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מבוא
1. השתלת מח עצם
מאז שנת 1957, עת בוצעה השתלת מח העצם המוצלחת הראשונה על ידי Thomas וחבריו,1 מהווה ההשתלה נדבך מרכזי בטיפול במספר רב של מחלות המטולוגיות ותורשתיות. בחלקן, ההשתלה הינה האפשרות היחידה לריפוי. השתלת מח עצם מנצלת את יכולתם של תאי גזע המטופויאטים לחדש מערכת חיסון פגועה. תאי גזע המטופויאטים נלקחים מהחולה עצמו (במקרה של השתלה עצמית, אוטולוגית) או מתורם (השתלה אלוגנאית). לפני ההשתלה, החולה עובר טיפול מכין באמצעות תכשירים כימותרפים, לעיתים בשילוב של קרינה כל גופית. לאחר הטיפול המכין התאים מושתלים באמצעות הזרקה לוריד.2
השתלה עצמית משמשת כיום לטיפול במספר ממאירויות המטולוגיות, בעיקר לימפומות שאינן הודג'קין ומיאלומה נפוצה. יעילותה של ההשתלה העצמית כנגד תאי הגידול מתבססת על פרוטוקול מכין רב עוצמה. בזכות ההשתלה, ניתן להשתמש בטיפולים בעלי רעילות גבוהה לתאים הסרטניים, אך גם למח העצם, במינונים ושילובים שהיו קטלניים לו ניתנו ללא השתלת התאים לאחריהם. 
לעומת זאת, באמצעות השתלה אלוגנאית, ניתן לטפל מאפשרת טיפול במספר מחלות תורשתיות המטולוגיות (אנמיה חרמשית, תלסמיה ועוד) וחיסוניות (severe combined immunodeficiency, leukocyte adhesion deficiency), אולם היישום השכיח ביותר בהשתלות אלוגנאיות הוא לטיפול בממאירויות המטולוגיות כגון לאוקמיה מיאלואידית או לימפבלסטית חריפה, מחלות מיאלופרוליפרטיביות או סינדרום מיאלודיספלטי (MDS). בניגוד להשתלה העצמית, ההשפעה האנטי-גידולית של ההשתלה האלוגנאית מסתמכת לא רק על הטיפול הכימי המכין, אלא גם על פעולתו של השתל כנגד הגידול, השפעה המכונה GvL (graft versus leukemia effect) ומתבססת על כך שמערכת החיסון המושתלת מזהה את הגידול כגורם זר ופוגעת בו. בכך מהווה ההשתלה האלוגנאית את אחת הדוגמאות הראשונות של טיפול חיסוני כנגד סרטן (אימונותרפיה).
הודות לאפקט ה- GvL, השתלה אלוגנאית לרוב יעילה יותר מהשתלה עצמית במחלות חריפות בעלות מהלך אגרסיבי. למרבה הצער, האפקט החיסוני של השתל אינו מוגבל רק לגידול בלבד, ובמקרים רבים מתפתחת תגובה חיסונית גם כנגד גופו של המושתל, תופעה המכונה "מחלת השתל כנגד המקבל" (graft versus host disease, GvHD). מחלה זו מתבטאת בפגיעה בעור, במערכת העיכול ובכבד בשלב החריף ובאיברים רבים נוספים בשלב הכרוני. בדרגות חומרה נמוכות, מחלת השתל הינה תופעה רצויה, המעידה על פעילותו של השתל. אולם במקרים קשים יותר מדובר במחלה מסכנת חיים. 
1.1 בחירת התורם להשתלה אלוגנאית.3 על מנת לאפשר קליטה טובה של השתל וכן במטרה למנוע התפתחות של GvHD חמור יש צורך לבצע התאמת רקמות בין תורם השתל לבין המקבל, על פי האללים של מולקולות ה- HLA השונות. בשלב הראשון, מחפשים תורם מבין אחיו ואחיותיו של החולה. ישנה עדיפות לתורם בן משפחה מתאים (matched related donor, MRD), על פני תורם מחוץ למשפחה. לכל אח או אחות יש סיכוי של כ- 25% להתאים להשתלה. החולה והתורם הפוטנציאלי עוברים תהליך של סיווג רקמות באמצעות PCR, ונבדקים האללים השונים של ששת הגנים ל- HLA. במידה ולא נמצא תורם מתאים מבין אחיו ואחיותיו של החולה,  פונים לחיפוש תורם במאגר תורמי מח עצם בינלאומי, המכיל מספר גדול של נתוני HLA של מתנדבים, במטרה למצוא תורם בהתאמה מלאה (matched unrelated donor, MUD). במידה ולא נמצא תורם מתאים לחלוטין, ניתן לפנות לתורם עם התאמה חלקית בלבד (mismatched unrelated donor, MMUD). במקרים בהם לא נמצא תורם מתאים בתוך המשפחה או במאגר התורמים, שוקלים שימוש במנת דם טבורי מבנק ציבורי או השתלה מתורם בן משפחה ללא התאמה גנטית מלאה ב- HLA, כגון הורה או אח אחר (haploidentical transplantation).
1.2 מקור השתל בהשתלה אלוגנאית. בתקופה בה הוחל בטיפול בהשתלות מח עצם, הצורה היחידה להפקת השתל הייתה באמצעות שאיבה ישירה ממח העצם, לרוב מעצמות האגן האחוריות, תחת הרדמה. לשיטה זו יש תפקיד חשוב  עד היום, אך ברוב המקרים משתמשים כיום להשתלה בשתל שמקורו בדם ההיקפי (peripheral blood stem cells, PBSC). תאי הגזע ההמטופויטים מגויסים ממח העצם אל הדם ההיקפי באמצעות  G-CSF (granulocyte colony stimulating factor) ולאחר מכן מתבצע איסוף של התאים והפרדתם באמצעות פרזיס. כמות תאי הגזע והתאים הבוגרים של מערכת החיסון בשתל ממקור דם היקפי גדולה יותר, ולכן הסיכון להתפתחות מחלת השתל כנגד המקבל גבוה יותר, אולם ברוב חולים אין הבדל מבחינת ההישרדות לאחר ההשתלה בין שני מקורות השתל.4
החל משנת 1988, נוסף מקור שלישי אפשרי להשתלה, כאשר בוצעה לראשונה השתלת מח עצם מוצלחת של שתל ממקור דם טבורי.5 נתגלה כי בדם חבל הטבור ישנו שיעור גבוה של תאי גזע. כמו כן, רמת הגירוי החיסוני של תאים אלו נמוכה יחסית, הודות לחוסר בשלות של מערכת החיסון. לפיכך, רמת ההתאמה הנדרשת בין התורם למקבל בהשתלת דם טבורי נמוכה יותר מהנדרש במקורות אחרים. בשנים האחרונות הוקמו מספר מאגרים ציבוריים לדם טבורי המאפשרים שימוש זמין במנות דם טבורי להשתלה במידה ולא נמצא תורם מתאים בן משפחה או במאגר התורמים המתנדבים.6 בעבר, המספר הנמוך של תאים שנאסף בכל מנת דם טבורי איפשר השתלה מסוג זה בילדים בלבד, בעיה זו נפתרה חלקית באמצעות השתלה של שתי מנות שונות, המאפשרת כיום להשתמש בשתלים אלו גם במבוגרים.7 
1.3 הפרוטוקול המכין בהשתלה אלוגנאית. מטרתו של הטיפול המכין להשתלה כפולה – סילוק מרבי של תאי המערכת ההמטופויאטית של המקבל על מנת לאפשר קליטה טובה יותר של השתל ודיכוי חיסוני על מנת להקטין את הסכנה לדחייתו. במקביל, במקרה של השתלה לטיפול במחלה ממארת, הטיפול המכין מסייע  בהשמדה של תאי הגידול. הבנת העיקרון של פעילות השתל כנגד הגידול (GvL) איפשרה לפתח פרוטוקולים מכינים בעצימות נמוכה יותר (reduced intensity conditioning, RIC), בהם עיקר הפעילות האנטי-סרטנית מבוססת על פעילות מערכת החיסון של השתל ולא על הפרוטוקול המכין.8 בזכות השימוש בפרוטוקולים אלו, ניתן כיום לבצע השתלות אלוגנאיות גם בחולים מבוגרים יחסית או עם מחלות רקע. בחולים צעירים וללא מחלות רקע, עדיין משתמשים בפרוטוקולים בעצימות מלאה התורמים לקליטה טובה יותר של השתל ומקטינים את סיכויי ההישנות של המחלה. 
1.4 שיקום המערכת ההמטופויאטית לאחר ההשתלה. לאחר הטיפול המכין וההשתלה עצמה, זקוקים תאי הגזע המושתלים לזמן על מנת לשקם את המערכת ההמטופויטית הפגועה בגופו של המושתל. משך הזמן החולף עד לקליטת השתל ולשיקום משתנה בין רכיבי הדם השונים. במחקר שנערך ב- 5,246 חולים אשר עברו השתלה מתורם זר, נמצא כי משך הזמן החציוני לשיקום של המערכת המיאלואידית הינו כ-18 יום, בעוד רמת הטסיות עולה מעבר ל- 50,000 טסיות רק לאחר כ-32 יום.9 לעומת זאת, משך התאוששות של המערכת הלימפואידית ארוך יותר. בתאי NK מדובר על פרק זמן של כחודש-חודשיים. אולם בתאי T עוברים לרוב מספר חודשים (בתאי T ציטוטוקסיים) ואף שנים (בתאי T מסייעים) עד לשיקום. תאי ה- B משתקמים תוך מספר חודשים, אולם בחולים עם מחלת השתל כנגד המקבל תיתכן רמה נמוכה של תאים אלו גם שנים לאחר ההשתלה. יש לציין שבמקרה של השתלה בעצימות נמוכה, לעיתים קרובות אין ירידה מלאה בספירות התאים ולפיכך גם ההתאוששות לאחר ההשתלה מהירה יותר.10 

