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1. Imig i nazwisko
Lzabela Mabysz-Cymborska

2. Posiadane dyplomy, stopnic naukowe lub artystycene » podaniem podmiotu nadajacego
stopichi, roku ich uzyskania oraz tytulu rosprawy doktorskiej.

Stopicn nankowy: doktor nauk rolniceych, Oddzial Biologii Rozrodu, Instylul Rosrodu i
Badait Zywnodei Polskici Akademii Nauk w Olsztynie, 2015, tywal rozprawy doktorskici:
WWplyw cgzogennych gonadotropin na ckspresie enzymdw szlaku syntesy prostaglandyn orae

systemu VEGF/VEGFR w jwjowodzic Swini w okresie poowulzcyjnym™

Tytok: Magister biologii, Wydzial biologii, Uniwersytel Warminsko-Mazurski w Olsztynie,
2009

3. Informacje o dotychezasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowyeh

lub artystycznych.

(F7.2019 - obecme Asystent w projekeie "Endowaskulamy model udaru niedokrwicnnego
u dwind domowe)  platforma do identylikacii celow terapeutyeenyeh
ora? biomarkerow™, OPLS, NCN, Katedra Neurochimrgii, Wydrzial
Lekarski, Uniwersytet Warmifisko-Marsurski, Olselyn

012008 - 12,2018 Adiunkt w projekcie "Wykorzystanie polencialu regencracyjnego
mezenchymalnych komorck macicrzystych" Explore Me, Startepmed,
NCBR, Katedra Newrochirurpgii, Wydzial Tekarski, Uniwersytet
Warminsko-Masurska, Olsztvn

072016 - 072019 CGlowny wykonawea w projekeie "Monitorowana w MRI transplantacja
ludzkich progenitordw  glejowych umiessezonych na  nosnikach
hydroselowych do kanale kregowego zwicrzat w celu leczema
Stwandmenia smmikowego bocmego” NanoTechd ALS, NCER, Katedra
Newrologn 1 Newrochirurgii,  Wydnial  Lekarski,  Uniwersytet

WarmiAsko-Mazursks, Olsztyn

OB2015 - 122007 Adiunkt w projekcie "Zastosowmnic  progenitordw  glejowych w
leczenin  stwardnienia  samikoweso  bocemeso”,  GRP&EALS,
Strategmed, NCBER, Katedra Neurologi 1 Neurochirurgii, Uniwersytet
Warminsko-Masurski, Olsztyn
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U2.2013 02,2006 Kierownik graniu "Wplyw cgeogennych gonadotropin na syntezs
prostaglandyn w jajowodzie Swini®, Preludieom 3, NON, Zaklad
Mechanmnow Deiatania Hormondw, Instytut Rosrodu Zawiersl
Badan Zywnosci PAN, Polska

03.2013 — 052015 Wykonawea w grancie "Udsial chamokin w regulacii funkcji ciatka
Zohego™, OPUS, NON, Zaklad Mechamzmdw Dadalania Hormondw,

Inatytut Rorodu Zwierspt 1 Badan Zywnoedel PAN, Olsztyn

10,2010 - 06.2012 Wykonawea w grancie "Wplyw superowulach na ckspresie szlaku
sygnatowege VEGF w jajowodzie dwini™, Yaklad Mechamimow
Datamia Hormondw, Instytut Eozrodu Lwierzat

i Badan Zywnosci PAN, MNISW, Olsstyn

4. Oméowienie osingnied, o ktérych mowa w art. 219 wst. | pkt. 2 ustawy z dnia 20 lipea

2018 r. Prawa o szkolnictwic wykssym o nauvce (De, U, 2 2020 k. poz. 85 z pdEn. zm.).
4.1. Osiagnigeic stanowi cykl publikacji powiazanych tematyesnie pod wipdlnym tytulem:

wModelowanie chorél nenrodegeneracyinych czlowicka ovaz moiliwoadei ich leczenia
i dudyel gwierzat™

Precentowsne osiggmiceis naukowe jest podsumowaniem moich kilkuletnich badan nad
modelowaniem  chordh  newrodegeneracyjnych 1 moXliwodad  lemspeutyemych u duych
swierzat, prowadzonyeh w Katedrze Neurechiturgin Wydsiato Lekarskaego WM w Olsztynie,

we wspdlpracy 7 Uniwersytetem Johna Hopkinsa w Baltimore w USA,

Usiagniecie obgjmuje ceery arlykuly naukowe, opublikowane w lalach 2018 - 2021, w
czasopismach indeksowanych w Joumal Citation Reports (JCR). We wszystkich publikacjach
pedmifam role osoby projekivjace] 1 wykonujace] dodwiadcsenia, jestem avtorks tekstu 1 rvein
oraz osoby odpowiedzialng za ostateczny wyelad publikacyi.

4.2, Lista publikacji wehodzgeveh w sklad osiyoniecia

1. Domindka Golubeevk. L Kalkowski, J Kwiatkowska, M Zawadeki, P Holak, J Glodek., K
Milewska, A Pomianowski, M Janowski, £ Adamiak, " Walczak, 1 Malysz-Cymborska®*.
Endovascular model of 1schemic stroke in swine guided by real-time MRI. Scientific reports.
2020: 10 (1) 1-10. (MNiSWaoze 140 pkt: 1Fz20 3,998)
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L. Lukasy Kalkowski, Lrabela Malyse-Cymborska, Dominika Golubeak, Miroslaw
Janowski, Piotr Holak, Kamila Milewska, Dorota Kedaorek, Zhigniew Adamiak, Wojcicch
Maksymowicz, Piotr Walcenk MRI-guided intracersbral comvection-cnhanced injection of
gliotoxing 1o induce focal demyelination in swinc. PLoS One. 2018; 1;13(10):c0204650.
(MNISWans, 40 pkis 1Fns 2,766)

3. Izabela Malysz-Cymborska, Dominika Golubezyk, Lukasz Kalkowski, Adam Burczvk,
Miroslaw Janowsks, Fiote Holak, Katarzyna Olbrych, Journa Sanford, Kalina Stachowiak,
Kamila Milewska, Preemystaw Goreeki, Zbigniew Adamiak, Wojciech Maksymowics, Piotr
Walczak. MRI-guided intrathecal transplantation of hydrogel-embedded glial progenitors in
large animals. Scientilic Reports. 2018; 7:8(1 116490, (MNiSWans 40 phkt; 1F5s 4,011)

4. lrabela  Malysz-Cymborska, Dominika Golubezyk, Lukasz Kalkowski, Joanna
Ewiatkowska, Michal Zawadeki, Joanna Glodek, Piotr Holak, Joanna Sanford, Kamila
Milewska, Zbigniew Adamiak, Piotr Walceak, Miroslaw Janowski, Intra-arterial transplantation
of stem cells in large animals as a minimally-invasive stratcey for the treatment of disseminated
neurodegeneration. Scientific Reports, 20210 2201101 26581, {(MNiSWaexe 140 pkt; TFmn
3,998)

*Autor korespondencyiny

Laczna punkiacia czterech oryginalnych prac, wehodegeyeh w sklad jednotematyveznego cyklu
publikacji, zgodnie 7 rokiem opublikowania w czasopismach indeksowsnych w hazie Journal

Citation Reports (JCR) wynosi:

= wedhug sty ceasopism punktowanyeh MNISW - 360 punktow,
= faceny wspdlegynnik oddziabywania, Impact factor (IF) — 14,773
4.3. Opis osiyznigeia i wyniki

Wprowadrenie

Choroby osrodkowege ukladu nerwowego sa uwalune 2a jedpo z najozgstsrych
schorzen cywilizacyjnych na swiecie, prowadzgeyeh do ghebokicgo kalectwa, a crgsto seybkicg
smierci, Mimo rosnges] zachorowalnodel, mechanizmy lesace u podstaw oz mozliwodci
leczenia schorsen takich juk stwardnicnic zanikowe boczne (SLA), stwardmienie rossiane (SM),
Choroba Alzheimera, Parkinsona cry wdaru niedokrwicnnego s4 nadal slabo poznane. Wynika

to zardwno » rhinic w preebicgy wymicnionych schorzen, maogodéel proyesyn etiologicmych,

[ 3]
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takich jak crynniki Amodowiskowe, genetyvesne, immuonologicsne  jak rownie?  braku
odpowicdmeh model zwierzgeych, ktdre umozliwityby rzetelne preeforenie wynikiw hadad
& swiersal ne celowicka, Zwiersges modele chorob neuredegencracyjnych siggajg ponad 30
lat'. Wigkszos¢ z nich stanowia modele oparte na gryeoniach, » vwar na tatwosé indukdii,
aspekl Iinansowy cey stosunkowo krotki czas potrzebny na ich wygencrowanie | optymalizacje.
Mimo, 1 stanowig one warlodciows 1 oplacalng strategie badan przesicwowych, bezposrednie
przclodenie wymkdw badad wryskanych na mabych swiersetach na luds doprowadzile do
wiclu meudanych prob klimeenych, Potrzeba modelowama chordb neurodegeneracyjnych
u duiyeh zwicrzt wynika z dramatycznyeh rddmic w rozmiarze, anatomii i@ lizjologii mdrsgu,
a lakre ukladzic immunologicenym micdzy celowickiom a gryzoniami™®. Ponadto stosowanie
moadeli chondh neurodegeneracyvinych, opariveh na grveoniach do badania takich zaburzen
neurclogicznych, jak zaburzenia motoryczne czy zdolnosici poznawcze jest wysoce watpliwe
7 uwag na rdrmice wroswoju morgu, gesiesel neuronalng), stosunku 1stoty seare] do ale cey
stopniu pofatdowania kory mf:-?:gnwcj"-*. Kolepym astotnym clementem dyskredytupacym
weyeie gryzom do medelowania postepujocych chordh OUN et wh dhlugosé rycia, W
przeciwicnstwic do nich, duie zwicrzgta, takic jak naczeloe, psy czy swinie Zyja stosunkowo
diugo, a wspdldaclenie prees nie lego samego stodowiska, oo cdowick macmic swicksen
mozliwost pordwnania preebiegu choroby cay efektywnoda terapin. Dufy rozmiar mbrgu oras
podebicnstwo unaczyniciua u zwicrzgt takich jak naczelne, psy czy sSwinic umeozliwiaja takze
sastosowamie  matemalow, narseda 1 spregte oy dimgmostyla klinieeng)  slosowsane
u czlowicka Macrelne sy z pewnoscry najodpowicdniejszym gatunkiem do modelowania
1 badtan chorob ukbulu erwowezo celowicka, jelnak 2 wwiagl na kontrowersje etyeme | decye
Parlamentu Europejskiego w sprawie ochrony zwierzat stosowanyeh do celdw naukowych
20211 (COD), zainteresowanic tvin gatunkicm znacznic spadio. Innvm prevkladem sg psy,
kidre 53 ewolucyjnie 1 genetyernie Miskie calowiskowi, a mnogost chordb, zhlizonych do tych,
wystepujacych u czlowicka sprawia, 12 ten gatunck ma ogromny wartos¢ Juko moedel 2wierzgcy.
Od kilkunastu lat, choroby naturalnie wystepujace u psbw, jak choroby nowotworowe”,
miclopatia degencracyjna (MDY, zaburzenia ukladu sddechowegs™'®
ey endokrynologicmese’  stanowig  doskonale modele  odpowiadajgeych i chordb
czlowicka, Psy sa wyjatkowymi modelomi nowolwordw, w secregdlnodcn  soshiwych,
pomicwar w naluralny sposob roswijaja sie u nich te same typy raka, co u crlowicka'".
Moaortologia i histologia, a ezgsto takzze odpowiedZ na lecrenie nowotwordw u psow jest bardzo
podobna do tych u cztowicka'®. Kolejmym preykladem jest naluralnie, spontanicznie

wystepujaca mielopatia degeneracyina, ktora swa ctiologia, przchicgicm 1 objawami bardzo
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preypomina stwardnienie sanikowe bocene u calowicka, W preypadku obu chordh dochodsi
do degencracii nevrondw ruchowych, ograniczenia dostaw energii do newrondw i utraty
nouTonow, a W oszezegolnodel degencrujacych neuromiw tuchowyeh jest problematycema,
4 CZESto Wrecs nietnozliwa, nadzieje na preywrocenic prawidlowyeh fumkeji neuronéw niesie
precszezep komorek macicrzystyeh w migjsea objete s::]:llnncniem- Terapie preedkliniczne
aparte na przeszezepach komorek macierzystych w ALS costaly zbadane sltownie na modelach
gryzemi.  Wobee  pozytywnych  efekidw  aastosowania  komdrek  macicrzyvstych

u tramsyenicanyeh myszy's'®

, podiglam si¢ badan nad skulecomoscia 1 bezpicczenstwem
ZASIOROWANY leTapil oparte] na prekursorach glejowyeh oraz mezenchymalnyeh komdrkach
macierzystych u psow 2 MDD, ktére staty si¢ preedmiotem czedel prezentowanego osiaeniecs
naukowcgo.

