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Ksenotransplantacja nerki

Kidney xenotransplantation

ABSTRACT

Xenotransplantology is a branch of medical science
dealing with organ transplantation between organ-
isms of different species. Constantly increasing de-
mand of organs, among others of the kidneys, for
transplantation makes diligently seek for alternative
methods of their obtaining. At present, organs for
transplantation come from living humans or de-
ceased donors (allografts). For many years, xeno-
transplantation have been attempted. Until recently
such attempts were subject to a very high risk of

WSTEP

»Historia uczy nas, ze metody lecznicze nie-
pojete wezoraj, dzisiaj ledwie osiagalne, jutro
stana sie rutynowymi”.

Thomas E. Starzl, 1982 [1].

Transplantacja nerki jest najskuteczniej-
sza metoda leczenia nerkozastgpczego. Dane
Swiatowej Organizacji Zdrowia (WHO, World
Health Organization) z 2015 roku wskazujg ze
do krajow, w ktérych dokonuje si¢ najwickszej
liczby transplantacji nerek, tj. > 55 na milion
mieszkafnicow, naleza Hiszpania, Holandia
oraz Stany Zjednoczone. Wedlug tych sa-
mych danych w Polsce przeszczepia si¢ rocznie
35 nerek na milion mieszkaficow.

Transplantacja nerek wydluza zycie cho-
rego (u chorego w wieku 18-34 lat, z 7 lat
w programie hemodializ, do 18 lat po prze-
szczepieniu nerki) i zmniejsza koszty leczenia
(w Stanach Zjednoczonych z 39 000 USD/rok
w programie hemodializ do 16 600 USD/rok
w 1. roku po przeszczepieniu nerki) [2, 3].

failure due to hyperacute xenograft rejection. With
the development of genetic engineering techniques,
such modified xenograft donors (mainly pigs) the
risk of hyperacute xenograft rejection was reduced
and the survival time of the organ obtained from pig
and transplanted to baboon was increased. This ar-
ticle aims to summarize the current state of knowl-
edge on xenotransplantation of kidneys obtained
from pigs.
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Stale zwigkszajaca si¢ liczba chorych ocze-
kujacych na transplantacj¢ nerki w poréwna-
niu z liczba potencjalnych dawcéw sprawia,
ze poszukuje si¢ innych rozwigzah niz prze-
szczep od dawcy ludzkiego zmartego Iub zy-
wego. Wsréd metod, w ktérych poklada sig
nadzieje na przyszto$¢, sa ksenotransplantacje.
Ksenotransplantacja jest kazda procedura,
ktéra obejmuje transplantacj¢, implantacje
lub infuzje ludzkiemu biorcy zywych komorek,
tkanek czy organdéw pochodzacych od zwie-
rzat, a takze ludzkich plynéw ustrojowych,
komorek, tkanek lub narzaddw, ktére weszly
w kontakt ex vivo ze zwierzgcymi komdrkami,
tkankami czy narzadami.

HISTORIA KSENOTRANSPLANTACJI

Pierwsze dane dotyczace préb przeszcze-
pienia cztowiekowi narzadu od gatunku inne-
go niz czlowiek pochodza z 1667 roku, kiedy
to Jean-Baptiste Denis dokonat pierwszej kse-
notransfuzji krwi jagnigcia 15-letniemu chtop-
cu [2]. Ten pierwszy udokumentowany zabieg



Tabela 1. Historia ksenotransplantacji nerki

Rok Autorzy Gatunek dawcy Liczba chorych | Czas przezycia narzadéw | Pismiennictwo
1905 Princeteau Krolik 1 16 dni 7
1906 Jaboulay Swinia 1 3 dni 8]
Koza 1 3 dni [8]
1910 Unger Makak 1 32 godziny 9]
1923 Neuhof Koza 1 9 dni [10]
1963 Hitchock i wsp. Pawian 1 4 dni [11]
1963 Reemtsma i wsp. Makak krolewski 1 63 dni [12-14]
1964 Reemtsma i wsp. Szympans 1 9 miesiecy [12]
1964 Reemtsma i wsp. Szympans 12 63-270 dni [15]
1964 Starzl i wsp. Pawian 6 19-98 dni [16]
1964 Hume Szympans 1 1 dzien [17]
1964 Traeger i wsp. Szympans 3 < 49 dni [18]
1966 Cortesini i wsp. Szympans 1 31 dni [19]
ksenotransplantacji  zapoczatkowat proby  proby przeszczepienia serca od pawiana, tym

przeszczepiania innych komorek, tkanek czy
narzadéw. W 1682 roku wykonano pierwszy
przeszczep tkanek, uzupehiajac ubytek czasz-
ki rosyjskiego arystokraty fragmentem czaszki
psa. Mimo sukcesu zabiegu taki sposdb poste-
powania spotkatl si¢ z krytyka ze strony Ko-
Sciota katolickiego i licznymi zarzutami natury
etycznej [4]. Kolejna proba ksenotransplanta-
cji, podjeta w 1906 roku przez Mathieu Jabo-
ulaya, byto przeszczepienie cztowiekowi nerek
pochodzacych od kozy i §wini. Badacz ten jako
pierwszy opisal nadostre odrzucenie kseno-
przeszczepu [4]. Lata 60. XX wieku przyniosty
kolejne préby ksenoprzeszczepéw; przeszcze-
piano m.in. skér¢ zab osobom po oparzeniach,
a takze jadra malp, nerki i serca szympansow
[4]. W 1963 roku w Stanach Zjednoczonych
mialy miejsce dwie operacje z wykorzystaniem
naczelnych jako dawcéw. W Denver Thomas
Starzl przeszczepit 6 pacjentom nerki pocho-
dzace od pawian6w. Chorzy przezyli od 19 do
98 dni [5]. W tym samym roku Keith Reemt-
sma z Nowego Orleanu dokonat 13 przeszcze-
piefi nerek pobranych od szympanséw. Dwa-
nascie nerek utracito swoja czynno$¢ w czasie
pierwszych 2 miesigcy od zabiegu. U 1 chorego
nerka funkcjonowatla az przez 9 miesigcy [5].
W latach 1969-1974 rozpoczgto préby kse-
notransplantacji watroby. Troje dzieci otrzy-
mato watrobe od szympanséw — najdluzszy
okres przezycia po zabiegu wynosit zaledwie
2 tygodnie. Pawian stat si¢ dawca serca w prze-
szczepie dokonanym w 1977 roku w Republice
Potudniowej Afryki. Chora, 28-letnia kobieta,
zmarta w 6. godzinie po wykonaniu zabiegu.
Ten sam zesp6t lekarzy po raz kolejny dokonat

