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stem cells)

czynnik 1o indukowany hipoksja (ang. hypoxia-inducible factor 1a)

ludzkie komorki progenitorowe oligodendrocytow (ang. human oligodendrocyte
progenitor cells)

proteoglikan siarczanu heparanu (ang. heparan sulfate proteoglycan)
immunoglobulina
insulinopodobny czynnik wzrostu (ang. insulin growth factor)

interleukina (ang. interleukin)
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iPSCs
IRES
KD
LAM
LAPs
LDL

LDHM

LTRs
LV
MBP
MCAO

mDRGs

MEFs

mGRPs

MHC
MHV
MLD
MNs
MOG
mOPCs

MRF
MRI
MS
MSCs
NAC
NCCs
NG2
NGF

indukowane komorki pluripotencjalne (ang. induced pluripotent stem cells)
wewngetrzne miejsce wigzania rybosomu (ang. Internal Ribosome Entry Site)
choroba Krabbego (ang. Krabbe disease)

laminina

lentiwirusowe czastki aktywacyjne (ang. lentiviral activation particles)
lipoproteina o niskiej gestosci (ang. low-density lipoprotein)

cyfrowa holograficzna mikroskopia bezsoczewkowa (ang. lensless digital
holographic microscopy)

dhugie powtarzajace si¢ sekwencje koncowe (ang. long terminal repeats)
wektor lentiwirusowy (ang. lentiviral vector)

zasadowe biatko mieliny (ang. myelin basic protein)

zamknigcie tetnicy srodkowej moézgu (ang. middle cerebral artery occlusion)

mysie neurony zwoju korzenia grzbietowego (ang. mouse dorsal root ganglion
neurons)

mysie zarodkowe fibroblasty (ang. mouse embryonic fibroblasts)

mysie glejowo-specyficzne komorki progenitorowe (ang. mouse glial-restricted
progenitors)

gtéwny kompleks zgodnosci tkankowej (ang. major histocompatibility complex)
mysi wirus zapalenia watroby (ang. mouse hepatitis virus)

leukodystrofia metachromatyczna (ang. metachromatic leukodystrophy)
motoneurony (ang. motor neurons)

glikoproteina mieliny oligodendrocytow (ang. myelin oligodendrocyte glycoprotein)

mysie komorki progenitorowe oligodendrocytow (ang. mouse oligodendrocyte
progenitor cells)

czynnik regulatorowy mieliny (ang. myelin regulatory factor)

obrazowanie w rezonansie magnetycznym (ang. magnetic resonance imaging)
stwardnienie rozsiane (ang. multiple sclerosis)

mezenchymalne komorki macierzyste (ang. mesenchymal stem cells)
N-acetylocysteina (ang. N-acetyl cysteine)

komorki grzebienia nerwowego (ang. neural crest cells)

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

czynnik wzrostu nerwow (ang. nerve growth factor)
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NPCs
NSCs
nTBI
NT3
04
OE

OMIM

OPCs
OUN
PAMAM

PBS
PDGFa
PDGFRa

PEI

PFA

PLL

PLP

PMD
PSA-NCAM

Pz

rmNRG-1
RMS
rOPCs

RT
RT-gPCR

SAM

neuralne komdrki progenitorowe (ang. neural progenitor cells)
neuralne komorki macierzyste (ang. neural stem cells)
nieurazowe uszkodzenie moézgu (ang. non-traumatic brain injury)
neurotrofina 3 (ang. neurotrophin-3)

marker O4 oligodendrocytow (ang. oligodendrocyte marker O4)
nablonek wechowy (ang. olfactory epithelium)

baza danych on-line choréb uwarunkowanych genetycznie wystepujacych u
cztowieka (ang. Online Mendelian Inheritance in Man)

komorki progenitorowe oligodendrocytow (ang. oligodendrocyte progenitor cells)
osrodkowy uktad nerwowy

dendrymer hydroksylopoliamidoaminowy (ang.
dendrimer)

hydroxyl  polyamidoamine

buforowana fosforanem sol fizjologiczna (ang. phosphate buffered saline)
ptytkowy czynnik wzrostu o (ang. platelet-derived growth factor a)

receptor plytkowego czynnika wzrostu o (ang. platelet-derived growth factor
receptor o)

polietylenoimina

paraformaldehyd

poli-L-lizyna

biatko proteolipidowe mieliny (ang. myelin proteolipid protein)
choroba Pelizacusa-Merzbachera (ang. Pelizaeus-Merzbacher disease)

polisialowana neuralna czasteczka adhezyjna (ang. polysialylated neural cell
adhesion molecule)

par zasad

gen aktywujacy rekombinacje (ang. recombination-activating gene)

mysia rekombinowana neuregulina-1 (ang. recombinant mouse neuregulin-1)
donosowy strumien migracyjny (ang. rostral migratory stream)

szczurze komorki progenitorowe oligodendrocytow (ang. rat oligodendrocyte
progenitor cells)

temperatura pokojowa (ang. room temperature)

ilosciowa reakcja tancuchowa polimerazy w czasie rzeczywistym (ang. real time
quantitative polymerase chain reaction)

synergistyczny mediator aktywacji (ang. synergistic activation mediator)
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SCI
SD
SDS
SGZ
Shh
SMA
SOD1
ssRNA
Svz
TBI
tPA
TF

TH
TNF-a
TSA
VCAM-1

VEGF

VLA-4
VSv
VWM

vz
WJ
WT

uraz rdzenia krggowego (ang. spinal cord injury)

odchylenie standardowe (ang. standard deviation)
dodecylosiarczan sodu

strefa podziarnista (ang. subgranular zone)

biatko sonic hedgehog (ang. sonic hedgehog)

rdzeniowy zanik migéni (ang. spinal muscular atrophy)
dysmutaza ponadtlenkowa 1 (ang. superoxide dismutase 1)
jednoniciowe RNA (ang. single-stranded RNA)

strefa przykomorowa (ang. subventricular zone)

urazowe uszkodzenie mozgu (ang. traumatic brain injury)
tkankowy aktywator plazminogenu (ang. tissue plasminogen activator)
czynnik transkrypcyjny (ang. transcription factor)

hormon tarczycy (ang. thyroid hormone)

czynnik martwicy nowotworu a (ang. tumor necrosis factor o)
trichostatyna A (ang. Trichostatin A)

czastka adhezji komodrkowej srodblonka naczyniowego typu pierwszego (ang.
vascular cell adhesion molecule 1)

naczyniowo-$rodblonkowy czynnik wzrostu (ang. vascular endothelial growth
factor)

bardzo pdzny antygen 4 (ang. very late antigen 4)
wirus pecherzykowatego zapalenia jamy ustnej (ang. vesicular stomatitis virus)

leukoencefalopatia z zanikajaca istotg bialg (ang. leukoencephalopathy with
vanishing white matter)

strefa komorowa (ang. ventricular zone)
galareta Wharton’a (ang. Wharton’s jelly)

typ dziki (ang. wild type)
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Streszczenie

Sposrdod szeregu schorzen uktadu nerwowego, jednym z istotnych probleméw klinicznych sg
choroby demielinizacyjne, charakteryzujace si¢ uszkodzeniem otoczki mielinowej w o$rodkowym i
obwodowym uktadzie nerwowym. Do choréb demielinizacyjnych zaliczy¢ mozna m.in. leukodystrofie
czy stwardnienie rozsiane. Zjawisko demielinizacji zwigzane jest takze z wieloma chorobami
neurodegeneracyjnymi, takimi jak stwardnienie zanikowe boczne, czy z urazami mozgu i rdzenia
kregowego. Z uwagi na zréznicowang etiologi¢, schorzenia te manifestujg si¢ w postaci szeregu
objawow neurologicznych, ktore uposledzajg normalne funkcjonowanie pacjentéw, stanowigc jedno z
glownych obcigzen wspolczesnego spoteczenstwa. Brak mozliwosci skutecznego leczenia tych chorob
sktania naukowcow i klinicystow do poszukiwania nowych metod terapii w celu przywrdcenia
uposledzonych funkcji mielinizacji neuronow i regeneracji uszkodzonych struktur uktadu nerwowego.
Glejowo-specyficzne komorki progenitorowe (GRPs) posiadaja cechy wskazujace na ich duzy potencjat
do zastosowania w terapii regeneracyjnej schorzen zwigzanych z demielinizacja. Dotychczasowe
badania eksperymentalne, podobnie jak wyniki naszych poprzednich badan wykazaty, ze przeszczepy
GRPs w zwierzgcych modelach demielinizacji powoduja wytwarzanie mieliny i czg§ciowa kompensacje
deficytéw neurologicznych u biorcéw. Jednak niedostateczna skuteczno$¢ terapeutyczna egzogennych
progenitorow glejowych zacheca badaczy do poszukiwan nowych mozliwosci zwigkszania potencjatu
tych komorek w celu spotggowania ich wlasciwosci regeneracyjnych po podaniu in vivo. Jedng ze
stosowanych metod sg modyfikacje komorek w oparciu o plejotropowe czynniki wzrostu, wsrod
ktorych, szczegolne zainteresowanie wzbudza, kodowana przez gen Nrg-1, neuregulina-1.

Izoformy biatkowe neureguliny-1

Neuregulina-1

typ I typII typ III typ IV typV typ VI

przestrzei G G G &
pozakomorkowa -
)l I LD S A = Y L
\)\)@M@\%@%@W U URURUIIY \)\)\)\)\)\)WW;’% W I
przestrzen g H 2 g o
wewnatrzkomérkowa| § E g g -2
= 5 7 = £
193 1) S) B

Najnowsze badania wykazaly wplyw neureguliny-1 na rozwoj i stabilizacje aksonow w
obwodowym uktadzie nerwowym oraz ich mielinizacj¢ przez komoérki Schwanna, a takze zdolno$¢ do
modulacji odpowiedzi immunologicznej po uszkodzeniach, co sugeruje jej istotne zaangazowanie w
proces endogennej regeneracji uszkodzonych struktur nerwowych. Powyzsze obserwacje stanowity
podstawe do zaprojektowania badan, bedacych przedmiotem mojej pracy doktorskiej. Postanowilem
sprawdzi¢, czy neuregulina-1 (NRG-1) ma wptyw na wlasciwosci funkcjonalne GRPs.
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Celem moich badan byta weryfikacja hipotezy zakladajacej, ze nadekspresja neureguliny-1 w
glejowo-specyficznych komorkach progenitorowych (GRPs) zmienia ich wtasciwosci funkcjonalne,
ktore mogg by¢ istotne dla zwigkszenia potencjatu zastosowania GRPs w terapii choréb zwigzanych z
demielinizacjg.

Przedmiotem prowadzonych przeze mnie badan byly GRPs izolowane z tkanki nerwowej
ptodow myszy (mGRPs). Modyfikacje genetyczne mGRPs w celu wywotania nadekspresji neureguliny-
1 typu I (NRG-1 typu I) przeprowadzone zostaly poprzez transdukcje komorek wektorami
lentiwirusowymi kodujacymi NRG-1 typu 1. Badania dotyczyly analizy poziomu ekspresji NRG-1 w
zmodyfikowanych mGRPs, ich fenotypu, oraz wtasciwosci funkcjonalnych mGRPs-NRG-1 in vitro.

I etap badan miat na celu opracowanie metody izolacji i selektywnej hodowli mGRPs. Kolejne
eksperymenty stanowity gléwny cel moich badan i dotyczyly transdukcji mGRPs w celu wywolania
nadekspresji neureguliny-1 przy pomocy wektorow lentiwirusowych.

W 1II etapie badan zoptymalizowalem protokot transdukcji mGRPs wektorami lentiwirusowymi
1 przeprowadzitlem transdukcje mGRPs wektorem pLenti-GIII-CMV-NRG-1 typ I-mCherry, kodujacym
NRG-1 typu I w fuzji z fluorescencyjnym biatkiem reporterowym mCherry, w celu wywotania w nich
konstytutywnej nadekspresji NRG-1 typu L.

Mapa wektora lentiwirusowego pLenti-GIII-CMV-NRG-1 typ I-mCherry
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Ocena mGRPs transdukowanych wektorem pLenti-GIII-CMV-NRG-1 typ I-mCherry (NRG-1
typ I) wykazata, ze komorki te w kolejnych probach transdukcji prezentuja zréznicowany poziom
syntezy transkryptu dla NRG-1 typu I, a ich dalsza hodowla skutkuje spontanicznym odklejaniem si¢
komoérek od powierzchni naczynia hodowlanego i ich $miercig.

Negatywne wyniki transdukcji mGRPs wektorem pLenti-GIII-CMV-NRG-1 typ I-mCherry
sktonity mnie, aby w kolejnym etapie badan zastosowac¢ do transdukcji mGRP wektor HIV-SFFV-NRG-
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1 typ I-IRES-mRFP, kodujacy sekwencje NRG-1 typu I i fluorescencyjne biatko reporterowe mRFP,
przedzielone sekwencja IRES (ang. Infernal Ribosome Entry Site, wewngtrzne miejsce wigzania
rybosomu), umozliwiajgca ko-ekspresje obydwu sekwencji pod kontrolg transkrypcyjng wspolnego
promotora, lecz z niezaleznie zachodzaca translacja.

Mapa wektora lentiwirusowego HIV-SFFV-NRG-1 typ I-IRES-mRFP
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W kolejnych etapach badan ocenialem fenotyp i1 wlasciwosci funkcjonalne mGRPs
transdukowanych wektorem HIV-SFFV-NRG-1 typ I-IRES-mRFP in vitro. Analiza wykazala, zZe
transdukowane mGRPs prezentowaly zréznicowany poziom ekspresji mRNA dla NRG-1 typ 1
pomiedzy poszczegolnymi probami transdukcji. Analiza fenotypowa komorek wykazata, ze w populacji
mGRPs transdukowanej tym wektorem wystepuje mniej progenitorow glejowych, natomiast wigcej
prekursorow oligodendrocytow (OPCs) i niedojrzatych oligodendrocytow oraz komoérek réznicujacych
o fenotypie posrednim pomigdzy GRPs a OPCs, w porownaniu do populacji komérek kontrolnych. Z
kolei analiza poziomu mielinizacji aksonéw przez mGRPs transdukowane wektorem HIV-SFFV-NRG-
1 typ I-IRES-mRFP i mGRPs kontrolne nie wykazata pomigdzy nimi istotnych réznic w zdolnosci do
mielinizacji. Identyfikacja biatka reporterowego po transdukcjach byta problematyczna, z uwagi na
specyfike zastosowanego wektora bicistronowego z sekwencja IRES. Populacja mGRPs
transdukowanych HIV-SFFV-NRG-1 typ [-IRES-mRFP cechowata si¢ niskim tempem wzrostu.
Uzyskanie za pomoca wektora HIV-SFFV-NRG-1 typ I-IRES-mRFP wystarczajacej liczby mGRPs ze
stabilng nadekspresja egzogennej NRG-1 typu I do przeprowadzenia dalszych badan okazato si¢ zatem
nieosiggalne.

W zwiagzku z pogorszeniem si¢ wlasciwosci mGRPs w wyniku konstytutywnej nadekspresji
egzogennej kopii genu kodujgcego NRG-1, w kolejnym etapie badan podjatem probe transdukcji
mGRPs lentiwirusowymi czastkami aktywacyjnymi, zaprojektowanymi w celu nadekspresji
endogennego genu kodujacego NRG-1 (NRG-1-LAPs). Jednak, jednoczesna transdukcja mGRPs
trzema wektorami lentiwirusowymi wchodzacymi w sktad systemu NRG-1-LAPs, okazala si¢
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nieskuteczna. W zwiazku z tym préba wywotania w mGRPs nadekspresji endogennej NRG-1 poprzez
transdukcje komorek lentiwirusowymi czgstkami aktywacyjnymi nie powiodta sie.

Wobec niepowodzen zwigzanych z modyfikacjami genetycznymi mGRPs w kierunku
nadekspresji NRG-1, postanowitem przeprowadzi¢ dodatkowe badania, oparte na stymulacji mGRPs
egzogennym rekombinowanym peptydem neureguling-1 z myszy (rmNRG-1), poprzez suplementacje
nim standardowej pozywki, w ktorej hodowano komorki. Suplementacja mGRPs peptydem rmNRG-1
miata zréznicowany wplyw na fenotyp komoérek w hodowli in vitro. W warunkach hamujacych
réznicowanie komorek, w hodowli mGRPs suplementowanej rmNRG-1 stwierdzitem obecnosé
progenitorow glejowych i brak dojrzalych oligodendrocytow. W tych samym warunkach okazato sie,
ze TmNRG-1 istotnie zwigksza liczbg¢ komorek proliferujacych (Ki67%) w hodowli. Natomiast w
warunkach stymulujacych réznicowanie mGRPs, suplementacja rmNRG-1 zmniejszata poziom ich
réznicowania w kierunku mielinizujacych oligodendrocytéw o fenotypie MBP*, a efekt widoczny byt
zaro6wno w hodowli samych mGRPs, jak i we wspothodowli z neuronami. Wstgpne pomiary predkosci
migracji komorek zwracajg uwage na potencjalnie nizszg $rednig predkos¢ migracji mGRPs
suplementowanych peptydem rmNRG-1, w poréwnaniu do $redniej predkosci migracji dla komodrek
niesuplementowanych. Wyniki powyzszych badan wstgpnych sugeruja, ze suplementacja mGRPs
peptydem rmNRG-1 zmieniata fenotyp mGRPs zwigkszajac ich proliferacje, ale pogarszata zdolnosci
migracyjne, a efekt moglt by¢ zalezny zaréwno od stezenia peptydu, jak i od warunkow hodowli. Dalsze
badania sg w toku.

Na podstawie przeprowadzonych badan mozna sformutowac nastepujgce wnioski:

- nadekspresja NRG-1 typu I, wywotana poprzez transdukcje mGRPs wektorami lentiwirusowymi,
powoduje spadek tempa wzrostu tych komorek i stymuluje ich réznicowanie w kierunku
oligodendrocytow, nie stwierdzilem jednak istotnego wplywu nadekspresji NRG-1 typu I
na wlasciwosci mielinizacyjne mGRPs

- moje wstepne badania dotyczace stymulacji mGRPs egzogennym rekombinowanym peptydem
neureguling-1 sugeruja zwigkszong proliferacje i spowolnienie migracji suplementowanych mGRPs,

przy jednoczesnym spadku zdolno$ci tych komoérek do réoznicowania w dojrzate oligodendrocyty

- wyniki badan przedstawionych w mojej rozprawie doktorskiej wskazuja, ze wplyw neureguliny-1 na
wlasciwosci funkcjonalne mGRPs jest zalezny od zastosowanego uktadu doswiadczalnego.
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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-I gene, has sparked
particular interest.

Protein isoforms of neuregulin-1

Neuregulin-1
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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 1), genetic modifications were performed
on mGRPs through the transduction of cells using lentiviral vectors encoding NRG-1 type 1. 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
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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.
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Map of HIV-SFFV-NRG-1 typ I-IRES-mRFP lentiviral vector
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In the subsequent stages of the study, I evaluated the phenotype and functional properties of
mGRPs transduced with the HIV-SFFV-NRG-1 type [-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 [-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 [-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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Innowacyjnos$¢ pracy

» Opracowanie metody izolacji i selektywnej hodowli glejowo-specyficznych komorek
progenitorowych z tkanki nerwowej ptodéw myszy (mGRPs)

» Opracowanie techniki i przeprowadzenie modyfikacji genetycznej mGRPs poprzez transdukcje
wektorow lentiwirusowych kodujacych neureguling-1

» Opracowanie metody izolacji i selektywnej hodowli neuronéw zwojow korzeni grzbietowych z
dorostych myszy (mDRGs)

» Opracowanie metody wspothodowli mGRPs i mDRGs in vitro
» Stworzenie modelu badania migracji mGRPs in vitro w oparciu o obrazowanie komorek z uzyciem

cyfrowej holograficznej mikroskopii bezsoczewkowej (LDHM) oraz analizy procesow zwigzanych
z migracjg komorek
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1. Wprowadzenie

1.1. Choroby demielinizacyjne

Sposrod szeregu schorzen uktadu nerwowego, jednym z istotnych problemow klinicznych sa
choroby demielinizacyjne, charakteryzujace si¢ uszkodzeniem otoczki mielinowej w o$rodkowym i
obwodowym uktadzie nerwowym. Do choréb demielinizacyjnych zaliczy¢ mozna m.in. leukodystrofie
czy stwardnienie rozsiane. Zjawisko demielinizacji zwigzane jest takze z szeregiem chordb
neurodegeneracyjnych, takich jak stwardnienie zanikowe boczne, czy z urazami moézgu i rdzenia
kregowego. Z uwagi na zlozong etiologig, schorzenia te manifestujg si¢ w postaci szeregu objawow
neurologicznych, ktore uposledzaja normalne funkcjonowanie pacjentow. Stanowiag 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
postepujacy rozwoj schorzen demielinizacyjnych chorzy czesto wymagaja stalej opieki ze strony
bliskich oraz profesjonalnej opieki fizjoterapeutow.

1.1.1. Leukodystrofie (LDs)

Leukodystrofie (ang. leukodystrophies, LDs) stanowig heterogenng grupe rzadkich,
metabolicznych chorob istoty biatej moézgu, rdzenia kregowego, a niekiedy rowniez nerwow
obwodowych. Zrdéznicowane mutacje genetyczne lezace u podstaw leukodystrofii skutkujg
nieprawidlowym rozwojem lub degeneracjg istniejgcej otoczki mielinowej, co przeklada si¢ na
wieloraki przebieg choroby. Catkowite rozpowszechnienie choréb ze spektrum leukodystrofii wynosi
ok. 1/7 600 oso6b (Bonkowsky i in., 2010).

W zaleznosci od momentu wystgpienia degeneracji mieliny, leukodystrofia moze by¢
traktowana, jako hipomielinizacyjna (ang. hypomyelinating leukodystrophy) w przypadku deficytéw
rozwojowych, lub demielinizacyjna (ang. demyelinating leukodystrophy) w przypadku utraty juz
wyksztalconej mieliny (Vanderver i in., 2016). Obecnie przyjmuje si¢, ze leukodystrofie obejmujg
ponad 50 jednostek chorobowych o zrdéznicowanej etiologii (Son, Kim i Kim, 2022), a podstawa
klasyfikacji sg zaburzenia metaboliczne lezace u podstaw danego procesu patologicznego. Do szerzej
rozpowszechnionych postaci leukodystrofii naleza:

(i) Adrenoleukodystrofia (ALD) (OMIM #300100), zwigzana jest z mutacjg w genie ABCDI,
skutkujaca peroksymalng B-oksydacja dtugotancuchowych kwasow ttuszczowych, w wyniku czego
nastepuje ich agregacja w narzadach, m.in. w korze nadnerczy oraz w osSrodkowym uktadzie nerwowym
(OUN). W ciegzszych postaciach choroby objawy pojawiajg si¢ ok. 5-10 roku zycia i prowadzg do
$mierci w okresie pokwitania.

(i) Choroba Alexandra (OMIM #203450), spowodowana jest mutacja w genie kodujacym
kwasne biatko widkienkowe gleju (ang. glial fibrillary acidic protein, GFAP), i charakteryzuje si¢
postepujaca agregacja w wypustkach astrocytow zlogow biatkowych w postaci tzw. wiokien
Rosenthal’a, ktora z czasem prowadzi do rozleglej degeneracji istoty bialej. Diagnozowana jest w
okresie niemowlecym i wezesnym dziecinstwie.

(iii) Choroba Canavan’a (OMIM #271900), zwana leukodystrofia gabczasta, zwigzana jest z
niedoborem enzymu N-acetyloaspartazy spowodowanym mutacja w genie ASPA. Funkcjg enzymu jest
rozktad kwasu N-acetylo-L-asparaginowego (NAA). Ztogi nieroztozonego NAA z czasem tworza w
obrgbie OUN agregaty, prowadzac do uszkodzenia ostonek mielinowych. Objawy choroby Canavan’a
widoczne sg we wczesnym dziecinstwie.
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(iv) Choroba Krabbé’go (OMIM #245200), zwana leukodystrofig globoidalng, spowodowana
jest mutacja w genie kodujacym [-galaktozydaze galaktocerebrozydu (GALC). Nagromadzenie
niezmetabolizowanych sktadnikow mieliny, w tym galaktozylosfingozyny, jest toksyczne dla
oligodendrocytéw i powoduje postepujaca demielinizacje. W wigkszosci przypadkow choroba
postepuje szybko, a $mier¢ nastgpuje przed 2 rokiem zycia.

(v) Leukodystrofia metachromatyczna (ang. metachromatic leukodystrophy, MLD) (OMIM
#250100), okreslana roéwniez, jako sulfatydoza, jest zwigzana z niedoborem aktywno$ci enzymu
arylosulfatazy A (ARSA). W efekcie w narzadach wewnetrznych i w OUN agregacji ulegaja siarczany
galaktocerebrozydow, tzw. ztogi metachromatyczne (sulfatydy). Zaburzenie metabolizmu sulfatydow
uposledza funkcje oligodendrocytow, powodujac rozlegla demielinizacje. MLD jest choroba o
niekorzystnych rokowaniach, dzieci umierajg zwykle przed 5 rokiem zycia, a w przypadku pacjentow
mtodocianych do zgonu dochodzi pomiedzy 10 a 20 rokiem zycia.

(vi) Choroba Pelizacusa-Merzbachera (ang. Pelizacus-Merzbacher disease, PMD) (OMIM
#312080), powodowana jest przez mutacje w genie kodujacym biatko proteolipidowe mieliny (ang.
myelin proteolipid protein, PLP), zwigzane z tworzeniem i utrzymaniem struktury mieliny. PMD
zaczyna objawiac si¢ w dziecinstwie, ale postep choroby jest powolny, w wyniku czego chorzy czgsto
dozywaja wieku $redniego.

(vii) Leukoencefalopatia z zanikajaca istota biatg (ang. leukoencephalopathy with vanishing
white matter, VWM), okreslana rowniez jako dziecigca ataksja z rozlang hipomielinizacja OUN (ang.
childhood ataxia with central nervous system hypomyelination) (OMIM #603896), powodowana jest
przez mutacj¢ w co najmniej 1 z 5 gendw kodujacych podjednostki czynnika inicjacji translacji EIF2B
(EIF2B1, EIF2B2, EIF2B3, EIF2B4 i/lub EIF2BS5). Powoduje to zanik istoty biatej, ktory juz w
dziecifistwie objawia si¢ skrajng wrazliwoscig na urazy czaszki i infekcje, powodujac zaburzenia
swiadomosci, a nawet $pigczke. Charakterystycznymi, czgsto wystepujacymi objawami choroby sa
takze zanik nerwu wzrokowego oraz utrata zdolnosci mowy.

(viii) Choroba Refsuma (RD) (OMIM #266500), zwiazana jest z niedoborem a-hydroksylazy
kwasu fitanowego, co prowadzi do nagromadzenia w tkankach kwasu fitanowego. Ztogi kwasu
fitanowego sa toksyczne dla mieliny, co w przypadku choroby Refsuma czgsto objawia si¢ postgpujaca
neuropatiag obwodowa. Objawy choroby zaczynaja by¢ widoczne sa ok. 20 roku zycia. RD traktowana
jest jako choroba uleczalna, gdyz kwas fitanowy nie jest naturalnie produkowany w organizmie, a zatem
korzystne dziatanie wywiera eliminacja go z diety chorego.

W obrazie klinicznym leukodystrofie moga powodowac zrdéznicowane objawy, w tym
zaburzenia rozwojowe, utrate zdolnoSci motorycznych, padaczke miokloniczng, zaburzenia funkcji
poznawczych i pamigci. Jesli Smier¢ nie nastgpi we wezesnym wieku dziecigcym z czasem u chorych
obserwuje si¢ trudno$ci w samodzielnym poruszaniu si¢, co dramatycznie obniza jako$¢ zycia
pacjentow (Ammann-Schnell i in., 2021).

1.1.2. Stwardnienie rozsiane (MS)

Stwardnienie rozsiane (ang. multiple sclerosis, MS) jest chorobg o podlozu
autoimmunologicznym, stanowigca najczgstsze chroniczne schorzenie demielinizacyjne OUN,
dotykajace ok. 2,8 miliona 0s6b na catym $wiecie. Wigkszos$¢ zachorowan stwierdza si¢ u 0sob w wieku
20-40 lat, z wyzszym odsetkiem w$rdd kobiet niz wérod mezczyzn (Reich, Lucchinetti i Calabresi, 2018;
Walton i in., 2020). Etiologia choroby nie zostata do konca poznana, sugerowany jest jednak udzial w
niej komponenty genetycznej, zakaznej (wirusowej) oraz S$rodowiskowej (Olsson, Barcellos i
Alfredsson, 2017).
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Mechanizm MS zwigzany jest z obwodowg aktywacja autoreaktywnych limfocytéw i komorek
prezentujacych antygen (ang. antigen-presenting cells, APCs). Powoduje to produkcje cytokin
prozapalnych i powstawanie miejscowych ognisk zapalnych, czemu towarzyszy rozszczelnienie bariery
krew-mozg (ang. blood-brain barrier, BBB). Dodatkowo nastepuje rekrutacja innych komorek uktadu
immunologicznego, w tym komorek tucznych, neutrofili i makrofagow, ktére migrujac do OUN przez
rozszczelniong BBB powodujg stopniowe niszczenie otoczki mielinowej i w konsekwencji degeneracje
aksonow (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 si¢
proces regeneracji z udzialem endogennych progenitoréw glejowych, czemu towarzyszy wydzielanie
cytokin przeciwzapalnych i czynnikow wzrostu. W efekcie dochodzi do cze$ciowej remielinizacji
aksonoéw, jednakze powstajaca otoczka mielinowa jest ciensza, co przeklada si¢ na stopniowe
spowalnianie przewodnictwa nerwowego (McTigue i Tripathi, 2008). Zdegenerowane neurony
zastepowane sg ponadto astrocytami w procesie powstawania tzw. blizny glejowej (Ponath, Park i Pitt,
2018).

Patologiczne zmiany towarzyszgce MS przektadaja si¢ na postepujacg utrate sprawnosci
fizycznej pacjenta. W obrazie klinicznym MS duze znaczenie ma lokalizacja zmian zwyrodnieniowych;
najczesciej wystepujacymi objawami s3: zaburzenia zmystow, w szczegdlnos$ci czucia, utrata
rownowagi i koordynacji ciata, zaburzenia funkcji seksualnych, niedowtad, a z czasem deficyty pamieci
i zaburzenia poznawcze (Ford, 2020). Utrata komfortu Zzycia i samodzielno$ci czesto skutkuje takze
wystepowaniem u pacjentéw z MS stanéw depresyjnych (Ruiz-Sanchez i in., 2022).

1.1.3. Stwardnienie zanikowe boczne (ALS)

Stwardnienie zanikowe boczne (ang. amyotrophic lateral sclerosis, ALS), popularnie zwane
chorobg Charcot’a lub chorobag Lou Gehrig’a, jest nieuleczalng, chroniczng choroba nerwowo-
mig$niowa. ALS klasyfikowane jest jako choroba rzadka; jej rozpowszechnienie szacuje si¢ na ok. 6
przypadkéw na 100 000 osob, z roczng zachorowalno$cia na poziomie 1-2,6 przypadkéw na 100 000
0s6b (Talbott, Malek i Lacomis, 2016).

Etiologia ALS nie jest doktadnie znana, wyr6zniane sg natomiast dwie postaci choroby: (i)
rzadsza, uwarunkowana genetycznie posta¢ ALS (ang. familial amyotrophic lateral sclerosis, FALS)
stanowigca 5-10% przypadkow, zwigzana czesto z mutacja w genie kodujacym SODI1 (dysmutaza
ponadtlenkowa 1, ang. superoxide dismutase 1) o dziedziczeniu autosomalnym dominujgcym lub z
mutacjg w genie C9orf72, znajdujacym si¢ na krotkim ramieniu chromosomu 9, w otwartej ramce
odczytu 72; (ii) czgstsza, spontaniczna postaé ALS, stanowigca 90-95% przypadkow (Brown, Lally,
Kupelian i1 Flanders, 2021). W wigkszo$ci przypadkow diagnoza ALS nastepuje pomiedzy 40 a 70
rokiem zycia (Talbott, Malek i Lacomis, 2016). Przebieg choroby jest wyjatkowo dramatyczny i zwykle
konczy si¢ $miercig pacjenta w ciggu 2-5 lat od diagnozy (Su i in., 2021).

W przebiegu ALS nastgpuje wybidrcza degeneracja neurondw ruchowych kory ruchowej, pnia
mozgu i rogéw przednich rdzenia kregowego. W obrebie samych komorek obserwuje si¢ m.in. tigrolize
(zanik tigroidow w neuronach) i obecno$¢ wtrgtdéw, w tym mielinowych, zasadochtonnych i ciatek
Buniny (wtrety eozynofilne) (Okamoto, Mizuno i Fujita, 2008). Ponadto, w cytozolu obserwowane sg
wtrety ubikwitynowane, w sktad, ktérych wchodzi biatko TDP-43, ktore normalnie wystepuje w jadrze
komérkowym (Smethurst i in., 2016). Akumulacja patologicznych ztogéw biatkowych skutkuje takze
postepujaca  degeneracja progenitorow  glejowych, w tym bezposrednich prekursorow
oligodendrocytéw, a tym samym mielinizujgcych oligodendrocytéw. Powstate oligodendrocyty majg
nizszy potencjal mielinizacyjny i nie sg zdolne do wspierania funkcji motoneuronow przez wydzielanie
mleczanu (Raffaele, Boccazzi i Fumagalli, 2021).
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Pierwszymi objawami ALS sg spontaniczne skurcze migsni, w szczegdlnosci konczyn i jezyka,
spastyczno$¢ migsniowa i spadek sity migsniowej. Z czasem mowa pacjenta staje si¢ niewyrazna,
pojawiaja si¢ problemy z zuciem i potykaniem pokarmu (Chio, Mora i Lauria, 2017). Postepujaca
degeneracja motoneuronow prowadzi do zaniku migéni szkieletowych i migs$nia przepony, co przektada
si¢ na zanik funkcji oddechowych, stanowiacy czgsto bezposrednig przyczyng zgonu pacjenta (Neudert,
Oliver, Wasner i Borasio, 2001; de Carvalho, Swash i Pinto, 2019).

1.1.4. Uszkodzenie mozgu (BI)

Uszkodzenia mézgu mogg mieé charakter nieurazowy (ang. non-traumatic brain injury, nTBI)
lub urazowy (ang. traumatic brain injury, TBI). Uszkodzenie nieurazowe zwigzane sg z przebiegiem
istniejacej choroby lub zaburzeniami w obrebie naczyn krwiono$nych zaopatrujacych moézg
(Kjeldgaard, Soendergaard, Wolffbrandt i Norup, 2023). Zaburzenia krazenia moézgowego moga
wynika¢ z: 1) zamknigcia §wiatla naczynia krwiono$nego doprowadzajacego krew do moézgu poprzez
powstanie zatoru (udar niedokrwienny, ang. ischemic stroke); i1) wynaczynienia krwi w obr¢bie
parenchymy moézgu lub w przestrzeni podpajeczynéwkowej na skutek przerwania cigglo$ci naczynia
krwionosnego (udar krwotoczny, ang. hemorrhagic stroke); iii) catkowitego zatrzymania krazenia
wynikajacego z naglego ustania pracy serca (zawat). 87% przypadkow udaru moézgu u ludzi ma podtoze
niedokrwienne (Benjamin i in., 2018). Sam udar niedokrwienny stanowi dzi$ globalnie drugg przyczyne
$miertelnos$ci i trzecig przyczyng niesprawnosci (Vos i in., 2020). W wyniku udaru niedokrwiennego
dochodzi do niedotleniania obszaru mézgu. Skutkuje to powstaniem martwicy otoczonej strefa potcienia
(penumbrg), w obrebie, ktorej spowolniony zostaje metabolizm tlenowy, jednak szybka reperfuzja
potencjalnie jest w stanie przywroci¢ homeostazg komoérkows. Dwie z dopuszczonych klinicznie metod
przywracania przeptywu krwi do mozgu w udarach niedokrwiennych maja jednak stosunkowo waskie
okna terapeutyczne. Tromboliza oparta o dozylne podanie tkankowego aktywatora plazminogenu (ang.
tissue plasminogen activator, tPA) jest skuteczna w ciggu 3-4,5 godzin od udaru (Bluhmki i in., 2009),
natomiast wewnatrznaczyniowa trombektomia mechaniczna do 6 godzin po udarze, cho¢ w przypadku
bardzo waskiej grupy pacjentow takze do 24 godzin (Zivelonghi i Tamburin, 2018). Dodatkowo, w
przypadku zastosowania tPA stosunkowo czgsto wystepujacym skutkiem ubocznym jest krwotok
srodczaszkowy (Maier, Desilles i Mazighi, 2020).

W obrazie klinicznym udar niedokrwienny prowadzi do szeregu objawdw neurologicznych, w
tym niedowtadu nerwu twarzowego oraz konczyn, uposledzenia mowy, zaburzen zmystowych, utraty
pamieci i §wiadomosci. Skutkiem przezytego udaru moze by¢ niepetnosprawno$¢ o réznym stopniu
nasilenia zwigzana bezposrednio z lokalizacjg i rozmiarem obszaru mozgu objetego niedotlenieniem, i
wahac¢ si¢ od tagodnej (zaburzenia koordynacji ruchowej) do cigzkiej postaci (paraliz ciata) (Kleindorfer
iin., 2021).

Z kolei urazowe uszkodzenie mozgu (ang. traumatic brain injury, TBI), znane roOwniez pod
nazwg cigzkiego urazu czaszkowo-mozgowego, okresla uszkodzenie moézgu powstate wskutek dziatania
sity zewnetrznej. Wsrod najczestszych przyczyn urazowego uszkodzenia moézgu uznaje si¢ wypadki
komunikacyjne, przemoc fizyczng i upadki. Klasyfikacja TBI moze by¢ oparta o lokalizacje
uszkodzenia (rozproszone/lokalne), mechanizm (otwarty/penetrujagcy mozgowie lub zamknigty/nie
penetrujacy), badz nasilenie (lekkie, srednie lub cigzkie) (Blennow i in., 2016). Szacuje sig, iz corocznie
na catym $wiecie $rednio 69 milionow osob doswiadcza urazowego uszkodzenia mozgu, co stanowi
najwickszg liczbe sposrod wszystkich wystepujacych urazow (Dewan 1 in., 2019). Jednoczesnie, TBI
jest glowna przyczyng zgonow 1 niepelnosprawnos$ci wsrdod osob ponizej 45 roku zycia
(https://www.med.upenn.edu/cbir/silentepidemic.html; stan na dzien 21.04.2023).

27



Z uwagi na swoj natychmiastowy charakter, pierwszym efektem urazowego uszkodzenia mozgu
jest z reguly wstrzas (ang. concussion) 1 towarzyszacy mu wzrost ci$nienia $rodczaszkowego w
momencie urazu (Sussman, Pendharkar, Ho i Ghajar, 2018). Od tego momentu TBI manifestuje si¢ w
postaci szeregu skutkow pierwotnych i wtornych. Najczestszym pierwotnym skutkiem TBI jest
rozproszone uszkodzenie aksonow (ang. diffuse axonal injury), powodujace uszkodzenie istoty biatej
mozgu na skutek skrecenia, naciagnigcia badz zerwania aksonow, co przektada si¢ na zaburzenie lub
przerwanie transmisji synaptycznej (Jolly i in., 2021, s. 2). Co ciekawe, urazy mozgu o $rednim nasileniu
w najwigkszym stopniu dotykaja dtugich, zmielinizowanych aksonow, powodujgc ich intensywng
demielinizacje (Mahoney i in., 2022). Kolejnym skutkiem jest przerwanie cigglo$ci naczyn
krwionosnych w m6zgu powodujace krwotoki o zroznicowanej lokalizacji, w tym podpajgeczyndwkowe
i zewnatrzoponowe, skutkujace obrzgkiem moézgu. Dalsze pogorszenie stanu pacjenta wynika z
wtornych skutkow TBI pojawiajacych si¢ w ciggu pierwszych godzin i dni, w tym: (i) niekontrolowanej,
nadmiernej aktywacji lokalnych komorek uktadu immunologicznego (mikrogleju) i komorek
obwodowych, naplywajacych do mdzgu przez przerwang BBB; (ii) ekscytotoksycznosci; (iii) atrofii i
obumierania neurondw w obszarze urazu mozgu; (iv) utraty krwi obwodowej, czgsto na skutek
przerwania ciagglosci tkanek przez pgknigte odtamki czaszki, prowadzacej niekiedy do udaru
niedokrwiennego (Blennow i in., 2016).

Obraz kliniczny TBI jest zalezny od lokalizacji, nasilenia i mechanizmu urazu, i moze
obejmowac szereg objawdw, w tym m.in. bdle glowy, epilepsje, utrate wzroku, mdtosci, omdlenia i
anizokori¢. Nade wszystko jednak, TBI moze prowadzi¢ do trwalej niepelnosprawnosci fizycznej, w
ogromnym stopniu pogarszajacej jakos$¢ zycia chorych (Blyth i Bazarian, 2010; Kent i in., 2020).