Rekrutacia owicrzat towarzyszacych jest jednak bardze trudna 1 ceasochlonna
i mierzadke wigke siy 2 wysokimi kosztami badad preesiewowych, majacych na celu
werylikacie wystepowania choroby, W preeciwicastwic do naczelnych i psdw, dwinia jost
zwiersgeiem hodowanym do celéw Zywieniowych 1 tym samym mmacznic [epiej akceptowanym
prece spoleczenstwo jako model dodwiadezalny. Ponadio, mézg dwini jest podobny do
ludzkiegn, Wyseki stopien pofaldowania, identyezny stosunck substanci biatej do srarej oras
fakt, iz mozg swini jest jedymic 10 razy mniejszy, czyni ten ganmek bardzo atrakevinym,
sevecgolnic  w o kontekicie  modelowania  choréb  neurodeseneracyjoveh,  Swinic
wykorzystywane 53 jako modele zwierzgee dla rdvnych chordb celowicka, w tym infekeji'®,
caburzen metabolicanych' ™ coy nowolwordw moreu', Weigz jednak niewiele jest danyeh na
temat modell wdaruy nicdokrwicnnege u dwini cey  chordb  demiclinizacyinych. Poza
oczywistym, ceavh anatomiy 1 unaczynicniem mozpu w preypadko modelowsnia obu tych
schorzen miczwykle wainy jest takze ukdad immumologiceny, ktdry zardwno w udarze jak i 5M
odgrywa istoing, ceesto nadrzedng role w przebiegu choroby. Leceenic udaru nicdokrwicnnego
Jest ogromnym wyzwaniem, ¢ uwagi na waskic okno terapeutyerne  cras, w trgkeie ktoreso
moena zastosowad leczenie, a takFe nigjednormmacene, czgsto nicrozpoznawalne preer otocrenie
objawy przejscia choroby, Rowmiar 1 lokalizagia rawatu determinujg preerycie pacjenta, a take
stopich  micpelnosprawnodei™.  Jak  wykasano, wysiapicnic uwdary  macmic  zaburza
funkcjonowanie ukladu immunelogicancgo, a jednocresnie, w miejscu sawalyu roswija sie stan
zapalny, preyspicszajacy degeneracje tkamki mozgu®'. Z kolel zardwno rozwd] jak i przehieg
SM jest doisle skorclowany z ukladem immunologicenym, prees indukowsng rdenymi

czynnikami jego autoagresje™ . Wobes lego modelowanic obu tyeh schorzen bez zastosowania

[5]
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podobienstwa ukladu immunoleg coneso more wiaead sig 2 niepelnyim obrazem choroby, atym
samym negatywnie wplywal na wyniki ewentualnych terapii. Uklad odpomosciowy swin
w 80% badanych czyvnnikdéw przypomina ludzki, co w pordownaniv z grveomami [ 10%) dajc
oprommd preewage. Wobec powyzseych, w opososiale] ceedcel presenlowanego osiazniecia
naukowego, przeprowadzalam badamia nad indukey modelu vdamu nicdokrwiennego oraz

miegseowe demiclinizac u Swinl domowe.

Cele i radania

1. Indukcia modelu pdiru nicdokrwiennezo w Swini domowej (Publikaca 1),
2. Indukeja modelu stwardnicnia rozsianego v swind domowey (Publikacga 2).

3. Modelowanic opoil terapeutyeenyeh @ wykoraystamem komarek maciersysiyveh w lecseniu

stwardnienia zanikowego bocznego u psdw (Publikacje 31 4).

a. fhadanie efektywnosct | bezpicczenstwa transplantacii komorck macierzystych drogy

dooponowi u psow choryech na miclopatie degeneraeying (Publikacia 3).

b, Zhadamie elekiywnodci i bespieczenstwa transplantaci komdrek macicrzystych droga

dotetnicza u psdw chorych na miclopatie degeneracying (Publikacia 4).

Tndukeja modelu udarn niedokrwicnnego u swini domowef (Praca nr 1)

Udar nicdokrwicnny to treecia najosgsisss preyesyna sgondw ©0ogldwna preyczvna
dugotrwate] cierkie niepelnosprawnodct u doroshreh”'. Jedynym lckiem zarwierdzomym prece
Agencic Zywnoscl 1 Lekow (FDA)Y do lecsenia oxdb » udarem niedokrwiennym jest alteplaza
{tPA). Zastosowanie 1PA jest jednak obarczone waskim oknem terapeutycenym podua (<4,5
godz ), co sprawia, Ze wickszosé pacjentdw nic kwalifikuje sie do leczenia™. Mechaniczna
trombecktomia v wybrimych pacjentdw znacznie wydhiza okno terapeutyczne do 24 godan,
co 7wicksza liczhe pacjentéw kwalifikujacyeh sie do terapii 1PAY, jednak niewielka ilosc
pacjentéw kwalifikuje sig do takiego sabiegu, Modelowanie uadar u zwicrzat stanowi podstawe
der badania chordh | opracowywania nowych terapii. Wigkseosd swiersgeych modeh udary
stanowiy mryzonic, lece # uwagl na drastycrne rddnice anatomiczne mozgowla, wous
posrukuje sic idealnego modelu oparteeo na dusych swiersetach. Ze wagledu na podobicnstwa
w  zakresic unaceymienia modsgu psy  doskonale nadajg sie do modelowama  udaru
2 wykorzystamiem podejécia wewnattznaczyniowego™, jodnak » uwawi na [akil, 7e sa one
Fwierzctami towarzyszgeymi celowickowi, ich wykorzystanie do modelowania takich schorzen

jost kontrowersyjne, a w wielu krajach eksperymenty z uzyeiem pstw s ashronione. Swinia
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domows, 7 uwagi nas mdeg sporyeh rozmiardw orae unaczynienie uktadu nerwowego podobne
du calowicka stanowi bardzo dobry model chordh neurologicenych. Opracowane dotychezas
modele udaru u duzych zwierzal byly oparte na kraniotomii w celu usyskania chimrgicznegso
dostepu do tetnicy Srodkowe] mozgu (MOA), co jest wysoce inwazyjne | niesie wysokic rvevko
smierci swicrzgeia™ . Wezedniejsee proby wywolania udaru u 4win # wykorzystanicm dostepu
wewngirrnacsyniowego nie powiodly sie 2 uwagl na zlozonodé ukladu naczyniowego mézgu
oraz obecnost sieci mikronaczynh - rete mirahile, oddziclajacych kraenie rewnatreceaszkowe
od  wewnatreezaszkowepo. Obeenodd te) sicel  uniemofliwia  wprowadzenie  cownika
dotgtniczego do nacryn mosgowyeh w celu miejscowesn sublokowania prrephywu krwi
w mozgu™. Z uwagi na problematycmy anatomie uktadu nacoymiowego mozgowia u dwini,
Ringer i wspdipracownicy podjeli probe wnicszezenia skrzepliny w tatnicy wslepujace] gardla,
jednak nie spowodowslo to niedokrwienia mézge”, Procdstawiony przeze mnie model
miedokrwicnnego, wewnatrznaczyniowege udann u $win jest pierwssym coptymalizowanym
modelem wdaru u duzych mwicrzgt i 7 powodseniemn moze byé wykorzystany do lestowania

terapni preedklinicenych,

Merodologia i wyniki

Do badan vzyto dziewigein swin rasy polska wiclka biala, ktdre zostaly podelone na dwic
grupy, W salemoscl od czasu usmiercenia (7 dni i 3 miesigec). Za pomoca ultrasonograti
Adentyflkowano  tgtnice wdows, po cyvm wprowadzono  do  miej oslonke  cewnika
wprowademacego (5F, Terumo). Nastepnie, poprece tetnice wprowadzono mikrocewnik
{UltraFlow HPC Flow Directed Micro Cathether, ev3) najpierw do fuku aorly, a nastepnic
do glnicy szyine) wspdlne), proksymalnie do rere mirabile. W celu uniknigcia oklusji
mikrocewnika, byl on stale preeptukiwany sola fizjologicsna » dodatkiem heparvny. Nastepnic,
w oclu uwidocznienia dystrybuci, Togtwir trombiny (Biomed, Polska) zmieszano ze drodkiem
kontrastowym 1 (1:20) wstrzyknicto dotgtnicso prees mikrocewnik pod kontrola rezonansu
magnetycomego (RM), W occlu potwicrdzenia wywotama wdaru swierzetas skanowano w BM
w dniach 1, 3, 7 oraz 1 miesiac po procedurze. Procedura wywolania uwdary trwajaca okolo 3-4
godein byla poceatkowo dobrze tolerowana proer waeystkie deiewiccioro zwicrzat, Trey
swicrzgta zdechly podezas ostrej fary wdary, jedno pedezas wprowadzania w stan znieczulenia
do badania kontrolnego, o dwa 1 dziefd po udarze. Na podstawie preeprowadsone sckeji owlok
stwierdzono rozlegte wsrkodsenic mozgu, Cztery zwierzeta usmiercono 6 dni po wywobmmiu
wlary, dwa dodatkowe usmiercono trzy miesigoe pdinief. Zaobserwowano, Ze wszystkic

Twierzeta, ktore preeryly, poruszaty sie, moghy niczalefnie pic i jesé, chociar mialy wytwime

171



,-iur.:.rre-femt lzabela Mai;,'ﬁz-{'}rnlhnrska

deficyty motorycrne w przeciwleghveh kofcrynach, Po wywolaniu udary zaobserwowamn
tokse seybkic mecrenic sie swiersal 1oapatie. Awierseta wo sposdb  charakterystyezny
preechylaty glowe na bok, mialy trudnosci 7z chodzeniem, byly zdezorientowane, czgsto
wykarnywaly utrate rownowagl 1 koordvnuacyl, Na podstawic map ADC, veyvskanveh w RM
mozliwe bylo wykryeie nawet niewielkich uszkodzen niedokrwicnnych. Pierwsze oznaki
uszkodzenia niedokrwiennego w migzszu mozgu podezas dyfuzin wykoyvto 27 minut
po dotetniceg) inickejt trombiny ¢ preyspieszeniem uszkodzenia obserwowanym migiley 16
a 27 minutg pooindukeji skeeepu i cigplym rozsrerzamem si¢ obszare udara migdry 4% a 7Y
min, Po 2 godanach od wywolmia uwdaru me saobserwowmno dodatkowych aman w dy fueg
na mipach ADC, Po 24 godsnach obszar uszkodzenia odpowiadal obszarowi niedokrwienia,
widncznemu po wstrzykniceiu trombiny, a jcgo srednia objctosé wynosita 7,39 £ 5,41 cml, Na
wezesnym  ctapic, po 24 godenach od imdukejl edaru wykarano  jedynie marginalne
wrmocnienie w sekwoencji T1 z kontrastem w BM, co wskazywalo prawdopodobme na
zachowanic sczelnodel baricry krew mowg (BBB) lub ograniczenie preemikania srodka
kontrastowepo, W e preewlekle), miesige po wywolaniu vdar, doszlo do wyrwmego camiku
tkanki mozgowe) z widocma hiperimiensywnoscia w sekwencpi T2 w RM. Deigki obrazowaniu
T1 # kontrastem 7aohserwowano wtrzymujgee sic otwarcic BBB w ro.mych resmomach masgu,
Lokalizacjg 1 wielkos¢ obszaru objetego udarem widovene na skanach RM potwierdzono 7a
pomoci barwienda histologicenegs hematoksyling | eozyna (HE). Na podstawic barwien
precciwko immunoglobulinie Swinskiej, zaobhserwowano przerwanic BBBE w ostreg laae
u swin, ktore zdechly whritce po sabiegu, po 6 dniach od zabiegu, a nawet po 9 dniach po
wlarge, W ocelu oceny ogdlnoustrojowegoe  efektu dotemiczege  wstreyknigein  trombiny,
monitorowane takic czas trombinowy w probkach krwi. Zaohserwowano wydhukzenie ¢zasu
trombinowegoe od wartosa wyjsaiowe] (25,36 | 7,623 5) do 41,20 £ 8,15 5 po zabicgu, jodnak
po 5 dniu od zabiepu, czas trombinowy zacral sie smmiejsead (35,26 ¢ 817 5). a po 26 dniach

powrdcit do posomu wyjsciowegso,

Whninski

W opresdstawionych badaniach po raz pierwszy dowisdgone o wykonalnodcr indukeji
moedelu vdary metods wewnatrsnacsyniows u swin. Daigki momtorowaniu zabicgu w RM,
bylam w stanie zaobscrwowad tworzenmie sig skreepow wywolanych trombing 1 wymkajaca
z tcgo blokade perfusjl mosgowe) 1w konsekwencjl uszkodzenic po udarse wo crasie
recorywistym. Preedstawiony model charakteryzowala stosunkowo duza objetosé zawalu
obejrmyjaca wickszodé tervtorium MOCA, Dirigki zastosowaniu innowacyjnych techmik udale sig
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stworsye nowy model udary medokewiennego fwin o duzym nacreniu Klinicanym, Model
mode stanowié maczny whlad w budania majace na celu arosumienic patofizjologii udary,

