Ryggmarg

Stamcellsbaserad behandling

"Den vanligaste orsaken till

avulsion av plexus brachialis ~
ar trafikolyckor, framfor allt

med motorcykel, men dven

till exempel fall fran hog hojd

och svdr forlossning dd bar-

net behover dras ut kan orsaka *

skada pd plexus brachialis.”




Att aterskapa forlorade funktioner efter en skada pa ryggmargen ar en stor utmaning

for varden. Manga bar férhoppningen att transplantation av stamceller ska kunna vara en
behandlingsmdjlighet. | denna artikel beskriver Elena Kozlova, docent vid Uppsala univer-
sitet, hur hennes forskargrupp lyckats uppna en aterkomst av sensoriska funktioner med
stamcellstransplantation i djurmodeller.

Forbattrat medicinskt omhinder-
tagande och férbittrad rehabilitering
har lett till en 6kad livslingd och bittre
livskvalitet hos patienter med rygg-
mirgsskada, men dterskapande av for-
lorade sensomotoriska funktioner ir
allimt en stor utmaning. Transplanta-
tion av stamceller ses av mdnga som en
lovande méjlighet att dterge forlorade
funktioner efter ryggmiirgsskada och
begrinsade inledande kliniska férsok
med sddan behandling pdgér.' I denna
artikel diskuteras méjligheter med
stamcellsbaserad behandling av rygg-
mirgsskada 1 en experimentell modell
av avulsion av ryggmiirgens sensoriska
bakrotter, en modell som ir kliniskt re-
levant di den motsvarar den sensoriska
komponenten i spinal rotavulsion. Vi
har i vira experiment uppndtt lingsiktig
partiell dterkomst av sensoriska funktio-
ner 1 denna modell av bakrotsavulsion
efter transplantation av neurala proge-
nitorer (forstadier) producerade fran hu-
mana embryonala stamceller.

SPINAL ROTAVULSION
Spinal rotavulsion innebir avslitning av
en eller flera nervrétter frin ryggmiir-

av ryggmargsskada
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Figur 1. Bakrotens 6vergangszon. Infargning med antikroppar mot GFAP (r6d) och
laminin (grén) visar 6vergangszonen ("dorsal root transitional zone”, DRTZ) mellan den
perifera och centralnervdsa delen av bakroten. Centralnervés vavnad skjuter ut perifert
iform av “centraltissue projections” (CTP). Bild b tidigare publicerad i Brain Research

Reviews."” Skalstreck=50 pm.

gen (Figur la), oftast drabbas plexus
brachialis. Eftersom skadan inte bara
drabbar de avslitna rétterna utan ocksa
angrinsande omriden i ryggmirgen,
betraktas rotavulsion som en longitudi-
nell ryggmirgsskada.” Studier av pato-
tysiologiska mekanismer och behand-
lingsméjligheter vid spinal rotavulsion
har dirfor direkt relevans for rygg-
miirgsskada i allmidnhet. Den vanligaste
orsaken till avulsion av plexus brachialis
ir trafikolyckor, framfér allt med mo-

torcykel, men idven till exempel fall frin
hég hojd och svir forlossning dd barnet
behéver dras ut kan orsaka skada pd
plexus brachialis. Symtomen och deras
omfattning beror pa vilka rétter och hur
madnga rotter som slitits av. Vid avulsion
av plexus brachialis drabbas patienten av
forlamning 1 hela eller delar av 6vre ext-
remitetens muskler, kiinselbortfall inom
motsvarande omriden och oftast svar-
behandlad kronisk smirta av neuropa-
tisk karaktir.
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REPARATION AV AVSLITNA FRAM-
ROTTER

Forutsittningarna for att dterge moto-
riska och sensoriska funktioner efter
rotavulsion dr fundamentalt olika. Att
iterskapa motoriska funktioner innebir
framfor allt att skydda de skadade mo-
torneuronen frin att degenerera och do,
samt att fi deras axoner exponerade for
den nervtillvixtstimulerande miljé som
finns 1 framrotens perifera nervmiljé.
Detta sker dock inte spontant. Kirur-
gisk implantation i ryggmirgen av de
proximala avslitna framrotsstumparna
kan emellertid gora det méjligt for ska-
dade motoriska axoner 1 ryggmiirgen att
finna en vig in i den implanterade viv-
naden och inleda sin regeneration distalt
mot denerverade muskler — en process
som d& ir identisk med den som sker
efter en perifer nervskada. Denna kirur-
giska procedur overfordes frin omfat-
tande experimentella studier till klinisk
tillimpning av den svenske kirurgen
Tomas Carlstedt.” Ingreppet idr emeller-
tid begriinsat till vissa fall: Aterkomst av
muskelfunktion dr med fi undantag be-
grinsad till skulder- och armbdgsmus-
kulatur och dterskapande av kinsel-
funktioner dr allgjimt ett oldst problem.

