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WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

AMP — adenozynomonofosforan
APC — Antigen Presenting Cell / komdrka prezentujaca antygen
ATG — Anti-Thymocyte Globulin / globulina antytymocytarna
BMI — Body Mass Index / wskaznik masy ciata
CCL22 — Chemokine (C-C motif) ligand 22 / chemokina 22 typu C-C
CCRS — Chemokine (C-C motif) receptor 5 / receptor 5 chemokin typu C-C
CITR - Collaborative Islet Transplant Registry / Centralny Rejestr
Przeszczepu Wysp
CFSE - Carboxyfluorescein Succinimidyl Ester / ester sukcynoimidu
dioctanu karboksyfluoresceiny
CsA — Cyclosporine A / cyklosporyna A
CTLA-4 — Cytotoxic T Cell Antigen 4 / antygen 4 zwigzany
z cytotoksycznymi limfocytami T
CXCLS8 — C-X-C Chemokine Ligand 8 / chemokina 8 typu C-X-C
CXCL12 — C-X-C Chemokine Ligand 12 / chemokina 12 typu C-X-C
FBS — Fetal Bovine Serum / bydlgca surowica ptodowa
GvHD - Graft versus Host Disease / choroba przeszczep przeciwko
gospodarzowi
GLP - Good Laboratory Practice / dobra praktyka produkcyjna
HbA, - glikowana hemoglobina
HS — Human Serum / surowica ludzka
HSC — Hematopietic Stem Cell / hemapoetyczna komodrka macierzysta
IBD — Inflammatory Bowel Diseases / nieswoiste zapalenia jelit
IDO — Indoleamine 2,3-dioxygenase / 2,3- dioksygenaza indoloaminy
IDS — Islet Donor Score / punktowa ocena dawcy trzustki
IEQ — Islet Equivalents / ekwiwalent wysp trzustkowych
IFN-y — Interferon gamma
IL-1, IL-1p, IL-2, IL-3, IL-4, IL-10, IL-35 — Interleukina odpowiednio: -1,
-1B, -2, -3, -4, -10, -35
IPEX — Immunodysregulation Polyendocrinopathy Enteropathy X-linked
syndrome / sprz¢zony z chromosomem X zespot dysregualcji
immunologicznej, poliendokrynopatii i enteropatii
JDRF — Juvenile Diabetes Research Foundation / Fundacja na rzecz Badan
nad Cukrzycg Mtodziencza
LAG3 — Lymphocyte-Activation gene 3 / gen 3 aktywacji limfocytow
LFA-1 — Lymphocyte Function-Associated Antigen 1 /antygen 1 zwigzany z
funkcjg limfocytow
MHC - Major Histocompatibility Complex / gtowny uktad zgodnosci
tkankowe;j
MMF - Mycophenolate Mofetil / mykofenolan mofetylu
MSC — Mesenchymal Stem Cell / mezenchymalna komoérka macierzysta
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mTOR — Mammalian Target of Rapamycin / ssaczy cel rapamycyny

NK — Natural Killer cell / komorka naturalny zabdjca

NOD - Non-Obese Diabetic mice / myszy zapadajace na cukrzycg

pomimo braku otytosci; zwierzecy model cukrzycy typu 1

PBMC - Peripheral Blood Mononuclear Cells / jednojadrzaste komorki
krwi obwodowej

TCR - T Cell Receptor / receptor limfocytow T

TGF-B — Transforming Growth Factor beta / transformujacy czynnik

wzrostu beta

TNF-0 — Tumor Necrosis Factor alpha / czynnik martwicy nowotworow
alfa

TSDR - T,,-specific-demethylated region / demetylowany region

specyficzny dla komoérek Treg

UNOS — United Network for Organ Sharing / Sie¢ Wspotdzielenia Organow
do Transplantacji — sie¢ zarzadzajaca systemem transplantacji
organéw w Stanach Zjednoczonych



Karolina Golgb 8

WYKAZ PRAC WCHODZACYCH W SKLAD ROZPRAWY
DOKTORSKIEJ

1. Wang LJ., Cochet O., Wang XJ., Krzystyniak A., Misawa R., Golab K.,
Tibudan M., Grose R., Savari O., Millis JM., Witkowski P. Donor height in
combination with islet donor score improves pancreas donor selection for
pancreatic islet isolation and transplantation. Transplant Proc. 2014, 46, 6,
1972-1974.

Czasopismo umieszczone na Liscie Filadelfijskiej, wskaznik IF: 0,984
Punktacja ministerstwa: 15,000

2. Krzystyniak A., Golab K., Witkowski P., Trzonkowski P. Islet cell transplant
and the incorporation of Tregs. Curr Opin Organ Transplant. 2014, 19, 6,
610-615.

Czasopismo umieszczone na Liscie Filadelfijskiej, wskaznik IF: 2,379
Punktacja ministerstwa: 25,000

3. Golab K., Krzystyniak A., Marek-Trzonkowska N., Misawa R., Wang LJ.,
Wang X., Cochet O., Tibudan M., Langa P., Millis JM., Trzonkowski P.,
Witkowski P. (2013) Impact of culture medium on CD4"CD25"¢"CD127'""¢
Treg expansion for the purpose of clinical application. Int.
Immunopharmacol. 2013, 16, 3, 358-363.

Czasopismo umieszczone na Liscie Filadelfijskiej, wskaznik IF: 2,711
Punktacja ministerstwa: 30,000

4. Golab K., Leveson-Gower D., Wang XJ., Grzanka J., Marek-Trzonkowska N.,
Krzystyniak A., Millis JM., Trzonkowski P., Witkowski P. Challenges in
cryopreservation of regulatory T cells (Tregs) for clinical therapeutic
applications. Int Immunopharmacol. 2013, 16, 3, 371-375.

Czasopismo umieszczone na Liscie Filadelfijskiej, wskaznik IF: 2,711
Punktacja ministerstwa: 30,000

Wang XJ., Leveson-Gower D., Golab K., Wang LJ., Marek-Trzonkowska N.,
Krzystyniak A., Wardowska A., Millis JM. Trzonkowski P., Witkowski P.
Influence of pharmacological immunomodulatory agents on
CD4(+)CD25(high)FoxP3(+) T regulatory «cells in humans. Int
Immunopharmacol. 2013, 16, 3, 364-370.



9 Wykaz prac wchodzacych w sktad rozprawy doktorskiej

Czasopismo umieszczone na Liscie Filadelfijskiej, wskaznik IF: 2,711
Punktacja ministerstwa: 30,000

6. Marek N., Krzystyniak A., Ergenc 1., Cochet O., Misawa R., Wang LJ., Golab
K, Wang X., Kilimnik G., Hara M., Kizilel S., Trzonkowski P., Millis JM.,
Witkowski P. Coating human pancreatic islets with
CD4(+)CD25(high)CD127(-) regulatory T cells as a novel approach for the
local immunoprotection. Ann Surg. 2011 254, 3, 512-518.

Czasopismo umieszczone na Liscie Filadelfijskiej, wskaznik IF: 7,188
Punktacja ministerstwa: 50,000

7. Golab K., Kizilel S., Bal T., Hara M., Zielinski M., Grose R., Savari O., Wang
XJ., Wang LJ., Tibudan M., Krzystyniak A., Marek-Trzonkowska N., Millis
JM., Trzonkowski P., Witkowski P. Improved coating of pancreatic islets
with regulatory T cells to create local immunosuppression by using
the biotin-polyethylene glycol-succinimidyl valeric acid ester
molecule. Transplant Proc. 2014, 46, 6, 1967-1971.

Czasopismo umieszczone na Liscie Filadelfijskiej, wskaznik IF: 0,984
Punktacja ministerstwa: 15,000



Karolina Golgb 10

1. WPROWADZENIE
1.1. Trzustka i funkcja wysp trzustkowych

Trzustka  jest  organem, ktory  spetnia  funkcje  gruczotu
zewnatrzwydzielniczego oraz wewnatrzwydzielniczego (dokrewnego). Jako
gruczol zewnatrzwydzielniczy produkuje sok trzustkowy, zawierajacy enzymy
trawigce biatka, kolagen 1 rozkladajace kwasy nukleinowe. W trzustce
produkowane sg takze hormony, stad funkcja trzustki jako gruczotu
dokrewnego. Hormony te wytwarzane sg przez komorki zgromadzone w
skupiskach, umiejscowione nieregularnie  ws$rod  tkanki o funkcjach
zewnatrzwydzielniczych. Nazywane s3 one wyspami trzustkowymi lub od
nazwiska ich odkrywcy — wyspami Langerhansa. Wyspy trzustkowe sktadajg si¢
w 60% z komodrek [, produkujacych insuling, w 20% z komorek o,
produkujacych glukagon, w 5% z komorek 9, produkujacych somatostatyn¢ oraz
w mniej niz 5% z komorek F, wytwarzajacych polipeptyd trzustkowy.
Pojedyncze wyspy trzustkowe oplecione sg siecig naczyn krwiono$nych,
doprowadzajacych sktadniki odzywcze do komoérek i1 odprowadzajacych
wytwarzane hormony. Wyspy trzustkowe posiadajg ponadto wlasne unerwienie.
Funkcjonujg one zatem jako mikro-narzady.

Istotng funkcja, jaka pelnig wyspy trzustkowe jest utrzymanie
odpowiedniego poziomu glukozy we krwi (glikemii). Komorki f oraz o reaguja
na stezenie glukozy i wydzielaja odpowiednie ilosci insuliny oraz glukagonu,
aby utrzymac¢ stan normoglikemii, wynoszacy u zdrowego cztowieka na czczo
70-99 mg/dl. Gdy funkcja komorek B jest uposledzona, nie dochodzi do
wytwarzania odpowiedniej ilo$ci insuliny. W efekcie glukoza nie dociera do
komoérek 1 pozostaje we krwi, gdzie jej stezenie rosnie (hiperglikemia).
Przewlekta hiperglikemia prowadzi nastepnie do uszkodzenia lub zaburzenia
czynno$ci wielu narzadow, w tym nerek, serca, naczyn krwionosnych i oczu.

1.2. Cukrzyca typu 1

Cukrzyca jest choroba, ktorej gtéwnym objawem jest hiperglikemia . Ze
wzgledu na etiopatogenezg oraz przebieg choroby, mozna wyrézni¢ jej kilka
typow. Jednym z nich jest cukrzyca typu 1, w ktorej dochodzi do niszczenia
przez uktad immunologiczny chorego komorek B, i w konsekwencji do deficytu
insuliny. W tej sytuacji konieczno$ciag dla chorego staje si¢ dostarczanie
egzogennej insuliny w postaci wstrzyknie¢ podskornych. Stad tez ten typ
cukrzycy okresla si¢ mianem insulinozaleznej. Chorzy musza ponadto
wielokrotnie w ciggu dnia kontrolowa¢ poziom glukozy we krwi w celu
dostosowania dawek insuliny do pory dnia orazilosci i jako$ci spozywanych
pokarmoéw. Pomimo tego, u duzej grupy chorych nie jest mozliwe sterowanie
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odpowiednim st¢zeniem glukozy we krwi tak, jak jest to w przypadku obecnos$ci
w organizmie prawidlowo funkcjonujacych wysp trzustkowych. Czesé¢
pacjentow, stosujacych terapi¢ insulinowa cierpi na napady hipoglikemii. Chory
moze nie by¢ swiadomy, ze poziom glukozy w jego krwi spadt ponizej 50 mg/dl,
natomiast sytuacja taka stanowi realne zagrozenie dla jego zdrowia i zycia.
Podczas napadu hipoglikemii moze doj$¢ do zaburzen $§wiadomych reakc;ji,
braku kontaktu z otoczeniem, jak rowniez calkowitej utraty Swiadomosci. W
skrajnych przypadkach, gdy do zdarzen takich dochodzi w nocy, podczas snu,
moze dojs¢ do zgonu chorego, tzw. ‘dead-in-bed’ (Smier¢ w t6zku) [1].

Jedynymi do tej pory istniejagcymi metodami, ktore moga zastapic¢ funkcje
komoérek B na okres kilku lat i zwolni¢ chorych od obowigzku codziennej
podazy egzogennej insuliny oraz uchroni¢ przed nieswiadomymi napadami
hipoglikemii jest przeszczep trzustki lub wysp trzustkowych.

1.3. Przeszczep trzustki w cukrzycy typu 1

Pierwszy przeszczep trzustki wykonano w roku 1966 i od tego czasu
operacji takich przeprowadzono ponad 42 000 na calym S$wiecie [2].
Standardowo, przeszczep trzustki wykonuje si¢ u pacjentow chorych na
cukrzyce typu 1 w trzech réznych przypadkach. W okoto 70% sa to osoby, ktore
poddawane sa rownoczesnej transplantacji nerki 1 trzustki. W zwigzku
z przeszczepem nerki i tak wymagany jest u nich zabieg operacyjny oraz
konieczno$¢ zastosowania immunosupresji. Kolejna grupe chorych stanowig ci,
u ktorych przeszezep trzustki wykonywany jest po przeszczepie nerki, np. od
zyjacego dawcy. Podobnie jak w powyzszej grupie, pacjenci tacy stosuja juz leki
immunosupresyjne i nie jest konieczna dodatkowa indukja tolerancji przed
przeszczepem trzustki [3]. Transplantacje samej trzustki bez uprzedniej lub
rownoczesnej transplantacji nerki wykonuje si¢ rzadko, jedynie u chorych
cierpigcych z powodu niekontrolowanych epizodéw hipoglikemii, ale tylko u
okoto 5% pacjentow z tej grupy [4]. Liczba zgondw w pierwszym roku po
przeszczepie trzustki, stanowi mmiej niz 5% wszystkich przypadkow. Dzigki
poprawie technik chirurgicznych i terapii immunosupresyjnej, przecigtnie po 5
latach do 71% przeszczepow nadal spelnia swoje funkcje [2].

Pomimo ulepszen w transplantacji trzustki, zabieg ten wcigz jest
skomplikowany pod wzgledem chirurgicznym i charakteryzuje si¢ znacznym
ryzykiem komplikacji i powiktan oraz czgsto koniecznoscia ponownej operacji
w przypadku ich wystapienia. Dodatkowo, pacjenci po przeszczepie trzustki
wymagaja  dozywotniego  przyjmowania lekow  immunosupresyjnych,
zwigkszajacych ryzyko nowotworzenia, wtornych zakazen czy zaburzen ze
strony uktadu neurologicznego i pokarmowego. Co wiecej, leki te nie zawsze
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skutkuja, dlatego nawet pomimo ich stosowania moze dojs¢ do odrzucenia
przeszczepu, a wtedy konieczno$cig staje si¢ ponowny zabieg operacyjny [5].

1.4. Przeszczep wysp trzustkowych jako alternatywna metoda terapii
cukrzycy typu 1

1.4.1. Historia i obecny status przeszczepu wysp trzustkowych

Pomysty terapii cukrzycy typu 1 wyizolowanymi fragmentami trzustki,
ktoére produkowatyby w organizmie chorego insuling pojawily si¢ juz pod koniec
lat 90-tych XIX wieku. W 1894 roku, brytyjski lekarz Watson Williams
wszcezepit pod skorg 15-latka, u ktorego wystgpowaly objawy ketoacydozy,
fragmenty z trzustki owcy. Kondycja chtopca na kilka dni si¢ poprawita, ale
ksenotransplant zostat odrzucony, a chtopiec zmart wskutek infekcji i postgpo-
wania choroby [6]. W 1924 roku z kolei, w czasopi$mie Lancet pojawilo si¢
doniesienie o transplantacji fragmentow ludzkiej trzustki [7].

Krotko po tym, jak potwierdzono, ze to wtasnie wyspy Langerhansa sg tymi,
w ktorych produkowana jest insulina, rozpoczgto proby ich izolacji. Jednym z
pionierdéw tej technologii byt polski lekarz patolog — Profesor Moskalewski,
ktory w roku 1965, zaraz po doniesieniu o probach dysekcji wysp trzustkowych
ssakow [8], opracowal metod¢ enzymatycznej izolacji wysp trzustkowych z
trzustki $winki morskiej [9]. Metode te rozwingt Paul Lacy i jako pierwszy
dokonal zakonczonego sukcesem przeszczepu wysp trzustkowych u szczura [10]
[11], nastgpnie u malp [12], co stopniowo przyczynilo si¢ do ugruntowania
potencjalnej skutecznosci izolacji i przeszczepiania wysp trzustkowych.

Metody opracowane przez Lacy’ego zostaty zaadaptowane klinicznie przez
zespot Uniwersytetu w Minesocie i zaowocowaly w 1977 roku pierwszym
raportem o przeszczepie wysp trzustkowych u czlowieka przy jednoczesnej
podazy azatiopryny i kortykosteroidow jako immunosupresji [13]. Pierwsze
doniesienie z kolei o tym, ze pacjent cierpiacy na cukrzyce typu 1 nie wymaga
terapii egzogenng insuling po przeszczepie wysp trzustkowych pochodzi z roku
1980 [14]. Pomimo pierwszych nielicznych sukceséw uzyskania inuslino-
niezalezno$ci po przeszczepie wysp trzustkowych, raport Miedzynarodowego
Rejestru Przeszczepdw Wysp z 1999 roku podawal, ze sposrod 267 trans-
plantacji przeprowadzonych od roku 1990, mniej niz 10% biorcow uzyskato
insulinoniezaleznos$¢ trwajaca dtuzej niz 1 rok [15].

Przetom nastapil w 2000 roku po opublikowaniu przez grupe z Edmonton
raportu, w ktéorym siedmiu pacjentow w okresie do roku po przeszczepie wysp
trzustkowych nie wymagato podawania insuliny [16]. Réznice pomigdzy
poprzednimi metodami izolacji i przeszczepu wysp trzustkowych, a opisanymi
wedtug tzw. ,,Protokotu Edmonton” polegaty gtdéwnie na zastosowaniu wigkszej
ilosci wyizolowanych wysp (pochodzacych od roznych dawcow i podanych w 2-
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3 odlegtych w czasie infuzjach) oraz zmianie protokotu terapii immuno-
supresyjnej i rezygnacji z dziatajacych diabetogennie glikokortykoidow na rzecz
daklizumabu (monoklonalne przeciwcialo anty-CD25), nowo wprowadzonego
do transplantacji sirolimusu (rapamycyna, inhibitor kinazy mTOR) oraz niskich
dawek takrolimusu (inhibiotr kalcyneuryny) [16].

Pomimo znaczego ulepszenia metody transplantacji wysp trzustkowych,
dlugofalowe obserwacje wykazaty, ze wcigz mniej niz 10% sposrdéd 65
pacjentow, ktorzy otrzymali przeszczepy wysp trzustkowych w osrodku
Edmonton utrzymato insulinoniezalezno$¢ przez 5 lat po ostatnim przeszczepie.
Jednakze, u 80% pacjentow odnotowano obecno$¢ C-peptydu, $wiadczaca o
produkcji endogennej insuliny, a tym samym o zachowaniu funkcji pewnej ilo$ci
przeszczepionych wysp, co z kolei przyczynia si¢ do lepszej kontroli poziomu
glukozy we krwi i wyeliminowania napadow hipoglikemii [17]. Podobne wyniki
uzyskato 9 mig¢dzynarodowych osrodkow badawczych, ktore wspdlnie
stosowaly ,,Protokot Edmonton”. To znaczy, tylko 14% pacjentow sposrod 36
po przeszczepie wysp trzustkowych pozostato insulinoniezaleznych w 2 lata po
przeszczepie, ale u wigkszosci pacjentdow odnotowano obecno$¢ C-peptydu i
obnizenie poziomu glikowanej hemoglobiny (HbAc), co $wiadczy o poprawie
kontroli glikemii po przeszczepie wysp [18].

W 1999 roku przy wsparciu JDRF (Juvenile Diabetes Research Foundation)
zawigzano Centralny Rejestr Przeszczepu Wysp (CITR; Collaborative Islet
Transplant Registry) w celu oceny oraz monitorowania bezpieczenstwa i
rezultatow przeszczepow wysp trzustkowych. Najnowszy, 6smy raport tego
rejestru podsumowuje wyniki zebrane po przeprowadzeniu transplantacji u 8§64
pacjentow (686 pacjentdw po transplantacji samych wysp i 178 z rownoczesnym
przeszczepem nerki) w latach 1999-2012 w 37 centrach ze Standéw
Zjednoczonych, Australii i Europy.

W grupie faworyzowanej (pacjenci powyzej 35 lat, z poziomem HbA,.
<8,5%, wymagajacy <43 U/kg insuliny przed przeszczepem, po okreslonej
immunosupresji, i ktérzy otrzymali powyzej 500 000 ekwiwalentow wysp; IEQ),
55% osob utrzymato insulinoniezalezno$¢ 5 lat po przeszczepie. Raport ten
podkresla takze, ze u wickszosci pacjentow doszto do spadku poziom HbA.
oraz istotnego obnizenia czgstotliwosci napadoéw cigzkiej hipoglikemii [19].
Nalezy mimo wszystko podkresli¢, ze wraz z uptywem czasu, odsetek
pacjentdw, ktorzy po przeszczepie wysp trzustkowych utrzymali stan
insulinoniezaleznos$ci w trzech latach po przeszczepie wzrdst z 27% w latach
1999-2002, do 37% w latach 2003 - 2006 i do 44% w latach 2007-2010 [20]. Co
wiecej, znacznie wigksza ilo$¢ pacjentéw przeszczepionych w latach 2007 -2010
utrzymata poziom C-peptydu na czczo powyzej 0,3 ng/ml, co $wiadczy o
funkcjonowaniu przeszczepionych wysp trzustkowych. Ponadto, pacjentow tych
charakteryzowat nizszy poziom HbA,. w poréwnaniu z chorymi, ktérzy
otrzymali wyspy w poprzednich latach [20]. Wyniki te dowodza, ze metody
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izolacji 1 transplantacji wysp trzustkowych oraz protokoty terapii immuno-
supresyjnej w ostatnich latach zostaly znacznie udoskonalone.

1.4.2. Metoda izolacji wysp trzustkowych

Izolacja wysp trzustkowych to skomplikowany proces, wymagajacy
jednoczesnej pracy kilku technikow, ktory moze trwaé nawet do 10 godzin.
Musi on si¢ odbywac w specjalnych warunkach, zapewniajacych sterylnos¢ tak,
aby przygotowane wyspy, ktore maja trafi¢ do pacjenta byly wolne od obecnosci
bakterii czy tez bakteryjnej endotoksyny. Dlatego tez izolacje wysp
trzustkowych odbywaja si¢ w tzw. czystych laboratoriach (clean room), w
ktorych liczba zanieczyszczen, takich jak pyt, kurz, bakterie, spory bakteryjne
jest $cisle limitowana i systematycznie kontrolowana.

