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DORDZENIOWE TRANSPLANTY TKANKI NERWOWEJ JAKO METODA BADANIA
PLASTYCZNOSCI UKtADU NERWOWEGO

WSTEP

Zdolnos¢ uktadu nerwowego do ulegania
trwatym zmianom strukturalnym i funkcjonal-
nym, jak réwniez zmiany rozwojowe i zmiany
kompensacyjne po uszkodzeniach osrodkowe-
go lub obwodowego uktadu nerwowego sa okre-
Slane ogélnym terminem plastycznosci uktadu
nerwowego. Szczegdlnie atrakcyjny model do
badania plastycznosci stanowi kompleks ukta-
du nerwowo-miesniowego, ktéry jest odpowie-
dzialny za sterowanie i wykonywanie ruchu w
réznych sytuacjach behawioralnych. Procesy
plastyczne, przebiegajgce w osrodkowym ukia-
dzie nerwowym (OUN) umozliwiajg rozwoj ukta-
du nerwowo-miesniowego u miodych osobni-
koéw, przygotowujac go do petnienia wlasciwych
funkcji w zyciu dorostym, jak réwniez zapew-
niajg one przebieg proceséw kompensacyjnych,
ktérych celem jest restytucja funkcji utraco-
nych w wyniku wystgpienia uszkodzen (mecha-
nicznych lub chorobowych) poszczegélnych ele-
mentéw ukiadu nerwowo-miesniowego.

Procesy plastyczne w ukiadzie nerwowo-
miesniowym mogg by¢é wspomagane roznego
rodzaju terapiami, takimi jak: éwiczenia reha-
bilitacyjne, stymulacja elektryczna czy tez sty-
mulacja srodkami farmakologicznymi. Inna,
nowg metodg, stosowanag w celu zwigkszenia
mozliwosci regeneracyjnych uktadu nerwowego
jest zastosowanie transplantéw domoézgowych
lub dordzeniowych réznych czesci ptodowej
tkanki nerwowej.

Cho¢ pierwszy przeszczep do mézgu wyko-
nano ponad sto lat temu (Thompson 1890),
wihasciwie dopiero w ostatnim dwudziestoleciu
przeszczepy komorek lub tkanki nerwowej do

osrodkowego uktadu nerwowego zostaty podda-
ne wnikliwym badaniom. Przeszczepy tkanki
nerwowej, podobniejak metody uszkodzeniowe
i elektrofizjologiczne, staly sie nowa metodg
badania zaréwno funkcji fizjologicznych uktadu
nerwowego, jak i ich odtwarzania po uszkodze-
niach. Jest to réwniez niezwykle uzyteczne na-
rzedzie do badania czynnikéw decydujacych o
rozwoju i regeneracji potgczen neuronowych w
OUN. :

Jak wskazujg negatywne wyniki doswiad-
czen z pierwszymi przeszczepami nadnerczy u
pacjentow z chorobg Parkinsona (Madrazo i
wspotaut. 1987), tego typu terapiawymagawie-
lu badan. Dopiero kolejne préby przeszczepia-
nia ptodowych komorek istoty czarnej u pacjen-
téw z chorobg Parkinsona okazaty sie bardziej
obiecujgce (Herman i Abrous 1994). Badania
takie wymagaja kontynuacji, gdyz nadal nie sg
znane mechanizmy, dzieki ktérym przeszcze-
pione ptodowe komérki majg zdolnos¢ utworze-
nia specyficznych funkcjonalnych potaczen z
komadrkami uktadu nerwowego gospodarza. Na-
dal rowniez nie wiadomo, jakie mechanizmy
odpowiadaja za regulacje uwalniania i wychwy-
tu neurotransmiteréw w nowo powstatych po-
taczeniach synaptycznych (Herman i wspétaut.
1985, strecker iwspotaut. 1987, strémberg i
wspotaut. 1991).

Technika przeszczepéw moze by¢ réwniez
wykorzystana w celu stworzenia ,protezy” od-
dziatywan struktur nadrdzeniowych pnia méz-
gu w odizolowanym w wyniku catkowitego prze-
ciecia odcinka rdzenia kregowego u szczurow.
Badania takie umozliwig poznanie roli plasty-
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cznosci uktadu nerwowego w odtwarzaniu utra-
conych funkcji ruchowych, jak réwniez roli od-
dziatywan systemow monoaminergicznych na
rdzeniowe sieci neuronowe, odpowiedzialne za
sterowanie ruchem.

Te i wiele innych probleméw czekajg na
rozwigzanie. Szerokie zainteresowanie prze-
szczepami jest zwigzane nie tylko z dazeniami
naukowcow do stworzenia mozliwosci naprawy
uszkodzen i restytucji utraconych funkcji w
wyniku urazéw lub proceséw starzenia sie w
uktadzie nerwowym. Jest wielce prawdopodob-
ne, ze dalszy rozwéj i udoskonalenie technik
przeszczepowych pozwolg na stosowanie tych
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metod w terapii klinicznej, gdyz transplanty
ptodowej tkanki nerwowej wykazaty niezwykig
zdolnos¢ do rozwoju w nowym Srodowisku, do
tworzenia potgczen z komoérkami gospodarza,
do wzmacniania efektow funkcjonalnych i tro-
ficznych a takze do inicjowania odtwarzania
funkcji po uszkodzeniach OUN.

