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SKRÓTY I AKRONIMY UŻYWANE W PRACY 

AAS (ang. antibiotic, antymycotic solution) - roztwór antybiotyku i środka 
przeciwgrzybiczego 

AD (ang. Alzheimer disease) - choroba Alzheimera 
ASC (ang. adult stem cells) - komórki pochodzące z ukształtowanych tkanek 
ALS (ang. amyotrophic lateral sclerosis) - stwardnienie boczne zanikowe 
Ang-1 (ang. angiopoietin-1) - angiopoetyna 1 
BDNF (ang. brain-derived neurotrophic factor) - mózgopochodny czynnik 

neurotroficzny 
bFGF (ang. basic fibroblast growth factor) - zasadowy czynnik wzrostu 

fibroblastów 
BrdU bromodeoksyurydyna 
CD (ang. cluster of differentiation) - cząsteczka różnicowania 
CED (ang. convection-enhanced delivery) - metoda podania substancji 

wykorzystująca zjawisko jej równomiernego rozchodzenia się na skutek 
odpowiedniego dostosowania prędkości iniekcji 

CEST (ang. chemical exchange saturation transfer) - wysycenie chemicznego 
transferu protonów 

c-Met receptor dla HGF 
CMFDA (ang. 5-chloromethylfluorescein diacetate) - znacznik komórek 
CNTF (ang. ciliary neurotrophic factor) - rzęskowy czynnik neurotropowy 
CXCR4 (ang. C-X-C receptor - 4) - receptor nr 4 zawierający motyw C-X-C 
DCX (ang. doublecortin) - komórkowy marker neuroblastów 
DMEM (ang. Dulbecco's modified Eagle medium) - komponent pożywki do 

hodowli komórek 
DNA (ang. deoxyrybonucleic acid) - kwas deoskyrybonukleinowy 
ED1 komórkowy marker aktywowanego mikrogleju 
EGF (ang. epidermal growth factor) - naskórkowy czynnik wzrostu 
ESC (ang. embryonic stem cells) - embrionalne komórki macierzyste 
ET-1 endotelina-1 
FACS (ang. fluorescent-activated cell sorting) - fluorescencyjne sortowanie 

komórek 
FBS (ang. fetal bovine serum) - płodowa surowica wołowa 
FISH (ang fluorescent in situ hybridization) - fluorescencyjna hybrydyzacja in 

situ 
Flk-1 (ang. fetal liver kinase-1) - kinaza płodowej wątroby - receptor dla 

VEGF 
GBM (łac. glioblastoma) - glejak wielopostaciowy 
GDNF (ang. glial-derived neurotrophic factor) - glejopochodny czynnik 

neurotroficzny 
GFAP (ang. glial fibrillary acid protein) - kwaśne białko włókienkowe 
GFP (ang. green fluorescent protein) - zielone białko fluorescencyjne 
HD (ang. Huntington disease) - choroba Huntingtona 
H-E hematoksylina-eozyna 
HGF (ang. hepatocyte growth factor) - wątrobopochodny czynnik wzrostu 
HLA (ang. human leukocyte antigen) - antygen zgodności tkankowej 
HUCB (ang. human umbilical cord blond) - ludzka krew pępowinowa 
HuNu (ang. human nucleus) - przeciwciało specyficzne dla antygenów 

jądrowych ludzkich komórek 
ITS insulina + transferyna + selen (dodatek do pożywki dla komórek) 
IFN interferon 
IGF-1 (ang. insulin-like growth factor -1) - insulinopodobny czynnik wzrostu 1 
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iPS (ang. induced Pluripotent Cells) - indukowane komórki pluripotencjalne 
LMS (ang. lowest means square) - kwadraty najmniejszych średnich 
MACS (ang. magnetic-activated cell sorting) - magnetyczne sortowanie 

komórek 
MCA (ang, middle cerebral artery) - tętnica środkowa mózgu 
MCAO (ang, middle cerebral artery occlusion) - okluzja tętnicy środkowej 

mózgu 
MPIO (ang. microparticles of iron oxide) - mikrocząsteczki tlenku żelaza 
MR (ang. magnetic resonance) rezonans magnetyczny 
MSC (ang. mesenchymal stem cells) - mezenchymalne komórki macierzyste 
NF neurofilament 
NG2 (ang. neuroglycan-2) - neuroglikan - 2, marker specyficzny dla 

progenitorów neuralnych 
NLS (ang. nuclear localization sequence) - sekwencja lokalizacji jądrowej 
NP (ang. neural progenitors) - progenitory neuralne 
NSC (ang. neural stem cells) - neuralne komórki macierzyste 
NuMa (ang. nuclear matrix) - przeciwciało skierowane przeciwko ludzkim 

antygenom macierzy jądrowej 
OUN ośrodkowy układ nerwowy 
PBS (ang. phosphate buffer solution) - bufor fosforanowy 
PCR (ang. polymerase chain reaction) - łańcuchowa reakcja polimerazy 
PD (ang. Parkinson disease) choroba Parkinsona 
PDGF (ang. platelet-derived growth factor) - płytkopochodny czynnik wzrostu 
PET (ang. positron emission tomography) - pozytronowa tomografia 

emisyjna 
PFA paraformaldehyd 
PIGF (ang. placental growth factor) - łożyskowy czynnik wzrostu 
PSA-NCAM (ang. poly-sialated neural cell adhesion molecule) - molekuła adhezyjna 

komórek neuralnych zawierająca kwas sialowy 
RMS (ang. rostral migratory stream) - przedni strumień migracji 
SCI (ang. spinal cord injury) - uraz rdzenia kręgowego 
SDF-1 (ang. stroma-derived factor-1) - czynnik 1 podścieliska 
SM (łac. sclerosis multiplex) - stwardnienie rozsiane 
SPECT (ang. single photon emission computed tomography) - tomografia 

emisyjna pojedynczych fotonów 
SPIO (ang. superparamagnetic iron oxide) - tlenek żelaza o właściwościach 

superparamagnetycznych 
SVZ (ang. subventricular zone) - strefa okołokomorowa 
SWI (ang. susceptibility weighted image) - obrazowanie zależne od 

podatności magnetycznej 
T Tesla, jednostka indukcji magnetycznej 
TUJ1 komórkowy marker młodych neuronów 
USG ultrasonografia 
USSC (ang. unrestricted somatic stem cells) - niezdeterminowane somatyczne 

komórki macierzyste 
VEGF (ang. vascular endothelial growth factor) - naczyniopochodny czynnik 

wzrostu 
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PRZEGLĄD PIŚMIENNICTWA 

WPROWADZENIE 

Choroby układu nerwowego są najczęstszą przyczyną ciężkiego inwalidztwa 

(Adamson i wsp., 2004). Ich istotą jest m.in. utrata komórek w wyniku procesów 

patologicznych takich jak: udar, uraz, zapalenie czy zwyrodnienie. Dotychczas 

stosowane strategie leczenia mające na celu zapobieganie obumieraniu komórek 

mózgu i rdzenia kręgowego nie przyniosły spodziewanych rezultatów (Drummond i 

wsp., 2000). W związku z tym powstała koncepcja zastąpienia martwych komórek 

nowymi, dostarczonymi z zewnątrz drogą neurotransplantacji. Pierwsze próby 

kliniczne transplantacji fragmentów mózgów płodowych przyniosły obiecujące wyniki, 

ale ze względu na bardzo ograniczoną dostępność materiału do przeszczepów nie 

znalazły szerszego zastosowania. Dopiero odkrycie w ostatniej dekadzie metod 

pozyskiwania, hodowli i ekspansji in vitro ludzkich komórek macierzystych i 

progenitorowych przyniosło nadzieję na przełom w możliwości naprawy mózgu i 

rdzenia kręgowego. 

RYS HISTORYCZNY 

Współczesne terapeutyczne neurotransplantacje komórek macierzystych 

wywodzą się z rozwoju dwóch niezależnych nurtów naukowych, z których każdy 

może się poszczycić ponad 100-letnią tradycją. Samo pojęcie „komórek 

macierzystych", z których wywodzą się wszystkie komórki organizmu zostało 

zaproponowane przez Arthura Pappenheima na przełomie XIX i XX wieku. W tym 

samym okresie wykonano także pierwsze zabiegi neurotransplantacyjne. Kolejne 

dekady nie przyniosły przełomu w żadnej z tych dziedzin. Dopiero w II poł. XX wieku 

dokonał się istotny postęp w badaniach nad wykorzystaniem komórek macierzystych, 

ale początkowo dotyczył on głównie zagadnień hematologicznych (Lajtha, 1979). 

Także w tym samym okresie wykonano pierwsze neurotransplantacje ukierunkowane 

na leczenie chorób neurologicznych (Bjorklund i Stenevi, 1979; Perlow i wsp., 1979). 

Były one poprzedzone gruntownymi badaniami nad procesami reinerwacji 

zachodzącymi po uszkodzeniu mózgu (Bjorklund i wsp., 1975), oraz nad pomyślną 
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interakcją przeszczepów fragmentów mózgów płodowych z nieuszkodzonym 

mózgiem biorcy (Bjorklund i Stenevi, 1977). Ze względu na relatywnie dobrze 

poznaną patofizjologię oraz ograniczony charakter procesu chorobowego 

neurotransplantacje zostały początkowo zastosowane w chorobie Parkinsona (PD). 

Solidne podstawy eksperymentalne spowodowały dość szybkie zastosowanie 

neurotransplantacji w klinice. Ze względu na ograniczoną dostępność tkanek 

płodowych oraz ryzyko odrzucenia przeszczepu z powodu niezgodności 

immunologicznej poszukiwano do zastosowań klinicznych innego źródła tkanek 

produkujących dopaminę. Wybór padł na rdzeń nadnerczy - narząd 

wyspecjalizowany w dostarczaniu katecholamin do krwioobiegu. Już w 1982 r. Erik-

Olof Backlund wykonał w Szwecji taki przeszczep po roku oczekiwania na pozytywną 

decyzję komisji etycznej. Jednak efekt pierwszych autologicznych neurotransplantacji 

klinicznych nie był satysfakcjonujący (Backlund i wsp., 1985; Lindvall i wsp., 1987). 

W związku z tym ośrodek szwedzki zaprzestał przeszczepiania nadnerczy i 

rozpoczął przeszczepianie fragmentów mózgów płodowych (Lindvall i wsp., 1988). 

Jednak w tym samym czasie ukazało się doniesienie z Meksyku o 

spektakularnej poprawie klinicznej w wyniku autoprzeszczepu rdzenia nadnerczy u 2 

młodych chorych cierpiących na PD (Madrazo i wsp., 1987). Wstępne doniesienia 

także z innych ośrodków wydawały się zachęcające. Jednak dokładna analiza 

przeprowadzona na większej liczbie pacjentów (ok. 200) wykazała, że poprawa jest 

tylko przejściowa, a zabieg jest związany z licznymi powikłaniami. Analiza zysków i 

strat nie wypadła pomyślnie (Goetz et al., 1991). Wobec tego ostatecznie wycofano 

się z tego sposobu leczenia. Należy zwrócić uwagę, że przeprowadzone kilka lat 

wcześniej eksperymenty w zwierzęcych modelach PD nie wykazały skuteczności 

transplantacji fragmentów rdzenia nadnerczy (Freed i wsp., 1986; Morihisa i wsp., 

1984). 

W następnych latach dalej rozwijano przeszczepianie fragmentów mózgów 

płodowych w PD. Potwierdzono ich skuteczność u niektórych chorych. Wykazano 

także pozytywny efekt transplantacji u chorych z HD. Jednak dwie podwójnie ślepe 

próby kliniczne przeprowadzone u chorych z PD nie wykazały statystycznie istotnego 

efektu terapeutycznego (Olanow i wsp., 2003; Freed i wsp., 2001). 

Podsumowując, technologie przeszczepów tkanek płodowych nie stały się 

przełomem w leczeniu PD, a trudność w pozyskiwaniu materiału do transplantacji 

oraz problemy logistyczne spowodowały, że zarzucono ten kierunek postępowania. 
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Nowe nadzieje pojawiły się dopiero po nabyciu umiejętności hodowli komórek 

macierzystych na szeroką skalę. 

KOMÓRKI MACIERZYSTE 

Istotą komórek macierzystych jest ich zdolność do samoodnowy oraz do 

wytwarzania komórek potomnych, które ulegają różnicowaniu. Jednak pojęcie 

komórek macierzystych nie obejmuje jednego rodzaju komórek, ale różne 

hierarchicznie ich typy pojawiające się kolejno w czasie rozwoju organizmu. 

Najbardziej pierwotną komórką macierzystą każdego organizmu rozmnażającego się 

drogą płciową jest zygota. Jako jedyna jest w stanie „utworzyć" w pełni funkcjonalny 

organizm. Nazywamy ją totipotencjalną komórką macierzystą. Zachowuje ona taką 

zdolność przez pierwsze 2 podziały komórkowe. Dotychczas nie udało się utrzymać 

w hodowli komórek w stanie totipotencjalności. Komórki pobrane z zarodka w 

późniejszym stadium (np. blastocysty) są zdolne do wytworzenia in vitro lub po 

przeszczepie wszystkich, poza płciowymi, typów komórek. Zostały one nazwane 

pluripotencjalnymi komórkami macierzystymi. Nabycie umiejętności stałej hodowli 

takich komórek pochodzenia ludzkiego stanowiło znaczący krok w rozwoju nowej 

gałęzi wiedzy - tzw. medycyny regeneracyjnej (Thomson i wsp., 1998). W trakcie 

dalszego rozwoju ontogenetycznego dochodzi do stopniowego ograniczania 

możliwości komórek macierzystych w zakresie tworzenia narządów i tkanek. 

Zaczynają się one specjalizować w wytwarzaniu komórek tylko określonej tkanki i 

zyskały nazwę specyficznych tkankowo lub multipotencjalnych komórek 

macierzystych. 

Pomimo względnej łatwości pozyskiwania oraz namnażania pluripotencjalnych 

komórek macierzystych pochodzenia zarodkowego (ESC) to regulacja procesu ich 

różnicowania okazała się bardzo trudna. Po przeszczepie mają one skłonność do 

przekształcania się w potworniaki (Asano i wsp., 2006). Poza tym badania nad 

komórkami zarodkowymi wywołują kontrowersje etyczne, co ogranicza przyzwolenie 

społeczne na ich szerokie rozpowszechnienie (Wadman, 1999 ). Liczne wady ESC 

przyczyniają się do upowszechnienia badań nad otrzymywaniem komórek 

macierzystych z ukształtowanych narządów i dojrzałych tkanek (ASC) takich jak 

szpik (Prockop, 1997), mózg (Doetsch i wsp., 1999), a ostatnio skóra (Mignone i 

wsp., 2007), tkanka tłuszczowa (Dhar i wsp., 2007), czy krew obwodowa (Kucia i 
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wsp., 2008). Krew pępowinowa do pewnego stopnia posiada zalety specyficzne 

zarówno dla ESC jak i ASC. Zawiera w sobie komórki na wczesnym etapie rozwoju 

ontogenetycznego w czym przypomina ESC, a jednocześnie nie budzi kontrowersji 

etycznych oraz nie wykazuje tendencji do niekontrolowanego rozrostu po 

transplantacji, co należy do pozytywnych cech ASC. Z krwi pępowinowej uzyskano 

już nie tylko tkankowo specyficzne linie komórkowe takie jak interesująca nas w 

kontekście neurotransplantacji linia neuralnych komórek macierzystych (neural stem 

cells, NSC) (Buzanska i wsp., 2002), czy mezenchymalne komórki macierzyste 

(mesenchymal stem cells, MSC) (Lee i wsp., 2004), ale pluripotencjalne komórki 

macierzyste przypominające ESC (McGuckin i wsp., 2006). Ostatnio podobne 

pluripotencjalne komórki macierzyste zidentyfikowano także w szpiku (Ratajczak i 

wsp., 2008). 

MODELE EKSPERYMENTALNE CHORÓB OUN 

Podjęcie badań przedklinicznych nad możliwościami zastosowania 

neurotransplantacji komórek macierzystych wymaga odpowiedniego modelowania 

chorób OUN u zwierząt (Sughrue i wsp., 2009). Najliczniejszą grupę stanowią 

modele chorób powstałe wskutek zadziałania czynnika fizycznego, chemicznego lub 

biologicznego na układ nerwowy zwierzęcia, włączając w to naczynia OUN. Spośród 

nich wyróżniamy modele wywołujące chorobę po nagłej, często jednorazowej lub 

wielokrotnej aplikacji czynnika patogennego (Coyle i Schwarcz, 1976; Borlongan i 

wsp., 1995). Poza tym zwierzęta transgeniczne mogą prezentować genetyczne 

podłoże determinujące powstanie chorób (tzw. modele transgeniczne) (Kaufmann i 

wsp., 2009). Stosowane modele powinny możliwie najbardziej patofizjologicznie 

odpowiadać odpowiednim jednostkom chorobowym, a także być względnie łatwe do 

wykonania oraz powtarzalne. Instytut, w którym pracuję jest od wielu lat związany z 

badaniami nad niedokrwieniem mózgu. Ze względu na częstość występowania, 

ciężkość przebiegu oraz trwałość następstw udar mózgu stanowi olbrzymie 

obciążenie dla społeczeństwa. Badania w tym zakresie mają więc znaczenie 

strategiczne. 

Istnieje wiele różnych zwierzęcych modeli udaru mózgu. Najczęściej do tego 

celu używa się gryzoni. Pierwszą dużą grupę stanowią modele, w których 

15 

http://rcin.org.pl



uszkodzenie obejmuje obszar unaczynienia dystalnych gałęzi tętnicy środkowej 

mózgu (MCA) i u gryzoni dotyczą one wybiórczo kory mózgu. Do ich wykonania 

stosuje się podwiązanie dystalnego odcinka MCA przez kraniotomię skroniową 

(Risedal i wsp., 2002), wykorzystuje się reakcję fotochemiczną (Jabłonka i wsp., 

2007) oraz podanie substancji naczyniozwężającej (ET-1) w bezpośrednie 

sąsiedztwo MCA (Ostrowski i wsp., 1998). Ze względu na odmienności anatomiczne 

(pofałdowanie kory i stosunek ilości istoty szarej do białej) u ludzi nie występują 

selektywne, ogniskowe uszkodzenia ograniczone do kory mózgu. Poza tym takie 

modele udaru mózgu nie wywołują u zwierząt znaczących, długotrwałych i łatwo 

mierzalnych objawów behawioralnych, co ogranicza ich zastosowanie do testowania 

skuteczności terapii eksperymentalnych. 

W badaniach przedklinicznych udar mózgu najczęściej wywołuje się drogą 

wewnątrznaczyniową (MCAO model) (Yanamoto i wsp., 2003). Wystąpienie 

znaczących objawów behawioralnych związane jest jednak z olbrzymim obszarem 

uszkodzenia obejmującym niekiedy prawie całą półkulę mózgu. Wówczas jednak 

bezpośrednią przyczyną występujących objawów najczęściej jest obrzęk półkuli i 

związany z nim efekt masy, a nie tylko wielkość ogniska niedokrwienia (Hofmeijer i 

wsp., 2004). W tej sytuacji ważniejsze wydaje się być stosowanie leków 

przeciwobrzękowych, czy kraniotomii odbarczającej niż neuroprotekcji. Olbrzymi 

obszar uszkodzenia powiązany z masywną reakcją zapalną może nie sprzyjać także 

badaniom i strategii naprawy mózgu w terminie późniejszym. Po krytycznym 

przeglądzie metod badawczych uznano, że optymalnym modelem do testowania 

terapii komórkowej byłoby uszkodzenie relatywnie małe objętościowo, ale 

wywołujące znaczące objawy behawioralne utrzymujące się przez dłuższy okres. 

W związku z omówionymi powyżej ograniczeniami istniejących modeli, w 

ramach pracy doktorskiej m.in. opracowano i scharakteryzowano nowy model udaru 

mózgu (Janowski i wsp., 2008a). Obserwacje kliniczne wskazują na występowanie 

znaczących i długotrwałych objawów w przypadku nawet niewielkich lezji, ale 

zlokalizowanych w obrębie struktur głębokich mózgu. Ponieważ brak jest metod 

selektywnego uszkodzenia unaczynienia biegnącego do tego obszaru mózgu u 

gryzoni (głównie tętnic przeszywających) użyto substancji chemicznej w celu 

wywołania zmian odpowiadających udarowi mózgu w zakresie tego obszaru. Do tego 

celu wykorzystano stereotaktyczną iniekcję ouabainy, która jest inhibitorem pompy 

sodowo-potasowej. W czasie rzeczywistego niedokrwienia pierwszą i najważniejszą 
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reakcją jest zahamowanie funkcji tej pompy wskutek braku stałego dopływu energii, 

co powoduje zniesienie potencjału błonowego i stopniową dezintegracją komórki. 

Tak więc na poziomie komórkowym ouabaina uruchamia podobny łańcuch zmian 

patologicznych jak ciężkie niedokrwienie lub niedotlenienie mózgu. Na potwierdzenie 

tej tezy wykazano wcześniej przy użyciu rezonansu magnetycznego, że domózgowe 

podanie ouabainy wywołuje wzorzec i ewolucję zmian przypominające udar mózgu 

wykonany metodą tradycyjną (Veldhuis i wsp, 2003). 

WPROWADZENIE KOMÓREK TERAPEUTYCZNYCH DO OUN 

W zależności od istoty i lokalizacji procesu chorobowego poszczególne 

schorzenia neurologiczne będą wymagały indywidualnego podejścia determinując 

sposób transplantacji komórkowych. 

Podanie miejscowe komórek macierzystych/progenitorowych 

Choroby charakteryzujące się ogniskowym wzorcem obumierania komórek 

wydają się być głównymi kandydatami do miejscowej aplikacji komórek. W 

zależności od szybkości postępu procesu patologicznego wyróżniamy choroby 

przebiegające powoli (neurodegeneracyjne) oraz zachodzące nagle (udary i urazy). 

Obecnie miejscowe podanie komórek do mózgu polega zwykle na stereotaktycznej 

iniekcji zawiesiny komórkowej (Molina i wsp., 1993). W przeszłości podawano także 

drobne fragmenty niektórych narządów. W nielicznych przypadkach chorób mózgu 

oraz zawsze w chorobach rdzenia kręgowego wykonuje się w tym celu operacje 

otwarte. Ponieważ najczęstszym schorzeniem rdzenia kręgowego poddawanym 

próbom terapii komórkowej są urazy, to operacyjne odbarczenie rdzenia oraz 

wycięcie blizny może mieć dodatkowy efekt terapeutyczny (Yoon i wsp., 2007). 

Coraz więcej wysiłku naukowców zmierza w kierunku stworzenia trójwymiarowych 

struktur neuralnych in vitro do zastosowania zamiast lub jako uzupełnienie 

podawanych zawiesin komórkowych (Jurga i wsp., 2009). 

Ponieważ w przewlekle postępujących chorobach neurodegeneracyjnych 

obumierają głównie neurony, a proces przebiega powoli i bez znaczącego odczynu 

zapalnego, komórki są przeszczepiane przeważnie do istoty szarej objętej procesem 

chorobowym (HD) lub bezpośrednio do struktur otrzymujących projekcje z tych jąder 
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(PD). W przypadku chorób ostrych w obrębie uszkodzenia pojawia się bardzo silny 

odczyn zapalny, który może wpływać negatywnie na dobrostan przeszczepu. W 

takich przypadkach zaleca się raczej transplantacje w sąsiedztwo lezji (Kelly i wsp., 

2004). Szczególnie, że wszczepiane komórki zwykle posiadają zdolność migracji w 

kierunku uszkodzenia. Istnieją także pojedyncze doniesienia o transplantacji komórek 

bezpośrednio do jamy poudarowej w celu odbudowy uszkodzonej tkanki (Bibie i 

wsp., 2009; Zeng i wsp., 2005). 

Podanie systemowe komórek macierzystych/progenitorowych 

Podanie systemowe polega zwykle na iniekcji zawiesiny komórkowej do 

krwicbiegu. Zaletą tego podejścia jest niska inwazyjność zabiegu. Stosowane jest 

głównie w chorobach przebiegających z nagłym, znaczącym uszkodzeniem tkanek 

mózcu i/lub rdzenia kręgowego. Początkowo opierało się ono na założeniu, że 

masywna miejscowa reakcja zapalna wywołana nagłym uszkodzeniem mózgu 

spowoduje wyrzut chemokin i czynników troficznych, które są zdolne do rekrutacji 

przeszczepionych komórek z układu krwionośnego do OUN. Wykazano jednak, że 

zasiedlenie OUN przez podane systemowo komórki nie jest duże i nie wydaje się 

nieztędne do osiągnięcia pozytywnego rezultatu (Willing i wsp., 2003). Wobec tego 

zakłada się udział pośrednich mechanizmów regulujących procesy naprawcze 

mózgu, na które mogą oddziaływać nawet obwodowo umiejscowione przeszczepy 

komórkowe (Willing i Pennypacker, 2007). Tym niemniej badania eksperymentalne 

wykazały, że najpewniej na skutek rozcieńczenia we krwi wydzielanych przez 

przeszczep substancji modulujących konieczna jest aplikacja stosunkowo dużej 

liczby komórek, trudno osiągalnej w warunkach klinicznych (Janowski i Date, 2009). 

Tym można wytłumaczyć bardzo niewielki efekt terapeutyczny neurotransplantacji 

systenowych obserwowany w pierwszej próbie klinicznej u pacjentów z udarem 

mózgu (Bang i wsp., 2005). 

Podanie komórek macierzystych/progenitorowych do płynu mózgowo-

rdzeriowego 

Zupełnie inna sytuacja występuje w przypadku rozsianego charakteru procesu 

chorobowego wykazującego powolny postęp, czego przykładem jest stwardnienie 
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boczne zanikowe (ALS). Objęcie procesem chorobowym znacznych obszarów 

mózgu i rdzenia nie sprzyja miejscowej aplikacji terapeutycznych komórek. 

Dodatkowo wybiórczy i stopniowo postępujący proces jak i apoptotyczny charakter 

obumierania elementów komórkowych, nie wywołuje znaczącej odpowiedzi zapalnej i 

nie doprowadza do przerwania bariery krew-mózg tym samym ograniczając 

przechodzenie komórek z krwiobiegu. W związku z tym atrakcyjnym sposobem 

dostarczenia komórek do organizmu biorcy chorego na ALS może być aplikacja do 

przestrzeni podpajęczynówkowej. W ten sposób komórki zostają dostarczone poza 

barierę krew-mózg oraz potencjalnie zyskują dostęp do dużych obszarów mózgu i 

rdzenia. O ile u ludzi najprostszym sposobem infuzji podpajęczynówkowych jest 

nakłucie lędźwiowe, to u myszy służących za transgeniczne modele wielu chorób 

OUN droga ta ze względu na rozmiar zwierzęcia, nie jest łatwo dostępna i efektywna. 

Natomiast transplantacja komórek do układu komorowego znacząco podwyższa 

inwazyjność zabiegu. Jedynym miejscem, gdzie w sposób dobrze kontrolowany, a 

jednocześnie bez uszkadzania tkanki nerwowej można podać komórki do przestrzeni 

podpajęczynówkowej u myszy jest zbiornik wielki. Jednak ten bezpośredni i szeroki 

kontakt z przestrzenią zewnątrzczaszkową może usposabiać do wstecznego 

wypływu komórek po transplantacji. Grupa japońskich badaczy wycofała się tylko z 

tego powodu z tej drogi podania komórek na rzecz bardziej inwazyjnej transplantacji 

do komory IV (Ohta i wsp., 2004). Ponieważ dotychczas nie istniał w literaturze 

dokładny opis tej procedury, w ramach pracy doktorskiej opracowałem i 

opublikowałem m.in. metodę skutecznego dostarczenia komórek via cisterna magna 

do przestrzeni płynowych OUN u myszy (Janowski i wsp., 2008b). 

ZAGADNIENIA IMMUNOLOGICZNE W PRZESZCZEPACH KOMÓRKOWYCH 

Od początku swego istnienia transplantologia zmaga się z procesem 

odrzucania przeszczepu. Wynika on z występowania odpowiedzi immunologicznej 

biorcy przeciwko wprowadzonej obcej tkance dawcy. Dopiero odkrycie i 

zastosowanie leków hamujących odpowiedź immunologiczną przyczyniło się do 

znaczącej poprawy wyników transplantacji wielu narządów. Należało więc oczekiwać, 

że kwestia indukcji odpowiedzi immunologicznej może okazać się istotnym 

czynnikiem ograniczającym osiąganie pozytywnych wyników również w 

neurotransplantacjach. Transplantologia kliniczna obecnie głównie dotyczy 
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przeszczepów narządowych, które są wykonywane w obrębie jednego gatunku. 

Nazywają się one allotransplantacjami. Ominięciem problemu może być 

wykonywanie przeszczepów identycznych genetycznie, czyli autoprzeszczepów lub 

przeszczepów syngenicznych. Stopień pokrewieństwa pomiędzy dawcą, a biorcą nie 

jest dokładnie określony w pierwszych doniesieniach o neurotransplantacjach 

eksperymentalnych, ale z zasady były one wykonywane wsobnie - wewnątrz 

jednego szczepu szczurów (Sprague-Dawley) (Bjorklund i Stenevi, 1979; Perlow i 

wsp., 1979). Wówczas dopiero zaczęły pojawiać się pierwsze doniesienia o 

pozytywnym wpływie leków immunosupresyjnych (cyklosporyna) na przeżycie 

alloprzeszczepów narządowych, tak więc te leki nie były stosowane we wczesnych 

badaniach nad neurotransplantacjami (Green i Allison, 1978; Ruegger i wsp., 1976). 

