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1. Wykaz skrótów 

AD-MSC mezenchymalne komórki macierzyste/zrębowe pochodzące z tkanki 

tłuszczowej (adipose derived mesenchymal stem/stromal cells); 

BDNF neurotroficzny czynnik pochodzenia mózgowego (brain-derived 

neurotrophic factor); 

bFGF podstawowy czynnik wzrostu fibroblastów (basal fibroblasts growth factor);  

BM-MSC mezenchymalne komórki macierzyste/zrębowe pochodzące ze szpiku 

kostnego (bone marrow derived mesenchymal stem/stromal cells) 

CCL2 ligand chemokiny 2 (chemokine ligand 2); 

CFU jednostka tworząca kolonię (colony forming unit); 

DFAT odróżnicowane komórki tłuszczowe (dedifferentiated fat cells); 

EGF nabłonkowy czynnik wzrostu (epitelial growth factor); 

EMT przejście nabłonkowo-mezenchymalne (epithelial-to-mesenchymal 

transition); 

ESC zarodkowe komórki macierzyste (embryonic stem cells); 

FACS sortowanie komórek aktywowane fluorescencyjnnie (Fluorescence-Activated 

Cell Sorting); 

GDNF czynnik wzrostu pochodzenia glejowego (glial cell line-derived neurotrophic 

factor); 

HGF czynnik wzrostu hepatocytów (hepatocyte growth factor); 

iPSC indukowane pluripotencjalne komórki macierzyste (induced pluripotent stem 

cells); 

ISCT Międzynarodowe Towarzystwo Terapii Komórkowej (International Society 

for Cellular and Gene Therapy); 

KM komórki macierzyste; 

LPM somatyczna mezoderma boczna (somatic lateral plate mesoderm); 

MACS sortowanie komórek aktywowane magnetycznie (Magnetic Activated Cell 

Sorting); 

MET przejście mezenchymalne-nabłonkowe (mesenchymal to epithelial 

transition); 

MSC mezenchymalne komórki macierzyste/zrębowe (mesenchymal stem/stromal 

cells); 
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MUSE Cells wieloliniowe komórki różnicujące się pod wpływem stresu (multi-lineage 

differentiating stress enduring cells); 

NCSC komórki macierzyste pochodzące z grzebienia neuralnego (neural crest 

derived stem cells); 

NSC neuralne komórki macierzyste (neural stem cells); 

PDT czas podwojenia populacji (population doubling time); 

SRTF czynniki transkrypcyjne związane z macierzystością (stemness-related 

transcritpion factors); 

SSEA swoisty powierzchniowy antygen zarodkowy (stage specific embryonic 

antigen); 

UC-MSC mezenchymalne komórki macierzyste/zrębowe pochodzące ze sznura 

pępowinowego (umbilical cord derived mesenchymal stem cells); 

VEGF czynnik wzrostu śródbłonka naczyniowego (vascular endothelial growth 

factor); 

WJ-MSC mezenchymalne komórki macierzyste/zrębowe pochodzące z galarety 

Whartona (Wharton Jelly derived mesenchymal stem cells); 
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2. Streszczenie polskojęzyczne 

Komórki macierzyste (KM) stanowią podstawę tzw. terapii komórkowej stosowanej  

w medycynie regeneracyjnej. Jej pierwotnym założeniem miało być zastąpienie 

uszkodzonych komórek nowymi, wywodzącymi się z przeszczepionych KM, zdolnymi do 

funkcjonalnego różnicowania. Największą potencję w tym kierunku posiadają komórki  

o charakterze pluripotencjalnym, tzn. takie które wykazują zdolność od różnicowania  

w funkcjonalne komórki wywodzące się z wszystkich trzech listków zarodkowych 

(ektodermy, mezodermy oraz endodermy). Do komórek pluripotencjalnych należą 

zarodkowe komórki macierzyste (embryonic stem cells. ESC) oraz indukowane 

pluripotencjalne komórki macierzyste (induced pluripotent stem cells, iPSC). Jednakże ich 

szeroki potencjał do różnicowania wiąże się także ze zdolnością do nieograniczonej 

proliferacji, a co za tym idzie – ryzykiem tumorogenezy. Jako alternatywę proponuje się 

stosowanie dorosłych (somatycznych) KM, które niestety cechuje węższy potencjał  

do różnicowania, ograniczony zazwyczaj do jednego z listków zarodkowych. Jedną  

z szeroko badanych grup somatycznych KM są mezenchymalne komórki 

macierzyste/zrębowe (MSC). Są one klasyfikowane jako multipotencjalne ze względu na 

zdolność do różnicowania w komórki wywodzące się z mezodermalnego listka 

zarodkowego, tj. osteocyty, chondrocyty i adipocyty. Jednakże badacze donoszą  

o możliwości różnicowania MSC w komórki wywodzące się z innych listków 

zarodkowych, np. w neurony (wywodzące się z ektodermy) czy w hepatocyty (wywodzące 

się z endodermy). Dodatkowo, pod wpływem określonych warunków środowiskowych 

MSC wykazują ekspresję genów typowych dla komórek pluripotencjalnych, choć  

na znacznie niższym poziomie. Te nietypowe dla komórek multipotencjalnych cechy 

tłumaczone są wysoką heterogennością populacji MSC i obecnością komórek o bardzo 

różnym stopniu zróżnicowania. Inna z proponowanych teorii tłumaczy obserwowane 

zjawisko odmiennym pochodzeniem rozwojowym pojedynczych komórek w stosunku  

do całej populacji, które zasiedliły mezenchymę w wyniku migracji z innych struktur,  

np. cewy nerwowej.  

W niniejszej rozprawie doktorskiej podjęto próbę zweryfikowania hipotezy badawczej 

dotyczącej obecności subpopulacji komórek o charakterze pluripotencjalnym  

w heterogennej populacji MSC. W ramach pracy analizowano czynniki pozwalające  
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na wyodrębnienie komórek przejawiających niezróżnicowany charakter, cechujących się 

wysokim potencjałem do proliferacji i samoodnowy, podwyższoną ekspresją genów 

pluripotencjalnych (SOX2, OCT3/4, NANOG) w stosunku do populacji wyjściowej MSC 

oraz zdolnością do różnicowania w kierunku komórek wywodzących się ze wszystkich 

trzech listków zarodkowych.  

Głównym celem prowadzonych badań było wyznaczenie metody pozwalającej na izolację 

spośród MSC oraz dalszą hodowlę poszukiwanej subpopulacji. Jako źródło MSC wybrano 

tkankę popłodu – galaretę Whartona (WJ-MSC), stromę sznura pępowinowego, która jest 

rozwojowo młodą tkanką, traktowaną jako odpad medyczny.  

Na podstawie literatury zdecydowano się uwzględnić dwie techniki uzyskiwania 

poszukiwanej subpopulacji. Pierwszą z nich była zmiana warunków przestrzennych 

hodowli z 2D na 3D. Zdolność do wzrostu i proliferacji w warunkach przestrzenna  

(w sferach) charakteryzuje m.in. komórki pluripotencjalne. Drugą stosowaną techniką była 

izolacja subpopulacji metodą sortowania, w której wykorzystano marker powierzchniowy 

SSEA-4, wybrany po pierwszym etapie badań i występujący na powierzchni komórek 

pluripotencjalnych.  

W pierwszym etapie badań,WJ-MSC, standardowo hodowane w warunkach adhezyjnych 

(2D), zostały przeniesione do warunków 3D, modyfikując metodę stosowaną w hodowli 

neuralnych komórek macierzystych (NSC) w postaci sfer. Hodowlę 3D prowadzono przez 

20 dni w celu wyodrębnienia komórek o lepszej zdolności do przeżycia i proliferacji, które 

potencjalnie mogłyby wykazywać cechy komórek pluripotencjalnych. Długotrwała 

hodowla WJ-MSC w warunkach 3D okazała się czynnikiem stresogennym, prowadzącym 

do zwiększonej śmiertelności komórek, spowolnienia ich proliferacji, spadku zdolności  

do tworzenia kolonii oraz przyspieszenia procesów starzenia. Nie zauważono wzrostu 

ekspresji genów pluripotencjalnych, natomiast obserwowano wzrost ekspresji genów oraz 

markerów neuralnych. Jednocześnie stwierdzono, że w trakcie długotrwałej hodowli 3D 

znacząco lepszą przeżywalność wykazała subpopulacja WJ-MSC ekspresjonująca antygen 

powierzchniowy SSEA-4.  

