LA RESPOSTA CEL-LULAR EN EL XENOTRASPLANTAMENT
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La supervivencia de l'empett després d'un any, en el wasplan-
tament d'drgans entre éssers humans, supera €l 80% en la
majoria de casos. Aquests bons resultats determinen que el
nombre de candidats a trasplantament dalgun dels organs
creixi de manera espectacular, mentre que el nombre d'dr-
gans disponibles estd practicament estancat, atesa |'escasse-
tat de donants humans. La simultaneitat d'aquests dos fend-
mens determina gue es consideri la possibilitat dutiliczar al-
tres fonts d'organs per a trasplantament i concretament, la
possibilitat d'utitttzar animats com a donants d'organs.

Entre les possibles espécies candidates a donants, els primats
queden descartats per la seva dificil cria en captivitat, aixi
com per altres raons de tipus &tic i de transmissié dinfec-
cions. D'entre les altres espécies, sembla existir un cert con-
sens sobre la possibilitat que el porc podria ésser un bon can-
didat a donant d'organs.

Existeixen, perd, seriosos obstactes per a mantenir organs
porcins funcionant en el ¢os huma. La rad és el rebuig del sis-
tema immunitan de tot alld que li és estrany.

El primer dels obstacles per al trasplantament d'organs proce-
dents d'animals (o primats) a humans &s | existéndia d'un re-
buig hiperagut {¢ hiper acute rejection, HAR), causat per la
preséncia en els humans d'anticossos naturats contra l'epitop
aGal (1-3) Gai'. Aguests anlicossos activen el complerment i
ocasionen la retraccio de les ceélules endotelials. Aquesta re-
traccics deixa el subendoteli al descobert, | dona ltoc a la for-
maci¢ d'agregats de plaquetes a la paret vascular.

Aquest obstadle sembla que té possibilitats d'ésser superat
gracies a diverses tecniques {(vegeu altres articles draquest
volum). Entre aquestes técnigues hi ha la construccio d'ani-
mals transgenics gue expressin determinats gens. Avui es
possible transfectar al porc gens que codifiguen per enzims
que poden maodificar 'estructura glicica diana dels anticossos
naturals?, Tambeé €s possible fer expressar a [a membrana de
les céllules porcines molécutes amb capacitat per a inhibir
l'activacié del complement huma®, Totes aquestes passibili-
tats fan que el rebuig hiperagut tingui possibilitat d'ésser su-
perat a mig termini.

Tipus de resposta celHular
Preveient el fet que el rebuig hiperagut no sigui un obstacle
insalvable, cal avancar-se als obstacles que poden sorgir a

continuacié | molt concretament a la possibilicat que existeixi
una resposta celular contra els antigens parcins.
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Cal, dongs, preguntar-se : ¢Existeix una resposta cellular per reco-
neixement directe de lhuma de MHRC-dassel pordi (swine leucoc-
tary antigens, SLAY , semblant a 1a que apareix en (allotrasplanta-
ment? iHi deu haver algun altre tipus de resposta cellular que
agredeixi Torgan empeltat? £i¢. TOtes aquestes pregunies treuen
¢ap a diaitres de més importants com ara s6n : Fins a quin punt
fes estratégies immunossupressores que utlitzem per a lalotras-
plantament ens seran Ltils 0 suficients per a controlar la resposta
cellular en el xenotrasplantament?. |, fins a quin punt el poc que
conesxern sobre 13 tolerancia de latioempelts sera extrapolable als
xencempelts? Ja podemn avancar aqui que, a mes de la resposta
limfocitara T caracteristica de falotrasplantament, ens trobarem
amb problemes afegits desencadenats per céhules | mecanismes
de reconeixement que juguer un paper tan sols secundari en
ialotrasplantament, com ara les céttiles naural Killer (NK).

