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4.2 Omowienic celu naukowego ww. pracy/prac i osiggnigtych wynikow wraz z
omowieniem ich ewentualnego wykorzystania.

Charakterystyka progenitorow oligodendrocytarnych oraz ocena wplywu

lokalnego mikrosrodowiska na rozwdj i funkcje oligodendrocytow

WPROWADZENIE

Oligodendrocyly, odpowiedzialne 7a mielinogenezg¢ i utrzymanie funkcjonalng
mieliny w oérodkowym ukladzie nerwowym (OUN). powstaja w procesie wieloetapowego
roznicowania sie komérek progenitorowych, tzw. OPCs (z angiclskiego oligodendrocyle
progenitor cells, OPCs). Progenitory oligodendrocytarne powstaja w procesie glivgenczy juz
we wezesnych elapach 7ycia plodowego i cechujg sig m.in. obecnoscia na swej powierzchni
proteoglikanu siarczanu chondroityny, okreslanego skrotem NG?2 (ang. nerve/glial antigen 2)
[1]. Zaburzenia procesu gliogenezy, zlozonego mechanizmu roznicowania OPCs, biosynlezy
skladnikéw mieliny, a takze nicprawidtowosci w formowaniu otoczki mielinowej i jej
melabolizmie stanowia przyczyng wielu wrodzonych i nabytych chordb. Wsrod najczesciej
spotykanych choréb zwigzanych 7 dysfunkcja oligodendrocytéw/mieliny mozemy wyroznic
miedzy innymi leukodystrofie wrodzone o podlozu  genelycznym, 7wiazane z
hypomielinizacja OUN  wynikajaca z zaburzenia dojrzewania  oligodendrocytow,
nieprawidlowej syntezy skladnikéw mieliny lub jej wadliwym metabolizmem prowadzacym
do wiornych demielinizacji. Do klasycznych leukodystrofii zalicza si¢ m.in. chorobg
Pelizacusa-Merzbachera (mutacje w genie PLP kodujacym jeden z gidwnych komponentow
otoezki mielinowej), leukodystrofie globoidalna (choroba Krabbe'go spowondowana letalnym
defektem w genic GalC, kodujacym beta-palaktozydaze galakiocerebrozydu), leukodystrofig
metachromatyczna (o charakterze lizosomalnego schorzenia spichrzeniowego wywolywanego
przez mutacjg w genie kodujacym arylosulfataze A, prowadzacq do akumulacji toksycznego
sulfogalaktozylceramidu i w elekeic letalnej, progresywnej demielinizacji), leukodystrofig
fibrynoidalng (choroba Alexandra, defekt w genie kodujacym GFAP), adrenoleukodystrofie
(wywolang gromadzeniem si¢ kwasow tluszczowych o bardzo dhugich lancuchach),
leukodystrofig gabczastg (choroba Canavan, zwigzana z niedoborem N-acetyloaspartazy) oraz
wiele innych dziedzicznych zaburzen, czesto o niepoznanej dotad etiologii [2]. Inna, obszerng
grupg schorzen stanowiy leukoencefalopatie, w ktoryeh dochodzi do wtomych demiclinizacyi

na skutck genetycznych chorob metabolicznyeh (np. zespol Wilsona wywolywany
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spichrzaniem miedzi czy miopatia mitochondrialna-MELAS) [3]. Do najezgscie
wystepujacych demielinizacji OUN zaliczy¢ mozna takze choroby wywotane inlekejami
witusowymi (polyoma JC), reakcja autoimmunologiczng (stwardnienie rozsiane), chorobami
naczyn mozgowych, a tak#e epizodami ischemicznymi i hypoksyjnymi, zatruciami (gléwnie
metalami ciezkimi) oraz powikianiami postradiologicznymi [4, 5]. Szacuje sig, 7¢ W ostatnich
latach nastepuje réwniez coraz wigkszy wzrost demielinizacji zwiazanych 7 mechanicznym
uszkodzeniem rdzenia kregowego (ponad 11 tys. nowych przypadkdw rocznie w USA, w lym
okoto 38 % spowodowanych wypadkami komunikacyjnymi i przemystowymi, 28 %
powstatych w skutek przemocy, 7ad 6 % zwigzanych 2 uprawianiem dyscyplin sportowych)

[6].

Dys/demielinizacja o roznym stopniu zaawansowania wiaze sig najczescic] 2
wystgpowaniem roznorodnych zaburzen neurvlogicznych, takich jak drizenia, niedowiady,
ataksja, olgpienie, opddnienie rozwoju somatycznego i wiele innych podobnych symptomow
o zroznicowanym nasileniu. Pierwotne i wtome przyczyny powodujgee wystapienie choroby,
a nastepnie decydujace o jej przebicgu oraz doktadne mechanizmy zmian patologicznych sq w
wielu przypadkach wciaz niepoznane. uniemozliwiajac w ten sposob poszukiwanie
skutecznych terapii.

Jedny 2 glownych przyezyn istniejgcego stanu rzeczy jest brak dostatceznej wiedzy o
przebiegu procesu gliogenezy oraz czynnikach wplywajacych na prawidlowe funkcjonowanie
komérek glejowych. W szezegdlnodci niewystarczajaco poznana jest do lej pory natura
progenitoréw oligodendrocytarnych. Z dotychczasowych doniesient wynika, ze g to komarki
pojawiajace sie juz w picrwszym trymestrze zycia plodowego. Obecnos¢ mieliny, swiadezaca
o istnieniu dojrealveh, funkcjonalnych oligodendrocytéw, obserwowana jest w przypadku
wybranych motoncurondéw juz na przelomic 4 i 5 miesigea vestacji [7]. Plerwszymi
komorkami odpowiedzialnymi za (worzenie przysziej tkanki nerwowej sg samoodnawiajgee
sig neuralne komorki macierzyste powstajace z neuroepitelium, wydcielajgcego zamykajaca
sic cewke nerwowa i wyksztalcajace sig komory mozgu. Wraz z poczatkiem neurogenezy,
neuroepitelium przeksztalea sic w komérki gwiazdziste (ang. radial glial cell), bedace tzw.
progenitorami pierwotnymi. Podczas procesu gliogenezy daja one poczaick komodrkom
cpendymalnym, prekursorom astro- oras oligodendrocytarnym, a tak7e intensywnie
namnazajacym si¢ lzw, progenitorom posrednim (ang. intermediate progenitor cells) [8]. O
przejéciu od procesu neurogenezy do glivgenczy decyduje ekspresja specyficznych

czynnikéw aktywnych, wypadkowa gradientu ich stezen, a takze okres ich oddziatywania. Do
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czynnikow neurogennych zaliczamy przede wszystkim wydzielane w grzbietowej czgsel
cewki nerwowej bialka 7 rodziny BMP (czynnik morfogenetyczny kodci, ang. bone
morphogenetic protein-glownie BMP 4 oraz BMP 5), Wnt (ang. Wingless-Type MMTV
Integration Site Family), FGF (czynnik wzrostu fibroblastéw, ang. fibroblast growth factor)
oraz biatka typu hox (homeoboksowe) [9-11]|. Natomiast za ghéwny czynnik gliogenny
uwazane jest biatko SHH (ang. sonic hedgehog), wydzielane przez plytke podstawng i biorgee
udzial w tworzeniu przeciwstawnego (w osi grzbietowo-brzusznej) gradientu stgzen
czynnikow glio- oraz neurogennych [12]. Gliogeneza zapoczatkowana jest poprzez
auloproteolize oraz modyfikacie lipidowe biatka SHH, ktore uruchamiaja Sciezkg sypnalowa
prowadzaca do segmentacjii coewki nerwowej i ekspresji okreslonych czynnikow
transkrypeyjnyeh [13]. W ten sposéb wyodrebnione zostajg domeny charakteryzujace sig
obecnoscia czynnikow odpowiedzialnych za ekspresj¢ wybranych genow: domena pl (w
ktérej przewaia reenilina), domena pl (gdzie wydzielana jest przede wszystkim reenilina oraz
PAX6)., domena p2 (cechujgca sie obecnoscia PAX6, Nkx.6.1, SLIT1) oraz domena p3
(charaktervzujaca si¢ ckspresjg czynnikéw Nkx.6.1 oraz SLITI), w ktorych zachodzi
intensywna astrogliogeneza. Natomiast domena pMN, w ktore] wydzielane sq wybidrczo
czynniki Olip-2 oraz Nkx.2.2, staje si¢ migjscem powstawania OPCs, zasiedlajacych
wyksztalcajaey sie OUN. Wedrujace progenitory oligodendrocytarne odpowiadaja na lokalne,
dotad mato poznane bodice mikrosrodowiskowe, ktore deevduja o kierunku migracji,
przezyciu i proliferacji komorek [13]. Pod wplywem sygnatow zewnatrzkomorkowych,
pochodzacych prawdopodobnie glownie 7 sasiednich wiokicn nerwowych, czgsé OPCs ulega
wicloctapowemu procesowi roznicowania w funkcjonalne oligodendrocyty. Duza liczha
progenitordw  oligodendrocytarnych pozostaje jednak w postaci niezrdznicowanych,
skapowypustkowych komérek, vbeenych zardwno w rozwijajacym sig, jak i dojrzatym OUN.
Wykazano, ze w dojrzalym mozgu stanowig one odpowiednio okoto B-9% wszystkich
komorek istoty bialej oraz w przyblizeniu 2-3 % istoty szarej [14, 15]. Z badan ostatnich lat
wynika, ze po okresie intensywnej mielinizacji, oligodendrocyty mogg puwstawac zaréwno z
OPCs rozproszonych w parenchymic mozgu, jak i z neuralnych komorek macierzystych
rezydujacych w wyodrebnionych niszach: w strefie okolokomorowe] (ang. subventricular
zome, SVZ) polozonej podwysciotkowo w poblizu kemor bocznych mozgowia oraz w
nieneurogennym rejonie strely podziarnistej (ang. subgranular zone. SGZ) w obszarze
zakretu zebatego (ang. dentate gyrus, DG) hipokampa [16, 17]. Dane literaturowe wskazuja,
7e progenilory oligodendrocytare posiadaja zdolno$¢ do proliferacji oraz migracji nawet w

dorostym OUN. Zjawisko to zachodzi najezesciej w odpowiedzi na nagle uszkodzenia
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(glownic rdzenia kregowego), a takze w przewleklych stanach chorobowych, ktérym

towarzyszy hypo/demiclinizacja [18, 19].
OMOWIENIE PRAC STANOWIACYCH PODSTAWE OSIAGNIECIA NAUKOWLGO

