
INSTYTUT MEDYCYNY DOŚWIADCZALNEJ I KLINICZNEJ 
POLSKIEJ AKADEMII NAUK 

BIOLOGICZNE ASPEKTY 
PRZESZCZEPIANIA KOŃCZYNY -

KOLONIZACJA USTROJU BIORCY PRZEZ 
PRZESZCZEPIONE KOMÓRKI SZPIKU 

I JEJ EFEKTY 

Marek Durlik 

PRACA HABILITACYJNA 

Warszawa 2004 

http://rcin.org.pl



Podziękowania 

Pragnę złożyć gorące podziękowania Prof. drhab. med. Waldemarowi L. Olszew-
skiemu za zainspirowanie mnie przed laty pomysłem przeszczepiania kości ze 
szpikiem w przeszczepionej kończynie. Nie znaleźliśmy wówczas w dostępnym 
nam piśmiennictwie żadnych prac, które wskazywałyby na możliwość migracji 
komórek z takiego przeszczepu i zasiedlania jam szpikowych i narządów limfo-
idalnych biorcy. 

Pragnę gorąco podziękować dr hab. n. biol. Barbarze Łukomskiej, dr n. med. 
Michałowi Maksymowiczowi, dr n. biol. Sławie Janczewskiej oraz dr n. roi. Bożennie 
Interewicz za pomoc w przygotowaniu materiałów do badań, a także za szereg 
twórczych dyskusji, które miały wpływ na ostateczny kształt niniejszej pracy. 

Pragnę podziękować również Pani Agnieszce Włodarczyk i Pani Krystynie 
Góreckiej za pomoc w redakcji niniejszej pracy, a także Pani Beacie Kloc za po-
moc w opracowaniu przejrzystych i doskonałych od strony graficznej rycin. 

Gorąco dziękuję również mojej żonie Prof. dr hab. med. Magdalenie Durlik 
za cierpliwość okazywaną mi podczas pisania tej pracy oraz za szereg wartościo-
wych rad w procesie jej powstawania. 

Chciałbym wreszcie podziękować wszystkim tym z mojego otoczenia, którzy 
od wielu lat dopingowali mnie do zakończenia pracy habilitacyjnej, bez ich za-
chęty i stale wywieranej, życzliwej presji niniejsza praca nie zostałaby zakończona 
prawdopodobnie do dziś. 

05.04.2004 rok 
Marek Durlik 

http://rcin.org.pl



Przedstawiana praca zawiera w głównej części dane z ostatnio przeprowadzo-
nych przeze mnie badań doświadczalnych lub tych, których byłem współwyko-
nawcą. Dane te nie były dotychczas publikowane. Uwzględnione zostały również 
dane z uprzednio opublikowanych, z moim udziałem jako wykonawcy, prac, jeśli 
były one konieczne dla uzyskania całości obrazu opisywanego procesu. Odnośni-
ki do odpowiednich publikacji są zamieszczone w tekście. 

Skróty stosowane w opracowaniu: BM: szpik kostny, BMC i.v.: przeszczepienie 
szpiku w zawiesinie, I^BMC i.v.: przeszczepienie naświetlonemu biorcy, CML: 
cytotoksyczność mediowana przez limfocyty (celi mediated cytotoxicity), CsA: 
cyklosporyna A, DC- komórka dendrytyczna, GvH: graft vs host, reakcja prze-
szczep-przeciw-gospodarzowi, HLTx (hind-limb transplantation): przeszczepie-
nie kończyny (ze szpikiem), ^HLTx: przeszczepienie kończyny naświetlonemu 
biorcy, LIV: wątroba, M: mitomycyna, MLN: węzeł chłonny krezkowy, MLR: 
mieszana hodowla limfocytów (mixed lymphocyte reaction), SPL: śledziona, 
TBI: napromienianie całego ciała dawką letalną. 
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Wprowadzenie 

Przeszczepianie ludzkich kończyn stało się rzeczywistością (1-4). Do sierpnia 
2002 wykonano na świecie, wg oficjalnych danych 8 allogenicznych pojedynczych 
oraz 4 podwójne przeszczepy ręki. Ponadto wykonano unaczynione przeszczepy 
allogenicznych kości i stawów u 8 chorych (2,5,6). Liczby te są zapewne wyższe, 
ponieważ niektóre ośrodki zgłaszają wykonanie przeszczepów dopiero po dłuż-
szych okresach obserwacji. Ostatnie doniesienia dotyczą analizy klinicznego 
przebiegu procesu przyjmowania się przeszczepu ręki (7-9), mikroskopowych 
obrazów odrzucania (10-13), a także przywracanie unerwienia przeszczepu i je-
go funkcjonalnej oceny (14-19). Osobnym zagadnieniem jest problem mikrochi-
meryzmu (20) komórkowego t.j. obecności komórek odpornościowych dawcy 
w ustroju biorcy i ich wpływu na przeżycie przeszczepu. 

Wskazaniem do przeszczepienia ręki są: 1) brak obu rąk (pourazowy, wrodzo-
ny (?)), 2) brak jednej ręki i współistniejące zaburzenia wzroku ograniczające pod-
stawowe funkcje życiowe, 3) brak jednej ręki u osobnika z motywacją przywrócenia 
standardu życia (21-23). Wyzwaniem klinicznym pozostaje także rekonstrukcja 
uszkodzeń dużych kości i tkanek miękkich spowodowanych urazem, resekcją guza 
nowotworowego lub wadami wrodzonymi. Ograniczona jest jeszcze znajomość pro-
cesów odrzucania kończyny i zapobiegania jej odrzucania. Także brak jest dokład-
nych obserwacji dotyczących funkcjonalnego połączenia się przeszczepu z biorcą, 
takich jak powrotu unerwienia, reakcji naczyniowych, funkcji chwytnych, itp. 

Przeszczepiona kończyna powinna być traktowana jak złożony (tkankowo) 
przeszczep allogeniczny (composite tissue allograft, CTTx) (24-26). Wymaga to 
badań nad immunogennością i kinetyką procesu odrzucania poszczególnych tka-
nek kończyny po przeszczepieniu. Kończyna zbudowana jest z tkanek pocho-
dzenia endo-, mezo- i ektodermalnego. Jest „złożonym narządem" zbudowanym 
ze skóry, mięśni, powięzi, kości nerwów, naczyń krwionośnych i limfatycznych. 
Zawiera ponadto zorganizowaną tkankę limfoidalną w postaci szpiku kostnego 
i węzłów chłonnych. 

Z fizjologicznego punktu widzenia tkanki kończyny wymagają dobrego za-
opatrzenia w krew. Są gęsto unerwione i aktywne metabolicznie nawet w czasie 
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spoczynku. W porównaniu do narządów wewnętrznych kończyny są bardziej na-
rażone na działanie środowiska, ze względu na dużą powierzchnię skóry i bezpo-
średni kontakt stóp i dłoni z powierzchniami obiektów fizycznych, kolonizowa-
nych przez drobnoustroje i pokryte organicznymi i nieorganicznymi cząsteczka-
mi (27,28). Drobnoustroje normalnie bytujące w skórze i te zasiedlające skórę 
w kontakcie ze środowiskiem są rozpoznawane i eliminowane przez układ immu-
nologiczny skóry. Na układ immunologiczny kończyny składają się komórki takie 
jak keratynocyty, komórki Langerhansa, komórki dendrytyczne, makrofagi, krą-
żące limfocyty, śródbłonki naczyń limfatycznych i komórki węzłów chłonnych. 
Układ ten znajduje się w stanie „ciągłej gotowości immunologicznej". Jest to na-
stępstwem procesu penetracji drobnoustrojów lub ich produktów przez dłonio-
wą i podeszwową powierzchnię skóry do głębszych tkanek, a następnie do naczyń 
i węzłów limfatycznych (28,29). Węzły chłonne pachowe, pachwinowe i biodrowe 
należą, obok grup węzłów krezkowych i wnęk płucnych, do największych skupisk 
tkanki limfoidalnej w ustroju człowieka. 

Z immunologicznego punktu widzenia kończyna jest zbiorem tkanek o róż-
nej immunogenności. Najbardziej immunogenna jest skóra, a następnie w kolej-
ności węzły chłonne i komórki szpiku kostnego, leukocyty osadzające się w na-
czyniach włosowatych, osteoblasty, śródbłonek naczyniowy, komórki Schwanna 
i miocyty (30,31). Poza różną siłą pobudzania przez te komórki odpowiedzi im-
munologicznej biorcy, należy oczekiwać różnic w kolejności i nasileniu odrzuca-
nia poszczególnych tkanek kończyny. Przejściowe przerwanie unerwienia czucio-
wego i ruchowego w przeszczepionej kończynie także wpływa zarówno na proce-
sy metaboliczne jak i immunologiczne. Kończyna jest więc „anatomicznie i czyn-
nościowo złożonym przeszczepem" i z tego powodu zachodzące w niej procesy 
immunologiczne powinny być dobrze znane transplantologowi. 

Unikalność kończyny jako przeszczepu leży w jej składzie tkankowym. Jest 
ona, podobnie jak nerka czy serce, przeszczepem narządu, ale także przeszcze-
pem szpiku kostnego. Komórki szpiku kostnego nie tylko dzielą się i dojrzewa-
ją w przeszczepie, lecz również migrują do jam szpikowych i narządów limfa-
tycznych biorcy. Kontakt immunologiczny między dawcą a biorcą zachodzi więc 
nie tylko w samym przeszczepie, ale także w narządach immunologicznych bior-
cy, w których komórki szpiku dawcy się osiedlają. Interesującą kwestią jest fakt 
zdolności przeżycia komórek szpiku dawcy w organizmie biorcy allogenicznego 
przeszczepu i wytworzenia stanu tzw. komórkowego mikrochimeryzmu (20). 
Stan mikrochimeryzmu jest, według niektórych badaczy, związany z rozwojem 
częściowej tolerancji na alloantygeny dawcy. Jest to dość kontrowersyjna kon-
cepcja. Istnieją obserwacje zarówno potwierdzające jak i zaprzeczające znacze-
niu mikrochimeryzmu jako czynnika wydłużającego przeżycie organu przeszcze-
pionego razem ze szpikiem kostnym (32-35). Uwolnione z przeszczepu komór-
ki szpiku osiedlają się nie tylko w szpiku i narządach limfoidalnych biorcy, ale 
także w tkankach pierwotnie nielimfoidalnych takich jak skóra, jelita czy płuca 
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(36). Są to potencjalne miejsca rozwoju choroby przeszczep-przeciwko-gospo-
darzowi. 

Do najważniejszych problemów dotyczących przeszczepiania kończyn, przed 
którymi stoi współczesna transplantologia należą: proces odrzucania poszczegól-
nych tkanek przeszczepu, reinerwacji przeszczepu w celu przywrócenia funkcji 
kończyny oraz rozsiew i namnażanie się w organizmie biorcy komórek szpiku 
przeszczepionych wraz z kością z potencjalnym rozwojem tolerancji na antygeny 
transplantacyjne dawcy, ale jednocześnie z zagrożeniem rozwoju reakcji gospo-
darz-przeciwko-przeszczepowi i przeszczep-przeciwko-gospodarzowi w miejscu 
zgromadzenia się tych komórek (Ryc.l). Uwalnianie komórek szpiku z prze-
szczepionej kończyny niesie więc ze sobą potencjalną korzyść w postaci wydłuże-
nia przeżycia przeszczepu, prawdopodobnie w związku z obecnością mikrochi-
meryzmu komórkowego, a w szczególności komórek dendrytycznych dawcy. Jak 
dotąd brak jest w literaturze doniesień dotyczących procesu uwalniania i osiedla-
nia się u biorcy komórek szpiku z przeszczepionej kończyny oraz efektów tego 
procesu. 

BIORCA 
WĘZEŁ 

JELITO 

ŚLEDZIONA 

SZPIK 

KREW 

DAWCA 

SZPIK 

Ryc..1. Schemat migracji komórek dawcy i biorcy z i do przeszczepu kończyny. Zielone linie 
wskazują kierunek migracji dawco-specyficznych komórek cytotoksycznych biorcy do wszystkich 
tkanek przeszczepu (proces odrzucania). Linie czerwone wskazują kierunek migracji komórek 
szpiku dawcy do narządów limfoidalnych biorcy. W tych narządach mogą one zarówno atakować 
komórki gospodarza (GvH) jak i być przez nie a takowane (reakcja odrzucania). Przeszczep 
kończyny przeżywający pod wpływem leczenia supresyjnego biorcy jest stałym źródłem komórek 
pochodzących ze szpiku i wędrujących do tkanek biorcy 
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Przegląd literatury dotyczącej 
biologicznych efektów przeszczepiania 
kończyny oraz szpiku na przeżycie 
przeszczepów allogenicznych i rozwój 
choroby przeszczep-przeciw-gospodarzowi 

Przegląd ten zawiera dane z literatury dotyczące zjawisk biologicznych obserwo-
wanych w doświadczeniu i klinice po wprowadzeniu biorcy przeszczepu narządo-
wego komórek szpiku dawcy tego narządu. Dane te stanowiły dla mnie podsta-
wę do rozważań, jakie zjawiska mogą rozwijać się u biorcy po przeszczepieniu 
kończyny zawierającej szpik kostny. 

Przedstawione będą następujące zagadnienia: 
Doświadczalne przeszczepianie kończyn 
Obserwacje przedłużenia przeżycia alloprzeszczepów narządowych po poda-

waniu komórek szpiku 
Komórki dendrytyczne szpiku (DC-dendritic cells) i ich tolerogenna rola 

w alloprzeszczepianiu 
Podawanie komórek szpiku w zawiesinie dla uzyskania tolerancji na allo-

przeszczep 
Przeszczep unaczynionego szpiku ( w kończynie) a tolerancja na alloprzeszczep 
Migracja DC ze szpiku do tkanek i alloprzeszczepu 
Apoptoza komórek T biorcy w następstwie działania DC 
Komórki T regulacyjne a DC 
Mikrochimeryzm komórkowy po przeszczepieniu szpiku 
Tolerancja na przeszczep allogeniczny po przeszczepieniu szpiku przy immu-

nosupresji 
Odpowiedź biorcy przeszczepu kończyny w mieszanej hodowli komórek jed-

nojądrzastych (mixed lymphocyte reaction, MLR) 
Reakcja przeszczep-przeciw-gospodarzowi (graft-versus-host, GvH) po 

przeszczepieniu kończyny 

13 
http://rcin.org.pl



Doświadczalne przeszczepianie kończyn 

Pierwsze przeszczepy kończyn były wykonane u psa przez Lapsinskiego w Rosji 
(37). Po wieloletniej przerwie zaczęto wykonywać badania na szczurach, głównie 
celem poznania biologii przeszczepu oraz podejmowania przez niego funkcji 
(26,30-36,38-56). Wkrótce okazało się, iż przeszczep kończyny jest przeszczepem 
wielotkankowym o różnej immunogenności poszczególnych tkanek, a także, iż jest 
unaczynionym przeszczepem szpiku, który może wywoływać reakcję GvH, oraz, iż 
skóra kończyny jest tkanką o szczególnej immunogenności a w niej w szczególno-
ści keratinocyty i komórki Langerhansa. Aby obniżyć poziom immunogenności 
modyfikowano przeszczep kończyny pozbawiając go skóry i przeszczepiając pod 
skórę (39,57,58). W ten sposób próbowano w ocenie oddzielić reakcję biorcy na 
przeszczep skóry od reakcji na przeszczep szpiku. Opracowano także technikę 
przeszczepiania kończyny u myszy (59). Badania nad przeszczepem kości ze szpi-
kiem przeprowadzano m.in. na przeszczepie szczęki (60), piszczeli (61), nasady ko-
ści udowej ze stawem kolanowym (62), oraz kości mostka (63). 