Sam proces izolacji wysp trzustkowych rozpoczyna si¢, gdy trzustka trafia
do laboratorium; przy czym laboratorium nalezy przed kazda izolacjg
odpowiednio przygotowac oraz sporzadzi¢ Swieze odczynniki, ktore beda
uzywane podczas izolacji tak, aby sam proces przeprowadzi¢ mozliwie w jak
najkrotszym czasie. Jest to wazne ze wzgledu na tzw. czas zimnego
niedokrwienia pobieranej trzustki (cold ischemia time). Powinien on by¢
mozliwie jak najkrotszy, aby wyspy trzustkowe nie zostaly nadtrawione przez
wydostajace si¢ z komodrek egzokrynnych enzymy trawienne lub zniszczone
wskutek braku odpowiedniej wymiany gazowej w niedokrwionym organie.

Podczas pierwszego etapu po transferze trzustki do czystego laboratorium,
organ jest oczyszczany z pozostatosci tkanki ttuszczowej, naczyn krwionosnych,
czasami rowniez fragmentu dwunastnicy i $ledziony. Nastepnie wykonuje si¢
kaniulacj¢ przewodu trzustkowego jako przygotowanie do kolejnego etapu, czyli
perfuzji. Perfuzja polega na pompowaniu pod kontrolowanym ci$nieniem
enzymu kolagenazy przez przewdd trzustkowy w celu wstepnego uwolnienia
wysp trzustkowych z tkanki $rédpgcherzykowej. Po tym etapie trzustka jest cigta
na fragmenty o wielkosci okolo 1-2 cm, ktore trafiaja do tzw. komory
Ricordi’ego (Ricordi chamber), w ktorej nastepuje dynamiczny przeptyw
enzymu kolagenazy w obiegu zamknietym. Nalezy podkresli¢, ze dopiero na
tym etapie enzym jest podgrzewany do temperatury 36,6°C i tym samym ulega
aktywacji; uprzednie etapy wykonywane s3 w kontrolowanej niskiej
temperaturze tak, aby nie doszto do nadtrawienia wysp trzustkowych. W
komorze Ricordi’ego dochodzi do trawienia mechanicznego i enzymatycznego.
Podczas tego etapu co 1-2 minuty monitoruje si¢ stopien trawienia, pobiera
probki i pod mikroskopem, po wybarwieniu roztworem ditizonu (barwiagcym na
czerwono insuling), obserwuje si¢ ilo§¢ uwolnionych wysp oraz ich jakos¢. Na
tej podstawie decyduje si¢, w ktérym momencie przerwac¢ trawienie. Okreslenie
odpowiedniego momentu, w ktérym nalezy to zrobi¢ jest niezwykle wazne —
zbyt szybko przerwane trawienie bedzie skutkowaé wuzyskaniem wysp
trzustkowych nieoczyszczonych z tkanki egzogennej, a co za tym idzie zbyt
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duza ilosécia tkanki, ktéra nie moze zosta¢ bezpiecznie przeszczepiona. Z kolei
zbyt pdzne przerwanie trawienia spowoduje nadtrawienie wysp trzustkowych, co
diametralnie wplywa na pogorszenie ich jakosci, a tym samym moze
dyskwalifikowaé¢ wyspy do przeszczepu. W momencie zatrzymania trawienia,
obnizona zostaje temperatura w komorze Ricordiego, a strawiona tkanka jest
zbierana do duzej objetosci pozywki hodowlanej zawierajacej surowicg, aby
zneutralizowa¢ dziatanie enzymu. Kolejnym etapem jest oczyszczenie wysp
trzustkowych poprzez wirowanie w cigglym gradiencie st¢zen. Ten etap ma na
celu  odseparowanie wysp trzustkowych od tkanki o funkcjach
zewnatrzwydzielniczych. Uprzednio, zebrana podczas trawienia tkanka jest
kilkukrotnie ptukana w celu usunigcia pozostatoSci kolagenazy. Podczas
wirowania w gradiencie zbierane sa frakcje, ktore roznig sie miedzy soba
czystoScig, tj. proporcja wysp do tkanki egzokrynnej. Nast¢pnie szacuje si¢
procentowa zawarto$¢ wysp trzustkowych w kazdej z frakeji, a po zwirowaniu
ocenia si¢ wielko$¢ uzyskanej tkanki w kazdej z nich. Po ocenie, poszczegdlne
frakcje laczy si¢ w nastgpujace klasy czystosci: o wysokiej czystosci (> 59%
wysp trzustkowych), sredniej czystosci (> 59-40% wysp trzustkowych) oraz
niskiej czysto$ci (39-31% wysp trzustkowych). Z kazdej z klas czystosci
pobierane sg probki i obliczana jest ilos¢ wysp wyrazona przez tzw. ekwiwalent
wysp trzustkowych (islet equivalent quantity; 1IEQ). Na podstawie uzyskanego
IEQ, jakosci wyizolowanych wysp i ilosci tkanki widocznej po zwirowaniu i
usuni¢ciu nadsgczu z kazdej z frakcji ocenia si¢, czy wyspy mogg zostac
przeszczepione danemu pacjentowi. Jako minimum zwykle przeszczepia si¢
5000 IEQ na kg masy ciata pacjenta, ktére po zwirowaniu i usunigciu nadsaczu
zajmujg objetos¢ nie wicksza niz 10 ml. Wyspy umieszcza si¢ nastgpnie w
pozywce hodowlanej do czasu przygotowania pacjenta do przeszczepu i
rozpoczecia terapii immunosupresyjnej. Ze wzgledu na jako$¢ i przezywalnos¢
wysp, istotnym elementem ich hodowli sg czeste zmiany pozywki hodowlanej
(minimum co 12 h), majace na celu usuni¢cie metabolitow uwolnianych podczas
procesu izolacji przez poddane stresowi wyspy.

W dniu przeszczepu, poszczegdlne klasy czystosci wysp trzustkowych
zostajg kilkukrotnie przeplukane. Zaznaczy¢ trzeba, ze unika si¢ wirowania
wysp w celu zmniejszenia ryzyka ich uszkodzenia, a przy kazdym etapie
ptukania czeka sie, az tkanka samoistnie ulegnie sedymentacji i dopiero wtedy
usuwa si¢ nadsgcz. Kazda z klas czystosci zostaje poddana badaniom
mikrobiologicznym na obecno$¢ bakterii Gram +/-. Nastgpnie przygotowywany
jest produkt koncowy, ktéry ma zosta¢ podany pacjentowi. W tym celu wyspy z
poszczegdlnych klas czystosci sa zawieszane w 100 ml pozywki do
transplantacji zawierajacej serum. Przed potaczeniem, dokonuje si¢ decyzji, jak
przygotowac¢ produkt do transplantacji. Zwykle, wyspy podaje si¢ w jednym
worku infuzyjnym. Jednak, gdy objetos¢ wysp o niskiej klasie czystosci jest
znaczna, nie laczy si¢ klas razem i przygotowywuje do infuzji w osobnych
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workach. Pacjentowi podaje si¢ w takim wypadku najpierw wyspy o wysokiej
klasie czystosci, a nast¢pnie o niskiej, monitorujgc przy tym ci$nienie w zyle
wrotnej, przez ktora wyspy sa podawane. W przypadku, gdy cisnienie ulegnie
znacznemu podwyzszeniu, mozna przerwac infuzj¢. Przygotowanie wysp
trzustkowych w dwoch réznych workach infuzyjnych, gdy objetos¢ danej klasy
jest duza ma takg zalet¢, ze zapewnia podanie przynajmniej czesci produktu,
jezeli dojdzie do podniesienia ciSnienia w zyle wrotnej.

Nastepnie pobiera si¢ probki do oceny jakosci produktu koncowego i jego
ewentualnej kwalifikacji do przeszczepu. Badania te obejmuja okreslenie
zywotnosci wysp trzustkowych, IEQ, zawartosci endotoksyny, sterylnos¢
produktu (barwienie Gram +/-). Koncowy produkt zawierajacy wyspy
trzustkowe zawieszone w pozywce suplementowanej heparyna, obliczong na
podstawie masy ciata pacjenta, podawany jest przez zyle¢ wrotng do watroby
przez cewnik pod kontrolg radiologiczng. Zabieg wykonywany jest w
znieczuleniu miejscowym.

1.4.3. Czynniki wplywajace na powodzenie izolacji i przeszczepu wysp
trzustkowych

Do powodzenia izolacji wysp trzustkowych 1 sukcesu klinicznego
przeszczepu wysp przyczynia si¢ wiele czynnikow. Kazdy z etapow, poczawszy
od wyboru odpowiedniego dawcy trzustki, przez sposob pobrania organu i jego
transportu do laboratorium, izolacje wysp trzustkowych oraz ich hodowle przed
transplantacjg jest niezywkle wazny. Co wigcej, aby w organizmie biorcy,
wyspy mogly spelnia¢ w pelni swoja funkcje i skutecznie regulowac¢ poziom
glukozy we krwi, przeszczepiona musi zosta¢ ich odpowiednia liczba, ktora
najczesciej wyraza sie poprzez ilos¢ IEQ podanych na kilogram masy ciata
pacjenta. Do tego z kolei, aby przeszczepione wyspy mogly podja¢ funkcje w
organizmie dawcy, konieczna jest skuteczna terapia immunosupresyjna, ktora
zapobiegnie odrzucaniu przeszczepu.

1.4.3.1. Ocena dawcy i jakoSci trzustki

Ewaluacja i wybor odpowiedniego dawcy trzustki jest wazny ze wzgledu na
fakt, ze pozwala jeszcze przed pobraniem organu ocenié, czy izolacja wysp z
trzustki od danego dawcy ma szanse¢ da¢ odpowiednig ilos¢ wysp do
przeszczepu, a tym samym unikng¢ wydatkowania czasu, materiatoéw i srodkow
finansowych na nieskuteczng izolacje. Od samych poczatkéw izolacji wysp
trzustkowych probowano okresli¢ parametry zaréwno dotyczace dawcy, jak i
jako$ci organu, ktére moglyby pomdc w ocenie czy dany organ bedzie sie
nadawatl do izolacji wysp czy nie. Do najczestszych kryteriow branych pod
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uwage mozna zaliczy¢: wiek dawcy, wskaznik masy ciata (BMI — Body Mass
Index), przyczyne $mierci, histori¢ leczenia, dawke przyjetych lekow
wazopresyjnych, wyniki laboratoryjne okres§lajace poziom kreatyniny,
bilirubiny, lipazy, amylazy, HbA,., wstepny czas zimnego niedokrwienia
organu, wielkos$¢ trzustki, zawarto$¢ tkanki ttuszczowej, urazy organu, jako$¢
pobrania oraz metod¢ prezerwacji podczas transportu organu. W rdznych
osrodkach badano wptyw jednego Iub kilku z tych czynnikéw na powodzenie
izolacji wysp trzustkowych [21-26], ale wnioski z tych badan sg niejednokrotnie
sprzeczne, co moze by¢ spowodowane matlg iloscig przenalizowanych izolacji w
pojedynczym osrodku.

Osrodek Edmonton w 2005 roku opracowal algorytm punktowy, ktory
pozwala na efektywna oceng czy izolacja wysp od danego dawcy ma szans¢ na
powodzenie czy nie [27]. Wedlug tego systemu branych jest pod uwage wiele
czynnikoéw 1 parametrow dawcy jak i organu, i przyznawane sg punkty, zgodnie
z wagg ich wplywu na powodzenie izolacji wysp. Trzustka od potencjalnego
dawcy oceniana jest w skali od 0 do 100. Grupa z Edmonton zaproponowala, ze
w przypadku wartosci >80 szansa na efektywng izolacj¢ wysp wynosi ponad
50%. Natomiast, gdy dawca i organ oceniany jest na >90, szansa na izolacje, w
ktorej uzyska si¢ znaczaca ilo§¢ wysp dobrej jakosci, nadajacych sie do
przeszczepu wynosi 100% [27].

System ten nadal jest walidowany w innych osrodkach i oceniana jest jego
przydatnos¢ [28-30].

1.4.3.2. Proces izolacji

Jak opisano powyzej, proces izolacji wysp trzustkowych jest ztozony i
kazdy z etapow jest istotny, aby mozna bylo uzyska¢ wyspy w ilosci i jakosci,
pozwalajacej na przeszczep.

Sam etap, w ktorym trzustka jest transportowana do laboratorium odgrywa
wazng rolg. Staba penetracja tlenu do tkanki naraza wyspy trzustkowe na
hipoksje i moze skutkowaé zredukowang przezywalnoscia izolowanych wysp.
Dlatego tez opracowano metod¢ konserwacji trzustki na granicy dwoch ptynow
— roztworu UW (University of Wisconsin solution) oraz perfluorokarbonu, ktory
wspomaga transport tlenu do organu [31]. Wcigz jednak trwaja badania nad
ulepszeniem metody transportu, poprzez na przyktad wykorzystanie urzadzen do
wymiany gazowej [32] czy zastosowanie innych zwiazkéw wspomagajacych
wymiang tlenowg [33].

Wybér wlasciwego enzymu trawigcego podczas izolacji wysp trzustkowych
ma rowniez ogromne znaczenie. Enzym o zmniejszonej aktywnosci nie pozwoli
na uwolnienie wysp z tkanki zewnatrzwydzielniczej, a zbyt duza aktywno$¢
doprowadzi do fragmentacji izolowanych wysp. W réznych osrodkach uzywane
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sg rozne enzymy: kolagenaza NB1 (Serva), Liberaza MTF (Roche), kolagenaza
Clzyme™ (VitaCyte) [34-39], a kluczowa rol¢ odgrywa tu po prostu doswiad-
czenie danego osrodka w uzyciu poszczegolnego z enzymow.

Kolejny niezwykle istotny etap izolacji to wirowanie w gradiencie ciaglym,
aby oczysci¢ wyspy trzustkowe z tkanki egzokrynnej. Stosowane sg dwa rodzaje
gradientow: sporzadzony z roztworu UW 1 Biocoll’'u o gestosci 1,1 g/ml
(Biochrom AG) lub w oparciu o uzycie roztworu jodiksanolu (OptiPrep™,
SigmaAldrich). Oba daja podobne wyniki, jezeli chodzi o ilo$¢ oczyszczonych
wysp, ale wykazano, ze ten ostatni redukuje ilo§¢ uwalnianych cytokin i
chemokin, wplywajac na zywotno$¢ wyizolowanych wysp [40—42].

1.4.3.3. Miejsce przeszczepu

Obecnie infuzji wysp trzustkowych dokonuje si¢ zwykle przez zyl¢ wrotng
do watroby. Miejsce to, pomimo, ze jest uwazane za optymalne, posiada swoje
wady. Wyspy trzustkowe narazone sg tam na natychmiastowa reakcje zapalng
poprzez kontakt ze sktadnikami krwi. Szacuje si¢, ze w wyniku tej reakcji
dochodzi do zniszczenia znacznej iloSci przeszczepionych wysp w zaledwie
kilka godzin po przeszczepie [43]. Efekt ten moglby zosta¢ wyeliminowany,
gdyby wyspy przeszczepiono w miegjsce, gdzie nie ma bezposredniego kontaktu
z krwig. Alternatywne miejsca infuzji takie jak: $ledziona, torebka nerki,
trzustka, jama otrzewnowa, grasica, szpik kostny, przestrzen srodmigsniowa [44-
49] byly testowane z réznym rezultatem. Kazde z tych miejsc posiada swoje
wady i zalety [50]. Najwigkszym problemem we wszystkich tych potencjalnych
miejscach infuzji wysp trzustkowych jest stworzenie s$rodowiska, ktore
sprzyjatoby waskularyzacji wysp, a ktore jednoczes$nie bytoby immunologicznie
uprzywilejowane [51]. Dlatego tez badania pre-kliniczne i kliniczne nad
poszukiwaniem alternatywnych miejsc przeszczepu powinny by¢ nadal
prowadzone, aby udato si¢ okresli¢ to najbardziej optymalne.

1.4.3.4. 'Wzbudzenie tolerancji i immunosupresja

Przeszczepione wyspy trzustkowe narazone sa w organizmie biorcy na atak
ze strony niespecyficznej odpowiedzi immunologicznej, a takze obecnej
wczesniej odpowiedzi autoimmunologicznej oraz indukowanej pojawieniem si¢
przeszczepu odpowiedzi allogenicznej. Dlatego tez, zastosowanie odpo-
wiedniego protokotu immunosupresji, ktéry pozwoli na utrzymanie przeszczepu
i podjecie przez wyspy trzustkowe funkcji jest szczegolnie skomplikowanym
zagadnieniem. Dodatkowo, niektore z lekéw immunosupresyjnych uposledzaja
funkcje komorek B i maja dziatanie diabetogenne [52]. Duzym przelomem w
immunosupresji podczas przeszczepu wysp trzustkowych byla rezygnacja ze
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szkodliwych steroidow wg protokotu Edmonton na rzecz, daklizumabu,
sirolimusu oraz matych dawek takrolimusu [53]. Jednak, protokoét ten nie
pozwala wcigz na osiagni¢ccie dlugotrwalej insulinoniezaleznosci przez
pacjentow po przeszczepie [17]. Dlatego tez na przestrzeni ostatnich lat
poszukuje si¢ i testuje nowe srodki biologiczne oraz strategie immunologiczne,
ktére pozwola na poprawe wynikow transplantacji wysp trzustkowych.

W celu zapewnienia przezywalno$ci i podjecia funkcji przez przeszczepione
wyspy trzustkowe stosuje si¢ m.in. przeciwciala monoklonalne, blokery
sygnatow ko-stymulacji, terapi¢ antagonistami dla receptoréw cytokin,
enkapsulacje, terapie komorkowe, regulujgce odpowiedz immunologiczng, jak
rowniez leki hamujgce aktywacje i/lub proliferacje limfocytow T [54].
Wspotczesnie stosowane strategie zapobiegajace odrzuceniu przeszczepu wysp
trzustkowych taczg najczeSciej kilka terapii, majacych na celu wzbudzenie
tolerancji immunologicznej (np. globulina antytymocytarna, przeciwciato anty-
CD52 — alemtuzumab, przeciwcialo anty-CD3), zahamowanie odpowiedzi
zapalnej (np. przeciwciato anty-TNF-a, blokery receptorow dla chemokiny
CXCLS8), utrzymanie stanu immunosupresji (np. inhibitory kalcyneuryny,
blokery sygnatéw kostymulacji, inhibitory szlaku kinazy mTOR (mammalian
target of rapamycin), MMF (mykofenolan mofetylu)).

Przeciwcialo anty-CD25 — wigze si¢ z podjednosta a receptora dla IL-2 na
aktywowanych limfocytach i hamuje w ten sposob ich dalszg proliferacje [55].
Na rynek wypuszczono dwa leki bedace monoklonalnymi przeciwciatami anty-
CD25: daklizumab (Zenapax, Roche) i basiliximab (Simulect, Novartis);
obecnie Zenapax jest wycofany z obrotu na obszarze Unii Europejskiej. Sukces
protokotu Edmonton polegajgcy na uzyskaniu przez pacjentdw po przeszczepie
wysp trzustkowych insulinoniezaleznos$ci, to w gtdéwnej mierze zmiana immuno-
supresji z diabetogennych steroidow witasnie na daklizumab w pofaczeniu z
tacrolimusem 1 sirolimusem [53]. Jednakze, po 5 latach od transplantacji
wigkszos¢ pacjentow ponownie wymagala podawania egzogennej insuliny, co
$wiadczy o utracie funkcji przeszczepu [18]. Przeciwcialo anty-CD25 dziata na
limfocyty o wysokiej ekspresji receptora dla IL-2, czyli réwniez na limfocyty T
regulatorowe [56], a tym samym przyczynia si¢ do blokowania naturalnych
mechanizméw regulacji odpowiedzi immunologicznej. Dodatkowo zaobserwo-
wano, ze zastosowanie daklizumabu prowadzi do limfopenii z podwyzszong
produkcja cytokin IL-7 i IL-15, ktore z kolei stymulujg proliferacje auto- i allo-
reaktywnych limfocytéw T CD8+. W sytuacji, kiedy lek jednocze$nie hamuje
proliferacje komorek Treg, zaczyna brakowaé¢ naturalnego mechanizmu
kontrolujacego dziatanie limfocytow T CD8+ [57,58]. W zwiazku z powyzszym
oraz z faktem, ze w 2009 roku daklizumab zostat wycofany z rynku,
prowadzone sa badania innych terapii immunosupresyjnych w przeszczepie
wysp trzustkowych.
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Globulina antytymocytarna (ATG - anti-thymocyte globulin) to
oczyszczona frakcja przeciwciat IgG z pozyskiwana surowicy zwierzat (krolika
lub konia) immunizowanych ludzkimi limfocytami T lub tymocytami [59].
Dziata ona na antygeny znajdujace si¢ na powierzchni limfocytow T i prowadzi
do ich niszczenia poprzez rozne mechanizmy: aktywacj¢ dopetniacza,
cytotoksyczno$¢ zalezng od przeciwcial, indukcje apoptozy czy tez wywotujac
zmiany w ekspresji receptorow chemokin na powierzchni limfocytow [60,61].
Globulina antytymocytarna jest dostgpna jako lek immunosupresyjny od ponad
25 lat. Jednak zainteresowanie jej zastosowaniem w terapii indukcji tolerancji
wzrosto w ostatnich latach, szczegdlnie po odkryciu, ze ma ona wplyw na
podwyzszenie odsetka limfocytow T regulatorowych, ktore posiadaja
wlasciwosci immunosupresyjne [62,63]. Badania kliniczne, w ktorych
zastosowano ATG oraz daklizumab do indukcji tolerancji u biorcéw wysp
trzustkowych wykazaty, ze wlaczenie tych lekéw do protokotu pozwala na
osiggniecie insulinoniezalezno$ci juz po jednej infuzji wysp nawet u 100%
pacjentow [64]. Podobne wyniki, przeprowadzone jednak na mniejszej grupie
pacjentow uzyskala grupa, ktéra w swoim protokole immunosupres;ji
zastosowala ATG, inhibitor TNF-o i IL-1B jako terapi¢ hamujaca odpowiedz
zapalng oraz MMF [40]. Dodatkowo, ATG jest obecnie testowana u pacjentow z
nowo zdiagnozowang cukrzyca typu 1 jako terapia zapobiegajgca postepowi
choroby (ClinicalTrials.gov, NCT00515099) w ramach II fazy badan
klinicznych.

