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AAS - (ang. Antibiotic Antimycotic Solution) - zestaw antybiotykdw i preparatdw przeciwgrzybiczych do
hodowli komdrek

ACTB - (ang. Beta-Actin) — beta-aktyna, biatko konstytutywne

AD - (ang. Alzheimer Disease) - choroba Alzheimera

ADSC - (ang. Adipose Derived Stem Cells) - komérki macierzyste pochodzace z tkanki ttuszczowej

aSMA - (ang. Alpha-Smooth Muscle Actin) - aktyna miesni gtadkich

AT-MSC - (ang. Adipose-tissue-derived Mesenchymal Stem Cells) - mezenchymalne komorki
macierzyste pochodzace z tkanki ttuszczowej

ALS - (ang. Amyotrophic Lateral Sclerosis) - stwardnienie zanikowe boczne

ANOVA - (ang. Analysis of variance) - analiza wariancji

B27 - supplement do pozywki

BDNF - (ang. Brain Derived Neurotrophic Factor) - neurotropowy czynnik wzrostu pochodzenia
madzgowego

bFGF - (ang. Basic Fibroblast Growth Factor) - zasadowy czynnik wzrostu fibroblastéw

BM-MSC - (ang. Bone Marrow Mesenchymal Stem Cells) - mezenchymalne komorki macierzyste
pochodzenia szpikowego

BM-MSCyr - Mezenchymalne komdérki macierzyste pochodzace ze szpiku kostnego hodowane w
warunkach obnizonego do 5% stezenia tlenu

BSA - (ang. Bovine Serum Albumine) - albumina surowicy bydlecej

cAMP - (ang. cyclic Adenosine 3’, 5’-Monophosphate) - cykliczny adenozyno-3',5-monofosforan

dBcAMP - (ang. Dibutyryl cyclic AdenozynoMono Phosphoran) - dwumaslan cyklicznego AMP,
drugorzedowy przekaznik sygnatu wewnatrzkomérkowego

DMEM/F12 - (ang. Dulbecco/Vogt Modified Eagle's Minimal Essential Medium) - pozywka hodowlana

c-MYC - ( ang. Myelocytomatosis Oncogene) - komérkowy protoonkogen, czynnik reprogramujgcy

CpG - cytozyny lezgce w sgsiedztwie guanozyny, sekwencje DNA bogate w dublety CpG tworzg ,, wyspy
CpG” w regionach promotorowych gendw.

CD - (ang. Cluster of Differentiation) - antygeny réznicowania komdrkowego

CD14 - (ang. Cluster of Differentiation 14) - antygen obecny na makrofagach

CD11b - (ang. Cluster of Differentiation 11b) - Integryna alpha M (ITGAM), podjednostka tworzaca
receptor zwany macrophage-1 antigen (Mac-1) obecny na wiekszosci leukocytéw

CD19 - (ang. Cluster of Differentiation 19) - biatko powierzchniowe obecne na komérkach B oraz

leukocytach
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CD79a - (ang. Cluster of Differentiation 79a) - B-cell antigen receptor complex-associated protein alpha
chain, podjednostka wchodzgca w sktad receptra BCR (B-cell antigen receptor) obecnego na
limfocytach B

CD34 - (ang. Cluster of Differentiation 34) - biatko powierzchniowe wystepujgce na

hematopoetycznych komdrkach macierzystych

CD45 - (ang. Cluster of Differentiation 45) - glikoproteina, biatko charakteryzujgce wszystkie komaorki

hematopoetyczne

CD105 - (ang. Cluster of Differentiation 105) endoglina - biatko powierzchniowe wchodzgce w skfad

receptora TGF beta

CD146 - (ang. Cluster of Differentiation 146) - melanoma cell adhesion molecule (MCAM) — biatko

powierzchniowe, marker charakteryzujgcy komérki z linni ednotelialnej

CD271 - (LNGFR) (ang. low-affinity nerve growth factor receptor) synonim NGFR (p75); p75NGFR;

p75NTR; TNFRSF1

CNTF - (ang. Ciliary Neurotrophic Factor) - rzeskowy czynnik neurotroficzny

CFU-F - (ang. Colony forming unit-fibroblast) - jednostki tworzgce kolonie fibroblastéw

CREB - (ang. cAMP Response Element-binding Protein, protein CREB) - czynnik transkrypcyjny, reguluje

ekspresje gendéw zaleznych od cAMP

CSC - (ang. Cancer Stem Cells) - nowotworowe komaorki macierzyste

CXCR-4 - (ang. CXC chemokine receptor type-4) - receptor dla chemokin z rodziny CXC

DMEM - (ang. Dulbecco/Vogt Modified Eagle’s Minimal Essential Medium) - pozywka hodowlana

DMSO - (ang. Dimethyl Sulfoxide) - dimetylo sulfotlenek

dNTP - (ang. Deoxyribonucleotide) - deoksyrybonukleotydy

EGF - (ang. Epidermal Growth Factor) - nabtonkowy czynnik wzrostu

EMT - ( ang: Epitelial-Mesenchymal Transition) - przejScie mezenchymalno-epitelialne

ERK - (ang. Extracellular signal-Regulated Kinases) - kinaza biatkowa

ESC - (ang. Embryonic Stem Cells) - zarodkowe komérki macierzyste

FACS - ( ang. Fluorescence-Activated Cell Sorter) - cytofluorymetr przeptywowy

FBS - (ang. Fetal Bovine Serum) - bydleca surowica ptodowa

FIH - (ang. Factor Inhibiting HIF) - hydroksylaza asparaginowa - czynnik hamujgcy HIF-1

FITC - (ang. fluorescein isothiocyanate) - izotiocyjanian fluoresceiny -fluorochrom

GAPDH - dehydrogenaza aldehydu 3 - fosfoglicerynowego - biatko metapolizmu podstawowego

GDNF - (ang. Glial Cell line-Derived Neurotrophic Factor) - czynnik wzrostu pochodzenia glejowego

GFAP - (ang. Glia Fibrillary Acidic Protein) - glejowe kwasne biatko wtékienkowe, biatko strukturalne,

specyficzne dla astrocytow

GFRa - (ang. Glial Cell Line-Derived Neurotrophic Receptor) - receptor dla czynnikdéw pochodzenia

glejowego
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GVHD - (ang. Graft-Versus-Host Disease) - choroba przeszczep przeciwko gospodarzowi

HAT - (ang. Histone Acetyl Transferase) - acetylotransferaza histonow

HDAC - (ang. Histone Deacetylases) - deacetylaza histonow

HDACiI - (ang. Histone Deacetylases inhibitors) - inhibitory deacetylaz histonéw

HGF - (ang. Hepatocyte Growth Factor) - czynnik wzrostowy hepatocytéow

HLA - (ang. human leukocyte antigens) - ludzkie antygeny leukocytarne

HSC - ( ang: Hematopoietic Stem Cells) - hematopoetyczne komédrki macierzyste

HIF-1a - (ang. Hypoxia Inducible Factor 1a) - czynnik indukowany hipoksjg 1

HIF-2a - (ang. Hypoxia Inducible Factor 2a) - czynnik indukowany hipoksjg 2, synonim EPAS1

HIF-3a - (ang. Hypoxia Inducible Factor 3a) - czynnik indukowany hipoksjg 3 synonim IPAS - ang.
Inhibitory PAS Protein

HRE - (ang. Hypoxia Response Element) - element odpowiedzi na hipoksje

hTERT - (ang. Telomerase Reverse Transcriptase) - odwrotna transkryptaza ludzkiej telomerazy

IBMX - 3-izobutyl 1 metyloksantyny

ICC - (ang. Immuocytochemistry) - Immunocytochemia

IGF - (ang. Insulin Growth Factor) - insulinopodobny czynnik wzrostu

IP3 - (ang. Inositol-1,4,5 Triphosphate) - inozytolo-1,4,5-trifosforan

iPS - (ang. Induced Pluripotent Stem Cells) - indukowane pluripotencjalne komaorki macierzyste

ISCT - (ang: International Society for Cellular Therapy) - Miedzynarodowe Towarzystwo Terapii
Komdrkowej

ITS - (ang. Insulin, Transferin Selenium) - suplement pozywki hodowlanej zawierajacy insuling,
transferyne i selenian

Ki-67 - (ang. antigen Ki-67) antygen Ki-67 - marker proliferacji komdrkowej

MACS - (ang. Magnetic - Activated Cell Sorting) - metoda immunomagnetyczna sortowania komérek
MAP2 - (ang. Microtubule Associated Protein 2) - biatko stabilizujgce mikrotubule

MAPK - (ang. Mitogen-Activated Protein Kinase) - kinaza biatkowa aktywowana mitogenami

MHC - (ang. Major Histocompatibility Complex) - gtdwny uktad zgodnosci tkankowej

MNC - (ang. Mononuclear Cells) - komorki jednojadrzaste

MSC - ( ang. Mesenchymal Stem Cells)- mezenchymalne komérki macierzyste

MSCA-1 - (ang. Mesenchymal Stem Cell Antigen-1) - antygen obecny na komdrkach mezenchymalnych
NeuN - (ang: Neuronal Nuclei Antygen) - biatko jadrowe specyficzne dla dojrzatych neuronéw

NGF - (ang. Nerve Growth Factor) - czynnik wzrostu nerwéw

NF200 - (ang. 200 kDa Neurofilament protein) - neurofilament ciezki o masie molekularnej 200kDa
NSE - (ang. Neuronal Specific Enolase) - enolaza neuronowa

NSC - (ang. Neural Stem Cell) - neuralne komdrki macierzyste
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NCSC - (ang. Neural Crest-derived Stem Cells) - komérki macierzyste pochodzace z grzebienia
nerwowego

NT3 - (ang. Neurotrophin) - neurotrofina 3

Nurrl - (ang. Nuclear receptor related 1 protein) - receptor jgdrowy zwigzany z biatkiem 1

Oct3/4 - (ang. Octamer-Binding Transcription Factor 3) - czynnik transkrypcyjny OCT4, kluczowy dla
pluripotencjalnosci, synonim OCT3/4

OUN - Osrodkowy Uktad Nerwowy

PAS - (Per-AHR-ARNT-Sim) - domena biatkowa wystepujgca w czynnikach HIF odpowiedzialna za ich
heterodimeryzacje

PBS - (ang. Phosphate Buffered Saline) - roztwor soli fizjologicznej w buforze fosforanowym

PCR - (ang. Polymerase Chain Reaction) - reakcja taricuchowa polimerazy

PDE - (ang. phosphodiesterase) - fosfodiesteraza

PDT - (ang. Population Doubling Time) - czas podwajania populacji komérek

PFA - (ang. ParaFormAldehyde) - paraformaldehyd

PHD - (ang. Prolyl hHydroxylase Domain) - hydroksylaza prolinowa

PI3K - (ang. Phosphatidylinositol 3-Kinase) - kinaza 3-fosfatydyloinozytolu

PKC - (ang. Protein Kinase) - kinaza biatkowa C

PLC - (ang. Phospholipase C) - fosfolipaza C

RA - (ang. all-trans Retinoic Acid) - kwas retinowy

Rex1 - (ang. RNA exonuclease 1) - czynnik transkrypcyjny typu ,,zinc finger”

ROS - (ang. Reactive Oxygen Species) - reaktywne formy tlenu

RT - (ang. Reverse Transcription) - reakcja odwrotnej transkrypcji

SDF-1 - (ang. Stromal-Derived Factor 1) - czynnik pochodzena stromalnego 1

SIRT - (ang. Sir-two-ins, Silent information regulator) - biatka nalezace do rodziny deacetylaz

SM - (ang. Sclerosis Multiplex) - stwardnienie ropzsiane

SOX2 - (ang. SRY-related HMG-box) - czynnik transkrypcyjny kluczowy dla pluripotencjalnosci

SSEA-4 - (ang. Stage Specific Embryonic Antigen) - biatko powierzchniowe obecne w komadrkach
zarodka na wczesnych etapach rozwoju

SRTF - (ang. Stemness-Related Transcription Factors) - zestaw czynnikéw transkrypcyjnych kluczowych
dla pluripotencjalnosci Oct3/4, Sox2, Rex1, Nanog

STRO-1 - (ang. Stromal Precursor Antigen-1) - antygen obecny na komodrkach stromalnych
progenitorowych

TSA - (ang. Trichostatin A) - Trichostatyna A - inhibitor deacetylazy histonow

TRA1-60 - (ang. Tumor Rejection Antigen) - antygen powierzchniowy komaérek pluripotencjalnych

Trk - (ang. Tropomyosin-Related Kinase, Tyrosine Kinase Receptor) - receptor o aktywnosci kinazy
tyrozynowe;j
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TUJ-1 - przeciwciato przeciwko B-tubulinie 1l (ang. Neuron-specific class Il beta-tubulin), marker
neurondéw

UCB-MSC - (ang. Umbilical Cord Blood Mesenchymal Stem Cells) - mezenchymalne komorki
macierzyste pochodzace z krwi pepowinowej

WI - (ang. Wharton Jelly) - galareta Whartona

WIJ-MSC - (ang. Wharton Jelly Mesenchymal Stem Cells) - mezenchymalne komorki macierzyste
pochodzace z galarety Whartona

WIJ-MSCyr - Mezenchymalne komérki macierzyste pochodzace z galarety Whartona hodowane w
warunkach obnizonego do 5% stezenia tlenu

VEGF - (ang. Vascular Endothelial Growth Factor) - czynnik wzrostu srédbtonka naczyniowego

VLA-4 - (ang. Integrin alphadbetal -Very Late Antigen-4) - integryna, czasteczka adhezyjna

VPA - (ang. Valproic Acid) - kwas walproinowy
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1. PRZEGLAD LITERATURY

