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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Komdrki Schwanna (KS) wykazuja szczegdlng aktywno$é w procesie naprawy uktadu ner-
wowego po jego uszkodzeniu ze wzgledu na swoje zdolnosci do réznicowania, migrowania,
proliferacji oraz mielinizacji aksonéw. Zwiekszaja one réwniez wytwarzanie licznych czyn-
nikéw neurotroficznych i stwarzajg odpowiednie srodowisko dla regenerujacych aksonéw.
Eksperymenty przeprowadzone z zastosowaniem KS w przeszczepach nerwdw wykazaty, ze
btona podstawna tych komdrek zawierajaca molekuty adhezyjne jest atrakcyjnym materiatem
do tworzenia protez nerwowych, utatwiajacych wzrost aksonom. Ponadto KS wytwarzajac
stabilng mieline przywracaja prawidtowa czynnos$¢ neuronu. W modelach zwierzecych zaczeto
stosowac przeszczepy KS w uszkodzeniach mieliny w stwardnieniu rozsianym, chorobie Par-
kinsona oraz urazach mézgu i rdzenia kregowego. Poniewaz wszczepione KS nie majg zdolnosci
migracji w obrebie prawidtowego uktadu nerwowego w wielu eksperymentach stosowano KS
pochodzgce z embriondw szczurzych. Komérki te migrowaly przez prawidlowg tkanke ner-
wowa, ich przezycie bylo dluzsze, a wytworzona mielina nie ulegata uszkodzeniu w przebiegu
stwardnienia rozsianego. Zaobserwowano takze szybki powrét czynnoéci motorycznych uszko-
dzonych aksondéw rdzenia kregowego szczura po wszczepieniu KS pochodzacych z komérek
prekursorowych, ktére zawieraja fenotyp charakterystyczny dla KS. Wielu badaczy wskazuje
jednak na wczesna apoptoze przeszczepionych komérek, dlatego tez istnieje koniecznosé
stworzenia nowych metod poprawiajacych przezycie KS w celu zastosowania ich w naprawie
uszkodzeti rdzenia kregowego.
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Summary

Schwann cells (SC) have a special activity in the repair processes after injury of the nervous
system because of the capability of differentiation, migration, proliferation and myelinization
of axons. They enhance production of numerous neurotrophic factors, thus creating a per-
missive environment for axonal regeneration. Experimental studies using SC in neuronal
transplants showed that these cells with their basal membrane with adhesion molecules are
attractive material for neural prostheses facilitating axon growth. Moreover, SC can produce
stable myelin, restoring normal function of the neuron. Transplantations of SC in myelin
injury have been used in animal models of multiple sclerosis, Parkinson’s disease, and brain
and spinal cord injuries. Because the transplanted SC have no ability to migrate within the
normal nervous system, in many experiments SC derived from rat embryos were applied. Such
cells migrated through normal nervous tissue and co-operated with host cells, their survival
was longer, and myelin was not destroyed in multiple sclerosis. Also, fast recovery of motor
activity in injured axons in rat spinal cord was observed, especially after transplantation of SC
derived from skin progenitor cells or progenitor cells which have a phenotype characteristic
for SC. Many authors have reported early apoptosis of transplanted SC, so a more complex
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repair strategy is needed that combines SC transplantation with other methods in order to
achieve longer survival and optimal functional recovery following spinal cord injury.
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Mechanizmy regulujgce procesy regeneracji uktadu ner-
wowego po uszkodzeniu sa przedmiotem szczegdlnego
zainteresowania neurobiologéw od ponad 100 lat.

Liczne eksperymenty przeprowadzone w ostatnich
latach na modelach zwierzecych ukazujg ogromna zto-
zono$¢ zagadnien zwigzanych z przezyciem i regenera-
cja neurondw. Przeciecie widkien nerwowych prowadzi
do catkowitej degeneracji obwodowego odcinka aksonu.
Ustaje zdolno$¢ przewodzenia impulséw, rozpoczynaja
sie zmiany biochemiczne i morfologiczne w samym
aksonie i ostonce mielinowej [38]. Natezenie zmian
degeneracyjnych zalezy od rodzaju wiékna i odlegtosci
od miejsca uszkodzenia. W procesie zwanym degenera-
cja wallerowska nastepuje najpierw rozpad ostonki mie-
linowej, zanik podstawowych sktadnikéw lipidowych
mieliny, a potem uprzatanie resztek przez komorki
Schwanna (KS) i licznie naplywajace w miejsce uszko-
dzenia makrofagi i granulocyty [2,11,23,91].

Z danych literaturowych wynika, ze komérkami szcze-
gélnie aktywnymi w tym procesie sg komérki Schwanna,
ktérych intensywne podzialy indukowane sg jedno-
cze$nie przez rozpadajacg sie blone aksonu, ostonke
mielinowa oraz makrofagi [2,85]. Komérki Schwanna,
po raz pierwszy opisane przez niemieckiego ana-
toma Theodora Schwanna, powstaja podczas rozwoju
z komérek grzebienia nerwowego, a ich przezycie i doj-
rzewanie kontrolowane jest przez p-neureguline pocho-
dzaca z neuronéw [15]. Kazda KS mielinizuje jeden
odcinek aksonu, zatem wiele komdrek tworzy ostonke
mielinowa na przebiegu catego aksonu, z okresowymi
przerwami, tzw. przewezeniami Ranviera [85]. KS pelnia
istotne funkcje w rozwoju i prawidtowej czynnosci akso-
néw obwodowych, regulujac ich $rednice oraz fosforyla-
cje neurofilamentéw [65].

