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The organ transplantation — a challenge for biotechnology
Summary

The use of animals as a source of organs and tissues for xenotransplan-
tation can overcome the growing shortage of human organ donors. However,
xenoreactive antibodies present in humans directed against swine Gal antigen
on the surface of xenograft donor cells leads to the complement activation and
immediate xenograft rejection as a consequence of hyperacute immunological
reaction. The graft of genetically modified organ of a swine would be tolerated
with simultaneous administration of medicines decreasing other less severe im-
munological reactions. This review summarizes the clinical history and rationale
for xenotransplantation, recent progress in understanding the physiologic, im-
munologic, and infectious obstacles to xenotransplantation and some of the
strategies being pursued to overcome these dificulties.

Key words:
xenotransplantation, transgenic pigs, hyperacute rejection.

1. Wstep

Przeszczep komoérek, tkanek i narzadow jest dzis realna, sku-
teczna, czesto jedyna drogg leczenia chorych. Zabieg ten juz od
ponad piecdziesieciu lat ratuje zycie pacjentom ze schytkowa
niewydolnos$cia wielu narzadéw, ofiarom wypadkéw oraz cier-
piacym na nowotwory uktadu krwiotwdrczego, czy zlozone nie-
dobory immunologiczne. Od momentu pierwszej, zakonczonej po-
wodzeniem transplantacji nerki, jakiej dokonat Joseph E. Murray
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Wykres. Poréwnanie liczby pacjentéw oczekujacych na przeszczep narzadéw unaczynionych z licz-
ba wykonywanych zabiegéw w USA. Wedlug OPTN/SRTR.

w 1954 r., transplantologia jako dziedzina kliniczna ulegta ogromnemu rozwojowi,
co skutkuje dzi§ zaréwno podniesieniem skuteczno$ci tej metody terapeutycznej,
jak i znacznym rozszerzeniem wskazan do jej zastosowania. Rutynowo wykonuje
sie przeszczepy nerki, nerki i trzustki, samej trzustki, watroby oraz serca. Coraz
czesciej przedmiotem zabiegow staja sie ptuca, pluca i serce, a takze fragmenty jeli-
ta. Powodzeniem zakonczyty sie rowniez przeszczepy krtani (1) oraz konczyny gor-
nej (2). Oprocz narzagdoéw unaczynionych wykonuje sie rowniez transplantacje ko-
morek krwiotworczych, skory, zastawek serca, fragmentow kostnych i rogéowki oka.

Nie bez znaczenia bylo roéwniez ustanowienie norm prawnych regulujacych pro-
blem pozyskiwania narzagdéw od oséb zmartych i zywych dawcow oraz utworzenie
wyspecjalizowanych instytucji organizacyjno-koordynacyjnych do spraw transplan-
tacji organéw (Eurotransplant, Poltransplant, UNOS-United Network For Organ Sha-
ring).

W przypadku najczesciej przeszczepianego narzadu, jakim jest nerka $miertel-
nos¢ u pacjentéw dorostych jest obecnie niemal o potowe nizsza w stosunku do
wartosci z poczatku lat osiemdziesigtych. Przezywalnos¢ w okresie piecioletnim sie-
ga 84%. Podobnemu zmniejszeniu ulegta tez czestos¢ powiktan w postaci odrzuce-
nia przeszczepu (3). Jeszcze lepsze wyniki uzyskuja niektore osrodki pediatryczne,
gdzie w ciagu pieciu lat od zabiegu przeszczepu watroby odnotowuje sie 93% prze-
zycie pacjentéw (4). W 2000 r. odnotowano najdiuzsze przezycie biorcy nerki od zy-
wego, genetycznie spokrewnionego dawcy, ktore wynosifo 40 lat, nieco krocej —
34 lata, zyt pacjent z nerkg pobrang ze zwlok, z watrobg — 30 lat, z sercem — 23
lata, z trzustka i nerka — 19 lat, z trzustkg — 18 lat, z ptucem — 13 lat (5). Niestety
z roku na rok liczba chorych ze wskazaniami do przeszczepu zwieksza sie niepro-
porcjonalnie do liczby wykonywanych zabiegéw (wykres). Dysproporcja ta wzrasta
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0 10-15% rocznie (6). Powodem tego jest brak dostatecznej liczby organéw do trans-
plantacji oraz coraz czestsze wskazania do wykonywania przeszczepéw. Powaznym
wyzwaniem jest zniwelowanie dysproporcji miedzy liczbg dostepnych organéw
a liczbg pacjentow kwalifikujacych sie do przeszczepu. Istnieje duza dysproporcja
pomiedzy liczbg oczekujacych a liczbg zabiegéw w zalezno$ci od przeszczepianego
narzadu (tab.). Powodem tego jest brak organéw do transplantagcji.

Tabela

Liczba oczekujacych na przeszczep oraz liczba narzadéw do transplantacji dla krajow zrzeszonych w Euro-
transplant (Austria, Belgia, Holandia, Luksemburg, Niemcy). Wedtug Eurotransplant (www.eurotransplant.nl).

Narzad Liczba oczekujacych na przeszczep Liczba organéw do transplantacji
(styczen 2006 r.) (2005 r.)
nerka 11 814 3383
watroba 2134 1243
trzustka 03 70
trzustka i nerka 218 303
serce 946 542
serce i ptuca 64 21
pluca 738 450

2. Przyszto$¢ transplantologii

Narzady do przeszczepéw pobierane sg najczesciej od oso6b zmartych, rzadziej
pochodzg one od zywych genetycznie lub emocjonalnie spokrewnionych dawcow.
W Polsce problem ten reguluje ustawa z 26 pazdziernika 1995 r. ,,0 pobieraniu
i przeszczepianiu komoérek, tkanek i narzadow” (Dz.U., nr 138, poz. 682). Niestety
obecne zrédia organoéw nie sg w stanie pokry¢ zapotrzebowania. Pogtebiajacy sie
z kazdym rokiem niedobér narzadéw zmusza do poszukiwania nowych i bardziej
skutecznych metod ich pozyskiwania. Do najwazniejszych z nich mozna zaliczy¢ in-
zynierie tkankowa, wykorzystanie komérek macierzystych, terapie biohybrydowa,
stworzenie sztucznych narzadéw czy bioreaktoréw, ktére beda petnic¢ ich funkcje
oraz ksenotransplantacje.

2.1. Inzynieria tkankowa
Inzynieria tkankowa zaktada mozliwo$¢ stworzenia in vitro gotowych tkanek,
a w przyszlosci catych narzadéw. Dziedzina ta dynamicznie sie rozwija. Najbardziej

zaawansowane sg badania nad tworzeniem in vitro skory, chrzastki i kosci. Pierwsze
preparaty tak wyhodowanej skory sa juz dostepne i z powodzeniem stosowane
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w leczeniu oparzen i trudno gojacych sie ran w przebiegu cukrzycy czy pecherzo-
wym wrodzonym oddzielaniu naskérka.

Wspoélczesna inzynieria tkankowa proponuje dwa podejscia do tworzenia no-
wych tkanek. Pierwszym jest podawanie czynnikéw wzrostowych in situ. Powoduje
to wytworzenie nowej tkanki w miejscu uszkodzenia (w ranie lub narzadzie). Drugi
sposéb polega na hodowli in vitro tkanek na sztucznym zrebie z kolagenu lub tatwo
ulegajacych degradacji polimerow. Na takiej zasadzie hoduje sie obecnie ,,sztuczna
skore” (7), zaawansowane sg takze prace nad tworzeniem chrzgstki (8) i kosci (9),
a takze watroby (10).

