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GRAFTED TO ORGANS WITH 'LOW TURNOVER'
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Streszczenie: Poszczegblne narzady czlowieka maja wlasne rezerwy tkankowe, jakkolwiek istnieja narzady
o duzym i matym potencjale samoodnawialnosci. W zainteresowaniu medycyny regeneracyjnej znajduja si¢
zwlaszcza te drugie, reprezentowane przez migsien sercowy, osrodkowy uklad nerwowy i trzustkg. W
pracy przedstawiono proby okreslenia funkcjonowania komorek macierzystych w tych wlasnie narzadach
i tkankach. Srodowisko przedstawionych narzadow rézni si¢ w aspekcie trwalosci zasiedlenia przez komor-
ki macierzyste; ten aspekt jest korzystny w przypadku organéw osrodkowego narzadu nerwowego. W
pozostatych stopien zasiedlenia komorek okreslany bardzo precyzyjnymi pomiarami jest raczej nikly (np.
dla regeneracji trzustki wykorzystuje si¢ raczej miejsca ektopowe dla produkeji i wydzielania insuliny),
jakkolwiek stale trwaja proby udoskonalenia systemu podawania komorek do miejsca patologicznie zmie-
nionego. Obecnie uzywane techniki obrazowania komorek, jak MRI (rezonans magnetyczny), SPECT
(potaczenie tomografii emisyjnej pojedynczego fotonu z klasyczng tomogratia komputerowa) czy PET
(wykorzystanie promieniowania rejestrowanego podczas anihilacji pozytrondw) potrafiag niezwykle pre-
cyzyjnie okresli¢ pozycj¢ komdrki i jej aktywnos¢ funkcjonalng. Kazde z tych obecnie stosowanych
narzedzi ma swoje silne i stabe strony wynikajace z charakterystyki zwigzkéw chemicznych, ktérymi si¢
postuguje. Przyktady wykorzystywanych zwiazkéw w poszczegdlnych probach przedklinicznych i kon-
trowersje pomiarowe przedstawione sa w niniejszej pracy.

Stowa kluczowe: obrazowanie, komorki macierzyste, organy o niskiej samoodnawialnosci.

Summary: Every human organ has its own capacity for self renewal due to progenitor cells of tissue
reservoir. We can distinguish organs with 'high and low turnover' and for regenerative medicine the latter
ones constitute the main target. These are represented by heart, central nervous system and pancreas. In
this review, we focused on determination in situ of stem cell function in described organs and tissues.
However, even in 'low turnover' systems the level of stem cell homing can be different. Surprisingly it is
in favour of central nervous system. The remaining organs present low capacity for cell homing (instead
of pancreas, where the ectopic sites can be used for insulin secretion and production) although the
attempts to improve this critical issue are undergoing. Recent techniques of imaging as MRI (magnetic
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resonance imaging), SPECT (single photon emission computed tomography) or PET (positron emission
tomography) have ability to precisely locate the cells within target organ and evaluate their functional
(metabolic) activities. Beside of their sophistication, these instruments are based on chemical compounds
that have their own characteristics, shortcomings and pitfalls. All of these are exemplified in this review
together with specitic examples of pre-clinical studies upon which the present controversies are outlined.

Key words: in situ imaging, stem cells, organs with 'low turnover'.

WSTEP

Postep w dziedzinie nauk biomedycznych niesie ze sobg nadziej¢ na pokonanie
wielu nieuleczalnych do tej pory chordb. Jednym ze szczegdlnych obszardéw
badawczych sa komorki macierzyste, sposoby ich pozyskiwania, modyfikacje
genetyczne oraz zastosowania w terapii komorkowej oraz medycynie regeneracyjne;j.
Ze wzgledu na swoje unikatowe wlasciwosci, takie jak zdolnos¢ do réznicowania
si¢ w inne typy komorek, tkanek czy narzadow oraz potencjalnie nieograniczony
potencjat proliferacyjny, komoérki macierzyste wykorzystywane w postaci przeszcze-
péw auto- lub allogenicznych moga mie¢ zastosowanie w regeneracji narzadowe;j.
Poza doborem rodzaju komorek (zarodkowe, somatyczne), ewentualnymi modyfika-
cjami genetycznymi oraz sposobem dostarczenia ich do uszkodzonej tkanki czy
narzadu zashuguje na uwage ocena efektywnosci zastosowanej terapii. Algorytmy
oceniajace poprawe funkcjonowania narzadu po zastosowaniu przeszczepu komorek
macierzystych obejmuja metody biochemiczne, molekularne, elektrofizjologiczne oraz
szeroko rozumiane metody obrazowania. W niniejszej pracy zwrdcimy uwage na
proby medycyny regeneracyjnej w odniesieniu do narzadoéw o ograniczonej samood-
nowie, tj. zwlaszcza wobec migsnia sercowego, ukladu nerwowego i trzustki.

