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1. Wstep

1.1 Osrodkowy uktad nerwowy

Osrodkowy uktad nerwowy skiada sie z mozgowia i rdzenia kregowego
zlokalizowanych w jamie czaszki i kanale rdzenia kregowego.

Mozgowie wypetniajgce jame czaszkowg jest otoczone trzema oponami
mozgowymi: twardg, przylegajgcg do kosci, nastepnie - pajeczg i miekkg lezgcg na
powierzchni mozgowia. W oponie twardej znajdujg sie zamkniete przestrzenie zwane
zatokami opony twardej, ktorymi ptynie krew pochodzgca z mdzgowych naczyn
zylnych. Pomiedzy opong pajeczga i opong miekkg znajduje sie jama
podpajeczynowkowa tworzgca zbiorniki wypetnione ptynem rdzeniowo-mdzgowym.
Stanowig one cze$¢ systemu krgzenia ptynu moézgowo-rdzeniowego mozgowia,
w uktad ktorego oprécz jamy podpajeczynodwkowej, wchodzg takze wewnetrzne
srodmdbzgowe komory: dwie obszerne komory boczne, komora trzecia i komora
czwarta, oraz kanaty je tgczgce. Wewnatrzmozgowe przestrzenie ptynowe majg
potgczenie z takimi przestrzeniami rdzenia kregowego. Ptyn rdzeniowo-mozgowy w
ilosci 500 ml na dobe, jest stale produkowany przez sploty naczyniowkowe komor
mobzgowia. Chroni on tkanke mdézgowg przed urazami mechanicznymi oraz reguluje
ciSnienie wewnatrzczaszkowe. Zapewnia mozliwos¢ przekazywania produktow
metabolizmu serotoniny i dopaminy, jak réwniez innych substancji, w tym mocznika,
kreatyniny i jonow K* do krwi. Granicg zapewniajgcg mozliwos$¢ selektywnej wymiany
metabolitow miedzy ptynem mdzgowo-rdzeniowym a istotg miedzykomdrkowg tkanki
nerwowej jest bariera pomiedzy tkankg nerwowg a ptynem mdzgowo-rdzeniowym,

utworzona w zasadniczej czesci przez glejowe komorki ependymy (1).



Zaopatrzenie tetnicze moézgu odbywa sie za posrednictwem tetnic szyjnych
wewnetrznych (70%) i uktadu kregowo-podstawnego (30%). Tetnice szyjne
wewnetrzne dajg po kazdej stronie poczatek tetnicom moézgowym przedniej
i Srodkowej, tetnica podstawna zas dzieli sie na dwie tetnice mézgowe tylne. Tetnica
taczagca przednia tgczy obydwie tetnice mdzgowe przednie, a tetnica tgczaca tylna
przebiega po obu stronach od tetnicy moézgowej tylnej do szyjnej wewnetrznej.
Zespolenie to tworzy na podstawie moézgu koto tetnicze Willisa. Tetnice mdzgowe
przednie zaopatrujg wiekszos¢ obszaru przysrodkowej czesci potkul mozgowych,
tetnice moézgowe srodkowe - wiekszosC¢ bocznych powierzchni potkul, a tetnice
mozgowe tylne - potyliczne i dolne czesci pfatéw skroniowych. Pomiedzy

poszczegodlnymi tetnicami istnieje duza liczba anastomoz (2).

Kresomézgowie

Najmtodszg czescig mozgowia jest kresomozgowie, ktére jak ptaszcz okrywa
inne, filogenetyczne starsze struktury: miedzymoézgowie, srodmozgowie, most i -
czesciowo - rdzen przedituzony (srodmdbzgowie, most i rdzen przedtuzony tworzg tzw.
pien mozgu). Jedynie mozdzek nie jest otoczony przez kresomozgowie, cho¢ nalezy
on do starszych filogenetycznie struktur mézgowia. Kresomozgowie, czyli nowa kora
mozgowa przylega do sklepienia czaszki swojg powierzchnig wypukta, zwang inacze;j
powierzchnig grzbietowo-boczng. Od dotu moézg swg podstawg, czyli powierzchnig
podstawng opiera sie na kosciach oddzielajgcych mdzgoczaszke od twarzoczaszki
i oczodotow. Od gory widaé, ze mbézgowie jest narzgdem parzystym sktadajgcym sie
z dwoéch potkul, lewej i prawej. Pomiedzy nimi znajduje sie gteboka podituzna

szczelina, na dnie ktérej znajduje sie spoidto wielkie mozgu, utworzone przez liczne



szlaki nerwowe 1igczgce obie potkule. Powierzchnia moézgu jest wyraznie
pofatdowana. Widoczne sg na niej dos¢ gtebokie bruzdy, pomiedzy ktérymi znajdujg
sie fatdy, zwane zakretami moézgu. Zakrety tworzg wieksze anatomiczne struktury -
ptaty mézgu. Od przodu widoczne sg dwa ptaty czotowe, z lewego i prawego boku -
ptaty skroniowe; od gory, za ptatami czotowymi, znajdujg sie dwa ptaty ciemieniowe,
a za nimi dwa ptaty potyliczne. Pod widocznymi od goéry ptatami: czotowym,
skroniowym i ciemieniowym, chowa sie jeszcze jeden, piaty, parzysty pfat. Jest to
tzw. wyspa. Anatomiczne granice miedzy ptatami nie sg bardzo wyrazne, czesto

jeden pfat przechodzi wprost w drugi (3).

Kora mézgowa

Powierzchnie zakretow i wnetrza bruzd prawej i lewej potkuli pokrywa kora
mozgu. Jej powierzchnia wynosi u cztowieka ok. 2200 cm2, a grubos¢ - do 4,5 cm.
Ponad 40% kory ludzkiego moézgu przypada na ptaty czotowe. Na przekroju
podtuznym widaé, ze kora sktada sie z dwdch warstw: istoty szarej, utworzonej przez
sie¢ 9 miliardébw komoérek nerwowych - neurondow (2/3-3/4 wszystkich komorek
mozgu), tworzgcych w korze filogenetycznie mtodszej, czyli "nowej", az szes¢ warstw
(w korze "starej", stanowigcej niewielkg czes¢ modzgu, tych warstw jest o potowe
mniej), oraz istoty biatej - w sktad ktérej wchodzg przede wszystkim widkna nerwowe
i tkanka glejowa oraz naczynia krwionosne. W gtebi potkul znajdujg sie otoczone
istotg biatg osobne skupiska istoty szarej, nie majgce bezposredniej tgcznosci z korg
- zwane jgdrami podkorowymi albo jgdrami podstawnymi (1).

Na powierzchni kory mdézgowej mozna zlokalizowac pola, ktére réznig sie

miedzy sobg petniong funkcjg. W tylnej czesci ptatéw czotowych zlokalizowana jest



kora ruchowa, ktéra zawiaduje ruchami dowolnymi. Z elektrofizjologicznych badan
wynika, ze jednostki ruchowe miesni majg tam swojg reprezentacje. Najwiekszg
powierzchnie zajmujg miesnie rgk, szczegolnie miesnie poruszajgce palcami oraz
miesnie twarzy i jezyka, wyraznie mniejszg - tutdow i konczyny dolne. Z aktywnoscig
motoryczng zwigzane sg takze jagdra podkorowe (jadro ogoniaste, jadro
soczewkowate), ktérych zadaniem jest, miedzy innymi, udziat w planowaniu zakresu
ruchu oraz regulowanie napiecia miesni i korygowanie czynnosci ruchowe;j
inicjowanej w korze (4).

Na powierzchni kory mozgowej ptatdow ciemieniowych znajduje sie pole
czuciowe, w ktérym analizowane jest czucie powierzchowne i gtebokie. Osrodki
percepcji stuchowej znajdujg sie w ptatach skroniowych, a pole wzrokowe - w ptatach
potylicznych (5).

Wech tez ma swojg reprezentacje korowg. Kora wechowa znajduje sie
w czesci podstawnej mozgowia (pod ptatami czotowymi) i jest utworzona przez
opuszke i pasmo wechowe, oraz struktury znajdujgce sie wewngtrz mdzgu. Kora
wechowa jest najstarszg filogenetycznie czescig kresomozgowia (1).

Struktury korowe nalezgce do kory starej (allocortex), takie jak hipokamp,
czes¢ kory wechowej, a takze ptat gruszkowaty, zakret obreczy, zakret hipokampa,
oraz jgdra podkorowe i ciato migdatowate, tworzg uktad limbiczny, ktéry kieruje
emocjami i jest miejscem powstawania popeddw (moézg emocjonalny). Hipokamp jest
uwazany za miejsce powstawania sladéw pamieci (engramow). Engramy tworzone
sg w okredlonych polach kory asocjacyjnej, tworzgcych osobne "wyspy pamieci",
ktére nastepnie - w miare potrzeby — sg odczytywane. Uszkodzenia hipokampa

powodujg, ze cztowiek nie potrafi ptynnie korzystaé ze swoich zasobéw pamieci.



Ukfad limbiczny poprzez swe oddziatywanie na podwzgdérze ma wptyw na czynnosci
narzadow wewnetrznych (4).

Oprécz pdl kory mézgowej, ktérych rola jest wyraznie okreslona, zwigzana
Z poszczegolnymi czynnosciami organizmu, przede wszystkim z percepcjg bodzcéw
pochodzgcych z narzgddéw zmystow oraz z aktywnoscig ruchowa, jest tez w mozgu
tzw. kora niespecyficzna, w ktérej dokonuje sie analiza zjawisk powstajgcych
wewngtrz osrodkowego ukfadu nerwowego. Jest to tzw. kora kojarzeniowa
(asocjacyjna), zlokalizowana w pfatach czotowych, a takze - w mniejszym zakresie -
w ptatach skroniowych, ciemieniowych i potylicznych. To w niej zachodzi zjawisko
integracji roznych funkcji kory, czynigc je spojnymi, adekwatnymi do powzietych
zamiaréw. Tam tez jest przeprowadzana analiza okolicznosci zewnetrznych,
poprzedzajgca wydanie polecenia wykonania okreslonej czynnosci. W korze
asocjacyjnej dokonywana jest analiza zasobow pamieci i tam tez pamiec¢ jest na
biezgco wykorzystywana (1).

Bardzo wazng role w mozgowiu odgrywajg ptaty czotowe. W ich obrebie, w
znacznej mierze jest ksztattowana nasza osobowos$¢, to, kim jestesmy, zdolnos¢ do
myslenia i wyrazania woli. Kora jest miejscem powstawania swiadomosci, na ktorg
sktadajg sie takie umiejetnosci, jak zdolnos¢ do myslenia abstrakcyjnego czy
umiejetnos¢ wyrazenia w stowach powstatych mysli, zdolnos¢ do waskiego
ukierunkowania uwagi (1,4). Najbardziej potozong ku przodowi strefg jest
nadoczodotowe pole kojarzeniowe, obejmujgce swoim zasiegiem cze$¢ przednig
ptata czotowego i okolice oczodotowg kory mdzgowej. Prawidtowe funkcje tego
obszaru obejmujg miedzy innymi planowanie na przyszto$¢, planowanie ztozonych
ruchow dowolnych, analize postepowania pod katem zgodnosci z normami

etycznymi, przewidywanie przysztych skutkow dziatan, oraz mozliwos$¢ skupienia



uwagi i mozliwos¢ tworzenia wiezi spotecznych. W przedniej czesci pfata
skroniowego znajduje sie okolica skroniowa przednia, ktéra zwigzana jest z trwatym
zapamietywaniem. Na pograniczu ptatow potylicznego, skroniowego i ciemieniowego
lezy okolica potyliczno-skroniowo-ciemieniowa (4,6).

Swiadomo$¢ to takze samos$wiadomo$é, a wiec poczucie tozsamosci
i odrebnosci osobniczej. Czescig swiadomosci jest mowa. W mozgu cziowieka w
ptacie czotowym kory lewej potkuli (u osdb praworecznych) znajduje sie ruchowy
osrodek mowy (os$rodek Broca). Potozony jest w dolnym zakrecie czotowym lewej
potkuli, zajmujgc 44 i 45 pole wg Brodmanna. Pola czuciowe mowy to osrodek
Wernickiego. Lezy czesciowo w ptacie ciemieniowym lewej potkuli odpowiadajgc polu
40 wg Brodmanna, oraz w pfacie skroniowym w obszarze pola 39. Obszary te
uznawane sg rowniez za drugi oprécz osrodka Broca rejon odpowiedzialny za mowe
(7,8). Funkcje powigzane Scisle z mozliwoscig artykulacji stow oraz zrozumienia
mowy to mozliwosc¢ ich zapisywania i rozpoznawania w postaci pisanej. Umiejetnosci
te zwigzane sg z bardzo rozlegtym obszarem kory ptatdw ciemieniowych
i skroniowych. Osrodki odpowiedzialne za rozréznianie znakoéw pisarskich znajdujg
sie w sagsiedztwie pola 17 i 18 wg Brodmanna. Natomiast pole 22 to funkcje
stuchowe, a pole 37 funkcje wzrokowo-stuchowe mowy (4,7,8).

Istota biata kory mdzgowej jest utworzona przez liczne szlaki (drogi) nerwowe,
taczgce poszczegdlne czesci kory ze sobg oraz z jgdrami médzgu, jak rowniez
z rdzeniem kregowym. Sg to drogi korowo-rdzeniowe, korowo-jgdrowe, korowo-
podkorowe, itd. Struktury te okresla sie jako widkna projekcyjne lub rzutowe, tgczace
kore mdzgu z strukturami potozonymi na nizszych poziomach ukfadu nerwowego.
Rozréznia sie widkna projekcyjne dokorowe i odkorowe. Szczegdlng role odgrywajg

szlaki kojarzeniowe, ktorych sprawno$¢ okresla naszg inteligencje. Cztowiek



w dorostym zyciu codziennie traci okreslong liczbe neurondéw, co nie oznacza, ze
z kazdym dniem jest intelektualnie stabszy. Mniej wazna jest bowiem liczba
utraconych komorek niz utrzymanie prawidtowych potgczen pomiedzy
pozostatymi (9).

Potkule moézgu z pozoru sg jednakowe. Naprawde - zaréwno morfologicznie,
a przede wszystkim - funkcjonalnie - zasadniczo sie miedzy sobg roznig. Kazdej
potkuli mézgu przyporzgdkowane sg inne czynnosci umystowe. Zgodnie z koncepcjg
uzupetniajgcg specjalizacji potkul moézgowych wedtug prof. Rogera Sperry, prawa
potkula mézgowa odpowiada za rytm, zmyst przestrzeni, obraz catosci, wyobraznie,
marzenia oraz postrzeganie koloréow i rozmiaréw (potkula rozpoznajgca). Pétkula
lewa kontroluje stowa, liczby, mysli logiczne, analityczne, linearno$¢ oraz
hierarchicznos¢ zbioréw (poétkula analizujgca) (10). W tej potkuli zlokalizowane sg
osrodki mowy zwigzane z zapamietywaniem i jej rozumieniem oraz jej odtwarzaniem,
takze w formie pisanej. W potkuli prawej znajdujg sie osrodki zawiadujgce orientacjg
w przestrzeni, zapamietywaniem, odtwarzaniem i poréwnywaniem wrazen

wzrokowych i stuchowych. Prawej potkuli przypisywane sg zdolnosci artystyczne.

Moézdzek

Z tytu, za potkulami moézgu, znajduje sie kolejna, wyraznie wyodrebniona
czes¢ mozgowia - moézdzek. Wypetnia on tylng czes¢ dotu czaszki. Ma ksztatt lekko
sptaszczony. Mozdzek, podobnie do mézgu, dzieli sie na dwie pdtkule potgczone
tzw. robakiem, krétkg walcowato wydtuzong strukturg. Potkule mézdzku majg liczne
rébwnolegle biegngce, waskie zakrety, oddzielone szczelinami. Sg podzielone na
ptaty i ptaciki. Mézdzek, podobnie jak mdzg, posiada istote szarg, czyli kore szarg

oraz znajdujgcag sie pod nig - istote biatg, tworzgcg tzw. ciato rdzenne. W istocie



biatej znajdujg sie osobne skupiska istoty szarej. Sg to tzw. jagdra mézdzku. Ciekawe,
ze kora mozdzku jest znacznie bardziej pofatdowana niz kora moézgu. Mézdzek jest
znacznie mniejszy od mozgu (stanowi 1/7 jego objetosci); jego powierzchnia jednak,
dzieki pofatdowaniu, osigga az 3/4 powierzchni potkul mézgu (3).

Kora mézdzku utworzona jest przez komorki nerwowe, neurony, zas ciato
rdzenne, z wyjgtkiem jader, jest utworzone przez widkna nerwowe. Te witokna
formujg drogi nerwowe, wlasne - wewngtrzmozdzkowe oraz drogi doprowadzajgce
pobudzenia do moézdzku i drogi odmdzdzkowe. Drogi grupujg sie, tworzgc konary
mozdzku: gorny, srodkowy i dolny, i tgczg mdzdzek z pniem mozgu oraz z korg
mozgowg (3).

Mozdzek bierze udziat w planowaniu i wykonywaniu ruchdow, oraz w regulacji
napiecia miesniowego. Moézdzek odgrywa zasadniczg role w regulacji postawy
i regulacji ciala. Ma on S$ciste fizjologiczne powigzania ze zmystem réwnowagi
Zlokalizowanym w uchu wewnetrznym. Bierze udziat w programowaniu ruchéw,
koordynuje i usprawnia ruchy dowolne i mimowolne (poprawka mézdzkowa). Jest tez

"dystrybutorem mocy": sity skurczu miesni szkieletowych (2,4,11).

Miedzymoézgowie i podwzgorze

Na podstawie moézgu widoczny jest fragment kolejnej odrebnej struktury
mobzgowia zwanej miedzymozgowiem. Widziany w cato$ci ma klinowaty ksztatt
ostrzem skierowanym do przodu. Z przodu i z boku zrasta sie z potkulami mdozgu.
Jego dolna, podstawna cze$¢ to podwzgorze, struktura kontrolujgca czynnosci
wegetatywne i hormonalne organizmu. Podwzgorze kontroluje i reguluje pobieranie
pokarmu i wody, temperature ciata, ma wptyw na funkcje ptciowe. Integruje czynnosci

wptywajgce na homeostaze Srodowiska wewnetrznego ustroju. Jest fizjologicznie



sprzezone z uktadem limbicznym, ktory kieruje czynnoscig podwzgorza w zakresie
zachowan zwigzanych z odpowiedzig organizmu na stres.

W podwzgoérzu wytwarzane sg neurohormony, regulujgce hormonalng
czynnos¢ przysadki. Ich produkcja i uwalnianie sg scisle powigzane z aktualnym
stanem ustroju, a aktywnos¢é podwzgdérza wptywa na homeostaze hormonalng (1).

Z podwzgoérzem zwigzana jest strukturalnie i funkcjonalnie przysadka
mozgowa, potozona na dnie mdzgoczaszki w tzw. siodetku tureckim. Z podwzgdérzem
tgczy sie za pomocg lejka. Tylny ptat przysadki jest miejscem uwalniania do krwi
hormondéw wyprodukowanych w podwzgérzu (w jadrach nadwzrokowym
iprzykomorowym) wazopresyny (hormonu antydiuretycznego) i oksytocyny.
W przednim pfacie przysadka sama produkuje i uwalnia do krwi hormony, takie jak:
ACTH, FSH, GH, LH, FSH, pozostajgc takze pod hormonalng kontrolg podwzgdorza
(1,4,5).

