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Wprawdzie pierwszy przeszczep do modzgu wyko-
nano ponad sto lat temu (Thompson 1890), wiasciwie
dopiero w ostatnich 30 latach przeszczepy komorek
lub tkanki nerwowej do osrodkowego uktadu nerwo-
wego (OUN) zostaty poddane szczegdlnie wnikliwym
badaniom. Punkt zwrotny w tych badaniach przyniosty
lata 80-te kiedy wykazano, ze transplanty neuronalne
moga utworzy¢ funkcjonalne polaczenia z tkankg ner-
wowg biorcy i w ten sposodb sprzyja¢ restytucji funk-
cji zaburzonych w wyniku uszkodzen mechanicznych
oraz niekorzystnego dziatania czynnikdw genetycz-
nych lub patologicznych. Ponadto, podobnie jak meto-
dy uszkodzeniowe i elektrofizjologiczne, przeszczepy
tkanki nerwowej staly si¢ nowa metoda badania czyn-
nikow decydujacych o rozwoju i regeneracji potaczen
w OUN. W niniejszej pracy przedstawione zostang w
skrocie przyklady przeprowadzonych w ostatnich la-
tach przeszczepow ptodowej tkanki nerwowej lub ko-
morek macierzystych, ktorych efekty, w potaczeniu z
wynikami badan dotyczacych dziatania innych mecha-
nizmdéw wspomagajacych procesy regeneracji uszko-
dzonej tkanki nerwowej, otwieraja przed medycyng
bardzo obiecujace perspektywy opracowania w przy-
sztosci skuteczniejszych terapii, ktore pozwolg poko-
na¢ niekorzystne nastepstwa urazow tkanki nerwowe;j.
Nalezy jednak pamigtal, ze streszczone w niniejszej
pracy metody postgpowania sg ciggle jeszcze metoda-
mi testowanymi w badaniach na zwierzetach i nie mogg
by¢ uwazane za praktyczne rozwigzanie problemu le-
czenia pacjenta z zaburzeniami wywotanymi urazem
rdzenia kregowego.

Przeszczepy nerwowej tkanki plodowej

Szereg doswiadczen przeprowadzonych w ostatnich
latach pokazato, ze domobzgowe przeszczepy ptodowej
tkanki nerwowej przezywaja i moga w wyniku utwo-
rzonych potaczen funkcjonalnych wptywac na tkanke

nerwowg biorcy sprzyjajac restytucji funkcji zaburzo-
nych w wyniku uszkodzen. Wykazano, ze najwigksze
szanse przezycia ma tkanka nerwowa pobrana z ptodu,
przy czym optymalny wiek ptodu jest zréznicowany ze
wzgledu na rodzaj pobieranej tkanki (Bjorklund i wsp.
1983). Wprawdzie przeszczepy wycinkdw dorostej
tkanki nerwowej rowniez maja szans¢ na czgsciowe
przezycie, jednakze komorki tkanki nerwowej pobra-
nej z ptodu zachowuja mozliwosci dalszego rozwoju
i roznicowania w Srodowisku biorcy. Wykazano, ze
optymalny wiek ptodu, z punktu widzenia przezycia
przeszczepu zalezy od rodzaju tkanki nerwowej zasto-
sowanej w danej terapii. Okres przezycia tkanki znacza-
co spada, gdy jest ona pobierana ze starszych ptodow.
W tabeli 1 przedstawiono przyktadowe struktury OUN i
optymalny wiek ptodu, w ktdrym powinno si¢ pobierac
materiat do przeszczepdw tkanki nerwowej u szczura.
Optymalny wiek tkanek plodowych przeznaczonych
do transplantacji jest zalezny od stopnia jej rozwoju.

Tabela 1

Przyktady optymalnego wieku rbéznych nerwowych
tkanek ptodowych przeznaczonych do transplantacji
u szczura

Wiek Przyr
Obszar ptodu CRL tkzi/nl(:is t
(w dniachy (Y ™M™ (W %)

