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Jednym z trudniejszych wyzwan wspotczesnej medycyny jest otrzymanie czynnych terapeutycznie
komoérek macierzystych, optymalnie dobranych do konkretnego schorzenia zaréwno pod wzgledem
zdolnosci ich do roznicowania i odbudowy tkanki, jak i utrzymania dtuzszego, ale okreslonego potencjatu do
proliferacji. Jak wykazujg liczne badania, mozna to uzyskaé, a nawet wzmocni¢, poprzez prawidtowy dobor
rodzaju komorek oraz réznorodne modyfikacje warunkow ich hodowli in vitro (tzw, prelicensing). Rozwdj
terapii komodrkowej prowadzonej gléwnie w oparciu o mezenchymalne komdrki macierzyste/stromalne
(MSC) potwierdzit silne wlasciwosci wydzielnicze i immunomodulacyjne tychze komorek, ale ich dziatanie
regeneracyjne (odtwarzajace tkankeg) zostalo potwierdzone jedynie w nielicznych gatgziach medycyny t.j.
ortopedia, dermatologia, czy okulistyka. Populacje komoérek o wysokim potencjale do dojrzatego
réznicowania w okreslong tkanke, w tym np. nerwowg stanowig plodowe komorki macierzyste np. ptodowe
komorki neuralne (fNSC; fetal neural stem cells). Niestety ich przezycie i proliferacja po przeszczepie sa
znacznie ograniczone ze wzgledu na brak odpowiedniej stymulacji czynnikami wzrostu oraz silny lokalny
proces zapalny wywolany transplantacjg allogeniczna. W tym konteks$cie wazne wydaje si¢ wykorzystanie
unikalnych wiasciwosci WJ-MSC, ktoérych dziatanie immunomodulujace zostalo potwierdzone stosujac je
jako druga lini¢ leczenia w chorobie przeszczep przeciw gospodarzowi (GvHD). Kolejnym waznym
kryterium umozliwiajacym wykorzystanie obu wymienionych rodzajéw komodrek w przysztej terapii
klinicznej jest ich podobne, post-embrionalne stadium rozwojowe, dzigki czemu nalezy sadzi¢, ze przeszly
juz one rozwojowa bariere niestabilno$ci genetycznej i zwigzanej z tym tumorogennosci rozwojowe;.

Celem projektu jest zbadanie wzajemnych oddzialywan obu wyzej wymienionych rodzajow komorek
terapeutycznych pod katem ich udzialu w odbudowie uszkodzonej tkanki nerwowej. Przewidujemy
synergiczne korzysci polegajace na bezposrednim i posrednim oddziatywaniu MSC / fNSC na ekspansj¢ i
réznicowanie zarowno w hodowli komorkowej in vitro, jak i w eksperymentalnych modelach uszkodzonego
moézgu szczura in vivo. Dominujace mechanizmy tych interakcji komérkowych beda analizowane w
projekcie, zwlaszcza w aspekcie okreslenia najbardziej fizjologicznego $rodowiska (niszy) sprzyjajacego
réznicowaniu i wbudowywaniu si¢ fNSC do uszkodzonego mozgu.

W trakcie projektu planujemy przeprowadzi¢ badania zgodnie z wytycznymi FDA, rozpoczynajac
wspo6thodowle WI-MSC/fNSC od doswiadczen in vitro badajacych posrednie interakcje z zastosowaniem
insertow umozliwiajacych przestrzennie oddzielong hodowlg dwoch typow komorek. Taki model
doswiadczen umozliwi lepsza analize czynnikdw rozpuszczalnych (parakrynnych) wptywajacych na
réznicowanie i migracje NSC oraz zmiany ekspresji genéw zachodzace w trakcie réznicowania. W celu
poznania interakcji bezposrednich (cell-cell) zalozone zostang hodowle mieszanych neurosfer, sktadajgcych
si¢ z WJ-MSC oraz fNSC. Beda one stanowily zaréwno przestrzenny jak i sktadnikowy model niszy
komodrkowe;.

Celem kolejnego etapu projektu bedzie ocena zdolnosci do migracji i integracji fNSC transplantowanych na
uszkodzong tkanka nerwowa w obecnosci wspothodowanych WJ-MSC. W tych do$wiadczeniach
wykorzystana zostanie organotypowa hodowla skrawkow hipokampa szczura (OHC). Model ten pozbawiony
jest odpowiedzi humoralnej, czesto stanowigcej zapore dla przeszczepéw xenogenicznych, przy
jednoczesnym zachowaniu cytoarchitektury i waskulatury prawidlowej tkanki oraz naturalnych wiokiem
projekcyjnych stanowiacych drogi migracji dla nowopowstatych progenitorow neuralnych. W celu
odtworzenia in vitro uszkodzenia do ktérego dochodzi w wyniku niedokrwienia mozgu, skrawki zostang
pozbawione czasowo tlenu i glukozy (OGD). Transplantowane na skrawki fNSC beda poddane stymulacji
czynnikami wzrostu i cytokinami przeciwzapalnymi wydzielanymi przez wspéthodowane pod membrang
WI-MSC. W tym etapie ocenione zostang: szlaki migracji fNSC w zaleznosci od miejsca transplantacji
(rejon DG vs CA), dynamika migracji w zalezno$ci od czasu tx po uszkodzeniu (wczesna pourazowa vs
p6zna) oraz wbudowanie tx komoérek fNSC w cytoarchitekture hipokampa.

Obserwacje w takim modelu sa jednak ograniczone ze wzgledu na stosunkowo krotki czas hodowli
skrawkéw (maksymalnie 2-3 tygodnie). Jedynym modelem umozliwiajgcym dlugotrwata obserwacje
przeszczepionych komorek pozostaje model zwierzecy. W tym celu zostang przeprowadzone badania w
eksperymentalnym modelu cytotoksycznego uszkodzenia mozgu u szczuréw (Domanska-Janik i wsp. 2008,
Koztowska i in., 2007). Komoérki fNSC beda podawane domoézgowo w poblize miejsca uszkodzenia (kora
moézgu i1 prazkowie), natomiast WJ-MSC zostang podane do ptynu mézgowo-rdzeniowego.

Mamy nadziej¢, ze dzigki wlasciwo$ciom sekrecyjnym WJ-MSC bedziemy mogli zaobserwowac
zwigkszone wlasciwosci regeneracyjne fNSC, ich wydluzone przezycie, a takze ukierunkowang migracje do
miejsc uszkodzonych mézgu, ich zasiedlenie oraz czgsciowa regeneracje tkanki.



