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Abstrakt

Przeszczep narzadu jest jedynym ratunkiem dla oséb ktérych organy zostaly nieodwracalnie zniszczone. Odrzucanie
chroniczne (przewlekle) przeszczepu jest nierozwiagzanym problemem w transplantacji. W ciggu 10 lat po transplan-
tacji okolo 70% przeszczepionych narzaddéw jest odrzucanych wlasnie z powodu odrzucania chronicznego. Jest ono
powodowane zablokowaniem $wiatla naczyn krwionosnych i zwléknieniem tkanek przeszczepionego narzadu. Zmia-
ny te zachodza pod wplywem makrofagéw, ktére migruja do przeszczepu z krwi biorcy. Wnikanie makrofagéw do
przeszczepu regulowane jest przez $ciezke sygnalizacja malej GTPazy RhoA, ktéra reguluje aktynowy cytoszkielet
niezbedny do poruszania sie makrofagéw. Zablokowanie funkcji tego bialka genetyczne (usuniecie genu RhoA) lub
farmakologiczne (podanie inhibitoréw chemicznych $ciezki RhoA) zapobiega wedrowaniu makrofagéw do przesz-
czepu i eliminuje jego odrzucanie chroniczne. W ponizszym artykule opisujemy nasze badania dotyczace chronicz-
nego odrzucania przeszczepu oraz nowe kierunki terapeutyczne w transplantacji, jak réwniez metody rozwiazujace
problem braku narzadéw do przeszczepdw, takie jak tréjwymiarowe drukowanie narzadéw, genetyczne manipulacje
i uczlowieczanie $wir jako Zrédla narzadéw do transplantacji.

Slowa kluczowe: odrzucanie chroniczne, makrofag, RhoA, sztuczne organy, ksenotransplantacja
Abstract

Chronic rejection of transplanted organs remains an unresolved problem in transplantation. Around 70% of all
transplanted organs fail within 10 years due to chronic rejection. Chronic rejection is caused by vessel occlusion and
fibrosis, which starve the organ, destroy tissue architecture, and result in organ failure. Our studies in the rodent
cardiac transplantation model showed that chronic rejection depends on host macrophages that enter the graft within
7 days post-transplantation and induce vessel occlusion and fibrosis. The movement of macrophages to the graft de-
pends on the actin cytoskeleton regulated by small GTPase RhoA. We showed that inhibition of the RhoA pathway
prevents macrophage movement to the graft and inhibits chronic rejection. We discuss the therapeutic applications of
our findings, and the novel methods to remedy the lack of organs for transplantation, such as 3D-printed organs and
genetic modifications and humanization of pigs as a source of organs.

Keywords: chronic rejection, macrophage, RhoA, artificial organs, xenotransplantation
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WSTEP

Wiele choréb czy wypadkéw losowych powoduje
nieodwracalne uszkodzenie narzadéw. W takiej
sytuacji jedyna szansg na przezycie pacjenta jest
przeszczep.

Historia przeszczepéw ma ponad 3000 lat (Nor-
dham i Ninokawa 2021). Pierwsza zapisana infor-
macja o przeprowadzonym przeszczepie skoéry
w celu leczenia poparzen pochodzi z okolo 1550
p-n.e. i znajduje sie w papirusie Ebersa, jednym
z najstarszych zachowanych dokumentéw medycz-
nych. Zostal on zakupiony przez niemieckiego egip-
tologa Georga Ebersa w Luxorze, w 1874 roku i od
tej pory znajduje sie w zbiorach biblioteki Uniwersy-
tetu w Lipsku. Papirus Ebersa to ponad 110 stroni-
cowy rulon papirusu o dlugosci ponad 20 metréw,
zawierajacy opisy ponad 700 metod medycznych
i zapobiegawczych oraz spis éwczesnych lekarstw
przeciwko réznym schorzeniom.

W czasach wspdlczesnych, pierwszy zweryfi-
kowany przeszczep zewnetrznej warstwy skory
(epidermis) wykonany zostal przez szwajcarskiego
chirurga Jacques-Louis Reverdin w 1869 roku. Od
tej pory, przeszczepy skéry byly i sa powszechnie
stosowane w leczeniu poparzen i w chirurgii rekon-
strukcyjnej (Nordham i Ninokawa 2021).

