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Przedstawiana praca zawiera w glownej cze¢sci dane z ostatnio przeprowadzo-
nych przeze mnie badan doswiadczalnych lub tych, ktorych bytem wspotwyko-
nawcg. Dane te nie byly dotychczas publikowane. Uwzglednione zostaly rowniez
dane z uprzednio opublikowanych, z moim udziatem jako wykonawcy, prac, jesli
byly one konieczne dla uzyskania catosci obrazu opisywanego procesu. Odno$ni-
ki do odpowiednich publikacji sa zamieszczone w tekscie.

Skroty stosowane w opracowaniu: BM: szpik kostny, BMC i.v przeszczepienie
szpiku w zawiesinie, ?BMC i.v przeszczepienie naswietlonemu biorcy, CML:
cytotoksyczno$é mediowana przez limfocyty (cell mediated cytotoxicity), CsA:
cyklosporyna A, DC- komérka dendrytyczna, GvH: graft vs host, reakcja prze-
szczep-przeciw-gospodarzowi, HLTx (hind-limb transplantation): przeszczepie-
nie konczyny (ze szpikiem), “HLTx: przeszczepienie koficzyny naswietlonemu
biorcy, LIV: watroba, M: mitomycyna, MLN: wezet chtonny krezkowy, MLR:
mieszana hodowla limfocytéw (mixed lymphocyte reaction), SPL: §ledziona,
TB : napromienianie calego ciata dawkg letalna.
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Wprowadzenie

Przeszczepianie ludzkich kofczyn stalo si¢ rzeczywistoscig (1-4). Do sierpnia
2002 wykonano na $wiecie, wg oficjalnych danych 8 allogenicznych pojedynczych
oraz 4 podwdjne przeszczepy reki. Ponadto wykonano unaczynione przeszczepy
allogenicznych kosci i stawoéw u 8 chorych (2,5,6). Liczby te sa zapewne wyzsze,
poniewaz niektére osrodki zglaszaja wykonanie przeszczepéw dopiero po dluz-
szych okresach obserwacji. Ostatnie doniesienia dotycza analizy klinicznego
przebiegu procesu przyjmowania si¢ przeszczepu reki (7-9), mikroskopowych
obrazow odrzucania (10-13), a takze przywracanie unerwienia przeszczepu i je-
go funkcjonalnej oceny (14-19). Osobnym zagadnieniem jest problem mikrochi-
meryzmu (20) komérkowego t.j. obecnosci komérek odpornoSciowych dawcy
w ustroju biorcy i ich wplywu na przezycie przeszczepu.

Wskazaniem do przeszczepienia rgki sg:  brak obu ragk (pourazowy, wrodzo-
ny 2) brak jednej reki i wspolistniejace zaburzenia wzroku ograniczajace pod-
stawowe funkcje zyciowe, 3) brak jednej rgki u osobnika z motywacja przywrocenia
standardu zycia (21-23). Wyzwaniem klinicznym pozostaje takze rekonstrukcja
uszkodzen duzych kosci i tkanek migkkich spowodowanych urazem, resekcja guza
nowotworowego lub wadami wrodzonymi. Ograniczona jest jeszcze znajomo$¢ pro-
cesOw odrzucania konczyny i zapobiegania jej odrzucania. Takze brak jest doklad-
nych obserwacji dotyczacych funkcjonalnego polgczenia si¢ przeszczepu z biorca,
takich jak powrotu unerwienia, reakcji naczyniowych, funkcji chwytnych, itp.

Przeszczepiona koficzyna powinna by¢ traktowana jak zlozony (tkankowo)
przeszczep allogeniczny (composite tissue allograft, CTTx) (24-26). Wymaga to
badan nad immunogennoscia i kinetyka procesu odrzucania poszczegolnych tka-
nek konczyny po przeszczepieniu. Konczyna zbudowana jest z tkanek pocho-
dzenia endo-, mezo- i ektodermalnego. Jest ,,ztozonym narzadem” zbudowanym
ze skory, migéni, powigzi, kosci nerwdw, naczyn krwiono$nych i limfatycznych.
Zawiera ponadto zorganizowang tkanke limfoidalng w postaci szpiku kostnego
1 weztow chionnych.

Z fizjologicznego punktu widzenia tkanki koficzyny wymagaja dobrego za-
opatrzenia w krew. Sg gesto unerwione i aktywne metabolicznie nawet w czasie
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spoczynku. W poroéwnaniu do narzagdoéw wewngtrznych konficzyny sg bardziej na-
razone na dzialanie $rodowiska, ze wzgl¢du na duza powierzchnig skory i bezpo-
$redni kontakt stop i dioni z powierzchniami obiektéw fizycznych, kolonizowa-
nych przez drobnoustroje i pokryte organicznymi i nieorganicznymi czasteczka-
mi (27,28). Drobnoustroje normalnie bytujace w skorze i te zasiedlajace skore
w kontakcie ze Srodowiskiem s3 rozpoznawane i eliminowane przez uktad immu-
nologiczny skory. Na uktad immunologiczny koficzyny sktadajg si¢ komorki takie
jak keratynocyty, komorki Langerhansa, komorki dendrytyczne, makrofagi, kra-
zace limfocyty, Srodblonki naczyi limfatycznych i komdrki weztéw chionnych.
Uktad ten znajduje si¢ w stanie ,,cigglej gotowosci immunologicznej”. Jest to na-
stepstwem procesu penetracji drobnoustrojow lub ich produktéw przez dionio-
wa i podeszwowa powierzchni¢ skory do glebszych tkanek, a nastepnie do naczyn
i wezldw limfatycznych (28,29). Wezly chionne pachowe, pachwinowe i biodrowe
nalezg, obok grup weztéw krezkowych i wnek ptucnych, do najwigkszych skupisk
tkanki limfoidalnej w ustroju czlowieka.

Z immunologicznego punktu widzenia koficzyna jest zbiorem tkanek o roz-
nej immunogennosci. Najbardziej immunogenna jest skora, a nastepnie w kolej-
nosci wezly chionne i komorki szpiku kostnego, leukocyty osadzajace sie w na-
czyniach wlosowatych, osteoblasty, srodblonek naczyniowy, komorki Schwanna
i miocyty (30,3 . Poza rdzng silg pobudzania przez te komoérki odpowiedzi im-
munologicznej biorcy, nalezy oczekiwac roéznic w kolejnosci i nasileniu odrzuca-
nia poszczeg  ych tkanek kofczyny. Przej$ciowe przerwanie unerwienia czucio-
wego i ruchowego w przeszczepionej konczynie takze wplywa zarGwno na proce-
sy metaboliczne jak i immunologiczne. Kofczyna jest wigc ,,anatomicznie i czyn-
nosciowo ztozonym przeszczepem” i z tego powodu zachodzace w niej procesy
immunologiczne powinny by¢ dobrze znane transplantologowi.

Unikalno$¢ koniczyny jako przeszczepu lezy w jej sktadzie tkankowym. Jest
ona, podobnie jak nerka czy serce, przeszczepem narzadu, ale takze przeszcze-
pem szpiku kostnego. Komorki szpiku kostnego nie tylko dzielg si¢ i dojrzewa-
ja w przeszczepie, lecz réwniez migruja do jam szpikowych i narzadéw limfa-
tycznych biorcy. Kontakt immunologiczny migdzy dawcg a biorcg zachodzi wiec
nie tylko w samym przeszczepie, ale takze w narzadach immunologicznych bior-
cy, w ktérych komorki szpiku dawcy si¢ osiedlaja. Interesujacg kwestig jest fakt
zdolnoSci przezycia komorek szpiku dawcy w organizmie biorcy allogenicznego
przeszczepu i wytworzenia stanu tzw. komoérkowego mikrochimeryzmu (20).
Stan mikrochimeryzmu jest, wedtug niektérych badaczy, zwiazany z rozwojem
czeSciowej tolerancji na alloantygeny dawcy. Jest to do$¢ kontrowersyjna kon-
cepcja. Istniejg obserwacje zarébwno potwierdzajace jak i zaprzeczajace znacze-
niu mikrochimeryzmu jako czynnika wydiuzajacego przezycie organu przeszcze-
pionego razem ze szpikiem kostnym (32-35). Uwolnione z przeszczepu komor-
ki szpiku osiedlaja si¢ nie tylko w szpiku i narzadach limfoidalnych biorcy, ale
takze w tkankach pierwotnie nielimfoidalnych takich jak skora, jelita czy ptuca
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(36). Sa to potencjalne miejsca rozwoju choroby przeszczep-przeciwko-gospo-
darzowi.

Do najwazniejszych problemoéw dotyczacych przeszczepiania koniczyn, przed
ktorymi stoi wspdlczesna transplantologia naleza: proces odrzucania poszczego6l-
nych tkanek przeszczepu, reinerwacji przeszczepu w celu przywrdcenia funkcji
koficzyny oraz rozsiew i namnazanie si¢ w organizmie biorcy komorek szpiku
przeszczepionych wraz z ko$cig z potencjalnym rozwojem tolerancji na antygeny
transplantacyjne dawcy, ale jednocze$nie z zagrozeniem rozwoju reakcji gospo-
darz-przeciwko-przeszczepowi i przeszczep-przeciwko-gospodarzowi w miejscu
zgromadzenia si¢ tych komérek (Ryc.l). Uwalnianie komérek szpiku z prze-
szczepionej koniczyny niesie wiec ze sobg potencjalng korzy$¢ w postaci wydtuze-
nia przezycia przeszczepu, prawdopodobnie w zwigzku z obecno$cig mikrochi-
meryzmu komoérkowego, a w szczegdlnosci komérek dendrytycznych dawcy. Jak
dotad brak jest w literaturze doniesiefi dotyczacych procesu uwalniania i osiedla-
nia si¢ u biorcy komérek szpiku z przeszczepionej koficzyny oraz efektow tego
procesu.

DAWCA BIORCA
1‘ WEZEL
|
|
5 JELITO
SZPIK ;
SLEDZIONA
i
|
; SZPIK
i
: KREW

Ry . Schemat migracji komérek dawcy i biorcy z i do przeszczepu koficzyny. Zielone linie
wskazujg kierunek migracji dawco-specyficznych komorek cyt biorcy do wszystkich
tkanek przeszczepu (proces odrzucania). Linie czerwone wskazujg kierunek migracji komoérek
szpiku dawcy do narzadéw limfoidalnych biorcy. W tych narzadach moga one zaréwno atakowac
komorki gospodarza (GvH) jak i byé przez nie atakowane (reakcja odrzucania). Przeszczep
konczyny przezywajacy pod wplywem leczenia supresyjnego biorcy jest stalym zrédiem komoérek
pochodzacych ze szpiku i wedrujacych do tkanek biorcy
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Przeglad literatury dotyczacej
biologicznych efektow przeszczepiania
konczyny oraz szpiku na przezycie
przeszczepow allogenicznych i rozwaj
choroby przeszczep-przeciw-gospodarzowi

Przeglad ten zawiera dane z literatury dotyczace zjawisk biologicznych obserwo-
wanych w do§wiadczeniu i klinice po wprowadzeniu biorcy przeszczepu narzado-
wego komorek szpiku dawcy tego narzgdu. Dane te stanowily dla mnie podsta-
we do rozwazan, jakie zjawiska mogg rozwija¢ si¢ u biorcy po przeszczepieniu
koficzyny zawierajacej szpik kostny.

Przedstawione be¢da nast¢pujace zagadnienia:

Doswiadczalne przeszczepianie koficzyn

Obserwacje przedtuzenia przezycia alloprzeszczepdw narzagdowych po poda-
waniu komorek szpiku

Komorki dendrytyczne szpiku (DC-dendritic cells) i ich tolerogenna rola
w alloprzeszczepianiu

Podawanie komorek szpiku w zawiesinie dla uzyskania tolerancji na a
przeszczep

Przeszczep unaczynionego szpiku  koficzynie) a tolerancja na alloprzeszczep

Migracja DC ze szpiku do tkanek i alloprzeszczepu

Apoptoza komorek T biorcy w nastepstwie dziatania DC

Komérki T regulacyjne a DC

Mikrochimeryzm komérkowy po przeszczepieniu szpiku

Tolerancja na przeszczep allogeniczny po przeszczepieniu szpiku przy immu-
nosupresji

Odpowiedz biorcy przeszczepu koficzyny w mieszanej hodowli komorek jed-
nojadrzastych (mixed lymphocyte reaction, MLR)

Reakcja przeszczep-przeciw-gospodarzowi (graft-versus-host, GvH) po
przeszczepieniu konficzyny
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Doswiadczalne przeszczepianie konczyn

Pierwsze przeszczepy konczyn byly wykonane u psa przez Lapsinskiego w Rosji
(37). Po wieloletniej przerwie zaczgto wykonywaé badania na szczurach, glownie
celem poznania biologii przeszczepu oraz podejmowania przez niego funkcji
(26,30-36,38-56). Wkrotce okazalo sig, iz przeszczep konczyny jest przeszczepem
wielotkankowym o r6znej immunogennosci poszczegdlnych tkanek, a takze, iz jest
unaczynionym przeszczepem szpiku, ktéry moze wywolywac reakcje GvH, oraz, iz
skora konczyny jest tkanka o szczeg6lnej immunogennosci a w niej w szczeg6lno-
Sci keratinocyty i komorki Langerhansa. Aby obnizy¢ poziom immunogennosci
modyfikowano przeszczep korficzyny pozbawiajac go skéry i przeszczepiajac pod
skore (39,57,58). W ten sposdb probowano w ocenie oddzielié reakcje biorcy na
przeszczep skory od reakcji na przeszczep szpiku. Opracowano takze technike
przeszczepiania konczyny u myszy (59). Badania nad przeszczepem kosci ze szpi-
kiem przeprowadzano m.in. na przeszczepie szczeki (60), piszczeli (61), nasady ko-
$ci udowej ze stawem kolanowym (62), oraz kosci mostka (63).

Obserwacje przedluzenia przezycia alloprzeszczepow
narzgdowych po podawaniu komoérek szpiku

Biologiczne metody wywolywania tolerancji na przeszczep allogeniczny bywaja
skuteczne jedynie w wybranych modelach zwierzgcych. Nie sg natomiast skutecz-
ne w klinice. Pewnym wyjatkiem jest probowana w klinice metoda podawania
przed przeszczepieniem narzadu szpiku kostnego od dawcy narzadu. Przeszcze-
py nerek, a w szczegdlnosci watroby, przezywaly przy zmniejszonej dawce Srod-
koéw farmakologicznych u biorcow dawco-specyficznego szpiku. Powstaly wiec
biologiczne przestanki wskazujace na mozliwo$¢ manipulowania ukladem od-
pornosciowym biorcy prowadzac do dawco-specyficznego obnizenia reaktywno-
Sci na alloantygeny. Badania ostatnich lat skoncentrowaly si¢ na ocenie roli tzw.
makro- i mikrochimeryzmu w przedtuzeniu przezycia przeszczepéw. Jak dotych-
czas nie wydaje si¢ jednak, by mikrochimeryzm byl niezaleznym czynnikiem wa-
runkujgcym tolerancje na przeszczep, a tym samym jego dluzsze przezycie
(32-35). Natomiast wydaje si¢, iz pozytywny efekt podania komorek szpiku wy-
nika z supresyjnego dzialania rozmieszczonych u biorcy komoérek dendrytycz-
nych (DC) szpiku dawcy, wyrazajgcych antygeny klasy I, wywotujacych apopto-
z¢ dawco-reaktywnych limfocytow T biorcy i w ywajacych na powstanie klonéw
komorek regulacyjnych T CD (64). Obserwacje pojawiania si¢ po-
pulacji Treg przeprowadzono takze w klinice. Zar6wno w doswiadczeniu jak
i w klinice podaje si¢ komorki szpiku jedno- lub dwukrotnie dozylnie w postaci
zawiesiny przed, okoto lub po przeszczepie narzadowym. Przeszczepione komor-
ki rozprzestrzeniajg si¢ we wszystkich tkankach biorcy i wywoluja pewne niepo-
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zadane miejscowe efekty ytokinowe. Z badan doswiadczalnych wynika, iz nie
dochodzi do tych powiktah po przeszczepieniu unaczynionego szpiku (szpiku
w koficzynie) (45).