Kora ciemieniowa 17-19 18-24 200-500
Kora srodwechowa — 15-19 14-25 200-400
Hipokamp 19-21 26-34 200-600
Mozdzek 14-15 11-13 400-800
Opuszki wechowe 17-19 19-25 0-100
Rdzen kregowy 15-17 14-20 100-400
Istota czarna 14-15 10-14 100-200
Miejsce sinawe 14-15 10-14 50-200
Jadro szwu 14-15 10-14 100-200
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Z przeprowadzonych badan wynika, ze komorki tkanki
przeznaczonej do transplantacji powinny by¢ pobiera-
ne od dawcy we wczesnej fazie ich roznicowania sie.
Wowczas ich wypustki aksonalne dopiero zaczynaja
si¢ ksztaltowal 1 sa mniej narazone na zniszczenie.
W zwigzku z tym komdrki dojrzewajace wczesnie w
rozwoju embrionalnym np. z jader szwu powinny by¢
pobierane wczesniej (E14-E15) niz komorki struktur
kory ciemieniowej (E17-E19) czy hipokampa (E19-
E21). Wida¢ wigc, ze w przypadku prowadzenia tego
typu prac badawczych krytyczne jest okreSlenie wieku
ptodu, z ktérego pobierana jest tkanka. U wielu gatun-
kow ssakdw, w tym i u szczurdw, u samic obserwuje
si¢ regularny cykl z wyraznymi objawami bliskiej owu-
lacji, co pozwala na zaplanowanie i przeprowadzenie
kontrolowanego zaplodnienia z doktadnym podaniem
dnia inseminacji (EO).

Inng metoda jest okreslenie wieku ptodu na podsta-
wie jego wielkoSci. U wszystkich ssakow, w tym i u
szczurdw istnieje Scista korelacja migdzy etapami roz-
woju ptodu a jego wielkoscig. U szczurdw wielkos¢
ptodu podawana jest w milimetrach od czubka gltowy
do posladkéw (CRL — od ang. crown-rump length).
Na Ryc. 1 pokazano schematycznie sposdb wyznacza-
nia dtugosci CRL w linii prostej. W literaturze metoda
alternatywng okreslania wielkosci ptodu jest badanie in
utero cigzarnej samicy metoda palpacyjng. Z zasady w
publikacjach podaje si¢ zarbwno wiek ptodu jak i dtu-
gos¢ jego ciata.

Gleboko uspione cigzarne samice szczurze poddaje
sie cigciu cesarskiemu w celu pobrania ptodow w od-

A

CRL

Ryc. 1. Dtugos¢ ptodu od gtowy do posladkow (CRL - od ang.
crown-rump length) — zostata zdefiniowana jako diugosé¢ ptodu
mierzona od gtowy do po§ladkdow w linii prostej, ze szczegdlnym
zwrdceniem uwagi w trakcie pomiaru na zachowanie naturalnych
ksztattow ptodu. W szczeg6lnych przypadkach podaje si¢ rowniez
wielkos¢ gtowy (HL — od ang. head lenght). Na rycinie przedsta-
wiono 14-dniowy ptdd szczura (E14) z umieszczong obok skalg
milimetrowa. (zmodyfikowane; Konig i wsp. 1989)

powiednim wieku zgodnie z wymogami wieku tkanki
przeznaczonej do transplantacji. W skrocie protokot
tego zabiegu jest nastepujacy:

1. samica cigzarna powinna by¢ poddana glebokiej nar-
kozie (np.: barbituranowa)

2. skora brzucha powinna by¢ wysterylizowana alkoho-
lem i przykryta sterylnym przescieradtem chirurgicznym
3. po wykonaniu pionowego cigcia skory, przecigte
migsnie brzucha nalezy ostroznie rozciggnac przy uzy-
ciu sterylnych peanéw

4. rogi macicy zawierajace ptody nalezy ostroznie, acz-
kolwiek pewnym ruchem wyja¢ z wnetrza i po odcig-
ciu przenie$¢ do sterylnej szalki Petriego wypetnione;j
ptynem Hanksa (Gibco) z dodatkiem glukozy (6 g/l)
(uwaga: nalezy unika¢ dotykania preparowang tkanka
do skory operowanej samicy czy nawet do przeSciera-
dta chirurgicznego!)

5. pojedyncze ptody wypreparowane z rogdw macicy
nalezy przenies¢ do nastepnej szalki Petriego wypet-
nionej ptynem Hanksa z dodatkiem glukozy

A

Ryc. 2. (A) Lokalizacja roznicujacych si¢ neurondw monoaminer-
gicznych w mdzgu ptodu u szczura: noradrenergicznych w jadrze
miejsca sinawego (Ic - locus coeruleus ); serotoninergicznych w
pniu mozgu (pr - pontine raphe n.) i opuszce (mr - medullary raphe
n.); dopaminergicznych w istocie czarnej (sn — substantia nigra).
Inne oznaczenia: zgiecie srodmozgowiowe (MF — mesencephalic
flexure), zgiecie mostowe (PF — pontine flexure), zgigcie szyjne
(CF — cervical flexure); (B) Preparacja istoty czarnej z brzusznego
srodmozgowia ptodu szczurzego wielkosci 12 mm (E14); narycinie
zaznaczono punkty orientacyjne pomocne w trakcie preparatyki:
pokrywe (tc — tectum), wzgdrze (th — thalamus); (C) Boczny widok
na wskazane kolejne cigcia (1, 2, 3, 4) idace wedlug strzalek za-
znaczonych w czesci B dajace tatwe dojscie do preparowanych neu-
rondw dopaminergicznych istoty czarnej. (zmodyfikowane; Dunnet
i Bjorklund 1992)
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6. natychmiast po pobraniu ptodow samicg nalezy uspic¢
letalng dawka narkozy.

