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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Postep leczenia immunosupresyjnego przez zmniejszenie czgstosci ostrego odrzucania poprawit
krétkoterminowe przezycie przeszczepow nerek. Nie ulegto natomiast poprawie dlugoterminowe
przezycie przeszczepdw, do utraty ktérych dochodzi w péZnym okresie po przeszczepieniu w wy-
niku waskulopatii i przewleklego odrzucania. Tolerancja immunologiczna oznacza brak aktywno-
Sci immunologicznej wobec okreslonych antygendw, przy sprawnej odpowiedzi immunologicznej
na pozostate. Badania indukcji tolerancji immunologicznej w stosunku do antygenéw dawcy prze-
szczepu, czyli tolerancji transplantacyjnej sa obecnie intensywnie prowadzone, a ich celem jest
opracowanie metod leczenia, ktére pozwola zapobiegaé przewleklemu odrzucaniu przeszczepio-
nego narzadu. W opracowaniu dokonano przegladu wspéiczesnego stanu wiedzy na temat toleran-
¢ji transplantacyjnej. Omoéwiono odpowiedz uktadu odpornosciowego na alloantygeny i scharakte-
ryzowano mechanizmy powstawania tolerancji immunologicznej, w tym delecj¢ klonalna, anergi¢
klonalna, z ktéra jest zwigzane zjawisko mikrochimeryzmu oraz aktywna supresj¢, zachodzaca
dzigki populacji limfocytéw regulatorowych. Podkreslono rolg komérek dendrytycznych w proce-
sie indukcji 1 utrzymania stanu tolerancji. Przedstawiono metody wywotywania tolerancji u bior-
cow przeszczepu nerki, a takze stosowane w praktyce klinicznej testy oceny tolerancji transplan-
tacyjnej. Obecnie w celu maksymalnego zmniejszenia ryzyka odrzucenia narzadu stosowana jest
optymalizacja doboru biorcéw, ale by¢ moze juz w niedalekiej przysztosci mozliwa bedzie tera-
pia genowa. Jednak przed wprowadzeniem takiego postgpowania do badan klinicznych, muszg zo-
sta¢ okreslone optymalne warunki terapii oraz ocena ryzyka w badaniach na zwierzgtach.
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Summary

Progress in immunosuppressive therapy has improved short-term survival of renal allografts by
decreasing the frequency of acute rejections. However, the long-term survival of renal grafts has
not improved. Transplanted kidneys are lost in the late period after transplantation as a result of
vasculopathy and chronic rejection. Immunological tolerance means the lack of immunologi-
cal activity towards certain antigens while the response towards others remains correct. The in-
duction of immunological tolerance of donor antigens (transplant tolerance) is examined inten-
sively to work out treatment methods which will allow prevention of chronic allograft rejection.
The paper includes an overview of current knowledge on allograft tolerance. Immune response
to alloantigens is described and the mechanisms of immunological tolerance induction (inclu-
ding clonal deletion, anergy connected with the microchimerism phenomenon, and active sup-
pression caused by regulatory lymphocytes) are characterized. The role of dendritic cells in the
process of inducing and maintaining tolerance is highlighted. Tolerance-inducing strategies in
renal transplant recipients and clinically applied evaluation methods are presented. At present,
optimizing recipient matching is used to decrease the risk of graft rejection. Hopefully, gene the-
rapy will be possible in the near future. However, before introducing such a procedure into clini-
cal studies, optimal therapy conditions and risk evaluation must be defined in tests on animals.
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Postep leczenia immunosupresyjnego doprowadzit w ciagu
ostatnich lat do znacznego zmniejszenia czgstosci ostrego
odrzucania i poprawit krétkoterminowe przezycia przeszcze-
péw nerek, natomiast dlugotrwate przezycia przeszczepéw
nie ulegty istotnej zmianie. Przyczyna utraty przeszczepu
po uptywie roku jest w wigkszosci przypadkéw przewle-
kte odrzucanie i waskulopatia [6].

Tolerancja immunologiczna oznacza brak aktywnosci im-
munologicznej wobec okreslonych antygenéw, przy spraw-
nej odpowiedzi immunologicznej na pozostate. Badania
indukcji tolerancji immunologicznej w stosunku do an-
tygenéw dawcy przeszczepu, czyli tolerancji transplanta-
cyjnej sa obecnie intensywnie prowadzone, poniewaz ist-
nieje potrzeba zmniejszenia chorobowosci spowodowane;j
immunosupresja, znoszaca reaktywnos¢ immunologiczng
przeciw wszystkim antygenom i zmniejszajaca odpornosé
przeciwzakazna i przeciwnowotworowa, ale rowniez dla-
tego, aby opracowaé metody leczenia, ktére zapobiegna
przewlektemu odrzucaniu.