Przeciwcialo anty-CDS52 (alemtuzumab, Campath-1) — CD52 jest
antygenem wystepujacym na powierzchni wszystkich limfocytow [65]. W
zwigzku z tym, alemtuzumab znalazt szerokie zastosowanie zarowno w terapii
bialaczek limfocytarnych 1 prolimfocytarnych, w chorobach o podtozu
autoimmunologicznym — stwardnieniu rozsianym, reumatoidalnym zapaleniu
stawow, jak 1 w transplantacji nerek. W transplantacji wysp trzustkowych
alemtuzumab wraz z takrolimusem i MMF byt testowany przez grupe Edmonton
po wycofaniu z rynku uzywanego wczesniej do indukcji tolerancji w tym
osrodku daklizumabu. Grupa ta odnotowala wzrost odsetka pacjentow
insulinoniezaleznych 5 lat po przeszczepie i osiagngta podobne wyniki, jak w
przypadku transplantacji catej trzustki [66].

Przeciwcialo anty-CD3 dziata w sposob dwufazowy. W fazie pierwszej
prowadzi do spadku liczby limfocytow T, wykazujac dziatanie
immunosupresyjne, a nastepnie indukuje powstawanie komorek Treg, ktore
poprzez produkcje antyzapalnej IL-10 i TGF-p przeciwdziataja reakcji zapalnej i
autoimmunologicznej. Badania pre-kliniczne na zwierzgtach wykazaty, ze
terapia anty-CD3 ma korzystne dziatanie w mysich modelach allo-transplantacji
oraz cukrzycy typu 1 [67,68]. Grupa z Uniwersytetu w Minesocie testowatla
przeciwciato anty-CD3 (teplizumab) w zestawieniu z sirolimusem i niska dawka
takrolimusu w transplantacji wysp trzustkowych. Czterech z szedciu
przeszczepionych pacjentdw nie wymagato podawania insuliny po przeszczepie.
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U czterech pacjentéw insulinoniezaleznych zanotowano istotny spadek liczby
komorek T CD4+ z réwnoczesnym wzrostem odsetka limfocytow Treg, co
sugeruje, ze doszto do rozwoju srodowiska tolerogennego [69]. Nowsze badania,
w ktorych testowano teplizumab w potaczeniu z przeciwcialami przeciwko
limfocytom T oraz inhibitorem TNF-a pokazaty potencjalng skutecznosc¢ takiej
terapii w przeszczepie wysp trzustkowych (uzyskanie insulinoniezalezno$ci)
[70]. Jak kazda terapia immunosupresyjna, tak i zastosowanie przeciwciala anty-
CD3 wiaze si¢ z wystegpowaniem efektow ubocznych, z ktorych najczesciej
wystepujace to gorgczka, bole glowy 1 migéni, wysypka oraz wymioty.

Inhibitory TNF-a — TNF-a jest cytokina, ktora pelni wazng funkcje w
procesach zapalnych i odpowiedzi immunologicznej poprzez m.in. indukcje
syntezy innych cytokin, produkcj¢ przeciwciat przez limfocyty B, stymulacje
produkcji  biatek ostrej fazy w watrobie, indukcje apoptozy komodrek
nowotworowych [71]. TNF-a ma ponadto negatywny wptyw na funkcjonowanie
komorek B, a efekt ten moze zosta¢ zatrzymany poprzez zastosowanie inhibitora
TNF-a [72]. Uudowodniono réwniez, ze terapia przeciwcialami anty-TNF-a
prowadzi do wzrostu odsetka komoérek Treg we krwi obwodowej [73]. W
praktyce klinicznej stosowane sg obecnie dwa leki hamujace dziatanie TNF-a, tj.
etanercept oraz infliksymab. Etanercept byl testowany w potaczeniu z innymi
lekami jako terapia immunosupresyjna w przeszczepie wysp trzustkowych m.in.
na Uniwersytecie w Miami, w Minesocie i na Uniwersytecie Illinois [74-76].
Pierwszym os$rodkiem, ktory osiagnat obiecujagce wyniki byta grupa w
Minesocie. Do indukcji tolerancji zastosowali oni etanercept potaczony z
daklizumabem i ATG. Przeszczep otrzymato o$miu pacjentdow i zaden z nich nie
wymagatl podawania insuliny rok po przeszczepie wysp trzustkowych i nie
stwierdzono u nich niekontrolowanych napadow hipoglikemii [77].

Inhibitor IL-1 (anakinra) — anakinra jest rekombinowanym biatkiem,
antagonistg ludzkiego receptora IL-1. Interleukina-1 jest cytoking prozapalna,
stymulujacg odpowiedz immunologiczng. Co wigcej, IL-1 niekorzystnie wptywa
na funkcje, proliferacje i zywotno$¢ komorek B [78]. Badania kliniczne, w
ktérych wykorzystano blokery IL-1 i TNF-a przy jednoczesnej terapii
takrolimusem i MMF w potaczeniu z indukcja oparta o zastosowanie ATG w
przeszczepie wysp trzustkoweyh, pokazaly obiecujace wyniki [40]. Dodatkowo,
grupa ta, podczas oczyszczania wysp podczas wirowania w gradiencie ciggtym
wykorzystata jodiksanol, ktory, jak juz wczesniej wspomniano, redukuje ilo§¢
wydzielanych cytokin przez wyspy trzustkowe. Praca ta zatem wskazuje na
wazny problem odpowiedzi zapalnej w odrzucaniu przeszczepu Wwysp
trzustkowych. Ograniczeniem w interpretacji tych wynikow jest mata liczba
pacjentow (n=3) poddanych transplantacji.

Inhibitor szlaku CXCLS8 (reparixin) — interleukina 8 (CXCLS) jest
chemokina, ktora taczy sie z receptorami CXCR1 i CXCR2 [79]. Wykazano, ze
u biorcow wysp trzustkowych IL-8 odgrywa istotng rolg w rekrutacji
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neutrofilow oraz komoérek NK (Natural Killer cells) do miejsca przeszczepu, co
nastgpnie prowadzi do rozwoju odpowiedzi zapalnej. Na mysim modelu
syngenicznego oraz allogenicznego przeszczepu wysp trzustkowych
udowodniono, ze blokada receptorow CXCR1 i CXCR2 wplywa na
przezywalno$¢ przeszczepu [80]. Inhibitor receptoréw CXCR1/2 znany jest jako
lek reparixin (Dompe). Wyniki fazy II badan klinicznych, w ktorych testowano
wyzej wymieniony lek w przeszczepie wysp trzustkowych (ClinicalTrials.gov,
NCTO01220856) tacznie z ATG, metylprednizolonem, MMF, takrolimusem 1i
rapamycyng wykazaly, ze pacjenci leczeni zgodnie z tym protokotem majg
lepsza kontrolg glikemii, wyzszy poziom C-peptydu i jednocze$nie wymagaja
nizszych dawek insuliny w poréwnaniu z grupg konrolng [80]. Obecnie trwa III
faza badan klinicznych (ClinicalTrials.gov, NCT01817959), majaca na celu
potwierdzenie kozys$ci wynikajacych ze stosowania reparixinu w przeszczepie
wysp trzustkowych, w ktore zaangazowanych jest kilka instytucji na Swiecie,
m.in. Uniwersytet w Chicago, Uniwersytet w Uppsali oraz Instytut San Raffaele
w Mediolanie.

Inhibitory kalcyneuryny (takrolimus, cyklosporyna) — kalcyneuryna jest
biatkiem, uczestniczacym w szlaku aktywacji limfocytow T. Funkcja tego biatka
zostata zidentyfikowana po odkryciu mechanizméw dziatania dwoch lekow
immunosupresyjnych: cyklosporyny A (CsA) oraz takrolimusu (FK506) [81].
Leki te hamujg aktywacje i dalszg proliferacje limfocytdéw T poprzez inhibicje
syntezy m.in. IL-2, IL-3, IL-4, IFN-y w tych komorkach [82,83]. Cyklosporyna
A Dbyla testowana u o0sob z nowo zdiagnozowang cukrzyca typu 1.
Zaobserwowano, ze proces niszczenia komorek byt hamowany u pacjentow
poddanych terapii cyklosporyng, a pacjenci wymagali nizszych dawek
egzogennej insuliny. Niemniej jednak efekt ten byl krotkotrwaty, a lek
wykazywat silne dziatanie nefrotoksyczne [52,84].

Z kolei takrolimus w polaczeniu z sirolimusem byl stosowany np. we
wspomnianym wcze$niej ,,Protokole Edmonton” [53]. Wykazano jednak
pézniej, ze takrolimus ma dzialanie toksyczne wzgledem komorek B oraz
podobnie do cyklosporyny, uposledza funkcje¢ nerek [85]. Dodatkowo, hamuje
proces rewaskularyzacji wyizolowanych wysp trzustkowych [86]. Niemniej
jednak na podstawie sidodmego raportu CIT, ktory podsumowuje wyniki
przeszczepodw wysp trzustkowych, przy ktorych stosowano ATG, etanercept
oraz sirolimus i takrolimus, stwierdzono, ze takrolimus i sirolimus podawane w
niskiej dawce, nie sg toksyczne dla wysp trzustkowych [87].

Sirolimus (rapamycyna, inhibitor kinazy mTOR) — rapamycyna jako
inhibitor kinazy mTOR hamuje aktywacje i proliferacje limfocytow T poprzez
blokowanie szlaku sygnalizacji zaleznego od IL-2 [88]. W wiekszosci proto-
kotéw immunosupresyjnych w przeszczepie wysp trzustkowych wykorzystuje
si¢ sirolimus w potaczeniu z takrolimusem lub MMF [66]. Z jednej strony,
rapamycyna korzystnie wptywa na funkcje limfocytow T regulatorowych [89-
92], a tym samym wspomaga naturalne mechanizmy immunosupresji w
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organizmie pacjenta, ale z drugiej strony uposledza funkcjonowanie wysp
trzustkowych, ich regeneracj¢ i re-waskularyzacj¢ [93-95]. Nalezy rowniez
dodaé, ze z zastosowaniem rapamycyny wigze si¢ wiele efektow ubocznych
takich jak: leukopenia, trombocytopenia, anemia, hypercholesterolemia,
niestrawnos¢, wystepowanie biegunek, wysypki skornej, aft w jamie ustnej czy
zaburzenia cyklu menstruacyjnego u kobiet [18,94,96]. Terapia immuno-
supresyjna rapamycyng w przeszczepie wysp trzustkowych moze zatem
przynosi¢ zarowno korzysci, jak i wywotywac skutki negatywne, a efekt ten
moze by¢ rézny w zaleznosci od pacjenta. Z tego wzgledu rozwigzaniem moze
tu by¢ opracowanie terapii immunosupresyjnej, ktora bedzie dostosowana do
konkretnego, indywidualnego pacjenta [93].

Mykofenolan mofetylu (MMF, CellCept) — w zwigzku z wyzej opisanymi
faktami dotyczacymi toksycznosci wzgledem komodrek [ oraz efektami
ubocznymi terapii takrolimusem i sirolimusem jako lekow do utrzymania stanu
immunosupresji, coraz czgéciej zamiast takiej terapii, stosuje si¢ MMF. Lek ten
jest stosowany sam lub w potaczeniu z niskimi dawkami takrolimusu czy
sirolimusu [50]. MMF blokuje szlak syntezy nukleotyddw guaninowych,
hamujac w ten sposob syntez¢ DNA. Komorkami szczegodlnie wrazliwymi na
MMF sg limfocyty.[97]. Zastgpienie takrolimusu przez MMF eliminuje efekt
niszczenia wysp, co jest szczegdlnie wazne w przypadku transplantacji matej
ilosci IEQ na kg masy ciata pacjenta. Dodatkowo MMF, w przeciwienstwie do
takrolimusu nie wykazuje efektow nefrotoksycznych. Skutecznos¢ MMF przy
transplantacji minimalnej ilosci wysp na kg masy ciata potwierdzity badania
przeprowadzone na Uniwersytecie w Minesocie. O$miu pacjentow, u ktorych w
ramach protokolu immunosupresyjnego w przeszczepie wysp trzustkowych
zastosowano ATG w potaczeniu z daklizumabem i etanerceptem do indukcji
tolerancji i MMF wraz z sirolimusem do utrzymania immunosupresji nie
wymagalo podawania insuliny i nie zaobserwowano u nich napadow
hipoglikemii. Pigciu pacjentow z tej grupy pozostato insulinoniezaleznych dtuzej
niz rok po przeszczepie [77]. Negatywnym aspektem stosowania MMF w
przeszczepie wysp trzustkowych moze by¢ fakt, ze zwiazek ten, jak
udowodniono, ma hamujacy wplyw na neogenez¢ wysp przez blokowanie
proliferacji komorek prekursorowych [98].

Blokery kostymulacji — aby naiwny limfocyt T zostat zaktywowany w
wyniku kontaktu ze swoistym antygenem prezentowanym w kontekscie MHC
(gtowny uktad zgodnosci tkankowej — Major Histocompatibility Complex)
niezbedne sa dwa sygnaty: pochodzacy z rozpoznania antygenu przez receptor
TCR (receptor limfocytow T — T Cell Receptor) oraz drugi, pochodzacy z
receptorow ko-stymulacyjnych. Do przekazania sygnalu kostymulacyjnego
niezbedna jest interakcja pomiedzy receptorem CD28 na powierzchni limfocyta
T, a receptorem CD80 (B7.1) lub CD86 (B7.2) na powierzchni komorki
prezentujacej antygen (APC — Antigen Presenting Cell) [99]. Limfocyty, po
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pierwszym zetknieciu ze swoistym antygenem nabywajg takze ekspresje
receptora CTLA-4 (antygen 4 zwigzany z cytotoksycznymi limfocytami T —
cytotoxic T cell antygen). Potaczenie CTLA-4 z receptorem CD80 lub CD86 na
komoérce APC prowadzi do zahamowania aktywnosci limfocyta, przy czym
ekspresja CTLA-4 jest proporcjonalna do sity sygnatu z TCR [100]. Blokada
kostymulacji, prowadzaca do zahamowania aktywacji i1 proliferacji limfocytow
stanowi atrakcyjng strategie immunosupresyjng. W transplantacji wysp
trzustkowych probowano wiaczy¢ 3 rozne blokery kostymulacji do protokotow
immunosupresyjnych: abatacept (biatko fuzyjne bedace potaczeniem fragmentu
Fc ludzkiej immunoglobuliny IgG1 i zewnatrzkomorkowej domeny CTLA-4),
belatacept (druga generacja biatka fuzyjnego Fc IgGl i CTLA-4) oraz
efalizumab przeciwcialo monoklonalne anty-LFA-1 (antygen 1 zwigzany z
funkcja limfocytow — Lymphocyte Function-Associated Antigen 1) blokujace
bezposredni kontakt komérek APC i limfocytéw T podczas prezentacji antygenu
[50,66]. Uniwersytet w San Francisco zanotowat obiecujace wyniki przeszczepu
wysp trzustkowych stosujac belatacept lub efalizumab wraz z ATG i MMF lub
sirolimusem. Wszyscy pacjenci (n=5), ktorym podawano immunosupresje
opartg o belatacept uzyskali insulinoniezalezno$¢ po jednym przeszczepie wysp.
U jednego z pacjentow po 305 dniach od transplantacji, trzeba bylo zastosowac
insuling w obnizonych dawkach, ale po drugim przeszczepie wysp trzustkowych
uzyskal ponownie insulinoniezalezno$¢. Pacjenci po terapii efalizumabem (n=5)
rowniez nie wymagali podazy egzogennej insuliny przez ponad rok po
przeszczepie, ale u dwoch z nich do osiagnieacia tego rezultatu konieczne byty
dwie transplantacje wysp. Dodatkowo, u zadnego z pacjentéw, ani po terapii
belataceptem, ani efalizumabem nie zaobserwowano efektow ubocznych [101].
Efalizumab zostat wycofany z uzytku klinicznego z powodu zanotowania
przypadku postepujacej wieloogniskowej leukoencefalopatii po terapii tym
lekiem, wigc dtugofalowe skutki stosowania nie sa znane [66]. Jezeli chodzi o
belatacept, to niedawno ukonczono badania kliniczne w ramach CIT (CIT-04),
w  ktorych zastosowano ten lek wraz =z Dbasiliximabem 1 MMF
(ClinicalTrials.gov; NCT00468403). Wyniki tych badan nie zostaly jeszcze
podane.

1.4.4. W kierunku nowych metod indukeji tolerancji immunologicznej
W przeszczepie wysp trzustkowych

Jak opisano powyzej, w transplantacji wysp trzustkowych obecnie testuje si¢
wiele roznych terapii i kombinacji lekow chemicznych i biologicznych w celu
zapewnienia ochrony przeszczepu. Zadna z tych terapii jednak nie jest
stuprocentowo skuteczna. Co wiecej, stosowaniu wielu lekow wigze si¢ z
wystepowaniem szeregu skutkow ubocznych. Komplikacje wynikajace z terapii
immunosupresyjnej i jej niecatkowita skutecznos$¢ sg waznymi czynnikami,
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ktore nie pozwalaja na stosowanie przeszczepu wysp trzustkowych jako
rytynowej metody leczenia okreslonej grupy pacjentow z cukrzyca typu 1.
Dlatego tez wciaz trwajg poszukiwania innych strategii, ktore zapewniag ochrone
przeszczepionych wysp trzustkowych na poziomie allo- i autogenicznym.

1.4.4.1. Enkapsulacja wysp trzustkowych

Jedng ze strategii ochrony przeszczepianych wysp trzustkowych przed
atakiem ze strony ukladu immunologicznego biorcy jest mechaniczna izolacja.
Pojedyncze wyspy trzustkowe moga by¢ optaszczone rdznego rodzaju
materiatami zar6wno syntetycznymi, jak i biologicznymi (mikroenkapsulacja)
lub przeszczepiane wyspy mogg by¢ razem umieszczone w sztucznym
urzadzeniu (makroenkapsulacja) [50]. Enkapsulacja ma na celu stworzenie
bariery nieprzepuszczalnej dla przeciwcial i komoérek, aby ochronié¢ przeszczep
przed atakiem ze strony ukladu immunologicznego, a jednocze$nie umozliwic
przeplyw matych czasteczek takich jak insulina i glukoza, aby przeszczepione
wyspy mialy zapewniong odpowiedniag wymiang tlenowg i dostep do sktadnikow
odzywczych. Przy wyborze odpowiedniego materiatu do enkapsulacji nalezy
wzig¢ pod uwagg zrealizowanie powyzszych celow, a przy tym nalezy rowniez
rozwazy¢ takie czynniki jak: miejsce transplantacji, metod¢ enkapsulacji,
zachowanie funkcji wysp, wytrzymato$¢ materiatu, jego czysto$¢ oraz powta-
rzalnos¢ metody [102]. Dlatego tez testowano rdézne materialy pochodzenia
biologicznego, jak: kolagen, hialuronian, fibryna, alginian, agaroza i chitosan
oraz syntetycznego, jak: kwas poliakrylamidowy, tlenek polietylenu, alkohol
poliwinylowy, polifosfazeny, polipeptydy i ich pochodne [103] na réznych
modelach zwierzecych, m.in. na myszach NOD (Non-Obese Diabetic mice),
szczurach Wistar i Lewis, psach, koniach i ssakach naczelnych. Czgs¢ metod
enkapsulacji testowanych z sukcesem na gryzoniach okazalo si¢ by¢
nieskutecznych w badaniach na wigkszych zwierzgtach [104]. Miedzy innymi
dlatego tez badan klinicznych wykorzystujacych metode enkapsulacji
przeszczepianych  wysp  przeprowadzono niewiele. Pierwszg  probe
przeszczepienia wysp trzustkowych optaszczonych otoczka alginianowa
przeprowadzono w 1994 roku. Pacjentowi podano wyspy w dwoch infuzjach
(pierwsza: 10 000 IEQ/kg, druga po pot roku: 5 000 IEQ/kg). Po drugiej dawce
wysp pacjent wymagal podawania jedynie 1-2 jednostek insuliny dziennie
(przed transplantacja uzywal 40-50 jednostek), a po 9 miesigcach osiagnat
insulinoniezalezno$¢ [105]. Ograniczeniem w interpretacji, czy przeszczepione
wyspy trzustkowe nie zostaty odrzucone dzigki enkapsulacji jest fakt, ze pacjent
otrzymywal juz leki immunosupresyjne w zwigzku z wcze$niejszym
przeszczepem nerki. W 1994 roku przeprowadzono jeszcze jedno badanie
kliniczne, w ktérym podskornie przeszczepiono wyspy trzustkowe po uprzedniej
makroenkapsulacji, tj. po zamknigciu wysp w specjalnym urzadzeniu
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zbudowanym z witdknika. Z powodu matej ilosci przeszczepionych wysp (150-
200 IEQ) nie uzyskano znacznej poprawy metabolizmu glukozy u zadnego z
pacjentow, ale po usunieciu urzadzenia od pacjentow, udowodniono, ze wyspy
zachowaty zywotno$¢ i1 funkcje [106]. Kilka lat pdzniej przeprowadzono
pierwsze badania kliniczne, w ktérym cztowiekowi podano podskornie $winskie
wyspy trzustkowe zamknigte wraz z komodrkami Sertoliego w urzadzeniu
wykonanym z kolagenu. U zadnego z pacjentow (n=12) nie zaobserwowano
komplikacji wynikajacych z ksenotransplanatcji. U potowy pacjentow
zanotowano obnizenie zapotrzebowania na egzogenna insuling po przeszczepie,
utrzymujacg si¢ do 4 lat, a dwoch pacjentow uzyskato insulinoniezalezno$¢ na
kilka miesigcy. Co wigcej, kiedy po 3 latach u jednego z pacjentow poddanych
terapii skontrolowano przeszczepione urzadzenie, stwierdzono w nim nadal
obecnos¢ funkcjonalnych komoérek [ [107]. Przeszczep optaszczonych
obcogatunkowych wysp testowano jeszcze kilkukrotnie gtdéwnie w badaniach
klinicznych przeprowadzonych przez firm¢ Living Cell Technologies Ltd.
Spotkaly sie¢ one jednak z krytyka, szczegélnie z powodu braku wynikow
wskazujgcych na produkowanie insuliny przez przeszczepione do jamy
otrzewnej wyspy trzustkowe wyizolowane od $win [103]. Wyniki badan z
ostatnich lat, w ktorych przeszczepiano ludzkie wyspy po enkapsulacji nie daja
rowniez zbyt zachecajacych wynikoéw, ale wskazujg na bezpieczenstwo tej
metody oraz, ze oplaszczanie ma potencjal blokowania niszczenia przeszczepu
przez uklad immunologiczny biorcy. W 2006 roku opublikowano rezultaty
badania, w ktorym dwoch chorych z cukrzyca typu 1 otrzymato wyspy poddane
mikroenkapsulacji z zastosowaniem mikrosfer alginianowych. W obu
przypadkach zanotowano obnizenie poziomu glukozy na czczo i redukcje
zapotrzebowania na egzogenng insuling. Zaden z pacjentéw nie uzyskal jednak
insulinoniezaleznosci [108]. Rezultaty kolejnego badania, w ktorym 4 chorych
otrzymato wyspy oplaszczone alginianem baru byly jeszcze mniej
satysfakcjonujace. U zadnego z pacjentéw nie zaobserwowano poprawy
metabolizmu glukozy, jak rdwniez nie wykryto C-peptydu, ktory wskazywalby
na podjecie funkcji przez przeszczepione wyspy. Po 16 miesigcach wykryto, ze
wyspy optaszczone alginianem zostaty w organizmie pacjentow otoczone tkankg
wioknista 1 ulegly nekrozie [109]. Nowsze wyniki badan z dootrzewnowa
transplantacja wysp mikroenkapsulowanych w algninianie sodu potwierdzaja, ze
metoda ta jest bezpieczna i skutecznie chroni przed rozwojem specyficznych
przeciwciat przeciwko przeszczepowi. U biorcow (n=4) stwierdzono obecnos¢
C-peptydu, spadek poziomu glukozy na czczo i HbA,. oraz redukcje
zapotrzebowania na egzogenng insuling. Jeden z pacjentoéw uzyskal okresowa
insulinoniezalezno$¢ [110].