W niniejszym opracowaniu omoéwimy sze-
rzej jedno z zastosowan techniki przeszczepow,
a mianowicie przeszczepy ptodowej tkanki ner-
wowej do odizolowanego odcinka rdzenia krego-
wego, w celu wspomagania proceséw kompen-
sacyjnych ukiadu nerwowo-miesniowego po
catkowitym przecieciu rdzenia kregowego.

LOKOMOCJA PO CALKOWITYM PRZECIECIU RDZENIA KREGOWEGO

Catkowite przeciecie rdzenia kregowego na
dolnym poziomie piersiowym (Th 9-10) powodu-
je izolacje tej czesci rdzenia kregowego, ktora
znajduje sie ponizej przeciecia, od zgrubienia
szyjnego w goérnej czesci rdzenia kregowego i
struktur nadrdzeniowych, na ogét bez uszko-
dzenia motoneuronéw, dochodzacych do mies-
ni szkieletowych konczyn tylnych badZz prze-
dnich. U ludzi do$¢ czesto dochodzi do tego typu
uszkodzenn w wyniku niefortunnego skoku do
wody lub w wyniku wypadkéw samochodo-
wych. W zaleznosci od poziomu i wielkosci
uszkodzenia rdzenia kregowego wypadki te sg
czesto przyczyna paralizu koriczyn. U zwierzat
po uszkodzeniu rdzenia kregowego na poziomie
piersiowym nastepuje zanik funkcji podporo-
wych w tylnych koniczynach. Zwierzeta prze-
mieszczajg sie na przednich konczynach ciag-
nac za sobg tylng czesé tutowia, przy czym tylne
koriczyny tylko sporadycznie wykonujg naprze-
mienne ruchy podciggania, a stopy opierajg sie
strong grzbietowa na podtozu. Zaburzenia te sg
wynikiem odciecia dolnej czesci rdzenia od
wptywdw nadrdzeniowych, sposréd ktérych
szczegoblna role odgrywajg oddziatywania mono-
aminergiczne, a przede wszystkim oddziatywa-
nia serotoninergiczne z jadra szwu tworu siat-
kowatego pnia mézgu (Steinbusch 1984), oraz
noradrenergiczne z miejsca sinawego (Fung i
Barnes 1981, Commissiong i Toffano 1989).
Znaczacag role monoamin w regulacji funkcji
motorycznych potwierdzity badania, w ktorych
zwierzeta z catkowicie przecietym rdzeniem kre-
gowym, po terapii polegajacej na podawaniu
serotoniny lub noradrenaliny albo ich agoni-
stow, odzyskiwaly przejsciowo zdolnos¢ poru-
szania tylnymi koniczynami i ruchy tych kon-
czyn byly podobne do ruchéw lokomocyjnych
zwierzat normalnych (Barbeau i wspotaut.
1981, Barbeau i Rossignol 1990, Rossignol

1996). Dostarczenie neurotransmiteréw mono-
aminergicznych do odizolowanego rdzenia kre-
gowego spowodowato wiec przywrécenie funkcji
lokomocyjnych tylnych konczyn, cho¢ byt to
efekt krétkotrwaty i zanikat wraz ze zmniejsza-
niem sie poziomu neurotransmiteréw w organi-
zmie zwierzecia.

Podwyzszenie poziomu neurotransmiteréw
monoaminergicznych mozna réwniez uzyskac
wszczepiajgc do odizolowanego odcinka rdzenia
kregowego wycinek z ptodowego pnia mdézgu,
zawierajgcy serotoninergiczne i noradrenergi-
czne komorki nerwowe (Foster i wspotaut.
1989, Bjorklund iwspétaut. 1986). Przeszcze-
pione komorki przyjmuja sie w organizmie go-
spodarza i sa nastepnie stalym zrédtem tych
neuroprzekaznikéw. Przeszczep taki nie petni
jedynie funkcji ,pompy biologicznej”. Wszcze-
pione komdrki migrujg na znacznym obszarze
rdzenia kregowego gospodarza, tworzac poila-
czenia synaptyczne z jego neuronami, i to w
miejscach, do ktérych dochodzity naturalne za-
korniczenia nerwowe zstepujacych drég mono-
aminergicznych (Rajaofetra i wspotaut. 1992).
Przeszczepione komorki zostajg rowniez uner-
wione przez aksony neuronow rdzenia kregowe-
go gospodarza (M axwell i Foster 1991). Moze
to oznacza¢, ze oddzialtywania przeszczepionej
tkanki nerwowej moga w pewnym stopniu za-
stepowaé, uszkodzone w wyniku przeciecia,
wplywy zstepujgcych drég monoaminergicz-
nych a takze, ze wydzielanie neurotransmite-
réw z tych neuronéw moze by¢ modyfikowane
przez ukiad nerwowy gospodarza.

