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STRESZCZENIE

Zarówno badania eksperymentalne, jak i pierwsze próby kliniczne przeprowadzone w ostatnich lalach wykazują, że suplemen- 
lacja prążkowia komórkami produkującymi dopaminę może stać się skuteczną terapią w chorobie Parkinsona. Do użycia w tym 
celu neuralnych komórek progenitorowych hodowanych in vitro i ukierunkowanych dopaminergicznie poprzez zastosowanie 
specyficznych czynników instruktywnych lub też manipulacji genetycznych skłaniają głównie względy praktyczne. W ten sposób 
można pozbyć się problemu ograniczonej dostępności ludzkich tkanek koniecznych do przeszczepu, zwiększyć możliwość kon
troli epidemiologicznej i genetycznej materiału oraz standaryzacji użytych procedur. W przypadku coraz realniejszej perspekty
wy użycia dojrzałych, tkankowo specyficznych komórek macierzystych pochodzących z takich źródeł, jak szpik kostny czy krew 
pępowinowa (ale również, ze skóry, nabłonka węchowego itd.), można uzyskać przeszczepy autologiczne z jednoczesnym ominię
ciem trudnych problemów etyczno-prawnych wiążących się ze stosowaniem embrionalnych komórek macierzystych. Zastosowa
nie do przeszczepów własnych komórek gospodarza (lub też właściwy ich dobór immunologiczny z szerokiego asortymentu linii 
hodowlanych) stwarzałby optymalne warunki prawidłowego przyjęcia transplanta, jego pełnej Integracji z tkanką i odtworzenia 
prawidłowych połączeń neuronalnych w obrębie uszkodzonego prążkowia. Na poparcie tej tezy przedstawiono wyniki najnow
szych badań doświadczalnych w zwierzęcych modelach choroby Parkinsona, wskazujące na możliwość funkcjonalnej rekon
strukcji uszkodzonych obwodów korowo-podkorowych po domózgowym przeszczepie komórek macierzystych. Zwrócono też. 
uwagę na istotne problemy, które muszą zostać rozwiązane przed zastosowaniem tych metod w praktyce klinicznej.

ABSTRACT

Both experimental studies and preliminary results of clinical trials performed during the last few years showed that supplementation 
of striatum by cells producing dopamine may be effective in the treatment of Parkinson's disease. The use of neural progenitor cells 
cultured in vitro and directed dopaminergically by exposition Io specific instructive factors or by genetic manipulation, results mainly 
from practical premises. This may allow to overcome the problem of limited availability of human tissue required for transplanta
tion, to enhance epidemiologic and genetic control of biologic material and to standardize the whole procedure. The perspective of 
using mature, tissue-specific stem cells from such sources as bone marrow or placental blood (also from skin, olfactory epithelium, 
etc. ) is becoming very real, thus supplying autologous grafts and overcoming difficult ethical and legal problems associated with the 
use of embryonal stem cells. The use of own host cells for transplantation (or their correct selection from a wide range of available 
cultured cell lines) would provide optimal conditions for good transplant “lake ", it's full integration with host tissues and restoration 
of normal neural connections in the damaged striatum. This thesis is supported by recently published results of experimental 
studies on animal models of Parkinson’s disease, indicating the. possibility of functional reconstruction of damaged corticobasal 
circuits after intracerebral transplantation of stem cells. Highlighted are significant problems, which must be solved, before this 
method will be introduced into clinical practice.