1.1.5. Uraz rdzenia kregowego (SCI)

Uraz rdzenia krggowego (ang. spinal cord injury, SCI) jest definiowany, jako uszkodzenie
rdzenia kregowego, skutkujace tymczasowa lub trwala utratg jego funkcji. Pod wzglgdem etiologii
wyroznia si¢ dwie postaci SCI: (i) traumatyczng (ang. traumatic SCI), wynikajaca z czynnikow
zewnetrznych, w szczegdlnosci kontuzji sportowych i wypadkow motoryzacyjnych; oraz (ii) nie
traumatyczng (ang. non-traumatic SCI), zwigzang z przebiegiem ostrej lub chronicznej fazy istniejgce;j
juz choroby, takiej jak infekcja lub nowotwor (Ahuja i in., 2017). Wedlug statystyk, w krajach
rozwini¢tych urazy rdzenia krggowego dotykaja rocznie 10-40 0s6b na milion, przy czym uwzglednié
nalezy fakt, iz nierzadko okolicznos$ci i natychmiastowy przebieg SCI powoduja u pacjentoéw zgon
jeszcze przed dotarciem do szpitala. Z kolei pacjenci pourazowi bardzo czesto doSwiadczajg trwalej
niepetnosprawnosci, dramatycznie pogarszajacej jakos¢ zycia (Cadotte i Fehlings, 2011).

Anatomicznie SCI zwigzany jest z przerwaniem i wsteczng degeneracja drog nerwowych
rozpoczynajacych si¢ w obszarach nadrdzeniowych. Uposledzone zostaja takze interneurony i
motoneurony w obwodach wewnatrzrdzeniowych ponizej miejsca uszkodzenia. Bezposrednio
uszkodzone w trakcie urazu neurony przechodza w stan atrofii lub stopniowo obumierajg. Obserwowany
jest rowniez obrzgk aksonow oraz degradacja otoczek mielinowych (Grumbles i Thomas, 2017).
Przerwana zostaje cigglo$¢ naczyn krwiono$nych, skutkujaca m.in. zmniejszonym przepltywem i utratg
ci$nienia krwi, przerwaniem ciaglosci BBB, nadmierng aktywacjg komorek uktadu immunologicznego
i ekscytotoksycznoscig. Skutkuje to aktywnym hamowaniem przez mikrosrodowisko rdzenia jego
regeneracji, w tym uposledzonym wzrostem aksondéw 1 procesem ich remielinizacji przez
oligodendrocyty (Fan i in., 2018). Ponadto, jesli przerwana zostaje cigglo$¢ opon rdzenia, w miejscu
lezji pojawiajg si¢ takze komoérki opony rdzeniowej, ktdre wraz z fibroblastami i astrocytami uczestniczg
w tworzeniu tzw. blizny glejowej, stanowiacej dodatkowa, mechaniczng bariere uposledzajaca
regeneracj¢ uszkodzonej tkanki (Pang i in., 2021; Deumens, Koopmans i Joosten, 2005).
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Obraz kliniczny SCI jest mocno zrdznicowany, i zalezy od poziomu i lokalizacji uszkodzenia
rdzenia. Uraz moze powodowaé czegsciowa badz catkowita utrate funkcji sensomotorycznych ponizej
odcinka uszkodzenia, i tak np. uszkodzenie powyzej odcinka C5 rdzenia skutkuje odnerwieniem
przepony, a urazy powyzej odcinka L1 - odnerwieniem mig¢$ni brzucha (Ahuja i in., 2017).

Podsumowujgc, choroby demielinizacyjne stanowig heterogenng grupg schorzen
neurologicznych zwigzanych z degeneracjg ostonki mielinowej aksonéw. Choroby te majg dramatyczny
przebieg i czgsto prowadzg do trwalej niepelnosprawnosci fizycznej pacjentow. Brak mozliwosci
skutecznego leczenia tych chordb sklania naukowcow i klinicystow do poszukiwania nowych metod
terapii w celu przywrocenia uposledzonych funkcji mielinizacji neuronow i regeneracji uszkodzonych
struktur uktadu nerwowego. Jedng z potencjalnych strategii terapeutycznych jest zastosowanie terapii
komoérkowych, w tym przeszczepow glejowo-specyficznych komoérek progenitorowych (GRPs).
Dotychczasowe badania eksperymentalne, podobnie jak wyniki naszych poprzednich badan wykazaty,
ze przeszczepy GRPs w zwierzgcych modelach demielinizacji powoduja wytwarzanie mieliny i
czgsciowa kompensacje objawow neurologicznych.

1.2. Charakterystyka glejowo-specyficznych komorek progenitorowych (GRPs)
1.2.1. Ontogeneza GRPs

W trakcie rozwoju zarodkowego ektodermy, po zakonczeniu gastrulacji, powstate komorki
neuroepitelialne zasiedlajg przestrzenie wzdluz neuronéw, w obrebie wysciotki komory. Tam
generowane sg pierwotne neuronalne komorki macierzyste (ang. primitive NSCs) (Hitoshi i in., 2004),
dajace poczatek neuronom, astrocytom, komorkom gleju radialnego i GRPs. GRPs zaczynajg migrowac
i ostatecznie zasiedlajg caty OUN (Schoenwolf'i Alvarez, 1989).

Aktualna wiedza na temat ontogenezy ludzkich GRPs (hGRPs) oparta jest w duzej mierze na
badaniach prowadzonych u zwierzat, w szczegdlnosci gryzoni. U myszy rozwoj GRPs odbywa si¢ w
trzech etapach, zwanych falami (ang. waves). Roznice w przebiegu poszczegdlnych etapow pomiedzy
mozgiem a rdzeniem kregowym sg niewielkie. W mozgu pierwsza fala rozpoczyna si¢ w 12 dniu
rozwoju zarodkowego po brzusznej stronie cewy nerwowej i jest kontrolowana przez biatko sonic
hedgehog (Shh) pochodzace z brzusznej strony blaszki podstawnej (ang. ventral floor plate). Shh jest
niezbedny do aktywacji ekspresji dwoch czynnikow transkrypeyjnych specyficznych dla rozwoju
GRPs: Oligl i Olig2 (Vallstedt, Klos i Ericson, 2005). GRPs powstaja gtownie w obrebie zwoju
przysrodkowego wzgorza (ang. medial ganglionic eminence), skad migruja wzdhuz catego
rozwijajacego si¢ przodomoédzgowia. Druga fala rozwoju GRPs rozpoczyna si¢ w 15 dniu rozwoju
zarodkowego w zwoju bocznym wzgorza (ang. lateral ganglionic eminence) pod kontrola czynnika
transkrypcyjnego Gsx2, i ponownie postepuje wzdtuz przodomozgowia. Z kolei trzecia fala zachodzi
na etapie neo- i post-natalnym, i ma swdj poczatek w strefie przykomorowej komor bocznych (ang.
subventricular zone). Kontrolowana jest ona przez czynnik Emx1, a powstate GRPs migruja w calym
obszarze mozgu, wspottworzac populacje GRPs powstale podczas pierwszej i drugiej fali (Kessaris i
in., 2006).

W przypadku rdzenia kregowego pierwsza fala rozwoju GRPs jest takze kontrolowana przez
biatko Shh. Druga fala ma swdj poczatek po grzbietowe] stronie cewy nerwowej. Na poziomie
transkrypcyjnym regulowana jest przez czynniki Ascll i Dbx1. Wymaga takze zwickszonego stezenia
czynnika FGF i zmniejszonego st¢zenia BMP (Sugimori i in., 2008). Trzecia fala powstawania GRPs w
rdzeniu kr¢gowym zachodzi neo- i post-natalnie. Pochodzenie tych GRPs nie jest jednak do konca
poznane. Pochodzi¢ mogg one z progenitor6w pozostajacych w kanale srodkowym lub z prekursorow
rozproszonych w obrebie parenchymy (Goldman i Kuypers, 2015). Co istotne, GRPs powstate podczas
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pierwszej fali sg zbedne i moga degradowaé na etapie pourodzeniowym, lub przetrwac i zastgpowac
GRPs powstale podczas kolejnych fal (Kessaris i in., 2006).

Do dzi$§ wciaz brak jest petnej wiedzy na temat ontogenezy hGRPs. Wiadomo jednak, iz podczas
rozwoju zarodkowego przodomoézgowia cztowicka GRPs zdolne do réznicowania w oligodendrocyty
sa wykrywalne w 16-18 tygodniu cigzy (Sim i in., 2011). Po urodzeniu, u cztowieka hGRPs mozna
znalez¢ w obrgbie catego OUN, gdzie stanowig one, wedtug roznych zrodet, okoto 8-9% komorek calej
istoty biatej i 2-3% istoty szarej. Czyni je to czwarta, co do wielko$ci populacja komorek glejowych, po
astrocytach, komoérkach mikrogleju i oligodendrocytach (Dawson, Polito, Levine i Reynolds, 2003).

1.2.2. Fenotyp GRPs

Badania nad rozwojem progenitorow glejowych si¢gaja lat osiemdziesigtych XX wieku, kiedy
Raff i wspotpracownicy opisali tzw. komorki typu "O-2A" (ang. oligodendrocyte-type-2-astrocytes) w
nerwie wzrokowym szczura. Komorki te posiadaly zdolno§¢ roznicowania w astrocyty oraz w
oligodendrocyty u szczuréw (Raff, Miller i Noble, 1983) oraz, wedlug pewnych zrdédet, dodatkowo w
neurony u ludzi (Nunes i in., 2003). Cechowala je ponadto dwubiegunowa morfologia oraz wysoka
aktywno$¢ mitotyczna, a takze ekspresja charakterystycznego biatka blonowego, neuralno/glejowego
antygenu 4 (NG2, ang. neural/glial antigen 2), zwanego rowniez proteoglikanem siarczanu
chondroityny typu 4 (CSPG4, ang. chondroitin sulfate proteoglycan type 4). Co istotne, CSPG4 ulega
ekspresji w wigkszos$ci nieneuronalnych komorek w OUN (Raff, Miller i Noble, 1983). Na powierzchni
komorek typu "O-2A" stwierdzono takze ekspresje gangliozydu powierzchniowego A2B5 (Rao, Noble
i Mayer-Proschel, 1998), do dzis szeroko stosowanego w metodach izolacji GRPs opartych na wigzaniu
przez przeciwciata (Wang i in., 2013b). Jednakze ani NG2, ani A2B5 nie ulegajg ekspresji wylacznie
na powierzchni GRPs. A2B5 ulega bowiem ekspresji réwniez na powierzchni progenitorow
neuronalnych, natomiast NG2 na perycytach (Ozerdem i Stallcup, 2003). Charakterystyczng cecha
GRPs jest natomiast ekspresja receptora ptytkowego czynnika wzrostu o (PDGFRa), znanego rowniez,
jako CD140a. PDGFRa jest uwazany za jedyny antygen w OUN ulegajacy ekspresji wylacznie na
powierzchni GRPs. Czyni go to jednym z najbardziej specyficznych celéw przy izolacji GRPs (Sim i
in., 2011). Dodatkowo, bardziej zr6znicowane GRPs, zwane progenitorami oligodendrocytow (OPCs,
ang. oligodendrocyte progenitor cells), moga by¢ identyfikowane takze poprzez uzycie przeciwciat
anty-O4 (Sommer i Schachner, 1981).

W warunkach fizjologicznych GRPs sg komodrkami o wysokiej aktywnosci migracyjnej, z
tendencja do zachowywania dystansu pomiedzy soba. Maja wydtuzone filopodia, ktére cofajg si¢ po
kontakcie z filopodiami tej samej lub sasiedniej GRP. Dzigki wysokiej aktywnos$ci mitotycznej moga
stale odnawia¢ swoja populacje, migrowac i zasiedla¢ uszkodzone obszary uktadu nerwowego (Ryc. 1).
Te wyjatkowe cechy pozwalaja GRPs na utrzymywanie homeostazy wsréd komorek glejowych
(Hughes, Kang, Fukaya i Bergles, 2013), a takze sugerujg ich potencjalne zastosowanie terapeutyczne.

1.2.3. Funkcje GRPs

Réznicujgce GRPs stanowig podstawowe zrddto nowych oligodendrocytow w dorostym
mozgu. Z kolei oligodendrocyty produkuja mieling - otoczke sktadajgca si¢ gtéwnie z biatek i kwasow
thuszczowych. Mielina owija si¢ wokdét aksonu i zapewnia izolacje elektryczng, przyspieszajac
przekazywanie sygnatow w uktadzie nerwowym (Rasband i Macklin, 2012). Utrata ostonki mielinowej
jest zwigzana z licznymi chorobami neurodegeneracyjnymi i urazami OUN. Co ciekawe, ostonki
miclinowe powstajace w wyniku spontanicznej remielinizacji z udzialem endogennych
oligodendrocytow sa zwykle ciefisze 1 zapewniaja stabsze przewodzenie impulsow nerwowych
(Blakemore, 1974; Smith, Bostock i Hall, 1982).
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Oprécz zdolnosci do mielinizacji, oligodendrocyty wspierajg réwniez metabolicznie neurony
poprzez wydzielanie mleczanu (Lee i in., 2012). Co ciekawe, w pewnych warunkach GRPs moga
generowac rowniez komoérki Schwanna w OUN. GRP moga réznicowac takze w niewielkim stopniu do
astrocytow typu 1 i typu 2, przechodzac przez stadium prekursoréw astrocytow (Tripathi i in., 2010;
Zawadzka i in., 2010). Pewne zrodta dowodza nawet, iz w warunkach in vitro oraz po przeszczepie
doroste GRPs moga roéznicowac rowniez w neurony (Nunes i in., 2003; Guo i in., 2010; Rivers i in.,
2008), jednak inne temu zaprzeczaja (Herrera i in., 2001). Ponadto, GRPs moga nawigzywac
komunikacje synaptyczng z neuronami GABAergicznymi i glutamatergicznymi, wplywajac na
aktywnos$¢ obwodoéw neuronalnych (Bergles, Roberts, Somogyi i Jahr, 2000; Lin i Bergles, 2004).
Ostatnie badania wykazaly, ze dzigki ekspresji MHC klasy Il GRPs sg zdolne do angazowania si¢ w
odpowiedZz immunologiczng, dziatajgc jako komodrki prezentujace antygen oraz aktywujgce komorki T

CD4" (Falcdo i in., 2018) (Ryc. 1).
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Rycina 1. Charakterystyka i funkcje glejowo-specyficznych komoérek progenitorowych (GRPs). Stworzono z
uzyciem oprogramowania BioRender (https://www.biorender.com/)

1.3. Zrédla GRPs
1.3.1. Komorki zarodkowe

Zarodkowe komorki macierzyste (ESCs) sa pluripotencjalnymi komoérkami uzyskiwanymi z
niezréznicowanego wezta zarodkowego na etapie blastocysty. Ich pluripotencjalny charakter rozumiany
jest, jako (i) zdolno$¢ do réznicowania w komodrki wszystkich trzech listkow zarodkowych (ektodermy,
mezodermy, endodermy), i (ii) zdolno$¢ do nieograniczonej samoodnowy (Martin, 1981).
Eksperymenty Briistle i wspotpracownikow dowiodly, iz in vitro GRPs moga zosta¢ uzyskane
bezposrednio z ludzkich ESCs (hESCs) (Rye. 2). Hodowla hESCs w postaci przestrzennych sfer,
okreslanych jako kule zarodkowe (ang. embryoid bodies, EBs), suplementowanych najpierw
czynnikiem bFGF, nast¢pnie bFGF oraz EGF, a na koniec FGF i PDGF, doprowadzita do powstania
GRPs o dwubiegunowej morfologii, z ekspresja A2BS5. Natomiast usunigcie z pozywki czynnikow
wzrostu spowodowalo zroznicowanie powstatych GRPs do oligodendrocytow i astrocytéw (Briistle i
in., 1999).
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Wiele innych prac pokazato takze skuteczne otrzymywanie z hESCs ludzkich progenitoréw
oligodendrocytow (hOPCs), stanowigcych bardziej zréznicowang form¢ GRPs, a bedacych
prekursorami oligodendrocytow. W wigkszo$ci prace te oparte byly na odtworzeniu, w warunkach
eksperymentalnych, poszczegoélnych etapow rozwoju zarodkowego, w tym takze z przejsciem ESCs
przez stadium GRPs, poprzez stymulacje ESCs czynnikami wzrostu i kluczowymi biatkami
sygnatowymi, w tym Shh, FGF, retinoidem, IGF i TH. W pracy Nistor i wsp., 42-dniowa hodowla
hESCs na podlozu typu Matrigel pozwolita na uzyskanie progenitorow glejowych z ponad 80-
procentowa wydajnoscig (Nistor i in., 2005). W innych badaniach do roznicowania hESCs zastosowano
warstwe komorek odzywczych (ang. feeder cell layer), w tym mysie zarodkowe fibroblasty (MEFs)
(Kang i in., 2007; Izrael i in., 2007; Gil i in., 2009; Hu, Du i Zhang, 2009) oraz ludzkie fibroblasty
izolowane z napletka (Hu, Li, Zhang i Chen, 2009; Sundberg i in., 2011; Sundberg, Skottman, Suuronen
i Narkilahti, 2010). W wigkszos$ci z tych prac progenitory glejowe uzyskiwano miedzy 40 a 90 dniem
hodowli, z 80-90-procentowa wydajnoscig. Obecnie, w celu uzyskiwania progenitorow glejowych z
ESCs, wykorzystywane sg syntetyczne podtoza hodowlane, takie jak biorusztowania witronektyno-
akrylanowe (Li i in., 2013) oraz hodowle 3D z uzyciem hydrozeli (Rodrigues i in., 2017).

Jednak, ze stosowaniem hESCs zwigzane sg powazne watpliwosci etyczne, gdyz w celu izolacji
wymagaja one poswiecenia ludzkiego zarodka. Ponadto, po przeszczepie ich nieograniczony potencjat
proliferacyjny stwarza ryzyko nowotworzenia. Wreszcie terapia komorkowa z uzyciem egzogennych
hESC obarczona jest ryzykiem odrzucenia przeszczepu, co wymusza u pacjentow dodatkowa
immunosupresj¢ (Wert i Mummery, 2003).

1.3.2. Tkanki ptodu

Pierwszym odkrytym, bezposrednim zrédtem GRPs byta hodowla pierwotna komorek z rdzenia
kregowego szczura w wieku 13,5 dnia rozwoju ptodowego (Rye. 2). Uzyskana hodowla komorek
neuroepitelialnych prowadzona byta przez 6 dni, po ktérych, z uzyciem techniki immunopanning i
przeciwciala monoklonalnego anty-A2B5, wyselekcjonowano z niej komorki wykazujace na
powierzchni ekspresje antygenu A2BS5S. Oczyszczone komodrki cechowata ponad 90-procentowa
zywotnos$¢ oraz zdolnos$¢ do réznicowania zardbwno w oligodendrocyty, jak i w astrocyty (Rao, Noble i
Mayer-Proschel, 1998), co potwierdzito, iz posiadaja fenotyp GRPs. Dalsze badania umozliwily
uzyskanie GRPs takze z ludzkiej tkanki nerwowej. W tym celu wykorzystano technike sortowania
komorek aktywowanego fluorescencja (FACS, ang. fluorescence-activated cell sorting) w oparciu o
aktywno$¢ promotora genu CNP2, co pozwolito na wyselekcjonowanie niewielkiej (< 0.5%) populacji
hGRPs o dwubiegunowej morfologii (Roy i in., 1999, s. 19). Do dzi§ wicle badan wskazato na
mozliwos¢ skutecznego uzyskiwania hGRPs z ludzkiej tkanki nerwowej ptodu (Lepore i in., 2011, s.
20; Walczak i in., 2011; Windrem i in., 2004, 2008). Z kolei badania Nunes i wsp. wskazaty na
mozliwo$¢ uzyskania GRPs o szerszym potencjale do réznicowania nie tylko w oligodendrocyty i
astrocyty, ale rowniez w neurony (Nunes i in., 2003), jednak kwestia ta wzbudza watpliwosci (Herrera
iin., 2001).

Aby zwigkszy¢ specyficznos$¢ izolacji hGRPs z heterogennej puli komérek z ptodu, obok
selekcji wzgledem antygenu A2B5 wykorzystano takze dodatkowy czynnik selekcyjny - obecnos¢
antygenu CD140a (Sim i in., 2011). Jednakze komoérki wyselekcjonowane w ten sposob cechowat
pewien poziom heterogennosci (Marques i in., 2016). Pod wzgledem ekspresji poszczegdlnych
markerow wyszczegoélniono trzy podgrupy GRPs izolowane z tkanki nerwowej ptodu: 1. A2B5*, 04,
MOG; II. A2B5%, 04", MOG; III. A2B5, 04", MOG". Z kolei wérdd trzech podgrup hGRPs
pochodzacych z tkanki nerwowej osobnika dorostego wyrdzniono nastepujacy profil ekspresji
markeréw: I. A2B5*, 04, MOG; II. A2B5", 04" (0 wyzszym poziomie ekspresji niz w przypadku tkanki
ptodu), MOG; III. A2B5°, 04" (0 wyzszym poziomie ekspresji niz w przypadku tkanki ptodu), MOG*
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(Leong 1 in., 2014). Ponadto, ze wzgledu na swoje pochodzenie tkanka nerwowa ptodu nie jest
optymalnym zrodlem hGRPs z uwagi na watpliwosci etyczne zwigzane z jej izolacjg oraz
wykorzystaniem. Jednocze$nie hGRPs z tkanki nerwowej Zywego osobnika dorostego mozna uzyskac
wylacznie na drodze resekcji neurochirurgicznej, ktora jest procedurg inwazyjng i obarczong duzym
ryzykiem.

1.3.3. Indukowane pluripotencjalne komorki macierzyste

Indukowalne komorki pluripotencjalne (iPSCs, ang. induced pluripotent stem cells) stanowig
relatywnie nowe zrodto komorek wykazujagcych cechy ESCs. Technologia generowania iPSCs
zaproponowana zostata w 2006 roku przez Yamanake i Takahashiego (Takahashi i in., 2007; Takahashi
1 Yamanaka, 2006), i otworzyta nowy rozdziat w badaniach nad komoérkami macierzystymi. W swoje;j
pracy badacze zastosowali zdefiniowany ,.koktajl” czterech czynnikoéw transkrypcyjnych (Oct4, Sox2,
Klf4, c-Myc), ktory dostarczony zostat do dojrzatych komorek somatycznych (fibroblastow) za pomoca
oddzielnych wektorow wirusowych. Doprowadzit on do swoistego przeprogramowania komorek,
skutkujacego uzyskaniem przez nie pluripotencji. Otrzymane komorki cechowata: i. zdolno$¢ do
odbudowy telomerow wynikajaca z wysokiej aktywnos$ci telomerazy, ii. zdolno$¢ do formowania
potworniakdw po przeszczepie do zwierzgcia, iii. utrzymywanie stanu niezroznicowanego przy
odpowiednich warunkach hodowli in vitro, oraz iv. zdolnos¢ do réznicowania w komorki wszystkich
trzech listkow zarodkowych (ektodermy, mezodermy, endodermy). Niezwykle istotnym jest przy tym
fakt, iz w przeciwienstwie do ESCs, wykorzystanie technologii iPSCs nie stwarza problemow natury
etycznej, gdyz opiera si¢ ona zastosowaniu dorostych komoérek somatycznych. Ponadto, mozliwos¢
uzyskania iPSCs z komorek wlasnych pacjenta pozwala na wykonywanie przeszczepdw
autologicznych, ograniczajac ryzyko odrzucenia przeszczepu.

Dotychczas iPSCs udato si¢ skutecznie zréznicowa¢ do wielu rodzajow komoérek z linii
neuralnej, w tym neuronéw (Wernig i in., 2008), astrocytéw (Krencik i in., 2011, s. 20), komorek
mikrogleju (Muffat i in., 2016, s. 2) i oligodendrocytow (Hu, Du i Zhang, 2009). Z kolei w roku 2013
zespot Goldman’a jako pierwszy skutecznie zroznicowat iPSCs do progenitorow glejowych (Rye. 2).
Zastosowany protokdt oparty byt najpierw (i) na stymulacji czynnikiem FGF 1 retinoidami, nastgpnie
(i1) Shh, a na koniec (iii) PDGF, IGF i TH. W hodowli iPSC najpierw zaobserwowano pojawianie si¢
EBs, a nastepnie komorek o charakterze neuroepitelialnym, ktére po odklejeniu hodowano w postaci
zawiesiny, z ktorej stopniowo odroznicowywaty progenitory glejowe zdolne do rdéznicowania w
astrocyty i oligodendrocyty zaréwno in vitro, jak i in vivo. Jak widaé, pelne zroznicowanie iPSCs do
komoérek somatycznych wymaga zatem odtworzenia przez komorke glownych stadidow rozwoju, co
przektada si¢ na wzglednie dtugi czas hodowli (110 dni w przypadku progenitorow glejowych). Co
ciekawe jednak, w dniu 150 wydajnos$¢ réznicowania iPSCs wynosita 79,5 + 8,5%, w poréwnaniu do
45,4 £ 20,3% w przypadku réznicowania ESCs (Wang i in., 2013c). W kolejnych badania Douvaras’a i
Fossati’ego zoptymalizowano protokol réznicowania ESCs do progenitorow glejowych stosujac
Matrigel, intensywniejsza suplementacje retinoidami oraz krotszy czas suplementacji Shh. Pozwolito to
na wygenerowanie pierwszych progenitorow glejowych w czasie ok. 50 dni z ok. 43-procentowa
wydajno$cig w dniu 75 (Douvaras i Fossati, 2015). Z kolei zesp6t Chen’a wykorzystat do réznicowania
iPSCs w progenitory glejowe koktajl czynnikéw transkrypcyjnych Sox10 i Olig2, dostarczonych
poprzez transdukcje wektorami wirusowymi. Ok. 45% komorek zaczeto demonstrowac ekspresje
PDGFRa po 14 dniach, a w dniu 56 zaobserwowano komorki z ekspresjg markera O4, zidentyfikowane,
jako OPCs. Wreszcie hodowla jednowarstwowa iPSCs bez stosowania warstwy komoérek odzywczych,
suplementowana FGF2, PDGF-AA i Shh pozwolila na uzyskanie progenitorow glejowych ok. 85 dnia
hodowli (Yamashita i in., 2017).
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Technologia i r6znicowanie iPSCs stanowi bardzo obiecujacy system do modelowania choréb
i generowania autologicznych komorek terapeutycznych. Jednakze stwarza ona pewne zagrozenia.
Przyktadowo, jesli nie w pelni zroznicowana iPSC zostanie przeszczepiona wraz ze zréznicowang pulg
komorek terapeutycznych, w organizmie pacjenta moze doj$s¢ do nowotworzenia (Medvedev,
Shevchenko i Zakian, 2010; Okita, Ichisaka i Yamanaka, 2007, s. 200). Ponadto, pewne zrodta dowodza,
1z iPSCs zachowujg, w pewnym stopniu, pamie¢ epigenetyczng pierwotnej somatycznej komorki uzytej
do jej uzyskania, co moze wptywac np. na zdolnos¢ do réoznicowania iPSCs w komorki innych listkow
zarodkowych (Kim i in., 2010; Laurent i in., 2011; Vaskova, Stekleneva, Medvedev i Zakian, 2013).

1.3.4. Reprogramowane komorki somatyczne

Ryzyka zwigzane z technologia iPSCs zainspirowaly wielu badaczy do podjgcia prob
przeprogramowania jednego typu komoérek somatycznych w inne, bez przechodzenia przez stadium
pluripotencji. Wykorzystanie oryginalnej metodyki z prac Yamanaki, a wigc reprogramowanie
fibroblastow poprzez egzogenny koktajl czynnikow transkrypcyjnych, pozwolilo na bezposrednie
uzyskanie m.in. neuronéw (Caiazzo i in., 2011; Vierbuchen i in., 2010), astrocytow (Caiazzo i in., 2015),
czy prekursoréw neuralnych (Lujan i in., 2012; Thier i in., 2012). Z kolei w 2013 roku, dwa niezalezne
zespoly przeprogramowaly fibroblasty do prekursorow glejowych technika reprogramowania
bezposredniego, wykorzystujac wektory wirusowe jako no$niki czynnikow transkrypcyjnych (Rye. 2).
Pierwszy z zespotow, kierowany przez Tesar’a, wykorzystal kombinacj¢ 8 czynnikow: Oligl, Olig2,
Nkx2.2, Sox10, ST18, Nkx6.2, Myrf i Mytl, uzyskujac ok. 9,2% wydajnosci reprogramowania w dniu
21 (Najmi in., 2013). Z kolei zespdt Wernig’a postuzyt si¢ 3 czynnikami, Sox10, Olig2 i Zfp536, dzigki
czemu 15,6% =+ 3,3% komorek zostato przeprogramowanych w czasie 3 tygodni hodowli (Yang i in.,
2013). Dalsze badania wskazaly mozliwo$¢ reprogramowania do progenitorow glejowych takze
astrocytow, stosujac pojedyncze czynniki Sox10 (Mokhtarzadeh Khanghahi i in., 2018) lub Sox 2
(Farhangi, Dehghan, Totonchi i Javan, 2019).

Nalezy mie¢ jednak na uwadze, iz reprogramowanie komorek somatycznych oparte o wektory
wirusowe kodujgce czynniki transkrypcyjne jest obarczone ryzykiem mutagenezy w transdukowanych
komorkach, mogacym skutkowac¢ utratg kontroli nad procesem. W zwigzku z tym wielu badaczy podjeto
proby reprogramowania komorek matoczasteczkowymi zwigzkami o aktywnosci epigenetyczne;.
Przyktadem takiego zwigzku okazata si¢ trichostatyna A (TSA), ktéra pozwolita na przeprogramowanie
mysich i ludzkich astrocytow do GRPs (Zare, Baharvand i Javan, 2019). W innym badaniu, kombinacja
9 czynnikéw (kwasu retinowego, SMER28, LDN193189, Hh-Agl.5, CHIR99021, RG108, A83-01,
tranylcyprominy oraz bFGF) pozwolita na uzyskanie progenitoréw glejowych z mysich fibroblastow
(Liuiin., 2019), z wydajno$cig na poziomie reprogramowania z uzyciem wektorow wirusowych (Najm
1in., 2013; Yang i in., 2013).

W ostatnich latach z ogromnym zainteresowaniem spotkala si¢ technika manipulacji
genetycznej oparta o zgrupowane, regularnie rozproszone, krotkie, powtarzajace si¢ sekwencje
palindromiczne (ang. Clustered Regularly-Interspaced Short Palindromic Repeats, CRISPR). Technika
ta pozwala na precyzyjng, wzglednie fatwg i tanig edycje genomu, i zainspirowana jest naturalnym
mechanizmem odporno$ci archeondw i bakterii na egzogenny materiat genetyczny. U organizmow tych,
material genetyczny atakujgcych bakteriofagéw ulega integracji w locus CRISPR, gdzie rozpoczyna on
kodowanie krotkich RNA CRISPR (crRNA). crRNA kierujg cigciem komplementarnej nici
egzogennego DNA przez nukleazg Cas9, takze kodowana w locus CRISPR. Dodatkowo system koduje
takze sekwencje tracrRNA (ang. trans-activating CRISPR RNA), umozliwiajaca wigzanie nukleazy
Cas9. crRNA i tractrRNA wspolnie nosza nazwe gRNA (ang. guide RNA). W ten sposob CRISPR/Cas9
pozwala bakteriom i archeonom zwalcza¢ kolejne zarazenia ze strony analogicznych bakteriofagow
(Wiedenheft, Sternberg i Doudna, 2012). Zastosowanie przez Doudna i Charpentier techniki
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CRISPR/Cas9 do ukierunkowanej modyfikacji DNA otworzyto kolejny rozdzial w badaniach nad
inzynierig genetyczng (Jinek i in., 2012), i przyniosto badaczkom Nagrode Nobla w dziedzinie chemii
w 2020 roku (Ledford i Callaway, 2020). Adaptacja idei bakteryjnego systemu CRISPR/Cas do potrzeb
inzynierii genetycznej w zasadniczej mierze oparta jest na syntezie specyficznego gRNA,
rozpoznajacego pozadane miejsce w genomie, oraz dostarczenie do komorki nukleazy Cas.

Technika CRISPR/Cas9 okazata si¢ takze skuteczna w celu przeprogramowania fibroblastow
do progenitorow glejowych, poprzez ukierunkowane wprowadzenie sekwencji kodujacych trzy
czynniki transkrypcyjne (Sox10, Olig2 i Nkx6-2) (Matjusaitis i in., 2019). Badacze oszacowali
wydajno$¢ tak przeprowadzonego reprogramowania na poziomie tradycyjnych metod z uzyciem
wektorow wirusowych, jednak przy zachowaniu wigkszej precyzji samej manipulacji genetyczne;.

1.3.5. Endogenne komorki macierzyste osobnikow dorostych
1.3.5.1. Neuralne komorki macierzyste

Neuralne komorki macierzyste (NSCs, ang. neural stem cells), zwane rowniez komorkami typu
B, powstaja z gleju radialnego podczas rozwoju zarodkowego OUN. Wykazujg one multipotencjalng
zdolno$¢ roznicowania na drodze podziatu asymetrycznego w neurony, astrocyty oraz oligodendrocyty.
Podczas rozwoju zarodkowego NSCs zasiedlaja przejsciowa strefe komorowa (VZ), z kolei po
urodzeniu mozna je znalez¢ w strefie przykomorowej komoér bocznych (SVZ), strefie podziarnistej
(SGZ) zakretu zebatego hipokampa (DG), i w nabtonku wechowym (OE), okreslanych wspolnie, jako
nisze neurogenne (Beites, Kawauchi, Crocker i Calof, 2005; Temple, 2001). Podzialy asymetryczne
NSCs w obrebie nisz neurogennych sg zrodtem nowych neuroblastow oraz komorek progenitorowych
w dojrzatym moézgu, w tym takze progenitorow glejowych (Gage, 2000) (Rye. 2). Pod wzgledem
aktywnosci mitotycznej NSCs podzieli¢ mozna na (i) ,,uspione” (ang. quiescent NSCs) o znikome;j
aktywnosci mitotycznej, zwane rowniez komorkami typu Blq, o fenotypie GFAP" EGFR", oraz (ii)
aktywne (ang. active NSCs) o wysokiej aktywnos$ci mitotycznej, okreslane, jako komorki Bla, o
fenotypie GFAP" EGFR™ (Platek i in., 2022).

Eksperymentalne réznicowanie NSCs do GRPs jest procesem analogicznym do réznicowania
NSC podczas rozwoju zarodkowego, i opiera si¢ na wykorzystaniu podobnych czynnikéw
stymulujgcych, w tym FGF i Shh. Ponadto, wiele protokotéw réznicowania progenitorow glejowych z
komorek somatycznych opartych jest o posrednie stadium NSCs (Lee i in., 2018). Jak dowiodty badania
Zhang i wsp., stymulacja NSCs juz samym czynnikiem EGF powoduje ich stopniowe réznicowanie do
progenitorow glejowych (Zhang i in., 1998). W innych pracach zastosowanie czynnikoéw Shh, agonisty
biatka Smoothened (SAG), bFGF oraz PDGF-AA zréznicowato NSC do progenitoréow glejowych w
ciggu ok. tygodnia przy ok. 90-procentowej wydajnosci (Li i in., 2019). Z kolei poddanie NSCs
suplementacji maloczasteczkowym zwiazkiem GANT61 w celu zablokowania czynnika
transkrypcyjnego Glil, zwigzanego ze $ciezka sygnalowg Shh, spowodowato ich rdéznicowanie do
progenitorow oligodendrocytow (OPCs) o wysokich zdolno$ciach migracyjnych (Namchaiw i in.,
2019). Podobny efekt wywotata nadekspresja biatka Zfp488 (Biswas i in., 2019, s. 20).

Wiele prac dowiodto zdolnosci roznicowania przeszczepionych NSCs do GRPs (Mothe i Tator,
2008; Uchida i in., 2012; Xu i in., 2011, 2006). Potencjal do réznicowania NSCs w komorki glejowe
wydaje si¢ na tyle obiecujacy, iz w 1999 roku Snyder zaproponowat nawet termin ,,globalna wymiana
gleju” (ang. global glia replacement) na okreslenie potencjatu terapeutycznego NSCs w leczeniu chordb
demielinizacyjnych (Yandava, Billinghurst i Snyder, 1999). Nalezy jednak pamigtaé, iz przeszczepienie
NSCs bezposrednio do mikrosrodowiska objetego zwyrodnieniem (,,nieprzyjaznego obszaru”, ang.
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hostile microenvironment) moze zaburzy¢ ich zdolno$¢ do réoznicowania, a tym samym pogorszy¢ ich
potencjat terapeutyczny (Reekmans i in., 2012; Tang, Yu i Cheng, 2017; Stanaszek i in., 2022).

1.3.5.2. Mezenchymalne komorki macierzyste

Mezenchymalne komoérki macierzyste/stromalne (MSCs), okreslane rowniez jako
mezenchymalne komorki zrebu, stanowig heterogennag grupe komoérki o wlasciwosciach
multipotencjalnych. W 2006 roku Komitet ds. Mezenchymalnych i Tkankowych Komorek
Macierzystych Miedzynarodowego Towarzystwa Terapii Komodrkowych (ang. Mesenchymal and
Tissue Stem Cell Committee of the International Society for Cellular Therapy) zdefiniowal minimalne
kryteria, ktore musza zosta¢ spetnione, aby dana komorka mogta zosta¢ zdefiniowana jako MSC. Nalezg
do nich: (i) zdolno$¢ adherencji do plastiku podczas hodowli in vitro; (ii) ekspresja markerow CD73,
CD90 i CD105, przy jednoczesnym braku ekspresji CD11b, CD14, CD19, CD34, CD45, CD79a oraz
HLA-DR; (iii) potencjat do roznicowania w adipocyty, osteoblasty i chondrocyty (Dominici i in., 2006).

W zalezno$ci od potrzeb MSCs moga by¢ uzyskane z wielu zrodel, w tym m.in. z galarety
Wharton’a (WJ) z pepowiny (Rye. 2). Jak dowiodly badania Zhang i wsp., MSCs z WJ moga
réznicowaé w progenitory glejowe z wydajnos$cig 25,9%. Protokot roznicowania oparty byt najpierw na
wygenerowaniu neurosfer, a nastgpnie zastosowaniu czynnikéw FGF2 i PDGF-AA. Co ciekawe jednak,
w porownaniu do kontrolnych progenitorow glejowych réznicowanych z ESCs, progenitory glejowe z
WI-MSCs cechowat nizszy poziom ekspresji czynnikow neurotroficznych (Zhang i in., 2010), co
sugerowac¢ moze ich nizszy potencjal terapeutyczny. Innym, wydajniejszym protokotem roéznicowania
WI-MSCs do progenitorow glejowych okazata si¢ trzyetapowa hodowla z uzyciem, w kolejnosci,
nastgpujacych czynnikow: (i) suplementu ITS (insulina-transferyna-selen, ang. insulin-transferrin-
selenium) 1 fibronektyny; (ii)) FGF2 i EGF; (iii) FGF2 i PDGF-AA. Tak prowadzona hodowla
doprowadzita do uzyskania 44,3% komorek z ekspresja PDGFRa oraz 51,8% komorek z ekspresja
A2B5 (Mikaeili Agah, Parivar i Joghataei, 2014), markerow charakterystycznych dla GRPs.

Z uwagi na problematyczng dostepnos¢ galarety Wharton’a wiele innych badan ukierunkowano
na uzyskanie progenitorow glejowych z MSCs z tatwiej dostgpnych zrodet. Przyktadem sa MSCs
izolowane z tkanki tluszczowej (ADSCs). Jak stwierdzono, hodowla in vitro ADSCs w pozywce
suplementowanej m.in. czynnikami Shh, retinoidami, neurotrofing-3 (NT3) i PDGFa, pozwolita na
wygenerowanie progenitoréw glejowych z wydajnoscia siegajaca 90%. Z kolei MSCs pochodzace z
miazgi z¢bowej (ang. dental pulp) skutecznie zrdéznicowano do progenitoréw glejowych poprzez
transfekcje¢ plazmidu kodujacego kopie genu Olig2 (Askari, Yaghoobi, Shamsara i Esmaeili-Mahani,
2014).

Mimo to, nalezy zaznaczy¢, iz MSCs sa grupg komorek o wysokiej heterogennosci. Duze
znaczenie ma zarowno zrddto ich izolacji, jak rowniez protokot hodowli i historia dawcy, w tym tlo
genetyczne (Lukomska i in., 2019). Wszystkie te czynniki mogg wplywaé zaréwno na potencjat MSCs
do réznicowania w progenitory glejowe, jak i ich zastosowanie w terapii wspomagajacej regeneracje
endogennego gleju.
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1.4. Eksperymentalne proby wykorzystania GRPs w leczeniu chorob demielinizacyjnych

Z uwagi na swoje wlasciwosci regeneracyjne progenitory glejowe przetestowane zostaly
wielokrotnie ~w  badaniach  eksperymentalnych z uzyciem licznych modeli chorob
neurodegeneracyjnych. Badania te wykazaly rozne efekty wynikajgce zarowno z rodzaju zrodla i
sposobu przygotowania samych GRPs, jak réwniez ze specyfiki zastosowanych modeli zwierzgcych,
ktore w rdzny sposdb odzwierciedlajga modelowane schorzenia czlowieka. Cze$¢ badan
przedklinicznych okazata si¢ jednak na tyle obiecujaca, ze wdrozone zostaty proby kliniczne z uzyciem
progenitorow glejowych. Ponizej przedstawiony zostal przeglad reprezentatywnych badan z
zastosowaniem progenitoréw glejowych w pigciu jednostkach chorobowych opisanych w Rozdziale
1.1.