razem 60-letniemu mezczyZnie, ktéry zmart
4 dni po zabiegu. W 1984 roku w Kalifornii do-
konano préby przeszczepienia niemowleciu ser-
ca pochodzacego od pawiana. Biorca zmart po
20 dniach [5]. W tym miejscu warto wspomniec,
ze w latach 80. XX wieku zesp6t prof. Zbignie-
wa Religi dokonal préby przeszczepienia serca
pochodzacego od $§wini dorostemu mezczyZnie.
Pacjent zmart krétko po zabiegu [6]. W roku
1992 dokonano nieudanego przeszczepienia
watroby, ktorej dawca byl pawian. Pacjent prze-
zyt jedynie 71 dni. Rok p6Zniej podjeto jeszcze
probe przeszczepu szpiku kostnego i nerki od
pawiana, co réwniez okazato si¢ niepowodze-
niem, poniewaz biorca po przeszczepie przezyt
jedynie 26 dni [5]. Wybrane przyktady kseno-
transplantacji nerek wymieniono w tabeli 1.

Przedstawione powyzej proby kseno-
transplantacji koficzyly si¢ niepowodzeniem.
W miar¢ rozwoju biologii molekularnej zaczg-
to bada¢ czynniki patogenetyczne uczestnicza-
ce w odrzucaniu ksenoprzeszczepéw. Dopiero
zastosowanie metod inzynierii genetycznej
umozliwito na tyle daleko idaca ingerencje
w genom potencjalnych dawcéw narzadéw do
ksenoprzeszczepdw, ze wznowiono do$wiad-
czenia na zwierzetach.

CELOWOSC I POTENCJALNE ZALETY
KSENOTRANSPLANTACJI NERKI

Czynnikiem ograniczajacym  dostep-
no$¢ transplantacji nerek jest brak narzadow.
W Stanach Zjednoczonych w 2015 roku byto
124 000 oczekujacych na przeszczepienie nerki.
Odbyto si¢ 16 291 zabiegdw transplantacji tego
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narzadu, a 4761 potencjalnych biorcéw ner-
ki zmarto przed jej przeszczepieniem. W tym
samym roku w Stanach Zjednoczonych czas
oczekiwania na przeszczepienie nerki od osoby
zmartej wynosit okoto 5 lat (na uwagge zastuguje
fakt ujemnej korelacji pomigdzy czasem diali-
zoterapii i przezyciem nerki przeszczepionej).
U okoto 15% chorych przed przeszczepieniem
nerki istniala konieczno$¢ przeprowadzenia
zabiegéw odczulajacych (desensytyzacja) [2].
Wedtug danych Poltransplantu w Polsce na
koniec 2018 roku na przeszczepienie nerki
oczekiwato 1196 osdb, natomiast dawcoéw tego
narzadu w roku 2018 byto 500. Optymalna me-
toda leczenia nerkozastepczego jest przeszcze-
pienie nerki w okresie przeddializacyjnym od
dawcy zywego. Rosnace zapotrzebowanie na
przeszczepianie nerek, staly niedobdr narza-
dow do transplantacji i wydluzajaca si¢ lista
oczekujacych powoduja, ze wigkszo$¢ nerek
jest przeszczepiana w okresie dializotera-
pii biorcow. W Polsce jedynie 7% wszystkich
przeszczepief nerek stanowia transplantacje
w okresie przeddializacyjnym. Jeszcze mniej
narzadow pochodzi od zywych dawcéw — oko-
o 2% [20]. Ksenotransplantacje moga umozli-
wic¢ zwigkszenie liczby przeszczepianych nerek
poprzez eliminacj¢ problemu matej dostep-
nosci tych narzadéw. Pozyskiwanie nerek od
innych gatunkéw (np. §wini) pozwoli zyskac
nieograniczony (skrécenie czasu oczekiwa-
nia jedynie do czasu niezbg¢dnego do wyko-
nania badan kwalifikacyjnych) i ciagly dostep
do narzadéw (mozliwo$¢ rozwoju programu
przeszczepien przed rozpoczeciem dializote-
rapii; mozliwo$¢ leczenia chorych bez dostgpu
naczyniowego do hemodializ). Ponadto moz-
na przypuszczaé, ze narzady pozyskiwane od
zwierzat beda sie cechowaly wysoka jakoscia,
poréwnywalna do nerek pobranych od dawcow
zywych [2].

