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Uraz rdzenia krggowego (SCI) begdacy przyczyna traumatycznych dysfunkcji czuciowo-ruchowych dotyka
okoto 350 000 os6b kazdego roku. Uraz inicjuje kaskade uszkodzen wtdrnych, z powodu ktérych dochodzi do
degradacji tkanki nerwowej. Poniewaz u ssakow nie obserwuje si¢ regeneracji w uszkodzonym rdzeniu
kregowym, skutki urazu czesto prowadza do trwatego kalectwa. Obecnie nie ma terapii naprawczych
skutecznie odwracajacych destrukcyjne skutki urazu. W leczeniu Klinicznym stosowane jest podejscie
rehabilitacyjne opierajace sie na zastosowaniu treningu lokomocyijnego, ktory wspomaga przebieg procesow
plastycznosci w uktadzie nerwowym, prowadzac do czeSciowego powrotu funkcji ruchowych. Natomiast w
warunkach laboratoryjnych testowane sa nowe metody, ktdre daja bardziej obiecujace wyniki. Nowatorskie
podejscie terapii eksperymentalnych opiera si¢ ha wykorzystaniu komérek progenitorowych/macierzystych
hodowanych in vitro. Testowane sga przeszczepy zarodkowych komorek macierzystych ale budza one
watpliwosci natury etycznej a ich skutecznos$¢ jest ograniczona. Dlatego tak wazne jest, aby opracowaé
alternatywne i bardziej skuteczne terapie urazow rdzenia kregowego.

Jednym ze skutkéw urazu jest przerwanie widkien nerwowych biegnacych wzdtuz rdzenia kregowego.
Aksony neuronow serotoninergicznych (5-HT) pnia mozgu, ktére kontroluja funkcje lokomocyjne, ulegaja
zniszczeniu. Nasz zespot juz wykazat, ze przeszczepienie ptodowego obszaru pnia mozgu zawierajacego
neurony 5-HT do rdzenia kregowego ponizej calkowitego przeciecia, prowadzi do przywrdcenia unerwienia
5-HT i przyczynia si¢ do poprawy funkcji lokomocyjnych u szczuréw paraplegicznych.

W planowanych przez nas badaniach pojdziemy o krok dalej. Naszym celem bedzie wygenerowanie
populacji wstepnie zréznicowanych neuralnych komérek progenitorowych (NPCs), ktérych transplantacja
bedzie bezpieczna i skuteczna. Przetestujemy hipoteze, zaktadajacg ze modulacja warunkéw hodowli in vitro
moze skutkowa¢ ukierunkowanym réznicowaniem NPCs i generowaniem wybranych typéw neurondw.
Dzigki naszym badaniom bedziemy w stanie ustali¢, czy NPCs z roznych Zrodet (egzogennych - ptodowego
pnia m6zgu lub endogennych - ependymalnych z wysciotki kanatu srodkowego rdzenia kregowego), wstepnie
zréznicowane pod kontrolg réznych czynnikdw troficznych, beda w stanie réznicowaé si¢ do specyficznych
typdw neurondw po transplantacji do rdzenia kregowego i przyczynic¢ si¢ do poprawy utraconych funkcji
lokomocyjnych.

Przestrzegajac zasad 3R (zastgpienia, ograniczenia i udoskonalenia), wickszo$¢ naszych badan
przeprowadzimy na komdrkach w hodowli in vitro. Majac jednak $wiadomo$é, ze ztozonos$¢ sktadu
komorkowego i molekularnego nie moze by¢ modelowana w hodowli komorkowej, planujemy rowniez
wykorzystanie organotypowych skrawkow rdzenia kregowego w warunkach ex vivo. Organotypowe skrawki
rdzenia, jako model urazu rdzenia kregowego, stanowig optymalne srodowisko dla przesiewowego badania
sposobOw przywracania utraconego unerwienia monoaminergicznego przy uzyciu przeszczepu wstepnie
zroznicowanych NPCs. W badaniach in vitro i ex vivo zidentyfikujemy najbardziej obiecujace populacje
wstepnie zroznicowanych NPCs, kt6re nastepnie przetestujemy na dorostych szczurach praplegicznych w
warunkach in vivo. Naszym celem jest udowodnienie, ze modulacja rozwoju komdrek poprzez ich wstgpne
ukierunkowane réznicowanie moze skutkowa¢ wytworzeniem populacji NPCs odpowiednich do odbudowy
brakujacego uktadu neuroprzekaznikoéw w rdzeniu kregowym ponizej catkowitego przeciecia.

W naszym projekcie planowane jest przeprowadzenie charakterystyki molekularnej (z wykorzystaniem
techniki sekwencjonowania RNA) NPCs zroznicowanych do fenotypu neuronalnego w warunkach in vitro.
Zrozumienie charakterystyki transkryptoméw komorek skierowanych na odmienne tory roznicowania jest
wazne dla zainicjowania ich roéznicowania W pozadanym kierunku. Wstepna analiza transkryptomOw
embrionalnych NPCs proliferujacych w réznych warunkach in vitro oraz aktywowanych komorek
ependymalnych po urazie rdzenia krggowego pozwolita zaproponowac szlaki sygnatowe TGF B i Wnt - jako
kandydatéw do modulacji réznicowania ependymalnych NPCs w kierunku neuronéw (ostatecznie w neurony
5-HT). Efekty modulacji obu $ciezek sygnatowych zostang przetestowane w ramach proponowanego projektu.
Zrozumienie mechanizméw molekularnych zaangazowanych w aktywacje, proliferacje i réznicowanie
ependymalnych NPCs po urazie rdzenia kregowego moze przyczyni¢ si¢ do opracowania nowych terapii
opartych na modulowaniu tych komérek bezposrednio w kanale srodkowym pacjenta.

Z klinicznego punktu widzenia komorki ependymalne maja znaczng przewage nad innymi komadrkami
multipotencjalnymi (np. iPS), poniewaz moga by¢ tatwo i szybko dostgpne (0kno terapeutyczne w urazie
rdzenia kregowego jest waskie), a ich réznicowanie moze by¢ modulowane zaréwno przed, jak i po
przeszczepie. Ponadto komorki te sa aktywowane juz w miejscu urazu, a ich udzial w procesach
regeneracyjnych pozwala pominaé¢ aspekt zgodnosci tkankowej. W przysztosci uzyskane przez nas dane,
dotyczace sekwencjonowania, moga sta¢ si¢ wiarygodnym zrodtem poszerzajagcym dotychczasowa wiedze
dotyczacag generowania nowych strategii terapeutycznych wykorzystujacych modyfikacje mikrosrodowiska w
celu zwigkszenia endogennej zdolnosci neurogeneracyjnej uszkodzonego rdzenia kregowego.

Uwazamy, ze Wykorzystanie endogennych NPCs rdzenia kregowego do ukierunkowanego réznicowania
moze w przysztosci umozliwia¢ ponowne unerwianie rdzenia krggowego in situ, co bedzie nowa, nie
stosowang dotad, procedura i moze sta¢ si¢ obiecujaca metoda leczenia pacjentow z urazem rdzenia.



