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Imunoregulacijsko delovanje matiénih celic
iz kostnega mozga in njihova mozna uporaba
pri transplantaciji organov

Immunoregulatory properties of bone marrow stem cells
and their potential use in solid organ transplantation

Maja Martinu¢,' Matjaz Jeras?

Izviecek

Izhodis¢a: Ceprav je prezivetje bolnikov s pre-
sajeno ledvico boljse kot pri dializnih bolnikih,
pa z dolgoro¢nimi rezultati presaditev e vedno
ne moremo biti zadovoljni, predvsem zaradi za-
pletov, povezanih s kroni¢nim zavrnitvenim od-
zivom in nezelenimi uc¢inki imunosupresivnega
zdravljenja. Z vzpostavitvijo specifiéne imunske
tolerance na darovaléeve tkivne antigene bi lah-
ko prepredili oziroma izrazito omilili vse ome-
njene tezave.

Zakljucki: Po uporabi krvotvornih mati¢nih ce-
lic iz kostnega mozga darovalca pred presaditvi-
jo organa so s poskusi na laboratorijskih Zzivalih
ustvarili mesani himerizem, ki oznacuje vzpo-
stavitev imunske tolerance prejemnika na tkivne
antigene presadka. V preglednem ¢lanku bomo
predstavili mehanizme, ki vodijo do vzpostavi-
tve imunske tolerance, ter vlogo mati¢nih celic
iz kostnega mozga v tem procesu, poleg tega pa
tudi prepreke, s katerimi se sre¢ujemo pri posku-
sih uvajanja rutinske uporabe mati¢nih celic pri
ljudeh za obicajno zdravljenje.

Abstract

Background: Long-term results of organ trans-
plantation remain rather unsatisfactory, mainly
because of chronic rejection and complications
associated with side effects of immunosuppres-
sive therapy. Induction of specific immunotoler-
ance to donor alloantigens would greatly dimin-
ish or prevent these problems.

Conclusons: Tolerance to allograft has been suc-
cessfully induced in laboratory animals by first
transplanting bone marrow hematopoietic stem
cells from the prospective organ donor into the
recipient, thereby creating a mixed chimera in
which donor’s and recipient’s hematopoieses co-
exist and tolerate each other. However, so far, the
results of attempts to extend such studies from
laboratory animals to humans have not been
very successful. In the present article we review
different mechanisms involved in the onset of
immune tolerance as well as the immunoregu-
latory potential of bone-marrow-derived stem
cells transplanted simultaneously with the organ
graft (kidney). We also elucidate key problems
related to the induction of tolerance in humans
and describe the first encouraging experimental
results in humans simultaneously receiving renal
and hematopoietic stem cell grafts.

Uvod

Presaditev ledvic je danes edini nacin
zdravljenja koncne ledvi¢ne odpovedi, ce se-
veda ne upostevamo hemodializnih metod.
Ceprav so tehnike presaditve in imunosu-
presivnega zdravljenja v zadnjih petdesetih
letih zelo napredovale, z njimi $e vedno ne
dosegamo Zelenih rezultatov, saj sta tako za-
dovoljivo delovanje presadka in prezivetje
bolnikov po presaditvi razmeroma nizka."?
Vzrok za to je predvsem imunosupresivno

zdravljenje, ki je sicer zelo ucinkovito pri
preprecevanju akutnega zavrnitvenega odzi-
va, zahteva pa svojo ceno zaradi nespecificne
toksi¢nosti tovrstnih zdravilnih uéinkovin,
dozivljenjske potrebe po njihovem jemanju
ter posledi¢no povisane pojavnosti raka in
okuzb pri bolnikih s presadki.** Zato bi bilo
idealno, ¢e bi lahko izzvali in dolgotrajno
vzdrzevali toleranco gostitelja na presadek,
tako da se imunski sistem prejemnika ne bi
odzval na darovalceve tkivne antigene, hkra-
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Slika 1: Inhibicija
kostimulatornih molekul
Aktiviranje limfocitov T
poteka vecstopenjsko.
Najprej T-celi¢ni
receptor (TCR) prepozna
kompleks molekule MHC
z vezanim antigenom.
Temu sledi aktiviranje
preko kostimulatornih
molekul CD28, CD80 in
CD86 (naivni Llimfociti

