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MS   stwardnienie rozsiane (ang. multiple sclerosis)  

MSCs   mezenchymalne komórki macierzyste (ang. mesenchymal stem cells)  

NAC   N-acetylocysteina (ang. N-acetyl cysteine)  

NCCs   komórki grzebienia nerwowego (ang. neural crest cells)  

NG2   neuralno/glejowy antygen 4 (ang. neural/glial antigen 2)  

NGF   czynnik wzrostu nerwów (ang. nerve growth factor)  
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NPCs   neuralne komórki progenitorowe (ang. neural progenitor cells)  

NSCs   neuralne komórki macierzyste (ang. neural stem cells)  

nTBI   nieurazowe uszkodzenie mózgu (ang. non-traumatic brain injury)  

NT3   neurotrofina 3 (ang. neurotrophin-3)  

O4   marker O4 oligodendrocytów (ang. oligodendrocyte marker O4)  

OE   nabłonek węchowy (ang. olfactory epithelium)  

OMIM    baza danych on-line chorób uwarunkowanych genetycznie występujących u 

człowieka (ang. Online Mendelian Inheritance in Man)  

OPCs   komórki progenitorowe oligodendrocytów (ang. oligodendrocyte progenitor cells)  

OUN   ośrodkowy układ nerwowy  

PAMAM   dendrymer hydroksylopoliamidoaminowy (ang. hydroxyl polyamidoamine 

dendrimer)  

PBS    buforowana fosforanem sól fizjologiczna (ang. phosphate buffered saline)  

PDGFα   płytkowy czynnik wzrostu α (ang. platelet-derived growth factor α)  

PDGFRα  receptor płytkowego czynnika wzrostu α (ang. platelet-derived growth factor 

receptor α)  

PEI    polietylenoimina  

PFA    paraformaldehyd  

PLL    poli-L-lizyna  

PLP    białko proteolipidowe mieliny (ang. myelin proteolipid protein)  

PMD   choroba Pelizaeusa-Merzbachera (ang. Pelizaeus-Merzbacher disease)  

PSA-NCAM  polisialowana neuralna cząsteczka adhezyjna (ang. polysialylated neural cell 

adhesion molecule)  

pz   par zasad  

RAG   gen aktywujący rekombinację (ang. recombination-activating gene)  

rmNRG-1  mysia rekombinowana neuregulina-1 (ang. recombinant mouse neuregulin-1)  

RMS   donosowy strumień migracyjny (ang. rostral migratory stream)  

rOPCs    szczurze komórki progenitorowe oligodendrocytów (ang. rat oligodendrocyte 

progenitor cells)  

RT    temperatura pokojowa (ang. room temperature)  

RT-qPCR   ilościowa reakcja łańcuchowa polimerazy w czasie rzeczywistym (ang. real time 

quantitative polymerase chain reaction)  

SAM    synergistyczny mediator aktywacji (ang. synergistic activation mediator)  
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SCI   uraz rdzenia kręgowego (ang. spinal cord injury)  

SD   odchylenie standardowe (ang. standard deviation)  

SDS   dodecylosiarczan sodu  

SGZ   strefa podziarnista (ang. subgranular zone)  

Shh   białko sonic hedgehog (ang. sonic hedgehog)  

SMA   rdzeniowy zanik mięśni (ang. spinal muscular atrophy)  

SOD1   dysmutaza ponadtlenkowa 1 (ang. superoxide dismutase 1)  

ssRNA   jednoniciowe RNA (ang. single-stranded RNA)  

SVZ   strefa przykomorowa (ang. subventricular zone)  

TBI   urazowe uszkodzenie mózgu (ang. traumatic brain injury)  

tPA   tkankowy aktywator plazminogenu (ang. tissue plasminogen activator)  

TF   czynnik transkrypcyjny (ang. transcription factor)  

TH   hormon tarczycy (ang. thyroid hormone)  

TNF-α   czynnik martwicy nowotworu α (ang. tumor necrosis factor α)  

TSA   trichostatyna A (ang. Trichostatin A)  

VCAM-1   cząstka adhezji komórkowej śródbłonka naczyniowego typu pierwszego (ang. 

vascular cell adhesion molecule 1)  

VEGF     naczyniowo-śródbłonkowy czynnik wzrostu (ang. vascular endothelial growth 

factor)  

VLA-4   bardzo późny antygen 4 (ang. very late antigen 4)  

VSV   wirus pęcherzykowatego zapalenia jamy ustnej (ang. vesicular stomatitis virus)  

VWM    leukoencefalopatia z zanikającą istotą białą (ang. leukoencephalopathy with 

vanishing white matter)  

VZ   strefa komorowa (ang. ventricular zone)  

WJ   galareta Wharton’a (ang. Wharton’s jelly)  

WT   typ dziki (ang. wild type)  
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Streszczenie 

Spośród szeregu schorzeń układu nerwowego, jednym z istotnych problemów klinicznych są 

choroby demielinizacyjne, charakteryzujące się uszkodzeniem otoczki mielinowej w ośrodkowym i 

obwodowym układzie nerwowym. Do chorób demielinizacyjnych zaliczyć można m.in. leukodystrofie 

czy stwardnienie rozsiane. Zjawisko demielinizacji związane jest także z wieloma chorobami 

neurodegeneracyjnymi, takimi jak stwardnienie zanikowe boczne, czy z urazami mózgu i rdzenia 

kręgowego. Z uwagi na zróżnicowaną etiologię, schorzenia te manifestują się w postaci szeregu 

objawów neurologicznych, które upośledzają normalne funkcjonowanie pacjentów, stanowiąc jedno z 

głównych obciążeń współczesnego społeczeństwa. Brak możliwości skutecznego leczenia tych chorób 

skłania naukowców i klinicystów do poszukiwania nowych metod terapii w celu przywrócenia 

upośledzonych funkcji mielinizacji neuronów i regeneracji uszkodzonych struktur układu nerwowego. 

Glejowo-specyficzne komórki progenitorowe (GRPs) posiadają cechy wskazujące na ich duży potencjał 

do zastosowania w terapii regeneracyjnej schorzeń związanych z demielinizacją. Dotychczasowe 

badania eksperymentalne, podobnie jak wyniki naszych poprzednich badań wykazały, że przeszczepy 

GRPs w zwierzęcych modelach demielinizacji powodują wytwarzanie mieliny i częściową kompensację 

deficytów neurologicznych u biorców. Jednak niedostateczna skuteczność terapeutyczna egzogennych 

progenitorów glejowych zachęca badaczy do poszukiwań nowych możliwości zwiększania potencjału 

tych komórek w celu spotęgowania ich właściwości regeneracyjnych po podaniu in vivo. Jedną ze 

stosowanych metod są modyfikacje komórek w oparciu o plejotropowe czynniki wzrostu, wśród 

których, szczególne zainteresowanie wzbudza, kodowana przez gen Nrg-1, neuregulina-1.  

Izoformy białkowe neureguliny-1 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Najnowsze badania wykazały wpływ neureguliny-1 na rozwój i stabilizację aksonów w 

obwodowym układzie nerwowym oraz ich mielinizację przez komórki Schwanna, a także zdolność do 

modulacji odpowiedzi immunologicznej po uszkodzeniach, co sugeruje jej istotne zaangażowanie w 

proces endogennej regeneracji uszkodzonych struktur nerwowych. Powyższe obserwacje stanowiły 

podstawę do zaprojektowania badań, będących przedmiotem mojej pracy doktorskiej. Postanowiłem 

sprawdzić, czy neuregulina-1 (NRG-1) ma wpływ na właściwości funkcjonalne GRPs.  
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Celem moich badań była weryfikacja hipotezy zakładającej, że nadekspresja neureguliny-1 w 

glejowo-specyficznych komórkach progenitorowych (GRPs) zmienia ich właściwości funkcjonalne, 

które mogą być istotne dla zwiększenia potencjału zastosowania GRPs w terapii chorób związanych z 

demielinizacją.  

Przedmiotem prowadzonych przeze mnie badań były GRPs izolowane z tkanki nerwowej 

płodów myszy (mGRPs). Modyfikacje genetyczne mGRPs w celu wywołania nadekspresji neureguliny-

1 typu I (NRG-1 typu I) przeprowadzone zostały poprzez transdukcję komórek wektorami 

lentiwirusowymi kodującymi NRG-1 typu I. Badania dotyczyły analizy poziomu ekspresji NRG-1 w 

zmodyfikowanych mGRPs, ich fenotypu, oraz właściwości funkcjonalnych mGRPs-NRG-1 in vitro.  

I etap badań miał na celu opracowanie metody izolacji i selektywnej hodowli mGRPs. Kolejne 

eksperymenty stanowiły główny cel moich badań i dotyczyły transdukcji mGRPs w celu wywołania 

nadekspresji neureguliny-1 przy pomocy wektorów lentiwirusowych.  

W II etapie badań zoptymalizowałem protokół transdukcji mGRPs wektorami lentiwirusowymi 

i przeprowadziłem transdukcję mGRPs wektorem pLenti-GIII-CMV-NRG-1 typ I-mCherry, kodującym 

NRG-1 typu I w fuzji z fluorescencyjnym białkiem reporterowym mCherry, w celu wywołania w nich 

konstytutywnej nadekspresji NRG-1 typu I.  

Mapa wektora lentiwirusowego pLenti-GIII-CMV-NRG-1 typ I-mCherry 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ocena mGRPs transdukowanych wektorem pLenti-GIII-CMV-NRG-1 typ I-mCherry (NRG-1 

typ I) wykazała, że komórki te w kolejnych próbach transdukcji prezentują zróżnicowany poziom 

syntezy transkryptu dla NRG-1 typu I, a ich dalsza hodowla skutkuje spontanicznym odklejaniem się 

komórek od powierzchni naczynia hodowlanego i ich śmiercią. 

Negatywne wyniki transdukcji mGRPs wektorem pLenti-GIII-CMV-NRG-1 typ I-mCherry 

skłoniły mnie, aby w kolejnym etapie badań zastosować do transdukcji mGRP wektor HIV-SFFV-NRG-
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1 typ I-IRES-mRFP, kodujący sekwencje NRG-1 typu I i fluorescencyjne białko reporterowe mRFP, 

przedzielone sekwencją IRES (ang. Internal Ribosome Entry Site, wewnętrzne miejsce wiązania 

rybosomu), umożliwiającą ko-ekspresję obydwu sekwencji pod kontrolą transkrypcyjną wspólnego 

promotora, lecz z niezależnie zachodzącą translacją. 

Mapa wektora lentiwirusowego HIV-SFFV-NRG-1 typ I-IRES-mRFP 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

W kolejnych etapach badań oceniałem fenotyp i właściwości funkcjonalne mGRPs 

transdukowanych wektorem HIV-SFFV-NRG-1 typ I-IRES-mRFP in vitro. Analiza wykazała, że 

transdukowane mGRPs prezentowały zróżnicowany poziom ekspresji mRNA dla NRG-1 typ I 

pomiędzy poszczególnymi próbami transdukcji. Analiza fenotypowa komórek wykazała, że w populacji 

mGRPs transdukowanej tym wektorem występuje mniej progenitorów glejowych, natomiast więcej 

prekursorów oligodendrocytów (OPCs) i niedojrzałych oligodendrocytów oraz komórek różnicujących 

o fenotypie pośrednim pomiędzy GRPs a OPCs, w porównaniu do populacji komórek kontrolnych. Z 

kolei analiza poziomu mielinizacji aksonów przez mGRPs transdukowane wektorem HIV-SFFV-NRG-

1 typ I-IRES-mRFP i mGRPs kontrolne nie wykazała pomiędzy nimi istotnych różnic w zdolności do 

mielinizacji. Identyfikacja białka reporterowego po transdukcjach była problematyczna, z uwagi na 

specyfikę zastosowanego wektora bicistronowego z sekwencją IRES. Populacja mGRPs 

transdukowanych HIV-SFFV-NRG-1 typ I-IRES-mRFP cechowała się niskim tempem wzrostu. 

Uzyskanie za pomocą wektora HIV-SFFV-NRG-1 typ I-IRES-mRFP wystarczającej liczby mGRPs ze 

stabilną nadekspresją egzogennej NRG-1 typu I do przeprowadzenia dalszych badań okazało się zatem 

nieosiągalne. 

W związku z pogorszeniem się właściwości mGRPs w wyniku konstytutywnej nadekspresji 

egzogennej kopii genu kodującego NRG-1, w kolejnym etapie badań podjąłem próbę transdukcji 

mGRPs lentiwirusowymi cząstkami aktywacyjnymi, zaprojektowanymi w celu nadekspresji 

endogennego genu kodującego NRG-1 (NRG-1-LAPs). Jednak, jednoczesna transdukcja mGRPs 

trzema wektorami lentiwirusowymi wchodzącymi w skład systemu NRG-1-LAPs, okazała się 
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nieskuteczna. W związku z tym próba wywołania w mGRPs nadekspresji endogennej NRG-1 poprzez 

transdukcję komórek lentiwirusowymi cząstkami aktywacyjnymi nie powiodła się. 

Wobec niepowodzeń związanych z modyfikacjami genetycznymi mGRPs w kierunku 

nadekspresji NRG-1, postanowiłem przeprowadzić dodatkowe badania, oparte na stymulacji mGRPs 

egzogennym rekombinowanym peptydem neureguliną-1 z myszy (rmNRG-1), poprzez suplementację 

nim standardowej pożywki, w której hodowano komórki. Suplementacja mGRPs peptydem rmNRG-1 

miała zróżnicowany wpływ na fenotyp komórek w hodowli in vitro. W warunkach hamujących 

różnicowanie komórek, w hodowli mGRPs suplementowanej rmNRG-1 stwierdziłem obecność 

progenitorów glejowych i brak dojrzałych oligodendrocytów. W tych samym warunkach okazało się, 

że rmNRG-1 istotnie zwiększa liczbę komórek proliferujących (Ki67+) w hodowli. Natomiast w 

warunkach stymulujących różnicowanie mGRPs, suplementacja rmNRG-1 zmniejszała poziom ich 

różnicowania w kierunku mielinizujących oligodendrocytów o fenotypie MBP+, a efekt widoczny był 

zarówno w hodowli samych mGRPs, jak i we współhodowli z neuronami. Wstępne pomiary prędkości 

migracji komórek zwracają uwagę na potencjalnie niższą średnią prędkość migracji mGRPs 

suplementowanych peptydem rmNRG-1, w porównaniu do średniej prędkości migracji dla komórek 

niesuplementowanych. Wyniki powyższych badań wstępnych sugerują, że suplementacja mGRPs 

peptydem rmNRG-1 zmieniała fenotyp mGRPs zwiększając ich proliferację, ale pogarszała zdolności 

migracyjne, a efekt mógł być zależny zarówno od stężenia peptydu, jak i od warunków hodowli. Dalsze 

badania są w toku.  

 

Na podstawie przeprowadzonych badań można sformułować następujące wnioski: 

- nadekspresja NRG-1 typu I, wywołana poprzez transdukcję mGRPs wektorami lentiwirusowymi, 

powoduje spadek tempa wzrostu tych komórek i stymuluje ich różnicowanie w kierunku 

oligodendrocytów, nie stwierdziłem jednak istotnego wpływu nadekspresji NRG-1 typu I 

na właściwości mielinizacyjne mGRPs 

- moje wstępne badania dotyczące stymulacji mGRPs egzogennym rekombinowanym peptydem 

neureguliną-1 sugerują zwiększoną proliferację i spowolnienie migracji suplementowanych mGRPs, 

przy jednoczesnym spadku zdolności tych komórek do różnicowania w dojrzałe oligodendrocyty  

- wyniki badań przedstawionych w mojej rozprawie doktorskiej wskazują, że wpływ neureguliny-1 na 

właściwości funkcjonalne mGRPs jest zależny od zastosowanego układu doświadczalnego. 
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Abstract 

Among a range of disorders of the nervous system, some of the most significant clinical 

problems are demyelinating diseases, characterized by damage to the myelin sheath in the central and 

peripheral nervous system. Demyelinating diseases include leukodystrophies and multiple sclerosis, 

among others. The phenomenon of demyelination is also associated with various neurodegenerative 

diseases, such as amyotrophic lateral sclerosis, and with brain and spinal cord injuries. Due to their 

diverse etiology, these conditions manifest in the form of a series of neurological symptoms that impair 

the normal functioning of patients, representing a major burden on modern societies. The lack of 

effective treatment for these diseases has prompted scientists and clinicians to seek new therapeutic 

methods to restore impaired neuronal myelination and regenerate damaged structures of the nervous 

system. Glial-restricted progenitor cells (GRPs) demonstrate features indicating their great potential for 

application in regenerative therapy for demyelination-related disorders. Previous experimental studies, 

as well as the results of our own previous research, have shown that grafts of GRPs in animal models of 

demyelination result in myelin production and partial compensation of neurological deficits in 

recipients. However, the insufficient therapeutic efficacy of exogenous glial progenitors motivates 

researchers to explore new possibilities for enhancing the potential of these cells to enhance their 

regenerative properties after in vivo administration. One of the methods used is cell modification based 

on pleiotropic growth factors, among which neuregulin-1, encoded by the Nrg-1 gene, has sparked 

particular interest. 

Protein isoforms of neuregulin-1 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Recent studies have demonstrated the impact of neuregulin-1 on the development and 

stabilization of axons in the peripheral nervous system, as well as their myelination by Schwann cells. 

Neuregulin-1 also shows the ability to modulate the immune response following injuries, suggesting its 

significant involvement in the endogenous regeneration of damaged neural structures. These 

observations served as the basis for designing the research that formed the focus of my doctoral work. 

I aimed to investigate the influence of neuregulin-1 (NRG-1) on the functional properties of 

glial-restricted progenitor cells (GRPs). The hypothesis I sought to verify was that overexpressing 

neuregulin-1 in GRPs would alter their functional characteristics, potentially enhancing their application 

potential in the therapy of demyelination-related diseases. 
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The study focused on GRPs isolated from mouse fetal nervous tissue (referred to as mGRPs). 

To induce overexpression of neuregulin-1 type I (NRG-1 type I), genetic modifications were performed 

on mGRPs through the transduction of cells using lentiviral vectors encoding NRG-1 type I. The 

research involved analyzing the expression levels of NRG-1 in the modified mGRPs, examining their 

phenotype, and investigating the functional properties of mGRPs-NRG-1 in vitro. 

The initial phase of the study aimed to develop a method for isolating and selectively culturing 

mGRPs. Subsequent experiments constituted the main objective of the research, focusing on transducing 

mGRPs with lentiviral vectors to induce overexpression of neuregulin-1. 

In the second stage of the study, I optimized the transduction protocol for mGRPs using 

lentiviral vectors. Specifically, I performed transduction of mGRPs using the pLenti-GIII-CMV-NRG-

1 type I-mCherry vector, which encodes neuregulin-1 type I fused with the fluorescent reporter protein 

mCherry. This approach aimed to induce constitutive overexpression of neuregulin-1 type I in the cells. 

Map of pLenti-GIII-CMV-NRG-1 typ I-mCherry lentiviral vector  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Evaluation of mGRPs transduced with the pLenti-GIII-CMV-NRG-1 type I-mCherry vector 

demonstrated that these cells exhibit varying levels of NRG-1 type I transcript synthesis in subsequent 

transduction attempts, and their continued culture leads to spontaneous detachment of cells from the 

surface of the culture vessel and subsequent cell death. 

The unfavorable results obtained from transducing mGRPs with the pLenti-GIII-CMV-NRG-1 

type I-mCherry vector prompted me to use the HIV-SFFV-NRG-1 type I-IRES-mRFP vector for the 

next phase of the study. This vector encodes NRG-1 type I sequence and the mRFP fluorescent reporter 

protein, separated by the IRES (Internal Ribosome Entry Site) sequence. This arrangement allows for 

the coexpression of both sequences under the transcriptional control of a shared promoter, while their 

translation occurs independently. 

http://rcin.org.pl



21 
 

Map of HIV-SFFV-NRG-1 typ I-IRES-mRFP lentiviral vector 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

In the subsequent stages of the study, I evaluated the phenotype and functional properties of 

mGRPs transduced with the HIV-SFFV-NRG-1 type I-IRES-mRFP vector in vitro. The analysis 

revealed that transduced mGRPs exhibited varied levels of NRG-1 type I mRNA expression among 

different transduction attempts. Phenotypic analysis of the cells showed that the population of mGRPs 

transduced with this vector was composed of fewer glial progenitors but an increased number of 

oligodendrocyte precursors (OPCs), immature oligodendrocytes, and differentiating cells with an 

intermediate phenotype between GRPs and OPCs, compared to the control cell population. However, 

the analysis of axon myelination levels by mGRPs transduced with the HIV-SFFV-NRG-1 type I-IRES-

mRFP vector and control mGRPs did not show significant differences in their myelination capacity. The 

identification of the reporter protein after transductions posed challenges due to the specific nature of 

the bicistronic vector with the IRES sequence. The population of mGRPs transduced with HIV-SFFV-

NRG-1 type I-IRES-mRFP exhibited a low growth rate. Consequently, obtaining a sufficient number of 

mGRPs with stable overexpression of exogenous NRG-1 type I using the HIV-SFFV-NRG-1 type I-

IRES-mRFP vector for further investigations proved to be unattainable. 

Due to the deterioration of mGRPs' properties resulting from constitutive overexpression of the 

exogenous NRG-1 gene copy, in the next stage of the study, I attempted to transduce mGRPs with 

lentiviral activating particles designed to overexpress the endogenous NRG-1 gene (NRG-1-LAPs). 

However, simultaneous transduction of mGRPs with the three lentiviral vectors comprising the NRG-

1-LAPs system proved ineffective. Therefore, the attempt to induce endogenous NRG-1 overexpression 

in mGRPs through transduction with lentiviral activating particles was unsuccessful. 

In light of the setbacks associated with genetic modifications aimed at overexpressing NRG-1 

in mGRPs, I decided to conduct additional research based on the stimulation of mGRPs with exogenous 

recombinant mouse neuregulin-1 peptide (rmNRG-1) through its supplementation in the standard 

culture medium. Supplementation of mGRPs with rmNRG-1 peptide had a diverse impact on the 

phenotype of the cells in vitro. Under conditions that inhibit cell differentiation, I observed the presence 
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of glial progenitors and the absence of mature oligodendrocytes in the culture of rmNRG-1-

supplemented mGRPs. Under the same conditions, rmNRG-1 was found to significantly increase the 

number of proliferating cells (Ki67+) in the culture. Conversely, under conditions that promote the 

differentiation of mGRPs, rmNRG-1 supplementation reduced their level of differentiation towards 

myelinating oligodendrocytes with an MBP+ phenotype. This effect was observed in both the culture of 

mGRPs alone and their co-culture with neurons. Preliminary measurements of cell migration velocity 

indicate a potentially lower average migration velocity of rmNRG-1-supplemented mGRPs compared 

to non-supplemented cells. The results of these preliminary studies suggest that rmNRG-1 

supplementation altered the phenotype of mGRPs by increasing their proliferation but impairing their 

migratory capacity. This effect may depend on both the concentration of the peptide used and the culture 

conditions. Further studies are currently underway. 

 

Based on the conducted research, the following conclusions can be drawn: 

- overexpression of NRG-1 type I, achieved by transducing mGRPs with lentiviral vectors, resulted in a 

decrease in the growth rate of these cells and promoted their differentiation towards oligodendrocytes; 

however, I did not observe a significant impact of NRG-1 type I overexpression on the myelination 

properties of mGRPs 

- my preliminary investigations into the stimulation of mGRPs using exogenous recombinant 

neuregulin-1 peptide indicate an enhanced proliferation rate and reduced migratory capacity of 

supplemented mGRPs, accompanied by a diminished capability of these cells to differentiate into mature 

oligodendrocytes 

- the findings presented in my doctoral thesis highlight that the influence of neuregulin-1 on the 

functional properties of mGRPs is contingent upon the experimental setup. 
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Innowacyjność pracy  

 

 Opracowanie metody izolacji i selektywnej hodowli glejowo-specyficznych komórek 

progenitorowych z tkanki nerwowej płodów myszy (mGRPs)  

 

 Opracowanie techniki i przeprowadzenie modyfikacji genetycznej mGRPs poprzez transdukcję 

wektorów lentiwirusowych kodujących neuregulinę-1  

 

 Opracowanie metody izolacji i selektywnej hodowli neuronów zwojów korzeni grzbietowych z 

dorosłych myszy (mDRGs)  

 

 Opracowanie metody współhodowli mGRPs i mDRGs in vitro  

 

 Stworzenie modelu badania migracji mGRPs in vitro w oparciu o obrazowanie komórek z użyciem 

cyfrowej holograficznej mikroskopii bezsoczewkowej (LDHM) oraz analizy procesów związanych 

z migracją komórek  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

http://rcin.org.pl



24 
 

1. Wprowadzenie 

1.1. Choroby demielinizacyjne 

Spośród szeregu schorzeń układu nerwowego, jednym z istotnych problemów klinicznych są 

choroby demielinizacyjne, charakteryzujące się uszkodzeniem otoczki mielinowej w ośrodkowym i 

obwodowym układzie nerwowym. Do chorób demielinizacyjnych zaliczyć można m.in. leukodystrofie 

czy stwardnienie rozsiane. Zjawisko demielinizacji związane jest także z szeregiem chorób 

neurodegeneracyjnych, takich jak stwardnienie zanikowe boczne, czy z urazami mózgu i rdzenia 

kręgowego. Z uwagi na złożoną etiologię, schorzenia te manifestują się w postaci szeregu objawów 

neurologicznych, które upośledzają normalne funkcjonowanie pacjentów. Stanowią ponadto ogromne 

wyzwanie ekonomiczne: w przypadku samego stwardnienia rozsianego szacowany roczny koszt opieki 

nad jednym pacjentem w Europie wynosi ponad €40 000 (Paz-Zulueta i in., 2020). Z uwagi na 

postępujący rozwój schorzeń demielinizacyjnych chorzy często wymagają stałej opieki ze strony 

bliskich oraz profesjonalnej opieki fizjoterapeutów.  

1.1.1. Leukodystrofie (LDs)  

Leukodystrofie (ang. leukodystrophies, LDs) stanowią heterogenną grupę rzadkich, 

metabolicznych chorób istoty białej mózgu, rdzenia kręgowego, a niekiedy również nerwów 

obwodowych. Zróżnicowane mutacje genetyczne leżące u podstaw leukodystrofii skutkują 

nieprawidłowym rozwojem lub degeneracją istniejącej otoczki mielinowej, co przekłada się na 

wieloraki przebieg choroby. Całkowite rozpowszechnienie chorób ze spektrum leukodystrofii wynosi 

ok. 1/7 600 osób (Bonkowsky i in., 2010).  

W zależności od momentu wystąpienia degeneracji mieliny, leukodystrofia może być 

traktowana, jako hipomielinizacyjna (ang. hypomyelinating leukodystrophy) w przypadku deficytów 

rozwojowych, lub demielinizacyjna (ang. demyelinating leukodystrophy) w przypadku utraty już 

wykształconej mieliny (Vanderver i in., 2016). Obecnie przyjmuje się, że leukodystrofie obejmują 

ponad 50 jednostek chorobowych o zróżnicowanej etiologii (Son, Kim i Kim, 2022), a podstawą 

klasyfikacji są zaburzenia metaboliczne leżące u podstaw danego procesu patologicznego. Do szerzej 

rozpowszechnionych postaci leukodystrofii należą:  

(i) Adrenoleukodystrofia (ALD) (OMIM #300100), związana jest z mutacją w genie ABCD1, 

skutkującą peroksymalną β-oksydacją długołańcuchowych kwasów tłuszczowych, w wyniku czego 

następuje ich agregacja w narządach, m.in. w korze nadnerczy oraz w ośrodkowym układzie nerwowym 

(OUN). W cięższych postaciach choroby objawy pojawiają się ok. 5-10 roku życia i prowadzą do 

śmierci w okresie pokwitania.  

(ii) Choroba Alexandra (OMIM #203450), spowodowana jest mutacją w genie kodującym 

kwaśne białko włókienkowe gleju (ang. glial fibrillary acidic protein, GFAP), i charakteryzuje się 

postępującą agregacją w wypustkach astrocytów złogów białkowych w postaci tzw. włókien 

Rosenthal’a, która z czasem prowadzi do rozległej degeneracji istoty białej. Diagnozowana jest w 

okresie niemowlęcym i wczesnym dzieciństwie.  

(iii) Choroba Canavan’a (OMIM #271900), zwana leukodystrofią gąbczastą, związana jest z 

niedoborem enzymu N-acetyloaspartazy spowodowanym mutacją w genie ASPA. Funkcją enzymu jest 

rozkład kwasu N‑acetylo-L-asparaginowego (NAA). Złogi nierozłożonego NAA z czasem tworzą w 

obrębie OUN agregaty, prowadząc do uszkodzenia osłonek mielinowych. Objawy choroby Canavan’a 

widoczne są we wczesnym dzieciństwie.  
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(iv) Choroba Krabbé’go (OMIM #245200), zwana leukodystrofią globoidalną, spowodowana 

jest mutacją w genie kodującym β-galaktozydazę galaktocerebrozydu (GALC). Nagromadzenie 

niezmetabolizowanych składników mieliny, w tym galaktozylosfingozyny, jest toksyczne dla 

oligodendrocytów i powoduje postępującą demielinizację. W większości przypadków choroba 

postępuje szybko, a śmierć następuje przed 2 rokiem życia.  

(v) Leukodystrofia metachromatyczna (ang. metachromatic leukodystrophy, MLD) (OMIM 

#250100), określana również, jako sulfatydoza, jest związana z niedoborem aktywności enzymu 

arylosulfatazy A (ARSA). W efekcie w narządach wewnętrznych i w OUN agregacji ulegają siarczany 

galaktocerebrozydów, tzw. złogi metachromatyczne (sulfatydy). Zaburzenie metabolizmu sulfatydów 

upośledza funkcję oligodendrocytów, powodując rozległą demielinizację. MLD jest chorobą o 

niekorzystnych rokowaniach, dzieci umierają zwykle przed 5 rokiem życia, a w przypadku pacjentów 

młodocianych do zgonu dochodzi pomiędzy 10 a 20 rokiem życia.  

(vi) Choroba Pelizaeusa-Merzbachera (ang. Pelizaeus-Merzbacher disease, PMD) (OMIM 

#312080), powodowana jest przez mutację w genie kodującym białko proteolipidowe mieliny (ang. 

myelin proteolipid protein, PLP), związane z tworzeniem i utrzymaniem struktury mieliny. PMD 

zaczyna objawiać się w dzieciństwie, ale postęp choroby jest powolny, w wyniku czego chorzy często 

dożywają wieku średniego.  

(vii) Leukoencefalopatia z zanikającą istotą białą (ang. leukoencephalopathy with vanishing 

white matter, VWM), określana również jako dziecięca ataksja z rozlaną hipomielinizacją OUN (ang. 

childhood ataxia with central nervous system hypomyelination) (OMIM #603896), powodowana jest 

przez mutację w co najmniej 1 z 5 genów kodujących podjednostki czynnika inicjacji translacji EIF2B 

(EIF2B1, EIF2B2, EIF2B3, EIF2B4 i/lub EIF2B5). Powoduje to zanik istoty białej, który już w 

dzieciństwie objawia się skrajną wrażliwością na urazy czaszki i infekcje, powodując zaburzenia 

świadomości, a nawet śpiączkę. Charakterystycznymi, często występującymi objawami choroby są 

także zanik nerwu wzrokowego oraz utrata zdolności mowy.  

(viii) Choroba Refsuma (RD) (OMIM #266500), związana jest z niedoborem α-hydroksylazy 

kwasu fitanowego, co prowadzi do nagromadzenia w tkankach kwasu fitanowego. Złogi kwasu 

fitanowego są toksyczne dla mieliny, co w przypadku choroby Refsuma często objawia się postępującą 

neuropatią obwodową. Objawy choroby zaczynają być widoczne są ok. 20 roku życia. RD traktowana 

jest jako choroba uleczalna, gdyż kwas fitanowy nie jest naturalnie produkowany w organizmie, a zatem 

korzystne działanie wywiera eliminacja go z diety chorego.  

W obrazie klinicznym leukodystrofie mogą powodować zróżnicowane objawy, w tym 

zaburzenia rozwojowe, utratę zdolności motorycznych, padaczkę miokloniczną, zaburzenia funkcji 

poznawczych i pamięci. Jeśli śmierć nie nastąpi we wczesnym wieku dziecięcym z czasem u chorych 

obserwuje się trudności w samodzielnym poruszaniu się, co dramatycznie obniża jakość życia 

pacjentów (Ammann-Schnell i in., 2021).  

1.1.2. Stwardnienie rozsiane (MS)  

Stwardnienie rozsiane (ang. multiple sclerosis, MS) jest chorobą o podłożu 

autoimmunologicznym, stanowiącą najczęstsze chroniczne schorzenie demielinizacyjne OUN, 

dotykające ok. 2,8 miliona osób na całym świecie. Większość zachorowań stwierdza się u osób w wieku 

20-40 lat, z wyższym odsetkiem wśród kobiet niż wśród mężczyzn (Reich, Lucchinetti i Calabresi, 2018; 

Walton i in., 2020). Etiologia choroby nie została do końca poznana, sugerowany jest jednak udział w 

niej komponenty genetycznej, zakaźnej (wirusowej) oraz środowiskowej (Olsson, Barcellos i 

Alfredsson, 2017).  
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Mechanizm MS związany jest z obwodową aktywacją autoreaktywnych limfocytów i komórek 

prezentujących antygen (ang. antigen-presenting cells, APCs). Powoduje to produkcję cytokin 

prozapalnych i powstawanie miejscowych ognisk zapalnych, czemu towarzyszy rozszczelnienie bariery 

krew-mózg (ang. blood-brain barrier, BBB). Dodatkowo następuje rekrutacja innych komórek układu 

immunologicznego, w tym komórek tucznych, neutrofili i makrofagów, które migrując do OUN przez 

rozszczelnioną BBB powodują stopniowe niszczenie otoczki mielinowej i w konsekwencji degenerację 

aksonów (Chastain, Duncan, Rodgers i Miller, 2011; Riedhammer i Weissert, 2015). Reakcja 

autoimmunologiczna w przebiegu MS trwa od kilku do kilkunastu dni. Po tym czasie rozpoczyna się 

proces regeneracji z udziałem endogennych progenitorów glejowych, czemu towarzyszy wydzielanie 

cytokin przeciwzapalnych i czynników wzrostu. W efekcie dochodzi do częściowej remielinizacji 

aksonów, jednakże powstająca otoczka mielinowa jest cieńsza, co przekłada się na stopniowe 

spowalnianie przewodnictwa nerwowego (McTigue i Tripathi, 2008). Zdegenerowane neurony 

zastępowane są ponadto astrocytami w procesie powstawania tzw. blizny glejowej (Ponath, Park i Pitt, 

2018).  

Patologiczne zmiany towarzyszące MS przekładają się na postępującą utratę sprawności 

fizycznej pacjenta. W obrazie klinicznym MS duże znaczenie ma lokalizacja zmian zwyrodnieniowych; 

najczęściej występującymi objawami są: zaburzenia zmysłów, w szczególności czucia, utrata 

równowagi i koordynacji ciała, zaburzenia funkcji seksualnych, niedowład, a z czasem deficyty pamięci 

i zaburzenia poznawcze (Ford, 2020). Utrata komfortu życia i samodzielności często skutkuje także 

występowaniem u pacjentów z MS stanów depresyjnych (Ruiz-Sánchez i in., 2022).  

1.1.3. Stwardnienie zanikowe boczne (ALS)  

Stwardnienie zanikowe boczne (ang. amyotrophic lateral sclerosis, ALS), popularnie zwane 

chorobą Charcot’a lub chorobą Lou Gehrig’a, jest nieuleczalną, chroniczną chorobą nerwowo-

mięśniową. ALS klasyfikowane jest jako choroba rzadka; jej rozpowszechnienie szacuje się na ok. 6 

przypadków na 100 000 osób, z roczną zachorowalnością na poziomie 1-2,6 przypadków na 100 000 

osób (Talbott, Malek i Lacomis, 2016).  

Etiologia ALS nie jest dokładnie znana, wyróżniane są natomiast dwie postaci choroby: (i) 

rzadsza, uwarunkowana genetycznie postać ALS (ang. familial amyotrophic lateral sclerosis, FALS) 

stanowiąca 5-10% przypadków, związana często z mutacją w genie kodującym SOD1 (dysmutaza 

ponadtlenkowa 1, ang. superoxide dismutase 1) o dziedziczeniu autosomalnym dominującym lub z 

mutacją w genie C9orf72, znajdującym się na krótkim ramieniu chromosomu 9, w otwartej ramce 

odczytu 72; (ii) częstsza, spontaniczna postać ALS, stanowiąca 90-95% przypadków (Brown, Lally, 

Kupelian i Flanders, 2021). W większości przypadków diagnoza ALS następuje pomiędzy 40 a 70 

rokiem życia (Talbott, Malek i Lacomis, 2016). Przebieg choroby jest wyjątkowo dramatyczny i zwykle 

kończy się śmiercią pacjenta w ciągu 2-5 lat od diagnozy (Su i in., 2021).  

W przebiegu ALS następuje wybiórcza degeneracja neuronów ruchowych kory ruchowej, pnia 

mózgu i rogów przednich rdzenia kręgowego. W obrębie samych komórek obserwuje się m.in. tigrolizę 

(zanik tigroidów w neuronach) i obecność wtrętów, w tym mielinowych, zasadochłonnych i ciałek 

Buniny (wtręty eozynofilne) (Okamoto, Mizuno i Fujita, 2008). Ponadto, w cytozolu obserwowane są 

wtręty ubikwitynowane, w skład, których wchodzi białko TDP-43, które normalnie występuje w jądrze 

komórkowym (Smethurst i in., 2016). Akumulacja patologicznych złogów białkowych skutkuje także 

postępującą degeneracją progenitorów glejowych, w tym bezpośrednich prekursorów 

oligodendrocytów, a tym samym mielinizujących oligodendrocytów. Powstałe oligodendrocyty mają 

niższy potencjał mielinizacyjny i nie są zdolne do wspierania funkcji motoneuronów przez wydzielanie 

mleczanu (Raffaele, Boccazzi i Fumagalli, 2021).  
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Pierwszymi objawami ALS są spontaniczne skurcze mięśni, w szczególności kończyn i języka, 

spastyczność mięśniowa i spadek siły mięśniowej. Z czasem mowa pacjenta staje się niewyraźna, 

pojawiają się problemy z żuciem i połykaniem pokarmu (Chiò, Mora i Lauria, 2017). Postępująca 

degeneracja motoneuronów prowadzi do zaniku mięśni szkieletowych i mięśnia przepony, co przekłada 

się na zanik funkcji oddechowych, stanowiący często bezpośrednią przyczynę zgonu pacjenta (Neudert, 

Oliver, Wasner i Borasio, 2001; de Carvalho, Swash i Pinto, 2019).  

1.1.4. Uszkodzenie mózgu (BI)  

Uszkodzenia mózgu mogą mieć charakter nieurazowy (ang. non-traumatic brain injury, nTBI) 

lub urazowy (ang. traumatic brain injury, TBI). Uszkodzenie nieurazowe związane są z przebiegiem 

istniejącej choroby lub zaburzeniami w obrębie naczyń krwionośnych zaopatrujących mózg 

(Kjeldgaard, Soendergaard, Wolffbrandt i Norup, 2023). Zaburzenia krążenia mózgowego mogą 

wynikać z: i) zamknięcia światła naczynia krwionośnego doprowadzającego krew do mózgu poprzez 

powstanie zatoru (udar niedokrwienny, ang. ischemic stroke); ii) wynaczynienia krwi w obrębie 

parenchymy mózgu lub w przestrzeni podpajęczynówkowej na skutek przerwania ciągłości naczynia 

krwionośnego (udar krwotoczny, ang. hemorrhagic stroke); iii) całkowitego zatrzymania krążenia 

wynikającego z nagłego ustania pracy serca (zawał). 87% przypadków udaru mózgu u ludzi ma podłoże 

niedokrwienne (Benjamin i in., 2018). Sam udar niedokrwienny stanowi dziś globalnie drugą przyczynę 

śmiertelności i trzecią przyczynę niesprawności (Vos i in., 2020). W wyniku udaru niedokrwiennego 

dochodzi do niedotleniania obszaru mózgu. Skutkuje to powstaniem martwicy otoczonej strefą półcienia 

(penumbrą), w obrębie, której spowolniony zostaje metabolizm tlenowy, jednak szybka reperfuzja 

potencjalnie jest w stanie przywrócić homeostazę komórkową. Dwie z dopuszczonych klinicznie metod 

przywracania przepływu krwi do mózgu w udarach niedokrwiennych mają jednak stosunkowo wąskie 

okna terapeutyczne. Tromboliza oparta o dożylne podanie tkankowego aktywatora plazminogenu (ang. 

tissue plasminogen activator, tPA) jest skuteczna w ciągu 3-4,5 godzin od udaru (Bluhmki i in., 2009), 

natomiast wewnątrznaczyniowa trombektomia mechaniczna do 6 godzin po udarze, choć w przypadku 

bardzo wąskiej grupy pacjentów także do 24 godzin (Zivelonghi i Tamburin, 2018). Dodatkowo, w 

przypadku zastosowania tPA stosunkowo często występującym skutkiem ubocznym jest krwotok 

śródczaszkowy (Maïer, Desilles i Mazighi, 2020).  

