Kiedy Pulp przestaje byc Fiction — czyli komorki stromalne miazgi zeba
w regeneracji tkanki nerwowej
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Wedtug WHO, udar mdzgu jest drugg pod wzgledem liczebnosci przyczyna zgondw na swiecie, z czego
udar niedokrwienny stanowi 80-90%, natomiast udar krwotoczny 10-20% przypadkdéw. Aktualnie
jedyng powszechnie stosowang metoda leczenia udaru niedokrwiennego jest tromboliza z
zastosowaniem rekombinowanego aktywatora plazminogenu (rtPA). Pozwala ona na rozpuszczenie
skrzepow bedacych jedng z gtéwnych przyczyn udaréw niedokrwiennych. Metoda ta posiada jednak
ograniczenia czasowe — aby zadziata¢ skutecznie lek musi by¢ podany do 4,5 godzin od wystgpienia
udaru. Dlatego ciaggle poszukiwane sg nowe metody terapii, szczegdlnie takie, ktére mogg byé
zastosowane po dtuzszym czasie od wystgpienia niedokrwienia. W kontekscie regeneracji uktadu
nerwowego prowadzi sie obecnie wiele badan nad zastosowaniem mezenchymalnych komérek
macierzystych/stromalnych (ang. mesenchymal stem/stromal cells — MSCs). Komorki te petnig wazng
role w utrzymaniu prawidtowego funkcjonowania niszy komarkowej, w tkankach w ktérych rezyduja.
Komarki stromalne miazgi zeba (ang. dental pulp stromal cells - DPSCs) zlokalizowane sg w kanatach
zebowych ssakow. Po izolacji i propagacji w hodowlach in vitro wykazujg duzy potencjat do proliferacji
(mozna stosunkowo szybko wyhodowac duze ilosci tych komdrek), a takze posiadajg zdolnos¢ do
réznicowania w osteocyty, chondrocyty, adipocyty oraz w komérki o charakterystyce neuronalnej tzw.
,heuron-like cells”. Ta ostatnia cecha zainteresowata naukowcow w kontekscie pochodzenia DPSCs.
Podczas rozwoju embrionalnego powstajg one z komdrek macierzystych grzebienia nerwowego —
struktury powstajacej z ektodermy — czyli listka zarodkowego, z ktérego wywodzg sie neurony oraz
komorki glejowe. Co wiecej w 2014 roku w czasopi$mie Nature ukazat sie artykut, ktérego autorzy
stosujac genetycznie zmodyfikowane myszy z fluorescencyjnie wyznakowanymi prekursorami
komoérek glejowych, wykazali iz komérki MSCs rezydujgce w miazdze zeba powstajg z tych samych
komoérek, co komorki glejowe. Istotng rolg MSCs jest ich parakrynna aktywnosé, czyli wydzielanie do
przestrzeni miedzykomorkowej biatek i innych czasteczek oddziatujgcych na inne typy komorek.
Jednym z proponowanych mechanizmdéw parakrynnych jest oddziatywanie MSCs przez aktywacje
chemokin i cytokin przeciwzapalnych, ktére odgrywaja kluczowa role w odpowiedzi immunologicznej
uktadu nerwowego po uszkodzeniu jakim jest udar niedokrwienny mézgu.

Ryc. 1 Skrawek hipokampa obserwowany za pomocq mikroskopu fluorescencyjnego.
Anti-8-Tubulin-Cy3 — mikrotubule, Hoechst — DNA.



Nasza grupa badawcza z Zaktadu Neuroendokrynologii Doswiadczalnej Instytutu Farmakologii im.
Jerzego Maja PAN zajmuje sie wyjasnieniem podfoza neuroimmunologicznego choréb
neurodegeneracyjnych, w tym udaru niedokrwiennego mézgu. Jako gtéwny model badawczy stuzg
nam hodowle organotypowe hipokampa. S to hodowle skrawkdw hipokampa, a wiec fragmentow
tkanek, co pozwala na zachowanie kompletnej struktury wzajemnych oddziatywan miedzy komérkami
uktadu nerwowego. Skrawki takie hoduje sie w insertach, ktére posiadajg w swojej budowie
membrane, przez ktérg dyfundowaé mogg rézne bioaktywne czgsteczki, w tym biatka. Skrawki s3
nastepnie poddawane deprywacji tlenu i glukozy (ang. Oxygen-glucose deprivation — OGD). Jest to
eksperyment imitujgcy warunki udaru niedokrwiennego ex vivo — a wiec brak dostepu do tlenu i
kluczowej dla prawidtowego dziatania mdzgu glukozy. W trakcie jego trwania skrawki hipokampa
umieszczane zostajg w komorze hipoksyjnej (bez dostepu do tlenu) oraz w pozywce hodowlanej
pozbawionej glukozy. Nastepnie inserty ze skrawkami przenosi sie do naczyn hodowlanych z
komérkami DPSCs i po 24 godzinach zostaje zbadane w jaki sposéb czasteczki wydzielane przez
komoérki miazgi zeba wptywaja na skrawki hipokampa po udarze.
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Ryc.2 W warunkach deprywacji tlenu i glukozy (w modelu udaru niedokrwiennego) dochodzi do smierci
komdrek wystepujgcych w mozgu (neurony, mikroglej, astrocyty). Obok niedotlenienia oraz braku
dostepu do glukozy dodatkowym czynnikiem prowadzgcym do postepujgcej degeneracji tkanki
nerwowej jest wydzielanie czynnikow prozapalnych przez komarki uktadu odpornosciowego. Komorki
stromalne miazgi zeba hamujq apoptoze i nekroze tkanki nerwowej, a takze modulujg aktywnos¢
uktadu immunologicznego w obrebie tkanki objetej udarem.

Prowadzone przeze mnie badania wykazaty, iz wspéthodowla skrawkéw poddanych deprywacji tlenu i
glukozy z komdérkami stromalnymi miazgi zeba znaczgco zmniejszyta Smiertelnos¢ komarek w obrebie
tych skrawkow. Obecnie prowadze badania majace na celu poznanie doktadnego mechanizmu
odpowiedzialnego za neuroprotekcyjne dziatanie komorek DPSCs po udarze. Wiele wskazuje na to, iz
wydzielane przez DPSCs chemokiny i cytokiny mogg wptywac na odpowiedz uktadu odpornosciowego,
prowadzac do zahamowania reakcji zapalnej. Okreslenie roli konkretnych chemokin i cytokin
odpowiedzialnych za efekty neuroprotekcyjne po udarze niedokrwiennym modzgu pozwoli na
wykorzystanie alternatywnej, bardziej dostepnej dla pacjentdw terapii niz terapia komorkowa.
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