2.2. Wykorzystanie komérek macierzystych

Komoérki macierzyste (SC, ang. stem cells) sa niezr6znicowane, totipotencjalne
i moga dac¢ poczatek kazdemu rodzajowi tkanki. Istniejg dwa rodzaje komérek ma-
cierzystych. Pierwszym sa pierwotne komorki zarodkowe (ang. embryonic stem cells),
wystepujgce na wczesnych etapach rozwoju zarodkowego. Daja one poczatek
wszystkim trzem listkom zarodkowym. Drugim rodzajem sg komorki macierzyste
tkanek osobnikéw dorostych (ang. progenitor cells), ktore ulegaja podziatom przez
cale zycie, pozostajac na tym samym etapie rozwoju. Znajdg one, jak sie wydaje,
szczegolne zastosowanie w leczeniu choréb neurodegeneracyjnych (11-13) oraz na-
prawie tkanek (14,15), np. po zawatach serca czy uszkodzeniu watroby i w terapii
nowotworéw ukfadu krwiotwérczego.

2.3. Terapia biohybrydowa

Terapia biohybrydowa (terapia ,,opakowanymi” komérkami, immunoizolacja)
to metoda wszczepiania do organizmu komorek ,opakowanych” w selektywnie
przepuszczalnej membranie w celu przejecia funkcji komorek, ktore ulegty znisz-
czeniu. Warstwa oddzielajaca komorki musi chroni¢ przed atakiem ukfadu odpor-
nosciowego, a jednoczesnie zapewnia¢ swobodny przeptyw substancji odzyw-
czych i tlenu do wnetrza oraz wydzielanych przez nie zwigzkéw na zewnatrz. Im-
planty wszczepiane do organizmu chorych osé6b moga mie¢ posta¢ mikrokapsutek
(o pojemnosci 1000-5000 komorek), makrokapsufek (o pojemnos$ci 1-100 milio-
now komorek) oraz przeptywowych urzadzen naczyniowych (o pojemnosci ponad
miliarda komorek).

Pierwszym celem terapii biohybrydowej byto stworzenie biohybrydowej trzustki
w leczeniu cukrzycy (16). Obecnie metode te stosuje sie z powodzeniem w leczeniu
przewlektych zespotéw boélowych (17). Testuje sie jej przydatno$¢ w leczeniu
stwardnienia zanikowego bocznego, chorobie Huntingtona, chorobie Parkinsona,
niedokrwistos$ciach, hemofilii A, cukrzycy typu I, czy zwyrodnieniu plamki. Ze wzgle-
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du na ograniczong zywotnos$¢ komorek, a tym samym ograniczony czas ,dzialania”
implantu, zastosowano w nich nieSmiertelne linie komérkowe, jak np. PC-12 wyizo-
lowang z nowotworu nadnercza gryzoni (dokfadniej z guza chromochtonnego pro-
dukujacego znaczne ilo$ci dopaminy). Implanty zawierajgce nieSmiertelne linie ko-
mérkowe dziataja znacznie diuzej, gdyz komoérki w nich zamkniete ulegaja ciaglej
odnowie, i co ciekawe, nie przerastajg kapsutek, nie nastepuje tez w nich indukcja
nowotworzenia (18,19).

2.4. Bioreaktory

Bioreaktory moga petni¢ role narzadéow do czasu wtasciwej transplantacji. Po-
wszechne zastosowanie zyskat bioreaktor petnigcy funkcje watroby (BAL, ang. bioar-
tificial liver). W urzadzeniu tym osocze przeplywajace przez sie¢ kapilar zanurzo-
nych w komorze z wolnymi lub zwigzanymi hepatocytami ulega detoksykacji. Hepa-
tocyty pochodza najczesciej od $wini, co wynika z trudnosci w uzyskaniu wystar-
czajacej ilosci komérek ludzkich oraz ich stosunkowo matej odpornosci na kriopre-
zerwacje. Pierwsze zastosowanie BAL odbyto sie w roku 1997 u chorych z niewydol-
nos$cig watroby oczekujacych na wilasciwg transplantacje (20). Prowadzone s3 tez
prace nad skonstruowaniem bioreaktoréw petnigcych funkcje nerki. Sg one w stanie
petni¢ nie tylko podstawowe funkgje filtracyjne nerki, ale takze metaboliczne czy
endokrynne (21).

2.5. Sztuczne narzady

Prace nad stworzeniem sztucznych narzadéw trwaja od dawna. Szczegoélnie za-
awansowane s3a badania nad stworzeniem w petni sztucznego serca, ktére maja
miejsce w USA, Japonii, Niemczech i Polsce. Pierwszego, zakonczonego jednak nie-
powodzeniem, wszczepienia sztucznego serca dokonat Cooley w 1969 r. Przepro-
wadzony w 1982 r. przez Joyce’'a zabieg zakonczyt sie juz pomyslnie. Obecnie w me-
chanicznych systemach wspomagania krazenia zaktada sie implantacje w petni funk-
cjonalnego urzadzenia, pelnigcego funkcje serca oraz pomp wspomagajacych prace
komor. Pompy wspomagajace prace lewej komory serca sa dzi§ powszechnie stoso-
wane u pacjentéw oczekujacych na znalezienie odpowiedniego dawcy serca. O celo-
wosci ich stosowania $wiadczy fakt obnizenia o 55% $miertelno$ci zwigzanej z ocze-
kiwaniem na wtasciwy narzad (22). Zakonczono niedawno prace nad zbudowaniem
pomp ,drugiej generacji”. Posiadaja one znacznie lepsze parametry, ale przede
wszystkim sg duzo mniejsze, co pozwala na ich zastosowanie takze u dzieci. Przezy-
cie pacjentéw ze sztucznym sercem w okresie jednorocznym wynosi 86%, natomiast
w okresie piecioletnim 64% (23). Stosowanie sztucznych narzadéw jest zwiazane
z pewnymi komplikacjami natury technicznej.
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3. Ksenotransplantacje

Ksenotransplantacja to przeszczepianie komorek, tkanek i narzgdéw pomiedzy
réoznymi gatunkami. Niestety taki przeszczep jest immunologicznie wysoce nie-
zgodny, co wynika z réznic genetycznych pomiedzy dawca a biorcg. W transplanto-
logii funkcjonuje pojecie gatunkéw filogenetycznie bliskich (ang. concordant) i od-
leglych (ang. discordant), a czas przezycia przeszczepu jest zalezny od dystansu filo-
genetycznego, jaki dzieli dawce i biorce. W przypadku gatunkéw bliskich proces od-
rzucenia przeszczepu jest wzglednie diugi i wynosi od kilku godzin do paru dni.
W przypadku gatunkow odlegtych nastepuje bardzo szybko, w ciggu kilkunastu mi-
nut. Definicja ksenotransplantacji u ludzi jest obszerniejsza, wedtug U.S. Public He-
alth Service — jest to kazda procedura, ktéra obejmuje transplantacje, implantacje
oraz infuzje ludzkiemu biorcy zywych komorek, tkanek lub organéw pochodzacych
od zwierzat, a takze ludzkich ptynéw ustrojowych, komoérek, tkanek czy narzadow,
ktore weszty w kontakt ex vivo ze zwierzecymi komérkami, tkankami lub narzadami.
Powaznym utrudnieniem jest istnienie r6znicy antygenowej odpowiedzialnej za re-
akcje immunologiczne. Pod uwage bierze sie malpy naczelne — pawiany (Papio sp.)
i szympansy (Pan troglotydes), a takze $winie domowa (Sus scrofa).

