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PRZESZCZEPIANIE HAPLOIDENTYCZNYCH KOMOREK
KRWIOTWORCZYCH U DZIECI, CZYLI KAZDY PACJENT MA DAWCE

Rok 1938, Lwow, Uniwersytet im. Jana Kazimierza. Profesor Jan Raszek-Rosenbusch
I dr. Franciszek Groer przeprowadzili pierwsza w Polsce, a prawdopodobnie réwniez
pierwsza na $wiecie transplantacje szpiku. Kilka mililitrow szpiku pobranego od zdrowego
dawcy (rodzenstwa lub jednego z rodzicow) podano doszpikowo (domostkowo). Zabieg ten
powtarzano Kilkakrotnie u tego samego pacjenta, a transplantacji poddano kilku pacjentow.
Oczywiscie, z braku wiedzy o antygenach zgodnosci tkankowej i ich znaczeniu
w transplantologii zabiegi te skazane byly na niepowodzenie. Wojna przerwata prace lekarzy
ze Lwowa, a wyniki przedwojennych eksperymentow opublikowali oni dopiero w 1949 roku
w Annals of Paediatrics (,,Technique and indications of the therapeutic intramedullar
transfusion of the bone marrow in children”).

Uzycie bomby atomowej pod koniec 1l Wojny Swiatowej, a pozniej wypadki
w amerykanskich elektrowniach atomowych sktonity do podjecia na nowo koncepcji
zastgpienia uszkodzonego szpiku Kkostnego przez zdrowy szpik od dawcy. Proby
podejmowane w latach 50-tych dwudziestego wicku byty jednak nieudane. Tym niemniej juz
wtedy sformutowano hipoteze, ze przeszczepienie szpiku kostnego moze by¢ takze skuteczng
metoda leczenia bialaczki, a hipoteze¢ te potwierdzono na modelach zwierzecych.
Dynamiczny rozw¢j transplantacji  szpiku kostnego w  dzisiejszym  rozumieniu
zapoczatkowato odkrycie i poznanie znaczenia antygenow zgodnosci tkankowej zwanych
antygenami transplantacyjnymi. Pozwolito to na dobor zgodnych dawcoéw oraz zmniejszenie
zarowno ryzyka odrzucenia przeszczepu jak i ryzyka wystapienia choroby ,,przeszczep
przeciwko gospodarzowi” (graft versus host disease — GVHD).

Jednak o powodzeniu transplantacji szpiku, ktdry to zabieg z formalnego punktu
widzenia powinien si¢ nazywaé transplantacjg komoérek krwiotworczych, decyduje szereg
innych czynnikéw. Niezwykle istotnie jest leczenie cytostatykami przed transplantacja.
Ta chemioterapia lub czasami chemioradioterapia niszczy uktad odpornosciowy biorcy
oraz przygotowuje miejsce dla przeszczepianych komorek krwiotworczych. U pacjentow
z chorobg nowotworowg (na przyktad biataczka) to tak zwane cytostatyczne uwarunkowanie
przeszczepu (conditioning - kondycjonowanie) ma réwniez dziatanie przeciwbiataczkowe —
eliminuje resztkowe, czgsto oporne na inne leczenie, komorki bialaczkowe.

Oczywiscie transplantacja komoérek krwiotworczych, tak jak transplantacja kazdego innego
narzadu prowadzi do interakcji komorek biorcy z komodrkami dawcy w mechanizmie
odrzucenia przeszczepu. Natomiast, jezeli przeszczepione komorki rozpoznaja komorki
biorcy jako obce = non-self, to taka interakcja moze prowadzi¢ do sytuacji odwrotnej, czyli
do odrzucenia przeszczepu, sytuacji, ktora nosi nazwe GVHD. Ryzyko tych powiktan jest tym
mniejsze, im wigksza jest zgodnos¢ tkankowa miedzy dawcg i1 biorcg. Niestety nawet 100%
zgodno$¢ nie daje 100 % gwarancji, ze wymienione wyzej powiklania nie wystapig. Dlatego
niezbedna jest przedprzeszczepowa chemio- lub chemioradioterapia, czasem z uzyciem
swoistych przeciwcial antylimfocytarnych, w celu eliminacji limfocytow pacjenta zdolnych
do odrzucenia. Ta tak zwana immunoablacja stosowana jest czg¢sto jako dodatek do
chemioradioterapii w przypadku: transplantacji komorek krwiotworczych od dawcy
niespokrewnionego, krwi pepowinowej lub transplantacji od dawcow czgsciowo zgodnych
w ukladzie zgodnosci tkankowej. Ryzyko wystgpienia GVHD mozna zmniejszy¢é przez



