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Pragne ztozy¢ wyrazy wdzigcznosci mojemu opiekunowi naukowemu

Pani Profesor Dr hab. Barbarze Lukomskiej

za merytoryczne ukierunkowanie niniejszej rozprawy doktorskiej
oraz wsparcie, cierpliwosé, zZyczliwosé i wiarg We mnie,
ktorymi bylam otoczona w trakcie jej realizacji.

Sktadam serdeczne podzigkowania:

Dr hab. Mirostawowi Janowskiemu

Za cenne rady, dyskusje i pomoc, na ktore zawsze mogtam liczy¢
pomimo bariery odleglosci i roznicy czasu, a ktore w sposob znaczgcy
przyczynity sie do mojego rozwoju haukowego.

Chciatabym takze podzigkowad
wszystkim prawcownikom i doktorantom Zaktadu Neurobiologii Naprawczej
za przyjazng atmosfere, dzigki ktorej z przyjemosciq kazdego dnia przychodzitam do pracy.

Szczegolne podziekowania przekazuje Sylwii Dgbrowskiej,
Z ktorq dzielilysmy nasze najwieksze zmagania
i sukcesy w czasie realizacji prac doktorskich.

,, Nie wiem, jak wyglgdam w oczach swiata, lecz dla siebie jestem tylko chltopcem bawigcym
sig na morskim brzegu, pochylajgcym sie i znajdujgcym pigkniejszq muszelke lub kamien
gladszy niz inne, podczas gdy wielki ocean prawdy jest ciggle zakryty przede mng.”

Isaac Newton
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WYKAZ SKROTOW

AAV wirusy zwigzane z adenowirusami; ang. adeno-associated virus

Al potaczenie przylegajace; ang. adherence junction

ALP fosfataza zasadowa; ang. alkaline phosphatase

Ang-1 angiopoetyna-1; ang. angiopoietin-1

APC komoérki prezentujgce antygen; ang. antigen presenting cells

ApoE apolipoproteina E; ang. apolipoprotein E

ARCA analog czapeczki mRNA; ang. Anti-Reverse Cap Analog

Arf GAPs biatka aktywujgce GTPaze z rodziny Arf; ang. ADP-ribosylation factor GTPase activating

proteins
ASIA skala uszkodzen funkcjonalnych klasyfikacji urazéw rdzenia kregowego; ang. American
Spinal Injury Association scale

ATP adenozyno-5'-trifosforan; ang. adenosine triphosphate

BBB bariera krew-modzg; ang. blood-brain barrier

BCSFB bariera krew-ptyn mézgowo rdzeniowy; ang. blood-cerebrospinal fluid barrier

BDNF czynnik wzrostu pochodzenia mdzgowego; ang. brain-derived neurotrophic factor

bFGF zasadowy czynnik wzrostu fibroblastow; ang. basic fibroblast growth factor

BFP biatko niebieskiej fluorescencji; ang. blue fluorescent protein

BLMB bariera krew-opony mdzgu; ang. blood-leptomeningeal barier

BME B-merkaptoetanol

BMP biatka morfogenetyczne kosci; ang. bone morphogenetic proteins

cAMP cykliczny adenozyno-3’,5-monofosforan; ang. 3',5'-cyclic adenosine monophosphate

CCL chemokina z motywem CC; ang. C-C motif chemokine ligand

CCL5 (RANTES)

CCL8 (MCP-2)
CCR

CCR2

CcD

CFDA-SE; CFSE
CFU-F

cGMP

CINC-3

CM-Dil

CMFDA

CNTF

CXCL
CXCL12/SDF-1a
CXCR4

DAPI

DLX5

biatko chemotaktyczne syntetyzowane przez limfocyty T, powoduje aktywacje,
chemotaksje, adhezje limfocytéw T oraz ich migracje; ang. regulation on activation normal
T-cells expressed and secreted

biatko chemotaktyczne monocytéw-2; ang. monocyte chemoattractant protein 2

receptory wigzgce chemokiny podrodziny C-C

receptor chemokin z motywem CC-2; ang. CC chemokine receptor-2

kompleks réznicowania; ang. cluster of differentiation

znacznik fluorescencyjny komérek

jednostki tworzgce kolonie fibroblastéw; ang. colony forming unit-fibroblastoid
cykliczny guanozyno-3',5-monofosforan; ang. cyclic guanosine monophosphate

cytokina indukowana chemoatraktantem dla neutrofili; ang. cytokine-induced neutrophil
chemoattractant
fluorescencyjny znacznik komorkowy

fluorescencyjny znacznik komorkowy; ang. 5-ChloroMethyl-Fluorescein-DiAcetate
rzeskowy czynnik neurotroficzny; ang. Ciliary Neurotrophic Factor

chemokiny CXC; ang. CXC chemokines

czynnik podscieliska-1a; ang. stromal cell-derived factor 1a

receptor dla chemokin z rodziny CXC 4; ang. CXC chemokine receptor type 4
4',6-diamidyno-2'-fenyloindol dichlorowodorek

czynnik transkrypcyjny z motywem homeodomeny 5; ang. distal-lex homeodomain
protein 5
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DMEM
DMSO
DNA
DsRed
EAE

ECM
EGF
eGFP
ENO2
FAK
FGF-BP
FL

flt3
Fluc
GABA
GAPDH

GDNF

GFP
GLUT-1
Gly-CAM1

GRPs
HEK293

hERL

HGF
HIF1la
HLA |

HLA 1l
HNF-4a
HO-1
Hoechst
HUCB-NSC

Huh7
IANR-SCIFRS

ICAM
IDO
IFN-y

Ig

IGF
IGFBP-1
IGFBP-2
IL

pozywka hodowlana; ang. Dulbecco/Vogt Modified Eagle’s Minimal Essential Medium
dimetylosulfotlenek; ang. Dimethyl sulfoxide

kwas deoksyrybonukleinowy

biatko czerwonej fluorescencji; ang. red fluorescent protein

eksperymentalne alergiczne zapaleniu mézgu i rdzenia; ang.experimental autoimmune
encephalomyelitis
macierz zewnatrzkomdrkowa; ang. extracellular matrix

nabtonkowy czynnik wzrostu; ang. epidermal growth factor

wzmocnione biatko zielonej fluorescencji; ang. enhanced Green Fluorescent Protein
enolaza swoista dla neuronéw; ang. enolase 2

ogniskowa kinaza adhezji; ang. focal adhesion kinase

biatko wigzace bFGF; ang. FGF-Binding Protein

fluorescencja; ang. fluorescence

ligand kinazy tyrozynowej-3; ang. fms-related tyrosine kinase 3 ligand

lucyferaza swietlika; ang. firefly luciferase

kwas y-aminomastowy; ang. gamma-aminobutyric acid

dehydrogenaza aldehydu 3-fosfoglicerynowego; ang. Glyceraldehyde 3-phosphate
dehydrogenase

czynnik neurotroficzny pochodzenia glejowego; ang. glial cell line-derived neurotrophic
factor

biatko zielonej fluorescenc;ji; ang. green fluorescent protein

transporter glukozy-1; ang. glucose transporter 1

czasteczka adhezji komdrkowej zalezna od glikozylacji; ang. glycosylation-dependent cell
adhesion molecule-1
prekursory komorek glejowych; ang. Glia Progenitor Cells

linia komodrkowa ludzkich embrionalnych komarek nerki 293; ang. Human embryonic
kidney cells 293
ligand ludzkiego receptora dla estrogenu; ang. human estrogen receptor ligand

czynnik wzrostu hepatocytow; ang. hepatocyte growth factor

czynnik indukowany niedotlenieniem 1a; ang. hypoxia-inducible factor 1a

antygeny ludzkich leukocytéw klasy I; ang. human leukocyte antigens class |

antygeny ludzkich leukocytéw klasy II; ang. human leukocyte antigens class Il

jadrowy czynnik hepatocytow 4a; ang. hepatocyte nuclear factor 4a

hemooksygenaza-1; ang. heme oxygenase-1

Fenol,4-[5-(4-methylo-1-piperazinyl)[2,5 -bi-1H-benzimidazol]-2-yl]-,trihydrochlorek
neuralne komodrki macierzyste izolowane z krwi pepowinowej; ang. Human Umbilical Cord
Blood-derived Neural Stem Cell

linia komodrkowa ludzkiego pierwotnego raka watroby; ang. Human hepato cellular
carcinoma cells

ang. International Association of Neurorestoratology-Spinal Cord Injury Functional Rating

Scale
czasteczka adhezji miedzykomérkowej; ang. intercellular adhesion molecule

2,3 dioksygenaza indoloaminy; ang. indoleamine-pyrrole 2,3-dioxygenase
interferony

immunoglobulina; ang. Imunoglobulin

insulinopodobny czynnik wzrostu ; ang. insulin-like growth factor

biatko wigzace insulinopodobny czynnik wzrostu 1; ang. ang. IGF -Binding Protein-1
biatko wigzace insulinopodobny czynnik wzrostu 2; ang. ang. IGF -Binding Protein-2
interleukina; ang. Interleukin




ION
ISCT

ITGA4
ITGB1

JAM

KGF

LAT1
LFA-1/aLp2
MAC1
MadCAM-1

MAP2

MCAM/CD146

MCAO
mCherry
MCP-1
M-CSF

MIG

miRNA
MLC
MMP-2
MMP-9
Molday ION

MRI
mRNA
MSCs

NF-160
NF-200

NF-68

NG2

NGF

NK
N-kadheryna
NPC

NSC

NT3

OUN
PDGF-RB

PECAM-1

PET
PGE2

nanoczastki tlenku zelaza; ang. Iron Oxide Nanoparticles

Miedzynarodowe Towarzystwo Terapii Komdrkowej; ang. International Society for Cellular
Therapy
podjednostka a4 integryn; ang. integrin subunit alpha 4

podjednostka B1 integryn; ang. integrin subunit beta 1

czasteczka adhezyjna potaczen; ang. junctional adhesion molecule

czynnik wzrostu keratynocytow; ang. keratinocyte growth factor

transporter duzych aminokwaséw 1; ang. L-type amino acid transporter 1

antygen zwigzany z czynnoscig limfocytow; ang. lymphocyte function-associated antigen 1
integryna CD11b/CD18; ang. macrophage 1

czasteczka adhezji komdrkowej bedaca adresyng bton sluzowych; ang. mucosal addressin
cell adhesion molecule-1
biatko stabilizujgce mikrotubule; ang. microtubule associated protein 2

czasteczka adhezyjna komodrek czerniaka; ang. melanoma cell adhesion molecule
zamkniecie tetnicy srodkowej mdzgu; ang. Middle Cerebral Artery Occlusion
biatko czerwonej fluorescencji mCherry; ang. mCherry

biatko chemotaktyczne dla monocytow; ang. monocyte chemoattractant protein 1

czynnik stymulujacy tworzenie kolonii makrofagéw; ang. macrophage colony-stimulating
factor
monokina indukowana przez interferon y; ang. monokine induced by interferon y

mikro RNA; ang. micro RNA

tancuch lekki miozyny; ang. myosin light chain

metaloproteaza macierzy pozakomérkowej 2; ang. matrix metalloproteinase 2
metaloproteaza macierzy pozakomdrkowej 9; ang. matrix metalloproteinase 9

nanoczastki tlenku zelaza skoniugowane z rodaming B; ang. Iron Oxide Nanoparticles
conjugated with Rhodamine B
rezonans magnetyczny; ang. magnetic resonance imaging

informacyjny RNA; ang. messenger RNA

mezenchymalne komérki macierzyste/mezenchymalne komérki zrebu; ang. mesenchymal
stem cells/mesenchymal stromal cells

biatko neurofilamentéw o masie molekularnej 160 kDa; ang. 160 kDa Neurofilament
protein

biatko neurofilamentéw o masie molekularnej 200 kDa; ang. 200 kDa Neurofilament
protein

biatko neurofilamentéw o masie molekularnej 68 kDa; ang. 68 kDa Neurofilament protein

neuroglikan-2; ang. neuroglycan-2

czynnik wzrostu nerwdéw; ang. nerve growth factor

naturalne komorki cytotoksyczne; ang. Natural Killers
kadheryna neuronalna; ang. neural cadherin

pregenitorowe komarki neuralne; ang. Neural Progenitor Cells
neuralne komodrki macierzyste; ang. Neural Stem Cells
Neurotrofina 3; ang. Neurotrophin 3

osrodkowy uktad nerwowy; ang. central nervous system

receptor ptytkopochodnego czynnika wzrostu typ B; ang. B-type platelet-derived growth
factor receptor

ptytkowo-srédbtonkowa czgsteczka adhezji komdrkowej, ang. platelet endothelial cell
adhesion molekule

pozytronowa tomografia emisyjna; ang. positron-emission tomography

prostaglandyna 2; ang. prostaglandin 2




PI3K
PKA
PKC
PKG
PKH26
PKT
PSAP
PSGL-1
RLuc
RNA
SCF
SDF-1
SEM
Shh
SLEX

Sox
SPECT

SPIO

sr39TK
SRC
SSB
SSEA4
STRO-1

T1

T2

Tc
TGF-a
TGFB
Th
TIMP
T)
TNF-a
USPIO

VCAM1

VEGF
VE-kadheryna
VLA-4/a4B1
X-gal

YFP

Z0

kinaza 3-fosfatydyloinozytolu; ang. phosphoinositide 3-kinase
kinaza biatkowa A; ang. protein kinase A

kinaza biatkowa C; ang. protein kinase C

kinaza biatkowa G; ang. protein kinase G

znacznik fluorescencyjny

kinaza biatkowa B; ang. protein kinase B

Prosapozyna; ang. Prosaposin

ligand P selektyny; ang. P selectin ligand

lucyferaza Renilla reniformis; ang. Renilla luciferase

kwas rybonukleinowy; ang. ribonucleic acid

czynnik komoérek macierzystych; ang. stem cell factor
czynnik podscieliska 1; ang. stromal cell-derived factor 1
Semaforyna; ang. Semaphorin

czasteczka sygnatowa Sonic hedgehog; ang. Sonic hedgehog
czasteczka sjalo-LewisX; ang. Sialyl-Lewis X

czynnik transkrypcyjny; ang. SRY - sex determining region Y

tomografia emisyjna pojedynczych fotondw; ang. single-photon emission computed
tomography

superparamagnetyczne nanoczastki tlenku zelaza; ang. superparamagnetic iron oxide
nanoparticles

gen reporterowy kodujacy kinaze tymidynowg wirusa opryszczki

rodzina kinaz tyrozynowych

biatka wigzace jednoniciowy DNA; ang. Single Stranded Binding Proteins

specyficzny antygen komdrek zarodkowych 4; ang. Stage Specific Embryonic Antigen 4

antygen powierzchniowy obecny na komadrkach podscieliska szpiku kostnego-1; ang. cell
surface antigen expressed by stromal elements in human bone marrow-1
czas relaksacji podtuznej; ang. spin-lattice relaxation time

czas relaksacji poprzecznej; ang. spin-spin relaxation time

Limfocyty T cytotoksyczne; ang. cytotoxic T cell

transformujacy czynnik wzrostu a; ang. transforming growth factor a
transformujgcy czynnik wzrostu B; ang. transforming growth factor

limfocyty T pomocnicze; ang. T helper cells

tkankowy inhibitor metaloproteinaz ; ang. tissue inhibitor of metalloproteinases
potaczenie Sciste; ang. tight junction

czynnik martwicy nowotworu a; ang. tumor necrosis factor a

ultra-mate nanoczastki tlenku zelaza; ang. ultrasmall superparamagnetic iron oxide
particles
czasteczka adhezji komdrkowej naczyn 1; ang. vascular cell adhesion molecule 1

czynnik wzrostu srédbtonka naczyn; ang. vascular endothelial growth factor
kadheryna $rédbtonka naczyniowego; ang. vascular endothelial cadherin
antygen bardzo pdzny 4; ang. very late antygen 4
5-bromo-4-chloro-3-indolilo-B-D-galaktopiranozyd

biatko zottej fluorescencji; ang. Yellow fluorescent protein

obwddka zamykajgca; ang. zona ocludens
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STRESZCZENIE

Terapia regeneracyjna z wykorzystaniem komodrek macierzystych w celu odtworzenia
uszkodzonych tkanek i narzagddéw jest przedmiotem zainteresowania srodowisk medycznych i gremiow
naukowych od kilkunastu lat. W poczatkowym okresie zaktadano, iz przeszczepiane komorki
egzogenne zastgpig zniszczone struktury w rejonie uszkodzenia. Obecnie wiadomo, iz pozytywne
efekty transplantacji komdérek macierzystych wynikajg raczej z ich protekcyjnego dziatania i stymulaciji
endogennych proceséw naprawczych niz przeksztatcania sie tych komérek w dojrzate komarki biorcy i
ich wbudowywania w struktury tkanki. W ostatnich latach duzym zainteresowaniem wsréd
naukowcéw i klinicystéw, réwniez z punktu widzenia ich zastosowan terapeutycznych cieszg sie
mezenchymalne komdrki macierzyste (MSCs). tatwosé pozyskiwania MSCs z réznych zrédet, ich niska
immunogennosc¢ i zdolnosci immunomodulacyjne sprawiajg, iz mogg by¢ przeszczepiane nie tylko w
uktadzie auto-, ale réwniez allogenicznym. Ponadto wtasciwosci anty-apoptotyczne, parakrynne i
wielokierunkowa zdolnos¢ do réznicowania MSCs sprawia, ze sg one aktualnie wykorzystywane w
probach eksperymentalnych i klinicznych terapii najczesciej wystepujgcych choréb, w tym chordéb
neurologicznych obejmujgcych struktury osrodkowego uktadu nerwowego (OUN), takich jak udar
mozgu, choroba Alzheimera, stwardnienie zanikowe boczne, choroba Huntingtona, Parkinsona,
stwardnienie rozsiane czy uszkodzenie rdzenia kregowego, dla ktorych brak jest skutecznych
alternatywnych metod leczenia.

W dostepnych zrddtach literaturowych mozemy znalezé prace pokazujgce, ze przeszczepiane
MSCs podlegajg mobilizacji do uszkodzonych tkanek w sposdb aktywny, jednak mechanizm
odpowiedzialny za ten proces nie zostat jak dotagd poznany. Ponadto, zasiedlanie rejondw uszkodzenia
w tkance przez systemowo podane komérki jest duzo mniej wydajne w przypadku MSCs niz
leukocytéw, czego przyczyng moze byc¢ brak ekspresji istotnych dla tego procesu receptoréow oraz
biatek adhezyjnych. Zwiekszenie ekspresji biatek odpowiedzialnych za adhezje i migracje moze miec
pozytywny wptyw na przechodzenie przeszczepianych komoérek z tozyska naczyniowego i ich
mobilizacje do rejonu uszkodzenia. Stad tez rozwdj metod zwiekszajgcych migracje systemowo
podanych komérek do mdzgu wydaje sie byc istotny w celu podniesienia wydajnosci terapii z uzyciem
egzogennych MSCs w chorobach neurologicznych. Badania Gorelik i wsp. (Gorelik i in., 2012) wykazaty,
ze wywotanie w progenitorach glejowych (GRPs) nad-ekspresji czasteczek adhezyjnych VLA-4, biatka
zaangazowanego fizjologicznie w proces diapedezy leukocytéow, skutkowato zwiekszonym
gromadzeniem sie zmodyfikowanych GRPs w naczyniach mdzgu po iniekcji dotetniczej. Obserwacje te
stanowity asumpt do zaprojektowania badan, bedacych przedmiotem mojej pracy doktorskiej. Istotg
tych badan byta analiza etapéw diapedezy, niezbednych w procesie transmigracji ludzkich
mezenchymalnych komérek macierzystych szpiku kostnego (hBM-MSCs) wykazujacych zwiekszong
ekspresjg receptora VLA-4. Ocena migracji, lokalizacji tkankowej oraz stopnia zasiedlania uszkodzonych
obszaréw, réwniez w badaniach dtugoterminowych stwarza koniecznos¢ stosowania najbardziej
neutralnych znacznikdw, umozliwiajgcych zachowanie prawidtowej morfologii i niezmienionych funkgji
komaérek po ich transplantacji, a takze sprawowanie precyzyjnej kontroli podczas procesu podawania
chorym komaérek macierzystych.

Celem moich badan byto zweryfikowanie hipotezy czy zwiekszenie ekspresji integryny VLA-4 w
hBM-MSCs pozwoli na wzmocnienie ich wtasciwosci adhezyjnych i transmigracyjnych po transplantac;ji
systemowej u szczurow w modelu uszkodzenia mézgu.
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Badania wstepne miaty na celu wybér barwnika do przyzyciowego znakowania hBM-MSCs, ktéry
nie zmieniatby cech biologicznych znakowanych komdrek jednoczesnie umozliwiajgc ich identyfikacje
w dtugoczasowych eksperymentach prowadzonych w warunkach in vitro i in vivo.

Przedmiotem badan byty ludzkie mezenchymalne komérki macierzyste szpiku kostnego (LONZA) z
wywotang nad-ekspresjg VLA-4. Komodrki te uzyskano poprzez transfekcje mRNA ITGA4 kodujgcym
podjednostke a4 integryny VLA-4 wedtug metody opracowanej w Zaktadzie Neurobiologii Naprawczej
(Nowakowski, Andrzejewska i wsp. 2017). Badania funkcjonalne hBM-MSCs in vitro wykonano z
uzyciem komoér mikroprzeptywowych (microfiuid device) i komdér migracyjnych typu transwell.
Doswiadczenia in vivo przeprowadzono u dorostych szczuréw stada Wistar w modelu ogniskowego
uszkodzenia mdzgu z zastosowaniem inhibitora pompy sodowo-potasowe]j (ouabainy) opracowanego
w naszym zespole (Janowski i in., 2008).

Schemat przeprowadzonych doswiadczen

Analiza wptywu znakowania
na wtasciwosci hBM-MSCs Analiza funkcjonalna

hBM-MSCs znakowane CMFDA
hBM-MSCs transfekowane mRNA eGFP

8h; 24h; 48h; 72h

8h 24h

Transfekcja
mRNA ITGA4
+ 8 godzin

* Morfologia hBM-MSCs MlkroprzeMV
*  Fenotyp hBM-MSCs adhezja)

¢ Aktywnos¢ metaboliczna hBM-MSCs

* Réinicowanie hBM-MSCs Komory typu
*  Wiasciwosci parakrynne hBM-MSCs transwell

+  Trwalos¢ znacznika (migracja)

Przeszczepy dotetnicze
analiza MRI
(zasiedlanie mozgu)
Barwienia
immunocytochemiczne
(transmigracja)

| etap moich badan dotyczyt oceny przydatnosci wybranych przyzyciowych barwnikéw
zastosowanych do znakowania komoérek hBM-MSCs w celu ich wizualizacji w dalszych
eksperymentach. Prowadzone badania obejmowaty analize poréwnawczg wptywu trzech typéw
znacznikdw: CellTracker™ Green CMFDA (Life Technologies, CMFDA), mRNA eGFP (Stemgent) i Molday
ION (BiOPAL, Molday) na morfologie i funkcje znakowanych hBM-MSCs. Istotg tych badan byto
wytypowanie przyzyciowego barwnika optymalnego dla hBM-MSCs, ktdry nie zmieniatby cech
biologicznych znakowanych komérek, a jednoczesnie umozliwitby ich identyfikacje w dtugoczasowych
eksperymentach prowadzonych zaréwno w warunkach in vitro, jak i in vivo. Wyniki tych badan
wykazaty, ze z wykorzystanych do przyzyciowego znakowania hBM-MSCs trzech réznych barwnikéw
fluorescencyjnych najbardziej uzyteczny okazat sie Molday ION zawierajgcy nanoczastki tlenku zelaza i
rodamine B. Znacznik ten dtugo utrzymywat sie w komérkach hBM-MSCs podczas ich hodowli in vitro.
Komorki hBM-MSCs wyznakowane Molday ION zachowywaty prawidtowe cechy morfologiczne i
fenotypowe, prezentowaty poréwnywalny z komdrkami natywnymi poziom aktywnosci metabolicznej
oraz ekspresji wiekszosci czynnikdéw wzrostu i zdolno$¢ do réznicowania w kierunku adipocytéw i
osteoblastéw. Na podstawie powyzszych wynikéw badan hBM-MSCs znakowane Molday ION zostaty
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wybrane do badan w dalszych moich eksperymentach. Rodamina B, ktéra wykazuje silne wtasciwosci
fluorescencyjne pozwolita na identyfikacje znakowanych komérek zaréwno w hodowli in vitro jak i po
przeszczepie w tkance post mortem. Wtasciwosci ferromagnetyczne, jakie posiadajg nanoczastki zelaza
bedace sktadowg czescig znacznika Molday ION umozliwity natomiast wizualizacje wyznakowanych
hBM-MSCs w czasie rzeczywistym podczas infuzji komoérek, a takze ich obserwacje w dalszej sekwencji
czasowej po ich transplantacji u zywych zwierzat, z uzyciem MRI.

Kolejne eksperymenty stanowity gtéwny nurt moich badan, jakim byto poréwnanie wtasciwosci
biologicznych hBM-MSCs natywnych i wykazujgcych nad-ekspresje receptora VLA-4 uczestniczgcego w
adhezji i transmigracji komdrek w warunkach in vitro i in vivo po transplantacji systemowej u szczuréw
w modelu uszkodzenia mdézgu. Komérki hBM-MSCs z nad-ekspresjg VLA-4 zostaty przez nas otrzymane
metoda modyfikacji genetycznej z udziatem mRNA ITGA4. Wyniki badan ujawnity, ze transfekcja
wymienionym konstruktem powoduje, iz w komodrkach pojawia sie mMRNA kodujace podjednostke a4
integryny VLA-4, ktéra nie wystepuje w natywnych hBM-MSCs. W zmodyfikowanych genetycznie
komoarkach, najwyzszy poziom ekspresji biatka a4 obecnego w btonie komdrkowej obserwuje sie w
okresie 8-12 godzin od wprowadzenia mRNA ITGA4 do komérek.

Il etap moich badan miat na celu poréwnanie wtasciwosci biologicznych dwéch rodzajow
komoérek znakowanych Molday ION in vitro, w tym hBM-MSCs natywnych i wykazujgcych nad-
ekspresje receptora VLA-4. Istotg badan byta ocena ruchu i przylegania zmodyfikowanych przez
transfekcje mMRNA ITGA4 komérek hBM-MSCs poprzez zastosowanie zaadaptowanej do naszych celéw
techniki mikroprzeptywéw. Do badan stuzyty komory przeptywowe (microfluidic device) bedace
uktadem bardzo precyzyjnych mikrokanatéw, ktére stanowia model naczyd kapilarnych, a
obserwowany w nich laminarny przeptyw imituje warunki panujgce w uktadzie krwiono$nym. W
naszych doswiadczeniach komérki hBM-MSCs podawane do otworu wpustowego przemieszczaty sie
przez kanat komory przeptywowej. Przezroczystos¢ kamery pozwalata na obserwacje zachowania
przeptywajgcych komérek oraz ilosciowg ocene ich przylegania. Przeprowadzane eksperymenty byty
nagrywane kamerg potaczong z mikroskopem konfokalnym, a pochodzace z nich filmy analizowano
manualnie badz przy uzyciu opracowanego do tych celéw specjalnego programu CellFlowTracker.

Schemat uktadu doswiadczalnego stosowanego do oceny ruchu komérek hBM-MSCs in vitro

Analiza nagrania

E"'f m Komora przeptywowa /
= T
9o Kierunek preeplywy

LX)

Pompa infuzyjna
Mikroskop , %1 ﬁ
konfokalny

Nagrywanie H

Kwantyfikacja danych w
programie CellFlow Tracker
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Dzieki zastosowaniu wielkoskalowej zautomatyzowanej analizy danych generowanych przez
opracowany do naszych doswiadczen program CellFlowTracker wykazano, ze podczas przeptywu
komérek przez kanat komory zaréwno natywne jak i modyfikowane mRNA ITGA4 hBM-MSCs podlegajg
procesom toczenia i petzania, analogicznym do etapéw obserwowanych podczas diapedezy
leukocytéw w naczyniach krwionosnych. Analizujac wyniki moich badan okazato sie, ze hBM-MSCs
modyfikowane przez wprowadzenie mRNA ITGA4 charakteryzujg sie wzmozong aktywnoscia
adhezyjng, co skutkuje zwiekszeniem liczby komérek, ktére zatrzymujg sie podczas przeptywu przez
komore (microfluidic device). Wzrost zdolnosci przylegania komdrek transfekowanych mRNA ITGA4
zostat potwierdzony w badaniach z wykorzystaniem dwukomorowych szalek hodowlanych typu
transwell. hBM-MSCs wykazujgce nad-ekspresje VLA-4 silniej wigzaty sie z btong pdtprzepuszczalng
gornej komory w poréwnaniu z komodrkami niemodyfikowanymi, zatrzymujgc sie na gornej
powierzchni btony, co ograniczato ich zdolno$¢ migracji.

Powyzsze informacje staty sie inspiracjg do przeprowadzenia Ill etapu moich badan, ktéry miat
za zadanie ocene funkcjonalng in vivo hBM-MSCs transfekowanych mRNA ITGA4, a w szczegdlnosci
zdolnosci zasiedlania przez nie mdzgu szczura po przeszczepie dotetniczym w eksperymentalnym
modelu uszkodzenia prgzkowia ouabaing. Komodrki hBM-MSCs charakteryzujgce sie zwiekszong
ekspresjg podjednostki a4 integryny VLA-4 lub komérki natywne niemodyfikowane genetycznie
przeszczepiano dotetniczo, do tetnicy szyjnej wewnetrznej, szczurom po 48 godzinach od wykonania
uszkodzenia prazkowia. Proces naptywu komodrek do mdzgu podczas ich transplantacji byt
monitorowany w czasie rzeczywistym przy uzyciu obrazowania w rezonansie magnetycznym. Wyniki
badan wykazaty, ze hBM-MSCs znakowane Molday ION naptywaty do prawej uszkodzonej pétkuli. Na
podstawie intensywnosci sygnatu, generowanego przez nanoczastki tlenku zelaza w MRI mozna
whnioskowaé, ze wiecej hBM-MSCs z nad-ekspresjg VLA-4 w stosunku do komodrek natywnych
niemodyfikowanych genetycznie, byto widocznych w okolicy lezji. Badania immunohistochemiczne
potwierdzity wyniki uzyskane w MRI. Podczas prowadzonych przez nas dalszych obserwacji okazato sie,
ze hBM-MSCs pozostawaty w obrebie naczyn krwionosnych mdzgu. Po 72 godzinach od transplantacji
niektére z komarek byty widoczne w przestrzeni periwaskularnej.

Uzyskane wyniki przeprowadzonych badan pozwalajg sformutowaé nastepujgce wnioski:

- dobdr znacznikéw w celu wizualizacji komérek naktada obowigzek przeprowadzania restrykcyjnej
oceny wtasciwosci komdrek po ich znakowaniu w kazdym nowym ukfadzie doswiadczalnym przed
przystgpieniem do transplantacji

- transfekcja ludzkich mezenchymalnych komdrek macierzystych szpiku kostnego mRNA ITGA4
indukuje ekspresje podjednostki a4 integryny VLA-4, zwiekszajac zdolnos¢ adhezji zmodyfikowanych
komarek zaréwno w warunkach in vitro jak i in vivo po ich transplantacji

- zwiekszenie ekspresji receptora VLA-4 na powierzchni hBM-MSCs skutkuje efektywnym
gromadzeniem sie przeszczepianych komdrek w naczyniach krwionosnych mdézgu przebiegajgcych w
poblizu lezji

- wydaje sie, ze wzmocnienie ekspresji dodatkowych receptoréw na komodrkach podawanych
systemowo mogtoby promowac ich przechodzenie przez Sciane naczyn krwionosnych i ukierunkowang
migracje
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ABSTRACT

SINGLE-CELL, HIGH-THROUGHPUT, REAL-TIME IN VITRO AND IN VIVO ANALYSIS
OF mRNA ITGA4-ENGINEERED HUMAN MESENCHYMAL STEM CELL DOCKING TO VESSEL WALL

Neurologic impairments are usually irreversible as a result of limited regeneration in the
central nervous system. Therefore, based on the regenerative capacity of stem cells, transplantation
therapies of various stem cells have been tested in basic research and preclinical trials, and some have
shown great prospects. While, neural stem cells (NSCs) seem to be an optimal choice for therapeutic
intervention in the central nervous system; however, to date majority of studies report trophic and
immunomodulatory effect rather than neuronal replacement as primary therapeutic mechanisms.
Previous work with NSCs indicates that long-term survival and integration with host tissue is not
observed and therapeutic effects could rather be linked to the paracrine activity. With this evidence it
was prudent to switch to mesenchymal stem cells (MSCs), which are known for paracrine and
immunomodulatory potential, as well as they are easily obtainable from various sources such as bone
marrow, adipose tissue and others. Mesenchymal stem cells (MSCs) were shown to be therapeutic in
animal models of stroke, regardless of the delivery route. However, certain routes have important
limitations in the acute stage of stroke. For intravenous delivery, the therapeutic effect is dose-
dependent and requires very large cell doses that are difficult to achieve clinically. Furthermore, the
high doses may lead to pulmonary embolism. Intra-parenchymal deliveries require neurosurgery, and,
on admission, patients with stroke receive blood-thinning agents; thus, they are poor candidates for
surgeries due to the high risk of intracerebral hematoma formation. In contrast, blood thinning
facilitates intra-arterial interventions. The recent advances in thrombectomy have rapidly
revolutionized the effective management of stroke beyond the acute phase, thus it has provided
substantial support for intra-arterial procedures. Following that path, there is a significant effort to
design post-thrombectomy intra-arterial adjuvant therapies. Intra-arterial delivery of MSCs at
optimized, low dose has already been shown effective in a rodent model of stroke. However, the low
engraftment rate requires strategies that would increase docking and transmigration of intra-arterially
delivered stem cells to further advance the therapeutic effects. It was shown initially that neural stem
cells (NSCs) sorted for the high expression of integrin alpha 4 (ITGA4), a subunit of the VLA-4
heterodimer adhesion molecule, more effectively engrafted after intra-arterial delivery, which
translated to a better behavioral effect in a mouse stroke model. In further studies, the expression of
both subunits of VLA-4 was achieved in glial-restricted precursors (GRPs) through DNA plasmid-based
genetic engineering, and both docking to the inflamed endothelium and transmigration were
demonstrated in an animal model of stroke. MSCs abundantly express the integrin B1 subunit (ITGB1),
but scarcely express ITGA4, which is required to produce the complete VLA-4 heterodimer. Since DNA
plasmid-based transfection is challenging in MSCs, we have developed an mRNA-based strategy to
express ITGA4 in MSCs. We hypothesized that overexpression of ITGA4 in human bone marrow derived
mesenchymal stem cells (hBM-MSCs) would improve their docking ability and we validated our
experimental setup comparing their properties against native cells. Here, we studied mRNA ITGA4-
engineered hBM-MSCs in an in vitro model of inflamed endothelium and in vivo in animals with focal
brain injury. Our study focused on investigating initial steps of diapedesis as they are indispensable for
transmigration and effective homing of cells administered intra-arterially.

For in vitro experiments, we created microfluidic platform for screening the docking properties
of hBM-MSCs. In vivo studies have concerned the analysis of hBM-MSCs homing to the brain after their
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intra-arterial transplantation in an animal model of focal brain injury. Molday ION Rhodamine B™
(MIRB; BioPAL) was selected as a cell tag due to its neutrality to MSCs, as well as dual fluorescent
(rhodamine) and magnetic (iron oxide) properties that are convenient for cell tracking both in a
microfluidic assay (fluorescence) and after transplantation in animals (MRI).

Schematic overview of experimental design
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Based on our studies we have developed and validated a software application (CellFlow
Tracker) capable of single-cell, high-throughput, real-time, fully automated analysis of the process of
cell docking in vitro, using a microfluidic assay. The software provides a high degree of flexibility and
additional, customized parameters can be programmed. Therefore, the CellFlow Tracker adds a new
dimension to studies of cell docking in a model of the arterial wall by enabling large-scale analyses of
microfluidic assays. In our study we used the microfluidic model of activated endothelium consisting
of a channel coated with VCAM1 protein since this receptor, abundantly expressed on activated
endothelial cells, is the main ligand for VLA-4. The behavior of hBM-MSCs follows a movement pattern
that is similar to the diapedesis of leukocytes through the blood brain barrier, including rolling and
crawling. Cells in both experimental and control groups were capable of docking to the surface of
microfluidic channels; however, the percentage of arrested cells was significantly higher in case of
MRNA ITGA4-engineered cells than control hBM-MSCs (42.01 % vs 9.41 %). There was no difference in
cell size between the groups, which excluded the contribution of cell size to the observed differences
in cell velocity. We were the first to show that hBM-MSCs docking can be enhanced through mRNA
ITGA4 engineering.

Then we have validated our in vitro results with in vivo experiments showing the functionality
of our system. In a rat model of focal brain injury induced by ouabain injection into striatum a relatively

16



good number of transplanted hBM-MSCs stopped in the cerebral vasculature. MRI scans showed that
intra-arterially induced cells were captured in the vessels in the area of lesion. The quantitative analysis
of acquired images confirmed in vitro findings that more mRNA ITGA4-engineered hBM-MSCs docked
to the inflamed cerebral vasculature, compared to control cells.

The higher accumulation of systemically transplanted hBM-MSCs in the area of injury achieved
due to mRNA ITGA4 transfection can potentially enhance the effect of stem cells treatment and can
potentially be a valuable tool for regenerative medicine, including neurological disorders.
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INNOWACYJNOSC ROZPRAWY DOKTORSKIE)

e Przeprowadzenie modyfikacji genetycznej ludzkich mezenchymalnych komdérek macierzystych
szpiku kostnego (hBM-MSCs) w oparciu o transfekcje komédrek przy uzyciu czagsteczek mRNA z
wykorzystaniem czapeczki typu ARCA (ang. anti-reverse cap analog)

e Uzyskanie komérek hBM-MSCs transfekowanych mRNA ITGA4 ze zwiekszong zdolnoscig do
dokowania w warunkach in vitro i in vivo

e Opracowanie metody akwizycji obrazu z czestotliwoscig 250 Hz umozliwiajgcej $ledzenie ruchu
komoérek przeptywajacych w komorze przeptywowe] zachodzgcego w milisekundach za
pomocg kamery potgczonej z mikroskopem semi-konfokalnym

e Stworzenie oprogramowania majgcego na celu automatyzacje kwantyfikacji nagran
uzyskanych z  eksperymentéw  przeprowadzonych z  zastosowaniem  komor
mikroprzeptywowych

e Sformufowanie algorytmu analizy umozliwiajgcego wykazanie zachodzenia etapéw
zatrzymania, toczenia sie i petzania komodrek podczas ich przeptywu przez komore
przeptywowg hBM-MSCs na podstawie pordwnania zbioréw danych liczbowych opisujgcych
ruch komérek

e Obrazowanie przeszczepianych dotetniczco hBM-MSCs w tomografie rezonansu
magnetycznego w czasie rzeczywistym zapewniajgce kontrole nad dystrybucjg podawanych
komoérek

o Woykazanie obecnosci przeszczepianych dotetniczo hBM-MSCs w przestrzeni periwaskularnej
naczyn krwionosnych maézgu szczura z ogniskowym uszkodzeniem mézgu w trzecim dniu od
podania
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1. PRZEGLAD PISMIENNICTWA

Terapia regeneracyjna z wykorzystaniem komodrek macierzystych w celu odtworzenia
uszkodzonych tkanek i narzagddéw jest przedmiotem zainteresowania srodowisk medycznych i gremiow
naukowych od kilkunastu lat. W poczatkowym okresie zaktadano, iz przeszczepiane komorki
egzogenne zastgpig zniszczone struktury w rejonie uszkodzenia. Obecnie wiadomo, iz pozytywne
efekty transplantacji komdérek macierzystych wynikajg raczej z ich protekcyjnego dziatania i stymulacji
endogennych proceséw naprawczych niz przeksztatcania sie tych komérek w dojrzate komorki biorcy i
ich wbudowywania w struktury organizmu. W ostatnich latach duzym zainteresowaniem wsréd
naukowcoéw i klinicystéw, rowniez z punktu widzenia ich zastosowan terapeutycznych w chorobach
neurologicznych, cieszg sie mezenchymalne komérki macierzyste.

1.1. Mezenchymalne komérki macierzyste/komarki zrebu

1.1.1. Historia odkrycia mezenchymalnych komadrek macierzystych i ich nazewnictwo

Mezenchymalne komdrki macierzyste zwane rowniez mezenchymalnymi komdrkami zrebu (MSCs;
ang. mesenchymal stem cells/stromal cells) zostaly odkryte przez Alexandra Friedensteina na
przetomie lat 60 i 70 XX wieku. Friedenstein byt jednym z pionieréw teorii méwigcej o szpiku kostnym,
jako rezerwuarze komérek macierzystych tkanek mezenchymalnych u dorostych organizmoéw. Jego
odkrycie byto poprzedzone wtasnymi obserwacjami, iz przeszczepienie szpiku kostnego w nietypowy
obszar organizmu, np. do torebki nerki, skutkuje w tej lokalizacji nie tylko proliferacjg komérek szpiku
kostnego, ale réwniez uformowaniem kosci (Friedenstein, Petrakova, Kurolesova i Frolova, 1968).
Wskazywato to na istnienie w szpiku kostnym drugiej, poza komdérkami hematopoetycznymi, populacji
komaérek macierzystych dajgcej poczatek prekursorom kosci - osteoblastom. Ze wzgledu na zdolnosé
tych komérek do tworzenia prekursoréw kostnych Friedenstein nadat im nazwe osteogenicznych
komodrek macierzystych. Friedenstein, jako pierwszy wyizolowat ze szpiku kostnego adherentne
komorki o ksztatcie zblizonym do fibroblastdw ze zdolnoscig do szybkiego wzrostu w warunkach in vitro
w postaci klonogennych kolonii (CFU-F; jednostki formowania kolonii; ang. colony forming unit-
fibroblastoid). Komoérki te charakteryzowaty sie zdolnoscig do réznicowania nie tylko w kierunku
osteoblastéw, ale takze chondrocytéw i adipocytéw jak rowniez, po przeszczepieniu kolonii CFU-F do
organizmu biorcy, wspéttworzenia mikro-srodowiska szpiku kostnego, w postaci komdrek podscieliska
(Friedenstein, Chailakhjan i Lalykina, 1970; Luria, Panasyuk i Friedenstein, 1971). W roku 1991 Caplan
W swojej pracy zaproponowat uzycie terminu ,mezenchymalne komadrki macierzyste” ze wzgledu na
ich zdolnosé do réznicowania w wiecej niz jeden typ komodrek wspoéttworzacych tkanke taczng w wielu
narzadach (Caplan, 1991). Nazwa ta zyskata bardzo duzg popularnosé i jest aktualnie najczesciej
stosowang, jednak nasuneta watpliwosci w kwestii uzasadnionego przypisywania komdérkom odkrytym
przez Friedensteina tak wysokiego stopnia macierzystosci (Bianco, Robey i Simmons, 2008).
Wspotczesnie w literaturze funkcjonuje wiele zamiennikdw rozwiniecia skrétu MSCs, w tym:
Multipotencjalne Komérki Stromalne (ang. Multipotent Stromal Cells), Szpikowe Komérki Stromalne
(ang. Marrow Stromal Cells), Mezodermalne Komoérki Macierzyste (ang. Mesodermal Stem Cells),
Mezenchymalne Komorki Stromalne (ang. Mesenchymal Stromal Cells) oraz wiele innych. W swoich
najnowszych pracach Caplan zaleca zmiane nazwy opisywanych komérek na ,Lecznicze Komorki
Sygnalizacyjne” (ang. Medicinal Signaling Cells) ze wzgledu na podkreslenie mechanizmu ich
leczniczego dziatania po przeszczepie, ktory jak sie sgdzi opiera sie gtdwnie na wydzielaniu czynnikéw
stymulujacych procesy regeneracyjne (Caplan, 2017).
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1.1.2. Zrédta i techniki izolacji mezenchymalnych komdrek macierzystych

Szpik kostny byt historycznie pierwszym zrédtem, z ktérego pozyskane zostaty MSCs jednak wraz z
uptywem czasu pojawity sie doniesienia o mozliwosciach izolacji z innych zrédet komdrek o zblizonych
wtasciwosciach. Komdrki mezenchymalne sg pozyskiwane zaréwno z tkanek i wydzielin dorostego
organizmu, takich jak tkanka ttuszczowa (Katz i in., 2005), krew obwodowa (Kassis i in., 2006), miazga
zeba (Agha-Hosseini i in., 2010), wiezadto z6tte (Chen i in., 2011), krew menstruacyjna (Meng i in.,
2007), endometrium (Macias i in., 2010), mleko matki (Patki, Kadam, Chandra i Bhonde, 2010), jak i
tkanek pochodzenia ptodowego: ptynu owodniowego (Roubelakis i in., 2007), bton ptodowych
(Marongiu i in., 2010), wypustek kosmodwki (Poloni i in., 2008), tozyska (Miao i in., 2006), sznura
pepowiny (Girdlestone, Limbani, Cutler i Navarrete, 2009), galarety Warthona (Zeddou i in., 2010) i
krwi pepowinowej (Erices, Conget i Minguell, 2000).

Pozyskiwanie MSCs z réznych Zrddet wigzato sie z opracowaniem zréznicowanych metod ich
separacji. Najczestszg technika stosowang w przypadku izolacji MSCs ze szpiku kostnego jest aspiracja
szpiku, po ktérej nastepuje wirowanie pozyskanego materiatu w gradiencie stezen w celu uzyskania
komoérek jednojadrzastych. W kolejnym etapie komorki te sg przenoszone do naczynia hodowlanego
gdzie MSCs, z uwagi na swoje wtasciwosci do wzrostu w postaci adherentnej, stopniowo osiadajg i
przyklejajg sie do podfoza. Cze$¢ badaczy w swoich protokotach pomija etap wirowania aspiratu i
opiera izolacje komdrek wytgcznie na zdolnosci MSCs do adhezji do plastikowego podtoza szalki
(Pittenger i in., 1999). Materiat do izolacji komdrek pochodzgcych z tkanki ttuszczowej pobierany przy
zabiegach liposukcji, jest trawiony enzymatycznie przy uzyciu kolagenazy, a kolejne etapy do uzyskania
MSCs to wirowanie, ptukanie, filtracja i umieszczenie komdrek w szalce hodowlanej (Kuhbier i in.,
2010). Proponowang metodg pozyskiwania MSCs z krwi obwodowej jest stosowanie kulek
optaszczonych fibryng, ktére pozwalajg na wyizolowanie komdrek jednojadrzastych, a nastepnie
wyodrebnienie sposréd nich populacji komérek mezenchymalnych (Kassis i in., 2006). Poréwnujac
wydajnos¢ izolacji MSCs z tkanek organizmoéw dorostych wydaje sie, ze najlepszym ich Zrédiem jest
tkanka ttuszczowa, z ktérej mozna otrzymac nawet 500 razy wiekszg liczbe komérek niz uzywajac jej
odpowiednika wagowego aspiratu szpiku kostnego (Schneider, Unger, van Griensven i Balmayor,
2017). Duzg zaletg izolacji MSCs z tkanek ptodowych jest stosunkowo tatwa dostepnos$¢ materiatu,
ktorego pozyskanie nie wymaga wykonywania dodatkowych, inwazyjnych procedur. Uzyskane
fragmenty tkanek sg trawione przy uzyciu trypsyny a nastepnie hodowane w naczyniu hodowlanym
przez 2-3 dni, podczas ktérych MSCs migrujg na zewnatrz eksplantu gdzie rosng w postaci hodowli
ptaskiej jednowarstwowej (Beeravoluiin., 2017). Jednak zaréwno w badaniach eksperymentalnych jak
i prébach klinicznych szpik kostny pozostaje najczesciej uzywanym i najlepiej scharakteryzowanym
zrédtem MSCs.

1.1.3. Heterogennos¢ populacji mezenchymalnych komaorek macierzystych

Ocena MSCs izolowanych z réznych tkanek wykazata, ze istniejg réznice pomiedzy populacjami
komoérek uzyskanymi z poszczegdlnych zrddet. Wyniki badan udowodnity, ze MSCs pochodzenia
ptodowego w poréwnaniu do komodrek izolowanych z tkanek organizméw dorostych cechujg sie
szybszym tempem proliferacji jak réwniez wiekszg liczbg pasazy poprzedzajacych wejscie, hodowanych
in vitro MSCs, w etap starzenia sie (Hass, Kasper, Bohm i Jacobs, 2011). Jednak MSCs pozyskane ze
szpiku kostnego i tkanki ttuszczowej s3 w stanie utworzy¢ wiekszg liczbe kolonii CFU, co posrednio
wskazuje na wyzszy stopief ich macierzystosci. Zestawienie profilu ekspresji gendow typowych dla
komarek pluripotentnych pokazuje, ze jedynie w komédrkach izolowanych ze szpiku kostnego mozemy
obserwowac ekspresje genu SOX2, ktdrego aktywacja zwigzana jest z procesem samoodnowy komérek
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macierzystych jak réwniez, z neurogenezg podczas rozwoju zarodkowego (Heo, Choi, Kim i Kim, 2016).
Opisano réwniez rozbieznosci w zdolnosci do réznicowania MSCs pozyskanych z réznych zrédet. W
literaturze mozemy znalez¢ prace, ktérych autorzy zaobserwowali brak rdéznicowania MSCs
pochodzacych z krwi pepowinowej w kierunku adipocytéw jak rowniez wiekszg sktonnosé MSCs ze
szpiku kostnego i tkanki ttuszczowej do réznicowania w kierunku osteoblastéw (Heo i in., 2016).

Poza rozbieznosciami obserwowanymi pomiedzy komdérkami MSCs pochodzgcymi z réznych zréodet
wykazano réwniez odrebnosci zwigzane z pozyskiwaniem ich od poszczegdlnych dawcow. Wsréd
komérek izolowanych ze szpiku kostnego od dawcéw w réznym wieku i o réznej ptci odnotowano
nawet 12-krotne rdznice w tempie ich proliferacji i zdolnosci do osteogenezy, potaczonej z 40-krotng
réznicg poziomu aktywnosci markera przebudowy tkanki kostnej — ALP (fosfataza zasadowa; ang.
alkaline phosphatase). Przy czym nie stwierdzono zadnych korelacji wynikajgcych z réznic ptci lub
wieku dawcéw (Phinney i in., 1999). Jednak wyniki badan innych autoréw wskazuja, ze wtasciwosci
wyizolowanych ze szpiku kostnego MSCs sg silnie zwigzane z wiekiem dawcy. Komérki pobrane od
starszych dawcéw charakteryzujg sie zwiekszonym odsetkiem komdrek apoptotycznych i starzejacych
sie, wolniejszym tempem proliferacji, co wigze sie z wydtuzonym czasem podwojenia ich populacji.
Obserwuje sie rowniez ostabiong zdolnos¢ MSCs pochodzgcych od starszych dawcéw do réznicowania
w kierunku osteoblastéw (Zhou i in., 2008). Heo w swojej pracy pokazuje zréznicowang zdolno$¢ MSCs
do osteogenezy taczac to z réznym poziomem ekspresji genu DLX5 (czynnik transkrypcyjny z motywem
homeodomeny 5; ang. distal-lex homeodomain protein 5) u poszczegdlnych dawcéw, niezaleing
natomiast od rodzaju tkanki, z ktdrej komorki zostaty wyizolowane (Heo i in., 2016).

Kolejnym etapem, na ktérym mozemy obserwowac réznorodnosé wsrdd populacji MSCs jest
hodowla in vitro. Morfologia hodowanych komdrek, wywodzacych sie z tej samej izolacji pozwala na
zréznicowanie ich na trzy sub-populacje. Obserwowane s3: proliferujgce komérki o wrzecionowatym
ksztatcie, przypominajace fibroblasty (typ 1); duze, ptaskie komadrki z wyraznie zaznaczong strukturg
cytoszkieletu, zawierajgce liczne ziarnistosci (typ l) i mate, okragte komodrki o duzej zdolnosci do
samoodnowy (Colter, Sekiya i Prockop, 2001; Colter, Class, DiGirolamo i Prockop, 2000). W$réd nich
typ | stanowig komorki progenitorowe dla typu Il, ktédre same nie podlegaja juz podziatom
komérkowym i rozpoczety proces starzenia (Mets i Verdonk, 1981; Whitfield, Lee i Van Vliet, 2013).
Pierwotna hipoteza zaktadata, ze wszystkie komérki tworzgce populacje MSCs sg multipotencjalne, a
kazda kolonia CFU jest zdolna do réznicowania w adipocyty, chondrocyty i osteoblasty, co zostato
potwierdzone stosownymi badaniami (Muraglia, Cancedda i Quarto, 2000). Jednak w literaturze
mozemy znalez¢ doniesienia, ze linie komorkowe, pozyskane ze wspdlnej kolonii CFU, réznig sie od
siebie wlasciwosciami, charakteryzujac sie uni-, di- lub multipotencjg (Okamoto i in., 2002). Niektérzy
z autoréw wykazali podziat klonogennych kolonii MSCs az na osiem grup rdznigcych sie od siebie
potencjatem do réznicowania. Przy czym sugeruje sie istnienie hierarchii w obrebie, ktérej komarki
wspottworzace podrzedne wzgledem siebie kolonie sg coraz silniej ukierunkowane w strone osteo-
chondro- lub adipocytéw i stopniowo zatracajg swoje wtasciwosci multipotencjalne na rzecz di- i
unipotencjalnych. Przemiana ta moze by¢ tez zwigzana ze spadkiem tempa proliferacji komorek i
poziomu ekspresji biatka CD146 (CD; kompleks rdéznicowania; ang. cluster of differentiation) —
proponowanego, jako marker komorek multipotentnych (Russell i in., 2010).

