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Streszczenie |

Summary

W ostatnim czasie dokonat si¢ istotny postep w terapii komdrkowej choroby Parkinsona. W niniejszym arty-
kule przedstawiono strategie dotyczace terapii komorkowej, opisano wyniki prob klinicznych, przedstawiono
takze doSwiadczenia autora w przygotowaniu komorek dla 0osdb z chorobg Parkinsona oraz uwypuklono nie-
bezpieczenstwa, jakie moga wynikac ze stosowania terapii komorkowej. Zaprezentowano takie strategie tera-
pii komorkowej, jak: strategia fizjologiczna, strategia fizjologiczno-biotechnologiczna i strategia biotechnolo-
giczna. W ramach strategii fizjologiczne] uj¢to zastosowanie neuralnych komorek macierzystych i koncepcie
Ratajczaka. Plastycznos$¢ (transroznicowanie) jest rozpatrywana jako podstawa strategii fizjologiczno-bio-
technologicznej. Strategia biotechnologiczna to klonowanie i reprogramowanie. W artykule zaprezentowano
takze opinie autorytetow na temat skutecznosci terapii komdrkowej w leczeniu pacjentow z chorobg Parkin-
sona oraz krotko opisano proby kliniczne, ktorymi niezaleznie od siebie kierowali: Hauser, Hegel, Brundin,
Freed i Olanow. Przedstawiono rowniez implikacje ich dokonan badawczych dla przysztych prob wykorzysta-
nia komdrek macierzystych w terapii 0sob z chorobg Parkinsona, jak rowniez wyniki badaf nad zwierz¢tami
z eksperymentalnie wywotanym parkinsonizmem. Autor prezentuje ponadto wyniki wtasnych doswiadczen
w przygotowywaniu komorek potencjalnie uzytecznych w leczeniu pacjentow z chorobg Parkinsona oraz
omawia istotne zagrozenia zwigzane ze stosowaniem terapii komorkowe;j (takie jak choroba nowotworowa).
Terapia komorkowa rozwija si¢, jednak w odczuciu autora niniejszego artykutu nie ma pewnosci, czy bedzie
ona naprawde skuteczna.

SEOWA KLUCZOWE: komérki macierzyste, reprogramowanie, plastycznos¢, réznicowanie, choroba Par-
kinsona

This review shows current progress in stem cell therapy of Parkinson disease. Article depicts strategies of stem
cell therapy, discusses results of trials performed to treat Parkinson disease, describes experience of author in
preparing cells for patients with Parkinson disease, and presents potential danger of stem cell therapy. Sever-
al strategies of stem cell therapies are presented. Strategies are divided in to: physiological, physiologically-
biotechnological and biotechnological. Physiological strategy includes: use of neural stem cells, and Rata-
jezak concept. Plasticity (transdifferentiation), is considered as approach physiologically-biotechnological.
Biotechnological strategy includes: cloning and reprogramming. Article shows opinions of authorities work-
ing on Parkinson disease stem cells therapy, briefly discusses trials of Hauser et al., Hegel et al., Brundin et
al., Freed et al., and Olanow et al. Clues coming from these trials, for future use of stem cells derivatives, in
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the treatment of Parkinson disease are presented. Hints coming from works on Parkinson disease animals
models, are also included. Moreover author presents his own experience in preparing cells potentially useful
in Parkinson disease treatment, which is use of fibroblasts and neural stem cells. Finally possible dangerous
consequences of stem cells therapy, such as risk of cancers development, are shown. Stem cell therapy appears
as progressing, but in author opinion there is no final conclusion to say if it will work very efficiently or not.

KEY WORDS: stem cells, reprogramming, plasticity, differentiation, Parkinson disease