Przed zastosowaniem allotransplantacji fragmentów mózgów płodowych w 

warunkach klinicznych wykonano badania nad przeszczepami ludzkich tkanek w 

doświadczalnych modelach zwierzęcych. Takie przeszczepy, w których dawca i 

biorca pochodzą z różnych gatunków nazywają się ksenotransplantacjami. W tych 

pierwszych ksenotransplantacjach zastosowano zapobiegawczo stosunkowo duże 

dawki cyklosporyny (Brundin i wsp., 1986; Brundin i wsp., 1988). Immunosupresja 

została także użyta w pierwszych klinicznych allotransplantacjach domózgowych 

(Lindvall i wsp., 1990; Lindvall i wsp., 1988). W kolejnych próbach klinicznych 

ograniczono jej stosowanie ze względu na występowanie efektów ubocznych 

(Olanow i wsp., 2003; Freed i wsp., 2001). Skuteczność i korzyści płynące z 

zastosowania immunosupresji w neurotransplantacjach wciąż nie są udowodnione. 

Autotransplantacje 

Pod względem immunologicznym najbardziej korzystne jest stosowanie 

przeszczepów autologicznych. Występuje wówczas pełna zgodność pomiędzy biorcą 

i przeszczepem. Jednak istnieją znaczne ograniczenia w zastosowaniu praktycznym 

tego podejścia. Jeżeli komórki będą musiały być poddane ekspansji i manipulacji in 

vitro zabierze to określoną ilość czasu i nie będzie możliwości zastosowania tej 

terapii w trybie pilnym. Poza tym indywidualizacja procesu przygotowywania komórek 

zwiększyłaby koszty procedury. Jednak taka procedura została już opracowana w 

celu naprawy tkanki łącznej (Kim i wsp., 2009b) i jest dostępna komercyjnie w Polsce 

(Impomed, Polska). 
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Z drugiej strony można przewidzieć, że rozwój banków krwi pępowinowej i 

szpiku przyczyni się do zapewnienia dostępu do autologicznego materiału dla coraz 

szerszej grupy pacjentów. W przypadku krwi pępowinowej komórki te zostały 

pobrane we wczesnym okresie rozwoju osobniczego. Ponieważ uważa się, że 

komórki „młode" ontogenetycznie charakteryzują się wyższym potencjałem 

naprawczym, to mogą one stanowić cenne źródło do wykorzystania w medycynie 

regeneracyjnej. Dodatkowym bodźcem do zastosowania w klinice może być nacisk 

członków rodzin, które zainwestowały pieniądze w bankowanie krwi pępowinowej 

swoich dzieci. 

Inna sytuacja występuje w przypadku chorób genetycznych. Autologiczny 

materiał może powielać istniejące patologie i przed przeszczepem wymagać 

„naprawy" genetycznej ex vivo. 

W kontekście autoprzeszczepów warto zwrócić uwagę na uzyskane ostatnio 

indukowane pluripotencjalne komórki macierzyste (iPS) (Takahashi i Yamanaka, 

2006). Po raz pierwszy otrzymano je poprzez wszczepienie do zwykłych komórek 

somatycznych (fibroblasty) genów charakterystycznych dla komórek macierzystych. 

Obecnie wykazano, że wystarczające jest wprowadzenie do wnętrza komórek białek 

- produktów tych genów, dzięki czemu wyeliminowano konieczność genetycznej 

modyfikacji komórek. Poznanie mechanizmu przemiany dojrzałych ludzkich komórek 

somatycznych w komórki iPS wskazało nowe możliwości zastosowania 

autotransplantacji (Park i wsp., 2008). Nieograniczona potencjalnie dostępność 

autologicznych komórek macierzystych pozyskanych w ten sposób może pozwolić na 

szerokie zastosowanie terapii zindywidualizowanej (personalized medicine) opartej 

na naprawie materiału genetycznego ex vivo oraz ekspansję i różnicowanie 

„naprawionych" komórek do zastosowania w autotransplantacji (Dimos i wsp., 2008). 

Łatwość namnażania i utrzymywania w stałej hodowli komórek iPS jest 

porównywalna z komórkami pochodzenia embrionalnego. 

Allotransplantacje 

Najczęściej przeszczepy wykonuje się w obrębie jednego gatunku. 

Dotychczasowe neurotransplantacje kliniczne były przeprowadzane zgodnie z tym 

paradygmatem, głównie z użyciem fragmentów mózgów płodowych (Brundin i wsp., 

2000; Hauser i wsp., 2002) lub komórek pochodzenia nowotworowego (Kondziolka i 
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wsp., 2005). Jednak z powodów etycznych, trudnej dostępności materiału oraz braku 

standaryzacji i możliwości właściwej oceny jego jakości przed przeszczepem, 

obecnie odchodzi się od stosowania tkanek płodowych (Wijeyekoon i Barker, 2009). 

Zastępowane zostają w badaniach na modelach zwierzęcych komórkami 

macierzystymi pochodzenia embrionalnego, które charakteryzują się łatwością 

namnażania i utrzymywania w stałej hodowli (Tavakoli i wsp., 2009). Progenitory 

oligodendrocytarne wywodzące się z embrionalnych komórek macierzystych zostaną 

wprowadzone do badań klinicznych I fazy w roku 2010 (Geron, USA). 

Zaletą tego podejścia jest hipotetyczna możliwość masowej produkcji 

wysokiej jakości komórek w bioreaktorach (Zweigerdt, 2009). Ułatwiłoby to uzyskanie 

produktów komórkowych (biologików) na szeroką skalę do rutynowego stosowania w 

klinice, na wzór farmaceutyków i tym samym ograniczyło koszty terapii. 

Ksenotransplantacje 

Ksenotransplantacje są stosowane z konieczności w badaniach 

przedklinicznych, co stanowi duży problem w rozwoju samej terapii komórkowej 

(Borlongan i wsp., 1998b; Daadi i wsp., 2008). O ile przeszczepy komórkowe do 

mózgu osesków i zwierząt bez wykształconego układu odpornościowego wykazują 

lepsze przeżycie i różnicowanie się, to wyniki neurotransplantacji do dorosłych 

zwierząt są mniej optymistyczne. Pomimo stosowania immunosupresantów i zwierząt 

z deficytami immunologicznymi dotychczas nie został rozwiązany problem 

zwiększenia tolerancji biorcy na przeszczep ksenogeniczny. Chociaż ostatnio 

stwierdzono pewien postęp poprzez ekspozycję noworodków zwierzęcych na ludzkie 

komórki metodą iniekcji dootrzewnowej zawiesiny komórkowej (Kelly i wsp., 2009). 

Wykazano też częściową skuteczność fragmentów mózgów płodowych i 

komórek otrzymywanych ze świńskich mózgów w badaniach klinicznych (Fink i wsp., 

2000; Schumacher i wsp., 2000). Jednak obecny rozwój badań nad ludzkimi 

komórkami macierzystymi być może wykluczy konieczność rozwiązania problemu 

przeszczepów międzygatunkowych. Ksenoprzeszczepy są jednak wciąż rozważane 

jako alternatywne źródło materiału dla neurotransplantacji pomimo ryzyka 

związanego z transmisją chorób odzwierzęcych (Harrower i Barker, 2004). 
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MECHANIZMY DZIAŁANIA TERAPEUTYCZNEGO PRZESZCZEPÓW 

KOMÓRKOWYCH W OUN 

Identyfikacja patologii leżącej u podstaw określonej jednostki chorobowej 

umożliwia precyzyjne zdefiniowanie wymagań stawianych wszczepianym komórkom. 

Opierając się na tym założeniu zaprojektowano i podjęto pierwsze badania 

doświadczalne nad komórkami macierzystymi. Jednak okazało się, że nie w każdym 

przypadku komórki podejmowały wymaganą funkcję, a pomimo to obserwowano 

poprawę funkcjonalną (Jackson i wsp., 2009). Szczególnie często ma to miejsce w 

przypadku neurotransplantacji systemowych (Li i wsp., 2001; Li i wsp., 2000; Zhao i 

wsp., 2002). 

W związku z tym podejrzewa się istnienie nie poznanych jeszcze do końca 

mechanizmów najpewniej o charakterze niespecyficznych działań naprawczych 

warunkujących pozytywny efekt funkcjonalny. Teoretycznie mechanizmy działania 

przeszczepów komórkowych można podzielić na bezpośrednie i pośrednie. 

Bezpośrednie obejmowałyby zastąpienie komórek obumarłych lub wykazujących 

dysfunkcję przez przeszczepione komórki. W zależności od rodzaju schorzenia 

dotyczy to komórek zarówno neuronalnych jak i nieneuronalnych komórek OUN lub 

też obu typów łącznie. Natomiast pośrednie mechanizmy działania wymagają 

obecności czynnika pośredniczącego (mediatora) oraz adresata dla tego mediatora. 

W ten sposób przeszczepione komórki mogą wywierać różny efekt na adresata, czyli 

na komórki mózgu biorcy. Istnieją trzy zasadnicze grupy mediatorów produkowanych 

przez komórki uznawane za terapeutyczne: czynniki troficzne, czynniki 

immunomodulujące i enzymy, które zostaną omówione w poszczególnych 

podrozdziałach. 

Bezpośrednia suplementacja komórkowa 

Komórki neuronalne 

Wybiórczo komórki neuronalne obumierają w niektórych chorobach 

neurodegeneracyjnych. Zwykle jest to powolny proces nie wywołujący masywnej 

odpowiedzi zapalnej. Obszar objęty procesem chorobowym bardzo różni się 

pomiędzy jednostkami nozologicznymi. Rozproszenie procesu degeneracji neuronów 
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nastręcza większe trudności w selektywnym zastępowaniu ich nowymi komórkami. 

Neurony tworzą sieć wzajemnie komunikujących się komórek, które łączą się 

pomiędzy sobą cienkimi wypustkami często na znaczne odległości. Wytworzenie 

odpowiednich wypustek przez wszczepione komórki, ich właściwe ukierunkowanie, 

osiągnięcie struktur docelowych oraz produkcja i sekrecja pożądanych 

neuroprzekaźników stanowi o złożoności takiego procesu naprawczego. 

Przykładem neurodegeneracji o ogniskowym charakterze i dotyczącej tylko 

jednego rodzaju komórek może być PD. Właśnie ta choroba jako pierwsza została 

poddana eksperymentom neurotransplantacyjnym. Ze względu na znaczną odległość 

pomiędzy strukturą zawierającą obumierające komórki, a strukturą docelową 

stosowano przeszczepy komórek do tej ostatniej, aby ograniczyć konieczność 

wytworzenia długich wypustek. To umożliwia stosunkowo szybką i pełną reinerwację 

poprzez wytworzenie połączeń eferentnych. Jednak ektopowe położenie 

przeszczepionych komórek powoduje brak możliwości wytworzenia odpowiednich 

połączeń aferentnych i w następstwie tego ograniczenie regulacji przekaźnictwa 

nerwowego przez inne struktury mózgowia. To może być przyczyną braku pełnego 

ustąpienia objawów neurologicznych. W związku z tym podejmowano pojedyncze 

próby wszczepiania komórek do obu struktur: objętej bezpośrednio procesem 

neurodegeneracyjnym istoty czarnej i struktury docelowej - prążkowia. Pomimo 

wydłużenia czasu i zwiększenia inwazyjności procedury (operacja stereotaktyczna 

śródmózgowia) oraz zwiększenia zapotrzebowania na komórki, to zwiększenie 

zakresu reinerwacji zostało osiągnięte (Mendez i wsp., 2002; Mendez i wsp., 2005). 

W innych chorobach neurodegeneracyjnych mózgu takich jak HD i AD proces 

chorobowy obejmuje większe obszary oraz wykazuje bardziej zróżnicowany skład 

komórkowy. Wobec tego osiągnięcie bezpośredniej suplementacji komórkowej jest o 

wiele trudniejsze, choć takie badania są prowadzone (Clelland i wsp., 2008; Sugaya i 

Merchant, 2008). Z najtrudniejszą sytuacją patologiczną spotykamy się w rozsianych 

chorobach mózgu i rdzenia kręgowego. Modelowym przykładem może być 

stwardnienie boczne zanikowe (ALS). Proces chorobowy jest powolny i obejmuje 

zarówno neurony dróg piramidowych jak i rogów przednich rdzenia kręgowego. 

Obydwie populacje komórek charakteryzują się bardzo długimi aksonami. Z tego 

powodu są bardzo trudne do zastąpienia przez przeszczepione komórki. Chociaż in 

vitro wyhodowano neurony piramidowe i motoneurony, to dotychczas nie udało się 
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nimi zastąpić obumierających neuronów w chorobowo zmienionym OUN (Jordan i 

wsp., 2009; Thonhoff i wsp., 2009). 

Komórki nieneuronalne oraz mieszane 

Zastosowanie neurotransplantacji w celu zastąpienia obumarłych lub 

dysfunkcjonalnych komórek nieneuronalnych jest koncepcją teoretycznie łatwiejszą 

do realizacji. Patologie zwykle dotyczą komórek produkujących mielinę. Zaburzenia 

funkcji oligodendrocytów często mają podłoże genetyczne. Najczęstszą nabytą 

chorobą demielinizacyjną jest stwardnienie rozsiane. W urazach rdzenia kręgowego 

także podkreśla się rolę uszkodzenia osłonek mielinowych i konieczność ich 

odtworzenia. W zwierzęcych modelach powyższych chorób osiągnięto zadowalające 

rezultaty terapii komórkowej (Lavdas i wsp., 2008; Windrem i wsp., 2004). Oparte na 

nich pierwsze próby kliniczne przeprowadzone w krajach wysoko rozwiniętych nie 

wykazały jednak ewidentnej poprawy klinicznej u pacjentów ze stwardnieniem 

rozsianym (Rice i wsp., 2004), ani z urazami rdzenia kręgowego (Mackay-Sim i wsp., 

2008). Obecnie duże nadzieje wiąże się z badaniem klinicznym z zastosowaniem 

prekursorów oligodendrocytów otrzymanych z komórek macierzystych pochodzenia 

zarodkowego u pacjentów w ostrej fazie po całkowitym czynnościowym przecięciu 

rdzenia kręgowego prowadzonym przez firmę Geron (Alper, 2009). 

W celu odtwarzania naczyń ostatnio testuje się możliwości systemowego 

podawania prekursorów endotelialnych (Oyamada i wsp., 2008). 

W udarach i urazach mózgu dochodzi do jednoczesnego uszkodzenia 

zarówno komórek neuronalnych jak i nieneuronalnych. Strategia terapeutyczna 

powinna więc obejmować wszystkie rodzaje uszkodzonych komórek w obrębie udaru 

lub urazu mózgu. Już dawno wykazano pozytywny efekt behawioralny i integrację 

przeszczepu tkanek płodowego prążkowia (Nishino i wsp., 1993). Dalsze badania 

wykazały większy efekt terapeutyczny czystej populacji post-mitotycznych neuronów 

pochodzenia nowotworowego (Borlongan i wsp., 1998a). We wcześniejszych 

badaniach wykazano integrację tych komórek z mózgiem biorcy (Kleppner i wsp., 

1995). Jednak próba kliniczna ujawniła tylko niewielki pozytywny efekt tego podejścia 

terapeutycznego (Kondziolka i wsp., 2000). Opublikowane badanie post-mortem 

jednego z pacjentów wykazało przeżycie wszczepionych neuronów. Natomiast w tym 
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opisie przypadku nie badano, czy wytworzyły się bezpośrednie połączenia pomiędzy 

przeszczepem a mózgiem biorcy (Nelson i wsp., 2002). Próba kliniczna z 

analogicznym zastosowaniem ksenotransplantacji płodowego prążkowia również nie 

okazała się przełomem (Savitz i wsp., 2005). Zastosowanie komórek macierzystych 

w zwierzęcym modelu udaru mózgu oprócz pozytywnego efektu behawioralnego 

wykazało różnicowanie się zarówno komórek neuronalnych jak i nieneuronalnych 

chociaż w tym przypadku także nie badano, czy wytworzyły się bezpośrednie 

połączenia pomiędzy tymi komórkami a mózgiem biorcy. W związku z tym trudno 

przesądzić, czy wystąpił tu bezpośredni mechanizm działania przeszczepu (Chen i 

wsp., 2001). Ostatnio stwierdzono skuteczne neuralne różnicowanie się komórek 

pochodzących z mózgu płodowego po podaniu ich do jamy poudarowej i 

bezpośrednie połączenie tych komórek z mózgiem biorcy (Zeng i wsp., 2005). 

Podobny efekt otrzymano po podaniu prekursorów neuralnych otrzymanych ze 

stałych linii ESC w okolicę udaru w jego ostrej fazie (Hayashi i wsp., 2006). W obu 

powyższych pracach nie oceniano jednak efektu behawioralnego. W kolejnej pracy 

neurofizjologicznie potwierdzono obecność bezpośrednich połączeń synaptycznych 

pomiędzy wszczepionymi prekursorami neuralnymi a mózgiem biorcy (Buhnemann i 

wsp., 2006). Dopiero ostatnio opublikowano wyniki kompleksowych badań 

potwierdzających skuteczną integrację przeszczepionych tkanek płodowych mózgu u 

zwierząt po udarze zarówno na poziomie neuropatologicznym, neurofizjologicznym 

jak i behawioralnym (Daadi i wsp., 2009). Ta praca w sposób najbardziej pełny 

oddaje ideę bezpośredniego mechanizmu działania przeszczepów komórkowych 

złożonych z komórek neuralnych i nieneuralnych. Jednak należy zwrócić uwagę, że 

takie efekty są prezentowane tylko w bardzo nielicznych publikacjach. 

Pośrednie mechanizmy oddziaływania komórek po transplantacji 

- Czynniki troficzne. Wywierają one wpływ bezpośrednio na komórki układu 

nerwowego przez receptory obecne na ich powierzchni. Do najważniejszych 

czynników troficznych oddziałujących na układ nerwowy należą: VEGF, IGF-1, 

PDGF, HGF, GDNF, BDNF. 

- Czynniki immunomodulujące. Każda choroba organiczna układu nerwowego 

jest związana z aktywacją układu immunologicznego o różnym nasileniu. W 
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przypadku niektórych chorób proces ten jest bardzo ograniczony, ale aktywny przez 

wiele lat (PD). W innych schorzeniach występuje gwałtownie i jest masywny (udar 

mózgu, uraz mózgu i rdzenia). Wydaje się, że nadmierna reakcja zapalna jest w tym 

przypadku dodatkową przyczyną wtórnego uszkodzenia mózgu. Czynniki 

immunomodulujące reagując z komórkami zapalnymi mogą ograniczać ten proces. 

Innym przykładem są pierwotnie zapalne choroby OUN takie jak stwardnienie 

rozsiane. W tej sytuacji wykorzystuje się immunosupresyjny efekt podania komórek 

macierzystych. 

Nie można jednak wykluczyć, że niektóre molekuły mogą jednocześnie pełnić 

rolę czynnika troficznego oraz immunomodulującego. Jedną z nich jest chemokina 

SDF-1, która nie tylko moduluje odpowiedź immunologiczną (Janowski, 2009), ale 

także wchodzi w bezpośrednią interakcję z komórkami układu nerwowego (Ohab i 

wsp., 2006). 

- Enzymy: Wrodzone choroby metaboliczne wynikają ze spichrzania się 

określonych substancji wskutek defektów enzymów służących do ich rozkładu. 

Wówczas dostarczenie do mózgu komórek zawierających ów enzym pozwala na 

zaopatrzenie w niego komórek endogennych dzięki zjawisku sekrecji enzymów 

lizosomalnych do przestrzeni zewnątrzkomórkowej i ich internalizacji przez okoliczne 

komórki biorcy (tzw. cross-correction phenomenon). Do tego celu wykonuje się 

przeszczep szpiku lub krwi pępowinowej od niespokrewnionego dawcy wykorzystując 

naturalne zjawisko krążenia komórek makrofagalnych pomiędzy szpikiem, krwią i 

mózgiem (Prasad i Kurtzberg, 2008). Zasiedlenie w tkance nawet niewielkiej liczby 

komórek zdolnych do produkcji określonego enzymu jest wystarczające do uzyskania 

efektu klinicznego. 

Do efektów wywieranych przez opisane mediatory na komórki biorcy należą 

m.in.: ograniczenie procesu apoptozy, nasilenie procesu neurogenezy i angiogenezy, 

przebudowa OUN i remielinizacja. W przeprowadzonej ostatnio meta-analizie 

wykazano, że statystycznie najbardziej znaczącym, pozytywnym efektem 

neurotransplantacji systemowych na komórki biorcy jest ograniczenie procesu 

apoptozy (Janowski i wsp., 2010). Ujawniono, że w obrębie komórki proces ten jest 

zbieżny z zahamowaniem kaspazy 3 (Dasari i wsp., 2007a). Jednak nie 
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zidentyfikowano dotychczas parakrynnego mediatora odpowiedzialnego za efekt 

antyapoptotyczny. 

Reaktywne nasilenie procesu neurogenezy polega na wytwarzaniu nowych 

neuroblastów głównie w niszach neuralnych komórek macierzystych, któremu zwykle 

towarzyszy migracja tych neuroblastów w kierunku obszaru objętego procesem 

chorobowym. Nie zdefiniowano dotychczas mediatorów bezpośrednio sterujących 

neurogenezą w mózgu. Jednak stwierdzono, że namnażanie neuralnych komórek 

macierzystych in vitro jest warunkowane udziałem określonych czynników troficznych 

(Tarasenko i wsp., 2004), a proces neurogenezy in vivo jest hamowany przez 

eksperymentalnie wywołany proces zapalny (Hoffmann i wsp., 2007). 

Proces angiogenezy towarzyszy przeważnie chorobom przebiegającym z 

masywnym, ogniskowym uszkodzeniem wszystkich elementów komórkowych OUN i 

jest niezbędny do odbudowy uszkodzonej tkanki. Wykazano pozytywny wpływ 

głównie neurotransplantacji systemowych na angiogenezę po udarze mózgu i urazie 

rdzenia kręgowego (Kim i wsp., 2009a; Liu i wsp., 2006; Toyama i wsp., 2009). 

Mediatory specyficzne dla procesu angiogenezy są stosunkowo dobrze poznane i 

należą do nich: PIGF, VEGF i Ang-1. 

U zwierząt poddanych eksperymentalnemu udarowi mózgu grupa z Detroit 

opisała pozytywne zmiany w strukturze OUN spowodowane podaniem 

mezenchymalnych komórek macierzystych (Li i Chopp, 2009). Zaobserwowano 

zmniejszenie blizny glejowej wokół jamy poudarowej (Li i wsp., 2005), pogrubienie 

ciała modzelowatego (Shen i wsp., 2006) oraz rozszerzenie zakresu unerwienia ciała 

przez półkulę kontralateralną (Liu i wsp., 2008). Jednak nie podjęto dalszych badań 

nad mediatorami tych reakcji. Podobne do powyższych obserwacji zjawisko 

reorganizacji OUN zostało także opisane po podaniu komórek bezpośrednio do 

półkuli kontralateralnej do uszkodzenia wywołanego niedokrwieniem (Veizovic i wsp., 

2001). 

Wzmożenie remielinizacji jest obserwowane po neurotransplantacjach w 

stwardnieniu rozsianym. Skorelowane to jest z ograniczeniem stanu zapalnego na 

podłożu którego dochodzi do uszkodzenia osłonek mielinowych (Kassis i wsp., 

2008). Wykazano szczególną przydatność komórek transfekowanych potencjalnymi 

mediatorami, tj. BDNF (Makar i wsp., 2009) i IFN-beta (Makar i wsp., 2008). 

Stwierdzono, że BDNF także wywiera działanie immunomodulujące poprzez korektę 

profilu cytokin w obrębie mózgowia. 
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INDUKOWANA MIGRACJA KOMÓREK W NEUROTRANSPLANTACJACH 

Termin migracja lub taksja komórkowa odnosi się do zjawiska 

przemieszczania się komórek. W zależności od czynników warunkujących ten proces 

wyróżnia się chemotaksję, haptotaksję, elektrotaksję, itd. Procesy migracji obok 

proliferacji pełnią zasadniczą rolę w rozwoju osobniczym poprzedzając proces 

różnicowania się komórek w tkankach i narządach. W dojrzałym organizmie migracja 

komórek bierze udział w utrzymaniu homeostazy w procesach: zapalnym i 

naprawczym. Ma to związek z istnieniem wyspecjalizowanych stref namnażania 

komórkowego w obrębie organizmu, z których komórki przemieszczają się do miejsc 

swojego przeznaczenia, aby podjąć właściwe im funkcje. 

Rola procesu migracji komórkowej w neurotransplantacjach 

Bezpośrednie dostarczenie komórek do miejsca przeznaczenia jest często 

niewskazane lub w ogóle niemożliwe. Jeżeli nawet transplantacja do docelowej 

struktury OUN jest możliwa to nadal oczekuje się lepszego efektu jeżeli komórki 

odmigrują z miejsca złożenia depozytu komórkowego. Długotrwałe pozostawanie 

komórek w skupisku o gęstym upakowaniu nie tylko może pogorszyć ich 

przeżywalność, ale przede wszystkim ogranicza szansę na interakcję i integrację z 

tkankami biorcy. Uważa się, że takie ogniskowe rozmieszczenie komórek może być 

odpowiedzialne za wystąpienie działań niepożądanych po terapii komórkowej 

choroby Parkinsona (Bjorklund i wsp., 2003). Nadmierna stymulacja 

dopaminergiczna tkanki w bezpośrednim sąsiedztwie skupisk wszczepionych 

komórek w zestawieniu z brakiem reinerwacji w rejonach prążkowia odległych od 

transplantów prowadzi do występowania niepożądanych gradientów dopaminy. W 

związku z tym dokładne poznanie mechanizmów zarządzających migracją 

wszczepianych komórek oraz nabycie umiejętności określenia ich potencjału 

migracyjnego przed procedurą transplantacyjną, wydaje się być warunkiem 

podstawowym dla osiągnięcia sukcesu terapeutycznego. 
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Mechanizmy migracji komórkowej 

Migracja komórkowa wydaje się być uwarunkowana koniecznością 

wystąpienia interakcji ligand-receptor. Ugandami mogą być zarówno rozpuszczalne 

molekuły (chemotaksja) jak i białka macierzy zewnątrzkomórkowej (haptotaksja). 

Wśród tych pierwszych ważną rolę wydają się pełnić chemokiny - białka o niskiej 

masie cząsteczkowej, w związku z czym łatwo przenikliwe i ulegające szybkiej 

dyfuzji. Przykładem może być SDF-1. Receptory dla nich są zwykle powiązane z 

białkami G, przez które dalej przekazują sygnał do wnętrza komórki. Wystąpienie 

gradientu stężeń liganda stymuluje ruch komórki w kierunku jego wyższej 

koncentracji. Białka macierzy zewnątrzkomórkowej natomiast, oprócz oddziaływania 

przez specyficzne receptory, wywierają także wpływ na intensywność procesu 

migracji poprzez bezpośrednią interakcję z błoną komórkową i znajdującymi się na 

niej proteoglikanami. 

Z drugiej strony nie można wykluczyć zdolności komórek do „spontanicznego" 

ruchu i przemieszczania się z miejsc o większej gęstości do okolic rzadko 

zasiedlonych (zjawisko dyspersji). Ten proces w odniesieniu do komórek nie został 

jeszcze dobrze poznany, a może brać istotny udział w migracji komórek z depozytów 

komórkowych do otaczających tkanek. Jego przejawem może być np. spontaniczna 

migracja komórkowa obserwowana w eksperymentach in vitro. 

Migracja komórek zapalnych 

Kluczowym elementem reakcji zapalnej jest gromadzenie się komórek 

naciekowych w określonych obszarach organizmu. W reakcji zapalnej biorą udział 

białe krwinki oraz układ fagocytów tkankowych. Gromadzenie się komórek zapalnych 

jest możliwe dzięki ich zdolności do migracji zgodnie z gradientem stężeń 

określonych chemoatraktantów. W związku z szybkością, siłą zachodzenia oraz 

znaczeniem tego procesu, badania nad migracją komórek są najbardziej 

zaawansowane w obrębie układu immunologicznego. Zdefiniowano cząsteczki 

odgrywające kluczowe role w migracji różnych typów komórek krwi na określonych 

etapach procesu zapalnego. 

Oprócz chemotaksji nie można wykluczyć występowania również innych 

komórkowych reakcji kierunkowych, takich jak: haptotaksja, czy elektrotaksja. 

30 

http://rcin.org.pl



Ostatnio na powierzchni mikrogleju zidentyfikowano kanały zależne od pH, które 

mogłyby pełnić rolę swoistych receptorów właściwości fizykochemicznych środowiska 

(Morihata i wsp., 2008). Ale ich rola w procesie migracji komórkowej dotychczas nie 

została potwierdzona. 

Migracja komórek macierzystych i progenitorowych 

Zagadnienie migracji komórek macierzystych i progenitorowych jest mniej 

poznane. W dojrzałym organizmie komórki te biorą udział w ciągłym odtwarzaniu 

tkanek stale regenerujących się (naskórek, krew, jelita) oraz w procesach 

naprawczych pozostałych tkanek. Komórki macierzyste są zlokalizowane w 

miejscach wykazujących specyficzne warunki mikrośrodowiska, czyli w tzw. niszach, 

których biologiczna funkcja polega na utrzymaniu stałej puli komórek macierzystych. 