W obrazie klinicznym udar niedokrwienny prowadzi do szeregu objawów neurologicznych, w 

tym niedowładu nerwu twarzowego oraz kończyn, upośledzenia mowy, zaburzeń zmysłowych, utraty 

pamięci i świadomości. Skutkiem przeżytego udaru może być niepełnosprawność o różnym stopniu 

nasilenia związana bezpośrednio z lokalizacją i rozmiarem obszaru mózgu objętego niedotlenieniem, i 

wahać się od łagodnej (zaburzenia koordynacji ruchowej) do ciężkiej postaci (paraliż ciała) (Kleindorfer 

i in., 2021).  

Z kolei urazowe uszkodzenie mózgu (ang. traumatic brain injury, TBI), znane również pod 

nazwą ciężkiego urazu czaszkowo-mózgowego, określa uszkodzenie mózgu powstałe wskutek działania 

siły zewnętrznej. Wśród najczęstszych przyczyn urazowego uszkodzenia mózgu uznaje się wypadki 

komunikacyjne, przemoc fizyczną i upadki. Klasyfikacja TBI może być oparta o lokalizację 

uszkodzenia (rozproszone/lokalne), mechanizm (otwarty/penetrujący mózgowie lub zamknięty/nie 

penetrujący), bądź nasilenie (lekkie, średnie lub ciężkie) (Blennow i in., 2016). Szacuje się, iż corocznie 

na całym świecie średnio 69 milionów osób doświadcza urazowego uszkodzenia mózgu, co stanowi 

największą liczbę spośród wszystkich występujących urazów (Dewan i in., 2019). Jednocześnie, TBI 

jest główną przyczyną zgonów i niepełnosprawności wśród osób poniżej 45 roku życia 

(https://www.med.upenn.edu/cbir/silentepidemic.html; stan na dzień 21.04.2023).  
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Z uwagi na swój natychmiastowy charakter, pierwszym efektem urazowego uszkodzenia mózgu 

jest z reguły wstrząs (ang. concussion) i towarzyszący mu wzrost ciśnienia śródczaszkowego w 

momencie urazu (Sussman, Pendharkar, Ho i Ghajar, 2018). Od tego momentu TBI manifestuje się w 

postaci szeregu skutków pierwotnych i wtórnych. Najczęstszym pierwotnym skutkiem TBI jest 

rozproszone uszkodzenie aksonów (ang. diffuse axonal injury), powodujące uszkodzenie istoty białej 

mózgu na skutek skręcenia, naciągnięcia bądź zerwania aksonów, co przekłada się na zaburzenie lub 

przerwanie transmisji synaptycznej (Jolly i in., 2021, s. 2). Co ciekawe, urazy mózgu o średnim nasileniu 

w największym stopniu dotykają długich, zmielinizowanych aksonów, powodując ich intensywną 

demielinizację (Mahoney i in., 2022). Kolejnym skutkiem jest przerwanie ciągłości naczyń 

krwionośnych w mózgu powodujące krwotoki o zróżnicowanej lokalizacji, w tym podpajęczynówkowe 

i zewnątrzoponowe, skutkujące obrzękiem mózgu. Dalsze pogorszenie stanu pacjenta wynika z 

wtórnych skutków TBI pojawiających się w ciągu pierwszych godzin i dni, w tym: (i) niekontrolowanej, 

nadmiernej aktywacji lokalnych komórek układu immunologicznego (mikrogleju) i komórek 

obwodowych, napływających do mózgu przez przerwaną BBB; (ii) ekscytotoksyczności; (iii) atrofii i 

obumierania neuronów w obszarze urazu mózgu; (iv) utraty krwi obwodowej, często na skutek 

przerwania ciągłości tkanek przez pęknięte odłamki czaszki, prowadzącej niekiedy do udaru 

niedokrwiennego (Blennow i in., 2016).  

Obraz kliniczny TBI jest zależny od lokalizacji, nasilenia i mechanizmu urazu, i może 

obejmować szereg objawów, w tym m.in. bóle głowy, epilepsję, utratę wzroku, mdłości, omdlenia i 

anizokorię. Nade wszystko jednak, TBI może prowadzić do trwałej niepełnosprawności fizycznej, w 

ogromnym stopniu pogarszającej jakość życia chorych (Blyth i Bazarian, 2010; Kent i in., 2020).  

1.1.5. Uraz rdzenia kręgowego (SCI) 

Uraz rdzenia kręgowego (ang. spinal cord injury, SCI) jest definiowany, jako uszkodzenie 

rdzenia kręgowego, skutkujące tymczasową lub trwała utratą jego funkcji. Pod względem etiologii 

wyróżnia się dwie postaci SCI: (i) traumatyczną (ang. traumatic SCI), wynikającą z czynników 

zewnętrznych, w szczególności kontuzji sportowych i wypadków motoryzacyjnych; oraz (ii) nie 

traumatyczną (ang. non-traumatic SCI), związaną z przebiegiem ostrej lub chronicznej fazy istniejącej 

już choroby, takiej jak infekcja lub nowotwór (Ahuja i in., 2017). Według statystyk, w krajach 

rozwiniętych urazy rdzenia kręgowego dotykają rocznie 10-40 osób na milion, przy czym uwzględnić 

należy fakt, iż nierzadko okoliczności i natychmiastowy przebieg SCI powodują u pacjentów zgon 

jeszcze przed dotarciem do szpitala. Z kolei pacjenci pourazowi bardzo często doświadczają trwałej 

niepełnosprawności, dramatycznie pogarszającej jakość życia (Cadotte i Fehlings, 2011).  

Anatomicznie SCI związany jest z przerwaniem i wsteczną degeneracją dróg nerwowych 

rozpoczynających się w obszarach nadrdzeniowych. Upośledzone zostają także interneurony i 

motoneurony w obwodach wewnątrzrdzeniowych poniżej miejsca uszkodzenia. Bezpośrednio 

uszkodzone w trakcie urazu neurony przechodzą w stan atrofii lub stopniowo obumierają. Obserwowany 

jest również obrzęk aksonów oraz degradacja otoczek mielinowych (Grumbles i Thomas, 2017). 

Przerwana zostaje ciągłość naczyń krwionośnych, skutkująca m.in. zmniejszonym przepływem i utratą 

ciśnienia krwi, przerwaniem ciągłości BBB, nadmierną aktywacją komórek układu immunologicznego 

i ekscytotoksycznością. Skutkuje to aktywnym hamowaniem przez mikrośrodowisko rdzenia jego 

regeneracji, w tym upośledzonym wzrostem aksonów i procesem ich remielinizacji przez 

oligodendrocyty (Fan i in., 2018). Ponadto, jeśli przerwana zostaje ciągłość opon rdzenia, w miejscu 

lezji pojawiają się także komórki opony rdzeniowej, które wraz z fibroblastami i astrocytami uczestniczą 

w tworzeniu tzw. blizny glejowej, stanowiącej dodatkową, mechaniczną barierę upośledzającą 

regenerację uszkodzonej tkanki (Pang i in., 2021; Deumens, Koopmans i Joosten, 2005).  
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Obraz kliniczny SCI jest mocno zróżnicowany, i zależy od poziomu i lokalizacji uszkodzenia 

rdzenia. Uraz może powodować częściową bądź całkowitą utratę funkcji sensomotorycznych poniżej 

odcinka uszkodzenia, i tak np. uszkodzenie powyżej odcinka C5 rdzenia skutkuje odnerwieniem 

przepony, a urazy powyżej odcinka L1 - odnerwieniem mięśni brzucha (Ahuja i in., 2017).  

Podsumowując, choroby demielinizacyjne stanowią heterogenną grupę schorzeń 

neurologicznych związanych z degeneracją osłonki mielinowej aksonów. Choroby te mają dramatyczny 

przebieg i często prowadzą do trwałej niepełnosprawności fizycznej pacjentów. Brak możliwości 

skutecznego leczenia tych chorób skłania naukowców i klinicystów do poszukiwania nowych metod 

terapii w celu przywrócenia upośledzonych funkcji mielinizacji neuronów i regeneracji uszkodzonych 

struktur układu nerwowego. Jedną z potencjalnych strategii terapeutycznych jest zastosowanie terapii 

komórkowych, w tym przeszczepów glejowo-specyficznych komórek progenitorowych (GRPs). 

Dotychczasowe badania eksperymentalne, podobnie jak wyniki naszych poprzednich badań wykazały, 

że przeszczepy GRPs w zwierzęcych modelach demielinizacji powodują wytwarzanie mieliny i 

częściową kompensację objawów neurologicznych.  

1.2. Charakterystyka glejowo-specyficznych komórek progenitorowych (GRPs) 

1.2.1. Ontogeneza GRPs 

W trakcie rozwoju zarodkowego ektodermy, po zakończeniu gastrulacji, powstałe komórki 

neuroepitelialne zasiedlają przestrzenie wzdłuż neuronów, w obrębie wyściółki komory. Tam 

generowane są pierwotne neuronalne komórki macierzyste (ang. primitive NSCs) (Hitoshi i in., 2004), 

dające początek neuronom, astrocytom, komórkom gleju radialnego i GRPs. GRPs zaczynają migrować 

i ostatecznie zasiedlają cały OUN (Schoenwolf i Alvarez, 1989).  

 Aktualna wiedza na temat ontogenezy ludzkich GRPs (hGRPs) oparta jest w dużej mierze na 

badaniach prowadzonych u zwierząt, w szczególności gryzoni. U myszy rozwój GRPs odbywa się w 

trzech etapach, zwanych falami (ang. waves). Różnice w przebiegu poszczególnych etapów pomiędzy 

mózgiem a rdzeniem kręgowym są niewielkie. W mózgu pierwsza fala rozpoczyna się w 12 dniu 

rozwoju zarodkowego po brzusznej stronie cewy nerwowej i jest kontrolowana przez białko sonic 

hedgehog (Shh) pochodzące z brzusznej strony blaszki podstawnej (ang. ventral floor plate). Shh jest 

niezbędny do aktywacji ekspresji dwóch czynników transkrypcyjnych specyficznych dla rozwoju 

GRPs: Olig1 i Olig2 (Vallstedt, Klos i Ericson, 2005). GRPs powstają głównie w obrębie zwoju 

przyśrodkowego wzgórza (ang. medial ganglionic eminence), skąd migrują wzdłuż całego 

rozwijającego się przodomózgowia. Druga fala rozwoju GRPs rozpoczyna się w 15 dniu rozwoju 

zarodkowego w zwoju bocznym wzgórza (ang. lateral ganglionic eminence) pod kontrolą czynnika 

transkrypcyjnego Gsx2, i ponownie postępuje wzdłuż przodomózgowia. Z kolei trzecia fala zachodzi 

na etapie neo- i post-natalnym, i ma swój początek w strefie przykomorowej komór bocznych (ang. 

subventricular zone). Kontrolowana jest ona przez czynnik Emx1, a powstałe GRPs migrują w całym 

obszarze mózgu, współtworząc populacje GRPs powstałe podczas pierwszej i drugiej fali (Kessaris i 

in., 2006).  

 W przypadku rdzenia kręgowego pierwsza fala rozwoju GRPs jest także kontrolowana przez 

białko Shh. Druga fala ma swój początek po grzbietowej stronie cewy nerwowej. Na poziomie 

transkrypcyjnym regulowana jest przez czynniki Ascl1 i Dbx1. Wymaga także zwiększonego stężenia 

czynnika FGF i zmniejszonego stężenia BMP (Sugimori i in., 2008). Trzecia fala powstawania GRPs w 

rdzeniu kręgowym zachodzi neo- i post-natalnie. Pochodzenie tych GRPs nie jest jednak do końca 

poznane. Pochodzić mogą one z progenitorów pozostających w kanale środkowym lub z prekursorów 

rozproszonych w obrębie parenchymy (Goldman i Kuypers, 2015). Co istotne, GRPs powstałe podczas 
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pierwszej fali są zbędne i mogą degradować na etapie pourodzeniowym, lub przetrwać i zastępować 

GRPs powstałe podczas kolejnych fal (Kessaris i in., 2006).  

 Do dziś wciąż brak jest pełnej wiedzy na temat ontogenezy hGRPs. Wiadomo jednak, iż podczas 

rozwoju zarodkowego przodomózgowia człowieka GRPs zdolne do różnicowania w oligodendrocyty 

są wykrywalne w 16-18 tygodniu ciąży (Sim i in., 2011). Po urodzeniu, u człowieka hGRPs można 

znaleźć w obrębie całego OUN, gdzie stanowią one, według różnych źródeł, około 8-9% komórek całej 

istoty białej i 2-3% istoty szarej. Czyni je to czwartą, co do wielkości populacją komórek glejowych, po 

astrocytach, komórkach mikrogleju i oligodendrocytach (Dawson, Polito, Levine i Reynolds, 2003).  

1.2.2. Fenotyp GRPs 

Badania nad rozwojem progenitorów glejowych sięgają lat osiemdziesiątych XX wieku, kiedy 

Raff i współpracownicy opisali tzw. komórki typu "O-2A" (ang. oligodendrocyte-type-2-astrocytes) w 

nerwie wzrokowym szczura. Komórki te posiadały zdolność różnicowania w astrocyty oraz w 

oligodendrocyty u szczurów (Raff, Miller i Noble, 1983) oraz, według pewnych źródeł, dodatkowo w 

neurony u ludzi (Nunes i in., 2003). Cechowała je ponadto dwubiegunowa morfologia oraz wysoka 

aktywność mitotyczna, a także ekspresja charakterystycznego białka błonowego, neuralno/glejowego 

antygenu 4 (NG2, ang. neural/glial antigen 2), zwanego również proteoglikanem siarczanu 

chondroityny typu 4 (CSPG4, ang. chondroitin sulfate proteoglycan type 4). Co istotne, CSPG4 ulega 

ekspresji w większości nieneuronalnych komórek w OUN (Raff, Miller i Noble, 1983). Na powierzchni 

komórek typu "O-2A" stwierdzono także ekspresję gangliozydu powierzchniowego A2B5 (Rao, Noble 

i Mayer-Pröschel, 1998), do dziś szeroko stosowanego w metodach izolacji GRPs opartych na wiązaniu 

przez przeciwciała (Wang i in., 2013b). Jednakże ani NG2, ani A2B5 nie ulegają ekspresji wyłącznie 

na powierzchni GRPs. A2B5 ulega bowiem ekspresji również na powierzchni progenitorów 

neuronalnych, natomiast NG2 na perycytach (Ozerdem i Stallcup, 2003). Charakterystyczną cechą 

GRPs jest natomiast ekspresja receptora płytkowego czynnika wzrostu α (PDGFRα), znanego również, 

jako CD140a. PDGFRα jest uważany za jedyny antygen w OUN ulegający ekspresji wyłącznie na 

powierzchni GRPs. Czyni go to jednym z najbardziej specyficznych celów przy izolacji GRPs (Sim i 

in., 2011). Dodatkowo, bardziej zróżnicowane GRPs, zwane progenitorami oligodendrocytów (OPCs, 

ang. oligodendrocyte progenitor cells), mogą być identyfikowane także poprzez użycie przeciwciał 

anty-O4 (Sommer i Schachner, 1981).  

 W warunkach fizjologicznych GRPs są komórkami o wysokiej aktywności migracyjnej, z 

tendencją do zachowywania dystansu pomiędzy sobą. Mają wydłużone filopodia, które cofają się po 

kontakcie z filopodiami tej samej lub sąsiedniej GRP. Dzięki wysokiej aktywności mitotycznej mogą 

stale odnawiać swoją populację, migrować i zasiedlać uszkodzone obszary układu nerwowego (Ryc. 1). 

Te wyjątkowe cechy pozwalają GRPs na utrzymywanie homeostazy wśród komórek glejowych 

(Hughes, Kang, Fukaya i Bergles, 2013), a także sugerują ich potencjalne zastosowanie terapeutyczne.  

1.2.3. Funkcje GRPs 

 Różnicujące GRPs stanowią podstawowe źródło nowych oligodendrocytów w dorosłym 

mózgu. Z kolei oligodendrocyty produkują mielinę - otoczkę składającą się głównie z białek i kwasów 

tłuszczowych. Mielina owija się wokół aksonu i zapewnia izolację elektryczną, przyspieszając 

przekazywanie sygnałów w układzie nerwowym (Rasband i Macklin, 2012). Utrata osłonki mielinowej 

jest związana z licznymi chorobami neurodegeneracyjnymi i urazami OUN. Co ciekawe, osłonki 

mielinowe powstające w wyniku spontanicznej remielinizacji z udziałem endogennych 

oligodendrocytów są zwykle cieńsze i zapewniają słabsze przewodzenie impulsów nerwowych 

(Blakemore, 1974; Smith, Bostock i Hall, 1982).  

http://rcin.org.pl



31 
 

 Oprócz zdolności do mielinizacji, oligodendrocyty wspierają również metabolicznie neurony 

poprzez wydzielanie mleczanu (Lee i in., 2012). Co ciekawe, w pewnych warunkach GRPs mogą 

generować również komórki Schwanna w OUN. GRP mogą różnicować także w niewielkim stopniu do 

astrocytów typu 1 i typu 2, przechodząc przez stadium prekursorów astrocytów (Tripathi i in., 2010; 

Zawadzka i in., 2010). Pewne źródła dowodzą nawet, iż w warunkach in vitro oraz po przeszczepie 

dorosłe GRPs mogą różnicować również w neurony (Nunes i in., 2003; Guo i in., 2010; Rivers i in., 

2008), jednak inne temu zaprzeczają (Herrera i in., 2001). Ponadto, GRPs mogą nawiązywać 

komunikację synaptyczną z neuronami GABAergicznymi i glutamatergicznymi, wpływając na 

aktywność obwodów neuronalnych (Bergles, Roberts, Somogyi i Jahr, 2000; Lin i Bergles, 2004). 

Ostatnie badania wykazały, że dzięki ekspresji MHC klasy II GRPs są zdolne do angażowania się w 

odpowiedź immunologiczną, działając jako komórki prezentujące antygen oraz aktywujące komórki T 

CD4+ (Falcão i in., 2018) (Ryc. 1).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Rycina 1. Charakterystyka i funkcje glejowo-specyficznych komórek progenitorowych (GRPs). Stworzono z 
użyciem oprogramowania BioRender (https://www.biorender.com/) 

 

1.3. Źródła GRPs  

1.3.1. Komórki zarodkowe 

 Zarodkowe komórki macierzyste (ESCs) są pluripotencjalnymi komórkami uzyskiwanymi z 

niezróżnicowanego węzła zarodkowego na etapie blastocysty. Ich pluripotencjalny charakter rozumiany 

jest, jako (i) zdolność do różnicowania w komórki wszystkich trzech listków zarodkowych (ektodermy, 

mezodermy, endodermy), i (ii) zdolność do nieograniczonej samoodnowy (Martin, 1981). 

Eksperymenty Brüstle i współpracowników dowiodły, iż in vitro GRPs mogą zostać uzyskane 

bezpośrednio z ludzkich ESCs (hESCs) (Ryc. 2). Hodowla hESCs w postaci przestrzennych sfer, 

określanych jako kule zarodkowe (ang. embryoid bodies, EBs), suplementowanych najpierw 

czynnikiem bFGF, następnie bFGF oraz EGF, a na koniec FGF i PDGF, doprowadziła do powstania 

GRPs o dwubiegunowej morfologii, z ekspresją A2B5. Natomiast usunięcie z pożywki czynników 

wzrostu spowodowało zróżnicowanie powstałych GRPs do oligodendrocytów i astrocytów (Brüstle i 

in., 1999).  
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 Wiele innych prac pokazało także skuteczne otrzymywanie z hESCs ludzkich progenitorów 

oligodendrocytów (hOPCs), stanowiących bardziej zróżnicowaną formę GRPs, a będących 

prekursorami oligodendrocytów. W większości prace te oparte były na odtworzeniu, w warunkach 

eksperymentalnych, poszczególnych etapów rozwoju zarodkowego, w tym także z przejściem ESCs 

przez stadium GRPs, poprzez stymulację ESCs czynnikami wzrostu i kluczowymi białkami 

sygnałowymi, w tym Shh, FGF, retinoidem, IGF i TH. W pracy Nistor i wsp., 42-dniowa hodowla 

hESCs na podłożu typu Matrigel pozwoliła na uzyskanie progenitorów glejowych z ponad 80-

procentową wydajnością (Nistor i in., 2005). W innych badaniach do różnicowania hESCs zastosowano 

warstwę komórek odżywczych (ang. feeder cell layer), w tym mysie zarodkowe fibroblasty (MEFs) 

(Kang i in., 2007; Izrael i in., 2007; Gil i in., 2009; Hu, Du i Zhang, 2009) oraz ludzkie fibroblasty 

izolowane z napletka (Hu, Li, Zhang i Chen, 2009; Sundberg i in., 2011; Sundberg, Skottman, Suuronen 

i Narkilahti, 2010). W większości z tych prac progenitory glejowe uzyskiwano między 40 a 90 dniem 

hodowli, z 80-90-procentową wydajnością. Obecnie, w celu uzyskiwania progenitorów glejowych z 

ESCs, wykorzystywane są syntetyczne podłoża hodowlane, takie jak biorusztowania witronektyno-

akrylanowe (Li i in., 2013) oraz hodowle 3D z użyciem hydrożeli (Rodrigues i in., 2017).  

 Jednak, ze stosowaniem hESCs związane są poważne wątpliwości etyczne, gdyż w celu izolacji 

wymagają one poświęcenia ludzkiego zarodka. Ponadto, po przeszczepie ich nieograniczony potencjał 

proliferacyjny stwarza ryzyko nowotworzenia. Wreszcie terapia komórkowa z użyciem egzogennych 

hESC obarczona jest ryzykiem odrzucenia przeszczepu, co wymusza u pacjentów dodatkową 

immunosupresję (Wert i Mummery, 2003).  

1.3.2. Tkanki płodu  

Pierwszym odkrytym, bezpośrednim źródłem GRPs była hodowla pierwotna komórek z rdzenia 

kręgowego szczura w wieku 13,5 dnia rozwoju płodowego (Ryc. 2). Uzyskana hodowla komórek 

neuroepitelialnych prowadzona była przez 6 dni, po których, z użyciem techniki immunopanning i 

przeciwciała monoklonalnego anty-A2B5, wyselekcjonowano z niej komórki wykazujące na 

powierzchni ekspresję antygenu A2B5. Oczyszczone komórki cechowała ponad 90-procentowa 

żywotność oraz zdolność do różnicowania zarówno w oligodendrocyty, jak i w astrocyty (Rao, Noble i 

Mayer-Pröschel, 1998), co potwierdziło, iż posiadają fenotyp GRPs. Dalsze badania umożliwiły 

uzyskanie GRPs także z ludzkiej tkanki nerwowej. W tym celu wykorzystano technikę sortowania 

komórek aktywowanego fluorescencją (FACS, ang. fluorescence-activated cell sorting) w oparciu o 

aktywność promotora genu CNP2, co pozwoliło na wyselekcjonowanie niewielkiej (< 0.5%) populacji 

hGRPs o dwubiegunowej morfologii (Roy i in., 1999, s. 19). Do dziś wiele badań wskazało na 

możliwość skutecznego uzyskiwania hGRPs z ludzkiej tkanki nerwowej płodu (Lepore i in., 2011, s. 

20; Walczak i in., 2011; Windrem i in., 2004, 2008). Z kolei badania Nunes i wsp. wskazały na 

możliwość uzyskania GRPs o szerszym potencjale do różnicowania nie tylko w oligodendrocyty i 

astrocyty, ale również w neurony (Nunes i in., 2003), jednak kwestia ta wzbudza wątpliwości (Herrera 

i in., 2001).  

Aby zwiększyć specyficzność izolacji hGRPs z heterogennej puli komórek z płodu, obok 

selekcji względem antygenu A2B5 wykorzystano także dodatkowy czynnik selekcyjny - obecność 

antygenu CD140a (Sim i in., 2011). Jednakże komórki wyselekcjonowane w ten sposób cechował 

pewien poziom heterogenności (Marques i in., 2016). Pod względem ekspresji poszczególnych 

markerów wyszczególniono trzy podgrupy GRPs izolowane z tkanki nerwowej płodu: I. A2B5+, O4-, 

MOG-; II. A2B5+, O4+, MOG-; III. A2B5-, O4+, MOG-. Z kolei wśród trzech podgrup hGRPs 

pochodzących z tkanki nerwowej osobnika dorosłego wyróżniono następujący profil ekspresji 

markerów: I. A2B5+, O4-, MOG-; II. A2B5-, O4+ (o wyższym poziomie ekspresji niż w przypadku tkanki 

płodu), MOG-; III. A2B5+, O4+ (o wyższym poziomie ekspresji niż w przypadku tkanki płodu), MOG+ 
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(Leong i in., 2014). Ponadto, ze względu na swoje pochodzenie tkanka nerwowa płodu nie jest 

optymalnym źródłem hGRPs z uwagi na wątpliwości etyczne związane z jej izolacją oraz 

wykorzystaniem. Jednocześnie hGRPs z tkanki nerwowej żywego osobnika dorosłego można uzyskać 

wyłącznie na drodze resekcji neurochirurgicznej, która jest procedurą inwazyjną i obarczoną dużym 

ryzykiem.  

1.3.3. Indukowane pluripotencjalne komórki macierzyste 

Indukowalne komórki pluripotencjalne (iPSCs, ang. induced pluripotent stem cells) stanowią 

relatywnie nowe źródło komórek wykazujących cechy ESCs. Technologia generowania iPSCs 

zaproponowana została w 2006 roku przez Yamanakę i Takahashiego (Takahashi i in., 2007; Takahashi 

i Yamanaka, 2006), i otworzyła nowy rozdział w badaniach nad komórkami macierzystymi. W swojej 

pracy badacze zastosowali zdefiniowany „koktajl” czterech czynników transkrypcyjnych (Oct4, Sox2, 

Klf4, c‐Myc), który dostarczony został do dojrzałych komórek somatycznych (fibroblastów) za pomocą 

oddzielnych wektorów wirusowych. Doprowadził on do swoistego przeprogramowania komórek, 

skutkującego uzyskaniem przez nie pluripotencji. Otrzymane komórki cechowała: i. zdolność do 

odbudowy telomerów wynikająca z wysokiej aktywności telomerazy, ii. zdolność do formowania 

potworniaków po przeszczepie do zwierzęcia, iii. utrzymywanie stanu niezróżnicowanego przy 

odpowiednich warunkach hodowli in vitro, oraz iv. zdolność do różnicowania w komórki wszystkich 

trzech listków zarodkowych (ektodermy, mezodermy, endodermy). Niezwykle istotnym jest przy tym 

fakt, iż w przeciwieństwie do ESCs, wykorzystanie technologii iPSCs nie stwarza problemów natury 

etycznej, gdyż opiera się ona zastosowaniu dorosłych komórek somatycznych. Ponadto, możliwość 

uzyskania iPSCs z komórek własnych pacjenta pozwala na wykonywanie przeszczepów 

autologicznych, ograniczając ryzyko odrzucenia przeszczepu.  

Dotychczas iPSCs udało się skutecznie zróżnicować do wielu rodzajów komórek z linii 

neuralnej, w tym neuronów (Wernig i in., 2008), astrocytów (Krencik i in., 2011, s. 20), komórek 

mikrogleju (Muffat i in., 2016, s. 2) i oligodendrocytów (Hu, Du i Zhang, 2009). Z kolei w roku 2013 

zespół Goldman’a jako pierwszy skutecznie zróżnicował iPSCs do progenitorów glejowych (Ryc. 2). 

Zastosowany protokół oparty był najpierw (i) na stymulacji czynnikiem FGF i retinoidami, następnie 

(ii) Shh, a na koniec (iii) PDGF, IGF i TH. W hodowli iPSC najpierw zaobserwowano pojawianie się 

EBs, a następnie komórek o charakterze neuroepitelialnym, które po odklejeniu hodowano w postaci 

zawiesiny, z której stopniowo odróżnicowywały progenitory glejowe zdolne do różnicowania w 

astrocyty i oligodendrocyty zarówno in vitro, jak i in vivo. Jak widać, pełne zróżnicowanie iPSCs do 

komórek somatycznych wymaga zatem odtworzenia przez komórkę głównych stadiów rozwoju, co 

przekłada się na względnie długi czas hodowli (110 dni w przypadku progenitorów glejowych). Co 

ciekawe jednak, w dniu 150 wydajność różnicowania iPSCs wynosiła 79,5 ± 8,5%, w porównaniu do 

45,4 ± 20,3% w przypadku różnicowania ESCs (Wang i in., 2013c). W kolejnych badania Douvaras’a i 

Fossati’ego zoptymalizowano protokół różnicowania ESCs do progenitorów glejowych stosując 

Matrigel, intensywniejszą suplementację retinoidami oraz krótszy czas suplementacji Shh. Pozwoliło to 

na wygenerowanie pierwszych progenitorów glejowych w czasie ok. 50 dni z ok. 43-procentową 

wydajnością w dniu 75 (Douvaras i Fossati, 2015). Z kolei zespół Chen’a wykorzystał do różnicowania 

iPSCs w progenitory glejowe koktajl czynników transkrypcyjnych Sox10 i Olig2, dostarczonych 

poprzez transdukcję wektorami wirusowymi. Ok. 45% komórek zaczęło demonstrować ekspresję 

PDGFRα po 14 dniach, a w dniu 56 zaobserwowano komórki z ekspresją markera O4, zidentyfikowane, 

jako OPCs. Wreszcie hodowla jednowarstwowa iPSCs bez stosowania warstwy komórek odżywczych, 

suplementowana FGF2, PDGF-AA i Shh pozwoliła na uzyskanie progenitorów glejowych ok. 85 dnia 

hodowli (Yamashita i in., 2017).  
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Technologia i różnicowanie iPSCs stanowi bardzo obiecujący system do modelowania chorób 

i generowania autologicznych komórek terapeutycznych. Jednakże stwarza ona pewne zagrożenia. 

Przykładowo, jeśli nie w pełni zróżnicowana iPSC zostanie przeszczepiona wraz ze zróżnicowaną pulą 

komórek terapeutycznych, w organizmie pacjenta może dojść do nowotworzenia (Medvedev, 

Shevchenko i Zakian, 2010; Okita, Ichisaka i Yamanaka, 2007, s. 200). Ponadto, pewne źródła dowodzą, 

iż iPSCs zachowują, w pewnym stopniu, pamięć epigenetyczną pierwotnej somatycznej komórki użytej 

do jej uzyskania, co może wpływać np. na zdolność do różnicowania iPSCs w komórki innych listków 

zarodkowych (Kim i in., 2010; Laurent i in., 2011; Vaskova, Stekleneva, Medvedev i Zakian, 2013).  

1.3.4. Reprogramowane komórki somatyczne 

 Ryzyka związane z technologią iPSCs zainspirowały wielu badaczy do podjęcia prób 

przeprogramowania jednego typu komórek somatycznych w inne, bez przechodzenia przez stadium 

pluripotencji. Wykorzystanie oryginalnej metodyki z prac Yamanaki, a więc reprogramowanie 

fibroblastów poprzez egzogenny koktajl czynników transkrypcyjnych, pozwoliło na bezpośrednie 

uzyskanie m.in. neuronów (Caiazzo i in., 2011; Vierbuchen i in., 2010), astrocytów (Caiazzo i in., 2015), 

czy prekursorów neuralnych (Lujan i in., 2012; Thier i in., 2012). Z kolei w 2013 roku, dwa niezależne 

zespoły przeprogramowały fibroblasty do prekursorów glejowych techniką reprogramowania 

bezpośredniego, wykorzystując wektory wirusowe jako nośniki czynników transkrypcyjnych (Ryc. 2). 

Pierwszy z zespołów, kierowany przez Tesar’a, wykorzystał kombinację 8 czynników: Olig1, Olig2, 

Nkx2.2, Sox10, ST18, Nkx6.2, Myrf i Myt1, uzyskując ok. 9,2% wydajności reprogramowania w dniu 

21 (Najm i in., 2013). Z kolei zespół Wernig’a posłużył się 3 czynnikami, Sox10, Olig2 i Zfp536, dzięki 

czemu 15,6% ± 3,3% komórek zostało przeprogramowanych w czasie 3 tygodni hodowli (Yang i in., 

2013). Dalsze badania wskazały możliwość reprogramowania do progenitorów glejowych także 

astrocytów, stosując pojedyncze czynniki Sox10 (Mokhtarzadeh Khanghahi i in., 2018) lub Sox 2 

(Farhangi, Dehghan, Totonchi i Javan, 2019).  

 Należy mieć jednak na uwadze, iż reprogramowanie komórek somatycznych oparte o wektory 

wirusowe kodujące czynniki transkrypcyjne jest obarczone ryzykiem mutagenezy w transdukowanych 

komórkach, mogącym skutkować utratą kontroli nad procesem. W związku z tym wielu badaczy podjęło 

próby reprogramowania komórek małocząsteczkowymi związkami o aktywności epigenetycznej. 

Przykładem takiego związku okazała się trichostatyna A (TSA), która pozwoliła na przeprogramowanie 

mysich i ludzkich astrocytów do GRPs (Zare, Baharvand i Javan, 2019). W innym badaniu, kombinacja 

9 czynników (kwasu retinowego, SMER28, LDN193189, Hh-Ag1.5, CHIR99021, RG108, A83-01, 

tranylcyprominy oraz bFGF) pozwoliła na uzyskanie progenitorów glejowych z mysich fibroblastów 

(Liu i in., 2019), z wydajnością na poziomie reprogramowania z użyciem wektorów wirusowych (Najm 

i in., 2013; Yang i in., 2013).  

W ostatnich latach z ogromnym zainteresowaniem spotkała się technika manipulacji 

genetycznej oparta o zgrupowane, regularnie rozproszone, krótkie, powtarzające się sekwencje 

palindromiczne (ang. Clustered Regularly-Interspaced Short Palindromic Repeats, CRISPR). Technika 

ta pozwala na precyzyjną, względnie łatwą i tanią edycję genomu, i zainspirowana jest naturalnym 

mechanizmem odporności archeonów i bakterii na egzogenny materiał genetyczny. U organizmów tych, 

materiał genetyczny atakujących bakteriofagów ulega integracji w locus CRISPR, gdzie rozpoczyna on 

kodowanie krótkich RNA CRISPR (crRNA). crRNA kierują cięciem komplementarnej nici 

egzogennego DNA przez nukleazę Cas9, także kodowaną w locus CRISPR. Dodatkowo system koduje 

także sekwencję tracrRNA (ang. trans-activating CRISPR RNA), umożliwiającą wiązanie nukleazy 

Cas9. crRNA i tracrRNA wspólnie noszą nazwę gRNA (ang. guide RNA). W ten sposób CRISPR/Cas9 

pozwala bakteriom i archeonom zwalczać kolejne zarażenia ze strony analogicznych bakteriofagów 

(Wiedenheft, Sternberg i Doudna, 2012). Zastosowanie przez Doudna i Charpentier techniki 
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CRISPR/Cas9 do ukierunkowanej modyfikacji DNA otworzyło kolejny rozdział w badaniach nad 

inżynierią genetyczną (Jinek i in., 2012), i przyniosło badaczkom Nagrodę Nobla w dziedzinie chemii 

w 2020 roku (Ledford i Callaway, 2020). Adaptacja idei bakteryjnego systemu CRISPR/Cas do potrzeb 

inżynierii genetycznej w zasadniczej mierze oparta jest na syntezie specyficznego gRNA, 

rozpoznającego pożądane miejsce w genomie, oraz dostarczenie do komórki nukleazy Cas.  

Technika CRISPR/Cas9 okazała się także skuteczna w celu przeprogramowania fibroblastów 

do progenitorów glejowych, poprzez ukierunkowane wprowadzenie sekwencji kodujących trzy 

czynniki transkrypcyjne (Sox10, Olig2 i Nkx6-2) (Matjusaitis i in., 2019). Badacze oszacowali 

wydajność tak przeprowadzonego reprogramowania na poziomie tradycyjnych metod z użyciem 

wektorów wirusowych, jednak przy zachowaniu większej precyzji samej manipulacji genetycznej.  

1.3.5. Endogenne komórki macierzyste osobników dorosłych 

1.3.5.1. Neuralne komórki macierzyste 

 Neuralne komórki macierzyste (NSCs, ang. neural stem cells), zwane również komórkami typu 

B, powstają z gleju radialnego podczas rozwoju zarodkowego OUN. Wykazują one multipotencjalną 

zdolność różnicowania na drodze podziału asymetrycznego w neurony, astrocyty oraz oligodendrocyty. 

Podczas rozwoju zarodkowego NSCs zasiedlają przejściową strefę komorową (VZ), z kolei po 

urodzeniu można je znaleźć w strefie przykomorowej komór bocznych (SVZ), strefie podziarnistej 

(SGZ) zakrętu zębatego hipokampa (DG), i w nabłonku węchowym (OE), określanych wspólnie, jako 

nisze neurogenne (Beites, Kawauchi, Crocker i Calof, 2005; Temple, 2001). Podziały asymetryczne 

NSCs w obrębie nisz neurogennych są źródłem nowych neuroblastów oraz komórek progenitorowych 

w dojrzałym mózgu, w tym także progenitorów glejowych (Gage, 2000) (Ryc. 2). Pod względem 

aktywności mitotycznej NSCs podzielić można na (i) „uśpione” (ang. quiescent NSCs) o znikomej 

aktywności mitotycznej, zwane również komórkami typu B1q, o fenotypie GFAP+ EGFR−, oraz (ii) 

aktywne (ang. active NSCs) o wysokiej aktywności mitotycznej, określane, jako komórki B1a, o 

fenotypie GFAP+ EGFR+ (Płatek i in., 2022).  

Eksperymentalne różnicowanie NSCs do GRPs jest procesem analogicznym do różnicowania 

NSC podczas rozwoju zarodkowego, i opiera się na wykorzystaniu podobnych czynników 

stymulujących, w tym FGF i Shh. Ponadto, wiele protokołów różnicowania progenitorów glejowych z 

komórek somatycznych opartych jest o pośrednie stadium NSCs (Lee i in., 2018). Jak dowiodły badania 

Zhang i wsp., stymulacja NSCs już samym czynnikiem EGF powoduje ich stopniowe różnicowanie do 

progenitorów glejowych (Zhang i in., 1998). W innych pracach zastosowanie czynników Shh, agonisty 

białka Smoothened (SAG), bFGF oraz PDGF-AA zróżnicowało NSC do progenitorów glejowych w 

ciągu ok. tygodnia przy ok. 90-procentowej wydajności (Li i in., 2019). Z kolei poddanie NSCs 

suplementacji małocząsteczkowym związkiem GANT61 w celu zablokowania czynnika 

transkrypcyjnego Gli1, związanego ze ścieżka sygnałową Shh, spowodowało ich różnicowanie do 

progenitorów oligodendrocytów (OPCs) o wysokich zdolnościach migracyjnych (Namchaiw i in., 

2019). Podobny efekt wywołała nadekspresja białka Zfp488 (Biswas i in., 2019, s. 20).  

Wiele prac dowiodło zdolności różnicowania przeszczepionych NSCs do GRPs (Mothe i Tator, 

2008; Uchida i in., 2012; Xu i in., 2011, 2006). Potencjał do różnicowania NSCs w komórki glejowe 

wydaje się na tyle obiecujący, iż w 1999 roku Snyder zaproponował nawet termin „globalna wymiana 

gleju” (ang. global glia replacement) na określenie potencjału terapeutycznego NSCs w leczeniu chorób 

demielinizacyjnych (Yandava, Billinghurst i Snyder, 1999). Należy jednak pamiętać, iż przeszczepienie 

NSCs bezpośrednio do mikrośrodowiska objętego zwyrodnieniem („nieprzyjaznego obszaru”, ang. 
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hostile microenvironment) może zaburzyć ich zdolność do różnicowania, a tym samym pogorszyć ich 

potencjał terapeutyczny (Reekmans i in., 2012; Tang, Yu i Cheng, 2017; Stanaszek i in., 2022).  

1.3.5.2. Mezenchymalne komórki macierzyste 

Mezenchymalne komórki macierzyste/stromalne (MSCs), określane również jako 

mezenchymalne komórki zrębu, stanowią heterogenną grupę komórki o właściwościach 

multipotencjalnych. W 2006 roku Komitet ds. Mezenchymalnych i Tkankowych Komórek 

Macierzystych Międzynarodowego Towarzystwa Terapii Komórkowych (ang. Mesenchymal and 

Tissue Stem Cell Committee of the International Society for Cellular Therapy) zdefiniował minimalne 

kryteria, które muszą zostać spełnione, aby dana komórka mogła zostać zdefiniowana jako MSC. Należą 

do nich: (i) zdolność adherencji do plastiku podczas hodowli in vitro; (ii) ekspresja markerów CD73, 

CD90 i CD105, przy jednoczesnym braku ekspresji CD11b, CD14, CD19, CD34, CD45, CD79α oraz 

HLA-DR; (iii) potencjał do różnicowania w adipocyty, osteoblasty i chondrocyty (Dominici i in., 2006).  

W zależności od potrzeb MSCs mogą być uzyskane z wielu źródeł, w tym m.in. z galarety 

Wharton’a (WJ) z pępowiny (Ryc. 2). Jak dowiodły badania Zhang i wsp., MSCs z WJ mogą 

różnicować w progenitory glejowe z wydajnością 25,9%. Protokół różnicowania oparty był najpierw na 

wygenerowaniu neurosfer, a następnie zastosowaniu czynników FGF2 i PDGF-AA. Co ciekawe jednak, 

w porównaniu do kontrolnych progenitorów glejowych różnicowanych z ESCs, progenitory glejowe z 

WJ-MSCs cechował niższy poziom ekspresji czynników neurotroficznych (Zhang i in., 2010), co 

sugerować może ich niższy potencjał terapeutyczny. Innym, wydajniejszym protokołem różnicowania 

WJ-MSCs do progenitorów glejowych okazała się trzyetapowa hodowla z użyciem, w kolejności, 

następujących czynników: (i) suplementu ITS (insulina-transferyna-selen, ang. insulin-transferrin-

selenium) i fibronektyny; (ii) FGF2 i EGF; (iii) FGF2 i PDGF-AA. Tak prowadzona hodowla 

doprowadziła do uzyskania 44,3% komórek z ekspresją PDGFRα oraz 51,8% komórek z ekspresją 

A2B5 (Mikaeili Agah, Parivar i Joghataei, 2014), markerów charakterystycznych dla GRPs.  