# przede wssysikim opracowanie nowych terapii,

Tndukcjo modelu demielinizacii u $wini domowej (Praca nr 2

Choroby demielinizacyjne oérodkowego uktadu nerwowego. takie jak stwardnicnic rozsiane

(SM}™ lub poprzecene zapalenic rdzenia kregowepe™, sa wyniszezajacymi schorzeniami,
na ktdre weig? nie ma lekarstwa, Rosklad smian demielinizacyjnych w SM jest AAMiLnny,
7 CrEstym zujeciom nerwu werokowego, rdzenia krggowego, okolokomorowe] istoty biakej, ey
pria mézgn i mordiku’. Weigs jednak nie udalo sip stworzyé terapii, kidra umosliwitaby
preywrocenic funkei usckodzonyeh obszardw istoty biale] 1 wyeliminowala dlugoterminowe
skutki - nawrotéw  choroby. Obecnie, najezefciej stosowamym modclem  zwiersecym
stwardnienma rogzsianego jest autoinmunologicene zapalenic mézgu i rdeenia (EAE). Miestety,
4 uwagl na bardzo istotny klinieznie patomechanizm demiclinizacii. model ten ma kilka
istotnych wad, w tym niedostateema ilosé zmian obecnych w mozgu czy nieprzewidywalna
1 ozmenng lokalizacie legil, W oawigzku 2 tvm istmigje duke zapotrzehbowanic na tworzenie
nowych modeli demielinizacyjnych, w ktdrveh zmiany moga hye slokalizowane w poadanej
strukturze, a ich roamiar moze byé przewidsany 1 w pelni kontrolowany. Modele oparte na
ogmskowe) demielinizacii sy zazwycza] wywolywane preer srodmigzszowe wstraykniecis
gliotoksyn™, takich jak lizolecytyna (lizofosfatydylocholing, LPCY® cry bromek etydyny
(EtBr)*. Mimo rnacme] ilodel modeli demiclinizacyi na malych swicrzetach, istnieje ogromna
potrzeba stworzenia 1 optymalizacii modeli ogniskowe) demielinizacii na zwicrzetach
¢ anatemii ukfadu nerwowege oraz immunolozi bandac eblizone do crtowieka, Stosunck
stoly biale) do szarej w mdsgu Swind jest pordwnywalny « tym u ceowicka, wobee czego
gamunek tem sdaje si¢ byé odpowiedni do modclowania SM. W ponizssych badaniach
zastosowano innowacying metods, opracowana w celu ulatwicnia 1 poprawy skutecznodel
ukicrunkowanegoe wstrrykniecia do migZszu mézgu - dostarcsania substancii wzmocnionego
konwekepy (CED). Technike CEI astosowano  wiclokrotnie  zardwno w  modelach
przedilinicznych, do testowania zwiazkéw biochemicanych™, a takie u pacjentéw z puzami
mozgu™. Degki niskici predkosel  preeplywu  administrowanepe  d$rodka  potencjalne
uszkodzenia thkanki sa momimalizowane, a skladniki akiywne moga byé tdwnomiernic
dysirybuowanc®! podezas iniekcji érodmigzszowveh® Dodatkowym atutem, saslosowsmym
w przedstawionych badaniach jest takfe mozliwoéé momilorowania podania pozadane
substimeil pod kontrola RM*, co umosliwia fledzenic dvstrybucji wstrrykiwane] substancii
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W ogasic rzeceywistym™, Preedstawiony precse mnie model stanowi soptymalizowany model
ogniskowe| demielinizac)i u durych zwierzat o dukym znaczeniu klinicznym, ktéry moie nied

Zastosowane w testowaniu terapil chordbh demichnizacyinych na poziomic preedklimemym.

Merodologia § wyniki

Do hadah wryto odmiu $win rasy polska wielka biata, W celu wprowadzenia urzadzenia
ClearPoint SmanFrame (MRI Interventions, lrving, Kalifornia, USA), do wykonama CEI, na
shdrze czaszki wykonand naciceie, po czym wywicreono daiure o Sredniey 3 mm. Urzadzenic
zostale zamocowane na cFaszoe 7o pomocd tytanowych drub, Cewnik SmartFlow (MRI
Interventions) wypelniono gliotoksvny (heoleeylyng — LPC lub 1 bromkicm clydyny - FiBr)
1 gmontowsane w SmartFrome, Roztwdr glivioksyny wlewano « sevbkodcia 250 pl'h pod
kontrola RM. Podezas jednogodzinne| infuzjl podano 250 yl glictoksyny. W cclu analizy
obeenodel 1 wiclkodel lezg, ewierzeta shanowano w RM podesas podama, 3 orax 7 dm po
mdukeyi demmelmzacj. W eclu zbadania optymalnego steZemienia bromku ctydwny do
wywohrwania ogniskowe] demichinizacy, wykonane podania treech rdZnych steren te
gliotoksyny: 0,0125; 0L,05: 1 0.2 mp/ml. Wykazano, 12 dawka 0.2 mg/ml EtBr spowodowata
ewidenine uszkodzenic nacoym 1 krwolok, o coym Swindesyla hipoiniensywnost w skanach
RM, w sekwencji T2, Dawka 0,0125 mg/'ml miala nicwiclki wphyw na mdukee amany
demielinizacyjnej, natomiast po podazy dawki 0,05 mg/ml EtBr saobserwowano wyrasme
widoczne zmiany demichnizacyine ber krwoloku. W cele potwierdzenia indukeji zmian
demielinizacynych, wykonano analize histopatologiezna. Dzick barwicniu micliny roztworem
eriochromu potwicrdzono lezje obeone na skanach RM, Sublelne smiany w thance mozgowe)
aobscrwowano prey dawee 00125 me/ml, rozlegly denvuchimizag)e przy zastosowamu 0,05
mg/ml vraz rozleple uszkodzenic thanki przy dawee 0,2 mg/ml. Co cekawe, dawka 0,05 mg/ml
EtBr skutkowala smmigjseoma  gesiodcia  aksondw, ale takZze Immunorcaktywnoscly
nearofilamentéw w centrach uszkodzen, wskarujacas na preerycie sdemielinizowanych
aksondw, W praypadku podacy TP wykarano, i jej wphyw na istote bialy swin zalery od
sigrenia. Fa pomoca RM oraz analizy histopatologmieane) wykazano, #¢ podame 1LPC w dawee
20 1 30 mg/ml spowodowalo hiperintensywnosé w sekwencji T2 w RM, co wskazywalo na
obecnodt procesu rapalnego lub demiclinizacyy. Podesas barwiema histologicmezo mieliny
przy wiyciu criochromye wykasano jednak, i dawka 20 mg'ml LPC spowodowala tylko
ceesciowy utrale mieling, natomiast przy dawee 30 mg/ml amisny byfy bardeie) wyraine.
Drzicki barwicnin immunohistochemicenymu w kierunku 1BA-1 wykazano rozleghy aktywacig
mikrogleju w grupie « podads 30 mg/ml, przy jednoczesne) nicwiclkic] uiracie aksondw, & czym
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Swiadesylo pozytywne barwienie neurolilamentdw, W obu grupach poddanyeh inickepn LPC
architektura thimki byla dobrze zachowana, bee objawdw krwotoku, co wskasywalo na Lukt,

12 LPC jest lepsra gliotoksyna do indukeji zmian demiclinizacyinyeh u $wini.

Whioski

Podsumowujae, dostarcranie wspomagane konwekeja, w polaceeniv z podgladem obrazu
pod kontrola BRM w ezasie rrecaywistym, jest doskonalym narzedsem do indukeji modelu
ogniskowej demielinizacii u Swin, Obie gliotoksyny — livolecytyna i EtBr byly w pelni
skutecene w wywolaniu ogniskowe] demiclinizaci w mérgu $win. Zastosowanic LPC
skutkowalo lepszym sachowsniem architektury tkankowe 1 mnicjszym stanem zapalnym,
eo moze byc lepsza strategia modelowania SM. Model ten moze staé sie bardzo przydatny
do testowania nowych strategii terapeutyesnych, w tym opartvch na preessesepie komonck
macierzysiyech.

Maodelowanie apefi terapeuntveznyeh w lecgeniu SELA bocznego u puow (Publikacje 3 i d)
Miclopatia degencracyjra, wystepujaca naturalnie u pséw jest idealnym modelem do badan

nad SLA. 7 uwagl na degeneracie neurondw ruchowych orie memodnosé ich pracszezepienia,
obiccujgcy opeja terapeutycsna jest transplantacia komdrck wspierajacych ich funkgje, w eelu
zapubiesenia  postgpowl choroby. W saleimodci od umicjscowicnia schorzenia  oras
pochodzenia smiany mozliwe jest zastosowanie roznego rodeaju komdrek macicrzystych.
Mnigj ardimicowane komdrki, takie jak nerwowe komoérki macierzyste (NSC), maja sretsee
mozliwosel rérnicowania, jednak kosztem niskie) prrewidvwalnodcl fenotypu, w jaki
ostatecznie dojrzeia. Kombrki bardesie) ardomicowane, jak prekursory neuronalne (NEP) lub
glejowe (GRP), maja bardzie) ograniczone modliwodel rormicowania, ale prece to tez wicksz
przewidywalnosé  fenoiypu ich dojrzalych produktéw®. Wykazano, i7 ssceurse GREF,
preeseceepione do rdzenia krggowego dorostych secourdw, preesywaly co najmmici 6 tygodni
i ulegaty réimicowsniu do astrocytow i oligodendrocytdw, Ponadio komorki wykazywaly
zasiedlenie tkanks 1 migracje wedluz istoty bialej, na odleglosé dalsza niz 15 mm w ciggu 6
tygodni®®, Podobaic, ludzkic GRP prresscsepione do usskodzonepo rdzenia kregoweso szezura
charakteryrowala dobra sywowmost, migracia przez thanks rdzemia krggowepo, a takre

WALW zwiazku 2 ogromnym potengialem komorek GRP oraz ich
s L ¥ p

potengal regencracyny
zdolnoscia rormicowamia do komorck glejowych zostaly one wykorzystane w ponizsrych

badaniach. Ponadto, 7astosowanoe nigrodmicowane mezenchymalne komérki macierzyste.
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Lhadanic _efektywnoled [ begpiccgersiwa  transplantecii _komdrek  maciergpstpel drog

doopenowa u prow chorveh na miclopatie degenceracying (publikacia 3)