Wyniki przeprowadzonych badan daja nadzieje, ze enkapsulacja moze by¢
potencjalng metoda ochrony przeszczepianych wysp przed odrzuceniem bez
koniecznosci przyjmowania lekow immunosupresyjnych. Jednakze, badania te
ro6znig si¢ znacznie, jezeli chodzi o metode enkapsulacji, ilo$¢ przeszczepionych
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wysp oraz stan pacjentéw. Dlatego trudno wyciagnac jednoznaczne wnioski, czy
metoda ta ma rzeczywiscie szans¢ zastgpi¢ dotychczasowe terapie
immunosupresyjne stosowane w przeszczepie wysp trzustkowych.

1.4.4.2. Immunomodulacja w oparciu o komérki macierzyste

Komorki macierzyste sa komorkami o zdolnosciach do samoodnawiania si¢
przez podziaty komoérkowe i roznicowania si¢ w dojrzate, wyspecjalizowane
komorki [111]. W terapii cukrzycy typu 1 ich potencjal moze znalez¢
zastosowanie w strategiach regeneracji komorek . Dodatkowo udowodniono, ze
niektore  rodzaje  komodrek  macierzystych  posiadaja  wlasciwosci
immunomodulacyjne, co moze by¢ wykorzystane z kolei do hamowania
destrukcji komorek B i do indukcji $rodowiska tolerogennego w przeszczepie
wysp trzustkowych [112-114]. Co wigcej, komdrki macierzyste wspomagaja
rewaskularyzacj¢ 1 proces angiogenezy, co byloby dodatkowym atutem ich
zastosowania w transplantacji wysp trzustkowych [115]. W terapii cukrzycy
typu 1 probowano wuzy¢ autologicznych hematopoetycznych komorek
macierzystych (HSCs — Hematopoietic Stem Cells). Celem tej terapii nie byla
regeneracja wysp trzustkowych, lecz odnowienie uktadu immunologicznego
pacjentow. Chorzy zakwalifikowani do leczenia otrzymywali najpierw leki
mobilizujgce HSCs ze szpiku do krwi obwodowej. Nastepnie komorki te byly
kolekcjonowane podczas leukaferezy i mrozone. W kolejnym etapie pacjenci
otrzymywali chemioterapi¢ niemieloablacyjna, ktorej zadaniem bylo zniszczenie
autoreaktywnych limfocytow, po czym podawano im wtasne, uprzednio zebrane
i zamrozone HSCs w celu regeneracji uktadu immunologicznego [116,117]. Po
takiej terapii okoto 66% pacjentow uzyskalo okresowg insulinoniezaleznos¢,
ktora trwala nawet 4 lata. Wyniki r6znych osrodkow, w ktérych prowadzona jest
ta terapia wskazuja, ze przeszczep autologicznych HSCs chroni komorki B
trzustki przed reakcja autoimmunologiczna (podwyzszony poziom C-peptydu,
nizsze wartosci HbA,. i1 spadek zapotrzebowania na egzogenng insuling w
porownaniu z wynikami sprzed terapii) [116-118]. Niemniej jednak, metoda ta
nie jest skuteczna u wszystkich chorych, a leki immunosupresyjne stosowane
podczas chemioterapii stanowig realne zagrozenie dla zycia pacjenta (1
przypadek $miertelny), poza tym moga prowadzi¢ do trwatej nieptodnosci.

W transplantacji wysp trzustkowych zastosowano natomiast allogeniczne
HSCs do wzbudzenia chimeryzmu mieszanego, czyli sytuacji, w ktorej w szpiku
kostnym i krwi obwodowej biorcy obecne sg zarowno jego wlasne komorki, jak
rowniez komoérki pochodzace od dawcy [119]. Celem takiego dziatania jest
indukcja tolerancji immunologicznej [120]. Badania kliniczne przeprowadzone
w osrodku w Miami, w USA, gdzie biorcy wysp trzustkowych otrzymali
allogeniczne HSCs wraz z terapia immunosupresyjna oparta o alemtuzumab nie
potwierdzily jednak skuteczno$ci tego podejscia. Nie uzyskano bowiem
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chimeryzmu hematopoetycznego, a tym samym nie udato si¢ zapobiec
odrzuceniu przeszczepu [121]. Obecnie prowadzi si¢ szereg badan pre-
klinicznych na modelach zwierzecych w celu wytworzenia chimeryzmu
mieszanego, a tym samym stworzenia Srodowiska tolerogennego w organizmie
biorcy. Stosowane obecnie strategie, poza komodrkami macierzystymi biorcy
wlaczaja do protokotu terapii réwniez leki takie, jak np. przeciwciato
monoklonalne anty-CD154 lub anty-CD3/CD8, co ma na celu uzyskanie
wigkszego 1 bardziej 1 trwalego chimeryzmu mieszanego [122].

Mowigc o komorkach macierzytych w terapii cukrzcy nalezy rowniez
wspomnie¢ o mezenchymalnych komodrkach macierzystych (MSCs — Mesen-
chymal  Stem  Cells), ktore posiadajg funkcje pro-angiogenne i
immunomodulacyjne, predysponujgce je do zastosowania takze w przeszczepie
wysp trzustkowych. MSCs majg zdolnos¢ hamowania proliferacji limfocytow T
i B oraz komoérek NK; wplywajg na aktywno$¢ komoérek dendrytycznych oraz
indukujg proliferacje limfocytow T regulatorowych [114, 123]. Dodatkowo,
komorki te  wydzielaja cytokiny przeciwzapalne 1 o dziataniu
immunosupresyjnym, oraz produkuja czynniki pro-angiogenne [124—126]. Maja
one zatem zdolno$¢ hamowania reakcji zapalnej, sprzyjaja regeneracji komorek
B, inhibicji odpowiedzi immunologicznej zaréwno o podlozu allo-, jak i
autogenicznym, a badania prekliniczne na modelach zwierzecych potwierdzity,
ze terapia MSCs poprawia skuteczno$¢ przeszczepu wysp trzustkowych [122].

Obecnie prowadzone sg badania kliniczne majace na celu potwierdzenie
bezpieczenstwa ko-transplantacji wysp trzustkowych z MSCs jako terapii
cukrzycy typu 1 (ClinicalTrials.gov; NCT00646724).

Najnowsze wyniki badan dotyczacych wlasciwosci immunomodulacyjnych i
regeneracyjnych komorek macierzystych sktaniaja ku optymistycznemu
postrzeganiu  wykorzystania tego typu terapii W przeszczepie Wysp
trzustkowych. Koniecznym jest jednak potwierdzenie bezpieczenstwa takiego
leczenia, ewentualnych skutkéw ubocznych, okreslenie skutecznej dawki i
opracowanie jednoznacznych, efektywnych protokotéw izolacji i namnazania
komorek macierzystych.

1.4.4.3. Indukcja tolerancji przez komorki T regulatorowe (Tregs)

Komorki T regulatorowe (Tregs — T regulatory cells) stanowig wazny
komponent uktadu odpornosciowego, ktory nie bierze bezposrednio udziatu w
ochronie organizmu przed potencjalnie szkodliwymi czynnikami obcymi, ale
ktory chroni przed rozwojem nadmiernej reakcji immunologicznej, mogacej
doprowadzi¢ do zniszczenia wiasnych tkanek organizmu [127-130]. Dlatego tez
ich obecnoéc i wzmozona aktywno$¢ jest pozadana w chorobach o podiozu
autoimmunologicznym, jak rdwniez u biorcoOw narzadéw, poniewaz hamuja one
zarowno reakcje auto- jak i allogeniczne, indukujac tolerancje wiasnych i
obcych tkanek [131].
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Pierwsze spekulacje na temat istnienia limfocytow supresorowych, ktore
poprzez inhibicj¢ aktywnosci limfocytow efektorowych reguluja odpowiedz
immunologiczna, pojawity si¢ we wczesnych latach 70. XX wieku [132-134].
Jednak w zwiazku z tym, ze nie dalo si¢ scharakteryzowacé i okresli¢ ich
specyficznych markerow, hipotez¢ o istnieniu limfocytow supresorowych
podawano przez lata w watpliwos¢ [135]. Dopiero w potowie lat 90. XX wieku
Sakaguchi potwierdzit, ze grupa komorek o fenotypie CD4+CD25+ pelni wazng
role w immunoregulacji, a ich usuni¢gcie prowadzi do rozwoju schorzen
autoimmunologicznych [136]. Co wigcej, odkrycie markera transkrypcyjnego
FoxP3, specyficznego dla komoérek Treg ugruntowato poglad o komoérkach T
regulatorowych [137—139]. Poziom ekspresji FoxP3 w komodrkach Treg koreluje
z ich supresyjng aktywnoscig [140], a brak tego markera jest opdowiedzialny za
rozwoj wielonarzagdowych schorzen autoimmunologicznych, co wida¢ wyraznie
w przypadku szczepu myszy scurfy oraz u 0sob ze sprz¢zonym z chromosomem
X zespolem dysregualcji immunologicznej, poliendokrynopatii i enteropatii
(IPEX — [Immunodysregulation Polyendocrinopathy Enteropathy X-linked
Syndrome) [141-143].

Komérki T regulatorowe stanowia kilka procent, zwykle mniej niz 10%
wszystkich limfocytow T CD4+ we krwi obwodowej [144] Komorki Treg sa
populacja heterognng. Mozna wérdod nich wyrozni¢: naturalne komorki Treg
(nTregs) i1 indukowane (iTregs). Pierwsze z nich sg generowane w grasicy —
nTregs [145], a drugie w obwodowych narzadach limfatycznych pod wplywem
kontaktu z antygenem prezentowanym przez komorki APC w odpowiednim
srodowisku cytokinowym [146]. Réznig si¢ one rowniez pod wzgledem
ekspresji markerow powierzchniowych. nTregs posiadajg ekspresj¢ czynnika
transkrypcyjnego Helios i FoxP3 oraz wysoka ekspresje czasteczki CD2S5,
podczas gdy iTregs sa Helios negatywne [131]. Niedawno wykazano réwniez
roznice epigenetyczne w obrebie genu FoxP3 pomiedzy dwoma typami komodrek
Treg. Okreslono mianowicie, ze nTregs wyr6znia stala demetylacja
specyficznego regionu w obrebie locus genu foxp3 nazywanego TSDR (T,.-
specific-demethylated region) [147,148]. Obecnie trwaja badania nad
okresleniem doktadnych mechanizméw dziatania supresyjnego obydwu
populacji komorek Treg. Wiadomo, Ze obie populacje mogg hamowac
aktywnos$¢ efektorowych limfocytow T CD4+, T CD8+, B, komorek NK,
komorek dendrytycznych, makrofagow i neutrofilow [149,150]. Znanych jest
kilka mechanizmow supresorowych komoérek Treg i prawdopodobnie sg one
konsekwencja heterogenno$ci komorek, na ktore dziataja limfocyty Treg, [151].
Mozna do nich zaliczy¢: kompetytywng blokade sygnalu kostymulacji przez
wigzanie CTLA-4 do CDS80 i 86, a nastepnie modulacje funkcji komorek
dendrytycznych poprzez interakcje CTLA-4-CD80/CD86, wydzielanie cytokin
immunosupresyjnych: IL-10, IL-35, synteze TGF-B (zarowno w formie
sekrecyjnej, jak 1 zwigzanej z btong komodrkows), wydzielanie granzymu i
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perforyny, inhibicj¢ proliferacji limfocytow T poprzez bezposredni transfer
cyklicznego AMP (adenozynomonofosforan) do wnetrza aktywowanych
limfocytow T CD4+ i T CD8+, konkurencj¢ o IL-2 (mitogen limfocytéw T),
indukcje IDO (indoleamine 2,3-dioxygenase) w komodrkach APC, produkcje
biatka LAG3 (lymphocyte-activation gene 3), ktéore hamuje proliferacje i
aktywacj¢ limfocytow T w podobny sposob do CTLA-4 [150-152].

Rola komorek Treg w tolerancji immunologiczne] przeszczepow
allogenicznych stata si¢ przedmiotem wielu badan [153—-155]. Wyniki uzyskane
na modelach zwierz¢cych wskazuja, ze komorki Treg indukujg allotolerancje i w
konsekwencji hamujg odrzucanie przeszczepu [156,157]. Skutecznos$¢ i
mozliwos¢ szerokiego zastosowania terapii komorkami Treg udowodniono
rowniez na modelach zwierzgcych choroby przeszczep przeciw gospodarzowi —
GvHD  (Graft versus Host Disease) [158-162] oraz schorzen
autoimmunologicznych [163—166]. W ciggu ostatnich kilku lat bezpieczenstwo
terapii komorkami Treg potwierdzono w kilku badaniach klinicznych, z czego
badania naszego zespotu byly pierwszymi badaniami na $wiecie, w ktorych
komorki Treg uzyto z powodzeniem najpierw w terapii GvHD, a nastepnie w
cukrzycy typu 1 [167-169].

Badania na modelach zwierzgcych udowodnity, ze komorki Treg pelnig
wazng rol¢ w patogenezie cukrzycy typu 1. Usunigcie komoérek Treg u myszy
NOD powoduje gwattowny rozwoj cukrzycy o podtozu autoimmunologicznym.
Z kolei podanie komorek Treg pozwala na zahamowanie postgpu choroby [170—
172]. Jednak informacje dotyczace roli komorek Treg w patogenezie cukrzycy
typu 1 u ludzi sg niejednoznaczne. Cze$¢ opublikowanych do tej pory prac
wskazuje, ze liczba tych komorek u chorych na cukrzyce typu 1 jest obnizona,
cze$¢, ze jest podwyzszona, a jeszcze inne donosza, ze jest taka sama jak u 0sob
zdrowych, Sprzeczne sa rowniez informacje na temat funkcjonalnosci komorek
Treg u tej grupy pacjentow [173]. Nie da si¢ jednak tych wynikéw obiektywnie
porownaé, gdyz roznig si¢ one pod wzgledem markerow, ktore brane byly pod
uwage w celu identyfikacji komodrek Treg, a przede wszystkim badano chorych
w réznym czasie od pierwszej manifestacji cukrzycy, co niewatpliwie ma wptyw
na stan aktywacji i wyczerpania uktadu immunologicznego oraz samych
komoérek Treg. Dodatkowo, wiekszos¢ badan dotyczyto limfocytow Treg we
krwi obwodowej, natomiast istotne z punktu widzenia patogenezy cukrzycy
zmiany moga dotyczy¢ komorek Treg obecnych w weztach chtonnych trzustki
[173,174]. Istnieje takze poglad, ze funkcja i liczba komorek Treg nie ulega
zmianie w cukrzycy typu 1, lecz problem stanowig komorki efektorowe, ktore
ulegaja hiperaktywacji i sa odporne na mechanizmy supresorowe komorek Treg
[175,176]. Niemniej jednak, pierwsze badanie kliniczne z zastosowaniem
komoérek Treg u dzieci ze $wiezo zdiagnozowana cukrzyca typu 1, ktore
przeprowadzil nasz zespdt badawczy wskazujg, ze terapia limfocytami Treg
chroni komoérki B przed zniszczeniem na przestrzeni lat i znacznie poprawia
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kontrole glikemii [177,178]. Obecnie trwajg takze badania kliniczne, w ktorych
komorki Treg podawane sa dorostym (ClinicalTrials.gov; NCT01210664).

Badania prekliniczne i kliniczne dotyczace zastosowania komorek Treg w
przeszczepach allogenicznych 1w schorzeniach o podlozu auto-
immunologicznym pozwalaja stwierdzi¢, ze terapia ta moze przynie$¢
szczegodlne korzysci w transplantacji wysp trzustkowych. Wynika to z faktu, ze
komorki Treg majg zdolnos¢ hamowania nie tylko odpowiedzi na allogeniczny
przeszczep, jakim sga wyspy pochodzace od dawcy, ale maja tez zdolnos¢
hamowania mechanizmoéw, ktore wczesniej doprowadzily do zniszczenia
wlasnych komorek [ pacjenta. Pierwsze badania prekliniczne na
humanizowanych modelach mysich przeszczepu wysp trzustkowych
udowodnity, ze ludzkie komoérki Treg mogg by¢ skutecznym narzedziem w
indukcji tolerancji immunologicznej 1 przyczyni¢ si¢ do eliminacji lub
zmniejszenia dawki stosowanych do tej pory lekow immunosupresyjnych, ktore,
jak to zostalo omowione powyzej, powoduja szereg skutkdw ubocznych
[179,180]. Majac na wzgledzie obecny stan wiedzy i prace przygotowawcze
wielu zespolow, nalezy si¢ spodziewac, ze pierwsze badania kliniczne, w
ktorych komorki Treg zostang podane pacjentom po przeszczepie wysp
trzustkowych zostang wkrotce zainicjowane. Aby zwigkszy¢ szans¢ powodzenia
takiej terapii, obie metody, zard6wno izolacji i transplantacji wysp trzustkowych,
jak i ekspansji komorek Treg wymagaja optymalizacji do warunkoéw klinicznych
i okre$lenia czynnikow, ktore mogg poprawic ich skutecznosc.
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2. CELE PRACY

Celem pracy bylo opracowanie i optymalizacja nowej terapii
komorkowej w cukrzycy typu 1 w oparciu o przeszczep wysp trzustkowych
z zastosowaniem komorek T regulatorowych do indukcji tolerancji
immunologicznej.

Zadanie to realizowano poprzez:

e optymalizacje wyboru dawcy trzustki w celu poprawy wydajnosci
izolacji wysp trzustkowych - okreslenie nowego czynnika selekcji dawcy

e modyfikacj¢ protokotu ekspansji komorek Treg zgodng z warunkami
dobrej praktyki laboratoryjnej (Good Laboratory Practice; GLP) - dobor
pozywki hodowlanej

e dobdr metody krioprezerwacji komodrek Treg, ktéra moglaby zostac
wykorzystana do celéow klinicznych

e analiz¢ wptywu wybranych lekéw immunosupresyjnych stosowanych w
przeszczepie wysp trzustkowych na komorki Treg

e opracowanie metody lokalnej immunoprotekcji wysp trzustkowych z
wykorzystaniem komorek Treg
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3. NAJWAZNIEJSZE SPOSTRZEZENIA Z PREZENTOWANYCH
PRAC WCHODZACYCH W SKLEAD ROZPRAWY DOKTORSKIEJ

3.1. Wazrost dawcy trzustki jako dodatkowy czynnik przy wyborze
odpowiedniego dawcy, wplywajacy na powodzenie izolacji wysp
trzustkowych

Wang LJ., Cochet O., Wang XJ., Krzystyniak A., Misawa R., Golab K., Tibudan M.,
Grose R., Savari O., Millis JM., Witkowski P. Donor height in combination with islet
donor score improves pancreas donor selection for pancreatic islet isolation and
transplantation. Transplant Proc. 2014, 46, 6, 1972-1974.

Na powodzenie izolacji i transplantacji wysp trzustkowych wplywa szereg
czynnikdéw 1 kazdy etap, zarowno izolacji, jak i transplantacji ma tu znaczenie.
Juz sam wybdr odpowiedniego organu, z ktérego zostang wyizolowane wyspy
jest niezmiernie wazny. Pozwala bowiem unikng¢ nieskutecznych izolacji,
zakonczonych uzyskaniem niewystarczajacej ilosci wysp dobrej jako$ci, nie
pozwalajacych na transplantacje, a tym samym zaoszczgdzi¢ naktady finansowe,
materialy i czas.

Od poczatku ery izolacji ludzkich wysp trzustkowych probowano okresli¢
czynniki wplywajace na jej powodzenie, a zwlaszcza parametry, ktore
pozwolityby oceni¢ czy uzycie danego organu moze da¢ pozadang ilo$¢ wysp
dobrej jakosci [24,30,181-185]. W 2005 roku osrodek w Edmonton
zaproponowal kompleksowy system punktowej oceny potencjalnego dawcy —
IDS (Islet Donor Score), majacy na celu poprawe selekcji organow, ktore moga
zapewnic izolacj¢ trzustkowa zakonczong sukcesem [27]. System ten bierze pod
uwage wiele czynnikow i przyznaje punkty w zaleznos$ci od wagi znaczenia
danego czynnika. Sa to miedzy innymi: wiek, BMI, wyniki badan
morfologicznych krwi, historia leczenia, przyczyna $mierci dawcy, metoda
pobrania organu oraz czas zimnego niedokrwienia [27].

Nasz zespot badawczy zaproponowal dodanie wzrostu dawcy jako
niezaleznego czynnika, ktory wraz z analiza IDS pozwoli na wybdr
odpowiedniego dawcy trzustki, aby zapewni¢ skutecznag izolacje wysp.
Przeanalizowalismy 22 izolacje wysp trzustkowych dokonane w naszym
o$rodku w latach 2011-2012. Parametry dawcy zostaly zebrane na podstawie
danych umieszczonych w sieci UNOS (United Network for Organ Sharing).
Wyniki IDS zostaly zanalizowane wedtug tabeli udostepnionej przez Zespot
Izolacji Wysp Trzustkowych z Uniwersytetu Alberta, Edmonton, Kanada.
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Tabela 1. Punktowa ocena dawcy trzustki — IDS (Islet Donor Score) na podstawie
systemu opracowanego przez zespot z Uniwersytetu Alberta, Edmonton, Kanada [27].