Z uwagi na problematyczną dostępność galarety Wharton’a wiele innych badań ukierunkowano 

na uzyskanie progenitorów glejowych z MSCs z łatwiej dostępnych źródeł. Przykładem są MSCs 

izolowane z tkanki tłuszczowej (ADSCs). Jak stwierdzono, hodowla in vitro ADSCs w pożywce 

suplementowanej m.in. czynnikami Shh, retinoidami, neurotrofiną-3 (NT3) i PDGFα, pozwoliła na 

wygenerowanie progenitorów glejowych z wydajnością sięgającą 90%. Z kolei MSCs pochodzące z 

miazgi zębowej (ang. dental pulp) skutecznie zróżnicowano do progenitorów glejowych poprzez 

transfekcję plazmidu kodującego kopię genu Olig2 (Askari, Yaghoobi, Shamsara i Esmaeili-Mahani, 

2014).  

Mimo to, należy zaznaczyć, iż MSCs są grupą komórek o wysokiej heterogenności. Duże 

znaczenie ma zarówno źródło ich izolacji, jak również protokół hodowli i historia dawcy, w tym tło 

genetyczne (Lukomska i in., 2019). Wszystkie te czynniki mogą wpływać zarówno na potencjał MSCs 

do różnicowania w progenitory glejowe, jak i ich zastosowanie w terapii wspomagającej regenerację 

endogennego gleju.  
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Rycina 2. Źródła glejowo-specyficznych komórek progenitorowych i kierunki ich różnicowania. Stworzono z 

użyciem oprogramowania BioRender (https://www.biorender.com/) 

 

1.4. Eksperymentalne próby wykorzystania GRPs w leczeniu chorób demielinizacyjnych 

Z uwagi na swoje właściwości regeneracyjne progenitory glejowe przetestowane zostały 

wielokrotnie w badaniach eksperymentalnych z użyciem licznych modeli chorób 

neurodegeneracyjnych. Badania te wykazały różne efekty wynikające zarówno z rodzaju źródła i 

sposobu przygotowania samych GRPs, jak również ze specyfiki zastosowanych modeli zwierzęcych, 

które w różny sposób odzwierciedlają modelowane schorzenia człowieka. Część badań 

przedklinicznych okazała się jednak na tyle obiecująca, że wdrożone zostały próby kliniczne z użyciem 

progenitorów glejowych. Poniżej przedstawiony został przegląd reprezentatywnych badań z 

zastosowaniem progenitorów glejowych w pięciu jednostkach chorobowych opisanych w Rozdziale 

1.1.  

1.4.1. Zastosowanie GRPs w leczeniu leukodystrofii  

GRPs dowiodły swojej skuteczności terapeutycznej w kilku zwierzęcych modelach 

leukodystrofii, w tym u myszy shiverer (MBPshi/shi). U zwierząt tych, w wyniku spontanicznej delecji w 

genie kodującym zasadowe białko mieliny (ang. myelin basic protein, MBP), dochodzi do wrodzonej 

hipomielinizacji w obrębie całego układu nerwowego, co skutkuje spontanicznym drżeniem ciała oraz 

przedwczesną śmiercią zwierząt, zwykle w ciągu pierwszych sześciu miesięcy ich życia (Readhead i 

in., 1987; Jean Harry i Toews, 1998). Pionierskie badania zespołu Goldman’a oparte na wielokrotnych, 
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domózgowych iniekcjach mysich (mGRPs) lub ludzkich (hGRPs) progenitorów glejowych u myszy 

shiverer wykazały ich zdolność do różnicowania się in vivo w funkcjonalne oligodendrocyty i astrocyty, 

a także częściową kompensację deficytów neurologicznych i wydłużenie życia biorców przeszczepu 

(Windrem i in., 2004, 2008, 2014, s. 201). W pracy Windrem’a i wsp. (2008) wielokrotne iniekcje 

hGRPs w okolice spoidła wielkiego mózgu i konaru środkowego móżdżku u osesków myszy shiverer 

skutkowały mielinizacją ośrodkowego układu nerwowego, a powstała mielina była pochodzenia 

egzogennego. 52 tygodnie po transplantacji hGRPs 78% aksonów w OUN myszy shiverer zostało 

zmielinizowanych. Długookresowa obserwacja wykazała, że większość progenitorów glejowych, 

oligodendrocytów i astrocytów w mózgach biorców była pochodzenia ludzkiego, co autorzy określili 

mianem „chimeryzacji” myszy. Należy dodać, że w celu zapobiegnięcia odrzuceniu przeszczepów 

ksenogenicznych eksperymenty prowadzone były u myszy shiverer posiadających dodatkową mutację 

w genie RAG2 (RAG2-KO; RAG2-/-), wykazujących upośledzenie układu odpornościowego. Gen ten 

koduje enzym Rag2, zaangażowany w rekombinację genów V(D)J, która prowadzi do zwiększenia 

różnorodności limfocytów T i B. Zaburzenia ekspresji RAG2 skutkują brakiem antygenowo-swoistej 

odpowiedzi immunologicznej (Shinkai, 1992).  

Badania grupy Walczaka dowiodły zdolności hGRPs do intensywnej migracji w obrębie istoty 

białej po dokomorowym podaniu komórek u myszy shiverer/RAG2-/-. W ciągu pierwszych 31 tygodni 

od podania hGRPs zdolność mielinizacji aksonów była znikoma. Natomiast analiza zwierząt w 62 

tygodniu od iniekcji hGRPs wykazała intensywną mielinizację, porównywalną ze zwierzętami 

kontrolnymi typu dzikiego (ang. wild type, WT). Ponadto, dokomorowa transplantacja hGRPs u myszy 

shiverer/RAG2-/- wydłużała życie zwierząt powyżej 400 dni u 48% biorców przeszczepu. Wynik ten 

porównany został z dokomorową iniekcją mGRPs u myszy shiverer/RAG2-/-. Po przeszczepie mGRPs 

autorzy obserwowali in vivo dużo niższy potencjał migracyjny mysich progenitorów glejowych w 

porównaniu z hGRPs, ale dużo większą zdolność do mielinizacji aksonów, demonstrowaną w krótszym 

czasie, bo już po 18 tygodniach od transplantacji komórek. Co ciekawe, u biorców przeszczepu mGRPs 

nie zanotowano wydłużenia życia myszy shiverer/RAG2-/-. Autorzy pracy zasugerowali, że potencjał 

terapeutyczny progenitorów glejowych może być inny niż tylko ich zdolność do różnicowania w 

mielinizujące oligodendrocyty (Lyczek i in., 2017). Dalsze badania prowadzone w naszym zespole, 

oparte o przeszczepy progenitorów glejowych izolowanych z psich płodów (cGRPs), przeszczepianych 

domózgowo u myszy shiverer/RAG2-/-, wydają się potwierdzać tę hipotezę. W naszych eksperymentach 

obserwowaliśmy, iż mimo przetrwania i integracji przeszczepianych cGRPs w mózgu myszy poziom 

mielinizacji istoty białej u biorców przeszczepu był ograniczony, to w dużej grupie zwierząt zanotowano 

istotne wydłużenie życia zwierząt (Stanaszek i in., 2021).  

 Skuteczność terapeutyczna GRPs dowiedziona została także w innych modelach leukodystrofii. 

W badaniach Dooves’a i wsp. wykorzystane zostały myszy z zanikającą istotą białą (ang. vanishing 

white matter), które poddano przeszczepom trzech różnych subpopulacji mysich progenitorów 

glejowych: (i) z ekspresją A2B5, (ii) z ekspresją GLAST, i (iii) z ekspresją PDGFRα. Przy podaniu 

domózgowym komórki każdej z trzech subpopulacji ulegały integracji w mózgach biorców. 

Funkcjonalnie wszystkie trzy populacje mGRPs różnicowały się w komórki glejowe, a u myszy po 

transplantacji progenitorów glejowych obserwowano selektywną poprawę zdolności motorycznych. Co 

ciekawe, po podaniu mGRPs wykazujących ekspresję PDGFRα notowano najwyższą przeżywalność 

zwierząt po przeszczepie (Dooves i in., 2019). Givogri i wsp. badali efekt transplantacji szczurzych 

progenitorów glejowych (rGRPs) u myszy z mutacją w genie kodującym ARSA, stanowiących model 

leukodystrofii metachromatycznej (MLD). Przeszczepione rGRPs ulegały integracji w mózgach 

biorców, różnicując się w mielinizujące oligodendrocyty. Ponadto, w układzie nerwowym biorców 

przeszczepu zaobserwowano wzrost stężenia arylosulfatazy A, skutkujący redukcją złogów 
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metachromatycznych. Funkcjonalnie podanie rGRPs spowodowało poprawę przewodnictwa 

nerwowego i ograniczyło deficyty motoryczne, typowe dla myszy MLD (Givogri i in., 2006).  

1.4.2. Zastosowanie GRPs w leczeniu stwardnienia rozsianego  

Hipotezę, jakoby potencjał terapeutyczny progenitorów glejowych nie był realizowany tylko w 

drodze różnicowania się ich w mielinizujące oligodendrocyty, zdają się potwierdzać także badania 

prowadzone na zwierzęcych modelach stwardnienia rozsianego (MS). W badaniach tych GRPs 

wykazywały dodatkowo zdolność modulowania mikrośrodowiska w obrębie zmian patologicznych, 

stymulując funkcjonowanie endogennych oligodendrocytów (Pluchino i in., 2009). W eksperymentach 

wykorzystywany był zwierzęcy model MS - gryzoni z eksperymentalnym autoimmunologicznym 

zapaleniem mózgu i rdzenia kręgowego (ang. experimental autoimmune encephalomyelitis, EAE). W 

celu wywołania objawów choroby zwierzęta te immunizowane są homogenatem z ośrodkowego układu 

nerwowego lub białkiem proteolipidowym mieliny (PLP), zasadowym białkiem mieliny (MBP), 

białkiem mieliny oligodendrocytów (MOG), lub ich epitopami (PLP139–151, MBP84–104, MOG92–106) w 

postaci emulsji z adjuwantem Freund’a. Immunizacja skutkuje schorzeniem autoimmunologicznym 

mediowanym przez limfocyty T pomocnicze, co powoduje infiltrację OUN przez komórki T i monocyty 

(Robinson, Harp, Noronha i Miller, 2014). W badaniach Kim’a i wsp. progenitory glejowe pochodzące 

z ludzkich zarodkowych komórek macierzystych przeszczepiane były dokomorowo do myszy z EAE. 

U zwierząt tych po podaniu hGRPs widoczna była poprawa deficytów motorycznych w testach 

sprawności neurologicznej, a w obrazie histologicznym zaobserwowano ograniczenie infiltracji 

komórek CD45+ w obrębie przestrzeni podpajęczynówkowej (Kim i in., 2012). Podobnie, progenitory 

glejowe różnicowane z ludzkich mezenchymalnych komórek macierzystych izolowanych z WJ, 

przeszczepione dokomorowo u myszy z EAE, ograniczały skalę demielinizacji aksonów w mózgu 

zwierząt powodowaną chorobą, co przełożyło się na złagodzenie objawów choroby (Mikaeili Agah, 

Parivar i Joghataei, 2014).  

Jako alternatywę wobec badań w modelu EAE skuteczność terapeutyczna progenitorów 

glejowych została wykazana również w modelu myszy z chroniczną infekcją mysim wirusem zapalenia 

wątroby (ang. mouse hepatitis virus, MHV), która skutkuje rozległym zapaleniem mózgu (ang. 

encephalitis) i demielinizacją (Houtman i Fleming, 1996). Przeszczep mysich progenitorów glejowych 

do rdzenia kręgowego myszy z MHV prowadził do remielinizacji oraz chronił endogenne aksony w 

rdzeniu przed degeneracją. Przełożyło się to na poprawę zdolności motorycznych w porównaniu do 

zwierząt kontrolnych, dotkniętych całkowitym paraliżem ciała (Totoiu, Nistor, Lane i Keirstead, 2004). 

Co ciekawe, badania Hardison’a i wsp. na myszach z MHV dowiodły, że remielinizacji stymulowanej 

przez egzogenne mGRPs nie towarzyszyło ograniczenie procesów zapalnych stymulowanych przez 

cytokiny wydzielane przez limfocyty T specyficzne wobec wirusa. Sugeruje to, iż progenitory glejowe 

są w stanie demonstrować swój potencjał regeneracyjny nawet w niesprzyjającym, „wrogim” 

mikrośrodowisku (Hardison i in., 2006), co więcej, mogą być stymulowane przez procesy zapalne 

(Tourbah i in., 1998).  

1.4.3. Zastosowanie GRPs w leczeniu stwardnienia zanikowego bocznego  

Progenitory glejowe są również szeroko badane w eksperymentalnych terapiach stwardnienia 

zanikowego bocznego (ALS), choroby relatywnie rzadkiej, lecz o wciąż niepoznanej do końca etiologii, 

a co za tym idzie, brakiem skutecznej metody leczenia. Badania dowodzą, że istotny udział w rozwoju 

ALS mają zaburzenia funkcjonowania komórek glejowych, w szczególności astrocytów, co powoduje 

upośledzenie i degenerację motoneuronów. Sugeruje to zastosowanie potencjału GRPs w celu 

kompensacji deficytów glejowych w układzie nerwowym chorych na ALS. W tym celu w badaniach 

przedklinicznych szeroko stosowany jest model gryzoni z punktowymi mutacjami w genie SOD1, 
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kodującym dysmutazę ponadtlenkową 1. Enzym ten wiąże wolne jony miedzi i cynku tworząc 

homodimery o właściwościach dysmutaz, usuwające toksyczne, wolne rodniki tlenowe, metabolizując 

je do tlenu cząsteczkowego i nadtlenku wodoru (Saccon, Bunton-Stasyshyn, Fisher i Fratta, 2013). Z 

kolei produkty białkowe zmutowanego genu SOD1 ulegają agregacji w komórkach nerwowych, 

prowadząc do ich stopniowej degeneracji (Berdyński i in., 2022), a dodatkowo mogą przemieszczać się 

między komórkami na drodze podobnej do prionów, co skutkuje progresją choroby (Lee i Kim, 2015). 

W przypadku myszy transgenicznych z substytucją glicyny w miejsce alaniny w kodonie 93 genu SOD1 

(SOD1G93A) występuje spowolnienie szybkiego transportu aksonalnego (Rao i Nixon, 2003), paraliż 

kończyn przednich i tylnych związany z degeneracją motoneuronów, a ostatecznie przedwczesna śmierć 

w wieku 129 ± 9 dni życia zwierząt (Majchrzak i in., 2019).  

W badaniach zespołu Maragakis’a szczurze progenitory glejowe (rGRPs) podane zostały do 

odcinka szyjnego rdzenia kręgowego szczurów z mutacją SOD1G93A. Przeszczepione egzogenne rGRPs 

przetrwały w miejscu iniekcji i zróżnicowały się z wydajnością 87,9% w kierunku astrocytów i 8,6% w 

kierunku oligodendrocytów. U biorców przeszczepu zaobserwowano redukcję mikroglejozy w rogu 

brzusznym rdzenia kręgowego, a na poziomie behawioralnym poprawę zdolności motorycznych i 

funkcji oddechowych. Po podaniu rGRPs zanotowano przedłużenie życia zwierząt średnio do 172 dni, 

w stosunku do długości życia szczurów kontrolnych o średniej długości życia 155 dni (Lepore i in., 

2008). W kolejnych badaniach tej samej grupy autorów potencjał ludzkich progenitorów glejowych 

został sprawdzony u myszy z punktową mutacją SOD1G93A, poddanych immunosupresji poprzez 

iniekcję cyklosporyny A. Co ciekawe, hGRPs po przeszczepie do odcinka szyjnego rdzenia kręgowego 

myszy cechowała dużo niższa przeżywalność i znacznie niższy potencjał do różnicowania w 

oligodendrocyty i astrocyty niż rGRPs przeszczepione u szczurów z mutacją SOD1G93A. Nie 

zaobserwowano znamiennej poprawy w testach behawioralnych oraz wydłużenia długości życia 

zwierząt (Lepore i in., 2011). Jak wspomniano wcześniej, badania zespołu Walczaka sugerują, że czas 

potrzebny przeszczepianym progenitorom glejowym pochodzenia ludzkiego (hGRPs) na rozpoczęcie 

mielinizacji wynosi ok. 4 miesięcy od transplantacji (Lyczek i in., 2017). Wyniki prac Maragakis’a zdają 

się potwierdzać tę hipotezę, co oznaczałoby, że przedwczesna śmierć myszy SOD1G93A uniemożliwia 

demonstrację u nich potencjału terapeutycznego przeszczepianych progenitorów glejowych. Liczne 

doniesienia sugerują, że moment pojawienia się i intensywność objawów choroby u zwierząt SOD1G93A 

związana jest z liczbą kopii zmutowanego genu SOD1 oraz tłem genetycznym zwierzęcia (Alexander i 

in., 2004; Heiman-Patterson i in., 2005). Dlatego w celu przetestowania skuteczności terapeutycznej 

hGRPs stworzyliśmy w naszym zespole model myszy ze zróżnicowaną liczbą kopii zmutowanego genu 

SOD1, o upośledzonym układzie immunologicznym (SOD1G93A/RAG2-/-) (Majchrzak i in., 2019). 

Dokomorowy przeszczep hGRPs u osesków myszy SOD1G93A/RAG2-/- nie przełożył się na zmniejszenie 

akumulacji zmutowanego białka dysmutazy ponadtlenkowej 1 oraz na wydłużenie życia biorców. Co 

więcej, analizy post mortem nie wykazały obecności komórek egzogennych w mózgach tych zwierząt 

w terminalnym stadium choroby (150-200 dni po transplantacji, w zależności od liczby kopii 

zmutowanego genu SOD1) (Stanaszek i in., 2022). Być może, brak efektu terapeutycznego 

spowodowany był niską przeżywalnością przeszczepionych komórek. W kolejnych badaniach 

planujemy wyznakowanie hGRPs białkiem reporterowym, które umożliwiłoby prześledzenie losów 

wszczepionych progenitorów glejowych.  

W badaniach Kondo i wsp. przetestowano u myszy SOD1G93A potencjał terapeutyczny 

progenitorów neuralnych o wzbogaconej populacji glejowej, zróżnicowanych z ludzkich 

indukowalnych komórek pluripotencjalnych (ang. human induced pluripotent stem cell-derived glial-

rich neural progenitors, hiPSC-GRNPs), z konstytutywną ekspresją białka reporterowego GFP (Kondo 

i in., 2014). Po iniekcji komórek do lędźwiowego odcinka rdzenia kręgowego zwierząt 60-80% hiPSC-

GRNPs zróżnicowało się w astrocyty; zaobserwowano również poprawę sprawności lokomotorycznej 
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oraz przedłużenie życia biorców przeszczepu. Badania molekularne wykazały wzrost poziomu 

czynników neuroprotekcyjnych VEGF, GDNF i NT-3 (Morcuende i in., 2013) w lędźwiowym odcinku 

rdzenia kręgowego myszy. Co ciekawe, czynniki te były zarówno pochodzenia egzogennego, jak i 

endogennego (Kondo i in., 2014), co sugeruje, że potencjał terapeutyczny hiPSC-GRNPs w leczeniu 

ALS może dotyczyć też ich pośredniego działania, poprzez stymulację endogennych mechanizmów 

neuroprotekcyjnych. 

1.4.4. Zastosowanie GRPs w leczeniu uszkodzeń mózgu  

Badania wielu autorów dowiodły, że przeszczepione progenitory glejowe wykazują potencjał 

terapeutyczny zarówno w przypadku modeli traumatycznego (TBI), jak i nietraumatycznego 

uszkodzenia mózgu (nTBI). W przypadku TBI, w najnowszej pracy zespołu Walczaka wykazano 

proregeneracyjne właściwości mGRPs przeszczepionych do komór bocznych mózgu myszy poddanych 

urazowemu uszkodzeniu mózgu poprzez zlokalizowany, kontrolowany uraz kory mózgowej (ang. 

controlled cortical impact, CCI). U tych myszy zaobserwowano migrację i integrację egzogennych 

mGRPs, skutkującą zmniejszeniem się obszaru lezji spowodowanej CCI. W rejonie uszkodzenia 

stwierdzono ponadto zmniejszenie liczby leukocytów CD45+, co sugeruje modulację wtórnej 

odpowiedzi immunologicznej przez przeszczepione mGRPs (Wang i in., 2021). Pozytywne efekty 

działania progenitorów glejowych zaobserwowano także w pracy Xu i wsp., gdzie badano terapeutyczny 

efekt przeszczepu progenitorów oligodendrocytów otrzymanych z ludzkich zarodkowych komórek 

macierzystych (hESC-OPCs) w modelu rozprzestrzenionego, urazowego uszkodzenia aksonów u 

szczura (ang. diffuse traumatic axonal injury) wg. procedury Marmarou (ang. Marmarou's weight-drop 

model) (Marmarou i in., 1994). Przeszczepione hESC-OPCs migrowały w obrębie spoidła wielkiego 

różnicując się w mielinizujące oligodendrocyty, chroniące endogenne aksony w mózgu biorcy (Xu i in., 

2015).  

W przypadku nTBI, Salikhova i wsp. zbadali potencjał terapeutyczny sekretomu GRPs w modelu 

udaru niedokrwiennego u szczura (ang. ischemic stroke), spowodowanego przejściowym zamknięciem 

tętnicy środkowej mózgu (ang. middle cerebral artery occlusion, MCAO), trwającym 90 minut. Po 

dotętniczej iniekcji pożywki kondycjonowanej (ang. conditioned medium, CM) z hodowli GRPs 

uzyskanych z ludzkich indukowalnych komórek pluripotencjalnych (hiPSC-GRPs) zaobserwowano 

zwiększoną angiogenezę i przeżywalność komórek w obszarze niedokrwienia. Ponadto, stwierdzono 

zmniejszoną infiltrację komórek mikrogleju, ograniczenie ekspresji genu kodującego prozapalną 

cytokinę TNF-α, a jednocześnie zwiększenie ekspresji genów kodujących cytokiny przeciwzapalne IL-

4, IL-10 i IL-13, co sugeruje modulację odpowiedzi immunologicznej. Na poziomie behawioralnym 

stwierdzono poprawę funkcji motorycznych biorców w testach neurologicznych po 30 dniach od 

podania szczurom CM z hodowli hGRPs (Salikhova i in., 2021).  

W pracy Ahn i wsp. zbadano potencjał progenitorów oligodendrocytów (OPCs) w leczeniu 

skutków udaru w modelu MCAO. Wyniki badań ujawniły, że po dożylnej iniekcji OPCs u 

myszoskoczka poddanego procedurze MCAO nastąpiła poprawa pamięci krótkotrwałej i innych 

deficytów poznawczych w porównaniu ze zwierzętami kontrolnymi, bez przeszczepu. Co ciekawe, 

zaobserwowano wzrost ekspresji MBP i BDNF w hipokampie biorców OPCs, mimo, iż autorom nie 

udało się wykazać obecności egzogennych komórek w mózgu zwierząt. Sugeruje to, iż w udarze 

niedokrwiennym, przy podaniu systemowym, OPCs mogą wykazywać humoralną aktywność 

terapeutyczną nawet bez bezpośredniej infiltracji mózgu (Ahn i in., 2016).  
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1.4.5. Zastosowanie GRPs w leczeniu urazów rdzenia kręgowego  

Szeroki potencjał regeneracyjny progenitorów glejowych skłonił badaczy także do prób 

zastosowania GRP w eksperymentalnych terapiach leczenia urazów rdzenia kręgowego (SCI). W 

licznych badaniach grupy Fischer’a, hGRPs przetestowane zostały u dorosłych szczurów z miejscowym 

nacięciem odcinka szyjnego rdzenia kręgowego, pozbawionych dodatkowo grasicy w celu upośledzenia 

reakcji immunologicznej. Przeszczepione komórki przetrwały w miejscu wszczepu i migrowały w 

obszarze lezji, gdzie różnicowały się w astrocyty, stymulując regenerację uszkodzonych aksonów (Haas 

i Fischer, 2013) oraz w mniejszym stopniu w oligodendrocyty, stymulując remielinizację aksonów (Jin 

i in., 2011). Z kolei badania zespołu Walczaka wykazały, że przeszczep hGRPs w modelu 

indukowalnego farmakologicznie, poprzecznego zapalenia rdzenia kręgowego (ang. transverse myelitis, 

TM) u szczurów pozwolił na utrzymanie przewodnictwa nerwowego wzdłuż rdzenia kręgowego. 

Wszczepione ludzkie progenitory glejowe wykazywały zdolność do różnicowania w astrocyty i, w 

mniejszym stopniu, w mielinizujące oligodendrocyty. U biorców nie stwierdzono poprawy koordynacji 

ruchowej oraz siły chwytu mierzonej w testach behawioralnych (Walczak i in., 2011). W celu 

zademonstrowania potencjału terapeutycznego szczurzych progenitorów glejowych Nout i wsp. 

przeszczepili rGRPs w modelu kontuzyjnego uszkodzenia rdzenia kręgowego na wysokości odcinka 

piersiowego. Zaobserwowano 6-cio tygodniową przeżywalność komórek w miejscu lezji i ich zdolność 

do różnicowania w astrocyty i oligodendrocyty. Ponadto, przeszczep rGRPs częściowo przywrócił 

zdolność kontroli oddawania moczu i częstotliwość erekcji u tych zwierząt (Nout i in., 2011).  

 W licznych badaniach w modelach SCI przetestowany został także potencjał progenitorów 

oligodendrocytów (OPCs). W pracach zespołu Lebkowski, OPCs zróżnicowane z ludzkich 

zarodkowych komórek macierzystych (hESCs) przeszczepione zostały u szczurów z uszkodzeniem 

rdzenia kręgowego w odcinku szyjnym, pozbawionych grasicy. Transplantacja OPCs do obszaru lezji 

ograniczyła tworzenie się w parenchymie rdzenia cyst wypełnionych płynem tkankowym i zwiększyła 

mielinizację aksonów, co przełożyło się na poprawę sprawności motorycznej u biorców przeszczepu 

(Manley i in., 2017; Priest i in., 2015). Obiecujące wyniki badań przedklinicznych z użyciem OPCs w 

zwierzęcych modelach SCI stanowiły asumpt do wszczęcia wieloośrodkowych badań klinicznych fazy 

I/IIa z użyciem ludzkich progenitorów oligodendrocytów (LCTOPC1) u chorych z objawami 

podostrego uszkodzenia rdzenia kręgowego w odcinku szyjnym (ang. subacute cervical spinal cord 

injury) (NCT02302157). Badania dowiodły, że LCTOPC1 podane bezpośrednio do rdzenia kręgowego 

w miejscu lezji są bezpieczne, a ponadto w okresie jednego roku od transplantacji u 96% pacjentów (21 

z 22) przywróciły przynajmniej jedną z upośledzonych funkcji neurologicznych po przynajmniej jednej 

stronie ciała, natomiast u 32% pacjentów (7 z 22) przywróciły przynajmniej dwie z upośledzonych 

funkcji neurologicznych po przynajmniej jednej stronie ciała (Fessler i in., 2022).  

Reasumując, GRPs wykazują obiecujące wyniki w badaniach przedklinicznych, stymulując 

regenerację układu nerwowego. Jednakże, niedostateczna skuteczność terapeutyczna egzogennych 

progenitorów glejowych zachęca badaczy do poszukiwań możliwości zwiększenia potencjału tych 

komórek, w celu spotęgowania ich właściwości regeneracyjnych po podaniu in vivo. Jedną z metod 

stanowi zmiana właściwości komórek z użyciem plejotropowych czynników wzrostu, w tym szczególne 

zainteresowanie wzbudza kodowana przez gen Nrg-1 neuregulina-1 (NRG-1).  

1.5. Neuregulina-1 

1.5.1. Charakterystyka neureguliny-1 

 Neureguliny (hereguliny) należą do glikoprotein z domeną EGF-podobną. Białka te kodowane 

są przez 4 różne geny (od Nrg-1 do Nrg-4 u człowieka), które wykazują oddziaływanie poprzez 
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receptory kinazy tyrozynowej z rodziny Erb. Neureguliny pełnią istotną rolę w rozwoju i regeneracji 

m.in. serca, piersi, oraz OUN. W kontekście badań OUN szczególne zainteresowanie wzbudza 

kodowana przez gen Nrg-1 neuregulina-1, oddziałująca poprzez sieć trzech receptorów: ErbB2, ErbB3 

i ErbB4 (Mei i Nave, 2014; Stefansson i in., 2002). U człowieka gen Nrg-1 ma długość 2,6 Mpz i składa 

się z 21 egzonów zlokalizowanych na chromosomie 8p22-21. W wyniku selekcji jednego z wielu miejsc 

inicjacji transkrypcji i alternatywnego splicingu powstać może z niego ok. 33 różnych izoform 

białkowych, pogrupowanych w 6 typów (od NRG-1 typ I do NRG-1 typ VI), różniących się N-końcem 

(Chou i Ozaki, 2010). Typy I, II, IV oraz V posiadają na N-końcu domenę immunoglobulinową (Ig) 

pozwalającą na oddziaływanie z elementami macierzy zewnątrzkomórkowej, a tym samym na działanie 

parakrynne (Nave i Salzer, 2006) oraz autoparakrynne (Fledrich i in., 2019). Co istotne, sekrecyjne 

izoformy neureguliny-1 mogą być syntetyzowane zarówno przez neurony, jak również przez komórki 

glejowe, w tym przez astrocyty, komórki Schwanna i oligodendrocyty (Raabe, Deadwyler, Varga i 

Devries, 2004; Bernstein i in., 2006). Tymczasem typy III i VI oddziałują z domeną EGF-podobną 

bezpośrednio poprzez N-koniec, co kotwiczy je na stałe w błonie komórkowej. Dodatkowo, oprócz 

domeny EGF-podobnej, NRG-1 typu III posiada na N-końcu także domenę bogatą w cysteinę (ang. 

cysteine-rich domain, CRD), co umożliwia jej działanie autokrynne poprzez wykazywanie zarówno 

cech receptora, jak i ligandu (Ryc. 3). Ponadto, jej ekspresja jest ograniczona tylko do neuronów 

(Kataria, Alizadeh i Karimi-Abdolrezaee, 2019; Esper, Pankonin i Loeb, 2006).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Rycina 3. Izoformy białkowe neureguliny-1 oraz ich umiejscowienie w błonie komórkowej. Typy I, II, IV oraz V 
neureguliny-1 posiadają na N-końcu domenę immunoglobulinową (Ig), pozwalającą na oddziaływanie z 
elementami macierzy zewnątrzkomórkowej, a tym samym na działanie parakrynne oraz autoparakrynne. Typy III 
i VI neureguliny-1 oddziałują z domeną EGF-podobną bezpośrednio poprzez N-koniec, co kotwiczy je na stałe w 
błonie komórkowej. Dodatkowo, oprócz domeny EGF-podobnej, NRG-1 typu III posiada na N-końcu także 
domenę bogatą w cysteinę (ang. cysteine-rich domain, CRD), co umożliwia jej działanie autokrynne. [na podst. 
Zhang i wsp. (Zhang, Huang, Shen i Li, 2017b), zmodyfikowane] 

 

1.5.2. Udział neureguliny-1 w rozwoju układu nerwowego 

 Dokładne badania nad udziałem neureguliny-1 w rozwoju zarodkowym są skomplikowane z 

uwagi na letalność zwierząt pozbawionych funkcjonalnego genu kodującego neuregulinę-1 (Nrg-1 KO) 

wynikającą z zatrzymania rozwoju serca, która, w przypadku myszy Nrg-1 KO, następuje pomiędzy 10 
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a 13 dniem rozwoju (Kramer i in., 1996; Erickson i in., 1997). Większość badań oparta jest zatem na 

badaniach in vitro i zwierzętach heterozygotycznych, zwierzętach z warunkowo inaktywowanych 

genem kodującym NRG-1 lub farmakologiczną modulacją poziomu NRG-1 i działania receptorów ErbB 

(Schmucker i in., 2003; Liu i in., 2005). Jak zasugerowali Le Douarin i Dupin, podczas rozwoju 

zarodkowego NRG-1 reguluje funkcjonowanie prekursorów neuralnych w OUN i migrację komórek 

grzebienia nerwowego (ang. neural crest cells, NCCs), oddziałując jako chemoatraktant dla NCCs (Le 

Douarin i Dupin, 2003). Prekursory neuralne wyizolowane z prążkowia myszy w 14 dniu rozwoju 

zarodkowego produkują NRG-1, która reguluje ich proliferację i różnicowanie także w warunkach in 

vitro (Calaora i in., 2001). Z kolei receptory ErbB4 dla neureguliny-1 ulegają ekspresji na powierzchni 

rozwijających się neuroblastów w niszy neurogennej w SVZ oraz wzdłuż donosowego strumienia 

migracyjnego (ang. rostral migratory stream, RMS), którym neuroblasty migrują do rozwijającej się 

opuszki węchowej (Płatek i in., 2022; Anton i in., 2004). Z kolei w przypadku rozwoju zarodkowego 

danio pręgowanego, zablokowanie interakcji receptora ErbB z NRG-1 zaburza mitozę w rozwijającej 

się SVZ (Sato i in., 2015). Badania te sugerują istotny udział neureguliny-1 w procesie neurogenezy 

zarodkowej.  

 NRG-1 jest także kluczowym białkiem sygnałowym regulującym wszystkie etapy rozwoju 

komórek Schwanna w obwodowym układzie nerwowym i oligodendrocytów w OUN. W przypadku 

obwodowego układu nerwowego, NRG-1 stymuluje dojrzewanie NCCs w kierunku glejowym (Shah, 

1994), jak również wpływa na dojrzewanie i migrację komórek Schwanna (głównie NRG-1 typu III) 

(Miyamoto i in., 2017). Jak wspomniano, NRG-1 typu III ulega ekspresji w neuronach, a w 

szczególności w ich aksonach, dzięki czemu możliwa jest regulacja mielinizacji aksonów przez komórki 

Schwanna bezpośrednio przez mielinizowane aksony (Michailov i in., 2004). Z kolei deficyt NRG-1 

typu III uniemożliwia powstanie prekursorów komórek Schwanna (Wolpowitz i in., 2000). 

Eksperymenty Zanazzi i współpracowników pokazały natomiast, iż NRG-1 typu II indukuje 

demielinizację aksonów we współhodowli komórek Schwanna i neuronów (Zanazzi i in., 2001). W 

przypadku OUN udział poszczególnych białek z rodziny neureguliny-1 nie jest jednak tak dobrze 

poznany. Wiadomo, iż receptory ErbB dla neureguliny-1 ulegają ekspresji zarówno w progenitorach 

glejowych, jak i w dojrzałych oligodendrocytach (Vartanian, Goodearl, Viehöver i Fischbach, 1997). W 

warunkach in vitro, w eksplantach tkanki nerwowej ze zwierząt pozbawionych genu Nrg-1 powstawanie 

oligodendrocytów było zahamowane (Vartanian, Fischbach i Miller, 1999). U szczurów ekspresja NRG-

1 w SVZ stymuluje różnicowanie progenitorów glejowych w kierunku oligodendrocytów (Vartanian i 

in., 1994). W badaniach Kataria i wsp. z użyciem modelu farmakologicznie indukowanej demielinizacji 

u szczura zademonstrowano, iż suplementacja ludzką rekombinowaną neureguliną-1 typu 1β 

zdemielinizowanego obszaru obniża tam ekspresję CSPG, a jednocześnie podwyższa ekspresję IL-10 w 

komórkach układu odpornościowego. Czynniki te, odpowiednio, hamują i stymulują proces 

remielinizacji. Z kolei we współhodowli prekursorów neuralnych i neuronów zwojów korzeni 

grzbietowych (ang. dorsal root ganglion neurons, DRGs) egzogenna neuregulina-1 stymulowała 

różnicowanie prekursorów w kierunku intensywnie rozgałęzionych oligodendrocytów (Kataria i in., 

2018). Co ciekawe jednak, badania Brinkmann’a i współpracowników przeprowadzone na zwierzętach 

z warunkową ekspresją NRG-1 oraz receptorów ErbB pokazały, iż nawet przy całkowitym braku 

stymulacji ze strony NRG-1 mielinizacja w OUN przez oligodendrocyty nie jest zaburzona. Z kolei 

przejściowa nadekspresja zarówno NRG-1 typu I, jak i NRG-1 typu III w OUN prowadzi do 

hypermielinizacji (Brinkmann i in., 2008). Przykłady te dowodzą, iż oddziaływanie NRG-1 z 

receptorami ErbB ma zróżnicowany wpływ na mielinizację pomiędzy obwodowym a ośrodkowym 

układem nerwowym (Tab. 1). Przegląd literatury sugeruje ponadto kluczowy udział dwóch typów 

neureguliny-1, typu I i typu III w dojrzewaniu i funkcjonowaniu komórek mielinizujących i w samej 
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mielinizacji w obydwu ośrodkach układu nerwowego (Kataria, Alizadeh i Karimi-Abdolrezaee, 2019; 

Mei i Xiong, 2008).  

 

Tabela 1. Udział izoform I i III neureguliny-1 w funkcjonowaniu komórek mielinizujących i regulacji 

mielinizacji w ośrodkowym i obwodowym układzie nerwowym 

 Ośrodkowy układ nerwowy Obwodowy układ nerwowy 

NRG-1 typ I 

nadekspresja prowadzi do hypermielinizacji 

(Brinkmann i in., 2008) 

nadekspresja prowadzi do demielinizacji (Zanazzi i 

in., 2001) 

nie jest niezbędna do mielinizacji przez komórki 

Schwanna (Bartus i in., 2016) 

wpływa na różnicowanie komórek Schwanna 

(Fledrich i in., 2014) 

poziom wzrasta po zaindukowaniu demielinizacji 

(Stassart i in., 2013) 

NRG-1 typ III 

nadekspresja prowadzi do hypermielinizacji 

(Brinkmann i in., 2008) 

nadekspresja prowadzi do hypermielinizacji 

(Michailov i in., 2004) 

stymuluje mielinizację przez oligodendrocyty 

(Taveggia i in., 2008) 

wpływa na dojrzewanie prekursorów i migrację 

komórek Schwanna (Miyamoto i in., 2017; 

Wolpowitz i in., 2000) 

reguluje pierwotną mielinizację i remielinizację 

aksonów przez komórki Schwanna (Fricker i in., 

2011) 

 

1.5.3. Funkcje neureguliny-1 w regeneracji układu nerwowego 

Wpływ neureguliny-1 na rozwój i stabilizację aksonów w obwodowym układzie nerwowym 

oraz ich mielinizację przez komórki Schwanna sugeruje jej silne zaangażowanie w proces endogennej 

regeneracji. Zwiększona ekspresja NRG-1 w obwodowym układzie nerwowym została stwierdzona po 

uszkodzeniu aksonów obwodowych, motoneuronów i neuronów zwojów korzeni grzbietowych 

(Stassart i in., 2013; Carroll i in., 1997). Warto zaznaczyć, iż nadekspresja zarówno NRG-1 typu I, jak 

i NRG-1 typu III po uszkodzeniu nerwów obwodowych wzmagała co prawda remielinizację, jednak 

przewodnictwo nerwowe w tak zremielinizowanych aksonach okazało się słabsze niż przed 

demielinizacją (Stassart i in., 2013). Z kolei w pracy Belin i wsp., z wykorzystaniem zwierzęcego 

modelu wrodzonej neuropatii hipomielinizacyjnej (ang. congenital hypomyelinating neuropathy) 

pokazano, iż genetyczna modulacja ekspresji NRG-1 typu III na różnych etapach rozwoju może 

poprawić mielinizację aksonów przez komórki Schwanna (Belin i in., 2019).  

W przypadku uszkodzeń OUN stwierdzono natomiast rozregulowanie ekspresji NRG-1. W 

pracach zespołu Karimi-Abdolrezaee pokazano, iż zarówno w wyniku kompresyjnego, jak i 

indukowalnego farmakologicznie uszkodzenia rdzenia kręgowego u szczurów następuje spadek 

ekspresji NRG-1 (Kataria i in., 2018; Gauthier, Kosciuczyk, Tapley i Karimi-Abdolrezaee, 2013). 