1.4.1. Zastosowanie GRPs w leczeniu leukodystrofii

GRPs dowiodly swojej skutecznosci terapeutycznej w kilku zwierzgcych modelach
leukodystrofii, w tym u myszy shiverer (MBP"si) U zwierzat tych, w wyniku spontanicznej delecji w
genie kodujacym zasadowe biatko mieliny (ang. myelin basic protein, MBP), dochodzi do wrodzonej
hipomielinizacji w obrebie catego uktadu nerwowego, co skutkuje spontanicznym drzeniem ciata oraz
przedwczesng $miercig zwierzat, zwykle w ciggu pierwszych sze$ciu miesiecy ich zycia (Readhead i
in., 1987; Jean Harry i Toews, 1998). Pionierskie badania zespotu Goldman’a oparte na wielokrotnych,
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domozgowych iniekcjach mysich (mGRPs) lub ludzkich (hGRPs) progenitorow glejowych u myszy
shiverer wykazaty ich zdolno$¢ do réznicowania si¢ in vivo w funkcjonalne oligodendrocyty i astrocyty,
a takze czg¢sciowa kompensacje deficytow neurologicznych i wydluzenie zycia biorcéw przeszczepu
(Windrem 1 in., 2004, 2008, 2014, s. 201). W pracy Windrem’a i wsp. (2008) wielokrotne iniekcje
hGRPs w okolice spoidta wielkiego mozgu i konaru srodkowego moézdzku u oseskow myszy shiverer
skutkowaty mielinizacjg o$rodkowego ukladu nerwowego, a powstala mielina byta pochodzenia
egzogennego. 52 tygodnie po transplantacji hGRPs 78% aksonéw w OUN myszy shiverer zostato
zmielinizowanych. Dlugookresowa obserwacja wykazata, ze wigkszo$¢ progenitorow glejowych,
oligodendrocytoéw i astrocytow w moézgach biorcow bylta pochodzenia ludzkiego, co autorzy okreslili
mianem ,,chimeryzacji” myszy. Nalezy doda¢, ze w celu zapobiegnigcia odrzuceniu przeszczepow
ksenogenicznych eksperymenty prowadzone byly u myszy shiverer posiadajgcych dodatkowa mutacje
w genie RAG2 (RAG2')KO; RAG27), wykazujacych uposledzenie ukladu odpornosciowego. Gen ten
koduje enzym Rag2, zaangazowany w rekombinacj¢ gendw V(D)J, ktéra prowadzi do zwickszenia
réznorodnosci limfocytow T 1 B. Zaburzenia ekspresji RAG2 skutkujg brakiem antygenowo-swoistej
odpowiedzi immunologicznej (Shinkai, 1992).

Badania grupy Walczaka dowiodty zdolno$ci hGRPs do intensywnej migracji w obrebie istoty
bialej po dokomorowym podaniu komorek u myszy shiverer/RAG2”. W ciaggu pierwszych 31 tygodni
od podania hGRPs zdolno$¢ mielinizacji aksonow byla znikoma. Natomiast analiza zwierzat w 62
tygodniu od iniekcji hGRPs wykazata intensywng mielinizacje, poréwnywalng ze zwierzetami
kontrolnymi typu dzikiego (ang. wild type, WT). Ponadto, dokomorowa transplantacja hGRPs u myszy
shiverer/RAG2” wydhuzata zycie zwierzat powyzej 400 dni u 48% biorcow przeszczepu. Wynik ten
poréwnany zostal z dokomorowg iniekcja mGRPs u myszy shiverer/RAG2”. Po przeszczepie mGRPs
autorzy obserwowali in vivo duzo nizszy potencjal migracyjny mysich progenitorow glejowych w
poréwnaniu z hGRPs, ale duzo wigksza zdolnos$¢ do mielinizacji aksonéw, demonstrowang w krotszym
czasie, bo juz po 18 tygodniach od transplantacji komorek. Co ciekawe, u biorcow przeszczepu mGRPs
nie zanotowano wydtuzenia zycia myszy shiverer/RAG2”. Autorzy pracy zasugerowali, ze potencjal
terapeutyczny progenitorow glejowych moze by¢ inny niz tylko ich zdolno$¢ do réznicowania w
mielinizujace oligodendrocyty (Lyczek i in., 2017). Dalsze badania prowadzone w naszym zespole,
oparte o przeszczepy progenitorow glejowych izolowanych z psich ptodéw (cGRPs), przeszczepianych
domozgowo u myszy shiverer/RAG2™", wydaja si¢ potwierdza¢ te hipoteze. W naszych eksperymentach
obserwowali$my, iz mimo przetrwania i integracji przeszczepianych cGRPs w moézgu myszy poziom
mielinizacji istoty bialej u biorcéw przeszczepu byt ograniczony, to w duzej grupie zwierzat zanotowano
istotne wydhluzenie zycia zwierzat (Stanaszek 1 in., 2021).

Skutecznos¢ terapeutyczna GRPs dowiedziona zostala takze w innych modelach leukodystrofii.
W badaniach Dooves’a i wsp. wykorzystane zostaty myszy z zanikajaca istotg biata (ang. vanishing
white matter), ktore poddano przeszczepom trzech roéznych subpopulacji mysich progenitorow
glejowych: (i) z ekspresja A2BS, (ii) z ekspresja GLAST, i (iii) z ekspresja PDGFRa. Przy podaniu
domézgowym komorki kazdej z trzech subpopulacji ulegaly integracji w mozgach biorcow.
Funkcjonalnie wszystkie trzy populacje mGRPs roznicowaly si¢ w komoérki glejowe, a u myszy po
transplantacji progenitoréw glejowych obserwowano selektywng poprawe zdolnosci motorycznych. Co
ciekawe, po podaniu mGRPs wykazujacych ekspresje PDGFRa notowano najwyzsza przezywalnosé
zwierzat po przeszczepie (Dooves i in., 2019). Givogri i wsp. badali efekt transplantacji szczurzych
progenitorow glejowych (rGRPs) u myszy z mutacjag w genie kodujacym ARSA, stanowigcych model
leukodystrofii metachromatycznej (MLD). Przeszczepione rGRPs ulegaty integracji w mozgach
biorcow, réznicujac si¢ w mielinizujace oligodendrocyty. Ponadto, w uktadzie nerwowym biorcow
przeszczepu zaobserwowano wzrost stezenia arylosulfatazy A, skutkujacy redukcja zlogdw
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metachromatycznych. Funkcjonalnie podanie rGRPs spowodowato poprawg przewodnictwa
nerwowego i ograniczylo deficyty motoryczne, typowe dla myszy MLD (Givogri i in., 2006).

1.4.2. Zastosowanie GRPs w leczeniu stwardnienia rozsianego

Hipoteze, jakoby potencjal terapeutyczny progenitorow glejowych nie byt realizowany tylko w
drodze roznicowania si¢ ich w mielinizujgce oligodendrocyty, zdajg si¢ potwierdzaé takze badania
prowadzone na zwierzecych modelach stwardnienia rozsianego (MS). W badaniach tych GRPs
wykazywaly dodatkowo zdolno$¢ modulowania mikrosrodowiska w obrebie zmian patologicznych,
stymulujgc funkcjonowanie endogennych oligodendrocytéw (Pluchino i in., 2009). W eksperymentach
wykorzystywany byt zwierzecy model MS - gryzoni z eksperymentalnym autoimmunologicznym
zapaleniem mdzgu i rdzenia kregowego (ang. experimental autoimmune encephalomyelitis, EAE). W
celu wywotania objawow choroby zwierzeta te immunizowane sag homogenatem z osrodkowego uktadu
nerwowego lub bialkiem proteolipidowym mieliny (PLP), zasadowym biatkiem mieliny (MBP),
biatkiem mieliny oligodendrocytow (MOG), lub ich epitopami (PLPi3o_151, MBPgs 104, MOGoa_106) W
postaci emulsji z adjuwantem Freund’a. Immunizacja skutkuje schorzeniem autoimmunologicznym
mediowanym przez limfocyty T pomocnicze, co powoduje infiltracj¢ OUN przez komodrki T i monocyty
(Robinson, Harp, Noronha i Miller, 2014). W badaniach Kim’a i wsp. progenitory glejowe pochodzace
z ludzkich zarodkowych komoérek macierzystych przeszczepiane byty dokomorowo do myszy z EAE.
U zwierzat tych po podaniu hGRPs widoczna byla poprawa deficytow motorycznych w testach
sprawno$ci neurologicznej, a w obrazie histologicznym zaobserwowano ograniczenie infiltracji
komoérek CD45" w obrebie przestrzeni podpajeczynéwkowej (Kim i in., 2012). Podobnie, progenitory
glejowe roznicowane z ludzkich mezenchymalnych komoérek macierzystych izolowanych z WJ,
przeszczepione dokomorowo u myszy z EAE, ograniczaly skale demielinizacji aksonéw w mozgu
zwierzat powodowang choroba, co przetozylo si¢ na zlagodzenie objawdéw choroby (Mikaeili Agah,
Parivar i Joghataei, 2014).

Jako alternatywg wobec badan w modelu EAE skutecznos$¢ terapeutyczna progenitorow
glejowych zostata wykazana réwniez w modelu myszy z chroniczng infekcjg mysim wirusem zapalenia
watroby (ang. mouse hepatitis virus, MHV), ktora skutkuje rozleglym zapaleniem mozgu (ang.
encephalitis) 1 demielinizacja (Houtman i Fleming, 1996). Przeszczep mysich progenitoréw glejowych
do rdzenia kregowego myszy z MHV prowadzit do remielinizacji oraz chronit endogenne aksony w
rdzeniu przed degeneracjg. Przetozylo si¢ to na poprawe zdolno$ci motorycznych w poréownaniu do
zwierzat kontrolnych, dotknietych catkowitym paralizem ciata (Totoiu, Nistor, Lane i Keirstead, 2004).
Co cickawe, badania Hardison’a 1 wsp. na myszach z MHV dowiodty, Ze remielinizacji stymulowane;j
przez egzogenne mGRPs nie towarzyszylo ograniczenie proceséw zapalnych stymulowanych przez
cytokiny wydzielane przez limfocyty T specyficzne wobec wirusa. Sugeruje to, iz progenitory glejowe
sag w stanie demonstrowa¢ swoj potencjal regeneracyjny nawet w niesprzyjajacym, ,,wrogim”
mikrosrodowisku (Hardison i in., 2006), co wiecej, moga by¢ stymulowane przez procesy zapalne
(Tourbah i in., 1998).

1.4.3. Zastosowanie GRPs w leczeniu stwardnienia zanikowego bocznego

Progenitory glejowe sa rowniez szeroko badane w eksperymentalnych terapiach stwardnienia
zanikowego bocznego (ALS), choroby relatywnie rzadkiej, lecz o wcigz niepoznanej do konca etiologii,
a co za tym idzie, brakiem skutecznej metody leczenia. Badania dowodza, ze istotny udziat w rozwoju
ALS majg zaburzenia funkcjonowania komorek glejowych, w szczego6lnosci astrocytéw, co powoduje
uposledzenie 1 degeneracj¢ motoneurondéw. Sugeruje to zastosowanie potencjalu GRPs w celu
kompensacji deficytow glejowych w uktadzie nerwowym chorych na ALS. W tym celu w badaniach
przedklinicznych szeroko stosowany jest model gryzoni z punktowymi mutacjami w genie SODI,

39



kodujacym dysmutaze ponadtlenkowg 1. Enzym ten wigze wolne jony miedzi i cynku tworzac
homodimery o wlasciwosciach dysmutaz, usuwajace toksyczne, wolne rodniki tlenowe, metabolizujac
je do tlenu czgsteczkowego i nadtlenku wodoru (Saccon, Bunton-Stasyshyn, Fisher i Fratta, 2013). Z
kolei produkty biatkowe zmutowanego genu SODI1 ulegaja agregacji w komorkach nerwowych,
prowadzac do ich stopniowej degeneracji (Berdynski i in., 2022), a dodatkowo moga przemieszczaé si¢
mi¢dzy komoérkami na drodze podobnej do priondéw, co skutkuje progresja choroby (Lee i Kim, 2015).
W przypadku myszy transgenicznych z substytucja glicyny w miejsce alaniny w kodonie 93 genu SOD1
(SOD19%4) wystepuje spowolnienie szybkiego transportu aksonalnego (Rao i Nixon, 2003), paraliz
konczyn przednich i tylnych zwigzany z degeneracjg motoneurondw, a ostatecznie przedwczesna Smierc
w wieku 129 + 9 dni zycia zwierzat (Majchrzak i in., 2019).

W badaniach zespolu Maragakis’a szczurze progenitory glejowe (rGRPs) podane zostaty do
odcinka szyjnego rdzenia kregowego szczuréw z mutacjag SOD1934, Przeszczepione egzogenne rGRPs
przetrwaly w miejscu iniekcji i zréznicowaty si¢ z wydajnoscig 87,9% w kierunku astrocytow i 8,6% w
kierunku oligodendrocytow. U biorcéw przeszczepu zaobserwowano redukcje mikroglejozy w rogu
brzusznym rdzenia kregowego, a na poziomie behawioralnym poprawe¢ zdolnosci motorycznych i
funkcji oddechowych. Po podaniu rGRPs zanotowano przedtuzenie zycia zwierzat srednio do 172 dni,
w stosunku do dhugosci zycia szczurdw kontrolnych o $redniej dtugosci zycia 155 dni (Lepore i in.,
2008). W kolejnych badaniach tej samej grupy autoréw potencjat ludzkich progenitoréw glejowych
zostal sprawdzony u myszy z punktowg mutacja SOD1%** poddanych immunosupresji poprzez
iniekcje cyklosporyny A. Co cickawe, hGRPs po przeszczepie do odcinka szyjnego rdzenia krggowego
myszy cechowala duzo nizsza przezywalno$¢ i znacznie nizszy potencjal do roznicowania w
oligodendrocyty i astrocyty niz rGRPs przeszczepione u szczuréw z mutacja SODI19%*A, Nie
zaobserwowano znamiennej poprawy w testach behawioralnych oraz wydluzenia dlugosci zycia
zwierzat (Lepore i in., 2011). Jak wspomniano wczes$niej, badania zespotu Walczaka sugeruja, ze czas
potrzebny przeszczepianym progenitorom glejowym pochodzenia ludzkiego (hGRPs) na rozpoczecie
mielinizacji wynosi ok. 4 miesigcy od transplantacji (Lyczek i in., 2017). Wyniki prac Maragakis’a zdaja
sie potwierdza¢ t¢ hipoteze, co oznaczaloby, ze przedwczesna $mieré myszy SOD16%34

demonstracj¢ u nich potencjatu terapeutycznego przeszczepianych progenitorow glejowych. Liczne
1G93A

uniemozliwia

doniesienia sugerujg, ze moment pojawienia si¢ i intensywnos¢ objawow choroby u zwierzat SOD
zwigzana jest z liczbg kopii zmutowanego genu SOD1 oraz ttem genetycznym zwierzgcia (Alexander i
in., 2004; Heiman-Patterson i in., 2005). Dlatego w celu przetestowania skutecznosci terapeutycznej
hGRPs stworzylismy w naszym zespole model myszy ze zréznicowang liczbg kopii zmutowanego genu
SODI1, o uposledzonym ukladzie immunologicznym (SOD1%*4/RAG27") (Majchrzak i in., 2019).
Dokomorowy przeszczep hGRPs u oseskow myszy SOD1°4/RAG2”" nie przetozyt si¢ na zmniejszenie
akumulacji zmutowanego biatka dysmutazy ponadtlenkowej 1 oraz na wydtuzenie zycia biorcow. Co
wigcej, analizy post mortem nie wykazaty obecno$ci komorek egzogennych w mozgach tych zwierzat
w terminalnym stadium choroby (150-200 dni po transplantacji, w zaleznos$ci od liczby kopii
zmutowanego genu SODI1) (Stanaszek i1 in., 2022). By¢ moze, brak efektu terapeutycznego
spowodowany byt niska przezywalnosciag przeszczepionych komoérek. W kolejnych badaniach
planujemy wyznakowanie hGRPs biatkiem reporterowym, ktére umozliwitoby przesledzenie loséw
wszczepionych progenitorow glejowych.

W badaniach Kondo i wsp. przetestowano u myszy SOD1%34

potencjat terapeutyczny
progenitorow neuralnych o wzbogaconej populacji glejowej, zroznicowanych z ludzkich
indukowalnych komorek pluripotencjalnych (ang. human induced pluripotent stem cell-derived glial-
rich neural progenitors, hiPSC-GRNPs), z konstytutywna ekspresja biatka reporterowego GFP (Kondo
1in., 2014). Po iniekcji komorek do ledzwiowego odcinka rdzenia krggowego zwierzat 60-80% hiPSC-

GRNPs zroznicowato si¢ w astrocyty; zaobserwowano rowniez poprawe sprawnosci lokomotorycznej
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oraz przedluzenie zycia biorcéw przeszczepu. Badania molekularne wykazalty wzrost poziomu
czynnikow neuroprotekcyjnych VEGF, GDNF i NT-3 (Morcuende i in., 2013) w ledZzwiowym odcinku
rdzenia kregowego myszy. Co ciekawe, czynniki te byly zar6wno pochodzenia egzogennego, jak i
endogennego (Kondo i in., 2014), co sugeruje, ze potencjal terapeutyczny hiPSC-GRNPs w leczeniu
ALS moze dotyczy¢ tez ich posredniego dziatania, poprzez stymulacje endogennych mechanizméw
neuroprotekcyjnych.

1.4.4. Zastosowanie GRPs w leczeniu uszkodzen mozgu

Badania wielu autorow dowiodly, Zze przeszczepione progenitory glejowe wykazujg potencjat
terapeutyczny zaré6wno w przypadku modeli traumatycznego (TBI), jak i nietraumatycznego
uszkodzenia mézgu (nTBI). W przypadku TBI, w najnowszej pracy zespolu Walczaka wykazano
proregeneracyjne wlasciwosci mGRPs przeszczepionych do komor bocznych mézgu myszy poddanych
urazowemu uszkodzeniu mozgu poprzez zlokalizowany, kontrolowany uraz kory moézgowej (ang.
controlled cortical impact, CCI). U tych myszy zaobserwowano migracj¢ i integracje egzogennych
mGRPs, skutkujaca zmniejszeniem si¢ obszaru lezji spowodowanej CCI. W rejonie uszkodzenia
stwierdzono ponadto zmniejszenie liczby leukocytow CD45*, co sugeruje modulacje wtornej
odpowiedzi immunologicznej przez przeszczepione mGRPs (Wang i in., 2021). Pozytywne efekty
dziatania progenitoréw glejowych zaobserwowano takze w pracy Xu i wsp., gdzie badano terapeutyczny
efekt przeszczepu progenitoréw oligodendrocytéw otrzymanych z ludzkich zarodkowych komorek
macierzystych (hESC-OPCs) w modelu rozprzestrzenionego, urazowego uszkodzenia aksonow u
szczura (ang. diffuse traumatic axonal injury) wg. procedury Marmarou (ang. Marmarou's weight-drop
model) (Marmarou i in., 1994). Przeszczepione hESC-OPCs migrowaty w obrgbie spoidta wielkiego
roéznicujgc si¢ w mielinizujgce oligodendrocyty, chronigce endogenne aksony w mézgu biorcy (Xu i in.,
2015).

W przypadku nTBI, Salikhova i wsp. zbadali potencjal terapeutyczny sekretomu GRPs w modelu
udaru niedokrwiennego u szczura (ang. ischemic stroke), spowodowanego przejsciowym zamknigciem
tetnicy $rodkowej mozgu (ang. middle cerebral artery occlusion, MCAQ), trwajacym 90 minut. Po
dotetniczej iniekcji pozywki kondycjonowanej (ang. conditioned medium, CM) z hodowli GRPs
uzyskanych z ludzkich indukowalnych komorek pluripotencjalnych (hiPSC-GRPs) zaobserwowano
zwigkszong angiogeneze i1 przezywalno$¢ komorek w obszarze niedokrwienia. Ponadto, stwierdzono
zmniejszong infiltracje komoérek mikrogleju, ograniczenie ekspresji genu kodujacego prozapalng
cytoking TNF-a, a jednocze$nie zwigkszenie ekspresji gendw kodujacych cytokiny przeciwzapalne IL-
4, IL-10 i IL-13, co sugeruje modulacje odpowiedzi immunologicznej. Na poziomie behawioralnym
stwierdzono poprawe funkcji motorycznych biorcoéw w testach neurologicznych po 30 dniach od
podania szczurom CM z hodowli hGRPs (Salikhova i in., 2021).

W pracy Ahn i wsp. zbadano potencjat progenitoréw oligodendrocytow (OPCs) w leczeniu
skutkéw udaru w modelu MCAO. Wyniki badan ujawnity, ze po dozylnej iniekcji OPCs u
myszoskoczka poddanego procedurze MCAQO nastgpita poprawa pamigci krotkotrwatej i innych
deficytdow poznawczych w poroOwnaniu ze zwierzgtami kontrolnymi, bez przeszczepu. Co ciekawe,
zaobserwowano wzrost ekspresji MBP i BDNF w hipokampie biorcow OPCs, mimo, iz autorom nie
udato si¢ wykaza¢ obecnosci egzogennych komoérek w moézgu zwierzat. Sugeruje to, iz w udarze
niedokrwiennym, przy podaniu systemowym, OPCs moga wykazywa¢ humoralng aktywnosé
terapeutyczng nawet bez bezposredniej infiltracji mézgu (Ahn i in., 2016).
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1.4.5. Zastosowanie GRPs w leczeniu urazow rdzenia kregowego

Szeroki potencjal regeneracyjny progenitorow glejowych sktonit badaczy takze do prob
zastosowania GRP w eksperymentalnych terapiach leczenia urazéw rdzenia krggowego (SCI). W
licznych badaniach grupy Fischer’a, hGRPs przetestowane zostaty u dorostych szczurdéw z miejscowym
nacieciem odcinka szyjnego rdzenia kregowego, pozbawionych dodatkowo grasicy w celu uposledzenia
reakcji immunologicznej. Przeszczepione komorki przetrwaly w miejscu wszczepu i migrowaty w
obszarze lezji, gdzie réznicowaly si¢ w astrocyty, stymulujgc regeneracj¢ uszkodzonych aksonow (Haas
i Fischer, 2013) oraz w mniejszym stopniu w oligodendrocyty, stymulujac remielinizacj¢ aksonow (Jin
i in.,, 2011). Z kolei badania zespotu Walczaka wykazaly, ze przeszczep hGRPs w modelu
indukowalnego farmakologicznie, poprzecznego zapalenia rdzenia kregowego (ang. transverse myelitis,
TM) u szczuréw pozwolitl na utrzymanie przewodnictwa nerwowego wzdluz rdzenia kregowego.
Wszczepione ludzkie progenitory glejowe wykazywaly zdolno$¢ do réznicowania w astrocyty i, w
mniejszym stopniu, w mielinizujace oligodendrocyty. U biorcow nie stwierdzono poprawy koordynacji
ruchowej oraz sily chwytu mierzonej w testach behawioralnych (Walczak i in., 2011). W celu
zademonstrowania potencjalu terapeutycznego szczurzych progenitorow glejowych Nout i wsp.
przeszczepili rGRPs w modelu kontuzyjnego uszkodzenia rdzenia kregowego na wysokosci odcinka
piersiowego. Zaobserwowano 6-cio tygodniowa przezywalno$¢ komorek w miejscu lezji i ich zdolnosé
do roznicowania w astrocyty i oligodendrocyty. Ponadto, przeszczep rGRPs czgsciowo przywrdcit
zdolnos$¢ kontroli oddawania moczu i czestotliwos¢ erekcji u tych zwierzat (Nout i in., 2011).

W licznych badaniach w modelach SCI przetestowany zostal takze potencjal progenitorow
oligodendrocytow (OPCs). W pracach zespolu Lebkowski, OPCs zroznicowane z ludzkich
zarodkowych komorek macierzystych (hESCs) przeszczepione zostaly u szczurow z uszkodzeniem
rdzenia kregowego w odcinku szyjnym, pozbawionych grasicy. Transplantacja OPCs do obszaru lezji
ograniczyla tworzenie si¢ w parenchymie rdzenia cyst wypetnionych pltynem tkankowym i zwigkszyta
mielinizacj¢ aksondw, co przelozylo si¢ na poprawe sprawnosci motorycznej u biorcoOw przeszczepu
(Manley i in., 2017; Priest i in., 2015). Obiecujace wyniki badan przedklinicznych z uzyciem OPCs w
zwierzecych modelach SCI stanowity asumpt do wszczgcia wieloosrodkowych badan klinicznych fazy
I/lla z uzyciem ludzkich progenitorow oligodendrocytow (LCTOPC1) u chorych z objawami
podostrego uszkodzenia rdzenia kregowego w odcinku szyjnym (ang. subacute cervical spinal cord
injury) (NCT02302157). Badania dowiodty, ze LCTOPC1 podane bezposrednio do rdzenia krggowego
w miejscu lezji sg bezpieczne, a ponadto w okresie jednego roku od transplantacji u 96% pacjentow (21
z 22) przywrocily przynajmniej jedna z uposledzonych funkcji neurologicznych po przynajmniej jednej
stronie ciata, natomiast u 32% pacjentow (7 z 22) przywrocity przynajmniej dwie z uposledzonych
funkcji neurologicznych po przynajmniej jednej stronie ciata (Fessler i in., 2022).

Reasumujac, GRPs wykazuja obiecujace wyniki w badaniach przedklinicznych, stymulujac
regeneracj¢ ukladu nerwowego. Jednakze, niedostateczna skuteczno$¢ terapeutyczna egzogennych
progenitorow glejowych zacheca badaczy do poszukiwan mozliwosci zwigkszenia potencjalu tych
komorek, w celu spotggowania ich wtasciwosci regeneracyjnych po podaniu in vivo. Jedng z metod
stanowi zmiana wlasciwo$ci komorek z uzyciem plejotropowych czynnikow wzrostu, w tym szczegdlne
zainteresowanie wzbudza kodowana przez gen Nrg-1 neuregulina-1 (NRG-1).

1.5. Neuregulina-1
1.5.1. Charakterystyka neureguliny-1

Neureguliny (hereguliny) nalezg do glikoprotein z domeng EGF-podobng. Biatka te kodowane
sg przez 4 rézne geny (od Nrg-1 do Nrg-4 u czltowieka), ktére wykazujg oddzialywanie poprzez
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receptory kinazy tyrozynowej z rodziny Erb. Neureguliny petnia istotng rol¢ w rozwoju i regeneracji
m.in. serca, piersi, oraz OUN. W kontekscie badan OUN szczegélne zainteresowanie wzbudza
kodowana przez gen Nrg-1 neuregulina-1, oddziatujaca poprzez sie¢ trzech receptoréw: ErbB2, ErbB3
i ErbB4 (Mei i Nave, 2014; Stefansson i in., 2002). U cztowieka gen Nrg-1 ma dlugos¢ 2,6 Mpz i sktada
si¢ z 21 egzonow zlokalizowanych na chromosomie 8p22-21. W wyniku selekcji jednego z wielu miejsc
inicjacji transkrypcji i alternatywnego splicingu powsta¢ moze z niego ok. 33 roznych izoform
biatkowych, pogrupowanych w 6 typéw (od NRG-1 typ I do NRG-1 typ VI), réznigcych si¢ N-koncem
(Chou i Ozaki, 2010). Typy I, II, IV oraz V posiadajag na N-koncu domen¢ immunoglobulinowg (Ig)
pozwalajgca na oddziatywanie z elementami macierzy zewnatrzkomorkowej, a tym samym na dziatanie
parakrynne (Nave i Salzer, 2006) oraz autoparakrynne (Fledrich i in., 2019). Co istotne, sekrecyjne
izoformy neureguliny-1 mogg by¢ syntetyzowane zarowno przez neurony, jak rowniez przez komorki
glejowe, w tym przez astrocyty, komorki Schwanna i oligodendrocyty (Raabe, Deadwyler, Varga i
Devries, 2004; Bernstein i in., 2006). Tymczasem typy III i VI oddziatujag z domeng EGF-podobng
bezposrednio poprzez N-koniec, co kotwiczy je na state w blonie komorkowej. Dodatkowo, oprocz
domeny EGF-podobnej, NRG-1 typu III posiada na N-koncu takze domeng bogata w cystein¢ (ang.
cysteine-rich domain, CRD), co umozliwia jej dzialanie autokrynne poprzez wykazywanie zarowno
cech receptora, jak i ligandu (Rye. 3). Ponadto, jej ekspresja jest ograniczona tylko do neuronow
(Kataria, Alizadeh i Karimi-Abdolrezaee, 2019; Esper, Pankonin i Loeb, 2006).

Neuregulina-1
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Rycina 3. [zoformy bialkowe neureguliny-1 oraz ich umiejscowienie w btonie komérkowe;j. Typy I, II, IV oraz V
neureguliny-1 posiadaja na N-koncu domen¢ immunoglobulinowa (Ig), pozwalajaca na oddziatywanie z
elementami macierzy zewnatrzkomorkowej, a tym samym na dziatanie parakrynne oraz autoparakrynne. Typy III
i VI neureguliny-1 oddziatuja z domena EGF-podobng bezposrednio poprzez N-koniec, co kotwiczy je na state w
btonie komoérkowej. Dodatkowo, oprocz domeny EGF-podobnej, NRG-1 typu III posiada na N-koncu takze
domeng bogata w cysteing (ang. cysteine-rich domain, CRD), co umozliwia jej dzialanie autokrynne. [na podst.
Zhang i wsp. (Zhang, Huang, Shen i Li, 2017b), zmodyfikowane]

1.5.2. Udziat neureguliny-1 w rozwoju uktadu nerwowego

Doktadne badania nad udziatem neureguliny-1 w rozwoju zarodkowym sg skomplikowane z
uwagi na letalno$¢ zwierzat pozbawionych funkcjonalnego genu kodujgcego neureguling-1 (Nrg-1 KO)
wynikajacg z zatrzymania rozwoju serca, ktora, w przypadku myszy Nrg-1 KO, nastepuje pomiedzy 10
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a 13 dniem rozwoju (Kramer i in., 1996; Erickson 1 in., 1997). Wigkszos¢ badan oparta jest zatem na
badaniach in vitro 1 zwierzgtach heterozygotycznych, zwierzgtach z warunkowo inaktywowanych
genem kodujacym NRG-1 lub farmakologiczng modulacjg poziomu NRG-1 i dziatania receptorow ErbB
(Schmucker i in., 2003; Liu i in., 2005). Jak zasugerowali Le Douarin i Dupin, podczas rozwoju
zarodkowego NRG-1 reguluje funkcjonowanie prekursorow neuralnych w OUN i migracje komorek
grzebienia nerwowego (ang. neural crest cells, NCCs), oddziatujac jako chemoatraktant dla NCCs (Le
Douarin i Dupin, 2003). Prekursory neuralne wyizolowane z prazkowia myszy w 14 dniu rozwoju
zarodkowego produkuja NRG-1, ktora reguluje ich proliferacj¢ i roznicowanie takze w warunkach in
vitro (Calaora i in., 2001). Z kolei receptory ErbB4 dla neureguliny-1 ulegaja ekspresji na powierzchni
rozwijajacych si¢ neuroblastow w niszy neurogennej w SVZ oraz wzdluz donosowego strumienia
migracyjnego (ang. rostral migratory stream, RMS), ktorym neuroblasty migruja do rozwijajacej si¢
opuszki wegchowej (Platek i in., 2022; Anton i in., 2004). Z kolei w przypadku rozwoju zarodkowego
danio prggowanego, zablokowanie interakcji receptora ErbB z NRG-1 zaburza mitoz¢ w rozwijajace;j
si¢ SVZ (Sato i in., 2015). Badania te sugerujg istotny udziat neureguliny-1 w procesie neurogenezy
zarodkowe;j.

NRG-1 jest takze kluczowym biatkiem sygnatowym regulujacym wszystkie etapy rozwoju
komoérek Schwanna w obwodowym uktadzie nerwowym i oligodendrocytow w OUN. W przypadku
obwodowego uktadu nerwowego, NRG-1 stymuluje dojrzewanie NCCs w kierunku glejowym (Shah,
1994), jak rowniez wplywa na dojrzewanie i migracj¢ komoérek Schwanna (gldéwnie NRG-1 typu III)
(Miyamoto i in., 2017). Jak wspomniano, NRG-1 typu III ulega ekspresji w neuronach, a w
szczegoblnosci w ich aksonach, dzigki czemu mozliwa jest regulacja mielinizacji aksonow przez komorki
Schwanna bezposrednio przez mielinizowane aksony (Michailov i in., 2004). Z kolei deficyt NRG-1
typu III uniemozliwia powstanie prekursorow komorek Schwanna (Wolpowitz i in., 2000).
Eksperymenty Zanazzi i wspoOlpracownikow pokazaty natomiast, iz NRG-1 typu II indukuje
demielinizacj¢ aksonéw we wspothodowli komoérek Schwanna i neuronow (Zanazzi i in., 2001). W
przypadku OUN udzial poszczegdlnych biatek z rodziny neureguliny-1 nie jest jednak tak dobrze
poznany. Wiadomo, iz receptory ErbB dla neureguliny-1 ulegaja ekspresji zarowno w progenitorach
glejowych, jak 1 w dojrzatych oligodendrocytach (Vartanian, Goodearl, Viehdver i Fischbach, 1997). W
warunkach in vitro, w eksplantach tkanki nerwowej ze zwierzat pozbawionych genu Nrg-1 powstawanie
oligodendrocytéw byto zahamowane (Vartanian, Fischbach i Miller, 1999). U szczuréw ekspresja NRG-
1 w SVZ stymuluje réznicowanie progenitorow glejowych w kierunku oligodendrocytow (Vartanian i
in., 1994). W badaniach Kataria i wsp. z uzyciem modelu farmakologicznie indukowanej demielinizacji
u szczura zademonstrowano, iz suplementacja ludzka rekombinowanag neureguling-1 typu If
zdemielinizowanego obszaru obniza tam ekspresje CSPG, a jednoczesnie podwyzsza ekspresje IL-10 w
komoérkach uktadu odpornosciowego. Czynniki te, odpowiednio, hamujg i stymulujg proces
remielinizacji. Z kolei we wspothodowli prekursorow neuralnych i neuronow zwojow korzeni
grzbietowych (ang. dorsal root ganglion neurons, DRGs) egzogenna neuregulina-1 stymulowata
roznicowanie prekursorow w kierunku intensywnie rozgalezionych oligodendrocytow (Kataria i in.,
2018). Co ciekawe jednak, badania Brinkmann’a i wspolpracownikéw przeprowadzone na zwierzetach
z warunkowa ekspresja NRG-1 oraz receptorow ErbB pokazaly, iz nawet przy catkowitym braku
stymulacji ze strony NRG-1 mielinizacja w OUN przez oligodendrocyty nie jest zaburzona. Z kolei
przejsciowa nadekspresja zar6wno NRG-1 typu I, jak i NRG-1 typu III w OUN prowadzi do
hypermielinizacji (Brinkmann i in., 2008). Przyktady te dowodza, iz oddzialywanie NRG-1 z
receptorami ErbB ma zréznicowany wplyw na mielinizacj¢ pomigdzy obwodowym a osrodkowym
uktadem nerwowym (Tab. 1). Przeglad literatury sugeruje ponadto kluczowy udzial dwoch typow
neureguliny-1, typu I i typu III w dojrzewaniu i funkcjonowaniu komorek mielinizujgcych i w samej
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mielinizacji w obydwu os$rodkach uktadu nerwowego (Kataria, Alizadeh i Karimi-Abdolrezaee, 2019;
Mei i Xiong, 2008).

Tabela 1. Udziat izoform I i III neureguliny-1 w funkcjonowaniu komorek mielinizujgcych i regulacji
mielinizacji w osSrodkowym i obwodowym uktadzie nerwowym

Osrodkowy uklad nerwowy Obwodowy uklad nerwowy
nadekspresja prowadzi do hypermielinizacji nadekspresja prowadzi do demielinizacji (Zanazzi i
(Brinkmann i in., 2008) in., 2001)
wplywa na réznicowanie komorek Schwanna
NRG-1typ I o
nie jest niezbedna do mielinizacji przez komoérki (Fledrich i in., 2014)
Schwanna (Bartus i in., 2016) poziom wzrasta po zaindukowaniu demielinizacji

(Stassart i in., 2013)

nadekspresja prowadzi do hypermielinizacji nadekspresja prowadzi do hypermielinizacji

(Brinkmann i in., 2008) (Michailov i in., 2004)

wplywa na dojrzewanie prekursoréw i migracje

komorek Schwanna (Miyamoto i in., 2017;
NRG-1 typ III o
stymuluje mielinizacje¢ przez oligodendrocyty Wolpowitz i in., 2000)

(Taveggia i in., 2008) reguluje pierwotna mielinizacj¢ i remielinizacj¢
aksonow przez komorki Schwanna (Fricker i in.,

2011)

1.5.3. Funkcje neureguliny-1 w regeneracji uktadu nerwowego

Wplyw neureguliny-1 na rozwdj i stabilizacje aksonéw w obwodowym ukladzie nerwowym
oraz ich mielinizacj¢ przez komorki Schwanna sugeruje jej silne zaangazowanie w proces endogennej
regeneracji. Zwickszona ekspresja NRG-1 w obwodowym uktadzie nerwowym zostata stwierdzona po
uszkodzeniu aksonéw obwodowych, motoneurondw i neuronéw zwojoéw korzeni grzbietowych
(Stassart i in., 2013; Carroll 1 in., 1997). Warto zaznaczy¢, iz nadekspresja zar6wno NRG-1 typu I, jak
i NRG-1 typu III po uszkodzeniu nerwdéw obwodowych wzmagata co prawda remielinizacje, jednak
przewodnictwo nerwowe w tak zremielinizowanych aksonach okazalo si¢ stabsze niz przed
demielinizacjg (Stassart i in., 2013). Z kolei w pracy Belin i wsp., z wykorzystaniem zwierzgcego
modelu wrodzonej neuropatii hipomielinizacyjnej (ang. congenital hypomyelinating neuropathy)
pokazano, iz genetyczna modulacja ekspresji NRG-1 typu III na réznych etapach rozwoju moze
poprawi¢ mielinizacj¢ aksonéw przez komorki Schwanna (Belin i in., 2019).

W przypadku uszkodzen OUN stwierdzono natomiast rozregulowanie ekspresji NRG-1. W
pracach zespotu Karimi-Abdolrezaece pokazano, iz zardwno w wyniku kompresyjnego, jak i
indukowalnego farmakologicznie uszkodzenia rdzenia krggowego u szczuréw nastepuje spadek
ekspresji NRG-1 (Kataria i in., 2018; Gauthier, Kosciuczyk, Tapley i Karimi-Abdolrezace, 2013).
Ponadto, zaburzenie ekspresji NRG-1 typu Pl stwierdzono takze w eksperymentalnym
autoimmunologicznym zapaleniu mézgu i rdzenia krggowego (EAE), bedacym MS. Spadek poziomu
NRG-1 typu Bl zaobserwowano zaréwno w fazie presymptomatycznej, jak i symptomatytcznej w
rdzeniu kregowym, $ledzionie i w osoczu krwi. Podskoérna suplementacja rekombinowanym peptydem
NRG-1 typu Pl tagodzila z kolei przebieg choroby poprzez regulacj¢ aktywnos$ci monocytow i
makrofagow, limfocytow Thl i mikrogleju (Kataria i in., 2021). Z kolei u myszy z mutacjg G93A w
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genie kodujacym SODI1, stanowigcym zwierzegcy model ALS cechujacy si¢ ograniczong
przezywalnoscig osobnikow (SOD19%*4), stwierdzono spadek ekspresji NRG-1 w zakonczeniach post-
synaptycznych motoneuronéw, a ekspresja egzogennej NRG-1 typu III przedluzata zycie zwierzat
(Lasiene i in., 2016). W pracy Modol-Caballero i wsp. zaobserwowano natomiast synergistyczny efekt
nadekspresji NRG-1 typu [ w migsniach szkieletowych i nadekspresj¢ NRG-1 typu III w rdzeniu
kregowym myszy SOD1%%A, polegajacy na poprawie przezywalno$ci motoneurondw i zmniejszonej
aktywacji gleju, co przelozyto si¢ na poprawe wynikow testow behawioralnych oraz odsunigcie w czasie
symptomow neurologicznych choroby (Modol-Caballero i in., 2021). W przypadku farmakologicznego
uszkodzenia mozgu neurotoksyng fluorofosforanem diizopropylu (DFP) podanie NRG-1 ograniczyto
nadmierng aktywacj¢ komorek mikrogleju, co przetozylo si¢ na zwigkszenie przezycia neuronéw w
obszarze uszkodzenia (Li i in., 2015b). Co ciekawe, Marballi i wsp. zaobserwowali takze zwigzek
pomigdzy polimorfizmem genu Nrg-1, a zaburzeniami aktywno$ci ukladu immunologicznego w
schizofrenii. Badania rodzin z Kostaryki posiadajacych mutacje typu zmiany sensu (ang. missens) w
genie Nrg-1 wykazaly istotny wzrost poziomu cytokin prozapalnych w osoczu krwi, co potwierdzono
takze w analizach in vitro komorek linii limfoblastoidalnej (Marballi i in., 2010). Te i inne badania
(Kataria, Alizadeh 1 Karimi-Abdolrezace, 2019) wskazujag zatem istotny udzial NRG-1 w
funkcjonowaniu komorek uktadu immunologicznego. Z klinicznego punktu widzenia terapia oparta na
suplementacji NRG-1 rowniez wydaje si¢ realna, gdyz peptyd NRG-1 ma zdolno$¢ przechodzenia przez
barier¢ krew-moézg (Kastin, Akerstrom i Pan, 2004). W polaczeniu z pozytywnym wplywem na
funkcjonowanie komorek glejowych daje to zatem podstawy do zastosowania NRG-1 do stymulacji
procesOw regeneracyjnych oraz przeciwdziataniu skutkom przeszczepu komorek terapeutycznych do
»hieprzyjaznego mikrosrodowiska” (Rozdz. 1.3.5.1.) w uposledzonym uktadzie nerwowym.