Od poziomu neurotransmiteréw monoami-
nergicznych w odizolowanym odcinku rdzenia
zaleza mozliwosci kompensacyjne uszkodzone-
go lub odizolowanego rdzenia kregowego (Com-
missiong i Toffano 1989, Barbeau i wspotaut.
1981, Barbeau i Rossignol 1990, Rossignol
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1996). Mozna wiec sadzié, ze transplantacja
tkanki ptodowej, zawierajacej komérki mono-
aminergiczne (serotoninergiczne lub noradre-
nergiczne), doprowadzi do zwiekszenia poziomu
tych neurotransmiteréw w odizolowanej czesci
rdzenia kregowego i pozwoli uzyska¢ znaczaca
kompensacje utraconych funkcji ruchowych.
Wiadomo bowiem, ze komdrki transplantu,

MODEL DOSWIADCZALNY — SZCZUR Z

Zwierzeta z catkowicie przecietym rdzeniem
(tzw. zwierzeta rdzeniowe) sg uzywane jako mo-
del w doswiadczeniach, ktore odwzorowujg sy-
tuacje mechanicznych pourazowych lub poope-
racyjnych uszkodzen rdzenia kregowego, spoty-
kane u ludzi. Badania zwierzat rdzeniowych sg
prowadzone juz od poczatku naszego stulecia,
kiedy to zademonstrowano, ze po uszkodzeniu
rdzenia kregowego zar6wno u zwierzat, jak i u
ludzi, automatyczne ruchy konczyn moga byé
generowane przez odizolowang czes¢ rdzenia
kregowego (Sherrington 1910, Brown 1911,
Riddoch 1917). Dalsze badania prowadzone na
zwierzetach przyczynity sie do lepszego pozna-
nia mechanizméw kontrolujacych ruch i do-
starczyty podstawowej wiedzy o dziataniu ukta-
du nerwowo-miesniowego i podstawowych pro-
cesach sterowania ruchem.
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tworzac sie¢ potaczenn z ukitadem nerwowym
transplantobiorcy, nie tylko wyprodukuja ne-
urotransmiteiy, ale rowniez skierujgje w odpo-
wiednie miejsce w rdzeniu kregowym (Rajaofe-
tra i wspotaut. 1992). Nalezy sie wiec spodzie-
wac, ze w ten sposo6b stworzone zostangwarun-
ki do uzyskania wiekszej kompensacji utraco-
nych funkcji ruchowych.

USZKODZONYM RDZENIEM KREGOWYM

W prezentowanej pracy sa przedstawione
wyniki badan prowadzonych na dorostych
szczurach, ktéorym w trzecim miesigcu zycia
catkowicie przecinano rdzen kregowy na pozio-
mie piersiowym Th 9-10. Procedura uszkadza-
nia rdzenia kregowego jest prowadzonaw asep-
tycznych warunkach i polega na catkowitym
usunieciu 3 mm tkanki rdzenia u zwierzat po-
zostajgcych w narkozie. Przez okres 10-14 dni
od uszkodzenia rdzenia kregowego zwierzeta
wymagaja specjalnej opieki, polegajacej na wy-
ciskaniu moczu i codziennym podawaniu anty-
biotykéw. Miesigc po catkowitym przecieciu
rdzenia kregowego u wybranej losowo czesci
zwierzat przeprowadza sie nastepng operacje,
ktérej celem jest dostarczenie tkanki ptodowej
do odizolowango odcinka rdzenia kregowego
(Stawinska i Majczyrnski 1997a, b).

TECHNIKA WYKONYWANIA PRZESZCZEPOW DORDZENIOWYCH

Szereg doswiadczen przeprowadzonych w
ostatnim dwudziestoleciu pozwolito na opraco-
wanie warunkow gwarantujacych przyjecie
transplantu przez ukfad nerwowy gospodarza.
Wykazano, ze najwieksze szanse przezycia ma
tkanka nerwowa pobrana z ptodu, przy czym
optymalny wiek ptodu jest zréznicowany ze
wzgledu na rodzaj pobieranej tkanki (Bjork-
lund iwspoétaut. 1983). Wprawdzie przeszczepy
wycinkéw dorostej tkanki nerwowej réwniez
Mmajg szanse na czesciowe przezycie, jednakze
komoérki tkanki nerwowej pobranej z ptodu w
momencie wczesnej fazy ich réznicowania sie,
gdy wypustki aksonalne dopiero zaczynaja sie
ksztattowaé, sg mniej narazone na zniszczenie
i ponadto zachowuja mozliwosci dalszego roz-
woju i réznicowania juz po przyjeciu sie w Sro-
dowisku gospodarza.

Wybér tkanki nerwowej przeznaczonej do
transplantacji zalezy od rodzaju i miejsca usz-
kodzenia OUN gospodarza. Odpowiednio wy-
preparowany wycinek tkanki nerwowej nalezy
nastepnie umiesci¢ w optymalnej lokalizacji
tak, by aksony transplantowanych komorek
nerwowych miaty potencjalne mozliwosci mi-

gracji i nawigzania kontaktu synaptycznego z
naturalnym miejscem ich rzutowania w ukia-
dzie nerwowym gospodarza.

Na podstawie dotychczas prowadzonych ba-
dant wydaje sie, ze uktad nerwowy jest ,immu-
nologicznie uprzywilejowany” i ewentualne od-
rzuty transplantéw sg najczesciej spowodowa-
ne btedami (infekcja lub duzym krwawieniem)
w trakcie operacji. Obserwowane sporadycznie
odrzuty przeszczepionej tkanki stanowig jed-
nak problem, ktdérego rozwigzanie wymaga dal-
szych badan, nie tylko z mysla o stosowaniu
transplantéw w pracach badawczych, ale row-
niez w terapii klinicznej. Jednym z rozwiazan,
stosowanym w pracach eksperymentalnych,
jest wykorzystywanie wsobnych szczepow zwie-
rzati zapewnienie w ten sposéb zgodnosci tkan-
ki transplantowanej z tkankg transplantobior-
cy (np.: szczep szczuréw Sprague Dowley lub
Wistar).

