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(ang. antibiotic, antymycotic solution) — roztwér antybiotyku i $rodka
przeciwgrzybiczego

(ang. Alzheimer disease) — choroba Alzheimera

(ang. adult stem cells) — komdrki pochodzace z uksztattowanych tkanek
(ang. amyotrophic lateral sclerosis) — stwardnienie boczne zanikowe
(ang. angiopoietin-1) — angiopoetyna 1

(ang. brain-derived neurotrophic factor) — mézgopochodny czynnik
neurotroficzny

(ang. basic fibroblast growth factor) — zasadowy czynnik wzrostu
fibroblastéw

bromodeoksyurydyna

(ang. cluster of differentiation) — czasteczka réznicowania

(ang. convection-enhanced delivery) — metoda podania substanc;ji
wykorzystujgca zjawisko jej rownomiernego rozchodzenia sie na skutek
odpowiedniego dostosowania predkosci iniekc;ji

(ang. chemical exchange saturation transfer) — wysycenie chemicznego
transferu protonéw

receptor dla HGF

(ang. 5-chloromethylfluorescein diacetate) — znacznik komérek

(ang. ciliary neurotrophic factor) — rzeskowy czynnik neurotropowy
(ang. C-X-C receptor — 4) — receptor nr 4 zawierajacy motyw C-X-C
(ang. doublecortin) — komérkowy marker neuroblastéw

(ang. Dulbecco’s modified Eagle medium) — komponent pozywki do
hodowli komodrek

(ang. deoxyrybonucleic acid) — kwas deoskyrybonukleinowy
komorkowy marker aktywowanego mikrogleju

(ang. epidermal growth factor) — naskérkowy czynnik wzrostu

(ang. embryonic stem cells) — embrionalne komérki macierzyste
endotelina-1

(ang. fluorescent-activated cell sorting) — fluorescencyjne sortowanie
komorek

(ang. fetal bovine serum) — ptodowa surowica wotowa

(ang fluorescent in situ hybridization) — fluorescencyjna hybrydyzacja in
situ

(ang. fetal liver kinase-1) — kinaza ptodowej watroby — receptor dla
VEGF

(tac. glioblastoma) — glejak wielopostaciowy

(ang. glial-derived neurotrophic factor) — glejopochodny czynnik
neurotroficzny

(ang. glial fibrillary acid protein) — kwasne biatko wiékienkowe

(ang. green fluorescent protein) — zielone biatko fluorescencyjne
(ang. Huntington disease) — choroba Huntingtona
hematoksylina-eozyna

(ang. hepatocyte growth factor) — watrobopochodny czynnik wzrostu
(ang. human leukocyte antigen) — antygen zgodnosci tkankowej
(ang. human umbilical cord blond) — ludzka krew pepowinowa

(ang. human nucleus) — przeciwciato specyficzne dla antygenéw
jadrowych ludzkich komérek

insulina + transferyna + selen (dodatek do pozywki dla komoérek)
interferon

(ang. insulin-like growth factor -1) — insulinopodobny czynnik wzrostu 1
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MACS

MCA
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NF
NG2
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PET

PFA
PIGF
PSA-NCAM

RMS
SCI
SDF-1
SM
SPECT

SPIO

svZ
Swi

T
TUJ1
USG
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VEGF

(ang. induced Pluripotent Cells) — indukowane komaorki pluripotencjalne
(ang. lowest means square) — kwadraty najmniejszych srednich

(ang. magnetic-activated cell sorting) — magnetyczne sortowanie
komorek

(ang, middle cerebral artery) — tetnica srodkowa mézgu

(ang, middle cerebral artery occlusion) — okluzja tetnicy srodkowej
mozgu

(ang. micropatrticles of iron oxide) — mikroczasteczki tlenku zelaza
(ang. magnetic resonance) rezonans magnetyczny

(ang. mesenchymal stem cells) — mezenchymalne komérki macierzyste
neurofilament

(ang. neuroglycan-2) — neuroglikan — 2, marker specyficzny dla
progenitoréw neuralnych

(ang. nuclear localization sequence) — sekwencja lokalizacji jadrowej
(ang. neural progenitors) — progenitory neuralne

(ang. neural stem cells) — neuralne komorki macierzyste

(ang. nuclear matrix) — przeciwciato skierowane przeciwko ludzkim
antygenom macierzy jadrowej

os$rodkowy uktad nerwowy

(ang. phosphate buffer solution) — bufor fosforanowy

(ang. polymerase chain reaction) — tancuchowa reakcja polimerazy
(ang. Parkinson disease) choroba Parkinsona

(ang. platelet-derived growth factor) — ptytkopochodny czynnik wzrostu
(ang. positron emission tomography) — pozytronowa tomografia
emisyjna

paraformaldehyd

(ang. placental growth factor) — tozyskowy czynnik wzrostu

(ang. poly-sialated neural cell adhesion molecule) — molekuta adhezyjna
komérek neuralnych zawierajaca kwas sialowy

(ang. rostral migratory stream) — przedni strumien migracji

ang. spinal cord injury) — uraz rdzenia kregowego

ang. stroma-derived factor-1) — czynnik 1 podscieliska

fac. sclerosis multiplex) — stwardnienie rozsiane

ang. single photon emission computed tomography) — tomografia
emisyjna pojedynczych fotonéw

(ang. superparamagnetic iron oxide) — tlenek zelaza o wtasciwosciach
superparamagnetycznych

(ang. subventricular zone) — strefa okotokomorowa

(ang. susceptibility weighted image) — obrazowanie zalezne od
podatnosci magnetycznej

Tesla, jednostka indukcji magnetycznej

komorkowy marker mtodych neuronow

ultrasonografia

(ang. unrestricted somatic stem cells) — niezdeterminowane somatyczne
komorki macierzyste

(ang. vascular endothelial growth factor) — naczyniopochodny czynnik
wzrostu
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PRZEGLAD PISMIENNICTWA

WPROWADZENIE

Choroby uktadu nerwowego sg najczestszg przyczyng ciezkiego inwalidztwa
(Adamson i wsp., 2004). Ich istotg jest m.in. utrata komdrek w wyniku proceséw
patologicznych takich jak: udar, uraz, zapalenie czy zwyrodnienie. Dotychczas
stosowane strategie leczenia majace na celu zapobieganie obumieraniu komérek
mozgu i rdzenia kregowego nie przyniosty spodziewanych rezultatéw (Drummond i
wsp., 2000). W zwigzku z tym powstata koncepcja zastgpienia martwych komérek
nowymi, dostarczonymi z zewnatrz drogg neurotransplantaciji. Pierwsze préby
kliniczne transplantacji fragmentéw mézgéw ptodowych przyniosty obiecujgce wyniki,
ale ze wzgledu na bardzo ograniczong dostepno$é materiatu do przeszczepdw nie
znalazty szerszego zastosowania. Dopiero odkrycie w ostatniej dekadzie metod
pozyskiwania, hodowli i ekspansji in vitro ludzkich komdrek macierzystych i
progenitorowych przyniosto nadzieje na przetom w mozliwosci naprawy mézgu i

rdzenia kregowego.
RYS HISTORYCZNY

Wspdtczesne terapeutyczne neurotransplantacje komdrek macierzystych
wywodzg sie z rozwoju dwoch niezaleznych nurtdw naukowych, z ktérych kazdy
moze sie poszczyci€ ponad 100-letnig tradycja. Samo pojecie ,komodrek
macierzystych”, z ktérych wywodza sie wszystkie komoérki organizmu zostato
zaproponowane przez Arthura Pappenheima na przetomie XIX i XX wieku. W tym
samym okresie wykonano takze pierwsze zabiegi neurotransplantacyjne. Kolejne
dekady nie przyniosty przetomu w zadnej z tych dziedzin. Dopiero w Il pot. XX wieku
dokonat sig istotny postep w badaniach nad wykorzystaniem komaérek macierzystych,
ale poczgtkowo dotyczyt on gtdwnie zagadnien hematologicznych (Lajtha, 1979).
Takze w tym samym okresie wykonano pierwsze neurotransplantacje ukierunkowane
na leczenie chordb neurologicznych (Bjorklund i Stenevi, 1979; Perlow i wsp., 1979).
Byly one poprzedzone gruntownymi badaniami nad procesami reinerwaciji
zachodzacymi po uszkodzeniu mézgu (Bjorklund i wsp., 1975), oraz nad pomysing
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interakcjg przeszczepéw fragmentdw moézgoéw ptodowych z  nieuszkodzonym
mozgiem biorcy (Bjorklund i Stenevi, 1977). Ze wzgledu na relatywnie dobrze
poznang patofizjologie oraz ograniczony charakter procesu chorobowego
neurotransplantacje zostaty poczatkowo zastosowane w chorobie Parkinsona (PD).

Solidne podstawy eksperymentalne spowodowaty do$¢ szybkie zastosowanie
neurotransplantacji w klinice. Ze wzgledu na ograniczong dostepnos¢ tkanek
ptodowych oraz ryzyko odrzucenia przeszczepu 2z powodu niezgodnosci
immunologicznej poszukiwano do zastosowan klinicznych innego zrédta tkanek
produkujgcych dopamine. Wybér padt na rdzen nadnerczy - narzad
wyspecjalizowany w dostarczaniu katecholamin do krwioobiegu. Juz w 1982 r. Erik-
Olof Backlund wykonat w Szweciji taki przeszczep po roku oczekiwania na pozytywng
decyzje komisji etycznej. Jednak efekt pierwszych autologicznych neurotransplantaciji
klinicznych nie byt satysfakcjonujacy (Backlund i wsp., 1985; Lindvall i wsp., 1987).
W zwigzku z tym o$rodek szwedzki zaprzestat przeszczepiania nadnerczy i
rozpoczat przeszczepianie fragmentéw mozgéw ptodowych (Lindvall i wsp., 1988).

Jednak w tym samym czasie ukazato sie doniesienie z Meksyku o
spektakularnej poprawie klinicznej w wyniku autoprzeszczepu rdzenia nadnerczy u 2
mtodych chorych cierpiacych na PD (Madrazo i wsp., 1987). Wstepne doniesienia
takze z innych os$rodkéw wydawaty sie zachecajgce. Jednak doktadna analiza
przeprowadzona na wiekszej liczbie pacjentéw (ok. 200) wykazata, ze poprawa jest
tylko przejsciowa, a zabieg jest zwigzany z licznymi powiktaniami. Analiza zyskéw i
strat nie wypadta pomysinie (Goetz et al., 1991). Wobec tego ostatecznie wycofano
sie z tego sposobu leczenia. Nalezy zwréci¢ uwage, ze przeprowadzone kilka lat
wczesniej eksperymenty w zwierzecych modelach PD nie wykazaty skutecznosci
transplantacji fragmentéw rdzenia nadnerczy (Freed i wsp., 1986; Morihisa i wsp.,
1984).

W nastepnych latach dalej rozwijano przeszczepianie fragmentow mézgéw
ptodowych w PD. Potwierdzono ich skuteczno$¢ u niektérych chorych. Wykazano
takze pozytywny efekt transplantacji u chorych z HD. Jednak dwie podwdjnie $lepe
proby kliniczne przeprowadzone u chorych z PD nie wykazaty statystycznie istotnego
efektu terapeutycznego (Olanow i wsp., 2003; Freed i wsp., 2001).

Podsumowujac, technologie przeszczepéw tkanek ptodowych nie staly sie
przetomem w leczeniu PD, a trudno$¢ w pozyskiwaniu materiatu do transplantacji

oraz problemy logistyczne spowodowaty, ze zarzucono ten kierunek postepowania.
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Nowe nadzieje pojawity sie dopiero po nabyciu umiejetnosci hodowli komdrek
macierzystych na szerokq skale.

KOMORKI MACIERZYSTE

Istota komdrek macierzystych jest ich zdolno$¢ do samoodnowy oraz do
wytwarzania komodrek potomnych, ktére ulegajg réznicowaniu. Jednak pojecie
komérek macierzystych nie obejmuje jednego rodzaju komoérek, ale rézne
hierarchicznie ich typy pojawiajace sie kolejno w czasie rozwoju organizmu.
Najbardziej pierwotng komodrka macierzystg kazdego organizmu rozmnazajacego sie
drogq ptciowa jest zygota. Jako jedyna jest w stanie ,utworzyé” w petni funkcjonalny
organizm. Nazywamy jg totipotencjalng komdrka macierzystg. Zachowuje ona takg
zdolno$¢ przez pierwsze 2 podziaty komérkowe. Dotychczas nie udato sie utrzymaé
w hodowli komérek w stanie totipotencjalnosci. Komoérki pobrane z zarodka w
pozniejszym stadium (np. blastocysty) sg zdolne do wytworzenia in vitro lub po
przeszczepie wszystkich, poza ptciowymi, typéw komdrek. Zostaty one nazwane
pluripotencjalnymi komdérkami macierzystymi. Nabycie umiejetnosci statej hodowli
takich komdrek pochodzenia ludzkiego stanowito znaczacy krok w rozwoju nowej
gatezi wiedzy — tzw. medycyny regeneracyjnej (Thomson i wsp., 1998). W trakcie
dalszego rozwoju ontogenetycznego dochodzi do stopniowego ograniczania
mozliwosci komodrek macierzystych w zakresie tworzenia narzadéw i tkanek.
Zaczynajg sie one specjalizowa¢ w wytwarzaniu komérek tylko okreslonej tkanki i
zyskaly nazwe specyficznych tkankowo Iub multipotencjalnych komodrek
macierzystych.

Pomimo wzglednej tatwosci pozyskiwania oraz namnazania pluripotencjalnych
komédrek macierzystych pochodzenia zarodkowego (ESC) to regulacja procesu ich
roznicowania okazata sie bardzo trudna. Po przeszczepie majg one skionno$¢ do
przeksztatcania sie w potworniaki (Asano i wsp., 2006). Poza tym badania nad
komorkami zarodkowymi wywotujg kontrowersje etyczne, co ogranicza przyzwolenie
spoteczne na ich szerokie rozpowszechnienie (Wadman, 1999 ). Liczne wady ESC
przyczyniajg sie do upowszechnienia badan nad otrzymywaniem komdrek
macierzystych z uksztattowanych narzaddéw i dojrzatych tkanek (ASC) takich jak
szpik (Prockop, 1997), mézg (Doetsch i wsp., 1999), a ostatnio skéra (Mignone i
wsp., 2007), tkanka ttuszczowa (Dhar i wsp., 2007), czy krew obwodowa (Kucia i
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wsp., 2008). Krew pepowinowa do pewnego stopnia posiada zalety specyficzne
zaréwno dla ESC jak i ASC. Zawiera w sobie komdrki na wczesnym etapie rozwoju
ontogenetycznego w czym przypomina ESC, a jednoczes$nie nie budzi kontrowers;ji
etycznych oraz nie wykazuje tendencji do niekontrolowanego rozrostu po
transplantacji, co nalezy do pozytywnych cech ASC. Z krwi pepowinowej uzyskano
juz nie tylko tkankowo specyficzne linie komdrkowe takie jak interesujaca nas w
kontek$cie neurotransplantacji linia neuralnych komérek macierzystych (neural stem
cells, NSC) (Buzanska i wsp., 2002), czy mezenchymalne komodrki macierzyste
(mesenchymal stem cells, MSC) (Lee i wsp., 2004), ale pluripotencjalne komorki
macierzyste przypominajace ESC (McGuckin i wsp., 2006). Ostatnio podobne
pluripotencjalne komérki macierzyste zidentyfikowano takze w szpiku (Ratajczak i
wsp., 2008).

MODELE EKSPERYMENTALNE CHOROB OUN

Podjecie badan przedklinicznych nad mozliwosciami zastosowania
neurotransplantacji komérek macierzystych wymaga odpowiedniego modelowania
chorob OUN u zwierzat (Sughrue i wsp., 2009). Najliczniejszg grupe stanowig
modele chordb powstate wskutek zadziatania czynnika fizycznego, chemicznego lub
biologicznego na ukfad nerwowy zwierzecia, witgczajac w to naczynia OUN. Sposréd
nich wyrézniamy modele wywotujace chorobe po nagtej, czesto jednorazowej lub
wielokrotnej aplikacji czynnika patogennego (Coyle i Schwarcz, 1976; Borlongan i
wsp., 1995). Poza tym zwierzeta transgeniczne mogg prezentowaé genetyczne
podtoze determinujgce powstanie choréb (tzw. modele transgeniczne) (Kaufmann i
wsp., 2009). Stosowane modele powinny mozliwie najbardziej patofizjologicznie
odpowiadaé¢ odpowiednim jednostkom chorobowym, a takze by¢ wzglednie tatwe do
wykonania oraz powtarzalne. Instytut, w ktérym pracuje jest od wielu lat zwigzany z
badaniami nad niedokrwieniem mézgu. Ze wzgledu na czesto$¢ wystepowania,
ciezkosé przebiegu oraz trwato$¢ nastepstw udar mézgu stanowi olbrzymie
obcigzenie dla spofeczenstwa. Badania w tym zakresie majg wiec znaczenie

strategiczne.

Istnieje wiele roznych zwierzecych modeli udaru mézgu. Najczesciej do tego

celu uzywa sie gryzoni. Pierwsza duza grupe stanowig modele, w ktdérych
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uszkodzenie obejmuje obszar unaczynienia dystalnych gatezi tetnicy $rodkowej
mébzgu (MCA) i u gryzoni dotycza one wybiérczo kory mézgu. Do ich wykonania
stosuje sie podwigzanie dystalnego odcinka MCA przez kraniotomie skroniowg
(Risedal i wsp., 2002), wykorzystuje sie reakcje fotochemiczng (Jablonka i wsp.,
2007) oraz podanie substancji naczyniozwezajacej (ET-1) w bezposrednie
sasiedztwo MCA (Ostrowski i wsp., 1998). Ze wzgledu na odmiennosci anatomiczne
(pofatdowanie kory i stosunek ilosci istoty szarej do biatej) u ludzi nie wystepujg
selektywne, ogniskowe uszkodzenia ograniczone do kory mézgu. Poza tym takie
modele udaru mézgu nie wywotujg u zwierzat znaczacych, dtugotrwatych i tatwo
mierzalnych objawéw behawioralnych, co ogranicza ich zastosowanie do testowania
skutecznosci terapii eksperymentalnych.

W badaniach przedklinicznych udar mézgu najczesciej wywotuje sie droga
wewnatrznaczyniowg (MCAO model) (Yanamoto i wsp., 2003). Wystapienie
znaczacych objawow behawioralnych zwigzane jest jednak z olbrzymim obszarem
uszkodzenia obejmujagcym niekiedy prawie catg potkule mézgu. Wéwcezas jednak
bezposrednig przyczyng wystepujacych objawdw najczesciej jest obrzek pdtkuli i
zwigzany z nim efekt masy, a nie tylko wielko$¢ ogniska niedokrwienia (Hofmeijer i
wsp., 2004). W tej sytuacji wazniejsze wydaje sie by¢ stosowanie lekow
przeciwobrzekowych, czy kraniotomii odbarczajgcej niz neuroprotekcji. Olbrzymi
obszar uszkodzenia powigzany z masywna reakcjg zapalng moze nie sprzyjac¢ takze
badaniom i strategii naprawy mézgu w terminie pdzniejszym. Po krytycznym
przegladzie metod badawczych uznano, ze optymalnym modelem do testowania
terapii  komorkowej bytoby uszkodzenie relatywnie mate objetosciowo, ale
wywotujgce znaczace objawy behawioralne utrzymujace sie przez dtuzszy okres.

W zwigzku z omowionymi powyzej ograniczeniami istniejacych modeli, w
ramach pracy doktorskiej m.in. opracowano i scharakteryzowano nowy model udaru
moézgu (Janowski i wsp., 2008a). Obserwacje kliniczne wskazujg na wystepowanie
znaczgacych i dtugotrwatych objawow w przypadku nawet niewielkich lezji, ale
zlokalizowanych w obrebie struktur gtebokich mézgu. Poniewaz brak jest metod
selektywnego uszkodzenia unaczynienia biegngcego do tego obszaru mézgu u
gryzoni (gtownie tetnic przeszywajgcych) uzyto substancji chemicznej w celu
wywotania zmian odpowiadajacych udarowi mézgu w zakresie tego obszaru. Do tego
celu wykorzystano stereotaktyczng iniekcje ouabainy, ktéra jest inhibitorem pompy

sodowo-potasowej. W czasie rzeczywistego niedokrwienia pierwszg i najwazniejsza
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reakcjg jest zahamowanie funkcji tej pompy wskutek braku statego doptywu energii,
co powoduje zniesienie potencjatu btonowego i stopniowg dezintegracjg komorki.
Tak wigc na poziomie komérkowym ouabaina uruchamia podobny taricuch zmian
patologicznych jak ciezkie niedokrwienie lub niedotlenienie mézgu. Na potwierdzenie
tej tezy wykazano wczesniej przy uzyciu rezonansu magnetycznego, ze domézgowe
podanie ouabainy wywofuje wzorzec i ewolucje zmian przypominajace udar mézgu
wykonany metodg tradycyjng (Veldhuis i wsp, 2003).

WPROWADZENIE KOMOREK TERAPEUTYCZNYCH DO OUN

W zaleznosci od istoty i lokalizacji procesu chorobowego poszczegdlne
schorzenia neurologiczne bedg wymagaty indywidualnego podej$cia determinujac
sposob transplantaciji komérkowych.

Podanie miejscowe komdrek macierzystych/progenitorowych

Choroby charakteryzujgce sie ogniskowym wzorcem obumierania komoérek
wydajg sie by¢ gtdwnymi kandydatami do miejscowej aplikacji komodrek. W
zaleznosci od szybkosci postepu procesu patologicznego wyrézniamy choroby
przebiegajgce powoli (neurodegeneracyjne) oraz zachodzace nagle (udary i urazy).
Obecnie miejscowe podanie komérek do mézgu polega zwykle na stereotaktycznej
iniekcji zawiesiny komodrkowej (Molina i wsp., 1993). W przesztosci podawano takze
drobne fragmenty niektérych narzadéw. W nielicznych przypadkach choréb mézgu
oraz zawsze w chorobach rdzenia kregowego wykonuje sie w tym celu operacje
otwarte. Poniewaz najczestszym schorzeniem rdzenia kregowego poddawanym
probom terapii komoérkowej sg urazy, to operacyjne odbarczenie rdzenia oraz
wycigcie blizny moze mieé¢ dodatkowy efekt terapeutyczny (Yoon i wsp., 2007).
Coraz wigcej wysitku naukowcéw zmierza w kierunku stworzenia tréjwymiarowych
struktur neuralnych in vitro do zastosowania zamiast lub jako uzupetnienie
podawanych zawiesin komdrkowych (Jurga i wsp., 2009).

Poniewaz w przewlekle postepujacych chorobach neurodegeneracyjnych
obumierajg gtéwnie neurony, a proces przebiega powoli i bez znaczacego odczynu
zapalnego, komérki sg przeszczepiane przewaznie do istoty szarej objetej procesem

chorobowym (HD) lub bezposrednio do struktur otrzymujgcych projekcje z tych jader
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(PD). W przypadku choréb ostrych w obrebie uszkodzenia pojawia sie bardzo silny
odczyn zapalny, ktéry moze wptywaé negatywnie na dobrostan przeszczepu. W
takich przypadkach zaleca sie raczej transplantacje w sgsiedztwo lezji (Kelly i wsp.,
2004). Szczegolnie, ze wszczepiane komorki zwykle posiadajg zdolno$¢ migracji w
kierunku uszkodzenia. Istniejg takze pojedyncze doniesienia o transplantacji komérek
bezposrednio do jamy poudarowej w celu odbudowy uszkodzonej tkanki (Bibie i
wsp., 2009; Zeng i wsp., 2005).

Podanie systemowe komoérek macierzystych/progenitorowych

Podanie systemowe polega zwykle na iniekcji zawiesiny komédrkowej do
krwicbiegu. Zaletg tego podejscia jest niska inwazyjno$¢ zabiegu. Stosowane jest
gtéwnie w chorobach przebiegajacych z nagtym, znaczacym uszkodzeniem tkanek
mozcu i/lub rdzenia kregowego. Poczatkowo opierato sie ono na zafozeniu, ze
masywna miejscowa reakcja zapalna wywofana naglym uszkodzeniem mdzgu
spowoduje wyrzut chemokin i czynnikéw troficznych, ktére sg zdolne do rekrutacji
przeszczepionych komorek z uktadu krwionos$nego do OUN. Wykazano jednak, ze
zasiedlenie OUN przez podane systemowo komorki nie jest duze i nie wydaje sie
nieztedne do osiggniecia pozytywnego rezultatu (Willing i wsp., 2003). Wobec tego
zakfada sie udziat posrednich mechanizméw regulujacych procesy naprawcze
moz u, na ktére mogg oddziatywa¢ nawet obwodowo umiejscowione przeszczepy
kom rkowe (Willing i Pennypacker, 2007). Tym niemniej badania eksperymentalne
wykazaty, Ze najpewniej na skutek rozcienczenia we krwi wydzielanych przez
przeszczep substancji modulujacych konieczna jest aplikacja stosunkowo duzej
liczby komérek, trudno osiggalnej w warunkach klinicznych (Janowski i Date, 2009).
Tym mozna wytlumaczy¢ bardzo niewielki efekt terapeutyczny neurotransplantaciji
systenowych obserwowany w pierwszej prébie klinicznej u pacjentow z udarem
méz u (Bang i wsp., 2005).

Podanie komérek macierzystych/progenitorowych do ptynu mézgowo-
rdzeniowego

Zupetnie inna sytuacja wystepuje w przypadku rozsianego charakteru procesu
chor bowego wykazujacego powolny postep, czego przyktadem jest stwardnienie
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boczne zanikowe (ALS). Objecie procesem chorobowym znacznych obszaréw
mozgu i rdzenia nie sprzyja miejscowej aplikacji terapeutycznych komorek.
Dodatkowo wybidrczy i stopniowo postepujacy proces jak i apoptotyczny charakter
obumierania elementéw komdrkowych, nie wywotuje znaczgacej odpowiedzi zapalnej i
nie doprowadza do przerwania bariery krew-mézg tym samym ograniczajac
przechodzenie komérek z krwiobiegu. W zwigzku z tym atrakcyjnym sposobem
dostarczenia komérek do organizmu biorcy chorego na ALS moze byé¢ aplikacja do
przestrzeni podpajeczynéwkowej. W ten sposéb komérki zostajg dostarczone poza
bariere krew-mézg oraz potencjalnie zyskujg dostep do duzych obszaréw médzgu i
rdzenia. O ile u ludzi najprostszym sposobem infuzji podpajeczynéwkowych jest
naktucie ledzwiowe, to u myszy stuzacych za transgeniczne modele wielu chordb
OUN droga ta ze wzgledu na rozmiar zwierzecia, nie jest tatwo dostepna i efektywna.
Natomiast transplantacja komérek do ukfadu komorowego znaczaco podwyzsza
inwazyjno$¢ zabiegu. Jedynym miejscem, gdzie w sposéb dobrze kontrolowany, a
jednocze$nie bez uszkadzania tkanki nerwowej mozna podaé¢ komarki do przestrzeni
podpajeczynéwkowej u myszy jest zbiornik wielki. Jednak ten bezpos$redni i szeroki
kontakt z przestrzenia zewnatrzczaszkowg moze usposabia¢é do wstecznego
wyptywu komérek po transplantacji. Grupa japonskich badaczy wycofata sie tylko z
tego powodu z tej drogi podania komdrek na rzecz bardziej inwazyjnej transplantacji
do komory IV (Ohta i wsp., 2004). Poniewaz dotychczas nie istniat w literaturze
doktadny opis tej procedury, w ramach pracy doktorskiej opracowatem i
opublikowatem m.in. metode skutecznego dostarczenia komérek via cisterna magna
do przestrzeni ptynowych OUN u myszy (Janowski i wsp., 2008b).