Wymienione cechy progenitordw oligodendrocytarnych, ich duza liczba, a przede
wszystkim potencjalna mozliwosé zastosowan klinicznych OPCs sprawity, zc komdrki te
staly sie przedmiotem wiclokierunkowych badari. W moim przypadku wszystkie prowadzone
projekty naukowe po uzyskaniu stopnia doklora zwigzane byly z badaniem necuralnych
komérek macierzvstych i procesu gliogenezy oraz charakterystyka whasciwosci progenitorow
glejowych, a w szezegdlnosci okresleniem ich przydatnosci w opracowaniu  terapii
komorkowyeh [punkt 35.1.2-(13)]. Badania prowadzone byly w Zaktadzie Neurobiologii
Napraweczej, Kierowanym poczatkowo przez paniyq profesor Krystyng Domanska-Janik, a
obecnie przez pania profesor Barbare Eukomska. W celu doktadniejszego opisu osiagnigt w
te] dziedzinie, wybralam najwazniejsze opublikowane dotychczas prace, ktore dotycza
charakterystvki  progenitorow oligodendrocytarnych 1 okreslenia  wplywu lokalnego

mikroérodowiska na rozwdj i funkcje oligodendrocytow.

Za jedna 2 plownych przyczyn nabytych leukodystrofii uwaza sig zaburzenia
homeostazy tkankowej spowodowane nicdotlenieniem okoloporodowym. Z uwagl na to, ze
proces gliogenezy najintensywniej zachodzi wiagnie w okresic perinatalnym, wydajc sig ze
podlozem  procesdw neurodegeneracyjnych  bgdacych  nastgpstwem  cZasowego
niedokrwienia/niedotlenienia moze by¢ ubytek progenitorow komorek odpowiedzialnych za
mielinizacic widkien nerwowych nastgpujaca w tym okresie rozwojowym. Zaburzenia
procesu miclinizacji, ktore wynikaja prawdopodobnie 7 niedostateczne] liczby komorek
progenitorowych lub z ich nicprawidlowego roznicowania, stanowiq przyczyne szeregu
objawow neurologicznych notowanych po wystapieniu okresowego niedoboru tlenu [20].
Odnoszac sie do poslawiongj hipotezy, w badaniach in vifro pordwnatam komorki o
charakicrze progenitorowym oraz dojrzate oligodendrocyty, zdolne do ekspresji skladnikow
blony mielinowej, pod wzgledem ich wrazliwoéci odpowiednio na stres oksydacyjny i
niedobér czynnikow odzywezych. Opis prowadzonych badan zamieszczony zostal w pracy:
Different vulnerability to cytotoxicity and susceptibility to protection of progenitors

versus mature oligodendrocytes. Sypecka 1. (2003), Pul. J. Pharmacol., 55, R881-885
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Wyniki zawarte w powyzsze] publikacji jednoznacznic wskazuja na duza podatnosc
progenitorow na stres oksydacyjny, ktéry przyczynia si¢ do drastycznego obnizenia
wskaznika przezvwalnodei komérek. Jak wynika z prowadzonych badan, nawet krétkotrwate
zmiany zawartosei tlenu i substancji odzywezych w pozywee hodowlanej przyczyniajg sie do
nasilenia zjawiska apoptozy, jednoczeénie powodujac zahamowanie proliferacji pozostatych
progenitoréw i przyspieszenie procesu ich dojrzewania. Badania poréwnawcze komorek
progenitorowych i zréznicowanych oligodendrocytéw wykazaty. ze dojrzate oligodendrocyty
cechuja sie znaczna odpomoscia na okresowe wahania zawartosci tlenu w mikrosrodowisku.
Uzyskane wyniki przyczyniaja sie do wyjasnicnia podloza negatywnych skutkow czasowego
niedotlenienia w okresie okoloporodowym, Intensywnie zachodzaca w okresic perinatalnym
gliogencza budzi jednak duze nadzicje na uruchomienie procesow kompensacyjnych,
przynajmniej cze$ciowo ograniczajacych negatywne skutki zaistniatych uszkodzen. Ta

przestanka sktonita mnie do poszukiwania czynnikow stymulujacych proces gliogenezy.

Badania nad czynnikami regulujacymi proces gliogenezy prowadzone byly z
wykorzystaniem ludzkich neuralnych komérek macierzystych pochodzacych z krwi
pepowinowej. Krew pepowinowa uznawana jest za jedno z najlepszych Zrodel komorek
przewidzianych do zastosowan terapeutycznych. Jest (o srodio etyeznie niekontrowersyjne,
za§ komorki sq fatwe do pozyskania i przechowywania, cechujg sig niska immunogennoscia i
mogy by¢ stosowane zaréwno do przeszczepow autologicznych, jak i allogenicznych. Wsrod
najwiekszych zalet krwi pepowinowgj wymieni¢ mozna jej stosunkowo tatwa dostgpnosc,
poniewaz zgromadzona jest w relatywnic duzych ilogciach w wielu publicznych bankach krwi
(www.savethecordfoundation.org, www.bethematch.org, etc). Zaplanowane ekspervmenty na
otrzvmang] przez profesor Leonorg Buzanska linii HUCB-NSC ([Tuman Umbilical Cord
Blood-derived Newral Stem Cells) [21] dotyczyly badania in vitro wplywu wybranych
skladnikéw macierzy zewnatrzkomorkowej (takich jak laminina, kolagen, fibronektyna,
witronektyna) na ukierunkowanie neuralnych komoérek macierzystych w komorki glejowe.
Wyniki tych eksperymentdw zostaty opisane w publikacji zalytulowanej:

Laminin promotes oligogliogenesis and increases MMPs activity in human neural stem
cells of HUCB-NSC linc. Sypecka J, Dragun-Szymczak P, Zalewska T, Domanska-Janik k.
(2009) Acta Newrobiol kxp (Wars): 69(1): 37-45.

Przeprowadzone badania wskazuja, 7e czynnikiem najbardziej efektywnie promujacym
gliogeneze jest laminina. Poszukujyc wyjasnienia sposobu oddziatywania czynnikow

zaangazowanych w powstawanie oligodendrocytow, badalismy metodq zymografil in situ
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aktywnoéé metaloproteinaz (ang. matrix metalloproteinases. MMPs) z rodziny zelatynaz:
MMP-2 (7elatynazy A) oraz MMP-9 (zclatynazy B), uczestniczacych w fizjologicznej
przebudowie macierzy zewnatrzkomorkowej, Wybor metody badan, opartej na dodawaniu do
pozywki hodowlane] znakowanej zelatyny, podyktowany byt dazeniem do cwaluacji
rzeczywistej aktywnosci tych enzyméw w  procesic réZnicowania i dujrzewania
oligodendrocytéw. Uzyskane wyniki wskazuja, ze w przypadku komorek progenitorowych
aktywnosé MMPs obserwowana jest zaréwno w jadrze komorkowym, jak i poza komorka,
podezas gdy w dojrzatych oligodendrocytach enzymy te umiejscowione 53 przede wszystkim
w cytoplazmie, a ich aktywnos¢ stopniowo malgje. Zaohserwowalismy przy lym wyrazna
korelacje migdzy hodowla na wybranych substratach macierzy zewnalrzkomorkowej a
aktywnoscig badanych enzyméw proteolitycznych. NajwyZzsza odnotowana aktywnos¢
7elatynaz miata migjsce w przypadku zastosowania lamininy. znamiennic nizsza hyla w
przypadku fibronektyny i kolagenu, zas najnizszq aktywnosé obserwowano w przypadku
hodowli na powicrzchni pokrywanej poly-L-lizyng. ktéra nie jest zaliczana do skfadnikow
ECM. Wyniki naszych badan wskazuja na zaangazowanic MMP-2/IMMP-9 w procesy
gliogenezy. Obecnoéé aktywnych enzymow w przestrzen miedzykomérkowej sugeruje ich
udzial w przebudowie macierzy zewnatrzkomorkowej podczas nasilonej migracji
prekursordw oligodendrocytarnych. a takze w tworzeniu przez nie ruzpalezionych wypusick
podczas dojrzewania i poszukiwania aksonow w celu rozpoczeeia procesu mielinizacji.
Jednoczeénie wykazalismy, ze zaslosowanie lamininy (a takze, 7 mniejsza efeklywnoscia,
fibroncktyny) w protokolach laboratoryjnych znamiennie zwicksza wydajnosé procedury
ofrzyvmywania in vitro dojrzalych oligodendrocytow 7 ludzkich neuralnych komorck

macierzystych.

Badania majace na celu wyjasnienic mechanizmu udzialu metaloproleinaz  w
procesach zaréwno neurogenezy, jak i gliogenezy byty kontynuowane w eksperymentach z
7astosowaniem roznorodnych inhibitoréw badanych enzymow. Wérdd wybranych zwigzkow
znalazty si¢ zardwno inhibitory o szerokim spektrum dziatania ( 1,10-0-lenantrolina: GM600]
oraz doksyeyklina), inhibitor proteinaz serynowych (Pefabloc SC), selektywny inhibitor furyn
(Dec-RVKR-CMK), a takze specyficzny inhibitor kompetycyjny MMP-2 i MMP-9 (SB-
3CT). Otrzymane wyniki dotyczace wplywu zahamowania MMP-2/MMP-9 na proliferacje i
tdznicowanie neuralnych komdrek macierzystych wykazaly znamienny spadck zaréwno
wspotezynnika  proliferacji  komorek, jak i liczhy nowopowstatych —neuronow.

