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Streszczenie wykladu: TERAPIE KOMORKOWE W TRANSPLANTOLOGII

Wprowadzenie

Wprowadzenie terapii komorkowych do transplantologii w ciagu ostanich 20 lat wigze si¢
nieodigcznie z rozwojem medycyny regeneracyjnej. Termin “medycyna regeneracyjna” zostat
wprowadzony po raz pierwszy w 1992 roku przez Lelanda Keisera w artykule opisujagcym wspot-
czesny system administracji medycznej. Dzi$ pojecie regeneracji i rekonstrukcji ma szersze za-
stosowanie. Obejmuje ono roéwniez uzycie szeroko rozumianych terapii komorkowych, wlacznie
z ich zastosowaniem w transplantacji narzagdow oraz w transplantologii rekonstrukcyjnej, takiej
jak przeszczepy konczyn czy twarzy. Testowanie terapii komorkowych wymaga odpowiednich
modeli doswiadczalnych, co wigze si¢ nie tylko z wysokimi kosztami, ale rowniez z koniecz-
noscig potwierdzenia powtarzalnosci wynikéw oraz z etycznymi aspektami w przypadku badan
dotyczacych komoérek macierzystych.

Badania doswiadczalne

Laboratorium Mikrochirurgii Cleveland Clinic prowadzi od ponad 20 lat badania nad proto-
kotami wzbudzania immunotolerancji u biorcéw unaczynionych kompozytowych przeszczepow
tkankowych. W badaniach przeszczepow konczyn w modelu doswiadczalnym szczura, wspoma-
ganym siedmiodniow3 terapig z uzyciem selektywnie blokujacych przeciwciat o/ff TCR oraz cy-
klosporyny, uzyskaliSmy tolerancj¢ oraz przezycie konczyn do ponad 720 dni bez koniecznosci
kontynuowania immunosupresji. Tolerancja w tym modelu zwigzana byta z przeszczepieniem
unaczynionego szpiku kostnego, pochodzacego z konczyny dawcy i korelowata z obecnoscig chi-
meryzmu dawcy we krwi obwodowej biorcy, potwierdzong w badaniu cytometrii przeptywowe;.

Wyniki tych badan zachecily nas do zastosowania nowego protokotu opartego na wzbu-
dzeniu chimeryzmu u biorcy poprzez transplantacj¢ szpiku dawcy w immunologicznie trudnym
modelu przeszczepu unaczynionego ptata skornego. Uzyskanie znamiennego przedtuzenia prze-
zycia przeszczepu w obecnosci chimeryzmu dawcy we krwi obwodowej biorcy potwierdzito
skuteczno$¢ terapii komorkowej w naszym modelu doswiadczalnym. Poniewaz utrzymanie
chimeryzmu dawcy zwigzane bylo ze znamiennie wydluzong przezywalnoscig przeszczepow,
nastepnym logicznym krokiem byto wprowadzenie nowej terapii, ktorej podstawa byta fuzja —
ex vivo komorek szpiku biorcy oraz dawcy wykonana przed przeszczepem celem stworzenia
komorek chimerycznych, reprezentujagcych MHC klasy I zar6wno biorcy, jak 1 dawcy.

Metodyka badan

Proces fuzji i tworzenia komorek chimerycznych byl przeprowadzany pierwotnie pomiedzy
frakcja leukocytow izolowanych ze szpiku kostnego, pochodzacego od dwdch genetycznie roz-
nych szczuréw. Izolowane leukocyty byly znaczone oddzielnie barwnikiem fluorescencyjnym,
a nastepnie poddawane procesowi fuzji z uzyciem politlenku etylenu (PEG). Podwojnie znaczo-
ne: zielono-czerwone komorki fuzyjne (komorki chimeryczne dawcy—biorcy) byly nastgpnie



izolowane poprzez cytometri¢ przeptywowa i testowane in Vvitro oraz in vivo (ryc. 1). W warun-
kach hodowli in vitro, komorki chimeryczne nie wykazywaty apoptozy, a ich podanie w trakcie
przeszczepu unaczynionych ptatow skornych jako wspomagajacej terapii komorkowej wptyneto
na znamienne przedtuzenie przezycia przeszczepu.

