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Udar moézgu, choroba, w ktérej doskonalenie metod leczenia farmakologicznego byto przez
kilka ostatnich lat zaniedbywane, stat sie ostatnio jednym z waznych obszardéw badan
poswieconych terapii z uzyciem komorek macierzystych. Wynika to z lepszego zrozumienia
potencjalnych mozliwosci terapeutycznych zaréwno w ostrej, jak i przewlektej fazie udaru,

a takze z rozpoczecia w wielu krajach nowych, bedacych aktualnie we wczesnej fazie badan
klinicznych, bazujacych na obiecujacych danych uzyskanych na podstawie wynikow badan
przeprowadzonych na odpowiednich modelach zwierzecych. BodZzcem do prac nad produktami
wykorzystujgcymi komaérki macierzyste jest takze zainteresowanie samych chorych, z ktérych
wielu poszukuje niesprawdzonych metod terapeutycznych. Niniejszy artykut poswiecono
problemom zwigzanym z rozwojem terapii z zastosowaniem komaérek macierzystych u chorych
z udarem maézgu. Omoéwiono w nim charakterystyke produktu leczniczego, kwestie finansowe,
bezpieczenstwo oraz skutecznos¢ pozakliniczna. Przedstawiono tez wynikajace z przepisow
wymagania zwigzane z rozpoczeciem badan z udziatem pacjentéw oraz z uzyskaniem
maksymalnych korzysci z badan oceniajgcych skutecznosé leku przez staranne ich
zaprojektowanie.

SLOWA KLUCZOWE: choroba przewlektfa, obrazowanie czynnosciowe, udar niedokrwienny
mozgu, komoérki macierzyste, udar, leczenie

Wprowadzenie

U co najmniej 50% chorych z udarem mézgu dochodzi do trwatego inwalidztwa obejmuja-
cego cate spektrum dysfunkgji neurologicznych. Nie ulega zatem watpliwosci, ze konieczne jest
opracowanie metod terapeutycznych o dzialaniu wzmacniajacym i regenerujacym. Ograniczona
poprawe, jaka mozna uzyskaé nawet przy optymalnej fizjoterapii i leczeniu farmakologicznym,
odzwierciedla krzywa plateau, przedstawiajgca punktacje uzyskang przez pacjentéw w tescie
oceny aktywnosci dnia codziennego lub podobnych testach oznaczajacych prawdopodobiefistwo
uzyskania przez chorego niezaleznosci. Za pomoca konwencjonalnych metod leczenia farma-
kologicznego i rehabilitacji dazy sie do zmaksymalizowania endogennego procesu zdrowienia,
zapobiezenia nawrotowi udaru i zaadaptowania sie pacjenta do utraty funkgji i unikania zacho-
wah zwigzanych z nieprzystosowaniem. Jednak mimo stosowania tej strategii faza plateau jest
podtrzymywana przez trwaly ubytek tkanki mézgu, ktérego obecnie nie potrafimy odbudowac.
Aktualnie prowadzone sg badania oceniajace potencjat zwigzkéw drobnoczgsteczkowych i innych
strategii leczniczych wspomagajacych proces zdrowienia, ale najwieksze nadzieje wiazg si¢ z moz-
liwo$ciami komdrek macierzystych, ktore przyciagaja ogromng uwage medidéw jako ,,cudowna
terapia”.
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Zastosowanie komorek
macierzystych jako metody
leczniczej

Komérki macierzyste mozna zdefiniowaé jako komorki sa-
moodnawiajace si¢ i majace zdolno$é przeksztafcania sie
w komorki okreslonego typu, swoistego dla danej tkanki.
Roznig sie one pod wieloma wzgledami, z ktérych dwa maja
kluczowe znaczenie dla wlasciwego postepowania terapeu-
tycznego. Pierwszym z nich jest potencjal komérki macierzy-
stej. Stanowi on o zdolnosci komoérki do réznicowania sie.
Komérki pluripotencjalne, do ktérych naleza macierzyste
komorki embrionalne (embryonic stem, ES) i indukowane
macierzyste komorki pluripotencjalne (induced pluripotent
stem, iPS), zwykle s zdolne do tworzenia wszystkich linii
tkankowych. W przeciwiefistwie do nich zdolnos¢ komérek
multlpotenqalnych (uzyskanych od dorostego osobnika) do
rdznicowania si¢ jest ograniczona do typu komorek swo-
istych dla tkanek, z ktérych zostaty pierwotnie wyizolowane.
W celu klinicznego wykorzystania komérek pluripotencjal-
nych konieczne jest stosowanie odtwarzalnych protokolow
réznicowania komorek, poniewaz niezréznicowane komérki
po przeszczepieniu tworzg potworniaki (fagodne guzy wie-
lokomérkowe). Dlatego prowadzone sg intensywne badania
oceniajace bezpieczefistwo stosowania komérek macierzy-
stych wywodzacych sie z komoérek pluripotencjalnych, sku-
piajace si¢ na ich sktonnosci do nowotworzenia i formowania
tkanki ektopowej.

Na podstawie tego samego podziatu na komérki pluri- i mul-
tipotencjalne drugi kluczowy pod wzgledem terapii aspekt
zwigzany jest ze strategia terapeutyczng zalezng od typu
komorki. Embrionalne komérki macierzyste i komérki iPS
stanowig wazne narzedzie strategii odbudowy utraconych
komorek i tkanek. Jest to kluczowa, stanowigca ogromne
wyzwanie strategia leczenia z uzyciem komoérek macierzy-
stych. Przykladami jej zastosowania i rozwoju s3: odtwa-
rzanie neuronéw dopaminergicznych w leczeniu pacjentéw
z chorobg Parkinsona, komérek wysp B stosowanych w cu-
krzycy typu 1 i fotoreceptoréw w leczeniu Slepoty. Komérki
macierzyste powinny by¢ podane precyzyjnie do okreSlonego
obszaru. Jednak i vivo wiekszo$¢ dojrzatych komoérek macie-
rzystych wykazuje matg wydajnos$¢ pod wzgledem produkgji
funkcjonalnych typéw komorek. W celach terapeutycznych
komorki te zwykle sa dostarczane i przyciagane do zmian
chorobowych, obszaréw uszkodzenia i zapalenia przez che-
mokiny lub inne przekazniki immunologiczne. Rolg tych ko-
morek jest raczej pobudzanie regeneracji przez pobudzenie
uktadu parakrynnego, troficznego i immunologicznego oraz
aktywacje naturalnych mechanizméw naprawczych niz za-
stapienie uszkodzonej tkanki. W odréznieniu od komérek
pluripotencjalnych, ktére s3 w pewnym stopniu wytworem
sztucznym i niezaleznym od otoczenia, przezycie dojrzatych
komérek macierzystych w organizmie biorcy jest catkowicie
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uzaleznione od warunkéw obszaru, do kt()rego zostang wpro-
wadzone, zaréwno zdrowego, ]akl zmienionego chorobowo,
zbudowanego gléwnie z naczyh i innych elementéw troﬁcz-
nych.