Odkrycie przez Friedensteina w latach 70-tych XX wieku obecnosci
niehematopoetycznych (niekrwiotworczych) komorek macierzystych w szpiku zwierzat
zmienito dotychczasowe poglagdy na temat somatycznych komorek macierzystych
(Friedenstein i wsp., 1976). Friedenstein zidentyfikowat populacje wrzecionowatych, ksztattem
zblizonych do fibroblastéw komorek, ktére tworzyty kolonie i nazwat je CFU-F (ang. Colony
Forming Unit - Fibroblast). W pozniejszym czasie komorki te =zostalty nazwane
mezenchymalnymi komdrkami macierzystymi MSC (ang. Mesenchymal Stem Cells) lub
mezenchymalnymi komorkami zrebu (ang. Mesenchymal Stromal Cells) (Horwitz i wsp.,
2005). Bogatym i dobrze poznanym zrédtem MSC jest szpik kostny (Dominici i wsp., 2001;
Wexler i wsp., 2003), jednak komérki o podobnej morfologii i charakterystyce mozna réwniez
zaobserwowac¢ w innych tkankach: w krwi pepowinowej, galarecie Whartona, fozysku, krwi
obwodowej, tkance ttuszczowej, skérze oraz w specyficznych niszach wystepujacych we
wszystkich narzgdach (Campagnoli i wsp., 2001; da Silva Meirelles i wsp., 2006). MSC w
warunkach hodowli in vitro przylegajg do podtoza, wykazujg wysoki potencjat proliferacyjny,
jak réwniez zdolnosé do réznicowania w kierunku komérek pochodzenia mezodermalnego:
adipocytow, chondrocytow i osteoblastéow. W celu uporzadkowania nomenklatury komérek
MSC w 2006 roku Miedzynarodowe Towarzystwo Terapii Komorkowej (ISCT, ang:
International Society for Cellular Therapy) podjeto probe wyznaczenia podstawowych
kryteriow w ich identyfikacji. W powstatej klasyfikacji MSC musza, oprécz przylegania do
podfoza i zdolnosci do réznicowania w kierunku komérek mezodermy, wykazywaé obecnosé
antygendw powierzchniowych uznanych jako specyficzne dla tej populacji: CD105 (endoglina),
CD73, CD90 oraz brak na powierzchni antygenéw komoérek hematopoetycznych CD34, CD45,
CD14 oraz CD11b, CD79a, CD19 i antygendéw HLA klasy Il (Dominici i wsp., 2006). Obecnie
powstato wiele kontrowersji dotyczgacych potencjatu funkcjonalnego komérek MSC, jak
rowniez nazewnictwa i ustalonej klasyfikacji. W miare postepu wiedzy niektérzy badacze
uwazajg, ze kryteria wyznaczone w 2006 przez ISCT na podstawie aktualnych danych
literaturowych powinny zosta¢ ponownie zweryfikowane (Lv i wsp., 2014). Duze podobienstwo
do fibroblastéw w wygladzie i sposobie wzrostu oraz brak réznic w wystepowaniu markerow
powierzchniowych swoistych tylko dla MSC, doprowadzito do powstania watpliwosci i
trudnos$ci w identyfikacji ,,prawdziwych MSC” (Kundrotas i wsp., 2012; Halfon i wsp., 2011;
Lupatov i wsp., 2015). Paolo Bianco i grupa wspoétautoréw skrytykowali definicje i koncepcje
mezenchymalnych komorek zrebu jako ,,komorek leczniczych" lub ,,komdrek macierzystych"
(definicja Caplana z 1991) (Bianco i wsp., 2013). Autorzy doniesienia sgdzg, ze minimalne

kryteria zaproponowane przez ISCT do identyfikacji komorek MSC sg niewystarczajgce. Nie
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do konca wyjasniona jest réwniez kwestia ,,macierzystosci” MSC, poniewaz nie wszystkie
wyizolowane komorki tej grupy wykazujg takie same zdolnosci do samoodnowy i
trzykierunkowego réznicowania. Co ciekawe wykazano, ze fibroblasty ze skéry mogg rowniez
wykazywac¢ pewne zdolnosci do réznicowania oraz inne cechy podobne do komoérek MSC
(Lorenz i wsp., 2008; Junker i wsp., 2010).

Uwaza sie, ze MSC stanowig heterogenng populacje komorek réznigcych sie
potencjatem proliferacyjnym i zdolnosciag do roznicowania w zaleznosci od lokalizacji
tkankowej. Wykazano, ze MSC pochodzace ze szpiku kostnego wydajniej réznicujg sie w
tkanki kostne i chrzestne w poréwnaniu z komérkami mezenchymalnymi z tkanki ttuszczowej
ADSC (ang. Adipose Derived Stem Cells) (Im i wsp., 2005; Pevsner-Fischer i wsp., 2011).
Niektérzy badacze uwazajg, ze pod katem zastosowan w medycynie regeneracyjnej,
populacje MSC powinny zostaé wyodrebnione i rozpatrywane w zaleznosci od zrédta. Obecnie
wykazno takze, ze w populacji MSC, tylko pewna cze$¢ komodrek spetnia kryteria
,,macierzystosci", podczas gdy pozostate komérki mogg spetnia¢ funkcje pomocnicze lub sg
to komoérki zdolne do réznicowania tylko w jednym kierunku (Siegel i wsp., 2013). W swietle
ostatnich badan, oprécz ustanowionych przez ISCT podstawowych markerow MSC,
zaproponowano dodatkowe markery precyzyjniej charakteryzujgce macierzysty charakter
komérek: SSEA-4 (ang. Stage Specific Embrionic Antigen-4), STRO-1 (ang. Stromal Precursor
Antigen-1), CD271, CD146, CD497, CD349 oraz MSCA-1 (ang. Mesenchymal Stem Cell
Antigen-1) (Lv i wsp., 2014; Alvarez-Viejo i wsp., 2015). SSEA-4 jest antygenem
powierzchniowym silnie wyrazonym na zarodkowych komodrkach macierzystych oraz
niektérych frakcjach komérek MSC o mniej zréznicowanym fenotypie (Lanctot i wsp., 2007;
Suila i wsp., 2011). Poréwnujgc populacje komérek wyizolowanych ze szpiku kostnego,
komorki pozytywne pod wzgledem SSEA-4 (+) wykazywaty trzykierunkowe réznicowanie oraz
wysokie tempo wzrostu, natomiast nie zaobserwowano tych wtasciwosci w wyodrebnione;j
frakcji SSEA-4 (-) negatywnej (Gang i wsp., 2007; Battula i wsp., 2007). Jednak do tej pory
wcigz jednoznacznie nie ustalono czy SSEA-4 jest wiarygodnym markerem w typowaniu
multipotencjalnych funkcji MSC. Istniejg wyniki sugerujgce brak antygenu SSEA-4 w
mezenchymalnych komodrkach macierzystych oraz mozliwo$¢ uzyskania fatszywie
pozytywnych wynikow obecnosci biatka SSEA-4 w trakcie hodowli in vitro. Obserwowano
wysoka pozytywng reakcje na ten antygen w wyniku ekspozycji na ptodowg surowice cieleca
(FCS, ang. Fetal Calf Serum), ktéra jest czesto stosowana do hodowli komoérek i moze
zawiera¢ glikosfingolipidy, niespecyficznie rozpoznawane przez przeciwciata anty-SSEA-4
(He i wsp., 2014).

Ponadto istniejg dane sugerujgce, ze w populacji MSC moze by¢ zawarta réwniez pula
duzo mniej zaawansowanych w rozwoju i niedojrzatych komorek, ktére charakteryzujg sie

ekspresjg pluripotencjalnych czynnikow transkrypcyjnych tj. Oct-4, Sox2 i Nanog i sg podobne
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do zarodkowych komérek macierzystych (ESC, ang. Embrionic Stem Cell) (Kuroda i wsp.,
2010, Nekanti i wsp., 2010; Tantrawatpan i wsp., 2013; Ogura i wsp., 2014). Doniesienia na

temat wtasciwosci pluripotencjalnych komérek MSC nie zostaty w petni wyjasnione.

1.1. Zrédta mezenchymalnych komérek macierzystych

Wyniki badan ostatnich kilku lat ujawnity mozliwo$¢ otrzymania réznorodnych komoérek
macierzystych z tkanek ptodowych lub dojrzatego organizmu tzw. ,,dorostych” komorek
macierzystych, nazwanych rowniez somatycznymi komérkami macierzystymi. Jak dotad
najlepiej poznanym i zidentyfikowanym zrédtem komaérek macierzystych jest szpik kostny. Jest
on zasiedlony nie tylko przez frakcje hematopoetycznych komérek macierzystych (HSC, ang:
Hematopoietic Stem Cells), ale réwniez przez mezenchymalne komérki macierzyste.
Wykazano, ze na 10°wszystkich komorek jednojgdrzastych przypada okoto 1-4 komérek MSC
(Pittenger i wsp., 1999). Najwiecej MSC wystepuje w szpiku noworodkow, nastepnie
obserwowany jest znaczny spadek ich liczby wraz z wiekiem (D'lppolito i wsp. 1999; Stolzing
i wsp., 2008). Metody pobierania szpiku kostnego sg metodami inwazyjnymi i wymagajg
znieczulenia, dlatego wcigz poszukiwane sg alternatywne zrédta komérek MSC, mogace
znalez¢é zastosowanie w medycynie regeneracyjnej. W ostatnich latach dos$¢ popularnym
zrédtem do pozyskania komoérek MSC okazata sie tkanka ttuszczowa, a komorki w niej
wystepujgce nazwano ADSC (ang. Adipose Derived Stem Cells). Uwaza sie, ze procedura
pobierania tkanki ttuszczowej metodg odsysania tluszczu jest mniej inwazyjna niz w przypadku
aspiracji szpiku kostnego. Mate ilosci tkanki ttuszczowej (50 ml - 100 ml) mogg zosta¢ pobrane
podczas znieczulenia miejscowego. Wykazano, ze czestos¢ wystepowania komérek MSC w
tkance ttuszczowej jest duzo wieksza niz w szpiku kostnym a 1g tkanki ttuszczowej zawiera
500x wiecej tych komorek niz 1g szpiku kostnego (Kitagawa i wsp., 2006; Fraser i wsp., 2006).
Komoérki z tkanki tluszczowej majg wysokg zdolnos¢ do proliferacji i wielokierunkowego
roznicowania w ramach mezodermalnego listka zarodkowego, co sprawia, ze sg korzystnym
zrodtem do przeszczepdw komorek na potrzeby medycyny regeneracyjnej i estetycznej.
Opierajgc sie na ostatnich doniesieniach wykazano, ze ze wzgledu na czesto$¢ wystepowania
komorek MSC oraz ograniczenia wynikajgce z ilosci materiatu mozliwego do pobrania, tkanka
ttuszczowa jest lepszym zrédtem komorek terapeutycznych niz szpik kostny (Fujimura i wsp.,
2009).

Coraz czesciej badanym i wykorzystywanym w uktadzie auto-, jak i allogenicznym
zrédtem mezenchymalnych komérek macierzystych sg tkanki pozostate po porodzie tzw.
tkanki poptodu (krew pepowinowa, sznur pepowinowy, fozysko, btony ptodowe oraz ptyn

owodniowy). Pozyskiwanie materiatu z tych zrédet nie wigze sie ze skomplikowanymi
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zabiegami chirurgicznymi, jak w przypadku pobierania komorek ze szpiku kostnego czy tkanki
ttuszczowej. Wydaje sie, ze w poréwnaniu z MSC pochodzgcymi z dorostych tkanek ze szpiku
lub tkanki ttuszczowej, komoérki MSC wyizolowane z tkanek znajdujgcych sie w okresie
okotoporodowym sg bardziej pierwotne i mniej ukierunkowane (Moretti i wsp., 2010;
Lindenmair i wsp., 2012). Istniejg badania wskazujgce, ze MSC z tkanek poptodu moga
réznicowac sie nawet do komoérek pochodzgcych ze wszystkich trzech listkéw zarodkowych,
co $wiadczy o ich wiekszym potencjale, a wiec o pluripotencjalnosci (Guillot i wsp., 2007).
Pozyskiwanie komoérek z tkanek poptodowych jest jednak ograniczone czasowo do okresu
okotoporodowego i wigze sie z koniecznoscig natychmiastowej izolacji komorek badz
zamrazaniem tkanek w biobankach. Procedura pozyskiwania komérek MSC z zamrozonych
depozytow krwi pepowinowej czy sznura pepowinowego ciggle nie jest efektywna. Ponadto
uwaza sie, ze krew pepowinowa jest stosunkowo mato korzystnym zrédiem do pozyskania
komérek MSC, przeciwnie do bogatej frakcji innych komoérek jednojgdrzastych (MNC, ang.
Mononuclear Cells). Natomiast cennym zrédtem mezenchymalnych komérek macierzystych
okazata sie tkanka galarety Whartona sznura pepowinowego (WJ, ang: Wharton Jelly).
Procedura pobierania WJ-MSC jest technicznie prostsza i w wydajny sposdéb mozna
wyizolowaé bogatg populacje poptodowych komérek MSC (Batsali i wsp., 2013; Nagamura-
Inoue i wsp., 2014). Z danych wynika, ze galareta Whartona zawiera duzo wiecej komorek

MSC w poréwnaniu z krwig pepowinowg (Zeddou i wsp., 2010; Pelosi i wsp., 2012).