1 WPROWADZENIE

Początki neurolransplantologii jako dziedziny badań naukowych sięgają końca XIX wieku"1. WI połowie ubiegłego 
wieku poznano neuropalologicznc podłoże choroby Parkinsona (ChP), w której dochodzi do obumierania stosunkowo 
wąskiej grupy komórek nerwowych zlokalizowanych w istocie czarnej12'. Następnie dokładnie scharakteryzowano te ko
mórki pod względem funkcjonalnym oraz opisano projekcje ich neurytów do prążkowia131. Wkrótce potem rozpoczęto ba
dania nad skutkami selektywnego uszkodzenia istoty czarnej i prążkowia u zwierz,ąl. Efektem tych badań było opracowa
nie stosowanego do dzisiaj eksperymentalnego modelu ChP, który pozwala na ilościową ocenę behawioralną stopnia 
uszkodzenia układu nigrostriatalnego oraz jego ewentualnej naprawy"". W modelu tym wykorzystuje się dwa związki: am
fetaminę powodującą wyrzut dopaminy z zakończeń aksonalnych i apomorfinę, która jest agonislą receptorów dopami- 
nergicznych. Efektem jednostronnego uszkodzenia istoty czarnej u szczurów jest tożslronnc odnerwienie dopaminergic/- 
ne prążkowia. W tej sytuacji podanie amfetaminy powoduje przewagę napędu ruchowego w połowie ciała z zachowanym 
szlakiem mgroslnatalnym, co przejawia się rotacją zwierząt w kierunku le/ji. Natomiast w wyniku podania apomorfiny 
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następuje rotacja w stronę przeciwną spowodowana wzrostem napędu w tożstronnej do lezji połowie ciała, w której do
szło do wzrostu gęstości receptorów dopaminergicznych w odnerwionym prążkowiu. Zmiany behawioralne dobrze kore
lują z neuropatologicznym obrazem uszkodzenia układu nigrostriatalnego. Stopniowe wyczerpywanie się skuteczności 
farmakologicznej terapii w miarę postępu choroby Parkinsona, której istotą jest obumieranie komórek dopaminergicz
nych układu nigrostriatalnego, przy dobrze scharakteryzowanym modelu tej choroby zainspirowało badaczy do podjęcia 
prób zastosowania przeszczepów tkanki mózgowej w celu leczenia ChP.

W 1979 roku ukazały się dwa doniesienia wskazujące na zmniejszenie deficytu funkcjonalnego w eksperymentalnym 
modelu ChP po przeszczepieniu płodowej istoty czarnej do prązkowia'51 lub do komory bocznej1". Trudności z pozyska
niem ludzkiej tkanki płodowej skłoniły badaczy do poszukiwań innego, łatwiej dostępnego źródła komórek dopaminer
gicznych, np. pochodzących z rdzenia nadnerczy. Poza nielicznymi wyjątkami'” nie osiągnięto jednak zadowalających re
zultatów, stosując tę metodę“1’1“"’. Równolegle prowadzone badania na zwierzęcych modelach ChP potwierdziły słabą 
skuteczność przeszczepu tkanki rdzenia nadnerczy w porównaniu z płodową istotą czarną w niwelowaniu objawów 
uszkodzenia układu nigrostriatalnego"2131415’. Z kolei pozytywne rezultaty przeszczepu płodowej tkanki mózgowej uzyska
ne w badaniach na zwierzętach znalazły potwierdzenie w klinice"6’7181’“-'’. Należy jednak podkreślić duże różnice doty
czące indywidualnej odpowiedzi chorych na domózgowy przeszczep tkanki płodowej: podczas gdy u niektórych pacjen
tów uzyskiwano poprawę kliniczną umożliwiającą odstawienie leków przeciwparkinsonowskich i powrót do aktywności 
zawodowej, u innych notowano jedynie nieznaczne efekty pozytywne. U niektórych chorych wystąpiły ponadto działania 
niepożądane, takie jak halucynacje i dyskinezy.

Na podstawie tych obserwacji wydaje się, że transplantacja płodowej istoty czarnej może być częściowo skuteczna 
w leczeniu ChP'221. Wszczepiona tkanka w części przypadków wykazuje funkcjonalną integrację z prążkowiem biorcy, wzbo
gaca je w dopaminę oraz powoduje kliniczną poprawę u leczonych pacjentów.

Stosunkowo najlepsze rezultaty przeszczepów istoty czarnej w jawnych próbach klinicznych odnotowano w ośrod
kach szwedzkich12’-24 gdzie stosowano duże ilości tkanki (pochodzącej nawet od 7 płodów na jedno prążkowie) oraz mi
nimalizowano czas pomiędzy pobraniem tkanki a jej wszczepieniem. Postępowanie takie wymagało jednak łatwego do
stępu do płodowych tkanek ludzkich oraz zorganizowania wysokospecjalistycznych, współpracujących ze sobą zespołów 
naukowo-klinicznych.