W naszych badaniach, miesigc po catkowi-
tym przecieciu, do czesci odizolowanej rdzenia
kregowego dorostego szczura przeszczepiamy
wycinek ptodowej tkanki nerwowej odpowiada-
jacy obszarowi pnia mézgu, ktory obejmuje ja-
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dra szwu i okolice miejsca sinawego. Ptody po-
bierane sg u gteboko uspionych ciezarnych sa-
mic szczurzych w 14 dniu cigzy (dzien zaptod-
nienia jest liczony jako dzien 0) po zastosowa-
niu ciecia cesarskiego. W tym okresie cigzy
(E14-E15; E ang. embryonic) ptody osiggaja
dtugos¢ CRL (CRL ang. crown-rump length, tzn.
dtugos¢ ptodu od gtowy do posladkéw) okoto
10-14 mm. Pobrane w tym okresie komorki
serotoninergiczne jadra szwu, jak réwniez ko-
morki noradrenergiczne okolic miejsca sinawe-
go sgjuz zréznicowane i wystepuja w typowych
dla siebie obszarach pnia mézgu (Dunnet i
Bjorklund 1992). Natychmiast po pobraniu
ptodéw samica zostaje uspiona letalng dawka
narkozy.

Na rycinie 1 przedstawiono schematycznie
gtébwne etapy pozyskania wycinka ptodowej
tkanki nerwowej ijego trasnplantacji do rdzenia
kregowego biorcy ponizej przeciecia. Do dal-
szych etapéw preparowania z uzyciem mikro-
skopu sekcyjnego pozostawia sie tylko czesci
ptodu zawierajace gérne czesci rdzenia krego-
wego, pnia moézgu i srédmozgowia. Nastepnie z
pnia mézgu preparuje sie wycinek tkanki ner-
wowej, obejmujacy jadra szwu (zawierajgce ko-
morki serotoninergiczne) i okolice miejsca sina-
wego (zawierajace komorki noradrenergiczne).
Wypreparowane wycinki tkanki ptodowej sa
przeszczepiane w tym samym dniu do odizolo-
wanego odcinka rdzenia kregowego szczuréw, u
ktérych przeciecie rdzenia przeprowadzono
miesigc wczesniej.

Wypreparowanie tkanki ptodowej, przezna-
czonej do transplantacji, wymaga dokladnosci

Urszula Stawinska, Henryk Majczynski

i w czasie tej czynnosci nalezy przestrzegac
odpowiedniej procedury. Na przykiad, tkanka
ptodowa powinna by¢ zawsze catkowicie zanu-
rzona w sterylnym ptynie Hanksa z dodatkiem
glukozy (6 g/1). Nalezy unika¢ naktuwania, Sci-
skania czy tez naciggania preparowanej tkanki
ptodowej, gdyz moze to prowadzi¢ do obumiera-
nia preparowanych wycinkéw. Nalezy réwniez
zwréci¢ szczegbélna uwage, by wypreparowac
uktad nerwowy z otaczajgcych go opon i wyscio-
ek, ktoére po dostaniu sie do uktadu nerwowego
gospodarza rozwijaja sie bardzo szybko. U pto-
déw powyzej E 12 (CRL: 8-9 mm) tkanka ta rézni
sie wyraznie od tkanki nerwowej, gdyz jest cat-
kowicie przezroczysta i dos¢ tatwo daje sie
Sciggnac.

Procedura transplantacji ptodowej tkanki
nerwowej jest prowadzona w szczegélnie asep-
tycznych warunkach. Pojedynczy wycinek
tkanki nerwowej jest transplantowany do rdze-
nia kregowego na poziomie jednego segmentu
ponizej miejsca catkowitego przeciecia, przy-
srodkowo 1 mm ponizej powierzchni rdzenia.
Transplant wprowadza sie do rdzenia kregowe-
go biorcy dokladng strzykawkg typu Hamilto-
néwki etapami, w czasie okoto 3 minut, by
minimalizowa¢ uszkodzenie tkanki gospoda-
rza. Igtajest wprowadzana do rdzenia kregowe-
go za pomocg mikromanipulatora. Po podaniu
transplantu igte pozostawia sie nieruchomo w
rdzeniu przez okoto 10 minut, po czym wysuwa
sie ja stopniowo. Przez okres 1 tygodnia szczu-
rom podaje sie codziennie antybiotyki. Przez
okres 3-4 miesiecy po operacji szczury sg sta-
rannie pielegnowane i badane w trakcie cotygo-

Ryc. 1. Schemat podstawowych etapéw
procesu wypreparowania tkanki nerwowej
ptodu, przeznaczonej do przeszczepu, i sa-
mej transplantacji dordzeniowej.

A, B — lokalizacja miejsc, w ktérych znajduja
sie rozwijajgce sie komorki serotoninergiczne w
obszarze jader szwu: pr — cze$¢ mostowa (ang.
pontine raphe nucleus), mr — cze$¢ opuszkowa
(ang. medullary raphe nucleus) oraz komérki
noradrenergiczne w obszarze miejsca sinawego:
(lc — ang. locus coeruleus). V, VII, VIII — kolejne
nerwy czaszkowe. C — miejsce podania trans-
plantu wycinka tkanki nerwowej w rdzeniu kre-
gowym: Th 12 — dwunasty segment piersiowego
odcinka rdzenia krggowego, znajdujacy sie poni-
zej miejsca catkowitego przeciecia.
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dniowych sesji doswiadczalnych, polegajacych
na prowadzeniu wielu réznych testéw behawio-
ralnych w celu okreslenia stopnia poprawy fun-
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kji ruchowych po zastosowaniu terapii trans-
plantéw dordzeniowych.