WYBOR GATUNKU BEDACEGD
POTENCJALNYM ZRODLEM ORGANOW
DO KSENOTRANSPLANTACJI

Od 1992 roku stopniowo zaczgto odcho-
dzi¢ od wykorzystywania naczelnych jako daw-
codw narzaddéw w ksenotransplantologii. Narza-
dy wewnetrzne szympansow (Pan troglotydes)
i pawiandw (Papio species), mimo podobienstwa
anatomicznego i fizjologicznego do organéw
ludzkich, sa zbyt mate. Niewielkie rozmiary na-
rzad6w sprawialy, ze np. serce mozna byto wy-
korzystac tylko do ksenoprzeszczepéw u dzieci.
Dodatkowymi utrudnieniami zwigzanymi z wy-
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korzystywaniem naczelnych jako dawcéw byt
fakt, ze sa one trudne w hodowli. Cechuja si¢
mala plodnoscia, wydaja na Swiat zazwyczaj
jednego potomka, pdézno osiagaja dojrzalosé
plciowa i charakteryzuja si¢ dlugim czasem cia-
zy. Kolejnym utrudnieniem jest mata réznica fi-
logenetyczna pomiedzy czlowiekiem i matpami
naczelnymi, ktéra stanowi istotne zagrozenie,
poniewaz wirusy pawiandw i szympansow, do
ktérych zalicza sie¢ w szczegdlnosci pawiani en-
dogenny retrowirus (BaEV, baboon endogenous
virus), malpi wirus niedoboru odpornosci (SIV,
simian immunodeficiency virus), malpi wirus
T-limfotropowy (STLV, simian T-lymphotropic
virus), wirus atakujacy uklad oddechowy (RSV,
respiratory syncytial virus), wirus Shope’a (SFV,
Shope fibroma virus) oraz wirus SV40 (simian
virus 40), moga by¢ niebezpieczne réwniez
dla ludzi. W zwigzku z wymienionymi ograni-
czeniami potencjalnych dawcéw narzadéw do
ksenoprzeszczepéw zaczeto poszukiwaé wsrdd
zwierzat dalej spokrewnionych filogenetycznie.
Stwierdzono, ze najwigcej korzystnych cech
umozliwiajacych wykorzystanie ich w celu prze-
szczepienia narzadéw czlowiekowi wykazuja
$winie. Gléwnymi zaletami $win jako dawcow
nerek sa maly koszt hodowli, duzy potencjat
rozrodczy oraz doswiadczenia z tym gatunkiem
w zakresie inzynierii genetycznej. Ponadto §wi-
nie cechuja si¢ zblizonymi do cztowieka parame-
trami anatomicznymi i fizjologicznymi (tab. 2).
Maja podobna osmolarnos$¢ moczu, filtracje kie-
buszkowa i przeptyw krwi przez nerki. Podobny
jest tez rzut minutowy serca i ciSnienie tgtnicze.
Ich znaczny dystans filogenetyczny w stosunku
do cztowieka zmniejsza ryzyko przeniesienia za-
kazefi wirusowych i nowotwordw [4, 21].

ASPEKTY IMMUNOLOGICZNE
KSENOTRANSPLANTACJI NEREK
POZYSKIWANYCH OD SWIN

ODRZUCENIE NADOSTRE

Gtéwna przyczyna odrzucania kseno-
przeszczepéw nerek pochodzacych od $win
oraz malp Starego Swiata (waskonosych,
tj. matp czlekoksztattnych i makakowatych)
jest odrzucenie nadostre, spowodowane wy-
stepowaniem naturalnych przeciwcial rozpo-
znajacych epitopy zawierajace jako koficowa
czasteczke galaktozo-a1,3-galaktoze (aGal),
powodujacych pobudzenie uktadu dopetnia-
cza. Glikan aGal wystepuje w bardzo wielu
glikoproteinach i glikolipidach $rédbtonka
zwierzat. Cztowiek i matpy Starego Swiata utra-
cily zdolno$¢ wytwarzania glikanu aGal [22].



Tabela 2. Pordwnanie $wini i pawiana pod wzgledem cech istotnych przy wyborze gatunku odpowiedniego do ksenotran-

splantacji. Na podstawie [21]

Swinia Pawian
Dostgpnosc Duza Mata
Potencjat hodowlany Duzy Maty
Wiek osiagniecia dojrzatosci piciowej 4-8 miesigcy 3-5 lat
(Czas trwania cigzy 114 = 2 dni 173-193 dni
Liczba potomstwa 5-12 osobnikow 1-2 osobniki
Wzrost Szybki Wolny
(wielko$¢ organow (do osiagniecia
dorostego cztowieka maksymalinej wielkoSci
W ciggu 6 miesigey) narzadow potrzeba 9 lat)
Rozmiar nerki Odpowiedni Zbyt maty
Koszty utrzymania hodowli Mate Duze
Podobienstwo anatomiczne do czfowieka Umiarkowanie bliskie Bliskie
Podobienstwo fizjologiczne do cztowieka Umiarkowanie bliskie Bliskie
Podobienstwo immunologiczne do cziowieka Odlegte Bliskie
Znajomos$é typowania tkanek Znaczna Ograniczona
Doswiadczenia w zakresie inzynierii genetycznej Znaczne Brak
Ryzyko przeniesienia zakazenia wraz z przeszczepiang nerka Mate Duze
Dostepno$¢ zwierzat wolnych od patogenow Tak Nie

Wytwarzanie aGal jest uwarunkowane aktyw-
nosScia enzymu «-1,3-galaktozylotransferazy
(1,3 GT). Enzym ten katalizuje przeniesienie
reszty galaktozy z UDP-Gal na N-acetyloga-
laktozaming wystepujaca w glikosfingolipidach
lub glikoproteinach, wytwarzajac epitop rozpo-
znawany przez ludzkie przeciwciata anty-aGal
(ryc. 1). Brak aktywnosci «1,3 GT u czlowieka
i malp Starego Swiata jest spowodowany inak-
tywujaca mutacja genu tego enzymu [22-24].
Organizmy, u ktérych nie wystepuje glikan
aGal, wytwarzaja swoiste przeciwciata przeciw-
ko temu dwucukrowi. U czlowieka przeciwciata
anty-aGal powstaja w okresie noworodkowym
w wyniku reakcji skierowanej przeciw antyge-
nom aGal bakterii kolonizujacych przewdd po-
karmowy, w ktérych ekspresji ulega gen koduja-
cyal,3 GT[23]. Wykazano, ze u ludzi okoto 80%
przeciwcial skierowanych przeciwko wszystkim
antygenom §wini jest skierowanych przeciwko
antygenowi aGal. Stanowig one ok. 1% frakcji
IgG oraz ok. 4% frakcji IgM [24, 25]. Niewyste-
powanie aGal u cztowieka jest prawdopodob-
nie spowodowane reakcja obronna, powstata na
drodze ewolucji w efekcie wystepowania aGal
na powierzchni licznych patogenéw. Wykazano,
Zze przeciwciata przeciwko aGal wiaza si¢ z lipo-
polisacharydami bakterii Escherichia, Neisseria,
Klebsiella i Salmonella, a takze z glikolipidami
i glikoproteinami pierwotniakéw Trypanosoma,
Leishmania i Plasmodium. Przeciwciala prze-
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SRODBLONKA NACZYNIOWEGO

Rycina 1. Powstawanie epitopu a:Gal przy udziale «-1,3-galaktozylotransferazy

ciwko aGal moga uczestniczy¢ w obronie prze-
ciwko wymienionym patogenom.