Pierwsze przeszczepy narzadéw rozpoczeto
w latach 1930-1950 i ograniczaly sie do przeszcze-
pu nerek, poniewaz zyjaca osoba (nie pobierano
wtedy narzadéw od zmarlych) mogla by¢ dawcag
jednej z dwéch nerek. Pierwszy przeszczep nerki
przeprowadzono w Ukrainie w 1933 roku. Pacjent
przezyl tylko 2 dni, poniewaz przeszczepiony narzad
zostal odrzucony w procesie nadostrego odrzuca-
nia przeszczepu. Przeszczepione narzady, o ile nie
pochodza od genetycznie identycznego osobnika
(blizniaka jednojajowego), sa rozpoznawane przez
uklad odpornosciowy biorcy jako obce i sa niszczo-
ne, czyli odrzucane. Poza tym kazdy przeszczepia-
ny narzad podczas pobrania, transportu, przecho-
wywania i po podlaczeniu do krwiobiegu biorcy,
podlega czesciowemu uszkodzeniu (tzw. uszkodze-
nie niedokrwienno-reperfuzyjne). Tak uszkodzony
narzad dodatkowo stymuluje uklad odpornoscio-
wy biorcy i wzmaga proces odrzucania ostrego.
Jedynymi metodami na zahamowanie odrzucania
przeszczepu jest dobieranie biorcy i dawcy o naj-
mniejszych réznicach genetycznych, hamowanie
dzialalnosci ukladu odpornosciowego biorcy (tzw.
immunosupresja) oraz minimalizowanie uszkodze-
nia niedokrwienno-reperfuzyjnego narzadu poprzez
skracanie czasu transportu narzadu i przechowy-
wanie na lodzie. Okolo 10 lat temu wprowadzono do
chirurgii transplantacyjnej tzw. urzadzenia ex vivo,

ktére poprzez perfuzje pobranego narzadu usuwaja
szkodliwe metabolity, dostarczaja substancje od-
zywcze i utrzymuja krazenie w mikronaczyniach,
co przedluza przezywalno$é narzadu poza organi-
zmem i poprawia jego stan ogdlny przed transplan-
tacja. Historia przeszczepdéw opisana jest dokladnie
w pracy Nordham i Ninokawa (2021). Pierwszy uda-
ny przeszczep nerki pomiedzy genetycznie réznymi
osobnikami (bliZzniakami dwujajowymi) przeprowa-
dzono w 1959 roku w Luizjanie (USA). Poniewaz nie
bylo wtedy jeszcze metod blokowania funkcji ukladu
odpornosciowego (immunosupresji), biorca narzadu
zostal poddany naswietleniu promieniami rentge-
na w celu zniszczenia komérek odpornosciowych.
Pacjent przezyl i prowadzil normalne, aktywne zy-
cie. Zmarl na chorobe serca 25 lat po przeszczepie.
Pod koniec lat 60. XX wieku przeprowadzono réw-
niez pierwsze udane przeszczepy serca, watroby
i trzustki pobranych od zmarlych dawcéw. W 1988
roku wprowadzono pierwsze leki immunosupre-
syjne, takie jak cyklosporyna czy tacrolimus (Pro-
graf), blokujace funkcje komérek odpornosciowych.
Leki immunosupresyjne umozliwily dalszy postep
w transplantacji, nie tylko narzadéw, ale takze zlo-
zonych czesci ciala, takich jak koriczyny czy twarz.

Do lat 70. XX wieku kazdy szpital transplantacyj-
ny w USA szukal dawcéw narzadéw do przeszcze-
pu na wlasng reke. Na poczatku lat 80. utworzono
skomputeryzowana baze danych UNOS (United
Network for Organ Sharing), zawierajaca ogdlno-
krajowe informacje o dostepnych narzadach i pa-
cjentach oczekujacych na przeszczep. Umozliwilo
to wymiane dostepnych narzadéw pomiedzy szpi-
talami i priorytet przeszczepéw wedlug stanu zdro-
wotnego pacjentéw (pacjenci w najgorszym stanie
i wymagajacy natychmiastowego przeszczepu sa
umieszczani na poczatku listy). Obecnie, na liscie
UNOS jest 110 tysiecy pacjentéw oczekujacych na
przeszczep. Lista ta stale sie wydluza z powodu bra-
ku dawcéw narzadéw do transplantacji (Nordham
i Ninokawa 2021).

ODRZUCANIE PRZESZCZEPU

Oprécz braku dawcéw, najwiekszym i dotychczas
nierozwigzanym problemem w transplantacji jest
tzw. chroniczne (przewlekle) odrzucanie przeszcze-
poéw. Statystyki przezywalnosci przeszczepionych
organéw wykazuja, ze w ciaggu 10 lat po transplan-
tacji okolo 70% wszystkich narzadéw jest odrzuca-
nych z powodu dlugotrwalego procesu (chroniczne-
go) odrzucania przeszczepu (Kloc i Ghobrial 2014).

Istnieja trzy typy odrzucania przeszczepu: nado-
stre, ostre i chroniczne (przewlekle). Odrzucanie
nadostre jest spowodowane natychmiastowa (w cig-
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gu kilku minut) odpowiedzia organizmu biorcy na
obecnos$é antygenéw dawcy (na przyklad na inna
grupe krwi). Taki przeszczep jest nie do uratowania
i musi by¢ natychmiast usuniety. We wspdlczesne;j
transplantacji odrzucanie nadostre praktycznie nie
istnieje, gdyz biorca i dawca sa testowani na obec-
nos¢ odpowiednich antygendw.