Obserwacje przedłużenia przeżycia alloprzeszczepów 
narządowych po podawaniu komórek szpiku 

Biologiczne metody wywoływania tolerancji na przeszczep allogeniczny bywają 
skuteczne jedynie w wybranych modelach zwierzęcych. Nie są natomiast skutecz-
ne w klinice. Pewnym wyjątkiem jest próbowana w klinice metoda podawania 
przed przeszczepieniem narządu szpiku kostnego od dawcy narządu. Przeszcze-
py nerek, a w szczególności wątroby, przeżywały przy zmniejszonej dawce środ-
ków farmakologicznych u biorców dawco-specyficznego szpiku. Powstały więc 
biologiczne przesłanki wskazujące na możliwość manipulowania układem od-
pornościowym biorcy prowadząc do dawco-specyficznego obniżenia reaktywno-
ści na alloantygeny. Badania ostatnich lat skoncentrowały się na ocenie roli tzw. 
makro- i mikrochimeryzmu w przedłużeniu przeżycia przeszczepów. Jak dotych-
czas nie wydaje się jednak, by mikrochimeryzm był niezależnym czynnikiem wa-
runkującym tolerancję na przeszczep, a tym samym jego dłuższe przeżycie 
(32-35). Natomiast wydaje się, iż pozytywny efekt podania komórek szpiku wy-
nika z supresyjnego działania rozmieszczonych u biorcy komórek dendrytycz-
nych (DC) szpiku dawcy, wyrażających antygeny klasy II, wywołujących apopto-
zę dawco-reaktywnych limfocytów T biorcy i wpływających na powstanie klonów 
komórek regulacyjnych T CD4+25+ (Treg) (64). Obserwacje pojawiania się po-
pulacji Treg przeprowadzono także w klinice. Zarówno w doświadczeniu jak 
i w klinice podaje się komórki szpiku jedno- lub dwukrotnie dożylnie w postaci 
zawiesiny przed, około lub po przeszczepie narządowym. Przeszczepione komór-
ki rozprzestrzeniają się we wszystkich tkankach biorcy i wywołują pewne niepo-
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żądane miejscowe efekty cytokinowe. Z badań doświadczalnych wynika, iż nie 
dochodzi do tych powikłań po przeszczepieniu unaczynionego szpiku (szpiku 
w kończynie) (45). 

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

Prace doświadczalne przeprowadzone na gryzoniach wyraźnie wskazują na tolero-
genny wpływ DC zależny od prezentacji antygenu przez pewne ich subpopulacje (li-
nii limfoidalnej) (65-73). Populacje DC izolowane z różnych tkanek informują i ak-
tywują lokalnie znajdujące się limfocyty T do wytwarzania i wydzielania cytokin. To-
lerogenne niedojrzałe (i-immature, iDC) pochodzą z limfoidalnych progenitorów 
0 fenotypie CD8a i charakteryzują się fenotypem CD&z C D l l c + T C R - . Aktywują-
ce właściwości iDC prowadzą do pobudzenia i proliferacji dawco-specificznych lim-
focytów T i ich następowej apoptozy. Pobudzone komórki śródbłonkowe zatrzymu-
ją iDC. iDC wędrują do ognisk zapalenia oraz przeszczepów allogenicznych. Doj-
rzewają one pod wpływem zetknięcia z antygenem przeszczepu lub bakterii i prze-
chodzą w postać dojrzałą (m-mature, mDC). DC posiadają receptory CCR1, CCR2, 
CCR5, CXCR1, IL8R, receptor R dla MIPalfa i MCP1. Wytwarzane chemokiny po-
wodują rekrutację iDC, obniżają ekspresję R na dojrzewających DC. Wiadomo, iż 
iDC podane dożylnie przedłużają czas przeżycia alloprzeszczepu serca, również 
u człowieka. Komórki te słabo wyrażają CD83, CD86 i CD40 oraz antygeny klasy II. 
W mieszanej hodowli obniżają odpowiedź dawco-specyficznych limfocytów T. 

Podawanie komórek szpiku w zawiesinie 
dla uzyskania tolerancji na alloprzeszczep 

Podawanie komórek szpiku (BMC) dożylnie w zawiesinie w wielu przypadkach 
przedłuża przeżycie przeszczepów nerek, serca, trzustki i wątroby u człowieka 
(64,74-86). Projektanci metody łączyli ten efekt z tzw. makrochimeryzmem. 
W chwili obecnej istnieje więcej dowodów przeciw niż za pozytywną rolą makro-

i mikrochimeryzmu w wywoływaniu obniżonej reaktywności biorcy na alloantygeny 
dawcy. Natomiast pozytywne efekty można obecnie przypisywać limfoidalnym po-
pulacjom komórek nie-T o fenotypie iDC. Same BMC podane biorcy nie przedłu-
żają czasu przeżycia alloprzeszczepu. Podawane z przeciwciałami blokującymi czą-
steczki kostymulujące CD154 i CTLA4Ig, oraz ALS, CsA, FK506 wyraźnie przedłu-
żają przeżycie przeszczepu. Wysokie dawki BMC wraz z podaniem przeciwciał eli-
minujących komórki T i naświetlaniem grasicy wywołują tolerancję. U biorcy do-
chodzi do obniżenia poziomu dawco-specyficznych komórek T, zaś w śledzionie 
biorcy stwierdza się zwiększoną obecność komórek dawcy o fenotypie klasy II. 
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Wzrasta poziom TGFbe ta1 oraz interferonu gamma (!) U biorcy następuje zwrot 
w kierunku zwiększonej reprezentacji komórek Th2. Efektywność podawanego 
szpiku zależy od czasu podania, przed czy po przeszczepie, oraz od ilości podanych 
komórek. Liczne podania BMC zwiększają szanse przedłużenia przeżycia prze-
szczepu narządu od tego samego dawcy. W badaniach na myszach podanie BMC 
7 dni przed przeszczepem obniża stężenie dawco-specyficznych komórek cytotok-
sycznych (CD8). Podawanie BMC ogranicza rozwój przewlekłego odrzucania, co 
obserwowano u ludzi po 6 latach od przeszczepienia nerek. Mikrochimeryzm 
w krwi wynosił około 1.5%. Obecność komórek T jest niezbędna dla utrzymania to-
lerancji, podczas gdy wg innych nie jest to niezbędne. Natomiast szpik pozbawiony 
makrofagów i DC nie wywołuje tolerancji na antygeny dawcy u biorcy. Wieloośrod-
kowa ocena wpływu podawania dawco-specyficznego szpiku biorcom przeszczepu 
nerki wykazała niespecyficzne obniżenie reakcji na antygeny dawcy (64). 

Przeszczep unaczynionego szpiku (w kończynie) 
a tolerancja na alloprzeszczep 

Unaczyniony przeszczep szpiku to przeszczep w kończynie lub przeszczep kości udo-
wej ze szpikiem. Modele takie zostały opracowane w latach 80-tych przez nas i za-
granicą (36,43,45,46,87-100). Unaczyniony przeszczep ma ogromną przewagę nad 
dożylnym podaniem zawiesiny BMC. BMC w przeszczepianej kości znajdują się w fi-
zjologicznym środowisku, w przestrzennym kontekście z komórkami stromalnymi. 
Natychmiast po przeszczepieniu tkanka szpikowa podejmuje swą czynność. Prekur-
sory linii komórkowych, w tym i limfoidalnych DC, są uwalniane w następstwie sy-
gnału antygenowego. Komórki te są wspomagane przez cytokiny hemopoetyczne 
produkowane w szpiku w ilościach dostosowanych do zapotrzebowania (reakcja od-
rzucania, zapalna). W porównaniu, podana zawiesina BMC nie spełnia tych funkcji 
w takim zakresie. Co więcej BMC w zawiesinie rozprzestrzenia się w różnych tkan-
kach, również nie-limfoidalnych, gdzie wywołuje reakcję zapalną. Wydaje się więc, 
iż unaczyniony przeszczep szpiku powinien być idealnym dawcą tolerogennych DC. 
Liczba uwolnionych komórek z przeszczepu unaczynionego jest bardzo mała, ale 
skuteczność bardzo wyraźna. Zwykle jest to 1 komórka dawcy na 10000 komórek 
biorcy. Uwolnione komórki wędrują do miazgi białej śledziony i części korowej wę-
złów. Pomimo, iż stopniowo komórki biorcy zastępują BMC w przeszczepionej ko-
ści, to mikrochimeryzm DC się utrzymuje. Zarówno przeszczepiona kończyna ze 
szpikiem jak równolegle przeszczepione serce przeżywają dłużej, nawet bez małych 
dawek immunosupresji. Natomiast podanie ALS, CsA, FK506, przeciwciał przeciw 
receptorowi T alfa/beta, CTLA4Ig, CD40L i CD28 przynoszą u gryzoni przeżycie 
przeszczepów powyżej 12 miesięcy. Mikrochimeryzm nie koreluje z czasem przeży-
cia. Wydaje się, iż BMC, w tym DC, osiadłe w przeszczepie i w tkankach limfoidal-
nych biorcy i trudne do ilościowej oceny, odgrywają pewną rolę w tolerancji. 
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Migracja DC ze szpiku do tkanek i alloprzeszczepu 

Zarówno DC dawcy jak i biorcy mogą być wykryte w miazdze białej śledziony 
i rejonach korowych i przykorowych węzłów zajętych przez komórki T, ale nie 
w rdzeniu (101-105). Ciekawe jest, iż znaczna ilość podanych komórek groma-
dzi się w węzłach wątrobowych. Topograficzna identyfikacja komórek dawcy 
i biorcy dokonywana jest za pomocą przeciwciał specyficznych dla szczepu daw-
cy lub biorcy oraz wykrywania fragmentu Sry-DNA (męskiego) w przypadku mę-
skiego dawcy. Po przeszczepie unaczynionego szpiku DC dawcy gromadzą się 
w narządach limfoidalnych, i jedynie w niewielkich ilościach w tkankach nie-lim--
foidalnych. Zasiedlają one miejsca przeznaczone dla tkankowych DC, w tym 
w skórze i sercu. 

Apoptoza komórek T biorcy w następstwie działania DC 

Niedojrzałe DC inkorporują ciałka apoptotyczne i prezentują ich antygen limfo-
cytom cytotoksycznym (106-109). Aktywowane limfocyty ulegają apoptozie. 
Apoptoza nie prowadzi do dojrzewania DC. Debris apoptotyczne jest bardzo 
słabym immunogenem. Limfocyty ulegające apoptozie produkują znaczne ilości 
IL10 o charakterze hamującym reakcje odpornościowe. Dożylne podawanie 
apoptotycznych komórek indukuje dawco-specyficzną tolerancję na alloantyge-
ny. DC prezentują na powierzchni ligand dla CD95 odpowiedzialny za apoptozę 
po spotkaniu z limfocytami z antygenem CD95. 

Komórki T regulacyjne a DC 

Niedojrzałe DC (iDC) inkorporują antygen z ciałek apoptotycznych, migrują do 
węzłów chłonnych i indukują powstanie klonów komórek T tzw. regulacyjnych 
o fenotypie CD4+25+ (36,110-113). Zaprogramowane Treg wędrują do tkanek, 
gdzie zostają reaktywowane przez DC prezentujące antygen. Ograniczają one 
poziom reakcji zapalnej. Treg wyrażają także CTLA4 oraz produkują IL10 (ha-
muje reakcję) i TGFfi (hamuje reakcję). DC typu myeloidalnego a nie limfoidal-
nego nie mają właściwości tolerogennych. 

Mikrochimeryzm komórkowy po przeszczepieniu szpiku 

Istnienie mikrochimeryzmu komórkowego wykrywa się praktycznie po prze-
szczepieniu każdego narządu, który posiada tzw. komórki pasażerowe (passen-
ger cells) lub też po przeszczepieniu szpiku (114-125). Obserwowano istnienie 
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mikrochimeryzmu komórkowego po przeszczepieniu allogennej kończyny przy 
różnych protokółach immunosupresji. Przy stosowaniu CsA i przeciwciała prze-
ciw TCRalfabeta obserwowano we krwi biorcy obecność 12% komórek dawcy, w śle-
dzionie 63%, a w węzłach chłonnych 15% (126). W innych badaniach stwierdza-
no ok. 20% komórek dawcy we krwi i śledzionie biorcy długo przeżywającego 
przeszczepu (31). Po podaniu prospektywnemu biorcy komórek szpiku dawcy 
przed przeszczepieniem poziom mikrochimeryzmu sięgał 20% (127). Przy pozio-
mie powyżej 50% rozwijały się objawy reakcji GvH (128). Po podaniu naświetlo-
nemu biorcy mieszaniny komórek szpiku dawcy i biorcy bez limfocytów T, a na-
stępnie przeszczepienia kończyny poziomu mikrochimeryzmu wynosił od 30% 
do 80% (129). Podając biorcy przeszczepu FK506 i CsA uzyskano wysoki poziom 
mikrochimeryzmu sięgający 90%, ale połączony on był z objawami reakcji GvH 
(32). Mikrochimeryzm komórkowy, który rozwija się po przeszczepieniu szpiku 
w kończynie w jakimś stopniu moduluje odpowiedź biorcy. Tak jak w przypad-
kach klinicznych, w doświadczeniu obserwacje pozostają kontrowersyjne. Mikro-
chimeryzm szpikowy przez podanie przed przeszczepem kończyny komórek szpi-
ku dawcy może obniżać poziom odpowiedzi biorcy (130). Według niektórych 
(131) obecność szpiku w przeszczepionej kończynie nie ma wpływu na czas prze-
życia przeszczepu, jeśli biorca otrzymuje CsA. 

Tolerancja na przeszczep allogeniczny po przeszczepieniu 
szpiku przy stosowanej immunosupresji 

Tolerancja na allogeniczny przeszczep kończyny może być wytworzona poprzez 
podawanie biorcy środków immunosupresyjnych, komórek szpiku dawcy lub po-
łączenia tych dwóch metod. Optymalną metodą byłoby „wstępne leczenie" bior-
cy podawaniem immunologicznie aktywnych komórek dawcy (komórki pełnego 
szpiku, komórki dendrytyczne). Niektóre populacje komórek odpornościowych 
dawcy podawane są biorcy w przeszczepie jako tzw. komórki pasażerowe (ko-
mórki krwi dendrytyczne, śródbłonki). Zarówno te podawane jako „wstępne le-
czenie" jak i pasażerowe wydają się odgrywać jedynie niewielką rolę w przypad-
ku przeszczepów narządów takich jak trzustka, wątroba czy serce. Jak wygląda to 
w przypadku unaczynionego przeszczepu kończyny ze szpikiem w modelu do-
świadczalnym i u człowieka? U szczura przeciętny czas przeżycia przeszczepio-
nej kończyny bez immunosupresji lub podawanie antygenu dawcy był dość różny 
i wynosił: 5 (132), 7 (31), 7 (126), 11 (133), 12 (133) i 12 dni (134). Cyklospory-
na przedłużała przeżycie alloprzeszczepu kończyn (40,135,136). Po podaniu cy-
klosporyny w dawkach 15 mg/kg w. c./dzień przeżycie kończyny, oceniane na 
podstawie odrzucania skóry, wynosiło w różnych ośrodkach 17 (132), 20 (42), 21 
(126), 30 (30), 34 (133), 50 (134), 61 dni (31). Duże zwierzęta wymagają znacz-
nie wyższych dawek CsA/kg. Tolerancja na przeszczep ustaje zwykle w 1 tydzień 
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po zakończeniu podawania CsA (41), natomiast po podawaniu FK506 w dawce 
1mg/kg w. c./dzień różnie: 50 (133), 54 (30), > 90 (132), 150 (133a) 296 (31) dni. 

FK506 obniżał poziom I L l a , IL2, IL6, yIFN, FGF, TGFbeta mRNA poniżej warto-
ści obserwowanych dla przeszczepów syngenicznych (135). Rapamycyna nie 
przynosiła takiego efektu (135). Podawanie samej ALS nie przedłużało przeży-
cia przeszczepu kończyny (136). FK506 odwracał proces odrzucania (132). Po 
podaniu RS 61443 czas przeżycia wynosił 43 (31) i 40 dni (134). Lek ten był sku-
teczny w odwracaniu reakcji odrzucania (137). Był również skuteczny w przywra-
caniu unerwienia kończyny(138). Połączenie CsA i RS61443 dawało przeżycie 
powyżej 300 dni, ale połączenie było z toksycznością dla komórek szpiku (134). 
Po podaniu rapamycyny przeżycie nie przekraczało 10 dni (132). Cyklofosfamid 
nie przedłużał przeżycia przeszczepu. Połączenie FK506 z monofenylatem mofe-
tilu i prednisonem dawało przeżycia > 90 dni (138a), zaś z surowicą antylimfa-
tyczną 60-100 dni (32). Deoksyspergualina w kombinacji z przeciwciałem prze-
ciw receptorowi T alfa/beta jedynie nieznacznie przedłużała przeżycie przeszcze-
pu kończyny (139). 