Preparacja tkanki ptodowej przeznaczonej do trans-
plantacji wymaga szczegdlnej doktadnosci. Generalnie,
nalezy kierowac si¢ nastgpujacymi zasadami:

1. tkanka ptodowa powinna by¢ zawsze catkowicie
zanurzona w sterylnym plynie Hanksa z dodatkiem
glukozy (6 g/l); takie postepowanie zapewnia tkance
odpowiednie warunki dla jej przezycia, jak rowniez
zabezpiecza tkanke plodu przed znieksztatceniami co
utatwia preparacj¢ tkanki pod mikroskopem

2. preparacja tkanki powinna by¢ prowadzona w naczy-
niach sterylnych z uzyciem sterylnych narzedzi

3. nalezy zwraca¢ szczegdlng uwage by wypreparowa-
na z ptodu tkanka uktadu nerwowego byta oczyszczona
z otaczajacych ja opon i wysciotek, ktore nie powinny
by¢ przeniesione wraz z transplantem do biorcy; u pto-
dow powyzej E12 (CRL: 8-9 mm) tkanka ta r6zni si¢
wyraznie od tkanki nerwowej, jest catkowicie przezro-
czysta i dos¢ tatwo daje si¢ odizolowac

4. nalezy unika¢ naktuwania, Sciskania czy tez nacig-
gania preparowanej tkanki plodowej, gdyz moze to
prowadzi¢ do obumierania preparowanych wycinkdw
5. wypreparowane wycinki tkanki nerwowej nalezy
przenies¢ do nastepnej szalki Petriego z ptynem Hanksa
wzbogaconym w glukoze i do momentu transplantacji
przechowywacé w lodéwce w temperaturze +4 °C.

Wybdr tkanki nerwowej przeznaczonej do trans-
plantacji zalezy od rodzaju i miejsca uszkodzenia
OUN biorcy. Jedne z pierwszych prob transplantacji
wycinka tkanki ptodowej dotyczyly obszaru istoty
czarnej czgsci zwartej zawierajacej neurony dopami-
nergiczne. Neurony dopaminergiczne pojawiaja si¢
w uktadzie nerwowym szczura pomiedzy E12 a E15
dniem zycia ptodowego. Na Ryc. 2. przedstawiono
sposdb preparacji istoty czarnej. Preparatyke tkanki
istoty czarnej prowadzi si¢ w mozgu ptodu utozo-
nym na boku. Komorki dopaminergiczne znajduja
si¢ w brzusznym $rodmozgowiu na poziomie zgigcia
srodmozgowiowego (mesencephalic flexure). Cigcie
rostralne i caudalne wykonywane jest na podstawie
znakow szczegblnych ograniczajacych powierzchnie
pokrywy i wzgdrza (strzatki na Ryc. 2B). Od precy-
zji wykonanego ciecia tylnego zaleze¢ bedzie czy w
wypreparowanym wycinku beda znajdowaty sie wy-
tacznie neurony dopaminergiczne, czy tez obecne
beda rowniez neurony serotoninergiczne. Wprawdzie
te ostatnie mogg by¢ z wycinka tkanki usuniete przez
dodanie do ptynu inkubacji 5,7-dihydroxytrypta-
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Ryc. 3. Schemat gtéwnych etapdw pozyskania wycinka plo-
dowej tkanki nerwowej zawierajacego neurony serotoninergiczne
i (G) jego trasnplantacji do rdzenia kregowego biorcy ponizej
catkowitego przecigcia. (A) Po wypreparowaniu tkanki mozgowe;j
i rdzenia przedtuzonego 14-dniowego ptodu szczura (E14) kolejne
etapy preparatyki polegaja na wykonaniu przecigcia podluznego
pokrywy (B) i otwarciu komory IV (C). Nastepnie wypreparowany
pien mozgu rozktada si¢ delikatnie zwracajac uwage na potozenie
charakterystycznych zagie¢: Srodmodzgowiowego (MF — mesen-
cephalic flexure), mostowego (PF — pontine flexure) i szyjnego (CF
— cervical flexure) (D, E, F). Nalezy rowniez zwroci¢ uwage na
lokalizacje jader szwu (pr — pontine raphe n.; mr — medullar raphe
n.) 1 jadra miejsca sinawego (Ic — locus coeruleus n.), ktore tatwo
wypreparowaé pod kontrolg mikroskopu (F). (zmodyfikowane;
Dunnet i Bjorklund 1992)

miny bedacej substancja toksyczng dla neurondw
serotoninergicznych.