1.2. Neuralny potencjat komérek MSC

Jak juz wspomniano, MSC moga réznicowac sie¢ w komorki tkanek wywodzgcych sie z
mezodermy takich jak adipocyty, osteocyty i chondrocyty (ryc. 1). Jedng ze szczegdlnych cech
komodrek MSC opisywang przez niektérych badaczy jest zdolnos¢ do ,,przeréznicowania” w
warunkach hodowli in vitro w komorki innej linii lub nawet innego listka zarodkowego
(Woodbury i wsp., 2000; Ullah i wsp., 2013). Istnieje szereg doniesien potwierdzajgcych
roznicowanie MSC w komorki miesni szkieletowych, migesni gtadkich, hepatocytow, komorek
wysp Langerhansa oraz komoérek osrodkowego uktadu nerwowego ( Bae i wsp., 2011; Claros
i wsp. 2012; Ferroni i wsp., 2013; Ji i wsp. 2012; Ribeiro i wsp., 2013). Odkrycie potencjalnych
zdolnosci do roznicowania neuronalnego niehematopoetycznych komorek macierzystych in
vitro rozbudzity wielkie nadzieje co do mozliwosci wykorzystania ich w terapii komorkowe;j
(Buzanska i wsp., 2002; Storch i wsp., 2002). Jednoczesnie fakt ten stat sie przedmiotem wielu
kontrowersji wyjasnionych dopiero po latach dodatkowych badan i potwierdzeh. Szczegdlnie
interesujgce sg zdolnosci komérek MSC do neuralnego réznicowania z uwagi na ich

potencjalne zastosowania w leczeniu schorzen neurologicznych, w ktérych do tej pory nie ma
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efektywnych metod terapii (Ribeiro i wsp., 2013). Wydaje sie jednak, ze wiekszos¢ obecnie
testowanych klinicznie eksperymentalnych terapii komérkowych chorob osrodkowego uktadu
nerwowego OUN wymaga ciggle dalszych badan i obecnie nie mogg by¢ uznane jako ustalone
metody postepowania terapeutycznego.

B

£

?
¥ Neurony
= — v
Chondrocyty ; %\ Mikroglej
B Komérki
Osteocyty migsniowe

Ryc. 1. Schemat wielokierunkowego réznicowania mezenchymalnych komoérek macierzystych.
MSC moga réznicowac sie w komorki wywodzgce sie z mezodermy: adipocyty, chondrocyty,
osteocyty oraz pochodzgce z ektodermy komérki nerwowe. Zrédio Drela i wsp., 2013 z
modyfikacjami.

Szereg artykutdw przeglgdowych zawiera obecnie informacje dotyczgce réznicowania
neuralnego komérek MSC pochodzacych z réznych zrédet w warunkach in vitro (Taran i wsp.,
2014; Trzaska i wsp., 2007, Tatard i wsp., 2007). W opisywanych pracach przewaza poglad
sugerujacy, ze MSC, pochodzace z tkanek niedojrzatych ze wzgledu na swoje wtasciwosci
plastyczne, efektywniej mogg réznicowac sie¢ w komorki o fenotypach neuralnych, wykazujgc
tacznie obecnos¢ typowych liniowych markerow (Balasubramanian i wsp., 2013). We
wczesniejszej pracy zespotu Tondreau wykazano réwniez, ze niektére populacje MSC
wyizolowane ze szpiku kostnego bedgce na wczesnych etapach hodowli wykazujg
spontaniczng ekspresje wczesnych markerédw neuralnych tj. nestyny (progenitory neuralne) i
TUJ-1 (neuroblasty) a w dalszych etapach hodowli (4-5 pasaz) nabywajg markerow dojrzatych
neurondw MAP2 (ang. Microtubule Associated Protein 2) i astrocytéw GFAP (ang. Glia
Fibrillary Acid Protein) (Tondreau i wsp., 2004). Pozytywne wyniki r6znicowania neuralnego
komérek MSC in vitro otrzymano w doswiadczeniach z zastosowaniem okreslonych zwigzkéw
chemicznych, czynnikéw wzrostu, wspot-hodowli z dojrzatymi neuronami lub z zastosowaniem

hodowli tréjwymiarowych agregatéw (tzw. neurosfer) (Fu i wsp., 2008; Yang i wsp., 2015). W
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badaniach eksperymentalnych, przeprowadzonych na zwierzetach transgenicznych bedgcych
modelami chordb o podfozu neurologicznym, zaobserwowano znaczng poprawe funkcjonalng
po przeszczepieniu komorek MSC (Wakabayashi i wsp., 2010). Zastosowanie tych komorek
moze by¢ powigzane z ich bezposrednim dziataniem czyli zastepowaniem uszkodzonych
komorek w wyniku réznicowania neuralnego lub z oddziatywaniem posrednim wptywajgcym
korzystnie na endogenne procesy regeneracyjne organizmu. Mechanizm dziatania i zakres
plastycznosci komérek MSC w warunkach in vivo do dzi$ nie sg wyjasnione i ciggle budzg
ogromne kontrowersje wsrod badaczy. Postulowane przerdéznicowanie obejmowatoby szereg
zmian fenotypowych zwigzanych ze zmiang profilu ekspresji genéw, a co za tym idzie
zmianami morfologicznymi i czynnosciowymi tych komérek. Nie wiadomo czy do
przeréznicowania (ang. transdifferentiation) konieczne jest wczes$niejsze odréznicowanie
komoérki. Z powodu braku markeréw, charakteryzujgcych poszczegélne stadia rozwojowe
komérek MSC czy aktualny stopien ich zréznicowania in vitro, trudno jest poznac
prawidtowosci tego procesu. Badania przedkliniczne na zwierzetach potwierdzajg wlasciwosci
neuroprotekcyjne przeszczepoéw komorek MSC, co mozna tgczy¢ z produkcjg przez nie
licznych, waznych dla neuronéw czynnikbw wzrostowych, przeciwzapalnych i
antyapoptotycznych (Gornicka-Pawlak i wsp., 2011, 2015; Jabtonska i wsp., 2010).
Uszkodzeniom tkanki czesto towarzyszy stan zapalny, a produkowane lokalnie czynniki
zapalne mobilizujg komoérki MSC do miejsc uszkodzenia. Uwaza sie, ze MSC oprécz funkgji
naprawy tkanek w odpowiedzi na proces zapalny mogg korzystnie modulowac
mikrosrodowisko. Badania przedkliniczne wykazaty, ze MSC pochodzace z réznych Zrodet
majg duzg zdolno$¢ modulowania odpowiedzi immunologicznej, co sktania do ich zastosowan
klinicznych, zwlaszcza w chorobach o podtozu zapalnym czy autoagresywnym (Hoogduijn i
wsp., 2010). Jednym z postulowanych mechanizmoéw odziatywan MSC poza produkcjg
czynnikdw parakrynnych o oddziatywaniach regeneracyjnych moze by¢ komunikacja
pomiedzy komdrkami za pomocg wydzielanych przez komoérki MSC tzw. mikropecherzykow.
Mikropecherzyki zawierajg substancje, ktérych sktad i rola w duzej mierze zalezg od
wiasciwosci komorek, z ktorych pierwotnie pochodzg. Mikropecherzyki produkowane przez
komorki MSC mogg by¢ nosnikami potencjalnie terapeutycznie bioaktywnych czgsteczek,
takich jak: biatka, lipidy i kwasy nukleinowe, ktore odgrywajg istotng role w procesie regeneracji
(Biancone i wsp., 2012; Sabin i wsp., 2014). W licznych badaniach przedklinicznych
stwierdzono, ze zdolnos¢ MSC do uwalniania mikropecherzykéw koreluje pozytywnie ze
stymulacjg endogennej neurogenezy oraz zwiekszeniem regeneracji tkanek (Chen i wsp.,
2015; Raisi i wsp., 2014; Lai i wsp., 2012).
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1.3. Mechanizmy i $ciezki sygnatowe zwigzane z réznicowaniem neuralnym MSC

Wyniki badan prowadzonych w laboratoriach na catym Swiecie wykazaty, ze
poszczegolne populacje MSC w warunkach in vitro réznicujg sie do komoérek neuronalnych
poprzez aktywacje odpowiednich wewngtrzkomérkowych szlakéw sygnalizacyjnych pod
wptywem réznych czynnikéw indukujgcych. Opisane doswiadczenia dotyczyly zastosowania
swoistych czynnikow wzrostu lub cytokin, zwigzkéw chemicznych o0 wihasciwosciach
réznicujgcych lub czynnikéw transkrypcyjnych. Obserwowano zmiany morfologii i fenotypu
MSC wraz z modulacjg i aktywacjg ekspresji odpowiednich genéw charakterystycznych dla
komérek z linii neuralnej. Powodzenie procesu réznicowania neuralnego komoérek MSC
uzyskano réwniez metodami transfekcji okreslonym materiatem genetycznym m.in.
czynnikiem pochodzenia mézgowego BDNF (ang: Brain Derived Neurotrophic Factor) oraz
innymi genami (Liu i wsp., 2015; Yan i wsp., 2013). Wykazano réwniez znaczenie zwigzkoéw
takich jak DMSO (ang. Dimethyl Sulfoxide), ktérego dodanie do hodowli powodowato indukcje
komoérek o fenotypach neuropodobnych (Woodbury i wsp. 2000; Li i wsp., 2010, Mareschi i
wsp., 2006). W ponizszych rozdziatach pracy omowiono gtoéwne sciezki sygnalizacyjne
odgrywajgce kluczowg role w skierowaniu mezenchymalnych komoérek macierzystych na
droge réznicowania neuralnego. Tabela 1 umieszczona na koncu rozdziatu przedstawia
podsumowanie wykorzystanych protokotéw z uwzglednieniem poszczegodlnych czynnikow i

rodzaju zastosowanych komoérek MSC.

1.3.1. Udziat szlaku sygnatowego cAMP w réznicowaniu komorek MSC

Powszechnie stosowanym czynnikiem, wykorzystywanym w protokotach w inicjacji
réznicowania neuralnego, jest cykliczny adenozyno-monofosforan (CAMP). Sciezka
sygnatowa zalezna od cAMP odgrywa fundamentalng role w rozwoju zarodkowym, a w OUN
decyduje o przezyciu komorek nerwowych i 0 wielu procesach zwigzanych z podstawowymi
jak i wyzszymi funkcjami moézgu takimi jak pamie¢ dlugoterminowa oraz wtasciwosci
plastyczne komorek nerwowych (Mantamadiotis i wsp., 2002; Kandel i wsp. 2012; Josselyn i
wsp., 2005). Chociaz mechanizm dziatania szlaku cAMP w réznicowaniu neuralnym komorek
MSC nie do konca zostat poznany, wielu badaczy sugeruje jego niepodwazalny udziat w tych
procesach. W protokofach réznicowania neuralnego cAMP jest czesto stosowany zamiennie
z innymi czgsteczkami, ktére powodujg podniesienie poziomu wewnatrzkomoérkowego cAMP.
Jedng z nich jest forskolina, ktéra moze bezposrednio aktywowac¢ cyklaze adenylanows i
prowadzi¢ do syntezy cAMP lub dibutyryl-cAMP (db-cAMP) dziatajgcy jako analog cAMP

przechodzgcy do wnetrza komorki. Kolejny stosowany zwigzek 3-izobutyl 1 metyloksantyny
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(IBMX) dziata jako inhibitor fosfodiesterazy (PDE), tym samym zapobiega rozktadowi cAMP
do AMP. Powstajgcy w cytoplazmie cAMP jest wtérnym przekaznikiem informaciji,
odpowiadajgcym na pobudzenie receptorow btonowych zwigzanych z biatkami G. W wyniku
aktywacji cyklazy adenylanowej wzrasta poziom cAMP, ktéry nastepnie aktywuje kinaze
biatkowg A (PKA) wywotujgc dalsze reakcje w komodrce. W przypadku réznicowania
neuralnego aktywna kinaza A decyduje o poziomie fosforylacji w jgdrze komodrkowym
czynnikéw transkrypcyjnych zaleznych od cAMP tzw. biatek CREB (ang. cAMP response
element binding protein, protein CREB) (ryc. 2). W wyniku fosforylacji biatek CREB w rejonach
promotorowych dochodzi do aktywacji transkrypcji docelowych genéw, w tym przypadku

zwigzanych z procesem réznicowania neuralnego.
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Ryc. 2. Schemat gtéwnych Sciezek sygnatowych odgrywajacych kluczowg role w réznicowaniu
neuralnym komérek MSC. Sciezki sygnatowe indukowane réznymi czynnikami: zalezna od
cAMP, kwasu RA i Neurotrofin. Zastosowane skroty: AC (cyklaza adenylanowa), cAMP
(cykliczny adenozyno-3',5-monofosforan), (PKA (Kinaza A), PDE (fosfodiesteraza), PLC
(fosfolipaza C), RA (kwas retinowy), CREB (cAMP Response Element-binding Protein), PI3
(kinaza 3-fosfatydyloinozytolu) PKC (kinaza biatkowa C) MAPK (kinazy aktywowane
mitogenami).

Wyniki badan zespotu Wang’a wykazaly, ze aktywacja kinazy PKA moze posredniczy¢

w réznicowaniu neuralnym mezenchymalnych komaorek macierzystych z krwi pepowinowej. Po
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dodaniu do komorek forskoliny, autorzy zaobserwowali obecnos¢ struktur neuryto-podobnych
oraz markerow neuralnych m.in biatka neurofilamentu, kwasnego biatka wtokienkowego GFAP
oraz Nurrl (ang. Nuclear receptor related 1 protein). Wykazano rowniez, ze catkowite
zablokowanie kinazy PKA prowadzi do braku wczesniej zaobserwowanego roznicowania
neuralnego (Wang i wsp., 2007). Bezposredni udziat kinazy PKA w réznicowaniu neuralnym
mezenchymalnych komorek macierzystych zostat potwierdzony w innych badaniach (Jori i
wsp., 2005). W doswiadczeniach z uzyciem ludzkich MSC pochodzacych ze szpiku pozytywne
efekty réznicowania neuralnego wykazano z zastosowaniem IBMX w potgczeniu z
neurotropowym czynnikiem pochodzenia mozgowego BDNF. Potwierdzono, rowniez
niezbedny udziat sciezki PKA, poniewaz dodanie inhibitora PKA do pozywki indukcyjnej
catkowicie niwelowato efekt réznicowania neuralnego (Lepski i wsp. 2010).