METODY OCENY FUNKCJONALNEJ SKUTECZNOSCI PROCESOW PLASTCZNOSCI

Metody oceny poziomu restytucji funkcji
utraconych w wyniku uszkodzen osrodkowego
uktadu nerwowego obejmuja rozmaite testy be-
hawioralne, dzieki ktérym mozliwe jest okresle-
nie stopnia poprawy uzyskanej w wyniku sto-
sowania réznego rodzaju terapii (Goldberger i
wspétaut. 1990). Metody te obejmuja badania
dotyczace restytucji funkcji lokomocyjnych i
odtworzenia (lub zachowania) podstawowych
funkcji odruchowych i czuciowych. Dzieki pro-
wadzonym testom istniejg wiec mozliwosci ana-
lizy charakteru deficytéw ruchowych i okresle-
nie, jakie umiejetnosci ruchowe zostaty przy-
wrdécone, a ktérych jest ciagle brak.

W szczegolnosci stosuje sie takie testy, ktére
umozliwig odréznienie restytucji funkcji stero-
wanych na poziomie rdzenia kregowego — na
przykitad (1) placing proprioceptywny (posta-
wienie konczyny na przeszkodzie w wyniku po-
budzenia receptoréw czucia giebokiego, to zna-
czy receptoréw umozliwiajgcych odczuwanie
utozenia czesci ciata oraz ich ruchu biernego
lub czynnego) lub (2) lokomocja automatyczna
na ruchomym biezniku, od restytucji funkcji
sterowanych poprzez struktury nadrdzeniowe
— na przykiad (1) placing dotykowy (postawie-
nie konczyny na przeszkodzie w wyniku pobu-
dzenia receptoréw skérnych) lub (2) lokomocja
swobodna. Jak widaé, reakcja polegajaca na
postawieniu koniczyny na przeszkodzie, jak
rowniez lokomocja moga by¢ kontrolowane
przez OUN na roznych poziomach. | tak, placing
dotykowy, ktéryjest wywotywany poprzez lekki
dotyk skory stopy (ugiecie siersci na réznych
powierzchniach stopy) jest testem sprawdzajg-
cym dziatanie systemu oddziatywan struktur
nadrdzeniowych (m.in. ukiadu piramidowego;
Amassian 1979, Bregman iGoldberger 1983a,
b, czarkowska-Bauch 1990), gdy natomiast
placing prorioceptywny (wyprost stawu) jest od-
ruchem kontrolowanym na poziomie rdzenio-
Wwym (Amassian 1979, Goldberger 1988a, b).

Prawidtowos¢ wykonywania reakcji odruchowej
analizuje sie badajac wystepowanie poszczegol-
nych faz tej reakcji. W tabeli 1 podano skale
stuzaca ocenie prawidtowosci wykonywanej re-
akcji placingu.

Tabela 1. Skala oceny odruchowej reakcji placingu
(Robinson i Goldbereger 1986)

Ocena  Opis reakcji

0 brak reakcji

1 krotkotrwate zgiecie konczyny w stawie sko-
kowym

2 zgiecie w stawie skokowym z nastgpujacym
wyprostem konczyny w kierunku bodzZca bez
postawienia konczyny

3 zgiecie w stawie skokowym z nastepujacym
wyprostem koriczyny w kierunku bodzca,
postawieniem konczyny i cze$ciowym
podporem ciata

4 petne przestawienie koriczyny z wczesniejszym

wycofaniem i utrzymaniem ciezaru ciata po
postawieniu konczyny na podiozu

Skoordynowany ruch konczyn w trakcie lo-
komocji roéwniez jest kontrolowany na réznych
poziomach osrodkowego uktadu nerwowego. W
zwigzku z tym badanie lokomocji zwierzat swo-
bodnie poruszajacych sie po biezni (Goldber-
ger 1977, 1988a, b, Goldberger i wspotaut.
1990) i u zwierzat na ruchomym biezniku (np.
ruchy lokomocyjne tylnych konczyn u zwierzat
rdzeniowych, gdy przednie konczyny sa pod-
parte nieruchomo nad bieznikiem) (Goldber-
ger 1977, Barbeau i Rossignol 1987) daje
mozliwos¢ badania restytucji funkcji rucho-
wych na réznych poziomach sterowania osrod-
kowego uktadu nerwowego. Do oceny prawidio-
wosci wykonywanych ruchdéw lokomocyjnych
wprowadzono réwniez wielostopniowg skale,
ktérej stosowanie umozliwia poréwnywanie
stopnia restytucji funkcji u réznych osobnikéw
(tab. 2).

OCENA SKUTECZNOSCI TRANSPLANTU U SZCZUROW RDZENIOWYCH

Skutecznos¢ transplantu w procesach kom-
pensacyjnych ukfadu nerwowego, uruchamia-
nych po catkowitym przecieciu rdzenia krego-
wego, moze by¢ oceniona na podstawie zmian
w efektywnosci dziatania uktadu nerwowo-
miesniowego w trakcie wykonywania ruchow

lokomocyjnych tylnych konczyn. Wiadomo, ze
u ssakow w czasie lokomocji aktywnoscia po-
szczegblnych miesni sterujg rozdzielne lecz
wzajemnie sprzezone generatory rdzeniowe po-
jedynczych konczyn (G ritiner 1975, Deliagina
i wspotaut. 1983). Generatory ruchéw lokomo-
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Tabela 2. Skala oceny lokomocji (Hashimoto | Fukuda 1991 — dane zmodyfikowane)