Kombinacja farmakologicznych i biologicznych metod immunosupresji po-
wodowała wyraźniejsze przedłużenie przeżycia alogenicznego przeszczepu koń-
czyny. Podanie CsA z przeciwciałem blokującym TCR a(3 powodowało przeżycie 
> 100 dni (126). Również połączenie CsA z ALS powodowało podobne przedłu-
żenie przeżycia (140). Przy zgodności silnych antygenów transplantacyjnych 
u świni małe dawki CsA przez 12 dni pozwalały na osiągnięcie przeżycia kończy-
ny powyżej 100 dni. Drugi przeszczep skóry od tego samego dawcy (przechowy-
wany w zamrożeniu) był jednak nadostro odrzucany (141). To zjawisko rozdzie-
lonej tolerancji obserwowano także po przeszczepianiu innych narządów (142). 
Podanie naświetlonemu biorcy mieszaniny szpiku dawcy i biorcy pozbawionych 
limfocytów T przedłużało przeżycie przeszczepu do 195 dni (139). Podanie daw-
co-specyficznej krwi biorcy przeszczepu leczonego FK506 nie przynosiło synergi-
stycznego efektu (143). Podanie donaczyniowo do macicy komórek szpiku doro-
słego dawcy u świni powodowało wytworzenie pełnej tolerancji na złożony prze-
szczep tkankowy (144). Podanie noworodkowi, późniejszemu biorcy kończyny, 
szpiku dawcy powodowało przedłużenie przeżycia przeszczepu (bez skóry) do 30 
dni (128). Naświetlanie przeszczepu przed implantacją jedynie nieznacznie prze-
dłużało jego przeżycie. Natomiast naświetlanie całego dawcy przedłużało prze-
życie powyżej 14 dni (136a). Przeprowadzane były także próby genoterapii, któ-
re mogłyby ograniczyć proces odrzucania. Jako wstępny etap udało się transfe-
rować tkanki przeszczepu genami reporterowymi beta- galaktozydazy, luciferazy 
i zielonego fluoroscencyjnego białka GFP (145). Podanie biorcy przed przeszcze-
pem komórek epidermalnych lub makrofagów dawcy skracało czas przeżycia al-
loprzeszczepu kończyny, wywołując wcześniejszą odpowiedź na antygeny dawcy 

(146). Natomiast zgodność antygenów transplantacyjnych między dawcą i biorcą 
znacznie przedłużała przeżycie alloprzeszczepów kończyn (8,147). Usunięcie an-
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tygenowo silnej skóry z przeszczepu również przedłużało czas przeżycia (147). 
Z innych obserwacji wynika, iż przeszczep szpiku w izolowanej kości pozwalał na 
śledzenie jego roli w mikrochimeryzmie, wytwarzaniu tolerancji i reakcji GvH 
dokładniej niż w przypadku przeszczepu całej kończyny ze skórą (58). 

Odpowiedź biorcy przeszczepu kończyny 
w mieszanej hodowli komórek jednojądrzastych 
(mixed lymphocyte reaction, MLR) 
Doniesienia dotyczące wyników badań odpowiedzi komórkowej i humoralnej 
biorcy na przeszczepy allogenicznej kończyny są w literaturze nieliczne. Biorcy 
otrzymujący FK506 wykazywali obniżoną reaktywność w mieszanej hodowli lim-
focytów (MLC) oraz brak odpowiedzi w teście cytotoksyczności (CML) 
(133,143). Obniżenie odpowiedzi obserwowano także w postaci obniżonego wy-
twarzania przeciwciał przeciw dawcy (22). W badaniach wieloośrodkowych wy-
kazano, iż komórki szpiku dawcy o fenotypie CD34 oraz CD38, CD2, CD5, CDI , 
CD33 hamowały odpowiedź w mieszanej hodowli allogenicznej z limfocytami 
biorcy (64). 

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

Choroba (reakcja) GvH rozwija się w następstwie rozpoznania przez przeszcze-
pione komórki układu odpornościowego dawcy (głównie limfocyty T) antygenów 
transplantacyjnych (silnej i słabej niezgodności) biorcy. Po rozpoznaniu rozwija 
się odpowiedź cytotoksyczna ze wszystkimi jej następstwami zapalnymi. Głównie 
zmiany rozwijają się w skórze (na granicy naskórka - skóra właściwa i wokół na-
czyń skóry), śluzówce jelita i innych błon śluzowych, w płucach i wątrobie. Typo-
wą i silnie wyrażoną chorobę GvH obserwuje się po przeszczepieniu szpiku 
(148-153), a także jelita. Spotyka się także pojedyncze przypadki po przetocze-
niach krwi i przeszczepie wątroby (154). Głównym inicjatorem i mediatorem 
zmian są limfocyty T dawcy. 

Przeszczep kończyny zawierającej szpik kostny stwarza możliwość rozwinię-
cia się choroby GvH. Jednak wbrew oczekiwaniom, badania doświadczalne nie 
wykazały wyraźnych objawów reakcji GvH u zwierząt biorców kończyny w ukła-
dach silnej niezgodności antygenów transplantacyjnych (34,155-158). Rozwój 
GvH wydaje się zależeć od ilości komórek dawcy przedostających się do biorcy 
(33,35). Również nie obserwowano wyraźnych zmian typu GvH w przeszczepio-
nej kończynie (156). W kończynach obserwowano jedynie wzrost poziomu 
TGFbeta, ale jego rola nie została wyjaśniona (155,159,160). Szpik kostny zarówno 
dawcy (w przeszczepie) jak i biorcy wykazywał znaczne zwiększenie liczby komó-
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rek (161). Rozwój reakcji GvH w pewnym procencie zwierząt (w postaci ograni-
czonej!) przypisuje się limfocytom T dawcy znajdujących się w węźle podkolano-
wym przeszczepionej kończyny (34,162,163). 

U chorych z przeszczepioną kończyną również nie obserwowano wyraźnych 
objawów GvH (1,3,164). Po przeszczepieniu ręki u człowieka obserwowano 
zmiany typu GvH pod postacią podnaskórkowych i okołonaczyniowych nacie-
ków w komórkach gospodarza o fenotypie CD3, CD4 i CD8 oraz akantozy i wod-
niczkowych zmian w keratynocytach w kilka miesięcy po przeszczepie (165). 
W naczyniach stwierdzono obecność komórek C D l a (komórki Langerhans'a) 
pochodzące od gospodarza. Obserwacje ograniczonej reakcji GvH mają ogrom-
ne znaczenie praktyczne, ponieważ eliminują z listy powikłań po przeszczepie 
jedną z niebezpiecznych dla przeszczepu reakcji. 
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Cel badań 

Celem moich badań była ocena procesu migracji przeszczepionych komórek he-
mopoetycznych z kości przeszczepionej kończyny dawcy do jam szpikowych i na-
rządów łimfatycznych biorcy w układzie syngenicznym i allogenicznym. Dodat-
kowo śledziłem proces powstawania allogenicznego mikrochimeryzmu i jego 
ewentualnego wpływu na wydłużenie czasu przeżycia przeszczepionej kończyny. 
Badałem także zjawisko reakcji przeszczep-przeciw-gospodarzowi (GvH), które 
zwykle występuje po przeszczepieniu allogenicznego szpiku. Wszystkie wymie-
nione procesy powinny być poznane przed rozpoczęciem klinicznego przeszcze-
piania kończyn. 
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Opis modelu doświadczalnego 

Badania były przeprowadzone na wsobnych szczepach szczurów BN i LEW, słu-
żących jako dawcy i biorcy kończyny. Przeszczepiona kończyna była źródłem ko-
mórek szpiku. Szpik zawarty w kości to tkanka, w której komórki hemopoetycz-
ne pozostają w ścisłej zależności czynnościowej z komórkami podporowymi zrę-
bu. Oznacza to, że komórki szpiku obecne w przeszczepie kostnym mogą w spo-
sób fizjologiczny dojrzewać i być uwalniane do układu krążenia biorcy wraz z cy-
tokinami i chemokinami produkowanymi przez komórki zrębu. W przypadku 
przeszczepienia samego szpiku podawana zawiesina pozbawiona jest komórek 
zrębu. 

Podstawowe niewiadome po przeszczepieniu biorcy szpiku w kończynie to: 
a) ilość komórek szpikowych uwalnianych z przeszczepionej kości; b) miejsca, 
w których w ustroju biorcy osiedlają się uwolnione komórki szpiku; c) szybkość 
procesu namnażania się komórek szpikowych dawcy w jamach szpikowych i na-
rządach limfatycznych biorcy; d) zdolność komórek hemopoetycznych dawcy do 
produkcji dojrzałych komórek krwi w ustroju biorcy; e) szybkość odrzucania ko-
mórek szpiku dawcy przez allogenicznego biorcę; f) przeżywalność komórek 
szpiku dawcy osiedlających się w tkankach biorcy i wytworzenie stanu tzw. mi-
krochimeryzmu połączonego z przedłużeniem przeżycia przeszczepu., wreszcie 
g) możliwość wywoływania reakcji typu przeszczep-przeciw-gospodarzowi 
(GvH) przez komórki szpiku dawcy zawarte w przeszczepie kostnym. Rozwoju 
takiego procesu należałoby się spodziewać, ponieważ występuje on po przeszcze-
pie komórek szpiku w zawiesinie zawierającym limfocyty T. 

Losy uwolnionych komórek szpiku dawcy były obserwowane u biorców prze-
szczepów allogenicznych i syngenicznych, u biorców poddawanych i niepoddawa-
nych napromienianiu oraz biorców nieleczonych i leczonych immunosupresyjnie. 
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Grupy badanych zagadnień 

1. Zasiedlanie szpiku kostnego i narządów limfatycznych biorców przeszczepów 
syngenicznych kończyn nie poddawanych napromienianiu. 
2. Zasiedlanie szpiku kostnego i narządów limfatycznych biorców przeszczepów 
syngenicznych kończyn poddawanych napromienianiu. 
3. Zasiedlanie szpiku i tkanek limfoidalnych po przeszczepieniu allogenicznych 
kończyn u naświetlonych i nie naświetlanych biorców. 
4. Kinetyka odrzucania allogenicznego przeszczepu tkanek kończyn i szpiku 
kostnego zawartego w przeszczepie kostnym u biorców leczonych i nieleczonych 
immunosupresyjnie. 
5. Występowanie zjawiska mikrochimeryzmu komórkowego u leczonych immu-
nosupresyjnie biorców po przeszczepieniu i przedłużenie czasu przeżycia koń-
czyny. Ewentualna rola szpikowych komórek dendrytycznych dawcy. 
6. Dystrybucja DNA dawcy u leczonych i nieleczonych immunosupresyjnie bior-
ców allogenicznego przeszczepu kończyny (mikrochimeryzm nie-komórkowy). 
7. Reakcja typu przeszczep-przeciw-gospodarzowi u leczonych i nieleczonych im-
munosupresyjnie biorców allogenicznego przeszczepu kończyny. 

Tabela 1. Grupy doświadczalne (n = 5-7 w grupie) 

* BN —> LEW 
** ^naświetlanie 8 Gy 
*** LEW- LEW 
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Materiał i metody 

Zwierzęta 

Do badania wykorzystano trzymiesięczne szczury szczepów LEW (RT11) i BN 
(RTl n ) urodzone i hodowane w zwierzętarni IMDiK PAN w Warszawie. Szczury 
LEW służyły jako biorcy i dawcy przeszczepów syngenicznych i allogenicznych, 
zaś szczury BN były jedynie dawcami. Badania uzyskały zgodę Komisji Etycznej. 

Metody 

Technika przeszczepiania kończyny ze 
szpikiem (hind-limb transplantation, 
HLTx) 
Dystalna część kończyny dawcy była am-
putowana w środkowej części i zespala-
na z proksymalnym kikutem uda biorcy 
(ryc. 2). Dokonywano zespolenia ko-
niec-do-końca tętnicy i żyły udowej z na-
czyniami biorcy, używając szwów mono-
filamentowych 10-0. Kikuty nerwu kul-
szowego były zszywane. Kikuty kości 
udowej były zespalane za pomocą we-
wnątrzkostnych metalowych stentów. 
Dokonywano zszycia mięśni i skóry. 

Ryc. 2. Schemat operacji przeszczepienia tylnej 
kończyny szczura 

•4 tętnica udowa 

•4 żyła udowa 

•4 nerw kulszowy 
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Technika przeszczepiania skóry i serca 
Fragmenty skóry 10xl0mm przeszczepiano na grzbiet dawcy umocowując 4 szwa-
mi. Zakładano okrężny opatrunek nie pozwalający na oderwanie przeszczepu 
przez szczura. Serce przeszczepiano typowo do naczyń jamy brzusznej łącząc 
szwami 7-0 aortę przeszczepu z aortą biorcy i tętnicę płucną przeszczepu z żyłą 
główną. 

Napromienianie całego ciała dawką letalną 
(total body irradiation, TBI) 
Biorcy byli eksponowani na 8.0Gy promieniowanie Gamma z lampy kobaltowej, 
60 Co (Theatron, Atomic Energy of Canada) w dawce 150cGyy/min. Dawka ta 
powodowała śmierć 100% napromienianych zwierząt, jeśli nie otrzymały one 
przeszczepu szpiku. 

Protokół podawania leków immunosupresyjnych 
Cyklosporyna A (CsA) była podawana w dawkach 17 mg/kg w. c./dzień, domię-
śniowo. FK506 (tacrolimus) podawano w dawce 0.5 mg/kg w. c./dzień, domię-
śniowo. 

Izolowanie komórek 
Komórki szpiku otrzymywano poprzez płukanie jamy szpikowej kości piszczelo-
wej i udowej przy użyciu igły 18 gauge w medium RPMI z 5% surowicą cielęcą. 
Nie stosowano izolacji na gradiencie, a jedynie lizowano erytrocyty. Leukocyty 
krwi obwodowej izolowano z pełnej krwi w gradiencie Lymphoprepu (Nyegaard, 
Oslo). Splenocyty izolowano poprzez rozczesanie fragmentów śledziony i od-
dzielenie komórek mononuklearnych na gradiencie Lymphoprepu (Nyegaard, 
Oslo). 

Przeszczepianie izolowanych komórek szpiku 
(bone marrow celi i. v., BMC i. v.) 
Izolowaną populację komórek szpiku, pozbawioną erytrocytów metodą wodnej 
lizy, podawano biorcy dożylnie w ilości 6xl07. Ilość ta odpowiadała ilości komó-
rek połowy kości udowej (22.0+3.2x106) całej piszczeli (23.9±2.2xl0 ( ') i kości 
stopy (15.7±3.0xl06). 

Dystrybucja w organizmie komórek szpiku znakowanych 5,Cr. 
W celu oceny dystrybucji komórek szpiku uwolnionych z przeszczepu kończyny 
i zasiedlających biorcę, komórki szpiku osobnika szczepu BN były izolowane 
z wypłukanego szpiku kostnego, znakowane 51Cr i podawane dożylnie syngenicz-
nemu osobnikowi BN (ryc. 3). Dwadzieścia cztery godziny później dystalna część 
kończyny zawierająca znakowane komórki szpiku była amputowana i przeszcze-
piana ortotopowo osobnikowi szczepu LEW. Cztery i 24 godziny po zabiegu oce-
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Cr BMC 6x107 

KREW 

RADIOAKTYWNOŚĆ 51Cr 

Ryc. 3. Schemat badania rozmieszczenia znakowanych 51Cr komórek szpiku uwalnianych z HLTx 
w 4 i 24 godziny i zasiedlających tkanki biorcy. LEW otrzymywał dożylnie znakowane BMC, po 
24 godz. jego kończyna była przeszczepiana syngenicznemu biorcy. Po następnych 24 godz. pobierano 
od biorcy HLTx narządy do badań rozmieszczenia radioaktywności pochodzącej z HLTx 

niano w jamach szpikowych i narządach limfatycznych u biorców dystrybucję ra-
dioaktywności komórek uwolnionych z przeszczepionej kończyny. Dystrybucję 
przeszczepianych dożylnie izolowanych komórek szpiku badano po ich pobraniu 
z kości piszczelowej i udowej, wyznakowaniu 51Cr i podaniu dożylnym. Dalsze 
kroki procedury były identyczne jak opisane dla przeszczepu kończyny. 