Rova KS w REGENERACII NERWOW

Kiedy obwodowy neuron zostaje uszkodzony, proliferu-
jace komérki Schwanna uktadaja sie w kolumny zwane

pasmami Bungera, bedace rusztowaniem dla stozkéw
wzrostu, licznie wyrastajgcych z odcinka blizszego
uszkodzonego wiékna nerwowego [1,28,34]. Nie ma wat-
pliwosci, ze KS stwarzaja odpowiednie $rodowisko do
regeneracji aksonéw ze wzgledu na zwiekszone wytwa-
rzanie molekut adhezyjnych, tj. N-kadheryny (neuro-
nal-calcium dependent adhesion molecules), CAMs (cell
adhesion molecules) lub L1CAM (cell adhesion mole-
cule) w obrebie swojej blony podstawnej oraz na znaj-
dujace sie tam réznorodne substancje neurotroficzne,
takie jak: NGF (nerve growth factor), BDNF (brain-deri-
ved neurotrophic factor), CNTF (ciliary neurotrophic
factor), NT-3 (neurotrophin-3), GDNF (glial cell line-
-derived neurotrophic factor), FGF (fibroblast growth
factor) i IGF-1 (insuline-like growth factor 1) [70,80,90].
Czynniki te sa odpowiedzialne za wspomaganie proce-
séw naprawczych, taczenie sie rosngcych wtdkien ner-
wowych z dystalnym kikutem nerwu oraz wydtuzanie
aksonéw w kierunku odnerwionych regionéw [13,49].
Uwaza sie, ze czynniki neurotroficzne wytwarzane
i uwalniane przez komérki Schwanna sa gtéwnymi
substancjami odpowiedzialnymi za zjawiska zwigzane
z naprawa i regeneracja. Nie poznano jeszcze wszystkich
czynnikéw wytwarzanych przez te komdérki, a majacych
wplyw na regeneracje nerwéw obwodowych. Co wiecej,
znane sg tylko nieliczne prace badajace oddziatywanie
zlozonych kombinacji tych czynnikéw (tzn. wiecej niz
dwdch) na regeneracje ukladu nerwowego [21]. Z calg
pewnoscia, do zapewnienia optymalnej regeneracji ner-
wowej potrzebne jest tgczne oddziatywanie wiecej niz
jednej takiej substancji ze wzgledu na chociazby zréz-
nicowanie samych neurondw, tworzacych odrebne
subpopulacje [95]. Przeprowadzone do tej pory prace
z aplikowaniem pojedynczych substancji daty ograni-
czone efekty koncentrujgce sie wytacznie do oddzia-
lywania na wybrane subpopulacje neuronalne lub tez
wspomagajace jedynie niektére procesy zwigzane ze
zjawiskiem regeneracyjnym [20,56].

W przeprowadzonych przez nas badaniach nie wyka-
zali§my np. dobroczynnego wplywu podawania NGF
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na regeneracje rozlegle straumatyzowanego nerwu
obwodowego, mierzona powrotem czynno$ci moto-
rycznych [60]. Ponadto stwierdzili§my, ze inaktywa-
cja BDNF w obrebie odcinka blizszego regenerujacego
nerwu zmniejsza bdl neuropatyczny oraz powstawanie
nerwiakdw, nie wplywajac negatywnie na regeneracje
neuronéw [58,60]. W catej serii innych badan dotykaja-
cych tego aspektu, bazujacych na oryginalnie opracowa-
nej przez nas metodzie wprowadzania tych substancji
w sasiedztwo regenerujacych neuronéw w tzw. auto-
logicznych tunelach tacznotkankowych wypetnionych
fibryng wykazali§my, ze uzyskane z poddanych 7-dnio-
wej predegeneracji odcinkéw dalszych nerwéw obwo-
dowych frakcje biatkowe sg zdolne do indukcji i/lub
nasilenia regeneracji nerwéw obwodowych, facznie
z uzyskaniem poprawy funkcjonalnej neuronéw hipo-
kampa i komdrek zwojowych siatkéwki [25,48,59,61].
Szczegblng aktywnoscig cechowala sie mieszanina bia-
tek zawarta w przedziale mas molowych miedzy 10
a 100 kDa. Mieszanine tych bialek podawano w obreb
uszkodzenia w tunelach wykonanych z sit molekular-
nych (polymer hollow fiber) [48] lub tez wstepnie frak-
cjonowano [76]. W kolejnych badaniach podjelismy sie
préby oceny zmian aktywnosci neurotroficznej miesza-
niny biatek po wytaczeniu w niej za pomocg przeciwciat
wybranych czynnikéw neurotroficznych [26]. Wykazali-
$my, ze inaktywacja BDNF jedynie nieznacznie moduluje
dzialanie neurotroficzne wyciagu z nerwéw poddanych
predegeneracji.

Dzialanie KS i innych czynnikdéw, ktére pobudzaja neu-
ron do regeneracji lub apoptozy jest kontrolowane przez
swoiste wewnatrzkomdrkowe uktady sygnatowe akty-
wowane w nastepstwie uszkodzenia. Istnieje kilka szla-
kéw tego tzw. przekaznictwa sygnatéw, ktére obejmuje
niezbedna do proliferacji KS fosforylacje kinazy Erk1/2
(extracellular-signal-regulated kinase 1/2) oraz aktywa-
cje czynnika transkrypcyjnego 3 (ATF3) [62]. ATF3 moze
kontrolowa¢ ekspresje gendw, ktére w KS wspomagaja
regeneracje aksonu po urazie. Hunt i wsp. wykazali
nadekspresje ATF3 w KS w degenerujacych segmentach
neuronéw obwodowych, a takze zmniejszenie tej eks-
presji w nastepstwie regeneracji [36]. Ekspresja ATF3
w KS w dystalnym fragmencie uszkodzonego nerwu
rozpoczyna sie w ciaggu 24 godzin po urazie i pozostaje
na wysokim poziomie nawet w przypadku zmniejszenia
regeneracji w nastepstwie resekcji nerwu. Liczba komé-
rek Schwanna z ekspresjg czynnika 3 koreluje z dtugo-
$cig odrastajgcego aksonu, a aksony odrastajg w poblizu
tych komérek [84]. Niektére KS obumierajg po uszko-
dzeniu. Interesujgcym jest takze to, ze w miare uptywu
czasu KS traca zdolno$¢ wytwarzania czynnikéw nie-
zbednych do wzrostu aksonu i w miare przedtuzaja-
cego sie procesu odnerwienia staja sie bezuzyteczne
[30,42,92]. Komdrki Schwanna znajdujace sie w poblizu
miejsca przeciecia ulegaja takim samym zmianom, jak
te obecne w dystalnym segmencie nerwu. Przeciecie
aksonu powoduje przenoszenie transportem wstecznym
do ciafa neuronu, m.in. Erk 1-/2 oraz ATF3 - czynnikéw
stanowiacych cze$¢ ztozonego mechanizmu, aktywowa-