Możliwe są dwa scenariusze w odniesieniu do migracji komórek biorących 

udział w naprawie tkanek. Komórki macierzyste mogą przemieszczać się ze swoich 

nisz do miejsc, gdzie występuje na nie zapotrzebowanie i dopiero tam różnicować się 

w zależności od lokalnych wskazówek. Z taką sytuacją mamy do czynienia w 

przypadku hematopoetycznych komórek macierzystych różnicujących się w kierunku 

komórek śródbłonka w odpowiedzi na uszkodzenie naczyń (Kaplan i wsp., 2007). 

Drugą możliwością jest powstanie określonych progenitorów w obrębie nisz komórek 

macierzystych i dalsza migracja już zdeterminowanych form komórkowych, co 

wydaje się mieć miejsce w obrębie układu nerwowego. Wciąż nie jest rozstrzygnięty 

związek komórek macierzystych pochodzących ze szpiku z komórkami 

macierzystymi specyficznymi tkankowo, zlokalizowanymi w poszczególnych 

narządach. Niektórzy wskazują na nadrzędną i regulacyjną rolę szpiku w 

dostarczaniu pluripotencjalnych komórek macierzystych do poszczególnych 

narządów, szczególnie w odpowiedzi na ich uszkodzenie (Kucia i wsp., 2008). 

W badaniach in vitro zwykle mamy do czynienia z hodowlami komórkowymi, 

które są mieszaniną komórek macierzystych i powstałych z nich komórek 

progenitorowych o różnym potencjale migracyjnym. Z powodu braku markera 

charakterystycznego tylko dla komórek macierzystych nie ma możliwości łatwej ich 

identyfikacji, czy też selekcji. Tak więc trudno ocenić czy komórki, które 

przemigrowały należą do puli komórek macierzystych, czy też uległy wstępnemu 

różnicowaniu. W tej sytuacji stosunek liczby komórek „sensu stricto" macierzystych 
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do potomnych może w większym stopniu wpływać na wyniki badań migracji in vitro 

niż samoistna zdolność do migracji badanej populacji komórkowej w określonych 

warunkach. 

Migracja progenitorów neuralnych i neuralnych komórek macierzystych 

W różnych rejonach mózgu migracja nowopowstających komórek może 

zależeć od odmiennych mechanizmów. W obrębie dojrzałego OUN występują dwa 

wyspecjalizowane obszary namnażania komórek neuronalnych: strefa przykomorowa 

w komorach bocznych i warstwa ziarnista zakrętu zębatego hipokampa. W 

warunkach fizjologicznych komórki ze strefy przykomorowej migrują w kierunku 

opuszki węchowej wzdłuż przedniego strumienia migracji, a w obrębie zakrętu 

zębatego przemieszczają się ze strefy podziarnistej do warstwy komórek ziarnistych. 

Poza tym istnieje ograniczone występowanie prekursorów neuronalnych w mózgu 

poza rejonami neurogenezy. 

Nagłe uszkodzenie mózgu, oprócz wywołania reakcji zapalnej prowadzącej do 

uprzątnięcia martwiczych tkanek, wpływa także na zmianę stałych szlaków migracji 

neuroblastów, które zaczynają przemieszczać się w kierunku obszaru objętego 

uszkodzeniem. Powiązane to jest ze wzmożoną proliferacją w strefach namnażania. 

Większość powstałych w ten sposób neuroblastów i neuronów obumiera w ciągu 

następnych kilku tygodni (Kokaia i Lindvall, 2003). Dotychczas nie jest znany wpływ 

tej neurogenezy na przebieg procesów naprawczych w mózgu. 

Zjawisko migracji indukowanej uszkodzeniem próbuje się wykorzystać w 

terapii komórkowej udaru mózgu (Kozłowska i wsp., 2007). Nie zdefiniowano 

dokładnie czynników warunkujących tę migrację, chociaż stwierdzono zależność tego 

procesu od obecności pewnych substancji w środowisku oraz ekspresji receptorów 

na komórkach. Poznanie dokładnego mechanizmu tej migracji może ułatwić 

selektywne i skuteczne dostarczenie określonych typów komórek do uszkodzonych 

miejsc po transplantacji. 

W badaniach in vitro wykazano, że migracja NSC opiera się zarówno na 

chemotaksji jak i haptotaksji. Wśród chemoatraktantów należy wyróżnić dwie duże 

grupy związków: chemokiny i czynniki wzrostu. Receptory dla nich posiadają typową 

charakterystykę przeszywającą 7-krotnie błonę komórkową. Na podstawie danych 

literaturowych wybrano do badań kilka typów receptorów zaangażowanych w proces 
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chemotaksji. Na komórkach HUCB-NSC oceniłem występowanie: Flk-1, PDGFRA, 

PDGFRB, c-Met, IGF-1R i CXCR4. Oprócz tego zbadałem ekspresję molekuły 

adhezyjnej PSA-NCAM. Jako że haptotaksja odbywa się wzdłuż białek macierzy 

zewnątrzkomórkowej, do których możemy zaliczyć lamininę i fibronektynę, oba te 

białka zostały uwzględnione w przedstawionych badaniach. 

O intensywności migracji świadczy indeks chemotaktyczny, czyli proporcja 

komórek, który przemigrowały w warunkach eksperymentalnych oraz kontrolnych. 

Według danych literaturowych komórki zapalne oraz komórki macierzyste 

pochodzenia szpikowego osiągają wysoki, dwucyfrowy indeks chemotaktyczny. 

Natomiast neuralne komórki macierzyste wydają się wykazywać znacznie mniejsze 

zdolności migracyjne (Xu i wsp., 2007). 

Istnieją w literaturze rozbieżności pomiędzy poszczególnymi, badanymi pod 

kątem migracji populacjami NSC w zależności od ich pochodzenia, jednorodności, 

itd., w zakresie ich zdolności do odpowiedzi na bodźce chemo- i haptotaktyczne. 

Dodatkowo każdy rodzaj lezji może indukować odmienny zestaw poszczególnych 

substancji stymulujących migrację. W związku z tym optymalizacja terapii 

komórkowej będzie wymagać definiowania potencjału migracyjnego swoistego dla 

każdej populacji komórkowej oraz dla każdego typu lezji. 

W ramach pracy doktorskiej podjąłem próbę scharakteryzowania in vitro 

właściwości migracyjnych przeszczepianych przeze mnie komórek. 

OBRAZOWANIE PRZESZCZEPIONYCH KOMÓREK 

Rola obrazowania komórkowego w neurotransplantacjach 

Podstawowe barwienia umożliwiające mikroskopowe obserwowanie komórek 

w preparatach tkankowych znane są już od ponad wieku. W neurotransplantologii, 

która wciąż jest głównie obszarem badań przedklinicznych niezbędne jest 

zestawianie lokalizacji i fenotypu wszczepionych eksperymentalnie komórek z ich 

funkcją mierzoną na poziomie biochemicznym, neurofizjologicznym i behawioralnym. 

W klinice natomiast konieczne jest opracowanie nieinwazyjnych metod przyżyciowej 

identyfikacji i selektywnego obrazowania przeszczepionych komórek i odróżniania ich 
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od komórek biorcy. Możliwość nieinwazyjnej detekcji in vivo pozwoli potwierdzić 

udane przeszczepienie komórek we właściwe miejsce oraz długość przeżycia w 

organizmie biorcy. W jednej z niewielu dotychczas opublikowanych prac klinicznych 

na ten temat wykazano tylko 50% skuteczność w dostarczeniu komórek do węzłów 

chłonnych drogą bezpośredniego nakłucia pod kontrolą ultrasonograficzną (USG) (de 

Vries i wsp., 2005). To może być przyczyną obserwowanej, dużej zmienności 

odpowiedzi pacjentów na komórkowe terapie transplantacyjne. 

Morfologiczne badania przeszczepów komórkowych ex vivo 

Od początku badań nad neurotransplantacjami pośmiertna weryfikacja 

przeszczepionych komórek wchodziła w skład podstawowego arsenału badawczego. 

W pierwszych pomyślnych neurotransplantacjach wykorzystywano radiograficzną 

detekcję komórek znakowanych promieniotwórczym nukleozydem (3H-tymidyna) 

(Das i Altman, 1971). W eksperymencie zwierzęcym podawano ten nukleozyd 

dootrzewnowo przyszłym dawcom przed pobraniem materiału do przeszczepu. Ta 

metoda umożliwiała jednak śledzenie losu tylko frakcji aktualnie dzielących się 

komórek. 

W dalszych badaniach ukierunkowanych pod kątem przyszłych zastosowań 

klinicznych do detekcji wszczepionych komórek wykorzystywano histochemiczne 

metody identyfikacji produkowanych przez nie neuroprzekaźników i związanych z 

nimi enzymów (Lindvall i wsp., 1973). Ta metoda pozwala ocenić jednocześnie 

lokalizację i funkcję wszczepionych komórek ex vivo, jednak jest przydatna tylko w 

sytuacji braku podobnych, endogennych komórek w operowanej okolicy. Następnie 

powyższe metody zostały zastąpione przez immunohistochemię, która pozwoliła na 

bardziej wybiórczą oraz bardziej kompleksową ocenę przeszczepionych komórek. 

Jeżeli istnieje niezgodność gatunkowa pomiędzy dawcą i biorcą można 

wykorzystać przeciwciała skierowane wybiórczo przeciwko gatunkowo specyficznym 

epitopom. Takie przeciwciała (NuMA, HuNu) są używane do identyfikacji ludzkich 

komórek przeszczepionych do mózgów zwierzęcych. Inną, rzadko spotykaną metodą 

wizualizacji wszczepionych komórek jest fluorescencyjna hybrydyzacja in situ (FISH). 

Zastosowanie tej metody w układzie: komórki od dawcy płci męskiej przeszczepiane 

biorcy płci żeńskiej pozwala na ich identyfikację nawet w układzie syngenicznym bez 
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żadnego uprzedniego znakowania poprzez zastosowanie sondy skierowanej 

przeciwko chromosomowi Y. 

Przez pewien czas dużą popularnością cieszyła się bromodeoksyurydyna 

(BrdU) jako znacznik przeszczepianych komórek. BrdU początkowo zastąpiła 

promieniotwórczą tymidynę w podawaniu systemowym przyszłym dawcom (Shetty i 

wsp., 1994). Następnie została także zastosowana do znakowania komórek 

hodowanych in vitro (Okoye i wsp., 1995). Ponieważ jest nukleozydem to posiada 

negatywne cechy jako znacznik: wbudowuje się jedynie do dzielących się komórek, a 

dalsze podziały po wycofaniu BrdU z pożywki powodują szybkie pogorszenie 

możliwości jej detekcji (Lee i wsp., 2009). Poza tym stwierdzono toksyczny efekt 

BrdU na prekursory neuronów (Caldwell i wsp., 2005). Pomimo tego, ta metoda jest 

nadal używana w neurotransplantacjach, chociaż w ograniczonym zakresie (Chen i 

wsp., 2009a). 

Powyższe metody pozwalają na identyfikację wszczepionych komórek w 

organizmie gospodarza ex vivo. Informacje na temat ich fenotypu są dostarczane 

poprzez badanie współwystępowania znaczników wszczepionych komórek oraz 

przeciwciał skierowanych przeciwko określonym antygenom komórkowym. 

Alternatywną metodą wnioskowania o fenotypie jest wprowadzenie do komórek 

genów dla białek powodujących fluorescencję (dostępnych jest już kilka kolorów) pod 

promotorami specyficznymi dla określonych białek markerowych komórki. 

Podsumowując, obrazowanie ex vivo pozwala pośmiertnie sprawdzić, czy 

transplantowane in vivo komórki zachowały się w oczekiwany sposób. 

Obrazowanie komórek in vivo 

Z powodu wysokiej rozdzielczości metodą najbardziej użyteczną do 

bezpośredniego obrazowania wszczepionych komórek in vivo jest MR. 

Najpowszechniej stosowanym sposobem znakowania komórek w celu detekcji w MR 

jest wprowadzenie do ich wnętrza SPIO. Ten wybór znacznika jest podyktowany 

superparamagnetycznymi właściwościami nanocząsteczek żelaza przy braku 

ewidentnej toksyczności związku dla komórek, tkanek czy organizmów. Ta metoda 

pozwala na precyzyjną lokalizację przeszczepu w odniesieniu do innych struktur 

OUN. Przy jej użyciu w eksperymencie na zwierzętach wykazano możliwość 

śledzenia dynamiki przemieszczania się przeszczepionych komórek w czasie 
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rzeczywistym, zarówno po podaniu domózgowym (Guzman i wsp., 2008) jak i 

systemowym (Walczak i wsp., 2008). Wyżej wymienione neurotransplantacje 

eksperymentalne z użyciem znaczników MR zostały przeprowadzone na gryzoniach. 

Dopiero ostatnio wykazano bezpieczeństwo takiej terapii u naczelnych (Ke i wsp., 

2009) i w pierwszych obwodowych przeszczepach u ludzi (de Vries i wsp., 2005). W 

naszym zespole wykonano neurotransplantację kliniczną komórek neuralnych z krwi 

pępowinowej z zastosowaniem SPIO i detekcję przy użyciu MR (Domanska-Janik i 

wsp, 2009; Janowski i wsp. 2009). 

Jednak zastosowanie znaczników wewnątrzkomórkowych może prowadzić do 

uzyskiwania fałszywych wyników. Endogenne makrofagi wypełnione hemosyderyną 

mogą być trudne do odróżnienia od wszczepionych komórek wyznakowanych 

żelazem, szczególnie jeżeli podczas lokalnego podawania komórek doszło do 

krwawienia, a neuroobrazowanie nie było wykonane bezpośrednio po zabiegu. Poza 

tym komórki zawierające ww. znaczniki mogą być fagocytowane przez endogenne 

makrofagi, które w ten sposób będą naśladować wszczepione komórki (Higuchi i 

wsp., 2009). Z drugiej strony rozcieńczanie znacznika w wyniku proliferacji 

wszczepionych komórek może fałszywie negatywnie wskazywać na brak ich migracji 

w tkance po przeszczepie (Walczak i wsp., 2007b). 

Aby przełamać powyższe ograniczenia prowadzone są badania w kierunku 

zastosowania genów reporterowych w celu detekcji komórek w MR. Wprawdzie ich 

użycie wymaga manipulacji genetycznych to uzyskiwane obrazy w sposób bardziej 

wiarygodny pozwalają wnioskować o obecności i funkcji wszczepionych komórek. 

Jednak konieczność zastosowania ultrawysokopolowych, czyli bardzo drogich i 

trudnodostępnych aparatów do rezonansu magnetycznego oraz stosunkowo długi 

czas akwizycji obrazu ogranicza szerokie zastosowanie tej technologii. Ze względu 

na szybkość i łatwość obrazowania oraz znacząco niższe koszty aparatury, pewną 

popularność w przypadku badań małych gryzoni zyskało zastosowanie 

bioluminescencji, wymagające wprowadzenia do komórek genu dla lucyferazy. W 

celu topograficznej lokalizacji przeszczepu komórkowego stosuje się rezonans 

magnetyczny, natomiast informacje na temat przeżycia i funkcji komórek pozyskuje 

się metodą detekcji bioluminescencji. 

Podsumowując, terapia komórkowa chorób OUN rozumiana jako medycyna 

oparta na dowodach (evidence-based medicine) wciąż jest na bardzo wczesnym 
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etapie badań przedklinicznych i klinicznych. Wymaga dalszego rozwoju 

odpowiednich narzędzi badawczych w celu dokładniejszego poznania biologii 

przeszczepianych komórek oraz pełniejszego wyjaśnienia mechanizmów ich 

działania. 
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ZAŁOŻENIA I CEL PRACY 

Obecnie brak jest skutecznego leczenia wielu chorób neurologicznych 

przebiegających z obumieraniem komórek. Wobec tego powstała koncepcja 

zastąpienia obumarłych komórek nowymi, wszczepionymi. W Zakładzie Neurobiologii 

Naprawczej IMDIK PAN uzyskano z krwi pępowinowej, ludzkie, ukierunkowane 

neuralnie komórki macierzyste, które potencjalnie mogłyby zostać zastosowane w 

terapii tych chorób. (Buzanska i wsp., 2006a; Buzanska i wsp., 2006b; Buzanska i 

wsp., 2002). 

Głównym celem pracy doktorskiej było przygotowanie i rozwój narzędzi 

badawczych przydatnych do eksperymentalnej terapii komórkowej OUN oraz analiza 

czynników warunkujących migrację przeszczepionych domózgowo, ukierunkowanych 

neuralnie komórek macierzystych i progenitorowych wywodzących się z krwi 

pępowinowej (HUCB-NSC/NP). W ramach wieloośrodkowej współpracy klinicznej 

wykonano również znakowanie progenitorów neuralnych znacznikiem 

superparamagnetycznym (SPIO) w celu detekcji tych komórek w mózgu pacjenta po 

przeszczepie. 

CELE SZCZEGÓŁOWE i ETAPY REALIZACJI BADAŃ: 

1. Opracowanie techniki neurotransplantacji komórek do zbiornika wielkiego u 

myszy (ryc. 1) 

2. Opracowanie modelu udaru mózgu u szczura z zastosowaniem ouabainy 

(ryc. 2) 

3. Ocena endogennej neurogenezy indukowanej udarem w mózgu szczura 

(ryc. 3) 

4. Neurotransplantacja komórek HUCB-NSC/NP i ocena ich migracji w 

nieuszkodzonym i uszkodzonym ogniskowo mózgu szczura (ryc. 4) 

5. Analiza czynników warunkujących migrację badanych komórek HUCB-

NSC in vitro (ryc. 5) 

6. Znakowanie SPIO, analiza cytochemiczna i obrazowanie metodą 

rezonansu magnetycznego komórek HUCB-NP przygotowywanych do 

transplantacji klinicznej (ryc. 6) 
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SCHEMATY ZADAŃ BADAWCZYCH Z UWZGLĘDNIENIEM ZASTOSOWANYCH 

METOD: 

Ryc. 1 Opracowanie techniki neurotransplantacji komórek do zbiornika wielkiego u myszy 
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Ryc. 2 Opracowanie modelu udaru mózgu u szczura z zastosowaniem ouabainy 
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Ryc. 3 Ocena endogennej neurogenezy indukowanej udarem w mózgu szczura 

Ryc. 4 Neurotransplantacja komórek HUCB-NSC/NP i ocena ich migracji w nieuszkodzonym i uszkodzonym 

ogniskowo mózgu szczura 

NEUROTRANSPLANTACJA 
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Ryc. 5 Analiza czynników warunkujących migrację komórek HUCB-NSC in vitro 

Ryc. 6 Znakowanie SPIO, analiza cytochemiczna i obrazowanie metodą rezonansu magnetycznego komórek 

HUCB-NP przygotowywanych do transplantacji klinicznej 
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MATERIAŁ 

ZWIERZĘTA EKSPERYMENTALNE: 

Myszy szczepu B6SJL obu płci - nie transgeniczne oraz zmodyfikowane 

genetycznie w celu nadprodukcji dysmutazy ponadtlenkowej cytoplazmatycznej 

(Cu/Zn-SOD1) stanowiące zwierzęcy model rodzinnej postaci stwardnienia bocznego 

zanikowego (ALS) zakupione w Jackson Laboratories (Ben Harbor, ME, USA). W 

trakcie eksperymentu zwierzęta były umieszczone w plastikowych klatkach 

pojedynczo. Badania na myszach zostały zatwierdzone przez Lokalną Komisję 

Etyczną w Tubingen, a eksperymenty zostały przeprowadzone w Ulm w Niemczech. 

Szczury (samce) szczepu Wistar wagi ok. 250g pochodzące z hodowli 

zwierzętarni IMDIK PAN. W trakcie trwania eksperymentów w każdej klatce 

znajdowały się 2 zwierzęta. Badania na szczurach zostały zatwierdzone przez 

Lokalną Komisję Etyczną w Warszawie. 

Zarówno myszy jak i szczury miały zapewniony wolny dostęp do wody i 

pożywienia oraz 12-godzinny cykl dobowy światło-ciemność. 

POPULACJE KOMÓREK: 

Komórki pochodzące z krwi pępowinowej 

Neuralne progenitory (HUCB-NP) izolowane były na gradiencie Ficoll/Hypaque 

w ciągu 12 godzin od pobrania krwi pępowinowej bezpośrednio po porodzie (za 

zgodą pacjentek). Komórki negatywne pod względem antygenu CD34 

selekcjonowane były poprzez sortowanie immunomagnetyczne na MiniMACS 

(MilteneyBiotek) zawieszane w pożywce DMEM/F12 (Gibco) + 30% FBS (Gibco) lub 

w pożywce bezsurowiczej o składzie: DMEM/F-12 + B27 (1:100, Gibco) + EGF 

(40ng/ml, Sigma) + bFGF (20ng/ml, Sigma) + AAS (1:100, Gibco). W ten sposób po 

kilku dniach otrzymywano populację komórek ukierunkowanych neuralnie, którą 

przygotowywano do transplantacji oraz do znakowania i obrazowania metodą 

rezonansu magnetycznego (Habich i wsp., 2006). 
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Linia neuralnych komórek macierzystych (HUCB-NSC) otrzymana wskutek 

izolacji niehematopoetycznej frakcji komórek jednojądrzastych CD 34(-), 

wielostopniowej selekcji klonogennych komórek i ich ekspansji w pożywce 

DMEM/F12 + 10% FBS (Buzanska i wsp., 2006a; Buzanska i wsp., 2006b; Buzanska 

i wsp., 2002). W efekcie uzyskano hodowlę komórek o cechach NSC pływających w 

toni - niezróżnicowanych i adherentnych wykazujących ekspresję wczesnych 

markerów neuralnych. W stałej hodowli komórki były utrzymywane w pożywce o 

niskim stężeniu surowicy: DMEM/F12 + ITS (1:100, Gibco) + 2% FBS + AAS (1:100). 

Komórki używane do przeszczepów w eksperymentalnym modelu ALS u myszy były 

zamrażane i w ten sposób przechowywane do czasu transplantacji. Do transplantacji 

w eksperymentalnym modelu udaru mózgu używano komórek transfekowanych 

genem zielonego białka fluorescencyjnego (GFP). Komórki te, a także komórki do 

badań in vitro na dzień przed rozpoczęciem eksperymentu były trypsynizowane i 

przekładane do pożywki bezsurowiczej, z dodatkiem B27 (1:50), EGF (20ng/ml). W 

ten sposób otrzymywano populację niezróżnicowanych nieadherentnych neuralnych 

komórek progenitorowych. Do badań in vitro używano zarówno komórki 

nieadherentne, z pożywki bezsurowiczej, jak i komórki ze stałej hodowli w niskim 

stężeniu surowicy. 

Komórki szpiku 

Szpik kostny pobierano od pacjentów podczas rutynowych operacji 

ortopedycznych (osteotomie miednicy) za zgodą dawców. Komórki pozytywne dla 

antygenów CD9, CD90, CD 105, CD 166 i negatywne dla CD14, CD34, CD45 były 1-

3 - krotnie pasażowane w pożywce DMEM z dodatkiem 10% FBS, 1% glutaminianu, 

1% antybiotyku (penicillin/streptozocin) w standardowych warunkach. Następnie 

komórki były zamrażane. Dalszy etap przygotowania do transplantacji opisany został 

szczegółowo we wcześniejszej publikacji (Habisch i wsp., 2007). 
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METODY BADAŃ 

PRZYGOTOWANIE KOMÓREK DO TRANSPLANTACJI 

W zależności od sposobu przechowywania lub hodowli niektóre rodzaje 

komórek używanych do transplantacji były najpierw rozmrażane lub odklejane od 

podłoża. Następnie komórki liczono, wirowano (1000 obr./min, 3 min) i zawieszano w 

PBS w odpowiedniej objętości, tak aby uzyskać gęstość 10 000 komórek/mikrol. 

Komórki używane do opracowania metody podawania komórek do zbiornika 

wielkiego u myszy były znakowane bezpośrednio przed transplantacją znacznikami 

fluorescencyjnymi: zielonym (CMFDA), wiążącym się z lipidami błon 

wewnątrzkomórkowych (37 C, 30 min.) oraz niebieskim (Hoechst), wiążącym się z 

DNA (37 C, 1:150, 15 min.). Do znakowania komórek H UCB-NP w tych 

eksperymentach używano tylko CMFDA. W eksperymentach z obrazowaniem w MR 

komórki znakowano nanocząsteczkami tlenku żelaza (SPIO). Dokładny opis 

procedury znajduje się na stronie 50. 

EKSPERYMENTALNA NEUROCHIRURGIA GRYZONI 

Operacja otwarta - neurotransplantacja komórek do zbiornika wielkiego u 

myszy 

Po dootrzewnowym znieczuleniu zwierzęcia (ketamina 100 mg/kg i xylazyna 

16 mg/kg) skórę nacinano w linii pośrodkowej w okolicy podpotylicznej, wprowadzano 

igłę do zbiornika wielkiego pod kontrolą wzroku i wstrzykiwano 10mikrol zawiesiny 

komórkowej. Do eksperymentu używano komórki pochodzące z krwi pępowinowej 

oraz w nielicznych zaznaczonych przypadkach wyizolowane z ludzkiego szpiku. Po 

wstrzyknięciu igłę wycofywano ze zbiornika wielkiego i zszywano skórę. Dokładny 

sposób przeprowadzenia tej operacji został przeze mnie opracowany i przedstawiony 

w dziale „Wyniki". 

44 

http://rcin.org.pl



Operacja stereotaktyczna - wykonanie modelu udaru mózgu u szczurów z 

zastosowaniem roztworu ouabainy oraz miejscowa transplantacja zawiesiny 

komórkowej 

Przygotowanie roztworu ouabainy do iniekcji: po przeprowadzeniu 

eksperymentów wstępnych ustalono, że najodpowiedniejsze stężenie roztworu 

ouabainy do wykonania udaru mózgu wynosi 5 mmol/l. Do sporządzania roztworu 

używano ośmiowodzianu ouabainy w proszku (ouabain octahydrate, Sigma) oraz 

sterylnej soli fizjologicznej o temperaturze pokojowej (0,9% NaCI). Każdorazowo 

roztwór sporządzano bezpośrednio przed aplikacją i do czasu użycia 

przechowywano go w ciemnym, szklanym opakowywaniu ze względu na 

światłowrażliwość oraz możliwość reakcji z plastikiem. 

Przygotowanie zawiesiny komórek do transplantacji opisano we 

wcześniejszym rozdziale. 

Po znieczuleniu dootrzewnowym (Equithisine 3.5 ml/kg) zwierzęta 

umieszczano w aparacie stereotaktycznym (Stoelting). Okolicę cięcia skórnego 

dodatkowo znieczulano miejscowo (1% Lignocaina). Operację przeprowadzano pod 

mikroskopem operacyjnym OPMI Pico (Zeiss). Przeprowadzano cięcie skórne proste 

pośrodkowe od linii oczu do punktu lambda. Trepanację czaszki (micro drill trephine, 

średnica 1,8mm, FST) wykonywano w miejscu wyznaczonym w stosunku do punktu 

bregma. Do celów hemostatycznych używano koagulacji (Gemini Cautery System), 

oraz sterylnych kulek z ligniny o średnicy 1-3mm. Następnie do strzykawki (Hamilton, 

5 mikrol) połączonej z igłą (Hamilton, typ RN, długość 15mm, średnica wewnętrzna 

0,11mm, średnica zewnętrzna 0,21mm, końcówka nr 4) nabierano roztwór 

ouabainowy lub zawiesinę komórek w zależności od potrzeby. Cały zestaw 

umieszczano w precyzyjnym dozowniku strzykawkowym (Stepper motorized 

stereotactic injector, Stoelting), który mocowano na aparacie stereotaktycznym. Po 

odsłonięciu opony twardej powoli wprowadzano igłę do mózgu, w ciągu 1 minuty. 

Miejsce wprowadzenia igły wyznaczały koordynaty w wymiarze strzałkowym i 

wieńcowym liczone od punktu bregma oraz w wymiarze osiowym liczone od opony 

twardej i zależące od rodzaju procedury. Po wprowadzeniu igły czekano 3 minuty w 

celu powrotu mózgu do prawidłowej topografii po przejściowym odkształceniu 

spowodowanym przez igłę. Następnie przy użyciu precyzyjnego dozownika 

strzykawkowego podawano automatycznie określoną objętość roztworu lub 
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zawiesiny z zaprogramowaną szybkością. Po wykonaniu iniekcji igłę utrzymywano w 

mózgu przez 3 min, aby zminimalizować ryzyko cofnięcia się wstrzykniętej substancji 

po torze wyprowadzanej igły. Po wyjęciu igły z mózgu opona nie była zszywana, ani 

kość przywracana. Skórę zszywano szwami pojedynczymi (Amifil 4.0). Po zszyciu 

skóry szczury otrzymywały antybiotyk (Baytril, 5 mg/kg). Tak zaopatrzone zwierzęta 

umieszczano w klatkach z wolnym dostępem do wody z paracetamolem (0,5%). 

