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STRESZCZENIE

Zaréwno badania eksperymentalne, jak i pierwsze préby kliniczne przeprowadzone w ostatnich lalach wykazuja, ze suplemen-
lacja prazkowia komérkami produkujacymi dopamine moze stac sie skuteczng terapig w chorobie Parkinsona. Do uzycia w tym
celu neuralnych komorek progenitorowych hodowanych in vitro i ukierunkowanych dopaminergicznie poprzez zastosowanie
specyficznych czynnikow instruktywnych lub tez manipulacji genetycznych sktaniaja gtéwnie wzgledy praktyczne. W ten sposéb
mozna pozby¢ sie problemu ograniczonej dostepnosci ludzkich tkanek koniecznych do przeszczepu, zwiekszy¢ mozliwos¢ kon-
troli epidemiologicznej i genetycznej materiatu oraz standaryzacji uzytych procedur. W przypadku coraz realniejszej perspekty-
wy uzycia dojrzatych, tkankowo specyficznych komérek macierzystych pochodzacych z takich zrédet, jak szpik kostny czy krew
pepowinowa (ale réwniez, ze skory, nabtonka wechowego itd.), mozna uzyskacprzeszczepy autologiczne zjednoczesnym ominie-
ciem trudnych probleméw etyczno-prawnych wigzacych sie ze stosowaniem embrionalnych komdérek macierzystych. Zastosowa-
nie do przeszczep6éw whasnych komoérek gospodarza (lub tez whasciwy ich dobdér immunologiczny z szerokiego asortymentu linii
hodowlanych) stwarzatby optymalne warunki prawidtowego przyjecia transplanta, jego petnej Integracji z tkanka i odtworzenia
prawidtowych potaczeri neuronalnych w obrebie uszkodzonego prazkowia. Na poparcie tej tezy przedstawiono wyniki najnow-
szych badan doswiadczalnych w zwierzecych modelach choroby Parkinsona, wskazujgce na mozliwoséfunkcjonalnej rekon-
strukcji uszkodzonych obwodéw korowo-podkorowych po domézgowym przeszczepie komoérek macierzystych. Zwrécono tez.
uwage na istotne problemy, ktére muszg zostac¢ rozwigzane przed zastosowaniem tych metod wpraktyce kliniczne;j.

ABSTRACT

Both experimental studies andpreliminary results ofclinical trials performed during the lastfewyears showed that supplementation
ofstriatum by cells producing dopamine may be effective in the treatment ofParkinson's disease. The use ofneural progenitor cells
cultured in vitro and directed dopaminergically by exposition lo specific instructivefactors or bygenetic manipulation, results mainly
from practical premises. This may allow to overcome the problem of limited availability ofhuman tissue requiredfor transplanta-
tion, to enhance epidemiologic and genetic control of biologic material and to standardize the whole procedure. The perspective of
using mature, tissue-specific stem cellsfrom such sources as bone marrow orplacental blood (also from skin, olfactory epithelium,
etc.) is becoming very real, thus supplying autologous grafts and overcoming difficult ethical and legal problems associated with the
use ofembryonal stem cells. The use ofown host cellsfor transplantation (or their correct selection from a wide range ofavailable
cultured cell lines) would provide optimal conditionsforgood transplant “lake ", it'sfull integration with host tissues and restoration
ofnormal neural connections in the damaged striatum. This thesis is supported by recently published results of experimental
studies on animal models of Parkinson's disease, indicating the. possibility offunctional reconstruction ofdamaged corticobasal
circuits after intracerebral transplantation ofstem cells. Highlighted are significantproblems, which must be solved, before this
method will be introduced into clinical practice.