STRATEGIE TERAPII
KOMORKOWYCH

omorki macierzyste budzg coraz wigksze zain-
B teresowanie. Stosujac je w leczeniu, a wlasciwie
ich pochodne, mozna postuzy¢ si¢ kilkoma stra-
tegiami. Zdaniem autora niniejszej pracy strategie tera-
pii komorkowych mozemy podzieli¢ na: fizjologiczne
(wykorzystanie naturalnych zjawisk zachodzacych in
vivo), fizjologiczno-biotechnologiczne (plastyczno$¢ ko-
morek — transr6znicowanie) i catkowicie biotechnolo-
giczne (klonowanie, reprogramowanie). W podziale tym
uwzgledniono fakt, ze w niektorych metodach biolodzy
odwolujg si¢ do procesow fizjologicznych, a w innych
— do procesow czysto biotechnologicznych, ktore nie
maja zadnego zwiazku z fizjologia. Wynika to z faktu,
ze biotechnologia wykracza poza fizjologie, a ogdlniej
- poza procesy zachodzace w naturze. Przyktadowo
bakterie nigdy nie produkuja insuliny w warunkach na-
turalnych, a mimo to dzigki manipulacjom biotechno-
logicznym ,,mozna je do tego zmusi¢”. Podobnie rzecz
si¢ ma z bedacym wytworem biotechnologow klonowa-
niem ssakow, ktore nigdy nie zachodzi w naturze. Ist-
nieje rowniez metodologia, ktdrej obecny stan wiedzy
nie pozwala zakwalifikowac ani jako strategi¢ biotech-
nologiczna, ani jako fizjologiczng, poniewaz nie wiemy,
czy niektore procesy obserwowane in vitro zachodza
réwniez w przyrodzie.
Jako mozliwosci fizjologiczne (rys. 1A) od lat stosuje si¢
hematopoetyczne komorki macierzyste, ktore stanowia
jeden z typow multipotencjalnych komdrek macierzy-
stych. Podobnie mozna wykorzysta¢ rowniez nowo po-
znane komorki multipotencjalne, np. nerwowe (neuralne)
komarki macierzyste, ktorych istnienie zostafo rowniez
potwierdzone u dorostych"?. Niestety, rozwigzania te
wiaza sie ze sporymi komplikacjami. Przede wszystkim
pozyskanie nerwowych komorek macierzystych jest bar-
dzo trudne, szczeg6lnie do przeszczepdw autologicznych.
Fatwiej wykonywac w takich przypadkach przeszczepy
alogeniczne, niemniej jednak nalezy uniemozliwi¢ orga-
nizmowi odrzucenie otrzymanego przeszczepu (patrz
rozdziat: ,Terapia komorkowa w chorobie Parkinsona
— dotychczasowe doswiadczenia”).
Pewne nadzieje na wykonywanie przeszczepdw autolo-
gicznych zwigzane sg z tzw. koncepcja Ratajczaka, we-
diug ktorej szpik kostny to fizjologiczny rezerwuar roz-
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norodnych multipotencjalnych komorek macierzystych
(nie tylko hematopoetycznych) (rys. 1B). Zdaniem Ra-
tajczaka komorki te da si¢ z powodzeniem zastosowac
w leczeniu wielu chorob, i to nie tylko hematologicz-
nych*?. Druga wspomniang mozliwos¢ wykorzystywa-
nia komorek macierzystych szpiku stanowi tzw. pla-
stycznos$¢"™ (rys. 1C). Trudno ja zaliczy¢ do strategii
fizjologicznych lub biotechnologicznych, poniewaz ist-
nieje spdr o to, czy plastycznosc jest zjawiskiem indu-
kowanym w sztucznych warunkach (in vitro), czy tez
obecnym in vivo. Wedtug kanonow biologii rozwojowej
ssakow komorka, ktora nalezy do mezodermy, nie mo-
7e stac si¢ komorkg endodermy, i vice versa. MOwimy,
Ze istnieje tzw. bariera listkow zarodkowych, a tymcza-
sem plastyczno$¢ czesto utozsamiana jest z transrozni-
cowaniem, czyli wtasnie z przekraczaniem bariery list-
kow zarodkowych. Biolodzy sceptycznie odnoszacy si¢
do idei plastycznosci nazywajq dziatania zmierzajgce do
wykorzystania domniemanej plastycznosci ,,alchemig
biologii rozwojowej”"”. Z drugiej strony mamy jednak
coraz wigcej dowoddw, ze komorki sg w stanie ,,poko-
nywac barierg¢ listkow zarodkowych™". Plastycznos¢
- rozpatrywana jako strategia fizjologiczna — pozwala
wytlumaczy¢, inaczej niz proponuje Ratajczak, fakt, ze
komorki szpiku kostnego mozna ro6znicowac do wielu
typow komorek dojrzatych, a co za tym idzie, wykorzy-
sta¢ w leczeniu wielu jednostek chorobowych. Dotych-
czas uwazano, ze zastosowanie hematopoetycznych
komorek pnia (ang. hematopoietic stem cells, HSC)
umozliwia otrzymanie jedynie komorek krwi. Tymcza-
sem ostatnie wyniki badan zdajq si¢ wskazywac, ze pla-
stycznoS¢ komorek szpiku pozwala na otrzymanie row-
niez komorek nerwowych czy komorek trzustki®?. W tym
kontekscie uzyskanie wielu rodzajow komorek dojrza-
tych ze szpiku nie bytoby — jak to przyjmuje Ratajczak
— konsekwencjg heterogennosci komorek macierzystych
szpiku, ale zdolnosci jednego typu komorek multipo-
tencjalnych (np. stromalnych komdrek macierzystych)
do przeobrazania si¢ w bardzo wiele rodzajow komorek
nalezacych do r6znych listkow zarodkowych“?. Nieza-
leznie od tego, czy prawdziwa jest koncepcja Ratajcza-
ka, czy tez koncepcja mowigca o plastycznosci, moze-
my stosowac¢ komorki szpiku pacjenta, ktérego chcemy
leczy¢; chociazby w zwiazku z chorobg Parkinsona.
Oznacza to, iz mozemy przeprowadzi€ przeszczep auto-
logiczny i nie ma obawy, Ze transplantowane komorki
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Rys. 1. Trzy strategie dajqce nadzieje na wprowadzenie terapii komorkowej do leczenia 0sob z chorobg Parkinsona (i nie tylko).

Strategia fizjologiczna zaktada wykorzystanie procesow zachodzqcych w warunkach fizjologicznych w organizmie czio-
wieka. Mozliwe jest w tym przypadku wykorzystanie np. neuralnych komorek macierzystych. Latwiejsze jest pozyskanie
takich komdrek do przeszczepu alogenicznego z mozgu osoby zmartej. Przeszczep autologiczny jest tu moZzliwy tylko wre-
dy, gdy neuralne komadrki macierzyste pobrane zostang z mozgu osoby z chorobq Parkinsona. W ramach strategii fizjo-
logicznej rozpatrywac mozna takze koncepcje Ratajczaka, ktora zaklada, ze szpik kostny jest rezerwuarem roznych multi-
potencjalnych komdrek macierzystych, takze neuralnych komorek macierzystych.

Strategia fizjologiczno-biotechnologiczna bazuje na zjawisku plastycznosci. Nie ma w tej chwili pewnosci, czy plastycz-
nos¢ jest poZytecznym, ale jednak indukowanym tylko w warunkach in vitro, artefaktem, czy tez zjawiskiem, ktore od-
grywa role fizjologiczng. Stqd tez trudnosc jednoznacznego zaklasyfikowania technologii opartej na plastycznosci do stra-
tegii fizjologicznych albo biotechnologicznych. Plastycznos¢ komdrek macierzystych pozwala np. na otrzymanie ze
stromalnych komdrek szpiku komdrek nerwowych, a z neuralnych komorek macierzystych — komdrek krwi. Innymi sto-
wy, plastycznos¢ moze pozwolic na przekroczenie tzw. bariery listkow zarodkowych.