£l rebuig retardat

Per les dades que es tenen fins ara, sha pogut comprovar
que els organs gue aconsegueixen superar la primera fase de
rebuig hiperagut son infiltrats rapidament per macrofags |
cellules NK*. Les céllules NK sén unes celules amb capacitat
citotdxica que sncarreguen de detectar la manca d'expressio
dantigens HLA. Linterferir 'expressid en membrana del anti-
gens HLA-Classe-l és un mecanisme utilitzat per alguns virus
per a escapar-se del reconeixement del sistema immunitari.
Quan una céllula NK detecta una cellula que no expressa
HLA-Classe-|, interpreta que la ceHula esta nfectada i la des-
trueix per un procés d'induccié d'apoptosi que aleshores frag-
menta el DNA i evita la propagacié del virus intracellular.

El perque en alguns models de xenotrasplantament es pro-
dueix un reclutament daguest tpus de céllules no és encara
del tot clar, peré sembla que hi puguin intervenir tres tipus de
fendmens: 1} La secrecié de quimiocines (MCP-1, MCP-2, MIP-13
i RANTES); 2) La interaccio a traves dels receptors per la fracciod
¢nstatliczable o FO de les immunoglobulines, presents a les
NK, 1 3) Les interaccions del tipus lectina {proteines que unei-
xen carbohidrats), en les quals podrien intervenir receptors de
célules NK, que pertanyen a la familia de les lectines i que po-
dria proporcionar un senyal d'activacio de lactivitat N,

Dades in vitro del nostre laboratori indiguen que la interaccio
entre mondcits o céllules NK humanes amb c&llules de porc
té, a mes, implicacions funcionals.

Concretament, hem observat que: 1) Les céllules PBMC huma-
nes destrueixen per lisi les ceHules porcines marcades amb



Cr51, amb una interaccié que implica la participacié de mole-
cules classiques d'adhesio amb CD18%; i 2) Els factors solubles
produits per mondcits humans indueixen les céllules endote-
lials porcines a produir oxid nitric, una substandia involucrada
en lextravasacid dels mondcits’. En la induccié d'oxid nitric, no
hi inkervenen els antlcossos naturals i no pot reproduir-se uti-
litzant TNF huma recombinant.

Molt probablement, aita susceptibilitat de les célfules de
porc a ser llisades per les NK humanes €s deguda al fet que
els antigens MHC-Classe- (SLA-) s6n incapacos dinteraccionar
amb els receptors NK humans i, per tant, dinhibir la funcié ¢
totoxica natural d'aquestes cellules.

Totes aquestes dades indiquen que, a meés de la passible respos-
ta cellular T en el xenotrasplantamente del porc a l'huma ens
trobarem amb un nou mecanisme gue sha anomenat de rebuig
retardat {Delayed xenograft rejection, DXR), un tipus de rebuig
que no es troba (0 que es poc evident) en lallotrasplantament.

El rebuig agut

Lexisténdia duna resposta per reconeixement directe de les célu-
les T del MHC-classe-ll del pore (SLA-I} no ha estat encara propia-
ment evidenciada in vivo, perd nombrasos indicis in vitro semblen
indicar que hi ha una resposta per al reconeixement directe dels
antigens MHC-Classe- del porc per part dels limidcits T fumans.
De fet, es déna in vitro una resposta del tipus de cultiu mixt imfo-
citari (MLQ gque sha anomenat Xeno-MLL Aquest fet implica no
nomes gue hi ha una capacitat del receptor de la célula T huma-
na (TCR) de reconéixer els antigens SLA-I sind també que, a mes,
algunes molecules implicades en els senyals accessoris, funcionen
correctament. L'activacio per reconeixement directe implica un
conjunt de senyals accessons entre molécules de la cetula pre-
sentadora [ la céHula responedora®, Dentrada, no era clar que -
tes aquestes interaccions entre molécules humanes | porcines ha-
guessin de funcionar comrectament i de fet mhi ha que no funcio-
nen. Per desgracia, la majoria de les interaccions moleculars
involucrades en I3 resposta cetular T que shan descrit funcionen
correctament en el model porc-huma (fauta [Fe Lacumuladié de
limfoxcits amb els TCR especifics, en un determinat Organ, tambeé
precisa de ies interaccions entre les molécules dadhesid. Moltes
perd No totes les interaccions de les molécules dadhesio funcio-
ren en el model porchuma {taula IN®. De fet, mottes interleucines
humanes no son fundonals amb cétlules de porc.

