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M. Oméwienie celu naukowego w/w prac i osiggnietych wynikow wraz z
omoéwieniem ich ewentualnego wykorzystania.

Omowienie celu naukowego osiggniecia naukowego stanowigcego przedmiot rozprawy
habilitacyjnej

Starzenie sie spoteczenstw i siedzacy tryb zycia przyczyniajg sie do rozwoju choréb
cywilizacyjnych. Choroby neurologiczne odgrywajg szczegolng role ze wzgledu na znaczgcy
poziom niepetnosprawnosci i czestg koniecznosc statej opieki ze strony 0séb trzecich.

W zwigzku z tym problem dotyczy nie tylko cierpienia ludzi chorych, ale stanowi takze bardzo
duze obcigzenie dla spoteczenstwa, aby zapewni¢ tak duzej liczbie chorych odpowiedni poziom
opieki. Stosowane obecnie metody leczenia nie sg wystarczajgco skuteczne, a liczne préby
kliniczne z zastosowaniem nowych lekéw nie przyniosty jak dotgd oczekiwanych rezultatow.
Moze to by¢ spowodowane kompleksowoscig proceséw patologicznych towarzyszacych
schorzeniom osrodkowego ukfadu nerwowego (OUN). Cechg charakterystyczng choréb
neurologicznych jest obumieranie neuronow, co przy bardzo ograniczonych mozliwosciach ich
regeneracji u dorostych osobnikéw stanowi bardzo duze wyzwanie dla klinicystow. Dlatego tez,
coraz wieksze zainteresowanie w leczeniu tych choréb budzi perspektywa terapii komorkoweyj.

Pierwotnie terapia komdérkowa uszkodzonych struktur OUN opierata sie na koncepc;ji
zastgpienia obumartych komaérek nowymi egzogennymi komoérkami wprowadzonymi do
organizmu biorcy na drodze transplantacji. W badaniach eksperymentalnych wykazano,
ze przeszczep komorek przyczynia sie do ztagodzenia objawow w zwierzecym modelu choroby
Parkinsona, oraz u czesci pacjentow cierpigcych na te chorobe (Lindvall, Brundin et al. 1990).
Inni autorzy wykazali, ze pozytywny efekt terapeutyczny przeszczepu komorek moze
utrzymywac sie nawet przez 10 lat po transplantacji), a czes¢ z tych pacjentéw nie wymaga
wspomagania farmakologicznego przez prawie dwie dekady od zabiegu (Kefalopoulou, Politis
et al. 2014), co jest doskonatym przyktadem na to, ze terapia komoérkowa moze by¢ skuteczng
metodg leczenia. Nalezy jednak podkresli¢, ze dwie niezalezne randomizowane préby kliniczne
przeprowadzone w duzych grupach pacjentéw nie wykazaty statystycznie istotnego
pozytywnego efektu (Freed, Greene et al. 2001, Olanow, Freeman et al. 2001), co
prawdopodobnie wynika z réznic odpowiedzi na terapie u poszczegodlnych pacjentow. Zachodzi
wiec koniecznos¢ poznania przyczyn tak duzej zmiennosci, ktoéra moze mie¢ swoje zrédto
zaréwno w sposobie przygotowania komorek do przeszczepu, metodzie i miejscu transplantacji
jak i zachowaniu wszczepionych komarek oraz odpowiedzi biorcy na komaorki dawcy.
Poczatkowo uwazano, ze mozg jest miejscem uprzywilejowanym immunologicznie
niewymagajgcym stosowania immunosupresji przy przeszczepach allogenicznych. Jednak
ostatnio opisane przypadki pacjentéw po transplantaciji komérek niezgodnych antygenowo,
ktérzy zmarli z innych przyczyn wykazaty obecnos¢ procesu odrzucania przeszczepow, co jest
wskazaniem do tego aby zwrdcié szczegdlng uwage na ten aspekt transplantaciji (Capetian,
Knoth et al. 2009).



Pozytywne efekty transplantacji w leczeniu choroby Parkinsona spowodowaty lawine badan
nad zastosowaniem egzogennych komoérek takze w innych chorobach neurologicznych.

W licznych meta-analizach badan przedklinicznych wykazano duzg skutecznos¢ przeszczepow
komorkowych (Janowski, Walczak et al. 2010, Lees, Sena et al. 2012, Vu, Xie et al. 2014, Hu,
Liu et al. 2015, Peng, Sun et al. 2015, Riecke, Johns et al. 2015). Doktadniejsza analiza metodg
meta-regresji wykazata jednak, ze wprowadzone do organizmu komorki nie zastepuja
obumartych, ale wykazujg szereg innych pozytywnych dziatan, w tym najbardziej znaczacym
jest zahamowanie apoptozy (Janowski, Walczak et al. 2010). Ostatnie opracowanie na temat
metod dziatania przeszczepdw komoérkowych wskazuje, ze ich posredni wptyw poprzez
wydzielanie réoznych czynnikdow oraz inne formy wspomagania komarek endogennych sg
gtébwnymi mechanizmami terapeutycznymi (Janowski, Wagner et al. 2015). Niestety jak
dotychczas, wyzej wymienione badania nalezy traktowac jedynie jako dowdd, ze terapia
komérkowa moze by¢ skuteczna, ale wcigz nie jest wystarczajgco powtarzalna, aby mogta
zostac wigczona do rutynowych algorytméw terapeutycznych.

Przez lata najlepsze efekty terapeutyczne osiggano przeszczepiajgc komoérki pochodzenia
ptodowego. Zrédto to jednak nie byto jednorodne pod wzgledem materiatu komérkowego:;
zaobserwowano duze réznice jakosciowe pomiedzy poszczegdlinymi ptodami. Ponadto
koniecznos¢ wykonania aborcji w celu pozyskania materiatu do transplantacji obarczona byta
problemami natury etycznej i prawnej. Zastosowanie somatycznych komérek macierzystych
i progenitorowych pochodzgcych od dorostych dawcoéw pozwala na pominiecie probleméw
etycznych, ale kwestia réznic jakosci materiatu pomiedzy poszczegdlnymi dawcami wcigz
pozostaje nierozwigzana. W pewnych przypadkach pobranie materialu komérkowego (np.
nerwowe komorki macierzyste) wigze sie z wykonaniem zabiegu neurochirurgicznego, co
stanowi dodatkowg przeszkode w rozpowszechnieniu tych metod leczenia (Czyz, Tabakow
i wsp. 2015). Nabycie umiejetnosci hodowli ludzkich embrionalnych komoérek macierzystych na
etapie ich pluripotencjalnosci pozwolito na dowolny ich rozplem i potencjalne wyeliminowanie
problemu ich dostepnosci (Thomson, Itskovitz-Eldor et al. 1998). Kolejnym przetomem byta
indukcja stanu pluripotentnosci w komaérkach somatycznych, co pozwolito na izolacje komorek
od pacjentow, u ktérych planowano przeszczep (Takahashi and Yamanaka 2006, Takahashi,
Tanabe et al. 2007). Dostepnosé materiatu autologicznego eliminuje kwestie etyczne
i koniecznosc¢ stosowania lekow immunosupresyjnych (Zhao, Zhang et al. 2011). W ostatnich
latach opracowano protokoty roznicowania komérek pluripotencjalnych pochodzenia zaréwno
embrionalnego jak i indukowanych i wykazano w modelach zwierzecych, ze skutecznos¢
terapeutyczna takich komérek jest wysoka i nie odbiega od wynikéw, jakie uzyskano poprzednio
z uzyciem komorek ptodowych (Steinbeck, Choi et al. 2015) (Pereira, Pfisterer et al. 2014,
Hallett, Deleidi et al. 2015). Obecnie trwajg intensywne prace nad opracowaniem hodowli tych
komoérek w warunkach pozwalajgcych na zastosowanie kliniczne (GMP-compliant) oraz nad
standaryzacjg materiatu komérkowego.

Problemem badawczym wcigz czekajgcym na rozwigzanie jest sposob i miejsce podania
komorek tak, aby dotarty do miejsca przeznaczenia, w kontekécie mozliwosci osiggniecia przez
nie efektu terapeutycznego. W chwili obecnej w przypadku schorzenn OUN najczesciej
wykorzystuje sie bezposrednie transplantacje komérek do mdzgu i rdzenia lub podania dozylne.