Reasumujac, komdrki znane pod wspdlng nazwg MSCs stanowig heterogenng populacje, ktorej
wtasciwosci réznig sie zaréwno w zaleznosci od tkanki jak i od dawcy, od ktérych sg pozyskiwane.
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1.1.4. Kryteria identyfikacji mezenchymalnych komorek macierzystych

W zwigzku z narastajacymi kontrowersjami odnosnie nomenklatury, stopnia macierzystosci i
charakterystyki odkrytych przez Friedensteina komérek Miedzynarodowe Towarzystwo Terapii
Komadrkowej (ISCT; ang. International Society for Cellular Therapy) w roku 2006 opublikowato swoje
stanowisko precyzujgce kryteria definiujgce populacje MSCs, ktdre zostato zaakceptowane przez
ogdlnoswiatowe srodowisko naukowe. Wytyczne te rekomendujg stosowanie nazwy multipotencjalne
mezenchymalne komérki zrebu, jednak nazwa mezenchymalne komadrki macierzyste wcigz pozostaje
najczesciej uzywang. W dalszej czesci mojej pracy doktorskiej dla ujednolicenia nazewnictwa
stosowany bedzie akronim MSCs. Warunkiem identyfikacji MSCs jest wzrost komaorek in vitro w postaci
populacji przylegajacej do podtoza, jak rowniez, w przypadku komadrek pochodzenia ludzkiego, fenotyp
charakteryzujacy sie obecnoscig antygendw powierzchniowych CD73, CD90, CD105 i brakiem ekspresji
biatek takich jak: CD45, CD34, CD14, CD11b, CD79a lub CD19 czy antygendéw uktadu zgodnosci
tkankowej klasy Il (HLA II; antygeny ludzkich leukocytéw klasy Il; ang. human leukocyte antigens class
I1). Ponadto komorki te muszg posiada¢ zdolno$¢ do rdznicowania sie w kierunku osteoblastow,
adipocytéw i chondroblastéw (Horwitz i in., 2005; Dominiciiin., 2006). Poza markerami wymienionymi
w wytycznych ISCT dodatkowo przydatne w wyodrebnieniu populacji ludzkich MSCs ze szpiku kostnego
okazaty sie by¢ antygeny: STRO-1 (antygen komodrek stromy szpiku kostnego-1; ang. cell surface
antigen expressed by stromal elements in human bone marrow-1), VCAM/CD106 i MCAM/CD146
(czasteczka adhezyjna komorek czerniaka; ang. melanoma cell adhesion molecule), ktére
charakteryzujg komérki rosngce w warunkach in vitro w postaci przyklejonej do podtoza, o wysokim
stopniu klonogennosci i zdolnosci do réznicowania wielokierunkowego (Simmons i Torok-Storb, 1991;
Gronthos i in., 2003; Sacchettiiin., 2007).

1.1.5. Pochodzenie mezenchymalnych komadrek macierzystych

Wspdlny czton ,,mezenchymalne” w obydwu wersjach rozwiniecia skrétu MSCs wywodzi sie od
terminu mezenchyma, ktérego synonimami sg tkanka mezenchymalna lub tkanka faczna zarodkowa.
Jest on uzywany w odniesieniu do grupy komadrek obecnych wytgcznie u rozwijajgcego sie zarodka
wywodzacych sie gtéwnie z trzeciego listka zarodkowego - mezodermy. Komarki te podczas rozwoju
organizmu migrujg i rozprzestrzeniajg sie w obrebie catego ciata zarodka. Dajg one poczatek komdrkom
budujacym u dorostych organizmoéw tkanke tgczng, wspottworzac kosci, chrzastki, Sciegna, wiezadta,
miesnie i szpik kostny. Szeroko rozpowszechniony jest podglad o wyrdznicowywaniu sie MSCs w trakcie
rozwoju zarodkowego z komdérek mezenchymy (Caplan, 1991). Zwigzane jest to miedzy innymi z
zaobserwowang zbieznoscig w ekspresji markeréw takich jak: wimentyna, laminina B1, fibronektyna i
osteopontyna typowych dla komérek mezodermy w czasie rozwoju zarodkowego, a takzie
charakterystycznych dla hodowanych in vitro adherentnych komaérek zrebu szpiku kostnego (Dennis i
Charbord, 2002). Jednak prawdziwe pochodzenie MSCs nie jest znane. W literaturze mozemy znalez¢
doniesienia wskazujace, ze sy one ontogenetycznie zwigzane z grupg komdrek wywodzacych sie z
ektodermy pochodzac od komadrek Sox1* (czynnik transkrypcyjny Sox; ang. SRY - sex determining region
Y) tworzacych w trakcie rozwoju zarodkowego neuroektoderme i grzebien nerwowy. Komoérki te
zasiedlajg u nowo narodzonych myszy szpik kostny i spetniajg kryteria MSCs. Jednak wraz z rozwojem
zwierzat populacja tych komdrek zanika i jest zastepowana przez komérki o innym,
niezidentyfikowanym pochodzeniu (Takashima i in., 2007). Wykazano réwniez, ze w szpiku kostnym
rozwijajgcego sie zarodka myszy mozna wyrézni¢, co najmniej dwie populacje MSCs rdznigce sie
ekspresja biatka nestyny i intensywnoscig podziatéw komdrkowych. Pierwszg z nich stanowig komérki
pochodzace z mezodermy, niewykazujgce ekspresji nestyny, charakteryzujgce sie intensywng
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proliferacjg i uczestniczagce w procesie tworzenia szkieletu zarodka. Natomiast druga populacja to
MSCs wywodzace sie z komdrek grzebienia nerwowego, prezentujace na powierzchni nestyne,
niepodlegajace podziatom, ktére pozostajg bierne w trakcie formowanie kosci natomiast w dorostym
organizmie wspoéttworza nisze komérek hematopoetycznych (Isern i in., 2014). Wydaje sie, wiec ze
ontogeneza MSCs zwigzana jest z komdrkami nalezagcymi do réznych listkéw zarodkowych a ich
wyjsciowe zrddto determinuje role i funkcje, jakg petnig one w dorostym organizmie.

1.1.6. Nisza mezenchymalnych komérek macierzystych w dorostym organizmie

W roku 1978 wprowadzone zostato pojecie niszy, definiowanej, jako miejsce w organizmie, ktére
jest zasiedlane przez komdrki macierzyste i ktdrego Srodowisko pozwala na podtrzymywanie ich w
stanie niezréznicowanym (Schofield, 1978). MSCs zostaty po raz pierwszy pozyskane ze zrebu szpiku
kostnego gdzie stanowig element komédrek podscieliska, uczestniczac w wytwarzaniu sygnatow
modulujacych dojrzewanie komérek hematopoetycznych. Jednak precyzyjna lokalizacja niszy dla MSCs
nie zostata do tej pory poznana. W kontekscie wynikéw badan wskazujacych, ze MSCs mogg by¢
izolowane z wielu tkanek powstajacych z mezodermy podczas rozwoju zarodkowego poszukiwano
elementu wspdlnego dla wszystkich zrédet, z jakich MSCs moga by¢ izolowane i zaproponowano teorie
o istnieniu ich niszy znajdujacej sie w obrebie naczyn krwionosnych, ktére sg obecne we wszystkich
strukturach, z ktérych komorki te byty izolowane.

Crisan i wspodtpracownicy wykazali, Zze zasiedlajgce przestrzed periwaskularng naczyn
krwionosnych, izolowane z tkanek ludzkich takich jak miesnie szkieletowe, trzustka, tkanka ttuszczowa
i tozysko, komérki o fenotypie CD146*, NG2* (neuroglikan-2; ang. neuroglycan-2), PDGF-RB* (typ B
receptora ptytkopochodnego czynnika wzrostu; ang. B-type platelet-derived growth factor receptor),
ALP* niewykazujgce ekspresji markerow komoérek srédbtonka, hematopoetycznych i miesniowych,
opisywane, jako perycyty stanowity prekursory dla hodowanych in vitro komérek spetniajgcych
kryteria warunkujgce okreslenie ich mianem MSCs (Crisan i in., 2008). Otrzymana z wyizolowanych
perycytéw populacja komdrek charakteryzowata sie klonogennoscia, ekspresjg biatek CD44, CD73,
CD90 i CD105 typowych dla MSCs, ponadto komorki te byty zdolne do rdznicowania w kierunku
adipocytéw, chondrocytéw i osteoblastéw (Crisan i in., 2008). Analogicznie do opisanych przez
Friedensteina MSCs, komdrki CD146* zasiedlajgce przestrzen periwaskularng sinusoid, czyli naczyn
zatokowych szpiku kostnego sg odpowiedzialne za wytwarzanie sygnatéw pozwalajacych na odbudowe
mikrosrodowiska szpiku kostnego po przeszczepie do heterotopowej lokalizacji (Sacchettii in., 2007).
Co wiecej, sledzenie losdow perycytéw w procesie odbudowy uszkodzonego zeba u gryzoni pokazato,
ze przeksztatcajg sie one w odontoblasty, ktére powstajg z komdérek mezenchymalnych znajdujgcych
sie w miazdze zeba. Jednak te same badania wykazaty, ze w procesie odbudowy siekaczy u myszy
przewazata ilosciowo inna populacja odontoblastéw, ktdra nie powstaje z perycytéw, lecz z
migrujgcych do obszaru uszkodzenia komdrek mezenchymalnych o innym pochodzeniu (Feng i in.,
2011). Drugg populacja komorek, zwigzang z naczyniami krwionosnymi, proponowang, jako
odpowiednik MSCs w organizmie sg komarki budujgce przydanke o fenotypie CD34* CD31" CD146,
ktore po izolacji i hodowli in vitro spetniajg kryteria definiujgce populacje jako MSCs. Jednak komarki
te majg réwniez zdolno$¢ do réznicowania sie w perycyty (Zimmerlin i in., 2010; Corselli i in., 2012).
Pomimo, ze perycyty i MSCs posiadajg bardzo podobny profil ekspresji gendw, jak réwniez zblizong
zdolnos¢ do réznicowania (Covas i in., 2008; da Silva Meirelles i in., 2015), wykazano, ze funkcje tych
komoérek sg rézne. Badania in vitro oddziatywan komdrek srédbtonka we wspoét-hodowli z MSCs lub
perycytami, pokazaty, ze jedynie perycyty sy w stanie tworzy¢ z komdrkami srodbtonka silnie
rozgatezione, zwarte, cylindryczne struktury o duzej srednicy, typowe dla dobrze zorganizowanych
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naczyn krwionosnych, podczas gdy izolowane ze szpiku kostnego MSCs, nie majg takich zdolnosci.
Aktualnie sadzi sie, ze istnieje powigzanie pomiedzy perycytami a MSCs jednak ich wzajemne relacje
nie sg dobrze sprecyzowane. Istniejg przypuszczenia, ze MSCs stanowig forme posrednig perycytéw
badzich subpopulacje, jednak wcigz brak jest rozstrzygajacych dowodéw potwierdzajgcych tg hipoteze
(Blocki i in., 2013; Caplan, 2008).

1.1.7. Immunogennos$¢ MSCs

W wielu doniesieniach literaturowych MSCs sg czesto opisywane, jako komoérki o niskiej
immunogennosci, co stanowi ich zalete w kontekscie zastosowania, jako potencjalnego materiatu do
transplantacji. Niska immunogennosé komérek mezenchymalnych wynika z braku na powierzchni
MSCs gtdéwnych antygendw ukfadu zgodnosci tkankowej HLA Il i czgsteczek ko-stymulatorowych
(CD40, CD80, CD86) a takze niskiej ekspresji antygendw HLA | (antygeny ludzkich leukocytow klasy I;
ang. human leukocyte antigens class 1), co utrudnia komérkom uktadu odpornosciowego rozpoznanie
MSCs i odpowiedZ immunologiczng wobec nich (Oh, Kim, Yang i Lee, 2008; Dominici i in., 2006).
Ponadto we wspdthodowlach w uktadzie allogenicznnym MSCs nie indukujg proliferacji limfocytéw, co
sugeruje, ze nie wywotujg ich aktywacji (Yafiez i in., 2006). Jednak potwierdzenie statusu MSCs, jako
komoérek uprzywilejowanych immunologicznie pozostaje kwestig sporng. W literaturze mozna znalezé
doniesienia o aktywacji uktadu immunologicznego w odpowiedzi na przeszczepy MSCs w uktadach
allogenicznych skutkujgce odrzucaniem przeszczepu szpiku kostnego (Nauta i in., 2006), o obecnosci
specyficznych przeciwciat skierowanych przeciwko MSCs w surowicy biorcy (Schu i in., 2012) jak
rowniez o przyspieszonym odrzucaniu kolejnych dawek komérek w poréwnaniu z przeszczepem
pierwotnym. Zjawiska te wskazujg na immunogennos$¢ przeszczepianych allogenicznie MSCs a ich
przyczyn upatruje sie w aktywacji limfocytéow T przy udziale drogi posredniej (poprzez prezentacje
antygendw dawcy przez APC (komorki prezentujgce antygen; ang. antigen presenting cells) biorcy), w
mechanizmach zwigzanych z powstawaniem limfocytow T i B pamieci na skutek pre-sensytyzacji
biorcéw alloantygenami przy transfuzji krwi, transplantacji narzaddéw lub cigzy, jak réwniez podatnosci
MSCs na lize przez aktywowane komérki NK (naturalne komorki cytotoksyczne; komarki naturalni
zabdjcy; ang. Natural Killers) i limfocyty Tc (limfocyty T cytotoksyczne; ang. cytotoxic T cell)
(Consentius, Reinke i Volk, 2015; Griffiniin., 2013).

1.1.8. Wtasciwosci immunomodulacyjne mezenchymalnych komaorek macierzystych

Jedng z gtéwnych zalet MSCs sg ich wfasciwosci immunomodulacyjne. MSCs hodowane w
warunkach in vitro majg zdolno$¢ do oddziatywania i regulowania funkcji wiekszosci komodrek
efektorowych zaangazowanych w procesy pierwotnej i nabytej odpowiedzi immunologicznej
(Krampera i in., 2013). Wywierajg one swoje dziatanie immunomodulacyjne poprzez hamowanie
indukowanej dziataniem uktadu dopetniacza proliferacji komérek jednojadrzastych krwi obwodowej
(Tu, Li, Bu i Lin, 2010; Moll i in., 2011), blokujg apoptoze natywnych i aktywowanych neutrofili, jak
rowniez obnizajg liczbe neutrofili wigzacych sie z komédrkami $rédbtonka naczyn krwionosnych,
redukujgc mobilizacje tych komérek do obszaru uszkodzenia (Cassatella i in., 2011; Munir, Rainger,
Nash i McGettrick, 2015). Ponadto syntetyzowane przez aktywowane MSCs cytokiny stymulujg
chemotaksje neutrofili i wydzielanie przez nie pro-zapalnych chemokin zaangazowanych w rekrutacje
i pobudzenie wfasciwosci zernych makrofagéw (Brandau i in., 2014). MSCs ograniczajg takze
degranulacje komdrek tucznych, wydzielanie przez te komorki cytokin prozapalnych, jak réwniez ich
migracje w kierunku czynnika chemotaktycznego (Brown i in., 2011). Natywne komadrki MSCs maja
zdolnosc¢ blokowania proliferacji komérek NK indukowanej de novo, jednakze sg one w stanie jedynie
czes$ciowo zahamowac¢ namnazanie juz zaktywowanych komadrek (Spaggiari i in., 2006). Przyczyniaja
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sie takze do zmniejszenia aktywnosci cytotoksycznej komadrek NK (Spaggiari i in., 2008; Chatterjeeii in.,
2014). MSCs sg zdolne do blokowania réznicowania izolowanych ze szpiku komoérek CD34*, lub
monocytow krwi w dojrzate komérki dendrytyczne zarowno na drodze bezposredniego kontaktu jak
rowniez poprzez wydzielane czynniki parakrynne (Nauta i in., 2006; Jiang i in., 2005). Blokujg one takze
przeksztatcanie sie niedojrzatych komédrek dendrytycznych w formy dojrzate i ograniczajg mobilizacje
komarek dendrytycznych do tkanki (Su i in., 2011). MSCs, a takze nadsgcz pochodzacy z ich hodowli,
stymulujg migracje makrofagdw in vitro, zwiekszajg ich mobilizacje in vivo do obszaru gojgcej sie tkanki,
przyspieszajgc proces jej odnowy (Chen, Tredget, Wu i Wu, 2008). Stymulujg uruchomienie funkcji
immunomodulacyjnej makrofagéw. Pod ich wptywem makrofagi typu M1 (pro-zapalne) przeksztatcajg
sie w komodrki typu M2 o fenotypie przeciwzapalnym, a wydzielana przez nie IL-10 (IL; interleukina;
ang. interleukin) hamuje proliferacje limfocytéow T (Chen i in., 2014; Gao i in., 2014).

Wiasciwosci immunomodulacyjne MSCs

Neutrofile Komorki NK

. Blokowanie apoptozy
. Redukuja mobilizacji do tkanki MSCs . Blokowanie aktywacji
. Obnizenie liczby neutrofili wigzacych sie . Spadek aktywnosci cytotoksycznej

ze $rédbtonkiem naczyniowym
Stymulacja wydzielania cytokin

Limfocyty

€

Hamowanie proliferacji
Spadek syntezy cytokin prozapalnych

Makrofagi

Stymuluja migracji in vitro

Mobilizacja do obszaru uszkodzenia Wzrost produkcji cytokin przeciwzapalnych
Uruchomienie funkcji immunomodulacyjnej . Wazrost odsetka limfocytéw T regulatorowych
Przeksztatcenie typu M1 w M2 . Redukcja syntezy immunoglobulin
Blokowanie réznicowania do plazmocytéw
Komorki dendrytyczne «  Spadek ekspresji chemokin i ich receptoréw

Komérki tuczne

P)e

Ograniczenie degranulacji

Ograniczenie mobilizacji do tkanki *  Redukcja chemotaksji
Blokowanie dojrzewania

Ryc. 1. Schemat przedstawiajacy wptyw wywierany przez MSCs na komarki uktadu immunologicznego

W badaniach in vitro wykazano bezposredni wptyw immunomodulacyjny MSCs na limfocyty.
Podczas wspdéthodowli MSCs z limfocytami obserwowano zahamowanie proliferacji aktywowanych
komodrek T CD4* i CD8* oraz limfocytéow B (Glennie i in., 2005). Ponadto MSCs zmniejszajg poziom
syntetyzowanych przez limfocyty T cytokin prozapalnych takich jak TNF-a (czynnik martwicy
nowotworu a; ang. tumor necrosis factor a) i IFN-y (interferon y) (Yafiez i in., 2006), a zwiekszajg
synteze cytokin przeciwzapalnych np. IL-4. W obecnosci MSCs obserwowano zahamowanie
réznicowania naiwnych limfocytéw T CD4* do limfocytéw Th17* (Th; Limfocyty T pomocnicze; ang. T
helper cells) wzrastat natomiast odsetek limfocytéw T rdéznicujgcych sie w kierunku limfocytéw T
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regulatorowych CD4*CD25* (Ghannam i in., 2010; Aggarwal i Pittenger, 2005). Glennie i wsp okreslili
ten stan, jako anergie, w ktéorg wchodzg aktywowane limfocyty T w obecnosci MSCs (Glennie i in.,
2005). Komarki MSCs majg takze zdolnos$¢ do ograniczania syntezy immunoglobulin klas IgM, IgG i IgA
(Ig; immunoglobulina; ang. imunoglobulin) wydzielanych przez aktywowane limfocyty B, tym samym
blokujac réznicowanie tych komdrek do plazmocytédw. Zmniejszaja réwniez ekspresje chemokin i ich
receptorow na powierzchni limfocytdw B, poprzez co prawdopodobnie negatywnie wptywajg na
zdolnosc¢ tych komdrek do migracji (Corcione i in., 2006).

1.1.9. Witasciwosci parakrynne mezenchymalnych komorek macierzystych

Mezenchymalne komérki macierzyste wydzielajg szerokg game czynnikbw o dziataniu
parakrynnym i autokrynnym, wspdlnie okreslanych mianem sekretomu, ktére wspierajg procesy
regeneracyjne w uszkodzonej tkance. Ws$rdéd nich mozemy wyrdznié sktadniki macierzy
zewnatrzkomoérkowej i biatka zaangazowane w proces adhezji, enzymy jak rowniez ich aktywatory i
inhibitory, czynniki wzrostu i biatka je wigzgce, cytokiny oraz chemokiny (Kupcova Skalnikova, 2013).
Czynniki te mozna réwniez podzieli¢ pod wzgledem ich wptywu na procesy, jakie regulujg. Wsrod
czynnikéw wydzielanych przez MSCs wyrdzniamy czynniki promujace angiogeneze, takie jak:
Angiogenina, Angiopoetyna czy czynnik wzrostu Srédbtonka naczyniowego (VEGF; ang. vascular
endothelial growth factor) oraz takie, ktdre ten proces hamujg w tym MIG (monokina indukowana
przez interferon y; ang. monokine induced by interferon y) oraz tkankowe inhibitory metaloproteinaz
1i 2 (TIMP-1 -tkankowy inhibitor metaloproteinaz 1; ang. tissue inhibitor of metalloproteinases 1,
TIMP-2 - tkankowy inhibitor metaloproteinaz 2; ang. tissue inhibitor of metalloproteinases 2)
(Cantinieaux i in., 2013; Zanotti i in., 2016). Inng grupe stanowig czynniki immunomodulujgce, w tym
cytokiny o dziataniu przeciwzapalnym takie, jak: IL-10 oraz IL-13, jak réwniez pro-zapalnym, wsréd
ktorych warto wymieni¢ IFN vy, IL-12, IL-1a, IL-2 czy TNFa. Do istotnych immunomodulatoréow
wydzielanych przez MSCs zalicza sie réowniez TGFB (transformujacy czynnik wzrostu B; ang.
transforming growth factor B), HGF (czynnik wzrostu hepatocytdow; ang. hepatocyte growth factor),
PGE2 (prostaglandyna E2; ang. prostaglandin E2), IL-6, IDO (2,3 dioksygenaza indoloaminy; ang.
indoleamine-pyrrole 2,3-dioxygenase), galektyny 1 i 9 oraz tlenek azotu produkowany na skutek
wzrostu ekspresji syntazy tlenku azotu (Di Nicola i in., 2002; Kugi i in., 2013; Nasef i in., 2007; Ling i in.,
2014; Mougiakakos i in., 2011; Gieseke i in., 2010; Ungerer i in., 2014). Istotng role odgrywajg tez
wydzielane przez MSCs chemokiny posredniczgce w procesie blokowania badz stymulacji chemotaksji
komorek takie jak: CCL5 (RANTES; czynnik regulowany przez aktywacje limfocytow T; ang. regulation
on activation normal T-cells expressed and secreted), CXCL12 (SDF-1; czynnik podscieliska-1; ang.
stromal cell-derived factor 1) czy CCL8 (MCP-2; biatko chemotaktyczne dla monocytéw-2; ang.
monocyte chemoattractant protein 2). Wazng grupe czynnikdw z punktu widzenia proceséw
regeneracji stanowig czynniki wzrostu o dziataniu anty-apoptotycznym w tym: HGF, IGF-1
(insulinopodobny czynnik wzrostu 1; ang. insulin-like growth factor 1), VEGF, CINC-3 (cytokina
indukowana chemoatraktantem dla neutrofili; ang. cytokine-induced neutrophil chemoattractant),
TIMP-1, TIMP-2, osteopontyna, hormon wzrostu, FGF-BP (biatko wigzgce bFGF; ang. FGF-Binding
Protein) i BDNF (czynnik wzrostu pochodzenia mézgowego; ang. brain-derived neurotrophic factor)
oraz stymulujgce proliferacje jak: TGF-a (transformujgcy czynnik wzrostu a; ang. transforming growth
factor a), HGF, EGF (nabtonkowy czynnik wzrostu; ang. epidermal growth factor), NGF (czynnik wzrostu
nerwow; ang. nerve growth factor), bFGF (zasadowy czynnik wzrostu fibroblastow; ang. basic
fibroblast growth factor), IGFBP-1, IGFBP-2 (IGFBP; biatko wigzace insulinopodobny czynnik wzrostu 1;
ang. ang. IGF -Binding Protein-1) i M-CSF (czynnik stymulujgcy tworzenie kolonii makrofagéw; ang.
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macrophage colony-stimulating factor) (Eliopoulos i in., 2010; Cantinieaux i in., 2013; Eom, Shim i Baik,
2015). Czynnikom wzrostu wydzielanym przez MSCs przypisywana jest réowniez zdolnos¢ do
ograniczenia witdknienia tkanek w trakcie regeneracji. Wsréd nich wymieniane sg: KGF (czynnik
wzrostu keratynocytdw; ang. keratinocyte growth factor), HGF, VEGF, i Ang-1 (angiopoetyna-1; ang.
angiopoietin-1), SDF1, IGF-1, EGF, HGF, NGF, TGF-a (Alvarez, Levine i Rojas, 2015; Eom, Shim i Baik,
2015). Interesujgce s3g takze doniesienia o oddziatywaniach sekretomu MSCs z komodrkami
nowotworowymi i jego wfasciwosciach przeciwbakteryjnych. Dane dotyczgce wptywu MSCs na
nowotworzenie nie sg jednoznaczne, jednak przypuszcza sie, ze duze znaczenie dla ostatecznego
efektu ma zaréwno typ nowotworu jak i Zrédto pochodzenia MSCs (Vizoso i in., 2017). Badania Attar-
Schneider i wspoétpracownikdw wykazaty, ze czynniki zawarte w sekretomie MSCs sg w stanie
zmniejszy¢ proliferacje, zywotnos¢ i migracje niektorych typdéw komorek nowotworowych (jak np.
niedrobnokomérkowego raka ptuc) (Attar-Schneider, Zismanov, Drucker i Gottfried, 2016). Z kolei
wyniki innych autoréw pokazaty, ze czynniki uwalniane przez MSCs mogg zwiekszac¢ ruchliwosc,
inwazyjnosc¢ i zdolnos¢ do tworzenia przerzutdw (w tym np. komérek raka piersi) (Karnoub i in., 2007).
W odpowiedzi na kontakt z bakteriami poziom cytokin takich, jak: IL-6, IL-8, CCL5, PGE2, TNF-q, IL-1[3,
IL-10, VEGF oraz SDF-1 wydzielanych przez MSCs podlega zmianom (Mezey i Nemeth, 2015). Badania
pokazujg, ze sekretom MSCs zawiera substancje o dziataniu przeciwbakteryjnym, przeciw-
pasozytniczym i przeciwwirusowym (Meisel i in., 2011).

Kolejnym szerokim i dynamicznie rozwijajgcym sie na przestrzeni ostatnich lat zagadnieniem
zwigzanym z aktywnoscig parakrynng MSCs jest ich zdolnos¢ do uwalniania zewngtrzkomdrkowych
pecherzykdw, do ktdrych zaliczane sg egzosomy, mikropecherzyki i pecherzyki apoptotyczne. Ich sktad
w znacznym stopniu pokrywa sie z komponentami zawartymi w komérkach, od ktérych sie wywodza.
Fizjologicznie odgrywajg one istotng role w regulacji funkcji biologicznych, homeostazy i odpowiedzi
immunologicznej organizmu. Postuluje sie rowniez, ze aktywnos¢ biologiczna mikropecherzykow jest
poréwnywalna do dziatania MSCs (Koniusz i in., 2016). Eksperymenty prowadzone z wykorzystaniem
nadsgczu pochodzacego z hodowli MSCs in vitro pokazaty, ze czynniki zawarte w sekretomie sg
odpowiedzialne za duzg czesé efektéw wywieranych przez MSCs podczas regeneracji uszkodzonego
obszaru wtaczajac w to ochrone innych komdrek przed apoptoza, indukcje ich proliferacji,
zapobieganie nadmiernemu wtdknieniu tkanek, stymulacje procesu angiogenezy i dziatanie
immunomodulacyjne, jak rowniez indukcje rdznicowania endogennie wystepujgcych w organizmie
komadrek macierzystych (Patel i in., 2010; Maggini i in., 2010; Aggarwal i Pittenger, 2005; Djouad i in.,
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2007; Liiin., 2015a; Tang i in., 2005; Zanotti i in., 2016; Bronckaers i in., 2014; Kinnaird i in., 2004; Dai
i in., 2005; Chen i in., 2003; Caplan i Dennis, 2006).

Witdknienie

KGF, HGF, VEGF, i Ang-1, SDF1,
IGF-1, EGF, HGF, NGF, TGF-a

Angiogeneza Proliferacja
Angiogenina, Angiopoetyna, VEGF, MIG, TGF-a, HGF, EGF, bFGF,
TIMP-1, TIMP-2, metaloproteinazy 1i2 MSCs IGFBP-1, IGFBP-2, M-CSF

Immunomodulacja Apoptoza

IL-10, IL-13, IFN v, IL-12, IL-1a, IL-
2, TNFa, TGFB, HGF, PGE2, IL-6,
IDO, galektyna1i9

HGF, IGF-1, VEGF, CINC-3, TIMP-1, TIMP-2,
osteopontyna, hormon wzrostu, FGF-BP

Chemotaksja

CCL5, CXCL12, CCL8

Ryc. 2. Na schemacie wymieniono regulowane przez MSCs procesy zachodzace podczas regeneracji tkanek. W
elipsach podano wybrane czynniki zaliczane do sekretomu MSCs modulujgce poszczegdlne z
wymienionych zjawisk.

1.1.10. Zdolnos$¢ mezenchymalnych komdérek macierzystych do réznicowania

Wsrdd cech okreslajgcych charakterystyke MSCs, wytyczonych przez Miedzynarodowe
Towarzystwo Terapii Komdrkowej w 2006 roku, znajduje sie zdolnos$é do réznicowania w trzy typy
komorek takie jak: osteoblasty, chondrocyty i adipocyty (Dominici i in., 2006). Jednak wiele doniesien
literaturowych wskazuje, ze poprzez dziatanie odpowiednimi czynnikami z MSCs mozna uzyskac takze
inne komérki. Caplan i Dennis w swojej pracy z roku 2006 przedstawiajg proces, ktory okreslajg mianem
mezogenezy (w oryginale ang. mesengenesis), w ktorym MSCs dajg poczatek nie tylko osteoblastom,
chondrocytom i adipocytom, ale réwniez mioblastom, komdrkom zrebu szpiku kostnego, fibroblastom,
komadrkom wspéttworzacym tkanke tgczng organizmu jak rowniez wiezadta i sciegna (Caplan i Dennis,
2006). Jednak najlepiej poznanym z tych proceséw jest przeksztatcenie MSCs w komérki pochodzace z
mezodermy, czyli tak jak wspomniano powyzej w adipocyty (Dennis i in., 1999), chondroblasty (Yoo i
in., 1998) i osteoblasty (Haynesworth, Goshima, Goldberg i Caplan, 1992). Proces ten mozna
przesledzi¢ in vitro umieszczajgc MSCs w pozywce zawierajgcej specyficzne suplementy, dla procesu
adipogenezy s3 to gtdwnie deksametazon, indometacyna, insulina i izobutylometyloksantyna (Rosen i
MacDougald, 2006), dla chondrogenezy hodowla komérek w pozywce DMEM (pozywka hodowlana;

28



ang. Dulbecco/Vogt Modified Eagle’s Minimal Essential Medium) uzupetnionej insuling, transferyng,
selenem, kwasem linolowym, kwasem selenowym, pirogronianem, fosforanem askorbinowym,
deksametazonem i TGF-B Ill (Mackay i in., 1998), ktora ponadto moze byé wspomagana dodatkiem
IGF-1 i BMP-2 (BMP; biatka morfogenetyczne kosci; ang. bone morphogenetic proteins) (An, Cheng,
Yuan i Li, 2010), z kolei proces osteogenezy jest indukowany obecnoscig kwasu askorbinowego, B-
glicerofosforanu i deksametazonu (Pittenger i in., 1999). Réznicowanie MSCs w odpowiedni typ
komérek ocenia sie poprzez identyfikacje wytworzenia odpowiednio: kropel ttuszczu, synteze
proteoglikandéw i kolagenu typu Il lub mineralizacje ztogdw wapnia oraz wzrost ekspresji fosfatazy
zasadowej. Dodanie do MSCs 5-azacytydyny pozwala uzyska¢ komdrki miesniowe w tym
kardiomiocyty i mioblasty majgce zdolno$¢ do wspéttworzenia wielojagdrowych miotub i
charakteryzujace sie ekspresjg markeréw takich jak: ciezkie tancuchy B-miozyny, sercowa forma a-
aktyny i desmina (Xu i in., 2004). Ponadto badania in vitro pozwolity na uzyskanie z MSCs, co najmniej
dwéch typéw komodrek wywodzacych sie z endodermy, na drodze ich transdyferencjacji do
hepatocytow i komérek B wysp trzustki. Pozyskanie z MSCs komdrek watroby odbywa sie dwuetapowo
poprzez ich hodowle w zmodyfikowanej pozywce Dulbecco uzupetnionej o EGF, bFGF i nikotynamid, a
w kolejnym etapie z dodatkiem onkostatyny M, deksametazonu, insuliny, transferryny i selenu. Tak
powstate komorki wykazujg obecnos¢ markerow typowych dla hepatocytéw takich jak albumina, a-
fetoproteina i jgdrowy czynnik hepatocytéw 4a (HNF-4a; ang. hepatocyte nuclear factor 4a) (Leeiin.,
2004). Przy zastosowaniu mieszaniny czynnikdw wzrostu wydzielanych przez regenerujgce komorki
trzustki jak réwniez z wykorzystaniem acytwiny A, maslanu sodu, tauryny i nikotynamidu z MSCs
uzyskano komorki wysp trzustki typu B zdolne do wytwarzania insuliny (Phadnis i in., 2011;
Govindasamy i in., 2011). Wykazano réwniez, ze stymulacja odpowiednimi czynnikami, moze
spowodowac réznicowanie MSCs w komorki wywodzace sie ontogenetycznie z ektodermy, takie jak
neurony. Zastosowanie w hodowli in vitro stymulacji przy uzyciu BME (B-merkaptoetanol), a nastepnie
NGF prowadzi do rédznicowania MSCs w cholinergiczne komarki nerwowe wykazujgce ekspresje biatek
dla nich typowych takich jak neurofilamenty NF-68 (biatko neurofilamentéw o masie molekularnej 68
kDa; ang. 68 kDa neurofilament protein), NF-200 (biatko neurofilamentéw o masie molekularnej 200
kDa; ang. 200 kDa neurofilament protein), NF-160 (biatko neurofilamentéw o masie molekularnej 160
kDa; ang. 160 kDa neurofilament protein), acetylotransferaza cholinowa i synapsyna | (Naghdi, Tiraihi,
Namin i Arabkheradmand, 2009). Innymi czynnikami wymienianymi, jako zwigzki indukujace
przeksztatcenie MSCs do komodrek nerwowych sg insulina, kwas retinowy, bFGF, EGF, kwas
walproinowy, BME i hydrokortyzol (Anghileri i in., 2008). Ponadto dziatanie GDNF (czynnik wzrostu
pochodzenia glejowego; ang. glial cell-derived neurotrophic factor), BDNF (brain-derived neurotrophic
factors), kwasem retinowym, 5-azacytydyng, izobutylometyloksantyng i indometacyng stymuluje
przeksztatcenie MSCs w dojrzate neurony, ktére wykazujg ekspresje markeréw komérek nerwowych
takich jak: nestyna, tubulina B-lll, biatko towarzyszgce mikrotubulom - MAP2 (biatko stabilizujgce
mikrotubule; ang. microtubule associated protein 2) i enolaze swoistg dla neuronéw (ENO2; ang.
enolase 2) (Pavlova i in., 2012). Badania te pokazujg, ze w Scisle kontrolowanych warunkach
panujgcych podczas hodowli in vitro, w obecnosci substancji chemicznych i czynnikdw wzrostu MSCs
sg w stanie przeksztatci¢ sie w komédrki wywodzgce sie ze wszystkich trzech listdw zarodkowych.

1.2. Eksperymentalne proby wykorzystania mezenchymalnych komadrek macierzystych w leczeniu
chordéb uktadu nerwowego
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Terapia komérkowa z wykorzystaniem mezenchymalnych komdérek macierzystych jest aktualnie
jednym z najbardziej preznie rozwijajacych sie dziatéw medycyny regeneracyjnej. tatwosc
pozyskiwania MSCs z rézinych zrédet, ich niska immunogennos$é i zdolno$ci immunomodulacyjne
sprawiajg, iz mogg by¢ one przeszczepiane nie tylko w uktadzie auto-, ale réwniez allogenicznym.
Ponadto wifasciwosci anty-apoptotyczne, parakrynne i wielokierunkowa zdolnos¢ MSCs do
réznicowania sprawia, ze sg one aktualnie oceniane w prébach eksperymentalnych i klinicznych
leczenia najczesciej wystepujgcych choréb, w tym chordb neurologicznych obejmujgcych struktury
osrodkowego uktadu nerwowego (OUN; ang. central nervous system), dla ktérych brak jest
skutecznych alternatywnych metod leczenia, takich jak: udar modzgu, choroba Alzheimera,
stwardnienie zanikowe boczne, choroba Huntingtona, Parkinsona, stwardnienie rozsiane czy
uszkodzenie rdzenia kregowego.

1.2.1. Udar médzgu

Udar modzgu przejawia sie w postaci nagle wystepujacych deficytdw neurologicznych
pojawiajacych sie w wyniku zaburzen krgzenia moézgowego. Ze wzgledu na mechanizm patogenezy
wyrdznia sie udar niedokrwienny powstajgcy na skutek zamkniecia $wiatta jednego z naczyn
krwionosnych doprowadzajgcych krew do mdézgu spowodowanego zakrzepem badz zatorem oraz udar
krwotoczny, ktdrego przyczyng jest krwotok. Najczesciej wystepujagcym rodzajem jest udar
niedokrwienny, w wyniku, ktérego obszary mdzgu, w ktérych sg niedrozne naczynie krwionosne
podlegajg niedotlenieniu, dochodzi do powstania strefy martwicy otoczonej przez penumbre —
nazywang rowniez strefg poétcienia, w ktérej metabolizm tlenowy tkanki podlega spowolnieniu, jednak
nie dochodzi do powstania nekrozy, a uzyskanie reperfuzji tej strefy w krétkim czasie od wystgpienia
niedokrwienia moze potencjalnie przywrdci¢ normalng funkcje komdrek. W zaleznosci od obszaru
objetego udarem moga wystgpic rdzne jego objawy takie jak utrata Swiadomosci i Spigczka, demencja,
zaburzenia widzenia, czucia, mowy, niedowtad nerwu twarzowego, koriczyn dolnych oraz gérnych.
Stopien nasilenia niepetnosprawnosci u oséb po udarze moze by¢ tagodny powodujgc jedynie
nieznaczne obnizenie sprawnosci ruchowej, ale moze réwniez prowadzi¢ do ciezkiego uposledzenia,
gdzie pacjent wymaga statej pomocy. Jedyng aktualnie zatwierdzong farmakologiczng metodg leczenia
udaru niedokrwiennego modzgu jest dozylne podawanie chorym tkankowego aktywatora
plazminogenu, majace na celu rozpuszczenie zakrzepu powodujgcego niedroznos¢ naczynia
krwionosnego. Jednak ze wzgledu na bardzo waskie okno terapeutyczne dla przeprowadzenia tego
zabiegu, mieszczace sie w zakresie do 4.5 godziny od pojawienia sie objawdw udaru, mozliwos¢ jego
zastosowania jest ograniczona do niewielkiego odsetka chorych (okoto 15 % pacjentéw). W ciagu
ostatnich lat obserwujemy pojawianie sie duzej liczby prac pokazujgcych wysoka skutecznosé
mechanicznego usuniecia skrzepu drogg przeztetnicza przy znacznym wydtuzeniu okna
terapeutycznego obejmujgcego w niektérych przypadkach nawet okres do 24 godzin (Bhaskar i in.,
2018). Jednak u niektdrych pacjentéw pomimo zabiegu wcigz dochodzi do udaru mdzgu, cho¢ ma on
zdecydowanie fagodniejszy przebieg. W wielu os$rodkach trombektomia jest juz uznana za
standardowe leczenie udaru mézgu, jednak jej przeprowadzenie wymaga specjalistycznego sprzetu i
wysokie] klasy specjalistéw. W zwigzku, z czym w wiekszosci krajow swiata dostepnos¢ tego leczenia
pozostaje niska. Aktualnie w Polsce terapia ta nie jest refundowana przez narodowy fundusz zdrowia
(Bhaskar iin., 2018). Terapia komodrkowa z zastosowaniem MSCs byta stosowana w réznych modelach
eksperymentalnych udaru mézgu u zwierzat. Mezenchymalne komdrki macierzyste byty podawane
poprzez iniekcje dozylng lub domdzgowo. Po transplantacji MSCs obserwowano zmniejszenie obrzeku
mozgu i obszaru lezji oraz poprawe funkcji motorycznych zwierzat (Honma i in., 2006; Horita i in.,
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2006). Wséréd wymienianych mechanizméw dziatania przeszczepionych komdrek autorzy sugerujg
stymulacje procesu angiogenezy, ochrone integralnosci bariery krew-mdzg i obnizenie apoptozy
komaorek w obszarze uszkodzenia mézgu (Ondaiin., 2008; Tangiin., 2014) oraz wzmozenie proliferacji
komoérek progenitorowych warstwy podkomorowej komoér bocznych i oligodendrocytdw, co skutkuje
intensyfikacja procesu synaptogenezy i remielinizacja aksonéw (Shen i in., 2006). Ponadto
obserwowano immunomodulacyjne dziatanie podanych MSCs, wzrost stezenia cytokin
przeciwzapalnych takich jak IL-10 (Li i in., 2010a) oraz obnizenie nadmiernej aktywacji mikrogleju (Wei
i in., 2012). Jeden z pierwszych eksperymentow klinicznych, w ktérym dozylnie podano autologiczne
MSCs szpiku kostnego pacjentom z udarem niedokrwiennym zostat przeprowadzony w bardzo matej
grupie pieciu chorych. Autorzy wykazali niewielkg poprawe funkcjonalng u wszystkich oséb poddanych
zabiegowi w ciggu pierwszego roku od transplantacji (Bang, Lee, Lee i Lee, 2005). Pdzniejsze badania
kliniczne przeprowadzone w wiekszej grupie pacjentéw potwierdzity te obserwacje. Szczegdlnie warte
podkreslenia jest znaczgce zmniejszenie $miertelnosci w okresie 5 lat po udarze w poréwnaniu do
pacjentéw, ktérzy nie otrzymali przeszczepu. Dodatkowo, badania te pokazaty, ze najlepszg odpowiedz
na podanie MSCs uzyskiwano u 0séb, u ktdrych obszar pierwotnego uszkodzenia médzgu powstatego
na skutek udaru nie obejmowat strefy SVZ. Posrednio moze to $Swiadczyé o tym, ze poprawa
funkcjonalna u pacjentow jest wynikiem stymulacji procesu neurogenezy przez egzogenne MSCs. Takie
obserwacje byty opisane podczas badan eksperymentalnych u zwierzat (Lee i in., 2010b). W innym
badaniu klinicznym przeprowadzonym w roku 2011 poza poprawg funkcjonalng u pacjentéw juz po 7
dniach od podania MSCs obserwowano redukcje wielkosci lezji poudarowej, o co najmniej 15 %
wartosci wyjsciowej. Stopien zmniejszenia obszaru uszkodzenia korelowat z poprawga funkcjonalng
obserwowang u chorych (Honmouiin., 2011).

1.2.2. Choroba Alzheimera

Choroba Alzheimera jest postepujgca przewlektg chorobg neurodegeneracyjna, ktéra przejawia sie
w postaci postepujacej demencji skutkujgcej ograniczeniem funkcji poznawczych i przedwczesng
Smiercig. U chorych w obrazie histologicznym mdzgu widoczna jest akumulacja ptytek amyloidu B jak
rowniez obecnos¢ zwyrodnienia neurowtékienkowego w cytoplazmie neurondw, ktdre ulegajg
wzmozonej $mierci komérkowej. W badaniach eksperymentalnych na modelach zwierzecych choroby
Alzheimera podejmowano préby zahamowania rozwoju schorzenia poprzez podawanie MSCs drogg
dozylng, domdzgowgq lub dokomorowa. Wyniki badan okazaty sie obiecujgce. Po transplantacji MSCs
dochodzito do zmniejszenia liczby obecnych w modzgach zwierzat depozytéw amyloidu B,
obserwowano przywrdcenie aktywnosci zernej mikrogleju, ktérego funkcjonowanie jest podczas
choroby uposledzone. W mdzgach myszy objetych zmianami wynikajgcymi z choroby stwierdzono
ograniczenie liczby obumierajgcych komdrek gtdéwnie w rejonie hipokampa, wzrost stabilnosci
potgczen synaptycznych, stymulacje procesu neurogenezy w strefie przykomorowej i podziarnistej
oraz wzmozenie réznicowania neuralnych komdrek macierzystych do neurondw. Podanie MSCs
spowodowato opdinienie pojawienia sie objawdow chorobowych u myszy, u ktérych MSCs byty
przeszczepiane we wczesnej fazie choroby. Zauwazono, ze transplantacja MSCs w pdzniejszej fazie
choroby tagodzita problemy zwigzane z pamiecig i zdolno$ciami poznawczymi zwierzat (Lee i in., 2010a;
Kimiin., 2012; Yaniin., 2014; Oh i in., 2015). Dotychczasowe proéby kliniczne przeszczepiania MSCs u
pacjentéw z chorobg Alzheimera pokazaty, ze dozylne podanie komadrek byto bezpieczne, u chorych
nie zanotowano niepozgdanych efektéw ubocznych, nie obserwowano jednak jakiejkolwiek poprawy
stanu klinicznego (Kang, Yeon, Cho i Suh, 2016).
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1.2.3. Stwardnienie zanikowe boczne

Stwardnienie zanikowego boczne jest chorobg o dotychczas niewyjasnionej etiologii, ktéra
najczesciej pojawia sie sporadycznie i korficzy sie Smiercig pacjenta zazwyczaj w ciggu kilku lat od
zidentyfikowania pierwszych objawdw. Podczas choroby dochodzi do stopniowego zaniku neurondw
kory ruchowej mdzgu oraz motoneurondw pnia modzgu i rdzenia kregowego. W koncowej fazie
schorzenia nastepuje paraliz miesni oddechowych, co najczesciej stanowi bezposrednig przyczyne
zgonu. W eksperymentalnym modelu stwardnienia zanikowego bocznego u myszy, ktérym podawano
MSCs obserwowano stymulacje regeneracji tkanki nerwowej i neuroprotekcje. U zwierzat poddanych
transplantacji MSCs opisano spowolnienie procesu degeneracji motoneurondw, redukcje liczby
komoérek objetych smiercig komdrkowa, poprawe stanu mitochondriéw i funkcji neuromotorycznych
biorcow. Objawy choroby pojawiaty sie pdzniej a czas zycia zwierzat byt dtuzszy w poréwnaniu do
zwierzat, ktére nie otrzymaty przeszczepu. Autorzy prac wskazujg, ze obserwowane efekty sg
najprawdopodobniej zwigzane z neuroprotekcyjnym dziataniem czynnikéw wydzielanych przez
przeszczepione MSCs takich jak: NGF, BDNF, IGF-1 i VEGF (Corti i in., 2010; Kim i in., 2014; Jeon i in.,
2016). Badania kliniczne przeprowadzone u pacjentow, ktérym podano MSCs wykazaty, ze podobnie
jak u zwierzat eksperymentalnych, u chorych obserwowano spowolnienie progresji schorzenia. W
jednym z przeprowadzonych eksperymentéw medycznych podanie MSCs nie miato wptywu na stan
pacjentéw jednak ocena u tych chorych wykonana post-mortem wykazata, ze na wysokosci obszaru
rdzenia kregowego gdzie podawane byty komadrki zachowana zostata wieksza liczba motoneuronéw w
porownaniu do innych miejsc w rdzeniu (Blanqueriin., 2012; Rushkevichiin., 2015; Sykovaiin., 2017).

1.2.4. Choroba Huntingtona

Choroba powstaje na skutek mutacji w genie kodujgcym biatko o nazwie huntigtyna, ktére w
nadmiernych ilosciach akumuluje sie w komadrkach i ma dziatanie cytotoksyczne. Podczas choroby
Huntingtona dochodzi do obumierania neuronéw modzgu, szczegdlnie narazone sg neurony
zlokalizowane w obrebie struktur prazkowia takie jak jadro ogoniaste i skorupa, wydzielajace kwas y-
aminomastowy (GABA; ang. gamma-aminobutyric acid). Objawy choroby pojawiajg sie zwykle okoto
30-40 roku zycia i sy zwigzane z zaburzeniami funkcji motorycznych, zachowania i zdolnosci
poznawczych. W przypadku wiekszosci prowadzonych dotychczas badan transplantacji MSCs w
chorobie Huntingtona komérki byty podawane domdzgowo. U zwierzat w modelach
eksperymentalnych choroby Huntingtona, ktérym przeszczepiano MSCs obserwowano ograniczenie
ilosci agregatdéw huntingtyny, zmniejszenie liczby komdrek apoptotycznych w rejonie prazkowia oraz
ograniczenie atrofii mdzgu wraz z towarzyszagcym temu zmniejszeniem, zazwyczaj poszerzonych w
przebiegu choroby komér bocznych mdzgu. Uzyskiwano réwniez lepsze wyniki oceny funkc;ji
motorycznych zwierzat, spowolnienie rozwoju choroby i wydtuzenie czasu przezycia u biorcdw MSCs
(Rossignol i in., 2011; Lee i in., 2009; Fink i in., 2013).

1.2.5. Choroba Parkinsona

Postepujaca degeneracja produkujgcych dopamine neurondéw wystepujgcych w obrebie istoty
czarnej moézgu prowadzi do rozwoju choroby Parkinsona. Do gtéwnych objawdw schorzenia zalicza sie
drzenie spoczynkowe, sztywnos$¢ miesni, bradykinezje, problemy z zachowaniem postawy i
ograniczong zdolnos$¢ do kontrolowania precyzyjnych ruchéw, ponadto dochodzi do uposledzenia
funkcji poznawczych, zaburzen snu i wechu. Aktualnie czynniki wywotujgce chorobe nie sg znane, w
wiekszosci przypadkdw rozwija sie ona spontanicznie, jednak u okoto 5 % pacjentéw obserwuje sie
wystepowanie mutacji w genie kodujgcym a-synucleine, co jest zwigzane z powstawaniem agregatow
biatkowych w ciatach neuronéw nazywanych ciatami Lewy’ego, ktére maja dziatanie cytotoksyczne. U
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zwierzat w modelu choroby Parkinsona podanie MSCs odbywato sie gtéwnie na drodze domdzgowej,
ale podejmowano rowniez préby podan drogg dozylng, dotetniczg oraz donosowo. Transplantacja
mezenchymalnych komodrek macierzystych skutkowata zachowaniem wiekszej liczby neurondw
dopaminergicznych w modzgu, jak réwniez komdrek nerwowych wykazujacych ekspresje enzymu
hydroksylazy tyrozynowej katalizujgcej reakcje prowadzace do produkcji dopaminy, co powodowato
wzrost ilo$ci tego neuroprzekaznika w obrebie prazkowia. Obserwowano zwiekszong neurogeneze w
strefie podkomorowej mdézgu. Badania behawioralne pokazaty, ze podanie MSCs poprawiato pamieé i
funkcje motoryczne zwierzat (Ren i in., 2013; Schwerk i in., 2015; Salama i in., 2017). W badaniach
klinicznych u pacjentédw z chorobg Parkinsona domdzgowe podanie MSCs prowadzito do polepszenia
ogdlnego stanu klinicznego co manifestowalo sie poprawg wyrazu twarzy i chodu. U chorych, ktérym
przeszczepiano MSCs do tetnicy mdzgowej dochodzito do stabilizacji funkcji motorycznych w ciggu
kolejnego roku od transplantacji (Venkataramana i in., 2010; Canesi i in., 2016).

1.2.6. Stwardnienie rozsiane

Kolejng z postepujacych choréb neurodegeneracyjnych o podfozu autoimmunologicznym jest
stwardnienie rozsiane. Patofizjologia schorzenia zwigzana jest z powstaniem w organizmie
autoreaktywnych limfocytéw i komorek prezentujgcych antygeny. Cytokiny prozapalne produkowane
przez te komérki sprzyjajg rekrutacji elementéw uktadu odpornosciowego takich jak: makrofagi,
komorki tuczne, neutrofile i limfocyty do struktur oSrodkowego uktadu nerwowego, gdzie niszczg one
ostonki mielinowe i aksony neurondw. Skutkuje to powstaniem wieloogniskowych zmian
degeneracyjnych widocznych w postaci plakow stwardnieniowych — obszaréw demielinizacji i
masywng utratg neurondw. Obraz kliniczny pacjenta chorego na stwardnienie rozsiane jest w duzym
stopniu zalezny od lokalizacji zmian jednak zazwyczaj wystepuje niedowtad, zaburzenia widzenia,
czucia, mowy, réwnowagi i koordynacji a takze problemy z pamiecig i ograniczenie proceséw
poznawczych. W zwierzecym modelu choroby - eksperymentalnym alergicznym zapaleniu mézgu i
rdzenia (EAE; ang. experimental autoimmune encephalomyelitis), systemowe podanie MSCs indukuje
wytworzenie tolerancji u biorcy przeszczepu na wtasne antygeny. W obszarze rdzenia kregowego u
zwierzat poddanych transplantacji MSCs obserwowano wzmozenie oligodendrogenezy, ograniczenie
astroglejozy i silniejsza niz u zwierzat kontrolnych remielinizacje (Bai i in., 2009). Skutkuje to znacznie
tagodniejszym przebiegiem choroby z mniejszg czestoscig nawrotow i redukcjg liczby naciekow
komoérek uktadu immunologicznego oraz ograniczeniem demielinizacji i utraty aksonéw (Zappia i in.,
2005; Gerdoni i in., 2007). Niemniej jednak w literaturze mozemy odnalez¢ prace wskazujgce na to, ze
przeszczep MSCs moze mieé¢ negatywne skutki. Transplantacja mezenchymalnych komdérek
macierzystych moze wptywac na aktywacje subpopulacji limfocytéw CD8* powodujgc ich degranulacje
oraz wzmozenie wydzielania substancji o witasciwosciach cytotoksycznych takich, jak: INF-y oraz
granzym B, co prowadzi do zaostrzenia przebiegu choroby (Glenn, Smith, Calabresi i Whartenby, 2014).
Badania kliniczne z udziatem MSCs podawanych chorym do kanatu rdzenia kregowego lub
przeszczepianych dozylnie pokazaty, ze u pacjentéw obserwowano zmniejszenie liczby obszaréw lezji
widocznych w obrazowaniu MRI a w niektérych przypadkach stabilizacje oraz poprawe oceny
neurologicznej (Karussis i in., 2010; Llufriu i in., 2014). W badaniu, ktére obejmowato pacjentéw z
zaburzeniami widzenia, po podaniu MSCs obserwowano poprawe ostrosci wzroku (Connickiin., 2012).