2. מחלת השתל כנגד המקבל
החולים המושתלים חשופים למספר רב של סיבוכים מסכני חיים: דחייה של השתל, זיהומים, חסימה  של הסינוסים בכבד (sinusoidal obstructive syndrome, SOS), פניאמוניטיס ובמקרה של השתלה בשל ממאירות, גם חזרת המחלה.2 
אחד הסיבוכים החמורים ביותר לאחר ההשתלה הינו מחלת השתל כנגד המקבל (GvHD). מחלת השתל מופיעה בשכיחות גבוהה יותר בקרב חולים ללא התאמת רקמות מלאה, אולם המחלה מופיעה גם ב-40% מהחולים בהם מבוצעת השתלה בהתאמה מלאה,  הודות להבדלים בחלבונים אחרים שאינם נבדקים בסיווג הרקמות ומכונים minor histocompatibility complexes.11 
מחלת השתל יכולה להופיע כמחלה חריפה או כמחלה כרונית. באופן מסורתי, הוגדרה המחלה החריפה כהופעה של מחלת השתל במאה הימים הראשונים לאחר ההשתלה. אולם, כיום מקובל לסווג את מחלת השתל על פי האיברים המעורבים ואופי המחלה. קיים גם מופע מעורב, המשלב רכיבים של המחלה החריפה והכרונית גם יחד.12  
2.1 פתוגנזה. מקובל לחלק את התפתחות מחלת השתל החריפה לשלושה שלבים.13 בשלב הראשון, כתוצאה מהנזק לרקמות הנגרם מהטיפול המכין להשתלה ומחשיפה של מערכת החיסון לאנטיגנים חיידקיים בעקבות הפגיעה בשלמות המעי, ישנו שחרור של ציטוקינים דלקתיים כגון IL-1, IL-6 ו- TNF-α ושפעול של תאים מציגי אנטיגן של המושתל (antigen presenting cells, APCs). 
בשלב השני, התאים מציגי האנטיגן מגרים את תאי ה-T שמקורם בשתל, וגורמים לשפעולם, תהליך הדורש רמות גבוהות של הציטוקין IL-2. מחלת השתל החריפה מתווכת בעיקר על ידי תאים מסוג Th1, המפרישים ציטוקינים אופייניים כגון TNF-α ו- INF-γ, ועל ידי תאי Th17 הזקוקים לרמות גבוהות של IL-6 לצורך שגשוגם, ומפרישים ציטוקינים כגון IL-17, IL-21 ו- IL-22. ייתכן שגם לתאי Th2 תפקיד מסוים בהתפתחות המחלה החריפה, בעיקר בעור. תאי Treg לעומת זאת, מסוגלים לבקר את התהליך הדלקתי ולהחליש אותו. תאים אלו מפרישים IL-10 וזקוקים לצורך שגשוגם לרמה נמוכה של- IL-2 . 
בשלב השלישי בפתוגנזה של המחלה, תאי המערכת החיסונית המשופעלים גורמים לנזק ברקמות החולה, המלווה באפופטוזיס של תאי הרקמה. התהליך הדלקתי מלווה בסערת ציטוקינים, שהפעילים בהם הינם בעיקר TNF-α ו- IL-1, אולם נראה שגם ל- IL-6 תפקיד בשלב זה של התהליך.
לעומת המחלה החריפה, הפתופיזיולוגיה של התפתחות מחלת השתל כנגד המקבל במופעה הכרוני מובנת הרבה פחות, עקב מחסור במודלים טובים למחקר בתחום. ידוע שהנזק העיקרי לרקמות מתבטא בפיברוזיס ומעריכים שישנה מעורבות רבה יותר של תאים מסוג Th2. 
2.2 הסתמנות קלינית של המחלה. מחלת השתל כנגד המקבל החריפה מופיעה בכ- 40-60% מהחולים לאחר השתלת מח עצם אלוגנאית.14 היא מערבת את העור, מערכת העיכול והכבד. בעור, מסתמנת מחלת השתל כפריחה, שיכולה להיות מקולופופלרית או מלווה בשלפוחיות והתקלפות העור. במערכת העיכול, יכולה להיות מעורבות של מערכת העיכול העליונה (בחילות, הקאות וירידה במשקל) אולם ההסתמנות החמורה יותר מתבטאת במערכת העיכול התחתונה, בעיקר של שלשולים מסיביים שיכולים להיות מלווים בדמם או כאב. ההסתמנות בכבד נדירה יותר, ומלווה בעלייה בבילירובין ופוספטזה בסיסית. האבחנה המבדלת של מחלת השתל כנגד המקבל בכבד רחבה, וכוללת השפעה של הטיפול המכין, התפרצויות ויראליות וחסימה של הסינוסים בכבד (SOS). ההסתמנות של מחלת השתל הכרונית מגוונת יותר, וכוללת גם מעורבות של איברים נוספים כגון מערכת הנשימה, איברי המין, העיניים, בלוטות הרוק והדמע ומח העצם בנוסף על ההסתמנות העורית והפגיעה במערכת העיכול והכבד.2
2.3 טיפול מניעתי. כל החולים העוברים השתלת מח עצם אלוגנאית מטופלים באופן מניעתי בטיפול מדכא חיסון למניעת מחלת השתל כנגד המקבל. הטיפול המקובל כולל מעכבי קלצינורין (ציקלוספורין A או טקרולימוס) בשילוב עם מתוטרקסט או מיקופנלוט מופטיל (mycophenolate mofetil, MMF). בחולים בסיכון גבוה ניתן לשלב גם מתן ATG (anti thymocyte globulin) בטיפול המכין, אשר פועל גם על תאי החולה ומגביר את הדיכוי החיסוני וממשיך לפעול על תאי ה-T ממקור התורם ובכך נוטל חלק בטיפול למניעת מחלת השתל.11 הטיפול ב- ATG הפחית את שיעור ה- GvHD אולם במקביל נצפתה עלייה בהופעה של מחלה לימפופרוליפרטיבית שלאחר ההשתלה (post transplant lymphoproliferative disease, PTLD), ולא נצפה הבדל בשיעור ההישרדות.15  
2.4 טיפול בהתלקחות המחלה.16 הטיפול הראשוני לאחר הופעת המחלה הינו הוספה של סטרואידים במינון של 1-2 מ"ג לק"ג ליום על גבי הטיפול המניעתי. במידה והחולה נגמל מהטיפול המניעתי ניתן לשקול חזרה לטיפול עם אחד ממעכבי הקלצינורין. למרבה הצער, פחות ממחצית החולים ב- GvHD חריף מגיבים באופן מלא לטיפול. בחולים אלו, הפרוגנוזה גרועה במיוחד ושיעור התמותה הינו כ-80%. טיפולים שונים נוסו ל-GvHD חריף העמיד לטיפול בסטרואידים, ביניהם סירולימוס, MMF, ATG, אימטיניב, נוגדי TNF, פוטותרפיה חוץ גופית ועוד רבים, אולם לא הוכחה עדיפות של אחד מהטיפולים על פני האחרים, ושיעור ההצלחה בכולם היה נמוך. גם ב-GvHD כרוני עמיד לטיפול בסטרואידים טרם נמצא טיפול יעיל, למרות ניסיונות בטיפולים שונים כולל אזותיופרין, תלידומיד, MMF, הידרוכלורוקווין ועוד.2 בשנים האחרונות מתגברים הניסיונות לטפל בחולים שמגלים עמידות לסטרואידים באמצעות טיפול תאי בתאי גזע מזנכימליים (MSCs).