Odrzucanie ostre zachodzi po 5-10 dniach po
przeszczepie i jest powodowane aktywnoscia lim-
focytéw T i B ukladu odpornosciowego. Odrzucanie
ostre jest blokowane lekami immunosupresyjnymi,
ktére pacjent musi pobieraé przez cale zycie. Odrzu-
canie chronicznie zachodzi w ciaggu paru miesiecy
lub lat po przeszczepie i polega na stopniowym za-
wezaniu $wiatla naczyn krwionosnych narzadu i po-
stepujacych zmianach zwléknieniowych (fibroza),
ktére z czasem powoduja niedokrwienie, zniszcze-
nie struktury narzadu i jego obumarcie (Ryc. 1). Jak
dotad, odrzucanie chroniczne jest nieuleczalne. Jego
mechanizmy sg bardzo slabo poznane, a wszystkie
znane leki immunosupresyjne nie tylko nie hamuja
odrzucania chronicznego, ale nawet je wzmagaja.

Moje badania na wydziale Immunologii
Transplantacyjnej w Houston Methodist Research
Institute w Houston, USA, sg skoncentrowane na
wyjasnieniu komoérkowych i molekularnych me-
chanizméw odpowiedzialnych za chroniczne od-
rzucanie przeszczepow i na poszukiwaniu metody
spowolnienia, zahamowania, lub zlikwidowania
chronicznego odrzucania przeszczepu. W naszych
badaniach uzywamy modeli zwierzecych (szczur,
mysz) transplantacji serca. Gryzonie o znanym pod-
lozu genetycznym otrzymuja przeszczep serca od
analogicznego dawcy (szczura lub myszy) o innym
podlozu genetycznym. Drugie serce przeszczepia-
ne jest do jamy brzusznej zwierzecia i podlgczane
do ukladu krazenia biorcy: aorta wstepujaca serca
dawcy jest przyszywana do aorty podnerkowej bior-

Tetnica w zdrowym narzadzie

cy, a tetnica plucna serca dawcy jest przyszywana
do zyly gléwnej dolnej (inferior vena cava, IVC)
biorcy. W ten sposéb, zwierze, ktére otrzymalo taki
przeszczep ma dwa serca: wlasne i przeszczepione,
to drugie o innym podlozu genetycznym, umiesz-
czone w jamie brzusznej. Przy przeprowadzaniu
transplantacji serca u ludzi wlasne serce pacjenta
jest odcinane od krwioobiegu i zastepowane no-
wym sercem, gdyz istnieja urzadzenia zapewnia-
jace krazenie krwi i oddychanie na czas usuwania
wlasnego serca pacjenta i zespalania nowego serca
z jego krwioobiegiem. Przy przeszczepach dokony-
wanych eksperymentalnie u myszy czy szczuréw ta-
kich urzadzen nie ma. W zwigzku z tym zwierze nie
mogloby przezy¢ odciecia wlasnego serca od krwio-
obiegu na czas zastgpienia go nowym. Z tego po-
wodu transplant przeszczepia sie jako dodatek do
istniejacego serca. Zwierze po przeszczepie otrzy-
muje przez caly czas trwania eksperymentu (zwy-
kle 60-100 dni, bo tyle trwa rozwiniecie odrzucania
chronicznego u myszy czy szczura) leki immunosu-
presyjne, ktére blokuja limfocyty T i B i ostre odrzu-
canie przeszczepu, co pozwala na monitorowanie
postepu odrzucania chronicznego w przeszczepio-
nym sercu. Uzywajac takiego modelu transplanta-
cyjnego wykazalismy, ze komorki odpornosciowe
odpowiedzialne za rozwdj odrzucania chroniczne-
go to makrofagi, ktére wedrujg z krwiobiegu bior-
cy do przeszczepionego serca w ciggu pierwszych
7 dni po transplantacji. Po zasiedleniu przeszcze-
pionego serca, makrofagi indukuja namnazanie
komorek Sciany tetnic i stopniowe zamykanie ich
$wiatla, oraz stopniowe odkladanie kolagenu w ich
okolicach, prowadzace do zwldknienia przeszczepu
(Ryc. 1). Zmiany te powodujg w ciggu 60-100 dni
obumarcie przeszczepionego serca u myszy lub
szczura z powodu odrzucenia chronicznego (Kloc
i wspdlaut. 2015, 2016; Liu i wspélaut. 2016 a).

Odrzucanie chroniczne
Whikanie makrofagéw

Tetnica o zamknigtym $wietle, otoczona kolagenem

powodujacym zwiéknienie narzadu.