Ponadto, zaburzenie ekspresji NRG-1 typu β1 stwierdzono także w eksperymentalnym 

autoimmunologicznym zapaleniu mózgu i rdzenia kręgowego (EAE), będącym MS. Spadek poziomu 

NRG-1 typu β1 zaobserwowano zarówno w fazie presymptomatycznej, jak i symptomatytcznej w 

rdzeniu kręgowym, śledzionie i w osoczu krwi. Podskórna suplementacja rekombinowanym peptydem 

NRG-1 typu β1 łagodziła z kolei przebieg choroby poprzez regulację aktywności monocytów i 

makrofagów, limfocytów Th1 i mikrogleju (Kataria i in., 2021). Z kolei u myszy z mutacją G93A w 
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genie kodującym SOD1, stanowiącym zwierzęcy model ALS cechujący się ograniczoną 

przeżywalnością osobników (SOD1G93A), stwierdzono spadek ekspresji NRG-1 w zakończeniach post-

synaptycznych motoneuronów, a ekspresja egzogennej NRG-1 typu III przedłużała życie zwierząt 

(Lasiene i in., 2016). W pracy Mòdol-Caballero i wsp. zaobserwowano natomiast synergistyczny efekt 

nadekspresji NRG-1 typu I w mięśniach szkieletowych i nadekspresję NRG-1 typu III w rdzeniu 

kręgowym myszy SOD1G93A, polegający na poprawie przeżywalności motoneuronów i zmniejszonej 

aktywacji gleju, co przełożyło się na poprawę wyników testów behawioralnych oraz odsunięcie w czasie 

symptomów neurologicznych choroby (Mòdol-Caballero i in., 2021). W przypadku farmakologicznego 

uszkodzenia mózgu neurotoksyną fluorofosforanem diizopropylu (DFP) podanie NRG-1 ograniczyło 

nadmierną aktywację komórek mikrogleju, co przełożyło się na zwiększenie przeżycia neuronów w 

obszarze uszkodzenia (Li i in., 2015b). Co ciekawe, Marballi i wsp. zaobserwowali także związek 

pomiędzy polimorfizmem genu Nrg-1, a zaburzeniami aktywności układu immunologicznego w 

schizofrenii. Badania rodzin z Kostaryki posiadających mutację typu zmiany sensu (ang. missens) w 

genie Nrg-1 wykazały istotny wzrost poziomu cytokin prozapalnych w osoczu krwi, co potwierdzono 

także w analizach in vitro komórek linii limfoblastoidalnej (Marballi i in., 2010). Te i inne badania 

(Kataria, Alizadeh i Karimi-Abdolrezaee, 2019) wskazują zatem istotny udział NRG-1 w 

funkcjonowaniu komórek układu immunologicznego. Z klinicznego punktu widzenia terapia oparta na 

suplementacji NRG-1 również wydaje się realna, gdyż peptyd NRG-1 ma zdolność przechodzenia przez 

barierę krew-mózg (Kastin, Akerstrom i Pan, 2004). W połączeniu z pozytywnym wpływem na 

funkcjonowanie komórek glejowych daje to zatem podstawy do zastosowania NRG-1 do stymulacji 

procesów regeneracyjnych oraz przeciwdziałaniu skutkom przeszczepu komórek terapeutycznych do 

„nieprzyjaznego mikrośrodowiska” (Rozdz. 1.3.5.1.) w upośledzonym układzie nerwowym.  

Z powyższych badań wynika, że NRG-1 jest zaangażowana w mielinizację na poziomie rozwoju 

płodowego i remielinizację po urodzeniu, oraz dojrzewanie i migrację oligodendrocytów. W związku z 

tym obiecującym kierunkiem dalszych badań wydaje się zastosowanie GRPs z nadekspresją NRG-1. 

Jedną z metod wywołania nadekspresji NRG-1 jest użycie odpowiednich nośników genetycznych, 

takich jak wektory lentiwirusowe.  

1.6. Wektory lentiwirusowe w inżynierii genetycznej 

1.6.1. Charakterystyka lentiwirusów 

Lentiwirusy, zwane również wirusami „powolnymi” (łac. lente, powoli), należą do rodziny 

retrowirusów (łac. Retroviridae). Zasadniczymi cechami uniwersalnymi dla retrowirusów jest: i. 

kodowanie informacji genetycznej w postaci RNA, ii. obecność genu kodującego odwrotną 

transkryptazę, i iii. zdolność integracji do genomu komórki-gospodarza (Cockrell i Kafri, 2007). 

Funkcją enzymu odwrotnej transkryptazy jest przepisywanie informacji genetycznej z RNA na DNA, 

w procesie zwanym odwrotną transkrypcją. Lentiwirusy przechowują informację genetyczną w postaci 

dwóch kopii jednoniciowego RNA o dodatniej polarności [ssRNA(+)], otoczonych kapsydem i białkami 

otoczki (Chen, Keiser i Davidson, 2018). Wszystkie lentiwirusy kodują ponadto przynajmniej trzy geny 

(gag, pol i env) odpowiadające, odpowiednio, za replikacją, integrację, i syntezę otoczki wirusowej, 

które otoczone są długimi sekwencjami końcowymi (LTRs) o długości 600-900 nukleotydów, 

zaangażowanymi m.in. w integrację wirusa do genomu gospodarza (Gouvarchin Ghaleh i in., 2020; 

Pereira, 2000).  

Spośród wielu poznanych lentiwirusów szczególne zainteresowanie w inżynierii genetycznej 

wzbudza wirus ludzkiego niedoboru odporności (HIV). Podyktowane jest to jego zdolnością stabilnej 

integracji do genomu komórek zarówno dzielących, jak i nie dzielących się. Stwarza to możliwość 
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szerokiego zastosowania zmodyfikowanego wirusa HIV, jako wektora genetycznego (Sachdeva i in., 

2007; Liu i Berkhout, 2014).  

 Cykl życiowy lentiwirusa składa się z fazy wczesnej oraz fazy późnej. Pierwszym etapem jest 

wniknięcie autonomicznego, dojrzałego wirusa (wirionu) do komórki gospodarza na drodze endocytozy 

lub adsorpcji mediowanej przez receptor (Ryu, 2017; Wang i in., 2018a). W przypadku HIV adsorpcja 

jest możliwie dzięki interakcji pomiędzy receptorem CD4 na powierzchni limfocytów T a białkiem 

gp120 otoczki wirusa. Skutkuje to zmianami konformacyjnymi otoczki, co umożliwia połączenie się 

wirusa z ko-receptorami CCR5 lub CXCR4 komórki, a w konsekwencji jego fuzję błonową (Cervera i 

in., 2019). W cytoplazmie dochodzi do rozpadu otoczki wirusowej, syntezy odwrotnej transkryptazy i 

przepisania informacji genetycznej wirusa z RNA na cDNA z użyciem endogennych nukleotydów, a 

następnie transport nowo zsyntetyzowanego cDNA do jądra komórkowego (Borrenberghs i in., 2016). 

Co ciekawe, cDNA HIV transportowane jest do jądra przez pory jądrowe z udziałem białka CA kapsydu, 

a brak białka CA uniemożliwia HIV zakażanie komórek nie dzielących się (Yamashita i Emerman, 

2004). W jądrze prowirusowe cDNA ulega integracji do genomu gospodarza, a tym samym lentiwirus 

osiąga stan prowirusowy. Samo miejsce integracji nie jest całkowicie losowe, w przypadku HIV jest to 

z reguły obszar jednostek transkrypcyjnych (Larsen i in., 2018; Singh, Bedwell i Engelman, 2022; 

Winans i in., 2022). Ponadto, w przypadku zakażenia komórki dzielącej się, stabilna integracja 

prowirusa umożliwia ciągłe replikowanie się cDNA wirusa wraz z replikacją DNA gospodarza. Od tego 

momentu lentiwirus wchodzi w końcową fazę cyklu życiowego, ukierunkowaną na syntezę wirusowego 

RNA i białkowych cząstek wirusowych niezbędnych do odtworzenia nowego, samodzielnego wirionu, 

poprzez wykorzystanie maszynerii transkrypcyjnej i translacyjnej gospodarza. Nowopowstały 

lentiwirus wydostaje się z komórki w kilkuetapowym procesie zwanym pączkowaniem (ang. budding) 

do przestrzeni międzykomórkowej, gdzie dojrzewa i ponownie wchodzi we wczesną fazę cyklu 

życiowego (Sundquist i Krausslich, 2012; Milone i O’Doherty, 2018).  

1.6.2. Powstanie i optymalizacja wektorów lentiwirusowych 

Do dziś stworzono cztery generacje wektorów lentiwirusowych opartych o HIV. Pierwsza 

generacja lentiwirusów powstała dzięki pionierskim eksperymentom Luigiego Naldiniego i 

współpracowników (Naldini i in., 1996b; a), którzy posegregowali sekwencje wirusowe do trzech 

oddzielnych plazmidów. W pierwszym plazmidzie zakodowany został gen reporterowy otoczony 

sekwencjami wirusowymi 5’ i 3’ LTR, w drugim geny związane z pakowaniem wirusa, a w trzecim gen 

env kodujący białka otoczki. Ponieważ poszczególne plazmidy nie były zdolne do samodzielnej 

replikacji, zwiększyło to kontrolę nad wektorem, a tym samym bezpieczeństwo jego stosowania. 

Ponadto, w procesie określanym jako pseudotypowanie (ang. pseudotyping), gen env kodujący otoczkę 

wirusową HIV zastąpiony został analogicznym genem z wirusa pęcherzykowatego zapalenia jamy 

ustnej (VSV). Wirus ten rozpoznaje receptor dla lipoproteiny o niskiej gęstości (LDL), który występuje 

na komórkach częściej niż CD4, a tym samym poszerza pole do zastosowanie wektora lentiwirusowego. 

Pozostałe geny HIV, w tym vif, vpr, vpu, nef, gag, pol, tat oraz rev, pozostały zachowane. Kompletny 

wektor lentiwirusowy uzyskiwano w wyniku ko-transfekcji wszystkimi trzema plazmidami linii 

ludzkich komórek zarodkowych nerki (HEK 293T). W trakcie dalszej hodowli w stransfekowanych 

komórkach HEK 293T ekspresji ulegały poszczególne geny wirusa, a na koniec złożony wektor 

izolowano z nadsączy hodowli komórek.  

Druga generacja lentiwirusów pozbawiona była już genów vif, vpr, vpu i nef. Stwierdzono, 

bowiem, iż dla zachowania zdolności integracji i replikacji wektora lentiwirusowego niezbędne okazały 

się cztery geny: gag, pol, tat oraz rev. Ekspresja wklonowanego transgenu kontrolowana była przez 

słaby promotor znajdujący się w obrębie sekwencji 5’ LTR, zależny od Tat (Schlimgen i in., 2016).  
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Trzecia generacja wektorów lentiwirusowych w jeszcze większym stopniu poprawiła 

bezpieczeństwo ich stosowania. Plazmid pakujący został podzielony na dwa – geny pol i gag 

zakodowane zostały na oddzielnym plazmidzie od genów env i rev. Z kolei przed transgenem, w obrębie 

sekwencji 5’ LTR, zastosowany został konstytutywny promotor, co umożliwiło usunięcie genu tat (Dull 

i in., 1998; Trono, 2002). Było to niezbędne, gdyż gen tat powiązany został z częstszym występowaniem 

mięsaka Kaposiego u pacjentów z zespołem nabytego niedoboru odporności (AIDS), powodowany 

przez HIV (Yang i in., 2020). Ponadto, w obrębie 3’ LTR wprowadzono 400-nukleotydową delecję, co 

ograniczyło ryzyko replikacji w wyniku spontanicznej rekombinacji natywnych sekwencji HIV. 

Powstały obszar, określony jako SIN-LTR, uczynił wektory lentiwirusowe typu trzeciego wektorami 

typu samo-inaktywującego (SIN, ang. self-inactivating), w jeszcze większym stopniu zwiększając ich 

bezpieczeństwo (Dull i in., 1998; Gouvarchin Ghaleh i in., 2020).  

Ostatnia, czwarta generacja wektorów lentiwirusowych, zwanych LTR1, zaproponowana 

została w 2017 roku przez Vink i współpracowników (Vink i in., 2017). Sekwencje pakujące 

umieszczono poniżej obszaru SIN-LTR, co spowodowało, iż nie poddawane były one odwrotnej 

transkrypcji, a tym samym nie ulegały integracji do DNA gospodarza. Ograniczyło to do 441 

nukleotydów długość sekwencji pochodzenia wirusowego wbudowywanych do genomu, zmniejszając 

tym samym ryzyko spontanicznych rekombinacji, a dodatkowo umożliwiło osiągnięcie wyższego 

poziomu ekspresji transgenu w krótszym czasie, w stosunku do poprzednich generacji wektorów 

lentiwirusowych.  

1.6.3. Zastosowanie wektorów lentiwirusowych 

 Wiele lat badań uczyniło wektory lentiwirusowe jednymi z najlepiej poznanych narzędzi w 

inżynierii genetycznej, zarówno w badaniach podstawowych, jak i klinicznych i przedklinicznych. 

Jednym z głównych zastosowań wektorów lentiwirusowych jest wywoływanie nadekspresji (ang. 

overexpression) bądź wyciszenia (ang. silencing) genetycznego (Tolmachov, Tolmachova i A., 2011). 

W przypadku nadekspresji, komórki poddawane są transdukcji wektorem z wklonowaną, egzogenną 

sekwencją mającą ulec ekspresji, a znajdującą się pod konstytutywnym (np. pochodzącym z genu β-

aktyny), bądź indukowalnym promotorem (np. w przypadku systemu Tet-On, aktywowanym 

tetracykliną) (Nowak i in., 2022; Gossen i Bujard, 1992). W analogiczny sposób zaprojektowany może 

zostać lentiwirusowy wektor wyciszający. W tym celu, jako transgen zastosowana może być sekwencja 

kodująca małe interferujące RNA (ang. small interfering RNA, siRNA). Te 21-25-nukleotydowe 

sekwencje powodują degradację endogennego, komplementarnego mRNA, hamując powstawanie w 

komórce funkcjonalnego produktu (wyciszenie jego ekspresji) (Lam, Chow, Zhang i Leung, 2015). 

Dodatkowo, system ekspresyjny zaprojektowany może zostać tak, aby ulegać ekspresji tylko w 

konkretnych rodzajach komórek (np. poprzez zastosowanie promotora genu kodującego GFAP w celu 

wywołania specyficznej ekspresji transgenu m.in. w komórkach glejowych), bądź w konkretnych 

stanach patofizjologicznych [np. stosując promotor genu kodującego HIF-1α (czynnik 1α indukowany 

hipoksją, ang. hypoxia-inducible factor 1α), aktywowany w przebiegu udaru mózgu] (Zhang i in., 2009). 

Obecnie stosowane są również nowe, zaawansowane techniki inżynierii genetycznej oparte na 

wektorach lentiwirusowych, bazujące na elementach systemu CRISPR/Cas9 (Rozdz. 1.3.4.), takie jak 

system lentiwirusowych cząstek aktywacyjnych (LAPs) (Rozdz. 4.3.2.).  
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2. Założenia i cel pracy 

Spośród szeregu schorzeń układu nerwowego, jednym z istotnych problemów klinicznych są 

choroby demielinizacyjne, charakteryzujące się uszkodzeniem otoczki mielinowej w ośrodkowym i 

obwodowym układzie nerwowym. Do chorób demielinizacyjnych zaliczyć można m.in. leukodystrofie 

czy stwardnienie rozsiane. Zjawisko demielinizacji związane jest także z szeregiem chorób 

neurodegeneracyjnych, takich jak stwardnienie zanikowe boczne, czy z urazami mózgu i rdzenia 

kręgowego. Z uwagi na zróżnicowaną etiologię, schorzenia te manifestują się w postaci szeregu 

objawów neurologicznych, które upośledzają normalne funkcjonowanie pacjentów, stanowiąc jedno z 

głównych obciążeń współczesnego społeczeństwa. Brak skutecznej metody leczenia tych chorób skłania 

naukowców i klinicystów do poszukiwania nowych terapii w celu przywrócenia upośledzonych funkcji 

neuronów i regeneracji uszkodzonych struktur układu nerwowego. Glejowo-specyficzne komórki 

progenitorowe (GRPs) posiadają cechy wskazujące na ich duży potencjał do zastosowania w terapii 

regeneracyjnej schorzeń demielinizacyjnych. Dotychczasowe badania eksperymentalne, podobnie jak 

wyniki poprzednich badań prowadzonych w naszym zespole wykazały, że przeszczepy GRPs w 

zwierzęcych modelach chorób demielinizacyjnych powodują wytwarzanie mieliny i częściową 

kompensację deficytów neurologicznych oraz wydłużenie życia zwierząt. Jednak wciąż niedostateczna 

skuteczność terapeutyczna egzogennych progenitorów glejowych skłania badaczy do poszukiwań 

metod zwiększania właściwości regeneracyjnych tych komórek po podaniu in vivo. Takimi metodami 

są modyfikacje komórek prowadzące do nadekspresji genetycznych plejotropowych czynników 

wzrostu. W tym kontekście szczególne zainteresowanie wzbudza, kodowana przez gen Nrg-1, 

neuregulina-1 (NRG-1). Najnowsze badania wykazały wpływ neureguliny-1 na rozwój i stabilizację 

aksonów w obwodowym układzie nerwowym oraz ich mielinizację przez komórki Schwanna, a także 

zdolność do modulacji odpowiedzi immunologicznej po uszkodzeniach, co sugeruje jej istotne 

zaangażowanie w regenerację uszkodzonych struktur nerwowych.  

 Powyższe obserwacje stanowiły podstawę do zaprojektowania badań, będących przedmiotem 

niniejszej pracy doktorskiej.  

   

Celem moich badań była weryfikacja hipotezy zakładającej, że nadekspresja neureguliny-1 w 

glejowo-specyficznych komórkach progenitorowych (GRPs) zmienia ich właściwości funkcjonalne, 

które mogą być istotne dla zwiększenia potencjału zastosowania GRPs w terapii chorób związanych z 

demielinizacją.  

 

Przedmiotem prowadzonych przeze mnie badań były glejowo-specyficzne komórki 

progenitorowe izolowane z tkanki nerwowej płodów myszy (mGRPs). Modyfikacje genetyczne mGRPs 

w celu wywołania nadekspresji neureguliny-1 typu I (NRG-1 typu I) przeprowadzone zostały poprzez 

transdukcję komórek wektorami lentiwirusowymi kodującymi NRG-1 typu I. Badania dotyczyły analizy 

poziomu ekspresji NRG-1 w zmodyfikowanych mGRPs, ich fenotypu, oraz właściwości 

funkcjonalnych mGRPs-NRG-1 in vitro.  

 

Zadania te były realizowane w poszczególnych etapach pracy doktorskiej: 

 I etap miał na celu opracowanie metody izolacji i selektywnej hodowli glejowo-specyficznych 

komórek progenitorowych z tkanki nerwowej płodów myszy (mGRPs) 

 II etap miał za zadanie optymalizację protokołu transdukcji mGRPs i przeprowadzenie transdukcji 

komórek w celu wywołania w nich nadekspresji neureguliny-1 przy pomocy wektorów 

lentiwirusowych 

 Kolejne etapy dotyczyły oceny fenotypu i właściwości funkcjonalnych transdukowanych mGRPs w 

badaniach in vitro 
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3. Materiał badawczy 

3.1. Mysie glejowo-specyficzne komórki progenitorowe (mGRPs)  

Przedmiot badań stanowiły mysie progenitory glejowe (mGRPs), izolowane z kory mózgowej 

płodów w 13-14 dniu rozwoju płodowego (E13-E14), obydwu płci, uzyskane od zdrowych, losowo 

dobranych, ciężarnych samic Mus musculus szczepu C57BL/6. Hodowla zwierząt prowadzona była w 

Instytucie Medycyny Doświadczalnej i Klinicznej im. Mirosława Mossakowskiego PAN, zgodnie z 

wewnętrznym regulaminem Instytutu. Zwierzęta hodowane były w klimatyzowanym pomieszczeniu o 

stałej temperaturze 22°C, przy stałym cyklu dobowym (12 h faza jasna/12 h faza ciemna) i 50-55% 

wilgotności powietrza. Zwierzęta posiadały swobodny dostęp do wody i sterylizowanej paszy 

hodowlanej. Hodowla prowadzona była w standardowych, przezroczystych klatkach ze szkła 

akrylowego, wypełnionych ściółką, utrzymywanych w systemie klatek indywidualnie wentylowanych 

(ang. individually ventilated cages). Liczba zwierząt w poszczególnych klatkach wynosiła 4-5. 

Procedura izolacji mGRPs odbywała się w warunkach sterylnych, w oddzielnym pomieszczeniu.  

3.2. Mysie neurony zwojów korzeni grzbietowych (mDRGs) 

 W badaniach wykorzystywano mysie neurony zwojów korzeni grzbietowych (mDRGs), 

wyizolowane od zdrowych, losowo dobranych Mus musculus szczepu BALB/c, obydwu płci, w wieku 

8-9 tygodni. Hodowla zwierząt prowadzona była w Trójmiejskiej Akademickiej Zwierzętarni 

Doświadczalnej Gdańskiego Uniwersytetu Medycznego, zgodnie z wewnętrznym regulaminem 

Uniwersytetu. Zwierzęta hodowane były w klimatyzowanym pomieszczeniu o stałej temperaturze 20-

24°C, przy stałym cyklu dobowym (12 h faza jasna/12 h faza ciemna) i 45-65% wilgotności powietrza, 

z 15-20 wymianami powietrza na godzinę. Zwierzęta posiadały swobodny dostęp do wody i 

sterylizowanej paszy hodowlanej. Hodowla prowadzona była w standardowych, przezroczystych 

klatkach ze szkła akrylowego, wypełnionych ściółką. Liczba zwierząt w poszczególnych klatkach 

wynosiła 4-5. Procedura izolacji mDRGs odbywała się w warunkach sterylnych, w oddzielnym 

pomieszczeniu.  

 

4. Metody badań  

4.1. Izolacja mGRPs 

W celu izolacji tkanki nerwowej z płodów, wykorzystano samice myszy szczepu C57BL/6 

będące w 13-14 dniu ciąży (E13-E14), licząc od dnia, w którym zaobserwowano obecność czopa 

śluzowego w pochwie (E1). Myszy usypiano w narkozie izofluranowej (Iso-vet, Chanelle Pharma, 

Galway, Irlandia) i uśmiercano przez przerwanie rdzenia kręgowego. Po ustaniu odruchów 

zwierzęcia umieszczano je w sterylnej przestrzeni, w pozycji na plecach, obszar brzuszny 

dezynfekowano 70% roztworem alkoholu etylowego i rozcinano powłoki skórne w celu ekspozycji 

macicy. Następnie przecinane były rogi macicy, a wypreparowana macica, zawierająca płody, 

przenoszona była do szalki Petriego wypełnionej sterylną pożywką DMEM/F-12 (Thermo Fisher 

Scientific, Waltham, MA, USA). Z jednej ciężarnej samicy uzyskiwano średnio 8 płodów. Płody 

izolowano pojedynczo i przenoszono je do nowej szalki Petriego wypełnionej sterylną pożywką 

DMEM/F-12 a następnie dekapitowano. Głowy płodów przenoszono do nowej szalki Petriego 

wypełnionej sterylną pożywką DMEM/F-12. Dalsze procedury przeprowadzano z zastosowaniem 

mikroskopu dysekcyjnego (Leica Microsystems, Wetzlar, Niemcy). W celu ekspozycji mózgowia 

rozcinano powłoki skórne głowy i usuwano opony mózgu. Następnie odcinano móżdżek i pień mózgu. 

Tak wypreparowany mózg stanowił materiał do izolacji komórek. Heterogenną mieszaninę komórek 

http://rcin.org.pl



51 
 

uzyskiwano poprzez: (1) inkubację tkanki nerwowej w 10 ml odczynnika TrypLE™ (Thermo Fisher 

Scientific) z dodatkiem 10 µl DNazy I (DN25; Sigma, St. Louis, MO, USA) przez 10 minut; (2) 

wymieszanie, a następnie trawienie tkanki w 37°C przez 10 min; (3) dodanie 5 ml pożywki GRP 

Medium (skład pożywki zamieszczony w Tab. 2); (4) ponowne wymieszanie, a następnie wirowanie 

przy 300 × g przez 5 min; (5) odrzucenie nadsączu, zawieszenie osadu w 10 ml odczynnika TrypLE™ 

z dodatkiem 10 µl DNazy I, i inkubację w 37°C przez 10 min; (6) ponowne wymieszanie, a następnie 

wirowanie przy 300 × g przez 5 min; (7) odrzucenie nadsączu.  

 

Tabela 2. Skład pożywki „GRP Medium” do hodowli mysich progenitorów glejowych (mGRPs) 

Składnik pożywki Objętość / masa Producent 
Numer 

katalogowy 

DMEM/F-12 500 ml Thermo Fisher Scientific 11320033 

B27 (50X) 10 ml Thermo Fisher Scientific 17504044 

N2 (100X) 5 ml Thermo Fisher Scientific 17502048 

Albumina surowicy bydlęcej  

(ang. bovine serum albumin, BSA) 
0,5 g Sigma A7030 

Heparyna (50 mg/ml) 10,4 µl Sigma H3149 

Penicylina/streptomycyna  

(10 000 U/ml) 
5 ml Thermo Fisher Scientific 15140122 

 

4.2. Selektywna hodowla pierwotna mGRPs 

Wyizolowane komórki zawieszano w pożywce GRP Medium z dodatkiem 20 ng/ml 

zasadowego czynnika wzrostu fibroblastów (bFGF; Peprotech, Rocky Hill, NJ, USA). Komórki 

wyizolowane z 8 płodów myszy wysiewano proporcjonalnie do 3 butelek hodowlanych T25 (Corning, 

Somerville, MA, USA) pokrytych poli-L-lizyną (PLL; Thermo Fisher Scientific) i lamininą (LAM; 

Thermo Fisher Scientific). Tak założoną hodowlę prowadzono w standardowych warunkach (37°C, 

95% wilgotności, 21% O2, 5% CO2). Wymianę pożywki na świeżą przeprowadzano co 48 godzin. 

Hodowlę komórek monitorowano regularnie z użyciem odwróconego mikroskopu świetlnego (Carl 

Zeiss, Jena, Niemcy), a dokumentację prowadzano rejestrując obrazy komórek za pomocą aparatu 

fotograficznego (Canon, Tokio, Japonia). Po osiągnięciu przez komórki 80% konfluencji 

przeprowadzano pasaż. W tym celu odciągano pożywkę hodowlaną, przemywano komórki roztworem 

buforowanej fosforanem soli fizjologicznej o pH 7,4 (PBS; 137 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 10 mM 

Na2HPO4, 1,8 mM KH2PO4), dodawano do komórek odczynnik TrypLE™ o temperaturze 37°C, i 

inkubowano w temp. 37°C przez 3-5 min. Po tym czasie enzym unieczynniano poprzez dodanie 

analogicznej objętości świeżej pożywki GRP Medium. Otrzymaną zawiesinę odwirowywano przy 300 

× g przez 5 min, a po odrzuceniu nadsączu pozostałe w osadzie komórki liczono przy użyciu komory 

Bürkera i wysiewano do butelek hodowlanych T75 (Corning) pokrytych PLL/LAM, w gęstości 6 × 104 

komórek/cm2. Komórki te określano, jako P1, po kolejnej procedurze pasażowania, jako P2 itd. Podczas 

pasaży komórki wybiórczo sprawdzono na obecność zakażenia bakteriami z rodzaju Mycoplasma za 

pomocą testu MycoSPY® (Biontex Laboratories, Monachium, Niemcy), zgodnie z protokołem 

producenta. Komórki zamrażano w gęstości 6 × 106 komórek/probówkę mrożeniową w komercyjnej 

pożywce do mrożenia ATCC Freezing Medium (ATCC, Manassas, VA, USA). Tak zamrożone komórki 

przenoszono na 24 godziny do temperatury -80°C, a następnie do -150°C do fazy gazowej ciekłego 

azotu, gdzie przechowywane były do czasu dalszych analiz.  
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4.3. Nadekspresja NRG-1 w mGRPs 

4.3.1. Metody wywołania nadekspresji z użyciem lentiwirusowych wektorów ekspresyjnych 

4.3.1.1. Wektory lentiwirusowe 

W celu wywołania nadekspresji NRG-1 w mGRPs wykorzystano dwa lentiwirusowe wektory 

ekspresyjne trzeciej generacji:  

 wektor pLenti-GIII-CMV, dostarczony przez firmę Applied Biological Materials Inc. (ABM, 

Richmond, BC, Kanada) (Ryc. 4A), sklonowany i zsekwencjonowany przez firmę A&A 

Biotechnology (Gdańsk, Polska). Pod promotorem CMV umieszczona została sekwencja cDNA 

NRG-1 typu I z myszy, w fuzji z białkiem reporterowym mCherry pozwalającym na identyfikację 

komórek stransdukowanych (Shu i in., 2006), a pod promotorem SV40 gen oporności na 

puromycynę (Luna i in., 1988; Vara, Portela, Ortìn i Jimènez, 1986). Równolegle, jako kontrolę 

sklonowano analogiczny wektor kodujący pod promotorem CMV sekwencję cDNA NRG-1 typu 

III z myszy, w fuzji z mCherry. Sekwencje cDNA mysiej NRG-1 typu I i NRG-1 typu III uzyskano 

od Dr. Markusa H. Schwab’a (Hannover Medical School, Hannover, Niemcy). Mapy genetyczne 

pełnych wektorów lentiwirusowych (pLenti-GIII-CMV-NRG-1 typ I-mCherry i pLenti-GIII-CMV-

NRG-1 typ III-mCherry) przygotowano za pomocą oprogramowania SnapGene (GSL Biotech, 

Boston, MA, USA), i przedstawiono na Ryc. 4B, C.  

 

 wektor HIV-SFFV-IRES-mRFP, dostarczony i sklonowany przez dr Agnieszkę Graczyk-Jarzynkę 

(Pracownia Immunologii, Instytut Medycyny Doświadczalnej i Klinicznej im. Mirosława 

Mossakowskiego Polskiej Akademii Nauk). Pod jednym promotorem SFFV (ang. spleen focus-

forming virus) umieszczone zostały sekwencje cDNA NRG-1 typu I oraz białka reporterowego 

mRFP (ang. monomeric red fluorescent protein), pozwalającego na identyfikację komórek 

stransdukowanych, przedzielone sekwencją IRES (ang. Internal Ribosome Entry Site) (Pelletier i 

Sonenberg, 1988; Jang i in., 1988), umożliwiającą ko-ekspresję obydwu sekwencji pod kontrolą 

transkrypcyjną wspólnego promotora, lecz z niezależnie zachodzącą translacją. Jako kontrolę 

stosowano bazowy wektor kodujący samą sekwencję białka reporterowego mRFP (HIV-SFFV-

IRES-mRFP). Mapy genetyczne wektorów lentiwirusowych HIV-SFFV-NRG-1 typ I-IRES-mRFP 

i HIV-SFFV-IRES-mRFP przygotowano za pomocą oprogramowania SnapGene i przedstawiono 

na Ryc. 5A, B. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

http://rcin.org.pl



53 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  
Rycina 4. Mapy genetyczne wektorów lentiwirusowych (A) pLenti-GIII-CMV (https://www.abmgood.com/),  
(B) pLenti-GIII-CMV-NRG-1 typ I-mCherry i (C) pLenti-GIII-CMV-NRG-1 typ III-mCherry.  
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Rycina 5. Mapy genetyczne wektorów lentiwirusowych (A) HIV-SFFV-IRES-mRFP i (B) HIV-SFFV-NRG-1 
typ I-IRES-mRFP.  

 

4.3.1.2. Przygotowanie wektorów lentiwirusowych 

W celu przygotowania wektorów lentiwirusowych na szalkę o średnicy 10 cm (Nunc, Thermo 

Fisher Scientific) wysiewano 2,8 mln komórek HEK 293T i hodowano w pożywce DMEM (Dulbecco's 

Modified Eagle Medium; Thermo Fisher Scientific) bez antybiotyków, w standardowych warunkach, do 

uzyskania przez komórki 30% konfluencji. W dniu transfekcji pożywkę zmieniano na OptiMEM™ 

(Thermo Fisher Scientific) z dodatkiem 5% płodowej surowicy bydlęcej (FBS, ang. fetal bovine serum), 

w objętości 9 ml/szalka. W oddzielnych naczyniach przygotowywano roztwory plazmidów [0,5 ml 

A 

B 
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OptiMEM™ + 4 µg plazmidu pakującego psPAX2 (Plasmid #12260; Addgene, Watertown, MA, USA) 

+ 2,5 µg plazmidu pMD2.G (Plasmid #12259; Addgene), kodującego otoczkę z wirusa VSV-G + 4 µg 

odpowiedniego plazmidu (pLenti-GIII-CMV-NRG-1 typ I-mCherry, pLenti-GIII-CMV-NRG-1 typ III-

mCherry, HIV-SFFV-IRES-mRFP lub HIV-SFFV- NRG-1 typ I-IRES-mRFP) oraz odczynnika do 

transfekcji [0,5 ml OptiMEM™ + 31,5 µl polietylenoiminy (PEI) w stężeniu 1 mg/ml]. Następnie 

roztwór PEI dodawano do roztworu plazmidu, mieszano i inkubowano przez 15 min w RT w celu 

utworzenia kompleksów. Na koniec, po 1 ml mieszaniny kompleksów plazmidów z PEI dodawano do 

komórek HEK 293T poprzez nakraplanie, do całkowitej objętości 10 ml. Tak transfekowane komórki 

inkubowano przez 16 h w standardowych warunkach hodowlanych. Po tym czasie pożywkę z 

mieszaniną transfekcyjną zamieniano na 6 ml świeżej pożywki DMEM z dodatkiem 5% FBS, bez 

antybiotyków. Hodowlę kontynuowano przez 48 h w standardowych warunkach. Po tym czasie 

pożywkę znad komórek, zawierającą spakowane wektory wirusowe, zbierano, filtrowano przez filtr 

strzykawkowy o wielkości porów 0,45 µm, wirowano w celu zatężenia przy 2 500 × g przez 16 h w 

10°C, i zamrażano w temperaturze -80°C.  

4.3.1.3. Transdukcja mGRPs z użyciem LVs 

W pierwszym dniu eksperymentu mGRPs w pasażu pierwszym wysiewano na 6-dołkowych 

szalkach hodowlanych (Corning) pokrytych PLL/LAM, w gęstości 6 × 104 komórek/cm2, w pożywce 

GRP Medium z dodatkiem 20 ng/ml bFGF. Hodowlę prowadzono w 3 ml pożywki do czasu osiągnięcia 

przez komórki 50% konfluencji. W dniu transdukcji mieszaninę spakowanych wektorów wirusowych 

(pLenti-GIII-CMV-NRG-1 typ I-mCherry, pLenti-GIII-CMV-NRG-1 typ III-mCherry, HIV-SFFV-

IRES-mRFP lub HIV-SFFV- NRG-1 typ I-IRES-mRFP) rozmrażano na lodzie. Transdukcję 

rozpoczynano usuwając z każdego dołka hodowlanego po 1 ml pożywki i dodając przez nakraplanie po 

1 ml odpowiedniej mieszaniny wektorów wirusowych. Na tym etapie, podczas optymalizacji protokołu 

transdukcji przetestowano także dwie modyfikacje, polegające na użyciu polibrenu (bromku 

heksadimetryny) oraz dodatkowy etap spinokulacji. Polibren zwiększa wiązanie pomiędzy kapsydem 

wirusa a błoną komórki poprzez zobojętnienie ładunku elektrycznego, tym samym zwiększając 

wydajność transdukcji. Zastosowanie polibrenu (nr kat. sc-134220, Santa Cruz Biotechnology, Dallas, 

TX, USA) polegało na dodaniu go do pożywki hodowlanej w stężeniu 2 µg/ml przed rozpoczęciem 

transdukcji. Z kolei spinokulacja polega na wirowaniu naczynia zawierającego transdukowane komórki 

i mieszaninę wektorów wirusowych w celu fizycznej stymulacji wiązania wirusów do powierzchni 

komórek. Spinokulację prowadzono w warunkach 32°C przy 500 × g przez 1 h. Tak rozpoczętą 

transdukcję prowadzono w standardowych warunkach hodowlanych przez 24 godziny. Po tym czasie 

pożywkę znad komórek usuwano, dodawano świeżą pożywkę GRP Medium z 20 ng/ml bFGF w 

objętości 2 ml, oraz ponownie po 1 ml odpowiedniej mieszaniny wektorów wirusowych przez 

nakraplanie. Transdukcję kontynuowano przez kolejne 24 godziny w standardowych warunkach 

hodowlanych. Po tym czasie całą pożywkę wymieniano na świeżą GRP Medium z 20 ng/ml bFGF, i 

kontynuowano hodowlę do osiągnięcia przez komórki 80% konfluencji. Następnie komórki pasażowano 

z użyciem odczynnika TrypLE™ na butelki hodowlane T25 w proporcji 1:3 i kontynuowano hodowlę 

przez kolejne 48 godzin. W każdym z trzech wariantów eksperymentalnych rozpoczynano regularne 

obrazowanie komórek z użyciem mikroskopu Axio Cell Observer SD z oprogramowaniem ZEN Black 

(Carl Zeiss) w Laboratorium Zaawansowanych Technik Mikroskopowych w Instytucie Medycyny 

Doświadczalnej i Klinicznej im. Mirosława Mossakowskiego PAN, w celu identyfikacji ekspresji 

fluorescencyjnych białek reporterowych mCherry (CMV-NRG-1 typ I-mCherry i CMV-NRG-1 typ III-

mCherry) lub mRFP (HIV-SFFV-IRES-mRFP i SFFV-NRG-1 typ I-IRES-mRFP). Po osiągnięciu przez 

komórki transdukowane wektorem SFFV-NRG-1 typ I-IRES-mRFP 80% konfluencji materiał zbierano 

i zamrażano (Rozdz. 4.2) lub analizowano przy pomocy technik RT-qPCR (ilościowej reakcji 

łańcuchowej polimerazy w czasie rzeczywistym, ang. real time quantitative polymerase chain reaction) 
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(Rozdz. 4.7) oraz cytometrii przepływowej (Rozdz. 4.6). W przypadku komórek transdukowanych 

wektorami CMV-NRG-1 typ I-mCherry oraz CMV-NRG-1 typ III-mCherry, po osiągnięciu przez nie 

80% konfluencji rozpoczynano selekcję antybiotykową poprzez dodanie do pożywki puromycyny (2 

µg/ml; Santa Cruz Biotechnology). Po osiągnięciu przez wyselekcjonowane komórki 80% konfluencji 

materiał zbierano i zamrażano (Rozdz. 4.2) lub analizowano przy pomocy technik RT-qPCR (Rozdz. 

4.7) oraz cytometrii przepływowej (Rozdz. 4.6).  

4.3.2. Metoda wywołania nadekspresji z użyciem lentiwirusowych cząstek aktywacyjnych 

4.3.2.1. System lentiwirusowych cząstek aktywacyjnych (LAPs) 

W celu wywołania nadekspresji NRG-1 w mGRPs wykorzystano także system lentiwirusowych 

cząstek aktywacyjnych (ang. lentiviral activation particles, LAPs) (Konermann i in., 2015). Cząstki 

aktywacyjne projektowane są dla konkretnego genu (w tym przypadku NRG-1) i kodują synergistyczny 

mediator aktywacji (ang. synergistic activation mediator, SAM). System oparty jest o mieszaninę trzech 

wektorów lentiwirusowych:  

 Lenti dCas9-VP64-Blast, kodujący inaktywowaną nukleazę Cas9 (dCas9) połączoną z domeną 

aktywacyjną działającą w układzie trans (VP64), oraz gen oporności na blastycydynę;  

 Lenti MS2-P65-HSF1-Hygro, kodujący białko fuzyjne MS2-P65-HSF1 zwiększające wydajność 

aktywacji transkrypcji, oraz gen oporności na hygromycynę;  

 Lenti sgRNA (MS2)-Puro, kodujący: (i) 20-nukleotydową, niekodującą sekwencję gRNA (ang. 

guide RNA), kierującą kompleks SAM do specyficznego miejsca w genomie (w tym przypadku 

promotor NRG-1); (ii) rusztowanie gRNA (ang. gRNA scaffold) składające się z motywu pętli MS2, 

uczestniczące w wiązaniu białka MS2-P65-HSF1 w docelowym miejscu w genomie; (iii) genu 

oporności na puromycynę.  

W wyniku jednoczesnej transdukcji w komórce docelowej wszystkich trzech wektorów 

wchodzących w skład systemu LAPs ekspresji ulega kompleks SAM. Wiąże się on w odległości 200-

250 nukleotydów powyżej miejsca inicjacji transkrypcji i stymuluje wiązanie czynników 

transkrypcyjnych, zwiększając ekspresję genu, do którego zaprojektowana została sekwencja gRNA (w 

tym przypadku NRG-1).  

 Komercyjny zestaw: „Neuregulin-1 Lentiviral Activation Particles (Neuregulin-1-LAPs)” (nr 

kat. sc-431734-LAC), oraz dwa zestawy kontrolne „Control Lentiviral Activation Particles” (Control-

LAPs) (nr kat. sc-437282) i „copGFP Control Lentiviral Particles” (copGFP-LAPs) (nr kat. sc-108084) 

zakupione zostały w firmie Santa Cruz Biotechnology. „Control Lentiviral Activation Particles” 

(Control-LAPs) zawierał analogiczną mieszaninę lentiwirusów w porównaniu do Neuregulin-1-LAPs, 

z różnicą polegającą na kodowaniu przez wektor Lenti sgRNA (MS2)-Puro niespecyficznej sekwencji 

gRNA (ang. scrambled gRNA). Natomiast copGFP-LAPs kodował białko reporterowe copGFP (białko 

zielonej fluorescencji z widłonoga, ang. copepod green fluorescent protein), pozwalające na określenie 

wydajności transdukcji poprzez wizualizację fluorescencji w komórkach stransdukowanych. W 

eksperymentach posłużono się również następującymi odczynnikami: puromycyna (nr kat. sc-108071), 

blastycydyna (nr kat. sc-495389), hygromycyna B (nr kat. sc-29067), oraz przeciwciało 

pierwszorzędowe anty-neuregulina-1 o izotypie IgG2b z myszy (nr kat. sc-393006) (Santa Cruz 

Biotechnology) (Rozdz. 4.8.5.).  