3. תאי גזע מזנכימליים (MSCs)
לאור שיעורי התמותה הגבוהים והעדר הנחיות טיפוליות חד משמעותיות  במחלת השתל העמידה לטיפול בסטרואידים, ישנה חשיבות רבה לפיתוחן של אפשרויות חדשניות לטיפול במחלה. אחד הטיפולים הנמצאים במוקד המחקר בתחום זה הוא מתן של תאי גזע מזנכימליים (MSCs).
תאי גזע מזנכימליים הינם תאי גזע השייכים למשתית התמיכה במח העצם. בנוסף, תאים אלו מהווים את תאי המוצא למגוון תאים ממוצא מזנכימלי, כגון פיברובלסטים, תאי עצם, סחוס, שומן ועוד.17  ניתן למצוא תאי גזע מזנכימליים כמעט בכל רקמת חיבור בגוף, אולם כיום ניתן לבודד תאים אלו בעיקר ממח העצם, מרקמת שומן, שלייה, או דם טבורי. מכיוון שלא קיים סמן ברור אחד לצורך זיהוי התאים, בידודם מתבסס על ביטוי של CD105, CD73 ו- CD90, העדר סמנים אופייניים למערכת ההמטופויטית (כגון CD34, CD19 CD45 ואחרים), ויכולתם להיצמד לפלסטיק ולהתמיין לתאי עצם, שומן וסחוס.18  תאי גזע מזנכימליים מבטאים רמות נמוכות של מולקולות HLA, לפיכך תאים אלה הם בעלי אימונוגניות נמוכה, ואין צורך בבדיקת התאמת רקמות בין תורם למקבל  כאשר הם ניתנים כטיפול תאי .19 תכונה זו מאפשרת שימוש ב- MSCs שמקורם אינו בתורם או במקבל לטיפול תאי בחולי GvHD.
התכונות השונות של התאים המזנכימאליים הובילו למחקר נרחב בניסיון להבין את הפוטנציאל הקליני הגלום בהם. במח העצם, לתאי הגזע המזנכימליים תפקיד חשוב ביצירת סביבה מתאימה להתפתחות תאי המערכת ההמטופואטית. לפיכך, הניסיון הראשון לשימוש הקליני בתאים אלו היה לצורך שיפור קליטת השתל בחולים העוברים השתלת מח עצם.20 הודות לפוטנציאל ההתמיינות הרחב שלהם נבדקת היכולת הרגנרטיבית  של תאי הגזע המזנכימליים, ומאמץ רב מוקדש כיום לניסיון להשתמש בתאים אלו לצורך חידוש רקמות שונות, למשל, לצורך חידוש רקמות מח או לב, לאחר אירוע מוחי או אוטם קרדיאלי.21 
בנוסף על תכונות אלו,  לתאי הגזע המזנכימליים גם השפעה ממתנת על פעילות תאי מערכת החיסון, הן באמצעות חומרים מופרשים והן באמצעות מגע ישיר. בין היתר, MSCs מעכבים הפעלה ושגשוג של לימפוציטים מסוג T. כמו כן, ביכולתם לדכא הפרשה של הציטוקינים הדלקתיים IL-17, IL-22, INF-γ ו- TNF-α ולעודד הפרשה של IL-10 המלווה התמיינות לתאי Treg. בנוסף על כך, הם מפחיתים הפרשת ציטוקינים דלקתיים על ידי תאי NK ומדכאים שגשוג של תאי B  והבשלת תאים דנדריטים.22 
השפעתם של ה-MSCs על מערכת החיסון תלויה בסביבה בה הם נמצאים. בסביבה דלקתית, בנוכחות ציטוקינים כגון INF-γ, TNF-α,  ו- IL-1 ו – IL-17 השפעתם על מערכת החיסון ממתנת. לעומת זאת, נראה שבסביבה עם רמת ציטוקינים דלקתיים נמוכה, לתאים המזנכימליים ישנה השפעה מעוררת דלקת. בכך, מהווים למעשה ה- MSCs גורם מבקר של רמת הפעילות הדלקתית ברקמות.22 
הודות להשפעה האימונומודולטורית שלהם, ל- MSCs פוטנציאל לשמש כטיפול תאי למחלות שונות המערבות הפעלת עודפת של מערכת החיסון, כגון מחלת השתל כנגד המקבל, טרשת נפוצה, מחלות מעי דלקתיות, דלקת פרקים שיגרונית ועוד.23 בשנת 2004 פורסם מקרה ראשון של טיפול בחולה בן תשע, שסבל מ- GvHD אקוטי עמיד ביותר, אשר הגיב היטב לטיפול באמצעות MSCs.24  מאז, נערכו מחקרים רבים בתחום. מחקר שלב II רב מרכזי שכלל 55 חולים הראה תגובה מלאה או חלקית לטיפול ב- 39 חולים מתוכם.25 מחקר נוסף, הדגים שיעור תגובה גבוה במיוחד בקרב ילדים, כאשר 32 מתוך 37 ילדים חולים ב- GvHD עמיד לסטרואידים שטופלו ב- MSCs הגיבו לטיפול באופן מלא או חלקי.26 אולם, למרות התוצאות הראשוניות החיוביות, במספר מחקרים קטנים נוספים התקבלו תוצאות מעורבות27,28 ומחקר שלב III שנערך ב- MSCs ותוצאותיו המלאות טרם פורסמו הראה תגובה בחלק מהחולים בלבד.29

4. מטרת העבודה
מטרתו של מחקר זה הינה זיהוי מאפיינים חיסוניים, המטולוגים וביוכימיים האופייניים לאוכלוסיית החולים במחלת השתל כנגד המקבל שמגיבה לטיפול בתאים מזנכימליים, ביחס לחולים שלא הראו תגובה כזו. 
חשיבות העבודה. מציאת מאפיינים המפרידים בין שתי אוכלוסיות החולים חשובה לשלוש מטרות עיקריות. ראשית, הבנת המנגנון הביולוגי באמצעותו משפיעים התאים המזנכימליים על מחלת השתל כנגד המקבל עשויה להועיל בהמשך לשיפור הטיפול בתאים ובפיתוח פתרונות נוספים למחלת השתל. שנית, זיהוי המאפיינים המשותפים לחולים שהגיבו לטיפול יכול לסייע בניבוי מוקדם של הצלחת או כישלון הטיפול ובעקבות כך בחירה טובה יותר של החולים לטיפול. חשוב להדגיש, שמכיוון שמדובר בטיפול בעל זמינות מוגבלת ועלות גבוהה, ישנה חשיבות מיוחדת לבחירה נכונה של החולים שיקבלו את הטיפול. בנוסף על כך, זיהוי השינויים במערכת החיסון בתגובה לטיפול שהופיעו במקביל לשיפור קליני בחולים, עשוי להוות בסיס למעקב וניטור טוב יותר של חולים במהלך הטיפול. 
לסיכום, מחלת השתל כנגד המקבל העמידה לטיפול בסטרואידים הינה אחת מגורמי התמותה המשמעותיים ביותר לאחר השתלת מח עצם אלוגנאית. למרות טיפולים רבים שנוסו, שיעור התמותה עדיין גבוה ביותר. טיפול ב- MSCs מסתמן כפתרון מבטיח אולם התוצאות במחקרים קליניים עדיין מעורבות.  הבנת מנגנון הפעולה של התאים במחלת השתל, בחירה מושכלת יותר של החולים המועמדים לטיפול ושיפור המעקב אחרי החולים שקיבלו את התאים יכולים להגביר את יעילות הטיפול ולהוות בסיס להתמודדות טובה יותר כנגד מחלת השתל כנגד המקבל. 


שיטות וחומרים
1. אוכלוסיית המחקר
במחקר נכללו כלל החולים לאחר השתלת מח עצם אלוגנאית אשר חלו במחלת השתל כנגד המקבל וטופלו באמצעות תאים מזנכימליים במחלקה להשתלת מח עצם, במרכז הרפואי הדסה עין כרם, בין החודשים נובמבר 2011 ועד פברואר 2014. סך כל החולים שנכללו במחקר 26, מתוכם 7 ילדים ו- 19 מבוגרים. הגיל החציוני בזמן מתן הטיפול היה 31. 21 חולים נזקקו להשתלה עקב ממאירות המטולוגית, ו-5 חולים הושתלו עקב מחלות תורשתיות. כל החולים שהושתלו לצורך טיפול בשל מחלה שאינה ממארת טופלו טרם ההשתלה בטיפול מכין רב עוצמה, בעוד מבין החולים במחלה ממארת, שישה טופלו בפרוטוקול מכין בעצימות מופחתת והשאר בטיפול רב עוצמה.  (טבלה 1) 
כל החולים סבלו ממחלת השתל כנגד המקבל שהייתה עמידה לטיפול בסטרואידים. עמידות לסטרואידים הוגדרה כהתקדמות מחלה שלושה ימים לאחר הטיפול בסטרואידים, או העדר שיפור לאחר שבוע של טיפול. כל החולים קיבלו טיפול מונע למחלת השתל באמצעות ציקלוספורין בתוספת מיקופנולט מופטיל (MMF). בנוסף, כל החולים אשר הושתלו בשתל שמקורו בחולה שאינו קרוב משפחה בהתאמה מלאה, טופלו ב- ATG (Anti Thymocyte Globulin) כחלק מתהליך ההכנה להשתלה. מכיוון שהטיפול ב- MSCs אינו מוגדר כטיפול קו ראשון או אף כקו שני למחלת השתל כנגד המקבל, לאחר הופעת המחלה טופלו כל החולים בנוסף לסטרואידים גם  באחד או יותר מהטיפולים הבאים: ציקלוספורין, מיקופנולט מופטיל, טקרולימוס, סירולימוס, אזאתיופרין, אתנרצפט, מזלאזין (5-ASA), סנדוסטטין, תלידומיד, ATG ופוטופרזיס חוץ גופי. 
רוב החולים טופלו ב- MSCs עקב מחלת השתל כנגד המקבל חריפה, בדרגה חמורה (שלוש ומעלה). ארבעה חולים טופלו בתאים למחלה כרונית. מחלה כרונית הוגדרה כמחלת השתל עד מאה יום לאחר ההשתלה, מלבד במקרה בודד (חולה מס' 5) בו ההערכה הקלינית של הרופאים המטפלים הייתה שלמרות התמשכות המחלה מדובר בהמשך השלב האקוטי, ללא מעבר לשלב הכרוני. 
דרגת מחלת השתל נקבעה לפי הערכה קלינית של איברי המטרה (הופעת פריחה בעור, מעורבות איברים נוספים), תפקודי כבד ואלבומין וביופסיות של האיברים המעורבים במידה ובוצעו, לפי הקריטריונים לקביעת מחלת השתל כפי שהוגדרו על ידי הקבוצה האירופאית להשתלת מח עצם (EBMT).16 בארבעה מקרים הטיפול ניתן לחולים עם מחלת השתל בדרגת חומרה נמוכה עד בינונית (1-2). שני חולים מתוכם הוגדרו כדרגה 1, אולם טופלו עקב הופעה משמעותית של שלשולים. במקרה הראשון (חולה מס' 2) החולה סבלה משלשול דמי משמעותי, ולפיכך טופלה בתאים, אולם בביופסיה התבררה דרגה נמוכה של מחלת השתל. במקרה השני (חולה מס' 4) הופיעה הסתמנות חריפה של תסמינים גסטרואינטסטינלים, אך החולה הגיב במהירות לטיפול המשולב שקיבל ולפיכך הוגדר על ידי הרופאים המטפלים בדרגת מחלה נמוכה. 
בנוסף לחולים המתוארים לעיל, נכללו במחקר שלושה מושתלי מח עצם, שני ילדים ומבוגר אחד, שלא סבלו ממחלת השתל כנגד המקבל, לא נזקקו לטיפול בתאים מזנכימליים ושימושו כקבוצת ביקורת (חולים מס' 27-29). 
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טבלה 1: אוכלוסיית המחקר. נבדקים 1-26 סובלים ממחלת השתל וטופלו ב- MSCs. נבדקים 27-29 הינם מושתלי מח עצם שלא סבלו ממחלת השתל ולא טופלו ב- MSCs. 
קיצורים:
GvHD - graft vs host disease; AML - acute myeloid leukemia; ALL – acute lymphoblastic leukemia; SCN - severe congenital neutropenia; NHL - non-Hodgkin Lymphoma; LAD - leukocytes adhesion deficiency; CML - chronic myeloid leukemia;  SSA - severe aplastic anemia; MDS - myelodysplastic syndrome; MRD – matched related donor; MUD – matched unrelated donor; MMUD – mismatched unrelated donor; MA -  myeloablation; RIC – reduced intensity conditioning.
* ימים לאחר השתלה – בנבדקים שטופלו בתאים הזמן נמדד עד תאריך הטיפול בתאים. בנבדקים שלא טופלו (קבוצת הביקורת), הזמן נמדד עד נטילת דגימת הדם. 
2. מערך המחקר
ביום הטיפול ב- MSCs, שבוע וחודש לאחר הטיפול, נלקחו דגימות דם ונבדקו רמות המוגלובין, מספר לויקוציטים, התפלגות לאוכלוסיות התאים הלבנים ומספר הטסיות. כמו כן, נבדקו רמות בילירובין כהערכה לרמת מחלת השתל כנגד המקבל בכבד. נלקחו דגימות באותם זמנים לצורך ביצוע אנליזה לתאי מערכת החיסון באמצעות ציטומטריית זרימה (FACS) ורמות ציטוקנים מופרשים בדם באמצעות cytokine array. עבור קבוצת הביקורת נלקחו דגימות באופן חד פעמי, ולא בוצעה בדיקה לרמות ציטוקינים. 
הערכה לתגובה לטיפול בוצעה בסוף תקופת המחקר, בטווח של 4 עד 31 חודשים לאחר הטיפול בתאים המזנכימליים (חציון = 17 חודשים). ההערכה בוצעה על ידי שיחה עם הרופא המטפל בחולים ומעבר על תיקי החולים והמעקב הרפואי הסדיר אחריהם. החולים הוגדרו כ "מגיבים" או "לא מגיבים" לטיפול על פי הקריטריונים לקביעת חומרת מחלת השתל כנגד המקבל לפי ה- EBMT.16 