nego w neuronach w odpowiedzi na proces regeneracji
po urazie [12].

Stwierdzono, ze neurony czuciowe i motoryczne
odmiennie reaguja na uszkodzenie i to zaréwno
w odniesieniu do regeneracji, jak i apoptozy [42,84].
Neurony czuciowe wykazujg bardziej nasilony proces
apoptozy niz ruchowe. Optymalny czas naprawy uszko-
dzenia nerwu obwodowego jest nadal nieustalony.
Wiadomo jednak, ze wczesne zespolenie chirurgiczne
koticéw uszkodzonego nerwu zwieksza przezycie neu-
ronu i nasila proces regeneracji [29].

Bezpo$redni wplyw na wydtuzanie aksonéw maja takze
znajdujace sie w blonie podstawnej KS laminina i fibro-
nektyna. Eksperymenty przeprowadzone z zastoso-
waniem KS w przeszczepach nerwéw wykazaly, ze ich
blona podstawna, zawierajagca molekuty adhezyjne, jest
atrakcyjnym materiatem do tworzenia protez nerwo-
wych, ulatwiajacych wzrost regenerujacym aksonom.

Aksony zdolne sg do szybkiego wydluzania, gdy KS
dostarczaja czynnikéw utatwiajacych wzrost, ale przy
ich niedoborze proces regeneracji ulega zaburzeniu
[31]. Suplementacja NGF w warunkach do$wiadczalnych
przyspiesza regeneracje nerwu, a podanie miejscowe
BDNF i CNTF zwieksza liczbe zmielinizowanych akso-
néw obwodowo od miejsca naprawy nerwu u dorostego
szczura. Marcol i wsp. badali zastosowanie ekstraktéw
uzyskanych z odcinkéw dystalnych predegenerowanych
nerwéw obwodowych. Autorzy wykazali, ze zastosowa-
nie frakcji postmikrosomalnych uzyskanych z 7-dnio-
wych predegenerowanych nerwéw obwodowych
wspomagato regeneracje uszkodzonych nerwéw kulszo-
wych szczuréw w takim stopniu jak podanie BDNF [61].

Przeciecie lub uszkodzenie rdzenia kregowego, oprécz
ciezkich zaburzen neurologicznych, powoduje masywny
naplyw jonéw Ca?* do wnetrza komérek, prowadzacy do
dysfunkcji mitochondrium i zaburzenia metabolizmu
komérkowego. Jony te aktywuja enzymy proteolityczne,
rozpad biatek cytoszkieletu oraz wytwarzanie wolnych
rodnikdéw, a takze powodujac nadmierne wytwarzanie
czynnikéw uszkadzajacych, takich jak prostaglandyny
F2a [29]. Wolne rodniki indukuja peroksydacje lipidéw
w neuronach i naczyniach krwiono$nych, bezposrednio
wplywajac na uszkodzenie btony komérkowej aksondw,
uszkodzenie mikrokrgzenia i wtérnego niedokrwienia
rdzenia kregowego, ktére nasilajg juz wystepujacy uraz.
Pojawiaja sie substancje hamujace regeneracje (-pro-
stanoidy - PGF2a, tromboksan A)) i rozpoczyna sie pro-
ces zapalny z nastepowym tworzeniem blizny. Zatem
w naprawie uszkodzenia rdzenia kregowego trzeba
wzig¢ pod uwage ograniczenie wtérnego uszkodze-
nia tkanek w celu pobudzenia komérek nerwowych do
odrostu widkien i zapewnienie odpowiedniego $rodo-
wiska do przezycia komérek nerwowych. Powszechnie
wiadomo, ze odpowiedni proces naprawy uszkodzonego
neuronu jest zwiazany z jego przezyciem, wladciwym
wzrostem aksonu i reinerwacjg odpowiedniego obszaru,
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co prowadzi do przywrdcenia czynnosci motorycznych
lub czuciowych nerwu.

Do zainicjowania regeneracji po urazach rdzenia kre-
gowego stosowane sg rézne strategie. Naleza do nich:
zastepowanie obumarlej tkanki przeszczepami komdr-
kowymi lub protezami nerwéw obwodowych, zmniej-
szenie nasilenia wtérnego uszkodzenia, manipulacje
dotyczace $rodowiska, w ktérym przebywaja komdrki
rdzenia kregowego oraz zwiekszenie potencjatu prolife-
racyjnego endogennych komérek progenitorowych [95].

Jedng z metod naprawy uszkodzen rdzenia krego-
wego jest przeszczep egzogennych komérek lub tka-
nek. W licznych badaniach na modelach zwierzecych
do transplantacji uzywano: komdrek opuszki wechowej
[16], embrionalnych komdrek rdzenia kregowego [39],
makrofagéw [79], komdrek wysciétki komér mézgu [37],
komérek podscieliska pochodzacych z adipocytéw [40],
KS [63] oraz komdrek macierzystych neurondéw [71].