I. UKLAD SERCOWO-NACZYNIOWY

Choroby uktadu krazenia sg najczestsza przyczyna zgondw. Badania kliniczne z
zastosowaniem komorek macierzystych w regeneracji migsnia sercowego dotycza
zarowno ubytkow rozsianych (kardiomiopatia pozaniedokrwienna z przyczyn
pozapalnych lub niewiadomego pochodzenia), jak i ubytkow o okreslonym zasiegu
zmian (kardiomiopatia niedokrwienna (pozawalowa), ostry zawat serca). Wedlug
zatozen terapii komorkowej, niewydolnos¢ lewej komory moze zosta¢ usunieta przez
wprowadzenie innych komodrek kurczliwych w obreb blizny pozawatowej lub w
obszary, gdzie $ciana komory ulegla scienczeniu. Jedng z najbardziej znaczacych
kwestii pozostaje dobor odpowiednich komdérek macierzystych do regeneracji mio-
kardium. Ze wzgledu na tatwos¢ pozyskiwania najwigksze zainteresowanie badaczy
skupito si¢ na autologicznych komorkach pochodzacych ze szpiku kostnego.
Najczesciej wykorzystywane byly jednojadrzaste, niefrakcjonowane komorki szpiku
— BMMNC s (ang. Bone Marrow Mononuclear Cells). W populacji wspomnianych
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komorek macierzystych mozna wyrdzni¢ trzy subpopulacje: komérki hematopoetyczne
— HSC (ang. Haematopoetic Stem Cells), komorki progenitorowe srodbtonka — EPC
(ang. Endothelial Progenitor Cells) oraz komorki mezenchymalne — MSC (ang.
Mesenchymal Stem Cells). Oprocz wyzej przedstawionych ukierunkowanych komorek
macierzystych, szpik kostny jest miejscem zasiedlenia takze innych populacji komdrko-
wych, definiowanych jako macierzyste. Sposrod nich warto wskaza¢ na komorki o
szerszym spektrum réznicowania, takie jak: multipotencjalne komérki MAPC (ang.
Multipotent Adult Progenitor Cells) o fenotypie CD44°, CD45, nieobecnych
antygenach HLA klasy I i Il oraz c-kit- [42], komorki MIAMI (ang. (Marrow-
Isolated Adult Multilineage Inducible Cells) z zachowanymi markerami pluripo-
tencjalnosci Oct-4 i Rex-1 [11] oraz populacj¢ komérek VSELs (ang. Very Small
Embryonic-like Stem Cells) zawierajacych oprocz wyzej wymienionych, takze
pluripotencjalne markery SSEA-1 i Nanog [28], stawiajac te ostatnie w hierarchii o
wigkszym potencjale réznicowania niz pozostate tu wymienione.

Poczatkowo uwazano, ze macierzyste komorki BMMNC ulegaja transroznico-
waniu w kardiomiocyty. Jednak obecno$¢ markerow charakterystycznych dla
kardiomiocytéw (troponiny I oraz lekkiego tancucha miozyny) okazata si¢ by¢
wynikiem ich fuzji z komérkami somatycznymi [3, 35]. W przypadku komorek
szpikowych wykazano niski stopien ich retencji w 24 godziny po dowiencowym
podaniu do serca wynoszacym jedynie 2,6—11%, podczas gdy pozostala ich czgs$é
lokalizowana byta gtéwnie w watrobie lub sledzionie [30]. Nie bez znaczenia okazat
si¢ zatem sposob wprowadzania komorek do uszkodzonej tkanki. W badaniu, w
ktorym komorki szpikowe podawane byly pacjentom dowiencowo po 55-75 minutach
od zabiegu, tylko 1,3-2.,6% komorek identyfikowano w obrebie miokardium. W
przypadku systemowego podania dozylnego obserwowano wynik na granicy odczytu.
Frakcjonowanie komorek szpikowych pod wzgledem obecnos$ci antygenu CD34"
zwiekszalo retencje komodrek do 14-39% przy podaniu dowiencowym [25]. Podobne
wyniki stwierdzano w badaniach przeprowadzanych na szczurach poréwnujac trzy
sposoby podania komorek: wewnatrzaortalny, dozylny oraz bezposrednio do miokar-
dium. Najnizszy procent retencji komérek w sercu obserwowano w przypadku
systemowego podania dozylnego, wyzszy w przypadku dowieficowego, natomiast
najwyzszy przy bezposrednim podaniu do miokardium [31]. W dlugotrwalych
obserwacjach po wykonanych probach klinicznych stwierdzono, ze terapia z wyko-
rzystaniem komorek szpikowych jest bezpieczna dla pacjentéw. Podobnie wykazano
bezpieczenstwo wprowadzania do miokardium innych typow dorostych komorek
macierzystych, jednocze$nie wskazujac na mozliwos¢ powstania procesu rozrosto-
wego w miokardium (potworniaki) stosujac nisko zréznicowane zarodkowe komorki
macierzyste (ESC) lub przeprogramowane genetycznie komorki pluripotencjalne —
iPS, o czym obszernie omowiono w rozdziale dotyczacym prob klinicznych.