3. הכנה וטיפול בתאים מזנכימליים
בידוד ותירבות התאים ממח העצם: תאי מח עצם נשאבו כמקובל מעצם האגן של תורמים בריאים בנפח של 60 עד 120 מ"ל, לאחר האיסוף, מח העצם עבר סינון מבעד למסננת תאים מניילון ומחטים בקוטר 21G ו-23G. לאחר מכן, התאים הורחפו מחדש במדיום  DMEMמועשר ב- 15% של סרום בקר עוברי (fetal bovine serum, FBS), 1% גלוטמין ו-1% אנטיביוטיקה (3X108 תאים לבקבוק). התאים הועברו לבקבוקי תרבית בנפח 25 סמ"ק ונשמרו בטמפרטורה של °C37 באטמוספירה רווית לחות ו- 5% פחמן דו חמצני. כמתואר במאמרם של Resnick וחבריו.30 
תאים מונונוקלארים הופרדו באמצעות גרדיאנט פיקול (1.077 g/dl) (Lymphoprep, cat. 1114547, Fresenius Kabi Norge AS, Norway) או על ידי שטיפות PBS. התאים הורחפו מחדש בבקבוקי מדיה (107 תאים לבקבוק) והועברו לבקבוקים בנפח 75 סמ"ק. 
אחד ממאפייני התאים המזנכימליים בתרבית הוא נטייתם להיצמד לדפנות כלי הגידול, בעוד שאר תאי מערכת הדם נותרים בתרחיף בתוך המדיום. לפיכך כאשר מתבצעת שטיפה והחלפת מדיום, מסולקים התאים שבתרחיף וכך מתבצעת העשרה של התרבית בתאים המזכימליים הצמודים לדפנות. החלפת מדיום התבצעה פעמיים בשבוע. כאשר התאים מילאו את היקף הבקבוק (קונפלואציה) הם הופרדו באמצעות הוספת טריפסין, הורחפו מחדש במדיום ונזרעו שוב לצורך המשך העשרה. תהליך זה התבצע שלוש פעמים במהלך הכנת התאים. 
בקרת איכות: התורמים עברו בדיקה סרולוגית לקבוצות דם וזיהומים כמקובל בתורמי מח עצם. בהמשך נבדק שהתאים סטריליים מזיהומים בחיידקים גרם חיוביים, גרם שליליים, אנאירוביים ופטריות בכל הדגימות ששימשו לטיפול, לפני ואחרי ההקפאה. התאים נבדקו באמצעות FISH בחלק מהתרביות ולא נצפו הפרעות כרומוזומליות. כל התרביות נבדקו באמצעות מיקרוסקופיית אור והציגו מראה פיברובלסטי אופייני. בנוסף, בוצע אפיון תאי ל- MSCs באמצעות נוגדנים פלורסנטיים ובדיקה במכשיר FACS. הוכח שתוצר התרבית מכיל אוכלוסייה הומוגנית של 99% תאים מזנכימליים עם מאפיינים מתאימים.  
הקפאה והפשרה: התאים הוקפאו במדיום הקפאה הכולל DMEM דל גלוקוז עם FBS 80% ו- DMSO 10%. הדגימות עברו הפשרה חלקית באמבט מים ב- °C37, הורחפו מחדש ב- DMEM  דל גלוקוז, 35% FBS, 1% גלוטמין עם תוספת פנצילין, סטרפטומיצין וניסטטין, 1% מכל אחד (Biological Industries, בית העמק, ישראל), סורכזו במהירות של 800 rpm למשך 10 דקות ולאחר מכן נשטפו באמצעות PBS. 
מתן התאים: התאים עברו סרכוז, נשטפו שנית באמצעות נורמל סליין והורחפו ב 15-20 סמ"ק של נורמל-סליין לפני ההזרקה במטרה למנוע אגלוטינציה. לאחר מכן, התאים ניתנו באיטיות במתן תוך ורידי לווריד מרכזי או פריפרי. החולים טופלו במינון תאים שבין 0.59 ל- 1.8 מיליון תאים לק"ג (חציון = 1.06(. חולה אחד (חולה מס' 14) קיבל שתי מנות של תאים בהפרש של יומיים. 


4. דגימות דם
מכל אחד מהנבדקים במחקר נבדקו בדיקות דם שגרתיות כמקובל במעקב במחלקה להשתלת מח עצם, כולל ספירת דם וביוכימיה של הדם. הדגימות נבדקו במעבדה המרכזית של המרכז הרפואי הדסה עין כרם, ספירות הדם והתפלגות התאים הלבנים נבדקו באמצעות מכשיר קולטר מדגם LH 750 Analyzer (Beckman Coulter, מיאמי, ארה"ב) ורמות בילירובין נמדדו באמצעות מערכת Cobas C (Rosch/Hitachi, מנהיים, גרמניה). בנוסף, נלקחו שתי דגימות דם נוספות, במבחנת הפרין לצורך ביצוע ציטומטריית זרימה באמצעות FACS ובמבחנת ג'ל לצורך אנליזת ציטוקינים. 

5. ציטומטריית זרימה
הדגימות שנלקחו לצורך ביצוע ה- FACS, עברו סרכוז, הוצאה של הנוזל והקפאה של התאים במדיום המכיל 70% cRPMI + 20% FBS + 10% DMSO. לאחר מכן התאים הופשרו במבחנות מדיום מחוממות באמבט, סורכזו, הנוזל הוצא והתאים הורחפו במדיום FACS. לאחר ההפשרה בוצעה ספירה של התאים באמצעות תא ספירה תחת מיקרוסקופ. התאים חולקו לדגימות הכוללות מיליון תאים/דגימה והודגרו בקור עם נוגדנים מסומנים פלורסנטית כנגד: CD3, CD4, CD8, CD25, CD45RA, CD45RO , CD19 ו- CD56 (Beckman Coulter, מרסיי, צרפת) למשך 45 דקות. לאחר מכן הדגימות נשטפו, סוננו ונקראו במכשיר FACS מדגם aMACSQuant Miltenyi Biotech), גרמניה). עיבוד המידע בוצע באמצעות תוכנת FCS Express V3.

6. אנליזת ציטוקינים בסרום
הדם שנלקח במבחנת הג'ל עבר סרכוז בצנטרפוגה למשך 15 דקות במהירות של 3500RPM בטמפרטורת החדר ובוצע איסוף של הסרום בלבד, אשר הוקפא ב◦80-. לאחר מכן הדוגמאות הופשרו ובוצעה מדידה לרמת ציטוקינים בסרום באמצעות ערכתhuman Th1/Th2/Th9/Th17/Th22 13plex    FlowCytomix™(מס' קטלוגי BMS817FF, eBioscience, סאן דיאגו, ארה"ב) לפי הוראות היצרן. 
הערכה מכילה תערובת כדוריות בגדלים שונים אליהם מוצמדים נוגדנים כנגד ציטוקינים שונים (IL-1β, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-10, IL-12(p70), IL-13, IL-17A, IL-22 ו- IFN-γ) הקשורים לביוטין. תערובת הכדוריות נוספה אל כל אחת מהדגימות. הכדוריות קשרו את הציטוקינים מהסרום ולאחר מכן עברו סרכוז ונשטפו. בשלב השני נוספה תמיסת סטרפטאבידין  מסומן פלורסנטית (סטרפטאבידין-PE, מצורף לערכה). באופן זה ניתן למדוד את כמות הציטוקינין בסרום על פי רמות הצביעה ב-PE. הדגימה נבדקה במכשיר FACS מדגם aMACSQuant (Miltenyi Biotech, Germany), ורמות הציטוקינים בדגימה חושבו לפי גודל הכדורית ועוצמת הסימון הפלורסינטי על ידי תוכנת FlowCytomix™ Pro.