Strategia biotechnologiczna odwoluje sie do procesow niezachodzqcych w naturze. Zalicza sie tu klonowanie i reprogra-
mowanie metodq Takahashiego i Yamanaki. W czasie obydwu tych procesow wywolywana jest zmiana wzoru metylacyj-
nego komdrki. Wzor metylacyjny komorki dojrzalej zmieniany jest na wzor metylacyjny pluripotencjalnej lub totipoten-
cjalnej komorki macierzystej
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zostang odrzucone. W podobnym nurcie badan znajdu-
je si¢ zastosowanie krwi p¢gpowinowej. Autor niniejsze-
go artykutu uwaza, ze krew pegpowinowa bedzie miafa
coraz szersze zastosowanie terapeutyczne w chorobach
hematologicznych. Jednak jezeli koncepcja Ratajczaka
jest prawdziwa albo jezeli istnieje plastycznosé, to lep-
szym Zrodiem komorek do transplantacji (np. w choro-
bie Parkinsona) bedzie szpik kostny, a nie krew pepowi-
nowa. Zrozumiale jest magazynowanie krwi pgpowinowej
zanim wystapi np. biafaczka. Po co jednak przechowy-
wac przez 60 czy 70 lat krew pgpowinowg dla osoby,
u ktdrej obawiamy sie rozwoju choroby Parkinsona, je-
Sli szpik kostny tej osoby — nawet juz po wystgpieniu
choroby - dostarczy wigcej komorek macierzystych niz
krew pgpowinowa? Musimy pami¢taé, ze nie ma me-
tod, ktore zapewniajg 100% zywotnos$¢ komorek przez
tak dfugi czas, a w naszych doSwiadczeniach stwierdzi-
liSmy co najmniej 30% spadek zywotnosci komorek po
10 latach przechowywania w ciektym azocie.

O ile w przypadku plastycznosci mozemy jeszcze mowic
o tym, ze pozyskujgc komorki potrzebne do transplan-
tacji, korzystamy niekiedy z mechanizmoéw fizjologicz-
nych, o tyle kolejne rozwigzanie, jakie mozna zastoso-
wac, aby wykorzysta¢ komorki macierzyste w terapi,
jest rozwigzaniem czysto biotechnologicznym. Rozwig-
zanie, o ktorym mowa, to reprogramowanie genomu
komorek™ (rys. 1D). Przyjmuje si¢, Ze w czasie rozni-
cowania (przeobrazania komorek macierzystych w ko-
morki dojrzate) w genomach komdrek zachodzg epi-
genetyczne zmiany genomu — giownie we wzorach
metylacji elementow regulatorowych DNA®, Zmiany
te wydajq si¢ niezwykle trwate i odpowiedzialne za rdzni-
ce miedzy komorkami naszych organizmow. To one de-
cyduja przede wszystkim o tym, ze w granulocycie aktyw-
ny jest jeden zestaw gendw (,,programdw”), a w neuronie
inny. Niemniej jednak udane sklonowane ssakow po
zastosowaniu jader komorek dojrzatych dowiodto, iz
zmiany epigenetyczne mogg by¢ odwracalne. W czasie
klonowania musi dochodzi¢ do zmian we wzorze me-
tylacji genomu — ze wzoru komoérki dojrzatej na wzor
komorki embrionalnej™*'®. Klonowanie terapeutyczne
jest kolejna metoda biotechnologiczna, ktéra mozna
stosowac, aby zdoby¢ komorki przydatne w terapii ko-
morkowej (rys. 1E). Udane klonowania, ktérym towa-
rzyszyly watpliwosSci natury moralnej, stanowily jedng
z inspiracji do poszukiwan czynnikow ,,wykorzystywa-
nych przez komorke jajowa” do wywolania zmian epi-
genetycznych. Przestano postrzega¢ komorke jajowa
jako biologiczng czarng skrzynke i rozpoczeto poszuki-
wanie bialek umozliwiajacych miedzy innymi zmiane
wzoru metylacyjnego DNA®™. W 2006 roku Takahashi
i wsp. pokazali, Ze dokonanie przejSciowej nadekspresji
4 czynnikow transkrypcyjnych w komorkach fibrobla-
stycznych jest wystarczajgce do przeobrazenia ich geno-
mu w taki sposob, aby komorki te odzyskaty mozliwoSci
komorek macierzystych, z ktorych daje si¢ uzyskiwac
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dowolne komorki organizmu, ale nie caly organizm.
Mozliwosci takie sg cechg pluripotencjalnych komorek
macierzystych"”. W 2007 roku ten sam zespot zaprezen-
towal udang przemiang fibroblastow w pluripotencjal-
ne komdrki macierzyste"?. Takahashi i wsp. przemiang
zachodzgcg w jadrze dojrzatej komorki fibroblastycznej
pod wptywem wybranych czynnikow transkrypcyjnych
okreslili mianem ,,reprogramowania” (rys. 1D). Nalezy
pamietad, iz reprogramowanie zachodzi takze w czasie
klonowania (Takahashi i Yamanaka czerpali inspiracj¢
z doSwiadczefi nad klonowaniem). Upraszczajac sprawe,
mozna stwierdzi¢, ze metoda Takahashiego i Yamana-
ki to reprogramowanie poza komorkg jajowa, a klono-
wanie to reprogramowanie w obrebie komorki jajowe;.
Reprogramowanie zwyklo si¢ utozsamia¢ z metodolo-
gig zaproponowang przez Japonczykdw, ale autor arty-
kutu dla porzadku okresla t¢ metodologi¢ reprogramo-
waniem metodq Takahashiego i Yamanaki. Osiggnicty
przez nich efekt jest wielce pozgdany. Jesli Takahashi
i wsp. majg racj¢, oznacza to, ze dla biotechnologa pra-
wie kazda jadrzasta komorka moze odegrac role pluri-
potencjalnej komorki macierzystej. Takahashi i Yama-
naka nie ukrywaja, ze inspiracjg dla ich dziatan byfa
rowniez chec przestrzegania norm moralnych. Wydaje
si¢, ze sq skuteczni w tym aspekcie, aczkolwiek intryguije,
dlaczego ich metoda pozwala otrzyma¢ komorki pluri-
potencjalne, a nie tak jak w przypadku klonowania — to-
tipotencjalne. Wyglada na to, ze totipotencjalnosc zalezy
takze od tzw. informacji pozycyjnej, a taka informacja
moze by¢ pozyskana tylko przez pochodne komorki ja-
jowej. Na marginesie mozna wspomniec, iz autor arty-
kutu z powodzeniem przeobrazit fibroblasty w komorki
przypominajace pluripotencjalne komorki macierzyste,
awyniki te zostaly opublikowane juz w 2005 roku w cza-
sopiSmie ,,Differentiation””. Cel ten zostal osiggnigty
poprzez wykorzystanie plastycznoSci (szerzej o tym za-
gadnieniu w rozdziale: ,DoSwiadczenia wlasne”).