Z kolei badanie metodą podwójnie ślepej próby przeprowadzone przez ośrodki z Denver i Nowego Jorku1261 w celu 
oceny skuteczności neurotransplantacji płodowej istoty czarnej w leczeniu ChP nie dało tak zadowalających wyników jak 
jawne próby kliniczne. Różnice wyników mogły być spowodowane dłuższym okresem przechowywania tkanki (nawet do 
kilku tygodni) przed wszczepem oraz znacznym ograniczeniem jej ilości.

Neurotransplantacje płodowej istoty czarnej były wykonywane także w Polsce - na początku lat 90. w Klinice Neu
rochirurgii CMKP Wojewódzkiego Szpitala Zespolonego'2”. Osiągnięto wstępnie pewne pozytywne rezultaty, jednak 
wprowadzenie ustawy antyaborcyjnej zahamowało dalszy rozwój klinicznego zastosowania tej metody (prof. Dymecki, 
informacja ustna).

Wydaje się oczywiste, że aby neurotransplantacje znalazły pełne zastosowanie kliniczne w leczeniu ChP na szeroką 
skalę, potrzebne jest inne, łatwo dostępne i wystandaryzowane źródło komórek lub tkanek, które zastąpiłoby płodową isto
tę czarną. Przełomem przybliżającym taką perspektywę stało się odkrycie przez Thomsona w 1998 roku możliwości teore
tycznie nielimitowanej ilościowo hodowli ludzkich komórek macierzystych, które m.in. mogą różnicować się do neuronów'2”.

Neurotransplantacja komórkowa, stosowana do tej pory głównie w eksperymentalnym leczeniu ChP. stawia sobie dwa 
cele o zróżnicowanym stopniu trudności. Pierwszym (i praktycznie łatwiejszym do osiągnięcia) jest trwałe uzupełnienie przez 
przeszczepione komórki niedoboru dopaminy, drugim (i na razie ciągle nieosiągniętym) byłaby funkcjonalna integracja prze
szczepu z tkanką chorego, a tym samym odbudowa prawidłowych szlaków korowo-podkorowych w mózgu biorcy. Dodat
kowym wykorzystaniem terapii komórkowej w ChP są próby użycia jej do suplementacji chorej tkanki przez niezbędne czyn
niki troficzne i neuroprolekcyjne, które mogłyby zapobiegać postępującej neurodegeneracji będącej istotą tej choroby.

2 TERAPIA KOMÓRKOWA NASTAWIONA NA UZUPEŁNIENIE NIEDOBORU DOPAMINY

2.1 NIENEURONALNE KOMÓRKI PRODUKUJĄCE DOPAMINĘ

Pierwsze prace nad zastąpieniem przeszczepów tkanki płodowej przez terapię komórkową w leczeniu ChP dotyczyły 
modyfikacji genetycznych nieneuronalnych linii komórkowych w kierunku produkcji dopaminy. Wykazano, ze tak zmodyfi
kowane fibroblasty produkują znaczące ilości dopaminy in vitro i in vivom>. Ich przeszczep zmniejszał objawy funkcjonalne
go uszkodzenia prązkowia określane ilością obrotów u szczurów z uszkodzonym układem nigrostriatalnym w próbie z apo- 
morfiną. Zaobserwowano, że komórki te miały jednak tendencję do tworzenia guzów nowotworowych, wobec czego efekt 
przeszczepu oceniano jedynie w czasie ograniczonym do 2 tygodni po operacji. Badania neuropatologiczne wykazały do
skonale przeżycie przeszczepionych komórek z obfitą ekspresją hydroksylazy tyrozyny (TH).
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W innych badaniach niedojrzale astrocyty poddawano modyfikacji genetycznej w kierunku nadekspresji TH. Po ich 
przeszczepieniu uzyskano dobre przeżycie transplantu. I jakkolwiek analiza immunohistochemiczna ujawniła, że tylko 
niewielki procent wszczepionych astrocytów wykazywał długoterminową ekspresję transgenu, to jednak osiągnięto zna
czące, aczkolwiek niecałkowite, ustąpienie rotacji po stymulacji apomorfiną0(".