Z powyzszych badan wynika, ze NRG-1 jest zaangazowana w mielinizacj¢ na poziomie rozwoju
ptodowego i remielinizacj¢ po urodzeniu, oraz dojrzewanie i migracj¢ oligodendrocytow. W zwigzku z
tym obiecujagcym kierunkiem dalszych badan wydaje si¢ zastosowanie GRPs z nadekspresja NRG-1.
Jedng z metod wywotania nadekspresji NRG-1 jest uzycie odpowiednich no$nikow genetycznych,
takich jak wektory lentiwirusowe.

1.6. Wektory lentiwirusowe w inZynierii genetycznej
1.6.1. Charakterystyka lentiwirusow

Lentiwirusy, zwane réwniez wirusami ,,powolnymi” (tac. lente, powoli), nalezg do rodziny
retrowiruséw (tac. Retroviridae). Zasadniczymi cechami uniwersalnymi dla retrowirusow jest: i.
kodowanie informacji genetycznej w postaci RNA, ii. obecnos¢ genu kodujacego odwrotng
transkryptaze, i iii. zdolno$¢ integracji do genomu komorki-gospodarza (Cockrell i Kaftri, 2007).
Funkcja enzymu odwrotnej transkryptazy jest przepisywanie informacji genetycznej z RNA na DNA,
w procesie zwanym odwrotng transkrypcjg. Lentiwirusy przechowuja informacje¢ genetyczng w postaci
dwach kopii jednoniciowego RNA o dodatniej polarno$ci [ssSRNA(+)], otoczonych kapsydem i biatkami
otoczki (Chen, Keiser i Davidson, 2018). Wszystkie lentiwirusy kodujg ponadto przynajmniej trzy geny
(gag, pol 1 env) odpowiadajace, odpowiednio, za replikacja, integracj¢, i synteze otoczki wirusowej,
ktore otoczone sa dlugimi sekwencjami koncowymi (LTRs) o diugosci 600-900 nukleotydow,
zaangazowanymi m.in. w integracj¢ wirusa do genomu gospodarza (Gouvarchin Ghaleh i in., 2020;
Pereira, 2000).

Sposrod wielu poznanych lentiwirusow szczeg6lne zainteresowanie w inzynierii genetycznej
wzbudza wirus ludzkiego niedoboru odpornosci (HIV). Podyktowane jest to jego zdolno$cig stabilnej
integracji do genomu komorek zaréwno dzielacych, jak i nie dzielacych sig. Stwarza to mozliwosé
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szerokiego zastosowania zmodyfikowanego wirusa HIV, jako wektora genetycznego (Sachdeva i in.,
2007; Liu i Berkhout, 2014).

Cykl zyciowy lentiwirusa sktada si¢ z fazy wczesnej oraz fazy poznej. Pierwszym etapem jest
whniknigcie autonomicznego, dojrzatego wirusa (wirionu) do komoérki gospodarza na drodze endocytozy
lub adsorpcji mediowanej przez receptor (Ryu, 2017; Wang i in., 2018a). W przypadku HIV adsorpcja
jest mozliwie dzieki interakcji pomigdzy receptorem CD4 na powierzchni limfocytow T a biatkiem
gp120 otoczki wirusa. Skutkuje to zmianami konformacyjnymi otoczki, co umozliwia potgczenie si¢
wirusa z ko-receptorami CCRS5 Iub CXCR4 komorki, a w konsekwencji jego fuzje blonowa (Cervera i
in., 2019). W cytoplazmie dochodzi do rozpadu otoczki wirusowej, syntezy odwrotnej transkryptazy i
przepisania informacji genetycznej wirusa z RNA na cDNA z uzyciem endogennych nukleotydow, a
nastepnie transport nowo zsyntetyzowanego cDNA do jadra komorkowego (Borrenberghs i in., 2016).
Co cickawe, cDNA HIV transportowane jest do jadra przez pory jadrowe z udziatem biatka CA kapsydu,
a brak biatka CA uniemozliwia HIV zakazanie komorek nie dzielacych si¢ (Yamashita i Emerman,
2004). W jadrze prowirusowe cDNA ulega integracji do genomu gospodarza, a tym samym lentiwirus
osigga stan prowirusowy. Samo miejsce integracji nie jest catkowicie losowe, w przypadku HIV jest to
z reguly obszar jednostek transkrypcyjnych (Larsen i in., 2018; Singh, Bedwell i Engelman, 2022;
Winans 1 in., 2022). Ponadto, w przypadku zakazenia komorki dzielacej si¢, stabilna integracja
prowirusa umozliwia ciagte replikowanie si¢ cDNA wirusa wraz z replikacja DNA gospodarza. Od tego
momentu lentiwirus wchodzi w koncowa faze cyklu zyciowego, ukierunkowang na syntez¢ wirusowego
RNA i biatkowych czgstek wirusowych niezbednych do odtworzenia nowego, samodzielnego wirionu,
poprzez wykorzystanie maszynerii transkrypcyjnej i translacyjnej gospodarza. Nowopowstaty
lentiwirus wydostaje si¢ z komorki w kilkuetapowym procesie zwanym paczkowaniem (ang. budding)
do przestrzeni migdzykomorkowej, gdzie dojrzewa i ponownie wchodzi we wczesng faze cyklu
zyciowego (Sundquist i Krausslich, 2012; Milone i O’Doherty, 2018).

1.6.2. Powstanie i optymalizacja wektorow lentiwirusowych

Do dzi$ stworzono cztery generacje wektorow lentiwirusowych opartych o HIV. Pierwsza
generacja lentiwirusow powstata dzigki pionierskim eksperymentom Luigiego Naldiniego i
wspotpracownikow (Naldini i in., 1996b; a), ktérzy posegregowali sekwencje wirusowe do trzech
oddzielnych plazmidéw. W pierwszym plazmidzie zakodowany zostat gen reporterowy otoczony
sekwencjami wirusowymi 5” i 3° LTR, w drugim geny zwigzane z pakowaniem wirusa, a w trzecim gen
env kodujacy bialka otoczki. Poniewaz poszczegdlne plazmidy nie byly zdolne do samodzielnej
replikacji, zwigkszyto to kontrole nad wektorem, a tym samym bezpieczenstwo jego stosowania.
Ponadto, w procesie okreslanym jako pseudotypowanie (ang. pseudotyping), gen env kodujacy otoczke
wirusowag HIV zastgpiony zostal analogicznym genem z wirusa pecherzykowatego zapalenia jamy
ustnej (VSV). Wirus ten rozpoznaje receptor dla lipoproteiny o niskiej gestosci (LDL), ktory wystepuje
na komorkach czgsciej niz CD4, a tym samym poszerza pole do zastosowanie wektora lentiwirusowego.
Pozostate geny HIV, w tym vif, vpr, vpu, nef, gag, pol, tat oraz rev, pozostaty zachowane. Kompletny
wektor lentiwirusowy uzyskiwano w wyniku ko-transfekcji wszystkimi trzema plazmidami linii
ludzkich komoérek zarodkowych nerki (HEK 293T). W trakcie dalszej hodowli w stransfekowanych
komorkach HEK 293T ekspresji ulegaly poszczegdlne geny wirusa, a na koniec zlozony wektor
izolowano z nadsgczy hodowli komorek.

Druga generacja lentiwirusOw pozbawiona byla juz genow vif, vpr, vpu 1 nef. Stwierdzono,
bowiem, iz dla zachowania zdolnos$ci integracji i replikacji wektora lentiwirusowego niezbedne okazaty
si¢ cztery geny: gag, pol, tat oraz rev. Ekspresja wklonowanego transgenu kontrolowana byla przez
staby promotor znajdujacy si¢ w obrebie sekwencji 5’ LTR, zalezny od Tat (Schlimgen i in., 2016).
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Trzecia generacja wektoréw lentiwirusowych w jeszcze wigkszym stopniu poprawita
bezpieczenstwo ich stosowania. Plazmid pakujacy zostal podzielony na dwa — geny pol i gag
zakodowane zostaly na oddzielnym plazmidzie od genow env i rev. Z kolei przed transgenem, w obrebie
sekwencji 5° LTR, zastosowany zostal konstytutywny promotor, co umozliwito usunigcie genu fat (Dull
iin., 1998; Trono, 2002). Byto to niezbedne, gdyz gen tat powigzany zostat z czestszym wystepowaniem
mig¢saka Kaposiego u pacjentow z zespotem nabytego niedoboru odpornosci (AIDS), powodowany
przez HIV (Yang i in., 2020). Ponadto, w obrebie 3° LTR wprowadzono 400-nukleotydowa delecje, co
ograniczylo ryzyko replikacji w wyniku spontanicznej rekombinacji natywnych sekwencji HIV.
Powstaty obszar, okreslony jako SIN-LTR, uczynit wektory lentiwirusowe typu trzeciego wektorami
typu samo-inaktywujacego (SIN, ang. self-inactivating), w jeszcze wigkszym stopniu zwigkszajac ich
bezpieczenstwo (Dull i in., 1998; Gouvarchin Ghaleh i in., 2020).

Ostatnia, czwarta generacja wektorow lentiwirusowych, zwanych LTRI1, zaproponowana
zostata w 2017 roku przez Vink i wspotpracownikow (Vink i in., 2017). Sekwencje pakujace
umieszczono ponizej obszaru SIN-LTR, co spowodowato, iz nie poddawane byly one odwrotnej
transkrypcji, a tym samym nie ulegaly integracji do DNA gospodarza. Ograniczylo to do 441
nukleotydow dlugos¢ sekwencji pochodzenia wirusowego wbudowywanych do genomu, zmniejszajac
tym samym ryzyko spontanicznych rekombinacji, a dodatkowo umozliwito osiggniecie wyzszego
poziomu ekspresji transgenu w krotszym czasie, w stosunku do poprzednich generacji wektorow
lentiwirusowych.

1.6.3. Zastosowanie wektorow lentiwirusowych

Wiele lat badan uczynito wektory lentiwirusowe jednymi z najlepiej poznanych narzedzi w
inzynierii genetycznej, zarowno w badaniach podstawowych, jak i klinicznych i przedklinicznych.
Jednym z gléwnych zastosowan wektorow lentiwirusowych jest wywolywanie nadekspresji (ang.
overexpression) badz wyciszenia (ang. silencing) genetycznego (Tolmachov, Tolmachovai A., 2011).
W przypadku nadekspresji, komoérki poddawane sg transdukcji wektorem z wklonowang, egzogenng
sekwencja majacg ulec ekspresji, a znajdujacg si¢ pod konstytutywnym (np. pochodzgcym z genu [3-
aktyny), badz indukowalnym promotorem (np. w przypadku systemu Tet-On, aktywowanym
tetracykling) (Nowak i in., 2022; Gossen i Bujard, 1992). W analogiczny sposob zaprojektowany moze
zosta¢ lentiwirusowy wektor wyciszajacy. W tym celu, jako transgen zastosowana moze by¢ sekwencja
kodujaca mate interferujace RNA (ang. small interfering RNA, siRNA). Te 21-25-nukleotydowe
sekwencje powoduja degradacje endogennego, komplementarnego mRNA, hamujac powstawanie w
komorce funkcjonalnego produktu (wyciszenie jego ekspresji) (Lam, Chow, Zhang i Leung, 2015).
Dodatkowo, system ekspresyjny zaprojektowany moze zosta¢ tak, aby ulega¢ ekspresji tylko w
konkretnych rodzajach komérek (np. poprzez zastosowanie promotora genu kodujacego GFAP w celu
wywotania specyficznej ekspresji transgenu m.in. w komorkach glejowych), badz w konkretnych
stanach patofizjologicznych [np. stosujac promotor genu kodujacego HIF-1a (czynnik 1o indukowany
hipoksja, ang. iypoxia-inducible factor 1a), aktywowany w przebiegu udaru mézgu] (Zhang i in., 2009).
Obecnie stosowane sg rowniez nowe, zaawansowane techniki inzynierii genetycznej oparte na
wektorach lentiwirusowych, bazujace na elementach systemu CRISPR/Cas9 (Rozdz. 1.3.4.), takie jak
system lentiwirusowych czastek aktywacyjnych (LAPs) (Rozdz. 4.3.2.).

48



2. Zalozenia i cel pracy

Sposrod szeregu schorzen uktadu nerwowego, jednym z istotnych problemow klinicznych sa
choroby demielinizacyjne, charakteryzujace si¢ uszkodzeniem otoczki mielinowej w o$rodkowym i
obwodowym uktadzie nerwowym. Do choréb demielinizacyjnych zaliczy¢ mozna m.in. leukodystrofie
czy stwardnienie rozsiane. Zjawisko demielinizacji zwigzane jest takze z szeregiem chordb
neurodegeneracyjnych, takich jak stwardnienie zanikowe boczne, czy z urazami moézgu i rdzenia
kregowego. Z uwagi na zréznicowang etiologi¢, schorzenia te manifestujg si¢ w postaci szeregu
objawdw neurologicznych, ktore uposledzajg normalne funkcjonowanie pacjentéw, stanowiac jedno z
gtéwnych obciazen wspotczesnego spoteczenstwa. Brak skutecznej metody leczenia tych chordb sktania
naukowcow i klinicystow do poszukiwania nowych terapii w celu przywrocenia uposledzonych funkcji
neurondéw 1 regeneracji uszkodzonych struktur uktadu nerwowego. Glejowo-specyficzne komorki
progenitorowe (GRPs) posiadaja cechy wskazujace na ich duzy potencjat do zastosowania w terapii
regeneracyjnej schorzen demielinizacyjnych. Dotychczasowe badania eksperymentalne, podobnie jak
wyniki poprzednich badan prowadzonych w naszym zespole wykazaly, ze przeszczepy GRPs w
zwierzecych modelach chordb demielinizacyjnych powoduja wytwarzanie mieliny i1 czeSciowg
kompensacj¢ deficytow neurologicznych oraz wydtuzenie zycia zwierzat. Jednak wciaz niedostateczna
skuteczno$¢ terapeutyczna egzogennych progenitorow glejowych sklania badaczy do poszukiwan
metod zwigkszania wtasciwos$ci regeneracyjnych tych komoérek po podaniu in vivo. Takimi metodami
sa modyfikacje komorek prowadzace do nadekspresji genetycznych plejotropowych czynnikow
wzrostu. W tym kontekscie szczegdlne zainteresowanie wzbudza, kodowana przez gen Nrg-1,
neuregulina-1 (NRG-1). Najnowsze badania wykazaly wplyw neureguliny-1 na rozwoj i stabilizacj¢
aksonow w obwodowym uktadzie nerwowym oraz ich mielinizacj¢ przez komorki Schwanna, a takze
zdolno$¢ do modulacji odpowiedzi immunologicznej po uszkodzeniach, co sugeruje jej istotne
zaangazowanie w regeneracj¢ uszkodzonych struktur nerwowych.

Powyzsze obserwacje stanowily podstawe do zaprojektowania badan, bedacych przedmiotem
niniejszej pracy doktorskie;j.

Celem moich badan byta weryfikacja hipotezy zaktadajacej, ze nadekspresja neureguliny-1 w
glejowo-specyficznych komorkach progenitorowych (GRPs) zmienia ich wiasciwosci funkcjonalne,
ktore moga by¢ istotne dla zwigkszenia potencjalu zastosowania GRPs w terapii chorob zwigzanych z
demielinizacjg.

Przedmiotem prowadzonych przeze mnie badan byly glejowo-specyficzne komorki
progenitorowe izolowane z tkanki nerwowej plodéw myszy (mGRPs). Modyfikacje genetyczne mGRPs
w celu wywotania nadekspresji neureguliny-1 typu I (NRG-1 typu 1) przeprowadzone zostaly poprzez
transdukcje komorek wektorami lentiwirusowymi kodujgcymi NRG-1 typu I. Badania dotyczyly analizy
poziomu ekspresji NRG-1 w zmodyfikowanych mGRPs, ich fenotypu, oraz wlasciwosci
funkcjonalnych mGRPs-NRG-1 in vitro.

Zadania te byly realizowane w poszczegolnych etapach pracy doktorskiej:

e [ etap mial na celu opracowanie metody izolacji i selektywnej hodowli glejowo-specyficznych
komorek progenitorowych z tkanki nerwowej ptodéw myszy (mGRPs)

e I etap mial za zadanie optymalizacj¢ protokotu transdukcji mGRPs i przeprowadzenie transdukcji
komoérek w celu wywotania w nich nadekspresji neureguliny-1 przy pomocy wektorow
lentiwirusowych

¢ Kolejne etapy dotyczyty oceny fenotypu i wlasciwos$ci funkcjonalnych transdukowanych mGRPs w
badaniach in vitro
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3. Material badawczy
3.1. Mysie glejowo-specyficzne komorki progenitorowe (mGRPs)

Przedmiot badan stanowity mysie progenitory glejowe (mGRPs), izolowane z kory mozgowe;j
ptodow w 13-14 dniu rozwoju ptodowego (E13-E14), obydwu pfci, uzyskane od zdrowych, losowo
dobranych, ci¢zarnych samic Mus musculus szczepu C57BL/6. Hodowla zwierzat prowadzona byta w
Instytucie Medycyny Doswiadczalnej i Klinicznej im. Mirostawa Mossakowskiego PAN, zgodnie z
wewnetrznym regulaminem Instytutu. Zwierzgta hodowane byly w klimatyzowanym pomieszczeniu o
statej temperaturze 22°C, przy statym cyklu dobowym (12 h faza jasna/12 h faza ciemna) i 50-55%
wilgotnos$ci powietrza. Zwierz¢ta posiadaly swobodny dostgp do wody 1 sterylizowanej paszy
hodowlanej. Hodowla prowadzona byla w standardowych, przezroczystych klatkach ze szkla
akrylowego, wypelionych $ciotka, utrzymywanych w systemie klatek indywidualnie wentylowanych
(ang. individually ventilated cages). Liczba zwierzat w poszczegdlnych klatkach wynosita 4-5.
Procedura izolacji mGRPs odbywata si¢ w warunkach sterylnych, w oddzielnym pomieszczeniu.

3.2. Mysie neurony zwojow korzeni grzbietowych (mDRGs)

W badaniach wykorzystywano mysie neurony zwojow korzeni grzbietowych (mDRGs),
wyizolowane od zdrowych, losowo dobranych Mus musculus szczepu BALB/c, obydwu pitci, w wieku
8-9 tygodni. Hodowla zwierzat prowadzona byla w Trojmiejskiej Akademickiej Zwierzgtarni
Doswiadczalnej Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego, zgodnie z wewngetrznym regulaminem
Uniwersytetu. Zwierzeta hodowane byly w klimatyzowanym pomieszczeniu o statej temperaturze 20-
24°C, przy statym cyklu dobowym (12 h faza jasna/12 h faza ciemna) i 45-65% wilgotnos$ci powietrza,
z 15-20 wymianami powietrza na godzing. Zwierzgta posiadaty swobodny dostgp do wody i
sterylizowanej paszy hodowlanej. Hodowla prowadzona byla w standardowych, przezroczystych
klatkach ze szkla akrylowego, wypelionych $cidtka. Liczba zwierzat w poszczegolnych klatkach
wynosita 4-5. Procedura izolacji mDRGs odbywala si¢ w warunkach sterylnych, w oddzielnym
pomieszczeniu.

4. Metody badan
4.1. Izolacja mGRPs

W celu izolacji tkanki nerwowej z ptodéow, wykorzystano samice myszy szczepu C57BL/6
bedace w 13-14 dniu cigzy (E13-E14), liczac od dnia, w ktorym zaobserwowano obecno$¢ czopa
sluzowego w pochwie (E1). Myszy usypiano w narkozie izofluranowej (Iso-vet, Chanelle Pharma,
Galway, Irlandia) i u$miercano przez przerwanie rdzenia krggowego. Po ustaniu odruchow
zwierzegcia umieszczano je w sterylnej przestrzeni, w pozycji na plecach, obszar brzuszny
dezynfekowano 70% roztworem alkoholu etylowego i rozcinano powtoki skérne w celu ekspozycji
macicy. Nastgpnie przecinane byly rogi macicy, a wypreparowana macica, zawierajgca plody,
przenoszona byta do szalki Petriego wypelnionej sterylng pozywka DMEM/F-12 (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA). Z jednej ci¢zarnej samicy uzyskiwano $rednio 8 ptodow. Ptody
izolowano pojedynczo iprzenoszono je do nowej szalki Petriego wypetnionej sterylng pozywka
DMEM/F-12 a nastepnie dekapitowano. Gtowy plodéw przenoszono do nowej szalki Petriego
wypehionej sterylng pozywka DMEM/F-12. Dalsze procedury przeprowadzano z zastosowaniem
mikroskopu dysekcyjnego (Leica Microsystems, Wetzlar, Niemcy). W celu ekspozycji mdzgowia
rozcinano powtoki skorne glowy i usuwano opony moézgu. Nastepnie odcinano moézdzek i pien mozgu.
Tak wypreparowany mozg stanowit materiat do izolacji komorek. Heterogenng mieszaning komorek
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uzyskiwano poprzez: (1) inkubacje tkanki nerwowej w 10 ml odczynnika TrypLE™ (Thermo Fisher
Scientific) z dodatkiem 10 pl DNazy I (DN25; Sigma, St. Louis, MO, USA) przez 10 minut; (2)
wymieszanie, a nastepnie trawienie tkanki w 37°C przez 10 min; (3) dodanie 5 ml pozywki GRP
Medium (sktad pozywki zamieszczony w Tab. 2); (4) ponowne wymieszanie, a nastgpnie wirowanie
przy 300 x g przez 5 min; (5) odrzucenie nadsgczu, zawieszenie osadu w 10 ml odczynnika TrypLE™
z dodatkiem 10 ul DNazy I, i inkubacje¢ w 37°C przez 10 min; (6) ponowne wymieszanie, a nastepnie
wirowanie przy 300 x g przez 5 min; (7) odrzucenie nadsgczu.

Tabela 2. Sktad pozywki ,,GRP Medium” do hodowli mysich progenitoréw glejowych (mGRPs)

Numer
Skladnik pozywki Objetos¢ / masa Producent
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 bydlgcej )
0,5¢ Sigma A7030
(ang. bovine serum albumin, BSA)
Heparyna (50 mg/ml) 10,4 ul Sigma H3149
Penicylina/streptomycyna ) o
Sml Thermo Fisher Scientific 15140122
(10 000 U/ml)

4.2. Selektywna hodowla pierwotna mGRPs

Wyizolowane komorki zawieszano w pozywce GRP Medium z dodatkiem 20 ng/ml
zasadowego czynnika wzrostu fibroblastow (bFGF; Peprotech, Rocky Hill, NJ, USA). Komorki
wyizolowane z 8 ptodéw myszy wysiewano proporcjonalnie do 3 butelek hodowlanych T25 (Corning,
Somerville, MA, USA) pokrytych poli-L-lizyng (PLL; Thermo Fisher Scientific) i lamining (LAM,;
Thermo Fisher Scientific). Tak zatozong hodowle prowadzono w standardowych warunkach (37°C,
95% wilgotnosci, 21% O, 5% CO,). Wymian¢ pozywki na $wieza przeprowadzano co 48 godzin.
Hodowle komorek monitorowano regularnie z uzyciem odwroconego mikroskopu $wietlnego (Carl
Zeiss, Jena, Niemcy), a dokumentacje prowadzano rejestrujagc obrazy komoérek za pomoca aparatu
fotograficznego (Canon, Tokio, Japonia). Po osiggnieciu przez komodrki 80% konfluencji
przeprowadzano pasaz. W tym celu odciggano pozywke hodowlana, przemywano komorki roztworem
buforowanej fosforanem soli fizjologicznej o pH 7,4 (PBS; 137 mM NaCl, 2,7 mM KCI, 10 mM
Na;HPOs, 1,8 mM KH,POs), dodawano do komoérek odczynnik TrypLE™ o temperaturze 37°C, i
inkubowano w temp. 37°C przez 3-5 min. Po tym czasie enzym unieczynniano poprzez dodanie
analogicznej objetosci $wiezej pozywki GRP Medium. Otrzymang zawiesing odwirowywano przy 300
X g przez 5 min, a po odrzuceniu nadsgczu pozostate w osadzie komorki liczono przy uzyciu komory
Biirkera i wysiewano do butelek hodowlanych T75 (Corning) pokrytych PLL/LAM, w gesto$ci 6 x 10*
komorek/cm?. Komorki te okre$lano, jako P1, po kolejnej procedurze pasazowania, jako P2 itd. Podczas
pasazy komorki wybidrczo sprawdzono na obecnos¢ zakazenia bakteriami z rodzaju Mycoplasma za
pomocg testu MycoSPY® (Biontex Laboratories, Monachium, Niemcy), zgodnie z protokolem
producenta. Komorki zamrazano w gestosci 6 x 10° komorek/probéwke mrozeniowg w komercyjnej
pozywce do mrozenia ATCC Freezing Medium (ATCC, Manassas, VA, USA). Tak zamrozone komorki
przenoszono na 24 godziny do temperatury -80°C, a nastgpnie do -150°C do fazy gazowej ciektego
azotu, gdzie przechowywane byly do czasu dalszych analiz.
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4.3. Nadekspresja NRG-1 w mGRPs

4.3.1. Metody wywolania nadekspresji z uzyciem lentiwirusowych wektorow ekspresyjnych

4.3.1.1. Wektory lentiwirusowe

W celu wywotania nadekspresji NRG-1 w mGRPs wykorzystano dwa lentiwirusowe wektory

ekspresyjne trzeciej generacji:

wektor pLenti-GIII-CMV, dostarczony przez firm¢ Applied Biological Materials Inc. (ABM,
Richmond, BC, Kanada) (Ryc. 4A), sklonowany i zsekwencjonowany przez firm¢ A&A
Biotechnology (Gdansk, Polska). Pod promotorem CMV umieszczona zostala sekwencja cDNA
NRG-1 typu I z myszy, w fuzji z biatkiem reporterowym mCherry pozwalajacym na identyfikacje
komoérek stransdukowanych (Shu i in., 2006), a pod promotorem SV40 gen opornosci na
puromycyne (Luna i in., 1988; Vara, Portela, Ortin i Jiménez, 1986). Rownolegle, jako kontrole
sklonowano analogiczny wektor kodujacy pod promotorem CMV sekwencje cDNA NRG-1 typu
III z myszy, w fuzji z mCherry. Sekwencje cDNA mysiej NRG-1 typu [ i NRG-1 typu III uzyskano
od Dr. Markusa H. Schwab’a (Hannover Medical School, Hannover, Niemcy). Mapy genetyczne
pelnych wektoréw lentiwirusowych (pLenti-GIII-CMV-NRG-1 typ [-mCherry i pLenti-GIII-CM V-
NRG-1 typ IlI-mCherry) przygotowano za pomocg oprogramowania SnapGene (GSL Biotech,
Boston, MA, USA), i przedstawiono na Ryc. 4B, C.

wektor HIV-SFFV-IRES-mRFP, dostarczony i sklonowany przez dr Agnieszke Graczyk-Jarzynke

(Pracownia Immunologii, Instytut Medycyny Doswiadczalnej i Klinicznej im. Mirostawa
Mossakowskiego Polskiej Akademii Nauk). Pod jednym promotorem SFFV (ang. spleen focus-
forming virus) umieszczone zostaly sekwencje cDNA NRG-1 typu I oraz biatka reporterowego
mRFP (ang. monomeric red fluorescent protein), pozwalajacego na identyfikacje komorek
stransdukowanych, przedzielone sekwencja IRES (ang. Internal Ribosome Entry Site) (Pelletier i
Sonenberg, 1988; Jang i in., 1988), umozliwiajaca ko-ekspresje¢ obydwu sekwencji pod kontrolg
transkrypcyjng wspolnego promotora, lecz z niezaleznie zachodzacg translacja. Jako kontrolg
stosowano bazowy wektor kodujacy samg sekwencje biatka reporterowego mRFP (HIV-SFFV-
IRES-mRFP). Mapy genetyczne wektoréw lentiwirusowych HIV-SFFV-NRG-1 typ [-IRES-mRFP
i HIV-SFFV-IRES-mRFP przygotowano za pomocg oprogramowania SnapGene i przedstawiono
na Rye. 5A, B.
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Rycina 5. Mapy genetyczne wektorow lentiwirusowych (A) HIV-SFFV-IRES-mRFP i (B) HIV-SFFV-NRG-1
typ [-IRES-mRFP.

4.3.1.2. Przygotowanie wektorow lentiwirusowych

W celu przygotowania wektorow lentiwirusowych na szalke o $rednicy 10 cm (Nunc, Thermo
Fisher Scientific) wysiewano 2,8 mln komoérek HEK 293T i hodowano w pozywce DMEM (Dulbecco's
Modified Eagle Medium; Thermo Fisher Scientific) bez antybiotykow, w standardowych warunkach, do
uzyskania przez komorki 30% konfluencji. W dniu transfekcji pozywke zmieniano na OptiMEM™
(Thermo Fisher Scientific) z dodatkiem 5% ptodowej surowicy bydlecej (FBS, ang. fetal bovine serum),
w objetosci 9 ml/szalka. W oddzielnych naczyniach przygotowywano roztwory plazmidow [0,5 ml
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OptiMEM™ + 4 g plazmidu pakujacego psPAX2 (Plasmid #12260; Addgene, Watertown, MA, USA)
+ 2,5 pg plazmidu pMD2.G (Plasmid #12259; Addgene), kodujacego otoczke z wirusa VSV-G + 4 ug
odpowiedniego plazmidu (pLenti-GIII-CMV-NRG-1 typ I-mCherry, pLenti-GIII-CMV-NRG-1 typ IlI-
mCherry, HIV-SFFV-IRES-mRFP lub HIV-SFFV- NRG-1 typ I-IRES-mRFP) oraz odczynnika do
transfekcji [0,5 ml OptiMEM™ + 31,5 pl polietylenoiminy (PEI) w stezeniu 1 mg/ml]. Nastegpnie
roztwor PEI dodawano do roztworu plazmidu, mieszano i inkubowano przez 15 min w RT w celu
utworzenia kompleksow. Na koniec, po 1 ml mieszaniny komplekséw plazmidow z PEI dodawano do
komoérek HEK 293T poprzez nakraplanie, do catkowitej objetosci 10 ml. Tak transfekowane komorki
inkubowano przez 16 h w standardowych warunkach hodowlanych. Po tym czasie pozywke z
mieszaning transfekcyjng zamieniano na 6 ml $wiezej pozywki DMEM z dodatkiem 5% FBS, bez
antybiotykow. Hodowle kontynuowano przez 48 h w standardowych warunkach. Po tym czasie
pozywke znad komorek, zawierajaca spakowane wektory wirusowe, zbierano, filtrowano przez filtr
strzykawkowy o wielkosci porow 0,45 um, wirowano w celu zatezenia przy 2 500 x g przez 16 h w
10°C, i zamrazano w temperaturze -80°C.

4.3.1.3. Transdukcja mGRPs z uzyciem LVs

W pierwszym dniu eksperymentu mGRPs w pasazu pierwszym wysiewano na 6-dotkowych
szalkach hodowlanych (Corning) pokrytych PLL/LAM, w gestosci 6 x 10* komorek/cm?, w pozywce
GRP Medium z dodatkiem 20 ng/ml bFGF. Hodowle prowadzono w 3 ml pozywki do czasu osiggnigcia
przez komorki 50% konfluencji. W dniu transdukcji mieszaning spakowanych wektoréw wirusowych
(pLenti-GIII-CMV-NRG-1 typ I-mCherry, pLenti-GIII-CMV-NRG-1 typ HI-mCherry, HIV-SFFV-
IRES-mRFP lub HIV-SFFV- NRG-1 typ I-IRES-mRFP) rozmrazano na lodzie. Transdukcj¢
rozpoczynano usuwajac z kazdego dotka hodowlanego po 1 ml pozywki i dodajac przez nakraplanie po
1 ml odpowiedniej mieszaniny wektorow wirusowych. Na tym etapie, podczas optymalizacji protokotu
transdukcji przetestowano takze dwie modyfikacje, polegajace na uzyciu polibrenu (bromku
heksadimetryny) oraz dodatkowy etap spinokulacji. Polibren zwigksza wigzanie pomi¢dzy kapsydem
wirusa a blong komorki poprzez zobojetnienie tadunku elektrycznego, tym samym zwigkszajac
wydajno$¢ transdukcji. Zastosowanie polibrenu (nr kat. sc-134220, Santa Cruz Biotechnology, Dallas,
TX, USA) polegato na dodaniu go do pozywki hodowlanej w stezeniu 2 ug/ml przed rozpoczeciem
transdukcji. Z kolei spinokulacja polega na wirowaniu naczynia zawierajgcego transdukowane komorki
i mieszaning wektorow wirusowych w celu fizycznej stymulacji wigzania wirusow do powierzchni
komorek. Spinokulacje prowadzono w warunkach 32°C przy 500 x g przez 1 h. Tak rozpoczeta
transdukcje prowadzono w standardowych warunkach hodowlanych przez 24 godziny. Po tym czasie
pozywke znad komorek usuwano, dodawano $wieza pozywke GRP Medium z 20 ng/ml bFGF w
objetosci 2 ml, oraz ponownie po 1 ml odpowiedniej mieszaniny wektorow wirusowych przez
nakraplanie. Transdukcj¢ kontynuowano przez kolejne 24 godziny w standardowych warunkach
hodowlanych. Po tym czasie calg pozywke wymieniano na swiezg GRP Medium z 20 ng/ml bFGF, i
kontynuowano hodowlg¢ do osiagniecia przez komorki 80% konfluencji. Nastepnie komorki pasazowano
z uzyciem odczynnika TrypLE™ na butelki hodowlane T25 w proporcji 1:3 i kontynuowano hodowle
przez kolejne 48 godzin. W kazdym z trzech wariantow eksperymentalnych rozpoczynano regularne
obrazowanie komorek z uzyciem mikroskopu Axio Cell Observer SD z oprogramowaniem ZEN Black
(Carl Zeiss) w Laboratorium Zaawansowanych Technik Mikroskopowych w Instytucie Medycyny
Doswiadczalnej i Klinicznej im. Mirostawa Mossakowskiego PAN, w celu identyfikacji ekspres;ji
fluorescencyjnych biatek reporterowych mCherry (CMV-NRG-1 typ I-mCherry i CMV-NRG-1 typ III-
mCherry) lub mRFP (HIV-SFFV-IRES-mRFP i SFFV-NRG-1 typ I-IRES-mRFP). Po osiggnigciu przez
komorki transdukowane wektorem SFFV-NRG-1 typ [I-IRES-mRFP 80% konfluencji material zbierano
i zamrazano (Reozdz. 4.2) lub analizowano przy pomocy technik RT-qPCR (ilo$ciowej reakcji
lancuchowej polimerazy w czasie rzeczywistym, ang. real time quantitative polymerase chain reaction)
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(Rozdz. 4.7) oraz cytometrii przeptywowej (Rozdz. 4.6). W przypadku komorek transdukowanych
wektorami CMV-NRG-1 typ [-mCherry oraz CMV-NRG-1 typ [II-mCherry, po osiagni¢ciu przez nie
80% konfluencji rozpoczynano selekcje antybiotykowa poprzez dodanie do pozywki puromycyny (2
pg/ml; Santa Cruz Biotechnology). Po osiagnigciu przez wyselekcjonowane komorki 80% konfluencji
material zbierano i zamrazano (Rozdz. 4.2) lub analizowano przy pomocy technik RT-qPCR (Rozdz.
4.7) oraz cytometrii przeptywowej (Rozdz. 4.6).

4.3.2. Metoda wywolania nadekspresji z uzyciem lentiwirusowych czgstek aktywacyjnych
4.3.2.1. System lentiwirusowych czgstek aktywacyjnych (LAPs)

W celu wywotania nadekspresji NRG-1 w mGRPs wykorzystano takze system lentiwirusowych
czastek aktywacyjnych (ang. lentiviral activation particles, LAPs) (Konermann i in., 2015). Czastki
aktywacyjne projektowane sg dla konkretnego genu (w tym przypadku NRG-1) i kodujg synergistyczny
mediator aktywacji (ang. synergistic activation mediator, SAM). System oparty jest o mieszaning trzech
wektoréw lentiwirusowych:

o Lenti dCas9-VP64-Blast, kodujacy inaktywowang nukleaze Cas9 (dCas9) potaczong z domenag
aktywacyjng dzialajacg w uktadzie trans (VP64), oraz gen oporno$ci na blastycydyne;

e Lenti MS2-P65-HSF1-Hygro, kodujacy biatko fuzyjne MS2-P65-HSF1 zwigkszajace wydajnosc
aktywacji transkrypcji, oraz gen opornosci na hygromycyng;

e Lenti sgRNA (MS2)-Puro, kodujacy: (i) 20-nukleotydowg, niekodujaca sekwencje gRNA (ang.
guide RNA), kierujacag kompleks SAM do specyficznego miejsca w genomie (w tym przypadku
promotor NRG-1); (ii) rusztowanie gRNA (ang. gRNA scaffold) sktadajace si¢ z motywu petli MS2,
uczestniczace w wigzaniu biatka MS2-P65-HSF1 w docelowym miejscu w genomie; (iii) genu

opornos$ci na puromycyng.

W wyniku jednoczesnej transdukcji w komorce docelowej wszystkich trzech wektorow
wchodzacych w sktad systemu LAPs ekspresji ulega kompleks SAM. Wiaze si¢ on w odlegtosci 200-
250 nukleotydow powyzej miejsca inicjacji transkrypcji 1 stymuluje wigzanie czynnikow
transkrypcyjnych, zwigkszajac ekspresje genu, do ktorego zaprojektowana zostata 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 zostaly w firmie Santa Cruz Biotechnology. ,,Control Lentiviral Activation Particles”
(Control-LAPs) zawierat analogiczng mieszaning lentiwirusow w porownaniu do Neuregulin-1-LAPs,
z r6znicg polegajaca na kodowaniu przez wektor Lenti sgRNA (MS2)-Puro niespecyficznej sekwencji
gRNA (ang. scrambled gRNA). Natomiast copGFP-LAPs kodowat biatko reporterowe copGFP (biatko
zielonej fluorescencji z widlonoga, ang. copepod green fluorescent protein), pozwalajace na okreslenie
wydajnosci transdukcji poprzez wizualizacje fluorescencji w komorkach stransdukowanych. W
eksperymentach postuzono si¢ rowniez nastepujacymi odczynnikami: puromycyna (nr kat. sc-108071),
blastycydyna (nr kat. sc-495389), hygromycyna B (nr kat. sc-29067), oraz przeciwcialo
pierwszorzedowe 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 uzyciem LAPs
System lentiwirusowych czastek aktywacyjnych przetestowany zostal zgodnie =z

rekomendacjami producenta. W pierwszym dniu eksperymentu mGRPs w pasazu pierwszym
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wysiewano na 6-dotkowych szalkach hodowlanych (Corning) pokrytych PLL/LAM, w gesto$ci 6 x 10*
komorek/cm?, w pozywce GRP Medium z dodatkiem 20 ng/ml bFGF. Hodowle prowadzono w 3 ml
pozywki do czasu osiggnigcia przez komorki 50% konfluencji. Mieszanina Neuregulin-1-LAPs
rozmrazana byla w RT i mieszana byta bezposrednio przed uzyciem przez pipetowanie. 10 pl
mieszaniny LAPs mieszano z 3 ml pozywki hodowlanej i nanoszono na powierzchni¢ komorek poprzez
nakraplanie. Rownolegle, oddzielne mGRPs na tej samej szalce hodowlanej postuzyly do
przygotowania w analogiczny sposob dwoch niezaleznych kontroli: (i) mGRPs + Control-LAPs: w celu
sprawdzenia wptywu samej transdukcji lentiwirusowych czgstek aktywacyjnych na hodowlg mGRPs,
oraz (ii)) mGRPs + copGFP-LAPs: w celu okreslenia wydajnosci transdukcji. Tak zainicjowang
transdukcje prowadzono przez 24 godziny w standardowych warunkach hodowlanych. Nastepnego dnia
pozywke z wektorami lentiwirusowymi zastgpowano $wieza pozywka hodowlang i kontynuowano
hodowle przez kolejne 24 godziny. Kolejnego dnia komorki z szalki 6-dotkowej pasazowano z uzyciem
odczynnika TrypLE™ na butelki hodowlane T25 w proporcji 1:3 1 kontynuowano hodowle (2
butelki/wariant). Po 48 godzinach rozpoczynano selekcje antybiotykowa w jednej z butelek/wariant. W
tym celu mGRPs transdukowane Neuregulin-1-LAPs oraz mGRPs transdukowane Control-LAPs
hodowano w pozywce z dodatkiem trzech antybiotykéw: puromycyny (2 pg/ml), hygromycyny B (200
pug/ml) oraz blastycydyny (1 pg/ml). Z kolei mGRPs transdukowane copGFP-LAPs hodowano w
pozywce z dodatkiem puromycyny (2 pg/ml). Po osiagnigciu przez komorki w drugiej butelce 80%
konfluencji materiat zbierano i analizowano przy pomocy techniki Western Blot (Rozdz. 4.8), stosujac
przeciwcialo pierwszorzedowe anty-neuregulina-1 z myszy. Rownolegle na kazdym etapie prowadzono
obrazowanie komorek z uzyciem mikroskopu Axio Cell Observer SD z oprogramowaniem ZEN Black
(Carl Zeiss) w Laboratorium Zaawansowanych Technik Mikroskopowych w Instytucie Medycyny
Doswiadczalnej i Klinicznej im. Mirostawa Mossakowskiego PAN.