Jak widac sposobow, ktore mogg umozliwi¢ otrzyma-
nie pochodnych komdrek macierzystych przydatnych
w leczeniu 0sOb z chorobg Parkinsona, jest bardzo wie-
le. Pozostaje mie¢ nadziej¢, ze chociaz jeden z nich
przyniesie oczekiwane korzysci.

TERAPIA KOMORKOWA
W CHOROBIE PARKINSONA
-~ DOTYCHCZASOWE DOSWIADCZENIA

Mimo ze pochodne komorek macierzystych moga by¢
wykorzystywane w leczeniu r6znych chorob, wydaje sig,
ze w przypadku niektdrych z nich terapia ta moze by¢
nieco fatwiejsza. Do tej grupy zalicza si¢ migdzy innymi
chorobe Parkinsona. Niektdrzy uwazaja, ze wprowadze-
nie odpowiednich pochodnych komorek macierzystych
do uszkodzonej istoty czarnej oSrodkowego uktadu ner-
wowego daje duze szanse na wznowienie produkcji do-

paminy — parakrynnie wydzielanej w tym miejscu w wa- 235
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runkach fizjologicznych. W zwigzku z tym wystarczy
stworzy¢ nowe ognisko produkcji tego neurotransmite-
ra"®. Nie zachodzi tu koniecznos¢ odbudowy precyzyjnie
zlokalizowanych potaczen synaptycznych jak w przy-
padku choroby Alzheimera czy po uszkodzeniu rdzenia
kregowego™. Nie brakuje jednak krytykow powyzszej
hipotezy, ktorzy twierdzg, ze za zalozeniami tymi kryje
si¢ nadmierne upraszczanie etiopatogenezy choroby Par-
kinsona®. Teoria niedoboru parakrynnie uwalnianej do-
paminy lezy u podioza prowadzonych od lat prob za-
stosowania terapii komorkowej w chorobie Parkinsona.
Pierwsze proby kliniczne dotyczyly stosowania komorek
wyizolowanych z rdzenia nadnerczy ptodow ludzkich®".
Proby te daty mierne efekty. W latach 90. zaczgto trans-
plantowa¢ osobom z chorobg Parkinsona fragmenty
mozgowia pobranego z pfodéw ludzkich i rzadziej po-
chodne komorek macierzystych"*2¥, Nie byta to wicc
najczesciej terapia komorkowa sensu stricto, gdyz trans-
planty zazwyczaj nie skladaly si¢ z wyizolowanych ko-
morek, tylko z homogenizowanych fragmentow tkanek.
Niemniej jednak wyniki tych prob stanowig postawe dla
obecnych prac zmierzajacych do wdrozenia terapii ko-
morkowej do leczenia 0sob z chorobg Parkinsona. Sa-
me wyniki badaf sg bardzo niejednoznaczne. W litera-
turze mozna znalez¢ takze entuzjastyczne opinie, jak
chociazby nalezgca do pacjenta Michela Levesque’a,
neurochirurga z Cedars-Sinai Medical Center w Los
Angeles i Celmed BioSciences. Levesque pobrat od 50 do
100 komorek z mozgu cztowieka cierpigcego na choro-
be Parkinosna, a nast¢pnie kultywowat je in vitro przez
kilka miesiecy. W marcu 1999 roku wprowadzit okoto
szeSciu milionow tych komdrek do istoty czarnej chorego.
Po zabiegu tym pacjent stwierdzit: ,, Two years ago I co-
uldn’t put my contact lenses in without a big problem.
Now it’s no problem. And I don’t have to take any anti-
rejection medication because the cells are myself”.

Doniesienia takie zawsze bardzo trudno jest zweryfiko-
wac i w zasadzie nie sq one publikowane w czasopis-
mach naukowych. Z drugiej strony przeprowadzono

badania kliniczne, w odniesieniu do ktérych rowniez
mozna znalez¢ opinie dotyczgce skutecznosci takich
badan. Ponizej przedstawione zostang odmienne sta-
nowiska autorytetow w dziedzinie badan nad terapia
komodrkowg w chorobie Parkinsona.

— Curt R. Freed:

,Neurotransplantation with fetal dopamine neurons is
now a proven strategy for treatment of patients with
advanced Parkinson’s disease. In our double-blind,
placebo-controlled surgical trial of fetal tissue implants,
we found that transplants survived in 85% of patients
regardless of age and without immunosuppression and
improved signs of Parkinson’s disease in patients under
age 60 and in older patients who still had a good response
to the drug L-dopa. Sham surgery patients had no
change in their symptoms. About 15% of patients who
reduced or discontinued all L-dopa had the same kind
of excess movements (dyskinesias) that had been caused
by their L-dopa treatment. This study has proven that
neurotransplants have significant benefits and also have
some of the same side effects as the drug L-dopa. Trans-
plant methods will continue to evolve, regardless of the
source of dopamine neurons used for transplant”.