BAKROTENS OVERGANGSZON

Till skillnad fran skadade motorneuron,
vars axoner har méjlighet att viixa ut
frin ryggmirgens nervvixthimmande
omgivning till den nervviixtstimuleran-
de miljén i perifera nervsystemet, miste
avslitna sensoriska axoner i bakroten
viixa 1 motsatt riktning. De behéver med
andra ord ta sig forbi den nervvixthim-
mande miljo som snabbt utvecklas efter
bakrotsavulsion i 6vergdngen mellan pe-
rifera och centrala nervsystemet och
direfter fortsitta sin tillvixt i ryggmir-
gens nervvixthimmande miljs. Tidigt
under individens utveckling etableras i
ryggmirgens rotter en vildefinierad
grins mellan perifera och centrala nerv-
systemet, bakrotens overgdngszon
("dorsal root transitional zone”, DRTZ).
Dess proximala del innehaller central-
nervos vivnad, som skjuter ut i bakroten
i form av centrala vivnadsutskott (“cen-
tral tissue projections”) (Figur 1b).
Dessa méter de Schwannska cellerna
och deras basalmembran i den perifera
delen av bakroten. Grinsen mellan pe-
rifer och central nervvivnad kan tydligt
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demonstreras genom infirgning med
antikroppar mot det astrocytspecifika
intermediirfilamentproteinet GFAP
("glial fibrillary acidic protein”) och
basalmembranets laminin (Figur 1b).
Myeliniserade axoner som léper frin
bakroten in 1 ryggmiirgen har en Ran-
viersk nod vid DRTZ ("6vergdngsno-
den”); myelinet bildas av Schwannska
celler perifert och av oligodendrocyter
centralt om denna nod.

"Till skillnad frin ska-
dade motorneuron, vars
axoner har mojlighet att
vdxa ut fran ryggmdr-
gens nervvixthimman-
de omgivning till den
nervvixtstimulerande
miljon 1 perifera nerv-
systemet, mdste avslit-
na sensoriska axoner i
bakroten vixa 1 motsatt

riktning.”

CELLREAKTIONER EFTER BAKROTS-
AVULSION

Avulsionsskadan och den Wallerska de-
generationen av de avbrutna axonerna
leder till omfattande reaktiva och dege-
nerativa cellulira effekter 1 de skadade
bakrétterna och angrinsande del av
ryggmirgen. Astrocyter i DRTZ och 1
ryggmiirgen prolifererar, hypertrofierar
och bildar tillsammans med sd kallade
NG2-gliaceller nervvixthimmande
proteoglykaner® och det kalciumbindan-
de proteinet SI00A4,' som medverkar i
bildandet av ett gliairr. Molekyler i
CNS-myelin, sdsom Nogo, myelin-asso-
cierat glykoprotein (MAG) och oligo-
dendrocytmyelin glykoprotein (OMGP),
bidrar ytterligare till den nervvixthim-
mande miljon 1 DRTZ och ryggmiir-
gen.” Mikrogliaceller prolifererar kraf-
tigt och frisitter cytokiner som stimule-

rar astrocythypertrofi och skapar, till-
sammans med invaderande hematogena
celler, en inflammatorisk miljé som ne-
gativt paverkar axonviixt, plasticitet och
neuronéverlevnad.” Experimentella stu-
dier har visat p omfattande bortfall av
nervceller 1 bak- och framhorn efter
rotavulsion,” nigot som ytterligare for-
svdrar férutsittningarna for dterskapan-
de av kiinselfunktioner och kan leda till
dysfunktionell plasticitet med uppkomst
av kronisk neuropatisk smirta.