Komorki dendrytyczne szpiku (DC-dendritic cells)
i ich tolerogenna rola w alloprzeszczepianiu

Prace doSwiadczalne przeprowadzone na gryzoniach wyraznie wskazujg na tolero-
genny wplyw DC zalezny od prezentacji antygenu przez pewne ich subpopulacje (li-
nii limfoidalnej) (65-73). Populacje DC izolowane z roznych tkanek informuja i ak-
tywuja lokalnie znajdujace si¢ limfocyty T do wytwarzania i wydzielania cytokin. To-
lerogenne niedojrzate (i-immature, iDC) pochodza z limfoidalnych progenitoréw
o fenotypie CD8a i charakteryzujg si¢ fenotypem CD8x CD11¢+TCR  Aktywuja-
ce wlasciwosci iDC prowadza do pobudzenia i proliferacji dawco-specificznych lim-
focytow T i ich nastepowej apoptozy. Pobudzone komérki srédbfonkowe zatrzymu-
ja iIDC. iDC wedruja do ognisk zapalenia oraz przeszczep6w allogenicznych. Doj-
rzewaja one pod wplywem zetknigcia z antygenem przeszczepu lub bakterii i prze-
chodzg w posta¢ dojrzata (m-mature, mDC). DC posiadaja receptory CCR1, CCR2,
CCRS,CXC |, IL8R, receptor R dla M iMCP Wytwarzane chemokiny po-
woduja rekrutacje iDC, obnizaja ekspresje R na dojrzewajgcych DC. Wiadomo, iz
iDC podane dozylnie przediuzajg czas przezycia alloprzeszczepu serca, rowniez
u cztowieka. Komdrki te stabo wyrazaja CD83, CD86 i CD40 oraz antygeny klasy II.
W mieszanej hodowli obnizaja odpowiedz dawco-specyficznych limfocytéw T

Podawanie komoérek szpiku w zawiesinie
dla uzyskania tolerancji na alloprzeszczep

Podawanie komorek szpiku (BMC) dozylnie w zawiesinie w wielu przypadkach
przedluza przezycie przeszczepéw nerek, serca, trzustki i watroby u cztowieka
(64,74-86). Projektanci metody taczyli ten efekt z tzw. makrochimeryzmem.
W chwili obecnej istnieje wigcej dowoddw przeciw niz za pozytywng rola makro-

ikrochimeryzmu w wywolywaniu obnizonej reaktywnosci biorcy na alloantygeny
dawcy. Natomiast pozytywne efekty mozna obecnie przypisywac limfoidalnym po-
pulacjom komorek nie-T o fenotypie iDC. Same BMC podane biorcy nie przedtu-
zaja czasu przezycia alloprzeszczepu. Podawane z przeciwciatami blokujacymi cza-
steczki kostymulujace CD154 i CTLA4Ig, oraz ALS, CsA, FK506 wyraznie przedtu-
zaja przezycie przeszczepu. Wysokie dawki BMC wraz z podaniem przeciwciat eli-
minujacych komorki T i naSwietlaniem grasicy wywoluja tolerancje. U biorcy do-
chodzi do obnizenia poziomu dawco-specyficznych komoérek T, za§ w §ledzionie
biorcy stwierdza si¢ zwigkszona obecno$¢ komorek dawcy o fenotypie klasy II.
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Wozrasta poziom TGF  oraz interferonu gamma U biorcy nastgpuje zwrot
w kierunku zwigkszonej reprezentacji komoérek Th2. Efektywno$¢ podawanego
szpiku zalezy od czasu podania, przed czy po przeszczepie, oraz od ilosci podanych
komorek. Liczne podania BMC zwigkszaja szanse przedluzenia przezycia prze-
szczepu narzadu od tego samego dawcy. W badaniach na myszach podanie BMC
7 dni przed przeszczepem obniza stezenie dawco-specyficznych komorek cytotok-
sycznych (CD8). Podawanie BMC ogranicza rozwoj przewlekiego odrzucania, co
obserwowano u ludzi po 6 latach od przeszczepienia nerek. Mikrochimeryzm
w krwi wynosit okolo . Obecnoséé komdrek T jest niezbedna dla utrzymania to-
lerancji, podczas gdy wg innych nie jest to niezbgdne. Natomiast szpik pozbawiony
makrofagéw i DC nie wywoluje tolerancji na antygeny dawcy u biorcy. WielooSrod-
kowa ocena wplywu podawania dawco-specyficznego szpiku biorcom przeszczepu
nerki wykazala niespecyficzne obnizenie reakcji na antygeny dawcy (64).

Przeszczep unaczynionego szpiku (w konczynie)
a tolerancja na alloprzeszczep

Unaczyniony przeszczep szpiku to przeszczep w koficzynie lub przeszczep kosci udo-
wej ze szpikiem. Modele takie zostaly opracowane w latach 80-tych przez nas i za-
granicg (36,43,45,46,87-100). Unaczyniony przeszczep ma ogromng przewage nad
dozylnym podaniem zawiesiny BMC. BMC w przeszczepianej kosci znajduja si¢ w fi-
zjologicznym Srodowisku, w przestrzennym kontekscie z komorkami stromalnymi.
Natychmiast po przeszczepieniu tkanka szpikowa podejmuje swa czynno$¢. Prekur-
sory linii komorkowych, w tym i limfoidalnych DC, sa uwalniane w nastgpstwie sy-
gnatu antygenowego. Komorki te sg wspomagane przez cytokiny hemopoetyczne
produkowane w szpiku w iloSciach dostosowanych do zapotrzebowania (reakcja od-
rzucania, zapalna). W poréwnaniu, podana zawiesina BMC nie spelnia tych funkgji
w takim zakresie. Co wigcej BMC w zawiesinie rozprzestrzenia si¢ w roznych tkan-
kach, rowniez nie-limfoidalnych, gdzie wywoluje reakcje zapalng. Wydaje sie wiec,
iz unaczyniony przeszczep szpiku powinien by¢ idealnym dawca tolerogennych DC.
Liczba uwolnionych komoérek z przeszczepu unaczynionego jest bardzo mala, ale
skuteczno$¢ bardzo wyrazna. Zwykle jest to 1 komoérka dawey na 10000 komdrek
biorcy. Uwolnione komdrki wedruja do miazgi biatej $ledziony i czgsci korowej we-
ziéw. Pomimo, iz stopniowo komorki biorcy zastepuja BMC w przeszczepionej ko-
§ci, to mikrochimeryzm DC si¢ utrzymuje. Zardwno przeszczepiona koficzyna ze
szpikiem jak réwnolegle przeszczepione serce przezywaja dluzej, nawet bez malych
dawek immunosupresji. Natomiast podanie ALS, CsA, FK506, przeciwcial przeciw
receptorowi T alfa/beta, CTLA4lg, CD40L i CD28 przynosza u gryzoni przezycie
przeszczepOw powyzej . miesiecy. Mikrochimeryzm nie koreluje z czasem przezy-
cia. Wydaje sie, iz BMC, w tym DC, osiadle w przeszczepie i w tkankach limfoidal-
nych biorcy i trudne do iloSciowej oceny, odgrywaja pewng role w tolerancji.
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Migracja DC ze szpiku do tkanek i a oprzeszczepu

Zarowno DC dawcy jak i biorcy moga by¢ wykryte w miazdze bialej §ledziony
i rejonach korowych i przykorowych weziéw zajetych przez komérki T, ale nie
w rdzeniu (101-105). Ciekawe jest, iz znaczna ilo§¢ podanych komoérek groma-
dzi sie¢ w weztach watrobowych. Topograficzna identyfikacja komérek dawcy
i biorcy dokonywana jest za pomoca przeciwciat specyficznych dla szczepu daw-
cy lub biorcy oraz wykrywania fragmentu Sry-DNA (mgskiego) w przypadku me-
skiego dawcy. Po przeszczepie unaczynionego szpiku DC dawcy gromadzg si¢
w narzadach li foidalnych, i jedynie w niewielkich iloSciach w tkankach nie- -
foidalnych. Zasiedlaja one miejsca przeznaczone dla tkankowych DC, w tym
w skorze i sercu.

Apoptoza komorek T biorcy w nastepstwie dziatania DC

Niedojrzate DC inkorporuja ciatka apoptotyczne i prezentuja ich antygen limfo-
cytom cytotoksycznym (106-109). Aktywowane limfocyty ulegaja apoptozie.
Apoptoza nie prowadzi do dojrzewania DC. Debris apoptotyczne jest bardzo
stabym immunogenem. Limfocyty ulegajace apoptozie produkuja znaczne ilosci
IL o charakterze hamujacym reakcje odpornosciowe. Dozylne podawanie
apoptotycznych komorek indukuje dawco-specyficzng tolerancje na alloantyge-
ny. DC prezentuja na powierzchni lig ~ dla CD95 odpowiedzialny za apoptoze
po spotkaniu z limfocytami z antygenem CD95.

Komorki T regulacyjne a DC

Niedojrzate DC ( inkorporuja antygen z cialek apoptotycznych, migruja do
weztow chtonnych i indukujg powstanie kloné6w komorek T tzw. regulacyjnych
o fenotypie CD (36 . Zaprogramowane Treg wedrujg do tkanek,
gdzie zostaja reaktywowane przez DC prezentujace antygen. Ograniczajg one
poziom reakcji zapalnej. Treg wyrazajg takze CTLA4 oraz produkuja IL  (ha-
muje reakcje) i TGFS (hamuje reakcje). DC typu myeloidalnego a nie limfoidal-
nego nie majg wtasciwosci tolerogennych.

Mikrochimeryzm komorkowy po przeszczepieniu szpiku
Istnienie mikrochimeryzmu komérkowego wykrywa si¢ praktycznie po prze-

szczepieniu kazdego narzadu, ktory posiada tzw. komorki pasazerowe (passen-
ger cells) lub tez po przeszczepieniu szpiku (114-125). Obserwowano istnienie
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mikrochimeryzmu komdrkowego po przeszczepieniu allogennej kofczyny przy
roznych protokotach immunosupresji. Przy stosowaniu CsA i przeciwciata prze-
ciwT obserwowano we krwi biorcy obecno$é 12 komorek dawcy, w §le-
dzionie 63%, a w weztach chionnych 15% (126). W. innych badaniach stwierdza-
no ok. 20% komdrek dawcy we krwi i §ledzionie biorcy diugo przezywajacego
przeszczepu (31). Po podaniu prospektywnemu biorcy komoérek szpiku dawcy
przed przeszczepieniem poziom mikrochimeryzmu siggat 20%  27). Przy pozio-
mie powyzej S0% rozwijaly sie objawy reakcji GvH (128). Po podaniu naswietlo-
nemu biorcy mieszaniny komdrek szpiku dawcy i biorcy bez limfocytow T, a na-
stepnie przeszczepienia kofczyny poziomu mikrochimeryzmu wynosit od 30%
do80% 9). Podajac biorcy przeszczepu FK506 i CsA uzyskano wysoki poziom
mikrochimeryzmu siegajacy 90%, ale potaczony on byt z objawami reakcji GvH
(32). Mikrochimeryzm komorkowy, ktory rozwija si¢ po przeszczepieniu szpiku
w kofczynie w jakim$ stopniu moduluje odpowiedzZ biorcy. Tak jak w przypad-
kach klinicznych, w do§wiadczeniu obserwacje pozostaja kontrowersyjne. Mikro-
chimeryzm szpikowy przez podanie przed przeszczepem konczyny komérek szpi-
ku dawcy moze obniza¢ poziom odpowiedzi biorcy (130). Wed  niektorych
(131) obecnosé szpiku w przeszczepionej kofnczynie nie ma wplywu na czas prze-
zZycia przeszczepu, jesli biorca otrzymuje

Tolerancja na przeszczep allogeniczny po przeszczepieniu
szpiku przy stosowanej immunosupresji

Tolerancja na allogeniczny przeszczep kofczyny moze byé wytworzona poprzez
podawanie biorcy §rodkéw immunosupresyjnych, komorek szpiku dawcy lub po-
taczenia tych dwoch metod. Optymalna metoda byloby ,,wstepne leczenie” bior-
cy podawaniem immunologicznie aktywnych komoérek dawcy (komorki petnego
szpiku, komorki dendrytyczne). Niektore populacje komérek odpornoéciowych
dawcy podawane sg biorcy w przeszczepie jako tzw. komorki pasazerowe (ko-
morki krwi dendrytyczne, §rodbtonki). Zaréwno te podawane jako ,,wstepne le-
czenie” jak i pasazerowe wydajg si¢ odgrywaé jedynie niewielka role w przypad-
ku przeszczepow narzgdow takich jak trzustka, watroba czy serce. Jak wyglada to
w przypadku unaczynionego przeszczepu konfczyny ze szpikiem w modelu do-
$wiadczalnym i u cztowieka? U szczura przecietny czas przezycia przeszczepio-
nej konczyny bez immunosupresji lub podawanie antygenu dawcy byt dos¢ rozny
i wynosit: 5 (132), 7 (31), 7 (126),  (133), 12 (133) i 12 dni (134). Cyklospory-
na przediuzata przezycie alloprzeszczepu konczyn (40,135,136). Po podaniu cy-
klosporyny w dawkach 15 mg/kg w. c./dzien przezycie konczyny, oceniane na
podstawie odrzucania skory, wynosito w roznych osrodkach 17 (132), 20 (42), 21
(126), 30 (30), 34 (133), 50 (134), 61 dni (31). Duze zwierzeta wymagajg znacz-
nie wyzszych dawek CsA/kg. Tolerancja na przeszczep ustaje zwykle w 1 tydzien
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po zakonczeniu podawania CsA (41), natomiast po podawaniu FK506 w dawce

mg/kg w. c./dzief réznie: 50 (133), 54 (30), > 90 (132), 150 (133a) 296 (31) dni.
FKS06 obnizal poziom ILla, IL2, IL6, FN, FGF, RNA ponizej warto-
sci obserwowanych dla przeszczepdw syngenicznych (135). Rapamycyna nie
przynosifa takiego efektu  35). Podawanie samej ALS nie przedtuzalo przezy-
cia przeszczepu koniczyny (136). FK506 odwracal proces odrzucania (132). Po
podaniu RS 61443 czas przezycia wynosit 43 (31) i 40 dni (134). Lek ten byl sku-
teczny w odwracaniu reakcji odrzucania  37). Byl réwniez skuteczny w przywra-
caniu unerwienia konczyny 38). Polgczenie CsA i RS dawalo przezycie
powyzej 300 dni, ale polgczenie bylo z toksycznoscig dla komoérek szpiku — 34).
Po podaniu rapamycyny przezycie nie przekraczato 10 dni (132). Cyk fosfa
nie przediuzal przezycia przeszczepu. Polaczenie FK506 z monofenylatem mofe-
tilu i prednisonem dawalo przezycia > 90 dni  38a), za$ z surowicg antylimfa-
tyczng 60-100 dni (32). Deoksyspergualina w kombinacji z przeciwcialem prze-
ciw receptorowi T alfa/beta jedynie nieznacznie przediuzala przezycie przeszcze-
pu koniczyny (139).

Kombinacja farmakologicznych i biologicznych metod immunosupresji po-
wodowata wyrazniejsze przediuzenie przezycia alogenicznego przeszczepu kon-
czyny. Podanie CsA z przeciwciatem blokujacym TCR «f powodowalo przezycie
>100dni  6). Rowniez polaczenie CsA z ALS powodowalo podobne przedtu-
zenie przezycia (140). Przy zgodnosci silnych antygendéw transplantacyjnych
u $wini mafe dawki CsA przez 12 dni pozwalaly na osiggniecie przezycia konczy-
ny powyzej 100 dni. Drugi przeszczep skory od tego samego dawcy (przechowy-
wany w zamrozeniu) byl jednak nadostro odrzucany (141). To zjawisko rozdzie-
lonej tolerancji obserwowano takze po przeszczepianiu innych narzadow (142).
Podanie naswietlonemu biorcy mieszaniny szpiku dawcy i biorcy pozbawionych
limfocytow T przedtuzalo przezycie przeszczepu do 195 dni  39). Podanie daw-
co-specyficznej krwi biorcy przeszczepu leczonego FK506 nie przynosilo synergi-
stycznego efektu  43). Podanie donaczyniowo do macicy komoérek szpiku doro-
stego dawcy u $wini powodowalo wytworzenie pelnej tolerancji na zlozony prze-
szczep tkankowy (144). Podanie noworodkowi, péZniejszemu biorcy konczyny,
szpiku dawcy powodowalo przediuzenie przezycia przeszczepu (bez skory) do 30
dni  28). Naswietlanie przeszczepu przed implantacjg jedynie nieznacznie prze-
dluzato jego przezycie. Natomiast naswietlanie calego dawcy przediuzalo prze-
zycie powyzej 14 dni  36a). Przeprowadzane byly takze proby genoterapii, kto-
re moglyby ograniczyé proces odrzucania. Jako wstepny etap udalo si¢ transfe-
rowac tkanki przeszczepu genami reporterowymi beta- galaktozydazy, luciferazy
i zielonego fluoroscencyjnego biatka GFP  45). Podanie biorcy przed przeszcze-
pem komorek epidermalnych lub makrofagéw dawcy skracalo czas przezycia al-
loprzeszczepu konczyny, wywolujac weze$niejszg odpowiedZ na antygeny dawcy

46). Natomiast zgodno$¢ antygendw transplantacyjnych migdzy dawcg i biorca
znacznie przediuzala przezycie alloprzeszczepdw koniczyn (8,147). Usunigcie an-
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tygenowo silnej skdry z przeszczepu réwniez przediuzalto czas przezycia (147).
Z innych obserwacji wynika, iz przeszczep szpiku w izolowanej kosci pozwalal na
Sledzenie jego roli w mikrochimeryzmie, wytwarzaniu tolerancji i reakcji GvH
doktadniej niz w przypadku przeszczepu calej konczyny ze skorag (58).