Te pierwsze pozwalajg na skuteczne umieszczenie komorek w pozgdanym miejscu, ale
wymagajg otwarcia czaszki lub wykonania bardzo skomplikowanej operacji kregostupowej
(Tabakow, Jarmundowicz et al. 2013, Tabakow, Raisman et al. 2014), co moze by¢ czynnikiem
ograniczajgcym ich stosowanie. Natomiast podania dozylne, chociaz nieinwazyjne i bardzo
tatwe do wykonania, wykazujg brak skutecznosci w umiejscowieniu sie przeszczepionych
komorek w okreslonych miejscach uktadu nerwowego. Wydaje sig, ze konieczne jest
znalezienie konsensusu i rozwoju technik, ktére pozwolg na dostarczenie komorek do mézgu

i rdzenia kregowego w sposob matoinwazyjny. Takim sposobem moze by¢ droga dotetnicza

i podpajecza, jednak podanie komorek do ptynéw ustrojowych wymaga zaawansowanych
metod obrazowania, aby méc skierowaé przeszczepiane komorki we wiasciwe miejsce.
Ponadto uwaza sie, ze bardziej globalne drogi podania (np. dotetnicza) mogtyby sie przyczyni¢
do bardziej rbwnomiernego rozmieszczenia przeszczepianych komérek w okreslonych
strukturach OUN.

a) Omowienie osiggnietych wynikow

Zastosowanie obrazowania zwierzat w celu optymalizacji metod ochrony
przeszczepu przed odrzuceniem

Pomimo duzych naktadéw pracy i kosztow na rozwoj autologicznych przeszczepow
komaorkowych zaréwno w badaniach eksperymentalnych i klinicznych, allotransplantacje
odgrywajg dominujgcg role. Wprowadzenie komarek od dawcy niezgodnego antygenowo
sprawia iz przeszczep narazony jest na atak ze strony uktadu immunologicznego gospodarza.
W zwigzku z tym konieczne wydaje sie zastosowanie immunosupresji. Dotychczas standardowg
metodg oceny skutecznosci lekdw immunosupresyjnych w przeszczepach domézgowych byta
analiza przeprowadzana postmortem w réznych odstepach czasu po transplantacji.Taka ocena
wigzala sie z duzymi kosztami i nie pozwalata na precyzyjne ustalenie przebiegu procesu
odrzucania przeszczepu. W zwigzku z tym podjeto badania zmierzajgce do przyzyciowej oceny
dynamiki odrzucania przeszczep6w, z udziatem bioluminescencji, ktérych wyniki zostaty
przedstawione w pracy nr 1.

Bioluminescencija jest zjawiskiem, polegajgcym na emisji fotondw w reakcji oksydacji
substratu, katalizowanej przez specjalny enzym. Dobrze znanym przyktadem bioluminescenc;ji
sg Swietliki. W moich doswiadczeniach odpowiedzialny za te reakcje gen lucyferazy, zostat
wprowadzony do glejowych komoérek progenitorowych myszy. W nastepnym etapie
potwierdzono stabilnos¢ tej transdukcji przez ponad 20 pasazy komorkowych, a takze wysokg
czutosc¢ reakcji pozwalajgcg na detekcje in vitro poszczegdlnych komorek. Do detekciji
bioluminescenciji uzyto specjalnego urzgdzenia z chtodzong kamerg wysokiej czutosci Xenogen
IVIS 200 (Caliper LifeScences). Wykazano zaleznos¢ liniowg liczby komorek oraz emitowanych
przez nie fotonéw, co pozwala na relatywng ocene liczbowg komoérek. Zastosowanie
bioluminescenciji w badaniach in vivo pozwala na przyzyciowg oceng zywotnosci przeszczepu
poprzez ocene przeszczepionych komoérek w sekwencji czasowej. Poza tym zwierzeta
poddawane transplantacji komoérek znakowanych lucyferazg stanowig jednoczesnie kontrole,



co stwarza mozliwos¢ uzycia schematu badan wielokrotnie powtarzanych i poprawia precyzje
oszacowania statystycznego.

Kluczowym elementem badan byta ocena przydatnosci bioluminescencji do sledzenia
przezycia przeszczepu progenitoréw glejowych u myszy immunokompetentnych BALB/c
poddanych, badz nie, immunosupresji. Badano dwa schematy postepowania
immunosupresyjnego: terapie przy uzyciu cyklosporyny A oraz FK506 i Rapamycyny. Wyniki
badan poréwnano z przezyciem przeszczepu tych samych komérek u myszy z uposledzong
odpowiedzig immunologiczng rag2-/- (pozbawionych genu rekombinazy, ktéra jest
odpowiedzialna za odpornos¢ nabytg). Obrazowanie wykonywano u zwierzat dwa razy
w tygodniu poczynajac od dnia pierwszego po przeszczepie. Wyniki badan wykazaty przezycie
przeszczepionych komorek u wszystkich myszy rag2-/- podczas 24-dniowego okresu
obserwacji. Co ciekawe stwierdzono stopniowy wzrost bioluminescencji najpewniej
spowodowany proliferacjg przeszczepionych komoérek, co wskazuje, ze komorki dawcy majg
zdolnos¢ przezycia w organizmie biorcy i zachowujg swoje funkcje, jesli nie sg narazone na
atak uktadu immunologicznego gospodarza. U zwierzat immunokompetentnych odnotowano
wzrost poziomu bioluminescencji w poczgtkowym okresie po przeszczepie (do 8 dni), co moze
swiadczy¢ o tym, iz w sensie metabolicznym komérki miaty wiasciwe warunki do wzrostu.
Jednak w ciggu 3 tygodni u 70 % tych myszy doszto do odrzucenia komoérek dawcy, podczas
gdy u pozostatych 30 % zwierzat dynamika wzrostu wsrdd przeszczepionych komoérek nie
réznita sie od tej stwierdzanej u zwierzat rag2-/-. U tych zwierzat, u ktérych zaobserwowano
odrzucenie przeszczepu, proces ten odbywat sie bardzo szybko i nastepowat w ciggu 2-5 dni
od jego zapoczatkowania, ale nigdy wczesniej niz 8 dni po przeszczepie. U myszy poddanych
immunosupres;ji z uzyciem CyA obserwowano wzrost liczby zwierzat, u ktérych zanotowano
przezycie przeszczepu (44.6 %). Zastosowanie dwuskfadnikowej immunosupresji
(FK506+Rapamycyna) skutkowato dalszym zwiekszeniem liczby zwierzat z akceptacja
przeszczepu do 77.8 %. Wszystkie przeszczepy, ktore nie ulegty odrzuceniu w czasie 8-16 dni,
przezyty kolejne 8 dni. Po 24 dniach od wykonanej transplantacji wszystkie zwierzeta
eksperymentalne zostaty poddane gtebokiej narkozie, a ich mozgi pobrane i poddane
weryfikacji histologicznej. Badanie posmiertne potwierdzito obecnosé¢ przeszczepionych
komorek u wszystkich zwierzat, u ktérych byta widoczna bioluminescencja i ich brak u tych
zwierzat, ktore jej nie wykazywaty. Potwierdza to wiarygodnos$c¢ uzycia bioluminescencji do
detekcji komorek ekspresujgcych lucyferaze. Badanie histologiczne przyniosto dalsze
interesujgce informacje. Nie stwierdzono nacieku przeszczepu przez komorki immunologiczne
u zwierzat rag2-/-, podczas gdy u zwierzagt otrzymujgcych immunosupresje obserwowano
znaczgce nacieki komorek zapalnych, ktére jednak nie powodowaty zmniejszenia
wielkosci/zywotnosci przeszczepu. Wydaje sie jednak, ze obecnos¢ komoérek immunologicznie
czynnych w okolicy przezywajacego przeszczepu moze ogranicza¢ jego funkcjonalnosé. Innymi
stowy duze réznice pomiedzy efektami terapeutycznymi u poszczegélnych pacjentéw mogg
wynikac z réznic w odpowiedzi immunologicznej biorcy na przeszczepione komorki dawcy.

W naszych badaniach nie okreslilismy przyczyn réznic w odrzucaniu przeszczepow wewngtrz
tych samych grup eksperymentalnych. Wysunieto jednak hipoteze, ze przyczyng tych réznic
moze by¢ miejsce przeszczepu. Spoidto wielkie, do ktérego przeszczepiane byty egzogenne



komorki w tej pracy stanowi anatomicznie bardzo matg strukture w ptaszczyznie grzbietowo-
brzusznej. Wprowadzenie igly transplantacyjnej mogto spowodowac réznice u poszczegoélinych
zwierzat, wynikajgce z tego czy przeszczep jest bardziej otoczony przez istote biata, czy istote
szarg. Takiej retrospektywnej analizy nie mozna byto przeprowadzi¢ w oparciu 0 pobrane mozgi
myszy, ze wzgledu na brak pewnosci, co do doktadnej lokalizacji przeszczepow, ktére zostaty
odrzucone.

