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szczura, interpretacji wynikéw i wiodgcej roli w napisaniu, a nastepnie dyskusji z
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ostatecznej wersji manuskryptu.
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€) omoéwienie celu naukowego/artystycznego ww. pracy/prac i osiggnietych wynikow

wraz z omOwieniem ich ewentualnego wykorzystania.

Podstawa decyzji o zastosowaniu terapii komorkowej, ktora ciaggle jeszcze pozostaje w
fazie eksperymentalnej terapii klinicznej w chorobach OUN, jest brak innych
rekomendowanych i standardowych opcji leczniczych. Powodzenie terapii jest natomiast
zwigzane z takimi czynnikami jak wlasciwy dobor rodzaju komorek macierzystych (KM) w
zalezno$ci od podloza choroby, $ciste okreslenie oczekiwan terapeutycznych zwigzanych z
zastosowanym leczeniem, z optymalizacjg funkcjonalng przeszczepianych komorek in vitro
oraz wlasciwg drogg i sposobem podania przeszczepu. Obecnie intensywne badania nad
zastosowaniem KM w chorobach neurologicznych koncentrujg si¢ gldwnie na szczegdétowym
sprecyzowaniu powodoéw duzej zmiennosci efektow leczniczych osigganych przez
poszczegblne grupy badaczy. Wydaje si¢, ze w celu osiggniecia jednoznacznych i
powtarzalnych efektow konieczne jest wprowadzone precyzyjnych standardow postgpowania

w odniesieniu do konkretnych choréb.

Obecnie w badaniach klinicznych zastosowanie znalazly gltéwnie mezenchymalne
komorki macierzyste (MSC) ze wzgledu na tatwos$¢ dostepu, brak kontrowersyjnosci etycznej
oraz stosunkowo duze bezpieczenstwo przeszczepdw, w tym réwniez allogenicznych. Majac
na uwadze translacj¢ wynikow badan podstawowych do terapii klinicznej, do prowadzonej
przez mnie analizy czynnikow warunkujacych losy przeszczepu zostala wybrana ta wlasnie
grupa komorek. Zaznaczenia moze wymaga¢ dwuznaczno$¢ stosowanego powszechnie
skrotu: MSC (mesenchymal stem cells), ktory zasadniczo powinien przystugiwa¢ jedynie
homogennym populacjom KM scharakteryzowanych in vitro (Caplan i wsp. 2017), o
znaczacym potencjale klonogennym oraz ekspresji genow pluripotencjalnych (Sandvig i wsp.
2017). Obecnie komorki pozyskiwane ze szpiku kostnego, tkanki tluszczowej lub krwi
pepowinowej, zwane nieprawidlowo, ale dos¢ powszechnie, mezenchymalnymi komoérkami
macierzystymi (MSC), stanowig heterogenng frakcj¢ stromalng (podscieliskowg) Iub w
przypadku krwi pgpowinowej subpopulacje jednojadrzastych komorek. Frakcje te zawierajg
bardzo nieliczng (ok. >1-5%) liczbe klonogennych (wiasciwych) komorek macierzystych
(Kuroda i wsp. 2014). Dopiero w wyniku ukierunkowanej, selektywnej hodowli i segregacji

in vitro mozna zwigkszy¢ liczbe tych komorek przed transplantacja.

Nadrzgdnym celem terapii regeneracyjnej z zastosowaniem KM od poczatku byla
odbudowa uszkodzonej w wyniku procesu chorobowego sieci neuralnej. W tym celu

optymalne wydaje si¢ podawanie komorek macierzystych/progenitorow neuralnych lub
4
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komorek macierzystych MSC, posiadajagcych wysoki potencjat do roznicowania si¢ w tym
kierunku. Pozyskiwane z neurogennych obszarow moézgu plodéw komorki macierzyste to
zrédto nadal kontrowersyjne etycznie i niewystarczajace ilosciowo, cho¢ rekonstrukcyjnie
optymalne. Bardziej dostepng mozliwos$cig dla terapii rekonstrukcyjnej wydaja sie¢ komorki o
cechach pluripotencji, obecne w niewielkiej liczbie, gtéwnie w okresie okotoporodowym w
tkankach poptodu: krwi pgpowinowej , lozysku, pltynie owodniowym czy sznurze pepowiny
(galarety Whartona — WJ-MSC). Mozliwo$¢ otrzymania drogg dtugotrwatej selekcji pelnego
réznicowania neuralnego komorek jednojadrzastych krwi pepowinowej zostata wykazana po
raz pierwszy w naszym zespole juz ponad 15 lat temu (Buzanska i wsp. 2002). Cecha ta
zostata potwierdzona poprzez wyprowadzenie nietransformowanej linii neuralnych KM
(HUCB-NSC) wykazujacych zdolno$¢ wydzielania neuroprzekaznikow, aktywnos$¢
elektrofizjologiczng kanatow jonowych (Sun 1 wsp. 2005, Buzanska 1 wsp. 2006) oraz cechy

spontanicznej aktywnosci elektrycznej w hodowli in vitro (Jurga i wsp. 2009).

Wraz z otrzymaniem powyzsze] populacji komodrek posiadajagcych udowodniony potencjat
neuralny in vitro, rozpoczeto analizg¢ czynnikow mogacych wptywac na ich los przed i po

przeszczepie.
Wplyw miejsca przeszczepu na przezycie, integracje i migracje KM
(Sarnowska, Jurga i wsp. 2009)

Jako uproszczong alternatywe dla przeszczepu in vivo zastosowali$my dlugoterminowa
organotypowa hodowle skrawkéw hipokampa szczura (OHC) (Sarnowska i wsp. 2002). W
powyzszym modelu badaliSmy dwustronne oddzialywania pomigdzy przeszczepionymi
komorkami macierzystymi, a tkanka gospodarza ex-vivo. Ten typ hodowli mozna uznaé za
rodzaj redukcjonistycznego modelu przeszczepu do moézgu, w ktéorym wykluczono
bezposredni wptyw ogoélnoustrojowej homeostazy 1 systemowej odpowiedzi immunologicznej
na przeszczep. Organotypowe hodowle skrawkowe zostaly zaakceptowane jako przydatny
model posiadajacy wlasciwosci zar6wno hodowli komorkowej, jak 1 modelu zwierzecego.
Skrawki organotypowe w poréwnaniu z mieszanymi hodowlami komoérkowymi (neurony,
astrocyty 1 oligodendrocyty) zachowuja prawidlowa cytoarchitekture tkanki, utrzymuja
funkcjonalne potaczenia i szlaki przekaznictwa oraz naturalne potaczenia migdzykomorkowe,
a zatem lepiej moga odtwarza¢ naturalne Srodowisko przeszczepu. Progenitory neuralne
wyprowadzonej z krwi pegpowinowej linii byly transplantowane na tkanke hipokampa w

postaci zawiesiny pojedynczych komoérek (HUCB-NSC), lub w postaci neurosfer
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(wielokomorkowych agregatow niezroznicowanych NSC), pozyskanych w pozywce wolnej
od surowicy in vitro (N-HUCB). HUCB-NSC w postaci zawiesiny byly rownomiernie
nanoszone na skrawek hipokampa. W odr6znieniu od tego sposobu podania, neurosfery byty
nasadzane w konkretne rejony hipokampa: zakret zgbaty, rejon CA lub kore srodwechowa
(gyrus dentatus - DG, cornu ammonis - CA, enthorinal cortex - EC), nasladujac przeszczepy
miejscowe, intraparenchymalne (migzszowe).

Nasze obserwacje koncentrowaty si¢ gtownie na ocenie zdolno$ci tych przeszczepow do
wbudowywania si¢ w sieci neuronalne gospodarza oraz na wptywie czasu i1 miejsca
przeszczepu na ich zdolno$¢ do migracji i roznicowania w obrebie okreslonej cytoarchitektury
hipokampa.

Uzyskane wyniki wykazaly, ze zachowanie komodrek po transplantacji bylo silnie
zalezne od regionu histologicznego, w ktory zostaly podane. KM przeszczepione jako
zawiesina pojedynczych komorek lub podane w postaci neurosfer, migrowaly z DG w
kierunku CA (region bogaty w neurony), wykorzystujac naturalne szlaki widkien typowe dla
endogennego ruchu neuroblastow (Jin i wsp.
2001, Nakatomi i wsp. 2002, Sugino i wsp.
2006). Osiagajac region CA, réznicowaly si¢ i
wlaczaly w istniejacag cytoarchitekture tkanki.