—J. William Langston:

,Clinton lifted this moratorium on his second day in
office. Not long thereafter, 2 large controlled clinical
trials aimed at using fetal human mesencephalic tissue
transplanted to the striatum to treat Parkinson disease
were launched with federal funding. However, to the
surprise of many, both trials failed to show a significant
clinical benefit based on their primary endpoint vari-
ables in spite of substantial evidence of graft survival
based on both autopsy and imaging studies. Unfortu-
nately, a substantial subset of patients also developed per-
sistent excessive movements known as dyskinesias™?.
Jak wynika z opinii Freeda, pomimo obserwacji pew-
nych objawdw ubocznych (np. dyskinezji) u pacjentow,
u ktorych przeprowadzono neurotransplantacje, oka-
zaly si¢ one bardzo pomocne w leczeniu 0s6b z chorobg

Hauser i wsp., 1999 (n=6) | Hegel i wsp., 1999 (n=5) | Brundin i wsp., 2000 (n=5) | Freed iwsp., 2001 (n=19) | Olanowi wsp., 2003 (n=12)
UPDRS -30% -30% -40% -18% +3,5%!!
(zas w ciggu dnia -43% -59% -43% nm. +7,8%1
w fzw. fazie ,off"
Potrzebna dzienna -16% -37% -45% nm. -20%
dawka L-DOPA
Wychwyt Fluoro-DOPA. +61% +69% +55% +40 nm.
Roznica po operaji

UPDRS — Unified Parkinson’s Disease Rating Scale
nm. — nie monitorowano

Tabela 1. Procentowa zmiana okreslonych parametrow klinicznych po zastosowaniu terapii
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Parkinsona. Z kolei wedtug Langstona, ktory odnosi si¢
negatywnie do objawOw ubocznych terapii, pacjenci
poddani transplantacji nie odnoszg z tego typu zabie-
gow zadnych korzysci.

Wobec rozbieznosci w eksperckich opiniach nie pozo-
staje nam nic innego jak dokladniej przyjrzec si¢ wyni-
kom badan (tabela 1).

Jak wida¢, w wynikach badan réwniez zachodzi roz-
bieznos¢. Poszczegdlni autorzy obserwowali zardwno
wiele korzysci, jak i korzySci bardzo watpliwe. Najbar-
dziej niepokojacy jest fakt, ze w badaniach, w ktorych nie
obserwowano ewidentnych korzysci, a nawet stwier-
dzano pogorszenie stanu wielu pacjentdw, prowadzo-
no analizy w oparciu o wyjatkowo obiektywne grupy
kontrolne. Grupy takie stanowili pacjenci, u ktorych
przeprowadzono operacje chirurgiczne, ale ktorym nie
podawano transplantow (ang. sham surgeries). Pacjen-
ci grupy kontrolnej nie wiedzieli, ze byli obiektem bar-
dzo kontrowersyjnych badan nad efektem placebo. Mi-
mo ze badania te s3 moralnie dwuznaczne, sugeruja, ze
cksperymenty (np. badania Hausera), w ktorych grupe
kontrolng stanowili pacjenci nicoperowani, mogg by¢
obcigzone efektem placebo. Niepokoi takze to, ze lep-
sze efekty obserwowano w czasie badan nad mniej licz-
nymi grupami chorych.

Tak wigc pierwszy wglad w dane pochodzace z prob kli-
nicznych nie pozwala raczej na zbytni optymizm. Dane
te odnoszg si¢ jednak do stanu pacjentdéw po kilku la-
tach od wykonania transplantacji. Okazuje sie, ze krot-
ko po transplantacji znaczng poprawe stanu pacjentow
obserwowano we wszystkich badaniach, niezaleznie od
osrodka je prowadzgcego. Niestety, pozytywne efekty
najczesSciej nie utrzymywaly si¢ diuzej niz przez kilka mie-
siecy. Przyczyny tego upatruje sie¢ w odpowiedzi ukfadu
odpornosciowego, gdyz przeszczepy, ktore wykonywano,
byly przeszczepami alogenicznymi. Poza przestankami
czysto teoretycznymi glowny argument przemawiajacy
za takg teza stanowi ewidentny wpltyw réznych progra-
mow immunosupresyjnych na czas, w ktdrym obserwu-
je si¢ poprawe u pacjentow**¥, Istnieje szansa, ze prze-
szczepy syngeniczne i autologiczne okazg si¢ znacznie
skuteczniejsze od alogenicznych. Sposrod strategii przed-
stawionych w pierwszym rozdziale niniejszego artykufu
mozliwos¢ takg oferujg: klonowanie terapeutyczne, re-
programowanie, plastycznos¢ i koncepcja Ratajczaka.
Kolejna wazna obserwacja poczyniona w czasie analiz to
duza zmiennos$¢ w odpowiedzi pacjentow. Cz¢S¢ pacjen-
tOw reagowata pozytywnie, a u wielu nie odnotowano
7adnej poprawy, a nawet odnotowano pewne pogorsze-
nie stanu. Niestety, wydaje si¢, iz wickszg poprawe uzy-
skano u 0s6b miodszych — przed 60. rokiem zycia"**.
Dodatkowych waznych obserwacji dokonano w czasie
badaf z zastosowaniem modeli zwierzecych. Badania
prowadzono na gryzoniach i szympansach®-?. Zaobser-
wowano, iz bardzo wazne jest wprowadzenie transplan-
tu w miejsce, w ktorym wychwyt L-DOPA jest najgor-
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szy. Oznacza to, ze stereotaksja powinna by¢ wspiera-
na przez techniki obrazowe wskazujgce, gdzie wychwyt
neurotransmiterdw jest najgorszy. Uwaza si¢, ze wpro-
wadzenie wraz z komorkami niektdrych czynnikow
wzrostu (np. GDNF) moze zwigkszy¢ efektywnos¢
dziatania transplantowanych komorek®”. Stwierdzono
takze, ze bardzo wazng rol¢ odgrywa kompozycja trans-
plantu — komorki powinny znajdowac si¢ na odpowied-
nim etapie réznicowania. Najbardziej gruntownie ba-
dania w tym wzgledzie dotyczyly przeszczepdw
pochodnych komoérek macierzystych majacych przy-
wroci¢ wzrok. Niedojrzafe komorki neuronalne okazaty
si¢ bardziej odporne na zmiany Srodowiska i stres zwig-
zany z calym procesem transplantacji niz komorki
dojrzate tego typu®?. Z kolei komorki, ktore sg opor-
ne na zmiany Srodowiska, ale jeszcze ,,nie dokonaly
wyboru” neuronalnej Sciezki réznicowania, mogg
przeobrazi¢ si¢ po transplantacji w komoérki o mniej-
szej przydatnoSci w terapii, np. w przypadku choroby
Parkinsona — w astrocyty Iub oligodendrocyty.