4.4. Suplementacja mGRPs egzogenng neureguling-1

W celu zbadania wplywu egzogennej neureguliny-1 na fenotyp mGRPs in vitro komorki
hodowano w pozywce suplementowanej komercyjnym, rekombinowanym peptydem neureguling-1
(rmNRG-1) z myszy (nr kat. 9875-NR-050, R&D Systems, Minneapolis, MN, USA). mGRPs z
pierwszego pasazu rozmrazano i wysiewano do butelek hodowlanych T25 pokrytych PLL/LAM, w
gestosci 6 x 10* komorek/cm?, w pozywce 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 réwnolegle w analogiczny sposob jak opisano powyzej, tj. w standardowych warunkach
hodowlanych, z wymiang pozywki na §wiezg, co 48 godzin, i pasazowaniem po osiggnieciu przez
komorki 80% konfluencji z uzyciem odczynnika TrypLE™. Suplementacj¢ prowadzono przez 10-14
dni, na przekroju dwoch kolejnych pasazy.

4.5. Analiza fenotypowa komorek za pomocg badan immunocytochemicznych

Fenotyp mGRPs okres$lono za pomoca barwien immunocytochemicznych (ICC). Komorki
mGRPs wysiewano na 24-dotkowych szalkach hodowlanych (Corning) pokrytych PLL/LAM, w
gestosei 6 x 10* komorek/cm?. Wymiane pozywki na $wiezg przeprowadzano, co drugi dzien. Hodowle
prowadzono do uzyskania przez komodrki 60% konfluencji. Nastgpnie komorki utrwalano 4%
roztworem paraformaldehydu (PFA; Sigma) przez 20 min w RT (temperatura pokojowa), przemywano
trzykrotnie roztworem PBS, i inkubowano w roztworze blokujacym (10% surowicy koziej, 5% BSA,
0,25% Triton X-100; Thermo Fisher Scientific, Waltham) przez 60 min w RT. Do barwienia przez noc
w 4°C stosowano przeciwciala pierwszorzedowe scharakteryzowane w Tab. 3. Nastgpnego dnia
komorki plukano trzykrotnie w PBS i1 inkubowano przez 60 min w RT, w ciemnosci, z odpowiednimi
przeciwciatami drugorzedowymi skoniugowanymi z fluorochromami, scharakteryzowanymi w Tab. 4.
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Jadra komérek byly barwione w roztworze 5 pg/ml 4',6-diamidyno-2-fenyloindolu (DAPI; Thermo
Fisher Scientific) przez 5 min w RT, w ciemnos$ci. Na preparaty komorkowe naktadano szkietka
nakrywkowe, zamykano przy uzyciu preparatu Dako Fluorescence Mounting Medium (DAKO, Jena,
Niemcy) i obrazowano przy uzyciu mikroskopu Axio Cell Observer SD z oprogramowaniem ZEN Black
(Carl Zeiss) w Laboratorium Zaawansowanych Technik Mikroskopowych w Instytucie Medycyny
Doswiadczalnej i Klinicznej im. Mirostawa Mossakowskiego PAN. Wszystkie barwienia wykonywano
w trzech powtorzeniach, a barwienia komorek z uzyciem tych samych przeciwciat powtarzano dwu- lub

trzykrotnie.

Tabela 3. Lista przeciwciat pierwszorzedowych stosowanych w analizach immunocytochemicznych

Numer
Przeciwcialo Gospodarz Typ Izotyp | Ste¢zenie Producent
katalogowy
anty-Oligl krolik poliklonalne IgG 1:500 Merck AB15620
anty-Olig2 krolik poliklonalne IgG 1:500 Merck ABNS899
anty-Ki67 mysz monoklonalne | IgGl 1:1 Leica Biosystems PAO118
) Santa Cruz
anty-PDGFRa krolik poliklonalne IgG 1:200 ) sc-338
Biotechnology
anty-A2B5 mysz monoklonalne | IgM 1:200 Merck MAB312R
anty-GFAP krolik poliklonalne IgG 1:200 Dako 70334
anty-NG2 krolik poliklonalne IgG 1:200 Merck AB5320
) Santa Cruz
anty-neuregulina-1 mysz monoklonalne | IgG2b 1:100 ) s¢-393006
Biotechnology
anty-f-tubulina III mysz monoklonalne | IgG2a 1:200 Sigma T8578
anty-GalC mysz monoklonalne | I1gG3 1:200 Merck MAB342
anty-MBP szczur monoklonalne | IgG2a 1:200 BioRad MCA409S

Tabela 4. Lista przeciwciat drugorzedowych stosowanych w analizach immunocytochemicznych

Przeciwcialo | Gospodarz Izotyp Fluorochrom Stezenie Producent Numer
katalogowy
anty-kurczak koza IgG (H+L) Alexa Fluor 488 1:500 Therrpo Elsher A11039
Scientific
. Thermo Fisher
anty-mysz koza IgGl1 Alexa Fluor 488 1:500 Scientific A21121
. Thermo Fisher
anty-mysz koza I1gG3 Alexa Fluor 488 1:500 Scientific A21151
anty-mysz koza IgM Alexa Fluor 488 1:500 Therrpo Elsher A21042
Scientific
anty-szczur koza IgG (H+L) | AlexaFluor488 | 1:500 Thermo Fisher A11006
Scientific
anty- . Thermo Fisher
Kurczak koza IgG (H+L) Alexa Fluor 546 1:500 Scientific A11040
anty-krolik Koza IeG (H+L) | AlexaFluor546 | 1:500 Thermo Fisher A11035
Scientific
anty-krolik koza IgG (H+L) | AlexaFluor633 | 1:500 Thermo Fisher A21070
Scientific
. Thermo Fisher
anty-mysz koza 1gG (H+L) Alexa Fluor 633 1:500 Scientific A21052
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4.6. Analiza fenotypowa mGRPs z uzyciem cytometrii przeplywowej

Fenotyp mGRPs analizowany byt dodatkowo z uzyciem cytometrii przeptywowej. W tym celu,
mGRPs wysiewano w butelkach hodowlanych T25 pokrytych PLL/LAM, w gestosci 6 x 10*
komorek/cm?. Wymiang pozywki na §wieza przeprowadzano, co drugi dzien. Hodowle prowadzono do
uzyskania przez komorki 80% konfluencji, odklejone komorki liczono z uzyciem komory Biirkera,
przeptukiwano dwukrotnie z uzyciem roztworu PBS, i wirowano przy 300 x g przez 5 min w RT.
Nastgpnie osad komorek zawieszano w PBS 2z dodatkiem 5 mM kwasu
etylenodiaminotetraoctanowego (EDTA), 1-procentowej surowicy bydlecej oraz odpowiednich
przeciwcial sprzezonych z fluorochromami, zgodnie z zaleceniami producentow. 100 ul buforu

roztworze

wykorzystywano na kazde 5 x 10° komorek. Liste przeciwciat zastosowanych w analizie cytometrycznej
przedstawiono w Tab. 5. Komorki zawieszono w buforze z przeciwcialami inkubowano w ciemnosci
przez 30 min w RT. Po zakonczeniu inkubacji, w celu usuni¢cia niezwigzanych przeciwciat
zastosowano dwa cykle wirowania przy 300 x g przez 5 min w RT z wymiang buforu. Do uzyskanego
osadu barwionych komodrek dodawano na koniec 300 pl roztworu PBS. Pomiary fluorescencji komorek
prowadzono z uzyciem aparatu BD Canto II oraz oprogramowania FACSDiva software (BD
Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA), stosujac skompensowane parametry. Strategia bramkowania
populacji na wykresach oparta byta o pordwnanie sygnatu fluorescencyjnego generowanego przez
analizowane komorki wzgledem populacji komoérek negatywnych. Dodatkowo dokonywano pomiaru
wzglednej wielko$ci (ang. forward scatter, FSC) oraz ziarnisto$ci komorek (ang. side scatter, SSC).
Intensywno$¢ fluorescencji przedstawiano, jako $rednig dla 10* komorek, uzyskang w dwoch
powtorzeniach.

Tabela 5. Lista przeciwcial uzytych w analizie z uzyciem cytometrii przeptywowej

Przeciwcialo | Gospodarz Typ Izotyp Fluorochrom Producent Numer katalogowy
anty-PDGFRa szczur monoklonalne | IgG2a BV421 BD Biosciences 562774
anty-A2BS5 mysz monoklonalne | IgM Alexa Fluor 647 | BD Biosciences 563776
anty-NG2 czlowiek | monoklonalne | IgGl | Fikoerytryna (PE) | Miltenyi Biotec 130-123-730
anty-O4 cztowiek | monoklonalne | IgGl VioBright 515 Miltenyi Biotec 130-120-016

4.7. Analiza ekspresji genu NRG-1 w mGRPs z zastosowaniem metody RT-gPCR
4.7.1. Izolacja RNA

Ekspresja mRNA wybranych gendéw w mGRPs analizowana byta z uzyciem metody ilosciowej
reakcji tancuchowej 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. Wymiang¢ pozywki na §wieza przeprowadzano co drugi dzien. Hodowle prowadzono do
uzyskania przez mGRPs 80% konfluencji, wtedy komorki zbierano, liczono je z uzyciem komory
Biirkera, i zwirowywano przy 300 x g przez 5 min w RT. 1 milion komorek zawieszano w 800 pl
roztworu Fenozol (A&A Biotechnology), a nastgpnie zamrazano w temperaturze -20°C do czasu dalszej
analizy. Izolacja catkowitego RNA odbywala si¢ z wykorzystaniem komercyjnego zestawu Total RNA
Mini (A&A Biotechnology), zgodnie z zaleceniami producenta. Czysto$¢ i stezenie uzyskanych probek
RNA mierzono z uzyciem spektrofotometru NanoDrop™ (Thermo Fisher Scientific). Do dalszych
analiz wykorzystywano wylacznie probki RNA o proporcji wspotczynnikow 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), stosujac za
kazdym razem 4 ug catkowitego RNA, zgodnie z zaleceniami producenta.

4.7.3. Reakcja gPCR

Reakcje qPCR prowadzono w aparacie StepOne™ Real-Time PCR System (Applied
Biosystems) z uzyciem sond typu TagqMan (Applied Biosystems), zgodnie z zaleceniami producenta.
Reakcje prowadzono w wodzie wolnej od RNaz w objetosci 20 ul, a w sktad mieszaniny reakcyjnej
wchodzito: 200 ng cDNA, po 250 nM sond TagMan, oraz po 500 nM starteréw Forward i Reverse.
Sekwencje uzytych starterow zaprojektowano przy uzyciu oprogramowania StepOne v2.2.2. (Applied
Biosystems). Sekwencje uzytych starteréw zaprezentowano w Tab. 6.

Tabela 6. Lista sekwencji starterow i sond TagMan uzytych w reakcji RT-qPCR

Starter
Gen - - - Sekwencja sondy TagMan
Orientacja Sekwencja 5’ — 3’
FOE‘;’)ard GCTCGTGCTTCGGTGTGA
Neuregulina 1 typu I
(NRG-1 typ D CCAGCTCTGAGTACTC
Re(vlf)r ¢ | CGTTCTTGAACCATTTGAATCTGA
F ng)ard CACGTCGGCTCCAGCATT
Ap"h&"gg‘g‘;“‘a B CCAATGGTCGGGCACTGCTCAA
Re(";)r s¢ TCACCAGTCATTTCTGCCTTTG

Roéwnolegle analizowano ekspresje genu referencyjnego kodujacego apolipoproteing B (ApoB).
Wszystkie reakcje RT-qPCR wykonywano w trzech powtoérzeniach technicznych z uzyciem
oprogramowania StepOne v2.2.2.

4.7.4. Analiza reakcji gPCR

Relatywny poziom ekspresji mRNA obliczano za pomoca oprogramowania Excel (Microsoft
Office) z uzyciem metody 224" (Livak i Schmittgen, 2001), zgodnie z ponizszymi wzorami:

(1) Ctgenu badanego — Ctgenu referencyjnego — ACt,
(2) ACtpr(')by - ACtkallibraltoral = AACt,
(3) stosunek: 244,

gdzie Ct — cykl, w ktorym osiagnigto warto$¢ progowa fluorescencji. Jako kalibrator wykorzystywano
natywne nie-transdukowane mGRPs. Wyniki normalizowano w oparciu o ekspresje genu
referencyjnego kodujacego ApoB. Analizy wykonywano w dwoéch powtérzeniach i powtarzano
trzykrotnie.
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4.8. Analiza ekspresji neureguliny-1 w mGRPs przy uzyciu metody Western Blot
4.8.1. Izolacja biatka

Ekspresja wybranych bialek w mGRPs analizowana byta z uzyciem metody Western Blot. W
tym celu, mGRPs hodowano w naczyniach hodowlanych (Corning) pokrytych PLL/LAM. Wymiang
pozywki na $wieza przeprowadzano, co drugi dzien. Hodowle prowadzono do uzyskania przez mGRPs
80% konfluencji, wtedy komorki zbierano, liczono je z uzyciem komory Biirkera, i zwirowywano przy
300 x g przez 5 min w RT. Nadsacz usuwano, a uzyskany osad komorek zamrazano w temperaturze -
20°C do czasu dalszej analizy. W celu izolacji catkowitego biatka do osadu komorek dodawano w
objetosci 1:10 bufor lizujagcy RIPA [10 mM Tris-HCI 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). Préobki homogenizowano za pomocg szklano-
teflonowego homogenizatora r¢cznego, a nast¢pnie inkubowano na lodzie przez 60 min. Otrzymane
lizaty wirowano przez 30 min w 4°C przy 13 000 X g, a uzyskany nadsgcz przenoszono do czystej
probowki.

4.8.2. Oznaczanie stezenia biatka metodg Lowry ego

Calkowite st¢zenie biatka w nadsaczu mierzono metoda Lowry’ego (Lowry, Rosebrough, Farr i
Randall, 1951), wykorzystujac komercyjny zestaw Bio-Rad Protein Assay (Bio-Rad, Hercules, CA,
USA), zgodnie z zaleceniami producenta. Jako probki referencyjne stosowano BSA w trzech stgzeniach:
5 pg/ul, 10 pg/ul, oraz 15 pg/ul. Pomiary spektrofotometryczne wykonywano w objetosci 350 pl
roztworu biatka/dotek w szalce 96-dotkowej (Nunc; Thermo Fisher Scientific) z uzyciem aparatu
FLUOstar OMEGA (BMG Labtech, Ortenberg, Niemcy) przy dlugosci fali 750 nm. Wartosci
absorbancji poszczegolnych probek przeliczano wzgledem krzywej wzorcowej zaleznosci absorbancji
od stezenia biatka za pomocg oprogramowania Excel (Microsoft Office).

4.8.3. Elektroforeza w zelu poliakrylamidowym

W kolejnym etapie dokonywano denaturacji biatek poprzez S5-minutowg inkubacje w
temperaturze 100°C z barwnym buforem obcigzajacym o wlasciwosciach redukujacych (62,5 mM Tris-
HC1 pH 6.,8; 10% glicerol; 2% SDS; 1,5% pB-merkaptoetanol; 0,05% biekit bromofenolowy),
dodawanym w stosunku v:v 1:5 w stosunku do roztworu biatka. Elektroforez¢ jednowymiarowag
prowadzono w zelu poliakrylamidowym (4% stezenie zelu zaggszczajacego; 12% stezenie zelu
rozdzielajacego), w uktadzie nie ciagtym, za pomocg zestawu do elektroforezy wertykalnej Mini Trans-
Blot® Cell (Bio-Rad) w buforze elektrodowym (25 mM Tris; 192 mM glicyna; 0,5% SDS). Do
studzienek zelu poliakrylamidowego nakladano po 10 ug biatka, a rozdzial elektroforetyczny
prowadzono przy statym napieciu pradu wynoszacym 15 V/ecm zelu. Dodatkowo na zel naktadano
standard wielko$ci bialek Color Prestained Protein Ladder, Broad Range (New England Biolabs,
Ipswich, MA, USA). Po zakonczonym rozdziale zele przeptukiwano wodg dejonizowana.

4.8.4. Elektrotransfer biatek na membrane nitrocelulozowg

Mokry elektrotransfer rozdzielonych biatek dokonywano na membrang nitrocelulozowa
Amersham Protran® 0.45 pm NC (GE Healthcare, Chicago, IL, USA) za pomoca zestawu Criterion
Blotter (Bio-Rad) w buforze do transferu (25 mM Tris-HCI pH 8,3; 192 mM glicyna; 20% metanol).
Membrang oraz zel umieszczano pomig¢dzy bibutami Whatman 3 mm i porowatymi materiatami
dociskajagcym w kasecie aparatu, a aparat umieszczano na lodzie. Elektrotransfer prowadzono przez 60
min przy stalym nat¢zeniu pradu wynoszacym 350 mA. Jako$¢ rozdziatu elektroforetycznego oceniano
wizualnie poprzez obserwacje stopnia migracji standardu wielkosci biatek z Zelu na powierzchnig
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membrany oraz odwracalne barwienie membrany 1-procentowym roztworem Ponceau S (Sigma) w 0,1-
procentowym kwasie octowym. Na koniec membrany plukano w roztworze TBS-T (20 mM Tris; 150
mM NacCl; 0,1% Tween 20), po czym poddawano immunodetekcji.

4.8.5. Immunodetekcja biatek

Membrany blokowano z uzyciem 5% roztworu odthuszczonego mleka (Nestle, Vevey,
Szwajcaria) w TBS-T, przez 60 min, w RT, na kotysce laboratoryjnej. Immunodetekcje biatek
prowadzono z zastosowaniem specyficznych przeciwcial pierwszorzedowych, ktorych spis znajduje si¢
w Tab 7. Inkubacj¢ z przeciwciatami pierwszorzedowymi prowadzono przez noc w temp. 4°C na
kolysce laboratoryjnej. Nastgpnego dnia membrany ptukano trzykrotnie w roztworze TBS-T, a
nastepnie inkubowano z roztworami przeciwciat drugorzedowych (Tab. 8), sprzezonych z peroksydaza
chrzanowa, zawieszonych w 2,5% roztworze odtluszczonego mleka w TBS-T, przez 60 min, w RT, na
kotysce laboratoryjnej. Dla uwidocznienia reakcji stosowano metod¢ wzmocnionej chemiluminescencji
(ang. enhanced chemiluminescence, ECL), wykorzystujac komercyjny zestaw ECL Western Blotting
Detection System (GE Healthcare), zgodnie z zaleceniami producenta. Sygnal transferowano w
ciemnosci na klisz¢ Hyperfilm-ECL (GE Healthcare). Poziom biatka okreslano densytometrycznie w
zakresie przebiegu liniowego z uzyciem densytometru LKB Ultrascan XL, w oparciu o oprogramowanie
GelScan i ImageQuantTL (Cytiva). Wyniki normalizowano w oparciu o ekspresje¢ aktyny (AKT).

Tabela 7. Lista przeciwcial pierwszorzgdowych uzytych w celu immunodetekcji biatek technikg

Western Blot
S _— Numer
Przeciwcialo Gospodarz Typ Izotyp | Ste¢zenie Producent katalogowy
anty-neuregulina-1 ) Santa Cruz
(NRG-1) mysz monoklonalne | IgG2b 1:100 Biotechnology s¢-393006
L. . ) Thermo Fisher
anty-f aktyna (AKT) krolik poliklonalne IgG 1:5000 Scientific PA1-16889

Tabela 8. Lista przeciwciat drugorzedowych uzytych w technice Western Blot. Fab, region wigzacy
antygen (ang. fragment, antigen-binding)

S . - Numer
Przeciwcialo | Gospodarz Izotyp Koniugat Stezenie Producent katalogowy

anty-mysz koza lg(jvgsg’:ccgg)me Pfgﬁzl‘:gf;za 1:8000 Sigma A2304

anty-krolik koza 1eG Perolsydaza | 1.4000 Sigma A0545

4.9. Analiza tempa wzrostu mGRPs

W celu oceny tempa wzrostu mGRPs, postuzono si¢ komercyjnym zestawem Cell Counting
Kit-8 (CCK-8; Dojindo, Tokio, Japonia), zgodnie z zaleceniami producenta. CCK-8 jest komercyjnym
testem kolorymetrycznym okreslajacym aktywnos$¢ metaboliczng komorek w hodowli. Opiera si¢ on na
analizie aktywnos$ci dehydrogenazy, ktora redukuje rozpuszczalng w wodzie so6l tetrazolowa do
formazanu. Formazan jest substancja barwna, a powstajaca go ilo$¢ jest proporcjonalna do aktywnosci
metabolicznej, co bezposrednio koreluje z liczbg zywych komoérek w hodowli. Intensywnosé
zabarwienia pozywki hodowlanej powstajacym formazanem jest mierzona za pomocg spektrofotometru
przy dlugosci $wiatta fali 450 nm. Komorki wysiewano w gestosci 6 x 10* komorek/cm? na szalkach
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96-dotkowych (Corning) pokrytych PLL/LAM, i analizowano w sekwencji czasowej przez 6 kolejnych
dni. Hodowle prowadzono w pozywce GRP Medium z dodatkiem 20 ng/ml bFGF, a w przypadku
komorek suplementowanych dodatkowo egzogenng neureguling-1, z dodatkiem 10 ng/ml lub 50 ng/ml
peptydu rmNRG-1, w standardowych warunkach hodowlanych. Na dwie godziny przed wykonaniem
pomiaru do pozywki, w ktorej hodowano komorki, dodawano odczynnik CCK-8 w stosunku
objetosciowym 1:10. Pomiary spektrofotometryczne prowadzono z uzyciem aparatu FLUOstar
OMEGA (BMG Labtech) przy dlugosci fali 450 nm. Uzyskane warto$ci absorbancji przeliczano
wzgledem krzywej wzorcowej, wyznaczonej na podstawie pomiaru absorbancji mGRPs wysianych w
réznych gestosciach. Uzyskane wyniki analizowano z uzyciem oprogramowania Excel (Microsoft
Office). Eksperyment wykonano w trzech niezaleznych probach, w trzech powtorzeniach.

4.10. Analiza zdolnosci migracyjnych mGRPs in vitro

Badania mialy charakter wstepny. Eksperymenty wykonywano we wspolpracy z Zespotem Dr.
hab. inz. Macieja Trusiaka z Instytutu Mikromechaniki i Fotoniki Wydziatu Mechatroniki Politechniki
Warszawskiej. W celu oceny zdolnosci migracyjnych, mGRPs suplementowane rmNRG-1 przez 7 dni
oraz kontrolne (niesuplementowane) pasazowano, i wysiewano w gestosci 6 x10* komorek/cm? na
szalkach hodowlanych 35 mm ze szklanym dnem o $rednicy 20 mm (nr kat. D35-20-1-N; CellVis,
Mountain View, CA, USA), pokrytych PLL/LAM, i hodowano w standardowej pozywce GRP Medium
z dodatkiem 20 ng/ml bFGF, a w przypadku komorek suplementowanych dodatkowo egzogenna
neureguling-1, z dodatkiem 10 ng/ml lub 50 ng/ml peptydu rmNRG-1, w standardowych warunkach
hodowlanych. Obrazowanie rozpoczynano po osiagnigciu przez komdrki 50% konfluencji, z uzyciem
cyfrowej holograficznej mikroskopii bezsoczewkowej (LDHM, ang. lensless digital holographic
microscopy), zgodnie z metodyka scharakteryzowang w pracy Mirecki i wsp. (Mirecki i in., 2022).

LDHM jest metodg mikroskopowa pozwalajaca na bezinwazyjne obrazowanie w bardzo
szerokim polu widzenia (brak limitacji wynikajacych ze stosowania obiektywu mikroskopowego)
mikrostruktur takich jak komorki czy uktady mikroelektroniczne. W odrdéznieniu od klasycznej
mikroskopii, ktéra wykorzystuje uktady soczewek do powigkszania obrazu, LDHM bazuje na
interferencji fali nierozproszonej przez probke z falg $wietlng rozproszong po kontakcie z probka.
Zrédtem sygnatu o obiekcie jest zatem poosiowa technika Gabora. Wynik interferencji, w postaci
hologramu, rejestrowany jest w plaszczyznie detektora, zatem uktad wymaga numerycznej korekcji
przeogniskowania. Na drodze numerycznej propagacji wstecznej, po uprzednio wyznaczonej odlegtosci
propagacji, otrzymywane jest ostre odwzorowane obiektu badanego w ptaszczyznie probki. Na uwage
zashuguje¢ fakt, iz obrazowanie jest realizowane w przestrzeni zespolonego pola optycznego, zatem
rowno w dziedzinie amplitudy (kontrast determinowany przez lokalng absorpcje obiektu, jak w
przypadku mikroskopii jasnego pola), jak 1 w dziedzinie fazy (kontrast determinowany przez lokalna
refrakcj¢ obiektu; fizycznie metoda jest czuta na zmiany zintegrowanej grubosci optycznej probki).
LDHM pozwala zatem na doktadne obrazowanie i pomiary wymiardw probki w czasie rzeczywistym
bez koniecznosci jej utrwalania ani stosowania dodatkowych barwnikow. Negatywne -efekty
fotochemiczne sg zatem w znacznej mierze zredukowane.

W celu analizy migracji komorek zastosowano klasyczny uktad Gabora do nagrywania
holograméw poosiowych, z modyfikacja majacg na celu zmniejszenie intensywnosci lasera fioletowego
[lasery CNI MDL-II1-405-20 mW, A =405 nm, FWHM (szerokos¢ potowkowa, ang. full width at half
maximum) =23 pm]. Obracajacy si¢, liniowy polaryzator znajdujacy si¢ miedzy zrodlem $wiatta
laserowego a obiektywem mikroskopu byt uzywany do zmniejszenia intensywnosci i kontrolowania
rezimu odpowiednio niskiego budzetu fotonowego. Swiatlo zostato wprowadzone do jednomodowego
swiattowodu przez obiektyw mikroskopu (x20/0,4). Ze wzgledu na jego waski rdzen (fi 2,5-3,4 um),
swiattowod jednomodowy zapewnial wysokiej jakos$ci, sferyczny promien s$wiatla. Probka byta
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umieszczana blisko matrycy CMOS [kamera ALVIUM 1800 U-2050 m mono Bareboard, wielkos¢
piksela 2,4 x 2,4 um, 5496 x 3672 pikseli, FOV (pole widzenia, ang. field of view) =116 mm?] w celu
uzyskania wysokiej apertury numerycznej. Ze wzglgdu na szklang ostong kamery odleglos¢ ta wynosita
ok. 2 mm. Powigkszenie takiego ustawienia wynosito okolo M =1, ze wzgledu na znaczng odlegtos¢
pomigdzy zréodlem punktowym a matryca CMOS (300 mm). Os$wietleniem probki i zbieraniem
holograméw sterowano za pomocg oprogramowania w §rodowisku LabVIEW (National Instruments,
Austin, TX, USA). Na uwage zastuguje wykorzystanie metody ze sktadaniem hologramow w celu
umozliwienia numerycznie zwigkszonego stosunku sygnatu do szumu w rekonstrukcji migrujgcych
komorek, co wydatnie zwigksza wiarygodnos¢ wynikow Sledzenia i ich odpornosé na roznego rodzaju
szumy.

Hologramy zapisywane byly w odstepie 5 sekund. Obrazowanie prowadzono w trybie cigglym
przez 25 godzin, rejestrujac $rednig powierzchni¢ zajmowang przez komorki i liczbe komorek oraz
$ledzac komorki na obszarze 116 mm?. Uzyskane hologramy przetwarzano w $rodowisku MATLAB
(Natick, MA, USA). Na podstawie dystansu pokonanego przez poszczegoédlne komorki w czasie
wyznaczano ich predkosé. Eksperyment przeprowadzono w jednym powtdrzeniu biologicznym dla
komorek kontrolnych (niesuplementowanych) oraz suplementowanych peptydem rmNRG-1 w
stezeniach 10 ng/ml i 50 ng/ml.

4.11. Analiza zdolnosci mielinizacji mGRPs in vitro
4.11.1. Izolacja zwojow korzeni grzbietowych myszy

Procedura izolacji zwojow korzeni grzbietowych myszy przeprowadza byla wedtug
zmodyfikowanego protokolu scharakteryzowanego w pracy Sleigh i wsp. (2016) (Sleigh, Weir i
Schiavo, 2016). Myszy usSmiercono $miertelng dawka Morbitalu (80 mg/kg masy ciala, i.p.). Po ustaniu
odruchéw zwierzgcia izolowano krggostup, a nastepnie odcinano wybrany odcinek obejmujacy
srodkowe segmenty piersiowe do dolnych segmentéw ledzwiowych L5-L6 rdzenia krggowego. Kolejne
etapy procedury odbywaty si¢ na lodzie. Wybrany odcinek kregostupa przecinano na dwie potowki w
pltaszczyznie strzatkowej. Nastepnie izolowano pojedyncze zwoje poszczegdlnych korzonkow wzdhuz
obydwu potowek kregostupa, odcinajac gatazki centralng i obwodowa korzonka od kazdego zwoju.
Szczegoty metody izolacji zwojow korzeni grzbietowych stanowig przedmiot Wynalazku nr 16/22 pt.
~Metoda izolowania rdzenia kregowego gryzoni”, zarejestrowanego dnia 05.05.2022 w ramach
jednostki organizacyjnej: Katedra Biotechnologii Molekularnej i Mikrobiologii, Wydziat Chemiczny
Politechniki Gdanskiej (Wtasnos¢: Politechnika Gdanska). Izolacje przeprowadzane byty kazdorazowo
z 2-3 myszy. Wyizolowane zwoje korzeni grzbietowych umieszczano na noc w pozywce Hibernate™-
A (Thermo Fisher Scientific) w temperaturze 4°C.

4.11.2. Izolacja neuronow ze zwojow korzeni grzbietowych myszy (mDRGs)

Wyizolowane zwoje korzeni grzbietowych myszy stanowily material do izolacji neuronéw
zwojow korzeni grzbietowych (mDRGs). W pierwszym etapie nadsacz znad zwojow korzeni
grzbietowych usuwano, a tkanke inkubowano w mieszaninie 100 pl kolagenazy (0,1 U) / dyspazy (0,8
U) (Animal Free Collagenase/Dispase Blend I; nr kat. SCR139; Sigma) i 400 pl roztworu PBS bez
jonow wapnia i magnezu (DPBS; Thermo Fisher Scientific) w 37°C przez 60 min, co 5 min mieszajac.
Po opadnigciu strawionej tkanki nadsacz usuwano, zostawiajgc tkanke w minimalnej objetosci roztworu.
Nastepnie, strawiong tkanke zawieszano w 2 ml pozywki Hibernate™-A. Po minucie, niestrawiona
tkanka opadala na dno, a zawiesing strawionych komorek przenoszono do nowej probowki,
zwirowywano przy 200 x g przez 5 min w RT, i usuwano nadsacz.
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4.11.3. Selektywna hodowla pierwotna mDRGs

Wyizolowane komorki ze zwojow korzeni grzbietowych myszy zawieszano w pozywce DRG
Medium (sktad pozywki okreslono w Tab. 9) z dodatkiem 25 ng/ml mysiego czynnika wzrostu nerwow
(ang. nerve growth factor, NGF; Cat. #13290-010, Thermo Fisher Scientific), liczono je przy uzyciu
komory Biirkera, i wysiewano w gesto$ci 10° komorek/cm? na 24-dotkowe szalki hodowlane pokryte
PLL/LAM. Tak zatozong hodowle prowadzono w standardowych warunkach hodowlanych. Wymiang
pozywki na §wiezg przeprowadzano, co 72 godziny. Hodowlge komoérek monitorowano regularnie z
uzyciem odwroconego mikroskopu swietlnego (Carl Zeiss), a dokumentacj¢ prowadzano rejestrujac
obrazy komdrek za pomocg aparatu fotograficznego (Canon).

Tabela 9. Sktad pozywki ,,DRG Medium” do hodowli mysich neuronéow zwojow korzeni

grzbietowych (mDRGs)
Skladnik pozywki Objetosé 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) Sml Thermo Fisher Scientific 15140122

4.11.4. Wspothodowle mGRPs i mDRGs

W celu oceny zdolnos$ci mielinizacyjnych mGRPs in vitro, wykonano niezalezne wspothodowle
kontrolnych i modyfikowanych mGRPs z neuronami mDRGs. W tym celu, w 7 dniu hodowli pierwotnej
mDRGs, mGRPs hodowane rownolegle zbierano, liczono je przy uzyciu komory Biirkera, i wysiewano
w gestosci 6 x 10* komodrek/cm? na powierzchnie adherentnej hodowli mDRGs na szalce 24-dotkowe;.
W eksperymencie stosowano ponadto dwie rownolegte kontrole: (i) pojedyncza hodowla mDRGs; (ii)
pojedyncza hodowla mGRPs. Od tego momentu hodowle prowadzone byty w pozywce DRG Medium
z dodatkiem 25 ng/ml NGF, w standardowych warunkach hodowlanych. Wymiang pozywki na §wieza
przeprowadzano, co 48 godzin. Eksperymenty prowadzono przez 7 dni. Po tym czasie komorki
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 wspothodowli mGRPs i mDRGs

Do oceny poziomu mielinizacji wykorzystano procedurg zaproponowang przez Kerman’a i wsp.
(Kermaniin., 2015). W tym celu wspothodowle mGRPs i mDRGs wybarwione immunocytochemicznie
w kierunku uwidocznienia mielinizujgcych oligodendrocytow (MBP") i neuronéow (B-tubulina IIT"),
obrazowane w mikroskopie fluorescencyjnym pod obiektywem 10x przy stalej warto$ci parametrow
zbierania obrazu (Rozdz. 4.5), analizowano z uzyciem oprogramowania ImagelJ (U. S. National
Institutes of Health, Bethesda, MD, USA) i wtyczki ,,Computer-assisted Evaluation of Myelination
(CEM)”, zaprojektowanej przez Kermana i Padmanabhana, pod kierownictwem Gage'a w Salk Institute,
La Jolla, CA, USA. W skrocie: procedure rozpoczynano od dekompozyciji zbiorczych obrazow
mikroskopowych na obrazy z poszczegodlnych kanalow. Na uzyskanych obrazach 16-bitowych z
kanatéw odpowiadajacych fluorescencji oligodendrocytow 1 neuronéw ustawiano nastepnie
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automatycznie warto$¢ progowa §wiecenia (ang. threshold) i przeksztalcano je na obrazy binarne
(czarno-biate). Poziom mielinizacji definiowano, jako stopien kolokalizacji aksonoéw i
oligodendrocytow. Uzyskane wartoSci procentowe mielinizacji analizowano z uzyciem
oprogramowania Excel (Microsoft Office).

4.12. Analiza statystyczna uzyskanych wynikow

Wyniki przedstawiano, jako $rednie arytmetyczne z 3 powtodrzen biologicznych, w ramach
ktérych wykonywano po 2-3 powtdrzenia techniczne, + odchylenie standardowe (SD), chyba ze w
opisie zaznaczono inaczej. W celu sprawdzenia istotnosci statystycznych roznic pomiedzy Srednimi
przeprowadzano jednoczynnikowag analize wariancji ANOVA oraz test post hoc wielokrotnych
poréwnan Tukey’a. Do wszystkich analiz stosowano program Graph Pad Prism 7.04 (San Diego, CA,
USA). Poziom istotnosci mniejszy niz 0,05 przyjmowano za statystycznie istotny.

5. Wyniki badan
5.1. Ocena fenotypu natywnych mGRPs

W badaniach wykorzystano zoptymalizowany protokot izolacji i hodowli mGRPs z tkanki
nerwowej ptodow myszy. W trakcie trwania hodowli oceniana byta morfologia komoérek. Stwierdzono
obecno$¢ komorek o charakterystycznej, dwubiegunowej morfologii, rosnacych w postaci pojedynczej
warstwy (ang. monolayer). Czg$¢ populacji komorek formowata charakterystyczne skupiska (sfery).
Obserwowano takze wzrost stopnia konfluencji komoérek w hodowli (Rye. 6).

Rycina 6. Ocena morfologii komoérek w hodowli pierwotnej natywnych mGRPs. Przedstawiono reprezentatywne
zdjecia hodowli mGRPs w pasazu 1 i 3. Widoczne sg charakterystyczne komorki o dwubiegunowej morfologii
(niebieskie strzatki) oraz formujace si¢ skupiska komorek (sfery, niebieskie gwiazdki). D, dzien w pasazu (D3,
D7); P, numer pasazu (P1, P3). Zdjecia wykonywano w §wietle przechodzacym, powiekszenie 100x.

W celu oceny fenotypu komoérek w hodowli wykonano barwienia immunocytochemiczne,
stosujac przeciwciala skierowane przeciwko antygenom charakterystycznym dla: progenitoréw
glejowych (anty-A2BS, -NG2, -OLIG1, -OLIG2, -PDGFRa), komorek glejowych (anty-GFAP),
neuronow (anty-MAP2, -NF200), niedojrzatych oligodendrocytéow (anty-GALC), dojrzatych
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oligodendrocytow (anty-MBP) i komorek proliferujacych (anty-Ki67). Analiza jakoSciowa wykazata,
iz w populacji obecne sg progenitory glejowe o fenotypie A2B5*, NG2*, OLIG1", OLIG2*, PDGFRa",
komorki GFAPY, oraz niewielka ilos¢ niedojrzatych oligodendrocytow (GALCY) i komorek
proliferujagcych (Ki67"). Nie stwierdzono obecno$ci komorek wykazujacych ekspresje antygendow
charakterystycznych dla neuronow (NF200* i MAP2") ani dojrzatych oligodendrocytoéw ( MBP*) (Ryc.
7).
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Ki67 DAPI

Rycina 7. Ocena fenotypu komoérek w hodowli pierwotnej natywnych mGRPs. Przedstawiono reprezentatywne
zdjecia hodowli mGRPs w pasazu 2. Komoérki barwiono immunocytochemicznie i obrazowano w mikroskopie
fluorescencyjnym w celu uwidocznienia antygendw: progenitorow glejowych (A2B5, NG2, OLIG1, OLIG2,
PDGFRa), komorek glejowych (GFAP), neuronow (MAP2, NF200), niedojrzatych oligodendrocytow (GALC),
dojrzatych oligodendrocytéw (MBP) i komorek proliferujacych (Ki67). Analiza jakoSciowa wykazata obecnosé
progenitoréw glejowych o fenotypie A2B5", NG2*, OLIG1", OLIG2*, PDGFRa", komorek o fenotypie GFAP®,
niewielkg ilo$¢ niedojrzatych oligodendrocytow (GALC") oraz komorek proliferujacych (Ki67+). Nie stwierdzono
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obecnosci neuronéw o fenotypie NF200" i MAP2* ani dojrzatych oligodendrocytow o fenotypie MBP*. Zdjecia
wykonywano przy wzbudzeniu fluorochroméw poprzez uzycie wigzki $wiatta o dtugosci 488 nm (kolor zielony)
i 546 nm (kolor czerwony). Jadra komorkowe wybarwiono DAPI (dtugos¢ wiazki $wiatta wzbudzenia: 405 nm,
kolor niebieski). Hodowle prowadzono w pozywce GRP Medium + bFGF. Skala 100 pm.

5.2. Wywolanie nadekspresji NRG-1 w mGRPs z uzyciem lentiwirusowych wektorow ekspresyjnych

W kolejnym etapie badan podjeto probg wywotania konstytutywnej nadekspresji NRG-1 typu I
w mGRPs poprzez transdukcje komorek wektorami lentiwirusowymi trzeciej generacji. Celem
nadekspresji NRG-1 byta poprawa wlasciwosci terapeutycznych mGRPs, zwigzana ze zmiang tempa
wzrostu populacji, wlasciwos$ci migracyjnych i mielinizacyjnych oraz zdolno$ci tych komoérek do
roznicowania. Pierwsze eksperymenty shuzyly wytypowaniu wektora lentiwirusowego, ktory
zapewniltby stabilny poziom nadekspresji NRG-1 przy jednoczesnym braku istotnego pogorszenia
zywotno$ci mGRPs. Transdukowane mGRPs analizowane byty nastepnie pod katem zmian morfologii
i fenotypu, poziomu ekspresji NRG-1, tempa wzrostu populacji, zdolnosci migracyjnych i
mielinizacyjnych, w porownaniu do komérek kontrolnych.