Na podstawie wielu opublikowanych wynikéw badan wydaje sie, ze szlak CAMP moze
by¢ kluczowym elementem zaangazowanym w neuralne réznicowanie komérek MSC in vitro,
jednak pod katem zastosowania w klinice jego doktadna rola w tym procesie musi zostaé
dogtebniej zbadana. Wyniki badan Zhang pokazujg, ze pomimo zaobserwowanych zmian
morfologii, przebudowy cytoszkieletu oraz indukcji genéw neuralnych pod wptywem cAMP,
komérki MSC szpiku kostnego nie osiggaty petnego funkcjonalnego zréznicowania (Zhang i
wsp., 2011). Podobne wyniki otrzymano na podstawie analizy wplywu wzrostu
wewnagtrzkomorkowego cAMP po dodaniu forskoliny i 8-bromo-cAMP. Badania te wykazaty,
ze zastosowane w protokole zwigzki wywotywaty jedynie przemijajgcy wzrost B-tubuliny 111 i
innych markeréw neuralnych, potgczony ze zmiang morfologii komérek. Istnieje poglad, ze
czynniki, ktére zwiekszajg stezenie cAMP mogg indukowac jedynie przejsciowe zmiany w
ekspresji markeréw neuronalnych, ktére wydajg sie by¢ rezultatem adaptacji komérek do
zmiany w warunkach hodowli zamiast rzeczywistego procesu réznicowania w kierunku

neuronéw (Rooney i wsp., 2009).

1.3.2. Udziat szlaku indukowanego kwasem retinowym w réznicowaniu komorek MSC

Kwas retinowy (RA) odgrywa fundamentalng role w wielu procesach podczas rozwoju
zarodkowego. Bierze udziat w rozwoju mézgu, a zwlaszcza w specyfikacji przednio- tylnej osi
uktadu nerwowego oraz regulacji ekspresji gendw Hox w okreslonych obszarach zarodka
(Maden i wsp., 2002). Niezaleznie uzyskane wyniki doswiadczen z zastosowaniem RA
wskazujg na jego prawdopodobny udziat w réznicowaniu neuralnym mezenchymalnych
komorek macierzystych. W wielu pracach potwierdzono skutecznos¢ kwasu RA, opierajgc sie
na zastosowaniu jako pojedynczego sktadnika w pozywkach réznicujgcych komorki neuralnie.

Inni badacze postulowali zastosowanie RA w kombinacji z dodatkowymi czynnikami
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determinujgcymi réznicowanie neuralne, réwniez w tym przypadku udato sie wykazaé
pozytywne rezultaty. Jednak szczegétowy mechanizm dziatania kwasu retinowego na Sciezki
sygnalizacji kierujgce réznicowaniem neuralnym w komoérkach MSC wcigz jest stabo poznany.
Badajgc wplyw RA na roznicowanie neuralne mezenchymalnych komérek macierzystych
pochodzgcych ze szpiku kostnego Scintu i wsp. zaobserwowali pozytywng reakcje komorek,
ktére po inkubacji z kwasem retinowym wykazywaty obecnos¢ markerow tj. NSE (ang.
Neuronal Specific Enolase), B-tubuliny 1ll, GFAP i neurofilamentu 150 kDa (Scintu i wsp.,
2006). W kolejnym eksperymencie z udziatem MSC szpiku kostnego szczura inkubowanych
przez 24 godziny z RA, a nastepnie umieszczonych w wielosktadnikowej pozywce réznicujgcej
komorki w  kierunku neuralnym uzyskano znaczne zwiekszenie wydajnosci procesu
réznicowania. Okazato sig, ze wczesniejsza inkubacja komoérek z RA miata wptyw na wzrost
liczby komdrek wykazujgcych nestyne, NSE oraz biatko zwigzane z mikrotubulami MAP2.
Ponadto MSC hodowane w obecnosci RA na koniec procesu réznicowania wykazywaty
wyzsze stezenia wewngtrzkomérkowego wapnia (Bi i wsp., 2010). Mimo wielu pozytywnych
rezultatow, potwierdzajgcych role RA i szlaku z nim zwigzanego w réznicowaniu neuralnym
komérek mezenchymalnych w warunkach in vitro, koncepcja klinicznego zastosowania kwasu

retinowego wydaje sie jeszcze przedwczesna.

1.3.3. Udziat szlaku sygnatowego indukowanego neurotrofinami w réznicowaniu komaorek
MSC

Czynniki neurotroficzne to rodzina biatek, do ktérej zaliczamy neurotrofiny tj. czynnik
wzrostu nerwéw (NGF, ang. Nerve Growth Factor), czynnik wzrostu pochodzenia mézgowego
(BDNF) oraz neutrofiny (NT, ang. Neurotrophin) 3, 4/5. Neurotrofiny to czynniki decydujgce o
rozwoju, przezyciu i funkcji komorek w uktadzie nerwowym. Mogg dziata¢ poprzez dwie klasy
receptoréw o wysokim powinowactwie: TrkA, TrkB i TrkC (ang. Tyrosine Kinase Receptor),
ktore odpowiednio sg zwigzane z NGF, BDNF/NT-4, NT-3 oraz przez aktywacje wspolnego
receptora o niskim powinowactwie p75N™R (ang: Low-Affinity Nerve Growth Factor Receptor).
Aktywacja receptorow prowadzi do uaktywnienia odpowiednich szlakéw sygnatowych w
komorkach docelowych, gtéwnie kaskady kinaz biatkowych aktywowanych mitogenami (kinazy
MAP, MAPK, ang. Mitogen-Activated Protein Kinases), szlaku fosfolipazy C (PLC) i kinazy 3-
fosfatydyloinozytolu (PI3K) (ryc. 2) (Huang i wsp. 2003; Reichardt i wsp., 2006). Szlak
sygnatowy MAPK obejmuje szereg kinaz biatkowych, ktérych aktywacja wyzwala
wewnatrzkomérkowe szlaki sygnatowe, ostatecznie prowadzace do fosforylacji wybranych
czynnikéw transkrypcyjnych i regulacji ekspresji kluczowych gendéw rowniez w réznicowaniu
neuralnym. Wiadomo, ze kinaza MAPK ulega ekspresji w osrodkowym uktadzie nerwowym

(OUN) i wraz z efektorowg kinazg ERK (ang. Extracellular Signal-Regulated Kinases), bierze
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udziat w wielu waznych procesach, w tym dojrzewaniu i przezyciu neuronoéw i prawidiowe;j
funkcji synaptycznej. Zespét naukowcow pod kierunkiem Wislet-Gendebiena zaobserwowat,
ze komorki MSC wyizolowane ze szpiku kostnego BM-MSC (ang. Bone Moarrow
Mesenchymal Stem Cell) wspothodowane z neuronami ziarnistymi mozdzku wykazywaty
zdolnos¢ do réznicowania neuralnego, uwidaczniajgc rowniez markery neuralne (Wislet-
Gendebien i wsp., 2005, 2012). Autorzy postulowali kluczowy udziat sciezki MAPK w procesie
réznicowania neuralnego, poniewaz w obecnosci inhibitora tej Sciezki proces réznicowania byt
catkowicie zablokowany. Badania innej grupy wykazaty istotng role BDNF w roznicowaniu
neuralnym ludzkich komorek MSC izolowanych z krwi pepowinowej (UCB-MSC, ang. Umbilical
Cord Blood Mesenchymal Stem Cells) jednak badacze sugerowali konieczno$é
szczegotowego zbadania dodatkowo zaangazowanych innych sciezek sygnatowych (Lim i
wsp., 2008). Ta sama grupa autoréw kilka lat pdzniej wykazata, ze zmodyfikowane
genetycznie komoérki MSC z krwi pepowinowej w wyniku transfekcji plazmidem z genem BDNF
nabywaly ekspresji B-tubuliny 1ll, NeuN (ang: Neuronal Nuclear Antygen), GFAP oraz
zasadowego biatka mieliny (MBP, ang: Myelin Basic Protein) (Lim i wsp., 2011). Podobnie
podczas badan z zastosowaniem czynnika wzrostu BDNF obserwowano zmiany morfologii w
komérkach MSC pochodzacych z galarety Whartona a fenotyp neuralny komorek
potwierdzono obecnoscig typowego dla neurondw biatka MAP2 (Zhang i wsp., 2012).
Zastosowanie protokotu réoznicowania neuralnego opartego o zastosowanie czynnika BDNF w
potgczeniu z IBMX, zwiekszajgcego poziom cAMP (Ying i wsp., 2012) na komorkach AT-MSC
(ang. Adipose-tissue-derived Mesenchymal Stem Cells) réwniez wykazato obecno$c
markeréw neuralnych GFAP oraz B-tubuliny Ill. Podsumowanie protokotéw réznicowania

neuralnego komorek mezenchymalnych zostato przedstawione w tabeli 1.
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Tabela 1. Podsumowanie protokotéw wykorzystwanych w réznicowaniu neuralnym MSC

Typ Pasaz Aktywowane Zastosowane Czas Fenotyp Ref.
komorek Sciezki czynniki indukgji
MSC P3-P4 cAMP, RA 1) RA 2) 24 godz. Nestyna, Bi i wsp.,
Forskolina NSE, MAP2 2010
UCB-MSC n.s NT-Rafl- bFGF, RA, 7 dni B-tubulina 111, Lim i wsp.,
MAPK/ERK,RA BDNF gliil\l:l”,MBP 2008
UCB-MSC n.s NT Transfekcja B-tubulin III, Lim i
BDNF NeuN,GFAP wsp., 2011
WJ-MSC P3 NT BDNF 14 dni MAP2, AChT Zhang i
wsp., 2012
AT-MSC n.s CAMP-NT bFGF, EGF, 3 dni B-tubulina I, Ying i
BDNF, IBMX 24 godz. GFAP wsp., 2012
BM-MSC P3-P4 cAMP-MAPK- Forskolina 48 godz. B-tubulina Ill, Kim i
MEK-ERK-raf NF200, NSE wsp., 2005

n.s. — niespecyficzne, EGF (ang. Epidermal Growth Factor), bFGF (ang. Basic Fibroblast Growth Factor)

1.4. Koncepcja neuroektodermalnego pochodzenia subpopulacji komérek MSC

Jedng z hipotez, w pewnym stopniu wyjasniajgcg sprzeczne doniesienia o neuralnym
charakterze réznicowania niektorych populacji MSC, moze by¢ poglad na temat ich
pochodzenia rozwojowego. Zaktada on, ze wczesna pula komoérek MSC podczas rozwoju
zarodkowego pochodzi nie z mezodermy ale z komérek neuroepitelium grzebienia nerwowego
NCSC (ang. Neural Crest-derived Stem Cells) (Takashima i wsp., 2007, Ishii i wsp., 2012).
Jednak ze wzgledu na brak mozliwosci doktadnych badan in vivo nasza wiedza na temat
pochodzenia ludzkich komérek MSC pozostaje nadal dos¢ ograniczona. Uwaza sie, ze tzw.
,,klasyczne,, MSC w trakcie rozwoju zarodkowego pochodzg z mezodermy, jednak ostatnie
badania wykazaty, ze najwczesniejsza pula komorek MSC moze by¢ generowana z populaciji
Sox1 (+) pozytywnych komorek struktury grzebienia nerwowego (Takashima i wsp., 2007).
Grzebien nerwowy powstaje w czasie neurulacji. Z czesci ektodermy, pod wptywem
indukcyjnym mezodermy osiowej, zaczyna sie tworzy¢ ptyta nerwowa. Na jej brzegach tworzg
sie fatldy nerwowe, ktére podnoszac sie tgczg dwa brzegi tworzac cewe nerwowg. Komorki,
ktére wczesniej tworzylty brzeg ptytki nerwowej wchodzg teraz w sktad neuroepitelium
grzebienia nerwowego. Gdy cewa nerwowa ulega zamknieciu to wtasnie komorki grzebienia

w wyniku aktywacji tzw. przejscia epitelialno-mezenchymalnego (EMT, ang: Epitelial -
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Mesenchymal Transition) rozpoczynajg migracje i biorg aktywny udziat w zasiedlaniu wielu
narzgdéw (Crane i wsp., 2006) (ryc. 3).

Ektoderma

Migrujace komorki
grzebienia nerwowego

Cewa nerwowa

Struna grzbietowa

Mezoderma Ektoderma

—T — / AL >
—_ g ‘\\ ) v ..m#— “‘)
== o /gy £
E N 5o >
Miesnie gtadkie Adipocyty Chondrocyty Melanocyty Komérki glejowe Neurony

Ryc. 3. Schemat aktywacji przej$cia epitelialno-mezenchymalnego (EMT). Migrujagce komorki
ektodermalne z grzebienia nerwowego zasiedlajg przejsciowo lub trwale nisze macierzyste
niektérych narzadéw.