4.3.2.2. Transdukcja mGRPs z użyciem LAPs 

System lentiwirusowych cząstek aktywacyjnych przetestowany został zgodnie z 

rekomendacjami producenta. W pierwszym dniu eksperymentu mGRPs w pasażu pierwszym 
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wysiewano na 6-dołkowych szalkach hodowlanych (Corning) pokrytych PLL/LAM, w gęstości 6 × 104 

komórek/cm2, w pożywce GRP Medium z dodatkiem 20 ng/ml bFGF. Hodowlę prowadzono w 3 ml 

pożywki do czasu osiągnięcia przez komórki 50% konfluencji. Mieszanina Neuregulin-1-LAPs 

rozmrażana była w RT i mieszana była bezpośrednio przed użyciem przez pipetowanie. 10 µl 

mieszaniny LAPs mieszano z 3 ml pożywki hodowlanej i nanoszono na powierzchnię komórek poprzez 

nakraplanie. Równolegle, oddzielne mGRPs na tej samej szalce hodowlanej posłużyły do 

przygotowania w analogiczny sposób dwóch niezależnych kontroli: (i) mGRPs + Control-LAPs: w celu 

sprawdzenia wpływu samej transdukcji lentiwirusowych cząstek aktywacyjnych na hodowlę mGRPs, 

oraz (ii) mGRPs + copGFP-LAPs: w celu określenia wydajności transdukcji. Tak zainicjowaną 

transdukcję prowadzono przez 24 godziny w standardowych warunkach hodowlanych. Następnego dnia 

pożywkę z wektorami lentiwirusowymi zastępowano świeżą pożywką hodowlaną i kontynuowano 

hodowlę przez kolejne 24 godziny. Kolejnego dnia komórki z szalki 6-dołkowej pasażowano z użyciem 

odczynnika TrypLE™ na butelki hodowlane T25 w proporcji 1:3 i kontynuowano hodowlę (2 

butelki/wariant). Po 48 godzinach rozpoczynano selekcję antybiotykową w jednej z butelek/wariant. W 

tym celu mGRPs transdukowane Neuregulin-1-LAPs oraz mGRPs transdukowane Control-LAPs 

hodowano w pożywce z dodatkiem trzech antybiotyków: puromycyny (2 µg/ml), hygromycyny B (200 

µg/ml) oraz blastycydyny (1 µg/ml). Z kolei mGRPs transdukowane copGFP-LAPs hodowano w 

pożywce z dodatkiem puromycyny (2 µg/ml). Po osiągnięciu przez komórki w drugiej butelce 80% 

konfluencji materiał zbierano i analizowano przy pomocy techniki Western Blot (Rozdz. 4.8), stosując 

przeciwciało pierwszorzędowe anty-neuregulina-1 z myszy. Równolegle na każdym etapie prowadzono 

obrazowanie komórek z użyciem mikroskopu Axio Cell Observer SD z oprogramowaniem ZEN Black 

(Carl Zeiss) w Laboratorium Zaawansowanych Technik Mikroskopowych w Instytucie Medycyny 

Doświadczalnej i Klinicznej im. Mirosława Mossakowskiego PAN.  

4.4. Suplementacja mGRPs egzogenną neureguliną-1 

 W celu zbadania wpływu egzogennej neureguliny-1 na fenotyp mGRPs in vitro komórki 

hodowano w pożywce suplementowanej komercyjnym, rekombinowanym peptydem neureguliną-1 

(rmNRG-1) z myszy (nr kat. 9875-NR-050, R&D Systems, Minneapolis, MN, USA). mGRPs z 

pierwszego pasażu rozmrażano i wysiewano do butelek hodowlanych T25 pokrytych PLL/LAM, w 

gęstości 6 × 104 komórek/cm2, w pożywce GRP Medium z dodatkiem 20 ng/ml bFGF, w trzech 

wariantach: (1) z dodatkiem 10 ng/ml peptydu rmNRG-1 (Gomis-Coloma i in., 2018); (2) z dodatkiem 

50 ng/ml peptydu rmNRG-1 (Cornelison i in., 2018); (3) niesuplementowanych (kontrola). Hodowle 

prowadzono równolegle w analogiczny sposób jak opisano powyżej, tj. w standardowych warunkach 

hodowlanych, z wymianą pożywki na świeżą, co 48 godzin, i pasażowaniem po osiągnięciu przez 

komórki 80% konfluencji z użyciem odczynnika TrypLE™. Suplementację prowadzono przez 10-14 

dni, na przekroju dwóch kolejnych pasaży.  

4.5. Analiza fenotypowa komórek za pomocą badań immunocytochemicznych 

Fenotyp mGRPs określono za pomocą barwień immunocytochemicznych (ICC). Komórki 

mGRPs wysiewano na 24-dołkowych szalkach hodowlanych (Corning) pokrytych PLL/LAM, w 

gęstości 6 × 104 komórek/cm2. Wymianę pożywki na świeżą przeprowadzano, co drugi dzień. Hodowlę 

prowadzono do uzyskania przez komórki 60% konfluencji. Następnie komórki utrwalano 4% 

roztworem paraformaldehydu (PFA; Sigma) przez 20 min w RT (temperatura pokojowa), przemywano 

trzykrotnie roztworem PBS, i inkubowano w roztworze blokującym (10% surowicy koziej, 5% BSA, 

0,25% Triton X-100; Thermo Fisher Scientific, Waltham) przez 60 min w RT. Do barwienia przez noc 

w 4°C stosowano przeciwciała pierwszorzędowe scharakteryzowane w Tab. 3. Następnego dnia 

komórki płukano trzykrotnie w PBS i inkubowano przez 60 min w RT, w ciemności, z odpowiednimi 

przeciwciałami drugorzędowymi skoniugowanymi z fluorochromami, scharakteryzowanymi w Tab. 4. 
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Jądra komórek były barwione w roztworze 5 µg/ml 4',6-diamidyno-2-fenyloindolu (DAPI; Thermo 

Fisher Scientific) przez 5 min w RT, w ciemności. Na preparaty komórkowe nakładano szkiełka 

nakrywkowe, zamykano przy użyciu preparatu Dako Fluorescence Mounting Medium (DAKO, Jena, 

Niemcy) i obrazowano przy użyciu mikroskopu Axio Cell Observer SD z oprogramowaniem ZEN Black 

(Carl Zeiss) w Laboratorium Zaawansowanych Technik Mikroskopowych w Instytucie Medycyny 

Doświadczalnej i Klinicznej im. Mirosława Mossakowskiego PAN. Wszystkie barwienia wykonywano 

w trzech powtórzeniach, a barwienia komórek z użyciem tych samych przeciwciał powtarzano dwu- lub 

trzykrotnie.  

 

Tabela 3. Lista przeciwciał pierwszorzędowych stosowanych w analizach immunocytochemicznych 

Przeciwciało Gospodarz Typ Izotyp Stężenie Producent 
Numer 

katalogowy 

anty-Olig1 królik poliklonalne IgG 1:500 Merck AB15620 

anty-Olig2 królik poliklonalne IgG 1:500 Merck ABN899 

anty-Ki67 mysz monoklonalne IgG1 1:1 Leica Biosystems PA0118 

anty-PDGFRα królik poliklonalne IgG 1:200 
Santa Cruz 

Biotechnology 
sc-338 

anty-A2B5 mysz monoklonalne IgM 1:200 Merck MAB312R 

anty-GFAP królik poliklonalne IgG 1:200 Dako Z0334 

anty-NG2 królik poliklonalne IgG 1:200 Merck AB5320 

anty-neuregulina-1 mysz monoklonalne IgG2b 1:100 
Santa Cruz 

Biotechnology 
sc-393006 

anty-β-tubulina III mysz monoklonalne IgG2a 1:200 Sigma T8578 

anty-GalC mysz monoklonalne IgG3 1:200 Merck MAB342 

anty-MBP szczur monoklonalne IgG2a 1:200 BioRad MCA409S 

 

Tabela 4. Lista przeciwciał drugorzędowych stosowanych w analizach immunocytochemicznych 

Przeciwciało Gospodarz Izotyp Fluorochrom Stężenie Producent 
Numer 

katalogowy 

anty-kurczak koza IgG (H+L) Alexa Fluor 488 1:500 
Thermo Fisher 

Scientific 
A11039 

anty-mysz koza IgG1 Alexa Fluor 488 1:500 
Thermo Fisher 

Scientific 
A21121 

anty-mysz koza IgG3 Alexa Fluor 488 1:500 
Thermo Fisher 

Scientific 
A21151 

anty-mysz koza IgM Alexa Fluor 488 1:500 
Thermo Fisher 

Scientific 
A21042 

anty-szczur koza IgG (H+L) Alexa Fluor 488 1:500 
Thermo Fisher 

Scientific 
A11006 

anty- 
kurczak 

koza IgG (H+L) Alexa Fluor 546 1:500 
Thermo Fisher 

Scientific 
A11040 

anty-królik koza IgG (H+L) Alexa Fluor 546 1:500 
Thermo Fisher 

Scientific 
A11035 

anty-królik koza IgG (H+L) Alexa Fluor 633 1:500 
Thermo Fisher 

Scientific 
A21070 

anty-mysz koza IgG (H+L) Alexa Fluor 633 1:500 
Thermo Fisher 

Scientific 
A21052 
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4.6. Analiza fenotypowa mGRPs z użyciem cytometrii przepływowej 

 Fenotyp mGRPs analizowany był dodatkowo z użyciem cytometrii przepływowej. W tym celu, 

mGRPs wysiewano w butelkach hodowlanych T25 pokrytych PLL/LAM, w gęstości 6 × 104 

komórek/cm2. Wymianę pożywki na świeżą przeprowadzano, co drugi dzień. Hodowlę prowadzono do 

uzyskania przez komórki 80% konfluencji, odklejone komórki liczono z użyciem komory Bürkera, 

przepłukiwano dwukrotnie z użyciem roztworu PBS, i wirowano przy 300 × g przez 5 min w RT. 

Następnie osad komórek zawieszano w roztworze PBS z dodatkiem 5 mM kwasu 

etylenodiaminotetraoctanowego (EDTA), 1-procentowej surowicy bydlęcej oraz odpowiednich 

przeciwciał sprzężonych z fluorochromami, zgodnie z zaleceniami producentów. 100 μl buforu 

wykorzystywano na każde 5 × 105 komórek. Listę przeciwciał zastosowanych w analizie cytometrycznej 

przedstawiono w Tab. 5. Komórki zawieszono w buforze z przeciwciałami inkubowano w ciemności 

przez 30 min w RT. Po zakończeniu inkubacji, w celu usunięcia niezwiązanych przeciwciał 

zastosowano dwa cykle wirowania przy 300 × g przez 5 min w RT z wymianą buforu. Do uzyskanego 

osadu barwionych komórek dodawano na koniec 300 μl roztworu PBS. Pomiary fluorescencji komórek 

prowadzono z użyciem aparatu BD Canto II oraz oprogramowania FACSDiva software (BD 

Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA), stosując skompensowane parametry. Strategia bramkowania 

populacji na wykresach oparta była o porównanie sygnału fluorescencyjnego generowanego przez 

analizowane komórki względem populacji komórek negatywnych. Dodatkowo dokonywano pomiaru 

względnej wielkości (ang. forward scatter, FSC) oraz ziarnistości komórek (ang. side scatter, SSC). 

Intensywność fluorescencji przedstawiano, jako średnią dla 104 komórek, uzyskaną w dwóch 

powtórzeniach.  

 

Tabela 5. Lista przeciwciał użytych w analizie z użyciem cytometrii przepływowej 

Przeciwciało Gospodarz Typ Izotyp Fluorochrom Producent Numer katalogowy 

anty-PDGFRα szczur monoklonalne IgG2a BV421 BD Biosciences 562774 

anty-A2B5 mysz monoklonalne IgM Alexa Fluor 647 BD Biosciences 563776 

anty-NG2 człowiek monoklonalne IgG1 Fikoerytryna (PE) Miltenyi Biotec 130-123-730 

anty-O4 człowiek monoklonalne IgG1 VioBright 515 Miltenyi Biotec 130-120-016 

 

4.7. Analiza ekspresji genu NRG-1 w mGRPs z zastosowaniem metody RT-qPCR 

4.7.1. Izolacja RNA  

Ekspresja mRNA wybranych genów w mGRPs analizowana była z użyciem metody ilościowej 

reakcji łańcuchowej polimerazy w czasie rzeczywistym (ang. real-time quantitative polymerase chain 

reaction, RT-qPCR). W tym celu, mGRPs hodowano w butelkach hodowlanych T75 pokrytych 

PLL/LAM. Wymianę pożywki na świeżą przeprowadzano co drugi dzień. Hodowlę prowadzono do 

uzyskania przez mGRPs 80% konfluencji, wtedy komórki zbierano, liczono je z użyciem komory 

Bürkera, i zwirowywano przy 300 × g przez 5 min w RT. 1 milion komórek zawieszano w 800 μl 

roztworu Fenozol (A&A Biotechnology), a następnie zamrażano w temperaturze -20°C do czasu dalszej 

analizy. Izolacja całkowitego RNA odbywała się z wykorzystaniem komercyjnego zestawu Total RNA 

Mini (A&A Biotechnology), zgodnie z zaleceniami producenta. Czystość i stężenie uzyskanych próbek 

RNA mierzono z użyciem spektrofotometru NanoDrop™ (Thermo Fisher Scientific). Do dalszych 

analiz wykorzystywano wyłącznie próbki RNA o proporcji współczynników A260/280 > 1,8 i 

A260/230 > 1,8.  
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4.7.2. Synteza cDNA 

W celu syntezy komplementarnej nici cDNA w reakcji odwrotnej transkrypcji wykorzystywano 

zestaw High Capacity RNA-to-cDNA Kit (Applied Biosystems, Waltham, MA, USA), stosując za 

każdym razem 4 μg całkowitego RNA, zgodnie z zaleceniami producenta.  

4.7.3. Reakcja qPCR 

Reakcje qPCR prowadzono w aparacie StepOne™ Real-Time PCR System (Applied 

Biosystems) z użyciem sond typu TaqMan (Applied Biosystems), zgodnie z zaleceniami producenta. 

Reakcje prowadzono w wodzie wolnej od RNaz w objętości 20 µl, a w skład mieszaniny reakcyjnej 

wchodziło: 200 ng cDNA, po 250 nM sond TaqMan, oraz po 500 nM starterów Forward i Reverse. 

Sekwencje użytych starterów zaprojektowano przy użyciu oprogramowania StepOne v2.2.2. (Applied 

Biosystems). Sekwencje użytych starterów zaprezentowano w Tab. 6.  

 

Tabela 6. Lista sekwencji starterów i sond TaqMan użytych w reakcji RT-qPCR 

Gen 
Starter 

Sekwencja sondy TaqMan 
Orientacja Sekwencja 5’ – 3’ 

Neuregulina 1 typu I 
(NRG-1 typ I) 

Forward 
(F) 

GCTCGTGCTTCGGTGTGA 

CCAGCTCTGAGTACTC 

Reverse 
(R) 

CGTTCTTGAACCATTTGAATCTGA 

Apolipoproteina B 
(ApoB) 

Forward 
(F) 

CACGTCGGCTCCAGCATT 

CCAATGGTCGGGCACTGCTCAA 

Reverse 
(R) 

TCACCAGTCATTTCTGCCTTTG 

 

Równolegle analizowano ekspresję genu referencyjnego kodującego apolipoproteinę B (ApoB). 

Wszystkie reakcje RT-qPCR wykonywano w trzech powtórzeniach technicznych z użyciem 

oprogramowania StepOne v2.2.2.  

4.7.4. Analiza reakcji qPCR 

Relatywny poziom ekspresji mRNA obliczano za pomocą oprogramowania Excel (Microsoft 

Office) z użyciem metody 2-ΔΔCt (Livak i Schmittgen, 2001), zgodnie z poniższymi wzorami:  

(1) Ctgenu badanego – Ctgenu referencyjnego = ΔCt;  

(2) ΔCtpróby – ΔCtkalibratora = ΔΔCt;  

(3) stosunek: 2-ΔΔCt;  

gdzie Ct – cykl, w którym osiągnięto wartość progową fluorescencji. Jako kalibrator wykorzystywano 

natywne nie-transdukowane mGRPs. Wyniki normalizowano w oparciu o ekspresję genu 

referencyjnego kodującego ApoB. Analizy wykonywano w dwóch powtórzeniach i powtarzano 

trzykrotnie.  
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4.8. Analiza ekspresji neureguliny-1 w mGRPs przy użyciu metody Western Blot 

4.8.1. Izolacja białka 

Ekspresja wybranych białek w mGRPs analizowana była z użyciem metody Western Blot. W 

tym celu, mGRPs hodowano w naczyniach hodowlanych (Corning) pokrytych PLL/LAM. Wymianę 

pożywki na świeżą przeprowadzano, co drugi dzień. Hodowlę prowadzono do uzyskania przez mGRPs 

80% konfluencji, wtedy komórki zbierano, liczono je z użyciem komory Bürkera, i zwirowywano przy 

300 × g przez 5 min w RT. Nadsącz usuwano, a uzyskany osad komórek zamrażano w temperaturze -

20°C do czasu dalszej analizy. W celu izolacji całkowitego białka do osadu komórek dodawano w 

objętości 1:10 bufor lizujący RIPA [10 mM Tris-HCl pH 7,5; 150 mM NaCl; 1% Nonidet P40; 0,1% 

dodecylosiarczan sodu (SDS); 1% Triton X-100; 0,1 mg/ml fluorek fenylometylosulfonylu (PMSF)] z 

dodatkiem inhibitora proteaz i fosfataz (Sigma). Próbki homogenizowano za pomocą szklano-

teflonowego homogenizatora ręcznego, a następnie inkubowano na lodzie przez 60 min. Otrzymane 

lizaty wirowano przez 30 min w 4°C przy 13 000 × g, a uzyskany nadsącz przenoszono do czystej 

probówki.  

4.8.2. Oznaczanie stężenia białka metodą Lowry’ego 

Całkowite stężenie białka w nadsączu mierzono metodą Lowry’ego (Lowry, Rosebrough, Farr i 

Randall, 1951), wykorzystując komercyjny zestaw Bio-Rad Protein Assay (Bio-Rad, Hercules, CA, 

USA), zgodnie z zaleceniami producenta. Jako próbki referencyjne stosowano BSA w trzech stężeniach: 

5 μg/μl, 10 μg/μl, oraz 15 μg/μl. Pomiary spektrofotometryczne wykonywano w objętości 350 μl 

roztworu białka/dołek w szalce 96-dołkowej (Nunc; Thermo Fisher Scientific) z użyciem aparatu 

FLUOstar OMEGA (BMG Labtech, Ortenberg, Niemcy) przy długości fali 750 nm. Wartości 

absorbancji poszczególnych próbek przeliczano względem krzywej wzorcowej zależności absorbancji 

od stężenia białka za pomocą oprogramowania Excel (Microsoft Office).  

4.8.3. Elektroforeza w żelu poliakrylamidowym 

W kolejnym etapie dokonywano denaturacji białek poprzez 5-minutową inkubację w 

temperaturze 100°C z barwnym buforem obciążającym o właściwościach redukujących (62,5 mM Tris-

HCl pH 6,8; 10% glicerol; 2% SDS; 1,5% β-merkaptoetanol; 0,05% błękit bromofenolowy), 

dodawanym w stosunku v:v 1:5 w stosunku do roztworu białka. Elektroforezę jednowymiarową 

prowadzono w żelu poliakrylamidowym (4% stężenie żelu zagęszczającego; 12% stężenie żelu 

rozdzielającego), w układzie nie ciągłym, za pomocą zestawu do elektroforezy wertykalnej Mini Trans-

Blot® Cell (Bio-Rad) w buforze elektrodowym (25 mM Tris; 192 mM glicyna; 0,5% SDS). Do 

studzienek żelu poliakrylamidowego nakładano po 10 μg białka, a rozdział elektroforetyczny 

prowadzono przy stałym napięciu prądu wynoszącym 15 V/cm żelu. Dodatkowo na żel nakładano 

standard wielkości białek Color Prestained Protein Ladder, Broad Range (New England Biolabs, 

Ipswich, MA, USA). Po zakończonym rozdziale żele przepłukiwano wodą dejonizowaną.  

4.8.4. Elektrotransfer białek na membranę nitrocelulozową 

Mokry elektrotransfer rozdzielonych białek dokonywano na membranę nitrocelulozową 

Amersham Protran® 0.45 μm NC (GE Healthcare, Chicago, IL, USA) za pomocą zestawu Criterion 

Blotter (Bio-Rad) w buforze do transferu (25 mM Tris-HCl pH 8,3; 192 mM glicyna; 20% metanol). 

Membranę oraz żel umieszczano pomiędzy bibułami Whatman 3 mm i porowatymi materiałami 

dociskającym w kasecie aparatu, a aparat umieszczano na lodzie. Elektrotransfer prowadzono przez 60 

min przy stałym natężeniu prądu wynoszącym 350 mA. Jakość rozdziału elektroforetycznego oceniano 

wizualnie poprzez obserwację stopnia migracji standardu wielkości białek z żelu na powierzchnię 

http://rcin.org.pl



62 
 

membrany oraz odwracalne barwienie membrany 1-procentowym roztworem Ponceau S (Sigma) w 0,1-

procentowym kwasie octowym. Na koniec membrany płukano w roztworze TBS-T (20 mM Tris; 150 

mM NaCl; 0,1% Tween 20), po czym poddawano immunodetekcji.  

4.8.5. Immunodetekcja białek 

Membrany blokowano z użyciem 5% roztworu odtłuszczonego mleka (Nestle, Vevey, 

Szwajcaria) w TBS-T, przez 60 min, w RT, na kołysce laboratoryjnej. Immunodetekcję białek 

prowadzono z zastosowaniem specyficznych przeciwciał pierwszorzędowych, których spis znajduje się 

w Tab 7. Inkubację z przeciwciałami pierwszorzędowymi prowadzono przez noc w temp. 4°C na 

kołysce laboratoryjnej. Następnego dnia membrany płukano trzykrotnie w roztworze TBS-T, a 

następnie inkubowano z roztworami przeciwciał drugorzędowych (Tab. 8), sprzężonych z peroksydazą 

chrzanową, zawieszonych w 2,5% roztworze odtłuszczonego mleka w TBS-T, przez 60 min, w RT, na 

kołysce laboratoryjnej. Dla uwidocznienia reakcji stosowano metodę wzmocnionej chemiluminescencji 

(ang. enhanced chemiluminescence, ECL), wykorzystując komercyjny zestaw ECL Western Blotting 

Detection System (GE Healthcare), zgodnie z zaleceniami producenta. Sygnał transferowano w 

ciemności na kliszę Hyperfilm-ECL (GE Healthcare). Poziom białka określano densytometrycznie w 

zakresie przebiegu liniowego z użyciem densytometru LKB Ultrascan XL, w oparciu o oprogramowanie 

GelScan i ImageQuantTL (Cytiva). Wyniki normalizowano w oparciu o ekspresję aktyny (AKT).  

 

Tabela 7. Lista przeciwciał pierwszorzędowych użytych w celu immunodetekcji białek techniką 

Western Blot 

Przeciwciało Gospodarz Typ Izotyp Stężenie Producent 
Numer 

katalogowy 
anty-neuregulina-1 

(NRG-1) 
mysz monoklonalne IgG2b 1:100 

Santa Cruz 
Biotechnology 

sc-393006 

anty-β aktyna (AKT) królik poliklonalne IgG 1:5000 
Thermo Fisher 

Scientific 
PA1-16889 

 

Tabela 8. Lista przeciwciał drugorzędowych użytych w technice Western Blot. Fab, region wiążący 

antygen (ang. fragment, antigen-binding) 

Przeciwciało Gospodarz Izotyp Koniugat Stężenie Producent 
Numer 

katalogowy 

anty-mysz koza 
IgG (specyficzne 

wobec Fab) 
Peroksydaza 
chrzanowa 

1:8000 Sigma A2304 

anty-królik koza IgG 
Peroksydaza 
chrzanowa 

1:4000 Sigma A0545 

 

4.9. Analiza tempa wzrostu mGRPs 

 W celu oceny tempa wzrostu mGRPs, posłużono się komercyjnym zestawem Cell Counting 

Kit-8 (CCK-8; Dojindo, Tokio, Japonia), zgodnie z zaleceniami producenta. CCK-8 jest komercyjnym 

testem kolorymetrycznym określającym aktywność metaboliczną komórek w hodowli. Opiera się on na 

analizie aktywności dehydrogenazy, która redukuje rozpuszczalną w wodzie sól tetrazolową do 

formazanu. Formazan jest substancją barwną, a powstająca go ilość jest proporcjonalna do aktywności 

metabolicznej, co bezpośrednio koreluje z liczbą żywych komórek w hodowli. Intensywność 

zabarwienia pożywki hodowlanej powstającym formazanem jest mierzona za pomocą spektrofotometru 

przy długości światła fali 450 nm. Komórki wysiewano w gęstości 6 × 104 komórek/cm2 na szalkach 
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96-dołkowych (Corning) pokrytych PLL/LAM, i analizowano w sekwencji czasowej przez 6 kolejnych 

dni. Hodowle prowadzono w pożywce GRP Medium z dodatkiem 20 ng/ml bFGF, a w przypadku 

komórek suplementowanych dodatkowo egzogenną neureguliną-1, z dodatkiem 10 ng/ml lub 50 ng/ml 

peptydu rmNRG-1, w standardowych warunkach hodowlanych. Na dwie godziny przed wykonaniem 

pomiaru do pożywki, w której hodowano komórki, dodawano odczynnik CCK-8 w stosunku 

objętościowym 1:10. Pomiary spektrofotometryczne prowadzono z użyciem aparatu FLUOstar 

OMEGA (BMG Labtech) przy długości fali 450 nm. Uzyskane wartości absorbancji przeliczano 

względem krzywej wzorcowej, wyznaczonej na podstawie pomiaru absorbancji mGRPs wysianych w 

różnych gęstościach. Uzyskane wyniki analizowano z użyciem oprogramowania Excel (Microsoft 

Office). Eksperyment wykonano w trzech niezależnych próbach, w trzech powtórzeniach. 

4.10. Analiza zdolności migracyjnych mGRPs in vitro  

 Badania miały charakter wstępny. Eksperymenty wykonywano we współpracy z Zespołem Dr. 

hab. inż. Macieja Trusiaka z Instytutu Mikromechaniki i Fotoniki Wydziału Mechatroniki Politechniki 

Warszawskiej. W celu oceny zdolności migracyjnych, mGRPs suplementowane rmNRG-1 przez 7 dni 

oraz kontrolne (niesuplementowane) pasażowano, i wysiewano w gęstości 6 ×104 komórek/cm2 na 

szalkach hodowlanych 35 mm ze szklanym dnem o średnicy 20 mm (nr kat. D35-20-1-N; CellVis, 

Mountain View, CA, USA), pokrytych PLL/LAM, i hodowano w standardowej pożywce GRP Medium 

z dodatkiem 20 ng/ml bFGF, a w przypadku komórek suplementowanych dodatkowo egzogenną 

neureguliną-1, z dodatkiem 10 ng/ml lub 50 ng/ml peptydu rmNRG-1, w standardowych warunkach 

hodowlanych. Obrazowanie rozpoczynano po osiągnięciu przez komórki 50% konfluencji, z użyciem 

cyfrowej holograficznej mikroskopii bezsoczewkowej (LDHM, ang. lensless digital holographic 

microscopy), zgodnie z metodyką scharakteryzowaną w pracy Mirecki i wsp. (Mirecki i in., 2022).  

 LDHM jest metodą mikroskopową pozwalająca na bezinwazyjne obrazowanie w bardzo 

szerokim polu widzenia (brak limitacji wynikających ze stosowania obiektywu mikroskopowego) 

mikrostruktur takich jak komórki czy układy mikroelektroniczne. W odróżnieniu od klasycznej 

mikroskopii, która wykorzystuje układy soczewek do powiększania obrazu, LDHM bazuje na 

interferencji fali nierozproszonej przez próbkę z falą świetlną rozproszoną po kontakcie z próbką. 

Źródłem sygnału o obiekcie jest zatem poosiowa technika Gabora. Wynik interferencji, w postaci 

hologramu, rejestrowany jest w płaszczyźnie detektora, zatem układ wymaga numerycznej korekcji 

przeogniskowania. Na drodze numerycznej propagacji wstecznej, po uprzednio wyznaczonej odległości 

propagacji, otrzymywane jest ostre odwzorowane obiektu badanego w płaszczyźnie próbki. Na uwagę 

zasługuję fakt, iż obrazowanie jest realizowane w przestrzeni zespolonego pola optycznego, zatem 

równo w dziedzinie amplitudy (kontrast determinowany przez lokalną absorpcję obiektu, jak w 

przypadku mikroskopii jasnego pola), jak i w dziedzinie fazy (kontrast determinowany przez lokalną 

refrakcję obiektu; fizycznie metoda jest czuła na zmiany zintegrowanej grubości optycznej próbki). 

LDHM pozwala zatem na dokładne obrazowanie i pomiary wymiarów próbki w czasie rzeczywistym 

bez konieczności jej utrwalania ani stosowania dodatkowych barwników. Negatywne efekty 

fotochemiczne są zatem w znacznej mierze zredukowane.  

W celu analizy migracji komórek zastosowano klasyczny układ Gabora do nagrywania 

hologramów poosiowych, z modyfikacją mającą na celu zmniejszenie intensywności lasera fioletowego 

[lasery CNI MDL-III-405-20 mW, λ = 405 nm, FWHM (szerokość połówkowa, ang. full width at half 

maximum) = 23 pm]. Obracający się, liniowy polaryzator znajdujący się między źródłem światła 

laserowego a obiektywem mikroskopu był używany do zmniejszenia intensywności i kontrolowania 

reżimu odpowiednio niskiego budżetu fotonowego. Światło zostało wprowadzone do jednomodowego 

światłowodu przez obiektyw mikroskopu (×20/0,4). Ze względu na jego wąski rdzeń (fi 2,5-3,4 µm), 

światłowód jednomodowy zapewniał wysokiej jakości, sferyczny promień światła. Próbka była 
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umieszczana blisko matrycy CMOS [kamera ALVIUM 1800 U-2050 m mono Bareboard, wielkość 

piksela 2,4 × 2,4 µm, 5496 × 3672 pikseli, FOV (pole widzenia, ang. field of view) = 116 mm2] w celu 

uzyskania wysokiej apertury numerycznej. Ze względu na szklaną osłonę kamery odległość ta wynosiła 

ok. 2 mm. Powiększenie takiego ustawienia wynosiło około M = 1, ze względu na znaczną odległość 

pomiędzy źródłem punktowym a matrycą CMOS (300 mm). Oświetleniem próbki i zbieraniem 

hologramów sterowano za pomocą oprogramowania w środowisku LabVIEW (National Instruments, 

Austin, TX, USA). Na uwagę zasługuje wykorzystanie metody ze składaniem hologramów w celu 

umożliwienia numerycznie zwiększonego stosunku sygnału do szumu w rekonstrukcji migrujących 

komórek, co wydatnie zwiększa wiarygodność wyników śledzenia i ich odporność na różnego rodzaju 

szumy.  

 Hologramy zapisywane były w odstępie 5 sekund. Obrazowanie prowadzono w trybie ciągłym 

przez 25 godzin, rejestrując średnią powierzchnię zajmowaną przez komórki i liczbę komórek oraz 

śledząc komórki na obszarze 116 mm2. Uzyskane hologramy przetwarzano w środowisku MATLAB 

(Natick, MA, USA). Na podstawie dystansu pokonanego przez poszczególne komórki w czasie 

wyznaczano ich prędkość. Eksperyment przeprowadzono w jednym powtórzeniu biologicznym dla 

komórek kontrolnych (niesuplementowanych) oraz suplementowanych peptydem rmNRG-1 w 

stężeniach 10 ng/ml i 50 ng/ml.  

4.11. Analiza zdolności mielinizacji mGRPs in vitro 

4.11.1. Izolacja zwojów korzeni grzbietowych myszy 

 Procedura izolacji zwojów korzeni grzbietowych myszy przeprowadza była według 

zmodyfikowanego protokołu scharakteryzowanego w pracy Sleigh i wsp. (2016) (Sleigh, Weir i 

Schiavo, 2016). Myszy uśmiercono śmiertelną dawką Morbitalu (80 mg/kg masy ciała, i.p.). Po ustaniu 

odruchów zwierzęcia izolowano kręgosłup, a następnie odcinano wybrany odcinek obejmujący 

środkowe segmenty piersiowe do dolnych segmentów lędźwiowych L5-L6 rdzenia kręgowego. Kolejne 

etapy procedury odbywały się na lodzie. Wybrany odcinek kręgosłupa przecinano na dwie połówki w 

płaszczyźnie strzałkowej. Następnie izolowano pojedyncze zwoje poszczególnych korzonków wzdłuż 

obydwu połówek kręgosłupa, odcinając gałązki centralną i obwodową korzonka od każdego zwoju. 

Szczegóły metody izolacji zwojów korzeni grzbietowych stanowią przedmiot Wynalazku nr 16/22 pt. 

„Metoda izolowania rdzenia kręgowego gryzoni”, zarejestrowanego dnia 05.05.2022 w ramach 

jednostki organizacyjnej: Katedra Biotechnologii Molekularnej i Mikrobiologii, Wydział Chemiczny 

Politechniki Gdańskiej (Własność: Politechnika Gdańska). Izolacje przeprowadzane były każdorazowo 

z 2-3 myszy. Wyizolowane zwoje korzeni grzbietowych umieszczano na noc w pożywce Hibernate™-

A (Thermo Fisher Scientific) w temperaturze 4°C. 

4.11.2. Izolacja neuronów ze zwojów korzeni grzbietowych myszy (mDRGs) 

 Wyizolowane zwoje korzeni grzbietowych myszy stanowiły materiał do izolacji neuronów 

zwojów korzeni grzbietowych (mDRGs). W pierwszym etapie nadsącz znad zwojów korzeni 

grzbietowych usuwano, a tkankę inkubowano w mieszaninie 100 μl kolagenazy (0,1 U) / dyspazy (0,8 

U) (Animal Free Collagenase/Dispase Blend I; nr kat. SCR139; Sigma) i 400 μl roztworu PBS bez 

jonów wapnia i magnezu (DPBS; Thermo Fisher Scientific) w 37°C przez 60 min, co 5 min mieszając. 

Po opadnięciu strawionej tkanki nadsącz usuwano, zostawiając tkankę w minimalnej objętości roztworu. 

Następnie, strawioną tkankę zawieszano w 2 ml pożywki Hibernate™-A. Po minucie, niestrawiona 

tkanka opadała na dno, a zawiesinę strawionych komórek przenoszono do nowej probówki, 

zwirowywano przy 200 × g przez 5 min w RT, i usuwano nadsącz.  
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4.11.3. Selektywna hodowla pierwotna mDRGs 

Wyizolowane komórki ze zwojów korzeni grzbietowych myszy zawieszano w pożywce DRG 

Medium (skład pożywki określono w Tab. 9) z dodatkiem 25 ng/ml mysiego czynnika wzrostu nerwów 

(ang. nerve growth factor, NGF; Cat. #13290-010, Thermo Fisher Scientific), liczono je przy użyciu 

komory Bürkera, i wysiewano w gęstości 105 komórek/cm2 na 24-dołkowe szalki hodowlane pokryte 

PLL/LAM. Tak założoną hodowlę prowadzono w standardowych warunkach hodowlanych. Wymianę 

pożywki na świeżą przeprowadzano, co 72 godziny. Hodowlę komórek monitorowano regularnie z 

użyciem odwróconego mikroskopu świetlnego (Carl Zeiss), a dokumentację prowadzano rejestrując 

obrazy komórek za pomocą aparatu fotograficznego (Canon).  

 

Tabela 9. Skład pożywki „DRG Medium” do hodowli mysich neuronów zwojów korzeni 

grzbietowych (mDRGs) 

Składnik pożywki Objętość Producent Numer katalogowy 

Neurobasal™ 500 ml Thermo Fisher Scientific 21103049 

B27 (50X) 10 ml Thermo Fisher Scientific 17504044 

FBS 50 ml Thermo Fisher Scientific 10500-064 

GlutaMAX™ (100X) 5 ml Thermo Fisher Scientific 35050061 

Penicylina/streptomycyna  

(10 000 U/ml) 
5 ml Thermo Fisher Scientific 15140122 

 

4.11.4. Współhodowle mGRPs i mDRGs 

W celu oceny zdolności mielinizacyjnych mGRPs in vitro, wykonano niezależne współhodowle 

kontrolnych i modyfikowanych mGRPs z neuronami mDRGs. W tym celu, w 7 dniu hodowli pierwotnej 

mDRGs, mGRPs hodowane równolegle zbierano, liczono je przy użyciu komory Bürkera, i wysiewano 

w gęstości 6 × 104 komórek/cm2 na powierzchnię adherentnej hodowli mDRGs na szalce 24-dołkowej. 

W eksperymencie stosowano ponadto dwie równoległe kontrole: (i) pojedyncza hodowla mDRGs; (ii) 

pojedyncza hodowla mGRPs. Od tego momentu hodowle prowadzone były w pożywce DRG Medium 

z dodatkiem 25 ng/ml NGF, w standardowych warunkach hodowlanych. Wymianę pożywki na świeżą 

przeprowadzano, co 48 godzin. Eksperymenty prowadzono przez 7 dni. Po tym czasie komórki 

utrwalano 4-procentowym roztworem PFA przez 20 min w RT, przemywano trzykrotnie roztworem 

PBS, i analizowano immunocytochemicznie (Rozdz. 4.5).  

4.11.5. Analiza poziomu mielinizacji we współhodowli mGRPs i mDRGs 

Do oceny poziomu mielinizacji wykorzystano procedurę zaproponowaną przez Kerman’a i wsp. 

(Kerman i in., 2015). W tym celu współhodowle mGRPs i mDRGs wybarwione immunocytochemicznie 

w kierunku uwidocznienia mielinizujących oligodendrocytów (MBP+) i neuronów (β-tubulina III+), 

obrazowane w mikroskopie fluorescencyjnym pod obiektywem 10× przy stałej wartości parametrów 

zbierania obrazu (Rozdz. 4.5), analizowano z użyciem oprogramowania ImageJ (U. S. National 

Institutes of Health, Bethesda, MD, USA) i wtyczki „Computer-assisted Evaluation of Myelination 

(CEM)”, zaprojektowanej przez Kermana i Padmanabhana, pod kierownictwem Gage'a w Salk Institute, 

La Jolla, CA, USA. W skrócie: procedurę rozpoczynano od dekompozycji zbiorczych obrazów 

mikroskopowych na obrazy z poszczególnych kanałów. Na uzyskanych obrazach 16-bitowych z 

kanałów odpowiadających fluorescencji oligodendrocytów i neuronów ustawiano następnie 
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automatycznie wartość progową świecenia (ang. threshold) i przekształcano je na obrazy binarne 

(czarno-białe). Poziom mielinizacji definiowano, jako stopień kolokalizacji aksonów i 

oligodendrocytów. Uzyskane wartości procentowe mielinizacji analizowano z użyciem 

oprogramowania Excel (Microsoft Office).  

4.12. Analiza statystyczna uzyskanych wyników 

 Wyniki przedstawiano, jako średnie arytmetyczne z 3 powtórzeń biologicznych, w ramach 

których wykonywano po 2-3 powtórzenia techniczne, ± odchylenie standardowe (SD), chyba że w 

opisie zaznaczono inaczej. W celu sprawdzenia istotności statystycznych różnic pomiędzy średnimi 

przeprowadzano jednoczynnikową analizę wariancji ANOVA oraz test post hoc wielokrotnych 

porównań Tukey’a. Do wszystkich analiz stosowano program Graph Pad Prism 7.04 (San Diego, CA, 

USA). Poziom istotności mniejszy niż 0,05 przyjmowano za statystycznie istotny. 

 

5. Wyniki badań  

5.1. Ocena fenotypu natywnych mGRPs 

W badaniach wykorzystano zoptymalizowany protokół izolacji i hodowli mGRPs z tkanki 

nerwowej płodów myszy. W trakcie trwania hodowli oceniana była morfologia komórek. Stwierdzono 

obecność komórek o charakterystycznej, dwubiegunowej morfologii, rosnących w postaci pojedynczej 

warstwy (ang. monolayer). Część populacji komórek formowała charakterystyczne skupiska (sfery). 

Obserwowano także wzrost stopnia konfluencji komórek w hodowli (Ryc. 6).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Rycina 6. Ocena morfologii komórek w hodowli pierwotnej natywnych mGRPs. Przedstawiono reprezentatywne 
zdjęcia hodowli mGRPs w pasażu 1 i 3. Widoczne są charakterystyczne komórki o dwubiegunowej morfologii 
(niebieskie strzałki) oraz formujące się skupiska komórek (sfery, niebieskie gwiazdki). D, dzień w pasażu (D3, 
D7); P, numer pasażu (P1, P3). Zdjęcia wykonywano w świetle przechodzącym, powiększenie 100×.  