1 WPROWADZENIE

Poczatki neurolransplantologii jako dziedziny badan naukowych siegaja konca XI1X wieku"l. W1 potowie ubiegtego
wieku poznano neuropalologicznc podtoze choroby Parkinsona (ChP), w ktérej dochodzi do obumierania stosunkowo
waskiej grupy komorek nerwowych zlokalizowanych w istocie czarnejl?. Nastepnie doktadnie scharakteryzowano te ko-
morki pod wzgledem funkcjonalnym oraz opisano projekcje ich neurytéw do prazkowialll. Wkrotce potem rozpoczeto ba-
dania nad skutkami selektywnego uszkodzenia istoty czarnej i prazkowia u zwierz,al. Efektem tych badan byto opracowa-
nie stosowanego do dzisiaj eksperymentalnego modelu ChP, ktéry pozwala na iloSciowg ocene behawioralng stopnia
uszkodzenia uktadu nigrostriatalnego oraz jego ewentualnej naprawy"". W modelu tym wykorzystuje sie dwa zwigzki: am-
fetamine powodujaca wyrzut dopaminy z zakonczen aksonalnych i apomorfing, ktéra jest agonisla receptoréw dopami-
nergicznych. Efektem jednostronnego uszkodzenia istoty czarnej u szczuréw jest tozslronnc odnerwienie dopaminergic/-
ne prazkowia. W tej sytuacji podanie amfetaminy powoduje przewage napedu ruchowego w potowie ciata z zachowanym
szlakiem mgroslnatalnym, co przejawia si¢ rotacjg zwierzat w kierunku le/ji. Natomiast w wyniku podania apomorfiny
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nastepuje rotacja w strone przeciwng spowodowana wzrostem napedu w tozstronnej do lezji potowie ciata, w ktoérej do-
szto do wzrostu gestosci receptoréw dopaminergicznych w odnerwionym prazkowiu. Zmiany behawioralne dobrze kore-
luja z neuropatologicznym obrazem uszkodzenia uktadu nigrostriatalnego. Stopniowe wyczerpywanie sie skutecznosci
farmakologicznej terapii w miare postepu choroby Parkinsona, ktérej istotg jest obumieranie komdérek dopaminergicz-
nych uktadu nigrostriatalnego, przy dobrze scharakteryzowanym modelu tej choroby zainspirowato badaczy do podjecia
préb zastosowania przeszczepow tkanki mézgowej w celu leczenia ChP.

W 1979 roku ukazaty sie dwa doniesienia wskazujace na zmniejszenie deficytu funkcjonalnego w eksperymentalnym
modelu ChP po przeszczepieniu ptodowej istoty czarnej do prazkowia’!l lub do komory bocznej!". Trudnosci z pozyska-
niem ludzkiej tkanki ptodowej sktonity badaczy do poszukiwan innego, tatwiej dostepnego zrodta komérek dopaminer-
gicznych, np. pochodzacych z rdzenia nadnerczy. Poza nielicznymi wyjatkami™ nie osiagnieto jednak zadowalajacych re-
zultatow, stosujac te metodel’1“'”. Réwnolegle prowadzone badania na zwierzecych modelach ChP potwierdzity stabg
skuteczno$¢ przeszczepu tkanki rdzenia nadnerczy w poréwnaniu z ptodowsg istotg czarng w niwelowaniu objawow
uszkodzenia uktadu nigrostriatalnego*2131415’. Z kolei pozytywne rezultaty przeszczepu ptodowej tkanki mézgowej uzyska-
ne w badaniach na zwierzetach znalazty potwierdzenie w klinice"6'7181’“~". Nalezy jednak podkresli¢ duze rdznice doty-
czace indywidualnej odpowiedzi chorych na domézgowy przeszczep tkanki ptodowej: podczas gdy u niektérych pacjen-
téw uzyskiwano poprawe kliniczng umozliwiajaca odstawienie lekow przeciwparkinsonowskich i powr6t do aktywnosci
zawodowej, u innych notowano jedynie nieznaczne efekty pozytywne. U niektérych chorych wystgpity ponadto dziatania
niepozadane, takie jak halucynacje i dyskinezy.

Na podstawie tych obserwacji wydaje sie, ze transplantacja ptodowej istoty czarnej moze by¢ czesciowo skuteczna
w leczeniu ChP'2l. Wszczepiona tkanka w czesci przypadkéw wykazuje funkcjonalng integracje z prazkowiem biorcy, wzbo-
gaca je w dopaming oraz powoduje kliniczng poprawe u leczonych pacjentow.

Stosunkowo najlepsze rezultaty przeszczepow istoty czarnej wjawnych prébach klinicznych odnotowano w os$rod-
kach szwedzkichl?4  gdzie stosowano duze ilosci tkanki (pochodzacej nawet od 7 ptodéw najedno prazkowie) oraz mi-
nimalizowano czas pomiedzy pobraniem tkanki a jej wszczepieniem. Postepowanie takie wymagato jednak tatwego do-
stepu do ptodowych tkanek ludzkich oraz zorganizowania wysokospecjalistycznych, wspétpracujacych ze sobg zespotéw
naukowo-klinicznych.