W terapii najczeSciej stosowane s3 multipotencjalne me-
zenchymalne komoérki podscieliska (multipotent mesen-
chymal stromal cells, MSC). Pochodzg one z wielu Zrédel,
takich jak szpik kostny, krew pepowinowa, tozysko i tkanka
tluszczowa. Autologiczne lub alogeniczne MSC mogg by¢
wprowadzone do organizmu drogg wewngtrznaczyniowg
natychmiast po wystapieniu zawalu tkanki. Zadaniem tych
komorek jest ochrona tkanki, pobudzanie aktywnosci uktadu
immunomodulujacego przez wydzielanie cytokin i czynnikéw
wzrostu, przy czym ich dlugoterminowe przezycie w obsza-
rze objetym zawafem nie jest konieczne. Ze wzgledu na ich
bardziej ,naturalne” pochodzenie, ograniczong zdolno§¢ do
wszczepienia i przezycia po implantacji, zastosowanie tych
komorek pociaga za sobg znacznie mniej problemdéw zwigza-
nych z bezpieczefistwem niz stosowanie produktéw z macie-
rzystych komoérek pluripotencjalnych.

Nerwowe komérki macierzyste (neural stem cells, NSC) s3
multipotencjalnymi komérkami wywodzacymi si¢ z rozwija-
jacego sie lub dojrzalego mézgu, zdolnymi do symetrycznego
podziatu komérkowego w powtarzalnych cyklach i w odpo-
wiednich warunkach hodowli do tworzenia swoich wtasnych,
identycznych kopii. Alternatywnie, co czesto ma miejsce
w roznych warunkach (w tym po transplantacji komoérek),
po zatrzymaniu wzrostu komorki beda do pewnego stopnia
réznicowac si¢ w neurony, astrocyty i oligodendrocyty.! Maja
one réwniez silne wlasciwosci regeneracyjne, stymulujac an-
giogeneze i modulujac reakcje immunologiczne. Wtasciwosci
te moga by¢ bardzo istotne dla terapii.

Rola komérek macierzystych
w leczeniu udaru mézgu

Komérki macierzyste stanowia z wielu powodéw atrakeyjng
opcje terapeutyczng udaru mézgu. Po pierwsze, konieczne s3
poszukiwania nowych metod leczenia udaru. Jak wiadomo,
mimo prowadzonych przez lata badan i dokonanych poste-
pow, poza sukcesem leczenia trombolitycznego stosowanego
w ciagu 4,5 godziny po wystapieniu udaru niedokrwien-
nego proby stworzenia zwigzkow drobnoczasteczkowych
i lekéw biologicznych majacych chronic uszkodzone komérki
w obszarze niedokrwienia mézgu okazaly sie ostatecznie bez-
owocne.>*

Koncepcja zastosowania komdrek macierzystych w lecze-
niu chor6b neurologicznych zostata opracowana na podstawie
wynikéw badan prowadzonych na modelach zwierzecych,
w ktérych przeszczepiano populacje pierwotnych ptodowych
komérek mézgu. Celem tych badan bylo zastgpienie utraco-
nej tkanki i pofaczenie jej z tkankg gospodarza. Na przyklad
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ptodowa tkanka dopaminergiczna i przeszczep komérkowy
funkcjonowaly na tyle dobrze na zwierz¢cych modelach nie-
doboru dopaminy, ze szybko przeniesiono je do klinicznych
badan nad chorobg Parkinsona, chociaz wyniki ostatecznych
randomizowanych badai kontrolowanych nie byly jedno-
znaczne.>® Zastosowanie tego modelu terapii w udarze
mozgu jest duzo bardziej ztozone ze wzgledu na koniecznosé
odwzorowania réznych typéw komoérek nerwowych, glejo-
wych i endotelialnych zniszczonych na skutek zawatu. Ten
pierwotnie gléwny cel,” czyli zastapienie zniszczonych tka-
nek i utworzenie sieci komdrek, okazat sie odlegly zar6wno
z naukowego punktu widzenia, jak i perspektyw rozwoju.?

Uszkodzenie moézgu zwigzane z udarem niedokrwien-
nym obejmuje szereg typéw komorek i wiaze sie z wieloma
procesami patologicznymi. Obecnie wiadomo, ze komérki
macierzyste dzialaja na wielu szlakach funkcjonalnych, co
oznacza, ze terapia z uzyciem komoérek macierzystych moze
korzystnie wplynaé na nastepstwa uszkodzenia zwigzanego
z udarem.!%11 Na przykiad komérki macierzyste moga roz-
nicowac¢ si¢ we wlasciwe komoérki docelowe i (lub) wydzielaé
regulowane, ale silnie dziafajace czynniki, hormony i inne
przekazniki chemiczne o potencjalnej aktywnosci biologicz-
nej, wywierajac istotny wplyw na wiele ukladéw komérko-
wych gospodarza.

Wieloczynnikowy charakter terapii z uzyciem komérek
macierzystych ma wiele korzystnych skutkéw. Po pierw-
sze, charakteryzuja si¢ naturalnym tropizmem do ognisk
zapalenia, uszkodzenia, a nawet przewleklego procesu
chorobowego. Po drugie, odpowiadaja na wiele bodzcéw
biologicznych powstajacych w Srodowisku topologicznie he-
terogennym i ulegajacym szybkim przemianom, ich zastoso-
wanie moze wiec by¢ bezpieczniejsze niz uzycie klasycznych
zwigzkéw drobnoczgsteczkowych, ktérych celem s3 jedynie
okreslone szlaki. Chociaz do potencjalnych zagrozen nalezy
sie odnie$¢ w badaniach przedklinicznych i wezesnych bada-
niach klinicznych, co zostanie oméwione ponizej, komérki
macierzyste moga by¢ skierowane do miejsc uszkodzenia
przez ukierunkowany transport lub przy wykorzystaniu
ich naturalnego tropizmu chemicznego Zatem jest malo
prawdopodobne, aby doszto do wystapienia nlepozqdanych
dzialafi ogélnoustrojowych. Po trzecie, komérki mozna pro-
dukowa¢ z komérek wlasnych pacjenta (np. autologicznych
komérek szpiku kostnego) lub moga by¢ pobierane od jed-
nego dawcy i stuzyé do leczenia tysiecy niespokrewnionych
pacjentéw (terapia alogeniczna). Wreszcie komérki macie-
rzyste moga by¢ przeksztalcane w hodowli lub poddane
modyfikacji genetycznej w celu uzyskania unikalnych wia-
$ciwosci i potencjatu leczniczego.

W badaniach przedklinicznych prowadzonych na mo-
delach zwierzecych udaru zidentyfikowano wiele typow
komorek, ktére moga stymulowaé odbudowe uszkodzo-
nych tkanek 8,12-14 Obejmowaly one NSC (Wywodze}ce si¢
z tkanki nerwowej lub powstale w wyniku réznicowania si¢
macierzystych komérek embrionalnych lub indukowanych

macierzystych komorek pluripotencjalnych), a takze ko-
morki krwi pepowinowej, MSC, komoérki jednojadrzaste
(mononuclear cells, MNC), komérki ttuszczowe i komorki
pozyskiwane z krwi menstruacyjnej. Wyselekcjonowane ko-
morki szpiku kostnego identyfikowane na podstawie ekspresji
antygenu CD34% i aktywnosci dehydrogenazy aldehydowe;j
lub genetycznie modyfikowane MSC (aktywowane Notch-1)
wykazaty skuteczno$¢ w badaniach przedklinicznych: obecnie
trwajg prace nad wykorzystaniem ich w terapii komérkowej.
Heterogennos¢ zZrddet komérek macierzystych zapoczatko-
wata poszukiwania wspdlnych mechanizméw ich dziafania,
ktérych réznorodno$é stanowi gtéwne wyzwanie dla planu-
jacych rozpoczaé badania kliniczne dalszej fazy.