W oparciu o uzyskane wyniki, w drugim etapie prowadzonych badań zdecydowano się 

wyizolować i scharakteryzować WJ-MSC wykazujące ekspresję SSEA-4 jako potencjalną 
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subpopulację komórek o szerszych zdolnościach do różnicowania. Poszukiwane komórki 

wyodrębniono z wykorzystaniem techniki sortowania komórek aktywowanego 

fluorescencyjnie (FACS). Otrzymana subpopulacja charakteryzowała się znacznie 

podwyższonym odsetkiem komórek SSEA-4+, który utrzymywał się przez 6 kolejnych 

pasaży hodowli komórkowej. Analiza subpopulacji SSEA-4+ wykazywała wyższą 

ekspresję genów pluripotencjalnych na początkowym etapie hodowli komórkowej  

w stosunku do populacji wyjściowej. Niestety, z czasem ekspresja tych genów spadła  

do poziomu obserwowanego w populacji niesortowanej. Przeanalizowano również 

właściwości funkcjonalne wyodrębnionej subpopulacji. Komórki SSEA-4+ przejawiały 

zdolność do tworzenia sfer, których średnica była mniejsza w stosunku do sfer 

utworzonych przez komórki populacji wyjściowej, a także zawierały znacząco więcej 

żywych komórek. Populacja SSEA-4+ nie różniła się zdolnością do różnicowania  

w kierunku trzech listków zarodkowych, tempem proliferacji oraz klonogennością  

od populacji niesortowanej oraz negatywnej (SSEA-4-). Zbadano również 

współwystępowanie SSEA-4 z innymi markerami kojarzonymi z właściwościami 

macierzystymi komórek, takimi jak: CD49F, CD133, CD146 czy CD271 - nie wykryto 

współzależności. Na podstawie otrzymanych wyników nie potwierdzono szerszego 

potencjału do różnicowania subpopulacji komórek SSEA-4+. Jednakże, otrzymana 

subpopulacja wyróżniała się odmiennym profilem sekrecyjnym w stosunku do populacji 

wyjściowej i populacji negatywnej, co może wskazywać na jej inne potencjalne 

wykorzystanie w medycynie regeneracyjnej.     

Podsumowując, na podstawie zaproponowanych metod nie wyodrębniono subpopulacji 

komórek o cechach pluripotencjalnych. Otrzymane wyniki wskazują jednak na znaczną 

heterogenność morfologiczną i funkcjonalną populacji MSC. Wyodrębnianie 

poszczególnych grup komórek oraz szczegółowa analiza ich właściwości terapeutycznych 

wymagają dalszych badań.  
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3. Streszczenie angielskojęzyczne 

Stem cells (SCs) are the basis of cellular therapies, widely used in regenerative medicine. 

Its main purpose is the replacement of injured cells by SCs provided with transplantation, 

that are capable to fully regenerate the tissue. The most desirable cells are pluripotent,  

i.e. those from which cells derived from all three embryonic germ layers can be derived, 

such as embryonic stem cells (ESCs) and induced pluripotent stem cells (iPSCs). However, 

observed wide differentiation potential is connected with limitless proliferation capacities 

and risks of tumorogenesis. Adult (somatic) SCs are proposed as an alternative, even 

though their narrow differentiation potential, usually limited to cells from one embryonic 

gem layer. Mesenchymal stem/stromal cells (MSCs) are one of frequently studied adults 

SCs group, classified as multipotent, due to differentiational potential toward mesodermal 

cells i.e. osteocytes, chondrocytes and adipocytes. However, researchers reported the 

possibility of MSCs differentiating into cells derived from other germ layers,  

such as neurons (ectoderm) or hepatocytes (endoderm). Furthermore, under specific 

environmental conditions, MSCs exhibit the expression of pluripotency-related genes, but 

observed levels are still lower than reported for ESCs or iPSCs. Due to the high 

heterogeneity of MSCs population, there could be found cells with different differentiation 

potentials. It is proposed that those undifferentiated cells possess different developmental 

origin, i.e. originate from neural crest, what would explain their unique properties.  

Hereby, this dissertation attempted a verification whether MSCs could contain 

subpopulation exhibiting pluripotent characteristics. Conducted experiments examined 

different factors for separation of cells possessing undifferentiated potential, that exhibit 

high proliferation and self-renewal potentials, elevated pluripotent genes expression 

(SOX2, OCT3/4, NANOG) and differentiate toward cells from all three embryonic germ 

layers.  

The main purpose of described research was the development of efficient method  

to isolation and further cell culture of potential subpopulation exhibiting pluripotent 

features from MSCs. MSCs were isolated from Wharton Jelly (WJ-MSCs) – a part of 

umbilical cord which is a commonly used MSCs source. 
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Based on the recent literature, two potential methods for separation were chosen to derive 

the desired subpopulation. First approach was to change spatial condition of cell culture 

from 2D to 3D, associated with sphere-forming ability of pluripotent cells. Second 

approach was to isolate subpopulation expressing surface antigen SSEA-4, occurring  

in pluripotent cells.  

During the first stage of doctoral research, WJ-MSCs, usually propagated in adherent 2D 

conditions, were transferred to 3D conditions, by modification of culture method proposed 

for neural stem cells. 3D culture was conducted for about 20 days in vitro to select cells 

with better survivability in harsh conditions; such cells could exhibit properties  

of pluripotent cells. However, long-term 3D culture was stressogenic for WJ-MSC , leading 

to slowed cell division ratio, reduced colony forming frequency and acceleration  

of senescence processes. Increase of pluripotent gene expression was not observed, while 

expression of markers connected with neural tissue was elevated. There was also reported 

that SSEA-4-positive cells exhibited better survival under long-termed 3D culture 

condition.  

Based on received results, WJ-MSC positive for SSEA-4 were isolated and characterized 

as a theoretic population with a wider potential, during the second stage of doctoral 

research. This subpopulation was selected with fluorescence-activated cell sorting (FACS). 

Received positive population (WJ-MSC-SSEA-4+) contained significantly more SSEA-4+ 

cells for the next 6 passages of further in vitro culture. WJ-MSC-SSEA-+ population 

exhibited transient increase of pluripotent genes, that was reported directly after separation 

but diminished with further cell culturing. Other functional properties of isolated 

subpopulation were analyzed as well. WJ-MSC-SSEA-4+ cells formed spheroids upon 3D 

initiating conditions, that were smaller and contained more number of alive cells, compared 

to unsorted and negative populations (WJ-MSC-SSEA-4-). WJ-MSC-SSEA-4+ cells did 

not differed with tri-germ layer differentiational potential, proliferation and clonogenicity 

from initial and negative populations. SSEA-4 expression was not associated with other 

stemness markers such as CD49F, CD133, CD146 and CD271. According to the received 

results, SSEA-4+ population’s pluripotent character was not confirmed. However, studied 

subpopulation could be applied for other therapeutic purposes due to their unique secretome 

profile.  
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In summary, presence of pluripotent-like subpopulation in WJ-MSC was not confirmed  

by chosen methods. However, observed results indicated a wide heterogeneity and diversity 

of subpopulations constituting to MSCs. Selection and detailed analysis of specific cell 

groups demand further research to relate their therapeutic applications.  
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4. Innowacyjność rozprawy 

Innowacyjność niniejszej rozprawy polega na próbie weryfikacji hipotezy dotyczącej 

obecności subpopulacji komórek o cechach pluripotencjalnych wśród mezenchymalnych 

komórek macierzystych/zrębowych (MSC). Hipoteza ta oparta jest na wysokiej 

heterogenności analizowanej populacji MSC, zawierającej komórki o różnym stopniu 

zróżnicowania – od komórek progenitorowych: preadipocytów i prechondro-osteoblastów 

po komórki niezróżnicowane, które zachowały macierzysty charakter. Jednym  

z proponowanych wyjaśnień hipotezy jest niejednorodne pochodzenie rozwojowe tej grupy 

komórek. Według doniesień literaturowych, MSC częściowo wywodzą się z somatycznej 

mezodermy bocznej i w trakcie rozwoju przechodzą rundy zmian, zwane przejściem 

nabłonkowo-mezenchymalnym, jak również i procesom odwrotnym, zwanym przejściem 

mezenchymalno-nabłonkowym. Dodatkowo, wśród MSC odnajduje się komórki  

o pochodzeniu ektodermalnym, wywodzące się prawdopodobnie z grzebienia nerwowego 

(Neural Crest derived Stem Cells, NCSC), które w trakcie rozwoju zarodkowego odbywają 

migrację z cewy nerwowej i rozprzestrzeniają się po całym organizmie. Obydwa zjawiska 

mogłyby tłumaczyć zdolność MSC do różnicowania się w komórki pochodzące  

z pozostałych listków zarodkowych.  