ZAGADNIENIA IMMUNOLOGICZNE W PRZESZCZEPACH KOMORKOWYCH

Od poczatku swego istnienia transplantologia zmaga sie z procesem
odrzucania przeszczepu. Wynika on z wystepowania odpowiedzi immunologicznej
biorcy przeciwko wprowadzonej obcej tkance dawcy. Dopiero odkrycie i
zastosowanie lekéw hamujacych odpowiedz immunologiczng przyczynito sie do
znaczacej poprawy wynikéw transplantacji wielu narzadéw. Nalezato wiec oczekiwag,
ze kwestia indukcji odpowiedzi immunologicznej moze okazaé sie istotnym
czynnikiem ograniczajgcym osigganie pozytywnych wynikéw réwniez w

neurotransplantacjach. Transplantologia kliniczna obecnie gtéwnie dotyczy
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przeszczepow narzadowych, ktére sg wykonywane w obrebie jednego gatunku.
Nazywajg sie one allotransplantacjami. Ominieciem problemu moze byé
wykonywanie przeszczepow identycznych genetycznie, czyli autoprzeszczepéw lub
przeszczepow syngenicznych. Stopien pokrewienstwa pomiedzy dawca, a biorcg nie
jest doktadnie okreslony w pierwszych doniesieniach o neurotransplantacjach
eksperymentalnych, ale z zasady byly one wykonywane wsobnie — wewnatrz
jednego szczepu szczurdéw (Sprague-Dawley) (Bjorklund i Stenevi, 1979; Perlow i
wsp., 1979). Woéwczas dopiero zaczety pojawia¢ sie pierwsze doniesienia o
pozytywnym wplywie lekéw immunosupresyjnych (cyklosporyna) na przezycie
alloprzeszczepdw narzgdowych, tak wiec te leki nie byly stosowane we wczesnych
badaniach nad neurotransplantacjami (Green i Allison, 1978; Ruegger i wsp., 1976).
Przed zastosowaniem allotransplantacji fragmentéw moézgéw ptodowych w
warunkach klinicznych wykonano badania nad przeszczepami ludzkich tkanek w
do$wiadczalnych modelach zwierzecych. Takie przeszczepy, w ktérych dawca i
biorca pochodzg z réznych gatunkéw nazywajg sie ksenotransplantacjami. W tych
pierwszych ksenotransplantacjach zastosowano zapobiegawczo stosunkowo duze
dawki cyklosporyny (Brundin i wsp., 1986; Brundin i wsp., 1988). Immunosupresja
zostata takze uzyta w pierwszych Kklinicznych allotransplantacjach domézgowych
(Lindvall i wsp., 1990; Lindvall i wsp., 1988). W kolejnych prébach klinicznych
ograniczono jej stosowanie ze wzgledu na efektow ubocznych
(Olanow i wsp., 2003; Freed i wsp., 2001). Skuteczno$¢ i korzysci plynace z

zastosowania immunosupresji W neurotransplantacjach wcigz nie sg udowodnione.

Autotransplantacje

Pod wzgledem immunologicznym najbardziej korzystne jest stosowanie
przeszczepow autologicznych. Wystepuje wéwczas petna zgodno$¢ pomiedzy biorcg
i przeszczepem. Jednak istniejg znaczne ograniczenia w zastosowaniu praktycznym
tego podejscia. Jezeli komorki bedg musiaty by¢é poddane ekspansji i manipulacji in
vitro zabierze to okreslong ilo§¢ czasu i nie bedzie mozliwosci zastosowania tej
terapii w trybie pilnym. Poza tym indywidualizacja procesu przygotowywania komérek
zwiekszytaby koszty procedury. Jednak taka procedura zostata juz opracowana w
celu naprawy tkanki tacznej (Kim i wsp., 2009b) i jest dostepna komercyjnie w Polsce
(Impomed, Polska).
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Z drugiej strony mozna przewidzie€, ze rozwdj bankdéw krwi pepowinowej i
szpiku przyczyni sie do zapewnienia dostepu do autologicznego materiatu dla coraz
szerszej grupy pacjentow. W przypadku krwi pepowinowej komorki te zostaty
pobrane we wczesnym okresie rozwoju osobniczego. Poniewaz uwaza sie, ze
komérki ,miode” ontogenetycznie charakteryzujg sie wyzszym potencjatem
naprawczym, to mogg one stanowi¢ cenne zrodto do wykorzystania w medycynie
regeneracyjnej. Dodatkowym bodzcem do zastosowania w klinice moze by¢ nacisk
cztonkéw rodzin, ktére zainwestowaty pienigdze w bankowanie krwi pgpowinowe;j
swoich dzieci.

Inna sytuacja wystepuje w przypadku choréb genetycznych. Autologiczny
materiat moze powielaC istniejgce patologie i przed przeszczepem wymagac
,haprawy” genetycznej ex vivo.

W kontekscie autoprzeszczepdw warto zwréci¢ uwage na uzyskane ostatnio
indukowane pluripotencjalne komérki macierzyste (iPS) (Takahashi i Yamanaka,
2006). Po raz pierwszy otrzymano je poprzez wszczepienie do zwyklych komaérek
somatycznych (fibroblasty) genéw charakterystycznych dla komérek macierzystych.
Obecnie wykazano, ze wystarczajace jest wprowadzenie do wnetrza komoérek biatek
— produktow tych gendw, dzieki czemu wyeliminowano konieczno$¢ genetycznej
modyfikacji komorek. Poznanie mechanizmu przemiany dojrzatych ludzkich komérek
somatycznych w komérki iPS wskazato nowe mozliwosci zastosowania
autotransplantacji (Park i wsp., 2008). Nieograniczona potencjalnie dostepnos¢
autologicznych komadrek macierzystych pozyskanych w ten sposéb moze pozwoli¢ na
szerokie zastosowanie terapii zindywidualizowanej (personalized medicine) opartej
na naprawie materiatu genetycznego ex vivo oraz ekspansje i rdéznicowanie
Lhaprawionych” komodrek do zastosowania w autotransplantacji (Dimos i wsp., 2008).
tatwoS¢ namnazania i utrzymywania w statej hodowli komodrek iPS jest

poréwnywalna z komdérkami pochodzenia embrionalnego.

Allotransplantacje

NajczeSciej przeszczepy wykonuje sie w obrebie jednego gatunku.
Dotychczasowe neurotransplantacje kliniczne byly przeprowadzane zgodnie z tym
paradygmatem, gtéwnie z uzyciem fragmentéw mézgéw ptodowych (Brundin i wsp.,
2000; Hauser i wsp., 2002) lub komérek pochodzenia nowotworowego (Kondziolka i



wsp., 2005). Jednak z powoddw etycznych, trudnej dostepnosci materiatu oraz braku
standaryzacji i mozliwosci wtasciwej oceny jego jakosci przed przeszczepem,
obecnie odchodzi sie od stosowania tkanek ptodowych (Wijeyekoon i Barker, 2009).
Zastepowane zostajg w badaniach na modelach zwierzecych komérkami
macierzystymi pochodzenia embrionalnego, ktére charakteryzujg sie tatwoscig
namnazania i utrzymywania w statej hodowli (Tavakoli i wsp., 2009). Progenitory
oligodendrocytarne wywodzace sie z embrionalnych komérek macierzystych zostang
wprowadzone do badan klinicznych | fazy w roku 2010 (Geron, USA).

Zaletg tego podejscia jest hipotetyczna mozliwos¢ masowej produkcji
wysokiej jakosci komorek w bioreaktorach (Zweigerdt, 2009). Utatwitoby to uzyskanie
produktéw komarkowych (biologikéw) na szeroka skale do rutynowego stosowania w

klinice, na wzor farmaceutykéw i tym samym ograniczyto koszty terapii.

Ksenotransplantacje

Ksenotransplantacje sg stosowane z koniecznosci w badaniach
przedklinicznych, co stanowi duzy problem w rozwoju samej terapii komoérkowej
(Borlongan i wsp., 1998b; Daadi i wsp., 2008). O ile przeszczepy komérkowe do
mozgu oseskéw i zwierzat bez wyksztatconego uktadu odpornosciowego wykazujg
lepsze przezycie i réznicowanie sig, to wyniki neurotransplantacji do dorostych
zwierzat sa mniej optymistyczne. Pomimo stosowania immunosupresantéw i zwierzat
z deficytami immunologicznymi dotychczas nie zostat rozwigzany problem
zwigkszenia tolerancji biorcy na przeszczep ksenogeniczny. Chociaz ostatnio
stwierdzono pewien postep poprzez ekspozycje noworodkéw zwierzecych na ludzkie
komorki metodg iniekcji dootrzewnowej zawiesiny komérkowej (Kelly i wsp., 2009).

Wykazano tez czesciowg skutecznos¢ fragmentow mobzgéw ptodowych i
komorek otrzymywanych ze swinskich mézgéw w badaniach klinicznych (Fink i wsp.,
2000; Schumacher i wsp., 2000). Jednak obecny rozwéj badan nad ludzkimi
komdrkami macierzystymi by¢é moze wykluczy konieczno$é rozwigzania problemu
przeszczep6éw miedzygatunkowych. Ksenoprzeszczepy sg jednak wcigz rozwazane
jako alternatywne zrédto materiatu dla neurotransplantacji pomimo ryzyka

zwigzanego z transmisjg choréb odzwierzecych (Harrower i Barker, 2004).
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MECHANIZMY DZIALANIA TERAPEUTYCZNEGO PRZESZCZEPOW
KOMORKOWYCH W OUN

Identyfikacja patologii lezacej u podstaw okreslonej jednostki chorobowej
umozliwia precyzyjne zdefiniowanie wymagan stawianych wszczepianym komdrkom.
Opierajgc sie na tym zatozeniu zaprojektowano i podjeto pierwsze badania
do$wiadczalne nad komdrkami macierzystymi. Jednak okazato sie, ze nie w kazdym
przypadku komérki podejmowaty wymagang funkcje, a pomimo to obserwowano
poprawe funkcjonalng (Jackson i wsp., 2009). Szczegdlnie czesto ma to miejsce w
przypadku neurotransplantacji systemowych (Li i wsp., 2001; Li i wsp., 2000; Zhao i
wsp., 2002).

W zwigzku z tym podejrzewa sie istnienie nie poznanych jeszcze do konca
mechanizméw najpewniej o charakterze niespecyficznych dziatan naprawczych
warunkujacych pozytywny efekt funkcjonalny. Teoretycznie mechanizmy dziatania
przeszczepéw komoérkowych mozna podzielic na bezposrednie i posrednie.
Bezposrednie obejmowatyby zastgpienie komoérek obumartych lub wykazujacych
dysfunkcje przez przeszczepione komorki. W zaleznosci od rodzaju schorzenia
dotyczy to komérek zaréwno neuronalnych jak i nieneuronalnych komérek OUN lub
tez obu typéw tacznie. Natomiast posrednie mechanizmy dziatania wymagajg
obecnosci czynnika posredniczgcego (mediatora) oraz adresata dla tego mediatora.
W ten sposéb przeszczepione komérki mogg wywieraé rézny efekt na adresata, czyli
na komorki moézgu biorcy. Istniejg trzy zasadnicze grupy mediatoréw produkowanych
przez komorki uznawane za terapeutyczne: czynniki troficzne, czynniki
immunomodulujace i enzymy, ktére zostang omoéwione w poszczegdinych
podrozdziatach.

Bezposrednia suplementacja komorkowa

Komérki neuronalne

Wybiérczo komorki neuronalne obumierajg  w niektérych chorobach
neurodegeneracyjnych. Zwykle jest to powolny proces nie wywoltujacy masywne;j
odpowiedzi zapalnej. Obszar objety procesem chorobowym bardzo rézni sie

pomiedzy jednostkami nozologicznymi. Rozproszenie procesu degeneracji neuronéw
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nastrecza wieksze trudnosci w selektywnym zastepowaniu ich nowymi komérkami.
Neurony tworza sie¢ wzajemnie komunikujgcych sie komorek, ktére tacza sie
pomiedzy sobg cienkimi wypustkami czesto na znaczne odlegtosci. Wytworzenie
odpowiednich wypustek przez wszczepione komorki, ich wtasciwe ukierunkowanie,
osiggnigcie struktur docelowych oraz produkcia i sekrecija pozadanych
neuroprzekaznikdéw stanowi o ztozono$ci takiego procesu naprawczego.

Przyktadem neurodegeneracji o ogniskowym charakterze i dotyczacej tylko
jednego rodzaju komérek moze byé PD. Wiasnie ta choroba jako pierwsza zostata
poddana eksperymentom neurotransplantacyjnym. Ze wzgledu na znaczng odlegto$é
pomiedzy struktura zawierajacg obumierajgce komorki, a strukturg docelowg
stosowano przeszczepy komoérek do tej ostatniej, aby ograniczyé konieczno$é
wytworzenia dtugich wypustek. To umozliwia stosunkowo szybkg i petng reinerwacje
poprzez wytworzenie potaczen eferentnych. Jednak ektopowe potozenie
przeszczepionych komoérek powoduje brak mozliwosci wytworzenia odpowiednich
potaczen aferentnych i w nastepstwie tego ograniczenie regulacji przekaznictwa
nerwowego przez inne struktury mézgowia. To moze byé przyczyna braku petnego
ustgpienia objawow neurologicznych. W zwigzku z tym podejmowano pojedyncze
proby wszczepiania komérek do obu struktur: objetej bezpos$rednio procesem
neurodegeneracyjnym istoty czarnej i struktury docelowej — prazkowia. Pomimo
wydiuzenia czasu i zwiekszenia inwazyjnosci procedury (operacja stereotaktyczna
$§rédmoézgowia) oraz zwiekszenia zapotrzebowania na komérki, to zwiekszenie
zakresu reinerwacji zostato osiggniete (Mendez i wsp., 2002; Mendez i wsp., 2005).
W innych chorobach neurodegeneracyjnych mézgu takich jak HD i AD proces
chorobowy obejmuje wieksze obszary oraz wykazuje bardziej zréznicowany sktad
komorkowy. Wobec tego osiagniecie bezposredniej suplementacji komérkowej jest o
wiele trudniejsze, cho¢ takie badania sg prowadzone (Clelland i wsp., 2008; Sugaya i
Merchant, 2008). Z najtrudniejszg sytuacjg patologiczng spotykamy sie w rozsianych
chorobach mézgu i rdzenia kregowego. Modelowym przyktadem moze byé
stwardnienie boczne zanikowe (ALS). Proces chorobowy jest powolny i obejmuje
zarbwno neurony drog piramidowych jak i rogéw przednich rdzenia kregowego.
Obydwie populacje komoérek charakteryzujg sie bardzo dtugimi aksonami. Z tego
powodu sg bardzo trudne do zastgpienia przez przeszczepione komérki. Chociaz in

vitro wyhodowano neurony piramidowe i motoneurony, to dotychczas nie udato sie

24



nimi zastgpi¢ obumierajacych neuronéw w chorobowo zmienionym OUN (Jordan i
wsp., 2009; Thonhoff i wsp., 2009).

Komorki nieneuronalne oraz mieszane

Zastosowanie neurotransplantacji w celu zastgpienia obumartych lub
dysfunkcjonalnych komdrek nieneuronalnych jest koncepcjg teoretycznie tatwiejszg
do realizacji. Patologie zwykle dotycza komodrek produkujacych mieline. Zaburzenia
funkcji oligodendrocytéw czesto majg podioze genetyczne. Najczestszg nabytg
choroba demielinizacyjna jest stwardnienie rozsiane. W urazach rdzenia kregowego
takze podkresla sie role uszkodzenia ostonek mielinowych i konieczno$¢ ich
odtworzenia. W zwierzecych modelach powyzszych choréb osiggnieto zadowalajace
rezultaty terapii komorkowej (Lavdas i wsp., 2008; Windrem i wsp., 2004). Oparte na
nich pierwsze préby kliniczne przeprowadzone w krajach wysoko rozwinietych nie
wykazaty jednak ewidentnej poprawy Kklinicznej u pacjentéw ze stwardnieniem
rozsianym (Rice i wsp., 2004), ani z urazami rdzenia kregowego (Mackay-Sim i wsp.,
2008). Obecnie duze nadzieje wigze sie z badaniem klinicznym z zastosowaniem
prekursoréw oligodendrocytéw otrzymanych z komoérek macierzystych pochodzenia
zarodkowego u pacjentéw w ostrej fazie po catkowitym czynnos$ciowym przecieciu
rdzenia kregowego prowadzonym przez firme Geron (Alper, 2009).

W celu odtwarzania naczyn ostatnio testuje sie mozliwosci systemowego

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

W udarach i urazach mézgu dochodzi do jednoczesnego uszkodzenia
zarbwno komoérek neuronalnych jak i nieneuronalnych. Strategia terapeutyczna
powinna wiec obejmowaé wszystkie rodzaje uszkodzonych komérek w obrebie udaru
lub urazu moézgu. Juz dawno wykazano pozytywny efekt behawioralny i integracje
przeszczepu tkanek ptodowego prazkowia (Nishino i wsp., 1993). Dalsze badania
wykazaty wiekszy efekt terapeutyczny czystej populacji post-mitotycznych neuronéw
pochodzenia nowotworowego (Borlongan i wsp., 1998a). We wcze$niejszych
badaniach wykazano integracje tych komérek z mézgiem biorcy (Kleppner i wsp.,
1995). Jednak prdba kliniczna ujawnita tylko niewielki pozytywny efekt tego podejscia
terapeutycznego (Kondziolka i wsp., 2000). Opublikowane badanie post-mortem

jednego z pacjentéw wykazato przezycie wszczepionych neuronéw. Natomiast w tym
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opisie przypadku nie badano, czy wytworzyly sie bezposrednie potaczenia pomiedzy
przeszczepem a mozgiem biorcy (Nelson i wsp., 2002). Préba kliniczna z
analogicznym zastosowaniem ksenotransplantaciji ptodowego prazkowia réwniez nie
okazata sig¢ przetomem (Savitz i wsp., 2005). Zastosowanie komdérek macierzystych
w zwierzecym modelu udaru mézgu oprécz pozytywnego efektu behawioralnego
wykazato réznicowanie sie zarbwno komérek neuronalnych jak i nieneuronalnych
chociaz w tym przypadku takze nie badano, czy wytworzyty sie bezposrednie
potaczenia pomiedzy tymi komérkami a mézgiem biorcy. W zwigzku z tym trudno
przesadzi¢, czy wystgpit tu bezposredni mechanizm dziatania przeszczepu (Chen i
wsp., 2001). Ostatnio stwierdzono skuteczne neuralne réznicowanie sie komorek
pochodzacych z moézgu ptodowego po podaniu ich do jamy poudarowej i
bezposrednie potaczenie tych komoérek z mézgiem biorcy (Zeng i wsp., 2005).
Podobny efekt otrzymano po podaniu prekursoréw neuralnych otrzymanych ze
statych linii ESC w okolice udaru w jego ostrej fazie (Hayashi i wsp., 2006). W obu
powyzszych pracach nie oceniano jednak efektu behawioralnego. W kolejnej pracy
neurofizjologicznie potwierdzono obecno$¢ bezposrednich potaczen synaptycznych
pomigdzy wszczepionymi prekursorami neuralnymi a mézgiem biorcy (Buhnemann i
wsp., 2006). Dopiero ostatnio opublikowano wyniki kompleksowych badan
potwierdzajgcych skuteczng integracje przeszczepionych tkanek ptodowych mézgu u
zwierzgt po udarze zaréwno na poziomie neuropatologicznym, neurofizjologicznym
jak i behawioralnym (Daadi i wsp., 2009). Ta praca w sposéb najbardziej petny
oddaje idee bezposredniego mechanizmu dziatania przeszczepédw komdrkowych
ztozonych z komdrek neuralnych i nieneuralnych. Jednak nalezy zwréci¢ uwage, ze

takie efekty sg prezentowane tylko w bardzo nielicznych publikacjach.
Posrednie mechanizmy oddziatywania komérek po transplantaciji

- Czynniki troficzne. Wywierajg one wptyw bezposrednio na komérki uktadu
nerwowego przez receptory obecne na ich powierzchni. Do najwazniejszych
czynnikbéw troficznych oddziatujgcych na ukfad nerwowy nalezg: VEGF, IGF-1,
PDGF, HGF, GDNF, BDNF.

- Czynniki immunomodulujgce. Kazda choroba organiczna uktadu nerwowego

jest zwigzana z aktywacjg uktadu immunologicznego o réznym nasileniu. W
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przypadku niektorych choréb proces ten jest bardzo ograniczony, ale aktywny przez
wiele lat (PD). W innych schorzeniach wystepuje gwattownie i jest masywny (udar
mozgu, uraz mézgu i rdzenia). Wydaje sie, ze nadmierna reakcja zapalna jest w tym
przypadku dodatkowa przyczyna wtérnego uszkodzenia mozgu. Czynniki
immunomodulujgce reagujac z komdrkami zapalnymi mogg ograniczaé ten proces.

Innym przyktadem sg pierwotnie zapalne choroby OUN takie jak stwardnienie
rozsiane. W tej sytuacji wykorzystuje sie immunosupresyjny efekt podania komoérek
macierzystych.

Nie mozna jednak wykluczyé, ze niektére molekuty mogg jednoczesnie petnié¢
role czynnika troficznego oraz immunomodulujgcego. Jedng z nich jest chemokina
SDF-1, ktéra nie tylko moduluje odpowiedz immunologiczng (Janowski, 2009), ale
takze wchodzi w bezpo$rednig interakcje z komorkami uktadu nerwowego (Ohab i
wsp., 2006).

- Enzymy: Wrodzone choroby metaboliczne wynikajg ze spichrzania sie
okre$lonych substancji wskutek defektéw enzyméw stuzgcych do ich rozktadu.
Wowczas dostarczenie do mézgu komérek zawierajacych 6w enzym pozwala na
zaopatrzenie w niego komdrek endogennych dzieki zjawisku sekrecji enzymow
lizosomalnych do przestrzeni zewnatrzkomdrkowej i ich internalizacji przez okoliczne
komorki biorcy (tzw. cross-correction phenomenon). Do tego celu wykonuje sie
przeszczep szpiku lub krwi pepowinowej od niespokrewnionego dawcy wykorzystujac
naturalne zjawisko krgzenia komorek makrofagalnych pomiedzy szpikiem, krwig i
mébzgiem (Prasad i Kurtzberg, 2008). Zasiedlenie w tkance nawet niewielkiej liczby
komorek zdolnych do produkciji okreslonego enzymu jest wystarczajace do uzyskania
efektu klinicznego.

Do efektéw wywieranych przez opisane mediatory na komérki biorcy nalezg
m.in.: ograniczenie procesu apoptozy, nasilenie procesu neurogenezy i angiogenezy,
przebudowa OUN i remielinizacja. W przeprowadzonej ostatnio meta-analizie
wykazano, ze statystycznie najbardziej znaczgcym, pozytywnym efektem
neurotransplantacji systemowych na komérki biorcy jest ograniczenie procesu
apoptozy (Janowski i wsp., 2010). Ujawniono, ze w obrebie komérki proces ten jest

zbiezny 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
neuroblastéw gtownie w niszach neuralnych komérek macierzystych, ktéremu zwykle
towarzyszy migracja tych neuroblastow w kierunku obszaru objetego procesem
chorobowym. Nie zdefiniowano dotychczas mediatoréw bezpos$rednio sterujacych
neurogenezg w mozgu. Jednak stwierdzono, ze namnazanie neuralnych komorek
macierzystych in vitro jest warunkowane udziatem okreslonych czynnikéw troficznych
(Tarasenko i wsp., 2004), a proces neurogenezy in vivo jest hamowany przez
eksperymentalnie wywotany proces zapalny (Hoffmann i wsp., 2007).

Proces angiogenezy towarzyszy przewaznie chorobom przebiegajagcym z
masywnym, ogniskowym uszkodzeniem wszystkich elementéw komérkowych OUN i
jest niezbedny do odbudowy uszkodzonej tkanki. Wykazano pozytywny wplyw
gtéwnie neurotransplantacji systemowych na angiogeneze po udarze mézgu i urazie
rdzenia kregowego (Kim i wsp., 2009a; Liu i wsp., 2006; Toyama i wsp., 2009).
Mediatory specyficzne dla procesu angiogenezy sg stosunkowo dobrze poznane i
nalezag do nich: PIGF, VEGF i Ang-1.

U zwierzat poddanych eksperymentalnemu udarowi mézgu grupa z Detroit
opisata pozytywne zmiany w strukturze OUN spowodowane podaniem
mezenchymalnych komoérek macierzystych (Li i Chopp, 2009). Zaobserwowano
zmniejszenie blizny glejowej wokét jamy poudarowej (Li i wsp., 2005), pogrubienie
ciata modzelowatego (Shen i wsp., 2006) oraz rozszerzenie zakresu unerwienia ciata
przez potkule kontralateralng (Liu i wsp., 2008). Jednak nie podjeto dalszych badan
nad mediatorami tych reakcji. Podobne do powyzszych obserwacji zjawisko
reorganizacji OUN zostato takze opisane po podaniu komoérek bezposrednio do
potkuli kontralateralnej do uszkodzenia wywotanego niedokrwieniem (Veizovic i wsp.,
2001).

Wzmozenie remielinizacji jest obserwowane po neurotransplantacjach w
stwardnieniu rozsianym. Skorelowane to jest z ograniczeniem stanu zapalnego na
podtozu ktérego dochodzi do uszkodzenia ostonek mielinowych (Kassis i wsp.,
2008). Wykazano szczegdlng przydatno$¢ komorek transfekowanych potencjalnymi
mediatorami, tj. BDNF (Makar i wsp., 2009) i IFN-beta (Makar i wsp., 2008).
Stwierdzono, ze BDNF takze wywiera dziatanie immunomodulujgce poprzez korekte

profilu cytokin w obrebie mdzgowia.

28



INDUKOWANA MIGRACJA KOMOREK W NEUROTRANSPLANTACJACH

Termin migracja lub taksja komodrkowa odnosi sie do zjawiska
przemieszczania sie komorek. W zaleznosci od czynnikéw warunkujacych ten proces
wyroznia sie chemotaksje, haptotaksje, elektrotaksje, itd. Procesy migracji obok
proliferacji petniaq zasadniczg role w rozwoju osobniczym poprzedzajac proces
roznicowania sie komoérek w tkankach i narzadach. W dojrzatym organizmie migracja
komorek bierze udziat w utrzymaniu homeostazy w procesach: zapalnym i
naprawczym. Ma to zwigzek z istnieniem wyspecjalizowanych stref namnazania
komoérkowego w obrebie organizmu, z ktérych komorki przemieszczaja sie do miejsc

SWO0jego przeznaczenia, aby podjgé wtasciwe im funkcje.

Rola procesu migracji komorkowej w neurotransplantacjach

Bezposrednie dostarczenie komoérek do miejsca przeznaczenia jest czesto
niewskazane lub w ogodle niemozliwe. Jezeli nawet transplantacja do docelowej
struktury OUN jest mozliwa to nadal oczekuje sie lepszego efektu jezeli komorki
odmigrujg z miejsca ziozenia depozytu komérkowego. Diugotrwate pozostawanie
komoérek w skupisku o gestym upakowaniu nie tylko moze pogorszy¢ ich
przezywalno$¢, ale przede wszystkim ogranicza szanse na interakcje i integracje z
tkankami biorcy. Uwaza sie, ze takie ogniskowe rozmieszczenie komoérek moze by¢
odpowiedzialne za wystgpienie dziatan niepozadanych po terapii komérkowej
choroby Parkinsona (Bjorklund i wsp., 2003). Nadmierna stymulacja
dopaminergiczna tkanki w bezposrednim sgsiedztwie skupisk wszczepionych
komodrek w zestawieniu z brakiem reinerwacji w rejonach prazkowia odlegtych od
transplantéw prowadzi do wystepowania niepozgdanych gradientéw dopaminy. W
zwigzku z tym dokladne poznanie mechanizméw zarzadzajgcych migracjg
wszczepianych komoérek oraz nabycie umiejetno$ci okre$lenia ich potencjatu
migracyjnego przed procedurg transplantacyjng, wydaje sie by¢ warunkiem
podstawowym dla osiagniecia sukcesu terapeutycznego.
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Mechanizmy migracji komdérkowej

Migracja komdrkowa wydaje sie byé uwarunkowana koniecznoscig
wystapienia interakcji ligand-receptor. Ligandami mogg by¢ zaréwno rozpuszczalne
molekuty (chemotaksja) jak i biatka macierzy zewnatrzkomérkowej (haptotaksja).
Wsrdd tych pierwszych wazng role wydajg sie petni¢ chemokiny — biatka o niskiej
masie czgsteczkowej, w zwigzku z czym tatwo przenikliwe i ulegajace szybkiej
dyfuzji. Przyktadem moze by¢ SDF-1. Receptory dla nich sg zwykle powigzane z
biatkami G, przez ktére dalej przekazujg sygnat do wnetrza komoérki. Wystapienie
gradientu stezen liganda stymuluje ruch komérki w kierunku jego wyzszej
koncentracji. Biatka macierzy zewnatrzkomérkowej natomiast, oprécz oddziatywania
przez specyficzne receptory, wywierajg takze wptyw na intensywno$¢ procesu
migracji poprzez bezposrednig interakcje z btong komdérkowg i znajdujgcymi sie na
niej proteoglikanami.