7. שיטות סטטיסטיות
בכדי להשוות את הקשר בין משתנים איכותיים וקבוצות המחקר נעשה שימוש במבחן 2χ או במבחן המדויק של Fisher. השוואת משתנה כמותי בין שתי קבוצות בלתי תלויות נעשתה בעזרת מבחן  Mann-Whitneyהא-פרמטרי. השוואת משתנה כמותי בין שלוש קבוצות נעשתה בעזרת מבחן Kruskal–Wallis הא-פרמטרי עם השוואת מזווגות מרובות ותיקון לרמת המובהקות על פי Bonferroni. מבחן Wilcoxon יושם בכדי לבחון את השינוי בין שתי נקודות זמן במשתנה כמותי. השימוש במבחנים הא-פרמטרים נעשה בשל גודל המדגם הקטן.  כל המבחנים הסטטיסטיים היו דו כיווניים וערך p של 0.05 או פחות נחשב כמובהק סטטיסטית. 




8. היבטים אתיים
הטיפול בתאים מזנכימליים לטיפול במחלת השתל כנגד המקבל לאחר השתלת מח עצם אושר על ידי ועדת הלסינקי בשנת 2008. לאחר מכן, המשך הטיפול מאושר באופן פרטני עבור כל חולה (IRB). כל החולים חתמו על טופס הסכמה לטיפול בתאים.  כמו כן, כל החולים שהשתתפו במחקר חתמו על הסכמה להמשך מעקב אחר קליטת השתל ושיקום מערכת החיסון כחלק מתהליך ההשתלה.


תוצאות
השפעת המאפיינים הקליניים של המטופלים על אופן התגובה לטיפול 
מבין עשרים ושישה החולים שנבדקו, שלושה עשר חולים הוגדרו כמגיבים לטיפול על ידי הרופאים המטפלים, ושלושה עשר חולים הוגדרו כלא מגיבים. שיעור ההישרדות של החולים שהגיבו לטיפול ארבעים יום לאחר הטיפול היה גבוה יותר באופן מובהק מאשר בחולים שלא הגיבו לטיפול (טבלה 1).
נבדקו מספר משתנים המאפיינים את החולים בכדי לבחון האם קיימת הקבלה בינם לבין אופן התגובה לטיפול (טבלה 1).  לא נמצא הבדל משמעותי מבחינת מקור השתל בין הקבוצות, אולם ניתן לראות ששני החולים שהושתלו ממקור דם טבורי לא הגיבו לטיפול. 
בנוסף, לא נמצא הבדל מובהק מבחינת מין החולה, האינדיקציה להשתלה, הפרוטוקול המכין, התורם, סוג וחומרת מחלת השתל, הזמן שחלף מההשתלה ועד לטיפול ב- MSCs ושיעור החולים עם מעורבות של הכבד. 
ראוי לציין שמבחינת גיל החולים, למרות שלא נמצא הבדל מובהק מבחינת התגובה לטיפול בין ילדים למבוגרים, ככל הנראה בשל קבוצת המדגם הקטנה, ניתן לראות שיעור התגובה בקרב ילדים היה טוב יותר מאשר בקרב החולים המבוגרים, מגמה המתאימה למחקרים קודמים בתחום (תרשים 1).25
קבוצת הביקורת כללה שלושה מושתלי מח עצם אלוגנאיים שלא סבלו ממחלת השתל ולא נמצא הבדל מובהק בינם לבין קבוצת המטופלים במאפיינים שצוינו. מדד ההישרדות ארבעים יום לאחר הטיפול, אינו רלוונטי בקרב קבוצת הביקורת שלא טופלה. 




	
	לא מגיבים
	מגיבים
	P value

	מין
	גברים
	6 (46.2%)
	4 (69.2%)
	0.43

	
	נשים
	7 (53.8%)
	9 (30.8%)
	

	גיל
	<18
	2 (15.4%)
	6 (46.2%)
	0.2

	
	>18
	11 (84.6%)
	7 (53.8%)
	

	אינדיקציה להשתלה
	מחלה ממאירה
	10 (76.9%)
	11 (84.6%)
	>0.99

	
	מחלה לא ממאירה
	3 (23.1%)
	2 (15.4%)
	

	פרוטוקול מכין
	רב עוצמה
	10 (76.9%)
	11 (84.6%)
	>0.99

	
	עצימות מופחתת
	3 (23.1%)
	2 (15.4%)
	

	תורם
	MRD
	3 (23.1%)
	4 (30.8%)
	0.78

	
	MUD
	5 (38.5%)
	3 (23.1%)
	

	
	MMUD
	5 (38.5%)
	6 (46.2%)
	

	מקור השתל
	דם פריפרי
	9 (69.2%)
	8 (61.5%)
	0.22

	
	מח עצם
	2 (15.4%)
	5 (38.5%)
	

	
	דם טבורי
	2 (15.4%)
	0 (0%)
	

	סוג מחלת השתל
	חריף
	11 (84.6%)
	11 (84.6%)
	>0.99

	
	כרוני
	2 (15.4%)
	2 (15.4%)
	

	דרגת מחלת השתל
	1-2
	2 (15.4%)
	3 (23.1%)
	>0.99

	
	3-4
	11 (84.6%)
	10 (76.9%)
	

	זמן לאחר השתלה (ימים)
חציון (טווח)
	
	74 (27-1074)
	46 (28-216)
	0.39

	מעורבות כבדית
	עם
	2 (15.4%)
	4 (30.8%)
	0.64

	
	ללא
	11 (84.6%)
	9 (69.2%)
	

	הישרדות לאחר- 40 יום מהטיפול
	כן
	4 (30.8%)
	11 (84.6%)
	0.015

	
	לא
	9 (69.2%)
	2 (15.4%)
	



טבלה 1: מאפייני החולים בקרב החולים שהגיבו לטיפול מול החולים שלא הגיבו. בסוגריים שיעור החולים מקרב החולים שהגיבו או שלא הגיבו לטיפול. 
קיצורים:
 MRD – matched related donor; MUD – matched unrelated donor; MMUD – mismatched unrelated donor.

תרשים 1: שיעור מגיבים גבוה יותר בקרב ילדים ביחס למבוגרים לטיפול ב- MSCs. (P value = 0.2)

חולים עם ספירת לימפוציטים גבוהה לפני הטיפול ב- MSCs , הגיבו טוב יותר לטיפול
אחד האתגרים בטיפול ב- MSCs הינו בחירת החולים המתאימים לטיפול. על מנת לבחון אילו מאפיינים יכולים לשמש על מנת לנבא תגובה לטיפול, נלקחו דגימות דם מקרב כל המטופלים לפני הטיפול ונבחנו ספירות הדם, הרכב התאים הלבנים (ספירה מבדלת) ורמות בילירובין. בנוסף נשמרו תאים לצורך אפיון על ידי צביעה בנוגדנים פלורסנטיים ובדיקה במכשיר FACS וסרום למדידת רמות ציטוקינים. באופן רטרוספקטיבי, הושוו המשתנים השונים שנבדקו בין החולים שהגיבו לטיפול והחולים שלא הגיבו. 
בספירות הדם נמצא כי  רמת הלימפוציטים בדם ההיקפי לפני הטיפול בקרב החולים שהגיבו לטיפול הייתה גבוהה באופן מובהק ביחס לחולים שלא הגיבו (תרשים 2a). בדיקה לאוכלוסיות התאים ב-FACS, הדגימה אחוז גבוה יותר של תאי T (CD3, תרשים 2b) ותאי NK  (CD56, תרשים 2d) מתוך כלל התאים הלבנים בדם בקרב החולים המגיבים. בנוסף, נצפה גם אחוז גבוה יותר של תאי B (19CD, תרשים 2c) אולם עם רמת מובהקות סטטיסטית גבולית בלבד (p value = 0.071). בשתי קבוצות החולים המטופלים הייתה רמה נמוכה של לימפוציטים בהשוואה למושתלים ללא מחלת השתל (קבוצת הביקורת). (תרשים 3). 
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תרשים 2: רמה גבוהה של לימפוציטים בדם ההיקפי לפני מתן  MSCsבקרב חולים במחלת השתל כנגד המקבל שהגיבו לטיפול. דגימות דם נאספו לפני הטיפול. רמת לימפוציטים כפי שנמדדה בספירת דם. ההבדל  בין הקבוצות מובהק, p value = 0.01) ) (a). אחוז תאי 3 CD,( (p value = 0.022 (b), אחוז תאי ,CD19 (p value = 0.64)  (c) ואחוז תאי CD56 ((p value = 0.01 (d) מכלל התאים הלבנים כפי שנמדדו באמצעות ציטומטריית זרימה. 
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תרשים 3: רמות לימפוציטים לפני מתן MSCs בקרב חולים שהגיבו לטיפול, חולים שלא הגיבו לטיפול ומושתלי מח עצם שאינם חולים במחלת השתל (קבוצת ביקורת). דגימות נאספו ממושתלי מח עצם הסובלים ממחלת השתל כנגד המקבל לפני מתן התאים המזנכימאלים ומשלושה מושתלים שאינם חולים במחלה ונבדקו ספירת דם וספירה מבדלת. השוואה משולשת בין הקבוצות. p value  = 0.032)). 