W naszych badaniach przeprowadziliSmy transplan-
tacje tkanki ptodowej zawierajacej neurony serotoni-
nergiczne (Stawinska i wsp. 2000). Terapi¢ t¢ stoso-
waliSmy u dorostych szczurdw miesigc po catkowitym
przecigciu rdzenia kregowego w celu wspomagania
restytucji utraconych funkcji ruchowych tylnych kon-
czyn. Zaburzenia ruchowe tylnych konczyn sg wyni-
kiem odcigcia wptywow ze struktur nadrdzeniowych
przekazywanych za poSrednictwem m. in. serotoniny.
U szczura jedynym zrodtem serotoniny w OUN sa neu-
rony znajdujace si¢ w jadrach szwu pnia mozgu. W wy-
niku catkowitego przecigcia rdzenia kregowego aksony
tych neurondw zostaja przerwane i w rdzeniu ponizej
uszkodzenia brakuje serotoniny - neurotransmitera,
ktory dostarczany byt tymi aksonami. W naszych ba-
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daniach, do czgSci rdzenia krggowego ponizej uszko-
dzenia przeszczepiamy wycinek ptodowej tkanki ner-
wowej, pobrany z pnia mdzgu, obejmujacy jadra szwu
i zawierajacy neurony serotoninergiczne. Zgodnie z
opisang wyzej procedurg ptody pobierane sa u glebo-
ko uspionych ci¢zarnych samic szczurzych w 14 dniu
cigzy. W tym okresie cigzy (E14-E15) ptody osiagaja
dtugos¢ CRL okoto 10-14 mm. Pobrane w tym okresie
neurony serotoninergiczne sg juz zréznicowane i wy-
stepuja w typowych dla siebie obszarach pnia mdzgu a
ich aksony dopiero zaczynajg si¢ kszattowa¢ (Dunnet i
Bjorklund 1992).

Na Rycinie 3 przedstawiono schematycznie gtow-
ne etapy pozyskania wycinka ptodowe;j tkanki nerwo-
wej i jego trasnplantacji do rdzenia kregowego biorcy
ponizej przecigcia. Do dalszych etapdw preparatyki z
uzyciem mikroskopu sekcyjnego pozostawia si¢ tylko
czgsci ptodu zawierajace gorne czgsci rdzenia krego-
wego, pnia mozgu i Srodmodzgowia. Nastegpnie z pnia
mozgu preparuje si¢ wycinek tkanki nerwowej obejmu-
jacy jadra szwu (zawierajace komorki serotoninergicz-
ne). Przed przeprowadzeniem transplantacji wybrane
wycinki ptodowej tkanki nerwowej przechowuje si¢ w
ptynie Hanksa wzbogaconym w glukoz¢ w temperatu-
rze +4 °C. W naszych badaniach wypreparowane wy-
cinki tkanki plodowej przeszczepiane byty do rdzenia
kregowego ponizej uszkodzenia u szczurdw, u ktorych
przeciecie rdzenia przeprowadzono miesigc wczesniej.
Pojedynczy wycinek tkanki nerwowej transplantowany
byt do grzbietowej czesci rdzenia krggowego na po-
ziomie jednego segmentu ponizej miejsca catkowitego
przecigcia. Transplant wprowadzany byt do rdzenia
kregowego biorcy przysrodkowo 1 mm ponizej po-
wierzchni przy pomocy strzykawki typu Hamiltondwki
etapami, w czasie okoto 3 minut by minimalizowac
uszkodzenie tkanki gospodarza. Igla wprowadzana
byta do rdzenia kregowego przy pomocy mikromani-
pulatora. Po podaniu transplantu igte pozostawiano nie-
ruchomo w rdzeniu przez okoto 10 minut, po czym wy-
suwano ja stopniowo. Po przeprowadzonej transplanta-
cji przez okres okoto 1 tygodnia szczurom podawano
codziennie antybiotyki. W naszym przypadku nie byto
potrzeby stosowania immunosupresji ze wzgledu na
wybodr wsobnego szczepu szczurdw (WAG), co zapew-
nitfo zgodnos$¢ transplantowanej tkanki z tkankg biorcy.

Po przeprowadzonej transplantacji dordzeniowe;j
szczury byty starannie pielegnowane i badane w trakcie
cotygodniowych sesji do§wiadczalnych polegajacych
na prowadzeniu wielu r6znych testow behawioralnych.

Okazalo si¢, ze po zastosowaniu transplantdow tkanki
ptodowej zawierajacej komorki serotoninergiczne ob-
serwowano znaczng poprawe funkcji ruchowych ba-
danych w czasie lokomocji tylnych konczyn na rucho-
mym biezniku i wywotywanej uciskiem ogona.