Tot sembla indicar, que en la resposta de 'huma davant del poic
hi ha una expansié clonal ampla amb generacio de T ditotdxi-
ques semblant a la que pot trobar-se en laliotrasplantament.

Propostes de solucié

Si bé el rebuig agut pot no implicar un problema basicament
diferent respecie de l'alo-trasplantament i, molt probable-

). Martorell. - La resposta cellular en el xenatrasplantament

ment, la medicacio immunossupressora actual podnia contro-
lar 1a resposta limfocitaria T responsable det rebuig agut, el re-
buig retardat amb l'activacio de NK i monocits implica l'e-
xisténcia de mecanismes de rebuig nous gue no estem habi-
tuats a controlar. En contrapartida, I'ds danimals ens permet
introduir canvis gengtics capagos de modificar les caracteristi-
ques moleculars de ['drgan a empeltar. D'entre les propostes
que shan fet per a sclucionar aquest problema, cal destacar-
ne dos':

1} Transfectar molecules de'HLA-classe-1 humanes al porc per
tal que, en expressar-se a la membrang, interactuin amb els
receptors NK i protegeixin les céllules del porc de ratac per
les NK humanes. Concretament, sha proposat la transfeccid
d'una molecula no classica, I'HLA-G, gue juga un paper impor-
tant en la proteccid del fetus conira l'atac del sistema immu-
nologic matern®,

2} La transfeccio de la fucosil transferasa, un enzim capag
d'emmascarar lepitop glucidic aGal (1-3) Gal | de convertir-lo
en la inofensiva estructura del grup sanguini 0. Aguesta es-
tratégia inicialment s’havia dissenyat per a evitar la unié dels
anticossos naturals, peré a més ha demosirat que disminueix
la susceptibilitat a 13 tist per NK i l'adhesid del monodits, ja que
molt probablement disminueix els punts d'ancoratge de les
molgcules amb activitat iectina™.

Conclusio

La possibilitat que el trasplantament d'organs procedents d'a-
nimals pugui solucionar el problema de |'escassetat d’organs
passa de forma ciclica per perfodes d'optimisme | de pessi-
misme, en funci¢ dels avangos tecnoldgics i de l'adquisicio de
nous coneixements, els quals de vegades impliquen nous

TAULA | _

Molécules senyalitzadores (interaccions porc-huma
Por¢ Huma senyal
CDao = CTLA4Ig/CD28 S
(D86 == CTIA4IgKD28 Si
LFA3 = D2 Si
MHC-I = (D4 Si
095 = CD9sL Si
MHC = KIRs No

TAULA §i

Molécules d'adhesio (interaccions porc-huma)
Molécula Lliganﬁ Mol humana Mol. Porc
d'adhesit lligand porc lligand huma
(DiiaiD18 D40, 54, 102 Si 5
HOE] D31 No No Qe
€b34 D62 L No No Det.
094 MatExtracel Si 5
045129 CD10&, Aibron, Si Si
(0492129 Fibronecting No Det. lo]
DUy Laminina Ny Det, 5
(D6EPL Silatit-LeX 5§ Si

41



Volurn té, ndrmero 2, Maig-Agost 200t

obstacles | de vegades avantatges inesperats. £l que sf sem-
bla cert és que 1a resposta celular de 'home davant del porc
t€ components que depenen dels limfdcits T. Aquest compo-
nent no sembla insalvable, atés que es disposa demnes per a
controlar aquests limfacits T. Perd també hi ha components
que depenen daltres tipus de resposta, com la de les cellules
NK © les dels mondcits, que ens sén molt menys conegudes.
Fer prediccions sobre si serem o no capacos en el futur d'eli-
minar ¢ controlar aquestes respostes €5 arriscat. El que si és
ben segur és que el lluitar contra aquest nou repe té moites
probabilitats d'ensenyar-nos moltes cases de com funciona el
sistema immunclogic i, en el pitjor dels casos, molt probable-
ment ens ajudara a coneixer millor els mecanismes de rebuig
en lakotrasplantament.
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LA RESPOSTA CEL-LULAR EN EL XENOTRASPLANTAMENT