1.2.7. Uszkodzenie rdzenia kregowego

Mechaniczne, powypadkowe uszkodzenie rdzenia kregowego prowadzi do przerwania nerwowych
drég ruchowych i czuciowych skutkujgc trwatg niepetnosprawnoscig, co ma znaczacy wptyw, na jakosc
zycia chorych. Do pierwotnych patologicznych zmian powstatych po uszkodzeniu rdzenia zalicza sie
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przerwanie ciggtosci aksondw i naczyn krwionosnych, jednak zmiany pojawiajgce sie wtdrnie takie, jak
zaburzenie lokalnych stezen jonowych, utrata regulacji cisnienia krwi, zmniejszony przeptyw krwi przez
rdzen kregowy, przerwanie bariery krew-modzg, aktywacja komérek odpowiedzi immunologicznej,
apoptoza komodrek i ekscytotoksycznos¢ prowadzg do pogorszenia sie stanu pacjentéow i majg
negatywny wptyw na proces regeneracji. Zahamowanie tych proceséw moze stanowi¢ potencjalny cel
zastosowania terapii z wykorzystaniem przeszczepdw komérek macierzystych. W wiekszosci préb
eksperymentalnych podanie MSCs w zwierzecych modelach uszkodzenia rdzenia kregowego odbywa
sie poprzez bezposrednig ich iniekcje do obszaru lezji. Po transplantacji MSCs obserwowano
wzmozenie angiogenezy, proliferacji oligodendrocytéw, regeneracji i remielinizacji aksondw,
ograniczenie wtdknienia i redukcje wielkosci lezji pouszkodzeniowej. Ponadto podanie MSCs miato
efekt przeciwzapalny, co przejawiato sie spadkiem ilosci cytokin, aktywowanych makrofagdéw, komérek
mikrogleju i astrocytéw. Odnotowano ogdlng poprawe funkcji motorycznych i czuciowych u biorcéow
przeszczepu (Zhou i in., 2013; Gu i in., 2010; Ryu i in., 2009). Pierwsze z podjetych pilotazowych préb
zastosowania MSCs w leczeniu powypadkowego, niecatkowitego i catkowitego przerwania rdzenia
kregowego u ludzi przyniosty pozytywne rezultaty. Stopien odpowiedzi poszczegdlnych pacjentéw na
podanie MSCs byt zréznicowany, jednak u wiekszosci z nich obserwowano polepszenie obrazu
klinicznego. Transplantacja komérek korzystnie wptywata na funkcje czuciowe i ruchowe, wtgczajac
poprawe ruchliwosci konczyn gérnych oraz czucia w obrebie uszkodzonego obszaru u tetraplegikéw,
potwierdzong réowniez badaniami neurofizjologicznymi. Ponadto obserwowano poprawe w ocenie
catkowitego funkcjonowania rdzenia kregowego, aktywnosci pacjentéw w ciggu dnia, zmniejszenie
poziomu odczuwanego bdélu neuropatycznego, poprawe funkcji seksualnych, zwieracza pecherza i
pracy jelit. W wielu kategoriach stan chorych zostat przekwalifikowany odpowiednio z ciezkiego na
umiarkowanie ciezki oraz tagodny. Pomimo wyraznej poprawy funkcjonalnej u chorych ocenianych
wedtug skali ASIA (ang. American Spinal Injury Association scale) oraz IANR-SCIFRS (ang. International
Association of Neurorestoratology-Spinal Cord Injury Functional Rating Scale) badania neuroobrazowe
nie wykazaty zmian w obrazach morfologicznych oraz oznak regeneracji uszkodzonego rdzenia
kregowego (Vaqueroiin., 2017; Larocca i in., 2017).

Podsumowujac, dotychczasowe badania z wykorzystaniem modeli zwierzecych oraz pierwsze z
przeprowadzonych préb klinicznych transplantacji MSCs w schorzeniach OUN, wskazuja, ze komérki te
wywierajg pozytywne efekty terapeutyczne, a ich przeszczep jest bezpieczny i wydaje sie nie
wywotywaé niepozgdanych skutkéw ubocznych. Jednak, aby wyciggnaé jednoznaczne wnioski
konieczne jest przeprowadzenie wielkoskalowych, scisle kontrolowanych badan, ktére pozwolg poznaé
mechanizmy dziatania MSCs oraz ich los w organizmie po przeszczepie.
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1.3. Techniki wykorzystywane w celu wizualizacji przeszczepionych mezenchymalnych komaérek
macierzystych

Coraz wieksza liczba badan prowadzonych w celu okreslenia skutkéw terapii komérkowej pociagga
za sobg konieczno$¢ stosowania nieinwazyjnych technik umozliwiajgcych scistg kontrole komérek
macierzystych podczas procesu podawania chorym, wglad w ich migracje, lokalizacje tkankowg oraz
ocene stopnia zasiedlania uszkodzonych obszaréw, réwniez w badaniach dtugoterminowych.
Dotychczas opracowano szerokg game metod identyfikacji przeszczepionych MSCs zaréwno w
badaniach pre- jak i postmortem, wiekszo$¢ z nich wymaga stosowania specjalnych znacznikéw
wprowadzanych do komdrek przed ich podaniem.

1.3.1. Znaczniki radioaktywne

Szerokie zastosowanie w dziedzinie medycyny znalazty pierwiastki radioaktywne. Jadra tych
pierwiastkdw sg niestabilne i podlegajg samorzutnemu rozpadowi, podczas ktérego dochodzi do emisji
promieniowania elektromagnetycznego. Techniki takie jak pozytonowa tomografia emisyjna (PET; ang.
positron-emission tomography) i tomografia emisyjna pojedynczych fotonéw (SPECT; ang. single-
photon emission computed tomography) wykorzystujg mozliwosé detekcji emitowanego podczas
rozpadu promieniowania gamma w celu stworzenia tréjwymiarowego obrazu rozmieszczenia
radioaktywnych znacznikdw w organizmie po ich podaniu. Gtéwna réznica pomiedzy wspomnianymi
technikami dotyczy typu wykorzystywanych w nich radioizotopéw. SPECT wykorzystuje izotopy
emitujgce pojedyncze fotony gamma, natomiast obrazowanie w PET odbywa sie na podstawie detekcji
promieniowania pochodzgcego od pierwiastkdw, ktére najpierw generujg pozytron, ktéry po wejsciu
w kontakt z elektronami w otaczajgcej go tkance rozpada sie produkujgc dwa wspdtliniowe fotony
gamma. Do gtdéwnych radioizotopdw stosowanych w technice SPECT zalicza sie: Technet-99m, Ind-111
i Gal-67, natomiast obrazowanie PET wykorzystuje rozpad jader *®Fluoru, **Wegla, *Azotu, **Tlenu,
Cyrkonu® oraz **Jodu. Dotychczas techniki PET i SPECT byly wykorzystywane gtownie w celach
diagnostyki i terapii onkologicznej, jednak ostatnio, przy ich uzyciu, podjeto réwniez proby
obrazowania przeszczepionych MSCs. Czasteczki zawierajgce radioizotopy s3 w fatwy sposdb
internalizowane przez komarki podczas inkubacji MSCs w medium zawierajgcym wysokie stezenia tych
markerow. Istnieje jednak ryzyko wycieku radioizotopéw z komérek. Ponadto przygotowanie samych
radioizotopow jest skomplikowang i kosztowng procedurg, ktéra wymaga dostepu do wysoce
wyspecjalizowanego sprzetu, co ogranicza ich uzycie w badaniach podstawowych (Mathiasen i
Kastrup, 2013; Kim i in., 2015). Kolejny problem jest zwigzany z szybkim rozpadem, jakiemu podlegajg
jadra pierwiastkdw promieniotwdrczych. Czas péttrwania radioizotopéw jest liczony w przedziale od
kilku godzin do kilku dni, co ogranicza maksymalny okres obserwacji wyznakowanych komérek.
Ponadto duze dawki pierwiastkdw promieniotwérczych dodawane do medium hodowlanego, ktérych
zastosowanie jest konieczne dla osiggniecia wystarczajgcej sity sygnatu przy obrazowaniu mogg by¢ dla
komoérek szkodliwe (Bonnema, Fast i Hegedis, 2014). Pomimo to znakowanie MSCs przy uzyciu
radioizotopdw jest powszechnie stosowane zarowno w badaniach podstawowych jak i klinicznych ze
wzgledu na bardzo dobrg czuto$¢ tej metody, a ponadto mozliwos¢ wykonania szybkiej analizy
dystrybucji komdrek w obrebie catego ciata (Khabbal i in., 2015).

Interesujgcym rozwigzaniem jest zastosowanie techniki PET w potaczeniu z systemem genu
reporterowego i jego radioaktywnego substratu. Mozna wyrdzni¢ trzy gtdwne klasy stosowanych
genow reporterowych: enzymy, receptory i transportery. Gen reporterowy jest wprowadzony przy
uzyciu wektora ekspresyjnego, a jego biatkowy produkt akumuluje sie w transfekowanych komérkach.
Nastepnie selektywnie oddziatuje on z podanym do s$rodowiska substratem wyznakowanym
radioaktywnie, co powoduje wybidércze gromadzenie sie promieniotwdrczych czasteczek w
komoérkach, ktére mogg by¢ nastepnie wykryte poprzez obrazowanie PET. W przypadku MSCs
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zastosowany zostat miedzy innymi uktad genu reporterowego hERL (ligand ludzkiego receptora dla
estrogenu; ang. human estrogen receptor ligand), kodujgcego ludzki receptor dla estrogenu, ktory
zostat wprowadzony do komoérek przy uzyciu zrekombinowanego wektora adenowirusowego.
Przeszczepione u szczuréw MSCs byty nastepnie wykrywane dzieki dozylnemu podaniu biologicznie
nieaktywnej formy estrogenu zawierajacej radioaktywny izotop fluoru BF (160['®F] fluoro-17B-
estradiol). Po potaczeniu sie receptora z substratem mozliwe bylo okredlenie lokalizacji
przeszczepionych komérek w obrazowaniu PET (Qin i in., 2013). Podobnie stworzone zostaty réwniez
analogiczne uktady umozliwiajgce poza obrazowaniem zaindukowanie w dowolnie wybranym
momencie $mierci przeszczepionych komoérek. Tego typu system reprezentuje gen reporterowy
kodujacy kinaze tymidynowa wirusa opryszczki - sr39TK (gen reporterowy kodujgcy kinaze tymidynowa
wirusa opryszczki), ktérego substrat stanowi 9-(4-(18)F-Fluoro-3-[hydroxymethylo]butylo)guanina
((18)F-FHBG). Dodatkowe podanie gancyklowiru umozliwia aktywacje Sciezki programowanej smierci
komodrkowej, jako, ze gen kinazy sr397TK, nalezy do grupy gendw samobdjczych i jego produkt biatkowy
odpowiada za przeksztatcenie gancyklowiru w toksyczny trifosforan gancyklowiru, ktéry hamuje
polimeraze DNA (kwas deoksyrybonukleinowy), powodujac apoptoze komdrek. Ewentualnosc
eliminacji w dowolnym momencie przeszczepionych komdrek, wydaje sie by¢ bardzo atrakcyjna w
kontekscie ryzyka wystgpienia u biorcy komplikacji i efektéw ubocznych po transplantacji. Nie nalezy
jednak zapominaé, ze stosowanie radioizotopdw jest zwigzane z ryzykiem niekontrolowanej $mierci jak
rowniez transformacji komorek w wyniku ich silnego napromieniowania, lub insercyjnej mutagenezy
wywotanej wprowadzeniem sekwencji genu reporterowego (Gschwengiin., 2014).

1.3.2. Srodki kontrastowe stosowane do obrazowania w rezonansie magnetycznym

W praktyce klinicznej obrazowanie w tomografie rezonansu magnetycznego opiera sie na
obserwacji zjawiska magnetycznego rezonansu jgdrowego jader wodoru, ktdére wystepujg
powszechnie we wszystkich tkankach organizmu. Poddane dziataniu zewnetrznego statycznego pola
magnetycznego jadra protondw ulegaja wzbudzeniu, ktére mozna przedstawi¢ w postaci wektora
magnetyzacji potozonego réwnolegle do wektora zewnetrznego pola magnetycznego — nazywanego
wektorem magnetyzacji podtuznej. Dodatkowe uzycie drugiego zZrédta zmiennego pola
magnetycznego o orientacji wektora magnetycznego prostopadtej do pierwszego prowadzi do zmiany
orientacji wektoréw magnetyzacji jader wodoru, ktére ustawiajg sie prostopadle do wektora
magnetyzacji statycznego zrédta zewnetrznego pola magnetycznego i sg nazywane wektorami
magnetyzacji poprzecznej. Wielkos¢ wektora magnetyzacji jader wodoru zalezy od ich gestosci w danej
tkance, co stanowi podstawe do odrdznienia od siebie danych tkanek w rezonansie magnetycznym,
jednak nie jest wystarczajgce dla uzyskania obrazu o odpowiedniej, jakosci. W celu poprawy kontrastu
pomiedzy obrazowanymi tkankami stosowany jest dodatkowo pomiar czasu relaksacji, czyli okresu od
wytaczenia zrodta zewnetrznego zmiennego pola magnetycznego do powrotu wektorow magnetyzacji
jader protondéw do stanu wyjsciowego. Dla zaniku wektora magnetyzacji poprzecznej — uzywane jest
okreslenia czasu relaksacji T2 (czas relaksacji poprzecznej; ang. spin-spin relaxation time; T2 time),
natomiast dla pojawiania sie wektora magnetyzacji podtuzne;j jest to czas T1 (czas relaksacji podtuznej;
ang. spin-lattice relaxation time; T1 time) (MRI in Practice, 4th Edition, 2018). Okresy te stanowig
wtasciwos¢é wsobng kazdej tkanki. Istniejg zwigzki, ktére powodujg przysSpieszenie osiggniecia stanu
relaksacji tkanek je zawierajacych, co poprawia kontrast uzyskanych obrazéw i stgd nazywa sie je
srodkami kontrastowymi. Do najpowszechniej stosowanych srodkéw kontrastowych wptywajacych na
skrocenie czasu relaksacji T1 zalicza sie zwigzki gadolinu i manganu. Jako pierwiastek gadolin
charakteryzuje sie spontaniczng magnetyzacjg, oraz zdolnoscig wzmacniania zewnetrznego pola
magnetycznego, jednak w tej formie jest silnie toksyczny. Wigze sie on w sposdb nieodwracalny z
tkankami i kumuluje w organizmie. W celu ograniczenia jego toksycznosci tworzone sg pofaczenia
gadolinu ze zwigzkami chelatujgcymi, ktére blokujg aktywne miejscami wigzania jonéw gadolinu i w
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znacznym stopniu neutralizujg jego szkodliwe dziatanie. Zwigzki gadolinu majg wtasciwosci
paramagnetyczne i sg zaliczane do srodkdéw pozytywnych, czyli wzmacniajacych sygnat pochodzacy z
obszaru, ktéry zajmuja. Mozna je podzieli¢ na zwigzki dziatajgce zewngtrzkomdrkowo, dzieki ktérym
mozna zobrazowa¢d ich przeptyw tkankowy oraz zwigzki wnikajgce do komérek, do ktdrych maja
powinowactwo, czyli Srodki wewnatrzkomdérkowe (Xiao i in., 2016). Wtasnie ta grupa zwigzkow byta
wykorzystywana do obrazowania przeszczepianych MSCs (Tachibanaiin., 2014). Wydajne znakowanie
tych komérek mozna uzyska¢ dzieki ich inkubacji w hipo-osmotycznym roztworze zwigzkéw gadolinu.
Niestety ich akumulacja w komdrkach jest zwigzana z ryzykiem wystgpienia cytotoksycznosci jak i
uwolnieniem toksycznych jondw gadolinu po przeszczepie w organizmie gospodarza (Ishibashi, Hirao,
Yamaguchi i Nabekura, 2009; Filippi i in., 2016). Innym przyktadem wykorzystywanych do znakowania
MSCs paramagnetycznych, pozytywnych srodkéw przyspieszajgcych czas relaksacji T1 sg zwigzki
kontrastowe zawierajgce jony manganu, jednak dotychczas niewiele jest wiadomo na temat ich
wptywu na komérki (Yamada i in., 2009). W przeciwiefstwie do omawianych wyzej, zwigzki o
wtasciwosciach superparamagnetycznych majg zdolnos$¢ do przy$pieszania czasu relaksacji T2. W
praktyce stosowane sg najczesciej nanoczastki tlenku zelaza (SPIO; ang. superparamagnetic iron oxide
nanoparticles) oraz ultra-mate nanoczastki tlenku zelaza (USPIO; ang. ultra small superparamagnetic
iron oxide particles). W obrazowaniu w MRI ich zastosowanie powoduje zaciemnienie obszaréw, w
ktérych sg zlokalizowane (Xiao i in., 2016). Znakowanie MSCs przy uzyciu SPIO odbywa sie dzieki ich
kilkugodzinnej inkubacji w roztworze znacznika (Riegler i in., 2013). Zasadniczg zaletg SPIO jest
generowanie bardzo silnego sygnatu co potencjalnie pozwala na detekcje niemal pojedynczych
komorek. Dodatkowe modyfikacje otoczki nanoczastek, takie jak pokrycie ich dekstranem, chitozanem
lub cytrynianem, poprawiajg ich stabilnosé, zwiekszajg internalizacje nanoczgstek przez znakowane
komorki, jak réwniez umozliwiajg przytaczenie do nich dodatkowych elementéw takich jak przeciwciata
oraz leki (Andreas i in., 2012; Bakhru i in., 2012). Dotychczas nanoczastki tlenku zelaza byty
wykorzystywane miedzy innymi do obrazowania MSCs przeszczepianych w modelach udaru mézgu u
zwierzat oraz w uszkodzeniach naczyn krwionosnych (Riegleriin., 2013; Tarulliiin., 2013). Historycznie
byty one jednym z pierwszych $rodkéw stosowanych do obrazowania watroby u ludzi ze wzgledu na
bardzo silne wtasciwosci kontrastowe. Jednak aktualnie, pomimo ich wielu zalet zostaty one wycofane
z uzytku klinicznego z powodoéw finansowych (Kawamori i in., 1992). Wadg superparamagnetycznych
srodkéw kontrastowych jest negatywny sygnat, ktéry utrudnia interpretacje obrazu ze wzgledu na
mozliwosé pojawienia sie jego endogennego Zrédfa w tkance takiego jak na przyktad wynaczyniona
krew. Jednak to ograniczenie moze zosta¢ wyeliminowane poprzez zastosowanie obrazowania
czasteczek magnetycznych (magnetic particle imaging; MPI), nowej, ale szybko rozpowszechniajacej
sie metody obrazowania (Janowski i in., 2015). Dodatkowo zwigzki zelaza mogg pozostawa¢ w tkance
nawet po smierci komarek, co ogranicza ich stosowanie do dtugotrwatej obserwacji przeszczepionych
komoérek. Kluczowy zaletg SPIO jest jednak wysokg czutos¢ jego detekcji, ktéra pozwala na
osiggnieciebardzo dobrego poziomu precyzji podania w czasie rzeczywistym (Walczak i in., 2017).
Kolejng grupa zwigzkdéw kontrastowych stosowanych w obrazowaniu MSCs przy uzyciu MRI sg srodki
oparte na pierwiastkach niemetaléw takie jak np. Fluor. Jednak sygnat przez nie generowany jest
znaczgco stabszy niz w przypadku pozostatych grup, co wptywa negatywnie na prég wykrywalnosci
przeszczepianych komérek (Shen i in., 2010; Ahrens i Bulte, 2013). Jednak zaletg zastosowania fluoru
do obrazowania jest mozliwos¢ uzyskania ilosciowej informacji o liczbie atoméw fluoru w przeliczeniu
na voksel, co potencjalnie pozwalana na kwantyfikacje przeszczepionych komérek.

1.3.3. Srodki wykorzystywane w technice bioluminescendji

Bioluminescencja to zdolnos¢ do produkcji i emisji Swiatta widzialnego przez organizmy zywe,
bedaca wynikiem reakcji chemicznych, podczas ktérych, energia chemiczna zamieniana jest w energie
sSwietlng. Zjawisko to jest aktualnie szeroko wykorzystywane w badaniach biotechnologicznych w celu
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identyfikacji okreslonej populacji komdrek. Wykorzystujgc technike bioluminescencji do wizualizacji
komoérek, najczesciej wprowadza sie do nich metoda transfekcji wirusowej gen kodujacy enzym
lucyferaze, ktory w obecnosci ATP (adenozyno-5'-trifosforan; ang. adenosine triphosphate) i tlenu ma
zdolnos¢ katalizowania reakcji utleniania lucyferyny. Jej produkt stanowi oksylucyferyna, ktéra ulega
rozpadowi emitujgc swiatto, co przejawia sie w postaci zjawiska luminescencji. Zmienione genetycznie
komoérki przeszczepia sie do organizmu gospodarza, ktéry otrzymuje roztwor lucyferyny podany
systemowo, a Swiatto generowane w odpowiedzi na jego obecnos¢ jest zbierane przez specjalny
Swiattoczuty detektor, co pozwala na okreslenie lokalizacji przeszczepu w organizmie. Czutosé
opisywanej metody jest zalezna od kilku czynnikéw, takich jak: wydajno$¢ procesu transfekcji,
wtasciwosci optyczne uktadu i gtebokosé, na jakiej potozone sg przeszczepione komérki (Rice, Cable i
Nelson, 2001). Najwieksze wyzwanie dla obrazowania w warunkach in vivo stanowi przejscie
wyemitowanego fotonu $wiatta przez tkanki gospodarza, tak, aby mdgt on zosta¢ wykryty na zewnatrz.
Dlatego tez detekcja komdrek zlokalizowanych powierzchniowo jest znacznie wydajniejsza niz tych
zlokalizowanych w gtebi tkanek organizmu. Sita sygnatu generowanego w technice bioluminescencji
spada dziesieciokrotnie przy kazdych dodatkowych 10 mm zagtebienia jej Zzrédta w tkance (Weissleder,
2001). W celu rozwigzania tego problemu prowadzone sg aktualnie badania nad modyfikacjg
wtasciwosci farmakokinetycznych podawanej lucyferyny, takich jak wydtuzony czas rozktadu, oraz
pozwalajgcych na emisje Swiatta przesunietego w spektrum w kierunku swiatta czerwonego, ktére jak
wiadomo charakteryzuje sie lepszg penetracjg przez tkanki. Podejmuje sie réwniez proby ingerencji w
dziatanie transporteréw klasy ABC, ktérych zablokowanie pozwala zwiekszy¢ akumulacje lucyferazy w
komérkach (Evans i in., 2014; Huang, Vider, Serganova i Blasberg, 2011). Istnieje kilka gatunkéw
zwierzat i bakterii, ktére charakteryzujg sie naturalng bioluminescencjg, a enzymy przez nie
wytwarzane nieco rdznig sie od siebie sekwencjg genowg i wtasciwosciami. Wsrdd nich wyrdzniamy
najpowszechniej stosowang Fluc (lucyferaza swietlika; ang. firefly luciferase) izolowang od Photinus
pyralis - Swietlika pétnocno-amerykanskiego, Renilla (RLuc; lucyferaza Renilla reniformis; ang. Renilla
luciferase) pochodzacg od meduz Aequorea victoria oraz Tenilla typowaq dla korali (Hastings, 1996).
Réznorodnos¢ typdw aktualnie dostepnych lucyferaz pozwolita, poza okresleniem samej lokalizacji
przeszczepionych komodrek, badaé¢ rowniez oddziatywania MSCs z innymi komdrkami obecnymi w
organizmie gospodarza. Dzieki wyznakowaniu MSCs przy uzyciu RLuc, a komédrek rakowych Fluc
wykazano, ze MSCs majg zdolnos¢ do blokowania progresji procesu nowotworzenia (Leng i in., 2014).
Do gtéwnych zalet obrazowania przeszczepionych komoérek =z wykorzystaniem zjawiska
bioluminescencji mozna zaliczy¢ wysoka przepustowosé tej techniki i tatwos¢ uzyskania komdrek
charakteryzujgcych sie ekspresjg lucyferazy, ktéra wydaje sie nie wykazywaé dziatania
cytotoksycznego. Jednak przy jej pomocy uzyskuje sie obrazy o bardzo niskiej rozdzielczosci
przestrzennej dajgce informacje jedynie o generalnej lokalizacji komarek in vivo w obrebie narzadu lub
obszaru ciata. Ponadto niewielkie zmiany wtasciwosci optycznych tkanki takie jak zmiana koloru czy
krwotok moga mie¢ istotny wptyw na uzyskany wynik. Jednoczesnie w zwigzku z koniecznosciag
wprowadzenia do komdrek konstruktu niosgcego gen lucyferazy, wbudowujgcego sie w DNA pojawia
sie ryzyko wystgpienia procesu insercyjnej mutagenezy (Kim, Kalimuthu i Ahn, 2015). Podsumowujac,
bioluminescencja moze by¢ stosowana tylko w przypadku, gdy Zrddto swiatta jest zlokalizowane
stosunkowo powierzchniowo i jest wykorzystywana gtéwnie w badaniach na gryzoniach. Wysoka
zaleznos¢ wystepujgca pomiedzy gtebokoscig, na ktérej potozone jest Zzrodto swiatta, a intensywnoscia
sygnatu utrudnia pordwnanie jego natezenia pomiedzy poszczegdlnymi osobnikami, natomiast
technika ta bardzo dobrze sprawdza sie w badaniach dtugoterminowych, prowadzonych w celu analizy
dynamiki proliferacji lub przezywalnosci przeszczepu u poszczegdlnych zwierzat.
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1.3.4. Znaczniki fluorescencyjne

Innym rodzajem znacznikéw, stosowanych w badaniach wizualizacji przeszczepionych komérek sg
markery fluorescencyjne. Fluorescencja to proces, w ktdrym swiatfo jest emitowane przez wzbudzong
czasteczke lub atom w zwigzku z procesem oddania przez nig nadmiaru dostarczonej energii. Do
wzbudzenia dochodzi na skutek absorpcji kwantu swiatta o okreslonej dtugosci fali, a emitowane jest
zawsze Swiatto o fali dtuzszej od dtugosci fali zaabsorbowanej. Czasteczki, ktére charakteryzujg sie
naturalng zdolnoscig do pochtaniania i emisji Swiatta nazywane sg fluorochromami i sg czesto
wykorzystywane w badaniach majgcych na celu obserwacje znakowanych nimi komérek w warunkach
in vitro jak rowniez analize post-mortem ich potozenia w tkankach organizmdéw, do ktérych byty
przeszczepione. Pierwszg duzg grupe znacznikdw fluorescencyjnych stanowig karboksyfluoresceiny
wigzace sie z btong komdrkowa. W zwigzku z ich wtasciwosciami lipofilnymi wnikajg one do komdrek
na drodze dyfuzji znakujgc zaréwno zewnetrzng btone komérkowa jak i wewnatrzkomdrkowe
struktury btonowe. Przyktadem takich znacznikdw sg zwigzki PKH26 oraz CM-Dil, ktére byly z
powodzeniem stosowane réwniez do znakowania MSCs (Nagyova i in., 2014). Ich zaletami jest
generowanie silnego i dtugotrwatego sygnatu fluorescencyjnego, ktéry jednak ulega ostabieniu w
przypadku podziatéw mitotycznych wyznakowanych komérek. Stosowanie lipofilnych znacznikéw jest
ponadto obarczone ryzykiem uzyskania fatszywie pozytywnych wynikéw, gdyz moze dojs¢ do
pochtoniecia przez okoliczne komodrki obecne w tkance gospodarza czasteczek fluorescencyjnych
wydzielonych na drodze dysocjacji barwnika z wyznakowanych pierwotnie przeszczepionych komérek
oraz po ich sSmierci fagocytozy fluorescencyjnych resztek komdrkowych przez makrofagi (Ferrari i in.,
2001; Lassailly, Griessinger i Bonnet, 2010). Inne z karboksyfluorescein po wniknieciu do wnetrza
komaérki moga by¢ hydrolizowane przez niespecyficzne esterazy do ujemnie natadowanych zwigzkéw
wigzacych grupy aminowe faczace sie kowalencyjnie z komponentami cytoplazmy stajac sie aktywne
fluorescencyjnie. Sygnat przez nie generowany jest dtugotrwaty, jednak przy czestym wzbudzaniu
szybko ulega znacznemu ostabieniu (wyswieceniu), a badania pokazujg, ze zwigzki te mogg by¢ dla
znakowanych nimi komaérek cytotoksyczne (Progatzky, Dallman i Lo Celso, 2013; Last’ovicka, Budinsky,
Spisek i Bartlinkova, 2009). Najpowszechniej stosowanymi dla MSCs znacznikami z tej grupy sg estrowe
pochodne dioctanu karboksyfluoresceiny takie jak CFDA-SE i CFSE (Urbaniiin., 2006; Polzeriin., 2012).
Kolejng grupa znacznikow fluorescencyjnych sg zwigzki wigzace sie w sposéb niekowalencyjny z
dwuniciowymi czgsteczkami DNA, takie jak Hoechst (Fenol,4-[5-(4-methylo-1-piperazinyl)[2,5 -bi-1H-
benzimidazol]-2"-yl]-,trihydrochlorek) oraz DAPI (4',6-diamidyno-2'-fenyloindol dichlorowodorek).
Znajdujg one swoje zastosowanie gtdéwnie przy pracy z wczesniej utrwalonymi komdrkami w badaniach
immunocytochemicznych oraz cytometrycznych, jednak mozliwe jest ich uzycie rowniez do Sledzenia
komoérek po przeszczepie (Castanheira i in., 2009). Problem zwigzany z ich uzyciem do znakowania
zywych komérek stanowi staba penetracja omawianych znacznikdw przez nieuszkodzong btone
komérkows. Ponadto ich zastosowanie takze obarczone jest ryzykiem przejecia znacznika przez
komorki gospodarza, co byto pokazane po przeszczepie MSCs znakowanych DAPI do siatkédwki oka u
szczuréw (Castanheirai in., 2009).

1.3.5. Geny reporterowe

Kolejnym cennym narzedziem stosowanym w celu okreslenia obecnosci i lokalizacji in vivo
przeszczepianych komoérek sg systemy gendw reporterowych. Gen reporterowy jest to najczesciej
sekwencja DNA, ktéra po wprowadzeniu do komérek powoduje ujawnienie sie w nich
charakterystycznych cech umozliwiajgcych ich jednoznaczng identyfikacje. Do cech dobrego genu
reporterowego zalicza sie to, ze nie wystepuje w postaci naturalnej w organizmie, jego efekt widoczny
jest w postaci tatwo dostrzegalnej zmiany fenotypu, nie zaktéca metabolizmu i fizjologii komadrek, do
ktorych zostat wprowadzony oraz charakteryzuje sie duzg fatwoscig i czutoscig detekcji (Remington,
2011). Wiekszos¢ gendw reporterowych wymaga dostarczenia dodatkowych substratéw w celu
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wykrycia ich ekspresji, jednak istniejg wyjatki. Do najczesciej stosowanych gendw reporterowych
nalezg biatka fluorescencyjne, ktére sg aktualnie dostepne w rdéznych wariantach spektrum
fluorescencji - emitujgc swiatto w kolorze niebieskim (BFP; biatko niebieskiej fluorescencji; ang. blue
fluorescent protein), zielonym (GFP; biatko zielonej fluorescencji; ang. green fluorescent protein),
26ttym (YFP; biatko z6ttej fluorescencji; ang. yellow fluorescent protein) lub czerwonym (mCherry,
DsRed; biatka czerwonej fluorescencji; ang. red fluorescent proteins). Historycznie, jako pierwsza
pozyskana zostata sekwencja biatka GFP, ktérg uzyskano od endogennie go syntetyzujgcej meduzy
Aequorea victoria. Jednak po wprowadzeniu genu gfp do rozwijajacych sie zarodkdw organizmoéw
transgenicznych zaobserwowano, ze poziom ekspresji tego biatka w poszczegdinych komérkach
zwierzat jest zréznicowany. W swojej pracy Harting i wspotpracownicy pokazali, ze jedynie okoto 50 %
MSCs izolowanych od transgenicznych szczuréw z wprowadzonym konstruktem gfp, charakteryzuje sie
zielong fluorescencjg (Harting, Jimenez i Cox, 2009). W zwigzku z niezadowalajacg wydajnoscig i duzym
kosztem tej techniki uzyskiwania komérek charakteryzujgcych sie obecnoscig biatek fluorescencyjnych,
aktualnie najczesciej stosuje sie modyfikacje opierajagce sie o wprowadzenie sekwencji genu
reporterowego poprzez transfekcje in vitro komérek ekspresyjnym wektorem wirusowym kodujgcym
go (Czernik i in., 2013). Mozliwos$¢ uzycia GFP w celu identyfikacji komérek po przeszczepie jest
czeSciowo ograniczona ze wzgledu na istnienie autofluorescencji wiekszosci tkanek, jak rowniez z
uwagi na stabg penetracje sygnatu fluorescencyjnego przez ich warstwy (Chartoffiin., 2011). Ogranicza
to stosowanie komdrek znakowanych przy uzyciu biatek fluorescencyjnych do analizy wykonywanej
post-mortem, najczesciej z zastosowaniem dodatkowych przeciwciat skierowanych przeciwko
produktowi genu reporterowego w celu wzmocnienia generowanego sygnatu fluorescencyjnego
(Lerouxiin., 2010). Inny przyktad genu reporterowego stanowi sekwencja LacZ kodujgca hydrolityczny
enzym bakterii Escherichia coli B-galaktozydaze. Po przeszczepie do organizmu gospodarza komarki,
do ktérych wprowadzono ten gen reporterowy mozna zidentyfikowaé w tkance dzieki ich zdolnosci do
przeksztatcania bezbarwnego zwigzku, jakim jest X-gal (5-bromo-4-chloro-3-indolilo-B-D-
galaktopiranozyd) do niebieskiego produktu, ktéra to reakcja jest przeprowadzana przez B-
galaktozydaze. Przyktad takiego postepowania zostat zaprezentowany rdéwniez w przypadku
identyfikacji MSCs podawanych u szczuréw z ischemicznym uszkodzeniem mézgu (Komatsuiiin., 2010).
Istniejg jednak doniesienia o pojawianiu sie endogennej ekspresji B-galaktozydazy w pewnych grupach
komoérek eukariotycznych, wtgczajgc w to starzejgcy sie populacje MSCs. Taka sama sytuacja dotyczy
kolejnego z szeroko stosowanych gendw reporterowych kodujgcych fosfataze alkaliczng, ktéra
naturalnie wystepuje w tych komoérkach (Gao i in., 2017; Cotarelo i in., 2016). Fakt ten dyskryminuje
stosowanie powyzszych enzymow, jako wierzytelnych gendw reporterowych dla MSCs.

Wszystkie opisane w powyzszym podrozdziale metody umozliwiajg jedynie analize post-
mortem lokalizacji przeszczepionych komérek, co stanowi ich najwiekszg wade w porédwnaniu do
technik opisanych wczesniej. Ponadto dane uzyskane na ich podstawie dajg jedynie wybidrcze
informacje o elementach proceséw, jakim podlegajg przeszczepione komérki gdyz nie ma mozliwosci
obserwacji przy ich uzyciu ciggtosci zdarzen zachodzacych w sekwencji czasowe;j.

Opracowanie metody wydajnego i bezpiecznego znakowania przeszczepianych komérek
macierzystych jest warunkiem koniecznym dla dalszego rozwoju wiedzy o ich potencjale
terapeutycznym. Wszystkie z wyzej opisanych metod majg swoje wady i zalety, a Swiadomos¢ ich
istnienia jest bardzo wazna dla kazdego uzytkownika, aby mozliwe byto dobranie optymalnej techniki
Sledzenia podanych komdrek na potrzeby danego uktadu eksperymentalnego.
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Ryc. 3. Zestawienie technik stosowanych aktualnie do obrazowania komadrek macierzystych po przeszczepie w
badaniach podstawowych i klinicznych (na podstawie Andrzejewska i in., 2015).

1.4. Sposoby przeszczepiania komdrek macierzystych stosowane w terapii uszkodzert OUN

Sposéb podania przeszczepianych komodrek macierzystych wywiera znaczgcy wptyw na ich
lokalizacje w organizmie, biodystrudycje w obrebie danej tkanki jak réwniez wydajnos¢ zasiedlania
przez nie obszaru objetego uszkodzeniem. W przypadku uszkodzenia struktur OUN do najczesciej
wykorzystywanych drég podania komérek zalicza sie transplantacje miejscowa oraz systemowag, jak
rowniez wzglednie nowgq technike przeszczepiania komérek donosowo. Podanie miejscowe odbywa
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sie zazwyczaj poprzez stereotaktyczne wstrzykniecie zawiesiny komérek do ptynu modzgowo-
rdzeniowego albo bezposrednio do parenchymy mdézgu w tym do miejsca uszkodzenia lub w duzej jego
bliskosci. Podejscie to pozwala uzyskaé bardzo duzg liczbe przeszczepionych komérek skumulowang w
okreslonej lokalizacji, jednak w przypadku lezji o charakterze rozsianym lub obejmujacej znaczny
obszar narzadu nie zapewnia ono odpowiedniej dystrybucji przeszczepionych komdrek. Dodatkowo
duze zageszczenie podanych w ten sposéb komérek moze doprowadzi¢ do ich przedwczesnej Smierci,
ze wzgledu na ograniczenie mozliwosci wydajnej dyfuzji tlenu i zwigzkéw odzywczych w tak duzych
skupiskach (Muschler, Nakamoto i Griffith, 2004). Ponadto podczas procedury przeszczepiania
konieczne jest wprowadzenie do bardzo wrazliwych tkanek mdzgu urzadzenia dozujgcego komorki
takiego jak kaniula, co moze wywofac¢ krwotok lub uszkodzenie istotnych osrodkéw, prowadzac do
zaburzen funkcjonalnych u pacjentéw. W przypadku podania komodrek do ptynu madzgowo-
rdzeniowego do problemdw opisanych powyzej dochodzi ryzyko nieprawidtowosci jego przeptywu, co
moze zainicjowac rozwéj wodogtowia (Boltze i in., 2015).

Transplantacja systemowa odbywa sie zazwyczaj poprzez dozylng iniekcje komoérek i
charakteryzuje sie ona brakiem inwazyjnosci chirurgicznej. W przypadku podania dozylnego,
przeszczepione komarki czesto pojawiajg sie w uszkodzonym obszarze mdzgu dopiero po uptywie kilku
dni od ich iniekcji w niewielkiej liczbie. Natomiast droga dotetnicza wydaje sie atrakcyjng kombinacjg
zalet podania domdzgoweo i systemowego. Podanie komérek drogg dotetniczg prowadzi do niemal
natychmiastowego dostarczenia komoérek do rejonu lezji, zazwyczaj w postaci rozsianych na catej jego
przestrzeni niewielkich skupisk, ponadto bez koniecznosci naruszania ciggtos$ci osrodkowego uktadu
nerwowego, ktory jest niezwykle wrazliwy na wszelkie manipulacje (Li i in., 2010b). Tak wiec podanie
dotetnicze potencjalnie moze skutowaé szybszym zasiedlaniem uszkodzenia przez wiekszg liczbe
przeszczepionych komérek o bardziej jednorodnej i obejmujgcej znaczny obszar dystrybucji niz
dostarczanie ich poprzez iniekcje dozylng. Jednym z podstawowych probleméw zwigzanych z
transplantacjg przeznaczyniowg komadrek sg dalsze losy tej populacji komdérkowej, ktéra nie zasiedlita
obszaru uszkodzenia. Wedtug danych literaturowych nawet 90 % komdrek podanych dozylnie,
kumuluje sie w naczyniach krwionosnych ptuc (Pendharkar i in., 2010). Moze to prowadzi¢ do
powstawania zatoréw w ptucach, ktére stanowig zagrozenie zycia, a przypadki ich wystepowania
opisywano zaréwno u zwierzat jak i u ludzi (Yamamoto, 1985; Jung i in., 2013). Podane dozylnie
komoérki wykrywane byty réwniez w innych narzadach takich jak nerki, sledziona oraz watroba (Hicks i
Jolkkonen, 2009). W przypadku iniekcji dotetniczej komérek ich depozycja w ptucach jest znacznie
mniejsza (Makela i in., 2015), a wiekszos¢ z nich po wstrzyknieciu obserwowana jest w uszkodzonym
obszarze mézgu (Pendharkar i in., 2010), jednak juz kilka godzin pdzniej znaczna cze$¢ komorek ulega
przemieszczeniu do narzagddéw peryferyjnych, w tym gtéwnie do watroby, nerek i $ledziony (Khabbal i
in., 2015). Przeszczep dotetniczy moze wigzac sie z ryzykiem powstania mikroudaréw na skutek
zamkniecia przez podane komoérki $wiatta naczyn krwionosnych o matej srednicy w moézgu. W
modelach zwierzecych obserwowano takie sytuacje zachodzgce jednoczesnie z obnizeniem
mozgowego przeptywu krwi podczas infuzji (Cui i in., 2015). Stwierdzono réowniez korelacje pomiedzy
liczbg powstatych po podaniu uszkodzen a dawkg komodrek i predkoscig ich podania. Najnowsze wyniki
naszych badan pokazujg jednak, ze mozliwe jest unikniecie powstania niepozgdanych efektow
ubocznych wstrzyknieé¢ dotetniczych poprzez precyzyjne dostosowanie predkosci infuzji i liczby
komorek w zaleznosci od ich wielkosci (Janowski i in., 2013).

Podanie donosowe zostato pierwotnie rozwiniete, jako strategia dostarczania do struktur OUN
lekéw. Ich przenikanie odbywa sie poprzez transport wewnagtrzkomérkowy taki jak: pinocytoza,
endocytoza lub dyfuzja, kiedy podane do jamy nosowej leki sg pochtaniane przez komérki podporowe,
neurony wechowe dwubiegunowe oraz odgatezienie szczekowe nerwu trdjdzielnego, ktére dalej
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dostarczajg je do opuszki wechowej oraz innych obszaréw mdzgu. Mozliwe jest rdwniez przenikanie
leku $ciezka zewngtrzkomdrkowa, prawdopodobnie przez potaczenia pomiedzy komédrkami
podporowymi lub przez przestrzenie pomiedzy nimi a komdérkami wechowymi. Dostarczane w ten
sposéb substancje mogg przenika¢ do mézgu lub ptynu mézgowo-rdzeniowego. Zewngtrzkomdrkowa
droga podania zapewnia znacznie szybszy, liczony w minutach czas dostarczenia preparatu, podczas
gdy proces ten trwa od kilku godzin do nawet kilku dni w przypadku Sciezki wewngatrzkomaérkowej (Li,
Feng, Zhang i Ma, 2015c). Dla niektérych lekéw wykazano, ze podanie donosowe charakteryzuje sie
znacznie wydajniejszg absorbcjg aktywnie biologicznej substancji do mdézgu w poréwnaniu do iniekcji
dozylnej, co pozwala istotnie zmniejszy¢ dawke podawanego srodka przy zachowaniu takiego samego
poziomu jego skutecznosci (Li i in., 2014). Najefektywniej dostarczane sg niskoczgsteczkowe zwigzki
lipofilne. Podanie przy uzyciu drogi donosowej komodrek jest utrudnione, gtdwnie w zwigzku z ich
istotnie wiekszym rozmiarem (Bahadur i Pathak, 2012). Pomimo, ze niektére prace poddajg w
watpliwos¢ skutecznos¢ dostarczenia MSCs $ciezkg donosowa, inni autorzy twierdzg, ze po
transplantacji mezenchymalnych komérek macierzystych w chorobach OUN sg one obserwowane w
obszarze opuszki wechowej, wzgdrza, podwzgérza, prazkowia, pnia oraz kory mdézgu (Chartoff i in.,
2011; Danielyan i in., 2011). Dodatkowe zastosowanie substancji rozszczelniajgcych warstwe btony
sluzowej jamy nosowo-gardtowej, takich jak hialuronidaza, pozwala zwiekszy¢ obszar zajmowany przez
podane komoérki, ktére s widoczne w mozgu juz po 1.5 godziny od ich aplikacji (Wei i in., 2013).
Okazato sie jednak, ze wigze sie to z ryzykiem wystapienia zapalenia opon mdzgowych, umozliwiajgc
przenikanie pneumokokdw i innych bakterii z jamy nosowej do krwioobiegu (Zwijnenburg i in., 2001).
Do gtéwnych =zalet donosowego podania komodrek niewatpliwie mozna zaliczy¢ tatwosé
przeprowadzenia procedury i jej minimalng inwazyjnos¢. Natomiast zasadniczg wadg drogi donosowej
jak i systemowej jest brak kontroli nad biodystrubucjg komdrek w obrebie uktadu nerwowego. Nalezy
jednak wspomnieé, ze mozliwe jest wystgpienie dziatan niepozadanych w postaci odczyndéw zapalnych,
uszkodzen btony sluzowej nosogardzieli oraz reakcji alergicznych. Podanie donosowe pozwala réwniez
unikna¢ ryzyka depozycji nadmiernej liczby komérek w organach peryferycznych, jednak mechanizm
ich przenikania do mdzgu i doktadne losy podanych komdrek nie zostaty do tej pory wystarczajaco
dobrze wyjasnione, aby procedure tg mozna uznac za w petni bezpieczng i wydajna.

1.5. Transfer komorek endo- i egzogennych z tozyska naczyniowego do struktur OUN

Podania systemowe oraz dotetnicze komérek s3g aktualnie najczesciej stosowanymi technikami w
prébach leczenia schorzern OUN z wykorzystaniem transplantacji komérek macierzystych. Jednym z
gtownych problemoéw zwigzanych z ich stosowaniem jest fakt, ze przeszczepione komorki musza wyjsc
z tozyska naczyniowego, aby przedostaé sie do obszaru moézgu objetego procesem chorobowym.
Proces ten jest utrudniony ze wzgledu na istnienie specyficznych dla osrodkowego uktadu nerwowego
barier takich BBB (bariera krew-mdzg; ang. blood-brain barrier), BCSFB (bariera krew-ptyn mézgowo
rdzeniowy; ang. blood-cerebrospinal fluid barrier) oraz BLMB BME (bariera krew-opony mézgu; ang.
blood-leptomeningeal barrier). Ich rolg jest ochrona struktur OUN przed wnikaniem potencjalnie
szkodliwych substancji, ktére mogga by¢ obecne we krwi. W stanie fizjologicznym istnienie tych barier
uniemozliwia przenikanie komérek do parenchymy modzgu, jednak w odpowiedzi na uszkodzenie
niektére z komodrek uktadu immunologicznego, takie jak leukocyty, nabierajg zdolnosci do
przechodzenia przez wyzej wymienione bariery, proces ten nazywany jest diapedeza.

44



1.5.1. Budowa i funkcje bariery krew-mozg

Bariera krew-mdzg obejmuje naczynia krwiono$ne mdzgu na poziomie kapilar i zytek o
najmniejszej Srednicy znajdujacych sie bezposrednio za nimi (zytek post kapilarnych). W naczyniach
tych komérki srédbtonka otoczone sg przez perycyty oraz astrocyty. Struktury te tworzg trwatg i
szczelng bariere, ktéra jest odpowiedzialna za regulacje przepuszczalnosci mikronaczyn, zachowanie
odpowiedniego gradientu stezenia jondw, makromolekut i neuroprzekaznikéw po obydwu stronach
bariery jak réwniez usuwanie zwigzkdéw toksycznych oraz transport sktadnikéw odzywczych do mdzgu
(Blanchette i Daneman, 2015). Komarki srédbtonka stanowig zlokalizowang najblizej Swiatta naczynia
warstwe bariery krew-mdzg. Po stronie bazalnej przylegajg one do btony podstawnej, w ktorej sg
zakotwiczone przez biatka adhezyjne. Poszczegdlne komdérki $rédbtonka sg powigzane miedzy sobg
poprzez potaczenia, ktdre szczelnie zamykajg przestrzenie miedzykomdrkowe. Dodatkowo, w
przeciwienstwie do komérek srédbtonka, ktére wystepujacymi w naczyniach obwodowych, komérki
endotelialne naczyn krwionos$nych mdzgu nie posiadajg fenestracji a czestos¢ przeprowadzanego przez
nie procesu transcytozy jest znacznie zredukowana, charakteryzujg sie one réwniez silng polaryzacjg w
przestrzeni apikalno-bazalnej. W czesci apikalnej ich btony komérkowej zawarte sg transportery
zwigzkdw odzywczych - takie jak GLUT-1 (transporter glukozy-1; ang. glucose transporter 1) —
przenosnik glukozy oraz typu LAT1 (transporter duzych aminokwaséw 1; ang. L-type amino acid
transporter 1), ktéry uczestniczy w dostarczaniu do OUN aminokwasdw — oraz kompleksy biatek
odpowiedzialne za wydzielanie zbednych produktéw metabolizmu tkanki nerwowej do krwi takie jak
glikoproteina P. Fizjologicznie na powierzchni komdrek endotelialnych tworzgcych BBB znajduje sie
rowniez bardzo niewiele biatek adhezyjnych (Correale i Villa, 2009). Komodrki srédbtonka naczyn
krwionosnych modzgu sg powigzane ze sobg bocznie poprzez potgczenia typu AJ (potaczenia
przylegajace; ang. adherence junction) oraz pofaczenia sciste (TJ; ang. tight junction). Gtéwnymi
biatkami tworzacymi AJ sg VE-kadheryna (kadheryna srodbtonka naczyniowego; ang. vascular
endothelial cadherin), koneksyna 43 oraz N-kadheryna (kadheryna neuronalna; ang. neural cadherin).
VE-kadheryna tworzy potgczenia homofilowe i stabilizuje wigzanie pomiedzy komérkami srédbtonka.
Jest ona receptorem transbtonowym zaleznym od jondw wapnia. Jej koniec cytoplazmatyczny jest
potgczony z biatkami z rodziny katenin, ktére zapewniajg utrzymanie kadheryn w btonie komérkowej
chroniac je przed degradacja, a jednoczesnie zapewniajg ich potgczenie z filamentami aktynowymi
cytoszkieletu komarek. Aktywacja wewngtrzkomadrkowych sciezek sygnatowych indukujgcych zmiany
fosforylacji katenin powoduje spadek sity wigzania tego kompleksu, co prowadzi do internalizacji
kadheryn i ich rozpadu w proteasomach. Moze to powodowaé wzrost przepuszczalnosci AJ (Julius,
2009). W sktad potaczen scistych (TJ) wchodzg biatka adhezyjne takie jak klaudyny, okludyny i biatka
JAM (czasteczka adhezyjna potaczen; ang. junctional adhesion molecule). Klaudyny stanowig rodzine
biatek transmembranowych czterokrotnie przechodzacych przez btone komérkows, majg one dwie
petle potozone zewnatrzkomadrkowo oraz krétki odcinek cytoplazmatyczny. Z dotychczasowych badan
wynika, ze klaudyna 3, 5 i 12 uczestniczag w utrzymaniu stabilnosci bariery krew-mdzg. Zaburzenia
ekspresji klaudyny 5 powodujg rozpad BBB, ponadto biatko to odgrywa istotng role w procesie
selektywnego przechodzenia przez bariere czgsteczek w zaleznosci od ich rozmiaru (Yang i Rosenberg,
2011). tancuch biatkowy okludyn réwniez czterokrotnie przecina btone komérkowsa, jest zakoriczony
krotkg domeng cytoplazmatyczng po jednej stronie, a po drugiej petlami, ktére mogg wchodzi¢ w
oddziatywania homofilowe z innymi okludynami, badz faczy¢ sie z biatkami z rodziny klaudyn.
Wewnatrz komorki srddbtonka zaréwno klaudyny jak i okludyny taczg sie z elementami cytoszkieletu
poprzez biatka kompleksu zonula ocludens (ZO; obwddka zamykajaca; ang. zona occludens) (Z0-1, ZO-
2 oraz Z0O-3), co zapewnia ich stabilizacje w btonie komorkowej. Biatka JAM stanowig podgrupe rodziny
receptorow immunoglobulinowych (Ig) zawierajgcg dwie zewnatrzkomérkowe domeny Ig-podobne.
Biatka JAM-A oraz JAM-C wspottworzg potaczenia sciste wchodzac w oddziatywania homofilowe,
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jednak majg réwniez zdolnos$¢ do wigzania innych rodzajéw biatek adhezyjnych takich jak integryny.
Poza obecnoscig wyzej wymienionych biatek stanowigcych komponenty AJ i TJ, na powierzchni
komoérek sréddbtonka wspdéttworzacych BBB mozna odnalezé receptory uczestniczgce w ich kontakcie z
innymi komodrkami, sa to miedzy innymi: PECAM-1 (ptytkowo-$réddbtonkowa czgsteczka adhezji
komadrkowej 1, ang. platelet endothelial cell adhesion molekule 1), ICAM-1, ICAM-2 (ICAM; czasteczka
adhezji miedzykomdrkowej; ang. intercellular adhesion molecule), oraz CD99 (Van lItallie i Anderson,
2014). Do komoérek srédbtonka naczynn mézgowych od strony btony podstawnej przylegaja perycyty,
ktére wytwarzajg komponenty macierzy zewnatrzkomdrkowej oraz regulujg stabilnos¢ i srednice
naczyn krwionosnych, poprzez co sprawujg kontrole nad mézgowym przeptywem krwi. Perycyty sg
umocowane w btonie podstawnej warstwy endotelium, podobnie jak w niektorych obszarach
bezposrednio do komdrek srédbtonka przy pomocy integryn takich jak al1f1, a3p1, a5B1, a6B1 oraz
N-kadheryny i koneksyny 43. Obecnos¢ perycytéw jest konieczna dla utrzymania potfaczen Scistych.
Brak perycytow prowadzi do rozszczelnienia bariery krew-mdzg i pojawiania sie licznych krwotokéw
(Winkler, Bell i Zlokovic, 2011). Kolejng warstwe BBB stanowig astrocyty. Wydzielane przez nie biatka
sygnatowe takie jak Shh (Sonic Hedgehog), Netryna 1, Ang-1 oraz czynniki wzrostu FGF i GDNF
oddziatujg na komérki s$rédbtonka poprzez specyficzne receptory obecne na ich powierzchni.
Aktywowane w ten sposéb wewnatrzkomdrkowe szlaki przekaznictwa sygnatu indukujg zmiane
poziomu ekspresji biatek potgczen Scistych, takich jak klaudyna 5 oraz blokujg pojawienie sie na
endotelium biatek adhezyjnych dla leukocytéow, posredniczg rowniez w regululacji obecnosci VE-
kadheryny w AJ wptywajgc na stopien transportu paracelluralnego. Astrocyty stanowig kluczowy
sktadnik BBB, ktéry ze wzgledu na swoje pofozenie moze oddziatywac bezposrednio z komédrkami
parenchymy OUN (Abbott, 2002). Astrocyty wydzielajg biatka, ktére tworza ich witasng btone
podstawng oddzielajagcg parenchyme od BBB. Btona ta sktada sie z innych komponentéw niz
wytwarzana przez endotelium btona podstawna. Do gtéwnych sktadnikéw tej btony nalezg laminina al
oraz a2, podczas gdy btona komdrek $rédbtonka zawiera izoformy laminy a4 oraz a5. Obie z
wspoéttworzgcych BBB bton stanowig bariere dla leukocytédw podczas procesu ich diapedezy, jednak ze
wzgledu na odmienng kompozycje skfadnikdw tych bton ich oddziatywanie z komdrkami uktadu
odpornosciowego ma inny charakter. W rejonie zytek post kapilarnych pomiedzy btong podstawng
komoérek srodbtonka a btong wytwarzang przez astrocyty znajduje sie przestrzen periwaskularna
wypetniona przez ptyn mdézgowo-rdzeniowy, nie wystepuje ona w obszarze naczyn kapilarnych, gdzie
dwie wyzej wymienione btony faczg sie ze sobg w jedna. Transport zwigzkéw odzywczych odbywa sie
gtéwnie w obszarach naczyn kapilarnych, ktére sg zlokalizowane blizej neuronéw mdzgu, natomiast
migracja komorek uktadu odpornosciowego ma miejsce w rejonie zytek post kapilarnych, dzieki czemu
po whniknieciu komdrek immunologicznie czynnych do przestrzeni periwaskularnej, moga sie one
kontaktowac z obecnymi tam komdérkami APC (Yousif, Di Russo i Sorokin, 2013).