3.1. Naczelne

Najblizej spokrewnionymi filogenetycznie z cztowiekiem zwierzetami sa malpy
naczelne (NHPs, ang. Nonhuman Primates). Szympansy i pawiany byly poczatkowo
brane pod uwage jako potencjalni dawcy ze wzgledu na duze podobienstwo anato-
miczne i fizjologiczne ich narzadéw do organéw ludzkich. Problemem sg, jak sie wy-
daje, mate rozmiary narzagdéw pawiana czy szympansa i niemoznos¢ wykorzystania,
np. serca u ludzi dorostych, a jedynie u dzieci oczekujgcych na wtasciwy alloprze-
szczep. Podejmowano nawet proby kliniczne z wykorzystaniem organéw pocho-
dzacych od naczelnych. W latach sze$c¢dziesiatych w USA przeszczepiono nerki
szympansoéw szesciu pacjentom z niewydolnoscig tych narzadéw, a jeden z nich
przezyt nawet 9 miesiecy (24). W roku 1985 przeszczepiono serce pawiana dziecku
z zespotem hipoplazji lewokomorowej. Po uptywie 4 tygodni nastgpit jednak zgon
(25). W 1990 r. Thomas Starzl przeszczepit watrobe pawiana pacjentom zakazonym
wirusami HIV i HBV, ktorzy przezyli odpowiednio 27 i 70 dni (26). Pomimo dos$¢
owocnych wynikéw w klinice naczelne stracity zainteresowanie jako potencjalni
dawcy narzadéw ludziom z kilku powodéw. Matpy sa trudne w hodowli, majg niska
plodnos¢, wydaja na swiat zazwyczaj tylko jednego potomka i to po dos¢ diugim
okresie cigzy, p6zno osiagajg dojrzatos¢ ptciowa. Wszystko to sprawia, ze zastoso-
wanie kliniczne pochodzacych od nich narzadéw potencjalnie bytoby rozwigzaniem
bardzo drogim. Mata efektywnos$¢ ich pozyskiwania mogtaby réwniez nie pokry¢
w cato$ci zapotrzebowania terapeutycznego na narzady (27). Ich wykorzystanie bu-
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dzi takze ogromny sprzeciw opinii publicznej. Filogenetyczna bliskos¢ jest jedno-
cze$nie najsilniejszym atutem i najwiekszg bariera. Tak duze podobienstwo bioche-
miczne sprawia, ze znaczna cze$¢ patogendéw wirusowych pawianéw i szympansow
jest w stanie z powodzeniem zarazac ludzi. Do retrowirus6w mogacych powodowac
objawy chorobowe u ludzi zalicza sie w szczeg6lnosci: BaEV (ang. baboon endogenous
retrovirus), SIV (ang. simian immunodeficiency virus), STLV (ang. simian T-lymphotropic vi-
rus), SRV (ang. exogenous simian retrovirus), SFV (ang. simian foamy virus) oraz wirus
SV40 (28).

3.2. Swinia — optymalny dawca

Zbyt wiele problemoéw zwigzanych z wykorzystaniem w ksenotransplantacji ga-
tunkoéw bliskich wymagato znalezienia potencjalnego dawcy wsrod gatunkéw filo-
genetycznie odleglych. Optymalna okazala sie $winia. Swinie sg tatwe i tanie w ho-
dowli, rozmnazajg sie szybko, maja liczne potomstwo. Zréznicowanie wielko$ci wsréd
odmian pozwala na dobranie organéw o odpowiedniej wielkosci dla r6znych bior-
cow. Zwierzeta te fatwo poddaja sie zabiegom inzynierii genetycznej (27). Maja
zblizone parametry anatomiczne i fizjologiczne. Zblizona jest osmolarno$¢ moczu,
wielkosc¢ filtracji kiebuszkowej i przeplyw krwi przez nerki. Podobny jest tez rzut
minutowy serca i ciSnienie tetnicze. Niektére hormony (insulina) oraz czynniki tkan-
kowe (czynnik VIII krzepniecia) dziatajg na organizm ludzki, co potwierdza ich za-
stosowanie w klinice. Perfuzja krwi przez watrobe $winskg pozwala na detoksykacje
chorych w $piaczce watrobowej (29). Znaczny dystans filogenetyczny jest jednak po-
wodem ogromnych probleméw immunologicznych po przeszczepie, ale potencjal-
nie zmniejsza ryzyko zakazen wirusowych.

4. Patogeneza odrzucenia ksenoprzesiczepu

Przeszczep wysoce niezgodnego narzadu, tkanki czy komoérek pochodzacych od
organizmu innego gatunku prowadzi do uruchomienia odpowiedzi uktadu odporno-
Sciowego biorcy w celu ich wyeliminowania z ustroju. Odrzucenie moze by¢ zalezne
od przeciwciat (odrzucenie humoralne), jego powodem moze by¢ reakcja komérko-
wa (odrzucenie komo6rkowe) lub moze mie¢ charakter mieszany (odrzucenie miesza-
ne). Kazdy z podanych mechanizméw wykazuje odmienny obraz patomorfologiczny
(30). W zaleznosci od czasu wystgpienia odrzucenia po transplantacji mozna po-
dzieli¢ je na odrzucenie nadostre, odrzucenie ostre naczyniowe, odrzucenie ostre
komoérkowe i odrzucenie przewleklie (rys. 1).
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Rys. 1. Typy odrzucenia ksenoprzeszczepu oraz podstawowe mechanizmy, ktére je wywotuja.

4.1. Odrzucenie nadostre

Odrzucenie nadostre (HAR, ang. hyperacute rejection) wystepuje w ciggu kilku do
kilkunastu minut po przeszczepieniu narzadu. Zmiany zachodzg w naczyniach
wlosowatych i matych tetniczkach. Za jego wystgpienie odpowiedzialne sg natural-
ne, preformowane przeciwciala obecne we krwi biorcy przeciwko antygenom wy-
stepujacym na powierzchni $§rédbtonka naczyniowego przeszczepianego narzadu.
Antygeny te sg rozne u cztowieka i $wini (27). Interakcja miedzy antygenami a prze-
ciwciatami powoduje aktywacje ukladu dopelniacza na drodze klasycznej zaleznej
od immunoglobulin IgM (31). Do uruchomienia enzymatycznej kaskady dopetniacza
moze tez doj$¢ na drodze alternatywnej, niezaleznej od przeciwcial. W badaniach
przeprowadzonych in vitro wykazano, ze w mechanizmie tym moga jednak bra¢ po-
mocniczy udzial immunoglobuliny klasy A w formie dimerow dIgA (32).