Un cop establert que el refus hiperagut pot no ser un obs-
tacle insalvable per a la practica de xenotrasplantaments,
cal considerar la possibilitat de l'aparicid d’'una resposta
cellutar contra les cél-lules de I'empelc.
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$'ha demostrat que, a banda de la resposta limfocitaria T,
caracteristica de Pal-lotrasplantament, en el xenotrasplan-
tament apareixen problemes desencadenats per céllules i
mecanismes de reconeixement que juguen un paper se-
cundari en l'aklotrasplantament, com les céllules assassi-
nes naturals (natural Kifler o NK} i els mondcits. Aquests
mecanismes de reflis s6n menys coneguts i estem menys
habituats a controlar-los. Tot i aixi, I'is d'animals per a ob-
tenir organs per a trasplantament permet introduir canvis
genétics capagos de modificar les caracteristiques molecu-
lars de Yorgan a trasplantar i protegir-lo de l'atac de les
cellules NK humanes i de F'accio dels anticossos naturals.

LA RESPUESTA CELULAR EN EL XENOTRASPLANTE

Una vez establecido que el rechazo hiperagudo puede no
ser un obstaculo insalvable para la practica de xenotras-
plantes, debe considerarse la posibilidad de 1a aparicion de
una respuesta celular contra las células del injerto.

Se ha demostrado que, aparte de la respuesta linfocitaria
T, caracteristica del alotrasplante, en el xenotrasplante
aparecen problemas desencadenados por celulas ¥ meca-
nismos de reconocimiento que juegan un papel secunda-
rio en el alotrasplante, como las células asesinas naturales
{natural killer o NK) ¥ los monocitos. Estos mecanismos de
rechazo son menos conocidos y estamos menos habitua-
dos a controlarlos. Sin embargo, €l uso de animales para
obtener 6rganos para trasplante permite introducir cam-
hios genéticos capaces de modifcar las caracteristicas mo-
leculares del organo a trasplantar ¥ protegerlo del ataque
de las células NK humanas y de la accién de los anticuer-
Pos naturales.

CELLULAR RESPONSE IN XENOTRANSPALANTATION

After establishing that hyperacute rejection may not be
an insuperable obstacle in xenotransplantation, the possi-
bility of the development of a cellular immune response
against the graft cells must be discussed.

It has been demonstrated that apart from the T-lymp-
hocyte response, a characteristic of allotransplantation,
xenotransplantation produces a series of problems due to
cells and mechanisms of recognition that play a secondary
role in allotransplantation such as natural Killer cells and
monocytes. These mechanisms of rejection are less well
know and there is less experience in their control. Howe-
ver, when animals are used to obtain transplant organs
genetic changes can be introduced that are capable of mo-
difying the molecular characteristics of the trasplant organ
and of protecting it from attack by human natural Killer
cells and the action of natural antibodies.



RESULTATS ASSOLITS EN XENOTRASPLANTAMENT

Josep M Cruzado®

Revisid historica del xenotrasplantament clinic

Als primers anys del sogle XX, a causa del desenvoiupament
de la técnica Quirtrgica, que permetia les anastomaosis vascu-
lars, va sorgir la possibilicat de poder substituir la funcid d'un
organ fracassat per un de sa provinent d'un altre individu, és
dir, el trasplantament d'drgans. En aquells anys, la definicio de
Mort era ambigua, la qual cosa implicava problemes clinics i
étics per tal d'aconseguir drgans dhurnans. Per aquest motiu
©s considera el xenotrasplantament com a la solucio ideal. Els
coneixements sobre la immunoiogia del trasplantament eren
en fase embrionaria i tot just comengaven els primers es-
fur¢os adregats a identificar, per técniques serologiques, les
diferéncies cntre individus.