Różnice w procedurze pomiędzy iniekcją roztworu ouabainy, a zawiesiny 

komórkowej dotyczyły szybkości wstrzyknięcia i objętości wstrzykiwanej oraz 

ewentualnie miejsce podania. Roztwór ouabainy podawany był w objętości 1pl, z 

szybkością 0,1 mikrol/min. tak, aby uzyskać równomierne rozchodzenie się roztworu 

wokół końcówki igły (convection-enhanced delivery, CED). Koordynaty zastosowane 

do podania ouabainy wynosiły: A 0.0, L 3.0, V 5.0. Zawiesina komórkowa była 

aplikowana w objętości 2mikrol, z szybkością 1 mikrol/min. Parametry te zostały określone na 

podstawie wcześniej przeprowadzonych doświadczeń z użyciem różnych objętości i 

gęstości komórek oraz różnych szybkości wstrzyknięć. Koordynaty zastosowane do 

podania komórek zwierzętom nieuszkodzonym były takie same jak do podania 

ouabainy, natomiast zwierzęta z ouabainowym modelem udaru mózgu otrzymywały 

komórki do istoty białej zgodnie z koordynatami: A 0.0, L 4.0, V 3.0. 

INIEKCJE BROMODEOKSYURYDYNY (BRDU) 

W celu oceny proliferacji komórkowej indukowanej udarem mózgu zwierzętom 

podawano dootrzewnowo BrdU. Na podstawie literatury wybrano dawkę (100 mg/kg 

m.c.) (Cameron i McKay, 2001) oraz czas po wywołaniu udaru mózgu (od 6 do 8 

doby), oraz częstość wstrzyknięć (2 x dziennie, łącznie 6 iniekcji) tak, aby uchwycić 

moment, kiedy namnażanie komórek neuralnych (neurogeneza) zachodzi najbardziej 

intensywnie (Liu i wsp., 2007). 

POZYSKIWANIE I OBRÓBKA TKANEK ZWIERZĘCYCH 

W celu pozyskania tkanek zwierzęta były usypiane. Myszy otrzymywały 

ketaminę (200 mg/kg) i Xylazynę (32 mg/kg), a szczury Equithisine (7 ml/kg), co było 

dawką podwojoną w stosunku do stosowanej przy znieczuleniu ogólnym. Następnie 

zwierzęta były dekapitowane lub perfundowane roztworem PFA (2% myszy, 4% 
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szczury). Po uśmierceniu szczurów, ich mózgi pozyskiwano przy użyciu nożyczek i 

dysektora, a następnie wkładano je na 40 godz. do 4% PFA w celu dalszego 

utrwalenia. 

Opis preparowania OUN u myszy 

Myszy po perfuzji wkładano w całości do 2% roztworu PFA na dobę w celu 

dalszego utrwalenia. Umożliwiało to uzyskanie odpowiedniej sztywności tkanek do 

dalszej preparatyki. Takie postępowanie było związane z koniecznością 

pozyskiwania mózgu i rdzenia kręgowego nie tylko w całości, ale również wewnątrz 

nie uszkodzonej opony twardej. Wynikało to z faktu, że w tym modelu komórki były 

podawane podoponowo i zachowanie ciągłości opony było niezbędne w celu oceny 

liczby i dystrybucji wszczepionych komórek. Ta procedura została opracowana w 

ramach pracy doktorskiej i została ona przedstawiona w dziale „Wyniki". 

Preparatyka prążkowia i wzgórza u szczurów 

W pierwszym etapie wypreparowany mózg był przecinany wzdłuż linii 

pośrodkowej, a półkulę mózgu umieszczano na szalce Petriego zmrożonej suchym 

lodem, przyśrodkową częścią półkuli ku górze. Następnie otwierano komorę boczną 

mózgu wzdłuż szczeliny naczyniówkowej i usuwano hipokamp leżący w tylnej części 

komory, zyskując lepszy dostęp do pozostałych struktur. W sklepieniu komory 

bocznej widoczna była istota biała spoidła wielkiego. Kierując się od tego punktu ku 

bocznej ścianie komory bocznej napotykano na istotę szarą prążkowia, a dalej 

zwracając się przyśrodkowo znajdowano istotę szarą wzgórza. Następnie posuwając 

się wzdłuż istoty białej spoidła wielkiego otaczano prążkowie. W drugim etapie 

oddzielano wzgórze od konara mózgu i usuwano w jednym bloku z prążkowiem i 

zawartą między nimi torebką wewnętrzną. 

Zamrażanie mózgów i rdzeni kręgowych 

Zamrażanie mózgów i rdzeni kręgowych utrwalonych w PFA było poprzedzone 

procedurą krioprezerwacji, która polegała na ich umieszczeniu w 30% sacharozie na 

dobę. Tak przygotowane mózgi zamrażano w temepraturze -70OC. Mózg pozyskany 
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od zwierząt dekapitowanych umieszczano natychmiast w pojemniku z suchym 

lodem, a następnie przechowywano w zamrażarce w -70OC. Tak samo postępowano 

z wypreparowanymi strukturami - prążkowiem i wzgórzem. 

Krojenie mózgów i rdzeni kręgowych na kriostacie 

W celu wykonania badań immunohistochemicznych mózgi i rdzenie kręgowe 

były krojone na kriostacie (Microm). Na godzinę przed krojeniem mózg lub rdzeń 

kręgowy wyjmowano z zamrażarki, umieszczano w kriostacie w temp. -2O0C. i 

krojono w płaszczyźnie wieńcowej. Grubość skrawków używana do badań wynosiła 

20|jm. Do obrazowania komórek skrawki były pobierane bezpośrednio na szkiełka i 

po wysuszeniu z powrotem zamrażane w -7O0C do czasu dalszego u życia. 

Do obrazowania neurogenezy skrawki były pobierane do pojemników z 

płynem zapobiegającym zamarzaniu (antifreeze-water) i przechowywane w 

zamrażarce w -7O0C do czasu dalszego u życia. 

Homogenizacja fragmentów mózgu i pozyskiwanie nadsączu 

Do tego celu używano zamrożonych bloków: prążkowie i wzgórze. Po 

rozmrożeniu homogenizowano je w pożywce do hodowli komórek DMEM/F12 z 

dodatkiem antyproteaz (protease inhibitor cocktail, Sigma P-8340) - 150 mg tkanki 

nerwowej/1 ml pożywki. Homogenat bvł wirowany z prędkością 4000 obr/min przez 

20 minut, a nadsącz delikatnie zlewany, filtrowany (Millipore 0,22|jm), poddany 

oznaczeniu stężenia białka metodą Lowry'ego i zamrażany w temp. -7O0C do czasu 

dalszego użycia. 

HODOWLE KOMÓRKOWE 

Stała hodowla linii komórek macierzystych pochodzących z krwi pępowinowej 

HUCB-NSC była prowadzona w butelkach (patrz: rozdział „Materiał"). Komórki rosły 

w dwóch frakcjach, jako adherentne i jako nieadherentne. W celu wykonywania 

eksperymentów komórki najpierw trypsynizowano, a następnie zawieszano w 

pożądanej pożywce. Używano 3 rodzajów pożywek: bezsurowiczą, z niską 

zawartością surowicy i z wysoką zawartością surowicy. 
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Pożywka bezsurowicza składała się z DM EM/F 12 + B27 (1:50) + EGF (20 

ng/ml) + AAS (1:100). W takich warunkach komórki utrzymywały się jako neuralne 

progenitory (nestin positive) i nie ulegały adhezji do podłoża nawet w dłuższych 

przedziałach czasowych. Komórki hodowane w takich warunkach charakteryzowały 

się wolnym tempem wzrostu z tendencją do wytwarzania neurosfer. Pożywka 

bezsurowicza była stosowana do eksperymentów z migracją komórek pływających 

oraz do transplantacji domózgowych. 

Pożywka z wysoką zawartością surowicy składa się z DMEM/F12 + B27 (1:50) 

+ EGF (20 ng/ml) + 10% FBS +AAS (1:100). Została ona zastosowana w celu 

badania zmian w wewnątrzkomórkowej lokalizacji receptora CXCR4 w trakcie 

procesu różnicowania komórek. Hodowla była prowadzona na płytkach 24-

dołkowych. Do każdego dołka nanoszono 500 pi zawiesiny komórkowej o gęstości 4 

x 104 kom./ml. Tak przygotowane płytki umieszczano w inkubatorze (5% C02, 37<C) 

na dobę lub na tydzień. 

Pożywka z niską zawartościa surowicy, w której prowadzona jest stała 

hodowla komórek HUCB-NSC składa się z DMEM/F12 + ITS (1:100, Gibco) + 2% 

FBS + AAS (1:100). Została ona zastosowana bezpośrednio do eksperymentów z 

migracją komórek adherentnych, a także do hodowli na płytkach 24-dołkowych, 

kontrolnej w stosunku do komórek zawieszonych w pożywce z wysoką zawartością 

surowicy. 

PRZYGOTOWANIE KOMÓREK HUCB-NSC DO BARWIEŃ 

Komórki HUCB-NSC hodowane w butelkach były trypsynizowane, płukane w 

PBS, wirowane, a następnie przy użyciu siły odśrodkowej (400 obr/min, 5 min) 

przenoszone na szkiełka podstawowe (10 000 kom./szkiełko, Shandon Cytospin 4, 

Thermo Electric Corporation). Szkiełka wraz z komórkami były suszone strumieniem 

powietrza przez ok. godzinę, utrwalane 15 minut przy użyciu 4% PFA, płukane 3 x w 

PBS i po wyschnięciu przez noc zamrażane w -7O0C. 

Komórki HUCB-NSC umieszczane w płytkach 24-dołkowych po określonym 

czasie hodowli były płukane w dołkach 3 x PBS (pH 7.4) i utrwalane w 4% PFA przez 

10 min. Po utrwaleniu komórki w dołkach ponownie płukano 3 x PBS, pozostawiano 

w nich PBS z antybiotykiem i przechowywano w 40C do czasu wykonania barwień 

immunocytochemicznych. 
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ZNAKOWANIE KOMÓREK HUCB-NP CZĄSTECZKAMI TLENKU ŻELAZA (SPIO) 

Progenitory neuralne otrzymywane z ludzkiej krwi pępowinowej hodowane 10 

dni w zdefiniowanej pożywce bezsurowiczej, DMEM/F-12 + B27 (1:100) + AAS 

(1:100) + EGF (40 ng/ml) + bFGF (20 ng/ml) zostały wyznakowane 

nanocząsteczkami żelaza pokrytymi dekstranem (Endorem, Guerbet SA). Wnikanie 

żelaza do tych komórek zostało ułatwione przez dodatek poli-L-lizyny (Sigma P1524). 

W tym celu do ww. pożywki z heparyną (5 pg/ml) dodano SPIO (200 mikrog/ml) oraz poli-

L-Lizynę (1,5 mikrog/ml) całość mieszając i wytrząsając przez 60 min. Następnie ww. 

roztwór został dodany do komórek w pożywce w stosunku objętościowym 1:1 

uzyskując gęstość 4 x 106 komórek/ml.. Następnie połowę komórek inkubowano 

przez 12 godz., a drugą połowę przez 48 godz. w standardowych warunkach, (5% 

C02, 370C). Po tym okresie komórki zostały odklejone, dwukrotnie płukane w PBS i 

zawieszone tak, aby uzyskać pożądane gęstości komórek. 

BARWIENIA SKRAWKÓW MÓZGU I KOMÓREK 

Badania histologiczne 

Badanie histologiczne polega na sekwencyjnym wybarwianiu jąder 

komórkowych hematoksyliną (Merck) oraz ciał komórek alkoholowym (70%) 

roztworem eozyny (Polskie Odczynniki Chemiczne, Gliwice). Wykonywane było na 

skrawkach szczurzych mózgów. Badanie zostało wykorzystane do analizy ilościowej i 

jakościowej uszkodzenia mózgu. 

Barwienie metodą Perlą 

Komórki HUCB-NP wyznakowane SPIO najpierw zostały utrwalone w 4% 

wodnym roztworze glutaraldehydu przez 15 min, 2 x płukane w PBS i inkubowane w 

4% roztworze cyjanku żelaza z dodatkiem 10% HCI (1:1) przez 30 min. Następnie 

zabarwiono jądra używając standardowego barwienia Nuclear Fast Red. 
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Badania immunocytochemiczne preparatów na szkiełkach podstawowych 

Po rozmrożeniu skrawków mózgu w temperaturze pokojowej wykonywano 3 x 

płukanie w PBS i blokowano niespecyficzne wiązania odpowiednią mieszanią 

blokującą (tab. 1), po czym nakładano na noc pierwsze przeciwciało w mieszaninie 

blokującej. 

Tab. 1. Mieszaniny blokujące 

Mieszaniny blokujące w PBS Przeciwciała pierwszorzędowe 

10% surowica kozia TUJ1, PSA-NCAM, ED1, NuMa, HLA-

ABC class I, NF-200, BrdU, c-Met, Flk-1, 

IGF-1R, PDGFR-alfa, NG2, GFAP, GFP 

5% surowica ośla z 0,3% + Triton X100 CXCR4, PDGFR-p 

Informacja na temat użytych przeciwciał pierwszorzędowych została 

umieszczona w tabeli nr 2. Następnie wykonywano płukanie preparatów 3 x PBS i 

nakładano odpowiednie drugie przeciwciało. Informacja na temat użytych przeciwciał 

drugorzędowych została zawarta w tabeli nr 3. Po godzinnej inkubacji ponownie 

wykonywano płukanie 3 x w PBS. W celu barwień podwójnych procedurę powtarzano 

z użyciem drugiego zestawu: blokowanie, pierwsze i drugie przeciwciało. Następnie 

na preparaty nakładano Hoechst (1:100) na 15 minut w celu wybarwienia jąder 

komórkowych. Po kolejnych płukaniach 3 x w PBS preparaty zostawały zamykane 

szkiełkami nakrywkowymi przy użyciu Dako Fluorescent Mounting Medium. Tak 

przygotowane preparaty były gotowe do akwizycji obrazu. 

Tab. 2: Spis przeciwciał pierwszorzędowych 

PRZECIWCIAŁO IZOTYP PRODUCENT 

GOSPODARZ ROZCIEŃCZENIE NR KAT. 

Monoklonalne anty: beta-tubulina III (TUJ1), lgG2a Covance 

Mysz 1:750 MMS-435P 

Monoklonalne anty: PSA-NCAM, IgM Chemicon 

Mysz 1:200 MAB5324 
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Monoklonalne anty: CD68 (ED1), lgG1 Serotec 

Mysz 1:100 MCA341R 

Monoklonalne anty: NuMa (Ab-2), lgG2b Calbiochem 

Mysz 1:50 NA09L 

Monoklonalne anty: HLA-ABC class I, lgG2a DakoCytomation 

Mysz 1:50 M 0736 

Monoklonalne anty: NF-200, lgG1 SIGMA 

Mysz 1:400 N0142 

Monoklonalne anty: BrdU, lgG1 Santa Cruz, 

Mysz 1:200 sc-32323 

Monoklonalne anty: c-Met, igM Novocastra 

Mysz 1:50 NCL-cMET 

Monoklonalne anty: Flk-1, igG1 Santa Cruz 

Mysz 1:50 sc-6251 

Monoklonalne anty: IGF-1R IgG1 Oncogene 

Mysz 1:100 GR11 

Poliklonalne anty: PDGFR-alfa, IgG (H+L) Santa Cruz 

Królik 1:50 Sc-338 

Poliklonalne anty: PDGFR-beta, IgG (H+L) Santa Cruz 

Koza 1:50 Sc-339 

Poliklonalne anty: CXCR4, IgG (H+L) Chemicon 

Koza 1:100 AB1846 

Poliklonalne anty: NG2 IgG (H+L) Chemicon 

królik 1:100 AB5320 

Poliklonalne anty: GFAP IgG1 ICN Cappel 

królik 1:100 10555 

Poliklonalne anty: GFP IgG (H+L) Chemicon 

królik 1:50 AB3080 

52 

http://rcin.org.pl



Tab. 3: Spis przeciwciał drugorzędowych 

PRZECIWCIAŁO FLUOROCHROM IZOTYP PRODUCENT 

GOSPODARZ ROZCIEŃCZENIE NR KAT. 

Przeciwciało kozie TxRd lgG2b Southern 

anty-mysie 1:500 Biotechnology 

1090-07 

Przeciwciało kozie TxRd lgG2a Southern 

anty-mysie 1:500 Biotechnology 

1080-07 

Przeciwciało kozie FITC lgG(H+L) Jackson 

anty-królicze 1:100 ImmunoResearch 

111-095-144 

Przeciwciało kozie Alexa 546 igGi Invitrogen 

anty-mysie 1:500 A-21123 

Przeciwciało kozie Alexa 546 lgG(H+L) Invitrogen 

anty-królicze 1:500 A-11035 

Przeciwciało kozie Alexa 488 igM Invitrogen 

Anty-mysie A-21042 

Przeciwciało kozie Alexa 488 lgG(H+L) Invitrogen 

anty-królicze 1:500 A-11034 

Przeciwciało kozie Alexa 488 lgG2a Invitrogen 

anty-mysie 1:500 A-21131 

Przeciwciało kozie Alexa 488 lgG1 Invitrogen 

anty-mysie 1:500 A-21121 

Przeciwciało ośle Alexa 546 igG Invitrogen 

anty-kozie 1:500 A-11056 

Przeciwciało kozie Alexa 546 IgM Invitrogen 

Anty-mysie 1:500 A-21045 

Badanie immunohistochemiczne pływających skrawków mózgu 

Badania immunohistochemiczne pływających skrawków mózgu były 

wykonywane w celu obrazowania BrdU. Barwienie BrdU tą metodą charakteryzuje 
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się powstaniem mocniejszego sygnału w porównaniu z przeprowadzeniem tej 

procedury na szkiełkach podstawowych. W pierwszym etapie skrawki były 

przekładane do naczynka roboczego i płukane 3 x PBS. Następnie wykonywano 

denaturację kwasów nukleinowych (2N HCl, 370C, 60 min.) w celu ekspozycji BrdU 

włączonej do nici DNA. Potem skrawki płukano 3 x 5 min. w buforze boranowym (pH 

8,5) oraz 3 x 5 min. w PBS. W następnym etapie tak samo jak w przypadku barwień 

skrawków mózgu na szkiełkach podstawowych dodawano mieszaninę blokującą, 

pierwsze przeciwciało i drugie przeciwciało. W celu barwień podwójnych procedurę 

powtarzano z użyciem drugiego zestawu: blokowanie, pierwsze i drugie przeciwciało. 

Nie wykonywano barwienia Hoechstem, które jest negatywne w sytuacji denaturacji 

DNA. Po zakończeniu barwienia skrawki mózgu delikatnie łowiono, nanoszono na 

szkiełka podstawowe i zamykano szkiełkami nakrywkowymi. 

Badania immunocytochemiczne komórek HUCB-NSC znajdujących się na 

płytce 24-dołkowej 

Po wyjęciu płytek z lodówki wykonywano płukanie komórek w dołkach 3 x 5 

min. w PBS. Płukanie i nanoszenie substancji do dołków przeprowadzano bardzo 

delikatnie, zawsze po ściankach dołka tak, aby nie wypłukać komórek utrwalonych na 

szkiełku nakrywkowym znajdującym się na dnie dołka. Następnie do dołków, tak jak 

w przypadku barwień na skrawkach podstawowych, nanoszono mieszaninę 

blokującą, pierwsze i drugie przeciwciało oraz wykonywano dalsze konieczne 

płukania. Po inkubacji preparatów z II przeciwciałem i wykonaniu płukania 3 x PBS 

przeprowadzano procedurę barwienia jąder Hoechstem (1:150, 10 minut). Następnie 

przy użyciu specjalnie zagiętej pęsety szkiełka nakrywkowe zawierające zabarwione 

komórki były wyjmowane, nakładane na szkiełka podstawowe i zamykane. Tak 

przygotowane preparaty były gotowe do akwizycji obrazu. 

OBRAZOWANIE KOMÓREK I SKRAWKÓW MÓZGU 

W celu wykonania zdjęć całych skrawków szczurzych mózgów poddanych 

badaniu histologicznemu użyto mikroskopu stereoskopowego SteREO Discovery 

V.12 (Zeiss) sprzężonego z aparatem fotograficznym Powershot A620 (Canon). W 
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celu rejestracji obrazu z ww. preparatów pod większym powiększeniem użyto 

mikroskopu świetlnego BX61 (Olympus) sprzężonego z kamerą. 

W celu akwizycji fluorescencji (barwienia immunochemiczne i barwniki 

komórkowe) użyto stacji roboczej LSM 510 (Zeiss) wyposażonej w mikroskop 

konfokalny wraz z laserami: helowo-neonowym (543 nm) i argonowym (488) oraz 

lampę fluoroscencyjną i kamerę AxioCam HRm. Do analizy i obróbki obrazów użyto 

oprogramowania Zeiss LSM 510 v.3.2 

DETEKCJA SYGNAŁU MR GENEROWANEGO PRZEZ WYZNAKOWANE 

KOMÓRKI HUCB-NP 

Do pomiaru sygnału MR użyto serię zawiesin komórkowych o stopniowo 

zwiększających się gęstościach: 103, 104, 105, 106, 4 x 106 komórek/ml inkubowanych 

ze SPIO przez odpowiednio 12 i 48 godz.. Następnie po 200mikrol każdej z ww. zawiesin 

oraz obu czasów inkubacji zostało umieszczone w probówkach do PCR. W celu 

stabilizacji probówek oraz aby zapobiec artefaktom powodowanym przez powietrze 

zastosowano fantom (pojemnik wypełniony 0,8% żelem agarowym z dodatkiem 1% 

siarczanu miedzi). Probówki umieszczone w fantomie zostały poddane obrazowaniu 

w rezonansie magnetycznym (Siemens 1.5T Sonata Vision) używając sekwencji 

T2/SWI gradient-echo (TR = 58, TE = 44.1 ms, SL = 1.6, wielkość voxela 0.76 x 0.76 

x 1.2 mm). 

METODY ANALIZY STRUKTUR MÓZGU PODDANEGO UDAROWI 

Analiza ilościowa 

W celu ilościowego określenia obszaru mózgu objętego udarem wykonano 

specjalną analizę struktur mózgu na podstawie dokumentacji zdjęciowej całych 

skrawków mózgu barwionych metodą H-E. Następnie na wykonanych zdjęciach 

kolejnych skrawków mózgu ręcznie obrysowano: obszar jamy poudarowej, całkowity 

obszar uszkodzenia mózgu, wielkość obu komór bocznych oraz powierzchnię całych 

skrawków, korzystając z programu Corel Draw 11 (Corel Corporation). Następnie 

dane (pliki) były przenoszone do programu do rekonstrukcji trójwymiarowej specjalnie 

napisanego przez Laboratorium Analizy Obrazu Cyfrowego Zakładu Anatomii 
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Uniwersytetu Śląskiego (Katowice), w celu obliczenia objętości zaznaczonych 

obszarów. 

Ze względu na poudarowe, wtórne poszerzenie tożstronnej komory bocznej 

całkowita bezwzględna wielkość uszkodzenia była sumą objętości obszaru 

uszkodzonego mózgu oraz objętości tożstronnej komory bocznej pomniejszoną o 

objętość przeciwstronnej komory bocznej. Z uwagi na brak przemieszczenia struktur 

linii pośrodkowej uznano, że poszerzenie ipsilateralnej komory bocznej jest wtórne do 

miejscowej atrofii mózgu wynikającej z wywołanego udaru mózgu. Względną 

wielkość uszkodzenia stanowiła proporcja całkowitej bezwzględnej wielkości 

uszkodzenia do objętości całego mózgu. 

Analiza jakościowa 

Dokładna identyfikacja i analiza struktur mózgu objętych uszkodzeniem 

została przeprowadzona w oparciu o znajomość anatomii oraz atlas stereotaktyczny 

mózgu szczura (Paxinos & Watson) i przedstawiona w postaci tabeli w dziale 

„Wyniki". Dokonano podziału stopnia uszkodzenia struktur mózgu na 3 strefy. Strefa 

całkowitego uszkodzenia obejmuje jamę poudarową (oznaczona jako A w tabeli nr 

4). Wokół niej znajduje się strefa dużego uszkodzenia, w obrębie której nie można 

wyróżnić struktur anatomicznych (oznaczona jako B w tabeli nr 4). Najbardziej 

obwodowo zlokalizowana jest strefa małego uszkodzenia. Charakteryzuje się ona 

stosunkowo niewielkimi odchyleniami od prawidłowego wyglądu poszczególnych 

struktur anatomicznych (oznaczona jako C w tabeli nr 4). 

MIGRACJA KOMÓREK HUCB-NSC IN VITRO 

Badanie migracji komórkowej wykonane w ramach tej pracy polegało na 

pomiarze przemieszczania się komórek w kierunku zawiesiny charakteryzującej się 

zdolnością do „przyciągania" komórek czyli do chemotaksji oraz ocenie przesuwania 

się komórek wzdłuż macierzy zewnątrzkomórkowej, czyli do haptotaksji. Jako 

chemoatraktantów używano nadsączów pozyskanych z homogenizacji szczurzych 

mózgów i wybranych czynników neurotroficznych oraz ludzkich albumin i surowicy 

(30% FBS) jako kontroli. Białka macierzy zewnątrzkomórkowej były reprezentowane 

przez żelatynę, lamininę i fibronektynę. Bezpośrednio przed eksperymentem ww. 
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nadsącz był rozmrażany i rozcieńczany w pożywce tak, aby ostatecznie otrzymać 

stężenie białka 500 mikrog/ml. Ludzkie albuminy także były rozcieńczane w pożywce do 

stężenia białka 500 mikrog/ml. Stężenia czynników neurotroficznych zostały dobrane na 

podstawie danych literaturowych. 

W warunkach in vitro badanie migracji przeprowadzano na płytkach 24-

dołkowych zaopatrzonych w specjalne wsady (transwells, Corning) tworzące razem 

naczynka migracyjne. Dzięki temu każde naczynko podzielone było na dwie komory: 

górną i dolną. Dolną komorę stanowiło dno 

dołka, a górną wsad. Obie komory 

rozdzielone były porowatą błoną o 

średnicy porów - 8mikrom, która stanowi dno 

wsadu (ryc. 7). W zależności od zdolności 

komórek do przylegania do podłoża 

istniały pewne różnice w protokole 

eksperymentu. 

Ryc. 7 Schemat budowy naczynka migracyjnego 
oraz graficzne przedstawienie migracji komórek 
nieadherentnych 

Ocena migracji komórek nieadherentnych 

Procedura badania migracji komórek polegała na naniesieniu określonej 

objętości (100mikrol) zawiesiny komórek w pożywce (105 komórek/wsad) do górnej 

komory oraz wprowadzeniu chemoatraktanta do takiego samego środowiska 

znajdującego się w dolnej komorze (600 mikrol/komorę). Następnie naczynka wkładano 

na określony przedział czasu (24 godz. w przypadku opisywanych eksperymentów) 

do inkubatora w standardowych warunkach (5% C02 , 370C), aby umożliwić 

komórkom migrację z górnej do dolnej komory. Po tym okresie usuwano wsady, a do 

dolnych komór dodawano kalceinę (1:600) - znacznik fluoroscencyjny żywych 

komórek. Ze względu na zjawisko sedymentacji komórki obecne w dolnej komorze 

były liczone na jej dnie i ich absolutna liczba stanowiła wynik. 
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Ocena migracji komórek adherentnych 

W przypadku badania migracji komórek adherentnych najpierw błona 

porowata została powleczona substancją odpowiadającą macierzy 

zewnątrzkomórkowej, po której komórki przemieszczały się do komory dolnej. W tym 

przypadku zjawisku chemotaksji towarzyszy haptotaksja. Do powlekania użyto 

żelatyny (0,5%), lamininy i fibronektyny (obydwie w stężeniu 20 ng/ml). Przed 

rozpoczęciem powlekania płytka z naczynkami migracyjnymi została wstawiona na 

30 min. do inkubatora w celu osiągnięcia odpowiedniej temperatury. W celu 

powleczenia błony porowatej nakraplano na nią 100 mikrol jednej z ww. substancji i 

inkubowano w standardowych warunkach (5% C02, 37V) przez pół godziny. 

Następnie zbierano nadmiar tej substancji i dalej kontynuowano procedurę badania 

migracji tak jak w przypadku komórek pływających, łącznie z 24 godz. inkubacją. W 

odróżnieniu od komórek pływających, które po przejściu do dolnej komory opadały na 

jej dno, komórki adherentne pozostawały na dolnej powierzchni błony porowatej. Po 

określonym czasie inkubacji wykonywano barwienie cytochemiczne komórek wraz z 

utrwalaniem metodą Wrighta. W tym celu wsady wraz z błonami porowatymi 

umieszczano na 30 min. w barwniku Wrighta (Merck), po czym wykonywano płukanie 

3 x 1 0 min w buforze dostarczanym wraz z barwnikiem. Po zakończeniu barwienia 

usuwano komórki z górnej powierzchni błony, a pozostałe na dolnej powierzchni 

liczono pod mikroskopem. W przeprowadzonych badaniach wyniki z 16 pól widzenia 

zostały uśrednione. Znając powierzchnię pola widzenia wyliczano całkowitą ilość 

komórek, które przemigrowały w badanych warunkach. 

METODY STATYSTYCZNE 

Wielkość uszkodzenia mózgu została podana jako średnia i odchylenie 

standardowe. Rozrzut wielkości lezji u poszczególnych zwierząt został przedstawiony 

jako współczynnik wariancji. 

W celu oceny migracji komórek zastosowano test najmniejszych kwadratów 

zawarty w PROC MIXED (SAS). Przyjęto poziom istotności statystycznej p=0,05. 