Gléwnym czynnikiem aktywujagcym uktad dopetniacza, bedacym jednoczesnie
przyczyna wystgpienia HAR sg przeciwciata przeciwko tzw. antygenowi Gal, ktéry
jest obecny na glikoproteinach i glikolipidach (33). Oszacowano, ze ok. 1% wszyst-
kich immunoglobulin krazacych we krwi ma charakter anty-Gal (34). Okoto 80%
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przeciwcial skierowanych przeciwko wszystkim antygenom $wini jest skierowana
przeciwko antygenowi Gal. Stanowia one od 1 do 2,4% catkowitej frakcji IgG oraz od
3,9 do 8,0% catkowitej frakcji IgM (35). Zidentyfikowano takze inne epitopy, przeciw
ktorym cztowiek wytwarza naturalne przeciwciala (27). Antygen Gal bedacy czas-
teczka Gala1,3Gal powstaje przez dotaczenie galaktozy do N-acetylolaktozoaminy
przy udziale o(1,3)galaktozylotransferazy (36). Antygen ten nie wystepuje na po-
wierzchni komérek cztowieka, malp cztekoksztattnych i malp Starego Swiata, wy-
stepuje natomiast u nizszych naczelnych i pozostatych ssakéw, co mozna wyttuma-
czy¢ inaktywacja genu a(1,3)galaktozylotransferazy u wyzszych naczelnych w dro-
dze ewolugji (37). Obecno$¢ naturalnych przeciwciat w surowicy ttumaczy sie fak-
tem wczes$niejszego kontaktu uktadu immunologicznego cztowieka z epitopem Gal,
ktory jest takze obecny na powierzchni komérek flory bakteryjnej naturalnie koloni-
zujacej jelito (34).

Proces odrzucenia przebiega w kilku etapach. Przylaczenie ksenoprzeciwciat do
antygenow srodbtonkowych prowadzi do aktywacji dopelniacza. Nastepuje urucho-
mienie kaskady enzymatycznej, ktorej efektem jest powstawanie anafilatoksyn,
opsonin oraz kompleksu atakujacego btone (MAC, ang. membrane attack complex).
Anafilatoksyny C3a i C5a posiadaja wiasciwosci chemotaktyczne w stosunku do gra-
nulocytéw, monocytéw i komorek tucznych. Powodujg ich chemotaksje i degranula-
cje. Komorki tuczne uwalniajg mediatory zapalne, co prowadzi do skurczu miesni
gtadkich i wzrostu przepuszczalnosci Sciany naczyn krwionosnych. Neutrofile uru-
chamiajg proces ,,wybuchu tlenowego”. Produkty C3b i C4b majg wtasciwos$ci opso-
nin i ufatwiajg fagocytoze. Sktadniki C5b-C9 tworzg kompleks atakujgcy btony, kto-
ry wbudowujac sie w btone komoérkowa prowadzi do dezintegragcji i lizy komorki.
Uszkodzone w ten spos6b komorki srodbfonka tracg siarczan heparanu odpowie-
dzialny za ich funkcje antytrombogenng, na jego miejsce pojawia sie selektyna P,
wzrasta wydzielanie czynnika von Willebrandta, PAF i prostacykliny. Wzrost ekspre-
sji selektyny P dodatkowo zwieksza adhezje neutrofili. Dochodzi do aktywagji
srédbtonka, co skutkuje utrata zdolnosci hamowania uktadu krzepniecia. Na po-
wierzchni komoérek pojawiajg sie aktywatory krzepniecia: PAF i PAI-1. Dochodzi do
agregacji plytek krwi i powstawania skrzepu (38)

Patomorfologicznie w reakcji nadostrego odrzucenia obserwuje sie wewnatrzna-
czyniowe odktadanie immunoglobulin i dopelniacza, agregacje ptytek krwi, aktywa-
¢je uktadu krzepniecia oraz nacieki leukocytarne. Pozaustrojowa perfuzja watroby
Rhesus krwig ludzka prowadzi do rozwiniecia ostrej reakcji pomiedzy przeptywajaca
krwig a komorkami narzadu. We krwi podnosi sie stezenie IL-13, IL-2, IL-6, interfe-
ronu y i prostaglandyny 6kPGFla. Obniza sie natomiast stezenie molekut adhezyj-
nych ELAM-1 i ICAM-1 (29).

BIOTECHNOLOGIA 1 (72) 7-28 2006 15



Adam Jasinski i inni

4.2. Ostre odrzucenie wewngtrznaczyniowe

W przypadku opanowania nadostrego odrzucenia (przez wyczerpanie dopetnia-
cza, np. po podaniu CVF) rozwija sie ostre odrzucenie wewnatrznaczyniowe (AVR,
ang. acute vascular rejection; DXR, ang. delayed xenograft rejection). Wystepuje ono po
uplywie kilku godzin od ksenotransplantacji. Mechanizm tego procesu nie jest do
konca wyjasniony. Wiadomo jednak, ze jest on zalezny od przeciwciat (39), ale nie-
zalezny od ukladu dopetniacza (40). Znaczacg role moga petni¢ komérki NK i makro-
fagi (41).

Przebieg ostrego odrzucenia naczyniowego jest bardzo zblizony do przebiegu
HAR, z t3 réznicg, ze nie bierze w nim udzialu dopetniacz i rozpoczyna sie ono
w Swietle tetnic. Aktywacja srodbtonkoéw naczyniowych przeszczepionego narzadu
prowadzi do wystgpienia szeregu zjawisk. Nastepuje aktywacja plytek krwi, wzrost
sekrecji chemokin i rekrutacja komoérek NK oraz monocytéw/makrofagéow. Obec-
nosc¢ zwigzanych z antygenem Gal ksenospecyficznych przeciwcial zwieksza adhezje
komorek NK do srédbtonkéw i tym samym wzmaga ich aktywacje. Nie stwierdzono
znaczacej roli limfocytéw T w przebiegu tego procesu. Komoérki NK oraz monocyty
przylaczaja sie do powierzchni srédbtonka i przenikaja do przestrzeni srédmigzszo-
wej narzadu. Poprzez adhezje i wydzielanie cytokin (monocyty — TNFa, komérki
NK — IFNy) komorki NK i monocyty indukujg ekspresje w komérkach srédbtonko-
wych licznych genéw odpowiedzialnych za synteze molekut adhezyjnych oraz czyn-
nikéw chemotaktycznych. Doprowadza to do nasilenia procesu adhezji i agregagji
ptytek krwi. Nastepuje ich aktywacja, co prowadzi do zmian prokoagulacyjnych i po-
wstawania skrzepow (27). W wyniku cytotoksycznej aktywnos$ci komoérek NK oraz
zmian zakrzepowych narzad zostaje odrzucony.

4.3. Ostre odrzucenie komérkowe

Ten rodzaj reakgcji odrzucenia jest rzadko obserwowany in vivo ze wzgledu na
dominujgca role mechanizméw nadostrego (HAR) i ostrego odrzucenia naczyniowe-
go (AVR), co prowadzi do szybkiej destrukcji narzadu. Sugeruje sie, ze w procesie
ostrego odrzucenia komoérkowego (ang. acute cellular rejection) w ukladzie $winia-
-cztowiek gtowna role odgrywa posrednia droga prezentacji antygenow. Ostre od-
rzucenie komérkowe wystepuje w ciggu kilku dni od transplantacji.