Pierwsze przestanki istnienia w dorostym organizmie komoérek macierzystych o
tgcznym potencjale mezenchymalnym oraz neuralnym wytonity sie z badan przeprowadzonych
na ludzkiej krwi pepowinowej przez zespoty badaczy z naszego Instytutu (Buzanska i wsp.,
2002, Habich i wsp., 2006) oraz Storcha (2002) i McGuckina (2004). W kolejnych badaniach
w celu precyzyjnego okreslenia pochodzenia rozwojowego tych komorek zespdl innych
autorow wykorzystat myszy transgeniczne (Wntl-Cre/FloxedEGFP) z transgenem pod
promotorem charakterystycznym dla komérek neuroepitelialnych oraz okreslonych listkow
zarodkowych (Takashima i wsp., 2007; Nagoshi i wsp., 2008). Wyniki badan potwierdzity
obecno$¢ w szpiku kostnym myszy nielicznej populacji komoérek pochodzgcych z grzebienia
nerwowego. Komorki te pierwotnie wykazywaty zdolno$ci do migracji i zasiedlania réznych
narzgdow oraz w warunkach hodowli in vitro do réznicowania sie w kierunku neuronodw,
komorek glejowych oraz miesni gtadkich. Wykazano, ze ta wczesna populacja komoérek MSC
w poézniejszym rozwoju zarodkowym zostaje zastgpiona przez komorki mezenchymalne
pochodzgce z mezodermy (Takashima i wsp., 2007; Foster i wsp., 2008). Uwaza sie, ze

komorki z grzebienia nerwowego obecne sg nadal w szpiku kostnym dorostych organizmoéw,
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jednak czestotliwosc¢ ich wystepowania drastycznie zmniejsza sie wraz z wiekiem (Hermann i
wsp., 2010). Kilka lat pézniej zwigzek pomiedzy komérkami NCSC a populacjg komorek MSC
wykazaty rowniez badania zespotu Morikawa (Morikawa i wsp., 2009). Wyodrebnili oni
populacje komoérek MSC o potencjalnych zdolnos$ciach do rdéznicowania neuralnego,
nastepnie na myszach transgenicznych potwierdzili ich neuroektodermalny charakter.
Otrzymane komorki w warunkach hodowli in vitro wykazywaty zdoIlno$¢ do tworzenia neurosfer
oraz ekspresje markerow neuroektodermalnych: Nestyny, Sox10 oraz Pax3. Na podstawie
prezentowanych wynikow badan wydaje sie, ze w szczegolnosci tkanki pochodzenia
ptodowego, ale rowniez i w petni dojrzate tkanki, mogg zawiera¢ w zmiennych proporcjach
odrebne populacje ,dojrzatych” i ,niedojrzatych” komdrek macierzystych o réznym
pochodzeniu rozwojowym. Multipotentne NCSC/MSC obecne w réznych tkankach dorostych
organizméw mogg stanowi¢ atrakcyjne zrédto komorek dla przysztych terapii zastepowania

zniszczonych lub uszkodzonych komérek uktadu nerwowego.
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Ryc. 4. Schemat pochodzenia komérek mezenchymalnych w rozwoju zarodkowym. Klasyczne
MSC pochodza z mezodermy i daja poczatek m.in. tkance tfuszczowej, chrzestnej oraz kostnej.
Inna populacja komérek preMSC pochodzi z komérek neuroepitelium grzebienia nerwowego i
powstaje w wyniku rozwojowego EMT (Obrazek pobrany ze strony http://www.LifeMap Sciences
2012 - zmodyfikowany).
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1.5. Epigenetyczna kontrola réznicowania MSC

Osrodkowy uktad nerwowy ssakéw skfada sie z roznych typow komorek: astrocytéw,
komorek glejowych oraz oligodendrocytow, ktore wraz z neuronami sg niezbedne do
funkcjonowania tej tkanki. Uwaza sie, ze w trakcie rozwoju uktadu nerwowego cata siec
neuronéw powstaje z jednej wspadlnej linii neuralnych komoérek macierzystych (NSC, ang.
Neural Stem Cell). Wyjasnienie mechanizmow, dzieki ktérym neuralne komaérki macierzyste
wytwarzajg rézne rodzaje dojrzatych komorek, pozostaje jednym z gtéwnych wyzwanh dla
poznania biologii osrodkowego uktadu nerwowego. Ostatnie badania wykazaty, ze
epigenetyczne mechanizmy kontroli genéw odgrywajg tutaj kluczowg role, regulujg wzrost,
samoodnawianie oraz przede wszystkim kierunkowe réznicowanie tych komérek. Modyfikacje
epigenetyczne obejmujg szerokie spektrum, w tym oddziatywania enzymow przebudowy
chromatyny, modyfikacje histonéw, zaangazowanie niekodujgcego RNA, ktére tgcznie
posredniczg w specyfikacji neuronalnej oraz utrzymaniu stabilnosci genomu komoérek
nerwowych. Uwaza sie, ze komorkowe systemy sygnalizacyjne, kontrolujgce wzrost i
roznicowanie neuralnych komoérek macierzystych dziatajg, przynajmniej czesciowo, przez
potgczenie roznorodnych szlakéw sygnatowych i mechanizmow epigenetycznych (Burney i
wsp., 2013). Regulacja ekspresji gendw na poziomie transkrypcji odbywa sie za pomocg zmian
epigenetycznych modyfikujgcych strukture chromatyny, umozliwiajgc dostep dla czynnikow
transkrypcyjnych i innych modulatoréw. Do gtéwnych mechanizmow regulacji ekspresji genow
zalicza sie zmiany opierajgce sie na modyfikacjach histonéw oraz metylacjach DNA, w
szczegolnosci zmiany umozliwiajgce transkrypcje przez tworzenie bardziej otwartej
konformacji chromatyny (euchromatyna) lub przez jej kondensacje (heterochromatyna), co
decyduje o dostepnosci transkrypcyjnej. W epigenetycznej regulacji ekspresji gendw komaorek
NSC kluczowg role odgrywajg reakcje acetylacji i deacytylacji histonéw katalizowane przez
swoiste enzymy: acetylotransferazy (HAT, ang; histone acetylotransferase) oraz deacetylazy
histonéw (HDAC, ang: Histone Deacetylotransferase) (ryc. 5) (Foti i wsp., 2013). Uwaza sie,
ze HAT pei funkcje koaktywatora transkrypcji okreslonych gendw, zwiekszajgc acetylacje
chromatyny w odpowiedniej okolicy regulatorowej genu, podczas gdy deacetylacja w tej

okolicy jest czynnikiem korepresyjnym.
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Ryc. 5. Schemat modyfikacji epigenetycznych histonow: dziatanie acetylotransferaz - (HAT) i
deacetylaz - (HDAC). Zastosowane skroty: Ac (reakcja acetylacji), DNA (kwas
dezoksyrybonukleinowy).

Wptyw metylacji na kontrolowanie transkrypcji genu jest natomiast zalezny od pozycji
reszt lizynowych w strukturze histonéw wchodzgcych w interakcje z genami podlegajgcymi
regulacji. Przyjmuje sie, ze zwiekszenie metylacji lizyny w pozycji 4 histonu H3 (H3K4met) jest
uznanym markerem transkrypcyjnie aktywnej chromatyny, natomiast ten sam histon po
metylacji w pozycji K9 (H3K9) oraz K27 (H3K27) jest wykfadnikiem nieaktywnej transkrypcyjnie
chromatyny (Barski i wsp., 2007, http://epigenie.com/).

Na podstawie réznic wystepowania poszczegolnych domen, HDAC u ssakow dzieli sie
na 4 odrebne klasy (Tabela 2) o czesciowo specyficznych funkcjach (1, lla, llb, I, IV) (Gray i
wsp., 2001).

Tabela 2. Klasyfikacja deacetylaz histonéw

KLASA ENZYM

. HDAC1, HADAC2, HADAC3, HADACS
la HDAC4, HDACS5, HDAC7, HDAC9
Ib HDACS, HDAC10

.II SIRT1,2,3,4,5,6,7

.v HDAC11

Zastosowane skroty: HDAC (deacetylazy histonow), SIRT (sirtuina)
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Badania ostatnich lat wykazatly bezposredni zwigzek pomiedzy posttranslacyjnymi
modyfikacjami zarowno DNA (metylacja) jak i histonéw (acetylacja i metylacja) w miejscach
regulatorowych poszczegdinych gendw a ich transkrypcjg w przebiegu procesu réznicowania
neuralnego komorek macierzystych/progenitorowych (Habich i wsp., 2013). Potwierdzono
udziat deacetylaz HDAC1 i HDAC?2 jako kluczowych regulatorow w specyfikacji neuronalnej w
czasie rozwoju zarodkowego (Juliandi i wsp., 2010). Udowodniono, ze catowite wyciszenie
obydwu tych genéw (Montgomery i wsp., 2009) znacznie zaburzato prawidtowy rozwoj OUN.
Natomiast catkowity brak ekspresji enzyméw modyfikujgcych acetylacje/deacetylacje
chromatyny w trakcie rozwoju i réznicowania okazat sie cechg letalng (MacDonald i wsp.,
2008).

Inhibitory naturalne lub syntetyczne deacetylaz histonow HDACI (ang. Histone
deacetylase inhibitors) sg uznanymi modyfikatorami epigenetycznymi, ktére hamujac
aktywnos¢ procesu deacetylacji, moga kontrolowaé ekspresje niektérych gendéw. Inhibitory
deacetylaz oddziatujgc z domeng katalityczng HDAC i w konsekwencji zwiekszajgc poziom
acetylacji histonéw, prowadza do utworzenia chromatyny o bardziej otwartej konfiguracji z
przywréceniem ekspresji wyciszonych gendéw. Najczesciej stosowane, réwniez klinicznie,
inhibitory HDAC to trichostatyna A (TSA) i kwas walproinowy (VPA). Kwas walproinowy, jest
lekiem przeciwpadaczkowym, stosowanym od dziesiecioleci w leczeniu epilepsji, a takze w
schizofrenii, natomiast TSA jest stosowanym lekiem przecinowotworowym. (Stephen i wsp.,
2003). Niedawno inhibitory HDAC w tym kwas walproinowy oraz TSA uznano jako substancije
zwiekszajgce wydajnos¢ reprogramowania zroznicowanych komorek w kierunku iPS (Gaspar-
Maia i wsp., 2011; Hubbard i wsp., 2014; Han i wsp., 2013). Ponadto udowodniono réowniez,
ze hamowanie aktywnosci HDAC przez zastosowanie inhibitorow umozliwia acetylacje
niektorych czynnikow transkrypcyjnych odpowiedzialnych za zwigkszong ekspresje genow
odgrywajacych kluczowg role w procesie réznicowania. Badania ostatnich lat wykazaty, ze
zastosowanie okre$lonych inhibitorébw HDAC moze indukowaé rdéznicowanie komorek
komoérek macierzystych oraz nowotworowych (Svechnikova i wsp., 2008; Koutsounas i wsp.,
2013). Wykazano, ze hamowanie aktynosci HDAC z zastosowaniem kwasu walproinowego
(VPA) powodowato w komérkach NSC réznicowanie neuronalne (Hsieh i wsp., 2004,
Balasubramaniyan i wsp., 2006; Yang i wsp., 2014). W doswiadczeniach z uzyciem VPA
obserwowano wzrost réznicowania neuronalnego z réwnoczesnym zahamowaniem
roznicowania w kierunku komorek glejowych. Obserwacje potwierdzato zwiekszenie ekspresji
okreslonych gendéw neuronalnych, takich jak czynniki NeuroD, Neurogeniny-1 oraz Mash-1
(ang. Mammalian ac-sc homolog 1) (Hao i wsp., 2004). Zaobserwowano réwniez wptyw TSA
na roznicowanie pro-neuronalne w komoérkach NSC, tgcznie ze spadkiem réznicowania w

kierunku astrocytarnym, co moze zatem stanowi¢ pomocne narzedzie w opracowaniu

28



PRZEGLAD LITERATURY

procedury otrzymywania okreslonej populacji komérek neuronalnych z NSC (Liu i wsp., 2012;

Balasubramaniyan i wsp., 2006).

1.6. Wptyw stezenia tlenu na hodowle komérek MSC

Waznym parametrem w hodowli komérek zwierzecych jest tlen, ktory jest czynnikiem
niezbednym do utrzymania ich prawidtowego metabolizmu, warunkujgcym wzrost i przezycie
komoérek. Uwaza sie, ze zapotrzebowanie na tlen zalezy od rodzaju komoérek i tempa ich
wzrostu (Jorjani i wsp., 1999). Tradycyjng metodg hodowli komérkowych w warunkach in vitro
stosowang w wiekszosci laboratoriow jest atmosferyczna zawartos¢ tlenu (21%) (150 mm Hg)
i dwutlenku wegla (5%). Warunki te sg zwykle okreslane w publikacjach, nieprawidtowym w
przypadku hodowli komorkowych in vitro, terminem ,,normoksji”. Zawartos¢ tlenu w tkankach,
a szczegolnie w niszach komorek macierzystych in vivo, jest znacznie nizsza niz w warunkach
atmosfery ziemskiej i waha sie od 2% do 7% (Tabela 3). Réwniez w rozwijajgcym sie zarodku
stezenie tlenu utrzymuje sie na bardzo niskim poziomie, wynoszgc w stadium blastocysty 1%-
2% (Gassmann i wsp., 1996, Harvey i wsp., 2004). Ponadto ostatnio wykazano, ze warunki
niskiego (fizjologicznego) stezenia tlenu w niszy pluripotencjalnych komorek macierzystych
oraz w nowotworowych komodrkach macierzystych (CSC, ang. Cancer stem cells) sg
konieczne dla utrzymania ich macierzystosci (Gordan i wsp., 2007; Szablowska-Gadomska i
wsp., 2011). Uwaza sie, rowniez (w oparciu o wiasne badania Drela i wsp., 2014), ze hipoksja
jest istotnym parametrem w niszach tkankowych komaérek somatycznych. Nie tylko ze wzgledu
na zwolniony metabolizm samej komorki macierzystej i jej zabezpieczenie antyoksydacyjne,
ale réwniez pomaga w utrzymaniu, podobnie jak w przypadku ESC czy indukowanych
pluripotencjalnych komoérek macierzystych (iPS ang. induced Pluripotent Stem Cells),
wiasciwosci odroznicowanych komérek o cechach pluripotencjalnych (ang, ESC- like) (dos

Santos i wsp., 2010; Basciano i wsp., 2011).
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Tabela 3. Stezenie tlenu w réznych tkankach i narzadach (Haque i wsp., 2013).