Ocena Opis reakcji

0 brak spontanicznych ruchéw lokomocyjnych, brak reakcji na uciskanie ogona, brak funkcji podporowych

1 brak funkcji podporowych, Sladowe reakcje na uciskanie ogona — nieskoordynowane podcigganie koriczyn
tylnych w powietrzu bez kontaktu podeszwy z poditozem

2 brak funkcji podporowych, ucisk ogona wywotuje skoordynowane naprzemienne ruchy konczyn tylnych bez
kontaktu podeszwy z podtozem, stopy ocierajg o podioze grzbietowa strong palcow

3 brak funkcji podporowych, ucisk ogona wywotuje skoordynowane naprzemienne ruchy koniczyn tylnych
potaczone czasami z wyprostem palcéw tuz przed postawieniem stopy strong podeszwowg na podtozu

4 ucisk ogona wywotuje wyprost tylnych konczyn z postawieniem stép na palcach i uniesieniem wysoko ciata,
a nastepnie skoordynowane naprzemienne ruchy konczyn tylnych potaczone czasami z wyprostem palcéow
tuz przed postawieniem stopy strong podeszwowag na podtozu

5 ucisk ogona wywotuje wyprost tylnych konczyn z postawieniem stép na palcach i uniesieniem wysoko ciata,
a nastepnie skoordynowane naprzemienne ruchy konczyn tylnych potaczone z wyprostem palcéw tuz przed
postawieniem stopy strong podeszwowa na podtozu

6 normalna lokomocja

cyjnych wszystkich koriczyn sag sterowane przez
zstepujace wplywy ze struktur nadrdzenio-
wych, w przewodzeniu ktérych uczestniczg mie-
dzy innymi, neurotransmitery monoaminergi-
czne (Commissiong 1981, G rillner 1975, Gril-
Iner i shik 1973, sakai i wspoétaut 1973). W
naszych badaniach zanik tych wptywow, spo-
wodowany catkowitym przecieciem rdzenia kre-
gowego ma by¢ kompensowany nowo powstaty-
mi potaczeniami z komoérek transplantu (sta-
winska i Majczynski 1997a, b).

Mozliwos¢é wywotania ruchow lokomocyj-
nych tylnych koriczyn u szczuréw rdzeniowych
badano dwa miesigce po transplantacji tkanki
ptodowej. W tym celu tuldw szczura wraz z
przednimi koriczynami byt podtrzymywany na
ruchomym wézku (substytut ruchomego biez-
nika) tak, by tylne koriczyny miaty mozliwosc
poruszania sie po biezni. Przesuwanie wozka
wraz ze stymulacjg dotykowg ogona wywotywa-
to ruchy lokomocyjne tylnych konczyn. U
szczuréw rdzeniowych-kontrolnych nastgpit
catkowity zanik funkcji posturalnych tylnych
konczyn. Przytrzymywanie ogona ijego uciska-
nie wywotywato w matym stopniu skoordyno-
wane, naprzemienne ruchy tylnych konczyn za
poruszajagcym sie wézkiem. Ponadto szczury te
nie potrafity postawi¢ stép strong podeszwowag
na palcach. Natomiast naprzemienne i skoordy-
nowane ruchy koriczyn u szczuréw rdzenio-
wych po transplantacji byty potaczone ze sta-
wianiem stép na palcach, aw cyklu poszczeg6l-
nych krokéw mozna byto wyrézni¢ petne fazy
przeniesienia i podporu, jak w trakcie normal-
nej lokomocji (ryc. 2). Prawidlowos¢ ruchow
lokomocyjnych, wykonywanych przez szczury
po przeszczepie, moze by¢ oceniona (przy uzy-
ciu skali zawartej w tabeli 2) na poziomie 5, gdy
u kontrolnych szczuréw rdzeniowych ocena

mozliwosci lokomotorycznych nie przekraczata
wartosci trzech.