Zasiedlanie narządów limfoidalnych i nie limfoidalnych 
szpikowymi komórkami typu denrytycznego (DC) 
Kończynę BN przeszczepiano wg opisanego protokółu naświetlonemu biorcy 
LEW. Po 14 dniach pobierano narządy do badań immunohistochemicznych 
(ryc. 4). Identyfikowano w narządach biorcy komórki OX27+ (przeciwciało spe-
cyficznie znakujące BN ale nie LEW), OX62+ (wędrujące DC), OX6+ (MHC 
klasa II). W narządach przeznaczonych do przeszczepienia, jak np. serce, iden-
tyfikowano DC przy użyciu wymienionych przeciwciał oraz biorąc pod uwagę to-
pograficzną lokalizację DC w tkance normalnego serca. 
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Ryc. 4. Schemat zastosowany do zasiedlania biorcy komórkami (dendrytycznymi) szpiku dawcy. 
Kończyna BN przeszczepiona naświetlonemu LEW, po 14 dniach badanie obecności komórek 
dendrytycznych BN w narządach biorcy HLTx. Kontrola BN —> BN 

Ocena fenotypów komórek zasiedlonego szpiku biorcy metodą cytometrii 
przepływowej 

Analiza za pomocą cytometrii przepływowej była wykonywana celem wykrycia 
komórek o fenotypie dawcy w krwi i narządach limfatycznych biorcy. Przeprowa-
dzano ją na jednokolorowym (zielone świecenie przy długości fali 535 mm) apa-
racie FACStar (Beckton Dickinson, San Jose, CA) przy użyciu przeciwciał ana-
logicznych jak w barwieniach rozmazów komórkowych. Stosowano przeciwciała 
przeciw antygenom OX7 (CD90) (komórki pnia, niedojrzałe leukocyty), W3/13 
(leukocyty, limfocyty), W3/25 (limfocyty pomocnicze), OX8 (limfocyty cytotok-
syczne), OX6 (klasa II), OX39 (receptor dla IL-2), OX17 (antygen la) oraz 

OX19 (CD5, limfocyty T, część limfocytów B). Wszystkie przeciwciała z firmy 
Serotec, UK. 

Ocena cytomorfologiczna i ocena histologiczna wycinków tkanek 
Morfologiczna diagnostyka różnicowa była wykonywana dla oceny procesu od-
rzucania i mikrochimeryzmu komórkowego. Przeprowadzano ją na odwirowa-
nych komórkach oraz skrawkach mrożonych, które wybarwiano barwnikiem 
Giemsy, hematoksyliną-eozyną oraz monoklonalnymi przeciwciałami przeciw 
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CD90 (OX7) leukocyty, komórki pnia, CD43 (W3/13) leukocyty, limfocyty, ko-
mórki NK, CD4 (W3/25) limfocyty pomocnicze, CD8 (OX8) limfocyty cyto-
toksyczne, komórki klasy II (OX6), CD 14 ( E D I ) monocyty, CD54 (ICAM I), 
HIS48 (granulocyty) i łańcuchom kappa i lambda limfocytów B (0X12) . Specy-
ficzne przeciwciało OX27 wybarwiające antygeny klasy I szczepów BN, ale nie 
LEW, było stosowane w celu wykrycia przeszczepionych komórek dawcy BN za-
siedlających tkanki biorcy LEW. Komórki dendrytyczne (DC) identyfikowano za 
pomocą znakowania przeciwciałem przeciw antygenom OX62 (wędrujące ko-
mórki dendrytyczne) i 0X6. Wszystkie przeciwciała z firmy Serotec, UK. 

Preparaty utrwalano w acetonie, a następnie blokowano 50% surowicą ko-
zią, inkubowano z przeciwciałem przez 30 min., a w dalszym etapie stosowano kit 
LSAB-AP (Dako, Glostrup), po czym następowało barwienie hematoksyliną-
-eozyną. 

Mieszana hodowla komórek jednojądrzastych krwi dawcy i biorcy 
po przeszczepie (MLR) 
Wyizolowane na gradiencie Lymphoprep'u limfocyty dawcy i biorcy (ryc. 5) były 
płukane i zawieszane w RPMI z dodatkiem FCS (Gibco), 2 mM glutaminy, 100 

mkro/ml penicyliny, 100 jug/ml streptomycyny, 0.05 mM 2-merkaptoetanolu i 1 mM 
NG-mono-methyl-L-argininy (NMA). Komórki odpowiadające (4xl05) były po-

BN LEW 

+ MITOMYCINA 

Ryc. 5. Schemat pokazujący źródła splenocytów do testu mieszanej hodowli (MLC). Komórki od 
dawcy BN, który otrzymał przed 14 dniami HLTx od L E W 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 mitomycyną (4x105) w całkowitej ob-
jętości medium 200 /JL\. Hodowla była inkubowana w 37°C w obecności 5% 
C 0 2 . Piątego dnia dodawano do hodowli 1mikroCi3 H-thymidiny (New England 
Nuclear, Boston, MA) i kończono ją szóstego dnia przy użyciu automatyczne-
go harvestera, następnie liczono w scyntylacyjnym liczniku beta (Beckman, Pa-
lo Alto, CA). 

Analiza materiału genetycznego dawców BN w tkankach biorców LEW 
metodą PCR 
Genomowe DNA było pobierane z komórek krwi obwodowej, limfocytów wę-
złów chłonnych krezkowych, komórek szpiku, skóry, wątroby, komórek śledzio-
ny i serca (QIamp DNA, Qiagen, US). Ilościowe określenie D N A wykonywano 
metodą spektrofotometryczną w kuwetach kapilarnych Gene Quant (Amersham 
Pharmacia, Biotech). Produkty DNA były powielane za pomocą specyficznych 
dla SRY primerów oligonukleotydowych. Do reakcji PCR stosowano 5jiig DNA, 
25gmol startera dla regionu Y-Sry (5 ' -GAGAGAGGCACAAGTTGGC-3 ' 
5 ' -AATACCAGTGGATGTGATGCGG-3') i 12mikrol HotStarTag Marter Mix Kit 
(Qiagen). Amplifikacja była wykonywana w termocyklerze (DNA Eugina, 
MIResearch). Analizę DNA przeprowadzano na podstawie elektroforogramów 
w 12.5% żelach polyakrylamidowych (Phast System, Amersham). 

Kryteria odrzucania przeszczepu kończyny 
Etapy: Rumień, obrzęk, strup, martwica. Pełne odrzucenie istniało wówczas gdy 
można było oddzielić mechanicznie strup z włosami (133). Gradacja odrzucania 
dotyczy poszczególnych tkanek przeszczepu, kinetyka ich odrzucania jest bo-
wiem różna (30). Najsilniej odrzucana jest skóra, następnie mięśnie, kość, pę-
czek naczyniowy. Odrzucanie szpiku jest widoczne już od 3 dnia. Obraz jest jed-
nak zaciemniony wpływem środków immunosupresyjnych. Dla odróżnienia któ-
re elementy komórkowe są pochodzenia dawcy, a które biorcy, należy stosować 
odpowiednie znaczniki. 

Makroskopowe kryteria odrzucania: 
Stadium 0: kończyna normalna 

I: obrzęk krwawienia skóry po nakłuciu 
II: obrzęk i zasinienia, ciemno-czerwona krew po nakłuciu skóry 

III: rozpływne zmiany naskórka, brak krwawienia z miejsca nakłucia 
IV: martwica, oddzielenie skóry od podłoża, obfity wyciek na powierzchni 

Histologiczne kryteria odrzucania: 
Skóra -
stadium I :normalna 

II :nacieki podnaskórkowe i okołonaczyniowe, wakuolizacja keratynocytów 
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III : akantoza keratynocytów, odklejanie naskórka, gęste nacieki w całej 
dermis 

IV: martwica, zakrzep naczyń 

Mięśnie -

stadium 0: normalna 
I : nagromadzenia komórek jednojądrowych w przestrzeniach okołona-

czyniowych 
II : zatarcie prążkowanej struktury miocytów, nacieki między włóknami 

mięśniowymi 
III : zanik struktury włókien mięśniowych, większe nacieki 

IV :martwica 
Pęczek naczyniowo-nerwowy -
stadium 0: normalna 

I: marginizacja komórek jednojądrowych w tętnicach i żyłach, pojedyncze 
duże komórki między włóknami nerwowymi 

II: nacieki okołonaczyniowe, licznie duże komórki między włóknami ner-
wowymi, rozszerzone naczynia limfatyczne 

III: zakrzep naczyń, gęste nacieki okołonaczyniowe i w nerwie, zamknięte 
bezkomórkową masą naczynia limfatyczne 

IV: martwica struktur naczyniowych, fragmentacja włókien nerwowych 

Szpik kostny -
stadium 0 :normalna 

I : zwiększona gęstość komórek, łatwe do odróżnienia różne typy komórek 
II : częściowa deplecja 

III: nieliczne komórki szpikowe, przewaga małych komórek jednojądro-
wych, przyrost liczby fibroblastów 

IV : całkowite zatarcie struktury komórkowej szpiku, rozrost fibroblastów 

Metody statystyczne 
Porównywania wyników grup dokonywano posługując się testem Mann'a-With-
ney'a. Obliczenia wykonywano za pomocą pakietu statystycznego Statistica or 
Windows v. 5.1. firmy Statsoft, przyjmując za poziom istotności p<0.05. Dodat-
kowe informacje dotyczące stosowanej metody statystycznej podano przy przed-
stawianiu danych w poszczególnych grupach doświadczeń. 
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Wyniki 

Ryc. 6. Schemat grup doświadczalnych dla badania repopulacji naświetlonego i nie naświetlonego 
biorcy syngenicznego HLTx 

Kończyna była przeszczepiana nie napromienianym syngenicznym biorcom. 
W następujących grupach: 
1. HLTx 
oraz kontrole: 
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2. rzekomy przeszczep kończyny bez przerwania ciągłości naczyń, 
3. 4 cm rana skórna grzbietu, 
4. przeszczep wolnego fragmentu skóry odpowiadający wielkością powierzchni 
skóry kończyny do jamy otrzewnej. 
Okres obserwacji wynosił 10 i 30 dni. 

Grupy doświadczalne 
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Ryc. 8. Ilość komórek szpiku w kości piszczelowej biorcy w 30 dni po HLTx i w grupach 
kontrolnych. Wartości średnie ± S D , n = 5 . Liczba komórek w grupie po HLTx powróciła do 
wartości w grupie normalnej (*p<0,05, test Mann'a-Withney 'a) (55) 

Ryc. 7. Ilość komórek szpiku w kości piszczelowej biorcy w 10 dni po HLTx i w grupach 
kontrolnych. Wartości średnie ± S D , n = 5 . Statystyczne wyższa liczba komórek w grupie po HLTx 
niż w grupach pozostałych (*p<0,05, test Mann'a-Withney'a) (55) 
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Po 10 dniach obserwacji liczba komórek szpiku kości piszczelowej biorcy była 
statystycznie większa w grupach HLTx i kontrolach 2, 3 i 4 i w porównaniu ze 
zwierzętami bez przeszczepu i osiągnęła w grupie HLTx poziom prawie trzykrot-
nie wyższy niż w normie (p<0.05) (ryc. 7). W grupie HLTx przeciętna liczba ko-
mórek/kość piszczelowa biorcy wynosiła powyżej 80xl06 podczas gdy w grupach 
2, 3 i 4 nie przekraczała 40x10* (p<0,05). 

Odsetek komórek szeregu erytroidalnego szpiku osiągał po 10 dniach prawi-
dłowe wartości. W porównaniu do zwierząt kontrolnych obserwowano większy 
odsetek neutrofili segmentowanych i mniejszy odsetek form młodszych i meta-
mielocytów (p<0.05) (tabela 2). Obniżony był poziom limfocytów (p<0.05) (ta-
bela 2) w tym limfocytów pomocniczych (tabela 4). Po 30 dniach dochodziło do 

Tabela 2. Subpopulacje BMC w kości piszczelowej biorcy w 10 dni po 
przeszczepieniu kończyny (55) 

Norma ^ H L T x •zBMC i.v. HLTx ^ N o T x 

Linia Erytroidalna 

Pronormoblasty 1.4±0.6 1.9±0.8 1.8±0.6 1 .1±0.3 1.6±1.6 

Wczesne normoblasty 23.3±3.5 32.4±9.9 33.0±91.2 24.5±5.2 22.4±7.6 

Pośrednie normoblasty 9.2±2.5 12.0±3.7 16.5±8.1 13.1±4.5 7 .2±1.6 

Późne normoblasty 0.8±0.5 0.6±0.6 0 0 .6±0.8 0 .8±0.3 

Figury mitotyczne 0 .8±0.6 1.2±0.4 0 .8±0.3 1.1 ±0 .5 0 .4±0.5 

Linia Myeloidalna 

Myeloblasty 2.2±0.9 4 .2±2.9 3 .4± 1.7 4 .2± 1.1 2 .5±0.9 

Promyelocyty 6 .7±0.8 6.7±2.4 7 .6±3.4 5 .0±2.1 16.1 ±3 .9 

Myelocyty 8.0±3.6 7.4±1.0 1.1 ±2.9 7.0±4.7 15.5±4.0 

Metamyelocyty 10.8±1.3 6.5±2.0 7 .2±1.9 6 .2±3.4 * 6.5 ±1 .4 

Młode neutrofi le 12.2±1.5 8.1 ±5 .3 ** 6 .2±1.7 7 .5±2.5 * 1.6±1.1 

Segmentowane neutrofile 9.3 ±3.9 6.1 ±2 .8 6 .7±3.0 12.5±2.7 * 3 .8±3.4 

Eosinofile 1.2±0.6 1.9± 1.6 0 .6±0.6 3 .3± 1.7 0 .6±0 .3 

Basofile 0 0 0 0 0 

Monocyty 1.4± 1.5 0 .7±1.2 0 .9±0.8 1.9±0.9 0.1 ±0.1 

Komórki tuczne 1.5 ±0 .7 0 .4±0 0.3±0.1 0 .8±0.4 1.2± 1.1 

Komórki siateczki 0 .2±0.2 0 .4±0.4 0 0.3±0.1 5 .3±2 .8 

Figury mitotyczne 0 .3±0.1 0.5 ±0 .1 0.3±0.1 0 . 4 ± 0 0 .6±0 .6 

Linia Limfoidalna 

Limfocyty 9 .2±4.3 6 .6±3.3 ** 3 .5±1.4 1.9±0.9 * 3 .8± 1.8 

Komórki plazmatyczne 2.1 ±0.1 0 .8±0 0.8±0.5 1.4±0.6 8 .6±9.2 

Megakaryocyty 0 .2±0.3 0 0 0 0 

Całkowita liczba 
komórek/kość piszczelowa 

29.3±2.2xl0 6 23.3±7.4xl06* 9.5±2.3xlOf t* 82.4±2.1xl0 ( '* 0.5±0.3xl0 f t 

* HLTx, "źBMC i.v. vs norma p<0 .05 (Mann-Withney) 
** "źHLTx vs norma p<0 .05 
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Tabela 3. Subpopulacje BMC w kości piszczelowej biorcy w 30 dni po 
przeszczepieniu kończyny (w %) (55) 

Norma ^ H L T x •ŹBMC i.v. HLTx 
Linia Erytroidalna 

Pronormoblasty 1.4±0.6 0.9±0.7 1.0±0.1 1.7±0.8 
Wczesne normoblasty 23.3±3.5 26.5±8.1 25.4±2.1 22.9±5.3 
Pośrednie normoblasty 9.2±2.5 15.9±4.5 11.0±2.7 11.6±2.6 

Późne normoblasty 0.8±0.5 0.1±0.1 0.3±0.3 0.6±0.9 
Figury mitotyczne 0.8±0.6 0.4±0.6 0.9±0.6 1.6±0.3 
Linia Myeloidalna 

Myeloblasty 2.2±0.9 2 .0±0 4.8±0.3 4.1 ±1.5 
Promyelocyty 6.7±0.8 5.9±2.4 9.2±3.8 6.9±2.1 
Myelocyty 8.0±3.6 7.5±3.1 7.6±2.6 7.8± 1.0 
Metamyelocyty 10.8±1.3 7.1 ±2.4 5.2±0.5 5.3±0.4 
Młode neutrofile 12.2±1.5 7.7±0.5 7.3±1.4 6.8±1.1 