Obecnie brakuje jednoznacznych markerów lub technik pozwalających na wyodrębnienie 

z MSC potencjalnej subpopulacji wykazującej cechy pluripotencjalne. Jednym  

z proponowanych podejść jest zmiana warunków środowiskowych z hodowli 2D  

na hodowlę 3D, która jest bliższa strukturze natywnej tkanki oraz powszechnie stosowana 

przy hodowli pluripotencjalnych komórek macierzystych. Innym podejściem jest 

wyodrębnienie markera, który umożliwiłby odróżnienie MSC o zachowanych cechach 

macierzystości od całej heterogennej populacji komórek zrębowych. Do takich 

kandydatów należą m.in.: antygeny z rodziny SSEA, CD271, CD146, CD133 czy CD49F.  

W naszym projekcie rozpoczęliśmy doświadczenia od zmiany warunków przestrzennych 

hodowli MSC, aby wyselekcjonować komórki o odmiennych właściwościach, typowych 

dla komórek niezróżnicowanych. W tym celu opracowaliśmy metodę hodowli 3D opartą 

na tworzeniu sferoidów MSC. W kolejnym kroku przeanalizowaliśmy zmiany jakie 

zachodzą w populacji MSC w czasie jej długotrwałej hodowli przestrzennej. W wyniku 

doświadczeń wyodrębniliśmy populację komórek o wyższej przeżywalności w warunkach 
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3D. Komórki te wykazywały podwyższoną ekspresję markera SSEA-4. W oparciu o 

otrzymane wyniki, podjęto próbę izolacji i charakterystyki subpopulacji MSC SSEA-4+. 

Otrzymana subpopulacja MSC-SSEA-4+ bezpośrednio po wyizolowaniu wykazywała 

zwiększoną ekspresję genów typowych dla komórek pluripotencjalnych, natomiast w miarę 

prowadzenia hodowli komórkowej ekspresja tych genów malała do poziomu 

obserwowanego w heterogennej, wyjściowej populacji MSC. Ponadto komórki SSEA4-

pozytywne nie wykazywały zdolności do różnicowania poza listek mezodermalny, 

 ani podwyższonego potencjału proliferacyjnego i klonogennego. Czynnikiem 

wyróżniającym badaną subpopulację był profil wydzielniczy, odmienny w stosunku  

do populacji niesortowanej.  

Rozprawę doktorską zamyka artykuł przeglądowy, zbierający najnowsze doniesienia 

dotyczące badań nad właściwościami terapeutycznymi poszczególnych subpopulacji, które 

można znaleźć wśród MSC. Znajduje się w nim obszerny podrozdział dotyczący markerów 

sugerujących niezróżnicowany charakter komórek, jak również podrozdział dotyczący 

markerów wskazujących na bardziej wyspecjalizowane funkcje komórek w populacji. 

Przegląd literatury wyraźnie wskazuje na potrzebę dalszych, pogłębionych badań  

w temacie analizy poszczególnych subpopulacji tworzących MSC.  
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5. Wstęp  

 Komórki macierzyste i terapia komórkowa 

Poszukiwania metod leczenia trwałego uszkodzenia narządów i tkanek w wyniku urazów 

lub chorób przewlekłych i degeneracyjnych doprowadziły do rozpoczęcia stosowania 

komórek macierzystych (KM), zapoczątkowując medycynę regeneracyjną oraz inżynierię 

tkankową. KM charakteryzują się zdolnością do samoodnowy dzięki możliwości 

asymetrycznych podziałów komórkowych oraz zdolnością do różnicowania w inne typy 

komórek [1, 2]. Z powyższych powodów, terapie komórkowe mogą być alternatywą dla 

transplantologii, a także stanowić nowe podejście terapeutyczne np. w leczeniu chorób 

neurodegeneracyjnych. Ze względu na potencjał do różnicowania KM dzielimy  

na: totipotencjalne, pluripotencjalne, multipotencjalne i unipotencjalne (Rycina 1).  

 

Rycina 1. Podział komórek macierzystych (KM) pod kątem zdolności do różnicowania,  

tzw. potencjału.  

KM można również podzielić ze względu na źródło pochodzenia na zarodkowe  

i somatyczne. W dorosłym organizmie, w niszach poszczególnych tkanek, rezydują 

specyficzne somatyczne KM, zasiedlając je już podczas rozwoju płodowego [3–5]. 

Odpowiedzialne są one za endogenne procesy naprawcze i utrzymanie homeostazy  

w organizmie [4, 5]. Pozostają one w tzw. stanie uśpienia, a ich różnicowanie jest 
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wyzwalane w wyniku tkankowych sygnałów środowiskowych, prowadząc do zastąpienia 

utraconych, zróżnicowanych komórek [3]. Somatyczne KM (zwane też dorosłymi KM) 

mają ograniczony potencjał do różnicowania i zazwyczaj są multipotencjalne.  

Niestety, w części przypadków klinicznych endogenne procesy zastępowania komórek są 

niewystarczające ze względu na zbyt rozległe uszkodzenia, niewielką pulę KM 

rezydujących w niszy lub ich utratę w wyniku choroby. Z tego powodu głównym celem 

terapii komórkowej jest dostarczenie nowej puli KM i wspomaganie endogennych 

procesów naprawczych. W tym celu najbardziej pożądane jest podanie komórek o cechach 

pluripotencjalnych, z których można uzyskać komórki wywodzące się z wszystkich trzech 

listków zarodkowych: ektodermy, mezodermy i endodermy, a co za tym idzie komórki 

dowolnej tkanki. Zalicza się do nich zarodkowe komórki macierzyste (embryonic stem 

cells. ESC) i indukowane pluripotencjalne komórki macierzyste (induced pluripotent stem 

cells, iPSC). Stosowanie ludzkich ESC jest mocno ograniczone m.in.  

z powodów etycznych [6, 7]. Z kolei proces uzyskiwania iPSC nadal pozostaje długi  

i kosztowny [2]. Ze względu na swój pluripotencjalny charakter, stosowanie w terapii ESC 

i iPSC bez zapewnienia ich pełnego zróżnicowania jest również obarczone ryzykiem 

nowotworzenia [7]. Pomimo rozpoczętych badań klinicznych z wykorzystaniem 

zróżnicowanych komórek iPSC [8], poszukuje się alternatywnych źródeł KM dla terapii 

komórkowych. Dużą uwagę badaczy skupiają somatyczne KM, izolowane z dorosłych 

tkanek organizmu, a jedną z proponowanych grup komórek są multipotencjalne 

mezenchymalne komórki macierzyste/zrębowe (MSC).  
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 Mezenchymalne komórki macierzyste/zrębowe – definicja  

i właściwości 

Początkowo MSC zostały zidentyfikowane w zrębie szpiku kostnego w 1968 roku przez 

Friedensteina i współpracowników [9], natomiast w 1991 roku Arnold Caplain po raz 

pierwszy nadał im obecnie stosowaną nazwę i zaproponował ich wykorzystanie w terapii 

[10]. Oprócz szpiku kostnego (BM-MSC), MSC zidentyfikowano m.in.: w tkance 

tłuszczowej (AD-MSC), miazdze zębowej, skórze właściwej, błonie maziowej stawów, 

mleku matczynym oraz w narządach okołoporodowych, takich jak sznur pępowinowy 

(UC-MSC), płyn owodniowy i łożysko [11]. Według zaleceń Międzynarodowego 

Towarzystwa Terapii Komórkowej (International Society for Cellular and Gene Therapy, 

ISCT) z roku 2010 MSC muszą charakteryzować się [12]:  

➢ pozytywną ekspresją markerów powierzchniowych: CD73, CD90 i CD105  

oraz negatywną ekspresją markerów powierzchniowych – CD34, CD45, CD11a, CD19  

lub CD79α, CD14 lub CD11b i cząsteczek HLA-DR, 

➢ zdolnością przylegania do powierzchni plastikowej oraz zdolnością tworzenia 

kolonii, których morfologia podobna jest do fibroblastów,   

➢ zdolnością do różnicowania w warunkach in vitro w osteocyty, chondrocyty  

i adipocyty.  