5.2.1. Wektor pLenti-GIII-CMV-NRG-1 typ I-mCherry

Badania rozpoczeto od przetestowania wektora pLenti-GIII-CMV-NRG-1 typ I-mCherry,
kodujacego pod promotorem CMV NRG-1 typu I w fuzji z fluorescencyjnym biatkiem reporterowym
mCherry, oraz optymalizacji protokotu transdukcji mGRPs. Jako kontrole zastosowano mGRPs
transdukowane wektorem pLenti-GIII-CMV-NRG-1 typ HI-mCherry, kodujacym pod promotorem
CMV NRG-1 typu III w fuzji z mCherry, oraz nietransdukowane mGRPs.

5.2.1.1. Optymalizacja protokotu transdukcji mGRPs
Przetestowano cztery warianty protokotu transdukcji (Ryc. 8):

Wariat 1: Pojedyncza, 24-godzinna transdukcja mGRPs bez stosowania polibrenu (bromku
heksadimetryny) oraz spinokulacji. Obserwacja z uzyciem mikroskopu fluorescencyjnego podczas 7 dni
hodowli mGRPs, w ich kolejnym pasazu po transdukcji, nie wykazata ekspresji biatka reporterowego
mCherry w populacji transdukowanych mGRPs. Rozpoczgcie selekcji antybiotykowej powodowalo
odklejanie si¢ komorek od powierzchni naczynia hodowlanego i ich $§mier¢ w ciagu 24 godzin.

Wariant 2: Pojedyncza, 12-godzinna transdukcja mGRPs z zastosowaniem polibrenu w
stezeniu 2 pug/ml. Obserwacja mGRPs z uzyciem mikroskopu swietlnego w ciggu 12 h od rozpoczgcia
transdukcji wykazata odklejanie si¢ komorek od powierzchni naczynia hodowlanego i ich §mier¢.

Wariant 3: Pojedyncza, 24-godzinna transdukcja z zastosowaniem spinokulacji w warunkach
32°C przy 500 x g przez 60 minut. Obserwacja z uzyciem mikroskopu fluorescencyjnego podczas 7 dni
hodowli mGRPs, w ich kolejnym pasazu po transdukcji, nie wykazata ekspresji biatka reporterowego
mCherry w populacji transdukowanych mGRPs. Rozpoczgcie selekcji antybiotykowej powodowato
odklejanie si¢ komorek od powierzchni naczynia hodowlanego i ich $§mier¢ w ciagu 24 godzin.

Wariant 4: Podwojna transdukcja dwiema dawkami wirusa (trwajgca lacznie 48 godzin,
zgodnie z metodykg opisang w Rozdz. 4.3.1.3.), bez stosowania polibrenu oraz spinokulacji.
Obserwacja z uzyciem mikroskopu fluorescencyjnego podczas 7 dni hodowli mGRPs, w ich kolejnym
pasazu po transdukcji, wykazata obecno$¢ frakcji mGRPs z ekspresja biatka reporterowego mCherry.
Po rozpoczgciu selekeji pod katem opornosci na puromycyne, frakcja komorek pozostawata przyklejona
do powierzchni naczynia hodowlanego i wykazywata ekspresj¢ mCherry.
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Rycina 8. Podsumowanie wynikow optymalizacji transdukcji mGRPs wektorem pLenti-GIII-CMV-NRG-1 typ I-
mCherry. Schemat przedstawia reprezentatywne zdjecia z trzech etapéw hodowli komérek: przed transdukcja, w
kolejnym pasazu po transdukcji, oraz po selekcji antybiotykowej. Analogiczne wyniki otrzymano w przypadku
komérek transdukowanych wektorem kontrolnym pLenti-GIII-CMV-NRG-1 typ HI-mCherry (wynikéw nie
zaprezentowano). P, numer pasazu (P2, P3). Zdjecia wykonywano w $wietle przechodzacym oraz przy
wzbudzeniu fluorochromu poprzez uzycie wiazki $wiatta o dlugosci 546 nm (kolor czerwony; mCherry). Skala
100 pm.

Podsumowujac ten etap badan stwierdzono, iz:

e Pojedyncza, 24-godzinna transdukcja mGRPs wektorem pLenti-GIII-CMV-NRG-1 typ I-
mCherry jest niewystarczajaca do wywotania w mGRPs ekspresji biatka reporterowego
mCherry oraz nabycia przez komorki opornosci na antybiotyk.

e Dodatek polibrenu w stezeniu 2 pg/ml do mieszaniny transdukcyjnej jest toksyczny dla mGRPs.
Poniewaz rekomendowane stezenie polibrenu stosowanego podczas transdukcji miesci si¢ w
granicach 2-10 pg/ml (Bao i in., 2018; Jacobsen i in., 2006; Lin, Correa, Lin i Caplan, 2011), a
efekt cytotoksyczny obserwowany jest juz w dolnym zakresie st¢Zenia, zaniechano prob
optymalizacji stezenia polibrenu.

e Dodatkowy etap spinokulacji w warunkach 32°C przy 500 x g przez 60 minut na pierwszym
etapie transdukcji jest niewystarczajacy do wywotania w mGRPs ekspresji biatka
reporterowego mCherry oraz nabycia przez komoérki opornosci na antybiotyk.

e Podwojna transdukcja, trwajaca tacznie 48 godzin, wywoluje we frakcji mGRPs ekspresje
biatka reporterowego mCherry oraz nadaje komoérkom o fenotypie mCherry” oporno$¢ na
antybiotyk.
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Na podstawie powyzszych wynikoéw, w dalszych etapach badan mGRPs transdukowano w oparciu
o wariant protokotu 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. Materiat do
analiz stanowitly komorki po selekcji antybiotykowej. Wyniki reakcji gPCR z dwodch niezaleznych
powtorzen biologicznych zaprezentowano na Ryc. 9.

=
o
1

Wzgledna ekspresja genu

O B N W B OO O N O ©

NRG-1typ | kontrola NRG-1typ | kontrola

Transdukcja nr 1 Transdukcja nr 2
Populacja mGRPs

Rycina 9. Wyniki analizy RT-qPCR uzyskane dla mGRPs transdukowanych wektorem pLenti-GIII-CMV-NRG-
1 typ I-mCherry (NRG-1 typ I), po dwoch niezaleznych probach 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 rownolegle. Poziom ekspresji mRNA obliczano
z uzyciem metody 24, Wyniki normalizowano w oparciu o ekspresje genu referencyjnego, kodujagcego ApoB.

W wyniku przeprowadzonej analizy stwierdzono, iz poziom syntezy transkryptu dla NRG-1
typu I w obrgbie dwoch powtdrzen byl zroznicowany. Dalsza hodowla mGRPs transdukowanych CMV-
NRG-1 typ I skutkowata z kolei spontanicznym odklejaniem si¢ komoérek od powierzchni naczynia
hodowlanego i ich $miercig w pasazach 5-6; rownolegle zaobserwowano takze odklejanie si¢ i $mier¢
komorek transdukowanych CMV-NRG-1 typ III, natomiast nietransdukowane mGRPs nie odklejaty si¢
1 przezywaly. Podj¢to réwniez trzecig probe transdukcji wektorem CMV-NRG-1 typ I-mCherry. W
kolejnych powtdrzeniach transdukcji komorki transdukowane odklejaty si¢ i umieraty w ciagu 7 dni od
zakonczenia transdukcji (danych nie zaprezentowano), przed rozpoczeciem selekcji antybiotykowej i
zebraniem materiatu na analiz¢ RT-qPCR. Kontrolne, nietransdukowane mGRPs przezywaty w hodowli
1 rosty w postaci adherentne;.

Podsumowujac ten etap badan, mimo iz transdukcja mGRPs wektorem pLenti-GIII-CMV-
NRG-1 typ I-mCherry jest mozliwa, to komorki umieraja w kolejnych pasazach po transdukcji. Nie
mozna zatem wykluczy¢, iz zastosowany promotor (CMV) nie jest odpowiedni dla mGRPs z hodowli
pierwotnej. Pomiegdzy transdukcjami wystepuje takze zmienno$¢ w poziomie transkrypcji NRG-1.
Ponadto, poniewaz wektor pLenti-GIII-CMV-NRG-1 typ I-mCherry koduje NRG-1 typu I w fuzji z
biatkiem reporterowym mCherry, ekspresja transgenu w komorce docelowej moze by¢ zaburzona. W
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zwiazku z tym zdecydowano si¢ przetestowaé 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 badan podj¢to cztery proby transdukcji mGRPs wektorem HIV-SFFV-NRG-
1 typ I-IRES-mRFP, w oparciu o wariant protokolu nr 4 zdefiniowany w Rozdziale 5.2.1.1. Jako
kontrole stosowano mGRPs transdukowane wektorem HIV-SFFV-IRES-mRFP oraz nietransdukowane
mGRPs. W poréwnaniu do wektora pLenti-GIII-CMV-NRG-1 typ I-mCherry, w wektorze HIV-SFFV-
NRG-1 typ I-IRES-mRFP transgen znajdowal si¢ pod kontrolg transkrypcyjng alternatywnego
promotora (SFFV). Ponadto, z uwagi na obecnos¢ sekwencji IRES, NRG-1 typu I nie ulegato ekspresji
w fuzji z bialkiem reporterowym mRFP. Nalezy zaznaczy¢, iz wektor pLenti-GIII-CMV-NRG-1 typ I-
mCherry nie kodowat dodatkowo genu warunkujacego opornos¢ na antybiotyk.

5.2.2.1. Ocena ekspresji biatka reporterowego w mGRPs i mGRPs-NRG-1

Obrazowanie komorek w mikroskopie fluorescencyjnym rozpoczynano po 24 godzinach od
zakonczenia transdukcji, i kontynuowano w kolejnych pasazach. W przypadku mGRPs
transdukowanych wektorem SFFV-NRG-1 typ I-IRES-mRFP obecno$¢ biatka reporterowego
stwierdzono tylko przy transdukcji nr 1, lecz w kolejnych dwoch pasazach obserwowano stopniowy
zanik fluorescencji (Rye. 10A). Obecno$¢ biatka reporterowego w kontrolnych mGRPs
transdukowanych wektorem HIV-SFFV-IRES-mRFP stwierdzono przy kazdej z czterech transdukcji.
Kontrolne, nietransdukowane mGRPs nie wykazywaly fluorescencji (Ryc. 10A, B).
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mGRPs P4 ‘mGRPs P3
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Rycina 10. Zdjecia prezentuja hodowlg mGRPs po transdukcjach wektorem HIV-SFFV-NRG-1 typ I-IRES-mRFP
(NRG-1 typ I), HIV-SFFV-IRES-mRFP (RFP) oraz komorek nietransdukowanych (kontrola). (A) Transdukcja nr
1: widoczna jest fluorescencja w komorkach transdukowanych wektorem kodujacym NRG-1 typu I, zanikajaca na
przekroju kolejnych pasazy. (B) Reprezentatywne zdjecia dla transdukcji nr 2, 3, 4: brak fluorescencji w komdrkach
transdukowanych wektorem kodujacym NRG-1 typu I. P, numer pasazu (P2, P3, P4). Transdukcje¢ przeprowadzono
w mGRPs w P2. Zdj¢cia wykonywano w $wietle przechodzacym oraz przy wzbudzeniu fluorochromu poprzez
uzycie wigzki §wiatta o dlugosci 546 nm (kolor czerwony; RFP). Skala 100 um.
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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 byta
do wykonania badan technikg RT-qPCR. Badania te wykazaty zr6znicowany poziom ekspresji mRNA
dla NRG-1 typu I pomigdzy czterema transdukcjami z uzyciem wektora HIV-SFFV-NRG-1 typ I-IRES-
mRFP (Rye. 11).

25 r

15 |

Wzgledna ekspresja genu

0 1 1 L ]
NRG-1typ| kontrola [NRG-1typ!| kontrola [NRG-1typ!| kontrola |NRG-1typ| kontrola

Transdukcja nr 1 Transdukcja nr 2 Transdukcja nr 3 Transdukcja nr 4

Powtorzenie biologiczne

Rycina 11. Wyniki analizy RT-qPCR dla mGRPs transdukowanych wektorem HIV-SFFV-NRG-1 typ I-IRES-
mRFP (NRG-1 typ I), po czterech niezaleznych probach 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 uzyciem metody 244C. Wyniki
normalizowano w oparciu o ekspresje genu referencyjnego, kodujacego ApoB.

5.2.2.3. Ocena fenotypu mGRPs i mGRPs-NRG-1

W celu poréownania fenotypu transdukowanych i nietransdukowanych mGRPs wykonano
barwienia immunocytochemiczne komorek w kierunku uwidocznienia charakterystycznych antygenow
progenitorow glejowych: NG2, OLIG1 i OLIG2. Analiza jakosciowa zdj¢¢ z transdukcji nr 1 wykazata
obecnos¢ komorek o profilach NG2* mRFP*, OLIG1" mRFP* i OLIG2" mRFP", co sugeruje, iz zar6wno
komoérki transdukowane wektorem HIV-SFFV-NRG-1 typ I[-IRES-mRFP, jak i HIV-SFFV-IRES-
mRFP zachowuja charakter progenitorow glejowych (Rye. 12). W Zzadnej z prowadzonych hodowli nie
stwierdzono obecno$ci komorek z ekspresja antygenu charakterystycznego dla dojrzatych
oligodendrocytow (MBP*) (danych nie zaprezentowano). Barwienie immunocytochemiczne komorek z
uzyciem przeciwciata skierowanego przeciwko neuregulinie-1 nie wykazato jej obecnosci w komodrkach
oraz na ich powierzchni (danych nie zaprezentowano). Analogiczne barwienia immunocytochemiczne
wykonano rowniez w przypadku mGRPs po transdukcjach nr 2, 3 i 4, rowniez stwierdzajac obecnosc
komorek z ekspresja antygendéw charakterystycznych dla progenitorow glejowych (NG2*, OLIG1" i
OLIG2"). Jednak, jak wykazano na Ryc. 10B, po transdukcjach nr 2, 3 i 4 nie stwierdzono obecnosci
mRFP w populacji mGRPs-NRG-1 typ I.
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mGRPs
mGRPs-NRG-1 typ I mGRPs-RFP nietransdukowane

Rycina 12. Transdukcja nr 1: Reprezentatywne zdjgcia hodowli mysich progenitorow glejowych
transdukowanych wektorem HIV-SFFV-NRG-1 typ I-IRES-mRFP (mGRPs-NRG-1 typ I), HIV-SFFV-IRES-
mRFP (mGRPs-RFP) i nietransdukowanych. Komoérki barwiono immunocytochemicznie i obrazowano w
mikroskopie fluorescencyjnym w celu uwidocznia charakterystycznych antygenéw progenitoréw glejowych:
NG2, OLIGI i OLIG2. Zielone strzatki wskazuja stransdukowane mGRPs z ekspresja bialtka reporterowego RFP.
Zdjecia wykonywano przy wzbudzeniu fluorochroméw poprzez uzycie wigzki swiatta o dtugosci 546 nm (kolor
czerwony) i 633 nm (kolor biaty). Jadra komérkowe wybarwiono DAPI (dlugo$¢ wigzki §wiatta wzbudzenia: 405
nm, kolor niebieski). Zdjecia przedstawiaja mGRPs w drugim pasazu po transdukcji. Hodowle prowadzono w
pozywce GRP Medium + bFGF. Skala 100 um.

Dalsze analizy fenotypowe mGRPs-NRG-1 typ I z zastosowaniem cytometrii przeplywowe;j
wykonane zostaty dla dwoch powtdrzen biologicznych i miaty charakter badan wstepnych. Planowane
jest wykonanie trzeciego powtorzenia w celu przeprowadzenia analizy statystycznej. W dwoch
przeprowadzonych dotychczas powtorzeniach eksperymentu, w poréownaniu do hodowli komorek
nietransdukowanych, w hodowli komoérek transdukowanych zaobserwowano nastgpujace zmiany:

(i) $rednio mniej komorek o fenotypie GRPs: PDGFRa"™ 04 (87,85% komorek nietransdukowanych
wobec 18,6% komorek transdukowanych);
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(i1) $rednio wigcej komoérek o bardziej dojrzatym fenotypie OPCs i niedojrzatych oligodendrocytow:
PDGFRa 04" (0,1% komorek nietransdukowanych wobec 13,45% komorek transdukowanych), NG2-
04" (2% komorek nietransdukowanych wobec 29,75% komorek transdukowanych) i A2B5- 04" (0,7%
komorek nietransdukowanych wobec 36,05% komorek transdukowanych);

(iii) $rednio wigcej komoérek o fenotypie posrednim pomigdzy GRPs a OPCs: NG2* 04" (1,95%
komorek nietransdukowanych wobec 25,15% komorek transdukowanych) i A2B5* 04 (5,1% komorek
nietransdukowanych wobec 21,1% komorek transdukowanych).
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Rycina 13. Wstepna analiza ilo§ciowa fenotypu mGRPs-NRG-1 typ I za pomoca cytometrii przeptywowej. W
badaniach wykorzystano przeciwciata skierowane przeciwko antygenom glejowo-specyficznych komorek
progenitorowych (anty-PDGFRa, -NG2) i bezposrednich progenitoréw oligodendrocytow/niedojrzatych
oligodendrocytéow (anty-O4). Dane na wykresach pudetkowych uwzglgdniaja dwa powtodrzenia biologiczne.
Goérna i dolna krawedz wykresu pudetkowego okresla procentowy udziatl danej subpopulacji w analizowanej
probie; linia $rodkowa i symbol ,,x” okreslaja $rednig arytmetyczng z dwoch powtorzen. Wykresy kropkowe
prezentuja dane zrodtowe z reprezentatywnego powtdrzenia biologicznego.
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5.2.2.4. Ocena tempa wzrostu mGRPs i mGRPs-NRG-1

W celu oceny wptywu nadekspresji NRG-1 typu I, samego wektora lentiwirusowego oraz samej
procedury transdukcji na tempo wzrostu mGRPs, wykonano analiz¢ liczebnosci populacji z uzyciem
zestawu CCK-8. Badania wykazaty istotny spadek tempa wzrostu mGRPs z nadekspresja NRG-1 typu
I w stosunku do komorek nietransdukowanych w dniach czwartym (p=0,0015), piatym (p < 0,001) i
szostym (p < 0,001) eksperymentu (Rye. 14A). Nie stwierdzono statystycznie istotnych roznic w tempie
wzrostu mGRPs nietransdukowanych i mGRPs transdukowanych wektorem kontrolnym kodujacym
RFP (Ryec. 14B). Natomiast w dniu szostym stwierdzono spowolnienie tempa wzrostu mGRPs
transdukowanych wektorem kodujagcym NRG-1 typu I, w stosunku do mGRPs transdukowanych
wektorem kodujacym RFP (p=0,0129) (Rye. 14C).
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Rycina 14. Ocena tempa wzrostu populacji mGRPs w te§cie CCK-8: poroéwnane zostaly srednie wartosci liczby
komorek transdukowanych wektorem HIV-SFFV-NRG-1 typ I-IRES-mRFP (NRG-1 typ I), HIV-SFFV-IRES-
mRFP (RFP) oraz nietransdukowanych. Komorki wysiano w dniu ,,0”. Pomiary prowadzono co 24 godziny przez
6 dni. Wyniki przedstawiono jako $rednie arytmetyczne + odchylenia standardowe (SD) z trzech powtorzen
biologicznych, w ramach ktorych wykonano po trzy powtorzenia techniczne. Analizy komorek wykonano w
drugim pasazu ich hodowli po transdukcji. (A) mGRPs nietransdukowane w stosunku do NRG-1 typu I:
stwierdzono statystycznie istotne roznice w dniu: czwartym (p=0,0015), pigtym (p < 0,001) i széstym (p < 0,001).
(B) mGRPs nietransdukowane w stosunku do RFP: nie stwierdzono istotnych statystycznie r6znic. (C) NRG-1
typu I w stosunku do RFP: stwierdzono statystycznie istotng r6znice w dniu szoéstym (p=0,0129). Poziom istotnos$ci
< 0,05 przyjmowano za statystycznie istotny. *p < 0,05; **p < 0,01; ***p <0,001.

5.2.2.5. Ocena zdolnosci mielinizacyjnych mGRPs i mGRPs-NRG-1 in vitro

W celu oceny zdolnosci mielinizacyjnych mGRPs-NRG-1 in vitro przeprowadzona zostala
wspothodowla mGRPs-NRG-1 z mysimi neuronami zwojow korzeni grzbietowych (mDRGs) w
warunkach stymulujgcych réznicowanie mGRPs. Obrazy oceniano przy pomocy barwienia
immunocytochemicznego z uzyciem przeciwcial skierowanych przeciwko antygenom
charakterystycznym dla mielinizujacych oligodendrocytow (MBP') oraz neurondéw (B-tubulina IIT7).
Analiza jakosciowa wykazala zachowanie przez transdukowane mGRPs zdolnos$ci do réznicowania w
mielinizujace oligodendrocyty na poziomie poréwnywalnym do komorek niestransdukowanych (Rye.
15). Ocena iloSciowa stopnia mielinizacji aksonow przez oligodendrocyty zrdéznicowane z
transdukowanych mGRPs nie wykazata roznic w poziomie mielinizacji aksonéw przez oligodendrocyty
odroznicowane z mGRPs-NRG-1 typ I, mGRPs-RFP, i mGRPs nietransdukowane. Aksony w hodowli
natywnych, nie transdukowanych mDRGs pozostawaly niezmielinizowane (Rye. 16).
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Rycina 15. Reprezentatywne zdjecia wspothodowli mysich progenitorow 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 neuronéw ze zwojow korzeni grzbietowych (mDRGs). Komorki barwiono
immunocytochemicznie i obrazowano w mikroskopie fluorescencyjnym w celu uwidocznia antygenow
charakterystycznych dla neuronéw (B-tubulina III*) oraz mielinizujacych oligodendrocytow (MBP"), i biatka
reporterowego RFP. Czerwone strzatki wskazuja przyblizenia obszaré6w mielinizacji aksonéw przez
oligodendrocyty. Zdjecia wykonywano przy wzbudzeniu fluorochroméw poprzez uzycie wigzki $wiatta o dtugosci
488 nm (kolor zielony), 546 nm (kolor czerwony; RFP) i 633 nm (kolor biaty). Jadra komoérkowe wybarwiono
DAPI (dtugo$¢ wiazki $wiatlta wzbudzenia: 405 nm, kolor niebieski). Pojedyncze hodowle mGRPs i mDRGs
przedstawiono, jako kontrole. Zdjgcia wykonano na komoérkach w drugim pasazu po transdukcji. Hodowle
prowadzono w warunkach stymulujacych réznicowanie mGRPs. Skala 200 um.

z 87
0
[ =
8 ns
= 6-
=
S
IS
(=
8 27
£
N
o\°0_
N 4 o' 2
N & < £
N Q% & & O
< L Fee €
L@ 09 &0
MY LS
&0‘2' x & *

Rycina 16. Analiza poziomu mielinizacji aksonow przez zréznicowane mGRPs transdukowane wektorem HIV-
SFFV-NRG-1 typ [-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 aksonow (mDRGs). Wyniki przedstawiono, jako $rednie arytmetyczne = odchylenia standardowe
(SD) z dwoch powtdrzen biologicznych, w ramach, ktérych wykonano po trzy powtorzenia techniczne. Analizy
wykonano na komoérkach w drugim pasazu po transdukeji. Poziom istotnosci < 0,05 przyjmowano za statystycznie
istotny; ns, brak istotnosci statystyczne;j.

Podsumowujac ten etap badan, transdukcja mGRPs wektorem HIV-SFFV-NRG-1 typ I-IRES-
mRFP jest mozliwa. W hodowli transdukowanych mGRPs obserwowane sg komoérki o fenotypie
progenitorow glejowych, zachowujacych zdolnos$¢ do réznicowania w mielinizujace oligodendrocyty.
Nie stwierdzono negatywnego wplywu samego wektora lentiwirusowego ani procedury transdukcji na
tempo wzrostu i przezywalnos¢ mGRPs. Nie stwierdzono obecnosci neureguliny-1 w komorkach oraz
na ich powierzchni. Jednak populacja mGRPs z nadekspresja NRG-1 typ I cechuje si¢ istotnym
spadkiem tempa wzrostu w stosunku do komorek kontrolnych, a pomigdzy poszczegdlnymi probami
transdukcji wystepuje zmiennos$¢ zarowno pod katem ekspresji NRG-1 typ I, jak i biatka reporterowego.
Co wiecej, identyfikacja biatka reporterowego, na przekroju kolejnych pasazy po transdukeji, jest
problematyczna, z uwagi na zastosowanie wektora bicistronowego z sekwencja IRES (Rozdz. 6.3.).
Uzyskanie za pomocg wektora HIV-SFFV-NRG-1 typ I-IRES-mRFP wystarczajacej liczby mGRPs ze
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stabilng nadekspresja egzogennej NRG-1 typu I do przeprowadzenia dalszych badan wydaje si¢ zatem
niemozliwe.

5.3. Nadekspresja NRG-1 w mGRPs z uzyciem systemu lentiwirusowych czqstek aktywacyjnych

Wobec niepowodzen zwigzanych wywolaniem stabilnej nadekspresji NRG-1 przy uzyciu
tradycyjnych lentiwirusowych wektorow ekspresyjnych, w kolejnym etapie badan podjeto probe
wywotania w mGRPs nadekspresji endogennego genu NRG-1. W tym celu wykorzystano system
lentiwirusowych czastek aktywacyjnych (LAPs). W grupie eksperymentalnej mGRPs transdukowane
byly mieszaning NRG-1-LAPs. Rownolegle przygotowywane byly trzy kontrole: (i) mGRPs
transdukowane mieszaning Control-LAPs; (i) mGRPs transdukowane copGFP-LAPs; (iii)) mGRPs
nietransdukowane. Eksperymenty przeprowadzono w trzech powtorzeniach biologicznych, w dwoch
powtorzeniach technicznych.

W kolejnym pasazu po transdukcji LAPs (pasaz 2), komorki obrazowane byty w mikroskopie
swietlnym oraz, w przypadku mGRPs transdukowanych copGFP-LAPs, dodatkowo w mikroskopii
fluorescencyjnej. Cze§¢ komorek przeznaczonych zostalo na analizy Western Blot w kierunku
identyfikacji neureguliny-1. Wyniki zaprezentowano na Rye. 17.

mGRPs P2

Transdukcja

Odklejanie sie
i Smier¢ komoérek

——— Odklejanie sie
i Smieré komaérek

- Beta-aktyna
~42 kDA

- Neuregulina-1
~34 kDA

Rycina 17. Podsumowanie transdukcji mGRPs lentiwirusowymi czastkami aktywacyjnymi (LAPs). Analiza
jakosciowa oparta na obrazowaniu w $wietle przechodzacym nie wykazata réznic morfologicznych pomigdzy
grupami komoérek w eksperymencie. Komorki mGRPs transdukowane copGFP-LAPs wykazywaly ekspresje
fluorescencyjnego biatka reporterowego (copGFP, kolor zielony). Rownolegle przeprowadzona analiza Western
blot nie wykazata wzrostu poziomu ekspresji biatka neureguliny-1 w zadnym z badanych uktadow. Selekcja

&3



antybiotykowa powodowata odklejanie si¢ i $mier¢ mGRPs transdukowanych NRG-1-LAPs i Control-LAPs.
Komodrki mGRPs transdukowane copGFP-LAPs z ekspresja bialka reporterowego wykazaly oporno$¢ na
zastosowany antybiotyk i nie odkleitly si¢. Zdjecia wykonywano w $wietle przechodzacym oraz przy wzbudzeniu
fluorochromu poprzez uzycie wigzki $wiatla o dtugosci 488 nm (kolor zielony; copGFP). Skala 100 um.

Podsumowujgc ten etap badan, jednoczesna transdukcja mGRPs trzema wektorami
lentiwirusowymi wchodzacymi w sktad systemu lentiwirusowych czastek aktywacyjnych (LAPs)
okazala si¢ nieskuteczna. W zwigzku z tym proba wywotania w mGRPs nadekspresji endogennej NRG-
1 nie powiodla sig.

5.4. Suplementacja mGRPs egzogenng neureguling-1

W celu sprawdzenia wplywu stymulacji endogenng neureguling-1 na wtasciwosci mGRPs in
vitro, w ostatnim etapie badan przeprowadzono hodowle mGRPs w standardowej pozywce hodowlane;j
GRP Medium + bFGF, suplementowanej dodatkowo rekombinowanym peptydem neureguling-1
(rmNRG-1). Peptyd przetestowany zostat w dwoch stezeniach: 10 ng/ml oraz 50 ng/ml. Czg¢s¢ badan
miala charakter wstepny i s obecnie kontynuowane.

5.4.1. Ocena wplywy neureguliny-1 na fenotyp mGRPs

W celu porownania fenotypu mGRPs suplementowanych neureguling-1 i mGRPs
niesuplementowanych wykonano barwienia immunocytochemiczne komorek w  kierunku
uwidocznienia charakterystycznych antygenow progenitoréw glejowych: NG2, A2BS, OLIG1, OLIG2,
komorek glejowych (GFAP) i mielinizujacych oligodendrocytow (MBP™). Analiza sugeruje, ze komorki
suplementowane zachowuja charakter progenitorow glejowych (NG2*, A2B5, OLIG1", OLIG2"). We
wszystkich badanych populacjach stwierdzono obecnos¢ komoérek GFAP*. W zadnej z badanych
populacji nie stwierdzono obecnosci dojrzatych oligodendrocytéw o fenotypie MBP* (Rye. 18).
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mGRPs + rmNRG-1 mGRPs + rmNRG-1 mGRPs
10 ng/ml 50 ng/ml niesuplementowane

Rycina 18. Reprezentatywne zdjgcia z trzech niezaleznych hodowli mysich progenitoréow glejowych (mGRPs)
suplementowanych peptydem rmNRG-1 w stezeniu 10 ng/ml oraz 50 ng/ml, w stosunku do komorek kontrolnych
(niesuplementowanych). Komorki barwiono immunocytochemicznie i obrazowano w mikroskopie
fluorescencyjnym w celu uwidocznia charakterystycznych antygenow progenitorow glejowych (A2B5*, NG2*,
OLIG1" i OLIG2") oraz dojrzatych oligodendrocytow (MBP"), a takze komorek GFAP*. Zdjecia wykonywano
przy wzbudzeniu fluorochroméw poprzez uzycie wiagzki §wiatta o dlugosci 488 nm (kolor zielony) i 546 nm (kolor
czerwony). Jadra komorkowe wybarwiono DAPI (dtugo$¢ wigzki §wiatta wzbudzenia: 405 nm, kolor niebieski).
Hodowle prowadzono w pozywce GRP Medium + bFGF. Skala 100 pm.

5.4.2. Ocena wplywu neureguliny-1 na proliferacie mGRPs

W celu sprawdzenia, czy suplementacja neureguling-1 wplywa na proliferacjc mGRPs,
wykonana zostata analiza ekspresji antygenu charakterystycznego dla komorek dzielacych sig¢ - Ki67.
Obecnos¢ komorek dzielgeych si¢ stwierdzono w kazdej z trzech populacji mGRPs: suplementowanych
peptydem rmNRG-1 w stezeniu 10 ng/ml, 50 ng/ml, i kontrolnych (niesuplementowanych) (Rye. 19A).
Analiza ilosciowa wykazata statystycznie istotny wzrost liczby komorek Ki67* w populacji mGRPs
suplementowanych peptydem rmNRG-1 w stgzeniu 50 ng/ml w stosunku do mGRPs
niesuplementowanych (kontrolnych) (p=0,0015) (Ryc. 19B).
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Rycina 19. Analiza wptywu neureguliny-1 na proliferacj¢ mysich progenitorow glejowych (mGRPs). (A) Analiza
jakosciowa — reprezentatywne zdjecia hodowli mGRPs suplementowanych peptydem rmNRG-1 w stgzeniach 10
ng/ml oraz 50 ng/ml, w stosunku do komoérek kontrolnych (niesuplementowanych). Komoérki barwiono
immunocytochemicznie w celu uwidocznia antygenu charakterystycznego dla komorek dzielacych sie (Ki67™;
biale strzatki). Zdjgcia wykonywano przy wzbudzeniu fluorochromu poprzez uzycie wiazki $wiatta o dlugosci 546
nm (kolor czerwony). Jadra komorkowe wybarwiono DAPI (dtugos$¢ wiazki swiatta wzbudzenia: 405 nm, kolor
niebieski). Hodowle prowadzono w pozywce GRP Medium + bFGF. Skala 100 pm. (B) Analiza ilo$ciowa —
wzgledna liczba komorek dzielacych si¢ (Ki67") w hodowli mGRPs suplementowanych rmNRG-1 w stezeniu 10
ng/ml oraz 50 ng/ml, w stosunku do komorek niesuplementowanych. Wyniki przedstawiono jako $rednie
arytmetyczne + odchylenia standardowe (SD) z trzech powtdérzen biologicznych, w ramach ktorych wykonano po
trzy powtdrzenia techniczne. Stwierdzono statystycznie istotne réznice pomigdzy mGRPs suplementowanymi
rmNRG-1 w stezeniu 50 ng/ml a niesuplementowanymi (p=0,0015). Poziom istotnosci < 0,05* przyjmowano za
statystycznie istotny. **0,01 > p > 0,001; ns, brak istotno$ci statystyczne;j.

5.4.3. Ocena wplywu neureguliny-1 na zdolnosci mielinizacyjne mGRPs

W celu oceny wptywy suplementacji rmRNG-1 na zdolno$ci mielinizacyjne mGRPs, wykonane
zostaty wspothodowle z mDRGs, w warunkach stymulujacych réznicowanie mGRPs (w pozywce
hodowlanej pozbawionej bFGF). Obrazy oceniano przy pomocy barwienia immunocytochemicznego z
uzyciem przeciwciat skierowanych przeciwko antygenom charakterystycznym dla mielinizujacych
oligodendrocytow (MBP™) oraz neurondéw (B-tubulina IIT"). Analiza jako$ciowa wykazata, ze podczas
hodowli w pozywce stymulujacej réznicowanie komorek, suplementacja neureguling-1 upo$ledza
roznicowanie mGRPs do dojrzatych oligodendrocytow o fenotypie MBP', a efekt ten jest niezalezny od
obecnosci w hodowli neuronéw (mDRGs) (Rye. 20).
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mGRPs + 10 ng/ml rmNRG-1
+ mDRGs mGRPs + 10 ng/ml rmNRG-1

mGRPs + 50 ng/ml rmNRG-1
+ mDRGs mGRPs + 50 ng/ml rmNRG-1

mGRPs niesuplementowane

+ mDRGs mGRPs niesuplementowane

Rycina 20. Reprezentatywne zdjecia wspothodowli mGRPs suplementowanych neureguling-1 w stezeniach 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. Komorki barwiono immunocytochemicznie i obrazowano w mikroskopie
fluorescencyjnym w celu uwidocznia antygenu charakterystycznego dla neuronéow (B-tubulina III) oraz
mielinizujacych oligodendrocytow (MBP"). Zdj¢cia wykonywano przy wzbudzeniu fluorochroméw poprzez
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uzycie wigzki $wiatta o dlugosci 488 nm (kolor zielony) i 546 nm (kolor czerwony). Jadra komoérkowe wybarwiono
DAPI (dtugos¢ wiazki swiatla wzbudzenia: 405 nm, kolor niebieski). Pojedyncze hodowle mGRPs i mDRGs
przedstawiono, jako kontrole. Zdjecia wykonano na komérkach w drugim pasazu po rozpoczeciu suplementacji
rmNRG-1. Hodowle prowadzono w warunkach stymulujacych réznicowanie mGRPs. Skala 200 um.

5.4.4. Ocena wptywu neureguliny-1 na zdolnosci migracyjne mGRPs

Jako ostatnie zaprezentowane sa wyniki badan wstepnych, dotyczacych analizy zdolnosci
migracyjnych mGRPs suplementowanych neureguling-1 przeprowadzonej za pomocg cyfrowej
holograficznej mikroskopii bezsoczewkowej (LDHM), uzyskane we wspotpracy z Zespotem Dr. hab.
inz. Macieja Trusiaka (Instytut Mikromechaniki i Fotoniki Wydziatlu Mechatroniki Politechniki
Warszawskiej). W momencie powstawania niniejszej rozprawy doktorskiej eksperymenty zostaty
przeprowadzone w  jednym = powtdrzeniu  biologicznym dla  komorek  kontrolnych
(niesuplementowanych) i suplementowanych rmNRG-1 w stezeniach 10 ng/ml oraz 50 ng/ml. Dalsze
badania sg w toku.

Analize obrazdéw rozpoczeto od przypisania komoérek do jednej z czterech grup, w zaleznosci
od predkosci migracji: powolne (< 0,05 pm/min), posrednie (0,05-0,2 pm/min), szybkie (0,2-0,5
um/min) i bardzko szybkie (> 0,5 um/min). Reprezentatywne fragmenty rekonstrukcji holograficznych
uzyskanych dla komoérek niesuplementowanych i suplementowanych rmNRG-1 w st¢zeniach 10 ng/ml
oraz 50 ng/ml przedstawiono na Ryc. 21.

natywny hologram rekonstrukcja migracji

niesuplementowane:

e powolne (< 0,05 um/min)
posrednie (0,05-0,2 pm/min)

e szybkie (0,2-0,5 um/min)

@ bardzko szybkie (> (0,5 pm/min)
$ciezka ruchu (ostatnie 100 min)

+10 ng/ml rmNRG-1:

e powolne (< 0,05 pm/min)
posrednie (0,05-0,2 pm/min)

e szybkie (0,2-0,5 pm/min)

® bardzko szybkie (> 0,5 pm/min)
$ciezka ruchu (ostatnie 100 min)

+50 ng/ml rmNRG-1:

e powolne (< 0,05 um/min)
posrednie (0,05-0,2 um/min)

® szybkie (0,2-0,5 pm/min)

® bardzko szybkie (> 0,5 pm/min)
$ciezka ruchu (ostatnie 100 min)
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Rycina 21. Reprezentatywne fragmenty rekonstrukcji holograficznych migrujacych mGRPs kontrolnych
(niesuplementowane), suplementowanych neureguling-1 w st¢zeniach 10 ng/ml (+10 ng/ml rmNRG-1) i 50 ng/ml
(+50 ng/ml rmNRG-1), w 10 godzinie obrazowania za pomoca LDHM. W zaleznosci od predkosci migracji
komorki w kazdej z trzech populacji przypisywano do jednej z czterech grup: powolne (< 0,05 pm/min), posrednie
(0,05-0,2 um/min), szybkie (0,2-0,5 pm/min) i bardzko szybkie (> 0,5 um/min). Skala 100 pm.

Wyniki badan sugeruja, ze $rednia powierzchnia zajmowana przez pojedyncze komoérki w
obrebie trzech badanych populacji byta porownywalna i wynosita ok. 170 pm? (Rye. 22A). Wstepne
pomiary predkosci komoérek zwracajg natomiast uwage na potencjalnie nizszg Srednig predkosé
komorek suplementowanych peptydem rmNRG-1 w stezeniach 10 ng/ml i 50 ng/ml (0,125-0,25
um/min) w porownaniu do $redniej dla komoérek niesuplementowanych (0,5-0,75 wm/min) przez caty
okres pomiaru (Ryc. 22B).

Dalsze analizy sugerujg, iz w momencie rozpoczecia pomiaru ok. 63% komorek kontrolnych
stanowily komorki bardzo szybkie, w potowie okresu pomiarowego frakcja ta spadata do ok. 44%, a z
koncem pomiaru wracata do poziomu z poczatku pomiaru W momencie rozpoczgcia pomiaru szybkie
komorki kontrolne stanowily ok. 30% catkowitej populacji komorek kontrolnych, w polowie okresu
pomiarowego frakcja ta wzrastata do ok. 35%, a z konicem pomiaru spadata do 25%. Frakcja komorek
kontrolnych o posredniej predkosci wynosita ok. 10% na poczatku badania, 18% w potowie, i ponownie
ok. 10% na koncu badania. Z kolei frakcja powolnych komorek kontrolnych stanowita nie wigcej niz
3% przez caty okres pomiaru (Rye. 22C).

W momencie rozpoczgcia pomiaru ok. 12% komorek suplementowanych 10 ng/ml rmNRG-1
stanowily komorki bardzo szybkie, w polowie okresu pomiarowego frakcja ta spadata do ok. 5%, a z
koncem pomiaru wzrastata do ok 10%. W momencie rozpoczecia pomiaru szybkie komorki stanowily
ok. 34% catkowitej populacji komoérek suplementowanych 10 ng/ml rmNRG-1, w polowie okresu
pomiarowego frakcja ta spadata do ok. 20%, a z koncem pomiaru wzrastata do ok. 32%. Frakcja
komorek suplementowanych 10 ng/ml rmNRG-1 o posredniej predkosci wynosita ok. 48% na poczatku
badania, 63% w potowie, i ok. 51% na koncu badania. Z kolei frakcja powolnych komorek
suplementowanych 10 ng/ml rmNRG-1 stanowita ok. 4% na poczatku pomiaru, ok. 12% w potowie, i
ok. 8% na koncu pomiaru (Rye. 22C).

Z kolei przez caly okres pomiaru ok. 2-3% komorek suplementowanych 50 ng/ml rmNRG-1
stanowily komorki bardzo szybkie. W momencie rozpoczgcia pomiaru szybkie komorki stanowity ok.
20% catkowitej populacji komodrek suplementowanych 50 ng/ml rmNRG-1, w polowie okresu
pomiarowego frakcja ta spadata do ok. 8%, a z koncem pomiaru wzrastata do ok. 12%. Frakcja komorek
suplementowanych 50 ng/ml rmNRG-1 o posredniej predkosci wynosita ok. 65-69% przez caly okres
badania. Z kolei frakcja powolnych komorek suplementowanych 50 ng/ml rmNRG-1 stanowita ok. 3%
na poczatku pomiaru, ok. 23% w potowie, i ok. 20% na koncu pomiaru (Rye. 22C).