PRZESZCZEPY GLEJOWYCH KOMOREK WECHOWYCH

Odrebng populacje komérek, znajdujacg sie zaréwno
w cze$ci obwodowej jak i osrodkowej drogi wechowej,
stanowig glejowe komérki wechowe (GKW). Ich blona
komérkowa zawiera receptor NGF, laminine i czynnik L1.
Majg one zdolnos$¢ do tworzenia ostonek wokét aksondw
i tym samym wykazuja podobiefistwo do KS. Ramon-
-Cueto i wsp. wykazali, ze GKW przeszczepione do ogni-
ska pierwotnego uszkodzenia rdzenia kregowego (RK)
szczura wydzielaly substancje neurotroficzne wply-
wajgce na aktywacje genéw RAG (recombination acti-
vation genes) odpowiedzialnych za regeneracje, takie
jak: NGF, BDNF, NT-3, PDGF (platelet-derived growth
factor) [7,78]. Glejowe komdrki wechowe wszczepione
w miejsce uszkodzenia zmniejszaly tworzenie sie blizn
oraz jam pourazowych w RK, promowaly migracje KS
do obszaru urazu, wspomagaly mielinizacje i regene-
racje aksonéw. GKW podawane bezposrednio po prze-
cieciu rdzenia kregowego jak i po uplywie 4 tyg. od
urazu przyczynialy sie do poprawy funkcji motorycz-
nych [53]. Kato i wsp. wykazali, ze mimo stabo rozwi-
nietego uktadu wechowego u cztowieka, ludzkie glejowe
komérki wechowe pobrane z zewnetrznych warstw
opuszki wechowej sa réwniez zdolne do tworzenia osto-
nek mielinowych oraz indukcji neuroregeneracji w OUN
[43]. Chociaz prawdopodobiefistwo otrzymania frag-
mentdéw nabtonka wechowego za pomoca biopsji btony
$luzowej jamy nosowej waha sie w populacji zdrowych
miodych oséb 25-75%, to niewielka inwazyjno$é zwia-
zana z ta metoda stwarza mozliwosci przeszczepiania
tych komdrek w terapii urazéw RK u ludzi.

KoMORKI PREKURSOROWE

W ostatnich latach pojawily sie prace [3] wykazujace, ze
komérki prekursorowe pochodzace ze skéry zawieraja
fenotyp charakterystyczny dlaKS i sag wrazliwe na neure-
guliny - czynniki dziatajace na cewe nerwowg. Poniewaz

sg one tatwo dostepne i stanowig potencjalnie autolo-
giczne 7rédio dojrzatych prekursoréw, autorzy prac
badali, czy komérki prekursorowe oraz KS wytworzone
z komérek prekursorowych moga stworzy¢ odpowied-
nie $rodowisko do wzrostu i regeneracji uszkodzonych
aksonéw w rdzeniu kregowym. Izolowano komdrki pre-
kursorowe myszy i wszczepiano je bezposrednio do
uszkodzonego rdzenia kregowego u szczura lub réznico-
wano je w KS i w takiej postaci przeszczepiano w miej-
sce urazu. Analiza neuroanatomiczna przeprowadzona
12 tygodni pdzniej wykazala, ze oba typy komérek prze-
zyty w miejscu uszkodzenia, zmniejszyta sie wielko$é
jamy pourazowej, endogenne aksony biorcy ulegty mie-
linizacji i nastepowata rekrutacja endogennych KS do
miejsca uszkodzenia rdzenia kregowego. Ponadto zaob-
serwowano szybki powrét czynno$ci motorycznych.
KS pochodzace z komérek prekursorowych skéry maja
wiele zalet. Sg tatwo dostepna populacja komérek doj-
rzatych, ktérych zastosowanie nie wzbudza probleméw
etycznych. Ponadto majg duzy potencjal proliferacyjny,
poniewaz zachowuja sie jak komérki niedojrzate.

Remielinizacje uszkodzonego RK powodowaly réwniez
komorki prekursorowe astrocytéw i oligodendrocytéw
z ekspresja neurogeniny 2 podawane wraz z czynni-
kami wzrostu [41] lub modyfikowane w celu nadekspre-
sji czynnikéw wzrostu [8]. Jednak mozliwo$é tworzenia
sie guza w OUN przez stosowanie transplantéw komér-
kowych stanowi istotny problem zwiazany z zastosowa-
niem ich w praktyce [3].

KoMORKI PODSCIELISKA

We wczesniejszych badaniach wykazano, ze korzystne
dzialanie obserwowane po przeszczepie komdrek
podscieliska pochodzacych z adipocytéw moze nie
by¢ spowodowane réznicowaniem sie tych komérek
w uszkodzonej tkance, ale najprawdopodobniej wydzie-
laniem przez nie czynnikéw troficznych, korzystnych
dla neuronéw i astrocytéw. Wykazano, ze komérki te
wydzielajg NGF i BDNF, a takze stymuluja komérki gle-
jowe do wytwarzania tych neurotrofin [10]. Zmniejsze-
nie objetosci jam powstatych w uszkodzeniu rdzenia
kregowego mogto by¢é spowodowane proliferacja komd-
rek glejowych, a takze wydtuzaniem aksonéw w miejscu
urazu. Niestety, do tej pory nie ustalono, jakie czyn-
niki sg odpowiedzialne za te zjawiska. Przypuszcza sie,
ze moze to by¢ nie jeden, ale synchroniczne dziatanie
wielu czynnikéw troficznych [72].