Po przeszczepieniu nerki §wini czlowie-
kowi obecne przeciwciata przeciwko aGal przy
udziale dopetniacza uszkadzaja komorki §rod-
btonka nerki (ryc. 2) [24]. Poza aGal na po-
wierzchni §rédblonka wystepuja réwniez inne
antygeny, ktére moga uczestniczy¢ w nadostrym
odrzucaniu  przeszczepu ksenogenicznego.
Naleza do nich kwas N-glikoloneuramidowy
(Neu5Gc) oraz Sd (produkt $1,4N acetyloga-
laktozoaminotransferazy; $4GalNT2) [26].
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Rycina 2. Mechanizm nadostrego odrzucania przeszczepu ksenogenicznego

PPW reakcji
nadostrego odrzucania
dochodzi zatem do
wewnatrznaczyniowego
(wio$niczki i drobne
tetniczki) odktadania
immunoglobulin

i sktadnikow
dopetniacza, agregacji
ptytek krwi, pobudzenia
uktadu krzepniecia oraz
powstawania naciekow
leukocytarnych44

118

Gléwnym czynnikiem prowadzacym do
nadostrego odrzucenia ksenoprzeszczepu jest
pobudzenie ukladu dopelniacza przez prze-
ciwciata anty-aGal. Przylaczenie przeciwciat
anty-aGal do antygendw aGal na powierzchni
§rodbtonka naczyniowego powoduje uru-
chomienie kaskady reakcji enzymatycznych,
w wyniku ktorych powstaja anafilatoksyny
C3a i C3b o wlasciwoSciach chemotaktycz-
nych. Dochodzi do przyciagania granulocy-
téw, monocytow i mastocytéw, ktoére w miej-
scu inicjacji reakcji ulegaja degranulacji.
Wydzielone cytokiny prozapalne zwigkszaja
przepuszczalno$¢ naczyn krwiono$nych, pro-
wadzac do obrzeku. Powstajace produkty
uktadu dopetniacza C3b i C4b ulatwiaja fa-
gocytoze. Koficowym etapem dziatania ukta-
du dopetniacza jest utworzenie kompleksu
atakujacego btong (MAC, membrane attack
complex). Dziatanie tego kompleksu prowa-
dzi do dezintegracji i lizy komorek Srédbton-
ka naczyf. Uszkodzone komorki Srédbtonka
traca ze swojej powierzchni siarczan hepara-
nu, ktory wykazuje wlasciwosci antyagregacyj-
ne. Dochodzi do zwigkszenia ekspresji selek-
tyny P, czynnika von Willebrandta, czynnika
aktywujacego trombocyty (PAF, platelet-acti-
vating factor), inhibitora aktywacji plazmino-
genu 1 (PAI-1, plasminogen activator inhibi-
tor-1) i prostacykliny. Wszystkie te procesy
prowadza do powstania skrzepu krwi [27].
W reakcji nadostrego odrzucania dochodzi
zatem do wewnatrznaczyniowego (wlosnicz-
ki i drobne tetniczki) odktadania immuno-
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globulin i sktadnikéw dopehiacza, agregacji
plytek krwi, pobudzenia uktadu krzepnigcia
oraz powstawania naciekow leukocytarnych

(rye. 2) [2].

OSTRE ODRZUCENIE NACZYNIOWE

W sytuacji, gdy wyczerpie si¢ uktad do-
pelniacza lub zostanie on farmakologicznie za-
blokowany, moze doj$¢ do rozwoju ostrego od-
rzucenia naczyniowego. Wystepuje ono zwykle
po uplywie kilku godzin od ksenoprzeszcze-
pienia. W patogenezie odrzucania naczynio-
wego uczestnicza przeciwciala [28]. Istotna
role w jego przebiegu przypisuje si¢ ponadto
komoérkom NK (natural killers) i makrofagom
[29]. Podczas ostrego odrzucania naczyniowe-
go dochodzi do aktywacji plytek krwi, wydzie-
lania chemokin i cytokin, rekrutacji komoérek
NK oraz monocytéw i makrofagéw. Komor-
ki NK i monocyty przenikaja do przestrzeni
Sr6dmiazszowe]j narzadu. Dzigki wydzielaniu
czynnika martwicy nowotworu (TNFa, tumor
necrosis factor @) i interferonu y (INFy) zwigk-
szaja ekspresje gendw dla cytokin i chemokin,
co prowadzi do zwigkszenia przylegania ply-
tek krwi do powierzchni komérek §rédblonka,
czego konsekwencja jest powstanie zakrzepéw
przySciennych [30]. Ostre odrzucanie naczy-
niowe zwiaze si¢ wigc z cytotoksycznymi wia-
Sciwo$ciami komoérek NK, makrofagéw i zmia-
nami zakrzepowymi w t¢tnicach.

OSTRE ODRZUCENIE KOMORKOWE

W patogenezie ostrego odrzucenia ko-
morkowego ksenoprzeszczepu uczestniczy
posrednia prezentacja antygendw. Zjawisko to
wystepuje w ciagu kilku dni od przeszczepienia
narzadu. NajczeSciej obserwuje si¢ uposledzo-
na odpowiedz ze strony limfocytéw T CDS8+,
natomiast prawidlowa ze strony limfocytéw
T CD4+ rozpoznajacych antygeny zgodnosci
tkankowej II klasy [MHC (major histocom-
patibility complex) 11 klasy]. Brak mozliwosci
rozpoznania MHC I klasy przez komoérki NK
jest dla tych komérek sygnatem do aktywacji.
W tym typie odrzucenia gtéwna role odgrywa-
ja jednak limfocyty T CD4+. Podczas ostrego
odrzucania komoérkowego dochodzi do po-
wstawania naciekow komorek jednojadrza-
stych w sr6dmiazszu tkanek [31].