PARAMETR PlggggY PUNKTY W ZALEZNOSCI OD PARAMETRU
<20 (20-25| 26-35 36-55 56 - 65 > 65
Wiek (lata) 20
15 15 15 20 10 5
<20 [20.1-25]| 25.1-30 |30.1-35 >35
BMI (kg/m?) 15
5 10 12 15 12
Czas zimnego <3 3-8 8.1-12 >12
niedokrwienia - 15
CIT (godziny) 12.5 15 10 5
. markery
speeyfemne | markery | PeEYome
Wyniki badania womie | *P 0za ozary e
ki ’ i* 5 norl’rmq** noﬁnq*** TETEeEy
rwi poza norma
5 2 4 0
brak zatrzymanie nad::izgrwa nadci$nienie
Historia leczenia 5 gkejiiserca || fohelu. | ‘7imicze
5 -15 3 -10
Pobyt w szpitalu 5 <2 24 5-7 >8 dni
(dni) 5 3 2 0
Leki 0 1 2 >3
wazopresyjne 5
(liczba uzytych) 5 3 0 -5
obrazenia | obrazenia
anoksja ciata z cialabez | zdarzenie
(niedotleni | urazami urazow | naczyniowo
Przyczyna zgonu 20 enie krwi) jamy jamy -moézgowe
brzusznej | brzusznej
0 8 10 20
Zespét s inny niz
pobierajacy 10 wiasny
organ 10 5
Suma (OCENA) 100

* warto$ci prawidtowe wedtug lokalnych standardow

** markery specyficzne to: poziom glukozy, amylazy, lipazy. Warto$ci poza norma w
stanie Illinois, USA: glukoza >200 mg/dl (lub >11,1 mmol/l); amylaza >200 U/l; lipaza
>190 U/l

*** inne markery to: AST (aminotransferaza asparaginowa), ALT (aminotransferaza
alaninowa), kreatynina, BUN (azot mocznika we krwi — Blood Urea Nitrogen). Wartosci
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poza normg w stanie Illinois, USA: AST >40 IU/I; ALT >50 IU/l; kreatynina
>1.38 mg/dl; BUN >24 mg/I.

Na podstawie 22 przeprowadzonych przez nas izolacji zestawiliSmy
informacje dotyczace ilosci uzyskanych wysp wyrazone przez IEQ z wagg
trzustki, faktem czy wyspy zostaty zakwalifikowane do przeszczepu w oparciu o
IDS, jak rowniez wilaczyliSmy do analizy wzrost kazdego dawcy trzustki. Do
okreslenia zalezno$ci pomiedzy wymienionymi danymi w analizie statystycznej
postuzono si¢ wspotczynnikiem korelacji Pearsona.

Podczas wszystkich izolacji wysp trzustkowych, do ktorych uzyto trzustek
od dawcow z IDS wigkszym niz 80 uzyskano wigcej niz 300 000 IEQ. 80% (4/5)
wysp trzustkowych wyizolowanych od tych dawcow zostalo przeszczepionych.
Wszyscy dawcy w tej grupie charakteryzowali si¢ wzrostem 179 + 3 cm. Gdy
IDS byto mniejsze niz 80, tylko w 17% przypadkow (3/17) udato si¢ uzyskac
wigcej niz 300 000 IEQ. Wszystkie trzy izolacje zakonczone zostaty
transplantacjg. W tych trzech przypadkach, pomimo IDS <80, wzrost dawcy
wynosit >175 cm. Analiza statystyczna zebranych przez nas danych pozwolita
stwierdzi¢, ze wzrost dawcy jest niezaleznym parametrem, ktory koreluje z waga
trzustki, IDS oraz uzyskang ilo$cia wysp wyrazong w IEQ przed- oraz po
oczyszczeniu wysp na gradiencie ciagltym.

Tabela 2. Analiza korelacji pomigdzy wzrostem dawcy a: IEQ przed- (Pre-IEQ) i po
oczyszczaniu wysp w gradiencie (Post-IEQ), IDS i waga trzustki (n=22).

Wzrost Pre-IEQ Post-IEQ IDS Waga trzustki
dawcy

r 0,5486 0,5534 0,5919 0,4882

P 0,0082 0,0093 0,0037 0,02121

Skréty: IEQ — islet equivalent, ekwiwalent wysp trzustkowych; IDS — Islet Donor Score,
punktowa ocena dawcy trzustki.

Zrodto:

1) Wang LJ., Cochet O., Wang XIJ., Krzystyniak A., Misawa R., Golab K., Tibudan M.,
Grose R., Savari O., Millis JM., Witkowski P. Donor height in combination with islet
donor score improves pancreas donor selection for pancreatic islet isolation and
transplantation. Transplant Proc. 2014, 46, 6, 1972-1974.

W parametrach branych pod uwage w IDS w przypadku BMI dawcy mozna
przyzna¢ 15 punktow ze 100, gdy jest ono w zakresie 30,1-35 [27]. Jednak, na
podstawie BMI nie da si¢ jednoznacznie przewidzie¢ wagi trzustki i ilosci wysp
trzustkowych, ktore bedzie mozna z niej wyizolowaé. Trzustka u dawcéw z BMI
w takim zakresie moze bowiem zawiera¢ tkanke tluszczowsa, nie zawierajac
wigkszej ilosci wysp. Aby zwigkszy¢ przewidywalnos¢ wagi trzustki od danego
dawcy, a tym samym ilo$¢ wysp trzustkowych w organie zaproponowaliSmy
dodanie wzrostu jako kolejnego parametru przy ocenie potencjalnych dawcow
trzustki. System IDS pozwala stwierdzi¢, ze przy punktacji wigkszej niz 80
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szanse na transplantacje wysp trzustkowych po izolacji wynosza 50% [27]. W
naszym osrodku otrzymywali$my podobne wyniki, gdy sam IDS byt brany pod
uwage. Jednak, w niniejszej pracy udowodniliSmy, ze wzrost dawcy jako
niezalezny parametr jest skorelowany z wagg trzustki oraz ilo$cig ekwiwalentow
wysp trzustkowych uzyskanych podczas izolacji. Co wigcej, gdy brany jest pod
uwage wzrost dawcy (179 = 3 cm) wraz z IDS, czgstotliwo$¢ transplantacji po
izolacji wysp trzustkowych wzrasta do 80%. Nasza anzaliza wskazuje, ze wzrost
dawcy powinien by¢ brany pod uwage podczas oceny dawcy trzustki wedtug
IDS, aby zapewni¢ optymalng selekcje organu, ktdra zapewni izolacje wysp
trzustkowych zakonczong transplantacja.

3.2. Komérki T regulatorowe jak narzedzie terapeutyczne do indukeji
tolerancji immunologicznej w przeszczepie wysp trzustkowych

Krzystyniak A., Golab K., Witkowski P., Trzonkowski P. Islet cell transplant and the
incorporation of Tregs. Curr Opin Organ Transplant. 2014, 19, 6, 610-615.

Transplantacja wysp trzustkowych moze by¢ skuteczng metoda terapii
cukrzycy typu 1, szczegdlnie u pacjentéw, u ktorych cukrzycy towarzysza
napady nie§wiadomej hipoglikemii. Pomimo ulepszen w samej metodzie izolacji
wysp oraz przetlomu jaki nastapit po opublikowaniu protokotu Edmonton, ktory
zaktadat wyeliminowanie diabetogennych steroidow jako lekéw immuno-
supresyjnych przy transplantacji wysp trzustkowych [53], wcigz nie jest to
metoda w pelni skuteczna, a gldéwny problem stanowi konieczno$¢ stosowania
dozywotniej immunosupresji, czesto zwigzanej, jak to opisano powyzej, z
wieloma skutkami ubocznymi.

W naszej pracy sprobowaliSmy okresli¢ potencjal 1 szanse terapii
komoérkami Treg do zapobiegania odrzucania przeszczepu wysp trzustkowych
na podstawie wynikow dotychczas przeprowadzonych badan preklinicznych i
wiedzy dotyczacej komoérek Treg. Zidentyfikowali§my takze problemy, ktoére
moga by¢ zwigzane z taka terapia i podjeliSmy probe przedstawienia mozliwych
rozwigzan.

Jednym z probleméw do rozwazenia podczas transplantacji wysp
trzustkowych z jednoczesng infuzja komorek Treg jest miejsce podania zarowno
wysp, jak i komorek Treg. Podane dozylnie limfocyty Treg moga mie¢
ograniczong zdolno$¢ migracji do miejsca przeszczepu, a nastepnie do weztdw
chlonnych, co z kolei, jak udowodniono, jest warunkiem koniecznym, aby
mogly one skutecznie hamowa¢ odpowiedz komoérek T efektorowych [186].
Jezeli chodzi o wyspy trzustkowe, to w miejscach przeszczepu, gdzie dochodzi
do bezposredniego kontaktu wysp z krwig, narazone sg one na atak ze strony
odpowiedzi nieswoistej i uktadu dopelniacza [187], z czego ostatni nie jest w
petni hamowany przez komorki Treg. Rozwigzaniem moze by¢ tu jednoczesny
przeszczep wysp trzustkowych i komoérek Treg w miejsca, gdzie nie ma
bezposredniego kontaktu z krwig obwodowa, takie jak: szpik kostny, mig$nie
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szkieletowe, trzustka, torebka nerki. W przypadku jednoczesnego podania
komoérek Treg 1 wysp trzustkowych w wyzej wymienione migjsca problem
stanowi¢ moze akumulacja insuliny, ktora wplywa negatywnie na sekrecje¢ IL-10
przez komorki Treg [188], co jest z kolei jednym z waznych mechanizmow
supresorowych tych komorek. Potencjalnie, podawanie egzogennej insuliny
pacjentowi w pierwszych dniach po transplantacji, mogloby zahamowac
produkcj¢ insuliny przez przeszczepione komorki B, a komorki Treg do czasu
odstawienie insulinoterapii moglyby znajdowac si¢ juz w weztach chtonnych i
rozpoczg¢ dziatanie supresorowe. Innym rozwigzaniem zapewniajacym
pozadana migracj¢ limfocytow Treg, moze by¢ stymulacja tej migracji przez
zastosowanie chemokin, np. CCL22 (Chemokine (C-C motif) Ligand 22;
chemokina 22 typu C-C). Badania na transgenicznych modelach mysich
charakteryzujgcych si¢ ekspresja genu CCL22 w wyspach trzustkowych
wykazaty, ze moze to by¢ skuteczna metoda hamujaca rozwdj cukrzycy [189]
oraz zapewniajaca ochron¢ przeszczepionych wysp [190]. Klinicznie, wyspy
trzustkowe moglyby by¢ optaszczone polimerami zawierajagcymi chemokiny lub
przeszczepiane jednoczesnie z mikrosferami, ktore maja zdolnos¢ uwalniania
chemokin. Metoda enkapsulacji wysp trzustkowych z zastosowaniem CCL22
lub/i CXCL12 (C-X-C Chemokine Ligand 22; chemokina 22 typu C-X-C) jest
obecnie optymalizowana przez naszy zespol badawczy. Indukcja migracji
komoérek Treg do miejsca przeszczepu mogltaby roéwniez pozwoli¢ na
ograniczenie liczby komorek Treg potrzebnych do skutecznego hamowania
odrzucania przeszczepu, gdyz databy mozliwo$¢, aby wigcej limfocytow Treg
podjeto funkcje supresorowa po migracji do przeszczepu, a nastgpnie do
lokalnych weztéw chionnych.

Wiele nowych publikacji podaje, ze antygenowo specyficzne limfocyty Treg
sa skuteczniejsze w hamowaniu reakcji immunologicznej niz komorki
poliklonalne [191-193]. Zastosowanie antygenowo-specyficznych limfocytow
Treg mogtoby réwniez zminimalizowaé ilo§¢ tych komorek potrzebnych do
indukgcji tolerancji immunologicznej. Jednakze, w wypadku przeszczepu wysp
trzustkowych, koniecznym byloby wygenerowanie limfocytow Treg
specyficznych pod wzgledem antygenéw dawcy, jak i specyficznych antygenow
komorek B, ktore sa rozpoznawane przez uktad immunologiczny chorego w
procesie patogenezy cukrzycy typu 1.

Innym problemem moze by¢ logistyka zwigzana z jednoczesng infuzjg
komorek Treg i przygotowaniem wysp trzustkowych do transplantacji, czyli ich
izolacji w zaleznosci od dostepnosci dawcy organu. W tym wypadku, idealnym
rozwigzaniem bylaby krioprezerwacja komoérek Treg, a nastepnie przygotowanie
ich do infuzji w momencie dostgpnosci wysp trzustkowych. Jednak, jak to
zostanie szerzej omowione pozniej, z krioprezerwacja Tregéw wiaze sie wiele
problemow i wyzwan [194].

Kolejnym zagadnieniem, ktére zostalo omowione w niniejszej publikacji
jest bezpieczenstwo terapii komorkami Treg. Podczas dotychczas prowadzonych
badan klinicznych nie zanotowano efektow ubocznych towarzyszacych infuzji



Karolina Golgb 38

tych komorek [167,169,178,195]. Co wigcej, w jednych z badan udowodniono,
ze komorki Treg wspomagaja wrecz odporno$é na wirusa cytomegalii u
pacjentdow po transfuzji hematopoetycznych komorek macierzystych [168].
Dhugofalowe skutki terapii komorkami Treg nie sg jeszcze znane. Nalezy bra¢
pod uwagg, ze limfocyty Treg moga wspomaga¢ hamowanie odpowiedzi
immunologicznej przeciwko komorkom nowotworowym, a tym samym
wspiera¢ proces karcenogenezy. Nie ma jednak jednoznacznych wynikow,
potwierdzajacych, ze infuzja komoérek Treg ma takie dziatanie.

Argumentem przemawiajacym za wykorzystaniem komoérek Treg do
indukcji tolerancji immunologicznej w przeszczepie wysp trzustkowych jest
fakt, ze jak potwierdzaja wyniki badan klinicznych naszego zespotu, maja one
zdolno$¢ hamowania odpowiedzi autoimmunologicznej w cukrzycy typu 1
[195,178]. Ponadto silnym argumentem potwierdzajacym zasadnosc
zainicjowania pierwszych badan klinicznych opartych o jednoczesng
transplantacje komoérek Treg i wysp trzustkowych jest dzialaniu supresorowe
komorek Treg w stosunku do odpowiedzi allogenicznej [156,157]. W naszej
pracy, podsumowali§my wazne zagadnienia i problemy, ktore moga pomdc w
planowaniu, a nast¢pnie interpretacji wynikow takich badan.

3.3. Optymalizacja ekspansji komorek T regulatorowych poprzez doboér
odpowiedniej pozywki hodowlanego

Golab K., Krzystyniak A., Marek-Trzonkowska N., Misawa R., Wang LJ., Wang X.,
Cochet O., Tibudan M., Langa P., Millis JM., Trzonkowski P., Witkowski P. (2013)
Impact of culture medium on CD4'CD25"$"CD127"™¢ Treg expansion for the
purpose of clinical application. Int. Immunopharmacol. 2013, 16, 3, 358-363.

W zdrowym organizmie liczba komoérek Treg utrzymuje si¢ na stalym
poziomie i wynosi okoto kilku procent wszystkich limfocytow T CD4+ w krwi
obwodowej [144]. Tymczasem badania prekliniczne pokazuja, ze aby doszto do
skutecznej ochrony przeszczepu przed odrzuceniem, liczba komodrek Treg
powinna stanowi¢ co najmniej 50% liczby komorek T efektorowych [196,197].
Jedng ze strategii, aby zmieni¢ proporcje komorek Treg do komoérek T
efektorowych jest infuzja namnozonych in vitro komoérek Treg [198]. Metody
izolacji limfocytow Treg z krwi obwodowej oraz ich namnazania sg znane juz
od pewnego czasu [199-201]. Ostatnie lata przyniosly rowniez rozwoj tych
metod poprzez miedzy innymi zastosowanie nowych markeréw komorek Treg
[202,203], ktére moga stuzy¢ do ich izolacji czy tez wykorzystanie sztucznych
komérek prezentujacych antygen podczas ekspansji do stymulacji proliferacji
[204]. Sukces ekspansji komorek Treg jest rdwnowazny z otrzymaniem jak
najwickszej liczby tych komorek przy zachowaniu ich fenotypu i
funkcjonalnosci. Cel ten jednak nie jest wcigz w pemi osiggalny przy
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zastosowaniu wspoétczesnie znanych metod. Co wigcej, mato wiadomo na temat
czynnikow, ktére moga warunkowac ten sukces. Jednym z waznych elementow,
ktére moga wptywac¢ na powodzenie ekspansji komorek Treg jest zastosowanie
odpowiedniej pozywki hodowlanej i jej suplementacja. Opublikowane do tej
pory badania wskazuja, ze pozywka hodowlana ma wplyw na wyniki ekspansji i
fenotyp wszystkich limfocytow T CD4+ [205]. W naszej pracy zbadalisSmy i
poréwnalismy wptyw kilku dostgpnych na rynku pozywek hodowlanych
suplementowanych ludzka surowica (HS — Human Serum) lub surowica bydlgca
(FBS — Fetal Bovine Serum) na ekspansj¢ komorek Treg.

Komorki Treg izolowane byly z kozuszkow plytkowo-leukocytarnych
pochodzacych od zdrowych dawcow (LifeSource, Chicago, USA) w
kilkuetapowym procesie. Najpierw izolowano jednojgdrzaste komorki krwi
obwodowej (PBMCs — Peripheral Blood Mononuclear Cells) poprzez
wirowanie w gradiencie gestosci na Ficoll’u (1,077 g/ml; AG Biochrom, Berlin,
Niemcy), z ktorych nastgpnie pozyskiwano limfocyty T CD4+ metodg
negatywnej izolacji immunomagnetycznej (zestaw Human CD4+ T Cell
Enrichment; Stem Cell Technologies, Vancouver, Kanada). Nastepnie limfocyty
T CD4+ znakowano przeciwcialami monoklonalnymi i sortowano je zgodnie z
fenotypem CD4+CD3+CD25hiCD12710/-CD8-CD16-CD19- przy uzyciu sortera
komoérkowego FACSAria III (BD Bioscience, San Jose, USA). Wyizolowane
komoérki Treg byty liczone i réwno dzielone do hodowli w nastepujacych
pozywkach: X-VIVO 20 (Lonza, Walkersville, USA), SCGM (CellGenix,
Freiburg, Niemcy), RPMI 1640 (Cellgro, Manassas, USA), ktore byly
suplementowane albo HS w stezeniu 10%, albo FBS w takiej samej ilosci i
zawieraly IL-2 (1000 U/ml). Komoérki Treg w kazdej z kombinacji byty
namnazane przez 17 dni i stymulowane kulkami magnetycznymi optaszczonymi
przeciwciatami anty-CD3 i anty-CD28 (LifeTechnologies, Carlsbad, USA),
ktére byly dodawane w pierwszym i si6dmym dniu hodowli. Podczas ekspansji
monitorowali§my fenotyp komoérek Treg w kazdej hodowli poprzez analize
ekspresji markerow: CD4, CD3, CD25, CD127, CD45RA, CD62L oraz FoxP3 z
zastosowaniem cytometrii przeptywowej. Po uptywie 17 dni komorki Treg byty
zbierane i liczone, aby okresli¢ intensywnos¢ ich proliferacji w kazdej z
prowadzonych hodowli. Dodatkowo, aby sprawdzi¢, czy funkcjonalnos¢
komorek Treg zostata zachowana, wykonywaliSmy test hamowania proliferacji
komoérek T efektorowych przez limfocyty Treg. Podczas tego testu komorki
Treg mieszane byty z komdrkami T efektorowymi wybarwionymi uprzednio
barwnikiem CFSE (carboxyfluorescein diacetate succinimidyl ester) w
proporcjach 1:1, 1:2, 1:8. CFSE jest zwiazkiem, ktory wnika do cytoplazmy 1i
przekazywany jest do komdrek potomnych w réwnych czesciach. W zwiazku z
tym obnizenie fluorescencji barwnika w komorkach odzwierciedla stopien ich
proliferacji. Limfocyty byly ponadto stymulowane IL-2 oraz kulkami
magnetycznymi optaszczonymi przeciwciatami anty-CD3 i anty-CD28 i
hodowane razem przez 4 dni. Nastepnie, rozcienczenie CFSE mierzone byto z
zastosowaniem cytometru przeptywowego.
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Z zebranych przez nas danych wynika, ze zastosowanie do hodowli pozywki
X-VIVO 20, ktéra spetnia kryteria GLP daje najlepsze wyniki, jezeli chodzi o
otrzymanie jak najwigkszej liczby komorek Treg. Liczba podwojen limfocytow
Treg hodowanych w pozywce X-VIVO 20 suplementowanej 10% HS wynosila
86, podczas gdy w przypadku pozywek SCGM 10% HS i RPMI 1640 10% HS
wynosity one odpowiednio 49 i 45. Podobnie wysoka liczb¢ podwojen dla
pozywki X-VIVO 20 otrzymalismy, kiedy pozywka suplementowana byta 10%
FBS - liczba podwojen wyniosta wowczas 82.

Rycina 1. Wzrost liczby komdrek Treg po 17 dniach ekspansji in vitro w zaleznosci od
uzytego medium hodowlanego i suplementacji. Dane pochodza z 7 przeprowadzonych
niezaleznych eksperymentéw. Liniami zaznaczono mediang liczby podwojen komorek
Treg. Warto$¢ p obliczono za pomoca testu kolejnosci par Wilcoxona.
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Co wigcej, komoérki Treg hodowane w pozywce X-VIVO 20 z 10% HS
charakteryzowaty  si¢  najwyzszym  poziomem  ekspresji  czynnika
transkrypcyjnego FoxP3 mierzonym jako intensywno$¢ fluorescencji barwnika
zwigzanego z przeciwciatem anty-FoxP3.
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Rycina 2. Rdoznice w ekspresji FoxP3 w dniach 1, 8, 11 i 17 ekspansji komorek Treg w
zalezno$ci od uzytego medium hodowlanego i suplementacji. Dane przedstawiaja
mediang intensywnos$ci fluorescencji 1 pochodza z co najmniej 5 niezaleznych
eksperymentow. Warto$¢ p obliczono przy uzyciu testu Manna-Whitneya.

MEDIANA
INTENSYWNOSCI
FLUORESCENCJI FoxP3

Jezeli chodzi o inne markery komodrek Treg, to nie odnotowaliSmy
znaczacego wpltywu pozywki hodowlanej i zastosowanej surowicy na ich
ekspresje. Procent komorek o fenotypie CD25hiCD127lo/- w populacji Treg byt
utrzymany na wysokim poziomie przez calg ckspansj¢. Zaobserwowalismy
jedynie zmniejszenie frekwencji komorek CD45RA+ wraz z czasem trwania
hodowli, co moze by¢ wynikiem stymulacji i oznacza, ze w jej wyniku odsetek
komorek naiwnych w hodowli sukcesywnie spada. Ten efekt nasz i inne zespoty
badawcze zabserwowaty juz wezesniej [206,207].