Obecmie dominujacs (echniks oparts na podazy komérek maciersysiych jest stereotaktyezne
srodmigrszowe wstrzykniccie, co 2 uwagi na rorgiany charakter schorzen takich jak 86 coy
SLA wydaje sig nieefekiywne, wdy? do pokryeia calej objetogci mérpuy, kidra ma maczenic dla
ostygmiceta efeltu terapeutyeznego, potrscha ddesigtek, a nawet setek migjse wstreykniecia ™.
krgrenic phynu mézgowo-rdzeniowego  umorlivia  rosprecstreenianic  preeszerepionych
komarek w osrodkowym ukladae nerwowym (CUN) bez interwencyi chirurgicone. Dostep do
phynu mdegowo-rdzeniowego, a swlasrora  presstrseni  wewnulrzoponowe),  jest tatwy
i minimalnie inwaeyjny prece zastosowanic punkeji lodiwiowej. Zastosowanie ¢ drogi
podania komdrek sostale wiclokroinie sbadsnc na poziomic badan prredklinicenych™
1 kliniczmych™. Nic mnicj jednak, nieprrewidywalnodé dystrvbuci komérek w przestrzeni
wypelnione) phynem » mosliwodeiy sedymentacii lub usunigeia z micjsca podania, utrudnia
postep w te] dzicdzime. Wymienione wyzwania moga byé miwelowane przee wprowadzenie
podaty komorek cabeepiccronych we wstrzykiwaloym hydrokelu, nie tylko wapierajacym
funkeje komérek, lecz takze zapewniajacym bespiecsne 1 precysyjne umicseerenic transplantu
na powierzchni rdzenia krgmowepo. Liang 1 wspdlpracownicy wykazali, e zastosowanie
hydrozelu na bazie kwasu hialuronowego (HA) wspomagalo prec?yeie neuronalnyeh komdrek
maierystych po precszezepie, a Jego whasciwoscl biomechaniczne 1 dynamika selowsmia
wlatwiaty jego wsirzykiwanie™', Zaloseniem badat i tvm samym pierwszego podejécia
terapeutyeancgo u psow z MD bylo, 2 kombeki macierzyste osadrone we wstrzykiwalnym
hydrodelu pocostalyby w migseu podama, a podany hydrodel wspicralby praciyeie | migracje
komdrek do miarszu rdzenia kregowego. Ponadio, istoing kwestia bylo takie dbadanic czy
obernosd hydroZelu 1 jego degradacja nic spowoduje zapalenia lub cablokowama krasenia
phynu mdzgowo-rdeemowego (OSF).

Metodologia i wyniki

W oeclu optymalizac)i procodury transplantacji i zbadama je) bezpieczefstwa, w plerwsrg]
kolggnosar procedury preeprowadsono na Swiniach, W tym celu osiem mlodyeh  Swan
domowych tasy polska wiclka bials podziclone na dwic grupy. Swiniom 2z grupy |
przeszezepiono swinskie merzenchymalne komdrki macierzyste, pochodzenia sepikowegzo
(pBMMEC) zawieszone w zbuforowane) soli fizjologiczne] (PBX), natomiast swiniom 7 grapy
U pBMMSC saberspiecsone w hydrozelu na baae kwasy haluronowego (HA) Komérk

przeszezepiono do CSF przy uzyein cewnika kompatybilncgo 7z MR1, wprowadzonego do
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pracstrzent podoponowe] piersiowego odeinka rdzenia krggowegzo za pomoca punkeji
lediwiowe, W celu uwidocmienia w RM, komérki wyznakowano SUPLTPATAMA ety crnymi
nanoczastecsami  Zelaza (SPION). Dzigki obrazowaniu RM pray  uwiyein schkwenci
dynamicznych podezas transplantacii, mozliwa byta  obserwacia pBMMSC  podezas
stopniowegn Tozprzcstizemiania sie ich w phynie mizgowo-rdzeniowym, Sygnal pEMMSC
zawicszenych w PBS (grupa 1), zargjestrowany w RM byl znacznic NiFsey wopordwnaniu
z sygnatem komorek osudzonyveh w hydrozelu (grupa 1), Preypuszeza sie, i byvlo to
spowodowane rozproszeniem komdirek w CSE Maksymalna powierzchnia (ki rdzenia
krepowego, na ktbrej potwicrdzono sygnal komorek zawicszonyeh w PBS wynosila Jedynie
0,25 em, podezas gdy powiercchnia, jaka pokeyly komarki zawieszone w hydrozelu wynosita
do 12,0 em. W wyniku potwierdeenia cfcktywnodcl 1 bespicezenstwa procedury PTZCSZCZEpU
komarek zawieszonych w hydrozelu u éwin, podjeto sic transplantacii komérek u paow chorych
na MD. Badaniom poddane pig¢ dorostych pséw (5-12 lat), rédnyeh ras (3 owczark
niemieckie, 2 hovawarty), u ktéryeh MD potwierdzono poprzez wykonanic  badan
genctycznych w kierunku mutaci w genie SO0, Ze wzeledu na swyrodnicnia krgposhupa
lediwioweyo, cagsto wystepujace u psdw powvie] 7 roku v, lransplantacia dokanatows nic
nalezy do prostych, co w iy przypadkn udalo sie £ powodzeniem wykonad, Psic progenitory
glejowe (¢GRPs), wyznakowane SPION, zostaly zabespicceone w hydrozelu na basie [1A -
Heprasil® we preed rozpocziciem procedury. Dzicki obrazowaniu dynumicznemu RM podesas
mickepn  hydrozelu caobserwowano  hipointensywnosé w okolicy  kofcéwki  cownika
rozszerzajgeq sig woodeinku piersiowym rdzenia krggowepo., Odleglosé od czola do ogona,
pokryta preparatem komdrkowo-hydrozelowym, wahala si¢ od 42 do 25 om. Hydrokel
rozpreesitzeniajgey sic w OSF 1 ulrzymujacy sic w preestreoni wewngtrzoponowe; byl
widoczny w baduniv RM przez caly cras obrazowania. Analiza wykresdéw intensywnodel
sygnatu - uzyskanych  podezas  preeszezepu  cGRP wykaeata, ze wiclkosé  resiondw
hipointensywnych rosta w ezasie i osiggala platean bez poniejszej redukedi, co potwierdza, Fe
kompozyty kemdrkowo-hydrozelowe pozostaly na micjseu po prreszezepie,

W celu analizy thanek rdeeni psiw, ktére zostaly uépione na skutek postepu choroby wykonano
ex vive RM orae barwicnia histologicane, Na podstawic obserwacji skandw tkamki rdzenia
krgmowego  psow  w o sekwencii T2, wyvkazano hipointensywny svenal w o ohszarze
odpowiadajacym regionowi widocenemu podezas procedury przessceepu cGRP. Ponadto, na
podstawic analizy mistopatologiczne] potwierdzono wyniki badan EM. Wykonanie barwienia
HE wwidoesmito hydrozel otaczajacy thanke rdzenia krggowego w obssarach hipointensywnych

widocznych na BM. W celu zbadania odpowiedsi wapalng] w tkance rdzenia w poblizu
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precseczepu,  wykonano  barwicmia  amoumofluorescencyine wo kiernunku  1BA-1  dia
aktywowanego mikroglejwmakrofagdw orar plejowego kwasneyo balka Obrylameso - GFAP.
Jako kontrolg zastosowano tkanki zdrowych psow oraz tkanki psdw choryeh na MID, nie
poddanych transplantacy, Wykazano maczey werest immunorcaktywnosc: IBA-1 u psow
z MD mic poddanych leezeniu, w pordwnaniu 7 kontrola. U psdéw poddanych transplantacyi
¢OGRP ekspresia IBA-1 byla na poziomic psow z MD nic poddanych leczeniu, WyZsza
astrocyiose wykrylo wistocie bisde) oraz seare) thanks rdzema kregowego psow 2 MDD, zardwno
leczonyeh jak 1 nicleczonych rwicrzt w pordwnaniv z psami kontrolnymi. Watreyknigeie
hiomaterialdw do preestrsem dokanabowe] stwarra fakie rysyko cablokowama kravenia CSF.
W celu sprawdzenia, takiego ryzyka, zmierzyvtam przestrzen wewnatrzoponowa, widoczna na
skanach BRM przed 1 po preeszozepie. Nie stwierdzilam  poszerzema przestrzeni
wewnalraoponowe] na Fadnym pociomme ndeemia krégowepo  camwno prasd juk 1 po

Przcszezepic.

Waioski

Woarnym aspektemn transplantacp komdrek jest sasiedlenie prees nie docelowe) tkanki, ohjele)
schorecmiem. W prezodstawionym  badamu  wykaealam, ¢ hydrosel castosowany do
rabespiecsenia komorek poderas transplantacii umozliwia ich pozostanie w miejscu podania,
stanowige jodnoczesnic wh ochrong przed odrzuccniem przeszezepu ze strony hworey. Na
podstawic pomiardw przesttzem  wewnatrzoponowe] w o oparae o skamy RM me
soobrerwowalam dowoddw na blokade kegFema plynu mézgowo-rdzeniowego. Ponadto, pezy
pomoecy barwich thank: rdzenia w kicrunku coynmikow sapalnyeh nmie wykazalam ich werosiu
w tkankach #wierzat po preeszezepie. Obie wymienione Kwestie potwierdzajg berpecrenstwo
zastosowania hydrozeln do trapsplantacp komorck macierzystyeh 1 samy  procedurg

precsececpu dooponoweyo podama transplantu.

Transplantacia komdrek maciersystych drogg dotetnicgy o psdw _chorpeh_na_miglopatic
deveneracying (publikacio 4)

Przypuszeza si¢, 12 przyezyna miczadawalajacege cickiu terapestyconege  transplantacy
komdrek macierzystych w leczenin chordb neurologicanych lub nevrodegencracyjnych jost
mcodpowicdnic ivh dostarcranie. Isinigge kilka mozliwodct podazy terapeutykow do méozgu,

ale najezestsza droga podawania jest wlew dozylny (iv.)™

. Mimo v7 (ransplanilacia droga
dozvlng jest latwa do wykonsnia, nicinwazyjna 1 bespiecma, komarki podane w ten sposob
wykusujg niskie zasiedlenie thanki mozgowia™. W cclu polepszenia ofcktu transplantacyi, poza

droga v, zacreto takZe wykorzystywad droge dolgtmicss (La). W aagu ostatnig) dekady
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dokonanoe  znacsnego  postgpu w zakresic  ukicrunkowanepoe  dostarcania Srodkow
lerapeutycznych wiasnie 1@ drogg do wybranego obscaru mospu z dura dokbadnodeiy
i powtarealnoscly. Jedynie poprees iransplantacje droga fa., terapeutyki moga byé
rorprowadzane w wysokich stezeniach, réwnomiemnic na decclowym obszarse mozgu i przy
minimalnej ekspozyeji ogdlnoustrojowei™. Zastosowanie modelu duzych zwicrzat do zhadania
efcktywnodel | bezpiecsenistwa procedur dotetniczyeh bylo kluczowe, » uwagi na rozmiar
mosgowid, zblizony do mézgu celowicka. Unacrynienic moézgu psa umozliwia wprowadzenic
cewnikdw da. w kieranku dystalnyeh paceyn mézgowyeh i ukicrunkowane dostarcranie
komorck macierzystych pod kontroly spractu do obracowania klinicznego, co dodatkowo