Schwarz i wsp. wykorzystali zmodyfikowane komórki pochodzenia szpikowego do produkcji dopaminy. Przy pomo
cy wektorów retrowirusowych wprowadzono do komórek geny dla TH oraz GTP-zależnej cyklohydrolazy I, produkują
cej tetrahydrobiopterynę (kofaktor współpracujący z TH). Transfekcji poddano zarówno szczurze, jak i ludzkie komórki 
pochodzenia szpikowego. Zmodyfikowane komórki allogeniczne zostały wszczepione do prążkowia szczurów z ekspery
mentalnym modelem choroby Parkinsona. Podstawą oceny funkcjonalnej przeszczepu były uzyskany poziom produkcji 
katecholamin w prążkowiu oraz klasyczna analiza behawioralna. Szczury poddane próbie z apomorfiną wykazały zna
czące zmniejszenie się rotacji, a w dializatach prążkowia obserwowano zwiększone stężenie lewodopy i jej metabolitów. 
Jednak ekspresja produktów obu transgenów w zmodyfikowanych komórkach nie wykazała długotrwałej stabilności1311.

Innym postępowaniem, które miało zwiększyć przeżycie (i jednocześnie zapobiec inwazji) komórek produkujących 
dopaminę w prążkowiu biorcy, było zamknięcie ich in vitro w kapsułach polimerowych. Po wszczepieniu kapsuł do uszko
dzonego prążkowia małp uzyskano zmniejszenie objawów wywołanego eksperymentalnie parkinsonizmu. Badanie przy 
pomocy pozytronowej tomografii emisyjnej (PET) ujawniło wzmożony wychwyt (l8F)-Dopy w prążkowiu, co przemawia
ło za funkcjonalnym wykorzystaniem przez wszczepione komórki endogennych szlaków metabolicznych produkujących 
dopaminę. Badania pośmiertne nie ujawniły w mózgu gospodarza wzrostu gęstości zakończeń dopaminergicznych, wy
kluczając tym samym niespecyficzny wpływ troficzny przeszczepu na system nigrostriatalny gospodarza'32’.

Osiągnięcie częściowo pozytywnych rezultatów wszczepów komórek nieneuronalnych, ale zdolnych do produkcji 
DOPA lub dopaminy wskazuje, że wydzielanie toniczne tego neuroprzekaźmka stanowi istotny mechanizm odpowiedzial
ny za działanie transplantu. Jednak przy tym postępowaniu nie osiągnięto całkowitego zniesienia deficytu funkcjonalnego. 
Wydaje się więc, ze odtworzenie prawidłowych połączeń neuronalnych jest niezbędne do pełnego cofnięcia się objawów 
ChP. Dlatego też zapewne zanim komórki nieneuronalne zmodyfikowane w kierunku produkcji dopaminy osiągnęły po
ziom badań klinicznych w leczeniu ChP, zostały one wyparte w laboratoriach przez prekursory neuralne i komórki macie
rzyste. Neurony dopamincrgiczne powstające in situ z tych komórek prekursorowych mają niewątpliwie większe możliwo
ści odtworzenia połączeń synaptycznych i integracji funkcjonalnej z mózgiem biorcy.

2.2 KOMÓRKI DOPAMINERGICZNE

2.2.1 UKIERUNKOWANE DOPAMINERGICZNIE KOMÓRKI PREKURSOROWE

W badaniach na szczurach wykazano, że kilkudniowe namnażanie in vitro komórek pochodzących z płodowej istoty 
czarnej, a następnie hodowanie ich w obecności wybranych czynników wzrostowych i neuromorfogenów prowadzi do wy
datnego zwiększenia odsetka komórek produkujących dopaminę. Niestety, po transplantacji do mózgu większość z tych 
zróżnicowanych komórek ginie (ponad 90%). Jednak nawet niewielka ilość komórek przeżywających może okazać się wy
starczająca do zmniejszenia objawów behawioralnych w zwierzęcym modelu ChP13”.