KoMORKI MIKROGLEJU

Klasyczne juz do$wiadczenie nad wykorzystaniem
populacji komérek zernych w regeneracji rdzenio-
wej przeprowadzili Schwartz i wsp. Badacze ci poda-
wali dordzeniowo namnozone oraz zaaktywowane in
vitro krwiopochodne makrofagi [88]. Przeprowadzono
nawet wielce obiecujace préby u ludzi [46,87]. Analizu-
jac dostepna literature zwréciliSmy uwage na inny typ
komorek zernych, ktérych niewatpliwg zaletg jest natu-
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ralne wystepowanie w obrebie mézgu i rdzenia, a miano-
wicie na komérki mikrogleju. Z badah na noworodkach
szczurzych, u ktérych catkowicie przecieto rdzen, wia-
domo, ze nie dochodzi u nich w ogéle do rozwoju blizn
pourazowych, a odpowiedz komérek mikrogleju na uraz
rdzenia jest zupelnie inna niz u osobnikéw dorostych.
Ustalono, ze u noworodkéw szczurzych wystepujace
w miejscu urazu rdzenia nacieki z komdrek mikrogleju
sa o wiele fagodniejsze oraz szybko zanikaja (juz po kilku
dniach), obejmujac swym zasiegiem jedynie najblizsze
otoczenie zmiany pourazowej [22]. Istniejg jak na razie
tylko pojedyncze doniesienia literaturowe, mdéwiace
o tym, ze transplantowane dordzeniowo komérki mikro-
gleju byty zdolne do nasilenia regeneracji i to wybidrczo
jedynie populacji neuronéw czuciowych [77]. Co wiecej,
w warunkach hodowli komérkowej uzyskano przekonu-
jace dowody, ze mieszana populacja tych komérek oraz
komdérek Schwanna znacznie silniej stymulowata rege-
neracje komoérek czuciowych niz kazda z wyzej wymie-
nionych populacji zastosowana oddzielnie [37]. Badania
te wykazaly wiec, ze komérki mikrogleju moga nasi-
li¢ regeneracje wybranych subpopulacji neuronalnych
i wspétdziata¢ w tym zakresie z innymi typami komé-
rek rdzenia. Istnieja prace, w ktérych wykazano, ze
sttumienie odpowiedzi zapalnej komérek mikrogleju
w uszkodzonym rdzeniu kregowym przez zastosowanie
hipotermii moze wptywaé bardzo korzystnie na obraz
histologiczny rdzenia kregowego oraz na powrét utra-
conych funkgji ruchowych [66]. Dowiedziono ponadto,
ze istnieje farmakologiczny sposéb modyfikujacy funk-
cje mikrogleju, polegajacy na neutralizacji IL-6 poprzez
zablokowanie dostepnosci jej receptora [68]. W wyniku
tego dziatania dochodzito w uszkodzonym rdzeniu do
podniesienia poziomu czynnika stymulujacego two-
rzenie kolonii granulocytéw i makrofagéw (GM-CSF -
granulocyte-macrophage colony stimulating factor),
silnego mitogenu miedzy innymi dla komdrek mikro-
gleju oraz zwiekszenia jego aktywacji, co w rezulta-
cie doprowadzato do szybkiego zmniejszenia sie ilo$ci
produktéw rozpadu mieliny oraz biatka Nogo-A, zna-
nego inhibitora wzrostu aksonéw. Skutkowato to zwiek-
szeniem regeneracji aksonéw i ich rozgaltezieniem sie
(sprouting), a efektem koricowym byta zaobserwowana
poprawa w zakresie utraconych funkcji ruchowych.
W przeprowadzonych przez nasz zespdt badaniach nad
regeneracja straumatyzowanego rdzenia kregowego
dorostych szczuréw, aby przyspieszy¢ oczyszczanie
miejsca samego urazu, zastosowali$my mikroglej akty-
wowany juz w warunkach hodowlanych. Dziataniem
dodatkowym zastosowania mikrogleju hodowlanego
w postaci aktywnej, o ktérym w tym miejscu trzeba
wspomnied, jest mozliwo$¢ jego ,przestymulowania”
i doprowadzenia do powstania tzw. komdrek nadreak-
tywnych. Dzieje sie tak jednak tylko w $ci$le okreslonych
warunkach. W wykorzystanej przez nas hodowli mikro-
gleju stosowano niskie stezenia LPS, dobrane empirycz-
nie na podstawie wczesniej przeprowadzonych préb tak,
aby uniknaé przestymulowania mikrogleju. Tego typu
komérki wydzielaja mnéstwo toksycznych dla neuro-
néw substangcji, takich jak chociazby TNF-a, PGE2 lub

tlenek azotu, w przeciwietistwie do nieprzestymulowa-
nego mikrogleju, ktéry wydziela czynniki troficzne [45].

W przypadku aktywowanego mikrogleju, jego podawa-
nie bezpo$rednio do uszkodzonego rdzenia kregowego
miato na celu usuniecie z miejsca uszkodzenia rdzenia
produktéw rozpadu aksonalnego i komdrkowego, co
miato stymulowaé szybsza regeneracje uszkodzonych
aksondéw przez wygaszenie reakcji zapalnej. Najwazniej-
sze dla prawidlowego postepu regeneracji jest bowiem
szybkie usuniecie z miejsca urazu szkodliwych czyn-
nikéw hamujacych postep regeneracji tak, aby maksy-
malnie przyspieszy¢ odrost aksonalny i w ten sposéb
uniemozliwi¢ wystapienie wstecznej degeneracji neuro-
néw pozbawionych wsparcia troficznego. Mozna to uzy-
ska¢ dwoma sposobami: podajac egzogenne populacje
komérek zernych lub tez farmakologicznie modulujac
ich czynnosé [57].