Badania przedkliniczne dotyczace udaru mézgu sku-
pily sie raczej na ostrej i podostrej fazie choroby niz na
udarze w fazie przewleklej (tab. 1). Glo6wnym dziataniem
terapii komérkowych w tych punktach czasowych jest ra-
czej zmiana $rodowiska obszaru mézgu w obrebie penum-
bry poniedokrwiennej niz zastapienie tkanki, co moze by¢
bardziej istotne w przypadku dokonanego uszkodzenia.
Trwajacy do tygodnia po udarze okres ochrony tkanki,
charakteryzujacy sie apoptozg niedokrwionych komorek,
reaktywng angiogenezg i aktywacja miejscowej odpowiedzi
immunologicznej jest prawdopodobnie najbardziej obie-
cujacym celem terapii z uzyciem komoérek macierzystych,
kiedy to proangiogenne, antyapoptotyczne i immunomo-
dulujace dziatanie komérek macierzystych, jest jak si¢ wy-
daje, najsilniejsze (rycina).!3:16:17

7. drugiej strony aktywnos$¢ komoérek macierzystych
w ciggu tygodni, miesiecy i byé moze lat po wystapieniu udaru
skupia si¢ na naprawie funkcjonalnej stabilnych lub ulegaja-
cych degeneracji uktadéw neuronalnych. Pod tym wzgledem
opcje terapeutyczng stanowi regeneracja (rycina), obejmujaca
neurogeneze, angiogeneze, wydzielanie czynnikéw wzrostu,
réznicowanie komoérek i wszczepienie.!%18:19 Przedmiotem
tej pracy jest rozwdj metod terapii z uzyciem komérek ma-
cierzystych na potrzeby leczenia 0s6b z trwalg niesprawnoscia
spowodowang udarem mézgu.

Techniczne wyzwania zwigzane
z klinicznym zastosowaniem
komorek

Najwickszy problem techniczny zwigzany z terapeutycznym
zastosowaniem komorek macierzystych dotyczy dwéch réz-
nych obszaréw. Pierwszy odnosi sie do produktu leczniczego
—jego definicji, charakterystyki, sity dziatania i jakosci, a takze
produkgji i przechowania w warunkach zapewniajacych jego
trwalos¢ i stabilnos¢ przez dlugi czas. Wplywa to na wszyst-
kie aspekty programu rozwoju, od fazy przedklinicznej, przez
weczesng do pdzniej fazy klinicznej i na pelne zastosowanie
komercyjne. Z perspektywy producenta leku na powodzenie
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TABELA 1. LISTA BADAN DOTYCZACYCH TERAPII Z UZYCIEM KOMOREK MACIERZYSTYCH U PACJENTOW Z UDAREM MOZGU

— DANE UZYSKANE Z ELEKTRONICZNEJ BAZY CLINICALTRIALS.GOV

Sponsor Faza Komorki Droga n http://www.Clinicaltrials.gov
podania (dane z dnia 15.02.2012)

Athersys Inc. 2 Allogeniczne MSC (multipotencjalne A% 140 NCT01436487
dojrzate komorki progenitorowe, MAPC)

Aldagen Inc. 2 Autologiczne ALDH+ve i.a. 100 NCT01273337

Stempeutics 1/2 Allogeniczne MSC .. 78 NCT01091701

China Medical University 2 (ukonczone) Autologiczne CD34+ve i.C. 30 NCT00950521

Hospital

Stemedica 1/2 Autologiczne MSC .V, 35 NCT01297413

University of Grenoble 2 Autologiczne MSC i.v. 30 NCT00875654

University of Texas 1 Autologiczne MNC i.v. 30 NCT00859014

University Hospital Central % (ukonczone)  Autologiczne CD34+ve i.a. 20 NCT00761982

de Asturias

SanBio Inc. 1/2 Genetycznie modyfikowane MSC i.c. 18 NCT01287936
(aktywowany gen Notch-1)

University of Rio de Janeiro 1 (ukoriczone) Autologiczne MNC i.a/iv 12 NCT00473057

Imperial College of London ~ 1/2 Autologiczne CD34+ve i.a. ?  NCT00535197

Wiekszos¢ badan dotyczyta pacjentow w ostrej i podostrej fazie udaru mézgu. i.c. — domadzgowo, i.v. — dozylnie, i.a. — dotetniczo, ALDH — aktywnos¢
dehydrogenazy aldehydowej, MSC — multipotencjalna komoérka mezenchymalna, MNC — komorka jednojadrzasta.

Leczenie trombolityczne

Ostre
uszkodzenie

Zasieg
terapii

Godziny

" Odpowiedz naczyniowa -
i i stan zapalny )

Regeneracja

Neurogeneza

Angiogeneza

Czynniki wzrostu

Inhibitory powstawania blizny glejowej
Inhibitory mieliny

Ochrona tkanki

RYCINA. Terapeutyczne okno czasowe w udarze mézgu. Na podstawie Zaleska i wsp.'®

finansowe produktu sktada sie przede wszystkim decyzja o roz-
poczeciu projektu, poznanie docelowego profilu klinicznego,
kosztéw towaru i kosztéw poniesionych przez pacjenta lub
firme ubezpieczeniowa. Istotny jest tez stosunek ryzyka i ko-
rzySci, zwlaszcza jesli podanie komérek do organizmu wymaga
interwengji chirurgicznej. Komérki macierzyste powinny jed-
nak zapewniac istotniejsza poprawe pacjentowi niz np. kurs
fizjoterapii. Tak zwany profil produktu docelowego obejmuje
wszystkie te aspekty i stanowi istotng kwestie w konteks-
cie powaznej choroby, takiej jak udar mézgu.

Tom 7 Nr 62012 » Neurologia po Dyplomie

Kolejne wyzwanie stanowig przedkliniczne badania oce-
niajace bezpieczefistwo i skuteczno$¢ terapii. Pod wzgledem
bezpieczefistwa zakres koniecznych badad produktu ko-
moérkowego zalezy od ryzyka zwigzanego z terapig i na tym
polega interesujaca rdznica. Jesli chodzi o autologiczne ko-
morki macierzyste izolowane ze szpiku kostnego, wymagac
one bedg przeprowadzenia niewielu badani oceniajacych ich
bezpieczefistwo w fazie przedklinicznej, ze wzgledu na wie-
loletnie do$wiadczenia nad transplantacjg szpiku. Komérki
macierzyste wywodzace sie ze szpiku kostnego przeksztalcone
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TABELA 2. TABELA PODSUNMOWUJACA TESTY BEHAWIORALNE | WYNIKI LECZENIA Z UZYCIEM KOMOREK MACIERZYSTYCH

U PACJENTOW PO UDARZE MOZGU

Test behawioralny

Czestosé stosowania (%) Korzystne wyniki leczenia (%)

Skala mNSS (Modified Neurological Severity Score), oceniajgca funkcje ruchowe

i czuciowe, rownowage i odruchy

Test usuwania tasmy klejacej

Test na biezni Rotarod

Uktadanie konczyn i stymulacja dotykowa

Test cylindra (spontaniczne uzywanie przednich konczyn)
Test na biezni i chod

Chodzenie po belce

Test Montoya

Labirynt wodny, aktywne unikanie (poznawcze)
Inne (cykl apomorfina/amfetamina)

Objetos¢ ogniska zawatowego

Na podstawie tabeli 1 i materiatéw uzupetniajacych Hicks i wsp.'#

w alogeniczny produkt komérkowy, np. MSC, wymagaja
oceny pod katem bezpleczenstwa Jednak poniewaz zwy-
kle wykazuja one niewielki stopiefi wszczepienia, gtéwnym
obiektem zainteresowania jest raczej ich ostra toksyczno$¢ niz
dtugoterminowe dzialanie onkogenne. W przypadku komd-
rek macierzystych, zwlaszcza tych wywodzacych sie z komé-
rek pluripotencjalnych, ktére po implantacji mogg tworzy¢
potworniaki, ich dziatanie onkogenne w fazie przedklinicznej
stanowi gtéwny problem i wymaga badaf z dtugim okresem
obserwacji. Na przyktad koszty i obcigzenie czasowe zwig-
zane z produkcjg komérek ES jako produktu leczniczego,
jakie spoczely na firmie Geron Inc., byly przyczyng niespo-
dziewanego zawieszenia dziatalnosci firmy w listopadzie
2011 roku po ponad 10 latach funkcjonowania.

