Regenerativ medicin v. Henrik Lauridsen

Genfødsel - biologisk genskabelse af væv, eksemplificeret ved hydraen. Findes vidt udbredt i dyreriget, overordnet 2 årsager:

Agametrisk (ukønnet) formering - Søanemoner, søagurk, nogle arter af søstjerne.

Regeneration i gendannelsen af vævsstrukturer. Hydraen er i virkeligheden en lille ferskvandspolyp, kan regenerere lemmer. Fladorm kan gendannes fra mange små stykker. Zebrafisk kan gendanne helt op til dele af hjertet.

Morphalaxxis >< Epimorphorsis

fladorm - morph - rekrutterer celler fra hele kroppen til at regenerere, alle stykker af en fladorm danner nye individer (som bliver mindre).

Øgle - Epimorph - bliver ikke mindre, celler der sidder lokalt deler sig ange gange og differentierer til nyt væv (ex en hale).

Mennesker - Kan kun gendanne meget lidt, epidermis og dele af leveren, fingerspidser i barndommen, Lemmer eller organer osv. kan vi ikke gendanne.

Hjortedyr gendanner geviret hvert år, 10-14 kg knoglemasse for en kronhjort.

Dyremodeller, de traditionelle modeller - mus, rotter, grise, kaniner, dur ikke til formålet, da de heller ikke har noget regenerativt potentiale. Man kunne kigge på hjortedyr, men de er yderst upraktiske at arbejde med både af psykologiske og avlsmæssige årsager. Mere praktisk er reptiler og amfibier, som stadig er en smule beslægtet med os.

August kroghs princip: For ethvert problem, er der en eller flere arter der er særligt gode at arbejde med. F.eks. sumpskildpadder til studier i hypoxi, Pythonslanger til tilpasning af fordøjelsessystemet til lang tids faste. Tilsvarende er amfibier gode modeldyr til regeneration.

Axolotl! en lille salamander. Kan gendanne kæbe, linse, apex cordis, hele halen, lemmer. Lemmer er meget komplicerede og let at arbejde med.

Naturhistorie: En halepadde, tilhører en familie af amerikanske padder, lever kun i to søer i mexico city, er næsten uddød i naturen, lever godt i vitro. Beskrevet kort efter cortez. Den første sending kom til europa (7 individer til paris), hvorfra de nulevende stammer. Lever hele deres liv som juvenile dyr (neotani).

Hvordan foregår regeneration, 3 mekanismer:

1) Kompensatorisk hyperplasi, ex. leveren (differentierede celler deler sig)

2) Aktivering af voksne stamceller til differentation og deling. 

3) Dedifferentiering, som bruges i axolotl. Differentierede celler dedifferencerer, bliver stamcellelignende, og uddifferentierer i forskellige retninger.

Regeneration af ben i axolotl:

Amputation -> Epidermis migrerer over såret og forsegler det -> Sårepidermis og nerveenderne sender signaler til dedifferentiering -> Dannelse af en blastema -> Vokser -> Udvækst og differentiering -> Perfekt ben uden fibrose eller arvæv.

Blastemacellerne er multipotente stamceller, de kan blive til det de var, eller noget der ligner. Fibroblasterne kan derimod blive til muskel, brusk, schwannceller eller hud.

Studieveje:

1) Hvordan virker regenerationen?

2) Følge stamceller i deres migration vha. GFP og lign. Sporing.

2: Blastemaceller kan mærkes med Superparamagnetisk jernoxid (SPIO), en nanopartikel med jern, som kan ses på MR. SPIO-tagging har ikke negative effekter på regenerationen, og kan følges over tid.

Amputer -> høst blastemaceller -> SPIO-tagging -> indgives i dyr nr. 2. og følges vha. MR.

Distale blastemaceller migrerer selv ud til det område hvor der er nødvendighed.