PRZESZCZEPY Z£0ZONE Z ROZNYCH TYPOW KOMOREK

Do przezycia neuronéw konieczna jest interakcja mie-
dzy aksonami a glejem, na przyktad mielinizujace KS
moga wydzielaé czynniki neurotroficzne wazne dla
przezywalno$ci neuronéw [100]. Z kolei aksony sygnali-
zujg komérkom Schwanna, ktdre z nich maja by¢ zmieli-
nizowane oraz jak duzo mieliny ma zostaé wytworzone
[69]. Zatem proces regeneracji uszkodzeri RK moze by¢
utatwiony, gdy rézne typy komérek, tj. KS, neurony lub
prekursory neuronédw zostana przeszczepione razem
w miejsce uszkodzenia. W licznych pracach opisywana
jest cze$ciowa poprawa czynno$ci motorycznych po
przeszczepie KS z nadekspresjg NT-3 oraz z komdrkami
prekursorowymi neuronéw. Dodanie kwasu retinowego,
utatwiajacego réznicowanie komdrek prekursorowych
i wspomagajacego dzialanie neurotrofin na neuroge-
neze, w znacznym stopniu wplyneto na wydtuzenie
czasu przezycia neuronéw i ich plastyczno$é [72]. Auto-
rzy stwierdzili, ze jednoczesna transplantacja komérek
prekursorowych neuronéw oraz KS zmniejszata ekspre-
sje czasteczek hamujacych regeneracje aksonéw -CSPG
(chondroitin sulfate proteoglykans) oraz zwiekszata
ekspresje czynnikéw promujacych regeneracje: -GAP-
43 (growth-associated protein-43), aktyny i tubuliny
[13,100]. Aktywny mikroglej uwalnia réwniez IL-1 i IL-6,
ktére moga zapoczatkowaé proliferacje komérek astro-
gleju i ich hipertrofie. Z kolei aktywne astrocyty pod-
trzymuja aktywacje mikrogleju przez uwalnianie CSF-1
(colony stimulating factor-1) i innych molekut [13].
Astrocyty w mézgu i rdzeniu kregowym réwniez reaguja
na uraz wytwarzaniem czynnikéw neurotroficznych
i czasteczek immunoregulatorowych [13]. Poczatkowym
zadaniem jest rozpoczecie procesu naprawy przez elimi-
nacje uszkodzonych aksonéw oraz przywrdcenie ciggto-
$ci bariery krew-mézg [82].

Nastepne zjawiska sg zwigzane z protekcjg pozosta-
tych neuronéw, wzrostem wiékien i przywréceniem
ich funkcji [17]. W przypadku uszkodzenia nerwu
obwodowego, sygnaly nerwowe moga dotrze¢ do OUN,
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prowadzac do aktywacji astrocytéw znajdujacych sie
w poblizu ciata komérki. Wydaje sie bardzo prawdo-
podobne, ze astroglej w OUN i KS w obwodowym UN
moga wspétdziataé w procesie naprawy [50]. Intensyw-
no$¢ zmian synaptycznych oraz aktywacja gleju jest
zwigzana ze stopniem uszkodzenia nerwu, a czynniki
neurotroficzne wydzielane przez astrocyty i KS odgry-
wajac istotng role w modulacji plastyczno$ci neu-
ronu sg zwigzane z wystepowaniem przewlektego bélu
pourazowego [32].

KS w POMOSTOWANIU UBYTKOW RDZENIA KREGOWEGO

Zastosowanie pomostéw komérkowych do wypel-
nienia jam pourazowych w rdzeniu z mozliwoscia
genetycznego zaprogramowania komérek do wytwa-
rzania dodatkowych czynnikéw wzrostu, opisywane jest
w modelu do$wiadczalnym sttuczenia odcinka piersio-
wego RK. Do powstatych jam podawano KS z wprowa-
dzonym do nich genem D15A-modyfikowana czgsteczka
NT3, zwiekszajaca aktywno$¢ BDNF i NT3 [95]. Zaobser-
wowano znaczacy wzrost liczby zmielinizowanych akso-
néw w poréwnaniu z grupg kontrolna, ktéra stanowity
KS z genem GFP (green fluorescence protein). Ponie-
waz nie nastgpita poprawa czynnosci motorycznych
ocenianych testem behawioralnym, kwestig otwarta
pozostaje wyjasnienie, jak uczynié te zlozona terapie
jeszcze bardziej efektywna. Kolejnym przykladem zto-
zonej strategii postepowania w przypadku sttuczenia
RK jest iniekcja KS z jednoczesnym podawaniem ana-
logu cAMP (db-cAMP) oraz rolipramu - inhibitora fos-
fodiesterazy [74]. Poziom cAMP obniza sie po urazie
i natychmiastowe podanie rolipramu zapobiega temu
spadkowi, a wstrzykniecie db-cAMP zwigksza go. Zaob-
serwowano podwojenie liczby zmielinizowanych akso-
néw oraz znaczacg regeneracje istoty bialej, wrastanie
widkien serotoninergicznych do implantu, wzrost liczby
aksonéw poza miejsce uszkodzenia i 70% poprawe czyn-
no$ci motorycznych koticzyn tylnych. Jeszcze bardziej
spektakularne wyniki osiggnieto, uzupetniajac wszczep
sktadajacy sie z komdrek Schwanna o komérki opuszki
wechowej, dzieki czemu dystans pokonywany przez
wibkna nerwowe w przecietym rdzeniu radykalnie sie
zwiekszyt [74,75]. Regeneracje podejmowaly gitéwnie
neurony propriordzeniowe umiejscowione zaréwno
w odcinku szyjnym, jak i krzyzowym uszkodzonego
rdzenia. Ponadto uwidoczniono wewnatrz tuneli poje-
dyncze widkna neurondéw jader pnia mézgu i ustalono,
ze pochodzily one z jader szwu i miejsca sinawego, co
ma znaczenie kliniczne, poniewaz neurony te uczestni-
czg w programowaniu ruchu. Ustalono tez, ze komérki
Schwanna nasilajg rozgalezianie si¢ stozkéw wzrostu
regenerujgcych aksonédw w rdzeniu kregowym [52],
a takze ograniczaja powstawanie pourazowej blizny gle-
jowej [27].