Z kolei badanie metodg podwadjnie Slepej proby przeprowadzone przez osrodki z Denver i Nowego Jorkulil w celu
oceny skutecznosci neurotransplantacji ptodowej istoty czarnej w leczeniu ChP nie dato tak zadowalajgcych wynikow jak
jawne proby kliniczne. Réznice wynikow mogty by¢ spowodowane dtuzszym okresem przechowywania tkanki (nawet do
kilku tygodni) przed wszczepem oraz znacznym ograniczeniem jej ilosci.

Neurotransplantacje ptodowej istoty czarnej byty wykonywane takze w Polsce - na poczatku lat 90. w Klinice Neu-
rochirurgii CMKP Wojewodzkiego Szpitala Zespolonego?”. Osiagnieto wstepnie pewne pozytywne rezultaty, jednak
wprowadzenie ustawy antyaborcyjnej zahamowato dalszy rozwdj klinicznego zastosowania tej metody (prof. Dymecki,
informacja ustna).

Wydaje sie oczywiste, ze aby neurotransplantacje znalazty petne zastosowanie kliniczne w leczeniu ChP na szeroka
skale, potrzebne jest inne, fatwo dostepne i wystandaryzowane zrodto komoérek lub tkanek, ktére zastgpitoby ptodowsg isto-
te czarna. Przetomem przyblizajacym taka perspektywe stato sie odkrycie przez Thomsona w 1998 roku mozliwosci teore-
tycznie nielimitowanej ilosciowo hodowli ludzkich komérek macierzystych, ktére m.in. moga réznicowac sie do neuronéw?”.

Neurotransplantacja komérkowa, stosowana do tej pory gtownie w eksperymentalnym leczeniu ChP. stawia sobie dwa
cele o zréznicowanym stopniu trudnosci. Pierwszym (i praktycznie tatwiejszym do osiagniecia) jest trwate uzupetnienie przez
przeszczepione komérki niedoboru dopaminy, drugim (i na razie ciggle nieosiggnietym) byfaby funkcjonalna integracja prze-
szczepu z tkankg chorego, a tym samym odbudowa prawidtowych szlakéw korowo-podkorowych w mézgu biorcy. Dodat-
kowym wykorzystaniem terapii komérkowej w ChP sa préby uzyciajej do suplementacji chorej tkanki przez niezbedne czyn-
niki troficzne i neuroprolekcyjne, ktére mogtyby zapobiega¢ postepujacej neurodegeneracji bedacej istotg tej choroby.

2 TERAPIA KOMORKOWA NASTAWIONA NA UZUPELNIENIE NIEDOBORU DOPAMINY

2.1 NIENEURONALNE KOMORKI PRODUKUJACE DOPAMINE

Pierwsze prace nad zastapieniem przeszczep6w tkanki ptodowej przez terapie komdérkowa w leczeniu ChP dotyczyty
modyfikacji genetycznych nieneuronalnych linii komérkowych w kierunku produkcji dopaminy. Wykazano, ze tak zmodyfi-
kowane fibroblasty produkujg znaczace ilosci dopaminy in vitro i in vivom>. Ich przeszczep zmniejszat objawy funkcjonalne-
go uszkodzenia prazkowia okre$lane iloscig obrotéw u szczuréw z uszkodzonym uktadem nigrostriatalnym w proébie z apo-
morfing. Zaobserwowano, ze komérki te miaty jednak tendencje do tworzenia guzéw nowotworowych, wobec czego efekt
przeszczepu oceniano jedynie w czasie ograniczonym do 2 tygodni po operacji. Badania neuropatologiczne wykazaty do-
skonale przezycie przeszczepionych komorek z obfitg ekspresja hydroksylazy tyrozyny (TH).
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W innych badaniach niedojrzale astrocyty poddawano modyfikacji genetycznej w kierunku nadekspresji TH. Po ich
przeszczepieniu uzyskano dobre przezycie transplantu. | jakkolwiek analiza immunohistochemiczna ujawnifa, ze tylko
niewielki procent wszczepionych astrocytéw wykazywat dtugoterminowa ekspresje transgenu, to jednak osiagnieto zna-
czace, aczkolwiek niecatkowite, ustgpienie rotacji po stymulacji apomorfing0(".