Roéznice genetyczne pomiedzy gtownym uktadem zgodnosci tkankowej (MHC)
dawcy (w przypadku $wini SLA, ang. swine leukocyte antigens) a biorcy powinny teore-
tycznie utrudnia¢ oddzialywania pomiedzy limfocytami a komoérkami prezen-
tujgcymi antygen. Brak takich interakcji mégiby zatem blokowa¢ w pewnym stopniu
odpowiedz komérkowa na ksenoprzeszczep. W uktadzie $winia-cztowiek obserwu-
je sie jednak pobudzenie mechanizméw komérkowych. Z reguly obserwowane jest
jedynie uposledzenie odpowiedzi ze strony limfocytéw T CD8+ rozpoznajacych
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MHC klasy I. Uposledzenie nie dotyczy limfocytéw T CD4+ rozpoznajacych MHC
klasy II. Komérki NK ulegaja silnej aktywacji na skutek niemoznos$ci rozpoznania
MHC klasy I, co jest warunkiem ich supresji w normalnych warunkach (38). W bada-
niach przeprowadzonych na modelu zwierzecym z wykorzystaniem myszy immuno-
niekompetentnych, swinskich wysp trzustkowych i limfocytow ludzkich wykazano,
ze glowna role w odrzuceniu komoérkowym odgrywaja limfocyty T CD4+. Aktyw-
nos¢ limfocytéw T CD8+ byta obserwowana p6zniej i z mniejszym nasileniem. Pato-
morfologiczne w tym typie odrzucenia obserwowano nacieki komérek jednojadrza-
stych wystepujace srodmiazszowo w tkankach (42).

4.4. Odrzucenie przewlekle

Odrzucenie przewlekte (ang. chronic rejection) jest najczestsza przyczyng niepo-
wodzen transplantacyjnych w uktadzie allogenicznym. Wystepuje ono w ciggu mie-
siecy, czy nawet lat od przeszczepu. Obserwuje si¢ w nim zmiany naczyniowe,
a dokfadniej rozplem btony Sluzowej tetnic $redniego kalibru. Zmniejszenie $wiatta
naczynia powoduje niedokrwienie zaopatrywanej przez nie cze$ci narzadu. Obszar
czynnego migzszu zostaje zastgpiony tkankg taczng. W nerkach obserwuje sie zmia-
ny w kiebuszkach, bedace wynikiem niedokrwienia i zmian zapalnych. W watrobie
dochodzi do zastoju z6lci, zaniku przewodéw zo6tciowych i hepatocytow. W sercu
obserwuje sie zwezenie naczyh wiencowych, w ptucach zarastanie oskrzelikow,
a w trzustce przewlekte zapalenie zanikowe. Czasami zmianom tym towarzysza na-
cieki komorek jednojgdrzastych. Patogeneza odrzucenia przewlekiego nie jest okres-
lona. Uwaza sie jednak, ze czynnikiem inicjujagcym jest uszkodzenie komérek $réd-
btonkowych przez limfocyty T cytotoksyczne i swoiste przeciwciata (38).

5. Metody hamowania odrzucenia ksenoprzeszczepu

Podstawowym problemem ksenotransplantologii jest nadostre odrzucenie prze-
szczepu. Dlatego gtowne wysitki badaczy skupiaja sie obecnie na poznaniu mecha-
nizmoéw, ktére warunkujg jego wystepowanie oraz na opracowaniu metod przeciw-
dziatajacych jego wystgpieniu. W dalszym etapie podejmowane bedg badania ma-
jace na celu ograniczenie mniej nasilonych reakcji immunologicznych, czy nawet
wywolanie tolerancji na ksenoprzeszczep.

5.1. Usuwanie lub blokowanie naturalnych przeciwcial u biorcy

Naturalne ksenoprzeciwciata sg zaangazowane w proces odrzucenia przeszcze-
pu w mechanizmie nadostrym (HAR) i ostrym naczyniowym (AVR). Usuniecie lub za-
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blokowanie tych przeciwcial znacznie ogranicza wystapienie zjawisk zwiazanych
z HAR lub AVR. Istnieje kilka sposobow zablokowania lub usuniecia ksenoprzeciw-
cial z krwi biorcy. Bardzo skuteczng metoda powodujacg op6znienie wystgpienia
nadostrego odrzucenia, ale charakteryzujaca sie krotkotrwatym dziataniem jest pla-
zmafereza. Metoda ta polega na pobraniu krwi, usunieciu lub wymianie plazmy
i z powrotem przetoczeniu jej choremu (43). Skuteczno$¢ metody wzrasta jeszcze
bardziej po zastosowaniu lekéw hamujgcych uktad krzepniecia (44). Ksenoprzeciw-
ciata mozna usuna¢ z krwi metoda chromatografii immunopowinowactwa. Substan-
¢ja wigzacg wykorzystang w tej metodzie moze by¢, np. biatko A pochodzace ze
Stephylococcus sp. lub przeciwciata poliklonalne przeciwko ludzkim immunoglobuli-
nom IgG i IgM (45). llo$¢ ksenoprzeciwciat obecnych we krwi znacznie obniza perfu-
zja ex vivo krwi biorcy przez ksenogeniczny narzad. Wiekszg skuteczno$cia charak-
teryzuje sie perfuzja przez nerke niz przez watrobe. Lepsze wyniki daje takze perfu-
zja samego osocza niz petnej krwi biorcy (46). Jedng z metod majacych na celu
zmniejszenie odpowiedzi immunologicznej jest usuniecie Sledziony (splenektomia)
(47). Przez zastosowanie rycyny A zwiazanej z syntetycznym antygenem Gal mozna
wyeliminowac specyficzne wobec antygenu Gal limfocyty B. Koniugat taki jest roz-
poznawany przez limfocyt B i powoduje jego destrukcje. Ograniczeniem metody
jest dawka, ktéra nie moze by¢ toksyczna dla catego ustroju (48). Wprowadzenie do
krwiobiegu syntetycznych lub naturalnych antygen6w Gal w postaci koniugatu z po-
lilizyng, prowadzi do niemal 90% redukgji ilo$ci ksenoprzeciwciat i znacznie obniza
cytotoksyczno$¢ osocza w stosunku do antygenéw Swinskich. Wykazano takze, ze
kompleks przeciwciat z polimerem jest metabolizowany w watrobie, a produkty
rozktadu sa wydalane przez nerki (49). Podawanie lekéw immunosupresyjnych mo-
ze skutecznie hamowac aktywno$¢ limfocytéw B, a tym samym ogranicza¢ produk-
cje przeciwcial (38). Wspomagajace dzialanie w immunosupresji transplantacyjnej
moze mie¢ naswietlanie tkanek chtonnych promieniowaniem vy (47). Réwniez prze-
ciwciata antyidiotypowe skierowane przeciwko ksenospecyficznym immunoglobuli-
nom wykazuja bardzo wysoka skuteczno$¢ w przeciwdziataniu wystgpienia nado-
strego odrzucenia (50).

