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KRYSTYNA DOMANSKA-JANIK

Perspektywy zastosowania terapeutycznego
komorek macierzystych w chorobach
centralnego ukladu nerwowego

Nadzieje terapeutyczne zwigzane z mozliwosciami otrzymywania in vitro prak-
tycznie nielimitowanych ilosci ludzkich zarodkowych komérek macierzystych (eKM)
(Thomson 1998), ktére moga réznicowacd sie do wszystkich rodzajéw komérek i tkanek
organizmu, w praktyce napotykajg wcigz na powazne trudnosci. Wynikaja one zaréwno
z niepelnej wiedzy podstawowej na temat biologii samych KM, jak i braku wypraco-
wanych standardéw transplantacji (tx) zwiekszajacych szanse przezycia i podjecia
funkcji przeszczepianych komérek w organizmie biorcy. Sposréd wielu patologii, w kté-
rych podjeto juz proby terapii komérkowej (gléwnie eksperymentalnej) na czoto wysu-
waja sie schorzenia neurologiczne. Spowodowane jest to z jednej strony brakiem innych
metod leczenia wielu z tych choréb, jak i stosunkowo wiekszym zaawansowaniem badan
podstawowych dotyczacych réznicowania sie komorek progenitorowych w podstawowe
linie neuralne: neurony, astrocyty i oligodendrocyty.

W przedstawionej zbiorczej tabeli podano zestaw neurologicznych jednostek cho-
robowych, w ktérych podjeto takie préby terapeutyczne (tabela 1).

Tabela 1. Zaawansowanie badan nad terapia regeneracyjng mézgu

eKM Neutralne sKM

Przeprowadzane badania

Udary i urazy przedkliniczne przed- i kliniczne

Choroby degeneracyjne:

PD przedkliniczne przed- i kliniczne
HD brak przed- i kliniczne
AD brak przedkliniczne
ALS brak przed- i kliniczne
MS brak przed- i kliniczne
Choroby metaboliczne przedkliniczne przed- i kliniczne
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Uderzajace jest to, ze w wiekszosci przypadkéw wykorzystano w nich nie szeroko
rozpropagowane eKM, ale pochodzace z tkanek tzw. somatyczne komérki macierzyste
(sKM). Wynika to gléwnie z ich wiekszego bezpieczeristwa biologicznego, ktére zostato
sprawdzone w czasie co najmniej 30-letniego okresu ich stosowania w hematologii, jak
i innych zespotach chorobowych. Paradoksalnie te same cechy eKM, ktére stanowia
oich atrakcyjnoscijako Zrédla komérek terapeutycznych tzn. nielimitowana proliferacja
i réznokierunkowos$¢ réznicowania, niosg ze soba réwniez duze zagrozenie nowotwo-
rowe. Standardem identyfikacji pluripotencjalnos$ci eKM jest ich zdolnos$¢ do wytwa-
rzania guzéw nowotworowych (teratoma) po przeszczepie do immunosupresjonowa-
nych zwierzat. Ta podstawowa cecha jest wzmacniana szczegdlng podatno$cig tych
komérek na spontaniczne i sumujace sie mutacje w czasie hodowli i vitro. Pierwsze
linie eKM, wyprowadzone przez autora (Thomson 1998) i do dzi§ uzywane w wielu
o$rodkach badawczych, okazaly sie ostatnio w wysokim procencie zmienione karioty-
powo i genetycznie (Andrews 2004), wskazujac, ze od lat obserwowane spontaniczne
transformacje spowodowane niestabilnoscia genetyczng eKM (Humphrys 2001) zacho-
dza réwniez w sposéb niekontrolowany 7n vitro. Nie sg przed nimi chronione takze
nowo otrzymywane przez rézne grupy badawcze, jak i w coraz szerszej ofercie komer-
cyjnej, nowe linie ludzkich eKM (zbiorczo w Orive i wsp. 2003).

