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Udar niedokrwienny mozgu jest drugg po chorobach ukladu krazenia najczestsza przyczyng $mierci,
zaskakujgco bardziej rozpowszechniong niz choroby nowotworowe. Niemniej na chwile obecng jedyna
powszechnie stosowang metoda jego leczenia jest tromboliza z zastosowaniem rekombinowanego
aktywatora plazminogenu (rtPA). Metoda ta jednak wymaga podania leku w przeciagu 4,5 godzin po
wystapieniu udaru co znaczaco ogranicza jej skutecznos$¢ i powoduje, ze wielu pacjentow, ktorzy
przezywaja cierpi na szereg dysfunkcji bedacych skutkami przebytego udaru. Stad tez istnieje pilna potrzeba
znalezienia terapii, ktore niweluja negatywne skutki choroby u pacjentéw, ktorzy przezyli udar.

Mezenchymalne komoérki stromalne pochodzace z tkanek takich jak szpik kostny, galareta Whartona czy
miazga zg¢ba, sa grupg komorek intensywnie badanych pod katem ich zastosowania w regeneracji
uszkodzonej tkanki nerwowej. Wsrdd nich populacjg o najwiekszym potencjale do wspierania odbudowy
tkanki nerwowej sg komoérki pochodzace z miazgi zgba (ang. dental pulp stromal cells — DPSCs). Jest to
spowodowane faktem, iz miazga w toku rozwoju embrionalnego powstaje z komoérek progenitorowych
grzebienia nerwowego, a wiec z ektodermy czyli listka zarodkowego, z ktérego rozwijajg si¢ neurony i
komérki glejowe. O ile strategie regeneracyjne bazujace na roéznicowaniu komoérek DPSCs w neurony
wymagajg jeszcze wielu badan, potwierdzono iz komorki te mogg pobudzaé endogenne mechanizmy
regeneracyjne uszkodzonych tkanek na drodze parakrynnej. Wsrod tych efektow istotng rolg petni nie tylko
dziatanie pobudzajace docelowe komorki do proliferacji i roznicowania, ale takze potencjat tych komorek do
immunomodulacji. Jak wiadomo w toku udaru oraz choréb neurodegeneracyjnych chroniczny stan zapalny
w ognisku choroby prowadzi do powaznych uszkodzen. Poniewaz jednym z postulowanych mechanizmow
parakrynnego dzialania komoérek DPSCs jest ich oddziatywanie na komodrki docelowe poprzez aktywnosé
zaréwno wlasnych chemokin jak i modulacj¢ sekrecji chemokin przez te komorki, celem projektu bedzie
zbadanie tej drogi parakrynnego oddziatywania DPSCs. Hipoteza projektu zaklada, ze regeneracyjne
wlasciwosci komorek DPSCs zaleza od aktywnos$ci chemokin CXCL12, CCL2 oraz CX3CL1, a
modulacja ich aktywnosci biologicznej poprzez zastosowanie antagonistow ich receptorow wplynie na
neuroprotekcyjne dzialanie DPSCs na organotypowe hodowle hipokampa (ang. organotypic
hippocampal cultures — OHC) poddane eksperymentalnemu modelowi niedokrwienia. CXCL12 jest
chemoking wydzielana przez komorki stromalne, ktéra odgrywa istotna rolg podczas neurogenezy poprzez
wplyw na migracje¢ i proliferacj¢ neuronalnych komorek progenitorowych. Dlatego tez, postulujemy, ze jej
hamowanie moze negatywnie wptynaé na parakrynny efekt wywierany przez DPSCs. CCL2 jest chemoking
promujgcg stan zapalny, stad tez hamowanie jej aktywno$ci powinno nasila¢ korzystne efekty wywierane
przez DPSCs, Natomiast, poniewaz zwigkszona ekspresja CX3CL1 zwigzana jest z procesem uczenia sie, j€j
modulacja postulowana jest jako promujgca poprawe funkcji poznawczych po udarze. Modelem
zastosowanym w badaniach bedg hodowle organotypowe hipokampa prowadzone w pozywce
kondycjonowanej znad DPSCs, poddane do$wiadczalnemu modelowi udaru — deprywacji tlenu i glukozy
(ang. oxygen-glucose deprivation — OGD). DPSCs zostang scharakteryzowane z zastosowaniem cytometrii
przeptywowej oraz qRT-PCR. Analiza sekretomu w kondycjonowanych znad DPSCs pozywkach zostanie
przeprowadzona przy uzyciu spektrometrii mas. Hodowle organotypowe skrawkéw hipokampa, ktore

stanowig model badawczy oddajacy strukture tkanki nerwowej, poniewaz zawieraja rézne typy komorek
moézgu (w tym neurony, mikroglej oraz astrocyty), prowadzone beda poprzez umieszczenie skrawkow
hipokampow szczuréw w insertach w pozywce hodowlanej. Model OGD obejmie umieszczenie insertow z
OHC w pozywce niezawierajacej glukozy w atmosferze z zawartos$cia tlenu 0% na 40 minut. Takie warunki
sa uznanym doswiadczalnym modelem udaru niedokrwiennego, gdzie fragment mozgu pozbawiony jest
tlenu oraz kluczowej dla jego aktywnosci glukozy. W kolejnym etapie za pomoca konfokalnej mikroskopii
fluorescencyjnej zostanie okreslona morfologia skrawkow po OGD oraz po modulacji receptorow chemokin
z zastosowaniem ich antagonistoéw. Przeprowadzony zostanie rowniez pomiar sit wigzania chemokin do ich
receptorow w warunkach OGD 1 po modulacji ich receptoréw, przy uzyciu mikroskopii sit atomowych
pracujacej w trybie spektroskopii sit. Pozwoli to okresli¢, jak zmienia si¢ aktywno$¢ receptoré6w po
niedokrwieniu, oraz ich modulacji przez antagonistow receptorow chemokin oraz dziataniu parakrynnym
DPSCs. Gtéwnym wkladem w rozwoj nauki bedzie weryfikacja hipotezy czy CXCL12, CCL2 oraz CX3CL1
pelnig istotng role w parakrynnych efektach wywieranych przez komoérki DPSCs na tkanke nerwowa po
udarze. Model OHC zapewni kompleksowe zbadanie interakcji nie tylko czgsto badanych w tym kontekscie
neurondéw ale w obrebie calej tkanki nerwowej ex vivo. Poznanie roli wybranych chemokin i modulacji ich
receptorow— a szczegdlnie zahamowania aktywnosci prozapalnej CCL2 poprzez dziatanie Irbesartanu, moze
przyczynic si¢ do rozwoju nowych terapii komérkowej chorob niedokrwiennych.