T se zligandom CD28
vezejo na molekule
CD80/CD86, izrazene na
antigene predstavljajocih
celicah— APC). Do
aktiviranja limfocitov T
ne pride, Ce nista dejavni
obe aktivacijski poti. V
eksperimentalnih pogojih
S0 Ze uspesno zavrli
povezavo med CD28 in
CD80/86 s tem, da so
uporabili antagonisti¢ni
ligand CTLA-4-Ig, ki

se z vegjo afiniteto
nepovratno veze na
CD28 in tako onemogoci
interakcijo s CD80/86.
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ti pa bi v celoti ohranil sposobnost imunske-
ga odziva na druge antigene.*

Pridobljena imunska toleranca

Obstoj tolerance gostitelja na presaje-
no tkivo je prvi dokazal Medawar s sod. Po
vbrizganju alogenskih celic darovalca v no-
vorojeno zival je ta razvila imunsko toleran-
co na darovalceva tkiva in nato v celoti spre-
jela razli¢na darovalceva tkiva brez uporabe
imunosupresivov.' Na zivalih so uspe$no
preskusili veliko razli¢nih postopkov za ra-
zvoj tolerance, a jih doslej Zal $e niso uspeli
prenesti v klini¢no prakso.® Poglavitna ovira
pri tem je pridobitev neizpodbitnega doka-
za za obstoj pridobljene dolgotrajne imun-
ske tolerance pri ljudeh. V Zivalskih ekspe-
rimentalnih modelih namre¢ take dokaze
pridobimo razmeroma enostavno, saj lahko
poskusno presajamo razlicna tkiva razlic¢-
nim prejemnikom in spremljamo njihovo
diferencialno aloimunsko odzivnost glede
na to, ali imajo Ze vzpostavljeno imunsko to-
leranco na tkivne antigene darovalca ali ne.
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Seveda na ljudeh takih poskusov veckratnih
presaditev ne moremo izvajati.

Obstajajo pa posredni dokazi o obstoju
pridobljene tolerance tudi pri ljudeh.*” Pri
dolocenem S$tevilu bolnikov, ki so po pre-
saditvi organov prekinili imunosupresivno
zdravljenje, ker ga niso prenasali, namre¢
niso opazili pricakovanega zavrnitvenega
odziva. Obstoj pridobljene tolerance lahko
posredno ugotavljamo tudi z vrednotenjem
frekvence aloreaktivnih limfocitov T, ki jo
lahko merimo pri bolnikih po presaditi-
vi.> ' Nekateri od njih imajo namre¢ manj-
$e frekvence teh celic, kljub temu pa so se
sposobni normalno odzvati na druge aloan-
tigene.

Razvoj razli¢nih pristopov in tehnik za
sprozitev tolerance pri ljudeh je pomemben
cilj v transplantacijski imunologiji in medi-
cini, zato je predmet $tevilnih raziskav v za-
dnjem desetletju.

Razli¢ni nacini vzpostavitve
imunske tolerance

O imunski toleranci govorimo takrat, ko
se imunski sistem ne odziva na prisotnost
dolocenega tujega antigena. V prvi vrsti je
namenjena obrambi pred morebitnimi av-
toimunskimi reakcijami, saj imunski sistem
naklju¢no proizvaja Stevilne receptorje za
prepoznavanje razli¢nih antigenov, ki bi se
seveda lahko odzvali tudi s telesu lastnimi
beljakovinami.> Mehanizmi imunske tole-
rance zajemajo centralno delecijo, ki v ¢asu
dozorevanja organizma poteka v prizeljcu
(timusu), in procese, ki zagotavljajo nasta-
nek tolerance oziroma klonske anergije v
perifernih limfnih organih.*'' Centralna
delecija je proces izbora repertoarja klon-
sko specifi¢nih limfocitov T. Poteka tako,
da nezreli limfociti T, ki prihajajo v timus
s svojimi T-celi¢nimi receptorji (TCR) pre-
poznavajo lastne molekule MHC razredov
I in II, ki jih na svojih povr$inah izrazajo
tam prisotne dendriti¢ne celice ter se nanje
razli¢no odzivajo. Proces pozitivne selekcije
prezivijo le celice, ki s svojimi TCR ustrezno
prepoznavajo lastne molekule MHC razre-
dov I in II ter nanje vezane avtologne pep-
tide in se nanje ne odzivajo. Na drugi strani
pa negativna selekcija poskrbi za dokon¢no
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odstranitev vseh avtoreaktivnih klonov lim-
focitov T iz repertoarja posameznikovega
imunskega sistema.