עלייה ברמת לימפוציטים חודש לאחר הטיפול ב- MSCs בחולים שהגיבו לטיפול
במטרה לבדוק האם ההבדלים בין הקבוצות שהודגמו לפני מתן MSCs באים לידי ביטוי גם בתגובה לטיפול עצמו, הושוו הספירות מיום הטיפול לספירות שבוצעו כעבור שבוע וחודש מהטיפול. לא נצפה הבדל משמעותי כעבור שבוע, אולם בהשוואה בין רמות לימפוציטים לפני הטיפול לבין רמתם כעבור חודש, ניתן לראות שהייתה עלייה מובהקת בקרב החולים שהגיבו לטיפול (תרשים 4(. עליה זו מתווספת לרמה הגבוהה יותר של לימפוציטים שהייתה לקבוצה זו מלכתחילה. לא נצפתה עלייה דומה בקרב החולים שלא הגיבו לטיפול, אולם יש לציין שגודל המדגם עבור החולים שלא הגיבו לטיפול כעבור חודש היה קטן יחסית (ארבעה חולים) עקב תמותה מוקדמת של חולים אלו. 
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תרשים 4: השינוי ברמת הלימפוציטים שלושים יום לאחר מתן MSCs. דגימות נלקחו מחולים במחלת השתל לפני הטיפול ושלושים יום לאחריו ונבדקו ספירות דם וספירה מבדלת. השינוי בחולים שהגיבו לטיפול מימין (p value = 0.037) ובקרב חולים שלא הגיבו משמאל (p value = 0.74).

חולים עם ספירת טסיות גבוהה לפני הטיפול ב- MSCs , הגיבו טוב יותר לטיפול
רמת הטסיות לאחר השתלת מח עצם אלוגנאית הינה מדד רגיש ביותר לפעילות המערכת ההמטופויאטית של השתל. במושתלים רבים שיקום הטסיות איטי, ועשוי להתעכב למשך מספר חודשים. במדידת רמת טסיות לפני הטיפול, נצפו רמות טסיות גבוהות יותר בצורה משמעותית בקרב החולים שהגיבו לטיפול ב- MSCs. (תרשים 5)
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תרשים 5: רמת טסיות לפני הטיפול בחולים שהגיבו למתן MSCs לעומת חולים שלא הגיבו לטיפול 
(p value = 0.01). 


פרופיל ציטוקינים אנטי-אינפלמטורי בסרום החולים שהגיבו לטיפול
בנוסף לשינוי באוכלוסיית התאים, נמדדו גם רמות ביטוי ציטוקינים בסרום לפני הטיפול ולאחריו. לפני הטיפול, נצפתה רמה נמוכה יותר של IL-6, הידוע כציטוקין פרו-אינפלמטורי, ושל  IL-22, המופרש בעיקר על ידי תאים מסוג 7Th1, בקרב החולים שהגיבו לטיפול (תרשים 6a). שבוע לאחר הטיפול, נמדדו רמות גבוהות יותר של IL-10, המוכר כציטוקין אנטי דלקתי המופרש מתאי Treg ושוב רמות נמוכות יותר של IL-22 בסרום של המגיבים בהשוואה לחולים שלא הגיבו לטיפול (תרשים 6b). בהשוואה בין רמות IL-2, שהינו רכיב חשוב בתגובה הדלקתית, לפני הטיפול וחודש לאחריו, נצפתה ירידה משמעותית ב- IL-2 בקרב החולים שהגיבו לטיפול אך לא בקרב החולים שלא הגיבו אליו (תרשים 6c).


Day 0
a

  
[image: ][image: ]b

Day 7


[image: ][image: ]
c


[image: ][image: ]
תרשים 6:  פרופיל ציטוקינים בחולים המטופלים. דגימות דם נאספו לפני הטיפול, שבוע וחודש לאחר הטיפול בתאים. הדגימות נבדקו באמצעות cytokine array. הבדל ברמות IL-6 (p value = 0.03) 
ו- IL-22 (p value = 0.026) בין קבוצות החולים לפני הטיפול (a), הבדל ברמות IL-10 (p value = 0.071) ו- IL-22 (p value = 0.071) בין קבוצות החולים שבוע לאחר הטיפול (b). השינוי ברמות IL-2 חודש לאחר מתן התאים בחולים שהגיבו לטיפול (p = 0.04) ובחולים שלא הגיבו (p value = 0.285) (c). 

רמות בילירובין גבוהות לפני הטיפול בחולים שלא הגיבו לטיפול ב- MSCs
רמות גבוהות של בילירובין בדם המושתלים מעידות על פעילות מחלת השתל בכבד. במדידה של רמות בילירובין לפני מתן הטיפול, נמצאה רמה גבוה יותר של בילירובין בקרב החולים שלא הגיבו לטיפול. (תרשים 7a). בהמשך, נצפתה עלייה ברמות הבילירובין בקרב החולים שלא הגיבו לטיפול כשבוע לאחר הטיפול בהשוואה לרמות שנמדדו לפני הטיפול . עליה זו לא נצפתה בקרב המגיבים (תרשים 7b). עלייה מובהקת ברמות הבילירובין בקרב המגיבים נצפתה רק כחודש לאחר הטיפול. בקרב קבוצת הלא מגיבים נצפתה עליה ברמת הבילירובין במדידות שנעשו לאחר חודש, אולם ברמת מובהקות גבולית בלבד (P value = 0.066) ככל הנראה בשל המספר הקטן של חולים בקבוצה זו ששרדו חודש לאחר מתן התאים  (תרשים 7c).  
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תרשים 7: רמות בילירובין בחולים המטופלים. דגימות דם נאספו לפני הטיפול, שבוע וחודש לאחר הטיפול בתאים, ונמדדה רמת בילירובין בדם. רמות בילירובין לפני מתן התאים בחולים שהגיבו לטיפול ב- MSCs לעומת החולים שלא הגיבו לטיפול  ((p value = 0.02, (a). השינוי ברמת בילירובין כעבור שבוע ממתן התאים בחולים שלא הגיבו לטיפול משמאל (p value = 0.03)  ובחולים שהגיבו לטיפול מימין (p value = 0.798) (b). השינוי ברמת בילירובין כעבור חודש ממתן התאים בחולים שלא הגיבו לטיפול משמאל (p value = 0.066) ובחולים שהגיבו לטיפול מימין (p value = 0.021)  (c).


