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Streszczenie rozprawy doktorskiej pt.
» 1 ransplantacja ludzkich progenitoréw neuralnych krwi pepowinowej do mézgu
szczura po uszkodzeniu ouabaing: wzajemne oddziatywanie komérek dawcy i biorcy”

Odkrycie neuralnych komérek macierzystych (NSC) o wiasciwosciach neurogennych w
mozgu dorostych osobnikdéw otworzyto mozliwosci repopulacji uszkodzenn OUN. Wyniki
badan ostatnich lat wykazaty aktywng neurogeneze w strefach neurogennych i zdolnosé
migracji powstatych neuroblastow u ludzi, co swiadczy o mozliwosci powstawania nowych
neuronédw w ciggu catego okresu zycia. Pomimo istnienia neuralnych komérek
macierzystych, OUN ma ograniczong zdolno$¢ samoodnowy, szczegdlnie w stanach
patologicznych. Uszkodzenie moézgu spowodowane niedokrwieniem stymuluje proliferacje
endogennych progenitoréw neuralnych, jednak wiekszos¢ nowopowstatych komorek
obumiera w ciggu pierwszych kilku tygodni po udarze, stgd koncepcja wspomagania
odbudowy zniszczonych struktur poprzez zastosowanie egzogennych komorek
macierzystych wydaje sie by¢ wielkg nadziejg w leczeniu chordb neurologicznych.

Terapia regeneracyjna nieodwracalnie uszkodzonych tkanek za pomocg przeszczepow
komérek macierzystych skupita uwage srodowisk medycznych i opinii publicznej z chwilg
opracowania przez Thomsona w roku 1998 metody otrzymywania i dtugotrwatej hodowli
ludzkich komorek embrionalnych (ESC). Nieograniczony wzrost ESC in vitro i ich zdolnosé
réznicowania we wszystkie komorki organizmu sprawia, ze stanowig przedmiot
zainteresowania wielu naukowcdow. Jednak te cechy niosg ze sobg zagrozenie powstania
nowotworow po przeszczepie komoérek embrionalnych in vivo. Niestabilnos¢ genetyczna
ESC oraz ograniczenia etyczno-prawne w pozyskiwaniu komorek z zarodkéw i ptodéw
ludzkich sprawity, ze zaczeto poszukiwa¢é komérek macierzystych o potencjale neuralnym
poza OUN. Bogatym zrédtem komérek macierzystych okazata sie krew pepowinowa, z uwagi
na zawartoS¢ progenitorow bedgcych na wczesSniejszym etapie rozwoju, bardziej
plastycznych i mniej immunogennych w poréwnaniu z innymi tkankami.

Dotychczasowe wyniki naszych badan eksperymentalnych in vitro z udziatem komorek z
krwi pepowinowej sg bardzo obiecujgce, jednak wprowadzenie egzogennych komorek
macierzystych do kliniki w celu leczenia chorych po udarze wymaga badan przedklinicznych
przeprowadzonych na zwierzetach laboratoryjnych. Postep w tej dziedzinie zalezy od
opracowania modeli eksperymentalnych pozwalajagcych na dlugotrwate przezycie
przeszczepionych komérek w celu zbadania mechanizméw odpowiedzialnych za procesy
proliferacji i roznicowania oraz tworzenie struktur nerwowych w moézgu biorcow.

Celem moich badan byta ocena dziatania ludzkich neuralnych komérek macierzystych
krwi pepowinowej po ich przeszczepie u szczuréw poddanych uszkodzeniu moézgu oraz
przesledzenie in vivo wzajemnych relacji komérek dawcy i biorcy

Przedmiotem badan byty neuralne komorki macierzyste ustalonej nietransformowanej linii
wyprowadzonej w naszym zaktadzie z ludzkiej krwi pepowinowej (HUCB-NSC). Wybrany
model cytotoksycznego uszkodzenia mézgu z zastosowaniem inhibitora pompy sodowo-
potasowej (ouabainy) odpowiada w klinice niewielkim uszkodzeniom struktur gtebokich
mozgu, ktére ze wzgledu na swojg lokalizacje powodujg znaczgce i trudno poddajgce sie
rehabilitacji deficyty neurologiczne.



Badania wykonano u dorostych szczuréw szczepu Wistar (samcow) w wieku 3 miesiecy
0 ciezarze ciata 250-280 g pochodzgcych z Charles River Sulzfeld, hodowanych w
zwierzetarni naszego Instytutu, wedtug nastepujgcego schematu:.
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IMS—immunosupresja; OUA-uszkodzenie mézgu ouabaing; HUCB-NSC—przeszczep komérek

Po podaniu ouabainy do prazkowia szczura (model cytotoksycznego uszkodzenia mézgu)
wstrzykiwano do istoty biatej ludzkie progenitory neuralne krwi pepowinowej (HUCB-NSC)

HUCB-NSC/CMFDA (2x10%)
Istota biafa OUA (1pl/50nmol)