1.5.2. Zmiany wtasciwosci BBB na skutek udaru niedokrwiennego mozgu

Podczas udaru mézgu, na skutek pojawienia sie zatoru w naczyniu krwiono$nym dochodzi do
obnizenia przeptywu krwi w obszarze przez nie zaopatrywanym. Jednoczesnie do rejonu tego nie jest
dostarczana wystarczajgca ilos¢ sktadnikdw odzywczych i tlenu. Powoduje to niedobdr
produkowanego ATP (adenozyno-5'-trifosforanu; ang. adenosine triphosphate), naptyw
ekscytotoksycznego dla neurondéw glutaminianu, zaburzenia gradientu jondw, wzrost zakwaszenia
tkanki oraz indukcje stresu oksydacyjnego. Stymuluje to przemieszczenie ptynu tkankowego do
wnetrza komérek prowadzac do powstania cytotoksycznego obrzeku moézgu. W miejscu uszkodzenia
wytwarzana jest réwniez duza ilo$¢ cytokin prozapalnych i chemokin, ktére powodujg aktywacje
komorek srodbtonka jak réwniez stymulujg naptyw komorek uktadu odpornosciowego gospodarza. Juz
w ciggu kilku pierwszych minut po udarze zachodzg daleko idgce zmiany w obszarze mikronaczyn
krwionosnych znajdujgcych sie w centrum tego obszaru (Sandoval i Witt, 2008). Aktywowane
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tkankowe enzymy proteolityczne takie jak urokinaza, metaloproteinazy i katepsyny trawig sktadniki
macierzy zewnatrzkomérkowej oraz btone podstawng komérek srédbtonka i astrocytéw, stanowigcych
komponenty BBB. Akumulacja kwasu mlekowego w komérkach srédbtonka powoduje ich obrzek, co
prowadzi do zmniejszenia Swiatta kapilarnych naczyi krwionosnych. W wyniku niedotlenienia w
komorkach srédbtonka dochodzi do spadku poziomu ekspresji i zmian lokalizacji biatek tworzacych
potaczenia sciste, czemu towarzyszy obnizenie oporu elektrycznego warstwy endotelium. Jezeli
zatkane naczynie zostanie udroznione, dochodzi do jego reperfuzji. Natychmiast po powrocie
maébzgowego przeptywu krwi nastepuje ostre przekrwienie, co powoduje otwarcie uszkodzonej bariery
krew-mdzg w zwigzku z silnym wzrostem cisnienia w uktadzie oraz cze$ciowym rozpadem potaczen
scistych. Po pierwszym epizodzie wzrostu przepuszczalnosci BBB dochodzi do ponownego zamkniecia
potgczen scistych, ale mechanizm tego procesu nie zostat do tej pory wyjasniony. Przypuszcza sie, ze
przyczyng tego jest wzmozona aktywnos¢ kurczliwa perycytéw otaczajgcych komarki endotelium,
ktore stabilizujg przeptyw krwi. Po przekrwieniu nastepuje faza hypoperfuzji uszkodzonego obszaru
mozgu trwajaca przez kilka kolejnych godzin. Podczas tego procesu obserwuje sie kolejny cykl rozpadu
i pofaczenia TJ. Przyczyn hypoperfuzji upatruje sie w niedoborze zwigzkéw odzywczych oraz wcigz
postepujgcej obstrukcji mikronaczyn wywofanej obrzekiem komdrek endotelialnych i wypustek
stopowatych astrocytéw, ktére tracg kontakt z komodrkami srédbtonka (Kunz i ladecola, 2009).
Jednoczesnie te same zjawiska mogg stanowi¢ przyczyne ponownego rozpadu TJ. Innymi
wymienianymi niekorzystnymi czynnikami s3: dziatanie stresu oksydacyjnego i aktywnosc
proteolityczna enzymow tkankowych. Ostatni cykl rozpadu i odnowy potgczern komérek srédbtonka
BBB jest obserwowany w fazie obrzeku wazogennego (Huang i in., 1999). Po kilku dniach od epizodu
niedokrwiennia, rozpoczyna sie proces angiogenezy i przebudowy uszkodzonych naczyn krwiono$nych
w obszarze uszkodzenia. Aby to sie stato konieczne jest rozszczelnienie potgczen Scistych pomiedzy
komodrkami $rédbtonka. Jednoczesnie wcigz aktywne sg procesy zwigzane z aktywacjg uktadu
odpornosciowego gospodarza, ktdre rowniez destabilizujg potaczenia w warstwie endotelium. W
zwigzku z tym wzrasta przepuszczalno$¢ BBB, co umozliwia wnikanie makroczasteczek obecnych we
krwi do parenchymy. Skutkuje to wzrostem catkowitej objetosci tkanki i w efekcie obrzekiem médzgu
(Heo, Han i Lee, 2005). Proces przebudowy naczyn krwionosnych moze trwac¢ nawet przez kilka
kolejnych tygodni, jednak konczy sie nie tylko ponownym ztozeniem przerwanych pofaczen, ale
rowniez uformowaniem nowych TJ pomiedzy komdrkami Srédbtonka. Istnieje wiele mechanizmoéw
molekularnych przyczyniajagcych sie do wzrostu przepuszczalnosci BBB podczas udaru mozgu.
Uszkodzona tkanka wytwarza duze ilosci cytokin prozapalnych takich jak TNFa oraz IL1, wolnych
rodnikdéw oraz czynnikdw wzrostu regulujacych proces angiogenezy w tym VEGF. Aktywujg one w
komarkach srodbtonka kinazy biatkowe takie jak: PKC (kinaza biatkowa C; ang. protein kinase C), PKA
(kinaza biatkowa A; ang. protein kinase A), PKG (kinaza biatkowa G; ang. protein kinase G), PKT (kinaza
biatkowa B; ang. protein kinase B), FAK (kinaza ptytek przylegania; ang. focal adhesion kinase), PI3K
(kinaza 3-fosfatydyloinozytolu; ang. phosphoinositide 3-kinase) oraz SRC (rodzina SRC kinaz
tyrozynowych). W ich dziataniu posredniczg nastepnie mediatory, wsrdd ktérych mozna wymienié
cykliczne formy nukleotydéw (cAMP - cykliczny adenozyno-3’,5-monofosforan; ang. 3',5'-cyclic
adenosine monophosphate, cGMP - cykliczny guanozyno-3’,5-monofosforan; ang. cyclic guanosine
monophosphate), jony wapnia oraz inne czgsteczki. Mechanizmy aktywowane przez te czgsteczki
prowadzg w wiekszosci do zmian stanu fosforylacji domen cytoplazmatycznych biatek
wspottworzacych potgczenia Sciste (takich jak klaudyna i okludyny) oraz przylegajgce (VE-kadheryna)
lub kompleksow biatkowych kotwiczgcych je w btonie. Powoduje to destabilizacje komponentow TJ i
ich internalizacje lub redystrybucje w komdérce srédbtonka. Dodatkowo kinazy te wptywajg na
fosforylacje lekkich tancuchéw miozyny (MLC; ang. myosin light chain) zmieniajgc powinowactwo
filamentéw miozynowych i aktynowych. Dochodzi do uformowania wtdkien stresowych aktyny,
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wzrasta aktywnosc¢ kurczliwa cytoszkieletu komérki, co powoduje obkurczenie komoérek srédbtonka i
wywotuje wzrost przepuszczalnosci BBB (Heo, Han i Lee, 2005). Przyktadowo w komadrkach srédbtonka
juz podczas pierwszych kilku minut od poczatku epizodu niedotlenienia wykrywana jest duza ilo$¢
zwigzanej z btong izoformy kinazy PKC, ktéra fosforyluje biatka kompleksu ZO. W wyniku tego zjawiska
biatka te ulegajg translokacji z cytoplazmy do jadra komérkowego, nie mogac juz dtuzej stabilizowad
biatek potaczen scistych w btonie komdrkowe] (Sandoval i Witt, 2008). Nalezy takze pamietaé o
wspomnianych wczesniej, wydzielanych przez tkanke, enzymach proteolitycznych, ktére trawig
elementy ECM (macierz zewnatrzkomérkowa; ang. extracellular matrix), taczagce komoérki ze sobg,
przez co powodujg dysocjacje poszczegdlnych elementéw BBB. Aktywowane w odpowiedzi na
uszkodzenie komorki endotelium, astrocyty jak réwniez inne komdrki OUN wydzielajg duze ilosci
cytokin prozapalnych i innych czynnikdéw stanowigcych chemoatraktanty dla leukocytéw (Candelario-
Jalil'iin., 2007). Wysokie stezenie IL-1, TNF-a oraz MCP-1 (biatko chemotaktyczne dla monocytéw; ang.
monocyte chemoattractant protein 1) prowadzi do rozszczelnienia potgczen warstwy endotelium na
skutek zaniku i redystrybucji VE-kadheryny, okludyny, Klaudyn, katenin i biatek ZO w mechanizmach
opisanych powyzej, ponadto powoduje wzrost ekspresji innych biatek adhezyjnych obecnych w btonie
komorek s$rédbtonka (Dimitrijevic, Stamatovic, Keep i Andjelkovic, 2006). Indukcja duzej ilosci
czasteczek ICAM, selektyn oraz biatek JAM umozliwia leukocytom transmigracje z krwioobiegu do
parenchymy mézgu.

1.5.3. Proces diapedezy leukocytéw w stanach patologicznych OUN

W stanach patologicznych OUN, takich jak np. udar mézgu, dochodzi do masywnego naptywu
komoérek uktadu odpornosciowego do parenchymy modzgu. Przejscie leukocytdw ze swiatta naczynia
krwionosnego do tkanki jest procesem wieloetapowym. Sktada sie on z sekwencji zdarzen, ktorg
inicjuje przejsciowy kontakt krgzacych w krwioobiegu leukocytéw z komérkami sréddbtonka
wyscielajgcymi naczynie krwionosne. W procesie tym posredniczg gtéwnie biatka adhezyjne z rodziny
selektyn. Selektyny stanowig biatka transbtonowe wigzace specyficzne reszty cukrowe. Ze wzgledu na
pochodzenie wyrdznia sie trzy gtdwne kategorie selektyn, oznaczane odpowiednio literami E —
epitelialne, L- leukocytarne oraz P — ptytkowe (Cytobiochemia. Biochemia niektérych struktur
komodrkowych, 2018). Wszystkie z nich posredniczg w pierwszym etapie kontaktu pomiedzy
leukocytami a komadrkami srédbtonka, a ich gtdwnymi ligandami obecnymi na powierzchni leukocytow
s3: glikozylowane biatko PSGL-1 (ligand P selektyny; ang. P selectin ligand), MadCAM-1 (czasteczka
adhezji komorkowej bedaca adresyng bton sluzowych; ang. mucosal addressin cell adhesion molecule-
1), Gly-CAM1 (czasteczka adhezji komdrkowej zalezna od glikozylacji; ang. glycosylation-dependent cell
adhesion molecule-1) GDNF oraz CD34 (tetraspanina 34). Sita wigzania sie selektyn z ich ligandami
wzrasta w obecnosci sit Scinania. Powstajg one podczas przeptywu krwi, gdy poruszajaca sie ciecz
wywiera nacisk na S$ciane naczynia krwionosnego. Dzieki ich obecnosci ptyngca komodrka
naprzemiennie taczy sie i oddziela od komérek srédbtonka, wytracajac stopniowo swojg predkosé. Etap
ten nazywany jest toczeniem sie komarek. Alternatywnie oddziatywanie to zachodzi réwniez poprzez
wigzanie obecnych na leukocytach integryn zawierajgcych podjednostke a4 z biatkami z rodziny
immunoglobulin jak VCAM-1 (czasteczka adhezji komdrkowej naczyr 1; ang. vascular cell adhesion
molecule 1) oraz MadCAM-1 (Ley, Laudanna, Cybulsky i Nourshargh, 2007). Integryny stanowig jedng
z najistotniejszych klas biatek adhezyjnych, ktére s3 zaangazowane w wiele etapdw procesu
ekstrawazacji. S3 one zbudowane z dwdch niekowalencyjnie potgczonych podjednostek. Sktadajg sie
one z wiekszego tancucha a oraz mniejszego B. Dotychczas wyrdzniono 14 mozliwych wariantow
podjednostki a oraz 8 podjednostki B. Czes¢ z podjednostek a moze asocjowaé tylko z jedna
podjednostka B, jednak istniejg réwniez takie jak np. a4, a6 oraz av, ktére mogg sie taczy¢ z kilkoma
rodzajami podjednostki B. W budowie integryn mozna wyrdznié¢ globularng gtéwke i dwie odnogi
przechodzace przez btone komérkowg. Domena cytoplazmatyczna integryn wchodzi w interakcje z
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cytoszkieletem komorki (Cytobiochemia. Biochemia niektérych struktur komodrkowych, 2018).
Integryny takie jak LFA-1 (integryna alP2; antygen zwigzany z czynnoscia limfocytow; ang. lymphocyte
function-associated antigen 1) oraz VLA-4 (a4B1; antygen bardzo pdiny 4; ang. very late antygen 4)
stanowig biatka adhezyjne, ktére umozliwiajg kolejny etap procesu diapedezy leukocytow, czyli
zatrzymanie sie toczacej sie komérki na powierzchni srédbtonka. Toczaca sie w Swietle naczynia
komoérka, pod wptywem chemokin takich jak na przyktad CXCL12, wydzielanych przez komorki
srodbtonka wigze sie z obecnymi na komdrkach endotelium receptorami. Prowadzi to do aktywacji
receptorow zwigzanych z biatkami G obecnych w cytoplazmie komoérek uktadu odpornosciowego.
Inicjuje to rozpoczecie wewnatrzkomdrkowe] kaskady sygnatowej stanowigcej bodziec dla integryn
obecnych na powierzchni leukocytéw do aktywacji, czyli zmiany konformacji zwiekszajacej ich
powinowactwo do liganddw, jak réwniez do rozpoczecie tworzenia klastréow (Herter i Zarbock, 2013).
Po aktywacji integryna VLA-4 wigze sie gtdwnie z biatkiem VCAM-1, natomiast LFA-1 z receptorami
ICAM-1 (czasteczka adhezji miedzykomorkowej; ang. intercellular adhesion molecule 1) i ICAM-2 (ang.
intercellular adhesion molecule 2). Potaczenia te zapewniajg zwigzanie toczacych sie leukocytow z
warstwg komadrek $rddbtonka, co prowadzi do zatrzymania sie komérek. Po zwigzaniu integryn z
ligandami zmienia sie stan fosforylacji ich domen cytoplazmatycznych. Przytgczane sg do nich biatka,
takie jak paksylina tgczaca sie z podjednostkg a4, co umozliwia integrynom wejscie w oddziatywania z
kompleksem Arf GAPs (biatka aktywujgce GTPaze z rodziny Arf; ang. ADP-ribosylation factor GTPase
activating proteins) zaangazowanym w mechanizm transportu btonowego i przebudowy cytoszkieletu
aktynowego komorki. Prowadzi to do zahamowania Arf GAPs, a tym samym proceséw przez niego
kontrolowanych w obszarze, w ktérym zlokalizowane s3 integryny, co zapewnia stabilizacje i
wzmocnienie sity wigzania leukocytow do komodrek srédbtonka. Posrednio reguluje to réwniez
migracje komaérek immunologicznie czynnych, gdyz wiodacy biegun btony komérkowej wyznaczajacy
kierunek dalszego przemieszczania sie komodrki znajduje sie w sektorze, w ktérym nie doszto do
interakcji integryn z ich ligandami, a wiec w rejonie, w ktorym kompleks Arf GAPs wcigz jest aktywny.
(Randazzo i Hirsch, 2004; Ley i in., 2007). Migracja leukocytow wzdtuz $ciany naczynia krwionosnego
po ich zatrzymaniu nazywana jest petzaniem. Ten proces zachodzi dzieki oddziatywaniu biatek LFA-1,
MAC-1 (integryna CD11b/CD18; ang. macrophage 1), ICAM-1 oraz ICAM-2, a jego celem jest znalezienie
optymalnej przestrzeni do przejscia leukocytéw przez warstwe komorek $Srédbtonka. Wymaga to
przekroczenia bariery tworzonej przez potaczenia S$ciste i przylegajagce pomiedzy komdrkami
endotelialnymi. Jak juz wczesniej wspomniano jednym z gtéwnych biatek budujgcych te potgczenia jest
VE-kadheryna. Jej dystrybucja wzdtuz komdrek srédbtonka tworzacych naczynia krwionosne w poblizu
uszkodzonej tkanki ulega zmianie, stad leukocyty petzajg w naczyniu do obszaréw, w ktdrych jej
nagromadzenie jest wzglednie mate, aby tam rozpocza¢ proces transmigracji (Ley i in., 2007). W
pierwszym etapie transmigracji dookota komérki powstaje pierscien stworzony przez Sciste potaczenia
pomiedzy integryng LFA-1 a biatkiem ICAM-1 oraz receptorem VLA-4 i jego ligandem VCAM-1 okreslany
mianem struktury dokujgcej. W nastepnym etapie komorki srddbtonka wytwarzajg bogate w wyzej
wymienione receptory wypustki otaczajgce migrujgce leukocyty. Transmigracja polega na
przekroczeniu przez leukocyt warstwy endotelium dzieki przejsciu przez potaczenia pomiedzy
komérkami $rédbtonka na drodze paracelluralnej/miedzykomérkowej lub bezposrednio przez
komorke srodbtonka — transcelluralnie/przezkomorkowo. Znacznie czesciej obserwuje sie przejscie
leukocytéw przy udziale sciezki paracelluralnej. Potgczenie biatka ICAM1 z czasteczkg MAC1 w rejonie
transmigracji uruchamia wewngatrzkomorkowg kaskade sygnatowg komorek srodbtonka powodujgca
wzrost aktywnosci kurczliwej tancuchow miozyny, na skutek, czego dochodzi do czesciowego
rozszczelnienia pofaczen pomiedzy komdrkami srédbtonka, zwigzanego z rozpadem potgczern VE-
kadheryny. Podczas tego procesu leukocyty wytwarzajg wypustki, ktére scisle taczg sie z komédrkami
srodbtonka, na powierzchni, ktérych obserwuje sie wzrost ekspres;ji specyficznych liganddéw. Integryny
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obecne na leukocytach tgczg sie z biatkami JAM (JAM-A z LFA-1 oraz JAM-B z VLA-4) oraz ICAM1 i ICAM2
natomiast biatka PECAM-1 (czasteczka adhezji komdrkowej ptytek i Srodbtonka; ang. platelet
endothelial cell adhesion molecule) i CD99 tworzg interakcje homofilowe (potaczenia PECAM-1 z
PECAM-1 oraz CD99 z CD99). Sekwencyjne powstawanie tych potgczen powoduje, ze leukocyty
przedostajg sie przez przez przestrzen pomiedzy komdrkami sSrédbtonka.
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Ryc. 4. Schemat procesu ekstrawazacji leukocytéow z uwzgledniem gtéwnych typow biatek adhezyjnych
zaangazowanych w procesy (A) toczenia sie, (B) zatrzymania, (C) petzania i (D) transmigracji.

W przypadku transmigracji na drodze transcelluralnej, zachodzacej przez cytoplazme komorek
srodbtonka, proces ten rozpoczyna sie od uformowania w obszarze cienkiej warstwy komodrek
endotelialnych wypustek obejmujgcych leukocyt. Zlokalizowane powierzchniowo na komdrkach
srodbtonka biatko ICAM-1 przemieszcza sie do obszaréw btony komérkowej graniczacej z leukocytem
bogatej w F-aktyne i kaweole. W rejonie tym uformowany zostaje kanat kaolinowo-aktynowy
umozliwiajgcy przejscie leukocytéw (Schnoor, Alcaide, Voisin i van Buul, 2015). Po pokonaniu warstwy
endotelium komoérki immunologicznie czynne muszg przejsé¢ przez btone podstawng naczynia
krwionosnego. Gtéwnymi sktadnikami btony sg laminina i kolagen IV. Leukocyty do swojej dalszej
migracji wykorzystujg regiony, w ktérych ekspresja tych biatek jest wzglednie niska. Komorki
przemieszczajg sie do nich podazajgc prawdopodobnie za gradientem wytwarzanych przez tkanke
czynnikéw chemotaktycznych dzieki interakcji pomiedzy obecng na ich powierzchni integryng a6p1 a
lamining. W kolejnym etapie transmigracji nastepuje trawienie wytworzonej przez astrocyty btony
ograniczajacej wejscie do tkanki przy uzyciu wydzielanych przez leukocyty metaloproteinaz MMP-2
(metaloproteaza macierzy pozakomoérkowej 2; ang. matrix metalloproteinases 2) oraz MMP-9
(metaloproteaza macierzy pozakomérkowej 9; ang. matrix metalloproteinases 9). Po ukonczeniu tego
etapu leukocyty przedostajg sie do parenchymy mézgu, tym samym konczgc proces ekstrawazacji.
Catos¢ procesu diapedezy leukocytéw zajmuje okoto 20 minut (Schnoor i in., 2015; Ley i in., 2007).
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1.5.4. Migracja i ekstrawazacja mezenchymalnych komdrek macierzystych po ich transplantacji do
tozyska naczyniowego

Transplantacja MSCs najczesciej odbywa sie na drodze podania do ukfadu naczyniowego, co
powoduje, ze przeszczepiane komérki, aby przedostac sie do uszkodzonych struktur muszg przejs¢
przez sciane naczynia krwionosnego. Proces migracji i ekstrawazacji MSCs nie zostat dotychczas dobrze
poznany. Niewiele jest prac opisujgcych jego poszczegélne etapy, jednak wydaje sie, ze charakteryzuje
sie on pewng analogig do wyzej opisanej diapedezy leukocytéw (Riister iin., 2006). Przypuszcza sie, ze
sam etap zatrzymania podanych systemowo MSCs w obszarze uszkodzenia moze by¢ zjawiskiem
pasywnym, wynikajgcym ze wzglednie duzego rozmiaru podanych komérek, ktére zatykajg swiatto
naczyn krwionosnych o niewielkiej srednicy — takich jak naczynia kapilarne (Leibacher i Henschler,
2016). Niemniej jednak na powierzchni MSCs obecne s3 receptory dla czgsteczek chemotaktycznych
takie jak CXCR4 (receptor dla chemokin z rodziny CXC 4; ang. CXC chemokine receptor type 4) oraz
niektére receptory z grupy wigzgcej chemokiny podrodziny C-C (CCR; receptor chemokin z motywem
CC; ang. CC chemokine receptor), ktére mogg posredniczy¢ w procesie ukierunkowanej migracji i
rekrutacji komorek podanych systemowo do obszaru uszkodzenia. Dotychczas udokumentowano
znaczenie biatka CCR2 w migracji dozylnie podanych MSCs do uszkodzonego mieénia sercowego, jak
rowniez role oddziatywan receptora CXCR4 i jego liganda SDF-1 dla ukierunkowania przemieszczenia
sie komodrek do mézgu zwierzat po epizodzie niedotlenienia (Yu i in., 2015; Guo i in., 2013). Niestety
poza pojedynczymi przyktadami udziat procesu chemotaksji w lokalizacji narzadowej podanych
systemowo komoérek nie zostat dotychczas odpowiednio zweryfikowany. Po przedostaniu sie MSCs do
obszaru docelowego, gdzie komorki te bedg podlegaty transmigracji, ulegajg one zatrzymaniu. Jednak
nie posiadajg one na swojej powierzchni selektyn, tak, wiec mechanizm ich dokowania jest inny niz ten
obserwowany u leukocytéw. MSCs charakteryzuje wysoka ekspresja biatka CD44 — jednego z gtéwnych
liganddw selektyn, aczkolwiek ze wzgledu na brak fukozylacji nie jest on funkcjonalny (Brooke, Tong,
Levesque i Atkinson, 2008; Sackstein i in., 2008). Zaktadajac wiec, ze zjawisko wychwytu komadrek z
krwioobiegu jest procesem aktywnym, proces migracji z tozyska naczyniowego do tkanki musi mieé
inne podtoze molekularne. Wskazuje sie miedzy innymi na oddziatywania integryn z receptorami z
rodziny immunoglobulin, ktdére takze u leukocytéw mogg stanowi¢ biatka zaangazowane w
alternatywny mechanizm toczenia sie komoérek. Na powierzcni MSCs sg obecne podjednostki integryn
takich jak: B1, B2, al, a2, a3, a5, a6 oraz aV. Jesli chodzi o ekspresje podjednostki a4 w literaturze
mozna znalez¢ sprzeczne doniesienia. Zuk (Zuk i in., 2002), Orciani (Orciani i in., 2010) i Pittenger
(Pittenger i in., 1999) w swoich pracach podaja, ze MSCs nie wykazuja ekspresji podjednostki a4,
podczas gdy inni autorzy twierdzg, iz biatko to jest obecne (Gronthosiin., 2001) i aktywnie uczestniczy
w adhezji MSCs do komdrek srodbtonka poprzez oddziatywanie z receptorem VCAM1 (Steingen i in.,
2008; Riister i in., 2006). Niektére badania wykazaty, ze obecnos¢ biatka a4 na MSCs moze by¢ zalezna
od zrédta izolacji komadrek, a w przypadku MSCs uzyskanych ze szpiku kostnego poziom jego ekspresji
jest niewystarczajacy, aby mogto ono w sposdb funkcjonalny taczy¢ sie z VCAM-1 (Brooke i in., 2008).
Odsetek szpikowych MSCs wykazujgcych ekspresje podjednostki a4 w zaleznosci od opublikowanych
wynikow badan réznych autorow miesci sie w zakresie od 0,5 % (Xiao i in., 2012) do 48 % (Rister i in.,
2006). Przyczyny zaobserwowanych rozbieznosci mogg by¢ zwigzane z réznym etapem cyklu komérek
MSCs, ich heterogennoscig zalezng od dawcy i réznicami w warunkach hodowli in vitro, jak np. poziom
tlenu (Choi i in., 2016) lub gestos¢ komoérek, ktére majg ogromny wptyw na profil ekspresji biatek
adhezyjnych (Nishihira i in., 2011). Dotychczas stwierdzono, ze podjednostka f1 odgrywa istotng role
W procesie ustanowienia kontaktu pomiedzy przeptywajgcymi MSCs, a komdrkami srddbtonka.
Zastosowanie przeciwciat specyficznie blokujgcych integryny lub biatka VCAM-1 obecne na komérkach
srodbtonka powoduje redukcje liczby zatrzymujgcych sie komaérek jak rowniez ogranicza ich migracje
do uszkodzonego miesnia sercowego w badaniach in vivo. Wskazuje to, na zaangazowanie tych
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receptorow w mechanizmy kontrolujgce proces wychwytu MSCs z krwioobiegu (Aldridge i in., 2012; Ip
iin., 2007). Niewiele natomiast wiadomo o znaczeniu pozostatych integryn w inicjacji kontaktu MSCs z
warstwg endotelium. W przypadku leukocytéw zwigzanie receptoréw takich jak LFA-1 oraz VLA-4 z ich
ligandami jest kluczowym etapem umozliwiajgcym utworzenie stabilnego potgczenia z komérkami
srodbtonka. Obecnosci receptoréw LFA-1 oraz VLA-4 nie wykryto na powierzchni komérek MSCs
(Brooke i in., 2008). Z dotychczasowych badan wynika, ze po zainicjowaniu kontktu MSCs z komdrkami
srodbtonka nastepuje polaryzacja w obrebie cytoplazmy MSCs. Zjawisko to zachodzi dzieki aktywacji
wczesniej wspomnianego receptora CCR2. Koniec cytoplazmatyczny tego receptora jest zwigzany z
biatkiem adaptorowym o nazwie FROUNT, ktére uruchamia kaskade sygnatowa fosfolipazy PI3K.
Prowadzi to do reorganizacji cytoszkieletu i wytworzenia przez komdrke macierzystg wypustek.
Powyzszy mechanizm zostata najpierw opisany u podlegajgcych chemotaksji monocytdéw, a nastepnie
zidentyfikowany réwniez u MSCs podczas ich migracji do uszkodzonego miesnia sercowego (Terashima
i in., 2005; Belema-Bedada i in., 2008). Wykazano, ze MSCs po zwigzaniu do warstwy endotelium
wchodzg w bliski kontakt zkomdrkami srodbtonka, co prowadzi do zaniku potgczen Scistych w warstwie
endotelium (Schmidt i in., 2006). Oprdcz opisanych dla leukocytow mechanizméw transmigracji przez
endotelium, takich jak szlaki para- i transcelluralny (Teo iin., 2012), dla MSCs zaproponowano istnienie
drogi alternatywnej nazywanej angiopellozg (ang. angiopellosis). Angiopelloza w przeciwienistwie do
diapedezy leukocytdw jest procesem, w ktdorym komorki Srédbtonka aktywnie przenoszg pasywne
MSCs ze sSwiatta na zewnetrzng strone s$ciany naczynia krwionosnego. Podczas tego procesu
transportowane komodrki zachowujg swoj okragly ksztatt. Co wiecej, zjawisko to umozliwia
przenoszenie komaorek w grupach (Alleniin., 2017). Na podstawie obserwacji procesu przejscia MSCs
przez warstwe komadrek srédbtonka w warunkach in vitro zaproponowano réwniez model, w ktérym
MSCs nie podlegajg procesowi migracji wzdtuz naczynia krwionosnego, natomiast sg otaczane przez
strukture dokujacg, a nastepnie wytwarzajg bgblowate wypustki w wielu kierunkach. Dzieki tym
strukturom MSCs wchodzg w dalszy kontakt z komdrkami srédbtonka i przekraczajg ich warstwe
poprzez rozszczelnione potgczenia sciste pomiedzy nimi lub przechodzac przez ich cytoplazme. Proces
ten jest zblizony dla ekstrawazacji przerzutujgcych komérek nowotworowych oraz komdrek
zarodkowych niz diapedezy leukocytéw (Teo i in., 2012). Przejscie MSCs przez sSrédbtonek na drodze
paracelluralnej wydaje sie by¢ zalezne od aktywnosci kinazy PI3K, poniewaz jej zablokowanie hamuje
transmigracje komodrek, jednak oddziatywania pomiedzy poszczegdlnymi receptorami podczas tego
procesu nie zostaty dotychczas opisane (Lin i in., 2013). Kolejng przeszkode na drodze transmigracji
komorek stanowi btona podstawna naczynia krwionosnego, ktérej przekroczenie wymaga strawienia
jej sktadnikdw przez enzymy proteolityczne. Badania in vitro pokazujg, ze MSCs sg w stanie dokonad
inwazji modelu sztucznej btony podstawnej, a kluczowa role w tym procesie odgrywa
metaloproteinaza 2 (De Becker i in., 2007). Wykazano, ze zablokowanie ekspresji MMP2 obniza liczbe
MSCs migrujgcych przez komory migracyjne pokryte biatkami ECM nawet o 70 % (Ries i in., 2007).
Wedtug niektdrych badaczy MSCs wytwarzajg MMP-2, natomiast druga z gtdwnych metaloproteinaz
wydzielanych przez leukocyty - MMP-9 nie jest u nich wykrywana (Steingen i in., 2008). Innym
enzymem proteolitycznym, ktéry wydaje sie odgrywac istotng role w procesie transmigracji MSCs jest
urokinaza, ktéra zostata zidentyfikowana w wypustkach tych komdrek podczas ich przejscia przez
warstwe endotelium in vitro (Krsti¢ i in., 2015). Jednak znaczenie dziatania tych proteaz podczas
transmigracji MSCs nie zostato dotychczas potwierdzone w badaniach in vivo.

1.6. Techniki zwiekszajgce zasiedlanie obszaru uszkodzenia przez mezenchymalne komérki macierzyste
podane systemowo

W sSwietle aktualnej wiedzy wydaje sie, ze transplantacja komdrek macierzystych stanowi bardzo
obiecujacy kierunek dla dalszego rozwoju medycyny regeneracyjnej jednak wydajnos¢ migracji jak i
zasiedlania uszkodzonych narzadéw przez podane przeznaczyniowo MSCs jest niska a mechanizmy
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kierujgce powyzszymi procesami nie zostaty do tej pory dobrze poznane. Zagadnienie zwiekszenia
naptywu i zagniezdzania sie przeszczepianych komérek w obrebie zmienionych chorobowo narzagdéw
moze stanowi¢ kluczowy czynnik decydujacy o powodzeniu terapii komdrkowej. Dotychczas
wyprébowano kilka rodzajéw strategii majacych na celu zwiekszenie migracji MSCs do okreslonych
miejsc w tkance i zatrzymanie komérek podanych egzogennie.

1.6.1. Zmiana warunkéw hodowli in vitro (ang. pre-treatment)

Standaryzacja protokotéw hodowli komérek in vitro ma za zadanie optymalizacje warunkdw tak,
aby komoérki przed przeszczepem posiadaty witasciwosci ich natywnych ekwiwalentéw obecnych w
organizmie. Nawet niewielkie réznice w zawartosci tlenu w otoczeniu, gestosci wysiania komdrek oraz
sktadzie pozywki hodowlanej moga wptywaé na fenotyp MSCs, wigczajgc w to zmiany w poziomie
ekspresji biatek adhezyjnych (Nishihira i in., 2011). Tak duza wrazliwos¢ komérek na nawet niewielkie
zmiany warunkéw panujgcych w ich otoczeniu zostata wykorzystana w celu zaindukowania u nich
ekspresji receptorow i enzymoéw uczestniczacych w migracji i ekstrawazacji komoérek poprzez
suplementacje zawiesiny, w ktérej sg one utrzymywane lub modyfikacje warunkéw hodowli. W
zwigzku z udowodnionym wptywem CXCR4 na ukierunkowang migracje MSCs w wielu
dotychczasowych badaniach, stymulacja nad-ekspresji wtasnie tego receptora stanowita cel niektérych
prowadzonych in vitro manipulacji (Yu i in., 2015). Indukcje lub zwiekszenie ekspresji CXCR4 mozna
uzyska¢ uzupetniajgc pozywke hodowlang mieszaning cytokin takich jak SCF (czynnik komodrek
macierzystych; ang. stem cell factor), IL-3, IL-6, HGF (czynnik wzrostu hepatocytow; ang. hepatocyte
growth factor) oraz ligandu flt-3 (ligand kinazy tyrozynowej; ang. fms-related tyrosine kinase 3 ligand)
lub przy zastosowaniu dodatku IGF-1, IL-1B i IFNy (Shiiin., 2007; Liiin., 2007; Faniin., 2012). Ponadto
okazato sie, ze hodowla komdrek w obecnosci kwasu walproinowego wzmaga ekspresje CXCR4 oraz
MMP-2 (Marquez-Curtis i Janowska-Wieczorek, 2013). Innym podejsciem eksperymentalnym moze
by¢ hodowla komérek w warunkach hipoksji. Badania pokazujg, ze obnizenie stezenia tlenu powoduje
wzrost syntezy CXCR4 oraz zmienia profil wydzielanych metaloproteinaz (Yuiin., 2013; Liuiin., 2010a).
Uzyskanie odpowiedniego poziomu metaloproteinaz i liczby receptoréw dla chemokin jest takze
mozliwe poprzez wysiewanie komorek w okreslonej gestosci. Komarki utrzymane w warunkach niskiej
konfluencji wydzielajg znacznie mniejsze ilosci inhibitora metaloproteinaz TIMP-3 (tkankowy inhibitor
metaloproteinaz 3; ang. tissue inhibitor of metalloproteinases 3) niz komérki rosngce gesto i wydajniej
przeprowadzajg one proces inwazji modelu in vitro btony komdrkowej (De Becker i in., 2007). MSCs z
nad-ekspresjg receptora CXCR4 zaindukowang poprzez zmiane warunkéw hodowli wykazuja
wzmozong migracje w kierunku gradientu czynnika SDF-1, ktéry jest specyficznym ligandem dla CXCR4
oraz zwiekszonym gromadzeniem sie w obszarze uszkodzenia w modelu zapalenia jelita, nerek oraz
szpiku kostnego u myszy po napromieniowaniu (Shiiin., 2007; Liiin., 2007; Faniin., 2012; De Becker
i in., 2007). Podobnie 60-cio minutowa inkubacja MSCs w pozywce zawierajgcej biatko SDF-1 pozwala
zwiekszy¢ zasiedlanie obszaru uszkodzonego miesnia sercowego przez podane systemowo tak
przygotowane komorki (Pasha i in., 2008). Zmiana profilu ekspresji gendw kodujacych biatka
zaangazowane w proces migracji MSCs poprzez manipulacje warunkami hodowli komérek in vitro jest
niewatpliwie jedng z najprostszych technicznie metod, jednak w ten sposdb trudno jest uzyskaé efekt
zmian oczekiwanych przez badacza. Zakres wptywu podawanej substancji oraz zmian warunkdow
hodowli jest duzo szerszy i niekoniecznie korzystnie wptywa na witasciwosci modyfikowanych komérek.
W zwigzku z mozliwymi efektami ubocznymi, zastosowanie okreslonych procedur eksperymentalnych
wymaga bardzo dogtebnej analizy fenotypu i funkcjonowania zmodyfikowanych komérek.

1.6.2. Modyfikacje genetyczne komarek
Jedng z najczesciej stosowanych technik zmian fenotypu komoérek jest wprowadzenie do nich
wektoréw ekspresyjnych kodujgcych okreslony produkt biatkowy. Ich nosnikami bardzo czesto s3
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wirusy pozbawione sekwencji odpowiedzialnych za namnazanie i zjadliwosé. Pozwala to na
wykorzystanie naturalnej zdolnosci wiruséw do przeprowadzania inwazji komérek eukariotycznych
oraz minimalizacje ryzyka uszkodzenia organizmu. Wektory wirusowe mozna podzielié na te
wbudowujace sie w genom gospodarza pochodzgce z rodziny Retroviridae oraz rodzaju Lentivirus i
AAV (wirusy zwigzane z adenowirusami; ang. adeno-associated virus) a takze wirusy nieintegrujgce sie
z DNA zaliczane do rodzin Sendai i Adenoviridae (Genetyka molekularna - Piotr Weglenski PWN, 2018).
Gtéwng réznica w uzyciu nosnikéw opartych o te dwie grupy wirusdw jest czas ekspres;i
wprowadzonego transkryptu. W przypadku wiruséw integrujgcych sie z genomem wprowadzony do
komorki kwas nukleinowy jest trwale obecny, podczas gdy wystepowanie transgenu po zastosowaniu
wirusow niewbudowujgcych sie w DNA jest przejsciowe. Uzycie wektoréw wirusowych dla uzyskania
transfekcji MSCs jest mozliwe ze wzglednie wysokg, aczkolwiek zréznicowang wydajnosé szacowang
na 35-100 % komodrek wykazujacych ekspresje wprowadzonego konstruktu (McGinley i in., 2011;
Knaan-Shanzeriin., 2005). Transdukcja wektorem retrowirusowym zawierajgcym sekwencje kodujaca
receptor CXCR4 zostata wykorzystana dla uzyskania MSCs o zwiekszonym potencjale do migracji w
kierunku gradientu SDF-1, co pozwolito na wzmozenie zasiedlania przez tak zmodyfikowane komorki
szpiku kostnego po ich przeszczepie (Bobis-Wozowicz i in., 2011). Podobnie nad-ekspresja
podjednostki a4 receptora VLA-4 zostata z powodzeniem zaindukowana w MSCs po wprowadzeniu
nosnika adenowirusowego kodujgcego te czasteczke, co zwiekszyto stopien kolonizacji szpiku kostnego
myszy przez podane komorki (Kumar i Ponnazhagan, 2007). Duza wydajnos¢ omawianej metody jest
jej niewatpliwg zaletg, natomiast technika ta niesie ze sobg ryzyko zwigzane z losowym miejscem
wbudowywania sie nosnika wirusowego w materiat genetyczny biorcy, co moze zapoczgtkowad
zjawisko insercyjnej mutagenezy. Dodatkowo w wyniku wykrycia obecnosci czasteczek wirusa moze
dojs¢ do uruchomienia odpowiedzi immunologicznej organizmu gospodarza (Bessis, GarciaCozar i
Boissier, 2004). Istnieje wiele alternatywnych, niewirusowych metod wprowadzania czasteczek
kwasow nukleinowych do komérek hodowanych in vitro, jednak charakteryzujg sie one nizszg
wydajnoscig. Najczesciej stosowanymi sg techniki oparte o transfekcje czgsteczkami DNA zawartymi w
plazmidzie, ktéry moze zawiera¢ wtasng sekwencje promotorowa. Dzieki temu geny przez niego
kodowane mogg podlegaé transkrypcji niezaleznie od procesdw zwigzanych z DNA gospodarza, a
plazmid taki nazywany jest plazmidem ekspresyjnym. Ewewntualnie moze on wbudowywaé sie w
genom gospodarza, co wymaga transportu do jadra komérkowego. DNA plazmidowe nieintegrujace
sie moze z czasem zanika¢ gdyz liczba jego kopii w komédrce ulega redukcji przy kazdym kolejnym
podziale mitotycznym, natomiast ekspresja czasteczek DNA integrujacych sie jest trwata, jednak
ponownie pojawia sie ryzyko insercyjnej mutagenezy (Genetyka molekularna - Piotr Weglenski PWN,
2018). Alternatywnie, do komoérek mozna wprowadzi¢ rowniez czasteczki miRNA (mikro RNA; ang.
micro RNA), ktére wyciszajg ekspresje gendw faczac sie z komplementarnym do nich mRNA
(informacyjny RNA; ang. messenger RNA) obecnym w cytoplazmie komérek, tym samym blokujac
proces jego translacji (Guzman-Villanueva i in., 2012). Istnieje takze mozliwo$¢ wprowadzenia do
komérek mRNA, co umozliwia bardzo szybkie otrzymanie produktu biatkowego, poniewaz mRNA nie
wymaga translokacji do jadra komérkowego i przeprowadzenia procesu transkrypcji, jednak uzyskana
t3 metoda ekspresja okreslonego biatka ma charakter przejsciowy. W kwestii zastosowan klinicznych
bardzo duzg zaletg technik opartych na wprowadzeniu do komodrek czgsteczek RNA (kwas
rybonukleinowy; ang. ribonucleic acid) jest brak ryzyka wystgpienia procesu insercyjnej mutagenezy,
gdyz nie wbudowujg sie one w materiat genetyczny biorcy (Wiehe i in., 2013). Plazmidy oraz natywne
czagsteczki DNA, miRNA oraz mRNA mogg by¢ wprowadzane do MSCs przy uzyciu wielu metod
fizycznych oraz chemicznych. Elektroporacja stanowi przyktad techniki fizycznej, w ktérej komorki s
poddawane dziataniu impulséw zewnetrznego pola elektrycznego, co powoduje uformowanie w ich
btonie komodrkowej mikroporéw. Umozliwia to naptyw kwaséw nukleinowych zawartych w
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otaczajgcym komorki srodowisku do ich cytoplazmy, poniewaz ze wzgledu na swéj ujemny tadunek
elektryczny zawieszone w roztworze wodnym czgsteczki RNA i DNA przemieszczajg sie w kierunku
pozytywnie natadowanej elektrody —anody, tym samym naptywajgc do wnetrza komérek przez otwory
powstate w ich btonie komdrkowej. Modyfikacjami techniki elektroporacji s3 mikroporacja, w ktérej
dziataniu prgdu poddawane sg pojedyncze komérki, co zwieksza kontrole nad przebiegiem catego
procesu oraz nukleofekcja gdzie kwas nukleinowy jest dostarczany bezposrednio do jadra
komérkowego. Obie te techniki s3 mniej szkodliwe dla komérek i byty stosowane z powodzeniem do
modyfikacji MSCs z wydajnoscig wyzszg niz elektroporacja (Lim i in., 2010; Nakashima i in., 2005).
Kolejnym przyktadem fizycznej techniki transfekc;ji jest sonotransfekcja, gdzie do rozszczelnienia btony
komodrkowej wykorzystuje sie dziatanie ultradzwiekdw, a czasteczki kwasu nukleinowego przedostaja
sie do wnetrza komoérek przez powstate pod ich wptywem otwory (Otani i in., 2009). W metodzie
mikroiniekcji do tego celu wykorzystuje sie igty, ktdrymi naktuwane sg pojedyncze komarki, a nastepnie
wstrzykiwany jest kwas nukleinowy. W ten sposéb czynnik transfekcyjny mozna wprowadzi¢ do
cytoplazmy lub bezposrednio do jadra komodrkowego (Han i in., 2008). Jednym z przyktadéw
zastosowania metody fizycznej transfekcji u MSCs byto wprowadzenie czgsteczek DNA poprzez
elektroporacje dla wywotania nad-ekspresji receptora CXCR4. Proces ten przebiegat z wydajnoscig 80
%, co spowodowato wzmocnienie migracji transfekowanych komérek do obszaru zajmowanego przez
nowotwor po domdzgowym ich podaniu do pétkuli kontralateralnej w stosunku do zmiany w modelu
glejaka u myszy (Park i in., 2011). Podobnie wzmozenie migracji MSCs w kierunku gradientu SDF-1
uzyskano dzieki nukleofekcji mRNA kodujgcym CXCR4, ktdra zostata z sukcesem przeprowadzona u 93
% komorek (Wiehe i in., 2013). Nalezy jednak pamietaé, ze wszystkie techniki fizyczne transfekcji
wymagajg przerwania ciggtosci btony komérkowej modyfikowanych komaérek, aby umozliwi¢ wnikanie
czynnika transfekcyjnego, co jest zwigzane z ich uszkodzeniem i obnizeniem przezywalnosci (Lim i in.,
2010). Ograniczenie S$miertelnosci komdrek moze by¢ uzyskane dzieki minimalizacji obszaru
uszkodzenia, tak jak ma to miejsce w technice mikroiniekcji, jednak metoda ta wymaga naktuwania
pojedynczych komodrek, co znaczgco wydtuza proces przeprowadzania procedury i uniemozliwia
wykonywanie badan wielkoskalowych. Alternatywa dla technik fizycznych sg charakteryzujgce sie
lepszg przezywalnoscig komoérek, ale rowniez mniej wydajne metody chemiczne, do ktérych zalicza sie
techniki oparte na wykorzystaniu dodatnio natadowanych czasteczek polimerdéw, biatek,
polisacharyddéw i lipidow, ktdre majg zdolnos¢ do wigzania sie z kwasami nukleinowymi i utatwiajg
komodrkom ich internalizacje. Jednga z czesto stosowanych w tym celu metod chemicznych jest technika
lipofekcji, ktéra wykorzystuje mozliwos¢ zamkniecia kwaséw nukleinowych w liposomach. Po
zawieszeniu DNA lub RNA w roztworze wodnym tworzg one kompleksy z liposomami dzieki
przeciwstawnemu tadunkowi powierzchniowemu tych czasteczek. Nastepnie kompleksy te dzieki
oddziatywaniu elektrostatycznemu pomiedzy dodatnio natadowanymi liposomami a ujemnie
natadowang btong komdrkowg sg w tatwy sposéb ,pobierane” przez komérki. Lipofekcja zostata
wykorzystana do wprowadzenia do MSCs plazmidu kodujgcego transglutaminaze tkankowa, ktdra
moze dziata¢ jak koreceptor zwiekszajgcy powinowactwo integryn do biatek macierzy
zewnatrzkomoérkowej takich jak fibronektyna. Zmodyfikowane w ten sposdéb komérki wykazywaty
wzmozong zdolnosé do migracji oraz adhezji in vitro na powierzchniach pokrytych fibronektyng oraz w
wiekszym stopniu zasiedlaty obszar uszkodzenia w modelu niedokrwienia miesnia sercowego u
szczurow (Akimov, Krylov, Fleischman i Belkin, 2000; Song i in., 2007). MSCs sg w literaturze
opisywane, jako komérki oporne na dziatanie chemicznych technik transfekcji. W komaérkach tych po
wprowadzeniu czasteczek DNA uzyskuje sie jedynie okoto 2-35 % komdrek podlegajacych modyfikacji
(Park, Suryaprakash, Lao i Leong, 2015). Wyiszg wydajno$¢ siegajacg 80-90 % obserwowano
wprowadzajgc do MSCs czgsteczek mRNA przy uzyciu lipofekcji. Wyniki takie uzyskano miedzy innymi
stosujac lipofekcje MSCs mRNA kodujgcym receptor CXCR4 (Rejman i in., 2010). Jak dotad technika ta
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nie byta dotychczas powszechnie stosowana w celu zwiekszenia zdolnosci zasiedlania i migracji MSCs
do rejonu uszkodzenia in vivo.