W skiad miedzymozgowia wchodzi takze wzgorze z ponad 100 jgdrami,
pasma wzrokowe, ciato kolankowate oraz szyszynka. Jgdra wzgorza sg stacjami
przekaznikowymi bodzcow ptyngcych z réznych struktur mézgowia. Najwazniejsze
z nich to jgdra asocjacyjne, ktére czynnosciowo sg sprzezone z korg moézgowg w
zakresie integracji pobudzen czuciowych, ptyngcych z rdzenia kregowego.
Aktywnosc jgder wzgorza ma takze wptyw na nastroje i samopoczucie (1,4).

Szyszynka jest narzadem miedzymdzgowia, ktorej funkcja nie zostata do
konca wyjasniona. Produkuje ona indoloamine melatonine, ktéry petni role w
regulacji rytmow okotodobowych, a takze wptywa na czynnosci immunologiczne
organizmu. Melatonina wydzielana przez szyszynke jest antyoksydantem i chroni
tkanke przed uszkadzajgcym dziataniem wolnych rodnikéw. Szyszynka

prawdopodobnie hamuje czynno$¢ gruczotdéw piciowych az do okresu dojrzewania,



ma takze wplyw na dobowg chronobiologie - na rytm dobowy (dzien-noc)

cztowieka (6).

Srédmézgowie i most

Srédmozgowie jest krétkim odcinkiem pnia mézgu utworzonym przez parzyste
grube pasma istoty biatej, zwane konarami moézgu, ktére biegng do pétkul mézgu. Na
schowanej (okrytej przez ptaszcz kory mozgu) powierzchni grzbietowej
srodmdbzgowia znajdujg sie wazne skupiska komérek nerwowych. Sg to m.in. jgdra
niektorych nerwoéw czaszkowych (12).

Srédmoézgowie przechodzi w most, w sktad ktérego wchodzg zaréwno "biate"
widkna nerwowe, jak i istota szara, ktorg tworzg skupiska neuronéw. Most jest
uwypukleniem ku podstawie pnia moézgu z charakterystycznym zagtebieniem
w srodku. Ma pofatldowang powierzchnie, przechodzgcg z boku w grube konary
mozdzku. Znajdujg sie w nim, tak jak w srédmdzgowiu, jadra nerwdw czaszkowych,

m.in. nerwu trojdzielnego i twarzowego (1).

Twor siatkowaty

Znaczng czes¢ pnia mozgu twor siatkowaty. W jego sktad wchodzg liczne
neurony, tworzgce skupiska zwane jadrami tworu siatkowatego oraz witdkna
nerwowe przebiegajgce w réznych kierunkach ku poszczegdélnym czesciom
mozgowia (4). Obszarowo twor siatkowaty przekracza granice mostu, siegajagc
z jednej strony (cze$¢ zstepujgca) do nizej potozonego rdzenia przedtuzonego,
a nawet szyjnej czesci rdzenia kregowego, z drugiej (czes¢ wstepujgca) do
srodmébzgowia, a nawet struktur podkorowych, usytuowanych w poblizu kory. Uktad

siatkowaty wptywa na aktywnos¢é neuronéw ruchowych rdzenia kregowego, jak
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réwniez na procesy uwagi, sen i czuwanie. W zwigzku z tym ma silne potgczenia
z przodomoézgowiem. Obszar dziatania tworu siatkowatego jest bardzo rozlegty.
Poprzez drogi zstepujgce oddziatywuje na czynnos¢ obwodowych neurondw
ruchowych, a poprzez drogi wstepujgce na czynnosS¢ kory mozgowej. Twor
siatkowaty w potgczeniu z osrodkami w korze mozgowej jest rowniez zasadniczg
czescig uktadu nieswoistego czesci wstepujgcej. W przeciwienstwie do uktadu
swoistego jest wrazliwy na wiele rodzajow pobudzen z drég czuciowych i ruchowych,
a posiadajgc wiele neuronéw posredniczacych, modyfikuje wyjsciowg informacje,
odbierajgc i przekazujgc jg do réznych obszaréw kory mézgowej. Czes$¢ wstepujgca
tworu siatkowatego odpowiada za stan wzbudzenia czynnosciowego (przytomnosc,
Swiadomos¢) kory moézgowej. Czesé zstepujgca tworu siatkowatego (czesé goérna
tworu siatkowatego) oddziatywuje hamujgco na osrodki ruchowe rdzenia kregowego
(neurony alfa i gamma). Czes¢ torujgca tworu siatkowatego (znajdujgca sie na
powierzchni grzbietowej czesci hamujgcej) dziata pobudzajgco na osrodki ruchowe
rdzenia kregowego. Uktad siatkowaty poprzez dziatanie hamujgce i torujgce wptywa

stale na napiecie miesni i postawe ciata (4,5,11).

Rdzen przedtuzony

Najstarszg strukturg mobzgowia, stanowigcg rodzaj tgcznika maozgu
z potozonym pozaczaszkowo rdzeniem kregowym, jest rdzen przedtuzony, zwany
inaczej opuszkg (3).

Ma on ksztalt sptaszczonego stozka tgczgcego sie podstawg z mostem,
a Scietym koncem - z rdzeniem kregowym. Ma dwie powierzchnie: podstawng
i grzbietowg. Na powierzchni podstawnej widoczne sg grube powrdzki ciggngce sie

wzdtuz rdzenia, oddzielone gtebokg bruzdg. Sg to tzw. piramidy. W dolnej czesci
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rdzenia przedtuzonego piramidy krzyzujg sie. W tym miejscu umownie zaczyna sie
rdzen kregowy. Z boku piramid lezg - oddzielone od nich bruzdg - sznury boczne
zobecng u ich szczytu charakterystyczng wyniostoscig, zwang oliwkg. Na
powierzchni grzbietowej rdzenia przedtuzonego biegng peczki widkien nerwowych.
U goéry rdzen przechodzi w konary dolne mézdzku (12).

Rdzenh przedtuzony zawiera zaréwno istote szarg, jak i istote biatg, jednak ich
rozmieszczenie jest odmienne niz w mdézgu: na zewnatrz jest istota biata, wewnatrz -
szara. Istote biatg tworzg liczne drogi nerwowe, sposrod ktorych wyrdzniajg sie
wymienione juz wczesniej piramidy, ktére sg utworzone przez drogi rdzeniowo-
korowe (8). W rdzeniu przedtuzonym, a doktadniej w tworze siatkowatym rdzenia,
znajdujg sie osrodki kontrolujgce podstawowe funkcje narzgdéw wewnetrznych. Sg
tam zlokalizowane osrodki oddychania, naczynioruchowe i sercowe, oraz osrodki

zwigzane z czynnoscig przewodu pokarmowego (4).
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1.2 Tkanka glejowa osrodkowego uktadu nerwowego

Tkanka glejowa osrodkowego uktadu nerwowego jest oprocz wiasciwej tkanki
nerwowej jednym z gtéwnych sktadnikow osrodkowego uktadu nerwowego. Komorki
gleju stanowig okoto 90 % wszystkich komérek w CUN. Na tkanke glejowg sktadajg
sie cztery najwazniejsze grupy komoérek: astrocyty (neuroglej gwiazdzisty),
oligodendrocyty (glej skapowypustkowy), komorki wyscidtki (ependymocyty) oraz
komérki mikrogleju. Autochtoniczne komorki pochodzenia neuroektodermalnego
w tkance glejowej to astrocyty, oligodendrocyty i ependymocyty. Charakter

naptywowy majg komaérki mikrogleju pochodzenia mezodermalnego (13).

Astrocyty

Astrocyty (neuroglej gwiazdzisty) to duze komoérki z licznymi wypustkami. Majg
owalny lub lekko nieregularny ksztatt jgdra komorkowego z rozproszong chromatyng
i duzg liczbg delikatnych wypustek cytoplazmatycznych. Wypustki rozchodzg sie
promieniscie od ciala komodrkowego. Bogate rozgatezienia wytwarzajg siec
przestrzenng zawierajgcg pozostate elementy komdrkowe osrodkowego uktadu
nerwowego i upodobniajg komorke do gwiazdy. Wypustki zawierajg filamenty
posrednie zwane glioflamentami, zbudowane 2z kwasnego biatka widkienek
glejowych ( GAP — glial fibrillary acidic protein). Charakterystyczng cechg astrocytow
jest tworzenie ograniczajgcych struktur btoniastych, powstajgcych w nastepstwie
skupiania sie butawkowatych zakonczen ich rozgatezionych wypustek. Struktury te
powstajg na styku uktadu nerwowego z jego przestrzeniami ptynowymi oraz
w otoczeniu naczyn krwionosnych. Zageszczenie wypustek astrocytow pod opong

miekka tworzy btone graniczng powierzchowng. Tego typu struktura w okolicy uktadu
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komorowego nosi nazwe btony granicznej okotokomorowej. Kolejna btona tworzona
przez wypustki astrocytow to btona graniczna okotonaczyniowa. Ponadto wypustki
astrocytow tworzg btony ograniczajgce styki synaptyczne, a takze pokrywajg nie
zajete przez nie powierzchnie perykarionéw i dendrytéw komérek nerwowych (8).

Rozréznia sie dwa podstawowe typy astrocytow. Sg to astrocyty
protoplazmatyczne i astrocyty widkniste. Astrocyty protoplazmatyczne sg wieksze.
Od ich ciata komoérkowego odchodzg krotkie, obficie rozgateziajgce sie pod katem
rozwartym wypustki. Charakterystyczne sg liczne uwypuklenia i kolce. Ich cechg
charakterystyczng jest brak widkienek glejowych, zwanych gliofibrylami. Sg
najczesciej spotykane w istocie szarej. Astrocyty widkniste majg mniejszg liczbe
wypustek cytoplazmatycznych i ich ciato komoérkowe jest mniejsze. Wypustki sg
smuklejsze, dtuzsze i rozgateziejg sie pod katem ostrym. Rozgatezienia wtorne sg
mniej liczne, natomiast w przeciwienstwie do astrocytéw protoplazmatycznych
cytoplazma ich perykarionéw i ich wypustek wypetniona jest gliofibrylami. Astrocyty
widkniste wystepujg obficie w istocie biatej. Wyodrebniono réwniez kategorie
astrocytéow posrednich i nazwano astrocytami widknisto-protoplazmatycznymi.
Wystepujg one obficie w obszarach pogranicza istoty szarej i biatej w glebszych
warstwach kory mozgu. Potozenie astrocytdéw wzgledem naczyn, pasm widkien
nerwowych i komorek nerwowych wyrdéznia rowniez astrocyty (nazywane rowniez
satelitami) okotoneuralne, okotonaczyniowe i miedzypeczkowe (8,13).

Rola astrocytow w osrodkowym ukfadzie nerwowym to przede wszystkim
funkcja podporowa. Rozgateziona sie¢ wypustek wytwarza zrebowy uktad
przestrzenny, w ktéorym znajdujg sie elementy komorkowe centralnego uktadu
nerwowego. Astrocyty stanowig réwniez wazne ogniwo transportu substancji

metabolicznych i energetycznych do neuronéw oraz produktow przemiany do krwi.
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Jedna z istotnych adaptacji i funkcji astrocytow jest ich potgczenie z naczyniami
krwionosnymi. Obecnos¢ stopki koncowej wypustki wywotuje zmiany w budowie
srodbtonka modzgowych naczyn krwionosnych. Czyni go mato przepuszczalnym
i uczestniczy w mechanizmie barierowym krew-mozg. Pojecie bariera krew-médzg jest
pojeciem czynnosciowym, Zwigzanym Z  organizacjg ultrastrukturalng
i wlasciwosciami  metabolicznymi  komérek srédbtonka naczyh  wlosowatych.
Specyficznos$¢ budowy bariery wyraza sie przez odrebnosc¢ strukturalng $cian naczyn
wilosowatych, mate rozmiary przestrzeni miedzykomorkowej oraz obecnos¢ bton
glejowych utworzonych przez wypustki astrocytdw otaczajgcych wiosniczki.
Selektywna przepuszczalnos¢ bariery krew-mozg polega na umozliwieniu na
zasadzie dyfuzji biernej przechodzenia do tkanki mozgowej substanciji
rozpuszczalnych w tluszczach, gazéw rozpuszczalne w wodzie (tlen lub lotne
anestetyki) oraz wody. Zapewnia mozliwos¢ dostarczenia niezbednej do
prawidtowego funkcjonowania neuronéw glukozy oraz aminokwaséw. Chroni réwniez
mozgowie przed dziataniem substancji neuroaktywnych krgzgcych we Kkrwi
(glutaminian, katecholaminy) (1).

Astrocyty odgrywajg réwniez role w zjawiskach zwigzanych z rozwojem
i dojrzewaniem osrodkowego uktadu nerwowego. W okresie zarodkowym tworzg
zrgb wskazujacy kierunek wedréwki rozwijajgcy sie komorkom nerwowym. Wplywajg
rébwniez wspomagajgco na migracje neurondw i prawdopodobnie réwniez na
strukturalne i czynnosciowe réznicowanie komérek nerwowych poprzez wytwarzanie
biatkowych czynnikow wzrostowych dla neurondéw (neurotrofin). Komérki i wtdkna
astrocytow petnig réwniez role reparacyjng tworzgc blizne glejowg w miejscu po
zniszczonych neuronach, oraz uczestniczg w procesach fagocytozy. Prawdopodobny

jest udziat astrocytbw w procesach metabolizowania neuroprzekaznikow
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synaptycznych. Przyktadem takiego dziatania jest kwas glutaminowy, ktéry ulega
w astrocytach przemianie do glutaminy, jest transportowany do komoérek nerwowych,
gdzie nastepuje wtgczenie go do nowej puli neuroprzekaznika. Astrocytyty wykazujg
réwniez zdolnos¢ prezentacji antygendéw. Uwalnianie przez astrocyty substancii
o wiasciwosciach wazoaktywnych pozwala astrocytom uczestniczy¢ w regulaciji

miejscowego przeptywu krwi (8).

Oligodendrocyty

Oligodendrocyty (glej skgpowypustkowy) to komorki, ktére okreslane sg
mianem satelitow. W istocie szarej towarzyszg komorkom nerwowych i dlatego noszg
nazwe satelitdw nerwowych, natomiast w istocie biatej potozone sg pomiedzy
zmielinizowanymi wtdknami nerwowymi i noszg nazwe satelitow peczkowych. Jesli
uktadajg sie wzdtuz przebiegu naczyn noszg nazwe satelitow okotonaczyniowych.
Liczba satelitow komdrek nerwowych jest zmienna i waha sie od jednego do o$miu
oligodendrocytow. Cechg charakterystyczng oligodendrocytow jest mata ilos¢
wypustek cytoplazmatycznych, rozchodzgcych sie promieniscie od drobnego
i okrggtego zazwyczaj perykarionu. Wypustki odchodzgc szybko dzielg sie na
nieliczne zazwyczaj odgatezienia wtoérne zakonczone kolbkowatym zgrubieniem.
Zgrubienie to w istocie szarej jest elementem tgczgcym z dendrytem i perykarionem
komérki nerwowej. Oligodenrocyty majg zaokrgglone jadro z umiarkowanie
zageszczong chromatyng i cytoplazmag z jasng obwodka. Zawierajg mato elementow
cytoszkieletu (13).

Wyrdznia sie cztery typy oligodendrocytéw. Typ | to komorki typowe dla istoty
szarej potkul moézgu i mézdzku. Sg one najmniejsze z oligodendrocytéow o ksztatcie

okrggtym lub owalnym. Majg krotkie i cienkie wypustki oplatajgce ciata neurondw, ich
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dendryty oraz $ciany naczyn. Ten typ komorek jest najbardziej zblizony do
klasycznego opisu oligodendrocytu. Typ Il oligodendrocytow to komorki nieco
wieksze, charakteryzujgce sie wielobocznym ksztattem ciata komoérkowego. Sg one
masywne i dzielg sie w charakterystyczny sposéb w ksztaicie litery T. Posiadajg
mniejszg liczbe wypustek jak komorki typu I. Sg licznie reprezentowane w istocie
biatej. Typ Il to oligodendrocyty o najwiekszych rozmiarach. Sg to komorki
wieloboczne, posiadajgce pojedyncze grube i dtugie wypustki. Wystepujg czesto jako
satelity srodpeczkowe w pniu mdzgu i rdzeniu kregowym. Typ IV oligodendrocytéw
reprezentowane sg niemal wytgcznie w pniu mézgu w srodtkankowych widknach
korzeniowych i ruchowych nerwow czaszkowych. Ten typ oligodendrocytow swojg
budowg przypomina neurolemocyty wystepujagce w obwodowym uktadzie nerwowym.
Nie posiadajg wypustek, a ich ciata komdrkowe przylegajg swoja powierzchnia do
ostonek mielinowych (8).

Funkcjg oligodendrocytéw jest wytwarzanie ostonki mielinowej w osrodkowym
uktadzie nerwowym. Przypisuje sie tez im wspodtudziat w procesach metabolicznych

komérek nerwowych (1).

Ependymocyty

Ependemocyty (komérki wyscidtki) to komorki przypominajgce komorki
nabtonkowe. Pokrywajg sciany komory mézgu oraz kanatu $rodkowego rdzenia
kregowego. Kontaktujg sie w zwigzku z tym z ptynem mdzgowo-rdzeniowym tworzgc
warstwe szedciennych komoérek widoczng w obrazie mikroskopowym jako linijny,
jednowarstwowy rozktad komorek o zréznicowanej wysokosci. Majg mate, owalne,

przypodstawne jgdro z zageszczona chromatyng. Cechg charakterystyczng jest
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obecno$¢ mikrokosmkéw pokrywajgcych powierzchnie komoérkowe zwrdécone do
komoér (13).

Podobnie jak w komorkach nabtonka wyrdznia sie ependymocyty o réoznym
ksztatcie: ptaskie, szescienne i cylindryczne. W najwiekszej liczbie reprezentowane
sg ependymocyty szescienne i cylindryczne. Wszystkie ependymocyty posiadajg
pojedyncze, zwrocone do granicznej btony glejowej wypustki.

Rolg tych komoérek jest uczestnictwo w transporcie substancji z ptynu mdzgowo-
rdzeniowego do mozgu. Wazny jest tez udziat w przekazywaniu produktow
metabolizmu tkankowego z mdézgu do ptynu moézgowo-rdzeniowego. Ependymocyty
wraz z komorkami mikrogleju tworzg bariere miedzy tkankg nerwowg a ptynem
mozgowo-rdzeniowym, zapewniajgc selektywng wymiane substancji miedzy ptynem

mozgowo-rdzeniowym a istotg miedzykomaérkowg tkanki (1).