Odpowiedz biorcy przeszczepu konczyny
w mieszanej hodowli komdrek jednojadrzastych
(mixed lymphocyte reaction MLR)

Doniesienia dotyczgce wynikow badan odpowiedzi komoérkowej i humoralnej
biorcy na przeszczepy allogenicznej koniczyny sg w literaturze nieliczne. Biorcy
otrzymujgcy FK506 wykazywali obnizong reaktywno$¢ w mieszanej hodowli lim-
focytow (MLC) oraz brak odpowiedzi w tescie cytotoksycznosci (CML)
(133,143). Obnizenie odpowiedzi obserwowano takze w postaci obnizonego wy-
twarzania przeciwcial przeciw dawcy (22). W badaniach wielooSrodkowych wy-
kazano, iz komoérki szpiku dawcy o fenotypie CD34 oraz CD38, CD2, CDS5, CD1,
CD33 hamowaly odpowiedz w mieszanej hodowli allogenicznej z limfocytami
biorcy (64).

Reakcja przeszczep-przeciw-gospodarzowi
(graft-versus-host, GvH) po przeszczepieniu kofnczyny

Choroba (reakcja) GvH rozwija si¢ w nast¢pstwie rozpoznania przez przeszcze-
pione komorki ukfadu odporno$ciowego dawcy (gidéwnie limfocyty T) antygenow
transplantacyjnych (silnej i stabej niezgodnosci) biorcy. Po rozpoznaniu rozwija
sie odpowiedz cytotoksyczna ze wszystkimi jej nastepstwami zapalnymi. Gléwnie
zmiany rozwijajg si¢ w skorze (na granicy naskorka — skora wiasciwa i wokol na-
czyn skory), Sluzdwce jelita i innych blon §luzowych, w ptucach i watrobie. Typo-
wg i silnie wyrazong chorob¢ GvH obserwuje si¢ po przeszczepieniu szpiku
(148-153), a takze jelita. Spotyka si¢ takze pojedyncze przypadki po przetocze-
niach krwi i przeszczepie watroby (154). Gtéwnym inicjatorem i mediatorem
zmian sg limfocyty T dawcy.

Przeszczep korficzyny zawierajacej szpik kostny stwarza mozliwo$¢ rozwinig-
cia si¢ choroby GvH. Jednak wbrew oczekiwaniom, badania do$wiadczalne nie
wykazaly wyraznych objawéw reakcji GvH u zwierzat biorcow konczyny w ukla-
dach silnej niezgodno$ci antygendw transplantacyjnych (34,155-158). Rozwoj
GvH wydaje si¢ zalezeé od ilosci komorek dawcy przedostajgcych si¢ do biorcy
(33,35). Rowniez nie obserwowano wyraznych zmian typu GvH w przeszczepio-
nej konczynie (156). W koficzynach obserwowano jedynie wzrost poziomu
TGF , ale jego rola nie zostala wyja$niona  55,159,160). Szpik kostny zaréwno
dawcy (w przeszczepie) jak i biorcy wykazywal znaczne zwigkszenie liczby ko

20



rek . Rozw6j reakeji GVvH w pewnym procencie zwierzat (w postaci ograni-
czonej!) przypisuje si¢ limfocytom T dawcy znajdujacych si¢ w wezle podkolano-
wy przeszczepionej koficzyny (34

U chorych z przeszczepiong koficzyna rowniez nie obserwowano wyraznych
objawéw GvH (1,3,164). Po przeszczepieniu rgki u czlowieka obserwowano
zmiany typu GvH pod postacig podnaskorkowych i okofonaczyniowych nacie-
kow w komorkach gospodarza o fenotypie CD3, CD4 i CD8 oraz akantozy i wod-
niczkowych zmian w keratynocytach w kilka miesigcy po przeszczepie (165).
W naczyniach stwierdzono obecno$¢ komoérek CDla (komoérki Langerhans )
pochodzace od gospodarza. Obserwacje ograniczonej reakcji GvH maja ogrom-
ne znaczenie praktyczne, poniewaz eliminuja z listy powiklafi po przeszczepie
jedng z niebezpiecznych dla przeszczepu reakgji.
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Cel badan

Celem moich badan byla ocena procesu migracji przeszczepionych komérek he-
mopoetycznych z koSci przeszczepionej koficzyny dawcy do jam szpikowych i na-
rzadow limfatycznych biorcy w ukiadzie syngenicznym i allogenicznym. Dodat-
kowo §ledzilem proces powstawania allogenicznego mikrochimeryzmu i jego
ewentualnego wplywu na wydtuzenie czasu przezycia przeszczepionej konczyny.
Badalem takze zjawisko reakcji przeszczep-przeciw-gospodarzowi (GvH), ktére
zwykle wystepuje po przeszczepieniu allogenicznego szpiku. Wszystkie wymie-
nione procesy powinny by¢ poznane przed rozpoczgciem klinicznego przeszcze-
piania konczyn.
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Opis modelu doSwiadczalnego

Badania byly przeprowadzone na wsobnych szczepach szczuréw BN i LEW, stu-
zacych jako dawcy i biorcy koniczyny. Przeszczepiona konczyna byta Zroédiem ko-
morek szpiku. Szpik zawarty w kosci to tkanka, w ktdrej komorki hemopoetycz-
ne pozostaja w Scisiej zaleznosci czynnosciowej z komoérkami podporowymi zre-
bu. Oznacza to, ze komorki szpiku obecne w przeszczepie kostnym moga w spo-
sob fizjologiczny dojrzewaé i by¢ uwalniane do uktadu krazenia biorcy wraz z cy-
tokinami i chemokinami produkowanymi przez komdrki zrgbu. W. przypadku
przeszczepienia samego szpiku podawana zawiesina pozbawiona jest komorek
zrebu.

Podstawowe niewiadome po przeszczepieniu biorcy szpiku w koficzynie to:
a) ilo§¢ komoérek szpikowych uwalnianych z przeszczepionej kosci; b) miejsca,
w ktorych w ustroju biorcy osiedlajg si¢ uwolnione komorki szpiku; ¢) szybkos¢
procesu namnazania si¢ komorek szpikowych dawcy w jamach szpikowych i na-
rzadach limfatycznych biorcy; d) zdolno$¢ komdrek hemopoetycznych dawcy do
produkcji dojrzatych komoérek krwi w ustroju biorcy; e) szybko$¢ odrzucania ko-
morek szpiku dawcy przez allogenicznego biorce; f) przezywalno$¢ komorek
szpiku dawcy osiedlajacych si¢ w tkankach biorcy i wytworzenie stanu tzw. mi-
krochimeryzmu potaczonego z przedtuzeniem przezycia przeszczepu., wreszcie
g) mozliwos¢ wywolywania reakcji typu przeszczep-przeciw-gospodarzowi
(GvH) przez komérki szpiku dawcy zawarte w przeszczepie kostnym. Rozwoju
takiego procesu nalezaloby sie spodziewaé, poniewaz wystepuje on po przeszcze-
pie komorek szpiku w zawiesinie zawierajacym limfocyty T.

Losy uwolnionych komdrek szpiku dawcy byly obserwowane u biorcow prze-
szczepOw allogenicznych i syngenicznych, u biorcow poddawanych i niepoddawa-
nych napromienianiu oraz biorcéw nieleczonych i leczonych immunosupresyjnie.
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Grupy badanych zagadnien

1. Zasiedlanie szpiku kostnego i narzadow limfatycznych biorcoéw przeszczepow
syngenicznych konczyn nie poddawanych napromienianiu.

2. Zasiedlanie szpiku kostnego i narzadoéw limfatycznych biorcow przeszczepow
syngenicznych konczyn poddawanych napromienianiu.

3. Zasiedlanie szpiku i tkanek limfoidalnych po przeszczepieniu allogenicznych
konczyn u naswietlonych i nie nas§wietlanych biorcow.

4. Kinetyka odrzucania allogenicznego przeszczepu tkanek konczyn i szpiku
kostnego zawartego w przeszczepie kostnym u biorcéw leczonych i nieleczonych
immunosupresyjnie.

5. Wystepowanie zjawiska mikrochimeryzmu komoérkowego u leczonych immu-
nosupresyjnie biorcow po przeszczepieniu i przediuzenie czasu przezycia kon-
czyny. Ewentualna rola szpikowych komodrek dendrytycznych dawcy.

6. Dystrybucja DNA dawcy u leczonych i nieleczonych immunosupresyjnie bior-
cow allogenicznego przeszczepu konczyny (mikrochimeryzm nie-komorkowy).
7. Reakcja typu przeszczep-przeciw-gospodarzowi u leczonych i nieleczonych im-
munosupresyjnie biorcéw allogenicznego przeszczepu konczyny.

Tabela . Grupy do$wiadczalne (n=5-7 w grupie)

* BN - LEW
** Znaswietlanie 8 Gy
*** LEW - LEW
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Materiat i metody

Zwierzeta

Do badania wykorzystano trzymiesigczne szczury szczepow LEW (RT1') i BN
(RTI1") urodzone i hodowane w zwierzgtarni IMDiIK PAN w Warszawie. Szczury
LEW stuzyly jako biorcy i dawcy przeszczepdw syngenicznych i allogenicznych,
za$ szczury BN byly jedynie dawcami. Badania uzyskaly zgode Komisji Etycznej.

Metody

Technika przeszczepiania konczyny ze
szpikiem (hind-limb transplantation,
HLTX)

Dystalna cze$é koiczyny dawcy byta am-
putowana w Srodkowej czgsci 1 zespala-
na z proksymalnym kikutem uda biorcy
(ryc. 2). Dokonywano zespolenia ko-
niec-do-kofica tetnicy i zyly udowej z na-
czyniami biorcy, uzywajac szwéw mono-
filamentowych 10-0. Kikuty nerwu kul-
szowego byly zszywane. Kikuty kosci
udowej byly zespalane za pomoca we-
wnatrzkostnych metalowych stentow.

. o, ica udowa
Dokonywano zszycia migéni i skOry. < tetnica udow

4 zyta udowa

Ryc. 2. Schemat operacji przeszczepienia tylnej <« nerw kulszowy

konczyny szczura
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Technika przeszczepiania skory i serca

Fragmenty skory 10x10mm przeszczepiano na grzbiet dawcy umocowujgc 4 szwa-
mi. Zakladano okr¢zny opatrunek nie pozwalajacy na oderwanie przeszczepu
przez szczura. Serce przeszczepiano typowo do naczyh jamy brzusznej taczac
szwami 7-0 aort¢ przeszczepu z aortg biorcy i t¢tnicg plucng przeszczepu z zylg
giéwna.

Napromienianie calego ciala dawka letalng

(tota body irradiation, TBI)

Biorcy byli eksponowani na 8.0Gy promieniowanie Gamma z lampy kobaltowe;j,
60 Co (Theatron, Atom Energy of Canada) w dawce 150cGy n. Dawka ta
powodowaia $mieré 100% napromienianych zwierzat, jesli nie otrzymaly one
przeszczepu szpiku.

Protokét podawania lekéw immunosupresyjnych

Cyklosporyna A (CsA) byla podawana w dawkach 17 mg/kg w. c./dziefi, domig-
$niowo. FK506 (tacrolimus) podawano w dawce 0.5 mg/kg w. c./dzief, domig-
$niowo.

Izolowanie komérek

Komorki szpiku otrzymywano poprzez ptukanie jamy szpikowej kosci piszczelo-
wej i udowej przy uzyciu igly 18 gauge w medium RPMI z 5% surowica cielgca.
Nie stosowano izolacji na gradiencie, a jedynie lizowano erytrocyty. Leukocyty
krwi obwodowej izolowano z petnej krwi w gradiencie Lymphoprepu (Nyegaard,
Oslo). Splenocyty izolowano poprzez rozczesanie fragmentdw §ledziony i od-
dzielenie komérek mononuklearnych na gradiencie Lymphoprepu (Nyegaard,
Oslo).

Przeszczepianie izolowanych komérek szpiku

(bone marrow cell i. v., BMC i. v.)

Izolowana populacje komdrek szpiku, pozbawiong erytrocytow metoda wodnej
lizy, podawano biorcy dozylnie w ilosci 6x107. I1oé¢ ta odpowiadata ilosci komé-
rek potowy kosci udowe calej piszczeli (23.9+2.2x10°) i kosci
stopy (15.7%3.0x10°).

Dystrybucja w organizmie komérek szpiku znakowanych *!Cr.

W. celu oceny dystrybucji komérek szpiku uwolnionych z przeszczepu koficzyny
i zasiedlajacych biorce, komorki szpiku osobnika szczepu BN byly izolowane
z wyplukanego szpiku kostnego, znakowane 5'Cr i podawane dozylnie syngenicz-
nemu osobnikowi BN (ryc. 3). Dwadziescia cztery godziny pdzniej dystalna czgé¢
konczyny zawierajaca znakowane komorki szpiku byta amputowana i przeszcze-
piana ortotopowo osobnikowi szczepu LEW. Cztery i 24 godziny po zabiegu oce-
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Cr BMC 6x107

KREW
RADIOAKTYWNOSC Cr

Ry . 3. Schemat badania rozmieszczenia znakowanych 5'Cr komorek szpiku uwalnianych z HLTx

w 4 i 24 godziny i zasiedlajacych tkanki biorcy. LEW otrzymywal dozylnie znakowane BMC, po

24 godz. jego koficzyna byla przeszczepiana syngenicznemu biorcy. Po nastgpnych 24 godz. pobierano
od biorcy HLTx narzady do badaf rozmieszczenia radioaktywnosci pochodzacej z HLTx

niano w jamach szpikowych i narzadach limfatycznych u biorcéw dystrybucje ra-
dioaktywnoSci komdrek uwolnionych z przeszczepionej konczyny. Dystrybucije
przeszczepianych dozylnie izolowanych komdrek szpiku badano po ich pobraniu
z koSci piszczelowej i udowej, wyznakowaniu 'Cr i podaniu dozylnym. Dalsze
kroki procedury byly identyczne jak opisane dla przeszczepu konczyny.

Zasiedlanie narzadéw limfoidalnych i nie limfoidalnych

szpikowymi komdrkami typu denrytycznego (DC)

Koficzyng BN przeszczepiano wg opisanego protokdtu naswietlonemu biorcy
LEW. Po 14 dniach pobierano narzady do badafn immunohistochemicznych
(ryc. 4). Identyfikowano w narzadach biorcy komdrki OX27+ (przeciwcialo spe-
cyficznie znakujace BN ale nie LEW), OX62+ (wedrujace DC), OX6+ (MHC
klasa 11). W narzadach przeznaczonych do przeszczepienia, jak np. serce, iden-
tyfikowano DC przy uzyciu wymienionych przeciwcial oraz biorac pod uwagg to-
pograficzng lokalizacjg DC w tkance normalnego serca.
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Ryc. 4. Schemat zastosowany do zasiedlania biorcy komérkami (dendrytycznymi) szpiku dawcy.
Koriczyna BN przeszczepiona naswietlonemu LEW, po 14 dniach badanie obecnosci komorek
dendrytycznych BN w narzadach biorcy HLTx. Kontrola BN — BN

Ocena fenotypow komorek zasiedlonego szpiku biorcy metoda cytometrii
przep wowej

Analiza za pomoca cytometrii przeplywowej byla wykonywana celem wykrycia
komorek o fenotypie dawcy w krwi i narzadach limfatycznych biorcy. Przeprowa-
dzano ja na jednokolorowym (zielone Swiecenie przy diugosci fali 535 mm) apa-
racie FACStar (Beckton Dickinson, San Jose, CA) przy uzyciu przeciwcial ana-
logicznych jak w barwieniach rozmazéw komoérkowych. Stosowano przeciwciata
przeciw antygenom OX7 (CD90) (komérki pnia, niedojrzate leukocyty), W3
(leukocyty, limfocyty), W3/25 (limfocyty pomocnicze), OX8 (limfocyty cytotok-
syczne), OX6 (klasa II), X39 (receptor dla IL-2), OX17 (antygen la) oraz

X19 (CD3, limfocyty T, czes¢ limfocytow B). Wszystkie przeciwciata z firmy
Serotec, UK.