5.2. Inaktywacja ukladu dopelniacza

Celem inaktywacji uktadu dopetniacza mozliwe jest zastosowanie dwoch roz-
wiazan. Pierwsze z nich polega na unieczynnieniu biatek obecnych we krwi. W dru-
gim zaktada sie wprowadzenie do komérek swini genéw cztowieka odpowiedzial-
nych za synteze czynnikéw regulujacych kaskade enzymatyczng dopelniacza. Akty-
wacje kaskady dopelniacza mozna zahamowac¢ przez podanie jadu kobry (CVF, ang.
cobra venom factor), rozpuszczalnego receptora dopetniacza typu I (sCR1, ang. solu-
ble complement receptor type 1), inhibitora C1, FUT-175, K-76, przeciwciat przeciw
sktadnikom C5 i C8 oraz duzej dawki IgG (51). Nalezy podkresli¢, ze nawet catkowi-
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a(1,2)fukozylotransferaza
a(2,6)sjalilotransferaza
a(2,3)sjalilotransferaza
a-galaktozydaza

CD 46
CD 55
CD 59

Rys. 2. Podstawowe kierunki modyfikacji genetycznej §win na potrzeby ksenotransplantacji.

ta inaktywacja dopetniacza nie chroni przed odrzuceniem przeszczepianego na-
rzadu. Inhibicja dopetniacza przeciwdziala rozwinieciu nadostrego odrzucenia, nie
wplywa jednak na ostre odrzucenie naczyniowe.

5.3. Modyfikacja genetyczna §win

Najskuteczniejszym sposobem przeciwdzialania nadostremu odrzuceniu jest
stworzenie genetycznie zmodyfikowanych zwierzat. Dzialania inzynierii genetycz-
nej skupiaja sie na trzech zasadniczych kwestiach: wprowadzenia do genomu $wini
ludzkich genow regulujacych system dopetniacza, wytaczenia genu warunkujacego
powstawanie antygenu Gal oraz modyfikacji bialek powierzchniowych komérek daw-
cy. Badania nad regulacjg uktadu krzepniecia nie dajg jeszcze satysfakcjonujacych
rezultatow.

5.3.1. Usuwanie antygenu Gal u dawcy
Obecnos¢ na powierzchni komoérek $winskich antygenu Gal jest giownag przy-

czyna wystapienia nadostrego odrzucenia i tym samym podstawowa przeszkoda
w uzyskaniu narzadéw nadajacych sie do transplantacji u cztowieka. Za powstawa-
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nie tej czasteczki odpowiedzialna jest, jak wiadomo, a(1,3)galaktozylotransferaza
(oe1,3GT). Enzym kodowany jest przez pojedynczy gen, dlatego jego wylgczenie po-
zwala na usuniecie antygenu Gal z powierzchni komérek dawcy narzadu.

Po raz pierwszy gen o(1,3)galaktozylotransferazy udato sie wylaczy¢ u myszy.
W tym celu do przerwania eksonu 9 kodujacego katalityczng domene enzymu wyko-
rzystano konstrukcje genowa zawierajacg gen oporno$ci na neomycyne (52). Na-
stepnie uzyskano zwierzeta homozygotyczne pod wzgledem inaktywowanego ge-
nu. U homozygotycznych osobnikéw nie wykryto mRNA specyficznego dla genu,
ktory byt obecny u osobnikéw typu dzikiego i zwierzat heterozygotycznych. Jedyna
anomalig jaka zaobserwowano po wylaczeniu genu byta za¢ma korowa, ktéra rozwi-
jata sie u wszystkich homozygotycznych osobnikéw w 4-6 tygodniu zycia. Po wy-
taczeniu genu a(1,3)galaktozylotransferazy u myszy stwierdzono, ze nie ma to letal-
nego skutku. Nie zaobserwowano ekspresji antygenu Gal w zadnych tkankach oraz
stwierdzono obecnos$¢ przeciwcial anty-Gal we krwi myszy (53).

W roku 2002 udato sie inaktywowac¢ gen a(1,3)galaktozylotransferazy in vitro
w fibroblastach ptodowych $wini. Przez zastosowanie transferu jagdrowego uzyska-
no transgeniczne heterozygotyczne zwierzeta charakteryzujace sie prawidiowym
rozwojem (54). Rok po6zniej uzyskano zwierzeta homozygotyczne (55). Na po-
wierzchni fibroblastow ptodowych $wini z inaktywowanym w uktadzie homozygo-
tycznym genem o(1,3)galaktozylotransferazy mozna jednak zaobserwowac niewiel-
ka ilos¢ antygenu Gal (56).

5.3.2. Regulacja systemu dopelniacza

System uktadu dopelniacza jest jednym z elementéw odpornosci nieswoistej
i moze w pewnych warunkach ulega¢ autoaktywagji i niszczy¢ komorki wlasnego or-
ganizmu. Istniejg jednak pewne mechanizmy obronne, ktére umozliwiaja jego regu-
lacje przez podobne do siebie strukturalnie i funkcjonalnie biatka. Biatka te blokuja
aktywacje dopelniacza i zapobiegajg powstawaniu kompleksu atakujacego bione.
Moga one wystepowac w postaci zwiazanej z btong komérkowa lub wolnej w pty-
nach tkankowych. Do czynnikéw zwigzanych z btonami zalicza sie: CR1, DAF, MCP,
MIRL i HRF. W ptynach tkankowych wystepuja natomiast: inhibitor C1, czynnik I,
biatko wiazgce C4, czynnik H, rekonektyna, inaktywatory anafilatoksyn, witronekty-
na, klasteryna (57). Zastosowanie w transgenezie zwierzat na potrzeby ksenotrans-
plantacji majg jednak tylko trzy z nich, mianowicie: MCP, DAF i MIRL.

Czynnik CD59 (MIRL, ang. membrane inhibitor of reactive lysis), wigze sie ze sktad-
nikami C8 i C9 blokujgc tym samym polimeryzacje czynnika C9. Zapobiega przez to
wejsciu kompleksu do btony komorkowej. Serca transgenicznych swin z genem
CD59 przeszczepiono pawianom, a nastepnie poddano analizie immunohistoche-
micznej. Stwierdzono znaczne zmniejszenie odktadania sie w naczyniach sktadnika
C5b i MAC, jednak ilo$¢ sktadnika C3 byta zachowana na poziomie grupy kontrolnej.
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Ekspresja czynnika CD59 nie chroni zatem catkowicie przed nadostrym odrzuce-
niem (58). Lepsze wyniki daje jednoczesna ekspresja CD59 i CD55. Kombinacja taka
chroni przed nadostrym odrzuceniem (59).

Czynnik CD55, czynnik przyspieszajacy rozktad (DAF, ang. decay accelerating fac-
tor), wystepuje powszechnie na wiekszosci komoérek. Gtéwnym zadaniem CD55 jest
przyspieszanie rozpadu uformowanych juz komplekséw konwertaz C3 i C5. DAF za-
pobiega tez tworzeniu kompleksu konwertazy C3. Czynnik DAF ulegajacy konstytu-
tywnej ekspresji we wszystkich tkankach transgenicznych $win chroni serca tych
zwierzat po transplantacji pawianom przed wystgpieniem nadostrego odrzucenia.
Niestety ostre odrzucenie naczyniowe nadal ma miejsce, co prowadzi do utraty
funkcji narzadu w r6znym czasie od transplantacji. Niewydolnos$¢ narzagdowa rozwi-
ja sie w czasie od kilkunastu godzin do kilkunastu dni (60,61).