poprawia maczenic kKliniczne testowanych podejié terapeutyc nych,

Metodolagia i wyniki

W pierwseei kolejnosel, psy chore na MD poddano transplantaci domdsgowe] komérek olGRD
wyznakowanych SPTON, Trzem psom cierpiacym na MD | | owezarck niemiecki, 2 howawarty)
wprowadzono preez (ginicg udows cownik pawigujacy, po coym poprowadzone go do tetnicy
szyjne] prey weyeiu fluoroskopii. Nastepnie. do drodkowe tetnicy mézgowej wprowadzony
sostal mikrocewnik. Preed precsecscpicniem komorek obsear perfugi wizualizowano preez
dotgtnicze wsirsyknigeic kontrastu 7 obecnodcia selaza - Feraheme (AMAG pharms, Waltham,
USA), przez cewnik a seybkod¢ wlewn dostosowano tak, by uzyskad odpowicdnie pokrycie
vale] polkuli ipsilateralngj. Podesas transplantacji ¢GRI zaohserwowano smiang intensywnose
syanatu w koree ipsilateralng, co wskarywalo, 17 wymakowane komérki dostaty sie do
krazenia korowego, Prey pomecy analizy ilosciowe) skandw RM wykasane, re maksymalny
sygnal pochodzyey z komdrek widowesny byl pod kenmiee transplantacji, jednak pe joj
zakonczeniu ulegl macmemuy ostabicniv, co sugerowaln, e komdrki nic zostaly wychwycone
prece srodblonck mozgn i poddane perfusgi. Obszar mdzgu objety hipointensywnym syemalem
wskazujaeym na lokalizacis komorek eGRP w trakcie i po preeseceepic wynosit odpowiednio
702 = 039 em2 1 2,27 £ 2,04 cm?, co potwierdza, Fe obszar mozgy pokryty komorkami
anmiciszyl si¢ o 74.11%, Wobee stabego wasicdlenia thanki mozgowe| preer komdrki ¢GRP,
praystypiono do transplantaci psich komdérek mezenchymalnych (¢MSC), kidre sa uwakane za
lepigy casiedlajuce thanki po preeszczepie. Trunsplantacja MSC, z uwagi na ich rozmiar moze
si¢ jednak wiazad ¢ powiklamami mikroembolicznymi, siad preed ich sastosowaniem u psow
bozpicczenstwo  procedury orae wybrangi dawki komodrck prrebadano na Swimiach. Na
podstawie anallzy dynamicznych skandw RM, wykarzane, 7e hipointensywny sygnal $winskich
MSC (pMBEC) pod komiee watreyknigeia, wyrazony we wepledne] liczbie pikseli, smniejseyl
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sig jedymie o 31,25 L 2, 10% w pordwnaniu » wanoscia poczatkowa, Wskaeuje to na lepsze
wychwytywanie komorek MSC preez srodblonek w mdzgu i efektywnigjsse sasiedlanic thanki
mozgowe] po prreszezepie  dolginiceym, Na o podstawic danych uzyskanveh podesas
trangplantacji pMSC u Swin przystapiono do prreszezepue psich MSC u psdw z MDD, Psic MSC
makowane SPION wstrzyknigto « takg sama seybkodely jak u swinl pod kontrola RM. Analiza
skandw dynamicznyveh RM wykazata, iz komdrki zajmowaly 7,37 £ 0,31 om® potkuli podezas
6,30 1 0,427 cm® pod koniee wstrzvkniceia, co ornacza, re procent komdrek, kidre odplyogty
wraz # krjgeniem po sakofcseniu wetrgyvknigeia wynosil jedynie 15%, co wskaruje, na lakl,
2 cMBC byly bardeo dobrze wyehwytywane przer drddblonek mivgu. Aby  sbadad
bezpicczelistwo preesscsepu, wykonano skany dyfusvine w BEM, szezegdlnie skupiajac sig na
regionach o wysokim poborze komdrek. Nie caobserwowano Zadnych nicprawidlowodcl
ogmiskowych am rozproszonych zardwno u swin po transplantacy pMSC jak 1w psow po
wstrzyknigeiach eMSC. W celn zhadania, cry procedurs precszczepu nic doprowadzita do
chromesmych defektow ogmskowych, takich jak atrofia mdzgu, wykonano pomiary symetri
potkuliste) 1 komorowe) precd operacia 1 Kilka micsigey po transplantaci komdarek, Nie wyknto
statystyeznic istotnyeh rdéinic w symetrii przed i po terapii 7 wryciem cGRP Tub ¢MSC. Analizy
histopatologiczna potwierdeila rosmiessosenie pMSC w omodsgy  $wind, w  regionach
vwidocimionych na skanach RM podczas przeszezepu. Barwienie prey whyciu biekilu
pruskiego ulawilo wykrycie SPION obecnveh w pMSC w poltkuli ipsilatcralne] oraz brak
komorek w pdikuli prreciwlegle). Stargjac sie weyskad walgpny poglad na potencjalne efckty
lerapeutyesme, precanalizowane ckspresie kilku genow, majacyeh kluczowe znaczeme
w kontekscie funkojonowania neurondw i pleju orus procesdow neurodegeneracyinych w tkance
mozgowe] psow  po transplantacii oMBC. U pséw  leczonyeh cMSC, zaobserwowano
smmiggseony ckspresie mRNA JBA-1 1 GFAP w polkuli ipsilateralne], w pordwnaniu z pothula
kontralateralng (nicleczong). Ekspresja mRNA MOT2 byla podwyzszona w potkuli poddane

precasgeepowl cMSC, w pordwnamiv ¢ pofkula mc precszezepiony.

Waiovki

Na podstawie preeprowadzonyeh badad wykazalam, e transplantacia komdrek macierzystych
droga i.a. jest berpiecsana w preypadku obu iypdw komdrek. Precseceepionie komorek GRP
u psow skutkowalo mskim stopniem sasiedlema thanki mézgowe], przez co zastosowanic togo
rodsu komorek droga dolemicsg powinnoe prawdopodobme wigene sig 20 WOZCSTOC)SEH
ingynieria komérkows i indukcja na ich powierzchni molekut adhezyjnych, umozliwiajacych
wch lepsze wychwytywanie precs komirki srodblonka naceyn mozgu, Prey transplantac
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komdrek MSC wykazane ich doskonaly akumulacje w mdsgu. Zmiany w ckspresji 1BA-1,
GEAL" oraz MOUT2 po podaniu MSC wskaruja na modliwy efekl terapeulycmy zastosowania
tych komorck w leczemiv ¢horob o podlofu newrodegencracyjnvm. Ponadlo, w wyniku
zastosowania podama MEC droga dotetnicza zardwno u $win jak 1 u pséw potwierdeono
Bespleczenstwo procedury, a skany RM 7 momentu podazy komérek orar podezas kontroli
w kolenych odstepach crasu nie wykazaly zmian w misgu o charakterre zakrrepowym.
Przedstawiona  lerapia moze byé  obiccujacym  rorwigranicm w lecrenin  chordh

negrodegeneracyjnych, takich jak SLA, MS cey Choroba Parkinsona,

Podsumowanic badan

L. 7 powodzeniem wyindukowsno model wewnatrrnacsymiowego udaru niedokrwiennego
u swini. Model zostal kompleksowo scharakteryzowany | zwalidowany, wohee czego moze
stanowic obiecujacy platforme do badan nad preehicgiom, immunologia udary orayr opcjami
terapeutycanymi w badamach preedklimicmych.

2. Wykazane, Fe indukeja micjscowe) demielinizacii w mdzeu Swini jest moFliwa i powlarzalog
 pomocy dwoch rodenjow ghiotoksyn: bromku etydyny orae Lizolecytyny. Mniejsze
uszkowdzenia (kanki oraz obraz zmian podobny do tych wystepujacych w prachiciu
stwardnicnia rozsianego u Tulsa posiadaly zwicrzeta poddane legi £ viyeicm LPC.

3. Wykasano bezpicczenstwo transplantacii komorck macierzystveh droga dooponows oraz
dotetnicza u psdw choryeh na mielopatie depenerscyving. Nie zaohserwowano sabureed
krgrenia phyoun mézgowo-nizeniowege w przypadke transplantaci prekursordw glejowych,
zabezpreczonych w hydrozelu, ani zmian o charskierse satorowym po detgtnicaym podaniu
komdorek GRE lub MEC u psdw 2 MD,

4. Domdegowa transplantacja cMSC skulkowata zmiany ckspresji gendw odpowiedaalnych za
odpowied? csapalng (IBA-1, GFAP), co éwiadesy o immunomodulujacym  wphywie
preeszezeplonych komdbrek.
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5. Informacia ¢ wykazywanin si¢ istoing akiywnoscia naukowa albe artystyezng
realizowang w wiecej nid jednej weeelni, instytucji naukowej lub instytucji kultury, w
szezeghnoiel sagranicsnej.

5.1. Badania nankowe realizowane preed veyskaniem stopnia doktora

Po uzyskenu stopma magistra biologii rozpoczetam star naukowy 2 zakresu biologii
molekularne) w Zakladsie Mechaniandw Dedatania Hormondw, w Oddziale Biologii Rozrodu
Instytuty Rozrodu Zwicrzat 1 Badad Zywnodci PAN w Olsatynie, po coym swoja pracg w tym
samym Zakladse, kontyvouowalum juko dekiorantka, Podezas memal pigeioletnie) pracy
uczestniczytam w dwich grantach mojej Promotorki Pani dr hab. Ancty Andronowskie). 'rof.
Agmeszkl Blitek, Prof, Adama Zigeika oraz mnyeh eztonkdw Zaklfade Warlym podkreslenia
jest jednak fakt, iz po dwdch latach badad md] aulorskl grant . Wplyw cgzogennych
gonadotropin na syntezg prostaglandyn w Jajowodzic $wini™, zostat sfinansowany prees
Marodowe Centrurm MNuuki, ktonvm kicrowalam do 20016 roku. Celem moich  badan
realizowanyeh przed uryskamem stopnia doktora bylo okredlenie wplywu inseminacii oraz
egropennych hormondw gonalotropowych (hCG, ¢OG) na ckspresic 1 synteze prostaglandyn

1 systemu VEGF w jajowodzie swind w okresic poowualacyjnym.

Metodologia § wyniki badan
Losski dojreate pleiowo podaelome na cetery grupy: loszki eyklicene, inscminowane, loszki

o imdukowane) owulacit oraz loszki superowulowane. Loszkom evklicznym podawano 100 ml
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sterylnege PBS, a porostale grupy loszek inseminowano 100 ml rozeichezonego nasicnia
knura, 1.2 orar 24 godz, po wykryciu trzecie) rul, W oeclu indukcji owulaci losdiom podawano
73 jednostek (IU) kodskic] gonadotropiny kosméwkowe] (eCG) oraz SO0 10U ludddc
gonadotropiny kosmowkowej (hCG) 72 h pddniej. Natomiast loszkom przeznaczonym do
superowulacji podawamo 1500 I ¢CG oraz 1000 TUhC'G 72 h. Loszki stymulowane hCG/eC (G
poddano  dwukrotnej inseminagii 24 1 48 godz. po podaniu hCG. Tkanki oraz krow
raberpiecsono do badan trzy dni po inseminacji‘owulagji, e po uboju zwierzat. Analize
ckspresji pendw eyklooksygenazy 2 (PTGS2), 9-ketoreduktany prostaglandyny E2 (CBRI1),
mikrosomalng syntazy prostaglandyny L2 (mPGES-1), syatasy prostaglandvny F2a (PGFS),
symtazy prostacykliny (PGIS) oraz jef receplora (IP), czynnika wzrostu dridblonks naczyn
(VEGF) VEGF iz, VEGF1s4 oraz jogo receptoriw: Flt i KDR wykonano metoda Real-Time
PCR, biatka z wykorzystaniem metody Western blot, a lokalizacje wymicnionych ezynnikdw
w  thance  shadano  za  pomoca barwien  immunofluorescencyinych  oraz
immunecytochemiconych, Zawartosé PGEz | PGFw w tkankach jajowodu okreslono metoda
radicimmunocnzymatyczng (RIA), o 6-keto PGFametoda ELA, Stezenie Uy i Py we krwi loszck
okreslone za pomoca mely RIA,

Wykasano wzrost ekspresji mRENA PTGS2 1 mPCGES-1 oraz biatka mPGES-1 w cicsni
1 banee jajowodu lossek inseminowanyeh oraz warost cawartodel PGE: w ciesni jajowodu
loseck Inseminowanych. Zawartodd §-keto PGE . wrrosta w tkance badki jajowodu loszek
mseminowanych, co korelowato ze swiekssong ckspresjs mRNA receptora 1P, Biomae pod
uwagy fakt, iz obie prostaglandyny su odpowicdzialne za regulacje preepussczalnodel naczvi
krwionosnych oraz stymulacye relaksacji jojowody, ich zwickszona synteza w trzecim dniu po
mseminachi mose potwicrdzad udzial w osyntesie 1 sekregi plynu jajowodowepo oraz
zapewnicniu odpowiedmej amplitudy skurczéw jajowodu.