Przeciwnie, komorki transplantowane jako

A neurosfery do regionu EC pozostawaly
entate

o¥’
°

niezroznicowane (spoczynkowe) przez caly
okres naszej obserwacji. Podobne zachowanie
KM opisano w modelu in vivo. KM po

Schemat przedstawiajacy wtokna projekcyjne w transplantacji do regionu SVZ szczura,
hipokampie. Na zielono zaznaczone
transplantowane komorki oraz szlaki ich

migracji warunkujagcym ich ukierunkowang migracje

podlegaty endogennym sygnatom

wzdtuz tzw. ,rostral migratory stream (RMS)”
do opuszki wechowej (Walczak 1 wsp. 2004). Podobng ukierunkowang migracj¢ endogennych
progenitoréw neuralnych do sektora CAl opisano w hipokampie szczura po niedokrwieniu
(Nakatomi i wsp. 2002).
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Wplyw czasu pomiedzy uszkodzeniem a transplantacja na przezycie, migracje i
integracje KM z tkanka biorcy
(Sarnowska, Jurga i wsp. 2009)

Poza wptywem $rodowiska i histologicznej topografii miejsca przeszczepu, innym
istotnym czynnikiem warunkujagcym skuteczng migracje 1 roéznicowanie komorek
terapeutycznych wydaje si¢ sam moment ich dostarczania do organizmu gospodarza. Podanie
KM na $wiezo pozyskane, uszkodzone stresem izolacyjnym skrawki hipokampa (DIVO),
moze odwzorowywaé sytuacje przeszczepu w ostrej fazie uszkodzenia OUN. Warunki
przeszczepu KM na skrawki hodowane przez siedem dni (DIV7), gdy tkanka biorcy byta
metabolicznie bardziej stabilna i przeszta okres pourazowej intensywnej przebudowy
(Sarnowska 1  wsp. 2002), przypominaty probe leczenia przewleklych stanow
neurodegeneracyjnych. W  naszych dos$wiadczeniach  skuteczna migracja byla
charakterystyczna dla komoérek wysiewanych na $§wiezo otrzymane skrawki hipokampa
(DIV0). Natomiast morfologiczne i immunocytochemiczne cechy zaawansowanego
réznicowania neurondw obserwowano wylacznie w doswiadczeniach dotyczacych
przeszczepow na hodowle skrawkow DIV7. Poréwnujac z naszymi poprzednimi danymi
(Jurga 1 wsp. 2006b), komorki te roznicowaty si¢ w ciagu kolejnych 7 dni wspolnej hodowli
okoto 2 razy szybciej niz wysiane w DIVO0. Oprécz ekspresji typowych markerow dla
komoérek neuronalnych, stwierdzono w nich réwniez ekspresje receptora GluR 1-3. Ta
obserwacja moze wskazywac¢ na pewng funkcjonalng dojrzalo$¢ nabyta przez przeszczepione
komorki, ktore wykazywaly gotowos¢ do przyjmowania 1 prezentacji sygnatow

pobudzajacych.

Jednym z ciekawszych wynikow w naszym badaniu bytlo wykazanie zahamowania
immunoreaktywnosci GFAP po transplantacji komorek, obserwowane zarowno w tkance
gospodarza, jak 1 w roznicujacych si¢ przeszczepionych komorkach. Wplyw komorek
macierzystych/progenitorowych na zahamowanie proliferacji astrogleju byl najbardziej
widoczny po ich transplantacji w postaci neurosfer w regionie CA. Podobne obserwacje
zostaly opisane wczesniej przez Jurge (Jurga i wsp. 2006) w hodowli in vitro oraz grupe
Shen’a (Shen i wsp. 2007) w badaniach in vivo, gdzie zaobserwowano zmniejszenie grubosci
blizny glejowej wokot ogniska niedokrwiennego w rdzeniu kregowym u szczuréw po podaniu
BM-MSC. Powyzsze wyniki sugeruja, ze KM po transplantacji hamuja miejscowo tworzenie
si¢ blizn glejowych w uszkodzonej tkance OUN. Ta obserwacja wydaje si¢ szczegdlnie

istotna, poniewaz nadmierna astroglioza wystepuje w rdznych zaburzeniach
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neuropatologicznych 1 uwaza si¢, ze stanowi ona przeszkode dla przywrdcenia prawidlowej
regeneracji uszkodzonych wtokien nerwowych. Wyjasnienia tego mechanizmu dziatania KM

upatruje si¢ w ich parakrynnych wlasciwosciach adjuwantowych.

Rownolegle z opisang zdolnoscig HUCB-NSC do supresji miejscowej astrocytozy,
obserwowano aktywacje endogennej neurogenezy wokot przeszczepu. Ta obserwacja byta
zgodna z wczesniejszym badaniami in vivo przeprowadzonymi przez inne grupy (Neuhoff i
wsp.2007, Taguchi i wsp. 2004) wykazujacymi, ze podanie komodrek macierzystych
pochodzacych z krwi pepowinowej moze stymulowa¢ endogenng neurogeneze u zwierzat,

najprawdopodobniej réwniez w mechanizmie parakrynnym.

Wplyw wzajemnych oddzialywan pomiedzy przeszczepionymi KM a tkanka biorcy
(Sarnowska, Braun i wsp. 2009)

Wiele badan eksperymentalnych, w tym réwniez nasze, sugeruje, ze komorki
macierzyste wytwarzaja czynniki wzrostu i1 cytokiny zdolne do stymulacji endogennych
mechanizmow naprawczych 1 dzieki temu prowadza do poprawy deficytow funkcjonalnych
(Dempsey i Kalluri, 2007; Liu i wsp., 2006; Zhang i wsp., 2004, Gornicka i wsp. 2011).
Przeszczepione komorki nie tylko wptywaja bezposrednio na uszkodzong tkanke gospodarza,
ale takze uczestnicza w modulacji wielu procesow ogolnoustrojowych. Analiza tych interakcji
w eksperymentach in vivo jest czesto zaklocana poprzez wspolistniejace procesy zapalne,
glownie wywotane nietolerancjag immunologiczng gospodarza na ludzki ksenoprzeszczep
komorkowy (Koztowska i wsp., 2007a). Co wiecej, immunologiczne odrzucenie jest
szczegollnie silnie zaznaczone, gdy przeszczepione komorki sa podawane §rodmiazszowo do

OUN (Buhnemann i wsp., 2006).

Zatem, kolejnym celem moich badaf bylo ustalenie, czy dziatanie neuroregeneracyjne
KM jest $cisle zwigzane z ich zdolnoscig do odbudowy zniszczonego narzadu i zalezne jest
od bezposredniego kontaktu pomig¢dzy przeszczepianymi komoérkami, a uszkodzong tkanka.
Ma to istotny wptyw na przyszte decyzje kliniczne dotyczace drogi podawania MSC. Aby
unikngé¢ wplywu procesdw zwigzanych z systemowa odpowiedzia immunologiczng
wystepujacg po transplantacji in vivo, do badania tej zalezno$ci wykorzystaliSmy opisany
wczesniej model in vitro organotypowej hodowli skrawkéw hipokampa szczura (OHC). W
celu odtworzenia in vitro warunkéw nasladujacych uraz niedokrwienny, skrawki OHC

poddawano czasowemu ograniczeniu doptywu gtownych substratéw metabolicznych - tlenu i
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glukozy (OGD). Mozliwe bezposrednie lub posrednie dziatanie neuroprotekcyjne MSC
oceniano po 24-godzinnej reperfuzji skrawkow w dwoch uktadach eksperymentalnych:

(i) po transplantacji komorek podawanych bezposrednio na skrawki (tzw. hodowla
bezposrednia)

(i1)) we wspothodowli komorek ze skrawkami hipokampa bez mozliwosci bezposredniego
kontaktu miedzy nimi, (tzw. hodowla posrednia)

hodowla
posrednia

hodowla

__ - skrawek
bezposrednia -

——————— skrawek
. ~ komorki
"=~ komérki

(i) (ii)

Panel lewy: Schemat przedstawiajacy model hodowli bezposredniej. W tym modelu KM
transplantowane sg na powierzchni¢ skrawka hipokampa. Na zielono wyznakowano CMFDA (5-
chloromethylfluorescein diacetate) komorki HUCB-NSC, na czerwono wybarwione sg komorki
hipokampa szczura (A, B — Ptubulina III; C- TUJ1). Panel prawy: Schemat przedstawiajacy
model hodowli posredniej. W tym modelu KM hodowane sg na szalce, pod skrawkiem, we
wspolnej pozywce hodowlanej.

Ocena po tak krotkim czasie od uszkodzenia potencjalnie wykluczata mechanizmy zwigzane z
zaawansowanym roznicowaniem i repopulacja uszkodzonej tkanki poprzez kontakt lub
parakrynny wptyw MSC.

Do badan uzyliSmy BMSC izolowanych ze szpiku szczura (przeszczep allogeniczny).
Komorki hodowano w standardowych warunkach (BMSC-basal) lub w pozywce pozbawione;j
surowicy (BMSC- SD). Hodowla w pozywce pozbawionej surowicy umozliwita uzyskanie
populacji komoérek bogatszej w progenitory neuralne, ekspresjonujagce nestyne i GFAP
(Sauerzweig 1 wsp., 2009), w odroznieniu od niezréznicowanej, heterogennej populacji
komoérek hodowanych w pozywce zawierajacej surowice. W celach poroéwnawczych
transplantowano rowniez $wiezo izolowana populacje komorek z kory mozgu (primary

cortical cell culture) bogatag w progenitory neuralne (PrimC).