V organizmu lahko pride tudi do nastan-
ka klonske anergije, pojava, pri katerem lim-
fociti T sicer klonskospecificno prepoznajo
doloc¢ene antigene, vendar se pri tem ne ak-
tivirajo, ampak ostanejo neodzivni ali celo
propadejo.'»"* Natan¢nih mehanizmov, ki
privedejo do te oblike tolerance, e ni uspelo
pojasniti.

Nastanek imunske tolerance bi lahko in
vivo izzvali tako, da bi imunsko zavrtemu
ali nezrelemu prejemniku, na primer no-
vorojencku, ki e nima dokoncno razvitega
imunskega sistema, vbrizgali alogenske celi-
ce.”” Taksen postopek ni uporaben v praksi,
saj ne moremo vnaprej napovedati, ali bo v
odrasli dobi taka oseba resni¢no potrebo-
vala presaditev, $e tezje pa je po tolik§énem
casu zagotoviti darovalca, zoper katerega
smo jo prvotno aloimunizirali. Pri tem pa je
izjemno pomembno tudi dejstvo, da so tkiv-
ni antigeni MHC razredov I in II, ki jih pri
ljudeh oznacujemo s kratico HLA (Human
Leukocyte Antigens), sila raznoliki. Se tako
majhne razlike med njimi so lahko izrazito
aloimunogene.

Toleranco bi lahko vzpostavili tudi tako,
da bi izzvali anergijo imunskih celic na tkiv-
ne antigene presadka v periferiji. V tem
primeru seveda ne gre za delecijo imunsko
sposobnih celic v timusu, pa¢ pa bi njihovo
neodzivnost lahko dosegli, ¢e bi blokirali
kostimulacijske signalne poti, ki so nujne
za normalen celi¢ni imunski odziv."*'® Z
vezavo dolocenih ligandov, npr. CTLA-4-Ig
(fuzijski protein liganda za CD8o in CD86,
CTLA-4 in Fc dela protitelesa) na kosti-
mulatorne molekule CD80o in CDS86, lah-
ko povzro¢imo anergijo aloreaktivnih celic
(Slika 1). Mehanizem nastanka anergije se
v tem primeru veZe na nadreguliranje imu-
nomodulacijskega encima indolamin-2,3-
-dioksigenaze-1 (IDO-1), ki razgrajuje mo-
lekule triptofana, do katere pride po vezavi
CTLA-4-Ig na CD80/86. S tem se prepreci
aktiviranje celic T, in sicer tako, da jim IDO-
1 odvzame osnovne fizioloske gradnike
(triptofan), razgradni metaboliti triptofana
pa delujejo neposredno zaviralno na nji-
hovo aktiviranje.'” Vlogo IDO pri imunski

regulaciji so najprej opazili v placenti, kjer
preprecuje zavrnitev zarodka. Z zaviranjem
IDO so namre¢ povzrocili njegovo imunsko
zavrnitev.

Tretja moznost sprozitve tolerance je
uravnavanje odziva na aloantigene. Ze dalj
¢asa poznamo imunoregulacijsko sposob-
nost nekaterih podvrst limfocitov T (Svaj-
ger in Jeras), ki jo lahko eksperimentalno
dokazemo tako, da jih iz tolerantnih Zzivali
prenesemo v naivnega prejemnika, s ¢imer
prenesemo tudi toleranco (Slika 2). Ce bi
uspeli take celice specificno namnoziti v
prejemniku, bi najverjetneje lahko vzposta-
vili dolgotrajno toleranco in vivo.