W pracy pochodzacej z laboratorium Aguayo wyka-
zano, ze transplantacja KS pochodzacych z nerwdéw
obwodowych dziata troficznie na aksony OUN i uczest-
niczy w remielinizacji uszkodzonego RK [81]. Mozna je

uzyskaé z nerwéw obwodowych od ludzi lub zwierzat
do$wiadczalnych. Nastepnie mozne je tatwo rozmno-
zy¢ w odpowiedniej hodowli tkankowej oraz modyfi-
kowa¢ genetycznie w celu wytworzenia wiekszej liczby
czynnikéw wzrostu [24,64]. KS stosowane do transplan-
tacji moga by¢ dodawane do fibryny lub specjalnego
zelu (np. Matrigel), ktéry po stwardnieniu umiesz-
czany jest miedzy kikutami uszkodzonego RK [96]. Jezeli
szczelina miedzy przecietymi koricami jest zbyt duza
z powodu masywnego ubytku tkanki nerwowej i/lub
retrakcji kikutéw nerwu, interesujaca alternatywa jest
zastosowanie sztucznych protez nerwowych wyprodu-
kowanych metodami inzynierii tkankowej. Protezy te
stanowig prowadnice dla rosnacych aksonéw i moga
by¢ Zrédtem uwalniania czynnikéw neurotroficznych,
takich jak NGF, GDNF oraz izoform FGF-2 o matej masie
czasteczkowej [19]. Wykazano réwniez zwigkszony
wzrost aksondw w miejscu uszkodzenia po wypetnieniu
protez komérkami Schwanna [67].

Autorociczne KS

O0d dawna wiadomo, ze w ognisku demielinizacji KS
ulegaja réznicowaniu w bardziej prymitywne komérki
prekursorowe, ktére nastepnie moga proliferowaé.
Skuteczng metoda pozyskiwania takich komérek jest
predegeneracja nerwéw obwodowych, umozliwiajaca
proliferacje komdrek bez stosowania $rodkéw farma-
kologicznych. Metoda ta, opisana po raz pierwszy przez
Ramona y Cajala, polega na przecinaniu nerwu dawcy in
situ w okre$lonym czasie, w celu wystgpienia degenera-
cji wallerowskiej z nastepowg proliferacjg KS i usuwa-
niem resztek mieliny [14]. Na podstawie tych prac nie
ma watpliwoséci, Ze najlepsze wyniki leczenia sttucze-
nia rdzenia kregowego daje metoda ztozona [53]. Auto-
rzy licznych prac donoszg, ze odnotowano najwiekszy
wzrost komérek w 7 i 14 dniu predegeneracji, wyno-
szacy odpowiednio 10-60 x 10*> komérek/mg tkanki ner-
wowej do nawet 140 x 10° komérek/mg tkanki nerwowej
[33,51]. Rozbieznosci te moga wynikaé z réznic w skta-
dzie podloza do predegeneracji oraz réznic w wieku
dawcéw. Lewin-Kowalik i wsp. wykazali ze autoprzesz-
czepy predegenerowanego nerwu kulszowego szczura
w miejsce uszkodzenia hipokampa stymulowaly proces
regeneracji neuronéw [51].

W praktyce klinicznej wczesna implantacja autologicz-
nych KS powoduje szybszg reinerwacje tkanki docelo-
wej przez regenerujace aksony, co znacznie poprawia
stan kliniczny. Dlatego tez Haastert i wsp. zdecydowali
sie na skrécenie czasu predegeneracji $wiezej tkanki
in vitro do 7 dni, otrzymujac wystarczajaca (podobna
do 14-dniowej) liczbe komérek do wykonania auto-
logicznego przeszczepu [28]. Metoda ta wymaga uzy-
cia zdrowego nerwu, ale nie stwarza konieczno$ci
dodatkowego podawania lekéw immunosupresyjnych
i wydaje sie najbardziej korzystna w terapii uszkodzeti
nerwéw obwodowych u ludzi. Keilhof i wsp. zaobser-
wowali, ze w obrebie dystalnego kikuta przecietego
nerwu kulszowego szczura KS sg aktywne i tworza
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korzystne §rodowisko dla regenerujgcego nerwu [4,44].
Ekspresja receptora NGF oraz L1 i N-kadheryny w ner-
wie predegenerowanym stanowi punkt zwrotny dla
procesu réznicowania komdrek, ktdry z kolei moze uta-
twié procesy regeneracji. Jedna z podstawowych kwe-
stii jest uzyskanie w krétkim czasie duzej populacji
mitotycznie aktywnych i w pelni funkcjonalnych KS.
Zaobserwowano, ze KS in vitro wydzielaja autokrynne,
mitogenne czynniki wzrostu oraz ze bezposredni kon-
takt KS miedzy soba ma dziatanie stymulujace pro-
liferacje [86]. Ponadto wykazano, ze przezycie KS in
vitro byto zalezne od gestosci tych komérek w miejscu
uszkodzenia nerwu. W wiekszo$ci badari najczesciej
stosowanymi mitogenami byly toksyna cholery, for-
skolina lub heregulina [83,99]. Inng mozliwo$cig wzbo-
gacania hodowli KS jest zmniejszenie w nich liczby
fibroblastéw, ktére hamuja zdolno$¢ KS do prolifera-
cji i wspétzawodnicza o sktadniki odzywcze [6]. Jed-
nak metoda ta jest czesto kwestionowana, poniewaz
uzywane w tym procesie genotoksyny, np. arabinozyd
cytozyny blokuja szlaki sygnatowe czynnikéw wzrostu
nerwdéw, zmniejszajac w ten sposdb wzrost neuronéw
[9]. W obu przypadkach czas wymagany do przygoto-
wania hodowli wynosi 6-8 tyg., co uniemozliwia prak-
tyczne zastosowanie kliniczne. Zaobserwowano, ze po
uszkodzeniu RK cytokiny zapalne, biatka pochodzgce
z obumartych komérek oraz czynniki wzrostu moga
wplywaé w rézny sposéb na procesy regeneracji [88].
W wytwarzaniu czynnikéw mitogennych dla KS oraz
ekspresji NGF w wyniku stymulacji IL-1 biora udziat
makrofagi [5,46], dlatego tez naciekanie makrofagéw
po uszkodzeniu nerwu wydaje sie kolejnym czynni-
kiem pobudzajagcym proliferacje KS. Zatem metoda
taczaca przeszczep komdérek z odpowiednig modyfika-
cja $rodowiska wydaje sie szczegdlnie obiecujacy tera-
pig urazéw rdzenia kregowego. Wstrzykniecie KS po
tygodniu od tagodnego sttuczenia rdzenia kregowego
u szczura ulatwiato regeneracje aksondéw i poprawiato
czynno$¢ motoryczng koriczyn dolnych [94]. Poprawa
stanu neurologicznego moze by¢ jednak ograniczona
krétkim przezyciem przeszczepionych KS, ktére ule-
gaja martwicy i apoptozie. Martwica moze powstaé
w wyniku uszkodzenia mechanicznego, zmniejszenia
ilodci sktadnikéw odzywczych, hipoksji oraz wzrostu
poziomu czynnikéw toksycznych, takich jak: wolne
rodniki, kwasy i jony wewnatrzkomérkowe [92].
Apoptoza natomiast moze zostal zainicjowana przez
zewnatrz- lub wewnatrzpochodng aktywacje proteaz
cystynowych, niezaleznych od wapnia [17]. Badania
przeprowadzone przez Hilla i wsp. z zastosowaniem
technik biologii molekularnej wykazaly, ze przeszcze-
pione komdérki Schwanna obumieraly w ciagu pierw-
szych 24 godzin po implantacji 6 razy cze$ciej w wyniku
martwicy niz apoptozy, a 22% komorek ktére przezyty
integrowatly sie z komérkami w miejscu uszkodzenia
i funkcjonowaly prawidlowo. Bylo to niezalezne od
liczby oraz gesto$ci komérek w przeszczepie. W licz-
nych badaniach obserwowano apoptoze przeszcze-
pionych komdrek juz po 90 min od zabiegu [18]. Tak
wczesne wystapienie apoptozy sugeruje, ze proces ten