Dotychczasowe wyniki moich badan przedstawione w pracy nr 1 daty asumpt do
przeprowadzenia kolejnej serii badan, ktérych przedmiot zawarty jest w pracy nr 2.
W badaniach tych starannie wyselekcjonowano dwa miejsca podania komérek znaczaco
réznigce sie mikrosrodowiskiem. Jako region mozgu specyficzny dla istoty biatej wybrano
szczypce mniejsze, ktdre sg najwiekszym obszarem istoty biatej u myszy, co w zwigzku z tym
pozwala na umieszczenie przeszczepu selektywnie w istocie biatej. Jako region mézgu
specyficzny dla istoty szarej wybrano prazkowie, pomimo, ze przebiegajg przez nie takze
pasma istoty biatej. Nie zdecydowano sie na podanie komérek do kory mézgu ze wzgledu na jej
powierzchowne potozenie i ryzyko wstecznego wyptywu komoérek poza mézg. U zwierzat
eksperymentalnych nie stosowano immunosupresji. Przedmiotem badan byty mysie
progenitorowe komarki glejowe pochodzenia ptodowego, te same, ktére byty stosowane w
poprzednich eksperymentach i opisane w publikacji nr 1. W pierwszym etapie komorki zostaty
wyznakowane nanoczgstkami tlenku zelaza w celu ich pdzniejszej identyfikacji w MR,
a nastepnie przeszczepione w wybrane miejsca mozgu. Prawidtowg lokalizacje komérek dawcy
oceniano przy pomocy skanera MRI, dodatkowo potwierdzajgc to pézniejszymi badaniami
histologicznymi. Interesujgcym faktem byto to, ze przeszczep wykonany do istoty biatej
cechowat sie typowym potozeniem komorek wzdtuz sladu igty, tworzac ksztaft walca. Natomiast
wiekszo$¢ komoérek podanych do prgzkowia ulegta niewielkiemu cofnigciu i usadowita sie
pomiedzy prazkowiem i ciatem modzelowatym przyjmujgc potksiezycowaty ksztatt,
uwarunkowany topografig tej okolicy. Obserwowano permanentne przezycie przeszczepow
u myszy rag2-/- w obu lokalizacjach. Natomiast przezycie komorek dawcy u immuno-
kompetentnych biorcéw byto dramatycznie r6zne w zaleznosci od miejsca podania. Wszystkie
przeszczepy umieszczone w istocie biatej ulegty odrzuceniu, podczas gdy wszystkie
przeszczepy do prazkowia przezyty 16 dni. Podobnie jak wykazano w publikacji nr 1, komorki
dawcy, ktore przezywajg pierwsze 16 dni nie ulegaty odrzuceniu w ciggu kolejnych 8 dni.
Szukajac przyczyny réznicy w przezyciu przeszczepow uwarunkowanych miejscem ich podania
zbadano in vivo status bariery krew-mdézg w obu lokalizacjach w pigtym dniu po przeszczepie
uzywajgc znacznika widzialnego w dalekiej podczerwieni (dtugos¢ fali optycznej
charakteryzujgca sie najlepszg przenikalnoscig przez zywe tkanki) oraz specjalnego aparatu
stuzgcego tej metodzie detekcji (Pearl Imager, LICOR). Cho¢ stwierdzono rozszczelnienie
bariery krew-mo&zg w obu lokalizacjach, nie znaleziono réznic pomiedzy nimi. Badanie post
mortem uwidocznito obecnos¢ przeszczepionych komoérek u wszystkich myszy wykazujgcych
bioluminescencje, natomiast ich brak u zwierzat, u ktérych nie stwierdzono sygnatu swietinego.
Doktadna analiza immunohistochemiczna wykazata obecnos¢ nacieku komorek
immunologicznie czynnych gtéwnie w przysrodkowej czesci przeszczepu, w okolicy sladu
po igle, natomiast komaorki dawcy ,wttoczone” pomiedzy prazkowie i ciato modzelowate byty



wolne od nacieku komérkowego gospodarza. Poniewaz po 16 dniach od przeszczepu do istoty
biatej nie stwierdzono zywych komoérek dawcy bezposrednie poréwnanie procesu odrzucania
nie byto mozliwe. W zwigzku z tym wykonano identyczne przeszczepy w tych samych grupach
eksperymentalnych, ale tym razem zwierzeta uSmiercono we wczesnym okresie po
przeszczepie, kiedy obie grupy wykazywaty jeszcze ten sam poziom bioluminescencji. Zarowno
u myszy otrzymujgcych przeszczep do istoty biatej jak i tych, ktérym przeszczepiano komorki
do prazkowia obserwowano naciek komérek zapalnych. Ich liczba, w tym komérek CD11b- i
CD8- pozytywnych byta duzo wieksza w przypadku przeszczepow do istoty biatej. Komorki
CD4-pozytywne wystepowaty bardzo rzadko i nie stwierdzono réznic w ich liczbie pomiedzy
zwierzetami ze zréznicowanym miejscem wykonania przeszczepow. Bardzo interesujgca
obserwacjg wydaje sie to, iz przeszczep zlokalizowany w istocie biatej byt otoczony mankietem
aktywowanych komorek mikrogleju. Obecnosc¢ tych komérek w tak duzej liczbie mogto
negatywnie wptywaé na przezycie komarek dawcy. Natomiast w okolicy przeszczepu do
prazkowia nie obserwowano nagromadzenia aktywowanych komoérek mikrogleju. Komorki
dawcy, ,wcisniete” pomiedzy prazkowie i ciato modzelowate w ogoéle nie wykazywaty zmian
bedacych nastepstwem dziatania uktadu immunologicznego biorcy, a ze wzgledu na swdj
ksztatt i charakter to miejsce zostato nazwane przez nas ,kieszenig”. By¢ moze takze

w pierwszym przypadku umieszczanie komorek w szczypcach mniejszych spowodowato
dodatkowo uraz mechaniczny mozgu ,rozdzieranego” przeszczepem, ktory zwiekszajgc lokalne
cidnienie i powodujgc bezposredni ucisk tkankowy moégt wywotac reakcje gospodarza, znacznie
bardziej agresywng wobec przeszczepu. Z kolei wnikniecie komérek dawcy do ,wirtualnej”
przestrzeni pomiedzy prgzkowiem i spoidtem wielkim ograniczyto mechaniczny urazu mézgu i
nie tworzyto ,,otwartych” wrét do ataku przez komérki zapalne. Innymi stowy komorki ,ukryte”

w Kieszeni nie byly atakowane przez uktad immunologiczny biorcy. Jednak takie ,ukrycie”
komérek moze utrudnia¢ ich funkcjonowanie, co bedzie stanowi¢ podstawe do dalszych badan.
Podsumowujgc, w tej pracy udato sie wyjasni¢ problem przezywania przeszczepu u niektérych
biorcow i braku przezycia u innych obserwowane w pracy nr 1. Jednak ,zamkniecie”
allogenicznych komérek w kieszeni nie jest optymalnym rozwigzaniem, wobec czego konieczne
jest dalsze poszukiwanie skutecznej metody na zapobieganie odrzucania przeszczepu. Praca ta
zwraca takze uwage na to, iz uraz mechaniczny po domédzgowej transplantacji komorek jest
niepozgdanym dziataniem stgd wydaje sie, ze nalezy szukac¢ innych metod, ktére minimalizujgc
uraz mechaniczny sg w stanie zapewni¢ szeroka dystrybucje komoérek w osrodkowym ukfadzie
nerwowym.

Wyzej wymienione prace pokazaty, ze ochrona przeszczepu allogenicznego przed
odrzuceniem ze strony gospodarza jest bardzo duzym wyzwaniem. Proby przedtuzenia
przezycia egzogennych komorek pochodzacych od niespokrewnionych dawcéw sg
przedmiotem badan wielu zespotéw naukowych na swiecie. Opublikowana w Nature Methods
w roku 2009 w praca zespotu Kelly z Cardiff University, w ktérej autorzy donosili, ze znalezli
sposoéb na uzyskanie tolerancji biorcy nawet na ksenoprzeszczep poprzez zastosowanie
desensytyzacji u oseskow myszy (Kelly, Precious et al. 2009), stwarzata mozliwos¢ poréwnan
réznych typow ludzkich komérek zanim zostang one zastosowane w badaniach klinicznych.
Procedura ta polega na wprowadzeniu komoérek dawcy do przysztego biorcy, wykorzystujac



zwierzeta tuz po urodzeniu, dzieki ktérej uktad immunologiczny dorostego osobnika nie
rozpoznaje antygenow zawartych w przeszczepionych komoérkach, jako obcych. To podejscie
jest bardzo dobrze znane w dziedzinie transplantacji narzadéw, ale skuteczne jedynie

w odniesieniu do allo- a nie ksenoprzeszczepdw. Poza tym warunkiem wystgpienia takiej
desensytyzacji jest mikrochimeryzm, czyli trwata obecnos¢ podanych komérek dawcy

w organizmie biorcy. Wyniki badan Kelly i wsp. zachecity nas do podjecia préby wykorzystania
metody desensytyzacji w naszych modelach doswiadczalnych stosujgc przeszczep komérek
zaroéwno allogenicznych jak i ksenogenicznych. Dodatkowo do metod immunohistochemicznych
wykorzystanych przez zespot Kelly zastosowalismy bioluminescencje w celu oceny dynamiki
zywotnosci komorek przeszczepianych zaréwno w celu desensytyzacji jak i w celach
potencjalnie terapeutycznych. Badania byly przedmiotem opublikowanej pracy nr 3. Do
eksperymentéw zostaty uzyte progenitorowe komorki glejowe pochodzenia ludzkiego
wykazujgce obecnos¢ lucyferazy. Oseski myszy zostaty poddane desensytyzacji w sposob
poprzednio opisany przez Kelly.i wsp. Metodg bioluminescenciji potwierdzilismy skuteczne
umieszczenie ludzkich progenitoréw glejowej w jamie otrzewnowej zwierzat. Niestety
obrazowanie bioluminescencyjne wykonane w kolejnych dniach po transplantacji wykazato
szybki zanik sygnatu (w ciggu 6 dni), co wskazuje na odrzucenie wszczepionych komorek przez
gospodarza i w konsekwencji brak wystgpienia mikrochimeryzmu. W kolejnym etapie badan te
same myszy poddane desensytyzacji, po osiggnieciu przez nie dojrzatosci, otrzymaty
przeszczep progenitorow glejowych do mézgu. Kontrole stanowity zwierzeta niepoddane
procedurze desensytyzacji. Podobnie jak w doswiadczeniach Kelly i wsp. biorcy transplantéw
nie otrzymywali zadnej immunosupresji. Nasze badania przeprowadzone metoda
bioluminescencyjng wykazaty stosunkowo szybki zanik sygnatu w obu grupach zwierzat