Schwarz i wsp. wykorzystali zmodyfikowane komérki pochodzenia szpikowego do produkcji dopaminy. Przy pomo-
cy wektoréw retrowirusowych wprowadzono do komérek geny dla TH oraz GTP-zaleznej cyklohydrolazy |, produkuja-
cej tetrahydrobiopteryne (kofaktor wspdtpracujacy z TH). Transfekcji poddano zaréwno szczurze, jak i ludzkie komorki
pochodzenia szpikowego. Zmodyfikowane komorki allogeniczne zostaty wszczepione do prazkowia szczuréw z ekspery-
mentalnym modelem choroby Parkinsona. Podstawg oceny funkcjonalnej przeszczepu byly uzyskany poziom produkcji
katecholamin w prazkowiu oraz klasyczna analiza behawioralna. Szczury poddane prébie z apomorfing wykazaty zna-
czace zmniejszenie sie rotacji, a w dializatach prazkowia obserwowano zwiekszone stezenie lewodopy i jej metabolitow.
Jednak ekspresja produktéw obu transgenéw w zmodyfikowanych komérkach nie wykazata dtugotrwatej stabilnoscil3ll,

Innym postepowaniem, ktére miato zwiekszy¢ przezycie (i jednoczesnie zapobiec inwazji) komorek produkujacych
dopamine w prazkowiu biorcy, byto zamknigcie ich in vitro w kapsutach polimerowych. Po wszczepieniu kapsut do uszko-
dzonego prazkowia matp uzyskano zmniejszenie objawéw wywotanego eksperymentalnie parkinsonizmu. Badanie przy
pomocy pozytronowej tomografii emisyjnej (PET) ujawnito wzmozony wychwyt (I8F)-Dopy w prazkowiu, co przemawia-
fo za funkcjonalnym wykorzystaniem przez wszczepione komorki endogennych szlakéw metabolicznych produkujacych
dopamine. Badania po$miertne nie ujawnity w mézgu gospodarza wzrostu gestosci zakornczen dopaminergicznych, wy-
kluczajagc tym samym niespecyficzny wptyw troficzny przeszczepu na system nigrostriatalny gospodarza's’.

Osiagniecie czesciowo pozytywnych rezultatéw wszczepéw komorek nieneuronalnych, ale zdolnych do produkcji
DOPA lub dopaminy wskazuje, ze wydzielanie toniczne tego neuroprzekazmka stanowi istotny mechanizm odpowiedzial-
ny za dziatanie transplantu. Jednak przy tym postepowaniu nie osiggnieto catkowitego zniesienia deficytu funkcjonalnego.
Wydaje sie wiec, ze odtworzenie prawidlowych potaczen neuronalnych jest niezbedne do petnego cofniecia sie objawow
ChP. Dlatego tez zapewne zanim komorki nieneuronalne zmodyfikowane w kierunku produkcji dopaminy osiagnety po-
ziom badan klinicznych w leczeniu ChP, zostaty one wyparte w laboratoriach przez prekursory neuralne i komérki macie-
rzyste. Neurony dopamincrgiczne powstajace in situ z tych komdrek prekursorowych maja niewatpliwie wigksze mozliwo-
$ci odtworzenia potaczen synaptycznych i integracji funkcjonalnej z mézgiem biorcy.

2.2 KOMORKIDOPAMINERGICZNE
2.2.1 UKIERUNKOWANE DOPAMINERGICZNIE KOMORKI PREKURSOROWE

W badaniach na szczurach wykazano, ze kilkudniowe namnazanie in vitro komorek pochodzacych z ptodowe;j istoty
czarnej, a nastepnie hodowanie ich w obecnosci wybranych czynnikéw wzrostowych i neuromorfogenéw prowadzi do wy-
datnego zwiekszenia odsetka komérek produkujacych dopamine. Niestety, po transplantacji do mézgu wiekszos¢ z tych
zroznicowanych komorek ginie (ponad 90%). Jednak nawet niewielka ilo$¢ komdrek przezywajacych moze okazaé sie wy-
starczajaca do zmniejszenia objawoéw behawioralnych w zwierzecym modelu ChP3”,