zostal zapoczatkowany przed transplantacja. By¢é moze
wzbogacenie medium do transplantacji w surowice
i mitogeny umozliwi wydtuzenie czasu do wystapie-
nia apoptozy. Wyniki licznych prac okre$lajacych czas
przezycia i mechanizm obumierania komdrek, jedno-
znacznie wskazuja na konieczno$¢ stworzenia nowych
metod poprawiajacych przezycie komérek w celu opty-
malizacji ich zastosowania w naprawie uszkodzen RK.

KS w TERAPII CHOROB DEGENERACYINYCH

Przeszczepy komérkowe sg przedmiotem badan w réz-
nych chorobach degeneracyjnych. Liczne obserwacje
wskazuja, ze KS w odpowiednich warunkach wytwarzaja
stabilng mielineg, ktéra przywraca réwniez prawidlowa
czynno$¢ neuronéw OUN [96]. Dlatego w modelach
zwierzecych zaczeto stosowal przeszczepy KS w uszko-
dzeniach mieliny w stwardnieniu rozsianym (SM),
chorobie Parkinsona, czy urazach mézgu i rdzenia kre-
gowego, gdzie sie moga staé réwniez substratami dla
regenerujgcych aksonéw [35,55]. Potencjalne wady
praktycznego zastosowania KS w OUN odnoszg sie do
trzech probleméw: migracji, przezycia oraz interakcji
miedzy astrocytami a mieling wytworzong przez KS.
Niestety, wedtug wiekszosci badan wszczepione KS nie
maja zdolno$ci migracji w obrebie prawidlowego OUN,
co zmniejsza szanse implantowanych komdérek na osig-
gniecie docelowego miejsca uszkodzenia [97]. Wykazano
réwniez, ze czas przezycia komérek Schwanna w obre-
bie OUN jest krétki.

Woodhoo i wsp. zbadali, czy wyzej opisane trudnosci
moga zosta¢ ominiete przy zastosowaniu prekursoro-
wych KS. Wszczepiali KS pochodzace z noworodkéw
szczurzych oraz prekursory KS uzyskane z 14-dniowych
embrionéw szczurzych do OUN w réznych warunkach
eksperymentalnych [97]. Jak spodziewano sie na pod-
stawie licznych wynikéw weze$niejszych prac, komérki
prekursorowe migrowaly przez prawidlowa tkanke
w OUN, fatwo wspdtdziataly z komérkami glejowymi
biorcy, ich przezycie byto dtuzsze, a wytworzona mie-
lina nie ulegata uszkodzeniu w przebiegu SM. Te szcze-
g6lne cechy komérek prekursorowych sprawiaja, ze
moga one by¢ przydatne w naprawie uszkodzer mie-
liny. Jednak namnozenie ich z neuronéw embrionalnych
stwarza powazny problem w pozyskiwaniu ich do badan
i ewentualnych zastosowan terapeutycznych.

W ciggu ostatnich kilku lat znacznie poszerzyta sie
nasza wiedza o biologicznych mechanizmach reguluja-
cych procesy regeneracji uktadu nerwowego po urazie.
Jednak z klinicznego punktu widzenia regeneracja jest
zazwyczaj niecatkowita, towarzysza jej rézne deficyty
neurologiczne pod postacia zaburzeti czucia i funkcji
ruchowych, nietolerancji zimna i bélu, co w znacznym
stopniu pogarsza jako$¢ zycia chorych. Gtéwnym pro-
blemem pozostaje zapobieganie wtdrnej utracie neu-
ronéw po urazie, modyfikacja odpowiedzi zapalnej
i tworzenia sie blizny oraz neutralizacja czynnikéw
hamujacych wzrost aksonéw.
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