Modele zwierzece

Mimo opracowania na podstawie wynikéw badan na gryzo-
niach r6znych eksperymentalnych modeli niedokrwiennego
i krwotocznego udaru mdzgu, najlepiej potwierdzonym mo-
delem uszkodzenia wynikajacego z niedokrwienia i jego kon-
sekwengji funkcjonalnych jest zamkniecie tetnicy Srodkowe;j
mozgu u szczura lub myszy. Zamkniecie tej tetnicy powoduje
u zw1erzqc1a ciezkg dysfunkcje neurologiczna, ktérag mozna
oceni¢ za pomocy obserwacji zachowan stymulowanych
i niestymulowanych. Wigkszo$¢ z tych zaburzefi wycofuje si¢
samoistnie w ciagu dni do tygodni,?” a zwigzane z tym zacho-
wania, ktore ulegaja samoistnej poprawie, mogg utrudniaé
ocene procesu zdrowienia zwigzanego z leczeniem. W celu
wykazania trwatych zaburzefi nieustepujacych samoistnie
z uplywem czasu opracowano testy behawioralne, obejmujgce
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test dwustronnej asymetrii, test na labiryncie wodnym Mor-
risa i probe z uzyciem rotametru.?!

W przegladzie Hicksa i wsp.'# autorzy przedstawili cze-
sto$¢ stosowania i wskaznik skutecznodci réznych testow be-
hawioralnych w ocenie efektéw terapii z uzyciem komdrek
w 69 przedklinicznych badaniach dotyczacych udaru mézgu.
Liczba badan, w ktérych zastosowano kazdy test behawio-
ralny, i czesto$¢ uzyskanych w nich dodatnich wynikéw le-
czenia przedstawiono w tabeli 2.

Jak przedstawiono w tej tabeli, standardowg praktyka
w ocenie skutecznosci leczenia choréb osrodkowego uktadu
nerwowego w badaniach przedklinicznych prowadzonych
na modelu zwierzecym jest stosowanie wiecej niz jednego
testu. Dla petnej oceny wielu ztozonych i skoordynowanych
funkgji sensomotorycznych, do uposledzenia ktérych moze
doj$¢ w przypadku zamkniecia tetnicy srodkowej mozgu po-
wodujacego uszkodzenie kory i zwojéw podstawy, konieczne
jest przeprowadzenie wielu réznych testéw behawioralnych.
Nawet w dobrze kontrolowanych badaniach zmiennos¢
anatomiczna unaczynienia i drobne réznice proceduralne
przyczyniajg si¢ do roznic w rozleglosci i lokalizacji ogniska
zawalowego oraz oczekiwanych deficytéw behawioralnych.
Wskaznik skutecznosci niektérych najczesciej stosowanych
testow odzwierciedla mozliwo$¢ ich zastosowania raczej
w ostrym okresie po udarze niz w ocenie trwalych lub sta-
bilnych deficytéw u zwierzat z okluzja tetnicy. Wielu ba-
daczy??#23 podkresla potrzebe oceny przebiegu procesu
zdrowienia za pomoca kazdego testu funkcjonalnego przed
rozpoczeciem jakichkolwiek badan dotyczacych interwengji
terapeutycznych.

Zaden model zwierzecy nie jest w stanie odzwierciedli¢
réznorodnosci rozlegtosci i lokalizacji udarowego ogniska
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Ramka. Testy stuzace do oceny przewlektej niesprawnosci
po udarze mézgu i poprawy funkcjonalnej u szczuréw
z zamknieta tetnica srodkowa mézgu

Test dwustronnej asymetrii: Czas potrzebny do zetkniecia sie

i (lub) zdjecia bransoletek tasmowych z porazonej w poréwnaniu

do nieporazonej tylnej tapy stanowi wiarygodna metode oceny
utrwalonej dysfunkcji sensomotorycznej w przewlektej fazie udaru.
Po implantacji nerwowych komérek macierzystych (NSC) tozstronnie
i przeciwstronnie obserwowano zmniejszenie dysfunkcji, ktéra
osiggneta stabilny stan w 6-18 tygodniu po podaniu leku.2425 Test
ten byt nastepnie stosowany w kolejnych badaniach klinicznych,
dotyczacych stosowania implantéw z komérek NSC u ludzi,'926

Test z uzyciem rotametru: Test z uzyciem rotametru jest
powszechnym narzedziem stuzacym do oceny dysfunkeji prazkowia.?4
Sktonnos¢ do rotacji nie ustepuje samoistnie po jego wykonaniu
(nawet po roku od wystapienia udaru). Jest on réwniez szeroko
stosowany w przypadku choroby Parkinsona, w celu oceny trwatych
zmian w dopaminergicznym ukfadzie nigrostriatalnym.

Test na labiryncie wodnym Morrisa: Labirynt wodny Morrisa
stosowany byt w wielu badaniach w celu monitorowania zaburzen
pamieci przestrzennej po przebytym udarze i implantacji
komorek. Test ten jest szeroko stosowany w przypadku
uszkodzenia i regeneracji kory mézgu i hipokampoéw. Badanie
roznych miejsc implantacji komorek NSC wykazato, ze miejsce
podania leku ma istotny wptyw na wynik leczenia. Implantacja
komorek srodmiazszowo (prazkowe i kora mozgu, tozstronnie lub
przeciwstronnie do niedokrwionej pétkuli) nie powoduje istotnej
poprawy wynikow tego testu. Jednak implantacja komoérek do komér
bocznych powoduje poprawe funkcjonalna.'®

niedokrwiennego u ludzi ani r6znorodno$ci w zakresie nie-
sprawno$ci ludzkiego organizmu po udarze lub wplywu
choréb wspotistniejacych w starzejacej sie populacji chorych
z udarem moézgu. Wszystkie modele dostarczajg informacji
potwierdzajacych, ze implanty z komérek macierzystych
moga wykazywaé odpowiednig aktywnos¢ biologiczng, co
stanowi wskazowke dla organ6w ustawodawczych i sponso-
réw o zasadnosci prowadzenia badafi klinicznych (ramka).