Komorki Treg po ekspansji we wszystkich zastosowanych przez nas
warunkach  wykazaty zdolno$¢ hamowania proliferacji komorek T
efektorowych.

Niniejsza praca pozwolita na okreslenie, ze pozywka hodowlana ma wptyw
na potencjat ekspansji komorek T regulatorowych. Dobor odpowiedniej pozywki
pozwoli na optymalizacje ekspansji komorek Treg, a co za tym idzie umozliwi
otrzymanie jak najwiekszej liczby tych komodrek bez zmiany najistotniejszych
cech fenotypu i funkcji, co jest niezwykle waznym czynnikiem wptywajacym na
sukces terapii komorkami Treg.



Karolina Golgh 42

3.4. Krioprezerwacja komorek T regulatorowych na skale kliniczng —
problemy i wyzwania

Golab K., Leveson-Gower D., Wang XJ., Grzanka J., Marek-Trzonkowska N.,
Krzystyniak A., Millis JM., Trzonkowski P., Witkowski P. Challenges in
cryopreservation of regulatory T cells (Tregs) for clinical therapeutic applications.
Int Immunopharmacol. 2013, 16, 3, 371-375.

Z praktycznego punktu widzenia, terapia komorkami Treg, w szczego6lno$ci
jako narzedzie do indukcji tolerancji immunologicznej w przeszczepie wysp
trzustkowych bytaby znacznie utatwiona, gdyby komorki te lub populacje, z
ktorych moznaby je wyizolowa¢ byly zamrazane i przechowywane w bankach
komorek az do czasu, kiedy zajdzie potrzeba podania ich pacjentowi. Takie
rozwigzanie pomogloby w planowaniu terapii, przygotowaniu pacjenta oraz
umozliwiatoby ewntualne ponowne infuzje komoérek Treg, niezmienionych pod
wplywem terapii immunosupresyjnej zastosowanej u pacjenta [200,208].

W naszej pracy omowilismy problemy i wyzwania zwigzane z
krioprezerwacjg komoérek T regulatorowych oraz komorek, ktore moga by¢
przechowywane jako material wyjsciowy do ich izolacji. Szczegdlna uwage
poswigcilismy potencjalnym efektom mrozenia/rozmrazania na zachowanie
zywotnosci, fenotypu i funkcjonalnosci przez populacje komoérek Treg, co moze
mie¢ znaczacy wplyw przy krioprezerwacji majacej na celu zastosowanie
kliniczne.

Jako material wyjsciowy do izolacji komorek Treg mogg stuzyc
wyizolawane z krwi pacjenta komérki PBMC. W istocie, w wielu badaniach
klinicznych, w ktorych zastosowano komorki Treg, komorki te selekcjonowano
wlasnie z weczesniej wyizolowanych PBMCs [169,201,209]. Jednak, jak
pokazuja badania, w ktorych oceniano wptyw kriozprezerwacji na odsetek
komorek Treg w PBMCs, liczba ta spada po rozmrozeniu probek [210-212]. Nie
wiadomo czy jest to zwigzane z niestabilnoscig specyficznych markerow
komorek Treg (CD25, CD127, FoxP3) podczas krioprezerwacji, czy z sama
wrazliwo$cig populacji na proces mrozenia/rozmrazania. Dodatkowo, podczas
izolacji komorek Treg z PBMCs narazone sg one na inne czynniki, takie jak:
wigzanie przeciwcial, przeptyw przez kolumny magnetyczne lub/i pole
elektryczne w sorterze, wielokrotne wirowania i ptukania, co moze przyczynic
si¢ do obnizenia ich zywotnosci i funkcjonalnosci. W efekcie liczba uzyskanych
komorek Treg moze by¢ niewystarczajaca do zainicjowania ekspansji na skale
kliniczng.

Dodatkowym problemem, ktory nalezy rozwazy¢é przy zastosowaniu
krioprezerwacji w  terapii  komorkami  Treg jest sam  wplyw
mrozenia/rozmrazania na zachowanie funkcjonalnosci przez komorki. Jak
pokazuja badania przeprowadzone na PBMCs, mrozenie moze upos$ledzac
proliferacje, sekrecj¢ cytokin, produkcje biatek i ekspresj¢ mRNA. Wymienia
si¢ kilka mechanizmow, ktére sg za to odpowiedzialne. Sg to migdzy innymi:
stres oksydacyjny, uszkodzenie przez formujace si¢ w komorce krysztaly lodu,
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zmiany osmozy oraz homeostazy jonowej sodu i potasu, jak roéwniez
zainicjowanie szlaku apoptozy [213]. Powaznym zagrozeniem ze strony
krioprezerwacji, jesli chodzi o funkcj¢ komorek Treg, jest zaburzona po
mrozeniu  produkcja cytokin, szczegdlnie interleukiny-10 (IL-10), co
udowodniono w badaniach na PBMC [214]. Sekrecja IL-10 jest natomiast
jednym z istotnych mechanizméow supresorowych komorek Treg [215]. Co
wigcej, na podstawie badan wptywu mrozenia/rozmrazania na komorki PBMC,
zauwazono, ze po rozmrozeniu spada frekwencja komorek z ekspresja selektyny
L (CD62L) [216,217] oraz receptora 5 chemokin typu C-C (CCRS — Chemokine
(C-C motif) receptor 5). Obydwa te markery petnig kluczowg role w aktywnosci
komoérek Treg. Brak ekspresji CCRS na limfocytach Treg zwigzany jest z
ograniczong zdolnosciag hamowania odpowiedzi immunologicznej w GvHD
[218], a brak CD62L wptywa negatywnie na migracj¢ tych komorek do weztow
chtonnych [219], co w konsekwencji moze istotnie redukowac ich zdolnosci
supresorowe, zwlaszcza wplyw na na prezentacje antygenoéw przez APC oraz
aktywacj¢ naiwnych limfoytow T efektorowych.

W publikacjach naukowych mozna znalez¢ niewiele informacji na temat
mrozenia wyizolowanych juz komorek Treg. Jednoznaczna interpretacja
wynikoéw jest tez ograniczona, poniewaz rdznig si¢ one znacznie metodologia
oraz etapem, na ktorym komorki Treg poddawano krioprezerwacji. Jednak, jak
rowniez zasugerowano w jednej z publikacji, mrozenie komoérek Treg i
rozmrazanie ich w odpowiednim momencie, kiedy wszystko jest gotowe do
infuzji, byloby niezmiernym utatwieniem w terapii komorkami Treg [200].
Autorzy tej pracy probowali mrozi¢ komorki Treg wyizolowane za pomoca
immunomagnetycznej deplecji komorek CD8+, a nastepnie selekcji pozytywnej
komoérek CD25+ =z zastosowaniem tej samej metody. Po rocznym
przechowywania tak wyizolowanych komorek w ciektym azocie, limfocyty Treg
byty rozmrazane. Ich zywotno$¢ wynosita wowczas 70-80%, lecz nie
wykazywaly wlasciwo$ci supresorowych w teScie in vitro, nawet po
kilkudniowej hodowli. Dopiero stymulacja 1 ekspansja przywracaty
rozmrozonym komoérkom Treg zdolnosci immunosupresyjne [200]. W
badaniach klinicznych, w ktoérych uzyto komorki Treg izolowane z krwi
pepowinowej w terapii GvHD, komorki te zamrazano po ekspansji w celu
uzycia ich do kolejnej infuzji [167]. Niestety, o ile po pierwszej infuzji komérek
Treg pochodzacych bezposrednio z hodowli zaobserwowano wzrost ich odsetka
we krwi obwodowej, to po podaniu komoérek poddanych uprzednio
krioprezerwacji nie stwierdzono juz tego efektu. Przed podaniem limfocytow
Treg, zar6wno $wiezych, jak i rozmrozonych autorzy analizowali ich zywotnos¢.
W przypadku krioprezerwowanych komoérek Treg byla ona nizsza niz w
przypadku komorek $wiezych, lecz nadal byla wzglednie wysoka i wynosita
ponad 50% [167]. Wytlumaczeniem dlaczego mimo to nie stwierdzono wzrostu
frekwencji limfocytéw Treg we krwi obwodowej po drugiej infuzji moze by¢
apoptoza tych komorek zainicjowana przez krioprezerwacje/rozmrazanie. W
badaniach zywotno$ci z jodkiem propidyny/oranzem akrydyny, ktore
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zastosowano w omawianych badanich klinicznych [167] mozna oznaczyé
jedynie odsetek komorek martwych oraz zywych, bez mozliwosci identyfikacji
komorek dopiero wchodzacych na szlak apoptozy [220].

Jak przedstawitlam powyzej, wiedza dotyczaca wptywu krioprezerwacji na
komérki Treg lub komorki, ktore moglyby by¢ przechowywane w celu ich
izolacji jest ograniczona i trudno wyciagna¢ jednoznaczne wnioski oraz
opracowac na podstawie tych wynikow protokot, ktory mogltby by¢ zastosowany
w terapii komorkami Treg. Z moich wlasnych obserwacji wynika, ze komorki
Treg sa bardzo wrazliwe na proces mrozenia/rozmrazania. W naszym osrodku
testowaliSmy dwie strategie, ktore moga by¢ zastosowane przy przechowywaniu
komoérek przeznaczonych do terapii: 1). krioprezerwacja wyizolowanych
komérek T CD4+, z ktorych po rozmrozeniu sortowane i namnazane bylyby
dopiero komorki Treg oraz 2). krioprezerwacja komorek Treg po ekspansji, a
nastepnie kontynuacja stymulacji i dalsze namnazanie po ich rozmrozeniu
(Karolina Gotgb, nieopublikowane wyniki). Po rozmrozeniu komorek
przechowywanych zgodnie z opisanymi powyzej procedurami, uzyskali$Smy
zywotno$¢ wynoszaca odpowiednio 76% 1 45%. Procent odzyskanych po
rozmrozeniu komorek obnizyt si¢ jeszcze bardziej po przeprowadzonej przez
noc hodowli komoérkowej do 38% w przypadku mrozenia komoérek T CD4+ i
20% w przypadku komorek Treg. W naszych badaniach, oprécz sprawdzania
zywotnos$ci komorkowej po krioprezerwacji, wykonaliSmy wspdlng analizg
zywotno$i 1 apoptozy. Z analizy tej wynika, ze pomimo niewielkiego odsetka
komoérek martwych zaraz po rozmrozeniu (<10%), zarbwno w przypadku
komoérek T CD4+ jak 1 Treg, w znacznej czg¢éci komorek dochodzi do
zainicjowania procesu apoptozy — 25% dla rozmrozonych komorek T CD4+ i
41% dla limfocytow Treg. Ten znaczny odsetek komorek apoptotycznych moze
thumaczy¢ dlaczego w nastgpnym dniu hodowli doszto do tak istotnego spadku
liczby rozmrozonych komorek, o czym wspomniano powyzej (Karolina Gotab,
nieopublikowane wyniki).
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Rycina 3. A — Odsetek komoérek odzyskanych w przypadku krioprezerwacji limfocytow
T CD4+ (czarne kolumny) oraz komorek Treg mrozonych po ekspansji (szare kolumny).
Przedstawiono wyniki uzyskane zaraz po rozmrozeniu oraz po nocnej hodowli. B —
Frekwencja komorek zywych, apoptotycznych i martwych wéréd komoérek T CD4+ oraz
namnozonych limfocytow Treg zaraz po rozmrozeniu. Dane przedstawiaja Srednig
arytmetyczng z odchyleniem standardowym i pochodzg co najmniej z 3 niezaleznych
eksperymentow.
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Ponadto, zaobserwowalismy zmiany frekwencji komoérek o fenotypie
charakterystycznym dla limfocytow Treg, tj. CD25hiCD127-/loFoxP3+ przed,
po rozmrozeniu oraz po nocnej hodowli. W przypadku komorek T CD4+
odsetek populacji CD25hiCD127lo/- spadt z 7% do 6% po rozmrozeniu.
Podobne wyniki odnotowali§my w przypadku populacji FoxP3+. Po nocnej
hodowli z kolei, odsetek komorek CD25hiCD127lo/- oraz FoxP3+ wérdd
komoérek T CD4+ wyniodst odpowiednio 7% i 10%. W przypadku rozmrozonych
komorek Treg, procent komorek z ekspresja CD25hiCD12710/- spadl z 98% do
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80% po rozmrozeniu, odsetek komorek Treg FoxP3+ obnizyt si¢ z 85% do 60%.
Po nocnej hodowli, odsetek obu populacji spadt jeszcze nizej, tj. do 57% dla
komoérek CD25hiCD127lo/- i 54% dla komorek FoxP3+ (Karolina Gotab,
nieopublikowane wyniki).

Rycina 4. Porownanie odsetka komorek o fenotypie CD25hiCD127lo/- oraz FoxP3+
przed mrozeniem z warto$ciami po rozmrozeniu i po nocnej hodowli w przypadku,
kiedy mrozono A — komorki T CD4+, B — komorki Treg po ekspansji. Dane
przedstawiaja $rednig arytmetyczng z odchyleniem standardowym i pochodza z co
najmniej 3 niezaleznych eksperymentow.
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Mimo, ze krioprezerwacja prowadzita do obnizenia zywotno$ci zaréwno
komoérek T CD4+ jak i namnozonych wczesniej komorek Treg, to limfocyty
Treg, ktore przezyly proces mrozenia/rozmrozenia w obu metodach
krioprezerwacji charakteryzowaty si¢ dobra, stala ekspresja markera FoxP3
(>80%) podczas ekspansji oraz proliferacja na poziomie 100 podwojen po 13
dniach hodowli, co nie r6zni si¢ od wynikow, ktore nasz osrodek uzyskuje w
przypadku komorek $wiezych. Po przeprowadzeniu testdow funkcjonalnych
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zaobserwowaliSmy jednak, ze komorki Treg wyizolowane z zamrozonych
uprzednio limfocytow T CD4+ charakteryzowal bardzo ograniczony potencjat
supresorowy w przeciwienstwie do limfocytow Treg, ktore pochodzity z
czystych mrozonych hodowli komorek Treg. Spostrzezenie to stanowi istotng
wskazowke dla przysztych badan klinicznych, w ktorych krioprezerwacja jest
elementem protokotu. Prawdopodobnie przyczyng tego zjawiska sg trudnosci w
izolacji czystej populacji komoérek Treg z mrozonych limfocytow T CD4+,
poniewaz, jak wspomniano wczesniej, mrozenie/rozmrazanie komorek zmienia
ekspresje ich markeréw powierzchniowych (Karolina Gotab, nieopublikowane
wyniki).

W naszych nicopublikowanych jeszcze badaniach, zaobserwowaliSmy, ze
komorki Treg mogg by¢é mrozone i przechowywane po uprzedniej izolacji i
namnozeniu, ale po rozmrozeniu nalezy podda¢ je ponownej stymulacji oraz
ekspansji, aby wyrowna¢ straty liczby komorek zwigzane z apoptoza oraz
zapewni¢ im czas potrzebny do przywrdcenia ich pierwotnego fenotypu i
aktywnosci. Zaproponowana strategia moze znalez¢ zastosowanie w aplikacjach
klinicznych, gdyz pozwala na przechowywanie nadmiaru komoérek Treg
pozostatych po pierwszej ekspansji w celu uzycia ich do kolejnej infuzji.

3.5. Wplyw wybranych lekéw immunosupresyjnych na komérki T
regulatorowe

Wang XJ., Leveson-Gower D., Golab K., Wang LJ., Marek-Trzonkowska N.,
Krzystyniak A., Wardowska A., Millis JM. Trzonkowski P., Witkowski P. Influence of
pharmacological immunomodulatory agents on CD4(+)CD25(high)FoxP3(+) T
regulatory cells in humans. Int Inmunopharmacol. 2013, 16, 3, 364-370.

W transplantacji, wcigz jeden z najwigkszych probleméw stanowi
zastosowanie odpowiednich lekéw immunosupresyjnych tak, aby skutecznie
zahamowac reakcj¢ odrzucania przeszczepu, a przy tym zminimalizowac skutki
uboczne. Jak potwierdza wiele badan, komorki Treg maja potencjat, aby zastapic
terapi¢ lekami immunosupresyjnymi, gdyz s3 one zdolne do indukcji
dhugotrwatej tolerancji immunologicznej. Co wigcej, uwaza si¢, ze z terapig
komoérkami Treg wiaza si¢ minimalne skutki uboczne [221]. Jako, ze
zastosowanie komoérek Treg w transplantacji jest wcigz nowatorskim
rozwigzaniem, w pierwszych badaniach klinicznych taczacych infuzje wysp
trzustkowych z komodrkami Treg terapia ta bedzie zapewne potaczona z
dotychczas stosowanymi lekami immunosupresyjnymi. Przy doborze protokotu
immunosupresyjnego, ktory zostanie zastosowany tacznie z komorkami Treg,
trzeba bedzie wzia¢ pod uwage wplyw uzywanych lekéw na funckje i liczbe
komorek Treg. Na pewno nalezy unikac terapeutykow, ktore dzialaja toksycznie
na limfocyty Treg. Optymalnym rozwigzaniem bylby natomiast wybor lekow
wspomagajacych dziatanie i stymulujacych proliferacje komorek Treg.
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W naszej publikacji zaprezentowaliSmy 1 stresciliSmy opublikowane
doniesienia na  temat wplywu  najcze$ciej  stosowanych  lekoéw
immunosupresyjnych w transplantologii na populacj¢ komoérek Treg.

Tabela 3. Wplyw wybranych lekéw immunosupresyjnych na komorki Treg na
podstawie: Wang XJ., Leveson-Gower D., Golab K., Wang LJ., Marek-Trzonkowska N.,
Krzystyniak A., Wardowska A., Millis JM. Trzonkowski P., Witkowski P. Influence of
pharmacological immunomodulatory agents on CD4(+)CD25(high)FoxP3(+) T
regulatory cells in humans. Int Immunopharmacol. 2013, 16, 3, 364-370.

Lek Wplyw na komérki Treg Literatura
Leki stosowane w protokole indukcji immunosupresji
Globulina Zmiana rownowagi komorki Treg/komorki T [222-232]
antytymocytarna efektorowe na korzys¢ limfocytow Treg,
(ATG) prawdopobnie  poprzez  wyzsza  opornosé
komorek Treg na dziatanie ATG.
Przeciwcialo Przechylenie rownowagi komoérki Treg/komoérki  [233-239]
anty-CD52 T efektorowe na korzys¢ limfocytow Treg, gdyz
(alemtuzumab) komorki Treg charakteryzuja si¢ wzmozona

opornoscia na dzialanie tego leku; efekt
promujacy komoérki Treg jest stabszy niz w

przypadku ATG.
Przeciwcialo Selektywna deplecja limfocytow T efektorowych —[240-242]
anty-CD3 wplywa korzystnie na rownowage komorki

Treg/ komorki T efektorowe, przez co wzrasta
odsetek limfocytow Treg; wyniki badan
pochodza glownie z badan w chorobach

autoimmunologicznych.
Przeciwcialo Redukcja liczby komoérek Treg poprzez [56,233,243—
anty-CD25 zablokowanie receptora istotnego dla rozwoju i 2471
(IL-2r; receptor funkcji tych komorek; niektére badania
IL-2) wskazuja, ze przeciwcialo anty-CD25 nie

wplywa na ekspresje czynnika FoxP3 i proporcja
komorek FoxP3+ po zastosowaniu anty-CD25
nie ulega zmianie.

Leki stosowane do zahamowania odpowiedzi zapalnej
Przeciwciala Wzrost odsetka komorek Treg oraz poprawa ich  [248-254]
anty-TNF-a funkcji supresorowej poprzez wzrost ekspresji

czynnika FoxP3; wyniki pochodzg gléwnie z
badan, w ktorych anty-TNF-o zastosowano w
terapii chorob autoimmunologicznych.
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Inhibitor IL-1

Wzrost  odsetka  komoérek  Treg  przy
jednoczesnym obnizeniu liczby komoérek Thl7 i
Thl; wyniki pochodza z zastosowania terapii
inhibiorem IL-1 w reumatoidalnym zapaleniu
stawow.

[255]

Leki stosowane do utrzymania stanu immunosupresji

Inhibitory
kalcyneuryny

Bialko fuzyjne
CTLA-4
(CTLA4-Ig)

Mykofenolan

mofetylu

(MMF)

Steroidy

Inhibitory
szlaku mTOR

IL-2

Redukcja liczby komoérek Treg poprzez
zahamowanie ich proliferacji, jednak bez
potwierdzonego wplywu na ekspresj¢ czynnika
FoxP3.

Negatywny wplyw na proliferacje naturalnych
limfocytow Treg (nTreg) poprzez blokade
sygnatu przekazywanego przez receptor CD28;
jednak przy zastosowaniu CTLA-4-Ig w
transplantacji nerek, liczba komoérek FoxP3+
byta wyzsza niz w przypadku terapii
inhibitorami kalcyneuryny.

Obnizenie liczby 1 odsetka komorek Treg;
jednak w wigkszosci badan, z ktorych pochodza
wyniki, MMF zastosowano w terapii tacznie z
innym lekiem, trudno wigc oceniaé wpltyw
samego MMF na komorki Treg; sa jednak
publikacje, w ktorych wykazano, ze lek ten nie
zmienia liczby, odsetka ani funkcji limfocytow
Treg.

Brak wptywu na liczbe i odsetek komoérek Treg;
istnieja doniesienia, mowiace o wzroscie liczby
komorek Treg po zastosowaniu steroidow.

Wzrost liczby komoérek Treg; badania in vitro
wskazuja, ze leki te moga takze wplywac
korzystnie na zdolno$ci supresorowe komorek
Treg.

Inne leki
Wzrost liczby komoérek Treg przy zastosowaniu
odpowiedniej dawki IL-2; obecnie

prowadzonych jest kilka badan klinicznych, w
ktorych IL-2 podawana jest w celu zwigkszenia
liczby  komoérek  Treg ~w  chorobach
autoimmunologicznych.