W następnych latach ci sami autorzy poszukiwali sposobów dalszej optymalizacji hodowli komórek dopaminergicz
nych z mózgu płodów. Odkryto na przykład, że dodanie do hodowli kwasu askorbinowego oraz warunki hipoksyjne zwięk
szają jej zdolność do generacji komórek dopaminergicznych'34’.

Analogicznym zabiegom poddano ludzką płodową istotę czarną, uzyskując subpopulację komórek neuronalnych, 
z których część nabywała fenotyp dopaminergiczny. Wszczepienie tych komórek do prążkowia szczurów z uszkodzonym 
układem nigrostriatalnym wykazywało pozytywny efekt behawioralny w próbie z amfetaminą'3”.

W badaniach tych wykazano, że komórki prekursorowe ukierunkowane dopaminergicznie in vitro pomimo słabej 
przezywalności zachowują swój fenotyp po transplantacji i są zdolne do produkcji dopaminy in silu. Z kolei komórki ma
cierzyste i linie komórkowe pochodzenia nowotworowego, które zostaną omówione w następnej części tego przeglądu, 
charakteryzują się znacznie większymi zdolnościami do proliferacji, dobrą przeżywalnością, jednak istnieją ciągle duże 
trudności w kontroli ich rozrostu i różnicowania w tkance.

2.2.2 KOMÓRKI MACIERZYSTE

2.2.2.1 Pochodzące z obszarów neurogennych mózgu

Neuralne komórki prekursorowe pochodzące ze śródmózgowia szczurzych płodów można poddać ekspansji klo- 
nalnej in vitro. Wyselekcjonowane linie komórkowe hodowane w obecności czynników różnicujących (ILI, ILU, LIF, 
GDNF) wykazują się zdolnością do produkcji dopaminy. Najbardziej wydajna linia komórkowa dawała do 98% komórek 
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dopaminergicznych. Podanie ukierunkowanych dopaminergicznie komórek szczurom z eksperymentalnym modelem 
choroby Parkinsona spowodowało zmniejszenie typowych dla ChP objawów behawioralnych w stopniu porównywalnym 
z transplantacją świeżej płodowej istoty czarnej. Badania te wykazały, że zastosowanie komórek dopaminergicznych uzy
skanych z hodowlanej linii prekursorowej może być równie skuteczne w terapii choroby Parkinsona jak stosowanie prze
szczepów świeżej tkanki płodowej00’.

Różnicowanie neuralnych komórek prckursorowych w pożądanym kierunku można również wymusić drogą mani
pulacji genetycznych in vitro. Wywołanie nadekspresji czynnika transkrypcyjnego Nurrl w linii mysich komórek Cl7.2 
z jednoczesną ich ekspozycją na czynniki wydzielane przez astrocyty typu I pochodzące z brzusznego śródmózgowia po
zwoliło otrzymać ok. 80% komórek potomnych o fenotypie identycznym z endogennymi mysimi komórkami dopaminer- 
gicznymi. Ta metoda otrzymywania komórek dopaminergicznych także zapewnia praktycznie stałe źródło materiału. Jed
nakże w ten sposób otrzymane komórki nie wykazały zadowalającej przeżywalności w mózgu po przeszczepie071.

Ostatnie dane wskazują, że omawiana linia mysich neuralnych komórek macierzystych (Cl7.2), nawet niepoddana 
żadnym modyfikacjom genetycznym ani czynnikom różnicującym, po przeszczepie zarówno do uszkodzonego, jak i nie
naruszonego prążkowia spontanicznie nabywa fenotyp neuronalny. W ciągu kilku kolejnych tygodni wszczepione komórki 
migrują, dzielą się, a w końcu zaczynają produkować zestaw enzymów niezbędnych do produkcji dopaminy. U niektórych 
zwierząt odnotowano zmiany zachowania motorycznego08’. Eksperymenty te wykazują, że prążkowie dorosłych osobni
ków zawiera czynniki instruktywne wystarczające, aby zadecydować o dopaminergicznym losie wszczepianych neural
nych komórek macierzystych. Sugeruje to, że wbrew wcześniejszym obserwacjom wskazującym na konieczność wstępne
go ukierunkowania dopaminergicznego wszczepianych komórek prckursorowych. do skutecznego postępowania w ChP 
można stosować również niezróżnicowane linie neuralnych komórek macierzystych hodowanych in vitro.