ODPOWIEDZ UKLADU ODPORNOSCIOWEGO NA ANTYGENY
PRZESZCZEPU

W pierwszym etapie komoérki dendrytyczne dawcy obecne
w przeszczepie zasiedlaja regionalny wezet chtonny bior-
cy i bezposrednio prezentuja antygeny dawcy komérkom
uktadu odpornosciowego biorcy. Mechanizm ten odgrywa
znaczaca role w indukowaniu odpowiedzi na przeszczep
we wezesnym okresie. Usunigcie komorek dendrytycz-
nych z narzadu przed zabiegiem przeszczepienia hamu-
je wystapienie reakcji odrzucania. Obecnie sg prowadzo-
ne préby perfundowania nerek przed przeszczepieniem
przeciwcialem monoklonalnym skierowanym przeciwko
CD45, antygenowi ktéry jest obecny na komérkach den-
drytycznych.

Po przetworzeniu antygendw przez komorki prezentujace
antygen do krétkich peptydéw umieszczonych w rowku
czasteczki gtéwnego uktadu zgodnosci tkankowej (MHC)
antygeny sg rozpoznawane przez limfocyty T. Rozpoznanie
antygenu odbywa si¢ przez jego zwigzanie z receptorem
limfocytu (TCR). Komérki miazszowe przeszczepionego
narzadu maja na swojej powierzchni MHC klasy I i moga
aktywowac limfocyty CD8+. Poniewaz jednak nie wykazu-
ja na swojej powierzchni ekspresji czasteczek rodziny B7,
nie dostarczaja tzw. drugiego sygnatu niezb¢dnego do ak-
tywacji limfocytéw. Po przeszczepieniu komérki prezentu-
jace antygen (APC) dawcy ulegaja wymianie na APC bior-
cy wywodzace si¢ z komdrek macierzystych szpiku i to one
prezentuja peptydy pochodzace od dawcy w mechanizmie
prezentacji posredniej. Warunkiem aktywacji limfocytu
jest jego bezposredni kontakt z komorka prezentujaca na

czasteczkach MHC swoisty dla niego antygen. W czasie
tego kontaktu limfocyt musi otrzyma¢ co najmniej dwa
sygnaly — pierwszy pochodzacy z rozpoznania antygenu
przez receptor TCR, drugi z tzw. czastek kostymulujacych.
Najwazniejsza role w kostymulacji odgrywaja interakcje
receptoréw CD28, CD2 na powierzchni limfocyta z cza-
steczkami B7.1 (CD80), B7.2 (CD86), CD48 (LFA-3) na
powierzchni komorki prezentujacej antygen [31].

Po dostarczeniu obydwu sygnatéw w limfocycie T docho-
dzi do aktywacji kalcineuryny zaleznej od jonéw wapnia
oraz do aktywacji kinaz biatkowych zaleznych od mito-
genu (MAP). Kalcineuryna defosforyluje w cytoplazmie
czynnik jadrowy aktywowanych limfocytow T powodu-
jac jego przemieszczenie do jadra komérkowego, wig-
zanie ze swoista sekwencja DNA i aktywacje promoto-
row gendéw cytokin (IL-2, INF-y). Kinaza biatkowa MAP
aktywuje inne czynniki transkrypcyjne (np. Jun i Fos).
Interleukina 2 (IL-2) oraz inne czynniki wzrostowe prze-
kazuja tzw. trzeci sygnat, pobudzajacy cykl komérkowy.
Jednym z gléwnych enzymdw bioracych udziat w przeka-
zywaniu sygnatu trzeciego jest enzym TOR (target of ra-
pamycin). Kontroluje on translacj¢ mRNA bialek regula-
torowych cyklu komérkowego [19].

MECHANIZMY POWSTAWANIA TOLERANCJI IMMUNOLOGICZNE)

Do czynnikéw, ktére maja wpltyw na wywotanie toleran-
¢ji naleza charakter i dawka antygenu, sposéb jego poda-
nia oraz dojrzatos¢ uktadu immunologicznego. W kontek-
Scie rozwoju tolerancji transplantacyjnej istotne jest, ze
stopien podobienstwa do antygenéw witasnych determinu-
je zdolnos¢ antygenu do wywotania tolerancji lub odpor-
nosci. Im wigksze podobienistwo do antygenéw wilasnych,
tym tatwiejsza jest indukcja tolerancji [35].