stosowanie profilaktyki tego powiklania. Ztoty standard stanowi nadal, po ponad 40 latach
stosowania, profilaktyka farmakologiczna przy uzyciu Cyklosporyny A (od dnia
poprzedzajacego transplantacj¢) 1 matych dawek Metotreksatu (zwykle w dniu +1, +3,
+6, +11) po przeszczepieniu. Czasami stosuje si¢ niewielkic dawki hormonow nadnerczy
lub ,,mechanicznie” usuwa si¢ z przeszczepu komorki, ktére moga rozpozna¢ tkanki
gospodarza jako obce (non-self) i spowodowac ich uszkodzenie w procesie GVHD.

W dalszych rozwazaniach pominiemy transplantacje autologicznych (wlasnych)
komorek krwiotworczych, ktory to zabieg pozwala jedynie na przeprowadzenie
wysokodawkowej, niszczace]j szpik kostny chemioterapii poprzez odtworzenie funkcji
krwiotworczej. Czasem ten zabieg wykonywany jest w celu wykonania ,,resetu” uktadu
immunologicznego w leczeniu chordb z autoagresji (np. w stwardnieniu rozsianym).

Przeszczepienie obcych - allogenicznych komorek krwiotworczych o0znacza
przeszczepienie komorek pobranych od dawcy. Poczatkowo przeszczepiano szpik kostny
i stad w potocznym obiegu funkcjonuje zwyczajowa nazwa ,,przeszczepienie szpiku”. Jednak
z czasem stwierdzono, ze komorki krwiotworcze zdolne do rekonstrukcji krwiotworzenia
znajduja si¢ rowniez we krwi obwodowej, krwi pgpowinowej a takze w $ledzionie. Obecnie
w zalezno$ci od wskazan, wieku dawcy, a takze czasem od preferencji osrodka
przeszczepiajacego wykonywane sg transplantacje komorek pobranych ze szpiku, krwi
obwodowej, lub krwi pepowinowej - dlatego nazwa przeszczepianie szpiku zostata zastgpiona
przez okreslenie transplantacja komorek krwiotworczych. Ciagle obowigzuje zasada,
ze dawca komorek krwiotworczych powinien by¢ jak najbardziej zgodny z pacjentem.
Najlepszym dawca, przynajmniej w klasycznych wskazaniach do transplantacji, jest zgodny
dawca rodzinny (brat lub siostra). Liczba pacjentéw, ktorzy maja zgodnego dawce rodzinnego
jest ograniczona i waha si¢ w granicach 20 - 25 % a obecny model rodziny posiadajacej 1 lub
2 dzieci powoduje zmniejszenie liczby zabiegéw przeszczepienia od zgodnego dawcy
rodzinnego. W przypadku braku zgodnego dawcy rodzinnego transplantacja jest w dalszym
ciggu mozliwa, ale w takiej sytuacji trzeba rozpocza¢ poszukiwanie dawcy alternatywnego.
Takim dawcg alternatywnym moze by¢ zgodny dawca niespokrewniony (MUD)
lub czeSciowo zgodny dawca rodzinny (dawca haploidentyczny). Przeszczepienie krwi
pepowinowej to W praktyce przeszczepienie komorek od dawcy niespokrewnionego zwykle
czeSCciowo zgodnego z pacjentem, przy czym kryterium zgodnosci jest mniej restrykcyjne
niz w przypadku od dorostego dawcy niespokrewnionego, kiedy w zasadzie bez problemow
akceptuje sie zgodnosé 9/10 (zgodno$é antygenowa lub alleliczna). Zgodno$¢é migdzy dawca
i biorca w 8 na 10 antygenow lub alleli budzi juz wigksze kontrowersje i czesto nie akceptuje
si¢ takiego dawcy (z wytaczeniem niezgodnosci przy przeszczepianiu krwi pgpowinowej).