Wyniki zostały przedstawione graficznie jako średnie i przedziały ufności. 
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WYNIKI BADAŃ 

MODEL PRZESZCZEPU LUDZKICH KOMÓREK DO ZBIORNIKA WIELKIEGO U 

MYSZY 

Kluczowym elementem procedury jest właściwe ułożenie zwierzęcia tak, aby 

okolica podpotyliczna była prawie najwyższym punktem myszy. W tym celu do 

operacji zwierząt zaadaptowano pozycję concorde z neurochirurgii klinicznej. Aby 

zapewnić sztywne utrzymanie głowy w czasie trwania operacji wykorzystano aparat 

stereotaktyczny (ASI Instruments, Heidelberg, Germany). W celu dostosowania 

położenia reszty ciała zwierzęcia do pozycji concorde unosi się tylną część aparatu 

stereotaktycznego tak, aby go pochylić do przodu o 30° w stosunku do stołu 

operacyjnego. Aby zapewnić podparcie środkowej części ciała pod mysz podkładamy 

wałek z gazy długą osią skierowany równolegle do linii międzyusznej. Średnicę wałka 

należy tak dobrać, aby linia łącząca wystające najbardziej ku górze części głowy oraz 

kręgosłupa (ryc. 8, kolor czerwony) tworzyła kąt 15° z linią poziomą (ryc. 8). Po 

umieszczeniu głowy w drążkach usznych drążkiem zębowym naciska się na głowę 

zwierzęcia od góry w punkcie nasion do momentu, kiedy powierzchnia czaszki (ryc. 

Ryc. 8 Ułożenie myszy w pozycji concorde - tak aby operowana okolica była najwyższym punktem 
zwierzęcia. 
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8, kolor czerwony) tworzy kąt 15°z l in ią pionową (ryc. 8) . W ten sposób obie ww. 

linie koloru czerwonego tworzą kąt 90°. W tej pozycji zbiornik wielki jest niemal 

najwyższym punktem myszy. 

Po odkażeniu pola operacyjnego preparatem octanisept dokonuje się nacięcia 

skóry w linii pośrodkowej od guzowatości potylicznej zewnętrznej do wyrostka 

kolczystego kręgu C3. Posuwając się dalej w linii pośrodkowej przy użyciu 

mikroskopu operacyjnego (Zeiss) rozwarstwia się mięśnie karku i odwarstwia od 

błony szczytowo-potylicznej. Po jej odsłonięciu przez półprzezroczystą strukturę 

błony widoczne są: móżdżek, rdzeń przedłużony oraz znajdujący się pomiędzy nimi 

zbiornik wielki wypełniony płynem 

mózgowo-rdzeniowym. Wtedy do 

strzykawki (Hamilton, 20|jl) 

wyposażonej w igłę (Hamilton, typ 

RN, długość 50mm, końcówka nr 

4, średnica wewnętrzna 0,16mm, 

średnica zewnętrzna 0,31 mm) 

nabiera się określoną ilość (10pl) 

zawiesiny komórek. Do iniekcji 

komórek użyto pompy 

mikroinfuzyjnej (WPI, Ultra Micro 

Pump) zamontowanej na ramieniu 

mikromanipulatora (Stoelting). Po 

umocowaniu strzykawki w pompie 

mikroinfuzyjnej używając pokręteł 

mikromanipulatora końcówkę igły 

zbliżono do błony szczytowo-

potylicznej w linii pośrodkowej w 

połowie odległości pomiędzy 

kością potyliczną, a łukiem tylnym 

kręgu dźwigacza tak, aby długa oś 

Ryc. 9 Kolejne etapy przekłuwania igłą błony 
szczytowo-potylicznej, tak aby pozwolić na 
wypłynięcie nadmiarowi płynu mózgowo-
rdzeniowego w celu zrobienia miejsca dla 
zawiesiny komórkowej 
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igły tworzyła kąt 60°z l inią łączącą wystające najbardziej ku górze części głowy oraz 

kręgosłupa (ryc. 8). W ten sposób w przedłużeniu ku dołowi długiej osi igły znajduje 

się szczelina móżdżkowo-rdzeniowa. Jeżeli błona szczytowo-potyliczna nie jest 

napięta można nieco zwiększyć pochylenie głowy do przodu za pomocą drążka 

zębowego, tak aby ułatwić jej przebicie przez igłę. Dalej szybkim, acz delikatnym 

ruchem pokrętła mikromanipulatora nakłuwa się błonę szczytowo-potyliczną. 

Podczas wprowadzania igły należy bezpośrednio po nakłuciu błony szczytowo-

potylicznej zatrzymać na chwilę igłę, aby przez jej końcówkę wypłynął nadmiar płynu 

mózgowo-rdzeniowego (ryc. 9). Pozwala to na zrobienie miejsca dla zawiesiny 

komórkowej, a ułożenie myszy tak, że zbiornik wielki stanowi jej najwyższy punkt 

zapobiega dostawaniu się powietrza wewnątrzczaszkowo w miejsce wypływającego 

płynu mózgowo-rdzeniowego. Następnie wprowadza się całą końcówkę igły do 

zbiornika wielkiego. Podczas tego manewru konieczne jest ciągłe śledzenie końcówki 

igły przez błonę szczytowo-potyliczną przy użyciu mikroskopu operacyjnego, aby 

zapobiec uszkodzeniu móżdżku lub rdzenia przedłużonego, gdyż to może skutkować 

natychmiastową śmiercią zwierzęcia. Następnie przy pomocy pompy mikroinfuzyjnej 

wstrzykuje się komórki do zbiornika wielkiego (100 000 komórek/10 mikrol, z prędkością 

1 mikrol/min), a na pole operacyjne nakłada się kroplę soli fizjologicznej (ok. 100mikrol), aby 

zwiększyć ciśnienie panujące na zewnątrz przestrzeni płynowych OUN myszy. 

Zapobiega to wypływowi komórek na zewnątrz podczas wycofywania igły (ryc. 10). 

Po iniekcji igłę utrzymywano w miejscu przez 10 min. pozwalając komórkom 

na opuszczenie bezpośredniego sąsiedztwa miejsca nakłucia co dodatkowo chroni 

komórki przed wypływem 

wstecznym. Po wycofaniu igły 

pobierano próbkę z kropli soli 

fizjologicznej z pola 

operacyjnego w celu 

wykonania rozmazu pod kątem 

obecności wszczepianych 

komórek. Skórę zamykano 

Ryc. 10 Kropla soli fizjologicznej 
nałożona na pole operacyjne, aby 
zapobiec wstecznemu wypływowi 
komórek 

61 

http://rcin.org.pl



staplerem (3M, Neuss, Germany). Stwierdzono obecność ok. 1% wszczepianych 

komórek w ww. próbce, co oznacza minimalny wyciek wszczepionych komórek na 

zewnątrz. 

W celu oceny dystrybucji komórek w obrębie OUN bezpośrednio po 

przeszczepie tą metodą 5 zwierząt zabito w ciągu doby od zabiegu. Z uwagi na 

podoponowy charakter podania komórek opracowano specjalny, autorski sposób 

preparowania całego OUN bez naruszania ciągłości opony twardej (ryc. 11). 

Początkowo odcinano kończyny, klatkę piersiową i brzuch pozostawiając w całości 

kręgosłup i czaszkę. W następnym etapie kości chroniące układ nerwowy zostały 

pozbawione mięśni, ścięgien oraz tłuszczu. Dalsza część dysekcji odbywała się pod 

mikroskopem (Zeiss). Wykonywano nacięcie więzadła żółtego w odcinku lędźwiowym 

przy użyciu mikronożyczek, aby dostać się do wnętrza kanału kręgowego i 

uwidocznić ogon koński. Następnie przecinano nożyczkami łuki kręgów posuwając 

się w kierunku dogłowowym i otwierano kanał kręgowy wyłamując obustronnie 

nasady i je usuwając wraz z pozostałymi częściami łuków (ryc 11 A). Procedurę 

powtarzano do wysokości C2 uwidaczniając rdzeń kręgowy na całej długości. 

Kolumny kręgosłupa: przednią i środkową pozostawiano nienaruszone, aby spełniały 

funkcję podporową i ochronną podczas dalszej preparatyki. Następnie zdejmowano 

łuk tylny kręgu C1. Ze względu na silny przyczep błony szczytowo-potylicznej do 

niego procedura ta wymagała szczególnej precyzji. Podobna sytuacja miała miejsce 

podczas zdejmowania obramowania otworu wielkiego. Wówczas fragmentowano 

łuskę kości potylicznej i preparując od góry oddzielano oponę twardą tylnej jamy od 

kości i schodząc ku dołowi każdy 

fragment osobno odpreparowywano od 

błony szczytowo-potylicznej. Następnie 

przystępowano do dysekcji podstawy 

czaszki od opony i mózgu. Ze względu 

na obecność nerwów czaszkowych oraz 

piramid kości skroniowych preparatyka w 

tej okolicy również charakteryzuje się 

dużym stopniem trudności. W następnym 
Ryc. 11 Kolejne etapy preparowania ośrodkowego 
układu nerwowego w całości, bez naruszania worka etapie kOśCI Sklepienia CZaSZkl ZOStały 
oponowego 
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oddzielone od opony i zdjęte, natomiast grzebień nosowy cały czas pełnił rolę 

sztywnego i pewnego uchwytu dla jednej ręki, podczas gdy druga mogła wykonywać 

dysekcję (ryc, 11B). W ostatnim etapie usunięto grzebień nosowy oraz oddzielono 

przednią i środkową kolumnę kręgosłupa od worka oponowego (ryc. 11C). Zarówno 

brzuszna jak i grzbietowa strona układu nerwowego zostały wypreparowane z 

nienaruszoną oponą twardą (ryc. 11D i E). Po krioprezerwacji rdzeń kręgowy został 

odcięty od mózgu, pocięty na kilka części i wraz z mózgiem zamrożony w Po 

pokrojeniu na kriostacie skrawki zostały poddane analizie w mikroskopie 

fluorescencyjnym (Axiovert 135, Zeiss) pod kątem obecności wszczepionych 

komórek (ryc. 12). Ocena liczby komórek została przeprowadzona poprzez 

policzenie jąder wyznakowanych wcześniej znacznikiem Hoechst. Dokładny wynik 

nie zawsze mógł być uzyskany z powodu zachodzenia na siebie komórek 

znajdujących się w skupiskach w obrębie zbiorników pajęczynówki. Wówczas 

dokonywano aproksymacji liczby komórek na podstawie obszaru przez nie 

zajmowanego. Gęstość komórek w obrębie skupisk była porównywalna, a różnice w 

ich liczebnej dystrybucji w przestrzeni podpajęczynówkowej wynikały z obszaru 

zajmowanego przez skupiska. Największa liczba komórek została zdeponowana w 

zbiornikach kąta mostowo-móżdżkowego, zbiorniku podstawnym oraz okalającym i 

wynosiła po ok. 15-20 000 komórek/zbiornik licząc parzyste zbiorniki osobno. 

Mniejsza liczba komórek, bo ok. 10 000 została zlokalizowana wokół rdzenia 

kręgowego, w tym 90% w odcinku szyjnym, a 10% w piersiowym. Po ok. 5000 

komórek znajdowało się w IV komorze, w zbiornikach przedrdzeniowym, 

przedmostowym i wielkim, a także w każdym z parzystych zbiorników wokół nerwów 

wzrokowych oraz nerwów węchowych. W zbiorniku blaszki czworaczej oraz w III 

komorze liczba komórek nie przekraczała 1000. Komórki nie były obecne na 

sklepistości mózgu oraz w komorach bocznych. 

Podsumowując, ok. 90% podanych komórek została odzyskana w obszarach 

wyżej wymienionych. Nie stwierdzono znaczących różnic pomiędzy poszczególnymi 

zwierzętami. 

Opisana metoda została zastosowana do ponad 150 procedur 

neurotransplantacji w mysim modelu stwardnienia bocznego zanikowego (ALS) z 

użyciem różnych populacji komórek. Nie obserwowano powikłań związanych z 

procedurą. Stwierdzono śmierć 4 myszy w ciągu zerowej doby po operacji. Zdarzenie 

miało miejsce w ciągu dwóch kolejnych dni. Wszystkie nieżywe zwierzęta otrzymały 
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Ryc. 12 Lokalizacja komórek w poszczególnych kompartymentach przestrzeni podpajęczynówkowej. 
Podwójne znakowanie przeszczepianych komórek: na zielono (CMFDA) i niebiesko (Hoechst) 

64 

http://rcin.org.pl



ten sam rodzaj komórek. W tych samych dniach przeszczepiano także inne rodzaje 

komórek i u zwierząt, które je otrzymały nie obserwowano żadnych niepokojących 

objawów. Tak więc należy uznać, że śmierć zwierząt była raczej związana z 

komórkami, czy ich przygotowaniem, a nie z techniką operacyjną. Uważam, że 

opisana metoda podania komórek do zbiornika wielkiego u myszy jest bezpieczna. 

Po 10 dniach od transplantacji u myszy z ALS ponownie dokonano oceny 

obecności przeszczepionych komórek wewnątrzczaszkowo. Wówczas znaleziono 

tylko pojedyncze komórki w przestrzeni podpajęczynówkowej oraz warstwie komórek 

Purkinjego w móżdżku (ryc. 13). 

Ryc. 13 Po 10-ciu dniach od transplantacji nieliczne komórki znajdowano w przestrzeni podpajęczynówkowej i 
warstwie komórek Purkinjego w móżdżku (białe strzałki). Wszczepione komórki zabarwione są na niebiesko 
(Hoechst). Podziałka 200 mikrom. 

OPRACOWANIE MODELU USZKODZENIA MÓZGU Z ZASTOSOWANIEM 

OUABAINY 

Analiza morfologiczna uszkodzenia mózgu 

Eksperymentalnie ustalono dawkę (5 nmol) i miejsce podania ouabainy 

[koordynaty: A (0.0), L (3.0), V (5.0)] w celu uzyskania stosunkowo niewielkiego i 

powtarzalnego ogniskowego uszkodzenia mózgu, które dają zmiany funkcjonalne, 

wykrywalne w rutynowych testach behawioralnych (Janowski et al., 2008a). 

Morfologicznie uszkodzenie odpowiada udarowi mózgu z charakterystycznym 

powstaniem jamy poudarowej otoczonej tkanką bliznowatą, która nie wykazuje cech 

prawidłowej struktury mózgu (ryc. 14). W niektórych przypadkach występowały 
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przegrody łącznotkankowe w obrębie jam poudarowych. Incydentalnie stwierdzano 

łączność jam poudarowych z komorą boczną. Należy zwrócić uwagę na zwiększoną 

gęstość komórkową obserwowaną w obrębie przedniej części prążkowia, co było 

związane z towarzyszącym zmniejszeniem objętości tej struktury i następczym 

poszerzeniem tożstronnej komory bocznej. Takiego zjawiska nie obserwowano na 

bocznej, czy tylnej granicy lezji. Może to mieć związek z bezpośrednim sąsiedztwem 

przedniego prążkowia z przykomorową strefą neurogenną (SVZ). Nasilenie zmian 

organicznych w mózgu odpowiada zaproponowanemu przeze mnie podziałowi na 3 

strefy (patrz strona 55). Został on także użyty do topograficznego opisu zakresu 

uszkodzenia zawartego w tabeli nr 4. 

Ryc. 14 Zakres uszkodzenia mózgu szczura na kolejnych przekrojach wieńcowych od przodu ku tyłowi 
(barwienie H-E). Górny rząd przedstawia przekroje przez całe skrawki mózgu szczura, a dolny powiększenia 
obszarów objętych uszkodzeniem (strzałki) znajdujących się wewnątrz ramek górnego rzędu. A: Zwiększona 
gęstość komórkowa w przedniej części prążkowia (strzałka) oraz zmniejszenie objętości tego obszaru. B: 
Jamy poudarowe w obrębie prążkowia (czarna strzałka) oraz jądra łoża prążka krańcowego (biała strzałka) 
otoczone przez pas tkanek, które utraciły prawidłową strukturę mózgu. C: Jamy poudarowe obejmujące 
prążkowie, jądro łoża prążka krańcowego oraz torebkę wewnętrzną (strzałka). D: Duże uszkodzenie pod 
postacią znacznego zatarcia prawidłowej struktury mózgu w obrębie przednio-bocznej i przednio-środkowej 
części wzgórza (strzałka). E: Małe uszkodzenie pod postacią niewielkiego zaburzenia prawidłowej struktury 
mózgu w obrębie tylno-środkowej części wzgórza. Podziałka 2 mm. 

Pomiar wielkości oraz analiza topograficzna uszkodzenia mózgu 

Średnia wielkość uszkodzenia wynosiła 28.6±4.1 mm3 (współczynnik wariancji 

14%), co stanowiło 1.4 ±0.2% objętości całego mózgowia (współczynnik wariancji 

13.4%). Topograficzna analiza pokazała objęcie uszkodzeniem głównie jąder 

podstawy, podstawnych jąder przodomózgowia, torebki wewnętrznej oraz wzgórza 
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(ryc. 15). Wśród jąder podstawy uszkodzenie zawsze stwierdzano w obrębie gałki 

bladej oraz obu części prążkowia (jądra ogoniastego i skorupy) oraz niekiedy 

obejmowało ono jądro półleżące. Spośród podstawnych jąder przodomózgowia udar 

zawsze zajmował jądro wielkokomórkowe podstawne (odpowiadające u ludzi jądru 

Meynerta) i jądro łoża prążka krańcowego. Uszkodzenie niekiedy sięgało pęczka 

przyśrodkowego przodomózgowia i pola przedwzrokowego bocznego. Natomiast 

ciało migdałowate zawsze pozostawało nienaruszone. Przednia część torebki 

wewnętrznej także wykazywała zmienioną strukturę. Dalej ku tyłowi uszkodzenie 

zajmowało przednią, brzuszną i boczną część wzgórza. Dokładny, topograficzny opis 

lezji u poszczególnych zwierząt włączonych do badania, z uwzględnieniem stref 

uszkodzenia, znajduje się w tabeli nr 4. 

Ryc. 15 Schematyczny rysunek przedstawiający przekroje wieńcowe przez półkulę mózgu na wysokości 
przedniego prążkowia (A), tylnego prążkowia (B) i wzgórza (C). Struktury mózgu objęte zawsze 
uszkodzeniem zostały zaznaczone na czarno, natomiast struktury rzadko objęte uszkodzeniem są ciemnoszare. 
Na kolor jasnoszary została zaznaczona istota biała w celu ułatwienia orientacji topograficznej. Skróty: BNST 
- j ą d r o łoża prążka krańcowego, Cam - ciało migdałowate, CAn - spoidło przednie, CC - ciało modzelowate, 
CI - torebka wewnętrzna , C-P - kompleks jądro ogoniastego i skorupy, FH - strzępki hipokampa, GP - gałka 
blada, HC - hipokamp, LPA - pole przedwzrokowe boczne, LV - komora boczna, MFB - pęczek 
przyśrodkowy przodomózgowia, NA - jądro półleżące, NC - jądro ogoniaste, OT - pasmo wzrokowe, T-DP -
grzbietowa część wzgórza, T-LP - boczna część wzgórza, T-MP - przyśrodkowa część wzgórza, i T-VP -
brzuszna część wzgórza. 

Tabela 4: Topograficzny opis lezji u poszczególnych zwierząt z uwzględnieniem stopnia uszkodzenia 
odpowiednich struktur mózgu, A - strefa całkowitego uszkodzenia, B - strefa dużego uszkodzenia, C - strefa 
małego uszkodzenia. Opis stref został zawarty w tekście na str 64. 
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Lokalizacja lezji Numer szczura 

Region Struktura anatomiczna 1 2 3 4 5 6 7 8 

Kora mózgu Przednio-grzbietowa C Kora mózgu 

Przednio-boczna 

Kora mózgu 

Przednio-brzuszna 

Kora mózgu 

Tylno-grzbietowa 

Kora mózgu 

Tylno-boczna 

Kora mózgu 

Tylno-brzuszna 

Jądra 

podstawy 

Głowa jądra ogoniastego A A A A A A A A Jądra 

podstawy Brzuszna część jądra 

ogoniastego 

C C C B A C 

Jądra 

podstawy 

Jądro półleżące C B C C 

Jądra 

podstawy 

Grzbietowa część gałki bladej A A A A A A A A 

Jądra 

podstawy 

Brzuszna cześć prążkowia A C C 

Jądra 

podstawy 

Kompleks jądro ogoniaste-

skorupa, górna część 

A A C C C C A A 

Jądra 

podstawy 

Kompleks jądro ogoniaste-

skorupa, dolna część 

C C C A C 

Jądra 

przodomózgo 

wia 

Boczna część jądra łoża 

prążka krańcowego 

A A A A A A C A 

Grzbietowa część jądra łoża 

prążka krańcowego 

A A A A A A C A 

Brzuszna część jądra łoża 

prążka krańcowego 

A C 

Tylna część jądra łoża prążka 

krańcowego 

A A A A A A C A 

Jądro podstawne 

wielkokomórkowe 

A A A A A A C A 

Prążek krańcowy C C 

Pęczek przodomózgowia 

przyśrodkowy 

C 

Pole przedwzrokowe boczne C 
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Istota biała Torebka wewnętrzna A A A A A A A A 

Wzgórze Jądro przednio-grzbietowe A A A A Wzgórze 

Jądro przednio-brzuszne A A A A A A A A 

Wzgórze 

Jądro siatkowate A A A A A A A A 

Wzgórze 

Jądro brzuszno-boczne A A A a A A A A 

Wzgórze 

Jądro brzuszno-przyśrodkowe A A A A A A A A 

Wzgórze 

Jądro przednio-przyśrodkowe A A A A A C A A 

Wzgórze 

Jądro przyśrodkowo-

grzbietowe 

A A B B A C A B 

Wzgórze 

Jądro boczne A B B B A B A B 

Wzgórze 

Jądro tylno-przyśrodkowe A B B B A B A B 

Wzgórze 

Jądro środkowo-boczne B B B C B C B C 

Wzgórze 

Jądro boczno-tylne B B B B C B 

Wzgórze 

Jądro brzuszne tylno-boczne B B B B B 

Wzgórze 

Jądro galaretowate C C C 

Wzgórze 

Jądro okołośrodkowe C 

Wzgórze 

Jądro tylno-boczne C 

Wzgórze 

Jądro brzuszne tylno-

przyśrodkowe 

C 

Wzgórze 

Jądro tylne C 

Inne Jądro uzdeczki B B B A Inne 

Warstwa niepewna B B C 

ANALIZA KOMÓRKOWYCH PROCESÓW NAPRAWCZYCH PO UDARZE MÓZGU 

ZE SZCZEGÓLNYM UWZGLĘDNIENIEM ENDOGENNEJ NEUROGENEZY 

Analiza immunohistochemiczna przeprowadzona miesiąc po uszkodzeniu 

mózgu wykazała obecność licznych komórek BrdU-pozytywnych w okolicy lezji oraz 

w strefie przykomorowej obu komór bocznych (z przewagą półkuli tożstronnej do 

lezji), w porównaniu z nieuszkodzonym mózgiem (ryc. 16). 
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Półkula tożstronna Półkula przeciwstronna Półkula mózgu nie 
do uszkodzenia do uszkodzenia poddanego uszkodzeniu 

Ryc. 16 W porównaniu z mózgiem nieuszkodzonego szczura udar mózgu nasilił powstawanie nowych 
komórek w strefie okołokomorowej obustronnie. Co więcej proces ten jest znacznie wyraźniejszy w 
uszkodzonej półkuli. U góry fragment ściany komory bocznej, u dołu strefa okołokomorowa. Kolor 
czerwony pokazuje barwienie przeciwciałem anty-BrdU. LV - komora boczna. Podziałka 50 mikrorn. 

W celu poznania fenotypu nowopowstałych komórek dokonano oceny 

współwystępowania BrdU ze specyficznymi markerami. Stwierdzono kolokalizację 

BrdU z PSA-NCAM (neuroblasty), beta-tubuliną III (młode neurony), GFAP (astrocyty, 

progenitory neuralne), NG2 (oligodendrocyty, progenitory neuralne) i ED1 

(aktywowany mikoglej) (ryc. 17). 

Większość komórek pozytywnych dla BrdU i PSA-NCAM znajdowała się w 

obrębie uszkodzenia przybierając nieregularny lub owalny kształ charakterystyczny 

dla migrujących neuroblastów. Stwierdzono także kolokalizację obu powyższych 

markerów w komórkach posiadających długie, cienkie wypustki (ryc. 17A). Może to 

świadczyć o dojrzewaniu i przeobrażaniu się migrujących neuroblastów w neurony. 

Szczególnie, że obserwowano współwystępowanie BrdU z beta-tubuliną III (ryc. 17B) w 
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komórkach zlokalizowanych w obrębie lezji, a więc niektóre z nowopowstałych 

komórek mogą także przyjmować postać niedojrzałych neuronów. Komórki 

charakteryzujące się współwystępowaniem BrdU i NG2 wykazują dwa odmienne typy 

morfologiczne: dwubiegunowy, mogący odpowiadać progenitorom oligodendrocytów 

oraz gwiaździsty, bardziej wskazujący na różnicujące się oligodendrocyty (ryc. 17D). 

Komórek o powyższych wzorcach występowania markerów praktycznie nie 

stwierdzano w półkuli przeciwstronnej do uszkodzenia oraz w mózgu bez lezji w 

obrębie analogicznych struktur. 

Poza komórkami pozytywnymi dla BrdU, które mogą być zaangażowane w 

procesy neurogenezy i mielinizacji obserwuje się znaczną ilość nowopowstałych 

komórek powiązanych z glejozą (GFAP) oraz reakcją zapalną (ED1). Większość 

komórek pozytywnych dla BrdU i GFAP w obrębie lezji najpewniej odpowiada 

reaktywnemu rozplemowi astrogleju (ryc. 17C). Jednak obecność takich komórek w 

grzbietowo-bocznej części strefy okołokomorowej może świadczyć, że są one 

multipotencjalnymi progenitorami neuralnymi zdolnymi do wytworzenia zarówno 

makrogleju jak i neuronów. 

Liczna populacja komórek pozytywnych zarówno dla BrdU jak i ED1 wskazuje 

na aktywny, przewlekły proces zapalny przebiegający w obrębie tkanek objętych 

udarem (ryc. 17E). 

Podsumowując, podwójne barwienia wykazały, że nowopowstałe komórki 

nabywają cech fenotypowych charakterystycznych dla wszystkich elementów 

morfotycznych spotykanych w mózgu: makrogleju (GFAP, NG2), mikrogleju (ED1) 

oraz, co najbardziej interesujące również neuroblastów i młodych neuronów (PSA-

NCAM, TUJ-1). Wzorzec anatomicznej lokalizacji neuroblastów odpowiada ich 

migracji ze strefy okołokomorowej. Wskazuje na to ich wzmożona obecność w tej 

strefie oraz liczne występowanie w obszarze pomiędzy strefą okołokomorową i lezją, 

a także przewaga ich występowania w przyśrodkowo-grzbietowej części lezji, która 

znajduje się w bezpośrednim sąsiedztwie strefy okołokomorowej w porównaniu z 

przeciwną częścią lezji. 

Tak aktywny proces neurogenezy w tym modelu udaru mózgu może wynikać z 

bezpośredniego sąsiedztwa ogniska uszkodzenia mózgu oraz okołokomorowej strefy 

neurogennej (ryc. 17F). Dodatkowo, relatywnie ograniczony obszar uszkodzenia 
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przebiegający bez cech półkulowego obrzęku mózgu powodującego znaczący efekt 

masy oraz ryzyko wklinowania i masywnej martwicy może sprzyjać występowaniu 

procesów naprawczych. 

TRANSPLANTACJA NEURALNYCH KOMÓREK MACIERZYSTYCH (HUCB-

NSC/NP) DO MÓZGU SZCZURA W EKSPERYMENTALNYM MODELU 

USZKODZENIA Z ZASTOSOWANIEM OUABAINY 

Przeszczepienie komórek HUCB-NSC i HUCB-NP metodą bezpośredniego 

wstrzyknięcia skutecznie wprowadza komórki do mózgu. Zachowana morfologia 

przeszczepionych komórek świadczy, że dobrze one zniosły procedurę transplantacji 

(ryc. 18). Komórki wszczepione do nieuszkodzonego mózgu wykazują spontaniczną, 
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Ryc. 17 Analiza współwystępowania BrdU ze specyficznymi markerami 
dla określonych typów komórek. Kolorem czerwonym zaznaczone są 
komórki BrdU pozytywne. Zielony barwnik wskazuje na specyficzny 
marker: A - PSA-NCAM, B - beta-tubulina III , C - GFAP, D - NG2, E -
EDI. F - Schemat pokazujący bezpośrednie sąsiedztwo miejsca udaru -
kolor pomarańczowy i okołokomorowej strefy neurogennej (SVZ) - kolor 
niebieski. LV - komora boczna. Ponadto widoczne charakterystyczne 
poszerzenie ipsilateralnej komory bocznej w porównaniu z drugą stroną. 
Podziałk a 20 mikrorn. 

http://rcin.org.pl



Ryc. 18 Depozyty komórkowe w prążkowiu mózgu szczura bezpośrednio po przeszczepie. A - komórki 
wyznakowane czerwonym znacznikiem komórkowym, B - komórki wyznakowane zielonym znacznikiem 
komórkowym (CMFDA). Dodatkowo wykonano immunohistochemię przeciwciałem przeciw ludzkiemu 
antygenowi jądrowemu (NuMA, Chemicon) używając czerwonego koloru. Podziałka 20 mikrom. 