1.6.3. Inzynieria btony komadrkowe;j

Dotgczenie réznych czasteczek do btony komdrkowej lub modyfikacja jej elementéw obecnych na
powierzchni MSCs stanowi technike, ktéra cieszy sie szczegdlnym zainteresowaniem w ostatnich
kilkunastu latach. Istnieje kilka wariantow tej metody, ktérych podstawe stanowi przeprowadzenie
reakcji chemicznej prowadzacej do modyfikacji aktywnosci receptorow obecnych na powierzchni
komorek (Sackstein i in., 2008) lub przytaczenie catych biatek do btony komérkowej (Chengiin., 2012).
Mozliwe jest réwniez wprowadzenie interesujgcego nas biatka poprzez wymuszenie integracji
pecherzykéw zawierajgcych okreslony receptor z btong komérkowag MSCs (Sarkar i in., 2010) lub
koniugacja z przeciwciatem potgczonym z odpowiednim receptorem (Lo i in., 2013). Dotychczas, za
pomocg tych technik prébowano uzyska¢ MSCs zdolne do wigzania sie z biatkami z rodziny selektyn,
co mogtoby wspomadc pierwszy etap ich kontaktu z aktywowanymi komérkami srddbtonka. Jedng z
pionierskich prac jest opublikowany przez Sackstein i wspotpracownikéw artykut, w ktérym
przeprowadzona zostata reakcja chemiczna prowadzaca do sjalofukozylacji, obecnego na powierzchni
MSCs nieaktywnego receptora CD44, dzieki czemu stat sie on funkcjonalny (Sackstein i in., 2008).
Chemicznie z powierzchnig MSCs potaczone zostato rowniez biatko K wigzace E-selektyne (Chengii in.,
2012). Domena SLE* (glikotop sjalo-LewisX; ang. Sialyl-Lewis X) receptora PSGL-1 - zostata natomiast
przytaczona do MSCs przy uzyciu fragmentu przeciwciata 1gG (Lo i in., 2013) oraz wprowadzona do
btony komdrkowej MSCs dzieki integracji z pecherzykami zawierajgcycmi w strukturze ich wtasnej
btony komérkowej omawiang domene (Sarkar i in., 2010). Indukcja obecnosci receptoréw dla selektyn
na powierzchni MSCs zapewnita komdérkom zdolno$¢ do wzmozonego toczenia sie i adhezji w
obecnosci sit scinania w modelach przeptywu w naczyniach krwionos$nych in vitro jak réwniez
wspomagata zasiedlanie przez zmodyfikowane komérki szpiku kostnego po ich podaniu systemowym.
Ciekawym rozwigzaniem jest réwniez technika o nazwie ,protein painting” polegajaca na przytaczeniu
do powierzchni komérki samych przeciwciat o konkretnym powinowactwie. W dotychczasowych
badaniach do MSCs dotfaczone zostaty przeciwciata skierowane przeciwko biatkom ICAM-1 (Ko i in.,
2010) oraz VCAM-1, co pozwolito na zwiekszenie liczby komodrek wigzacych sie z komdrkami
srodbtonka naczyn krwiono$nych oraz wzmozenie zasiedlania jelita przez podane systemowo komarki
w modelu nieswoistego zapalenia jelita u myszy (Ko i in., 2010). Badania, w ktérych okreslano wptyw
inzynierii btony komérkowej MSCs na wtasciwosci tych komdrek, nie wykazaty szkodliwych skutkow
zastosowania tej procedury. Duzg zaletg metody jest wzglednie krétki czas konieczny do uzyskania
komérek o pozadanych wtasciwosciach (Chengiin., 2012). Nalezy jednak mie¢ na uwadze, ze obecnosc¢
wprowadzonej modyfikacji otrzymywanej tg technikg ma zazwyczaj charakter tymczasowy (Sarkariin.,
2010).

1.6.4. Zmiana wtasciwosci tkanki docelowe]

Kolejng metodg majacg na celu wzmozenie zasiedlania danego regionu przez podane
systemowo MSCs jest regulacja tego procesu poprzez zmiane wifasciwosci samego obszaru
docelowego. Przyktadem moze by¢ napromieniowanie tkanek, co powoduje zwiekszony naptyw i
zagniezdzanie sie podanych systemowo komdrek w obszarach miesni, skory, jelit i szpiku kostnego
poddanych dziataniu promieni gamma (Chapel iin., 2003; Frangois i in., 2006). Podobnie zastosowanie
substancji/lekéw uzywanych w trakcie radio- i chemioterapii, ktore uszkadzajg DNA prowadzi do
wzmozenia kolonizacji szpiku kostnego przez przeszczepione MSCs prawdopodobnie na drodze
oddziatywan receptoréw CXCR4 obecnych na komérkach z SDF-1 wydzielanym w duzych ilosciach przez
uszkodzong tkanke (Ponomaryov i in., 2000). Mozliwe jest takie kontrolowanie migracji
przeszczepionych komérek dzieki dziataniu pola elektrycznego (Zhao i in., 2011) lub magnetycznego
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(Landazuri i in., 2013) a takze fali ultradzwiekowej (Li i in., 2015b). Uzycie pola elektrycznego zostato
jak dotad zastosowane w badaniach in vitro w zwigzku z duzym ryzykiem przegrzania obszaréw
poddawanych jego dziataniu (Zhao i in., 2011). Dziatanie fali ultradZwiekowej moze zostac
wykorzystane dla rozszczelnienia bariery krew-mdzg, co wykazano w badaniach eksperymentalnych,
ktorych celem bylo zwiekszenie wydajnosci dostarczania lekéw do struktur OUN (Liu i in., 2010b).
Wydaje sie, ze ultradzwieki mogg byé rdowniez zastosowane w celu utatwienia przenikania
przeszczepianym komdrkom do obszaréw uszkodzenia. Ciekawym rozwigzaniem jest ukierunkowanie
migracji komdrek wyznakowanych magnetycznymi nanoczastkami do okreslonego rejonu dzieki
umieszczeniu tego obszaru w obrebie pola magnetycznego. Silne wiasciwosci magnetyczne
nanoczastek zelaza wprowadzonych do MSCs mogg zostaé¢ wykorzystane do zwiekszenia akumulacji
znakowanych komérek w miejscu uszkodzenia, dzieki przytozeniu zewnetrznego zrddta pola
magnetycznego w obszarze lezji. Metoda ta zostata miedzy innymi z powodzeniem wykorzystana w
celu uzyskania akumulacji podanych do uszkodzonej tetnicy MSCs w obszarze lezji po wykonaniu
zabiegu angioplastyki (Riegleriin., 2013).

Reasumujgc, w dostepnych zrédtach literaturowych mozemy znalezé prace pokazujace, ze
MSCs podlegajg mobilizacji do uszkodzonych tkanek w sposdb aktywny, jednak mechanizm
odpowiedzialny za ten proces nie zostat jak dotad poznany. Jednym z problemdéw zwigzanych z
doktadng obserwacjg migracji komérek po ich transplantacji jest brak metod charakteryzujgcych sie
rozdzielczoscig wystarczajagcg do przeprowadzenia doktadnej analizy tego procesu zaréwno w
warunkach in vitro jak i in vivo. Zasiedlanie rejondw uszkodzenia w tkance przez systemowo podane
komorki jest duzo mniej wydajne w przypadku MSCs niz u leukocytéw, czego przyczyng moze by¢ brak
ekspresji istotnych dla tego procesu receptoréw dla chemokin i biatek adhezyjnych. Szczegédlnie
trudnym zadaniem jest zaindukowanie zasiedlania przez przeszczepiane komoérki struktur OUN ze
wzgledu na istnienie bariery krew mdzg. Stad tez rozwdj metod zwiekszajgcych ukierunkowang
migracje systemowo podanych komérek do mdzgu jest istotny w celu podniesienia wydajnosci terapii
z uzyciem egzogennych MSCs w chorobach neurodegeneracyjnych.
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2. ZAXOZENIA | CEL PRACY

Uszkodzenie struktur osrodkowego uktadu nerwowego (OUN) towarzyszace ostrym lub
przewlektym chorobom neurologicznym oraz zwigzane z tym dtugotrwate deficyty funkcji ruchowych i
poznawczych sprawiajg, iz poszukiwanie sposobdéw regeneracji zmienionej tkanki nerwowej skupia od
wielu lat uwage $rodowisk medycznych. Odkrycie metod pozyskiwania komdrek macierzystych z
réznych zrédet stworzyto mozliwosé ich zastosowania w naprawie uszkodzerhn OUN. W poczgtkowym
okresie badan eksperymentalnych wybér neuralnych komdrek macierzystych (NSCs) wydawat sie
najbardziej optymalnym podejsciem terapeutycznym gdyz zaktadano, ze przeszczepiane progenitory
neuralne zastgpig zniszczone neurony w rejonie uszkodzenia. Dotychczasowe wyniki badan
prowadzonych w wielu osrodkach dowiodty, ze obserwowane pozytywne efekty transplantacji NSCs
nie wynikajg z przeksztatcania sie egzogennych komérek w dojrzate neurony, ale z ich dziatania
neuroprotekcyjnego i stymulacji endogennych proceséw naprawczych. Stad w ostatnich latach
zainteresowanie naukowcéw i klinicystdw przesuneto sie w kierunku tfatwo dostepnych
mezenchymalnych komdrek macierzystych (MSCs), charakteryzujgcych sie silnymi wtasciwosciami
parakrynnymi. W ustaleniu rekomendacji dla zastosowan MSCs w regeneracji uszkodzonych struktur
OUN uwzgledniono takze ich duzg zdolno$¢ migracji, sekrecje czynnikdw neurotroficznych, niskg
immunogennos¢ i wihasciwosci immunomodulacyjne. Dotychczasowe badania eksperymentalne u
zwierzat wykazaty zadowalajgcy skuteczno$¢ MSCs w leczeniu udaru médzgu, podczas gdy badania
kliniczne nie przyniosty jednoznacznych wynikéw. Jedng z przyczyn tej rozbieznosci moze by¢ réznica w
wielkosci mdzgu i wieksze trudnosci z zasiedleniem struktur OUN przez przeszczepione komérek u ludzi.
Dlatego droga dostarczenia komérek do mdzgu moze miec kluczowe znaczenie dla translacji wynikéw
badan na zwierzetach do warunkéw klinicznych. Podanie komérek poprzez bezposrednie naktucie
mozgu jest szczegdlnie ryzykowne u pacjentéw z udarem mozgu ze wzgledu na udarowe uszkodzenie
naczyn krwionos$nych oraz terapeutyczne obnizenie krzepliwosci krwi. Z drugiej strony dozylne podanie
moze wymagac bardzo duzej liczby komoérek ze wzgledu na ich niespecyficzng dystrybucje w catym
organizmie. W tym kontekscie szczegdlnie atrakcyjna wydaje sie by¢ ich transplantacja dotetnicza.
Pozwala ona na celowane podanie komdrek do okolicy mdézgu objetej udarem ograniczajac liczbe
niezbednych komodrek, a wprowadzenie do leczenia udaru modzgu przeztetniczej trombektomii
dodatkowo utatwia wykorzystanie tej drogi podania komdrek. Zwiekszenie ekspresji biatek
odpowiedzialnych za adhezje i migracje moze mie¢ pozytywny wptyw na przechodzenie
przeszczepianych komodrek z tozyska naczyniowego i ich mobilizacje do rejonu uszkodzenia. Badania
Gorelik i wsp. (2012) wykazaty, ze wywotanie w progenitorach glejowych (GRPs) nad-ekspresji
czasteczek adhezyjnych VLA-4, biatka zaangazowanego fizjologicznie w proces diapedezy leukocytow,
skutkowato zwiekszonym gromadzeniem sie zmodyfikowanych GRPs w naczyniach mdzgu po iniekcji
dotetniczej(Gorelik i in., 2012). Obserwacje te stanowity podstawe do zaprojektowania badan,
bedacych przedmiotem mojej pracy doktorskiej. Istotg tych badan byta analiza wstepnych etapow
diapedezy, niezbednych w procesie transmigracji ludzkich mezenchymalnych komdrek macierzystych
szpiku kostnego (hBM-MSCs), charakteryzujgcych sie zwiekszong ekspresjg czgsteczek VLA-4.
Wizualizacja tych komdrek wymaga zastosowania znacznikdw stad moje badania wstepne miaty na celu
wybdr najbardziej optymalnego barwnika do przyzyciowego znakowania hBM-MSCs, ktéry nie
zmieniatby cech biologicznych znakowanych komérek jednoczesnie umozliwiajac ich identyfikacje w
dtugoczasowych eksperymentach prowadzonych w warunkach in vitro i in vivo.
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Przedmiotem prowadzonych przeze mnie badan byty ludzkie mezenchymalne komérki macierzyste
szpiku kostnego (LONZA) z wywotang nad-ekspresjg receptora VLA-4. Komorki te uzyskano poprzez
transfekcje mRNA ITGA4 kodujgcego podjednostke a4 integryny VLA-4 wg metody opracowanej w
Zaktadzie Neurobiologii Naprawczej. Badania funkcjonalne hBM-MSCs in vitro wykonano z uzyciem
komor mikroprzeptywowych (microfluid device) i szalek migracyjnych typu transwell.

Doswiadczenia in vivo przeprowadzono u dorostych szczurdw stada Wistar w modelu ogniskowego
uszkodzenia mdzgu z zastosowaniem inhibitora pompy sodowo-potasowe]j (ouabainy) opracowanego
w naszym zespole (Janowski i in., 2008).

Celem moich badan byto zweryfikowanie hipotezy, ze zwiekszenie ekspresji integryny VLA-4 w
ludzkich mezenchymalnych komodrkach macierzystych szpiku kostnego (hBM-MSCs) pozwoli na
wzmochienie ich wtasciwosci adhezyjnych i transmigracyjnych po transplantacji dotetniczej u szczuréw
w modelu uszkodzenia mézgu.

Badania byty realizowane w trzech etapach stanowigcych szczegétowe cele pracy:

e | etap badan dotyczyt wyboru optymalnej techniki przyzyciowego znakowania hBM-MSCs
umozliwiajgcej ich wizualizacje w warunkach in vitro jak i in vivo

e || etap badan byt poswiecony ocenie kinetyki ruchu hBM-MSCs wykazujgcych nad-ekspresje
receptoréw VLA-4 uczestniczgcych w adhezji i transmigracji komérek w warunkach in vitro

e Il etap badan miat za zadanie ocene zasiedlania mdzgu szczuréw przez uzyskane drogg
inzynierii MRNA ITGA4 komdrki hBM-MSCs po ich transplantacji do tetnicy szyjnej wewnetrznej
w modelu uszkodzenia prazkowia
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3. MATERIAL

3.1. Ludzkie mezenchymalne komdrki macierzyste szpiku kostnego

Przedmiotem badan byty ludzkie mezenchymalne komdrki macierzyste szpiku kostnego (hBM-
MSCs) pobrane od zdrowych, dobranych losowo, dorostych dawcéw obydwu ptci w wieku 19-38 lat.
Zostaty one zakupione w firmie Lonza w opakowaniach 75x10* komérek na fiolke na etapie drugiego
pasazu. hBM-MSCs charakteryzowaty sie obecnoscig markeréw CD29, CD44, CD105, CD166 jak rdwniez
nie wykazywaty ekspresji biatek CD14, CD34 i CD45.

3.2. Zwierzeta doswiadczalne

Do badan in vivo wykorzystano doroste samce szczuréw stada Wistar w wieku okoto 3 miesiecy, o
masie ciata 250-280 g, pochodzace z Charles River Sulzfeld, hodowane w zwierzetarni Instytutu
Medycyny Doswiadczalnej i Klinicznej PAN imienia M. Mossakowskiego. Zwierzeta w trakcie
doswiadczen przebywaty w klatkach hodowlanych, w pomieszczeniu pooperacyjnym, w cyklu
dobowym dzieri/noc (12 godzin: 12 godzin), ze statym dostepem do pokarmu i wody. Wszystkie
procedury eksperymentalne odbywaty sie zgodnie z zaleceniami Unii Europejskiej i zostaty
zatwierdzone przez IV Lokalng Komisje Etyczng do Spraw Doswiadczen na Zwierzetach w Warszawie
(Uchwata nr 17/2012 z dnia 05.03.2012 roku).

Analiza wptywu znakowania
na witasciwosci hBM-MSCs Analiza funkcjonama

8h; 24h; 48h; 72h
24h

Transfekcja
mRNA ITGA4
+ 8 godzin

*  Morfologia hBM-MSCs Mlkroprzepfywy

*  Fenotyp hBM-MSCs (adhezja)

*  Aktywnos¢ metaboliczna hBM-MSCs

* Rdznicowanie hBM-MSCs Komory typu
+  Wiasciwosci parakrynne hBM-MSCs transwell

* Trwato$c znacznika (migracja)

- J

Przeszczepy dotetnicze
analiza MRI
(zasiedlanie mozgu) 7
Barwienia
immunocytochemiczne
(transmigracja)

Ryc. 5. Schemat prowadzonych doswiadczen
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4. METODY BADAN

4.1. Hodowla komdrek hBM-MSCs

Ludzkie mezenchymalne komérki macierzyste szpiku kostnego (hBM-MSCs) (Lonza) wysiewano do
butelek o powierzchni 75 cm?, w gestosci 3x10° komdrek/butelke i hodowano w pozywce MSCBM
(Lonza) z dodatkiem 10 % suplementu MCGS, L-glutaminy i gentamycyny, w warunkach standardowych
(atmosfera powietrza z zawartoscig, 5 % CO,, o wilgotnosci 95 % i temperaturze 37 °C), pozywka
hodowlana byta wymieniana dwa razy w tygodniu. W celu utrzymania statego poziomu proliferacji
hBM-MSCs byty pasazowane w odstepach 5-7 dniowych po osiggnieciu przez nie 70-80 % stopnia
konfluencji. Do doswiadczen uzywano komérek z pasazéw 4-6.

4.2. Znakowanie komdrek hBM-MSCs markerem CellTracker™ Green CMFDA

Komérki hBM-MSCs przeznaczone do badan in vitro bylty znakowane zielonym markerem
fluorescencyjnym CMFDA (ang. 5-cloromethyl-fluorescein-diacetate) (Molecular Probes) wigzgcym sie
z lipidami bton wewnatrzkomdrkowych, co umozliwiato ich pdziniejszg detekcje w stosowanych
uktadach doswiadczalnych. Pierwszym etapem procedury znakowania byto przygotowanie roztworu
znacznika. W tym celu 1 pl 10 uM roztworu CellTracker™ Green CMFDA (Life Technologies) zawieszony
w dimetylosulfotlenku dodawano do 5 ml pozywki Opti-MEM® | Reduced Serum Medium (Life
Technologies). Nastepnie powyzszym roztworem znacznika zalewano komarki hBM-MSCs rosngce w
postaci hodowli jednowarstwowej ptaskiej na szalkach hodowlanych. Przed znakowaniem, znad
komérek usuwana byta pozywka hodowlana, a hBM-MSCs byly dwukrotnie ptukane buforem
fosforanowym (PBS, Gibco). Po 40 minutowej inkubacji w 37 °C wyznakowane hBM-MSCs ptukano
trzykrotnie buforem fosforanowym (PBS, Gibco) i zawieszano w odpowiedniej pozywce stosownej w
danym eksperymencie.

4.3. Znakowanie komdrek hBM-MSCs przy uzyciu Molday ION

Komorki hBM-MSCs przeznaczone do badan in vitro lub in vivo znakowano Molday ION
(superparamagnetycznymi nanoczgstkami tlenku zelaza (SPIO) skoniugowanymi z rodaming B™). W
tym celu do hBM-MSCs hodowanych w pozywce MSCBM (Lonza) dodawano 20 pg/ml znacznika
Molday ION (BioPAL), komérki inkubowano ze znacznikiem w temp. 37 °C, 5 % CO,, przez 18 godzin. Po
inkubacji wyznakowane hBM-MSCs trzykrotnie ptukano PBS, a nastepnie umieszczano w pozywce
MSCBM gotowe do eksperymentow.

4.4.Transfekcja komdérek hBM-MSCs Stemgent® eGFP mRNA

Kolejnym wybranym przez nas znacznikiem przyzyciowym umozliwiajgcym detekcje hBM-MSCs w
uktadach doswiadczalnych byt marker zielonej fluorescencji eGFP. Transfekcje komdrek mRNA
kodujgcym biatko eGFP - Stemgent® eGFP mRNA (Stemgent) przeprowadzono przy uzyciu odczynnika
Lipofectamine™ 2000 (Invitrogen, Life Technologies). W tym celu 2x10°; 5x10° lub 1x10® hBM-MSCs
wysiewano odpowiednio do butelki T25, dotka szalki 24-dotkowe] lub dotka szalki 96-dotkowej i
hodowano w pozywce MSCBM (Lonza) do osiggniecia przez komorki 70 % konfluencji. Na p6t godziny
przed transfekcjg usuwano standardowg pozywke hodowlang, komorki ptukano PBS i dodawano
pozywke Opti-MEM® | Reduced Serum Medium w objetosci stanowigcej % objetosci koricowej
roztworu zawierajgcego czynnik transfekcyjny. W osobnych probéwkach zawierajacych pozywke Opti-
MEM® | Reduced Serum Medium zawieszano Lipofektamine w stosunku 1:27 i czynnik transfekcyjny —
MRNA w stosunku 1:22, a nastepnie inkubowano w temperaturze pokojowej (TP) przez 5 min. Tak
przygotowane roztwory mRNA i Lipofektaminy mieszano ze sobg w stosunku 1:1 i inkubowano w TP
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przez 20 min w celu utworzenia lipopleksdw. hBM-MSCs poddawano dziataniu mieszaniny
transfekcyjnej w dawce 5 ug/ml mRNA eGFP. Po 4 godzinach inkubacji w temp. 37 °C, 5 % CO, komorki
hBM-MSCs trzykrotnie ptukano PBS i umieszczano w pozywce MSCBM.

4.5. Ocena aktywnosci metabolicznej komérek hBM-MSCs

Istotg badan byto sprawdzenie czy przyzyciowe znakowanie hBM-MSCs wybranymi markerami nie
wptywa na poziom aktywnosci metabolicznej komodrek in vitro. Do oceny zmian aktywnosci
metabolicznej hBM-MSCs nieznakowanych oraz znakowanych znacznikami: CMFDA, Molday ION lub
transfekowanych mRNA eGFP uzyto zestawu Cell Counting Kit-8 (CCK-8, Dojindo Laboratories), zgodnie
z wytycznymi producenta. Aktywnosé metaboliczng komorek kontrolnych (nieznakowanych) i komérek
nalezgcych do grup eksperymentalnych (znakowanych) badano w sekwencji czasowej przez 6
kolejnych dni hodujagc hBM-MSCs w ptytkach 96-dotkowych, w gestoséci 1x10% komdrek/dotek w
pozywce MSCBM (Lonza) w temp. 37 °C, 5 % CO,. Dwie godziny przed wykonaniem pomiaru do pozywki,
w ktérej hodowano komérki, dodawano odczynnik CCK-8 w stosunku objetosci 1:10. Odczyt
absorbancji wykonywano przy uzyciu spektrofotometru FLUOstar Omega (BMG Labtech) przy dtugosci
fali 450 nm.

4.6. Analiza immunocytochemiczna komérek hBM-MSCs

Badania immunocytochemiczne hBM-MSCs miaty na celu okreslic wptyw przyzyciowego
znakowania komoérek poszczegdlnymi markerami na ekspresje wybranych antygendéw. Analizie
poddano hBM-MSCs natywne (nieznakowane) oraz znakowanych markerami: CMFDA, Molday ION lub
transfekowane mRNA eGFP. W tym celu badane komoérki, pozostajgce w hodowli in vitro trzykrotnie
przeptukiwano PBS i utrwalano poprzez 15 minutowa inkubacje w 4 % roztworze paraformaldehydu
(PFA) w PBS. W przypadku oceny antygendw wewnatrzkomoérkowych hBM-MSCs poddawano
permeabilizacji btony komdrkowej podczas 3 minut inkubacji z 0.05 % Triton X100 w PBS. Reakcje
immunocytochemiczne przeprowadzano stosujgc I-rzedowe przeciwciata specyficzne dla okreslonych
antygendw oraz przeciwciata ll-rzedowe sprzezone z fluorochromami. Przed inkubacjg z pierwszym
przeciwciatem przeprowadzano blokowanie wigzan nieswoistych poprzez 90 min inkubacje hBM-MSCs
w 3% roztworze albuminy wotowej (ang. bovine serum albumin; BSA) (Sigma Aldrich). Reakcje z
przeciwciatami I-rzedowymi: mysie IgG1l anty-CD44, -CD90; mysie 1gG3 anty-SSEA4, krdlicze
poliklonalne anty-CXCR4 (Tabela 1) przeprowadzano w czasie catonocnej inkubacji komdérek w mokrej
komorze w temperaturze 4 °C. Dla rozwiniecia reakcji barwnych zastosowano odpowiednie
przeciwciafa ll-rzedowe sprzezone z fluorochromami: kozie anty-mysie 1gG1 Alexa Fluor 488 lub Alexa
Fluor 546; kozie anty-mysie IgG2a Alexa Fluor 488 lub Alexa Fluor 546; kozie anty-mysie IgG (H+L) Alexa
Fluor 488 lub Alexa Fluor 546; kozie anty-krélicze 1gG Alexa Fluor 488 lub Alexa Fluor 546 (Tabela 2).
Procedure znakowania hBM-MSCs przeprowadzano przez 90 minut inkubacji z przeciwciatami
drugorzedowymi w ciemnosci w temperaturze pokojowej. Dodatkowo jgdra badanych komdrek
barwiono 5 UM roztworem Hoechst 33258 (Sigma) przez 15 minut. Jako kontrole specyficznosci
uzytych przeciwciat zastosowano powyiszg procedure barwienia z pominieciem znakowania
przeciwciatem I-rzedowym. Preparaty zamykano przy uzyciu odczynnika Fluorescent Mounting
Medium (Dako). Wyniki badan immunocytochemicznych analizowano w mikroskopie
fluorescencyjnym Axiovert.Al Zeiss w programie Zen blue. W celu dokumentacji badah wykonano
zdjecia przygotowanych preparatéw mikroskopowych.
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Tabela 2. Spis przeciwciat pierwszorzedowych uzytych w analizie immunocytochemicznej
i immunohistochemicznej

Przeciwciato/ Gospodarz Izotyp/ Producent/ Numer Katalogowy
Rozcienczenie

Monoklonalne anty-CD90 / Mysie IgG1 /1:250 Santa Cruz / sc-59398

Monoklonalne anty-SSEA4 / Mysie IgG3 / 1:250 Merck Millipore/ MAB4304

Poliklonalne anty-CXCR4 / Krdlicze IgG / 1:250 Merck Millipore / AB1846

Monoklonalne anty-CD44 / Mysie IgG1/1:250 Santa Cruz / sc-7297

Poliklonalne anty-Laminina/ Krélicze IgG /1:100 Novus Biologicals / NB300-144

Monoklonalne anty-Klaudyna-5 / Mysie lgG1/1:200 Thermo Fisher Scientific / 35-2500

Monoklonalne anty-ED1/ Mysie IgG1/1:100 Serotec / MCA341R

Tabela 3. Spis przeciwciat drugorzedowych uzytych w analizie immunocytochemicznej
i immunohistochemiczne;.

Przeciwciato/ Gospodarz Fluorochrom Izotyp/ Rozcienczenie  Producent / Nr Kat.
Alexa Fluor kozie anty-mysie 488 IgG1 / 1:500 Invitrogen / A21121
Alexa Fluor kozie anty-mysie 546 IgG1/ 1:500 Invitrogen / A21123
Alexa Fluor kozie anty-mysie 488 IgG (H+L) / 1:500 Invitrogen / A11001
Alexa Fluor kozie anty-mysie 546 IgG (H+L) / 1:500 Invitrogen / A11003
Alexa Fluor kozie anty-krélicze 488 IgG (H+L) / 1:500 Invitrogen / A11008
Alexa Fluor kozie anty-krdlicze 546 IgG (H+L) / 1:500 Invitrogen / A11035
Alexa Fluor kozie anty-krélicze 633 IgG (H+L) / 1:500 Invitrogen / A21070

4.7. Analiza ekspresji wybranych gendéw w komaérkach hBM-MSCs

W celu okreslenia wptywu przyzyciowego znakowania analizowanymi znacznikami (Molday ION,
CMFDA oraz mRNA eGFP) na aktywnos¢ parakrynng hBM-MSCs, wykonano analize ekspresji mRNA dla
wybranych czynnikdw wzrostu. Pierwszym etapem analizy ekspresji genéw w hBM-MSCs natywnych
lub znakowanym przyzyciowo poszczegdlnymi markerami byfa izolacja catkowitego RNA z komodrek
kontrolnych (nieznakowanych) badz znakowanych: CMFDA, Molday ION lub transfekowanych eGFP
MRNA, stosujgc zmodyfikowang metode Chomczynskiego (Chomczynski i Sacchi, 1987) hodowanych
in vitro przez 2, 5 lub 7 dni. W reakcji odwrotnej transkrypcji przeprowadzonej przy uzyciu zestawu
High Capacity RNA-to-cDNA Kit (Applied Biosystems), zgodnie z zaleceniami producenta, uzywano 4 ug
RNA uzyskanego z badanych prdbek. Analize ekspresji genéw: BDNF (ang. Brain Derived Neurotrophic
Factor), GDNF (ang. glial cell line-derived neurotrophic factor), CNTF (ang. Ciliary Neurotrophic Factor),
NT3 (ang. Neurotrophin 3), PSAP (ang. Prosaposin), EGF (ang. Epidermal growth factor), IGF (ang.
Insulin-like growth factors), SEM (ang. Semaphorin) wykonano przy uzyciu metody Real Time PCR.
Startery do amplifikacji powyzszych gendw zaprojektowano przy uzyciu programu BLAST lub
wykorzystano sekwencje dostepne w literaturze. Zaprojektowane startery wykonano w firmie Sigma-
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Genosys. Lista uzytych starteréw znajduje sie w Tabeli 3. Reakcje prowadzono w obecnosci odczynnika
SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems) w aparacie ABI Prism 7500 Sequense Detection
System. Poziom ekspresji badanych préb normalizowano wzgledem genu referencyjnego
dehydrogenazy aldehydu 3-fosfoglicerynowego (GAPDH). Analize wynikéw wykonano stosujgc metode
2°88¢ (Livak i Schmittgen, 2001).

Tabela 4. Spis starterow uzytych w reakcji Real Time PRC

Gen/Biatko Sekwencja starterow

Forward

Czynnik neurotroficzny pochodzenia

glejowego (GDNF)
TTTAGGTACTGCAGCGGCTCTT

Dehydrogenaza aldehydu 3-

fosfoglicerynowego (GAPDH)
CCACATCGCTCAGACACCAT

Insulino-podobny czynnik wzrostu (IGF)

TGCTTCCGGAGCTGTGATCTA

Naskdrkowy czynnik wzrostu (EGF)

GCAGAGGGATACGCCCTAAGT
Neurotrofina 3 (NT3)

AACATCACGGCGGAAACGGTAC

Neurotropowy czynnik pochodzenia

mozgowego (BDNF)
ATTACAATCAGATGGGCCACATG

Prosapozyna (PSAP)

AACAGACCAGGTGTCCTTGG
Rzeskowy czynnik neurotroficzny (CNTF)
TGTGCGTGCTTGCATGTG
Semaforyna (SEM)
CCCTGGGGAACTTCTACCTC

4.8. Réznicowanie hBM-MSCs w kierunku adipocytéw

Badania wptywu przyzyciowego znakowania hBM-MSCs na ich zdolnos$¢ do réznicowania sie w
podstawowe trzy typy komdrek wywodzgcych sie z mezodermy stanowity kolejny etap badan in vitro.
W celu okreslenia zdolnosci hBM-MSCs do réznicowania w kierunku adipocytéw komorki natywne
(nieznakowane) oraz znakowane CMFDA, Molday ION lub transfekowane eGFP mRNA wysiewano na
szalke 24-dotkowg w gestoéci 1.5x10° komérek/dotek i hodowano w pozywce stymulujgcej
adipogeneze StemPro® Adipogenesis Differentiation Kit w warunkach standardowych (atmosfera
powietrza z zawartoscig, 5 % CO,, o wilgotnosci 95 % i temperaturze 37 °C) przez 15 dni. Pozywke
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hodowlang wymieniano, co drugi dzien. Po uptywie 15 dni hBM-MSCs trzykrotnie ptukano PBS i
utrwalano przez 30 minut roztworem 4 % PFA, a nastepnie ponownie trzykrotnie ptukano PBS. Ocene
komérek przeprowadzano przy uzyciu mikroskopu fluorescencyjnego Axiovert.Al Zeiss w programie
Zen blue.

4.9. Réznicowanie komorek hBM-MSCs w kierunku osteoblastow

Analize zdolnosci réznicowania sie hBM-MSCs w kierunku osteoblastéw przeprowadzano w
hodowlach komdrek natywnych lub znakowanych CMFDA, Molday ION lub transfekowanych mRNA
eGFP. Po 24 godzinach od znakowania komérki odklejano od dna naczynia hodowlanego przy uzyciu
trypsyny, wirowano (3 min 1000 rpm) i liczono a nastepnie wysiewano do szalki 24-dotkowej w gestosci
1x10% hBM-MSCs/dotek i inkubowano w pozywce MSCBM (Lonza) przez 4 godziny. Po tym czasie
wykonywano zmiane pozywki hodowlanej na pozywke StemPro Osteogenesis Differentiation Kit
(Gibco), w ktérej komérki hodowano w temp. 37 °C, 5 % CO; przez kolejne trzy tygodnie. Pozywke
hodowlang wymieniano, co trzeci dzien. Po uptywie 21 dni hBM-MSCs przeptukiwano DPBS (Lonza) i
utrwalano w 4 % PFA przez 30 minut, a nastepnie ptukano dwukrotnie woda destylowang i barwiono
2 % czerwienig alizarynowgq (Sigma Aldrich) przez 3 minuty. Nadmiar barwnika usuwano poprzez
trzykrotne ptukanie wodg destylowang. Ocene fenotypowa komérek przeprowadzano przy uzyciu
mikroskopu fluorescencyjnego Axiovert.Al Zeiss w programie Zen blue.

4.10. Réznicowanie komdrek hBM-MSCs w kierunku chondrocytéw

W celu okredlenia zdolnosci hBM-MSCs do rdznicowania w kierunku chondrocytéw po ich
przyzyciowym znakowaniu hodowane in vitro komérki natywne badz znakowane CMFDA, Molday ION
lub transfekowane eGFP mRNA pozostajgce w hodowli przez 24 godziny po znakowaniu, odklejano od
dna naczynia hodowlanego przy uzyciu trypsyny i wirowano (3 min 1000 rpm). Nadsgcz znad komaérek
usuwano poprzez dekantacje, a zebrane w postaci osadu hBM-MSCs wysiewano do szalki 24-dotkowej
w postaci 5 ul kropli zawierajgcych 1x10° komérek/krople i umieszczano w temp. 37 °C, 5 % CO, przy
bardzo wysokiej wilgotnos$ci powietrza w granicach 80-90 %. Po 4 godzinach inkubacji do kazdego dotka
szalki dodawano pozywke StemPro Chondrogenesis Differentiation Kit (Gibco) i hodowano hBM-MSCs
przez 2 tygodnie w temp. 37 °C, 5 % CO,. Pozywke hodowlang wymieniano, co trzeci dzieA. Po 14
dniach hodowli w celu weryfikacji zajscia procesu réznicowania hBM-MSCs w kierunku chondrocytéow
komérki utrwalano poprzez 30 minutowa inkubacje w 4 % PFA, ptukano DPBS i barwiono przez 30
minut 1 % roztworem btekitu alcjanskiego (Sigma Aldrich). Barwnik odptukiwano dwukrotnie stosujac
0.1 N HCl, a wybarwione komérki umieszczano w wodzie destylowanej. Ocene réznicowania komdrek
przeprowadzano przy uzyciu mikroskopu fluorescencyjnego Axiovert.Al Zeiss w programie Zen blue.

4.11.Transfekcja komdérek hBM-MSCs mRNA ITGA4

W celu uzyskania hBM-MSCs z nad-ekspresjg podjednostki a4 integryny VLA-4 przeprowadzono
transfekcje komérek mRNA ITGA4. Procedure wykonywano przy uzyciu odczynnika Lipofectamine™
2000 (Invitrogen, Life Technologies). hBM-MSCs w liczbie 75x10% wysiewano do butelek T-75 i
pozostawiono do osiggniecia 70 % konfluencji. Na pét godziny przed transfekcjg usuwano standardowa
pozywke hodowlang, komérki ptukano PBS, a nastepnie umieszczano w pozywce Opti-MEM® |
Reduced Serum Medium w objetosci stanowigcej % objetosci koricowe] roztworu zawierajacego
czynnik transfekcyjny. W osobnych probdwkach zawierajgcych pozywke Opti-MEM® | Reduced Serum
Medium zawieszano Lipofektamine w stosunku 1:27 i czynnik transfekcyjny — mRNA w stosunku 1:22,
a nastepnie inkubowano w temperaturze pokojowej (TP) przez 5 min. Tak przygotowane roztwory
MRNA i Lipofektaminy mieszano ze sobg w stosunku 1:1 i inkubowano w TP przez 20 minut w celu

65



utworzenia lipoplekséw. hBM-MSCs poddawano dziataniu mieszaniny transfekcyjnej w dawce 9.45
pg/ml. Po 4 godzinach inkubacji w temp. 37 °C, 5 % CO, komérki hBM-MSCs trzykrotnie ptukano PBS i
umieszczano w pozywce MSCBM. Do dalszych eksperymentdéw uzywano komérek po 8-10 godzinach
od rozpoczecia procesu transfekgc;ji.

Natywne hBM-MSCs

hBM-MSCs ITGA4(+)

CO2E0000

000

00000000, 4\\-—"‘ 00000000,
transfekcja mRNA ITGA4
8-10 godzin

Ryc. 6. Schemat transfekcji hBM-MSCs. W celu uzyskanie komérek z nad-ekspresjg biatka a4, hBM-MSCs byty
poddawane transfekcji mRNA ITGA4 na 8 do 10 godzin przed uzyciem ich w dalszych doswiadczeniach.

4.12. Pomiar wielkosci komaérek

W celu okreslenia wptywu transfekcji mRNA ITGA4 na wielko$¢ hBM-MSCs wykonano pomiar
srednicy modyfikowanych i kontrolnych komérek. Pozostajgce w hodowli natywne komérki hBM-MSCs
lub hBM-MSCs 8-10 godzin po transfekcji mRNA ITGA4 odklejano od naczynia hodowlanego poprzez
trypsynizacje, wirowano przy 1200 obr/min i zawieszono w pozywce hodowlanej. Zawiesine komérek
(50 l) przenoszono na podstawowe szkietko mikroskopowe i zamykano nakrywajac krople zawiesiny
szkietkiem nakrywkowym. Zdjecia komdrek wykonywano w kontrascie fazowym przy uzyciu
mikroskopu Axiovert 25 (Zeiss) wyposazonego w aparat fotograficzny (Canon). Pomiar wielkosci kazdej
komoérki przeprowadzono w programie Image-J poprzez reczne zaznaczenie obwodu komorki
narzedziem wielokata i okreslenie pola powierzchni zajmowanego przez komodrke, podawanego przez
program w pikselach kwadratowych. Badanie przeprowadzono w trzech niezaleznych prébach
okreslajac wielkosé natywnych lub transfekowanych mRNA ITGA4 komdrek hBM-MSCs.

4.13. Analiza populacji h(BM-MSCs w cytometrze przeptywowym

W celu okreslenia fenotypu hBM-MSCs wyznakowanch Molday ION, CMFDA lub transfekowanych
MRNA eGFP przeprowadzono analize w cytometrze przeptywowym. W komodrkach w drugim oraz
siédmym dniu hodowli in vitro (DIV) od znakowania sprawdzano obecnosé¢ markerdw takich jak: CD90,
CD44, SSEA4 i CXCR4 (BD Biosciences, Franklin Lakes, New Jersey, Stany Zjednoczone). hBM-MSCs
odklejono od naczynia hodowlanego przez trypsynizacje, zawieszano w PBS i odwirowywano
dwukrotnie przy 1200 obrotéw/min. Komorki przeznaczone do znakowania antygendw
wewnatrzkomérkowych (CXCR4) umieszczano w buforze do utrwalania (BD Cytofix) na 20 min w
temperaturze 4 °C, odptukiwano dwukrotnie wirujgc przy 1200 obrotéw/min w PBS a nastepnie
przenoszono do buforu do permabilizacji (BD Cytoperm™) na okres 15 minut. Nastepnie komorki
(5x10°) inkubowano w 100 pl buforu PBS zawierajgcego 1 % FBS oraz przeciwciafa: 2 pl anty-CD90-APC,
5 pl anty-CD44-PeCy7, 5 ul anty-SSEA4-V450 lub 2 pl anty-CXCR4-BV421 przez 30 minut w ciemnosci.
Komérki dwukrotnie odptukiwano wirujgc przy 1200 obrotéw/min w PBS, a nastepnie osad zawieszano
w 300 ul tego buforu. Bezposrednio przed pomiarem do zawiesiny hBM-MSCs dodawano 5 l
odczynnika 7AAD i komoérki inkubowano przez 10 min w ciemnosci. Po wykonaniu procedury
kompensacji fluorescencje komarek analizowano za pomoca cytometrii przeptywowej w urzadzeniu
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BD FACS Canto Il. Dane analizowano przy uzyciu oprogramowania FACSDiva (BD Biosciences).
Okreslano wzgledng wielko$¢ (parametr FSC; ang. Forward Scatter, Rozproszenie czotowe wigzki
lasera) i ziarnisto$¢ (parametr SSC; ang. Side Scatter; Rozproszenie boczne wigzki lasera) komorek,
zywotnos¢ hBM-MSCs mierzono w tescie 7AAD (7-Aminoactinomycin D), a ponadto analizowano
odsetek komodrek natywnych oraz znakowanych Molday ION, CMFDA oraz transfekowanych mRNA
eGFP wykazujgcych ekspresje markerow CD90, CD44, SSEA4 oraz CXCR4. Intensywnos¢ sygnatu
fluorescencyjnego zmierzono i wyrazono, jako wartosé¢ $rednig dla 1x10* analizowanych komérek.
Wszystkie doswiadczenia przeprowadzono w trzech powtérzeniach.

W celu okredlenia profilu ekspresji integryny a4 u hBM-MSCs poddanych transfekcji mRNA ITGA4
komarki analizowano w cytometrze przeptywowym. Komorki hBM-MSCs natywne oraz transfekowane
MRNA ITGA4 po 4, 8, 12 i 24 godzinach od transfekcji odklejano od dna butelek hodowlanych poprzez
trypsynizacje, zawieszono w PBS, wirowano dwukrotnie z szybko$cig 1200 obrotéw/minute, utrwalano
w 2 % PFA przez 10 minut inkubacji z wytrzasaniem (800 obrotéw/minute). W kolejnym etapie hBM-
MSCs ptukano w PBS poprzez dwa cykle wirowania 1200 obrotéw/min i tak przygotowane
przechowywano w 4 °C. Bezposrednio przed analizg 3x10° hBM-MSCs zawieszano w 50 pl 1 % roztworu
BSA w PBS zawierajgcego 0.25 pl mysiego przeciwciata sprzezonego z fluorochromem BV421,
skierowanego przeciwko ludzkiemu biatku a4 (CD49d) (Becton Dickinson) i 0.25 pl mysiego
przeciwciata sprzezonego z fluorochromem APC, skierowanego przeciwko ludzkiemu biatku CD90
(Becton Dickinson) i inkubowano w ciemnosci poprzez 40 minut. W celu usuniecia nadmiaru
niezwigzanych przeciwciat stosowano dwa cykle wirowania 1200 obrotéw/min. Do uzyskanego osadu
komodrek dodawano 300ul PBS. Prébki analizowano w cytometrze przeptywowym BD FACS Canto |l
stosujac oprogramowanie FACSDiva (BD Biosciences) ze skompensowanymi parametrami. Analize
otrzymanych danych przeprowadzano w programie FACSDiva. Poza oceng procentowej wartosci
komorek posiadajagcych na swojej powierzchni ludzki antygen a4 (CD49d) mierzono site sygnatu
fluorescencyjnego generowanego przez kazdg komérke, ktdra na wykresach zostata wyrazona, jako
srednia mediana z pomiaru wykonanego dla 10 000 komérek w trzech powtérzeniach.

4.14. Ocena ruchu komérek hBM-MSCs in vitro podczas ich przeptywu przez kanat komory
mikroprzeptywowej (microfluid assay)

4.14.1. Charakterystyka komory mikroprzeptywowej i schemat do$wiadczenia

W celu okreslenia wptywu modyfikacji hBM-MSCs mRNA ITGA4 na funkcjonalnos¢ komérek
wykorzystano metode mikroprzeptywdw. Do oceny zdolnosci przylegania natywnych i wykazujacych
nad-ekspresje czgsteczki VLA-4 komérek hBM-MSCs w warunkach jak najbardziej zblizonych do
fizjologicznych zastosowano komory z uktadem bardzo precyzyjnych kanatéw wykonanych metoda
mikro fabrykacji z uzyciem litografii, udostepnione przez JHU w Baltimore. Wyjscie kanatu komory
mikroprzeptywowej potgczono za pomocy silikonowego cewnika (Dow Corning Silastic) z pompa
strzykawkowg GenieTouch ™ (Kent Scientific) (ryc.7). Poprzez to potgczenie do kanatu komory
mikroprzeptywowej wprowadzano roztwér 10 pg/ml ludzkiego rekombinowanego biatka VCAMA1 (Life
Technologies) i pozostawiano przez 90 minut w celu pokrycia powierzchni kanatu. Nadmiar biatka
wyptukiwano z komory stosujgc ciggty przeptyw strumienia wody przez 15 minut. Nastepnie do kanatu
komory wprowadzano 1 % roztwor BSA w PBS (Sigma Aldrich) w celu zablokowania niespecyficznych
miejsc wigzania. Po 60 minutach inkubacji komore przeptukiwano strumieniem PBS przez 15 minut. Do
tak przygotowanej komory przeptywowej, do wejscia kanatu wprowadzano przy pomocy pipety
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automatycznej zawiesine natywnych lub transfekowanych mRNA ITGA4 hBM-MSCs, uprzednio
znakowanych Molday ION Rhodamine B™. Przeptyw komodrek przez kanat komory wymuszano pracg
pompy strzykawkowej zaciggajgcej ciecz przez 10 min, pracujgcej z predkoscia, przy ktérej wewnatrz
komory dochodzito do powstania fizjologicznych wartosci sit $cinania wynoszacych 1 dyna/cm?.
Eksperymenty rejestrowano w postaci filméw z wysoka czestotliwoscig 250 Hz za pomocg systemu
Colibri z diodg LED, jako zrédtem sSwiatta w zakresie widma 540-580 nm potgczonego z mikroskopem
SD Cell Observer (Carl Zeiss Inc). Przyspieszanie przechwytywania obrazu uzyskano dzieki wstepnej
obrébce obrazu uzywajac ustawien binning 3x3.

T‘»Komora przeptywowa
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Ryc. 7. Schemat uktadu doswiadczalnego stosowanego do oceny ruchu komérek hBM-MSCs in vitro podczas ich
przeptywu przez kanat komory mikroprzeptywowej (microfluid assay).

4.14.2. Oprogramowanie do wysoko przepustowej analizy oddziatywarn hBM-MSCs w komorach
przeptywowych

Przy uzyciu jezyka programowania C#, framework .NET i wzorca MVVM (Model-View-Viewmodel),
we wspotpracy z programistami opracowano dedykowane moim badaniom oprogramowanie (CellFlow
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Tracker) do automatycznej analizy interakcji hBM-MSCs z biatkiem VCAM1 w kanatach komor
mikroprzeptywowych na podstawie nagranych filméw. Aplikacja wymaga systemu Windows i systemu
.NET Framework 4. Pozwala to uzytkownikowi na przetwarzanie klatek wideo oraz wykrywanie i
analizowanie obiektow (blobéw) przeptywajacych przez widoczne obszary. Do analizy obiektow uzyto
algorytmu znakowania elementéw potgczonych, ktére nazywajg sie blobami i odpowiadajg
pojedynczym komdrkom. Ruch blobéw pomiedzy klatkami wykrywany jest w oparciu o dopasowanie
stosujgc okreslone kryteria: 1) odlegtosé pomiedzy blobami oraz 2) momenty geometryczne i granice
blobdw. Dobrane zostaty najlepiej pasujace ramki dodawane do sekwencji blob, ktéra reprezentuje
ruch obiektu. Schemat pracy CellFlow Tracker sktadat sie z: 1) zatadowania pliku wideo; 2) odczytania
biezgcej ramki wideo (obrazu), jako mapy bitowej przy uzyciu ramki Video for Windows; oraz 3) analizy
ramki i wykryciu blobéw. W aplikacji przeprowadzona zostata analiza predkosci blobéw i korekcja
sekwencji $ledzenia zidentyfikowanych blobédw przez dodawanie lub usuwanie blobdéw, a takze
kadrowanie lub tgczenie sekwencji. Ponadto sekwencje filtrowano przez parametry, takie jak czas
trwania (w ramkach) i predkosé¢ (odchylenie standardowe, srednie, mediany, wartosci minimalne i
maksymalne). Uzyskane w programie dane byty eksportowane do plikdw csv.

4.14.3. Walidacja dziatania programu CellFlow Tracker

W celu przeprowadzenia walidacji nowego oprogramowania poprawnos$¢ automatycznego
pomiaru ruchu komérek dokonywanego przez program CellFlow Tracker zweryfikowano wzgledem
manualnego pomiaru odlegtosci, jakg pojedyncza komérka pokonywata miedzy kolejnymi klatkami
filmu w programie Image-J. Do recznego oznaczania $ledzonych komoérek na kazdej klatce nagrania
uzyto znacznika wielopunktowego, natomiast za pomocga prostej linii tgczacej kolejne oznaczone
punkty dokonano pomiaru odlegtosci wyrazonej w pikselach. Poréwnanie danych uzyskanych z
pomiaréw wykonanych recznie i przy uzyciu programu CellFlow Tracker przeprowadzono dla losowo
wybranych komdrek na pieciu réznych nagraniach (n=100), dla ktérych analize przeprowadzono w
pieciu niezaleznych prébach.

4.14.4. Ocena parametrow ruchu komoérek

W celu okreslenia kinetyki ruchu hBM-MSCs dokonano obliczen ilosciowych, jakoSciowych i
poréwnania wzoru ruchu natywnych i transfekowanych mRNA ITGA4 komérek przeptywajacych przez
komore mikroprzeptywowag w oparciu o dane uzyskane po analizie nagran w programie Cell Flow
Tracker. Analizie poddano po trzy nagrania dla kazdej grupy komérek. Algorytm postepowania przy
analizie zostat przedstawiony na schemacie (ryc.8). Podstawowym z mierzonych parametréw byta
wartos$é n, podawana przez program CellFlow Tracker, okreslajgca odlegtos¢ podang w pikselach, o
jaka dana komdrka przemiescita sie pomiedzy dwiema nastepujgcymi bezposrednio po sobie klatkami
filmu. Na podstawie tej wartosci mozliwe byto wyznaczenie sredniej predkosci przeptywu danej
komoérki nazwanej M. Analiza kolejno nastepujgcych po sobie wartosci n opisujgcych ruch danej
komorki pozwolita na segregacje wszystkich przeptywajgcych komérek do dwdch grup na podstawie
obecnosci lub braku wartosci ny mniejszej badz réwnej 1. Brak wartosci ny przyporzgdkowywat dang
komorke do grupy komdérek niezatrzymujacych sie podczas przeptywu, natomiast komarki, u ktérych
zidentyfikowana zostata warto$¢ ny zostaty przyporzadkowane do grupy komérek podlegajgcych
zatrzymaniu. Dla komérek niepodlegajacych zatrzymaniu okreslana byta warto$¢ Ma opisujgca srednig
predkosé przeptywu tych komarek. Wewnatrz grupy komérek podlegajacych zatrzymaniu okreslana
byta natomiast obecnos¢ wartosci ny wyznaczajaca pierwsza nastepujaca po wartosci ny wartos¢ n
wiekszg niz 1. Wyznaczata ona moment ponownego rozpoczecia ruchu danej komaérki po zakoriczeniu
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okresu jej zatrzymania. Wartosci n« i n, pozwolity na wyznaczenie punktdw rozdzielajacych ciggi danych
opisujgce ruch komarki podlegajacej zatrzymaniu na etapy, ktére potencjalnie mogty wystepowad
podczas przeptywu komoérki i byty analogiczne do etapdédw wystepujgcych podczas diapedezy
leukocytéw takie jak: toczenie sig, zatrzymanie i petzanie.
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Ryc. 8. Schemat algorytmu wykorzystanego przy analizie danych opisujgcych wzér ruchu hBM-MSCs podczas
przeptywu w przez kanat komory przeptywowej.

