Terapia komorkowa w GUMed

Terapie komoérkowe to stosunkowo nowy dziat
medycyny, ktory w nowoczesnej historii rozpocze-
ty przeszczepy szpiku. Jednak leczenie przy pomo-
cy innych komérek to dopiero XXI wiek. W Europie

uznanie faktu, ze komorki to leki, nastapito w 2007
roku, kiedy Unia Europejska wprowadzita definicje
produktow terapii zaawansowanej, czyli komérek

o standardzie leku.

Jednym z kandydatéw do miana produktu terapii zaawan-
sowanej s limfocyty T requlatorowe CD4+CD25+ (Treg).
Jest to szczegdlna populacja w ukfadzie odpornosciowym
cztowieka. Chociaz ich odsetek to mniej niz 1% leukocytéw
krwi obwodowej, to reguluja one catg odpowiedz odporno-
sciowq. W duzym skrocie limfocyty Treg dziatajg w ten spo-
sOb, ze wywieraja silny efekt hamujacy, gdy uktad odporno-
$ciowy zaczyna niszczy¢ whasne tkanki, natomiast nie prze-
szkadzaja w walce z infekcjami. Ta wybidrcza inhibicja reak-
cji autoagresyjnych powoduje, ze immunosupresyjne lim-
focyty Treg okreslane sg czasami przez analogie jako ,inte-
ligentne sterydy”. Zmniejszona ilos¢ limfocytow Treg w or-
ganizmie jest wigzana z niepowodzeniem przeszczepédw
oraz zachorowaniami na choroby alergiczne i autoimmuno-
logiczne.

W 2016 r. wiedza o limfocytach Treg jest niestychanie
bogata i przekrojowa. Fakt, ze dzis méwimy o ich zastoso-
waniu medycznym jest przyktadem szybkiego postepu,
biorac pod uwage, ze populacja zostata odkryta u zwierzat
zaledwie 20 lat temu (odkrywca jest Shimon Sakaguchi).
Cze$c¢ tej wiedzy powstata takze w Gdansku dzieki pracy
naukowcéw i lekarzy naszej Aima Mater.

Moja przygoda z limfocytami Tregs rozpoczeta sie bardzo
przypadkowo. Jednym ze spostrzezerh w trakcie realizacji
mojej pracy doktorskiej w zespole prof. A. Mysliwskiego
i prof. J. Mysliwskiej byto opisanie prostej i logicznej korela-

Ryc.1. W naszym pierwszym laboratorium w TAZD (rok 2007):
prof. Piotr Trzonkowski i mgr Anita Dobyszuk przy pracy
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¢ji miedzy staba odpowiedzia na szczepienia a silnym endo-
gennym hamowaniem odpowiedzi odpornosciowej u 0séb
starszych. Wykazali$smy, ze za to hamowanie odpowiedzial-
ne sg limfocyty o fenotypie CD4+CD25+, ktore akumuluja
sie wraz z wiekiem. W literaturze pojawity sie wtedy dopie-
ro pierwsze doniesienia o tym, ze s3 to wiasnie limfocyty
Treg uludzi (lata 1999-2001). O ich dziataniu wtedy nie byto
wiadomo zbyt wiele, stad dopiero kontynuujac nasze bada-
nia wykazalismy, ze zasadnicze znaczenie dla dziatania lim-
focytéw Treg ma bezposredni kontakt zinnymi komérkami.
Paradoksalnie naszym najwazniejszym odkryciem tamtego
okresu byt opis niezwykle niebezpiecznego zachowania
limfocytéw Tregs: hamowania przez nie aktywnosci komérek
NK w bezposrednim kontakcie tych dwéch populacji. To
doniesienie zostato wkrétce opisane przez wiele innych
zespotdw jako przyczyna rozsiewu procesu nowotworowe-
go, w ktérym limfocyty Treg w guzie nie pozwalajg komérkom
NK niszczy¢ komérek nowotworowych. Wiele lat pdzniej
opracowano lek ipilimumab, ktéry wytacza te szkodliwg
aktywnos¢ limfocytow Tregs.