Czasem udaje sig¢ uzyskac tolerancje na antygen po jego
podaniu doustnym, ale préby ,,nauczania’ tolerancji przez
podawanie droga pokarmowa antygendw transplantacyjnych
dawcy pozostaja na razie w sferze teorii [24]

SEKWESTRACJA ANATOMICZNA

W procesie powstawania tolerancji immunologicznej uczest-
niczy kilka mechanizméw. Pierwszym z nich jest sek-
westracja anatomiczna polegajaca na istnieniu w organi-
zmie miejsc, w ktérych przeszczepy tatwiej si¢ przyjmuja.
Naleza do nich tozysko, OUN, przednia komora oka i jadro
[15]. Jest to spowodowane utrudnionym dostgpem antyge-
néw i limfocytéw wynikajacym z obecnosci barier anato-
micznych (np. krew-moézg), ale takze mala liczba komérek
dendrytycznych, niska ekspresja czastek MHC, aktyw-
noscia limfocytéw T regulatorowych/supresorowych, lo-
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Ryc. 1. Komérka prezentujaca antygen

kalnym wytwarzaniem cytokin (IL-10, TGF-) i wreszcie
stala ekspresja APO-1/FasL (ligandu biatka APO-1/Fas).
Wystgpowanie czasteczek FasL powoduje zabijanie nacie-
kajacych te miejsca aktywowanych limfocytéw wykazuja-
cych ekspresje czasteczki Fas [17]. Sekwestracja anatomicz-
na nie ma znaczenia przy przeszczepianiu nerki.

DELECIA KLONALNA

W rozwoju tolerancji transplantacyjnej istotna jest delecja
klonalna. Proces ten polega na zachodzacej w grasicy eli-
minacji limfocytoéw autoreaktywnych. W 1960 r. za teorie
delecji klonalnej zaktadajaca niszczenie limfocytow reagu-
jacych na wlasne antygeny w wyniku kontaktu z wlasnym
antygenem Burnet i Medawar otrzymali Nagrode Nobla.
Istnieja dane, ze delecja klonalna odbywa sig¢ réwniez
w tkankach poza grasica i wywotuje tolerancj¢ na antyge-
ny dawcy [35]. Bezposrednio odpowiedzialne za proces na-
zywany Smiercia komorki indukowang aktywacja (AICD)
sg interakcje Fas/FasL (CD95/CD95L) [16].

ANERGIA KLONALNA

Trzeci mechanizm uczestniczacy w powstawaniu tolerancji
to anergia klonalna. Gdy po wywotaniu sygnatu dla lim-
focyta T zablokowaniu ulegnie kostymulacja np. CD40 -
CDA40L, nie dojdzie ani do proliferacji ani do wytwarzania
IL-2 [8]. Anergi¢ limfocyta spowoduje rowniez zabloko-
wanie receptora interleukiny 2 — CD25 [35]. Nalezy jednak
pamigtad, ze przy indukcji tolerancji tym sposobem zacho-
dzi krzyzowa reakcja IL-15 z receptorem, a takze o tym,
ze blokowanie CD25 nigdy nie jest petne [27].

Aktywacja limfocytéw dziewiczych, czyli takich, ktére nie
zetknely sig jeszcze z antygenem, prowadzi do ekspresji
dodatkowego receptora — CTLA-4, wykazujacego wigk-
sze powinowactwo do B7 niz CD28. Wiazanie CTLA-4
(obecnego na limfocycie T) i B7 (na APC) powoduje prze-
kazanie limfocytowi T sygnatu negatywnego prowadzace-
go do zahamowania aktywnosci [8]. Stosowanie przeciw-
ciata anty-CD 154 i CTLA4-Ig wywotywato dtugotrwata
tolerancj¢ na antygeny. Anty-CD154 (anty CD40 ligand)
wycofano z badan na ludziach ze wzgledu na zwigkszo-
na czesto$¢ wystgpowania zakrzepicy i wigksza niz pier-
wotnie zaktadano czg¢stos¢ ostrych odrzucen [39]. Obecnie

prowadzone sa badania z przeciwcialem humanizowanym
anty-B7 drugiej generacji — LEA29Y [40].

Na modelach doswiadczalnych wykazano, ze tolerogenny
efekt blokady kostymulacji jest zwigkszany przez induk-
cj¢ apoptozy w odpowiadajacych limfocytach T. Inhibitory
kalcineuryny zmniejszaja ten efekt przez blokowanie in-
dukcji sygnatlu apoptycznego, podczas gdy rapamycy-
na promuje apoptoze i poprawia tolerancj¢ przeszczepu.
Apoptoze aktywowanych limfocytéw T promuje réwniez
mykofenolan mofetilu [2].