Szczegblnym rodzajem transplantacji jest przeszczepianie komorek krwiotworczych
od dawcy rodzinnego cze$ciowo zgodnego W uktadzie HLA. Ten rodzaj transplantacji
wymaga specjalnego przygotowania pacjenta w celu zminimalizowania ryzyka odrzucenia
przeszczepu oraz specjalnej obrobki przeszczepianych komoérek w celu zminimalizowania
ryzyka wystgpienia choroby przeszczep przeciwko gospodarzowi. Transplantacja od dawcy
rodzinnego cz¢$ciowo zgodnego nazywana jest transplantacja haploidentyczna.

Haplo jest tak zwanym tematem slowotworczym wywodzacym si¢ ze starogreckiego amiodg.
Jest to pierwszy czton wyrazow ztozonych i 0znacza pojedynczy, prosty. Genotyp cztowieka
sktada si¢ z dwoch haplotypow odziedziczonych od rodzicéw - okreslenie haploidentyczny
oznacza zgodno$¢ w jednym haplotypie = zgodno$¢ w polowie antygenow
transplantacyjnych. W praktyce rodzice sa:

- w potowie zgodni = haploidentyczni ze swoimi dzie¢mi,

- dzieci s3 w potowie zgodni z rodzicami,

- rodzefnstwo migdzy sobg moze by¢ calkowicie zgodne, haploidentyczne lub catkowicie
niezgodne.


https://pl.wiktionary.org/wiki/pojedynczy#pl
https://pl.wiktionary.org/wiki/prosty#pl

Wynika z tego, ze w praktyce kazde dziecko, a wilasciwie kazdy pacjent ma dawce
haploidentycznego, oczywiscie poza wyjatkowymi przypadkami, na przyktad dzieci
adoptowanych bez mozliwos$ci dotarcia do biologicznych cztonkow rodziny.

W 1996 roku, na kursie Bone Marrow Transplantation in Children w Erice na Sycylii,
Franco Aversa z Uniwersytetu w Peruggi zaprezentowal wyniki przeszczepiania komoérek
krwiotworczych od dawcoéw haploidentycznych (haploSCT). Prezentacja ta byta inspiracjg
dla programu transplantacji haploidentycznych w Klinice Transplantacji Szpiku, Onkologii
1 Hematologii Dziecigcej we Wroctawiu. Fundacja ,,Na Ratunek Dzieciom z Choroba
Nowotworowa”  zakupila urzadzenie do immunomagnetycznej selekcji komorek
krwiotworczych, a odczynniki sfinansowano z grantu KBN. Pierwszg haplo SCT wykonano
jesienig 1998 u niemowlecia z cigzkim wrodzonym niedoborem odpornosci (SCID).

Poczatkowo przeszczepiano wyselekcjonowane komorki krwiotworcze (pozytywna
selekcja tak zwanych komoérek CD34+). Z czasem udoskonalono metod¢ usuwania
limfocytow T (CD3+) ktorg ostatnio zastgpiono jeszcze bardziej precyzyjng deplecja
subpopulacji limfocytow T wykazujacych obecnos¢ TCR (T Cell Receptor), w sktad ktorego
wchodzg tancuchy o oraz . Te wlasnie komorki sg w pierwszej kolejnosci odpowiedzialne
za reakcje przeszczep przeciwko gospodarzowi i ich selektywne usunigcie zmniejsza ryzyko
wystgpienia tego powiklania. Generowanie limfocytow mogacych rozpoznaé i reagowac
na rozne patogeny - wirusy, bakterie lub grzyby stwarza mozliwo$ci zmniejszenia ryzyka
po przeszczepowych powiktan infekcyjnych, ktore to powiklania sg poza wznowa choroby
podstawowej najczestszg przyczyna niepowodzenia w transplantacjach haploidentycznych.