W nastepnych latach ci sami autorzy poszukiwali sposobéw dalszej optymalizacji hodowli komoérek dopaminergicz-
nych z mézgu ptodéw. Odkryto na przykiad, ze dodanie do hodowli kwasu askorbinowego oraz warunki hipoksyjne zwigk-
szajgjej zdolno$¢ do generacji komoérek dopaminergicznych'st’,

Analogicznym zabiegom poddano ludzka ptodowsa istote czarng, uzyskujac subpopulacje komérek neuronalnych,
z ktorych czes¢ nabywata fenotyp dopaminergiczny. Wszczepienie tych komorek do pragzkowia szczuréw z uszkodzonym
uktadem nigrostriatalnym wykazywato pozytywny efekt behawioralny w prébie z amfetaming’”.

W badaniach tych wykazano, ze komérki prekursorowe ukierunkowane dopaminergicznie in vitro pomimo stabej
przezywalnosci zachowujg swoj fenotyp po transplantacji i sa zdolne do produkcji dopaminy in silu. Z kolei komorki ma-
cierzyste i linie komoérkowe pochodzenia nowotworowego, ktére zostang omdwione w nastepnej czesci tego przegladu,
charakteryzujg sie znacznie wiekszymi zdolnosciami do proliferacji, dobrg przezywalnoscig, jednak istniejg ciggle duze
trudno$ci w kontroli ich rozrostu i réznicowania w tkance.

2.2.2 KOMORKI MACIERZYSTE
2.2.2.1 Pochodzace z obszaréw neurogennych mézgu
Neuralne komorki prekursorowe pochodzace ze srodmézgowia szczurzych ptodéw mozna poddac¢ ekspansji klo-

nalnej in vitro. Wyselekcjonowane linie komdrkowe hodowane w obecnosci czynnikéw réznicujacych (ILI, 1LU, LIF,
GDNF) wykazuja sie zdolnoscig do produkcji dopaminy. Najbardziej wydajna linia komérkowa dawata do 98% komorek
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dopaminergicznych. Podanie ukierunkowanych dopaminergicznie komérek szczurom z eksperymentalnym modelem
choroby Parkinsona spowodowato zmniejszenie typowych dla ChP objaw6w behawioralnych w stopniu poréwnywalnym
z transplantacjq Swiezej ptodowej istoty czarnej. Badania te wykazaty, ze zastosowanie komoérek dopaminergicznych uzy-
skanych z hodowlanej linii prekursorowej moze by¢ rownie skuteczne w terapii choroby Parkinsona jak stosowanie prze-
szczepOw Swiezej tkanki ptodowej00’.

Ro6znicowanie neuralnych komérek prckursorowych w pozadanym kierunku mozna réwniez wymusi¢ drogg mani-
pulacji genetycznych in vitro. Wywotanie nadekspresji czynnika transkrypcyjnego Nurrl w linii mysich komorek CI17.2
zjednoczesng ich ekspozycijg na czynniki wydzielane przez astrocyty typu | pochodzace z brzusznego $rédmézgowia po-
zwolito otrzymac ok. 80% komorek potomnych o fenotypie identycznym z endogennymi mysimi komoérkami dopaminer-
gicznymi. Ta metoda otrzymywania komoérek dopaminergicznych takze zapewnia praktycznie state Zrodto materiatu. Jed-
nakze w ten sposéb otrzymane komorki nie wykazaty zadowalajacej przezywalnosci w mézgu po przeszczepielil

Ostatnie dane wskazuja, ze omawiana linia mysich neuralnych komérek macierzystych (CI17.2), nawet niepoddana
zadnym modyfikacjom genetycznym ani czynnikom réznicujgcym, po przeszczepie zaréwno do uszkodzonego, jak i nie-
naruszonego prazkowia spontanicznie nabywa fenotyp neuronalny. W ciggu kilku kolejnych tygodni wszczepione komorki
migruja, dzielg sig, a w koncu zaczynaja produkowac zestaw enzymow niezbednych do produkcji dopaminy. U niektérych
zwierzat odnotowano zmiany zachowania motorycznego08'. Eksperymenty te wykazuja, ze prazkowie dorostych osobni-
kéw zawiera czynniki instruktywne wystarczajace, aby zadecydowaé¢ o dopaminergicznym losie wszczepianych neural-
nych komdérek macierzystych. Sugeruje to, ze wbrew wczesniejszym obserwacjom wskazujacym na konieczno$¢ wstepne-
go ukierunkowania dopaminergicznego wszczepianych komorek prckursorowych. do skutecznego postepowania w ChP
mozna stosowaé réwniez niezréznicowane linie neuralnych komérek macierzystych hodowanych in vitro.