W celu jakosciowego okreslenia wystepowania tych etapéw podczas przeptywu komérek hBM-
MSCs wyznaczone zostaty srednie arytmetyczne dla wartosci n poprzedzajgcych wartosc ny okreslane,
jako Mg i Srednie arytmetyczne dla wartosci n rozpoczynajacych sie od wartosci ny, okreslane, jako Mc.
W celu weryfikacji wystepowania etapdw toczenia sie i petzania komdrek zbiory srednich predkosci Mg
i Mc zostaty porédwnane do zbioru $rednich predkosci Ma. Poniewaz zaréwno toczenie sie jak i petzanie
komoérek charakteryzuje sie obnizeniem predkosci przeptywu wzgledem S$redniej predkosci ruchu
komoérek przebiegajgcego bez interakcji z otoczeniem zatozono, ze wykazanie istotnej statystycznie
réznicy w Sredniej predkosci ruchu komérek przed ich zatrzymaniem (Mg) wzgledem $redniej predkosci
ruchu komérek przeptywajacych bez zatrzymania (Ma) bedzie stanowito podstawe do jakosciowego
stwierdzenia braku bgdz wystepowania etapu toczenia sie (poréwnanie zbioru wartosci Mg ze zbiorem
wartosci Ma) i petzania komérek (poréwnanie zbioru wartosci Mc ze zbiorem wartosci Ma).
Przeszukiwanie ciggéw danych w celu wytypowania punktu pozwalajgcego na wyznaczenie wartosci
mniejszej badz réwnej jeden (ny) i obliczenie srednich predkosci z czasu w okresie poprzedzajgcym
zatrzymanie (Ms) odbywato sie w programie Microsoft Excel 2010 przy uzyciu autorskiego polecenia
makro:

Cells(1, 1).Value = "Average"
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Cells(1, 3).Select
lastrow = Cells(1, 3).End(xIDown).Row
Fori=2To lastrow
i=3
wartosc =0
lastcol = Cells(i, 3).End(xIToRight).Column
Do Until Cells(i, j).Value < 1
i=j+1
Loop
=]
Do Until j = lastcol + 1
wartosc = wartosc + Cells(i, j).Value
i=j+1
Loop
If j - 3 <>0Then Cells(i, 1).Value = wartosc / (j - k) Else: Cells(i, 1).Value ="n"
Next i
End Sub

Przeszukiwanie ciggdw danych w celu wytypowania wartosci pozwalajgcej na znalezienie punktu
danych wyznaczajacego koniec okresu zatrzymania komdrek (n,) i obliczenie $rednich predkosci
przeptywu w okresie czasu po zatrzymaniu komdrek (Mc) odbywato sie w programie Microsoft Excel
2010 przy uzyciu autorskiego polecenia makro:

Cells(1, 1).Value = "Average"
Cells(1, 3).Select

lastrow = Cells(1, 3).End(xIDown).Row
Fori=2To lastrow

j=3

wartosc =0

h=0

lastcol = Cells(i, 3).End(xIToRight).Column
Do Until Cells(i, j).Value < 1

j=j+1

Loop

Do Until j = lastcol + 1

If Cells(i, j).Value > 1 Then

wartosc = wartosc + Cells(i, j).Value
h=h+1

End If

j=j+1

Loop

Ifj-3<>0Then

If h=0Then

Cells(i, 1).Value = "n"

Else:

Cells(i, 1).Value = wartosc / h

End If

Else: Cells(i, 1).Value = "n"

End If

Next i

End Sub

Na podstawie przedstawionego algorytmu wyrdzniono cztery typy interakcji pomiedzy
przeptywajgcymi przez komore przeptywowg komdrek hBM-MSCs a powierzchnig kanatu: 1) brak
interakcji (charakteryzujgcy sie stosunkowo wysokg predkoscig ptynacej komérki bez spadkow jej
predkosci ponizej 1 piksela na klatke; 2) zatrzymanie komadrki rozumiane, jako spadek predkosci ruchu
komarki réwny lub mniejszy niz 1 piksel/klatke; 3) toczenie sie definiowane wytgcznie wérdd komorek,
ktore zostaty uznane za komdrki podlegajgce zatrzymaniu, jako stopniowe lub nagte spowolnienie
predkosci przeptywajgcej komorki poprzedzajgce jej zatrzymanie; 4) petzanie badane tylko w
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przypadku komorek, ktére zostaty uznane za komdrki podlegajace zatrzymaniu, jako zdarzenie
nastepujgce po zatrzymaniu przejawiajgce sie wzrostem szybkosci ruchu komérki powyzej 1 piksela na
jedng klatke. Wykonano poréwnanie wzoru ruchu komoérek BM-MSCs natywnych i transfekowanych
MRNA ITGA4 uwzgledniajgc: 1) procent komoérek podlegajgcych zatrzymaniu; 2) dtugosé czasu
zatrzymania; 3) srednig predkos¢ ptyngcych komaérek. Ponadto sprawdzono czy w przypadku komérek
podlegajgcych zatrzymaniu we wzorze ich ruchu mozna wyrézni¢ etapy toczenia sie i petzania. Ze
wzgledu na fakt, ze pojedyncza klatka kazdego filmu byta zbierana co 4 ms, wszystkie komorki
podlegajgce zatrzymaniu zostaty przyporzgdkowane do grup charakteryzujgcych sie okresem czasu
zatrzymania w przedziale: 1) 4-40 ms; 2) 40-400 ms; 3) 400-40000 ms; 4)> 4000 ms. Nastepnie
okreslono procent komdrek w kazdej z tych grup, zaktadajac, ze populacja wszystkich zatrzymanych
komaérek wynosi 100 %.

4.15. Ocena migracji komorek w komorach migracyjnych typu transwell

W celu dokonania oceny zdolnosci natywnych i transfekowanych mRNA ITGA4 komdrek hBM-
MSCs do migracji wykorzystano komory migracyjne. Komory migracyjne typu transwell (Corning)
zawierajgce btony poliweglanowe z porami o $rednicy 8 um pokrywano kolagenem typu | (Gibco) w
stezeniu 50 pg/ml i inkubowano przez 60 minut w temperaturze pokojowej, po czym trzykrotnie
ptukano PBS. Btony czesci komér dodatkowo pokrywano biatkiem VCAM1 (10 ug/ml) naktadajac
roztwér biatka na powierzchnie bton i pozostawiajgc w 4 °C przez noc. Komory po trzykrotnym
przeptukaniu PBS stosowano w doswiadczeniach. W tym celu w dolnej czesci komory umieszczano
pozywke Opti-MEM® | Reduced Serum Medium (Life Technologies) z dodatkiem 0.1 % BSA lub 0.5
mg/ml homogenatu mdzgu szczura, poddanego 48 godzin wczesniej uszkodzeniu prazkowia ouabaing.
Do gdérnej czesci komory podawano zawieszone w 100 pl pozywki Opti-MEM® | Reduced Serum
Medium, znakowane Molday ION natywne lub transfekowane mRNA ITGA4 komadrki hBM-MSCs w
liczbie 1x10* na bfone. Po 24 godzinach inkubacji (37 °C, 5 % CO,, wilgotno$¢ 95 %) usuwano
nieprzyklejone komorki stosujgc trzykrotne przemywanie bton komér PBS. Kolejnym etapem byto
utrwalanie pozostatych na btonie hBM-MSCs poprzez 15 minutowg inkubacje w 4 % roztworze PFA i
barwienie jader komdrek przez 5 minut 5 uM roztworem Hoechst 33258. Komarki znajdujace sie na
gérnej powierzchni membrany usuwano mechanicznie przy uzyciu bawetnianych wacikéw. Zdjecia
catych bton poliweglanowych wykonywano w mikroskopie Axio Observer Z.1 przy uzyciu polecenia , tile
scans” i analizowano w systemie ZEN 2012 blue. Wizualizacja jgder komdrkowych postuzyta nam do
okreslenia catkowitej liczby hBM-MSCs, ktére znajdowaty sie na dolnej powierzchni btony.

4.16. Model uszkodzenia mézgu ouabaing

Do badan zastosowaliSmy opracowany w naszym zespole model cytotoksycznego uszkodzenia
mdzgu poprzez podanie inhibitora pompy Na/K — ouabainy (OUA), do prazkowia dorostych szczuréw
(Janowski i in., 2008). Przed zabiegiem mikrochirurgicznym doroste szczury samce stada Wistar
poddawano znieczuleniu ogdlnemu poprzez dootrzewnowe wstrzykniecie Bioketanu (53.6 mg/kg,
Vetoquinol) i Domitoru (0.4 mg/kg, Orion Pharma). Po umieszczeniu zwierzecia w aparacie
stereotaktycznym (Stoelting) wykonywano naciecie skéry gtowy wzdiuz szwu strzatkowego i
nawiercano otwor trepanacyjny o srednicy 1.5 mm na sklepieniu czaszki, nad prawg potkulg. Nastepnie
przy uzyciu 5 pl strzykawki Hamiltona wyposazonej w igte o dtugosci 15 mm i $rednicy 33 mm,
potgczonej z pompga do mikroinfuzji i systemem nawigacji (Stoelting) podawano do prazkowia 1 pl 50
nmol roztworu o$mio-wodzianu ouabainy (Sigma Aldrich) z predkoscig 1 pl/min (koordynaty: A 0.5, L
3.8, D 4.7 mm, punktem odniesienia w ptaszczyznie horyzontalnej byta bregma). Po usunieciu igly
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brzegi rany na skérze zespalano nicig chirurgiczng. Po operacji zwierzetom podawano podskdrnie
antybiotyk (Baytril, 0.4 g/kg masy ciata) i Srodek przeciwbdlowy (Rycarfa, 5 mg/kg masy ciata).

™D

\

Ryc. 9. Schemt procedury stereotaktycznego podania ouabainy do prazkowia prawej pétkuli mézgu (A) z
oznaczeniem linii naciecia skory (1), bregmy (2), koordynatéw punktu podania ouabainy (3)
oraz obszaru uszkodzenia struktur prazkowia na gtebokosci 4.7 mm (B).

2 dni

Ryc. 10. Schemat rozwoju uszkodzenia mdzgu po podaniu ouabainy do prgzkowia prawej potkuli. Zdjecia
pochodzg z obrazowania przy uzyciu rezonansu magnetycznego w ciggu kolejnych 14 dni od iniekcji
ouabainy. Strzatki wskazujg obszar uszkodzenia.

4.17. Dotetnicza transplantacja komdrek hBM-MSCs

W celu oceny wptywu modyfikacji komérek przy uzyciu mRNA ITGA4 na zasiedlanie uszkodzonego
mozgu hBM-MSCs byty przeszczepiane dotetniczo u szczuréow z wczesniej wykonanym uszkodzeniem
ogniskowym modzgu. Materiat transplantacyjny stanowity dwie populacje komérek hBM-MSCs
(natywne i transfekowane mRNA ITGA4) znakowane Molday ION. Biorcami przeszczepu byty doroste
szczury samce stada Wistar, u ktérych 48 godzin wczes$niej wykonano uszkodzenie prgzkowia ouabaina.
hBM-MSCs podawano zwierzetom w narkozie wziewnej (Aerrane Isoflurane USP) do prawej tetnicy
szyjnej wewnetrznej, ktérg kaniulowano. W celu odstoniecia naczynia i zaopatrzenia
mikrochirurgicznego pozostatych naczyn krwionosnych dokonano naciecia skéry szyi, a nastepnie
izolowano i podwigzywano prawg tetnice szyjng wspdlng, prawa tetnice szyjng zewnetrzng i tetnice
skrzydtowo-podniebienng. Dodatkowo koagulowano tetnice potyliczng i zaktadano zacisk na prawg
tetnice szyjng wewnetrzng, po czym nacinano prawg tetnice szyjng wspdlng, do ktérej wprowadzano
cewnik tak, aby koricdwka cewnika dochodzita do prawej tetnicy szyjnej wewnetrznej, z ktérej usuwany
byt zacisk. Komorki hBM-MSCs natywne lub transfekowane mRNA ITGA4, znakowane Molday ION w
liczbie 5x10° zawieszone w 1 ml PBS podawano bezposrednio do prawej tetnicy szyjnej wewnetrznej z
predkoscig 200 pl/min. Po wykonaniu infuzji komdrek podwigzywano tetnice szyjna wspdlng a brzegi
rany na skorze byty zespalane przy uzyciu szwow chirurgicznych. Po zabiegu zwierzetom podawano
podskdrnie antybiotyk (Baytril, 0.4 g/kg masy ciata) i srodek przeciwbdlowy (Rycarfa, 5 mg/kg masy
ciata).
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Transplantacja dotetnicza
hBM-MSCs

Ryc. 11. Schemat dotetniczej transplantacji komadrek z opisem kolejnych etapéw zabiegu obejmujgcych kolejno:
1. Podwigzanie tetnicy szyjnej zewnetrznej prawej; 2. Koagulacje tetnicy potylicznej; 3. Podwigzanie
tetnicy skrzydtowo-podniebiennej; 4. Podwigzanie tetnicy szyjnej wspdlnej; 5. Zatozenie klipsa
naczyniowego na tetnice szyjng wspodlng prawg; 6. Naciecie tetnicy szyjnej wspdlnej prawej;
7. Wprowadzenie cewnika naczyniowego przez prawg tetnice szyjng wspdolng do tetnicy szyjnej
wewnetrznej prawej; 8. Zatozenie szwu stabilizujgcego cewnik na tetnice szyjng wewnetrzng prawa lub
tetnice szyjng wspodlng prawg; 9. Zdjecie klipsa naczyniowego z tetnicy szyjnej wewnetrznej prawej;
10. Podanie hBM-MSCs przez wprowadzony cewnik naczyniowy (schemat zmodyfikowany wedtug
Crumrineiin., 2011).

4.18. Obrazowanie mdzgu szczura w MRI i analiza uzyskanych obrazéw

W celu potwierdzenia obecnosci i okreslenia lokalizacji przeszczepionych dotetniczo
modyfikowanych mRNA ITGA4 i kontrolnych hBM-MSCs u szczuréw z ogniskowym uszkodzeniem
mozgu, zwierzeta poddawano obrazowaniu w rezonansie magnetycznym. Podawanie komérek hBM-
MSCs obrazowano za pomocg skanera 7 T Biospec 70/30 MR (Bruker), z cylindryczng cewka nadawczg
o czestotliwosci radiowej (o Srednicy wewnetrznej 8.6 cm) i cewka odbiorczg (2x2 elementdéw)
umieszczong nad gtowg zwierzecia. Przed infuzjg komédrek, podczas ich transplantacji i bezposrednio
po przeszczepieniu oraz 24, 48 i 72 godziny od podania komdrek mdzgi zwierzat byty obrazowane za
pomoca sekwencji T2 (RARE, TR =4000 ms, TE=58.5ms, TA=2m 8s, FOV = 2.69/2.35, MTX = 256/128)
w celu uwidocznienia obszaru uszkodzenia oraz z uzyciem sekwencji T2* (FLASH, TR =500 ms, TE =5
ms, FA = 40 deg, TA = 48 s, FOV = 2.69/2.35, MTX = 256/128) w celu wykrycia obecnosci
przeszczepionych komorek. Przeszczepione hBM-MSCs obecne w médzgu oceniano na podstawie
intensywnosci sygnatu pochodzgcego od znacznika Molday ION Rhodamine B™, uzytego do
wyznakowania komodrek przed ich transplantacjg. Przy pomocy narzedzia ,wielokat” w programie
Image J obramowano obszar obejmujacy lewg pétkule moézgu (LH), a nastepnie w analogiczny sposéb
oznakowano obszar prawej potkuli mézgu (RH) szczura przed (przed Tx) i po przeszczepie (po Tx) hBM-
MSCs i zmierzono $rednie natezenie sygnatu w obrebie oznaczonych obszaréw. Zmiana wartosci
natezenia sygnatu spowodowana naptywem komérek zostata obliczona przy uzyciu wzoru [przed: (Tx
LH- przed Tx RH)] - [(po: (Tx LH- po Tx RH)].
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Do analizy wykorzystano grupe 12 zwierzat (6 zwierzat z przeszczepionymi natywnymi hBM-MSCs
i 6 zwierzat z przeszczepionymi komdrkami transfekowanymi mRNA ITGA4). W przypadku kazdego
zwierzecia analizowano 5 przekrojow poprzecznych przez mdzg na wysokosci odpowiadajacej
obecnosci struktur jader prgzkowia mézgu.

Kwantyfikacja danych

Transplantacja dotetnicza Obrazowanie MRI
hBM-MSCs

Przed przeszczepem Po przeszczepie

Ryc. 12. Schemat eksperymentu oceniajgcego zdolnos¢ do zasiedlenia uszkodzonych obszaréw mdzgu przez
podane dotetniczo kontrolne i wykazujgce nad-ekspresje biatka a4 hBM-MSCs.

9. Pobieranie materiatu do badan

W celu wykonania analizy lokalizacji przeszczepionych dotetniczo modyfikowanych mRNA ITGA4 i
kontrolnych hBM-MSCs u szczuréw z wywotanym podaniem ouabainy uszkodzeniem mdzgu post
mortem, od zwierzat po ich usmierceniu izolowano moézgi. W celu pobrania materiatu, 24, 48 i 72
godziny po przeszczepie komdrek hBM-MSCs szczury byty poddane gtebokiej narkozie izofluranowej i
dekapitowane. Wyizolowane mdzgi zwierzagt mrozono w suchym lodzie i przechowywano w temp.
-70 °C do momentu krojenia preparatéw. Przed wykonaniem skrawkdéw, zamrozone mozgi szczuréw
przenoszono do kriostatu, ogrzewano do temperatury -20 °C i krojono w ptaszczyznie czotowej na
skrawki o grubosci 25 um, ktére umieszczano na szkietkach podstawowych. Po wysuszeniu skrawki
analizowano metodami immunohistochemicznymi.

4.20. Analiza immunohistochemiczna skrawkdw mdzgu szczura

Analiza immunocytochemiczna miata na celu detekcje przeszczepionych komérek hBM-MSCs w
maozgach szczurow. Reakcje immunohistochemiczne przeprowadzono na skrawkach moézgow zwierzat,
poddanych uszkodzeniu prazkowia ouabaing i transplantacji hBM-MSCs natywnych Ilub
transfekowanych mRNA ITGA4, stosujgc I-rzedowe przeciwciata specyficzne dla okreslonych markeréw
oraz przeciwciata ll-rzedowe sprzezone z fluorochromami. Przed inkubacjg z I-rzedowym
przeciwciatem, przeprowadzano utrwalanie skrawkéw poprzez 15 minutowa inkubacje w 4 %
roztworze PFA w PBS, a po trzykrotnym ptukaniu PBS permeabilizacje bton komérkowych i blokowanie
wigzan nieswoistych (0.25 % Triton X-100 oraz 10 % surowica kozy i 1 % BSA, w PBS) przez 90 min w
temperaturze pokojowej. Reakcje z przeciwciatami |-rzedowymi: mysie 1gG1l anty-CD44; -ED1; -
Klaudyna-5 i krélicze poliklonalne anty-Laminina (Tabela 2), przeprowadzano inkubujgc skrawki mdzgu
w temperaturze 4 °C przez catg noc. Dla rozwiniecia reakcji barwnych zastosowano odpowiednie
przeciwciata ll-rzedowe sprzezone ze znacznikami fluorescencyjnymi: kozie anty-mysie 1gG1l Alexa
Fluor 488; kozie anty-mysie IgG1 Alexa Fluor 546; kozie anty-krélicze 1gG Alexa Fluor 633 (Tabela 3).
Procedure barwienia przeprowadzano przez 60 min w ciemnosci w temperaturze pokojowej.
Dodatkowo, jgdra komérek barwiono 5 uM roztworem Hoechst 33258 (Sigma) przez 5 minut. Po
odptukaniu niezwigzanych przeciwciat preparaty zamykano przy uzyciu Fluorescence Mounting
Medium (Dako). Jako kontrole specyficznosci zastosowanych przeciwciat wykonano powyisza
procedure barwienia skrawkdow mdzgu z pominieciem I-rzedowego przeciwciata.
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4.21. Wizualizacja obrazéw w mikroskopie konfokalnym

Wyniki badan immunohistochemicznych analizowano w mikroskopie konfokalnym (Zeiss LSM 780)
wyposazonym w lasery: argonowy (488 nm), ktéry stuzyt do wzbudzenia zielonego barwnika Alexa
Fluor 488; ciata statego (561 nm), wykorzystywanym do wzbudzenia czerwonego barwnika Alexa Fluor
546; helowo-neonowy (633 nm), ktdry stuzyt do wzbudzenia czerwonego barwnika Alexa Fluor 633
oraz diode (405 nm) wykorzystywana do wzbudzenia niebieskiego barwnika Hoechst 33258. W celu
kwantyfikacji wynikdw otrzymanych technikami immunocytochemicznymi wykonywano skany catej
prawe]j poétkuli mézgu przy uzyciu polecenia ,tile scans” i okreslano liczbe komérek pozytywnych dla
danego markera w obrebie wszystkich komdrek wykazujacych fluorescencje w zakresie widma o
dtugosci fali wzbudzenia 546 nm, pochodzgcego od znacznika Molday ION, ktérym barwiono hBM-
MSCs przed podaniem dotetniczym. Wszystkie komérki wyznakowane Molday ION obecne w mdzgu
przyjeto za 100 % populacji. Liczenie komdrek odbywato sie manualnie w programie ZEN 2012 blue
(Zeiss). Obrazy typu tile scan zbierano w mikroskopie Axio Observer Z.1 i analizowano w systemie ZEN
blue.

4.22. Analiza statystyczna

Otrzymane wyniki liczbowe poddane zostaty analizie statystycznej. W przypadku danych
liczbowych pochodzacych z eksperymentéw Real Time PCR przedstawiono je, jako wartosci srednie
+SEM z trzech doswiadczen wykonanych w trzech powtdrzeniach. W celu oceny statystycznej
istotnosci réznic pomiedzy wartosciami srednimi przeprowadzono jednoczynnikowg analize wariancji
ANOVA oraz test wielokrotnych poréwnan Bonferroniego. Do wszystkich obliczen stosowano program
GraphPad. Poziom istotnosci mniejszy niz 0.05 przyjeto za statystycznie znamienny. W przypadku
pozostatych doswiadczen obliczenia statystyczne (z wyjatkiem korelacji) przeprowadzono stosujgc
program PROC MIXED (SAS 9.4). Do okreslenia istotnosci statystycznej uzyto testu typu Il efektéow
statych, a do pordwnania uzyto metody rdéznicy najmniejszych kwadratéw btedéw (LMS). W
przypadkach uzasadnionych strukturg danych zastosowano wielopoziomowe hierarchiczne modele
mieszane ze zmiennymi losowymi i statymi. Jesli w modelu pojawiata sie wiecej niz jedna zmienna,
zastosowano regresje wielowymiarowg, aby uzyskaé okreslony typ zmiennych w celu lepszego
zrozumienia zrodet zmiennosci. Korelacje obliczono przy uzyciu wspodtczynnika r Pearson'a
wbudowanego w PROC CORR (SAS 9.4). Poziom istotnosci statystycznej ustalono na p <0.05: p <0.05
(*); p <0.01 (**); p <0.001 (***). Wartosci bezwzgledne zaprezentowano jako wykresy pudetkowe z
gbrng i dolng granica pola pierwszego i trzeciego kwartyla, a mediane naniesiono jako linie wewnatrz
pudetka. Wasy wykresow rozciggaja sie od pudetka do linii granicznej, ktora miesci sie w przedziatach
rozstepu miedzykwartylowego +/-1.5. Punkty danych poza liniami granicznymi sg uznawane za
obserwacje odstajgce i s wyswietlane, jako okregi. Kota lub kwadraty wewnatrz pudetka wskazujg
wartos¢ sSrednig. Wartosci wzgledne (procentowe) sg przedstawione, jako wykresy kotowe.
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5. WYNIKI BADAN

I etap moich badan dotyczyt oceny przydatnosci wybranych przyzyciowych markeréw
zastosowanych do znakowania komdérek hBM-MSCs do uzytku w dalszych eksperymentach in vitro i in
vivo. Prowadzone badania obejmowaty analize poréwnawczg wptywu trzech typdw znacznikdéw:
CellTracker™ Green CMFDA (Life Technologies, CMFDA), mRNA eGFP (Stemgent) i Molday ION
(BiOPAL, Molday) na morfologie i funkcje znakowanych hBM-MSCs. Istotg tych badan byto
wytypowanie przyzyciowego znacznika optymalnego dla hBM-MSCs, ktdry nie zmieniatby cech
biologicznych znakowanych komérek, a jednoczesnie umozliwitby ich identyfikacje w dtugoczasowych
eksperymentach prowadzonych zaréwno w warunkach in vitro, jak i in vivo.

5.1. Ocena wtasciwosci biologicznych hBM-MSCs in vitro, po znakowaniu komdrek wybranymi
barwnikami przyzyciowymi

Wptyw znacznikéw CMFDA, mRNA eGFP lub Molday ION na hBM-MSCs byt oceniany w warunkach
hodowli in vitro. hBM-MSCs znakowane tymi barwnikami badano pod katem cech morfologicznych,
aktywnosci metabolicznej, ekspresji gendw na poziomie mRNA kodujgcych wybrane czynniki wzrostu
zaangazowane W proces neurogenezy i regeneracji tkanki nerwowej oraz zdolnosci hBM-MSCs do
wielokierunkowego réznicowania w 3 typy komadrek mezodermalnych.

5.1.1. Optymalizacja znakowania hBM-MSCs w celu ich obrazowania w warunkach in vitro i in vivo

Przeprowadzone przeze mnie wstepne badania miaty za zadanie optymalizacje protokotéw
znakowania hBM-MSCs dla kazdego z wybranych znacznikéw przyzyciowych. W przypadku CMFDA
(ang. 5-chloromethylfluorescein diacetate) okazato sie, ze optymalnymi warunkami do wyznakowania
komérek hBM-MSCs jest inkubacja w pozywce Opti-MEM® | Reduced Serum Medium z dodatkiem
CMFDA w stezeniu 2 nM przez okres 40 min. Przyzyciowa obserwacja procesu znakowania wykazata,
ze w przypadku przedtuzania czasu trwania inkubacji hBM-MSCs z CMFDA dochodzi do szybkiego
obkurczania i odklejania znakowanych komérek (ryc. 13).

g g 3y
Ryc. 13. Zdjecia stanowig ujecia nagrania procesu znakowania hBM-MSCs znacznikiem fluorescencyjnym CMFDA.
Strzatki wskazujg na komarki, ktore podczas procesu znakowania obkurczyty sie i odkleity od dna naczynia
hodowlanego. Powiekszenie x20.

W przypadku znakowania hBM-MSCs eGFP, ktérego istotg jest wprowadzenie do komadrek
transkryptu mRNA eGFP na drodze transfekcji, optymalizacja protokotu pozwolita uzyska¢ wysoka
wydajnosé transfekcji komorek przy uzyciu mRNA eGFP i Lipofectamine® 2000 Transfection Reagent.
Podczas przyzyciowej obserwacji przebiegu transfekcji okazato sie, ze juz w czwartej godzinie inkubacji
komérek hBM-MSCs z odczynnikiem transfekcyjnym biatko eGFP jest obecne w komadrkach. Zielona
fluorescencja najpierw pojawia sie w obrebie jadra komdrkowego, a nastepnie w cytoplazmie
transfekowanych komaérek. W ciggu kolejnych godzin transfekcji sygnat fluorescencyjny wzrasta. Po 12
godzinach inkubacji niemal we wszystkich komadrkach widoczne jest biatko eGFP (ryc. 14).
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Ryc. 14. Zdjecia stanowig ujecia nagrania procesu transfekcji hBM-MSCs mRNA eGFP w kolejnych punktach
czasowych od jego rozpoczecia. Powiekszenie x20.

Kolejnym testowanym przez nas znacznikiem przyzyciowym byt Molday ION, zawierajgcy
nanoczastki tlenku Zelaza pofaczone z rodaming B. Podczas wstepnych préb znakowania hBM-MSCs
okazato sie, ze komodrki mogg by¢ z powodzeniem znakowane Molday ION w pozywce standardowo
uzywanej do hodowli hBM-MSCs, co jest zaletg tego odczynnika w stosunku do innych wyzej
opisywanych barwnikéw, ktére wymagajg stosowania pozywek bezsurowiczych. Przyzyciowa
obserwacja procesu wnikania czgsteczek Molday ION do hBM-MSCs ujawnita, ze po 15 minutach
znacznik znajduje sie w btonie komdrkowej (ryc.15).

Molday ION Molday ION Molday ION

Ryc. 15. Zdjecia stanowig ujecia nagrania procesu znakowania hBM-MSCs znacznikiem Molday ION w ciggu
pierwszych 15 min od jego podania do pozywki komdrek. Powiekszenie x40.

Jest to widoczne w mikroskopie fluorescencyjnym i konfokalnym w postaci pierscieni otaczajacych
komorki. W ciggu kolejnych 18 godzin od znakowania Molday ION wnika do wnetrza komarki i formuje
w cytoplazmie agregaty, ktore zmieniajg swoje potozenie podczas ruchu komarki (ryc. 16).

Molday ION Molday ION

AN AN

Ryc. 16. Zdjecia stanowig kolejne ujecia nagrania hodowli in vitro hBM-MSCs wyznakowanych znacznikiem
Molday ION w ciggu kolejnych 10 min obserwacji. Strzatki wskazujg na przemieszczajgce sie agregaty
znacznika w cytoplazmie komodrek. Powiekszenie x40.
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5.1.2. Ocena morfologii hBM-MSCs znakowanych wybranymi barwnikami

Podczas przyzyciowych obserwacji hBM-MSCs barwionych CMFDA okazato sie, ze znakowane
komoérki wykazujg zmiany morfologiczne podczas dtugotrwatej hodowli (ryc. 17A). Po 7 dniach hodowli
in vitro niektére z hBM-MSCs znakowanych CMFDA obkurczajg sie, przyjmujgc okragty ksztatt zamiast
typowego dla komérek mezenchymalnych wrzecionowatego ksztattu i odklejajg sie od podtoza.
Komodrki hBM-MSCs poddane transfekcji mRNA eGFP lub zawierajgce Molday ION wykazywaty w
hodowli prawidtowe cechy morfologiczne. hBM-MSCs znakowane Molday ION zachowywaty
intensywnosé sygnatu fluorescencyjnego przez 7 dni od znakowania (ryc. 17B), natomiast w przypadku
hBM-MSCs wyznakowanych za pomocg CMFDA lub transfekowanych eGFP, zauwazono spadek
intensywnosci sygnatu fluorescencji pomiedzy drugim a si6dmym dniem od znakowania, odpowiednio
069 % i86 % (ryc. 17 C, D). Analiza metodg cytometrii przeptywowej wykazata, ze niemal wszystkie
hBM-MSCs znakowane Molday ION wykazywaty fluorescencje po 2 i po 7 dniach od znakowania,
odpowiednio 99.0+0.29 % i 97.0£0.66 %. Wsréd populacji hBM-MSCs transfekowanych mRNA eGFP
odsetek komoérek fluorescencyjnych byt znacznie nizszy i wynosit 60.0£6.93 % po 2 dniach oraz
51.0+3.83 % po 7 dniach od transfekc;ji (ryc. 17E). Zywotnoé¢ hBM-MSCs wyznakowanych za pomoca
CMFDA byta znaczaco nizsza po 2 i 7 dniach hodowli, odpowiednio 88.0+3.71 % i 89.5+1.16 % niz w
przypadku kontrolnych hBM-MSCs lub komdrek znakowanych Molday ION w poréwnaniu do hBM-
MSCs transfekowynych mRNA eGFP, odpowiednio: 95.75+0.2 % vs 95.5+1.0 % vs 98.27+1.81 po 2
dniach oraz 93.3%0.27 % vs 93.73+0.48 % vs 95.2+1.81 po 7 dniach w hodowli (ryc. 17F). W celu
wykonania dalszej analizy wptywu znakowania na hBM-MSCs, komorki nalezgce do poszczegdlnych
grup oceniano pod wzgledem ich wielkosci i ziarnistosci. Wartosci wzglednej wielkosci hBM-MSCs
wyznakowanych wszystkimi trzema znacznikami przyzyciowymi byly znacznie wyisze po 7 dniach
obserwacji w poréwnaniu do danych uzyskanych dla komadrek kontrolnych nieznakowanych. Wartosci
»FSC” wynosity odpowiednio: 128 856.5+305.65 dla hBM-MSCs znakowanych Molday ION Rhodamine;
142 477.0+3 431.88 dla hBM-MSCs wyznakowanych za pomocg CMFDA; 158 542.25+4 099.13 dla
komoérek transfekowanych mRNA eGFP oraz 112 877.5+1 372.43 dla kontrolnych, nieznakowanych
hBM-MSCs (ryc. 17G). Zmianom wielkosci komadrek towarzyszyty zmiany wartosci ,,SCC” okreslajgcych
ziarnisto$¢ komorek. Wartosci ,,SSC” byty wyzsze dla komdrek znakowanych Molday ION i hBM-MSCs
transfekowanych mRNA eGFP po 7 dniach hodowli in vitro w poréwnaniu z komérkami
nieznakowanymi i wynosity odpowiednio: 66 315.0+5 039.17 dla komdrek znakowanych Molday ION;
73 329.25+405.07 dla komodrek transfekowanych mRNA eGFP; oraz 58 814.75+925.89 dla kontrolnych
hBM-MSCs (ryc. 17H).
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Ryc. 17. Komérki hBM-MSCs hodowane in vitro wybarwione przyzyciowo znacznikami: Molday ION, CMFDA lub

transfekowane mMmRNA eGFP oraz hBM-MSCs nieznakowane. (A) Obraz widoczny w mikroskopie
fluorescencyjnym w 2, 5 i 7 dniu obserwacji od momentu znakowania. *DIV — dzien w hodowli in vitro;
*FL — fluorescencja. Skala 50 um, powiekszenie x20. Pomiar natezenia sygnatu fluorescencji
generowanego przez komérki znakowane (B) Molday ION (Molday ION), (C) CMFDA (CMFDA) i (D)
transfekowane mRNA eGFP (mRNA eGFP) w drugim i si6dmym dniu od znakowania. (E) Poréwnanie
odsetka fluorescencyjnych hBM-MSC we wszystkich grupach znakowanych komoérek. (F) Ocena
zywotnos$¢ znakowanych komaérek przy uzyciu testu 7AAD w drugim i siodmym dniu od znakowaniu (F).
Pomiar wzglednej wielkosci - wartosci FSC (G) i ziarnistosci — wartosci SSC (H) dla komérek znakowanych
Molday ION, CMFDA oraz transfekowanych mRNA eGFP w odniesieniu do kontrolnych nieznakowach
hBM-MSCs. Do okreslenia istotnosci statystycznej uzyto testu typu Ill efektow statych, a do poréwnania
metody LMS. Wykresy pudetkowe prezentujg rozproszenie i ksztatt rozktadu danych dla wartosci sredniej
badanej cechy w poréwnywanych populacjach. Dtugos$¢ przedstawionych stupkow jest réwna rozstepowi
¢wiartkowemu (Q1-Q3) danych, koncowki waséw wskazuja wartosci minimalng i maksymalna, linia
wewngatrz stupka wyznacza mediane, natomiast kofto s$rednig arytmetyczng, wartosci odstajgce s3
przedstawione w postaci okregéw. *p <0.05, **p <0.01*, ***p <0.001 (n=3-4)
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5.1.3. Ocena fenotypu komdrek hBM-MSCs znakowanych réznymi barwnikami
CD90 CXCR4

Kontrola
2 DIV

7 DIV

Molday ION
2DIV

7 DIV

CMFDA
2DIV

7 DIV

2DIV

mRNA eGFP

7 DIV

Ryc. 18. Komorki hBM-MSCs hodowane in vitro wybarwione przyzyciowymi znacznikami: Molday ION, CMFDA
lub transfekowane mRNA eGFP oraz hBM-MSCs nieznakowane. Analiza immunocytochemiczna po
zastosowaniu przeciwciat skierowanych przeciwko biatkom: CD90, CD44, SSEA-4 oraz CXCR4. Obraz w
mikroskopie fluorescencyjnym z hodowli in vitro w 2-gim i 7-mym dniu od znakowania. Skala 50 um,
powiekszenie x10.
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Badania immunocytochemiczne hBM-MSCs znakowanych CMFDA, eGFP lub Molday ION z uzyciem
przeciwciat skierowanych przeciwko wybranym markerom specyficznym dla komdérek
mezenchymalnych (CD90; CD44), biatkom swiadczagcym o wczesnym etapie rozwojowym komdrek
(SSEA-4) oraz molekutom zaangazowanym w proces migracji (CXCR4) nie wykazaty réznic w ekspres;ji
badanych biatek w obrebie populacji komérek znakowanych poszczegdlnymi barwnikami podczas ich
7-dniowej obserwacji in vitro (ryc. 18). Analiza cytometryczna komérek hBM-MSCs wyznakowanych
Molday ION, CMFDA lub transfekowanych mRNA eGFP wykazata, ze wyznakowane komarki zachowaty
swoj podstawowy fenotyp z jedynie niewielkimi zmianami w poréwnaniu do komérek nieznakowanych
— kontrolnych (ryc. 19). Poziom ekspresji markeréw CD90 i CD44 pozostawat we wszystkich grupach
znakowanych komdérek na wysokim poziomie. Niemal wszystkie znakowane hBM-MSCs wykazywaty
ekspresje  obydwu  wymienionych  antygendw na  swojej powierzchni w  2-gim
i 7-mym dniu od znakowania komdrek (ryc. 19 A-D). Co ciekawe, zaobserwowano wzrost ekspresji
biatka SSEA4 w hBM-MSCs znakowanych Molday ION i CMFDA oraz transfekowanych mRNA eGFP w
poréwnaniu do komérek nieznakowanych po 2 dniach od znakowania, odpowiednio: 12.0£1.98 %;
1.0£5.7 %; 19.0+3.36 % vs 3.0£3.36 %. Ponadto, w grupie komdrek znakowanych Molday ION
obserwowano dalszy wzrost odsetka komérek SSEA4-dodatnich, ktéry po 7 dniach wynosit 39.0+4.48
% (ryc. 19 E,F). W analizie wykonanej przy pomocy cytometrii przeptywowej wykazano, ze wszystkie
hBM-MSCs znakowane Molday ION, CMFDA lub transfekowane mRNA eGFP zachowywaty wysoka
ekspresje receptora CXCR4 obserwowang réwniez w komérkach kontrolnych w obu analizowanych
punktach czasowych (ryc. 19 G,H).
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Ryc. 19. Analiza fenotypu hBM-MSCs w 2-gim i 7-mym dniu hodowli in vitro od znakowania za pomocg Molday
ION, CMFDA oraz po transfekcji mRNA eGFP w poréwnaniu do komarek kontrolnych nieznakowanych. W
badaniu wykorzystano przeciwciata skierowanych przeciwko biatkom: CD90, CD44, SSEA4 i CXCRA4.
Wykresy stupkowe przedstawiajg poréwnanie odsetka hBM-MSCs wykazujgcych ekspresje CD90 (B), CD44
(D), SSEA4 (F) oraz CXCR4 (H) w poszczegdlnych grupach komérek. Do okreslenia istotnosci statystycznej
uzyto testu typu Il efektéw statych, a do poréwnania metody LMS. Wykresy pudetkowe prezentujg
rozproszenie i ksztatt rozktadu danych dla wartosci sredniej badanej cechy w poréwnywanych
populacjach. Dtugosé przedstawionych stupkdw jest réwna rozstepowi ¢wiartkowemu (Q1-Q3) danych,
koncowki waséw wskazujg wartosci minimalng i maksymalng, linia wewnatrz stupka wyznacza mediane,
natomiast koto srednig arytmetyczng, wartosci odstajgce sg przedstawione w postaci okregéw. *p <0.05,
**p <0.01%, ***p <0.001 (n=3-4)
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5.1.4. Wptyw znakowania hBM-MSCs wybranymi barwnikami na aktywnos$¢ metaboliczng komérek

Aktywnos¢ metaboliczna hBM-MSCs znakowanych CMFDA, Molday ION lub transfekowanych
MRNA eGFP byta oceniana w sekwencji czasowej przez 6 kolejnych dni. Kontrolne nieznakowane hBM-
MSCs charakteryzowaty sie okreslonym wzorem aktywnosci metabolicznej. W ciggu pierwszych 3 dni
hodowli nastepowat powolny wzrost aktywnosci metabolicznej komérek, po ktdrym pojawiat sie jego
gwattowny wzrost w czwartym dniu, i dalszy fagodny przyrost w kolejnych dniach obserwacji. hBM-
MSCs znakowane Molday ION wykazywaty taki sam przebieg zmian aktywnosci metabolicznej jak
komoérki kontrolne. W zadnym punkcie czasowym obserwacji nie zanotowano znamiennie istotnych
statystycznie réznic pomiedzy tymi populacjami komérek. W przypadku hBM-MSCs znakowanych
CMFDA lub transfekowanych mRNA eGFP poziom aktywnosci metabolicznej komérek w pierwszych 3
dniach hodowli byt poréwnywalny z aktywnoscig hBM-MSCs kontrolnych, natomiast nie obserwowano
typowego dla komdrek nieznakowanych gwattownego wzrostu aktywnosci w czwartym dniu hodowli.
Aktywnos$¢ metaboliczna hBM-MSCs znakowanych CMFDA lub eGFP w 3 ostatnich dniach hodowli byta
statystycznie nizsza, zaréwno w poréwnaniu z komérkami kontrolnymi jak i znakowanymi Molday ION
(ryc. 20)
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Ryc. 20. Wykres przedstawia pomiar aktywnosci metabolicznej hodowanych in vitro hBM-MSCs wybarwionych
przyzyciowymi barwnikami: Molday ION, CMFDA lub transfekowanych mRNA eGFP oraz hBM-MSCs
natywnych (nieznakowane) przez kolejne szes¢ dni od znakowania. Do okre$lenia istotnosci statystycznej
uzyto testu typu lll efektéw statych, a do poréwnania metody LMS. Wykresy pudetkowe prezentujg
rozproszenie i ksztatt rozktadu danych dla wartosci badanej w pordwnywanych populacjach. Dtugos¢
przedstawionych stupkow jest rdwna rozstepowi ¢wiartkowemu (Q1-Q3) danych, korcowki waséw
wskazujg wartosci minimalng i maksymalng, linia wewnatrz stupka wyznacza mediane, natomiast koto
$rednig arytmetyczng, wartosci odstajgce sg przedstawione w postaci okregow. *p <0.05, **p <0.01*%,
***p <0.001 (n=5)
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5.1.5. Analiza poziomu transkryptéw kodujgcych wybrane czynniki wzrostu podlegajace ekspresji w
hBM-MSCs po wyznakowaniu komaorek réznymi barwnikami przyzyciowymi

Analiza qRT-PCR poziomu ekspresji transkryptéw kodujgcych czynniki wzrostu: BDNF, CNTF,
EGF, GDNF, IGF, NT3, PSAP i SEM zostata przeprowadzona w hBM-MSCs niewyznakowanych i
komérkach wyznakowanych Molday ION, CMFDA lub transfekowanych mRNA eGFP. Materiat zbierany
byt w kilku punktach czasowych hodowli komadrek po 2, 5 i 7 dniach od momentu znakowania hBM-
MSCs. Wzgledny poziom ekspresji BDNF, CNTF, NT3 i PSAP w hBM-MSCs znakowanych wszystkimi
barwnikami pozostawat stabilny podczas 7-dniowej obserwacji i byt poréwnywalny z poziomem
ekspresji tych czynnikéw w komérkach natywnych (ryc.21A).
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Ryc. 21. Analiza poréwnawcza Real Time PCR poziomu mRNA kodujgcych czynniki wzrostu wydzielane w drugim,
pigtym i siodmym dniu przez hodowane in vitro znakowane Molday ION (Molday), CMFDA lub
transfekowane mRNA eGFP (eGFP) komérki w odniesieniu do hBM-MSCs nieznakowanych. Wyniki badan
przedstawiono, jako wartosci delta CT - wzgledng ekspresje genu, czyli réznice ekspresji badanego genu
w stosunku do genu referencyjnego GAPDH. *DIV — dziert hodowli in vitro. W celu oceny statystycznej
istotnosci roznic pomiedzy wartosciami srednimi przeprowadzono jednoczynnikowg analize wariancji
ANOVA oraz test wielokrotnych poréwnan Bonferroniego. Wykresy pokazujg wartosci srednie + SE, n=5-
7

W przypadku GDNF zaobserwowano istotne zmiany poziomu ekspresji w drugim dniu hodowli w
stosunku do kontroli, przy czym hBM-MSCs wyznakowane CMFDA wykazywaty wzrost, a komorki
transfekowane mRNA eGFP spadek ekspresji GDNF. Zmiany te byty krétkotrwate, poziom ekspresji
GDNF badany w kolejnych dniach obserwacji nie réznit sie od poziomu ekspresji w natywnych hBM-
MSCs. W przypadku IGF komérki hBM-MSCs znakowane Molday ION wykazywaty statystycznie
znamienny wzrost poziomu ekspresji tego czynnika podczas 2 i 5 dnia obserwacji natomiast w hBM-
MSCs barwionych CMFDA lub transfekowanych mRNA eGFP poziom ekspresji IGF byt poréwnywalny z
poziomem ekspresji IGF w komdrkach natywnych. W 7-mym dniu hodowli jedynie w przypadku
ekspresji mRNA dla czynnika EGF jego poziom byt podwyzszony w komérkach transfekowanych mRNA
eGFP w poréwnaniu do komérek natywnych (ryc.21B).

5.1.6. Wptyw znakowania hBM-MSC réznymi barwnikami na réznicowanie w kierunku 3 typow
komodrek wywodzacych sie z mezodermy

Aby oceni¢ czy znakowanie komorek wptywa na ich zdolnosé do réznicowania w kierunku komarek
wywodzacych sie z mezodermy przeprowadzono testy stymulacji hBM-MSCs pozostajgcych w hodowli
in vitro do rozpoczecia proceséw adipogenezy, chondrogenezy oraz osteogenezy. W tym celu hBM-
MSCs znakowane CMFDA, Molday ION lub transfekowane mRNA eGFP byty hodowane w komercyjnie
dostepnych pozywkach stymulujgcych ich réznicowanie w okreslonym kierunku.
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W trakcie procesu adipogenezy w hodowli hBM-MSCs obserwowano zmiany ich morfologii.

Komarki przybieraty gwiazdzisty ksztatt, w obrebie cytoplazmy pojawiaty sie krople ttuszczu widoczne
od pigtego dnia hodowli (ryc. 22).
1DIV 5DIV 10 DIV 15 DIV

CMFDA Molday ION Kontrola

mRNA eGFP

Ryc. 22. hBM-MSCs wybarwione przyzyciowymi znacznikami Molday ION, CMFDA lub transfekowane mRNA eGFP
oraz hBM-MSCs natywne nieznakowane hodowane in vitro w pozywce stymulujacej adipogeneze w 1-
szym, 5-tym, 10-tym i 15-stym dniu réznicowania, obraz z mikroskopu fluorescencyjnego, powiekszenie
x10. *DIV — dziert hodowli in vitro.

Wsrdd wszystkich badanych grup hBM-MSCs, zaréwno kontrolnych jak i znakowanych CMFDA,
eGFP czy Molday ION procent komdrek podlegajgcych réznicowaniu wzrastat stopniowo od pigtego
dnia obserwacji jednak odsetek populacji podlegajacej réznicowaniu jak rowniez procent hBM-MSCs,
ktore zachowaty fluorescencje byt rézny dla komadrek znakowanych poszczegdlnymi barwnikami. W
piatym dniu réznicowania hBM-MSCs znakowane CMFDA wykazywaty nizszy odsetek populacji
komérek réznicujacych sie w adipocyty w poréwnaniu z kontrola (p<0.001), hBM-MSCs znakowanymi
Molday ION (p<0.001) lub transfekowanymi mRNA eGFP (p<0.001) (ryc. 23A). Po 10 dniach hodowli w
pozywce stymulujgcej adipogeneze odsetek hBM-MSCs zréznicowanych w adipocyty byt wyiszy w
populacji komérek znakowanych Molday ION (p<0.001) i CMFDA (p<0.01) w poréwnaniu do hBM-MSCs
kontrolnych. W przypadku komdrek transfekowanych mRNA eGFP proporcja komodrek zréznicowanych
i niezréznicowanych byta poréwnywalna do obserwowanej w populacji hBM-MSCs nieznakowanych.
Udziat procentowy komérek réznicujgcych sie w adipocyty byt znamiennie nizszy w populacji hBM-
MSCs znakowanej CMFDA (p<0.01) i eGFP (p<0.001) niz wsréd komérek znakowanych Molday ION.
Pietnastego dnia réznicowania, we wszystkich grupach hBM-MSCs znakowanych trzema barwnikami
obserwowano wyzszy w poréwnaniu do kontroli procent komdrek rdznicujgcych sie w adipocyty
(kontrola vs Molday ION p<0.05; kontrola vs CMFDA p<0.01; kontrola vs mRNA eGFP p<0.001).
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Najwyzszy odsetek komdrek réznicujgcych w kierunku adipocytéw charakteryzowat populacje hBM-
MSCs transfekowang mRNA eGFP (mRNA eGFP vs Molday ION p<0.01 mRNA eGFP vs CMFDA p<0.001).
Podczas adipogenezy w populacji hBM-MSCs znakowanych CMFDA i eGFP obserwowano zmniejszenie
liczby komdrek wykazujgcych fluorescencje. W pierwszym dniu réznicowania odsetek $wiecacych
komoérek wséréd hBM-MSCs transfekowanych mRNA eGFP byt mniejszy niz w populacji komdrek
znakowanych CMFDA (p<0.001) czy Molday ION (p<0.001) (ryc. 23B). Co ciekawe, procent komérek
wykazujgcych fluorescencje wzrastat w populacji hBM-MSCs transfekowanych mRNA eGFP pomiedzy
pierwszym a pigtym dniem réznicowania (p<0.001) jednocze$nie obserwowano spadek ogdlnej liczby
komarek, co wskazywaé moze na zanik tych hBM-MSCs, ktére wyjsciowo nie ulegly wyznakowaniu (ryc.
23C).

Ryc. 23. Analiza wptywu znakowania hBM-MSCs wybranymi przyzyciowymi znacznikami na proces adipogenezy.
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Wykres A przedstawia procentowy udziat komodrek rdznicujgcych sie natomiast wykres B pokazuje
odsetek komdrek wykazujacych fluorescencje w badanych populacjach znakowanych i kontrolnych
hBM-MSCs. Wykres C przedstawia generalng liczbe komdrek w poszczegdlnych grupach hBM-MSCs w
kolejnych dniach eskperymentu *DIV — dzien hodowli in vitro. Do okreslenia istotnosci statystycznej
uzyto testu typu lIl efektéow statych, a do poréwnania metody LMS. Wykresy pudetkowe prezentujg
rozproszenie i ksztatt rozktadu danych dla wartosci badanej w poréwnywanych populacjach. Dtugosé
przedstawionych stupkdw jest réwna rozstepowi ¢wiartkowemu (Q1-Q3) danych, koncowki waséw
wskazujg wartosci minimalng i maksymalng, linia wewnatrz stupka wyznacza mediane, natomiast koto
Srednig arytmetyczng, wartosci odstajace sg przedstawione w postaci okregédw. *p <0.05, **p <0.01%,
***p <0.001 (n=3)

W pigtym dniu obserwacji procent komdérek zawierajgcych barwnik fluorescencyjny w populacji
hBM-MSCs transfekowanych mRNA eGFP byt nizszy w pordwnaniu z komérkami barwionymi CMFDA
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(p<0.001) czy Molday ION (p<0.001). Po 10 dniach réznicowania zanotowano spadek liczby komarek
fluorescencyjnych w populacji hBM-MSCs znakowanych CMFDA (p<0.001) i eGFP (p<0.001) w stosunku
do udziatu procentowego komodrek pozytywnych obserwowanych w pigtym dniu hodowli.
Jednoczesnie procent komérek fluorescencyjnych wsréd hBM-MSCs znakowanych CMFDA (p<0.001)
lub eGFP (p<0.001) byt znaczaco nizszy w poréwnaniu do hBM-MSCs barwionych Molday ION, przy
czym najmniej komorek zawierajacych barwnik fluoroscencyjny stwierdzono wsréd hBM-MSCs
transfekowanych mRNA eGFP (eGFP vs CMFDA p<0.05) a najwiecej w populacji hBM-MSCs
znakowanych Molday ION. Te samg zalezno$¢ obserwowano takze po 15 dniach réznicowania hBM-
MSCs (Molday ION vs CMFDA vs mRNA eGFP p<0.001). Podczas przebiegu procesu adipogenezy
odsetek hBM-MSCs wykazujgcych fluorescencje utrzymywat sie przez caty okres réznicowania na
statym poziomie w przypadku komérek znakowanych Molday ION podczas gdy w populacji h(BM-MSCs
barwionych CMFDA obnizat sie do okoto 50 % , natomiast komérki transfekowane mRNA eGFP niemal
catkowicie utracity fluorescencje po 15 dniach hodowli w medium rdéznicujgcym.

Zdolnos¢ réznicowania hBM-MSCs w kierunku osteoblastéw oceniano podczas hodowli komdrek
w pozywce stymulujacej osteogeneze. Komoérki znakowane CMFDA, Molday ION lub transfekowane
MRNA eGFP réznicowaty sie w osteoblasty, co przejawiato sie synteza fosfatazy zasadowej po 21 dniach
obserwacji. Niestety, hodowla hBM-MSCs barwionych wszystkimi trzema znacznikami w medium
stymulujgcym proces osteogenezy in vitro spowodowata, iz komaérki utracity sygnat fluorescencyjny,

ktéry byt obecny na poczatku eksperymentu (ryc. 24).
mRNA eGFP

Kontrola Molday ION

Ryc. 24. Analiza wptywu znakowania hBM-MSCs wybranymi znacznikami przyzyciowymi na réznicowanie w
kierunku osteoblastéw. (A) hBM-MSCs wybarwione przyzyciowymi znacznikami: Molday ION, CMFDA
lub transfekowane mMRNA eGFP oraz hBM-MSCs natywne (nieznakowane) po 21 dniach hodowali in vitro
w pozywce stymulujgcej osteogeneze. Obraz z mikroskopu fluorescencyjnego (A) oraz swietlnego po
barwieniu czerwienig alirazynowg (B), skala 100 um, powiekszenie x10

Badajgc zdolnos¢ znakowanych hBM-MSCs do réznicowania w kierunku chondrocytéw komdérki
barwione CMFDA, Molday ION lub transfekowane mRNA eGFP hodowano w pozywce stymulujgcej
chondrogeneze in vitro. Znakowane hBM-MSCs niezaleznie od rodzaju barwnika formowaty typowe
dla chondrocytéw tréjwymiarowe agregaty (mikromasy), jednak dynamika tego procesu byta rézna w
populacjach komérek barwionych poszczegdlnymi znacznikami. W przypadku hBM-MSCs
wyznakowanych Molday ION obserwowano wczesniejsze pojawianie sie typowych dla chondrogenezy
agregatéw niz miato to miejsce w komérkach kontrolnych nieznakowanych czy hBM-MSCs barwionych
CMFDA Ilub transfekowanych mRNA eGFP. Podczas zachodzacego w hBM-MSCs procesu
chondrogenezy obserwowano trzy stadia formowania mikromasy (ryc. 25A).
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Analiza wptywu znakowania hBM-MSCs wybranymi znacznikami przyzyciowymi na proces
chondrogenezy. Schemat (A) przedstawia zaobserwowane stadia formowania sie mikromasy w trakcie
chondrogenezy. Tabela (B) pokazuje zestawienie etapow formowania mikromasy w kolejnych dniach
réznicowania w grupach znakowanych i kontrolnych hBM-MSC. (C) hBM-MSCs wybarwione
przyzyciowymi znacznikami: Molday ION, CMFDA lub transfekowane mRNA eGFP oraz hBM-MSCs
natywne nieznakowane hodowane in vitro w pozywce stymulujgcej chondrogeneze w 3-cim, 6-tym, 9-
tym i 11-stym i 15-stym dniu réznicowania, obraz z mikroskopu fluorescencyjnego(a) i S$wietlnego po
barwieniu btekitem alcianskim (b,c), skala 100 um, powiekszenie x10 (a,b); x 1,5 (c).