Trenutno v transplantacijski imunologiji
in medicini zelo intenzivno preucujejo mo-
znost za vzpostavitev tolerance na presajeni
organ (npr. ledvico) s presaditvijo mati¢nih
celic (MC) iz kostnega mozga pred pose-
gom, pri cemer je darovalec MC in presadka
ista oseba.'*!” Po presaditvah krvotvornih
mati¢nih celic (KMC) v dolo¢enih pogojih
pogosto dokazejo vzpostavitev imunske to-
lerance, ki se kaze v obliki dolo¢ene stopnje
me$anega himerizma. To pomeni, da v pre-
jemniku hkrati miroljubno sobivajo celice
dveh genetsko razli¢nih oseb, njega samega
in darovalca KMC.

Uporabo KMC za sprozitev tolerance si-
cer omejujeta tako toksicnost postopkov pri-
prave prejemnika na presaditev, kot tudi po-
jav reakcije presadka proti gostitelju (GvHD
- Graft versus Host Disease), ki nastopi Ze ob
minimalnem neskladju v molekulah pogla-
vitnega sistema tkivne skladnosti (MHC).'®
Taksno reakcijo lahko sicer omilimo z od-
stranitvijo celic T iz darovalcevega kostnega
mozga, vendar pa s tem tvegamo, da se pre-
sadek ne bo prijel, kar seveda lahko privede
do smrti prejemnika zaradi prej povzrocene
aplazije kostnega mozga.

Mesani himerizem kot merilo
vzpostavitve imunske tolerance

Iz zivalskih eksperimentalnih modelov
je znano, da vzpostavljeni stabilni hemo-
poetski himerizem zagotavlja toleranco do
presajenega organa istega darovalca. Kot
smo Ze omenili, izpostavitev razvijajocega
se organizma dolocenim aloantigenom pri-
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Slika 2: Posredovanje
imunske tolerance z
imunoregulacijskim
delovanjem Limfocitov T
Ce presadimo
imunoregulacijske celice
iz Zivali A, ki je tolerantna
na aloantigene darovalca
B, v Zival, ki smo jo

pred tem obsevali z
ionizirajo¢imi Zarki,
lahko tak prejemnik
brez znakov zavrnitve
sprejme razli¢na tkiva
darovalca B. Ko bi
istemu prejemniku
presadili tkiva darovalca
C, zoper katera ni

razvil tolerance, pa bi
prislo do takojSnjega
zavrnitvenega odziva.
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vede do trajne tolerance nanje. Doseci tako
stopnjo tolerance pri osebku z Ze razvitim
imunskim sistemom pa je svojevrsten izziv.
Za to sta v osnovi potrebni bodisi ablacija
ali pa tolerizacija obstoje¢ega imunskega sis-
tema. Imuno- in mieloablacija glodalcev, ki
jo dosezejo s smrtnim odmerkom obsevanja
celotnega telesa, omogoc¢i, da pride po ka-
snejsi presaditvi tkivno skladnih alogenskih
KMC do njihovega prijetja in polne funkci-
onalnosti. To pomeni, da postane prejemnik
popolna hemopoetska himera (darovalcev
genotip).’

Mesani himerizem se je v primerjavi s
popolnim izkazal kot veliko varnejsi in upo-
rabnejsi za vzpostavitev imunske tolerance
prejemnika presadka, razlogov za to pa je
ve¢.”'®* Me$ani himerizem namre¢ lahko
vzpostavimo s pomocjo nemieloablativne
priprave prejemnika pred presaditvijo alo-
genskih KMC, ki je bistveno manj toksicen
postopek od popolne mieloablacije. Druga
prednost je v ohranjeni imunski pristojno-
sti mesane himere, saj v prejemniku so¢asno
obstajata dve populaciji imunskih celic, nje-
gove lastne in darovalceve. V mesanih hime-
rah potujejo v timus tako prejemnikove kot
darovalceve hemopoetske celice. Tu pride
do unicenja tistih napadalnih limfocitov T,
ki bi lahko prepoznavali in napadali tako
prejemnikove kot darovalceve antigene, s
tem pa do Zelene obojesmerne tolerizacije.
V ta proces so vpletene predvsem dendri-
ticne celice kostnega mozga, ki potujejo v
timus in imajo veliko ve¢jo sposobnost iz-
vajanja delcijske tolerance kot same timusne
stromalne celice. Ker pa so v mes$ani himeri
prisotne tako dajalceve kot prejemnikove
antigene predstavljajoce celice (APC), pote-
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ka tako unicenje limfocitov T z veliko vecjo

ucinkovitostjo kot v popolni himeri.