Ocena cytomorfologiczna i ocena histologiczna wycinkow tkanek

Morfologiczna diagnostyka réznicowa byta wykonywana dla oceny procesu od-
rzucania i mikrochimeryzmu komérkowego. Przeprowadzano ja na odwirowa-
nych komoérkach oraz skrawkach mrozonych, ktére wybarwiano barwnikiem
Giemsy, hematoksyling-eozyna oraz monoklonalnymi przeciwciatami przeciw
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CD90 (OX7) leukocyty, komdrki pnia, CD43 (W3/13) leukocyty, limfocyty, ko-
morki NK, CD4  3/25) limfocyty pomocnicze, CD8 (OX8) limfocyty cyto-
toksyczne, komorki klasy II (OX6), CD14 (ED1) monocyty, CD54 (ICAM 1),
HIS48 (granulocyty) i taficuchom kappa i lambda limfocytow B (OX12). Specy-
ficzne przeciwcialo OX27 wybarwiajace antygeny klasy 1 szczepow BN, ale nie
LEW, byto stosowane w celu wykrycia przeszczepionych komorek dawcy BN za-
siedlajacych tkanki biorcy LEW. Komorki dendrytyczne (DC) identyfikowano za
pomocg znakowania przeciwcialem przeciw antygenom OX62 (wedrujace ko-
morki dendrytyczne) i OX6. Wszystkie przeciwciala z firmy Serotec, UK.

Preparaty utrwalano w acetonie, a nast¢pnie blokowano 50% surowica ko-
zig, inkubowano z przeciwcialem przez 30 min., a w dalszym etapie stosowano kit
LSAB-AP (Dako, Glostrup), po czym nast¢cpowalo barwienie hematoksyling-
-eozyna.

Mieszana hodowla komérek jednojadrzastych krwi dawcy i biorcy

po przeszczepie (MLR)

Wyizolowane na gradiencie Lymphoprep’u limfocyty dawcy i biorcy (ryc. 5) byty

ptukane i zawieszane w RPMI z dodatkiem FCS (Gibco), 2 mM glutaminy, 100
ml penicyliny, 100 ug/ml streptomycyny, 0.05 mM 2-merkaptoetanolu i 1 mM

NG-mono-methyl-L-argininy (NMA). Komdrki odpowiadajace (4x10°) byly po-

BN

+ MITOMYCINA

Ryc. 5. Schemat pokazujacy zrédta splenocytéw do testu mieszanej hodowli (MLC). Komorki od
dawcy BN, ktory otrzymat przed 14 dniami HLTx od LEW w 6-dniowej hodowli z normalnym
osobnikiem szczepu LEW (wszystkie zastosowane kombinacje pokazane na rycinie 12a,b,c).
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budzane stymulatorami inkubowanymi z mitomycyng (4x10%) w catkowitej ob-
jetosci medium 200 ul. Hodowla byla inkubowana w 37°C w obecnosci 5%
CO,. Pigtego dnia dodawano do hodowli  Ci* H-thymidiny (New England
Nu ear, Boston, MA) i koficzono jg széstego dnia przy uzyciu automatyczne-
go harvestera, nast¢pnie liczono w scyntylacyjnym liczniku beta (Beckman, Pa-
oA ,CA).

Analiza materialu genetycznego dawcéow BN w tkankach biorcow LEW

metoda PCR

Genomowe DNA bylto pobierane z komorek krwi obwodowej, limfocytéw we-
ztoéw chlonnych krezkowych, komérek szpiku, skory, watroby, komorek §ledzio-
ny i serca (Qlamp DNA, Qiagen, US). Ilosciowe okre§lenie DNA wykonywano
metoda spektrofotometryczng w kuwetach kapilarnych Gene Quant (Amersham
Pharmacia, Biotech). Produkty DNA byly powielane za pomocg specyficznych
dla SRY primer6w oligonukleotydowych. Do reakeji PCR stosowano 5ug DNA,
25gmol startera dla regionu Y-Sry (5-GAGAGAGGCACAAGTTGGC-3
5’-AATACCAGTGGATGTGATGCGG-3 i HotStarTag Marter Mix Kit
(Qiagen). Amplifikacja byta wykonywana w ter (DNA Eugina,
M esearch). Analize DNA przeprowadzano na podstawie elektroforograméw
w 12.5% zelach polyakrylamidowych (Phast System, Amersham).

Kryteria odrzucania przeszczepu konczyny

Etapy: Rumien, obrze¢k, strup, martwica. Peine odrzucenie istniato wowczas gdy
mozna bylto oddzieli¢ mechanicznie strup z wiosami (133). Gradacja odrzucania
dotyczy poszczeg6Olnych tkanek przeszczepu, kinetyka ich odrzucania jest bo-
wiem rozna (30). Najsilniej odrzucana jest skoéra, nast¢pnie mieénie, koéé, pe-
czek naczyniowy. Odrzucanie szpiku jest widoczne juz od 3 dnia. Obraz jest jed-
nak zaciemniony wplywem §rodkéw immunosupresyjnych. Dla odréznienia kto-
re elementy komdrkowe sa pochodzenia dawcy, a ktore biorcy, nalezy stosowaé
odpowiednie znaczniki.

Makroskopowe kryteria odrzucania:
Stadium : koniczyna normalna
obrzek krwawienia skory po naktuciu
obrzek i zasinienia, ciemno-czerwona krew po nakluciu skory
rozptywne zmiany naskdrka, brak krwawienia z miejsca naklucia
I martwica, oddzielenie skory od podloza, obfity wyciek na powierzchni

Histologiczne kryteria odrzucania:
Skora -
stadium  normalna
nacieki podnaskorkowe i okolonaczyniowe, wakuolizacja keratynocytow
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II:

I

Mig$nie —
stadium

II:

I1

akantoza keratynocytéw, odklejanie naskorka, geste nacieki w calej
dermis
martwica, zakrzep naczyn

: normalna

nagromadzenia komorek jednojadrowych w przestrzeniach okotona-
czyniowych

zatarcie prazkowanej struktury miocytdéw, nacieki miedzy widknami
mig¢S§niowymi

zanik struktury wiokien migSniowych, wigksze nacieki

martwica

Peczek naczyniowo-nerwowy —

stadium O

I:

II:

II:

Iv:

normalna

marginizacja komorek jednojadrowych w tetnicach i zytach, pojedyncze
duze komoérki migdzy widknami nerwowymi

nacieki okolonaczyniowe, licznie duze komérki migdzy widknami ner-
wowymi, rozszerzone naczynia limfatyczne

zakrzep naczyf, geste nacieki okolonaczyniowe i w nerwie, zamknigte
bezkomdrkowa masa naczynia limfatyczne

martwica struktur naczyniowych, fragmentacja widkien nerwowych

Szpik kostny —

stadium

normalna

zwickszona gestos¢ komorek, fatwe do odrdznienia rézne typy komorek
czeSciowa deplecja

nieliczne komorki szpikowe, przewaga malych komoérek jednojadro-
wych, przyrost liczby fibroblastow

catkowite zatarcie struktury komérkowej szpiku, rozrost fibroblastow

Metody statystyczne

Poréwnywania wynikéw grup dokonywano postugujac sie testem Mann’a-With-
ney’a. Obliczenia wykonywano za pomoca pakietu statystycznego Statistica or
Windows v. 5 firmy Statsoft, przyjmujac za poziom istotnosci p<0.05. Dodat-
kowe informacje dotyczace stosowanej metody statystycznej podano przy przed-
stawianiu danych w poszczeg6lnych grupach doswiadcze.
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WyniKki

Zasiedlanie szpiku kostnego i narzadow limfatycznych
biorcow przeszczepow syngenicznych konczyn
nie poddawanych napromienianiu

Ryc. 6. Schemat grup do$wiadczalnych dla badania repopulacji naswietlonego i nie nadwietlonego
biorcy syngenicznego HLTx

Koficzyna byla przeszczepiana nie napromienianym syngenicznym biorcom.
W nastepujacych grupach:

1. HLTx

oraz kontrole:
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2. rzekomy przeszczep koficzyny bez przerwania ciagtosci naczyn,

3. 4 cm rana skérna grzbietu,

4. przeszczep wolnego fragmentu skéry odpowiadajacy wielkoScia powierzchni
skory koniczyny do jamy otrzewne;j.

Okres obserwacji wynosit 10 i 30 dni.

Ryc. 7. Ilo$¢ komodrek szpiku w kosci piszczelowej biorcy w 10 dni po HLTx i w grupach
kontrolnych. Wartosci $rednie =SD. n=35. Statystyczne wyzsza liczba komérek w grupie po HLTx
niz w grupach pozostatych (*p<0,05, test Mann’a-Withney’a) (55)

Grupy doswiadczalne

Ryc. 8. Ilo$¢ komorek szpiku w kosci piszczelowej biorcy w 30 dni po HLTx i w grupach
kontrolnych. Wartosci $rednie #SD, n=5. Liczba komoérek w grupie po HLTx powrdcita do
warto$ci w grupie normalnej (*p<0,05, test Mann’a-Withney’a) (55)
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Po 10 dniach obserwacji liczba komdrek szpiku kosci piszczelowej biorcy byta
statystycznie wieksza w grupach HLTx i kontrolach 2, 3 i 4 i w poréwnaniu ze
zwierzgtami bez przeszczepu i osiagneta w grupie HLTx poziom prawie trzykrot-
nie wyzszy niz w normie (p<0.05) (ryc. 7). W grupie HLTXx przeci¢tna liczba ko-
morek/kos$¢ piszczelowa biorcy wynosita powyzej 80x10° podczas gdy w grupach
2, 31 4 nie przekraczata 40x10° (p<0,05).

Odsetek komorek szeregu erytroidalnego szpiku osiggal po 10 dniach prawi-
dfowe warto$ci. W pordéwnaniu do zwierzat kontrolnych obserwowano wigkszy
odsetek neutrofili segmentowanych i mniejszy odsetek form miodszych i meta-
mielocytéw (p<0.05) (tabela 2). Obnizony byt poziom limfocytow (p<0.05) (ta-
bela 2) w tym limfocytéw pomocniczych (tabela 4). Po 30 dniach dochodzito do

Tabela 2. Subpopulacje BMC w kosci piszczelowej biorcy w 10 dni po
przeszczepieniu konczyny (55)

Norma “HLTx vBMC iv. HLTx ZNo Tx
Linia Erytroidalna
Pronormoblasty 1.420.6 1.9+0.8 1.8+0.6 1.1+x0.3 1.6x1.6
Wezesne normoblasty 23.3£35 32.4+99 33.0+91.2 245%52 22.4+7.6
Posrednie normoblasty | 9.2+2.5 12.0+3.7 16.5%8.1 13.1+4.5 7.2+1.6
P6zne normoblasty 0.8+0.5 0.6x0.6 0 0.6x0.8 0.8+0.3
Figury mitotyczne 0.8+0.6 1.2+x04 0.8+0.3 1.1x0.5 0.4%0.5
Linia Myeloidalna
Myeloblasty 2209 42%29 34x1.7 42+1.1 2.5+0.9
Promyelocyty 6.7x0.8 6.7£24 7.6+34 5.0%2.1 16.1£3.9
Myelocyty 8.0+3.6 7.4%1.0 7729 7.0+4.7 15.5+4.0
Metamyelocyty 10.8+1.3 6.5+2.0 7.2x1.9 6.2+34* 65+1.4
Mitode neutrofile 12215 8.1£53** | 6.2x1.7 7.5%£2.5* 1.6x1.1
Segmentowane neutrofile | 9.3+3.9 6.1x2.8 6.7x3.0 12.5+2.7* 3.8x34
Eosinofile 1.2+0.6 1.9%1.6 0.6x0.6 33+1.7 0.6%0.3
Basofile 0 0 0 0 0
Monocyty 14+1.5 0.7x1.2 0.9+0.8 1.920.9 0.1x0.1
Komorki tuczne 1.5+0.7 0.4%0 0.3%0.1 0.8+0.4 1.2+1.1
Komorki siateczki 0.2+0.2 0.4+04 0 0.3%0.1 53%28
Figury mitotyczne 0.30.1 0.5+0.1 0.3%0.1 0.4+0 0.6x0.6
Linia Limfoidalna
Limfocyty 9.2+43 6.6+33** | 35%14 1.9+£0.9 * 3.8x1.8
Komérki plazmatyczne 2.1x0.1 0.8%0 0.8+0.5 1.4x0.6 8.6%9.2
Megakaryocyty 0.2+0.3 0 0 0 0
Catkowita liczba 29.3+2.2x106 | 23.3+7.4x10%* 9.5+2.3x10°% 82.4+2.1x10°*| 0.5%0.3x10¢

komorek/kos¢ piszczelowa

* HLTx, £BMC i.v. vs norma p<0.05 (Mann-Withney)
** £ HLTx vs norma p<0.05
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Tabela 3. Subpopulacje BMC w kosci piszczelowej biorcy w 30 dni po
przeszczepieniu konczyny (w %) (55)

Linia Erytroidalna
Pronormoblasty
Wczesne normoblasty
Posrednie normoblasty
P6Zne normoblasty
Figury mitotyczne
Linia Myeloidalna
Myeloblasty
Promyelocyty
Myelocyty
Metamyelocyty

Miode neutrofile
Segmentowane neutrofile
Eosinofile

Basofile

Monocyty

Komoérki tuczne
Komorki siateczki
Figury mitotyczne
Linia Limfoidalna
Limfocyty

Komorki plazmatyczne
Megakaryocyty
Calkowita liczba

Norma

1.4x0.6
23.3%35
9.2+25
0.8+0.5
0.8+0.6

22+09
6.7+0.8
8.0%3.6
10.8+1.3
122+1.5
93+39
1.2+0.6
0
1415
1.5+0.7
0.2x0.2
0.3x0.1

92+43
2.1x0.1
0.2+0.3

29.3+2.2x10°

komorek/ko$¢ piszczelowa

* HLTx vs norma p<0.05 (Mann-Withney)

** THLTx vs norma p<0.05

Tabela 4. Fenotypy BMC w kosci piszczelowej biorcy w 10 dni po

<HLTx

0.9x0.7
26.5+8.1
15945
0.1+0.1
0.4x0.6

2.0x0
59+24
7.5+3.1
7.1x2.4
7.7x£0.5
13.9+3.3
1.0+£0.3
0
0.1+0.1
0.6+0.3
0.5+0.5
0.5%0.1

8.1+x3.7
0.6x0
0

98.2+13.2x106**

ZBMCiv.

1.0+0.1
25.4%2.1
11.0x2.7
0.3x0.3
0.9+0.6

4.8+0.3
92+38
7.6+2.6
52+0.5
73+1.4
11.6x2.1
1.1+x0.8
0
45+32
0.3+0.3
0
0.3x0.1

9.6+4.0
1.1+0.3
0

35.2+1.8x10°

przeszczepieniu konczyny syngenicznego dawcy (w %)

Norma
0OX7 26.0+3.6
W3/13 47.9+£3.9
W3/25 5.1x13
0OX 8 5.8+1.7
OX 6 6.9+1.1
0OX 39 0.6+0.9
OX 17 3.1+08
OX 19 1.5+0.7

“HLTx

19.4%1.9

44.7+0.8
52x32
42+1.8
55+0.7
0.1x0.2
3221
1.1+0.5

* “HLTxvs <BMC iv. p<0.05 (Mann-Withney)

** HLTx vs pozostale p<0

.05
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“BMC i.v.