1. Potencjalna arytmogennos¢ wszczepow komorkowych do miokardium

W przeciwienstwie do komodrek szpikowych dobrze udokumentowane tworzenie
nowych wildkien migsniowych w obrebie blizny pozawalowej po transplantacji
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obserwowano dla prekursorowych komorek miesniowych — mioblastow (tj. komorek
rezerwy tkankowej migsni szkieletowych). Jednak zamiast transréznicowania
zaobserwowano raczej fuzje mioblastow z kardiomiocytami (model mysi) [38], a
zarazem brak funkcjonalnej integracji (elektrofizjologicznej) mioblastow z noworod-
kowymi kardiomiocytami szczurzymi w warunkach kokultury in vitro [1]. Pomimo
to, w odréznieniu od komorek szpikowych mioblasty wnosity do pozawatowego
miokardium element kurczliwy, jednak z powodu braku ekspresji koneksyny 43
powodowaly zjawisko arytmogennosci na znacznie wigksza skale niz jednojadrzaste
komorki pochodzenia szpikowego. Stwierdzono in vitro, ze nawracajaca arytmia
zalezna byla od proporcji mioblastow w stosunku do kardiomiocytéw i nasilata si¢
wraz ze wzrostem liczby mioblastéw [1]. Badania jednojadrzastych komorek pocho-
dzenia szpikowego wykazaly znacznie nizsza czestotliwosé arytmii po ich wszcze-
pieniu w stosunku do mioblastow. Zaobserwowano tez zaleznos¢ pomiedzy sposobem
wprowadzania komoérek do miokardium a czestotliwoscia obserwowanej arytmii.
Bezposrednie podanie komoérek szpikowych (intramiokardialne) do migsnia sercowego
indukowato arytmi¢ komorowa okoto 7 dni po implantacji, podczas gdy podanie
dowiencowe nie powodowalo zaburzen [15]. By¢ moze sugeruje to zwiazek pomiedzy
wystgpowaniem arytmii, a predyspozycjami danych komorek do retencji po trans-
plantacji. (Im wyzszy odsetek komorek, ktore ulegaja wszczepieniu, tym wigksze
prawdopodobienstwo wystapienia arytmii). Dalsze badania wskazywaty na odwrotng
zaleznos¢ pomiedzy natezeniem odczynu zapalnego (pozawatowego) w miokardium
na ekspresje koneksyny 43. Wydaje si¢, ze zwlaszcza IL-18 moze powodowaé
obnizenie ekspresji koneksyny, a posrednio wywolywa¢ arytmig¢. Na uwage zashuguja
takze doswiadczenia przeprowadzone z samymi kardiomiocytami. Na przyktad mysie
kardiomiocyty plodowe podawano do uszkodzonego miokardium sonda wczesniej
schlodzong cieklym azotem, a takze do nieuszkodzonej cze¢sSci miokardium i
stwierdzono brak elektrycznej integracji komorek w rejonie uszkodzonej tkanki oraz
elektryczna integracje kardiomiocytow podanych do prawidtowo funkcjonujacego
miokardium [20]. Wyniki te sugeruja wplyw obecnos$ci uszkodzonej tkanki na zjawisko
zaburzen integracji zgodnych fenotypowo kardiomiocytow. Tak wigc arytmie moga
powstawa¢ nie tylko w przypadku, gdy komodrki macierzyste i ich pochodzenie rézni
si¢ znacznie od fenotypu komorek narzadu biorczego, jakkolwiek wprowadzane
genetycznie modyfikacje do implantowanych komdrek macierzystych moga skutecznie
takim zjawiskom zapobiegaé¢ [17, 40], co szczegétowo wskazano w rozdziale
dotyczacym modyfikacji genetycznych komorek macierzystych.

2. Przyzyciowe obrazowanie komorek macierzystych

Zastosowanie terapii komorkowej wymaga potwierdzenia skutecznosci metody
podania komorek, co mozna uzyska¢ wykorzystujac dostepne systemy obrazowania.
Na przyktad rezonans magnetyczny — MRI (ang. Magnetic Resonance Imaging)
jest metoda, ktora znajduje zastosowanie zarowno w probach klinicznych, jak i w
doswiadczeniach naukowych. Umozliwia on oceng morfologiczng i strukturalng serca
oraz struktur okotosercowych, a takze ocene funkcjonalng (kurczliwosé, frakcja
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wyrzutowa). Natgzenie wytwarzanego pola magnetycznego warunkuje mozliwosci
obrazowania komodrek. W diagnostyce klinicznej stosowane sa urzadzenia o natezeniu
pola magnetycznego wynoszacym 0,1-2,0 Tesli. Badania przedkliniczne obejmujace
ocene modelu mysiego wymagaja natezen o zdecydowanie wyzszej wartosci (4,7—
17,6 Tesli) [13, 22]. Analiza klasycznych parametrow czynnosciowych daje
informacj¢ dotyczaca funkcji badanego serca w ujeciu ogdlnym (np. parametry
hemodynamiczne w echokardiografii). Rozszerzenie oceny o techniki umozliwiajace
doktadna analiz¢ kurczliwo$ci oraz analizg obszaru blizny pozawalowej sprawito, ze
MRI stal si¢ szeroko rozpowszechniony w prowadzonych badaniach na modelu
mysim. Opodznione kontrastowanie uzyskuje si¢ po podaniu paramagnetycznego
srodka kontrastujacego na bazie zwiazkow gadolinu (64Gd), najczesciej jest to
Gd-DTPA (gadopentetate dimeglumine). Zastosowanie tej techniki pozwala na
okreslenie tzw. indeksu transmuralnos$ci, stanowiacego procentowy udzial blizny
pozawalowej w stosunku do catkowitej grubosci $ciany lewej komory oraz na
ilosciowa oceng regionalnej zywotnosci migsnia sercowego [5]. Ponadto, miarodajna
oceng przyzyciowej analizy wielkosci zawatu, w odniesieniu do tradycyjnych metod
umozliwiajacych okreslanie obszaru zawalu jest barwienie wyizolowanych serc za
pomoca chlorku 2.3,5-trojfenylotetrazoliowego (TTC) [53]. Wprowadzono takze
modyfikowane postacie pochodnych gadolinu (EP-3533), kontrastu skierowanego
bezposrednio wobec mysiego kolagenu typu I. Taka posta¢ zwiazku kontrastowego
utrzymuje si¢ w obrebie blizny pozawalowej znacznie dhuzej (194,8+116,8 min) niz
Gd-DTPA (25,5+4,2 min), dajac mozliwos$¢ dhuzszego okresu pomiarowego [21].
Wprowadzenie do komorek macierzystych polikationowych zwiazkéw zelaza, a
nastgpnie podanie znakowanych komorek do migsnia sercowego umozliwia lokalizacje
sygnatu nawet do dwoch miesigcy po iniekcji. Metoda ta umozliwia badanie retencji
przeszczepianych komorek oraz analiz¢ ich migracji. Badania przeprowadzone na
modelu szczurzym w 3 dni po podaniu znakowanych komorek wykazywaty intensyw-
ny sygnal, ktory po 3 tygodniach od podania spadat do okoto 50-90% w stosunku
do aktywnosci wyjsciowej. Analiza histologiczna pozwolila okresli¢ populacje
makrofagdw w obrgbie obszaru pozawatowego, ktora zawierala znaczace ilosci
jondw zelaza [50]. Wynik taki sugeruje, ze nalezy ostroznie stosowacé tlenki zelaza
w obserwacjach dtugoterminowych, ze wzgledu na wykazany brak specyficznosci
rejestrowanego sygnatu.