Mikroglej

Komorki mikrogleju (mezoglej) nazywane sg komoérkami odpornosciowymi
uktadu nerwowego. Wystepujg zaréwno w istocie szarej jak i istocie biatej.
W dojrzatym uktadzie nerwowym dominujg w substancji szarej. Mikroglej jest
elementem migrujgcym i w stanie aktywaciji nie wykazuje jak inne opisywane komorki
zwigzku z pozostatymi elementami komorkowymi osrodkowego uktadu nerwowego.
W stanie spoczynku moze towarzyszy¢ ciatom komoérek nerwowych, bgdz w istocie
biatej razem z oligodendrocytami i astrocytami uktada¢ sie wzdluz widkien
nerwowych i naczyn. Barwienie immunocytochemiczne wskazuje, ze ma on silnie
rozbudowane, delikatne, rozgateziajgce sie wypustki i tworzy zespdt komorek
rozprzestrzeniajgcych sie w tkance moézgowej. Budowa mikrogleju wskazuje, ze

nalezy on do komoérek dendrytycznych prezentujgcych antygeny (8).
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Funkcjg mikrogleju jest przede wszystkim ochrona osrodkowego ukfadu
nerwowego. W stanach chorobowych mikroglej ulega aktywacji, komoérki dzielg sie
i zwiekszajg swg objetos¢. W okolicach dotknietych przez proces zapalny lub uraz
dotgczajg do mikrogleju monocyty, wnikajgce do struktur moézgowych z krwi.
Przeksztatcajg sie one w makrofagi. Aktywne, pobudzone komorki mikrogleju
uczestniczg w wiekszosci toczgcych sie w obrebie tkanki moézgowej procesow
zapalnych poprzez proliferacje, migracje i fagocytoze. Komaérki mikrogleju produkujg
réwniez cytokiny i neurotrofiny. Na powierzchni komérek mikrogleju znajdujg sie
antygeny gtdwnego kompleksu zgodnosci tkankowej klasy Il (MHC-II). Mikroglej jest
identyczny antygenowo i podobny czynnosciowo do elementow uktadu monocytarno-
makrofagowego i uznawany za sie¢ immunokompetentnych komérek osrodkowego
uktadu nerwowego. Komorki mikrogleju uczestniczg w rozwoju tkanek osrodkowego
uktadu nerwowego i w zachodzgcych w dojrzatym mdbzgu procesach

regeneracyjnych i reparacyjnych (1,8).
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1.3 Uszkodzenie tkanki mézgowej

Pojecie uraz czaszkowo-mozgowy jest terminem czesto stosowanym
w odniesieniu do osob, ktore odniosty obrazenia w wyniku wypadkow
komunikacyjnych, urazéw w sporcie lub w wyniku przemocy. Podczas urazow gtowy
dochodzi do bezposredniego uszkodzenia moézgu odtamkami kostnymi czaszki, oraz
w wyniku gwattownie dziatajgcych na tkanke mdzgowg sit przyspieszenia bagdz
opdznienia, ktoére doprowadzajg do traumatyzacji tkanki modzgowej zaréwno
W miejscu zadziatania urazu jak i po stronie przeciwnej w wyniku tzw. zjawiska
contrcoup. Nastepstwem urazéow gtowy oprocz zranienia tkanki nerwowej, jest
przerwanie struktury naczyh krwionosnych i uszkodzenie opon mdzgowo
rdzeniowych.

Traumatycznemu uszkodzeniu moézgu moze towarzyszy¢: krwawienie
z przerwanych naczyn krwionosnych, obrzek, niedotlenienie i niedokrwienie tkanki
mozgowej, jak réwniez uszkodzenia aksonalne. W miejscu mechanicznego urazu
nastepuje przerwanie bariery krew-mdzg oraz zaburzenia homeostazy elektrolitowe;.
Nastepstwem urazu moézgowo-czaszkowego mogg by¢ ogniskowe, ubytkowe objawy
neurologiczne. Rozlegtos¢ urazu determinuje zakres zaburzen neurologicznych,
a ciezki stan pacjenta wymaga zastosowania leczenia neurochirurgicznego oraz
intensywnej opieki medycznej (2,11,14).

Problem leczenia urazéw czaszkowo-mozgowych jest obecny w historii
medycyny od wielu lat. Pierwsze informacje o zabiegach neurochirurgicznych
dotyczacych mézgu pochodzg z okresu neolitu (Francja), a odnalezione czaszki
ztego okresu sSwiadczg, ze zabiegi byly wykonywane na zywym organizmie.

Natomiast dzieki znaleziskom archeologicznym z okresu starozytnego Egiptu
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mozemy dowiedzie¢ sie o dokonywanych w tych czasach trepanacjach (15).
Informacje o nastepstwach urazéw czaszki przynosi tez Papirus Smitha, znaleziony
w r. 1862 w grobowcu koto Teb przez Edwina Smitha. Pochodzi z r. 1555 p.n.e., ale
zawiera tez opisy znacznie wczesniejszych przypadkéw, m.in. czterdziesci osiem
jednostek chorobowych, sposoby nastawiania i unieruchomiania ztaman, zwalczanie
infekcji i gorgczki. Wsrdd przedstawionych przypadkéw, dwadziescia siedem mozna
zakwalifikowa¢ jako uszkodzenia neurologiczne. Juz wtedy wiedziano, ze
uszkodzenie gtowy moze spowodowac paraliz cztonkow lub zaburzenie mowy
(afazja). Nowozytna historia chirurgii mézgu to prace kanadyjskiego neurologa
i neurochirurga Wildera Oskara Penfielda (1981-1976), zatozyciela Laboratorium
Neurocytologicznego w Nowym Jorku. Jego prace dotyczyty chirurgicznego leczenia
padaczki, klasyfikacji jej postaci, oraz lokalizacji funkcji ruchowych w korze
mozgowej, jak réwniez elektrycznych czynnosci mozgu i neurocytologii. Zastugi
w dziedzinie operacji na tkance mozgowej potozyt tez antropolog, anatom i chirurg
francuski Paul P. Broca (1824-1880). Jest on odkrywcg osrodka ruchowego mowy.
Na podstawie badan dwoéch pacjentow z afazjg okreslit, ze tylna czes¢ zakretu
czotowego lewej poétkuli moézgu jest obszarem odpowiedzialnym za koordynacje
skurczéw miesni biorgcych udziat w artykulacji (15,16).

Na skutek urazu czaszkowo-mozgowego dochodzi do powstania w miejscu
uszkodzenia procesu zapalnego. Uraz prowadzi do zniszczenia aksondw, smierci
komérek nerwowych i glejowych, oraz uszkodzenia bariery krew-moézg (14).
Dodatkowym powiktaniem w leczeniu schorzen mézgu, oraz w naturalnej regeneracji
tkanki nerwowej, sg reakcje pojawiajgce sie w pozniejszym okresie, do ktorych
nalezg opodzniona (drugorzedowa) $mieré neurondw, blizna glejowa, tworzenie

Srodowiska hamujgcego wzrost i naprawe uszkodzonej tkanki (17,18).
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Terapia urazéw czaszkowo - mobzgowych wymaga dziatan, ktére
ukierunkowane sg na ograniczenie wtérnych nastepstw urazu, odbudowe tkanki,
ktéra ulegta urazowi oraz uzyskanie poprawy funkcji neurologicznych. Obecnie
poszukiwane strategie terapeutyczne w leczeniu schorzen centralnego uktadu
nerwowego (CUN) uwzgledniajg oprocz procesow zachodzgcych podczas
uszkodzenia, rowniez ograniczong zdolnos¢ tkanki nerwowej do samonaprawy (14).
Duze nadzieje wigze sie z tzw. terapig komorkowa, w ktérej przeszczepione komorki
mog3g nie tylko produkowac czynniki troficzne wspomagajgce regeneracje i nadajgce
procesom naprawczym prawidtowy kierunek, ale rowniez sg zrodtem komorek, ktore
zastgpityby te zniszczone. W tym celu przeprowadzane sg w wielu laboratoriach
badania nad wpltywem ptodowych neuronalnych komorek macierzystych
i embrionalnych na mozliwosci regeneracyjne tkanki nerwowej (19,20). Zwrdécono
uwage na inne zrodio komorek, do ktorych dostep jest tatwy i ktore posiadajg
zdolno$¢ do szybkich podziatéw i réznicowania sie w komorki réznych tkanek pod

wptywem odpowiednich bodzcow. Sg to komérki pochodzgce ze szpiku kostnego.
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1.4 Komérki podscieliska szpiku kostnego

Jama szpikowa jest wypetniona komodrkami szpiku (prekursorami komoérek
krwi obwodowej) i komdrkami ttuszczowymi, (ktére przybywajg w miare procesu
starzenia — szpik zotty). Natomiast tzw. rusztowanie szpiku stanowi podscielisko
szpikowe (ang. stromal cells), w ktérego sktad wchodza:

-komorki retikularne,
-komoérki endotelialne,
-komorki preosteogenne,
-komorki preadipocytowe
-komorki adipocytowe.

Najliczniej reprezentowang grupg komorek (80% populacji) jest heterogenna
grupa komoérek retikularnych. Okreslane sa tez jako komorki siateczki badz jako
fibroblasty szpikowe. Komorki te tgczg sie, tworzgc sie¢ w jamie szpikowej pomiedzy
naczyniami zylnymi szpiku, tetniczkami i Scianami zatok szpikowych. Pokrywajg
réwniez wewnetrzng powierzchnie jamy szpikowej i powierzchnie beleczek kostnych
komorkami srédkostnej. Rozréznia sie dwa typy komorek retikularnych.

Pierwsze z nich to komoérki nie przylegajgce bezposrednio do $cian zatok
szpikowych, stanowigce podstawowy element rusztowania szpiku kostnego sg to
komérki retikularne miedzyzatokowe. Ich cechg charakterystyczng sg diugie
cytoplazmatyczne wypustki (21,22).

Komorkami  moggcymi  mie¢ powinowactwo do komoérek retikularnych
miedzyzatokowych sg komorki dendrytyczne (23). Ich cechg charakterystyczng jest
rozgateziony ksztatt. Podobne sg do ciata komérki nerwowej posiadajgcej liczne

wypustki nazywane dendrytami. Ich podstawowg rolg jest pobudzanie aktywnosci
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limfocytow (24). Komérki dendrytyczne uznawane sg za jedyne profesjonalne
komoérki prezentujgce antygen (APC — ang. antigen presenting cell). Sg one zdolne
do pobudzenia grasicozaleznych limfocytow Th. Na ich powierzchni znajdujg sie
czgsteczki biatek MHC (major histocompatability complex) klasy Il i gtdwnym
zadaniem komorek spetniajgcych taka role jest pobudzenie swoistych antygenowo
limfocytow (25,26,27). Komorki dendrytyczne uwazane sg obecnie za jedyne,
mogace dokonac stymulacji limfocytow (primingu); od tego momentu zdolnych do
rozpoznawania antygendéw. Spetniajg podobng role jak limfocyty B, ktére mogag
przyjmowac na swojej powierzchni antygen i prezentowa¢ go z udziatem czgsteczek
MHC klasy Il i prowadzg do szybkiego rozwoju odpowiedzi odpornosciowej
wtornej (24).

Istotng cechg komdrek dendrytycznych jest ich zdolnos¢ do konstytutywnej
ekspresji czgsteczek MHC klasy Il i wytwarzanie, po rozpoznaniu sygnatu
niebezpieczenstwa, czgsteczek tzw. drugiego sygnatu. Komérki dendrytyczne mogg
pobudzaé zaréwno limfocyty Th, jak i limfocyty Tc na drodze prezentacji krzyzowej.
Dzieje sie tak, gdyz wykazujg one unikalng wiasciwos¢ wtgczania danego antygenu
zaroéwno czgsteczki MHC klasy |, jak i klasy Il (28).

Jedna z populacji komoérek dendrytycznych tzw. komérki dendrytyczne grudki,
mogace mie¢ udziat w utrzymywaniu sie¢ w pamieci immunologicznej. Komorki te
mogg na swojej powierzchni utrzymywac przez szereg miesiecy tzw. iccosomy, czyli
kompleksy natywnego antygenu, ktére sg w stanie czuwa¢ nad prawidtowo
funkcjonujgcym systemem odpornosciowym (29).

Drugim typem komorek retikularnych sa komorki przydanki zatok szpikowych
nazywane rowniez komérkami przydankowo-retikularnymi (30). Rola tych komérek to

wspoélne z komdrkami srédbtonka tworzenie zapory krew-szpik. Charakterystyczna
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struktura komérek retikularnych, w szczegdlnosci fibroblastéw szpikowych, utatwia
w warunkach hodowli tkankowej tworzenie heterogennej warstwy przylegajgcej do
podtoza naczynia hodowlanego, okreslanej nazwg populacja komérek Stro-1 (31,32).

Inna grupa komorek tworzacych podscielisko szpiku kostnego to wywodzgce
sie z komoérek retikularnych komérki preosteogenne (osteoblasty). Charakterystyczng
cechg tej linii komérkowej jest zdolnos¢ wytwarzania krysztatow hydroksyapatytu.
Majg one wysokg aktywnos$¢ alkalicznej fosfatazy, wytwarzajg kolagenu typu |,
posiadajg zdolnos¢ syntezy specyficznego biatka kostnego osteokalcyny oraz
cechujg sie wzrostem wytwarzania cAMP bedagcym reakcjg na stymulacje
parathormonem (33).

Kolejng linig komorkowg sg komorki ttuszczowe oraz ich prekursory.
Okreslane sg jako komorki adipocytowe i komorki preadipocytowe. Powstajg
w wyniku by¢ moze stymulacji komorek retikularnych, w procesie lipogenezy,
szczegoblnie w trakcie starzenia sie zarowno organizmu, jak i w hodowlach
pozaustrojowych. Wystepujg gtownie w nieaktywnym hematopoetycznie szpiku
zottym (34).

Do komorek tworzgcych $ciany =zatok szpikowych zaliczamy komorki
podscieliska szpikowego, nazywane komorkami srédbtonka (endotelialnymi). Ich rolg
jest tworzenie zapory majgcej oddzieliC przestrzeh krwiotworczg od przestrzeni
naczyniowej, przez co biorg udziat w mechanizmach regulujgcych procesy
krwiotworcze. Wptywajg na jeszcze stosunkowo mato poznane czynno$¢ pozostatych
grup komdérek podsScieliska szpikowego (35). Sg komdorkami zdolnymi do petnienia
roli komorek przeno$nikowych poprzez zjawisko endocytozy. Posiadajg obfity uktad

mikrotubul i fenestracji co pozwala na przenoszenie i uwalnianie dojrzatych krwinek
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do krwioobiegu (36). Komorki endotelialne wytwarzajg réwniez czynnik wzrostu
kolonii granulocytow-makrofagowych in vitro (GM-CSF) (37).

Pomiedzy  wszystkimi komorkami szpiku  wystepuje  substancja
miedzykomorkowa zwana macierzg (matrix). Wtasnie w niej komorki retikularne
wytwarzajg wypetniajgcy przestrzenie miedzyszpikowe kolagen typu | i Il
Charakterystycznym produktem komorek endotelialnych jest wytwarzany przez nie
kolagen typu IV. Pozostate sktadniki zewngtrzkomorkowe podscieliska szpiku
kostnego to fibronektyna, hemonektyna, laminina, proteoglikany (m.in. siarczan

chodroityny) oraz trombospodyna (30,38).
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1.5 Mozliwosci réoznicowania komérek macierzystych szpiku

Komoérki macierzyste szpiku kostnego posiadajg zdolnosS¢ roznicowania sie
w komorki  linii hematopoetycznej. Syntezujg oraz uwalniajg do otaczajgcego
srodowiska miejscowo dziatajgce czynniki wzrostu wptywajgce na komorki
krwiotworcze. Komorki podscieliska szpiku kostnego wytwarzajg m.in. czynniki
pobudzajgce powstawanie makrofagow i czynniki aktywujgce granulopoeze.
Produkujg réwniez czynniki wzrostowe regulujgce proces limfopoezy, jak i czynniki
pobudzajgce megakariopoeze. Uczestniczg aktywnie w procesach wytworczych
ptytek krwi i czynnie pobudzajg erytropoeze. Mogg wywiera¢ réwniez hamujgcy
wptyw na procesy krwiotwdrcze przez uwalnianie transformujgcego czynnika wzrostu
beta (TGFB) (34).

Komorki podscieliska szpiku kostnego majg rowniez mozliwos¢ réznicowania
sie w komorki lini mezenchymalnej. Istniejg dowody na to, ze w odpowiednich
warunkach (in vivo i in vitro) komorki te mogg tworzy¢ osteocyty, chondrocyty,
adipocyty (39). Ponadto komorki macierzyste szpiku kostnego wykazujg potencijat
réznicowania sie w hepatocyty, kardiomiocyty, komaorki endotelialne i komorki uktadu
nerwowego (40-44). Implantacja tych komérek do miejsc zmienionych chorobowo
sprzyja poprawie funkcji serca i naprawie kos¢ca. Cechg charakterystyczng komorek
podscieliska szpiku kostnego jest oprécz duzego potencjatu réznicowania sie do
wielu linii komoérkowych (hodowla in vitro z zastosowaniem odpowiednich czynnikéw
wzrostu) rowniez mozliwos¢ regeneracji przez cate zycie organizmu (45,46).

Perspektywa wykorzystywania komérek ze szpiku kostnego w leczeniu
schorzen centralnego ukfadu nerwowego wydaje sie coraz blizsza. Badania

eksperymentalne wskazujg na wiele mozliwosci stosowania tych komorek,
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w zaleznosci od: miejsca i czasu podania komérek szpikowych, Zzrodta
przeszczepianych komorek szpikowych, warunkdw hodowania komorek szpiku i ich
podania do zmienionej chorobowo tkanki, oraz wykorzystywanych metod
modyfikujgcych dla celéw terapii genowej. Wyniki réoznych badan doswiadczalnych
(47-49) przedstawiajg zdolnos¢ komorek szpikowych do migracji, zasiedlania
zmienionej chorobowo tkanki moézgowej, przeksztatcania sie w komérki o cechach
komorek rezydentnych. Komorki szpikowe zdajg sie by¢ rowniez waznym materiatem
dla terapii genowej, dzieki ktérej do mézgu wprowadzane bytyby przez dtuzszy okres
substancje wazne dla wspierania regeneracji i naprawy uszkodzonej tkanki (50-52).

Komdérki macierzyste szpiku kostnego mogg nie tylko zastgpi¢ zniszczone
komorki uktadu nerwowego, ale réwniez produkowacC pod wptywem uszkodzonej
tkanki szereg czynnikow wzrostowych i neurotrofin (NGF, BDNF, GDNF i NT-3)
(tab. 1), ktére wptywajg pobudzajgco na procesy naprawcze neuronéw. Neurotrofiny
sg czgsteczkami biatkowymi produkowanymi przez komorki znajdujgce sie
w uktadzie nerwowym i stanowig grupe czynnikow wzrostowych, odpowiedzialnych
za sygnaty regulujgce proliferacje, réznicowanie i przezycie komorek neuralnych.
Pojecie komdrek neuralnych obejmuje astrocyty, oligodendrocyty i neurony oraz
moggce powstawa¢ z komorek macierzystych ich prekursory oraz formy
dojrzate (53-56).

Komorki szpikowe mogg zatem stanowi¢ nowg strategie dla proceséw
naprawczych ukfadu nerwowego. Komérki macierzyste szpiku mogg ulegac
roznicowaniu we wszystkie linie komorek krwi obwodowej. Ich zdolnosci
regeneracyjne w stosunku do innych tkanek sg mato znane, ale wyodrebnione

komorki podscieliska szpikowego (komoérki stromalne) uzyskane na drodze hodowli
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komérkowej

okazaty sie w wielu przypadkach dobrym zrédtem komorek,

stosowanych w procesach naprawczych réznych uszkodzonych tkanek (57,58).