2.2.2.2 Embrionalne (ESC)

W 1996 roku opracowano oryginalng, 5-stopniowa metode réznicowania mysich ESC w kierunku neuronalnym!!”.
Wzbogacenie tej metody o dodatkowe zastosowanie czynnikéw neurotroficznych wystepujacych w srodmaézgowiu (Shh
i FGF8) oraz wykorzystanie jej do r6znicowania komorek z nadekspresja Nurrl (patrz rozdziat poprzedni) pozwolito na
uzyskanie w 80% komorek fenotypu dopaminergicznegol*’. Takie komorki wszczepione do odnerwionego prazkowia prze-
zywaty co najmniej kilka miesiecy, nie tracac zdolnosci do produkcji dopaminy. Co wiecej, dawaty liczne wypustki pene-
trujace do komérek prazkowia biorcy. Ekspresja kalbindyny i badania elektrofizjologiczne przeprowadzone na zywych
skrawkach moézgowych pobranych od tych zwierzat wykazaty morfologiczne i funkcjonalne podobienstwo wszczepionych
komérek do neuronéw srodmadzgowia. Nalezy podkresli¢, ze w badaniach tych nie stwierdzono tendencji do rozrostu no-
wotworowego wszczepianych komérek. Co jednak najwazniejsze, testy behawioralne wykazaty znaczaca poprawe w za-
chowaniu zaréwno spontanicznym, jak i indukowanym przez leki u zwierzat z uszkodzonym uktadem mgrostriatalnym™".

Inng interesujaca metode ukierunkowywania ESC opisali badacze japoniscy. Zaréwno mysie ESC'1?, jak i ESC na-
czelnychlly r6znicowano w kierunku dopaminergicznym poprzez ekspozycje na czynniki wydzielane przez komérki po-
chodzace ze zrebu szpiku (linia PA6). Zréznicowane komorki wszczepione do prazkowia myszy z uszkodzonym uktadem
nigrostriatalnym zadowalajaco przezywaty, nie wykazywaty rozrostu nowotworowego i dtugotrwale utrzymywaty fenotyp
dopaminergiczny in vivo.

Kolejne badania wykazaly, ze nieukierunkowane mysie ESC wszczepione w matych ilosciach do pragzkowia szczurow
proliferuja i spontanicznie réznicuja sie do dojrzatych neurondéw dopaminergicznych. Na zadowalajacg integracje prze-
szczepu z tkankg biorcy wskazywaty przeprowadzone badania obrazowe: pozytronowa tomografia emisyjna (PET) i czyn-
nosciowy rezonans magnetyczny (fMRI). Réwniez w ocenie behawioralnej wykazano istotne statystycznie zmniejszenie sie
asymetrii motorycznej wyniklej z jednostronnego uszkodzenia uktadu nigrostriatalnego. Otrzymane wyniki potwierdzajg
zdolnos$¢ ESC do proliferacji po przeszczepie i do samorzutnego réznicowania sie w funkcjonalnie aktywne komérki do-
paminergiczne in vivo. Zanotowano jednak wyrazng tendencje do niekontrolowanego rozrostu komérek prowadzacego
do powstawania potworniakéw. Tak wiec ewentualne zastosowanie ESC do terapii wigze sie z koniecznoscig likwidacji tego
zagrozenia nowotworowego'lll. Nalezy zaznaczy¢, ze dodatkowa modyfikacja tych komoérek w kierunku nadekspresji recep-
tora jadrowego Nurrl kilkakrotnie zwiekszyta procent powstajacych in vitro komérek dopaminergicznych'ls’