Tabela 2. Zestawienie cech krytycznych zarodkowych (eKM) i somatycznych (sKM)
neuralnych KM w odniesieniu do mozliwosci ich uzycia w przeszczepach tkankowych

Ukierunkowane neuralnie sKM

Problem eKM Pochodzenia | Pochodzenia Z krwi Inne
moézgowego | szpikowego | pepowinowej
1. Latwosé pozyski- teoretycznie . . . .
. p y . ty. ograniczona duza duza rézna
wania materiatu nieograniczona
2. Namnazanie e . dobre, lecz bardzo bardzo ..
. nielimitowane . . . rézne
in vitro nietypowe wysokie wysokie
Tx autologiczne mozliwe ograniczone mozliwe mozliwe rézne
Tumorogennosé wysoka niska lub brak
Niestabilnosé soka niska do umiarkowane;j
genetyczna wy (w trakcie dlugiej ekspansji in vivo)
6. Ukierunkowanie niestabilne
neutralne i stabil- | (mozliwa korekcja stabilne
no$¢ réznicowania genetyczna)
Migracja n situ kontrowersyjne dane do§wiadczalne
Proliferacja in situ kontrowersyjne dane do$wiadczalne

W tabeli 2 podano zestawienie cech, ktére, w prowadzonych obecnie badaniach klinicz-
nych, zadecydowaly o przewadze skKM jako materiale transplantacyjnym.
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Jak sama nazwa wskazuje, rodowdd ontogenetyczny sKM zwiazany jest z wyksztal-
caniem sie tkanek, a wiec znacznie op6zniony w stosunku do eKM izolowanych z wezta
zarodkowego blastocysty (b. wczesne, kilkudniowe stadium rozwojowe przed zagniez-
dzeniem sie zarodka w jamie macicy). Najwieksza ilo§¢ informacji zgromadzono dla
dwdch rodzajéw mozliwych do wykorzystania terapeutycznego komérek skKM, réznia-
cych sie swoim pierwotnym pochodzeniem tkankowym. Pierwsza grupe stanowia neu-
ralne komérki macierzyste (NKM), pochodzace bezposrednio z progenitoréw znajdu-
jacych sie w mézgu (ptodowym lub w tzw. obszarach neurogennych mézgéw dorostych
w tym autopsyjnych) i dajace sie namnazaé in vitrow postaci rosnacej populacji (strain)
tzw. neurosfer. Do drugiej grupy zalicza sie komérki pozyskiwane z tkanek o zasadni-
czym potencjale krwiotworczym (szpik kostny i krew pepowinowa), ktére in vitromoga
dawac poczatek zaréwno multipotencjalnym klasycznym liniom komérkowym o charak-
terze NKM (Jiang i wsp. 2002, Buzariska i wsp. w druku), jak i proliferujacym in vitro
neurosferom (Domariska i wsp. — wyniki niepublikowane). Réwniez nisze KM wys-
tepujace w innych tkankach (np. w skérze, tkance tluszczowej, owodni, pepowinie i siat-
kéwce oka) moga stawac sie Zrédlem do selekcji i propagacji NMK in vitro. Na
podstawie tych zadziwiajacych obserwacji zmiany charakteru i losu komérek pro-
genitorowych otrzymywanych z réznych tkanek wysunieto szereg interesujacych
hipotez. Poza catlkowitym negowaniem rzeczywistego wystepowania tego zjawiska
(Wagers i wsp. 2002, Terada i wsp. 2002) bierze sie pod uwage mozliwos¢ tzw. trans-
diferencjacji — zmiany podstawowej linii ukierunkowania tkankowego pod wplywem
innych, ptynacych ze zmienionego srodowiska sygnatéw insruktywnych (Kohyama 2001,
Woodbury 2002, Baiocchi 2003). Réwniez dyskutuje sie tak zwang transpotencjalno$é
wczesnych progenitoréw tkankowych rezydujacych w niszach, czyli okresowo wyste-
pujaca chwiejnosc genetycznej determinacji kierunku réznicowania tych komdrek. Jako
pozostalos$c po stanie pluripotencjalnos$ci charakterystycznej dla okresu embrionalnego,
kom6rki te utrzymywatyby stan ,otwarty” genomu (tzw. multilineage transcriptosome)
szczegblnie wrazliwy na rézne sygnaly réznicujace (Liu i Rao 2003). Mozliwe jest
réwniez przetrwanie w niektérych niszach tkankowych, szczegélnie we wczesnych
okresach rozwoju, subpopulacji KM o cechach pluripotencjalnych (to znaczy takich,
jakie uznaje sie za charakterystyczne jedynie dla komérek wezla zarodkowego przed
podzialem na listki zarodkowe, a takze dla pochodzacych z nich eKM). Nieliczna
subpopulacja takich komérek, ktérych rozrost w tkance in vivobylby hamowany presja
sygnaléw plynacych ze §rodowiska, mogtaby ulegac pozytywnej selekcji w warunkach
promujacych in vitro (Jing i wsp. 2002, Buzariska i wsp. 2002), a w pewnych stanach
patologicznych réwniez in vivo (Ratajczak i wsp. 2003). Wszystkie te hipotezy maja
jedynie posrednie poparcie doswiadczalne, a wiec problem mechanizmu samego zja-
wiska pozostaje nadal otwarty. Ten niepelny stan wiedzy odbit sie réwniez w seman-
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tyce. I tak do opisu tego fenomenu uzywa sie tak nieréwnowaznych terminéw, jak
wspomniana juz transdiferencjacja, transpotencja, plastyczno$é, konwersja badZz meta-
morfoza. Natomiast niewatpliwym faktem jest, Ze kierunek réznicowania neuro-
ektodermalnego przy wyborze nowej linii rozwojowej jest tu w jakims sensie prefero-
wany. Warto wspomniecd, ze zmienno$¢ tak charakteru, jak i potencjatu regeneracyjnego
dojrzalych tkanek byla od lat obserwowana u réznych gatunkéw zwierzat. U ssakow
znane sg przypadki ewolucyjnej zmiany wyboru podstawowej linii réznicowania kon-
cowego. Na przyklad u niektérych gatunkéw z neuroektodermalnej struny nerwowej
(neural crest) wyksztatcane sg tkanki glowy (chrzastki, mie$nie), nieodréznialne od tych
powstajacych z klasycznej linii, wywodzacej sie z mezodermalnego listka zarodkowego.
Inny przykiad transdiferencjacji na poziomie sKM mozna znaleZ¢ w okresie organoge-
nezy np. oka. Jest mozliwe, ze $ciezka prowadzaca do transdiferencjacji przebiega przez
etap posredni cofniecia programu réznicowania komérkowego, czyli tzw. dediferencjac-
je. W moézgu zaobserwowano to w doswiadczeniu przerédznicowania ukierunkowanych
prekursoréw oligodendrocytéw-O2A do multipotencjalnych neuralnych progenitoréw
typu NKM (Kondo i Raff 2000).