Cel pracy doktorskiej byt realizowany w oparciu o badania in vivo dotyczgce:

oceny przezycia, proliferacji, réznicowania i migracji ludzkich neuralnych komorek
macierzystych z krwi pepowinowej (HUCB-NSC) przeszczepianych do istoty biatej mézgu
szczura, w eksperymentalnym modelu uszkodzenia prgzkowia ouabaing

charakterystyki parametrow wrodzonej i adaptacyjnej odpowiedzi immunologicznej w
moézgu  biorcow  przeszczepu HUCB-NSC po zastosowaniu réznych  metod
immunosupresji

oceny proceséw endogennej neurogenezy w rejonach SVZ i SGZ mébzgu szczura oraz
aktywnosci metaloproteinaz po uszkodzeniu prgzkowia ouabaing i transplantacji HUCB-
NSC

identyfikacji endogennych (pochodzenia biorcy) i egzogennych (pochodzenia dawcy)
czynnikdw neurotroficznych/neuroprotekcyjnych obecnych w mézgu szczura po
uszkodzeniu prgzkowia ouabaing i przeszczepieniu komérek HUCB-NSC

Do oceny endogennych i egzogennych komérek w mozgu szczura stosowano metody
immunohistochemiczne i wizualizacje w mikroskopie konfokalnym, do okreslenia aktywnosci
metaloproteinaz technike zymografii in situ, do analizy ekspresji genéw reakcje RT-PCR i
RT-PCR w czasie rzeczywistym (RealTime RT-PCR). Materiat stanowity mézgi szczura
pobierane od zwierzat doswiadczalnych w sekwencji czasowej 1 - 21 dni po przeszczepie
HUCB-NSC zgodnie z protokotem okreslonym dla poszczegdlnych  badan
eksperymentalnych.



Otrzymane wyniki pozwalajg podsumowac¢ dotychczasowe badania:

- Przeszczepione do moézgu dorostego szczura ludzkie progenitory neuralne krwi
pepowinowej (HUCB-NSC) w wiekszosci pozostajg w miejscu wszczepu, majg niski stopien
proliferacji i ograniczong zdolno$¢ migracji. Nie wykazujg ekspresji antygenow typowych dla
dojrzatych neurondw, krotko przezywajg w mozgu biorcow, sg eliminowane po 10-14 dniach

- Analiza parametréw miejscowej odpowiedzi immunologicznej w mozgu szczurédw po
uszkodzeniu ouabaing i transplantacji HUCB-NSC wskazuje na pobudzenie efektoréw
zarowno wrodzonej (nieswoistej) jak i adaptacyjnej (swoistej) reakcji gospodarza.
Zastosowanie immunosupresji (CsA; CsA+DepoMedrol+Azatioprina) i odczulania biorcow
nie wptywa na wielkos¢ odpowiedzi immunologicznej i nie przedtuza przezycia przeszczepu

- Przeszczep komorek ludzkich (HUCB-NSC) w postaci 3D agregatéow na platformach
polimerowych zapewnia przezycie komorkom dawcy ograniczajgc odczyn zapalny.
Pozostajgce wewnatrz struktur komérki sg zywe, dzielg sie, réznicujagc w mtode neurony,
jednak nie opuszczajg swojej ,hiszy” i nie migrujg do tkanki, a po biodegradaciji szkieletow sg
eliminowane z mézgu biorcéw

- Pobudzenie neurogenezy w mozgu szczura po uszkodzeniu ouabaing jest dodatkowo
wzmocnione przez przeszczep ludzkich progenitorow neuralnych (HUCB-NSC). Wraz ze
wzrostem proliferujgcych w strefach SVZ i SGZ endogennych komoérek, obserwuje sie
zwiekszenie liczby migrujgcych w kierunku uszkodzenia neuroblastow i podwyzszenie
aktywnosci metaloproteinaz

- Transplantacja komoérek ludzkich (HUCB-NSC) u zwierzat po ischemii powoduje dodatkowo
zwiekszenie poziomu endogennych czynnikéw neurotroficznych stymulowanych wczesniej
uszkodzeniem OUN. Przeszczepione progenitory neuralne sg takze zrédtem ludzkich
czynnikow troficznych, ktérych obecnos¢ stwierdza sie w mézgu biorcéw po transplantacji

i sformutowac nastepujgce wnioski:

o  Krétkotrwate przezycie ludzkich progenitorow neuralnych po ich przeszczepieniu do
mobzgu szczuréw nie pozwala na podjecie funkcji repopulacji uszkodzonych struktur
nerwowych z wuwagi na szybkg eliminacjie komérek dawcy przez komorki
immunologiczne gospodarza

o W Swietle naszych badah pozytywne efekty transplantacji komdérek obserwowane
wczesniej w testach behawioralnych sg wynikiem posredniego dziatania egzogennych
komoérek  (uwalnianie czynnikbw  wzrostu, neuromorfogendw, czynnikow
antyapoptotycznych i immunomodulacyjnych), korzystnego z punktu widzenia stymulaciji
endogennych proceséw naprawczych w uszkodzonej tkance

e Zapewnienie optymalnego mikrosrodowiska do proliferacji, migracji i réznicowania
endogennych progenitorow neuralnych, a takze ochronnego dziatania w stosunku do
dojrzatych neuronéw wydaje sie najwazniejszym celem terapii z zastosowaniem
przeszczepow komorek somatycznych w chorobach OUN



Wyniki zamieszczone w niniejszej rozprawie doktorskiej zostaty czesciowo opublikowane
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