Analiza przypadku w pracy
nad rozwojem produktu

Trwajacy ponad 10 lat proces przektadania wynikéw badan
naukowych na praktyke kliniczng nie stanowi na polu terapii
z uzyciem komodrek macierzystych wyjatku. Badanie Glas-
gow PISCES przeprowadzone z udzialem firmy ReNeuron
(Pilot Investigation of Stem CElls in Stroke 2010; http://
www.ClinicalTrials.gov, Identifier No. NCT01151124) jest
pierwszym w pelni kontrolowanym badaniem dotyczgcym
leczenia z uzyciem komérek macierzystych przeprowadzo-
nym w Wielkiej Brytanii i jednym z pierwszych na $wiecie
w pelni kontrolowanych badai dotyczacym zastosowania
komérek NSC. Na postawie wynikéw badania dotyczacego
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NSC przeprowadzonego na gryzoniach, po wprowadze-
niu zmian w technologii i wielu opéznieniach w produkgji,
a takze z wykorzystaniem wynikéw dlugoterminowych badan
przedklinicznych, w listopadzie 2010 roku pierwszy pacjent
z udarem mdzgu otrzymat leczenie z uzyciem komérek NSC
pochodzacych z linii komérkowej CTXO0EO3.

W celu opracowania produktu klinicznego i komercyj-
nego autorzy przeprowadzili modyfikacje genetyczng ludz-
kich ptodowych komérek NSC, uzywajac pojedynczej kopii
genu ¢-Myc polaczonego ze zmodyfikowanym receptorem
estrogenowym, ktorego ligand stanowi syntetyczny zwigzek
chemiczny 4-hydroksytamoksyfen (4OHT).2”-* Biatko c-Myc
umozliwia klonowanie komérek i pobudza ich proliferacje, jak
réwniez przez zwickszong ekspresje i aktywnos¢ telomerazy
powoduje ich intensywny, stabilny wzrost. Aktywno$¢ fuzyj-
nego biatka regulowana jest przez dodanie 4OHT do pozywki
hodowli komérkowej, co umozliwia jego translokacje do jadra
komoérki. Historie rozwoju c-MycERT™M 7 linii komoérkowej
NSC przez firme ReNeuron opisano w innym miejscu.2’

Hodowla komoérek linii CTX0EO3 na skale przemystowa
jest (wzglednie) tatwa i mozliwa do prowadzenia zgodnie
z standardami jakosci, jakie obowigzujg przy produkgji kon-
wengcjonalnych $rodkéw biofarmaceutycznych. Pozwala to
na przechowywanie komoérek z linii CTX0E03 z uwzgled-
nieniem wszystkich zasad dobrej praktyki produkeyjnej (good
manufacturing practice, GMP), zgodnie z ktérymi wszystkie
kluczowe badania przedkliniczne oceniajgce bezpieczen-
stwo i skuteczno$¢ terapii, jak rowniez badania prowadzone
z udziatem pierwszych pacjentéw, byty lub bedg prowadzone
z uzyciem tego samego surowca do produkgji substangji lecz-
niczej, co powinno mieé miejsce w kazdym kolejnym badaniu
klinicznym i z kazdym autoryzowanym lub znakowanym pro-
duktem.3? Produkt nie bedzie ponownie uzyskiwany, ponie-
waz na kazdym etapie produkgji dostepna jest wystarczajaca
liczba prébek, co umozliwia w zasadzie nieograniczone zasto-
sowanie substancji leczniczej/produktu leczniczego. Ostatnio
pozytywnie zweryfikowano pomyst automatyzacji produkgji
CTXO0E03,3! co dodatkowo potwierdzito potencjat tej linii
komérkowej do efektywnego i bezpiecznego powielania
w warunkach przemystowych.

Badania przedkliniczne

BEZPIECZENSTWO

Pozwolenie na rozpoczecie badan klinicznych z uzyciem
nowego produktu z komérek macierzystych, w tym NSC,
wymagalo z jednej strony obszernych danych dotyczacych
jakosci, produkgji i charakterystyki produktu, a z drugiej serii
badan oceniajacych jego krotko- i dlugoterminowg toksycz-
nos¢ i bezpieczenstwo.

Krétkotrwale dziatanie biologiczne, takie jak bezpo-
$redni wplyw na uktad immunologiczny, moze by¢ ocenione
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w standardowo zaprojektowanych badaniach toksykologicz-
nych, wykorzystujacych jako punkt koficowy wyniki obser-
wacyjnych testow funkcjonalnych, badai hematologicznych
i nekroskopii. Kluczowy problem bezpieczefistwa i skutecz-
nosci terapii stanowi migracja i wszczepianie komérek. Ko-
nieczne jest przeprowadzenie w warunkach in vivo pelnej
analizy biodystrybucji komédrek za pomocg czasowej oceny
atestowanych markeréw komérek macierzystych. Zwykle
osiaga si¢ to przez polaczenie analizy immunohistochemicz-
nej, metody hybrydyzagji in situ lub iloSciowej oceny reakgji
taficuchowej polimerazy w celu oceny swoistych cech komd-
rek macierzystych lub ich macierzystej tkanki lub markeréw
swoistych dla komérek macierzystych. W celu wyelimino-
wania wynikéw falszywie dodatnich badania te wymagaja
wstepnej oceny ich wykonalno$ci i prawdziwosci oraz pro-
wadzenia odpowiednich kontroli.

Potwierdzenie bezpieczefistwa terapii w perspektywie diu-
gotermlnowe] wymaga przeprowadzenla badan oceniajacych
jej potencjal nowotworzenia na duzej liczbie permisywnych
(o uposledzonej odpornosci) myszy obu plci. Czas trwania
badan bedzie si¢ réznit w zaleznosci od czasu przezycia ko-
morek. Moze on wynosi¢ od okoto 3 miesiecy w przypadku
typu komoérek niewszczepiajacych sie do 12 miesiecy lub dtu-
zej w przypadku komérek o duzym odsetku przezycia w wa-
runkach in vivo.

Ponadto, ze wzgledu na obecno$é genu c-Myc i jego
wstawki retrowirusowej, przeprowadzono dalsze badania,
majace na celu wykazanie zmniejszenia ekspresji receptoréw
c-MycER i jego epigenetycznego uspienia.>? Dodatkowo,
w celu wyeliminowania ryzyka zakazenia, wykonano badania
banku komérek na obecno$¢ retrowirusa.

SKUTECZNOSC

W celu oceny mozliwosci dopuszczenia testow klinicznych
zaprojektowanych przez firme ReNeuron przeprowadzono
dwa w pelni monitorowane badania oceniajace skuteczno$é
produktu leczniczego CTX, opracowanego zgodnie z pro-
tokotem GMP. Po recenzji specjalistow z tej dziedziny, opu-
blikowano wyniki obu. W pierwszym z nich,!® w ktérym
trzem grupom terapeutycznym podano rézng liczbe komo-
rek (grupie czwartej podano placebo), wykazano, ze stopief
poprawy funkgji sensomotorycznych zalezy od dawki leku.
Wykazano tez, ze indukowane przez komérki angio- i neuro-
geneza byly Wlarygodnym mediatorem poprawy funkcjonal-
nej. W drugim badaniu,2¢ aby wyjasni¢, czy miejscowe stereo-
taktyczne wprowadzenle leku jest konieczne do zapewnienia
jego skutecznosci, poréwnano efekty dziatania implantéw
wszczepianych do struktur prazkowia w poblizu ognisk za-
watu (jak w badaniu klinicznym PISCES) ze skuteczno$cia
tych podawanych do komér mézgowych. Dodatkowo wyko-
nano obrazowanie metodg rezonansu magnetycznego (MR),
w celu ufatwienia procedury stereotaktycznej i stratyfikacji
zwierzat w zaleznosci od stopnia uszkodzenia, a takze moni-
torowania jakichkolwiek zmian strukturalnych zachodzgcych

w ciggu 3 miesiecy po implantacji. Obszerna analiza histolo-
giczna oraz analiza stereologiczna wprowadzonych do mézgu
szczura komérek objeta réwniez fenotypowanie przetrwalych
komérek i ocene pod katem wszystkich zmian zachodzacych
w obrebie mézgu biorcy. Wykazano istotne zmniejszenie de-
ficytu sensomotorycznego u osobnikéw, ktérym wszczepiono
komoérki w poblize ogniska zawatowego, ale nie u tych, kto-
rym wstrzyknieto je do komér mézgowych, co potwierdza
znaczenie miejscowego podania tego typu komoérek. Poprawa
byta wieksza u szczurdw, u ktorych obszar uszkodzenia ogra-
niczal sie do prazkowia, niz u szczuréw, u ktérych doszto
réwniez do zniszczenia kory mozgu.