Czynnik CD46, btonowy kofaktor biatkowy (MCP, ang. membrane cofactor protein).
Czynnik ten wigze skiadniki C4b i C3b, jest kofaktorem dla czynnika I. Gtéwnym
efektem dziatania CD46 jest blokowanie formowania kompleksu konwertazy C3. Eks-
presja czynnika CD46 jest tkankowospecyficzna, co utrudnialo jego zastosowanie
w transgenezie. Problem ten rozwiazano przez zastosowanie duzej konstrukgcji z ge-
nomowym DNA, zawierajgcej wszystkie elementy biorgce udziat w regulacji ekspresji
i sktadania czynnika MCP. W ten spos6b uzyskano transgeniczne myszy i $winie,
w ktérych specyficznos¢ tkankowa zostata zachowana. Skuteczno$¢ czynnika CD46
w opoéznianiu odrzucenia potwierdzil przeszczep swinskiego serca pawianowi. Zo-
stato ono odrzucone dopiero po 23 dniach, natomiast w do$wiadczeniu kontrolnym
(serce nietransgenicznej $wini) zjawisko to nastgpito juz po 90 minutach (62).

5.3.3. Modyfikacja antygenéw powierzchniowych dawcy

Enzym o(1,2)fukozylotransferaza (transferaza H) wykorzystuje ten sam akceptor
N-acetylolaktozoamine, co a(1,3)galaktozylotransferaza (63). Enzym katalizuje reak-
cje przylaczenia reszty fukozy, co prowadzi do utworzenia tzw. struktury H. Trans-
fekcja komorek COS, wykazujacych ekspresje N-acetylolaktozoaminy, genami
o(1,3)galaktozylotransferazy swini lub o(1,2)fukozylotransferazy cztowieka prowa-
dzita do zblizonej ekspresji odpowiednio epitopu Gal lub epitopu H. Natomiast jed-
noczesna ekspresja obu enzymoéw, ze wzgledu na znacznie wiekszg aktywnos$¢ en-
zymu o(1,2)fukozylotransferazy prowadzita do niemal catkowitego wyeliminowania
obecnosci antygenu Gal w komérce (64). Wprowadzenie do organizmu dawcy do-
datkowych kopii genu kodujgcego enzym a(1,2)fukozylotransferaze umozliwitoby
modyfikacje biatek powierzchniowych komérek dawcy, co ograniczytoby immuno-
gennos¢ (65,66). Mozliwe jest rowniez wykorzystanie innych glikozylotransferaz ta-
kich jak a(2,6)sjalilotransferaza, czy o(2,3)sjalilotransferaza (67).

Zastosowanie enzymu o-galaktozydazy (izolowanej z ziaren kawy lub komérek
bakterii) w stosunku do erytrocytéow, limfocytow i komorek srédbtonkowych usu-
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walo koncowa reszte a-D-galaktozy z epitopu Gal obecnego na powierzchni komo-
rek (68). Ponadto perfuzje tkanki przeznaczonej do transplantacji bakteryjna a-ga-
laktozydaza opodzniatlo nadostrg reakcje immunologiczng. Ekspresja cDNA genu
a-galaktozydazy w komorkach srodbtonkowych $wini prowadzita do 10-krotnego
obnizenia zdolnos$ci wiazania przez ksenoreaktywne przeciwciata skierowane prze-
ciwko antygenowi Gal $wini w poréwnaniu z komorkami kontrolnymi.
Wprowadzenie genu kodujgcego enzym a-galaktozydaze do genomu $wini
umozliwitoby uzyskanie narzagdéw do przeszczep6éw z obnizong ilo$cig epitopu Gal
na powierzchni komoérek. Poniewaz a-galaktozydaza nie eliminuje catkowicie reszt
a-D-galaktozy z antygenu Gal, sugeruje sie wykorzystanie jednoczes$nie enzymu
a-galaktozydazy oraz enzymu a(1,2)fukozylotransferazy. Addytywny efekt zastoso-
wania obu enzyméw zaobserwowano w przypadku kotrasfekcji komorek COS o-ga-
laktozydazg i o(1,2)fukozylotransferazg oraz o(1,3)galaktozylotransferazg. W tym
przypadku nie zaobserwowano ekspresji epitopu Gal na powierzchni komorek (69).

5.4. Hamowanie procesu krzepni¢cia

Po opanowaniu mechanizméw odrzucenia zwigzanych z aktywacja dopetniacza
glowna przyczyng wystgpienia dysfunkcji narzagdowych i odrzucenia przeszczepu
staje sie wykrzepianie krwi w naczyniach organu. Za taki stan odpowiedzialne sa
najprawdopodobniej roznice genetyczne pomiedzy dawca a biorcg, ktére prowadza
do zachwiania réwnowagi uktadu krzepniecia. Takie réznice obserwuje sie np.
w budowie i funkgji §winskiej trombomoduliny (70) czy czynnika von Willebrandta
(71). W przysztosci planuje sie wprowadzenie do genomu $wini genéw ludzkich od-
powiedzialnych za regulacje systemu krzepniecia. Alternatywg jest tez zastosowa-
nie Srodkéw farmakologicznych takich jak: leki heparynopodobne, leki przeciwptyt-
kowe, leki przeciwtrombinowe czy trombomodulina (29).

5.5. Hamowanie aktywacji komérek Srodblonka

Aktywowane komorki srédbtonka naczyniowego charakteryzuja sie wzmozong
ekspresja molekut adhezyjnych, co w konsekwencji prowadzi do przylegania, a na-
stepnie infiltracji do miazszu narzadu komorek uktadu odpornosciowego. Zabloko-
wanie czasteczek adhezyjnych takich jak: E-selektyna, A-selektyna czy 2-integryna
przez specyficzne przeciwciala monoklonalne prowadzi do skutecznego ogranicze-
nia adhezji neutrofili i limfocytow. Konsekwencja tego jest ograniczenie mechani-
zmoéw zwigzanych z wystgpieniem odrzucenia naczyniowego (72).
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5.6. Hamowanie aktywacji limfocytéw T

Aby nastgpita petna aktywacja limfocytu T niezbedne sg dwa sygnaly. Receptor
TCR, rozpoznajacy antygen na powierzchni komérki APC (ang. antigen presenting cells)
przekazuje dzieki kompleksowi CD3 pierwszy sygnat do wnetrza limfocytu. Drugi sy-
gnat pochodzi z czasteczek kostymulujgcych. Do najwazniejszych receptoréw dru-
giego sygnatu nalezg CD28, ktére I3cza sie z czasteczkami CD80/CD86 (B7.1/B7.2)
komorek APC oraz CD40L, ktory taczy sie z czasteczka CD40 komorki APC. Zabloko-
wanie drugiego sygnafu w ksenogenicznym przeszczepie szczurzych wysp trzustko-
wych myszom nie powoduje aktywacji limfocytow T. Blokade takg mozna uzyskac
przez zastosowanie rozpuszczalnego fuzyjnego biatka CTLA-4Fc dla drogi CD28-B7
oraz monoklonalnego przeciwciata anty-CD40L dla drogi CD40/CD40L (73).

5.7. Tolerancja immunologiczna

Swoista tolerancja immunologiczna jest stanem, w ktérym uktad odpornosciowy
nie rozwija odpowiedzi skierowanej przeciwko konkretnemu antygenowi lub grupie
antygenéw, zachowujac jednocze$nie mozliwo$¢ odpowiedzi przeciw pozostalym
antygenom. W odniesieniu do transplantacji narzadowych tolerancja jest stanem
braku odpowiedzi na antygeny przeszczepu bez koniecznoSci stosowania przewlek-
tego leczenia immunosupresyjnego. Mozliwo$¢ wywotania takiego stanu rozwigza-
taby szereg probleméw zwigzanych z odrzuceniem przeszczepu. Indukcja tolerangji
immunologicznej moze nastapi¢ poprzez wywolanie anergii specyficznych limfocy-
tow T, indukcje regulatorowych komorek T, przesuniecie odpowiedzi komorek Th1
w kierunku Th2 lub usuniecie specyficznych limfocytéw T (73).