Z drugiej strony nie mozna wykluczy¢ zdolnosci komérek do ,spontanicznego”
ruchu i przemieszczania sie z miejsc o0 wieksze] gestosci do okolic rzadko
zasiedlonych (zjawisko dyspersji). Ten proces w odniesieniu do komdrek nie zostat
jeszcze dobrze poznany, a moze bra¢ istotny udziat w migracji komérek z depozytéw
komérkowych do otaczajacych tkanek. Jego przejawem moze by¢ np. spontaniczna

migracja komérkowa obserwowana w eksperymentach in vitro.

Migracja komoérek zapalnych

Kluczowym elementem reakcji zapalnej jest gromadzenie sie komodrek
naciekowych w okreslonych obszarach organizmu. W reakcji zapalnej biorg udziat
biate krwinki oraz uktad fagocytéw tkankowych. Gromadzenie sie komérek zapalnych
jest mozliwe dzieki ich zdolnosci do migracji zgodnie z gradientem stezen
okreslonych chemoatraktantow. W zwigzku z szybkoscia, sita zachodzenia oraz
znaczeniem tego procesu, badania nad migracja komérek sg najbardziej
zaawansowane w obrebie uktadu immunologicznego. Zdefiniowano czasteczki
odgrywajgce kluczowe role w migracji roznych typow komorek krwi na okreslonych
etapach procesu zapalnego.

Oprocz chemotaksji nie mozna wykluczyé wystepowania réwniez innych
komérkowych reakcji kierunkowych, takich jak: haptotaksja, czy -elektrotaksja.
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Ostatnio na powierzchni mikrogleju zidentyfikowano kanaty zalezne od pH, ktére
mogtyby petnié role swoistych receptoréw wtasciwosci fizykochemicznych $rodowiska
(Morihata i wsp., 2008). Ale ich rola w procesie migracji komérkowej dotychczas nie

zostata potwierdzona.

Migracja komoérek macierzystych i progenitorowych

Zagadnienie migracji komérek macierzystych i progenitorowych jest mniej
poznane. W dojrzatym organizmie komorki te biorg udziat w ciggtym odtwarzaniu
tkanek stale regenerujacych sie (naskérek, krew, jelita) oraz w procesach
naprawczych pozostatych tkanek. Komérki macierzyste sg zlokalizowane w
miejscach wykazujgcych specyficzne warunki mikrosrodowiska, czyli w tzw. niszach,
ktérych biologiczna funkcja polega na utrzymaniu statej puli komérek macierzystych.

Mozliwe sg dwa scenariusze w odniesieniu do migracji komérek bioracych
udziat w naprawie tkanek. Komoérki macierzyste mogg przemieszczac sie ze swoich
nisz do miejsc, gdzie wystepuje na nie zapotrzebowanie i dopiero tam réznicowaé sie
w zalezno$ci od lokalnych wskazéwek. Z takg sytuacjg mamy do czynienia w
przypadku hematopoetycznych komérek macierzystych réznicujgcych sie w kierunku
komérek srédbtonka w odpowiedzi na uszkodzenie naczyn (Kaplan i wsp., 2007).
Drugg mozliwoscig jest powstanie okreslonych progenitoréw w obrebie nisz komérek
macierzystych i dalsza migracja juz zdeterminowanych form komérkowych, co
wydaje sie mie¢ miejsce w obrebie uktadu nerwowego. Wciaz nie jest rozstrzygniety
zwigzek komérek macierzystych pochodzacych ze szpiku 2z komérkami
macierzystymi specyficznymi tkankowo, zlokalizowanymi w poszczegdlnych
narzgdach. Niektérzy wskazujga na nadrzedng i regulacyjng role szpiku w
dostarczaniu pluripotencjalnych komdrek macierzystych do poszczegdinych
narzadéw, szczegdlnie w odpowiedzi na ich uszkodzenie (Kucia i wsp., 2008).

W badaniach in vitro zwykle mamy do czynienia z hodowlami komérkowymi,
ktére sg mieszaning komdrek macierzystych i powstatych z nich komérek
progenitorowych o réznym potencjale migracyjnym. Z powodu braku markera
charakterystycznego tylko dla komdrek macierzystych nie ma mozliwosci tatwej ich
identyfikacji, czy tez selekcji. Tak wiec trudno oceni¢ czy komérki, ktére
przemigrowaty naleza do puli komérek macierzystych, czy tez ulegty wstepnemu

réznicowaniu. W tej sytuacji stosunek liczby komoérek ,sensu stricto” macierzystych
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do potomnych moze w wigkszym stopniu wplywaé na wyniki badan migracji in vitro
niz samoistna zdolno$¢ do migracji badanej populacji komérkowej w okreslonych

warunkach.

Migracja progenitorow neuralnych i neuralnych komérek macierzystych

W réznych rejonach mézgu migracja nowopowstajgcych komérek moze
zaleze¢ od odmiennych mechanizméw. W obrebie dojrzatego OUN wystepujg dwa
wyspecjalizowane obszary namnazania komérek neuronalnych: strefa przykomorowa
w komorach bocznych i warstwa ziarnista zakretu zebatego hipokampa. W
warunkach fizjologicznych komoérki ze strefy przykomorowej migrujg w kierunku
opuszki wechowej wzdtuz przedniego strumienia migracji, a w obrebie zakretu
zebatego przemieszczajg si  ze strefy podziarnistej do warstwy komoérek ziarnistych.
Poza tym istnieje ograniczone wystepowanie prekursoréw neuronalnych w mdzgu
poza rejonami neurogenezy.

Nagte uszkodzenie mébzgu, oprécz wywotania reakcji zapalnej prowadzgcej do
uprzatnigcia martwiczych tkanek, wptywa takze na zmiane statych szlakéw migracji
neuroblastow, ktore zaczynajg przemieszcza¢ sie w kierunku obszaru objetego
uszkodzeniem. Powigzane to jest ze wzmozong proliferacjg w strefach namnazania.
Wigkszo$¢ powstatych w ten sposdb neuroblastéw i neuronéw obumiera w ciggu
nastepnych kilku tygodni (Kokaia i Lindvall, 2003). Dotychczas nie jest znany wptyw
tej neurogenezy na przebieg proceséw naprawczych w mézgu.

Zjawisko migracji indukowanej uszkodzeniem prébuje sie wykorzystaé w
terapii komorkowej udaru mézgu (Kozlowska i wsp., 2007). Nie zdefiniowano
doktadnie czynnikdw warunkujacych te migracje, chociaz stwierdzono zalezno$¢ tego
procesu od obecno$ci pewnych substancji w srodowisku oraz ekspresji receptoréw
na komorkach. Poznanie doktadnego mechanizmu tej migracji moze utatwié¢
selektywne i skuteczne dostarczenie okreslonych typéw komoérek do uszkodzonych
miejsc po transplantacji.

W badaniach in vitro wykazano, ze migracja NSC opiera sie zaréwno na
chemotaksji jak i haptotaksji. Wéréd chemoatraktantéw nalezy wyrézni¢ dwie duze
grupy zwigzkéw: chemokiny i czynniki wzrostu. Receptory dla nich posiadajg typowg
charakterystyke przeszywajgcg 7-krotnie btone komérkowa. Na podstawie danych

literaturowych wybrano do badan kilka typéw receptoréw zaangazowanych w proces
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chemotaksji. Na komdrkach HUCB-NSC ocenitem wystepowanie: Flk-1, PDGFRA,
PDGFRB, c-Met, IGF-1R i CXCR4. Oprécz tego zbadatem ekspresje molekuty
adhezyjnej PSA-NCAM. Jako ze haptotaksja odbywa sie wzdtuz biatek macierzy
zewnatrzkomoérkowej, do ktérych mozemy zaliczy¢ laminine i fibronektyne, oba te

biatka zostaty uwzglednione w przedstawionych badaniach.

O intensywnosci migracji Swiadczy indeks chemotaktyczny, czyli proporcja
komorek, ktéry przemigrowaty w warunkach eksperymentalnych oraz kontrolnych.
Wedlug danych literaturowych komorki zapalne oraz komorki  macierzyste
pochodzenia szpikowego osiggajg wysoki, dwucyfrowy indeks chemotaktyczny.
Natomiast neuralne komorki macierzyste wydajg sie wykazywaé znacznie mniejsze
zdolnosci migracyjne (Xu i wsp., 2007).

Istniejg w literaturze rozbieznosci pomiedzy poszczegélnymi, badanymi pod
katem migracji populacjami NSC w zaleznosci od ich pochodzenia, jednorodnosci,
itd., w zakresie ich zdolnosci do odpowiedzi na bodzce chemo- i haptotaktyczne.
Dodatkowo kazdy rodzaj lezji moze indukowaé¢ odmienny zestaw poszczegdinych
substancji stymulujgcych migracje. W zwigzku z tym optymalizacja terapii
komérkowej bedzie wymagaé definiowania potencjatu migracyjnego swoistego dla
kazdej populacji komérkowej oraz dla kazdego typu lezji.

W ramach pracy doktorskiej podjatem prébe scharakteryzowania in vitro
wtasciwosci migracyjnych przeszczepianych przeze mnie komérek.

OBRAZOWANIE PRZESZCZEPIONYCH KOMOREK

Rola obrazowania komérkowego w neurotransplantacjach

Podstawowe barwienia umozliwiajace mikroskopowe obserwowanie komérek
w preparatach tkankowych znane sa juz od ponad wieku. W neurotransplantologii,
ktéra wcigz jest gtownie obszarem badan przedklinicznych niezbedne jest
zestawianie lokalizacji i fenotypu wszczepionych eksperymentalnie komoérek z ich
funkcjg mierzong na poziomie biochemicznym, neurofizjologicznym i behawioralnym.
W kKlinice natomiast konieczne jest opracowanie nieinwazyjnych metod przyzyciowe;j

identyfikacji i selektywnego obrazowania przeszczepionych komérek i odrézniania ich
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od komoérek biorcy. Mozliwo$¢ nieinwazyjnej detekcji in vivo pozwoli potwierdzi¢
udane przeszczepienie komorek we wiasciwe miejsce oraz dtugo$¢ przezycia w
organizmie biorcy. W jednej z niewielu dotychczas opublikowanych prac klinicznych
na ten temat wykazano tylko 50% skutecznos¢ w dostarczeniu komérek do weztow
chtonnych droga bezposredniego naktucia pod kontrolg ultrasonograficzng (USG) (de
Vries i wsp., 2005). To moze by¢ przyczyng obserwowanej, duzej zmiennosSci

odpowiedzi pacjentow na komorkowe terapie transplantacyjne.

Morfologiczne badania przeszczepow komoérkowych ex vivo

Od poczatku badan nad neurotransplantacjami posmiertna weryfikacja
przeszczepionych komérek wchodzita w sktad podstawowego arsenatu badawczego.
W pierwszych pomysinych neurotransplantacjach wykorzystywano radiograficzng
detekcje komodrek znakowanych promieniotwérczym nukleozydem (3H-tymidyna)
(Das i Altman, 1971). W eksperymencie zwierzecym podawano ten nukleozyd
dootrzewnowo przysztym dawcom przed pobraniem materiatu do przeszczepu. Ta
metoda umozliwiata jednak sSledzenie losu tylko frakcji aktualnie dzielgcych sie
komérek.

W dalszych badaniach ukierunkowanych pod katem przysztych zastosowan
klinicznych do detekcji wszczepionych komorek wykorzystywano histochemiczne
metody identyfikacji produkowanych przez nie neuroprzekaznikéw i zwigzanych z
nimi enzymow (Lindvall i wsp., 1973). Ta metoda pozwala oceni¢ jednoczesnie
lokalizacje i funkcje wszczepionych komoérek ex vivo, jednak jest przydatna tylko w
sytuacji braku podobnych, endogennych komorek w operowanej okolicy. Nastepnie
powyzsze metody zostaty zastgpione przez immunohistochemie, ktéra pozwolita na
bardziej wybiérczg oraz bardziej kompleksowg ocene przeszczepionych komorek.

Jezeli istnieje niezgodno$¢ gatunkowa pomiedzy dawcg i biorcg mozna
wykorzystac przeciwciata skierowane wybiorczo przeciwko gatunkowo specyficznym
epitopom. Takie przeciwciata (NuUMA, HuNu) sg uzywane do identyfikacji ludzkich
komorek przeszczepionych do mézgdéw zwierzecych. Inng, rzadko spotykang metodg
wizualizacji wszczepionych komorek jest fluorescencyjna hybrydyzacja in situ (FISH).
Zastosowanie tej metody w uktadzie: komorki od dawcy ptci meskiej przeszczepiane

biorcy pftci zenskiej pozwala na ich identyfikacje nawet w uktadzie syngenicznym bez
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zadnego uprzedniego znakowania poprzez zastosowanie sondy skierowanej
przeciwko chromosomowi Y.

Przez pewien czas duzg popularnoscig cieszyta sie bromodeoksyurydyna
(BrdU) jako znacznik przeszczepianych komérek. BrdU poczatkowo zastapita
promieniotworczg tymidyne w podawaniu systemowym przysztym dawcom (Shetty i
wsp., 1994). Nastepnie zostata takze zastosowana do znakowania komoérek
hodowanych in vitro (Okoye i wsp., 1995). Poniewaz jest nukleozydem to posiada
negatywne cechy jako znacznik: wbudowuije sie jedynie do dzielacych sie komoérek, a
dalsze podziaty po wycofaniu BrdU z pozywki powodujg szybkie pogorszenie
mozliwosci jej detekcji (Lee i wsp., 2009). Poza tym stwierdzono toksyczny efekt
BrdU na prekursory neuronéw (Caldwell i wsp., 2005). Pomimo tego, ta metoda jest
nadal uzywana w neurotransplantacjach, chociaz w ograniczonym zakresie (Chen i
wsp., 2009a).

Powyzsze metody pozwalajg na identyfikacje wszczepionych komorek w
organizmie gospodarza ex vivo. Informacje na temat ich fenotypu sg dostarczane
poprzez badanie wspdtwystepowania znacznikow wszczepionych komoérek oraz
przeciwciat skierowanych przeciwko okreslonym antygenom komdrkowym.
Alternatywng metodg wnioskowania o fenotypie jest wprowadzenie do komodrek
genow dla biatek powodujacych fluorescencije (dostepnych jest juz kilka koloréw) pod
promotorami specyficznymi dla okreslonych biatek markerowych komorki.

Podsumowujgc, obrazowanie ex vivo pozwala po$miertnie sprawdzié¢, czy

transplantowane in vivo komoérki zachowaty sie w oczekiwany sposaéb.

Obrazowanie komorek in vivo

Z powodu wysokiej rozdzielczosci metoda najbardziej uzyteczng do
bezpo$redniego obrazowania wszczepionych komoérek in vivo jest MR.
Najpowszechniej stosowanym sposobem znakowania komérek w celu detekcji w MR
jest wprowadzenie do ich wnetrza SPIO. Ten wybdr znacznika jest podyktowany
superparamagnetycznymi wtasciwosciami nanoczasteczek zelaza przy braku
ewidentnej toksycznosci zwiagzku dla komérek, tkanek czy organizméw. Ta metoda
pozwala na precyzyjng lokalizacje przeszczepu w odniesieniu do innych struktur
OUN. Przy jej uzyciu w eksperymencie na zwierzetach wykazano mozliwo$é

8ledzenia dynamiki przemieszczania sie przeszczepionych komérek w czasie
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rzeczywistym, zaréwno po podaniu domézgowym (Guzman i wsp., 2008) jak i
systemowym (Walczak i wsp., 2008). Wyzej wymienione neurotransplantacje
eksperymentalne z uzyciem znacznikéw MR zostaty przeprowadzone na gryzoniach.
Dopiero ostatnio wykazano bezpieczenstwo takiej terapii u naczelnych (Ke i wsp.,
2009) i w pierwszych obwodowych przeszczepach u ludzi (de Vries i wsp., 2005). W
naszym zespole wykonano neurotransplantacje kliniczng komérek neuralnych z krwi
pepowinowej z zastosowaniem SPIO i detekcje przy uzyciu MR (Domanska-Janik i
wsp, 2009; Janowski i wsp. 2009).

Jednak zastosowanie znacznikéw wewnatrzkomérkowych moze prowadzié do
uzyskiwania fatszywych wynikéw. Endogenne makrofagi wypetnione hemosyderyng
moga by¢ trudne do odréznienia od wszczepionych komoérek wyznakowanych
zelazem, szczegdlnie jezeli podczas lokalnego podawania komérek doszto do
krwawienia, a neuroobrazowanie nie byto wykonane bezposrednio po zabiegu. Poza
tym komorki zawierajace ww. znaczniki mogg byé fagocytowane przez endogenne
makrofagi, ktore w ten sposéb beda nasladowa¢ wszczepione komorki (Higuchi i
wsp., 2009). Z drugiej strony rozcienczanie znacznika w wyniku proliferacji
wszczepionych komdérek moze fatszywie negatywnie wskazywa¢ na brak ich migraciji
w tkance po przeszczepie (Walczak i wsp., 2007b).

Aby przetama¢ powyzsze ograniczenia prowadzone sg badania w kierunku
zastosowania gendw reporterowych w celu detekcji komérek w MR. Wprawdzie ich
uzycie wymaga manipulacji genetycznych to uzyskiwane obrazy w sposéb bardziej
wiarygodny pozwalajg wnioskowaé o obecnosci i funkcji wszczepionych komérek.
Jednak konieczno$¢ zastosowania ultrawysokopolowych, czyli bardzo drogich i
trudnodostepnych aparatéw do rezonansu magnetycznego oraz stosunkowo dtugi
czas akwizycji obrazu ogranicza szerokie zastosowanie tej technologii. Ze wzgledu
na szybkosc¢ i fatwo$¢ obrazowania oraz znaczaco nizsze koszty aparatury, pewng
popularnod¢ w przypadku badan matych gryzoni zyskato zastosowanie
bioluminescencji, wymagajace wprowadzenia do komérek genu dla lucyferazy. W
celu topograficznej lokalizacji przeszczepu komoérkowego stosuje sie rezonans
magnetyczny, natomiast informacje na temat przezycia i funkcji komérek pozyskuje

sie metodq detekcji bioluminescencji.

Podsumowujgc, terapia komérkowa choréb OUN rozumiana jako medycyna

oparta na dowodach (evidence-based medicine) wcigz jest na bardzo wczesnym
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etapie badan przedklinicznych i klinicznych. Wymaga dalszego rozwoju
odpowiednich narzedzi badawczych w celu doktadniejszego poznania biologii
przeszczepianych komoérek oraz pefniejszego wyjasnienia mechanizméw ich
dziatania.
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ZALOZENIA | CEL PRACY

Obecnie brak jest skutecznego leczenia wielu choréb neurologicznych
przebiegajacych z obumieraniem komorek. Wobec tego powstata koncepcja
zastgpienia obumartych komérek nowymi, wszczepionymi. W Zaktadzie Neurobiologii
Naprawczej IMDIK PAN uzyskano z krwi pepowinowej, ludzkie, ukierunkowane
neuralnie komorki macierzyste, ktdre potencjalnie mogtyby zosta¢ zastosowane w
terapii tych choréb. (Buzanska i wsp., 2006a; Buzanska i wsp., 2006b; Buzanska i
wsp., 2002).

Gtéwnym celem pracy doktorskiej byto przygotowanie i rozwdj narzedzi
badawczych przydatnych do eksperymentalnej terapii komoérkowej OUN oraz analiza
czynnikow warunkujgcych migracje przeszczepionych domézgowo, ukierunkowanych
neuralnie komoérek macierzystych i progentorowych wywodzacych sie z krwi
pepowinowej (HUCB-NSC/NP). W ramach wieloosrodkowej wspétpracy klinicznej
wykonano  réwniez  znakowanie  progenitoréw  neuralnych  znacznikiem
superparamagnetycznym (SPIO) w celu detekgcji tych komérek w mdzgu pacjenta po
przeszczepie.

CELE SZCZEGOLOWE i ETAPY REALIZACJI BADAN:

1. Opracowanie techniki neurotransplantacji komérek do zbiornika wielkiego u
myszy (ryc. 1)

2. Opracowanie modelu udaru mézgu u szczura z zastosowaniem ouabainy
(ryc. 2)

3. Ocena endogennej neurogenezy indukowanej udarem w mézgu szczura
(ryc. 3)

4. Neurotransplantacja komérek HUCB-NSC/NP i ocena ich migracji w
nieuszkodzonym i uszkodzonym ogniskowo mdézgu szczura (ryc. 4)

5. Analiza czynnikdw warunkujacych migracje badanych komérek HUCB-
NSC in vitro (ryc. 5)

6. Znakowanie SPIO, analiza cytochemiczna i obrazowanie metodg
rezonansu magnetycznego komoérek HUCB-NP przygotowywanych do
transplantaciji klinicznej (ryc. 6)
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SCHEMATY ZADAN BADAWCZYCH Z UWZGLEDNIENIEM ZASTOSOWANYCH
METOD:

Ryc. 1 Opracowanie techniki neurotransplantacji komérek do zbiornika wielkiego u myszy

Ryc. 2 Opracowanie modelu udaru mézgu u szczura z zastosowaniem ouabainy
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Ryc. 3 Ocena endogennej neurogenezy indukowanej udarem w mézgu szczura

Ryc. 4 Neurotransplantacja komérek HUCB-NSC/NP i ocena ich migracji w nieuszkodzonym i uszkodzonym
ogniskowo mézgu szczura

NEUROTRANSPLANTACJA
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Ry .5 Analiza czynnikéw warunkujacych migracje komérek HUCB-NSC in vitro

Ryc. 6 Znakowanie SPIO, analiza cytochemiczna i obrazowanie metoda rezonansu magnetycznego komérek

HUCB-NP przygotowywanych do transplantacji klinicznej
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MATERIAL

ZWIERZETA EKSPERYMENTALNE:

Myszy szczepu B6SJL obu pici — nie transgeniczne oraz zmodyfikowane
genetycznie w celu nadprodukcji dysmutazy ponadtlenkowej cytoplazmatycznej
(Cu/Zn-SOD1) stanowigce zwierzecy model rodzinnej postaci stwardnienia bocznego
zanikowego (ALS) zakupione w Jackson Laboratories (Ben Harbor, ME, USA). W
trakcie eksperymentu zwierzeta byly umieszczone w plastikowych klatkach
pojedynczo. Badania na myszach zostaly zatwierdzone przez Lokalng Komisje
Etyczng w Tubingen, a eksperymenty zostaty przeprowadzone w Ulm w Niemczech.

Szczury (samce) szczepu Wistar wagi ok. 250g pochodzace z hodowli
zwierzetarni IMDIK PAN. W trakcie trwania eksperymentéw w kazdej klatce
znajdowaty sie 2 zwierzeta. Badania na szczurach zostaty zatwierdzone przez
Lokalng Komisje Etyczng w Warszawie.

Zarowno myszy jak i szczury mialy zapewniony wolny dostep do wody i

pozywienia oraz 12-godzinny cykl dobowy swiatto-ciemnos$¢.
POPULACJE KOMOREK:
Komoérki pochodzace z krwi pepowinowej

Neuralne progenitory (HUCB-NP) izolowane byty na gradiencie Ficoll/Hypaque
w ciggu 12 godzin od pobrania krwi pepowinowej bezposrednio po porodzie (za
zgoda pacjentek). Komorki negatywne pod wzgledem antygenu CD34
selekcjonowane byly poprzez sortowanie immunomagnetyczne na MiniMACS
(MilteneyBiotek) zawieszane w pozywce DMEM/F12 (Gibco) + 30% FBS (Gibco) lub
W pozywce bezsurowiczej o sktadzie: DMEM/F-12 + B27 (1:100, Gibco) + EGF
(40ng/ml, Sigma) + bFGF (20ng/ml, Sigma) + AAS (1:100, Gibco). W ten sposéb po
kilku dniach otrzymywano populacje komoérek ukierunkowanych neuralnie, ktérg
przygotowywano do transplantacji oraz do znakowania i obrazowania metodg
rezonansu magnetycznego (Habich i wsp., 2006).
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Linia neuralnych komdrek macierzystych (HUCB-NSC) otrzymana wskutek
izolacji niehematopoetycznej frakcji komdrek jednojgdrzastych CD  34(-),
wielostopniowe] selekcji klonogennych komérek i ich ekspansji w pozywce
DMEM/F12 + 10% FBS (Buzanska i wsp., 2006a; Buzanska i wsp., 2006b; Buzanska
i wsp., 2002). W efekcie uzyskano hodowle komdrek o cechach NSC ptywajacych w
toni — niezréznicowanych i adherentnych wykazujgcych ekspresje wczesnych
markeréw neuralnych. W statej hodowli komorki byly utrzymywane w pozywce o
niskim stezeniu surowicy: DMEM/F12 + ITS (1:100, Gibco) + 2% FBS + AAS (1:100).
Komorki uzywane do przeszczepdw w eksperymentalnym modelu ALS u myszy byty
zamrazane i w ten sposob przechowywane do czasu transplantacji. Do transplantacji
w eksperymentalnym modelu udaru mézgu uzywano komorek transfekowanych
genem zielonego biatka fluorescencyjnego (GFP). Komdrki te, a takze komdrki do
badan in vitro na dzien przed rozpoczeciem eksperymentu byty trypsynizowane i
przekfadane do pozywki bezsurowiczej, z dodatkiem B27 (1:50), EGF (20ng/ml). W
ten sposdb otrzymywano populacje niezréznicowanych nieadherentnych neuralnych
komorek progenitorowych. Do badan in vitro uzywano zaréwno komorki
nieadherentne, z pozywki bezsurowiczej, jak i komodrki ze statej hodowli w niskim

stezeniu surowicy.

Komorki szpiku

Szpik kostny pobierano od pacjentéw podczas rutynowych operacji
ortopedycznych (osteotomie miednicy) za zgodg dawcéw. Komorki pozytywne dla
antygenéw CD9, CD90, CD 105, CD 166 i negatywne dla CD14, CD34, CD45 byty 1-
3 - krotnie pasazowane w pozywce DMEM z dodatkiem 10% FBS, 1% glutaminianu,
1% antybiotyku (penicillin/streptozocin) w standardowych warunkach. Nastepnie
komorki byty zamrazane. Dalszy etap przygotowania do transplantacji opisany zostat

szczego6towo we wczesniejszej publikacji (Habisch i wsp., 2007).
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METODY BADAN

PRZYGOTOWANIE KOMOREK DO TRANSPLANTACJI

W zaleznosci od sposobu przechowywania lub hodowli niektére rodzaje
komorek uzywanych do transplantacji byly najpierw rozmrazane lub odklejane od
podtoza. Nastepnie komérki liczono, wirowano (1000 obr./min, 3 min) i zawieszano w
PBS w odpowiedniej objetosci, tak aby uzyskac¢ gestos¢ 10 000 komorek/ |.