Przeszczepy komorek macierzystych

Innym sposobem prowadzacym do poprawy funkcji
ruchowych konczyn po uszkodzeniach OUN jest trans-
plantacja komoérek macierzystych w miejsce uszkodze-
nia. Przeprowadzone w ostatnich latach badania daty
bardzo obiecujace wyniki. Komorki macierzyste zde-
finiowane sg jako komorki, ktdére w wyniku podziatu
mogg wyprodukowaé: 1/ dwie identyczne komorki
potomne, ktore sg zdolne dalej si¢ dzieli¢ (podziat sy-
metryczny) lub 2/ identyczng komorke macierzystg i
komorke progenitorowa, ktora jest czgSciowo zrozni-
cowana z ograniczonym potencjalem mitogenicznym
(podziat asymetryczny) (Svensdsen i Rosser 1995).
Ogromny potencjat komérek macierzystych wynika,
miedzy innymi, z ich nieograniczonego potencjatu pro-
liferacyjnego i zdolnosci do przeksztatcania si¢ zarow-
no w komorki nerwowe, jak i w kazdy inny typ komo-
rek (Anderson 2001). Wsrod komorek macierzystych,
ze wzgledu na roznorodnos¢ wytwarzanych przez nie
komorek potomnych, wyrdznia si¢ komorki totipoten-
cjalne, pluripotencjalne, multipotencjalne i unipoten-
cjalne. Komorki totipotencjalne to komorki zygoty, z
ktorych moga powstaé komorki wszystkich organow
ciata. Komorki pluripotencjalne mogag réznicowac si¢
w komorki rdéznych listkow zarodkowych. Komorki
multipotencjalne daja poczatek komodrkom jednego
listka zarodkowego, a wiec ich potencjat réznicowania
jest ograniczony i np. z komdrek macierzystych ekto-
dermy powstang neurony, komorki nabtonka i komorki
gruczotowe. Komorki unipotencjalne to takie, ktore w
wyniku r6znicowania zdolne sg wytworzy¢ tylko jeden
typ komorek potomnych.

Poczatkowo alternatywnymi drogami pozyskiwania
komorek macierzystych byly metody izolacji komorek
macierzystych bezposrednio z blastocysty lub z ukta-
du nerwowego ptodu (Ryc. 4). Komdrki macierzyste
(Ryc. 4A) pobrane z ré6znych obszardw mozgu ptodu,
takich jak srodmozgowie, prazkowie lub przegroda,
rozwijaja si¢ w obecnosci naskorkowego czynnika
wzrostu (EGF- epidermal growth factor). Innymi mi-
togenami sg transformujacy czynnik wzrostu (TGF-a)
i zasadowy czynnik wzrostu fibroblastow (bFGF). Po
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Rys. 4. Rozne drogi pozyskiwania komoérek macierzystych jako zrodta komorek nerwowych przeznaczonych do transplantacji. (A) Komor-
ki macierzyste pobrane z r6znych obszardw mozgu ptodu dzielg si¢ w hodowli w obecnosci naskdrkowego czynnika wzrostu (EGF- epider-
ma growth factor). Komorki te w nastepnych etapach hodowli poddane oddziatywaniu odpowiednich czynnikdw rdznicuja si¢ w neurony,
astrocyty lub oligodendrocyty. Wiele neurondw wytwarza GABA, a niektore cholinowg acetylotransferasg (ChAT). (B) Totipotencjalne
komorki macierzyste pobrane z blastocysty moga si¢ rozwija¢ w hodowli w obecnosci czynnika hamujacego biataczki (LIF — leukemia
inhibitory factor) i rdznicujg si¢ w kierunku komorek neuralnych lub innych tkanek w obecnosci witaminy A. (zmodyfikowany; Svendsen

i Rosser, 1995)

wycofaniu tych czynnikow w nastgpnych etapach ho-
dowli komorki te poddane oddzialywaniu innych odpo-
wiednich czynnikow roznicujg si¢ w neurony, astrocyty
lub oligodendrocyty. Stwierdzono, ze wiele neurondw
wytwarza kwas aminomastowy (GABA), a niektore
nawet hydroxylazg¢ tyrozynowa lub acetylotransferaze