Przeprowadzonc badania zostaly szezegotowo opisane w kolejnej publikacji zatytutowanej:
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The potential role of metalloproteinases in neurogenesis in the gerbil hippocampus
following global forebrain ischemia. Wojcik-Stanaszek L, Sypecka J, Szymczak P, Ziemka-
Nalecz M, Khrestchatisky M, Rivera S, Zalewska T. (2011) PLoS One: 6(7): e22463.

Poczynione w trakcic pracy eksperymentalnej obserwacje dotyczace znamiennego
zahamowania in vitro procesu neurogenczy na skutek podania inhibilorow metaloproteinaz
porownywane byly 7 aktywnoscia metaloproteinaz in vivo w warunkach fizjologicznych oraz
w modelu uszkodzenia ischemicencpo. Przeprowadzone przez nas badania potwierdzity
rzeczywisty udzial aktywnych metaloproteinaz w  procesie rekrutacji | roznicowania

endogennych komdrek prekursorowych.

Udowodniona w naszvch dotvchczasowych pracach badawczych mozliwos¢ modulacji
in vitro procesu gliopenezy. prowadzaca do zwigkszenia efektywnosci procedury
otrzymywania oligodendrocytéw z neuralnych komorek macierzystych pochodzacych z krwi
pepowinowej, skionila nas do kontynuowania badan 7 wykorzystaniem innych czynnikow,
ktére moga promowac gliogeneze oraz/lub mic¢ wplyw na przezywalnosc, proliferacje i
dojrzewanie komorek. Wsrdd testowanych zwiazkow znalazly sig m.in. czynniki mitogenne
(zasadowy czynnik wzrostu fibroblastow: bFGF: plytkopochodne czynniki wzrostu: PDGE-
AA, PDGE-BB), troficzne (neurotroficzny czynnik pochodzenia rzeskowego: CNTEF;
neurotrolicsny czynnik pochodzenia moézgowego: BDNE), trojjodotyronina (hormon 13) oraz
czynniki o charakterze neuromorfogendw (kwas retinowy: RA, dwumaslan cyklicznego AMP:
dBcAMP). Drigki optymalnemu pofaczeniu poszezegdlnych zwiazkow, udalo nam sie
ukierunkowaé in vitro roznicowanie neuralnych komorck macierzystych w neurony, astrocyty
oraz oligodendroeyty. W len sposob opracowane zostaly protokoly shuzace do otrzymywania
komorek o wybranym fenotypic neuralnym. Uzyskanc populacje komorek wykorzystalismy
nastgpnic do przeprowadzenia badan neurotoksykologicznych, szczegdlown opisanych w
publikacji noszacej tytul:

A human stem cell-based model for identifying adverse cffects of organic and inorganic
chemicals on the developing nervous system. Buzanska L, Sypecka J, Nerini-Molteni S,
Compagnoni A, Hogberg HT. del Torchio R, Domanska-Janik K, Zimmer J, Coccke S.
(2009). Stem Cells: 27(10):2591-601

W przeprowadzonych testach loksykologicznych okresliliémy wphyw wybranych substancji,
takich jak chlorpyrifos (skiadnik preparatow owadobojezyeh), melylowany chlorek rigci
(obecny w zanicczyszezonym srodowisku, tatwo przenikajacy do organizmu i kumulujacy s1¢

w szczegblnosei w mazgu), chlorek kadmu (réwniez skiadnik zanieczyszczonego srodowiska,
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pochodzacy z odpadéw technologicznych, np. pozostatych po barwicniu tkanin, produkcji
akumulatorow i baterii, zabezpieczen antykorozyjnych), telluryn sodu, L- oraz D-glutaminian,
acetaminofen (inaczej paracetamol, popularny lek przeciwbolowy i przeciwgoraczkowy) oraz
teofilina (sktadnik muin. lekéw stosowanych w chorobach oskrzeli) na przezywalnosc
poszezegolnych typéw komarek neuralnych. Przeprowadzone badania ujawnily zroznicowang
wrazliwoéé neurondw, astrocytéw i oligodendrocytow na testowane czynniki, a takze
wykazaly  przydamoéé  hodowli  komdrkowych  do przeprowadzania  testow

neurotoksykologicznych.

Obserwowana w in vitro znaczna podatnosé oligodendrocytéw na dziatanie czynnikow
zewnalrzkomorkowych zainspirowala mnic do przeprowadzenia cksperymentdw ex vivo z
wykorzystaniem organotypowych skrawkow hipokampa. Skrawki organotypowe cechujg sig
zachowana strukturg tkanki i dzigki temu dobrze odzwicrciedlaja interakcje komarkowe oraz
umozliwiaja badanie proceséw zachodzacych in situ. Ten sposob wspothodowli po raz
pierwszy zostal zastosowany do badania wlasciwosci i procesu roznicowania prekursorow
oligodendrocytamych, umozliwiajac poszukiwanic odpowiedzi na pytanie o ich wrazliwosc
na czynniki pochodzenia tkankowego. Wyniki prowadzonych badan zostaly zamieszczone w
publikacji pod tytulem:

Crucial role of the local micro-environment in fate decision of neonatal rat NG2
progenitors. Sypccka J, Sarnowska A, Domanska-Janik K (2009), Cell Prolif. 42(5):661-71

Poniewaz najbardziej cfektywna gliogeneza przypada na okres okoloporodowy, do badan
wybratam OPCs pochodzace z oseskow (do 24 godzin posi partum) SZCZura. Protokaot
izolowania i oczyszczania frakeji komorek oligodendrocytarnych opracowany zostal z mvsla
o unikaniu potencjalnych dodatkowych bodZcow stymulujacych. Wybarwione na zielono przy
pomocy nieinwazyjnego znacznika komorek (CellTracker™ Green CMFDA) OPCs
wysicwane byly na powierzchni¢ organotypowych skrawkéw hipokampa i wspéthodowane
przez nastepnych 7 dni bez kontaktu z pozywky hodowlang. Taki sposob hodowli pozwalal
wycliminowaé wphyw czynnikow innych niz te, ktore pochodzity wylacznie z tkanki
ncrwowej. Co niezwykle interesujace, juz w ciagu pierwszych kilku godzin od umieszezenia
snakowanych OPCs na powierzchni skrawkow, ohserwowalismy migracje tych komorck do
wnetrza tkanki. W ciggu nastgpnych Kilku dni przewazajaca liczba OPCs podlegata
raznicowaniu w olipodendrocyty. Co cickawe, okoto 10% sposrod nasianych komarek dato
poczatek astrocytom, charakteryzujacym sig typowa dla nich strukturg morfologiczng oraz

obecnodcig znacznikéw GFAP oraz S1006. Najbardzicj interesujace jednak okazato sig
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spostrzezenie, ¢ blisko 30 % OPCs zroznicowalo si¢ w komorki o fenolypic neuronalnym,
cechujace sie ekspresjg znacznikéw odpowiadajacych kolgjnym etapom roZznicowania sie
neuronow (NF200, NeuN, TUJ1, MAP2) i tworzace w kilku przypadkach struktury
morlologicznie przypominajace siatkg zlozong z 7-9 komorek. lnna niezwykle cickawa
obserwacja dotyezyla znamiennie duzej liczhy OPCs {okoo 15%), ktore pomimo
bezposredniego  kontuktu z mikrosrodowiskiem bogatym W czynniki stymulujace
réFnicowanie, pozostaly w postaci progenitoréw i cechowaly si¢ obeennscig nestyny,
uznawanej za znacznik ncuralnych komérek macierzystych. Jednoczesnie liczna frakcja tych
komorck wykazywalta aklywnosé proliferacyjna. Poczynione obserwacjc pozwolity
sformulowaé  hipoteze, ze progenitory oligodendrocytarne, rozproszone w parenchymie

mdzgu, posiadaja wiele cech typowych dla neuralnych komdrek macierzystych.

Postawiona przeze mnie na podstawie uzyskanych wynikow hipoteza zakladajaca, 7e
progenitory oligodendrocytarne sq komorkami multipotencjalnymi i samoodnawiajacymi sig,
a zatem posiadaja cechy neuralnych komorek macierzystych, weryfikowana byla w kolejnych
badaniach, ktérych wyniki zostaty opublikowane w pracy zatytufowane|:

Differentiation of glia-committed NG2 cells: the role of factors released from
hippocampus and spinal cord. Sypecka J, Samowska A, Gadomska-Szablowska L.
Lukomska B, Domanska-Janik K. (2013) Acta Neurobiol Exp (Wars): 73(1): 117-130