ODRZUCENIE PRZEWLEKLE

Ten typ odrzucania w ksenoprzeszcze-
pach jest obserwowany rzadko ze wzgledu
na dominujaca role odrzucenia nadostrego
i ostrego naczyniowego [27].



Tabela 3. Modyfikacje genetyczne $wini ze zmniejszonym ryzykiem nadostrego odrzucenia nerki podczas ksenotransplantacji [43]

Antygen galaktozo-«-1,3-galaktozowy lub inny antygen utracony przez cziowieka w procesie ewolucji

Inaktywacja genu a-1,3-galaktozylotransferazy (GTKO)

Inaktywacja genu hydroksylazy kwasu cytydyno-monofosforano-N-acetyloneuraminowego (NeuGcKO)

Inaktywacja genu 8-1,4-N-acetylogalaktozoaminotransferazy (34GalNT2)

Regulacja uktadu dopefniacza

Zwigkszenie ekspresji CD46 (btonowy kofaktor biatkowy, MCP)

Zwigkszenie ekspresji CD55 (btonowy czynnik przy$pieszajacy rozkiad, DAF)

Zwigkszenie ekspresji CD59 (protektyna)

HAMOWANIE ODRZUCENIA
KSENOPRZESZCZEPU

W celu zmniejszenia ryzyka odrzucenia
ksenoprzeszczepu opracowano nastgpujace me-
tody: hamowanie aktywnosci lub usuwanie prze-
ciwciat biorcy, zmniejszenie aktywnosci uktadu
dopehiacza, modyfikacja genetyczna dawcy, leki
immunosupresyjne, zmniejszenie aktywnosci
uktadu krzepnigcia oraz hamowanie pobudzenia
komorek §rodblonka naczyniowego.

HAMOWANIE AKTYWNOSCI LUB USUWANIE
PRZECIWCIAL BIORCY

Badaniom poddano liczne metody, dzig-
ki ktérym prébowano obnizy¢ stezenia prze-
ciwcial biorcy w osoczu (gltéwnie przeciwciat
anty-aGal). Plazmafereza zmniejsza ryzyko
nadostrego odrzucenia, jej efekt natomiast jest
krétkotrwaty [32, 33]. Chromatografia powino-
wactwa z wykorzystaniem biatka A (pochodza-
cego ze Staphylococcus species) lub przeciwciat
monoklonalnych przeciwko ludzkim immuno-
globulinom IgG i IgM [34] oraz perfuzja oso-
cza przez ksenogeniczny narzad, szczegdlnie
nerke, zmniejsza stezenie przeciwciat w oso-
czu [35]. Zastosowanie rycyny A w polacze-
niu z syntetycznym antygenem Gal pozwala
na wyeliminowanie specyficznych wzgledem
tego antygenu limfocytéw B. Koniugat rycyny
A iantygenu Gal prowadzi do zniszczenia lim-
focytéw B [36]. Efektem wprowadzenia do or-
ganizmu biorcy naturalnych lub syntetycznych
antygendéw Gal w polaczeniu z polilizyna jest
90-procentowe zmniejszenie stezenia kseno-
przeciwcial w osoczu anty-aGal [37]. Sposréd
innych metod prowadzacych do obnizenia
stezenia przeciwcial anty-aGal w osoczu pro-
bowano wykorzystaé splenektomie, naswietla-
nie narzadéw chtonnych promieniowaniem v,
zastosowanie przeciwcial antyidiotypowych
skierowanych przeciwko ksenospecyficznym
immunoglobulinom (IgG, IgM) oraz leki ha-
mujace dzialanie limfocytow B [38, 39].

ZMNIEJSZANIE AKTYWNOSCI
UKLADU DOPELNIACZA

Uktad dopetniacza uczestniczy w pato-
genezie nadostrego odrzucenia przeszczepu.
Dlatego tez opracowano metody zmniejszenia
jego aktywnosci, ktérych celem jest zmniejsze-
nie ryzyka odrzucenia. Pierwsza z nich polega
na wprowadzeniu do organizmu biorcy biatek,
ktére unieczynnia wystepujace we krwi sktado-
we dopehniacza. Druga natomiast (omdéwiona
w dalszej czesci artykutu) polega na manipula-
cji genetycznej genomem dawcy poprzez wpro-
wadzenie genéw kodujacych inhibitory uktadu
dopelniacza. Do egzogennych biatek hamu-
jacych aktywno$¢ uktadu dopelniacza naleza:
jad kobry, rozpuszczalny receptor dopetniacza
typu I (sCR1), inhibitor C1, mesylan nafamo-
statu (FUT-175), K-76, przeciwciata przeciwko
sktadowym C5 i C8 i duze dawki IgG [40-42].
Zmniejszenie aktywnoS$ci uktadu dopetniacza
nie chroni przed wystapieniem ostrego odrzu-
cenia naczyniowego.

MODYFIKACJE GENETYCZNE SWIN

Wyniki doswiadczeh na zwierzgtach po-
zwolily ustalié, ktore biatka dawcy nalezy pod-
da¢ modyfikacji genetycznej przy zastosowaniu
metod inzynierii genetycznej, aby zmniejszy¢
ryzyko wystapienia nadostrego odrzucenia
ksenoprzeszczepu (tab. 3).