(w ciggu 10 dni). Analiza statystyczna nie wykazata istotnych réznic pomiedzy grupa
eksperymentalng (po desynsytyzaciji) i grupa kontrolng (bez wczesniejszego uczulenia). Tak
wiec nie tylko nie uzyskano catkowitej tolerancji u myszy, ktérym podano komarki dawcy tuz po
urodzeniu na pozniejszy ich przeszczep w zyciu dorostym, ale takze nie obserwowano
wydtuzenia przezycia przeszczepow podanych do desensytyzowanych zwierzgt. Badania
po$miertne potwierdzity brak komorek dawcy, a wielkos¢ nacieku komdérek immunologicznie
czynnych nie rdéznita sie pomiedzy dwoma grupami zwierzgt. Podobnie jak w poprzednich
naszych pracach z udziatem przeszczepow mysich komoérek glejowych potwierdzono przezycie
ludzkich progenitorow glejowych u myszy rag2-/- (z genetycznie ostabiong odpornoscia). Innymi
stowy powyzszy eksperyment nie potwierdzit skutecznosci desensytyzacji dokonanej u oseskow
pozniejszych biorcow przeszczepu w zapobieganiu odrzucania ksenoprzeszczepow ludzkich
glejowych komorek progenitorowych u myszy w nastepstwie desensytyzacji gospodarza. W celu
wykluczenia przypadkowo osiggnietego wyniku przeprowadzono kolejne eksperymenty
uzywajac do tego celu innych komérek: ludzkich neuralnych komérek macierzystych, oraz
innego gatunku zwierzat, szczuréw. Takze w tym przypadku nie zaobserwowano ochronnego
dziatania procesu desensytyzacji. Zdolnos¢ ludzkich neuralnych komérek macierzystych do
przezycia w mozgu biorcy zostata ponownie potwierdzona przeszczepem do myszy rag2-/-.
Podsumowujgc wykazalismy, ze metoda opisana przez Kelly i wsp nie jest uniwersalna. By¢
moze odnosi sie tylko do komérek badanych przez te grupe. Ponadto optymistyczne wyniki
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badan autoréw nad przedtuzeniem przezycia przeszczepow w wyniku desensytyzacji biorcéw
byty uzyskane jedynie przy uzyciu immunohistochemii, co niesie ze sobg ryzyko pomyiki
zwigzanej z niespecyficznoscig barwien. Zastosowanie przez nas techniki bioluminescencji byto
bardzo pomocne w celu osiggniecia przekonujgcych wynikéw, co zostato docenione przez
redakcje Nature Methods, gdzie nasze wyniki badan zostaty opublikowane w roku 2012. Brak
ochronnego efektu desensytyzacji przeprowadzonej u oseskOw gryzoni zostat nastepnie
potwierdzony takze przez wieloosrodkowe badania autorow amerykanskich. W pracy, ktora
ukazata sie w Experimental Neurology, nasze wyniki badan sg cytowane i szeroko
komentowane (Mattis, Wakeman et al. 2014).

Poszukiwanie nowych drég dostarczenia komérek do OUN przy wspomaganiu
obrazowania komoérkowego

Przeszczepy komorek bezposrednio do mézgu sg wcigz podstawowg drogg
transplantacji w celu leczenia choréb neurologicznych. Jednak ta droga podania powoduje
dodatkowy uraz mézgu spowodowany nie tylko naktuciem igta, ale mechanicznym
uszkodzeniem tkanki wywotanym obecno$cig przeszczepu, co prowadzi do rozerwania
okolicznej struktury moézgu. Ucisk wprowadzonych komoérek na tkanke nerwowg moze byé
dodatkowym elementem wywotujgcym stan zapalny. Tak, wiec istnieje potrzeba opracowania
innych, mniej traumatycznych sposobow przeszczepiania komoérek do OUN. Infuzja dotetnicza
wydaje sie szczegolnie interesujgca, gdyz umozliwia ich dostarczenie do poszczegdlnych tetnic
mozgowych, a co za tym idzie bezposrednio do pozgdanego obszaru mézgu. Pozwala to na
lepsze wykorzystanie komaorek (w przypadku wstrzyknie¢ dozylnych komérki egzogenne sg
wychwytywane przez ptuca i watrobe) i potencjalnie chroni je przed wystgpieniem dziatan
niepozgdanych, zwigzanych z ich gromadzeniem sie w innych narzgdach. Jednak podanie
dotetnicze ma swoje wyzwania zwigzane przede wszystkim ze sprawnym pokonaniem bariery
krew-mézg podczas przejscia komorek przez naczynia mézgowe. Komaorkami, ktore posiadajg
zdolnos¢ przekraczania tej bariery sg aktywowane leukocyty, naptywajgce do mozgu podczas
procesow zapalnych, zlokalizowanych w obrebie osrodkowego uktadu nerwowego. Istotng role
w procesie migracji odgrywajg integryny obecne na powierzchni krwinek biatych. Grupa dr
Walczaka z JHU wykazata, ze mozliwa jest modyfikacja glejowych komdrek progenitorowych
w celu ekspres;ji tych integryn oraz, ze procedura ta umozliwia zwiekszong adhezje
zmodyfikowanych genetycznie komorek do naczyn mézgowych po przeszczepie w modelu
eksperymentalnego procesu zapalnego (Gorelik, Orukari et al. 2012). Te eksperymenty byty
wykonywane w trybie ostrym, co oznacza, ze zwierzeta byty usmiercane bezposrednio po
podaniu komorek. W kolejnych eksperymentach zwierzetom pozwolono, na dtuzsze przezycie.
Jednak w badaniach obrazowych wykonanych po 24 godzinach od transplantacji stwierdzono
niewielkie obszary hiperintensywne w czasie T2 w badaniu MRI, ktére mogg odpowiada¢ mikro-
udarom. Na problem wystgpienia mikro-udaréw po dotetniczym podaniu komaérek juz
poprzednio zwrécono uwage i zastgpienie cewnika mikro-igtg potgczong ze strzykawka
przyniosto pozytywne efekty (Chua, Pendharkar et al. 2011), ale taka modyfikacja techniki
uniemozliwiata wykonywanie transplantacji komorek wewnatrz skanera MRI i obserwowanie
catej procedury w czasie rzeczywistym. W zwigzku z tym podjatem badania majgce na celu
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opracowanie bezpiecznego sposobu dotetniczego podania komorek przez mikro-cewnik (praca
nr 4), co w perspektywie pozwolitoby na mozliwos¢ sterowania procesem dotetniczej infuzji przy
uzyciu MRI. Szybko$¢ infuzji dotetniczej komorek dotychczas nie byta badana, aw
pojedynczych publikacjach stosowano rézne szybkosci, bez podawania racjonalnosci wyboru.
W przeprowadzonych przez mnie eksperymentach poczatkowo dostosowatem predkosé
podania ludzkich komdrek do tetnicy szyjnej wewnetrznej u szczura do predkosci przeptywu
krwi w tej tetnicy (3 ml/min). Zastosowana predkos¢ infuzji spowodowata wystagpienie licznych
mikro-udaréw (u 11 z 15 zwierzat), ktore byty zlokalizowane gtéwnie w okolicach spoidtfa
wielkiego. Pierwsza hipoteza dotyczyta niekorzystnego wptywu ukfadu immunologicznego

i mozliwosci tworzenia mikro-zatoréw, spowodowanych reakcjg gospodarza na przeszczep
ksenogeniczny. W zwigzku z tym w nastepnym etapie stosujgc doktadnie te same warunki
transplantacji wykorzystatem mniej immunogenne mysie glejowe komaorki progenitorowe, ale nie
zmniejszyto to czestosci wystepowania powiktan (mikro-udary stwierdzono u 6 z 8 zwierzat),
wobec czego odrzucono te hipoteze. Nastepna badana hipoteza dotyczyta ryzyka wystgpienia
zaburzeh hemodynamicznych na skutek zamkniecia tozsamej tetnicy szyjnej wewnetrznej