22.1%x1.3

36.8x1.5 *
43+09
6.5%0.5
4.1x1.6

0

2.6%13
0.5+0.7

HLTx

1.7£0.8
229+53
11.6+2.6
0.6x0.9
1.6+0.3

4.1x1.5
6.9+2.1
7.8%1.0
5.3+04
6.8x1.1
15.7%3.5
3.0x1.0
0
2.9x0.7
0.1x0.1*
0*
0.4x0

6.4+29
1.6+0.3
0

40.2+1.3x10°

HLTx
20.6x2.7
48.3+54

2.8+0.6 **
38%1.5
53x14

0
1.2+1.2
0.9+0.7



Tabela 5. Fenotypy BMC w kosci piszczelowej biorcy w 30 dni po
przeszczepieniu koficzyny syngenicznego dawcy (w %)

Norma vHLTx ZBMC iv. HLTx
(0).¢) 26.0+3.6 35.9+5.1* 30.2x4.7 16.61.6%**
W3/13 479+39 38.1+1.3** 33.5+2.0%* 47.6=0.4
W3/25 51+13 5.1%2.0 35+1.5 3.6+1.2
OX 8 5.8+1.7 2.6+1.0%* 0.6x0.4 ** 4.4+0.2
0X 6 6.9+1.1 6.2=0.5 5520 3.9+0.2
0X 39 0.6+£0.9 0** 0** 1.2+1.2
oXx 17 3.1+0.8 1.3£0.2** 1.2+0.2** 2604
0X 19 1.5+0.7 0.3+0.2** 0** 1.5+0.7

*  ZHLTx vs norma p<0.05 (Mann-Withney)
** ¢HLTx, vBMC i.v. vs norma, HLTx p<0.05
*** ZHLTx vs pozostale grupy p<0.05

zmniejszenia puli komdrek szpiku, jednak obserwowane wartosci byly i tak wyz-
sze niz u zwierzat bez przeszczepu (p<0.05) (ryc. 8)(tabela 3). W tym punkcie
czasowym odsetek komorek linii mieloidalnej i limfocytéw powracat do wartosci
prawidlowych. Stosunkowo niski byt poziom komdérek OX7 (tabela 5). Obnizony
byt poziom komoérek tucznych i plazmatycznych. Waga i pula komoérkowa §le-
dziony i weztow chlonnych krezkowych nie roznita si¢ od wartosci kontrolnych.
Nie obserwowano zmian w populacjach komérek krwi obwodowe;j.

Zasiedlanie szpiku kostnego i narzadow limfatycznych
biorcow przeszczepoéw syngenicznych konczyn poddawanych
napromienianiu

Zasiedlanie szpiku kostnego i narzadéw limfatycznych biorcy po przeszczepieniu
konczyny wraz ze szpikiem badano u syngenicznych napromienianych dawka
8Gy (TBI) szczuréw szczepu LEW w nastepujacych grupach:

1. #HLTx,

2.¢BMCiv,

3. u zwierzat poddanych tylko TBL
Okres obserwacji wynosit 10 i 30 dni.

Catkowita odnowa jam szpikowych u biorcow ¢HLTx byta obserwowana juz

10 dnia, podczas gdy w grupie otrzymujacych ¢BMC i. v. odnowa komorek szpi-
ku 10 dnia byta jeszcze niekompletna (p<0.05) (tabela 2). l108¢ komorek w gru-
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HLTx nie roznila si¢ od ilo$ci u zwierzat normalnych. Byta ona jednak dwu-
crotnie wi ksza niz w grupie zwierzat otrzymujacych ¢ BMC i. v. (p<0.05) (ta-
sela 2). Sredni odsetek neutrofili oraz limfocytéw byt nizszy w poréwnaniu do
ydpowiednich warto$ci w grupie kontrolnej (p<0.05). Ilo§¢ komoérek szpiku

kosci piszczelowe) byta w grupie wHLTx zblizona do warto$ci prawidlowych
) (tabela 2).
Po 30 dniach ilo$¢ komorek szpiku w kosci piszczelowej biorcy wzrosta w gru-

HLTx powyzej wartosci z dnia 10 (p<0.05) (ryc. 8) (tabela 3) i byla wigk-
za od wartoSci dla grup  BMC i.v. i zwierzat bez przeszczepu (p<0.05). Nie ob-
erwowano réznic w sktadzie komoérkowym szpiku pomiedzy grupami

BMC i.v. i zwierzgtami bez przeszczepu (tabela 3). Natomiast wzrostowi ulegt
rocent komoérek OX7, a obnizeniu W3/13, OX8, X39, X17i0X19 (p<0.05)
abela 5).

asiedlanie wez w chionnych krezkowych (MLN)
Liczba komérek MLN w grupie HLTx byta 10 dnia po przeszczepieniu znacza-
>0 nizsza niz u szczuréw z grupy kontrolnej (p<0 5), lecz wyzsza niz w grupie
‘BMC i.v. (p<0.05). Ocena fenotypu populacji komérek MLN za pomoca prze-
ciwciat anty CD90, CD43, CD4, CD8 i Slg nie wykazala r6znic pomiedzy grupa-
mi zwierzat kontrolnych i HLTx. Liczba komo6rek CD43 i CD4 byla nieznacz-
nie mniejsza w grupie iv. (p<0 (36,55).

Ocena histologiczna komorek w zasiedlanych narzadach limfatycznych

u napromieniowanych biorcéw

Ocena histologiczna grasicy, §ledziony i weziéw chionnych krezkowych u bior-
Ow HLTx wykazata, ze w 10 dniu po przeszczepieniu nastgpito catkowite przy-
wrocenie architektury komoérkowej w tych narzadach (Fig. 9A, B, C, 10A, B, C),
podczas gdy w grupie po i.v. w narzadach tych nadal obserwowano nie-
dobdr limfocytow oraz ogniskowa martwice i wylewy. W poczatkowej fazie odno-
wa komorek T nastgpowata gléwnie w strefie przykorowej weztéw chionnych
krezkowych i w strefie okolonaczyniowe) miazgi czerwonej $ledziony. Odnowa
komdrek B w osrodkach rozmnazania weztéw chionnych krezkowych i w miaz-
dze bialej §ledziony byla mniej wyrazna. W 30 dniu po przeszczepieniu w obra-
zie histologicznym obserwowano pelna odnowe.

Dystrybucja komorek szpiku kostnego uwalnianych z

Aby przesledzi¢ topograficzng dystrybucj¢ komorek szpiku uwolnionych po
-HLTx komorki szpiku kostnego zawarte w koSci zostaly wyznakowane 'Cr

i przeszczepione z konfczyng syngenicznemu biorcy (166). Dokonywano takze
BMC i.v. znakowanych *'Cr. W obu grupach obserwowano duza kumulacje ra-

dioaktywnych komorek w szpiku kostnym biorcy. Wysoki poziom radioaktywno-

Sci wykazywaly takze jelita, §ledziona, wezly chionne krezkowe i watroba. Sposob
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Ryc. 9. Obraz histolo-
giczny repopulowanych
wezlow chionnych
krezkowych w 10 dniu
po przeszczepieniu
syngenicznej konczyny
naswietlanemu biorcy.
A. Obraz po HLTX,

B. Dla poréwnania ob-
raz po podaniu dozyl-
nym BMC (BMC iv.),
C. Obraz po naswietla-
niu biorcy bez HLTX
lub BMC i.v. Poza
normalng strukturg
wezta w A w porowna-
niuz BiC widoczne
sg limfocyty W3/13+.
Swiadczy to o aktyw-
nym procesie repopu-
lacji. Barwienie mono-
klonalnym przeciwcia-
tem przeciw W3/13
oraz hematoksyling,
x200.



Ry . 10. Obraz histolo-
giczny repopulowanej
sledziony w 10 dniu po
przeszczepieniu synge-
nicznej konczyny na-
swietlanemu biorcy.

A. Obraz po HLTx,

B. dla poréwnania ob-
raz po podaniu dozyl-
nym BMC (BMC i.v.),
C. Obraz po nadwietla-
niu biorcy bez HLTX
lub BMC i.v. Poza
normalng strukturg
sledziony w A w po-
rownaniuz Bi C wi-
doczne sg limfocyty
W3/13+, co $wiadczy o
aktywnym procesie re-
populacji podobnie jak
w wezlach chtonnych.
Barwienie monoklo-
nalnym przeciwcialem
przeciw W3/13 oraz
hematoksyling, x200.
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Tabela 6. Dwudziestoczterogadzinna dystrybucja BMC po BMC i.v. oraz HLTx
u biorcy naswietlanego 8Gy. Srednia z liczby BMC w tysigcach/gram * SD,
n=>5 (obliczenie liczby komérek oparte na radioaktywnosci jednej komérki,
5x10” podanych BMC w obu grupach)

Tkanka BMCi.v. HLTx
Jelito 140 + 65 2.4+ 20
Sledziona 14100 = 4440 424 + 29.2
Watroba 1090 = 205 11.8 £ 4.0
MLN 720 = 920 26.7 £ 259
Szpik kostny 6420 + 1550 324 £ 131

LEW) HLTx — LEW (LEW) HLTx — LEW
24h 24h & 24h 24
Ry . Rozmieszczenie radioaktywnosci komorek szpiku znakowanych 5'Cr, ktore wyemigrowaty

z przeszczepionej konczyny (HLTx) w uktadzie syngenicznym LEW — LEW i zatrzymaly si¢

u biorcy w szpiku kosci piszczelowej (BM), Sledzionie (SPL), wezle krezkowym (MLN) i watrobie
(LIV) po 24 godzinach od przeszczepienia. Poréwnanie poziomu radioaktywnosci migdzy nie na-
$wietlanym i na§wietlanym biorca (strzatka). Dla poréwnania rozmieszczenie po dozylnym podaniu
BMC (prawa strona ryciny). Wartosci przedstawione jako mediana, n=5. Znamienno§¢ statystyczna
*p<0.05 (test Mann’a-Withney’a). Niewielki ale znaczacy poziom radioaktywnosci (ilo$ci komorek)
po HLTx u nie naswietlanych biorcow. Jest on wyraznie wyzszy w grupie na$wietlanej. Ten wyzszy
poziom mogt by¢ nastgpstwem czg¢éciowej eliminacji poprzez naswietlanie komorek biorgcych
udzial w procesie ,,niespecyficznego usuwania przeszczepionych komoérek szpiku” gtoéwnie komorek
NK. Dane pokazuja jak znaczny procent komoérek z przeszczepionego w kofczynie szpiku migruje
do tkanek biorcy. BMC i.v. dawalo znacznie wyzsze wartosci (inna skala) niz obserwowane po
HLTx. Gromadzenie radioaktywnosci w §ledzionie naswietlonych biorcéw byto réwniez wyzsze niz
u nie naswietlonych
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dystrybucji réznit sie od dystrybucji limfocytéw przewodu piersiowego (TDL)
(dane niepublikowane), w ktorym wigkszo§¢ komodrek wedrowalo do watroby
i Sledziony. Prawidtowy szpik kostny zawiera tylko okolo limfocytéw. Wyso-
ki odsetek komorek szpiku gromadzacych sie w narzadach limfatycznych wska-
zywal, iz w narzadach tych osiedlaja si¢ nie tylko komoérki z szeregu limfoidalne-
go, ale takze z innych szeregébw komérek szpiku.

Po 24 godzinach od przeszczepienia syngenicznej koficzyny zawierajacej zna-
kowane *'Cr komorki szpiku 16.7+4.  radioaktywnoSci tych komorek uwalnia-
to si¢ z jam szpikowych i znajdowano ja w szpiku, $ledzionie i weztach krezko-
wych. Reszta pozostawala w przeszczepie. Trzydziesci do trzystu razy mniej ko-
morek szpiku osiedlito si¢ w szpiku kostnym i narzadach limfatycznych biorcy po

LTx w poréwnaniu z i.v. (tabela 6).

Mimo to odnowa komérek w §ledzionie i weztach chlonnych krezkowych po
HLTx byta zakorniczona po uptywie 10 dni, podczas gdy w tym czasie szczury
otrzymujace komorki szpikowe droga dozylna miaty nie w pelni odtworzone na-
rzady limfatyczne. Nie by réznicy pomiedzy odsetkiem komérek gromadzacych

BM MLN BM MLN BM MLN BM MLN

SPL LIV SPL LIV SPL LIV SPL LIV
BN)HLTx - LEW (LEW) Tx > LEW BN)BMC —» LEW (LEW) BMC — LEW
24h 24h 24h 24h

Ryc. 11b. Rozmieszczenie radioaktywnosci komoérek szpiku znakowanych 5'Cr, ktére wyemigrowaty

z przeszczepionej konczyny (HLTx) w uktadzie attogenicznym BN — LEW i zatrzymaly si¢ u biorcy
w szpiku kosci piszczelowej (BM), §ledzionie (SPL), weZle krezkowym (MLN) i watrobie (L1V) po 24
godzinach od przeszczepienia. Poréwnanie poziomu radioaktywno$ci migdzy grupa allogeniczng i syn-
geniczng (lewa strona ryciny). Dla poréwnania rozmieszczenie po dozylnym podaniu BMC (prawa
strona ryciny). Wartosci przedstawione jako mediana, n=5. Znamienno$¢ statystyczna *p<0.05 (test
Mann’a-Withney’a). Niska radioaktywnos¢ w grupie allogenicznej w BM, SPL i MLN. Wynika ona
zapewne z tzw. ,,allogeneic lymphocyte elimination” obserwowanego wyrazZniej u gryzoni niz czlowie-
ka. BMC i.v. dawalo znacznie wyzsze wartoéci (inna skala) niz obserwowane po HLTx. Dotyczyto to
w szczegblnosci BM
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7,5

2,5 -

BM MLN BM MLN BM MLN BM MLN
SPL LIV SPL LIV SPL LIV SPL LIV

BN)HLTx — LEWSZ (LEW)HLTx — LEWZ! BN)BMC — LEW"” (LEW) BMC — LEWT
24h 24h 24h 24h

Ryc. 1lc. Rozmieszczenie radioaktywnosci komoérek szpiku znakowanych 5'Cr, kt6re wyemigrowaty

z przeszczepionej kofczyny (HLTx) w ukladzie allogenicznym BN — LEW i zatrzymaly si¢ u naswie-
tlonego biorcy w szpiku koéci piszczelowej (BM), §ledzionie (SPL), wezle krezkowym (MLN) i watro-
bie (LIV) po 24 godzinach od przeszczepienia. Poréwnanie poziomu radioaktywnosci migdzy grupa
allogeniczng i syngeniczna (lewa strona ryciny). Dla poréwnania rozmieszczenie po dozylnym podaniu
BMC (prawa strona ryciny). WartoSci przedstawione jako mediana, n=5. Znamienno$¢ statystyczna
p<0.05 (test Mann’a-Withney’a). Poziom radioaktywnosci u nadwietlanego allogenicznego biorcy byt
niski ale wyrazny, znamiennie nizszy niz u biorcy syngenicznego. Dotyczylo to wszystkich badanych
tkanek. BMC i.v. dawalo znacznie wyzsze wartosci (inna skala) niz obserwowane po HLTx. Dotyczyto
to w szczegdlnosci Sledziony

sie w szpiku po uplywie 4 i 24 godzin od zabiegu przeszczepienia komérek. Byto
to prawdopodobnie zwigzane z brakiem wtaSciwosci migracyjnych komoérek he-
mopoetycznych. Procent radioaktywnosci (komérek) szpiku uwolnionych z prze-
szczepu i zatrzymujacych sie¢ w narzadach limfatycznych byt wiekszy u syngenicz-
nych naswietlanych niz nie-naswietlanych biorcow (ryc. Po wykonaniu prze-
szczepu allogenicznego BN do LEW procent radioaktywnosci (komérek) szpiku
dawcy w narzgdach biorcy byt nizszy niz w po przeszczepie w uktadzie syngenicz-
nym (ryc. . Przeszczep allogeniczny BN do naswietlonego biorcy LEW row-
niez charakteryzowat si¢ niska radioaktywnoscig w narzadach biorcy w poréwna-
niu z obserwowang w ukfadzie syngenicznym (ryc.