Segmentowane neutrofile 9.3±3.9 13.9±3.3 11.6±2.1 15.7±3.5 
Eosinofile 1.2±0.6 1.0±0.3 1.1±0.8 3.0±1.0 
Basofile 0 0 0 0 
Monocyty 1.4±1.5 0.1±0.1 4.5±3.2 2.9±0.7 
Komórki tuczne 1.5±0.7 0.6±0.3 0.3±0.3 0.1±0.1* 
Komórki siateczki 0.2±0.2 0.5±0.5 0 0* 
Figury mitotyczne 0.3±0.1 0.5±0.1 0.3±0.1 0 .4±0 
Linia Litnfoidalna 

Limfocyty 9.2±4.3 8.1 ±3.7 9.6±4.0 6.4±2.9 
Komórki plazmatyczne 2.1 ±0.1 0 .6±0 1.1 ±0.3 1.6±0.3 
Megakaryocyty 0.2±0.3 0 0 0 
Całkowita liczba 
komórek/kość piszczelowa 

29.3 ±2.2x1011 98.2±13.2xl0ft** 35.2± 1.8x10" 40.2 ±1.3x106 

* HLTx vs norma p<0.05 (Mann-Withney) 
** ^ H L T x vs norma p<0.05 

Tabela 4. Fenotypy BMC w kości piszczelowej biorcy w 10 dni po 
przeszczepieniu kończyny syngenicznego dawcy (w %) 

* ^ H L T x v s ^ B M C i.v. p<0.05 (Mann-Withney) 
** HLTx vs pozostałe p<0.05 
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Norma "źHLTx VBMC i.v. HLTx 
OX7 26.0±3.6 19.4± 1.9 22.1 ±1.3 20.6±2.7 
W3/13 47.9±3.9 44.7±0.8 36.8± 1.5 * 48.3±5.4 

W3/25 5.1±1.3 5.2±3.2 4.3±0.9 2.8±0.6 ** 
O X 8 5.8±1.7 4.2± 1.8 6.5±0.5 3.8±1.5 
O X 6 6.9± 1.1 5.5±0.7 4.1 ±1.6 5.3±1.4 
OX 39 0.6±0.9 0.1±0.2 0 0 
OX 17 3.1 ±0.8 3.2±2.1 2.6±1.3 1.2± 1.2 
OX 19 1.5±0.7 1.1 ±0.5 0.5±0.7 0.9±0.7 
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Tabela 5. Fenotypy BMC w kości piszczelowej biorcy w 30 dni po 
przeszczepieniu kończyny syngenicznego dawcy (w %) 

Norma •?HLTx t - B M C i.v. HLTx 

OX7 26.0±3.6 35.9±5.1* 30.2±4.7 16.6± 1.6*** 

W3/13 47.9±3.9 38.1 ± 1.3** 33.5±2.0** 47.6±0.4 

W3/25 5.1 ± 1.3 5 .1±2.0 3 .5±1.5 3.6± 1.2 

OX 8 5 .8±1.7 2.6±1.0** 0 .6±0.4 ** 4 .4±0.2 

OX 6 6 .9±1.1 6.2±0.5 5 .5±2.0 3 .9±0.2 

OX 39 0 .6±0.9 0** Q* * 1.2±1.2 

OX 17 3.1 ±0 .8 1.3±0.2** 1.2±0.2** 2.6±0.4 

OX 19 1.5 ±0 .7 0.3±0.2** 0** 1.5±0.7 

* "źHLTxvs norma p<0.05 (Mann-Withney) 
** ^HLTx, "zBMC i.v. vs norma, HLTx p<0.05 
*** "zHLTx vs pozostałe grupy p<0 .05 

zmniejszenia puli komórek szpiku, jednak obserwowane wartości były i tak wyż-
sze niż u zwierząt bez przeszczepu (p<0.05) (ryc. 8)(tabela 3). W tym punkcie 
czasowym odsetek komórek linii mieloidalnej i limfocytów powracał do wartości 
prawidłowych. Stosunkowo niski był poziom komórek OX7 (tabela 5). Obniżony 
był poziom komórek tucznych i plazmatycznych. Waga i pula komórkowa śle-
dziony i węzłów chłonnych krezkowych nie różniła się od wartości kontrolnych. 
Nie obserwowano zmian w populacjach komórek krwi obwodowej. 

Zasiedlanie szpiku kostnego i narządów limfatycznych 
biorców przeszczepów syngenicznych kończyn poddawanych 
napromienianiu 

Zasiedlanie szpiku kostnego i narządów limfatycznych biorcy po przeszczepieniu 
kończyny wraz ze szpikiem badano u syngenicznych napromienianych dawką 
8Gy (TBI) szczurów szczepu LEW w następujących grupach: 

1.-zHLTx, 
2 . ^ B M C i.v., 
3. u zwierząt poddanych tylko TBI. 
Okres obserwacji wynosił 10 i 30 dni. 

Całkowita odnowa jam szpikowych u biorców ^HLTx była obserwowana już 
10 dnia, podczas gdy w grupie otrzymujących ^ B M C i. v. odnowa komórek szpi-
ku 10 dnia była jeszcze niekompletna (p<0.05) (tabela 2). Ilość komórek w gru-
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pie HLTx nie różniła się od ilości u zwierząt normalnych. Była ona jednak dwu-
crotnie większa niż w grupie zwierząt otrzymujących ^ B M C i. v. (p<0.05) (ta-
bela 2). Średni odsetek neutrofili oraz limfocytów był niższy w porównaniu do 
odpowiednich wartości w grupie kontrolnej (p<0.05). Ilość komórek szpiku 
w kości piszczelowej była w grupie "zHLTx zbliżona do wartości prawidłowych 

(ryc.7) (tabela 2). 
Po 30 dniach ilość komórek szpiku w kości piszczelowej biorcy wzrosła w gru-

pie HLTx powyżej wartości z dnia 10 (p<0.05) (ryc. 8) (tabela 3) i była więk-
sza od wartości dla grup BMC i.v. i zwierząt bez przeszczepu (p<0.05). Nie ob-
serwowano różnic w składzie komórkowym szpiku pomiędzy grupami HTLx 

i BMC i.v. i zwierzętami bez przeszczepu (tabela 3). Natomiast wzrostowi uległ 
procent komórek OX7, a obniżeniu W3/13, OX8, OX39, OX17 i OX19 (p<0.05) 
tabela 5). 

Zasiedlanie węzłów chłonnych krezkowych (MLN) 
Liczba komórek MLN w grupie HLTx była 10 dnia po przeszczepieniu znaczą-
:o niższa niż u szczurów z grupy kontrolnej (p<0,05), lecz wyższa niż w grupie 
BMC i.v. (p<0.05). Ocena fenotypu populacji komórek MLN za pomocą prze-

:iwciał anty CD90, CD43, CD4, CD8 i SIg nie wykazała różnic pomiędzy grupa-
mi zwierząt kontrolnych i HLTx. Liczba komórek CD43 i CD4 była nieznacz-
nie mniejsza w grupie BMC i.v. ( p < 0 , 0 5 (36,55). 

Ocena histologiczna komórek w zasiedlanych narządach limfatycznych 
u napromieniowanych biorców 
Ocena histologiczna grasicy, śledziony i węzłów chłonnych krezkowych u bior-
ców HLTx wykazała, że w 10 dniu po przeszczepieniu nastąpiło całkowite przy-

wrócenie architektury komórkowej w tych narządach (Fig. 9A, B, C, 10A, B, C), 
podczas gdy w grupie po BMC i.v. w narządach tych nadal obserwowano nie-
dobór limfocytów oraz ogniskową martwicę i wylewy. W początkowej fazie odno-
wa komórek T następowała głównie w strefie przykorowej węzłów chłonnych 
krezkowych i w strefie okołonaczyniowej miazgi czerwonej śledziony. Odnowa 
komórek B w ośrodkach rozmnażania węzłów chłonnych krezkowych i w miaz-
dze białej śledziony była mniej wyraźna. W 30 dniu po przeszczepieniu w obra-
zie histologicznym obserwowano pełną odnowę. 

Dystrybucja komórek szpiku kostnego uwalnianych z HLT 
Aby prześledzić topograficzną dystrybucję komórek szpiku uwolnionych po 

HLTx komórki szpiku kostnego zawarte w kości zostały wyznakowane 51Cr 
i przeszczepione z kończyną syngenicznemu biorcy (166). Dokonywano także 

BMC i.v. znakowanych 51Cr. W obu grupach obserwowano dużą kumulację ra-
dioaktywnych komórek w szpiku kostnym biorcy. Wysoki poziom radioaktywno-
ści wykazywały także jelita, śledziona, węzły chłonne krezkowe i wątroba. Sposób 
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Ryc. 9. Obraz histolo-
giczny repopulowanych 
węzłów chłonnych 
krezkowych w 10 dniu 
po przeszczepieniu 
syngenicznej kończyny 
naświetlanemu biorcy. 
A. Obraz po HLTx, 
B. Dla porównania ob-
raz po podaniu dożyl-
nym BMC ( B M C i.v.), 
C. Obraz po naświetla-
niu biorcy bez HLTX 
lub BMC i.v. Poza 
normalną strukturą 
węzła w A w porówna-
niu z B i C widoczne 
są limfocyty W3/13+ . 
Świadczy to o aktyw-
nym procesie repopu-
Iacji. Barwienie mono-
klonalnym przeciwcia-
łem przeciw W3/13 
oraz hematoksyliną, 
x200. 
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Ryc.. 10. Obraz histolo-
giczny repopulowanej 
śledziony w 10 dniu po 
przeszczepieniu synge-
nicznej kończyny na-
świetlanemu biorcy. 
A. Obraz po HLTx, 
B. dla porównania ob-
raz po podaniu dożyl-
nym BMC ( B M C i.v.), 
C. Obraz po naświetla-
niu biorcy bez HLTX 
lub B M C i.v. Poza 
normalną s trukturą 
śledziony w A w po-
równaniu z B i C wi-
doczne są limfocyty 
W3/13 + , co świadczy o 
aktywnym procesie re-
populacji podobnie jak 
w węzłach chłonnych. 
Barwienie monoklo-
nalnym przeciwciałem 
przeciw W3/13 oraz 
hematoksyliną, x200. 
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Tkanka BMC i.v. HLTx 

Jeli to 140 ± 65 2.4 ± 20 

Śledziona 14100 ± 4440 42.4 ± 29.2 

Wątroba 1090 ± 205 11.8 ± 4.0 

M L N 720 ± 920 26.7 ± 25.9 

Szpik kostny 6420 ± 1550 32.4 ± 13.1 

LEW HLTx -> LEW LEW HLTx LEW 
24h 2 4 h ^ 24h 24h 

Ryc. 11a. Rozmieszczenie radioaktywności komórek szpiku znakowanych 5 lCr, które wyemigrowały 
z przeszczepionej kończyny (HLTx) w układzie syngenicznym L E W —> L E W i zatrzymały się 
u biorcy w szpiku kości piszczelowej (BM), śledzionie (SPL), węźle krezkowym (MLN) i wątrobie 
(LIV) po 24 godzinach od przeszczepienia. Porównanie poziomu radioaktywności między nie na-
świetlanym i naświetlanym biorcą (strzałka). Dla porównania rozmieszczenie po dożylnym podaniu 
B M C (prawa strona ryciny). Wartości przedstawione jako mediana, n = 5 . Znamienność statystyczna 
*p<0.05 (test Mann'a-Withney'a) . Niewielki ale znaczący poziom radioaktywności (ilości komórek) 
po HLTx u nie naświetlanych biorców. Jest on wyraźnie wyższy w grupie naświetlanej. Ten wyższy 
poziom mógł być następstwem częściowej eliminacji poprzez naświetlanie komórek biorących 
udział w procesie „niespecyficznego usuwania przeszczepionych komórek szpiku" głównie komórek 
NK. Dane pokazują jak znaczny procent komórek z przeszczepionego w kończynie szpiku migruje 
do tkanek biorcy. B M C i.v. dawało znacznie wyższe wartości (inna skala) niż obserwowane po 
HLTx. Gromadzenie radioaktywności w śledzionie naświetlonych biorców było również wyższe niż 
u nie naświetlonych 
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Tabela 6. Dwudziestoczterogodzinna dystrybucja BMC po BMC i.v. oraz HLTx 
u biorcy naświetlanego 8Gy. Średnia z liczby BMC w tysiącach/gram ± SD, 
n = 5 (obliczenie liczby komórek oparte na radioaktywności jednej komórki, 
5xl07 podanych BMCw obu grupach) 
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dystrybucji różnił się od dystrybucji limfocytów przewodu piersiowego (TDL) 
(dane niepublikowane), w którym większość komórek wędrowało do wątroby 
i śledziony. Prawidłowy szpik kostny zawiera tylko około 10% limfocytów. Wyso-
ki odsetek komórek szpiku gromadzących się w narządach limfatycznych wska-
zywał, iż w narządach tych osiedlają się nie tylko komórki z szeregu limfoidalne-
go, ale także z innych szeregów komórek szpiku. 

Po 24 godzinach od przeszczepienia syngenicznej kończyny zawierającej zna-
kowane 51Cr komórki szpiku 16.7±4..0% radioaktywności tych komórek uwalnia-
ło się z jam szpikowych i znajdowano ją w szpiku, śledzionie i węzłach krezko-
wych. Reszta pozostawała w przeszczepie. Trzydzieści do trzystu razy mniej ko-
mórek szpiku osiedliło się w szpiku kostnym i narządach limfatycznych biorcy po 

HLTx w porównaniu z BMC i.v. (tabela 6). 

Mimo to odnowa komórek w śledzionie i węzłach chłonnych krezkowych po 
HLTx była zakończona po upływie 10 dni, podczas gdy w tym czasie szczury 

otrzymujące komórki szpikowe drogą dożylną miały nie w pełni odtworzone na-
rządy limfatyczne. Nie było różnicy pomiędzy odsetkiem komórek gromadzących 

BM MLN BM MLN 

SPL LIV SPL LIV 

BN HLTx LEW LEW HLTx LEW 

24h 24h 

BM MLN BM MLN 

SPL LIV SPL LIV 

BN BMC LEW LEW BMC LEW 

24h 24h 

Ryc. 1 lb. Rozmieszczenie radioaktywności komórek szpiku znakowanych 5 lCr, które wyemigrowały 
z przeszczepionej kończyny (HLTx) w układzie ałłogenicznym BN —» LEW i zatrzymały się u biorcy 
w szpiku kości piszczelowej (BM), śledzionie (SPL), węźle krezkowym (MLN) i wątrobie (LIV) po 24 
godzinach od przeszczepienia. Porównanie poziomu radioaktywności między grupą allogeniczną i syn-
geniczną (lewa strona ryciny). Dla porównania rozmieszczenie po dożylnym podaniu B M C (prawa 
strona ryciny). Wartości przedstawione jako mediana, n=5 . Znamienność statystyczna *p<0.05 (test 
Mann'a-Withney'a) . Niska radioaktywność w grupie allogenicznej w BM, SPL i MLN. Wynika ona 
zapewne z tzw. „allogeneic lymphocyte elimination" obserwowanego wyraźniej u gryzoni niż człowie-
ka. BMC i.v. dawało znacznie wyższe wartości (inna skala) niż obserwowane po HLTx. Dotyczyło to 
w szczególności BM 
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7,5 -

2,5 -

BM MLN 

SPL LIV 

BM MLN 

SPL LIV 

BM MLN 

SPL LIV 

BM MLN 

SPL LIV 

BN HLTx L E W ^ LEW HLTx -> L E W ^ 

24h 24h 

BN BMC LEW k7 LEW BMC L E W ^ 

24h 24h 

Ryc. 1 lc. Rozmieszczenie radioaktywności komórek szpiku znakowanych 51Cr, które wyemigrowały 
z przeszczepionej kończyny (HLTx) w układzie allogenicznym BN LEW i zatrzymały się u naświe-
tlonego biorcy w szpiku kości piszczelowej (BM), śledzionie (SPL), węźle krezkowym (MLN) i wątro-
bie (LIV) po 24 godzinach od przeszczepienia. Porównanie poziomu radioaktywności między grupą 
allogeniczną i syngeniczną (lewa strona ryciny). Dla porównania rozmieszczenie po dożylnym podaniu 
BMC (prawa strona ryciny). Wartości przedstawione jako mediana, n=5 . Znamienność statystyczna 
p<0.05 (test Mann'a-Withney'a). Poziom radioaktywności u naświetlanego allogenicznego biorcy był 
niski ale wyraźny, znamiennie niższy niż u biorcy syngenicznego. Dotyczyło to wszystkich badanych 
tkanek. BMC i.v. dawało znacznie wyższe wartości (inna skala) niż obserwowane po HLTx. Dotyczyło 
to w szczególności śledziony 

się w szpiku po upływie 4 i 24 godzin od zabiegu przeszczepienia komórek. Było 
to prawdopodobnie związane z brakiem właściwości migracyjnych komórek he-
mopoetycznych. Procent radioaktywności (komórek) szpiku uwolnionych z prze-
szczepu i zatrzymujących się w narządach limfatycznych był większy u syngenicz-
nych naświetlanych niż nie-naświetlanych biorców (ryc. 11a). Po wykonaniu prze-
szczepu allogenicznego BN do LEW procent radioaktywności (komórek) szpiku 
dawcy w narządach biorcy był niższy niż w po przeszczepie w układzie syngenicz-
nym (ryc. 11b). Przeszczep allogeniczny BN do naświetlonego biorcy LEW rów-
nież charakteryzował się niską radioaktywnością w narządach biorcy w porówna-
niu z obserwowaną w układzie syngenicznym (ryc. 11 c). 