Nazwa Skrét | Miejsce Dziatanie
pochodzenia
czynnik wzrostu
nerwu (nerve growth | NGF - struktury docelowe | - wptywa na
factor) neuronow przezywalnosc¢
wspotczulnego motoneuronow
uktadu nerwowego
podczas okresu
Smierci komorek
czynnik - reguluje przezywanie
neurotroficzny BDNF | - neurony i roznicowanie
pochodzenia - limfocyty populacji neuronéw
mobzgowego (brain- - zapobiega
derived neurotrophic degeneracji
factor) neurondw po aksotomii
I winnych typach
uszkodzenia
neuronalnego
- hamuje migracje
komérek Schwanna
glejopochodny - zapobiega
czynnik GDNF | - komorki tkanki nieprawidtowej
neurotropowy glejowej aktywnosci nerwu i
(glial cell-derived wyzwalaniu bolu
neurotrophic factor) zwigzanego z
neuropatig
- polepsza
zaopatrzenie
neurondw w dopamine
neurotrofina 3 - odgrywa role w
(neurotrophin 3) NT-3 |- limfocyty rozwoju ukfadu

nerwowego

- steruje przezyciem
neuronow

- zwieksza migracje
komodrek Schwanna

Tab. 1 Niektére czynniki wzrostowe w uktadzie nerwowym oraz ich dziatanie.
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2. Cel pracy

Celem przedstawionej pracy jest znalezienie odpowiedzi na nastepujgce
pytania badawcze:
1. Czy komoérki stromalne mogg zostaé wbudowane do uszkodzonej tkanki
mozgowej?
2. Czy komorki stromalne pochodzgce z szpiku kostnego wptywajg na procesy
gojenia uszkodzonej kory mézgowej?
3. Czy komorki stromalne mogg przyspieszy¢ proces gojenia uszkodzonej tkanki

mozgowej?
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3.Materiat i metodyka przeprowadzonych badan

3.1. Specyfikacja aparatury laboratoryjnej, narzedzi, odczynnikéw i substanciji

chemicznych uzywanych do przeprowadzenia badan

Aparatura i narzedzia:

- mikroskop Leica DMR, Leica Microsystems Wetzlar GmbH, rok prod. 2004
- mikroskop Jenamed Carl Zeis, rok prod. 1985

- wyciagg laboratoryjny (laminar) Polon, typ KC-21, nr 439

- inkubator Heraeus, typ 6000

- sterylizator HS-60

- waga WA-36, typ PRL TA, nr 123723

- wirébwka Centrifuge, typ MPW-360

- aparat cyfrowy Canon Power Shot A620

- narzedzia chirurgiczne (Chifa sp. z.0.0)

- strzykawka typu Hamiltona

- narzedzia do zdrapywania komérek z pow. hodowlanej — Cell Scraper (Becton
Dicinson, Falcon)

- butelki Falcon 25 cm? (Becton Dicinson, Falcon)

- filtry sterylne 0,2 mm (Spectrolab)

Odczynniki i substancje chemiczne:
- medium hodowlane - Dulbecco’s Modified Eagle Medium, (Invitrogen Corporation,
Gibco)

- surowica cieleca — Fetal Calf Serum, (Invitrogen Corporation, Gibco)
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- penicylina, (Invitrogen Corporation, Gibco)

- PBS (Biomed, Wytwdrnia Surowic | Szczepionek, Lublin)
- bromodeoksyurydyna (BrdU), (Sigma-Aldrich)

- anty-BrdU Staining Kit, (Sigma-Aldrich)

- lektyny, (Sigma-Aldrich)

- hematoksylina, (Merck)

- trypsyna (Zymed)

- 3,3 diaminobezydyna (DAB), (Sigma-Aldrich)

- DPX, Natural Mounting Medium, (Sigma-Aldrich)

- paraformaldehyd, (Sigma-Aldrich)

- parafina, Paraplast embedding media, Paraplast regular, (Sigma-Aldrich)
- methanol pure 99.8% (POCH S.A. Gliwice)

- ketamina, (Biowet Putawy Sp. z.0.0.)

- xylozyna, (Biowet Putawy Sp. z.0.0.)

- morbital, (Biowet Putawy Sp. z.0.0.)

3.2. Zaktadanie hodowli komoérkowej

Komorki szpikowe do 14 dniowej hodowli komorkowej in vitro pozyskiwano z kosci
udowych szczuréw rasy Wistar, ktérych wiek wynosit 3 miesigce, waga 250 - 300 g.
Do zatozenia jednorazowego cyklu hodowlanego wykorzystywano jednego osobnika
(ryc.l1, str. 34). tacznie pozyskano materiat z 18 osobnikow. Przed zabiegiem izolacji
szpiku kostnego zwierzetom podawano dootrzewnowo letalng dawke morbitalu
w stezeniu 2 mg/kg masy ciata. Zabiegu pozyskania szpiku kostnego i zatozenia

hodowli komoérkowej dokonywano zawsze w godzinach 14%°-16%. Zabieg
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wykonywano w warunkach sterylnych. Narzedzia chirurgiczne sterylizowano w temp.
140°C, w sterylizatorze HS-60.

Pozywke przygotowywano w warunkach sterylnych pod wyciggiem.

Sktad pozywki — do przygotowania 100 ml medium hodowlanego uzyto: 90 ml alfa-
MEM (Sigma), 10 ml Fetal Calf Serum, penicyline (stezenie w pozywce 120 j/ml).
Narzedzia oraz naczynia sterylizowano w temp. 140°C.

Roztwoér zawiesiny komoérek szpikowych z pozywkg podawano po 10 ml do
butelek Falcon. Hodowle przenoszono do inkubatora. Hodowle prowadzono
w inkubatorze w temp. 37°C, w atmosferze 5% CO,, 98 — 99% wilgotnosci.

Po 48 godzinach zmieniano pozywke. Podczas prowadzenia doswiadczen
zmieniano pozywke raz w tygodniu.

Na 48 godzin przed zakonczeniem hodowli komorek dodawano do hodowli
komérkowej bromodeoksyurydyny (BrdU, Sigma) w stezeniu 3 ug na 1 ml medium
hodowlanego, w celu znakowania komorek podscieliska szpiku kostnego.

Po 14 dniach od zatozenia hodowli, po uzyskaniu jednowarstwowej struktury
komoérek, zdrapywano je przy pomocy narzedzia (cell scraper, BD Falcon)
i przemywano naczynie hodowlane 5 ml PBS w stezeniu 0,1 M. Uzyskang zawiesine
komérek wirowano z predkosciag 2000 RPM w wiréwce Centrifuge typ MPW-360.
Komorki liczono w komorze Burkera w 100 polach w powigkszeniu 400-krotnym,
wykorzystujgc mikroskop Jenamed Carl Zeis. Do przygotowania roztworu w celu
podania w miejsce uszkodzenia w korze mbzgowe] zwierzat, stosowano
rozcienczenie komaérek 2x10° w 10 pl soli fizjologicznej.

Wszystkie zabiegi wykonywano w warunkach sterylnych, wykorzystujgc

sterylizator HS-60, oraz wycigg Laminar POLON typ KC-21.
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implantacja komoérek stromalnych
po uszkodzeniu kory mézgowej
w lewej polkuli
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Ryc.1 Schemat badania

W celu dokumentacji hodowli komorkowej wykonano preparaty mikroskopowe

z komoérkami stromalnymi. Zastosowano standardowe barwienie metodg Wright-

Giemsa (zdj. 1, str. 35).

Zabiegow izolacji szpiku kostnego, przygotowywania oraz prowadzenia hodowli

komodrkowej dokonywano w laboratorium Zaktadu Hematologii Eksperymentalnej,

Katedry Fizjologii Zwierzat Uniwersytetu Jagiellonskiego, przy ul. R. Ingardena 6

w Krakowie.
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zdjecie nr 1

Komorki podscieliska szpikowego w 14 dniu hodowli komérkowej (powiekszenie x
400, barwienie metodg Wright-Giemsa).

3.3. Zwierzeta doswiadczalne

Do przeprowadzonych badan wykorzystywano szczury rasy Wistar, ktorych
wiek wynosit 3 miesigce, waga 250 - 300 g. Zwierzeta hodowane byty ze swobodnym
dostepem do wody i pozywienia w dwunastogodzinnym cyklu dnia i nocy. Zwierzeta
podzielono na dwie podstawowe grupy: kontrolng i badawczg. Przebadano réwniez
tkanke mdzgowg nieuszkodzong tworzgc dodatkowg grupe kontrolng skfadajgcy sie

ze zdrowych osobnikdw.

W grupie badawczej wyodrebniono podgrupy:
Bl — 6 osobnikow, ktérym do kory mézgowej, w miejsce uszkodzenia podane zostaty
komérki stromalne pochodzgce z 14-dniowej hodowli in vitro w inkubatorze.

Szczurom z tej grupy pobrano z miejsca uszkodzenia prébki tkanki mézgowej do
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dalszych badan w 2 dniu od implantacji komérek stromalnych (grupa badawcza
2-dniowa).
BIl - 6 osobnikow, ktérym do kory mdzgowej, w miejsce uszkodzenia podane zostaty
komérki stromalne pochodzgce z 14-dniowej hodowli in vitro w inkubatorze.
Szczurom z tej grupy pobrano z miejsca uszkodzenia probki tkanki mézgowej do
dalszych badan w 7 dniu od implantacji komérek stromalnych (grupa badawcza
7-dniowa).
Blll - 6 osobnikdow, ktorym do kory mdzgowej, w miejsce uszkodzenia podane
zostaty komorki stromalne pochodzace z 14-dniowej hodowli in vitro w inkubatorze.
Szczurom z tej grupy pobrano z miejsca uszkodzenia prébki tkanki mézgowej do
dalszych badan w 14 dniu od implantacji komorek stromalnych (grupa badawcza 14
dniowa).

Komorki stromalne zawieszone byty w roztworze soli fizjologicznej, w objetosci

i stezeniu 2x10° w 10 pl.

W grupie kontrolnej wyodrebniono podgrupy:

KIV — 6 osobnikéw, ktérym do kory mdzgowej, w miejsce uszkodzenia podano sdl
fizjologiczng w objetosci 10 ul. Zwierzetom tej grupy pobrano materiat z miejsca
uszkodzenia do dalszych badan w 2 dniu od wykonania uszkodzenia (grupa kontrolna
2 dniowa).

KV — 6 osobnikow, ktéorym do kory mozgowej, w miejsce uszkodzenia podano sol
fizjologiczng w objetosci 10 pl. Zwierzetom tej grupy pobrano materiat z miejsca
uszkodzenia do dalszych badan w 7 dniu od wykonania uszkodzenia (grupa kontrolna

7 dniowa).
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KVI — 6 osobnikow, ktérym do kory mézgowej, w miejsce uszkodzenia podano sol
fizjologiczng w objetosci 10 ul. Zwierzetom tej grupy pobrano materiat z miejsca
uszkodzenia do dalszych badan w 14 dniu od wykonania uszkodzenia (grupa

kontrolna 14 dniowa).

W dodatkowej grupie kontrolnej wyodrebniono podgrupe:
NI — 6 osobnikédw, u ktorych nie wykonywano uszkodzenia kory mdzgowej

i pobierano im tkanke mézgowg do dalszych badan (grupa kontrolna — norma).

Na przeprowadzenie niniejszych badan otrzymano zezwolenie Lokalnej Komisiji

Bioetycznej Uniwersytetu Jagielloriskiego z dnia 14 04 2003 r.

3.4. Wykonanie uszkodzenia kory moézgowej i domoézgowe podanie komérek
stromalnych

Podczas zabiegbw zachowywano warunki sterylne, wykorzystujgc steryine
narzedzia chirurgiczne, oraz wysterylizowane pole operacyjne. Zabiegi wykonywano pod
wyciggiem. Operacji uszkodzenia moézgu dokonywano w gtebokiej narkozie
z zastosowaniem srodka usypiajgcego o objetosci 1 ml/kg masy ciata. Do usypiania
zwierzat uzywano mieszanki nastepujgcych substancji, w proporcjach: 0,35 mi
ketamina + 0,25 ml xylozyna + 0,40 ml sdl fizjologiczna. Uszkodzenie wykonywano na
powierzchni lewej pdtkuli moézgowej, w potowie linii przebiegajgcej miedzy oczodotami
a podstawg matzowin usznych, w odlegtosci 3 mm od szwu strzatkowego. Przy pomocy
wiertta dentystycznego (z ogranicznikiem) o $rednicy 1 mm dokonywano uszkodzenia na

gtebokos¢ 2 mm.
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Bezposrednio po wykonaniu uszkodzenia kory mdzgowej, dokonywano iniekcji
zawiesiny komoérek stromalnych do tkanki moézgowej przy pomocy strzykawki typu
Hamiltona. Komorki te w ilosci 2x10° i objetosci 10 pl soli fiziologicznej podawano do miejsca
uszkodzenia w korze mézgowej. Zwierzetom z grupy kontrolnej poddanych tej samej
procedurze wykonania uszkodzenia podawano przy pomocy strzykawki typu Hamiltona
w miejsce uszkodzenia 10 pl soli fizjologicznej. Zabiegu uszkodzenia i domdzgowego
podania komdrek stromalnych dokonywano zawsze w godzinach 14%°-16%.

Zabiegi wykonywano w laboratorium Zaktadu Hematologii Eksperymentalnej, Katedry

Fizjologii Zwierzagt Uniwersytetu Jagiellonskiego, przy ul. R. Ingardena 6 w Krakowie.

3.5. Pobieranie tkanki mézgowej do badan

Po uptywie 2, 7 i 14 dni od wykonania uszkodzenia podawano dootrzewnowo
zwierzetom z grupy badawczej i kontrolnej letalng dawke morbitalu w stezeniu 2 mg/kg
masy ciata. Wycinano fragment lewej potkuli mézgowej z obszarem otaczajgcym
uszkodzenie w obszarze 4 mm od miejsca urazu w kazdym kierunku. Wyizolowang tkanke
utrwalano natychmiast w 4% roztworze paraformaldehydu (Sigma) o pH 7,4
Przygotowang tkanke zatapiano w parafinie i krajano w ptaszczyznie strzatkowej na

skrawki o grubosci 7 pm.

3.6. Badania tkanki mézgowej

Barwienie histologiczne

Otrzymane skrawki z gérnej warstwy uszkodzenia (do 400 um) barwiono
standardowg metodg hematoksylina i eozyna. Po barwieniu skrawki odwadniano,

przeswietlono w ksylenie i zaklejano DePeX (Natural Mounting Medium, Sigma-Aldrich).
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Obserwacje tak przygotowanych skrawkéw przeprowadzano pod mikroskopem
Swietinym. Wykorzystywano mikroskop Leica DMR. Oceny histologicznej dokonat
wyspecjalizowany histolog z Zaktadu Hematologii Eksperymentalnej, Katedry Fizjologii

Zwierzgt Uniwersytetu Jagiellonskiego, przy ul. R. Ingardena 6 w Krakowie.

Barwienie immunocytochemiczne na obecnos¢ astrocytow

Skrawki z $rodkowej czesci uszkodzenia (od 400 uym do 800 uym) barwiono
w celu wykrycia biatka specyficznego dla astrocytéow — GFAP (ang. glial fibrillary acidic
protein).

Po odparafinowaniu skrawki ptukano w buforze Tris, inkubowano przez noc
z krdliczym przeciwciatem anty-GFAP (w proporcji 1:200) w temperaturze 4°C. Po
kolejnym ptukaniu inkubowano skrawki z kozim przeciwciatem drugorzedowym przeciw
kréliczej 1IgG (w proporcji 1:100) przez 1 godzine w temperaturze pokojowej. Nastepnie
wykonano kolejne ptukanie i inkubacje z kompleksem peroksydaza-anty-peroksydaza
(PAP) (w proporcji 1:200) i inkubowano przez 1 godzine w temperaturze pokojowej. Do
wizualizacji komoérek uzyto 0,05% 3,3diaminobezydyna (DAB, Sigma) z dodatkiem
0,015% H,0, W wyniku reakcji powstawato brgzowe zabarwienie komoérek. Jgdra
komérek podbarwiano hematoksyling Harrisa (Merck). Przeciwciata rozcienczano przy
uzyciu buforu Tris z dodatkiem Trytonu X-100 (Sigma Aldrich).
W celu sprawdzenia specyfiki reakcji negatywne skrawki kontrolne poddawano tej
samej procedurze ale bez uzycia pierwszorzedowego przeciwciata (anty-GFAP).
Obserwacje tak przygotowanych skrawkéw przeprowadzano pod mikroskopem
Swietinym. Wykorzystywano mikroskop Jenamed Carl Zeis. Badania prowadzone byty
w Zaktadzie Hematologii Eksperymentalnej, Katedry Fizjologii Zwierzat Uniwersytetu

Jagiellonskiego, przy ul. R. Ingardena 6 w Krakowie.
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Barwienie histochemiczne na obecnosé¢ makrofagéw/mikrogleju

Wykorzystano do barwienia lektyny Isolectin B, (BSI — B,;) z Bandeirea
simplicifolia, sprzezone z peroksydazg (Sigma). Stezenie lektyn wynosito 10 ug/1 ml
buforu Tris.

Otrzymane skrawki z srodkowej czesci uszkodzenia (od 400 um do 800 um) po
odparafinowaniu ptukano w buforze Tris i inkubowano z lektynami w komorze wilgotnej
przez noc w temperaturze 4°C. Nastepnie plukano w buforze Tris i naktadano
3,3 diaminobezydyna (DAB) (Sigma) w stezeniu 0,05%, jako substrat dla peroksydazy,
z dodatkiem 0,015% H,0.. Jadra komaérek podbarwiano hematoksyling Harris a (Merck).
Obserwacje tak przygotowanych skrawkéw przeprowadzano pod mikroskopem
swietinym. Wykorzystywano mikroskop Jenamed Carl Zeis.

Badania prowadzone byty w Zaktadzie Hematologii Eksperymentalnej, Katedry

Fizjologii Zwierzat Uniwersytetu Jagiellonskiego, przy ul. R. Ingardena 6 w Krakowie.

Barwienie na obecnos¢ bromodeoksyurydyny (BrdU)

Skrawki ( z warstw od 300 um do 700 ym ) barwiono uzywajgc anty-BrdU
Staining Kit (firmy Zymed) zgodnie z podanym protokotem w celu wykrycia
wyznakowanych komorek podscieliska szpiku kostnego na obszarze uszkodzenia.

Odparafinowane skrawki zanurzano w roztworze blokujgcym  wewnetrzng
peroksydaze stosujgc 30% roztwdr H,O, w metanolu 99,8% (Poch S.A.), a nastepnie
ptukano w PBS 0,1 M. Kolejno skrawki pokrywano trypsyng na 10 min. Po wyptukaniu
w wodzie destylowanej naktadano roztwor denaturujgcy na 30 minut. BrdU wykrywano
za pomocg mysiego przeciwciata anty-BrdU. W celu wykrycia reakcji stosowano
kompleks streptavidyna-peroksydaza. Dla wizualizacdji komorek uzyto

3,3diaminobezydyna (DAB) w steZzeniu 0,05%. Jadra komoérek podbarwiano
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hematoksyling Harrisa (Merck). Obserwacje tak przygotowanych skrawkdw
przeprowadzano pod mikroskopem swietlnym. Wykorzystywano mikroskop Leica DMR.
Badania prowadzone byty w Zaktadzie Hematologii Eksperymentalnej, Katedry

Fizjologii Zwierzgt Uniwersytetu Jagiellonskiego, przy ul. R. Ingardena 6 w Krakowie.