w trakcie procedury mikrochirurgicznej. W zwigzku z tym przesunieto w czasie podanie
komorek, ktére przeszczepiono 24 godz. po zamknieciu odpowiednich tetnic, ale ta manipulacja
takze nie przyniosta spodziewanego rezultatu (u 10 z 15 zwierzat nadal stwierdzono mikro-
udary). W kolejnych badaniach przeprowadzono skomplikowang technicznie procedure
odtworzenia drozno$sci tetnicy szyjnej wewnetrznej po podaniu komorek, ale to podejscie takze
nie przyniosto sukcesu. Skoro powyzej wymienione zmiany warunkéw eksperymentalnych nie
miaty zadnego wptywu na czestosé wystepowania powikian wysunieto hipoteze, ze
obserwowane mikro-udary nie sg zwigzane z komdrkami, ale raczej z samg procedurg infuzji.
Przedmiotem kolejnych eksperymentow byta infuzja samego buforu fosforanowego,
stosowanego uprzednio, jako nosnik dla zawiesiny komérek, a pomiar mézgowego przeptywu
krwi oceniano przy uzyciu Dopplera laserowego. Zaskakujgcym byto to, ze sama procedura
infuzji buforu spowodowata zmniejszenie przeptywu. Poniewaz Doppler laserowy mierzy przede
wszystkim predkos¢ erytrocytow, to zanotowany wynik moze byc¢ efektem ,wyparcia”
czerwonych krwinek przez pompowany z duzg szybkoscig bufor fosforanowy. Co wiecej
okazalo sie, ze nawet infuzja ptynu bez komadrek powoduje réwnie czeste wystepowanie mikro-
udaréw (u 4 z 6 zwierzat). Na podstawie powyzszych danych zostata wysunieta hipoteza, ze
wstrzykiwany pod duzym cisnieniem ptyn, bez wzgledu na obecnos¢ w nim lub nie komorek,
prowadzi do wystepowania mikro-udaréw zawsze zlokalizowanych w okolicy spoidta wielkiego —
ta okolica stanowi tzw. obszar ostatniej tgki, znajdujacy sie pomiedzy dwoma duzymi zrodtami
krwi: naczyniami korowymi i naczyniami gtebokimi (perforatorami). W zwigzku z tym
zdecydowano sie zmniejszy¢ szybkos¢ infuzji ptynu do 1 ml/min, co ograniczyto wartosci
spadku przeptywu krwi w badaniu badane przy pomocy Dopplera laserowego oraz zmniejszyto
czestos¢ wystepowania mikro-udaréw (u 2 z 6 zwierzat). W kolejnych eksperymentach
zwolniono predkos¢ iniekcji buforu do 0.2 ml/min, co nie tylko nie spowodowato obnizenie
szybkosci przeptywu w badaniu Dopplerem laserowym, ale wyeliminowato catkowicie problem
wystgpienia mikro-udaréw. Te predkos¢ przeptywu zastosowano do infuzji zaréwno mysich jak i
ludzkich glejowych komérek progenitorowych. Tu rowniez nie zaobserwowano spadku
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przeptywu w badaniu Dopplerem laserowym. W ten sposob opracowano bezpieczny sposob
podawania glejowych komoérek progenitorowych. Nastepnie podjeto badania w celu ustalenia,
czy te warunki eksperymentalne sg uniwersalne, czy specyficzne tylko dla glejowych komorek
progenitorowych, w zwigzku z tym podjeto proby przeszczepiania mezenchymalnych komorek
macierzystych. Niestety, iniekcja tych komérek spowodowata zaréwno spadek szybkosci
mozgowego przeptywu krwi jak i pojawienie sie mikro-udaréw. Bezposrednie poréwnanie
glejowych komérek progenitorowych oraz ludzkich mezenchymalnych komdérek macierzystych
(hMSCs) wykazato przede wszystkim bardzo duze roznice w wielkosci tych komorek. Te
pierwsze miaty srednice 13-15 mikrometrow, co stanowi wartos¢ zblizong do wielkosci
leukocytéw, podczas gdy srednica hMSCs wahata sie w granicach 25 mikrometrow. Wydaje sie,
ze duza wielko$¢ hMSCs podawanych dotetniczo szczurom moze sprzyjaé¢ biernemu
zatrzymywaniu sie tych komérek w naczyniach wtosowatych i ich cze$ciowemu zatykaniu.
Aby potencjalnie zwiekszy¢ cisnienie w naczyniach moézgowych powrdcono do metody bez
zatrzymywania przeptywu krwi w tozsamej tetnicy szyjnej, ale to nie przyniosto pozytywnych
efektow. Zeby sprawdzi¢ czy przypadkiem zbyt duza liczba przeszczepianych komérek nie
przekracza mozliwosci ich przyjecia przez tozysko naczyn mézgu szczura, zmniejszono liczbe
wstrzykiwanych hMSCs o potowe (do 10°). Ta liczba komérek nadal powodowata zwolnienie
przeptywu krwi podczas ich infuzji, ale w ciggu kilku - kilkunastu minut dochodzito do powrotu
predkosci przeptywu krwi do wartosci bazowych. Co wazne w tej zastosowanej metodzie nie
obserwowano juz wystepowania mikro-udaréw, a wiec ostatecznie opracowano takze warunki
eksperymentalne do dotetniczych wstrzyknie¢, takze ludzkich mezenchymalnych komérek
macierzystych. Przedmiotem kolejnych badan byto ustalenie czy czynnikiem determinujacym
powstawanie mikro-udarow jest wielkos¢ poszczegdinych komorek, czy rzeczywista
wstrzykiwana ich objetos¢. Poniewaz objeto$¢ jednej ludzkiej mezenchymalnej komorki
macierzystej jest 4-krotnie wieksza niz glejowej komorki progenitorowej (GRP), wykonano
infuzje 8 milionéw GRPs, co odpowiada 2 milionom hMSCs — dawce powodujgcej mikro-udary.
Okazato sie jednak, ze wstrzyknigcie nawet takiej duzej dawki glejowych komorek
progenitorowych nie powodowato ani zaburzen predkosci przeptywu krwi, ani nie sprzyjato
wystgpieniu mikro-udaréw. To oznacza, ze jednostkowa duza srednica ludzkich
mezenchymalnych komérek macierzystych odgrywa znaczacg role w wystepowaniu mikro-
udaréw, i na ten aspekt nalezy zwrocic¢ uwage w przypadku stosowania tej drogi do
transplantacji mezenchymalnych komoérek macierzystych w klinice. Podsumowujgc, ustalono,
ze szybkos¢ infuzji i wielkos¢ przeszczepianych komorek stanowig gtéwne determinanty
bezpieczenstwa podanh dotetniczych oraz opracowano wartosci tych czynnikéw w celu
bezpiecznego podawania zaréwno glejowych komérek progenitorowych jak i ludzkich
mezenchymalnych komdérek macierzystych. Ta praca cieszy sie wsréd badaczy ogromnym
zainteresowaniem, od momentu jej opublikowania w czerwcu 2013r byta cytowana 28 razy.
Wizualizacja przeszczepionych komérek w OUN biorcéw jest bardzo istotna.
Obrazowanie komodrkowe juz od dawna jest stosowane zaréwno w badaniach podstawowych
jak i klinicznych, ale dotychczas mozliwa byfa jedynie obserwacja komoérek umiejscowionych
w mézgu po ich zasiedleniu. W przypadku podan dotetniczych kluczowe bytoby obrazowanie
komoérkowe w trakcie infuzji tak, aby mozna byto na biezaco reagowaé w trakcie trwania
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procedury transplantacji, jezeli komaérki ptyng w niewtasciwym kierunku lub tworzg mikro-zatory.
Opracowang przeze mnie metode obrazowania komérkowego w czasie rzeczywistym
opublikowano w pracy nr 5. Dotychczasowe procedury neuroendowaskularne byty
wykonywane na podgladzie fluoroskopii promieniami RTG, jednak brak znacznikbéw
komérkowych o wystarczajgcej czutosci wykrywania promieniami RTG spowodowat
poszukiwanie nowych metod. W zwigzku z tym MRI wydaje sie by¢ jedyng modalnoscia

o wystarczajgcej zaréwno czutosci jak i rozdzielczosci pozwalajgcej na obrazowanie
komaorkowe. Do tego celu uzywane sa rézne znaczniki komorek, o réznej czutosci, a co za tym
idzie o roznej szybkosci akwizycji obrazu. Obrazowanie ruchu komérek w czasie rzeczywistym
wymaga przede wszystkim bardzo szybkiej sekwencji impulséw RF — na poziomie 2-3 sekund,
co pozwala na wyswietlanie na ekranie komputera ruchu komorek w postaci intuicyjnego filmu.
Sposrod wszystkich znacznikdw komorkowych nanoczastki tlenku zelaza charakteryzujg sie
najwyzszg czutoscig i to one zostaty zastosowane przeze mnie w badaniach. Do akwizycji
obrazu uzyto zmodyfikowanej sekwencji impulséw EPI, ktdra jest rutynowo stosowana w
badaniach funkcjonalnego MRI, gdzie wykrywa sie zmiany w ilosci zelaza w tkance zwigzane
z aktywnoscig naczynioruchowa mézgu. Ze wzgledu na niewielkie endogennie wystepujgce
zmiany podczas aktywnosci naczynioruchowej konieczne jest usrednianie wielu akwizyciji
przed i po zastosowaniu bodzca. Wprowadzenie zelaza do komérek daje bardzo duzy kontrast
i wystarczy jednorazowe zebranie obrazu w ciggu 2-3 sekund, aby poznaé lokalizacje
przeszczepianych komorek. Sekwencja ta nie wymaga stosowania skomplikowanego
przetwarzania obrazu, co pozwala na jej wyswietlanie na ekranie monitora w momencie
zebrania obrazu i taki obraz moze by¢ odswiezany w czasie rzeczywistym, co powoduje
tworzenie sie filmu na ekranie w czasie rzeczywistym podczas podawania komérek do mézgu.
W tej sekwengiji jak i w innych, zelazo uwidaczniane jest w postaci hipointensywnych/
negatywnych plam, co utrudnia odréznianie go od tta i stanowi problem w sledzeniu losu
komoérek po przeszczepach. Jednak w przypadku wizualizacji komorek w czasie rzeczywistym
nie stanowi to zadnej przeszkody, gdyz najpierw rejestruje sie obraz wyjsciowy, a nastepnie
podawane komorki pojawiajg sie jako punkty lub plamy, co dodatkowo pozwala na
przedstawienie ich jako ,gorace punkty” na tle obrazu wyjsciowego i dopdki pozycja badanego
obiektu nie ulegnie zmianie w skanerze, pozwala to na bardzo dokfadng lokalizacje komérek.
W taki sposob poddano badaniu komorki przeszczepione dotetniczo szczurom po 48 godz.