cholinowa (ChAT). Rowniez pobrane z blastocysty to-
tipotencjalne komorki macierzyste (Ryc. 4B) rozwijaja
siec w hodowli w obecnosci czynnika hamujgcego bia-
taczki (LIF — leukemia inhibitory factor) i rdznicujg si¢
w kierunku komorek neuralnych lub komoérek innych
tkanek w obecnosci witaminy A (Svendsen i Rosser,
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1995). Podstawowa réznicg pomiedzy komdrkami ma-
cierzystymi pobranymi z ptodu w pordéwnaniu z tymi
pobranymi z blastocysty jest to, ze komorki ptodowe
sg juz zdeterminowane i w wyniku réznicowania beda
generowaty komorki neuralne: neurony, astrocyty, oli-
godendrocyty, natomiast komorki z blastocysty moga
by¢ zrodtem roznych typdow komorek (nie tylko neu-
ralnych). Obie te metody s3 rownowazne pod wzgle-
dem przydatnosci do produkcji wybranych populacji
komorek neuralnych stosowanych do transplantacji
domo6zgowych. Kolejne badania wykazaly, ze komorki
macierzyste mogg by¢ pozyskiwane np. z krwi pgpowi-
nowej (Buzanska i wsp. 2002, Toma i wsp. 2001) lub
szpiku kostnego (Moore i wsp. 1997). Obecnie opisy-
wane s3 metody pozyskiwania komorek macierzystych
u osobnikdéw dorostych (Nunes i wsp. 2003) i pojawiajg
si¢ doniesienia 0 mozliwosci pobierania komorek ma-
cierzystych post mortem (Schwartz i wsp. 2003, Xu i
wsp. 2003). Dojrzate komorki macierzyste odnaleziono
w szpiku kostnym, krwi obwodowej, rogowce, siat-
kdwce, miazdze zgbowej, watrobie, skorze, trzustce i
przewodzie jelitowym. Udowodniono, ze komorka ma-
cierzysta jednej tkanki moze r6znicowac si¢ w dojrzata
komorke innej tkanki in vitro (Poulsom i wsp. 2002).
I tak, komorki macierzyste krwi pochodzenia mezo-
dermalnego mogg utworzy¢ mezodermalne miocyty, a
takze wywodzace si¢ z ektodermy, neurony (Abkowitz
2002, Poulsom i wsp. 2002). Z drugiej strony, dojrzate
komorki macierzyste uktadu nerwowego moga roznico-
wac sie w komorki krwi (Bjorson i wsp. 1999). Wynika
Z tego, ze nie tylko embrionalne komorki macierzyste
sq zdolne do réznicowania si¢ w komorki roznych ro-
dzajow tkanek.

Jednakze, jak do tej pory nie udato si¢ znalez¢ prost-
szej metody pozyskiwania komorek macierzystych niz
pochodzacych z wczesnych embriondw. Embrionalne
komorki macierzyste mozna pozyskiwa¢ z kilkudnio-
wych ptoddw, tworzacych w tym okresie rozwoju bla-
stocyste. Komorki zewnetrzne blastocysty utworzg
tozysko. Natomiast komorki wewngtrzne (pochodzace
z epiblastu blastocysty), ktore dadzg poczatek wszyst-
kim narzadom i tkankom, sg wiasnie embrionalnymi
komodrkami macierzystymi. Komorki te posiadaja naj-
wigksze mozliwosci toti- i pluripotencjalne. Sa zdolne
do nieskonczonej liczby symetrycznych podziatdw bez
roznicowania si¢, wykazujac dtugi okres samoodnowy.
Kolejng wazng cechg embrionalnych komorek macie-
rzystych jest klonogenno$¢, co oznacza, ze pojedyncza
komodrka moze by¢ poczatkiem kolonii genetycznie

identycznych komorek potomnych majacych identycz-
ne cechy. Ponadto w przypadku zastosowania metod
klonowania moga one stal si¢ komodrkami immuno-
logicznie zgodnymi z dawca jadra. Oznacza to, ze w
takim przypadku przeprowadzenie przeszczepu nie wy-
maga pokonania bariery zgodnos$ci tkankowej u biorcy,
ktory jest zarazem dawca jadra komorek macierzystych
uzyskanych metoda klonowania.