REGENERATION AV BAKROTSAXONER
Tidigare studier har undersokt olika
mojligheter att dstadkomma regenera-
tion av skadade bakrotsaxoner in i rygg-
mirgen. Enzymatisk nedbrytning av
proteoglykaner,’ intratekal eller syste-
misk administration av tillvixtfaktorer,”
eller implantation av nervvixtstddjande
gliaceller frin luktslemhinnan® har vi-
sats bidra till viixt av skadade sensoriska
axoner in 1 ryggmirgen. Dessa studier
har emellertid utforts i djurmodeller dir
bakrotter klimts eller klippts av utanfor
ryggmirgen, det vill siiga pa ett siitt som
inte avspeglar den omfattande skada
som drabbar ryggmirgen vid rotavul-
sion. I véra studier har vi dirfor anvint
en nyligen utvecklad experimentell mo-
dell dir bakrétter slits frin ryggmir-
gen,’ liknande den situation som sker
vid klinisk rotavulsion.

STAMCELLER FOR RYGGMARGSSKADA
Stamceller for transplantation till nerv-
systemet kan tjina flera syften: i) minska
cell- och vivnadsskada genom att mot-
verka frisittning av skadliga imnen; ii)
understddja axonvixt och plasticitet ge-
nom frisittning av tillvixtfaktorer och/
eller genom att skapa ett axonvixtstod-
jande substrat; iii) ersiitta forlorade neu-
rala celler och dirigenom aterskapa
funktionalitet, till exempel remyelinisera
demyeliniserade axoner eller reparera
skadade neurala nitverk. For att dterska-
pa funktion efter bakrotsavulsion med
stamceller kan dessa tinkas fungera som
en "brygga” som méjliggér f6r mottaga-
rens bakrotsaxoner att viixa in i rygg-
mirgen. Alternativt kan stamceller som
differentierat till neuron i transplantatet
sinda axoner in i ryggmirgen och sjilva
fungera som reld for information frin
kontaktande sensoriska axoner i motta-
garens bakrot (Figur 2).
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Figur 2. Mojligheter for transplanterade stamceller att bidra till funktionsaterkomst efter
bakrotsavulsion. Vanstra bilden: Stamceller (mérkgréna) fungerar som guide for rege-
nererande sensoriska axoner (bla, réda, ljusgréna). Hogra bilden: Stamceller (rosa) fun-
gerar som synaptiskt reld mellan regenererande sensoriska axoner och neuronirygg-
margen och/eller som ersattning for forlorade neuron i ryggmargen.

Figur 3. Sfarer av humana embryonala stamceller ("embryoid bodies”=neurosfarer) som
uttrycker grént fluorescerande protein (GFP) och predifferentierats till spinala neurala
progenitorer (férstadier). Sfarerna transplanteras till avslitna bakrotter pa “nakna” moss
och kan latt identifieras in vivo tack vare férekomsten av GFP. Skalstreck=200 pm.

Ett flertal kiillor fér stamceller kan,
beroende pd syfte, komma ifriga for
transplantation vid ryggmirgsskada. I
véra nyligen genomforda studier har vi
undersokt méjligheterna att utnyttja
humana embryonala stamceller (ES-
celler) for att reparera avslitna bakrot-
ter.’ Dessa celler kan ge upphov till alla
typer av neurala celler och kan ocksi
vara en killa f6r produktion av moleky-
ler som skydd av skadad vivnad och ax-
onregeneration. Dessutom uttrycker

dessa neurala progenitorer gront fluo-
rescerande protein, vilket gor det moj-
ligt att litt identifiera dem efter trans-
plantation. Eftersom transplantation av
odifferentierade ES-celler medfor avse-
viird risk for teratomutveckling, diffe-
rentieras ES-cellerna dirfor till neurala
progenitorer (forstadier till mogna neu-
ron) 1 odling fére transplantation. Under
odlingsproceduren bildar differentie-
rande ES-celler si kallade neurosfirer,
nigra hundra mikrometer stora sam-

lingar av ett stort antal humana neurala

progenitorer (hNPs) (Figur 3).

STAMCELLSTRANSPLANTAT FORMED-
LAR FUNKTIONELL ATERKOMST

Vara djurforsok utfordes pa si kallade
nakna moss som saknar kompetenta T-
celler och dirfor inte stéter bort frim-
mande transplantat. Dorsalrétter pd ena
sidan 1 nedre lindryggmirgen (killor
till ischiasnerven) exponerades och ryck-
tes bort frin ryggmirgen, neurosfirer
med hNP placerades p4 avslitningsplat-
serna, varefter de avslitna rétterna pla-
cerades ovanpd neurosfirerna och adap-
terades till ryggmirgens yta. Djuren
undersoktes fore operation och regel-
bundet direfter med avseende pa senso-
riska och motoriska funktioner 1 upp till
fem ménader. Dessa undersékningar
visade att mdss som fitt transplantat
dterfick avsevird mekanisk smirtkins-
lighet och gripkraft i baktassen pd den
opererade sidan, vilket innebir att
transplantaten formedlade partiell dter-
komst av sensomotoriska funktioner
(Figur 4). Viktigt att notera att detta
skedde utan ndgra tecken pa hypersen-
sitivitet eller allodyni, vilket tyder pd att
transplantaten inte dstadkom onormal
neural kommunikation som skulle kun-
na leda till symtom hos forsoksdjuren
som brukar tolkas som tecken pa neu-
ropatisk smirta.