3.7. Badanie mikroskopowe

Obserwacje przeprowadzono uzywajgc mikroskopu s$wietlnego Jenamed
analizujgc preparaty z mézgu kazdego zwierzecia hodowlanego, w kazdym rodzaju
barwienia (barwienie histologiczne, barwienie na obecnos¢ astrocytéw, barwienie na
obecnos¢ makrofagdbw i mikrogleju). Liczono astrocyty, makrofagi i mikroglej.
Obserwowane preparaty zaslepiono.

Obserwacji dokonywano wokét miejsca uszkodzenia na powierzchni 7 mm?.
Liczono komorki w polu okularu mikroskopu o wymiarach 220 ym na 155 pym. Na
kazdym skrawku liczono 200 pdl o tym rozmiarze.

Dokumentacje fotograficzng preparatow wykonano korzystajgc z mikroskopu
Leica DMR, potgczonego pierscieniem centrujgcym z aparatem cyfrowym Canon
Power Shot A620. Zdjecia wykonywano pod powiekszeniem 100,200 i 400-krotnym.
Dane cyfrowe katalogowano w formacie JPG.

Badania prowadzone bylty w Zakfadzie Hematologii Eksperymentalnej, Katedry

Fizjologii Zwierzagt Uniwersytetu Jagiellonskiego, przy ul. R. Ingardena 6 w Krakowie.

3.8. Analiza statystyczna
Analizy statystycznej dokonano korzystajgc z programu Statistica 6.0 oraz
z programu Microsoft Excel. Obliczono $rednig w grupach badawczych i kontrolnych.

W analizie statystycznej wykorzystano test t-Studenta, obliczajac odchylenie

41



standardowe oraz oznaczajgc poziom znamiennos$ci statystycznej na poziomie
p<0,05 pomiedzy grupami badawczymi i kontrolnymi.

Dla zobrazowania dynamiki zmian w poszczegdélnych grupach komdérkowych
obliczono roznice procentowg pomiedzy iloscig komorek w grupie badawczej

i kontrolne;j.

Dane przedstawiono na wykresach stupkowych i liniowych.
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4.0pis wynikéw badan

4.1 Drugi dzien po urazie

W obrazie mikroskopowym na preparatach barwionych metodg hematoksylina
& eozyna widoczny w grupie badawczej po dwdch dniach od urazu wyrazny ubytek
tkanki moézgowej w warstwie korowej, zarowno w grupie badawczej jak i grupie
kontrolnej. W grupie kontrolnej widoczne uszkodzenie pooperacyjne z licznymi
erytrocytami, miedzy nimi widoczne roéwniez nieliczne leukocyty. W $wietle
uszkodzenia obecne fragment uszkodzonej tkanki moézgowej (zdj. 2). W preparatach
grupy badawczej w obszarze uszkodzenia poddanego injekcji zawiesiny komorek
stromalnych obecne liczne erytrocyty, wraz z fragmentami uszkodzonej tkanki
mozgu. Zaobserwowano wystepowanie nielicznych  komérek podscieliska
szpikowego na obrzezach rany. Sgsiadujgca z uszkodzeniem tkanka moézgowa bez
cech widocznej odpowiedzi immunologicznej (zdj. 3).
Obserwujgc preparaty mikroskopowe pod powiekszeniem 400 x zaobserwowano
zachowane zywe komorki podscieliska z przewagg komoérek o ksztatcie bigonalnym.
Wyrazne na obrzezach uszkodzenia widkna fibryny. Dobrze zaznaczony ksztatt
makrofagdbw obecnych w polu uszkodzenia. Widoczna zawiesina komédrek
podscieliska w ptynie tkankowym w ubytku pooperacyjnym (zdj. 4). W rejonie
uszkodzenia widoczne komorki podScieliska szpikowego oznaczone w hodowli
bromodeoksyurydyng (zdj. 5).

W preparatach mikroskopowych barwionych w kierunku obecnosci
makrofagéw/mikrogleju obserwowano w drugim dniu po urazie rowniez duzy ubytek

pooperacyjny. W grupie kontrolnej stwierdzono obecne w sgsiedztwie uszkodzenia
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liczne makrofagi pochodzenia endogennego, przeksztaicone prawdopodobnie
z komorek mikrogleju (zdj. 6). Natomiast w preparatach grupy badawczej byty
widoczne wokét uszkodzenia liczne skupiska makrofagbw o charakterze
rozproszonym, duza liczba widocznych erytrocytow, jak rowniez nieliczne leukocyty.
Mozna byto zaobserwowa¢ w tym obszarze fragmenty tkanki mozgowej
z penetrujgcymi makrofagami (zdj. 7). Srednia liczba makrofagéw liczona na
powierzchni 7 mm? byla najwyzsza w drugim dniu po dokonaniu urazu i wynosita:
w grupie kontrolnej — 151,11 = 31,79, natomiast w grupie badawcze] — 162,22 +
47,22. Nie stwierdzono natomiast pomiedzy wynikiem grupy kontrolnej i badawczej
réznicy znamiennej statystycznie na poziomie makrofagéw p < 0,05 (ryc. 2). Srednia
liczba komorek mikrogleju liczona wokét uszkodzenia na powierzchni 7 mm?,
w drugim dniu od uszkodzenia wynosita 1678,20 + 276,36 w grupie kontrolnej
i1647,00 £ 331,92 w grupie badawczej. Nie wykazano istotnosci statystycznej
(ryc. 2).

Preparaty mikroskopowe barwione na obecno$¢ astrocytow pozwalajg
zaobserwowaC w grupie badawczej i kontrolnej wokoét ubytku tkanki moézgowej
charakterystyczne przejasnienie (halo). W grupie kontrolnej w poblizu uszkodzenia
stwierdzono nieliczne astrocyty widkienkowe. Brak byto wyraznej granicy
wystepowania astrocytow. W sSwietle uszkodzenia obecne sg erytrocyty (zdj. 8).
W grupie badawczej w miejscu uszkodzenia i podania komérek stromalnych brak
byto widocznych astrocytow. W czesci obwodowej uszkodzenia mozna zauwazyc¢
liczne astrocyty protoplazmatyczne (zdj. 9). W poblizu ubytku zaobserwowano
nieliczne astrocyty, ksztattem przypominajgce astrocyty widkienkowe. Na kilku
preparatach pod duzym powiekszeniem w polu widzenia ubytku, widoczne bardzo

nieliczne komorki podscieliska szpikowego. W sgsiadujgcej, nieuszkodzonej tkance
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moézgowej obecne naczynia krwiono$ne wypetnione erytrocytami (zdj. 10). Srednia
liczba astrocytow liczona na powierzchni 7 mm? wokdt miejsca uszkodzenia wynosita
w grupie kontrolnej 894,58 + 93,90, a w grupie badawczej 798,11 + 144,22.

Nie stwierdzono réznicy znamiennej statystycznie p < 0,05 (ryc. 2).

Liczba komérek w drugim dniu po wykonaniu
uszkodzenia

2400

2200

2000

1800 ]-

1600

1400

W grupa kontrolna
Ogrupa badawcza

1200

1000

liczba na pow 7 mm2

800 -

—

600

400 -

200 - T
0 -

astrocyty makrofagi mikroglej

Ryc. 2 Poréwnanie liczby astrocytéw, makrofagoéw i mikrogleju w grupach
kontrolnych i badawczych w 2 dniu po wykonaniu uszkodzenia w korze
moézgowej szczuréw. Komorki zostaty policzone na obszarze 7 mm ? wokoét
miejsca urazu.
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zdjecie nr 2

Drugi dzien po urazie — grupa kontrolna

Widoczne uszkodzenie pooperacyjne z licznymi erytrocytami, miedzy nimi widoczne
nieliczne leukocyty. W Swietle uszkodzenia obecne fragmenty uszkodzonej tkanki
mozgowej (powiekszenie x 200, barwienie metodg hematoksylina & eozyna).

: ’-'.’v‘. v e A‘:'

zdjecie nr 3

Drugi dzien po urazie — grupa badawcza

Widoczny ubytek tkanki w warstwie korowej: obecne liczne erytrocyty, wraz
z fragmentami uszkodzonego mozgu, wystepujg nieliczne komorki podscieliska
szpikowego. Sasiadujgca z uszkodzeniem tkanka mozgowa bez widocznej
odpowiedzi immunologicznej (powiekszenie x 200, barwienie metodg hematoksylina
& eozyna).
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zdjecie nr 4

Drugi dzien po urazie — grupa badawcza
Zachowane zywe komorki podscieliska, wyrazne widkna fibryny, dominujg komorki

0 ksztatcie bigonalnym. Woyraznie zaznaczony ksztatt makrofagéw, widoczna
zawiesina komorek podscieliska w ptynie tkankowym w ubytku pooperacyjnym
(powiekszenie x 400, barwienie metodg hematoksylina & eozyna).

. ¥ zdjecie nr 5

Drugi dzien po urazie — grupa badawcza
Obecne w rejonie uszkodzenia komorki podscieliska szpikowego oznaczone

w hodowli bromodeoksyurydyng ( komorki zaznaczono strzatkami na zdjeciu)
(powiekszenie x 400, barwienie na obecno$¢ bromodeoksyurydyny - BrdU).

47



zdjecie nr 6

Drugi dzien po urazie — grupa kontrolna

Liczne makrofagi pochodzenia endogennego, przeksztatcone z komérek mikrogleju,
w sgsiedztwie uszkodzenia. Na zdjeciu niewidoczny pooperacyjny ubytek kory
mozgowej, (powiekszenie x 200, barwienie na obecno$¢ makrofagow/mikrogleju).

zdjecie nr7

Drugi dzien po urazie — grupa badawcza

Duze uszkodzenie: po lewej stronie widoczny fragment tkanki moézgowej z
penetrujgcymi makrofagami, wokot uszkodzenia skupisko makrofagéw o charakterze
rozproszonym, duzo widocznych erytrocytow, nieliczne leukocyty (powiekszenie x
200, barwienie na obecno$c¢ makrofagéow/mikrogleju).

48



zdjecie nr 8

Drugi dzien po urazie — grupa kontrolna
Lekkie przejasnienie tkanki wokot uszkodzenia stanowigce fragment halo, nieliczne
astrocyty, erytrocyty w Swietle uszkodzenia (powigkszenie x 200, barwienie na

obecnosc astrocytow).

zdjecie nr 9

Drugi dzien po urazie — grupa badawcza

W obrazie ubytku tkanki mézgowej widoczne halo (przejasnienie) wokét miejsca
uszkodzenia, w tym miejscu brak astrocytow. W czesci obwodowej uszkodzenia
widoczne astrocyty (powiekszenie x 400, barwienie na obecno$c¢ astrocytow).
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zdjecie nr 10

Drugi dzien po urazie — grupa badawcza

W poblizu ubytku nieliczne astrocyty, w polu widzenia ubytku widoczne bardzo
nieliczne komorki podscieliska szpikowego. W sgsiadujgcej, nieuszkodzonej tkance
mozgowej obecne naczynia krwionosne wypetnione erytrocytami (powigekszenie
x 200, barwienie na obecno$c astrocytow).
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4.2 Siédmy dzien po urazie

W siodmym dniu po urazie, podczas obserwacji preparatow tkanki mézgowej
barwionych metodg hematoksylina & eozyna widoczne byly na preparatach
pobranych od grupy kontrolnej tylko fragmenty tkanki bliznowatej nieregularnie
otaczajgce ubytek. W Swietle uszkodzenia mozna zaobserwowac¢ utrzymujgce sie
skrzepy oraz erytrocyty o zatartej strukturze (zdj. 11). Natomiast w grupie badawcze]
doszto do penetracji komorek podscieliska szpikowego w tkanke mozgowg
otaczajgcg miejsce uszkodzenia. W tkance okalajgcej ubytek w preparatach grupy
badawczej byly widoczne liczne, wyraznie zaznaczone w poréwnaniu z grupg
kontrolng, prawdopodobnie nowe naczynia kapilarne (zdj. 12). Naczyn takich nie
obserwowano w grupie kontrolnej (zdj. 11). Wokét uszkodzenia i wewnatrz miejsca
urazu formuje sie wyraznie mtoda tgcznotkankowa blizna (zdj. 12). W obrebie
tworzgcej sie blizny widoczne komorki podscieliska szpikowego oznaczone
w hodowli bromodeoksyurydyng (zdj. 13).

Barwienie w kierunku obecnosci makrofagéw i mikrogleju uwidocznito w grupie
kontrolnej w siédmym dniu po urazie obecnos¢ makrofagdbw wokdt miejsca
uszkodzenia. Zaobserwowano tendencje do tworzenia blizny. Na obwodzie
uszkodzenia wystepujg nieliczne makrofagi, natomiast brak ich w miejscu dokonania
urazu (zdj. 14). W grupie badawczej zaobserwowano w miejscu uszkodzenia liczne
makrofagi wypetniajgce Swiatto powstajgcej blizny. Roéwniez wokdét uszkodzenia
widac byto duze skupisko makrofagow (zdj. 15).

W siédmym dniu po dokonaniu urazu liczba makrofagdw w tkance mézgowej
wyraznie sie zmniejszyta. Wyrazny spadek ich Sredniej iloSci widaé w grupie

kontrolnej, gdzie na powierzchni 7 mm? zaobserwowano je w ilosci 54,94 + 17,11,
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W grupie badawczej komorki te na tej samej powierzchni wystepowaty w iloSci
128,72 £ 19,86. R6znica pomiedzy wynikiem grupy kontrolnej a badawczej wykazuje
znamiennosc statystyczng w tescie t-Studenta na poziomie p < 0,05 (ryc. 3).

Srednia ilo$¢ komoérek mikrogleju w si6dmym dniu po dokonaniu urazu w grupie
kontrolnej to 1266,37 + 188,15 i zaznaczony jest niewielki spadek ich ilosci
w poréwnaniu do drugiego dnia po urazie. W grupie badawczej zanotowano
natomiast wzrost ich ilosci w poréwnaniu do wczesniejszego pomiaru. Srednia ilo$é
komorek mikrogleju wynosita 1688,41 + 331,98. Roznica pomiedzy wynikiem grupy
kontrolnej a badawczej liczona testem t-Studenta jest znamienna statystycznie na
poziomie p < 0,05 (ryc. 3).

Preparaty mikroskopowe barwione na obecno$¢ astrocytow pozwalajg
zaobserwowac liczne astrocyty na obrzezu uszkodzenia zaréwno w grupie
badawczej jak i kontrolnej. W grupie kontrolnej w tworzgcej sie bliznie nie
zaobserwowano astrocytow. Wokot uszkodzenia, w tkance mdzgowej widoczne byty
liczne astrocyty protoplazmatyczne i widkienkowe (zdj. 16). W preparatach grupy
badawczej astrocyty wystepowaty w bliznie, w miejscu uszkodzenia i w miejscu
implantacji komorek stromalnych. Obecna byfa réwniez mtoda tkanka bliznowata bez
penetrujgcych astrocytow. Na preparatach widoczne astrocyty protoplazmatyczne
i widkienkowe (zdj. 17). W siédmym dniu od dokonania urazu s$rednia ilosé
astrocytéw wokét uszkodzonej tkanki mézgowej w grupie kontrolnej wynosita
1019,76 + 387,94. W grupie badawczej nastgpit istotny wzrost ich ilosci do wartosci
1855,11 £ 451,93. Pomiedzy wynikiem grupy kontrolnej a badawczej wykazano

w tescie t-Studenta istotno$¢ statystyczng na poziomie p < 0,05 (ryc. 3).
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Liczba komérek w siédmym dniu po wykonaniu
uszkodzenia
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Ryc. 3 Poréwnanie liczby astrocytow, makrofagéw i mikrogleju w grupach
kontrolnych i badawczych w 7 dniu po wykonaniu uszkodzenia w korze
moézgowej szczuréw. Komorki zostaty policzone na obszarze 7 mm > wokoét
miejsca urazu.

Gwiazdka (*) oznacza wartos¢ znamiennie statystycznie (p<0,05) wyzszg od
wartosci stwierdzonej w grupie kontrolnej.
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zdjecie nr 11

Siédmy dzien po urazie — grupa kontrolna

Utrzymujacy sie skrzep w $wietle ubytku: erytrocyty o zatartej strukturze, czesciowo
zhemolizowane, fragmenty tkanki bliznowatej, nieregularnie otaczajgcej ubytek
(powiekszenie x 200, barwienie metodg hematoksylina & eozyna).

zdjecie nr 12

Siédmy dzien po urazie — grupa badawcza

Penetracja komorek podscieliska szpikowego w tkanke mdzgowg otaczajgcg miejsce
uszkodzenia. W tkance okalajgcej ubytek liczne naczynia kapilarne (oznaczone
strzatkami). Wokot uszkodzenia widoczna tworzgca sie mioda tgcznotkankowa blizna
(powiekszenie x 400, barwienie metodg hematoksylina & eozyna).
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zdjecie nr 13

Siédmy dzien po urazie — grupa badawcza

Obecne w rejonie uszkodzenia komorki podscieliska szpikowego oznaczone
w hodowli bromodeoksyurydyng ( komorki zaznaczono strzatkami na zdjeciu)
(powiekszenie x 400, barwienie na obecno$¢ bromodeoksyurydyny - BrdU).
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zdjecie nr 14

Siédmy dzien po urazie — grupa kontrolna
Brak zabliznienia. Widoczne makrofagi skupione wokot uszkodzenia, w Swietle
uszkodzenia makrofagi nieobecne. Widoczna tendencja do zabliznienia. Nieliczne

makrofagi rozproszone na obwodzie (powiekszenie x 200, barwienie na obecnosc¢
makrofagow/mikrogleju).

zdjecie nr 15

Siédmy dzien po urazie — grupa badawcza

W miejscu ubytku obecne makrofagi, rowniez wokét uszkodzenia duze skupisko
makrofagow (powiekszenie x 200, barwienie na obecno$¢ makrofagoéw/mikrogleju).
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zdjecie nr 16

Siédmy dzien po urazie — grupa kontrolna

W tworzacej sie bliznie brak astrocytow. Wokét uszkodzenia, w tkance mdzgowej
liczne astrocyty protoplazmatyczne i widkienkowe (powigkszenie x 200, barwienie na
obecnosc astrocytow).

zdjecie nr 17

Siédmy dzien po urazie — grupa badawcza

Astrocyty obecne w bliznie. Po lewej stronie widoczna mioda blizna, w ktérej brak
astrocytéw, widoczne astrocyty wiokienkowe i protoplazmatyczne (powiekszenie
X 400, barwienie na obecnos¢ astrocytow).
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4.3 Czternasty dzien po urazie

W czternastym dniu po urazie mozgu, w grupie kontrolnej widoczne jest na
preparatach barwionych metodg hematoksylina & eozyna zabliznienie z licznymi
rozstrzeniami. Tkanka wokot uszkodzenia bez cech zmian patologicznych (zdj.18).
W grupie badawczej blizna wypetnia caty ubytek powstaty po uszkodzeniu. Duze
nagromadzenie komorek tkanki tgcznej w warstwie przysciennej. Obecne sg
naczynia krwionosne wbudowane centralnie w miejsce uszkodzenia (zdj. 19). Na
preparatach grupy kontrolnej nie da sie zaobserwowac takich naczyn (zdj. 18).
Zaobserwowano wokot blizny na preparatach grupy badawczej, komorki podscieliska
szpikowego o ksztatcie bigonalnym, penetrujgce w tkanke mozgowa (zdj. 19).
W obszarze uszkodzenia widoczne wbudowane w tkanke bliznowatg komorki
podscieliska szpikowego oznaczone w hodowli bromodeoksyurydyng (zdj. 20).