Wracajac do badan w GUMed, réwnoczesnie z badaniami
podstawowymi nad limfocytami Tregs miatem przyjemnos¢
prowadzi¢ prace nad tymi komdrkami po przeszczepie szpi-
ku we wspétpracy z Katedra i Klinikg Hematologii prof.
A.Hellmanna. Wykazalismy, ze pacjenci, kt6rzy otrzymuja
materiat przeszczepowy ubogi w limfocyty Tregs czedciej
rozwijaja tzw. chorobe przeszczep przeciw gospodarzowi
- powiktanie immunologiczne odpowiedzialne za duzg czes¢
zgondw po przeszczepie. W chorobie tej przeszczepiony
uktad odpornosciowy zaczyna traktowac tkanki biorcy jako
obceiniszczy je, o ile nie zostanie w pore zatrzymany przez
hamujace ten proces limfocyty Tregs. W tamtym okresie
rozpoczynaty sie dopiero badania wielu zespotéw (wliczajac
w to nasze prace), ktére udowodnity, ze choroba przeszczep
przeciw gospodarzowi jest modelowym schorzeniem dla
wielu choréb autoimmunologicznych, w ktérych zmniejszo-
na liczba immunosupresyjnych limfocytéw Tregs nie jest
w stanie zatrzymac autoagresywnych limfocytéw efektoro-
wych niszczacych wiasne tkanki. Dzisiaj wiadomo, ze po-
dobny defekt komorek Tregs jest odpowiedzialny za nisz-
czenie wysp trzustkowych w cukrzycy typu 1. W stwardnie-
niu rozsianym w ten sposéb niszczone s ostonki nerwdw,
w reumatoidalnym zapaleniu stawow chrzastki stawowe,
dlatego dochodzi do odrzucania przeszczepéw narzadéw
litych, do ciezkiej postaci astmy i innych schorzer alergicz-
nych, a nawet do szybkiej progresji we wrodzonych dystro-
fiach miesniowych. W tamtym okresie miatem jednak do
dyspozycji jedynie wyniki swoich prac w przeszczepie szpi-
ku, w szczepieniach i kilka wykonanych wiasnych prac pod-
stawowych. Mimo tego skromnego zasobu wiedzy rozpo-
czelismy prace, aby w powyzszych chorobach wykorzystaé
sztuczne zwiekszenie poziomu komoérek Tregs poprzez ich
namnozenie in vitro i podanie zwrotne pacjentowi. W ten »»



20

» sposéb mozna bytoby wyhamowa¢ autoreaktywne limfo-

cyty i doprowadzi¢ do zatrzymania procesu autoagresji. Juz
wtedy, w roku 2003, dysponowali$my gotowym do wdro-
zenia sposobem zastosowania tych komoérek. Niestety moje
aplikacje grantowe w tamtym okresie nie spotkaty sie z du-
zym zainteresowaniem. Dlatego, kontynuujac mimo wszyst-
ko ten watek, nawigzatem kontakt z prof. Kathryn Wood,
ktéra kieruje Laboratorium Regulacji Immunologicznej
Uniwersytetu w Oksfordzie. W grupie pracowatem w latach
2004-2006, rozwijajac nieco inng metode supresji oparta
o0 przeciwciata monoklonalne w przeszczepach nerki, ale
przy okazji pracowatem tez nad swoja idea zastosowania
komorek regulatorowych w terapii. Dzieki badaniom z okre-
su doktoratu, a takze pojawiajacym sie wtedy nowym mo-
delom zwierzecym stosowanym w badaniach Tregs po po-
wrocie do Polski bardzo szybko zaprojektowalismy gotowy
do klinicznego zastosowania system izolacji komérek Tregs
i ich namnazania in vitro do postaci bezpiecznego prepara-
tu gotowego do podania pacjentowi (bytem zreszta pierw-
szym ochotnikiem, na ktérym przetestowatem preparat
nawet dwukrotnie, aby wyeliminowac efekt uczulenia).
Pomogto mi wtedy na pewno dobre srodowisko pracy stwo-
rzone przez prof. Mysliwskiego oraz nowe laboratorium
o0 podwyzszonym standardzie czystosci uzyczone przez prof.
J. Bigde. Spetnienie wszystkich wymagan bezpieczenstwa,
aby doprowadzi¢ do przeszczepu zajeto nam juz wtedy
okofo roku. Wreszcie w 2008 r., we wspdtpracy z prof. A. Hell-
mannem i dr hab. M. Bieniaszewska z Kliniki Hematologii
i Transplantologii GUMed, komorki regulatorowe namnozo-
ne sztucznie w laboratorium Zaktadu Immunologii Klinicznej
i Transplantologii po raz pierwszy na swiecie zostaty zasto-
sowane u pacjenta. Uzyskanie efektu klinicznego po poda-
niu tych komérek choremu na przewlekta chorobe przeszczep
przeciw gospodarzowi byto ogromnym sukcesem catego
zespotu zaangazowanego w program.

