Streszczenie

Jedna z gléwnych przyczyn wystgpowania niepelnosprawnosci sg choroby
neurodegeneracyjne, takie jak choroba Parkinsona, Alzheimera czy tez choroba Huntingtona.
Pomimo prowadzonych badan opcje terapeutyczne dla danej grupy schorzen nadal sa
ograniczone do leczenia objawowego, a sam mechanizm choroby nie jest dobrze poznany.
Przyczyna tych limitacji jest m.in. ograniczona zdolno$¢ mozgu do regeneracji, prowadzaca
réwniez do braku dostepnosci komodrek neuronalnych, ktére moga by¢ wykorzystywane w
celach badawczych 1 w terapiach komérkowych. Idealnym rozwigzaniem tego problemu
wydaje si¢ opracowanie nowej techniki pozyskiwania komorek neuronalnych. W tym celu
naukowcy stworzyli procedurg neuronalnej transdyferencjacji, ktéra umozliwia pozyskiwanie
neurondéw z innych komorek somatycznych, takich jak fibroblasty. Do tej pory opracowano
wiele metodyk przeprowadzania transr6znicowania, jednak ich efektywno$¢, czasochtonnose¢
1 inwazyjne techniki pozyskiwania komorek somatycznych pozostawiajg pole do
udoskonalenia i ograniczajg zastosowanie ich w warunkach klinicznych. Ponadto mechanizm

procedury pozostaje nie w pelni wyjasniony 1 wymaga lepszego zrozumienia.

Celem niniejszej pracy byto poréwnanie efektywnosci, kosztu 1 czasu potrzebnego do
przeprowadzenia chemicznej transdyferencjacji monocytow w neurony oraz opracowanie na

tej podstawie nowej, optymalnej procedury.

Monocyty uzyte w badaniu zostaty wyizolowane z kozuszkow leukocytarno-
ptytkowych przy uzyciu kuleczek magnetycznych, a ich fenotypowania dokonano z
zastosowaniem cytometrii przeptywowej. W celu przeprowadzenia neuronalnej
transdyferencjacji komorki zostaly wysiane w 8-komorowych szkietkach podstawowych i
inkubowane w medium indukujacym I przez 6 dni lub w medium indukujacym II przez 7 dni.
Nastepnie medium zostalo wymienione na medium dojrzewajace I, medium dojrzewajace 11
lub medium dojrzewajace III w zalezno$ci od testowanej metodyki. Komorki byty
inkubowane przez 10 dni, po czym przeprowadzono tygodniowg inkubacj¢ indukowanych
komoérek w medium pozbawionym dodatku matych molekut. Komorki zostaty
scharakteryzowane przy uzyciu przeciwciat dla MAP2, TUJ1, ASCL1 i CD14 w barwieniu
immunofluorescencyjnym. Ponadto relatywny poziom ekspresji genow MAP2, TUBB3,
ASCLI i CD14 zostat okreslony z zastosowaniem RT-qPCR. Morfologia komoérek byta

obserwowana kazdego dnia eksperymentu.



Po 17 dniach inkubacji monocytow w mediach opracowanych dla metodyki 3
pozyskano neuronalne komorki TUJ1" MAP2" SYP'. Relatywny poziom ekspresji gendw
neuronalnych MAP2 i TUBB3 rowniez byt zwigkszony i1 byt poréwnywalny do poziomu
obserwowanego dla komoérek SH-SYSY — kontroli pozytywnej. Stosowane media zawieraty
dodatek nastepujacych matych molekut: chir99021, forskolina, Y-27632, VPA, A83-01,
TTNPB, NaB, cAMP i witamina C. Podobnie stosujgc metodyke 4 rowniez uzyskano TUJ1"
MAP2" SYP" komorki neuronalne w 17 dni, jednak wykazywaly nizszy poziom ekspresji
genow neuronalnych, w porownaniu do komoérek indukowanych metodyka 3. Media
stosowane w metodyce 4 byly wzbogacone nastepujagcymi matymi molekutami: chir99021,
forskolina, Y-27632, VPA, A83-01, TTNPB, NaB, dorsomorfina. Nie zaobserwowano
komorek neuronalnych w eksperymencie przeprowadzonym wedtug metodyki 1 1 metodyki 2.
Po tygodniowej inkubacji indukowanych komorek neuronalnych w medium pozbawionym
dodatku matych molekul, poziom ekspresji badanych genéw neuronalnych ulegt znacznemu
zmniejszeniu badz przestat by¢ wykrywany. Podobnie nie wykryto sygnatow

fluorescencyjnych dla MAP2 1 TUJI.

Uzyskane wyniki wykazuja, ze zastosowanie mediéw hodowlanych wzbogaconych
nastepujacymi matymi molekutami: chir99021, forskolina, Y-27632, VPA, A83-01, TTNPB,
NaB, cAMP i witamina C, umozliwia przeprowadzenie transdyferencjacji monocytow w
neurony w 17 dni. Ponadto zaprezentowane wyniki wskazujg na istotng rol¢ szlaku RAR w

procesie neuronalnej transdyferencjacji monocytow.