Obecnie toczą się spory w temacie nomenklatury MSC, czy faktycznie można zaliczyć je  

do komórek macierzystych. Zaproponowano, aby określać je mianem zrębowych bądź 

stromalnych, czyli wspierających tkankę [13]. ISCT w 2019 roku opublikowało sugestie, 

wedle których [14]:  

➢ w charakterystyce komórek powinno zostać wspomniane tkankowe źródło 

pochodzenia komórek,  

➢ stwierdzenie macierzyste powinno zostać wykorzystane tylko w przypadku 

dostarczenia dowodów na zdolność samoodnowy i różnicowania w warunkach in vitro  

i in vivo,  

➢ zalecone zostało przeprowadzenie dodatkowych testów funkcjonalnych, które 

potwierdziłyby dodatkowe właściwości terapeutyczne MSC. 
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Z tego względu w niniejszej rozprawie w odniesieniu do badanych komórek 

mezenchymalnych użyto sformułowania macierzyste/zrębowe. 

MSC znajdują się w kręgu zainteresowań badaczy głównie ze względu na silne właściwości 

immunomodulacyjne [15], zdolności wydzielnicze [16, 17] oraz zdolności do 

różnicowania. Jak wcześniej wspomniano, MSC różnicują w komórki tkanki łącznej 

(osteocyty, adipocyty oraz chondrocyty), ale udało się również uzyskać inne komórki  

o pochodzeniu mezodermalnym, takie jak komórki mięśni, ścięgien i więzadeł [17]. Mimo 

zaklasyfikowania MSC jako komórki multipotencjalne, doniesienia naukowe wskazują na 

ich zdolności do trans-różnicowania – różnicowania w komórki wywodzące się z innych 

listków zarodkowych, na przykład ektodermy (neurony) [18] czy endodermy (hepatocyty) 

[19] (Rycina 2).  

 

Rycina 2. Możliwe kierunki różnicowania mezenchymalnych komórek 

macierzystych/zrębowych (MSC). Oprócz podstawowych kierunków różnicowania  

w komórki pochodzenia mezodermalnego, wymaganych przez ISCT, badacze wskazują na 

możliwość trans-różnicowania MSC w kierunku komórek wywodzących się z innych listków 

zarodkowych (źródła:[17–19]).  
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 Przesłanki świadczące o istnieniu subpopulacji MSC  

o cechach pluripotencjalnych 

Wyjaśnienie fenomenu różnicowania MSC w komórki wywodzące się spoza mezodermy 

mogłoby umożliwić ich zastosowanie jako alternatywy dla komórek pluripotencjalnych  

w terapiach komórkowych. Wysoka heterogenność populacji MSC jest obserwowana  

na wielu poziomach i zależy od czynników zewnętrznych takich jak zmienność pomiędzy 

dawcami komórek, tkankami źródłowymi i sposobami hodowli komórkowej oraz 

czynników wewnętrznych takich jak obecność klonów o różnym profilu ekspresji genów 

czy plastyczność fenotypu MSC [20, 21]. Badania transkryptomu na poziomie pojedynczej 

komórki wykazały, że populacja MSC składa się z subpopulacji różniących się między 

sobą stopniem zróżnicowania – od komórek niezróżnicowanych do komórek 

progenitorowych: unipotentnych preadipocytów i bipotentnych prechondro-osteoblastów 

[22]. To właśnie te pierwsze z wymienionych, komórki wykazujące niezróżnicowany, 

prymitywny charakter, mogą posiadać zdolność do samoodnowy i różnicowania poza jeden 

listek zarodkowy w odróżnieniu od pozostałych komórek zrębowych tworzących populację 

MSC.  

Powodem heterogenności MSC może być ich niejednorodne pochodzenie, które pozostaje 

niewyjaśnione mimo wielu lat badań. Według badaczy somatyczna mezoderma boczna 

(somatic lateral plate mesoderm, LPM) jest głównym źródłem MSC [23]. Komórki LPM 

przechodzą szereg zmian, zwanych przejściem nabłonkowo-mezenchymalnym (epithelial-

to-mesenchymal transition, EMT) oraz przejściem mezenchymalno-nabłonkowym 

(mesenchymal to epithelial transition, MET) [23]. Komórki mogą przejść wiele rund EMT-

MET zanim osiągną swój docelowy stan zróżnicowania. Istnieją również doniesienia 

wskazujące na inne pochodzenie MSC – z grzebienia neuralnego, który pojawia się  

w trakcie rozwoju cewy nerwowej [24]. W wyniku EMT, komórki grzebienia neuralnego, 

wykazujące ekspresję genów z rodziny SOX, SNAIL i FOXD3 oddzielają się od fałdów 

nerwowych i migrują w rozwijającym się organizmie [25, 26]. Komórki macierzyste 

pochodzące z grzebienia neuralnego (Neural Crest derived stem cells, NCSC) różnicują  

w komórki neuralne, a potem neurony i komórki glejowe, a także komórki 

neuroendokrynne, melanocyty czy komórki szkieletu twarzoczaszki [27]. Zachodzące 

procesy rozwojowe mogłyby tłumaczyć obecność komórek o charakterystyce MSC  
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w ektodermalnej tkance miazgi zębowej [28]. Co więcej, NCSC zostały także 

zidentyfikowane w szpiku kostnym czy tkance tłuszczowej [27, 29], co sugeruje możliwość 

częściowego wywodzenia się subpopulacji MSC z grzebienia neuralnego. Opisywane 

zjawisko mogłoby tłumaczyć nietypowe właściwości MSC opisywane przez różne grupy 

badawcze, w tym różnicowanie w komórki ekto- i endodermy.  

Przesłanką świadczącą o istnieniu komórek o charakterze pluripotencjalnym wśród MSC 

jest ekspresja markerów charakterystycznych dla komórek pluripotencjalnych,  

tzw. czynników transkrypcyjnych związanych z macierzystością (Stemness-related 

transcrutpion factors, SRTF) takich jak SOX2, OCT3/4, NANOG i KLF4, czy antygenów 

powierzchniowych z rodziny SSEA (Specific Stage Embryonic Antigen) np. SSEA-3  

i SSEA-4 [30, 31]. MSC izolowane z tkanek młodszych rozwojowo, jak np. sznur 

pępowinowy, a zwłaszcza jego zrąb, tzw. galareta Whartona (WJ-MSC), charakteryzują 

się podwyższoną ekspresją wymienionych genów związanych z macierzystością oraz 

wyższym potencjałem proliferacyjnym i klonogennym [32–34]. Obserwowany w MSC 

poziom ekspresji tych markerów jest jednakże znacząco niższy niż prezentowany przez 

ESC czy iPSC [31, 35]. Korelując ekspresję opisywanych genów ze zdolnością komórek 

do różnicowania, poszukuje się czynników środowiskowych mogących zwiększyć lub 

utrzymać w trakcie hodowli tą ekspresję w komórkach somatycznych. Na utrzymanie 

ekspresji SRTF mogą mieć wpływ np. warunki hodowli in vitro takie jak obecność tlenu  

w stężeniu 5%, zbliżonym do panującego w wybranych narządach [30].  