W celu oceny fenotypu komórek w hodowli wykonano barwienia immunocytochemiczne, 

stosując przeciwciała skierowane przeciwko antygenom charakterystycznym dla: progenitorów 

glejowych (anty-A2B5, -NG2, -OLIG1, -OLIG2, -PDGFRα), komórek glejowych (anty-GFAP), 

neuronów (anty-MAP2, -NF200), niedojrzałych oligodendrocytów (anty-GALC), dojrzałych 
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oligodendrocytów (anty-MBP) i komórek proliferujących (anty-Ki67). Analiza jakościowa wykazała, 

iż w populacji obecne są progenitory glejowe o fenotypie A2B5+, NG2+, OLIG1+, OLIG2+, PDGFRα+, 

komórki GFAP+, oraz niewielka ilość niedojrzałych oligodendrocytów (GALC+) i komórek 

proliferujących (Ki67+). Nie stwierdzono obecności komórek wykazujących ekspresję antygenów 

charakterystycznych dla neuronów (NF200+ i MAP2+) ani dojrzałych oligodendrocytów ( MBP+) (Ryc. 

7).  
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Rycina 7. Ocena fenotypu komórek w hodowli pierwotnej natywnych mGRPs. Przedstawiono reprezentatywne 
zdjęcia hodowli mGRPs w pasażu 2. Komórki barwiono immunocytochemicznie i obrazowano w mikroskopie 
fluorescencyjnym w celu uwidocznienia antygenów: progenitorów glejowych (A2B5, NG2, OLIG1, OLIG2, 
PDGFRα), komórek glejowych (GFAP), neuronów (MAP2, NF200), niedojrzałych oligodendrocytów (GALC), 
dojrzałych oligodendrocytów (MBP) i komórek proliferujących (Ki67). Analiza jakościowa wykazała obecność 
progenitorów glejowych o fenotypie A2B5+, NG2+, OLIG1+, OLIG2+, PDGFRα+, komórek o fenotypie GFAP+, 
niewielką ilość niedojrzałych oligodendrocytów (GALC+) oraz komórek proliferujących (Ki67+). Nie stwierdzono 

http://rcin.org.pl



69 
 

obecności neuronów o fenotypie NF200+ i MAP2+ ani dojrzałych oligodendrocytów o fenotypie MBP+. Zdjęcia 
wykonywano przy wzbudzeniu fluorochromów poprzez użycie wiązki światła o długości 488 nm (kolor zielony) 
i 546 nm (kolor czerwony). Jądra komórkowe wybarwiono DAPI (długość wiązki światła wzbudzenia: 405 nm, 
kolor niebieski). Hodowlę prowadzono w pożywce GRP Medium + bFGF. Skala 100 µm.  

 

5.2. Wywołanie nadekspresji NRG-1 w mGRPs z użyciem lentiwirusowych wektorów ekspresyjnych 

W kolejnym etapie badań podjęto próbę wywołania konstytutywnej nadekspresji NRG-1 typu I 

w mGRPs poprzez transdukcję komórek wektorami lentiwirusowymi trzeciej generacji. Celem 

nadekspresji NRG-1 była poprawa właściwości terapeutycznych mGRPs, związana ze zmianą tempa 

wzrostu populacji, właściwości migracyjnych i mielinizacyjnych oraz zdolności tych komórek do 

różnicowania. Pierwsze eksperymenty służyły wytypowaniu wektora lentiwirusowego, który 

zapewniłby stabilny poziom nadekspresji NRG-1 przy jednoczesnym braku istotnego pogorszenia 

żywotności mGRPs. Transdukowane mGRPs analizowane były następnie pod kątem zmian morfologii 

i fenotypu, poziomu ekspresji NRG-1, tempa wzrostu populacji, zdolności migracyjnych i 

mielinizacyjnych, w porównaniu do komórek kontrolnych.  

5.2.1. Wektor pLenti-GIII-CMV-NRG-1 typ I-mCherry 

Badania rozpoczęto od przetestowania wektora pLenti-GIII-CMV-NRG-1 typ I-mCherry, 

kodującego pod promotorem CMV NRG-1 typu I w fuzji z fluorescencyjnym białkiem reporterowym 

mCherry, oraz optymalizacji protokołu transdukcji mGRPs. Jako kontrole zastosowano mGRPs 

transdukowane wektorem pLenti-GIII-CMV-NRG-1 typ III-mCherry, kodującym pod promotorem 

CMV NRG-1 typu III w fuzji z mCherry, oraz nietransdukowane mGRPs.  

5.2.1.1. Optymalizacja protokołu transdukcji mGRPs 

Przetestowano cztery warianty protokołu transdukcji (Ryc. 8):  

Wariat 1: Pojedyncza, 24-godzinna transdukcja mGRPs bez stosowania polibrenu (bromku 

heksadimetryny) oraz spinokulacji. Obserwacja z użyciem mikroskopu fluorescencyjnego podczas 7 dni 

hodowli mGRPs, w ich kolejnym pasażu po transdukcji, nie wykazała ekspresji białka reporterowego 

mCherry w populacji transdukowanych mGRPs. Rozpoczęcie selekcji antybiotykowej powodowało 

odklejanie się komórek od powierzchni naczynia hodowlanego i ich śmierć w ciągu 24 godzin.  

Wariant 2: Pojedyncza, 12-godzinna transdukcja mGRPs z zastosowaniem polibrenu w 

stężeniu 2 µg/ml. Obserwacja mGRPs z użyciem mikroskopu świetlnego w ciągu 12 h od rozpoczęcia 

transdukcji wykazała odklejanie się komórek od powierzchni naczynia hodowlanego i ich śmierć.  

Wariant 3: Pojedyncza, 24-godzinna transdukcja z zastosowaniem spinokulacji w warunkach 

32°C przy 500 × g przez 60 minut. Obserwacja z użyciem mikroskopu fluorescencyjnego podczas 7 dni 

hodowli mGRPs, w ich kolejnym pasażu po transdukcji, nie wykazała ekspresji białka reporterowego 

mCherry w populacji transdukowanych mGRPs. Rozpoczęcie selekcji antybiotykowej powodowało 

odklejanie się komórek od powierzchni naczynia hodowlanego i ich śmierć w ciągu 24 godzin.  

Wariant 4: Podwójna transdukcja dwiema dawkami wirusa (trwająca łącznie 48 godzin, 

zgodnie z metodyką opisaną w Rozdz. 4.3.1.3.), bez stosowania polibrenu oraz spinokulacji. 

Obserwacja z użyciem mikroskopu fluorescencyjnego podczas 7 dni hodowli mGRPs, w ich kolejnym 

pasażu po transdukcji, wykazała obecność frakcji mGRPs z ekspresją białka reporterowego mCherry. 

Po rozpoczęciu selekcji pod kątem oporności na puromycynę, frakcja komórek pozostawała przyklejona 

do powierzchni naczynia hodowlanego i wykazywała ekspresję mCherry.  

http://rcin.org.pl



70 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Rycina 8. Podsumowanie wyników optymalizacji transdukcji mGRPs wektorem pLenti-GIII-CMV-NRG-1 typ I-
mCherry. Schemat przedstawia reprezentatywne zdjęcia z trzech etapów hodowli komórek: przed transdukcją, w 
kolejnym pasażu po transdukcji, oraz po selekcji antybiotykowej. Analogiczne wyniki otrzymano w przypadku 
komórek transdukowanych wektorem kontrolnym pLenti-GIII-CMV-NRG-1 typ III-mCherry (wyników nie 
zaprezentowano). P, numer pasażu (P2, P3). Zdjęcia wykonywano w świetle przechodzącym oraz przy 
wzbudzeniu fluorochromu poprzez użycie wiązki światła o długości 546 nm (kolor czerwony; mCherry). Skala 
100 µm.  

 

Podsumowując ten etap badań stwierdzono, iż: 

 Pojedyncza, 24-godzinna transdukcja mGRPs wektorem pLenti-GIII-CMV-NRG-1 typ I-

mCherry jest niewystarczająca do wywołania w mGRPs ekspresji białka reporterowego 

mCherry oraz nabycia przez komórki oporności na antybiotyk.  

 Dodatek polibrenu w stężeniu 2 µg/ml do mieszaniny transdukcyjnej jest toksyczny dla mGRPs. 

Ponieważ rekomendowane stężenie polibrenu stosowanego podczas transdukcji mieści się w 

granicach 2-10 µg/ml (Bao i in., 2018; Jacobsen i in., 2006; Lin, Correa, Lin i Caplan, 2011), a 

efekt cytotoksyczny obserwowany jest już w dolnym zakresie stężenia, zaniechano prób 

optymalizacji stężenia polibrenu.  

 Dodatkowy etap spinokulacji w warunkach 32°C przy 500 × g przez 60 minut na pierwszym 

etapie transdukcji jest niewystarczający do wywołania w mGRPs ekspresji białka 

reporterowego mCherry oraz nabycia przez komórki oporności na antybiotyk.  

 Podwójna transdukcja, trwająca łącznie 48 godzin, wywołuje we frakcji mGRPs ekspresję 

białka reporterowego mCherry oraz nadaje komórkom o fenotypie mCherry+ oporność na 

antybiotyk.  
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Na podstawie powyższych wyników, w dalszych etapach badań mGRPs transdukowano w oparciu 

o wariant protokołu nr 4.  

5.2.1.2. Ocena poziomu ekspresji NRG-1 typu I w mGRPs transdukowanych wektorem pLenti-GIII-

CMV-NRG-1 typ I-mCherry 

W celu sprawdzenia poziomu ekspresji mRNA dla NRG-1 typu I w mGRPs transdukowanych 

wektorem pLenti-GIII-CMV-NRG-1 typ I-mCherry przeprowadzono analizy RT-qPCR. Materiał do 

analiz stanowiły komórki po selekcji antybiotykowej. Wyniki reakcji qPCR z dwóch niezależnych 

powtórzeń biologicznych zaprezentowano na Ryc. 9.  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

Rycina 9. Wyniki analizy RT-qPCR uzyskane dla mGRPs transdukowanych wektorem pLenti-GIII-CMV-NRG-
1 typ I-mCherry (NRG-1 typ I), po dwóch niezależnych próbach transdukcji (Transdukcje nr 1 i nr 2). Jako 
odniesienie traktowano poziom ekspresji mRNA dla NRG-1 typu I wykrywany w mGRPs transdukowanych 
wektorem CMV-NRG-1 typ III-mCherry (kontrola), hodowanych równolegle. Poziom ekspresji mRNA obliczano 
z użyciem metody 2-ΔΔCt. Wyniki normalizowano w oparciu o ekspresję genu referencyjnego, kodującego ApoB.  

 

W wyniku przeprowadzonej analizy stwierdzono, iż poziom syntezy transkryptu dla NRG-1 

typu I w obrębie dwóch powtórzeń był zróżnicowany. Dalsza hodowla mGRPs transdukowanych CMV-

NRG-1 typ I skutkowała z kolei spontanicznym odklejaniem się komórek od powierzchni naczynia 

hodowlanego i ich śmiercią w pasażach 5-6; równolegle zaobserwowano także odklejanie się i śmierć 

komórek transdukowanych CMV-NRG-1 typ III, natomiast nietransdukowane mGRPs nie odklejały się 

i przeżywały. Podjęto również trzecią próbę transdukcji wektorem CMV-NRG-1 typ I-mCherry. W 

kolejnych powtórzeniach transdukcji komórki transdukowane odklejały się i umierały w ciągu 7 dni od 

zakończenia transdukcji (danych nie zaprezentowano), przed rozpoczęciem selekcji antybiotykowej i 

zebraniem materiału na analizę RT-qPCR. Kontrolne, nietransdukowane mGRPs przeżywały w hodowli 

i rosły w postaci adherentnej.  

Podsumowując ten etap badań, mimo iż transdukcja mGRPs wektorem pLenti-GIII-CMV-

NRG-1 typ I-mCherry jest możliwa, to komórki umierają w kolejnych pasażach po transdukcji. Nie 

można zatem wykluczyć, iż zastosowany promotor (CMV) nie jest odpowiedni dla mGRPs z hodowli 

pierwotnej. Pomiędzy transdukcjami występuje także zmienność w poziomie transkrypcji NRG-1. 

Ponadto, ponieważ wektor pLenti-GIII-CMV-NRG-1 typ I-mCherry koduje NRG-1 typu I w fuzji z 

białkiem reporterowym mCherry, ekspresja transgenu w komórce docelowej może być zaburzona. W 
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związku z tym zdecydowano się przetestować drugi system ekspresyjny oparty o wektor HIV-SFFV- 

NRG-1 typ I-IRES-mRFP.  

5.2.2. Wektor HIV-SFFV-NRG-1 typ I-IRES-mRFP 

Podczas dalszych badań podjęto cztery próby transdukcji mGRPs wektorem HIV-SFFV-NRG-

1 typ I-IRES-mRFP, w oparciu o wariant protokołu nr 4 zdefiniowany w Rozdziale 5.2.1.1. Jako 

kontrole stosowano mGRPs transdukowane wektorem HIV-SFFV-IRES-mRFP oraz nietransdukowane 

mGRPs. W porównaniu do wektora pLenti-GIII-CMV-NRG-1 typ I-mCherry, w wektorze HIV-SFFV-

NRG-1 typ I-IRES-mRFP transgen znajdował się pod kontrolą transkrypcyjną alternatywnego 

promotora (SFFV). Ponadto, z uwagi na obecność sekwencji IRES, NRG-1 typu I nie ulegało ekspresji 

w fuzji z białkiem reporterowym mRFP. Należy zaznaczyć, iż wektor pLenti-GIII-CMV-NRG-1 typ I-

mCherry nie kodował dodatkowo genu warunkującego oporność na antybiotyk.  

5.2.2.1. Ocena ekspresji białka reporterowego w mGRPs i mGRPs-NRG-1 

 Obrazowanie komórek w mikroskopie fluorescencyjnym rozpoczynano po 24 godzinach od 

zakończenia transdukcji, i kontynuowano w kolejnych pasażach. W przypadku mGRPs 

transdukowanych wektorem SFFV-NRG-1 typ I-IRES-mRFP obecność białka reporterowego 

stwierdzono tylko przy transdukcji nr 1, lecz w kolejnych dwóch pasażach obserwowano stopniowy 

zanik fluorescencji (Ryc. 10A). Obecność białka reporterowego w kontrolnych mGRPs 

transdukowanych wektorem HIV-SFFV-IRES-mRFP stwierdzono przy każdej z czterech transdukcji. 

Kontrolne, nietransdukowane mGRPs nie wykazywały fluorescencji (Ryc. 10A, B). 
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Rycina 10. Zdjęcia prezentują hodowlę mGRPs po transdukcjach wektorem HIV-SFFV-NRG-1 typ I-IRES-mRFP 
(NRG-1 typ I), HIV-SFFV-IRES-mRFP (RFP) oraz komórek nietransdukowanych (kontrola). (A) Transdukcja nr 
1: widoczna jest fluorescencja w komórkach transdukowanych wektorem kodującym NRG-1 typu I, zanikająca na 
przekroju kolejnych pasaży. (B) Reprezentatywne zdjęcia dla transdukcji nr 2, 3, 4: brak fluorescencji w komórkach 
transdukowanych wektorem kodującym NRG-1 typu I. P, numer pasażu (P2, P3, P4). Transdukcję przeprowadzono 
w mGRPs w P2. Zdjęcia wykonywano w świetle przechodzącym oraz przy wzbudzeniu fluorochromu poprzez 
użycie wiązki światła o długości 546 nm (kolor czerwony; RFP). Skala 100 µm.  

A 

B 
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5.2.2.2. Ocena poziomu ekspresji NRG-1 typu I w mGRPs transdukowanych wektorem HIV-SFFV-NRG-

1 typ I-IRES-mRFP 

W celu analizy poziomu ekspresji transgenu (NRG-1 typu I) frakcja mGRPs przeznaczona była 

do wykonania badań techniką RT-qPCR. Badania te wykazały zróżnicowany poziom ekspresji mRNA 

dla NRG-1 typu I pomiędzy czterema transdukcjami z użyciem wektora HIV-SFFV-NRG-1 typ I-IRES-

mRFP (Ryc. 11).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Rycina 11. Wyniki analizy RT-qPCR dla mGRPs transdukowanych wektorem HIV-SFFV-NRG-1 typ I-IRES-
mRFP (NRG-1 typ I), po czterech niezależnych próbach transdukcji (Transdukcje nr 1-4). Jako odniesienie 
traktowano poziom ekspresji mRNA dla NRG-1 typu I, wykrywany w mGRPs transdukowanych wektorem HIV-
SFFV-IRES-mRFP (kontrola). Poziom ekspresji mRNA obliczano z użyciem metody 2-ΔΔCt. Wyniki 
normalizowano w oparciu o ekspresję genu referencyjnego, kodującego ApoB.  

 

5.2.2.3. Ocena fenotypu mGRPs i mGRPs-NRG-1 

W celu porównania fenotypu transdukowanych i nietransdukowanych mGRPs wykonano 

barwienia immunocytochemiczne komórek w kierunku uwidocznienia charakterystycznych antygenów 

progenitorów glejowych: NG2, OLIG1 i OLIG2. Analiza jakościowa zdjęć z transdukcji nr 1 wykazała 

obecność komórek o profilach NG2+ mRFP+, OLIG1+ mRFP+ i OLIG2+ mRFP+, co sugeruje, iż zarówno 

komórki transdukowane wektorem HIV-SFFV-NRG-1 typ I-IRES-mRFP, jak i HIV-SFFV-IRES-

mRFP zachowują charakter progenitorów glejowych (Ryc. 12). W żadnej z prowadzonych hodowli nie 

stwierdzono obecności komórek z ekspresją antygenu charakterystycznego dla dojrzałych 

oligodendrocytów (MBP+) (danych nie zaprezentowano). Barwienie immunocytochemiczne komórek z 

użyciem przeciwciała skierowanego przeciwko neuregulinie-1 nie wykazało jej obecności w komórkach 

oraz na ich powierzchni (danych nie zaprezentowano). Analogiczne barwienia immunocytochemiczne 

wykonano również w przypadku mGRPs po transdukcjach nr 2, 3 i 4, również stwierdzając obecność 

komórek z ekspresją antygenów charakterystycznych dla progenitorów glejowych (NG2+, OLIG1+ i 

OLIG2+). Jednak, jak wykazano na Ryc. 10B, po transdukcjach nr 2, 3 i 4 nie stwierdzono obecności 

mRFP w populacji mGRPs-NRG-1 typ I.  
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Rycina 12. Transdukcja nr 1: Reprezentatywne zdjęcia hodowli mysich progenitorów glejowych 
transdukowanych wektorem HIV-SFFV-NRG-1 typ I-IRES-mRFP (mGRPs-NRG-1 typ I), HIV-SFFV-IRES-
mRFP (mGRPs-RFP) i nietransdukowanych. Komórki barwiono immunocytochemicznie i obrazowano w 
mikroskopie fluorescencyjnym w celu uwidocznia charakterystycznych antygenów progenitorów glejowych: 
NG2, OLIG1 i OLIG2. Zielone strzałki wskazują stransdukowane mGRPs z ekspresją białka reporterowego RFP. 
Zdjęcia wykonywano przy wzbudzeniu fluorochromów poprzez użycie wiązki światła o długości 546 nm (kolor 
czerwony) i 633 nm (kolor biały). Jądra komórkowe wybarwiono DAPI (długość wiązki światła wzbudzenia: 405 
nm, kolor niebieski). Zdjęcia przedstawiają mGRPs w drugim pasażu po transdukcji. Hodowlę prowadzono w 
pożywce GRP Medium + bFGF. Skala 100 µm.  

 

Dalsze analizy fenotypowe mGRPs-NRG-1 typ I z zastosowaniem cytometrii przepływowej 

wykonane zostały dla dwóch powtórzeń biologicznych i miały charakter badań wstępnych. Planowane 

jest wykonanie trzeciego powtórzenia w celu przeprowadzenia analizy statystycznej. W dwóch 

przeprowadzonych dotychczas powtórzeniach eksperymentu, w porównaniu do hodowli komórek 

nietransdukowanych, w hodowli komórek transdukowanych zaobserwowano następujące zmiany:  

(i) średnio mniej komórek o fenotypie GRPs: PDGFRα+ O4- (87,85% komórek nietransdukowanych 

wobec 18,6% komórek transdukowanych);  
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(ii) średnio więcej komórek o bardziej dojrzałym fenotypie OPCs i niedojrzałych oligodendrocytów: 

PDGFRα- O4+ (0,1% komórek nietransdukowanych wobec 13,45% komórek transdukowanych), NG2- 

O4+ (2% komórek nietransdukowanych wobec 29,75% komórek transdukowanych) i A2B5- O4+ (0,7% 

komórek nietransdukowanych wobec 36,05% komórek transdukowanych);  

(iii) średnio więcej komórek o fenotypie pośrednim pomiędzy GRPs a OPCs: NG2+ O4+ (1,95% 

komórek nietransdukowanych wobec 25,15% komórek transdukowanych) i A2B5+ O4+ (5,1% komórek 

nietransdukowanych wobec 21,1% komórek transdukowanych).  
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Rycina 13. Wstępna analiza ilościowa fenotypu mGRPs-NRG-1 typ I za pomocą cytometrii przepływowej. W 
badaniach wykorzystano przeciwciała skierowane przeciwko antygenom glejowo-specyficznych komórek 
progenitorowych (anty-PDGFRα, -NG2) i bezpośrednich progenitorów oligodendrocytów/niedojrzałych 
oligodendrocytów (anty-O4). Dane na wykresach pudełkowych uwzględniają dwa powtórzenia biologiczne. 
Górna i dolna krawędź wykresu pudełkowego określa procentowy udział danej subpopulacji w analizowanej 
próbie; linia środkowa i symbol „×” określają średnią arytmetyczną z dwóch powtórzeń. Wykresy kropkowe 
prezentują dane źródłowe z reprezentatywnego powtórzenia biologicznego.  
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5.2.2.4. Ocena tempa wzrostu mGRPs i mGRPs-NRG-1 

W celu oceny wpływu nadekspresji NRG-1 typu I, samego wektora lentiwirusowego oraz samej 

procedury transdukcji na tempo wzrostu mGRPs, wykonano analizę liczebności populacji z użyciem 

zestawu CCK-8. Badania wykazały istotny spadek tempa wzrostu mGRPs z nadekspresją NRG-1 typu 

I w stosunku do komórek nietransdukowanych w dniach czwartym (p=0,0015), piątym (p < 0,001) i 

szóstym (p < 0,001) eksperymentu (Ryc. 14A). Nie stwierdzono statystycznie istotnych różnic w tempie 

wzrostu mGRPs nietransdukowanych i mGRPs transdukowanych wektorem kontrolnym kodującym 

RFP (Ryc. 14B). Natomiast w dniu szóstym stwierdzono spowolnienie tempa wzrostu mGRPs 

transdukowanych wektorem kodującym NRG-1 typu I, w stosunku do mGRPs transdukowanych 

wektorem kodującym RFP (p=0,0129) (Ryc. 14C).  
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Rycina 14. Ocena tempa wzrostu populacji mGRPs w teście CCK-8: porównane zostały średnie wartości liczby 
komórek transdukowanych wektorem HIV-SFFV-NRG-1 typ I-IRES-mRFP (NRG-1 typ I), HIV-SFFV-IRES-
mRFP (RFP) oraz nietransdukowanych. Komórki wysiano w dniu „0”. Pomiary prowadzono co 24 godziny przez 
6 dni. Wyniki przedstawiono jako średnie arytmetyczne ± odchylenia standardowe (SD) z trzech powtórzeń 
biologicznych, w ramach których wykonano po trzy powtórzenia techniczne. Analizy komórek wykonano w 
drugim pasażu ich hodowli po transdukcji. (A) mGRPs nietransdukowane w stosunku do NRG-1 typu I: 
stwierdzono statystycznie istotne różnice w dniu: czwartym (p=0,0015), piątym (p < 0,001) i szóstym (p < 0,001). 
(B) mGRPs nietransdukowane w stosunku do RFP: nie stwierdzono istotnych statystycznie różnic. (C) NRG-1 
typu I w stosunku do RFP: stwierdzono statystycznie istotną różnicę w dniu szóstym (p=0,0129). Poziom istotności 
< 0,05 przyjmowano za statystycznie istotny. *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001.  

 

5.2.2.5. Ocena zdolności mielinizacyjnych mGRPs i mGRPs-NRG-1 in vitro 

W celu oceny zdolności mielinizacyjnych mGRPs-NRG-1 in vitro przeprowadzona została 

współhodowla mGRPs-NRG-1 z mysimi neuronami zwojów korzeni grzbietowych (mDRGs) w 

warunkach stymulujących różnicowanie mGRPs. Obrazy oceniano przy pomocy barwienia 

immunocytochemicznego z użyciem przeciwciał skierowanych przeciwko antygenom 

charakterystycznym dla mielinizujących oligodendrocytów (MBP+) oraz neuronów (β-tubulina III+). 

Analiza jakościowa wykazała zachowanie przez transdukowane mGRPs zdolności do różnicowania w 

mielinizujące oligodendrocyty na poziomie porównywalnym do komórek niestransdukowanych (Ryc. 

15). Ocena ilościowa stopnia mielinizacji aksonów przez oligodendrocyty zróżnicowane z 

transdukowanych mGRPs nie wykazała różnic w poziomie mielinizacji aksonów przez oligodendrocyty 

odróżnicowane z mGRPs-NRG-1 typ I, mGRPs-RFP, i mGRPs nietransdukowane. Aksony w hodowli 

natywnych, nie transdukowanych mDRGs pozostawały niezmielinizowane (Ryc. 16).  

http://rcin.org.pl



81 
 

 

http://rcin.org.pl



82 
 

Rycina 15. Reprezentatywne zdjęcia współhodowli mysich progenitorów glejowych (mGRPs) transdukowanych 
wektorem HIV-SFFV-NRG-1 typ I-IRES-mRFP (mGRPs-NRG-1 typ I), HIV-SFFV-IRES-mRFP (mGRPs-RFP) 
i nietransdukowanych, oraz mysich neuronów ze zwojów korzeni grzbietowych (mDRGs). Komórki barwiono 
immunocytochemicznie i obrazowano w mikroskopie fluorescencyjnym w celu uwidocznia antygenów 
charakterystycznych dla neuronów (β-tubulina III+) oraz mielinizujących oligodendrocytów (MBP+), i białka 
reporterowego RFP. Czerwone strzałki wskazują przybliżenia obszarów mielinizacji aksonów przez 
oligodendrocyty. Zdjęcia wykonywano przy wzbudzeniu fluorochromów poprzez użycie wiązki światła o długości 
488 nm (kolor zielony), 546 nm (kolor czerwony; RFP) i 633 nm (kolor biały). Jądra komórkowe wybarwiono 
DAPI (długość wiązki światła wzbudzenia: 405 nm, kolor niebieski). Pojedyncze hodowle mGRPs i mDRGs 
przedstawiono, jako kontrole. Zdjęcia wykonano na komórkach w drugim pasażu po transdukcji. Hodowlę 
prowadzono w warunkach stymulujących różnicowanie mGRPs. Skala 200 µm.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Rycina 16. Analiza poziomu mielinizacji aksonów przez zróżnicowane mGRPs transdukowane wektorem HIV-
SFFV-NRG-1 typ I-IRES-mRFP (mGRPs-NRG-1 typ I + mDRGs), HIV-SFFV-IRES-mRFP (mGRPs-RFP + 
mDRGs) i mGRPs nietransdukowane (mGRPs nietransd. + mDRGs). W hodowli samych mDRGs nie stwierdzono 
mielinizacji aksonów (mDRGs). Wyniki przedstawiono, jako średnie arytmetyczne ± odchylenia standardowe 
(SD) z dwóch powtórzeń biologicznych, w ramach, których wykonano po trzy powtórzenia techniczne. Analizy 
wykonano na komórkach w drugim pasażu po transdukcji. Poziom istotności < 0,05 przyjmowano za statystycznie 
istotny; ns, brak istotności statystycznej. 

 

Podsumowując ten etap badań, transdukcja mGRPs wektorem HIV-SFFV-NRG-1 typ I-IRES-

mRFP jest możliwa. W hodowli transdukowanych mGRPs obserwowane są komórki o fenotypie 

progenitorów glejowych, zachowujących zdolność do różnicowania w mielinizujące oligodendrocyty. 

Nie stwierdzono negatywnego wpływu samego wektora lentiwirusowego ani procedury transdukcji na 

tempo wzrostu i przeżywalność mGRPs. Nie stwierdzono obecności neureguliny-1 w komórkach oraz 

na ich powierzchni. Jednak populacja mGRPs z nadekspresją NRG-1 typ I cechuje się istotnym 

spadkiem tempa wzrostu w stosunku do komórek kontrolnych, a pomiędzy poszczególnymi próbami 

transdukcji występuje zmienność zarówno pod kątem ekspresji NRG-1 typ I, jak i białka reporterowego. 

Co więcej, identyfikacja białka reporterowego, na przekroju kolejnych pasaży po transdukcji, jest 

problematyczna, z uwagi na zastosowanie wektora bicistronowego z sekwencją IRES (Rozdz. 6.3.). 

Uzyskanie za pomocą wektora HIV-SFFV-NRG-1 typ I-IRES-mRFP wystarczającej liczby mGRPs ze 
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stabilną nadekspresją egzogennej NRG-1 typu I do przeprowadzenia dalszych badań wydaje się zatem 

niemożliwe.  

5.3. Nadekspresja NRG-1 w mGRPs z użyciem systemu lentiwirusowych cząstek aktywacyjnych 

Wobec niepowodzeń związanych wywołaniem stabilnej nadekspresji NRG-1 przy użyciu 

tradycyjnych lentiwirusowych wektorów ekspresyjnych, w kolejnym etapie badań podjęto próbę 

wywołania w mGRPs nadekspresji endogennego genu NRG-1. W tym celu wykorzystano system 

lentiwirusowych cząstek aktywacyjnych (LAPs). W grupie eksperymentalnej mGRPs transdukowane 

były mieszaniną NRG-1-LAPs. Równolegle przygotowywane były trzy kontrole: (i) mGRPs 

transdukowane mieszaniną Control-LAPs; (ii) mGRPs transdukowane copGFP-LAPs; (iii) mGRPs 

nietransdukowane. Eksperymenty przeprowadzono w trzech powtórzeniach biologicznych, w dwóch 

powtórzeniach technicznych.  

W kolejnym pasażu po transdukcji LAPs (pasaż 2), komórki obrazowane były w mikroskopie 

świetlnym oraz, w przypadku mGRPs transdukowanych copGFP-LAPs, dodatkowo w mikroskopii 

fluorescencyjnej. Część komórek przeznaczonych zostało na analizy Western Blot w kierunku 

identyfikacji neureguliny-1. Wyniki zaprezentowano na Ryc. 17.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Rycina 17. Podsumowanie transdukcji mGRPs lentiwirusowymi cząstkami aktywacyjnymi (LAPs). Analiza 
jakościowa oparta na obrazowaniu w świetle przechodzącym nie wykazała różnic morfologicznych pomiędzy 
grupami komórek w eksperymencie. Komórki mGRPs transdukowane copGFP-LAPs wykazywały ekspresję 
fluorescencyjnego białka reporterowego (copGFP, kolor zielony). Równolegle przeprowadzona analiza Western 
blot nie wykazała wzrostu poziomu ekspresji białka neureguliny-1 w żadnym z badanych układów. Selekcja 
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antybiotykowa powodowała odklejanie się i śmierć mGRPs transdukowanych NRG-1-LAPs i Control-LAPs. 
Komórki mGRPs transdukowane copGFP-LAPs z ekspresją białka reporterowego wykazały oporność na 
zastosowany antybiotyk i nie odkleiły się. Zdjęcia wykonywano w świetle przechodzącym oraz przy wzbudzeniu 
fluorochromu poprzez użycie wiązki światła o długości 488 nm (kolor zielony; copGFP). Skala 100 µm.  

 

Podsumowując ten etap badań, jednoczesna transdukcja mGRPs trzema wektorami 

lentiwirusowymi wchodzącymi w skład systemu lentiwirusowych cząstek aktywacyjnych (LAPs) 

okazała się nieskuteczna. W związku z tym próba wywołania w mGRPs nadekspresji endogennej NRG-

1 nie powiodła się.  

5.4. Suplementacja mGRPs egzogenną neureguliną-1 

W celu sprawdzenia wpływu stymulacji endogenną neureguliną-1 na właściwości mGRPs in 

vitro, w ostatnim etapie badań przeprowadzono hodowlę mGRPs w standardowej pożywce hodowlanej 

GRP Medium + bFGF, suplementowanej dodatkowo rekombinowanym peptydem neureguliną-1 

(rmNRG-1). Peptyd przetestowany został w dwóch stężeniach: 10 ng/ml oraz 50 ng/ml. Część badań 

miała charakter wstępny i są obecnie kontynuowane.  

5.4.1. Ocena wpływy neureguliny-1 na fenotyp mGRPs 

W celu porównania fenotypu mGRPs suplementowanych neureguliną-1 i mGRPs 

niesuplementowanych wykonano barwienia immunocytochemiczne komórek w kierunku 

uwidocznienia charakterystycznych antygenów progenitorów glejowych: NG2, A2B5, OLIG1, OLIG2, 

komórek glejowych (GFAP) i mielinizujących oligodendrocytów (MBP+). Analiza sugeruje, że komórki 

suplementowane zachowują charakter progenitorów glejowych (NG2+, A2B5+, OLIG1+, OLIG2+). We 

wszystkich badanych populacjach stwierdzono obecność komórek GFAP+. W żadnej z badanych 

populacji nie stwierdzono obecności dojrzałych oligodendrocytów o fenotypie MBP+ (Ryc. 18).  
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Rycina 18. Reprezentatywne zdjęcia z trzech niezależnych hodowli mysich progenitorów glejowych (mGRPs) 
suplementowanych peptydem rmNRG-1 w stężeniu 10 ng/ml oraz 50 ng/ml, w stosunku do komórek kontrolnych 
(niesuplementowanych). Komórki barwiono immunocytochemicznie i obrazowano w mikroskopie 
fluorescencyjnym w celu uwidocznia charakterystycznych antygenów progenitorów glejowych (A2B5+, NG2+, 
OLIG1+ i OLIG2+) oraz dojrzałych oligodendrocytów (MBP+), a także komórek GFAP+. Zdjęcia wykonywano 
przy wzbudzeniu fluorochromów poprzez użycie wiązki światła o długości 488 nm (kolor zielony) i 546 nm (kolor 
czerwony). Jądra komórkowe wybarwiono DAPI (długość wiązki światła wzbudzenia: 405 nm, kolor niebieski). 
Hodowlę prowadzono w pożywce GRP Medium + bFGF. Skala 100 µm.  

 

5.4.2. Ocena wpływu neureguliny-1 na proliferację mGRPs 

W celu sprawdzenia, czy suplementacja neureguliną-1 wpływa na proliferację mGRPs, 

wykonana została analiza ekspresji antygenu charakterystycznego dla komórek dzielących się - Ki67. 

Obecność komórek dzielących się stwierdzono w każdej z trzech populacji mGRPs: suplementowanych 

peptydem rmNRG-1 w stężeniu 10 ng/ml, 50 ng/ml, i kontrolnych (niesuplementowanych) (Ryc. 19A). 

Analiza ilościowa wykazała statystycznie istotny wzrost liczby komórek Ki67+ w populacji mGRPs 

suplementowanych peptydem rmNRG-1 w stężeniu 50 ng/ml w stosunku do mGRPs 

niesuplementowanych (kontrolnych) (p=0,0015) (Ryc. 19B).  
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Rycina 19. Analiza wpływu neureguliny-1 na proliferację mysich progenitorów glejowych (mGRPs). (A) Analiza 
jakościowa – reprezentatywne zdjęcia hodowli mGRPs suplementowanych peptydem rmNRG-1 w stężeniach 10 
ng/ml oraz 50 ng/ml, w stosunku do komórek kontrolnych (niesuplementowanych). Komórki barwiono 
immunocytochemicznie w celu uwidocznia antygenu charakterystycznego dla komórek dzielących się (Ki67+; 
białe strzałki). Zdjęcia wykonywano przy wzbudzeniu fluorochromu poprzez użycie wiązki światła o długości 546 
nm (kolor czerwony). Jądra komórkowe wybarwiono DAPI (długość wiązki światła wzbudzenia: 405 nm, kolor 
niebieski). Hodowlę prowadzono w pożywce GRP Medium + bFGF. Skala 100 µm. (B) Analiza ilościowa – 
względna liczba komórek dzielących się (Ki67+) w hodowli mGRPs suplementowanych rmNRG-1 w stężeniu 10 
ng/ml oraz 50 ng/ml, w stosunku do komórek niesuplementowanych. Wyniki przedstawiono jako średnie 
arytmetyczne ± odchylenia standardowe (SD) z trzech powtórzeń biologicznych, w ramach których wykonano po 
trzy powtórzenia techniczne. Stwierdzono statystycznie istotne różnice pomiędzy mGRPs suplementowanymi 
rmNRG-1 w stężeniu 50 ng/ml a niesuplementowanymi (p=0,0015). Poziom istotności < 0,05* przyjmowano za 
statystycznie istotny. **0,01 > p > 0,001; ns, brak istotności statystycznej.  

 

5.4.3. Ocena wpływu neureguliny-1 na zdolności mielinizacyjne mGRPs 

 W celu oceny wpływy suplementacji rmRNG-1 na zdolności mielinizacyjne mGRPs, wykonane 

zostały współhodowle z mDRGs, w warunkach stymulujących różnicowanie mGRPs (w pożywce 

hodowlanej pozbawionej bFGF). Obrazy oceniano przy pomocy barwienia immunocytochemicznego z 

użyciem przeciwciał skierowanych przeciwko antygenom charakterystycznym dla mielinizujących 

oligodendrocytów (MBP+) oraz neuronów (β-tubulina III+). Analiza jakościowa wykazała, że podczas 

hodowli w pożywce stymulującej różnicowanie komórek, suplementacja neureguliną-1 upośledza 

różnicowanie mGRPs do dojrzałych oligodendrocytów o fenotypie MBP+, a efekt ten jest niezależny od 

obecności w hodowli neuronów (mDRGs) (Ryc. 20).  
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Rycina 20. Reprezentatywne zdjęcia współhodowli mGRPs suplementowanych neureguliną-1 w stężeniach 10 

ng/ml (mGRPs + 10 ng/ml rmNRG-1), 50 ng/ml (mGRPs + 50 ng/ml rmNRG-1) i mGRPs kontrolnych (mGPRs 

niesuplementowane), oraz mDRGs. Komórki barwiono immunocytochemicznie i obrazowano w mikroskopie 

fluorescencyjnym w celu uwidocznia antygenu charakterystycznego dla neuronów (β-tubulina III+) oraz 

mielinizujących oligodendrocytów (MBP+). Zdjęcia wykonywano przy wzbudzeniu fluorochromów poprzez 
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użycie wiązki światła o długości 488 nm (kolor zielony) i 546 nm (kolor czerwony). Jądra komórkowe wybarwiono 

DAPI (długość wiązki światła wzbudzenia: 405 nm, kolor niebieski). Pojedyncze hodowle mGRPs i mDRGs 

przedstawiono, jako kontrole. Zdjęcia wykonano na komórkach w drugim pasażu po rozpoczęciu suplementacji 

rmNRG-1. Hodowlę prowadzono w warunkach stymulujących różnicowanie mGRPs. Skala 200 µm.  

5.4.4. Ocena wpływu neureguliny-1 na zdolności migracyjne mGRPs 

Jako ostatnie zaprezentowane są wyniki badań wstępnych, dotyczących analizy zdolności 

migracyjnych mGRPs suplementowanych neureguliną-1 przeprowadzonej za pomocą cyfrowej 

holograficznej mikroskopii bezsoczewkowej (LDHM), uzyskane we współpracy z Zespołem Dr. hab. 

inż. Macieja Trusiaka (Instytut Mikromechaniki i Fotoniki Wydziału Mechatroniki Politechniki 

Warszawskiej). W momencie powstawania niniejszej rozprawy doktorskiej eksperymenty zostały 

przeprowadzone w jednym powtórzeniu biologicznym dla komórek kontrolnych 

(niesuplementowanych) i suplementowanych rmNRG-1 w stężeniach 10 ng/ml oraz 50 ng/ml. Dalsze 

badania są w toku.  

Analizę obrazów rozpoczęto od przypisania komórek do jednej z czterech grup, w zależności 

od prędkości migracji: powolne (< 0,05 µm/min), pośrednie (0,05-0,2 µm/min), szybkie (0,2-0,5 

µm/min) i bardzko szybkie (> 0,5 µm/min). Reprezentatywne fragmenty rekonstrukcji holograficznych 

uzyskanych dla komórek niesuplementowanych i suplementowanych rmNRG-1 w stężeniach 10 ng/ml 

oraz 50 ng/ml przedstawiono na Ryc. 21. 
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Rycina 21. Reprezentatywne fragmenty rekonstrukcji holograficznych migrujących mGRPs kontrolnych 
(niesuplementowane), suplementowanych neureguliną-1 w stężeniach 10 ng/ml (+10 ng/ml rmNRG-1) i 50 ng/ml 
(+50 ng/ml rmNRG-1), w 10 godzinie obrazowania za pomocą LDHM. W zależności od prędkości migracji 
komórki w każdej z trzech populacji przypisywano do jednej z czterech grup: powolne (< 0,05 µm/min), pośrednie 
(0,05-0,2 µm/min), szybkie (0,2-0,5 µm/min) i bardzko szybkie (> 0,5 µm/min). Skala 100 µm.  

 

Wyniki badań sugerują, że średnia powierzchnia zajmowana przez pojedyncze komórki w 

obrębie trzech badanych populacji była porównywalna i wynosiła ok. 170 µm2 (Ryc. 22A). Wstępne 

pomiary prędkości komórek zwracają natomiast uwagę na potencjalnie niższą średnią prędkość 

komórek suplementowanych peptydem rmNRG-1 w stężeniach 10 ng/ml i 50 ng/ml (0,125-0,25 

µm/min) w porównaniu do średniej dla komórek niesuplementowanych (0,5-0,75 µm/min) przez cały 

okres pomiaru (Ryc. 22B).  