Wzór dystrybucji radioaktywności po HLTx różnił się zasadniczo od BMCi.v. 
W tym ostatnim podane dożylnie komórki rozmieszczały się także poza narząda-
mi limfatycznymi jak płuca i skóra. Potrzebna była także znacznie większa niż po 
HLTx ilość BMC do rekonstytucji szpiku biorcy (48,50). 
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Obrazy odrzucania allogenicznego przeszczepu kończyny 
wraz ze szpikiem kostnym u biorców leczonych 
i nieleczonych immunosupresyjnie 

Czas przeżycia przeszczepów 
Wydłużenie przeżycia przeszczepu kończyny wraz ze szpikiem kostnym u bior-
ców leczonych i nieleczonych immunosupresyjnie. 

Kończyna BN przeszczepiona nie poddawanemu immunosupresji uprzednio 
naświetlanemu osobnikowi LEW przeżywała 17.3±5.0 dni (kontrola 8.4±6.0) 
(p<0.05) (tabela 7). W 14-15 dniu pojawiał się obrzęk skóry przeszczepionej 
kończyny, w dniu 17 przybierała ona niebieskawe zabarwienie. Wolne płaty skór-
ne przeszczepione w modelu allogenicznym przeżywały 7 ± 1 dni, zaś przeszcze-
py serca 7 ± 1 dni. Naświetlana allogeniczna przeszczepiana kończyna przeżywa-
ła 10.2± 1.6 dni (tabela 7). U allogenicznych biorców otrzymujących CsA lub FK 
506 przeszczep kończyny przeżywał 30 dni bez objawów odrzucania, szczegól-
nie dotyczyło to biorców leczonych FK506, u których nie obserwowano zmian 
w skórze. 

W celu sprawdzenia czy HLTx będzie miał tolerancyjny wpływ na przeżycie 
alloprzeszczepu, a więc wydłużał czas przeżycia przeszczepu allogenicznej skóry 

Tabela 7. Czasy przeżycia przeszczepów kończyny i przeszczepów dodatkowych 
przy różnych protokołach immunosupresji (średnie ± SD, 5 zwierząt w grupie) 

* BN L E W 
** "^naświetlanie 8 Gy 

*** LEW -> L E W 
IV po odstawieniu CsA 
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i serca, kończyna osobnika BN była, równocześnie z wolnym płatem skórnym lub 
sercem BN, przeszczepiana szczurowi LEW. CsA była podawana przez 30 dni. 
Nie obserwowano nacieków w przeszczepie wolnego płata skórnego. Przeszcze-
py skórne obkurczyły się i częściowo zwłókniały jednak włosy obecne w prze-
szczepach pozostały nie zmienione. Po zaprzestaniu podawania CsA przeszczep 
skóry przeżywał 17it 14 dni, zaś serca 32±10 dni (tabela 7), podczas gdy prze-
szczepiona kończyna była odrzucana w przeciętnie 9 dni po odstawieniu CsA. 
Biorąc pod uwagę, iż izolowany przeszczep skóry przeżywał po odstawieniu CsA 
również jedynie 7 dni, dłuższe przeżycia skóry i serca w modelu HLTX +CsA 
mogą świadczyć o pewnym tolerogennym wpływie komórek szpiku (dendrytycz-
nych?) na alloprzeszczep. FK506 miała podobny wpływ jak CsA, obserwowano 
jednak mniej nacieków w badanym przeszczepie. 

Ocena histologiczna tkanek przeszczepu allogenicznej 
kończyny u biorcy nieleczonego 

Ocena histologiczna przeszczepu allogenicznej kończyny u biorcy nieleczonego 
i leczonego CsA i FK506 (14 dni) 
Dokonano oceny histologicznej tkanek oraz szpiku kostnego obecnego w prze-
szczepionej allogenicznej kończynie (BN —> LEW). Skóra ulegała odrzuceniu 
w 5 -7 dniu. Podobne, aczkolwiek mniej nasilone w sensie gęstości nacieków, 
zmiany obserwowano w mięśniach i wokół pęczka naczyniowo-nerwowego udo-
wego. Oceniając szpik w kości piszczelowej u biorców nieleczonych był on pierw-
szego dnia po przeszczepieniu bogatokomórkowy z dużą liczbą megakariocytów. 
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Ryc. 12. Obraz histo-
logiczny skóry prze-
szczepionej kończyny 
BN -> L E W u biorcy 
otrzymującego CsA. 
A. Skóra normalna, 
B. W 3 dniu po prze-
szczepieniu widoczne są 
drobne nacieki komó-
rek jednojądrzastych, 
C. W 30 dniu po prze-
szczepieniu obserwuje 
się przerost naskórka 
oraz zmiany włókniste 
w skórze właściwej, 
D. Skóra kończyny 
biorcy bez leczenia, 
pełne odrzucanie 
w 7 dniu, zatarcie 
struktury naskórka 
i skóry 
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W piątym dniu obserwowano zmniejszenie liczby komórek szpiku kostnego oraz 
powstawanie skupisk komórek podobnych do limfocytów. Obecne były także 
bardzo nieliczne erytroblasty i mieloblasty, a także nadal nieliczne megakariocy-
ty. W 14 dniu obserwowano tworzenie się pojedynczych ognisk komórek erytro-
idalnych i mieloidalnych. Poza tym obecne były skąpe nacieki z mononuklearów 
poprzedzielane komórkami tłuszczowymi i fibroblastami. Typowe obrazy odrzu-
cania skóry kończyny oraz ich ograniczania podawaniem CsA przedstawiono na 
ryc. 12. 

Ocena histologiczna przeszczepu allogenicznej kończyny 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 skóra, mięśnie i pęczki naczyniowe wykazywały nie-
wielkie rozproszone nacieki komórkowe. Nie obserwowano zmian w naskórku. 
W kończynach biorców leczonych FK506 nacieki były mniejsze niż przy leczeniu 

Ryc. 13. Obraz histologiczny skóry (A), mięśni (B), pęczka naczyniowego udowego (C), węzła 
podkolanowego (D) oraz szpiku (E) przeszczepionej kończyny BN —» L E W po 30 dniach 
podawania FK506. Prawidłowe struktury przeszczepu bez wyraźnych cech odrzucania. Znakowanie 
na obecność antygenów RTA klasy II (OX6), hematoksylina, x 600 
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CsA (ryc. 13). W tym czasie jamy szpikowe przeszczepionej kończyny byty pełne 
komórek jednojądrowych bez wyraźnej struktury obserwowanej w normalnym 
szpiku, prawdopodobnie pochodzących od biorcy. Obecne były także nieliczne 
niedojrzałe komórki erytroidalne i mieloidalne. Można by podejrzewać, że ko-
mórki szpiku kostnego dawcy zostały w większości zastąpione przez szpik biorcy. 
Nie przeprowadzano analizy różnicowej genotypów komórek dawcy i biorcy. 

Odpowiedź biorcy allogenicznego przeszczepu kończyny na antygeny dawcy 
w mieszanej hodowli limfocytów (MLR) 
Wykonane testy mieszanej hodowli komórek mononuklearnych krwi (PBM) 
biorcy i dawcy alloprzeszczepu kończyny w różnych zestawieniach zostały przed-
stawione na ryc. 14a, b). PBM szczepu biorcy (nLEW) odpowiadały w obniżo-
ny sposób na antygeny PBM dawcy (BN (LEW) 14d +Mitomycyna), który 
otrzymał przed 2 tygodniami przeszczep kończyny w porównaniu z PBM uprzed-
nio naświetlonego (BN + mitomycyna) lub nienaświetlonego (BN+mitomycy-
na) dawcy bez przeszczepu. PBM dawcy (BN (LEW) 14d), który otrzymał allo-
geniczny przeszczep kończyny nie odpowiadały na pobudzenie PBM biorcy 

Ryc. 14a. Mieszana hodowla splenocytów biorcy (odpowiadający) przeszczepu kończyny i dawcy 
(pobudzający) w kombinacji BN(z kończyną LEW) i normalny LEW. Niski poziom odpowiedzi 
komórek biorcy pobudzanych komórkami dawcy z 14-dniowym przeszczepem kończyny genotypu 
biorcy (pierwsza kolumna) w porównaniu z pobudzeniem komórkami osobnika bez przeszczepu 
kończyny (druga kolumna). Brak odpowiedzi splenocytów dawcy na pobudzanie komórkami 
biorcy (szósta kolumna). Osobnik, który otrzymał przeszczep kończyny jest słabym respondentem, 
co zmniejsza szanse wystąpienia GvH. Niewymienione kolumny to kontrole, "ź-naświetlany, 
M-mitomycyna, n-normalny, strzałki wskazują kierunek pobudzania ( n = 5 , wartości średnie ± SD, 
test Mann'a-Withney'a, *p<0,05) 
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Ryc. 14b. Mieszana hodowla splenocytów jak na rycinie, ale w kombinacji odwrotnej 
L E W (z kończyną BN) i BN 

(nLEW+mitomycyna) . Widoczne więc było obniżenie zarówno pobudzających 
jak i odpowiadających właściwości PBM biorcy przeszczepu kończyny na antyge-
ny dawcy. 

Osiedlanie się komórek dawcy w tkankach allogenicznego 
biorcy po HLTx (mikrochimeryzm komórkowy) 

Migracja komórek po HLTx była analizowana na modelu allogenicznego prze-
szczepu kończyny od szczepu BN do szczepu LEW. Naświetlonemu 8Gy biorcy 
LEW przeszczepiano kończynę BN i 14 dni później badano w narządach limfa-
tycznych obecność komórek zasiedlających nisze typowe dla komórek dendry-
tycznych DC a znakujących się jedynie przeciwciałem dla antygenów klasy I BN. 
Wykazano, iż komórki te zajęły miejsca typowe dla DC w sercu (ryc. 15) i widocz-
ne były także w śledzionie i węzłach krezkowych LEW. 

W badaniach w cytometrze przepływowym stwierdzano w 7 dni po przeszcze-
pieniu w krwi biorcy 12.3±3.2%, w szpiku 0.7±0.4%, w śledzionie 3 .2±1.7% 
i w węzłach krezkowych 1.2 ±0.6% komórek dawcy o fenotypie dawcy CD27. Po 
30 dniach podawania CsA procent ten wynosił odpowiednio 5.7±4.1, 0.3±0.4, 
1.7±0.3 i 0.65±0.07 (ryc. 16) (53). 
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Ryc. 15. Obraz 
histologiczny 
normalnego serca 
u naświetlonego 
allogenicznego biorcy 
L E W w 14 dni 
po HLTx pochodzącym 
od BN i zasiedlonego 
komórkami BN. 
A. obraz normalny 
(kontrolny), własne 
komórki dendrytyczne 
barwione przeciwciałem 
dla RTA klasy II na 
czerwono (OX6), 
B. komórki dawcy BN 
zasiedliły serce LEW, 
czerwono zabarwione 
komórki barwione 
przeciwciałem dla 
OX27 specyficznego 
dla antygenów BN, 
C. komórki dawcy 
i biorcy zasiedlające 
serce L E W znakowane 
przeciwciałem dla RTA 
klasy II (OX6) 
i hematoksyliną, x 600 
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BMWOX27.()12 FL1-H UnGated BMXOX27,OT5 FL1-H UnGated 

BMC (tx) 

Channels 1023 

BMC (tx) 

Ryc. 16. Analiza w cytometrze 
przepływowym populacji komórek 
dawcy BN w tkankach biorcy L E W 
w 7 dni po HLTx. 
A. Szpik, 
B. Inne tkanki limfatyczne. Komórki 
dawcy były znakowane przeciwciałem 
przeciw OX7. BMC(own) własne komór-
ki szpiku kości piszczelowej, BMC(tx) 
ze szpiku przeszczepionej kończyny, 
PBL- leukocyty krwi obwodowej, 
MLN- komórki węzła krezkowego, 
SPL-splenocyty. Widoczne na skali 
fluorescencji drobne piki komórek 
OX27+ . Dowód na uwalnianie 
i gromadzenie w narządach limfatycz-
nych komórek dawcy (53) 
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Dystrybucja DNA dawcy (niekomórkowy mikrochimeryzm) 
u nieleczonych i leczonych immunosupresyjnie 
allogenicznych biorców 

HLTx wykonywano od samców BN do samic LEW, w grupach zwierząt otrzymu-
jących i nie otrzymujących CsA lub FK506. Okres obserwacji wyniósł 7 i 30 dni. 
Komórki krwi, BMC, limfocyty MLN, śledziona i wątroba biorcy były badane na 

krew BMC skóra węzeł śledziona wątroba serce 
chłonny 

Ryc. 17. Elektroforegram pokazujący obecność prążka odpowiadającego Sry-DNA w różnych 
tkankach biorcy w 7 dni po allogenicznym HLTx bez immunosupresj i (strzałka) 

allogeniczny 7 dni allogeniczny 30 dni 

Ryc. 18. Wartości gęstości optycznej Sry-DNA dawcy izolowanego z tkanek biorcy HLTx leczonego 
CsA w 7 i 30 dni po przeszczepieniu w układzie allogenicznym. Średnie wartości OD, n = 3 
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obecność specyficznego dla dawcy nukleotydu SRY w dniu odrzucania prze-
szczepu (ryc. 17). W 7 dniu stwierdzano obecność Sry-DNA BN w krwi biorcy 
w wartościach O D 0.51, w szpiku 0.77, w śledzionie w 1.28, w węzłach krezko-
wych w 0.54 i w wątrobie w 0.86. Po 30 dniach podawania CsA odpowiednie war-
tości wynosiły 1.0, 0.24, 0.32 i 0.26 (ryc. 18). Dane te świadczą, iż komórki szpi-
ku z przeszczepionej kończyny jak i materiał ze zniszczonych tkanek przeszcze-
pu gromadzą się w tkankach biorcy, w tym zawarte w nich DNA. Podobne war-
tości obserwowano po podawaniu FK506 (167). 

Choroba przeszczep-przeciwko-gospodarzowi (GvH) 
u nieleczonych i leczonych immunosupresyjnie biorców 
przeszczepu kończyny i szpiku kostnego 
W 17 dniu po HLTx, a więc w dniu odrzucania kończyny u nieleczonego immu-
nosupresyjnie biorcy, w badaniu histologicznym śluzówki jelit biorcy obserwowa-
no gromadzenie się komórek z antygenami klasy II na powierzchni. Nie było wy-
raźnych nacieków komórkowych na granicy naskórka i skóry właściwej ani 
w śródmiąższu płuc. 