Metoda pozytronowej tomografii emisyjnej — PET (ang. Positron Emission
Tomography) wykorzystuje promieniowanie rejestrowane podczas anihilacji pozytro-
ndéw zamiast zewnetrznego zrodla promieniowania rentgenowskiego. Podwyzszony
metabolizm zwiazkéw cukrowych w stanach patologicznych umozliwia wykorzystanie
znakowanej izotopowo fluorodeoksyglukozy (['*F]-FDG). Rozpad izotopu powoduje
emisje pozytronu, ktory nastgpnie reaguje z elektronem w komorkach badanej tkanki.
W wyniku anihilacji czasteczek powstaje promieniowanie gamma rejestrowane przez
detektory. Wykonano do$wiadczenie poréwnujace skutecznos¢ metody MRI (komorki
znakowane jonami zelaza) oraz PET (komorki znakowane poprzez transdukcje
symporterem sodowo-jodowym). Po 24 godzinach od implantacji komorek uzyskiwa-
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ny sygnat byt intensywny w przypadku obu metod detekcji, po 3 dobach znaczaco spadt
w przypadku PET, a po 7 dniach byl catkowicie niemierzalny. Odmienne zjawisko
zanotowano dla komorek znakowanych zelazem, dla ktérych sygnat byl oznaczany
niezmiennie w przeciagu calego doswiadczenia (MRI). Badania histologiczne po 7 dniach
potwierdzity obecnos¢ komorek CD68”, ktore na zasadzie fagocytozy przejely czasteczki
zelaza pochodzace z wyznakowanych komorek, potwierdzajac po raz kolejny spadek
specyficznosci odczytu wraz z uplywem czasu [23]. Podsumowujac, wykorzystanie
techniki PET jest ograniczone ze wzgledu na okres polowicznego rozpadu izotopu
(T1/2 = 110 min), skracajac mozliwosci czasowe wiarygodnej obserwacji znakowanych
komorek w zasadzie do pierwszej doby po transplantacji [25]. Natomiast zastosowanie
czasteczek zelaza (MRI) wiaze sie z ryzykiem fagocytozy znacznika przez makrofagi i
moze spowodowa¢ mylna interpretacje uzyskanych wynikow. Dlatego tez obecnie duzym
zainteresowaniem ciesza si¢ metody wykorzystujace bioluminescencje genéw repor-
terowych. Wykorzystanie potrdjnego reporterowego biatka fuzyjnego, w sklad ktdrego
wchodza: lucyferaza, monomeryczne biatko fluorescencji czerwonej oraz skrocona forma
kinazy tymidynowej, umozliwiaja odpowiednio: obserwacje przyzyciowej bioluminescencji
wyznakowanych komorek w modelach malych zwierzat doswiadczalnych, obrazowa-
nie pojedynczej komdrki macierzystej za pomoca technik fluorescencyjnych (w tym
sortowania komorek) oraz wykorzystania techniki PET [7]. Zastosowanie tych technik
umozliwia precyzyjna identyfikacj¢ uzyskanej populacji komorek, a nastepnie jej
wykorzystanie (wprowadzenie) w regeneracji narzadowej z jednoczesnym umozliwieniem
rozbudowy systemu obrazowania dla oceny migracji i zasiedlania komorek.

II. UKLAD NERWOWY

1. Uwagi wstgpne

Uszkodzenie centralnego ukladu nerwowego, obejmujace mozg oraz rdzen kregowy
jest zwykle nieodwracalne, a uszkodzenie ciaglosci nerwdw rdzenia kregowego wplywa
na ograniczenie (czgsciowe lub catkowite) sprawnosci czuciowej oraz ruchowej. W
przeciwienstwie do innych tkanek (krew, nablonek jelita, skora), w ktérych wystepuje
intensywna regeneracja przy wykorzystaniu rezydencjalnych populacji komodrek
macierzystych, ukfad nerwowy (ze wzgledu na wysoko wyspecjalizowana strukture)
wykazuje znikomy potencjat regeneracyjny. Strategia terapii komoérkowej w regeneracji
np. uszkodzonego rdzenia krggowego obejmuje wytworzenie nowych potaczen w
uszkodzonej tkanki nerwowej i ponowna stabilizacje komunikacji pomigdzy centralnym
a obwodowym uktadem nerwowym [41]. Dodatkowo, komorki macierzyste moga
zosta¢ wykorzystane jako potencjalne zrodlo czynnikdw wzrostu oraz substancji
neuroprotekcyjnych wspomagajacych regeneracje tkanki nerwowej. Ze wzgledu na
wiasciwosci wielokierunkowego réznicowania najwieksze zainteresowanie skupiono
poczatkowo na zarodkowych komoérkach macierzystych. Wykazano, ze uzyskane z
zarodkowych komoérek macierzystych neurony skutecznie zasiedlaly rdzen kregowy,
rozprzestrzeniajac aksony oraz formujac synapsy w obrgbie obwodowych widkien
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migsniowych [12]. Z ludzkich macierzystych komdrek zarodkowych mozna uzyskaé
multipotencjalne prekursorowe komorki nerwowe, motoneurony oraz komorki
progenitorowe oligodendrocytdéw, co potwierdza mozliwosé réznicowania in vitro
komédrek ESC w kierunku réznych populacji komorek nerwowych [8]. Duza nadzieje
upatruje si¢ takze w endogennych macierzystych komodrkach nerwowych (rezerwie
tkankowej), ktérych wystepowanie potwierdzono w obregbie centralnego ukladu
nerwowego wyzszych ssakow oraz w rozwijajacym si¢ i dojrzalym mozgu ludzkim,
rdzeniu kregowym oraz nerwie wzrokowym [8]. Wykonane badania wykazuja
zadziwiajaco wysoki procent zasiedlania przeszczepianych komorek macierzystych do
uktadu nerwowego (100%) oraz terminalne réznicowanie w kierunku mielinizujacych
oligodendrocytow oraz neuronéw tworzacych synapsy w obrebie istoty szarej i bialej
rdzenia kregowego [26]. Macierzyste komodrki rezerwy tkankowej organizmow
dorostych w przeciwienstwie do populacji pochodzenia zarodkowego wykazuja nizsza
czestotliwos¢ proliferacji, czyniac je potencjalnie mniej atrakcyjnym zrodlem w
przyszlych probach klinicznych [8].