Dalsze analizy sugerują, iż w momencie rozpoczęcia pomiaru ok. 63% komórek kontrolnych 

stanowiły komórki bardzo szybkie, w połowie okresu pomiarowego frakcja ta spadała do ok. 44%, a z 

końcem pomiaru wracała do poziomu z początku pomiaru W momencie rozpoczęcia pomiaru szybkie 

komórki kontrolne stanowiły ok. 30% całkowitej populacji komórek kontrolnych, w połowie okresu 

pomiarowego frakcja ta wzrastała do ok. 35%, a z końcem pomiaru spadała do 25%. Frakcja komórek 

kontrolnych o pośredniej prędkości wynosiła ok. 10% na początku badania, 18% w połowie, i ponownie 

ok. 10% na końcu badania. Z kolei frakcja powolnych komórek kontrolnych stanowiła nie więcej niż 

3% przez cały okres pomiaru (Ryc. 22C).  

W momencie rozpoczęcia pomiaru ok. 12% komórek suplementowanych 10 ng/ml rmNRG-1 

stanowiły komórki bardzo szybkie, w połowie okresu pomiarowego frakcja ta spadała do ok. 5%, a z 

końcem pomiaru wzrastała do ok 10%. W momencie rozpoczęcia pomiaru szybkie komórki stanowiły 

ok. 34% całkowitej populacji komórek suplementowanych 10 ng/ml rmNRG-1, w połowie okresu 

pomiarowego frakcja ta spadała do ok. 20%, a z końcem pomiaru wzrastała do ok. 32%. Frakcja 

komórek suplementowanych 10 ng/ml rmNRG-1 o pośredniej prędkości wynosiła ok. 48% na początku 

badania, 63% w połowie, i ok. 51% na końcu badania. Z kolei frakcja powolnych komórek 

suplementowanych 10 ng/ml rmNRG-1 stanowiła ok. 4% na początku pomiaru, ok. 12% w połowie, i 

ok. 8% na końcu pomiaru (Ryc. 22C).  

Z kolei przez cały okres pomiaru ok. 2-3% komórek suplementowanych 50 ng/ml rmNRG-1 

stanowiły komórki bardzo szybkie. W momencie rozpoczęcia pomiaru szybkie komórki stanowiły ok. 

20% całkowitej populacji komórek suplementowanych 50 ng/ml rmNRG-1, w połowie okresu 

pomiarowego frakcja ta spadała do ok. 8%, a z końcem pomiaru wzrastała do ok. 12%. Frakcja komórek 

suplementowanych 50 ng/ml rmNRG-1 o pośredniej prędkości wynosiła ok. 65-69% przez cały okres 

badania. Z kolei frakcja powolnych komórek suplementowanych 50 ng/ml rmNRG-1 stanowiła ok. 3% 

na początku pomiaru, ok. 23% w połowie, i ok. 20% na końcu pomiaru (Ryc. 22C).  

Reasumując, komórki bardzo szybkie stanowiły najmniejszy procent populacji mGRPs 

suplementowanych neureguliną-1 w stężeniu 50 ng/ml. W populacji mGRPs +50 ng/ml rmNRG-1 

stwierdzono także największy procent komórek o pośredniej prędkości. 
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Rycina 22. Wyniki wstępne analizy migracji mGRPs suplementowanych neureguliną-1 w stężeniach 10 ng/ml 
(+10 ng/ml rmNRG-1) i 50 ng/ml (+50 ng/ml rmNRG-1), w porównaniu do kontrolnych mGRPs 
(niesuplementowane), przeprowadzonej z użyciem LDHM. (A) Średnia powierzchnia zajmowana przez 
pojedyncze komórki. Pomiary sugerują, iż średnia powierzchnia zajmowana przez mGRPs w obrębie wszystkich 
trzech populacji była podobna i wynosiła ok. 170 µm2. (B) Średnia prędkość komórek. Analiza wstępna 
sugeruje, iż przez cały okres pomiaru średnia prędkość mGRPs niesuplementowanych była wyższa niż mGRPs 

A 

B 

C 
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suplementowanych rmNRG-1. Liniami ciągłymi oznaczono trendy. (C) Procent komórek w danym zakresie 
prędkości. W zależności od prędkości komórki w każdej z trzech populacji przypisywano do jednej z czterech 
grup: powolne (< 0,05 µm/min), pośrednie (0,05-0,2 µm/min), szybkie (0,2-0,5 µm/min) i bardzko szybkie (> 0,5 
µm/min). Liniami przerywanymi (mGRPs niesuplementowane), ciągłymi (mGRPs +10 ng/ml rmNRG-1) i 
kropkowanymi (mGRPs +50 ng/ml rmNRG-1) oznaczono trendy w każdej grupie. Przedstawione wyniki oparto 
na jednym powtórzeniu biologicznym. Hologramy zapisywane były w odstępie 5 sekund. Czas pomiaru wynosił 
25 godzin.  

 

Podsumowując ostatni etap badań, stwierdzono, że suplementacja mGRPs egzogennym 

peptydem neureguliną-1 ma zróżnicowany wpływ na właściwości komórek w hodowli in vitro. W 

warunkach hamujących różnicowanie komórek (pożywka GRP Medium + bFGF), w hodowli mGRPs 

suplementowanej neureguliną-1 wykazano obecność progenitorów glejowych i brak dojrzałych 

oligodendrocytów. W tych samym warunkach stwierdzono także, że neuregulina-1 w stężeniu 50 ng/ml 

istotnie zwiększa liczbę komórek proliferujących w hodowli. Ponadto wykazano, że w warunkach 

stymulujących różnicowanie mGRPs (pożywka DRG Medium + NGF; brak bFGF) suplementacja 

neureguliną-1 zmniejszała poziom różnicowania mielinizujących oligodendrocytów, a efekt widoczny 

był zarówno w hodowli samych mGRPs, jak i we współhodowli z neuronami. Ostatecznie, 

przeprowadzona wstępna analiza migracji pojedynczych komórek sugeruje, że w warunkach 

hamujących różnicowanie suplementacja neureguliną-1 spowalnia migrację komórek w hodowli 

mGRPs.  

Na podstawie wstępnych wyników badań wydaje się, że suplementacja mGRPs egzogennym 

rekombinowanym peptydem neureguliną-1 zmieniała fenotyp mGRPs i zwiększała ich proliferację, ale 

pogarszała zdolności migracyjne. Efekt ten mógł być zależny zarówno od stężenia peptydu, jak i od 

warunków hodowli. Dalsze badania są w toku.  
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6. Dyskusja 

W przeszłości komórki glejowe uznawano za pomocnicze względem neuronów, traktowanych 

jako zasadniczy element funkcjonalnego układu nerwowego. Ten pierwotny dogmat miał swoje 

początki w badaniach Rudolfa Virchowa opublikowanych w książce „Die Cellularpathologie” z 1856 

roku (https://www.gutenberg.org/cache/epub/44921/pg44921-images.html; stan na dzień 21.04.2023), i 

na lata przypisał glejowi wyłącznie funkcje pasywnej tkanki łącznej, stanowiącej rusztowanie i źródło 

składników odżywczych dla neuronów. Jednak późniejsze badania zwróciły uwagę na różnorodność 

komórek glejowych, jak i mnogość pełnionych przez nie funkcji. Odkryty został m.in. udział 

astrocytów, oligodendrocytów i komórek Schwanna w regeneracji układu nerwowego po 

uszkodzeniach, zaangażowanie mikrogleju w regulację odpowiedzi immunologicznej, oraz udział 

ependymocytów w tworzeniu płynu mózgowo-rdzeniowego i formowaniu BBB. Przepływ „fal 

wapniowych”, umożliwiający transmisję sygnału pomiędzy astrocytami, porównany został do 

przewodnictwa elektrycznego w sieciach neuronalnych (Volterra, Liaudet i Savtchouk, 2014; Stobart i 

in., 2018). Pierwotna „doktryna neuronu” z czasem zaczęła ustępować miejsca „glio-centryczności”, 

zwracającej większą uwagę na homeostazę pomiędzy poszczególnymi komórkami tkanki nerwowej i 

na współudział zarówno neuronów, jak i gleju w procesy poznawcze, mechanizmy uczenia się i pamięci 

(Robertson, 2018). W ostatnich latach szczególne zainteresowanie wzbudzają także eksperymentalne 

terapie komórkowe oparte o przeszczepy egzogennych komórek glejowych u pacjentów cierpiących na 

choroby demielinizacyjne (Srivastava, Bulte, Walczak i Janowski, 2018).  

W niniejszych rozprawie doktorskiej podjąłem badania nad udziałem GRPs w regeneracji OUN. 

GRPs stanowią subpopulację komórek glejowych, charakteryzującą się zdolnością do samoodnowy i 

różnicowania zarówno w OPCs, będącymi bezpośrednimi prekursorami oligodendrocytów, oraz w 

prekursory astrocytów, o zdolności do różnicowania w astrocyty typu I i typu II (Raff, Miller i Noble, 

1983). GRPs występują w obrębie OUN na etapie rozwoju płodowego i po urodzeniu organizmu, 

współtworząc homeostazę w populacji komórek glejowych, stanowiąc źródło mielinizujących 

oligodendrocytów oraz uczestnicząc w odpowiedzi immunologicznej i transmisji synaptycznej (Bergles 

i in., 2000; Lin i Bergles, 2004; Rasband i Macklin, 2012; Falcão i in., 2018). Jak dowiodły badania Rao 

i wsp., w warunkach in vitro zachowują one zdolność do różnicowania przez relatywnie długi czas (Rao, 

Noble i Mayer-Pröschel, 1998). Z kolei eksperymenty zespołu Mayer-Proschela wykluczyły posiadanie 

przez nie zdolności do różnicowania w neurony, nawet w przypadku transplantacji w okolice nisz 

neurogennych w mózgach dorosłych osobników (Herrera i in., 2001). Wydaje się, zatem, że GRPs 

stanowią populację pośrednią pomiędzy NSCs, a niedojrzałymi komórkami glejowymi.  

Liczne badania dowiodły przydatności GRPs w leczeniu chorób demielinizacyjnych i 

związanych bezpośrednio z uszkodzeniem neuronów, m.in. w leukodystrofiach, stwardnieniu 

zanikowym bocznym i urazach rdzenia kręgowego (Goldman, 2017). Jednak, jak sugerują poprzednie 

badania naszego zespołu, zasadniczym ograniczeniem zastosowania terapeutycznego GRPs jest ich 

niski potencjał migracyjny oraz względnie długi czas niezbędny do wykazania potencjału 

mielinizacyjnego przez zróżnicowane z nich oligodendrocyty (Lyczek i in., 2017; Srivastava i in., 2018; 

Stanaszek i in., 2021), w szczególności po przeszczepie do niesprzyjającego, „wrogiego” 

mikrośrodowiska chorobowego, jak zademonstrowano w naszych poprzednich badaniach (Stanaszek i 

in., 2022). W związku z tym, celem badań, stanowiących podstawę mojej rozprawy doktorskiej, było 

zwiększenie potencjału migracyjnego i mielinizacyjnego mGRPs. W tym celu zaplanowane zostało 

wywołanie w mGRPs nadekspresji NRG-1. Jak wykazały liczne badania, jest ona zaangażowana w 

mielinizację na poziomie rozwoju płodowego i remielinizację po urodzeniu, oraz dojrzewanie i migrację 

oligodendrocytów. Jako nośniki genetyczne wykorzystałem z kolei wektory lentiwirusowe, skuteczne 

w wywoływaniu stabilnych nadekspresji genetycznych w komórkach eukariotycznych (Tolmachov, 
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Tolmachova i A., 2011). Ostatni, niezrealizowany etap badań, zakładał eksperymenty in vivo, w tym 

analizę potencjału terapeutycznego mGRPs z nadekspresją NRG-1 (mGRP-NRG-1) w mysim modelu 

leukodystrofii - myszach shiverer (Readhead i in., 1987).  

6.1. Optymalizacja warunków izolacji i hodowli mGRPs  

 W moich badaniach, izolacja mGRPs przeprowadzona została z tkanki nerwowej z płodów 

myszy w 13-14 dniu rozwoju płodowego. Płód stanowi relatywnie wszechstronne źródło komórek 

progenitorowych, umożliwiających bezpośrednie założenie hodowli pierwotnej w warunkach in vitro 

(Fujiki i in., 2009). W porównaniu do komórek z tkanek osobnika dorosłego, komórki z tkanek płodu 

cechuje wyższy potencjał proliferacyjny i większa podatność na czynniki stymulujące różnicowanie 

(Bhattacharya, 2004). Z kolei, w porównaniu do izolacji i różnicowania ESCs oraz zastosowania iPSCs, 

hodowla pierwotna pozwala znacznie szybciej uzyskać pożądane populacje komórek progenitorowych, 

a poszczególne komórki przechodzą przez mniej stadiów pośrednich przed osiągnięciem pełnej 

dojrzałości. Ogranicza to ryzyko pojawienia się niepożądanych zmian genetycznych i epigenetycznych, 

co ma szczególnie duże znaczenie w przypadku potencjalnego zastosowania klinicznego. Co więcej, 

jeśli przeszczepione do pacjenta zostaną nie w pełni zróżnicowane ESCs i iPSCs istnieje również ryzyko 

nowotworzenia, z uwagi na ich nieograniczony potencjał proliferacyjny. Jednakże, w porównaniu do 

ESCs i iPSCs, niższy potencjał proliferacyjny komórek progenitorowych, takich jak GRPs, może 

utrudniać uzyskanie ich wystarczającej liczby na potrzeby terapeutyczne (Homem, Repic i Knoblich, 

2015). W moich badaniach, tkanka nerwowa z płodu wydawała się, zatem optymalnym wyborem 

pomiędzy czasem hodowli wymaganym do uzyskania funkcjonalnych GRPs, a zachowaniem przez nie 

zdolności do proliferacji i potencjału terapeutycznego, związanego ze zdolnością do różnicowania w 

funkcjonalne komórki glejowe. Warto jednak zaznaczyć, że o ile użycie tkanek z płodów jest 

akceptowalne w przypadku badań podstawowych, to wzbudza jednak wątpliwości natury etycznej, a 

zatem, w przypadku ewentualnego zastosowania klinicznego, bardziej wskazane byłoby wykorzystanie 

alternatywnego źródła GRPs.  

Z kolei jako bezpośrednie źródło GRPs wybrałem rozwijający się mózg, mimo, iż na poziomie 

rozwoju płodowego obecność GRPs stwierdzono także w rozwijającym się rdzeniu kręgowym. 

Podyktowane jest to faktem istnienia pewnych różnic w rozwoju prekursorów komórek glejowych 

podczas rozwoju zarodkowego pomiędzy mózgiem i rdzeniem kręgowym (Vallstedt, Klos i Ericson, 

2005). Różnice te związane są zarówno z czynnikami wewnętrznymi, takimi jak profil transkrypcyjny 

dojrzewających komórek, jak i zewnętrznymi, takimi jak ekspozycja na czynniki troficzne i wzrostowe 

oraz właściwości macierzy zewnątrzkomórkowej w danym obszarze (Finkel i in., 2021). W efekcie, 

pomiędzy GRPs wyizolowanymi z mózgu, a GRPs z rdzenia kręgowego mogą istnieć różnice w 

przeżywalności i fenotypie in vitro oraz zdolności do migracji i integracji po przeszczepie. Hodowla 

pierwotna założona z komórek z konkretnego, zdefiniowanego obszaru dojrzewającego OUN powinna 

cechować się, zatem wyższym stopniem homogenności aniżeli połączona frakcja komórek z mózgu i 

rdzenia kręgowego.  

Selektywna hodowla in vitro mGRPs w moich badaniach prowadzona była w 

wystandaryzowanej pożywce hodowlanej, w skład której wchodził m.in. bFGF oraz heparyna. 

Obecność bFGF jest niezbędna w trakcie różnicowania się komórek glejowych na poziomie rozwoju 

zarodkowego (Sugimori i in., 2008), oraz w procesie różnicowania ESCs (Nistor i in., 2005) i iPSCs do 

progenitorów glejowych (Wang i in., 2013c). Obecność bFGF w pożywce hodowlanej umożliwia 

utrzymanie GRPs w stanie progenitorowym, gdyż jak wskazują badania, progenitory glejowe 

umieszczone w pożywce bez tego czynnika różnicują w oligodendrocyty w ciągu 3 dni (McKinnon, 

Matsui, Dubois-Dalcq i Aaronsont, 1990; McKinnon i in., 1993). W swoich badaniach również 

stwierdziłem różnicowanie się mGRPs do dojrzałych oligodendrocytów in vitro po umieszczeniu 
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komórek w pożywce hodowlanej bez bFGF. Z kolei, jak wykazał Stringer i wsp., heparyna stymuluje 

wzrost GRPs i stanowi unikatowy marker progenitorów linii glejowej (Stringer i in., 1999).  

Przeprowadzona przeze mnie analiza fenotypowa populacji uzyskanej z hodowli pierwotnej 

natywnych mGRPs wskazuje na pewien poziom heterogenności uzyskanych komórek, gdyż obok 

glejowo-specyficznych komórek progenitorowych zaobserwowałem także progenitory 

oligodendrocytów i niedojrzałe oligodendrocyty. Podobnej obserwacji dokonał zespół Macieja 

Kurpisza, przeprowadzając analizę cytometryczną komórek w hodowlach pierwotnych GRPs 

izolowanych z myszy i psów, oraz linii komórkowej QSV40 ludzkich komórek glejowych. W przypadku 

mGRPs, badania wykazały m.in. ekspresję jednego z antygenów progenitorów glejowych, A2B5, przez 

70,7% komórek w hodowli, i brak komórek z ekspresją polisialowanej neuralnej cząsteczki adhezyjnej 

(PSA-NCAM+, ang. polysialylated neural cell adhesion molecule) - antygenu komórek neuralnych, oraz 

brak komórek GFAP+. Należy jednak zaznaczyć, iż w przytoczonych badaniach źródłem mGRPs była 

tkanka nerwowa z rdzenia kręgowego płodów myszy (Klimczak i in., 2019). Z kolei heterogenny profil 

fenotypowy komórek w hodowli natywnych mGRPs uzyskanych w mojej pracy pokrywał się z 

fenotypem mGRPs z rozwijającego się mózgu płodów myszy zademonstrowanym w pracy Lyczek i 

wsp., gdzie, w wyniku analizy immunocytochemicznej, również stwierdzono obecność progenitorów 

glejowych o fenotypie A2B5+, NG2+, OLIG1+, OLIG2+, PDGFRα+ i komórek GFAP+, przy 

jednoczesnym braku dojrzałych oligodendrocytów o fenotypie MBP+ (Lyczek i in., 2017).  

6.2. Wybór neureguliny-1 

 Badania zespołu Piotra Walczaka sugerują, że niemodyfikowane mysie progenitory glejowe 

cechuje ograniczony potencjał migracyjny po przeszczepie allogenicznym, przy jednoczesnym 

zachowaniu przez nie zdolności do różnicowania w mielinizujące oligodendrocyty (Lyczek i in., 2017). 

Inne badania sugerują natomiast, iż w przypadku przeszczepu ksenogenicznego, w warunkach in vivo 

zdolność migracji progenitorów glejowych pochodzenia ludzkiego jest wysoka, jednakże czas ich 

różnicowania w mielinizujące oligodendrocyty jest relatywnie długi w stosunku do czasu życia myszy-

biorców, stanowiących model choroby demielinizacyjnej (Lepore i in., 2011; Lyczek i in., 2017). Warto 

jednak podkreślić, iż już iniekcja niemodyfikowanych GRPs powoduje intensywną mielinizację i 

wydłużenie życia myszy shiverer, stanowiących model leukodystrofii. Duże znaczenie dla skuteczności 

terapeutycznej GRPs w przypadku podania domózgowego okazuje się mieć miejsce ich iniekcji 

(Windrem i in., 2008; Stanaszek i in., 2021). Natomiast iniekcje wielomiejscowe wydają się optymalną 

strategią terapii komórkowej z użyciem psich GRPs (cGRPs) (wyniki własne, nieopublikowane). 

Niesprzyjające mikrośrodowisko w tkance objętej zwyrodnieniem może jednak pogarszać 

funkcjonowanie i przeżywalność egzogennych komórek terapeutycznych (Hardison i in., 2006), czego 

dowodzą także nasze poprzednie badania, przeprowadzone w zwierzęcym modelu ALS (Stanaszek i in., 

2022). W związku z tym, istotnym wydaje się zwiększenie potencjału regeneracyjnego 

przeszczepianych progenitorów glejowych poprzez ich modyfikacje w warunkach in vitro.  

W niniejszej rozprawie doktorskiej podjąłem próbę modyfikacji mGRPs poprzez nadekspresję 

genu kodującego neuregulinę-1 oraz, niezależnie, suplementację egzogennym rekombinowanym 

peptydem - neureguliną-1. Pewne doniesienia zwracają bowiem uwagę na zaangażowanie neureguliny-

1 w migrację komórek glejowych i mielinizację OUN zarówno w trakcie rozwoju zarodkowego (Le 

Douarin i Dupin, 2003), jak również w okresie dorosłości (Kataria, Alizadeh i Karimi-Abdolrezaee, 

2019). Neuregulina-1 jest kluczowym białkiem sygnałowym regulującym wszystkie etapy rozwoju 

komórek Schwanna w obwodowym układzie nerwowym i oligodendrocytów w OUN. W przypadku 

obwodowego układu nerwowego, neuregulina-1 stymuluje dojrzewanie NCCs w kierunku glejowym 

(Shah, 1994), jak również wpływa na dojrzewanie i migrację komórek Schwanna (Miyamoto i in., 
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2017). Z kolei deficyt NRG-1 uniemożliwia powstanie prekursorów komórek Schwanna (Wolpowitz i 

in., 2000).  

W kontekście przeciwdziałania wpływowi na komórki po przeszczepie wrogiego 

mikrośrodowiska obszaru objętego zwyrodnieniem uwagę zwraca natomiast zdolność neureguliny-1 do 

modulacji odpowiedzi immunologicznej. Eksperymenty Kataria i wsp. dowiodły, iż suplementacja 

peptydem NRG-1 typu β1 łagodzi przebieg stwardnienia rozsianego poprzez regulację aktywności 

monocytów i makrofagów, limfocytów Th1 i mikrogleju (Kataria i in., 2021). Z kolei badania Li i wsp. 

pokazały, że suplementacja NRG-1 ogranicza nadmierną aktywację komórek mikrogleju, towarzyszącą 

farmakologicznemu uszkodzenia mózgu (Li i in., 2015b).  

Znamiennym jest jednak fakt, iż w wyniku ekspresji genu Nrg-1 u ludzi powstać może aż ok. 

33 różnych izoform białkowych (Chou i Ozaki, 2010), różniących się lokalizacją, a co za tym, idzie 

funkcjami (Zhang i in., 2017b). U człowieka sam gen Nrg-1 ma długość 2,6 Mpz i składa się z 21 

egzonów, co realistycznie uniemożliwia jego całościowe wklonowanie do pojedynczego wektora 

ekspresyjnego. W przypadku nadekspresji dobór wyjściowej sekwencji dla odpowiedniej izoformy 

neureguliny-1 wydaje się zatem kluczowy. Literatura przeglądowa sugeruje istotny udział typów I i III 

neureguliny-1 w dojrzewaniu i funkcjonowaniu komórek mielinizujących i samej mielinizacji w OUN 

(Mei i Xiong, 2008; Kataria, Alizadeh i Karimi-Abdolrezaee, 2019). Brinkmann i wsp. 

zademonstrowali, iż przejściowa nadekspresja zarówno NRG-1 typu I, jak i NRG-1 typu III prowadzi 

do hypermielinizacji w OUN (Brinkmann i in., 2008). Z kolei Stassart i wsp. pokazali, że nadekspresja 

zarówno NRG-1 typu I, jak i NRG-1 typu III wzmaga remielinizację po uszkodzeniu nerwów 

obwodowych (Stassart i in., 2013). Zasadniczą różnicą pomiędzy typem I a typem III NRG-1 jest 

organizacja N-końca, na którym, w przypadku typu I, obecna jest domena immunoglobulinowa, 

pozwalająca na oddziaływanie parakrynne oraz autoparakrynne. W przypadku typu III na N-końcu 

obecna jest natomiast domena bogata w cysteinę (CRD), a sama NRG-1 typu III zakotwiczona jest na 

stałe w błonie komórkowej, co powoduje jej bezpośrednie oddziaływanie na otaczające komórki (Esper, 

Pankonin i Loeb, 2006; Kataria, Alizadeh i Karimi-Abdolrezaee, 2019). W kontekście nadekspresji 

konkretnej izoformy NRG-1 w komórkach terapeutycznych stosowanych do przeszczepu w chorobach 

demielinizacyjnych bardziej zasadnym wydaje się zatem wybór typu I NRG-1. GRPs z nadekspresją 

NRG-1 typu I mogłyby potencjalnie wydzielać syntetyzowane białko na zewnątrz komórki, wpływając 

tym samym na endogenne komórki glejowe gospodarza i modulując lokalne mikrośrodowisko 

przeszczepu. Skuteczność takiej strategii zastosowania GRPs dowiedziona została przez Kondo i wsp. 

w mysim modelu ALS, gdzie czynniki wydzielane przez egzogenne progenitory glejowe stymulowały 

endogenne mechanizmy neuroprotekcyjne (Kondo i in., 2014).  

W pracy Jabłońskiej i wsp. także podjęto próbę poprawy właściwości terapeutycznych GRPs, 

związanych z ich niewystarczającą zdolnością do zasiedlania mózgu po podaniu dotętniczym. W tym 

celu wywołano w mGRPs przejściową nadekspresję podjednostek α4 i β bardzo późnego antygenu 4 

(VLA-4), który, po połączeniu ze swoim ligandem – cząstką adhezji komórkowej śródbłonka 

naczyniowego typu pierwszego (VCAM-1), pośredniczy w transporcie leukocytów przez naczynia. 

Eksperymenty in vitro z użyciem komory mikroprzepływowej oraz przeszczepy w szczurzym modelu 

udaru niedokrwiennego (MCAO) dowiodły zwiększonej zdolności do adhezji i migracji mGRPs z 

nadekspresją VLA-4 (Jablonska i in., 2018). Z kolei w celu zwiększenia zdolności astrocytów do 

przeciwdziałania ekscytotoksyczności związanej z akumulacją glutaminianiu po SCI, Li i wsp. 

wykorzystali w swoich badaniach GRPs z nadekspresją transportera glutaminianu 1 (GLT1). 

Stransdukowane GRPs przeszczepione zostały do obszaru lezji w odcinku szyjnym rdzenia kręgowego, 

gdzie różnicowały w astrocyty, które odpowiedzialne są za homeostazę glutaminianu. W porównaniu 

do astrocytów zróżnicowanych z nietransdukowanych GRPs, astrocyty z nadekspresją GLT-1 istotnie 
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zmniejszyły obszar lezji i zapobiegły odnerwieniu oraz utracie funkcji przepony (Li i in., 2015a). 

Przytoczone badania dowodzą możliwości skutecznej manipulacji genetycznej GRPs, umożliwiającej 

poprawę ich zdolności adhezyjnych i migracyjnych, oraz poprawę funkcji zróżnicowanych z nich 

komórek.  

Jak zademonstrowano natomiast w pracy Xie i wsp., pozytywne efekty modyfikacji 

genetycznych można zaobserwować także w przypadku OPCs. Ko-transplantacja OPCs z nadekspresją 

czynnika regulatorowego mieliny (MRF) i komórek Schwanna zwiększyły mielinizację i spowodowały 

częściowe przywrócenie funkcji lokomotorycznych u szczurów z uszkodzonym rdzeniem kręgowym. 

Efekt terapeutyczny powiązany został z działaniem MRF, który zaangażowany jest w proces 

dojrzewania oligodendrocytów i mielinizację (Xie i in., 2016). Badanie dowodzi możliwości 

zwiększenia potencjału mielinizacyjnego progenitorów oligodendrocytów in vivo poprzez 

synergistyczny efekt nadekspresji białka zaangażowanego w proces mielinizacji i oddziaływania z 

innym rodzajem komórek glejowych.  

6.3. Wybór wektora lentiwirusowego 

 Właściwy dobór nośnika genetycznego stanowi kluczowy etap modyfikacji genetycznych 

komórek. Przy doborze nośnika należy uwzględnić m.in. typ modyfikowanej komórki, w tym 

aktywność endogennych promotorów, która, w przypadku konstytutywnych ekspresji, może sugerować 

umieszczenie transgenu pod kontrolą transkrypcyjną promotora aktywnego w danym typie komórki 

(Beckervordersandforth i in., 2010). Uwzględnić należy także rozmiar dostarczanego transgenu, który 

decyduje o maksymalnej wielkości wektora. Wydajność transdukcji jest bowiem odwrotnie 

proporcjonalna do wielkości transdukowanego konstruktu (Canté-Barrett i in., 2016). Istotnym 

czynnikiem jest także samo źródło transdukowanych komórek, bowiem transdukcja komórek z hodowli 

pierwotnej jest z reguły trudniejsza i mniej wydajna niż transdukcja linii komórkowych, co wynika 

często z ograniczonej zdolności do podziałów komórek pierwotnych przed osiągnięciem senescencji 

(Hare, Collins, Cuddington i Mossman, 2016) oraz pewnego poziomu heterogenności w populacji. 

Projektowany wektor powinien posiadać także sekwencję reporterową, pozwalającą na przyżyciową 

identyfikację komórek stransdukowanych.  

 W przytoczonej pracy Jabłońskiej i wsp., zmiana właściwości GRPs wywołana została poprzez 

transfekcję komórek plazmidami DNA kodującymi podjednostki α4 i β VLA-4. Jednakże, zastosowana 

metoda transfekcji zapewnia jedynie przejściową nadekspresję transgenu w stransfekowanej komórce 

(Jablonska i in., 2018), co może ograniczać jej zastosowanie w leczeniu chorób przewlekłych. 

Alternatywnym podejściem jest użycie wektorów wirusowych. Przykładem takiego podejścia jest 

transdukcja z użyciem wektorów związanych z adenowirusami (AAV), tak jak w przytoczony badaniach 

Li i wsp., dotyczących nadekspresji GLT1 w GRPs (Li i in., 2015a). Wektory AAV nie integrują do 

genomu gospodarza pozostając w komórce w postaci episomów, co zmniejsza ryzyko mutagenezy. 

Jednocześnie zapewniają one stabilną nadekspresję transgenu w komórkach nie-dzielących się (Nayak 

i Herzog, 2010; David i Doherty, 2017). Mimo, iż nie-integrujące wektory AAV są skuteczne w 

wywoływaniu nadekspresji genetycznej w komórkach eukariotycznych, w przypadku potrzeby 

uzyskania stabilnej nadekspresji zarówno w komórkach dzielących jak i nie-dzielących się lepszym 

wyborem wydają się integrujące wektory lentiwirusowe. W przypadku wektorów lentiwirusowych 

wielkość kodowanego transgenu może być także większa niż w przypadku wektorów AAV (Do Minh, 

Sharon, Chahal i Kamen, 2019). W związku z tym, w swoich badaniach jako nośnik genetycznych 

wykorzystałem wektory lentiwirusowe. Ich głównymi zaletami są: (i) zdolność do stabilnej integracji 

zarówno do genomu komórek dzielących, jak i nie dzielących się; (ii) stabilny poziom ekspresji 

transgenu po integracji wirusa do genomu gospodarza; (iii) niska immunogenność. W przytoczonej 
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pracy Xie i wsp., wektor lentiwirusowy wykorzystany został do wywołania nadekspresji MRF w OPCs, 

stabilnej także po przeszczepieniu transdukowanych komórek do zwierząt (Xie i in., 2016).  

W badaniach, stanowiących przedmiot mojej rozprawy doktorskiej, przetestowałem dwa 

wektory lentiwirusowe: pLenti-GIII-CMV, w którym transgen znajdował się pod kontrolą 

transkrypcyjną promotora z ludzkiego cytomegalowirusa (CMV), i HIV-SFFV-IRES-mRFP, 

wyposażony w promotor SFFV. Obydwa typy promotorów traktowane są jako „silne” (ang. strong 

promoters), pozwalając na wydajną, konstytutywną ekspresję regulowanych transgenów (Rintz i in., 

2022). Należy zaznaczyć, iż całkowity rozmiar zastosowanego ostatecznie wirusa pLenti-GIII-CMV-

NRG-1 typ I-mCherry był mniejszy (10 810 pz) niż wirusa HIV-SFFV-NRG-1 typ I-IRES-mRFP 

(12 246 pz), jednak mimo to, zajście procesu transdukcji stwierdziłem w obydwu przypadkach.  

Jak zaprezentowano w literaturze, promotor CMV cechuje się kompatybilnością z wieloma 

typami komórek ssaczych (Bäck i in., 2019). Wektor pLenti-GIII-CMV posiadał także pod 

konstytutywnym promotorem SV40 gen pac kodujący N-acetylotransferazę puromycyny warunkujący 

oporność na puromycynę, a więc umożliwiający selekcję antybiotykową stransdukowanych komórek 

(Luna i in., 1988). W moich badaniach, w toku klonowania do wektora pLenti-GIII-CMV wprowadzona 

została sekwencja NRG-1 typu I w fuzji z sekwencją kodującą białko reporterowe mCherry, 

pozwalające na bezinwazyjną identyfikację stransdukowanych komórek przy użyciu mikroskopii 

fluorescencyjnej.  

Uzyskane przeze mnie wyniki transdukcji mGRPs z użyciem wektora opartego o pLenti-GIII-

CMV okazały się jednak niezadowalające. Stransdukowane mGRPs wykazywały ekspresję mCherry 

oraz były oporne na puromycynę, jednak w toku dalszej hodowli umierały. Śmierć stransdukowanych 

komórek mogła być spowodowana samą konstrukcją białka fuzyjnego NRG-1 typu I–mCherry. 

Ponieważ obecność białka reporterowego stwierdziłem w komórkach, a w warunkach fizjologicznych 

NRG-1 typu I stanowi sekrecyjną izoformą NRG-1, można przypuszczać, iż częściowo upośledzone 

zostało wydzielanie białka fuzyjnego z komórek, z czasem prowadząc do jego akumulacji, skutkującej 

cytotoksycznością. Reeves i wsp. zaobserwowali podobny efekt cytotoksyczności modyfikowanej 

rodopsyny poddanej konstytutywnej nadekspresji w komórkach HEK 293S (Reeves, Callewaert, 

Contreras i Khorana, 2002).  

W celu weryfikacji hipotezy o toksyczności wysokiego stężenia takiego białka fuzyjnego dla 

komórek zasadnym byłoby zaprojektowanie alternatywnego wektora wirusowego, w którym transgen 

znajduje się pod kontrolą transkrypcyjną indukowalnego promotora. Taką metodę skutecznie 

zastosowali Massie i wsp., transdukując komórki z ludzkich linii komórkowych wektorem 

adenowirusowym, w którym pod kontrolą promotora indukowanego tetracykliną umieszczono 

toksyczne białko ΔR1. Po aktywacji promotora komórki były zdolne do ekspresji toksycznego białka w 

ilości dochodzącej nawet do 10% ich całkowitej frakcji białkowej, zanim ostatecznie umierały (Massie 

i in., 1998). Jednocześnie, jak zasugerował Zhang i wsp., zastosowanie promotora CMV mogłoby być 

bardziej adekwatne w przypadku linii komórkowych i komórek w późnym stadium różnicowania 

(Zhang i in., 2017a). W innych badaniach pokazano natomiast, iż w przypadku transdukowania iPSCs 

wektorami adenowirusowymi zaopatrzonymi w promotor CMV, promotor CMV często ulegał 

unieczynnieniu na drodze metylacji DNA w krótkim czasie po transdukcji (Brooks i in., 2004; Tashiro 

i in., 2009).  

Z trwałymi modyfikacjami genetycznymi nierozerwalnie związane jest także ryzyko zaburzenia 

funkcjonowania komórek, w tym transformacji nowotworowej, prowadzącej do nowotworzenia. 

Badania dowodzą, iż miejscem integracji wektorów lentiwirusowych jest z reguły obszar jednostek 

transkrypcyjnych (Larsen i in., 2018; Singh, Bedwell i Engelman, 2022; Winans i in., 2022), jednak 

http://rcin.org.pl



98 
 

dobór konkretnego locus nie jest możliwy. W związku z tym, integracja wektorów lentiwirusowych 

prowadzić może do aktywacji protoonkogenów lub inaktywacji anty-onkogenów. Przykładowo, 

badania Hacein-Bey-Abina i wsp. dowiodły, że przeszczep transdukowanych, autologicznych komórek 

CD34+ ze szpiku kostnego, w których integracja wektora wirusowego nastąpiła do locus protoonkogenu 

LMO2, przyczynił się do rozwoju białaczki u biorców (Hacein-Bey-Abina i in., 2003). Ponadto, 

transdukcja komórek wektorami lentiwirusowymi prowadzić może do jednoczesnej integracji kilku 

kopii transgenu do genomu pojedynczej komórki, co może powodować niestabilność genetyczną 

komórek (Woods, 2003), potencjalnie skutkującą ich apoptozą (Zhivotovsky i Kroemer, 2004). 

Zjawiska te stanowią potencjalne wytłumaczenie śmierci mGRPs transdukowanych przeze mnie 

wektorem pLenti-GIII-CMV-NRG-1 typ I-mCherry.  

Drugim przetestowanym w moich badaniach wektorem lentiwirusowym był HIV-SFFV-IRES-

mRFP. W odróżnieniu od pLenti-GIII-CMV-NRG-1 typ I-mCherry, wektor HIV-SFFV-IRES-mRFP 

posiadał sekwencję IRES, dzięki której wklonowana w kolejnym etapie sekwencja NRG-1 typu I była 

kodowana niezależnie od sekwencji białka reporterowego, jednak pod kontrolą transkrypcyjną 

wspólnego promotora. Ponadto, ekspresja transgenu znajdowała się pod kontrolą transkrypcyjną 

promotora SFFV. Te dwa czynniki mogły mieć kluczowe znaczenie dla optymalnej i stabilnej 

transdukcji mGRPs. Jak dowiedziono wcześniej w licznych doniesieniach, promotor SFFV może zostać 

zastosowany zarówno do krótkookresowej, jak i długookresowej, stabilnej nadekspresji genetycznej, 

wywołanej poprzez transdukcję wektorami lentiwirusowymi niezróżnicowanych komórek w hodowli 

pierwotnej m.in. psich mezenchymalnych komórek macierzystych (Gautam i in., 2016) i mysich 

hematopoetycznych komórek macierzystych (Piras i in., 2020). Z kolei w badaniach zespołu 

Kuhlmanna, policistronowy wektor lentiwirusowy kodujący pod promotorem SFFV sekwencje białek 

SOX10, OLIG2, NKX6.2 i białka reporterowego RFP, pozwolił na skuteczne zróżnicowanie 

progenitorów neuralnych do dojrzałych oligodendrocytów w warunkach in vitro (Ehrlich i in., 2017).  

W moich badaniach, zróżnicowany poziom ekspresji białka reporterowego mRFP, 

zaobserwowany w komórkach transdukowanych HIV-SFFV-NRG-1 typ I-IRES-mRFP, mógł wynikać 

bezpośrednio z konstrukcji samego wektora, tj. obecności sekwencji IRES. Niezależne badania 

Mizuguchi i wsp. oraz Hennecke i wsp. dowodzą często występującej, słabszej ekspresji białka, którego 

sekwencja kodująca umieszczona jest poniżej IRES w wektorach bicistronowych, przy zachowaniu 

stałego poziomu ekspresji transgenu umieszczone powyżej IRES, tj. bezpośrednio poniżej promotora 

(Mizuguchi i in., 2000; Hennecke, 2001). Warto podkreślić, że w moich badaniach, mimo 

zróżnicowanej ekspresji reportera, analizy RT-qPCR komórek po niezależnych transdukcjach wykazały 

jednak ekspresję mRNA dla NRG-1 typu I, a w toku dalszej hodowli nie stwierdziłem spontanicznej 

śmierci komórek, tak jak w przypadku transdukcji wektorem pLenti-GIII-CMV-NRG-1 typ I-mCherry.  

Jak zaznaczyłem, zastosowany przeze mnie wektor HIV-SFFV-NRG-1 typ I-IRES-mRFP nie 

kodował dodatkowo genu warunkującego oporność na antybiotyk. W przypadku dodania kolejnej 

sekwencji genetycznej istniało bowiem realne ryzyko spadku wydajności transdukcji, gdyż wielkość 

tego wektora wynosiła już ponad 12 000 pz. Ponadto, ponieważ kodowane przez wektor białko (NRG-

1 typu I) miało formę sekrecyjną, przy założeniu odpowiednio wysokiego tempa wzrostu komórek w 

hodowli, otrzymanie nawet mieszanej (heterogennej) populacji komórek stransdukowanych i nie-

stransdukowanych potencjalnie pozwoliłoby mi na zbadanie parakrynnego wpływu NRG-1 typu I, 

poddanej nadekspresji, na fenotyp mGRPs. W przypadku wykazania pozytywnego wpływu nadekspresji 

NRG-1 typu I na mGRPs możliwe byłoby jednak zaprojektowanie alternatywnego wektora, kodującego 

gen warunkujący oporność na antybiotyk.  