To deplete or not to deplete that is the question. Przez lata gtéwnym sposobem
na pokonanie biologicznej bariery, pokonanie niezgodnosci migdzy pacjentem i dawcg bylo
mechaniczne (immunomagnetyczne) usuwanie z przeszczepu komorek zdolnych
odpowiedzie¢ na stymulacj¢ antygenami dawcy. Ta metoda jest niezwykle skuteczna ale jej
wadg jest konieczno$¢ przygotowania komorek ex vivo, wymaga specjalistycznego sprzetu,
jest w koncu droga 1 wyjatkowo czasochtonna. Alternatywa haploidentycznych transplantacji
z deplecja limfocytow jest przeszczepienie nieprzetworzonych komorek 1 podanie
po transplantacji cyklofosfamidu, cytostatyku ktory skutecznie niszczy komoérki dawcy,
ktore staty si¢ aktywne w odpowiedzi na stymulacje antygenami biorcy - tak zwane komoérki
alloreaktywne — i w ten sposob przetamanie biologicznej bariery niezgodnosci. Wada tej
metody jest koniecznos$¢ dlugotrwalej 1 wielolekowej immunosupresji, ktora w ogole nie jest
wymagana w transplantacji z wytaczeniem - T-deplecja.

Na Oddziale Onkologii, Hematologii, Immunologii Dziecigcej Szpitala
Uniwersyteckiego w Lund (Skéne University Hospital) transplantacje haploidentyczne
wykonywane sa od roku 2005. W tym czasie wykonano 59 zabiegéw u 51 dzieci.
Charakterystyka pacjentow znajduje si¢ w tabeli ponizej. Nalezy przy tym podkreslié,
ze wszyscy pacjenci ze wskazaniami nowotworowymi mieli chorobe wysokiego ryzyka,
zwykle oporng na konwencjonalne leczenie.

We wszystkich przypadkach dawcg bylo jedno z rodzicow. Komorki krwiotwoércze
pobierano w procesie aferezy z krwi obwodowej po 3-5 dniowej mobilizacji przy pomocy
czynnika wzrostowego (GCSF). Do roku 2011 polowa afarezatu podlegata
immunomagnetycznej deplecji CD3 dodatnich limfocytow, a =z drugiej potowy
selekcjonowano komorki CD34 pozytywne. Od roku 2012 jedyng metoda opracowania
komorek do transplantacji jest immunomagnetyczne usuwanie limfocytow TCR of
pozytywnych. Poniewaz takie przetwarzanie ex vivo komorek przed transplantacjga nie
Zmienia liczby limfocytow B, zastosowano deplecj¢ limfocytow B in vivo przy pomocy
przeciwciat monoklonalnych (preparat zwany rituximab) podawanych dzien po transplantacji.
W przeciwnym razie przeszczepienie duzej liczby limfocytow B jest znanym czynnikiem
ryzyka rozwoju chtoniaka stymulowanego proliferacjg wirusa Epstein-Barr. Do roku 2013
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byly dostgpne przeciwciala monoklonalne anty-CD3 (OKT3) i tych przeciwcial uzywano
W okresie okoto przeszczepowym (od dnia -8 do dnia +21) w celu dodatkowej
immunosupresji majacej gltownie na celu zmniejszenie ryzyka odrzucenia przeszczepu.
Po roku 2013 zastgpiono OKT3 surowica antylimfocytarng (ATG) podawang
od -11 do — 8 dnia przed przeszczepem.