Ryc. 19 Promienista, spontaniczna migracja neuralnych komórek macierzystych HUCB-NSCs, z miejsca 
podania, w nieuszkodzonym mózgu po 3 dniach od transplantacji. A - wszczepione komórki wybarwione 
przeciwciałem przeciw ludzkiemu antygenowi zgodności tkankowej klasy I - HLA class I. B - przeszczepione 
komórki z wprowadzonym genem dla GFP zabarwione na zielono (wzmocnienie przy użyciu przeciwciał 
anty-GFP). Na czerwono zabarwione są neurony (NF 200). Podziałka 200 mikrom. 

promienistą migrację w ciągu pierwszych dni po przeszczepie (ryc. 19). 

Równocześnie pojawia się i narasta okołotransplantacyjny naciek zapalny 

(makrofagi i mikroglej - komórki ED1 pozytywne) wokół przeszczepu (ryc. 20A). 

Prowadzi to po tygodniu do prawie całkowitego zniszczenia wszczepionych komórek 

w tkance nieuszkodzonego mózgu. (ryc. 20B). 
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Przeszczep komórek HUCB-NSC do półkuli mózgu poddanej uszkodzeniu 

ukierunkowuje ich migrację w kierunku lezji oraz wyraźnie wydłuża czas ich 

przeżycia. Po tygodniu widoczne są zarówno w obrębie lezji jak i na jej granicy liczne 

wszczepione komórki macierzyste (ryc. 21). Także wstępny eksperyment z 

wykorzystaniem komórek HUCB-NP hodowanych w warunkach bezsurowiczych i z 

podaniem ich do istoty białej (ciało modzelowate) wydłużył czas przeżycia 

przeszczepianych komórek oraz ograniczył znacznie naciek zapalny (ryc. 22). 

Ryc. 20 Naciek zapalny wokół przeszczepu HUCB-NP. A - 3 dniowy przeszczep. B - Pojedyncze komórki, 
które przetrwały w nieuszkodzonym mózgu tydzień po transplantacji (zielony barwnik - CMFDA). Kolor 
czerwony wskazuje na obecność aktywowanego mikrogleju (komórki EDI pozytywne). Podziałka 200 mikrom. 

Ryc. 21 Przeszczep komórek HUCB-NSC (zabarwionych na zielono) do półkuli mózgu po lezji ouabainowej. 
A - po 3 dniach od przeszczepu widoczna jest migracja komórek w kierunku lezji (kolor czerwony - NF200). 
B - po tygodniu widoczne są liczne komórki macierzyste w obrębie lezji i na jej granicy (kolor czerwony 
EDI). Zielony barwnik komórkowy - CMFDA. Podziałka 50 mikrom. 
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Ryc. 22 Przeszczep do istoty białej (corpus callosum) komórek HUCB-NP hodowanych w warunkach 
bezsurowiczych. Na zielono zabarwione są przeszczepione komórki (CMFDA). Czerwonym barwnikiem 
wyznakowane zostały komórki aktywowanego mikrogleju - EDI pozytywne (A) i astrocyty - GFAP 
pozytywne (B). Podziałka 200 mikrom. 

BADANIE CZYNNIKÓW ODDZIAŁUJĄCYCH NA MIGRACJĘ NEURALNYCH 

KOMÓREK MACIERZYSTYCH (HUCB-NSC) IN VITRO 

Badanie obecności receptorów i białek zaangażowanych w migrację komórek 

HUCB-NSC in vitro 

Metodą barwień immunocytochemicznych wykazano ekspresję wybranych 

receptorów i białek biorących udział w procesie migracji komórek (tab. 5). Istnieją 

znaczące różnice lokalizacji subkomórkowej poszczególnych receptorów i białek w 

obrębie komórek HUCB-NSC przygotowanych do przeszczepu w pożywce 

bezsurowiczej (ryc. 23). 

Tab. 5: Procentowy udział komórek HUCB-NSC wykazujących ekspresję wybranych białek i receptorów 
zaangażowanych w procesy migracji w stosunku do całkowitej liczby komórek. 

Antygen PDGFRA PDGFRB c-Met PSA-

NCAM 

IGF-1R Flk-1 CXCR4 

Pozytywne 

komórki 

88.6% 89.6% 91.3% 67% 71.2% 93.3% 89.3% 
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Ryc. 23 Lokalizacja wybranych receptorów i białek na komórkach HUCB-NSC: A - c-Met (receptor dla 
HGF), B - PDGFRB, C - PSA-NCAM, D - PDGFRA, E - Flk-1 (receptor dla VEGF), F - IGF-1. Ze 
względu na selektywnie jądrową lokalizację CXCR4 zamieszczono osobno barwienie na obecność receptora 
(G) oraz znakowanie jąder komórkowych (H). I - nałożenie obrazów G i H. Na niebiesko zabarwione są 
jądra komórkowe (Hoechst), a na czerwono poszczególne markery migracji. Podziałka 20 mikrom. 

Komórki HUCB-NSC hodowane w ten sposób nie wykazują adhezji do 

podłoża i przyjmując kształt kulisty swobodnie pływają w toni pożywki. Część 

badanych receptorów i białek znajduje się w okolicy okołojądrowej (ryc. 23A, B, C) -

najpewniej związana z retikulum endoplazmatycznym lub aparatem Golgiego. Wśród 

nich c-Met (receptor dla HGF) wykazuje błonowe usytuowanie, podczas gdy 

immunoreaktywność PDGFRB i PSA-NCAM charakteryzuje się bardziej skupionym 

wzorcem rozmieszczenia we wnętrzu komorki. Pozostałe receptory zlokalizowane są 

w różnych miejscach komórki: PDGFRA znajduje się głównie w błonie komórkowej, 

Flk-1 i IGF-1 wykazują raczej cytoplazmatyczny wzorzec barwienia, natomiast 

CXCR4 dość niespodziewanie lokalizuje się selektywnie w obwodowej części jąder. 
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Ryc. 24 Translokacja receptora CXCR4 podczas procesu różnicowania się komórek HUCB-NSC. Działanie 
czynnika różnicowania (surowica) powoduje przemieszczanie się receptora z jądra do przestrzeni okołojądrowej 
w komórkach utrzymujących jeszcze kształt kulisty (A i B - białe strzałki). Komórki zmieniające kształt pod 
wpływem przylegania do podłoża z okrągłego na owalny lub nieregularny wykazują obecność CXCR4 już tylko 
poza jądrem (A i B - czerwone strzałki oraz C). W czasie tworzenia się wypustek receptor zaczyna się 
przemieszczać do ich wnętrza (A i B - zielone strzałki oraz D), aby je wypełnić (E). Natomiast w komórkach o 
wyglądzie bardziej zróżnicowanych, posiadających rozgałęziające się wypustki zanika ekspresja CXCR4 (A -
niebieska strzałka oraz F). Czerwona barwa - CXCR4, niebieska - barwnik jądrowy Hoechst. Podziałka 20 mirkom. 

Ryc. 25 Cytoplazmatyczny wzorzec barwienia receptora CXCR4 w warunkach stałej hodowli komórek HUCB-
NSC w niskim stężeniu surowicy (2%) z dodatkiem ITS. Na niebiesko zabarwione są jądra (Hoechst), a na 
czerwono wyznakowano receptor CXCR4. Cytospin. Podziałka 20 mikrom. 

Ryc. 26 W miejscach zagęszczeń komórkowych w stałej hodowli HUCB-NSC w niskim stężeniu surowicy (2%) 
z dodatkiem ITS zaczyna się pojawiać jądrowy wzorzec barwienia. Na niebiesko zabarwione są jądra (Hoechst), 
a na czerwono wyznakowano receptor CXCR4. Hodowla na płytkach 24-dołkowych. Podziałka 20 mikrom. 

Przyklejenie komórek HUCB-NSC do podłoża i rozpoczęcie procesu ich 

różnicowania przez dodanie surowicy do hodowli powoduje translokację wewnątrz 

komórki niektórych typów receptorów. Ten efekt jest szczególnie wyrażony w 

przypadku receptora CXCR4 (ryc. 24). Dochodzi do stopniowego przemieszczania 
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się receptora z jądra do przestrzeni okołojądrowej. Proces ten odbywa się w 

komórkach HUCB-NSC utrzymujących jeszcze kształt kulisty. Komórki zmieniające 

kształt pod wpływem przylegania do podłoża z okrągłego na owalny lub nieregularny 

wykazują obecność CXCR4 jedynie poza jądrem. Następnie obserwuje się jego 

przemieszczanie w kierunku tworzących się wypustek. Dalszy proces różnicowania 

prowadzi do stopniowego zmniejszania i zaniku ekspresji CXCR4 w komórkach 

HUCB-NSC. Natomiast w warunkach, w których jest utrzymywana ciągła hodowla 

linii neuralnych komórek macierzystych, tj. w niskim stężeniu surowicy z dodatkiem 

ITS głównie obserwuje się cytoplazmatyczny wzorzec barwienia (ryc. 25). Jednak w 

miejscach zagęszczeń komórkowych zaczyna się pojawiać jądrowy wzorzec 

barwienia (ryc. 26). 

Badanie zdolności komórek HUCB-NSC do migracji in vitro 

Eksperymenty zostały przeprowadzone na dwóch populacjach komórek: 

adherentnych i nieadherentnych pochodzących z tej samej linii komórkowej, HUCB-

NSC. Zdolność do przylegania do podłoża tych komórek zależy od rodzaju pożywki 

użytej do hodowli. Komórki nieadherentne wykazują mniejszy stopień zróżnicowania 

niż komórki adherentne. 

Migracja komórek nieadherentnych 

W pierwszym eksperymencie zbadano migrację komórek HUCB-NSC w 

kierunku homogenatu z mózgu szczura zwracając szczególną uwagę na właściwe 

zaplanowanie kontroli. Kontrola nr 1 polegała na wprowadzeniu do dolnej komory 

tylko pożywki, która służyła do wykonania homogenatu z mózgu. W efekcie po 

żadnej ze stron błony porowatej nie znajdował się chemoatraktant. Natomiast w celu 

przygotowania kontroli nr 2 zarówno do komory dolnej jak i do komory górnej dodano 

taką samą ilość homogenatu z mózgu tak, że nie było gradientu stężeń pomiędzy 

obiema komorami. Ludzkie albuminy przygotowano tak, aby zawierały taką samą 

ilość białka, co homogenat z mózgu, aby wykluczyć chemoatrakcyjne właściwości 

samego białka, np. poprzez obniżanie napięcia powierzchniowego w dolnej komorze. 

W wielu publikacjach stwierdzono bardzo silne właściwości chemoatrakcyjne 

surowicy (30% FBS), chociaż głównie dotyczyło to jednak mezenchymalnych 
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Ryc. 27 Homogenat pobrany z mózgu szczura powoduje statystycznie istotny wzrost migracji komórek 
HUCB-NSC w porównaniu z kontrolą nr 1, kontrolą nr 2, ludzkimi albuminami i surowicą. Czarne punkty 
oznaczają średnią, natomiast poziome linie przedziały ufności, n=6 (SAS, PROC MIXED, LMS, p<0,05). 

komórek macierzystych. W związku z tym surowicę zastosowano pierwotnie jako 

kontrolę pozytywną. 

Badanie wykazało statystycznie większą migrację HUCB-NSC w kierunku 

homogenatu z mózgu w porównaniu z pozostałymi kontrolami (p<0,05). Nie 

stwierdzono znaczących różnic w migracji pomiędzy poszczególnymi kontrolami 

włączając w to ludzkie albuminy i 30% FBS (ryc. 27). 

Drugi eksperyment został zaplanowany w celu porównania zdolności do 

wzbudzania migracji komórek HUCB-NSC przez homogenat z mózgu objętego 

udarem w porównaniu z homogenatem z mózgu nieuszkodzonego. Badano także 

zależność od czasu jaki upłynął od wystąpienia udaru do pobrania mózgu. Badanie 

wykazało statystycznie większą migrację w kierunku homogenatu mózgu 

pozyskanego 6 godz. (p=0,04) i 48 godz. (p=0,005) po udarze w porównaniu z 

homogenatem z mózgu nieuszkodzonego. Największą migrację komórek HUCB-

NSC powodował homogenat z tkanek mózgowych pozyskanych 48 godz. po udarze. 

Homogenat z mózgu pozyskanego w późniejszym okresie (7 dni) nie powodował już 
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znacząco większej migracji w porównaniu z uzyskanym z mózgu nieuszkodzonego, 

chociaż wciąż obserwowano taką tendencję (p=0,09) (ryc. 28). 

Ryc. 28 Migracja komórek HUCB-NSC w kierunku homogenatów z mózgów szczurów pozyskanych w 
określonej sekwencji czasowej po eksperymentalnym wywołaniu udaru mózgu, w porównaniu z mózgiem 
nieuszkodzonym. Czarne punkty oznaczają średnią, natomiast poziome linie przedziały ufności, n=6 
(SAS, PROC MIXED, LMS, p<0,05). 

W trzecim eksperymencie zdolność do wzbudzania migracji komórek HUCB-

NSC przez homogenaty otrzymane z ludzkich tkanek pochodzących z morfologicznie 

prawidłowej części mózgu (tor dojścia do złośliwego glejaka mózgu) porównano ze 

złośliwymi zmianami nowotworowymi takimi jak glejak złośliwy (GBM), przerzut do 

mózgu oraz zmianą niezłośliwą - naczyniakiem jamistym. Wykazano, że homogenat 

z istoty białej nie ma właściwości chemotaktycznych w odniesieniu do HUCB-NSC, w 

odróżnieniu od istoty szarej (p<0,006). Nie wykazano znacząco większej migracji w 

kierunku homogenatu z tkanki złośliwego glejaka w porównaniu z homogenatem z 

istoty szarej. Największą zdolność do wywoływania migracji komórek HUCB-NSC 

stwierdzono w przypadku homogenatu z naczyniaka jamistego i guza przerzutowego 

do mózgu. Obydwa powyższe guzy charakteryzują się bardzo bogatym 
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Ryc. 29 Migracja komórek HUCB-NSC w kierunku homogenatów z ludzkich tkanek. Czarne punkty 
oznaczają średnią, natomiast poziome linie przedziały ufności, n=6 (SAS, PROC MIXED, LMS, p<0,05). 

W czwartym eksperymencie oceniono zdolność do wywoływania migracji 

komórek HUCB-NSC przez poszczególne ligandy, dla których receptory stwierdzono 

na badanych komórkach. W tym celu wybrano czynnik wzrostu IGF-1 oraz 

chemokinę SDF-1. Przeprowadzone badania wykazały, że zarówno IGF-1 jak i SDF-

1 wywołują migrację komórek HUCB-NSC. W przypadku IGF-1 wykazano wyraźną 

zależność nasilenia migracji od dawki (ryc. 30). W eksperymentach z użyciem SDF-1 

uzyskano większe rozrzuty wyników, a utrzymującą się maksymalnie migrację 

stwierdzono w dawce 10 ng/ml jak i 100 ng/ml (ryc. 31). Takie dawki SDF-1 plasują 

się w zakresie stężeń często używanych do badań migracji przez innych badaczy. 

Podsumowując, stwierdzono migrację HUCB-NSC zarówno w kierunku 

homogenatów tkankowych jak i wybranych białek (SDF-1, IGF-1). Migracja w 

kierunku badanych białek jest znacząco niższa niż w kierunku homogenatów. 

Największą migrację stwierdzono w kierunku homogenatów z tkanki pobranej we 

wczesnym okresie, tj. 6 i 48 godz. po udarze. Odpowiada to wynikom uzyskanym w 
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sytuacji in vivo. Stosunkowo mniejsza migracja w kierunku oczyszczonych białek w 

porównaniu z homogenatami może wskazywać na wieloczynnikowy mechanizm 

aktywacji migracji. 

Migracja komórek adherentnych 

Eksperymenty z zastosowaniem komórek HUCB-NSC nieadherentnych (takich 

jak przygotowywanych do transplantacji) wykazały zdolność ich migracji w kierunku 

określonych chemoatraktantów. Pomimo, że uzyskano statystycznie istotne wyniki, to 

stwierdzono względnie niską zdolność tych komórek do migracji. Jednak komórki 

podczas całego eksperymentu znajdują się w płynie, co nie odzwierciedla sytuacji in 

vivo, kiedy komórki są transplantowane do stałej tkanki. Takiej sytuacji bardziej 

odpowiadają eksperymenty z komórkami przylegającymi do podłoża. Dodatkowo 

komórki adherentne odpowiadają na obecność macierzy zewnątrzkomórkowej jako 

aktywatora migracji. 
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Ryc. 30 Migracja nieadherentnych komórek HUCB-NSC w kierunku IGF-1. Czarne punkty oznaczają 
średnią, natomiast poziome linie przedziały ufności, n=6 (SAS, PROC MIXED, LMS, p<0,05). 
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Ryc. 31 Migracja nieadherentnych komórek HUCB-NSC w kierunku SDF-1. Czarne punkty oznaczają 
średnią, natomiast poziome linie przedziały ufności, n=6 (SAS, PROC MIXED, LMS, p<0,05). 

W pierwszym eksperymencie porównano wpływ różnych stężeń SDF-1 na 

migrację komórek HUCB-NSC stosując jako macierz zewnątrzkomórkową 0,5% 

żelatynę. Podobnie jak w przypadku komórek pływających uzyskano statystyczny 

wzrost migracji w kierunku wyższych stężeń SDF-1 (10 i 100ng). Należy jednak 

zwrócić uwagę, że komórki HUCB-NSC adherentne migrują znacząco szybciej 

aniżeli nieadherentne. Ma to odniesienie zarówno do kontroli jak i próbek 

eksperymentalnych (ryc. 32). 

W drugim eksperymencie porównano wpływ różnych białek macierzy 

zewnątrzkomórkowe) na migrację komórek HUCB-NSC w kierunku SDF-1 w dawce 

10 ng/ml. Badanie wykazało zależność nasilenia migracji tych komórek od użycia 

poszczególnych białek macierzy zewnątrzkomórkowej. Migracja komórek HUCB-

NSC w kierunku SDF-1 była znacząco największa, jeżeli błona porowata była pokryta 

lamininą (p<0,001). Pokrycie błony fibronektyną powodowało, że migracja w kierunku 

SDF-1 była mniejsza (p<0,001). Jednak zdecydowanie najmniejszą migrację 

komórek HUCB-NSC obserwowano w przypadku zastosowania żelatyny (ryc. 33). 
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Ryc. 32 Migracja adherentnych komórek HUCB-NSC w kierunku SDF-1. Czarne punkty oznaczają średnią, 
natomiast poziome linie przedziały ufności, n=6 (SAS, PROC MIXED, LMS, p<0,05). 

Ryc. 33 Migracja adherentnych komórek HUCB-NSC w kierunku SDF-1 (10 ng/ml). Czarne punkty 
oznaczają średnią, natomiast poziome linie przedziały ufności, n=6 (SAS, PROC MIXED, LMS, p<0,05). 
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W trzecim eksperymencie porównano migrację komórek HUCB-NSC w 

kierunku SDF-1 oraz pożywki kontrolnej używając do pokrycia błony 

odpowiadających sobie macierzy zewnątrzkomórkowych w grupie kontrolnej i 

eksperymentalnej. W badaniu stwierdzono zwiększenie migracji tych komórek w 

kierunku SDF-1, jeżeli zastosowano lamininę do pokrycia błony porowatej, podczas 

gdy nie stwierdzono takiego efektu, jeżeli w miejsce lamininy zastosowano 

fibronektynę. Jednak najbardziej zwraca uwagę bardzo duża migracja komórek 

HUCB-NSC przez błonę okrytą macierzą zewnątrzkomórkową w sytuacji braku 

chemoatraktanta (ryc. 34). To świadczy o bardzo dużej roli haptotaksji, czyli roli 

białek macierzy zewnątrzkomórkowej w procesie migracji komórek. Może się okazać, 

że w procesie migracji komórek indukowanej udarem ważniejszą rolę odgrywa 

rearanżacja macierzy zewnątrzkomórkowej, aniżeli udział rozpuszczalnych molekuł. 

Ryc. 34 Migracja adherentnych komórek HUCB-NSC w kierunku SDF-1 (10 ng/ml) w przypadku pokrycia 
błony porowatej lamininą lub fibronektyną. Czarne punkty oznaczają średnią, natomiast poziome linie 
przedziały ufności, n=6 (SAS, PROC MIXED, LMS, p<0,05). 
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OBRAZOWANIE NEURALNYCH KOMÓREK PROGENITOROWYCH Z KRWI 

PĘPOWINOWEJ METODĄ REZONANSU MAGNETYCZNEGO 
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Wykazano, że HUCB-NP można przyżyciowo wyznakować tlenkiem żelaza. 

Zastosowana procedura charakteryzuje się wysoką wydajnością pod względem 

liczby wyznakowanych komórek (82%, 89%, 93% całej populacji, po odpowiednio 24, 

48, 72 godz. inkubacji) i nie wpływa na ich przeżywalność (94%, 91%, 90% żywych 

komórek po odpowiednio 24, 48, 72 godz. inkubacji). Stwierdzono zależność 

intensywności wyznakowania tym znacznikiem od czasu inkubacji komórek HUCB-

NP w zawiesinie żelaza. Potwierdzono to cytochemicznie (ryc. 35) oraz w 

Ryc. 35 Zależność intensywności wyznakowania komórek HUCB-NP żelazem od czasu inkubacji komórek 
w preparacie Endorem: A 12h, B 48h. Barwienie metodą Perla. Podziałka 100 mikrom. 

obrazowaniu przy użyciu rezonansu magnetycznego na fantomie in vitro (ryc. 36). 

Wyznaczono czas inkubacji konieczny do optymalnego znakowania oraz najmniejszą 

liczbę komórek niezbędną do otrzymania sygnału przy pomocy posiadanego sprzętu. 

Wyraźny sygnał w rezonansie magnetycznym uzyskano w wyniku obrazowania 

komórek o gęstości 4 x 106 komórek/ml znakowanych przez 48 godz. znacznikiem 

SPIO. Inkubacja tej samej gęstości komórek HUCB-NP, ale tylko przez okres 12 

godz. lub obrazowanie zawiesiny o mniejszej gęstości komórek (106) dawało słabszy 

sygnał w MRI. Mniejsza liczba komórek HUCB-NP lub krótszy czas ich znakowania 
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powodowały brak możliwości detekcji komórek w dostępnym klinicznym aparacie 

rezonansu magnetycznego (1,5 T). 

Przeprowadzone badania in vitro posłużyły do wykorzystania opracowanej 

metody znakowania komórek HUCB-NP cząsteczkami SPIO do wykonania pierwszej 

próby klinicznej terapii komórkowej uszkodzonego mózgu. 

Ryc. 36: Możliwości detekcji komórek HUCB-NP metodą rezonansu magnetycznego umieszczonych w 
fantomie w zależności od liczby komórek oraz długości inkubacji w preparacie Endorem. 
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DYSKUSJA 

POTRZEBA ROZWOJU NOWYCH PROCEDUR BADAWCZYCH W DZIEDZINIE 

NEUROTRANSPLANTACJI 

Od czasu pierwszych neurotransplantacji fragmentów mózgów płodowych w 

leczeniu choroby Parkinsona obserwuje się narastanie liczby publikacji 

ukierunkowanych na naprawę lub odtwarzanie struktury i funkcji OUN. Ostatnie 

odkrycia w dziedzinie komórek macierzystych znacząco przyspieszyły ten proces. 

Badaniami objęto wiele innych chorób neurologicznych, m.in. chorobę Huntingtona, 

udar mózgu, urazy mózgu i rdzenia, stwardnienie boczne zanikowe i inne (Delcroix i 

wsp., 2009; Hess i Borlongan, 2008; Paczkowska i wsp., 2009; Shihabuddin i Aubert, 

2010). Poszerzenie zakresu wskazań do terapii komórkowej wymaga rozwoju 

nowych procedur badawczych. 

Podanie komórek do zbiornika wielkiego w mysim modelu ALS 

Jedną z chorób, która przyciągnęła szczególną uwagę badaczy z dziedziny 

neurotransplantacji jest ALS. Ma to związek z niepomyślnym rokowaniem (Gil i wsp., 

2009) oraz brakiem jakichkolwiek skutecznych metod leczenia poza postępowaniem 

paliatywnym (Sathasivam, 2009). Ostatnie randomizowane próby kliniczne z 

zastosowaniem leków będących substancjami chemicznymi także nie przyniosły 

przełomu (Kaufmann i wsp., 2009; Piepers i wsp., 2009). W tej sytuacji każda 

alternatywna propozycja terapii spotyka się z zainteresowaniem zarówno pacjentów, 

jak i podmiotów finansujących badania naukowe. 

Wykazano nieznaczny, pozytywny wpływ zarówno systemowej (Chen i Ende, 

2000; Ende i wsp., 2000; Garbuzova-Davis i wsp., 2003) jak i miejscowej, 

dordzeniowej terapii komórkowej (Willing i wsp., 2001) w mysim modelu ALS. Ze 

względu na charakterystykę tego schorzenia (brak przerwania bariery krew-mózg 

oraz rozsiany proces patologiczny) można było uznać obydwie powyższe drogi 

aplikacji komórek za suboptymalne. W związku z tym przetestowano alternatywną 

drogę podania komórek - do płynu mózgowo-rdzeniowego w powyższym modelu tej 

choroby. Już wcześniej wykazano jednak w otwartej próbie klinicznej, że 
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transplantacja komórek autologicznych metodą nakłucia lędźwiowego nie jest 

skuteczna (Janson i wsp., 2001). W związku z tym wybrano bardziej proksymalne 

miejsce podania w odniesieniu do krążenia płynu mózgowo-rdzeniowego. Ponieważ 

podanie dokomorowe wymagałoby nakłucia mózgu wybrano mniej inwazyjną drogę 

dostarczenia komórek do OUN przez zbiornik wielki. W literaturze nie istniał dokładny 

opis tej procedury, a wykonanie jej według dotychczas opublikowanej instrukcji 

(Vogelweid i Kier, 1988) powodowało masywny wsteczny wypływ komórek 

obserwowany także przez innych autorów (Ohta i wsp., 2004). W związku z tym 

odpowiadając na zapotrzebowanie badawcze opracowałem procedurę podania 

komórek do zbiornika wielkiego u myszy (Janowski i wsp., 2008b). Jej skuteczność 

została potwierdzona we wczesnym okresie po transplantacji dzięki opracowanej 

przeze mnie metodzie dysekcji całego OUN wraz z nieuszkodzoną oponą twardą. 

Wykazano dobrą penetrację komórek do przestrzeni płynowych OUN. Po 

transplantacji komórki znajdowały się na całej podstawie mózgu począwszy od 

okolicy nerwów węchowych po zbiorniki kątów mostowo-móżdżkowych i zbiornik 

przedrdzeniowy, a także w komorze IV oraz wokół rdzenia kręgowego, szczególnie w 

odcinku szyjnym. Jednak dalsza obserwacja losu przeszczepu nie wykazała 

długotrwałego przeżycia komórek w tej lokalizacji i tylko pojedyncze komórki zostały 

znalezione po 10 dniach w warstwie komórek Purkinjego w móżdżku (Habisch i wsp., 

2007). Nie wykazano także pozytywnego wpływu na przebieg choroby. W badaniach 

uwzględniono zarówno szybkość postępowania deficytów neurologicznych jak i okres 

przeżycia zwierząt. 

Ostatnio ukazała się praca, w której także nie wykazano efektu pojedynczej 

iniekcji komórek do płynu mózgowo-rdzeniowego w mysim modelu, podczas gdy 

wielokrotne powtarzanie procedury wpłynęło pozytywnie na przebieg choroby (Zhang 

i wsp., 2009a). Kliniczna aplikacja allogenicznych, hematopoetycznych komórek 

macierzystych u pacjentów po ablacji szpiku napromienieniem nie wydłużyła czasu 

przeżycia (Appel i wsp., 2008). Natomiast wczesna ocena transplantacji 

autologicznych, hematopoetycznych komórek macierzystych bezpośrednio do 

rdzenia przedłużonego u chorych z opuszkową postacią ALS przyniosła zachęcające 

wyniki (Deda i wsp., 2009). 

Wcześniejsze doniesienia na temat losu komórek przeszczepionych do 

zbiornika wielkiego u szczura dotyczyły chorób przebiegających z nagłym początkiem 

i masywną martwicą, np. udaru mózgu (Zhang i wsp., 2003) i urazów: mózgu (Hu i 
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wsp., 2004) i rdzenia kręgowego (Wu i wsp., 2002). W obu przypadkach wykazano 

obecność autologicznych komórek w obrębie lezji w terminie odległym, jednak nie 

można było ocenić obecności komórek w przestrzeni podpajęczynówkowej ze 

względu na brak zachowania ciągłości opony twardej podczas preparatyki OUN. 