Z anergia klonalna jest zwigzane zjawisko mikrochimery-
zmu. Wedlug Starzla [33], ktéry jest tworca teorii mikro-
chimeryzmu, koniecznym warunkiem utrzymywania tole-
rancji transplantacyjnej jest stata obecnos¢ komoérek dawcy
w weztach chlonnych biorcy. Komérki dendrytyczne znaj-
dujace si¢ w przeszczepianym narzadzie migruja po za-
biegu do obwodowych narzadéw limfatycznych. Obecnos¢
tych komérek zostata potwierdzona w badaniach biorcéw
przeszczepéw. Uwaza sig, ze przeszczep watroby stano-
wiacy bogate Zrédto tych komérek tatwiej niz inne narza-
dy indukuje stan tolerancji. Istnieja jednak réwniez inne
mechanizmy, m.in. uwalnianie znacznych ilosci wolnych
czasteczek MHC, blokujacych receptory limfocytéw i wy-
dzielanie przez watrobg substancji o nieswoistym dziata-
niu immunosupresyjnym. Na znaczenie mikrochimery-
zmu wskazuja wyniki doswiadczen, w ktorych uzyskuje
si¢ przedtuzenie czasu przezycia narzadu przeszczepio-
nego lacznie z przetoczeniem szpiku dawcy. By¢ moze
podobna role spetniaja przetoczenia krwi. W przeszio-
Sci jako procedurg przygotowania do przeszczepu stoso-
wano przetoczenie krwi od dawcy narzadu (DTS — donor
specific transfusion). Nie potwierdzono jednak korzyst-
nego wplywu takiego postgpowania na wyniki przeszcze-
piania w sytuacji stosowania lekéw immunosupresyjnych
o duzej skutecznosci. U czgSci biorcow przeszczepdw nie
znajduje si¢ komoérek dawcy poza przeszczepionym na-
rzadem. Znaczenie mikrochimeryzmu jest nadal dyskuto-
wane m.in. dlatego, ze opisywano odrzucenia przeszcze-
pionego narzadu u pacjentéw, u ktérych stwierdzano jego
obecnosé, a biorey, u ktérych go nie wykazywano nie od-
rzucali przeszczepu [5].

AKTYWNA SUPRESJA

Kolejnym mechanizmem uczestniczacym w powstawa-
niu tolerancji jest aktywna supresja, ktora zachodzi dzig-
ki populacji limfocytéw regulatorowych/supresorowych
(Treg/sup). Populacja limfocytéw Treg/sup jest zréznico-
wana. Naleza do nich limfocyty Th2 wydzielajace m.in.
IL-4 i wykazujace swoje funkcje hamujace szczegdlnie
wobec limfocytéw Thl i odpowiedzi typu komérkowego.
Na podobnej zasadzie limfocyty Th1 hamuja aktywnos¢
limfocytéw Th2 i odpowiedZ humoralna.

Wazne funkcje regulatorowe spetniaja takze limfocyty Th3
wytwarzajace transformujacy czynnik wzrostu (TGFE-3),
limfocyty Trlwydzielajace 1L-10 i TGF-B, limfocyty T
CD8+CD28-, niektdre limfocyty cytotoksyczne, limfocy-
ty TBS, NKT i inne subpopulacje [4,41].

W rozwoju tolerancji transplantacyjnej podstawowa role
spelniaja naturalnie wystepujace limfocyty o fenotypie
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CD4+CD25+, stanowiace jak si¢ obecnie uwaza fenoty-
powo i funkcjonalnie odrgbna populacje limfocytéw T (5—
10% limfocytéw T obwodowych). Efekt supresorowy tych
komoérek zalezy prawdopodobnie od bezposredniego kon-
taktu z komérkami docelowymi. Ich wtasciwosci supresyj-
ne moga by¢ jednak réwniez skutkiem wytwarzania cytokin,
poniewaz komorki te wykazuja intensywna ekspresje bto-
nowych postaci TGF-f [25]. Stwierdzano obecnos¢ limfo-
cytéw regulatorowych z ekspresja utajonych postaci TGF-f3
w tkance srédmiazszowej okotocewkowej przeszczepionych
nerek matp, u ktérych wystgpowata tolerancja. Nie wykazy-
wano ich obecnosci gdy dochodzito do zatamania si¢ stanu
tolerancji, a w pdzno odrzucanych nerkach byly zastepowa-
ne przez nacieki z komérek TGF-3 negatywnych. Zdaniem
autoréw pracy mozna uznaé, ze obecnos¢ naciekéw z komo-
rek regulatorowych z ekspresja latentnych postaci TGF-f jest
wskaznikiem stanu tolerancji [21]. Ukazaly si¢ takze donie-
sienia wskazujace, ze do dziatania supresyjnego tej grupy
komoérek konieczne jest takze wytwarzanie IL-10 [18].