Reasumujac, komorki bardzo szybkie stanowily najmniejszy procent populacji mGRPs
suplementowanych neureguling-1 w stezeniu 50 ng/ml. W populacji mGRPs +50 ng/ml rmNRG-1
stwierdzono takze najwigkszy procent komorek o posredniej predkosci.
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Rycina 22. Wyniki wstepne analizy migracji mGRPs suplementowanych neureguling-1 w st¢zeniach 10 ng/ml
(+10 ng/ml rmNRG-1) i 50 ng/ml (+50 ng/ml rmNRG-1), w poroéwnaniu do kontrolnych mGRPs
(niesuplementowane), przeprowadzonej z uzyciem LDHM. (A) Srednia powierzchnia zajmowana przez
pojedyncze komorki. Pomiary sugeruja, iz Srednia powierzchnia zajmowana przez mGRPs w obrebie wszystkich
trzech populacji byta podobna i wynosita ok. 170 pm2 (B) Srednia predko$¢ komérek. Analiza wstepna
sugeruje, iz przez caly okres pomiaru $rednia predkos¢ mGRPs niesuplementowanych byta wyzsza niz mGRPs
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suplementowanych rmNRG-1. Liniami ciggtymi oznaczono trendy. (C) Procent komérek w danym zakresie
predkosci. W zaleznosci od predkosci komoérki w kazdej z trzech populacji przypisywano do jednej z czterech
grup: powolne (< 0,05 pm/min), posrednie (0,05-0,2 um/min), szybkie (0,2-0,5 pm/min) i bardzko szybkie (> 0,5
pm/min). Liniami przerywanymi (mGRPs niesuplementowane), ciaglymi (mGRPs +10 ng/ml rmNRG-1) i
kropkowanymi (mGRPs +50 ng/ml rmNRG-1) oznaczono trendy w kazdej grupie. Przedstawione wyniki oparto
na jednym powtorzeniu biologicznym. Hologramy zapisywane byly w odstepie 5 sekund. Czas pomiaru wynosit
25 godzin.

Podsumowujac ostatni etap badan, stwierdzono, ze suplementacja mGRPs egzogennym
peptydem neureguling-1 ma zréznicowany wptyw na wilasciwosci komorek w hodowli in vitro. W
warunkach hamujacych réznicowanie komorek (pozywka GRP Medium + bFGF), w hodowli mGRPs
suplementowanej neureguling-1 wykazano obecno$¢ progenitorow glejowych i brak dojrzatych
oligodendrocytow. W tych samym warunkach stwierdzono takze, ze neuregulina-1 w stezeniu 50 ng/ml
istotnie zwigksza liczbe komorek proliferujacych w hodowli. Ponadto wykazano, ze w warunkach
stymulujacych réznicowanie mGRPs (pozywka DRG Medium + NGF; brak bFGF) suplementacja
neureguling-1 zmniejszata poziom réznicowania mielinizujacych oligodendrocytow, a efekt widoczny
byt zarowno w hodowli samych mGRPs, jak i we wspothodowli z neuronami. Ostatecznie,
przeprowadzona wstepna analiza migracji pojedynczych komorek sugeruje, ze w warunkach
hamujacych réznicowanie suplementacja neureguling-1 spowalnia migracj¢ komoérek w hodowli
mGRPs.

Na podstawie wstgpnych wynikow badan wydaje si¢, ze suplementacja mGRPs egzogennym
rekombinowanym peptydem neureguling-1 zmieniata fenotyp mGRPs i zwigkszala ich proliferacje, ale
pogarszata zdolnosci migracyjne. Efekt ten mogl by¢ zalezny zarowno od stezenia peptydu, jak i od
warunkow hodowli. Dalsze badania sg w toku.
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6. Dyskusja

W przesztosci komorki glejowe uznawano za pomocnicze wzgledem neurondw, traktowanych
jako zasadniczy element funkcjonalnego ukladu nerwowego. Ten pierwotny dogmat mial swoje
poczatki w badaniach Rudolfa Virchowa opublikowanych w ksigzce ,,Die Cellularpathologie” z 1856
roku (https://www.gutenberg.org/cache/epub/44921/pg44921-images.html; stan na dzien 21.04.2023), i
na lata przypisat glejowi wylgcznie funkcje pasywnej tkanki tgcznej, stanowigcej rusztowanie i zrodto
sktadnikow odzywczych dla neuronow. Jednak pozniejsze badania zwrdcity uwage na réznorodnosé
komoérek glejowych, jak i mnogo$¢ petlionych przez nie funkcji. Odkryty zostal m.in. udziat
astrocytow, oligodendrocytow i komorek Schwanna w regeneracji ukladu nerwowego po
uszkodzeniach, zaangazowanie mikrogleju w regulacj¢ odpowiedzi immunologicznej, oraz udziat
ependymocytow w tworzeniu plynu mozgowo-rdzeniowego i formowaniu BBB. Przeptyw ,.fal
wapniowych”, umozliwiajacy transmisj¢ sygnalu pomigdzy astrocytami, poréwnany zostal do
przewodnictwa elektrycznego w sieciach neuronalnych (Volterra, Liaudet i Savtchouk, 2014; Stobart i
in., 2018). Pierwotna ,,doktryna neuronu” z czasem zacze¢ta ustgpowac miejsca ,,glio-centrycznosci”,
zwracajacej wickszg uwage na homeostaze pomigdzy poszczegolnymi komorkami tkanki nerwowej i
na wspoétudziat zarowno neurondw, jak i gleju w procesy poznawcze, mechanizmy uczenia si¢ i pamigci
(Robertson, 2018). W ostatnich latach szczegolne zainteresowanie wzbudzajg takze eksperymentalne
terapie komérkowe oparte o przeszczepy egzogennych komoérek glejowych u pacjentéw cierpigcych na
choroby demielinizacyjne (Srivastava, Bulte, Walczak i Janowski, 2018).

W niniejszych rozprawie doktorskiej podjalem badania nad udziatem GRPs w regeneracji OUN.
GRPs stanowig subpopulacje komorek glejowych, charakteryzujaca si¢ zdolnoscia do samoodnowy i
roznicowania zaréwno w OPCs, bedacymi bezposrednimi prekursorami oligodendrocytéw, oraz w
prekursory astrocytow, o zdolno$ci do réznicowania w astrocyty typu I i typu II (Raff, Miller i Noble,
1983). GRPs wystepuja w obrebie OUN na etapie rozwoju ptodowego i po urodzeniu organizmu,
wspottworzagc homeostaze w populacji komoérek glejowych, stanowigc zrédlo mielinizujgcych
oligodendrocytow oraz uczestniczac w odpowiedzi immunologicznej i transmisji synaptycznej (Bergles
1in., 2000; Lin i Bergles, 2004; Rasband i Macklin, 2012; Falcao i in., 2018). Jak dowiodly badania Rao
i wsp., w warunkach in vitro zachowuja one zdolnos$¢ do réznicowania przez relatywnie dtugi czas (Rao,
Noble i Mayer-Proschel, 1998). Z kolei eksperymenty zespotu Mayer-Proschela wykluczyty posiadanie
przez nie zdolnoséci do réznicowania w neurony, nawet w przypadku transplantacji w okolice nisz
neurogennych w mozgach dorostych osobnikow (Herrera i in., 2001). Wydaje si¢, zatem, ze GRPs
stanowig populacje¢ posrednig pomiedzy NSCs, a niedojrzatymi komoérkami glejowymi.

Liczne badania dowiodly przydatnosci GRPs w leczeniu chordb demielinizacyjnych i
zwigzanych bezposrednio z uszkodzeniem neuronéw, m.in. w leukodystrofiach, stwardnieniu
zanikowym bocznym i urazach rdzenia kregowego (Goldman, 2017). Jednak, jak sugeruja poprzednie
badania naszego zespolu, zasadniczym ograniczeniem zastosowania terapeutycznego GRPs jest ich
niski potencjal migracyjny oraz wzglednie dlugi czas niezbedny do wykazania potencjatu
mielinizacyjnego przez zréoznicowane z nich oligodendrocyty (Lyczek i in., 2017; Srivastavaiin., 2018;
Stanaszek 1 in.,, 2021), w szczego6lnosci po przeszczepie do niesprzyjajacego, ,,wrogiego”
mikro$rodowiska chorobowego, jak zademonstrowano w naszych poprzednich badaniach (Stanaszek 1
in., 2022). W zwigzku z tym, celem badan, stanowiacych podstaw¢ mojej rozprawy doktorskiej, byto
zwigkszenie potencjatu migracyjnego i mielinizacyjnego mGRPs. W tym celu zaplanowane zostato
wywotanie w mGRPs nadekspresji NRG-1. Jak wykazaty liczne badania, jest ona zaangazowana w
mielinizacje¢ na poziomie rozwoju ptodowego i remielinizacj¢ po urodzeniu, oraz dojrzewanie i migracjg
oligodendrocytow. Jako no$niki genetyczne wykorzystatem z kolei wektory lentiwirusowe, skuteczne
w wywolywaniu stabilnych nadekspresji genetycznych w komdrkach eukariotycznych (Tolmachov,
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Tolmachova i A., 2011). Ostatni, niezrealizowany etap badan, zaktadat eksperymenty in vivo, w tym
analiz¢ potencjatu terapeutycznego mGRPs z nadekspresja NRG-1 (mGRP-NRG-1) w mysim modelu
leukodystrofii - myszach shiverer (Readhead i in., 1987).

6.1. Optymalizacja warunkow izolacji i hodowli mGRPs

W moich badaniach, izolacja mGRPs przeprowadzona zostata z tkanki nerwowej z plodow
myszy w 13-14 dniu rozwoju ptodowego. Ptod stanowi relatywnie wszechstronne zrodto komorek
progenitorowych, umozliwiajgcych bezposrednie zatozenie hodowli pierwotnej w warunkach in vitro
(Fujiki i in., 2009). W poréwnaniu do komorek z tkanek osobnika dorostego, komorki z tkanek ptodu
cechuje wyzszy potencjat proliferacyjny i wicksza podatno$¢ na czynniki stymulujace réznicowanie
(Bhattacharya, 2004). Z kolei, w pordwnaniu do izolacji i roznicowania ESCs oraz zastosowania iPSCs,
hodowla pierwotna pozwala znacznie szybciej uzyskac¢ pozadane populacje komoérek progenitorowych,
a poszczegdlne komorki przechodza przez mniej stadiow posrednich przed osiggnigciem peinej
dojrzatosci. Ogranicza to ryzyko pojawienia si¢ niepozadanych zmian genetycznych i epigenetycznych,
co ma szczegodlnie duze znaczenie w przypadku potencjalnego zastosowania klinicznego. Co wiecej,
jesli przeszczepione do pacjenta zostang nie w pelni zréznicowane ESCs 1 iPSCs istnieje rowniez ryzyko
nowotworzenia, z uwagi na ich nieograniczony potencjat proliferacyjny. Jednakze, w poréwnaniu do
ESCs i iPSCs, nizszy potencjal proliferacyjny komorek progenitorowych, takich jak GRPs, moze
utrudnia¢ uzyskanie ich wystarczajacej liczby na potrzeby terapeutyczne (Homem, Repic i Knoblich,
2015). W moich badaniach, tkanka nerwowa z ptodu wydawata si¢, zatem optymalnym wyborem
pomiedzy czasem hodowli wymaganym do uzyskania funkcjonalnych GRPs, a zachowaniem przez nie
zdolnosci do proliferacji i potencjatu terapeutycznego, zwigzanego ze zdolnoscig do réznicowania w
funkcjonalne komorki glejowe. Warto jednak zaznaczy¢, ze o ile uzycie tkanek z plodow jest
akceptowalne w przypadku badan podstawowych, to wzbudza jednak watpliwosci natury etycznej, a
zatem, w przypadku ewentualnego zastosowania klinicznego, bardziej wskazane bytoby wykorzystanie
alternatywnego zroédta GRPs.

Z kolei jako bezposrednie zrédto GRPs wybratem rozwijajacy si¢ mozg, mimo, iz na poziomie
rozwoju plodowego obecno$¢ GRPs stwierdzono takze w rozwijajacym si¢ rdzeniu kregowym.
Podyktowane jest to faktem istnienia pewnych réznic w rozwoju prekursorow komorek glejowych
podczas rozwoju zarodkowego pomig¢dzy mozgiem i rdzeniem kregowym (Vallstedt, Klos 1 Ericson,
2005). Roznice te zwigzane sg zardowno z czynnikami wewnetrznymi, takimi jak profil transkrypcyjny
dojrzewajacych komorek, jak i zewnetrznymi, takimi jak ekspozycja na czynniki troficzne i wzrostowe
oraz wlasciwosci macierzy zewngtrzkomorkowej w danym obszarze (Finkel i in., 2021). W efekcie,
pomiedzy GRPs wyizolowanymi z mézgu, a GRPs z rdzenia kregowego mogg istnie¢ réznice w
przezywalnosci i fenotypie in vitro oraz zdolno$ci do migracji i integracji po przeszczepie. Hodowla
pierwotna zatozona z komorek z konkretnego, zdefiniowanego obszaru dojrzewajagcego OUN powinna
cechowac sig, zatem wyzszym stopniem homogennosci anizeli potaczona frakcja komorek z moézgu i
rdzenia kregowego.

Selektywna hodowla in vitro mGRPs w moich badaniach prowadzona byla w
wystandaryzowanej pozywce hodowlanej, w sklad ktoérej wchodzit m.in. bFGF oraz heparyna.
Obecnos$¢ bFGF jest niezbedna w trakcie roznicowania si¢ komodrek glejowych na poziomie rozwoju
zarodkowego (Sugimori i in., 2008), oraz w procesie roznicowania ESCs (Nistor i in., 2005) 1 iPSCs do
progenitorow glejowych (Wang i in., 2013c). Obecnos¢ bFGF w pozywce hodowlanej umozliwia
utrzymanie GRPs w stanie progenitorowym, gdyz jak wskazujg badania, progenitory glejowe
umieszczone w pozywce bez tego czynnika rdznicujg w oligodendrocyty w ciaggu 3 dni (McKinnon,
Matsui, Dubois-Dalcq i Aaronsont, 1990; McKinnon i in., 1993). W swoich badaniach rowniez
stwierdzilem réznicowanie si¢ mGRPs do dojrzatych oligodendrocytow in vitro po umieszczeniu
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komoérek w pozywce hodowlanej bez bFGF. Z kolei, jak wykazat Stringer i wsp., heparyna stymuluje
wzrost GRPs i stanowi unikatowy marker progenitorow linii glejowej (Stringer i in., 1999).

Przeprowadzona przeze mnie analiza fenotypowa populacji uzyskanej z hodowli pierwotne;j
natywnych mGRPs wskazuje na pewien poziom heterogenno$ci uzyskanych komorek, gdyz obok
glejowo-specyficznych  komoérek  progenitorowych — zaobserwowatem  takze  progenitory
oligodendrocytéw i niedojrzate oligodendrocyty. Podobnej obserwacji dokonal zespoét Macieja
Kurpisza, przeprowadzajac analiz¢ cytometryczng komorek w hodowlach pierwotnych GRPs
izolowanych z myszy i psow, oraz linii komérkowej QSV40 ludzkich komorek glejowych. W przypadku
mGRPs, badania wykazaly m.in. ekspresje jednego z antygendw progenitorow glejowych, A2BS5, przez
70,7% komorek w hodowli, i brak komorek z ekspresjg polisialowanej neuralnej czasteczki adhezyjnej
(PSA-NCAM", ang. polysialylated neural cell adhesion molecule) - antygenu komorek neuralnych, oraz
brak komérek GFAP*. Nalezy jednak zaznaczy¢, iz w przytoczonych badaniach Zzrédtem mGRPs byta
tkanka nerwowa z rdzenia kregowego ptodéw myszy (Klimczak i in., 2019). Z kolei heterogenny profil
fenotypowy komoérek w hodowli natywnych mGRPs uzyskanych w mojej pracy pokrywat si¢ z
fenotypem mGRPs z rozwijajacego si¢ mozgu plodow myszy zademonstrowanym w pracy Lyczek i
wsp., gdzie, w wyniku analizy immunocytochemicznej, rowniez stwierdzono obecnos¢ progenitorow
glejowych o fenotypie A2B5*, NG2*, OLIG1®, OLIG2*, PDGFRo" i komoérek GFAP*, przy
jednoczesnym braku dojrzatych oligodendrocytow o fenotypie MBP* (Lyczek i in., 2017).

6.2. Wybor neureguliny-1

Badania zespolu Piotra Walczaka sugeruja, ze niemodyfikowane mysie progenitory glejowe
cechuje ograniczony potencjal migracyjny po przeszczepie allogenicznym, przy jednoczesnym
zachowaniu przez nie zdolnosci do réznicowania w mielinizujace oligodendrocyty (Lyczek i in., 2017).
Inne badania sugerujg natomiast, iz w przypadku przeszczepu ksenogenicznego, w warunkach in vivo
zdolno$¢ migracji progenitordw glejowych pochodzenia ludzkiego jest wysoka, jednakze czas ich
réznicowania w mielinizujace oligodendrocyty jest relatywnie dtugi w stosunku do czasu zycia myszy-
biorcow, stanowigcych model choroby demielinizacyjnej (Lepore i in., 2011; Lyczek i in., 2017). Warto
wydtuzenie zycia myszy shiverer, stanowigcych model leukodystrofii. Duze znaczenie dla skutecznosci
terapeutycznej GRPs w przypadku podania domdzgowego okazuje si¢ mie¢ miejsce ich iniekcji
(Windrem i in., 2008; Stanaszek i in., 2021). Natomiast iniekcje wielomiejscowe wydaja si¢ optymalng
strategia terapii komodrkowej z uzyciem psich GRPs (¢cGRPs) (wyniki wlasne, niecopublikowane).
Niesprzyjajace mikrosrodowisko w tkance objetej zwyrodnieniem moze jednak pogarszaé
funkcjonowanie i przezywalnos$¢ egzogennych komorek terapeutycznych (Hardison i in., 2006), czego
dowodzg takze nasze poprzednie badania, przeprowadzone w zwierzgcym modelu ALS (Stanaszek i in.,
2022). W zwigzku z tym, istotnym wydaje si¢ zwigkszenie potencjatu regeneracyjnego
przeszczepianych progenitorow glejowych poprzez ich modyfikacje w warunkach in vitro.

W niniejszej rozprawie doktorskiej podjatem probe modyfikacji mGRPs poprzez nadekspresje
genu kodujacego neureguling-1 oraz, niezaleznie, suplementacj¢ egzogennym rekombinowanym
peptydem - neureguling-1. Pewne doniesienia zwracajg bowiem uwage na zaangazowanie neureguliny-
1 w migracj¢ komorek glejowych i mielinizacjg OUN zaréwno w trakcie rozwoju zarodkowego (Le
Douarin i Dupin, 2003), jak rowniez w okresie dorostosci (Kataria, Alizadeh i Karimi-Abdolrezaee,
2019). Neuregulina-1 jest kluczowym biatkiem sygnalowym regulujacym wszystkie etapy rozwoju
komoérek Schwanna w obwodowym uktadzie nerwowym i oligodendrocytow w OUN. W przypadku
obwodowego uktadu nerwowego, neuregulina-1 stymuluje dojrzewanie NCCs w kierunku glejowym
(Shah, 1994), jak rowniez wptywa na dojrzewanie i migracj¢ komorek Schwanna (Miyamoto i in.,
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2017). Z kolei deficyt NRG-1 uniemozliwia powstanie prekursoréw komoérek Schwanna (Wolpowitz i
in., 2000).

W kontekscie przeciwdziatania wpltywowi na komoérki po przeszczepie wrogiego
mikrosrodowiska obszaru obje¢tego zwyrodnieniem uwage zwraca natomiast zdolnos¢ neureguliny-1 do
modulacji odpowiedzi immunologicznej. Eksperymenty Kataria i wsp. dowiodly, iz suplementacja
peptydem NRG-1 typu Bl tagodzi przebieg stwardnienia rozsianego poprzez regulacje aktywnos$ci
monocytow 1 makrofagéw, limfocytow Th1 i mikrogleju (Kataria i in., 2021). Z kolei badania Li i wsp.
pokazaty, ze suplementacja NRG-1 ogranicza nadmierng aktywacje¢ komorek mikrogleju, towarzyszaca
farmakologicznemu uszkodzenia mézgu (Li i in., 2015b).

Znamiennym jest jednak fakt, iz w wyniku ekspresji genu Nrg-/ u ludzi powsta¢ moze az ok.
33 roznych izoform biatkowych (Chou i Ozaki, 2010), réznigcych si¢ lokalizacja, a co za tym, idzie
funkcjami (Zhang i in., 2017b). U cztowieka sam gen Nrg-I ma dlugos¢ 2,6 Mpz i sklada si¢ z 21
egzondw, co realistycznie uniemozliwia jego catosciowe wklonowanie do pojedynczego wektora
ekspresyjnego. W przypadku nadekspresji dobor wyjsciowej sekwencji dla odpowiedniej izoformy
neureguliny-1 wydaje si¢ zatem kluczowy. Literatura przegladowa sugeruje istotny udziat typéw I 1 111
neureguliny-1 w dojrzewaniu i funkcjonowaniu komoérek mielinizujgcych 1 samej mielinizacji w OUN
(Mei i Xiong, 2008; Kataria, Alizadeh i Karimi-Abdolrezace, 2019). Brinkmann i wsp.
zademonstrowali, iz przej$ciowa nadekspresja zarbwno NRG-1 typu I, jak i NRG-1 typu III prowadzi
do hypermielinizacji w OUN (Brinkmann i in., 2008). Z kolei Stassart i wsp. pokazali, ze nadekspresja
zarowno NRG-1 typu I, jak i NRG-1 typu III wzmaga remielinizacj¢ po uszkodzeniu nerwow
obwodowych (Stassart i in., 2013). Zasadniczg r6éznicg pomig¢dzy typem I a typem III NRG-1 jest
organizacja N-konca, na ktorym, w przypadku typu I, obecna jest domena immunoglobulinowa,
pozwalajgca na oddzialywanie parakrynne oraz autoparakrynne. W przypadku typu III na N-koncu
obecna jest natomiast domena bogata w cysteing (CRD), a sama NRG-1 typu III zakotwiczona jest na
stale w btonie komoérkowej, co powoduje jej bezposrednie oddziatywanie na otaczajace komorki (Esper,
Pankonin 1 Loeb, 2006; Kataria, Alizadeh i Karimi-Abdolrezaee, 2019). W kontekscie nadekspresji
konkretnej izoformy NRG-1 w komorkach terapeutycznych stosowanych do przeszczepu w chorobach
demielinizacyjnych bardziej zasadnym wydaje si¢ zatem wybor typu I NRG-1. GRPs z nadekspresja
NRG-1 typu I mogltyby potencjalnie wydziela¢ syntetyzowane biatko na zewnatrz komorki, wplywajac
tym samym na endogenne komorki glejowe gospodarza i modulujac lokalne mikrosrodowisko
przeszczepu. Skutecznos$¢ takiej strategii zastosowania GRPs dowiedziona zostata przez Kondo i wsp.
w mysim modelu ALS, gdzie czynniki wydzielane przez egzogenne progenitory glejowe stymulowaty
endogenne mechanizmy neuroprotekcyjne (Kondo i in., 2014).

W pracy Jabtonskiej i wsp. takze podjeto probe poprawy wiasciwosci terapeutycznych GRPs,
zwigzanych z ich niewystarczajacg zdolno$cia do zasiedlania mozgu po podaniu dotetniczym. W tym
celu wywotano w mGRPs przejsciowa nadekspresje podjednostek a4 i B bardzo péznego antygenu 4
(VLA-4), ktory, po potaczeniu ze swoim ligandem — czastka adhezji komorkowej s$rddbtonka
naczyniowego typu pierwszego (VCAM-1), posredniczy w transporcie leukocytow przez naczynia.
Eksperymenty in vitro z uzyciem komory mikroprzeplywowej oraz przeszczepy w szczurzym modelu
udaru niedokrwiennego (MCAO) dowiodly zwigkszonej zdolnosci do adhezji i migracji mGRPs z
nadekspresja VLA-4 (Jablonska i in., 2018). Z kolei w celu zwigkszenia zdolno$ci astrocytow do
przeciwdziatania ekscytotoksycznos$ci zwigzanej z akumulacjg glutaminianiu po SCI, Li i wsp.
wykorzystali w swoich badaniach GRPs z nadekspresjg transportera glutaminianu 1 (GLT1).
Stransdukowane GRPs przeszczepione zostaty do obszaru lezji w odcinku szyjnym rdzenia kregowego,
gdzie réznicowaty w astrocyty, ktére odpowiedzialne sg za homeostaze glutaminianu. W poréwnaniu
do astrocytow zroznicowanych z nietransdukowanych GRPs, astrocyty z nadekspresjg GLT-1 istotnie
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zmniejszyly obszar lezji i zapobiegly odnerwieniu oraz utracie funkcji przepony (Li i in., 2015a).
Przytoczone badania dowodza mozliwosci skutecznej manipulacji genetycznej GRPs, umozliwiajacej
poprawe ich zdolnosci adhezyjnych i migracyjnych, oraz poprawe funkcji zréznicowanych z nich
komorek.

Jak zademonstrowano natomiast w pracy Xie i wsp., pozytywne efekty modyfikacji
genetycznych mozna zaobserwowac takze w przypadku OPCs. Ko-transplantacja OPCs z nadekspresja
czynnika regulatorowego mieliny (MRF) i komodrek Schwanna zwigkszyly mielinizacje i spowodowaty
czgsciowe przywrocenie funkcji lokomotorycznych u szczuréw z uszkodzonym rdzeniem krggowym.
Efekt terapeutyczny powiazany zostal z dzialaniem MRF, ktory zaangazowany jest w proces
dojrzewania oligodendrocytow 1 mielinizacje (Xie i in., 2016). Badanie dowodzi mozliwo$ci
zwigkszenia potencjalu mielinizacyjnego progenitoréw oligodendrocytow in vivo poprzez
synergistyczny efekt nadekspresji biatka zaangazowanego w proces mielinizacji i oddziatywania z
innym rodzajem komorek glejowych.

6.3. Wybor wektora lentiwirusowego

Wiasciwy dobor nosnika genetycznego stanowi kluczowy etap modyfikacji genetycznych
komorek. Przy doborze no$nika nalezy uwzgledni¢ m.in. typ modyfikowanej komorki, w tym
aktywnos$¢ endogennych promotorow, ktora, w przypadku konstytutywnych ekspresji, moze sugerowac
umieszczenie transgenu pod kontrolg transkrypcyjng promotora aktywnego w danym typie komorki
(Beckervordersandforth i in., 2010). Uwzglednié¢ nalezy takze rozmiar dostarczanego transgenu, ktory
decyduje o maksymalnej wielkosci wektora. Wydajnos¢ transdukcji jest bowiem odwrotnie
proporcjonalna do wielko$ci transdukowanego konstruktu (Canté-Barrett i in., 2016). Istotnym
czynnikiem jest takze samo zrodlo transdukowanych komorek, bowiem transdukcja komoérek z hodowli
pierwotnej jest z reguty trudniejsza i mniej wydajna niz transdukcja linii komoérkowych, co wynika
czesto z ograniczonej zdolnosci do podziatow komorek pierwotnych przed osiggnigciem senescencji
(Hare, Collins, Cuddington i Mossman, 2016) oraz pewnego poziomu heterogennosci w populacji.
Projektowany wektor powinien posiada¢ takze sekwencje¢ reporterows, pozwalajaca na przyzyciowa
identyfikacj¢ komorek stransdukowanych.

W przytoczonej pracy Jabtonskiej i wsp., zmiana wtasciwosci GRPs wywotana zostata poprzez
transfekcje komorek plazmidami DNA kodujacymi podjednostki 04 i f VLA-4. Jednakze, zastosowana
metoda transfekcji zapewnia jedynie przejsciowg nadekspresje transgenu w stransfekowanej komorce
(Jablonska i in., 2018), co moze ogranicza¢ jej zastosowanie w leczeniu chorob przewlektych.
Alternatywnym podej$ciem jest uzycie wektorow wirusowych. Przykladem takiego podejscia jest
transdukcja z uzyciem wektoréw zwigzanych z adenowirusami (AAV), tak jak w przytoczony badaniach
Li i wsp., dotyczacych nadekspresji GLT1 w GRPs (Li i in., 2015a). Wektory AAV nie integruja do
genomu gospodarza pozostajac w komoérce w postaci episomow, co zmniejsza ryzyko mutagenezy.
Jednoczes$nie zapewniajg one stabilng nadekspresj¢ transgenu w komorkach nie-dzielacych si¢ (Nayak
1 Herzog, 2010; David i Doherty, 2017). Mimo, iz nie-integrujagce wektory AAV s3 skuteczne w
wywotywaniu nadekspresji genetycznej w komorkach eukariotycznych, w przypadku potrzeby
uzyskania stabilnej nadekspresji zarowno w komorkach dzielacych jak i nie-dzielacych si¢ lepszym
wyborem wydajg si¢ integrujace wektory lentiwirusowe. W przypadku wektorow lentiwirusowych
wielkos$¢ kodowanego transgenu moze by¢ takze wigksza niz w przypadku wektorow AAV (Do Minh,
Sharon, Chahal i Kamen, 2019). W zwiazku z tym, w swoich badaniach jako no$nik genetycznych
wykorzystatem wektory lentiwirusowe. Ich gldéwnymi zaletami s3: (i) zdolnos¢ do stabilnej integracji
zarowno do genomu komorek dzielacych, jak i nie dzielacych sig; (ii) stabilny poziom ekspresji
transgenu po integracji wirusa do genomu gospodarza; (iii) niska immunogenno$¢. W przytoczonej
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pracy Xie i wsp., wektor lentiwirusowy wykorzystany zostal do wywotania nadekspresji MRF w OPCs,
stabilnej takze po przeszczepieniu transdukowanych komorek do zwierzat (Xie i in., 2016).

W badaniach, stanowigcych przedmiot mojej rozprawy doktorskiej, przetestowatem dwa
wektory lentiwirusowe: pLenti-GIII-CMV, w ktorym transgen znajdowal si¢ pod kontrolg
transkrypcyjng promotora z ludzkiego cytomegalowirusa (CMV), i HIV-SFFV-IRES-mRFP,
wyposazony w promotor SFFV. Obydwa typy promotoréw traktowane sa jako ,.silne” (ang. strong
promoters), pozwalajac na wydajng, konstytutywna ekspresje regulowanych transgenéw (Rintz i in.,
2022). Nalezy zaznaczy¢, iz calkowity rozmiar zastosowanego ostatecznie wirusa pLenti-GIII-CMV-
NRG-1 typ I-mCherry byt mniejszy (10 810 pz) niz wirusa HIV-SFFV-NRG-1 typ I-IRES-mRFP
(12 246 pz), jednak mimo to, zajscie procesu transdukcji stwierdzitem w obydwu przypadkach.

Jak zaprezentowano w literaturze, promotor CMV cechuje si¢ kompatybilnoscig z wieloma
typami komorek ssaczych (Back i in., 2019). Wektor pLenti-GIII-CMV posiadat takze pod
konstytutywnym promotorem SV40 gen pac kodujacy N-acetylotransferaze puromycyny warunkujacy
oporno$¢ na puromycyne, a wigc umozliwiajacy selekcje antybiotykowa stransdukowanych komorek
(Lunaiin., 1988). W moich badaniach, w toku klonowania do wektora pLenti-GIII-CMV wprowadzona
zostata sekwencja NRG-1 typu I w fuzji z sekwencja kodujaca biatko reporterowe mCherry,
pozwalajace na bezinwazyjng identyfikacje stransdukowanych komorek przy uzyciu mikroskopii
fluorescencyjne;j.

Uzyskane przeze mnie wyniki transdukcji mGRPs z uzyciem wektora opartego o pLenti-GIII-
CMV okazaly si¢ jednak niezadowalajace. Stransdukowane mGRPs wykazywaly ekspresje¢ mCherry
oraz byly oporne na puromycyne, jednak w toku dalszej hodowli umieraty. Smier¢ stransdukowanych
komoérek mogta by¢ spowodowana samg konstrukcja biatka fuzyjnego NRG-1 typu I-mCherry.
Poniewaz obecnos¢ biatka reporterowego stwierdzitem w komorkach, a w warunkach fizjologicznych
NRG-1 typu I stanowi sekrecyjng izoformg NRG-1, mozna przypuszczaé, iz cz¢sciowo uposledzone
zostato wydzielanie biatka fuzyjnego z komorek, z czasem prowadzac do jego akumulacji, skutkujacej
cytotoksycznoséciag. Reeves i wsp. zaobserwowali podobny efekt cytotoksycznosci modyfikowanej
rodopsyny poddanej konstytutywnej nadekspresji w komodrkach HEK 293S (Reeves, Callewaert,
Contreras i Khorana, 2002).

W celu weryfikacji hipotezy o toksycznosci wysokiego stezenia takiego biatka fuzyjnego dla
komorek zasadnym byloby zaprojektowanie alternatywnego wektora wirusowego, w ktérym transgen
znajduje si¢ pod kontrola transkrypcyjng indukowalnego promotora. Taka metode skutecznie
zastosowali Massie 1 wsp., transdukujagc komorki z ludzkich linii komérkowych wektorem
adenowirusowym, w ktorym pod kontrolg promotora indukowanego tetracykling umieszczono
toksyczne biatko AR1. Po aktywacji promotora komorki byty zdolne do ekspres;ji toksycznego biatka w
ilo$ci dochodzacej nawet do 10% ich catkowitej frakcji biatkowej, zanim ostatecznie umieraty (Massie
i in., 1998). Jednoczesnie, jak zasugerowat Zhang i wsp., zastosowanie promotora CMV mogtoby by¢
bardziej adekwatne w przypadku linii komoérkowych i komérek w pdznym stadium réznicowania
(Zhang i in., 2017a). W innych badaniach pokazano natomiast, iz w przypadku transdukowania iPSCs
wektorami adenowirusowymi zaopatrzonymi w promotor CMV, promotor CMV czesto ulegat
unieczynnieniu na drodze metylacji DNA w krotkim czasie po transdukcji (Brooks i in., 2004; Tashiro
iin., 2009).

Z trwalymi modyfikacjami genetycznymi nierozerwalnie zwigzane jest takze ryzyko zaburzenia
funkcjonowania komorek, w tym transformacji nowotworowej, prowadzacej do nowotworzenia.
Badania dowodza, iz miejscem integracji wektorow lentiwirusowych jest z reguty obszar jednostek
transkrypcyjnych (Larsen i in., 2018; Singh, Bedwell i Engelman, 2022; Winans i in., 2022), jednak
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dobor konkretnego locus nie jest mozliwy. W zwigzku z tym, integracja wektorow lentiwirusowych
prowadzi¢ moze do aktywacji protoonkogenéw lub inaktywacji anty-onkogenow. Przyktadowo,
badania Hacein-Bey-Abina i wsp. dowiodly, ze przeszczep transdukowanych, autologicznych komorek
CD34" ze szpiku kostnego, w ktorych integracja wektora wirusowego nastapita do locus protoonkogenu
LMO2, przyczynit si¢ do rozwoju biataczki u biorcow (Hacein-Bey-Abina i in., 2003). Ponadto,
transdukcja komoérek wektorami lentiwirusowymi prowadzi¢ moze do jednoczesnej integracji kilku
kopii transgenu do genomu pojedynczej komorki, co moze powodowaé niestabilnos¢ genetyczng
komoérek (Woods, 2003), potencjalnie skutkujgcg ich apoptoza (Zhivotovsky i Kroemer, 2004).
Zjawiska te stanowig potencjalne wytlumaczenie Smierci mGRPs transdukowanych przeze mnie
wektorem pLenti-GIII-CMV-NRG-1 typ [-mCherry.

Drugim przetestowanym w moich badaniach wektorem lentiwirusowym byt HIV-SFFV-IRES-
mRFP. W odréznieniu od pLenti-GIII-CMV-NRG-1 typ I-mCherry, wektor HIV-SFFV-IRES-mRFP
posiadatl sekwencje IRES, dzigki ktorej wklonowana w kolejnym etapie sekwencja NRG-1 typu I byla
kodowana niezaleznie od sekwencji biatka reporterowego, jednak pod kontrola transkrypcyjng
wspolnego promotora. Ponadto, ekspresja transgenu znajdowala si¢ pod kontrolg transkrypcyjng
promotora SFFV. Te dwa czynniki mogly mie¢ kluczowe znaczenie dla optymalnej i stabilnej
transdukcji mGRPs. Jak dowiedziono wczesniej w licznych doniesieniach, promotor SFFV moze zostaé
zastosowany zarowno do krotkookresowej, jak i dtugookresowej, stabilnej nadekspresji genetycznej,
wywotanej poprzez transdukcj¢ wektorami lentiwirusowymi niezréoznicowanych komorek w hodowli
pierwotnej m.in. psich mezenchymalnych komoérek macierzystych (Gautam i in., 2016) i mysich
hematopoetycznych komorek macierzystych (Piras i in., 2020). Z kolei w badaniach zespolu
Kuhlmanna, policistronowy wektor lentiwirusowy kodujacy pod promotorem SFFV sekwencje biatek
SOX10, OLIG2, NKX6.2 i bialka reporterowego RFP, pozwolil na skuteczne zrdéznicowanie
progenitorow neuralnych do dojrzatych oligodendrocytéw w warunkach in vitro (Ehrlich i in., 2017).

W moich badaniach, zréznicowany poziom ekspresji biatka reporterowego mRFP,
zaobserwowany w komorkach transdukowanych HIV-SFFV-NRG-1 typ I-IRES-mRFP, mégt wynikac
bezposrednio z konstrukcji samego wektora, tj. obecnosci sekwencji IRES. Niezalezne badania
Mizuguchi i wsp. oraz Hennecke i wsp. dowodzg czgsto wystepujacej, stabszej ekspres;ji biatka, ktorego
sekwencja kodujaca umieszczona jest ponizej IRES w wektorach bicistronowych, przy zachowaniu
statego poziomu ekspresji transgenu umieszczone powyzej IRES, tj. bezposrednio ponizej promotora
(Mizuguchi i in., 2000; Hennecke, 2001). Warto podkres$li¢, ze w moich badaniach, mimo
zroznicowanej ekspresji reportera, analizy RT-qPCR komorek po niezaleznych transdukcjach wykazaty
jednak ekspresje mRNA dla NRG-1 typu I, a w toku dalszej hodowli nie stwierdzilem spontaniczne;j
$mierci komorek, tak jak w przypadku transdukcji wektorem pLenti-GIII-CMV-NRG-1 typ [-mCherry.

Jak zaznaczylem, zastosowany przeze mnie wektor HIV-SFFV-NRG-1 typ I-IRES-mRFP nie
kodowal dodatkowo genu warunkujacego oporno$¢ na antybiotyk. W przypadku dodania kolejnej
sekwencji genetycznej istnialo bowiem realne ryzyko spadku wydajnosci transdukcji, gdyz wielko$¢
tego wektora wynosita juz ponad 12 000 pz. Ponadto, poniewaz kodowane przez wektor biatko (NRG-
1 typu I) miato forme sekrecyjng, przy zatozeniu odpowiednio wysokiego tempa wzrostu komorek w
hodowli, otrzymanie nawet mieszanej (heterogennej) populacji komoérek stransdukowanych i1 nie-
stransdukowanych potencjalnie pozwolitoby mi na zbadanie parakrynnego wptywu NRG-1 typu I,
poddanej nadekspres;ji, na fenotyp mGRPs. W przypadku wykazania pozytywnego wptywu nadekspresji
NRG-1 typu I na mGRPs mozliwe byloby jednak zaprojektowanie alternatywnego wektora, kodujacego
gen warunkujacy opornos$¢ na antybiotyk.

Jak wspomniatem, transdukcja wektorami lentiwirusowymi prowadzi¢ moze do integracji kilku
kopii transgenu do genomu pojedynczej komorki (Woods, 2003). W mojej pracy, powyzszy efekt
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rowniez moze tlumaczy¢ zrdznicowany poziom ekspresji mRNA dla NRG-1 typu I pomiedzy
poszczegolnymi transdukcjami, a takze zmienny poziom ekspresji biatka reporterowego mRFP w
przypadku transdukcji wektorem HIV-SFFV-NRG-1 typ I-IRES-mRFP. Nalezy jednak zaznaczy¢, iz
przeprowadzona przeze mnie pierwotna analiza fenotypowa wykazala juz pewien poziom
heterogennosci komorek w populacji natywnych mGRPs, co pozwala przypuszczac, iz wydajnosé
transdukcji mogta by¢ zréznicowana zard6wno pomiedzy poszczegdlnymi komodrkami w obrebie jednej
hodowli, jak réwniez pomigdzy hodowlami. Analogiczny efekt zaobserwowano juz w pracy Hines i
wsp., gdzie wydajnos¢ transdukcji wektorow lentiwirusowych w hodowlach pierwotnych komorek
ludzkiego nowotworu piersi wahata si¢ w granicach od 14 do 99% (Hines, Yaswen i Bissell, 2015).