W obu modelach hodowli (bezposrednim i posrednim) MSC indukowaly poréwnywalng 1
znaczacg neuroprotekcje skrawkow hipokampa poddanych OGD. Efekt uszkodzenia



Postepowanie habilitacyjne — dr n. med. Anna Sarnowska Zalgcznik 2: Autoreferat w jezyku polskim

uwidoczniono analizujgc zatrzymywanie jodku propidyny przez komorki rejonu CAl oraz
zmniejszenie liczby neuronéw piramidowych w CA1, wykazujacych dodatkowo zwigkszong i

rozprzestrzeniong obecno$¢ cytochromu ¢ w cytoplazmie oraz aktywacje kaspazy 3.

Efekt ochronny komoérek byt wyraznie wigkszy w badaniach z zastosowaniem populacji

BMSC-SD zawierajgcej progenitory neuralne.

Poréwnujac dziatanie neuroprotekcyjne MSC w obu uktadach eksperymentalnych doszlismy
do wniosku, ze neuroprotekcyjny efekt MSC obserwowany w krotkim czasie po
niedokrwieniu (24 h) nie zalezy od bezposredniego kontaktu komoérka-komorka. Ponadto
potwierdzono poprzednie wyniki, wykazujace, ze oddzialywania pomiedzy przeszczepionymi
komoérkami, a uszkodzong tkanka maja charakter bilateralny. Skrawki OHC poddane
uszkodzeniu (OGD) stymulowaty wyraznie wspothodowane z nimi BMSC-SD oraz PrimC do
wyzszej ekspresji neurotroficznych czynnikow wzrostowych bFGF 1 NGF oraz do
zwigkszonego roznicowania pro-neuralnego, czego nie obserwowano w takim stopniu we

wspothodowlach ze skrawkami nieuszkodzonymi.

Kolejna obserwacja dotyczyta réznic w migracji i réznicowaniu MSC w zaleznosci od
wielko$ci obecnej w nich subpopulacji komorek Nestyna/GFAP pozytywnych. MSC wysiane
na uszkodzong tkanke hipokampa przez kolejne 7 dni migrowaly w glab skrawka, ale
migracja wyzej zroznicowanych BMSC-basal pozostawata mniejsza, a ich przezycie stabsze.
BMSC-SD migrowaty przez cata grubos$¢ skrawka, a ich przezycie byto wyzsze. BMSC-basal
po zakonczeniu migracji zachowaly okragla morfologie¢ komorek nisko-zréznicowanych,
natomiast BMSC-SD rdéznicowaly si¢ w kierunku neuronalnym i glejowym wykazujac
typowa wielobiegunowa morfologie. W kontrolnej populacji PrimC, w obecno$ci
uszkodzonej tkanki obserwowano rowniez podobng zmiane morfologii komorek i
réznicowanie z form progenitorowych w dojrzate neurony. Obecnos¢ uszkodzonej tkanki
indukowatla znaczny wzrost dlugosci obecnych dendrytow 1 sprzyjata powstawaniu nowych

wypustek.

Podsumowujac, wyniki naszych badan wykazaly, ze MSC posiadaja silne dziatanie
neuroprotekcyjne zwigzane gltownie z dziataniem adjuwantowym, nie wymagajacym
bezposredniego kontaktu z uszkodzong tkankg. Mechanizm neuroprotekcyjny wywolywany
przez transplantacjc MSC ro6zni si¢ od opisywanego fizjologicznego mechanizmu
neuroprotekcji opartej na oddzialywaniu mikrogleju, ktory wymaga bezposredniego kontaktu

komorka-komoérka z neuronami w niedotlenionej tkance (Neumann i wsp. 2006). Ponadto
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przedstawiony efekt terapeutyczny wydaje si¢ nie by¢ warunkowany stopniem zrdéznicowania
neuronalnego podawanych komorek terapeutycznych. Takie obserwacje moga mie¢ wazne
implikacje dla praktyki klinicznej, sugerujac mozliwo$¢ udanej terapii komorkowej po
transplantacji KM do przestrzeni ptynowych (np. dokomorowo, intratekalnie) w pewnym

oddaleniu od oczekiwanego celu terapeutycznego.

Jednocze$nie ponownie udowodniono, ze w celu odbudowy sieci neuronalnej niezbgdne jest
pozyskanie subpopulacji komoérek o silnych wlasciwosciach do roznicowania w kierunku
neuralnym. Taki potencjal moga naby¢ rowniez komorki MSC pod wpltywem odpowiedniej
zmiany Srodowiska ich hodowli, co byto tematem oddzielnych projektéw z moim udziatem

nie wchodzacych jednak w zakres przedstawianego tutaj opracowania. (Drela i wsp. 2016).

Wplyw mikrosrodowiska na ukierunkowanie réoznicowania i wlasciwosci adjuwantowe

przeszczepianych KM
(Sypecka i wsp. 2015, Sypecka, Sarnowska 2013, Sarnowska i wsp. 2013)|

W  os$rodkowym ukladzie nerwowym osoby dorostej istnieje naturalny rezerwuar
progenitoréw neuralnych zasiedlajacych strefe przykomorows (SVZ) (Gonzalez-Perez i wsp.
2011, Nait-Oumesmar i wsp. 2011) i wngke zakretu zebatego hipokampa (DG). Rezerwuar
ten moglby zosta¢ zmobilizowany do celéw odbudowy uszkodzonej tkanki. Jednak los
zarowno rekrutowanych prekursorow endogennych, jak i przeszczepionych komoérek moze
by¢ znaczaco zmieniany przez lokalne mikrosrodowisko tkankowe, ksztaltujace nisze
komorkowe, w tym przez: sgsiadujagce komorki, biatka macierzy zewnatrzkomorkowej, a
takze wydzielane czasteczki rozpuszczalne (czynniki troficzne, cytokiny i1 morfogeny)
(Markiewicz 1 wsp. 2011, Kim 1 wsp. 2012) oraz ich zmiany zalezne od toczacego si¢ procesu
chorobowego. Podczas gdy promowanie neurogenezy jest zwykle wysoce pozadane,
stosunkowa tatwo$¢ réznicowania si¢ w astrocyty moze okaza¢ si¢ powazng przeszkoda
regeneracyjng, prowadzac do tworzenia blizn glejowych utrudniajacych migracje komorek,
dostarczanie czynnikow przeciwzapalnych i troficznych. Mikro§rodowisko znaczaco wptywa
nie tylko na réznicowanie badanych komorek, ale rowniez na ich aktywnos$¢ parakrynna,
przyczyniajac si¢ do inicjowania procesOw neurogennych, neuroprotekcyjnych, a takze, co
niezwykle istotne z punktu widzenia terapii komodrkowej, do modulowania systemowych

reakcji immunologicznych.

Nasze obserwacje wraz z raportami pochodzacymi z innych laboratoriow doprowadzilty m.in.

do podniesienia kwestii mozliwych roznic molekularnych pomigdzy tkanka nerwowa
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pochodzacg z roznych regionow OUN, ktore to rdznice moga mie¢ wptyw na losy zardéwno
endogennych progenitorow neuralnych, jak i transplantowanych, egzogennych KM.

W tym celu postanowiono stworzy¢ model organotypowej hodowli skrawkow podtuznych
rdzenia kregowego (SSC), adekwatny do modelu organotypowych hodowli hipokampa.
Najwazniejszg zaleta prezentowanego modelu jest zachowanie wewngtrznego odcinka
wiokien rdzenia krggowego 1 jego biegunowo$ci. Model umozliwia wzglednie tatwa
wizualizacj¢ proceséw zachodzacych podczas wzrostu aksonalnego, regeneracji, tworzenia
synaps i mielinizacji podczas hodowli in vitro przez okres do 4-5 tygodni po wyizolowaniu
skrawkow (Sypecka 1 wsp. 2015). Dotychczasowo stosowane hodowle poprzeczne skrawkow

rdzenia uniemozliwialy podluzny wzrost aksonoéw, podstawe proceséw patologicznych

zachodzacych w wielu chorobach rdzenia kregowego.

Schemat przedstawia model
organotypowej hodowli skrawkow

&, : Hoechst

GFAP /TUJ1 TUJ1/ NF200 GFAP /TUJ1 . .
podtuznych rdzenia krggowego.

W oparciu o powyzsze modele organotypowe (skrawkéw hipokampa — obszaru o
przewazajacych sygnatach neurogennych i skrawkow rdzenia - obszaru o potencjalnie
dominujacym sygnale gliogennym) przeprowadzono analiz¢ molekularng wybranych
czynnikow regulujacych kluczowe procesy komoérkowe. Dodatkowo zbadano zdolno$¢ tych

dwoch mikrosrodowisk do promowania réznicowania w kierunku astrocytow.