Rodzaj tkanki/narzadu Stezenie Zrédto literatury
tlenu
Ptuca 4%-14% Ivanovic i wsp., 2009
Uktad krazenia 4%-14%
Watroba 4%-14% Ivanovic i wsp., 2009
Nerki 4%-14% Ivanovic i wsp., 2009
Serce 4%-14%
Mozg 0,5%-8% Panchision i wsp., 2009; Hemphill i wsp., 2005;
Erecinska i wsp., 2001; Sharp i wsp., 2004
Oko 1%-5% Yu i wsp., 2005
Szpik kostny 1%-6% Chow i wsp., 2001; Eliasson i wsp., 2010
Tkanka tluszczowa 2%-8% Pasarica i wsp., 2009

Niektére dane literaturowe wskazujg, ze w hodowlach komérek macierzystych
prowadzonych w warunkach in vitro w nizszych stezeniach tlenu (<5% O,) liczba podwojen
populacji byta znacznie wyzsza a potencjat do réznicowania i samoodnowy utrzymywat sie
przez dtuzszy czas (Basciano i wsp., 2011; Estrada i wsp., 2012). W przypadku komérek MSC,
obnizenie stezenia tlenu wykazuje zaréwno korzystne jak i negatywne skutki. Dane z jednej
strony przytaczajg korzysci ptyngce z zastosowania obnizonego stezenia tlenu w warunkach
hodowli in vitro, uwazajgc te warunki za dostosowane fizjologicznie i odzwierciedlajgce
naturalne srodowisko niszy (Estrada i wsp., 2012). Z drugiej jednak strony istniejg doniesienia
sugerujgce, ze warunki obnizonego poziomu tlenu mogg prowadzi¢ do zwiekszonego ryzyka
akumulowania zmian genetycznych, wptywajgcych na niestabilnos¢ genomu komoérek MSC.
W tym przypadku duze znaczenie miato zastosowane stezenie tlenu oraz czas ekspozycji jak
réwniez niektore parametry hodowli, takie jak zastosowane pozywki oraz stezenie surowicy
(Potier i wsp., 2007). Ponadto obserwowano réwniez w warunkach obnizonego stezenia tlenu
zatrzymanie cyklu podziatowego wraz z mozliwoscig kierunkowego réznicowania komorek
MSC (Potier i wsp., 2007b, Holzwarth i wsp., 2010).

Gtéwnag role w reakcji komérek MSC na niedotlenienie odgrywajg czynniki indukowane
hipoksjg - HIFs (ang. Hypoxia Inducible Factors) (Wang i Semenza 1993). Biatka HIF sg
heterodimerycznymi czynnikami transkrypcyjnymi, zawierajgcymi domeny bHLH (ang. basic
helix-loop-helix) oraz PAS (ang. Per-AHR-ARNT-Sim). W sktad HIF wchodzi jedna z trzech
podjednostek alfa zaleznych od tlenu: HIF-1a, 2a, 3a oraz HIF-B - jednostka podlegajgca
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konstytutywnej transkrypcji (Semenza 2003; Zagorska i Dulak 2004). Sposrod wymienionych,
najlepiej poznang jest podjednostka HIF-1a, ktorej aktywna forma w warunkach hipoks;ji
stymuluje ekspresje prawie 200 gendéw (Semenza 2004; Pogodina i wsp., 2014; Park i wsp.,
2013). Uwaza sie, ze ekspresja pozostatych HIF moze by¢ tkankowo specyficzna, np.
ekspresja HIF-2a jest charakterystyczna przede wszystkim dla hepatocytow, komorek
glejowych oraz komdérek srodbtonka, jak rowniez dla MSC, natomiast doktadna funkcja i rola
HIF-3a nie jest w petni poznana (Drela i wsp., 2014; Guarnerio i wsp., 2014).

W warunkach dostatecznej ilosci tlenu stosunkowo niska ekspresja podjednostki alfa
HIF jest kontrolowana przez tlenowo zalezne hydroksylazy: prolinowg PHD (ang. Prolyl
Hydroxylase Domain) i asparaginowg FIH (ang. Factor Inhibiting HIF), ktérych aktywno$¢ jest
hamowana przez hipoksje. W warunkach normoksyjnych HIFa tgczy sie z biatkiem VHL, ktore
jest czescig kompleksu E3 ligazy ubikwitynowej. Ubikwitynowane HIFa szybko jest rozktadane
w proteasomach. W warunkach niskiej dostepnosci tlenu, hydroksylacja jest zahamowana, co
powoduje stabilizacje podjednostki HIFa i jej akumulacje w jgdrze, gdzie tworzy kompleks z
podjednostkg beta HIF. Powstaty kompleks aktywuje ekspresje gendw, przytgczajagc sie do
odcinkéw zawierajgcych specyficzng sekwencje HRE (ang. Hypoxia Response Element 5'-
TACGTG-3' (A/(G)CGTG). Sekwencje te sg zlokalizowane w obszarze promotoréw lub
wzmacniaczy (enhanceréw) gendéw regulujgcych odpowiedz hipoksyjng. Szlaki sygnalowe
aktywowane hipoksjg wydajg sie by¢ wspdlne dla szlakéw regulujgcych niektére cechy
,macierzystosci” mezenchymalnych komérek macierzystych (Park i wsp., 2013). Wedtug
danych literaturowych indukcja HIF-1 w odpowiedzi na niedotlenienie nastepuje prawie
natychmiastowo (Pogodina i wsp., 2014). Eksperymenty na linii komorkowej Hela S3
wykazaty, ze pod wptywem obnizonych warunkéw tlenowych w zakresie 0,02-5% O lub
warunkéw beztlenowych (~ 0% O3) juz po 2 minutach mozna byto wykryé obecnos¢ HIF-1a w
jadrze komoérkowym. Zawartos¢ HIF w jadrze komorkowym zwigksza sie szybko w ciggu 30
minut, po czym nastepuje spadek szybkosci akumulacji, a maksymalny poziom HIF
zaobserwowano po 60 minutowej ekspozycji ha niedotlenienie (Jewell i wsp., 2001).

Od wielu lat podejmowane sg préby oceny wplywu obnizonego stezenia tlenu na
komorki MSC w warunkach hodowli in vitro. Jednoznaczna analiza odpowiedzi MSC na
hipoksje jest dos¢ trudna przede wszystkim ze wzgledu na stosunkowo duzy zakres
uzywanych stezen tlenu oraz roznych czasow ekspozycji, mieszczacych sie w przedziale od
kilku godzin do kilku tygodni.

Podsumowujgc wyniki doswiadczen z zastosowaniem obnizonych stezen tlenu mozna
podzieli¢ je na dwa rodzaje: odpowiedz komérek MSC na intensywng, krotkotrwatg hipoksje,
oraz odpowiedz komorek MSC pod wptywem dtugotrwatej hodowli w stosunkowo nizszych
stezeniach tlenu w przedziale od 0,5-10% (ryc. 6). W tym miejscu nalezy zaznaczy¢, ze

wigkszo$¢ badan opisujgcych niekorzystny wplyw niedotlenienia na komorki MSC
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przeprowadzona byta jednoczesnie ze znacznie nizszymi stezeniami surowicy (Potier i wsp.,
2007; Zhang i wsp., 2009), co nie daje jednoznacznych wnioskow na temat samych
zastosowanych warunkow tlenowych. W wielu pracach wykazano, ze intensywna hipoksja w
potgczeniu z obnizeniem stezenia surowicy jest niekorzystna dla komorek MSC. Zastosowane
parametry hodowli in vitro wywieraly efekt proapoptotyczny, zwiekszajgc Smiertelnosc
komoérek MSC nawet o 50% (Nie i wsp., 2011; Zhang i wsp., 2009). Pojawity sie rowniez
doniesienia sugerujgce korzysci z zastosowania w hodowli krotkotrwatego obnizenia stezenia
tlenu. Zespét Lavrentieva wykazat zwiekszenie zdolnosci proliferacyjnych komérek MSC,
pochodzgcych ze sznura pepowinowego umieszczonych w atmosferze 1,5% O, przez 72
godziny (Lavrentieva i wsp., 2010). Niektérzy autorzy obserwowali wplyw zastosowania
krotkotrwatego (6-20 godz.) obnizenia stezenia tlenu na poprawe zdolnosci migracyjnych
komérek MSC (Busletta i wsp., 2011; Hung i wsp., 2007; Lee i wsp., 2010).

OBNIZONE STEZENIE TLENU

Kroétkotrwata ekspozycja —_— @ Em Diugotrwata ekspozcja
0-5% O, — D = - 0,5-10% O,
godziny tygodnie
amz - B
& zywotnos¢é & " MAPK ® Zzywotnosé 4 osteogeneza
¢ " proliferacja T ROS ® proliferacja 4 adipogeneza
? migracja 7 Bcl-2/Bax ® chondrogeneza ® CFU-F
? HIF-a & " survivina ® Oct3/4, Rex-1,Nanog, SSEA-4

® VEGF

# Stymulacja angiogenezy
¥ Glikoliza
¢ 7 Produkcja ATP

Ryc. 6. Schemat przedstawiajacy wplyw warunkéw obnizonego stezenia tlenu na komérki MSC.
Krétkoterminowa i diugoterminowa ekspozycja na warunki niedotlenienia pobudzajg odmienne
mechanizmy adaptacyjne. Zastosowane skréty: CFU (oSrodki tworzace kolonie), ROS

(reaktywne formy tlenu), MAPK (kinazy aktywowane mitogenami), HIF-a (czynnik indukowany
hipoksja podjednosta a), VEGF (ang. Vascular Endothelial Growth Factor - czynnik wzrostu
Srodbtonka naczyniowego).
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Interpretacja doniesien na temat dtugotrwatej hipoksji w hodowlach komérek MSC tzn.
prowadzonych przez kilka pasazy réwniez nie prowadzi do jednoznacznych wnioskéw. Jednak
liczne badania wykazaty, ze MSC, ktére przez dtuzszy czas sg hodowane w niskim stezeniu
tlenu w (1-5%), wykazujg wiekszy potencjat proliferacyjny (Basciano i wsp., 2011; D'lppolito i
wsp., 2006; Dos Santos i wsp., 2010, Fehrer i wsp., 2007). Mechanizmy adaptacji komérek
MSC oraz prawidtowa ocena skutkéw zastosowania obnizenia stezenia tlenu w srodowisku
hodowli in vitro nie sg w petni wyjasnione.

Uwaza sie, ze stabilizacja czynnikdw HIF-a, odgrywa wazng role w fizjologii komoérek
MSC i jest bezposrednio zwigzana z odpowiedzig adaptacyjng na warunki obnizenia stezenia
tlenu. Wydaje sie, ze czynniki HIF-a sg gtéwnym regulatorem kontroli metabolizmu i zdolnosci
multipotencjalnych komérek MSC (Mohyeldin i wsp., 2010; Palomaki i wsp., 2013). Stabilizacja
czynnika HIF-1la wywiera selektywny wplyw na tworzgce sie kolonie prekursorow
mezenchymalnych promujgc ich samoodnawianie. Réwnolegle z naszymi badaniami (Drela i
wsp., 2014) wykazano, ze stabilizacja HIF-la moze prowadzi¢ do indukcji gendw
pluripotencjalnych (Oct-3/4) w komérkach MSC oraz zahamowania réznicowania w Kierunku
adipocytéw i komoérek tkanki kostnej (Park i wsp., 2013). W innych badaniach autorzy
postulowali réwniez w utrzymaniu niezréznicowanego stanu komérek MSC kluczowy udziat
czynnika HIF-2a (Covello i wsp., 2006; Patel i wsp. 2008). Ostatnie badania wykazaty, ze
komorki MSC hodowane w warunkach obnizonego do 5% stezenia tlenu dtuzej pozostajg w
stanie niezroznicowanym, ktory jest zwigzany z ekspresjg czynnikéw transkrypcyjnych m.in.
Oct3/4 i Nanog (Basciano i wsp., 2011) co réwniez zostato potwierdzone w naszych badaniach
(Drela i wsp., 2014). Informacje na temat wptywu obnizonego stezenia tlenu na ekspresje
markeréw pluripotencji nie sg jednoznaczne a szczegétowy mechanizm tego dziatania w
dalszym ciggu nie zostat do korca wyjasniony

Produkty gendw Oct3/4 i Nanog okresla sie jako markery pluripotencjalnych komdrek
macierzystych i uwaza sie je za niezbedne do utrzymania tego stanu (Greco i wsp., 2007).
Ulegajg one ekspresji na wczesnych etapach rozwoju zarodkowego, w dojrzatym organizmie
ich ekspresja zanika. Dawniej uwazano, ze w dorostym organizmie nie ma komorek
wykazujgcych ekspresje Oct-4. Jednak w ostatnich latach udato sie wykry¢ Oct-4 pozytywne
populacje komorkowe np. w tkankach poptodu i innych komorkach macierzystych
/progenitorowych (Habich i wsp., 2006, 2011). Watpliwosci na temat ekspresji Oct3/4 po czesci
zostaty zweryfikowane w 2008 roku, kiedy zidentyfikowano r6zne warianty transkrypcyjne tego
genu. Wedtug najnowszych danych literaturowych Oct3/4 (zwany réowniez POUF5F1, OCT3,
OCT3/4, OTF3, OTF4) moze dawac trzy transkrypty: OCT4A, OCT4B, OCT4B1 oraz az cztery
izoformy biatka: OCT4A, OCT4B-190, OCT4B-265 i OCT4B-164, sposrod ktorych tylko
OCT3/4A jest odpowiedzialny za pluripotencjalne wtasciwosci komérek macierzystych (Masui

iwsp., 2007). Fatszywie pozytywne wyniki ekspresji tego genu, uzyskane przez wielu badaczy,
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byly zwigzane z zastosowaniem nieprawidtiowych starterow jak réwniez z obecnoscig w
identyfikowanych probach tzw. transkryptéw pseudogenow i kontaminacji genomowym DNA
(Szade i wsp., 2013).