W badaniach klinicznych wykorzystano do tej pory ludzkie komoérki glejowe,
komorki wechowe, komorki Schwanna, komorki krwi pepowinowej oraz mezenchy-
malne komorki zrgbu pochodzace ze szpiku kostnego — MSC (ang. Mesenchymal
Stromal Cells) [37]. Wszystkie wymienione badania nalezaly do préb nierando-
mizowanych. Na przyktad, podanie komoérek szpikowych (wraz z podaniem
GM-SCF, tj. czynnika stymulujacego formowanie kolonii granulocytow oraz makro-
fagow) wykazato poprawe u wszystkich pacjentow do 14. dnia po urazie rdzenia
kregowego, a w 8 tygodni po urazie tylko u okoto 30% osobnikow wedlug skali
AIS (ang. American Spinal Injury Association Impairment Scale). Nie wykazano
poprawy w przypadku urazu chronicznego powyzej 8. tygodnia od uszkodzenia
rdzenia kregowego [55]. Subpopulacja komoérek szpikowych, do jakiej niewatpliwie
naleza mezenchymalne komorki zrgbu, umozliwia w warunkach in vitro uzyskanie
komoérek o morfologii charakterystycznej dla neuronéw zaréwno w przypadku
komorek ludzkich, jak i szczurzych. Jednakze po podaniu do krwiobiegu komorek
szpikowych wykazujacych ekspresje¢ bialka GFP stwierdzono brak ich réznicowania
w kierunku komorek nerwowych, glejowych czy endotelialnych [37]. Podanie
komoérek MSC (pochodzacych z transgenicznych myszy charakteryzujacych si¢
ekspresja biatka GFP) w obregb uszkodzonego rdzenia kregowego u szczura umozli-
wilo w warunkach in vivo obserwacje migracji komoérek do 4. tygodnia po transplan-
tacji, wykazujac jednoczesnie, iz czg$¢ z podanych komorek miata markery komoérek
neuronalnych oraz astrocytow [54].

2. Przyzyciowe obrazowanie komorek macierzystych

Podobnie jak w przypadku terapii komorkowej dotyczacej serca, w neurore-
generacji stosowana jest powszechnie technika MRI wykorzystujaca znakowanie
komorek nanoczasteczkami tlenkow zelaza. Systemowe dozylne podawanie znako-
wanych komorek lub bezposrednie ich podanie do tkanki mézgu umozliwia sledzenie
ich migracji do miejsca wykazujacego zmiany patologiczne, retencje nawet nieznacz-
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nej liczby komorek oraz ich roznicowanie (glownie w kierunku neuronéw, w modelu
szczurzym) [47]. Wykazano poprawe nie tylko w przypadku ,,$wiezych” uszkodzen
rdzenia, ale takze w przypadku zmian odleglych. Bezposrednie podanie komorek
MSC do rdzenia kregowego po 3 miesiacach od wystapienia urazu umozliwito
obserwacje efektu terapeutycznego juz w 4 tygodnie po implantacji, ktdry utrzymywat
si¢ takze po roku od wykonanego zabiegu [56].

W przypadku ludzkich komérek MSC (podanie dozylne) zaobserwowano raczej
réznicowanie si¢ w kierunku oligodendrocytow, ale nie komorek neuronowych [37].
Stwierdzany efekt terapeutyczny moze by¢ przypisany wydzielanym przez komorki
MSC czynnikom neutroficznym i/lub cytokinom, co thumaczyloby znaczaca poprawe
kliniczna przy jednoczesnym, niskim stopniu retencji przeszczepianych komorek
(11-tygodniowy okres obserwacji) [24].

Technika MRI pozwala takze na oceng skutecznosci stosowania komorek MSC, ESC
oraz szpikowych komérek CD34" znakowanymi czasteczkami magnetycznymi w
regeneracji uszkodzonej kory moézgowej oraz rdzenia kregowego (model szczurzy).
Niezaleznie od drogi podania komorek, po tygodniu obserwowano ich migracje w obrebie
uszkodzenia, a silny sygnal odczytywany byl takze w 30 dni po transplantacji [46].
Ponadto ta sama grupa badaczy dokonala poréwnania znakowania komoérek MSC
nanoczasteczkami tlenku zelaza oraz zwigzanymi z polikationami superparamagnetycz-
nymi nanoczasteczkami tlenku zelaza (PC-SPIO), wskazujac na te drugie jako bardziej
efektywne w znakowaniu komoérek i niewplywajace na ich zywotnos¢ [45].