Z uwagi na dynamiczny rozwój inżynierii genetycznej powstaje coraz więcej 

transgenicznych modeli chorób OUN. A ponieważ gatunkiem najczęściej używanym 

do manipulacji genetycznych jest mysz (Rosenfeld i wsp., 1988; Westphal, 1991), to 

opracowanie technik operacyjnych w celu chirurgicznego leczenia modelowanych 

chorób wydaje się być szczególnie użyteczne. Początkowo opracowano 

transgeniczne modele chorób neurologicznych powstałych na bazie mutacji 

punktowych, m.in. choroba Lesch-Nyhana (Williamson i wsp., 1992), chorób 

prionowych, m.in. choroba Gertsmanna-Strausslera-Scheinkera (Hsiao i Prusiner, 

1991) oraz mutacji dynamicznych, m.in. choroba Huntingtona (Mangiarini i wsp., 

1996). Ostatnio rozpoczęto wprowadzanie wielu transgenów w celu bardziej 

precyzyjnego odtwarzania pozostałych chorób neurologicznych, m.in. choroby 

Alzheimera (Vale i wsp., 2009) i choroby Parkinsona (Yasuda i wsp., 2009). Modele 

transgeniczne wykorzystuje się do testowania terapii komórkowej w chorobach 

neurologicznych głównie wykorzystując miejscowe podanie intraparenchymalne 

(Chintawar i wsp., 2009; Lee i wsp., 2010). Przedstawiona w niniejszej pracy metoda 

transplantacji komórek do zbiornika wielkiego u myszy może więc okazać się 

alternatywnym, małoinwazyjnym (bez naruszania integralności tkanki nerwowej) 

sposobem przeszczepiania komórek do OUN znajdując w przyszłości szersze 

zastosowanie. 

Nowy model udaru mózgu z zastosowaniem ouabainy 

Nowy model udaru mózgu przedstawiony w niniejszej pracy dotyczy 

wybiórczego uszkodzenia struktur głębokich mózgu (Janowski i wsp., 2008a). 

Stosunkowo niewielka lezja tej okolicy prowadzi do wystąpienia znaczących objawów 

klinicznych. Ograniczona objętość uszkodzenia zmniejsza ryzyko wystąpienia 

obrzęku mózgu, co pozwala na bardziej precyzyjną ocenę wpływu terapii komórkowej 

na poprawę funkcjonalną zwierząt po udarze. 

Pod względem charakterystyki morfologicznej i topograficznej lezja ta może 

być rozpatrywana jako model udaru lakunarnego. Jednak, pomimo że wielkość 
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uszkodzenia jest stosunkowo mała, bo wynosi 1-2% całego mózgowia, to i tak 

znacząco przewyższa udar lakunarny, który wg. definicji obejmuje zaledwie ok. 0,1-

0,2% całego mózgowia (Adams i wsp., 1993; Bamford i wsp., 1987). U szczurów 

opisywane dotychczas modele pojedynczego udaru lakunarnego powodują jednak 

deficyty neurologiczne dotyczące tylko sfery czuciowo-ruchowej (Frost i wsp., 2006; 

Lecrux i wsp., 2008), podczas gdy opisany model udaru mózgu prezentuje znacznie 

szerszy wachlarz zaburzeń behawioralnych wtłaczając w to zaburzenia pamięci, co 

bardziej odpowiada obrazowi klinicznemu. 

Obserwowany klinicznie lakunarny udar mózgu powstaje w wyniku 

przerwania/ograniczenia przepływu krwi przez tętnice przeszywające (Lastilla, 2006). 

Ze względu na bezpośrednie odejście tych tętnic od dużych naczyń panuje w nich 

zazwyczaj wysokie ciśnienie w stosunku do ich średnicy, co sprzyja powstawaniu 

zmian miażdżycowych. Ponieważ są to tętnice anatomicznie końcowe to nie 

wytwarza się w nich krążenie oboczne. Zmiany niedokrwienne powstające w obrębie 

unaczynienia tętnic przeszywających są więc znacznie częstsze niż wynikałoby z ich 

procentowego udziału we wszystkich naczyniach mózgowia (Sato i wsp., 2009) i 

dotyczą głównie pacjentów z nadciśnieniem tętniczym (Chen i wsp., 2009b). Oprócz 

tej populacji pacjentów istnieje grupa chorych, u których niedokrwienie struktur 

głębokich powstało na skutek niezamierzonego zamknięcia tętnic przeszywających 

podczas procedur zabiegowych. Z ryzykiem w tym zakresie wiążą się operacje 

naczyniowe (szczególnie tętniaków), chirurgia podstawy czaszki oraz zabiegi 

wewnątrznaczyniowe. Pacjenci w okresie pooperacyjnym są zazwyczaj poddani 

szczegółowemu monitoringowi, co umożliwia bardzo wczesne wykrycie zmian oraz 

szybkie wdrożenie odpowiedniej terapii. Jednak obecnie nie istnieją w pełni 

skuteczne metody leczenia takich powikłań, a podanie rekombinowanego 

tkankowego aktywatora plazminogenu (rtPa) najbardziej skuteczne w tradycyjnym 

udarze jest przeciwwskazane w okresie pooperacyjnym. Tak więc pacjenci 

doświadczający powikłań niedokrwiennych po zabiegach operacyjnych mogą 

stanowić szczególną grupę do wdrożenia terapii komórkowej. 

Zastosowany przeze mnie model udaru mózgu u szczura z użyciem ouabainy 

charakteryzuje się szybkością i prostotą wykonania, co przyczynia się do 

oszczędności czasu eksperymentatora. Procedura należy do małoinwazyjnych oraz 

zapewnia łatwość kontroli wielkości uszkodzenia poprzez sterowanie dawką podanej 

ouabainy. Uzyskany w ten sposób udar mózgu charakteryzuje się względnie wysoką 
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powtarzalnością (współczynnik wariancji 14%), co ma znaczenie w przypadku 

zastosowania do badań przedklinicznych. 

U większych zwierząt udary lakunarne są modelowane na drodze 

selektywnego cewnikowania odpowiednich naczyń (Sato i wsp., 2009) lub koagulacji 

naczynia po wykonaniu kraniotomii (Tanaka i wsp., 2008). Próby wywoływania udaru 

na drodze selektywnego odcięcia unaczynienia do struktur głębokich zostały także 

podjęte u szczurów (He i wsp., 1999). Jednak sukces został osiągnięty tylko w ok. 

2/3 przypadków, przy czym została tu stwierdzona znaczna osobnicza zmienność 

unaczynienia (He i wsp., 2000), co wykluczyło ten model do zastosowania w 

badaniach przedklinicznych. 

Inną substancją chemiczną stosowaną do wywołania eksperymentalnego 

udaru u gryzoni jest ET-1. Jej podanie metodą stereotaktyczną w bezpośrednie 

sąsiedztwo tętnicy środkowej mózgu (MCA) powoduje powstanie udaru mózgu 

poprzez wykorzystanie naczyniozwężających właściwości tej substancji (Robinson i 

wsp., 1990). Jednak stwierdzono duży rozrzut wielkości wywoływanego tak 

uszkodzenia (Biernaskie i wsp., 2004). Intraparenchymalne podanie ET-1 skutkuje 

lezją podobną do opisanej przeze mnie (Hughes i wsp., 2003). Ostatnio opisano 

bardzo konkurencyjny do przedstawionego przeze mnie udar fotochemiczny struktur 

głębokich mózgu uzyskany dzięki stereotaktycznemu wprowadzeniu światłowodu do 

mózgu (Kuroiwa i wsp., 2009). 

NEUROGENEZA INDUKOWANA UDAREM 

Pierwszy dowód powstawania nowych neuronów w OUN w okresie 

poporodowym został przedstawiony u gryzoni dopiero w połowie lat 60-tych (Altman i 

Das, 1965). Zidentyfikowano też struktury, w których ten proces zachodzi najbardziej 

aktywnie (Altman i Das, 1966). W dalszych badaniach wskazano w obrębie 

mózgowia obszary proliferacji komórkowej aktywne w ciągu całego życia 

osobniczego: strefę okołokomorową oraz warstwę podziarnistą zakrętu zębatego. 

Powstałe tam komórki migrują do miejsc przeznaczenia, odpowiednio do: opuszki 

węchowej i warstwy ziarnistej zakrętu zębatego (Altman, 1969; Kapłan i Hinds, 1977; 

Seress, 1977). 

W tym samym czasie w Rosji dostrzeżono wzmożenie proliferacji komórkowej 

w tych okolicach w odpowiedzi na uraz mózgu (Reznikov, 1975a; Reznikov, 1975b). 
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Dalsze badania wykazały, że komórki powstające w obrębie warstwy podziarnistej 

zakrętu zębatego pod wpływem uszkodzenia mózgu posiadają zdolność do 

przekształcenia się w dorosłe neurony warstwy ziarnistej zakrętu zębatego. Wzorzec 

migracji komórek z warstwy podziarnistej do warstwy ziarnistej nie jest zaburzony w 

wyniku uszkodzenia mózgu (Gould i Tanapat, 1997; Liu i wsp., 1998). Natomiast 

komórki powstałe w strefie okołokomorowej wykazują zdolność do przemieszczania 

się nie tylko w kierunku opuszki węchowej, lecz także w kierunku ogniska udaru 

mózgu. Znaczna ich liczba ulega różnicowaniu w kierunku neuroblastów i 

niedojrzałych neuronów we wczesnym okresie po uszkodzeniu (Jin i wsp., 2001). Po 

pięciu tygodniach zaobserwowano dojrzałe neurony powstające w wyniku 

uszkodzenia i zlokalizowane selektywnie w obrębie prążkowia przylegającego do 

lezji. Nie stwierdzono obecności tych komórek w korze mózgu w bliskości ogniska 

niedokrwienia (Parent i wsp., 2002). Może to być związane z łatwiejszą penetracją 

komórek z SVZ do prążkowia niż do kory, która znajduje się po drugiej stronie 

uszkodzenia w stosunku do SVZ. 

W eksperymentach przedstawionych w niniejszej rozprawie stwierdzono 

pojawianie się progenitorów neuralnych oraz migrujących neuroblastów w 

ouabainowym modelu udaru mózgu. Tak jak opisywano w wyżej przedstawionych 

pracach można je głównie znaleźć w obszarze pomiędzy lezją, a SVZ. Zostało to 

potwierdzone współwystępowaniem BrdU z PSA-NCAM oraz z (3-tubuliną III. 

Natomiast stwierdzona równolegle kolokalizacja BrdU z GFAP oraz z NG2 może 

wskazywać na proces gliogenezy, chociaż ostatnio stwierdzono występowanie obu 

powyższych markerów także w multipotencjalnych progenitorach neuralnych (Platel i 

wsp., 2009; Sypecka i wsp., 2009). Zwrócono także uwagę, że część 

zaobserwowanych nowopowstałych komórek należy do mikrogleju. Wpływ aktywacji i 

proliferacji komórek mikroglejowych na ewolucję udaru mózgu nie jest do końca 

poznany. Niektórzy autorzy sugerują ich pozytywną rolę w tym procesie (Denes i 

wsp., 2007; Kamińska i wsp., 2009). 

Początkowo uważano, że wyłącznie neuroplastyczność, a więc reorganizacja 

połączeń nerwowych w obrębie istniejących komórek, jest odpowiedzialna za 

poprawę funkcjonalną po udarze mózgu (Bach-y-Rita, 1981; Pasztor i Vajda, 1987). 

Ostatnio pojawia się coraz więcej danych na udział nowopowstałych komórek 

neuronalnych w procesie powrotu funkcji mózgu. Zaobserwowano, że aktywność 
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motoryczna i wzbogacone warunki środowiska powodują wzmożenie neurogenezy 

konstytutywnej (Brown i wsp., 2003; van Praag i wsp., 1999b), połączone z poprawą 

w zakresie funkcji uczenia się (van Praag i wsp., 1999a). Niezależnie 

zaobserwowano, że powrót funkcji po udarze mózgu jest przyspieszany przez 

wzbogacone środowisko (Gornicka-Pawlak i wsp., 2009) oraz aktywność i trening 

motoryczny (Lee i wsp., 2008). Udowodniono także, że ww. warunki wzmagają 

neurogenezę. Jednak zwiększenie neurogenezy poprzez manipulację genetyczną 

(nadekspresja VEGF) w zależności od użytego modelu może mieć różnorodne efekty 

funkcjonalne, tj. poprawa pamięci (Plaschke i wsp., 2008) lub nasilenie labilności 

emocjonalnej zwierząt (Udo i wsp., 2008). Wskazuje to na konieczność zachowania 

wyjątkowej ostrożności podczas ewentualnego wprowadzenia terapii stymulującej 

neurogenezę. 

Ponieważ jednak proces neurogenezy nasila się po udarze mózgu, a dalsza 

jego stymulacja pod wpływem aktywności motorycznej prowadzi do szybszego 

powrotu funkcji wydaje się jednak, że zwiększona neurogeneza jest procesem 

korzystnym (Harvey i Chopp, 2003). Istotnie wykazano, że wewnątrzczaszkowe 

podanie czynników wzrostu u zwierząt dotkniętych udarem mózgu zwiększa 

neurogenezę i przyspiesza powrót funkcji (Leker i wsp., 2009). Te badania zostały 

potwierdzone dwoma przypadkami klinicznymi opisanymi przez włoskich autorów. 

Dokomorowe podanie NGF u kilkunastomiesięcznych dzieci po uogólnionym 

niedokrwieniu mózgu przyczyniło się do poprawy stanu klinicznego. Koreluje to ze 

wzrostem stężenia DCX (białka zaangażowanego w proces neurogenezy) w płynie 

mózgowo-rdzeniowym u tych pacjentów (Chiaretti i wsp., 2008). Ostatnio 

zsyntetyzowano nowy peptyd zawierający sekwencję odpowiadającą centrum 

aktywnymemu CNTF, który po podaniu systemowym przenika barierę krew-mózg, 

stymuluje neurogenezę i poprawia pamięć u myszy (Chohan i wsp., 2009). 

Wykazano także, że statyny, popularne leki szeroko stosowane w celu obniżenia 

poziomu cholesterolu oraz leczenia chorób krążenia, posiadają także właściwość 

stymulacji neurogenezy oraz poprawiają wyniki leczenia udaru oraz urazu mózgu 

(Karki i wsp., 2009; Lu i wsp., 2004; Zhang i wsp., 2005). Stymulacja endogennej 

neurogenezy przez przeszczepione komórki jest także jednym z postulowanych 

mechanizmów ich działania (Bonilla i wsp., 2009; Stroemer i wsp., 2009; Tsyb i wsp., 

2009). 
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Z drugiej strony istnieją badania pokazujące, że intensywność neurogenezy 

nie wpływa na funkcję OUN u zwierząt. Indukcja neurogenezy metodą 

dokomorowego podania kwasu retinowego nie wpływała na poprawę funkcjonalną u 

szczurów po udarze mózgu (Piane i wsp., 2008). Także ograniczenie neurogenezy 

metodą manipulacji genetycznej (mysz D2 KO) nie pogorszyło zdolności zwierząt do 

uczenia się (Jaholkowski i wsp., 2009). 

Szybki rozwój technik obrazowania nieinwazyjnego przyczynia się do 

pogłębienia wiedzy w tej dziedzinie. Wykazano, że dokomorowe podanie znacznika 

komórkowego SPIO wraz z siarczanem protaminy (Panizzo i wsp., 2009) lub MPIO 

wraz z poli-L-lizyną (Vreys i wsp., 2010) pozwala na przyżyciowe wyznakowanie i 

obserwację migracji neuroblastów ze strefy okołokomorowej w kierunku opuszki 

węchowej w nieuszkodzonym mózgu. W celu oceny procesu neurogenezy 

poudarowej wykorzystano także spektroskopię rezonansu magnetycznego 

(Manganas i wsp., 2007; Romer i wsp., 2008). Najpierw wykazano in vitro, że w 

hodowli progenitorów neuralnych występuje charakterystyczne przesunięcie widma 

spektroskopowego o wartości 1,28 ppm. Następnie zidentyfikowano ten fragment 

widma przyżyciowo w badaniach mózgów zwierząt i ludzi. 

TRANSPLANTACJE KOMÓREK DO MÓZGU 

Najważniejsze zagadnienia odnoszące się do neurotransplantacji 

komórkowych obejmują kwestie przeżycia przeszczepu, reakcji immunologicznej 

biorcy oraz migracji i różnicowania się przeszczepionych komórek in situ. Dopiero w 

kontekście rozwiązania tych zagadnień można rozważać wpływ samych komórek na 

przebieg procesów patolologicznych. 

Czas przeżycia przeszczepionych komórek i reakcja immunologiczna 

gospodarza na przeszczep 

W przeprowadzonych przeze mnie badaniach wykazano krótkotrwałą 

przeżywalność komórek HUCB-NSC/NP wszczepionych do mózgów zwierząt 

nieuszkodzonych oraz masywną reakcję odrzucania pod postacią aktywacji i nacieku 

komórek mikroglejowych, która wystąpiła pomimo zastosowania immunosupresji 

cyklosporynowej. Po tygodniu można było obserwować tylko pojedyncze 
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przeszczepione komórki (Kozłowska i wsp., 2007). W innych badaniach z 

zastosowaniem komórek pochodzących z krwi pępowinowej poczyniono podobne 

obserwacje (Walczak i wsp., 2004; Willing i wsp., 2003). Różnicą pomiędzy tymi 

badaniami jest stopień ukierunkowania neuralnego przeszczepianych komórek. 

Komórki HUCB-NSC/NP stosowane przeze mnie wykazują w większym stopniu 

cechy neuralnych komórek macierzystych lub progenitorowych (Buzanska i wsp., 

2006a), podczas gdy inni autorzy przeszczepiali komórki jednojądrzaste krwi 

pępowinowej nie poddane procesowi różnicowania. Nawet zastosowanie zwierząt z 

upośledzeniem układu odporności nie poprawiło znacząco przeżycia komórek 

(Walczak i wsp., 2007a). Istnieją też badania, w których wykazano zadowalającą 

przeżywalność przeszczepu komórek pochodzących z krwi pępowinowej u zwierząt 

immunokompetentnych przez okres 14 dni (Dasari i wsp., 2007b; Pan i wsp., 2005) i 

3 tygodni (Nishio i wsp., 2006) po transplantacji. Również w wyniku użycia do 

eksperymentów osesków zwierzęcych lub płodów jako biorców uzyskano 

przedłużenie przeżycia komórek pochodzących z krwi pępowinowej (Coenen i wsp., 

2005; Garbuzova-Davis i wsp., 2005; Zigova i wsp., 2002). Ze względu na brak 

dostępności krwi pępowinowej gryzoni w ilościach wystarczających do badań istnieje 

konieczność prowadzenia eksperymentów w układzie ksenogenicznym. Utrudnia to 

wyciąganie wniosków z badań, a niezgodność gatunkowa wydaje się jedną z 

istotniejszych przyczyn niepowodzeń badań przedklinicznych. 

W porównaniu z krwią pępowinową komórki pochodzące z innych źródeł, tj. 

mózg, szpik, zarodek wydają się wykazywać dłuższe przeżycia po transplantacji w 

układzie ksenogenicznym. Szczególnie pozytywne wyniki uzyskano po 

ksenotransplantacji neuralnych progenitorów pochodzących z ludzkich mózgów 

płodowych do OUN zwierząt (Barami i wsp., 2001; Maciaczyk i wsp., 2009). Nawet 

długotrwała hodowla takich komórek nie wpływa negatywnie na tę właściwość 

(Ogawa i wsp., 2009). Nie zanotowano także tumorogenności tych komórek w 

ograniczonych czasowo badaniach przedklinicznych. Jednak opisano 2 przypadki 

kliniczne powstania nowotworu po transplantacji komórek pochodzenia płodowego. 

W jednym przypadku możliwe było bezpieczne dla pacjenta usunięcie powstałego 

guza (Amariglio i wsp., 2009), podczas gdy w drugim rozrost nowotworowy 

przyspieszył śmierć pacjenta chorego na HD (Keene i wsp., 2009). Nie wykazano 

także wzbudzania odpowiedzi immunologicznej po przeszczepie w układzie 

ksenogenicznym komórek hNT otrzymanych z nerwiaka płodowego, wykazujących 
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cechy neuronów post-mitotycznych (Bliss i wsp., 2006; Christie i wsp., 2004; Fricker-

Gates i wsp., 2004). Komórki pochodzenia embrionalnego oraz indukowane komórki 

pluripotencjalne (iPS) wykazują przeważnie dobre przeżycie po transplantacji, jednak 

z czasem rozwijają się z nich potworniaki (Bjorklund i wsp., 2002; Duinsbergen i 

wsp., 2009; Molcanyi i wsp., 2009). 

Badania nad przeszczepami komórek pochodzących z rdzenia nadnerczy 

przeprowadzone w układzie ksenogenicznym wykazały zróżnicowanie odpowiedzi 

immunologicznej w zależności od ekspresji antygenów zgodności tkankowej. 

Populacja komórek chromochłonnych wykazuje niską ekspresję antygenów 

zgodności tkankowej klasy I i brak odrzucania przeszczepu, podczas gdy komórki 

endotelialne charakteryzujące się wysoką ekspresją tych antygenów indukują 

odpowiedź immunologiczną (Czech i wsp., 1997). Może to mieć związek z wysoką 

immunogennością komórek wywodzących się od hemangioblastów, do których 

należy także zaliczyć krew pępowinową. Badane przez mnie komórki HUCB-NSC 

także wykazywały wysoką ekspresję antygenów zgodności tkankowej klasy I, jednak 

prawie całkowity brak HLA klasy II. Problem niezgodności tkankowej nie występuje w 

przypadku autotransplantacji. W związku z tym w medycynie regeneracyjnej 

zastosowanie krwi pępowinowej jak i komórek pochodzących z innych źródeł jest 

najbardziej uzasadnione i bezpieczne w układzie autogenicznym. 

W moich eksperymentach transplantacja komórek w okolice uszkodzonego 

mózgu 2 dni po wywołaniu udaru powodowała wydłużenie przeżycia komórek w 

porównaniu z przeszczepem do zwierząt nieuszkodzonych. Ten fenomen był 

obserwowany przez innych badaczy w przypadku przeszczepu 3 dni po wywołaniu 

lezji (Irons i wsp., 2004). Natomiast odroczenie transplantacji do tygodnia po 

wywołaniu udaru mózgu powodowało zniesienie „ochronnego" czy też stymulującego 

wpływu uszkodzonej tkanki na przeszczepione komórki (Hicks i wsp., 2009). 

Uogólniając te różnorodne obserwacje widać, że zagadnienie zadowalającego 

przeżycia komórek przeszczepianych do OUN nie zostało ostatecznie rozwiązane. 

Świadczy o tym wciąż duża liczba publikacji dotyczących strategii poprawiających 

przeżycie wszczepianych komórek (Chaturvedi i wsp., 2008; Jo i wsp., 2009; 

Johnson i wsp., 2009; Liu i Huang, 2007; Quinn i wsp., 2008). 
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Migracja komórek po przeszczepie do OUN 

Przeżycie i zachowanie się komórek po transplantacji do układu nerwowego 

determinuje możliwość podejmowania przez nie funkcji naprawczych. 

Przemieszczanie się ich do miejsc objętych procesem chorobowym stanowi 

zasadniczy element tego zjawiska. 

Komórki hNT otrzymane z nerwiaka płodowego wykazujące cechy neuronów 

postmitotycznych nie migrują po przeszczepie do mózgu zarówno u zwierząt 

nieuszkodzonych (Trojanowski i wsp., 1993), jak i w modelu choroby Parkinsona 

(Baker i Mendez, 2005) oraz udaru (Bliss i wsp., 2006), w tym także w przypadku 

pacjenta po udarze mózgu (Nelson i wsp., 2002). W badaniach pośmiertnych 

pacjentów z chorobami neurodegeneracyjnymi, którzy otrzymali przeszczepy 

fragmentów mózgów płodowych także nie opisywano migracji komórek z miejsca 

podania (Cicchetti i wsp., 2009; Kordower i wsp., 2008a; Kordower i wsp., 2008b). 

Natomiast prekursory neuralne lub neuralne komórki macierzyste bez względu 

na pochodzenie wykazują po podaniu intraparenchymalnym znaczącą migrację w 

kierunku lezji (Guzman i wsp., 2008; Wernig i wsp., 2008; Yang i wsp., 2009b; Zhang 

i wsp., 2009b). Ograniczoną radialną migrację wykazano także po przeszczepie do 

nieuszkodzonych mózgów (Maciaczyk i wsp., 2009). W niniejszej pracy również 

wykazano zarówno spontaniczną, radialną jak i indukowaną udarem, kierunkową 

migrację neuralnych komórek macierzystych i prekursorów neuralnych pochodzących 

z krwi pępowinowej. Mezenchymalne (Kim i wsp., 2008) i hematopoetyczne (Sykova i 

Jendelova, 2006) multipotencjalne komórki macierzyste oraz pluripotencjalne 

komórki macierzyste pochodzenia embrionalnego (Srivastava i wsp., 2006; Sykova i 

Jendelova, 2007) także posiadają zdolność do migracji po przeszczepie. W dalszych 

badaniach stwierdzono różnicę pomiędzy dwiema głównymi populacjami komórek 

szpiku w zakresie zdolności do przemieszczania się po przeszczepie w kierunku 

obszaru mózgu objętego udarem. Również w przeciwieństwie do poprzednich badań 

jedynie komórki mezenchymalne cechowała kierunkowa migracja, podczas gdy 

komórki hematopoetyczne pozostały w miejscu podania (Shichinohe i wsp., 2009). 

Nie tylko po intraparenchymalnym podaniu komórek, ale także po iniekcji do 

układu komorowego mózgu wykazano migrację komórek w kierunku ognisk 

zapalnych w zwierzęcych modelach: SM (Cohen i wsp., 2010), SCI (Fan i wsp., 
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2008) i udaru mózgu (Jin i wsp., 2005). Na podstawie przeglądu literatury można 

stwierdzić, że komórki wraz z postępowaniem procesu różnicowania tracą zdolność 

do migracji, a przynajmniej dotyczy to komórek neuralnych (Park i wsp., 2009). 

BADANIE CZYNNIKÓW ODDZIAŁUJĄCYCH NA MIGRACJĘ NEURALNYCH 

KOMÓREK MACIERZYSTYCH (HUCB-NSC) IN VITRO 

Liczne receptory i ich ligandy są zaangażowane w proces migracji 

komórkowej. Jednak ten sam ligand może różnie oddziaływać na podstawowe 

procesy komórkowe: proliferację, migrację i różnicowanie w zależności od rodzaju 

komórek. 

W badaniach in vivo wykazałem zdolność neuralnych komórek macierzystych 

pochodzących z krwi pępowinowej do migracji w mózgu szczura pomimo 

zastosowania niesprzyjającego dla przeszczepu układu ksenogenicznego. Na 

podstawie danych literaturowych wybrałem do dalszych badań kilka receptorów, 

które mogą być zaangażowane w ten proces. 

Oś PDGF - PDGFR 

W badaniach przeprowadzonych przez mnie neuralne komórki macierzyste 

pochodzące z krwi pępowinowej wykazują znaczącą ekspresję receptorów PDGFRA 

i PDGFRB. W trakcie rozwoju OUN receptory te znajdują się na prekursorach 

neuralnych i odgrywają rolę w ich migracji w obrębie grzebienia nerwowego 

(Maschhoff i Baldwin, 2000) i móżdżku (Andrae i wsp., 2004). W warunkach in vitro 

potwierdzono ich rolę w migracji neuralnych komórek macierzystych pochodzących z 

mózgów płodowych (Forsberg-Nilsson i wsp., 1998). Dodatkowo wykazano, że w 

warunkach in vitro PDGF jest silniejszym chemoatraktantem dla neuralnych 

progenitorów pochodzenia szpikowego niż SDF-1, BMP-2, VEGF i IGF-1 (Habisch i 

wsp., 2008). 

Wzmożona ekspresja PDGF w obrębie układu nerwowego dotkniętego 

niedokrwieniem u zwierząt (Ohno i wsp., 1999; Renner i wsp., 2003) i u ludzi 

(Krupiński i wsp., 1997) oraz obecność obu receptorów dla PDGF na 

przeszczepianych przeze mnie komórkach wskazuje, że oś PDGF-PDGFR może być 
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jednym z czynników warunkujących migrację komórek w kierunku obszaru mózgu 

objętego udarem. 

Oś HGF - c-Met 

Badane przeze mnie neuralne komórki macierzyste pochodzące z krwi 

pępowinowej wykazują wysoką ekspresję c-Met. W trakcie całego życia osobniczego 

receptor c-Met jest obecny na neuroblastach powstających w obrębie SVZ i bierze 

udział w ich przemieszczaniu do opuszki węchowej wzdłuż przedniego strumienia 

migracji (RMS) (Garzotto i wsp., 2008). W warunkach in vitro wykazano ekspresję c-

Met w neuralnych komórkach macierzystych i prekursorach neuralnych różnego 

pochodzenia, a także stymulację ich migracji przy użyciu liganda HGF (Kendall i 

wsp., 2008; Kucia i wsp., 2006; Lan i wsp., 2008; Yan i Rivkees, 2002). Poza tym 

wykazano wzrost ekspresji HGF w obszarze mózgu objętego niedokrwieniem u 

zwierząt eksperymentalnych (Nagayama i wsp., 2004; Trapp i wsp., 2008). 

Dodatkowo w badaniach klinicznych stwierdzono wzrost HGF we krwi pacjentów z 

udarem mózgu (Matsumori i wsp., 2002). To pośrednio wskazuje, że HGF - c-Met 

może być kolejną osią zaangażowaną w proces migracji komórek HUCB-NSC z 

miejsca przeszczepu w kierunku ogniska udarowego. 

Oś VEGF - Flk-1 

Stwierdzono ekspresję receptora Flk-1 na HUCB-NSC. Chociaż ekspresja 

tego receptora jest najbardziej charakterystyczna dla prekursorów endotelialnych 

(Hatzopoulos i wsp., 1998; Yamaguchi i wsp., 1993) to występuje on także na 

neuralnych komórkach macierzystych (Maurer i wsp., 2003; Schanzer i wsp., 2004) i 

bierze udział w regulacji procesu neurogenezy (Jin i wsp., 2002), migracji 

neuroblastów (Wittko i wsp., 2009) i prekursorów neuralnych (Barkho i wsp., 2008). 