Pri glodalcih lahko stanje mesanega hi-
merizma vzpostavimo na dva nadina, in si-
cer:

« tako, da prej s smrtnim odmerkom obse-
vani Zivali vbrizgamo mesanico alogen-
skih in prejemnikovih KMC s popolno-
ma odstranjenimi limfociti T, ali pa

o tako, da po popolnem ali delnem obse-
vanju limfnih organov prejemnika vanj
vbrizgamo daroval¢eve KMC.

V zadnjih letih pa je moc¢no napredovalo
poznavanje minimalnih zahtev za doseganje
in vzdrzevanje me$anega himerizma kot me-
tode za sprozitev tolerance na izbranega da-
rovalca presadka. To je omogocilo postopno
vkljucitev tega postopka v klini¢no prakso.
Pogoje za vzpostavitev mesanega himerizma
shematsko predstavlja Slika 3. Uporabnost te
metode izhaja iz ugotovitev, da lahko pri ek-
sperimentalnih Zzivalih dosezemo toleranco
in delovanje tkivno popolnoma neskladnega
alogenskega kostnega mozga, ¢e prejemnika
pred presaditvijo ustrezno pripravimo. To
pa pomeni, da moramo uporabiti protite-
lesa zoper molekule CD4 in CDS8, izrazene
na povr$inah limfocitov T, v kombinaciji z
obsevanjem celotnega telesa s subletalnim
odmerkom ali pa alternativno z obsevanjem
z minimalno mielosupresivnim odmer-
kom ter dodatnim selektivnim obsevanjem
timusa. S tem ne uni¢imo celotnega preje-
mnikovega hemopoeti¢nega sistema. Zato
se lahko, potem, ko se je presajeni daroval-
cev alogenski kostni mozeg prijel, vzpostavi
stanje meSanega himerizma. Cilj $tevilnih
raziskav z uporabo zivalskih eksperimental-
nih modelov je iskanje kar najmanj toksic-
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nih postopkov nemieloablativne priprave
prejemnika. Tako so med drugim ugotovili,
da se selektivnemu obsevanju timusa lahko
izognemo tako, da uporabimo bodisi pove-
¢an odmerek protiteles proti limfocitom T,
ali pa uporabimo zaviralce kostimulatornih
molekul.’” Obsevanje celotnega telesa s sub-
letalnim odmerkom pa lahko nadomestimo
z vbrizganjem dovolj velike koli¢ine dajalce-
vih KMC."*'>® Izsledki raziskav so pokaza-
li, da bi postopek priprave lahko popolnoma
nadomestili s so¢asno uporabo dovolj velike
koli¢ine lahko tudi popolnoma tkivno ne-
skladnih KMC v kombinaciji z blokatorji
kostimulacijskih molekul CD80/CD86, iz-
razenih na povrsini APC.