Komérki regulatorowe wykazuja konstytutywnie na swojej
powierzchni ekspresje m.in. hamujacych receptoréw kosty-
mulujacych (CTLA-4 1 PD-1), GITR (glucocorticoid-indu-
ced tumor necrosis factor receptor), OX40 czyli CD134, nie-
ktérych receptorow chemokinowych i CD103 nalezaca do
tzw. homing receptors [9, 26]. Wykazuja rowniez ekspre-
sje czynnika transkrypcyjnego Foxp3, ktéry spetnia istot-
na role w powstawaniu i funkcjonowaniu tych komérek [7].
Role tego czynnika potwierdzono klinicznie, gdy wykaza-
no, ze mutacja genu Foxp3 uposledzajac funkcje regulato-
rowe prowadzi do cigzkich choréb autoimmunologicznych,
zapalnych i alergicznych [18]. Potencjalnie uzytecznym po-
wierzchniowym markerem komérek regulatorowych jest
neuropilina 1 [36]. Rola tych molekut nie jest do korica po-
znana, istnieja jednak dane, ze np. ligand GITR (GITR-L)
znosi hamujace dziatanie komérek regulatorowych. GIRT-L
jest obecny na wielu komérkach APC i prawdopodobnie
regulacja jego ekspresji umozliwia kontrole nad komérka-
mi, z ktérymi reaguje. By¢ moze interwencje terapeutycz-
ne w uktad GIRT/GIRT-L pozwola wptywac na mechani-
zmy supresji zalezne od tych komoérek [22].

Teoretycznie istnieja dwie mozliwosci wykorzystania natu-
ralnie wystgpujacych komérek regulatorowych w indukcji
tolerancji na przeszczep nerki. Jedna z nich polega na kon-
trolowaniu komérek innych niz regulatorowe przez reduk-
cje ich liczby lub blokowanie ich dzialania, aby powstat stan
immunologiczny ulatwiajacy spontaniczna ekspansj¢ natu-
ralnych, swoistych dla antygenu komérek regulatorowych.
Zadanie to spetnia podawanie przeciwcial monoklonalnych
lub lekéw immunosupresyjnych przez krétki okres. Drugim
sposobem indukcji tolerancji z uzyciem komorek regulato-
rowych jest izolacja tych komdrek od biorcy, stymulacja ich
ex vivo komérkami dawcy i podanie ich biorcy przed zabie-
giem przeszczepienia. Jest to teoretycznie mozliwe jedynie
przy przeszczepianiu od dawcow zywych. Bardziej reali-
styczne wydaje si¢ obecnie stworzenie lekéw lub srodkow
o charakterze szczepionek, ktére powodowalyby ekspansje
tych komoérek in vivo [41]. Limfocyty Treg moga induko-
wacé powstawanie innych regulatorowych limfocytéw T, co
umozliwia przeniesienie tolerancji z jednego osobnika na
drugiego. Jest to tzw. typ tolerancji infekcyjnej. Prowadzone
sa badania dotyczace wykorzystania tego zjawiska w wywo-
tywaniu tolerancji transplantacyjnej. Limfocyty regulatorowe

dziataja nie tylko na inne limfocyty T hamujac ich prolife-
racje¢ i ekspresjg cytokin, ale istnieja dane, ze wptywajq ha-
mujaco réwniez na komorki prezentujace antygen. W miej-
scu, gdzie rozwija si¢ odpowiedZ immunologiczna, hamuja
nieswoiscie odpowiedZ réwniez na inne antygeny, a nie tyl-
ko na ten, ktéry pobudzit jej powstanie. Istotne jest réwniez
to, ze wprowadzenie limfocytéw T w stan anergii i aktywa-
cja limfocytéw regulatorowych nie sa procesami niezalez-
nymi, poniewaz niektére wprowadzone w stan anergii lim-
focyty T aktywnie hamuja odpowiedZ innych limfocytéw,
zachowujac si¢ jak limfocyty regulatorowe [35].

Wiedza na temat komorek regulatorowych stale sig¢ powigk-
sza, ale nadal bez odpowiedzi pozostaja pytania o sposéb
w jaki komorki te otrzymuja sygnat hamujacy i wspotpra-
cuja z innymi regulatorowymi limfocytami T i komorka-
mi dendrytycznymi, a takze wiele innych.