Po 30 dniach podawania CsA badanie makroskopowe skóry biorcy nie wyka-
zało zmian. W badaniu mikroskopowym naskórek był pogrubiały i posiadał gru-
bą warstwę rogowaciejącą. W skórze właściwej obecne były komórki CD8, posia-
dające antygeny klasy II i E D I (makrofagi), lecz architektonika skóry nie była 
wyraźnie zmieniona. W lamina propria błony śluzowej jelita obserwowano gro-
madzenie się większej liczby komórek posiadających antygeny klasy II. Nie było 
nacieków komórkowych w płucach. W zatokach wątroby obecna była zwiększo-
na liczba komórek prezentujących antygen klasy II. Zacznie mniejsze nacieki ob-
serwowano po stosowaniu FK506. Tak więc, nie obserwowano wyraźnych obja-
wów GvH. 
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Omówienie 

W prowadzanych badaniach uzyskano następujące obserwacje: 1) komórki szpi-
ku uwolnione z przeszczepu unaczynionej kończyny osiedlają się w szpiku kost-
nym i narządach limfatycznych biorcy, 2) liczba uwalnianych komórek jest niska, 
lecz wystarczająca do odtworzenia w ciągu 10 dni populacji komórek szpiku i na-
rządów limfatycznych u biorcy poddanemu napromienianiu (cytoablacji), 3) 
przeszczepienie kończyny syngenicznemu nie napromienianemu biorcy prowadzi 
do wystąpienia efektu „natłoku" w szpiku kostnym i do hamowania dojrzewania 
granulocytów i limfocytów, 4) przeszczepienie kończyny syngenicznemu napro-
mienianemu biorcy prowadzi, w ciągu 10 dni, do całkowitej odnowy komórek 
szpiku i narządów limfatycznych; następuje odtworzenie prawidłowego składu 
komórkowego szpiku i narządów limfatycznych, 5) przeszczepienie kończyny al-
logenicznemu, naświetlonemu, leczonemu immunosupresyjnie biorcy prowadzi 
do odnowy szpiku kostnego i narządów limfatycznych oraz do wystąpienia stanu 
mikrochimeryzmu, 6) narządy biorcy są repopulowane m.in. komórkami typu 
dendrytycznego pochodzącymi od dawcy, 7) czas przeżycia skóry przeszczepionej 
kończyny u allogenicznych biorców jest 2-3-krotnie dłuższy w porównaniu z prze-
szczepem wolnych płatów skórnych, 8) przeszczepienie allogenicznej kończyny 
sprzyja wydłużeniu czasu przeżycia przeszczepu wolnych płatów skórnych i serca 
od tego samego dawcy, 9) obniżona odpowiedź splenocytów biorcy allogeniczne-
go przeszczepu kończyny na antygeny dawcy oraz niskie zdolności pobudzenia 
przez splenocyty biorcy limfocytów dawcy, 10) występowanie zjawiska mikrochi-
meryzmu komórkowego nie wydaje się bezpośrednio korelować z czasem prze-
życia kończyny, 11) podczas odrzucania DNA dawcy może być wykrywane w nie 
limfoidalnych i limfoidalnych tkankach biorcy, 12) w grupie biorców nieleczo-
nych i leczonych immunosupresyjnie nie obserwowano występowania choroby 
przeszczep przeciwko gospodarzowi 

Zgodnie z oczekiwaniami komórki przeszczepionego w kończynie szpiku by-
ły z niego uwalniane i zasiedlały narządy limfoidalne i nie limfoidalne biorcy. 
Udowodniliśmy to już 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 kończyn niezbędna jest odpowiedź na pytanie, jakie ilości komó-
rek szpiku są uwalniane do biorcy i jak długo proces ten ma miejsce. Uwalnianie 
znacznych ilości komórek mogłoby wiązać się z silną miejscową reakcją gospoda-
rza w tkankach poza szpikiem, gdzie komórki szpiku zostały zatrzymane (GvH). 
Wiadomo, iż podskórne podanie zawiesiny komórek szpiku wiąże się z wielo-
dniowym odczynem typu zapalnego (obserwacje własne). Poza tym im większa 
liczba komórek tym większe istniałyby możliwości rozwoju odpowiedzi typu 
GvH, zwłaszcza przy zasiedlaniu tkanek nie limfatycznych takich jak skóra czy je-
lito. Rozwój GvH wydaje się zależeć od ilości komórek dawcy przedostających 
się do biorcy (33,35). Innym niekorzystnym zjawiskiem wynikającym z uwalnia-
nia znacznych ilości namnażających się w przeszczepionej kości komórek szpiku 
byłaby oczywiście bardziej nasilona odpowiedź biorcy na antygeny transplanta-
cyjne dawcy. 

W pierwszej grupie doświadczeń przeszczepiano kończynę ze układzie syn-
genicznym bez uprzedniej cytoablacji metodą napromieniania. Zaobserwowano 
już po 10 dniach nadmierne nagromadzenie komórek szpiku w kości piszczelo-
wej biorcy. Obserwacja jest ważna dla kliniki aczkolwiek jej biologiczny efekt po-
zostaje trudny do przewidzenia. Np. zbyt duże nagromadzenie megakaryocytów 
i uwalnianie płytek krwi mogłoby zaburzać proces krzepnięcia. Również wysoka 
koncentracja w szpiku postaci myeloidalnych mogłaby hamować proces dojrze-
wania tej linii. Po 30 dniach nastąpił jednak powrót do prawidłowych wartości, 
zapewne na skutek fizjologicznej regulacji. Większa niż oczekiwano objętość ko-
mórek szpiku kostnego u biorców po przeszczepieniu kończyny wraz ze szpikiem 
wskazuje, że muszą istnieć dodatkowe, oprócz przeszczepionych komórek szpiku 
i komórek podporowych zrębu, czynniki sprzyjające proliferacji szpiku kostnego. 
Mogą to być cytokiny czy czynniki wzrostu produkowane przez komórki obecne 
w gojącej się ranie przeszczepionej kończyny lub komórki przejściowo niedo-
krwionej skóry przeszczepu. Wyniki uzyskane po operacjach rzekomych i po we-
wnątrzotrzewnowym przeszczepieniu skóry potwierdzają ten pogląd (obserwacje 
własne). Na podstawie powyższych badań można wnioskować, że u syngenicz-
nych biorców po przeszczepieniu kończyny wraz ze szpikiem dochodzi do „efek-
tu natłoku" w jamach szpikowych z oznakami przejściowego hamowania dojrze-
wania neutrofili i limfocytów, ale zjawisko to jest przejściowe. 

Model przeszczepu kończyny bez cytoablacji szpiku nie pozwalał na obser-
wację szybkości odnowy populacji komórek jam szpikowych i narządów limfa-
tycznych biorcy po przeszczepieniu kończyny. Skłoniło to do przeprowadzenia 
badań nad przebiegiem odnowy populacji komórkowych biorców z komórek 
szpiku pochodzących z przeszczepionej kończyny u napromienianych syngenicz-
nych zwierząt. Przeszczepienie kończyny (HLTx) jest przeszczepieniem komórek 
szpiku kostnego wraz z komórkami podporowymi zrębu w ich naturalnym sto-
sunku przestrzennym. Pozwala to na natychmiastowe podjęcie czynności krwio-
twórczej w przeszczepie. Co więcej, komórki uwolnione z przeszczepu zachowu-
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ja pełną zdolność migracji z jam kostnych i osiedlania się, w szpiku kostnym i na-
rządach limfatycznych biorcy (36, 47). Produkcja cytokin przez komórki podpo-
rowe zrębu przeszczepu pozostaje prawdopodobnie nie zaburzona. Cytokiny te 
pobudzają proliferację i dojrzewanie komórek szpiku przeszczepu w przypad-
kach zwiększonego zapotrzebowania na komórki krwi u biorcy. Uwolnione do 
krążenia cytokiny mogą mieć również wpływ regulacyjny na narządy limfatyczne 
biorcy, ułatwiając ich uzupełnienie prekursorami pochodzącymi z przeszczepio-
nego szpiku kostnego. 

U naświetlanych biorców odnowa własnego szpiku była prawie pełna po 10 
dniach, zaś po 30 dniach ilość komórek w kości piszczelowej była co najmniej 3-
-krotnie wyższa niż u zwierząt bez przeszczepu. Zjawisko to można tłumaczyć 
działaniem wymienionych uprzednio niespecyficznych czynników związanych 
z procesem gojenia rany. Szybka odnowa populacji jam szpikowych u zwierząt po 
HLTx znacznie różniła się od wyników uzyskanych w grupie szczurów otrzymu-
jących BMC i.v. Mechanizm wolnego tempa hemopoezy po zabiegach BMC i.v. 
nie jest jasny. Wydaje się, że czynnikiem sprawczym jest niedobór w przeszcze-
pianej zawiesinie syngenicznych komórek podporowych zrębu. 

Oczywiście w warunkach klinicznych nie bierze się pod uwagę napromienia-
nia biorcy alloprzeszczepu kończyny. W moich badaniach zastosowałem jednak 
ten model, aby dokładniej poznać jak wygląda proces uwalniania komórek 
z przeszczepu i jakie mogą być tego efekty biologiczne u biorcy. Ta grupa do-
świadczeń wskazała, iż uwalnianie komórek z HLTx jest stale utrzymującym się, 
fizjologicznie regulowanym procesem, o którego kinetyce musi wiedzieć trans-
plantolog. Komórki fenotypu dawcy były wykrywane u biorcy po 30 dniach i póź-
niej. Przeszczep kończyny jest więc źródłem stałego mikrochimeryzmu komórko-
wego, a jego długotrwałe efekty powinny być dokładnie zbadane. 

Komórki przeszczepionego szpiku zasiedlały nie tylko jamy szpikowe, ale 
także narządy limfoidalne. Obserwacja ta jest ważna dla przeszczepiającego koń-
czynę. Wskazuje ona, iż proces odrzucania może się rozwijać nie tylko w prze-
szczepie, ale także tam, gdzie zatrzymały się uwolnione komórki przeszczepu. 
Dziesiątego dnia po HLTx zarówno fenotypowa jak i czynnościowa odnowa ko-
mórek w węzłach chłonnych była zakończona. Natomiast odnowa po BMC i.v. 
w tym punkcie czasowym jeszcze nie była kompletna. Pełna odnowa narządów 
limfatycznych 10 dnia po HLTx wskazuje, że dojrzewanie prekursorów limfocy-
tów w szpiku i ich wędrówka na obwód jest w tym czasie doprowadzona do nor-
malnego poziomu. Wyraźna różnica w szybkości przywrócenia prawidłowej ar-
chitektury węzłów chłonnych, śledziony i grasicy pomiędzy grupami po HLTx 
i BMC i.v. jest kolejnym dowodem, że szpik kostny przeszczepiony jako tkan-
ka, a nie zawiesina komórek odzyskuje swoją funkcję natychmiast po trans-
plantacji (45, 47, 55). 

W badaniach dystrybucji znakowanych komórek szpiku znajdujących się 
w przeszczepie kończyny wykazano, iż liczba uwalnianych do biorcy komórek jest 
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bardzo mała. Pomimo tego efektywność zasiedlania i odnowy szpiku była szybka 
i pełna (48). Dodatkowo, nie było różnicy w objętości komórek szpiku osiedlają-
cych się w tkankach po 4 i 24h co sugerowało, że komórki hemopoetyczne mu-
siały wykazywać powinowactwo do komórek śródbłonka zatok szpiku kostnego 
i po osiedleniu się tam nie opuszczały jam szpikowych. 

Inne cenne informacje pochodziły z porównania tempa odnowy i liczby osie-
dlających się komórek szpiku, po HLTx i BMC i.v. (48,166). Liczba komórek 
szpiku potrzebna do odtworzenia prawidłowego szpiku i architektury komórko-
wej narządów limfatycznych była kilkakrotnie niższa po HLTx w porównaniu do 
BMC i.v. W pierwszym modelu aktywnie działały komórki, które są normalnie 
uwalniane ze szpiku pod wpływem regulacji hemopoetycznej i wędrowały do 
szpiku kostnego i narządów limfatycznych biorcy, podczas gdy w drugim mode-
lu większość przeszczepionych dożylnie komórek zatrzymywana była w tkan-
kach nie limfoidalnych, jedynie mniejszość z nich zaś docierała do jam szpiko-
wych i podejmowała współpracę z komórkami podporowymi, co jak wiadomo 
wymaga czasu. 

Starając się określić, które populacje prekursorów szpikowych zasiedlają 
tkanki biorcy, szczególnie interesujące było śledzenie migracji komórek dendry-
tycznych (DC). Komórki te cechują się właściwościami immunogennymi, ale i to-
lerogennymi (66-73). Mogą one więc być odpowiedzialne za przedłużenie prze-
życia przeszczepu allogenicznego. W chwili obecnej nie ma w pełni specyficznych 
znaczników dla niedojrzałych i dojrzałych form DC szczura. Nie mniej jednak za-
stosowane w pracy przeciwciała dla OX62 oraz ocena topograficznego rozmiesz-
czenia 0X62+OX6+OX27+ w sercu repopulowanego osobnika udowodniły, iż 
szpiko-pochodne DC dawcy zasiedlają biorcę. Jaką rolę odgrywały one w nie-
znacznym ale wyraźnym przedłużeniu czasu przeżycia kończyny i dodatkowych 
przeszczepów, jak również czy zawierały ciała apoptotyczne fenotypu biorcy 
(106-109), nie było badane w obecnej pracy. 

Allogeniczna kończyna przeszczepiona naświetlanemu biorcy przeżywała 
statystycznie dłużej (średnio 17 dni) niż u naświetlonego i repopulowanego syn-
genicznym szpikiem w zawiesinie (średnio 7 dni). Było to zapewne efektem zmie-
nionej regulacji reakcji na antygeny dawcy (vide poniżej: obniżona odpowiedź in 
vitro). Dłuższe przeżycie można by teoretycznie również tłumaczyć nadmiarem 
antygenu dawcy (duża masa kończyny), tzw. „antigenic overload paralysis". Taka 
możliwość nie była badana w niniejszej pracy. Dłuższe przeżycia przeszczepów 
skóry i serca od tego samego dawcy co przeszczep kończyny, po odstawieniu CsA 
czy FK506, dodatkowo wskazują, iż reaktywność biorcy na antygeny dawcy była 
obniżona. Zakres tego ograniczenia był bardzo mały, ale mógłby stanowić uza-
sadnienie do zmniejszenia dawek immunosupresji farmakologicznej. 

Przedłużone przeżycie skóry w allogenicznej przeszczepionej kończynie oraz 
przeszczepów dodatkowych wskazują, iż czynniki komórkowe i humoralne za-
warte w przeszczepie kończyny mogą być opowiedzialne za ten pozytywny efekt. 
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Można by oczekiwać obniżenia stymulacyjnych właściwości komórek mononu-
klearnych biorcy kończyny w stosunku do dawcy, co zostało potwierdzone w ba-
daniach in vitro mieszanej hodowli limfocytów dawcy i biorcy, jako jednego z me-
chanizmów. Również komórki biorcy odpowiadały na pobudzenie komórkami 
dawcy w sposób wyraźnie obniżony. Obie te obserwacje były przeprowadzone 
w doświadczeniach bez immunosupresji, dają więc pogląd na rzeczywisty proces 
częściowej tolerancji rozwijającej się po HLTx. Doniesienia w literaturze doty-
czące obniżonej reaktywności na antygeny dawcy są skąpe (133, 135a, 143). 
Ostatnie wieloośrodkowe badania przyniosły wyniki zgodne z naszymi (64). 
W warunkach klinicznych stosowana jest po przeszczepieniu kończyny immuno-
supresja farmakologiczna. Być może jej dawkowanie mogłoby być obniżone przy 
udowodnionej u biorcy obniżonej reaktywności na antygeny dawcy. Pośrednio na 
taką możliwość wskazywałyby obserwacje z kliniki. Po przeszczepieniu ręki nie 
obserwowano bowiem, wbrew oczekiwaniom, burzliwego odrzucenia skóry, co 
ma miejsce po izolowanym przeszczepie tej tkanki (1,2,3,20). 