Kolejnym krokiem milowym tej terapii byta wspdtpraca
zdr hab. N. Marek-Trzonkowska, obecnie moja zZona. Dzieki
naszym eksperymentom przeprowadzonym w tamtym cza-
sie pozyskiwanie i namnazanie limfocytow stato sie znacznie
prostsze i szybsze do zastosowania w klinice. Udoskonalilismy
technike, ktéra mozna byto szybko, bezpiecznie i relatywnie
tanio oferowac pacjentom. Jak zwykle w nauce, dzieki zbie-
gowi okolicznosci rozpoczeli$émy tez niezwykle wazne ba-
dania w cukrzycy. Natalia prowadzita w tamtym czasie w ze-
spole prof. Mysliwskiej, prof. Raczyriskiej i prof. Mysliwiec
prace dotyczace cukrzycy typu 1. Bardzo szybko doszlismy
do wniosku, ze limfocyty Tregs maja bardzo duze znaczenie
dla rozwoju tej choroby. Ze wzgledu na wprowadzone w tam-
tym okresie uregulowania prawne na poziomie Unii Euro-
pejskiej, preparat musielismy zacza¢ traktowac jako produkt
terapii zaawansowanej. W zwigzku z tym musielismy stwo-
rzy¢ od poczatku gotowe dossier badanego leku zwymaga-
nymi badaniami bezpieczenstwa i toksycznosci, co zajeto
nam kolejny rok. Bardzo duze znaczenie miaty takze prace
zwigzane z regulacjami prawnymi dotyczacymi tej terapii,
w ktérych ogromng prace wiozyly prof. Mysliwiec i prof.

Ryc. 2. Dr hab. Natalia Marek-Trzonkowska podczas przygotowywa-
nia do pracy sortera komdrek

Balcerska. W 2010 r. we wspétpracy z prof. Mysliwiec stwo-
rzyliSmy badanie kliniczne i zaczeliémy stosowac te terapie
eksperymentalnie w cukrzycy typu 1 u dzieci w Klinice Pe-
diatrii Diabetologii i Endokrynologii. Z praktycznego punk-
tu widzenia byto to niezwykle wazne badanie w procesie
przenoszenia wiedzy podstawowej do kliniki cztowieka.
Przeprowadzone przez nas niekomercyjne badanie klinicz-
ne udowodnito bezpieczenstwo i skutecznos¢ preparatu.
Preparat podano do dzisiaj kilkudziesieciu pacjentom, uzy-
skujac znaczaca redukcje dawki przyjmowanej insuliny
u duzej czesci z nich, a u kilku nawet insulinoniezaleznos¢,
trwajaca nawet kilka lat. Z punktu widzenia patomechanizmu
choroby jest to przetom, poniewaz w cukrzycy typu 1 nie
ma obecnie lekéw pozwalajacych na zatrzymanie procesu
chorobowego, a jedyna terapia to podawanie insuliny, kté-
rej nie produkuje trzustka zniszczona przez proces autoa-
gresji. Terapia na pewno wymaga udoskonalen, ale cieszy
fakt, ze nasze zatozenia badawcze potwierdzity sie i beda
mogty stuzy¢ pacjentom. Wazno$¢ tych badan polegata
jednak nie tylko na osiggnietych wynikach, ale takze na
fakcie, ze bez udziatu srodkéw komercyjnych stworzylismy
od podstaw i przetestowaliSmy w srodowisku akademickim
preparat, ktory nastepnie opatentowalismy i dzieki temu
mozemy dalej prowadzi¢ dziatania rejestracyjne. Jest to tym
wazniejsze, ze program w catosci zostat przeprowadzony

Ryc. 3. Sorter komdrek daje mozliwos¢ podglqdu i kontroli jego pracy
— monitor po lewej to widoczny w lampie stroboskopowej strumieri
zwierajqcy krew pacjenta, z ktérego wytapywane sq limfocyty Tregs;
monitor po prawej pokazuje rozblyski kropel zawierajqcych
pojedyncze sortowane komérki (jasny punkt po lewej to sortowane
limfocyty Tregs), szybkos¢ sortu rzedu kilkunastu tysiecy komérek

na sekunde powoduje, ze Swiecenie kropel jest bardzo jasne
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Ryc. 4. W wyniku sortu otrzymuje sie niewielkq ilos¢ limfocytéw Tregs.
Na zdjeciu w powiekszeniu ptytka hodowlana zawierajqca komérki

w trzecim dniu hodowli. Biafe ktaczki na dnie dotkow to limfocyty
Tregs. Szczegdlnie u dzieci hodowla czesto rozpoczyna sie od pojedyn-
czego dotka zawierajgcego kilkadziesiqt tysiecy komérek, a koriczy
na cieplarce petnej plytek zawierajqgcych setki milionéw limfocytéw
Tregs gotowych do terapii

w Polsce, a nawet dzisiaj ze wzgledu na zaawansowanie
technologiczne procedury, wprowadzeniem tego typu te-
rapii zajmuje sie zaledwie kilkanascie osrodkéw na Swiecie.
Trzeba tez pamieta¢, ze badan niekomercyjnych w Polsce
prowadzi sie bardzo mato ze wzgledu na ich koszty, natomiast
ich wartos¢ intelektualna jest szczegdlnie doceniana w na-
ukowej czesci procesu rejestracji.