Analiza molekularna wykazata znaczne réznice w poziomach mRNA gtéwnych czynnikow
regulujacych biologi¢ komorki. Ekspresja dziewigciu badanych czynnikow (sposrod
pigtnastu) okazala si¢ wyzsza w obszarze hipokampa w porodwnaniu ze skrawkami rdzenia
kregowego, dwoch obnizona, a tylko czterech podobna. Do czynnikéw silnie

eksprymowanych w hipokampie nalezalty m.in. czynniki wywierajace efekty neurotroficzne:
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neurotrofiny NGF 1 BDNF, a takze CNTF 1 GDNF, odgrywajace role w rekrutacji nowych
neuronéw (Harvey i wsp. 2012), a takze czynniki z rodziny GMF i FGF-2 zaangazowane w
regulacje¢ gendéw odpowiedzialnych za proliferacje, migracj¢, réznicowanie 1 przezycie
komorek, neurogeneze 1 wzrost aksonow (Fortin 1 wsp. 2005, Reus 1 wsp. 2003). Odkrycia te
potwierdzaja jednoznacznie, ze lokalne mikrosrodowisko tkankowe w obrgbie uktadu

nerwowego jest znaczaco heterogenne.

Dodatkowo oceniano réwniez zdolno$¢ tych dwoch mikro$rodowisk do promowania
astrocytarnego réznicowania progenitorow oligodendralnych (OPC). Podczas gdy w
pierwotnej hodowli OPC komorki GFAP-pozytywne stanowity bardzo malg populacje, w
doswiadczeniach kontrolnych ich ilo$¢ znacznie wzrosta, zar6wno podczas hodowli w
pozywce stale kondycjonowanej, jak i w obecnosci hodowli skrawkéw hipokampa lub rdzenia
kregowego. Obserwowana podatno$¢ na wptyw lokalnych sygnatow pozakomoérkowych moze

skutecznie przyczynic si¢ do stwierdzonego powstawania blizn glejowych.

Specyfika réznych regionéw OUN, wykazana w przedstawionym badaniu, moze znacznie
modyfikowaé los, migracj¢ i roznicowanie komoérek progenitorowych, co nalezy wziag¢ pod
uwage w planowanych terapiach komoérkowych (Sypecka, Sarnowska 2013). W celu
poszerzenia poprzednich obserwacji przeprowadzono wspéthodowle bezposrednig 1 posrednia
(wg modelu opisanego wczesniej) OPC ze skrawkami rdzenia kregowego lub hipokampa.
Zaobserwowano, ze zarOwno bezposrednie, jak 1 posrednie wspothodowle ze skrawkami
hipokampa sprzyjaly dojrzewaniu znaczacej czgsci OPC w kierunku neuronalnym (komorki
stawaly si¢ TUJ1-pozytywne) i przyspieszeniu dojrzewania oligodendrogleju. Juz po 7 dniach
hodowli mozna bylo obserwowaé znaczng liczb¢ wielowypustkowych oligodendrocytow
GalC pozytywnych. Odwrotnie, efekt neurogenny byt znacznie mniej wyrazny w hodowlach
SCC-OPCs, a roznicowanie komorek przebiegalo znacznie wolniej, w poréwnaniu z
hodowlami prowadzonymi w obecnosci skrawkow hipokampa. W hodowli komoérkowe;j

przewazaly komorki progenitorowe (NG2+) i niedojrzate (O4+) komorki oligodendrogleju.

Podsumowujac, przedstawione wyniki wskazuja na istotne réznice w ekspresji kluczowych
czynnikow wplywajacych na biologie prekursorow neuralnych w réznych regionach OUN.
Wykazana lokalna niejednorodnos¢ tkanek powinna by¢ brana pod uwage przy planowaniu

terapii komorkowych .

Ostatnie badania wskazuja, ze r6znicowanie KM w dojrzale tkanki zalezy nie tylko od sktadu

komorkowego, ale réwniez od fizykochemicznych witasciwosci Srodowiska t.j.: struktura,
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elastycznos¢ 1 sktad. Parametry te oddziatujac poprzez mechanoczute receptory, zamieniajace
bodziec fizyczny na sygnat biochemiczny, moduluja rozwdj komoérki wptywajac na droge
réznicowania w okreslonym kierunku (Reilly GC i wsp. 2010). Wiedza dotyczaca wplywu
bodzcow zewnetrznych na los komorek moze umozliwi¢ regulowanie poprzez ksztatty,
topografie badz strukture¢ chemiczng Srodowiska (szkielety, zwiazki adhezyjne, domeny
biofunkcjonalne) ré6znicowanie tych komoérek. Zastosowanie struktur 3D w transplantacji KM
wydaje si¢ by¢ tym bardziej zasadne, ze przeszczepiane egzogennie komorki, pomimo
migracji do miejsca urazu, przezywaja krotko i sg zbyt nieliczne, aby mozna bylo bra¢ pod
uwage ich zdolnosci reparacyjne (Koztowska i wsp. 2007). Oprocz wptywu na réznicowanie
komorek, na ich zdolno$¢ do tworzenia potaczen, zadaniem szkieletow jest rowniez ochrona
przeszczepu przed naptywajacymi komorkami uktadu odpornosciowego (Hejcl i wsp. 2008,
Potter i wsp. 2008).

Klasyczne szkielety 3D mozna podzieli¢ na dwie gltoéwne grupy: typu wspierajacego, z
komoérkami zlokalizowanymi gtownie na ich powierzchni i typu integracyjnego (o charakterze
gabki lub hydrozelu) z komoérkami penetrujgcymi do rdzenia rusztowania (Jurga i wsp. 2009).
Pierwszy rodzaj szkieletow wykazuje duza zdolnos$¢ do tworzenia macierzy dla nasadzonych
komorek, natomiast typ integracyjny stanowi lepszg barier¢ fizyczna, chronigcg komorki
przed infiltracja komponentow uktadu odpornosciowego oraz tworzy dzigki topografii model
niszy komorkowe.

Celem naszych kolejnych badan bylo dobranie optymalnego, bioaktywnego szkieletu
taczacego cechy obu rusztowan. Po wyborze szkieletu analizowaliSmy jego wplyw na
przezywalno$¢ komorek, podjecie dalszych decyzji migracyjnych i réznicujacych oraz wpltyw
na efekt neuroprotekcyjny wywolany przez zasiedlajace szkielet MSC izolowane z galarety
Whartona (WJ-MSC). Badania przeprowadzano na dwoch biodegradowalnych szkieletach o
strukturze porowatej: Zelatynowym 1 dekstranowym, pokrytych lamining w celu
biofunkcjonalizacji ich powierzchni. Dobrano szkielety zbudowane z poréw o rdznej
wielkosci. W badaniach in vitro lepsze wyniki uzyskano stosujgc szkielety zelatynowe.
Przezycie komorek na tych szkieletach wynosito okoto 70-80%. Komorki gromadzily sie¢ w
wewngtrznej przestrzenie rusztowania i wykazywaty ekspresje markera proliferacji Ki67. W
srodku rusztowania, w matych porach (o $rednicy < 80 mikronéw) przypominajacych nisze
komorkowe, MSC tworzyly agregaty, ekspresjonujac typowe markery niedojrzatych
neuroblastow t.j. nestyna czy GFAP. W porach o $rednicy 80-120 mikronéw obserwowano

roznicowanie si¢ komorek, zmiang ich morfologii na dojrzalszg i ekspresje markerow gtownie
14
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neuronalnych - wzrost sieci neuronalnych (Sarnowska i wsp. 2013). Przez duze pory (> 120

mikrondéw) dochodzito do wymiany medium i gazéw (Jurga i wsp. 2011).

Tak zasiedlone szkielety byly przeszczepiane ex vivo na hodowle organotypowe skrawkow
hipokampa szczura (nieuszkodzone oraz poddane OGD) oraz in vivo do prazkowia szczuréw
stada Wistar, zdrowych lub poddanych ogniskowemu uszkodzeniu mozgu z zastosowaniem
ouabainy. W celu porownania do klasycznego przeszczepu, podawano réwniez WJ-MSC w

postaci zawiesiny.

Stworzenie dla komdrek podtoza do proliferacji i roznicowania si¢ oraz zapewnienie bariery
dla uktadu immunologicznego wzmocnity efekt neuroprotekcyjny i1 przeciwzapalny WJ-MSC,
co silnie korelowato z lepszym przezyciem przeszczepu. Szkielety zasiedlone przez MSC
wywolywaly mniejszg reakcje zapalng niz wszczepiane niezasiedlone szkielety.
Obserwowano mniejszg aktywno$¢ mikrogleju, zahamowanie tworzenia blizny wokot
przeszczepu, a w tkance biorcy nizszy poziom IL-6. Ponadto szkielety obsadzone komoérkami
silnie aktywowaly w otaczajacej tkance metaloproteinazy 2 1 9, utatwiajac ich biodegradacje i
zwigkszajac zdolno$¢ do przebudowy tkanki. Obserwowano silne obustronne oddziatywanie

nasadzonych komorek i szkieletu.