[256-262]

[263,264]

[226,265-271]

[253,272,273]

[231,265,274—
278]

[279-285];
ClinicalTrials.g
ov
NCT02424396,
NCTO01988506,
NCT02200445,
NCT02265809




Karolina Golgb 50

Z przeprowadzonych dotychczas badan wynika, ze leki immunosupresyjne
moga mie¢ znaczacy wpltyw na liczbe i1 funkcje komorek Treg. Ma to wazne
znaczenie przy planowaniu badan klinicznych z zastosowaniem  terapii
komodrkami Treg do indukcji tolerancji immunologicznej w przeszczepie wysp
trzustkowych i nie tylko. Znajomo$¢ tego wplywu pozwoli na wybor
odpowiednich lekow, ktore nie doprowadza do niszczenia podawanych komorek
Treg, a dodatkowo moga wspomdc ich przetrwanie i funkcj¢. Z dostepnych
danych wynika wigc, ze zastosowanie ATG w protokole indukcji, a nastepnie
terapia lekami z grupy anty-TNF-a (do tlumienia odpowiedzi zapalnej) oraz
inhibitora szlaku mTOR (do podtrzymania stanu immunosupresji) moze okaza¢
si¢ optymalng metoda immunosupresji u biorcow wysp trzustkowych i komorek
Treg.

3.6. Metoda lokalnej immunoprotekcji wysp trzustkowych
z wykorzystaniem komoérek T regulatorowych i jej optymalizacja

Marek N., Krzystyniak A., Ergenc I., Cochet O., Misawa R., Wang LJ., Golagb K, Wang
X., Kilimnik G., Hara M., Kizilel S., Trzonkowski P., Millis M., Witkowski P. Coating
human pancreatic islets with CD4(+)CD25(high)CD127(-) regulatory T cells as a
novel approach for the local immunoprotection. Ann Surg. 2011 254, 3, 512-518.

Golab K., Kizilel S., Bal T., Hara M., Zielinski M., Grose R., Savari O., Wang XJ.,
Wang LJ., Tibudan M., Krzystyniak A., Marek-Trzonkowska N., Millis IM.,
Trzonkowski P., Witkowski P. Improved coating of pancreatic islets with regulatory
T cells to create local immunosuppression by using the biotin-polyethylene glycol-
succinimidyl valeric acid ester molecule. Transplant Proc. 2014, 46, 6, 1967-1971.

Jednym z problememoéw wynikajacych z dozylnej drogi podania komorek
Treg w celu indukcji tolerancji immunologiczne] w przeszczepie Wwysp
trzustkowych moze okaza¢ si¢ ograniczona zdolnos$¢ migracji tych komoérek do
miejsca przeszczepu, a w konsekwencji nieskuteczna ochrona wysp przed
odrzuceniem. Pomocnym rozwigzaneim tego problemu mogloby by¢
umiejscowienie komorek Treg wraz z wyizolowanymi wyspami trzustkowymi
jeszcze przed podaniem pacjentowi tak, aby mie¢ pewnos¢, ze komorki te beda
mogly dziala¢ doktadnie w miejscu, w ktérym zlokalizowany jest przeszczep.

Podczas naszych badan, ktéore sa przedmiotem niniejszych prac,
opracowalismy metode, w ktorej wyizolowane wyspy trzustkowe optaszczane sg
komorkami Treg za pomocg technik bioinzynierii.

W celu przylaczenia komorek Treg do powierzchni wyizolowanych
ludzkich wysp trzustkowych poddali§my osobno modyfikacji zarowno komorki
Treg, jak i wyspy trzustkowe stosujac skoniugowany z biotyng polimer glikolu
etylenowego zawierajacy reszte NHS (biotyna-PEG-NHS, biotin-poly(ethylene
glycol)-N-hydroxysuccinimide  ester). Biotyna-PEG-NHS wigze si¢ z
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powierzchniowymi biatkami btony komoérkowej modyfikowanych komorek za
posrednictwem wigzan N-amidowych. Nastgpnie, stosowali$my streptawidyne,
ktora ma wysokie powinowactwo do biotyny w celu potaczenia komorek Treg z
wyspami trzustkowymi.

Rycina 5. Schemat ukazujacy metode optaszczania wysp trzustkowych komorkami
Treg. Dotaczanie czasteczek biotyna-PEG-NHS do powierzchni A — wysp trzustkowych,
B — komorek Treg; C — dodanie streptawidyny do komorek Treg; D — polaczenie
komorek Treg z wyspami trzustkowymi.

A &  biotinPEG-NHS B & bitn-PEGNHS

. wyspa trzustkowa limfoeyt
Treg

: & s
R
W et
ﬁ_¢' :({ streptawidyna

Za pomocg mikroskopii fluorescencyjnej oraz konfokalnej udowodnilismy,
ze oplaszczenie wysp trzustkowych komoérkami Treg jest mozliwe. Podczas
analizy uzyskanych zdje¢, wida¢, ze komorki Treg réwnomiernie pokrywaja
powierzchnig wysp trzustkowych.

Nastepnie wykazali§my, ze po procesie optaszczania wyspy trzustkowe
zachowuja zar6wno zywotno$¢, jak i swojg funkcje, co potwierdziliSmy poprzez
analize¢ zdolnosci optaszczonych wysp do wydzielania insuliny w odpowiedzi na
dynamicznie zmieniajace si¢ stezenia glukozy. Pod tym wzgledem wyspy
optaszczone komoérkami Treg nie rdznity si¢ od wysp, ktore nie zostaly poddane
modyfikacji. Dodatkowo wykazaliSmy, ze metoda ta ma potencjal, aby
skutecznie hamowaé¢ odpowiedz immunologiczng i chroni¢ wyspy trzustkowe
przed atakiem ze strony komdrek T efektorowych. W hodowli in vitro wyspy
optaszczone komorkami Treg eksponowane byly na dziatanie allogenicznych
PBMC wzbogaconych w limfocyty T efektorowe, a nastgpnie ich dziatanie
oceniane bylo w dynamicznym tescie stymulacji glukoza. Zaobserwowali$my,
7ze wyspy oplaszczone komorkami Treg, w przeciwienstwie do
niezmodyfikowanych wysp oraz wysp oplaszczonych PBMC i komorkami T
efektorowymi zachowaly swoja funkcje po ekspozycji na dziatanie
allogenicznych leukocytéw. Na uwage zashuguje fakt, Zze komodrki Treg
skuteczniej chronity wyspy trzustkowe, kiedy byty zwigzane z powierzchnig
wysp (oplaszczone wyspy), niz kiedy dodaliSmy je w zawiesinie do
niezmodyfikowanych wysp.
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Rycina 6. Sekrecja insuliny przez wyspy trzustkowe optaszczone komorkami Treg po
hodowli z allogenicznymi PBMC wzbogaconymi w komorki T efektorowe jest
zachowana. Diagram przedstawia wyniki dynamicznego testu stymulujgcego
wydzielanie insuliny. Wyspy niezmodyfikowane, ktorych odpowiedz przedstawiona jest
za pomoca niebieskiej lini oraz wyspy optaszczone komorkami Treg -zielona linia- nie
byty eksponowane na dziatanie allogenicznych leukocytow i stanowig kontrole. Sposrod
testowanych przez nas metod ochrony jedynie wyspy optaszczone komoérkami Treg
zachowaty swoja funkcje (czerwona linia) po ekspozycji na dziatanie allogenicznych
leukocytow. Dane przedstawiaja $rednig arytmetyczng indeksu stymulacji z bigdem
standardowym.
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Udowodnilismy takze, ze wyspy trzustkowe oplaszczone komoérkami Treg
s3 mniej immunogenne niz wyspy niezmodyfikowane i1 majg zdolno$¢
hamowania wydzielania IFN-y przez allogeniczne komorki T efektorowe.
Roéwniez komorki Treg dodane do wspolnej hodowli komorek T efektorowych i
niezmodyfikowanych wysp trzustkowych hamowaly wydzielanie IFN-y, lecz
aktywnos$¢ ta byla ograniczona. Wyniki te potwierdzaja, ze komodrki Treg na
powierzchni wysp tworza skuteczng barier¢ immunoprotekcyjna.

W kolejnej pracy do modyfikacji powierzchni komorek Treg i wysp
trzustkowych uzylismy polimer glikolu etylenowego zawierajacy reszte SVA i
biotyne (biotyna-PEG-SVA — biotin-poly(ethylene glycol)-succinimidyl valeric
acid ester) jako alternatywa do zastosowowanej wczesniej biotyny-PEG-NHS.
Obie molekuly majg zdolno$¢ tworzenia wigzan N-amidowych z biatkami btony
komoérkowej, ale grupa funkcyjna SVA charakteryzuje sie¢ wieksza stabilno$cia
w wodnych roztworach, gdyz ma ponad 40-krotnie dtuzszy okres poéttrwania.
Bioragc pod uwage te wiasciwos¢ SVA, postanowilismy sprawdzié¢, czy
zastosowanie biotyny-PEG-SVA zwigkszy efektywno$¢ oplaszczania wysp
komoérkami Treg bez jednoczesnego wplywu na przezywalno$¢ i funkcjonalno$é
wysp trzustkowych.
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Aby sprawdzi¢ czy stosujac biotyne-PEG-SV A uda nam si¢ podobnie, jak w
przypadku biotyny-PEG-NHS potaczy¢é wyspy trzustkowe z komoérkami Treg,
wybarwilismy komorki Treg czerwonym barwnikiem DiL przed procedurg
optaszczania. Barwnik ten wykazuje czerwong fluorescencj¢ jedynie w
komorkach zywych. Co wigcej, po wniknieciu do wnetrza komorki, barwnik ten
nie wydostaje si¢ z niej na zewnatrz. Fakt zastosowania tego barwnika pozwolit
nam na wyeliminowanie watpliwosci czy sygnal na powierzchni wysp
trzustkowych pochodzi rzeczywiscie z komorek Treg. Zdjecia wykonane po
optaszczeniu wysp komodrkami Treg pokazuja, ze zaré6wno w przypadku
zastosowania czasteczki botyna-PEG-NHS jak i biotyna-PEG-NHS jestesmy w
stanie przytaczy¢ komorki Treg do powierzchni wysp trzustkowych. .

W celu wykonania analizy poréwnawczej efektywnosci optaszczania wysp
komoérkami Treg z zastosowaniem obu zwigzkdéw, wykonaliSmy rekonstrukcije
3D optaszczonych wysp na podstawie przekrojow uzyskanych w mikroskopie
konfokalnym. Nastgpnie w programie Imaris policzyliSmy liczbe komorek Treg
przypadajacych na jednostke powierzchni wyspy trzustkowej, wykorzystujac
fakt, ze wyspy posiadajg autofluorescencje, szczegdlnie przy naswietlaniu
swiattem o dlugosci fali 488 nm. Analiza ta wykazata, ze optaszczanie z
zastosowaniem biotiny-PEG-SVA pozwala na zwigkszenie liczby dotagczonych
do powierzchni wysp komorek Treg o 40%.
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Rycina 7. Porownanie efektywnosci optaszczania wysp trzustkowych komorkami Treg
przy zastosowaniu a (gorny panel) — biotyny-PEG-NHS i b (dolny panel) — biotyny-
PEG-SVA. A — wybrane zdjecia z mikroskopu konfokalnego wysp optaszczonych
komoérkami Treg; na czerwono wybarwione komdrki Treg, na zielono powierzchnia
wyspy trzustkowej uchwycona dzigki autofluorescencji. B — rekonstrukcja 3D wyspy
optaszczonej komorkami Treg. C — Analiza iloSciowa komorek Treg dotaczonych do
powierzchni wyspy trzustkowej. D — Pordwnanie efektywnosci optaszczania wysp
trzustkowych na podstawie analizy ilosciowej przylaczonych na jednostke powierzchni
wyspy komoérek Treg. Dane przedstawiaja $rednig arytmetyczna z odchyleniem
standardowym i pochodza z trzech niezaleznych eksperymentow.
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Co wiecej, zaobserwowaliSmy, ze oplaszczanie wysp trzustkowych z
zastosowaniem biotyny-PEG-SVA jest mniej szkodliwe dla wysp niz kiedy
uzywana byt biotyna-PEG-NHS. Ponadto, w dynamicznym tesécie stymulujgcym
wydzielanie insuliny uzyskali$my wyzsze wartosci dla kiedy wyspy optaszczane
byly z zastosowaniem biotyna-PEG-SVA niz w przypadku, kiedy uzyliSmy w
tym celu biotyny-PEG-NHS.

Wyniki te wskazuja, ze optaszczanie wysp trzustkowych z zastosowaniem
biotyny-PEG-SVA jest nie tylko efektywniejsze, ale nie uposledza funkcji
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optaszczonych wyspy w poréownaniu do poprzednio uzytego polimeru biotyna-
PEG-NHS.

W obu pracach wykazalismy, ze opracowane przez nas metody optaszczania
wysp trzustkowych komorkami Treg sg efektywne a ich wprowadzenie do badan
in vivo moze si¢ przyni¢ do zwigkszenia skutecznosci ochrony przeszczepianych
wysp przed atakiem ze strony uktadu immunologicznego i tym samym zapobiec
odrzuceniu przeszczepu.
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4. WNIOSKI

e  Wysoki wzrost dawcy trzustki zwigzany jest z wyzsza wydajno$ciag
izolacji wysp; wilaczenie wzrostu dawcy jako parametru shuzacego do
oceny jakosci pobieranej trzustki pozwala na doktadniejsze oszacowanie
ilosci wysp uzyskanych po izolacji.

e Zastosowanie pozywki X-VIVO 20 spetniajgcej standardy dobrej praktyki
laboratoryjnej (GLP) pozwala na uzyskanie wigkszej liczby komorek Treg
z jednoczesnym zachowaniem ich charakterystycznego fenotypu i funkcji
supresorowej po ekspansji.

e W celu zapewnienia dobrej jakosci i czystosci populacji komoérek Treg po
rozmrozeniu do kriprezerwacji nalezy przeznacza czyste wyizolowane
populacje komoérek Treg oraz poddawaé je ponownej stymulacji i
ekspansji po rozmrozeniu. Zastosowanie powyzszego protokotu
umozliwia krioprezerwacj¢ komorek Treg do celow klinicznych bez utraty
ich funkcji 1 ryzyka =zanieczyszczenia populacji limfocytami T
efektorowymi.

e Zastosowanie globuliny antytomocytarnej (ATG) w protokole indukcji, a
nastgpnie terapia lekami z grupy anty-TNF-oo w celu stlumienia
odpowiedzi zapalnej oraz zastosowanie rapamycyny do podtrzymania
stanu immunosupresji moze stanowi¢ optymalng metodg immunosupresji
u biorcow wysp trzustkowych i komorek Treg, jako, ze leki te maja
stymulujacy wptyw na liczbe i aktywnos¢ komorek Treg.

e Zastosowanie zwigzkéw biotyna-PEG-NHS oraz biotyna-PEG-SVA
pozwala na przylaczenie komorek Treg do powierzchni wyizolowanych
ludzkich wysp trzustkowych i chroni wyspy przed atakiem allogenicznych
leukocytow. Wprowadzenie opracowangj metody lokalnej
immunoprotekcji wysp trzustkowych do badan klinicznych ma sznasg
zapewni¢ lepsza ochrone przeszczepionym wyspom z jednoczesnym
obnizeniem dawek standardowo stosowanych lekow
immunosupresyjnych.
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1. Wang LJ., Cochet O., Wang XJ., Krzystyniak A., Misawa R., Golab K.,
Tibudan M., Grose R., Savari O., Millis JM., Witkowski P. Donor
height in combination with islet donor score improves pancreas

donor selection for pancreatic islet isolation and transplantation.
Transplant Proc. 2014, 46, 6, 1972-1974.

Wzrost dawcy jako czynnik, ktéry w polaczeniu z og6lna oceng punktows
dawcy trzustki pozwala na lepszy wybor dawcy w celu izolacji i
transplantacji wysp trzustkowych

Kluczowym czynnikiem wptywajacym na ilo$¢ uzyskanych wysp
trzustkowych podczas izolacji, a tym samym na powodzenie przeszczepu jest
identyfikacja i wybor odpowiedniego dawcy trzustki. Wprowadzenia systemu
og6lnej punktowej oceny dawcy podczas selekcji trzustek umozliwito
pozyskiwanie wigkszej ilosci wysp trzustkowych podczas izolacji oraz
pozwolito na przeprowadzenie wigkszej liczby przeszczepow. W niniejszej
pracy, przeprowadziliSmy analizg, ktorej celm bylo sprawdzenie czy wzrost
dawcy jako niezalezny czynnik w potaczeniu z ogdlna punktowg oceng dawcy
trzustki moze wptyna¢ na poprawe selekcji dawcow trzustki.

Informacje dotyczace dawcow trzustki (n = 22) oraz wyniki izolacji wysp
trzustkowych z narzadow pobranych od tych dawcow przeprowadzonych w
latach 2011 — 2012 =zostaly zebrane i przeanalizowane z wykorzystaniem
wspotczynnika korelacji Pearsona.

Zaobserwowano, ze wzrost dawcy stanowit niezalezny czynnik, ktory
korelowal pozytywnie z masg trzustki, iloscig ekwiwalentow wysp trzustkowych
otrzymanych podczas izolacji przed oczyszczaniem na gradiencie ciggltym (pre-
IEQ), po oczyszczaniu na gradiencie (post-IEQ) oraz z punktacjg przyznang
przez system ogo6lnej oceny dawcy trzuski (P < 0,05). W przypadku, kiedy
wzrost dawcy trzustki wynosit 179 = 3 cm a og6lna punktowa ocena dawcy
trzustki osiggala wartosci > 80, odsetek klinicznych transplantacji wysp
uzyskanych od takich dawcow wynosit 80%.

Donor height in combination with islet donor score improves pancreas
donor selection for pancreatic islet isolation and transplantation

To maximize the islet isolation yield for successful islet transplantation, the
key task has been to identify an ideal pancreas donor. Since implementation of
the islet donor score in donor selection, we have consistently obtained higher
islet yields and transplantation rates. In this study, we tested whether assessing
donor height as an independent variable in combination with the donor score
could improve the pancreas donor selection.
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Donor and islet isolation information (n = 22) were collected and studied
between 2011 and 2012. Pearson correlation analysis was used in statistical
analysis.

Donor height as an independent variable was significantly correlated to the
weight of the pancreas, pre-Islet Equivalents (pre-IEQ), post-IEQ, and IDS
(P < 0,05). When donor with height of 179 + 3 cm was selected in combination
with IDS > 80, the clinical islet transplantation rate reached 80%.

2. Krzystyniak A., Golab K., Witkowski P., Trzonkowski P.: Islet cell
transplant and the incorporation of Tregs. Curr Opin Organ
Transplant. 2014, 19, 6, 610-615. praca przegladowa

Przeszczep wysp trzustkowych z zastosowaniem komérek Treg

Cel pracy

Komorki T regulatorowe w organizmie czlowieka pelnig istotng role w
utrzymaniu immunologicznej homeostazy i tolerancji obwodowej wzgledem
obcych antygenéw. Odpowiedz immunologiczna przeciw alloantygenom i
nawro6t odpowiedzi przeciw antygenom wysp trzustkowych przyczyniaja si¢ do
dysfunkcji przeszczepionych wysp trzustkowych. Dlatego tez, zastosowanie
komoérek Treg ma szans¢ znacznie poprawi¢ przezywalno$¢ 1 funkcje
przeszczepianych wysp trzustkowych. W niniejszej pracy, szczegdtowo
przeanalizowaliSmy 1 przedstawiliSmy wyzwania zwigzane z zastosowaniem
namnozonych ex vivo komdrek Treg w przeszczepie wysp trzustkowych.
Najnowsze doniesienia

Systemowe podanie komoérek Treg moze wigzaé si¢ z trudno$ciami w
migracji tych komorek do miejsca przeszczepu, co ma kluczowe znaczenie dla
indukcji tolerancji i ochrony przeszczepu. Obecny sposéb podawania wysp
trzustkowych przez zyle wrotng niesie ze sobg pewne ograniczenia, jezeli chodzi
o mozliwos$¢ rownoczesnej transplantacji komorek Treg wraz z wyspami. W celu
zmaksymalizowania terapeutycznego potencjalu komoérek Treg w przeszczepie
wysp trzustkowych metody transplantacji wysp powinny zosta¢ dopracowane i
odpowiednio dostosowane. Co wigcej, waznym aspektem pozwalajacym na
zastosowanie komorek Treg w terapii klinicznej jest ich krioprezerwacja, ktora
zapewniataby ich dostgpno$¢ w czasie przeszczepu wysp trzustkowych.
Podsumowanie

Zgodnie ze wspotczesnym doswiadczeniem i obecnie stosowang technologia
mozna stwierdzi€¢, ze jednoczesny przeszczep wysp trzustkowych i komorek
Treg jest mozliwy i ma ogromny potencjat, ktéry moze zosta¢ wykorzystany w
celu poprawy przezywalnosci i funkcji przeszczepianych wysp. Procedura ta
niesie ze sobg rowniez szans¢ na istotne obnizenie dawek Iub catkowite
wyeliminowanie konwencjonalnej terapii immunosupresyjnej, a co za tym idzie
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poprawe jakoS$ci zycia pacjentow po przeszczepie wysp. Dlatego tez stanowi ona
interesujgce podejscie, warte zainicjowania w badaniach klinicznych.

Islet cell transplant and the incorporation of Tregs

Purpose of review

T regulatory cells (Tregs) play a central role in maintaining immune
homeostasis and peripheral tolerance to foreign antigens in humans. The immune
response to alloantigens and recurrence of autoimmunity contribute to pancreatic
islet transplant dysfunction, hence the adoptive transfer of Tregs has the
potential to significantly improve islet graft survival. In this review, we provide
an in-depth analysis of challenges associated with the application of ex-vivo
expanded Tregs therapy in pancreatic islet transplant.
Recent findings

Tregs administered systemically may poorly migrate to the site of
transplantation, which is critical for tolerance induction and graft protection.
Intraportal administration of pancreatic tissue exerts some limitations on the
ability to cotransplant Tregs at the same site of islet transplantation. In order to
maximize therapeutic potential of Tregs, islet transplantation protocols may need
additional refinement. Further to this, the Tregs may require cryopreservation in
order to make them readily available at the same time as islet transplant.
Summary

On the basis of current experience and technology, the combination of islet
and Treg cotransplantation is feasible and has great potential to improve islet
graft survival. The possibility to wean off, or withdraw, traditional
immunosuppressive agents and improve patient quality of life makes it an
interesting avenue to be pursued.

3. Golab K., Krzystyniak A., Marek-Trzonkowska N., Misawa R., Wang
LJ., Wang X., Cochet O., Tibudan M., Langa P., Millis JM.,
Trzonkowski P., Witkowski P. (2013) Impact of culture medium on
CD4'CD25"#"CD127""* Treg expansion for the purpose of clinical
application. Int. Inmunopharmacol. 2013, 16, 3, 358-363.