Innym, szeroko dyskutowanym sposobem na zwiększenie ekspresji SRTF jest zmiana 

środowiska przestrzennego hodowli komórkowej – ze standardowo stosowanych 

warunków 2D (tzw. hodowla adherenta) na warunki 3D [36]. Hodowla w formie agregatów 

zwanych sferami/sferoidami wpływa na zmianę morfologii komórki, reorganizację jej 

cytoszkieletu jak również wzrost ekspresji genów SRTF [36]. Zmianę warunków 

przestrzennych hodowli proponuje się jako sposób na utrzymanie komórek w stanie 

macierzystości lub selekcjowanie takich właśnie komórek spośród heterogennej populacji.   

Również ogólnie zdefiniowane warunki stresogenne mogą przyczyniać się do wzrostu 

ekspresji SRTF. Potwierdzono ten efekt dla subpopulacji odróżnicowanych komórek 

tłuszczowych (dedifferentiated fat cell, DFAT), wyodrębnianych metodą hodowli 

odwrotnej/sufitowej [37]. Dla innych źródeł MSC nie udało się opisać metod uzyskiwania 
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odróżnicowanej populacji. Z tego powodu  poszukuje się specyficznych markerów, 

preferencyjnie antygenów powierzchniowych, charakterystycznych dla komórek 

wczesnych rozwojowo, dzięki którym można byłoby wyodrębnić z ogólnej populacji 

subpopulację o wskazanym fenotypie za pomocą technik sortowania komórkowego.  

Wśród markerów komórek o niezróżnicowanym charakterze proponowane są antygeny 

powierzchniowe z rodziny SSEA, które są obecne na powierzchni komórek w trakcie 

rozwoju zarodkowego [38]. Komórki SSEA-3+ izolowane z MSC i opisane przez grupę 

prof. M. Dezawy jako Muse cells (Multi-lineage differentiating stress enduring cells) 

wykazują ekspresję genów pluripotencjalnych oraz mają zdolność do różnicowania  

w komórki wszystkich listków zarodkowych zarówno w warunkach in vitro oraz in vivo 

[39, 40]. Jednocześnie, posiadając wielokierunkową zdolność do różnicowania, nie 

wykazują potencjału do nowotworzenia [40]. Jednakże populacja SSEA-3+ jest znikoma – 

waha się od 1 do 5% w zależności od źródła MSC. Alternatywnym markerem mógłby być 

antygen SSEA-4, który występuje liczniej w populacji MSC; w zależności od źródła 

komórek i warunków hodowli: od 5% do 85% [41–43]. Wykazano, że komórki SSEA-4+ 

wyodrębnione z populacji BM-MSC pochodzących od starszych pacjentów (powyżej 65 

roku życia) posiadały cechy zbliżone do BM-MSC wyizolowanych od młodych dawców 

[44].  

Dane literaturowe opisują obecność w populacji MSC również markera CD271 – receptora 

o niskim powinowactwie dla czynniku wzrostu nerwów [45], związanego z NCSC [27, 46].  

W porównaniu do heterogennej populacji początkowej, MSC-CD271+ charakteryzują się 

się szybszym tempem proliferacji [42, 45], lepszą zdolnością do tworzenia kolonii i sfer 

[45, 47] oraz wykazują ekspresję genów pluripotentnych i neuralnych na wyższym 

poziomie [42, 48]. Część badaczy proponuje CD146 – cząsteczkę adhezji komórek 

czerniaka, jako poszukiwany marker. MSC-CD146+ izolowane z miazgi zębowej 

wykazują zwiększoną proliferację oraz lepszy potencjał do różnicowania [49]. Jednakże, 

inne badania pokazują, że marker CD146 może być związany z bardziej specyficzną 

subpopulacją MSC, odpowiedzialną za oddziaływania z komórkami śródbłonka naczyń 

oraz angiogenezą, a także odnową tkanki kostnej i remineralizacji [50–53]. Jako kandydaci 

dla markerów komórek niezróżnicowanych proponowane są także antygeny 

powierzchniowe, związane z innymi grupami komórek macierzystych  
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t.j.: CD49F – integryna α6 [54], CD349 – białko Frizzled-9 (ang. frizzled – kędzierzawy) 

[55], CD133 (prominina) [56] oraz Sca-1, który został zidentyfikowany tylko dla komórek 

mysich [57]. W przypadku MSC wykazujących obecność tych cząsteczek, obserwowano 

szybsze tempo proliferacji lub podwyższoną ekspresję genów SRTF. Potrzebne są jednak 

dokładniejsze analizy pomagające zweryfikować zdolność do wielokierunkowego 

różnicowania tych komórek. W ramach rozprawy doktorskiej zaprezentowano przegląd 

wyników uzyskanych przez inne zespoły badawcze w temacie poszukiwań dalszych 

potencjalnych antygenów powierzchniowych świadczących o unikalnych zdolnościach 

MSC, co zostało przedstawione w Artykule III [58].  

W niniejszej rozprawie doktorskiej postanowiono zweryfikować hipotezę badawczą, która 

zakłada istnienie w heterogennej populacji mezenchymalnych komórek 

macierzystych/zrębowych subpopulacji komórek wykazujących zdolność do różnicowania  

w komórki wywodzące się z pozostałych listków zarodkowych. Zastosowanie 

wyselekcjonowanej subpopulacji o cechach pluripotencjalnych mogłoby stanowić przełom 

w medycynie regeneracyjnej. Potencjalna poszukiwana grupa komórek wykazywałaby 

lepszą klonogenność, wyższe tempo proliferacji, jak również zdolność do funkcjonalnego 

różnicowania w dowolną tkankę organizmu. Jednocześnie, w związku  

z późniejszym pochodzeniem ontogenetycznym niż zarodkowe, zdolność  

do wielokierunkowego różnicowania nie niosłaby ze sobą ryzyka nowotworzenia 

związanego z typową pluripotencjalnością. Ponieważ dotychczas nie udało się opracować 

metody izolacji komórek o charakterze niezróżnicowanym, uniwersalnej dla każdego 

źródła MSC, a także sposobu ich dalszego namnożenia, zagadnienie to zostało podjęte  

w niniejszej rozprawie. 
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6. Cel pracy doktorskiej 

Głównym celem prowadzonych prac była identyfikacja, izolacja i charakterystyka 

subpopulacji wykazującej cechy pluripotencjalne, wywodzącej się z heterogennej 

populacji mezenchymalnych komórek macierzystych/zrębowych pochodzących  

z galarety Whartona.  

 

Rycina 3. Schemat zaproponowanych podejść wyizolowania subpopulacji o cechach 

pluripotencjalnych spośród WJ-MSC, opisanych w ramach rozprawy doktorskiej. 

W przebiegu badań sformułowano następujące cele szczegółowe: 

1. Wyodrębnienie i charakterystyka poszukiwanej subpopulacji w zmodyfikowanych 

przestrzennych warunkach środowiska (długotrwała hodowla 3D) (Artykuł I).   

2. Wyodrębnienie i charakterystyka subpopulacji komórek wykazujących obecność 

swoistego powierzchniowego antygenu zarodkowego (SSEA-4) metodą sortowania 

komórkowego (Artykuł II).  

3. Analiza potencjalnych właściwości pluripotencjalnych subpopulacji komórek  

SSEA-4-pozytywnych (Artykuł II). 
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7. Materiały i metody 

Do przeprowadzenia zaplanowanych badań, jako źródło MSC wybrano galaretę Whartona. 

Jest to tkanka podporowa sznura pępowiny, traktowana jako odpad medyczny, zawierająca 

mezenchymalne komórki macierzyste/stromalne. W oparciu o wyniki wcześniej 

prowadzonych badań, MSC izolowano z galarety Whartona metodą mechaniczną [59], 

dzięki której uzyskane komórki wykazują wyższy potencjał proliferacyjny, wolniejsze 

tempo starzenia oraz wyjściowo wysoki potencjał klonogenny w porównaniu z komórkami 

otrzymanymi w procesie izolacji enzymatycznej. WJ-MSC wykorzystane  

w eksperymentach pochodziły z 3-5 pasażu hodowli komórkowej. 