Usunigcie genéw kodujacych biatka en-
zymatyczne uczestniczace w tworzeniu takich
antygenéw, jak: aGal (galaktozo-1,3-galakto-
za), Neu5Gc (kwas N-glikoloneuramidowy),
Sd  (produkt pS-1,4-N-acetylogalaktozoami-
notransferazy — p4GalNT2), prowadzi do
zmniejszenia wiazania przeciwcial ludzkich
z komoérkami §rédbtonka naczyniowego Swini.
W takiej sytuacji zmniejszone zostaje ryzyko
nadostrego odrzucenia [2]. Dzigki przeprowa-
dzeniu powyzszych modyfikacji genetycznych
ksenoprzeszczepianie nerek od §win pawianom
(a docelowo cztowiekowi) nie jest ograniczone
ryzykiem wystapienia nadostrego odrzucenia
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Rycina 3. Najdiuzszy czas przezycia przeszczepionej nerki Swini w organizmie pawiana w zalez-
nosci od przeprowadzonej modyfikacji genetycznej $wini; CD55 (bfonowy czynnik przyspieszajacy
rozktad, DAF) — zwiekszenie ekspresji genu, inaktywacja genu «-1,3-galaktozylotransferazy
(GTKO), inaktywacja genu 3-1,4-N-acetylogalaktozoaminotransferazy (34GalNT2KO) [44]
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zaleznego od przeciwciat [2]. Jak zaprezento-
wano na rycinie 3, modyfikacje genetyczne po-
szczegblnych enzyméw i bialek znacznie wydtu-
Zajg czas przezycia przeszczepionej nerki §wini
w organizmie pawiana [44]. Wéréd zmodyfiko-
wanych genéw byly: gen CD55 wprowadzony
do genomu $wini w 2006 roku, gen a-1,3-ga-
laktozylotransferazy usuniety z genomu §wini
w 2007 roku (Swinia GTKO) oraz gen $-1,4-N-
-acetylogalaktozoaminotransferazy, ktéry zo-
stat usuniety z genomu $wini w 2017 roku (§wi-
nia $4GalNT2KO). Wykazano, ze powyzsze
modyfikacje genetyczne w znaczny sposob wy-
dluzaly czas przezycia nerki przeszczepione;.
Jak przedstawiono na rycinie 3, modyfikacja
w obrebie dwdch powyzszych genéw (tj. genu
a-1,3-galaktozylotransferazy oraz genu §-1,4-
-N-acetylogalaktozoaminotransferazy) spowo-
dowata wydtuzenie przezycia nerki przeszcze-
pionej do 412 dni [44].

W opracowywaniu metod zmniejszajacych
ryzyko nadostrego odrzucenia ksenoprzeszcze-
pu wykorzystano réwniez fakt, ze Swinia ma
podobne do ludzkich biatka hamujace aktyw-
no$¢ dopetniacza, lecz o zmniejszonej ekspresji.
Efektem zmniejszenia aktywnoSci dopetniacza
jest redukcja ryzyka odrzucenia ksenoprzesz-
czepu. Do genomu $§wini wprowadzono geny
kodujace bialka majace istotne znaczenie
w hamowaniu aktywnosci uktadu dopelniacza:
CD46, CD55, CD59 [21]. Biatko CD46 jest bto-
nowym kofaktorem biatkowym (MCP, mem-
brane cofactor protein), ktory zapobiega wy-
twarzaniu konwertaz C3/C5. Biatko CD55 to
blonowy czynnik przy$pieszajacy rozktad (DAF,
decay-accelerating factor), pobudzajacy rozktad
konwertaz C3/CS5. Biatka CD46 i CD55 poprzez
nasilenie rozktadu konwertaz C3/C5 zmniejsza-
ja aktywno$¢ uktadu dopetniacza. Protektyna,
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czyli CD59, poprzez wigzanie C8 i C9 hamuje
polimeryzacje czynnika C9, blokujac dzialanie
kompleksu atakujacego blong (MAC), ktéry
uczestniczy w koficowym efekcie dziatania ukta-
du dopeiacza, czyli lizy komorek. Skutecznosé
zwigkszenia ekspresji czynnika CD46 potwier-
dzono w badaniu, w ktérym $winskie serce pod-
dane manipulacji genetycznej przeszczepiono
pawianowi w prébie badanej, natomiast w pro-
bie kontrolnej przeszczepiono pawianowi serce
niezmodyfikowane. Odrzucenie przeszczepu
w pierwszym przypadku nastapito po 23 dniach,
natomiast w drugim — po 90 minutach [45].
W kolejnych doswiadczeniach wykazano, ze
zwiekszenie ekspresji czynnika CD59 nie chroni
calkowicie przed nadostrym odrzuceniem, na-
tomiast w potaczeniu ze zwigkszeniem ekspresji
czynnika CDS55 chroni przed takim odrzuce-
niem [46, 47].

LEKI IMMUNOSUPRESYJNE

Powstawanie swoistych przeciwcial anty-
-aGal i innych uczestniczacych w procesie od-
rzucania jest uwarunkowane przez zjawisko ko-
stymulacji. Limfocyt B, ktéry rozpoznal epitop
aGal, prezentuje go limfocytowi pomocnicze-
mu (Th CD4%). Aktywowany limfocyt T pomoc-
niczy pobudza jedynie limfocyt B, ktory rozpo-
znaje antygen zawierajacy epitop (np. aGal),
rozpoznawany réwniez przez receptor limfocy-
tow T (TCR) ,kostymulujacego” limfocytu T
pomocniczego. Oprocz bezposredniej kostymu-
lacji limfocyt B ulega takze parakrynnemu po-
budzeniu przez interleukiny 2, 4, 51 6. W pro-
cesie kostymulacji ze strony limfocytu B bierze
udzial czasteczka CD40, natomiast ze strony
limfocytu Th — czasteczka CD154 (CD40L).
Oddzialywanie CD40 z CD154 umozliwia zmia-
n¢ klas przeciwcial wytwarzanych przez limfocyt
B. Zastosowanie przeciwcial monoklonalnych
anty-CD40 oraz anty-CD154 prowadzi do za-
hamowania kostymulacji (ryc. 4) i tym samym
do réznicowania limfocytéw B, w wyniku czego
nie beda one wytwarzaly swoistych przeciwcial,
np. anty-aGal. Wiaze si¢ to ze zmniejszeniem
ryzyka odrzucenia ksenoprzeszczepu. Wyniki
badaf na zwierzetach wykazaly, Zze stosowanie
przeciwcial anty-CD154 prowadzi do zwigk-
szonego ryzyka powiktan zakrzepowych [21,
48]. Zwigkszenia takiego ryzyka nie wykazano
w przypadku przeciwcial anty-CDA40.