Ryec. 1. Odrzucanie chronicznie przeszczepu zachodzi w ciggu paru miesiecy-lat po transplantaciji i polega na
stopniowym zamykaniu $wiatla naczyri krwionosnych narzadu i postepujacym odkladaniu kolagenu i zmian
zwldéknieniowych, ktére z czasem powoduja niedokrwienie, zniszczenie struktury narzadu i jego obumarcie.
Zmiany te inicjowane sa przez makrofagi, ktére wedruja do przeszczepionego narzadu z krwiobiegu biorcy

przeszczepu.
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ROLA MAKROFAGOW
W PRZESZCZEPIE

Makrofagi sa komérkami odpornosciowymi tzw.
wrodzonej odpowiedzi immunologicznej (Kloc
i wspdlaut. 2020, 2022; Kloc i Kubiak 2022; Liu
i wspélaut. 2016 a, 2017 a). Ich gléwna rola polega
na pochlanianiu i niszczeniu (fagocytowaniu) pato-
genéw (wiruséw, bakterii, grzybéw) i fragmentéw
martwych komorek, oraz sygnalizacji istniejacego
niebezpieczernstwa do komérek adaptacyjnej (naby-
tej) odpowiedzi immunologicznej, takich jak limfo-
cyty T i B, ktére z kolei rozwijaja swoista odpowiedz
immunologiczna (Liu i wspélaut. 2016 a).
Makrofagi majg okolo 50 pm dlugosci i przypomi-
naja z wygladu amebe. Morfologicznie makrofagi sa
wyraznie spolaryzowane na cze$é przednia i tylna.
Czes$é przednia makrofaga jest rozszerzona i za-
wiera jadro komérkowe, aparat Golgiego, siateczke
$rédplazmatyczng i mitochondria, a cze$é tylna jest
wydluzona na ksztalt ogonka. Makrofagi, podobnie
jak ameby, maja zdolno$¢ aktywnego poruszania
sie. Przemieszczanie sie makrofaga umozliwia dy-
namiczny cytoszkielet, zbudowany z wldkien akty-
ny i bogate w aktyne struktury kontaktowe (adhe-
zyjne). Ruch makrofagéw polega na sekwencyjnym
przyczepianiu sie i odczepianiu korica ogona za po-
moca struktur adhezyjnych do i od podloza, z jedno-
czesnie zachodzacym ruchem postepowym przed-
niej czesci makrofaga. Kierunek ruchu sygnalizuja
czasteczki wydzielane przez komérki narzadu do-
celowego, ktore przylaczaja sie do odpowiednich
receptoréw na powierzchni makrofaga. W czasie
ruchu, widékna aktyny w przedniej czesci makro-
faga i struktury adhezyjne w jego ogonie ulegaja
sekwencyjnej polimeryzacji i depolimeryzacji. Dy-
namika (polimeryzacja i depolimeryzacja) wiékien
aktynowych regulowana jest przez bialko RhoA
nalezace do grupy malych GTPaz, oraz przez bial-
ka $ciezki sygnalizacyjnej RhoA, takie jak kinaza
Rock1 i Rock2 (Liu i wspélaut. 2016 a, b, ¢; 2017 a, b)
Blokowanie $ciezki sygnalizacyjnej RhoA zmie-
nia morfologie makrofagéw, zapobiega ich migracji
do przeszczepu i hamuje odrzucanie chroniczne.
Przeszczepiony narzad, ktory jest zawsze czesciowo
uszkodzony z powodu proceséw niedokrwienno-re-
perfuzyjnych , wydziela substancje sygnalizacyjne
(cytokiny/chemokiny) informujace otaczajace komér-
ki i krwiobieg o istnieniu uszkodzenia. Substancje
te przylaczaja sie do specyficznych receptoréw na
powierzchni komoérek ukladu odpornosciowego,
miedzy innymi makrofagéw i ukierunkowuja ruch
tych komérek do miejsca uszkodzenia. Nasze bada-
nia wykazaly, Ze u gryzonia w pierwszym tygodniu
po przeszczepie, olbrzymia ilos¢ makrofagéw jest

wabiona do przeszczepionego narzadu. Makrofagi
te gromadza sie wokdél naczyn krwionos$nych przesz-
czepu i inicjujg procesy odrzucania chronicznego.

JadM"_’

- i

Normalny makrofag

|

Makrofag o fenotypie |
kalibra

Ryc. 2. Zdjecie pokazuje dwa makrofagi: normalny
makrofag o dlugosci okolo 50 pm i silnie wydluzony
makrofag (~250 pm) o fenotypie kolibra. Cytoszkielet
aktynowy zabarwiony jest na czerwono, a jadra ko-
morkowe makrofagéw na niebiesko.