Wplyw naturalnej selekcji i zmian fenotypu komorek MSC w czasie hodowli na stopien
ich zréznicowania i wlasciwosci regeneracyjne

(Dabrowska i wsp. 2017)

Pomimo wielkich nadziei 1 intensywnie prowadzonych badan nad wykorzystaniem KM w
terapiach rekonstrukcyjnych, tylko w niewielu schorzeniach narzadowych (i to z
wykluczeniem moézgu) udato si¢ udowodnié¢ funkcjonalng integracje przeszczepu z tkankami
biorcy oraz udziat transplantowanych MSC w odbudowie uszkodzonego narzadu. Do tych
pozytywnych przypadkow nalezg choroby hematologiczne, uszkodzenia rogéwki, ztamania
kosci 1 uszkodzenia chrzastek, choroby i urazy skory. Przy terapiach opartych na komodrkach
mezenchymalnych w innych narzadach, w tym OUN, wykorzystuje si¢ gtownie dziatanie
parakrynne MSC, wspomagajace endogenne mechanizmy regeneracyjne danego narzadu lub

tkanki.

Niespojnosci  w  wynikach koncowych publikowanych badan klinicznych z
zastosowaniem MSC wynika¢ wigc mogg m.in. z podawania komorek o roznych zdolno$ciach

adjuwantowych. Analizujac opublikowane protokoly badan klinicznych, stwierdzitam, ze
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niektorzy pacjenci otrzymywali w pierwszych podaniach §wiezo wyizolowane MSC, a w
kolejnych podaniach komorki namnazane in vitro. Niektorzy badacze stosowali w terapii
heterogenna populacj¢ komorek, np. jednojadrzastych z krwi obwodowej (Barbosa da
Fonseca i wsp. 2010, Angulski i wsp. 2017, Fernandes i wsp. 2012) lub mezenchymalng
frakcj¢ stromalng (Shen i wsp. 2007). Inni wykorzystywali komoérki hodowane in vitro,
wyselekcjonowane, cho¢ wecigz niejednorodne, okreslone roéznym stopniem jednostek
tworzacych koloni¢ (CFU - colony-forming unit). Niestety najczesciej osrodki kliniczne,
nieswiadome roznic pomig¢dzy takimi populacjami, podawaty je naprzemiennie lub losowo.
Majac nadzieje, ze wilasciwa standaryzacja sposobu hodowli moze zwickszy¢ dlugos¢
przezycia przeszczepu, zdolno$ci protekcyjne komoérek oraz bazujagc na poprzednich
wynikach badan, nasz ostatni projekt skoncentrowany byl na analizie zalezno$ci migdzy
stopniem zrdznicowania MSC, a ich wlasciwosciami sekrecyjnymi/immunomodulujagcymi.
ChcieliSmy ponadto ocenié, czy wlasciwosci neuroprotekcyjne sa silniej wywotywane przez
$wiezo izolowang, heterogenng populacje komorek, czy tez przez prowadzone w sposob
ukierunkowany  hodowle  komorek
macierzystych/progenitorowych.

zyta pepowinowa

tetnice *r ‘ Podczas doswiadczen zastosowano trzy

pepowinowe

rozne populacje ludzkich
mezenchymalnych komorek
miejsce pobrania galarety )
Whartona wyizolowanych ze sznura pepowiny:
Schemat przedstawiajacy przekrdj przez pgpowine (i) komorki zasiedlajace  strome

ludzka. Na jasniejszym tle przedstawiono miejsce

. . owiny, analizowane Ww postaci
pobrania wycinka galarety Whartona. PP Y P

fragmentu pepowiny (WJ- rodzaj
naturalnego szkieletu 3D zasiedlonego komorkami), (i) heterogenng niezréznicowang
populacje WJ-MSC krotko hodowanag (1 pasaz), oraz (iii) czeSciowo zréznicowang, bardziej
homogenng hodowle z pasazu 4.
Wszystkie trzy populacje zostaly scharakteryzowane pod katem obecnosci markerow
wystepujacych w komoérkach pochodzenia
mezenchymalnego, markeréw neuralnych oraz panelu
wydzielanych cytokin. Obecnos$¢ typowych dla komorek
mezenchymalnych biatek szkieletowych 1 antygenow

powierzchniowych wystepowata we wszystkich

Zdjgcie przedstawia fragment 16
galarety Whartona (WJ) oraz

pierwszg kohorte

wymigrowujacych komorek (WJ-

MSC p.1)
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populacjach, lecz z tendencja do zanikania w trakcie hodowli. Odwrotnie sytuacja wygladata
z ekspresja markerow neuralnych, ktére byty catkowicie nieobecne w tkance pepowiny. Po
odmigrowaniu ze stromy pegpowiny na powierzchni¢ hodowlang, komorki rozpoczynaty
spontaniczne réznicowanie w kierunku neuralnym, coraz wyrazniejsze wraz z czasem trwania
hodowli.

W kolejnym etapie dos§wiadczen komorki byly wspothodowane z nieuszkodzonymi
lub poddanymi deprywacji tlenu i glukozy skrawkami hipokampa szczura. Oceniano wpltyw
wspothodowli na rozleglo§¢ uszkodzenia tkanki, analizowano stopien zrdznicowania WJ-
MSC pod wptywem tkanki nerwowej oraz badano potencjalne mechanizmy dziatania
neuroprotekcyjnego  WJ-MSC. Najsilniejszy efekt ochronny zaobserwowano przy
wspothodowli z fragmentami pgpowiny zawierajacymi heterogenna, niezrdznicowang
populacje komorek, oraz z pierwsza kohorta komodrek migrujacych z tych fragmentéw (pasaz
1). Dhluzsza hodowla MSC pochodzacych z WJ spowodowata obnizenie wlasciwosci
protekcyjnych i zasadnicze zmiany ich wlasciwosci parakrynnych. Populacja komoérek bogata
w progenitory neuralne wydzielala wigcej czynnikow neurotroficznych lecz mniej
immunomodulacyjnych niz niejednorodna i mniej zréznicowana populacja z pierwszego
pasazu hodowli (WJ-MSCpl). Jednoczesnie bliska obecnos¢ tkanki nerwowej, a szczegdlnie
po przebytym incydencie OGD, przyspieszyta roznicowanie mezenchymalnych komorek
macierzystych sznura pepowinowego W kierunku neuralnym.

Badania te wykazaty, ze WJ-MSC w zalezno$ci od czasu prowadzenia hodowli in vitro
wydzielaja czynniki w réznym stopniu  wplywajace na plastyczno$¢ macierzy
zewnatrzkomorkowej, majg znaczaco inne wlasciwosci naczyniotwdrcze, neuroprotekcyjne 1
przeciwzapalne. Opisane roznice pomigdzy pierwszym i czwartym pasazem hodowlanym sg
wystarczajaco istotne, aby wywiera¢ wyrazny wptyw na zdolnos$ci terapeutyczne komorek 1
poprawg kliniczng po przeszczepie.

Podsumowujac, nasze badania wskazuja wyraznie na potencjalne zdolnosci KM do
odbudowy uszkodzonych sieci neuralnych. Niestety, o ile w Srodowisku ex vivo mozemy te
oddziatywania obserwowac i cze¢$ciowo kontrolowac, o tyle in vivo nadal nie dysponujemy
takimi mozliwo$ciami. Dzieje si¢ tak m.in. ze wzglgedu na brak zaaprobowanych przez FDA
zaawansowanych technik przyzyciowego znakowania i obserwacji komorek podawanych
pacjentom przez dluzszy czas po przeszczepie. Pozbawia to nas mozliwosci uzyskania
bezposrednich dowodow na rekonstrukcyjne dzialanie terapii komorkowej, niezbednych do
funkcjonalnego odtworzenia zniszczonej sieci neuronalnej u ludzi.
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Wielu neurologdéw zadaje pytanie czego wiec 1 w jakim mechanizmie mozemy oczekiwac
od obecnie stosowanej terapii komodrkowej w chorobach OUN. Dziatania te, bazujace
wprawdzie na wynikach wielu modelowych badan przedklinicznych, potencjalnie moga by¢
wielokierunkowe, lecz obecnie jedynie w niewielkim stopniu potwierdzone i gotowe do
standardowej translacji klinicznej. Dzigki potwierdzonym wilasciwo§ciom parakrynnym i
immunomodulacyjnych KM mozna liczy¢ na polepszenie funkcji uszkodzonego narzadu w
mechanizmie redukcji odczynu zapalnego, stymulacji angiogenezy, inhibicji tworzenia blizny
glejowej oraz posredniej indukcji endogennej neurogenezy. Dzigki jednoczesnej aktywacji
wielu $ciezek sygnalowych moze doj$s¢ do poprawy struktury i funkcji metabolicznych
uszkodzonych komérek nerwowych lub nawet, ale ciagle teoretycznie, do ich wymiany.

O wiele Dbardziej potwierdzonym i zaawansowanym praktycznie kierunkiem
terapeutycznym z wykorzystaniem KM sg parakrynne i immunomodulujace dziatania MSC.
Duzy potencjat tych komoérek do suplementacji parakrynnej mozna stosunkowo latwo
wykorzystywa¢ w chorobach systemowych lub nawet genetycznych posiadajacych wyrazng
komponente zapalng i immunologiczng. W takich uktadowych jednostkach chorobowych z
wyrazng komponentg zapalng powinno si¢ stosowa¢ podania systemowe komoérek MSC
charakteryzujacych si¢ sprawdzonym profilem wydzielniczym o okreSlonych i
potwierdzonych w badaniach przedklinicznych wlasciwosciach pobudzajacych procesy
naprawcze. Czesto sg to komorki regeneracyjne o charakterze przeciwnym naszym
intuicyjnym oczekiwaniom. Np. $wiezo izolowana, heterogenna populacja komorek
jednojadrzastych, pochodzaca z krwi pgpowinowej (HUC-MNC) lub z tkanki tluszczowe;j
(ADRC), moze okazaé si¢ bardziej aktywng w swoich wilasciwosciach regeneracyjnych niz
wyselekcjonowana i ukierunkowana in vitro hodowla o duzym stopniu jednorodnosci.