INDUKCJA TOLERANCJI TRANSPLANTACYJNE)

Tolerancje immunologiczna stosunkowo tatwo mozna wy-
wota¢ metodami do§wiadczalnymi przez podanie antygendw
transplantacyjnych przysziego dawcy w zyciu ptodowym
lub noworodkowym. Jest to tzw. tolerancja noworodkowa,
zalezna od niedojrzatosci komoérek. Innym sposobem jest
podanie antygendw transplantacyjnych do grasicy celem
wywotania delecji okreslonych klonéw limfocytéw T [28].
Rozwdj takiej tolerancji utrudniaja niektdre leki immuno-
supresyjne [3]. Tolerancj¢ immunologiczna mozna réwniez
spowodowac przeszczepieniem szpiku i wywotaniem cal-
kowitego chimeryzmu hematopoetycznego. Zniszczenie
uktadu krwiotwérczego i immunologicznego biorcy i po-
danie biorcy szpiku przysztego dawcy indukuje rozwdj to-
lerancji na alloprzeszczep nerki od tego samego dawcy bez
koniecznosci leczenia immunosupresyjnego. Metoda ta nie
moze by¢ stosowana w klinice ze wzgledu na duze ryzy-
ko zwiazane z leczeniem mieloablacyjnym. Ograniczenie
stanowi takze wystgpowanie czgsto letalnej choroby prze-
szczep przeciw gospodarzowi (GVH). Podejmowane sa
préby wywotania mieszanego chimeryzmu hematopoe-
tycznego przez zastosowanie kondycjonowania niemie-
loablacyjnego. Ta strategia postgpowania zostata po raz
pierwszy zastosowana u czlowieka w 1998 r. Dotad lecze-
niem objeto niewielka grupe chorych ze schytkowa niewy-
dolnoscia nerek w przebiegu szpiczaka mnogiego. Chorzy
ci poddani byli leczeniu niemieloablacyjnemu, a nastgp-
nie transplantacji szpiku allogenicznego i rozwingli tole-
rancj¢ na przeszczep nerki. Nalezy zwroci¢ uwage, ze pra-
wie u wszystkich chorych przeszczep byt dobrany od HLA
identycznych dawcéw rodzinnych [14]. Taki dawca nie jest
dostepny dla wigkszosci pacjentéw, dlatego istnieje po-
trzeba opracowania mozliwych do zastosowania w klinice
niemieloablacyjnych protokotéw, ktére mogtyby by¢ bez-
piecznie uzyte u pacjentéw z niezgodnosciami w zakresie
HLA. Prowadzone sa préby wywotania mieszanego chi-
meryzmu z uzyciem poli- i monoklonalnych przeciwciat
antylimfocytarnych podawanych w czasie dostarczania an-
tygenu dawcy w postaci transfuzji krwi dawcy, a takze mi-
nimalne kondycjonowanie promieniowaniem jonizujacym
elementéw szpiku dawcy i biorcy. Do najbardziej skutecz-
nego leczenia indukcyjnego nalezy obecnie stosowanie hu-
manizowanego monoklonalnego przeciwciata skierowanego
przeciwko czasteczce CDS52 — alemtuzumabu lub poliklo-
nalnych przeciwcial antytymocytarnych w duzych dawkach.
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Réwnie skuteczne, ale znacznie mniej bezpieczne jest na-
Swietlanie tkanki limfoidalnej (TLI). Obiecujace sa wyni-
ki przeszczepiania wraz z narzadem komérek CD34+ (ko-
morki macierzyste szpiku) dawcy [34,38]. Nie wiadomo
jednak, czy indukcja mieszanego makrochimeryzmu (ter-
min oznaczajacy obecnos¢ we krwi obwodowej wigcej niz
5% komérek hematopoetycznych pochodzacych od dawcy)
jest wystarczajaca do utrzymania dtugo trwajacego, samo-
podtrzymujacego si¢ stanu tolerancji [14].

Ostatnio w procesie indukcji i utrzymywania stanu tole-
rancji podkreslana jest rola komérek dendrytycznych [29].
W zréznicowanej populacji komdrek dendrytycznych wy-
stgpuje rowniez populacja komorek niedojrzatych, w tym
komorki Langerhansa i Srédmiazszowe komérki dendry-
tyczne. Zaréwno dojrzate jak i niedojrzate komérki den-
drytyczne indukuja proliferacj¢ swoistych dla antygenu
limfocytéw CD4+, ale tylko dojrzate promujg ich réznico-
wanie w wytwarzajace cytokiny komorki efektorowe [23].
Mechanizmy, dzigki ktérym komérki dendrytyczne wpty-
waja na regulacje odpowiedzi immunologicznej nie sg zna-
ne. Wsréd nich prawdopodobne sa uposledzenie funkcji
allostymulujacej komérek dendrytycznych spowodowane
ich niepelng dojrzatoscia, selektywna blokada molekut ko-
stymulacyjnych i wptyw na wytwarzanie cytokin — IL-10
i TGF-. Prowadzone sg obecnie préby indukcji toleran-
¢ji podawaniem kondycjonowanych in vitro lub niedojrza-
tych komérek dendrytycznych [3,20].