Pytania o mechanizmy molekularne lezace u podstaw obserwowanej plastycznosci
sKM nie maja wylacznie charakteru akademickiego. Mechanistyczne wyjaénienie tego
zjawiska mogloby w przyszloéci zaowocowaé optymalizacja sposob6éw pozyskiwania
potrzebnych terapeutycznie fenotypéw komdérkowych nawet (teoretycznie) z kazdej
komérki organizmu.

Sugerowane strategie wykorzystania KM w terapii mozna rozpatrywac co naj-

mniej na 4 poziomach:

¢ Bezposrednia repopulacja uszkodzonych tkanek przez hodowane in vitro ukierun-
kowane komérki progenitorowe. Aby takie terapie staly sie mozliwe, konieczne jest
okreslenie warunkéw specyficznego i stabilnego uzyskiwania pozadanych cech
in vitro i in vivo. Nalezy réwniez okresli¢ optymalne warunki $rodowiskowe do
przeszczepu, prawdopodobnie rézne w zaleznosci od tkanek i jednostek choro-
bowych, ktére zapewnilyby utrzymanie i integracje przeszczepionych komérek z
tkankami biorcy.

* W terapii genowej — wszczepianie zmodyfikowanych genetycznie KM, ktére mogly-
by sie sta¢ dobrze penetrujacymi, tolerowanymi i stabilnymi no$nikami brakujacych
czynnikéw sekrecyjnych (np. dopaminy, insuliny itp.) oraz troficznych, przydatnych
w terapii okre$lonych schorzen.

¢ W miare poznawania biologii endogennie wystepujacych KM, uzyskanie mozliwo$ci
sterowania ich rozwojem i ekspansja /n situ, w celu zapewnienia naturalnej repopu-
lacji uszkodzonych przez czynniki chorobowe komorek i tkanek.