Jednak taki mechanizm regeneracyjny nie zawsze sprawdza si¢ w chorobach o silnym
uwarunkowaniu monogenetycznym. W takich jednostkach chorobowych o charakterze
postepujacym 1 z nieodwracalnym uszkodzeniem konkretnych populacji komoérek CUN
nalezy wykorzystywac raczej komodrki macierzyste lub progenitorowe o potwierdzonym i
szczegblnie zaawansowanym potencjale do rdéznicowania w kierunku neuralnym. W
przypadku wrodzonych choréb neurodegeneracyjnych o podtozu mono- lub poli-genowym,
podejmowana terapia powinna opiera¢ si¢ gtownie na stosowaniu komorek allogenicznych,
pozbawionych genetycznego pigtna chorobowego. Jednakze, w niektorych chorobach o

podiozu genetycznym pacjenci reaguja pozytywnie na autologiczng terapi¢ komorkowa,
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dziatajaca tutaj gldwnie poprzez supresje towarzyszacej chorobie komponenty zapalnej i
immunologicznej, co moze prowadzi¢ do wyraznej stabilizacji progresji objawow choroby.
Dobrym przykladem moze by¢ terapia komoérkowa w dystrofii mig¢sniowej (MD), w
ktorej dochodzi do postepujacego zaniku migsni 1 towarzyszacego mu stanu zapalnego
zaostrzajacego postepujace uszkodzenie jednostki nerwowo-miesniowej w MD. Stosowane
obecnie podawanie autologicznych komoérek mezenchymalnych spowalnia postep choroby
poprzez dostarczenie neurotrofin i immunomodulatorow hamujacych sktadowsa zapalng tego
schorzenia. Przyczynowa terapia, czyli odnowa uszkodzonych wtokien migsniowych poprzez
suplementacj¢ zdrowymi mioblastami, bytaby mozliwa jedynie w wyniku allogenicznego
przeszczepu miogennych KM.
Wsérdd nielicznych doniesien potwierdzajacych regeneracyjne dzialanie KM istotne sg
rowniez badania dotyczace zastosowania linii HUCN-SC (unie$miertelnionych komorek
macierzystych izolowanych z moézgu plodow) w roéznych jednostkach choréb
neurodegeneracyjnych (Levi i wsp. 2017). Po miejscowe] transplantacji tych komorek
opisano ich réznicowanie do oligodendrocytow i interneurondéw oraz wbudowanie zastepcze
do obszarow uszkodzen w nastepujacych jednostkach chorobowych: spichrzeniowych
chorobach lizosomalnych (Ceroidolipofuscynozie neuronalnej), w leukodystrofiach (Chorobie
Pelizaeusa-Merzbachera), w urazach rdzenia oraz w zwyrodnieniu plamki zwigzanym z
wiekiem (AMD- aged-related maculardegeneration). Rowniez, zgodnie z opisang powyzej
hipoteza o pluripotencjalnosci komorek macierzystych wystepujacych w subfrakcjach MSC
(Wakao i wsp. 2012; Qi i wsp. 2011), miedzynarodowa grupa badawcza (Uchida i wsp. 2017)
wykazata po raz pierwszy odbudowe¢ morfologiczng i1 funkcjonalng drog piramidowych
uszkodzonych w wyniku jednostronnego ogniskowego niedokrwienia mdzgu po podaniu
wyselekcjonowanej subpopulacji MSC tzw. ,,Muse” (Multilineage- differentiating stress-
enduring cells) (Uchida i wsp. 2017). Jest to najblizszy klinice eksperymentalny dowod
funkcjonalnej komoérkowej terapii rekonstrukcyjnej przy zastosowaniu pluripotencjalnej
subpopulacji ludzkich MSC (muse) (Kuroda i wsp. 2014).
W $wietle tych badan, wydaje si¢ catkowicie zasadne dalsze badanie czynnikow, ktore
moglyby wzmocni¢ wlasciwosci regeneracyjne, a nawet neurozastgpcze komorek MSC
poprzez odbudowe sieci neuralnych, a takze umozliwi¢ lepsza kontrole nad losem tych

komorek po przeszczepie.
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5. Oméwienie pozostalych osiagnie¢ naukowo - badawczych (artystycznych).

Prace naukowa rozpoczetam w Instytucie Medycyny Doswiadczalnej 1 Klinicznej im.
M. Mossakowskiego PAN w Zaktadzie Neurobiologii Naprawczej w 2000r, po zakonczeniu
studiow na Wydziale Biologii UW, bedac jednoczesnie w trakcie ostatnich lat studidw
medycznych na Il Wydziale Lekarskim WUM. Celem nadrzednym prowadzonych przeze
mnie badan bylo poznanie mechanizmoéw opo6znionej $mierci neuronéw oraz znalezienie
substancji o potencjale neuroprotekcyjnym w modelach przejsciowego niedokrwienia mozgu.
W latach 2000 — 2007, pod kierunkiem Prof. Krystyny Domanskiej-Janik prowadzitam
badania, ktére stanowity przedmiot mojej rozprawy doktorskiej pt. ,,Mechanizmy dzialania
wybranych zwigzkow neuroprotekcyjnych na modelach uszkodzen ischemicznych neuronow
sektora CAl organotypowej hodowli hipokampa szczura”. Dotyczyly one m.in. opracowania
modelu uszkodzenia wolnorodnikowego i ekscytotoksycznego ex vivo na organotypowej
hodowli skrawkéw hipokampa szczura. Model ten odwzorowywal zmiany zachodzace
podczas epizodu niedokrwiennego in vivo, dotyczace zaréwno specyficznej lokalizacji
uszkodzenia w rejonie CAl hipokampa, jak 1 jego opdzZnionego czasu wystgpienia. Na
powyzszym modelu sprawdzano efekt neuroprotekcyjny wybranych czynnikow oraz badano
szlaki sygnatowe zaangazowane w ich dziatanie. Wsrdd badanych zwiazkéw, silne dziatanie
protekcyjne w stosunku do neuronéw sektora CA1l zaréwno w modelu ex vivo jak i w
uszkodzeniu ischemicznym in vivo wykazaty leki od dawna stosowane w innych chorobach:
cyklosporyna A (CsA) i diazepam. Tutaj dziatanie ochronne CsA zwigzane bylo z
uszczelnieniem kanatow MTP w mitochondriach, zmniejszeniem wyptywu cytochromu c i
aktywacji kaspazy 3. Rowniez za efekt neuroprotekcyjny diazepamu, poza mechanizmem
sedatywnym 1 hipotermicznym, odpowiedzialne byto jego bezposrednie ,,uszczelniajace”
oddziatywanie na bton¢ mitochondrialng. Kolejny badany zwiagzek - minocyklina, antybiotyk
o dodatkowym szeroko dyskutowanym dziataniu neuroprotekcyjnym w wielu chorobach
neurodegeneracyjnych, pomimo zaobserwowanych pozytywnych efektow in vitro, nie
wykazatl ochronnego dziatania w przebiegu niedokrwienia przodomoézgowia u myszoskoczka

mongolskiego.
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Badania dotyczace mechanizméw neuroprotekcji farmakologicznej zostaly opisane w

ponizszych pracach:

1.

Sarnowska A, Beresewicz M, Zabtocka B, Domanska-Janik K. Diazepam
neuroprotection in excitotoxic and oxidative stress involves a mitochondrial
mechanism additional to the GABAAR and hypothermic effects. Neurochem Int. 2009
Jul-Aug;55(1-3):164-73.

Dluzniewska J, Sarnowska A, Beresewicz M, Johnson I, Srai SK, Ramesh B,
Goldspink G, Gorecki DC, Zabtocka B. A strong neuroprotective effect of the
autonomous C-terminal peptide of IGF-1 Ec (MGF) in brain ischemia. FASEB J. 2005
Nov;19(13):1896-8. Epub 2005 Sep 6.

Domanska-Janik K, Buzanska L, Dluzniewska J, Koztowska H, Sarnowska A,
Zabtocka B. Neuroprotection by cyclosporin A following transient brain ischemia
correlates with the inhibition of the early efflux of cytochrome C to cytoplasm. Brain
Res Mol Brain Res. 2004 Feb 5;121(1-2):50-9.

Luchowska E, Luchowski P, Sarnowska A, Wielosz M, Turski WA, Urbanska EM.
Endogenous level of kynurenic acid and activities of kynurenine aminotransferases
following transient global ischemia in the gerbil hippocampus. Pol J Pharmacol. 2003
May-Jun;55(3):443-7.