Wykazalismy, ze inhibitory chemiczne, ktére blo-
kuja $ciezke RhoA poprzez hamowanie aktywno-
$ci kinazy Rock1/2 powoduja znaczne wydluzenie
makrofagéw, czasem do ponad 800 pum, zaburze-
nie ich polaryzacji oraz nieprawidlowe umiejsco-
wienie i funkcjonowanie receptoréw, decydujacych
o kierunku ruchu makrofaga. Jadro komoérkowe
makrofaga, jego mitochondria, aparat Golgiego
i receptory powierzchniowe, czesto przemieszcza-
ja sie z czesci przedniej do niezwykle wydluzone-
go ogona (Kloc i wspdélaut. 2019; Liu i wspdlaut.
2016 ¢, d). Fenotyp tak wydluzonego makrofaga
nazwano ,fenotypem kolibra” (ang. hummingbird
phenotype) (Ryc. 2). Mechanizm wydluzenia ma-
krofaga polega na tym, ze po zablokowaniu $ciez-
ki RhoA, struktury adhezyjne w ognie makrofaga
nie moga ulec rozpadowi i ogon ten pozostaje na
stale przyczepiony do podloza. Réwnoczesnie caly
makrofag usiluje posuwac sie do przodu, wyko-
nujac ruchy podobne to odzywiajacego sie kolibra
(stad nazwa tego fenotypu). Wykazalismy réwniez,
ze identyczny fenotyp powstaje, gdy caly gen RhoA
zostaje usuniety specyficznie z DNA makrofagéw
myszy (ang. macrophage-specific RhoA knockout)
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Blokowanie $cieiki

makrofag

‘Odrzucanie chroniczne

Makrofag o fenotypie kolibra
s e

nalizacyjnej RhoA

[9)

Zablokowane odrzucanie chroniczne

narzadu

Ryc. 3. Zablokowanie $ciezki sygnalizacyjnej RhoA, za pomoca inhibitoréw chemicznych lub usuniecie z ma-
krofagéw genu RhoA, indukuje fenotyp kolibra, zapobiega wnikaniu makrofagéw do przeszczepu i hamuje

odrzucanie chroniczne.

(Liu i wspdlaut. 2016 b, ¢, d; 2017 b; Kloc i wspélaut.
2019, 2021; Wosik i wspdlaut. 2019; Chen i wspdlaut.
2017). Nasze dalsze badania na modelu transplan-
tacyjnym myszy i szczuréw wykazaly, ze podanie
biorcy przeszczepu inhibitoré6w RhoA/Rock bloku-
je wedréowke takich wydluzonych makrofagéw do
przeszczepionego serca i w efekcie zapobiega za-
mykaniu naczyn i zwléknieniu, a wiec hamuje chro-
niczne odrzucanie przeszczepu (Ryc. 3). Identyczny
rezultat zahamowania odrzucania chronicznego
uzyskali$my, kiedy mysz otrzymujgca przeszczep
zostala genetycznie zmodyfikowana poprzez usu-
niecie genu RhoA z jej makrofagéw. Podsumowu-
jac, nasze badania na modelu transplantacyjnym
myszy i szczura wykazaly, ze blokowanie Sciezki
sygnalizacyjnej RhoA moze byé potencjalnie uzyte
klinicznie do hamowania odrzucania chroniczne-
go u pacjentéw otrzymujacych przeszczep narza-
du (Wosik i wspolaut., 2019; Kloc i wspdlaut. 2021;
Chen i wspdlaut. 2018 a, b, c).

Problem z zastosowaniem klinicznym naszej me-
tody polegal na tym, ze ludzie nie moga by¢ mody-
fikowani genetycznie w celu usuniecia genu RhoA
z makrofagéw, a wszystkie przetestowane przez
nas inhibitory $ciezki RhoA nie sa dopuszczone
do uzycia klinicznego u ludzi. Po dlugich poszuki-
waniach, udalo sie nam jednak znalez¢ substancje
o nazwie Finglimod (Gilenya), ktéra blokuje Sciez-
ke RhoA i jest dopuszczona do uzycia klinicznego
jako lek zapobiegajacy rozwojowi stwardnienia roz-
sianego (multiple sclerosis), czyli choroby nie zwig-
zanej w zaden sposéb z transplantacja narzadow.
Nasze ponowne badania na modelu przeszczepéw
u szczurow i myszy wykazaly, ze zgodnie z naszym
przewidywaniem Finglimod réwniez blokuje wni-
kanie makrofagéw do przeszczepu i hamuje jego
odrzucanie chroniczne (Chen i wspdlaut. 2018 b, c;
2021). Bazujac na tych danych rozpoczelismy w Ho-
uston Methodist Hospital pierwsze proby kliniczne,

stosujace Fingolimod u pacjentéw z przeszczepem
nerek.