2.2.2.3 Szpikowe (BMSC)

Ostatnio 7. mezenchymalnych komérek szpikowych wyprowadzono pluripotencjalna linie progenitorowa wykazuja-
ca whasciwosci podobne do ESCI*". Poddanie jej réznicowaniu analogicznemu do wczesniej zastosowanego wobec komé-
rek macierzystych pochodzenia mézgowego indukowato je do powstania trzech gtéwnych fenotypow komérek charaktery-
stycznych dla mézgu. Poprzez dalszg ekspozycje tych komoérek na specyficzne czynniki réznicujace otrzymano populacje
stosunkowo bogata (ok. 30%) w komérki dopaminergiczne. Dane te predysponujg szpikowe komérki macierzyste (BMSC)
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do uzycia w doswiadczalnych modelach ChP. Ciekawe, ze spontaniczng tendencje BMSC do réznicowania neuronalnego
potwierdzajg najSwiezsze obserwacje fenomenologiczne przeprowadzone u biorcéw systemowych przeszczepéw szpiku
kostnego wykonywanych ze wskazan hematologicznych. Posmiertne badania neuropatologiczne czesci przypadkéw wyka-
zaly klonalny rozrost i zréznicowanie neuronalne komoérek dawcy szpiku w moézgu biorcy'dl’. Pierwsze pozytywne dane
0 mozliwosciach wykorzystania BMSC do terapeutycznej repopulacji mézgu uzyskano w ostatnim roku gtéwnie w lecze-
niu doswiadczalnych udaréw mézgul*“4”. Powtarzajace sie doniesienia o mozliwosciach réznicowania si¢ BMSC w kierun-
ku neuronalnym in vivo oraz dopaminergicznym in vitro rokujg szybkie podjecie préb ich zastosowania w eksperymental-
nym leczeniu ChP

2.2.2.4 Pepowinowe

Jeszcze mniej danych w kontekscie terapii ChP istnieje na temat wykorzystania w tym celu neuralnych prekursoréw
otrzymanych z frakcji mononukleamej krwi pepowinowej“’”. Do$wiadczenia ostatniego roku wykazaty mozliwosc¢ utrzy-
mania statej hodowli tych progenitoréw, ktére pod wptywem czynnikéw srodowiskowych réznicuja sie w kierunku neu-
ronalnymli’. Wykazano in vitro obecno$¢ zréznicowanych komérek z ekspresjag markera neuronéw dopaminergicznych
TH wydzielajacych po stymulacji katecholaminy i wykazujacych typowa charakterystyke elektrofizjologiczng funkcjonal-
nych komdrek nerwowych's”. Pierwsze proby przeszczepéw do moézgu noworodkédw szczurzych potwierdzity przezycie
komdrek w tkance przez co najmniej miesigc (dane niepublikowane). Uzyskane wyniki sugeruja, ze réwniez hodowane
w statej linii komorki neuralne pochodzace z krwi pepowinowej moga stac sie uzytecznym materiatem dla mézgowych
przeszczepow terapeutycznych, w tym réwniez w chorobie Parkinsona.

2.2.3 NEURONALNE LINIE KOMORKOWE POCHODZENIA GUZOWEGO

Linia komorkowa NT2 zostata wyprowadzona z ludzkiego potworniaka na poczatku lat 80. Poddanie jej dziataniu
kwasu retinowego powoduje przejscie w postmitotyczne komorki nazwane hNT, o morfologicznych i funkcjonalnych wia-
Sciwosciach neuronow’4'. Zostaty one z powodzeniem zastosowane jako materiat transplantacyjny w zwierzecych modelach
ischemii mo6zgu155a ostatnio rozpoczeto pierwsza probe kliniczng z ich uzyciem w leczeniu udaréw mozguls”. Potwierdzo-
no tez mozliwo$¢ zréznicowania dopaminergicznego tych komorek in vitro oraz poddano je wstepnym eksperymentom
w zwierzecym modelu ChP Immunohistochemia potwierdzita zasiedlenie przeszczepionych komoérek w prazkowiu biorcy,
nie udato sie jednak uzyskac¢ satysfakcjonujacych wynikdw w behawioralnej probie z amfetaminag’s*’. W analogicznym bada-
niu wykazano natomiast pozytywny efekt behawioralny transplantu po poddaniu zwierzat prébie z apomorfing’”. Komor-
ki te sg wiec kolejnym kandydatem do zastosowania w terapii repopulacyjnej ChP.