Nasze prace docenit $wiat nauki i medycyny. Pierwsze
wyniki opublikowali$my cum laude w bardzo dobrych pi-
smach branzowych, np. Diabetes Care, Blood, Clinical Immu-
nology, Annals of Surgery. Zostalismy uhonorowani wieloma
nagrodami krajowymi i zagranicznymi, m.in.: Nagrodg the
Transplantation Society 2009, Nagroda International Socie-
ty of Pediatric and Adolescent Diabetes 2012, Nagroda
Ztoty Skalpel 2012, Nagroda Wydziatu V Polskiej Akademii
Nauk 2013. Wyniki pokazywalismy, jako zaproszeni prele-
genci, na najlepszych kongresach diabetologicznych i im-
munologicznych, m.in.: w USA, Wielkiej Brytanii, Turcji,
Niemczech, Hiszpanii, Portugalii, Austrii, Chinach, Australii
i Francji. Kilka lat temu, dziatajace w ramach COST stowarzy-

zdjeciu od prawej: prof. M. Mysliwiec, dr I. Derkowska i pielegniarka
mgr L. Szumacher-Sharma z Katedry i Kliniki Pediatrii Diabetologii
i Endokrynologii

szenie Action to Focus and Accelerate Cell-Based Toleroge-
nic Therapies, skupiajace naukowcéw z kilkunastu krajow
pracujacych z terapiami komérkowymi wybrato mnie na
koordynatora grupy roboczej T regulatory cells in the clinic.
W ramach programu STRATEGMED prowadzimy obecnie
badania drugiej fazy w cukrzycy typu | w kolejnym proto-
kole klinicznym, a we wspotpracy z dr. K. Chwojnickim,
prof. W. Nyka i prof. B. Karaszewskim z Kliniki Neurologii Do-
rostych oraz prof. E. Szurowska z Zaktadu Radiologii rozpocze-
liémy tez testy w stwardnieniu rozsianym. Jesli wszystko po-
toczy sie tak jak planujemy, to preparat limfocytéw Tregs
bedzie pierwszym polskim lekiem oryginalnym zarejestrowa-
nym centralnie w Europejskiej Agencji Lekdw. Posiadane la-
boratorium rozwojowe jest jednak zbyt mate, aby skutecznie
prowadzi¢ wymagane do tego badania. Potrzebne s3 takze
fundusze, ktdre sfinansuja prace rejestracyjne. Dlatego Uczel-
nia prébuje rozbudowac istniejaca baze laboratoryjng oraz
zacheci¢ strone biznesowa, zaktadajac spétke typu spin-off.
Mamy nadzieje, ze oznacza to dalszy rozwoj naszej terapii.
prof. Piotr Trzonkowski,
kierownik Zaktadu Immunologii
Klinicznej i Transplantologii

Poznaj swojg specjalizacje

Projekt Poznaj swojq specjalizacje organizowany przez
SCOME IFMSA Oddziat Gdarisk odbyt sie 15 kwietnia br.
w sali wyktadowej Collegium Biomedicum. Studenci
mieli okazje dowiedzie¢ sie m.in. jak wyglada codzienna
praca oraz dyzury, czy jest mozliwos¢ rozwoju i co robic,
by dostac sie na specjalizacje.

Gosémi byli: chirurg onkologiczny dr Kamil Drucis
z Katedry i Kliniki Chirurgii Onkologicznej GUMed, geria-
tra i internista dr Adam Hajduk z Kliniki Choréb We-
whnetrznych, Choréb Tkanki tacznej i Geriatrii GUMed oraz
neonatolog lek. Matgorzata Mrozinska z Oddziatu
Neonatologii Szpitala Specjalistycznego $w. Wojciecha
w Gdanisku-Zaspie.
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Nagrody dla uczestnikéw ufundowat Blokfit, najwiek-
sze Centrum Boulderingu w Polsce oraz dr Gadzet.

Iga Gotebiowska, koordynator lokalny
projektu Poznaj swojq specjalizacje
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