od wykonania u szczurow eksperymentalnego uszkodzenia mézgu, uzywajac warunkow
eksperymentalnych opracowanych i opisanych w publikacji nr 4. Umozliwito to wykazanie,

ze podane komorki najpierw zasiedlajg obszar peryferyjny uszkodzonej tkanki, a nastepnie
centrum uszkodzenia, ale ostatecznie nie obserwowano roznicy w dystrybucji komorek

w obrebie lezji. Jezeli jednak celem dla dostarczenia komoérek bytyby okolice peryferyjne
uszkodzonej tkanki to wystarczytoby przerwaé¢ podawanie komérek we wlasciwym momencie,
na podstawie obrazu widzianego na ekranie monitora. Technika obrazowania komorek w czasie
rzeczywistym umozliwita takze badanie wptywu czasu, jaki mingt od wykonania uszkodzenia
do podania komérek na szybkos¢ naptywu komorek do lezji oraz wielkosci tego naptywu.
Stwierdzono, ze przeszczepione dotetniczo komérki najwolniej i w najmniejszej liczbie
naptywajg do zmienionych struktur w pierwszej dobie po uszkodzeniu moézgu, podczas gdy
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w drugiej i trzeciej dobie ten naptyw jest najszybszy i najbardziej rozlegty. Natomiast przeszczep
komoérek w siodmej dobie od momentu wykonania uszkodzenia powoduje zaréwno zwolnienie
przeptywu jak i zmniejsza liczbe naptywajgcych komorek. Dramatyczne réznice pomiedzy
pierwszg i drugg dobg najpewniej wynikajg z przyczyn czysto hemodynamicznych, gdyz
obrazowanie w czasie rzeczywistym pozwala na uwidocznienie procesu naptywu oraz odptywu
komoérek podczas trwajgcej procedury transplantacji. Prawdopodobnie w pierwszej dobie
naczynia wcigz sg nieuszkodzone i zwieracze przed-wtosniczkowe mogg potencjalnie hamowaé
doptyw krwi do zmienionej eksperymentalnie okolicy mozgu, aby zwiekszac cisnienie krwi

w pozostatych okolicach mézgu, co moze mie¢ znaczenie dla przetrwania naczyn i odzywianej
przez nie tkanki w okolicy udaru. Natomiast w drugiej dobie najpewniej dochodzi do porazenia
autoregulacji, co powoduje ze wiekszos¢ krwi naptywajgcej do tej potkuli trafia do uszkodzonego
obszaru mézgu i w ten sposéb wraz ze zwiekszonym naptywem krwi prowadzi to takze do
zwiekszonego naptywu przeszczepianych komaérek. Natomiast w siodmej dobie w centralnej
czesci lezji pojawia sie jama, a okoliczne naczynia najpewniej ulegajg albo zniszczeniu, albo
naprawie, w zwigzku z tym obserwuje sie zaréwno zmniejszenie szybko$ci pojawiania sie
naptywajgcych komérek oraz mniejszg ich liczbe. Te metode zastosowano réwniez

w eksperymentalnym modelu okluzyjnego udaru mézgu u szczura. Co ciekawe zastosowanie
takiej samej techniki nie spowodowato naptywu komérek do mézgu u tych zwierzgt. Poniewaz
przeszczepione komorki ekspresowaty lucyferaze wykonano badanie metodg bioluminescenc;ji
catego ciata szczura w celu poszukiwania ,zaginionych” komoérek. Okazato sig, ze komorki
dawcy ulokowaty sie w oku, pomimo, ze gtéwna tetnica oczna zostata wczesniej zamknieta.
Najpewniej jednak przeszczepione komorki trafity do oka przez mniejszg tetnice oczng, ktéra
odchodzi w dalszym przebiegu tetnicy szyjnej wewnetrznej (odpowiednik miejsca odejscia
tetnicy ocznej u cztowieka), i ktdra nie moze by¢ zamknieta w trakcie procedury chirurgicznej
ze wzgledu na warunki anatomiczne. Wydaje sie, ze powodem takiego stanu rzeczy moze byc¢
wyzsze cisnienie w kole Willisa zaopatrywanym przez przeciwlegtg tetnice szyjng wewnetrzng,
ktore ,spycha” wstrzykiwane komorki do mniejszej tetnicy ocznej, przez ktérg najpewniej
zwieksza sie przeptyw w zwigzku z zamknieciem wiekszej tetnicy ocznej (gtdwne odgatezienie
tetnicy skrzydtowo-podniebiennej). W poréwnaniu z eksperymentalnym modelem uszkodzenia
mozgu po wstrzyknieciu ouabainy, ktérego konsekwencjg sg niewielkie zmiany struktur
gtebokich, okluzyjny udar mozgu jest bardzo duzy i obejmuje wiekszos¢ potkuli, wobec czego
moze potencjalnie prowadzi¢ do dodatkowych, ciezkich hemodynamicznych zaburzen
mozgowego przeptywu krwi. W zwigzku z tym wysunieto hipoteze o koniecznosci zwiekszenia
szybkosci infuzji komorek w celu ,przetamania” cisnienia krwi w obrebie kota Willisa. W efekcie
podwojono predkos¢ infuzji do 0.4 ml/min, ktéra jest wcigz w bezpiecznym limicie predkosci
podan dotetniczych, co umozliwito uwidocznienie naptywu przeszczepianych komérek zarowno
w MRI jak i metodg bioluminescencji do mézgu i brak ich lokalizacji w oku. Ten eksperyment
wykazat, ze w zaleznoséci od rodzaju i wielkosci stanu chorobowego moze by¢ pozadana rézna
predkosc infuzji komorek, co z kolei nasuneto pytanie, czy jest mozliwe wypracowanie
optymalnych warunkéw podania komoérek dla poszczegdinych zwierzgt zanim komaérki w ogole
zostang im wstrzykniete. Pozwolitoby to zarbwno zmniejszy¢ liczbe przeszczepianych komaorek
jak i unikng¢ potencjalnych dziatah niepozgdanych, wynikajacych z niewtasciwej ich dystrybucji
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w strukturach mézgu. Taka metoda bytaby przydatna w badaniach eksperymentalnych
u gryzoni oraz absolutnie kluczowa do wstrzyknie¢ dotetniczych w klinice. W konsekwencji
przedmiotem dalszych badan byty nanoczgstki zelaza (Feraheme), preparat, ktory jest
zarejestrowany i dostepny na rynku do szybkiego wyréwnywania poziomu zelaza we Krwi
w ostrych stanach niedokrwistosci. Podanie tego preparatu z wiekszg predkoscig (4 ml/min)
umozliwito uwidocznienie obszaru mézgu w tym modelu, podczas gdy zmniejszenie predkosci
do 2 ml/min nie wykazato przeptywu. Badanie MRI w czasie rzeczywistym pozwala na infuzje
Feraheme jedynie przez kilka sekund w celu orientacji czy jest przeptyw, co minimalizuje
stosowang dawke zelaza. Szczegdlnie wazne jest to, ze nanoczgstki zelaza nie pozostajg
w mozgu (takze w zmienionym obszarze) i natychmiast odptywaja, co potencjalnie pozwala
na wielokrotne modyfikowanie warunkéw podania tak, az osiggnie sie zadowalajgce parametry
umozliwiajgce skuteczne umieszczenie komoérek w pozgdanym obszarze tkanki. W ten sposéb
zostata opracowana metoda predykcji miejsca podania komorek drogg dotetniczg, co znaczgco
zwieksza precyzje tej drogi transplantacji komaérek. Poniewaz ta metoda moze mie¢ szczegdlne
znaczenie dla dotetniczych podan klinicznych rozpoczeto jej testowanie u duzych zwierzat
stosujgc kliniczny skaner MRI. W pierwszym etapie dostosowano sekwencje MRI oraz
wykazano, ze mozliwa jest obserwacja naptywu komorek do mézgu w czasie rzeczywistym
u $win. Z punktu widzenia klinicznego bardzo interesujgcym jest to, czy mozna przewidzie¢
okreslony obszar mézgu przy pomocy pre-iniekcji srodka kontrastowego (nanoczastki tlenku
zelaza), do ktoérego trafig nastepnie komorki. Ze wzgledu na istnienie sieci wrotnej u podstawy
mozgu u swini niemozliwe jest wprowadzenie cewnika do naczyn mézgowych, a co za tym idzie
takze ich selektywne cewnikowanie. W zwigzku z tym dalsze eksperymenty wykonano u psa,
ktérego topografia naczyn zewnatrz- i wewngtrzmdzgowych odpowiada tej u ludzi. Aby
osiggng¢ zamierzony przez nas cel wprowadzono mikro-cewnik do tetnicy srodkowej mozgu
u psa, a nastepnie wstrzyknieto nanoczgstki zelaza, ktére uwidocznity obszar mézgu
zaopatrywany przez cewnik (wykonanie tego metoda fluoroskopii promieni RTG jest niemozliwe
ze wzgledu na stabg czutosé srodkdéw kontrastowych, ktére sg praktycznie niewidoczne przy tak
powolnych iniekcjach komorek, a z kolei ta niewielka szybko$¢ infuzji jest niezbedna w celu
precyzyjnego celowania w odpowiedni obszar mézgu). Po przeszczepie komérek wykazano,
ze gromadzg sie one dokfadnie w miejscu poprzednio wyznaczonym przez srodek
kontrastujgcy, co stanowi dowdd, ze ostateczng lokalizacje dotetniczo podawanych komérek
mozna przewidzie¢ poprzez pre-iniekcje srodka kontrastowego. Ten sam srodek kontrastowy
zostat uzyty do wykazania, ze naczynia, w ktérych znajdujg sie podane komorki sg wcigz
drozne i ma w nich miejsce przeptyw krwi. Lokalizacja przeszczepianych komorek zardwno
w modelach eksperymentalnych u szczura jak i u psa zostata potwierdzona histologicznie.
Mozg jest stosunkowo tatwym celem do obrazowania ze wzgledu na homogennosc¢
magnetyczng, podczas gdy obrazowanie w obrebie rdzenia kregowego jest zwykle utrudnione
z uwagi na liczne artefakty, stgd kolejnym etapem naszych badan byty eksperymenty
z mozliwoscig zastosowania opisanej powyzej techniki do obrazowania rdzenia kregowego.
W sekwencji EPI zawartos¢ catego kanatu kregowego (zaréwno rdzen jak i ptyn mézgowo-
rdzeniowy) sg biate i dotetnicza iniekcja komorek u psa przez tetnice rdzeniowg przednig
(odpowiednik ludzkiej tetnicy Adamkiewicza) pozwolito na hipointensywne uwidocznienie
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przeptywu przez rdzeh kregowy, na tle hiperintensywnego ptynu mézgowo-rdzeniowego
otaczajgcego rdzeh kregowy. Oddechowe artefakty ruchowe zwigzane z czynnos$cig
oddychania nie odgrywajg znaczacej roli w przypadku tak czestego probkowania obrazu,
(co 2-3 sekundy). Ponadto w odrebnych badaniach poréwnano przeptyw mézgowy matych
glejowych komorek progenitorowych i duzych mezenchymalnych komaorek macierzystych.
Tak jak spodziewalismy sie, w oparciu o posrednie zawarte w publikacji nr 4, glejowe komoérki
progenitorowe swobodnie przeptywajg przez naczynia mézgowe, podczas gdy mezenchymalne
komorki macierzyste zatrzymujg sie w tozysku naczyniowym prawdopodobnie z powodu ich
duzego rozmiaru. Ten fenomen zostat zilustrowany odpowiednimi filmami dotgczonymi do pracy
jako dane uzupetniajgce (supplementary data). Podsumowujgc wyniki badan bedgcych
przedmiotem tej publikacji, opracowano metode obrazowania podawania komorek drogg
dotetniczg w MRI w czasie rzeczywistym, a nastepnie opracowano sposob predykcji obszaru
mozgu, do ktérego trafiajg one po infuzji. Te procedury zostaty przetestowane u duzych
zwierzat uzywajac klinicznych skaneréw MRI, co sprawia, ze metoda jest gotowa do
zastosowanie w klinice.