2.2.2.2 Embrionalne (ESC)

W 1996 roku opracowano oryginalną, 5-stopniową metodę różnicowania mysich ESC w kierunku neuronalnym11”. 
Wzbogacenie tej metody o dodatkowe zastosowanie czynników neurotroficznych występujących w śródmózgowiu (Shh 
i FGF8) oraz wykorzystanie jej do różnicowania komórek z nadekspresją Nurrl (patrz rozdział poprzedni) pozwoliło na 
uzyskanie w 80% komórek fenotypu dopaminergicznego1*’. Takie komórki wszczepione do odnerwionego prążkowia prze
żywały co najmniej kilka miesięcy, nie tracąc zdolności do produkcji dopaminy. Co więcej, dawały liczne wypustki pene
trujące do komórek prążkowia biorcy. Ekspresja kalbindyny i badania elektrofizjologiczne przeprowadzone na żywych 
skrawkach mózgowych pobranych od tych zwierząt wykazały morfologiczne i funkcjonalne podobieństwo wszczepionych 
komórek do neuronów śródmózgowia. Należy podkreślić, że w badaniach tych nie stwierdzono tendencji do rozrostu no
wotworowego wszczepianych komórek. Co jednak najważniejsze, testy behawioralne wykazały znaczącą poprawę w za
chowaniu zarówno spontanicznym, jak i indukowanym przez leki u zwierząt z uszkodzonym układem mgrostriatalnym“"'.

Inną interesującą metodę ukierunkowywania ESC opisali badacze japońscy. Zarówno mysie ESC'12’, jak i ESC na- 
czelnych113’ różnicowano w kierunku dopaminergicznym poprzez ekspozycję na czynniki wydzielane przez komórki po
chodzące ze zrębu szpiku (linia PA6). Zróżnicowane komórki wszczepione do prążkowia myszy z uszkodzonym układem 
nigrostriatalnym zadowalająco przeżywały, nie wykazywały rozrostu nowotworowego i długotrwale utrzymywały fenotyp 
dopaminergiczny in vivo.

Kolejne badania wykazały, że nieukierunkowane mysie ESC wszczepione w małych ilościach do prążkowia szczurów 
proliferują i spontanicznie różnicują się do dojrzałych neuronów dopaminergicznych. Na zadowalającą integrację prze
szczepu z tkanką biorcy wskazywały przeprowadzone badania obrazowe: pozytronowa tomografia emisyjna (PET) i czyn
nościowy rezonans magnetyczny (fMRI). Również w ocenie behawioralnej wykazano istotne statystycznie zmniejszenie się 
asymetrii motorycznej wynikłej z jednostronnego uszkodzenia układu nigrostriatalnego. Otrzymane wyniki potwierdzają 
zdolność ESC do proliferacji po przeszczepie i do samorzutnego różnicowania się w funkcjonalnie aktywne komórki do- 
paminergiczne in vivo. Zanotowano jednak wyraźną tendencję do niekontrolowanego rozrostu komórek prowadzącego 
do powstawania potworniaków. Tak więc ewentualne zastosowanie ESC do terapii wiąże się z koniecznością likwidacji tego 
zagrożenia nowotworowego'111. Należy zaznaczyć, że dodatkowa modyfikacja tych komórek w kierunku nadekspresji recep
tora jądrowego Nurrl kilkakrotnie zwiększyła procent powstających in vitro komórek dopaminergicznych'15’.