Wyniki doswiadczen przeprowadzonych w ostat-
nich kilku latach wskazuja, ze nerwowe komorki ma-
cierzyste umieszczone w mdzgu gryzoni przezywaja,
przeksztatcajg si¢ w neurony i wytwarzajg polaczenia
wiasciwe dla obszaru, w ktorym si¢ znajduja (Brustle
i McKay 1996). Ponadto potrafig migrowac do miejsca
uszkodzenia mozgu i przeksztalcic¢ sie w takie komor-
ki, jakie w tym obszarze sg pozadane (Sinden i wsp.
1997). Badania ostatnich lat pokazaty (McDonald i
wsp. 1999), ze transplantacja mysich komdrek ma-
cierzystych moze by¢ obiecujacg terapig w przypadku
uszkodzen rdzenia kregowego u szczura. Najczesciej
wykorzystywana obecnie metoda hodowli komorek
macierzystych in vitro obejmuje tworzenie ciat embrio-
idalnych. Komorki macierzyste w hodowli tworzg tzw.
ciata embrioidalne, czyli konglomeraty ztozone z sze-
rokiej gamy zroznicowanych komorek rdéznych typow.
Ciata embrioidalne z mysich komorek macierzystych
hodowane byty w obecnosci czynnika hamujacego bia-
taczki (LIF; Life Technologies). Takie wtasnie konglo-
meraty mysich komorek macierzystych, hodowanych
nastepnie przez 4 dni bez i 4 dni z dodatkiem witami-
ny A (all-trans-RA, 500 nM; Sigma), przeszczepiono
w miejsce uszkodzenia rdzenia krggowego u szczurow
(9 dni po urazie). Na dzien przed transplantacjg ciata
embrioidalne zostaly przeniesione do medium komor-
kowego (Bain i wsp. 1995). W celu zmniejszenia ry-
zyka odrzucenia przeszczepu konglomeratow mysich
komorek, szczury, ktore zaopatrzone byly w transplant
otrzymywaty codziennie cyklosporyne (10 mg/kg, pod-
skornie). Histologiczna weryfikacja przeprowadzona
2-5 tygodni po zastosowaniu takiej terapii wykazala,
ze transplantowane komorki macierzyste przetrwaly
w nowym Srodowisku i przyjety zroznicowang forme
astrocytdw, oligodenrocytdéw lub neurondw, migrujac
na odlegtos¢ 8 mm od miejsca podania. Analiza funk-
cji lokomotorycznych tylnych konczyn wykazata wyz-
szy poziom restytucji funkcji ruchowych u zwierzat
zaopatrzonych w transplant komorek macierzystych.
W pordwnaniu do zwierzat kontrolnych, ktére nie zo-
staly zaopatrzone w transplant po uszkodzeniu rdzenia
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kregowego, szczury poddane terapii transplantacji ko-
moérkami macierzystymi odzyskiwaty funkcje podporo-
we w tylnych konczynach i ich ruchy lokomocyjne cha-
rakteryzowaly sie lepszg koordynacjg. Badania te mu-
szg by¢ kontynuowane, gdyz wtasciwie nie wiadomo,
jakie mechanizmy uruchomione transplantem populacji
roznorodnych neuralnych komoérek progenitorowych
przyczynily si¢ podwyzszonej restytucji funkcji rucho-
wych u tych szczurow. Jedng z mozliwosci jest remieli-
nizacja prowadzaca do podwyzszonego przewodnictwa
aksonalnego, ktora nastgpita dzigki transplantowanym
oligodendrocytom lub ich komoérkom progenitorowym.
Aby potwierdzi¢ t¢ hipoteze¢ nalezy przeprowadzi¢ na-
stepne badania z wykorzystaniem transplantow jedno-
rodnych linii kombrek progenitorowych.

Wiele obecnie prowadzonych badan koncentruje si¢
na opracowaniu metod kontrolowanych proceséw pro-
wadzacych do rdéznicowania plodowych komodrek ma-
cierzystych w kierunku $cisle okreslonych linii komor-
kowych. Otrzymanie swoistej linii komodrkowej z pto-
dowych komérek macierzystych w celu wykorzystania
jej do naprawy uszkodzonej tkanki wymaga spetnienia
szeregu warunkow i w szczegdlnosci nalezy:

1. pobra¢ ptodowe komorki macierzyste

2. otrzymac czyste kultury jednego typu komorek

3. wyselekcjonowa¢ linie poprzez sortowanie komorek
4. wyindukowa¢ réznicowanie w wyniku oddziatywa-
nia odpowiednich czynnikdw wzrostowych lub komd-
rek indukujacych

5. przetestowac funkcje fizjologiczne in vitro otrzyma-
nej tkanki

6. sprawdzi¢ wydajnos¢ i bezpieczenstwo przeszczepu
na modelu zwierzecym

7. oceniC stopien integracji z tkankg biorcy przeszczepu
8. wykazac brak powstania nowotworu.