Komorki uzywane do opracowania metody podawania komérek do zbiornika
wielkiego u myszy byty znakowane bezposrednio przed transplantacjg znacznikami
fluorescencyjnymi:  zielonym (CMFDA), wigzacym sie =z lipidami bton
wewnatrzkomoérkowych (37 , 30 min.) oraz niebieskim (Hoe chst), wigzgcym sie z
DNA (37 , 1:150, 15 min.). Do znakowania komoérek HUCB-NP w tych
eksperymentach uzywano tylko CMFDA. W eksperymentach z obrazowaniem w MR
komorki znakowano nanoczasteczkami tlenku zelaza (SPIO). Doktadny opis

procedury znajduje sie na stronie 50.
EKSPERYMENTALNA NEUROCHIRURGIA GRYZONI

Operacja otwarta — neurotransplantacja komérek do zbiornika wielkiego u

myszy

Po dootrzewnowym znieczuleniu zwierzecia (ketamina 100 mg/kg i xylazyna
16 mg/kg) skore nacinano w linii posrodkowej w okolicy podpotylicznej, wprowadzano
igte do zbiornika wielkiego pod kontrolg wzroku i wstrzykiwano 10 | zawiesiny
komorkowej. Do eksperymentu uzywano komorki pochodzgce z krwi pepowinowej
oraz w nielicznych zaznaczonych przypadkach wyizolowane z ludzkiego szpiku. Po
wstrzyknieciu igte wycofywano ze zbiornika wielkiego i zszywano skére. Doktadny
sposéb przeprowadzenia tej operacji zostat przeze mnie opracowany i przedstawiony
w dziale ,Wyniki”.
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Operacja stereotaktyczna — wykonanie modelu udaru mézgu u szczuréw z
zastosowaniem roztworu ouabainy oraz miejscowa transplantacja zawiesiny

komodrkowej

Przygotowanie roztworu ouabainy do iniekcjii po przeprowadzeniu
eksperymentéw wstepnych ustalono, ze najodpowiedniejsze stezenie roztworu
ouabainy do wykonania udaru mézgu wynosi 5 mmol/l. Do sporzadzania roztworu
uzywano o$miowodzianu ouabainy w proszku (ouabain octahydrate, Sigma) oraz
sterylnej soli fizjologicznej o temperaturze pokojowej (0,9% NaCl). Kazdorazowo
roztwér sporzadzano bezposrednio przed aplikacjg i do czasu uzycia
przechowywano go W ciemnym, szklanym opakowywaniu ze wzgledu na
Swiattowrazliwo$¢ oraz mozliwosé reakciji z plastikiem.

Przygotowanie zawiesiny komoérek do transplantacji opisano we
wczesniejszym rozdziale.

Po znieczuleniu dootrzewnowym (Equithisine 3.5 ml/kg) zwierzeta
umieszczano w aparacie stereotaktycznym (Stoelting). Okolice ciecia skérnego
dodatkowo znieczulano miejscowo (1% Lignocaina). Operacje przeprowadzano pod
mikroskopem operacyjnym OPMI Pico (Zeiss). Przeprowadzano ciecie skérne proste
posrodkowe od linii oczu do punktu lambda. Trepanacije czaszki (micro drill trephine,
$rednica 1,8mm, FST) wykonywano w miejscu wyznaczonym w stosunku do punktu
bregma. Do celéw hemostatycznych uzywano koagulacji (Gemini Cautery System),
oraz sterylnych kulek z ligniny o Srednicy 1-3mm. Nastepnie do strzykawki (Hamilton,
5 1) pofaczonej z igta. (Hamilton, typ RN, dtugo$¢ 15mm, $érednica wewnetrzna
0,11mm, $rednica zewnetrzna 0,21mm, koncdéwka nr 4) nabierano roztwér
ouabainowy lub zawiesine komérek w zaleznosci od potrzeby. Caty zestaw
umieszczano Ww precyzyjnym dozowniku strzykawkowym (Stepper motorized
stereotactic injector, Stoelting), ktéry mocowano na aparacie stereotaktycznym. Po
odstonieciu opony twardej powoli wprowadzano igte do mézgu, w ciagu 1 minuty.
Miejsce wprowadzenia igty wyznaczaty koordynaty w wymiarze strzatkowym i
wiencowym liczone od punktu bregma oraz w wymiarze osiowym liczone od opony
twardej i zalezace od rodzaju procedury. Po wprowadzeniu igty czekano 3 minuty w
celu powrotu mézgu do prawidiowej topografii po przejsciowym odksztatceniu
spowodowanym przez igte. Nastepnie przy uzyciu precyzyjnego dozownika
strzykawkowego podawano automatycznie okreslong objetos¢ roztworu lub
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zawiesiny z zaprogramowang szybko$cig. Po wykonaniu iniekcji igte utrzymywano w
mozgu przez 3 min, aby zminimalizowa¢ ryzyko cofnigcia sie wstrzyknietej substancji
po torze wyprowadzanej igly. Po wyjeciu igty z mézgu opona nie byta zszywana, ani
koS¢ przywracana. Skore zszywano szwami pojedynczymi (Amifil 4.0). Po zszyciu
skéry szczury otrzymywaty antybiotyk (Baytril, 5 mg/kg). Tak zaopatrzone zwierzeta
umieszczano w klatkach z wolnym dostepem do wody z paracetamolem (0,5%).

Roznice w procedurze pomiedzy iniekcjg roztworu ouabainy, a zawiesiny
komérkowej dotyczyty szybkosci wstrzyknigecia i objetosci wstrzykiwanej oraz
ewentualnie miejsce podania. Roztwdr ouabainy podawany byt w objetosci 1pl, z
szybkoscig 0,1 I/min. tak, aby uzyskaé réwnomierne rozchodzenie sie roztworu
wokot koncdwki igty (convection-enhanced delivery, CED). Koordynaty zastosowane
do podania ouabainy wynosity: A 0.0, L 3.0, V 5.0. Zawiesina komérkowa byta
aplikowana w objetosci 2 |, z szybkoscig 1 I/min. Parametry te zostaty okreslone na
podstawie wczesniej przeprowadzonych doswiadczen z uzyciem réznych objetosci i
gestosci komorek oraz roznych szybkosci wstrzyknie¢. Koordynaty zastosowane do
podania komérek zwierzetom nieuszkodzonym byty takie same jak do podania
ouabainy, natomiast zwierzeta z ouabainowym modelem udaru mézgu otrzymywaty
komorki do istoty biatej zgodnie z koordynatami: A 0.0, L 4.0, V 3.0.

INIEKCJE BROMODEOKSYURYDYNY (BRDU)

W celu oceny proliferacji komérkowej indukowanej udarem mézgu zwierzetom
podawano dootrzewnowo BrdU. Na podstawie literatury wybrano dawke (100 mg/kg
m.c.) (Cameron i McKay, 2001) oraz czas po wywotaniu udaru mézgu (od 6 do 8
doby), oraz czestos¢ wstrzyknie¢ (2 x dziennie, tacznie 6 iniekcji) tak, aby uchwycié
moment, kiedy namnazanie komérek neuralnych (neurogeneza) zachodzi najbardziej
intensywnie (Liu i wsp., 2007).

POZYSKIWANIE | OBROBKA TKANEK ZWIERZECYCH

W celu pozyskania tkanek zwierzeta byty usypiane. Myszy otrzymywaty
ketamine (200 mg/kg) i Xylazyne (32 mg/kg), a szczury Equithisine (7 ml/kg), co byto
dawkg podwojong w stosunku do stosowanej przy znieczuleniu ogéinym. Nastepnie

zwierzeta byly dekapitowane lub perfundowane roztworem PFA (2% myszy, 4%
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szczury). Po usmierceniu szczurdw, ich mozgi pozyskiwano przy uzyciu nozyczek i
dysektora, a nastepnie wktadano je na 40 godz. do 4% PFA w celu dalszego
utrwalenia.

Opis preparowania OUN u myszy

Myszy po perfuzji wktadano w cato$ci do 2% roztworu PFA na dobe w celu
dalszego utrwalenia. Umozliwiato to uzyskanie odpowiedniej sztywnosci tkanek do
dalszej preparatyki. Takie postepowanie bytlo zwigzane z koniecznoscig
pozyskiwania mdzgu i rdzenia kregowego nie tylko w catosci, ale rowniez wewnatrz
nie uszkodzonej opony twardej. Wynikato to z faktu, ze w tym modelu komérki byty
podawane podoponowo i zachowanie ciggtosci opony byto niezbedne w celu oceny
liczby i dystrybuciji wszczepionych komoérek. Ta procedura zostata opracowana w

ramach pracy doktorskiej i zostata ona przedstawiona w dziale ,Wyniki”.

Preparatyka prazkowia i wzgorza u szczuréw

W pierwszym etapie wypreparowany moézg byt przecinany wzdtuz linii
posrodkowej, a potkule moézgu umieszczano na szalce Petriego zmrozonej suchym
lodem, przySrodkowg czescig potkuli ku gérze. Nastepnie otwierano komore boczng
mozgu wzdituz szczeliny naczyniéwkowej i usuwano hipokamp lezacy w tylnej czesci
komory, zyskujac lepszy dostep do pozostatych struktur. W sklepieniu komory
bocznej widoczna byta istota biata spoidta wielkiego. Kierujac sie od tego punktu ku
bocznej $cianie komory bocznej napotykano na istote szarg prazkowia, a dalej
zwracajgc sie przysrodkowo znajdowano istote szarg wzgodrza. Nastepnie posuwajgc
sie wzdtuz istoty biatej spoidta wielkiego otaczano prazkowie. W drugim etapie
oddzielano wzgdrze od konara moézgu i usuwano w jednym bloku z prgzkowiem i

zawartg miedzy nimi torebkg wewnetrzna.

Zamrazanie mozgow i rdzeni kregowych

Zamrazanie m6zgow i rdzeni kregowych utrwalonych w PFA byto poprzedzone
procedurg krioprezerwaciji, ktéra polegata na ich umieszczeniu w 30% sacharozie na

dobe. Tak przygotowane mdzgi zamrazano w temepraturze - . M6zg pozyskany
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od zwierzat dekapitowanych umieszczano natychmiast w pojemniku z suchym
lodem, a nastepnie przechowywano w zamrazarce w - <. Tak samo post epowano

z wypreparowanymi strukturami — prgzkowiem i wzgorzem.
Krojenie mozgow i rdzeni kregowych na kriostacie

W celu wykonania badan immunohistochemicznych mézgi i rdzenie kregowe
byly krojone na kriostacie (Microm). Na godzine przed krojeniem modzg lub rdzen
kregowy wyjmowano z zamrazarki, umieszczano w kriostacie w temp. O0C. i
krojono w ptaszczyznie wiencowej. Grubosé skrawkéw uzywana do badan wynosita
20um. Do obrazowania komoérek skrawki byty pobierane bezposrednio na szkietka i
po wysuszeniu z powrotem zamrazane w - do czasu dalszego u zycia.

Do obrazowania neurogenezy skrawki byty pobierane do pojemnikéw z
ptynem zapobiegajgcym zamarzaniu (antifreeze-water) i przechowywane w
zamrazarce w do czasu dalszego u zycia.

Homogenizacja fragmentow mézgu i pozyskiwanie nadsaczu

Do tego celu uzywano zamrozonych blokdw: prazkowie i wzgdrze. Po
rozmrozeniu homogenizowano je w pozywce do hodowli komérek DMEM/F12 z
dodatkiem antyproteaz (protease inhibitor cocktail, Sigma P-8340) — 150 mg tkanki
nerwowej/1 ml pozywki. Homogenat bvt wirowany z predkoscig 4000 obr/min przez
20 minut, a nadsgcz delikatnie zlewany, filtrowany (Millipore 0,22um), poddany
oznaczeniu stezenia biatka metodg Lowry’ego i zamrazany w temp. do czasu
dalszego uzycia.

HODOWLE KOMORKOWE

Stata hodowla linii komérek macierzystych pochodzacych z krwi pepowinowej
HUCB-NSC byta prowadzona w butelkach (patrz: rozdziat ,Materiat”). Komérki rosty
w dwodch frakcjach, jako adherentne i jako nieadherentne. W celu wykonywania
eksperymentdw komorki najpierw trypsynizowano, a nastepnie zawieszano w
pozgdanej pozywce. Uzywano 3 rodzajow pozywek: bezsurowiczg, z niskg
zawartoscig surowicy i z wysoka zawarto$cig surowicy.
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Pozywka bezsurowicza sktadata sie z DMEM/F12 + B27 (1:50) + EGF (20
ng/ml) + AAS (1:100). W takich warunkach komoérki utrzymywaly sie jako neuralne
progenitory (nestin positive) i nie ulegaty adhezji do podtoza nawet w dtuzszych
przedziatach czasowych. Komérki hodowane w takich warunkach charakteryzowaty
sie wolnym tempem wzrostu z tendencjg do wytwarzania neurosfer. Pozywka
bezsurowicza byta stosowana do eksperymentéw z migracjg komoérek ptywajacych
oraz do transplantacji domdzgowych.

Pozywka z wysoka zawartoscig surowicy sktada sie z DMEM/F12 + B27 (1:50)
+ EGF (20 ng/ml) + 10% FBS +AAS (1:100). Zostata ona zastosowana w celu
badania zmian w wewnatrzkomérkowej lokalizacji receptora CXCR4 w trakcie
procesu réznicowania komorek. Hodowla byta prowadzona na plytkach 24-
dotkowych. Do kazdego dotka nanoszono 500 pi zawiesiny komdrkowej o gestosci 4
x 10* kom./ml. Tak przygotowane ptytki umieszczano w inkubatorze (5% CO,, 37C)
na dobe lub na tydzien.

Pozywka z niskg zawartoScia surowicy, w ktorej prowadzona jest stata
hodowla komérek HUCB-NSC sktada sie z DMEM/F12 + ITS (1:100, Gibco) + 2%
FBS + AAS (1:100). Zostata ona zastosowana bezposrednio do eksperymentéw z
migracjg komorek adherentnych, a takze do hodowli na ptytkach 24-dotkowych,
kontrolnej w stosunku do komoérek zawieszonych w pozywce z wysokg zawartoscig
surowicy.

PRZYGOTOWANIE KOMOREK HUCB-NSC DO BARWIEN

Komérki HUCB-NSC hodowane w butelkach byly trypsynizowane, ptukane w
PBS, wirowane, a nastepnie przy uzyciu sity odsrodkowej (400 obr/min, 5 min)
przenoszone na szkietka podstawowe (10 000 kom./szkietko, Shandon Cytospin 4,
Thermo Electric Corporation). Szkietka wraz z komérkami byly suszone strumieniem
powietrza przez ok. godzine, utrwalane 15 minut przy uzyciu 4% PFA, ptukane 3 x w
PBS i po wyschnieciu przez noc zamrazane w

Komodrki HUCB-NSC umieszczane w ptytkach 24-dotkowych po okreslonym
czasie hodowli byty ptukane w dotkach 3 x PBS (pH 7.4) i utrwalane w 4% PFA przez
10 min. Po utrwaleniu komérki w dotkach ponownie ptukano 3 x PBS, pozostawiano
w nich PBS z antybiotykiem i przechowywano w do czasu wykonania barwien

immunocytochemicznych.
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ZNAKOWANIE KOMOREK HUCB-NP CZASTECZKAMI TLENKU ZELAZA (SPIO)

Progenitory neuralne otrzymywane z ludzkiej krwi pepowinowej hodowane 10
dni w zdefiniowanej pozywce bezsurowiczej, DMEM/F-12 + B27 (1:100) + AAS
(1:100) + EGF (40 ng/ml) + bFGF (20 ng/ml) zostaly wyznakowane
nanoczgsteczkami zelaza pokrytymi dekstranem (Endorem, Guerbet SA). Wnikanie
zelaza do tych komérek zostato utatwione przez dodatek poli-L-lizyny (Sigma P1524).
W tym celu do ww. pozywki z heparyng (5 pg/ml) dodano SPIO (200 g/ml) oraz poli-
L-Lizyne (1,5 ) cato$¢ mieszajac i wytrzasajac przez 60 min. Nastepnie ww.
roztwor zostat dodany do komoérek w pozywce w stosunku objetosciowym 1:1
uzyskujac gestosé 4 x 10° komérek/ml.. Nastepnie potowe komérek inkubowano
przez 12 godz., a drugg potowe przez 48 godz. w standardowych warunkach, (5%
CO,, )- Po tym okresie komérki zostaty odklejone, dwukrotnie ptukane w PBS i

zawieszone tak, aby uzyska¢ pozadane gestosci komoérek.
BARWIENIA SKRAWKOW MOZGU | KOMOREK
Badania histologiczne

Badanie histologiczne polega na sekwencyjnym wybarwianiu jader
komorkowych hematoksyling (Merck) oraz ciat komérek alkoholowym (70%)
roztworem eozyny (Polskie Odczynniki Chemiczne, Gliwice). Wykonywane bylo na
skrawkach szczurzych mézgéw. Badanie zostato wykorzystane do analizy ilosciowe;j i

jako$ciowej uszkodzenia mézgu.
Barwienie metoda Perla

Komérki HUCB-NP wyznakowane SPIO najpierw zostaty utrwalone w 4%
wodnym roztworze glutaraldehydu przez 15 min, 2 x ptukane w PBS i inkubowane w

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

zabarwiono jgdra uzywajgc standardowego barwienia Nuclear Fast Red.
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Badania immunocytochemiczne preparatow na szkietkach podstawowych

Po rozmrozeniu skrawkéw mézgu w temperaturze pokojowej wykonywano 3 x
ptukanie w PBS i blokowano niespecyficzne wigzania odpowiednig mieszanig

blokujacyg (tab. 1), po czym naktadano na noc pierwsze przeciwciatlo w mieszaninie

blokujace;j.

Tab. 1. Mieszaniny blokujace

Mieszaniny blokujace w PBS Przeciwciata pierwszorzedowe

10% surowica kozia TUJ1, PSA-NCAM, ED1, NuMa, HLA-
ABC class |, NF-200, BrdU, c-Met, Flk-1,
IGF-1R, PDGFR-a, NG2, GFAP, GFP

5% surowica o$la z 0,3% + Triton X100 | CXCR4, PDGFR-B

Informacja na temat uzytych przeciwciat pierwszorzedowych zostata
umieszczona w tabeli nr 2. Nastepnie wykonywano ptukanie preparatéw 3 x PBS i
naktadano odpowiednie drugie przeciwciato. Informacja na temat uzytych przeciwciat
drugorzedowych zostata zawarta w tabeli nr 3. Po godzinnej inkubacji ponownie
wykonywano ptukanie 3 x w PBS. W celu barwien podwdjnych procedure powtarzano
z uzyciem drugiego zestawu: blokowanie, pierwsze i drugie przeciwciato. Nastepnie
na preparaty naktadano Hoechst (1:100) na 15 minut w celu wybarwienia jader
komorkowych. Po kolejnych ptukaniach 3 x w PBS preparaty zostawaly zamykane
szkietkami nakrywkowymi przy uzyciu Dako Fluorescent Mounting Medium. Tak

przygotowane preparaty byly gotowe do akwizycji obrazu.

Tab. 2: Spis przeciwcial pierwszorzgdowych

PRZECIWCIALO 1ZOTYP PRODUCENT
GOSPODARZ ROZCIENCZENIE NR KAT.
Monoklonalne anty: -tubulina Ill (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), IgG2b Calbiochem
Mysz 1:50 NAO9L
Monoklonalne anty: HLA-ABC class |, lgG2a DakoCytomation
Mysz 1:50 M 0736
Monoklonalne anty: NF-200, IgG1 SIGMA
Mysz 1:400 NO142
Monoklonalne anty: BrdU, IgG1 Santa Cruz,
Mysz 1:200 sc-32323
Monoklonalne anty: c-Met, igM Novocastra
Mysz 1:50 NCL-cMET
Monoklonalne anty: Flk-1, igG Santa Cruz
Mysz 1:50 sc-6251
Monoklonalne anty: IGF-1R IgG Oncogene
Mysz 1:100 GR11
Poliklonalne anty: PDGFR-a, IgG (H+L) Santa Cruz
Krolik 1:50 Sc-338
Poliklonalne anty: PDGFR- , IgG (H+L) Santa Cruz
Koza 1:50 Sc-339
Poliklonalne anty: CXCR4, IgG (H+L) Chemicon
Koza 1:100 AB1846
Poliklonalne anty: NG2 lgG (H+L) Chemicon
krolik 1:100 AB5320
Poliklonalne anty: GFAP IgG ICN Cappel
krolik 1:100 10555
Poliklonalne anty: GFP IgG (H+L) Chemicon
krolik 1:50 AB3080
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Tab. 3: Spis przeciwciat drugorzgdowych

PRZECIWCIALO | FLUOROCHROM IZOTYP PRODUCENT
GOSPODARZ ROZCIENCZENIE NR KAT.
Przeciwciato kozie TxRd IgG2b Southern
anty-mysie 1:500 Biotechnology
1090-07
Przeciwciato kozie TxRd lgG2a Southern
anty-mysie 1:500 Biotechnology
1080-07
Przeciwciato kozie FITC IgG(H+L) Jackson
anty-krélicze 1:100 ImmunoResearch
111-095-144
Przeciwciato kozie Alexa 546 igG1 Invitrogen
anty-mysie 1:500 A-21123
Przeciwciato kozie Alexa 546 IgG(H+L) Invitrogen
anty-krélicze 1:500 A-11035
Przeciwciato kozie Alexa 488 igM Invitrogen
Anty-mysie A-21042
Przeciwciato kozie Alexa 488 IgG(H+L) Invitrogen
anty-krolicze 1:500 A-11034
Przeciwciato kozie Alexa 488 lgG2a Invitrogen
anty-mysie 1:500 A-21131
Przeciwciafo kozie Alexa 488 lgG1 Invitrogen
anty-mysie 1:500 A-21121
Przeciwciato osle Alexa 546 igG Invitrogen
anty-kozie 1:500 A-11056
Przeciwciato kozie Alexa 546 IgM Invitrogen
Anty-mysie 1:500 A-21045

Badanie immunohistochemiczne ptywajacych skrawkow moézgu

Badania

immunohistochemiczne

ptywajacych

skrawkow  mozgu

byty

wykonywane w celu obrazowania BrdU. Barwienie BrdU tg metodag charakteryzuje
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sie powstaniem mocniejszego sygnatu w poréwnaniu z przeprowadzeniem tej
procedury na szkietkach podstawowych. W pierwszym etapie skrawki byty
przektadane do naczynka roboczego i ptukane 3 x PBS. Nastepnie wykonywano
denaturacje kwaséw nukleinowych (2N HCI, , 60 min.) w celu ekspozycji BrdU
wtaczonej do nici DNA. Potem skrawki ptukano 3 x 5 min. w buforze boranowym (pH
8,5) oraz 3 x 5 min. w PBS. W nastepnym etapie tak samo jak w przypadku barwien
skrawkow mézgu na szkietkach podstawowych dodawano mieszanine blokujaca,
pierwsze przeciwciato i drugie przeciwciato. W celu barwien podwdéjnych procedure
powtarzano z uzyciem drugiego zestawu: blokowanie, pierwsze i drugie przeciwciato.
Nie wykonywano barwienia Hoechstem, ktére jest negatywne w sytuacji denaturac;ji
DNA. Po zakoniczeniu barwienia skrawki mézgu delikatnie towiono, nanoszono na

szkietka podstawowe i zamykano szkietkami nakrywkowymi.

Badania immunocytochemiczne komorek HUCB-NSC znajdujacych sie na
ptytce 24-dotkowej

Po wyijeciu ptytek z lodowki wykonywano ptukanie komérek w dotkach 3 x 5
min. w PBS. Pfukanie i nanoszenie substancji do dotkéw przeprowadzano bardzo
delikatnie, zawsze po $ciankach dotka tak, aby nie wyptuka¢ komérek utrwalonych na
szkietku nakrywkowym znajdujagcym sie na dnie dotka. Nastepnie do dotkéw, tak jak
w przypadku barwien na skrawkach podstawowych, nanoszono mieszanine
blokujaca, pierwsze i drugie przeciwciato oraz wykonywano dalsze konieczne
ptukania. Po inkubacji preparatéw z Il przeciwciatem i wykonaniu ptukania 3 x PBS
przeprowadzano procedure barwienia jader Hoechstem (1:150, 10 minut). Nastepnie
przy uzyciu specjalnie zagietej pesety szkietka nakrywkowe zawierajgce zabarwione
komorki byly wyjmowane, naktadane na szkietka podstawowe i zamykane. Tak

przygotowane preparaty byty gotowe do akwizycji obrazu.
OBRAZOWANIE KOMOREK | SKRAWKOW MOZGU
W celu wykonania zdje¢ catych skrawkdéw szczurzych mézgdéw poddanych

badaniu histologicznemu uzyto mikroskopu stereoskopowego SteREO Discovery

V.12 (Zeiss) sprzezonego z aparatem fotograficznym Powershot A620 (Canon). W
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celu rejestracji obrazu z ww. preparatow pod wiekszym powiekszeniem uzyto
mikroskopu $wietinego BX61 (Olympus) sprzezonego z kamera.

W celu akwizycji fluorescencji (barwienia immunochemiczne i barwniki
komérkowe) uzyto stacji roboczej LSM 510 (Zeiss) wyposazonej w mikroskop
konfokalny wraz z laserami: helowo-neonowym (543 nm) i argonowym (488) oraz
lampe fluoroscencyjng i kamere AxioCam HRm. Do analizy i obrébki obrazéw uzyto
oprogramowania Zeiss LSM 510 v.3.2

DETEKCJA SYGNALU MR GENEROWANEGO PRZEZ WYZNAKOWANE
KOMORKI HUCB-NP

Do pomiaru sygnatu MR uzyto serie zawiesin komérkowych o stopniowo
zwigkszajacych sie gestosciach:10°% 10*, 10°, 10%, 4 x 108 komérek/ml inkubowanych
ze SPIO przez odpowiednio 12 i 48 godz.. Nastepnie po 200 | kazdej z ww. zawiesin
oraz obu czaséw inkubacji zostato umieszczone w probéwkach do PCR. W celu
stabilizacji probéwek oraz aby zapobiec artefaktom powodowanym przez powietrze
zastosowano fantom (pojemnik wypetniony 0,8% zelem agarowym z dodatkiem 1%
siarczanu miedzi). Probdwki umieszczone w fantomie zostaty poddane obrazowaniu
W rezonansie magnetycznym (Siemens 1.5T Sonata Vision) uzywajac sekwencii
T2/SWI gradient-echo (TR = 58, TE = 44.1 ms, SL = 1.6, wielko$¢ voxela 0.76 x 0.76
x 1.2 mm).

METODY ANALIZY STRUKTUR MOZGU PODDANEGO UDAROWI

Analiza ilo$Sciowa

W celu ilosciowego okreslenia obszaru mézgu objetego udarem wykonano
specjalng analize struktur mézgu na podstawie dokumentacji zdjeciowej catych
skrawkéw moézgu barwionych metodg H-E. Nastepnie na wykonanych zdjeciach
kolejnych skrawkéw mézgu recznie obrysowano: obszar jamy poudarowej, catkowity
obszar uszkodzenia moézgu, wielkosé obu komér bocznych oraz powierzchnie catych
skrawkow, korzystajgc z programu Corel Draw 11 (Corel Corporation). Nastepnie
dane (pliki) byty przenoszone do programu do rekonstrukcji tréjwymiarowej specjalnie

napisanego przez Laboratorium Analizy Obrazu Cyfrowego Zaktadu Anatomii
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Uniwersytetu Slaskiego (Katowice), w celu obliczenia objetosci zaznaczonych
obszarow.

Ze wzgledu na poudarowe, wtdrne poszerzenie tozstronnej komory bocznej
catkowita bezwzgledna wielko$¢ uszkodzenia byta sumg objetosci obszaru
uszkodzonego moézgu oraz objetosci tozstronnej komory bocznej pomniejszong o
objetos¢ przeciwstronnej komory bocznej. Z uwagi na brak przemieszczenia struktur
linii posrodkowej uznano, ze poszerzenie ipsilateralnej komory bocznej jest wtérne do
miejscowej atrofii mézgu wynikajacej z wywotanego udaru mézgu. Wzgledng
wielko§¢ uszkodzenia stanowita proporcja catkowitej bezwzglednej wielkosci

uszkodzenia do objetosci catego mozgu.
Analiza jakosciowa

Dokfadna identyfikacja i analiza struktur mézgu objetych uszkodzeniem
zostata przeprowadzona w oparciu o znajomos¢ anatomii oraz atlas stereotaktyczny
mozgu szczura (Paxinos & Watson) i przedstawiona w postaci tabeli w dziale
»Wyniki”. Dokonano podziatu stopnia uszkodzenia struktur mézgu na 3 strefy. Strefa
catkowitego uszkodzenia obejmuje jame poudarowg (oznaczona jako A w tabeli nr
4). Wokot niej znajduje sie strefa duzego uszkodzenia, w obrebie ktérej nie mozna
wyrézni¢ struktur anatomicznych (oznaczona jako B w tabeli nr 4). Najbardziej
obwodowo zlokalizowana jest strefa matego uszkodzenia. Charakteryzuje sie ona
stosunkowo niewielkimi odchyleniami od prawidiowego wygladu poszczegdinych

struktur anatomicznych (oznaczona jako C w tabeli nr 4).
MIGRACJA KOMOREK HUCB-NSC IN VITRO

Badanie migracji komdrkowej wykonane w ramach tej pracy polegato na
pomiarze przemieszczania sie komoérek w kierunku zawiesiny charakteryzujacej sie
zdolnoscig do ,przyciggania” komodrek czyli do chemotaksji oraz ocenie przesuwania
sie komoérek wzdluz macierzy zewngtrzkomoérkowej, czyli do haptotaksji. Jako
chemoatraktantoéw uzywano nadsaczéw pozyskanych z homogenizacji szczurzych
mo6zgéw i wybranych czynnikéw neurotroficznych oraz ludzkich albumin i surowicy
(30% FBS) jako kontroli. Biatka macierzy zewnatrzkomaérkowej byty reprezentowane

przez zelatyne, laminine i fibronektyne. Bezposrednio przed eksperymentem ww.
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nadsgcz byt rozmrazany i rozcienczany w pozywce tak, aby ostatecznie otrzymac
stezenie biatka 500 g/ml. Ludzkie albuminy takze byly rozcienczane w pozywce do
stezenia biatka 500 g/ml. Stezenia czynnikéw neurotroficznych zostaty dobrane na
podstawie danych literaturowych.