NIEROZWIAZANE PROBLEMY
W TRANSPLANTACJI I POTENCJALNE
METODY ZARADCZE

Pomimo, ze Finolimod moze byé potencjalnie no-
wym lekiem hamujacym rozwdéj odrzucania chro-
nicznego u pacjentéw, nierozwigzanym proble-
mem pozostaje permanentny niedobér organéw do
przeszczepow. W USA, kazdego dnia 17 oséb umie-
ra nie doczekawszy sie na przeszczep, a co 9 minut
jedna osoba jest dodawana do listy oczekujgcych na
przeszczep.

Jedna z metod zaradczych jest pobieranie na-
rzadéw od zywych dawcéw. Jednak narzady, ktére
moga by¢ pobierane od zywych dawcéw ograniczajg
sie tylko do nerek, fragmentéw watroby, a rzadziej
jednego pluca lub fragmentu pluca, czesci trzustki
lub czesci jelit. Nerki sa organem parzystym, wiec
jedna nerka moze byé pobrana na przeszczep bez
skutkéw ubocznych i obnizenia jakos$ci zycia dawcy.
Watroba ma zas zdolnos$¢é bardzo szybkiej regenera-
cji, wiec przeszczepiony nawet maly fragment tego
narzadu po krétkim czasie odbudowuje cala watro-
be o prawie normalnej wielkosci, a watroba dawcy
powraca do wyjsciowych rozmiaréw. Do niedawna,
pobieranie fragmentéw watroby lub innych narza-
doéw, czesto wigzalo sie z duzymi powiklaniami po-
operacyjnymi u dawcy, dlatego rzadko stosowano
te metode. Jednakze staly postep metod chirurgicz-
nych pozwala obecnie na stosunkowo bezpieczne
pobieranie fragmentéw watroby i innych narzadéw,
wiec pobieranie narzadéw od zyjacych dawcéw jest
stosowane coraz szerzej.

Najlepszym $rodkiem zaradczym na niedobér
organéw do przeszczepow byloby produkowanie
sztucznych organéw lub pobieranie organéw od
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zwierzat, np. $win, ktére sa anatomicznie najbar-
dziej podobne do czlowieka. W chwili obecnej na-
ukowcy i lekarze pracuja nad wprowadzeniem w zy-
cie obydwu tych rozwigzan.

DRUKOWANE SZTUCZNE ORGANY

Produkcja sztucznych organéw opiera sie na meto-
dzie tzw. tréjwymiarowego biodrukowania (ang. 3D
bioprinting) (Xie i wspdlaut. 2023; Rani i wspélaut.
2023). Biodrukowanie organu polega na uzyciu tech-
nologii drukowania tréjwymiarowego, w ktérym na-
klada sie kolejne warstwy skladajace sie z réznych
typéw komorek pobranych od pacjenta, czynnikow
wzrostowych i biomaterialéw. Jako efekt koricowy
otrzymuje sie sztuczny bionarzad, ktéry idealnie
imituje pod wzgledem anatomicznym i komoérko-
wym narzad naturalny. Juz w 2006 roku w USA,
trzy wyprodukowane sztucznie pecherze moczowe
zostaly wszczepione i uratowaly zycie trojgu dzie-
ciom (El-Taji i wspélaut. 2015).

Produkcja sztucznego organu zaczyna sie od
pobrania malego (wielkosci znaczka pocztowego)
fragmentu narzadu od pacjenta. Fragment ten, za-
wierajacy rézne typy komorek, jest rozdzielany na
indywidualne komérki, ktére nastepnie sg w labora-
torium namnazane w hodowli komdrkowej. Kazdy
typ komoérek jest hodowany oddzielnie w pozywce
specyficznej dla danego typu komérek. W nastep-
nym etapie, namnozone komérki tego samego typu
miesza sie z hydrozelem (zawierajacym kolagen
i zelatyne), ktéry spelnia role kleju nasladujgcego
macierz pozakomdérkowa, wystepujaca pomiedzy
komérkami oryginalnego narzadu i utrzymujaca ich
sp6jnosé. Taka mieszanka komérek i hydrozelu jest
odpowiednikiem tuszu drukarskiego. Poniewaz
mamy kilka typéw komoérek, mamy tez kilka typéw
tuszu—tak jak w drukarce mamy kasete z wieloma
kolorami tuszu. W nastepnym etapie te réznoko-
morkowe ,tusze” zaladowuje sie do drukarki, kto-
ra drukuje kolejne warstwy komérkowe. Kolejnosé
drukowania i nakladania poszczegdlnych warstw
jest zaprogramowana w drukarce na podstawie
zeskanowanych obrazéw narzadu pacjenta. Proces
drukowania trwa okolo 6 godzin, a cala procedura
od momentu pobrania prébki narzadu do transplan-
tacji zajmuje zwykle okolo 6 tygodni. Pomimo ze po
przeszczepie takiego bioorganu hydrozel ulega stop-
niowemu rozpuszczeniu, komorki nie rozpraszaja
sie, gdyz zachowuja sie jak w normalnym narzadzie
i produkuja wlasna macierz miedzykomérkows,
ktdra je spaja. Firmy bioinzynieryjne, zajmujace sie
produkcja bioorganéw twierdza, ze w ciagu paru lat
bioorgany beda powszechnie dostepne i uzywane
do przeszczepow.