W przypadku ksenotransplantacji wywotanie tolerancji immunologicznej jest
bardziej skomplikowane. Podejmowane sg jednak préby jej wywotania. Proponuje
sie dwa podejscia w celu osiggniecia swoistej tolerancji. Pierwszym jest wywolanie
tolerancji przez uzyskanie chimeryzmu molekularnego. Metoda ta polega na autolo-
gicznej transplantacji szpiku, do komoérek ktérego wprowadzono wczesniej gen dla
galaktozylotransferazy. Produkcja antygenu Gal przez zmienione genetycznie ko-
morki wywoluje tolerancje na ten antygen. Drugim podejsciem jest uzyskanie chi-
meryzmu komoérek hematopoetycznych. W tym celu proponuje sie transplantacje
ksenogenicznych komorek progenitorowych szpiku z jednoczesng tymektomig (27).

6. Préby kliniczne
Do tej pory dokonano niewielu préb klinicznych z zastosowaniem komérek, tka-

nek i narzagdow pochodzacych od zwierzat. Przeszczepy narzagdowe dotyczyly nerek
szympansow (24), serc pawianow (25), watroby pawianow (26) oraz serca $wini (74).
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Nie mozna jednak méwi¢ o skutecznoSci terapeutycznej tych zabiegéw. Zawsze
konczyly sie one niepowodzeniami ze wzgledu na rozwiniecie sie nadostrej reakcji
immunologiczne;j.

Z duzo wyzsza skutecznoscia odbywaja sie natomiast przeszczepy ksenogenicz-
nych wysp trzustkowych u ludzi. Swinskie ptodowe wyspy trzustkowe przeszczepio-
ne do zyly wrotnej chorych z cukrzyca w wielu przypadkach podjely czynnos¢.
U chorych z nefropatig cukrzycowg przeszczepiano wyspy wraz z nerka, wszcze-
piajac je pod torebke nerki. Ich obecnos$¢ potwierdzono biopsyjnie po okresie 3 ty-
godni (29). Wszczepienie swinskich wysp trzustkowych powoduje wytworzenie
przeciwciat IgG1 skierowanych przeciw antygenom wysp oraz 1gG2 przeciwko anty-
genom komoérek niepetnigcych funkcji endokrynnych. Powoduje to niszczenie kse-
nogenicznych komérek w mechanizmie zaleznym od przeciwcial — ADCC (75).

7. Zagroienia ksenotransplantacji

Wykorzystanie praktyczne narzadéw odzwierzecych, najprawdopodobniej $win-
skich, przyniesie z cala pewnoscig liczne korzysci terapeutyczne, nalezy jednak pa-
mietac o ryzyku zwigzanym z tego rodzaju zabiegami. Szczeg6lna uwaga powinna
by¢ zwrécona na niezgodnos¢ funkcjonalng przeszczepianych narzadéw $winskich
w stosunku do organéw ludzkich oraz mozliwosci przeniesienia infekcji na czlowie-
ka i jej skutki. Ze wzgledu na mala liczbe doswiadczen klinicznych brak jest dosta-
tecznych, rozstrzygajacych wynikéw potwierdzajacych bezpieczenstwo tego rodza-
ju zabiegéw. Niezgodno$¢ metaboliczna dotyczy przede wszystkim niekompatybil-
nosci enzymow i ich receptoréw. Niektore enzymy, np. proteazy sg specyficzne ga-
tunkowo i moga nie dziata¢ odpowiednio w ksenogenicznym $rodowisku. Albumina
Swini rézni sie w 35% od albuminy czlowieka, erytropoetyna w 18%, natomiast
dopetniacz w 30% (29). Takie ré6znice moga powodowac nie tylko zaburzenia czyn-
nosci przeszczepu, ale takze catego organizmu.

Rozwazajac zagrozenia zwigzane z mozliwoscig przeniesienia zakazenia na czfo-
wieka szczegdblng uwage nalezy zwroci¢ na ekspozycje pacjenta na znane i nieznane
patogeny przy znacznym poziomie immunosupresji wymaganym w przeszczepieniu
narzadu odzwierzecego. Niekompatybilnos¢ w zakresie MHC moze takze stwarzac
problem w skutecznej odpowiedzi immunologicznej na nowy czynnik chorobotwor-
czy, ktéry ponadto w nowym Srodowisku, jakim jest organizm cztowieka, moze na-
bywaé odmiennych wtasciwosci, co potencjalnie bedzie powodowac nie znane do
tej pory zespoly kliniczne (76).

Kontrolowana hodowla umozliwia uzyskanie zwierzat wolnych od wielu mikroor-
ganizmow. Wykorzystanie srodkéw farmakologicznych moze zahamowac ich rozwdj
zarowno u dawcy jak i biorcy, jesli ulegnie zakazeniu. Takze wykorzystanie testow
przesiewowych ograniczytoby do minimum ryzyko przeniesienia infekcji. Jednak mi-
nimum trzy rodzaje wiruséw $wini stanowia zagrozenie dla ludzi: PERV (ang. porcine
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endogenous retroviruses), PCMV (ang. porcine cytomegaloviruses) i PLHV (ang. porcine
lymphotropic herpesviruses) (77). Takze $winski wirus EMCV (ang. porcine encephalomyo-
carditis virus) jest zdolny do zakazania komérek miokardium cziowieka (78). W do-
Swiadczalnym przeszczepie w ukladzie Swinia-naczelne stwierdzono aktywacje, szcze-
golnie przy zastosowaniu immunosupresji, Swinskich cytomegalowiruséw (PCMV), co
sugeruje, ze patogen ten moégiby powodowac zakazenia u ludzi (79). Ryzyko
zwigzane z wirusem PLHV pozostaje nie zdefiniowane (77).

Najwiekszg uwage przyciggaja endogenne retrowirusy $wini. Ich specyfika zwig-
zana z trwalg integracja w genom gospodarza budzi wiele obaw transplantologow.
W uktadach in vitro wykazano mozliwo$¢ transmisji wirusa PERV z komérek $wini do
komoérek ludzkich (80). Zidentyfikowano receptory wiruséw PERV, od ktérych zale-
zy mozliwo$¢ wnikania wiruséw do komérek ludzkich (HuPAR-1 i HuPAR-2) (81) oraz
stwierdzono mozliwo$¢ alternatywnej, niezaleznej od receptoréw drogi wnikania
wirusow (82). Nie stwierdzono transmisji wirusa do komoérek ludzkich in vivo pod-
czas 25-tygodniowej hodowli limfopoetycznych komérek swinskich zakazonych wi-
rusem PERV oraz limfopoetycznych komérek ludzkich u immunoniekompetentnych
myszy (83). Pelne wykluczenie mozliwosci infekowania komérek ludzkich mogg jed-
nak przynie$¢ tylko badania kliniczne. Aby zmniejszy¢ potencjalne ryzyko zakazenia
postuluje sie zastosowanie krétkich interferujgcych RNA (siRNA) w transgenezie
swin przeznaczonych do ksenotransplantacji (84).

Praca finansowana z grantow PBZ-KBN-048/P05/2001/03 i PBZ-KBN-048/P05/2002/04.
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