W warunkach in vitro badanie migracji przeprowadzano na plytkach 24-
dotkowych zaopatrzonych w specjalne wsady (transwells, Corning) tworzace razem
naczynka migracyjne. Dzieki temu kazde naczynko podzielone byto na dwie komory:
gérng i dolng. Dolng komore stanowito dno
dotka, a gbérng wsad. Obie komory
rozdzielone byly porowata btong o

$rednicy poréw — 8 m, ktéra stanowi dno

wsadu (ryc. 7). W zaleznosci od zdolnosci

komérek do przylegania do podtoza

istnialy pewne réznice w protokole

eksperymentu.

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

Ocena migracji komoérek nieadherentnych

Procedura badania migracji komérek polegata na naniesieniu okreslonej
objetosci (100 1) zawiesiny komérek w pozywce (10° komoérek/wsad) do gérne;
komory oraz wprowadzeniu chemoatraktanta do takiego samego $rodowiska
znajdujgcego sie w dolnej komorze (600 I/komore). Nastepnie naczynka wktadano
na okreslony przedziat czasu (24 godz. w przypadku opisywanych eksperymentéw)
do inkubatora w standardowych warunkach (5% CO,, 37C), aby umo zliwi¢
komdrkom migracje z gérnej do dolnej komory. Po tym okresie usuwano wsady, a do
dolnych komoér dodawano kalceine (1:600) — znacznik fluoroscencyjny zywych
komérek. Ze wzgledu na zjawisko sedymentacji komaérki obecne w dolnej komorze

byly liczone na jej dnie i ich absolutna liczba stanowita wynik.
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Ocena migracji komérek adherentnych

W przypadku badania migracji komorek adherentnych najpierw btona
porowata zostata powleczona substancijq odpowiadajgcqg macierzy
zewnatrzkomorkowej, po ktorej komorki przemieszczaty sie do komory dolnej. W tym
przypadku zjawisku chemotaksji towarzyszy haptotaksja. Do powlekania uzyto
zelatyny (0,5%), lamininy i fibronektyny (obydwie w stezeniu 20 ng/ml). Przed
rozpoczeciem powlekania ptytka z naczynkami migracyjnymi zostata wstawiona na
30 min. do inkubatora w celu osiggniecia odpowiedniej temperatury. W celu
powleczenia btony porowatej nakraplano na nig 100  jednej z ww. substancji i
inkubowano w standardowych warunkach (5% CO,, 37<C) przez pét godziny.
Nastepnie zbierano nadmiar tej substancji i dalej kontynuowano procedure badania
migracji tak jak w przypadku komérek ptywajacych, tacznie z 24 godz. inkubacjg. W
odroznieniu od komorek ptywajacych, ktére po przejsciu do dolnej komory opadaty na
jej dno, komorki adherentne pozostawaty na dolnej powierzchni btony porowatej. Po
okreslonym czasie inkubacji wykonywano barwienie cytochemiczne komoérek wraz z
utrwalaniem metodgq Wrighta. W tym celu wsady wraz z btonami porowatymi
umieszczano na 30 min. w barwniku Wrighta (Merck), po czym wykonywano ptukanie
3 x 10 min w buforze dostarczanym wraz z barwnikiem. Po zakonczeniu barwienia
usuwano komoérki z gdérnej powierzchni btony, a pozostate na dolnej powierzchni
liczono pod mikroskopem. W przeprowadzonych badaniach wyniki z 16 pdl widzenia
zostaly usrednione. Znajac powierzchnie pola widzenia wyliczano catkowitg ilosé

komoérek, ktére przemigrowaty w badanych warunkach.

METODY STATYSTYCZNE

Wielko§¢ uszkodzenia moézgu zostata podana jako $rednia i odchylenie
standardowe. Rozrzut wielkosci lezji u poszczegdlnych zwierzat zostat przedstawiony

jako wspétczynnik wariancji.
W celu oceny migracji komérek zastosowano test najmniejszych kwadratéw

zawarty w PROC MIXED (SAS). Przyjeto poziom istotnosci statystycznej p=0,05.

Wyniki zostaty przedstawione graficznie jako $rednie i przedziaty ufnosci.

58



WYNIKI BADAN

MODEL PRZESZCZEPU LUDZKICH KOMOREK DO ZBIORNIKA WIELKIEGO U
MyYszy

Kluczowym elementem procedury jest wtasciwe utozenie zwierzecia tak, aby
okolica podpotyliczna byta prawie najwyzszym punktem myszy. W tym celu do
operacji zwierzat zaadaptowano pozycje concorde z neurochirurgii klinicznej. Aby
zapewnicC sztywne utrzymanie glowy w czasie trwania operacji wykorzystano aparat
stereotaktyczny (ASI| Instruments, Heidelberg, Germany). W celu dostosowania
pofozenia reszty ciata zwierzecia do pozycji concorde unosi sie tylng czes¢ aparatu
stereotaktycznego tak, aby go pochyli¢ do przodu o 30° w stosunku do stotu
operacyjnego. Aby zapewnic¢ podparcie Srodkowej czesci ciata pod mysz podktadamy
watek z gazy dtuga osig skierowany rownolegle do linii miedzyusznej. Srednice watka
nalezy tak dobra¢, aby linia taczaca wystajace najbardziej ku gorze czesci gtowy oraz
kregostupa (ryc. 8, kolor czerwony) tworzyta kat 15° z linig pozioma (ryc. 8). Po
umieszczeniu gtowy w drazkach usznych drazkiem zebowym naciska sie na gtowe

zwierzecia od géry w punkcie nasion do momentu, kiedy powierzchnia czaszki (ryc.

Ryc. 8 Utozenie myszy w pozycji concorde — tak aby operowana okolica byta najwyzszym punktem
zwierzecia.
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8, kolor czerwony) tworzy kat 15°z lini g pionowg (ryc. 8) . W ten sposéb obie ww.

linie koloru czerwonego tworzag kat 90° W tej pozycji zbiornik wielki jest niemal

najwyzszym punktem myszy.

Po odkazeniu pola operacyjnego preparatem octanisept dokonuje sie naciecia

skory w linii posrodkowej od guzowatosci potylicznej zewnetrznej do wyrostka

kol czystego kregu C3. Posuwajgc sie dalej w linii posrodkowej przy uzyciu

mikroskopu operacyjnego (Zeiss) rozwarstwia sie miesnie karku i odwarstwia od

btony szczytowo-potylicznej. Po jej odstonieciu przez podtprzezroczystg strukture

btony widoczne sg: mézdzek, rdzeh przedtuzony oraz znajdujgcy sie pomiedzy nimi

zbiornik wielki wypetniony ptynem
mézgowo-rdzeniowym. Wtedy do
strzykawki (Hamilton, 20ul)
wyposazonej w igte (Hamilton, typ
RN, dtugosé¢ 50mm, koncéwka nr
4, Srednica wewnetrzna 0,16mm,
$rednica zewnetrzna 0,31mm)
nabiera sie okreslong ilos¢ (10ul)
zawiesiny komorek. Do iniekciji
komérek uzyto pompy
mikroinfuzyjnej (WPI, Ultra Micro
Pump) zamontowanej na ramieniu
mikromanipulatora (Stoelting). Po
umocowaniu strzykawki w pompie
mikroinfuzyjnej uzywajac pokretet
mikromanipulatora koncéwke igty
zblizono do btony szczytowo-
potylicznej w linii posrodkowej w
potowie  odlegtosci  pomiedzy
koscig potyliczna, a tukiem tylnym
kregu dzwigacza tak, aby dtuga o$
Ryc. 9 Kolejne etapy przektuwania igta blony
szczytowo-potylicznej, tak aby pozwoli¢ na
wyplynigcie nadmiarowi pilynu mézgowo-

rdzeniowego w celu zrobienia miejsca dla
zawiesiny komérkowej
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igly tworzyta kat 60°z lini g faczaca wystajace najbardziej ku gorze czesci gtowy oraz
kregostupa (ryc. 8). W ten sposdb w przedtuzeniu ku dotowi dtugiej osi igty znajduje
sie szczelina mozdzkowo-rdzeniowa. Jezeli btona szczytowo-potyliczna nie jest
napieta mozna nieco zwiekszy¢ pochylenie gtowy do przodu za pomoca drazka
zebowego, tak aby ufatwi¢ jej przebicie przez igte. Dalej szybkim, acz delikatnym
ruchem pokretta mikromanipulatora naktuwa sie bfone szczytowo-potyliczna.
Podczas wprowadzania igty nalezy bezposrednio po naktuciu btony szczytowo-
potylicznej zatrzymac na chwile igte, aby przez jej koncowke wyptynat nadmiar ptynu
mébzgowo-rdzeniowego (ryc. 9). Pozwala to na zrobienie miejsca dla zawiesiny
komodrkowej, a utozenie myszy tak, ze zbiornik wielki stanowi jej najwyzszy punkt
zapobiega dostawaniu sie powietrza wewnatrzczaszkowo w miejsce wyptywajgcego
ptynu mézgowo-rdzeniowego. Nastepnie wprowadza sie catg koncéwke igly do
zbiornika wielkiego. Podczas tego manewru konieczne jest ciagte sledzenie korncéwki
igly przez btone szczytowo-potyliczng przy uzyciu mikroskopu operacyjnego, aby
zapobiec uszkodzeniu mozdzku lub rdzenia przedtuzonego, gdyz to moze skutkowac
natychmiastowg smiercig zwierzecia. Nastepnie przy pomocy pompy mikroinfuzyjnej
wstrzykuje sie komérki do zbiornika wielkiego (100 000 komorek/10 |, z predkoscig
1 /min), a na pole operacyjne naktada sie krople soli fizjologicznej (ok. 100 I), aby
zwiekszy¢ ciSnienie panujace na zewnatrz przestrzeni ptynowych OUN myszy.
Zapobiega to wyptywowi komérek na zewnatrz podczas wycofywania igty (ryc. 10).
Po iniekcji igte utrzymywano w miejscu przez 10 min. pozwalajgc komérkom
na opuszczenie bezposredniego sasiedztwa miejsca naktucia co dodatkowo chroni
komorki  przed  wyptywem
wstecznym. Po wycofaniu igly
pobierano prébke z kropli soli
fizjologicznej z pola
operacyjnego w celu
wykonania rozmazu pod katem
obecnosci wszczepianych

komérek. Skoére zamykano

Ryc. 10 Kropla soli fizjologicznej
nalozona na pole operacyjne, aby
zapobiec ~ wstecznemu  wyplywowi
komoérek
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staplerem (3M, Neuss, Germany). Stwierdzono obecno$é ok. 1% wszczepianych
komérek w ww. prébce, co oznacza minimalny wyciek wszczepionych komérek na

zewnatrz.

W celu oceny dystrybucji komérek w obrebie OUN bezposrednio po
przeszczepie tg metodg 5 zwierzat zabito w ciggu doby od zabiegu. Z uwagi na
podoponowy charakter podania komorek opracowano specjalny, autorski sposéb
preparowania catego OUN bez naruszania ciggto$ci opony twardej (ryc. 11).
Poczatkowo odcinano koniczyny, klatke piersiowg i brzuch pozostawiajgc w catosci
kregostup i czaszke. W nastepnym etapie kosci chronigce uktad nerwowy zostaty
pozbawione miesni, Sciegien oraz ttuszczu. Dalsza cze$¢ dysekcji odbywata sie pod
mikroskopem (Zeiss). Wykonywano naciecie wiezadta zéttego w odcinku ledzwiowym
przy uzyciu mikronozyczek, aby dostaé sie do wnetrza kanatu kregowego i
uwidoczni¢ ogon konski. Nastepnie przecinano nozyczkami tuki kregéw posuwajgc
si¢ w kierunku dogtowowym i otwierano kanat kregowy wytamujac obustronnie
nasady i je usuwajgc wraz z pozostatymi czesciami tukow (ryc 11A). Procedure
powtarzano do wysokosci C2 uwidaczniajgc rdzen kregowy na catej dtugosci.
Kolumny kregostupa: przednig i $rodkowa pozostawiano nienaruszone, aby spetniaty
funkcje podporowg i ochronng podczas dalszej preparatyki. Nastepnie zdejmowano
tuk tylny kregu C1. Ze wzgledu na silny przyczep bfony szczytowo-potylicznej do
niego procedura ta wymagata szczegdlnej precyzji. Podobna sytuacja miata miejsce
podczas zdejmowania obramowania otworu wielkiego. Wéwczas fragmentowano
tuske kosci potylicznej i preparujac od géry oddzielano opone twardg tylnej jamy od

kosci i schodzac ku dotowi kazdy
fragment osobno odpreparowywano od
btony szczytowo-potylicznej. Nastepnie
przystepowano do dysekcji podstawy
czaszki od opony i mézgu. Ze wzgledu
na obecnos$¢ nerwdw czaszkowych oraz
piramid ko$ci skroniowych preparatyka w

tej okolicy rowniez charakteryzuje sie

duzym stopniem trudnosci. W nastepnym

Ryc. 11 Kolejne etapy preparowania o$rodkowego ..
uktadu nerwowego w calosci, bez naruszania worka ko ci sklepienia czaszki zostaty

oponowego
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oddzielone od opony i zdjete, natomiast grzebien nosowy caly czas petnit role
sztywnego i pewnego uchwytu dla jednej reki, podczas gdy druga mogta wykonywaé
dysekcje (ryc, 11B). W ostatnim etapie usunieto grzebien nosowy oraz oddzielono
przednig i $srodkowg kolumne kregostupa od worka oponowego (ryc. 11C). Zaréwno
brzuszna jak i grzbietowa strona uktadu nerwowego zostalty wypreparowane z
nienaruszong opong twardg (ryc. 11D i E). Po krioprezerwacji rdzen kregowy zostat
odciety od mézgu, pociety na kilka czesci i wraz z mézgiem zamrozony w -70C. Po
pokrojeniu na kriostacie skrawki zostaly poddane analizie w mikroskopie
fluorescencyjnym (Axiovert 135, Zeiss) pod katem obecnosci wszczepionych
komérek (ryc. 12). Ocena liczby komérek zostata przeprowadzona poprzez
policzenie jader wyznakowanych wcze$niej znacznikiem Hoechst. Doktadny wynik
nie zawsze mogt byé uzyskany z powodu zachodzenia na siebie komoérek
znajdujacych sie w skupiskach w obrebie zbiornikéw pajeczynéwki. Wéwczas
dokonywano aproksymacji liczby komdrek na podstawie obszaru przez nie
zajmowanego. Gestosé komodrek w obrebie skupisk byta poréwnywalna, a réznice w
ich liczebnej dystrybucji w przestrzeni podpajeczynéwkowej wynikaly z obszaru
zajmowanego przez skupiska. Najwieksza liczba komérek zostata zdeponowana w
zbiornikach kata mostowo-mozdzkowego, zbiorniku podstawnym oraz okalajgcym i
wynosita po ok. 15-20 000 komoérek/zbiornik liczac parzyste zbiorniki osobno.
Mniejsza liczba komoérek, bo ok. 10 000 zostata zlokalizowana wokét rdzenia
kregowego, w tym 90% w odcinku szyjnym, a 10% w piersiowym. Po ok. 5000
komérek znajdowato sie w IV komorze, w zbiornikach przedrdzeniowym,
przedmostowym i wielkim, a takze w kazdym z parzystych zbiornikéw wokot nerwow
wzrokowych oraz nerwéw wechowych. W zbiorniku blaszki czworaczej oraz w Il
komorze liczba komdrek nie przekraczata 1000. Komorki nie bylty obecne na
sklepistosci mézgu oraz w komorach bocznych.

Podsumowujac, ok. 90% podanych komdrek zostata odzyskana w obszarach
wyzej wymienionych. Nie stwierdzono znaczacych réznic pomiedzy poszczegdlnymi
Zwierzetami.

Opisana metoda zostata =zastosowana do ponad 150 procedur
neurotransplantacji w mysim modelu stwardnienia bocznego zanikowego (ALS) z
uzyciem réznych populacji komérek. Nie obserwowano powiktan zwigzanych z
procedura. Stwierdzono Smier¢ 4 myszy w ciggu zerowej doby po operacji. Zdarzenie

miato miejsce w ciggu dwdch kolejnych dni. Wszystkie niezywe zwierzeta otrzymaty
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Ryc. 12 Lokalizacja komérek w poszczeglnych kompartymentach przestrzeni podpajeczynéwkowej.
Podwéjne znakowanie przeszczepianych komérek: na zielono (CMFDA) i niebiesko (Hoechst)
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ten sam rodzaj komorek. W tych dniach przeszczepiano takze inne rodzaje
komoérek i u zwierzat, ktére je otrzymaty nie obserwowano zadnych niepokojacych
objawow. Tak wiec nalezy uznaé, ze Smieré¢ zwierzat byta raczej zwigzana z
komdrkami, czy ich przygotowaniem, a nie z technika operacyjng. Uwazam, ze
opisana metoda podania komérek do zbiornika wielkiego u myszy jest bezpieczna.
Po 10 dniach od transplantacji u myszy z ALS ponownie dokonano oceny
obecnosci przeszczepionych komdrek wewnatrzczaszkowo. Wdéwczas znaleziono
tylko pojedyncze komérki w przestrzeni podpajeczyndwkowej oraz warstwie komérek

Purkinjego w mézdzku (ryc. 13).

Ryc. 13 Po 10-ciu dniach od transplantacji nieliczne komdrki znajdowano w przestrzeni podpajeczynéwkowej i
warstwie komorek Purkinjego w mézdzku (biale strzalki). Wszczepione komérki zabarwione sg na niebiesko
(Hoechst). Podziatka 200 m.

OPRACOWANIE MODELU USZKODZENIA MOZGU Z ZASTOSOWANIEM
OUABAINY

Analiza morfologiczna uszkodzenia mézgu

Eksperymentalnie ustalono dawke (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 mozgu, ktére dajg zmiany funkcjonalne,
wykrywalne w rutynowych testach behawioralnych (Janowski et al., 2008a).
Morfologicznie uszkodzenie odpowiada udarowi mézgu z charakterystycznym
powstaniem jamy poudarowej otoczonej tkanka bliznowata, ktora nie wykazuje cech

prawidtowej struktury moézgu (ryc. 14). W niektérych przypadkach wystepowaty
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przegrody tacznotkankowe w obrebie jam poudarowych. Incydentalnie stwierdzano
tacznos¢ jam poudarowych z komorg boczng. Nalezy zwrocié uwage na zwiekszong
gesto$¢ komdrkowg obserwowang w obrebie przedniej czesci prazkowia, co bylo
zwigzane z towarzyszacym zmniejszeniem objetosci tej struktury i nastepczym
poszerzeniem tozstronnej komory bocznej. Takiego zjawiska nie obserwowano na
bocznej, czy tylnej granicy lezji. Moze to mie¢ zwigzek z bezposrednim sgsiedztwem
przedniego prazkowia z przykomorowg strefg neurogenng (SVZ). Nasilenie zmian
organicznych w mézgu odpowiada zaproponowanemu przeze mnie podziatowi na 3
strefy (patrz strona 55). Zostat on takze uzyty do topograficznego opisu zakresu

uszkodzenia zawartego w tabeli nr 4.

—————

Ryc. 14 Zakres uszkodzenia mézgu szczura na kolejnych przekrojach wiencowych od przodu ku tytowi
(barwienie H-E). Gérny rzad przedstawia przekroje przez cale skrawki mézgu szczura, a dolny powigkszenia
obszaréw objetych uszkodzeniem (strzatki) znajdujacych si¢ wewnatrz ramek gérnego rzgdu. A: Zwigkszona
gesto$¢ komdérkowa w przedniej czgdci prazkowia (strzatka) oraz zmniejszenie objgtosci tego obszaru. B:
Jamy poudarowe w obr¢bie prazkowia (czarna strzatka) oraz jadra toza prazka kraficowego (biata strzatka)
otoczone przez pas tkanek, ktére utracity prawidiowa struktur¢ mézgu. C: Jamy poudarowe obejmujace
prazkowie, jadro foza prazka krancowego oraz torebke¢ wewnegtrzng (strzatka). D: Duze uszkodzenie pod
postacig znacznego zatarcia prawidiowej struktury mézgu w obrgbie przednio-bocznej i przednio-$rodkowej
czgsci wzgorza (strzatka). E: Male uszkodzenie pod postacia niewielkiego zaburzenia prawidlowej struktury
mozgu w obrebie tylno-srodkowej czgsci wzgérza. Podziatka 2 mm.

Pomiar wielko$ci oraz analiza topograficzna uszkodzenia mézgu

Srednia wielko$¢ uszkodzenia wynosita 28.6+4.1 mm? (wspdfczynnik wariancji
14%), co stanowito 1.4 +0.2% objetosci catego moézgowia (wspdtczynnik wariancii
13.4%). Topograficzna analiza pokazata objecie uszkodzeniem gtéwnie jader

podstawy, podstawnych jader przodomézgowia, torebki wewnetrznej oraz wzgorza
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(ryc. 15). Wsrdd jader podstawy uszkodzenie zawsze stwierdzano w obrebie gatki
bladej oraz obu czesci prazkowia (jadra ogoniastego i skorupy) oraz niekiedy
obejmowato ono jadro pdtlezace. Sposréd podstawnych jader przodomézgowia udar
zawsze zajmowat jadro wielkokomérkowe podstawne (odpowiadajgce u ludzi jadru
Meynerta) i jadro foza prazka krancowego. Uszkodzenie niekiedy siegato peczka
przysrodkowego przodomoézgowia i pola przedwzrokowego bocznego. Natomiast
ciato migdatowate zawsze pozostawato nienaruszone. Przednia cze$¢ torebki
wewnetrznej takze wykazywata zmieniong strukture. Dalej ku tytowi uszkodzenie
zajmowato przednia, brzuszng i boczng czesé wzgdérza. Doktadny, topograficzny opis
lezji u poszczegodlnych zwierzat wigczonych do badania, z uwzglednieniem stref
uszkodzenia, znajduje sie w tabeli nr 4.

Ryc. 15 Schematyczny rysunek przedstawiajacy przekroje wienicowe przez pdltkule mézgu na wysokosci
przedniego prazkowia (A), tylnego prazkowia (B) i wzgérza (C). Struktury mézgu objete zawsze
uszkodzeniem zostaly zaznaczone na czarno, natomiast struktury rzadko objete uszkodzeniem sa ciemnoszare.
Na kolor jasnoszary zostata zaznaczona istota biata w celu utatwienia orientacji topograficznej. Skréty: BNST
— jadro foza prazka kranicowego, Cam — cialo migdatowate, CAn - spoidio przednie, CC - cialo modzelowate,
CI - torebka wewngtrzna , C-P — kompleks jadro ogoniastego i skorupy, FH — strzepki hipokampa, GP — gatka
blada, HC - hipokamp, LPA - pole przedwzrokowe boczne, LV - komora boczna, MFB - peczek
przySrodkowy przodomézgowia, NA — jadro pétlezace, NC — jadro ogoniaste, OT — pasmo wzrokowe, T-DP —
grzbietowa czg$¢ wzgérza, T-LP — boczna cz¢$¢ wzgérza, T-MP — przysrodkowa cze$¢ wzgérza, i T-VP —
brzuszna cze$é wzgdrza.

Tabela 4: Topograficzny opis lezji u poszczegblnych zwierzat z uwzglednieniem stopnia uszkodzenia
odpowiednich struktur mézgu, A — strefa catkowitego uszkodzenia, B — strefa duzego uszkodzenia, C — strefa
malego uszkodzenia. Opis stref zostat zawarty w tekscie na str 64.
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Lokalizacja lezji

Numer szczura

Region

Struktura anatomiczna

4

5

6

Kora mézgu

Przednio-grzbietowa

Przednio-boczna

Przednio-brzuszna

Tylno-grzbietowa

Tylno-boczna

Tylno-brzuszna

Jadra

Gtowa jadra ogoniastego

podstawy

Brzuszna cze$¢ jadra

ogoniastego

o

@)

Jadro potlezace

Grzbietowa czes¢ gatki bladej

Brzuszna cze$¢ prazkowia

Kompleks jadro ogoniaste-

skorupa, gorna czes¢

O > P O

O O » O

> O P O

Kompleks jadro ogoniaste-

skorupa, dolna czes¢

Jadra
przodomdzgo

wia

Boczna cze$¢ jgdra foza

prazka krancowego

Grzbietowa czes¢ jadra toza

prazka krancowego

Brzuszna cze$¢ jadra foza

prazka krancowego

Tylna cze$¢ jgdra toza prazka
krancowego

Jadro podstawne

wielkokomoérkowe

Prazek krancowy

Peczek przodomozgowia

przysrodkowy

Pole przedwzrokowe boczne
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Istota biata Torebka wewnetrzna

Wzgoérze Jadro przednio-grzbietowe

Jadro przednio-brzuszne

Jadro siatkowate

Jadro brzuszno-boczne

Jadro brzuszno-przysrodkowe

Jadro przednio-przySrodkowe

- - I~ - I 2 i 4
- - I
@ > B P P P P P
W > PP PP
p-J- - J - s I A
O O » » » >
> > P P P P
m B | > P P

Jadro przysrodkowo-

grzbietowe

Jadro boczne

w
w

Jadro tylno-przy$rodkowe

Jadro srodkowo-boczne

O O I W

Jadro boczno-tylne

® @ O P >
| @ O > P
@)

Jadro brzuszne tylno-boczne

O W W W @ @
O W W @ > »

Jadro galaretowate

Jadro okotosrodkowe

Jadro tylno-boczne

O O O O W W W W w

Jadro brzuszne tylno-

przy$rodkowe

Jadro tylne C

Inne Jadro uzdeczki B B (B |A

Warstwa niepewna B B C

ANALIZA KOMORKOWYCH PROCESOW NAPRAWCZYCH PO UDARZE MOZGU
ZE SZCZEGOLNYM UWZGLEDNIENIEM ENDOGENNEJ NEUROGENEZY

Analiza immunohistochemiczna przeprowadzona miesigc po uszkodzeniu
moézgu wykazata obecnos$é licznych komérek BrdU-pozytywnych w okolicy lezji oraz
w strefie przykomorowej obu komér bocznych (z przewaga pétkuli tozstronnej do

lezji), w poréwnaniu z nieuszkodzonym mézgiem (ryc. 16).
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Pétkula tozstronna Pétkula przeciwstronna Pétkula mézgu nie
do uszkodzenia do uszkodzenia poddanego uszkodzeniu

Ryc. 16 W poréwnaniu z mézgiem nieuszkodzonego szczura udar mézgu nasilit powstawanie nowych
komérek w strefie okolokomorowej obustronnie. Co wigcej proces ten jest znacznie wyrazniejszy w
uszkodzonej pétkuli. U géry fragment Sciany komory bocznej, u dotu strefa okotokomorowa. Kolor
czerwony pokazuje barwienie przeciwcialem anty-BrdU. LV — komora boczna. Podziatka 50 1n.