Wplyw pozywki hodowlanej na ekspansj¢ komorek Treg o fenotypie
CD4'CD25"#"CD127""* hodowanych do celéw klinicznych

Stosunkowo niedawno odkryta populacja limfocytéw T regulatorowych
charakteryzuje si¢ ekspresja czynnika transkrypycjnego FoxP3. Komorki te
znalazly zastosowanie terapeutyczne w chorobie przeszczep przeciw
gospodarzowi oraz w profilaktyce cukrzycy typu 1. Terapia komorkami Treg
stanowi atrakcyjne, alternatywne podejscie do tradycyjnie stosowanej
immunoterapii.
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W naszej pracy zbadaliSmy jak typ pozywki hodowlanej oraz zastosowane;j
surowicy wplywa na ilo$¢ i jakos¢ komorek Treg otrzymanych po ekspansji in
vitro. W badaniu poréwnywane byt 3 komercyjnie dostgpne pozywki
hodowlane: RPMI 1640 (Cellgro; Manassas VA, USA), SCGM (Cellgenix;
Freiburg, Germany) oraz X-VIVO 20 (Lonza; Walkersville, MD, USA), ktore
byty suplementowane ludzka surowicag (HS, ang. Human Serum, 10%) Iub
surowicg bydleca (FBS — Fetal Bovine Serum, 10%). Ocenie podlegata liczba
podwojen komorek Treg oraz ich fenotyp analizowany na podstawie pomiaru
ekspresji nastepujacych markerow: FoxP3, CD25, CD127, CD62L i CD45RA.

Sposrod wszystkich testowanych pozywek, zastosowanie X-VIVO 20
suplementowanej HS dato najwigkszy wzrost liczby komoérek Treg po 17-
dniowej ekspansji (mediana podwojen komorek wynosita 86, zakres 30-1365).
Co wigcej, wyizolowane z zastosowaniem sortera komoérkowego poliklonalne
komoérki Treg o fenotypie CD4+CD25hiCD127lo/neg, hodowane w wyzej
wymienionej pozywce charakteryzowata najwyzsza ekspresja czynnika FoxP3
(mediana procentu komoérek FoxP3+ wynosita 66,8%, zakres 56-84,8%). Nie
zaobserwowano wplywu rodzaju uzytej surowicy na intensywno$¢ proliferacji
komorek Treg.

Podsumowujac, wzrost liczby komorek Treg podczas ekspansji jest zalezny
od typu uzytej pozywki hodowlanej. Liczby komoérek Treg uzyskane po
ckspansji w obecnosci ludzkiej lub bydlecej surowicy nie roznity sig.

Impact of culture medium on CD4*CD25""CD127""* Treg expansion for
the purpose of clinical application

A recently discovered population of lymphocytes, called T regulatory cells
(Tregs), is characterized by expression of transcription factor Forkhead box P3
(FoxP3). These cells have been successfully used as therapeutic treatments and
prophylaxis for graft-versus-host disease (GVHD) and diabetes and might
become an attractive alternative to traditional immunotherapy.

Here we evaluated how the type of culture medium and the type of serum
can influence yield and quality of Tregs after in vitro expansion. We compared
Treg fold of expansion and their phenotypical characteristics including
expression of FoxP3, CD25, CDI127, CD62L and CD45RA in three
commercially available culture media (RPMI 1640 (Cellgro; Manassas VA,
USA), SCGM (Cellgenix; Freiburg, Germany), and X-VIVO 20 (Lonza;
Walkersville, MD, USA) with addition of human serum (HS, 10%) or fetal
bovine serum (FBS, 10%).

Among the tested media, X-VIVO 20 supplemented with HS produced the
highest yield after 17 days of in vitro expansion (a median of 86-fold expansion,
range 30—-1365) and highest level of FoxP3 expression (a median of 66.8% of
positive cells, range 56-84.8%) in CD4+ CD25hiCD127lo/neg FACS sorted
polyclonal Tregs. There was no difference in Tregs yield whether HS or FBS
serum was used.
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In conclusion, the yield of the ex vivo expanded Tregs is related to the type
of media applied. Supplementation of the culture with FBS or human serum is
equally beneficial.

4. Golab K., Leveson-Gower D., Wang XJ., Grzanka J., Marek-
Trzonkowska N., Krzystyniak A., Millis JM., Trzonkowski P.,
Witkowski P. Challenges in cryopreservation of regulatory T cells
(Tregs) for clinical therapeutic applications. Int Immunopharmacol.
2013, 16, 3, 371-375.

Wyzwania zwiazane z Krioprezerwacja komérek T regulatorowych
przeznaczonych do terapii klinicznych

Obiecujace wyniki pierwszych badan klinicznych z zastosowaniem komorek
T regulatorowych po ekspansji ex vivo spowodowaly wzrost zainteresowania
tego typu terapia komorkowa. Ponadto, kilka nowych badan klinicznych
opartych o zastosowanie komoérek Treg jest obecnie w fazie przygotowan.
Metody izolacji 1 ekspansji komorek Treg byly badane 1 zostaty
zoptymalizowane do tego stopnia, ze pozwalajg na otrzymanie wystarczajgcej
liczby tych komoérek w warunkach spetniajgcych standardy Dobrej Praktyki
Produkcyjnej. Terapia wykorzystujagca komorki Treg moglaby jednak jeszcze
bardziej si¢ rozwina¢, gdyby komorki Treg mozna byto mrozi¢ i przechowywac
do czasu podania. Byloby to bardziej praktyczne rozwigzanie w stosunku do
obecnie preferowanej infuzji swiezo wyizolowanych i namnozonych komorek
Treg.

Nasza obecna wiedza dotyczaca wplywu krioprezerwacji na odzyskanie
odpowiedniej liczby komorek Treg, ich przezywalno§¢ oraz aktywnos¢ jest
wcigz ograniczona. Na podstawie badan wpltywu krioprezerwacji na
jednojadrzaste komorki krwi obwodowej (PBMCs, ang. Peripheral Blood
Mononuclear Cells) mozna wnioskowac¢, ze mrozenie i rozmrazanie moze miec
szkodliwy wptyw na komorki Treg, poniewaz moze obnizy¢ znacznie ich
zywotno$¢, zmienia¢ sekrecje cytokin oraz wptywac niekorzystnie na eksresje
markerow powierzchniowych, niezbednych dla stabilnosci i prawidlowego
funkcjonowania tej populacji komorek. W zwiazku z tym, optymalne metody
krioprezerwacji komorek Treg w potaczeniu z ich ekspansja w celu
zastosowania klinicznego powinny by¢ wciaz badane i zdefiniowane.
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Challenges in cryopreservation of regulatory T cells (Tregs) for clinical
therapeutic applications

Promising results of initial studies applying ex-vivo expanded regulatory T
cell (Treg) as a clinical intervention have increased interest in this type of the
cellular therapy and several new clinical trials involving Tregs are currently on
the way. Methods of isolation and expansion of Tregs have been studied and
optimized to the extent that such therapy is feasible, and allows obtaining
sufficient numbers of Tregs in the laboratory following Good Manufacturing
Practice (GMP) guidelines. Nevertheless, Treg therapy could even more rapidly
evolve if Tregs could be efficiently cryopreserved and stored for future infusion
or expansions rather than utilization of only freshly isolated and expanded cells
as it is preferred now.

Currently, our knowledge regarding the impact of cryopreservation on Treg
recovery, viability, and functionality is still limited. Based on experience with
cryopreserved peripheral blood mononuclear cells (PBMCs), cryopreservation
may have a detrimental effect on Tregs, can decrease Treg viability, cause
abnormal cytokine secretion, and compromise expression of surface markers
essential for proper Treg function and processing. Therefore, optimal strategies
and conditions for Treg cryopreservation in conjunction with cell culture,
expansion, and processing for clinical application still need to be investigated
and defined.

5. Wang XIJ., Leveson-Gower D., Golab K., Wang LJ., Marek-
Trzonkowska N., Krzystyniak A., Wardowska A., Millis JM.
Trzonkowski P., Witkowski P. Influence of pharmacological
immunomodulatory agents on CD4(+)CD25(high)FoxP3(+) T
regulatory cells in humans. Int Immunopharmacol. 2013, 16, 3, 364-
370.

Wplyw farmakologicznych $§rodkéw immunomodulacyjnych na ludzkie
komorki T regulatorowe o fenotypie CD4(+)CD25(high)FoxP3(+)

Komorki T regulatorowe petnia kluczowa role w indukcji tolerancji
immunologicznej  przeszczepianych narzadow. W  zwigzku z  ich
immunosupresyjnymi wilasciwosciami, komorki Treg po ekspansji moga by¢
uzyte jako terapia komorkowa 1 zapewni¢ atrakcyjna strategie kontroli
przewleklego odrzucania przeszczepu, ktorej zastosowanie moze przyczynié si¢
do wyeliminowania farmakologicznej immunosupresji. Terapia komérkami Treg
jest nowatorskim rozwiazaniem, dlatego na poczatku komodrki Treg beda
musialy by¢ zastosowane w polaczeniu z dostgpnymi  $Srodkami
farmakologicznymi, aby skutecznie chroni¢ przeszczep przed odrzucaniem.
Istniejg jednak leki, dla ktérych wykazano, ze maja wlasciwosci wspomagajace
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funkcje 1 proliferacje komorek Treg. W warunkach kliniczynych protokoty
immunosupresji dobierane sa odpowiednio do rodzaju przeszczepianego
narzadu, jak réwniez pod uwage brane sg takze indywidualne cechy pacjenta i
jego odpowiedzi immunologicznej. W naszej pracy przegladowej
przedstawili$my wptyw najczgsciej stosowanych lekdw immunosupresyjnych na
populacje komorek Treg.

W zwiazku z tym, Zze najczgséciej stosuje si¢ potaczenie kilku $rodkéw
immunosupresyjnych jednoczes$nie, aby zablokowaé¢ odrzucanie przeszczepu,
trudno jest na podstawie obecnych doniesien, okresli¢ wplyw pojedynczego leku
na komorki Treg. Jednakze, wyniki przeprowadzonych badan preklinicznych i
klinicznych wskazuja, ze globulina antytymocytarna jako lek do indukcji
tolerancji oraz inhibitory szlaku mTOR do utrzymania stanu immunosupresji
wykazuja najkorzystniejszy wplyw na populacje komorek Treg we krwi
obwodowej. Sposrod innych lekow, ktore maja dziatanie wspomagajgce komorki
Treg, przeciwciato anty-TNFa, stosowane klinicznie (w chorobach o podtozu
autoimmunologicznym) juz od wielu lat, wydaje si¢ by¢ optymalnym wyborem
do zastosowania wraz z terapig komoérkami Treg w transplantacji.

Influence of pharmacological immunomodulatory agents on
CD4(+)CD25(high)FoxP3(+) T regulatory cells in humans

T regulatory cells (Tregs) play a critical role in the immunologic tolerance to
the graft in transplantation. Thus, due to their immunosuppressive capability, ex
vivo expanded Tregs may be used as a cellular therapy and an attractive novel
strategy to control chronic rejection and eliminate need for lifelong
pharmacological immunosuppression. Since Treg therapy is still in its infancy,
initially Tregs still need to be applied in combination with pharmacological
agents to prevent rejection. Fortunately, some of the medications have been
shown to enhance the function and number of Tregs. In the clinic, different
immunosuppressive regimens are used for individual patients for different types
of organ transplantation. In this review, we present the most commonly used
pharmacological agents for immunosuppression and discuss how they affect the
Treg population. It is extremely difficult to dissect the effect of single agent on
Tregs population in clinical settings since usually the combination of several
medications is applied at the same time for graft protection. Nevertheless,
experimental and clinical data indicate that thymoglobulin as
immunosuppressive induction and mTOR inhibitors as immunosuppressive
maintenance agents have the most beneficial effect on Treg population in the
blood. Among supplemental agents promoting Tregs, anti-TNFo preparations
have been in clinical use (in autoimmune diseases) for many years, so they are
optimal candidates for testing in transplant settings in combination with Treg
based cellular therapy.
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6. Marek N., Krzystyniak A., Ergenc 1., Cochet O., Misawa R., Wang LJ.,
Golab K, Wang X., Kilimnik G., Hara M., Kizilel S., Trzonkowski P.,
Millis JM., Witkowski P. Coating human pancreatic islets with
CD4(+)CD25(high)CD127(-) regulatory T cells as a novel approach
for the local immunoprotection. Ann Surg. 2011 254, 3, 512-518.

Oplaszczanie ludzkich wysp trzustkowych komérkami T regulatorowymi o
fenotypie CD4(+)CD25(high)CD127(-) jako nowa strategia lokalnej
immunoprotekcji

Cel pracy: Opracowanie nowej strategii lokalnej immunosupresji poprzez
przytaczenie komoérek T regulatorowych o fenotypie CD4 CD25"¢"CD127 do
powierzchni wysp trustkowych przeznaczonych do przeszczepu.

Wprowadzenie: Namnozone ex vivo komorki Treg maja zdolno$¢ kontroli
reakcji allogenicznej i autoimmunologicznej. Dlatego tez terapia komorkami
Treg moze stanowi¢ bardziej efektywng ochrong przeszczepianych wysp
trzustkowych przed atakiem ze strony uktadu immunologicznego niz obecnie
stosowane $rodki immunosupresyjne. Lokalne zastosowanie komoérek Treg moze
poprawi¢ ich skuteczno$¢ i utatwi¢ wprowadzenie metody do badan klinicznych.
Metody: Wyizolowane ludzkie wyspy trzustkowe byly optaszczane
allogenicznymi namnazanymi ex vivo komorkami Treg przy uzyciu polimeru
glikolu etylenowego skoniugowanego z biotyng (biotin-PEG-NHS) oraz
streptawidyny.

Wyniki: Optaszczanie wysp trzustkowych komoérkami Treg nie miato wplywu na
zywotnos$¢ wysp (>90% w tescie z dioctanem fluoresceiny i jodkiem propidyny)
oraz na profil sekrecji insuliny podczas testu dynamicznej perfuzji. Po inkubacji
in vitro z allogenicznymi komoérkami T efektorowymi, optaszczone komorkami
Treg wyspy trzustkowe zachowaly swoja funkcje, wydzielajac wigcej insuliny w
porowaniu z wyspami nie poddanymi modyfikacji, wyspami optaszczonymi
komorkami T efektorowymi lub gdy komoérki Treg jedynie dodano do hodowli
wysp, nie wigzac obu typéw komorek ze sobg (P < 0,05). Dodatkowo, w tescie
immunoenzymatycznym ELISPOT (ang. Enzyme-linked Immunosorbent Spot)
wykazano, ze wyspy optaszczone komodrkami Treg hamuja wydzielanie
interferonu y (IFN-y) przez komoérki T efektorowe (poréwnanie wydzielania
IFN-y przez wyspy optaszczone i niezmodyfikowane (99 + 7 i 151 £ § |
odpowiednio; P <0,01).

Podsumowanie: W niniejszej pracy po raz pierwszy wykazali§my, ze komorki T
regulatorowe moga zosta¢ potaczone z komdrkami docelowymi z zachowaniem
ich zywotno$ci, funkcji i akywnosci supresorowej. Jezeli skutecznos¢ tej metody
zostanie potwierdzona na modelu zwierzecym, optaszczanie wysp trzustkowych
komérkami Treg moze sta¢ si¢ alternatywna metoda lub ulepszeniem tradycyjnie
stosowanej immunosupresji.
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Coating human pancreatic islets with CD4(+)CD25(high)CD127(-)
regulatory T cells as a novel approach for the local immunoprotection

Objectives: To develop a novel approach for local immunoprotection using
CD4'CD25""CD127 T regulatory cells (Tregs) attached to the surface of the
islets before transplantation.

Background: Tregs expanded ex vivo can control allo and autoreactivity,
therefore, Treg-based therapy may offer more effective protection for
transplanted islets from immunologic attack than currently used
immunosuppression. Local application of Tregs can make such therapy more
clinically feasible and efficient.

Methods: Human islets were isolated and coated with allogeneic ex vivo
expanded Tregs using biotin-poly(ethylene glycol)-N-hydroxysuccinimide ester
(biotin-PEG-NHS) and streptavidin as binding molecules.

Results: Coating pancreatic islets with Tregs did not affect islet viability (>90%
fluorescein diacetate/propidium iodide) or the insulin secretion profile in
dynamic islet perifusion assays. After in vitro incubation with allogeneic T
effector cells, Treg-coated islets revealed preserved function with higher insulin
secretion compared with controls-native islets, coated islets with T effector cells
or when Tregs were added to the culture, but not attached to islets (P < 0.05). In
addition, the Enzyme-linked immunosorbent spot (ELISPOT) assay revealed
suppression of interferon (IFN)-y secretion, when T effector cells were
challenged with Treg-coated islets comparing to controls (99 + 7 vs 151 + 8 dots,
respectively; P <0.01).

Conclusions: We demonstrated, for the first time, the ability to bind immune
regulatory cells to target cells with preservation of their viability and function
and protective activity against immune attack. If successfully tested in an animal
model, local delivery of immunoprotective Tregs on the surface of transplanted
pancreatic islets may be an alternative or improvement to the currently used
immunosuppression.

7. Golab K., Kizilel S., Bal T., Hara M., Zielinski M., Grose R., Savari O.,
Wang XJ., Wang LJ., Tibudan M., Krzystyniak A., Marek-Trzonkowska
N., Millis JM., Trzonkowski P., Witkowski P. Improved coating of
pancreatic islets with regulatory T cells to create local
immunosuppression by using the biotin-polyethylene glycol-
succinimidyl valeric acid ester molecule. Transplant Proc. 2014, 46, 6,
1967-1971.
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Optymalizacja metody oplaszczania wysp trzustkowych komérkami T
regulatorowymi w celu stworzenia lokalnej immunosupresji poprzez
zastosowanie skoniugowanego z biotyna polimeru glikolu etylenowego
bedacego estrem sukcynimidowym kwasu walerianowego

Wprowadzenie. W naszych wczesniejszych badaniach wykazalismy, ze komorki
T regulatorowe moga by¢ przylaczone do powierzchni wysp trzustkowych,
tworzac w ten sposob system lokalnej immunoprotekcji. Dalsza optymalizacja
tej metody moze wptyna¢ na poprawe efektywnosci optaszczania wysp
komorkami Treg, a co za tym idzie wydtuzy¢ przezywalno$¢ i funkcjonowanie
przeszczepu. Celem naszej pracy bylo zwickszenie ilosci komoérek Treg
przylaczanych do powierzchni wysp bez wpltywu na zywotno$¢ oraz funkcje
optaszczanych wysp trzustkowych.

Metody. Powierzchnia komoérek Treg 1 wysp trzustkowych byta modyfikowana
za pomoca skoniugowanego z biotyng polimeru glikolu etylenowego
zawierajgcego reszt¢ NHS (biotyna-PEG-NHS) lub skoniugowanego z biotyng
polimeru glikolu etylenowego zawierajgcego reszte SVA (biotyna-PEG-SVA).
Nastepnie, wyspy trzustkowe byty inkubowane ze straptywidyng jako czasteczka
taczaca komorki Treg z wyspami trzustkowymi. W celu wizualizacji komorki
Treg przed potaczeniem z wyspami byty barwione barwnikiem CellTracker CM-
DiL, a po optaszczeniu wyspy analizowano z zastosowaniem skanujacego
laserowego mikroskopu konfokalnego. Liczbe komoérek Treg przylaczonych do
powierzchni wysp w przeliczeniu na jednostke powierzchni analizowano z
zastosowaniem oprogramowaniem Imaris. Aby oceni¢ funkcjonalnosé¢
optaszczonych wysp trzustkowych przeprowadzono test dynamicznej stymulacji
sekrecji insuliny.

Wyniki. Optaszczanie wysp trzustkowych komorkami Treg z uzyciem czasteczki
biotyna-PEG-SVA pozwolilo na przylaczenie o 40% wigkszej liczby komorek
Treg w przeliczeniu na 1 um® powierzchni wyspy trzustkowej. Przezywalno$é
wysp trzustkowych po procesie oplaszczania z zastosowaniem obu zwigzkow
byla poréwywalna, ale funkcja wysp po oplaszczeniu z zastosowaniem biotyna-
PEG-SVA byla lepiej zachowana niz w przypadku, gdy wykorzystano biotyna-
PEG-NHS. Sekrecja insuliny w odpowiedzi na rézne stezenia glukozy byta o
62% wyzsza w przypadku wysp optaszczonych metoda wykorzystujaca biotyna-
PEG-SVA, niz kiedy wyspy optaszczono stosujac biotyna-PEG-NHS.

Whnioski. Optaszczanie wysp trzustkowych komorkami Treg przy uzyciu
zwigzku biotyna-PEG-SVA jest metoda efektywniejsza oraz pozwala na
zachowanie funkcjonalno$ci optaszczonych wysp na lepszym poziomie niz w
przypadku stosowania zwigzku biotyna-PEG-NHS. Optymalizacja metody
optaszczania wysp trzustkowych komorkami Treg moze wplyna¢ na poprawe
skutecznosci tego nowego podej$cia do immunoprotekcji przeszczepianych
wysp, a co za tym idzie umozliwi¢ jej dostosowanie do celéw klinicznych.
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Improved coating of pancreatic islets with regulatory T cells to create local
immunosuppression by using the biotin-polyethylene glycol-succinimidyl
valeric acid ester molecule

Background. We showed that T regulatory (Treg) cells can be attached to the
surface of pancreatic islets providing local immunoprotection. Further
optimization of the method can improve coating efficiency, which may prolong
graft survival. In this study, we compared the effectiveness of two different
molecules used for binding of the Tregs to the surface of pancreatic islets. Our
aim was to increase the number of Treg cells attached to islets without
compromising islets viability and function.

Methods. The cell surface of human Treg cells and pancreatic islets was
modified using biotinpolyethylene glycol-N-hydroxylsuccinimide (biotin-PEG-
NHS) or biotin-PEG-succinimidyl valeric acid ester (biotin-PEG-SVA). Then,
islets were incubated with streptavidin as islet/Treg cells binding molecule. Treg
cells were stained with CellTracker CM-DiL dye and visualized using a Laser
Scanning Confocal Microscope. The number of Treg cells attached per islets
surface area was analyzed by Imaris software. The effect of coating on islet
functionality was determined using the glucose-stimulated insulin response
(GSIR) assay.

Results. The coating procedure with biotin-PEG-SV A allowed for attaching 40%
more Treg cells per 1 mm” of islet surface. Although viability was comparable,
function of the islets after coating using the biotin-PEG-SVA molecule was
better preserved than with NHS molecule. GSIR was 62%higher for islets coated
with biotin-PEG-SV A compared to biotin-PEG-NHS.

Conclusion. Coating of islets with Treg cells using biotin-PEG-SVA improves
effectiveness with better preservation of the islet function. Improvement of the
method of coating pancreatic islets with Treg cells could further facilitate the
effectiveness of this novel immunoprotective approach and translation into
clinical settings.
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