Tab. 1. Charakterystyka pacjentow

(M/K)  (lata, mediana, zakres)
51 3219  55(01-178)
[ Bialaccka ~ PAVIE 8,2(0,7-17.4)

ALL 13
AML 5

MDS/JMML 2/1
Guzlity B 12/6 6,5 (3,0-17,8)
Neuroblastoma 15 10/5

RMS 1
Guz Wilmsa 1
Miesak Ewinga 1

| Ch. nienowotworowa 2 8/4 12(01-81)
SCID 6
Osteopetroza 2
Mukopolisacharydoza VI 2
Anemia Fanconiego 1

1

SAA (anemia aplastyczna)

Prawie wszyscy pacjenci otrzymali chemioterapie przedprzeszczepowa ztozong
z Fludarabiny, Tiotepy i Melfalanu. Pacjenci ze wskazaniami nienowotworowymi otrzymali
chemioterapi¢ mieloablacyjng z Busulfanem dozylnie (dawkowanie indywidualne
w zaleznosci od wyniku badan farmakodynamicznych). Pacjenci z klasycznym ztozonym
niedoborem odpornosci (SCID) nie otrzymali zadnej chemioterapii. Wszyscy pacjenci z NBL
otrzymali wysoka dawke MIGB (terapeutyczny izotop jodu 1) okoto 3 tygodnie
przed rozpoczeciem kondycjonowania. W  przypadku gdy liczba resztkowych,
kontaminujgcych przeszczep limfocytow T przekraczata 25x10%kg biorcy dodatkowo
stosowano 4 tygodniowg profilaktyke GVHD podajac mykofenolat mofetilu.

Trwala allogeniczng odnowe hematologiczng obserwowano u 49 z 51 pacjentow (jeden
pacjent zmart w dniu +16, przed odnowa). Jeden pacjent odnowit si¢ autologicznie. U pigciu
pacjentow stwierdzono odrzucenie przeszczepu, wykonano retransplantacje, po ktorej
uzyskano trwalg hematopoezg. Czterech innych pacjentow przeszczepiono po raz drugi,
ale w tym wypadku wskazaniem do powtorzenia zabiegu byta wznowa choroby podstawowe;j.
Na dzien 7 marca 2017 roku zyje 21/51 pacjentéw (mediana 4 lata, 0,7 — 11,5). Biorac
pod uwage, ze wigkszos¢ dzieci nalezala do grupy wysokiego ryzyka (transplantacja
po wznowie lub w przypadku choroby opornej na konwencjonalne leczenie) przezycie 10/21
pacjentow z biataczka moze by¢ catkiem satysfakcjonujace. 30 pacjentow zmarto (mediana
9,6 miesiecy, 0,5-75). W przypadku transplantacji w grupie pacjentow ze wskazaniami
onkologicznymi glowng przyczyng zgonu byla wznowa choroby (23/27). Czworo dzieci
(4/27) z tej grupy zmarto w remisji choroby - dwoch pacjentow z ALL w przebiegu ostrego
zapalenia watroby wywotanego przez adenowirusa i dwoch z przebiegu powiklan ostrej
sterydoopornej choroby GvHD, w obu przypadkach po profilaktycznym podaniu limfocytow

4



dawcy (DLI). Warto podkresli¢, ze poza tymi dwoma pacjentami ostra choroba GvHD
nie stanowita istotnego problemu klinicznego. Zaden z pacjentdéw nie rozwinat przewlekle;
formy choroby GvHD. Lacznie 7/51 pacjentow zmarlo w powodu komplikacji zwigzanych
z transplantacja.