Tym razem postawitam sobic dwa kolejne pytania, wynikajace z poprzednio poceynionych
obserwacji. Pierwsze z nich dotyczyto natury svpnatow, ktére majg wplyw na roznicowanie
OPCs: ezy do indukcji neurogenezy niezbedny jest hezposdredni kontakt migdzy komorkami,
czy lez procesy te mogg byc regulowane przez czynniki o charakterze parakrynnym? Drugie
pytanie odnosito sig do wrazliwosci OPCs na potencjalne zmiany lokalnego mikrosrodowiska.
Zalozytam, ze skrawki organotypowe pochodzace z odleghych rejonow OUN mogg wydziclac
inne substancic (lub w odmiennych proporcjach), tworzac Zroznicowana kompozycjg
sygnatow cewngtrzkomorkowych. Opierajac si¢ na powyzszym zatozeniu, do dalszvch badan
wybratam skrawki organotypowe hipokampa jako mikrosrodowisko fypowo neurogenne oraz
skrawki organotypowe rdzenia kregowego, gdzie przypuszczalnie przewazaja czynniki o
charakterze gliogennym. Dodatkowo, w celu 7hadania przezywalnosei, ukicrunkowania
rozwojowegn oraz  dojrzewania progenitoréw  oligodendrocytarnych — w warunkach
patologicznych, skrawki hipokampa poddawane byly uszkodzeniu OGD (z ang. oxygen-
glucose deprivation). Model krotkotrwatego pozbawienia glukogy i tlenu (OGD) pozwala ex

vivo nasladowaé procesy zachodzace podezas uszkodzenia ischemicznego i jest rutynowo
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stosowany w Zakladzie Neurobiologii Naprawczej IMDIK. Tak wybranc trzy modele hodowli
organotypowych postuzyty do badan komdrek w tzw. wspothodowlach posrednich, w ktorych
kontakt miedzy OPCs a umicszczonymi na membranach skrawkami mozliwy byl jedynie
poprzez niewielkg objelosé pozywki hodowlanej. Wybrana pozywka hodowlana, pozbawiona
jakichkolwick suplementdéw, zapewniala zminimalizowanie niepozadancgo wplywu
dodatkowych substancji na hadane procesy. Tak zaprojektowane doswiadezenia pozwolily
uzyska¢ niczwykle ciekawe wyniki po 7 dniach wspothodowli OPCs 1 skrawkow tkanki
nerwowej izolowanych z mézgu lub rdzenia krgpowego. Analiza immunocylochemiczna
umozliwita uzyskanie odpowiedzi na postawionc pytanie o charakler czynnikow
stymulujacych neurogeneze, poniewaz w systemie wspéthodowli posrednicj ze skrawkami
hipokampa, podobnie jak we wczesniejszych badaniach, blisko 30 % progenitorow
oligodendrocytarnych zréznicowato sig w komarki o fenotypie neuronalnym. Co ciekawe, we
wspothodowli ze  skrawkami pochodzacymi 7 rdzenia kregowego, procent OPCs
charakteryzujacych sie obecnoscig znacznikow neuronalnych byf znamicnnie nizszy, a proces
roznicowania pozostatych komorck progenitorowych w kicrunku oligodendrocylow byl
wyraznie spowolniony. Z kolei poddanie skrawkow hipokampa uszkodeeniu - OGD
powodowato niemal catkowite zniesicnic efekiu  neurogennego, zas dojrzewanie
oligodendrocytow (oceniane na podstawie ekspresji  znacznikow kolejnych elapow
réznicowania, lakich jak NG2. 04, GalC, MBP) przebiegalo podobnic jak w kontroli (Lj. w
takiej samej pozywee, lecz bez obecnosci skrawkow). Przytoczone obserwacje pozwolily
uzyskaé odpowiedz na drugie pytanie o zroznicowanie mikrosrodowiska tkanki nerwowej i
jego oddziatywanie na progenitory oligodendrocytarne. Przeprowadzone doswiadczenia
wykazaly parakrynny charakter sygnatéw, ktore majg wptyw na ukierunkowanie rozwojowe i
dojrzewanie OPCs. Potwierdzone jednoczcsnie zostaly wyniki wezesniejszych badan,
dotyczace zdolnodci OPCs do réznicowania sig W Urzy podstawowe typy komérek neuralnych
oraz ich duzej podatnosci na bodzee zewnatrzkomorkowe. Poczynione obserwacje dotyczace
parakrynnej  modulacji  wybranych  procesow, ktorym  podlegaja  progenitory
oligodendrocytarne, olwicraja takze nowe mozliwosci farmakologicznego oddziatywania na

los przeszczepianych komorek.

Podstawowa zaleta przeszczepiania ukierunkowanych progenitoréw W porownaniu 7
komérkami macierzystymi jest uniknigeie ryzyka nowotworzenia, bedacego skutkiem
nickontrolowanego namnazania sie niezréznicowanych komorek. Ze wzgledu na szeroki

wachlarz choréh neurodepeneracyjnych, kiorym towarzyszy wrodzony lub nabyty deficyt
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oligodendrocylow, upracowanie terapii  komérkowych opartych na suplementacji
funkcjonalnymi OPCs wydaje sig by¢ niezwykle istotne. Jednak juz 7 pierwszych doniesien
literaturowych  dotyczacych progenitoréw  oligodendrocytarnych wynika, ze jedng 2z
stownych whadciwosei OPCs jest zdolnosé do roznicowania sig i vitro tak7e w astrocyly-
stad ich poczatkowa nazwa O-2A ( z ang. Oligodendrocyte/Type-2 astrocyie) [22;: 23].
Réwniez od lat dyskutowany jest ewentualny udziat endogennych komorek OPCs w
tworzeniu tzw. blizny glejowej po urazach tkanki nerwowej [24, 25]. W dalszych badaniach
odniostam sie do tego problemu, znajdujac zastosowanie dla systemu wspothodowli ze
skrawkami organotypowymi pochodzacymi z hipokampa i z rdzenia krggowego do oceny
astrocvlarnego ukierunkowania OPCs pod wplywem sysnalow pochodzacych z tkanki
nerwowej. Wyniki pracy badawczej opisane zostaly w nast¢pujace] publikacji:

Heterogeneily of local tissue microenvironment influences differentiation of
oligodendroglial progenitors. Sypecka J, Sarnowska A (2013) Folia Newropathol: 51(2):
103-110.

7 przeprowadzonych  eksperymentow wynika, 7e duza [rakcja progenitorow
oligodendrocytarnych w hodowli ex vivo roznicujc sie W astrocyly, przy czym w lym
przypadku nie zaobserwowalismy istotnych statystycznie dysproporcji uzaleznionych od typu
hodowli organotypowej. Przeprowadzone doswiadczenia sugeruja. 7e po przeszezepic OPCs
nalezy liczyé sie z ewentualnym powstawaniem astrocylow pod wphywem rozpuszezalnych
czynnikéw pochodzenia tkankowego. Jednoczeénie pordwnanie poziomu ekspresji 13
wybranych czynnikow troficznych w skrawkach hipokampa i rdzenia krgpowego wykazalo,
ze poziom 9 sposrdd nich jest znamiennie podwyzszony W hipokampic, dwéch islotnic
wyvzszy w skrawkach rdzenia kregowego, a ekspresic 4 sposrod badanych czynnikow
odnotowano na tym samym poziomic. Przeprowadzone hadania potwierdzily uprzednio
sugerowang niejednorodnose mikrosrodowiska tkanki nerwowej i wskazaly na substancie,

ktare moga odpowiadaé za odmienny sposdb réznicowania progenitordw glejowyeh.

Ciekawa obserwacja, ktorg poczynitam podezas eksperymentéw  oparlych na
wspéthodowli skrawkéw organotypowych 2 0OPCs wskazywala, 7e mimo zastosowania
resirvkeyjnej pozywki hodowlanej, pozbawione] suplementow podnoszacych wydajnosé
hodowli ex vivo, zarowno kontrolne skrawki hipokampa, jak i te poddane procedurze OGD,
snacznie dluzej zachowywaly whasciwg strukturg tkankowa W obecnosci komorek OPCs.
Nasunelo mi sie wowczas przypuszezenie dotyczace potencjalnych neuroprotekeyjnych

wiagciwosei progenitorow oligodendrocytarnych. Jak wiadomo. komorki tworzace tkankg
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oddziatuja wzajemnie na sicbic, a wydzielane przez nie czynniki przyczyniaja sig do
utrzymywania lokalnej homeostazy. Rownicz dane literaturowe wskazuja, ze proby
przeszezepiania komérek macierzystych, badz tez wyizolowanych komérek progenitorowych,
zakonczyly si¢ w ostamich latach przynajmniej czesciowym sukcesem-pewien procent
komérek wykazywat zdolnos¢ migracji do ognisk demielinizacyjnych, roznicowania sig¢ |
podejmowania procesu mielinogenezy [26, 27]. Co ciekawe, niczaleznie od stopnia
nastepujacej remielinizacji (lub jej braku), najczesciej w poblizu miejsc preeszezepu
obserwowano wzmozone procesy regeneracyjne [28, 29]. Jak sig obecnie przypuszcza,
komérki macicrzyste badZ progenitorowe moga by¢ #rédlem specylicznych czynnikow
akiywnych, modyfikujacych lokalnic toczace sig procesy zapalne lub/i neurodegeneracyjnc
(wywolane urazem lub tez wrodzonymi/nabytymi zespolami chorobowymi) i tworzacych w
ten sposéb mikrosrodowisko sprzyjajace endogennym, naturalnym procesom regeneracyjnym
[30, 31]. Opierajac sig na powyzszych ralozeniach, a takze uwzgledniajac obserwacic
poczynivne W trakcie moich wezesniejszych badan nad wlasciwodciami progenitorow
oligodendrocytamych, zaplanowalam doswiadczenia, kiore mialy na celu sprawdzenie
potencjatu neuroprotekeyjnego OPCs. Prowadzone eksperymenty polegaty na wspothodowli
skrawkéw organotypowych hipokampa zc $wiezo izolowanymi OPCs w warunkach kontaktu
poéredniego. Dodatek jodku propidyny do wspothodowli pozwalal na identyfikacje martwych
komérek i pomiar ich ilosci, W skrawkach poddanych OGD), a nastgpnie zastosowanych do
wspéthodowli z OPCs zaobserwowano znamienny, ponad 40-procentowy spadek liczby
martwych komdrek zaréwno po 24, jak i po 48 godzinach wspéthodowli. Po 72 godzinach
spadek ten wynosit okolo 30 %. Obserwowany efekt skorelowany byt z dynamika
dojrzewania komdrek progenitorowych, ktdre w ciagu 3 dni i vitro stopniowo rdznicuja sig
w niedojrzate, pre-miclinizujace oligodendrocyty. Statystyczna analiza uzyskanych danych
jednoznacznie wskazywala na znamicnne neuroprotekeyjne wiasciwosci progenitorow
oligodendrocytamych. W dalszych badaniach sprawdzilismy, czy efekt neuroprotekeyjny
wywicrany przez progenitory oligodendrocytarne polega przede wszystkim na zwigkszeniu
przezywalnodei neuronow w skrawkach hipokampa, czy rowniez stymuluje proliferacje
komorek. W celu zidentvfikowania nowopowstatych komorek, do wspothodowli dodawano
snacznik  BrdU. a nastepnie  wykonywano barwienia immunohistochemiczne 2
wykorzystaniem przeciwcial pozwalajacych okreslic zarowno fenotyp komarek, jak i stopien
ich zroznicowania. Jak wvkazali$my, przewazajaca liczba komorek powstatych w skrawkach
hipokampa podezas 7 dni wspothodowli z OPCs miala charakter neuroblastéw oraz komorek

mikrogleju. Dzigki zastosowane] metodzic udato sie jednoznacznie wykazac, ze
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wspothodowla 2 progenitorami oligodendrocylarnymi ma znaczacy wplyw na zwigkszenie
proliferacji komérek zaréwno w kontrolnych skrawkach hipokampa, jak 1 tych uszkodzonych
na skutek czasowego niedoboru glukozy i tlenu.