W celu poznania fenotypu nowopowstatych komodrek dokonano oceny
wspotwystepowania BrdU ze specyficznymi markerami. Stwierdzono kolokalizacje
BrdU z PSA-NCAM (neuroblasty), -tubuling Ill (mtode neurony), GFAP (astrocyty,
progenitory neuralne), NG2 (oligodendrocyty, progenitory neuralne) i ED1
(aktywowany mikoglej) (ryc. 17).

Wiekszos¢ komoérek pozytywnych dla BrdU i PSA-NCAM znajdowata sie w
obrebie uszkodzenia przybierajgc nieregularny lub owalny ksztat charakterystyczny
dla migrujacych neuroblastéw. Stwierdzono takze kolokalizacje obu powyzszych
markeréw w komodrkach posiadajacych diugie, cienkie wypustki (ryc. 17A). Moze to
Swiadczyé o dojrzewaniu i przeobrazaniu sie migrujgacych neuroblastéw w neurony.

Szczegdlnie, ze obserwowano wspdtwystepowanie BrdU z  -tubuling I (ryc. 17B) w
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komorkach zlokalizowanych w obrebie lezji, a wiec niektére z nowopowstatych
komoérek moga takze przyjmowaé postaé niedojrzatych neuronéw. Komorki
charakteryzujgce sie wspotwystepowaniem BrdU i NG2 wykazujg dwa odmienne typy
morfologiczne: dwubiegunowy, mogacy odpowiada¢ progenitorom oligodendrocytéw
oraz gwiazdzisty, bardziej wskazujacy na réznicujgce sie oligodendrocyty (ryc. 17D).
Komoérek o powyzszych wzorcach wystepowania markerow praktycznie nie
stwierdzano w potkuli przeciwstronnej do uszkodzenia oraz w mézgu bez lezji w
obrebie analogicznych struktur.

Poza komorkami pozytywnymi dla BrdU, ktére mogg by¢ zaangazowane w
procesy neurogenezy i mielinizacji obserwuje sie znaczng ilo§¢ nowopowstatych
komorek powigzanych z glejozg (GFAP) oraz reakcjg zapalng (ED1). Wiekszo$¢
komorek pozytywnych dla BrdU i GFAP w obrebie lezji najpewniej odpowiada
reaktywnemu rozplemowi astrogleju (ryc. 17C). Jednak obecno$¢ takich komoérek w
grzbietowo-bocznej czesci strefy okotokomorowej moze $wiadczyé, ze sa one
multipotencjalnymi progenitorami neuralnymi zdolnymi do wytworzenia zaréwno
makrogleju jak i neuronéw.

Liczna populacja komorek pozytywnych zaréwno dla BrdU jak i ED1 wskazuje
na aktywny, przewlekty proces zapalny przebiegajacy w obrebie tkanek objetych
udarem (ryc. 17E).

Podsumowujac, podwdjne barwienia wykazaty, ze nowopowstate komorki
nabywajg cech fenotypowych charakterystycznych dla wszystkich elementéw
morfotycznych spotykanych w mézgu: makrogleju (GFAP, NG2), mikrogleju (ED1)
oraz, co najbardziej interesujace réwniez neuroblastéw i mtodych neuronéw (PSA-
NCAM, TUJ-1). Wzorzec anatomicznej lokalizacji neuroblastéw odpowiada ich
migracji ze strefy okotokomorowej. Wskazuje na to ich wzmozona obecnos¢ w tej
strefie oraz liczne wystepowanie w obszarze pomiedzy strefg okotokomorows i lezja,
a takze przewaga ich wystepowania w przysrodkowo-grzbietowej czesci lezji, ktéra
znajduje sie w bezposrednim sasiedztwie strefy okotokomorowej w poréwnaniu z

przeciwng czescia lezji.

Tak aktywny proces neurogenezy w tym modelu udaru mézgu moze wynikac¢ z
bezposredniego sgsiedztwa ogniska uszkodzenia mdzgu oraz okotokomorowej strefy

neurogennej (ryc. 17F). Dodatkowo, relatywnie ograniczony obszar uszkodzenia
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przebiegajacy bez cech potkulowego obrzeku mézgu powodujacego znaczacy efekt
masy oraz ryzyko wklinowania i masywnej martwicy moze sprzyjaé wystepowaniu

proceséw naprawczych.

Ryc. 17 Analiza wspdtwystgpowania BrdU ze specyficznymi markerami
dla okreslonych typéw komérek. Kolorem czerwonym zaznaczone sa
komérki BrdU pozytywne. Zielony barwnik wskazuje na specyficzny
marker: A - PSA-NCAM, B — -tubulina III , C - GFAP, D - NG2, E —
EDI. F — Schemat pokazujacy bezposrednie sasiedztwo miejsca udaru -
kolor pomaranczowy i okolokomorowe;j strefy neurogennej (SVZ) — kolor
niebieski. LV - komora boczna. Ponadto widoczne charakterystyczne
poszerzenie ipsilateralnej komory bocznej w pordwnaniu z druga strona.
Podziaka20 m.

TRANSPLANTACJA NEURALNYCH KOMOREK MACIERZYSTYCH (HUCB-
NSC/NP) DO MOZGU SZCZURA W EKSPERYMENTALNYM MODELU
USZKODZENIA Z ZASTOSOWANIEM OUABAINY

Przeszczepienie komorek HUCB-NSC i HUCB-NP metodg bezposredniego
wstrzykniecia skutecznie wprowadza komoérki do mézgu. Zachowana morfologia
przeszczepionych komoérek $wiadczy, ze dobrze one zniosty procedure transplantaciji

(ryc. 18). Komorki wszczepione do nieuszkodzonego mozgu wykazujg spontaniczna,
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Ryc. 18 Depozyty komérkowe w prazkowiu mézgu szczura bezposrednio po przeszczepie. A — komorki
wyznakowane czerwonym znacznikiem komérkowym, B — komérki wyznakowane zielonym znacznikiem
komérkowym (CMFDA). Dodatkowo wykonano immunohistochemig¢ przeciwcialem przeciw ludzkiemu
antygenowi jadrowemu (NuMA, Chemicon) uzywajac czerwonego koloru. Podziatka 20 m.

Ryc. 19 Promienista, spontaniczna migracja neuralnych komdrek macierzystych HUCB-NSCs, z miejsca
podania, w nieuszkodzonym mézgu po 3 dniach od transplantacji. A — wszczepione komérki wybarwione
przeciwcialem przeciw ludzkiemu antygenowi zgodnosci tkankowej klasy I — HLA class I. B - przeszczepione
komoérki z wprowadzonym genem dla GFP zabarwione na zielono (wzmocnienie przy uzyciu przeciwcial
anty-GFP). Na czerwono zabarwione sg neurony (NF 200). Podziatka 200

promienistg migracje w ciagu pierwszych dni po przeszczepie (ryc. 19).
Rownoczesnie pojawia sie i narasta okototransplantacyjny naciek zapalny
(makrofagi i mikroglej — komérki ED1 pozytywne) wokét przeszczepu (ryc. 20A).
Prowadzi to po tygodniu do prawie catkowitego zniszczenia wszczepionych komoérek
w tkance nieuszkodzonego mézgu. (ryc. 20B).
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Przeszczep komoérek HUCB-NSC do pdtkuli mézgu poddanej uszkodzeniu
ukierunkowuje ich migracje w kierunku lezji oraz wyraznie wydtuza czas ich
przezycia. Po tygodniu widoczne sg zarowno w obrebie lezji jak i na jej granicy liczne
wszczepione komorki macierzyste (ryc. 21). Takze wstepny eksperyment z
wykorzystaniem komorek HUCB-NP hodowanych w warunkach bezsurowiczych i z
podaniem ich do istoty biatej (ciato modzelowate) wydtuzyt czas przezycia

przeszczepianych komorek oraz ograniczyt znacznie naciek zapalny (ryc. 22).

Ryc. 20 Naciek zapalny wokoét przeszczepu HUCB-NP. A — 3 dniowy przeszczep. B - Pojedyncze komérki,
ktére przetrwaly w nieuszkodzonym mézgu tydzien po transplantacji (zielony barwnik — CMFDA). Kolor
czerwony wskazuje na obecno$¢ aktywowanego mikrogleju (komérki EDI1 pozytywne). Podziatka 200 m.

Ryc. 21 Przeszczep komérek HUCB-NSC (zabarwionych na zielono) do pétkuli mézgu po lezji ouabainowe;.
A - po 3 dniach od przeszczepu widoczna jest migracja komérek w kierunku lezji (kolor czerwony — NF200).
B - po tygodniu widoczne sa liczne komérki macierzyste w obrgbie lezji i na jej granicy (kolor czerwony
EDI). Zielony barwnik komérkowy - CMFDA. Podziatka 50 m.
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Ry . 22 Przeszczep do istoty bialej (corpus callosum) komérek HUCB-NP hodowanych w warunkach
bezsurowiczych. Na zielono zabarwione sa przeszczepione komérki (CMFDA). Czerwonym barwnikiem

wyznakowane zostaly komoérki aktywowanego mikrogleju -

pozytywne (B). Podziatka 200 m.

EDI pozytywne (A) i astrocyty — GFAP

BADANIE CZYNNIKOW ODDZIALUJACYCH NA MIGRACJE NEURALNYCH
KOMOREK MACIERZYSTYCH (HUCB-NSC) IN VITRO

Badanie obecnosci receptorow i biatek zaangazowanych w migracje komérek
HUCB-NSC in vitro

Metodg barwienn immunocytochemicznych wykazano ekspresje wybranych

receptorow i biatek biorgcych udziat w procesie migracji komérek (tab. 5). Istniejg

znaczace réznice lokalizacji subkomdrkowej poszczegdinych receptoréw i biatek w

obrebie komodrek HUCB-NSC przygotowanych do przeszczepu w pozywce

bezsurowiczej (ryc. 23).

Tab. 5: Procentowy udzial komérek HUCB-NSC wykazujacych ekspresje wybranych biatek i receptoréw
zaangazowanych w procesy migracji w stosunku do catkowitej liczby komérek.

Antygen PDGFRA | PDGFRB | c-Met PSA- IGF-1R | Flk-1 CXCR4
NCAM

Pozytywne | 88.6% 89.6% 91.3% | 67% 71.2% |93.3% |89.3%

komorki
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Ryc. 23 Lokalizacja wybranych receptoréw i bialek na komérkach 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
wzgledu na selektywnie jadrowa lokalizacjg¢ CXCR4 zamieszczono osobno barwienie na obecno$¢ receptora
(G) oraz znakowanie jader komérkowych (H). I — natozenie obrazéw G i H. Na niebiesko zabarwione sa
jadra komérkowe (Hoechst), a na czerwono poszczegdlne markery migracji. Podziatka 20 m.

Komérki HUCB-NSC hodowane w ten sposdéb nie wykazujg adhezji do
podtoza i przyjmujac ksztaft kulisty swobodnie ptywajg w toni pozywki. Czesé
badanych receptoréw i biatek znajduje sie w okolicy okotojadrowej (ryc. 23A, B, C) —
najpewniej zwigzana z retikulum endoplazmatycznym lub aparatem Golgiego. Wsrod
nich c-Met (receptor dla HGF) wykazuje btonowe usytuowanie, podczas gdy
immunoreaktywnos¢ PDGFRB i PSA-NCAM charakteryzuje sie bardziej skupionym
wzorcem rozmieszczenia we wnetrzu komorki. Pozostate receptory zlokalizowane sg
w réznych miejscach komérki: PDGFRA znajduje sie gtéwnie w btonie komorkowej,
FIk-1 i IGF-1 wykazujg raczej cytoplazmatyczny wzorzec barwienia, natomiast

CXCR4 dos¢ niespodziewanie lokalizuje sie selektywnie w obwodowej czesci jader.
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Ryc. 24 Translokacja receptora CXCR4 podczas procesu réznicowania si¢ komérek HUCB-NSC. Dziatanie
czynnika réznicowania (surowica) powoduje przemieszczanie si¢ receptora z jadra do przestrzeni okotojadrowe;j
w komorkach utrzymujacych jeszcze ksztatt kulisty (A i B - biale strzatki). Komérki zmieniajace ksztait pod
wplywem przylegania do podioza z okraglego na owalny lub nieregularny wykazuja obecno$¢ CXCR4 juz tylko
poza jadrem (A i B - czerwone strzalki oraz C). W czasie tworzenia si¢ wypustek receptor zaczyna sie
przemieszcza¢ do ich wnetrza (A i B - zielone strzatki oraz D), aby je wypetni¢ (E). Natomiast w komérkach o
wygladzie bardziej zréznicowanych, posiadajacych rozgaleziajace si¢ wypustki zanika ekspresja CXCR4 (A -
niebieska strzatka oraz F). Czerwona barwa — CXCR4, niebieska — barwnik jadrowy Hoechst. Podziatka 20 m.

Ryc. 25 Cytoplazmatyczny wzorzec barwienia receptora CXCR4 w warunkach statej hodowli komérek HUCB-
NSC w niskim stgzeniu surowicy (2%) z dodatkiem ITS. Na niebiesko zabarwione sa jadra (Hoechst), a na
czerwono wyznakowano receptor CXCR4. Cytospin. Podziatka 20 m.

Ryc. 26 W miejscach zaggszczen komérkowych w statej hodowli HUCB-NSC w niskim stezeniu surowicy (2%)
z dodatkiem ITS zaczyna si¢ pojawia¢ jadrowy wzorzec barwienia. Na niebiesko zabarwione sa jadra (Hoechst),
a na czerwono wyznakowano receptor CXCR4. Hodowla na ptytkach 24-dotkowych. Podziatka 20 m.

Przyklejenie komérek HUCB-NSC do podtoza i rozpoczecie procesu ich
réznicowania przez dodanie surowicy do hodowli powoduje translokacje wewnatrz
komorki niektorych typow receptoréw. Ten efekt jest szczegdlnie wyrazony w
przypadku receptora CXCR4 (ryc. 24). Dochodzi do stopniowego przemieszczania
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sie receptora z jadra do przestrzeni okotojadrowej. Proces ten odbywa sie w
komorkach HUCB-NSC utrzymujgcych jeszcze ksztatt kulisty. Komérki zmieniajgce
ksztatt pod wptywem przylegania do podtoza z okragtego na owalny lub nieregularny
wykazujg obecno$¢ CXCR4 jedynie poza jadrem. Nastepnie obserwuje sie jego
przemieszczanie w kierunku tworzacych sie wypustek. Dalszy proces réznicowania
prowadzi do stopniowego zmniejszania i zaniku ekspresji CXCR4 w komérkach
HUCB-NSC. Natomiast w warunkach, w ktérych jest utrzymywana ciggta hodowla
linii neuralnych komdrek macierzystych, tj. w niskim stezeniu surowicy z dodatkiem
ITS gtéwnie obserwuje sie cytoplazmatyczny wzorzec barwienia (ryc. 25). Jednak w
miejscach zageszczen komodrkowych zaczyna sie pojawia¢ jgdrowy wzorzec

barwienia (ryc. 26).

Badanie zdolnosci komérek HUCB-NSC do migraciji in vitro

Eksperymenty zostaty przeprowadzone na dwdch populacjach komérek:
adherentnych i nieadherentnych pochodzacych z tej same;j linii komérkowej, HUCB-
NSC. Zdolno$¢ do przylegania do podtoza tych komoérek zalezy od rodzaju pozywki
uzytej do hodowli. Komorki nieadherentne wykazujg mniejszy stopien zréznicowania

niz komorki adherentne.

Migracja komoérek nieadherentnych

W pierwszym eksperymencie zbadano migracje komérek HUCB-NSC w
kierunku homogenatu z mézgu szczura zwracajgc szczegdlng uwage na wiasciwe
zaplanowanie kontroli. Kontrola nr 1 polegata na wprowadzeniu do dolnej komory
tylko pozywki, ktéra stuzyta do wykonania homogenatu z médzgu. W efekcie po
zadnej ze stron bfony porowatej nie znajdowat sie chemoatraktant. Natomiast w celu
przygotowania kontroli nr 2 zaréwno do komory dolnej jak i do komory gérnej dodano
takg samg ilo§¢ homogenatu z mézgu tak, ze nie bylo gradientu stezern pomiedzy
obiema komorami. Ludzkie albuminy przygotowano tak, aby zawieraty takg samg
ilo§¢ biatka, co homogenat z mézgu, aby wykluczyé chemoatrakcyjne wtasciwosci
samego biatka, np. poprzez obnizanie napiecia powierzchniowego w dolnej komorze.
W wielu publikacjach stwierdzono bardzo silne wtasciwoéci chemoatrakcyjne
surowicy (30% FBS), chociaz gtéwnie dotyczyto to jednak mezenchymalnych
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Ryc. 27 Homogenat pobrany z mézgu szczura powoduje statystycznie istotny wzrost migracji komérek
HUCB-NSC w poréwnaniu z kontrolg nr 1, kontrola nr 2, ludzkimi albuminami i surowica. Czarne punkty
oznaczaja $rednia, natomiast poziome linie przedziaty ufnosci, n=6 (SAS, PROC MIXED, LMS, p<0,05).

komérek macierzystych. W zwigzku z tym surowice zastosowano pierwotnie jako
kontrole pozytywna.

Badanie wykazato statystycznie wiekszg migracje HUCB-NSC w kierunku
homogenatu z mézgu w poréwnaniu z pozostatymi kontrolami (p<0,05). Nie
stwierdzono znaczacych rdéznic w migracji pomiedzy poszczegdlnymi kontrolami
witaczajac w to ludzkie albuminy i 30% FBS (ryc. 27).

Drugi eksperyment zostat zaplanowany w celu poréwnania zdolnosci do
wzbudzania migracji komorek HUCB-NSC przez homogenat z mdzgu objetego
udarem w poréwnaniu z homogenatem z mdzgu nieuszkodzonego. Badano takze
zalezno$¢ od czasu jaki uptynat od wystapienia udaru do pobrania mézgu. Badanie
wykazato statystycznie wiekszg migracje w kierunku homogenatu mézgu
pozyskanego 6 godz. (p=0,04) i 48 godz. (p=0,005) po udarze w poréwnaniu z
homogenatem z mézgu nieuszkodzonego. Najwiekszg migracje komérek HUCB-
NSC powodowat homogenat z tkanek mézgowych pozyskanych 48 godz. po udarze.

Homogenat z mézgu pozyskanego w pdzniejszym okresie (7 dni) nie powodowat juz
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znaczaco wigkszej migracji w poréwnaniu z uzyskanym z mézgu nieuszkodzonego,

chociaz wcigz obserwowano takg tendencije (p=0,09) (ryc. 28).

Ryc. 28 Migracja komérek HUCB-NSC w kierunku homogenatéw z mézgéw szczur6w pozyskanych w
okreslonej sekwencji czasowej po eksperymentalnym wywotaniu udaru mézgu, w poréwnaniu z mézgiem
nieuszkodzonym. Czarne punkty oznaczaja Srednia, natomiast poziome linie przedzialy ufnosci, n=6
(SAS, PROC MIXED, LMS, p<0,05).

W trzecim eksperymencie zdolno$é¢ do wzbudzania migracji komérek HUCB-
NSC przez homogenaty otrzymane z ludzkich tkanek pochodzacych z morfologicznie
prawidtowej cze$ci mézgu (tor dojscia do ztosliwego glejaka mdzgu) poréwnano ze
zto$liwymi zmianami nowotworowymi takimi jak glejak ztosliwy (GBM), przerzut do
modzgu oraz zmiang nieztosliwg — naczyniakiem jamistym. Wykazano, ze homogenat
z istoty biatej nie ma wtasciwosci chemotaktycznych w odniesieniu do HUCB-NSC, w
odroznieniu od istoty szarej (p<0,006). Nie wykazano znaczaco wiekszej migracji w
kierunku homogenatu z tkanki ztosliwego glejaka w poréwnaniu z homogenatem z
istoty szarej. Najwiekszg zdolno$¢ do wywotywania migracji komérek HUCB-NSC
stwierdzono w przypadku homogenatu z naczyniaka jamistego i guza przerzutowego

do moézgu. Obydwa powyzsze guzy charakteryzujg sie bardzo bogatym
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unaczynieniem, co moze wskazywa¢ na silne wilasciwosci chemoatrakcyjne

czynnikow zwigzanych z angiogenezg (ryc. 29).

Ryc. 29 Migracja komérek HUCB-NSC w kierunku homogenatéw z ludzkich tkanek. Czarne punkty
oznaczaja $rednig, natomiast poziome linie przedzialy ufno$ci, n=6 (SAS, PROC MIXED, LMS, p<0,05).

W czwartym eksperymencie oceniono zdolnos¢ do wywotywania migracji
komoérek HUCB-NSC przez poszczegdine ligandy, dla ktérych receptory stwierdzono
na badanych komodrkach. W tym celu wybrano czynnik wzrostu IGF-1 oraz
chemokine SDF-1. Przeprowadzone badania wykazaty, ze zaréwno IGF-1 jak i SDF-
1 wywotujg migracje komérek HUCB-NSC. W przypadku IGF-1 wykazano wyrazng
zalezno$¢ nasilenia migracji od dawki (ryc. 30). W eksperymentach z uzyciem SDF-1
uzyskano wieksze rozrzuty wynikéw, a utrzymujaca sie maksymalnie migracje
stwierdzono w dawce 10 ng/ml jak i 100 ng/ml (ryc. 31). Takie dawki SDF-1 plasujg
sie w zakresie stezen czesto uzywanych do badan migracji przez innych badaczy.

Podsumowujac, stwierdzono migracie HUCB-NSC zaréwno w kierunku
homogenatéow tkankowych jak i wybranych biatek (SDF-1, IGF-1). Migracja w
kierunku badanych biatek jest znaczaco nizsza niz w kierunku homogenatéw.
Najwiekszg migracje stwierdzono w kierunku homogenatéw 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 biatek w
poréwnaniu z homogenatami moze wskazywaé¢ na wieloczynnikowy mechanizm
aktywaciji migraciji.

Ryc. 30 Migracja nieadherentnych komérek HUCB-NSC w kierunku IGF-1. Czarne punkty oznaczaja
$rednig, natomiast poziome linie przedzialy ufnoéci, n=6 (SAS, PROC MIXED, LMS, p<0,05).

Migracja komoérek adherentnych

Eksperymenty z zastosowaniem komérek HUCB-NSC nieadherentnych (takich
jak przygotowywanych do transplantacji) wykazaty zdolno$¢ ich migracji w kierunku
okreslonych chemoatraktantéw. Pomimo, ze uzyskano statystycznie istotne wyniki, to
stwierdzono wzglednie niskg zdolnos¢ tych komérek do migracji. Jednak komérki
podczas catego eksperymentu znajdujg sie w ptynie, co nie odzwierciedla sytuacji in
vivo, kiedy komorki sg transplantowane do statej tkanki. Takiej sytuacji bardziej
odpowiadajg eksperymenty z komoérkami przylegajacymi do podioza. Dodatkowo
komorki adherentne odpowiadajg na obecno$é¢ macierzy zewnatrzkomaérkowej jako
aktywatora migraciji.

83



Ryc. 31 Migracja nieadherentnych komérek HUCB-NSC w kierunku SDF-1. Czarne punkty oznaczaja
$rednia, natomiast poziome linie przedzialy ufnosci, n=6 (SAS, PROC MIXED, LMS, p<0,05).

W pierwszym eksperymencie poréwnano wplyw réznych stezen SDF-1 na
migracje komorek HUCB-NSC stosujac jako macierz zewngtrzkomérkowag 0,5%
zelatyne. Podobnie jak w przypadku komdrek ptywajgcych uzyskano statystyczny
wzrost migracji w kierunku wyzszych stezen SDF-1 (10 i 100ng). Nalezy jednak
zwrocié uwage, ze komorki HUCB-NSC adherentne migrujg znaczaco szybciej
anizeli nieadherentne. Ma to odniesienie zaréwno do kontroli jak i prébek

eksperymentalnych (ryc. 32).

W drugim eksperymencie porownano wplyw réznych biatek macierzy
zewnagtrzkomérkowej na migracje komérek HUCB-NSC w kierunku SDF-1 w dawce
10 ng/ml. Badanie wykazato zalezno$¢ nasilenia migracji tych komérek od uzycia
poszczegdlnych biatek macierzy zewnatrzkomérkowej. Migracja komorek HUCB-
NSC w kierunku SDF-1 byta znaczaco najwieksza, jezeli btona porowata byta pokryta
lamining (p<0,001). Pokrycie btony fibronektyng powodowato, ze migracja w kierunku
SDF-1 byta mniejsza (p<0,001). Jednak zdecydowanie najmniejszg migracje

komdrek HUCB-NSC obserwowano w przypadku zastosowania zelatyny (ryc. 33).
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Ryc. 32 Migracja adherentnych komérek HUCB-NSC w kierunku SDF-1. Czarne punkty oznaczaja $rednia,
natomiast poziome linie przedzialy ufnosci, n=6 (SAS, PROC MIXED, LMS, p<0,05).

Ryc. 33 Migracja adherentnych komérek HUCB-NSC w kierunku SDF-1 (10 ng/ml). Czarne punkty
oznaczaja Srednia, natomiast poziome linie przedzialy ufnosci, n=6 (SAS, PROC MIXED, LMS, p<0,05).
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W trzecim eksperymencie poréwnano migracie komérek HUCB-NSC w
kierunku SDF-1 oraz pozywki kontrolnej uzywajgac do pokrycia btony
odpowiadajacych sobie macierzy zewngtrzkomérkowych w grupie kontrolnej i
eksperymentalnej. W badaniu stwierdzono zwigkszenie migracji tych komérek w
kierunku SDF-1, jezeli zastosowano lamining do pokrycia btony porowatej, podczas
gdy nie stwierdzono takiego efektu, jezeli w miejsce lamininy zastosowano
fibronektyne. Jednak najbardziej zwraca uwage bardzo duza migracja komoérek
HUCB-NSC przez btone okrytg macierzg zewnatrzkomdrkowa w sytuacji braku
chemoatraktanta (ryc. 34). To $wiadczy o bardzo duzej roli haptotaksji, czyli roli
biatek macierzy zewnatrzkomérkowej w procesie migracji komérek. Moze sie okazac,
ze w procesie migracji komoérek indukowanej udarem wazniejsza role odgrywa

rearanzacja macierzy zewnatrzkomérkowej, anizeli udziat rozpuszczalnych molekut.

Ryc. 34 Migracja adherentnych komérek HUCB-NSC w kierunku SDF-1 (10 ng/ml) w przypadku pokrycia
blony porowatej lamining lub fibronektyna. Czarne punkty oznaczaja $rednia, natomiast poziome linie
przedzialy ufnosci, n=6 (SAS, PROC MIXED, LMS, p<0,05).
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OBRAZOWANIE NEURALNYCH KOMOREK PROGENITOROWYCH Z KRWI
PEPOWINOWEJ METODA REZONANSU MAGNETYCZNEGO

Wykazano, ze HUCB-NP mozna przyzyciowo wyznakowaé tlenkiem zelaza.
Zastosowana procedura charakteryzuje sie wysoka wydajnosciag pod wzgledem
liczby wyznakowanych komérek (82%, 89%, 93% catej populacji, po odpowiednio 24,
48, 72 godz. inkubaciji) i nie wptywa na ich przezywalno$é (94%, 91%, 90% zywych
komorek po odpowiednio 24, 48, 72 godz. inkubacji). Stwierdzono zalezno$¢
intensywnos$ci wyznakowania tym znacznikiem od czasu inkubacji komérek HUCB-

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

Ryc. 35 Zalezno$¢ intensywnosci wyznakowania komérek HUCB-NP zelazem od czasu inkubacji komérek
w preparacie Endorem: A 12h, B 48h. Barwienie metoda Perl . Podziatka 100 m.

obrazowaniu przy uzyciu rezonansu magnetycznego na fantomie in vitro (ryc. 36).
Wyznaczono czas inkubacji konieczny do optymalnego znakowania oraz najmniejszg
liczbe komérek niezbedng do otrzymania sygnatu przy pomocy posiadanego sprzetu.
Wyrazny sygnat w rezonansie magnetycznym uzyskano w wyniku obrazowania
komérek o gestosci 4 x 10° komérek/m| znakowanych przez 48 godz. znacznikiem
SPIO. Inkubacja tej samej gestosci komérek HUCB-NP, ale tylko przez okres 12
godz. lub obrazowanie zawiesiny o mniejszej gestosci komérek (10°) dawato stabszy

sygnat w MRI. Mniejsza liczba komérek HUCB-NP lub krétszy czas ich znakowania
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powodowaly brak mozliwosci detekcji komérek w dostepnym klinicznym aparacie

rezonansu magnetycznego (1,5 T).
Przeprowadzone badania in vitro postuzyly do wykorzystania opracowane;j

metody znakowania komérek HUCB-NP czgsteczkami SPIO do wykonania pierwszej

proby klinicznej terapii komérkowej uszkodzonego mézgu.