W barwieniu na obecnos¢ makrofagéow/mikrogleju w preparatach
pochodzacych z grupy kontrolnej widoczne nieliczne makrofagi w obrebie blizny
glejowej. W rejonie nieuszkodzonej tkanki mézgowej i wokdt uszkodzenia wystepujg
pojedyncze makrofagi (zdj. 21). W grupie badawczej w Swietle uszkodzenia
widoczna wyraznie narastajgca tkanka bliznowata. Zarbwno w bliznie jak i wokot
uszkodzonej tkanki widoczne makrofagi liczniejsze niz w grupie kontrolnej (zdj. 22).
W czternastym dniu aktywno$¢ makrofagdw osigga najnizszy poziom. W grupie
kontrolnej $rednia ilos¢ makrofagéw wynosita 19,77 + 6,67 na powierzchni 7 mm?.
W grupie badawczej z tej samej powierzchni policzono 36,27 + 11,63 makrofaga.
Wykazano testem t-Studenta znamiennosé statystyczng na poziomie p < 0,05

pomiedzy grupg kontrolng a badawczg (ryc. 4).
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W tym samym okresie komorki mikrogleju wykazujg wzrost ilosci w poréwnaniu do
siodmego dnia po urazie, zarowno w grupie badawczej jak i kontrolnej. W grupie
kontrolnej wystepujg wokot uszkodzonej tkanki w ilosci 1534,83 + 159,62, a w grupie
badawczej w ilosci 1950,50 + 321,10. Testem t-Studenta wykazano rdznice istotng
statystycznie na poziomie p < 0,05, pomiedzy grupami kontrolng i badawczg (ryc. 4).

Preparaty mikroskopowe barwione na obecnos¢ astrocytdw dajg mozliwosc
zaobserwowania zaréwno w grupie kontrolnej jak i badawczej stopnia zabliznienia
w miejscu uszkodzenia w czternastym dniu po urazie. W grupie kontrolnej widac¢
zabliznienie, natomiast nieliczne sg astrocyty w rejonie powstawania tkanki
bliznowatej. Widoczne sg uktadajgce sie promieniscie na zewnatrz blizny astrocyty
protoplazmatyczne (zdj. 23). W grupie badawczej widoczne na preparatach wyrazne
zabliznienie. Licznie skupione sg wokoét blizny astrocyty protoplazmatyczne oraz
widkienkowe. Charakterystyczny jest obraz gwiezdzistego rozproszenia astrocytow
wokot tkanki bliznowatej (zdj. 24). Widoczne sg rowniez wystepujgce w bliznie
naczynia krwionosne. Liczne astrocyty protoplazmatyczne obecne posrod tkanki
bliznowatej w miejscu uszkodzenia i implantacji komorek stromalnych (zdj. 25).
Srednia liczba astrocytéw w czternastym dniu od urazu w grupie kontrolnej liczona
z powierzchni 7 mm? to 910,16 + 226,92 i jest ona pordwnywalna do wartosci
Sredniej osiggnietej w tej samej grupie w siddmym dniu po urazie. W grupie
badawczej odnotowano $rednig wartos¢ z tej samej powierzchni w liczbie 1840,94 +
520,70 i réwniez wartos¢ ta jest zblizona do wyniku osiggnietego w tej grupie
w siodmym dniu po urazie. Pomiedzy wynikami grupy kontrolnej i badawczej
w czternastym dniu po urazie, wykazano testem t-Studenta rdznice znamienng

statystycznie na poziomie p < 0,05 (ryc. 4).
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Liczba komérek w czternastym dniu po
wykonaniu uszkodzenia
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Ryc. 4 Poréwnanie liczby astrocytéw, makrofagoéw i mikrogleju w grupach
kontrolnych i badawczych w 14 dniu po wykonaniu uszkodzenia w korze
moézgowej szczuréw. Komorki zostaty policzone na obszarze 7 mm ? wokoét
miejsca urazu.

Gwiazdka (*) oznacza wartos¢ znamiennie statystycznie (p<0,05) wyzszg od
wartosci stwierdzonej w grupie kontrolne;j.
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zdjecie nr 18

Czternasty dzien po urazie — grupa kontrolna

Widoczne zabliznienie z licznymi rozstrzeniami, brak naczyn krwionosnych w bliznie.
Tkanka wokét blizny niezmieniona patologicznie (powiekszenie x 200, barwienie
metodg hematoksylina & eozyna).

zdjecie nr 19

Czternasty dzien po urazie — grupa badawcza

Blizna wypetnia caty ubytek po uszkodzeniu: widoczne komérki tkanki tgcznej,
obecne nieliczne naczynia krwionosne (czerwone strzatki). Nielicznie wokét blizny
wystepujg wbudowane w tkanke mozgowg, komorki podscieliska szpikowego
w ksztafcie bigonalnym (czarne strzatki) (powigekszenie x 200, barwienie metodg
hematoksylina & eozyna).
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zdjecie nr 20

Czternasty dzien po urazie — grupa badawcza

Obecne w rejonie uszkodzenia komorki podscieliska szpikowego oznaczone
w hodowli bromodeoksyurydyng ( komorki zaznaczono strzatkami na zdjeciu)
(powiekszenie x 400, barwienie na obecno$¢ bromodeoksyurydyny - BrdU).
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zdjecie nr 21

Czternasty dzien po urazie — grupa kontrolna

Nieliczne makrofagi w bliznie, oraz pojedyncze w otaczajgcej tkance mdzgowe;j.
Wokét uszkodzenia pojedyncze makrofagi (powigkszenie x 200, barwienie na
obecnos$c¢ makrofagow/mikrogleju).

zdjecie nr 22

Czternasty dzien po urazie — grupa badawcza
W Swietle uszkodzenia widoczna tkanka bliznowata. W bliznie oraz wokot
uszkodzonej tkanki obecne nieliczne rozproszone makrofagi (powiekszenie x 200,
barwienie na obecno$¢ makrofagow/mikrogleju).
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TR o,
- zdjecie nr 23

Czternasty dzien po urazie — grupa kontrolna
Widoczne astrocyty wokot blizny, nieliczne astrocyty w obrebie tkanki bliznowatej,
widoczne zabliznienie (powiekszenie x 200, barwienie na obecnos¢ astrocytow).

Czternasty dzien po urazie — grupa badawcza

Widoczne zabliznienie. Skupione wokét blizny liczne astrocyty protoplazmatyczne,
charakterystyczny obraz gwiazdzistego rozproszenia astrocytow (powiekszenie X
200, barwienie na obecnosc¢ astrocytow).
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zdjecie nr 25

Czternasty dzien po urazie — grupa badawcza

Widoczne wystepujgce w bliznie naczynia krwionosne (oznaczono strzatkg). Liczne
astrocyty protoplazmatyczne i widkienkowe, obecna tkanka bliznowata w Swietle
uszkodzenia, w niej astrocyty protoplazmatyczne (powiekszenie x 400, barwienie na
obecnosc astrocytow).
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4.4 Astrocyty

W drugim dniu po dokonaniu urazu zanotowano w grupach kontrolnej
i badawczej najnizszg ilos¢ astrocytow w catym cyklu doswiadczalnym. Réznica
w wynikach grupy kontrolnej i badawczej w drugim dniu nie jest znamienna
statystycznie (ryc. 5). Odnotowano natomiast bardzo duzy przyrost ilo$ci astrocytow
zarowno w grupie kontrolnej i badawczej, w porownaniu do tkanki zdrowej (ryc. 6).
Srednia ilo$é astrocytéw w zdrowej tkance, na powierzchni 7 mm? wynosita 26,25 +
8,92, a w grupach kontrolnej i badawczej kolejno 894,58 + 93,90 i 798,11 + 144,22
(ryc. 6).

W si6dmym dniu po urazie mozemy zaobserwowacC duzg réznice pomiedzy
grupg kontrolng i badawczg. W tkance modzgowej dochodzi do wzrostu ilosci
astrocytéw, szczegdlnie w grupie badawczej (ryc. 5). Srednia ilo$é astrocytow
w tkance, w grupie kontrolnej wynosi 1019,76 + 387,94, a w badawczej 1855,11 +
451,93 (ryc. 6). W tescie t-Studenta wykazano znamiennos¢ statystyczna na
poziomie p< 0,05 dla réznicy pomiedzy grupg kontrolng a badawczg (ryc. 5). llosci
astrocytow w tkankach w grupach doswiadczalnych nadal sg wielokrotnie wyzsze od
wartosci osigganych w tkankach prawidtowych (ryc. 6).

W czternastym dniu po dokonaniu urazu obserwujemy nieznaczne obnizenie
ilosci astrocytéw w poréwnaniu do siddmego dnia, zarowno w grupie kontrolnej jak
I badawczej (ryc. 5). Nadal utrzymuje sie duza roznica pomiedzy grupg kontrolng
a badawczg, pozwalajgca okresli¢ znamiennos$¢ statystyczng testem t-Studenta na
poziomie ilo$é < 0,05 (ryc. 5). Srednia iloé¢ astrocytéw w tkance pobranej od

zwierzgt z grupy kontrolnej wynosi 910,16 + 226,92, natomiast w grupie badawczej
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wynosi 1840,94 + 520,70 (ryc. 6). W poréwnaniu do tkanki zdrowej (26,27 + 8,92

astrocytow / 7 mm?) sg to nadal wartosci wielokrotnie wyzsze (ryc. 6).
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Ryc.5 Liczba astrocytéw w grupach kontrolnych i badawczych w 2, 7, 14 dniu
po wykonaniu uszkodzenia w korze mézgowej szczuréw. Komorki zostaty
policzone na obszarze 7 mm *wokét miejsca urazu.

Gwiazdka (*) oznacza wartos¢ znamiennie statystycznie (p<0,05) wyzszg od
wartosci stwierdzonej w grupie kontrolne;j.
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Ryc. 6 Poréwnanie sredniej liczby astrocytéw w grupach kontrolnych i
badawczych w poszczegolnych dniach po wykonaniu uszkodzenia, do liczby
komoérek w nieuszkodzonej tkance mézgowej. Komorki zostaly policzone na
obszarze 7 mm ?wokét miejsca urazu.
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4.5 Makrofagi

W drugim dniu po wykonaniu urazu zanotowano najwyzszg aktywnosc¢
makrofagéw w caty cyklu badawczym, zaréwno w grupie kontrolnej jak i badawcze;j
(ryc. 7). W poréwnaniu do tkanki nieuszkodzonej, dokonujgc obliczen na powierzchni
7mm?, wykazano znaczy wzrost ilosci makrofagéw w grupach doswiadczalnych
(tkanka nieuszkodzona 1,72 + 0,7). Natomiast wartosci dla grupy kontrolnej to
151,11 £ 31,79, a dla grupy badawczej 162,22 + 47,22 (ryc. 8). Dla réznic pomiedzy
grupg kontrolng a badawczg nie wykazano réznic znamiennych statystycznie na
poziomie p < 0,05 (ryc. 7).

Siodmy dzien po urazie to spadek aktywnosci makrofagéw, widoczny
szczegdlnie w grupie kontrolnej (ryc. 7). Srednia ilosci makrofagéw dla grupy
kontrolnej wynosi 54,94 + 17,11, a dla grupy badawczej 128,72 + 19,86 (ryc. 8).
Wykazano testem t-Studenta roznice pomiedzy grupg kontrolng, a badawczg na
poziomie istotnosci statystycznej p < 0,05 (ryc. 7). llos¢ makrofagéow w uszkodzonej
tkance mobzgowej nadal wielokrotnie przewyzsza  wartosci  prawidtowe
charakterystyczne dla nieuszkodzonej tkanki mozgowej (ryc. 8).

W czternastym dniu po wykonaniu urazu widoczna jest nadal aktywnos¢
makrofagoéw, szczegodlnie w tkance moézgowej grupy badawczej (ryc. 7). Chociaz
dochodzi do znacznego spadku ilosci makrofagdw w poréwnaniu do siédmego dnia,
osiggane warto$ci nadal znacznie przekraczajg iloS¢ makrofagdw wystepujgcy
w nieuszkodzonej tkance (1,72 + 0,7 / 7 mm?) (ryc. 8). Srednia ilo$é makrofagéw
liczona z powierzchni 7 mm? wynosi w grupie kontrolnej 19,77 + 6,67, a w grupie
badawczej 36,27 + 11,63 (ryc. 8). Testem t-Studenta wykazano rdznice znamienng

statystycznie na poziomie p < 0,05 dla grupy kontrolnej i badawczej (ryc. 7).
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Ryc.7 Liczba makrofagéw w grupach kontrolnych i badawczych w 2, 7, 14 dniu
po wykonaniu uszkodzenia w korze mézgowej szczuréw. Komorki zostaty
policzone na obszarze 7 mm *wokét miejsca urazu.

Gwiazdka (*) oznacza wartos¢ znamiennie statystycznie (p<0,05) wyzsza od
wartosci stwierdzonej w grupie kontrolnej.
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Ryc. 8 Poréwnanie sredniej liczby makrofagéw w grupach kontrolnych i
badawczych w poszczegdlnych dniach po wykonaniu uszkodzenia, do liczby
komoérek w nieuszkodzonej tkance mézgowej. Komorki zostaly policzone na
obszarze 7 mm ?wokét miejsca urazu.
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4.6 Mikroglej

W drugim dniu od wykonaniu uszkodzenia w korze mézgowej doszio
W miejscu urazu do znacznego wzrostu ilosci mikrogleju w porownaniu do tkanki
nieuszkodzonej (ryc. 10). Srednia ilo$¢ mikrogleju na powierzchni 7 mm? wynosi
w tkance nieuszkodzonej 595,50 % 105,00, natomiast w tkance modzgowej
uszkodzonej, w grupie kontrolnej 1678,20 + 276,36, a grupie badawczej 1647,00 +
331,92 (ryc. 10). Dla réznic pomiedzy grupg kontrolng, a badawczg nie wykazano
istotnosci statystycznej na poziomie p < 0,05 (ryc. 9).

W siédmym dniu po wykonaniu uszkodzenia obserwujemy spadek ilosci
komorek mikrogleju w grupie kontrolnej i wzrost ich ilosci w grupie badawczej (ryc. 9).
Réznica pomiedzy nimi jest znamienna statystycznie na poziomie p < 0,05 (ryc. 9).
Srednia ilos¢ komorek mikrogleju, liczona na powierzchni 7 mm?, w grupie kontrolnej
wynosi 1266,37 + 188,15, a w grupie badawczej 1688,41 + 331,98 i znacznie
przewyzsza $rednig ilos¢ komorek w tkance nieuszkodzonej, ktéra byta réwna
595,50 + 105,00 (ryc. 10).

W czternastym dniu od dokonania urazu odnotowujemy kolejny wzrost ilosci
mikrogleju w tkance mozgowej grupy badawczej, jak rowniez wzrost ich ilosci
w grupie kontrolnej (ryc. 9). Rdéznice pomiedzy grupg kontrolng, a badawczg
wykazane testem t-Studenta, sg na poziomie istotnosci statystycznej p < 0,05 (ryc.
9). Srednia ilo$¢ mikrogleju liczona na powierzchni 7 mm? wynosi w grupie kontrolnej
1534,83 + 159,62, w grupie badawczej 1950,50 £ 321,10 i nadal jest wielokrotnie

wyzsza od ich ilosci w tkance nieuszkodzonej (595,50 + 105,00 / 7mm?) (ryc. 10).
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ﬁ 04 statystyczna na
= 2 dzien 7 dzien 14 dzien poziomie p < 0,05

Ryc.9 Liczba mikrogleju w grupach kontrolnych i badawczych w 2, 7, 14 dniu
po wykonaniu uszkodzenia w korze mézgowej szczuréw. Komorki zostaty
policzone na obszarze 7 mm *wokét miejsca urazu.

Gwiazdka (*) oznacza wartos¢ znamiennie statystycznie (p<0,05) wyzsza od
wartosci stwierdzonej w grupie kontrolnej.

Mikroglej

2500

2000 T T

1500 / T 4 —e— grupa badawcza

1000 —B— grupa kontrolna
500 ‘/

norma 2 dzien 7 dzien 14 dzien

liczba na pow 7 mm?2

Ryc. 10 Poréwnanie sredniej liczby mikrogleju w grupach kontrolnych i
badawczych w poszczegolnych dniach po wykonaniu uszkodzenia, do liczby
komoérek w nieuszkodzonej tkance mézgowej. Komorki zostaly policzone na
obszarze 7 mm ?wokét miejsca urazu.
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5. Dyskusja

Wykonane badania w ramach niniejszej pracy majg pomoc odpowiedzie¢ na
pytanie czy komorki podscieliska szpiku kostnego przeszczepione w miejsce
uszkodzenia w korze moézgowej mogg mie€ wptyw na jej proces zablizniania, poprzez
modyfikacje aktywnosci komodrkowej wokdt miejsca uszkodzenia.  Wyniki
zaprezentowanych badan przedstawiajg poczatek procesu gojenia uszkodzonej kory
mozgowej, na przestrzeni pierwszych 14 dni od dokonania urazu, oraz wptyw
podania komorek stromalnych do miejsca uszkodzenia na proces tworzenia blizny.
Zebrane wyniki pozwalajg przesledzi¢ poczatkowe zmiany w liczebnosci astrocytow,
makrofagoéw i mikrogleju, oraz obserwowacé zmiany jakie zachodzity w tym okresie
w obrebie lezji.

Tworzenie sie blizny glejowej jest ztozonym procesem naprawczym bedgcym
konsekwencjg miedzy innymi urazu w obrebie kory mdzgowej. Pomimo iz blizna
glejowa jest uznawana za gtbwng bariere, ktdéra uniemozliwia regeneracje aksonalng,
bedzie ona spetniata role ochronng dla nieuszkodzonej, zdrowej tkanki mdzgowej,
przeciwdziatajgc opoznionej smierci neurondw i oligodendrocytow, do ktdrej dochodzi
na drodze nekrozy lub apoptozy. Komérki wchodzgce w sktad blizny glejowej bedg
stanowi¢ w procesie gojenia réwniez zrodto czynnikdw neurotroficznych
wspomagajgcych ten proces (59).

W procesie gojenia tkanki nerwowej aktywny udziat biorg komorki glejowe
(astrocyty i mikroglej), oraz komorki pochodzenia mezenchymalnego (makrofagi
pochodzgce z monocytow krwi obwodowej). Makrofagi migrujgce w rejon
uszkodzenia oraz aktywne komorki mikrogleju bedg inicjowac reakcje zapalng (60).

Ich wspotdziatanie z astrocytami (oraz fibroblastami) przyczynia sie do tworzenia
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blizny glejowej (61). Przebieg procesu zabliznienia zalezy réwniez od relacji miedzy
tymi komaorkami i od ich funkcji w produkcji cytokin.