2.2.2.3 Szpikowe (BMSC)

Ostatnio 7. mezenchymalnych komórek szpikowych wyprowadzono pluripotencjalną linię progenitorową wykazują
cą właściwości podobne do ESC1*". Poddanie jej różnicowaniu analogicznemu do wcześniej zastosowanego wobec komó
rek macierzystych pochodzenia mózgowego indukowało je do powstania trzech głównych fenotypów komórek charaktery
stycznych dla mózgu. Poprzez dalszą ekspozycję tych komórek na specyficzne czynniki różnicujące otrzymano populację 
stosunkowo bogatą (ok. 30%) w komórki dopaminergiczne. Dane te predysponują szpikowe komórki macierzyste (BMSC) 

194 http://rcin.org.pl



Perspektywy terapii komórkowej w chorobie Parkinsona

do użycia w doświadczalnych modelach ChP. Ciekawe, że spontaniczną tendencję BMSC do różnicowania neuronalnego 
potwierdzają najświeższe obserwacje fenomenologiczne przeprowadzone u biorców systemowych przeszczepów szpiku 
kostnego wykonywanych ze wskazań hematologicznych. Pośmiertne badania neuropatologiczne części przypadków wyka
zały klonalny rozrost i zróżnicowanie neuronalne komórek dawcy szpiku w mózgu biorcy'41’. Pierwsze pozytywne dane 
o możliwościach wykorzystania BMSC do terapeutycznej repopulacji mózgu uzyskano w ostatnim roku głównie w lecze
niu doświadczalnych udarów mózgu1“-4”. Powtarzające się doniesienia o możliwościach różnicowania się BMSC w kierun
ku neuronalnym in vivo oraz dopaminergicznym in vitro rokują szybkie podjęcie prób ich zastosowania w eksperymental
nym leczeniu ChP

2.2.2.4 Pępowinowe

Jeszcze mniej danych w kontekście terapii ChP istnieje na temat wykorzystania w tym celu neuralnych prekursorów 
otrzymanych z frakcji mononukleamej krwi pępowinowej'5“’”. Doświadczenia ostatniego roku wykazały możliwość utrzy
mania stałej hodowli tych progenitorów, które pod wpływem czynników środowiskowych różnicują się w kierunku neu- 
ronalnym152’. Wykazano in vitro obecność zróżnicowanych komórek z ekspresją markera neuronów dopaminergicznych 
TH wydzielających po stymulacji katecholaminy i wykazujących typową charakterystykę elektrofizjologiczną funkcjonal
nych komórek nerwowych'5”. Pierwsze próby przeszczepów do mózgu noworodków szczurzych potwierdziły przeżycie 
komórek w tkance przez co najmniej miesiąc (dane niepublikowane). Uzyskane wyniki sugerują, że również hodowane 
w stałej linii komórki neuralne pochodzące z krwi pępowinowej mogą stać się użytecznym materiałem dla mózgowych 
przeszczepów terapeutycznych, w tym również w chorobie Parkinsona.

2.2.3 NEURONALNE LINIE KOMÓRKOWE POCHODZENIA GUZOWEGO

Linia komórkowa NT2 została wyprowadzona z ludzkiego potworniaka na początku lat 80. Poddanie jej działaniu 
kwasu retinowego powoduje przejście w postmitotyczne komórki nazwane hNT, o morfologicznych i funkcjonalnych wła
ściwościach neuronów'54’. Zostały one z powodzeniem zastosowane jako materiał transplantacyjny w zwierzęcych modelach 
ischemii mózgu155a ostatnio rozpoczęto pierwszą próbę kliniczną z ich użyciem w leczeniu udarów mózgu15”. Potwierdzo
no też możliwość zróżnicowania dopaminergicznego tych komórek in vitro oraz poddano je wstępnym eksperymentom 
w zwierzęcym modelu ChP Immunohistochemia potwierdziła zasiedlenie przeszczepionych komórek w prążkowiu biorcy, 
nie udało się jednak uzyskać satysfakcjonujących wyników w behawioralnej próbie z amfetaminą'5*’. W analogicznym bada
niu wykazano natomiast pozytywny efekt behawioralny transplantu po poddaniu zwierząt próbie z apomorfiną'5'”. Komór
ki te są więc kolejnym kandydatem do zastosowania w terapii repopulacyjnej ChP.