Badania do rozprawy doktorskiej zostały przeprowadzone w dwóch etapach:  

1) W pierwszym etapie badań opracowano metodę hodowli WJ-MSC w formie sferoidów 

w celu wyodrębnienia komórek wykazujących lepszą zdolność do przeżycia  

w zmodyfikowanych warunkach środowiska. W tym celu zastosowano pożywkę 

hodowlaną wykorzystywaną do hodowli neuralnych komórek macierzystych (neural stem 

cells, NSC) oraz płytki o powierzchni antyadhezyjnej. Pożywka hodowlana nie zawierała 

lizatu płytkowego, ani innego źródła białka lub czynników troficznych, poza dodatkiem 

nabłonkowego czynnika wzrostu (epitelial growth factor, EGF)  

i podstawowego czynnika wzrostu fibroblastów (basal fibroblasts growth factor, bFGF). 

W 3 i 10 dniu hodowli przestrzennej oznaczono żywotność komórek. Po upływie 20 dni, 

przetrwałą populację WJ-MSC ponownie wysiano na powierzchnię 2D. W eksperymentach 

porównano: tempo proliferacji komórek (population doubling time, PDT), odsetek 

komórek tworzących kolonie (colony forming unit, CFU), proces starzenia komórkowego, 

ekspresję genów i białek typowych dla komórek pluripotencjalnych oraz neuralnych dla: 

heterogennej populacji wyjściowej WJ-MSC, populacji WJ-MSC stale hodowanej  

w warunkach adhezyjnych oraz subpopulacji WJ-MSC wyodrębnionej w czasie  

hodowli 3D (Rycina 4). 

Materiały i metody wykorzystane w tym etapie badań zostały szczegółowo opisane  

w Artykule I.   
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Rycina 4. Schemat indukcji długotrwałej hodowli WJ-MSC w formie sferoidów.  

W prowadzonych doświadczeniach wykorzystano następujące grupy kontrolne:  

1) populację wyjściową WJ-MSC, pochodzącą z 3 pasażu hodowli 2D, 2) populację WJ-

MSC hodowaną w warunkach 2D do 7 pasażu (hodowla komórkowa 2D). Jako grupę 

badaną zastosowano 3) populację WJ-MSC hodowaną w formie sferoidów (hodowla 

komórkowa 3D). Po upływie 20 dni hodowli in vitro, WJ-MSC z warunków przestrzennych 

3D były ponownie wysiewane do warunków 2D w celu porównania ich właściwości  

z populacjami kontrolnymi.  

2) Po pierwszym etapie badań, w którym wykazano lepszą przeżywalność komórek 

wykazujących ekspresję antygenu powierzchniowego SSEA-4, podjęto próbę 

scharakteryzowania tej subpopulacji pod kątem cech typowych dla komórek 

pluripotencjalnych. W celu doboru najbardziej optymalnej metody wyodrębniania 

populacji WJ-MSC-SSEA-4+ porównano sortowanie aktywowane magnetycznie 

(Magnetic Activated Cell Sorting, MACS) i sortowanie aktywowane fluorescencyjnie 

(Fluorescence-Activated Cell Sorting, FACS). Do dalszych badań wybrano technikę 

FACS. Po procesie sortowania oceniono utrzymywanie się ekspresji antygenu SSEA-4  

w trakcie trwaniem hodowli dla populacji negatywnej i pozytywnej w 1, 2, 4 i 6 pasażu.  

W ramach charakterystyki subpopulacji WJ-MSC-SSEA-4+ porównano: tempo 

proliferacji (PDT), odsetek komórek klonogennych (CFU), zdolność do tworzenia 

sferoidów w krótkotrwałych warunkach hodowli 3D, poziom ekspresji genów 

pluripotencjalnych, charakterystycznych dla 3 listków zarodkowych oraz neuralnych, 

koekspresję antygenów powierzchniowych typowych dla innych komórek macierzystych 

oraz zdolności wydzielnicze. Uzyskane wyniki porównano z populacją wyjściową  

i populacją niewykazującą obecności SSEA-4 (Rycina 5).  

Materiały i metody wykorzystane w tym etapie badań zostały szczegółowo opisane  

w Artykule II.   
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Rycina 5. Schemat izolacji i charakterystyki komórek WJ-MSC wykazujących ekspresję 

SSEA-4. Dla heterogennej populacji WJ-MSC oznaczono odsetek komórek SSEA-4+,  

i wybrano najbardziej optymalną metodę wysortowania tej subpopulacji. Następnie 

przeprowadzono charakterystykę porównawczą, w której poddano analizom następujące 

grupy komórek: 1) populację niesortowaną, 2) populację negatywną SSEA-4-  

i 3) populację pozytywną SSEA-4+. 
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8. Podsumowanie najważniejszych wyników 

 Analiza WJ-MSC hodowanych w warunkach 3D 

Opisywane wyniki przedstawiono w Artykule I [60]. 

8.1.1. W odpowiednich warunkach hodowlanych WJ-MSC stworzyły sfery.   

WJ-MSC, mimo silnych właściwości adhezyjnych, stworzyły agregaty komórek zwane 

sferoidami, po zastosowaniu powierzchni antyadhezyjnej oraz pożywki hodowlanej 

typowej dla NSC (Artykuł I, Fig. 1.B). W trakcie prowadzenia hodowli 3D zauważono 

zmianę morfologii komórek tworzących sferę, potwierdzoną przez analizę cytometryczną. 

W dniu 3 hodowli 3D dominowały komórki mniejsze i bardziej okrągłe w stosunku  

do hodowli 2D, natomiast w dniu 10 hodowli 3D obserwowano wzrost udziału liczby 

komórek o większej średnicy. W przypadku hodowli 2D nie obserwowano zmian 

rozmiarów komórek (Artykuł I, Fig. 1.C). Pomimo długotrwałej hodowli w warunkach 3D, 

WJ-MSC dalej wykazywały właściwości adhezyjne po ponownym wysianiu do warunków 

2D. Większość komórek, po przeniesieniu z warunków przestrzennych do warunków 2D, 

ponownie zmieniła morfologię na typową, fibroblastopodobną. Jednakże, wśród nich 

zauważono również wyodrębnienie się subpopulacji komórek o wydłużonym ciele  

i dwubiegunowym kształcie oraz komórek o kształcie ameboidalnym, typowym dla 

komórek starzejących się (Artykuł I, Fig. 1.D).  

Hodowla w formie 3D wpłynęła negatywnie na żywotność WJ-MSC, co wykazano 

barwieniem przyżyciowym (Artykuł I, Fig. 2). Odsetek komórek martwych zmniejszał się 

wraz z trwaniem hodowli 3D. Otrzymane wyniki sugerują, że pierwsze 3 dni są najbardziej 

krytyczne dla przeżycia w warunkach przestrzennych/stresogennych heterogennej 

populacji MSC lub, że jest to okres w którym przeżywa pewna subpopulacji komórek  

o odmiennych właściwościach (Artykuł I, Fig. 2.C).  
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8.1.2. Długotrwała hodowla 3D wpłynęła negatywnie na aktywność 

fizjologiczną WJ-MSC.  

WJ-MSC przeprowadzone przez etap hodowli przestrzennej, po powrocie do warunków 

standardowych charakteryzowały się zmniejszonym tempem proliferacji (Artykuł I, Fig. 

3.A,B) i niższą klonogennością w stosunku do populacji początkowej (Artykuł I, Fig. 3. 

D). Zaobserwowano także większy odsetek komórek starzejących się, wykazujących 

aktywność β-galaktozydazy, (Artykuł I, Fig. 3.C) w stosunku do komórek pozostających 

stale w warunkach hodowli 2D.  