W grupie przeszczepianych ze wskazan nie onkologicznych zyje 9/12 pacjentéw -
mediana 35 miesigcy, (12 — 105). Troje dzieci zmarto 16, 114 1 132 dni po transplantacji:
jedno w przebiegu posocznicy wywotanej Klebsiella pneumoniae, a dwoje z powodu
nieokreslonej, prawdopodobnie wirusowej infekcji uktadu oddechowego 1 gwattownie
postepujacej niewydolnosci ~ oddechowe;j. Ponizsze  diagramy  przedstawiaja
prawdopodobienstwo przezycia po przeszczepieniu szpiku, tacznie dla calej grupy pacjentow
(Rys. 1) i z podziatem na 3 kategorie (Rys. 2).
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Obecnie nie podwaza si¢ znaczenia transplantacji haploidentycznych komorek
krwiotworczych. Co wiecej wydaje si¢, ze w niedtugim czasie ten rodzaj transplantacji stanie
si¢ istotng platformg terapii komorkowej i pozwoli na zrozumienie i1 wykorzystanie
mechanizmow odpowiedzi immunologicznej w kontroli procesu nowotworzenia. Jak na razie
potencjalne korzysci sa w czgéci niwelowane przez dlugotrwale uposledzenie uktadu
odpornosciowego. Smiertelno$é poprzeszczepowa jest w dalszym ciagu wysoka i konieczne
jest opracowanie metod pozwalajacych na szybsze odzyskanie sprawnosci immunologicznej
przez przeszczepione komorki immunokompetentne. Jednakze samo tylko ograniczenie
$miertelnosci spowodowanej przez infekcje, zwlaszcza wirusowe, bedzie duzym krokiem
naprzod.

Generacja komorek antygenowo-specyficznych to nastepne wyzwanie. Proby
wykorzystywania niemodyfikowanych limfocytow dawcy (donor lymphocyte infusion) maja
co prawda swoje przestanki teoretyczne, ale z drugiej strony wiadomo, ze ryzyko trudnej
do kontroli/leczenia GVHD jest wysokie, wida¢ to takze w naszej grupie pacjentow. Z tego
punktu widzenia atrakcyjna wydaje si¢ by¢ hipoteza, ze alloreaktywne (mogace zainicjowac
GvHD) limfocyty znajduja si¢ we frakcji tak zwanych naiwnych, CD45RA dodatnich
limfocytow. Obecna technologia pozwala na wykrycie i skuteczne usunigcie tych limfocytow
z probki krwi pobranej od dawcy i z pozostawieniem limfocytow pamieci, ktore
odpowiedzialne sg za szybka odpowiedZz i skuteczng obron¢ przed patogenami (wirusy,
bakterie). W ten sposdb mozna korygowaé uposledzong przeszczepieniem odpornosé
poprawiajac funkcje obronne bez zwigkszonego ryzyka GvHD. Pamigtajac dwoch pacjentow
z ALL, ktorzy zmarli w remisji biataczki z powodu gwattownej niewydolno$ci watroby
w przebiegu zakazenia adenowirusem zaplanowano wstepne badanie kliniczne. Celem byto
sprawdzenie bezpieczenstwa podawania limfocytow T po deplecji komoérek CD45RA
pozytywnych u pacjentow z reaktywacja infekcji wirusowej. Probe ta wykonano
u 6 pacjentdéw. Podano od 25000 lub 50000 komorek/kg cc bez zadnych objawoéw GvHD.
Uzyskano skuteczng redukcje liczby kopii wirusow lub catkowita eliminacj¢ wirusa
bez zaostrzenia objawdw klinicznych infekcji.

Poczatkowo haploprzeszczep byt alternatywa w przypadku braku zgodnego dawcy
lub braku czasu na poszukiwanie optymalnego dawcy. Obecnie wskazania do haploSCT
wykraczaja poza wskazania zwigzane z wymiang chorej hematopoezy. To wskazanie
pozostaje oczywiScie aktualne w chorobach nienowotworowych. HaploSCT oraz
poprzeszczepowa infuzja limfocytow (DLI), generowanie cytotoksycznych limfocytow
rozpoznajacych antygeny nowotworowe, jest atrakcyjng 1 dynamicznie eksplorowang
koncepcja leczenia chorob nowotworowych uktadu krwiotwoérczego, jak i rowniez niektorych
nowotworow narzadowych. Postuluje si¢ mozliwos¢ indukcji efektu przeszczep przeciwko
nowotworowi (graft versus neoplasia/tumor/leukemia). Efekt ten jest mediowany przez
immunokompetentne komorki dawcy (limfocyty T, komorki NK) 1 daje szansg¢ skutecznego
leczenia nawet w przypadkach opornosci na leczenie cytostatyczne.