Uzyskane wyniki skfonily nas do postawienia kolejnego pytania o rodzaj czynnikow
mogacych odpowiadaé za ohserwowane efekly. W poszukiwaniu odpowiedzi na to pytanie
przeprowadziliémy analize molekularna mRNA wyizolowanego z OPCs. W tym celu zostaty
zaprojektowane i wykorzystane specyficzne slarlery dla wyhranych czynnikow (w tym
BIDNF, GDNT, CNTF, interleukin, SCF). Aby przeprowadzi¢ doktadna analize, zastosowano
takze komercyjnie dostepne zestawy typu microarrays dla neurotrofin 1 ich receptorow.
Dzigki zastosowaniu metody PCR w czasie rzeczywistym udalo sie ustali¢ poziom ckspresji
wielu czynnikéw aktywnych, ktore moga przyczyniac sig do modulacji procesow
cachodzacych w tkance. Uzyskane wyniki, normalizowane wabec 8 gendw kontrolnych
wykazaty, ze OPCs cechujg sig wysokim poziomem ekspresji mRNA wielu czynnikow
odpowiedzialnych za wzajemne oddziatywania miedzy komdrkami, a takze przyczyniajacych
sie do utrzymywania lokalnej homeostazy. Jednoceesnie odnotowano wysoki poziom
ekspresji mRNA dla receplordw substancji czynnych (w tym interleukin), co wskazuje na
podatnosé badanych komorek na bodZce srodowiskowe,

Analiza otrzymanych wynikéw nasunela kolcjne pytanie o rodzaj substancji, ktore sg
w reeczywistodei syntezowanc i ulegajg sekrecii, przvezyniajac sig do obserwowanego elcktu
neuroprotekeyjnego/regeneracyjnego. Jest to zasadnicze zagadnienic z punktu widzenia
potencjalnych terapii farmakologicznych. Poniewaz wspdthodowla 2z progenitorami
oligodendrocytdw skutkuje przede wszystkim zwiekszeniem przezywalnosci neuronow oraz
stymulacja proliferacjii komarek, do dalszych badan zostaly wyselekcjonowane (rzy
substancje o odmiennym dziataniu: neurotroticzny czynnik pochodzenia mézgowego (ang.
hrain-derived trophic factor. BDNF), interleukina 10 (IL-10) oraz czynnik wzrostu komdrek
macierzystych (ang. Stem Cell Factor, SCF). BDNF jest substancjg znang 7e swych
whadciwosci neuroprotekeyjnych [32], jednak do tej pory nie wykazano, ze Zrodtem jego
sekrecji moga by¢ takze oligodendrocyty. IL-10 jest czynnikiem o silnych whasciwosciach
przeciwzapalnych [33), za§ SCF bierze udzial m.in. w regulacji biologicznych funkcji
komérek macicrzystych [34, 35]. Prowadzone cksperymenty polegaty na dodawaniu do
pozywek hodowlanych specylicznych przeciwcial, neutralizujacych wydzielane czynniki.
Nastepnie oceniano w skrawkach stopien nekrozy, a takze liczbe nowaopowstatych, Brdll-
dodatnich komorek. Uzyskane wyniki wykazaly znamienny spadek liczhy neuronow po
sablokowaniu BDNFE, za$ pomiar metody FLISA wykazal, 7e zrodtem BDNF-u
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odpowiedzialnego za efekt meuroprotekeyjny sa zardwno oligodendrocyty, jak i skrawki
hipokampa. Zablokowanie odpowiednio IL-10 oraz SCF skutkowato natomiast znamicnnym
zmniejszeniem liczby nowopowstatych komorek, Uzyskane wyniki zamieszczone zostaly w
publikacji noszace) tytud:
The neuroprotective effect exerted by oligodendroglial progenitors on ischemically
impaired hippocampal cells. Sypecka J. Sarnowska A (2013), Molecular Neurobiology,
48(2): DOI1 10.1007/512035-013-8549-9

W przeprowadzonych badaniach wykazano, ze progenitory oligodendrocytow majyq
zdolnosé sekreeji czynnikéw zaangazowanych w procesy zachodzace w uszkodzonej tkance,
takich jak necuroprotekcja, stymulacja proliferacji komorek oraz modulacja lokalngj
odpowicdzi immunologicznej. Wyniki badan molekularmnych OPCs wskazujg na wiele innych
potencjalnych czymnikéw, ktére moga braé udzial w ich odpowiedzi na bodzce
zewnatrzkomorkowe. Nalezq do nich migdzy innymi czynniki przekazywania sygnatow i
aklywacji transkrypeji (STATs), interleukiny oraz ceynniki troficzne (GDNF, CNTF), a takze
insulinopodobny czynnik wzrostu (IGF-1). Interesujace ohserwacje poczynione podczas
prowadzonych eksperymentow sktaniaja do kontynuacji badan nad progenitorami glejowymi i
nakreslaja interesujace kierunki poszukiwan ich najbardziej pozadanych cech, zwlaszcza w
dziedzinic neurobiologii naprawczej. Uzyskane wyniki przyczynily si¢ takzc do poszerzenia
wiedzy podstawowej dotyczace] wiasciwosei  komorek oligudendrocytarnych  oraz

wzajemnych oddziatywanin migdzy komarkami tworzgeymi tkanke nerwowy.

Poznanic czynnikéw hamujacych i/lub odwracajacych procesy neurodegeneracyjne
(takich jak czynniki troficzne, anty-zapalne, pro-/anly-apoptotyczne, neuromorfogeny)
pozwolitoby na ich zastosowanie lerapeutyczne jako substancji wspierajacych przeszczepy
komérkowe lub jako terapic farmakologiczne wspomagajace procesy regeneracyjnc.
Jednoczeinie mozliwodé wyboru komérek o najkorzystniejszych fenotypach, rwiekszajacych
szanse na podjecie proceséw remielinizacyjnych i jednoczesnie  bedacych  Zrodlem
naturalnych substancji czynnych o dziataniu neuroprotckeyjnym i/lub przeciwzapalnym,
budzi nmadzicje na opracowanie skutecznych terapii komdrkowych dla chordb o podiozu

leukodystroticznym.
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Glowne usigenigcia wynikajace z prowadzonych prac badawezych:

Wykazanie, z¢ progenitory oligodendrocytame, kiore powstaja podczas najbardzic
intensywnej gliogenezy (w okresie perinatalnym) posiadajy wicle cech typowych dla
neuralnych komérek macierzystyeh, Zaliezyé do nich mozna wysoki wspélezynnik
proliferacji, multipatencjalnodé oceniang jakv zdolnos¢ do rdznicowania sig w Uzy
podstawowe  typy komérek neuralnych oraz  wydzielanie do przestrzeni

zewnglrzkomérkowej substancii o charakterze neuroprotekeyjnym i przeciwzapalnym.

Udokumentowanie duzej podatnosci OPCs na dziatanie bodzcow zewngtrznych, zardwno
fizjologicznych, jak i patologicznych, ktore decydujg o ich przezyciu i rdznicowaniu oraz
sckrecji czynnikow aktywnych. Jak wykazano, progenitory oligndendrocylarne cechuja
si¢ szczegdlng wrazliwoscia na stres oksydacyjny, ktory najczedciej prowadzi do smierci
komarki. Podatnosé OPCs na dviatanie sygnatow zewnatrzkomérkowych wigze sig ze
zraznicowanym przebiegicm pracesu ich dojrzewania i zdolnodei do syntezy skladnikéw
mieliny. Jednoczesnic w okreslonych warunkach, mikrosrodowisko bogate W bodzce
stymulujgce moze promowaé roznicowanie OPCs w kierunku komdrek o fenotypic
neuronalnym bad? astrocytarnym. Poznanie charakieru wybranych czynnikéw, ktdre
decyduja o ukierunkowaniu i dojrzewaniu progenilorow oligodendrocytarnych pozwala
promowac pracesy pozadane (np. wzmocnienie potencjatu mielinizacyjnego) i ograniczaé
procesy nickorzystne dla regeneracyi tkanki (np. réznicowanie astrocytamne. kuore
przyczynia si¢ do tworzenia blizny alejowej i uniemozliwia zastosowanic dostepnych lub

opracowywanych terapii).