Wz4r dystrybucji radioaktywnoéci po HLTx r6znit si¢ zasadniczo od BMCi.v.
W tym ostatnim podane dozylnie komoérki rozmieszczaly si¢ takze poza narzada-
mi limfatycznymi jak pluca i skéra. Potrzebna byla takze znacznie wigksza niz po
HLTx ilos¢ BMC do rekonstytucji szpiku biorcy (48,50).
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Obrazy odrzucania allogenicznego przeszczepu konczyny
wraz ze szpikiem kostnym u biorcow leczonych
i nieleczonych immunosupresyjnie

Czas przezycia przeszczepow
Wydluzenie przezycia przeszczepu konczyny wraz ze szpikiem kostnym u bior-
cow leczonych i nieleczonych immunosupresyijnie.

Konczyna BN przeszczepiona nie poddawanemu immunosupresji uprzednio
naswietlanemu osobnikowi LEW przezywata 17.3+5.0 dni (kontrola 8.4%6.0)
(p<0.05) (tabela 7). W 14-15 dniu pojawial si¢ obrz¢k skory przeszczepionej
konczyny, w dniu 17 przybierafa ona niebieskawe zabarwienie. Wolne platy skor-
ne przeszczepione w modelu allogenicznym przezywaly 7+1 dni, za$ przeszcze-
py serca 7+ 1 dni. Naswietlana allogeniczna przeszczepiana kofnczyna przezywa-
ta 10.2+1.6 dni (tabela 7). U allogenicznych biorcow otrzymujacych CsA lub FK
506 przeszczep konfczyny przezywat 30 dni bez objawow odrzucania, szczeg6l-
nie dotyczyto to biorcow leczonych FK506, u ktorych nie obserwowano zmian
w skorze.

W celu sprawdzenia czy HLTx bedzie miat tolerancyjny wplyw na przezycie
alloprzeszczepu, a wigc wydltuzal czas przezycia przeszczepu allogenicznej skory

Tabela 7. Czasy przei{cia przeszczepow konczyny i przeszczepow dodatkowych
przy réznych protokolach immunosupresji (Srednie * SD, S zwierzat w grupie)

* BN = LEW
** Znaswietlanie 8 Gy
*** LEW - LEW
V' po odstawieniu CsA
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i serca, konczyna osobnika BN byta, rownocze$nie z wolnym ptatem skérnym lub
sercem BN, przeszczepiana szczurowi LEW. CsA byla podawana przez 30 dni.
Nie obserwowano naciekéw w przeszczepie wolnego plata skornego. Przeszcze-
py skorne obkurczyly si¢ i czgSciowo zwldknialy jednak wlosy obecne w prze-
szczepach pozostaly nie zmienione. Po zaprzestaniu podawania CsA przeszczep
skory przezywal 17+14 dni, za$ serca 32+10 dni (tabela 7), podczas gdy prze-
szczepiona konczyna byta odrzucana w przecigtnie 9 dni po odstawieniu CsA.
Biorac pod uwagg, iz izolowany przeszczep skéry przezywat po odstawieniu CsA
réwniez jedynie 7 dni, diuzsze przezycia skory i serca w modelu HLTX +CsA
moga $wiadczyé o pewnym tolerogennym wplywie komérek szpiku (dendrytycz-
nych?) na alloprzeszczep. FK506 miala podobny wplyw jak CsA, obserwowano
jednak mniej nacickow w badanym przeszczepie.

Ocena histologiczna tkanek przeszczepu allogenicznej
konczyny u biorcy nieleczonego

Ocena histologiczna przeszczepu allogenicznej koficzyny u biorcy nieleczonego
i leczonego CsA i FK506 (14 dni)

Dokonano oceny histologicznej tkanek oraz szpiku kostnego obecnego w prze-
szczepionej allogenicznej konczynie (BN — LEW). Skoéra ulegala odrzuceniu
w 5-7 dniu. Podobne, aczkolwiek mniej nasilone w sensie ggstosci naciekOw,
zmiany obserwowano w migs$niach i wokot peczka naczyniowo-nerwowego udo-
wego. Oceniajgc szpik w kosci piszczelowej u biorcdw nieleczonych byt on pierw-
szego dnia po przeszczepieniu bogatokomdrkowy z duzg liczba megakariocytow.
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Ryc. 12. Obraz histo-
logiczny skory prze-
szczepionej konczyny
BN — LEW u biorcy
otrzymujgcego CsA.
A. Skéra normalna,

B. W 3 dniu po prze-
szczepieniu widoczne sg
drobne nacieki komo-
rek jednojgdrzastych,
C. W 30 dniu po prze-
szczepieniu obserwuje
si¢ przerost naskorka
oraz zmiany widkniste
w skorze wlasciwe;j,

D. Skéra konczyny
biorcy bez leczenia,
pelne odrzucanie

w 7 dniu, zatarcie
struktury naskérka

i skory
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W piatym dniu obserwowano zmniejszenie liczby komorek szpiku kostnego oraz
powstawanie skupisk komorek podobnych do limfocytow. Obecne byly takze
bardzo nieliczne erytroblasty i mieloblasty, a takze nadal nieliczne megakariocy-
ty. W 14 dniu obserwowano tworzenie si¢ pojedynczych ognisk komérek erytro-
idalnych i mieloidalnych. Poza tym obecne byly skape nacieki z mononuklearow
poprzedzielane komérkami ttuszczowymi i fibroblastami. Typowe obrazy odrzu-
cania skory koficzyny oraz ich ograniczania podawaniem CsA przedstawiono na
ryc. 12.

Ocena histologiczna przeszczepu allogenicznej koficzyny u biorcy leczonego
CsA i FK506 (30 dni)

Biorcom podawano CsA lub FK506 przez 30 dni w dawkach jak opisano w roz-
dziale Metody. W 30 dniu skéra, migénie i pgczki naczyniowe wykazywaly nie-
wielkie rozproszone nacieki komoérkowe. Nie obserwowano zmian w naskoérku.
W koficzynach biorcéw leczonych FK506 nacieki byly mniejsze niz przy leczeniu

Ryc. 13. Obraz histologiczny skory (A), migéni (B), peczka naczyniowego udowego (C), wezta
podkolanowego (D) oraz szpiku (E) przeszczepionej koniczyny BN — LEW po 30 dniach
podawania FK506. Prawidiowe struktury przeszczepu bez wyraznych cech odrzucania. Znakowanie
na obecno$¢ antygendw RTA klasy IT (OX6), hematoksylina, x 600
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CsA (ryc. 13). W tym czasie jamy szpikowe przeszczepionej konczyny byty petne
komorek jednojadrowych bez wyraznej struktury obserwowanej w normalnym
szpiku, prawdopodobnie pochodzgcych od biorcy. Obecne byly takze nieliczne
niedojrzate komérki erytroidalne i mieloidalne. Mozna by podejrzewa¢, ze ko-
morki szpiku kostnego dawcy zostaly w wiekszosci zastgpione przez szpik biorcy.
Nie przeprowadzano analizy r6znicowej genotypéw komorek dawcy i biorcy.

Odpowiedz biorcy allogenicznego przeszczepu koiiczyny na antygeny dawcy

w mieszanej hodowli limfocytéw (MLR)

Wykonane testy mieszanej hodowli komérek mononuklearnych krwi (PBM)
biorcy i dawcy alloprzeszczepu koficzyny w rdéznych zestawieniach zostaly przed-
stawione na ryc.  a, b). PBM szczepu biorcy (nLEW) odpowiadaly w obnizo-
ny sposéb na antygeny PBM dawcy (LEW) 4d itomycyna), ktory
otrzymal przed 2 tygodniami przeszczep kofczyny w poroéwnaniu z PBM uprzed-
nio naswietlonego BN mitomycyna) lub nienaswietlonego itomycy-
na) dawcy bez przeszczepu. PBM dawcy (LEW) 4d), ktory otrzymat allo-
geniczny przeszczep konczyny nie odpowiadaly na pobudzenie PBM biorcy

Ryc. . Mieszana hodowla splenocytow biorcy (odpowiadajacy) przeszczepu konczyny i dawcy
(pobudzajacy) w kombinacji BN(z koficzynag LEW) i normalny LEW. Niski poziom odpowiedzi
komoérek biorcy pobudzanych komérkami dawcy z 14-dniowym przeszczepem koficzyny genotypu
biorcy (pierwsza kolumna) w poréwnaniu z pobudzeniem komoérkami osobnika bez przeszczepu
konczyny (druga kolumna). Brak odpowiedzi splenocytow dawcy na pobudzanie komoérkami
biorcy (szosta kolumna). Osobnik, ktory otrzymal przeszczep koficzyny jest siabym respondentem,
co zmniejsza szanse wystapienia GvH. Niewymienione kolumny to kontrole. Z-naswietlany,
M-mitomycyna, n-normalny, strzalki wskazuja kierunek pobudzania (n=5, wartosci §rednie * SD,
test Mann’a-Withney’a, *p<0,05)
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Ryc. 14b. Mieszana hodowla splenocytoéw jak na rycinie, ale w kombinacji odwrotne;)
LEW (z konczyng BN) i BN

(nLEW +mitomycyna). Widoczne wigc bylo obnizenie zaréwno pobudzajacych
jak i odpowiadajacych wtasciwosci PBM biorcy przeszczepu koficzyny na antyge-
ny dawcy.

Osiedlanie si¢ komoérek dawcy w tkankach allogenicznego
biorcy po HLTx (mikrochimeryzm komérkowy)

Migracja komoérek po HLTx byfa analizowana na modelu allogenicznego prze-
szczepu koficzyny od szczepu BN do szczepu LEW. Naswietlonemu 8Gy biorcy
LEW przeszczepiano koficzyng BN i 14 dni pdZniej badano w narzadach limfa-
tycznych obecno$¢ komorek zasiedlajacych nisze typowe dla komorek dendry-
tycznych DC a znakujgcych si¢ jedynie przeciwciatem dla antygenéw klasy I BN.
Wykazano, iz komorki te zajety miejsca typowe dla DC w sercu (ryc. 15) i widocz-
ne byly takze w §ledzionie i weztach krezkowych LEW.

W badaniach w cytometrze przeptywowym stwierdzano w 7 dni po przeszcze-
pieniu w krwi biorcy 12.3+3.2%, w szpiku 0.7+0.4%, w §ledzionie 3.2+1.7%
i w weztach krezkowych 1.2+0.6% komoérek dawcy o fenotypie dawcy CD27. Po
30 dniach podawania CsA procent ten wynosil odpowiednio 5.7+4.1, 0.3+0.4,
1.7+£0.3 1 0.65%0.07 (ryc. 16) (53).
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Ryc. 15. Obraz
histologiczny
normalnego serca

u naswietlonego
allogenicznego biorcy
LEW w 14 dni

po HLTx pochodzgcym
od BN i zasiedlonego
komorkami BN.

A. obraz normalny
(kontrolny), wiasne
komorki dendrytyczne
barwione przeciwciatem
dla RTA klasy II na
czerwono (OX6),

B. komorki dawcy BN
zasiedlity serce LEW,
czerwono zabarwione
komorki barwione
przeciwcialem dla
0X27 specyficznego
dla antygenéw BN,

C. komorki dawcy

i biorcy zasiedlajace
serce LEW znakowane
przeciwcialem dla RTA
klasy Il (OX6)

i hematoksyling, x 600
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BMWOX27.012 FL1-H UnGated

BMC (tx)
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'BMXUXZ27.075 FL1-H UnGated
Channeis 1023
BMC (tx)

Ryc. 16. Analiza w cytometrze
przeplywowym populacji komérek
dawcy BN w tkankach biorcy LEW
w 7 dni po HLTx.

A. Szpik,

B. Inne tkanki limfatyczne. Komorki
dawcy byly znakowane przeciwcialem
przeciw OX7. BMC(own) wiasne komor-
ki szpiku kosci piszczelowej, BMC(tx)
ze szpiku przeszczepionej koficzyny,
PBL- leukocyty krwi obwodowej,
MLN- komoérki wezta krezkowego,
SPL-splenocyty. Widoczne na skali
fluorescencji drobne piki komoérek
0X27+. Dowéd na uwalnianie

i gromadzenie w narzadach limfatycz-
nych komérek dawcy (53)



Dystrybucja DNA dawcy (niekomorkowy mikrochimeryzm)
u nieleczonych i leczonych immunosupresyjnie
allogenicznych biorcow

HLTx wykonywano od samcow BN do samic LEW, w grupach zwierzat otrzymu-
jacych i nie otrzymujacych CsA lub FK506. Okres obserwacji wynidst 7 i 30 dni.
Komorki krwi, BMC, limfocyty MLN, §ledziona i watroba biorcy byly badane na

krew BMC skéra wezet $ledziona watroba serce
chionny

Ryc. 17. Elektroforegram pokazujacy obecnos$¢ prazka odpowiadajacego Sry-DNA w r6znych
tkankach biorcy w 7 dni po allogenicznym HLTx bez immunosupresji (strzatka)

allogeniczny 7 dni allogeniczny 30 dni

Ryc. 18. Wartodci gestosci optycznej Sty-DNA dawcy izolowanego z tkanek biorcy HLTx leczonego
CsA w 71 30 dni po przeszczepieniu w ukladzie allogenicznym. Srednie warto$ci OD, n=3
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obecno$¢ specyficznego dla dawcy nukleotydu SRY w dniu odrzucania prze-
szczepu (ryc. 17). W 7 dniu stwierdzano obecno$¢ Sry-DNA BN w krwi biorcy
w warto$ciach OD 0.51, w szpiku 0.77, w §ledzionie w 1.28, w weztach krezko-
wych w .54 i w watrobie w 0.86. Po 30 dniach podawania CsA odpowiednie war-
tosci wynosity 1.0, 0.24, 0.32 1 0.26 (ryc. 18). Dane te $wiadcza, iz komorki szpi-
ku z przeszczepionej koficzyny jak i material ze zniszczonych tkanek przeszcze-
pu gromadza si¢ w tkankach biorcy, w tym zawarte w nich DNA. Podobne war-
toSci obserwowano po podawaniu FK506 (167).

Choroba przeszczep-przeciwko-gospodarzowi (GvH)
u nieleczonych i leczonych immunosupresyjnie biorcow
przeszczepu konczyny i szpiku kostnego

W 17 dniu po HLTx, a wigc w dniu odrzucania koficzyny u nieleczonego immu-
nosupresyjnie biorcy, w badaniu histologicznym $luzéwki jelit biorcy obserwowa-
no gromadzenie si¢ komorek z antygenami klasy 11 na powierzchni. Nie byto wy-
raznych naciekéw komorkowych na granicy naskérka i skory wtasciwej ani
w §rédmigzszu pluc.