W celu analizy wpływu warunków 3D na ekspresję genów pluripotencjalnych  

oraz neuralnych wybrano dwa punkty czasowe, w których pobierano materiał RNA: 

moment zakończenia hodowli 3D (materiał zebrano ze stadium sferoidów) oraz 48 godzin 

po ponownym wysianiu do warunków 2D. Zauważono, że WJ-MSC w stadium sfer 

charakteryzowały się wyższą ekspresją genów OCT3/4 i SOX2 oraz niższą ekspresją 

NANOG w stosunku do populacji wyjściowej oraz komórek ponownie wysianych  

do warunków 2D. Niestety, z powodu dużych odchyleń w poziomach ekspresji pomiędzy 

próbami badanymi, uzyskane różnice nie były istotne statystycznie. Jednakże zmiana 

wzoru ekspresji genów między dwoma czasami analizy może sugerować, że hodowla 3D 

wywiera efekt przejściowy  na ekspresję genów SRTF (Artykuł I, Fig. 6, Fig. S3).  

WJ-MSC hodowane w warunkach 3D, w pożywce dedykowanej hodowli NSC z dodatkiem 

EGF i bFGF wykazywały predyspozycje do różnicowania w kierunku neuroektodermy. 

Zaobserwowano obecność markerów neuralnych takich jak Nestyna, β-III-Tubulina  

i A2B5 (Artykuł I, Fig. 4). Po ponownym wysianiu do warunków 2D, komórki wykazywały 

większą ekspresję Nestyny i β-III-Tubuliny w stosunku do populacji wyjściowej, jak 

również hodowanej stale w warunkach 2D  (Artykuł I, Fig. 5. A, B). Hodowla 3D wpłynęła 

również na  przejściowy wzrost ekspresji genu NESTYNA (Artykuł I, Fig. S3). Zarówno 

długotrwała hodowla w warunkach przestrzennych, jak również ponowne wysianie do 

warunków 2D nie indukowały wzrostu ekspresji markerów związanych z różnicowaniem 

w neurony: NF200 czy NeuN w stosunku do populacji stale hodowanej w warunkach 

adhezyjnych (Artykuł I, Fig. 4, Fig. 5. A, B). 
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8.1.3. Pod wpływem hodowli 3D zwiększył się odsetek komórek SSEA-4+  

w populacji WJ-MSC. 

Przestrzenna hodowla heterogennej populacji WJ-MSC prowadziła do selekcji komórek. 

W trakcie takiej hodowli zaobserwowano zwiększenie udziału komórek wykazujących 

obecność antygenu powierzchniowego SSEA-4 - jednego z zarodkowych antygenów 

powierzchniowych mogących świadczyć o zdolności komórek do wielokierunkowego 

różnicowania (Artykuł I, Fig. 4). W celu potwierdzenia żywotności tych komórek 

zastosowano barwienie przeciwko kaspazie 3. Barwienie wykazało, że komórki SSEA-4+ 

znajdujące się głównie w rdzeniu sfery pozostawały żywe (Artykuł I, Fig. S2). Wzrost 

ekspresji SSEA-4 utrzymywał się również po ponownym wysianiu komórek do warunków 

2D (Artykuł I, Fig. 5). Na podstawie zaobserwowanych wyników stwierdzono,  

że długotrwała hodowla 3D promuje przeżycie komórek wykazujących na swojej 

powierzchni antygen SSEA-4. 

 Analiza populacji WJ-MSC-SSEA-4+ 

Wyniki uzyskane w trakcie pierwszego etapu badań wskazujące na unikalne cechy 

komórek SSEA-4-pozytywnych skłoniły do kontynuacji badań w kierunku pogłębionej 

analizy wyodrębnionej subpopulacji. Przedstawione wyniki przedstawiono  

w Artykule II [61].   

8.2.1. Metoda FACS pozwoliła na uzyskanie zwiększonego odsetka 

komórek SSEA-4+ w populacji WJ-MSC w stosunku do metody MACS.  

Ekspresja SSEA-4 w MSC różniła się znacząco w zależności od tkanki źródłowej  

oraz zastosowanych warunków hodowlanych. WJ-MSC wyizolowane z tkanki wczesnej 

rozwojowo, tkanki popłodu, zawierały znacznie większy odsetek komórek SSEA-4+ niż 

AD-MSC pobrane z tkanki pochodzącej od osoby dorosłej (Artykuł II, Fig. 1.B). Odsetek 

komórek SSEA-4+ w WJ-MSC nie zmieniał się istotnie między pasażami: 1, 3 i 5 (Artykuł 

II, Fig. 1.D), natomiast zmieniał się znacząco w zależności od zastosowanego w hodowli 

źródła czynników troficznych (lizatu płytkowego). W obecności lizatu płytkowego 

MultiPL'30 charakteryzującego się niższym stężeniem składników osocza w produkcie 

odsetek komórek SSEA-4+ w populacji wynosił około 35%, natomiast w obecności lizatów 
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płytkowych bogatych w osocze (MultiPL'100 i PLTGold – blisko 100% w produkcie)  

odsetek ten wzrastał w populacji do około 70% (Artykuł II, Fig. 1.E). Uzyskane wyniki 

wskazują na istotną rolę białek i czynników troficznych obecnych w środowisku na 

ekspresję SSEA-4 w populacji WJ-MSC. W oparciu o powyższe obserwacje,  

w dalszych eksperymentach wykorzystano WJ-MSC z pasażu 3, hodowane w pożywce  

z dodatkiem ludzkiego lizatu płytkowego PLTGold.  

W celu doboru optymalnej metody izolacji subpopulacji SSEA-4+ porównano dwie 

techniki separacji komórkowej: MACS (metodzie wykorzystującej kulki magnetyczne 

powleczone przeciwciałami monoklonalnymi skierowanymi swoiście przeciwko 

wybranym antygenom) oraz FACS (wykorzystującej specyficzne przeciwciała, w oparciu 

o cytometrię przepływową). Jako, że publikacje porównujące obydwie techniki stoją ze 

sobą w sprzeczności oraz wykorzystują różne kryteria do opisania wydajności, 

postanowiono porównać wybrane parametry: odzysk (ang. recorvery), przeżywalność 

(ang. survival) i wydajność (ang. yield). Odzysk wyrażono jako stosunek liczby komórek 

uzyskanych we frakcji pozytywnej do liczby komórek wykorzystanych do sortowania. 

Przeżywalność oznaczono jako odsetek komórek żywych po sortowaniu. Wydajność 

wyrażono jako stosunek odsetka komórek pozytywnych przed i po sortowaniu, do czego 

wykorzystano analizę cytometryczną. FACS charakteryzował się znacząco lepszym 

odzyskiem w stosunku do MACS (Artykuł II, Fig. 2.A). Nie zaobserwowano istotnych 

różnic statystycznych w przypadku przeżywalności oraz wydajności obydwu rodzajów 

separacji (Artykuł II, Fig. 2.B, C, D). Na podstawie zaobserwowanych parametrów  

i przeważająco lepszemu odzyskowi komórek, w dalszych badaniach zdecydowano się  

na zastosowanie metody FACS.  

W wyniku sortowania FACS uzyskano dwie populacje: pozytywną (WJ-MSC-SSEA-4+) 

oraz negatywną (WJ-MSC-SSEA-4-). Bezpośrednio po sortowaniu zbadano ponownie 

obecność komórek SSEA-4+: dla populacji pozytywnej odsetek wynosił 87,4%,  

a dla populacji negatywnej 1,2% (Artykuł II, Fig. 3.A, B). Z racji ograniczeń technicznych 

obydwu technik sortowania, nie jest możliwe odnotowanie 100% komórek SSEA-4+  

w populacji pozytywnej i 0% w populacji negatywnej. W populacji negatywnej zauważono 

stopniowy wzrost liczby komórek SSEA-4+ w miarę prowadzenia dalszej hodowli 

komórkowej. Analizę prowadzono do 6 pasażu komórkowego, to jest do momentu, kiedy 
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przestano obserwować istotne różnice w wielkości populacji SSEA-4+ między obydwoma 

grupami badanymi (Artykuł II, Fig. 3.B, C).  

8.2.2. Subpopulacja WJ-MSC-SSEA-4+ wykazywała przejściowo zwiększoną 

ekspresję genów pluripotencjalnych, co nie przełożyło się na inne 

cechy komórek pluripotencjalnych.  