PRZESZCZEP ORGANOW
ZWIERZECYCH
(KSENOTRANSPLNATCJA)

Historia przeszczepiania narzadéw zwierzecych
do ludzi jest dluga i pelna porazek (Cooper i Pier-
son 2023). W latach 20. XX wieku francuski chirurg
pochodzenia rosyjskiego Serge Voronoff przesz-
czepial fragment jader szympansa starszym mez-
czyznom w celu ich odmlodzenia. W latach 60. XX
wieku przeprowadzono kilka préb przeszczepéw
narzadéw od malp, ale wszystkie zakonczyly sie
$miercia pacjentéw w bardzo krétkim czasie po
transplantacji. Amerykariski transplantolog Keith
Reemtsma przeszczepil nerki kilkunastu pacjen-
tom, ktérzy zmarli po 9 miesigcach od momentu
transplantacji. Inny amerykanski chirurg James
Hardy przeszczepil pacjentowi serce szympansa,
ktore bilo w ciele biorcy tylko przez 9o minut. Tho-
mas Starzl przeszczepil watrobe pawiana pacjento-
wi, ktéry przezyl 70 dni.

Na poczatku lat 9o. XX wieku przeprowadzono
u czlowieka pierwszy przeszczep wysp trzustko-
wych $wini (Cooper i Pierson 2023). Pomimo, ze
$winie sg najlepszym Zrédlem narzadéw do przesz-
czep6éw u ludzi ze wzgledu na podobienistwo anato-
mii i fizjologii obu gatunkéw, uzywanie ich organéw
napotyka na kilka zasadniczych trudnosci. Pierw-
szy problem polega na tym, ze swinie maja duzo
krétszy czas zycia (okolo 27 lat) niz ludzie. A wiec
zegar biologiczny ich narzadéw zaprogramowany
jest na starzenie szybsze niz u ludzi. Nastepnym
problemem jest to, ze organy $wini maja wieksze
rozmiary niz organy ludzkie, i po przeszczepie do
organizmu czlowieka rosng do rozmiaréw typo-
wych dla $wini i niezgodnych z ludzka anatomia.
Problem niezgodnos$ci wymiaru narzadéw pomie-
dzy $winig i czlowiekiem rozwiazano ostatnio po-
przez genetyczne usuniecie (tzw. knock out) u $wini
genu receptora hormonu wzrostu, ktéry reguluje
rozmiary organéw. Taka genetyczna modyfikacja
pozwolila na wyhodowanie $win o zredukowanych
o 60% wymiarach narzadéw. Nastepny problem
z uzywaniem s$win jako dawcéw narzadéw jest
taki, ze $winie, tak jak wszystkie zwierzeta, moga
byé zakazone réznymi wirusami zwierzecymi. Na
przyklad sa one nosicielami retrovirusa PERYV,
ktéry po przeniesieniu do ludzi moze spowodowad
nieprzewidywalne choroby i skutki (Liu i wspélaut.
2023). Innym problemem jest to, ze ksenotransplant
(czyli przeszczep organu od osobnika innego ga-
tunku) jest rozpoznawany i niszczony przez ludzki
uklad immunologiczny jeszcze silniej niz tzw. allo-
transplant, czyli narzad pochodzacy z innego gene-
tycznie osobnika, ale tego samego gatunku. Postep
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w medycynie i biologii molekularnej pozwolil na
poczynienie pierwszych krokéw w pokonaniu tych
przeszkod. W roku 2021, w USA, przeszczepiono
pierwsze nerki (UKidney) z genetycznie zmodyfiko-
wanych $winl, a w roku 2022 przeprowadzono uda-
ne przeszczepy serc swini (UHeart) do niedawno
zmarlych (nie wykazujacych funkcji mézgu) oséb,
ktére byly podlaczone do wentylatora. Nerki funk-
cjonowaly normalnie i bez sladu odrzucania przez
74 godziny, kiedy eksperyment zostal zakoriczony.
Przeszczepione serca funkcjonowaly normalnie
przez 3 dni i nie wykazywaly zadnych oznak wcze-
snego odrzucania. W 2022, w USA, po raz pierwszy
przeszczepiono serce $wini pacjentowi. Pomimo,
ze zyl on tylko 2 miesigce po przeszczepie i praw-
dopodobnie zmarl z powodu zainfekowania $wiri-
skim wirusem obecnym w przeszczepionym sercu,
wyniki tych transplantacji daly olbrzymia ilos¢ in-
formacji pozwalajgcych na zoptymalizowanie kse-
notransplantacji.