Okredlenic udzialu  wybranych sktadnikéw macierzy zewnatrzkomorkowej  oraz
metaloproteinaz 7z rodziny Zelatynaz w  procesie gliogenezy i dajrzewania
oligodendrocytéw. Jak wykazano, laminina oraz fibronektvna stvmuluja in vifre proces
ré7nicowania neuralnych komérek macicrzystych w oligodendrocyty. Wigze sig 10 7
aktywacja MMP2/MMP9 w komorkach progenitorowych oraz wydzielaniem Zclatynaz do
przestrzeni migdzykomérkowej. Poczynione obserwacje poszerzajqa wicdzg dotyczacy
mechanizmow roznicowania oligodendrocytoéw i s przydatne do opracowania protokotow

otrzymywania komérek o tym fenotypie.
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4. Opracowanie metody otrzymywania oligodendrocytow 7 neuralnych  komarek

&

macierzystych pochodzacyeh z ludzkiej krwi pgpowinowej. Protokét przygolowany 7
mysla o mozliwosci wykorzystania opracowanej procedury w terapiach klinicznych opicra
sie na zastosowaniu czynnikow bedacych komercyjnymi odpowicdnikami substancji
fizjologicznych (np. PDGF-AA, T3). przypuszezalnie majycych udziat w regulacji
procesu gliogenezy in vivo i jednoczesnie unika stosowania komponentéw pochodzenia
odzwierzecego (w tym surowicy mogacej zawieraé patogeny). Uzyskana frakeja komorek
oligodendrocytarnych zostala 7 powodzeniem zastosowana do testowania in vitro lekow i
czynnikow potencjalnie toksycznych (w tym skladnikow preparatow ochrony roslin czy

tez substancji uzywanych w przemysle i powszechnie obecnych w zyeiu codziennym).

Opisanie  ncuroprotekcyjnych wiadeiwodei  progenitoréw  oligodendrocytamych.
Zidentvlikowane przez nas czynniki o charakterze parakrynnym wydziclane przez OPCs
(BDNF, SCF oraz TL-10) znaczaco wplywaja na zwigkszenie preczywalnosdcl neuronow
oraz stymuluja proliferacig. Wsrod nowopowstatych komérek przewazaja neuroblasty
oraz komarki mikrogleju, bedace  efektorami odpowiedzi  immunologicznej.
Przeprowadzone badania wskazuja takze na inne potencjalne czynniki, ktore moga by¢
wydziclane przez OPCs i mie¢ dziatanic neuroprotekeyjnic i przeciwzapalnic. Uzyskane
wyniki udowadniaja, 7e OPCs posiadaja cechy zarowno neuralnych komorek
macierzystych, jak i ukierunkowanych progenitoréw, co jest istotnym odkryciem z punktu
widzenia terapii regencracyjnych. Zastosowanie progenitorow oligodendrocytarnych do
przeszezepdw  komorkowych pozwala rwiekszy¢ szanse na wzbudzenie procesow
remielinizacyjnych i jednoczesnic uzyskac korzysci plynace z dostarczania substancji
troficznych i przeciwzapalnych, charakterystycznych dla komérek macierzystych. Wsrdd
potencjalnych  efcktow przeszezepiania OPCs  mozna oezekiwaé  preynajmnie]
czesciowego ograniczenia procesu neurodegeneracji i reakcji zapalnych w tkance.
Wydzielane substancje © charakterze troficenym moga z kolei przyezymia¢ sig do
tworzenia mikroérodowiska sprzyjajacego mobilizacji i zwiekszeniu przezywalnosci
endogennych prekursorow iflub réznicowania przeszczepionych komorek. Podjecic
funkcjii miclinizacyjnych  byloby finalnym, najbardziej oczekiwanych  efeklem

przeszczepiania progenitorow oligodendrocytarnych.

Podsumowujac, uzyskanc wyniki badan wiaéciwosei OPCs i ich odpowiedzi na czynniki

fizjologiczne i patologiczne obecne w mikrosrodowisku tkankowym przyczyniaja sie do

.
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pelniejszej charakterystyki oligodendrocytéw i moga postuzy¢ do opracowania skutecznych

terapii chordb o charakterze leukodystroficznym.

5. Omowienie pozostatych osiggnigé naukowo - badawezych.

Po ukofczeniu Wydzialu Biologii Uniwersytetu Warszawskiego. rozpoczglam studia
doktoranckie pod kierunkiem pani Profesor Krystyny Domanskiej-Janik w Centrum
Medycyny Doswiadczalnej i Klinicznej PAN. Budowa i funkcjonowanie ukfadu nerwowego
fascynowaly mnie od wiclu lat. W Zakladzic Neurochemii zyskatam mozliwosé prowadzenia
badah nad wystgpujaca u krolikéw dziedziczng chorobg neurodegencracyjng o charaktcrze
leukodystrofii. Choroba, ktérej glownymi ohjawami byly drzenic konczyn, glowy i tulowia
oraz spastyczne poraZenie koficzyn, zostata opisana przez profesor Ewe Oselowska 7 Zespotu
Zakladu Hodowli Zwierzat Doswiadezalnych PAN w Lomnie. Charaklerystyczne objawy
choroby przyczynity si¢ do nadania jej nazwy Pt (skrét od angiclskiego terminu paralytic
tremor, thumaczonego jako drigezka porazna) [36]. Szczegolowe badania prowadzone przez
profesor Osetowskaq w stworzonym pr7ez nig Osrodku Neurologii Porownawcze] przy
CMDIK PAN umozliwity zidentylikowanie choroby Pt jako leukodystrofii recesywnej,
przenoszonej z chromosomem X. Co cickawe, obserwowanej hypomielinizacji, cechujgcej sig
nieprawidtowo wyksztalcona, cienka ostonka mielinowa lub jej zupelnym brakiem w
przypadku widkicn nerwowych o mniejszej $rednicy, nie towarzyszyl spadek liczby
oligodendrocytow [37]. W tkance nerwowej krolikow obarczonych choroba Pt {zwanych
tak7e krolikami pf) obserwowano jednak wystgpowanie glownie niedojrzatych
oligodendrocytow, czesto w ich progenitorowej formie [38]. Dzigki dalszym badaniom
prowadzonym przez profesor Krystyng Domanska-Janik, udalo si¢ we wspolpracy Z
Zespolem Laboratorium Neurochemii Uniwersytetu w Lozannic zidentyfikowaé przyczyng
genetyczng choroby, kiorg jest mutacja punktowa w genie plp, kodujacym jeden z gléwnych
skiadnikow mieliny [39].

Opierajac si¢ na dotychczasowej wiedzy o leukodystrofii pr. prowadzitam Kilkuletnic
badania na poziomie molckulamym i biochemicznym nad wplywem tej mutacji na biosyntezg
innych sktadnikéw micliny, ich transport wewnatrzkomorkowy, lormowanie ostonki
mielinowej oraz nad korelacja réznorodnosci fenotypowcj cechujacej chorobg pf ze stopniem
hypomielinizacji OUN. Juz w pierwszych latach studiow doktoranckich kierowatarn grantem
badawezym, zatytwlowanym Réznorodnosc fenotypowa a ekspresja penow  bialek

mielinowych u mutanta krélika™. Wrikliwa analiza uzyskanych wynikéw pozwolita m.in. na
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ocene krélika pr jako odpowiednicgo modelu zwierzgcego odzwicreiedlajacego wyslgpujaca u
ludzi chorobe Pelizaeusa-Merzbachera [40, 41]. Wyniki wielokierunkowych badan zostaly
opublikowane w 6 artykulach w czasopismach anglojezycznych [punkt 5.1.1] oraz
prezentowane byly w postaci 14 komunikalow zjazdowych (w tym 5 z nich ukazalo sie w
renomowanych czasopismach anglojezycznych), Wyniki prowadzonych badan stanowity
przedmiot mojej pracy doktorskicj zatytutowanej: .Plejotropowe oddziatywanie mulacji genu
PLP u krélika Pr° (promotor: Prof. dr hab. Krystyna Domanska-Janik). Rozprawa 7ostata
nagrodzona wyrdznieniem Rady Naukowej CMDiK PAN oraz wyrdznieniem w konkursie im.
Aurclii Baczko na najlepsza pracg doktorska w dziedzinic nauk medycznych w 1996 roku. Za
osiggniecia naukowe zostalam takze nagrodzona rocznym Stypendium dla Miodych
Naukowcéw, przyznanym przez Fundacje na Rzecz Nauki Polskiej.

Po obronie pracy doklorskic] prowadzitam dalszc badania choroby pr, z¢ szezegdlnym
uwzglednieniem jej analogii z wystepujaca u ludzi dziedziczna choroba Pelizaeusa-
Merzbachera. Zagadnieniu temu poswigcone sa moje trzy nastgpne publikacje [punkt 5.1.2-
(1. 4 oraz 6)], «a8 kolejna opublikowana praca opisuje witrylikacje zarodkow krolika pr,
dokonany 2 inicjatywy pani profl. Krystyny Domaniskicj-Janik przez specjalisiow 7 Instytutu
Genelvki i Hodowli Zwierzat Polskiej Akademii Nauk w Jastrzebeu, w eclu zachowania tgj
unikalnej mutacji do przyselych badan [punkt 5.1.2-(3)].

Prowadzone podczas studiéw doktoranckich badania mechanizmu mielinogenezy i
wplywu jego zaburzen na dojrzewanie oligodendrocytow wzbudzito we mnie zainteresowanie
funkcjonowaniem tych komorck, procesem gliogenezy oraz poszukiwaniem mozliwosci
naprawy uszkodzonej tkanki ncrwowej. Czgs¢ pracy eksperymentalnej, prowadzongj w
7akladzie Neurobiologii Naprawezej IMDIK PAN, dotyezyia poszukiwania 7rodet komorek
progenitorowych oligodendrocytow W celu wykorzystania ich do potencjalnych lerapii
regencracyjnych [punkt 5.1.2-(13)]. W ten sposdb moje zaintcresowanie zwricito sie w
kicrunku neuralnych komorek macierzystych, w szczegolnosci pochodzacych z ludzkiej krwi
pepowinowej. Zaangazowalam sig w projekty naukowe majace na celu charakterystyke in
vitro neuralnych komdrek macierzystych linii IIUCB-N SC, 7e szczegdlnym uwzglednienicm
podatnosci na bodZce decydujace o ich przezyciu [punkt 5.1.2-(3)]. prolileracji 1
réznicowaniu [punkt 5.1.2-(10 oraz. 11)]. Dalsze badania, ktore (rwaja do dzis, mialy na celu
okreélenie potencjatu terapeutycznego komorek pochodzacych z ludzkiej krwi pepuwinowej
w leczeniu skutkow uszkodzen OUN [punkt 5.1.2-(12)]. Poszukujac potencjalnych 7rodet
komarek glejowych na potrzeby lerapii komérkowej, bratam udziat w zakoniczone] sukccsem

probie otrzymania indukowanych pluripotentnych komorek macierzystych [punkt 5.1.2-(15)],
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stwarzajacej nowe perspektywy dla medycyny spersonalizowanej. Obecnic w ramach

wspéltpracy z dr Anng Sarnowska, do swej pracy naukowej wiaczyltam cksperymenty

dotvezace badaf ludzkich mezenchymalnych komoérek macierzystych pochodzacych z

galarely Whartona, izolowane] ze sznura pgpowinowego (komunikat zjazdowy na konlerencji

X1 Furopean Meeling on Glial Cells in Health and Discase, 201 3) [42].
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_ Garbern JY. Pelizacus-Merzbacher discase: Genetic and cellular pathogenesis. Cell Mol Life Sei.