Komorki macierzyste znalazty takze zastosowanie w leczeniu choroby Parkinsona
polegajacej na wystgpowaniu zmian zwyrodnieniowych w obrgbie populacji neuronow
produkujacych dopamine. Brak wspomnianego przekaznika prowadzi do zaburzen funkcji
motorycznej objawiajacej si¢ charakterystycznym drzeniem spoczynkowym oraz
trudnosciami w poruszaniu si¢ pacjentéw. Neurony uzyskane w modelu mysim z
zarodkowych komorek macierzystych z zaindukowana choroba Parkinsona, przez
uszkodzenie prazkowia wskutek uzycia 6-hydroksydopaminy (toksyczny zwiazek dla
neurondw dopaminergicznych), wykazywaly retencj¢ po 32 tygodniach od podania.
Funkcjonalno$¢ podanych neuronéw potwierdzona zostala przy wykorzystaniu techniki
PET, ktorej zastosowanie pozwolito okresli¢ aktywnos¢ presynaptyczng transporterow
dopaminergicznych w obszarze przeszczepu oraz aktywno$¢ receptordw postsynap-
tycznych w obrebie ciata prazkowanego [39]. Podobne badania (model szczurzy)
wykazaly obecnos¢ podanych komoérek w rok po implantacji. Poza poprawa funkcji
neurondw dopaminergicznych w obrgbie uszkodzonej tkanki, na uwage zastuguje brak
rozwijania si¢ zmian potworniakowych, co jest zjawiskiem czgstym i niebezpiecznym w
przypadku stosowania terapii z zastosowaniem zarodkowych komoérek macierzystych [16].

W leczeniu choroby Parkinsona wykorzystano takze komorki galarety Whartona
pochodzace z macierzy ludzkiego sznura pepowinowego — hUCMSC (ang. Human
Umbilical Cord Matrix Stem Cells). Wyniki uzyskane w modelu szczurzym wyka-
zaly znaczaca produkcje neutroficznego czynnika — GDNF (ang. Glial Cell Line-
Derived Neutrophic Factor) dla neuronow dopaminergicznych oraz poprawe stanu
leczonych zwierzat [52]. Komorki te, ze wzgledu na stosunkowa tatwos¢ izolacji,
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negatywny fenotyp dla markerow CD34 i CD45, znaczacy potencjal proliferacyjny
oraz mozliwos¢ klonowania i modyfikacji genetycznych, znajduja si¢ w obszarze
zainteresowania wielu grup zajmujacych si¢ chorobami neurodegeneracyjnymi [6].

W ciagu ostatnich kilku lat przeprowadzono badania przedkliniczne dotyczace
wplywu implantowanych prekursorowych komorek neuronalnych zréznicowanych z
zarodkowych mysich komorek macierzystych na regeneracj¢ uszkodzonego jadra
podstawnego Meynerta, stanowiacego czg$¢ uktadu cholinergicznego moézgowia,
ktérego uszkodzenie jest charakterystyczne dla choroby Alzheimera. Po podaniu
komorek macierzystych stwierdzono poprawe pamigci dzieki obecnym w duzej liczbie
neuronom cholinergicznym zasiedlajacym uszkodzong tkanke [51]. Interesujace badania
przeprowadzone zostaly réwniez w probach przedklinicznych terapii stwardnienia
rozsianego, tj. choroby o podlozu autoimmunologicznym, polegajacej na niszczeniu
komorek tkanki nerwowej gospodarza przez jego wlasny system odpornosciowy.
Podanie prekursorowych komdrek nerwowych uzyskanych z zarodkowych komorek
macierzystych spowodowato efekt immunosupresyjny wobec uktadu odpornosciowego,
dziatajac jednoczesnie neuroprotekcyjnie na komoérki gospodarza [2].

Podobnie jak w przypadku regeneracji migsnia sercowego, technika MRI wykorzy-
stujgca komorki znakowane tlenkami zelaza, jest technikq malo specyficzna, wyma-
gajacg potwierdzenia metodami histopatologicznymi i wydaje si¢ by¢ mato przydatna
w analizie fizjologii czy procesach rozwojowych danego narzadu. Dlatego tez na
potrzeby neuroregeneracji wprowadza si¢ systemy oparte na bioluminescencji. Poczat-
kowo, wykorzystujac obrazowanie za pomoca bioluminescencji, przy zastosowaniu
podwdjnego biatka fuzyjnego lucyferazy wraz z biatkiem GFP, obserwowano
przezywalno$¢ komorek, analizowano ich immunogenno$¢, migracj¢ oraz zagrozenie
procesem nowotworzenia podanych zarodkowych komérek macierzystych [44].
Badania te pozwolily wykazaé, iz zarodkowe komorki macierzyste demonstrowaty
ograniczong przezywalnos¢ w przypadku ich implantowania do organizmdéw
immunokompetentnych (implantacja allogeniczna). Ponowne podanie komérek do tego
samego organizmu powodowalo intensywng apoptozg sugerujac rozwoj specyficznej
odpowiedzi immunologicznej wobec macierzystych komérek dawcy. Ponadto obserwo-
wano wzmozenie odpowiedzi immunologicznej zaréwno typu humoralnego, jak i
komérkowego oraz udzial limfocytow CD4" T jako waznych mediatorow w reakcji
odrzucania przeszczepu [44].