Zalewska T, Ziemka-Nalecz M, Sarnowska A, Domanska-Janik K. Transient
forebrain ischemia modulates signal transduction from extracellular matrix in gerbil
hippocampus. Brain Res. 2003 Jul 4;977(1):62-9.

Sarnowska A. Application of organotypic hippocampal culture for study of selective
neuronal death. Folia Neuropathol. 2002;40(2):101-6.

Zalewska T, Ziemka-Nalecz M, Sarnowska A, Domanska-Janik K. Involvement of
MMPs in delayed neuronal death after global ischemia. Acta Neurobiol Exp (Wars).
2002;62(2):53-61.

Badania dotyczace neuroprotekcji 1 mechanizmow aktywowanych po epizodzie

niedokrwienia moézgu sa przeze mnie nadal kontynuowane we wspotpracy z Prof. Barbarg

Zabtocka 1 dr Matgorzata Beresewicz. Projekty te dotycza molekularnych mechanizmow

rozprzestrzeniania si¢ sygnalu ischemiczno/ reperfuzyjnego (I/R) w komodrce. Obecnie,

korzystajac ze zwierzecego modelu niedokrwienia u myszoskoczka, koncentrujemy si¢ na

poznaniu roli r6znych izoform kinaz biatkowych C (PKC) zwigzanych z mitochondriami w

procesach prowadzacych do poischemicznej eliminacji neuronéw. Analizujac efekty
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translokacji PKCPBII do mitochondriéw, poszukujemy ewentualnego zwigzku tego procesu z
poischemiczng neuroprotekcja w regionie CA2-4, DG hipokampa. Nasze pierwsze obserwacje
zostaty opublikowane w ponizszej pracy:

1. Krupska O, Sarnowska A, Fedorczyk B, Gewartowska M, Misicka A, Zablocka B,
Beresewicz M. Ischemia/Reperfusion-Induced Translocation of PKCBIl to
Mitochondria as an Important Mediator of a Protective Signaling Mechanism in an
Ischemia-Resistant Region of the Hippocampus. Neurochem Res. 2017
Aug;42(8):2392-2403.

Od poczatku pracy w Instytucie, rownolegle do prac zwigzanych z moja rozprawag
doktorska, prowadzitam doswiadczenia dotyczace zastosowania komoérek
macierzystych/progenitorowych (KM) wyizolowanych z krwi pgpowinowej w chorobach
neurodegeneracyjnych mozgu. Doswiadczenia przeprowadzatam w trzech modelach: in vitro
- w hodowlach komoérkowych, ex vivo - z zastosowaniem hodowli organotypowych oraz in
vivo w modelu ogniskowego uszkodzenia mozgu u szczurow. W trakcie tych badan powstaty
nastepujace prace:

1. Domanska-Janik K, Habich A, Sarnowska A, Janowski M. Neural commitment of
cord blood stem cells (HUCB-NSC/NP): therapeutic perspectives. Acta Neurobiol Exp
(Wars). 2006;66(4):279-91.

2. Jurga M, Markiewicz I, Sarnowska A, Habich A, Kozlowska H, Lukomska B,
Buzanska L, Domanska-Janik K. Neurogenic potential of human umbilical cord blood:
neural-like stem cells depend on previous long-term culture conditions. J Neurosci
Res. 2006 Mar;83(4):627-37.

Po obronie doktoratu w 2007 r odbylam roczny staz w ramach stypendium im. Marii
Curie-Sktodowskiej w Leibniz Institute for Neurobiology w Magdeburgu. W trakcie stazu
zdobylam do$wiadczenie w izolacji, hodowli i charakterystyce mezenchymalnych komorek
macierzystych izolowanych ze szpiku. Oprocz poznawania i stosowania technik badawczych
t.J. metod biologii molekularnej, metod obrazowania przezyciowego skrawkow, w czasie tego
roku zostatam rowniez wprowadzona w dziatalno$¢ projektowa Pracowni. Uczestniczylam w
telekonferencjach konsorcjum, zapoznawatam si¢ z zasadami pisania grantéw europejskich,
jak rowniez funkcjonowaniem pracowni ustugowych. Ten okres byt dla mnie bardzo owocny
1 zawazyl na ukierunkowaniu moich dalszych badan w obszarze medycyny regeneracyjnej, a
powstala w tym czasie publikacja Sarnowska et al. 2009 stanowi jedng z dwoch pracy
otwierajacych moje, opisane powyzej osiagnig¢cie naukowe.
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Po powrocie do Zaktadu Neurobiologii Naprawczej w roku 2009 kontynuowatam badania
zwigzane z otrzymywania mezenchymalnych komorek macierzystych (MSC) z réznych
zrodet, jak roéwniez nad sposobami ich réznicowania i transplantacji. Te badania doktadniej
zostaly opisane w osiggni¢ciu naukowym.

Jednoczesnie, w nowo wydzielonej Pracowni Bioinzynierii Komorek Macierzystych, pod
kierunkiem Prof. Krystyny Domanskiej-Janik kontynuowatam badania dotyczace sposobow
optymalizacji izolacji i hodowli MSC, w celu jak najlepszego przygotowania komoérek do
zastosowania w Klinice. Prace te dotyczyly otrzymania z heterogennej populacji MSC,
subpopulacji pluripotencjalnych komorek macierzystych. Modulujac czynniki srodowiskowe
t.j. stgzenie parcjalne tlenu oraz poréwnujac rézne metody izolacji komoérek, opracowaliSmy
warunki uzyskania i prowadzenia hodowli MSC, bogatej w subpopulacje pluripotencjalnych
komorek. Wyniki tych badan zostaly opublikowane w nastgpujacych pracach:

1. Sandvig I, Gadjanski I, Vlaski-Lafarge M, Buzanska L, Loncaric D, Sarnowska A,
Rodriguez L, Sandvig A, lvanovic Z. Strategies to Enhance Implantation and Survival
of Stem Cells After Their Injection in Ischemic Neural Tissue. Stem Cells Dev. 2017
Apr 15;26(8):554-565.

2. Lech W, Figiel-Dabrowska A, Sarnowska A, Drela K, Obtulowicz P, Noszczyk BH,
Buzanska L, Domanska-Janik K. Phenotypic, Functional, and Safety Control at
Preimplantation Phase of MSC-Based Therapy. Stem Cells Int. 2016;2016:2514917.

3. Drela K, Lech W, Figiel-Dabrowska A, Zychowicz M, Mikula M, Sarnowska A,
Domanska-Janik K. Enhanced neuro-therapeutic potential of Wharton's Jelly-derived
mesenchymal stem cells in comparison with bone marrow mesenchymal stem cells
culture. Cytotherapy. 2016 Apr;18(4):497-509.

4. Obtulowicz P, Lech W, Strojek L, Sarnowska A, Domanska-Janik K. Induction of
Endothelial Phenotype From Wharton's Jelly-Derived MSCs and Comparison of Their
Vasoprotective and Neuroprotective Potential With Primary WJ-MSCs in CAl
Hippocampal Region Ex Vivo. Cell Transplant. 2016;25(4):715-27.

5. Drela K, Sarnowska A, Siedlecka P, Szablowska-Gadomska I, Wielgos M, Jurga M,
Lukomska B, Domanska-Janik K. Low oxygen atmosphere facilitates proliferation and
maintains undifferentiated state of umbilical cord mesenchymal stem cells in an
hypoxia inducible factor-dependent manner. Cytotherapy. 2014 Jul;16(7):881-92.

6. Buzanska L, Zychowicz M, Sarnowska A, Domanska-Janik K. [Bioengineering of
neural stem cell niche]. Postepy Biochem. 2013;59(2):175-86. Review.

27



Postepowanie habilitacyjne — dr n. med. Anna Sarnowska Zalgcznik 2: Autoreferat w jezyku polskim

7. Drela K, Siedlecka P, Sarnowska A, Domanska-Janik K. Human mesenchymal stem
cells in the treatment of neurological diseases. Acta Neurobiol Exp (Wars).
2013;73(1):38-56. Review.

8. McGuckin CP, Jurga M, Miller AM, Sarnowska A, Wiedner M, Boyle NT, Lynch
MA, Jablonska A, Drela K, Lukomska B, Domanska-Janik K, Kenner L, Moriggl R,
Degoul O, Perruisseau-Carrier C, Forraz N. Ischemic brain injury: a consortium
analysis of key factors involved in mesenchymal stem cell-mediated inflammatory
reduction. Arch Biochem Biophys. 2013 Jun;534(1-2):88-97

Innym aspektem mojej dziatalno$ci naukowej byt udziat w latach 2008-2012 w projektach

badawczych prowadzonych przez dr hab. Joann¢ Sypecka, dotyczacych udziatu
oligodendrogleju w procesach naprawczych zachodzacych po uszkodzeniu ischemicznym,
oligogenezie oraz potencjale sekrecyjnym oligodendrogleju w zaleznosci od §rodowiska. W
oparciu o uzyskane w trakcie trwania projektu wyniki powstaly ponizsze publikacje:

1. Sypecka J, Sarnowska A. Mesenchymal cells of umbilical cord and umbilical cord
blood as a source of human oligodendrocyte progenitors. Life Sci. 2015 Oct
15;139:24-9.