Po 30 dniach podawania CsA badanie makroskopowe skory biorcy nie wyka-
zato zmian. W badaniu mikroskopowym naskorek byt pogrubialy i posiadat gru-
ba warstwe rogowaciejaca. W skorze wiasciwej obecne byly komorki CDS, posia-
dajace antygeny klasy II i ED1 (makrofagi), lecz architektonika skoéry nie byta
wyraZnie zmieniona. W lamina propria blony §luzowe;j jelita obserwowano gro-
madzenie si¢ wigkszej liczby komorek posiadajacych antygeny klasy I1. Nie bylo
naciekow komorkowych w ptucach. W zatokach watroby obecna byta zwigkszo-
na liczba komorek prezentujacych antygen klasy 11. Zacznie mniejsze nacieki ob-
serwowano po stosowaniu FK506. Tak wigc, nie obserwowano wyraznych obja-
wow GvH.
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Omowienie

W prowadzanych badaniach uzyskano nast¢pujgce obserwacje: 1) komdrki szpi-
ku uwolnione z przeszczepu unaczynionej koficzyny osiedlaja si¢ w szpiku kost-
nym i narzagdach limfatycznych biorcy, 2) liczba uwalnianych komérek jest niska,
lecz wystarczajgca do odtworzenia w ciggu 10 dni populacji komdrek szpiku i na-
rzagdoéw limfatycznych u biorcy poddanemu napromienianiu (cytoablacji), 3)
przeszczepienie konczyny syngenicznemu nie napromienianemu biorcy prowadzi
do wystapienia efektu ,,nattoku” w szpiku kostnym i do hamowania dojrzewania
granulocytéw i limfocytéw, 4) przeszczepienie kofnczyny syngenicznemu napro-
mienianemu biorcy prowadzi, w ciagu 10 dni, do catkowitej odnowy komorek
szpiku i narzagdéw limfatycznych; nastgpuje odtworzenie prawidlowego skiadu
komorkowego szpiku i narzagdéw limfatycznych, 5) przeszczepienie koficzyny al-
logenicznemu, naswietlonemu, leczonemu immunosupresyjnie biorcy prowadzi
do odnowy szpiku kostnego i narzagdéw limfatycznych oraz do wystgpienia stanu
mikrochimeryzmu, 6) narzady biorcy sa repopulowane m.in. komérkami typu
dendrytycznego pochodzacymi od dawcy, 7) czas przezycia skdry przeszczepione;j
koficzyny u allogenicznych biorcow jest 2-3-krotnie dluzszy w poréwnaniu z prze-
szczepem wolnych ptatow skornych, 8) przeszczepienie allogenicznej konczyny
sprzyja wydiuzeniu czasu przezycia przeszczepu wolnych piatow skdrnych i serca
od tego samego dawcy, 9) obnizona odpowiedz splenocytow biorcy allogeniczne-
go przeszczepu konczyny na antygeny dawcy oraz niskie zdolnoSci pobudzenia
przez splenocyty biorcy limfocytow dawcy, 10) wyst¢powanie zjawiska mikrochi-
meryzmu komoérkowego nie wydaje si¢ bezpoSrednio korelowaé z czasem prze-
zycia koficzyny, ) podczas odrzucania DNA dawcy moze by¢ wykrywane w nie
limfoidalnych i limfoidalnych tkankach biorcy, 12) w grupie biorcdéw nieleczo-
nych i leczonych immunosupresyjnie nie obserwowano wyst¢powania choroby
przeszczep przeciwko gospodarzowi

Zgodnie z oczekiwaniami komérki przeszczepionego w koficzynie szpiku by-
ly z niego uwalniane i zasiedlaly narzady limfoidalne i nie limfoidalne biorcy.
Udowodnili$my to juz uprzednio (36,43,45,46,48), podobnie jak i inni autorzy
(26,35,38,39,40-42,56,101-105). Z klinicznego punktu widzenia dla projektu
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przeszczepiania koficzyn niezbedna jest odpowiedzZ na pytanie, jakie ilo§ci komo-
rek szpiku sg uwalniane do biorcy i jak diugo proces ten ma miejsce. Uwalnianie
znacznych ilo$ci komoérek mogtoby wigzaé si¢ z silng miejscowa reakcja gospoda-
rza w tkankach poza szpikiem, gdzie komorki szpiku zostaly zatrzymane (GvH).
Wiadomo, iz podskérne podanie zawiesiny komodrek szpiku wigze si¢ z wielo-
dniowym odczynem typu zapalnego (obserwacje wiasne). Poza tym im wigksza
liczba komérek tym wigksze istnialyby mozliwosci rozwoju odpowiedzi typu
GvH, zwlaszcza przy zasiedlaniu tkanek nie limfatycznych takich jak skora czy je-
lito. Rozwoj GvH wydaje si¢ zaleze¢ od ilosci komérek dawcy przedostajacych
si¢ do biorcy (33,35). Innym niekorzystnym zjawiskiem wynikajacym z uwalnia-
nia znacznych ilo$ci namnazajacych si¢ w przeszczepionej koSci komoérek szpiku
bytaby oczywiscie bardziej nasilona odpowiedzZ biorcy na antygeny transplanta-
cyjne dawcy.

W pierwszej grupie doSwiadczen przeszczepiano koniczyne ze ukladzie syn-
genicznym bez uprzedniej cytoablacji metoda napromieniania. Zaobserwowano
juz po 10 dniach nadmierne nagromadzenie komdrek szpiku w koSci piszczelo-
wej biorcy. Obserwacja jest wazna dla kliniki aczkolwiek jej biologiczny efekt po-
zostaje trudny do przewidzenia. Np. zbyt duze nagromadzenie megakaryocytow
1 uwalnianie plytek krwi mogtoby zaburza¢ proces krzepnigcia. ROwniez wysoka
koncentracja w szpiku postaci myeloidalnych mogtaby hamowaé proces dojrze-
wania tej linii. Po 30 dniach nastapit jednak powrét do prawidtowych wartosci,
zapewne na skutek fizjologicznej regulacji. Wieksza niz oczekiwano obj¢tosé ko-
morek szpiku kostnego u biorcédw po przeszczepieniu konczyny wraz ze szpikiem
wskazuje, ze muszg istnie¢ dodatkowe, oprocz przeszcze pionych komoérek szpiku
i komorek podporowych zrgbu, czynniki sprzyjajace proliferacji szpiku kostnego.
Moga to by¢ cytokiny czy czynniki wzrostu produkowane przez komoérki obecne
w gojacej si¢ ranie przeszczepionej koficzyny lub komorki przejSciowo niedo-
krwionej skory przeszczepu. Wyniki uzyskane po operacjach rzekomych i po we-
wnatrzotrzewnowym przeszczepieniu skory potwierdzaja ten poglad (obserwacje
wlasne). Na podstawie powyzszych badain mozna wnioskowaé, ze u syngenicz-
nych biorcéw po przeszczepieniu koficzyny wraz ze szpikiem dochodzi do ,,efek-
tu natfoku” w jamach szpikowych z oznakami przej$ciowego hamowania dojrze-
wania neutrofili i limfocytéw, ale zjawisko to jest przejSciowe.

Model przeszczepu konczyny bez cytoablacji szpiku nie pozwalat na obser-
wacje szybkosci odnowy populacji komoérek jam szpikowych i narzadéw limfa-
tycznych biorcy po przeszczepieniu konczyny. Skionito to do przeprowadzenia
badan nad przebiegiem odnowy populacji komérkowych biorcéw z komorek
szpiku pochodzacych z przeszczepionej koniczyny u napromienianych syngenicz-
nych zwierzat. Przeszczepienie konczyny (HLTx) jest przeszczepieniem komorek
szpiku kostnego wraz z komorkami podporowymi zr¢gbu w ich naturalnym sto-
sunku przestrzennym. Pozwala to na natychmiastowe podjgcie czynnosci krwio-
tworczej w przeszczepie. Co wigcej, komdrki uwolnione z przeszczepu zachowu-
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ja peina zdolno$¢ migracji z jam kostnych i osiedlania sig, w szpiku kostnym i na-
rzadach limfatycznych biorcy (36, 47). Produkcja cytokin przez komoérki podpo-
rowe zrgbu przeszczepu pozostaje prawdopodobnie nie zaburzona. Cytokiny te
pobudzaja proliferacj¢ i dojrzewanie komorek szpiku przeszczepu w przypad-
kach zwigkszonego zapotrzebowania na komorki krwi u biorcy. Uwolnione do
krazenia cytokiny mogg mieé rowniez wplyw regulacyjny na narzady limfatyczne
biorcy, ulatwiajgc ich uzupelnienie prekursorami pochodzacymi z przeszczepio-
nego szpiku kostnego.

U naswietlanych biorcow odnowa wlasnego szpiku byta prawie peina po 10
dniach, za$ po 30 dniach ilo§¢ komoérek w kosci piszczelowej byla co najmniej 3-
-krotnie wyzsza niz u zwierzat bez przeszczepu. Zjawisko to mozna tlumaczy¢
dziataniem wymienionych uprzednio niespecyficznych czynnikow zwigzanych
z procesem gojenia rany. Szybka odnowa populacji jam szpikowych u zwierzat po
HLTx znacznie roznila si¢ od wynikéw uzyskanych w grupie szczuréw otrzymu-
jacych BMC i.v. Mechanizm wolnego tempa hemopoezy po zabiegach BMC i.v.
nie jest jasny. Wydaje sig, ze czynnikiem sprawczym jest niedobor w przeszcze-
pianej zawiesinie syngenicznych komérek podporowych zrebu.

OczywiScie w warunkach klinicznych nie bierze si¢ pod uwage napromienia-
nia biorcy alloprzeszczepu koficzyny. W moich badaniach zastosowalem jednak
ten model, aby dokfadniej pozna¢ jak wyglada proces uwalniania komoérek
z przeszczepu i jakie moga by¢ tego efekty biologiczne u biorcy. Ta grupa do-
Swiadczenf wskazala, iz uwalnianie komoérek z HLTXx jest stale utrzymujgcym sig,
fizjologicznie regulowanym procesem, o ktérego kinetyce musi wiedzieé trans-
plantolog. Komérki fenotypu dawcy byly wykrywane u biorcy po 30 dniach i p6z-
niej. Przeszczep konczyny jest wigc zrédlem statego mikrochimeryzmu komérko-
wego, a jego dlugotrwale efekty powinny by¢ dokladnie zbadane.

Komoérki przeszczepionego szpiku zasiedlaly nie tylko jamy szpikowe, ale
takze narzady limfoidalne. Obserwacja ta jest wazna dla przeszczepiajacego kon-
czyne. Wskazuje ona, iz proces odrzucania moze si¢ rozwija¢ nie tylko w prze-
szczepie, ale takze tam, gdzie zatrzymaly si¢ uwolnione komérki przeszczepu.
Dziesigtego dnia po HLTx zar6wno fenotypowa jak i czynno$ciowa odnowa ko-
morek w weztach chtonnych byia zakonczona. Natomiast odnowa po BMC i.v.
w tym punkcie czasowym jeszcze nie byla kompletna. Peina odnowa narzadéw
limfatycznych 10 dnia po HLTx wskazuje, ze dojrzewanie prekursoréw limfocy-
tow w szpiku i ich wedréwka na obwdd jest w tym czasie doprowadzona do nor-
malnego poziomu. WyraZna réznica w szybkosci przywrocenia prawidiowej ar-
chitektury wezidow chlonnych, $ledziony i grasicy pomigdzy grupami po HLTx
i BMC i.v. jest kolejnym dowodem, ze szpik kostny przeszczepiony jako tkan-
ka, a nie zawiesina komorek odzyskuje swoja funkcje natychmiast po trans-
plantacji (45, 47, 55).

W badaniach dystrybucji znakowanych komorek szpiku znajdujacych sig
w przeszczepie koficzyny wykazano, iz liczba uwalnianych do biorcy komoérek jest
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bardzo mata. Pomimo tego efektywno zasiedlania i odnowy szpiku byla szybka
i petna (48). Dodatkowo, nie bylo réznicy w objetosci komorek szpiku osiedlaja-
cych si¢ w tkankach po 4 i 24h co sugerowalo, ze komorki hemopoetyczne mu-
sialy wykazywaé powinowactwo do komérek $rodbtonka zatok szpiku kostnego
i po osiedleniu si¢ tam nie opuszczaly jam szpikowych.

Inne cenne informacje pochodzily z poroéwnania tempa odnowy i liczby osie-
dlajacych si¢ komoérek szpiku, po HLTx i BMC i.v. (48,166). Liczba komorek
szpiku potrzebna do odtworzenia prawidiowego szpiku i architektury komérko-
wej narzagddw limfatycznych byta kilkakrotnie nizsza po HLTx w poréwnaniu do
BMC i.v. W pierwszym modelu aktywnie dziataly komorki, ktore sa normalnie
uwalniane ze szpiku pod wplywem regulacji hemopoetycznej i wedrowaly do
szpiku kostnego i narzadow limfatycznych biorcy, podczas gdy w drugim mode-
lu wigkszo$¢é przeszczepionych dozylnie komorek zatrzymywana byta w tkan-
kach nie limfoidalnych, jedynie mniejszo$¢é z nich za§ docierata do jam szpiko-
wych i podejmowata wspdtprace z komérkami podporowymi, co jak wiadomo
wymaga czasu.

Starajac si¢ okresli¢, ktore populacje prekursoréw szpikowych zasiedlaja
tkanki biorcy, szczegdlnie interesujace bylo $ledzenie migracji komorek dendry-
tycznych (DC). Komorki te cechujg si¢ wiasciwoSciami immunogennymi, ale i to-
lerogennymi (66-73). Moga one wigc by¢ odpowiedzialne za przediuzenie prze-
zycia przeszczepu allogenicznego. W chwili obecnej nie ma w petni specyficznych
znacznikdw dla niedojrzatych i dojrzatych form DC szczura. Nie mniej jednak za-
stosowane w pracy przeciwciala dla  X62 oraz ocena topograficznego rozmiesz-
czenia OX62 w sercu repopulowanego osobnika udowodnily, iz
szpiko-pochodne DC dawcy zasiedlajg biorcg. Jaka role odgrywaly one w nie-
znacznym ale wyraznym przediuzeniu czasu przezycia konczyny i dodatkowych
przeszczepOw, jak réwniez czy zawieraly ciala apoptotyczne fenotypu biorcy
(106-109), nie bylo badane w obecnej pracy.

Allogeniczna konczyna przeszczepiona naswietlanemu biorcy przezywala
statystycznie dtuzej (Srednio 17 dni) niz u naSwietlonego i repopulowanego syn-
genicznym szpikiem w zawiesinie (Srednio 7 dni). Bylo to zapewne efektem zmie-
nionej regulacji reakcji na antygeny dawcy (vide ponizej: obnizona odpowiedz in
vitro). Dluzsze przezycie mozna by teoretycznie réwniez ttumaczy¢ nadmiarem
antygenu dawcy (duza masa konczyny), tzw. ,antigenic overload paralysis”. Taka
mozliwo$¢ nie byla badana w niniejszej pracy. Dluzsze przezycia przeszczepow
skory i serca od tego samego dawcy co przeszczep konczyny, po odstawieniu CsA
czy FK506, dodatkowo wskazuja, iz reaktywnoS¢ biorcy na antygeny dawcy byta
obnizona. Zakres tego ograniczenia byl bardzo maly, ale mogiby stanowi¢ uza-
sadnienie do zmniejszenia dawek immunosupresji farmakologiczne;.

Przedluzone przezycie skory w allogenicznej przeszczepionej koficzynie oraz
przeszczepoéw dodatkowych wskazuja, iz czynniki komérkowe 1 humoralne za-
warte w przeszczepie konczyny moga by¢ opowiedzialne za ten pozytywny efekt.

58



Mozna by oczekiwaé obnizenia stymulacyjnych wtasciwosci komoérek mononu-
klearnych biorcy koficzyny w stosunku do dawcy, co zostato potwierdzone w ba-
daniach in vitro mieszanej hodowli limfocytow dawcy i biorcy, jako jednego z me-
chanizméw. Réwniez komorki biorcy odpowiadaly na pobudzenie komérkami
dawcy w sposdb wyraznie obnizony. Obie te obserwacje byly przeprowadzone
w doswiadczeniach bez immunosupresji, daja wigc poglad na rzeczywisty proces
czesSciowej tolerancji rozwijajacej si¢ po HLTx. Doniesienia w literaturze doty-
czace obnizonej reaktywno$ci na antygeny dawcy sg skape (133, 135a, 143).
Ostatnie wielooSrodkowe badania przyniosty wyniki zgodne z naszymi (64).
W warunkach klinicznych stosowana jest po przeszczepieniu koficzyny immuno-
supresja farmakologiczna. By¢ moze jej dawkowanie mogtoby by¢ obnizone przy
udowodnionej u biorcy obnizonej reaktywnoséci na antygeny dawcy. Posrednio na
taka mozliwos§¢ wskazywalyby obserwacje z kliniki. Po przeszczepieniu reki nie
obserwowano bowiem, wbrew oczekiwaniom, burzliwego odrzucenia skory, co
ma miejsce po izolowanym przeszczepie tej tkanki (1,2,3,20).

Ocena histologiczna procesu odrzucania skdry jest prosta, natomiast szpiku
kostnego dawcy w kosci jest trudna. Zwigzane jest to z naciekaniem przeszcze-
pionego szpiku przez komorki jednojadrowe biorcy. Fenotyp tych komérek jest
podobny do komdrek dawcy. Nie stosowano w tej pracy, w grupach poSwigco-
nych odrzucaniu, metody znakowania komorek przeciwcialami specyficznymi
dla MHC szczepu dawcy. Natomiast wykonywano tego rodzaju badanie dla oce-
ny wielkosci mikrochimeryzmu komoérkowego oraz dla udowodnienia zasiedla-
nia narzagdow biorcy przez komérki dendrytyczne dawcy. Wydaje sig, ze czg$¢ ko-
morek dawcy przezywata w przeszczepionym w koficzynie szpiku u nieleczonego
biorcy okres 14 dni i diuzej. Byly to komorki, ktére nie mogly pochodzi¢ od bior-
cy, a wigc takie jak megakariocyty i wczesne postacie mieloblastow i erytrobla-
stow. Mozna wigc wnioskowad, ze jama szpikowa byla wypetniona cz¢Sciowo ko-
moérkami hemopoetycznymi dawcy, czesciowo za§ komorkami nacieku biorcy.
Pytanie ktore komorki hemopoetyczne pochodzity od dawcy czy od biorcy pozo-
stalo bez odpowiedzi. Wydaje si¢, ze pod dzialaniem CsA czy FK506 komérki
dawcy mogg przezy¢ i by¢ aktywne w procesie hemopoezy. Rozumienie tego pro-
cesu jest niezwykle wazne dla transplantologa, poniewaz dotyczy zachowania
funkcji przeszczepionego szpiku, t.j. namnazania, dojrzewania i uwalniania ko-
morek do biorcy, by¢ moze tak diugo jak diugo przeszczep nie ulegl odrzuceniu.

