrotnie przeprowadzane przez Storba
i wsp. Poczatkowo, w celu przygotowania biorcy, zastosowano TBI w dawce 2 Gy
oraz skojarzona terapi¢ cyklosporyna A i mykofenolanem mofytylu przez pierwszy
tydzien poczawszy od BMT. Po zmodyfikowaniu tego protokotu, wtaczyli do indukcji
terapig¢ CTLA4-Ig, zmniejszajac TBI do 1 Gy. W obu przypadkach zaobserwowano
stabilny mieszany chimeryzm i dtugotrwata tolerancj¢ na przeszczep skorny [45, 46].

Proby indukcji mieszanego chimeryzmu zostaty podjete rowniez u matp Cynomolgus z
gatunku makak (Macacca fascicularis). Wedtug opisanego protokotu malpy byty
przygotowywane do przeszczepienia przy uzyciu globuliny antylimfocytarnej, TBI (3 Gy),
napromieniania grasicy (7 Gy) oraz splenektomii bezposrednio przed transplantacja szpiku
i nerek od tego samego dawcy. Dodatkowo przez nast¢pne 4 tygodnie otrzymywaty
cyklosporyng A. Chimeryzm identyfikowano we krwi biorcow do 68 dnia po BMT, a $rednie
przezycie przeszczepu wyniosto ponad 6 lat. W dalszym etapie modyfikacja tego protokotu,
zawierajaca krotka terapig przeciwciatem monoklonalnym anty-CD154, pozwolita uniknaé
splenektomii i rownoczesnie zwigkszyta poziom chimeryzmu [19, 20, 21].

Powyzsze badania wykazaly, iz stan stabilnego mieszanego chimeryzmu moze by¢
skutecznie 1 bezpiecznie indukowany réwniez w badaniach modelowych na duzych
zwierzgtach.

ASPEKTY KLINICZNE INDUKCJI TOLERANCJI
IMMUNOLOGICZNEJ U LUDZI

Pierwsza kliniczna probe zastosowania krwiotworczych komoérek szpiku kostnego
dawcy razem z przeszczepem narzadow unaczynionych u ludzi podjat Monaco w 1976
1. w Bostonie. Rownoczesny przeszczep nerki i komorek szpiku kostnego dawcy zostat



226 M. RICHTER, B. MACHALINSKI

poprzedzony w tym przypadku terapia z uzyciem poliklonalnej globuliny antylimfo-
cytarnej. W rezultacie zaobserwowano stosunkowo dtuzsze przezycia przeszczepow u
pacjentéw z grupy badanej w poréwnaniu z grupa kontrolna [30].

Nastepnie Barber i wsp. opisali swoje zachgcajace wyniki badan u biorcéw
przeszczepow nerek, ktorzy otrzymali réwnoczesnie komorki szpiku kostnego od
zmartych dawcow. Pacjenci ci zostali poddani poprzedzajacej terapii lekami immuno-
supresyjnymi (cyklosporyna A, azatiopryna, prednison) oraz otrzymali krotki cykl z
uzyciem poliklonalnej globuliny antylimfocytarnej. Rowniez tym razem uzyskano
znaczna popraw¢ w przezyciu przeszczepow (od 3 do 32 miesigey, ze $rednig 16
miesi¢cy) z kilkoma epizodami odrzucenia [2, 29].

Podobne wyniki uzyskat Fontes i jego wspotpracownicy z Pittsburgha, ktorzy podjeli
kliniczna probe indukcji chimeryzmu u biorcéw przeszczepow allogenicznych réznych
organ6w unaczynionych (nerka, watroba, serce, wyspy trzustkowe). W okresie
okotooperacyjnym biorcy otrzymywali w infuzji dozylnej niespreparowany szpik kostny
dawcow (3 x 10%/kg m. c.) i byli poddawani konwencjonalnej immunosupresji (takrolimus
i prednison) [13, 34].

Duzym sukcesem klinicznym moze si¢ pochwali¢ Spitzer, ktory wraz ze wspot-
pracownikami dokonat allotransplantacji nerki i szpiku kostnego u 56-letnej kobiety w
koncowym stadium niewydolnosci nerek z rozpoznaniem szpiczaka mnogiego.
Przygotowanie pacjentki do przeszczepienia zawierato cykl immunosupresji w postaci
napromieniania grasicy, podania antytymocytarnej globuliny oraz cyklofosfamidu.
Chimeryzm nie trwat dtuzej niz 105 dni od transplantacji, lecz mimo to u pacjentki nie
zaobserwowano ostrego lub przewlektego odrzucenia przeszczepu [42].

Do chwili obecnej najwigeej sukcesow w dziedzinie indukcji tolerancji na alloprzesz-
czepy narzadow unaczynionych osiagnat zespot Ronaldo Garcii-Morales z Uniwersytetu
w Miami, gdzie od 1994 r. realizowany jest z powodzeniem program rownoczesnego
przeszczepiania narzadow (watroby, nerek, trzustki, jelita) oraz krwiotworczych komorek
szpiku kostnego. Biorcy przeszczepow poddawani sa wezesniejszemu przygotowaniu
w postaci 10-dniowej terapii indukcyjnej monoklonalnym przeciwcialem OKT3 oraz
terapii lekami immunosupresyjnymi (takrolimus, metyloprednizolon, mykofenolan
mofytylu). Infuzja komorek szpiku kostnego dawcy nastgpuje dwa razy: w okresie
okotooperacyjnym oraz pomigdzy 10 a 14 dniem od operacji. Nastepnie poziom
mieszanego chimeryzmu jest oceniany przy uzyciu metody reakeji tancuchowej
polimerazy (PCR). W wynikach tych badan zaobserwowano miedzy innymi znamienna
korelacje¢ pomigdzy dlugotrwale utrzymujacym si¢ wysokim poziomem chimeryzmu i
odleglym przezyciem przeszczepionych narzadow [6, 8, 15, 16, 26].

PODSUMOWANIE

Kluczowe odkrycia ostatnich lat potwierdzity znaczaca rol¢ mieszanego chimeryzmu
w rozwoju specyficznej tolerancji immunologicznej u biorcow przeszczepionych
narzadow nie tylko w modelu mysim i u duzych zwierzat, ale rowniez u ludzi. W
ostatnim czasie znaczne ulepszenie protokoldw przeszczepiania krwiotworczych
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komorek szpiku kostnego w konstelacji z przeszczepianymi narzadami allogenicznymi
bardzo zredukowato ryzyko potencjalnej toksycznosci w poréwnaniu z wezesniejszymi
metodami [18, 54]. W zwiazku z nadzieja na powszechne zastosowanie u ludzi pewne
aspekty indukcji tolerancji w mechanizmie mieszanego chimeryzmu czekaja nadal na
udoskonalenie ze strony naukowcow. Naleza tu przede wszystkim badania mechanizméw
BMT pod ostong blokowania kostymulacji limfocytéw T biorcy, oraz izolacja mozliwie
najwigkszej i najczystszej frakcji KKM ze szpiku kostnego od zmartych potencjalnych
dawcow przeszczepow allogenicznych.

Ustalenie protokotu indukcji mieszanego chimeryzmu poprzez BMT z nastgpowym
blokowaniem kostymulacji limfocytow T byto niewatpliwie jednym z najwigkszych
osiagnig¢ w tej dziedzinie w ostatnich latach i najbardziej zblizyto nas do celu, jakim jest
bezpieczna indukcja i dlugotrwaly stan tolerancji immunologicznej w transplantacji
allogenicznych narzadow unaczynionych.
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