Wynik ten pokazuje, ze w odniesieniu do wielu chorob
terapia komorkowa nie musi by¢ skuteczna przez lata.
Na szczescie komorki nerwowe sg jednymi z najdiuzej
zyjacych. Jednakze rozumowanie oparte na stwierdze-
niu, iz komorki macierzyste sg nieSmiertelne i dzigki te-
mu zapewnig diugotrwaly efekt terapeutyczny, moze
by¢ zawodne. Jak opisano powyzej, nieSmiertelne ko-
morki macierzyste transplantowane do organizmu nie
muszg roznicowac si¢ do komorek, ktore sg u danego
pacjenta najpotrzebniejsze. Okazuije si¢, ze komorki ma-
cierzyste moga transformowac (roznicowac si¢) takze
do komorek niebezpiecznych — nowotworowych (patrz
ostatni rozdzial). Ryzyko takie nie wystgpuje w przypad-
ku krocej zyjacych pochodnych komorek macierzystych.
Konkludujac, wysitki zmierzajace do zastosowania tera-
pii komorkowej u 0sdb z chorobg Parkinsona zwigzane
sg z probami otrzymania optymalnych komorek i trans-
plantowaniem ich w najlepszy mozliwy sposob. Dotych-
czasowe badania kliniczne nie spetnily do kofica pokta-
danych w nich nadziei, istnieje jednak szansa, ze kolejne
proby beda skuteczniejsze.

DOSWIADCZENIA WEASNE

Badania wiasne dotyczyty w pierwszej kolejnosci ko-
morek definiowanych jako fibroblasty. Juz w 2004 roku
stwierdzono w czasie analiz, ze komorki te mogg by¢
wyjatkowo podatne na manipulacje biotechnologiczne,
umozliwiajace zastosowanie ich w terapii komorkowe;.
Artykut odnoszacy si¢ do tego fenomenu zostat opubli-
kowany w 2005 roku w czasopismie ,,Differentiation™"”,
tak wiec wyprzedzit on o rok lub nawet dwa lata stynne
doniesienie Takahashiego i Yamanaki o mozliwosci wy-
korzystania fibroblastow jako komorek przydatnych w te-
rapii komorkowej (dopiero w 2007 roku Japonczycy
wykazali, ze reprogramowanie mozna wykonac, stosu-
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jac fibroblasty cztowieka). W badaniach wiasnych nie
probowano reprogramowac fibroblastow, ale wykorzy-
stywano tzw. plastycznosc¢, aby przeobrazic je w komorki
macierzyste. Nalezy podkresli¢, ze metoda zapropono-
wana przez JapoficzykOw jest znacznie skuteczniejsza od
opisanej przez Rieske i wsp. w ,,Differentiation”.
Fibroblasty hodowane w odpowiednich warunkach przez
autora niniejszego artykutu wykazywaty ekspresj¢ mar-
kerow komorek macierzystych: OCT-4 i nestyny (rys. 2).
Zaobserwowano takze ekspresje molekut, takich jak:
SSEA1, SSEA3 i SSEA4 oraz TRA-1-60 i TRA-1-81
(rys. 3). Molekuly te podobnie jak OCT-4 sg traktowa-
ne jako markery komorek pluripotencjalnych"'”. Takimi
samymi markerami postuzyli si¢ Japonczycy, aby argu-
mentowac, ze dokonali reprogramowania fibroblastow
umozliwiajacego przeistoczenie ich w pluripotencjalne
komorki macierzyste. Wyniki badan wtasnych sprowo-
kowaly do proby udzielenia odpowiedzi na pytanie: czy
mozliwe jest otrzymanie komorek neuronalnych z wy-
zej wymienionych fibroblastow, skoro nadano im cechy
komorek macierzystych?

Powodzeniem zakoficzyta si¢ proba transroznicowania
fibroblastow do komorek wykazujacych cechy dojrze-
wajacych neurondéw dopaminergicznych. W trakcie
transrOznicowania zaobserwowano utrat¢ ekspresji ta-
kich markerdw, jak OCT-4 i nestyna, i jednoczesny
wzrost poziomu neurofilamentow oraz pojawienie si¢
ekspresji hydroksylazy tyrozynowej (rys. 4). Pojawienie
si¢ komorek wykazujacych ekspresje hydroksylazy tyro-
zynowej (TH), enzymu niezb¢dnego do syntezy dopa-
miny, pozwala sadzi¢, ze odniesiono sukces w trakcie
proby otrzymania z fibroblastow komoérek o cechach
neuronalnych. Niestety, otrzymano tylko 1% komorek
TH-pozytywnych (rys. 4).

Niezaleznie od badaf nad fibroblastami prowadzono
takze badania nad progenitorami neuralnymi. Rdznico-
wanie tych komorek pozwalato z bardzo duzg wydajno-
Scig otrzymywaé komorki neuronalne: GABA-ergiczne
i dopaminergiczne. Komorki neuronalne stanowily do
60% (rys. 4)°°.