1: Genomics - besværligt i salamanderer, da de har kæmpestore genomer, ikke sekventerede. Transcriptomics - hvilke gener transkriberes? Er gjort i nogen grad i axolotlen. Proteomics - Et meget kompliceret niveau. SDS-page og pH vandring til MS,

Proteomics - 2 studier. Springpadder (frøer) kan regenerere som juvenile dyr(haletudser), ikke som voksne, metamorforse. Nerveafhængighed, ved at flytte signaleringen kan man inducere dannelsen af en lem. Laver et lille sår, devierer en nerve til såret, flytter væv med en anden positionel hukommelse -> Nyt ben på et "forkert" sted, uden apoptose eller nekrose.

Alzheimers i dyreforsøg v. Aage Alstrup

PET giver fysiologiske billeder. ved at koble et metabolisk stof med et positronafgivende isotop, positron annihalition afgiver gammastråling.

Beskrevet i 1906-07 af alois alzheimer. Indexpatienten var meget glemsom, ikke orienteriet x3. Beskrevet klinisk under indlæggelse på psyk, og patologisk post-mortum af samme læge.

Hurtigt accelererende demens, Meget høj mortalitet, 7-10 års overlevelse. Hyppigste årsag til demens. Rammer især ældre mennesker, dog helt ned til 40 år. Familiær forekomst. Samme genetiske varianter anvendes i forsøgsdyr.

Makroskopisk findes atrofi af cerebrum og udvidelse af ventriklerne. Histologisk ses amyloid plaques i ECM og neurofibrillære "tangles" inde i nervecellerne. Det vides ikke hvilken af komponenterne der er neurotoxisk.

ABP proteiner på overfladen af neuroner kløves af enzymer og kan i nogle tilfælde danne beta-amyloid. Normalt cleares disse af immunforsvaret, men det er et kendt point of failure. Mange der diagnosticeres med alzheimers klinisk har vist sig at have anden demenssygdom ved opduktion. PET-scanning med PIP sporstof kan anvendes. Medicin kan udsætte symptomer ½-2år.

Dyr udvikler normalt ikke selv alzheimers! Så når der skal laves dyreforsøg er man nødt til at "skabe" en dyremodel, ved at inserere en kendt gendefekt. Der findes således en hel del dyremodeller, med hver deres gendefekt.

Embryonalstamcelleinjektion giver chimærer, som kan give ophav til fornuftige dyremodeller.

Musene bliver slet ikke så påvirkede som mennesker. Hukommelsen kan testes vha. en Y-maze med foder i den ene retning, der er selvfølgelig flere forskellige mazes, der kan anvendes.

Vaccine-katastrofen i 2002:

Vaccination mod beta-amyloid virker i transgene mus. Ældre mus oplever progressionsstop. Unge mus udvikler ikke plaks.

Sikkerhedstestning involverede forsøg på raske mus.

Fase 1 n=24 gik fint i enkelt dosis. n=70 i flere doser.

Fase 2a n=372 0, 1, 2 eller 3 doser.

18 patienter med meningoencefalitis, flere patienter døde, forsøgene stoppes! 

Er springet fra mus til menneske for stort? Mange laboratorier går i gang med at udvikle en stordyrs model, fx en gris.

Der udvikles grise med gendefkt og kontroller. Testes med olfaktometer og labyrinttest (stor labyrint). Til sidst laves histopatologi.

Foreløbige resultater viser at genet udtrykkes i hjernevæv, lugtesansen er normal, hukommelsen er normal, ingen MR forandringer og ingen PET-forandringer, men grisene er også kun 5 år gamle på nuværende tidspunkt.

Hos musene havde vaccinen ingen krydsreaktion, muligvis grundet fravær af lignende produkter.

Demente ældre hunde kan ikke genkende ejer/legekammerater, vandrer formålsløst rundt, urinvejsproblemer, virker forvirrede, bliver væk på gåture, ofte aktiv om natten på trods af daglig inaktivitet, pludselig angst og aggresive. Kan det tænkes at være alzheimers i nogle af disse hunde?

Landbohøjskolen tilbyder en gratis undersøgelse til gamle, demente hunde, for at finde demente hunde og undersøge dem med MR og PIB-scanninger under bedøvelse. Histopatologi efter hundens død.

PIB scanninger viser betydeligt øget optag i hjernen af demente hunde. Histopatologien tyder på at hunde spontant udvikler alzheimer med plaks og tangles.