Bezpośrednio po sortowaniu, WJ-MSC-SSEA-4+ wykazywały podwyższoną ekspresję 

genów pluripotencjalnych NANOG oraz OCT4. Jednakże, wraz z czasem prowadzenia 

hodowli komórkowej, zauważono spadek poziomu ekspresji wspomnianych genów 

(Artykuł II, Fig. 4.A). Jednocześnie, w subpopulacji WJ-MSC-SSEA-4+ uzyskanej 

bezpośrednio po sortowaniu zauważono wzrost spontanicznej ekspresji genów związanych 

z tkanką nerwową, w tym z neuronami i komórkami glejowymi (NESTYNA, 

H3TUBULINA, GFAP). Podwyższona ekspresja dla genów NESTYNA i H3TUBULINA 

utrzymała się przez kolejny pasaż (Artykuł II, Fig. 4. B). Nasze wyniki wskazują na lepszy 

spontaniczny potencjał do różnicowania neuralnego subpopulacji WJ-MSC-SSEA-4+,  

co może być związane z ich przejściowym charakterem niezróżnicowanym.  

Przeanalizowano również potencjał do różnicowania subpopulacji WJ-MSC-SSEA-4+  

w kierunku komórek wywodzących się z trzech listków zarodkowych: ektodermy, 

mezodermy i endodermy. Zarówno w populacji pozytywnej jak i negatywnej zauważono 

tendencję wzrostową w ekspresji genu kodującego BRACHYURY – markera 

mezodermalnego, ale uzyskane wyniki nie były istotne statystycznie. Brachyury wykryto 

także na poziomie białka w barwieniu immunocytochemicznym (Artykuł II, Fig. 4 C, D). 

Nie udało się potwierdzić skutecznego różnicowania subpopulacji WJ-MSC-SSEA-4+  

i WJ-MSC-SSEA-4- w kierunku komórek ektodermy (OTX2 i H3TUBULINA) i endodermy 

(SOX17 i FOX2A) (Artykuł II, Fig. 4. C, D).  

Badana subpopulacja WJ-MSC-SSEA-4+ nie wyróżniała się tempem podziałów 

komórkowych oraz zdolnością do tworzenia kolonii w stosunku do populacji  

WJ-MSC-SSEA-4- i populacji wyjściowej (Artykuł II, Fig. 4.D, E).  
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8.2.3. Sferoidy utworzone przez WJ-MSC-SSEA-4+ wykazywały się mniejszą 

średnicą oraz większą przeżywalnością. 

Jako kolejną cechę komórek o charakterze pluripotencjalnym, porównano zdolność 

badanych subpopulacji do tworzenia sfer. Zauważono, że wszystkie 3 badane populacje 

WJ-MSC tworzyły sfery podczas krótkotrwałej hodowli 3D (Artykuł II, Fig. 7). Liczba 

uzyskanych sfer była zbliżona w badanych populacjach i spadała wraz z czasem trwania 

hodowli (Artykuł II, Fig. 7.B). Jednakże sfery utworzone przez populację  

WJ-MSC-SSEA-4+, choć wykazywały mniejszą średnicę w stosunku do pozostałych 

wariantów (Artykuł II, Fig. 9.C-E), zawierały również mniej komórek martwych  

(Artykuł II, Fig. 8). 

Podsumowując uzyskane wyniki stwierdzono, że pomimo przejściowego wzrostu ekspresji 

genów pluripotencjalnych, zdolności do tworzenia sfer oraz przeżycia w warunkach 

hodowli przestrzennej, marker SSEA-4+ nie może być jedynym wyznacznikiem 

subpopulacji wykazującej cechy pluripotencjalne. 

8.2.4. SSEA-4 nie jest powiązany z innymi antygenami powierzchniowymi 

związanymi z macierzystością. 

W związku z wynikami uzyskanymi w pierwszym etapie badań oraz odmiennymi cechami 

subpopulacji wykazującej obecność antygenu SSEA-4, przeprowadzono analizę 

piśmiennictwa w celu wyodrębnienia innych markerów, potencjalnie związanych  

z unikatowymi zdolnościami do wielokierunkowego różnicowania MSC (Artykuł III).  

W oparciu o zgromadzone dane literaturowe, oznaczono w populacji WJ-MSC ekspresję 

następujących antygenów powierzchniowych: CD271, CD49F, CD146 i CD133.  

W kolejnym kroku podjęto próbę powiązania ich  występowania z ekspresją antygenu 

SSEA-4. Odnotowano jednak, że poziomy ekspresji analizowanych markerów nie różniły 

się znacząco między populacjami: niesortowaną, SSEA-4+ i SSEA-4- (Artykuł II, Fig. 5). 

Uzyskane wyniki wskazują na brak wzajemnego związku pomiędzy współwystępowaniem 

w komórkach markera SSEA-4, a innymi markerami świadczącymi o macierzystości MSC.  

http://rcin.org.pl



35 

 

8.2.5. Subpopulacja WJ-MSC-SSEA-4+ wykazuje odmienny profil 

sekrecyjny.  

W związku z obserwowaną unikatowością subpopulacji SSEA-4+, która nie wiązała się z 

cechami do pluripotencji, a wpływała na lepszą przeżywalnością w stresowych warunkach, 

zdecydowano się na analizę jej profilu sekrecyjnego w 3 i 5 dniu po sortowaniu FACS 

(Artykuł II, Fig. 6). Wyniki porównano do populacji wyjściowej oraz negatywnej  

w kierunku antygenu SSEA4. Populacja niesortowana odznaczała się wyższym 

wydzielaniem neurotroficznego czynnika pochodzenia mózgowego (BDNF), czynnika 

wzrostu hepatocytów (HGF) i czynnika wzrostu pochodzenia glejowego (GDNF) w 

stosunku do pozostałych grup badanych analizowanych 3 dni po sortowaniu. Z kolei,  

w 5 dniu po sortowaniu, populacja WJ-MSC-SSEA-4+ charakteryzowała się najwyższym 

wydzielaniem ligandu chemokiny 2 (chemokine ligand 2, CCL2) oraz obniżonym 

wydzielaniem czynnika wzrostu śródbłonka naczyniowego (vascular endothelial growth 

factor, VEGF-c). Biorąc pod uwagę udział chemokiny CCL2 w procesie repolaryzacji 

makrofagów w kierunku przeciwzapalnego fenotypu M2, a także wpływ na przyspieszenie 

gojenia się ran [62], możliwe wydaje się terapeutyczne wykorzystanie badanej 

subpopulacji SSEA-4+ w wymienionych procesach.  
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9. Wnioski 

1. Zastosowanie długotrwałej hodowli komórkowej w zmodyfikowanych warunkach 

przestrzennych (3D) umożliwia wyizolowanie z heterogennej populacji WJ-MSC 

subpopulacji o zwiększonej przeżywalności, wykazującej wczesnorozwojowy marker 

SSEA-4. Jednakże hodowla w warunkach 3D skutkuje ogólną zmniejszoną 

przeżywalnością komórek, obniżonym tempem proliferacji i zdolnościami klonogennymi 

oraz przyspieszeniem procesów starzenia w porównaniu z hodowlą prowadzoną  

w warunkach 2D.  

2. Technika FACS umożliwia skuteczniejsze wyodrębnienie subpopulacji  

SSEA-4-pozytywnej z heterogennej populacji WJ-MSC w porównaniu do techniki MACS. 

Jednakże, udział procentowy komórek wyrażających SSEA-4 zmniejsza się w populacji 

pozytywnej w trakcie prowadzenia hodowli komórkowej.  

3. Subpopulacja SSEA-4-pozytywna wykazuje przejściową, zwiększoną ekspresję genów 

pluripotencjalnych w stosunku do populacji wyjściowej i negatywnej, tworzy sferoidy  

o mniejszej średnicy i wyższej przeżywalności, a także charakteryzuje się odmiennymi 

właściwościami sekrecyjnymi. Jednakże, w stosunku do populacji wyjściowej oraz 

negatywnej nie wykazuje różnic w potencjale proliferacyjnym, klonogennym,  

w zdolności do różnicowania w komórki trzech listków zarodkowych, a także ekspresji 

antygenów powierzchniowych związanych z innymi subpopulacjami o możliwych 

właściwościach pluripotencjalnych. 
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