Precyzyjne mechanizmy powodujace powstanie, a nastgp-
nie utrzymywanie si¢ stanu tolerancji ciagle nie sa pozna-
ne, wiadomo jednak z cata pewnoscia, ze jest to skompli-
kowany, podlegajacy wielu regulacjom, wielostopniowy
proces. Przyjeto obecnie, ze w wyniku odpowiedzi ko-
morkowej na przeszczep niezgodny w zakresie HLA do-
chodzi do rekrutacji bardzo duzej liczby klonéw komérko-
wych. Ograniczenie ich liczby ma podstawowe znaczenie
w fazie indukcji tolerancji [23]. Natomiast utrzymywanie
stanu tolerancji w okresie pdZniejszym zalezy od samore-
gulujacego si¢ mechanizmu immunologicznego aktywnie
nadzorujacego alloagresywna odpowiedz limfocytéw T, tu
podkreslana jest rola aktywacji komérek regulatorowych
[42]. Tak wigc powodzenie przeszczepu, jego odrzucenie
lub rozwdj tolerancji zalezy od réwnowagi mi¢dzy komor-
kami cytotoksycznymi i regulatorowymi

Ukazato si¢ opracowanie strategii, ktérej celem byto wy-
bidrcze usunigcie aktywowanych cytotoksycznych lim-
focytéw T przy oszczgdzeniu sieci immunoregulacyjne;j.
Zaktadajac, ze IL-2 wyzwala AICD (indukowana aktywacja
Smier¢ komorki) i promuje apoptoze proliferujacych lim-
focytéw T, podczas gdy IL-15 przeciwstawia si¢ temu syg-
natowi i chroni komérki przed PCD (pasywna $mier¢ ko-
morki), zastosowano w modelu do§wiadczalnym agoniste
IL-2 (fuzyjne biatko IL-2/Fc), antagonistg IL-15 (fuzyjne
biatko IL-15/Fc) oraz rapamycyng (blokowanie prolifera-
¢ji) 1 uzyskano ograniczenie wczesnej ekspansji aktywo-
wanych limfocytéw T przy zachowanej zaleznej od komé-
rek CD4+CD25+ sieci immunoregulacji [43].

METODY OCENY TOLERANCJI TRANSPLANTACYJNE)

Przeprowadzenie badan tolerancji na ludziach jest ze zro-
zumiatych wzgledéw bardzo trudne. Niewielka liczba pa-

cjentéw, ktérzy przerwali immunosupresj¢ i mimo to nie
utracili nerki w przebiegu odrzucania stanowi rzadki kli-
niczny przyktad tolerancji immunologicznej, ktéry jest
cennym Zrédlem wiedzy o mechanizmach tolerancji [33].
Trudnosci w prowadzeniu badan nad tolerancja transplan-
tacyjna u ludzi powoduja, mimo zastosowania wielu badan,
na podstawie ktérych prébuje si¢ przewidzie¢ odpowiedZ
immunologiczna, rozwdj tolerancji lub wczesne objawy od-
rzucania, ze ich wyniki wymagaja potwierdzenia klinicz-
nego [37]. Obecnie mozna okresli¢ alloreaktywnos¢ ko-
morek oceniajac proliferacje (MLR — mixed lymphocyte
reaction) i cytotoksycznos¢ (CML cell-mediated lympho-
cytotoxicity), dokonaé analizy cytokin (mozliwe metody
— Elisa, Elispot, cytometria przeptywowa) oraz przepro-
wadzi¢ badanie tzw. reakcji opéZnionej nadwrazliwosci
(metoda trans-vivo). W sktad oceny odpowiedzi immu-
nologicznej wchodzi réwniez okreslenie miana alloprze-
ciwcial. Mozna przeprowadzaé charakteryzacje komorek
immunologicznych, w tym ocen¢ wskaznikéw aktywacji
limfocytéw w cytometrii przeptywowej, oznaczenie profi-
lu ekspresji wybranych genéw za pomocg technik biologii
molekularnej (np. real-time PCR) i fenotypowanie subpo-
pulacji komérek dendrytycznych. Uzyteczna jest analiza
genetyczna, ocena polimorfizmu genéw immunologicznych
i definiowanie tzw. gendw tolerancji w technologii mikro-
macierzy. Zastosowanie ma réwniez definiowanie ,,biatek
tolerancji” metodami proteomiki i ocena morfologiczna
i immunohistochemiczna biopsji przeszczepionej nerki
[3,13]. Role w przewidywaniu rozwoju i monitorowaniu
leczenia odrzucania moga spetnia¢ takze inne testy, np. po-
miaru chemokiny CXCR3 lub jej receptoréw [1]. Z pew-
noscia nie jest mozliwe okreslenie profilu immunologicz-
nego pacjenta tylko jedna z wymienionych metod.