STAMCELLSTRANSPLANTAT FUNGERAR
SOM BRYGGA

For att utreda underlaget f6r de positiva
funktionella effekterna av transplanta-
tionerna “mirktes” mottagardjurens
sensoriska axoner med hjilp av kolera-
toxinets bindande subenhet (CTB) fére
forsokens avslutande. En liten mingd
CTB injicerades 1 ischiasnerven pd den
opererade sidan. Under de f6ljande da-
garna transporterades CTB 1 retrograd
riktning 1 ischiasnervens axoner till de
nedre lumbala bakrotsganglierna, och
dirifrin 1 anterograd riktning i bakrot-
ternas axoner mot ryggmirgen. Dessa
forsok visade rikligt med CTB-firg-
ning i ipsilaterala bakhornet endast hos
djur som fitt hNP-transplantat, tydan-
de pd att sensoriska axoner 1 mottagar-
djuret vixt in 1 ryggmirgen och dir
etablerat funktionella kontakter (Figur
5). Denna slutsats verifierades i paral-
lella f6rsok som resulterade 1 fullstindig
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Figur 4. Transplantat av humana neurala progenitorer (hNP) formedlar partiell aterkomst
av sensomotoriska funktioner hos méss med bakrotsavulsion.

(a) Bakrotsavulsion (DRA) leder till kraftigt nedsatt smartkanslighet i ipsilaterala baktas-
sen som patagligt forbattras efter hNP-transplantation. (b) Férnyad skada pa de repare-
rade bakrotterna fem manader efter transplantation eliminerade den aterkomna smart-
kansligheten fullstéandigt. * = signifikant skillnad jamfért med skenoperation (sham), # =
signifikant skillnad jdmfért med DRA. (c+d) Varken obehandlad DRA eller hNP-behand-
lad DRA uppvisade mekanisk allodyni. (e) Fére férnyad skada pa reparerade bakrot-
ter, uppvisade transplanterade forsdksdjur signifikant forbéattring av greppstyrka i ipsi-
laterala baktassen jamfort med icke-transplanterade (DRA) individer. (f) Efter férnyad
skada pa reparerade bakrotter har den forbéattrade greppstyrkan fullstdndigt elimine-
rats. PWF= "paw withdrawal frequency”; PWT = “paw withdrawal threshold”. Data i a-f &r
medelvérden+SEM. Asterisker markerar statistisk signifikansniva enligt analys med en-
vags-ANOVA och Tukey’s multipla jamforelser (#,*p<0.5, ##,**p<0.01, ***p<0.001).

Tidigare publicerad i Scientific Reports.’

elimination av dterkomna funktioner
efter avklippning av de reparerade
bakrétterna intill ryggmirgen. Dessut-
om foreldg inga tecken pd viixt av axo-
ner frin transplantaten in i ryggmirgen.
Sammantaget stéder dessa observatio-
ner slutsatsen att hNP-transplantat ska-
pat en "brygga” som méjliggor for mot-
tagardjurets sensoriska axoner att ta sig
igenom den nervvixthimmande miljon
1 overgdngszonen och dterbilda en vig
for kinselinformation frdn periferin till

ryggmargen.

STAMCELLER OPPNAR EN "GRIND” IN
TILL RYGGMARGEN

Transplantaten dverlevde framgdngsrikt
och integrerades 1 mottagardjuret 1 alla
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forsok. Vira undersskningar av trans-
plantaten efter avslutade forsok visade
att vissa neurala progenitorer differen-
tierats till astrocyter och vissa till neuron
(huvudsakligen med inhibitorisk feno-
typ), medan en betydande andel forblev
1 ett omoget stadium. Noggranna ana-
lyser visade inga tecken pd férekomst av
tumorigena celler, tydande pa att neu-
rala progenitorer som producerats frin
humana ES-cell utgor en siker kiilla for
celltransplantation med avseende pd
risk for teratombildning eller annan
aberrant vixt.

