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Temat: Proby zwigkszania wiasciwosci terapeutycznych glejowo-specyficznych komaérek progenitorowych
(GRPs) w eksperymentalnych terapiach choréb demielinizacyjnych

Celem moich badan jest ocena zdolno$ci mielinizacyjnych mysich progenitoréw glejowych (mGRPs)
przeszczepianych w eksperymentalnym modelu demielinizacji u myszy shiverer oraz weryfikacja hipotezy, czy
dtugotrwata nad-ekspresja neureguliny-1 (NRG-1) w mGRPs, wywotana poprzez transdukcje komérek przy
uzyciu wektoréw lentiwirusowych, mogtaby zwiekszy¢ ich wtasciwosci funkcjonalne. Przedmiotem badan bedq
zaréwno natywne mGRPs, jak i komorki wykazujace nad-ekspresje NRG-1 (MGRPs-NRG-1). Weryfikacja
efektow dziatania dwdch rodzajow mGRPs bedzie stanowi¢ odpowiedz na pytanie o skuteczno$¢ zastosowania
progenitordw glejowych w modulacji proceséw mielinizacyjnych w mozgu i rdzeniu myszy shiverer, cechujgcych
sie delecjg w genie zasadowego biatka mieliny (MBP).

Poczatkowe eksperymenty stuzyty opracowaniu protokotu izolacji i hodowli mGRPs z tkanki nerwowe;j
plodéw myszy. Uzyskane komorki scharakteryzowano metodami immunocytochemicznymi, potwierdzajac ich
progenitorowy fenotyp, jak rowniez homogenno$¢ komorek w hodowli. Odpowiednia liczba komérek zostata
zamrozona na potrzeby dalszych eksperymentdw. Ustalone zostaly ponadto optymalne warunki wspéthodowli
otrzymanych natywnych mGRPs i mysich neurondéw zwojow korzenia grzbietowego (mDRGs). Uzyskane we
wspothodowli komaérki scharakteryzowano metodami immunocytochemicznymi, potwierdzajgc obecno$¢
neuronéw oraz dojrzatych oligodendrocytdéw o wtasciwo$ciach mielinizacyjnych. W dalszych badaniach in vitro
procedury te beda wykorzystane w celu poréwnania zdolno$ci mielinizacji aksonéw przez natywne mGRPs i
mGRPs-NRG-1.

Nastepnie podjeto rozliczne préby wywotania nadekspresji NRG-1 w otrzymanych przez nas mGRPs.
W tym celu zaprojektowane zostaty wektory lentiwirusowe zawierajace sekwencje dwdch wariantow NRG-1 (typ
| oraz typ Ill). Zastosowane wektory posiadaty rowniez sekwencje kodujaca fluorescencyjne biatko reporterowe
mCherry umozliwiajgce nieinwazyjng weryfikacje wydajnosci i skuteczno$ci transdukciji, oraz gen oporno$ci na
antybiotyk puromycyne. Transdukcje prowadzono stosujac szereg modyfikaciji stuzacych podniesieniu wydajnosci
transdukciji, w tym spinokulacje, dodatek polybrenu oraz rézne czasy inkubacji z wektorem lentiwirusowym (10-48
godzin). Stwierdzono, iz pozytywny wptyw na wydajnos¢ transdukcji ma dtuzszy czas inkubacji (48 godzin) lub
dodatek polybrenu przy 10-godzinnej inkubacji. Niestety, toksyczno$é polybrenu na mGRPs uniemozliwia jego
stosowanie przez czas dtuzszy niz 10 godzin, co pozbawia nas mozliwosci przetestowania potencjalnego,
synergistycznego efektu diuzszej inkubacji i chemicznej stymulacji transdukcji. Wydajno$¢ transdukcii
oszacowana na podstawie ekspresji mCherry wynosita ok. 30% ogdtu komaérek, a wzgledny wzrost ekspresji
mRNA dla NRG-1 typ 1 i NRG-1 typ 3, okreslony technikg RT-PCR, byt, odpowiednio, ok. 90-krotny i 130-krotny.
Jednak wykonanie pasazu i dodatek puromycyny w celu wyselekcjonowania faktycznie pozytywnych kolonii
powodowat spadek liczby zywych komérek niemal do zera.

Jako alternatywny sposéb wywotania nadekspresji NRG-1 w mGRPs przetestowano komercyjny system
z lentiwirusowymi czastkami aktywacyjnymi (ang. lentiviral activation particles; LAP) oparty na zmodyfikowanej
technologii CRISP-R/Cas9, w celu pobudzenia ekspresji endogennej NRG-1. Selekcja pozytywnych klonéw
oparta byta na uzyskaniu przez komorki jednoczesnej opornosci na antybiotyki puromycyne, hygromycyne
i blastycydyne. Niestety, wydajnos¢ nadekspresji NRG-1 w mGRPs systemem LAP przy trzech niezaleznych
powtorzeniach okazata sie znikoma. Dodatkowy pomiar poziomu biatka NRG-1 w mGRPs transdukowanych
systemem LAP technikg Western-blot potwierdzit brak nad-ekspresji NRG-1.

Reasumujac, w dotychczasowych badaniach wykazaliSmy, iz najlepszym zrodlem mGRPs sg moézg
i rdzen kregowy ptodow myszy. Ponadto opracowalismy optymalne warunki hodowli i namnazania mysich
progenitorow glejowych, a takze metode wspothodowli mGRPs i mDRGs in vitro. Dotychczasowe préby
wprowadzenia do mGRPs egzogennej kopii NRG-1 oraz stymulacja ekspresji endogennej NRG-1 okazaly sie
jednak niewystarczajaco skuteczne. W dalszych badaniach podjete zostang zatem proby wielokrotnej transdukci
mGRPs wektorem lentiwirusowym kodujacym NRG-1, dodatek inhibitora kinazy Rho (ang. rho-associated protein
kinase inhibitor, ROCK) podczas transdukcji oraz zbadana zostanie mozliwo$¢ dostarczenia do mGRPs
rekombinowanego biatka NRG-1.