Ta sama grupa naukowcé6w pod Kkierunkiem
McDonalda, ktora transplantowata ciata embrioidalne
mysich komorek macierzystych do rdzenia kregowego
szczura, stosujgc wspomniane wyzej reguly przeprowa-
dzita prace badawcze nad skutecznoScia transplantacji
bardziej specjalistycznych linii komorkowych - oligo-
dendrocytow (Liu i wsp. 2000). Wiadomo, ze proces
demielinizacji moze by¢ przyczyng utraty funkcji np.
na poziomie rdzenia kregowego. Wydaje si¢ wiec, ze
transplantacja w miejsce uszkodzenia komorek, ktore
spowoduja remielinizacj¢ aksondw moze przyczynic
si¢ do odtworzenia utraconych funkcji. W tych bada-
niach, podobnie jak poprzednio wykorzystano ciala
embrioidalne z mysich komoérek macierzystych, ktore

hodowano przez 4 dni bez i 4 dni z dodatkiem witaminy
A (all-trans-RA, 500 nM; Sigma) i nastgpnie poddano
dysocjacji. Powstatg zawiesing hodowano dalej w od-
powiednio zmodyfikowanym medium SATO (medium
Dulbecco zawierajace albuming surowicy krwi bydle-
cej, pirogronian wapnia, progesteron, putrescyng, tyro-
zyne, prostoglandyne El, insuling, transferyne, selenin
sodu, aminokwasy, neurotrofing 3, rzgskowy czynnik
neurotroficzny, Hepes) z dodatkiem 5% serum kon-
skiego 1 5% ptodowej surowicy cielgcej. Po 4 dniach
dalszej hodowli, kolbe z zawiesing lekko wstrzgsano
by unies¢ stabo trzymajace si¢ podtoza komorki (gtow-
nie oligodendrocyty), podczas gdy astrocyty pozosta-
ty przyczepione do podtoza. Zawiesina komorek po
przeniesieniu do nastgpnej kolby hodowana byta przez
nastepne dwa dni. Czgs$¢ tak otrzymanej zawiesiny
komoérek progenitorowych oligodendrocytéw zostata
uzyta do badan w hodowlach komorkowych w celu
wykazania w warunkach in vitro mozliwosci powstania
ostonek mielinowych. Inna czg$¢ zawiesiny komorek
progenitorowych oligodendrocytow zostata transplan-
towana w miejsce zdemielinizowanej tkanki rdzenia
kregowego u szczura. Autorzy opracowali wigc meto-
de produkcji oligodendrocytow z ptodowych komorek
macierzystych i pokazali, ze komorki te potrafig utwo-
rzy¢ ostonke mielinowg aksonow w hodowli in vitro.
Nastepnie sprawdzili, ze zmodyfikowane w hodowli
komérki w obecnosci witaminy A po transplantacji do
uktadu nerwowego biorcy roznicujg si¢ gtdwnie w oli-
godendrocyty w miejscu, w ktorym doszto wczeSniej
do demielinizacji, a nastgpnie remielinizujg aksony w
tym miejscu.

Wyniki przytoczonych badan sugeruja, ze remie-
linizacja przy uzyciu specjalnie wyhodowanych li-
nii komérkwych oligodendrocytdw moze okazal si¢
nowg wielce obiecujacag metoda, ktora przyczyni si¢
do restytucji funkcji ruchowych utraconych w wyniku
uszkodzenia tkanki nerwowej nie tylko w wyniku ura-
zu mechanicznego, ale rowniez w przypadkach uszko-
dzen patologicznych prowadzacych do demielinizacji
wtokien nerwowych jak np. stwardnienie rozsiane czy
leukodystrofia.

Etyczne problemy przeszczepow
domozgowych

W transplantologii stykamy si¢ bezposrednio z pro-
blemami etycznymi zwigzanymi gléwnie ze stosowang
w tej terapii tkankg ptodowa lub komorkami macierzy-
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stymi. Juz w 1987 roku w zwigzku z zastosowaniem
transplantdw z tkanki ptodowej u pacjentdw z chorobg
Parkinsona powstala idea opracowania regut, ktorych
spetnienie dopuszczatoby badanie i stosowanie takich
metod w klinice. Zestaw takich regut zostal opracowany
przez amerykanskg agende¢ rzgdowa - The Human Fetal
Tissue Transplantation Research Panel i opublikowany
1988 roku (US Department of Health i Human Services,
Public Health Services, National Institutes of Health,
Report of the Human Fetal Tissue Transplantation
Research Panel, US Government Printing Office) .

Jest oczywiste, ze niezaleznie od badan prowadzo-
nych z wykorzystaniem tkanki ptodowej do przeszcze-
péw nalezy szukaé alternatywnych zrodet tkanki prze-
znaczonej do transplantacji. Temu celowi stuzg szerokie
badania w dziedzinie hodowli komoérkowych z zastoso-
waniem technik inzynierii genetycznej i z zastosowa-
niem metod pozyskiwania, hodowli i transplantowania
komodrek macierzystych. Dziedzina ta rozwija si¢ w
bardzo szybkim tempie. Wprawdzie wigckszos¢ wiedzy
na temat komorek macierzystych pochodzi z badan la-
boratoryjnych in vitro to jednak wydaje sie, ze juz w
najblizszej przysztosci bedzie mozliwe poznanie prze-
biegu tych samych procesdéw w organizmach zywych.
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