Zainicjowane modyfikacje genetyczne uzyskiwanych z zarodkowych komorek
macierzystych komodrek nerwowych majacych ekspresje biatka fuzyjnego zawiera-
jacego lucyferaze oraz biatko GFP. Podanie takich komoérek do uszkodzonej tkanki
moézgowej (udar mozgu) oraz ich obserwacja przez kolejne 2 miesiace (przy wyko-
rzystaniu technik MRI oraz bioluminescencji) pozwolily stwierdzi¢, iz rdznicuja si¢
one w kierunku neurondéw (oligodendrocytow) podlegajacych procesowi mielinizacji
w miejscu udaru oraz w kierunku astrocytéw. Zastosowanie znakowania komorek
przy uzyciu nanoczasteczek tlenku zelaza umozliwito obrazowanie z wysoka czuloscia
zarowno procesu zasiedlania przeszczepionych komorek, jak i zmian anatomicznych
w obrebie objetej udarem tkanki mozgowej. Zastosowanie systemu reporterowego
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opartego na stabilnie transfekowanych komodrkach genem dla lucyferazy daje
pewnos¢ co do specyficznosci uzyskanego obrazu, ciaglosci emisji oraz natezenia
sygnatu, bez zagrozenia rozcienczenia intensywnos$ci sygnatu jako konsekwencji
naturalnych podziatéw komorkowych [9].

Podsumowujac do tej pory wykonane badania wykorzystujace rézne typy
komorek macierzystych (ESC, hNSC, MSC) mozna potwierdzi¢ pewng skutecznosé
prob terapii komdérkowej w aspekcie neuroregeneracji. Jednakze mechanizm obser-
wowanej poprawy jest nadal niewyjasniony, a fakt, iz zachodzi ona przy zastosowaniu
bardzo réznych typdéw komodrek, moze wskazywac na ich parakrynny charakter [41].

III. UKELAD TRAWIENNO-WYDZIELNICZY TRZUSTKI

Terapia z wykorzystaniem komoérek macierzystych zyskuje duze zainteresowanie
w leczeniu cukrzycy. Uszkodzenie produkujacych insuling komodrek S wysp
Langerhansa, znajdujacych si¢ w cze$ci wewnatrzwydzielniczej trzustki, moze
nastapi¢ w wyniku reakcji autoimmunologicznych (cukrzyca typu I), zaburzen w
wydzielaniu insuliny przez komoérki 8 oraz dziataniu samego hormonu (cukrzyca typu
I1). Najwigksze nadzieje w terapii komorkowej upatruje si¢ w wykorzystaniu
zarodkowych komdrek macierzystych, jakkolwiek doswiadczenia w warunkach in
vitro nie wykazaly do tej pory mozliwosci uzyskania w pelni funkcjonalnej populacji
komérek B wydzielajacych insuling w postaci fizjologicznej odpowiedzi na glukoze
[19]. Komorki produkuja hormon, lecz w znacznie nizszym zakresie niz w warunkach
naturalnych. Obserwowany jest tez brak wzrostu produkcji insuliny w odpowiedzi
na zwigkszajace sie stezenie glukozy, jak ma to miejsce w przypadku prawidlowo
funkcjonujacej trzustki. Poznanie mechanizméw prowadzacych do powstawania
trzustki w trakcie embrio-organogenezy pozwolily opracowac¢ protokoét pozwalajacy
w warunkach in vitro na otrzymanie komérek odpowiadajacych komorkom g [10,
29]. Pierwszym etapem bylo uzyskanie komoérek nalezacych do endodermalnego listka
zarodkowego w wyniku stymulacji zarodkowych komdrek macierzystych aktywing
A oraz czynnikiem Wnt3a. Stymulacja przy pomocy FGF-10 oraz CYC
(KAAD-cyklopamina) umozliwila rozwdj prajelita. W etapie trzecim komorki poddane
zostaly ekspozycji na kwas retinowy, co przyczynito si¢ do rozwoju tylnej czesci
prajelita, a w konsekwencji rozwoju endodermy trzustkowej oraz prekursorowych
komérek endokrynnych. Po okoto 15 dniach komoérki endokrynne produkowaty
hormony: insuling, glukagon, somatostatyng, polipeptyd trzustkowy oraz gherling.
Funkcjonalnos¢ uzyskanych komoérek zostala potwierdzona przez implantacje komorek
macierzystych do trzustki uszkodzonej przez streptozoocyng. Stwierdzono, ze stymu-
lacja glukoza powoduje produkcje ludzkiego peptydu C potwierdzajac funkcjonalnosé
produkowanego biatka [29]. Uzyskane komorki odpowiadaly raczej charakterystyce
niedojrzatych komorek trzustki, poniewaz wydzielaty stosunkowo niewielkie ilosci
insuliny, charakteryzujac si¢ niskim stopniem odpowiedzi na stymulacje¢ glukoza i
produkujac jednoczesnie (niespecyficznie) rézne rodzaje hormondw [19]. Nie udato
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si¢ do tej pory uzyska¢ w petli funkcjonalnych odpowiednikow dojrzatych
komoérek B, by¢ moze ze wzgledu na brak w warunkach in vitro interakcji pomiedzy
komorkami mezenchymalnymi oraz epitelialnymi, jakie wystepuja podczas organo-
genezy trzustki in vivo. By¢ moze niezbedne okaza si¢ sygnaly pochodzenia ekto-
dermalnego lub mezodermalnego, ktérych opisana powyzej metoda jest pozbawiona.
Monitorowanie zasiedlania komorek (po implantacji) oraz produkcji insuliny moze
zosta¢ przeprowadzone przy wykorzystaniu nowoczesnych metod polegajacych na
uzyskaniu komorek produkujacych insuling, w ktdrej peptyd C zawiera sekwencje
bialka zielonej fluorescencji [4].

Podobne badania wykorzystujace mysie zarodkowe komodrki macierzyste, u
ktérych wystepowata ekspresja biatka GFP (pod kontrolg promotora genu insuliny),
umozliwily wizualizacje komérek f po ich transplantacji. Komérki te wprowadzone
do torebki nerkowej formowaly zmiany nowotworowe typu potworniaka. Tkanka
nowotworowa zawierata komorki charakteryzujace si¢ ekspresja biatka GFP, wyste-
pujace w skupiskach o strukturze sznurdw, przypominajacych budows trzustke w
rozwoju embrionalnym. Rozwijajaca si¢ tkanka zawierala ponadto komorki «
produkujace glukagon oraz komérki gruczotowe produkujace amylaze [33].