Stymulacja z wiyciem hCG 1 00 /macraco wmienita profil ckspresji gendw i biatka
wigkszosel badanych coynnikdw, Ekspresja mRNA mJ/%GES-7 wlegla obnizeniv w obu
wrgsciach jajowodu na skutek zastosowamia hC'G/eCG, co korelowalo z obnizona rawartodcia
POGE: w tkamee jajowodu, W przeciwienstwie do PG, odnotowano mnaczaey wezrost mRNA
i biatka PGES 1§ CBR1  enzymdw odpowicdsalnyeh 2a syntese PGF2a w ciesni jajowadu,
co skutkowalo swiekssong synleey tef prostaglandyny w ciedni i bafce loszek stymulowanyeh
hCGieCG. Wynikiem obnizoneg synicey PGE: i jednoczesncgn wrrostu produkeji PGFaq byla
zmiama stosunku PGE2:PGFz w obu cagéciach jajowodu loszek shymulowanyeh hCG/e((3.
Indukeja owulacyi orae superowulacia miaky takic wphyw na synterg PG Wykasano spadek
koneentracjl 6-koto PGE o w bafice loszek stymulowanych WCG/eCG oraz drastyvezny spadek
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poziomu iatka receptora IF w banee loszek 2 indukowang owulacja, orae cieind i batee loszek
supcrowulowanych. Ekspresja mENA vbu  izoform VEGE spadla w ciefni lossck
superowulowanych, Z kolel poziom biatka VEGF ulegh obnizeniv w cicsni loszek obu prup
stymulowanych hCG/eCG. Ekspresja mBNA Fir- / znaczaco obniryla sie w jajowodach loszck
z indukowana owulagis oraz supcrownlowanych, prey coym poziom ckspresii mRENA K7W nie
ulegl zmianie na skutek stymulacyi hC'G/eCG. Poziom bialka obu receptoriow VEGF — Flt-1
oraz KDE ulcgh obnizeniv w bance jajowodu loszek superowulowanyeh (Flt-1) o loseck
o mdukowane) owulacyi, Stezenie hormondw steridowyeh takie uleglo rmiame pod wpbywem
Astosowanin hC'G oraz (G, Stgrenie [: 1 Py byle spacmic nidsze we krwi lossck

superowulowanych, w porownamu z loszkami inseminowanymi,

Wrmioski

Podsumowujac, inseminacja wplynels na ckspresjc gendw, syntere oraz sekrecje dwaich
seceegdlme waimych prostaglandyn PGE: orar PGl oo potwicrdea ich istotng cole
wprocesach majacych migpsee wo jajowodzie wotrzecim dnig po owuolacjiinseminacii.
Stymulacia = wykorzystaniem egrogennych zonadotropin spowodowala zmiany w syntezie
zardwno prostaglandyn, juk 1 calego systemu VEGE. Badane czynniki odpowiadaja #a rerulacie
wiclu procesow fizjologicznych, poczawssy od preepusecealnosel naczyn krwionodnyeh po
regulacie amplitudy  skurczdw jajowodu. Zmicniona ekspresja 1 synlesa wymienionych
czynnikdéw moke skulkowsd  saburzeniami w  zaplodnicniu oraz  wezesnym  roswoju

transporeie zarodka do maciey.

Ponide] proedstiwaono publikagie 7 okresu preed wevskaniem stopnia doktorn;

= [ Mablysz-Cymbaorska, A I Ziecik, A Waclawik, A Andronowska, “Effect of (G and (G

treatments on prostaglandins synthesis in the porcine oviduet”, Reprod Domest Anim, 2013
DrecaB(6):1034-42, (MNiSWaia, 30 pkt; TF2012 1,177)

= I Malysz-Cymborska, A. Andronowska, “Expression of the vaseular endothelial growth
factor receptor system in poreine oviducts after induction of ovalation and superovulation™
Domest Amm Endocrinol, 2004 Oci;49:86-95. (MNISWaina, 30 pki; IFams 2,171)

= L Malysz-Cymborska, A, Andronowska | Ovanan stimulation with human chonomie
gonadotropin and equine chorionic gonadotropin aflects prostacyclin and its reeeptor
expressiom mm the poreme oviduet”. Domest Amm Endocrinol. 2015 Oct;53:17-25.
{MNISWznes, 30 pkts [Fs 1L,613)

= A, Bhtek, M. Szymanska, E. Morawska-Pucinska, 1. Malysz-Cymborska, A
Andronowska,, “Prostacyclm receptor (FTGIR) in the poreine endometnum: Regulation of
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expression and role in luminal epithelial and stromal cells”, Thertogenology. 2015 Ot
LS 090982, (MNISWans, 30 pki; 1F20s 1,838)

5.1. Badania naukowe realizowane po uzyskaniu stopnia doktors

5.2.1. Badania nad obecnoscia i rola wybranych czynnikéw w ukladzie rozrodezym samicy

@. Lokalizacja receptordw LH | FSH w jajowedzie Swini oraz wplyw egzogennvei
gonadirapin na ich ekspresje

[Po weyskaniu stopnia doktora, w ramach posiadanego prantu podjctam sic okredlenia wplywu
mdukeji owulacji § superowulacii przy pomogy ¢CG 1 hOG na poziom ekspresii receptordw LI
1 F5H w jajowodzie swini w okresic poowulacyinym. W dodwiadezeniu | losski podziclono na
grupy: cyklicang (kontrola; n - 5) 7 inscminowana (n 3). W ckspervmencie 11 loseki
podzielono na 3 grupy ewicrzat: inseminowane (n = 5), z indukowana owulacja/inseminowane
{750 101 eCO, 500 U hC'G; n -~ 5) orae superownlowane finseminowane {1500 [U «CG, 1000
I BCGy no 5) Wykazano, i sama inseminacia nic wplynela na posiom mRNA § biatka
LH/CGR. Miada ona jednak wplyw na ekspresje mRNA FSHE w ciesni i hance jajowodu oz
obnizenie posomu biatka FSHR w ciesm jajowodu. Stymulacia hC'G 1 ¢C'G nic wphynela na
ckypresie mRNA LAVCGR i FSHR w obu ezgsciach jajowodu, Nicmnicj jednak superowulucia
obnizyls pogiom biatka LIVCGR w bafce jajowodn w pordwnaniu z inscminowanymi
loszkami. Pedobnie, poziom biatka FSIIR w barce jajowodu zmnigjszyt sie po superowulacii.
Komirki LH/CGR-dodatnie obserwowano w blonie Slusowej, a takze w komdérkach M4
gladkich obu cocdel jajowodu, W komdrkach migini gladkich i naczyniach krwionodnyeh cicsni
1 bankr obserwowano komdrki FSHR-pozytywne. W powyrszveh badaniach wykasatam po raz
prerwszy, 2 stymulacja eCG 1 hOG, szezegdlnic w dutyeh dawkach, moze zmicniaé poziomy
LH/CGR i FSHR w jajowodzie Swini. To » kolel moze zmienié wiele szlakéw syumatowych,
np. prostaglandyn lub czynnika wrostu stodblonka naczyniowego, a w konsckweneji zaburzyd
srodowisko Jajowodu | tym samym mieé negatywny wphyw na zaplodnicnic 1ub rozwdj

cmbrionalny,

b Obecnosd chemokin CC§ich rola w cialku Sdlopm (CL) Swini

W oramach wicloletnic] wspdpracy » Zakladem Mechanizmow Driatania Hormondow PAN
w Olsztynie, miatam takec okazje uczestniczyé w badaniach dotvezgeyeh analizy obecnoge
1 roli f-chemokin, mwanych takye CC chomokinami w ciatku #6dtym $wini. Proces regresii
hoealnej jest deisle regulowany prrer  uklad odpomosciowy, a takze chemokiny,
odpowiedzialne glvwnie wu aktywacie 1 migracjic komdrek odpomodciowyeh. Celem badai
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bylo zbadanie profilu ckspresji i dystybucyi chemokin CC w CL dwin podezas naturalnego
eyklu rujowego | wesesne) cinzy. Dodatkowo badane wphnw PG na eksprosje wybranyveh
chemokin oraz ich wphyw na komorki CL w warimkach in vitre. Wykazano, e posdomy
ckspresji chemokin CCT.2, CCTL4 1 CCLS oraz receptora chemokin CORS byly zalezne od dnia
cyklu rujowego (niskic w 8 10 dnin i wysokic w 12-14 dniu cyvklu mjoweso). Ponadto
poziomy ekspresji gendw CCLE 1 CCR2 byly podwyrszone w okresic luteolizy. W celu
okreslenia lokalizacpn CCL2, CCLA, CCLS, CCRL, CCR2 i CCRS w OL dwin evklicznyeh oraz
cigzamych  wykomano  barwienia  immunolluorescencyine.  Barwienie  posytywne  dla
wymicnionyeh czynnikéw potwierdsono glownie w komdrkach huealnyeh C1, Traklowanic
komdrek CL PUGFIu spowodowato zwickszoma ekspresje mENA CCLZ § CCR/Y. Inkubacia
komdrek C1. im witro w obecnodel CCL2 powodowata zwickssenie ekspresji gendw BAY, B2
1 StdR. Zastosowanie chemokiny CCL4 do inkubacji z komdrkami CL. in vitro spowodowalo
mwighseenie chspresyi SrdR 1 HSDSJ. Natomiast inkubacjas komérck CL z CCLS
doprowadzila do sabamowania ekspresji genu BAY Zrddnicowana proestrzenno-geasows
chapresja CCL2, CCLE, CCLS 1 CCRS w calym evklu rujowym oraz bezpodredni, ale
nieprawidbowy wplyw wymienmionych irzech chemokin na geny zwiazane « apopiora i syntcisa
progesteromu mogy wskazowad na skomplikowany i dwojaki wdaal tych coynmkow w regulacyi
luteolizy u $win.

W ramach powyzszyeh hadan opublikowano prace:

* L Malyse-Cymborska, A Andronowska, Downregulation of LH and FSH receptors after
h'Cr and eC'Ce treatments in the porcime oviduet, Domest Anim Endocrinol, 2006 Oc:57:48-
54, (MNISW e 30 pkts 1Fme 1.644)

= K. L Witek, Adam J. Ziccik, L Malysz-Cymborska, A Andromowska, The presence of OO

chemokines and their aberrami role in the porcine corpus lutcum. Reprod Domest Anim. 2020
Mary:55(5):632-646, (MNISWaoze, 1000 pkt; IFz 1,641)

5.2.2.Modelowanie chordb nenrologicznych v malyeh i dudych swicreat

CGildwnym nurtem moich badad po wzyskaniu stopnia doktora 1 rorpoczeciv pracy w Katedrec
Neurologii | Neurochirurgii Wydsialu Lekarskicgo UWM byio 1 jest nadal modelowanie chordh
neurologicamych 1 newrodegeneracyjnyel w malych @ dukych zwierzat. Majac mosliwosd
uczestmictwa w wicly projektach o zasicgn miedeynarodowym, w 2016 roku podjelam
wsphiprace » sespolom Prof. Walczaka na prestizowym Uniwersytecie Johna Iopkinsa
w Baltimore, w Stanach Zjednoceomych, wynikiem crego bylo opracowanic unikalneso
modele ludekicgo glojaka v krohka, Na przctomic kwictnia | maja 2016 roku odbylam takre
miesicerny staF 7 zakresu biologin komdrkis w Zakladse Radiologii w Instytucie Ingynicrii
Komdrkowe na Uniwersyteeic Johna Hopkinsa. Podezas stadm miatam okazje zdobyé wiedze
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merylorycena | praktyezng z zakresu isolach progeniterdw glejowych mysey, transplantacii
1 wizualizacji komorek macieravstych | nowotworowych prey wiyeiu bioluminescencji oraz
hodowli kemorkowe] w systemie Indjwymiarowym. W tym samym roku mialam szezescic
podjac wapdiprace 2 Paniy dr Joan Coates 2 Uniwersytetu w Missourl. Dr Coates jest usmanym
specjalisty z zakresu mielopatii degencracyjnej u pséw, wobet czego nasza wspdlpraca
obcjmowaia analize przckazanych przez Uniwersylet w Missouri tkanek rdeeni psow chorych
na MDD} 1 ich analizg pod kalem smaczenia gleju w patologii 1 choroby. Na podstawie
wepiipracy ¢ obiema grupami opublikowalam dwie prace w renomowanyeh czasopismach
zagranicanych,

i, Model fudzhicgo yuza mozeu u krdlika

Rokowamic w przypadku zlosliwyeh gusdw mézgu weiaz pozostaje Ae pomimeo polaczenia
resckeji nowolwory, radioterapii i chemioterapii. Mimeo istnicnia wiclun modeli ludekiego
glojaka, opartych na  gryeomiach, unaczynienie ich misgowia stwarza  problemy
W saslosowaniu potencjalnyeh terapii opartych na podaiy drodkow antynowolworowych
wprost do tetmic miegu, w cclu lepszego zaopatreenia chorego obszaru woterapeutyki.
Anatommia naczvoiowa krolika, uwlatwia stosowanic standardowwch technik i urendeen
neuroradiologhi interweneyjne), wobec crego podjglo sig ksenotransplantacii komdéreek
ludzkicgo glejaka wielopostaciowego (GEM-1) u doroshych kedlikdw noworelandskich, Za
pomoca  wicloskladmkowe)  immunosupresji  (mykolenolan motetyly,  deksametazon,
takrolimus) wywolano tolerancje immunologiczng 1 stereotaktycznie wsscsepiono komorki
gusa GBM-1 do mozgow krolikdw. Krdliki obserwowano prece 42 dni, monitorowano 7a
pomocy KM I pomiardw masy ciata orue poddano podmicring] analizie histopatologicme). Na
podstawie sekweneii T2 w RM u badanych zwierzat rdenty ikowano guzy mézgu. Ponadto,
analiza histologicrna prey wiyeiu barwicnia HE potwierdzifa umiejscowienie guzdw zgodnic
#c skanami BM, a iwch lwirkie pochodzenic potwicrdzono za pomoca  barwien
immunohistochemicenyeh przeciwko antygenom specylicenym dla erlowicka, Preedstawiona
metods modelowama lodzkiego glejaka u krdlikow mose stanowié podstawe do testowania
nowatorskich stratogii leczema, w tym dotgtniczepo podawania lekdw.