Ryc.

Stadium ,, A” to komérki rosngce w postaci ptaskich kolonii o ksztatcie zblizonym do kulistego i
bardzo duzym zageszczeniu komdrek w czesci przysrodkowej kolonii. Podczas stadium ,,B” dochodzito
do obkurczania i pofatdowania jednego z bokdw kolonii oraz formowania struktury zblizonej ksztattem
do trdjkata. W stadium ,,C” kolonie komdrek przybieraty forme tréjwymiarowa, kulistg. Podczas
pierwszych trzech dni procesu réznicowania tylko hBM-MSCs wyznakowane Molday ION osiggaty
stadium ,,C”. W tym czasie komorki kontrolne obserwowano w stadium ,,A” lub ,B” natomiast hBM-
MSCs znakowane CMFDA lub transfekowane mRNA eGFP w trzecim dniu hodowli osiggaty stadium
»A”. W szdstym dniu eksperymentu hBM-MSCs kontrolne lub znakowane Molday ION tworzyty kuliste
struktury (stadium ,,C”) za$ kolonie hBM-MSCs transfekowanych mRNA eGFP osiggaty stadium ,B”
podobnie jak kolonie komdrek znakowanych CMFDA, wsréd ktérych pojawiaty sie takze kolonie w
stadium ,C”". W dziewigtym dniu procesu rdznicowania hBM-MSCs barwionych trzema réznymi
znacznikami kolonie komdrek pochodzacych ze wszystkich populacji osiggaty stadium ,,C”, ktdre byto
widoczne do korica prowadzonych obserwacji w dniu pietnastym (ryc. 25B). Sygnat fluorescencji
wyznakowanych hBM-MSCs byt widoczny w komdrkach w ktérych do wyznakowania uzyto zaréwno
Molday ION jak i CMFDA oraz eGFP. Zastosowanie w tym eksperymencie btekitu alcjanskiego pozwolito
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na identyfikacje w rdznicujgcych sie hBM-MSCs proteoglikandw, typowych dla chondrocytéw. Co
ciekawe obecnosc¢ proteoglikanéw obserwowano w komadrkach kontrolnych i hBM-MSCs barwionych
CMFDA czy transfekowanych mRNA eGFP natomiast nie wykazano ich w hBM-MSCs znakowanych
Molday ION. Komdrki te nie barwity sie na niebiesko, co moze sugerowac, iz hBM-MSCs po znakowaniu
Molday ION nie sg w stanie przejs¢ ostatecznego etapu réznicowania w dojrzate chondrocyty, ale moze
to by¢ rowniez bfad odczytu zwigzany z obecnoscia w komdrkach nanoczastek zelaza, ktére
przestaniajg niebieski kolor btekitu alcjaniskiego (ryc. 25C).

Podsumowujac | etap moich badan, z wykorzystanych do przyzyciowego znakowania hBM-
MSCs trzech réinych barwnikéw fluorescencyjnych najbardziej uzyteczny okazat sie Molday ION
zawierajacy nanoczastki tlenku zelaza i rodamine B. Znacznik ten dtugo utrzymywat sie w komadrkach
hBM-MSCs podczas ich hodowli in vitro. hBM-MSCs wyznakowane Molday ION zachowywaty
prawidtowe cechy morfologiczne i fenotypowe, prezentowaty poréwnywalny z komdrkami natywnymi
poziom aktywnosci metabolicznej jak i ekspresji wiekszosci czynnikdw wzrostu oraz zdolnos¢ do
réznicowania w kierunku adipocytéw i osteoblastéw. Na podstawie powyzszych wynikéw badan hBM-
MSCs znakowane Molday ION zostaty wybrane do dalszych moich eksperymentéw wykonywanych
zaréwno in vitro jak i in vivo. Rodamina B, ktéra wykazuje silne wtasciwosci fluorescencyjne pozwala
na identyfikacje znakowanych komérek zaréwno w hodowli in vitro jak i po przeszczepie w tkance post
mortem. Wtasciwosci ferromagnetyczne, jakie posiadajg nanoczastki zelaza bedgce sktadowa czescia
znacznika Molday ION umozliwiajg natomiast wizualizacje wyznakowanych hBM-MSCs w czasie
rzeczywistym podczas infuzji komérek, a takze w sekwencji czasowej po ich transplantacji u zywych
zwierzat z uzyciem MRI.

Transfekcja mRNA ITGA4 8h

Kontrola Transfekcja mRNA ITGA4 8h £Moldsv 10N

Ryc. 26. Analiza immunocytochemiczna obecnosci biatka a4 w hBM-MSCs natywnych (kontrola) i
transfekowanych mRNA ITGA4 lub hBM-MSCs znakowanych Molday ION a nastepnie transfekowanych
MRNA ITGA4. Skala 20 um, powiekszenie x20.

Il etap moich badan miat na celu poréwnanie wtasciwosci biologicznych hBM-MSCs natywnych
i wykazujgcych nad-ekspresje receptora uczestniczacego w adhezji i transmigracji komadrek - integryny
VLA-4 w warunkach in vitro. hBM-MSCs z nad-ekspresjg VLA-4 zostaty otrzymane w Zaktadzie
Neurobiologii Naprawczej metodg modyfikacji genetycznej z udziatem mRNA ITGA4. Transfekcja
wymienionym konstruktem powoduje, ze w komdrkach obecne jest mRNA kodujgce podjednostke a4
integryny VLA-4, ktdra nie wystepuje w natywnych hBM-MSCs. W zmodyfikowanych komadrkach, 8
godzin po transfekcji pojawia sie biatko a4 widoczne w btonie komérkowej (ryc. 26) (Nowakowski i in.,
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2017). Celem szczegétowym tych badan byto dokonanie oceny funkcjonalnej zmodyfikowanych
komérek w tym poréwnania kinetyki ich poruszania, zatrzymywania sie, przylegania i migracji w
warunkach in vitro w odniesieniu do natywnych hBM-MSCs.

5.2. Analiza wtasciwosci adhezyjnych hBM-MSC wykazujgcych nad-ekspresje integryny a4

5.2.1. Ocena profilu ekspresji biatka a4 po transfekcji hBM-MSCs przy uzyciu mRNA ITGA4

Wybdr hBM-MSCs, ktére po modyfikacji mRNA ITGA4 byty uzywane do dalszych badan zostat
poprzedzony oceng profilu ekspresji biatka a4 na powierzchni komdrek w sekwencji czasowej od
momentu transfekcji. Analiza natywnych hBM-MSCs przeprowadzona przy uzyciu cytometrii
przeptywowej wykazata, iz 4 % komodrek cechuje sie endogenng ekspresjg biatka a4. Po dokonaniu
transfekcji mRNA ITG4 odsetek hBM-MSCs wykazujacych ekspresje biatka a4 byt w pierwszych czterech
godzinach poréwnywalny z poziomem wykrywanym u populacji kontrolnej. Osiem godzin od
transfekcji hBM-MSCs liczba komérek a4 pozytywnych wzrastata do 39 % i osiggata maksymalny
poziom 73 % po 12 godzinach. Ten wysoki odsetek hBM-MSCs wykazujgcych ekspresje biatka a4
utrzymywat sie 24 godziny od momentu transfekcji (ryc. 27A). Jednoczesnie od momentu
przeprowadzania transfekcji wzrastata intensywnos$¢ sygnatu fluorescencyjnego generowanego przez
przytaczone do komodrek czasteczki przeciwciata specyficznego dla antygendw a4, co posrednio
Swiadczy o wiekszej gestosci tego biatka w btonie komodrkowej transfekowanych hBM-MSCs.
Obserwowano stopniowy wzrost sygnatu, ktéry osiggat swoja najwyzszg wartos¢ 12 godzin po
transfekcji a nastepnie obnizat sie, co sugeruje zmniejszenie poziomu syntezy biatka a4 w
transfekowanych mRNA ITGA4 hBM-MSCs (ryc. 27 B-C). Bioragc pod uwage powyzsze wyniki badan, w
moich dalszych eksperymentach uzywatam hBM-MSCs charakteryzujgce sie najwyzszym poziomem
ekspresji biatka a4 czyli w okresie 8-12 godzin od wprowadzenia mRNA ITGA4 do komadrek. Istotg
badan in vitro byta ocena ruchu i przylegania zmodyfikowanych przez transfekcje mRNA ITGA4
komérek hBM-MSCs poprzez zastosowanie zaadaptowanej do naszych celow techniki
mikroprzeptywéw. Do badan stuzyty komory przeptywowe (microfluidic device) bedgce uktadem
bardzo precyzyjnych mikrokanatéw, ktdre stanowig model kapilar naczyniowych, a obserwowany w
nich laminarny przeptyw imituje warunki panujagce w naczyniach krwionosnych. W naszych
doswiadczeniach hBM-MSCs podawane do otworu wpustowego przemieszczaty sie przez kanat
komory przeptywowej. Ruch komdérek byt indukowany dziataniem pompy infuzyjnej. Przezroczystos$c
kamery pozwalata na obserwacje zachowania przeptywajacych komdrek oraz ilosciowa ocene ich
przylegania. Przeprowadzane eksperymenty byty nagrywane kamerg potgczong z mikroskopem
konfokalnym, a pochodzace z nich filmy analizowano manualnie badZ przy uzyciu specjalnego
programu CellFlowTracker.
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Ryc. 27 Analiza cytometryczna obecnosci biatka a4 na powierzchni hBM-MSCs po transfekcji mRNA ITGA4.
Wykresy rozproszenia (A) pokazujg rozdziat populacji hBM-MSCs na subpopulacje komdrek CD90*
(czerwone) z wyodrebnieniem wsréd nich komoérek a4+ (fioletowe) po 4, 8, 12 i 24 godzinach od
transfekcji mRNA ITGA4. Wykres B pokazuje zmiane procentowego udziatu komérek a4+ w obrebie
populacji hBM-MSCs (CD90*) natomiast wykres C przedstawia zmiane intensywnosci sity sygnatu
fluorescencyjnego generowanego przez przeciwciato anty-a4 przytgczone do analizowanych komérek w
kolejnych punktach czasowych (4, 8, 12 i 24 godziny) od wprowadzenia mRNA ITGA4 do komodrek. Do
okreslenia istotnosci statystycznej uzyto testu typu lll efektdw statych, a do poréwnania metody LMS.
Wykresy pudetkowe prezentujg rozproszenie i ksztatt rozktadu danych dla wartosci badanej w
poréwnywanych populacjach. Dtugosé przedstawionych stupkdw jest rowna rozstepowi ¢wiartkowemu
(Q1-Q3) danych, linia wewnatrz stupka wyznacza mediane, natomiast koto Srednig arytmetyczna, wartosci
odstajgce sg przedstawione w postaci okregdw. *p <0.05, **p <0.01*, ***p <0.001 (n=3)

5.2.2. Walidacja programu CellFlow Tracker

W celu przeprowadzenia wielkoskalowej analizy kinetyki przeptywu zmodyfikowanych mRNA
ITGA4 hBM-MSCs, na nasze specjalne zlecenie napisany zostat program komputerowy oceniajacy ruch
komodrek w komorach przeptywowych. W celu okreslenia poprawnosci jego dziatania wykonano
porownanie recznych i automatycznych pomiaréw odlegtosci przebytej przez hBM-MSCs podczas
przeptywu przez kanat komory mikroprzeptywowej miedzy kolejnymi klatkami nagrania (ryc.28A).
Pomiary te charakteryzowaty sie bardzo wysoka korelacjg (r=0.99, p<0.001). Druga analiza obejmowata
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hierarchiczny model wielopoziomowy z trzema hierarchicznie rozmieszczonymi zmiennymi losowymi
takimi jak: 1) nagranie; 2) pojedyncze komorki w kazdym filmie; 3) pomiary poszczegdlnych odlegtosci,
jakie kazda komorka przebyta miedzy ramkami. Poréwnanie to nie wykazato réznicy miedzy manualng
a automatyczng metodg pomiaru (df=7004, F=1.75, p <0.19). Przeprowadzono réwniez analize typu
regresji wieloczynnikowej ze zmiennymi obejmujgcymi: wideo, pomiary wykonane dla poszczegdlnych
komérek i metode analizy (recznie lub automatycznie) (df=6801). Zgodnie z oczekiwaniami
obserwowano réznice miedzy filmami obrazujgcymi przeptyw komérek kontrolnych a nagraniami z
przeptywem hBM-MSCs transfekowanych mRNA ITGA4 (F=238.22, p <0.001), jak réwniez réznice w
pomiarach wykonanych dla poszczegdlnych komdérek na danym nagraniu (F=56.42, p <0.001) oraz
pomiedzy pomiarami odlegtosci, jakie dana komdrka pokonata pomiedzy kolejnymi klatkami nagrania
(F=5.16, p <0.001), ale nie stwierdzono réznic miedzy wartosciami dla okreslonej metody pomiaru
(pomiar wykonany recznie vs automatycznie, F=2.43, p=0.11). Zastosowanie trzech metod
statystycznych dostarczyto mocnych dowodéw dla potwierdzenia poprawnosci dziatania programu
CellFlow Tracker. Wynik ten obrazujg réwniez silnie pokrywajace sie wykresy zmian predkosci dla dane;j
komorki uzyskane na podstawie pomiaréw recznych i danych wygenerowanych automatycznie przez
program CellFlow Tracker (ryc. 28B). Udana walidacja doktadnosci pomiaréw dokonywanych przez
program CellFlow Tracker pozwolitfa na wykonanie automatycznej analizy interakcji hBM-MSCs z
biatkiem VCAM1 w trakcie przeptywu przez kanat komory mikroprzeptywowe;j.
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Ryc. 28. Normalizacja pomiarow odlegtosci pokonywanych przez przeptywajgce przez kanat komory
przeptywowej hBM-MSCs wykonywanych przez program CellFlow Tracker wzgledem pomiaréw
manualnych. (A) Wykres pokazuje korelacje wynikéw uzyskanych obydwiema metodami. Korelacje
okreslano przy uzyciu wspétczynnika r Pearson'a wbudowanego w PROC CORR (SAS 9.4). (B) Wykresy
zmian predkosci ruchu dla wybranych hBM-MSCs przeptywajgcych przez kanat komory przeptywowej
pokryty biatkiem VCAM1 wygenerowane na podstawie danych podawanych przez program CellFlow
Tracker (linia czerwona) i uzyskanych poprzez pomiar manualny (linia fioletowa).
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5.2.3. Ocena kinetyki ruchu hBM-MSCs natywnych i komérek transfekowanych mRNA ITGA4 przy
pomocy techniki mikroprzeptywéw
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Ryc. 29. Schemat przedstawiajacy wykresy wygenerowane przez program CellFlow Tracker dla czterech
podstawowych wzorcéw zmian predkosci ruchu obserwowanych u hBM-MSCs przeptywajacych przez
kanat komory przeptywowej pokrytej VCAM1 w odniesieniu do etapédw wyrdznianych podczas
diapedezy leukocytéw takich jak (A) ptyniecie, (B) toczenie sie, (C) zatrzymanie i (D) petzanie.

Badajac in vitro przeptyw hBM-MSCs przez kanat komory mikroprzeptywowej (microfluidic device)
obserwowalismy rézne fazy ruchu komoérek przemieszczajacych sie w kanale, ktére byty analogiczne z
tymi, jakie wystepujg podczas procesu diapedezy leukocytdw w naczyniu krwionosnym. Kinetyka ruchu
hBM-MSCs obejmowata: ptyniecie, toczenie sie, zatrzymywanie i petzanie komorek (ryc.29).

W naszych badaniach zaréwno hBM-MSCs natywne jak i te z nad-ekspresjg czgsteczek VLA-4 byty
zdolne do wigzania sie z powierzchnig kanatu komory pokrytej VCAM1 jednak procent komdrek
zatrzymujgcych sie byt znacznie wyzszy w przypadku komdrek transfekowanych mRNA ITGA4 niz hBM-
MSCs natywnych (42.01 vs 9.41 % p<0.001) (ryc. 30A). Nie stwierdzono znamiennie istotnych réznic w
dtugosci czasu zatrzymywania sie komorek badanych dwoch populacji (ryc. 30B) natomiast czas
zatrzymania hBM-MSCs byt odwrotnie proporcjonalny do liczby komorek, ktére sie zatrzymaty (r=0.87
p<0.001) (ryc. 30C).
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Ryc. 30. Analiza procesu zatrzymania sie hBM-MSCs transfekowanych mRNA ITGA4 i komdrek kontrolnych
przeptywajgcych przez kanat komory przeptywowej pokrytej biatkiem VCAM1. Wykres A przedstawia
procentowy udziat komdrek podlegajgcych zatrzymaniu w grupie hBM-MSCs transfekowanych mRNA
ITGA4 i kontrolnych. Wykres B przedstawia podziat komdrek zatrzymujacych sie w grupie komoérek
transfekowanych mRNA ITGA4 i kontrolnych na podgrupy hBM-MSCs, ktére pozostawaty w bezruchu
przez dany okres czasu. Wykres C przedstawia korelacje pomiedzy liczbg wszystkich komdrek
zatrzymujacych sie a okresem czasu ich zatrzymania. Do okres$lenia istotnosci statystycznej uzyto testu
typu Il efektéw statych, a do pordwnania metody LMS. Wartosci wzgledne (procentowe) sg
przedstawione, jako wykresy kotowe.*p <0.05, **p <0.01, ***p <0.001. (n=3)

Zatrzymanie hBM-MSCs byto poprzedzone spowolnieniem predkosci ich przeptywu przez kanat
komory w poréwnaniu z szybkoscig ruchu tych komarek, ktére ptynety w kanale nie zatrzymujac sie.
Réznice predkosci komérek toczacych sie w stosunku do szybkosci hBM-MSCs ptyngcych w kanale
komory bez zatrzymania byty znamienne statystycznie w obu populacjach komérek zaréwno hBM-
MSCs transfekowanych mRNA ITGA (p<0.05) jak hBM-MSCs natywnych (p<0.01) (ryc.31A).
Potwierdzito to wystepowanie etapu toczenia sie komdrek poprzedzajgcego zatrzymanie podczas
przeptywu zaréwno hBM-MSCs natywnych jak i modyfikowanych. Po etapie zatrzymania czes¢
komoérek ponownie przechodzita do fazy ruchu, ktérego srednia predkosc byta nizsza w poréwnaniu
do szybkosci ruchu komdrek przeptywajgcych przez kanat komory przeptywowej bez zatrzymania. Te
réznice w szybkosci ruchu petzajgcych komérek w stosunku do tych, ktdre ptynety bez zatrzymania w
kanale komory byly istotnie znamienne zaréwno w obrebie populacji hBM-MSCs transfekowanych
MRNA ITGA4 (p<0.01) jak i komdrek kontrolnych niemodyfikowanych genetycznie (p<0.001) (ryc.31B).
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Ryc. 31. Analiza procesu toczenia sie i petzania hBM-MSCs transfekowanych mRNA ITGA4 i komérek kontrolnych
przeptywajacych przez kanat komory przeptywowej pokrytej biatkiem VCAM1. Wykres A przedstawia
rozktad sredniej predkosci ruchu komérek przeptywajgcych przez kanat komory przeptywowej nie
zatrzymujac sie (stupki fioletowe) oraz rozktad s$redniej predkosci ruchu komoérek przeptywajgcych
przez kanat komory przeptywowej w okresie przed zatrzymaniem — w trakcie potencjalnie
wystepujgcego etapu toczenia sie komorek (stupki czerwone) w obrebie grupy komérek kontrolnych i
transfekowanych mRNA ITGA4. Wykres B przedstawia rozktad sredniej predkosci ruchu komaérek
przeptywajgcych przez kanat komory przeptywowej w okresie po ich zatrzymaniu — w trakcie
potencjalnie wystepujgcego etapu petzania komarek (stupki fioletowe) oraz rozktad sredniej predkosci
ruchu komodrek przeptywajgcych przez kanat komory przeptywowe] nie zatrzymujgc sie (stupki
czerwone) w obrebie grupy komoérek kontrolnych i transfekowanych mRNA ITGA4. Do okreslenia
istotnosci statystycznej uzyto testu typu lll efektéw statych, a do poréwnania metody LMS. Wykresy
pudetkowe prezentujg rozproszenie i ksztatt rozktadu danych dla wartosci badanej w poréwnywanych
populacjach. Dtugosé¢ przedstawionych stupkéow jest réwna rozstepowi ¢wiartkowemu (Q1-Q3)
danych, koncéwki waséw wskazujg wartosci minimalng i maksymalng, linia wewnatrz stupka wyznacza
mediane, natomiast kwadrat srednig arytmetyczng, wartosci odstajgce sg przedstawione w postaci
okregdw. *p <0.05, **p <0.01*, ***p <0.001. (n=3)

Analizujgc wszystkie fazy ruchu komdrek przeptywajacych przez kanat komory okazato sie, ze hBM-
MSCs z nad-ekspresjg integryn VLA4 wykazujg wiekszg srednig predkosé przeptywu, toczenia sie i
petzania w porédwnaniu z komérkami natywnymi (ryc. 32A). Nie stwierdzono rdznicy w S$rednicy
komérek pomiedzy badanymi populacjami hBM-MSCs (ryc. 32B), co wyklucza wptyw rozmiaréw
badanych obiektow, jako potencjalnego czynnika wptywajgcego na szybkosc¢ ich przeptywu.
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Ryc. 32. Analiza predkosci przeptywu hBM-MSCs transfekowanych mRNA ITGA4 i komdrek kontrolnych
przeptywajgcych przez kanat komory przeptywowej pokrytej biatkiem VCAM1. Wykres A przedstawia
rozktad sredniej predkosci ruchu komdrek kontrolnych (stupek fioletowy) i transfekowanych mRNA
ITGA4 (stupek czerwony). Wykres B przedstawia rozktad srednicy komoérek kontrolnych (stupek
fioletowy) i transfekowanych mRNA ITGA4 (stupek czerwony). Do okreslenia istotnosci statystycznej
uzyto testu typu Il efektéw statych, a do poréwnania metody LMS. Wartosci wzgledne (procentowe)
sg przedstawione, jako wykresy kotowe. Korelacje okreslano przy uzyciu wspotczynnika r Pearson'a
wbudowanego w PROC CORR (SAS 9.4). *p <0.05, **p <0.01, ***p <0.001 (n=3).

5.2.4. Analiza zdolnosci migracyjnych natywnych oraz transfekowanych mRNA ITGA4 komérek hBM-
MSCs in vitro w komorach migracyjnych typu transwell

Do oceny zdolnosci migracji hBM-MSCs in vitro i poréwnania witasciwosci komérek natywnych i
modyfikowanych w celu indukcji ekspresji biatka a4 wykorzystane zostaty dwukomorowe szalki
hodowlane typu transwell. Wyniki badan wykazaty, ze umieszczone w gérnej czesci komory hBM-MSCs
transfekowane mMmRNA ITGA4 mniej efektywnie przechodzg przez btone zatrzymujgc sie na jej
powierzchni w poréwnaniu z komdrkami natywnymi, ktérych wieksza liczba migrowata na spodnia
powierzchnie btony (p<0.0001). W przypadku gdy btona oddzielajgca dwie czesci komory zostata
pokryta biatkiem VCAM1, liczba migrujgcych komérek natywnych znamiennie zmniejszyta sie (p<0.01)
podczas gdy obecnos¢ VCAM1 nie miata zadnego wptywu na liczbe przechodzacych przez btone hBM-
MSCs wykazujgcych nad-ekspresje czgsteczek VLA-4. Co ciekawe, dodatek do dolnej czesci komory
migracyjnej homogenatu mdzgu szczura po uszkodzeniu ouabaing zahamowat przechodzenie hBM-
MSCs przez btone zaréwno w przypadku komérek natywnych jak i transfekowanych mRNA ITGA4.
Znamiennie istotne rdznice statystyczne odnotowano w obu populacjach hBM-MSCs (p<0.0001) (ryc.
33). Liczba migrujgcych komdérek w komorach w obecnosci homogenatu uszkodzonego ouabaing
mozgu szczura byta bardzo niska i poréwnywalna w przypadku hBM-MSCs natywnych i
modyfikowanych. Pokrycie btony pétprzepuszczalnej biatkiem VCAM1, gdy w dolnej komorze
znajdowat sie homogenat z uszkodzonego mdzgu szczura nie miato wptywu na powyzszy wynik.
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Ryc. 33. Analiza zdolnosci do migracji transfekowanych mRNA ITGA4 (mRNA ITGA4) i kontrolnych (Kontrola) hBM-
MSCs w szalkach migracyjnych typu transwell pokrytych/ lub nie biatkiem VCAM1 (VCAM1) oraz w
obecnosci/badz przy braku czynnika chemotaktycznego (homogenat). Stupki przedstawiajg rozktad ilosci
transfekowanych mRNA ITGA4 oraz kontrolnych hBM-MSCs, ktére migrowaty na drugg strone btony
porowatej. Do okreslenia istotnosci statystycznej uzyto testu typu Il efektéw statych, a do poréwnania
metody LMS. Wykresy pudetkowe prezentujg rozproszenie i ksztatt rozktadu danych dla wartosci
badanej w poréwnywanych populacjach. Dtugos¢ przedstawionych stupkéw jest réwna rozstepowi
¢wiartkowemu (Q1-Q3) danych, koncéwki wasow wskazujg wartosci minimalng i maksymalng, linia
wewnatrz stupka wyznacza mediane, natomiast kwadrat $rednig arytmetyczng, wartosci odstajgce sg
przedstawione w postaci okregdéw. *p <0.05, **p <0.01*, ***p <0.001 (n=6).

Podsumowujac Il etap moich badan okazato sie, ze hBM-MSCs modyfikowane przez
wprowadzenie mRNA ITGA4 charakteryzujg sie najwyzszym poziomem ekspresji biatka a4 w czasie
8-12 godzin po transfekcji. Modyfikacja ta zapewnia wzrost aktywnosci adhezyjnych komorek,
zwiekszajac liczbe hBM-MSCs, ktére zatrzymujg sie podczas przeptywu przez komore (microfluidic
device) pokrytg biatkiem VCAM1, stanowigcg model in vitro naczynia krwionosnego. Jednoczesnie
wzrost zdolnosci do przylegania komdrek transfekowanych mRNA ITGA4 powoduje ich silniejsze
wigzanie z btong komory transwell i ogranicza zdolno$¢ do migracji. Ponadto dzieki zastosowaniu
wielkoskalowej zautomatyzowanej analizy danych generowanych przez dedykowany do naszych
doswiadczen program CellFlowTracker wykazano, ze podczas przeptywu komdrek przez kanat komory
zarowno natywne jak i modyfikowane mRNA ITGA4 hBM-MSCs podlegajg procesom toczenia i
petzania, analogicznym do etapdow obserwowanych w populacji leukocytow w tozysku naczyniowym
podczas ich diapedezy.

Powyzsze informacje staty sie inspiracjg do przeprowadzenia Ill etapu moich badan, ktére
miaty za zadanie ocene funkcjonalng in vivo hBM-MSCs transfekowanych mRNA ITGA4, a w
szczegolnosci zdolnosci zasiedlania przez nie mdzgu po przeszczepie dotetniczym u szczuréw w
eksperymentalnym modelu uszkodzenia prazkowia ouabaina.
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5.3. Ocena hBM-MSCs przeszczepianych dotetniczo u biorcéw z uszkodzeniem mézgu

5.3.1. Analiza zasiedlania uszkodzonych obszaréw mdzgu przez systemowo podane hBM-MSCs

Komérki hBM-MSCs charakteryzujgce sie zwiekszong ekspresjg podjednostki a4 integryny VLA-4
po dokonanej transfekcji mRNA ITGA4 lub komoérki natywne niemodyfikowane genetycznie
przeszczepiano dotetniczo, do tetnicy szyjnej wewnetrznej, szczurom po 48 godzinach od wykonania
uszkodzenia mdézgu ouabaing. Proces naptywu komédrek do uszkodzonej pdtkuli mézgu podczas ich
transplantacji byt monitorowany in vivo przy uiyciu obrazowania w rezonansie magnetycznym.
Przeszczepione dotetniczo transfekowane mRNA ITGA4 i kontrolne hBM-MSCs naptywaty do
uszkodzonego obszaru mdzgu i pozostawaty w obrebie lub w poblizu lezji (ryc. 34).

Przed przeszczepem Po przeszczepie Dzien 1

Dzien 2

—
N

Kontrolne hBM-MSCs

mRNA ITGA4 hBM-MSCs

Ryc. 34. Ocena obecnosci przeszczepionych dotetniczo transfekowanych mRNA ITGA4 (mRNA ITGA4 hBM-MSC)
oraz kontrolnych (Kontrolne hBM-MSCs) hBM-MSCs w mdzgu szczura z wywotanym podaniem ouabainy
uszkodzeniem prazkowia. Transfekowane mRNA ITGA4 i kontrolne hBM-MSCs znakowane Molday ION
widoczne na zdjeciach z rezonansu magnetycznego w obrazowaniu typu T2 i T2* przedstawiajgcych stan
bezposrednio przed, po, dzien, dwa i trzy dni od przeszczepu.

Bezposrednio po transplantacji sygnat generowany przez obecne w znakowanych komadrkach
nanoczastek zelaza (Molday ION) byt silniejszy w przypadku infuzji hBM-MSCs z nad-ekspresjg VLA-4 w
poréwnaniu z sygnatem pochodzacym z komdrek niemodyfikowanych genetycznie. Zjawisko to byto
obserwowane dla wiekszosci analizowanych ptaszczyzn przekroju (ryc. 35A), co posrednio moze
sSwiadczy¢ o wiekszej liczbie komérek modyfikowanych mRNA ITGA4 niz hBM-MSCs kontrolnych w
mozgu biorcy (p <0.0001) (ryc. 35B). Obserwacja zmian poziomu sygnatu pochodzgcego
przeszczepionych komérek znakowanych Molday ION w modzgu szczurédw w sekwencji czasowej
wykazata jego spadek po 24 godzinach od momentu transplantacji komérek i catkowity zanik po 3
dniach zaréwno u zwierzat, ktdrym podano hBM-MSCs transfekowane jak i u zwierzat, ktére otrzymaty
przeszczep komdrek natywnych. Préby wyjasnienia lokalizacji przeszczepionych komérek w médzgu
szczura przeprowadzono post mortem z zastosowaniem badan immunohistochemicznych.
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Ryc. 35. Ocena pozostajacych w mdézgu bezposrednio po podaniu przeszczepionych dotetniczo transfekowanych
MRNA ITGA4 (mRNA ITGA4 hBM-MSCs) oraz kontrolnych (Kontrolne hBM-MSCs) hBM-MSCs u szczuréw
z wywotanym podaniem ouabainy uszkodzeniem prgzkowia. Wykresy pokazujg réznice w intensywnosci
sygnatu pochodzgcego od znakowanych Molday ION kontrolnych (stupki fioletowe) i transfekowanych
MRNA ITGA4 (stupki czerwone) komdrek hBM-MSCs bezposrednio po przeszczepie w odniesieniu do
stanu przed ich podaniem na poszczegdlnych ptaszczyznach przekroju czotowego mozgu zwierzat (A)
oraz sumarycznie dla wszystkich ptaszczyzn przekroju (B). Do okreslenia istotnosci statystycznej uzyto
testu typu Il efektdw statych, a do porédwnania metody LMS. Wykresy pudetkowe prezentujg
rozproszenie i ksztatt rozktadu danych dla wartosci badanej w poréwnywanych populacjach. Dtugosé
przedstawionych stupkdw jest réwna rozstepowi ¢wiartkowemu (Q1-Q3) danych, koncowki waséw
wskazujg wartosci minimalng i maksymalng, linia wewnatrz stupka wyznacza mediane, natomiast koto
Srednig arytmetyczng, wartosci odstajgce sg przedstawione w postaci okregdw. *p <0.05, **p <0.01%,
**%*p <0.001. (n=6)

5.3.2. Ocena lokalizacji i zdolnosci do transmigracji hBM-MSCs kontrolnych lub wykazujgcych nad-
ekspresje integryny a4 obecnych po przeszczepie w uszkodzonym mazgu

Badania immunohistochemiczne potwierdzity wyniki uzyskane w MRI. Po infuzji dotetniczej
komorki znakowane Molday ION byly widoczne w madzgu szczuréw. Wyniki analizy, w ktérych
wykorzystano przeciwciato skierowane przeciwko Klaudynie 5, biatku typowemu dla potaczen scistych
komodrek srédbtonka naczyn krwiono$nych mdzgu wykazaty, ze w ciggu pierwszych dwdch dni od
transplantacji komdrek zaréwno hBM-MSCs modyfikowane mRNA ITGA4 jak i kontrolne znajdowaty sie
wewnatrz $wiatta naczyn krwionosnych mdzgu (ryc. 36).
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Ryc. 36. Analiza lokalizacji przeszczepionych hBM-MSCs wzgledem naczyn krwionosnych w maozgu.
Transfekowane mRNA ITGA4 (mRNA ITGA4 hBM-MSCs) i niemodyfikowane hBM-MSCs (Kontrolne
hBM-MSCs) znakowane Molday ION (kolor czerwony) po transplantacji do mdzgu szczura z
wywotanym podaniem ouabainy uszkodzeniem prazkowia. Obraz w mikroskopie konfokalnym po 24 i
48 godzinach od podania dotetniczego komdrek. Naczynia krwionosne mézgu zostaty uwidocznione
przy uzyciu przeciwciata skierowane przeciwko Klaudynie 5 (kolor zielony). Jadra komodrek
wyznakowano dodatkowo barwnikiem Hoechst 33258 (kolor niebieski). Skala 20 um, powiekszenie
x40.

W trzecim dniu od przeszczepu czes¢ komérek obydwu populacji zaréwno kontrolnych jak i
modyfikowanych mRNA ITGA4 hBM-MSCs byfa obserwowana poza swiattem naczyn krwionosnych,
przylegajac do komérek endotelialnych od strony parenchymy mézgu (ryc. 37).
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Ryc. 37. Analiza lokalizacji przeszczepionych hBM-MSCs wzgledem naczyn krwionos$nych. Transfekowane mRNA
ITGA4 (MRNA ITGA4 hBM-MSCs) i natywne niemodyfikowane komérki hBM-MSC (Kontrolne hBM-
MSCs) znakowane Molday ION (kolor czerwony) po transplantacji do moézgu szczura z wywotanym
podaniem ouabainy uszkodzeniem prgzkowia. Przeszczepione komérki sg widoczne zaréwno wewnatrz
Swiatta naczynia krwionosnego (A) jak i poza warstwg komodrek srodbtonka (B). Obraz w mikroskopie
konfokalnym w 3-cim dniu od podania dotetniczego komadrek. Naczynia krwionosSne mdzgu zostaty
uwidocznione przy uzyciu przeciwciata skierowane przeciwko Klaudynie 5 (kolor zielony). Jagdra komérek
wyznakowano dodatkowo barwnikiem Hoechst 33258 (kolor niebieski). Skala 20 um, powiekszenie x40.

Klaudyna 5

20 000 nm

. 20000 nm

Analiza ilosciowa wykazata, ze w populacji wszystkich zidentyfikowanych w mézgu komérek dawcy
wiecej hBM-MSCs transfekowanych mRNA ITGA4 niz komdrek kontrolnych hBM-MSCs pozostawato
wewnatrz $wiatta naczynia krwionosnego (52.518.5 % vs 4116 %, p <0.05) (ryc. 38A). Komorki, ktére
przemiescity sie poza $wiatto naczyn krwionosnych mézgu znajdowaty sie w przestrzeni ograniczonej z
jednej strony przez komoérki $Sréddbtonka, a z drugiej przez laminine tworzgca btone podstawng naczyn,
w miejscu okreslanym mianem przestrzeni periwaskularnej. Réznice ilosciowe pomiedzy procentem
komodrek z nad-ekspresjg VLA-4 i komdrek natywnych obserwowanych poza sSwiattem naczyn
(odpowiednio: 3718 % i 521+ 4 %) nie byty statystycznie istotne (ryc. 38B,C).
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Ryc. 38. Analiza potozenia przeszczepionych hBM-MSCs obecnych w mdzgu szczura z wywotanym podaniem
ouabainy uszkodzeniem prazkowia w trzecim dniu od transplantacji wzgledem naczyn krwionosnych.
Wykresy przedstawiajg procentowy udziat komdrek zlokalizowanych (A) wewnatrz Swiatta naczynia
krwionosnego oraz (B) w przestrzeni periwaskularnej w populacji wszystkich zidentyfikowanych hBM-
MSCs obecnych w mdézgu w obrebie grupy komdrek transfekowanych mRNA ITGA4 (mRNA ITGA4 hBM-
MSCs; stupki czerwone) i natywnych hBM-MSCs (Kontrolne hBM-MSCs; stupki fioletowe). Panel (C)
przedstawia obraz widoczny w mikroskopie konfokalnym. Naczynia krwionosne mdzgu zostaty
uwidocznione przy uzyciu przeciwciata skierowane przeciwko Klaudynie 5 (kolor zielony) oraz Lamininie
(kolor turkusowy). Jadra komérek wyznakowano dodatkowo barwnikiem Hoechst 33258 (kolor
niebieski). Skala 20 um, powiekszenie x40. Do okreslenia istotnosci statystycznej uzyto testu typu Il
efektéw statych, a do poréwnania metody LMS. Wykresy pudetkowe prezentujg rozproszenie i ksztatt
rozktadu danych dla wartosci badanej w porownywanych populacjach. Dtugos¢ przedstawionych
stupkdw jest rdwna rozstepowi ¢wiartkowemu (Q1-Q3) danych, koncowki wasow wskazujg wartosci
minimalng i maksymalng, linia wewnatrz stupka wyznacza mediane, natomiast kwadrat Srednig
arytmetyczng, wartosci odstajgce sg przedstawione w postaci okregdéw. *p <0.05, **p <0.01%*, ***p
<0.001 (n=6).

Ponadto, w mdzgach biorcéw przeszczepu pobranych po 72 godzinach od transplantacji komaorek
zostata wykonana dodatkowa analiza immunohistochemiczna przy uzyciu przeciwciata przeciw CD44,
przeprowadzona w celu potwierdzenia tozsamosci przeszczepionych hBM-MSCs. Aby wyodrebnié
sposrad populacji komdrek dawcy pozostajgcych w modzgu te, ktére zostaty sfagocytowane przez
komorki  zerne  (makrofagi/mikroglej), do identyfikacji aktywowanych komodrek uktadu
odpornosciowego zastosowano przeciwciata wykrywajgce antygen ED1 (ryc. 39A,B).
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Ryc. 39. Analiza fenotypu przeszczepionych hBM-MSCs obecnych w mézgu w trzecim dniu od transplantacji.
Transfekowane mRNA ITGA4 (mRNA ITGA4 hBM-MSCs) i natywne niemodyfikowane komérki hBM-
MSCs (Kontrolne hBM-MSCs) znakowane Molday ION (kolor czerwony) po transplantacji do mézgu
szczura z wywotanym podaniem ouabainy uszkodzeniem prazkowia. Obraz w mikroskopie
konfokalnym uzyskany po uzyciu przeciwciat skierowanych przeciwko antygenom (A) CD44 (kolor
zielony) oraz (B) ED1 (kolor zielony). Jagdra komdérek wyznakowano dodatkowo barwnikiem Hoechst
33258 (kolor niebieski). Skala 20 um, powiekszenie x40.

Badania z uzyciem przeciwciata skierowanego przeciwko biatku CD44 wraz z naktadajgcym sie
sygnatem od znacznika Molday uzytego do wyznakowania hBM-MSCs przed podaniem dotetniczym
potwierdzity, ze 49.5£1.5 % komdrek z nad-ekspresjg VLA-4 oraz 58.5+0.5 % komdrek natywnych
wykazywato obecnos¢ charakterystycznego dla komérek mezenchymalnych markera CD44, co
umozliwito ich identyfikacje w mdzgu szczura (Kontrolne vs modyfikowane hBM-MSCs p <0.05) (ryc.
40A). Jednoczes$nie stwierdzono, ze 48.5+10.5 % komoérek transfekowanych mRNA ITGA4 oraz 36.5+8.5
% komodrek kontrolnych wykazywato kolokalizacje z antygenem ED1, typowego dla aktywowanych
komorek mikrogleju i makrofagéw (Kontrolne vs modyfikowane hBM-MSCs p <0.01) (ryc. 40B). Wyniki
te wskazujg, iz 72 godziny po przeszczepie wiecej komdrek modyfikowanych genetycznie w stosunku
do hBM-MSCs natywnych zostato sfagocytowanych przez komorki zerne biorcy.
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Ryc. 40. Analiza fenotypu przeszczepionych hBM-MSCs obecnych w mdzgu szczura z wywotanym podaniem
ouabainy uszkodzeniem prazkowia w trzecim dniu od transplantacji. Wykresy przedstawiajg
procentowy udziat komérek (A) CD44+ oraz (B) ED1+ w populacji wszystkich zidentyfikowanych hBM-
MSCs obecnych w mézgu w obrebie grupy komérek transfekowanych mRNA ITGA4 (mRNA ITGA4 hBM-
MSCs; stupki czerwone) i kontrolnych hBM-MSCs (Kontrolne hBM-MSCs; stupki fioletowe). Do okreslenia
istotnosci statystycznej uzyto testu typu Il efektéw statych, a do poréwnania metody LMS. Wykresy
pudetkowe prezentujg rozproszenie i ksztatt rozktadu danych dla wartosci badanej w poréwnywanych
populacjach. Dtugosé przedstawionych stupkéw jest rowna rozstepowi ¢wiartkowemu (Q1-Q3) danych,
koncéwki waséw wskazujg wartosci minimalng i maksymalna, linia wewnatrz stupka wyznacza mediane,
natomiast kwadrat srednig arytmetyczng, wartosci odstajgce sg przedstawione w postaci okregow. *p
<0.05, **p <0.01*, ***p <0.001 (n=6).

Podsumowuijac lll etap moich badan, podane dotetniczo hBM-MSCs sg widoczne w mdzgu szczura
w okolicy uszkodzenia wywotanego podaniem ouabainy. Na podstawie intensywnosci sygnatu,
generowanego przez nanoczastki tlenku zelaza, ktérymi wyznakowano przeszczepiane komorki,
widocznego w obrazowaniu MRI mozna wnioskowaé, ze wiecej hBM-MSCs z nad-ekspresjg VLA-4 w
stosunku do komérek natywnych niemodyfikowanych genetycznie, jest widocznych w okolicy lezji
prazkowia po ich podaniu dotetniczym. Przez caly czas prowadzonych przez nas obserwacji
przeszczepione hBM-MSCs pozostawaty w obrebie naczyi krwionosnych mézgu, niektére z nich 72
godziny po przeszczepie byty widoczne w przestrzeni periwaskularne;j.
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6. Dyskusja wynikow

Dotychczas prowadzone badania eksperymentalne z wykorzystaniem zwierzecych modeli
choréb OUN, w tym niedokrwienia mdzgu, wykazaty, ze przeszczepione mezenchymalne komorki
macierzyste (MSCs) wywierajg pozytywny efekt terapeutyczny niezalezny od drogi podania komadrek
(Vuiin., 2014). Z dotychczasowych badan wynika, ze wczesna transplantacja komorek jest najbardziej
efektywna (Kumariin., 2017; Yangiin., 2011). Przeniesienie tych obserwacji do zastosowan klinicznych
wigze sie jednak z wyzwaniami, ktére musza by¢ podjete na bazie dodatkowych badan podstawowych
gdyz niektdre techniki aplikacji komorek u zwierzat moga mieé istotne ograniczenia u ludzi. Na przykfad
podanie komoérek do parenchymy mdzgu wydaje sie najbardziej efektywne z punktu widzenia
dostarczenia ich w okolice uszkodzonej tkanki, jednak metoda ta wymaga bezposredniego naktucia
moézgu, co u chorych po udarze, z uwagi na uszkodzenie naczyn krwionosnych oraz terapeutyczne
obnizenie krzepliwosci krwi bytoby ryzykowne i mogtoby spowodowac¢ krwotok. Najbardziej
bezpieczna dla pacjenta wydaje sie by¢ transplantacja systemowa (dozylna), jednak w jej przypadku
efekt terapeutyczny jest zalezny od liczby komorek (Janowski, Walczak i Date, 2010), co wigze sie z
koniecznoscig podania bardzo duzych dawek, ktére w sytuacji klinicznej sg trudne do uzyskania.
Ponadto duza liczba komodrek przeszczepiona jednorazowo do krwioobiegu moze prowadzi¢ do
zatorowosci ptucnej (Kean, Lin, Caplan i Dennis, 2013). W ostatnim czasie szybko rozwijajaca sie
dziedzina neurointerwencji endowaskularnej zdobywa popularnosé, jako efektywna metoda terapii
chordéb mézgu i rdzenia kregowego. Zwigzane to jest z postepem w udoskonalaniu metod obrazowania
oraz cewnikdw naczyniowych a takze z coraz wiekszym doswiadczeniem lekarzy przeprowadzajgcych
te zabiegi. Najlepszym przyktadem jest postep w leczeniu pacjentéw z udarem mdzgu w ostrej fazie
dzieki zastosowaniu przeztetniczej trombektomii (Ramadan i in., 2017). Stagd wykorzystanie drogi
dotetniczej do podania srodkéw terapeutycznych u pacjentédw z udarem mézgu wydaje sie szczegdlnie
atrakcyjne ze wzgledu na mozliwos$¢ ich dostarczenia do uszkodzonej tkanki lub w bezposrednie jej
sgsiedztwo, co w przypadku transplantacji komérek pozwala na zmiejszenie ich minimalnej wymaganej
dla wydajnego podania liczby. Wykorzystujac to, Fraser i wsp. zaproponowali terapie uzupetniajgca po
trombektomii opartg o leczenie dotetnicze (Fraser i in., 2017). Podanie dotetnicze MSCs przy
zoptymalizowanej, matej dawce komdérek zostato udokumentowane jako efektywne terapeutycznie w
modelu udaru mézgu u gryzoni (Yavagal i in., 2014). Jednak obserwowana dotychczas niska wydajnos¢
zasiedlania obszaréw uszkodzenia przez przeszczepiane komérki (Argibay i in., 2017) wcigz stwarza
przestrzen dla wprowadzania ulepszen tej metody poprzez opracowanie strategii, ktére zwiekszytyby
liczbe MSCs zatrzymujacych sie przy scianie naczynia krwiono$nego i zaindukowaty inicjacje diapedezy
przeszczepionych komaérek, aby wzmocnié ich skutecznos¢ terapeutyczng. Kilka lat temu wykazano, ze
neuralne komdrki macierzyste (ang. neural stem cells; NSC) sortowane pod katem wysokiej ekspresji
a4 (ITGA4), podjednostki heterodimeru integryny VLA-4, bedgcej biatkiem adhezyjnym, charakteryzuja
sie wiekszg zdolnoscig zasiedlania uszkodzonego obszaru modzgu po podaniu dotetniczym, co
umozliwia uzyskanie silniejszego efektu terapeutycznego w modelu udaru mézgu u myszy (Guzman i
in., 2008). W kolejnych badaniach dzieki zastosowaniu metod inzynierii genetycznej opartych na
plazmidzie DNA uzyskano ekspresje obydwu podjednostek czgsteczki VLA-4 w prekursorach komaérek
glejowych (ang. glia progenitor cells; GRPs), co pozwolito zwiekszy¢ liczbe komorek wigzacych sie z
aktywowanymi komaorkami srodbtonka w warunkach in vitro (Gorelik i in., 2012) i zintensyfikowac ich
proces diapedezy w zwierzecym modelu udaru mézgu (Jablonskaiin., 2018).

Celem mojej pracy doktorskiej byto opracowanie metody pozwalajgcej na zwiekszenie
zasiedlenia uszkodzonego obszaru modzgu przez przeszczepiane hBM-MSCs. Z uwagi na wczesniej
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opisane zachecajgce wyniki badan otrzymane w przypadku réznych typédw komadrek progenitorowych,
wykazujgcych zwiekszony poziom ekspresji VLA-4, jak réwniez istotng role, jaka biatko to odgrywa w
procesie migracji i ekstrawazacji leukocytdw zdecydowatam sie na indukcje nad-ekspresji VLA-4 w
hBM-MSCs. Ludzkie mezenchymalne komdrki macierzyste szpiku kostnego charakteryzujg sie
endogenng ekspresjg podjednostki B1 (ITGB1) integryn (Majumdar i in., 2003), natomiast nie wykazujg
na swojej powierzchni obecnosci biatka a4 (ITGA4), ktére jest konieczne do wytworzenia
funkcjonalnego heterodimeru VLA-4. W moim projekcie postanowitam wykorzysta¢ opracowang w
zespole Neurobiologii Naprawczej technike opartg na indukcji tymczasowej ekspresji integryny a4
poprzez wprowadzenie do komdérek mRNA ITGA4 kodujacego to biatko (Nowakowski i in., 2017). Moje
badania wykazaty, ze transfekcja hBM-MSCs mRNA ITGA4 skutecznie indukuje ekspresje podjednostki
o4 integryny VLA-4. Metoda ta pozwala na uzyskanie powtarzalnej wysokiej skutecznosci ekspresji
biatka a4 w 73 % hBM-MSCs w czasie 12 godzin od transfekcji w poréwnaniu z obserwowanym 4 % w
populacji komodrek natywnych, wykazujgcych naturalng endogenng jego ekspresje. W swoich
badaniach zatozytam, ze nowo syntetyzowana podjednostka ITGA4 stworzy heterodimer z naturalnie
wystepuja na powierzchni MSCs podjednostka B1. Zatozenie to wydaje sie by¢ uzasadnione w $Swietle
dotychczasowej wiedzy o biologii integryn, iz wytwarzanie podjednostek integryn jest naturalnie
zbalansowane w komarkach i wytgcznie poprawnie sparowane heterodimery sg umieszczane w btonie
komoérkowej (Lowell i Mayadas, 2012). Celem moich dalszych badan byta analiza funkcjonalna
transfekowanych mRNA ITGA4 hBM-MSCs, w tym ocena ich wtasciwosci adhezyjnych, transmigracji i
zdolnosci do zasiedlania uszkodzonych obszaréw mdzgu w poréwnaniu z komdrkami natywnymi. W
celu wizualizacji hBM-MSCs nalezato wybra¢ najbardziej optymalny znacznik komérek, ktéry nie
zmieniatby ich wtasciwosci, pozwalajagc na dlugoczasowe obserwacje w doswiadczeniach
przeprowadzanych w warunkach in vitro oraz in vivo. Optymalizacja znakowania hBM-MSCs stanowita
pierwszy etap moich badan, ktéry poprzedzit eksperymenty majgce na celu ocene wiasciwosci
komoérek z nad-ekspresjg biatka ITGA4 bedace gtdwnym nurtem mojego projektu.

6.1. Optymalizacja znakowania komérek barwnikami w celu ich obrazowania in vitro i in vivo

W przypadku transplantacji komérek istotne znaczenie ma precyzyjna kontrola obszaru, do
ktorego docierajg komérki dawcy po podaniu oraz ocena ich dalszej dystrybucji w organizmie biorcy.
Aktualnie dostepnych jest wiele technik umozliwiajacych identyfikacje przeszczepionych komérek w
obrazowaniu pre- i post-mortem. Metody te charakteryzujg sie réznym stopniem natezenia sygnatu
generowanego przez wybrany znacznik jak i jego trwatosci, a takze ztozonosci procedury znakowania
(Andrzejewska i in., 2015). Jednym z najbardziej podstawowych podejs¢ eksperymentalnych jest
znakowanie komodrek markerami fluorescencyjnymi tuz przed ich transplantacjg, a nastepnie
wizualizacja post-mortem przy pomocy mikroskopu fluorescencyjnego. Zaletg tej metody jest to, ze
znakowane komodrki mozna wykry¢ bezposrednio w skrawkach tkanki, bez potrzeby stosowania
dodatkowych procedur koniecznych do ich identyfikacji, takich ja techniki immunohistochemiczne z
udziatem przeciwciat skierowanych przeciwko specyficznym biatkom przeszczepionych komérek. Co
wiecej, ze wzgledu na krotki czas potrzebny dla przeprowadzenia procesu znakowania barwniki
fluorescencyjne sg bardziej odpowiednie do znakowania pierwotnych komadrek macierzystych, w tym
takze MSCs, niz metody oparte na technikach inzynierii genetycznej, ktére wymagajg przeprowadzenia
procesu wyodrebnienia komédrek (obejmujacego miedzy innymi sortowanie Ilub selekcje
antybiotykowg), o pozadanych przez nas cechach, co moze powodowac rozpoczecie procesu ich
roznicowania i wpltywaé negatywnie na wilasciwosci terapeutyczne. Wada znacznikdéw
fluorescencyjnych jest szybki spadek sygnatu swiecenia i zmiana wzorca proliferacji znakowanych
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komoérek. Niezwykle przydatne z punktu widzenia obserwacji przeszczepianych komodrek sa
nanoczastki tlenku zelaza umozliwiajgce obrazowanie w MRI. Zastosowanie nanoczgstek tlenku zelaza
do znakowania komdrek pozwala nie tylko na ich wizualizacje in vivo, ale umozliwia $ledzenie komadrek
W rezonansie magnetycznym w czasie rzeczywistym podczas zabiegu transplantacji, co jesli zachodzi
taka koniecznos¢, daje mozliwo$é modyfikacji techniki infuzji.