W kolejnych badaniach wykazano, ze kluczowq cechq pro-
duktu CTX sg jego wlasciwosci proangiogenne i immuno-
modulujace, ktére odgrywaja wazng role w procesie gojenia
— podobnie jak komérki NSC w niedokrwionej tkance.3

Problemy kliniczne

KONTROLA

Wedtug obiegowej opinii nadmierna kontrola op6Znia kli-
niczne zastosowanie terapii komdrkowych (ktére wydajg sie
tatwo dostepne do zakupu przez internet). Sg jednak istotne
obawy dotyczace zastosowania substangji biologicznie czyn-
nych u ludzi, zwlaszcza gdy moze sie to wigza z pewnego
stopnia trwalym wszczepieniem implantu, a obecnie dyspo-
nujemy ograniczong liczbg (z wyjatkiem przypadkéw nowo-
twordéw ukltadu krwiono$nego) danych na temat skutkéw
terapii z uzyciem jakichkolwiek komorek u ludzi. Proces
kontroli musi uwzgledniaé wiele probleméw, w tym weryfi-
kacje zrodha pierwotnych komorek i przestrzeganie w proce-
sie produkgji preparatéw komérkowych standardéw GMP.
Roéwnie wazne s potencjalne dodatkowe problemy zwigzane
z bezpieczefistwem, wynikajace z genetycznej modyfikacji
produkowanych komoérek (np. wprowadzenie genéw pobu-
dzajacych wzrost komorek, takich jak c-MycER stosowany
w linii komérkowej CTXO0EO3 lub licznych genéw koduja-
cych czynniki wzrostu komorek, wywodzacych sie z komorek
iPS, jak rowniez stosowanie wektoréw wirusowych w celu
modyfikacji niektérych typéw komorek), a takze problemy
zwigzane z potencjalng sktonnoscig komérek do nowotwo-
rzenia oraz kwestie wyboru metody wszczepienia preparatu.
Ponadto, ocena pod wzgledem spetnienia wymogdw etycz-
nych wymaga oszacowania wspdtczynnika ryzyka i korzys-
ci w obszarze zaniedbanym pod wzgledem zasobu danych
klinicznych. Tymczasem wnioski, jakie mozna wyciggnad
z wynikéw badaf prowadzonych na modelu zwierzecym, sg
niejednoznaczne. Niewatpliwie usprawnienie proceséw re-
gulacyjnych przyczynitoby sie do zwiekszenia liczby danych,
ale odpowiedni nadz6r bedzie wymagat przeprowadzenia do-
ktadnej analizy przez wiele oséb posiadajacych odpowiednia
wiedze.
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Opoznienia wynikajace z procedur regulacyjnych wiaza
sie z ryzykiem wzrostu liczby przypadkéw wykorzystywa-
nia chorych przez firmy prowadzace niekontrolowang dzia-
talnos¢ komercyjng, co moze zaréwno stanowic ryzyko dla
pacjentéw, jak réwniez utrudniaé postep naukowy przez
eliminowanie potencjalnych uczestnikéw badan klinicznych,
jednoczesnie przy trudnym ich poréwnaniu.

BEZPIECZENSTWO

Mozliwosé rozwoju potworniakéw lub potworniakora-
kéw z niezrdéznicowanych komoérek ES wykazana w bada-
niach przeprowadzonych na modelu zwierzecym nie zostata
udokumentowana w odniesieniu do komérek macierzystych
innego pochodzenia, niemniej pozostaje ona teoretycznym
problemem i stanowi podstawe ustalenia dolnej granicy
wieku uczestnikow badania PISCES na poziomie 60 lat
(mlodsze osoby o dtuzszej przewidywanej diugosci zycia
charakteryzuja sie wickszym potencjalnym ryzykiem wysta-
pienia tego powiklania). Nie jest jasne, czy dane pochodzace
z badan przeprowadzonych na modelu zwierzecym, glowme
na gryzoniach o obnizonej odpornosci, moga rzeczywiscie
dostarczaé informagji na temat ryzyka rozwoju nowotworu
u ludzi. Glo$ne bylo doniesienie o przypadku rozwoju rzad-
kich guzéw u cztowieka,33 ale dotyczyto ono bardzo rzadkiej
sytuacji, w ktorej przez dtugi czas, w niekontrolowanych wa-
runkach, dokonywano wielokrotnych implantacji plodowych
komérek macierzystych niejasnego pochodzenia u mtodego
chorego z zespolem ataksja-teleangiektazja, ktdry to zesp6t
oprbcz wystepowania zaburzef neurologicznych wiaze sie
z uposledzeniem uktadu immunologicznego.

Po zastosowaniu terapii monitoruje si¢ stan pacjenta z wy-
korzystaniem w tym celu skal oceny neurologicznej, obejmu-
jacych szczegdtows analize funkeji czuciowych, ruchowych
i poznawczych. Odnotowuje si¢ inne potencjalne zdarzenia
niepozadane zwigzane z wszczepieniem materiatu neuronal-
nego do mdzgu, np. bol lub aktywnosé padaczkows.

Ryzyko immunologicznego odrzucenia implantu, nawet
komorek alogenicznych, wydaje si¢ niewielkie i moze by¢
zwigzane z wrodzonymi wlasciwo$ciami immunomodu-
lacyjnymi komorek mac1erzystych W przypadku podania
implantu bezposrednio do mézgu w poznym okresie po
wystapieniu udaru bariera krew-mézg moze chroni¢ przed
reakcja ukfadu immunologicznego, natomiast w przypadku
podania komérek w podostrej fazie choroby odpowiedz
mogtaby by¢ inna. Stosowanie lekéw immunosupresyjnych
niesie potencjalnie istotne ryzyko chorobowosci, szczeg6l-
nie u 0s6b z udarem mdzgu, u ktérych uposledzeniu odpor-
noéci towarzyszy ryzyko infekcji, w tym zakazef szpital-
nych, zachtystowego zapalenia ptuc i zakazenia drég mo-
czowych, a takze u 0séb zwykle otrzymujacych wiele lekow
i w zwigzku z tym narazonych na dodatkowe ryzyko wysta-
pienia interakcji lekowych. Znaczenie hipotetycznej korzysci
immunologicznej wynikajacej z zastosowania autologicz-
nych komoérek macierzystych nie jest jasne. Immunogenno$é
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komorek alogenicznych nie jest okre$lona, poniewaz niezrdz-
nicowane komoérki macierzyste nie wykazujg wybitnej ekspre-
sji powierzchniowych markeréw zgodnosci tkankowej, przy
czym ta ekspresja moze by¢ modyfikowana przez interakcje
z komorkami biorcy. Czesto zaleca sie monitorowanie reakgji
przeciwcial przeciwko komérkom.