Badania prowadzone w moim zespole wskazujg na mozliwos¢ przechodzenia komorek,
poddanych odpowiednim modyfikacjom genetycznym, z naczyn do miejsc uszkodzenia
w mdbzgu (dane nieopublikowane). Nalezy jednak pamietagé, iz po uszkodzeniu mézgu
nastepuje otwarcie bariery krew-mozg a naczynia mézgowe wykazujg zwiekszona ekspresje
receptorow dla molekut adhezyjnych. Jezeli wigc chciatoby sie dotetniczg droge podania
zastosowac w szerokim wachlarzu chordb neurologicznych konieczne jest spowodowanie
odpowiednich warunkéw w obrebie naczyh mézgowych. Wydaje sie, ze otwarcie bariery krew-
mozg moze by¢ pierwszym i kluczowym elementem utatwiajgcym przechodzenie komorek
ze $wiatta naczyn do parenchymy mozgu. Istniejg rézne metody otwarcia bariery krew-mozg,
ale moje szczegodlne zainteresowanie zostato skierowane na metode hiperosmolarng ze
wzgledu na dotetniczg droge aplikacji i mozliwosc jej potgczenia z podaniem komorek w trakcie
jednej procedury. Metoda hiperosmolarna byta testowana w klinice od lat w leczeniu pacjentéw
z guzami mdzgu, jednak ze wzgledu na matg precyzje i brak powtarzalnosci zostata ona
niemalze zarzucona. Zatem w pracy nr 6 zbadano mozliwos¢ otwarcia bariery krew-mézg,
uzywajac tej samej techniki interwencyjnej jak w pracy nr 5, ale w sposdb wystarczajgco
precyzyjny, aby byta przydatna do zastosowan transplantacji komorek. Taka technika bytaby
réwniez bardzo przydatna do infuzji domdzgowych réznych lekéw. Badania przeprowadzono
na krolikach, z uwagi na to, iz stanowig one najmniejsze z dostepnych zwierzat laboratoryjnych,
u ktérych mozna zastosowac kliniczng metode neurointerwencji. W doswiadczeniach
wprowadzano cewnik do tylnego kregu mézgowego i badaniu poddawano obszar pnia mézgu.
Szczegoblnym zainteresowaniem byta kwestia, czy tak jak w przypadku komoérek mozna
przewidzie¢ miejsce otwarcia bariery krew-mézg. Tylny kragg stanowi szczegélne wyzwanie
ze wzgledu na liczne drobne naczynia odchodzgce od duzych pni naczyniowych. Do predykciji
obszaru otwarcia uzyto nanoczgstek zelaza podanych dotetniczo, natomiast 25 % roztwoér
mannitolu zostat zastosowany, jako $rodek hiperosmolarny, po czym, w celu uwidocznienia
obszaru otwarcia bariery krew-mozg, dozylnie podawano kontrast oparty o gadolinium
(Magnevist). Stosowano rowniez btekit Evans’a wstrzykiwany dozylnie, aby mdoc zobaczy¢ ten
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obszar mézgu w badaniu posmiertnym. Wyniki badan uwidocznity duzg zmiennos¢ osobniczg
krolikow jesli chodzi o ustalenie optymalnych parametréw przeptywu przy za stosowaniu
nanoczgstek tlenku zelaza. To dowodzi konieczno$ci ustalania warunkéw iniekcji indywidulanie
dla kazdego pacjenta. Wykazano takze, ze nawet niewielka repozycja koncéwki cewnika moze
diametralnie zmienia¢ obszar mdzgu zaopatrywany przez cewnik, co tym bardziej wskazuje na
istotno$¢ wykonywania predykcji otwarcia bariery krew-mdzg. Nasze badania potwierdzity,

ze bariera-krew mdzg otwiera sie w miejscu uprzednio wskazanym przez nanoczastki tlenku
zelaza, z silng korelacjg obu obrazow oraz wysokim wspotczynnikiem predykcyjnym.
Wykazano, ze hiperosmolarne otwarcie bariery krew-mozg jest bezpieczne, a zwierze
obserwowane w dtuzszym czasie po interwencji chirurgicznej nie wykazywato zadnych objawéw
niepozadanych oraz zmian w obrazie MRIl. Podsumowujac ten etap moich badan jasno
wynika, ze wykorzystujgc monitorowanie MRI w procedurach neuroradiologii interwencyjnej
mozliwa jest precyzyjna predykcja miejsca otwarcia bariery krew-mézg, co w przysziosci moze
utatwi¢ dotetnicza aplikacje komérek przeszczepianych w szerokim spektrum choréb
neurologicznych.

Opis metod znakowania i obrazowania komorkowego

Wraz z rozwojem medycyny regeneracyjnej rosnie zapotrzebowanie na obrazowanie
wszczepianych komérek w celu zapewnienia odpowiedniej precyzji ich podania. Obecnie
istnieje bardzo duzo réznych metod obrazowania komorkowego, w zwigzku z tym w publikacji
nr 7 dokonatem bardzo szerokiej analizy dostepnych metod, takze w kontekscie nadchodzenia
medycyny spersonalizowanej. Otz znakowanie komorek i ich podawanie pod kontrolg
obrazowania, jak i dalsze sledzenie ich losu pozwala na dostosowywanie terapii do potrzeb
poszczegdlnych pacjentéw. W swojej pracy sformutowatem konieczno$¢ dostosowania zaréwno
modalnosci obrazowania komorkowego jak i uzytego znacznika do kazdego pacjenta,
ze zwréceniem uwagi na pierwotny proces chorobowy jak i wspdtistniejgce dolegliwosci, ktére
takze mogg wymagac obrazowania w celu oceny zaréwno postepu choroby jak i wynikéw
leczenia. Poza tym zmiany chorobowe mogg wpltywaé na jako$¢ otrzymywanych obrazéw oraz
pogarsza¢ mozliwosci zobaczenia przeszczepionych komérek. Koncepcja dostosowania
rodzaju obrazowania komoérkowego do patologii pacjenta zostata zaproponowana przeze mnie
i nazwana ,oknem obrazowania” (z ang. imaging window), czyli kazdy pacjent ze wzgledu na
swojg indywidualng specyfike ma do dyspozycji pewne ,,0kno” metod obrazowych, ktére nie
interferujg z jego aktualnymi potrzebami diagnostycznymi.