W moich badaniach poréwnatam trzy znaczniki stosowane do przyzyciowego barwienia hBM-
MSCs, w tym CMFDA, mRNA eGFP i Molday ION. Analiza morfologii i funkcji znakowanych komérek
miatfa na celu wytypowanie optymalnego markera, ktéry z jednej strony bytby neutralny dla komdrek
a z drugiej strony generowat silny i dtugotrwaty sygnat, umozliwiajacy ich identyfikacje zaréwno w
badaniach in vitro jak i in vivo. Przeprowadzone przeze mnie obserwacje wykazaty, ze uzyte do
znakowania hBM-MSCs markery miaty réiny wptyw na komérki. Podczas analizy hBM-MSCs
barwionych CMFDA okazato sie, ze znakowane komdrki wykazujg zmiany morfologiczne podczas
krétkotrwatej 7-dniowej hodowli, a ich zywotnos¢ i aktywnos¢é metaboliczna jest znaczaco nizsza w
poréwnaniu z komdrkami nieznakowanymi. Dotychczasowe nieliczne doniesienia literaturowe
wykazaty, ze CMFDA, ktéry jest rutynowo stosowany zaréwno w badaniach in vitro jak i in vivo,
powoduje zaburzenia poziomu aktywnosci metaboliczne] i przezywalnosci komoérek (Kouris i in., 2012;
Hensvold i in., 2015). Zmiany te moga wynikac z faktu, ze wiekszo$¢ z omawianych technik znakowania
wymaga zawieszenia wyjsciowego koncentratu znacznika w DMSO, co dodatkowo moze indukowac w
komarkach stres cytotoksyczny (Vaegleriin., 2014).

Koncepcja wykorzystania mRNA eGFP, jako znacznika komdrek macierzystych stanowita
innowacyjny element moich badan. Znakowanie komérek poprzez wprowadzenie mRNA eGFP
mogtoby by¢ potencjalnie korzystne w sytuacji, w ktdrej analizie podlegataby zywotnosé
przeszczepianych komodrek. Poniewaz proces translacji nie zachodzi w komdrkach martwych,
natomiast okres péttrwania eGFP jest stosunkowo krotki (okoto 3 godzin) to obecno$¢ sygnatu
fluorescencyjnego generowanego dzieki wprowadzeniu mRNA eGFP w sposéb dos¢ jednoznaczny
pozwala na odrdznienie komédrek zywych od martwych. Jednak zastosowana przeze mnie transfekcja
hBM-MSCs mRNA eGFP nie spetnita wymogdw zaréwno w zakresie wydajnosci procesu znakowania jak
i trwatosci generowanego sygnatu fluorescencyjnego. Ponadto komarki transfekowane mRNA eGFP
wykazywaty statystycznie nizszg aktywnos¢ metaboliczng po 4 dniach hodowli w porédwnaniu z
komaérkami kontrolnymi. W wiekszosci dotychczas opublikowanych prac ekspresje biatka GFP w MSCs
indukowano przez wprowadzenie DNA kodujgcego biatko GFP na drodze transdukcji wirusowej
komoérek. Autorzy takich badan wykazali, ze wigzato sie to z zahamowaniem proliferacji komoérek, co
przypisywano toksycznosci wirionu wprowadzanego do cytoplazmy (Ji, Duan, Zheng i Li, 2015). W
moich eksperymentach, zaobserwowatam podobny, negatywny efekt przy zastosowaniu chemicznej
techniki transfekcji.

Trzeci z uzytych przeze mnie znacznikdw Molday ION wydaje sie by¢ preferowanym markerem
w przypadku znakowania hBM-MSCs. W przeciwienstwie do komodrek barwionych CMFDA lub
transfekowanych mRNA eGFP, Molday ION w standardowych warunkach hodowli komérek nie
wptywat na aktywnos¢ metaboliczng hBM-MSCs. W badaniach majacych na celu okreslenie fenotypu
komoérek okazato sie, ze hBM-MSCs znakowane Molday ION podczas ich 7-dniowej obserwacji w
hodowli zachowuja obecno$é markerdw typowych dla komdérek mezenchymalnych, w tym biatek CD90
i CD44 poréwnywalng z komdrkami natywnymi. Interesujaca dla nas obserwacjg byt wzrost ekspresji
antygenu SSEA4. SSEA4 stanowi marker komadrek znajdujgcych sie na wczesnym etapie rozwoiju, jest
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charakterystyczny miedzy innymi dla zarodkowych komdrek macierzystych. Mozna, wiec przypuszczadé,
ze znakowanie Molday ION w przypadku moich badan spowodowato powrdét hBM-MSCs do stanu
komodrek o wiekszym stopniu macierzystosci jednoczesnie czesSciowo blokujgc ich réznicowanie.
Wzrost poziomu ekspresji SSEA4 jest prawdopodobnie zwigzany z obecnoscig i intensywnymi
podziatami komdrkowymi progenitorowej populacji MSCs, ktéra teoretycznie mogta pojawic sie po
znakowaniu Molday ION, jednak zweryfikowanie tego twierdzenia wymagatoby przeprowadzenia
odrebnych badan. Wyniki innych autoréw ujawnity, ze hBM-MSCs hodowane na szalkach pokrytych
zelatyng w pozywce nie zawierajacej surowicy, natomiast z dodatkiem bFGF wykazujg zwiekszong
ekspresje SSEA4, a komorki te charakteryzujg sie silniejszg proliferacjg (Battula i in., 2007). Wzmozona
proliferacja po wprowadzeniu do komdrek nanoczastek tlenku zelaza byta obserwowana miedzy
innymi w przypadku hodowanych w postaci neurosfer progenitoréw neuralnych (NPC ang. Neural
Progenitor Cells), ponadto obecnos¢ SPIO miata wptyw na dynamike ksztattowania tréjwymiarowych
agregatéw komorek, ktdre byly mniejsze i bardziej homogenne, niz w przypadku komdérek
nieznakowanych (Lee, Yang, Cho i Cho, 2018). Wyniki badann Rosu-Myles i wspotpracownikow
dowodzg, ze obecnos¢ SSEA4 na komodrkach mezenchymalnych warunkuje ich zdolnos¢ do
réznicowania w komoérki tkanki kostnej, ttuszczowej i chrzestnej (Rosu-Myles i in., 2013). Jednak,
Schrobback i wspétpracownicy wykazali, ze nie wystepuje korelacja pomiedzy ekspresjg SSEA4 a
potencjatem BM-MSCs do réznicowania w kierunku chondrocytéw i osteoblastéw, co wiecej ekspresja
tego markera zanika podczas przebiegu proceséw chondrogenezy i osteogenezy (Heiskaneniin., 2009;
Schrobback i in., 2013). Analiza zdolnosci hBM-MSCs znakowanych Molday ION do réznicowania w
kierunku adipocytow i osteoblastow przeprowadzona w naszych badaniach wykazata, ze komérki po
znakowaniu osiggaty wyniki zblizone do hBM-MSCs natywnych. W przypadku réznicowania sie hBM-
MSCs w chondrocyty, Molday ION powodowat przyspieszenie procesu formowania typowej dla
chondrogenezy mikromasy. Z dostepnych w literaturze doniesien wynika, ze MSCs znakowane
Feridexem wykazujg ograniczenie lub zahamowanie procesu chondrogenezy (Bulte, Kraitchman,
Mackay i Pittenger, 2004; Roeder i in., 2014), a takie niewielkie zmiany w przebiegu procesu
osteogenezy (Farrell i in., 2008). Podobnie, badania prowadzone przez Chen i wsp. wykazaty, ze
zastosowany do znakowania MSCs - Ferucarbotran, zawierajgcy nanoczastki tlenku zelaza w sposdb
istotny zmieniat przebieg réznicowania komérek w osteoblasty (Chen i in., 2010). Autorzy badajacy
wptyw znakowania nanoczgstkami zelaza na komorki MSCs izolowane z ttuszczu u pséw réwniez
zauwazyli zaburzenia procesu ich réznicowania do chondrocytéow (Kolecka i in., 2017). W naszych
eksperymentach w komdrkach hBM-MSCs znakowanych Molday ION nie udato sie zaobserwowac
niebieskiego zabarwienia mikromasy po zastosowaniu btekitu alcianskiego, $wiadczgcego o
zaawansowaniu procesu chondrogenezy. Na tym etapie badan trudno jest stwierdzi¢ czy otrzymany
negatywny wynik reakcji jest dowodem na to, iz w hBM-MSCs po znakowaniu Molday ION proces
chondrogenezy nie przebiegat prawidtowo czy tez moze to wynikac z interferencji btekitu alcianskiego
z ciemnym kolorem nanoczasteczek tlenku zelaza. Wydaje sie, ze do wyciagniecia jednoznacznych
whnioskow nalezatoby wdrozy¢ bardziej zaawansowane metody analizy, takie jak ocena stopnia
zréznicowania komodrek na podstawie analizy ekspresji genéw aktywowanych podczas procesu
chondrogenezy. Badajgc wptyw znakowania Molday ION na ekspresje wybranych czynnikéw
neurotroficznych w hBM-MSCs obserwowatam niewielkie zmiany w poziomie ekspresji niektorych
czynnikdw wzrostu w komdrkach po wyznakowaniu. Odchylenia poziomu ekspresji mRNA dla
czynnikdw wzrostu, w poréwnaniu do komédrek natywnych, byty widoczne w pierwszych 48 godzinach
po znakowaniu, po czym w wiekszosci przypadkéw wracaty do normy w kolejnych punktach czasowych
obserwacji. Wedtug innych autorow MSCs znakowane nanoczgstkami tlenku zelaza wykazywaty
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zmiany poziomu mRNA kodujgcego GDNF, (Bashar i in., 2013; Chang i in., 2012). Z kolei Wang i
wspotpracownicy nie odnotowali zadnych zmian w ekspresji czynnikdw wzrostu wydzielanych przez
komarki mezenchymalne izolowane z ttuszczu po ich znakowaniu SPIO (Wang i in., 2009). Te réznice w
wynikach badan uzyskanych przez poszczegdlnych autoréw mogg byé spowodowane istnieniem
nieznanych zmiennych, wynikajgcych z niejednorodnych warunkdw prowadzenia hodowli komoérek czy
technik ich znakowania, a w przypadku nanoczgstek tlenku zelaza mogg by¢ zwigzane zaréwno ze
sktadem rdzenia nanoczastek, jak i z powtoka, ktérg sg one pokrywane.

Otrzymane przeze mnie wyniki wskazujg na koniecznos$¢ przeprowadzania restrykcyjnej oceny
komoérek po ich znakowaniu w kazdym nowym uktadzie doswiadczalnym przed przystgpieniem do
transplantacji. Z moich badan wynika, ze optymalnym znacznikiem dla hBM-MSC sg nanoczastki tlenku
zelaza skoniugowane z rodaming (Molday ION), z uwagi na dtugi czas utrzymywania sie znacznika w
komérkach, prawidtowg aktywnos¢ metaboliczng znakowanych hBM-MSC in vitro oraz jedynie
znikome i krétkotrwate zmiany w poziomie mRNA kodujgcych czynniki wzrostu syntetyzowane przez
znakowane hBM-MSC. Zastosowanie Molday ION do znakowania komérek pozwala na ich wizualizacje
in vivo w rezonansie magnetycznym, co umozliwia przeniesienie tej techniki bezposrednio do kliniki
(Janowski i in., 2014). Molday ION zostat przeze mnie wykorzystany do znakowania hBM-MSCs w
dalszych eksperymentach stanowigcych gtéwny nurt moich badan, jakim byto poréwnanie wtasciwosci
biologicznych komérek mezenchymalnych natywnych i wykazujgcych nad-ekspresje receptora VLA-4
integryny uczestniczacej w adhezji i transmigracji komdrek w warunkach in vitro i po transplantacji
systemowej u szczuréw w modelu ogniskowego uszkodzenia mozgu.

6.2. Dobdr optymalnej metody modyfikacji mezenchymalnych komdérek macierzystych

Poprawa wtasciwosci migracyjnych MSCs, w tym zdolnos$ci do ekstrawazacji, moze byé
osiggnieta przy pomocy metod inzynierii genetycznej poprzez indukcje nad-ekspresji receptoréw
zaangazowanych w proces migracji, takich jak CXCR4 (patrz rozdziat 1.6.2.). Modyfikacja komédrek
odbywa sie najczesciej poprzez zastosowanie wektorédw wirusowych, co jest nierozerwalnie zwigzane
z problemami dotyczagcymi ryzyka transformacji nowotworowej komodrek po przeszczepie
spowodowanego zjawiskiem insercyjnej mutagenezy. Pomimo wysokiej wydajnosci transfekcji
wirusowej, w zwigzku z obawami dotyczagcymi bezpieczeistwa stosowania tej strategii, mato
prawdopodobne wydaje sie, aby technika ta znalazta szerokie zastosowanie kliniczne (Nowakowski i
in., 2013). Ponadto dtugotrwata ekspresja transgenu wykraczajgca poza czas wymagany do zajscia
procesu ekstrawazacji jest niepozadana i moze prowadzi¢ do nieprzewidzianych zmian wfasciwosci
przeszczepianych komérek. W zwigzku z tym istnieje konieczno$¢ opracowania bezpieczniejszych,
majacych charakter przejsciowy a tym samym klinicznie bardziej akceptowalnych metody inzynierii
MSCs. W literaturze mozna znalez¢ kilka przyktadéw modyfikacji MSCs opartych na wprowadzaniu do
komorki plazmidowego DNA jednak sposoby te nie pozwalajg osiggng¢ wysokiej wydajnosci transfekgji
(Cho, Lee i Ko, 2012; Elsleriiin., 2012; Madeira i in., 2010; Park i Na, 2012). Ponadto prace te wykazaty,
ze komdrki MSCs sg mato podatne na modyfikacje poprzez wprowadzenie plazmidowych czgsteczek
DNA, a ich opornos¢ jest tym silniejsza im wiekszy jest rozmiar uzytego plazmidu (Madeira i in., 2010;
Ribeiro i in., 2012). W moich badaniach zdecydowali$my sie zastosowa¢ metode modyfikacji hBM-
MSCs opartg o transfekcje mRNA poniewaz technika ta nie wymaga integracji wprowadzonego kwasu
nukleinowego z genomem komodrki a ponadto zapewnia indukuje kréotkotrwatej ekspresji biatka
charakteryzujac sie jednocze$nie wysokg skutecznoscig transfekcji, co sprawia, ze stanowi atrakcyjng
alternatywe dla uzyskania przejSciowej indukcji ekspresji genu ITGA4 w MSCs (Rejman i in., 2010).

111



Ryser i wsp. uzyskali wysoka siegajacg 90 % wydajnos¢ transfekcji MSCs mRNA CXCR4 przy uzyciu
techniki elektroporacji (Ryser i in., 2008). Jednak metoda ta prowadzi do przerwania ciggtosci btony
komodrkowej co pocigga za sobg skutki uboczne najczesciej w postaci znacznego obnizenia zywotnosci
komoérek. Zatem wykorzystanie tej metody nie jest korzystne w przypadku komodrek stuzgcych do
transplantacji (Nowakowski i in., 2013). Kationowe nosniki chemiczne takie jak Lipofectamine 2000 sg
opisywane jako atrakcyjne czynniki transfekcyjne dla dostarczania mRNA do MSCs, zapewniajac
wzglednie wysokg zywotnosé komodrek w potfaczeniu z dobrg wydajnosciag dostarczenia kwaséw
nukleinowych (Rejman i in., 2010; Levy i in., 2013). Jednak w przypadku badan prowadzonych w
naszym zespole poczatkowe préby uzyskania ekspresji biatka a4 w MSCs po wprowadzeniu mRNA
ITGA4 przy uzyciu Lipofectamine 2000 nie powiodty sie pomimo, ze kwas nukleinowy byt dostarczany
do komorek w wydajny sposéb (Nowakowski i in., 2017). Prawdopodobng przyczyne niepowodzenia
stanowita znacznie wyzsza liczba par zasad kodujgcych biatko ITGA4 w porédwnaniu do transgendw
uzytych w wyzej wspomnianych badaniach innych autoréw. W celu poprawy wydajnosci procesu
transfekcji zastosowalismy strategie stabilizacji egzogennego mRNA przy uzyciu biatek SSB (ang. Single
Stranded Binding Proteins; biatka wigzgce jednoniciowy DNA). Podobna metoda modyfikacji czastek
MRNA zostata uzyta w celu transfekcji nowotworowej linii komdrkowej HuH7 (ang. hepatocellular
carcinoma cells), co zapewniato ochrone wprowadzonego mRNA przed degradacjg przez endonukleazy
(Shi i in., 2013). Tak przygotowane mRNA okazato sie w naszych badaniach skuteczne w przypadku
transfekcji komérek HEK293 jednak nie przyniosto oczekiwanych rezultatéw w przypadku komodrek
hBM-MSCs. Wynik ten wskazuje na znaczne rdznice w sposobie przetwarzania mRNA pomiedzy
komaérkami transformowanymi a populacjami pierwotnych komdrek macierzystych, takich jak MSCs.
Podczas procesu syntezy mRNA w warunkach in vitro standardowo stosowane analogi czapeczki sg
wigczane w prawidtowej orientacji jedynie w 50 % przypadkow. Dlatego tez w kolejnym etapie naszej
pracy dla poprawy wydajnosci procesu transfekcji MSCs zastosowali$my analog czapeczki — ARCA (ang.
anti-reverse cap analogs), ktéra gwarantuje jej wtgczenie wytgcznie w fizjologicznej orientacji podczas
syntezy mRNA. W konsekwencji umozliwia ona prawidtowe rozpoznanie i inicjacje procesu translacji
biatek (Stepinski i in., 2001). Jak sie okazato stanowito to kluczowg modyfikacje, ktéra umozliwita
indukcje ekspresji mRNA ITGA4 u hBM-MSCs. Podczas gdy dtugotrwata ekspresja transgenu moze by¢
pozadana w wielu zastosowaniach, w przypadku moich badan charakterystyczna dla wprowadzonego
MRNA krétkotrwata ekspresja biatka doktadnie odpowiada zapotrzebowaniu w wykorzystywanym
przeze mnie uktadzie doswiadczalnym, ktéry ma na celu zwiekszenie przechodzenia genetycznie
modyfikowanych komadrek przez Sciane naczynia. Diapedeza jest procesem relatywnie szybkim (von
Wedel-Parlow i in., 2011), podczas gdy permanentna nad-ekspresja receptoréw zaangazowanych w
migracje i diapedeze komdrek moze powodowac problemy zwigzane z bezpieczeristwem transplantacji
zamiast zapewniac¢ zwiekszong skutecznosé terapeutyczng. W hipotetycznym scenariuszu klinicznym
przeszczepiane MSCs mozna poddac procesowi transfekcji przy pomocy mRNA juz w ciggu 12 godzin,
aby nastepnie bez dalszych opdinien poda¢ modyfikowane komodrki pacjentom. Zatem inzynieria
genetyczna oparta o mRNA jest bardzo wygodnym narzedziem do przeprowadzania bardzo szybkich
manipulacji ekspresji biatek, indukowanych krétkoterminowo w przypadku przeszczepédw komdérek
macierzystych.

6.3. Wtasciwosci adhezyjne komdrek zwigzane z ekspresjg molekut przylegania

Proces diapedezy zaréwno komodrek uktadu odpornosciowego jak i komdrek macierzystych jest
scisle zalezny od oddziatywania pomiedzy biatkami adhezyjnymi zakotwiczonymi w ich bfonie
komérkowej oraz receptorami podlegajgcymi ekspresji w wyscielajgcych naczynie krwionosne
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komérkach srédbtonka. Do gtdwnych rodzin biatek adhezyjnych zaangazowanych w ten proces naleza
integryny, selektyny, immunoglobuliny oraz biatka JAM (patrz rozdziaty 1.5.2 oraz 1.5.4.). Modyfikacja
profilu ekspresji kazdej z czgsteczek zaliczanych do tych grup istotnie zmienia dynamike ruchu komaérek
przeptywajacych przez naczynie krwionosne. W dotychczasowych badaniach innych autordw,
majgcych na celu okreslenie znaczenia poszczegdlnych receptoréw dla przebiegu kolejnych etapéw
diapedezy wykorzystywano gtéwnie strategie blokowania poszczegdlnych biatek, co dostarczyto
jedynie jednostkowej wiedzy na temat roli, jaka odgrywajg. Blokowanie liganddw, takich jak ICAM-1
czy VCAM1 powodowato obnizenie liczby komdrek wigzgcych sie z warstwg aktywowanych komdrek
$rodbtonka (Ko, Kean i Dennis, 2009; Ruster i in., 2006). Stosowanie antagonistow receptorow oraz
przeciwciat skierowanych przeciwko biatkom z rodziny selektyn pozwolito stwierdzi¢, ze zablokowanie
ich aktywnosci powoduje spadek liczby leukocytdw wigzacych sie ze sciang aktywowanego naczynia
krwionosnego oraz komorek podlegajgcych procesowi toczenia sie (Sloboda i Brooks, 2016; Riese i in.,
2016). Hamowanie aktywnosci integryny VLA-4 prowadzito do zablokowania wigzania sie komérek z
powierzchnig srodbtonka (Riister i in., 2006). Duze znaczenie integryny VLA-4 w przypadku procesu
diapedezy i migracji komdrek do OUN po ich podaniu systemowym zostato potwierdzone w przypadku
komorek NSCs oraz GRPs (Gorelik i in., 2012; Jablonska i in., 2018; Riister i in., 2006) jak réwniez dla
zasiedlania szpiku kostnego przez podane systemowo MSCs u myszy (Kumar i Ponnazhagan, 2007).

Badania te staty sie dla nas podstawg do postawienia hipotezy, ze nad-ekspresja ITGA4 moze
spowodowac wzrost wtasciwosci adhezyjnych modyfikowanych genetycznie hBM-MSCs. Pierwszym
etapem tych badan byta analiza in vitro z wykorzystaniem komor przeptywowych (microfluidic device)
z uktadem bardzo precyzyjnych kanatéw, ktére mogg stanowi¢ model naczynn krwionosnych.
Obserwowany w komorach przeptyw laminarny postuzyt nam do badania zdolnosci poruszania sie i
zatrzymywania natywnych lub transfekowanych mRNA ITGA4 hBM-MSCs. W moich eksperymentach
wykorzystywatam komory przeptywowe, w ktdrych kanat byt pokryty biatkiem VCAM1, fizjologicznie
wystepujgcym na aktywowanych komérkach srédbtonka. Zastosowanie VCAM1, wyscielajgcego kanat
komory, przez ktory przeptywaty komorki byto zasadne gdyz celem moich badai byto okreslenie
zachowania hBM-MSCs wynikajgcego wytgcznie z interakcji miedzy obecnymi na komdrkach
czasteczkami integryny ITGA4 i ich gtdwnym ligandem - biatkiem VCAML1.

W dostepnej literaturze niewiele jest prac, w ktérych do doswiadczen in vitro wykorzystano
technike mikroprzeptywow (Jablonska i in., 2018; Rister i in.,, 2006). Moze to wynika¢ z
czasochtonnosci procesu liczenia komarek, co dotychczas byto przeprowadzane manualnie i wymagato
zaangazowania duzej liczby osdb. Ocena zachowania komdrek opierata sie gtéwnie o podanie liczby
tych, ktdre pozostawaty zwigzane ze srédbtonkiem naczyniowym juz po zatrzymaniu przeptywu, co
powodowato, ze liczne interakcje komdrek ze sciang naczyn zachodzace podczas samego ich ruchu nie
byty uwzgledniane w analizie (Gorelik i in., 2012; Chamberlain, Smith, Rainger i Middleton, 2011).
Dlatego na potrzeby mojego projektu, we wspotpracy ze specjalistami z zakresu programowania,
opracowatam zaawansowane oprogramowanie o nazwie CellFlow Tracker do zautomatyzowanej,
wysokoprzepustowej i kompleksowej analizy oddziatywan komérkowych z wykorzystaniem komoér
przeptywowych. Wykonatam takze walidacje tak stworzonego oprogramowania w odniesieniu do
pomiaréw ruchu komérek w sposdb manualny. Precyzyjny pomiar odlegtosci, jakg poszczegdlne
komoérki pokonujg pomiedzy kolejnymi klatkami nagrania zbieranego z czestotliwoscia 250 Hz
zapewnia matryce danych, na podstawie, ktérej mozna obliczy¢ szereg parametrow opisujgcych ruch
komorek. Przygotowatam algorytm analizy uzyskanych danych liczbowych umozliwiajgcy
wyodrebnienie komdrek podlegajacych procesom takim jak zatrzymanie, toczenie sie i petzanie.
Stworzenie programu CellFlow Tracker pozwolito nadaé¢ nowy wymiar badaniom ,dokowania”
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komérek w modelach uwzgledniajgcych ich zachowanie podczas przeptywu przez naczynia
krwionosne, umozliwiajgc analize na duza skale.

W naszych badaniach z uzyciem komér przeptywowych zarejestrowalismy rézne fazy ruchu
komorek przemieszczajgcych sie w kanale. Obserwowana przez nas kinetyka ruchu, jakg wykazywaty
hBM-MSCs przeptywajace w komorze byfa analogiczna do etapéw procesu diapedezy leukocytow w
naczyniach krwionos$nych, takich jak ptyniecie, toczenie sie, zatrzymywanie i petzanie komoérek. Ten
typ ruchu w moich doswiadczeniach reprezentowaty zaréwno hBM-MSCs natywne jak i komorki
transfekowane mRNA ITGA4. Eksperymenty z uzyciem natywnych MSCs przeprowadzone przez innych
badaczy z wykorzystaniem komadr przeptywowych pokrytych aktywowanymi komérkami srédbtonka w
obecnosci wystepujacych fizjologicznie w naczyniach krwionosnych sit $cinania o wartosci 1 dyna/cm?
wykazaty, ze natywne MSCs przeptywaty przez kanat komory, ale nie byty w stanie toczy¢ sie. Rister i
wsp. opisali, ze toczenie sie komdrek mezenchymalnych byto mozliwe, ale tylko w obecnosci sit
$cinania o wartosciach nizszych niz 1 dyna/cm?, a po osiggnieciu tego progu proces ten byt niemal
catkowicie zahamowany (Rister i in., 2006). Przyczyng odmiennych od naszych wynikéw innych
autoréw, gdzie nie wykryto zadnych interakcji miedzy MSCs i aktywowanymi komérkami srddbtonka
mogg byé rdzne techniki stosowane do akwizycji obrazow. Nalezy wzigé pod uwage fakt, ze
czestotliwos$¢ zbierania obrazu zastosowana przez autoréw powyzszych prac wynosita 0.07 Hz i byta
zZnacznie nizsza niz w opracowanym przeze mnie systemie (250 Hz). Istnieje, wiec duze
prawdopodobienstwo, ze w cytowanych powyzej pracach wystgpity interakcje, ktére nastepowaty w
przedziale czasu liczonym w milisekundach i nie zostaty zaobserwowane ze wzgledu na ograniczenia
techniczne wykonywanych eksperymentéw (Chamberlainiin., 2011).

Analizujgc wzorce ruchu hBM-MSCs natywnych lub komérek transfekowanych mRNA ITGA4
zaobserwowalismy, ze obie populacje byty zdolne do wigzania sie z powierzchnig kanatu komory
przeptywowej pokrytej VCAM1 jednak procent komérek zatrzymujgcych sie byt znacznie wyiszy w
przypadku komérek transfekowanych mRNA ITGA4 niz hBM-MSCs natywnych. Zatrzymanie hBM-MSCs
byto poprzedzone spowolnieniem predkosci ich przeptywu przez kanat komory w poréwnaniu z
szybkoscig ruchu tych komoérek, ktére ptynety w kanale nie zatrzymujac sie. Analizujgc wszystkie fazy
ruchu komoérek przeptywajacych przez kanat komory okazato sie, ze hBM-MSCs z nad-ekspresja
integryn VLA-4 wykazujg wiekszg srednig predkosc przeptywu, toczenia sie i petzania w poréwnaniu z
komaérkami natywnymi. Teoretycznie wystgpienie réznic w tempie przeptywu komadrek mogtoby by¢
spowodowane réznicami w ich wielkosci. W literaturze opisano mozliwosci biernego uwiezienia
systemowo podanych MSCs w uktfadzie krwionosnych ze wzgledu na ich stosunkowo duzy rozmiar w
porownaniu ze Swiattem naczyn krwionosnych (Leibacher i Henschler, 2016). W naszych badaniach nie
stwierdzilismy réznicy w wielkosci komdrek pomiedzy populacjami hBM-MSCs natywnych i
modyfikowanych, co wyklucza wptyw rozmiaréw badanych obiektéw, jako potencjalnego czynnika
wptywajgcego na szybkosé ich przeptywu. Zwiekszona liczba komarek wigzacych sie ze $ciang komory
w przypadku komérek hBM-MSCs wykazujgcych nad-ekspresje ITGA4 wskazuje, ze ich zatrzymanie w
komorach przeptywowych, stanowigcych model naczyn krwionosnych in vitro wydaje sie by¢ zwigzane
z mechanizmem oddziatywania pomiedzy integryng VLA-4 i biatkiem VCAM1, tak, wiec stanowi proces
aktywnego wigzania receptor-ligand.

6.4. Ocena komoérek przeszczepianych dotetniczo u biorcéw w modelach uszkodzenia mdézgu
Przeszczep komdrek macierzystych na drodze infuzji dotetniczej pozwala zoptymalizowad
proces samej transplantacji dzieki mozliwosci przeprowadzenia podania celowanego, gdy komdrki sg
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dostarczane niemal bezposrednio do naczynia krwionos$nego zaopatrujgcego obszar uszkodzenia.
Technika ta pozwala zmniejszy¢ liczbe komdrek koniecznych dla osiggniecia ich terapeutycznej dawki
jak réwniez unikngé ryzyka ich depozycji w niepozadanej lokalizacji narzagdowej, m.in. takich, jak
naczynia krwionosne ptuc (patrz rozdziat 1.4.). Jednak wydajnosc¢ zasiedlania struktur OUN w modelach
zwierzecych udaru mozgu przez przeszczepione dotetniczo MSCs wcigz pozostaje niewystarczajgca.
Doniesienia literaturowe wskazuja, ze stopien zasiedlania naczyn krwionosnych i parenchymy maézgu
po dotetniczym podaniu MSCs jest wysoce zréznicowany (Walczak i in., 2008). Istotne znaczenie dla
stopnia zasiedlania OUN przez podane dotetniczo komdrki ma miedzy innymi czas od momentu
uszkodzenia mdzgu do przeprowadzenia zabiegu transplantacji. Najlepsze efekty sg osiggane, gdy
komorki przeszczepia sie w okresie 48-72 godzin od uszkodzenia. Podanie MSCs we wczes$niejszym (24
godziny od uszkodzenia) oraz pdzniejszym czasie (7 dni od udaru) prowadzi do ich znikomej dystrybucji
w obrebie lezji (Walczak i in., 2017). W moich badaniach czas od wywotania uszkodzenia mézgu do
momentu podania komérek wynosit 48 godzin i zostat on wybrany miedzy innymi ze wzgledu na fakt,
iz w literaturze mozna znalez¢ wiele prac pokazujacych, ze przeszczep komoérek w 48 godzin od
uszkodzenia w modelach udaru mézgu prowadzi do redukcji obszaru lezji oraz neuroprotekcji. Ponadto
w mojej pracy modyfikacja hBM-MSCs zostata zaprojektowana tak, aby zmienione genetycznie
komorki miaty zdolnos¢ do wchodzenia w interakcje z uktadem naczyn krwionosnych w sposéb
analogiczny do leukocytow, a szczyt infiltracji tych komorek przypada na okres od 48 do 72 godzin od
uszkodzenia mdzgu (Li i in., 2001; Guzman i in., 2008; Auriat, Rosenblum, Smith i Guzman, 2011).
Innymi czynnikami wptywajgcymi na wydajnos¢ zasiedlania obszaru uszkodzenia przez komorki sg
zaréwno szybkos¢ ich infuzji jak i potozenie samego cewnika naczyniowego (Walczak i in., 2017).
Badania innych autoréw wskazujg, ze cze$¢ podanych MSCs podlega zatrzymaniu w naczyniach
krwionosnych podczas pierwszego przejscia przez uktad krazenia i sg one widoczne zazwyczaj
wewnatrz naczyn krwionosnych mdézgu (Walczak i in., 2008; Cui i in., 2015). Moje wyniki potwierdzajg
te dane. Podane dotetniczo, w modelu ogniskowego uszkodzenia mdzgu u szczura, hBM-MSCs
natywne badzZ transfekowane ITGA4 naptywaty zaréwno do obszaru brzeznego jak i lezji, pozostajac
zlokalizowane w obrebie naczyi krwionosnych modzgu bezposrednio po ich podaniu. Jednak w
porownaniu do natywnych hBM-MSCs, wieksza liczba komdrek wykazujgcych nad-ekspresje VLA-4
ulegata zatrzymaniu w naczyniach krwionosnych uszkodzonej pétkuli mézgu szczuréw bezposrednio
po podaniu dotetniczym. Podobnie wyzszy odsetek hBM-MSCs transformowanych mRNA ITGA4
widoczny byt w swietle naczyn krwionosnych trzeciego dnia od infuzji w poréwnaniu z komdrkami
niemodyfikowanymi genetycznie. Ten wzmozony efekt adhezyjny hBM-MSCs wykazujacych nad-
ekspresje VLA-4 do aktywowanej warstwy komérek srédbtonka naczyn krwionosnych szczura in vivo
jest potwierdzeniem obserwowanej przeze mnie wczesniej wzmozonej zdolnosci tych komdrek do
przylegania in vitro w badaniach z wykorzystaniem komor przeptywowych, ktérych kanat byt pokryty
biatkiem VCAM1. Wyiszy odsetek komoérek, ktére pozostaty wewnatrz Swiatta naczyn krwionosnych
w grupie zmodyfikowanych hBM-MSCs moze by¢ zwigzany z silniejszg ekspresjg integryny ITGA4. W
zwigzku z wzmocnionym potgczeniem, stworzonym przez oddziatywania integryny VLA-4 i biatka
VCAM1 pomiedzy komdrkami srodbtonka a transfekowanymi mRNA ITGA4 hBM-MSCs, konieczny byt
wydtuzony w poréwnaniu do komérek natywnych czas dla spadku ekspresji VLA-4 do poziomu
umozliwiajgcego wystgpienie dalszych etapdow ich migracji. Z drugiej strony, wieksza liczba komarek,
ktore w zwigzku z nad-ekspresjg ITGA4 pozostaty w naczyniach krwionosnych po przeszczepie
dotetniczym, moze mieé¢ pozytywny wptyw powodujgc zwiekszenie terapeutycznego efektu
przeszczepu MSCs, jednak potwierdzenie tej hipotezy wymaga przeprowadzenia doswiadczen, ktére
wykraczajg poza obszar badan dotychczas przeze mnie prowadzonych.
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Przeprowadzona przeze mnie analiza hBM-MSCs znakowanych Molday ION z udziatem MRI
wykazata, ze liczba przeszczepionych komérek ulega znacznej redukcji juz w ciggu pierwszych 24
godzin, a proces ich zaniku postepuje dalej w ciggu kolejnych dwdch dni. W literaturze mozna znalezé
pojedyncze prace pokazujace, ze przeszczepione komdrki podawane w modelach uszkodzenia mdézgu
whnikajg do parenchymy po 6 godzinach od momentu transplantacji jednak ich liczba bardzo istotnie
zmniejsza sie w 24 godziny od przeszczepu (Keimpema i in., 2009; Janowski i in., 2013). W badaniach,
w ktérych MSCs byty podawane w pdzniejszych punktach czasowych, po 24 lub 48 godzinach od
wywotania udaru wiekszo$¢ autorédw opisuje wytacznie ich lokalizacje wewnatrz naczyn krwionosnych
w mozgu, obserwowang 24 godziny po przeszczepie (Mitkari i in., 2013; Cui i in., 2015). Wizualizacja
komérek w dalszych punktach czasowych od ich podania pokazuje, ze przeszczepione MSCs sg
stopniowo eliminowane z OUN, jednak mozna réwniez znalezé doniesienia o ich obecnosci w
parenchymie mézgu u zwierzat w modelu udaru mézgu nawet po 14 dniach od infuzji (Gutiérrez-
Fernandeziin., 2011; Liiin., 2001). Prawdopodobng przyczyng zaniku przeszczepionych komdrek moze
by¢ich redystrybucja do narzadéw obwodowych a takze eliminacja w wyniku zniszczenia przez komorki
uktadu immunologicznego. Interakcja pomiedzy podanymi dotetniczo MSCs a komdrkami mikrogleju
zostata zaobserwowana w mojej pracy, a takze opisana przez Keimpema i wsp. (Keimpema i in., 2009;
Khabbal i in., 2015). W moich badaniach wiecej przeszczepionych hBM-MSCs z nad-ekspresjg VLA-4 w
poréwnaniu z komdrkami natywnymi wykazuje ko-lokalizacje z antygenem CD68. Wedtug doniesien
literaturowych w wyniku wprowadzenia do komadrek egzogennego mRNA moze dochodzi¢ do wzrostu
syntezy prozapalnych cytokin i czynnikdéw wzrostu, co zwieksza prawdopodobienstwo aktywacji
komorek uktadu odpornosciowego gospodarza po przeszczepie (Uchida, Kataoka i Itaka, 2015). Tak
wiec wiekszy odsetek komdrek modyfikowanych mRNA ITGA4 niz natywnych hBM-MSCs indukujacych
reakcje ze strony komoérek uktadu odpornosciowego gospodarza, obserwowany w moich
eksperymentach, mégt by¢ spowodowany wprowadzeniem do nich egzogennego mRNA. Stopien
immunogennosci egzogennego mRNA jest $cisle zwigzany z typem chemicznych modyfikacji, jakim
czasteczka ta jest poddawana (Uchida, Kataoka i Itaka, 2015), dlatego otrzymany przeze mnie wynik
wskazuje, ze w przysztosci nalezatoby przeprowadzi¢ proces optymalizacji czgsteczek mRNA uzytych
do transfekcji hBM-MSCs przed przystgpieniem do dalszych badan zwigzanych z transplantacjg
komoérek modyfikowanych genetycznie.

W mojej pracy przeszczepione dotetniczo MSCs byty widoczne w obrazowaniu MRI w obrebie
uszkodzonej ouabaing potkuli u zwierzat z ogniskowym uszkodzeniem mdzgu do trzeciego dnia od ich
podania. W ciggu pierwszych dwdch dni od transplantacji zaréwno modyfikowane przy uzyciu mRNA
ITGA4 jak i natywne hBM-MSCs byly widoczne w swietle naczyn krwionosnych znajdujacych sie w
obrebie uszkodzonej poétkuli mézgu. Po 3 dniach od transplantacji niektore z komdrek obserwowatam
w przestrzeni periwaskularnej naczyn krwionosnych mézgu. Podobne wyniki badan zostaty opisane
przez naszych finskich partneréw wspdlnie realizowanego projektu miedzynarodowego. W
eksperymentach tych autoréw szczurze MSCs, w ktérych nad-ekspresja ITGA4 zostata zaindukowana
poprzez transdukcje wektorem lentiwirusowym przemieszczaty sie do przestrzeni periwaskularnej w
modelu niedokrwiennego uszkodzenia mézgu (MCAO — ang. Middle Cerebral Artery Occlusion) u
biorcéw allogenicznych 72 godziny po podaniu. Zostato to potwierdzone przy uzyciu obrazowania z
wykorzystaniem mikroskopii dwufotonowej (Cuiiin., 2017). Réwniez w innych pracach mozna znalez¢
informacje o wbudowywaniu sie podanych dotetniczo MSCs w obreb Sciany naczynia krwionosnego,
prawdopodobnie poprzez ich integracje z warstwg komérek srédbtonka (Schmidt i in., 2006; Steingen
i in., 2008; Langeriin., 2009; Cui i in., 2015). Przeszczepione komorki, ktdre zostaty zidentyfikowane w
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przestrzeni periwaskularnej naczyn krwionosnych mézgu, musiaty przekroczy¢ warstwe potaczen
scistych pomiedzy komérkami srédbtonka wspdttworzgcymi BBB. Badania innych autoréw pokazuja,
ze po wejsciu MSCs w interakcje z komdrkami srodbtonka dochodzi do zaniku pofaczen Scistych
pomiedzy komdrkami w warstwie endotelialnej, co pozwala przeszczepionym komdrkom na
bezposredni kontakt z komdrkami wspoéttworzacymi $ciane naczynia krwionosnego (Schmidt i in.,
2006). Obserwacje te dowodzg, ze nie potaczenia Sciste pomiedzy komdrkami srddbtonka, a raczej
btona podstawna naczynia krwionosnego jest gtéwnym czynnikiem ograniczajgcym ekstrawazacje
MSCs do tkanki. Ta okotonaczyniowa przestrzen, w ktorej przeszczepione komérki byty widoczne w
trzecim dniu od podania, stanowi nisze perycytéw, ktére wykazujg wiele cech wspdlnych z MSCs.
Perycyty i MSCs majg podobny profil antygenédw powierzchniowych (CD146*, CD34", CD45-, CD567) i sg
w stanie rdéznicowaé sie w osteoblasty i chondrocyty. Te i inne spdjne cechy MSCs i perycytow
doprowadzity do powstania hipotezy o ich wspdlnym pochodzeniu (de Souza, Malta, Kashima Haddad
i Covas, 2016; da Silva Meirelles i in., 2015). W literaturze mozemy znalez¢ prace pokazujace, ze w
maézgu myszy oraz cztowieka mozna zidentyfikowac¢ komérki o cechach BM-MSCs, charakteryzujace sie
ekspresjg odpowiednich markeréw, a po izolacji w warunkach in vitro zdolne do przeksztatcenia sie w
adipocyty, chondrocyty i osteoblasty oraz komdrki linii neuroektodermalnej co wskazywatoby, ze
przestrzen okotonaczyniowa jest naturalnym siedliskiem BM-MSCs w médzgu (Kang i in., 2010; Paul i
in., 2012). Badania prowadzone przez grupe Toma i wsp. wykazaty, ze szczurze MSCs podawane
dotetniczo podlegaty migracji do przestrzeni pomiedzy komdrkami srédbtonka a btong podstawng
naczyn krwionosnych 72 godziny po transplantacji do miesnia poddanego niedotlenieniu (Toma i in.,
2009), co zgadza sie z wynikami uzyskanymi w moich badaniach. Ponadto w omawianej pracy
obserwowany byt rowniez duzy spadek liczby przeszczepionych komérek, co autorzy przypisujg Smierci
komodrek spowodowanej niskim poziomem tlenu w zatkanych mikronaczyniach. Autorzy postuluja, ze
niedokrwienie powstajagce w Srodowisku otaczajgcym przeszczepione MSCs stanowito czynnik
odpowiedzialny za stymulacje transmigracji tych komadrek do przestrzeni periwaskularnej. Hipoteza ta
wydaje sie by¢ bardzo prawdopodobna w swietle naszych badan i najnowszych ustalen wskazujgcych
na zaleznosci wystepujgce pomiedzy poziomem tlenu, ekspresjg integryn ITGA4 i zdolnoscig MSCs do
migracji. Choi i wsp. wykazali, ze w warunkach niedotlenienia indukowany niedotlenieniem czynnik 1a
(HIFal; ang. Hypoxia-inducible factor 1a) przemieszcza sie do jader komérkowych MSCs i powoduje
spadek ekspresji integryny ITGA4 co powoduje zwiekszong migracje MSCs w kierunku czynnika
chemotaktycznego i wzrost ekspresji MMP2 (Choi i in., 2016). Zjawiska te mogg prowadzi¢ do
rozpoczecia procesu migracji MSCs. Podwyzszony poziom biatka ITGA4 zaindukowany przeze mnie
wprowadzeniem do komdérek mRNA ITGA4 prawdopodobnie byt odpowiedzialny za przedituzone
oddziatywanie integryny VLA-4 obecnej na powierzchni przeszczepionych hBM-MSCs z biatkiem
VCAM1 podlegajacym ekspresji na aktywowanych komdrkach srédbtonka wyscielajagcych naczynia
krwionosne modzgu szczura. Rosngcy poziom niedotlenienia w otaczajgcym Srodowisku mogt
spowodowac¢ migracje komoérek w trzecim dniu po transplantacji. W dostepnych w literaturze
publikacjach czas potrzebny dla zajscia transmigracji MSCs przez komorki srédbtonka jest podawany,
jako 120 minut (Teo i in., 2012; Schmidt i in., 2006), 240 minut (Steingeniin., 2008), 24 godziny (Rister
i in., 2006) czy 72 godziny w przypadku grupy Toma (Toma i in., 2009) i moich badan. Dtugi czas
konieczny do uzyskania transmigracji hBM-MSC moze by¢ zwigzany z istnieniem potgczen $cistych
pomiedzy komodrkami srédbtonka w mozgu, ktdre tworzg bariere krew-modzg. Badania in vitro
prowadzone przez inne zespoty badawcze wykazaty, ze transmigracja MSCs przez komoérki Srédbtonka
BBB jest utrudniona w poréwnaniu z transmigracjg przez komoérki srédbtonka pochodzace ze Zrddta
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innego niz mozg (Teo i in., 2012), co moze powodowaé wydtuzenie czasu transmigracji hBM-MSCs
obserwowane w moich badaniach.

Zdolnos¢ MSCs do migracji w kierunku obszaru objetego procesem zapalnym jest dobrze
znana, jednak lokalizacja, z ktérej MSCs mogg oddziatywac na uszkodzong tkanke pozostaje niejasna,
zwtaszcza w obliczu wielu badan, w ktérych efekt transplantacji MSCs wywotuje pozytywne rezultaty
pomimo braku obecnosci przeszczepionych komdrek w miejscu ich przeznaczenia (Gutiérrez-
Fernandeziin., 2013). Zaskakujgcym okazat sie fakt, ze w moich badaniach, dotyczgcych migracji hBM-
MSCs in vitro z uzyciem dwukomorowych naczynek typu transwell, zaréwno w przypadku komaérek
wykazujgcych nad-ekspresje integryny ITGA4 jak i komdrek natywnych, obecnos¢ dodatku
homogenatu z uszkodzonej ouabaing tkanki modzgu umieszczonego w dolnej czesci komory
powodowata zmniejszenie liczby migrujgcych hBM-MSCs. Wedtug danych literaturowych MSCs majg
zdolnos$¢ migracji w kierunku czynnikdw chemotaktycznych obecnych w uszkodzonej tkance, choé
stopien ich odpowiedzi rézni sie w zaleznosci od danego czynnika (Ponte i in., 2007). Generalnie
przyjmuje sie, ze MSCs charakteryzuje zdolnos¢ migracji do miejsca uszkodzenia, co odbywa sie na
drodze oddziatywania chemotaktycznego pomiedzy wydzielanym przez uszkodzong tkanke czynnikiem
SDF-1 a receptorem CXCR4 obecnym na powierzchni migrujgcych komarek (Yuiin., 2015). Pomimo, ze
uzyskane przeze mnie wyniki analizy cytometrycznej hBM-MSCs ujawnity wysoki poziom ekspresji
CXCR4, to szczegdtowe badania wykazaty, ze lokalizacja tego receptora w komérkach nie jest typowa.
Po wykonaniu barwiert immunocytochemicznych okazato sie, ze biatko CXCR4 wykrywane jest jedynie
w jgdrze komdrkowym, natomiast nie obserwuje sie jego obecnosci w btonie komérkowej hBM-MSCs.
Mozna, wiec domniemywaé, ze receptor CXCR4 w tym przypadku nie jest funkcjonalny, co
potwierdzatoby niskg migracje komdrek w badaniach z wykorzystaniem szalek hodowlanych typu
transwell. Podlegajacy zmianom podczas procesu réznicowania komaérek wzor lokalizacji receptora
CXCR4 zostat zaobserwowany w przypadku neuralnych komodrek macierzystych z ludzkiej krwi
pepowinowej (HUCB-NSCs; ang. ang. Human Umbilical Cord Blood-derived Neural Stem Cell). Zdolnos¢
migracji progenitoréw neuralnych byta analizowana w analogicznym do zastosowanego w mojej pracy
uktadzie eksperymentalnym. Co ciekawe, homogenat z uszkodzonego oubaing mdzgu szczura
indukowat wzmozong chemotaksje komdrek bez wzgledu na lokalizacje receptora CXCR-4 wykrywang
u HUCB-NSCs (Janowski, Lukomska i Domanska-Janik, 2011). Wydaje sie, wiec, ze na migracje komérek
w kierunku uszkodzenia majg wptyw takze inne czynniki/receptory. Nalezy takze rozwazyé mozliwosé
wptywu niektérych chemokin, takich jak CXCL12, CXCL13, CXCL16, CCL11, i CCL22, ktore zgodnie z
doniesieniami literaturowymi mogg stymulowaé przeciwstawny do kierunku swojego gradientu
kierunek migracji komarek (Smith, Whittall, Weksler i Middleton, 2012), jednak ich obecnos¢ nie byta
analizowana w moich badaniach.

Reasumujac, przeprowadzone przeze mnie badania wykazaty, ze transfekcja hBM-MSCs mRNA
ITGA4 jest metoda wystarczajgcg do uzyskania zwiekszonego zasiedlania uszkodzonego rejonu mézgu
przez podane dotetniczo komdérki. Analiza wynikdw tych badan wskazuje, ze przeszczepione hBM-
MSCs sg w stanie opusci¢ Swiatto naczynia krwionosnego wspoéttworzgcego BBB i zasiedlaé przestrzen
okotonaczyniowa. Wydaje sie, ze btona podstawna $ciany naczynia krwionosnego jest gtdwnym
czynnikiem odpowiedzialnym za hamowanie ich dalszej transmigracji do tkanki. Modyfikacja innych
biatek adhezyjnych na powierzchni MSCs a by¢ moze réwniez stymulacja ekspresji enzymow
proteolitycznych wydaje sie w przysztosci obiecujgcym podejsciem w terapii uszkodzen OUN z
zastosowaniem komadrek macierzystych.
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7. PODSUMOWANIE

-z wykorzystanych do przyzyciowego znakowania hBM-MSCs trzech rdézinych barwnikéw
fluorescencyjnych najbardziej optymalny wydaje sie Molday ION zawierajgcy nanoczastki tlenku zelaza
i rodamine B. Komdrki wyznakowane Molday ION oceniane w hodowli in vitro zachowywaty
prawidtowe cechy morfologiczne i fenotypowe, prezentowaty poréwnywalny z komérkami natywnymi
poziom aktywnosci metabolicznej oraz ekspresji wiekszosci czynnikdow wzrostu i zdolno$¢ do
réznicowania w kierunku osteoblastéw i adipocytéw

- transfekcja hBM-MSCs mRNA ITGA4 powoduje, iz w modyfikowanych genetycznie komdrkach
pojawia sie biatko VLA-4, ktérego najwyziszy poziom ekspresji oraz obecno$é w btonie komérkowej
obserwuje sie w okresie 8-12 godzin od wprowadzenia konstruktu

- hBM-MSCs modyfikowane przez wprowadzenie mRNA ITGA4 charakteryzujg sie wzmozong
aktywnoscig adhezyjng, co skutkuje zwiekszeniem liczby komodrek, ktdre zatrzymujg sie podczas
przeptywu przez mikrokomory (microfluidic device) stanowigce model kapilarnych naczyn
krwionosnych. Wzrost zdolnosci do przylegania komodrek transfekowanych mRNA ITGA4 zostat
potwierdzony w badaniach z wykorzystaniem szalek hodowlanych typu transwell

- hBM-MSCs znakowane Molday ION przeszczepiane do tetnicy szyjnej szczura w modelu uszkodzenia
prazkowia ouabaing naptywaty do pétkuli ipsilateralnej, co wykazano w MRI w czasie rzeczywistym. Na
podstawie intensywnosci sygnatu, generowanego przez nanoczgstki tlenku zelaza mozna wnioskowaé,
ze wiecej hBM-MSCs z nad-ekspresjg VLA-4 w stosunku do komadrek niemodyfikowanych genetycznie,
byto widocznych w okolicy lezji bezposrednio po transplantacji

- podczas pierwszych dni obserwacji zaréwno hBM-MSCs modyfikowane mRNA ITGA4 jak i komorki
natywne znajdowaty sie wewnatrz swiatta naczyn krwionosnych mdzgu. Po 72 godzinach od
przeszczepu cze$¢ komédrek obydwu populacji hBM-MSCs byta obserwowana poza swiattem naczyn
krwionosnych, przylegajgc do komodrek srédbtonka od strony parenchymy mazgu

8. WNIOSKI

- wybdr znacznikdw w celu pdziniejszej wizualizacji komdrek naktada obowigzek przeprowadzania
restrykcyjnej oceny wiasciwosci komérek po ich znakowaniu w kazdym nowym uktadzie
doswiadczalnym przed przystgpieniem do transplantacji

- transfekcja ludzkich mezenchymalnych komérek macierzystych szpiku kostnego mRNA ITGA4
indukuje ekspresje podjednostki a4 integryny VLA-4, zwiekszajgc zdolnos¢ adhezji zmodyfikowanych
komorek obserwowang zaréwno in vitro jak i in vivo po ich transplantacji

- zwiekszenie ekspresji receptora VLA-4 na powierzchni hBM-MSCs skutkuje efektywnym
gromadzeniem sie przeszczepianych komdrek w naczyniach krwionosnych mdézgu przebiegajgcych w
poblizu lezji

- wydaje sie, ze wzmocnienie ekspresji dodatkowych receptoréw na komdrkach podawanych
systemowo mogtoby promowac ich przechodzenie przez Sciane naczyn krwionosnych i ukierunkowang
migracje
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