Ocena histologiczna procesu odrzucania skóry jest prosta, natomiast szpiku 
kostnego dawcy w kości jest trudna. Związane jest to z naciekaniem przeszcze-
pionego szpiku przez komórki jednojądrowe biorcy. Fenotyp tych komórek jest 
podobny do komórek dawcy. Nie stosowano w tej pracy, w grupach poświęco-
nych odrzucaniu, metody znakowania komórek przeciwciałami specyficznymi 
dla M H C szczepu dawcy. Natomiast wykonywano tego rodzaju badanie dla oce-
ny wielkości mikrochimeryzmu komórkowego oraz dla udowodnienia zasiedla-
nia narządów biorcy przez komórki dendrytyczne dawcy. Wydaje się, że część ko-
mórek dawcy przeżywała w przeszczepionym w kończynie szpiku u nieleczonego 
biorcy okres 14 dni i dłużej. Były to komórki, które nie mogły pochodzić od bior-
cy, a więc takie jak megakariocyty i wczesne postacie mieloblastów i erytrobla-
stów. Można więc wnioskować, że jama szpikowa była wypełniona częściowo ko-
mórkami hemopoetycznymi dawcy, częściowo zaś komórkami nacieku biorcy. 
Pytanie które komórki hemopoetyczne pochodziły od dawcy czy od biorcy pozo-
stało bez odpowiedzi. Wydaje się, że pod działaniem CsA czy FK506 komórki 
dawcy mogą przeżyć i być aktywne w procesie hemopoezy. Rozumienie tego pro-
cesu jest niezwykle ważne dla transplantologa, ponieważ dotyczy zachowania 
funkcji przeszczepionego szpiku, t.j. namnażania, dojrzewania i uwalniania ko-
mórek do biorcy, być może tak długo jak długo przeszczep nie uległ odrzuceniu. 

Przeszczepiona tkanka szpikowa uwalnia do biorcy dojrzałe komórki oraz 
prekursory innych linii, w tempie zależnym od fizjologicznej regulacji. Odrzuca-
nie rozprzestrzenionych komórek dawcy ma miejsce w narządach limfoidalnych 
biorcy. Nie jest wiadome, w którym narządzie t.j. szpiku biorcy, śledzionie, wę-
złach czy tkance limfoidalnej jelita przebiega ten proces. Ocena kinetyki odrzu-
cania uwolnionych z przeszczepu komórek szpiku nie była wykonywana. 

Po przeszczepieniu kończyny allogenicznej ilość komórek dawcy wykrywa-
nych w tkankach biorcy była znacznie mniejsza niż w układzie przeszczepów syn-
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genicznych. Efekt ten był zauważalny już po 24 godzinach. Można go tłumaczyć 
zjawiskiem tzw. "allogeneic lymphocyte elimination" szczególnie wyraźnym 
w układzie doświadczalnym przeszczepu rodzicielskiego do F1.. Częściowo za 
efekt ten są odpowiedzialne komórki NK biorcy (50). Zagadnienie, które komór-
ki szpiku były przede wszystkim eliminowane nie było przedmiotem badań. Wia-
domo, iż komórki NK wykazują cytotoksyczność w stosunku do niektórych nie-
dojrzałych postaci szpikowych. W jakim stopniu mechanizm ten funkcjonuje 
u człowieka nie jest jasne. Mógłby on ograniczać funkcjonalnie nadmiar uwalnia-
nych komórek szpiku, zapobiegając m.in. rozwojowi reakcji GvH. Są to jedynie 
spekulacje. 

Konsekwencją HLTx jest obecność w tkankach limfatycznych biorcy komó-
rek układu odpornościowego dawcy. W stosowanym modelu komórki dawcy 
utrzymujące się w tkankach biorcy były wykrywalne zarówno w 30 jak i w 100 dni 
po przeszczepieniu. Nie ustalono czy obecność komórek dawcy była dowodem 
na rozwój częściowej tolerancji na antygeny dawcy, czy też przeszczepione, wraz 
z kończyną, komórki szpiku przeżyły dzięki działaniu CsA lub FK506. 

Po przeszczepieniu kończyny obserwowano w krwi i tkankach biorcy nie tyl-
ko mikrochimeryzm komórkowy ale i nie-komórkowy (fragmenty DNA dawcy). 
Używana tu nazwa „nie-komórkowy" jest jedynie czasowym określeniem robo-
czym. Do niedawna uważano, iż DNA dawcy znajduje się jedynie w komórkach 
„pasażerowych" z przeszczepów. Udowodniliśmy w innych badaniach, iż D N A 
dawcy może być także wykrywane w komórkach dendrytycznych biorcy i utrzy-
mywać się w nich przez wiele miesięcy po odrzuceniu przeszczepu (167). Nasze 
dane wskazują, że DNA dawcy pochodzi głównie ze zniszczonych komórek prze-
szczepu, a nie z komórek osiedlających się w narządach biorcy. Mikrochimeryzm 
komórkowy jest bowiem obecny od dnia przeszczepienia, DNA dawcy zaś wykry-
wano w dużych ilościach głównie po wystąpieniu epizodu odrzucania (167). 
W obu przypadkach ilości DNA pochodzącego od dawcy były znaczące. W bada-
niu tym jednoznacznie wykazano, że przeszczepienie kończyny jest związane 
z rozprowadzeniem materiału genetycznego dawcy w tkankach biorcy. Jakie zna-
czenie ma uwolnione z komórek dawcy DNA nie jest jasne. Nie wiadomo, po-
dobnie jak w przypadku mikrochimeryzmu komórkowego, czy obecność tych ele-
mentów dawcy może mieć wpływ na przedłużenie przeżycia alloprzeszczepu. 
W obecnej pracy poziom wykrywanych komórek dawcy w tkankach biorcy stop-
niowo ulegał zmniejszeniu, poziom wykrywanego DNA pozostawał wysoki, ale 
nie korelowało to wyraźnie z czasem przeżycia. 

Nie obserwowano wyraźnych objawów choroby; przeszczep-przeciwko-go-
spodarzowi zarówno w grupie szczurów poddawanych immunosupresji jak 
i w grupie szczurów nie leczonych. Przyczyna, dla której nie występowała ostra 
lub przewlekła forma GvH nie jest jasna. Można tylko przypuszczać, że po HLTx 
mniej limfocytów szpikowych i ich prekursorów jest uwalniane ze szpiku kostne-
go w przedziale czasowym w porównaniu z BMC i.v. Po podaniu dożylnym lim-
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focyty szpikowe natychmiast, w dużej liczbie, osiedlają się w skórze, jelitach i płu-
cach. Część komórek hemopoetycznych jest zatrzymywana w tkankach obwodo-
wych. Tam właśnie dochodzi do rozwoju reakcji. Po HLTx uwalnianie zarówno 
komórek hemopoetycznych jak i limfocytów szpikowych jest powolne i ilościowo 
ograniczone. Obserwacje w tej pracy potwierdzają doniesienia innych autorów 
o braku wyraźnej reakcji GvH po przeszczepieniu kończyny, również w klinice 
(1,3,34,155-158,164). 

Obserwacje z pracy posiadające wartość kliniczną to: a) jedynie krótkotrwa-
ły efekt "crowding" t.j. nadmiaru komórek szpiku po przeszczepieniu kończyny, 
b) niewielka ilość komórek szpiku uwalnianych z przeszczepu, co może tłuma-
czyć brak ostrej reakcji GvH, c) tendencja do przedłużenia przeżycia przeszcze-
pu kończyny wynikająca z biologicznego charakteru przeszczepu (mechanizm 
niejasny), d) brak ostrego odrzucania skóry przeszczepu kończyny (obserwacja 
nieoczekiwana). 

Z klinicznego punktu widzenia należy także pamiętać, iż: a) komórki szpiku 
przeszczepionej kończyny uwalniają się z jamy szpikowej i zasiedlają biorcę, b) 
w związku z tym, reakcja odrzucania ma miejsce nie tylko w przeszczepie ale i na-
rządach, gdzie rozmieściły się allogeniczne komórki szpiku, c) reakcja na złożo-
ny przeszczep (kończyna) nie jest tak ostra jak na izolowany przeszczep skóry, d) 
FK506 jest w modelu szczura lekiem efektywnie ograniczającym odrzucanie 
przeszczepu kończyny. 

Korzystne i niepożądane efekty przeszczepienia tkanki szpikowej powinny 
być brane pod uwagę w opracowaniach klinicznych programów przeszczepiania 
kończyn. 
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Streszczenie 

Przeszczepianie ludzkich kończyn stało się rzeczywistością. Do sierpnia 2002 
wykonano na świecie, wg oficjalnych danych, 8 allogenicznych pojedynczych 
oraz 4 podwójne przeszczepy ręki. Ponadto wykonano unaczynione przeszcze-
py allogenicznych kości i stawów u 8 chorych. Wskazaniem do przeszczepienia 
ręki są: 1) brak obu rąk (pourazowy, wrodzony (?), 2) brak jednej ręki i współ-
istniejące zaburzenia wzroku ograniczające podstawowe funkcje życiowe, 3) 
brak jednej ręki u osobnika z motywacją przywrócenia s tandardu życia. Wyzwa-
niem klinicznym pozostaje także rekonstrukcja uszkodzeń dużych kości i tka-
nek miękkich spowodowanych urazem, resekcją guza nowotworowego lub wa-
dami wrodzonymi. 

Ograniczona jest znajomość procesów odrzucania kończyny i zapobiegania 
jej odrzucania. Także brak jest dokładnych obserwacji dotyczących funkcjonalne-
go połączenia się przeszczepu z biorcą, takich jak powrotu unerwienia, reakcji 
naczyniowych, funkcji chwytnych, itp. Do najważniejszych problemów dotyczą-
cych przeszczepiania kończyn, przed którymi stoi współczesna transplantologia, 
należą: proces odrzucania poszczególnych tkanek przeszczepu, reinerwacji prze-
szczepu w celu przywrócenia funkcji kończyny oraz rozsiew i namnażanie się 
w organizmie biorcy komórek szpiku przeszczepionych wraz z kością z potencjal-
nym rozwojem tolerancji na antygeny transplantacyjne dawcy, ale jednocześnie 
z zagrożeniem rozwoju reakcji gospodarz przeciwko przeszczepowi i przeszczep 
przeciwko gospodarzowi w miejscu zgromadzenia się tych komórek. Uwalnianie 
komórek szpiku z przeszczepionej kończyny niesie więc ze sobą potencjalną ko-
rzyść w postaci wydłużenia przeżycia przeszczepu, prawdopodobnie w związku 
z obecnością mikrochimeryzmu komórkowego, a w szczególności komórek den-
drytycznych dawcy. Jak dotąd brak jest w literaturze doniesień dotyczących pro-
cesu uwalniania i osiedlania się u biorcy komórek szpiku z przeszczepionej koń-
czyny oraz efektów tego procesu. 

Celem moich badań była ocena procesu migracji przeszczepionych komórek 
hemopoetycznych z kości przeszczepionej kończyny dawcy do jam szpikowych 
i narządów limfatycznych biorcy w układzie syngenicznym i allogenicznym. Do-
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datkowo śledziłem proces powstawania allogenicznego mikrochimeryzmu i jego 
ewentualnego wpływu na wydłużenie czasu przeżycia przeszczepionej kończyny. 
Badałem także zjawisko reakcji przeszczep-przeciw-gospodarzowi (GvH), które 
zwykle występuje po przeszczepieniu allogenicznego szpiku. Wszystkie wymie-
nione procesy powinny być poznane przed rozpoczęciem klinicznego przeszcze-
piania kończyn. 

W prowadzonych badaniach uzyskano następujące obserwacje: 1) komórki 
szpiku uwolnione z przeszczepu unaczynionej kończyny osiedlają się w szpiku 
kostnym i narządach limfatycznych biorcy, 2) liczba uwalnianych komórek jest 
niska, lecz wystarczająca do odtworzenia w ciągu 10 dni populacji komórek szpi-
ku i narządów limfatycznych u biorcy poddanemu napromienianiu (cytoablacji), 
3) przeszczepienie kończyny syngenicznemu nie napromienianemu biorcy pro-
wadzi do wystąpienia efektu „natłoku" w szpiku kostnym i do hamowania dojrze-
wania granulocytów i limfocytów, 4) przeszczepienie kończyny syngenicznemu 
napromienianemu biorcy prowadzi, w ciągu 10 dni, do całkowitej odnowy komó-
rek szpiku i narządów limfatycznych; następuje odtworzenie prawidłowego skła-
du komórkowego szpiku i narządów limfatycznych, 5) przeszczepienie kończyny 
allogenicznemu, naświetlonemu, leczonemu immunosupresyjnie biorcy prowa-
dzi do odnowy szpiku kostnego i narządów limfatycznych oraz do wystąpienia 
stanu mikrochimeryzmu, 6) narządy biorcy są repopulowane m.in. komórkami 
typu dendrytycznego pochodzącymi od dawcy, 7) czas przeżycia skóry przeszcze-
pionej kończyny u allogenicznych biorców jest 2-3-krotnie dłuższy w porównaniu 
z przeszczepem wolnych płatów skórnych, 8) przeszczepienie allogenicznej koń-
czyny sprzyja wydłużeniu czasu przeżycia przeszczepu wolnych piatów skórnych 
i serca od tego samego dawcy, 9) obniżona odpowiedź splenocytów biorcy allo-
genicznego przeszczepu kończyny na antygeny dawcy oraz niskie zdolności po-
budzenia przez splenocyty biorcy limfocytów dawcy, 10) występowanie zjawiska 
mikrochimeryzmu komórkowego nie wydaje się bezpośrednio korelować z cza-
sem przeżycia kończyny, 11) podczas odrzucania DNA dawcy może być wykry-
wane w nie limfoidalnych i limfoidalnych tkankach biorcy, 12) w grupie biorców 
nieleczonych i leczonych immunosupresyjnie nie obserwowano występowania 
choroby przeszczep przeciwko gospodarzowi. 

Obserwacje z pracy posiadające wartość kliniczną to: a) jedynie krótkotrwa-
ły efekt „crowding" t.j. nadmiaru komórek szpiku po przeszczepieniu kończyny, 
b) niewielka ilość uwalnianych komórek szpiku uwalnianych z przeszczepu, co 
może tłumaczyć brak ostrej reakcji GvH, c) tendencja do przedłużenia przeżycia 
przeszczepu kończyny wynikająca z biologicznego charakteru przeszczepu (me-
chanizm niejasny), d) brak ostrego odrzucania skóry przeszczepu kończyny (ob-
serwacja nieoczekiwana). 

Z klinicznego punktu widzenia należy także pamiętać, iż: a) komórki szpiku 
przeszczepionej kończyny uwalniają się z jamy szpikowej i zasiedlają biorcę, b) 
w związku z tym, reakcja odrzucania ma miejsce nie tylko w przeszczepie ale i na-
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rządach, gdzie rozmieściły się allogeniczne komórki szpiku, c) reakcja na złożo-
ny przeszczep (kończyna) nie jest tak ostra jak na izolowany przeszczep skóry, d) 
FK506 jest w modelu szczura lekiem efektywnie ograniczającym odrzucanie 
przeszczepu kończyny. 

Korzystne i niepożądane efekty przeszczepienia tkanki szpikowej powinny 
być brane pod uwagę w opracowaniach klinicznych programów przeszczepiania 
kończyn. 
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Wnioski 

1. Komórki szpiku uwolnione z przeszczepu unaczynionej kończyny zasiedlają 
szpik kostny i narządy limfatyczne biorcy. 
2. Liczba uwalnianych komórek jest niska, lecz wystarczająca do odtworzenia 
w ciągu 10 dni populacji komórek szpiku i narządów limfatycznych u biorcy pod-
danemu napromienianiu (cytoablacji), co świadczy o hematopoetycznej aktyw-
ności przeszczepu. 
3. Przeszczepienie kończyny allogenicznemu, naświetlonemu, leczonemu immu-
nosupresyjnie biorcy prowadzi do wystąpienia mikrochimeryzmu komórkowego 
i nie-komórkowego (DNA dawcy poza jego komórkami). 
4. Narządy biorcy są repopulowane m.in. komórkami typu dendrycznego po-
chodzącymi od dawcy, mogącymi odgrywać rolę w przedłużeniu przeżycia prze-
szczepu. 
5. Przeszczepienie allogenicznej kończyny sprzyja wydłużeniu czasu przeżycia 
przeszczepu wolnych płatów skórnych i serca od tego samego dawcy. 
6. Nie obserwowano występowania choroby przeszczep przeciwko gospodarzowi 
zarówno w grupie biorców nieleczonych, jak i leczonych immunosupresyjnie. 
7. Uzyskane obserwacje będą przydatne w rozumieniu procesów klinicznych roz-
wijających się po złożonych allogenicznych przeszczepach tkankowych (composite 
tissue grafts), w tym kończyn. 
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