b, Analiza cneczenia gleju w etiologii | prrebiegu mielopatii degeneracyinef jako modelu SLA
u cxlowieka

Jak wykarano w wicl badaniach ostatnich lat, ohigodendrocyty wa nierbedne do prawidiowego
funkcjonowania newrondw, poprees produkeie micliny oraz dostarczanic aksonom metabolitdw
1 energll a posrednictwem transporterdw monokarboksylandw (MCT). Na podstawic tkanck
rdzenta kr¢gowego psow choryeh na MD, przekazanych przes dr Coates, bedgeych na iimych
ctapach choroby, prreprowadsomo snalize histologicena 1 molekulama pod katem wybranyeh
gendw i biatek, swineanych 2 funkejonowaniem neurondw, oligodendrocytdw, micliny i MCT.
U pséw chorych na MD analiza histopatologicena charakteryzowala si¢ utraty barwienia
eriochromowego, wskaaugaeege na demiclinizacje, co potwierdzono analiza molekulama
1 annicjszong ekspresja gendw rwiazanych » micling, w tyvm MEBF, Olig! i Clig2. Ponadto,
macyaca Tedukaga ckspresit mBNA MOTT | MOT2 oraz podwyiseona ekspresja MOTH
wskazywala na sakiocony doplyw energii do neurondw. Uzyskanc danc potwicrdzily znaczenie |
komdrek glejowych w przebicgu MD, co jest zgodne 7 preebiegiem SLA u lwlea, wobeo coepo
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mdel MD moke byC dealng plattormyg do badad preedklinicznyeh nad terapianu w SLA,
co zostalo przcz nas wykorzystane mane w pracach wehodzaoyeh wosklad osiamigcia
naukowero.

W ramach powvzszyeh badan opublikowano prace:

= H.Qin M. Janowski, M. Pearl, 1. Malysz-Cyvmborska, 5. Li, . Eberhart, P2 Walczak. Rabhit
Model of Human Gliomas: Imphications for Intra- Artenial Drug Delivery, PLoS One, 2007 Jan
19:12(1):201 69656, (MNISWaoir, 40 pkt; 1IF2017 2,766)

= 12 Goluberyk, 1 Malysz-Cymborska, 1. Kalkowsky, M, Janowski, 1 Coates, ). Wojtkiewice,
W, Maksymowice, P Walceak, The Role of Glia in Camne Degencrative Myclopathy:
Relevance to Human Amyotrophic Lateral Sclerosis. Mol Neurobiol. 20019 Aug:36{8):5740-
5748, (MNiSWzne, 100 pkt; IF2019 4,500)

5.2.3.  Mozliwosci  terapeutvezme  wykorzystania  komdrek — macierzystych
oraz biomaterialow w lecreniu chordb newrodegencracyjnych

a. Charakterystyka § wlaliciwodcl immunologicone progenitorowych komdrek glejowych joko
poiencialnyeh terapeuiykdw w leczenin chorol neurodegencracyinyeh

Jetym ¢ precdmiotdw mowch badad realizowanych w Katedree Neurochinurgn Wydsiatu
Lekarskiego UWM  byle zastosowame komorek macierzystyeh w leczemu  chordb
neurodegeneracyjnych, a preers o wieloletnia praca nad komdrkami MBSO czy GRP
pochodzacych od roinyeh gatunkow zwicrzgt. W ramach wspolpracy # grupg Prol. Kurpigsea
z Instytutu Genclyki CAowicka PAN w Posnaniu podeto badania nad poznaniem profilu
immunologicznego oraz potencjatu terapeutyeznego progenitorow glejowyeh pochodzenia
mysiego, psiego oraz il ludekich progemitorow glejowych QSVAD, Wykarano, #e Komdbrki
GRP waeystkich badanych gatunkdw utrzymuja stabilny fenotyvp niczréinicowsanych komorck
w dlugoterminowych hodowlach e vitw, Psie GRP o Todekie komorki QSVa0 byly
immunologicznie  obojeine, o crym  dwiadezy brak  chkspresip MIIC-ID 1 ceastececk
kostymulujacych, Obeenosé CDE0 na mysich GRP potwierdrila istotne rdnice w hiologi GRP
mieday gatunkami. Wseystkie rodeage GRIY mialy jednak zdolnosé do réfnicowantia w kicrunku
astrocytdw. Kompleksowa charakterystyka fenotypows 1 immunologicma rosnych gatunkdw
GRP omaz potwierdzemie ich zdoloodei do séfnicowania w astrocyty stanowl podstawe
do prrewidywania odpowicds GRP na mikrofrodowisko wsqkodzonego OUN po ich
transplantacl w réimych modelach terapeutycrnych.

b. Zastosowanie hydroieli na bazie pumy gelunowej i hisluronianu do ferapii w chorobach
aeurpdegeneracyinyeh

Kolggnym  aspektem moich  bodan w Katedrze  Newrochirurgn, w ramach  projektu
NanotechdALS byla optymalizacia biomateniatdéw, majacych na celu zabezpreczenic
transplantowsanyeh  komorek  macierzystych  przed  odrzucenicm  ze  strony ukladu
immunologicznepgn biorey oraz wspomaganic [unkeji komorek po preesccrepie. Projekt
MNanotech4 ALS jest projektem o zasiggu migdzynarodowym, w ktorym partnerami s stromy
polska, pormugalska oraz norweska, Dideki bardeo dobre) wapddpracy z zespolem norweskim
representantami fimmy FMO Biopolymer, obecnic DuPont, odbylam w 2018 roku Kilkudmowe
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svkolenic 2 zakresu przygotowania biomaterialéw na bazie alginianu sodu, ich optymalizacji
¢ zasad pracy w laboratorium o standardzie GLP. Ponadio, od 2016 roku, od poczatku pracy
prey projekeic Nanotech4ALS nawiszatlam  wspdlprace 7 zespolem  portugalskim,
reprezentowanym przez dr Miquela Oliveirg » Uniwersytetu w Minho, w Portugalii. Grupa 1a
jest jedng z najbardziej rospomawalnych na swiecie pod katern produkefi 1 optvmalizacii
biomateriaiow, W ramach wspddpracy » ohoma zespolami rozpoczeto wspddlworsenic
mnowacyjnege biomaterialy, z suplementacja manganem jako Srodkicm kontrastowsym.
Opracowana technelogia jest obecnie na etapic zgloszenia patentowepgo nr. EP17200876.6.
Mieszanki hydrosell na bazie metakevlowane] gumy gellanowej (GG-MA) orar kwasu
hialuronewego (HA) weupelniono paramagnetyernym Mn2 1, aby umoliwié monitorowanic
dystrybucyi hydroselu w czasic raecaywistym za pomoca obrazowania M w sekwencji TI.
Opracowanc hydrorele byly lawo walraykiwalne i tworzyly stabilne sieci po wstrevknigeiu do
phynu mézgowo-rdzeniowego. Hydrorele preygolowsne w stosunku 75:25 GG-MA do HA
wrupetmione MnCL2 przy .1mM  wykazaly kontrolowsng  degradacje, odpowiednia
przcpuszczalnosé i wyradny sygnat w EM zardwno in vitro jak i in vivo. Ponudio, ludzie MSC
hodowane w postact trojwymiarowe) w hydrorelach 75:25 GG-MAHA zachowaly Zyvwotnosé
do 14 dni hodowli in vitro, Ugyskane dane potwicrdzaja, Ze opracowane hydrorele moga hyé
doskonabym narsgdaAcm do zabezpieczania 1 dostarezania komérek macierzystveh w celach
terapeutycanych,

W oramach powykseych badan opublikowino prace:

* AL Klimezak, U. Kostowska, J. Sanford, P, Walceak, I Malysz-Cymborska, M. Kurpisz.
Irvmunological Charactenstics and Propertics of (ilial Restricted Progenitors of Mice, Canine
Primary Culture Suspensions, and Human QSV40 Immortalized Cell Lines for Prospective
Therapics of Neurodegenerative Disorders. Cell Transplant, 2019 Sep-Oct;28(9-10):1140-1154.
(MNISWzriee, T0 pki; IFzn0 3,341)

= 5. Vieiry, P, Strymecka, L. Stanaseck, J, Silva-Correia, K. Drela, M, Fiedorowicz |, L. Malysz-
Cymborska, I Roguski, M. Janowsks, 3. Lukomska, P, Walczak, M, Oliveira, Gellan gum
armgd hyalurome acd hydrogel blends for image-guided neurvinterventions, J Maler Chem B,
2020 Jul 15827 153928-5937, (MNiISWanm, 140 pkt; IF e 5,344)

0. Informacja o osiagniceiach dydalktycenych, organizacyjnyveh oraz popularyzujgcyvch
mauke lub setuke.

6.1. Osigenigeia dydaktyezne

= 2021 — obecnic - Promotor pomocniczy pracy doktorskie) Pani mgr Dominiki Golubesyk na
Wirdimale Lekarskim UWM w Olsstymic

= 2017-2019 - PPromotor pracy magisterskie] Pana Adama Burceyka, studenta Wydzialu
Baologi UWM w Olsetymie.

6.2. Organizacja kenferencji naukowych

= 207 — orgamzacia konferencpl 2nd International Conference on Regenerative Medicine,
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wotem cell-bused therapics lor neurological dizorders: advancements and challenges™, Olsatyn,
Polska, czlonek Komitctu organicacy jneso

+ 2016 - organizacja konferenc)i - Intemnational Conference on Regenerative Medicine, | Stop
ALS: Therapewtic Tergets, Animal Models, Stem cells and clinical applications™, edoneck
komitetu organizacyjneeo

» 20135 - Nagroda Dyrektora Generalnego Instytutu Rozrodu Zwierzat i Badan Zywnosci PAN
za wybniny whkiad w popularvzacje nauki, (Nsztyn, Polska.