Rezonans magnetyczny odznacza sie bardzo wysoka rozdzielczoscig przestrzenng oraz
wysokg czutoscig srodkow kontrastowych wobec tego jest wiodgcg metodg uzywang do
obrazowania komérkowego. Niestety wiele znacznikdw komorkowych, szczegolnie opartych
o zelazo moze interferowac z innymi zastosowaniami tej metody badania takimi jak funkcjonalny
MRI, czy ocena dyfuzji wody w tkance. W zwigzku z tym coraz wigkszym zainteresowaniem
cieszg sie metody nie zaburzajgce anatomicznych i funkcjonalnych badan MRI. Polegajg one
badz na zastosowaniu detekcji innych jader niz wodoru, lub nowych mechanizméw
kontrastowych jak detekcja wymiany atoméw wodoru pomiedzy wodg, a poszczegolnymi
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grupami chemicznych, ktérg mozna ,wtaczaé” i ,wytgczaé”. Jednak one wcigz sie cechujg
mniejszg czutoscig niz tradycyjne srodki kontrastowe, co ma szczegdlne znacznie w przypadku
koniecznosci bardzo szybkiej akwizycji obrazu. Jednak znakowanie komérkowe przy uzyciu
Srodkéw kontrastowych pozwala jedynie na wskazanie na lokalizacje komorki jednak nie
pozwala wnioskowac o zywotnosci komorki. Do tego celu niezbedne sg geny reporterowe,
ktérych produkty takze prébuje sie obrazowac¢ w MRI, jednak w tym przypadku sg nawet
jeszcze wieksze problemy z czutoscia.

Bardzo duzg i szeroko stosowang modalnoscig w obrazowaniu komorkowym jest takze
medycyna nuklearna. Charakteryzuje sie fatwoscig znakowania, bardzo duzg czutoscig
i brakiem interferencji z innymi metodami obrazowania, jednak jej podstawowg wadg jest
krotkotrwatos¢ srodkow kontrastowych, co pozwala na obrazowanie jedynie w ciggu godzin
i w niektérych przypadkach dni. Poza tym akwizycja obrazu jest zbyt wolna do zastosowan
obrazowania w czasie rzeczywistym. W przypadku tej modalnosci wiekszy sukces odnidst gen
reporterowy, ktéry pozwala na gromadzenie promieniotworczego znacznika i w ten sposéb
wskazanie miejsca gromadzgcych go przeszczepionych komoérek. Jednak ograniczeniem
tej technologii jest uktad nerwowy z powodu braku przechodzenia znacznika przez bariere krew-
mozg. Poza tym dawka promieniowania otrzymana przez poszczegolne przeszczepione
komdérki moze by¢é mutagenna, co niestety moze sie ujawnic¢ dopiero po latach w postaci
nowotworu pochodzgcego z przeszczepu.

Chociaz prébuje sie stosowac¢ obrazowanie komérkowe promieniami RTG, to w tym
przypadku czuto$¢ srodkow kontrastowych, nawet tych najlepszych jak nanoczgstki ztota, czy
tantalu nie jest satysfakcjonujgca. To samo mozna powiedzie¢ o detekcji komérek znakowanych
mikropecherzykami powietrza (lub innych gazéw) przy pomocy ultrasonografii.

Powyzej wymienione metody charakteryzujg sie mozliwoscig klinicznego zastosowania,
natomiast obecnie mamy do czynienia z bardzo duzym rozkwitem metod optycznych, ktére sg
bardzo czute, specyficzne i stosowane w formie gendw reporterowych, jednak ze wzgledu na
absorpcje $wiatta przez tkanki nie mogg one zostac uzyte w klinice. Szczegdlnie szerokie
zastosowanie znalazta bioluminescencja, ktérej zastosowanie zostato szczegdlnie szeroko
opisywane w poprzednich czesciach autoreferatu.

W swojej pracy przeglgdowej takze oméwitem gtéwne cele obrazowania komérkowego.
Podstawowg przyczyng zastosowania tej technologii jest poznanie dystrybuciji
przeszczepianych komorek, co ma szczegdlne znaczenie w przypadku uzycia ptyndw
ustrojowych jako nosnikow komorek. Transplantacje donaczyniowowe lub do ptynu mézgowo-
rdzeniowego cechujg sie mniejszg inwazyjnoscig, ale kosztem mniejszej pewnosci, co do
ostatecznej lokalizacji komorek i w tym przypadku znajomosc¢ dystrybucji komorek jest
szczegolnie istotna. Do oceny dystrybucji komorek wystarczajacy jest jakikolwiek znacznik
komérkowy. Duzo trudniejsza jest oceny przezywalnosci wszczepionych komoérek, gdyz
znacznik komérkowy musi znikng¢ wraz ze smiercig komorki. Najbardziej miarodajne sg
produkty gendw reporterowych, szczegolnie wykazujgce sie krotkim okresem pottrwania oraz
stosunkowo wysokim sygnatem takie jak lucyferaza. Jednak ze wzgledu na absorpcje tkankowg
optyczne geny reporterowe nie sg w stanie ,przebi¢” Swiatta poza ciato wiekszych zwierzat
i ludzi, a wiec sg bezuzyteczne klinicznie. Pozostate strategie charakteryzujg sie zbyt niskg
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czutoscig, chociaz posrednio mozna sie dowiedzie¢ o przezyciu komoérek stosujgc znaczniki
PET. Poniewaz zwykle przeszczepia sie niedojrzate komorki macierzyste, obrazowanie czy
proces ich réznicowania po przeszczepie przebiega wiasciwie jest bardzo zasadne. Jednak

w tym przypadku trudnos¢ jest wieksza, gdyz musi by¢ obecny specjalny gen promotorowy
sprzezony z okreslonym genem charakterystycznym dla pewnego stadium réznicowania i musi
on by¢ ekspresowany w wystarczajgcej ilosci pozwalajgcej na detekcje na zewnatrz organizmu.
Dotychczas tylko optyczne geny reporterowe okazaty sie skuteczne, oczywiscie tylko u matych
zwierzat.

b) Omowienie ewentualnego wykorzystania osiggnietych wynikéw

Badania nad zastosowaniem obrazowania zwierzat w celu optymalizacji metod ochrony
przeszczepu przed odrzuceniem wykazaty dramatyczne réznice w przezywalno$ci
przeszczepdw, co pozwala antycypowac, ze podobna sytuacja zachodzi u pacjentéw i moze
stanowi¢ wytlumaczenie znaczgcej zmiennosci wynikéw obserwowanych w kontrolowanych
prébach klinicznych. Natomiast bioluminescencja jest juz obecnie szeroko stosowana do oceny
strategii immunosupresyjnych.

Wykazanie, ze komorki przeszczepione do istoty biatej tatwiej zostajg odrzucane zostato
zastosowane w badaniach kolejnych strategii immunosupresyjnych lub indukcji toleranciji,

z ktorych jedna jest bardzo obiecujgca do zastosowania w klinice, a odpowiednia kolejna
publikacja na ten temat jest obecnie w przygotowaniu. Bardzo wazne byto takze wykazanie
uszkodzenie tkanki podczas wktué i bezposrednich wstrzyknie¢ komérek do moézgu, co
stanowito kanwe do poszukiwan mniej inwazyjnych i bezpieczniejszych metod transplantaciji
komorek do OUN.

Opracowanie doktadnych warunkoéw bezpiecznego podania komorek do mézgu drogg
dotetniczg pozwolito na rozprzestrzenienie sie tej drogi podania, o czym swiadczg liczne
cytowania tej pracy. Przyczynito sie to takze do uwiarygodnienia tej drogi podania komorek
macierzystych. Dodanie metody obrazowania komorek w czasie rzeczywistym stanowi kolejny
element catosciowego podejscia do podawania komérek macierzystych drogg dotetnicza.
Precyzyjne i przewidywalne otwarcie bariery krew mézg drogg dotetniczg zostato opatentowane
i zyskato zainteresowanie firm biotechnologicznych, ktére chciatyby wykorzysta¢ te metode do
podawania wyprodukowanych przez siebie lekow. W zwigzku z tym wraz z wspotpracownikami
podjelismy wysitek utworzenia spin-off, w celu wytworzenia, rejestracji, zdobycia wszystkich
niezbednych pozwolen i ostatecznie wprowadzenia tej metody na rynek. Metoda ta moze juz
zostac uzyta do podawania lekow, a w przysztosci moze byc¢ takze zastosowana klinicznie do
podawania komérek macierzystych.
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