Imunoregulacijsko delovanje
mezenhimskih mati¢nih
celiciz kostnega mozga

Poleg KMC v zadnjem c¢asu veliko pre-
ucujejo tudi imunoregulacijski potenci-
al mezenhimskih mati¢nih celic (MMCQC)
iz kostnega mozga. Znano je, da so MMC
sposobne diferencirati v razli¢na mezoder-
malna tkiva (kostnino, hrustanec, kite, mi-
Sice, ma$levje in stromo kostnega mozga).*
Hemopoeza v kostnem mozgu je neposre-
dno odvisna od mikrookolja, ki ga obli-
kujejo razli¢ni topni regulacijski dejavniki
in citokini, pri ¢emer slednje zagotavljajo
predvsem stromalne celice. Mezenhimske
mati¢ne celice so pomembne za izboljsanje
mikrookolja prejemnikovega kostnega mo-
zga, ki ga kondicioniranje porusi.’*** Na ta
nacin je omogocena hitrejsa in lazja obnova
kostnega mozga po presaditvi KMC. Z upo-
rabo MMC bi torej lahko zmanjsali koli¢ino
za presaditev potrebnih celic in zato bolje
izkoristili manjse $tevilo KMC, pridobljenih
iz popkovni¢ne krvi.** Stevilni raziskovalci
ze dalj ¢asa proucujejo vpliv socasne presa-
ditve MMC in KMC. Sele v zadnjem letu so
na voljo objavljeni izsledki prvih klini¢nih
raziskav na ljudeh, s katerimi so dokazali
uspesno soc¢asno uporabo MMC in KMC iz
popkovnic¢ne krvi. Ugotovili so, da MMC ne
izboljsajo le prezivetja, obnovitvene sposob-
nosti, migracije, ekspanzije in diferenciacije
KMC, temve¢ zmanjsujejo tudi pojavnost in

jakost GVHD." Slednje je posledica njiho-
vega neposrednega imunomodulacijskega
uc¢inka.”®? Mezenhimske mati¢ne celice
lahko zavrejo vnetno reakcijo z neposre-
dnim zaviranjem T-celi¢nega odziva in do-
zorevanja APC. Nedavno so ugotovili, da
bi njihov imunomodulacijski uc¢inek lahko
povezali z izrazanjem t.i. toll-like receptor-
jev (TLR) in tvorbo dolocenih protivnetnih
citokinov.”” Receptorje TLR primarno izra-
zajo APC, ki z njim prepoznavajo nespeci-
ficne patogene antigene. Po vezavi ustrezne-
ga antigena na TLR se sprozijo $tevilne poti
prirojenega in pridobljenega imunskega od-
ziva. Aktiviranje TLR, izrazenih na MMC,
povzroci aktiviranje encima IDO-1, ki pre-
ko katabolizma triptofana ustvari vecje ko-
li¢ine kinureninov, ti pa dokazano zavirajo
proliferacijo limfocitov T in APC."? O¢itno
je torej, da imajo MMC zaradi svoje velike
plasti¢nosti velik potencial za narascajoce
potrebe regenerativne medicine, poleg tega
pa so tudi mozno sredstvo za blazenje oziro-
ma zdravljenje nezelenih T-celi¢nih odzivov
(avtoimunske bolezni in bolezen presadka
poti gostitelju). Njihova uporabnost pa je se
toliko vecja zaradi tega, ker jih lahko prido-
bimo iz odraslih tkiv in jih na sorazmerno
preprost nacin gojimo in razmnoZujemo ex
vivo.2**

Prve kliniéne izkuSnje z
vzpostavitvijo meSanega
himerizma pri presajanju
organov v humani medicini

Opisane tehnike indukcije imunske tole-
rance, ki so na glodalcih zelo uspesne, Zal Se
niso dale primerljivih rezultatov pri ljudeh.
Tako so pri laboratorijskih zivalih uspesno
vzpostavili imunsko toleranco po presadi-
tvi solidnih organov potem, ko je Ze nastal
mesani himerizem, ki so ga izzvali z infuzi-
jo hemopoeti¢nih mati¢nih celic istega da-
rovalca. Vztrajanje darovalCevih imunskih
celic v timusu in perifernih limfnih orga-
nih prejemnika je tisto, ki naj bi po nacelu
centralne delecije omogocalo vzdrzevanje
imunske tolerance.>'*'® Ta teorija pa velja
le za glodalce, saj se je pri raziskavah, opra-
vljenih na ljudeh, izkazala kot pomanjkljiva.
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Slika 3: Shematska
predstavitev pogojev za
vzpostavitev meSanega
himerizma (prejemnikove
celice so predstavljene v
¢rni, darovalceve pa v sivi
barvi)

(A) pred presaditvijo
darovalcevih KMC
moramo zavreti
prejemnikov imunski
sistem, da ne pride do
zavrnitve presadka;