2. Sypecka J, Sarnowska A. The neuroprotective effect exerted by oligodendroglial
progenitors on ischemically impaired hippocampal cells. Mol Neurobiol. 2014
Apr;49(2):685-701.

3. Sypecka J, Sarnowska A, Gadomska-Szabtowska I, Lukomska B, Domanska-Janik K.
Differentiation of glia-committed NG2 cells: the role of factors released from
hippocampus and spinal cord. Acta Neurobiol Exp (Wars). 2013;73(1):116-29.

Rownoczesnie z prowadzeniem badan podstawowych, po zakonczeniu studidw
medycznych, w 2002 r rozpoczgtam prace w szpitalu. Od 2006r pracuj¢ w Klinice Neurologii
1 Epileptologii szpitala CMKP im. W. Ortowskiego na stanowisku asystenta. W 2013r, po
zdaniu panstwowego egzaminu specjalizacyjnego, otrzymatam tytut specjalisty neurologa. Od
2000r, za zgoda Dyrektora IMDiK PAN, jak i Ordynatora Kliniki Neurologii i Epileptologii
CMKP, prowadze prace kliniczng oraz naukowa. W ramach dziatalnos$ci naukowej w CMKP
zwigzanej z moim zainteresowaniem epileptologia powstata publikacja pt. ,,Interval analysis
of interictal EEG: pathology of the alpha rhythm in focal epilepsy.” Pyrzowski J, Sieminski
M, Sarnowska A, Jedrzejczak J, Nyka WM. Sci Rep. 2015 Nov 10;5:16230.”
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Jako lekarz, spotykajacy sie na co dzien z pacjentami po udarach czy urazach mézgu
czesto z duzym stopniem niepelnosprawnosci, zawsze miatam nadziej¢ na wprowadzenie
terapii komodrkowej do Kliniki. Z tego powodu przelomowym wydarzeniem w mojej pracy
naukowej byto uczestnictwo w 2008 roku w pierwszym w Polsce, a takze na $wiecie,
eksperymencie medycznym przeprowadzonym pod kierownictwem Prof. Krystyny
Domanskiej-Janik, we wspotpracy z CZD 1 Polskim Bankiem Komorek Macierzystych
dotyczacym transplantacji autologicznych komoérek macierzystych z krwi pgpowinowej do
komor bocznych mézgu u dziecka w stanie wegetatywnym, po naglym zatrzymaniu krazenia i
globalnym uszkodzeniu moézgu. Kryteria wlaczenia, wywiad oraz przebieg 1 wyniki
eksperymentu zostaty opublikowane w ponizszej pracy:

1. Jozwiak S, Habich A, Kotulska K, Sarnowska A, Kropiwnicki T, Janowski M,
Jurkiewicz E, Lukomska B, Kmiec T, Walecki J, Roszkowski M, Litwin M, Oldak T,
Boruczkowski D, Domanska-Janik K. Intracerebroventricular Transplantation of Cord
Blood-Derived Neural Progenitors in a Child With Severe Global Brain Ischemic
Injury. Cell Med. 2010 Nov 2;1(2):71-80.

Od tamtego czasu obserwujemy gwaltowny rozwoj medycyny regeneracyjnej opartej na
przeszczepach komorek macierzystych. Szybka komercjalizacja takiego leczenia nie zawsze
poparta jest wiedzg podstawowa i przeprowadzana zgodnie z zasadami "medycyny opartej na
faktach”. Bedac obserwatorem réznych eksperymentdéw klinicznych, réwniez prowadzonych
poza Europa, zdaj¢ sobie sprawe z potrzeby rzetelnych badan dotyczacych opracowania
odpowiednich procedur zwigzanych z transplantacja KM, zapewniajacych choremu
bezpieczenstwo i1 dajacych realng szans¢ na powodzenie terapii.

W 2015 roku, IMDiK PAN otrzymal dodatkowe fundusze przeznaczone na utworzenie
Platformy Badan Translacyjnych w zakresie Medycyny Regeneracyjnej (PBTMR), w ktorej
objetam kierownictwo. Do gtéwnych zadan Platformy nalezy nawigzywanie i organizowanie
wspolpracy pomiedzy naukowcami a lekarzami w celu prowadzenia pilotowych badan
klinicznych, opartych o wiedze podstawowa dotyczaca komoérek o potencjale
regeneracyjnym. W ramach Platformy udato nam si¢ stworzy¢é w pelni wyposazone
Laboratorium do badan przedklinicznych. W roku 2015 PBTMR byta inicjatorem projektu
angazujacego osrodki neurologii/neurochirurgii (Warszawski Uniwersytet Medyczny -
Klinika Neurologii; Centrum Medyczne Ksztatcenia Podyplomowego — Klinika Neurologii i
Chirurgii Plastycznej; Instytut Matki i Dziecka — Klinika Neurologii). Aby walidowa¢ i
wdraza¢ procedury oparte na wykorzystaniu komorek macierzystych, w 2016 r bytam
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odpowiedzialna za wybudowanie i uruchomienie nowoczesnego Banku Tkanek 1 Komorek
oraz Laboratorium klasy GMP w IMDiK PAN.

We wspolpracy z Klinika Neurochirurgii i Neurologii WUM opracowane zostaty wstepne
kryteria wlaczenia pacjentow z ALS do eksperymentalnej terapii regeneracyjnej z
zastosowaniem mezenchymalnych komorek macierzystych izolowanych z tkanki thuszczowe;j
(ADRC-adipose derived stem cells), jak réwniez ustalono badania konieczne do oceny
bezpieczenstwa i efektywnosci zastosowanej terapii. Do dzi$ przeprowadzono 15 zabiegéw u
5 chorych. Wspolnie z Klinikg Neurologii i Klinikg Chirurgii Instytutu Matki i Dziecka w
Warszawie opracowano kryteria wlaczenia pacjentéw z autoimmunologiczng padaczka
lekooporng do wypracowanej eksperymentalnej terapii regeneracyjnej ADRC. W latach 2015-
2017 prowadzono, pierwszy raz w Polsce, zabiegi przeszczepienia autologicznych ADRC do
ptynu mézgowo-rdzeniowego w lekoopornej padaczce o podtozu autoimmunologicznym u
dzieci. Zabiegi jak i okres pozabiegowy przebiegly bez powiktan. Badania przeprowadzone
na grupie 6 chorych daja nadzieje na wyodrebnienie grupy pacjentéw, u ktorych ta terapia
przyniesie wymierng korzy$¢ i da szans¢ na powr6t do normalnego funkcjonowania na co
dzien.

W zwiazku z pracg w Klinice Neurologii 1 Epileptologii CMKP oraz w IMDiK PAN
prowadzitam zajecia dydaktyczne z zakresu neurologii dla rezydentow oraz z zakresu
neurobiologii dla doktorantow. Zostalam autorem rozdzialow w dwoch podrecznikach
dotyczacych neurologii 1 neurobiologii. Bylam réwniez opiekunem 3 prac magisterskich oraz
promotorem pomocniczym 2 prac doktorskich. Oprocz pracy naukowej bior¢ aktywny udziat
w propagowaniu wiedzy dotyczacej racjonalnego zastosowania komorek macierzystych w
terapii, zar6wno w trakcie popularnonaukowych spotkan np. na Festiwalu Nauki, jak rowniez
uczestniczagc w pracach towarzystw naukowych zwigzanych z wprowadzeniem terapii
komorkowej do Kliniki (jako sekretarz Zespotu ds. Terapii Komorkowej Komitetu Neurologii
PAN, oraz czitonek Komitetu  Naukowego  miedzynarodowego  towarzystwa
,Neurorestoratology™).

Przedstawione powyzej badania prowadzilam w ramach 10 polskich projektéw
badawczych finansowanych przez Ministerstwo Nauki i Szkolnictwa Wyzszego, Narodowe
Centrum Nauki i Narodowe Centrum Badan i Rozwoju. W dwoch z tych grantow bylam
kierownikiem, w dwoch kolejnych (konsorcyjnych) osobg odpowiedzialng za jedno z zadan.
Kolejne 3 projekty, w ktorych bylam wykonawca, miaty charakter miedzynarodowy
(Zatacznik 5). Moj dotychczasowy dorobek naukowy obejmuje 23 prace oryginalne
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opublikowane w czasopismach z listy filadelfijskiej o sumarycznym wspétezynniku
oddziatywania IF wg bazy Journal Citation Reports: 94,852, ktére byly cytowane wg bazy
Web of Science: 61, a méj indeks Hirscha wg bazy Web of Science wynosi 14 (dane na dn.
18.12.2017r). Ponadto jestem wspodtautorem 4 publikacji w czasopismach miedzynarodowych
i krajowych nie indeksowanych na liscie filadelfijskiej. M6j dorobek uzupelnia 26 referatow
wygloszonych na zjazdach krajowych (9) i miedzynarodowych (17) oraz 143 prezentacje
plakatowe (Zalgcznik 5).

Warszawa, 08-02-2018

Whoode_
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