Ryc. 36: Mozliwosci detekcji komérek HUCB-NP metoda rezonansu magnetycznego umieszczonych w
fantomie w zaleznosci od liczby komérek oraz dtugosci inkubacji w preparacie Endorem.
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DYSKUSJA

POTRZEBA ROZWOJU NOWYCH PROCEDUR BADAWCZYCH W DZIEDZINIE
NEUROTRANSPLANTACJI

Od czasu pierwszych neurotransplantacji fragmentéw mézgéw ptodowych w
leczeniu choroby Parkinsona obserwuje sie narastanie liczby publikacji
ukierunkowanych na naprawe lub odtwarzanie struktury i funkcji OUN. Ostatnie
odkrycia w dziedzinie komérek macierzystych znaczaco przyspieszyly ten proces.
Badaniami objeto wiele innych chordb neurologicznych, m.in. chorobe Huntingtona,
udar mozgu, urazy mézgu 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 wskazan do terapii komérkowej wymaga rozwoju

nowych procedur badawczych.

Podanie komorek do zbiornika wielkiego w mysim modelu ALS

Jedng z chordb, ktéra przyciagneta szczegdlng uwage badaczy z dziedziny
neurotransplantacji jest ALS. Ma to zwigzek z niepomys$inym rokowaniem (Gil i wsp.,
2009) oraz brakiem jakichkolwiek skutecznych metod leczenia poza postepowaniem
paliatywnym (Sathasivam, 2009). Ostatnie randomizowane préby kliniczne z
zastosowaniem lekéw bedacych substancjami chemicznymi takze nie przyniosty
przetomu (Kaufmann i wsp., 2009; Piepers i wsp., 2009). W tej sytuacji kazda
alternatywna propozycja terapii spotyka sie z zainteresowaniem zaréwno pacjentow,
jak i podmiotéw finansujacych badania naukowe.

Wykazano nieznaczny, pozytywny wptyw zaréwno systemowej (Chen i Ende,
2000; Ende i wsp., 2000; Garbuzova-Davis i wsp., 2003) jak i miejscowej,
dordzeniowej terapii komérkowej (Willing i wsp., 2001) w mysim modelu ALS. Ze
wzgledu na charakterystyke tego schorzenia (brak przerwania bariery krew-mézg
oraz rozsiany proces patologiczny) mozna byto uznaé¢ obydwie powyzsze drogi
aplikacji komoérek za suboptymalne. W zwigzku z tym przetestowano alternatywng
droge podania komoérek — do ptynu mézgowo-rdzeniowego w powyzszym modelu tej

choroby. Juz wczesniej wykazano jednak w otwartej prébie klinicznej, ze
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transplantacja komérek autologicznych metodg naktucia ledzwiowego nie jest
skuteczna (Janson i wsp., 2001). W zwigzku z tym wybrano bardziej proksymalne
miejsce podania w odniesieniu do krazenia ptynu mézgowo-rdzeniowego. Poniewaz
podanie dokomorowe wymagatoby naktucia mézgu wybrano mniej inwazyjng droge
dostarczenia komorek do OUN przez zbiornik wielki. W literaturze nie istniat doktadny
opis tej procedury, a wykonanie jej wedtug dotychczas opublikowanej instrukcji
(Vogelweid i Kier, 1988) powodowato masywny wsteczny wyptyw komérek
obserwowany takze przez innych autorow (Ohta i wsp., 2004). W zwigzku z tym
odpowiadajac na zapotrzebowanie badawcze opracowatem procedure podania
komorek do zbiornika wielkiego u myszy (Janowski i wsp., 2008b). Jej skutecznosé
zostata potwierdzona we wczesnym okresie po transplantacji dzieki opracowane;j
przeze mnie metodzie dysekcji catego OUN wraz z nieuszkodzong opong twarda.
Wykazano dobrg penetracije komoérek do przestrzeni ptynowych OUN. Po
transplantacji komorki znajdowaly sie na catej podstawie moézgu poczgwszy od
okolicy nerwow wechowych po zbiorniki katow mostowo-mozdzkowych i zbiornik
przedrdzeniowy, a takze w komorze IV oraz wokét rdzenia kregowego, szczegdlnie w
odcinku szyjnym. Jednak dalsza obserwacja losu przeszczepu nie wykazata
dtugotrwatego przezycia komérek w tej lokalizaciji i tylko pojedyncze komorki zostaty
znalezione po 10 dniach w warstwie komdrek Purkinjego w mézdzku (Habisch i wsp.,
2007). Nie wykazano takze pozytywnego wptywu na przebieg choroby. W badaniach
uwzgledniono zarowno szybko$¢ postepowania deficytow neurologicznych jak i okres
przezycia zwierzat.

Ostatnio ukazata sie praca, w ktorej takze nie wykazano efektu pojedynczej
iniekcji komorek do ptynu médzgowo-rdzeniowego w mysim modelu, podczas gdy
wielokrotne powtarzanie procedury wptyneto pozytywnie na przebieg choroby (Zhang
i wsp., 2009a). Kliniczna aplikacja allogenicznych, hematopoetycznych komadrek
macierzystych u pacjentdw po ablacji szpiku napromienieniem nie wydtuzyta czasu
przezycia (Appel i wsp., 2008). Natomiast wczesna ocena transplantaciji
autologicznych, hematopoetycznych komoérek macierzystych bezposrednio do
rdzenia przedtuzonego u chorych z opuszkowg postacig ALS przyniosta zachecajace
wyniki (Deda i wsp., 2009).

Wczesniejsze doniesienia na temat losu komorek przeszczepionych do
zbiornika wielkiego u szczura dotyczyly choréb przebiegajacych z nagtym poczatkiem
i masywng martwicg, np. udaru moézgu (Zhang i wsp., 2003) i urazéw: moézgu (Hu i

90



wsp., 2004) i rdzenia kregowego (Wu i wsp., 2002). W obu przypadkach wykazano
obecno$¢ autologicznych komérek w obrebie lezji w terminie odlegtym, jednak nie
mozna byto oceni¢ obecnosci komdrek w przestrzeni podpajeczynéwkowej ze
wzgledu na brak zachowania ciggtosci opony twardej podczas preparatyki OUN.

Z uwagi na dynamiczny rozwdj inzynierii genetycznej powstaje coraz wiecej
transgenicznych modeli chorob OUN. A poniewaz gatunkiem najczesciej uzywanym
do manipulacji genetycznych jest mysz (Rosenfeld i wsp., 1988; Westphal, 1991), to
opracowanie technik operacyjnych w celu chirurgicznego leczenia modelowanych
choréb wydaje sie by¢ szczegdlnie uzyteczne. Poczatkowo opracowano
transgeniczne modele chordb neurologicznych powstatych na bazie mutacji
punktowych, m.in. choroba Lesch-Nyhana (Williamson i wsp., 1992), choréb
prionowych, m.in. choroba Gertsmanna-Strausslera-Scheinkera (Hsiao i Prusiner,
1991) oraz mutacji dynamicznych, m.in. choroba Huntingtona (Mangiarini i wsp.,
1996). Ostatnio rozpoczeto wprowadzanie wielu transgendédw w celu bardziej
precyzyjnego odtwarzania pozostatych chordb neurologicznych, m.in. choroby
Alzheimera (Vale i wsp., 2009) i choroby Parkinsona (Yasuda i wsp., 2009). Modele
transgeniczne wykorzystuje sie do testowania terapii komérkowej w chorobach
neurologicznych gtéwnie wykorzystujac miejscowe podanie intraparenchymalne
(Chintawar i wsp., 2009; Lee i wsp., 2010). Przedstawiona w niniejszej pracy metoda
transplantacji komorek do zbiornika wielkiego u myszy moze wiec okazac sie
alternatywnym, matoinwazyjnym (bez naruszania integralnosci tkanki nerwowej)
sposobem przeszczepiania komérek do OUN znajdujac w przysziosci szersze
zastosowanie.

Nowy model udaru mézgu z zastosowaniem ouabainy

Nowy model udaru modzgu przedstawiony w niniejszej pracy dotyczy
wybiérczego uszkodzenia struktur gtebokich mézgu (Janowski i wsp., 2008a).
Stosunkowo niewielka lezja tej okolicy prowadzi do wystapienia znaczgcych objawdw
klinicznych. Ograniczona objeto$¢ uszkodzenia zmniejsza ryzyko wystapienia
obrzeku mdzgu, co pozwala na bardziej precyzyjng ocene wptywu terapii komérkowej
na poprawe funkcjonalng zwierzat po udarze.

Pod wzgledem charakterystyki morfologicznej i topograficznej lezja ta moze
by¢ rozpatrywana jako model udaru lakunarnego. Jednak, pomimo ze wielko$é
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uszkodzenia jest stosunkowo mata, bo wynosi 1-2% catego mdzgowia, to i tak
znaczaco przewyzsza udar lakunarny, ktéry wg. definicji obejmuje zaledwie ok. 0,1-
0,2% catego mdzgowia (Adams i wsp., 1993; Bamford i wsp., 1987). U szczuréw
opisywane dotychczas modele pojedynczego udaru lakunarnego powodujg jednak
deficyty neurologiczne dotyczace tylko sfery czuciowo-ruchowej (Frost i wsp., 2006;
Lecrux i wsp., 2008), podczas gdy opisany model udaru mézgu prezentuje znacznie
szerszy wachlarz zaburzen behawioralnych w to zaburzenia pamieci, co
bardziej odpowiada obrazowi klinicznemu.

Obserwowany klinicznie lakunarny udar moézgu powstaje w wyniku
przerwania/ograniczenia przeptywu krwi przez tetnice przeszywajace (Lastilla, 2006).
Ze wzgledu na bezposrednie odejscie tych tetnic od duzych naczyn panuje w nich
zazwyczaj wysokie cisnienie w stosunku do ich Srednicy, co sprzyja powstawaniu
zmian miazdzycowych. Poniewaz sg to tetnice anatomicznie koncowe to nie
wytwarza sie w nich krgzenie oboczne. Zmiany niedokrwienne powstajace w obrebie
unaczynienia tetnic przeszywajacych sg wiec znacznie czestsze niz wynikatoby z ich
procentowego udziatu we wszystkich naczyniach mézgowia (Sato i wsp., 2009) i
dotycza gtéwnie pacjentéw z nadcisnieniem tetniczym (Chen i wsp., 2009b). Oprécz
tej populacji pacjentdéw istnieje grupa chorych, u ktérych niedokrwienie struktur
gtebokich powstato na skutek niezamierzonego zamkniecia tetnic przeszywajgcych
podczas procedur zabiegowych. Z ryzykiem w tym zakresie wigzg sie operacje
naczyniowe (szczegolnie tetniakéw), chirurgia podstawy czaszki oraz zabiegi
wewnatrznaczyniowe. Pacjenci w okresie pooperacyjnym sg zazwyczaj poddani
szczegdétowemu monitoringowi, co umozliwia bardzo wczesne wykrycie zmian oraz
szybkie wdrozenie odpowiedniej terapii. Jednak obecnie nie istniejg w peni
skuteczne metody leczenia takich powiktan, a podanie rekombinowanego
tkankowego aktywatora plazminogenu (rtPa) najbardziej skuteczne w tradycyjnym
udarze jest przeciwwskazane w okresie pooperacyjnym. Tak wiec pacjenci
doswiadczajacy powiktan niedokrwiennych po zabiegach operacyjnych moga
stanowi¢ szczegdlng grupe do wdrozenia terapii komaérkowe;.

Zastosowany przeze mnie model udaru mézgu u szczura z uzyciem ouabainy
charakteryzuje sie szybkoscig i prostota wykonania, co przyczynia sie do
oszczednosci czasu eksperymentatora. Procedura nalezy do matoinwazyjnych oraz
zapewnia fatwo$¢ kontroli wielkosci uszkodzenia poprzez sterowanie dawkag podane;j

ouabainy. Uzyskany w ten sposéb udar mézgu charakteryzuje sie wzglednie wysoka
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powtarzalnoscig (wspoétczynnik wariancji 14%), co ma znaczenie w przypadku
zastosowania do badan przedklinicznych.

U wiekszych zwierzat udary lakunarne sg modelowane na drodze
selektywnego cewnikowania odpowiednich naczyn (Sato i wsp., 2009) lub koagulacji
naczynia po wykonaniu kraniotomii (Tanaka i wsp., 2008). Préby wywotywania udaru
na drodze selektywnego odcigcia unaczynienia do struktur gtebokich zostaty takze
podjete u szczuréw (He i wsp., 1999). Jednak sukces zostat osiagniety tylko w ok.
2/3 przypadkéw, przy czym zostata tu stwierdzona znaczna osobnicza zmienno$é
unaczynienia (He i wsp., 2000), co wykluczyto ten model do zastosowania w
badaniach przedklinicznych.

Inng substancjg chemiczng stosowang do wywotania eksperymentalnego
udaru u gryzoni jest ET-1. Jej podanie metodg stereotaktyczng w bezposrednie
sgsiedztwo tetnicy $rodkowej mézgu (MCA) powoduje powstanie udaru mézgu
poprzez wykorzystanie naczyniozwezajacych wiasciwosci tej substancji (Robinson i
wsp., 1990). Jednak stwierdzono duzy rozrzut wielkosci wywotywanego tak
uszkodzenia (Biernaskie i wsp., 2004). Intraparenchymalne podanie ET-1 skutkuje
lezjg podobng do opisanej przeze mnie (Hughes i wsp., 2003). Ostatnio opisano
bardzo konkurencyjny do przedstawionego przeze mnie udar fotochemiczny struktur
gtebokich mézgu uzyskany dzigki stereotaktycznemu wprowadzeniu $wiattowodu do
mdzgu (Kuroiwa i wsp., 2009).

NEUROGENEZA INDUKOWANA UDAREM

Pierwszy dowdéd powstawania nowych neuronédw w OUN w okresie
poporodowym zostat przedstawiony u gryzoni dopiero w potowie lat 60-tych (Altman i
Das, 1965). Zidentyfikowano tez struktury, w ktérych ten proces zachodzi najbardziej
aktywnie (Altman i Das, 1966). W dalszych badaniach wskazano w obrebie
mozgowia obszary proliferacji komoérkowej aktywne w ciggu catego Zzycia
osobniczego: strefe okotokomorowg oraz warstwe podziarnistq zakretu zebatego.
Powstate tam komorki migruja do miejsc przeznaczenia, odpowiednio do: opuszki
wechowej i warstwy ziarnistej zakretu zebatego (Altman, 1969; Kaplan i Hinds, 1977;
Seress, 1977) .

W tym samym czasie w Ros;ji dostrzezono wzmozenie proliferacji komérkowej

w tych okolicach w odpowiedzi na uraz mézgu (Reznikov, 1975a; Reznikov, 1975b).
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Dalsze badania wykazaty, ze komorki powstajgce w obrebie warstwy podziarnistej
zakretu zebatego pod wptywem uszkodzenia moézgu posiadajg zdolnos¢ do
przeksztatcenia sie w doroste neurony warstwy ziarnistej zakretu zebatego. Wzorzec
migracji komorek z warstwy podziarnistej do warstwy ziarnistej nie jest zaburzony w
wyniku uszkodzenia mézgu (Gould i Tanapat, 1997; Liu i wsp., 1998). Natomiast
komérki powstate w strefie okotokomorowej wykazujg zdolno$¢ do przemieszczania
sie nie tylko w kierunku opuszki wechowej, lecz takze w kierunku ogniska udaru
mébzgu. Znaczna ich liczba ulega réznicowaniu w kierunku neuroblastow i
niedojrzatych neuronéw we wczesnym okresie po uszkodzeniu (Jin i wsp., 2001). Po
pieciu tygodniach zaobserwowano dojrzate neurony powstajace w wyniku
uszkodzenia i zlokalizowane selektywnie w obrebie prgzkowia przylegajacego do
lezji. Nie stwierdzono obecnosci tych komérek w korze mézgu w bliskosci ogniska
niedokrwienia (Parent i wsp., 2002). Moze to by¢ zwigzane z tatwiejszg penetracjg
komoérek z SVZ do prazkowia niz do kory, ktéra znajduje sie po drugiej stronie
uszkodzenia w stosunku do SVZ.

W eksperymentach przedstawionych w niniejszej rozprawie stwierdzono
pojawianie sie progenitordw neuralnych oraz migrujacych neuroblastow w
ouabainowym modelu udaru mézgu. Tak jak opisywano w wyzej przedstawionych
pracach mozna je gtéwnie znalezé w obszarze pomiedzy lezjg, a SVZ. Zostato to
potwierdzone wspotwystepowaniem BrdU z PSA-NCAM oraz z B-tubuling Il
Natomiast stwierdzona réwnolegle kolokalizacja BrdU z GFAP oraz z NG2 moze
wskazywac na proces gliogenezy, chociaz ostatnio stwierdzono wystepowanie obu
powyzszych markeréw takze w multipotencjalnych progenitorach neuralnych (Platel i
wsp., 2009; Sypecka i wsp., 2009). Zwrécono takze uwage, ze czesé
zaobserwowanych nowopowstatych komérek nalezy do mikrogleju. Wptyw aktywacji i
proliferacji komérek mikroglejowych na ewolucje udaru mézgu nie jest do konca
poznany. Niektdrzy autorzy sugerujg ich pozytywng role w tym procesie (Denes i
wsp., 2007; Kaminska i wsp., 2009).

Poczatkowo uwazano, ze wytgcznie neuroplastycznosé, a wiec reorganizacja
potaczen nerwowych w obrebie istniejacych komérek, jest odpowiedzialna za
poprawe funkcjonalng po udarze mézgu (Bach-y-Rita, 1981; Pasztor i Vajda, 1987).
Ostatnio pojawia sie coraz wiecej danych na udziat nowopowstatych komoérek

neuronalnych w procesie powrotu funkcji mézgu. Zaobserwowano, ze aktywnosc¢
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motoryczna i wzbogacone warunki srodowiska powodujg wzmozenie neurogenezy
konstytutywnej (Brown i wsp., 2003; van Praag i wsp., 1999b), potgczone z poprawg
w zakresie funkcji uczenia sie (van Praag i wsp., 1999a). Niezaleznie
zaobserwowano, ze powr6t funkcji po udarze mdézgu jest przyspieszany przez
wzbogacone $rodowisko (Gornicka-Pawlak i wsp., 2009) oraz aktywnos¢ i trening
motoryczny (Lee i wsp., 2008). Udowodniono takze, ze ww. warunki wzmagajg
neurogeneze. Jednak zwiekszenie neurogenezy poprzez manipulacje genetyczng
(nadekspresja VEGF) w zalezno$ci od uzytego modelu moze mie¢ réznorodne efekty
funkcjonalne, tj. poprawa pamieci (Plaschke i wsp., 2008) lub nasilenie labilnosci
emocjonalnej zwierzat (Udo i wsp., 2008). Wskazuje to na konieczno$é zachowania
wyjatkowej ostroznosci podczas ewentualnego wprowadzenia terapii stymulujacej
neurogeneze.

Poniewaz jednak proces neurogenezy nasila sie po udarze mézgu, a dalsza
jego stymulacja pod wptywem aktywnos$ci motorycznej prowadzi do szybszego
powrotu funkcji wydaje sie jednak, ze zwiekszona neurogeneza jest procesem
korzystnym (Harvey i Chopp, 2003). Istotnie wykazano, ze wewnatrzczaszkowe
podanie czynnikbw wzrostu u zwierzat dotknietych udarem mdézgu zwieksza
neurogeneze i przyspiesza powrét funkcji (Leker i wsp., 2009). Te badania zostaty
potwierdzone dwoma przypadkami klinicznymi opisanymi przez wtoskich autorow.
Dokomorowe podanie NGF u kilkunastomiesiecznych dzieci po uogdlnionym
niedokrwieniu moézgu przyczynito sie do poprawy stanu klinicznego. Koreluje to ze
wzrostem stezenia DCX (biatka zaangazowanego w proces neurogenezy) w ptynie
mdzgowo-rdzeniowym u tych pacjentéw (Chiaretti i wsp., 2008). Ostatnio
zsyntetyzowano nowy peptyd zawierajacy sekwencje odpowiadajgacg centrum
aktywnymemu CNTF, ktéry po podaniu systemowym przenika bariere krew-mozg,
stymuluje neurogeneze i poprawia pamie¢ u myszy (Chohan i wsp., 2009).
Wykazano takze, ze statyny, popularne leki szeroko stosowane w celu obnizenia
poziomu cholesterolu oraz leczenia choréb krazenia, posiadajg takze wtasciwosé
stymulacji neurogenezy oraz poprawiajg wyniki leczenia udaru oraz urazu mézgu
(Karki i wsp., 2009; Lu i wsp., 2004; Zhang i wsp., 2005). Stymulacja endogennej
neurogenezy przez przeszczepione komorki jest takze jednym z postulowanych
mechanizmdw ich dziatania (Bonilla i wsp., 2009; Stroemer i wsp., 2009; Tsyb i wsp.,
2009).
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Z drugiej strony istniejg badania pokazujgce, ze intensywno$¢ neurogenezy
nie wptywa na funkcje OUN u zwierzat. Indukcja neurogenezy metodg
dokomorowego podania kwasu retinowego nie wptywata na poprawe funkcjonalng u
szczurdw po udarze mézgu (Piane i wsp., 2008). Takze ograniczenie neurogenezy
metoda manipulacji genetycznej (mysz D2 KO) nie pogorszyto zdolnosci zwierzat do
uczenia sie (Jaholkowski i wsp., 2009).

Szybki rozwdj technik obrazowania nieinwazyjnego przyczynia sie do
pogtebienia wiedzy w tej dziedzinie. Wykazano, ze dokomorowe podanie znacznika
komorkowego SPIO wraz z siarczanem protaminy (Panizzo i wsp., 2009) lub MPIO
wraz z poli-L-lizyng (Vreys i wsp., 2010) pozwala na przyzyciowe wyznakowanie i
obserwacje migracji neuroblastéw ze strefy okotokomorowej w kierunku opuszki
wechowej w nieuszkodzonym moézgu. W celu oceny procesu neurogenezy
poudarowej wykorzystano takze spektroskopie rezonansu magnetycznego
(Manganas i wsp., 2007; Romer i wsp., 2008). Najpierw wykazano in vitro, ze w
hodowli progenitoréw neuralnych wystepuje charakterystyczne przesuniecie widma
spektroskopowego o wartosci 1,28 ppm. Nastepnie zidentyfikowano ten fragment

widma przyzyciowo w badaniach mézgéw zwierzat i ludzi.

TRANSPLANTACJE KOMOREK DO MOZGU

Najwazniejsze  zagadnienia odnoszgce sie do neurotransplantacji
komdrkowych obejmujg kwestie przezycia przeszczepu, reakcji immunologicznej
biorcy oraz migracji i r6znicowania sie przeszczepionych komaérek in situ. Dopiero w
kontekscie rozwigzania tych zagadnien mozna rozwazaé wptyw samych komoérek na

przebieg proceséw patolologicznych.

Czas przezycia przeszczepionych komérek i reakcja immunologiczna

gospodarza na przeszczep

W przeprowadzonych przeze mnie badaniach wykazano krétkotrwatg
przezywalno$¢ komérek HUCB-NSC/NP wszczepionych do moézgéw zwierzat
nieuszkodzonych oraz masywng reakcje odrzucania pod postacig aktywacji i nacieku
komorek mikroglejowych, ktéra wystgpita pomimo zastosowania immunosupresji

cyklosporynowej. Po tygodniu mozna bylo obserwowaé tylko pojedyncze
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przeszczepione komorki (Kozlowska i wsp., 2007). W innych badaniach z
zastosowaniem komorek pochodzacych z krwi pepowinowej poczyniono podobne
obserwacje (Walczak i wsp., 2004; Willing i wsp., 2003). Réznicg pomiedzy tymi
badaniami jest stopien ukierunkowania neuralnego przeszczepianych komorek.
Komérki HUCB-NSC/NP stosowane przeze mnie wykazujg w wiekszym stopniu
cechy neuralnych komérek macierzystych lub progenitorowych (Buzanska i wsp.,
2006a), podczas gdy inni autorzy przeszczepiali komoérki jednojgdrzaste krwi
pepowinowej nie poddane procesowi réznicowania. Nawet zastosowanie zwierzat z
upo$ledzeniem uktadu odpornosci nie poprawito znaczaco przezycia komorek
(Walczak i wsp., 2007a). Istniejg tez badania, w ktérych wykazano zadowalajaca
przezywalnosé przeszczepu komérek pochodzacych z krwi pepowinowej u zwierzat
immunokompetentnych przez okres 14 dni (Dasari i wsp., 2007b; Pan i wsp., 2005) i
3 tygodni (Nishio i wsp., 2006) po transplantacji. Réwniez w wyniku uzycia do
eksperymentéw oseskow zwierzecych Ilub ptodéw jako biorcédw uzyskano
przedtuzenie przezycia komoérek pochodzacych z krwi pepowinowej (Coenen i wsp.,
2005; Garbuzova-Davis i wsp., 2005; Zigova i wsp., 2002). Ze wzgledu na brak
dostepnosci krwi pepowinowej gryzoni w ilosciach wystarczajgcych do badan istnieje
koniecznos¢ prowadzenia eksperymentéw w uktadzie ksenogenicznym. Utrudnia to
wycigganie wnioskéw z badan, a niezgodno$¢ gatunkowa wydaje sie jedng z
istotniejszych przyczyn niepowodzen badan przedklinicznych.

W poréwnaniu z krwig pepowinowg komoérki pochodzace z innych zrédet, ).
mébzg, szpik, zarodek wydajg sie wykazywac diuzsze przezycia po transplantacji w
uktadzie ksenogenicznym. Szczegdlnie pozytywne wyniki uzyskano po
ksenotransplantacji neuralnych progenitoréw pochodzacych z ludzkich mézgéw
ptodowych do OUN zwierzat (Barami i wsp., 2001; Maciaczyk i wsp., 2009). Nawet
dtugotrwata hodowla takich komérek nie wptywa negatywnie na te wiasciwosé
(Ogawa i wsp., 2009). Nie zanotowano takze tumorogennosci tych komoérek w
ograniczonych czasowo badaniach przedklinicznych. Jednak opisano 2 przypadki
kliniczne powstania nowotworu po transplantacji komérek pochodzenia ptodowego.
W jednym przypadku mozliwe byto bezpieczne dla pacjenta usuniecie powstatego
guza (Amariglio i wsp., 2009), podczas gdy w drugim rozrost nowotworowy
przyspieszyt $mieré pacjenta chorego na HD (Keene i wsp., 2009). Nie wykazano
takze wzbudzania odpowiedzi immunologicznej po przeszczepie w uktadzie

ksenogenicznym komérek hNT otrzymanych z nerwiaka ptodowego, wykazujgcych
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cechy neurondw post-mitotycznych (Bliss i wsp., 2006; Christie i wsp., 2004; Fricker-
Gates i wsp., 2004). Komérki pochodzenia embrionalnego oraz indukowane komorki
pluripotencjalne (iPS) wykazujg przewaznie dobre przezycie po transplantaciji, jednak
z czasem rozwijaja sie z nich potworniaki (Bjorklund i wsp., 2002; Duinsbergen i
wsp., 2009; Molcanyi i wsp., 2009).