2007; 64(1):50-65.

. ] Sypecka, A Sarnowska Neuroprotective properties of glia-committed NG2-pusitive cells:

comparison with uncommitted mesenchymal stem cells derived from Wharton jelly. GLIA 2013,
61: 835

Lista publikacji:

Lista moich dotychczasowyeh osiagnieé to 24 artykuty opublikowane w anglojgzyeznych
czasopismach indeksowanych w bazic 18] Web of Science, z czego 21 to prace
oryginalne, W 15 z wymienionych prac jestem picrwszym autorem, natomiast w 4
wystepuje jako drugi wspdtautor. Sumaryczny wspolezynnik oddziatywania (wg Journal
Cilation Reports, zpodnie z rokicm opublikowania) wynosi 44,505 (punktacja
KBN/MNiSW=385). Catkowita liczba cytowai (wg bazy ISI Web of Science) wynosi

132, zas indeks Hirscha = 7.

.1. Prace opublikowane przed urzyskaniem stopnia doktora

Sypecka J., Tosic M., Dolivo M., Domariska-Janik K., Matthieu J1-M. (1993):
Developmental expression of major myelin specific proteins in hypomyelinated  pf
mutant rabbit. Acta Neurobiol. Exp. 53, 281-284

TF=0,413; 5-letni IF=1,804: MNiSW=7

Sypeeka J., Domanska-Janik K. (1995): Expression of myelin specific proteins during
development of normal and hypomyelinated pf mutant rabhits: studies on the brain
homogenates. Mol. Chem. Neuropathol. 26: 53-66

[F=1,151; MNiSW=9

Sypecka J., Domarska-Janik K. (1995): Expression ol myelin specilic proteins during
development of normal and hypomyelinated p/ mutant rabbits: studies of the purified
myelin. Mol .Chem. Newropathol. 26: 67-78

IF=1,151; MNiSW=9
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4, Sypecka J., Gajkowska B., Domanska-Janik K. (1995): Oligodendrocyte development

in plp pt mutant rabbits: Glycolipid antigens and plp gene expression. Metabolic Brain
Disease Vol. 10, No.d : 321-333
IF= 0,630; 5-letni TF= 2.680; MNiSW-8

Sypecka J. (1996): Pt point mutation in plp gene results in hyperexpression of MOG in
hypomyelinated rabbit. Acta Neurobiol Exp. 56: 9-14.
IF= 0.480; 5-letni TF= 1,804, MNiSW=7

Sypecka J., Domanska-Janik K. (1996): Hypomyelinated p/ mutant rabbit as a new
model of Pelizasus-Marzbacher discase. Newrolog Newrochir, Pol. , 30 ( KLV, supl.2,
43-47

MNiSW=3

5.1.2. Prace vpublikowane po uzyskaniu stopnia doktora

Lad

. Domanska-Janik K, Sypecka J, Taraszewska A.(1997) Immunohistochemical study of

myelin-specific proteins in pt rabbits. Folia Neuropathol. 35(1):1-7.
5-letni 11=1,204; MNiSW=8

Sypecka J. (2003) Different vulnerability to cylotoxicity and susceptibility to protection
of progenitors versus mature oligodendrocytes. Pol. J. Pharmacol., 55, 881-885
(obecnie Pharmacological reporis)

TF=0.829: 5-letni 1F=2.223; MNiSW=8

Papis K, Sypecka J, Korwin-Kossakowski M, Wenta-Muchalska E, Bilska B. (2003)
Banking of embryos of mutated, paralytic tremor rabbit by means of vitrification. Lab
Anim., 39 (3): 284-9.

[F=0,37; 5-letni 1IF= 1,519; MNiSW=15

Sypecka J. . Domariska-Janik K. (2005) Rabbil paralytic tremor phenotype-a plpl genc
mutation as a model of human Pelizacus-Merzbacher disease. Acta Neurvhiol Exp (2):
221-9

[F=1.209, 5-letni IF—1,804; MNiSW=10

Buzafiska L., Habich A.. Jurga M., Sypecka J., Domanska-Janik K. (2003) Human cord
blood-derived neural stem cell line-possible implementation in studying neurotoxicity.
Toxicol In Vitro 19(7): 991-9

1F=1.754, 5-letni IF= 2.716; MNiSW=15

Svpecka J. Domanska-Janik K. (2006) Phenotypic diversity resulting from a point
mutation in a PLP gene in paralytic tremor rabbit. Folia Neuropathol. 44 (4): 244-50.
IF= 0, 975. 5-letni IF=1,204; MNiSW=10

Sypecka J, Sarnowska A, Domanska-Janik K (2009) Crucial role of the local micro-
environment in fate decision of neonatal rat NG2 progenitors. Cell Prolif. 42(5):661-71.
IF=2.917. 5-letni 1F= 2.818; MNiSW=32
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Buzanska L, Sypecka J, Nerini-Molteni S, Compagnoni A, Hogberg HT, del Torchio X,
Domanska-Janik K, Zimmer J, Coecke S. (2009).A human stem cell-based model for
identifying adverse effects of vrganic and inorganic chemicals on the developing
nervous system. Stem Cells: 27(10):2591-601.

1F=7.747, 5-letni IF= 8.368; MNiSW=45

Sypecka J, Dragun-Szymezak P, Zalewska T, Domanska-Janik K. (2009) Laminin
promotes oligoglivgencsis and increases MMPs activity in human neural stem cells of
HUCB-NSC line. Acta Newrobiol Exp (Wars): 69(1):37-45.

[F=1.337, 3-letni IF=1,804; MNiSW=13

Szymezak P, Wojcik-Stanaszek L, Sypecka J, Sokolowska A, Zalewska T. (2010)
Effect ol matrix metalloproteinases inhibition on the proliferation and differentiation of
HUCB-NSCs cultured in the presence of adhesive substrates. Acta Neurobiol Exp
{Wars): T0(4):325-36.

IF=1.533, 5-letni [F=1,804; MNiSW=13

Inga Markiewicz, Joanna Sypecka, Krystyna Domanska-Janik, Tomasz Wyszomirski,
Barbara I.ukomska (2011) Cellular Environment Directs Diflerentiation of Iluman
Umbilical Cord Blood - derived Neural Stem Cells in vitro J istochem Cvtochem:
59(3) 289301

1F=2.725, 5-letni IF= 2.534; MNiSW=20

Gérmicka-Pawlak F. Janowski M, Habich A, Jablonska A, Drela K, Kozlowska I,
I ukomska B, Sypecka J. Domanska-Janik K(2011): Systemic treatment of focal brain
injury in the rat by human umbilical cord blood cells being at different level of neural
commitment.. Acta Neurobiol Exp (Wars):46-64.

IF=2.11, 5-letni TF=1,804; MNiSW=I15

Sypecka J. (2011) Searching for oligodendrocyte precursors for cell replacement
therapies. Acta Neurobiol Exp (Wars): T1(1):94- 102.
TF=2.11, 5-letni TF=1,804; MNiSW=15

Wajcik-Stanaszck 1., Sypecka J, Szymezak P, Ziemka-Nalecz M, Khrestchatisky M,

Rivera S, Zalewska T. (201 1) The potential role of metalloproteinases in neurogenesis in

the werbil hippocampus following global forebrain ischemia. PLoS One: 6(7): €22463,
[F=4.092, 5-letni [F= 4.244; MNiSW=40

Szablowska-Gadomska 1, Sypecka J, Zayat V, Podobinska M, Pastwinska A,
Pienkowska-Grela B, Buzanska L. (2012) Treatment with small molecules is an
important milestone towards the induction of pluripotency in neural stem cells derived
from human cord blood, 4¢ta Neurobiol Exp (Wars): 72(4):337-50.

IF=1.977, 5-letni IF= 1,804; MNiSW=15

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.(2013) Acta Neurobiol Exp (Wars): 73(1):117-130
IF=1.977, 5-letni [F=1,804; MNiSW=15
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7. Sypecka J, Sarnowska A. (2013): Ileterogencity of local tissue microenvironment
influences differentiation of oligodendroglial progenitors. Folia Neuropathol: 51(2):
103-110.