(B) razli¢ni postopki
kondicioniranja,

npr. obsevanje
celotnega organizma

z ionizirajoCimi

Zarki, uporaba
imunosupresivnih
zdravil ali velikega
odmerka dajalCevih
KMC pred presaditvijo so
potrebni za vzpostavitev
primernega mikrookolja,
v katerem bo presadek
lahko pricel delovati;

(C) z obsevanjem

timusa ali z zavrtjem
kostimulacijskih molekul
moramo funkcionalno
onesposobiti imunsko
sposobne timusne
celice, ki bi sicer zavrnile
presajene imunske
celice; s tem omogoc¢imo
preZivetje dajalCevih
imunskih celic, ki

skupaj s prejemnikovimi
sodelujejo pri
vzpostavitvi osrednje
obojesmerne imunske
tolerance na dajalceve in
prejemnikove antigene.

A) zavora
prejemnikovega
imunskega sistema

B) obsevanje ali velik &

L, odmerek KMC 4
% *c
%

i

dajaléeve KMC
se vgnezdijo v
prejemnikov
kostni mozeg
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C) zavora imunsko sposobnih timocitov

sobivanje dalalCevih in prejemnikovih APC
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- e prejemnik
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Ugotovili so namre¢, da so za vzdrzevanje
imunske tolerance prejemnika na presadek
poleg centralne delecije limfocitov T v ti-
musu izjemno pomembni tudi dodatni, za-
enkrat $e neraziskani mehanizmi periferne
tolerance.

Nedavno so objavili rezultate prvih po-
skusov vzpostavitve mesanega himerizma
in imunske tolerance pri ljudeh po socasni
presaditvi tkivno (HLA) skladne ledvice in
KMC istega darovalca (Scandling in sod.)."
Za kondicioniranje bolnikov pred presadi-
tvijo so uporabili obsevanje limfnih orga-
nov in antitimocitna protitelesa. V $tudijo
so vkljucili 6 bolnikov s kon¢no ledvi¢no
odpovedjo. Po predhodnem kondicionira-
nju so izvedli socasno presaditev KMC in
tkivno skladne ledvice mrtvega darovalca.
Pri vseh bolnikih so po prvem mesecu ugo-
tovili vzpostavitev meSanega himerizma,
vendar pa je samo pri enem od njih to stanje
vztrajalo do konca spremljanja. Zato so mu
po Sestih mesecih lahko popolnoma ukini-
li imunosupresivno zdravljenje. Pri tem so
ohranili normalno delovanje presadka, ki
vse do konca opazovanja v studiji, to je 28
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mesecev po presaditvi, ni kazal znakov ka-
kr§negakoli zavrnitvenega odziva. Pri dru-
gem bolniku je mesec dni po presaditvi pri-
$lo do ponovnega izbruha osnovne ledvi¢ne
bolezni (zari$¢ne segmentne glomeruloskle-
roze), zato je bilo potrebno specifi¢no zdra-
vljenje, zaradi ¢esar so ga izlocili iz Studije.
Tretji bolnik je pet mesecev po presaditvi
postopno izgubil mesani himerizem. Pojavi-
li so se blagi zavrnitveni odzivi, tako da so ga
priceli zdraviti s ciklosporinom. Pri ¢etrtem,
petem in $estem bolniku so pred presaditvi-
jo delno spremenili postopek kondicionira-
nja, in sicer tako, da so za 20 % povecali od-
merek ionizirajocega sevanja. Kljub temu pa
so pri vseh treh dosegli enako raven mesa-
nega himerizma kot pri prvem bolniku. Ker
pa so bili ti trije bolniki vklju¢eni v raziskavo
kasneje, za sedaj $e niso objavili podatkov o
poteku njihovega zdravljenja. Glede na do-
sedanje izsledke Studije je torej ocitno, da
lahko tudi pri ljudeh uspe$no vzpostavimo
stanje meSanega himerizma. Potrebno pa
bo opredeliti najvarnejsi in najmanj skodljiv
nacin kondicioniranja in v ¢im vecji meri
razjasniti vprasanje, ali je za nastanek imun-
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ske tolerance odgovorna centralna delecija
specifi¢cnih imunskih celic kot pri eksperi-
mentalnih zivalih (glodalcih), ali pa pri tem
sodelujejo tudi doslej $e nepojasnjeni peri-
ferni mehanizmi.