* Istnieja tez poczatki tzw. inzynierii tkankowej, testujacej mozliwos$ci produkcji
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zréznicowanych tkanek oraz catych organéw lub ich funkcjonalnych czesci (organo-
id6w) in vitrodo wykorzystania w tx. Odnotowano pierwsze spektakularne sukcesy,
np. w hodowli skéry czy tkanki chrzestnej np. nosa lub ucha.

Przyklady mozliwosci uzycia KM w terapii chorob neurologicznych

¢ Choroba Parkinsona (PD)

Istnieja zaawansowane badania na modelach zwierzecych wykazujace funkcjonalng
skutecznos$¢ transplantacji prekursoréw dopaminergicznych bezpos$rednio do prazkowia
lub istoty czarnej. Jednakze podjecie przez nie funkcji zalezy od ciagle mato poznanego
zjawiska wlasciwego patterningu tych komoérek, ktéry wystepuje jedynie w rozwija-
jacym sie srédmoézgowiu. Tylko NKM izolowane z tych okolic i to w okreslonym czasie
rozwoju ptodowego byly zdolne do integracji z tkanka gospodarza i regulowanego
bodZcem wyrzutu dopaminy (Armstrong 2003).

Wyniki badan nad zastosowaniem eKM w modelach zwierzecych PD sa kontrower-
syjne. Mimo ze w niekt6rych z nich odnotowano duza poprawe funkcjonalna (Bjorklund
i wsp. 2002), to w innych pracach nie udalo sie powtérzy¢ tego wyniku. Wszyscy
autorzy podkre$laja natomiast duza niestabilnos¢ réznicowania sie tych komédrek,
réwniez do fenotyp6w nie wystepujacych w mézgu oraz wysokie prawdopodobieristwo
powstawania guzéw nowotworowych (w zaleznosci od gesto$ci komérek nawet do 100%
(Harkany i wsp. 2004 ).

Podejmowane sa rézne préby wyeliminowania tumurogennosci eKM, np. przez
indukcje réznicowania koricowego in vitro lub pozbycie sie komérek mitotycznych
przed tx (Kawasaki i wsp. 2002). W takim przypadku jednak dochodzi do zmiany
charakteru terapii, ktéra zamiast wykorzystywacé pozytywne cechy komérek macie-
rzystych (proliferacje, migracje i ,,wrastanie” komdérek w cytoarchitekture tkanki) staje
sie metoda suplementacji juz ,gotowymi”, wyhodowanymi w laboratorium zréz-
nicowanymi komérkami majacymi swoje wlasne ograniczenia. Do najbardziej udanych
podejs¢ doswiadczalnych uzyskiwania takich komérek nalezy zaliczyé kombinacje
wstepnych manipulacji genetycznych (transdukcje czynnika transkrypcyjnego Nurrl)
i epigenetycznych (dodatek biatek sygnalnych Shh i FGF8 do medium réznicujacego).
W tych warunkach otrzymano prawie 80-procentowe réznicowanie neuronéw do
fenotypu dopaminergicznego. W okresie 2-miesiecznej obserwacji po tx komérek do
prazkowia szczura nie odnotowano powstawania guzéw z jednoczesnym dobrym
wynikiem powrotu funkcji przeszczepionych neuronéw (Kim i wsp. 2002). Barberi
i wsp. (2003) przedstawil ostatnio bardzo efektywng metode otrzymywania dopa-
minergicznie zréznicowanych neuronéw z eKM wyprowadzonych z zarodkéw mysich
powstalych w wyniku transferu jader (model tzw. klonowania terapeutycznego). Po
przeszczepieniu do parkinsonoidalnych zwierzat odnotowano 70-procentowa poprawe
w testach funkcjonalnych oraz dobre przezycie neuronéw dopaminergicznych in vivo.
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Badania eksperymentalne nad terapia regeneracyjna w PD naleza do najbardziej
zaawansowanych. Nalezy tu jednak podkreslié, ze do tej pory zaréwno w zwierzecych
eksperymentach przedklinicznych, jak i klinicznych nigdy nie uzyto ludzkich eKM do
badan przeszczepéw (Richardson i wsp. 2004). Jedyna ograniczona prébe kliniczng
zanotowano w USA z wykorzystaniem ludzkich komérek hNT, pochodzacych z pierwot-
nej linii nowotworowej (teratoma), ktéra mozna przyjac za odpowiednik ukierunkowa-
nych neuralnie eKM. Cechy tych komérek réznia sie w wielu aspektach od stosowanych
do tej pory eKM zwierzat, a ich zachowanie w tkance biorcy jest jak na razie nieznane.