Przeszczepiona tkanka szpikowa uwalnia do biorcy dojrzate komérki oraz
prekursory innych linii, w tempie zaleznym od fizjologicznej regulacji. Odrzuca-
nie rozprzestrzenionych komérek dawcy ma miejsce w narzadach limfoidalnych
biorcy. Nie jest wiadome, w ktoérym narzadzie t.j. szpiku biorcy, Sledzionie, we-
ztach czy tkance limfoidalnej jelita przebiega ten proces. Ocena kinetyki odrzu-
cania uwolnionych z przeszczepu komérek szpiku nie byta wykonywana.

Po przeszczepieniu koficzyny allogenicznej ilo§¢ komérek dawcy wykrywa-
nych w tkankach biorcy byla znacznie mniejsza niz w ukladzie przeszczepow syn-
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genicznych. Efekt ten byl zauwazalny juz po 24 godzinach. Mozna go ttumaczy¢
zjawiskiem tzw. allogeneic lymphocyte elimination” szczegélnie wyra

w ukladzie do$wiadczalnym przeszczepu rodzicielskiego do F . Czgsciowo za
efekt ten s odpowiedzialne komoérki NK biorcy (50). Zagadnienie, ktore komor-
ki szpiku byly przede wszystkim eliminowane nie bylo przedmiotem badan. Wia-
domo, iz komorki wykazuja cytotoksycznos$é w stosunku do niektérych nie-
dojrzatych postaci szpikowych. W jakim stopniu mechanizm ten funkcjonuje
u cztowieka nie jest jasne. Mogiby on ograniczaé funkcjonalnie nadmiar uwalnia-
nych komérek szpiku, zapobiegajac .in. rozwojowi reakcji GvH. S3 to jedynie
spekulacje.

Konsekwencja HLTx jest obecno$¢ w tkankach limfatycznych biorcy komo-
rek ukiadu odpornos$ciowego dawcy. W stosowanym modelu komorki dawcy
utrzymujgce si¢ w tkankach biorcy byly wykrywalne zaréwno w 30 jak i w 100 dni
po przeszczepieniu. Nie ustalono czy obecno$é komoérek dawcy byla dowodem
na rozwdj czeSciowej tolerancji na antygeny dawcy, czy tez przeszczepione, wraz
z konczyna, komorki szpiku przezyly dzigki dziataniu CsA lub FK506.

Po przeszczepieniu konczyny obserwowano w krwi i tkankach biorcy nie tyl-
ko mikrochimeryzm komorkowy ale i nie-komé6rkowy (fragmenty DNA dawcy).
Uzywana tu nazwa ,nie-komoérkowy” jest jedynie czasowym okre§leniem robo-
czym. Do niedawna uwazano, iz DNA dawcy znajduje si¢ jedynie w komorkach
»pasazerowych” z przeszczepdw. UdowodniliSmy w innych badaniach, iz DNA
dawcy moze by¢ takze wykrywane w komdrkach d biorcy i utrzy-
mywac si¢ w nich przez wiele miesigcy po odrzuceniu przeszczepu (167). Nasze
dane wskazujg, ze DNA dawcy pochodzi giéwnie ze zniszczonych komdrek prze-
szczepu, a nie z komoérek osiedlajacych si¢ w narzgdach biorcy. Mikrochimeryzm
komorkowy jest bowiem obecny od dnia przeszczepienia, DNA dawcy za$ wykry-
wano w duzych ilociach gidéwnie po wystgpieniu epizodu odrzucania (167).
W obu przypadkach ilo§ci DNA pochodzacego od dawcy byly znaczace. W bada-
niu tym jednoznacznie wykazano, ze przeszczepienie kofczyny jest zwigzane
z rozprowadzeniem materiatu genetycznego dawcy w tkankach biorcy. Jakie zna-
czenie ma uwolnione z komorek dawcy DNA nie jest jasne. Nie wiadomo, po-
dobnie jak w przypadku mikrochimeryzmu komorkowego, czy obecnosé tych ele-
mentow dawcy moze mie¢ wplyw na przedluzenie przezycia alloprzeszczepu.
W obecnej pracy poziom wykrywanych komdrek dawcy w tkankach biorcy stop-
niowo ulegal zmniejszeniu, poziom wykrywanego DNA pozostawal wysoki, ale
nie korelowalo to wyraZnie z czasem przezycia.

Nie obserwowano wyraznych objawow choroby; przeszczep-przeciwko-go-
spodarzowi zarébwno w grupie szczurow poddawanych immunosupresji jak
i w grupie szczuréw nie leczonych. Przyczyna, dla ktdrej nie wystepowala ostra
lub przewlekta forma GvH nie jest jasna. Mozna tylko przypuszczaé, ze po HLTx
mniej limfocytow szpikowych i ich prekursoréw jest uwalniane ze szpiku kostne-
go w przedziale czasowym w poréwnaniu z BMC i.v. Po podaniu dozylnym = -
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focyty szpikowe natychmiast, w duzej liczbie, osiedlaja si¢ w skorze, jelitach i ptu-
cach. Czg¢$¢ komorek hemopoetycznych jest zatrzymywana w tkankach obwodo-
wych. Tam wiasnie dochodzi do rozwoju reakcji. Po HLTx uwalnianie zaréwno
komorek hemopoetycznych jak i limfocytow szpikowych jest powolne i ilosciowo
ograniczone. Obserwacje w tej pracy potwierdzaja doniesienia innych autorow
o braku wyraZnej reakcji GVH po przeszczepieniu konfczyny, réwniez w klinice
(1,3,34,155-158,164).

Obserwacje z pracy posiadajace warto$¢ kliniczng to: a) jedynie krétkotrwa-
ly efekt crowding” t . nadmiaru komoérek szpiku po przeszczepieniu koficzyny,
b) niewielka ilo§¢ komérek szpiku uwalnianych z przeszczepu, co moze ttuma-
czy¢ brak ostrej reakcji GvH, c) tendencja do przediuzenia przezycia przeszcze-
pu konczyny wynikajaca z biologicznego charakteru przeszczepu (mechanizm
niejasny), d) brak ostrego odrzucania skéry przeszczepu konczyny (obserwacja
nieoczekiwana).

Z klinicznego punktu widzenia nalezy takze pamigtac, iz: a) komorki szpiku
przeszczepionej kofczyny uwalniaja si¢ z jamy szpikowe) i zasiedlaja biorcg, b)
w zwigzku z tym, reakcja odrzucania ma miejsce nie tylko w przeszczepie ale i na-
rzadach, gdzie rozmiescily si¢ allogeniczne komorki szpiku, c) reakcja na zlozo-
ny przeszczep (koficzyna) nie jest tak ostra jak na izolowany przeszczep skory, d)
FK506 jest w modelu szczura lekiem efektywnie ograniczajacym odrzucanie
przeszczepu konczyny.

Korzystne i niepozadane efekty przeszczepienia tkanki szpikowej powinny
by¢ brane pod uwage w opracowaniach klinicznych programéw przeszczepiania
konczyn.
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Streszczenie

Przeszczepianie ludzkich koficzyn stalo si¢ rzeczywistoScia. Do sierpnia 2002
wykonano na $wiecie, wg oficjalnych danych, 8 allogenicznych pojedynczych
oraz 4 podwdjne przeszczepy r¢ki. Ponadto wykonano unaczynione przeszcze-
py allogenicznych kosci i stawdw u 8 chorych. Wskazaniem do przeszczepienia
reki sg: ) brak obu rak (pourazowy, wrodzony 2) brak jednej reki i wspot-
istniejace zaburzenia wzroku ograniczajace podstawowe funkcje zyciowe, 3)
brak jednej reki u osobnika z motywacjg przywrdcenia standardu zycia. Wyzwa-
niem klinicznym pozostaje takze rekonstrukcja uszkodzef duzych kosci i tka-
nek migkkich spowodowanych urazem, resekcja guza nowotworowego lub wa-
dami wrodzonymi.

Ograniczona jest znajomo$¢ proceséw odrzucania koficzyny i zapobiegania
jej odrzucania. Takze brak jest doktadnych obserwacji dotyczacych funkcjonalne-
go polaczenia si¢ przeszczepu z biorca, takich jak powrotu unerwienia, reakcji
naczyniowych, funkcji chwytnych, itp. Do najwazniejszych probleméw dotycza-
cych przeszczepiania koficzyn, przed ktérymi stoi wspolczesna transplantologia,
naleza: proces odrzucania poszczegdlnych tkanek przeszczepu, reinerwacji prze-
szczepu w celu przywrocenia funkcji koficzyny oraz rozsiew i namnazanie Si¢
w organizmie biorcy komorek szpiku przeszczepionych wraz z koscia z potencjal-
nym rozwojem tolerancji na antygeny transplantacyjne dawcy, ale jednoczesnie
z zagrozeniem rozwoju reakcji gospodarz przeciwko przeszczepowi i przeszczep
przeciwko gospodarzowi w miejscu zgromadzenia sig¢ tych komorek. Uwalnianie
komorek szpiku z przeszczepionej koficzyny niesie wiec ze soba potencjalng ko-
rzy$¢ w postaci wydtuzenia przezycia przeszczepu, prawdopodobnie w zwiazku
z obecnoscig mikrochimeryzmu komdérkowego, a w szczegdlnosci komérek den-
drytycznych dawcy. Jak dotad brak jest w literaturze doniesien dotyczacych pro-
cesu uwalniania i osiedlania si¢ u biorcy komoérek szpiku z przeszczepionej kon-
czyny oraz efektoéw tego procesu.

Celem moich badan byla ocena procesu migracji przeszczepionych komoérek
hemopoetycznych z kosci przeszczepionej kofczyny dawcy do jam szpikowych
i narzadow limfatycznych biorcy w ukiadzie syngenicznym i allogenicznym. Do-
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datkowo §ledzitem proces powstawania allogenicznego mikrochimeryzmu i jego
ewentualnego wplywu na wydluzenie czasu przezycia przeszczepionej koficzyny.
Badalem takze zjawisko reakcji przeszczep-przeciw-gospodarzowi (GvH), ktére
zwykle wystepuje po przeszczepieniu allogenicznego szpiku. Wszystkie wymie-
nione procesy powinny by¢ poznane przed rozpoczeciem klinicznego przeszcze-
piania koficzyn.

W prowadzonych badaniach uzyskano nastgpujace obserwacje: ) komdrki
szpiku uwolnione z przeszczepu unaczynionej kofczyny osiedlaja si¢ w szpiku
kostnym 1 narzgdach limfatycznych biorcy, 2) liczba uwalnianych komorek jest
niska, lecz wystarczajaca do odtworzenia w ciggu 10 dni populacji komérek szpi-
ku 1 narzadéw limfatycznych u biorcy poddanemu napromienianiu (cytoablacji),
3) przeszczepienie koficzyny syngenicznemu nie napromienianemu biorcy pro-
wadzi do wystapienia efektu ,,natloku” w szpiku kostnym i do hamowania dojrze-
wania granulocytéw i limfocytoéw, 4) przeszczepienie konczyny syngenicznemu
napromienianemu biorcy prowadzi, w ciggu 10 dni, do catkowitej odnowy komo-
rek szpiku i narzadéw limfatycznych; nastepuje odtworzenie prawidiowego skla-
du komorkowego szpiku i narzadow limfatycznych, 5) przeszczepienie konczyny
allogenicznemu, naswietlonemu, leczonemu immunosupresyjnie biorcy prowa-
dzi do odnowy szpiku kostnego i narzadéw limfatycznych oraz do wystapienia
stanu mikrochimeryzmu, 6) narzady biorcy s3 repopulowane .in. komérkami
typu dendrytycznego pochodzacymi od dawcy, 7) czas przezycia skdry przeszcze-
pionej koficzyny u allogenicznych biorcow jest 2-3-krotnie diuzszy w poréwnaniu
z przeszczepem wolnych ptatow skornych, 8) przeszczepienie allogenicznej kon-
czyny sprzyja wydluzeniu czasu przezycia przeszczepu wolnych platéw skérnych
i serca od tego samego dawcy, 9) obnizona odpowiedz splenocytéw biorcy allo-
genicznego przeszczepu koficzyny na antygeny dawcy oraz niskie zdolnosci po-
budzenia przez splenocyty biorcy limfocytow dawcy, 10) wystepowanie zjawiska
mikrochimeryzmu komérkowego nie wydaje si¢ bezpos$rednio korelowaé z cza-
sem przezycia kofczyny, podczas odrzucania DNA dawcy moze by¢ wykry-
wane w nie limfoidalnych i limfoidalnych tkankach biorcy, 12) w grupie biorcéw
nieleczonych i leczonych immunosupresyjnie nie obserwowano wystgpowania
choroby przeszczep przeciwko gospodarzowi.

Obserwacje z pracy posiadajace warto$¢ kliniczna to: a) jedynie krotkotrwa-
ty efekt ,,crowding” t.j. nadmiaru komérek szpiku po przeszczepieniu koficzyny,
b) niewielka ilo§¢ uwalnianych komorek szpiku uwalnianych z przeszczepu, co
moze ttumaczy¢ brak ostrej reakcji GvH, c) tendencja do przediuzenia przezycia
przeszczepu kofczyny wynikajaca z biologicznego charakteru przeszczepu (me-
chanizm niejasny), d) brak ostrego odrzucania skdry przeszczepu konczyny (ob-
serwacja nieoczekiwana).

Z klinicznego punktu widzenia nalezy takze pamigta¢, iz: a) komoérki szpiku
przeszczepionej koficzyny uwalniaja si¢ z jamy szpikowej i zasiedlajg biorce, b)
w zwigzku z tym, reakcja odrzucania ma miejsce nie tylko w przeszczepie ale i na-
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rzadach, gdzie rozmiedci y si¢ allogeniczne komorki szpiku, c) reakcja na ztozo-
ny przeszczep (koficzyna) nie jest tak ostra jak na izolowany przeszczep skory, d)
FK506 jest w modelu szczura lekiem efektywnie ograniczajacym odrzucanie
przeszczepu konfczyny.

Korzystne i niepozadane efekty przeszczepienia tkanki szpikowej powinny
by¢ brane pod uwage w opracowaniach klinicznych programdw przeszczepiania
konczyn.
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Whioski

Komoérki szpiku uwolnione z przeszczepu unaczynionej koficzyny zasiedlaja
szpik kostny i narzady limfatyczne biorcy.
2. Liczba uwalnianych komérek jest niska, lecz wystarczajaca do odtworzenia
w ciagu 10 dni populacji komoérek szpiku i narzadoéw limfatycznych u biorcy pod-
danemu napromienianiu (cytoablacji), co §wiadczy o hematopoetycznej aktyw-
nosci przeszczepu.
3. Przeszczepienie konczyny allogenicznemu, na§wietlonemu, leczonemu immu-
nosupresyjnie biorcy prowadzi do wystapienia mikrochimeryzmu komérkowego
i nie-komérkowego (DNA dawcy poza jego komorkami).
4. Narzady biorcy s3 repopulowane .in. komérkami typu dendrycznego po-
chodzacymi od dawcy, mogacymi odgrywac rolg w przedluzeniu przezycia prze-
szczepu.
5. Przeszczepienie allogenicznej konczyny sprzyja wydluzeniu czasu przezycia
przeszczepu wolnych platéw skdrnych i serca od tego samego dawcy.
6. Nie obserwowano wystgpowania choroby przeszczep przeciwko gospodarzowi
zaréwno w grupie biorcow nieleczonych, jak i leczonych immunosupresyjnie.
7. Uzyskane obserwacje beda przydatne w rozumieniu procesow klinicznych roz-
wijajacych si¢ po ztozonych allogenicznych przeszczepach tkankowych (composite
tissue grafts), w tym konczyn.
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