Korak blizje potrditvi te domneve je pri-
$la druga skupna raziskovalcev, ki je petim
bolnikom s kon¢no ledvi¢no odpovedjo po
nemieloablativnem kondicioniranju soca-
sno presadili KMC in ledvico.® Vsi daro-
valci so bili glede tkivne skladnosti haploi-
denti¢ni sorodniki bolnikov. Pri vseh petih
prejemnikih so uspe$no vzpostavili stanje
prehodnega meSanega himerizma. Pri enem
bolniku je prislo do nepopravljivega zavr-
nitvenega odziva, pri ostalih $tirih pa so po
9 do 14 mesecih po presaditvi lahko ukinili
vse imunosupresivno zdravljenje, pri ¢emer
je ledvica delovala normalno Se 2 do 5 let
po posegu. Po ukinitvi imunosupresivnega
zdravljenja so preverili fenotipske in funk-
cijske lastnosti limfocitov T in vitro. Pri vseh
bolnikih so dokazali njihovo specifi¢no ne-
odzivnost na darovalCeve aloantigene ter
povsem normalno odzivnost na druge tuje
antigene. V limfocitih T so izmerili visoke
koncentracije mRNA za transkripcijski de-
javnik FoxP3, znacilen za regulacijske celice
T (Treg), ki omogocajo in vzdrzujejo peri-
ferno imunsko toleranco.'* Ob tem pa niso
zaznali granicima B, specifi¢nega citotoksi¢-
nega proteina CD8+ limfocitov T, ki se spro-
$¢a ob njihovi aktivaciji pri zavrnitvenih od-
zivih. Glede na te ugotovitve so izoblikovali
teorijo, da gre pri vzpostavitvi dolgotrajne
imunske tolerance prejemnika na presadek
za preskok z mehanizma centralne deleci-
je na mehanizem periferne regulacije. Pri
tem naj bi bil mehanizem centralne delecije
klju¢en za vzpostavitev imunske tolerance
takoj po presaditvi, mehanizem perifernega
reguliranja, v katerem igrajo osrednjo vlogo
Treg, pa v kasnejsem obdobju po presaditvi.
Nato pa naj bi bil za vzdrzevanje stabilne
imunske tolerance kljunega pomena kar
presadek sam. Teorijo trenutno preverjajo s
poskusi na primatih, prve izsledke pa si lah-
ko obetamo Ze v kratkem.

Zakljucek

Pojav meSanega himerizma pri vzpo-
stavitvi imunske tolerance prejemnika na
alogenski tkivni presadek, s katero bi lahko
nadomestili nespecificno imunosupresivno
zdravljenje, obeta velik napredek v tran-
splantacijski medicini. Postopki, s katerimi
so zelo uspes$no vzpostavili trajno imunsko
toleranco pri eksperimentalnih zivalih, zlasti
glodalcih, pa so zal $e vedno preve¢ pomanj-
kljive za uporabo pri ljudeh, pri katerih gre
ocitno za precej kompleksnejse mehanizme.
Vsekakor pa je pomembno, da so s prvimi
poskusi Ze dokazali, da sta vzpostavitev in
obstoj dolgotrajne imunske tolerance preje-
mnika na aloantigene presadka mozna tudi
pri ljudeh. Pred rutinsko uporabo taksnega
pristopa pa bo potrebno natan¢no raziskati
in obvladati vse mehanizme, ki so vkljuce-
ni v nastanek pridobljene imunske toleran-
ce. Pri tem igra izjemno pomembno vlogo
uporaba mati¢nih celic iz kostnega mozga.
S presaditvijo KMC lahko pod ustreznimi
pogoji brez vedjih tezav vzpostavimo stanje
mes$anega himerizma, veliko pa obeta tudi
uporaba ostalih, zlasti mezenhmskih matic-
nih celic. Dosedanje raziskave na podrocju
omenjenih celic pa so le vrh ledene gore
Stevilnih nadaljnjih raziskav na podrocju
vzpostavitve dolgotrajne in stabilne imun-
ske tolerance na definirane aloantigene v
transplantacijski medicini.
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