¢ Choroba Huntingtona (HD) i Alzheimera (AD)

Jesli uzyskamy lepsza kontrole nad réznicowaniem sie neuronéw do pozadanych
fenotypéw koncowych, to stanie sie mozliwa suplementacja komérkowa choréb neuro-
degeneracyjnych, ktérych ubytki stwierdzane sa w okreslonych zespotach. Ciekawe, ze
jednym ze stosunkowo tatwo pojawiajacych sie fenotypéw w réznicujacych sie KM jest
fenotyp GABA-ergiczny, ktéry, obok DA-ergicznego, jest pozadany w leczeniu HD.
Ostatnio notuje sie szybki postep prac nad terapig regeneracyjng z zastosowaniem
somatycznych NKM w eksperymentalnych modelach, a nawet klinicznych przypadkach
tej choroby (Rosser i Dunnett 2003).

¢ Stwardnienie rozsiane i inne choroby demielinizacyjne

Przeprowadzono pomyslne testy na zwierzecych modelach demielinizacji CUN,
wktérych wykazano, ze wprowadzone domézgowo prekursory oligodendrocytéw aktyw-
nie remielinizowaly aksony. Podstawowym problemem pozostaje jednak, w jaki sposéb
kierowac migrujace komérki prekursorowe do rozsianych ognisk demielinizacyjnych
wystepujacych w tej chorobie i w jaki sposéb chronié je przed niszczacym wplywem
$rodowiska. Ze wstepnych badan wynika, ze patologiczna nadreaktywno$c limfocytéw T
w tej chorobie moze zostaé stlumiona przez allogeniczne przeszczepy hematopoetycz-
nych KM szpiku. Przez wywolanie dlugotrwatego efektu immunosupresyjnego w orga-
nizmie biorcy réwnolegly przeszczep szpiku méglby wspomagaé przezycie transplan-
towanych domézgowo oligodendrocytéw (Muraro i wsp. 2003).

e  Udar mézgu

Komdérki hNT (patrz wyzej) byly uzyte do repopulacji ogniska udarowego w ogra-
niczonej prébie klinicznej, bedacej obecnie w toku.

Natomiast w wielu badaniach na modelach zwierzecych podkre§lano dysproporcje
pomiedzy zaobserwowang znaczna poprawa funkcjonalng a znikoma ilo$cia przezywa-
jacych w tkance i réznicujacych sie neuralnie KM. Wydaje sie malo prawdopodobne,
aby obserwowana poprawa byla zwiazana jedynie z whbudowaniem sie komérek dawcy
w uszkodzong sie¢ neuronalng. Wielu badaczy sugeruje, ze sg to gléwnie skutki para-
krynnego oddzialywania troficznego lub metabolicznego przeszczepianych komérek.
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W badaniach Chena i wsp. (2001) wykazano, ze w tkance ischemicznej mézgu po
przeszczepie wykrywa sie zwiekszone ilosci BDNF i NGF w poréwnaniu z grupa
zwierzat nie poddanych transplantacji. Wykazano réwniez duza zdolno$¢ KM do pro-
dukcji takich czynnikéw in vitro. Czynniki troficzne i wzrostowe moglyby stymulowac
rezerwy regeneracyjne uszkodzonego mézgu, wlacznie z pobudzeniem endogennych
KM znajdujacych sie w tkance gospodarza.

W czasie badari nad wplywem transplantacji KM na przebieg regeneracji mézgu
irdzeniau gryzoni, zaobserwowano jeszcze jedno bardzo interesujace zjawisko. Wydaje
sie mianowicie, ze komdérki pochodzenia szpikowego lub z krwi pepowinowej po poda-
niu do krwioobiegu migrujg selektywnie do miejsca uszkodzenia réznych narzadéw,
w tym réwniez do mézgu, przechodzac nawet przez nieuszkodzong bariere krew/mézg.
Prowadzone s3 dalsze badania nad zidentyfikowaniem chemokin czynnych w tym pro-
cesie (Wang i wsp. 2002).