דיון
הטיפול באמצעות תאים מזנכימליים מהווה גישה חדשנית ומבטיחה לטיפול במחלת השתל כנגד המקבל לאחר השתלת מח עצם אלוגנאית, אולם מחקרים אחרונים בתחום הראו תוצאות מעורבות. מכיוון שכך ישנה חשיבות רבה לייעול הטיפול, זיהוי אוכלוסיות החולים המתאימות לו והעמקת הבנתנו את מנגנון הפעולה של התאים המזנכימליים. 
במחקר זה, נבדקו מאפיינים חיסוניים, המטולוגיים וביוכימיים בחולים במחלת השתל כנגד המקבל שקיבלו טיפול בתאים מזנכימליים. המאפיינים השונים הושוו בין אוכלוסיית החולים שהגיבה לטיפול לבין החולים שלא הגיבו אליו במטרה למצוא מאפיינים שיאפשרו בחירה טובה יותר של החולים לטיפול וכאלו העשויים להוות בסיס למעקב וניטור טוב יותר של חולים במהלך הטיפול. השוואה כזו עשויה אף לתרום להבנת המנגנון הביולוגי באמצעותו משפיעים התאים המזנכימליים על מחלת השתל כנגד המקבל. 
בעבודה נמצא כי רמת לימפוציטים גבוהה, ובמיוחד תאי T (CD3) ותאי NK (CD56) עשויה לנבא תגובה טובה לטיפול התאי. מגמה זו העליה בספירות הלימפוציטים במגיבים נשמרה גם חודש לאחר הטיפול. רמות לימפוציטים גבוהות יכולות להעיד על התאוששות טובה יותר מההשתלה וקליטה טובה של השתל. מצאנו קשר דומה גם לשיקום המערכת ההמטופויאטית ככלל, כפי שזו באה לידי ביטוי ברמת הטסיות בקרב המושתלים. גם העובדה ששני החולים במחקר שהושתלו משתל ממקור דם טבורי לא הגיבו לטיפול, עשויה לנבוע מהנטייה הידועה של שתל ממקור זה לקליטה ושיקום איטיים יותר.31
לא נמצא הבדל מובהק בין קבוצות החולים מבחינת המרחק מההשתלה ולכן נראה כי קבוצת המגיבים לטיפול התאפיינה בקליטה והתאוששות טובים יותר של השתל ביחס לחולים שלא הגיבו לטיפול, ללא תלות ממשך הזמן שעבר מההשתלה.  
התאים המזנכימליים זקוקים לסביבה דלקתית לצורך פעולתם האימונומודולטורית. הפרשה של ציטוקינים דלקתיים על ידי תאי T ותאי NK מעודדת את פעולתם הממתנת של ה- MSCs על מערכת החיסון.32 לאור זאת, יתכן כי השיפור ביעילות הטיפול בחולים עם רמות לימפוציטים מסוג T ו- NK גבוהות יכול לנבוע מהפעלה טובה יותר של התאים המזנכימליים בקרב חולים אלו. במחקר שבוצע לאחרונה במעבדתנו33 ובמחקרים נוספים34 הודגם כי טיפול מוקדם בתאים המזנכימליים באמצעות ציטוקינים אינפלמטוריים, עשוי לחסוך את הצורך בסביבה הדלקתית בחולה, ובכך לשפר את יעילות הטיפול.
במושתלים שלא סבלו ממחלת השתל נצפו רמות לימפוציטים גבוהות יותר מאשר בקרב החולים במחלה. למרות שהעדר מחלת השתל עלול להיות כרוך בקליטה לא מלאה של השתל, מחלת השתל יכולה בעצמה לגרום לירידה בספירות הדם כפי שהראו NASH וחבריו,35 לפחות מבחינת התאוששות מספר הטסיות. במילים אחרות, התפתחות מחלת השתל כנגד המקבל היא מעין חרב פיפיות שמחד משפרת את קליטת השתל ומאידך עלולה לגרום לירידה בספירות הדם. ייתכן שמספר הלימפוציטים הגבוה יותר בקרב קבוצת הביקורת במחקר נובע מהתאוששות טובה יותר לאחר ההשתלה בקרב חולים שלא סבלו ממחלת השתל, ובכך להתאים למגמה שנצפתה גם בקרב המגיבים לטיפול. יש לקחת בחשבון שלאור קבוצת הביקורת הקטנה שכללה שלושה חולים בלבד, נדרש מדגם נרחב יותר על לבסס את מסקנותינו בנושא. 
לתאי Th17 תרומה להתפתחות מחלת השתל כנגד המקבל הן במודלים בבעלי חיים והן בבני אדם.36 בעבודה זו נצפתה תגובה טובה יותר לטיפול בתאים המזנכימליים בחולים שביטאו רמות נמוכות יותר של IL-6 ו- IL-22 לפני הטיפול. IL-6 הינו ציטוקין חשוב להתפתחות התגובה החיסונית מסוג Th17, בעוד IL-22 מבוטא על ידי תאים אלו .37 37. ניתן להסיק כי התאים המזנכימליים יעילים יותר בטיפול במחלת השתל כנגד המקבל המתאפיינת ברמות נמוכות של תגובה חיסונית מסוג Th17.  בהתאם, שבוע לאחר הטיפול עדיין נצפתה רמה נמוכה יותר של IL-22 בקרב החולים שהגיבו לטיפול, עובדה שעשויה להצביע על רמת פעילות נמוכה יותר של תאי Th17 גם כתגובה לטיפול.  ניתן להסיק כי התאים המזנכימליים יעילים יותר בטיפול במחלת השתל כנגד המקבל המתאפיינת ברמות נמוכות של תגובה חיסונית מסוג Th17. תוצאות אלו מתאימות מצטרפות לתוצאות שהתקבלו בניסויים פרה-קליניים שהראו המצביעות על דיכוי של הפרשת ציטוקינים הקשורים לתגובת Th17, ביניהם IL-22  בהשראת תאים מזנכימליים.33,38
מספר מחקרים הראו קשר בין פעילותם של התאים המזנכימליים לבין הציטוקין נוגד הדלקת IL-10.22 במחקר זה נצפו רמות גבוהות יותר של IL-10 שבוע לאחר הטיפול בתאים בקרב החולים    שהגיבו לטיפול. IL-10 מופרש על ידי מספר תאים במערכת החיסון הגורמים לדיכוי התגובה החיסונית, ביניהם, תאי Treg תאי Breg ותאים דנדריטים רגולוטוריים,39 ויש לו תפקיד חשוב בפעילותם של התאים המזנכימליים.40 ציטוקין אחר שרמתו הושפעה מהטיפול בתאים המזנכימליים הוא 2-IL. לאחר הטיפול חלה ירידה ברמות IL-2 בקרב החולים שהגיבו לטיפול.    IL-2 ברמות גבוהות משמש כציטוקין מעודד דלקת, אולם ברמות נמוכות הוא הכרחי להתפתחותם של תאי T רגולטורים.41 ביחד, ממצאים אלו מחזקים את העדויות על תרומתם של תאי Treg לפעולתם של התאים המזנכימליים על מחלת השתל. 
מספר עבודות שפורסמו בשנים האחרונות בחנו את תגובת מערכת החיסון למתן תאים מזנכימליים. במאמר של Dander וחבריו42 הודגמה ירידה בתאי Th1 ו- Th17 ועלייה בתאי Treg בחולים שהגיבו לטיפול. תוצאות אלו עולות בקנה אחד עם התוצאות במחקר זה לגבי תפקידם של תאי Treg בתיווך ההשפעה האימונומודולטורית של התאים, וכן על הירידה ברמות הציטוקין IL-22 המופרש מתאי Th17. ראוי לציין כי במחקרו של Dander לא נמצא קשר בין רמת הציטוקין IL-10 לתגובה לטיפול, אולם מחקר זה כלל עשרה חולים בלבד, וייתכן שהודות למדגם החולים הגדול יותר  במחקרי, הבדל זה בא לידי ביטוי בעבודתי המוצגת כאן. 
בעבודתם של Jitschin וחבריו,43 נבדקו המאפיינים האימוניים בקרב חולים במחלת השתל כנגד המקבל שטופלו בתאים אל מול חולים שטופלו בפלצבו, אולם לא הוצג פילוח של החולים לפי התגובה הקלינית ולפיכך גם לא בוצע השוואה בין הקבוצות לפני הטיפול. במחקרם נמצאה הסטה של התגובה החיסונית לכיוון Th2 וירידה בשיעור תאי Th17. ממצאיהם באשר לתאי Th17 עולים בקנה אחד עם התוצאות המוצגות בעבודתי. הקשר לתגובת Th2 משלים את התמונה הכוללת לגבי תגובת מערכת החיסון, ככל הנראה על ידי דיכוי במקביל גם של התגובה מסוג Th1. במחקרם, כמו גם בעבודתם של Zhao וחבריו,44 נצפתה עלייה בשיעור תאי CD4 ביחס ל- CD8 לאחר הטיפול בהשוואה לחולים שלא טופלו בתאים אך  בשני המחקרים הללו לא בוצעה השוואה לחולים שלא הגיבו לטיפול. מעניין לציין, שבמחקר של Jitschin נצפתה דווקא עלייה ב- IL-2 בחולים שטופלו בתאים. אולם, בהתחשב בכך שהעלייה הודגמה ביחס לחולים שלא טופלו בתאים, ייתכן שעצם הטיפול גורם לעלייה ב- IL2, אך עלייה חריפה מדי גורמת לתגובה דלקתית המאפיינת את החולים שלא הגיבו לטיפול, בעוד עלייה מתונה בלבד תורמת להתמיינות תאים לתאי T רגולטוריים הקשורים לתגובה חיובית לטיפול.
בעבודה של Jitschin נצפתה ירידה בתאי NK תשעים יום לאחר הטיפול, בעוד בעבודתי ראינו שחולים עם רמה גבוהה של תאי NK הגיבו בצורה טובה יותר לטיפול. אולם, בעבודתי לא נבדקו מאפייני התאים בפרק זמן מרוחק יותר מחודש, וייתכן שבעוד תאי NK חשובים לפעילות הראשונית של התאים המזנכימליים, בשלבים מאוחרים יותר, הודות לפעילותם של תאים רגולטוריים מסוגים שונים, ישנה דווקא ירידה במספר תאי ה- NK. 
בעבודה שבחנה את מאפייני מערכת החיסון בחולי עםGvHD  כרוני שטופלו בתאים מזנכימליים, ופורסמה על ידי Peng וחבריו45 הוצגה עלייה בתאי B רגולטורים מפרישי IL-10. תוצאות אלו מתאימות לעלייה ב- IL-10 שנצפתה גם במחקרי. כמו כן, ייתכן שהן תורמות גם להבנת המגמה של תגובה טובה יותר לטיפול בתאים בקרב חולים עם רמות גבוהות יותר של תאי B לפני הטיפול שנצפתה במחקרי. 
מלבד מדדים הקשורים למערכת החיסון, מצאנו מאפיין נוסף שעשוי לתרום לניבוי הצלחת הטיפול. למרות שבמבחינה קלינית, לא היה הבדל בין המעורבות הכבדית במחלת השתל בין החולים שהגיבו לטיפול לחולים שלא הגיבו אליו, חולים עם רמות גבוהות של בילירובין לפני הטיפול הראו תגובה פחות טובה. גם לאחר מתן הטיפול, חולים אלו התאפיינו בעלייה מהירה יותר ברמות בילירובין. רמות גבוהות של בילירובין בחולים לאחר השתלת מח עצם יכולות לנבוע ממחלת השתל כנגד המקבל בכבד, וייתכן שעלייה בבילירובין מהווה סמן פרוגנוסטי רע לתגובה לטיפול ואינדיקציה להתפתחות מחלה בכבד גם ברמה התת-קלינית. אולם חשוב לזכור שלעלייה בבילירובין בחולים לאחר השתלת מח עצם קיימת אבחנה מבדלת רחבה, כולל תופעות לוואי של הטיפול הכימי, הפטיטיס ויראלי וחסימה של הסינוסים בכבד (SOS). על מנת לזהות במדויק את הקשר בין המחלה הכבדית לתגובה לטיפול בתאים מזנכימליים, יש צורך במחקר מקיף יותר תוך כדי אפיון מדויק של המחלה הכבדית של החולים באמצעים נוספים, כגון סרולוגיות, הדמיה ואף ביופסיה. 
במקביל לביצוע מחקרי, פורסם מחקרם של Te Boome וחבריו29 שבחן גם הוא סמנים ביולוגיים שעשויים לנבא תגובה טובה לטיפול בתאים מזנכימליים בחולים עם מחלת השתל כנגד המקבל. יש לציין שבמחקרם עבור הסמן הביולוגי ST2 שהיה ידוע כמנבא פרוגנוזה רעה במחלת השתל,46 לא הודגם קשר לתגובה לטיפול ב- MSCs. ממצאיהם מרמזים שלסמנים ביולוגיים יעילות מוגבלת בחיזוי התגובה לטיפול, ולפיכך יש מקום להעמיק את המחקר בזיהוי המאפיינים התאיים של התגובה החיסונית של החולים לפני ואחרי הטיפול, כפי שבוצע במחקרי. במחקרם לא נמצאה קשר  בין רמות תאי T ו-B לפני הטיפול בתאים מזנכימליים לתגובה לטיפול לא נמצא מובהק, ולא אולם לא הייתה התייחסות לרמות לימפוציטים כלליות ול, תאי NK. ולסמנים כמו כן לא נבדקו במחקר זה סמנים שאינם חיסוניים כמו רמות בילירובין או טסיות שנבדקו במחקרי. גם במחקרם גודל המדגם היה קטן. , וייתכן וההבדל בתוצאות נובע מהבדל במדגמים בין שני המחקרים ומחקר גדול יותר היה מחזק את המסקנות של שניהם. .  
יתרונותיו של המחקר המוצג בעבודה הנוכחית נובעות מהשילוב בין הערכה קלינית למשתנים מעבדתיים ובשימוש במגוון שיטות להערכת המערכת החיסונית (ספירת דם, שימוש בציטומטריית זרימה והערכה לציטוקינים) וכן בבחינה של מספר רב של משתנים מסוגים שונים. כמו כן, במחקר זה ניתן לראות תמונה רחבה על התגובה לטיפול, תוך השוואת מאפייני החולים לפני הטיפול ובמהלכו. אולם יש לזכור שהודות שבשל למיעוט החולים ולראשוניות המחקר בתחום, במחקר זה נבדקה אוכלוסיית חולים יחסית הטרוגנית, כולל מספר חולים במחלה כרונית. קבוצת הביקורת הייתה קטנה יחסית וייתכן שניתן יהיה ללמוד עוד על התגובה לתאים באמצעות השוואה של החולים שהגיבו לטיפול לקבוצה גדולה יותר של מושתלים שלא חלו במחלת השתל. כמו כן, למרבה הצער, חלק גדול מהחולים שלא הגיבו לטיפול לא שרדו עד לסוף תקופת המעקב וכתוצאה מכך היה קשה יותר להשוות בין התגובה של שתי הקבוצות לטיפול לאורך זמן. 
מסקנות מחקרי יכולות להוות בסיס לשימוש בספירת הלימפוציטים ככלי אפשרי לבחירת חולים לטיפול בתאים מזנכימליים למחלת השתל כנגד המקבל. לאור רמת הטסיות הגבוהה יותר בקרב החולים שהגיבו, ייתכן ושינוי זה קשור להתאוששות המערכת ההמטופויאטית מההשתלה. לפיכך, ניתן לשקול הערכה של התאוששות וקליטת השתל כתנאי לטיפול בתאים. כמו כן, מחקר זה מדגים את החשיבות של מעקב אחר תגובה חיסונית מסוג Th17 בחולים לפני ובמהלך הטיפול. ראינו כי פעילות גבוהה של תאים אלו יכולה לפגום בתגובה לטיפול, וכן שהטיפול עצמו משפיע על ציטוקינים הקשורים לתגובה זו. ייתכן שניתן יהיה בעתיד לאפיין אוכלוסיות שונות של חולים במחלת השתל על פי התגובה החיסונית המעורבת ולבחור טיפול בהתאם. 
בעבודה זו הודגם לראשונה קשר בין רמות בילירובין לבין תגובה לטיפול בתאים מזנכימליים, ממצא שיכול להוות נקודת מוצא למחקרים נוספים על מנת להבין טוב יותר את ההשפעה של הטיפול בתאים מזנכימליים על מחלת השתל כנגד המקבל במערכות שונות, וכן לשמש ככלי למעקב אחרי תגובת החולים לטיפול. 
שיפור הטיפול ב- GvHD עמיד לטיפול בסטרואידים הינו צורך חיוני על מנת לצמצם ככל הניתן את שיעור התמותה לאחר השתלת מח עצם אלוגנאית. טיפול בתאים מזנכימליים מהווה את אחד הכלים המבטיחים להתמודדות עם מחלה חמורה זו, אולם מדובר בטיפול בעלות גבוהה ובזמינות מוגבלת, ולפיכך ישנה חשיבות רבה לבחירה נכונה של חולים ולשימוש מושכל בתאים. כמו כן, עיתוי מתן הטיפול ביחס להופעת המחלה ומספר המנות המיטבי לטיפול עדיין אינם ידועים, ודרוש מחקר נוסף בשיפור איכות התאים והכוונתם להשראת השפעה רגולטורית על מערכת החיסון.  תוצאות עבודה זו יכולות לסייע לזיהוי מוקדם של חולים שיגיבו לטיפול, לאיתור חולים שאינם מגיבים אליו ולפיתוח כלים מחקריים להערכת פעילות התאים ולשיפור פעולתם. 