Badania przeprowadzone przez Sanches-Ramos’a dowodzg, ze odpowiednie
zaprogramowanie hodowli komorkowej pozwoli przeksztatcic komorki macierzyste
szpiku kostnego w komorki, ktore bedg wykazywacC ekspresje markeréow komorek
neuronalnych i komorek glejowych, blokujgc réwnoczesnie ich witasciwosci
mezodermalne (43). Podobne wnioski przynoszg badania Crofta i Przyborskiego
oraz Bossolasco. Doswiadczenia te zwrdcity uwage na mozliwos¢ réznicowania
komorek stromalnych w komorki glejowe, a takze w niedojrzate komorki neuralne
(ekspresja NeuN, nestyny). W badaniach tych w celu stymulacji specyficznej linii
komorkowej wykorzystywano medium hodowlane zawierajgce miedzy innymi kwas
retinowy, oraz czynniki wzrostowe: EGF i BDNF (62,63). Badania wykonane przez
Kohyama i in. pozwalajg zaobserwowac kolejne mozliwosci adaptacyjne komorek
szpiku kostnego. W badaniach tych autorzy przedstawiajg dowdd na to, ze komorki
szpikowe moga nie tylko przybiera¢ neuronalng morfologie, ale réwniez odpowiadac,
podobnie jak dojrzate neurony, depolaryzacjg na dziatanie odpowiedniego bodzca
(64).

W prezentowanych badaniach, w drugim dniu od wykonania uszkodzenia
obserwowano charakterystyczny wzrost ilosci makrofagéw, przy wspétistniejgcej
podwyzszonej liczbie mikrogleju, zarébwno w grupie kontrolnej jak i badawczej. Ta
podwyzszona liczba komorek jest powigzana z powstaniem w miejscu urazu reakcji
zapalnej, w ktérej komorki te aktywnie uczestniczg poprzez produkcje czynnikow
modulujgcych proces zapalny — cytokin. W miejscu uszkodzenia bedg wystepowac

cytokiny ktére indukujg wzrost i proliferacje astrocytow (IL-1, IL-6, TNFa) (61).
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W przeprowadzonych obserwacjach w drugim dniu od wykonania uszkodzenia
w grupie badawczej jest widoczne charakterystyczne zageszczenie makrofagéw
wokot miejsca uszkodzenia, tworzgce tzw. ,halo”. Komoérki te wnikajg tez
w otaczajgcg uszkodzenie parenchyme mozgu. Natomiast w grupie kontrolnej
makrofagi, najprawdopodobniej pochodzenia endogennego, sg rozsiane
nieregularnie  w sgsiedztwie uszkodzenia. Powodem zageszczenia liczby
makrofagéw w rejonie uszkodzenia, obserwowanym w grupie badawczej, moze by¢
migracja komorek podscieliska szpikowego w okolice urazu. Zwiekszona liczba
makrofagdbw w poblizu uszkodzenia $wiadczy¢ tez moze o przechodzeniu
transplantowanych komorek do otaczajgcej tkanki mézgowej. Badania z uzyciem
BrdU wykonane przez Mahmood’a wykazujg, ze komoérki stromalne podane do
miejsca gdzie znajdujg sie uszkodzone neurony majg mozliwos¢ migrowania
i zasiedlania zniszczonej tkanki mézgowej w odlegtosci 2-3 mm od miejsca urazu.
Efekt taki zaobserwowano zaréwno przy podaniu dozylnym komoérek stromalnych, jak
i w podaniu bezposrednio do miejsca uszkodzenia (48). Zaobserwowano, ze
najwieksza aktywnos¢ makrofagéw przypada na drugi dzien po dokonaniu urazu,
zaréwno w grupie kontrolnej jak i badawczej. Liczne makrofagi obecne w obszarze
urazu mogg by¢ dwojakiego pochodzenia. Cze$¢ z nich pochodzi z przeksztatcenia
mikrogleju spoczynkowego, obecnego w tkance médzgowej, czeS¢ zas moze byc
pochodzenia monocytarnego (65-67). Uwaza sie, ze w pierwszych trzech dniach
dominujg aktywne komérki mikrogleju, natomiast makrofagi krwiopochodne pojawiajg
sie w drugim dniu po uszkodzeniu i dominujg w siddmym dniu (68).

W siédmym dniu od wykonania uszkodzenia nadal obserwowano utrzymujgca
sie wysokg aktywno$¢ makrofagdéw w grupie badawczej. Moze wskazywac to na fakt,

ze wszczepione komoérki podscieliska szpikowego migrujg w rejon uszkodzenia
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i mogg aktywowac¢ komérki mikrogleju do przeksztatcenia w makrofagi w miejscu
podania. Doswiadczenia przeprowadzone przez Fuijita i innych badaczy wskazuja, ze
komérki mikrogleju zachowujg wiele cech makrofagéw, takich jak zdolno$¢
fagocytozy, produkcje cytokin, anionéw nadtlenowych, oraz zdolnos¢ do ekspresji
czgsteczek MHC |l podczas aktywacji (65). Maxwell wraz z zespotem wykazali
natomiast, ze makrofagi pojawiajg sie w miejscu uszkodzenia tkanki mozgowej
w drugim dniu po urazie, natomiast najwieksza ich ilos¢ jest odnotowywana w
czwartym dniu po dokonaniu uszkodzenia. Stanowig wtedy 76% catkowitej liczby
komérek mezenchymatycznych w rejonie dokonania urazu (69).

W grupie badawczej zaobserwowano obecnos¢ komorek podscieliska
szpikowego w otaczajgcej uszkodzenie tkance, juz w drugim dniu po uszkodzeniu.
W czternastym dniu po urazie wyrazne byly zaznaczone komorki podscieliska
wbudowane juz w otaczajgcg tkanke mdzgowa. U zwierzat, u ktérych dokonano
wszczepienia komorek podscieliska szpikowego, zaobserwowano liczne mitode
naczynia kapilarne, natomiast w grupie kontrolnej nie obserwowano takich naczyn
krwionosnych. W badaniach Borlongan’a i Lind’a wykazano, ze podanie komorek
stromalnych do uszkodzonego mdzgu moze mie¢ wptyw na odbudowe bariery krew-
mozg i poprawe krgzenia mézgowego w rejonie niedokrwienia (70). W badaniach
Invitro przeprowadzonych przez Chen’a wykazano, ze podanie komorek
podscieliska szpikowego do uszkodzonej kory mdzgowej powoduje zwigkszenie
produkcji czynnika wzrostu s$rodbtonka naczyn (VEGF), ktérego obecnosé
w uszkodzonej tkance mézgowej pobudza proces angiogenezy (53,71).

Przeprowadzone badania pozwolity zaobserwowaé w grupie badawczej
w siodmym i czternastym dniu wiekszg ilos¢ makrofagobw w poréwnaniu do grupy

kontrolnej (na poziomie istotno$ci statystycznej). Przyczyng tego zjawiska mogto byc¢
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dostarczenie wraz z komérkami podscieliska szpikowego dodatkowych sygnatow
aktywujgcych mikroglej spoczynkowy oraz powodujgcych naptyw w rejon
uszkodzenia komorek makrofagowych. W badaniach Mahmooda stwierdzono, ze
nieliczne przeszczepione komorki szpikowe wykazywaty ekspresje markerow
neuronalnych NeuN i MAP-2 oraz astrocytarnego GFAP. Wysunieto hipoteze, ze
wzrost ilosci cytokin i czynnikow wzrostowych moze by¢ wynikiem interakcji miedzy
transplantowanymi komoérkami a tkankg gospodarza (47,72-75). Sygnatem ktory
réwniez moze wptywac¢ na aktywacje komérek dostarczanych podczas implantacji do
miejsca uszkodzenia mogg by¢ cytokiny (m.in. interleukiny IL-1 i IL-6) wysytane
z uszkodzonej tkanki mozgowej. Rolg tych cytokin jest miedzy innymi aktywacja
monocytow z krwi i pobudzanie ich proliferacji w szpiku oraz przeksztatcanie
monocytow w makrofagi migrujgce do miejsca uszkodzenia w mozgu (66,76).
Dostarczenie komoérek podscieliska szpiku kostnego w rejon uszkodzenia
moze by¢ rowniez powodem utrzymywania sie w siodmym i czternastym dniu
zwiekszonej liczby komorek mikrogleju u zwierzat w grupie badawczej. Moze to
wynikaé z przeksztatcania makrofagéw, dostarczonych z komodrkami szpikowymi,
w komorki mikrogleju. Juz w badaniach Imamoto i Leblond’a (1977) wykazano, ze
wraz ze spadkiem ilosci makrofagdw w rejonie uszkodzenia dochodzi do wzrostu
ilosci komoérek mikroglejopodobnych. W zwigzku z tym mozna postawic¢ hipoteze, ze
makrofagi pochodzace 2z krwi obwodowej przeksztatcajg sie w komorki
mikroglejopodobne (77). Natomiast w nowszych badaniach wykonanych przez
Kennedy’ego i Abkowitz’a udokumentowano, ze przeszczep szpiku kostnego wptywa
na liczbe makrofagdbw i mikrogleju w odleglym okresie po dokonaniu tego

przeszczepu. Udowodniono, ze czes¢ z nowopowstatych komérek immunologicznych
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moze pochodzi¢ z komédrek prekursorowych szpiku kostnego. W badaniach tych
wykorzystano myszy transgeniczne w modelu ROSA 26 (ROSA beta geo26) (78).

Zwiekszenie ilosci mikrogleju w uszkodzonej tkance stanowi prawdopodobnie
szanse na szybsze zabliznienie uszkodzenia, bo jak wykazaty wyniki badan
Thomasa, komérki mikrogleju podobnie jak makrofagi, regulujg proces zablizniania,
usuwajg resztki komoérkowe powstate w procesie apoptozy i nekrozy i stymulujg
regeneracje neuronalng oraz neowaskularyzacje (79). Przestanke do stwierdzenia,
ze komorki szpiku kostnego mogg stanowi¢ potencjalne zrédto komorek mikrogleju
w uszkodzonym mdzgu, stanowig badania Banatiego, w ktorych wykazano ze
komérki makrofagopodobne pochodzgce ze szpiku kostnego majg taki sam wzor
kanatow jonowych jak komorki mikrogleju (80).

Oprécz zaobserwowanych zmian w ilosci makrofagéw i mikrogleju widoczne
byto rowniez w grupie badawczej szybsze zabliznianie w miejscu uszkodzenia.
W siodmym dniu wyraznie zauwazalna byta wokdt uszkodzenia ~mioda
tgcznotkankowa blizna z wbudowanymi naczyniami kapilarnymi, natomiast
w czternastym dniu obserwowano wieksze wypetnienie uszkodzenia, szczegdlnie w
warstwie przysciennej. W czternastym dniu charakterystyczna byta obecnosé
nielicznych komorek podscieliska szpikowego wbudowanych w otaczajgcag
uszkodzenie tkanke mdzgowa.

Analizujgc wyniki badan nalezy réwniez zwroci¢c uwage na zmiany w ilosci
astrocytéw, ktore odgrywajg wazng role w procesie zablizniania tkanki mdzgowe;.
U dorostych osobnikow uczestniczg one w utrzymaniu stabilnosci i integralnosci
parenchymy mozgu, poprzez penetracje do przestrzeni zewngtrzkomodrkowej
utworzonej przez degenerujgce komorki. Astrocyty uczestniczg w wytwarzaniu btony

granicznej powierzchownej, a ich wypustki tgczgc sie ze sobg i razem
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z wytwarzanymi btonami, widknami kolagenu i fibroblastami tworzg btone graniczng
okofonaczyniowg (8,13,69,81). Aktywowane astrocyty w uszkodzonej tkance
mozgowej sg hipertroficzne i hiperplazmatyczne, oraz produkujg kwasne biatko
widkienkowe (GFAP), ktérego obecnos¢ w tkance jest zwigzana z procesem
astroglejozy (61). W prezentowanych badaniach najnizsza aktywnos$¢ astrocytéw
byta obserwowana zaréwno w grupie badawczej jak i kontrolnej w drugim dniu po
dokonaniu uszkodzenia. Natomiast w siédmym dniu dochodzito do zwiekszenia
aktywnosci astrocytéw, szczegdlnie w grupie badawcze;.

Berry i in. podaje, ze proces ktéry ma na celu utworzenie blizny glejowej
rozpoczyna sie w czwartym dniu po uszkodzeniu tkanki mézgowej. Powstajgca blizna
glejowa zawiera w poczatkowym okresie makrofagi i mikroglej (18). Pdzniej komorki
ulegajg kondensacji, co obserwujemy w postaci kurczenia blizny. W tym okresie
dochodzi do wzmozonej aktywnosci astrocytow i wzmozonej produkcji kolagenu
przez fibroblasty (81,82). Zalezno$¢ takg zaobserwowatem w opisywanych
w niniejszych badaniach preparatach. Siédmy i czternasty dzien po urazie to
wzmozona aktywnos¢ astrocytow przy obnizonej, w wypadku makrofagéw lub
ustabilizowanej w przypadku mikrogleju ich liczbie wokdt miejsca uszkodzenia.
Prawidtowos¢ te mozna stwierdzi€¢ jeszcze wyrazniej analizujgc wyniki w grupie,
w ktérej do miejsca uszkodzenia podano komoérki podscieliska szpikowego.
Zaobserwowano istotny statystycznie wzrost ilosci astrocytow w tej grupie zaréwno w
siodmym jak i czternastym dniu po wykonaniu uszkodzenia w tkance mdzgowej w
poréwnaniu do grupy kontrolnej. Na zdjeciach wykonanych w tych dniach wyraznie
widoczne sg w otoczeniu blizny zaréwno astrocyty witdkienkowe jak

i protoplazmatyczne. Przeszczepione do miejsca uszkodzenia komorki podscieliska
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szpiku kostnego mogg by¢ czynnikiem, ktéry powoduje wzrost ilosci astrocytéw
w otoczeniu uszkodzonej tkanki.

Badania nad autologiczng transplantacjg szpiku kostnego u zwierzat,
u ktérych dokonano eksperymentalnego niedokrwienia mozgu przeprowadzone
przez lihoshi wskazujg, ze komorki szpiku kostnego wykazujg potencjalng mozliwos¢
réznicowania w komorki tkanki glejowej. Znakowane komorki szpiku kostnego
podawane dozylnie migrowaty do moézgu dojrzatego zwierzecia i osadzaly sie
w parenchymie ulegajgc przeksztatceniu w astrocyty oraz komorki mikrogleju (83).
Doswiadczenia wykonane przez Tondreau i in. wykazaty ze mezenchymalne komorki
macierzyste ze szpiku kostnego wykazywaty ekspresje markeréw glejowych (GFAP)
i neuronalnych (Nestin, Yuj-1, TH, MAP-2) bez Zadnej dodatkowej stymulaciji.
Markery charakterystyczne dla bardziej dojrzatych komérek neuronalnych widoczne
byly po 5 pasazach, a specyficzna indukcja neuronalna powodowata dalsze
réznicowanie komorek stromalnych, poprzez wzrost ekspresji TH, MAP-2, GFAP,
a spadek Tuj-1 (84). Udowodniono réwniez, ze komorki szpikowe przeszczepione
w rejon niedokrwienia moézgu wykazujg, oprocz ekspresji biatek neuronalnych
(neuronalne biatko jgdrowe, NeuN), rowniez ekspresje biatka reaktywnych astrocytow
(GFAP). Przeprowadzone badania wykazaty, ze przeszczepiane do mdzgu komorki
stromalne mogg ulegac przeksztatceniu w komorki o fenotypie astrocytow (85,86).

W badaniu przeprowadzonym przez Chen i Li komorki stromalne podane
w pierwszym oraz siéodmym dni po okluzji przezyty i umiejscowity sie w uszkodzonym
ischemicznie obszarze. Cze$¢ komorek stromalnych wykazata ekspresje markerow
komérek nerwowych (87,88). Pdzniejszy eksperyment tych samych badaczy
sprawdzat reakcje w obszarze niedokrwienia w okresie 4 miesiecy po transplantacji

wyznakowanych  komorek  stromalnych. Zaobserwowano  wtedy, oprocz
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podwyzszonej ilosci oligodendrocytow zwiekszong liczbe astrocytow, ktore
wykazywaty reakcje na oznaczenie bromodeoksyurydyng oraz zaobserwowano
zwiekszong gliogeneze w obszarze uszkodzonej potkuli (85,89).

Interesujgca jest rola proteoglikanow produkowanych przez astrocyty
w procesie tworzenia blizny. Wyrdznia sie cztery klasy proteoglikanow, w ktérych
produkcji uczestniczg astrocyty. Jest to siarczan heparyny (heparyn sulphate
proteoglycan-HSPG), siarczan dermatyny (dermatan sulphate proteoglycan-DSPG),
siarczan keratyny (keratyn sulphate proteoglycan-KSPG), oraz siarczan chondroityny
(chondroitin  sulphate proteoglycan-CSPG) (82,90). Podczas procesu gojenia
uszkodzern CSN zaobserwowano w badaniach Jones’a wzrost ilosci CSPG w bliznie
glejowej zarbwno w mézgu jak i w rdzeniu (91). Juz w latach dziewiecdziesigtych
pojawity sie pierwsze doniesienia mowigce o roli czgsteczek CSPG w procesie
gojenia tkanki mézgowej (92). CSPG produkowane przez astrocyty odgrywa tez role
w plastycznosci synaptycznej. Zaobserwowano w badaniach przeprowadzonych
przez Pizzorusso i in. poprawe funkcji kory wzrokowej po zastosowaniu terapii
zwigzkami CSPG (93). Natomiast w badaniach in vivo zaobserwowano roznice
w aktywnosci procesu gojenia tkanki mézgowej zawierajgcej dojrzate lub niedojrzate
astrocyty. Wykazano, ze niedojrzate astrocyty w wiekszym stopniu wspomagajg
formowanie blizny glejowej i modyfikujg proces gojenia (94).

Przedstawione wyniki badan dotyczgce niedojrzatych astrocytow oraz roli
CSPG w bliznie mogg stanowi¢ przestanke do przypuszczenia, ze w pierwszych
dniach po urazie wigksza liczba astrocytow w miodej bliznie glejowej moze
pochodzi¢ z przeszczepionych komdrek podscieliska szpikowego. Przeszczepienie
komérek stromalnych do miejsca urazu jest szansg na szybsze tworzenie

i modyfikacje blizny glejowej m.in. przez zmiane ilosci komoérek glejowych. Wiekszg
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liczbe astrocytow w grupie badawczej zaobserwowatem w przeprowadzonych
badaniach, szczegdlnie w siddmym i czternastym dniu po wykonaniu urazu po
podaniu komorek podscieliska szpikowego do miejsca uszkodzenia.