Problemem do rozwigzania pozostaje sprecyzowanie wply-
wu obecnie stosowanych lekéw immunosupresyjnych na
wywotywanie tolerancji i wyjasnienie zwiazkéw migdzy
tolerancja a przewlekla nefropatia przeszczepionego na-
rzadu, poniewaz istnieja dane wskazujace, ze zmniejszona
reaktywnos$¢ na antygeny dawcy wiaze si¢ z ochrong przed
przewlektym odrzucaniem. Intensywnego przebadania wy-
maga wplyw postgpowania terapeutycznego wywotujace-
go tolerancj¢ na ryzyko powiktan infekcyjnych. Niektére
sposoby postgpowania majace na celu wywotanie toleran-
cji okazaty si¢ nieskuteczne, gdy byly prowadzone podczas
trwania infekcji. Mozliwym mechanizmem odpowiedzial-
nym za to zjawisko jest to, ze osobnicy przechowujacy in-
dukowane wirusem komorki pamigci (limfocyty T), kto-
re krzyzowo reaguja z alloantygenami dawcy sa oporni
na indukcje tolerancji. Niezwykle istotne jest réwniez to,
ze proba zastosowania leczenia wywotujacego tolerancje
w obecnosci latentnych czynnikéw infekcyjnych moze spo-
wodowac¢ powstanie tolerancji réwniez wobec nich.

Nie bez znaczenia jest tez problem intereséw firm farma-
ceutycznych produkujacych stosowane §rodki immunosu-
presyjne. Do osiagnigcia sukcesu i opracowania skutecz-
nego postgpowania wywotujacego tolerancje potrzebna
jest altruistyczna kooperacja przemystu biotechnologiczne-
go i transplantologéw. W tym celu stworzona zostata ITN
(The Immune Tolerance Network), sponsorujaca projekty
badawcze [12]. Obecnie dzigki tej organizacji prowadzo-
ne sg m.in. programy badawcze obejmujace przeszczepie-
nie szpiku oraz nerki u pacjentéw chorujacych na szpicza-
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ka mnogiego oraz u chorych z przewlekta niewydolnoscia
nerek bez choroby nowotworowej, u ktérych nie mozna byto
dobra¢ dawcy zgodnego w HLA [11]. Wybér populacji pa-
cjentéw, ktéra powinna zosta¢ wtaczona jako pierwsza do
badan klinicznych nad tolerancja jest bardzo trudny z przy-
czyn etycznych, poniewaz trzeba zaryzykowac zastosowa-
nie niepewnego programu leczenia w sytuacji, gdy roczne
przezycie przeszczepu przekracza 90% a w wyniku odrzuca-
nia tracone sa jedynie pojedyncze przeszczepy. Bezpieczne
wprowadzenie w zycie protokotéw wycofujacych leczenie
immunosupresyjne wymaga bezwzglednie identyfikacji
markeréw tolerancji, takich jak np. Foxp3 [30].

Tolerancja transplantologiczna nie oznacza catkowitego
braku reakcji uktadu immunologicznego na przeszczep,
a raczej brak niszczacej odpowiedzi na niego przy obec-
nej kompetentnej immunologicznej odpowiedzi ogdlne;j.
Osiagnigcie stanu catkowitej tolerancji utrzymujacej si¢
bez jakiegokolwiek leczenia nie jest prawdopodobnie przy
obecnym stanie wiedzy mozliwe do osiagnigcia. Bardziej

PismiennicTWO

realistyczne wydaje si¢ uzyskanie stanu czegsciowej tole-
rancji, przy minimalnej dawce immunosupresji lub immu-
nomodulacji, bezpiecznej dla pacjenta i potencjalnie chro-
niacej go przed wystapieniem przewleklego odrzucania
czyli przedtuzajacej zycie przeszczepu [10].

Celem zaréwno leczenia immunosupresyjnego, jak i poste-
powania indukujacego tolerancje¢ jest maksymalne zmniej-
szenie ryzyka odrzucania narzadu. Obecnie mozemy to
osiagac poprzez optymalizacje doboru biorcéw pod wzgle-
dem zgodnosci tkankowej, ale takze innymi metodami np.
przez odizolowanie MHC (,,optaszczanie” komérek wysp
trzustkowych).

By¢ moze juz w niedalekiej przysztosci bedzie mozliwa te-
rapia wprowadzajaca do przeszczepianych komoérek geny,
ktore ochronia je przed odrzucaniem. Przed wprowadze-
niem takiego postgpowania do badan klinicznych musza
zosta¢ okreslone optymalne warunki terapii i ocena ryzy-
ka w badaniach na matpach.
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