W czasie lokomaocji rejestrowano czynnos$¢
elektryczng (EMG skrét od elektromiografia)
wybranych miegsni prostownikoéw i zginaczy
aktywnych odpowiednio w fazach podporu i
przeniesienia konczyny. Przykiad zarejestrowa-
nych sygnatéw EMG u réznych szczuréw: nor-
malnego, rdzeniowego-kontrolnego (3 miesiace
po uszkodzeniu rdzenia kregowego) i rdzenio-
wego po transplantacji (3 miesiace po uszkodze-
niu rdzenia kregowego, 2 miesiace po trans-
plantacji tkanki ptodowej) przedstawia rycina 3.
U szczurardzeniowego widaé wyraznie, ze skur-
czom poszczegblnych miesni odpowiadajg nie-
réwnomiernie zageszczone sygnaly EMG, ktore
charakteryzujg sie zgrupowanymi potencjatami
w postaci krétkotrwatych paczek (kloniczna
aktywnosc). Taka aktywnosé EMG nie wystepu-
je w trakcie skurczu miesni u zwierzat normal-
nych i Swiadczy o uszkodzeniu wptywédw stru-
ktur nadrdzeniowych. Natomiast u szczura
rdzeniowego po transplantacjijuz na podstawie
zwyktego porownania widaé, ze aktywnos$é
EMG jest bardzo podobna do aktywnosci reje-
strowanej u szczura normalnego. Badania ele-
ktromiograficzne sg najbardziej czulg metoda
umozliwiajgcg analize aktywnosci ruchowej u
swobodnie poruszajgcych sie zwierzat. Zareje-
strowane sygnaly EMG wymagaja oczywiscie
przeprowadzenia dalszej szczeg6towej analizy
komputerowej, ktorej w niniejszym krotkim
opracowaniu nie omawiamy. Nie mniej dowodzi
ona, ze nowo utworzona sie¢ oddziatywan ko-
moérek transplantu wspiera dziatanie sieci neu-
ronowej odizolowanego odcinka rdzenia krego-
wego, zapewniajagc skoordynowane, naprze-
mienne ruchy tylnych konczyn (stawinska i
Majczynski 1997a, b).
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Znaczaca poprawa w jakosci wykonywa-
nych naprzemiennych ruchéw kroczacych tyl-
nych koriczyn u szczuréw rdzeniowych po
transplantacji tkanki ptodowej, zawierajgcej
komdérki serotoninergiczne i/lub noradrenergi-
czne, jest zwigzana prawdopodobnie ze zwie-
kszonym pobudzeniem sieci interneurondéw i
motoneuronéw osrodkowego uktadu nerwowe-
go gospodarza. U szczuréw rdzeniowych zaopa-
trzonych w transplantowane komérki serotoni-
nergiczne i noradrenergiczne obserwuje sie ni-
skoprogowe i krotkolatencyjne odruchy rdze-
niowe, ktére sporadycznie sg obserwowane u
szczurow kontrolnych. | tak, u szczura rdzenio-
wego z transplantem dotykajgc czescig proksy-
malng tylnych konczyn badz posladkami do
krawedzi stopnia wysokosci okoto 3 cm wywo-
tuje sie szybka reakcje przestawienia tylnych
konczyn na stopien do tylu. U szczurdéw rdze-
niowych reakcja ta wystepuje dopiero na do-
tkniecie konczyny na poziomie piety. Réwniez
w przypadku dotkniecia strony grzbietowej sto-
py powodujgcego jedynie nieznaczny wyprost w
stawie skokowym, u szczuréw z transplantem
obserwuje sie reakcje skladajgca sie z petnej
fazy wycofania i postawienia stopy na przeszko-
dzie (placing proprioceptywny) (w tab. 1 poziom
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Ryc. 2. Szczur rdzeniowy z tutowiem
umieszczonym na wozku tak, by tylne
konczyny miaty mozliwo$¢ kroczenia po
biezni:

A — szczur rdzeniowy kontrolny; B — szczur
rdzeniowy z transplantem. Nalezy zwrécic
uwage na spos6b stawiania tylnych konczyn:
u szczura rdzeniowego — konczyny stawiane
sg nieprawidtowo strong grzbietowa palcéw; u
szczura rdzeniowego z transplantem poszcze-
g6lne kroki charakteryzuja sie petlng fazg prze-
niesienia i podporu ze stawianiem stép strona
podeszwowag na palcach.

2-3). Taka reakcja nie wystepuje u szczuréw
rdzeniowych-kontrolnych. Ponadto wyprosto-
wanie konczyny w stawie biodrowym powoduje
wyprost konczyny tej samej obreczy po przeciw-
legltej stronie ciata. Wywotanie tego typu odru-
choéw u zwierzat rdzeniowych z transplantem
wskazuje naistnienie funkcjonalnych oddziaty-
wan komoérek transplantu na interneurony i
motoneurony w rdzeniu kregowym transplan-
tobiorcy. Dziatanie wyzej opisanych tukéw od-
ruchowych moze réwniez wspomagac¢ wykony-
wanie naprzemiennych ruchéw tylnych kon-
czyn w trakcie lokomocji takich szczuréw, za-
pewniajgc poprawe ruchdéw lokomocyjnych
konriczyn obserwowang w naszych badaniach.
Znaczaca poprawa jakosci ruchéw lokomo-
cyjnych tylnych konczyn, jak i nasilenie opisa-
nych wyzej reakcji sg zwigzane, jak sie przypu-
szcza, z obecnoscig komoérek transplantu. W
naszych badaniach obecnos¢ komoérek i wio-
kien zawierajgcych serotonine zostata potwier-
dzona metodami immunohistochemicznymi. W
najblizszej przysztosci uzycie mikroskopu ele-
ktronowego umozliwi okreslenie dokitadnych
miejsc projekcji transplantowanych komorek i
zbadanie poprawnosci utworzonych potgczen
synaptycznych. Projektowane sg réwniez bada-
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nia w celu poznania mechanizmow, dzieki kto-
rym transplantowane komoérki nawigzujg kon-
takt funkcjonalny z uktadem nerwowym trans-
plantobiorcy.

Przedstawiony w niniejszej pracy model do-
Swiadczalny stwarza potencjalne mozliwosci
wieloaspektowych badan proceséw plastyczno-
sci uktadu nerwowo-miesniowego, stymulowa-
nych dordzeniowym podaniem tkanki ptodowej.
Na rozwiazanie czeka wiele problemoéw dotycza-
cych mechanizmoéw odpowiedzialnych za tak
znaczaca poprawe w zachowaniu ruchowym
szczurow z catkowicie przecietym rdzeniem kre-
gowym po transplantacji tkanki ptodowej. Na-
dal pozostaje niewiadomym, wjaki sposéb OUN
transplantobiorcy steruje uwalnianiem i wy-
chwytem neurotransmiteréw produkowanych
przez komorki transplantu. Badania na podo-
bnym modelu do$wiadczalnym prowadzi sie w
wielu osrodkach (R ajaofetra i wspotaut. 1992,
Y akovleffiwspotaut. 1994, c ooper iwspotaut.
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Ryc. 3. Przyktadowe zapisy sygnatéw EMG
rejestrowanych u réznych szczuréw z
miesni konczyn tylnych:

sol — miesien ptaszczkowaty, prostownik stawu
skokowego (ang. soleus), ta — miesien piszcze-
lowy przedni, zginacz stawu skokowego (ang.
tibialis anterior) (I/p — lewej/prawej konczyny)
w trakcie regularnej lokomocji. A — szczur rdze-
niowy-kontrolny, B — szczur rdzeniowy z trans-
plantem, C — szczur nie operowany.