3 TERAPIA KOMORKOWA NASTAWIONA
NA DOSTARCZANIE CZYNNIKOW NEUROPROTEKCYJNYCH

Komérki dobrze tolerowane przez gospodarza moga by¢ uzyte jako zrédto czynnikéw troficznych i neuroprotekcyj-
nycli w terapii wspomagajacej leczenie wielu schorzen neurodegeneracyjnych, w tym réwniez w ChP. Najpierw do tego celu
uzywano zréznicowanych komérek somatycznych, takich jak np. fibroblasty. Produkcje czynnikéw neuroprotekcyjnych uzy-
skiwano poprzez genetyczng modyfikacje tych komdrek. Podanie ich do prazkowia lub do istoty czarnej, zaréwno przed, jak
i po uszkodzeniu ukfadu nigrostriatalnego, znaczaco zmniejszato stopiern wywotanych uszkodzen u szczuréw'"1“1. W tego
rodzaju terapii istotna wydajc sie tez mozliwo$¢ wyboru wiasciwej okolicy mézgu poddawanej neuroprotekcji. Oprocz praz-
kowia i istoty czarnej zmodyfikowane do produkcji GDNF fibroblasty podawano réwniez do miejsca sinawego (locus coeru-
leus), ktore jest siedliskiem neuronéw noradrenergicznych w mézgu. W zaawansowanej ChP, szczeg6lnie z towarzyszacymi
objawami otepiennymi, dochodzi do degeneracji tej wkasnie struktury. Poddanie miejsca sinawego ochronnemu dziataniu
przeszczepionych fibroblastow skutecznie zmniejszyto degeneracje komérek noradrenergicznych. Badania te potwierdzajg
zasadno$¢ wzbogacenia tkanki nerwowej w czynniki neuroprotekcyjne w przebiegu ChP§3',

Z jeszcze lepszym skutkiem niz fibroblasty mozna wykorzystac do tego celu zmodyfikowane genetycznie komorki ma-
cierzyste. Po podaniu domo6zgowym mysich komoérek macierzystych zdolnych do produkcji GDNF wykazano ich réznico-
wanie do trzech typéw komorek neuralnych, ktére nastepnie migrowaty i stabilnie wydzielaty GDNF przez okres co naj-
mniej 4 miesiecy. Potencjat terapeutyczny tych komorek zostat sprawdzony poprzez dopragzkowiowe wszczepy myszom,
ktorym nastepnie niszczono komérki dopaminergiczne istoty czarnej metoda miejscowego podania 6-OHDA. Wszczepie-
nie komérek produkujagcych GDNF do prazkowia zmniejszato nasilenie objawow eksperymentalnie wywotanej choroby
Parkinsona, a nawet czesciowo zapobiegato degeneracji komorek dopaminergicznych w istocie czarnej'sdl. Ostatnio opisu-
je sie coraz wiecej nowych, obiecujacych czynnikdéw neuroprotekcyjnych, ktére majg szanse zahamowac neurodegeneracje.
Za taki przyktad moze postuzy¢ persefyna, ktdra takze ogranicza eksperymentalne uszkodzenie szlaku nigrostriatalnego'ss’
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4 PODSUMOWANIE

Wyniki uzyskane w ostatnich latach zachecaja do dalszych badan nad zastosowaniem terapii komérkowej w lecze-

niu ChR Przedtem nalezy jednak rozwiaza¢ nastepujace problemy:

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

zwiekszy¢ przezywalno$¢ przeszczepionych komérek w mézgu poprzez ustalenie optymalnej metodyki przeszczepu
(neuroprotekcja miejscowa, immunosupresja, ukrwienie transplantu itp.);

opanowac grozbe niekontrolowanego rozrostu, czesto nowotworowego, przeszczepianych komérek - nalezy podkre-
§li¢, ze zagrozeniem tym objete s bardziej komorki embrionalne niz uzyskiwane z tkanek (np. szpiku, krwi pepowino-
wej lub tkanki nerwowej);

ustali¢, ktore komorki z szerokiego asortymentu testowanych do tej pory i na jakim stopniu wstepnego zréznicowa-
nia rokuja najlepiej, jesli chodzi o funkcjonalne uzupetnienie zdegenerowanych neuronéw i odtworzenie prawidtowych
potaczen z mézgiem chorego;

opracowac zunifikowane i bezpieczne metody hodowli neuralnych komoérek progenitorowych na szeroka skale.
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