Badania nad przeszczepami komorek pochodzacych z rdzenia nadnerczy
przeprowadzone w uktadzie ksenogenicznym wykazaty zréznicowanie odpowiedzi
immunologicznej w zalezno$ci od ekspresji antygendow zgodnosci tkankowe;.
Populacja komérek chromochfonnych wykazuje niska ekspresje antygenéw
zgodnosci tkankowej klasy | i brak odrzucania przeszczepu, podczas gdy komorki
endotelialne charakteryzujace sie wysokg ekspresjg tych antygendéw indukujg
odpowiedz immunologicznag (Czech i wsp., 1997). Moze to mie¢ zwigzek z wysokg
immunogennoscig komorek wywodzacych sie od hemangioblastow, do ktérych
nalezy takze zaliczy¢ krew pepowinowg. Badane przez mnie komérki HUCB-NSC
takze wykazywaly wysoka ekspresje antygenéw zgodnos$ci tkankowej klasy |, jednak
prawie catkowity brak HLA klasy Il. Problem niezgodno$éci tkankowej nie wystepuje w
przypadku autotransplantacji. W zwigzku z tym w medycynie regeneracyjnej
zastosowanie krwi pepowinowej jak i komoérek pochodzacych z innych zrédet jest
najbardziej uzasadnione i bezpieczne w uktadzie autogenicznym.

W moich eksperymentach transplantacja komoérek w okolice uszkodzonego
moézgu 2 dni po wywotaniu udaru powodowata wydtuzenie przezycia komoérek w
porownaniu z przeszczepem do zwierzgt nieuszkodzonych. Ten fenomen byt
obserwowany przez innych badaczy w przypadku przeszczepu 3 dni po wywotaniu
lezji (Irons i wsp., 2004). Natomiast odroczenie transplantacji do tygodnia po
wywotaniu udaru mézgu powodowato zniesienie ,ochronnego” czy tez stymulujacego
wptywu uszkodzonej tkanki na przeszczepione komérki (Hicks i wsp., 2009).

Uogdlniajac te réznorodne obserwacje wida¢, ze zagadnienie zadowalajgcego
przezycia komorek przeszczepianych do OUN nie zostato ostatecznie rozwigzane.
Swiadczy o tym wcigz duza liczba publikacji dotyczacych strategii poprawiajacych
przezycie wszczepianych komoérek (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 komorek po przeszczepie do OUN

Przezycie i zachowanie sie komérek po transplantacji do uktadu nerwowego
determinuje  mozliwo$¢ podejmowania przez nie funkcji naprawczych.
Przemieszczanie sie ich do miejsc objetych procesem chorobowym stanowi
zasadniczy element tego zjawiska.

Komorki hNT otrzymane z nerwiaka ptodowego wykazujgce cechy neuronow
postmitotycznych nie migrujg po przeszczepie do moézgu zaréwno u zwierzat
nieuszkodzonych (Trojanowski i wsp., 1993), jak i w modelu choroby Parkinsona
(Baker i Mendez, 2005) oraz udaru (Bliss i wsp., 2006), w tym takze w przypadku
pacjenta po udarze mézgu (Nelson i wsp., 2002). W badaniach po$miertnych
pacjentow z chorobami neurodegeneracyjnymi, ktorzy otrzymali przeszczepy
fragmentow mozgow ptodowych takze nie opisywano migracji komoérek z miejsca
podania (Cicchetti i wsp., 2009; Kordower i wsp., 2008a; Kordower i wsp., 2008b).

Natomiast prekursory neuralne lub neuralne komoérki macierzyste bez wzgledu
na pochodzenie wykazujg po podaniu intraparenchymalnym znaczacg migracje w
kierunku lezji (Guzman i wsp., 2008; Wernig i wsp., 2008; Yang i wsp., 2009b; Zhang
i wsp., 2009b). Ograniczong radialng migracje wykazano takze po przeszczepie do
nieuszkodzonych moézgéw (Maciaczyk i wsp., 2009). W niniejszej pracy rowniez
wykazano zaréwno spontaniczng, radialng jak i indukowang udarem, kierunkowg
migracje neuralnych komorek macierzystych i prekursoréw neuralnych pochodzacych
z krwi pepowinowej. Mezenchymalne (Kim i wsp., 2008) i hematopoetyczne (Sykova i
Jendelova, 2006) multipotencjalne komorki macierzyste oraz pluripotencjalne
komorki macierzyste pochodzenia embrionalnego (Srivastava i wsp., 2006; Sykova i
Jendelova, 2007) takze posiadajg zdolnosé do migracji po przeszczepie. W dalszych
badaniach stwierdzono rdéznice pomiedzy dwiema gtéwnymi populacjami komorek
szpiku w zakresie zdolnosci do przemieszczania sie po przeszczepie w kierunku
obszaru mézgu objetego udarem. Réwniez w przeciwienstwie do poprzednich badan
jedynie komorki mezenchymalne cechowata kierunkowa migracja, podczas gdy

komorki hematopoetyczne pozostaty w miejscu podania (Shichinohe i wsp., 2009).

Nie tylko po intraparenchymalnym podaniu komorek, ale takze po iniekcji do
uktadu komorowego moézgu wykazano migracje komoérek w kierunku ognisk
zapalnych w zwierzecych modelach: SM (Cohen i wsp., 2010), SCI (Fan i wsp.,
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2008) i udaru moézgu (Jin i wsp., 2005). Na podstawie przegladu literatury mozna
stwierdzi¢, ze komérki wraz z postepowaniem procesu réznicowania tracg zdolno$é

do migracji, a przynajmniej dotyczy to komoérek neuralnych (Park i wsp., 2009).

BADANIE CZYNNIKOW ODDZIALUJACYCH NA MIGRACJE NEURALNYCH
KOMOREK MACIERZYSTYCH (HUCB-NSC) IN VITRO

Liczne receptory i ich ligandy sa zaangazowane w proces migracji
komédrkowej. Jednak ten sam ligand moze réznie oddziatywaé na podstawowe
procesy komodrkowe: proliferacje, migracje i rdznicowanie w zaleznosci od rodzaju
komorek.

W badaniach in vivo wykazatem zdolno$¢ neuralnych komérek macierzystych
pochodzgcych z krwi pepowinowej do migracji w mdzgu szczura pomimo
zastosowania niesprzyjajgcego dla przeszczepu uktadu ksenogenicznego. Na
podstawie danych literaturowych wybratem do dalszych badan kilka receptoréw,
ktére mogg by¢ zaangazowane w ten proces.

Os PDGF - PDGFR

W badaniach przeprowadzonych przez mnie neuralne komdrki macierzyste
pochodzace z krwi pepowinowej wykazujg znaczaca ekspresje receptorow PDGFRA
i PDGFRB. W trakcie rozwoju OUN receptory te znajdujg sie na prekursorach
neuralnych i odgrywajg role w ich migracji w obrebie grzebienia nerwowego
(Maschhoff i Baldwin, 2000) i mézdzku (Andrae i wsp., 2004). W warunkach in vitro
potwierdzono ich role w migracji neuralnych komérek macierzystych pochodzacych z
mobzgdéw ptodowych (Forsberg-Nilsson i wsp., 1998). Dodatkowo wykazano, ze w
warunkach in vitro PDGF jest silniejszym chemoatraktantem dla neuralnych
progenitoréw pochodzenia szpikowego niz SDF-1, BMP-2, VEGF i IGF-1 (Habisch i
wsp., 2008).

Wzmozona ekspresja PDGF w obrebie uktadu nerwowego dotknietego
niedokrwieniem u zwierzat (Ohno i wsp., 1999; Renner i wsp., 2003) i u ludzi
(Krupinski i wsp., 1997) oraz obecno$¢ obu receptorow dla PDGF na

przeszczepianych przeze mnie komdrkach wskazuje, ze 0§ PDGF-PDGFR moze by¢
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jednym z czynnikdw warunkujgcych migracje komérek w kierunku obszaru mézgu

objetego udarem.

Os$ HGF — c-Met

Badane przeze mnie neuralne komodrki macierzyste pochodzace z krwi
pepowinowe] wykazujg wysokg ekspresje c-Met. W trakcie catego zycia osobniczego
receptor c-Met jest obecny na neuroblastach powstajgcych w obrebie SVZ i bierze
udziat w ich przemieszczaniu do opuszki wechowej wzdtuz przedniego strumienia
migracji (RMS) (Garzotto i wsp., 2008). W warunkach in vitro wykazano ekspresje c-
Met w neuralnych komérkach macierzystych i prekursorach neuralnych réznego
pochodzenia, a takze stymulacje ich migracji przy uzyciu 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 mdzgu objetego niedokrwieniem u
zwierzat eksperymentalnych (Nagayama i wsp., 2004; Trapp i wsp., 2008).
Dodatkowo w badaniach klinicznych stwierdzono wzrost HGF we krwi pacjentow z
udarem moézgu (Matsumori i wsp., 2002). To posrednio wskazuje, ze HGF — c-Met
moze byé kolejng osig zaangazowang w proces migracji komérek HUCB-NSC z

miejsca przeszczepu w kierunku ogniska udarowego.

Os VEGF - Flk-1

Stwierdzono ekspresje receptora Flk-1 na HUCB-NSC. Chociaz ekspresja
tego receptora jest najbardziej charakterystyczna dla prekursorow endotelialnych
(Hatzopoulos i wsp., 1998; Yamaguchi i wsp., 1993) to wystepuje on takze na
neuralnych komdérkach macierzystych (Maurer i wsp., 2003; Schanzer i wsp., 2004) i
bierze udziat w regulacji procesu neurogenezy (Jin i wsp., 2002), migraciji
neuroblastow (Wittko i wsp., 2009) i prekursoréw neuralnych (Barkho i wsp., 2008).

Kluczowym czynnikiem zwiekszajgcym produkcje VEGF w tkance kregowcéw
jest hipoksja (Kremer i wsp., 1997; Yang i wsp., 2009a). W réznych modelach udaru
mozgu u gryzoni potwierdzono wzrost ekspresji VEGF w obrebie uszkodzonej tkanki
(Gu i wsp., 2001; Lennmyr i wsp., 1998). Receptor Flk-1 moze takze odpowiada¢ za

zdolnosci migracyjne badanych komorek.
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Os IGF-1 - IGF-1R

Wykazano obecnos¢ IGF-1R na komérkach HUCB-NSC, a zastosowanie IGF-
1 jako chemoatraktanta w badaniach in vitro potwierdzito zdolno$¢ komodrek do
migracji w kierunku tego czynnika wzrostu w sposob zalezny od dawki. Jednak w
poréwnaniu z homogenatem z mézgu szczura ta migracja jest kilkakrotnie mniejsza.
To wskazuje, ze os IGF-1 — IGF-1R moze by¢ tylko jedng z wielu sktadowych
bioracych udziat w stymulacji migracji komoérkowej, takze w odpowiedzi na
niedokrwienie mézgu. W warunkach fizjologicznych IGF-1R i jego ligand sa szeroko
obecne w neuronach (Bondy i Lee, 1993) i progenitorach neuralnych SVZ (Yan i
wsp., 2006). U ptakéw Spiewajacych o$ IGF-1 — IGF- R bierze udziat w sezonowe;j
migracji neuroblastéow z SVZ do centrum wokalnego (Jiang i wsp., 1998). W
badaniach in vitro wykazano znaczacy potencjat chemotaktyczny IGF-1 w stosunku
do progenitorow mezenchymalnych (Fiedler i wsp., 2006) i neuralnych pochodzacych
ze szpiku (Habisch i wsp., 2008) w sposdb zalezny od dawki liganda.

Do znaczacego zwiekszenia ekspresji IGF-1 dochodzi w obrebie obszaru
mobzgu objetego udarem (Lee i Bondy, 1993), w wyniku hipoksji-ichemii u oseskow
szczurzych (Beilharz i wsp., 1998) oraz po urazie mézgu (Kizhakke Madathil i wsp.,
2010). W tym wypadku, w odréznieniu od sytuacji fizjologicznej, najsilniejsza
ekspresja IGF-1 wystepuje w komorkach mikroglejowych (O'Donnell i wsp., 2002).

Os$ SDF-1 — CXCR4

Z moich badan wynika, iz neuralne komérki macierzyste pochodzace z krwi
pepowinowej wykazujg szczegdlnie interesujgcy wzorzec ekspresji receptora
CXCR4. Wprawdzie w statej hodowli wystepuje typowy cytoplazmatyczny wzorzec
barwienia, to jednak po dobie od przeniesienia HUCB-NSC do pozywki
bezsurowiczej wzbogaconej B27 i EGF immunoreaktywnosé CXCR4 mozna znalez¢
jedynie w jadrze. Podobny jadrowy wzorzec barwienia dotychczas opisywano w
niektérych nowotworach. Wykazano korelacje pomiedzy subkomorkowg lokalizacjg
CXCR4, a rokowaniem w chorobach nowotworowych (Na i wsp., 2008; Speetjens i
wsp., 2009; Woo i wsp., 2008; Yoshitake i wsp., 2008). Ostatnio chinscy badacze
zidentyfikowali region NLS w obrebie chemokiny CXCR4 (Wang i wsp., 2010) oraz

przemieszczanie sie do jadra CXCR4 po ekspozycji komorek raka nerki na wysokie
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stezenie SDF-1 (Wang i wsp., 2009). W odréznieniu od tych obserwacji, w moich
eksperymentach, wycofanie surowicy z pozywki, w ktérej hodowano komérki HUCB-
NSC, a nie dodanie SDF-1 powodowato przemieszczenie CXCR4 z cytoplazmy do
jadra. Komoérki hodowane przeze mnie w tych warunkach nie przylegaty do podtoza.
Natomiast ponowne dodanie surowicy do pozywki (w duzych dawkach - 10% w celu
roznicowania komérek) powodowato przyleganie komérek do podtoza i stopniowe
przemieszczenie CXCR4 poza jadro wraz z utratg kulistego ksztattu komérek, az do
catkowitego zaniku ekspresji tego receptora w komérkach wykazujacych
morfologiczne cechy zaawansowanego procesu réznicowania. Dotychczas nie
opisywano wystepowania translokacji CXCR4 do jadra w nienowotworowych
komorkach macierzystych.

Wykazano obecno$¢ CXCR4 na komdrkach macierzystych (Peled i wsp.,
1999). Stwierdzono, ze w czasie zycia osobniczego SDF-1 bierze udziat w migraciji
neuroblastéw w obrebie hipokampa (Berger i wsp., 2007; Tham i wsp., 2001), a po
udarze mdzgu jest odpowiedzialna za migracje neuroblastow z SVZ w kierunku lezji
(Ohab i Carmichael, 2008; Robin i wsp., 2006; Thored i wsp., 2006). Wykazano, ze
0$ SDF-1 — CXCR4 odgrywa kluczowg role w migracji komérek jednojadrzastych
pochodzgcych z krwi pepowinowej w uszkodzonego moézgu (Newman i
wsp., 2005).

W wykonanych przeze mnie doswiadczeniach wykazatem znaczace
zwiekszenie migracji badanych komérek HUCB-NSC pod wptywem SDF-1 in vitro.
Jednak liczba migrujacych komérek indukowanych tg chemoking byta kilkukrotnie
nizsza niz w przypadku zastosowania homogenatéw ze zdrowych i uszkodzonych
mébzgdéw jako chemoatraktantéw. To wskazuje, ze SDF-1 podobnie jak IGF-1 moze
by¢ jedynie jednym z ligandéw bioracych udziat w procesie migracji badanych przeze
mnie komorek, jednak nie wydaje sie mie¢ kluczowego znaczenia w ukierunkowaniu
ruchu komérek w kierunku lezji. Ta cecha odréznia komérki jednojadrzaste krwi

pepowinowej od neuralnych komdrek macierzystych tego samego pochodzenia.
Macierz zewnatrzkomérkowa a migracja komorek

W prowadzonych przeze mnie badaniach in vitro wykazano bardzo duze
zwiekszenie migracji HUCB-NSC w odpowiedzi na pokrycie btony porowatej biatkami

macierzy zewnagtrzkomérkowej. Dodanie chemoatraktanta do dolnej komory
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powodowato dalsze, ale znaczaco mniejsze zwiekszenie migracji. Podobny efekt
zaobserwowano w badaniach inwazyjnosci komorek raka okreznicy (Pouliot i wsp.,
2001). Haptotaksja stanowi istotny element warunkujacy migracje komorek w rozwoju
OUN (Georges-Labouesse i wsp., 1998), oraz w procesie neurogenezy w dorostym
moézgu (Murase i Horwitz, 2002), a takze moze wplywaé na skutecznosé
neurotransplantacji (Prestoz i wsp., 2001). Dobrze znana jest radialna migracja
progenitoréw neuralnych z neurosfer obserwowana in vitro na podtozu lamininy
(Andressen i wsp., 2005; Buzanska i wsp., 2005; Flanagan i wsp., 2006; Leone i
wsp., 2005).

W innych badaniach wykazano zdolno$¢ neuralnych komdrek macierzystych
do ukierunkowanej odpowiedzi haptotaktycznej zgodnie z gradientem stezen biatek

macierzy zewnatrzkomorkowej (Ziu i wsp., 2006).

Migracja komorek indukowana homogenatami z mézgu

Opublikowano jedynie kilka prac poswieconych migracji in vitro komérek w
kierunku homogenatéw wykonanych z mézgu po udarze. Dotychczas tym badaniom
poddano tylko komorki jednojadrzaste krwi pepowinowej (Jiang i wsp., 2008;
Newman i wsp., 2005), nieukierunkowane komorki macierzyste pochodzace z krwi
pepowinowej (USSC) (Trapp i wsp., 2008) oraz komorki podscieliska szpiku (Wang i
wsp., 2002a; Wang i wsp., 2002b). Dotychczas nie oceniano migracji neuralnych
komoérek macierzystych indukowanej homogenatami z mézgéw. W niniejszej
rozprawie doktorskiej po raz pierwszy wykonano takie badania uzywajac neuralnych
komorek macierzystych pochodzacych z krwi pepowinowej. W dwdch z powyzszych
prac badano ewolucje tego zjawiska w zaleznosci od okresu, jaki uptynat od
wywotania udaru do pobrania mézgéw (Newman i wsp., 2005; Wang i wsp., 2002a).
Najbardziej intensywng stymulacje migracji komdrek wywotywaty homogenaty
pozyskiwane w 24-72 godzin po udarze mézgu. Podobne wyniki zostaty

zaprezentowane przeze mnie w rozprawie doktorskiej.
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ZNAKOWANIE | DETEKCJA NEURALNYCH KOMOREK PROGENITOROWYCH
METODA REZONANSU MAGNETYCZNEGO

W celu oceny czutosci metody detekcji komdrek w rezonansie magnetycznym
wykonuje si¢ obrazowanie na fantomie. W eksperymencie przedstawionym w tej
pracy dobrg wizualizacje zawieszonych komérek HUCB-NP osiggnieto po
zastosowaniu gestosci 4 x 10° komérek/ml. Poniewaz w kazdej probéwce znajdowato
sie 200 pl zawiesiny komérkowej, mozna uznag¢, ze dopiero catkowita liczba 8 x 10°
komorek/ml jest tatwo wykrywalna. W poréwnaniu do innych doniesien wykrywalno$é
ta jest znaczaco nizsza, ale adekwatna do zastosowanego aparatu rezonansu
magnetycznego dysponujgcego polem magnetycznym 1,5 T. W badaniu z
zastosowaniem aparatu o polu magnetycznym 3 T wykryto obecnos¢ komoérek juz w
liczbie 5 x 10* (Chung et al., 2009). Uzycie wyzszych pdl dalej zwieksza czuto$é
metody: 4,7 T - 10%i 9,4 T - 10% komérek (Magnitsky i wsp., 2005). Nalezy dodaé, ze
nawet to najwyzsze pole — 9,4 T jest juz stosowane w klinice (Atkinson i wsp., 2007).

Neuralne progenitory otrzymane z krwi pepowinowej wyznakowane zelazem w
sposOb przedstawiony w tej pracy zostaty nastepnie zastosowane w klinice, co jest
przedmiotem osobnej wielozespotowej pracy, ktérej jestem wspdtautorem. U

péttorarocznego dziecka po przebytym globalnym niedokrwieniu mézgu 6 miesiecy

Ryc. 37 Obrazowanie komérek HUCB-NP po przeszczepie dokomorowym. Widoczne komérki w obrgbie
rogu potylicznego prawego (strzatka).
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wczeséniej komoérki (24 x 10° komérek/ml, 0,5 ml) podano dokomorowo do rogu
czofowego przez dren typu zastawkowego. W celu obserwaciji losu przeszczepionych
komdrek wykonywano badania MR w okreslonej sekwencji czasowej: dzien, tydzien,
miesiac, 2, i 4 miesigce po transplantacji. Uzyto tych samych ustawien aparatu do
rezonansu magnetycznego co do badania na fantomie. Wykazano obecno$¢
komorek w rogu potylicznym prawym po podaniu dokomorowym do prawego rogu
czotowego (ryc. 37). W badaniu podtuznym wykazano stopniowe zmniejszanie sie
sygnatu komérek w rogu potylicznym, az do catkowitego zaniku po 4 miesigcach (ryc.
38). Kliniczne zastosowanie obrazowania przeszczepianych komérek zostato
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 dotyczyty uktadu
nerwowego. W pierwszej pracy autologiczne neuralne komérki macierzyste
pochodzenia moézgowego wyznakowane SPIO zostaly podane domézgowo u
pacjentéw po ciezkich urazach mézgu. Nie stwierdzono powiktan zwigzanych z
procedurg neurotransplantacji. Komérki byly widoczne wewngtrzmdézgowo
bezposrednio po podaniu, a w ciagu kolejnych tygodni obserwowano stopniowy zanik
sygnatu. Moze on by¢ zwigzany z proliferacja lub migracjg komérek (Walczak i wsp.,
2007b). W ostatnich badaniach in vitro potwierdzono, ze stopniowe zmniejszanie sie
sygnatu w trakcie eksperymentu $wiadczy o obecnosci zywych komorek, podczas
gdy utrzymywanie sie sygnatu na tym samym poziomie wskazuje na bezpostaciowe
ztogi zelaza powstate po obumarciu komérek (Henning i wsp., 2009). W drugiej pracy
autologiczne, hematopoetyczne komodrki macierzyste pochodzenia szpikowego
zostaty podane do kanatu kregowego droga naktucia ledzwiowego u pacjentéw po
urazach rdzenia kregowego (Callera i de Melo, 2007). Do znakowania komérek uzyto
ziaren magnetycznych (magnetic beads) potaczonych z przeciwciatami przeciw
czgsteczce CD34. Ta formuta nie zostata dotychczas zaakceptowana do zastosowan
klinicznych, natomiast jest rutynowo stosowana podczas procedury magnetoselekcji.
Do akwizycji obrazu uzyto aparatu o stosunkowo matym polu magnetycznym — 1 T.
Nie wykonano eksperymentu z uzyciem fantomu, wobec czego trudno jest
wnioskowa¢ na temat rzeczywistej wykrywalnosci komoérek wyznakowanych tag
metodg i obrazowanych tym aparatem. Nie pokazano takze miejsca iniekcji komorek
bezposrednio po transplantacji. Obrazowanie komdérkowe wykonano dopiero po 3 i 5
tyg. W tych badaniach obserwowano stopniowe zwiekszanie sie sygnatu w obrebie

lezji, ktérego nie byto u pacjentéw, u ktérych podano dokanatowo same ziarna
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magnetyczne. Nie przedstawiono dalszego losu komdérek ponad wyzej wymieniony
przedziat czasu. W odrdznieniu od pierwszej pracy, w tej obserwowano stopniowe
zwiekszanie sygnatu w obrebie lezji. Moze to Swiadczy¢ o powolnej, dtugotrwatej
migracji komorek w kierunku uszkodzonego miejsca. Zastosowanie ziaren
magnetycznych moze powodowaé dituzsze utrzymywanie sie sygnatu niz w
przypadku tlenku zelaza. Jednak w celu potwierdzenia wiarygodnosci tej pracy i
uzytej metody konieczne jest wykonanie szeregu badan in vitro i in vivo. W
przedstawionym przeze mnie przypadku klinicznym komérki HUCB-NP
wyznakowane SPIO obserwowano w rogu potylicznym po ich podaniu do rogu
czotowego komory bocznej. Biorgc pod uwage utozenie pacjenta do operacji na
plecach z pozostawieniem gtowy w pozycji neutralnej oraz wykonanie diagnostyki
obrazowej w pierwszej dobie po zabiegu mozna stwierdzi¢, ze za te lokalizacje
komérek w obrebie uktadu komorowego odpowiedzialny jest proces ich
sedymentacji. W ten sposdéb potwierdzono, ze podane komorki pozostaja w uktadzie
komorowym, a nie opuszczajg go od razu po podaniu wraz z kierunkiem przeptywu

ptynu mézgowo-rdzeniowego. W ciagu kolejnych tygodni obserwowano stopniowe

Przed Doba Tydzien Miesiac 2 miesiace 4 miesiace

Ryc. 38 Rég potyliczny prawej komory bocznej w badaniu MR — sekwencja badan (czasowe odniesienie do
procedury transplantacji powyzej ryciny). Gérny i dolny przedstawiaja przekroje przebiegajace na r6znej
wysokosci mézgowia.
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zanikanie sygnatu bez ewidentnych cech migracji komoérek. Jest to typowy obraz
zachowania sie sygnatlu pochodzacego z przeszczepionych  komorek
wyznakowanych SPIO. Utrzymywanie sie sygnatu na niezmienionym poziomie
mogtoby $wiadczy¢ o obumieraniu komorek i powstawaniu bezpostaciowych ztogoéw
zelaza. Ewentualna intraparenchymalna migracja komérek moze by¢ niewidoczna w
badaniu rezonansu magnetycznego ze wzgledu na niewystarczajacg gestosé
migrujacych komorek w stosunku do czutosci zastosowanej tutaj detekcji sygnatu
(1.5T).

Podsumowujgc uzyskane wyniki, w ramach pracy doktorskiej opracowatem
dwa modele eksperymentalnego badania przeszczepow komérkowych w OUN u
gryzoni, przeprowadzitem analize czynnikdw wptywajacych na migracje komoérek
HUCB-NSC w warunkach in vitro oraz ustalitem warunki znakowania komoérek
HUCB-NP nanoczasteczkami zelaza (SPIO) i ich detekcji w rezonansie
magnetycznym, co zostato wykorzystane w klinice do nieinwazyjnego $ledzenia losu

komorek po przeszczepie do komor bocznych mézgu u dziecka.
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PODSUMOWANIE | WNIOSKI

. Opracowano dwa nowe modele do$wiadczalne ukierunkowane na badania
neurotransplantacji komérek progenitorowych w schorzeniach OUN.
. Okres$lono miejscowg reakcje tkanki, ze szczegdlinym uwzglednieniem
aktywacji procesu neurogenezy w ouabainowym modelu uszkodzenia mozgu
u szczura.
. Wykazano, ze domodzgowa transplantacja  neuralnych  komorek
macierzystych/progenitorowych pochodzacych z krwi pepowinowej w
ksenogenicznym uktadzie dawca(cztowiek)/biorca(zwierze), niezaleznie od
zastosowanej immunosupresji, skutkuje stosunkowo krotkim, kilkudniowym
przezyciem przeszczepu.
. Przeszczepione domoézgowo ludzkie neuralne komorki
macierzyste/progenitorowe pochodzace z krwi pepowinowej wykazujg
zdolno$¢ do ukierunkowanej migracji w tkance obcogatunkowego biorcy.
Zalezy ona od umiejscowienia przeszczepu, stopnia zréznicowania
przeszczepianych komorek oraz towarzyszacych uszkodzen tkanek biorcy,
wyraznie stymulujacych i kierunkujacych ich migracje.
. W doswiadczeniach in vitro wykazano, ze komorki macierzyste pochodzace z
ludzkiej krwi pepowinowej HUCB-NSC charakteryzujg sie:
a. wysoka ekspresjg (80-90% catkowitej liczby komorek) receptorow
zaangazowanych w proces migracji
b. ligandy tych receptorow (IGF-1 i SDF-1) jak rowniez homogenaty
pochodzace z mozgow zwierzat eksperymentalnych oraz z ludzkiego
materiatu otrzymanego w czasie zabiegébw neurochirurgicznych,
wykazujg wyrazny, aczkolwiek zréznicowany wptyw stymulacyjny na
przebieg migracji badanych komadrek
. Wykazano, ze neuralne komérki progenitorowe pochodzace z krwi
pepowinowej poddajq sie przyzyciowemu znakowaniu
superparamagnetycznym zwigzkiem tlenku zelaza (SPIO) z wysokg
wydajnoscig i bez wptywu na cechy i przezycie hodowli in vitro. Umozliwi to
zastosowanie opracowanej techniki znakowania w monitorowanych MR,

domozgowych transplantacjach tych komorek.
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