Eksperci przewiduja, ze pozostate zasady
leczenia immunosupresyjnego po przeszcze-
pieniu nerki od $wini zmodyfikowanej gene-
tycznie (np. GTKO i $4GalNT2KO) beda po-
dobne jak w przypadku allotransplantacji [21].



HAMOWANIE UKtADU KRZEPNIECIA

Jedna z przyczyn niepowodzenia kseno-
przeszczepienia jest wykrzepianie krwi w prze-
szczepionym narzadzie. CzgSciowo sytuacja
ta jest spowodowana réznicami miedzygatun-
kowymi w budowie biatek uktadu krzepnig-
cia. Swinska trombomodulina oraz §winski
czynnik von Willebrandta réznia si¢ od ich
ludzkich odpowiednikéw. Dlatego tez rozwaza
si¢ wprowadzanie do genomu $wifi ludzkich
genéw kodujacych te bialtka, co zmniejszatoby
ryzyko utraty narzadu z powodu wykrzepiania
krwi podczas nadostrego odrzucenia narzadu
[49].

HAMOWANIE POBUDZENIA KOMOREK
SRODBLONKA NACZYNIOWEGO

W przebiegu odrzucenia ksenoprzeszcze-
pu biora udziat liczne biatka adhezyjne, ktore
ulegaja wzmozonej ekspresji na powierzchni
Srodbtonka naczyniowego, ulatwiajac przyle-
ganie neutrofiléw i limfocytéw i tym samym
prowadzac do rozwoju reakcji zapalnej.
Adhezje leukocytow mozna zablokowad
poprzez zastosowanie przeciwcial monoklo-
nalnych przeciwko E-selektynie, A-selektynie
oraz f32-integrynie. Efektem zastosowania tych
przeciwcial jest zmniejszenie ryzyka odrzuce-
nia naczyniowego przeszczepu [50].

ASPEKTY FIZJOLOGICZNE
KSENOTRANSPLANTACJI NEREK
POZYSKIWANYCH OD SWIN

Molekularne réznice w zakresie czynni-
kéw krzepniecia pomiedzy cztowiekiem i $wi-
niag moga powodowaé zwigkszone ryzyko po-
wiklan zakrzepowych. Mozna im zapobiegac,
wprowadzajac do genomu §wini geny trombo-
moduliny cztowieka i/lub receptora bialka C
cztowieka. Trombomodulina (CD141) hamuje
krzepnigcie krwi poprzez wiazanie si¢ z trom-
bing i aktywacje biatka C. Biatko C po zwiaza-
niu z receptorem na powierzchni §rédbtonka
naczyniowego powoduje degradacj¢ aktywne-
go czynnika V (przy wspotudziale heparyny)
i aktywnego czynnika VIII (przy wspétudziale
biatka S) [21]. Ksenotransplantacja pobudza
rozwdj stanu zapalnego, ktdrego nastgpstwem
moze by¢ uszkodzenie nerki przeszczepionej.
Mozna mu bedzie zapobiegad, stosujac tocili-
nizumab (antagoniste receptora IL-6) lub eta-
nercept (antagonist¢ receptora TNFa) [21].
Erytropoetyna (EPO) $wini moze nie pobu-
dzaé erytropoezy u czlowieka, poniewaz rézni

LIMFOCYT T

Anty-CD154 lub anty-CD40 /

/ Antygen

LIMFOCYT B

Swoiste przeciwciata

Rycina 4. Miejsce dziafania przeciwciat monoklonalnych anty-CD154 i anty-CD40

sie w 18% od ludzkiej EPO [21]. Dlatego tez
u chorych po ksenotransplantacji niezbedne
moze by¢ stosowanie Srodkéw pobudzajacych
erytropoeze [21].