Wysoka wydajnos¢ rdznicowania neuralnych komorek
progenitorowych (60%) w poréwnaniu z transrdznico-

"I kolagen - oct-3/4°

Rys. 2. Typowe fibroblasty wykazujgce poczqtkowo ekspre-
sje kolagenu (rys. a) hodowane w specjalnych wa-
runkach prezentujq ekspresje OCT-4 markera plu-
ripotencjalnych komorek macierzystych (rys. b)

waniem fibroblastow (1%) nie pozostawia watpliwosci
co do jego rzeczywistej wartoSci. Dodatkowo w przy-
padku komorek neuralnych rdznicowanie odbywato si¢
wlasciwie w sposdb spontaniczny po usunieciu sSurowicy
z medium, w ktérym dokonywano hodowli. Usuniecie
surowicy powodowalo pojawienie si¢ komorek neuro-
nalnych, przy czym dodanie bFGF nie byto konieczne
dla r6znicowania, a jedynie podnosifo jego wydajnosc.
7 kolei fibroblasty wymagaly zastosowania kombinacji
wielu zwigzkéw chemicznych, takich jak: forskolina,
IBMX, TPA, kwas askorbinowy, a takze dodania czyn-
nika wzrostu bFGE Zwigzki te byly — i nadal sg — uzy-
wane do réznicowana®”, jednak w ostatnim okresie po-
jawily si¢ artykuly krytykujace ich stosowanie®. Niska
wydajnos¢ transrdznicowania fibroblastow i fakt uzy-
cia relatywnie drastycznych, krytykowanych srodkow
w celu otrzymania mniej niz jednego procenta komorek
dokonujacych ekspresji TH mogg wzbudzi¢ watpliwo-
Sci co do szans zastgpienia komorek neuralnych przez
inne, tatwiej dostepne komorki, jakimi z pewnoscig sg
fibroblasty. Pamietac jednak nalezy, ze otrzymywanie
neuralnych progenitoréw do przeszczepdw autologicz-
nych jest zabiegiem do$¢ karkotomnym, gdyz wymaga-
jacym biopsji m6zgu u osoby z choroba Parkinsona
(rys. 1B). W efekcie nawet skromne sukcesy w przeobra-
zaniu fibroblastow w komorki macierzyste oraz w inte-
resujgce transplantologdw ich pochodne budzg duze
zainteresowanie. Sam fakt otrzymania komorek wyka-
zujacych ekspresje hydroksylazy tyrozynowej z fibrobla-
stow daje pewne nadzieje na przysztos¢. Nalezy ponadto
pamigtac, ze zaproponowana przez nas plastycznos¢
moze okazac si¢ mniej skuteczna niz reprogramowanie
zaproponowane przez Takahashiego i wsp. Tymczasem
réwniez badania Japonczykow obcigzone sg wada. Po-
niewaz reprogramowanie odbywa si¢ dzigki zastoso-
waniu retrowirusow, metoda japofiska moze prowadzic
do transformacji nowotworowej (szerzej o tym w nast¢p-
nym rozdziale). Ogdlnie rzecz biorac, nalezy stwierdzic,
ze wszystkie technologie zmierzajace do otrzymania ko-
morek przydatnych w leczeniu osob z chorobg Parkin-
sona wymagajq jeszcze wielu udoskonalen.

TRA-1-81 Swietlny
Rys. 3. Fibroblasty hodowane w specjalnych warunkach
prezentujq ekspresje wielu markerow pluripoten-
cjalnych komorek macierzystych
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ZAGROZENIA, JAKIE MOZE NIESC
TERAPIA KOMORKOWA

sIransplant” poza kryteriami czysto fizjologicznymi
(skuteczno$¢ komorek) musi spetniac takze kryteria bez-
pieczefistwa. FDA (ang. Food and Drug Administration)
—amerykanska agencja rzadowa odpowiedzialna mi¢dzy
innymi za dopuszczanie Srodkow terapeutycznych do
obrotu — jako pierwsza oglosita surowe kryteria bezpie-
czefistwa obowigzujgce w terapii komorkowe;.
Pierwszym z nich jest czysto$¢ biologiczna materiatu.
Chodzi tu miedzy innymi o nieinfekcyjnos¢, ale nie tyl-
ko®*. W przypadku przeszczepdw autologicznych nale-
zy si¢ upewnic, ze dawca nie przekazuje komorek z groz-
nym dla biorcy defektem genetycznym. Promowane jest
takze otrzymywanie komorek w hodowlach, ktore bazu-
ja na pozywkach otrzymywanych bez dodawania mate-
riatu zwierzecego. Gtownym sktadnikiem tradycyjnych
pozywek jest pfodowa surowica bydleca. JeSli juz decy-
dujemy si¢ na uzycie surowicy, nie moze ona pochodzi¢
z Wielkiej Brytanii, kraju, gdzie pasazowalne encefalo-
patie gabczaste ciagle sg istotnym problemem. Okazuje
si¢ rowniez, iz komorkowe medium hodowlane zawie-
rajace surowic¢ bydlecg moze spowodowac, ze komor-
ki przygotowywane do przeszczepu autologicznego lub
syngenicznego zachowajg si¢ jak ksenogeniczne (od-
zwierzece). Stopien opfaszezenia komdrek antygenami
pochodzenia zwierzg¢cego jest bowiem bardzo wysoki
w medium zawierajgcym surowice zwierzecg™”. W na-
szych analizach stosujemy tzw. serum replacement lub
tzw. biatkowe suplementy surowicy.

Jednym z trudniejszych do przewidzenia zagrozen jest
mozliwo$¢ przeobrazenia si¢ transplantowanych komo-
rek w komorki nowotworowe. Okazuije si¢, ze nowotwo-
ry wywodzg si¢ z komdrek macierzystych, a zatem ist-
nieje grozba transplantowania komorek, ktdre stang si¢
przyczyna choroby nowotworowej. Aby unaocznic za-
grozenie, Ratajczak stwierdza, ze prawidtowe komorki
macierzyste maja si¢ tak do nowotworowych komo-
rek macierzystych, jak dobry rycerz Jedi do tego, ktory
przeszedl na ciemng stron¢ mocy**?. Najprostszym
sposobem unikni¢cia niebezpieczefistwa zwigzanego