Jak wspomniałem, transdukcja wektorami lentiwirusowymi prowadzić może do integracji kilku 

kopii transgenu do genomu pojedynczej komórki (Woods, 2003). W mojej pracy, powyższy efekt 
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również może tłumaczyć zróżnicowany poziom ekspresji mRNA dla NRG-1 typu I pomiędzy 

poszczególnymi transdukcjami, a także zmienny poziom ekspresji białka reporterowego mRFP w 

przypadku transdukcji wektorem HIV-SFFV-NRG-1 typ I-IRES-mRFP. Należy jednak zaznaczyć, iż 

przeprowadzona przeze mnie pierwotna analiza fenotypowa wykazała już pewien poziom 

heterogenności komórek w populacji natywnych mGRPs, co pozwala przypuszczać, iż wydajność 

transdukcji mogła być zróżnicowana zarówno pomiędzy poszczególnymi komórkami w obrębie jednej 

hodowli, jak również pomiędzy hodowlami. Analogiczny efekt zaobserwowano już w pracy Hines i 

wsp., gdzie wydajność transdukcji wektorów lentiwirusowych w hodowlach pierwotnych komórek 

ludzkiego nowotworu piersi wahała się w granicach od 14 do 99% (Hines, Yaswen i Bissell, 2015).  

6.4. Optymalizacja procedury transdukcji mGRPs wektorem lentiwirusowym kodującym NRG-1 

W toku optymalizacji protokołu transdukcji wirusowej przetestowałem trzy modyfikacje. 

Pierwsza z nich oparta była o zastosowanie polibrenu (bromku heksadimetryny) - polikationu, który 

poprawia wiązanie kapsydu wirusa z błoną komórki poprzez zobojętnienie ładunku elektrycznego, co 

może poprawić wydajność transdukcji (Davis, Morgan i Yarmush, 2002). Jednakże, wiele badań zwraca 

uwagę na jego potencjalną toksyczność, co zostało zaobserwowane w przypadku hodowli in vitro 

neuronów (Bao i in., 2018), limfocytów T (Costello i in., 2000) i mezenchymalnych komórek 

macierzystych (Pay i in., 2018). Rekomendowane stężenie polibrenu stosowanego w celu zwiększenia 

wydajności transdukcji wynosi pomiędzy 2 µg/ml a 10 µg/ml (Jacobsen i in., 2006; Lin i in., 2011; Bao 

i in., 2018). W swoich badaniach przetestowałem tylko stężenie w dolnej granicy, 2 µg/ml, jednak już 

ono okazało się toksyczne dla mGRPs. Prawdopodobnie efekt związany był z faktem prowadzenia 

transdukcji na komórkach z hodowli pierwotnej, które są bardziej wrażliwe na zmiany warunków 

otoczenia i cechują się większą heterogennością niż linie komórkowe 

(https://scope.dge.carnegiescience.edu/SCOPE_41/SCOPE_41_2.02_Chapter_7_75-98.pdf; stan na 

dzień 24.04.2023). W przypadku dalszych prób chemicznej optymalizacji transdukcji mGRPs na rynku 

dostępne są również alternatywne wobec polibrenu, polikationowe związki zdolne do poprawy 

wydajności transdukcji, cechujące się teoretycznie niższą toksycznością, takie jak siarczan protaminy 

(Pay i in., 2018) czy DEAE [2-(dietyloamino)etanol]-dekstran (Amadeo, Hanson, Murray i Taylor, 

2022). Jednakże, jak zauważa Denning i wsp., wszystkie związki polikationowe stosowane w celu 

zwiększenia wydajności transdukcji mogą prowadzić do niespecyficznego wiązania nieaktywnych 

cząstek przez transdukowane komórki, prowadząc do zafałszowania rzeczywistej wydajności reakcji 

(Denning i in., 2013).  

Druga przetestowana przeze mnie modyfikacja protokołu transdukcji oparta była o dodatkowy 

etap wirowania naczynia hodowlanego zawierającego mGRPs i zawiesinę wirusów, określanego jako 

spinokulacja, w celu fizycznej stymulacji wiązania wirusów do powierzchni transdukowanych komórek. 

Co więcej, jak pokazują badania Guo i wsp., siła odśrodkowa generowana podczas wirowania powoduje 

przejściową reorganizację cytoszkieletu transdukowanych komórek poprzez zmiany aktywności aktyny 

i kofiliny, co sprzyja wiązaniu i wnikaniu wirusa do infekowanych komórek (Guo, Wang, Yu i Wu, 

2011). Sama procedura wirowania jest mało inwazyjna i nie zaobserwowałem jej szkodliwości dla 

mGRPs, jednak nie przyniosła ona skutku w postaci poprawy wydajności transdukcji. Jak zauważa 

Amadeo i wsp., wyraźna poprawa wydajności transdukcji jest dostrzegalna, bowiem zwykle w 

przypadku połączenia metody chemicznej (dodatek polikationu) oraz fizycznej (spinokulacja) (Amadeo 

i in., 2022). Przykładowo, skuteczność spinokulacji w połączeniu z polibrenem dowiedziona została np. 

poprzez poprawę wydajności transdukcji komórek z linii 293F z nerki płodu (Liu i in., 2017). Jednak, z 

uwagi na toksyczność samego polibrenu wobec mGRPs, w moich badaniach takie podejście 

eksperymentalne nie było możliwe.  
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Skuteczną transdukcję mGRPs zaobserwowałem dopiero po zastosowaniu trzeciej modyfikacji 

protokołu, polegającej na dwukrotnej inkubacji mGRPs z zawiesiną wirusów. Każda z inkubacji trwała 

24 godziny i prowadzana była ze świeżo rozmrożoną mieszaniną wirusów. W efekcie mGRPs 

eksponowane były na wirusy przez 48 godzin. Protokół wielokrotnej transdukcji był skuteczny także w 

przypadku innych, odpornych na transdukcję komórek z hodowli pierwotnej, takich jak ludzkie 

hematopoetyczne komórki macierzyste CD34+ (Schott i in., 2019) oraz komórki NK (Carlsten i Childs, 

2015). Jak zauważa Geschwind i wsp., dłuższa ekspozycja na wirusy zwiększa poziom ich absorpcji do 

powierzchni komórek (Geschwind, Lu i Federoff, 1994). Stosowane w moich badaniach mGRPs 

pochodziły z hodowli pierwotnej, co mogło oznaczać ich większą heterogenność niż w przypadku linii 

komórkowej. Zastosowanie podwójnej transdukcji mogło dać zatem szansę większej liczbie typów 

komórek w hodowli na skuteczną adsorpcję wirusa. Wreszcie podwójna transdukcja mogła doprowadzić 

do wielokrotnej infekcji pojedynczej komórki przez kilka cząstek wirusowych, co mogło okazać się 

kluczowe dla uzyskania oporności na antybiotyk lub ekspresji fluorescencyjnego białka reporterowego.  

6.5. Charakterystyka mGRPs z nadekspresją NRG-1 

Udana transdukcja mGRPs wektorem lentiwirusowym HIV-SFFV-NRG-1 typ I-IRES-mRFP, 

kodującym NRG-1 typu I oraz białko reporterowe mRFP, przedzielone sekwencją IRES, w oparciu o 

protokół podwójnej, 48-godzinnej transdukcji, pozwoliła mi zbadać wpływ nadekspresji NRG-1 typu I 

na fenotyp komórek w hodowli pierwotnej mGRPs.  

Badania rozpocząłem od analiz immunocytochemicznych, których wyniki wykazały, iż w 

warunkach hamujących różnicowanie mGRPs (pożywka GRP Medium + bFGF), zarówno w populacji 

komórek transdukowanych wektorem kodującym NRG-1, jak i w populacji komórek transdukowanych 

wektorem kontrolnym kodującym samo białko reporterowe, obecne są progenitory glejowe. W 

populacji badanych komórek nie stwierdziłem obecności dojrzałych oligodendrocytów o fenotypie 

MBP+. Analiza immunocytochemiczna wykazała, że pożywka hamująca różnicowanie zapobiegła 

różnicowaniu zarówno transdukowanych, jak i nietransdukowanych mGRPs w dojrzałe 

oligodendrocyty o fenotypie MBP+. Z kolei, w hodowlach mGRPs prowadzonych w pożywce 

stymulującej różnicowanie (pożywka DRG Medium + NGF; brak bFGF), zaobserwowałem dojrzewanie 

oligodendrocytów o fenotypie MBP+. Podobnej obserwacji dokonali McKinnon i wsp., stwierdzając 

różnicowanie progenitorów glejowych do dojrzałych oligodendrocytów in vitro w ciągu 3 dni po 

usunięciu bFGF (McKinnon i in., 1990, 1993). W moich badaniach nadekspresja NRG-1 typu I nie 

upośledziła zdolności mGRPs do różnicowania w dojrzałe oligodendrocyty. Co istotne, nie stwierdziłem 

znamiennego wpływu samej procedury transdukcji wirusowej oraz wektora kontrolnego, kodującego 

samo białko reporterowe, na tempo wzrostu, przeżywalność i fenotyp mGRPs w hodowli in vitro.  

W dalszych badaniach fenotypu komórek wykorzystałem cytometrię przepływową, porównując 

fenotyp mGRPs-NRG-1 typu I i kontrolnych, nietransdukowanych mGRPs. Analiza wykazała, że w 

populacji mGRPs transdukowanej wektorem HIV-SFFV-NRG-1 typ I-IRES-mRFP występuje średnio 

mniej progenitorów glejowych, natomiast więcej OPCs i niedojrzałych oligodendrocytów oraz komórek 

różnicujących o fenotypie pośrednim pomiędzy GRPs a OPCs, w porównaniu do populacji komórek 

kontrolnych. Brinkmann i wsp. w swoich badaniach wyprowadzili transgeniczną linię myszy, u których 

nadekspresji ulegała NRG-1 typu I, a ekspresja kodującego ją genu kontrolowana była przez promotor 

Thy1.2, aktywny w neuronach. Badacze zaobserwowali hypermielinizację w obrębie OUN, jednak nie 

wykazali różnic w liczbie oligodendrocytów o fenotypie CC1+ (ang. anti-adenomatous polyposis coli 

clone CC1) w obrębie spoidła wielkiego mózgu (Brinkmann i in., 2008). Moje badania wskazują 

natomiast, iż nadekspresja NRG-1 typu I w mGRPs stymuluje różnicowanie tych komórek w kierunku 

oligodendrocytów nawet w obecności czynnika hamującego różnicowanie (bFGF), jednak w warunkach 
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stymulujących różnicowanie (brak bFGF), oligodendrocyty zróżnicowane z mGRPs-NRG-1 typu I nie 

wykazują większej zdolności do mielinizacji.  

Uzyskane przeze mnie wyniku sugerują, że wywołanie konstytutywnej nadekspresji NRG-1 

typu I stymuluje różnicowanie mGRPs w kierunku oligodendrocytów. Jest jednak prawdopodobne, że 

demonstracja pełnego potencjału terapeutycznego mGRPs-NRG-1 może wymagać inne układu 

doświadczalnego. Wartościowe byłoby, zatem wyprowadzenie linii zwierząt transgenicznych z 

nadekspresją NRG-1 typu I, znajdującą się jednak pod kontrolą promotora genu specyficznego dla 

GRPs, takiego jak PDGFRα, z ekspresją indukowalną dodatkowo np. obecnością tetracykliny, tak jak 

w systemie Tet-On, i zbadanie fenotypu tych komórek w warunkach fizjologicznych oraz w warunkach 

demielinizacji, spowodowanej przykładowo podaniem lizolecytyny (Birgbauer, Rao i Webb, 2004).  

W perspektywie stymulacji różnicowania mGRPs, w wyniku nadekspresji NRG-1 typu I, 

zaobserwowany przeze mnie spadek tempa wzrostu komórek w hodowli mGRPs-NRG-1 typu I nie jest 

zaskakujący. Przykładem analogicznego zjawiska, w którym różnicowaniu komórek towarzyszy 

spowolnienie ich proliferacji, jest proces neurogenezy zachodzącej w mózgach dorosłych ssaków (ang. 

adult neurogenesis), m.in. w SVZ. Jak opisaliśmy to w naszej wcześniejszej pracy, w procesie tym 

uczestniczą m.in. (i) „uśpione” NSCs (ang. quiescent NSCs), cechujące się znikomą aktywnością 

proliferacyjną, (ii) „aktywowane” NSCs (ang. activated NSCs), wykazujące wysoką aktywność 

proliferacyjną, zdolne do różnicowania we (iii) wciąż dzielące się progenitory przejściowe (ang. 

intermediate progenitor cells), które różnicują w (iv) neuroblasty, które z czasem zaczynają tracić 

zdolność proliferacji, migrując wzdłuż donosowego strumienia migracyjnego (RMS) do opuszki 

węchowej, gdzie ostatecznie różnicują w (v) dojrzałe, niedzielące się interneurony (Płatek i in., 2022). 

Ponadto, jak wspomniałem wcześniej, receptory ErbB4 dla neureguliny-1 ulegają ekspresji na 

powierzchni rozwijających się neuroblastów w niszy neurogennej w SVZ oraz wzdłuż RMS (Anton i 

in., 2004). Jednakże, jak wskazuje Wang i wsp., tylko neuroblasty zasiedlające SVZ wykazują zdolność 

proliferacji, jednak podczas migracji wzdłuż RMS, ich proliferacja ustaje, czemu towarzyszy 

ekspozycja na gradient neureguliny-1 (Wang i in., 2011; Ghashghaei i in., 2006). Mogłoby to więc 

sugerować, iż wpływ wywierany przez nadekspresję NRG-1 typu I na mGRPs, polegający na spadku 

tempa ich wzrostu przy stymulacji różnicowania, jest analogiczny do wpływu wywieranego przez 

neuregulinę-1 na niedojrzałe neuroblasty w procesie neurogenezy w mózgach dorosłych ssaków, 

szczególnie, iż ekspresja receptorów ErbB4 zachodzi także na powierzchni progenitorów glejowych 

(Bartus i in., 2019).  

Jak wspomniałem, stosując techniki immunocytochemiczne, nie stwierdziłem obecności 

neureguliny-1 w komórkach transdukowanych wektorem HIV-SFFV-NRG-1 typ I-IRES-mRFP oraz na 

ich powierzchni. Wynik ten nie jest zaskakujący, gdyż NRG-1 typu I stanowi izoformę sekrecyjną 

neureguliny-1, zatem jej ewentualna identyfikacja wymagałaby dodatkowych analiz. Paradoksalnie, 

jednak, zaobserwowany przeze mnie pozytywny wpływ konstytutywnej nadekspresji NRG-1 typu I na 

różnicowanie mGRPs in vitro wiązał się z negatywnym wpływem na tempo wzrostu mGRPs, co w 

praktyce uniemożliwiło mi otrzymanie wystarczającej liczby mGRPs-NRG-1 typu I na potrzeby badań 

in vivo w zwierzęcych modelach demielinizacji.  

6.6. Zastosowanie systemu lentiwirusowych cząstek aktywacyjnych w celu wywołania nadekspresji 

endogennej NRG-1 w mGRPs 

 Podczas moich dalszych prób wywołania nadekspresji NRG-1 w mGRPs wykorzystałem także 

system LAPs. System ten, zaproponowany przez Konermanna i wsp., polega na wprowadzeniu do 

komórki docelowej wektorów lentiwirusowych integrujących do genomu, kodujących synergistyczny 

mediator aktywacji, który stymuluje wiązanie czynników transkrypcyjnych do obszaru promotorowego 
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konkretnego genu, zwiększając poziom jego ekspresji (Konermann i in., 2015). Zatem w 

przeciwieństwie do tradycyjnych systemów ekspresyjnych, w których do genomu wprowadzona zostaje 

dodatkowa kopia genu, system LAPs stymuluje nadekspresję endogennego genu. W ten sposób 

skuteczność LAPs dowiedziona została m.in. poprzez nadekspresję genu NRF2 w komórkach 

nowotworu mózgu (Parkhurst i in., 2022), genu IFITM1 w komórkach nowotworu piersi (Lui i in., 

2017), czy genu QKI w komórkach nowotworu prostaty (Han i in., 2022).  

Ponieważ system LAPs, wykorzystany w moich badaniach, oparty jest o zastosowanie 

nośników genetycznych w postaci trzech wektorów lentiwirusowych, jego skuteczność uzależniona jest 

od efektywnej ko-transdukcji komórek wszystkimi trzema wektorami jednocześnie, odzwierciedlonej 

w postaci nabycia przez transdukowane komórki oporności na trzy różne antybiotyki. Zatem 

zastosowanie LAPs wciąż stanowi wyzwanie w przypadku komórek opornych na transdukcję, takich 

jak mGRPs. Z drugiej strony, system nie usuwa jednej z głównych wad integrujących wektorów 

lentiwirusowych, jakim jest ryzyko mutagenezy po transdukcji. Ponadto, w przeciwieństwie do 

nadekspresji wywołanej integracją egzogennej kopii genu po transdukcji tradycyjnym wektorem 

lentiwirusowym, system LAPs wykazuje oddziaływanie na endogenny gen na poziomie 

transkrypcyjnym, a zatem nie jest możliwe jego zaadaptowanie do nadekspresji tylko jednej, konkretnej 

izoformy neureguliny-1 (np. NRG-1 typu I).  

 W moich badaniach, system LAPs, ukierunkowany na nadekspresję endogennego genu NRG-1 

z myszy, został zaprojektowany i zamówiony w firmie komercyjnej - Santa Cruz Biotechnology. Ko-

transdukcja mGRPs przetestowana została przeze mnie z użyciem mieszaniny trzech wektorów 

wirusowych, w stężeniu rekomendowanym przez producenta, w oparciu o ustalony protokół transdukcji. 

Jednak, w celu dodatkowej poprawy wydajności ko-transdukcji, producent zaleca także zastosowanie 

polibrenu, który, jak wykazano na wcześniejszych etapach moich badań, jest toksyczny dla mGRPs już 

w dolnym zakresie stężeń (2 µg/ml). Podjęte przeze mnie próby ko-transdukcji mGRPs mieszaniną 

LAPs bez zastosowania polibrenu były bezowocne, czego dowodzi brak nabycia oporności na 

antybiotyki przez transdukowane komórki. Co ciekawe, warto zwrócić uwagę, że w przeciwieństwie do 

moich badań, przytoczone powyżej trzy prace z wykorzystaniem LAPs w celu wywołania nadekspresji 

genetycznych, oparte były wyłącznie o transdukcje linii komórek nowotworowych (Lui i in., 2017; Han 

i in., 2022; Parkhurst i in., 2022).  

6.7. Charakterystyka mGRPs suplementowanych egzogenną neureguliną-1 

Niezadowalające wyniki prób nadekspresji NRG-1 stanowiły podstawę do przeprowadzenia 

przeze mnie dodatkowych eksperymentów, których celem była zmiana właściwości mGRPs poprzez 

suplementację komórek egzogennym, plejotropowym czynnikiem wzrostu - peptydem neureguliną-1. 

Skuteczność takiego podejścia eksperymentalnego została już wielokrotnie zademonstrowana w 

badaniach in vitro i in vivo (Bruno, Miller i Lim, 2013). W pracy Sawickiej i wsp. udowodniliśmy, że 

suplementacja hodowli keratynocytów i fibroblastów syntetycznym peptydem, imunofanem, 

stymulowała proliferację tych komórek in vitro. Z kolei in vivo, wpływ imunofanu na właściwości 

keratynocytów i fibroblastów został przez nas zademonstrowany w mysim modelu gojenia rany 

(Sawicka i in., 2020).  

W celu suplementacji mGRPs, w swoich obecnych badaniach wykorzystałem komercyjny, 

rekombinowany peptyd neuregulina-1 z myszy (rmNRG-1). Wang i wsp. dowiedli, iż in vitro 

suplementacją neureguliną-1 stymuluje proliferację komórek Schwanna (Wang, Wang, Zhong i Shen, 

2013a), a pozytywny efekt powiązany został z aktywacją przez neuregulinę-1 MAP-kinaz EKR1 i ERK2 

(Rahmatullah i in., 1998). Suplementacja egzogenną neureguliną-1 zwiększała także proliferację, 

migrację i zdolności adhezyjne komórek nowotworowych (Momeny i in., 2015). Peptyd rmNRG-1 
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zakupiony został w firmie komercyjnej - R&D Systems, i przetestowany został przeze mnie w dwóch 

stężeniach: 10 ng/ml i 50 ng/ml, które dobrane zostały w oparciu o, odpowiednio, prace Gomis-Coloma 

i wsp. (Gomis-Coloma i in., 2018) i Cornelison i wsp. (Cornelison i in., 2018), gdzie rmNRG-1 stanowił 

suplement w pożywkach stosowanych w hodowlach pierwotnych komórek Schwanna.  

Zgodnie z oficjalną kartą charakterystyki, zastosowany przeze mnie peptyd rmRNG-1 

obejmował sekwencję aminokwasową Ser20-Lys246 mysiej neureguliny-1, a w wyniku jego 

elektroforezy w żelu poliakrylamidowym w warunkach denaturujących uzyskiwane są produkty o masie 

cząsteczkowej wynoszącej 42-49 kDa (https://resources.rndsystems.com/pdfs/datasheets/9875-

nr.pdf?v=20230518; stan na dzień 12.05.2023); dokładna sekwencja aminokwasowa stanowi natomiast 

tajemnicę producenta. Karta charakterystyki sugeruje ponadto, iż peptyd dostarczany jest w postaci 

nieaktywnej pro-neureguliny-1 - proleku (ang. prodrug), co pozwala przypuszczać, iż jego aktywacja 

może następować dopiero w wyniku cięcia proteolitycznego i przyjęcia określonej struktury 

przestrzennej po kontakcie z komórkami (Rautio i in., 2008). Natomiast przewidzenie, której izoformie 

neureguliny-1, z funkcjonalnego punktu widzenia, odpowiadać mogłaby rmNRG-1 z firmy R&D 

Systems w hodowli mGRPs, wymagałoby przeprowadzania złożonych analiz z zastosowaniem metod 

fizykochemicznych i molekularnych, wykraczających poza zakres prowadzonych prac. Do tych 

pierwszych należą m.in. dyfraktometria rentgenowska oraz spektroskopia w podczerwieni i 

spektroskopia magnetycznego rezonansu jądrowego (Luchinat i Banci, 2018; Bigham i in., 2022), a do 

drugich - np. analiza proteolityczna i rozdział elektroforetyczny produktów proteolizy (Koth, Orlicky, 

Larson i Edwards, 2003). Przy założeniu, że peptyd rmNRG-1 charakteryzuje się obecnością domen 

funkcjonalnych (np. domeny immunoglobulinowej i domeny EGF), analizy te, przeprowadzone dla 

próbki peptydu przed i po kontakcie z komórkami, mogłyby potwierdzić lub wykluczyć obecność 

pewnych fragmentów sekwencji sygnałowych, sekwencji odpowiadających za zakotwiczenie w błonie 

lub sekrecję. Pozwoliłoby to na dokładniejsze określenie losów peptydu w hodowli komórkowej oraz 

lepsze poznanie jego oddziaływania z mGRPs in vitro. Bez przeprowadzanie powyższych analiz 

należało jednak założyć, iż funkcjonalnie, zastosowany peptyd rmNRG-1 mógł odzwierciedlać 

działanie różnych izoform neureguliny-1, w tym zarówno izoform sekrecyjnych, jak i błonowych.  

Pomimo braku wiedzy, której izoformie neureguliny-1 odpowiadał peptyd rmNRG-1 z firmy 

R&D Systems, zastosowanie tego peptydu w przytoczonych pracach Gomis-Coloma i wsp. (Gomis-

Coloma i in., 2018) i Cornelison i wsp. (Cornelison i in., 2018) wskazuje jednak, iż wykazuje on 

aktywność in vitro i może być skutecznie zastosowany jako czynnik wzrostu w hodowli komórek 

glejowych. Należy przy tym zaznaczyć, iż wyniki otrzymane z użyciem takiego peptydu mogą nie 

odzwierciedlać wyników uzyskanych w wyniku nadekspresji w komórce sekwencji kodującej konkretną 

izoformę białka. Ponadto, zasadnym byłoby przetestowanie wpływu na hodowlę mGRPs jeszcze 

szerszego zakresu stężeń neureguliny-1 oraz różnego czasu stymulacji komórek. Jednak, jak 

zaznaczyłem, badania miały charakter wstępny.  

W swoich badaniach postanowiłem sprawdzić wpływ neureguliny-1 na hodowle pierwotne 

mGRPs w warunkach hamujących ich różnicowanie (pożywka GRP Medium + bFGF) i stymulujących 

ich różnicowanie (pożywka DRG Medium + NGF; brak bFGF). Uzyskane przeze mnie wyniki wstępne 

zdają się sugerować, że wpływ egzogennej neureguliny-1 na fenotyp i właściwości mGRPs w hodowli 

in vitro jest niejednoznaczny, i może być zależny zarówno od stężenia peptydu, jak i od warunków 

hodowli. 

Moje badania sugerują, iż w warunkach hamujących różnicowanie suplementacja neureguliną-

1 nie miała wpływu na różnicowanie się mGRPs do dojrzałych oligodendrocytów. Co jednak ciekawe, 

w warunkach stymulujących różnicowanie obecność neureguliny-1 pogarszała różnicowanie się 

progenitorów glejowych do dojrzałych oligodendrocytów, a efekt ten był niezależny od obecności w 
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hodowli drugiego typu komórek - neuronów (mDRGs). Warto przy tym zaznaczyć, iż w moich 

badaniach stymulacja mGRPs neureguliną-1 rozpoczęta została jeszcze przed założeniem współhodowli 

z mDRGs i zmianą pożywki na stymulującą różnicowanie. Zatem biorąc pod uwagę fakt, że w 

warunkach fizjologicznych ekspresja sekrecyjnych form neureguliny-1 zachodzi także w neuronach 

(Raabe i in., 2004; Bernstein i in., 2006), i stanowi ona czynnik stymulujący różnicowanie 

oligodendrocytów (Simons i Trajkovic, 2006), można spekulować, iż stymulacja neureguliną-1 

progenitorów glejowych w obecności bFGF, przed założeniem ich współhodowli z neuronami, mogła 

stanowić dla nich sprzeczny sygnał, który ostatecznie pozbawił je zdolności do zróżnicowania w 

dojrzałe oligodendrocyty. Przewlekłą ekspozycję mGRPs na egzogenną neuregulinę-1 można porównać 

także do zjawiska „wyczerpania” limfocytów T (ang. T-cell exhaustion), związanego z ich 

zróżnicowaniem przy jednoczesnym upośledzeniu ich funkcji. W wyniku przewlekłej ekspozycji 

limfocytów T na antygen dochodzi, bowiem do utraty ich zdolności cytotoksycznych i zwiększonej 

ekspresji receptorów hamujących reakcję immunologiczną (ang. immune checkpoints) (Bevilacqua, Li 

i Ho, 2022), co jest zjawiskiem powszechnie obserwowanym w mikrośrodowisku nowotworu 

(Woroniecka i in., 2018) i może być modelowane w warunkach in vitro (Philipp i in., 2022).  

Jak wykazały badania Stassart i wsp., poziom ekspresji neureguliny-1 typu I, stanowiącej 

izoformę sekrecyjną, wzrasta w wyniku demielinizacji nerwów obwodowych (Stassart i in., 2013). 

Zwiększona ekspresja NRG-1 w obwodowym układzie nerwowym stwierdzona została także przez 

Carroll i wsp., po uszkodzeniu obwodowych aksonów, motoneuronów i neuronów zwojów korzeni 

grzbietowych (Carroll i in., 1997). Badania te mogą sugerować, że w celu stymulacji dojrzewania 

mielinizujących oligodendrocytów, neuregulina-1 musiałaby działać w warunkach demielinizacji. W 

moich badaniach zarówno hodowle mGRPs, jak i późniejsze współhodowle mGRPs i mDRGs 

prowadzone były w warunkach optymalnych dla wzrostu komórek i mielinizacji aksonów. Nie można 

jednak wykluczyć, iż eksperymenty in vitro oparte o suplementację neureguliny-1 w warunkach 

demielinizacji, spowodowanej przykładowo traktowaniem neuronów w hodowli lizolecytyną 

(Birgbauer, Rao i Webb, 2004), mogłoby skutkować innym wynikiem.  

Jak wykazałem w swoich badaniach, suplementacja mGRPs egzogenną neureguliną-1 w 

stężeniu 50 ng/ml znacząco zwiększyła w hodowli odsetek proliferujących komórek o fenotypie Ki67+, 

w porównaniu do hodowli niesuplementowanych mGRPs. Pozytywny wpływ suplementacji 

neureguliną-1 na proliferację pewnych typów komórek został już wielokrotnie zaprezentowany w 

literaturze. Lin i wsp. zbadali wpływ 48-godzinnej suplementacji izoformami 1α i 1β neureguliny-1 na 

proliferację linii komórek ludzkiego glejaka. W tym celu przeprowadzona została analiza 

immunocytochemiczna z użyciem przeciwciała specyficznego wobec antygenu PCNA (ang. 

proliferating cell nuclear antigen), stanowiącego marker komórek proliferujących. Badacze 

zaobserwowali ścisłą korelację pomiędzy stężeniem suplementowanej neureguliny-1, a ekspresją przez 

komórki nowotworowe białka CHL1 (bliskiego homologu L1, ang. close homolog of L1). Z kolei 

ekspresja CHL1 powiązana została wprost z ekspresją przez komórki PCNA. Ponadto, w dalszych 

badaniach zasugerowano, że wpływ NRG-1 na proliferację komórek glejaka mógł następować na drodze 

aktywacji ścieżki sygnałowej MAPK/ERK, bowiem NRG-1α i 1β zwiększały poziom ekspresji 

ufosforylowanej formy kinazy ERK1/2 (p-ERK1/2) (Lin i in., 2020).  

Wpływ suplementacji neureguliną-1 na proliferację komórek wykazano także w badaniach in 

vivo. W pracy zespołu Bennetta, fragment neureguliny β1 odpowiadający domenie EGF (aminokwasy 

177-244) podany został na drodze intratekalnej, poprzez punkcję lędźwiową, w szczurzym modelu 

uszkodzenia nerwów obwodowych. W celu określenia liczby komórek, które przeszły fazę replikacji 

DNA w określonym czasie po iniekcji neureguliny-1, dootrzewnowo podany został także analog 

tymidyny, BrdU (5-bromo-2'-deoksyurydyna). BrdU ulega wbudowaniu do łańcucha DNA komórek 
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przechodzących proces podziału, a następnie może zostać zidentyfikowany na drodze barwienia 

immunohistochemicznego, za pomocą specyficznych przeciwciał. Badacze zaobserwowali wzrost 

poziomu inkorporacji BrdU w obrębie komórek rogu grzbietowego rdzenia kręgowego u zwierząt 

nastrzykiwanych neureguliną-1, w porównaniu do zwierząt kontrolnych. Dalsze analizy wykazały, iż 

ponad 95% komórek BrdU+ stanowiły komórki mikrogleju. Z kolei zastosowanie specyficznego 

inhibitora receptora erbB2 dla neureguliny-1 (PD168393) przed podaniem neureguliny-1, ograniczało 

liczbę komórek mikrogleju o fenotypie BrdU+ o 60-70%, a ponadto zmniejszało w nich ekspresję 

ufosforylowanej formy kinazy białkowej p38 ścieżki sygnałowej MAPK (p-p38 MAPK), powiązanej z 

proliferacją (Calvo i in., 2010). Te i inne badania (Jardé i in., 2020; Kataria i in., 2021) sugerują zatem, 

że suplementacja egzogenną neureguliną-1 może stymulować proliferację komórek na drodze aktywacji 

ścieżki sygnałowej MAPK/ERK.  

Do zbadania wpływu suplementacji neureguliny-1 na migrację mGRPs, w swojej pracy 

zastosowałem mikroskopię LDH, opartą na mikroskopii holograficznej Gabora. Ta technika została 

wykorzystana do wizualizacji i analizy komórek in vitro po raz pierwszy dzięki naszej współpracy z 

naukowcami z Instytutu Mikromechaniki i Fotoniki Wydziału Mechatroniki Politechniki Warszawskiej. 

Metoda ta pozwala na przyżyciowe obrazowanie ruchliwych komórek bez stosowania soczewek ani 

dodatkowych znaczników fluorescencyjnych, i dotychczas znalazła już zastosowanie w wielu 

dziedzinach badań biomedycznych, w tym m. in. do detekcji pasożytów w świeżych próbkach krwi 

(Romero, Monaldi i Alanís, 2012) i badaniu mobilności ludzkich plemników (Su, Xue i Ozcan, 2012).  

Cyfrowa rekonstrukcja hologramów pozwoliła mi na indywidualną analizę zachowania 

poszczególnych komórek w hodowli mGRPs przez relatywnie długi czas, z wysoką częstotliwością 

zbierania obrazu (25-godzinny czas pomiaru z 5-sekundowym interwałem zbierania pojedynczych 

obrazów). Rejestracja komórek przeprowadzana była w standardowych warunkach hodowlanych, w 

naczyniach hodowlanych pokrytych PLL/LAM. Zaletą takiego podejścia eksperymentalnego była 

możliwość analizowania wpływu na migrację mGRPs wyłącznie jednej zmiennej, w tym przypadku, 

obecności w pożywce egzogennej neureguliny-1. Inną, często stosowaną metodą badania migracji 

komórek jest tzw. „test zarastania rysy” (ang. scratch assay), w uproszczeniu oparty na: (i) wykonaniu 

rysy w jednowarstwowej hodowli komórek (ang. monolayer), za pomocą tipsa lub innego 

wystandaryzowanego narzędzia, (ii) dalsza hodowla komórek, a na końcu (iii) obrazowanie i pomiar 

stopnia zarośnięcia rysy. W założeniu tempo zarastania rysy powinno korelować z tempem migracji 

komórek w hodowli, jednak ich proliferacja oraz stopień uszkodzenia mechanicznego mogą utrudniać 

wiarygodną analizę wyników i powtarzalność eksperymentu (Liang, Park i Guan, 2007). Co więcej, jak 

sugerują liczne badania, wykonywanie rysy na naczyniu hodowlanym pokrytym białkami macierzy 

zewnątrzkomórkowej (ang. surface coating) może uszkodzić warstwę tych białek, zaburzając migrację 

badanych komórek (Ashby i Zijlstra, 2012; Shabestani Monfared, Ertl i Rothbauer, 2020) 

(https://ibidi.com/content/282-creating-the-gap; stan na dzień 10.05.2023). Ponieważ LDHM pozwoliła 

na rejestrację dynamiki pojedynczych mGRPs w standardowo prowadzonej hodowli, nie istniało ryzyko 

uszkodzenia powierzchni PLL/LAM, a wyniki mogły zostać skompensowane o ewentualną proliferację 

komórek, zachodzącą w trakcie trwania pomiarów.  

Wstępne wyniki badań zaprezentowane w mojej pracy doktorskiej wskazują na spadek tempa 

migracji komórek w hodowli pierwotnej mGRPs suplementowanych egzogenną neureguliną-1 zarówno 

w stężeniu 10 ng/ml, jak i 50 ng/ml. Podobny efekt zaobserwowano w badaniach in vitro zespołu Bai, 

opartych na suplementacji linii komórkowych ludzkiego gruczolakoraka płuc (ang. lung 

adenocarcinoma) egzogenną neureguliną-1 (Wang i in., 2018b). Analiza migracji, przeprowadzona 

przez tych autorów, z użyciem dwukomorowych szalek hodowlanych typu transwell, wykazała, że 

dodatek neureguliny-1 do pożywki znacząco zmniejszał liczbę komórek nowotworowych zdolnych do 
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przejścia przez błonę komory, w porównaniu do komórek kontrolnych, których większa liczba 

migrowała na stronę spodnią błony. Co ciekawe jednak, odwrotny efekt, w postaci stymulacji migracji 

komórek nowotworowych, zaobserwowano w przypadku wyciszenia ekspresji endogennej kopii genu 

NRG-1 za pomocą siRNA po zakończeniu suplementacji egzogenną neureguliną-1. Stosując analizę 

Western Blot, badacze powiązali otrzymany wynik z ze spadkiem ekspresji ufosforylowanych form 

kinaz AKT (p-AKT) i ERK1/2 (p-ERK1/2), towarzyszący wyciszeniu ekspresji genu NRG-1.  

Wyniki otrzymane w moich badaniach stoją jednak w sprzeczności z pewnymi danymi 

literaturowi, dowodzącymi pozytywnego wpływu suplementacji egzogenną neureguliną-1 na migrację 

komórek Schwanna, w komorach migracyjnych typu transwell (Chang i in., 2013). Warto jednak 

zaznaczyć, iż w przytoczonych badaniach Chang i wsp., rekombinowana neuregulina-1 zastosowana 

została jako chemoatraktant dla migrujących komórek Schwanna, a suplementacja ograniczona była 

jedynie do czasu trwania migracji komórek w komorach (24 godziny). W moich badaniach, 

suplementacja migrujących mGRPs neureguliną-1 prowadzona była zarówno w pasażu poprzedzającym 

wysianie komórek w celu obrazowania z użyciem mikroskopii LDH, jak również podczas trwania 

całego okresu obrazowania (łącznie powyżej 7 dni). Jest, zatem prawdopodobne, że zaobserwowane 

przeze mnie pogorszenie się tempa migracji mysich progenitorów glejowych wynikało z długotrwałej 

suplementacji neureguliny-1, mogącej mieć głęboki wpływ na fenotyp komórek w hodowli. Nie można 

jednak wykluczyć, że zbadanie doraźnego wpływu suplementacji neureguliny-1, jako chemoatraktanta 

dla mGRPs wyłącznie w czasie trwania testu migracji, mogłoby skutkować innym wynikiem.  
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7. Podsumowanie 

- optymalizacja warunków izolacji i hodowli pierwotnej mGRPs pozwoliła mi na uzyskanie populacji 

progenitorów glejowych o fenotypie A2B5+, NG2+, OLIG1+, OLIG2+, PDGFRα+ 

- mGRPs transdukowane wektorem lentiwirusowym pLenti-GIII-CMV-NRG-1 typ I-mCherry, 

kodującym NRG-1 typu w fuzji z białkiem reporterowym mCherry, wykazywały zróżnicowany poziom 

syntezy transkryptu dla NRG-1 typu I; dalsza hodowla mGRPs transdukowanych tym wektorem 

skutkowała spontanicznym odklejaniem się i śmiercią komórek w kolejnych pasażach 

- mGRPs transdukowane wektorem HIV-SFFV-NRG-1 typ I-IRES-mRFP, kodującym niezależnie 

NRG-1 typu i białko reporterowe mRFP, wykazywały zróżnicowany poziom ekspresji mRNA dla NRG-

1 typ I. Analiza fenotypowa wykazała, że w populacji mGRPs transdukowanej tym wektorem występuje 

mniej progenitorów glejowych, natomiast więcej OPCs i niedojrzałych oligodendrocytów oraz komórek 

różnicujących o fenotypie pośrednim pomiędzy GRPs a OPCs, w porównaniu do populacji komórek 

kontrolnych. Z kolei analiza poziomu mielinizacji aksonów przez mGRPs transdukowane wektorem 

HIV-SFFV-NRG-1 typ I-IRES-mRFP i mGRPs kontrolne nie wykazała między nimi istotnych różnic 

w zdolności do mielinizacji. Populacja mGRPs transdukowanych HIV-SFFV-NRG-1 typ I-IRES-mRFP 

cechowała się niskim tempem wzrostu komórek, co uniemożliwiło mi uzyskanie dostatecznej liczby 

mGRPs z nadekspresją NRG-1 typu I do przeprowadzenia dalszych badań 

- transdukcja mGRPs lentiwirusowymi cząstkami aktywacyjnymi, zaprojektowanymi w celu 

nadekspresji endogennego genu kodującego NRG-1 (NRG-1-LAPs), nie powiodła się  

- suplementacja mGRPs egzogennym peptydem neureguliną-1 miała zróżnicowany wpływ na fenotyp 

komórek w hodowli in vitro. W warunkach hamujących różnicowanie komórek, w hodowli mGRPs 

suplementowanej neureguliną-1 stwierdziłem obecność progenitorów glejowych i brak dojrzałych 

oligodendrocytów. W tych samym warunkach okazało się, że neuregulina-1 istotnie zwiększa liczbę 

komórek proliferujących (Ki67+) w hodowli. Natomiast w warunkach stymulujących różnicowanie 

mGRPs, suplementacja neureguliną-1 zmniejszała poziom ich różnicowania do mielinizujących 

oligodendrocytów o fenotypie MBP+, a efekt widoczny był zarówno w hodowli samych mGRPs, jak i 

we współhodowli z neuronami. Wstępne pomiary prędkości komórek zwracają uwagę na potencjalnie 

niższą średnią prędkość migracji mGRPs suplementowanych peptydem rmNRG-1, w porównaniu do 

średniej prędkości dla komórek niesuplementowanych 

8. Wnioski 

- nadekspresja NRG-1 typu I, wywołana poprzez transdukcję mGRPs wektorami lentiwirusowymi, 

powoduje spadek tempa wzrostu tych komórek i stymuluje ich różnicowanie w kierunku 

oligodendrocytów, nie stwierdziłem jednak istotnego wpływu nadekspresji NRG-1 typu I 

na właściwości mielinizacyjne mGRPs 

- moje wstępne badania dotyczące stymulacji mGRPs egzogennym rekombinowanym peptydem 

neureguliną-1 sugerują zwiększoną proliferację i spowolnienie migracji suplementowanych mGRPs, 

przy jednoczesnym spadku zdolności tych komórek do różnicowania w dojrzałe oligodendrocyty  

- wyniki badań przedstawionych w mojej rozprawie doktorskiej wskazują, że wpływ neureguliny-1 na 

właściwości funkcjonalne mGRPs jest zależny od zastosowanego układu doświadczalnego. 
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