BEZPIECZENSTWO KSENOTRANSPLANTACJI
NEREK POZYSKIWANYCH 0D SWIN

Przeszczepiona nerka od $§wini jest po-
tencjalnym zagrozeniem dla organizmu czlo-
wieka, poniewaz moze zawiera¢ patogeny, ta-
kie jak bakterie, grzyby, wirusy oraz pasozyty
mogace by¢ przyczyna zakazenia czlowieka.
Odpowiednie zabiegi hodowlane (hodowla
w warunkach braku kontaktu z patogenami,
szczepienia, porody przy pomocy cigcia cesar-
skiego, leki przeciwbakteryjne, przeciwrobacze
i przeciwwirusowe) pozwalaja na wyeliminowa-
nie wigkszoSci patogenéw. Wsrdd patogendéw
ktére udato si¢ wyeliminowaé poprzez wymie-
nione powyzej zabiegi sg bakterie: Brucella suis,
Leptospira subspecies, Listeria monocytogenes,
Nontuberculous mycobacteria (whaczajac Myco-
bacterium bovis), Mycobacterium tuberculosis,
Mycoplasma hyopneumoniae, Salmonella sub-
species, Shigella, Stool enteric pathogens (Yersi-
nia, Campylobacter); grzyby: Aspergillus, Can-
dida, Cryptoccocus neoformans, Histoplasma
capsulatum; wirusy: Swinski adenowirus, Ence-
phalomycarditis, wirus zapalenia watroby typu
E, Swifiski wirus grypy, $wifiski cytomegalowi-
rus, §winski circovirus (typu 1, 2), $winski lim-
fotropowy herpeswirus, $winski wirus atakujacy
uktad rozrodczy i oddechowy, §wifiski parwowi-
rus, wirus pseudowscieklizny i wicieklizny; oraz
pasozyty: Ascaris suum, Cryptosporidium/Mikro-
sporidium subspecies, Echinococcus subspecies,
Giardia subspecies, Isospora species, Strongylo-
ides, Toxoplasma gondii, Trichinella spiralis, Try-
panosoma subspecies [51].
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Istotnymi  patogenami, potencjalnie
ograniczajacymi bezpieczefistwo ksenotran-
splantacji, sa wystgpujace w organizmie §win
endogenne retrowirusy §winskie (PERV, por-
cine endogene retroviren). Wirusy te sa zinte-
growane z genomem $wini. PERV AiPERV B
wystepuja u wszystkich §win, natomiast PERV
C — u niektorych. Znaczenie endogennych
wiruséw Swinskich w patogenezie chordb
$win jest niejasne (podejrzewa si¢ ich udziat
w nowotworzeniu lub zmniejszeniu odporno-
§ci). Wykazano, ze in vitro PERV A i PERV
B moga zakaza¢ komorki ludzkie i moga by¢
przenoszone pomi¢dzy komoérkami organi-
zmu czlowieka. Niemniej jednak nie zaobser-
wowano przeniesienia endogennych wirusow
swinskich podczas transplantacji nerki ze
$wini do malpy, jak réwniez podczas trans-
plantacji komorek wysp trzustki ze Swini do
cztowieka [52, 53]. Poniewaz wirusy te s wbu-
dowane w genom $wini, nie mozna ich usunaé
poprzez opisane powyzej zabiegi hodowlane.
W ostatnich latach do usunigcia endogen-
nych wiruséw S§winskich z genomu wykorzy-
stano metod¢ CRISPR-Cas9, pozwalajaca na
precyzyjna edycje gendéw [54]. W metodzie
CRISPR-Cas9 kluczowa role odgrywa enzym
Cas9, odkryty w komoérkach Escherichia coli.
Modyfikacj¢ genomu przy pomocy CRISPR-
-Cas9 przeprowadza si¢ w kilku etapach. Naj-
pierw odcinek DNA, ktéry ma zosta¢ poddany
modyfikacji, nalezy oznaczy¢ za pomoca frag-
mentu RNA polaczonego z Cas9. Przylaczony
RNA umozliwia enzymowi Cas9 aktywacje,
w wyniku ktérej dochodzi do precyzyjnego
wyciecia konkretnego odcinka DNA, np. od-
cinka zawierajacego geny endogennych wi-
ruséw $winskich. Przy wykorzystaniu metody
CRISPR-Cas9 usuni¢to sekwencje endogen-
nych wiruséw $winiskich z genomu komérek
somatycznych, a nastepnie przy pomocy me-
tody transportu jadrowego komorek soma-
tycznych wytworzono embriony pozbawione
endogennych wiruséw §winiskich i otrzymano
doroste osobniki wolne od tych wiruséw. Ho-
dowla osobnikéw pozbawionych endogennych
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wirusow Swinskich w potaczeniu z izolacja od
innych osobnikéw zapewnia otrzymywanie po-
tomstwa, ktére réwniez nie bedzie miato tych
wirusow w swoim genomie [55]. W ten spos6b
rozwiazany zostat istotny problem dotyczacy
bezpieczefistwa ksenoprzeszczepdéw pocho-
dzenia §wifiskiego.

KRYTERIA KWALIFIKACJI CHORYCH
DO BADANIA KLINICZNEGO
NAD KSENOTRANSPLANTACJA NERKI

Biorac pod uwage stanowisko amery-
kafiskiej Agencji ds. Zywnosci i Lekéw (FDA,
Food and Drug Administration), ksenotran-
splantacj¢ mozna rozwazac u chorych z powaz-
nym lub zagrazajacym zyciu schorzeniem, gdy
odpowiednia i bezpieczna metoda leczenia nie
jest dostgpna. Eksperci sugeruja, ze kandyda-
tami na uczestnikéw badania klinicznego nad
ksenotransplantacja nerki moga by¢ chorzy
w programie hemodializ cechujacy si¢ trudno-
Sciami z dostgpem naczyniowym, chorzy z szyb-
kim nawrotem klebuszkowego zapalenia nerek
W nerce przeszczepionej, m.in. segmentalnym
stwardnieniem ktgbuszkéw nerkowych (FSGS,
focal segmental glomerulosclerosis) oraz chorzy
z wysoka immunizacja oczekujacy dtugo na al-
lotransplantacje nerki [21].

PODSUMOWANIE

W odniesieniu do przedstawionych w ni-
niejszej pracy danych pochodzacych z doswiad-
czeh na zwierzgtach mozna stwierdzié, ze:

1. Zrédlem organéw do ksenotransplantacii
u czlowieka najprawdopodobniej be-
dzie Swinia.

2. Modyfikacje genetyczne Swini zmniejsza-
ja ryzyko nadostrego odrzucenia kseno-
transplantu nerki i wydtuzaja istotnie czas
jego przezycia.

3. Odpowiednie zabiegi hodowlane i modyfi-
kacje genetyczne pozwalaja na wyelimino-
wanie patogenéw mogacych by¢ przyczy-
ng zoonoz.



STRESZCZENIE

Ksenotransplantologia to dziedzina nauk medycz-
nych zajmujaca sie badaniami nad mozliwoscig
przeszczepiania narzgdow pomiedzy organizmami
nalezacymi do roznych gatunkéw. Stale rosnace
zapotrzebowanie na narzady do transplantaciji, m.in.
nerki, sprawia ze usilnie poszukuje sie alternatyw-
nych metod ich pozyskiwania. Obecnie narzady
do przeszczepiania pochodzg od dawcow ludzkich
zywych lub zmartych (alloprzeszczepy). Od wielu
lat probuje sig przeszczepia¢ narzady pobrane od
innych gatunkow. Do niedawna proby takie koniczyty
sie niepowodzeniem z powodu nadostrego odrzu-

cenia ksenoprzeszczepu. W miare rozwoju technik
inzynierii genetycznej wytworzono tak zmodyfi-
kowanych dawcow ksenoprzeszczepow (gtownie
Swinie), ze ryzyko nadostrego odrzucenia kseno-
przeszczepu ulegfo zmniejszeniu, a czas przezycia
narzadu pozyskanego od Swini i przeszczepionego
pawianowi ulegt wydtuzeniu. Niniejszy artykut ma
na celu podsumowanie aktualnego stanu wiedzy
na temat ksenotranplantacji nerek pozyskiwanych
od Swin.
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