Komérki lub ich poiywki moga by¢ zrédlem infekgji za-
kaznych, a badania przesiewowe wykonywane przed implan-
tacja komérek moga nie obejmowaé petnego zakresu znanych
czynnikéw chorobotwérczych. Komérki autologiczne czgsto
s3 hodowane na pozywkach zawierajacych bydleca surowice
plodowa, co stanowi potencjalne zrédto choroby odzwierze-
cej. Mozna tego unikngé poprzez uzywanie surowicy ludzkiej
lub pozywek niezawierajacych surowicy.

Gléwnym elementem bezposredniej oceny bezpieczefistwa
terapii jest prawdopodobnie sposéb podania komérek.3*
W aktualnie prowadzonym badaniu PISCES wykonuje si¢
iniekcje bezposrednio do mézgu, wykorzystujac w tym celu
technike chirurgii stereotaktrycznej, podobnie jak w poprzed-
nich matych badaniach z uzyciem komérek pochodzacych
z potworniakoraka, ptodowych komérek $winskich i auto-
logicznych komérek pochodzacych ze szpiku kostnego.35-38
Metoda ta pociaga za soba} ryzyko zwigzane ze znieczuleniem
og6lnym, hospitalizacja i zabiegiem neurochirurgicznym,
gléwnie u o0s6b starszych, prawdopodobnie przyjmujacych
w ramach profilaktyki wtornej leki przeciwplytkowe lub prze-
ciwkrzepliwe. Doswiadczenia zdobyte w badaniach dotycza-
cych implantacji komérek u chorych z chorobg Huntingtona
lub Parkinsona, jak réwniez z udarem mdzgu, dotyczg iniekgji
komérek do struktur zwojow podstawy w liczbie od 0,5 do
10 milionéw o objetoéci 10-200 wl. W przegladzie dotycza-
cym tych badafi znalazla sie informacja o wystgpieniu zda-
rzef niepozadanych zwigzanych z zabiegiem chirurgicznym
u 12 z 238 chorych, co jest zgodne z danymi z piSmiennic-
twa dotyczacymi zabiegéw z zastosowaniem technik chirur-
gii stereotaktycznej, ktore wigza si¢ z ryzykiem krwawienia
§rodezaszkowego okoto 1,79, gléwnie krwotoku podtwar-
déwkowego i ryzykiem wystapienia napadow padaczkowych
przy catkowitej Smiertelnosci wynoszacej 0,3% i chorobo-
wosci 1,4%.3

W dwoch malych badaniach klinicznych, w ktérych
chorym w podostrej fazie udaru autologiczne komérki ma-
cierzyste pochodzace ze szpiku kostnego podawano droga
dozylng,3+40:41 do dzisiaj nie odnotowano zadnych powaz-
nych zdarzefi niepozadanych zaréwno w ostrym okresie po
podaniu leku, jak i w 5-letnim okresie obserwacji, ktorg ob-
jeto 16 0s6b,*! ani tez w 24-miesiecznym okresie obserwacji
obejmujacej szeSciu innych badanych.*? Badania na modelach
zw1erzqcych wykazaly, ze dozylne podanie komérek wigzato
sie z szybkim ich usuwaniem przez ptuca i uklad siateczkowo-
-sr6dblonkowy i w zwigzku z tym matym stopniem wszcze-
pienia komérek do osrodkowego uktadu nerwowego.*244
Mimo to efekt terapeutyczny byl widoczny, a dzialanie
troficzne komoérek podanych drogg systemowa stanowi
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najpewniej podstawe mechanizmu dziatania takiej terapii.
U chorych w przewlekfej fazie po przebytym udarze méozgu,
ta droga podania leku nie wydaje si¢ optymalna.

W badaniach prowadzonych zaréwno na modelu zwie-
rzecym, jak i w aktualnym badaniu z udziatem ludzi, oce-
niano skuteczno$¢ terapii z uzyciem komérek macierzystych
podawanych dotetniczo, poniewaz ta droga podania, w po-
réwnaniu z iniekcja dozylna, wydaje sie zwiekszaé prawdo-
podobienstwo wszczepienia komérek do mézgu.** Niemniej,
z uwagi na obserwowane na modelu zwierzecym przypadki
udaru mézgu spowodowanego dotetniczym podaniem ko-
morek, metody bezpiecznego podania leku t3 drogg moga
wymagaé dalszego udoskonalenia.

W dotychczasowych badaniach klinicznych grupy kon-
trolne charakteryzowaly sie bardzo ograniczong liczebno-
Scia. Jedynie w dwdch z nich stosowano randomizacje,3641
w jednym brata udzial nierandomizowana grupa kontrolna;*
pozostate byty badaniami obserwacyjnymi, w ktorych wszyst-
kich badanych poddano terapii komérkowe;j. Jak dotad tylko
dwa badania zawieraly grupy kontrolne, ktére jednak nie
otrzymywaly placebo, byly wiec one niedoskonate. Mata
liczba uczestnikéw we wszystkich tych badaniach (mniej niz
100 0s6b w kazdym) bardzo ogranicza mozliwo$¢ wyciagnie-
cia jakichkolwiek wnioskéw na temat bezpieczefistwa terapii.

OCENA SKUTECZNOSCI | PROTOKOL BADANIA

Podczas gdy w pierwszej fazie badan, w ktdrych pierwot-
nym punktem koficowym jest bezpieczeiistwo terapii, pomie-
cie grupy kontrolnej lub grupy otrzymujacej placebo moze
by¢ usprawiedliwione, w przypadku oceny pod katem sku-
tecznosci leczenia jest zupetnie inaczej. Wybor odpowiednich
grup kontrolnych nastrecza wiele trudnosci. Utworzenie grup
kontrolnych wigze sie z wieloma problemami. Taka réwnole-
gla grupa, w ktdrej stosowane s3 jedynie konwencjonalne me-
tody leczenia farmakologicznego i rehabilitacyjnego, rowniez
nie jest doskonata, poniewaz procedury inwazyjne (i najpraw-
dopodobniej dodatkowa aura, jaka otacza samg terapie ko-
mérkows) powoduja silny efekt placebo.*> W zwigzku z tym
pojawia si¢ problem stworzenia takiego typu grupy kontrol-
nej, koniecznej do potwierdzenia skutecznosci biologicznej
terapii komérkowej. To, czy wykonywanie pozorowanego
zabiegu neurochirurgicznego w grupie kontrolnej w przy-
padku badaf, w ktérych komorki podawane sg doméozgowo,
jest usprawiedliwione z etycznego punktu widzenia, jest
kwestig najbliiszej przyszloéci Leczenie z uzyciem komorek
autologlcznych réwniez wiaze sie z pewnymi trudno$ciami,
poniewaz pobranie szpiku kostnego jest procedurg inwazyjna,
obarczong pewnym ryzykiem chorobowosci, a w przypadku
podania komérek drogg dotetnicza dodatkowq chorobo-
woscig zwigzang z zabiegiem. Konwencjonalne badania po-
réwnawcze charakteryzuja sie prawdopodobnie zbyt mato
efektywnymi metodami oceny skutecznosci terapii komor-
kowej we wezesnym stadium fazy 2. W badaniach dotycza-
cych neurochirurgicznych zabiegéw ablacji lub stymulagji

glebokich struktur mézgu u oséb z choroba Parkinsona,*¢

pacjenci sg randomizowani do leczenia w trybie odroczonym
lub natychmiastowym, co moze stanowi¢ kompromis, ktory
mogtby miec zastosowanie u chorych z udarem mézgu.