IF=1.547, 5-letni IF=1,204; MNiSW=20

18. Sypecka J, Sarnowska A (2013): The neuroprotective effect exerted by oligodendroglial
progenitors on ischemically impaired hippocampal cells. Molecular Neurohiology 48 (2)
DO 10.1007/512035-013-8549-9

[F=5.471, 5-letni [F=5.535 , MNiSW=35
£.1.3. Komunikaty zjazdowe

Wyniki prowadzonych prac badawczych przedstawione zostaly w postaci 37
komunikatéw podezas konferencji i sympozjow naukowych krajowych (9} i

miedzynarodowych (48) (Zalacznik 4).
5.1. 4 Rozdzialy w ksigzkach:

Sypecka J. Domanska-Janik K. (1997): “Major myelin specific genes expression in pt
plp gene mutant rabbil”, w ksiazce zatylulowanej: “Neurochemistry: cellular, molecular
and clinical aspects”. 233-239, ed. Teelken and Korf, Plenum Press, New York ISBN-0-
306-45705-9

MNISW=5

Sypecka J (2012) “Gliogeneza w odrodkowym ukladzie nerwowym”. W GLEJ" -
Skrypt XXIX Zimowej Szkoty Instytutu Farmakologii PAN”, ISBN 978-83-60270-21-9
MNISW=4

5.2, Nagrody za pracg badaweza:

2012-Nagroda Naukowa za publikacjg o wysokim IF, przyznana przez Dyrektora
IMDIK PAN

2010-Nagroda Naukowa za publikacjg v wysokim IF, przyznana przez Dyrekiora
IMDIK PAN

1997-roczne Stypendium dla Miodych Naukowcow przyznane przcz Fundacje na Rzecz
Nauki Polskicj

1997-wyrdznicnie w konkursie im. Aurelii Baczko na najlepsza pracg doktorska
w dziedzinie nauk medycznych w 1996 roku

1996-Nagroda Dyrektora Instylutu Medycyny Doswiadczalne] i Kliniczne PAN
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7a osiagnigcia naukowe w 1995 roku
1996-Wyrdznienienie za prace doktorska: “Plejotropowe oddziafywanie mutacji genu
PLP u krélika Pt”, przyznanc prze Radg Naukowa IMDIK PAN

5.3. Informacja o osiggnigciach w dzialalno$ci dydaktycznej, wspolpracy naukowej i
popularyzacji nauki

Poza zaangazowaniem w prace badawcza, rozwijam swoje umiejetnosci uczestniczae
w certyfikowanych kursach i szkoleniach, przede wszystkim dotyczacych nowych technik
biologii molekularnej. Wiedzg naukowy poszerzam biorac udzial w licznych seminariach,
spotkaniach i konferencjach, krajowych oraz zagranicznych. Jednoczesnic przyczyniam sig do
popularyzacji wiedzy z zakresu procesow gliogenczy, whagciwosci komorek glejowych, a
tak¥e zastosowania komdrek macierzystych w naukach biomedycznych. Migdzy innymi
uczesiniczylam jako wykladowea w Szkole Zimowej Instytutu Farmakologii PAN,
zalytulowanej "Glej" (2012), zorganizowatam sesje poswiecony komorkom glejowym w
ramach XT Miedzynarodowego Sympozjum pt. "Molekularne podstawy patologii i terapii
schorzen neurologicznych” (2013), a takze dzielitam si¢ wiedzg dotyczaca technik hodowli in
vitro oraz ex vivo w ramach wyktadéw dla uczestnikéw Studiow Doktoranckich IM MK PAN.
Od 2013 roku jestem koordynatorem merytorycznym iz ramienia IMDIiK PAN (Partner
Projcktu) w Zespole zarzadzajacym projektem Nowoczesne metody, leki i terapie w
ochronie zdrowia i pospodarce Europy XXI wicku — interdyscyplinarne ksztalcenie w
obszarzc nauk biomedycznych na studiach 11 i 1 stopnia”
(www.biol.uw.edu.pl/nowbiolmed). Projekt ma na celu m.in. wprowadzenic do programu
nauczania najnowszej wiedzy z zakresu neurobiologii vraz biologii komorck macierzystych i
ich potencjalu terapeutycznego. W ramach dzielenia sig¢ zdobyta wiedza oraz
doéwiadczeniem, wraz z pozostatymi czlonkami Zespolu sprawowalam opicke nad
praktykantami, licencjuszami, magistrantami oraz doktorantami prowadzacymi prace
badawcze w Zaktadzie Neurobiologii Naprawczej IMDIK PAN. Sprawowalam m.in. opieke
naukows nad:
-praca doktorskg mgr LClzbicty Pawlak, zatytulowang: .Efekty funkcjonalne systemowego
przeszezepiania komorek krwi pepowinowej u SZCZUrowW po uszkodzeniu mozgu:”- promotor
Prof. dr. hab. Krystyna Domarska-Janik. Obrona pracy doktorskiej-czerwiee 2011
-praca doktorska mgr. inz. llony Szablowskiej-Gadomskicj, zatytutowana: "Indukeja
pluripotencjalnosci i roznicowania neuralnych komorck progenitorowych z ludzkiej krwi

pepowinowej: rola czynnikow epigenetycznych i obnizonego stezenia llenu”- promotor
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Prof. dr hab. Leonora Buzanska. Obrona pracy doktorskiej-wrzesien 2013.

5.4. Dlugoterminuwe staZe zagraniczne:

1992: 8- miesigezny pobyt w Laboratorium Neurochemicznym Oddziatu Pediatrycznego
Szpitala Uniwersyteckiego, Uniwersytetu w T.ozannie (Laboratoire de Neurochimie,
Service de Pédiatric, Centre Hospitalier Universitaire Vaudois-CHUV), Szwajcaria.
Badania naukowe pod kierunkiem profesora Jean-Marie Matthicu nad molekularnym

podlozem chorob dysmielinizacyjnych

5.5. Recenzowanie artykulow dla czasopism anglojezycznych:

Cytotherapy (TF=3.275)

Food and Chemical Toxicology (IF= 3.215)
Molecules (IF=2.679)

Journal of Neuroscience Methods (1F= 2.484)
Acta Neurvbiologiae Experimentalis (TF=1,977)

5.6. Wspolpraca migdzynarodowa

Prof. Jean-Maric Matthien (Laboratoirc de Neurochimic. Service de Pédiatrie, Centre
[lospitalier Universitaire Vaudois-CHUV, Szwajcaria.). Badania nad mechanizmami
hiosyntezy skfadnikéw micliny 1 wyjasnicniem molekularncgo podioza wybranych chorob
dysmielinizacyjnych. Efcktem wspdlnic prowadzonych badan jest 1 publikacja oraz 5

komunikatow zjazdowych.

Prof. Sandra Coecke (In-Vitro Methods Unit/ECVAM, Institute for Health and
Consumer Protection, Furopean Commission, Joint Research Centre, Ispra, laly).
Wspolpraca dotyczaca wykorzystania ludzkich oligodendrocytow do przeprowadzania
testow neurotoksykologicznych, w ramach projektu “Alternative methods for the
assessment of acute and chronic neurotoxicity — application of cord bluod-derived neural
stem cell line”™. Wynikiem wspolpracy jest 6 komunikatow zjazdowych, a takze 2
publikacje.

Prof. Santiago Rivera (Neurobiologie des Interactions  Cellulaires et

Neurophysiopathologie (NICN), UMR 6184, CNRS, Aix-Marseille University, Marseille,

France). WspOipraca majaca na celu zbadanie funkcji metaloproteinaz w procesach
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neurogenezy i gliogenezy in vitro oraz in vive. Do tgf pory ukazata si¢ 1 wspélna

publikacja.

5.7. Udzial w projektach badawczych:

Projekt badawcey wiasny Nr 0531/P2/93/04 pt; Rérnorodnosé [enotypowa a ekspresja
genow biatek mielinowych u mutanta krélika™-[1993-1995]- kierownik projektu

Projekt migdzynarodowy EC 22143-2004-06 F1ED ISP PL pt “Alternative methods for the
assessment of acute and chronic neurotoxicity — application of cord blood-derived neural
stem cell line™ - 2004-2005]-wykonawcea projektu

Projekt badawezy whasny Nr SA 177 29 MNIiSW pt: .Badanie oddziabywan sygnalow
zewngtrzkomérkowych i wewnatrzkomérkowych na proliferacje i roznicowanie ludzkich
neuralnych komdérek macierzystych pochodzacych z krwi pepowinowej”- [2005-2007]-
wykonawca projekiu

Projekt badawczy Nr N401 018 32/0296 MNISW pL Oligogliogeneza neuralnych
komorek macierzystveh 7 krwi  pgpowinowej-wplyw czynnikdéw  lroficznych,
neuroformogendw i oddzialywan miedzykomorkowych w badaniach ex vivo™-[2007-
2009]- kierownik projektu

Projekt badaweczy wiasny NR 5978/B/P01/2010/38 pr. ,Otrzymywanic indukowanych
komérek pluripotencjalnych i zréznicowanych w kierunku neuronéw z populacji komorek
macierzystych ludzkiej krwi pgpowinowej oraz ich immobilizacja na mikromacierzach
powierzchni biofunkcjonalnej™ [201 0-2012]-wvkonawea projekiu

Projekt badawczy NR 0345/B/P01/2010/38 pt.” Wphyw mikrosrodowiska komorkowego
na réznicowanie sie i dojrzewanie komarek progenitorowych (NG2) oligodendrocytow™-
[2010-2012]-kicrownik projektu

Projekt badawczy OPUS NR 2011/01/B/NZ4/05728 NCN pt.; .,Ocena ludzkich komaorek
somatycenych pochodzgeych 7 Galarety Whartona, preeszezepianych w postaci
tréjwymiarowych agregatow do tkanki nerwowcgj mozgu szczura: badanie mechanizmow
ich przezycia i [unkcji w warunkach ex vivo i in vivo."—{2012-2014] —gléwny wykonawca
projektu

Projekt badawezy NR 6430/B/P01/2011/40 pt..Domozgowe implanty galarcty Whartona
jako malo immunogenne srodle mezenchymalnych  komaorek macierzystych w
eksperymentalnym uszkodzeniu mozgu u szczurow” —2012-2014] — glowny wykonawea
projektu
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Projekt badawezy 2012/05/B/NZ3/00436 pt. . Stymulacja endogenngj neurogenezy jako
nowa strategia terapeutyczna w modelu asliksji okotoporodowej szczura”™-| 2013-2015]-
glowny wykonawea projekiu

Projekt , Nowoczesne metody, leki i terapie w ochronie zdrowia i gospodarce Curopy XXl
wieku - interdyscyplinarne ksztatcenie w obszarze nauk biomedycznych na studiach 1T i
111 stopnia” —[2013-2015]-koordynator merytoryczny projektu w IMDiK PAN (Partner
3 projekiu)
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