Ryc. 1. Proces przygotowania fuzji komérek z dwéch genetycznie réznych szczuréw. Szpik kostny po izolacji zostaje oczyszczony

i flu escencijieﬁarwion kolorcz%rwon Iub?elonyl.(Fluores encyjaieza arwione#omérki s%mast iefuzéowan/e exgvo-
. &cma . FT0CC I‘Zly otowania %%']1 omoreK, 7z \goc ene%czn € rozZnych SzZCZurow. Zplk
i selekcjowane prrsz cytometfi€ przeptywowa, by'wyizolowac tylko podwojniearwi eza—‘;(o 0-Czerwone Kom

(0}

kostny po 1zolacji zostaje ocZyszczony 1 fluorescencyjnie barwiony or czerwony ub zielony).
S S(Iuorescenc nie zabﬁrwionekko orki sqznas epnje fu;'owane ex Vivo i selekcjowa(llze1 }g({)fr'zez
Sl st RS men S foaln SR o ke el
swiadczalnym przyczynit si¢ do da¥szego rozwoju tej technologii w kierunku badan klinicznych.
Pierwszym krokiem bylo opracowanie technologii fuzjowania ludzkich komorek, ktérych zro-
dtem byta krew pepowinowa. Zaleta uzycia komoérek macierzystych z krwi pepowinowej do
celow terapeutycznych jest ich niska immunogennos$¢, niewielkie ryzyko zakazen wirusowych
oraz niski wskaznik zachorowalnos$ci na chorobe przeszczep przeciwko gospodarzowi.

Pierwsze ludzkie komorki chimeryczne z krwi pepowinowej zostaty utworzone w procesie
fuzji przeprowadzonej in vitro w Laboratorium Mikrochirurgii. Mozliwos¢ sfuzjowania dwoch
komorek pochodzacych od genetycznie niespokrewnionych dawcow jest przelomem w bada-
niach nad mechanizmem reakcji immunologicznych w transplantologii. Badania PCR komo-
rek chimerycznych potwierdzily obecno$¢ materiatu genetycznego pochodzacego od obydwu
dawcow komorek krwi pepowinowej. Obecnie ludzkie komorki chimeryczne sg w fazie testow
prowadzonych na modelu atymicznym szczura w celu okreslenia ich potencjalu migracyjnego,
wilasciwosci proliferacyjnych oraz przezywalno$ci w warunkach in vivo. Zastosowanie komorek
chimerycznych jako terapii wspomagajacej w transplantologii pozwolitoby zmniejszy¢ dawke
lekéw immunosupresyjnych lub potencjalnie wyeliminowa¢ konieczno$¢ dozywotniej immuno-
supresji.



Podsumowanie

Celem badan nad ludzkimi komorkami chimerycznymi jest nie tylko ocena ich charakte-
rystycznych cech immunologicznych, lecz rowniez utworzenie w przysztosci banku komoérek
chimerycznych. Bank komoérek chimerycznych zapewniatby zrodlo komorek terapeutycznych,
ktére moglyby by¢ uzyte ,,na zamdwienie” w zaleznosci od potrzeb m.in. jako terapia wspoma-
gajaca transplantacje narzadow oraz kompozytwych przeszczepow tkankowych, takich jak np.
przeszczep twarzy.

Metoda fuzji in vitro i tworzenie komorek chimerycznych moze by¢ w przysztosci stosowana
do uzyskania potrojnych, czy nawet poczwoérnych chimer stuzacych odnowie szpiku kostnego
u pacjentdw z zespotami niewydolnos$ci immunologicznej, w przypadku leczenia bialaczek oraz
u pacjentéw po agresywnej chemioterapii, radiooterapii lub w chorobie popromienne;.

Innowacyjno$¢ uzycia komoérek chimerycznych w medycynie regeneracyjnej otwiera nowe
mozliwosci terapeutyczne, dzieki ktorym metoda fuzji moze zapewnic tansze, szybsze i bardziej
skuteczne efekty terapeutyczne.