1996, Feraboli-Lohnherr i wspélaut. 1997).
Wiekszos$¢ do tej pory prowadzonych badanh
skupito swoja uwage na potwierdzeniu przezy-
walnosci komoérek transplantu (Foster i wspot-
aut. 1989, MAXWELi Foster 1991, Rajaofetra
iwspotaut. 1992). Obecnie najwazniejszym pro-
blemem badanym przez nas, jak i w pracowni
Profesora o rsala w Paryzu (Cooper i wspotaut.
1996, Ferraboli i wspétaut. 1997a, b) jest po-
twierdzenie funkcjonalnej poprawy zwiazanej z
zastosowana terapig transplantéw dordzenio-
wych. W zwigzku z tym sg rozwijane réwniez
inne metody badania mechanizméw plastycz-
nosci, na przykfad na poziomie komorkowym
technikami mikroelektrofizjologii wewnatrz-
komoérkowe;.

Przeprowadzone przez nas badania, w kté-
rych do rdzenia kregowego ponizej miejsca cat-
kowitego przeciecia transplantowano wycinek
tkanki ptodowej, jak i wyniki doswiadczen, w
ktérych transplantowano zawiesine komorek
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serotoninergicznych (Cooper i wspétaut. 1996,
Feraboli-Lohnherr i wsplaut. 1997a,b), wy-
dajg sie potwierdzac, ze mozliwe jest odtwarza-
nie wptywow ze struktur nadrdzeniowych po-
przez dostarczenie do odizolowanego odcinka
rdzenia kregowego swoistej ,protezy” w postaci

ETYCZNE PROBLEMY TRANSPLANTACJI TKANKI

W transplantologii stykamy sie bezposred-
nio z problemami etycznymi, zwigzanymi gtow-
nie ze stosowang w tej terapii tkanka ptodowa.
Juz w 1987 roku w zwigzku z zastosowaniem
transplantéw z tkanki ptodowej u pacjentéw z
choroba Parkinsona powstata idea opracowa-
nia regut, ktdrych spetnienie dopuszczatoby ba-
danie i stosowanie takich metod w leczeniu
ludzi. Zestaw takich regut zostat opracowany
przez amerykanska agende rzadowg — The Hu-
man Fetal Tissue Transplantation Research Pa-
nel i opublikowany 1988 roku (US Department
of Health and Human Services, Public Health
Services, National Institutes of Health, Report
of the Human Fetal Tissue Transplantation
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odpowiednich komorek tkanki nerwowej od-
dziatujacych na sieci neuronalne rdzenia porzez
wydzielanie neurotransmiteréw monoaminergi-
cznych, dzieki ktéorym zostaty stworzone wa-
runki do uzyskania wiekszej kompensacji utra-
conych funkcji ruchowych.

PLODOWEJ

Research Panel, US Government Printing Offi-
ce).

Jest oczywiste, ze niezaleznie od badan pro-
wadzonych z wykorzystaniem tkanki ptodowej
do przeszczepdw nalezy szukac¢ alternatywnych
zrodet tkanki przeznaczonej do transplantacji.
Temu celowi stuzg szerokie badania w dziedzi-
nie hodowli komdrkowych z zastosowaniem te-
chnik inzynierii genetycznej (por. Gage i wspot-
aut. 1991). Badania prowadzone na zwierze-
tach z zastosowaniem metod transplantcji
tkanki ptodowej sgjednak niezbedne dla zebra-
nia podstawowych informacji o przezywalnosci
takiej tkanki i wptywie, jaki moze ona wywrzec
na uszkodzone struktury uktadu nerwowego.

INVESTIGATION TOOL OF THE NERVOUS SYSTEM PLASTICITY

Summary

Although the first article on successful intracerebral
transplantation was published about 100 years ego, it is
only during the last two decades that transplantation of
cells or neural tissue into the developing or adult central
nervous system has become widely used as an experimental
tool. Like brain lesion and electrophysiological techniques,
neural grafting has come to provide a new way of analyzing
function and functional recovery in the central nervous
system.

We describe the method of neural tissue transplanta-
tion as atherapy aiming at stimulation processes of nervous
system plasticity. It is known that serotoninergic and /or
noradrenergic drugs can induce locomotion in spinal ani-

mals. Adult spinal rats which had received a transplant of
embryonic tissue showed a greater recovery of motor func-
tion as compared to control spinal animals. The behavioral
experiments showed an improvement of spinal reflexes and
locomotor activity which confirm that the grafted cells of
embryonic raphe nucleus, after integration with the host
neuropil, are able to encourage recovery of the hindlimb
locomotor function. These results suggest that the spinal
transplants might develop into a suitable technique for
restoration of motor function after a traumatic injury of the
spinal cord. However, with respect to the clinical perspec-
tive, there is still a long way to go.
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