Przeprowadzono takze doswiadczenia z uzyskaniem komorek trzustkowych przy
wykorzystaniu techniki klonowania terapeutycznego, polegajacej na wprowadzeniu
jadra somatycznej komorki do zarodkowej mysiej komorki macierzystej pozbawionej
jadra. Zmodyfikowane komorki poddawano chemicznemu réznicowaniu, analogicz-
nemu jak w przypadku réznicowania z komorek ESC. Transplantacja prekursowych
komoérek macierzystych do torebki nerkowej skutkowala znacznym obnizeniem
poziomu glukozy we krwi w grupie myszy badanych w poréwnaniu z grupa kon-
trolna. Usunigcie wszczepu komérkowego powodowalo wzrost stezenia glukozy we
krwi do wartosci obserwowanej przed podaniem [27]. Nie tylko zarodkowe komorki
macierzyste moga by¢ wykorzystywane jako potencjalne zrédto uzyskiwania komoérek
P trzustki. Najnowsze badania donosza na przyklad o komérkach pozyskiwanych z
tkanki tluszczowej powieki. Stymulacja chemiczna tych komorek (amid kwasu
nikotynowego, aktywina, i/lub peptyd glukagonopodobny-1 — GLP-1, ang. Glucagon-
like Peptide-1) doprowadzita do wyosobnienia populacji produkujacych insuling.
Implantacja tych komdrek do torebki nerkowej u myszy z uszkodzona trzustka przez
podanie streptozoocyny, spowodowata normalizacje hyperglikemii u okoto 50% myszy.
Usunigcie wszezepu komoérkowego wywotalo, podobnie jak we wczesniejszych
badaniach, wzrost stezenia poziomu glukozy we krwi [32]. Indukcja pluripoten-
cjalnych ludzkich fibroblastow skory (tzw. iPS) umozliwila uzyskanie populacji
komorek, ktére pod wpltywem stymulacji chemicznej zostaly przeksztalcone w komorki
produkujace insuling. Produkcja insuliny byta ponadto zalezna od stymulacji glukoza.
Pluripotencja uzyskanych komorek iPS byla potwierdzona przez uformowanie u
myszy zmian nowotworowych po transplantacji pochodzacych ze wszystkich trzech
listkow zarodkowych [49].

Obrazowanie przyzyciowe komorek [ trzustki moze by¢ realizowane za pomoca
takich systemow, jak PET. Biomarker komorek S trzustki, jakim jest transporter
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amin katecholowych umiejscowiony w blonie pecherzykow cytoplazmatycznych —
VMAT?2 (ang. Vesicular Monoamine Transporter type 2), w polaczeniu z
radioaktywnie wyznakowanym ligandem [(11)C] DTBZ (dihydrotetrabenazyna)
umozliwia wizualizacj¢ komorek S trzustki przy wykorzystaniu pozytronowej
tomografii emisyjnej [14]. Przydatnos¢ tej metody zostala potwierdzona w modelu
szczurzym [43], lecz badania na przedstawicielach naczelnych nie wykazaly
akumulacji znacznika w obrebie trzustki [36]. Wizualizacja komoérek [ moze zostaé
takze przeprowadzona przez podanie wyznakowanego radioizotopem monoklo-
nalnego przeciwciala skierowanego przeciw tym komorkom oraz obserwacje przy
uzyciu technik nuklearnych umiejscowienia wyznakowanych komorek. Metoda ta
zostala zweryfikowana przez pordéwnanie intensywnosci sygnatu u szczurow z
uszkodzonymi komoérkami trzustki w wyniku podania streptozoocyny z intensywnoscia
sygnatu u zwierzat zdrowych [34].

Szeroko wykorzystywany jest takze rezonans magnetyczny. Wzmocnienie sygnatu
mozna tu uzyska¢ przy wykorzystaniu zjawiska akumulacji jonéw manganu (Mn?")
w komorkach f trzustki, co jest zjawiskiem proporcjonalnym w stosunku do stgzenia
glukozy. Metoda ta pozwolita okresli¢ liczbe komorek B w hodowli komorkowej in
vitro oraz w przypadku izolowanych wysp trzustkowych [18].

Z kolei stabilna transfekcja komorek nalezacych do linii komérkowej B trzustki
konstrukcja genowa oparta na wirusie opryszezki typu I, kinazie tymidynowej oraz biatku
GFP umozliwita wizualizacj¢ implantu do torebki nerkowej za pomoca techniki
SPECT/CT (ang. Single Photon Emission Computed Tomography) (potaczenie tomografii
emisyjnej pojedynczego fotonu wraz z klasyczng tomografia komputerowa) [48].

PODSUMOWANIE

Poprawa funkcjonalnosci narzadu/tkanki z wykorzystywanymi komodrkami
macierzystymi musi znaczaco przewyzszaé potencjalne skutki uboczne (zmiany
nowotworowe, nietolerancja immunologiczna w przypadku przeszczepdw allogenicznych).
Dlatego tez testy funkcjonalne stosowane zwlaszcza na etapie badan przedklinicznych
sq niezwykle istotne. Terapia narzadowa komdrkami macierzystymi na etapie prowa-
dzonych badan klinicznych wymaga zastosowania stabo inwazyjnych metod, precyzyjnie
dostarczajacych czynnik terapeutyczny w miejsce docelowe jednoczesnie z maksymalnie
wysokim poczuciem stanu bezpieczenstwa u pacjenta i obejmowaniem jak najszerzej
dostepnych parametréw monitorujacych funkcje regenerowanego narzadu.
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