El primer intent de xenatrasplantament clinic sembla que es
pot atribuir a Ullmann larny 1902, en intentar trasplantar un
ronyd de porc heterotdpicament en el colze esquerre d'una
dona urémica, perd fracassa per problemes tecnics. L'any
1906, Jahoulay, dugué a terme els primers xenotrasplarta-
ments ¢linics ¢n implantar, tambeé heterotdpicament, al ¢ol-
ze de dos padents urémics, un rony¢ de porc i un ronyd de
cabrg, respectivament, encara que al tercer dia van haver
d'extreure’s pel seu aspecte gangrends. Aquestes experién-
cies descoratjadores, juntament amb altres pel que fa a
l'allotrasplantament experimental, van fer caure els investi-
gadors en una fase de desanim, on se suposava que els or-
gans fracassaven per problemes técnics insuperables, enca-
ra que avui dia sabem que, probatiement, els xenoempelts
ho feien per rebuig hiperagut i els alloempelts per rebuig
cellular agut. Els trasplantaments es van abandonar i, a ban-
da de les experiéncies de Neuhof als anys 20, van haver de
passar gairché 50 anys per a tornar a intentar els xenotras-
plantaments.

Aquest segon periode dinterés en el xenotrasplantarent
comprén des de finals dels anys 50 als primers 60. Podem ci-
tar tres circumstancies com a responsables d'aquest ressor-
giment dels xenotrasplantaments. La primera era la necessi-
tat de desenvolupar el trasplantament per a tractar els pa-
cients amb insuficiencia irreversible d'drgans vitals, la segona
eren els greus problemes per 4 la procuracid d'drgans hu-
mans (no existia encara el concepte de mort cerebral i, a
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més a mes, la donacié voluntaria de viu plantejava proble-
mes de tipus &tic), | la tercera era Tefectivitat de lmmunos-
supressor o-mercaptopuring en el control de 'allorebuig
cel-lular agut.

Primer Reemtsma, a la Tulane University de Nova Orleans, i
després Starzl van dur a terme diversos xenotrasplanta-
menis renals de primat a huma i van aconseguir super-
vivencies de fins a § mesos en un dels casos. Aquests resul-
tats, considerats pobres des de la perspectiva rerapéutica,
coincidiren amb Ia instauracié als anys 60 de la dialisi regla-
da com a tractament substitutiu renal, el desenvolupment
amb éxit de la procuracio d'drgans de donant cadaver i amb
Fesclat de la immunologia de lallotrasptantament. Tot ple-
gat es va concretar en lallotrasplantament clinic com a al-
ternativa terapéutica per al tractament de la insuficiencia
dels organs.

Aixi doncs, a partir de l'any 1965 el xenotrasplantament ¢s va
practicament abandonar, tot i que aquest any es produiren
grans avengos en el coneixement de la fisiopatclogia del xe-
norebuig. Efectivament, Cark proposa que el rebuig hipera-
gut es produia a causa de la unié d'anticossos del receptor a
lempelt | a l'activacic del complement. Nelson va demostrar
que el factor del veri de cobra era capag dallargar 1a super-
vivéncia dels xencempelts, Marceau va destacar 1a rellevan-
cia de 'endoteli en el rebuig hiperagut, | Perper | Najarian van
suggerir que la preséncia de xenoanticossos explicava la su-
pervivencia inferior del xenotrasplantament entre espécies fi-
logenéticament llunyanes, respecte del xenotrasplantament
entre espécies proximes, xenotrasplantaments anomenats
meés endevant per Calne als anys 70 com a discordant i con-
cordant, respectivament, Per tant, encara que sembli parado-
%ai, a finals del anys 60 es tenia ja coneixement de la sequén-
cia de fets del xenerebuig hiperagut, del paper de 1a coagula-
cid, de les plaguetes, ¢ls leucocits i els xenoanticossos
naturals. Des dels anys 601 fins a la década dels 90 només hi
ha descrita una experiéncia de xenotrasplantament cardiac
de babuf a huma. No és fins a principis dels anys 90, amb
lallotrasplantament perfectament consclidat com a una op-
Ci6 terapeutica més de la practica clinica, quan hi ha un res-
sorgiment de I'interés pel xenotrasplantament a causa de le-
norme desequilibri entre lescassetat d'organs i el nombre de
pacients en llista d'espera.

Aquest nou impuls va fer que cirurgians com Religa 1 Makow-
ka, l'any 1992, 0 Starzl, lany 1993, practiquessin els darrers xe-
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