Swinie, ktére posluzyly jako dawcy przeszczepio-
nych serc, zostaly uprzednio zmodyfikowane gene-
tycznie w amerykariskiej firmie biotechnologiczne;j
Rivivicor Inc. Posiadaly one 10 réznych mutacji ge-
netycznych w genomach. Cztery mutacje polegaly
na usunieciu (knock-out) 4 genéw $wini, ktére regu-
lujg wzrost organu i wlaczajg odpowiedZ immunolo-
giczna u czlowieka. Dalszych 6 mutacji polegalo na
wprowadzeniu (knock-in) genéw odpowiedzialnych
za zapobieganie procesom uruchamianym przez
niezgodno$¢ genetyczng pomiedzy czlowiekiem
a $swinig (Chan i wspélaut. 2023; Watanabe i Gaga-
shima 2023).

Nieco inne podejscie, pozwalajace w przyszlosci
na uzycie $win jako dawcéw narzadéw, polega na
hodowaniu tzw. uczlowieczonych $win (ang. huma-
nized pigs) (Garry i wspdélaut. 2022; Ren i wspdlaut.
2022). Zaréwno ludzie jak i Swinie rodzg sie czasem
z niedorozwinietym lub w ogéle niefunkcjonujgcym
ukladem odpornosciowym. Taka wada genetyczna
to tzw. ciezki zlozony niedobdr odpornosci [ang. Se-
vere Combined Immunodeficiency (SCID)]. Slaw-
nym przykladem zespolu SCID u ludzi byl tzw. chlo-
piec w plastikowej barice (bubble boy) David Vetter,
ktéry urodzil sie w 1971 roku z zespolem SCID i tuz
po urodzeniu zostal umieszczony w calkowicie ste-
rylnej plastikowej komorze izolujacej go od srodo-
wiska zewnetrznego i drobnoustrojéw. Chlopiec
nie wychodzil z komory przez 12 lat, poza kilkoma
spacerami w kosmicznym skafandrze nadal izoluja-
cym go od srodowiska. Jedyna metoda na uleczenie
SCID to przeszczep szpiku kostnego (zrédla komé-
rek odpornosciowych) od osoby zdrowej. David Vet-
ter po 12 latach przebywania w sterylnej komorze
otrzymal przeszczep szpiku od siostry. Niestety,

siostra (a wiec i jej szpik kostny) byla zakazona wi-
rusem Epstein-Barra, ktéry przy braku odpornosci
pacjenta stal sie dla niego zabdjczy. U chlopca roz-
wingl sie nowotwor i zmarl w1984 r. W latach 8o0. XX
wieku naukowcy zaobserwowali, ze myszom, ktére
urodzily sie z SCID, mozna wstrzyknac ludzkie ko-
morki odpornosciowe. Takie uczlowieczone myszy
(humanized mice) maja funkcjonujacy ludzki sys-
tem odpornos$ciowy. W roku 2012, naukowcy amery-
karscy odkryli, ze réwniez swinie rodza sie czasem
z zespolem SCID (Boettcher i wspdlaut. 2018). Za-
stosowanie wiedzy z badari na myszach pozwolilo,
w roku 2018, na przeniesienie ludzkich komodrek
macierzystych do rozwijajacych sie prosiat i wyho-
dowanie uczlowieczonych $wini (Boettcher i wspél-
aut. 2018). U $win, tak jak i u ludzi, komoérki odpor-
nosciowe powstaja w watrobie plodu. W zwigzku
z tym wstrzyknieto ludzkie komérki macierzyste
do watroby plodu $wini. W miare rozwoju, wstrzyk-
niete komérki macierzyste zréznicowaly sie w réz-
ne typy ludzkich komérek odpornosciowych, ktére
rozprzestrzenily sie i zasiedlily narzady prosiecia.
Potencjalnie, po dalszych modyfikacjach genetycz-
nych, takie uczlowieczone $winie moga byé do-
brym Zrédlem narzadéw do przeszczepéw u ludzi.

Dostepnosé genetycznie zmodyfikowanych $win
i produkcja tréjwymiarowo drukowanych narzadéw
napawaja nadzieja, ze w ciagu kliku nastepnych lat
te nowatorskie metody calkowicie zmienig dziedzi-
ne transplantologii, umozliwia produkcje przesz-
czep6w na zadanie i uratujg zycie milionom pacjen-
téw na calym swiecie oczekujacych na narzad do
przeszczepu.

Podziekowanie: niektére rysunki uzyte do przy-
gotowania ilustracji pochodza z Servier Medical
ART: SMART, smart.servier.com.
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