1.7. Zastosowanie mezenchymalnych komérek macierzystych w medycynie

W bardzo szybkim tempie rosnie liczba préb klinicznych z wykorzystaniem komorek
MSC w medycynie regeneracyjnej (ClinicalTrials.gov). Dane eksperymentalne i obiecujgce
wyniki badan przedklinicznych pokazujg, ze podanie MSC wywiera pozytywny efekt w réznych
jednostkach chorobowych. Jednak mimo otrzymania wielu pozytywnych wynikow w ciggu
ostatniej dekady, duza liczba pytan zwigzanych z biologig komérek MSC pozostaje nadal
otwarta. Istnieje szereg niejasnosci pomiedzy immunofenotypem MSC a petniong funkcja,
zdolnoscig przetrwania po przeszczepie, drogg podania, typem przeszczepu (autologicznym
lub allogenicznym). Nie wiadomo réwniez czy niektére wiasciwosci komorek, takie jak np.
potencjalna zdolnos¢ do transdyferencjacji w warunkach in vitro, utrzymuje sie po przeszczepie.
Pojawito sie wiele badah udowadniajgcych, ze MSC sg zdolne do modulacji funkcji uktadu
odpornosciowego, przez co znalazly zastosowanie jako komorki towarzyszgce podczas
przeszczepow w leczeniu choroby przeszczep przeciwko gospodarzowi (GvHD - Graft versus
Host Disease) (Weng i wsp., 2010; Zhao i wsp., 2015). Obiecujgce wyniki badan uzyskano
réwniez w leczeniu choroby Lesniowskiego-Crohna (CD, ang. Crohn Disease) o poditozu
zapalnym, w ktérej dochodzi do powstania przetoki odbytu trudnej w leczeniu operacyjnym,
obarczonym duzg liczbg powiktan, w tym ryzyka resekcji jelita. Pomimo znacznego postepu
stosowanych technik leczenie pacjentow z CD pozostaje trudnym zadaniem, z wysokim
ryzykiem nawrotu choroby. Mezenchymalne komérki macierzyste, dzieki ogromnemu
potencjatowi regeneracyjnemu, sg obecnie stosowane w leczeniu przetok w chorobie Crohna
oraz o innej etiologii. Dane zebrane z analizy roznych przypadkow klinicznych pokazujg, ze
catkowite wyleczenie przetoki mozna osiggng¢ po kilku lokalnych podaniach komérek MSC
(Rydzewska i wsp., niepublikowane) lub w potgczeniu z leczeniem infliksymabem i azatiopryng
(Forbes i wsp., 2014).

W dotychczasowych badaniach wykazano korzystny wptyw MSC przede wszystkim w
leczeniu uktadu kostno-stawowego. Obecnie podejmowane sg préby badan nad
zastosowaniem mezenchymalnych komérek macierzystych we wrodzonej tamliwosci kosci (Ol,
ang: Osteogenesis Imperfecta), chorobie uwarunkowanej genetycznie zwigzanej z
wytwarzaniem nieprawidtowej formy kolagenu typu | (Horwitz i wsp., 2002). Wykazano, ze
przeszczepianie komorek MSC wptywa korzystnie na ztagodzenie uszkodzen koscca. W

badaniu klinicznym transplantacja prenatalna komoérek MSC u 31 tygodniowych ptodow z
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ultrasonograficznie potwierdzonym rozpoznaniem Osteogenesis Imperfecta wykazata znaczng
poprawe stanu pacjentéw. Transplantacja MSC pacjentom obnizyta czesto$¢ wystepowania u
nich ztaman i nieprawidtowosci w budowie szkieletu (Goétherstrdm i wsp., 2014). W celu
wzmocnienia efektu terapeutycznego u dwéch pacjentéw wykonano przeszczep uzupetniajgcy,
w wieku 18 miesiecy po urodzeniu i 8 lat powtdrnie przeszczepiono komérki MSC. Efekty
przeszczepdw prenatalnych w potgczeniu z transplantacja po narodzinach daty korzySci
kliniczne, jednak do petnej oceny skutecznosci zaproponowanej terapii potrzebne sg badania
wiekszej grupy pacjentow. Podjeto roéwniez liczne proby zastosowania komorek
mezenchymalnych w leczeniu i regeneracji uszkodzonych wiezadet i sciegien (Gulotta i wsp.,
2012).

Ostatnio prowadzone sg réwniez badania nad mozliwoscig zastosowania
mezenchymalnych komoérek macierzystych w chorobach serca. Przeprowadzono szereg
badan wskazujgcych na skutecznos$¢ zastosowania tych komoérek do zmniejszania blizn
pozawatowych oraz przywracania prawidtowej funkcji skurczowej w przypadku zawatu miesnia
sercowego. Jednak doktadny mechanizm, dzieki ktéremu MSC przyczyniajg sie do regeneraciji
miesnia sercowego nadal nie jest w pemni poznany (Zhao i wsp., 2012; Lopez i wsp., 2013).
Prawdopodobnie moze by¢ to efekt wieloczynnikowy sktadajacy sie z bezposredniej zdolnosci
komérek mezenchymalnych do réznicowania w kierunku kardiomiocytow, komoérek miesni
gtadkich, komérek srédbtonka naczyn oraz zdolnosci MSC do wydzielania szeregu cytokin
oraz czynnikdbw o wiasciwosciach troficznych. Dzieki wtasciwosciom immunosupresyjnym
MSC mogg przyczynia¢ sie réwniez do fagodzenia stanu zapalnego oraz stymulacji
endogennych mechanizmow naprawy.

Koncepcja klinicznego zastosowania MSC wydaje sie by¢ wielkg nadziejg w leczeniu
chordéb neurologicznych zaréwno tych o charakterze neurodegeneracyjnym jak i w
uszkodzeniach osrodkowego uktadu nerwowego powstatych w wyniku udaru czy urazu.
Wydaje sie, ze mezenchymalne komorki macierzyste mogg mie¢ zastosowanie w
bezposredniej regeneracji struktury komérkowej uktadu nerwowego nie tylko ze wzgledu na
swoje funkcje immunomodulacyjne i neurotroficzne, lecz tez ze wzgledu na swoje potencjalne
zdolnosci do roznicowania. Wiasciwosci neuroprotekcyjne i neuroregeneracyjne przeszczepu
komoérek MSC, mozna tgczy¢ z produkcjg przez nie licznych, waznych dla neuronow
czynnikobw wzrostowych, przeciwzapalnych i antyapoptotycznych. Obserwacje niektorych
badaczy dowodzg, ze MSC ze wzgledu na swoje w/w funkcje mogg by¢ odpowiedzialne za
ochrone nowopowstatych neuronéw, ich proliferacje i dojrzewanie. Stwierdzono, ze
przeszczepione ludzkie MSC w modelu udaru lub urazu u zwierzat mogg sprzyja¢ znacznej
poprawie funkcji motorycznych (Sarnowska i wsp., 2013; Gornicka-Pawlak i wsp., 2011).
Obserwowany efekt kojarzony byt z antyapoptotycznym dziataniem i produkcjg czynnikéw

przez komorki MSC stymulujgcych przetrwanie neuronéw (Anbari i wsp., 2014; Yiniwsp. 2014,
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Gu i wsp. 2014). Poznanie fizjologicznej roli neurotrofin w utrzymaniu homeostazy
osrodkowego uktadu nerwowego oraz regeneracji uszkodzonej tkanki rozbudzito nadzieje na
wykorzystanie ich w leczeniu ciezkich schorzen neurodegeneracyjnych, m.in. stwardnienia
zanikowego bocznego (ALS, Amyotrophic Lateral Sclerosis) oraz stwardnienia rozsianego
(SM, Sclerosis Multiplex). Neurotrofiny odgrywajg kluczowg role w procesie réznicowania i
przezycia neurondw w obrebie osrodkowego uktadu nerwowego, a takze sg zwigzane z
plastycznoscig synaptyczng bedgcg podstawg uczenia sie i pamieci. Gtownym 2zrodiem
czynnikow neurotroficznych sg komorki nerwowe, ale ostatnio uwaza sie, ze mogg by¢ one
produkowane takze przez inne komorki, w tym mezenchymalne komorki macierzyste
(Paczkowska i wsp., 2013; Sadan i wsp., 2012). Neurotrofiny, w szczegolnosci czynnik
neurotroficzny pochodzenia mozgowego (BDNF), czynnik wzrostu nerwow (NGF),
neurotrofina 3 i neurotrofina 4/5, mogg pemi¢ funkcje neuroprotekcyjng w stwardnieniu
rozsianym, spowalniajgc tempo zmian atroficznych oraz mogg wptywac na funkcjonalng sie¢
potgczen neuronalnych i poprawe funkcji poznawczych u pacjentéw. Dowody na potencjat
neuroprotekcyjny neurotrofin  uzyskano dotychczas przede wszystkim w badaniach
przeprowadzonych na modelach zwierzecych (Lykissas i wsp., 2007; Gordon 2009). Coraz
wiecej doniesien sugeruje, ze neurotrofiny wydzielane przez MSC moga okazac sie uzyteczne
jeszcze w wielu innych chorobach neurodegeneracyjnych: chorobie Parkinsona, chorobie
Alzheimera, u chorych po udarch mézgu i urazach rdzenia (Paczkowska i wsp., 2014: Bhanot
i wsp. 2011, Drela i wsp, 2013, Machalinski wsp., 2012).

Dos¢ ciekawym pomystem na zastosowanie komérek MSC w medycynie jest
wykorzystanie ich w leczeniu réznych rodzajbw nowotworow, jako specjalnie
zaprojektowanych nosnikéw dostarczajgcych substancje terapeutyczne o dziataniu
przeciwnowotworowym (np. genéw kodujgcych antyangiogenne biatka lub gendéw kodujgcych
tzw. geny samobdjcze) (Yi i wsp., 2013). Komérki MSC wykazujg wysokg chemotaksje do
miejsc uszkodzenia, rejondw objetych odczynem zapalnym i niedotlenieniem a wiasnie w tego
typu rejonach znajdujg sie komoérki nowotworowe. Zmodyfikowane genetycznie MSC mogg
petni¢ role wektoréw dostarczajgcych samobdjcze geny lub substancje terapeutyczne do
stransformowanych komérek guza (Mavroudi i wsp., 2014; Zarogoulidis i wsp., 2013; Kim i
wsp., 2014). Sg to najczesciej biatka indukujgce w komérkach nowotworowych apoptoze
(Grisendi i wsp., 2010) lub blokujgce okreslone Sciezki zwigzane z produkcjg czynnikow
wzrostu, aktywnoscig enzymoéw, ktore biorg udziat w powstawaniu, wzroscie i proliferacji

komorek nowotworowych.
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1.8. Potencjalne ryzyko terapii komoérkowych

Mezenchymalne komorki macierzyste stanowig nowe obiecujgce podejscie w leczeniu
wielu choréb, jednak mimo pozytywnych wynikéw wcigz brak jest danych na temat ryzyka i
ewentualnych odlegtych efektow ubocznych ich zastosowania. Brak jest tez danych
obejmujgcych analizy dlugoterminowych badan w kontekécie mozliwych zagrozen
wynikajgcych w szczegodlnosci z mozliwosci wystgpienia transformacji nowotworowej. Chociaz
do tej pory nie ma doniesien na temat powstawania nowotworéw u ludzi po przeszczepie
komérek MSC, odlegte ryzyko w wyniku terapii komoérkowej nadal pozostaje. Istnieje natomiast
szereg sprzecznych doniesien o spontanicznej transformaciji MSC w warunkach hodowli in vitro.
W zaleznosci od zastosowanego gatunku i zrodta pochodzenia MSC oraz stosowanych technik
hodowli i czasu ekspans;ji in vitro obserwowano rézne efekty (Bernardo i wsp., 2007; Miura i
wsp., 2006; Tang i wsp., 2013). Ryzyko spontanicznej transformacji komérek MSC w wyniku
przedtuzonej hodowli wykazano w pracy opisujgcej populacje komoérek ze szpiku i krwi
pwpowinowej (Tang i wsp., 2013). Bernardo i wspétpracownicy udowodnili, ze MSC w
warunkach hodowli in vitro zachowujg prawidtowy fenotyp oraz budowe morfologiczng tgcznie
z zachowaniem prawidiowych funkcji komoérek przez diuzszy czas. Podczas 44 tygodniowej

hodowli nie zaobserwowano tez zmian w kariotypie komérek (Bernardo i wsp., 2007) .
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Ryc. 7. Schemat interakcji komérek MSC z komérkami guza. Migracja komérek MSC do miejsc
uszkodzenia/nowotworu. Wlasciwosci immunomodulacyjne i wydzielane czynniki przez komorki
MSC moga promowaé przerzutowasé guza. Zastosowane skréty: CXCR4 (receptor dla chemokin
z rodziny CXC), SDF1 (czynnik pochodzena stromalnego 1), TIMP1,2 (inhibitory metaloproteinaz)
VLA-4 (integryna). Schmat wykonano na podstawie (Yen i wsp., 2008).
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Innym problemem wynikajgcym z transplantacji komorek MSC oprécz bezposredniej
transformacji moze by¢ ryzyko zwigzane ze stymulacjg juz istniejgcego rozrostu
nowotworowego przez MSC. Dzieki swoim zdolno$ciom migracyjnym przeszczepione MSC
dazg do miejsca rozrostu nowotworowego, stymulujg proliferacje komoérek guza, promujg
angiogeneze i wspierajg przerzut nowotworu (ryc. 7). W tym przypadku konieczna jest
wczesdniejsza precyzyjna diagnostyka i selekcja pacjentéw wskazanych do terapii komorkowe;.
Otrzymane wyniki wskazujg, ze immunosupresyjne srodowisko utworzone przez komoérki MSC
promuje rowniez przerzuty guza w mechanizmie tzw. przejscia epitelialno -
mezenchymalnego, utatwiajgcego migracje komorek (Ljujic i wsp., 2013). W badaniach innych
autoréw wykazano, ze wspoéthodowla komérek nowotworowych z MSC przyspiesza ekspansje
guza (Xu i wsp., 2009; Zimmerlin i wsp. 2011). W obliczu wielkiego entuzjazmu terapii
komérkami macierzystymi nalezy zachowac ostroznos¢ i uwzgledni¢ wszystkie mozliwe,

réwniez jej negatywne skutki.
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2. CELE PRACY

Wprowadzenie MSC do kliniki wymaga wielu badan przedklinicznych, polegajgcych
m.in. na optymalizacji pozyskiwania, warunkow hodowli oraz identyfikacji otrzymanych
mezenchymalnych komorek macierzystych w badaniach in vitro.