Kolejnym interesujgcym aspektem aktywnosci astrocytow w tworzacej sie
bliznie jest mozliwos¢ wspoétdziatania pomiedzy siarczanem chondroityny (CSPG),
a BDNF (czynnik neurotroficzny pochodzenia mézgowego). Badania wykonane przez
Tropea i in. wykazaty, ze stosowanie BDNF i CSPG jako skojarzonej terapii
w uszkodzeniach w obrebie centralnego systemu nerwowego, przyspiesza procesy
gojenia i wzrostu aksonéw (95). W zwigzku z tym nalezy wspomniec€, ze komorki
podscieliska szpiku kostnego wykazujg w uszkodzonej tkance nerwowej zdolnosc¢ do
produkcji szeregu czynnikdéw neurotroficznych, ktére pobudzajg procesy naprawcze.
W badaniach in vitro (53) oraz w warunkach in vivo, stwierdzono te zaleznosc
obserwujgc wzrost ekspresji czynnika wzrostu nerwow (NGF) oraz czynnika
neurotroficznego pochodzenia mézgowego (BDNF) w uszkodzonym mézgu po
dozylnym podaniu szpikowych komérek stromalnych (74). Zaobserwowano réwniez,
ze podanie do hodowli komorek podscieliska szpikowego neuronalnych czynnikdw
wzrostowych BDNF i NGF, moze zwiekszy¢ migracje i zasiedlanie uszkodzonej
tkanki mézgowej biorcy po przeszczepie. Komorki stromalne hodowane w obecnosci
neurotrofin powodowaty lepszg poprawe funkcji motorycznych w poréwnaniu
z wynikami badania tych funkcji u osobnikéw, u ktérych dokonano transplantaciji
komérek stromalnych hodowanych w standardowych warunkach (75,89,96-98).

Dlaczego badania nad komorkami podscieliska szpiku kostnego dotyczg w tak
duzym stopniu wptywu tych komérek na regeneracje uktadu nerwowego?
Odpowiedzig na to pytanie moze by¢ stale rosngca liczba zaburzeh neurologicznych,

spowodowanych przez udary mézgu, stwardnienie rozsiane, chorobe Parkinsona,
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czy najbardziej przyblizony w niniejszej pracy uraz czaszkowo-mozgowy. Szerokie
rozpowszechnienie tych patologii uktadu nerwowego powoduje poszukiwanie nowych
drog terapeutycznych w leczeniu tych schorzen.

Zamierzeniem wiekszosci interwencji terapeutycznych w schorzeniach moézgu,
w tym strategii polegajgcej na implantacji komoérek podscieliska szpiku kostnego do
miejsca uszkodzenia, jest zabezpieczenie przed dalszym zniszczeniem bagdz
postepujgcym procesem degeneracji istniejgcych struktur nerwowych. Strategie
lecznicze podejmowane w tym okresie majg na celu roéwniez uzyskanie
w pdézniejszym etapie tworzenia nowych potgczeh neuronalnych mogacych zastgpic
uszkodzony obszar uktadu nerwowego badz strukture tkanki nerwowej (19,47,70-
73,85,87,89,97,99-104). Nasuwa sie pytanie czy mozliwe jest wigczenie nowych
wszczepionych komorek do istniejgcej sieci neuronalnej, a jesli tak, to jak szybko
i w jakim stopniu?

W pracach zajmujgcych sie wptywem komorek podscieliska szpikowego na
schorzenia CUN, tematami czesto dyskutowanymi jest kwestia mozliwosci odbudowy
potgczen nerwowych, zachowanie istniejgcych oraz pobudzanie uszkodzonych
struktur nerwowych do produkcji neurotransmiterow (105). Roéwnie istotnym
problemem jest poszukiwanie sposobdw na poprawe oraz przywréocenie zaburzonych
funkcji ruchowych oraz sensorycznych (75,87,97,98,106). Stopien zdrowienia
badanych zwierzat szacowano w badaniach przedklinicznych oceniajgc orientacje
przestrzenng zwierzecia i mozliwosci nauczania motorycznego (ang. Morris Water
Maze Test) (83). Badano tez wytrzymatos¢ na wysitek oraz lokomocje (Rotarod Test)
(47,75,85,97,98), zaburzenia czucia na podstawie szybko$ci lokalizacji bodzca (ang.
Adhesive-removal Somatosensory Test) (87), oraz zaburzenia réwnowagi (ang.

Beam Balance) (75,98).
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W doswiadczalnie wywotanym urazowym uszkodzeniu mdzgu i udarze, w badaniach
przeprowadzonych miedzy innymi. przez Shohami, stopien zdrowienia okreslano
najczesciej przy uzyciu skali oceny ciezkosci stanu neurologicznego (ang.
Neurological Severity Scale, NSS). Na podstawie tej skali zdrowienie zwierzat po
przeszczepie komorek ze szpiku kostnego oznaczato poprawe w zdolnosci zginania
konczyn, utrzymania rownowagi, poprawe w odruchach konczyn, rogéwki czy reakciji
na bodziec (107).

Rezultaty przedstawionych dotychczas doniesien dotyczgcych badan
z uzyciem komorek podscieliska szpiku kostnego wykonywanych doswiadczalnie na
zwierzetach, mogg wskazywa¢ na mozliwos¢ uzyskania w przysziej terapii poprawy
funkcji ruchowych i czuciowych réwniez u ludzi (102,108).

Najnowsze doniesienia naukowe prezentujg wyniki badan dotyczgcych
zdolnosci komorek szpikowych do zasiedlania zmienionej chorobowo tkanki
mozgowej, a takze przeksztatcania sie tych komoérek w komorki o morfologii komérek
rezydentnych. Komorki te migrujg do otaczajgcej tkanki i produkujg czynniki
wzrostowe dziatajgce troficznie na tkanke w miejscu uszkodzenia (24,62,74,75,85).
Zmianom histologicznym i histochemicznym towarzyszyta rowniez poprawa funkciji
neurologicznych u badanych zwierzat (47,75,85,87,97,98).

Tworzenie nowych pofgczen nerwowych, zachowywanie istniejgcych oraz
pobudzanie struktur nerwowych do produkcji neurotransmiteréw, pozostaje w $cistym
zwigzku z mozliwoscig poprawy zaburzonych funkcji. Trening u zwierzat
i odpowiednia rehabilitacja u ludzi moze wptywaC na procesy neurogenezy,
neowaskularyzacji, oraz neuralnej reorganizacji (109). Przeprowadzone badania
wykazujg, ze u zwierzat przebywajgcych w srodowisku wymagajgcym wiekszej

aktywnosci ruchowej nastepuje szybsza poprawa sprawnosci funkcjonalnej (110).
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Obserwacja ta moze dac¢ podstawy do przypuszczenia, ze terapia w schorzeniach
mozgu polegajgca na transplantacji komorek szpiku kostnego, wymaga
zastosowania rehabilitacji ukierunkowanej na powstate zaburzenia funkcjonalne,
podobnie jak w fizjoterapii wiekszosci pacjentéw z chorobami mézgu.

W oparciu o te doniesienia mozna zaryzykowac twierdzenie, ze perspektywa
wykorzystywania komoérek pochodzacych ze szpiku kostnego do leczenia choréb
neurodegeneracyjnych, udarow i urazbw moézgu wydaje sie coraz blizsza.
Przeprowadzane badania wskazujg na wiele mozliwosci wykorzystania
multipotencjalnych zdolnosci komérek podscieliska szpiku kostnego. Zastosowanie
tych komorek zalezy od miejsca oraz sposobu ich implantacji, zasad prowadzenia
hodowli komorkowej, oraz mozliwosci modyfikowania ich wzrostu poprzez czynniki
wzrostowe pochodzgce z zewnetrz jak i poprzez te, ktére wytwarzane sg w rejonie,
w ktory dokonuje sie przeszczepienia. Pomimo tych pozytywnych sygnatéw
Swiadczgcych o dobroczynnej roli komorek stromalnych, miedzy innymi w procesie
gojenia, ich zastosowanie w terapii pacjentow cierpigcych na pourazowe
uszkodzenie moézgu wymaga nadal wielu dalszych badan. Niezbedne sg kolejne
doswiadczenia, dzieki ktérym opracowane zostang zasady stosowania komorek
szpikowych w terapii uktadu nerwowego oraz nowe modele zwierzece choréb
mozgu. By¢ moze pozwoli to rozpracowa¢ zmiany molekularne zachodzgce
w neuronach po ich uszkodzeniu, oraz pozna¢ wptyw komorek stromalnych na

procesy regeneracji tkanki nerwowe.
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6. Wnioski

1.

Komorki podscieliska szpikowego wykazujg mozliwos¢ zasiedlenia i przezycia
w srodowisku uszkodzonej tkanki mézgowe;j.

Implantacja komorek podscieliska szpikowego powoduje w rejonie uszkodzenia
znaczne zwiekszenie liczby makrofagoéw i mikrogleju, zaobserwowane w 7 i 14
dniu badania.

Dostarczenie komorek podscieliska szpikowego bezposrednio do miejsca urazu
powoduje zwiekszenie ilosci astrocytow, co moze przyspiesza¢ powstawanie
blizny glejowej, jak zaobserwowano na zdjeciach.

Implantacja komorek podscieliska szpikowego moze powodowac nasilenie
procesu angiogenezy w tkance bliznowatej w miejscu uszkodzenia.
Przeprowadzone badania wykazujg na celowosc¢ przeprowadzania w przysztosci
badan dotyczacych odlegtych efektéw implantacji komorek podscieliska

szpikowego do uszkodzonej tkanki mézgowe.
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7. Streszczenie

Implantacja wyhodowanych in vitro komérek podsScieliska szpikowego do
uszkodzonej tkanki modzgowej, stwarza nowe perspektywy dla terapii chordb
neurologicznych. Celem przeprowadzonych badan jest odpowiedZz na pytanie czy
komorki podscieliska szpikowego podane do uszkodzonej kory mdzgowej mogag
modyfikowac¢ aktywnos$¢ komdrkowg w bliznie.

Komorki szpikowe do 14 dniowej hodowli komdrkowej in vitro pozyskiwano z kosci
udowych  szczurow rasy Wistar. Do hodowli komodrkowej dodawano
bromodeoksyurydyny w celu znakowania komorek podscieliska szpiku kostnego.
Zwierzeta doswiadczalne obejmujgce 42 osobniki podzielono na grupy: kontrolng
i badawczg. Przebadano rowniez tkanke mozgowg nieuszkodzong pobrang od
zdrowych osobnikéw. Bezposrednio po wykonaniu uszkodzenia kory mdzgowej w lewej
potkuli, dokonywano iniekcji zawiesiny komérek stromalnych do tkanki mézgowej w ilosci
2x10° i objetosci 10 pl soli fizjologicznej. Zwierzetom z grupy kontrolnej poddanych tej samej
procedurze wykonania uszkodzenia podawano w miejsce uszkodzenia 10 pl soli
fizjologicznej. Tkanke mozgowg od zwierzat pobierano w 2, 7 i 14 dniu od wykonania
uszkodzenia. Wyizolowane fragmenty tkanki zatapiano w parafinie i krajano
w ptaszczyznie strzatkowej na skrawki o grubosci 7 um. Otrzymane skrawki z gornej
warstwy uszkodzenia (do 400 um) barwiono standardowg metodg hematoksylina
i eozyna. Tkanki z Srodkowej czesci uszkodzenia (od 400 um do 800 um) barwiono w
celu wykrycia biatka specyficznego dla astrocytow — GFAP (ang. glial fibrillary acidic
protein). Otrzymane skrawki z srodkowej czesci uszkodzenia (od 400 um do 800 pm)
inkubowano z lektynami  sprzezonymi z  peroksydazg na  obecnos¢

makrofagdw/mikrogleju. Skrawki ( z warstw od 300 um do 700 ym ) barwiono uzywajgc
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anty-BrdU Staining Kit w celu wykrycia wyznakowanych komoérek podscieliska szpiku
kostnego na obszarze uszkodzenia. Preparaty analizowano uzywajgc mikroskopu
Swietlnego.

W prezentowanych preparatach tkanki moézgowej, w drugim dniu od
wykonania uszkodzenia obserwowano charakterystyczny wzrost ilosci makrofagéw,
przy wspotistniejgcej podwyzszonej liczbie mikrogleju, zarébwno w grupie kontrolnej
jak i badawczej. W siddmym dniu od wykonania uszkodzenia nadal obserwowano
utrzymujgcg sie wysokg aktywnos¢ makrofagbw w grupie badawczej. Moze
wskazywac to na fakt, ze wszczepione komorki podscieliska szpikowego migrujg
w rejon uszkodzenia i mogg aktywowac komorki mikrogleju do przeksztatcenia
w makrofagi w miejscu podania. Przeprowadzone badania pozwolity odnotowac
w grupie badawczej w siodmym i czternastym dniu wiekszg ilos¢ makrofagow
w porownaniu do grupy kontrolnej (na poziomie istotnosci statystycznej). Przyczyng
tego zjawiska mogto by¢ dostarczenie wraz z komdrkami podscieliska szpikowego
dodatkowych sygnatow aktywujgcych mikroglej spoczynkowy oraz powodujgcych
naptyw w rejon uszkodzenia komoérek makrofagowych. Dostarczenie komorek
podscieliska szpiku kostnego w rejon uszkodzenia moze by¢ rowniez powodem
utrzymywania sie w siodmym i czternastym dniu zwiekszonej liczby komorek
mikrogleju u zwierzat w grupie badawczej. Moze to wynika¢ z przeksztatcania
makrofagow, dostarczonych z komérkami szpikowymi, w komérki mikrogleju.

Oprocz zaobserwowanych zmian w ilosci makrofagow i mikrogleju widoczne
byto rowniez w grupie badawczej szybsze zabliznianie w miejscu uszkodzenia.
W siéodmym dniu wyraznie zauwazalna bytla wokot uszkodzenia mioda
tacznotkankowa blizna z wbudowanymi naczyniami kapilarnymi, natomiast

w czternastym dniu obserwowano wigksze wypetnienie uszkodzenia, szczegdlnie
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w warstwie przysciennej. W grupie badawczej zaobserwowano obecnos¢ komorek
podscieliska szpikowego w otaczajgcej uszkodzenie tkance, juz w drugim dniu po
uszkodzeniu. W czternastym dniu po urazie wyrazne byty zaznaczone komorki
podscieliska wbudowane juz w otaczajgcg tkanke mobzgowg zwierzat
doswiadczalnych. U zwierzat, u ktérych dokonano wszczepienia komorek
podscieliska szpikowego, zaobserwowano réwniez liczne mtode naczynia kapilarne,
natomiast w grupie kontrolnej nie obserwowano takich naczyn krwionosnych.

Zaobserwowano istotny statystycznie wzrost ilosci astrocytow w tej grupie
badawczej zarowno w siddmym jak i czternastym dniu po wykonaniu uszkodzenia w
tkance mozgowej w poréwnaniu do grupy kontrolnej. Przeszczepione do miejsca
uszkodzenia komorki podscieliska szpiku kostnego mogty by¢é czynnikiem, ktory
powoduje wzrost ilosci astrocytow w otoczeniu uszkodzonej tkanki. Na zdjeciach
wykonanych w tych dniach wyraznie widoczne sg w otoczeniu blizny zaréwno
astrocyty wtokienkowe jak i protoplazmatyczne.

Przeprowadzone badania pozwalajg wysung¢ wniosek, ze komorki
podscieliska szpikowego przeszczepione w miejsce uszkodzenia w korze mozgowe;j
zmieniajg aktywnos¢ komorkowg w obrebie tworzgcej sie blizny glejowej poprzez
zwiekszenie ilosci komérek makrofagéw, mikrogleju i astrrocytow w tym obszarze.
Obserwacje mikroskopowe pozwalajg zaznaczy¢ rowniez tendencje do szybszego
zablizniania w obrebie uszkodzenia, mozliwos¢ wbudowywania i przezycia
implantowanych komdérek podscieliska w istniejacg tkanke mdzgowg, oraz nasilenie
procesu angiogenezy w rejonie blizny.

Pomimo tych pozytywnych sygnatow $wiadczgcych o dobroczynnej roli
komérek stromalnych, miedzy innymi w procesie gojenia, ich zastosowanie w terapii

pacjentow cierpigcych na pourazowe uszkodzenie mdzgu wymaga nadal wielu
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dalszych badan. Przeprowadzone badania wskazujg na celowos¢ przeprowadzania
w przysztosci badan dotyczgcych odlegtych efektow implantacji komorek podscieliska
szpikowego do uszkodzonej tkanki mozgowej. Dzieki temu bedzie mozliwe lepsze
poznanie zmian na poziomie komorkowym zachodzgcych w tkance mdzgowej
podczas procesu chorobowego i wptywu implantowanych komorek stromalnych na

proces gojenia tkanki nerwowej po urazie.
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8. Summary

Transplantation of cultured marrow stromal cells creates a new possibility for
the therapy of neurological disorders and traumatic brain injuries. The aim of this
study was to assess the influence of the implantation of marrow stromal cells to the
site if injury of cerebral cortex on the healing process due to the modification of cell
activity.

Marrow stromal cells were harvested from Wistar rat’s femoral bone and cultured
‘in vitro” for 14 days. Bromodeoxiuridine was added to cell culture to mark them.
The Wistar rats subjected to mechanical brain injury /n=42/ were divided into
experimental and control groups. Additional sham operated group was created as the
reference group. Animals from the experimental group were given marrow stromal
cells (2x10°/ 10 pl) to left cerebral cortex, just after injury. Control animals received
saline alone. Animals were sacrificed after 2, 7 and 14 days. The injured cortex was
removed and fixed in 4% formaldehyde. Tissue blocks were embedded in paraffin and cut in
7 um slices. Four types of staining was applied. Isolectin from Bandereira simplicifolia
conjugated with horseradish peroxidase was used for detection of macrophages
and microglial cells. Immunocytochemical staining was used for detection of GFAP /glial
fibryllary acid protein/ typical for astrocytes. Also a standard histological staining of
hematoxiline-eosine was applied. BrdU Staining Kit was used to detection
Bromodeoxyuridine. The observation was carried out under light microscope.

The results have shown the significant increase of macrophages
and microglial cells on the second day after the implantation in both groups.
On seventh day after brain injury sustained high activity of macrophages

in experimental group was observed. This observation indicates that implanted
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stromal cells of bone marrow have migrated to the lesion site and could activate
transformation of microglial cells to macrophages. Data show significantly higher
number of macrophages in the site of brain injury in experimental group, comparing
to the control group in 7th and 14th day. It is likely that the marrow stromal cells
could secrete the substance activating microglial cells and could stimulate
macrophages inflow into the lesion site. Also in experimental group sustained high
amount of microglial cells was observed in 7th and 14th day of study. This effect
could be the consequence of macrophages — microglial cells transformation.

In the experimental group the increased formation of glial scar has been
observed. On 7th day after operation glial scar with newly formed blood vessels was
clearly seen. On 14th day larger filling of lesion site with new scar tissue was
observed, especially in the lateral parts. After 2 days bone marrow cells were already
found in tissue surrounding lesion site. On 14th day after injury stromal cells were
incorporated into the brain cortex. In the control group no vessel formation was
observed.

Significant increase of astrocytes was found in the brain tissue of
the experimental group, as compared to the control group on 7th and 14th day of
the study

The study has shown that marrow stromal cells implantation into the injured
brain tissue produces significant changes of cell activity in growing glial scare
by increasing the number of macrophages, microglial cells and astrocytes.
Microscopic examinations have shown show the increased formation of glial scar
and new vessels. Stromal cells are able to surrvive in the brain tissue lesion site.

Bone marrow stromal cells could play an important role in the modulation

of cellular response after traumatic brain injury. Experiment with implantation
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of marrow stromal cells to the injured cerebral cortex have shown that long-term

observations of the modification of cells activity in glial scare are needed.
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