3 TERAPIA KOMÓRKOWA NASTAWIONA 
NA DOSTARCZANIE CZYNNIKÓW NEUROPROTEKCYJNYCH

Komórki dobrze tolerowane przez gospodarza mogą być użyte jako źródło czynników troficznych i neuroprotekcyj- 
nycli w terapii wspomagającej leczenie wielu schorzeń neurodegeneracyjnych, w tym również w ChP. Najpierw do tego celu 
używano zróżnicowanych komórek somatycznych, takich jak np. fibroblasty. Produkcję czynników neuroprotekcyjnych uzy
skiwano poprzez genetyczną modyfikację tych komórek. Podanie ich do prążkowia lub do istoty czarnej, zarówno przed, jak 
i po uszkodzeniu układu nigrostriatalnego, znacząco zmniejszało stopień wywołanych uszkodzeń u szczurów'“'’1“1. W tego 
rodzaju terapii istotna wydajc się też możliwość wyboru właściwej okolicy mózgu poddawanej neuroprotekcji. Oprócz prąż
kowia i istoty czarnej zmodyfikowane do produkcji GDNF fibroblasty podawano również do miejsca sinawego (locus coeru- 
leus), które jest siedliskiem neuronów noradrenergicznych w mózgu. W zaawansowanej ChP, szczególnie z towarzyszącymi 
objawami otępiennymi, dochodzi do degeneracji tej właśnie struktury. Poddanie miejsca sinawego ochronnemu działaniu 
przeszczepionych fibroblastów skutecznie zmniejszyło degenerację komórek noradrenergicznych. Badania te potwierdzają 
zasadność wzbogacenia tkanki nerwowej w czynniki neuroprotekcyjne w przebiegu ChP63’.

Z jeszcze lepszym skutkiem niż fibroblasty można wykorzystać do tego celu zmodyfikowane genetycznie komórki ma
cierzyste. Po podaniu domózgowym mysich komórek macierzystych zdolnych do produkcji GDNF wykazano ich różnico
wanie do trzech typów komórek neuralnych, które następnie migrowały i stabilnie wydzielały GDNF przez okres co naj
mniej 4 miesięcy. Potencjał terapeutyczny tych komórek został sprawdzony poprzez doprążkowiowe wszczepy myszom, 
którym następnie niszczono komórki dopaminergiczne istoty czarnej metodą miejscowego podania 6-OHDA. Wszczepie
nie komórek produkujących GDNF do prążkowia zmniejszało nasilenie objawów eksperymentalnie wywołanej choroby 
Parkinsona, a nawet częściowo zapobiegało degeneracji komórek dopaminergicznych w istocie czarnej'641. Ostatnio opisu
je się coraz więcej nowych, obiecujących czynników neuroprotekcyjnych, które mają szansę zahamować neurodegenerację. 
Za taki przykład może posłużyć persefyna, która także ogranicza eksperymentalne uszkodzenie szlaku nigrostriatalnego'65’.
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4 PODSUMOWANIE

Wyniki uzyskane w ostatnich latach zachęcają do dalszych badań nad zastosowaniem terapii komórkowej w lecze
niu ChR Przedtem należy jednak rozwiązać następujące problemy:
• zwiększyć przeżywalność przeszczepionych komórek w mózgu poprzez ustalenie optymalnej metodyki przeszczepu 

(neuroprotekcja miejscowa, immunosupresja, ukrwienie transplantu itp.);
• opanować groźbę niekontrolowanego rozrostu, często nowotworowego, przeszczepianych komórek - należy podkre

ślić, że zagrożeniem tym objęte są bardziej komórki embrionalne niż uzyskiwane z tkanek (np. szpiku, krwi pępowino
wej lub tkanki nerwowej);

• ustalić, które komórki z szerokiego asortymentu testowanych do tej pory i na jakim stopniu wstępnego zróżnicowa
nia rokują najlepiej, jeśli chodzi o funkcjonalne uzupełnienie zdegenerowanych neuronów i odtworzenie prawidłowych 
połączeń z mózgiem chorego;

• opracować zunifikowane i bezpieczne metody hodowli neuralnych komórek progenitorowych na szeroką skalę.
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