Transplantaten uppvisade hogst int-
ressanta egenskaper 1 interaktionen med
mottagardjurets celler. Axoner hos mot-
tagardjuren forefoll vixa lings hNP-

celler och i grinsomridet mellan perifer
och central nervvivnad upptog sidana
celler omrdden dir det nistan helt sak-
nades GFAP- och NG2-positiva celler,
det vill siiga de komponenter som fram-
for allt anses ligga bakom barriiren som
hindrar skadade sensoriska axoner att
viixa in 1 ryggmirgen. Denna observa-
tion tyder pd att transplanterade hNP-
celler 6ppnar en “grind” in 1 ryggmiir-
gen for mottagardjurets sensoriska axo-
ner.

"Ytterligare forskning
pd denna forsoksmodell
kan ocksd bidra till art
overfora stamcellsbase-
rad behandling till det
bredare ryggmdrgsska-

deomrddet.”

FRAMTIDSPERSPEKTIV

Resultaten av vdra studier visar att
stamcellsbaserad intervention kan vara
en lovande vig for forbittrad likning
vid vissa ryggmirgsskador. Aven om
rotavulsion inte ir en vanlig skada, kan
den orsaka allvarlig funktionsnedsitt-
ning och betydande férsimring av livs-
kvalitet hos de oftast unga patienterna.
Bakrotsavulsion kan anses ha vissa for-
delaktiga aspekter for stamcellstrans-
plantation ur experimentell och transla-
tionell synvinkel, genom de relativt vil-
definierade anatomiska skadeférhéllan-
dena och funktionsrubbningarna, den
forhallandevis littllgingliga transplan-
tationsplatsen och mgjligheterna for de-
taljerade funktionsanalyser efter ingrep-
pet. Ytterligare forskning pa denna for-
soksmodell kan ocksa bidra till att 6ver-
fora stamcellsbaserad behandling till det
bredare ryggmirgsskadeomradet. Den-
na forskning behover innefatta utveck-
ling av pre- och posttransplantoriska
protokoll f6r optimering av éverlevnad
av transplanterade celler och deras ax-
onviixtstodjande egenskaper, och kan
leda till identifiering av stamcellsfakto-
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Figur 5. Sparning av axoner med koleratoxinets bindande fragment (CTB).

(a) CTB injiceratiischiasnerven i kontrolldjur transporteras via mottagardjurets sensoris-
ka axoneriniryggmaéargens bakhorn (DH) och ini motorneurongruppernaiframhornet.
(b) Forsoksdjur som fatt hNP-transplantat till platsen for bakrotsavulsion (DRA) uppvi-
sar CTB-maérkta sensoriska axoner i bakhornet (DH). (c) Férséksdjur med bakrotsavul-
sion och utan hNP-transplantat uppvisar ingen CTB-markning i bakhornet (DH), men val
markta motorneuron i framhornet. Skalstreck = 100 pm i bilder som visar den ipsilaterala
sidan av ryggmargen; 50 um fér konfokalbilder av omraden i fram- och bakhorn. (d) CTB-
markning i ipsilaterala bakhornet (DH) observerades efter bakrotsavulsion endast hos
forsoksdjur som fatt hNP-transplantat. Y-axeln visar area av CTB+ i ipsilaterala bakhornet
DH (medelvarden+SEM fran tre forsdksdjur/experimentgrupp); asterisker visar statistisk
signifikansniva enligt Student’s t-test (****p<0.0001). (e) Lokalisation av hNP-transplantat
och férlopp av sensoriska axoner i avulsionsomradet i olika experimentgrupper. | den
intakta roten l6per myeliniserade (bla) och omyeliniserade (r6d) sensoriska axoner fran
bakrotsganglier via bakrétternain i ryggmargens bakhorn. Efter hNP-transplantation
(grén; pilar) passerar myeliniserade axoner transplantaten och in i ryggméargens ytliga
och djupa delar, medan omyeliniserade axoner véxer in i transplantatet och stannar dar.
Tidigare publicerade i Scientific Reports.’

rer som 1 slutindan kan utnyttjas kli-
niskt utan behov av stamcellerna sjilva.

Var pigdende forskning inriktas dels
pé att klarligga mekanismer som ligger
till grund f6r de positiva effekterna av
stamcellstransplantat vid rotavulsion,

dels pd att utveckla mojligheter till be-
handling av dessa skador med f6rdryd
transplantation. Bida dessa aspekter kan
bidra till utveckling av forbittrad be-
handling av kliniska rotavulsionsskador.
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