Kwestig problematyczng jest réwniez to, czym jest stan-
dardowa terapia medyczna w grupie kontrolnej. Biorac pod
uwage potencjal regeneracyjny terapii komérkowej, ulatwie-
niem lub nawet koniecznoécig moglyby byé dodatkowe za-
jecia rehabilitacyjne. Leczenie to jest czesto pordwnywane
z fizjoterapig, w rzeczywistosci jednak jest zbiorem ztozonych
i indywidualnie dostosowanych rozmaitych procedur, przy
czym kazda poparta jest réznymi dowodami i znajduje rézne
zastosowanie w roznych systemach opieki zdrowotnej. Jesli
nie mozna zdefiniowa¢ standardowej terapii, wdrozenie jed-
nohte], popartej wynikami badaf opieki w grupie kontrolnej
i leczonej moze stanowic istotng przeszkode. Jesli propono-
wana interwencja lecznicza przekracza zakres dziatan uwaza-
nych za rutynowe lub udowodnione, niezalezne efekty terapii
komérkowej nie moga by¢ okreslone.

WYBOR PACJENTOW | OCENA WYNIKOW LECZENIA

Ograniczenia wynikajace z wydajnosci produkeji lub
procedur zwigzanych z podawaniem leku duzej liczbie pa-
¢jentdw objetych badaniem, nawet przed uwzglednieniem
czynnikéw eliminujgcych, oznaczajg ze liczba uczestnikow
we wezesnej fazie Il badania bedzie duzo mniejsza niz w kon-
wengcjonalnych badaniach dotyczacych zastosowania matych
molekut u chorych z udarem mézgu, cho¢ nawet te bada-
nia charakteryzujg sie zbyt malg sita dowodu na potencjalng
skuteczno$¢ terapii. Dlatego wybdr pacjentéw majacy na
celu optymalizacje szans na prawidlows ocene biologicznych
skutkéw terapii komdrkowej przy najmniejszej liczbie cho-
rych jest sprawa kluczows, jednak metody identyfikacji tej
potengjalnie odpowiadajacej na leczenie populagji przy jed-
noczesnym zminimalizowaniu uczestnictwa osob, u ktorych
prawdopodobnie dojdzie do samoistnego wyzdrowienia,
nie zostaly jeszcze opracowane.*” Kryteria stosowane czesto
w badaniach z udzialem 0séb w ostrej fazie choroby nie maja
prawdopodobnie zastosowania w przypadku os6b w fazie po-
dostrej, a tym bardziej przewleklej udaru.

Optymalny czas wdrozenia terapii u pacjentéw z udarem
moézgu pozostaje niejasny. Przekonanie, ze typ komdrek, spo-
s6b ich podania i potencjalny mechanizm dziatania stanowig
istotne czynniki, ktére nalezy bra¢ pod uwage przy okre-
$laniu wlasciwego czasu podania leku,*® potwierdzone jest
bardzo malg liczbg systematycznych badaf. Zalozenia doty-
czace potencjatu naprawczego komodrek macierzystych i me-
chanizméw zwigzanych z réznymi punktami czasowymi po
przebytym udarze (rycina) sg prawdopodobnie zbyt duzym
uproszczeniem. Najnowsze wyniki dlugoterminowej obser-
wagdji szczuréw z udarem mézgu badanych za pomoca MR, ¥
trwalo$¢ odpowiedzi endogennych komérek macierzystych
u zwierzat w starszym wieku’? (i prawdopodobnie réwniez
u ludzi),>! dhugotrwata korzyéé wynikajaca z podania leku
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w trybie odroczonym mimo gorszego przezycia komérek
i brak zaleznoéci wyniku leczenia od dawki’? wskazuja, ze
wiele tych zatozef moze by¢ biednych.

Szeroko stosowane skale oceny wynikéw leczenia udaru,
takie jak zmodyfikowana skala Rankina, obejmujg cale spek-
trum potencjalnych deficytéw neurologicznych i wynikéw
leczenia, w zwigzku z tym nie maja odpowiedniej czulosci
w wykrywaniu zmian w obrebie matych grup badanych.
Zastosowanie mniej swoistych metod oceny klinicznej opra-
cowanych w niektérych badaniach dotyczacych rehabilitacji
oznacza, ze rekrutacja uczestnikéw badania ograniczy sie
do jeszcze mniejszej populacji pacjentdéw ze szczegdlnym
uszczerbkiem na zdrowiu (np. tych z niedowladem konczyny
gornej o okreSlonym stopniu ciezkoéci w badaniu Extremity
Constraint Induced Therapy Evaluation [EXCITE]),>3 cho¢
uogoélnianie staje sic wtedy nieuchronnie problematyczne.>*
Stad konieczno$¢ opracowania biomarkerdw, ktore mogtyby
ulatwié ,,weryfikacje koncepcji” we wezesnej II fazie badan.
Obiecujace s3 badania obrazowe médzgu, jednak liczba oséb
po udarze poddanych prospektywnej ocenie w badaniach oce-
niajacych naturalny przebieg choroby jest bardzo mata, a czu-
to§¢ i warto$¢ predykcyjna réznych metod oceny nie zostata
ustalona. W poprzednich badaniach nad terapig komérkows,
obrazowanie mézgu ograniczalo si¢ gléwnie do techniki struk-
turalnego MR lub pozytonowej tomografii emisyjnej z uzy-
ciem fluorodeoksyglukozy,3”-38:41:55 przy czym zadna z tych
metod nie pozwala odrdznié takich zmian jak odpowiedz za-
palna na miejscowe podanie komérek od ich efektu terapeu-
tycznego. W badaniach takich jak PISCES wykorzystywane
s3 nowsze techniki obrazowania (np. funkcjonalny rezonans
magnetyczny, obrazowanie tensora dyfuzji), pozostaje wiec
czekad, czy przyniosa one jakakolwiek korzy$é pod wzgledem
sity badania przewyzszajaca warto$¢ oceny klinicznej.

PERSPEKTYWY

Ocena skutecznodci terapii komérkowych opartych na
wykorzystaniu linii komérkowych produkowanych zgodnie
ze standardem GMP lub hodowli komoérek autologicznych
pochodzacych ze szpiku kostnego wchodzi obecnie w faze
badan klinicznych. Wstepne badania skupiaja sie na kwestii
bezpieczefistwa terapii, ale w bliskiej przyszto$ci konieczne
beda badania fazy II zaprojektowane do oceny skutecznosci
lub potwierdzenia biologicznej aktywnosci komérek. Obecnie
weryfikowane sg zalozenia dotyczace odpowiedniej populagji
badanej i momentu wdrozenia terapii po udarze; w obliczu
ewolugcji wiedzy na temat szerokiego zakresu dziatan bio-
logicznych komérek macierzystych modyfikacji ulegta tez
pierwotna koncepcja zastgpienia komérek jako celu terapii.
Do zakoficzenia badai potrzeba kilku lat pracy, a ostatecznie
konieczne bedzie odniesienie stopnia poprawy funkcjonalne;j
do ryzyka i kosztow leczenia.
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