תקציר
רקע: מחלת השתל כנגד המקבל (GvHD) הינה אחד הסיבוכים החמורים ביותר לאחר השתלת מח עצם אלוגנאית. בחולים שאינם מגיבים לטיפול בסטרואידים שיעורי התמותה גבוהים ביותר וטרם נמצא טיפול יעיל למחלה. תאי גזע מזנכימליים (MSCs) הם אחד הטיפולים המבטיחים למחלת השתל כנגד המקבל, אולם מחקרים קליניים הציגו תוצאות מעורבות לטיפול והמנגנון הביולוגי לפעילות התאים עדיין אינו מובן כל צורכו.  בעבודה זו מושווים מאפיינים שונים בין החולים שהגיבו לטיפול והחולים שלא הגיבו במטרה לתרום להבנת מנגנון הפעולה של התאים במחלת השתל, לאפשר בחירה מושכלת יותר של החולים המועמדים לטיפול ולשפר את המעקב אחרי החולים שקיבלו את התאיםלאור זאת, קיים צורך חיוני בבחירה מושכלת של החולים המתאימים לטיפול וזיהוי סמנים יעילים למעקב אחר התגובה אליו.
שיטות: במחקר זה, נלקחו דגימות דם מ- 26 חולים במחלת השתל כנגד המקבל שעברו השתלת מח עצם אלוגנאית במרכז הרפואי הדסה עין כרם בשנים 2011-2014. נבדקו ספירות דם, רמות בילירובין,  נערך אפיון חיסוני באמצעות ציטומטריית זרימה על ידי מכשיר FACS ונבדקו רמות ציטוקינים בדם לפני הטיפול, שבוע וחודש לאחריו. התגובה לטיפול נקבעה על ידי הרופאים המטפלים ובוצעה השוואה של המאפיינים השונים בין החולים שהגיבו לטיפול לאלו שלא הגיבו אליו. כמו כן, התוצאות הושוו לקבוצת ביקורת של שלושה חולים לאחר השתלת מח עצם אלוגנאית שלא חלו במחלת השתל כנגד המקבל. 
תוצאות: בקרב החולים שהגיבו לטיפול בתאים מזנכימליים נצפו רמות גבוהות יותר של לימפוציטים, תאי T, תאי NK וטסיות וכן רמות נמוכות יותר של בילירובין לפני הטיפול. בקרב מושתלי מח עצם ללא מחלת השתל היו רמות גבוהות יותר של לימפוציטים מאשר בקרב החולים במחלת השתל כנגד המקבל. בנוסף, החולים שהגיבו לטיפול בתאים התאפיינו ברמות נמוכות יותר של הציטוקינים הדלקתיים  IL-6 ו- IL-22, המאפיינים תגובה חיסונית מסוג Th17. שבוע לאחר הטיפול, נצפו רמות גבוהות יותר  של הציטוקין הרגולטורי  IL-10 בקרב החולים שהגיבו לטיפול, וחודש לאחר הטיפול, נצפתה ירידה בציטוקין הדלקתי IL-2 בחולים אלו. 
מסקנות: התאוששות המערכת החיסונית וההמטופויאטית לאחר ההשתלה כפי שבאה לידי ביטוי ברמת טסיות ולימפוציטים עשויה להוות גורם מנבא חיובי לתגובה לטיפול בתאים מזנכימליים למחלת השתל כנגד המקבל, בעוד תגובה חיסונית מסוג Th17 ורמות גבוהות של בילירובין עשויות להעיד על סיכוי נמוך יותר לתגובה לטיפול. התגובה לטיפול מלווה בירידה בפעילות ציטוקינים אופיינים לתגובה מסוג Th17, ובפרופיל ציטוקינים שיכול להתאים לפעילות של תאי T רגולטוריים. לפיכך  ישנה חשיבות למעקב אחר תגובה חיסונית מסוג Th17 והתפתחות תאים רגולטוריים בחולים לפני ובמהלך הטיפול. 
תוצאות עבודה זו יכולות לסייע לזיהוי מוקדם של חולים שיגיבו לטיפול, לאיתור חולים שאינם מגיבים אליו ולפיתוח כלים מחקריים להערכת פעילות התאים ולשיפור פעולתם. 
. 



Abstract
Background: Graft vs host disease (GvHD) is one of the most severe complications after allogeneic hematopoietic stem cell transplantation (HSCT). In steroid resistant patients the mortality is high and there is no effective treatment. Mesenchymal stem cells (MSCs) are one of the most promising treatments for GvHD, but clinical trials showed mixed results and the biological effect of the cells is not completely understood. As a result, there is an urgent need for improving the parameters for patient's selection and follow up during the treatment.  
Methods: In this study, blood tests were obtained from 26 GvHD patients who underwent allogeneic HSCT in Hadassah Medical Center during the years 2011-2014, including: complete blood counts, total bilirubin, immune phenotype and cytokine levels. Response to treatment was determined by the treating physicians, and the above parameters were compered between the patients who responded to treatment and those who had no response. In addition, blood samples were obtained from control group of three patients after allogenic HSCT who did not suffer from GvHD. 
Results: Patients who responded to treatment which MSCs had higher levels of lymphocytes, T cells, Nk cells and platelets and lower levels of total bilirubin before treatment, in comparison to patients who did not respond to the treatment. Patients without GvHD had higher levels of lymphocytes than patients who suffered from GvHD. In addition, patients who responded to the treatment had lower levels of the Th17 pro-inflammatory cytokines IL-6 and IL-22 before treatment. One week after MSCs infusion, patients who responded to treatment had higher levels of IL-10 which have a rule in T regulatory cells activity, and after one month there was a decrease in the pro-inflammatory cytokine IL-2 in those patients.   
Conclusions: Recovery of the immune and hematopoietic systems after allogeneic HSCT, as reflected in platelets and lymphocytes levels might be a positive predictive factor to good response after treatment with MSCs for GvHD. In contrast, high levels of total bilirubin and high activity of Th17 cells might be related to lower chance of response.  The response to MSCs treatment is characterized by lower levels of Th17 related cytokines and cytokine profile which might suggest increased activity of regulatory T cells.  
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