6.4. Optymalizacja procedury transdukcji mGRPs wektorem lentiwirusowym kodujgcym NRG-1

W toku optymalizacji protokotu transdukcji wirusowej przetestowalem trzy modyfikacje.
Pierwsza z nich oparta byla o zastosowanie polibrenu (bromku heksadimetryny) - polikationu, ktory
poprawia wigzanie kapsydu wirusa z blong komorki poprzez zobojetnienie tadunku elektrycznego, co
moze poprawi¢ wydajnosc¢ transdukcji (Davis, Morgan i Yarmush, 2002). Jednakze, wiele badan zwraca
uwage na jego potencjalng toksyczno$¢, co zostato zaobserwowane w przypadku hodowli in vitro
neuronow (Bao i in., 2018), limfocytow T (Costello i in., 2000) i mezenchymalnych komorek
macierzystych (Pay i in., 2018). Rekomendowane stgzenie polibrenu stosowanego w celu zwigkszenia
wydajnosci transdukcji wynosi pomiedzy 2 ug/ml a 10 pg/ml (Jacobsen i in., 2006; Lin i in., 2011; Bao
iin., 2018). W swoich badaniach przetestowatem tylko stezenie w dolnej granicy, 2 pg/ml, jednak juz
ono okazato si¢ toksyczne dla mGRPs. Prawdopodobnie efekt zwigzany byt z faktem prowadzenia
transdukcji na komoérkach z hodowli pierwotnej, ktore sg bardziej wrazliwe na zmiany warunkéw
otoczenia i cechuja si¢ wigksza heterogennoscia niz linie komorkowe
(https://scope.dge.carnegiescience.edu/SCOPE 41/SCOPE 41 2.02 Chapter 7 75-98.pdf; stan na
dzien 24.04.2023). W przypadku dalszych prob chemicznej optymalizacji transdukcji mGRPs na rynku
dostgpne sg rowniez alternatywne wobec polibrenu, polikationowe zwiazki zdolne do poprawy
wydajnosci transdukcji, cechujace si¢ teoretycznie nizszg toksycznoscia, takie jak siarczan protaminy
(Pay i in., 2018) czy DEAE [2-(dietyloamino)etanol]-dekstran (Amadeo, Hanson, Murray i Taylor,
2022). Jednakze, jak zauwaza Denning i wsp., wszystkie zwigzki polikationowe stosowane w celu
zwigkszenia wydajno$ci transdukcji mogg prowadzi¢ do niespecyficznego wigzania nieaktywnych
czagstek przez transdukowane komorki, prowadzac do zafalszowania rzeczywistej wydajnosci reakcji
(Denning i in., 2013).

Druga przetestowana przeze mnie modyfikacja protokotu transdukcji oparta byta o dodatkowy
etap wirowania naczynia hodowlanego zawierajacego mGRPs 1 zawiesing wirusow, okreslanego jako
spinokulacja, w celu fizycznej stymulacji wigzania wiruséw do powierzchni transdukowanych komorek.
Co wigcej, jak pokazujg badania Guo i wsp., sita odsrodkowa generowana podczas wirowania powoduje
przej$ciowa reorganizacj¢ cytoszkieletu transdukowanych komorek poprzez zmiany aktywnosci aktyny
i kofiliny, co sprzyja wigzaniu i wnikaniu wirusa do infekowanych komorek (Guo, Wang, Yu i Wu,
2011). Sama procedura wirowania jest mato inwazyjna i nie zaobserwowalem jej szkodliwosci dla
mGRPs, jednak nie przyniosta ona skutku w postaci poprawy wydajnosci transdukcji. Jak zauwaza
Amadeo 1 wsp., wyrazna poprawa wydajnosci transdukcji jest dostrzegalna, bowiem zwykle w
przypadku potaczenia metody chemicznej (dodatek polikationu) oraz fizycznej (spinokulacja) (Amadeo
iin., 2022). Przyktadowo, skuteczno$¢ spinokulacji w polgczeniu z polibrenem dowiedziona zostata np.
poprzez poprawe wydajnosci transdukcji komorek z linii 293F z nerki ptodu (Liu i in., 2017). Jednak, z
uwagi na toksyczno$¢ samego polibrenu wobec mGRPs, w moich badaniach takie podejscie
eksperymentalne nie byto mozliwe.
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Skuteczng transdukcje mGRPs zaobserwowatem dopiero po zastosowaniu trzeciej modyfikacji
protokotu, polegajacej na dwukrotnej inkubacji mGRPs z zawiesing wirusow. Kazda z inkubacji trwala
24 godziny i prowadzana byla ze $wiezo rozmrozong mieszaning wirusow. W efekcie mGRPs
eksponowane byly na wirusy przez 48 godzin. Protokot wielokrotnej transdukcji byt skuteczny takze w
przypadku innych, odpornych na transdukcj¢ komorek z hodowli pierwotnej, takich jak ludzkie
hematopoetyczne komorki macierzyste CD34" (Schott i in., 2019) oraz komorki NK (Carlsten i Childs,
2015). Jak zauwaza Geschwind i wsp., dluzsza ekspozycja na wirusy zwigksza poziom ich absorpcji do
powierzchni komoérek (Geschwind, Lu i Federoff, 1994). Stosowane w moich badaniach mGRPs
pochodzity z hodowli pierwotnej, co moglo oznacza¢ ich wigkszg heterogennos¢ niz w przypadku linii
komoérkowej. Zastosowanie podwojnej transdukcji moglo da¢ zatem szans¢ wigkszej liczbie typow
komorek w hodowli na skuteczng adsorpcje wirusa. Wreszcie podwdjna transdukcja mogta doprowadzic¢
do wielokrotnej infekcji pojedynczej komorki przez kilka czastek wirusowych, co moglo okaza¢ si¢
kluczowe dla uzyskania opornosci na antybiotyk lub ekspresji fluorescencyjnego biatka reporterowego.

6.5. Charakterystyka mGRPs z nadekspresjqg NRG-1

Udana transdukcja mGRPs wektorem lentiwirusowym HIV-SFFV-NRG-1 typ I-IRES-mRFP,
kodujagcym NRG-1 typu I oraz biatko reporterowe mRFP, przedzielone sekwencja IRES, w oparciu o
protokot podwojnej, 48-godzinnej transdukcji, pozwolita mi zbada¢ wplyw nadekspresji NRG-1 typu I
na fenotyp komorek w hodowli pierwotnej mGRPs.

Badania rozpoczatem od analiz immunocytochemicznych, ktérych wyniki wykazaty, iz w
warunkach hamujacych réznicowanie mGRPs (pozywka GRP Medium + bFGF), zarowno w populacji
komorek transdukowanych wektorem kodujgcym NRG-1, jak i w populacji komorek transdukowanych
wektorem kontrolnym kodujacym samo bialko reporterowe, obecne sa progenitory glejowe. W
populacji badanych komodrek nie stwierdzitem obecnos$ci dojrzatych oligodendrocytow o fenotypie
MBP". Analiza immunocytochemiczna wykazata, ze pozywka hamujaca réznicowanie zapobiegla
réznicowaniu zarowno transdukowanych, jak 1 nietransdukowanych mGRPs w dojrzate
oligodendrocyty o fenotypie MBP*. Z kolei, w hodowlach mGRPs prowadzonych w pozywce
stymulujgcej roznicowanie (pozywka DRG Medium + NGF; brak bFGF), zaobserwowatem dojrzewanie
oligodendrocytéw o fenotypie MBP*. Podobnej obserwacji dokonali McKinnon i wsp., stwierdzajac
roznicowanie progenitoréw glejowych do dojrzatych oligodendrocytow in vitro w ciggu 3 dni po
usuni¢ciu bFGF (McKinnon i in., 1990, 1993). W moich badaniach nadekspresja NRG-1 typu I nie
uposledzita zdolnosci mGRPs do réznicowania w dojrzale oligodendrocyty. Co istotne, nie stwierdzitem
znamiennego wpltywu samej procedury transdukcji wirusowej oraz wektora kontrolnego, kodujgcego
samo biatko reporterowe, na tempo wzrostu, przezywalnosc¢ i fenotyp mGRPs w hodowli in vitro.

W dalszych badaniach fenotypu komorek wykorzystalem cytometri¢ przeptywowa, porownujac
fenotyp mGRPs-NRG-1 typu I i kontrolnych, nietransdukowanych mGRPs. Analiza wykazala, ze w
populacji mGRPs transdukowanej wektorem HIV-SFFV-NRG-1 typ I-IRES-mRFP wystepuje $rednio
mniej progenitorow glejowych, natomiast wiecej OPCs i niedojrzatych oligodendrocytéw oraz komorek
roznicujgcych o fenotypie posrednim pomigdzy GRPs a OPCs, w poroéwnaniu do populacji komorek
kontrolnych. Brinkmann i wsp. w swoich badaniach wyprowadzili transgeniczng lini¢ myszy, u ktérych
nadekspresji ulegata NRG-1 typu I, a ekspresja kodujgcego jg genu kontrolowana byta przez promotor
Thy1.2, aktywny w neuronach. Badacze zaobserwowali hypermielinizacj¢ w obrgbie OUN, jednak nie
wykazali roznic w liczbie oligodendrocytow o fenotypie CC1* (ang. anti-adenomatous polyposis coli
clone CCI) w obrebie spoidta wielkiego médzgu (Brinkmann i in., 2008). Moje badania wskazuja
natomiast, iz nadekspresja NRG-1 typu I w mGRPs stymuluje roznicowanie tych komorek w kierunku
oligodendrocytéw nawet w obecnosci czynnika hamujgcego roznicowanie (bFGF), jednak w warunkach
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stymulujacych roznicowanie (brak bFGF), oligodendrocyty zréznicowane z mGRPs-NRG-1 typu I nie
wykazuja wigkszej zdolnosci do mielinizacji.

Uzyskane przeze mnie wyniku sugeruja, ze wywolanie konstytutywnej nadekspresji NRG-1
typu I stymuluje réoznicowanie mGRPs w kierunku oligodendrocytow. Jest jednak prawdopodobne, ze
demonstracja pelnego potencjalu terapeutycznego mGRPs-NRG-1 moze wymaga¢ inne uktadu
doswiadczalnego. Wartosciowe byloby, zatem wyprowadzenie linii zwierzat transgenicznych z
nadekspresja NRG-1 typu I, znajdujaca si¢ jednak pod kontrolg promotora genu specyficznego dla
GRPs, takiego jak PDGFRao, z ekspresja indukowalng dodatkowo np. obecnoscig tetracykliny, tak jak
w systemie Tet-On, i zbadanie fenotypu tych komorek w warunkach fizjologicznych oraz w warunkach
demielinizacji, spowodowanej przykladowo podaniem lizolecytyny (Birgbauer, Rao i Webb, 2004).

W perspektywie stymulacji réznicowania mGRPs, w wyniku nadekspresji NRG-1 typu I,
zaobserwowany przeze mnie spadek tempa wzrostu komoérek w hodowli mGRPs-NRG-1 typu I nie jest
zaskakujacy. Przykladem analogicznego zjawiska, w ktorym rdéznicowaniu komodrek towarzyszy
spowolnienie ich proliferacji, jest proces neurogenezy zachodzacej w mézgach dorostych ssakow (ang.
adult neurogenesis), m.in. w SVZ. Jak opisaliSmy to w naszej wczesniejszej pracy, w procesie tym
uczestniczg m.in. (i) ,,uspione” NSCs (ang. quiescent NSCs), cechujace si¢ znikoma aktywno$cig
proliferacyjna, (ii) ,,aktywowane” NSCs (ang. activated NSCs), wykazujace wysoka aktywnosé¢
proliferacyjng, zdolne do roznicowania we (iii) wcigz dzielace si¢ progenitory przejsciowe (ang.
intermediate progenitor cells), ktore roznicuja w (iv) neuroblasty, ktore z czasem zaczynajg tracic
zdolno$¢ proliferacji, migrujac wzdhuz donosowego strumienia migracyjnego (RMS) do opuszki
wechowej, gdzie ostatecznie réznicuja w (v) dojrzale, niedzielgce si¢ interneurony (Platek i in., 2022).
Ponadto, jak wspomniatem wcze$niej, receptory ErbB4 dla neureguliny-1 ulegaja ekspresji na
powierzchni rozwijajgcych si¢ neuroblastow w niszy neurogennej w SVZ oraz wzdtuz RMS (Anton i
in., 2004). Jednakze, jak wskazuje Wang i wsp., tylko neuroblasty zasiedlajace SVZ wykazuja zdolnos¢
proliferacji, jednak podczas migracji wzdluz RMS, ich proliferacja ustaje, czemu towarzyszy
ekspozycja na gradient neureguliny-1 (Wang i in., 2011; Ghashghaei i in., 2006). Mogloby to wigc
sugerowac, iz wplyw wywierany przez nadekspresje NRG-1 typu I na mGRPs, polegajacy na spadku
tempa ich wzrostu przy stymulacji réznicowania, jest analogiczny do wplywu wywieranego przez
neureguling-1 na niedojrzate neuroblasty w procesie neurogenezy w mozgach dorostych ssakow,
szczegolnie, iz ekspresja receptorow ErbB4 zachodzi takze na powierzchni progenitorow glejowych
(Bartus i in., 2019).

Jak wspomniatem, stosujgc techniki immunocytochemiczne, nie stwierdzilem obecnosci
neureguliny-1 w komorkach transdukowanych wektorem HIV-SFFV-NRG-1 typ [-IRES-mRFP oraz na
ich powierzchni. Wynik ten nie jest zaskakujacy, gdyz NRG-1 typu I stanowi izoforme¢ sekrecyjng
neureguliny-1, zatem jej ewentualna identyfikacja wymagataby dodatkowych analiz. Paradoksalnie,
jednak, zaobserwowany przeze mnie pozytywny wplyw konstytutywnej nadekspresji NRG-1 typu I na
roznicowanie mGRPs in vitro wigzal si¢ z negatywnym wplywem na tempo wzrostu mGRPs, co w
praktyce uniemozliwilo mi otrzymanie wystarczajacej liczby mGRPs-NRG-1 typu I na potrzeby badan
in vivo w zwierzgcych modelach demielinizacji.

6.6. Zastosowanie systemu lentiwirusowych czgstek aktywacyjnych w celu wywolania nadekspresji
endogennej NRG-1 w mGRPs

Podczas moich dalszych prob wywotania nadekspresji NRG-1 w mGRPs wykorzystatem takze
system LAPs. System ten, zaproponowany przez Konermanna i wsp., polega na wprowadzeniu do
komorki docelowej wektorow lentiwirusowych integrujacych do genomu, kodujacych synergistyczny
mediator aktywacji, ktory stymuluje wigzanie czynnikow transkrypcyjnych do obszaru promotorowego
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konkretnego genu, zwickszajagc poziom jego ekspresji (Konermann i in., 2015). Zatem w
przeciwienstwie do tradycyjnych systemow ekspresyjnych, w ktérych do genomu wprowadzona zostaje
dodatkowa kopia genu, system LAPs stymuluje nadekspresj¢ endogennego genu. W ten sposob
skutecznos¢ LAPs dowiedziona zostala m.in. poprzez nadekspresje genu NRF2 w komorkach
nowotworu moézgu (Parkhurst 1 in., 2022), genu IFITM1 w komorkach nowotworu piersi (Lui i in.,
2017), czy genu QKI w komérkach nowotworu prostaty (Han 1 in., 2022).

Poniewaz system LAPs, wykorzystany w moich badaniach, oparty jest o zastosowanie
no$nikow genetycznych w postaci trzech wektorow lentiwirusowych, jego skutecznos$¢ uzalezniona jest
od efektywnej ko-transdukcji komoérek wszystkimi trzema wektorami jednoczesnie, odzwierciedlonej
w postaci nabycia przez transdukowane komorki opornosci na trzy rézne antybiotyki. Zatem
zastosowanie LAPs wcigz stanowi wyzwanie w przypadku komoérek opornych na transdukcje, takich
jak mGRPs. Z drugiej strony, system nie usuwa jednej z gtdéwnych wad integrujacych wektorow
lentiwirusowych, jakim jest ryzyko mutagenezy po transdukcji. Ponadto, w przeciwiefstwie do
nadekspresji wywotanej integracja egzogennej kopii genu po transdukcji tradycyjnym wektorem
lentiwirusowym, system LAPs wykazuje oddzialywanie na endogenny gen na poziomie
transkrypcyjnym, a zatem nie jest mozliwe jego zaadaptowanie do nadekspresji tylko jednej, konkretnej
izoformy neureguliny-1 (np. NRG-1 typu I).

W moich badaniach, system LAPs, ukierunkowany na nadekspresj¢ endogennego genu NRG-1
z myszy, zostal zaprojektowany i zamowiony w firmie komercyjnej - Santa Cruz Biotechnology. Ko-
transdukcja mGRPs przetestowana zostata przeze mnie z uzyciem mieszaniny trzech wektorow
wirusowych, w stgzeniu rekomendowanym przez producenta, w oparciu o ustalony protokoét transdukeji.
Jednak, w celu dodatkowej poprawy wydajnosci ko-transdukcji, producent zaleca takze zastosowanie
polibrenu, ktory, jak wykazano na wcze$niejszych etapach moich badan, jest toksyczny dla mGRPs juz
w dolnym zakresie stezen (2 pg/ml). Podjete przeze mnie proby ko-transdukcji mGRPs mieszaning
LAPs bez zastosowania polibrenu byly bezowocne, czego dowodzi brak nabycia opornosci na
antybiotyki przez transdukowane komorki. Co ciekawe, warto zwroci¢ uwage, ze w przeciwienstwie do
moich badan, przytoczone powyzej trzy prace z wykorzystaniem LAPs w celu wywolania nadekspresji
genetycznych, oparte byly wylacznie o transdukcje linii komorek nowotworowych (Lui i in., 2017; Han
iin., 2022; Parkhurst i in., 2022).

6.7. Charakterystyka mGRPs suplementowanych egzogenng neureguling-1

Niezadowalajgce wyniki prob nadekspresji NRG-1 stanowity podstawe do przeprowadzenia
przeze mnie dodatkowych eksperymentdéw, ktérych celem byta zmiana wlasciwosci mGRPs poprzez
suplementacje komoérek egzogennym, plejotropowym czynnikiem wzrostu - peptydem neureguling-1.
Skutecznos¢ takiego podejscia eksperymentalnego zostata juz wielokrotnie zademonstrowana w
badaniach in vitro i in vivo (Bruno, Miller 1 Lim, 2013). W pracy Sawickiej i wsp. udowodnilismy, ze
suplementacja hodowli keratynocytow i fibroblastow syntetycznym peptydem, imunofanem,
stymulowata proliferacje tych komérek in vitro. Z kolei in vivo, wptyw imunofanu na wtasciwosci
keratynocytow i fibroblastow zostal przez nas zademonstrowany w mysim modelu gojenia rany
(Sawicka i in., 2020).

W celu suplementacji mGRPs, w swoich obecnych badaniach wykorzystalem komercyjny,
rekombinowany peptyd neuregulina-1 z myszy (rmNRG-1). Wang i wsp. dowiedli, iz in vitro
suplementacjg neureguling-1 stymuluje proliferacje komérek Schwanna (Wang, Wang, Zhong i Shen,
2013a), a pozytywny efekt powigzany zostat z aktywacjg przez neureguling-1 MAP-kinaz EKR11 ERK?2
(Rahmatullah i in., 1998). Suplementacja egzogenng neureguling-1 zwigkszata takze proliferacje,
migracje i1 zdolno$ci adhezyjne komorek nowotworowych (Momeny i in., 2015). Peptyd rmNRG-1
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zakupiony zostal w firmie komercyjnej - R&D Systems, i przetestowany zostat przeze mnie w dwoch
stezeniach: 10 ng/ml i 50 ng/ml, ktore dobrane zostaty 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 stanowit
suplement w pozywkach stosowanych w hodowlach pierwotnych komorek Schwanna.

Zgodnie z oficjalng karta charakterystyki, zastosowany przeze mnie peptyd rmRNG-1
obejmowatl sekwencj¢ aminokwasowg Ser20-Lys246 mysiej neureguliny-1, a w wyniku jego
elektroforezy w zelu poliakrylamidowym w warunkach denaturujgcych uzyskiwane sg produkty o masie
czasteczkowej wynoszacej 42-49 kDa (https://resources.rndsystems.com/pdfs/datasheets/9875-
nr.pdf?v=20230518; stan na dzien 12.05.2023); doktadna sekwencja aminokwasowa stanowi natomiast
tajemnice producenta. Karta charakterystyki sugeruje ponadto, iz peptyd dostarczany jest w postaci
nieaktywnej pro-neureguliny-1 - proleku (ang. prodrug), co pozwala przypuszczaé, iz jego aktywacja
moze nastgpowaé dopiero w wyniku cigcia proteolitycznego 1 przyjecia okreslonej struktury
przestrzennej po kontakcie z komorkami (Rautio i in., 2008). Natomiast przewidzenie, ktorej izoformie
neureguliny-1, z funkcjonalnego punktu widzenia, odpowiada¢ mogltaby rmNRG-1 z firmy R&D
Systems w hodowli mGRPs, wymagatoby przeprowadzania ztozonych analiz z zastosowaniem metod
fizykochemicznych i molekularnych, wykraczajacych poza zakres prowadzonych prac. Do tych
pierwszych naleza m.in. dyfraktometria rentgenowska oraz spektroskopia w podczerwieni i
spektroskopia magnetycznego rezonansu jadrowego (Luchinat i Banci, 2018; Bigham i in., 2022), a do
drugich - np. analiza proteolityczna i rozdziat elektroforetyczny produktow proteolizy (Koth, Orlicky,
Larson i Edwards, 2003). Przy zalozeniu, ze peptyd rmNRG-1 charakteryzuje si¢ obecno$cig domen
funkcjonalnych (np. domeny immunoglobulinowej i domeny EGF), analizy te, przeprowadzone dla
probki peptydu przed i po kontakcie z komorkami, moglyby potwierdzi¢ lub wykluczy¢é obecnosé
pewnych fragmentow sekwencji sygnatowych, sekwencji odpowiadajacych za zakotwiczenie w btonie
lub sekrecje. Pozwolitoby to na doktadniejsze okreslenie losow peptydu w hodowli komérkowej oraz
lepsze poznanie jego oddzialywania z mGRPs in vitro. Bez przeprowadzanie powyzszych analiz
nalezato jednak zatozy¢, iz funkcjonalnie, zastosowany peptyd rmNRG-1 mogt odzwierciedlaé
dziatanie roznych izoform neureguliny-1, w tym zar6wno izoform sekrecyjnych, jak i btonowych.

Pomimo braku wiedzy, ktorej izoformie neureguliny-1 odpowiadat 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, iz wykazuje on
aktywnos$¢ in vitro i moze by¢ skutecznie zastosowany jako czynnik wzrostu w hodowli komorek
glejowych. Nalezy przy tym zaznaczy¢, iz wyniki otrzymane z uzyciem takiego peptydu mogg nie
odzwierciedla¢ wynikow uzyskanych w wyniku nadekspresji w komoérce sekwencji kodujacej konkretng
izoforme biatka. Ponadto, zasadnym byloby przetestowanie wptywu na hodowle mGRPs jeszcze
szerszego zakresu stezen neureguliny-1 oraz roznego czasu stymulacji komorek. Jednak, jak
zaznaczylem, badania mialy charakter wstepny.

W swoich badaniach postanowilem sprawdzi¢ wplyw neureguliny-1 na hodowle pierwotne
mGRPs w warunkach hamujacych ich roznicowanie (pozywka GRP Medium + bFGF) i stymulujacych
ich réznicowanie (pozywka DRG Medium + NGF; brak bFGF). Uzyskane przeze mnie wyniki wstepne
zdaja si¢ sugerowac, ze wplyw egzogennej neureguliny-1 na fenotyp i wlasciwosci mGRPs w hodowli
in vitro jest niejednoznaczny, i moze by¢ zalezny zaréwno od st¢zenia peptydu, jak i od warunkow
hodowli.

Moje badania sugeruja, iz w warunkach hamujacych réoznicowanie suplementacja neureguling-
1 nie miata wplywu na réznicowanie si¢ mGRPs do dojrzatych oligodendrocytéw. Co jednak ciekawe,
w warunkach stymulujacych roéznicowanie obecno$¢ neureguliny-1 pogarszata réznicowanie si¢
progenitorow glejowych do dojrzatych oligodendrocytow, a efekt ten byt niezalezny od obecnosci w
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hodowli drugiego typu komoérek - neurondéw (mDRGs). Warto przy tym zaznaczyC, iz w moich
badaniach stymulacja mGRPs neureguling-1 rozpoczeta zostata jeszcze przed zatozeniem wspothodowli
z mDRGs 1 zmiang pozywki na stymulujgcg roéznicowanie. Zatem biorac pod uwage fakt, ze w
warunkach fizjologicznych ekspresja sekrecyjnych form neureguliny-1 zachodzi takze w neuronach
(Raabe i in., 2004; Bernstein i in., 2006), i stanowi ona czynnik stymulujacy roznicowanie
oligodendrocytow (Simons i Trajkovic, 2006), mozna spekulowaé, iz stymulacja neureguling-1
progenitorow glejowych w obecnosci bFGF, przed zatozeniem ich wspothodowli z neuronami, mogla
stanowi¢ dla nich sprzeczny sygnal, ktory ostatecznie pozbawil je zdolnosci do zrdéznicowania w
dojrzate oligodendrocyty. Przewlekla ekspozycje mGRPs na egzogenng neureguling-1 mozna poréwnaé
takze do zjawiska ,,wyczerpania” limfocytow T (ang. T-cell exhaustion), zwiazanego z ich
zréznicowaniem przy jednoczesnym uposledzeniu ich funkcji. W wyniku przewleklej ekspozycji
limfocytow T na antygen dochodzi, bowiem do utraty ich zdolnosci cytotoksycznych i zwigkszonej
ekspresji receptorow hamujacych reakcje immunologiczng (ang. immune checkpoints) (Bevilacqua, Li
i Ho, 2022), co jest zjawiskiem powszechnie obserwowanym w mikrosrodowisku nowotworu
(Woroniecka i in., 2018) i moze by¢ modelowane w warunkach in vitro (Philipp i in., 2022).

Jak wykazaly badania Stassart i wsp., poziom ekspresji neureguliny-1 typu I, stanowiacej
izoforme sekrecyjng, wzrasta w wyniku demielinizacji nerwéw obwodowych (Stassart i in., 2013).
Zwickszona ekspresja NRG-1 w obwodowym uktadzie nerwowym stwierdzona zostala takze przez
Carroll 1 wsp., po uszkodzeniu obwodowych aksonow, motoneuronéw i neurondéw zwojow korzeni
grzbietowych (Carroll i in., 1997). Badania te mogg sugerowaé, ze w celu stymulacji dojrzewania
mielinizujacych oligodendrocytow, neuregulina-1 musiataby dziata¢ w warunkach demielinizacji. W
moich badaniach zaré6wno hodowle mGRPs, jak i pdzniejsze wspothodowle mGRPs i mDRGs
prowadzone byty w warunkach optymalnych dla wzrostu komorek i mielinizacji aksonow. Nie mozna
jednak wykluczy¢, iz eksperymenty in vitro oparte o suplementacje neureguliny-1 w warunkach
demielinizacji, spowodowanej przykladowo traktowaniem neuronéw w hodowli lizolecytyng
(Birgbauer, Rao i Webb, 2004), mogtoby skutkowa¢ innym wynikiem.

Jak wykazalem w swoich badaniach, suplementacja mGRPs egzogenng neureguling-1 w
stezeniu 50 ng/ml znaczgco zwiekszyta w hodowli odsetek proliferujgcych komorek o fenotypie Ki67+,
w porownaniu do hodowli niesuplementowanych mGRPs. Pozytywny wpltyw suplementacji
neureguling-1 na proliferacje pewnych typéw komorek zostal juz wielokrotnie zaprezentowany w
literaturze. Lin 1 wsp. zbadali wptyw 48-godzinnej suplementacji izoformami la i 1B neureguliny-1 na
proliferacje linii komorek ludzkiego glejaka. W tym celu przeprowadzona zostala analiza
immunocytochemiczna z uzyciem przeciwciata specyficznego wobec antygenu PCNA (ang.
proliferating cell nuclear antigen), stanowigcego marker komodrek proliferujacych. Badacze
zaobserwowali $cistg korelacje pomiedzy stgzeniem suplementowanej neureguliny-1, a ekspresja przez
komoérki nowotworowe biatka CHL1 (bliskiego homologu L1, ang. close homolog of LI). Z kolei
ekspresja CHL1 powiazana zostala wprost z ekspresjg przez komorki PCNA. Ponadto, w dalszych
badaniach zasugerowano, ze wptyw NRG-1 na proliferacje komoérek glejaka mogt nastgpowaé na drodze
aktywacji Sciezki sygnalowej MAPK/ERK, bowiem NRG-la i 1 zwigkszaly poziom ekspres;ji
ufosforylowanej formy kinazy ERK1/2 (p-ERK1/2) (Lin i in., 2020).

Wptyw suplementacji neureguling-1 na proliferacj¢ komorek wykazano takze w badaniach in
vivo. W pracy zespotu Bennetta, fragment neureguliny 31 odpowiadajgcy domenie EGF (aminokwasy
177-244) podany zostal na drodze intratekalnej, poprzez punkcj¢ ledzwiowa, w szczurzym modelu
uszkodzenia nerwow obwodowych. W celu okreslenia liczby komorek, ktore przeszty faze replikacji
DNA w okreslonym czasie po iniekcji neureguliny-1, dootrzewnowo podany zostat takze analog
tymidyny, BrdU (5-bromo-2'-deoksyurydyna). BrdU ulega wbudowaniu do fancucha DNA komorek
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przechodzacych proces podziatu, a nastgpnie moze zosta¢ zidentyfikowany na drodze barwienia
immunohistochemicznego, za pomoca specyficznych przeciwcial. Badacze zaobserwowali wzrost
poziomu inkorporacji BrdU w obrgbie komoérek rogu grzbietowego rdzenia krggowego u zwierzat
nastrzykiwanych neureguling-1, w poréwnaniu do zwierzat kontrolnych. Dalsze analizy wykazaly, iz
ponad 95% komorek BrdU" stanowily komorki mikrogleju. Z kolei zastosowanie specyficznego
inhibitora receptora erbB2 dla neureguliny-1 (PD168393) przed podaniem neureguliny-1, ograniczato
liczbe komorek mikrogleju o fenotypie BrdU* o 60-70%, a ponadto zmniejszato w nich ekspresje
ufosforylowanej formy kinazy biatkowej p38 $ciezki sygnatlowej MAPK (p-p38 MAPK), powigzanej z
proliferacjg (Calvo i in., 2010). Te i inne badania (Jardé i in., 2020; Kataria i in., 2021) sugerujg zatem,
ze suplementacja egzogenng neureguling-1 moze stymulowac proliferacje komorek na drodze aktywacji
sciezki sygnatowej MAPK/ERK.

Do zbadania wplywu suplementacji neureguliny-1 na migracjec mGRPs, w swojej pracy
zastosowatem mikroskopi¢ LDH, oparta na mikroskopii holograficznej Gabora. Ta technika zostata
wykorzystana do wizualizacji i1 analizy komorek in vitro po raz pierwszy dzigki naszej wspolpracy z
naukowcami z Instytutu Mikromechaniki i Fotoniki Wydziatu Mechatroniki Politechniki Warszawskie;j.
Metoda ta pozwala na przyzyciowe obrazowanie ruchliwych komorek bez stosowania soczewek ani
dodatkowych znacznikow fluorescencyjnych, i dotychczas znalazta juz zastosowanie w wielu
dziedzinach badan biomedycznych, w tym m. in. do detekcji pasozytow w $§wiezych probkach krwi
(Romero, Monaldi i Alanis, 2012) i badaniu mobilnos$ci Iudzkich plemnikéw (Su, Xue i Ozcan, 2012).

Cyfrowa rekonstrukcja holograméw pozwolita mi na indywidualng analiz¢ zachowania
poszczegbdlnych komoérek w hodowli mGRPs przez relatywnie dtugi czas, z wysoka czgstotliwos$cia
zbierania obrazu (25-godzinny czas pomiaru z 5-sekundowym interwatem zbierania pojedynczych
obrazow). Rejestracja komorek przeprowadzana byta w standardowych warunkach hodowlanych, w
naczyniach hodowlanych pokrytych PLL/LAM. Zaletg takiego podejscia eksperymentalnego byta
mozliwos¢ analizowania wplywu na migracje mGRPs wylacznie jednej zmiennej, w tym przypadku,
obecnosci w pozywce egzogennej neureguliny-1. Inng, czg¢sto stosowang metodg badania migracji
komorek jest tzw. ,test zarastania rysy” (ang. scratch assay), w uproszczeniu oparty na: (i) wykonaniu
rysy w jednowarstwowej hodowli komoérek (ang. monolayer), za pomoca tipsa lub innego
wystandaryzowanego narzg¢dzia, (ii) dalsza hodowla komorek, a na koncu (iii) obrazowanie i pomiar
stopnia zaro$nigcia rysy. W zaloZzeniu tempo zarastania rysy powinno korelowa¢ z tempem migracji
komoérek w hodowli, jednak ich proliferacja oraz stopien uszkodzenia mechanicznego mogg utrudniaé
wiarygodng analize wynikoéw i powtarzalno$¢ eksperymentu (Liang, Park i Guan, 2007). Co wigcej, jak
sugeruja liczne badania, wykonywanie rysy na naczyniu hodowlanym pokrytym biatkami macierzy
zewnatrzkomorkowej (ang. surface coating) moze uszkodzi¢ warstwe tych biatek, zaburzajac migracje
badanych komorek (Ashby i Zijlstra, 2012; Shabestani Monfared, Ertl i Rothbauer, 2020)
(https://ibidi.com/content/282-creating-the-gap; stan na dzien 10.05.2023). Poniewaz LDHM pozwolita
na rejestracje dynamiki pojedynczych mGRPs w standardowo prowadzonej hodowli, nie istniato ryzyko
uszkodzenia powierzchni PLL/LAM, a wyniki mogly zosta¢ skompensowane o ewentualng proliferacj¢
komorek, zachodzgca w trakcie trwania pomiarow.

Wstepne wyniki badan zaprezentowane w mojej pracy doktorskiej wskazujg na spadek tempa
migracji komorek w hodowli pierwotnej mGRPs suplementowanych egzogenna neureguling-1 zarowno
w stezeniu 10 ng/ml, jak i 50 ng/ml. Podobny efekt zaobserwowano w badaniach in vitro zespotu Bai,
opartych na suplementacji linii komoérkowych ludzkiego gruczolakoraka ptuc (ang. lung
adenocarcinoma) egzogenna neureguling-1 (Wang i in., 2018b). Analiza migracji, przeprowadzona
przez tych autorow, z uzyciem dwukomorowych szalek hodowlanych typu transwell, wykazata, ze
dodatek neureguliny-1 do pozywki znaczaco zmniejszat liczbe komoérek nowotworowych zdolnych do
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przejscia przez btong¢ komory, w poréwnaniu do komorek kontrolnych, ktéorych wigksza liczba
migrowata na stron¢ spodnig bltony. Co ciekawe jednak, odwrotny efekt, w postaci stymulacji migracji
komoérek nowotworowych, zaobserwowano w przypadku wyciszenia ekspresji endogennej kopii genu
NRG-1 za pomocg siRNA po zakonczeniu suplementacji egzogenng neureguling-1. Stosujac analize
Western Blot, badacze powigzali otrzymany wynik z ze spadkiem ekspresji ufosforylowanych form
kinaz AKT (p-AKT) i ERK1/2 (p-ERK1/2), towarzyszacy wyciszeniu ekspresji genu NRG-1.

Wyniki otrzymane w moich badaniach stojg jednak w sprzeczno$ci z pewnymi danymi
literaturowi, dowodzacymi pozytywnego wptywu suplementacji egzogenng neureguling-1 na migracje
komoérek Schwanna, w komorach migracyjnych typu transwell (Chang i in., 2013). Warto jednak
zaznaczyC, iz w przytoczonych badaniach Chang i wsp., rekombinowana neuregulina-1 zastosowana
zostala jako chemoatraktant dla migrujacych komorek Schwanna, a suplementacja ograniczona byta
jedynie do czasu trwania migracji komorek w komorach (24 godziny). W moich badaniach,
suplementacja migrujacych mGRPs neureguling-1 prowadzona byta zaré6wno w pasazu poprzedzajacym
wysianie komoérek w celu obrazowania z uzyciem mikroskopii LDH, jak réwniez podczas trwania
catego okresu obrazowania (tacznie powyzej 7 dni). Jest, zatem prawdopodobne, ze zaobserwowane
przeze mnie pogorszenie si¢ tempa migracji mysich progenitorow glejowych wynikato z dtugotrwatej
suplementacji neureguliny-1, mogacej mie¢ glteboki wptyw na fenotyp komorek w hodowli. Nie mozna
jednak wykluczy¢, ze zbadanie doraznego wptywu suplementacji neureguliny-1, jako chemoatraktanta
dla mGRPs wylgcznie w czasie trwania testu migracji, mogloby skutkowaé¢ innym wynikiem.
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7. Podsumowanie

- optymalizacja warunkéw izolacji i hodowli pierwotnej mGRPs pozwolita mi na uzyskanie populacji
progenitorow glejowych o fenotypie A2B5*, NG2*, OLIG1*, OLIG2", PDGFRa"

- mGRPs transdukowane wektorem lentiwirusowym pLenti-GIII-CMV-NRG-1 typ I-mCherry,
kodujacym NRG-1 typu w fuzji z biatkiem reporterowym mCherry, wykazywaty zréznicowany poziom
syntezy transkryptu dla NRG-1 typu I; dalsza hodowla mGRPs transdukowanych tym wektorem
skutkowata spontanicznym odklejaniem si¢ i Smiercig komoérek w kolejnych pasazach

- mGRPs transdukowane wektorem HIV-SFFV-NRG-1 typ I-IRES-mRFP, kodujagcym niezaleznie
NRG-1 typu i biatko reporterowe mRFP, wykazywaly zroznicowany poziom ekspresji mRNA dla NRG-
1 typ 1. Analiza fenotypowa wykazata, ze w populacji mGRPs transdukowanej tym wektorem wystepuje
mniej progenitorow glejowych, natomiast wigcej OPCs i niedojrzatych oligodendrocytéw oraz komorek
roznicujgcych o fenotypie posrednim pomigdzy GRPs a OPCs, w poroéwnaniu do populacji komorek
kontrolnych. Z kolei analiza poziomu mielinizacji aksonow przez mGRPs transdukowane wektorem
HIV-SFFV-NRG-1 typ I-IRES-mRFP i mGRPs kontrolne nie wykazata migdzy nimi istotnych réznic
w zdolno$ci do mielinizacji. Populacja mGRPs transdukowanych HIV-SFFV-NRG-1 typ I-IRES-mRFP
cechowata si¢ niskim tempem wzrostu komorek, co uniemozliwito mi uzyskanie dostatecznej liczby
mGRPs z nadekspresjg NRG-1 typu I do przeprowadzenia dalszych badan

- transdukcja mGRPs lentiwirusowymi czastkami aktywacyjnymi, zaprojektowanymi w celu
nadekspresji endogennego genu kodujacego NRG-1 (NRG-1-LAPs), nie powiodta si¢

- suplementacja mGRPs egzogennym peptydem neureguling-1 miata zréznicowany wplyw na fenotyp
komorek w hodowli in vitro. W warunkach hamujacych réznicowanie komorek, w hodowli mGRPs
suplementowanej neureguling-1 stwierdzitem obecno$¢ progenitorow glejowych i brak dojrzatych
oligodendrocytow. W tych samym warunkach okazato si¢, ze neuregulina-1 istotnie zwigksza liczbe
komorek proliferujacych (Ki67") w hodowli. Natomiast w warunkach stymulujacych réznicowanie
mGRPs, suplementacja neureguling-1 zmniejszata poziom ich réznicowania do mielinizujgcych
oligodendrocytéw o fenotypie MBP*, a efekt widoczny byt zarowno w hodowli samych mGRPs, jak i
we wspothodowli z neuronami. Wstepne pomiary predkosci komoérek zwracaja uwage na potencjalnie
nizszg srednig predkos¢ migracji mGRPs suplementowanych peptydem rmNRG-1, w poréwnaniu do
sredniej predkosci dla komorek niesuplementowanych

8. Whnioski

- nadekspresja NRG-1 typu I, wywotana poprzez transdukcj¢ mGRPs wektorami lentiwirusowymi,
powoduje spadek tempa wzrostu tych komorek i stymuluje ich roznicowanie w kierunku
oligodendrocytéw, nie stwierdzitem jednak istotnego wplywu nadekspresji NRG-1 typu 1
na wlasciwosci mielinizacyjne mGRPs

- moje wstgpne badania dotyczace stymulacji mGRPs egzogennym rekombinowanym peptydem
neureguling-1 sugeruja zwickszong proliferacje i spowolnienie migracji suplementowanych mGRPs,
przy jednoczesnym spadku zdolnosci tych komorek do réznicowania w dojrzate oligodendrocyty

- wyniki badan przedstawionych w mojej rozprawie doktorskiej wskazuja, ze wptyw neureguliny-1 na
wlasciwosci funkcjonalne mGRPs jest zalezny od zastosowanego uktadu doswiadczalnego.
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