Kluczowym czynnikiem zwiększającym produkcję VEGF w tkance kręgowców 

jest hipoksja (Kremer i wsp., 1997; Yang i wsp., 2009a). W różnych modelach udaru 

mózgu u gryzoni potwierdzono wzrost ekspresji VEGF w obrębie uszkodzonej tkanki 

(Gu i wsp., 2001; Lennmyr i wsp., 1998). Receptor Flk-1 może także odpowiadać za 

zdolności migracyjne badanych komórek. 
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Oś IGF-1 - IGF-1R 

Wykazano obecność IGF-1R na komórkach HUCB-NSC, a zastosowanie IGF-

1 jako chemoatraktanta w badaniach in vitro potwierdziło zdolność komórek do 

migracji w kierunku tego czynnika wzrostu w sposób zależny od dawki. Jednak w 

porównaniu z homogenatem z mózgu szczura ta migracja jest kilkakrotnie mniejsza. 

To wskazuje, że oś IGF-1 - IGF-1R może być tylko jedną z wielu składowych 

biorących udział w stymulacji migracji komórkowej, także w odpowiedzi na 

niedokrwienie mózgu. W warunkach fizjologicznych IGF-1R i jego ligand są szeroko 

obecne w neuronach (Bondy i Lee, 1993) i progenitorach neuralnych SVZ (Yan i 

wsp., 2006). U ptaków śpiewających oś IGF-1 - IGF-1R bierze udział w sezonowej 

migracji neuroblastów z SVZ do centrum wokalnego (Jiang i wsp., 1998). W 

badaniach in vitro wykazano znaczący potencjał chemotaktyczny IGF-1 w stosunku 

do progenitorów mezenchymalnych (Fiedler i wsp., 2006) i neuralnych pochodzących 

ze szpiku (Habisch i wsp., 2008) w sposób zależny od dawki liganda. 

Do znaczącego zwiększenia ekspresji IGF-1 dochodzi w obrębie obszaru 

mózgu objętego udarem (Lee i Bondy, 1993), w wyniku hipoksji-ichemii u osesków 

szczurzych (Beilharz i wsp., 1998) oraz po urazie mózgu (Kizhakke Madathil i wsp., 

2010). W tym wypadku, w odróżnieniu od sytuacji fizjologicznej, najsilniejsza 

ekspresja IGF-1 występuje w komórkach mikroglejowych (O'Donnell i wsp., 2002). 

Oś SDF-1 - CXCR4 

Z moich badań wynika, iż neuralne komórki macierzyste pochodzące z krwi 

pępowinowej wykazują szczególnie interesujący wzorzec ekspresji receptora 

CXCR4. Wprawdzie w stałej hodowli występuje typowy cytoplazmatyczny wzorzec 

barwienia, to jednak po dobie od przeniesienia HUCB-NSC do pożywki 

bezsurowiczej wzbogaconej B27 i EGF immunoreaktywność CXCR4 można znaleźć 

jedynie w jądrze. Podobny jądrowy wzorzec barwienia dotychczas opisywano w 

niektórych nowotworach. Wykazano korelację pomiędzy subkomórkową lokalizacją 

CXCR4, a rokowaniem w chorobach nowotworowych (Na i wsp., 2008; Speetjens i 

wsp., 2009; Woo i wsp., 2008; Yoshitake i wsp., 2008). Ostatnio chińscy badacze 

zidentyfikowali region NLS w obrębie chemokiny CXCR4 (Wang i wsp., 2010) oraz 

przemieszczanie się do jądra CXCR4 po ekspozycji komórek raka nerki na wysokie 
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stężenie SDF-1 (Wang i wsp., 2009). W odróżnieniu od tych obserwacji, w moich 

eksperymentach, wycofanie surowicy z pożywki, w której hodowano komórki HUCB-

NSC, a nie dodanie SDF-1 powodowało przemieszczenie CXCR4 z cytoplazmy do 

jądra. Komórki hodowane przeze mnie w tych warunkach nie przylegały do podłoża. 

Natomiast ponowne dodanie surowicy do pożywki (w dużych dawkach - 10% w celu 

różnicowania komórek) powodowało przyleganie komórek do podłoża i stopniowe 

przemieszczenie CXCR4 poza jądro wraz z utratą kulistego kształtu komórek, aż do 

całkowitego zaniku ekspresji tego receptora w komórkach wykazujących 

morfologiczne cechy zaawansowanego procesu różnicowania. Dotychczas nie 

opisywano występowania translokacji CXCR4 do jądra w nienowotworowych 

komórkach macierzystych. 

Wykazano obecność CXCR4 na komórkach macierzystych (Peled i wsp., 

1999). Stwierdzono, że w czasie życia osobniczego SDF-1 bierze udział w migracji 

neuroblastów w obrębie hipokampa (Berger i wsp., 2007; Tham i wsp., 2001), a po 

udarze mózgu jest odpowiedzialna za migrację neuroblastów z SVZ w kierunku lezji 

(Ohab i Carmichael, 2008; Robin i wsp., 2006; Thored i wsp., 2006). Wykazano, że 

oś SDF-1 - CXCR4 odgrywa kluczową rolę w migracji komórek jednojądrzastych 

pochodzących z krwi pępowinowej w kierunku uszkodzonego mózgu (Newman i 

wsp., 2005). 

W wykonanych przeze mnie doświadczeniach wykazałem znaczące 

zwiększenie migracji badanych komórek HUCB-NSC pod wpływem SDF-1 in vitro. 

Jednak liczba migrujących komórek indukowanych tą chemokiną była kilkukrotnie 

niższa niż w przypadku zastosowania homogenatów ze zdrowych i uszkodzonych 

mózgów jako chemoatraktantów. To wskazuje, że SDF-1 podobnie jak IGF-1 może 

być jedynie jednym z ligandów biorących udział w procesie migracji badanych przeze 

mnie komórek, jednak nie wydaje się mieć kluczowego znaczenia w ukierunkowaniu 

ruchu komórek w kierunku lezji. Ta cecha odróżnia komórki jednojądrzaste krwi 

pępowinowej od neuralnych komórek macierzystych tego samego pochodzenia. 

Macierz zewnątrzkomórkowa a migracja komórek 

W prowadzonych przeze mnie badaniach in vitro wykazano bardzo duże 

zwiększenie migracji HUCB-NSC w odpowiedzi na pokrycie błony porowatej białkami 

macierzy zewnątrzkomórkowej. Dodanie chemoatraktanta do dolnej komory 
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powodowało dalsze, ale znacząco mniejsze zwiększenie migracji. Podobny efekt 

zaobserwowano w badaniach inwazyjności komórek raka okrężnicy (Pouliot i wsp., 

2001). Haptotaksja stanowi istotny element warunkujący migrację komórek w rozwoju 

OUN (Georges-Labouesse i wsp., 1998), oraz w procesie neurogenezy w dorosłym 

mózgu (Murase i Horwitz, 2002), a także może wpływać na skuteczność 

neurotransplantacji (Prestoz i wsp., 2001). Dobrze znana jest radialna migracja 

progenitorów neuralnych z neurosfer obserwowana in vitro na podłożu lamininy 

(Andressen i wsp., 2005; Buzanska i wsp., 2005; Flanagan i wsp., 2006; Leone i 

wsp., 2005). 

W innych badaniach wykazano zdolność neuralnych komórek macierzystych 

do ukierunkowanej odpowiedzi haptotaktycznej zgodnie z gradientem stężeń białek 

macierzy zewnątrzkomórkowej (Ziu i wsp., 2006). 

Migracja komórek indukowana homogenatami z mózgu 

Opublikowano jedynie kilka prac poświęconych migracji in vitro komórek w 

kierunku homogenatów wykonanych z mózgu po udarze. Dotychczas tym badaniom 

poddano tylko komórki jednojądrzaste krwi pępowinowej (Jiang i wsp., 2008; 

Newman i wsp., 2005), nieukierunkowane komórki macierzyste pochodzące z krwi 

pępowinowej (USSC) (Trapp i wsp., 2008) oraz komórki podścieliska szpiku (Wang i 

wsp., 2002a; Wang i wsp., 2002b). Dotychczas nie oceniano migracji neuralnych 

komórek macierzystych indukowanej homogenatami z mózgów. W niniejszej 

rozprawie doktorskiej po raz pierwszy wykonano takie badania używając neuralnych 

komórek macierzystych pochodzących z krwi pępowinowej. W dwóch z powyższych 

prac badano ewolucję tego zjawiska w zależności od okresu, jaki upłynął od 

wywołania udaru do pobrania mózgów (Newman i wsp., 2005; Wang i wsp., 2002a). 

Najbardziej intensywną stymulację migracji komórek wywoływały homogenaty 

pozyskiwane w 24-72 godzin po udarze mózgu. Podobne wyniki zostały 

zaprezentowane przeze mnie w rozprawie doktorskiej. 
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ZNAKOWANIE I DETEKCJA NEURALNYCH KOMÓREK PROGENITOROWYCH 

METODĄ REZONANSU MAGNETYCZNEGO 

W celu oceny czułości metody detekcji komórek w rezonansie magnetycznym 

wykonuje się obrazowanie na fantomie. W eksperymencie przedstawionym w tej 

pracy dobrą wizualizację zawieszonych komórek HUCB-NP osiągnięto po 

zastosowaniu gęstości 4 x 106 komórek/ml. Ponieważ w każdej probówce znajdowało 

się 200 pl zawiesiny komórkowej, można uznać, że dopiero całkowita liczba 8 x 105 

komórek/ml jest łatwo wykrywalna. W porównaniu do innych doniesień wykrywalność 

ta jest znacząco niższa, ale adekwatna do zastosowanego aparatu rezonansu 

magnetycznego dysponującego polem magnetycznym 1,5 T. W badaniu z 

zastosowaniem aparatu o polu magnetycznym 3 T wykryto obecność komórek już w 

liczbie 5 x 104 (Chung et al., 2009). Użycie wyższych pól dalej zwiększa czułość 

metody: 4,7 T - 103 i 9,4 T - 102 komórek (Magnitsky i wsp., 2005). Należy dodać, że 

nawet to najwyższe pole - 9,4 T jest już stosowane w klinice (Atkinson i wsp., 2007). 

Neuralne progenitory otrzymane z krwi pępowinowej wyznakowane żelazem w 

sposób przedstawiony w tej pracy zostały następnie zastosowane w klinice, co jest 

przedmiotem osobnej wielozespołowej pracy, której jestem współautorem. U 

półtorarocznego dziecka po przebytym globalnym niedokrwieniu mózgu 6 miesięcy 

Ryc. 37 Obrazowanie komórek HUCB-NP po przeszczepie dokomorowym. Widoczne komórki w obrębie 
rogu potylicznego prawego (strzałka). 
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wcześniej komórki (24 x 106 komórek/ml, 0,5 ml) podano dokomorowo do rogu 

czołowego przez dren typu zastawkowego. W celu obserwacji losu przeszczepionych 

komórek wykonywano badania MR w określonej sekwencji czasowej: dzień, tydzień, 

miesiąc, 2, i 4 miesiące po transplantacji. Użyto tych samych ustawień aparatu do 

rezonansu magnetycznego co do badania na fantomie. Wykazano obecność 

komórek w rogu potylicznym prawym po podaniu dokomorowym do prawego rogu 

czołowego (ryc. 37). W badaniu podłużnym wykazano stopniowe zmniejszanie się 

sygnału komórek w rogu potylicznym, aż do całkowitego zaniku po 4 miesiącach (ryc. 

38). Kliniczne zastosowanie obrazowania przeszczepianych komórek zostało 

dotychczas przedstawione tylko w 4 publikacjach (Zhu i wsp., 2006; Callera i de 

Melo, 2007; de Vries i wsp., 2005; Toso i wsp., 2008). Dwie z nich dotyczyły układu 

nerwowego. W pierwszej pracy autologiczne neuralne komórki macierzyste 

pochodzenia mózgowego wyznakowane SPIO zostały podane domózgowo u 

pacjentów po ciężkich urazach mózgu. Nie stwierdzono powikłań związanych z 

procedurą neurotransplantacji. Komórki były widoczne wewnątrzmózgowo 

bezpośrednio po podaniu, a w ciągu kolejnych tygodni obserwowano stopniowy zanik 

sygnału. Może on być związany z proliferacją lub migracją komórek (Walczak i wsp., 

2007b). W ostatnich badaniach in vitro potwierdzono, że stopniowe zmniejszanie się 

sygnału w trakcie eksperymentu świadczy o obecności żywych komórek, podczas 

gdy utrzymywanie się sygnału na tym samym poziomie wskazuje na bezpostaciowe 

złogi żelaza powstałe po obumarciu komórek (Henning i wsp., 2009). W drugiej pracy 

autologiczne, hematopoetyczne komórki macierzyste pochodzenia szpikowego 

zostały podane do kanału kręgowego drogą nakłucia lędźwiowego u pacjentów po 

urazach rdzenia kręgowego (Callera i de Melo, 2007). Do znakowania komórek użyto 

ziaren magnetycznych (magnetic beads) połączonych z przeciwciałami przeciw 

cząsteczce CD34. Ta formuła nie została dotychczas zaakceptowana do zastosowań 

klinicznych, natomiast jest rutynowo stosowana podczas procedury magnetoselekcji. 

Do akwizycji obrazu użyto aparatu o stosunkowo małym polu magnetycznym - 1 T. 

Nie wykonano eksperymentu z użyciem fantomu, wobec czego trudno jest 

wnioskować na temat rzeczywistej wykrywalności komórek wyznakowanych tą 

metodą i obrazowanych tym aparatem. Nie pokazano także miejsca iniekcji komórek 

bezpośrednio po transplantacji. Obrazowanie komórkowe wykonano dopiero po 3 i 5 

tyg. W tych badaniach obserwowano stopniowe zwiększanie się sygnału w obrębie 

lezji, którego nie było u pacjentów, u których podano dokanałowo same ziarna 
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magnetyczne. Nie przedstawiono dalszego losu komórek ponad wyżej wymieniony 

przedział czasu. W odróżnieniu od pierwszej pracy, w tej obserwowano stopniowe 

zwiększanie sygnału w obrębie lezji. Może to świadczyć o powolnej, długotrwałej 

migracji komórek w kierunku uszkodzonego miejsca. Zastosowanie ziaren 

magnetycznych może powodować dłuższe utrzymywanie się sygnału niż w 

przypadku tlenku żelaza. Jednak w celu potwierdzenia wiarygodności tej pracy i 

użytej metody konieczne jest wykonanie szeregu badań in vitro i in vivo. W 

przedstawionym przeze mnie przypadku klinicznym komórki HUCB-NP 

wyznakowane SPIO obserwowano w rogu potylicznym po ich podaniu do rogu 

czołowego komory bocznej. Biorąc pod uwagę ułożenie pacjenta do operacji na 

plecach z pozostawieniem głowy w pozycji neutralnej oraz wykonanie diagnostyki 

obrazowej w pierwszej dobie po zabiegu można stwierdzić, że za tę lokalizację 

komórek w obrębie układu komorowego odpowiedzialny jest proces ich 

sedymentacji. W ten sposób potwierdzono, że podane komórki pozostają w układzie 

komorowym, a nie opuszczają go od razu po podaniu wraz z kierunkiem przepływu 

płynu mózgowo-rdzeniowego. W ciągu kolejnych tygodni obserwowano stopniowe 

Przed Doba Tydzień Miesiąc 2 miesiące 4 miesiące 

Ryc. 38 Róg potyliczny prawej komory bocznej w badaniu MR - sekwencja badań (czasowe odniesienie do 
procedury transplantacji powyżej ryciny). Górny i dolny przedstawiają przekroje przebiegające na różnej 
wysokości mózgowia. 
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zanikanie sygnału bez ewidentnych cech migracji komórek. Jest to typowy obraz 

zachowania się sygnału pochodzącego z przeszczepionych komórek 

wyznakowanych SPIO. Utrzymywanie się sygnału na niezmienionym poziomie 

mogłoby świadczyć o obumieraniu komórek i powstawaniu bezpostaciowych złogów 

żelaza. Ewentualna intraparenchymalna migracja komórek może być niewidoczna w 

badaniu rezonansu magnetycznego ze względu na niewystarczającą gęstość 

migrujących komórek w stosunku do czułości zastosowanej tutaj detekcji sygnału 

Podsumowując uzyskane wyniki, w ramach pracy doktorskiej opracowałem 

dwa modele eksperymentalnego badania przeszczepów komórkowych w OUN u 

gryzoni, przeprowadziłem analizę czynników wpływających na migrację komórek 

HUCB-NSC w warunkach in vitro oraz ustaliłem warunki znakowania komórek 

HUCB-NP nanocząsteczkami żelaza (SPIO) i ich detekcji w rezonansie 

magnetycznym, co zostało wykorzystane w klinice do nieinwazyjnego śledzenia losu 

komórek po przeszczepie do komór bocznych mózgu u dziecka. 

(1.5T). 
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PODSUMOWANIE I WNIOSKI 

1. Opracowano dwa nowe modele doświadczalne ukierunkowane na badania 

neurotransplantacji komórek progenitorowych w schorzeniach OUN. 

2. Określono miejscową reakcję tkanki, ze szczególnym uwzględnieniem 

aktywacji procesu neurogenezy w ouabainowym modelu uszkodzenia mózgu 

u szczura. 

3. Wykazano, że domózgowa transplantacja neuralnych komórek 

macierzystych/progenitorowych pochodzących z krwi pępowinowej w 

ksenogenicznym układzie dawca(człowiek)/biorca(zwierzę), niezależnie od 

zastosowanej immunosupresji, skutkuje stosunkowo krótkim, kilkudniowym 

przeżyciem przeszczepu. 

4. Przeszczepione domózgowo ludzkie neuralne komórki 

macierzyste/progenitorowe pochodzące z krwi pępowinowej wykazują 

zdolność do ukierunkowanej migracji w tkance obcogatunkowego biorcy. 

Zależy ona od umiejscowienia przeszczepu, stopnia zróżnicowania 

przeszczepianych komórek oraz towarzyszących uszkodzeń tkanek biorcy, 

wyraźnie stymulujących i kierunkujących ich migrację. 

5. W doświadczeniach in vitro wykazano, że komórki macierzyste pochodzące z 

ludzkiej krwi pępowinowej HUCB-NSC charakteryzują się: 

a. wysoką ekspresją (80-90% całkowitej liczby komórek) receptorów 

zaangażowanych w proces migracji 

b. ligandy tych receptorów (IGF-1 i SDF-1) jak również homogenaty 

pochodzące z mózgów zwierząt eksperymentalnych oraz z ludzkiego 

materiału otrzymanego w czasie zabiegów neurochirurgicznych, 

wykazują wyraźny, aczkolwiek zróżnicowany wpływ stymulacyjny na 

przebieg migracji badanych komórek 

6. Wykazano, że neuralne komórki progenitorowe pochodzące z krwi 

pępowinowej poddają się przyżyciowemu znakowaniu 

superparamagnetycznym związkiem tlenku żelaza (SPIO) z wysoką 

wydajnością i bez wpływu na cechy i przeżycie hodowli in vitro. Umożliwi to 

zastosowanie opracowanej techniki znakowania w monitorowanych MR, 

domózgowych transplantacjach tych komórek. 
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STRESZCZENIE PRACY 

Choroby układu nerwowego są najczęstszą przyczyną ciężkiego inwalidztwa. 

Dotychczas stosowane strategie leczenia mające na celu zapobieganie obumieraniu 

komórek mózgu i rdzenia kręgowego nie przyniosły spodziewanych rezultatów. 

Dopiero odkrycie w ostatniej dekadzie metod pozyskiwania, hodowli i ekspansji in 

vitro ludzkich komórek macierzystych i progenitorowych przyniosło nadzieję na 

przełom w możliwości naprawy mózgu i rdzenia kręgowego. W Zakładzie 

Neurobiologii Naprawczej IMDiK PAN w Warszawie uzyskano z krwi pępowinowej 

ludzkie, ukierunkowane neuralnie komórki macierzyste i progenitorowe (HUCB-NSC i 

HUCB-NP, odpowiednio), które potencjalnie mogłyby zostać zastosowane w terapii 

tych chorób. 

Neurotransplantacje komórek macierzystych są stosunkowo młodą gałęzią 

wiedzy. Wymagają rozwoju nowych narzędzi badawczych. W niniejszej pracy 

opracowano m.in. metodę transplantacji komórek do cisterna magna u myszy. 

Zasadniczym elementem tej procedury jest ułożenie myszy w pozycji concorde, 

rutynowo stosowanej w neurochirurgii klinicznej. W wyniku tego manewru zbiornik 

wielki znajduje się w najwyższym punkcie czaszki, co wraz z innymi technicznymi 

ulepszeniami zapobiega wstecznemu wypływowi komórek. Podane w ten sposób 

komórki sedymentują głównie na podstawę mózgu, a w mniejszym stopniu lokalizują 

się wokół rdzenia kręgowego i w komorze IV. Tę metodę transplantacji następnie 

wykorzystano do badań w zwierzęcym modelu stwardnienia bocznego zanikowego. 

W ramach pracy doktorskiej opracowałem także nowy model uszkodzenia 

mózgu u szczura, posiadający wiele korzystnych cech z punktu widzenia 

zastosowania terapii komórkowej. Polega on na domózgowym podaniu metodą 

stereotaktyczną ouabainy - inhibitora pompy sodowo-potasowej. Ten sposób 

umożliwia selektywne uszkodzenie struktur głębokich mózgu. Ze względu na gęste 

upakowanie życiowo ważnych struktur nawet niewielka lezja w tej okolicy mózgu 

może powodować wystąpienie znaczących i stosunkowo trwałych deficytów 

neurologicznych. Ograniczony obszar uszkodzenia zapobiega występowaniu 

rozległych obszarów martwicy i obrzęku mózgu oraz wynikającego z nich efektu 

masy, co stwarza lepsze warunki dla przeżycia i podjęcia funkcji przez 

przeszczepiane komórki. Opracowany model udaru mózgu zajmuje niewielki obszar 
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(1-2% objętości całego mózgowia), natomiast wywołuje długotrwałe deficyty 

neurologiczne. Dlatego jest przydatny do przedklinicznych badań nad 

zastosowaniem neurotransplantacji. W celu osiągnięcia pożądanego efektu 

dostosowano dawkę ouabainy (5 nmol) oraz wyznaczono koordynaty dla jej aplikacji 

tak, że uszkodzenie dotyczy prążkowia, torebki wewnętrznej i wzgórza. 

Stereotaktyczna iniekcja zapewnia stosunkowo łatwe i szybkie wykonanie procedury. 

Powstała w ten sposób lezja cechuje się stosunkowo wysoką powtarzalnością oraz 

podobieństwem do tradycyjnych modeli udaru mózgu wywołanych bezpośrednio 

niedokrwieniem. Całość opublikowano jako model lakunarnego udaru mózgu. 

Chociaż neurotransplantacje były stosowane w modelach udaru mózgu przez 

wiele lat oraz przeprowadzono pierwsze próby kliniczne, to wciąż brak jest 

przekonujących danych na temat mechanizmów działania przeszczepionych 

komórek. W tym kontekście szczególną uwagę zwraca się na możliwość modulacji 

procesu endogennej neurogenezy indukowanej uszkodzeniem mózgu. W związku z 

tym oceniono ten proces w ouabainowym modelu udaru mózgu. Stwierdzono 

masywną proliferację komórkową w obrębie mózgowia w odpowiedzi na miejscowe 

podanie inhibitora pompy sodowo-potasowej. Dokładna analiza fenotypu 

nowopowstałych komórek ujawniła występowanie współbarwienia dla BrdU, 

znacznika dzielących się komórek oraz PSA-NCAM i TUJ1 - markerów migrujących 

neuroblastów i młodych neuronów, odpowiednio. Neurogeneza jest szczególnie 

nasilona w obrębie przyśrodkowej części lezji, która znajduje się w bezpośrednim 

sąsiedztwie SVZ oraz w samej SVZ. Iniekcje BrdU były przeprowadzane 6 do 8 dni 

po lezji, a badania immunohistochemiczne były wykonywane na mózgach 

pozyskanych miesiąc po uszkodzeniu. Poza neuroblastami pozostałe nowopowstałe 

BrdU-pozytywne komórki wykazywały cechy makro- i mikrogleju. Świadczy to o 

dużym reaktywnym odczynie glejowym oraz wystąpieniu reakcji zapalnej w 

odpowiedzi na udar mózgu. Tak więc proces neurogenezy może zostać 

rozpatrywany w opracowanym przeze mnie modelu udaru mózgu jako z jeden z 

elementów pozytywnego oddziaływania neurotransplantacji. 

W następnym etapie pracy oceniono zachowanie się komórek HUCB-NSC i 

HUCB-NP po przeszczepie do szczurzych mózgów. Bezpośrednio po iniekcji 

domózgowej komórki wykazywały prawidłową morfologię, co wskazuje na dobrą 

tolerancję samej procedury. W przypadku mózgu nieuszkodzonego obserwowano 

radialną migrację podanych komórek, a po iniekcji w sąsiedztwie udaru mózgu 
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przeszczepione komórki migrowały w kierunku uszkodzenia. Równocześnie 

zachodził proces odrzucania obcych komórek eliminujący przeszczep w obrębie 

nieuszkodzonego mózgu w ciągu tygodnia. Udar mózgu wpływał ochronnie na 

przeszczepione komórki, przy czym okres ich przeżycia nie przekraczał miesiąca 

pomimo stosowania immunosupresji cyklosporyną. Porównując wpływ warunków 

hodowli na przeżycie komórek wykazano negatywny efekt obecności w niej surowicy. 

W badaniach migracji komórek krwi pępowinowej in vitro stwierdzono 

stosunkowo dużą aktywację tego procesu w obecności homogenatów mózgów 

szczurzych. Porównanie oddziaływania homogenatów mózgów nieuszkodzonych 

oraz udarowo uszkodzonych wykazało większą aktywację migracji przez homogenaty 

wykonane z tych drugich. Już po 6 godz. od wywołania udaru mózgu uszkodzona 

tkanka powodowała zwiększenie migracji, a proces ten był maksymalnie nasilony po 

48 godz. po udarze. Homogenaty z mózgów pobranych tydzień po uszkodzeniu 

wciąż indukowały większą migrację niż mózgi nieuszkodzone, ale nie osiągnięto w 

tym przypadku istotności statystycznej (trend, 0,05<p<0,1). 

W następnej serii badań wykazano, że komórki użyte w opisanych 

eksperymentach wykazują w warunkach in vitro obecność wielu receptorów 

zaangażowanych w procesy migracji: PDGFRA, PDGFRB, IGF-1R, CXCR4, c-Met i 

Flk-1. Wybrane ligandy dla dwóch z tych receptorów zastosowano w badaniach 

migracji komórek. Stwierdzono znamienne zwiększenie migracji w kierunku SDF-1 i 

IGF-1, w porównaniu z kontrolą. Jednak nasilenie migracji było znacząco mniejsze 

niż w kierunku homogenatów ze szczurzych mózgów. Natomiast pokrycie błon 

migracyjnych macierzą zewnątrzkomórkową przyczyniło się do bardzo dużego 

zwiększenia migracji. W porównaniu z badanymi związkami macierz 

zewnątrzkomórkową wydaje się być najsilniejszym induktorem procesu migracji. 

W neurotransplantologii, która wciąż jest głównie obszarem eksperymentów 

przedklinicznych niezbędne jest zestawianie lokalizacji i fenotypu wszczepionych 

komórek z ich funkcją mierzoną na poziomie biochemicznym, neurofizjologicznym i 

behawioralnym. W warunkach klinicznych szczególną rolę odgrywa identyfikacja i 

badanie losu wszczepionych komórek in vivo. Najbardziej przydatny w tym celu jest 

rezonans magnetyczny ze względu na najwyższą rozdzielczość otrzymywanych 

obrazów. Spośród różnych znaczników komórkowych największą siłą sygnału 

odznaczają się nanocząsteczki tlenku żelaza - SPIO. W warunkach in vitro 

wyznakowano nimi neuralne progenitory pochodzące z krwi pępowinowej. Przy 
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użyciu histochemii wykazano wysoką skuteczność i brak cytotoksyczności tej 

procedury. Po umieszczeniu wyznakowanych komórek w przygotowanym fantomie 

odwzorowującym badania komórek w mózgu przeprowadzono ich obrazowanie w 

rezonansie magnetycznym. Zastosowanie gęstości powyżej 4 x 106 komórek/ml 

generuje sygnał umożliwiający ich optymalną detekcję w aparaturze znajdującej się 

w naszej dyspozycji. Przeprowadzone badania in vitro posłużyły do wykorzystania 

opracowanej metody znakowania komórek HUCB-NP przy użyciu SPIO do 

wykonania próby klinicznej terapii komórkowej uszkodzonego mózgu u dziecka. 

Podsumowując uzyskane wyniki, w ramach pracy doktorskiej opracowałem 

dwa modele eksperymentalnego badania przeszczepów komórkowych w OUN u 

gryzoni, przeprowadziłem analizę czynników wpływających na migrację komórek 

HUCB-NSC w warunkach in vitro oraz ustaliłem warunki znakowania komórek 

HUCB-NP nanocząsteczkami żelaza (SPIO) i ich detekcji w rezonansie 

magnetycznym, co zostało wykorzystane w klinice do nieinwazyjnego śledzenia losu 

komórek po przeszczepie do komór bocznych mózgu u dziecka. 
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