6.3, Popularyzacja nauki podersas wystapien na konferencjach (ponizej wymieniono

najwarnicjssc prezentacje, caly dorobek w tej kwestii rawarty jest w Zalpezniku 3a):

1}y I. Malysz-Cymborska, 1. Golubeeyk, L. Kalkowski, M. Janowski, J. Sanford, M.
Lawadzka, W, Maksymowicz, P. Walczak., “MRI-guided intru-arlerizl and infrathecal
delivery for global targeting of ghal progenitors in camine ALS-like degenerative
myclopathy™. BRAINEBRAIN PET, 4-7.07.2014, Jokohama, Japonia

2) L Malysz-Cymborska, L. Kalkowski, D, Golubeeyk, U, Kozlowska, M. Janowski, M.
Kurpiss, W. Maksymowicz, P Walczak, ,Non-invasive bioluminescence imaging tor
optimization of hyaluronic acid-based hydrogel 1o support the survival of cmbedded glial-
restricted progenitors™. 13th Furopesm Molecular Imaging Mecting - EMIM, 20-23,03,2018,
=an Scbastian, Hiszpania

3) L Malyse-Cymborska, T3, Golubeeyk, 1. Kalkowskd, L. Vieira, M. Janowski | 1. Glodek, P.
Holak, K. Milewska W, Maksvimowicz, ‘1. Svendsen, R, Reis, IM, Oliveira, P Walezak.
“Dynamic maging of manganese labeled hydrogel for interventional MRI-puided
intrathecal delivery of stem cells™, 13th European Molecular Imaging Meeting — EMIM, 20-
23032018, San Sebastian, Hisspania

4) L Malyse-Cymborska, D. Golubeeyk, L. Kalkowski, M. Janowski, 1. Sanlond, K. Olbrych,
P. Holak, W. Maksymowicz, I Walczak. , Real-time MRI of inirathecs] iransplantation of
hydrogel-embedded glial progenitors in dogs suffering from ALS-like disease™ TERMIS,
3-6.12.2017 Charlotte, USA

5) L. Malysz-Cymborska “Optimization of alginate hydrogels for intrathecal stem cells
delivery™. Intemational Scientific Workshop of EralNet 4 ALS, 6-8.03.201 7, Oslo, Norwegia

0} L Malyse=-Cymborska, [D. Golubeeyk, L, Kalkowski, M. Janowski, J. Sanford, K. Olbrvch,
P. Holak., W. Maksymowicz, I© Walczzk. “In vivo real-time MRI fracking of hydrogcl-
embedded glial progenitors transplanted mtratheecally in dogs suffering from ALS-like
disease degencrative myelopathy™. 12th European Molecular Imaging Moewting — EMIM, 5-
T.042017, Koloma, Niemcy
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7y L Malysz-Cymbaorska, . Golubeeyk, L. Kalkowski, M, Janowski, J. Sanford, K. Olhrych,
% Holak, W, Maksymowiez, P, Walczak.” Injectable [Hydrogels -Promising Biomaterials for
Intrathecal Stem Cells Delivery™, 2nd International Conference on Regenerative Medicine
in Neurology (ICENMN). 29-30.006.2017, (Ms-dyn, Polska

8} I. Malyse-Cymborska, A. Burcryk, A. Andronowsks, “Molecular consequences of hC'G
and FSH treatment in cultured poreine oviductal epithelial cells (POFCY”. Intemnational
Conlerence in Pig Reproduction, 10-14.06.2017, University of Missouri, Columbisa,
Missour, [1SA

9 L. Malyse-Cymborska, 1), Goluberyk, L. Kalkowski, M. Janowsks , J. Wojtkiewicz, W.
Maksymowicz, [. Walceak, Jmproving cfficacy of intrathecal targeting of cells by the use
ol myectable hydrogels™. International Conterence on Regenerative Medicine in Neurology
{ICMRM), 22-23.06,2016. Olsztvn, Polska

10} L Malysz-Cymborska, D. Goluberyk, 1. Kalkowski, M. Janowski, J. Woptkicwicz, W.
Maksymowice, P. Walcrak, Optimization of injectable hvdrogels to support survival and
faalitate mugration of cmbedded progemitor cells”, TERMSTEM, 27-28.10.2016,
Cuimaraes, Portugalia

11} L Malyse-Cymborska, L. Kalkowsk, . Golubezyk, M, lanowski, J. Wojtkiewics, P.
Walceak, Migration and survival of glial restricted precursors grown as single cells or
neurospheres embedded in hyaluronic acid- based hydrogels with the prospect of using them
as infrathecally mjectable composites™. ISN&N, 19-22.04 2016, Lipsk, Niemcy

12} I. Malysz-Cymborska, A. Andronowska, ,Does the methods of assisted reproduction
influemce oviductal environment™? 25-260.10.2014 Jablonna, Polska

13} L Malysz-Cymborska, A, Aodronowska, | Wplyw indukep oyklu rujowegn o
superowulachi na syntese prostacykliny w jmowodze dwini”, V1 Congress of Sowacty for
Baclogy of Eeproduction 10-12.00. 2014, Tomn, Molska

14) I. Malysz=Cymborska, A. Andronowska.” Long-lasting changes of B2 and P4 in the blond
serum anedl ESRI, ESRE2, PGE, LHCOGR and FSHRE In the porcine oviduct after ovarian
stimulation with h{CG and o007, Epigenetics and Periconception Environment, 07-
(9.05.2014, Las Palmas, Hiszpama

15y L Malysz=Cymborska, A. Andronowska. Changes of expression of the VEGF/VEGER In
the porcine ovidwcts after ovarnan stimulation with hCG and oG, 1 Conference of Young
Svieniists | Biotechnology in animal production, 24-25.04.2014 Warszawa, Polska

19} 1. Malyse-Cymborska, A, Ziccik, A. Waclawik. A. Andronowska. “Insemination affects
prostaglanding and VEGE system expression in the porcine oviduct”, XLVIL Symposium of
'The Polish Society for Histochemistry and Cytochemistry, 04-06.09.2013, Olsztyn, Polska,

wyTUmIemne wystapienia
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17) L Malyse-Cymborska, A, Jieak, A, Andronowska, JThe elfect ol exogenous
gonadotropin treatment on VEGE and its receptors goene cxpression in the porcine oviduet™,
Yth Intemational Conference on Pig Reproduction, 9-12.06.2013, Olsstyn, Polska

13} L Malysz-Cyvmborska, AJ. Ziecik, A, Andronowska. “Dogs the hormonsl manipulation of
estrig can chinge the VEGF signaling pathway in porcine oviduct™ N EMINI s 4th Annunal
Meecting, Maternal Interaction with Gametes amd Fmbryos, 29.00-02.10.2011 Gijon,
Hisspania

19} L Malyse=-Cymborska, AJ. Ziecik, A, Andronowska, "Effect of superovalation on the
expression oF prostaglandin synthesis pathway ensymes in the poreime ovidue™, VI
Congress of Socicty for Biology of Reproduction, 7-9.00. 2011, Polatcryk, Polska

20} I Malysz-Cymberska, A. Andronowska. “Influence of the exogenous gonadotropins {e((,
h(Cr) om the expression of prostaglandin syvnthesis pathway cngvmes in the porcine oviduct".
Biomedical and basic studies in the center of excellence BIOANIREP, 12-14.06.2011
Wicrzba, Polska

21y L. Malyse-Cymborska, A. Andronowska “Effcet of superovulation on the expression of
prostaglandin synthesis pathway ensymes in the porcine oviduet™, Utlization of molecular
baclogy twols o quality improvement of products descended [rom muimals, health and animal
reproduction, Ammbiogen in EL 10-11.03.2011 Jastrzebiec, Polska

22) L. Malyse-Cymborska, B, Wasilewska, M. Rowmak, K. Bogos-Nowakowska
“Somatostatin-like immumercactivity n the neostnatum of the guinea pig”. 2%h Congress
ol Polish Anatomical Sodety, 03-05,00, 2009, Bydgosace, Polska

230 L Malyvse-Cymborska, 1 1n, “Thllerences in the immunoreactivity of newrons contmming the
cocaine- and amphetamine-regulated transenpt (CART) and neuropeptide Y (NPY) in the
mammillary body nuclel of the newborn and adult puinea pig”. XLIL Symposium ot The
Polish Society for Histochemistry and Cytochemistry 04-06.09, 2009, Bydgosece, Polska

7. Udzial w projektach badawcezych

7.1. Projekty finansowane przez instytucje krajowe i zagraniczne

+  07.2019 - ohecnie Asystent (otéwny wykonawea) w projekeic | Endowaskulamy model
udaru v Swin jako platforma do roswoju teruptl immunomodulujaeych™, OPTIS, NON,

Katedra Newrochimrgin, UWM, Olsztyn, Polska

» {12018 - 31122018 Adiunkt (wyvkonawea) w projekeic Explore Me "Wykoreystanic
potencjatu regeneracyjnego mesmchymalnych komdrek macierzystych”, Startepmed,
NCRBR, Katedra Neurochimrgii, U'WM, Olsztyn, Polska
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1.2

O7.2016 - 31.00.2019 Adiunkt (slowny wykonawea) w projekeie NanoTech 4 ALS
Monitorowana w MR transplantacia Tudzkich progenitoriw slejowyeh umiessesonych
na nesnikach hydrosclowyeh do kanalu kregowego zwierzal w leczeniv stwardnienia
ranikowego bocznego”, NanoTechdALS, NCBR, Katedra Neurologii | MNewrochinirgii,
UWM, Olsztyn, Polska

(5, 2005 - 122017 Adiunke (gliwny wykonawea) w projekeic GRIP & ALS  Zastosowanic
progenitordw glejowych w lecreniu ALS”, Steategmed, NCBR. Katedra Neurologii
1 Newrochirurgii, UWM, Olsztvn, Polska

022013 - 02.2016 Kierownik projekm ,\Wphyw ersogennych gonadotropin na svoteze
prostaglandyn w jajowedzie Swini”, Preludium 3, NCN, Instyiut Rozrodu Zwicrzat i Radan
Zywnodci, PAN, Olsztyn

032013 - 05.2015 Wykonawea {doktorant) w projckeic "Udziat chemokin w regulacii
funkeji clatka Zottego™, OPLS, NCN, Instytut Rosrodu Zwicregt | Badan Zywnodei, PAN,
Olsatyn, Polska

102010 - 06.2012 Wykonawea (doktorant) w projekeic "Wplyw superowulacii na
ekspregy szlaku sygnalowego VEGF w jajowodzie”, Instytut Rowrodu Zwicrzst | Badan
Zywnodei, PAN, Olsztyn

Projekty prowadzone w ramach drialalnofei statutowej

2020-2021 kierownik projektu statatowego | Opracowanic nowege modelu glejaka
wiclopostaciowego u szezura i $wini 2 zachowaniem pehngj lunkgonalnodei ukladu

odpornodeivwegn™

2017-2019 gléwny wykonawea w projekeic "Charakteryzacja mielopatii degencracyine
u psow jako modelu ALS"

2017-2019 gbéwny wykonawea w projekeie "Opracowanic wlasciwodc
fizykochemicznych i bickompatybilnosel hydrozeli praydatnyeh do intratckalnych

preesscoepdw komorkowych GRI
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7.3 Udzial w redakeji czasopism naukowych oraz recenzowaniu publiliacgi

(Kl poczatku Wiczgecgo roku pelnic funkeje redaktora temaie w  migdeynarodowym
czasopismie Applied Sciences Journal (IF 2.474). Ponadto, od 2016 roku miatam prayjemnosé

recenzowaé publikacie w dziewiceiu czasopismach o sasiegu misdovnarodowym:

. DBiomedicines (IF 4.757) od 2021 obecnie, 2 recenzje

2, Science Advances Journal (IF 13.117): od 2017 - obecnie, 1 recenzja

i

Prostaglanding and other Lipid medintors Journal {(IF 2.283) od 2016 — obeenie, 1 rocenzja
Manoscale Journal (IF 6.895): od 20019 - obegme, | recenzia

International Journal of Molecular Sciences (17 4.556): ad 2020 — obeemie, | recenzja
Chaldren Journal (IF 2.078): od 2020 - obeenic, 1 recenzja

Journal of Climical Medicine (TF 3.303): od 2020 - obeenie, 1 recenzja

Intemational Joumal of Environmental Research and Public Health (IF 2.879): od 202 —

o P o &

obecmie, | recensga

4. Life Journal (1F 29911 od 2021 obecnie, | recenzja
T4 Stake w aagranicenych i krajowyeh osrodkach naukowych lub akademickich

Staie zagraniczne
= 2901 - 03.02.2018 Szkolenic z przygotowania biomaterialtow | zasad pracy w laboratorium
standardu GLP, Novamatnx / DuPonl, Sandvika, Norwega

= 04,2016 - 05,2016 Staz 7 zakresu bologu komarkowey, Zaklad Radiologn, Instytutl InFynieri

Fomdrkows), Johns Hopking University, USA

« 092012 - 102012 Stax w Transmission Elcctron Microscopy, Veterinar-Anatomisches

Institut, Universitdt Zirich, Zorich, Sewajearia

Stafe krajowe
+ (04.2010 - 102010 Staz z biologii molckulamnej, Instytut Rozrodu Zwicrzat i Badan Zywnodci
PAN, setyn, Polska

7.5. Loloszenia patentowe

1. Hydrogel comprising manganese, methods and uses thereof. Nr EPTT200870.6

2. Sposdh izolacyi oraz hodowl: pierwotne] in viteo niesortowanych psich progenitordw ple-
Juwych™; Alodony 13 pas 2020; Nr P435666

X5
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