-~‘-( /\

S\

A\ Ok
Rys. 4. a) W centrum komorka wykazujgca ekspresje TH
(hydroksylazy tyrozynowej) otrzymana po trans-
roznicowaniu fibroblastow. b) Komorki neuronal-
ne i astrocytarne otrzymane po roznicowaniu pro-
genitorow neuralnych
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z tatwoscig transformowania komdrek macierzystych
jest transplantacja komorek odpowiednio zaawanso-
wanych w réznicowaniu — im bardziej zaawansowane
rdznicowanie, tym mniejsze ryzyko rozwoju choroby
nowotworowej. Dla przyktadu, transplantacja pluripo-
tencjalnych komorek macierzystych u myszy z niedo-
borem immunologicznym SCID wiaze si¢ z prawie
100% prawdopodobienstwem wystgpienia potwornia-
kow"*9, Prawdopodobiefistwo wystgpienia potwornia-
kéw u myszy ze SCID po transplantacji pluripotencjal-
nych komoérek macierzystych jest tak duze, ze brak
potworniaka po transplantacji traktuje si¢ jako dowdd,
iz w transplancie nie byto pluripotencjalnych komdrek
macierzystych®. Ryzyko rozwoju nowotworéw znacz-
nie wzrasta, jezeli procesowi otrzymywania komorek
macierzystych lub ich pochodnych towarzysza modyfika-
cje genetyczne. Aktualne metody stosowania retrowiru-
sow do reprogramowania mogg spowodowac uszkodze-
nie supresorow nowotworowych i dodatkowo przyczynic
si¢ do utatwienia transformacji nowotworowej komorek
macierzystych. W kwietniu 2008 roku w czasopiSmie
»Proceedings of the National Academy of Sciences of
the United States of America” ukazat si¢ artykut dowo-
dzacy, Ze po reprogramowaniu musimy liczy¢ si¢ z ewen-
tualnoscig wystgpienia nowotworéw u 0sob z chorobg
Parkinsona®. Wernig i wsp. zastosowali do leczenia
szczurow z eksperymentalnym parkinsonizmem komor-
ki neuronalne otrzymane z reprogramowanych fibrobla-
stow. Pozbycie sie komorek pluripotencjalnych kontami-
nujacych niejako po réznicowaniu hodowle neuronalne
byto absolutnym wymogiem. Bez sortowania komdrek
neuronalnych ryzyko wywotania potworniakéw bylo
bardzo duze. Reprogramowanie w obecnej wersji grozi
wywotaniem nowotworow nie tylko dlatego, ze prowa-
dzi do pozyskania pluripotencjalnych komorek macierzy-
stych, ktore wyjatkowo tatwo przeistaczajq si¢ w potwor-
niaki. Generalnie pluripotencjalne komorki macierzyste
mozna roznicowac do ich niegroznych pochodnych,
niemniej jednak w przypadku reprogramowania za po-
moca retrowirusow dochodzi do trwatej modyfikacji
genomu, ktora moze by¢ onkogenna. Najwickszym wy-
zwaniem dla biotechnologdw w tej chwili jest rezygna-
cja z retrowirusOw albo zastosowanie ich w taki sposob,
aby wigczaly si¢ do genomu w konkretnych miejscach,
nie stwarzajac zagrozenia uszkodzenia np. supreso-
réw nowotworowych.

Wsrod zagrozen wymieniC nalezy takze efekty uboczne
terapii. W przypadku stosowania terapii komdrkowej
u 0s6b z chorobg Parkinsona najwickszym wyzwaniem
w tym kontekScie sg dyskinezje™”.

Niektore standardy FDA sg oczywiste, np. terapia musi
by¢ skuteczna. Widac jednak, ze speinienie wszystkich
wymogOw stawianych przez t¢ agencje bedzie trudne.
Nickiedy standardy bezpieczenistwa mogg by¢ wedtug
FDA zmieniane w zaleznosci od stopnia zaawansowa-
nia choroby, biorac pod uwagg kalkulacj¢ potencjalnych
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zyskow i zagrozen. Nigdy jednak nie moga by¢ tak du-
ze jak w przypadku bezposredniego zastosowania plu-
ripotencjalnych komorek macierzystych.

PODSUMOWANIE

Prace nad zastosowaniem terapii komorkowej w choro-
bie Parkinsona trwajg od lat osiemdziesigtych XX wie-
ku. W ciggu ostatnich kilku lat pojawito sie wiele roz-
wigzafi technologicznych zmierzajacych do otrzymania
pochodnych komdrek macierzystych odpowiednich dla
0sOb z chorobg Parkinsona. Wszystkie te strategie sg
optymalizowane pod katem skutecznosci i bezpieczei-
stwa. Jednocze$nie zdobywa si¢ coraz wigksza wiedze
o tym, jak przygotowac pacjentdéw do terapii i jakie sg
najlepsze sposoby wprowadzenia transplantow komor-
kowych. Do dzi$ nie ma jednak pewnosci, czy terapia
komorkowa spetni poktadane w niej nadzieje.

Autor odwoluje si¢ do nastepujacych pojec:

Komoérka totipotencjalna — komorka, z ktorej mozna
otrzymac caly organizm.

Komorka pluripotencjalna — komorka, z ktorej moz-
na otrzymac dowolne komdrki organizmu, ale nie caly
organizm.

Komorka multipotencjalna — komorka, z ktdrej mozna
otrzymac pewng grup¢ komorek, np. komorki neuralne
albo komorki krwi.

Przeszczep autologiczny — dawca i biorca to ta sam
osoba.

Przeszczep syngeniczny — przeszczep blizniaczy (moz-
liwy do wykonania takze po klonowaniu).

Przeszczep alogeniczny — przeszczep, w ktorym dawca
i biorca nalezg do tego samego gatunku.

Przeszczep ksenogeniczny — przeszczep, w ktorym daw-
ca i biorca nalezg do roznych gatunkow.
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Komunikat

W kazdym numerze czasopisma publikujemy informacje o nadchodzacych zjazdach
1 sympozjach dla lekarzy. Komunikaty te zamieszczamy nieodplatnie.
Jesli Panstwa Klinika lub Towarzystwo planuje zorganizowanie takiego wydarzenia,
prosimy o nadestanie do redakcji ,,AktualnoSci Neurologicznych” notatki o zjezdzie na adres
kwartalnik ,,Aktualnosci Neurologiczne”, ul. Ojcowska 11, 02-918 Warszawa,

faks: 022 842 53 63, e-mail: redakcja@neurologia.com.pl
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