¢ Urazy rdzenia kregowego.
Przedkliniczne badania do$wiadczalne wykazaly, ze podane miejscowo komérki
NKM moga wytwarzaé pozadane srodowisko do odrostu aksonéw po poprzecznym
przecieciu rdzenia, jak réwniez zapobiegac formowaniu sie blizny.

¢ Choroby metaboliczne

W Kklinice pierwsze préby leczenia lizosomalnych choréb spichrzeniowych przesz-
czepami allogenicznymi komérek szpikowych podejmowano juz przed 20 laty. Przepro-
wadzono zabiegi na setkach pacjentéw z zespotami Huntera, Maroteaux-Lamy, adreno-
leukodystrofii, metachromatycznejleukodystrofii, fukozydozy, choroby Gauchera. Jako,
ze choroby te sg nieuleczalne i w krétszym lub dtuzszym czasie prowadza do $mierci,
ocena dzialania terapii jest trudna, a czesto kontrowersyjna. Jednak w kilku przypad-
kach potwierdzono cze$ciowa rekonstrukcje enzymatyczna i Srednie przedtuzenie czasu
przezycia chorych. W kazdym razie przeszczepy szpikowe nie zmienialy ostatecznie
niepomyslnego rokowania (Kaufmaniwsp. 1999). W celu wyjasnienia miejscowego me-
chanizmu dziatania zmodyfikowanych genetycznie KM w modelu choroby Niemann-
Picka przeprowadzono eksperymenty na myszach transgenicznych pozbawionych
aktywno$ci kwasénej sfingomielinazy, ktérej brak jest odpowiedzialny za wystapienie tej
choroby u ludzi. Po domézdzkowym podaniu mezenchymalnych sKM z nadprodukcja
brakujacego enzymu wykazano lepsza przezywalno$é¢ komérek Purkinjego i zmniej-
szenie moézgowych ztogéw sfingomieliny (Jin i wsp. 2002). Badania te mozna uznac za
pierwsza pomyslng prébe rzeczywistej suplementacji komérkowej w spichrzeniowych
chorobach neurodegeneracyjnych.

Srodowisko naukowe z zasady Zle przyjmuje wszelkie ograniczenia nakladane swo-
bodom badawczym i mozliwo$ciom eksperymentalnym. Jednakze na podstawie obecnej
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wiedzy nalezy przyjaé, ze kliniczne zastosowanie ludzkich zarodkowych KM bedzie
odlozone co najmniej do czasu znikniecia bezpo$rednich zagrozen zwigzanych z ta te-
rapig. Nawet najbardziej udane eksperymenty nad przeszczepianiem eKM nie trwaly
dluzej niz 2-3 miesigce i nie obejmowaly ludzkich eKM. Poza tym obnizenie ryzyka wys-
tapienia nowotworu w prowadzonych badaniach sprowadzalo sie gléwnie do postepo-
wania prewencyjnego (stosowania §rodkéw antymitotycznych lub przeszczepiania nie-
proliferujacych, koficowo zréznicowanych komérek), ale nie do poznania i opanowania
istoty tego zjawiska, bedacego, jak sie wydaje, immanentng cecha komérek zarod-
kowych. Biorac pod uwage, ze ich podlozem s3 ciagle nieznane mechanizmy lezace
u podstaw procesu nowotworzenia, sadze, ze rozwigzanie obu tych probleméw bedzie
jednakowo trudne i wzajemnie powiazane. Jako Ze te najistotniejsze, nie rozwiazane do
tej pory zagadnienia dotycza wiedzy podstawowej, a nie praktycznej strony klinicznego
przeszczepu ludzkich eKM, jako modele badawcze do ich rozwiazania moga postuzyé
o wiele lepiej poznane komdrki zarodkowe gryzoni lub naczelnych. Natomiast rozwdj
metod przeszczep6w terapeutycznych, tak jak do tej pory (tabela 1), powinien koncen-
trowac sie na badaniach somatycznych sKM i na dalszych udoskonaleniach tych, juz
w tej chwili odnotowujacych pierwsze sukcesy kliniczne, metod leczniczych.
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