Celem pracy byta analiza poréwnawcza oraz wybdér optymalnego rodzaju i metody
uzyskiwania ludzkich mezenchymalnych komérek macierzystych z tatwo dostepnych zrédet
jakimi sg szpik kostny oraz tkanki poptodowe tj. galareta Whartona i krew pepowinowa. Dalsze
badania prowadzono w celu scharakteryzowania, dostosowania i wzmocnienia tych cech
hodowli mezenchymalnych komoérek macierzystych, ktore sg istotne w terapii komérkowej

chordéb uktadu nerwowego.

| etap projektu byt poswiecony: a) opracowaniu wydajnych metod izolacji oraz ustaleniu
optymalnych warunkéw hodowli in vitro dla MSC wyizolowanych z wyzej wymienionych zrédet
b) charakterystyce otrzymanych subpopulacji komérek poprzez analize ekspresji typowych
markeréw dla komérek MSC na poziomie mRNA i biatka c¢) okresleniu zdolnosci MSC do
roznicowania w komorki linii mezodermalnej: adipocyty, chondrocyty oraz osteocyty. d)
porownaniu tempa proliferacji i indukcji zmian zwigzanych ze starzeniem w badanych

populacjach komoérek MSC.

Il etap to ocena spontanicznego i indukowanego potencjatu do réznicowania pro-
neuralnego badanych populacji komérek mezenchymalnych poprzez identyfikacje ekspres;ji
typowych markeréw neuralnych na poziomie mRNA i biatka. W celu indukcji réznicowania
neuralnego zastosowano wybrane czynniki o charakterze neuro-morfogenéw w potgczeniu z
modyfikacjg epigenetyczyng poziomu acetylacji histonédw przez zastosowanie inhibitora
deacetylazy histonéw - TSA. Oceniano towarzyszgce temu procesowi zmiany fenotypu
komorek wraz z analizg profilu ekspresji wybranych gendw i biatek charakterystycznych dla

komorek znajdujgcych sie na roznych poziomach procesu réznicowania.

Il etap badan to poréwnanie potencjatu neuroprotekcyjnego zwigzanego z dziataniem
parakrynnym WJ-MSC (ang. Wharton Jelly Mesenchymal Stem Cells) i BM-MSC (ang. Bone
Marrow Mesenchymal Stem Cells). Okreslono aktywnos¢ transkrypcyjng wybranych
czynnikdw wzrostowych i troficznych w tych komérkach oraz ekspresje ich receptorow

wigczonych w proces naprawy uszkodzonej tkanki nerwowe;j.
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IV etap projektu dotyczyt okreslenia reakcji MSC na obnizenie do 5% stezenia
parcjalnego tlenu w srodowisku hodowlanym w celu zwiekszenia plastyczno$ci, szybkosci

proliferacji i zywotno$ci komérek przy zachowaniu stabilnosci kariotypu.
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3. MATERIAL

3.1. lzolacja ludzkich mezenchymalnych komérek macierzystych z galarety Whartona sznura

pepowinowego (WJ-MSC)

Materiat: fragment sznura pepowinowego (15 cm) pobrany bezposrednio po porodzie
uzyskany za zgodg matki i Komisji Bioetycznej przy Warszawskim Uniwersytecie Medycznym
(KB 33/2012). Materiat otrzymano z oddziatu potozniczego Szpitala Klinicznego Dziecigtka

Jezus Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego.

Procedura izolacji komérek mezenchymalnych z galarety Whartona sznura

pepowinowego (WJ-MSC)

1. Sznur pepowinowy pobierany byt do roztworu PBS (ang. Phosphate buffered saline -
buforowany roztwér soli, Gibco) z dodatkiem antybiotyku AAS (ang. Atibiotic Antymycotic
Solution, Gibco) o stezeniu 1:100, nastepnie po wielokrotnym przeptukaniu umieszczany byt
na szalce Petriego i ciety w poprzek za pomocg skalpela na mniejsze skrawki grubosci okoto
2-3 mm.

2. Z otrzymanych skrawkéw z obszaréw nie zawierajgcych naczyn krwiono$nych oraz
oddalonych od btony zewnetrznej narzedziem do biops;ji (Miltex) wyciete zostaty cylindryczne

fragmenty galarety Whartona o $rednicy 2 mm.

obszar 4
okotonaczyniowy -

zyta
OB et __ galareta
A Whartona

— tetnice

MSC

Ryc. 8. lzolacja komérek MSC z galarety Whartona. Fragment sznura pepowinowego
umieszczony na szalce Petriego z uwidocznionymi naczyniami krwionosnymi A); Schemat
przekroju poprzecznego przez fragment sznura pepowinowego B); migrujgce komorki ze
skrawka galarety Whartona C).
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3. Uzyskane eksplanty galarety Whartona przenoszono do butelek hodowlanych o powierzchni
25 cm? w liczbie 15 skrawkow/butelke uzupetniajgc do catkowitej objetosci 2,5 ml pozywka
przeznaczong do hodowli ludzkich komoérek mezenchymalnych (MSCGM Bullet kit, Lonza).

4. Hodowle pierwotng prowadzono w standardowych warunkach (21% zawartos¢ tlenu, 5%
CO2, 0 wilgotno$¢ 95% i temperatura 37°C) przez 10-14 dni, az do uzyskania przywierajgcych
do podtoza mezenchymalnych komérek macierzystych, zarastajgcych powierzchnie szalek

5. W celu utrzymania statego poziomu proliferacji komoérki pasazowano zmieniajgc pozywke
co 3-4 dni i przesiewajgc do nowych butelek hodowlanych po osiggnieciu 80% konfluencji w
gestosci 3x10% komédrek/cm2 Swieze komoérki pobierano do dalszych eksperymentéw i

procedur lub zamrazano do pdzniejszych badan.

Pozostatosci tkanek po izolacji materiatu byty utylizowane wedtug programu gospodarowania
ludzkimi odpadami medycznymi zatwierdzonego przez Instytut Medycyny Doswiadczalne;j i

Klinicznej im. Mirostawa Mossakowskiego PAN.

3.2. lzolacja ludzkich komoérek macierzystych z krwi pepowinowej (frakcja komodrek

jednojadrzastych i mezenchymalnych komoérek macierzystych)

Materiat: 80-100 ml krwi pepowinowej pobranej bezposrednio po porodzie do specjalnych
pojemnikow przeznaczonych do pobierania i przechowywania krwi pepowinowej z ptynem
konserwujgcym CPD. Materiat otrzymany za zgodg matki oraz Komisji Bioetycznej przy
Warszawskim Uniwersytecie Medycznym (KB 33/2012) pochodzit z oddziatu potozniczego

Szpitala Klinicznego Dziecigtka Jezus.

Procedura izolacji komérek mezenchymalnych z krwi pepowinowej (UCB-MSC)

1. Krew pepowinowg umieszczano w probéwkach typu falcon (50 ml) i wirowano z predkoscig
1900 rpm przez 15 minut (ryc. 9, A). Do wszystkich wirowan zastosowano wiréwke Thermo
Scientific - Heraeus Megafuge 11, rotor wychylny o promieniu 169 mm.

2. Wirowanie prowadzito do rozdziatu krwi na 3 frakcje: na samym dole 1) koncentrat
erytrocytow 2) biaty pierscien tzw. kozuszek leukocytarno-ptytkowy oraz 3) osocze (ryc. 9 B)
3. Po wirowaniu stroznie zbierano pipetg biaty pierscien komorek jednojgdrzastych (MNC, ang.
Mononuclear Cells) z niewielkg iloscig erytrocytow.

4. Otrzymang frakcje inkubowano przez 20 minut w temperaturze pokojowej z komercyjnym

zestawem przeciwciat RosetteSep (50 yl na 1 ml prébki) przeznaczonym do izolacji
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mezenchymalnych komorek macierzystych. Zestaw przeciwciat Rosettesep™ zostat
zaprojektowany w celu selekcji negatywnej mezenchymalnych komérek macierzystych.
Zawiera on kompleksy tetramerycznych przeciwciat skierowanych przeciwko antygenom
powierzchniowym ludzkich komérek hematopoetycznych (CD3, CD14, CD19, CD38, CD66b)
oraz glikoforynie A, wystepujgcej na powierzchni erytrocytéw (ryc. 9).

5. Otrzymany materiat rozcienczony buforem CliniMACS (500 ml PBS, 12,5 ml Alboumina, 2
ml EDTA 2 mM w proporcji 1:2) ostroznie nawarstwiano na mieszanine fikolu (Ficoll-Paque
PLUS, GE Healthcare) o gestosci 1.078 g/dm® w proporcji 1:2 (15 ml fikol/30 prébki) i wirowano
przez 25 minut z predkoscig 1200 rpm. Po odwirowaniu na gradiencie fikolu w osadzie
pozostawaty kompleksy przeciwciat potgczone z erytrocytami oraz eliminowanymi typami
komérek (Ryc. 9 C,D).

7. Po rozdziale zbierano pozgdang frakcje tzw. bialy pierscien powstaly na granicy faz
zawierajgcy komorki jednojgdrzaste MNC, ktére nastepnie ptukano przez wirowanie 10 minut,
1200 rpm w temperaturze pokojowej (Ryc. 9 D)

6. Otrzymany osad komoérek zawieszano w buforze CliniMACS, nastepnie kolejny raz

wirowano z zachowaniem tych samych parametrow.

A. B. C. D.
Rosettesep™
‘ . osocze
15 minut 1900 rpm O 2 @9 25 minut 1200

prébka C C komorki jednojadrzaste

krwi
inkubacja fikol
20 minutRT 1Kol

osad
erytrocytow

Ryc. 9. Schemat izolacji mezenchymalnych komérek macierzystych z krwi pepowinowej metoda
selekcji negatywnej z zastosowaniem zestawu RosetteSep. Pierwsze wirowanie probki-rozdziat
faz B). Tetrameryczne kompleksy przeciwciat pofgczone pomiedzy glikoforyng A na powierzchni
erytrocytow a komérka eliminowang (CD3*, CD14*, CD19*, CD38*, CD66b"). Rozdziat faz po 25
minutowym wirowaniu - frakcja komoérek jednojadrzastych zawierajgca komérki MSC (D).

7. Koncowy osad komorek zawieszono w 2 ml pozywki do hodowli komérek MSC firmy Lonza
i wysiewano do naczyn hodowlanych w gestosci >10” komorek na szalke o powierzchni 2 cm?.
8. Szalki z wysianymi komorkami inkubowano w temperaturze 37°C 21% O przy 95%
wilgotnosci przez 48 godz. do pierwszej wymiany pozywki, pozostawiajgc jedynie komorki

przyklejone. Kolejne zmiany pozywki odbywaty sie w odstepach 2-3 dniowych. Otrzymane
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komorki UBC-MSC pasazowano w momencie osiggniecia 80% konfluencji oraz prowadzono

standardowg metode kontynuacji hodowli.

3.3. lzolacja ludzkich komorek macierzystych ze szpiku kostnego (BM-MSC)

Materiat: 10-20 ml ludzkiego szpiku kostnego pobieranego z jamy szpikowej talerza
biodrowego do rozcienczonego roztworu antykoagulanta (9ml soli fizjologicznej i 1ml 1000 U
heparyny). Materiat pochodzit z kliniki ortopedycznej ORTOPEDICA i byt pobierany za zgodg
pacjenta wg. procedury zaakceptowanej przez Komisje Bioetyczng przy Okregowej Izbie
Lekarskiej w Warszawie.

I. Procedura izolacji mezenchymalnych komérek macierzystych ze szpiku (BM-MSC)
metodg wirowania na gradiencie ficolu

1. Szpik kostny o objetosci 10-20 ml w obecnosci antykoagulanta, roztworu heparyny (1 ml
1000U) umieszczano w probéwkach typu falcon (50 ml) a nastepnie delikatnie nawarstwiano
na mieszanine fikolu (Ficoll-Paque Plus, Healthcare) o gestosci 1.078 g/dm? w proporcji 1:2.
Po nawarstwieniu, prébki szpiku wirowano przez 20 minut w temperaturze pokojowej z
predkoscig 1600 rpm.

2. Po uzyskaniu rozdziatu faz izolowano pierscien komérek jednojgdrzastych. Uzyskane
komorki dwukrotnie ptukano roztworem buforu PBS z antybiotykiem i wirowano przez 10 min.
w temperaturze pokojowej przy szybkosci 1400 rpm.

3 Nadsgcz usuwano, a pozostaly osad komoérek jednojgdrzastych zawieszano w pozywce
hodowlanej do komérek MSC (Lonza) i wysiewano do naczyn hodowlanych w gestosci >10°
komérek na szalke o powierzchni 2 cm?

4. Szalki z komoérkami pochodzenia szpikowego umieszczano w standardowych warunkach
hodowli w 37°C oraz 21% stezeniu tlenu. Pierwszej wymiany pozywki dokonywano po 48
godzinach pozostawiajgc komorki przylegajgce do podtoza i hodowano je w kolejnych

pasazach z wymiang pozywki co 2-3 dni.
Podjeto préby uzyskiwania komoérek MSC réwniez innymi metodami opisanymi ponizej,

jednak ze wzgledu na wysokg zmiennos¢, mniejszg wydajnosc i brak powtarzalnosci nie

zostaty one wykorzystane w dalszej pracy.
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Il. Procedura izolacji mezenchymalnych komérek macierzystych ze szpiku (BM-MSC)

alternatywng metoda wirowania na gradiencie sacharozy (wg. Mazzocca i wsp., 2010)

1. Pobrany szpik ostroznie nawarstwiano na 17,5% roztwér sacharozy w proporcji 10 ml szpiku
na 15 ml sacharozy (Sigma) w 50 ml probéwkach typu falcon.

2. Wirowano przez 5 min z predkoscig 1500 rpm w temperaturze pokojowe;j.

3. Po zwirowaniu otrzymywano cztery frakcje (ryc. 10), delikatnie zbierano frakcje zawierajgca
komorki mezenchymalne i wysiewano do odpowiednich naczyn hodowlanych.

4. Szalki z komdrkami inkubowano w 37°C w 21% O,. Po pierwszej wymianie medium mozna
byto zaobserwowac pojedyncze wrzecionowate komérki mezenchymalne, kolejne wymiany

pozywki odbywaty sie co 2-3 dni.
A. B.

komorki
tluszczowe

MSC
Szpik

Sacharoza

Sacharoza
Erytrocyty

Ryc. 10. Izolacja mezenchymalnych komérek macierzystych metoda sacharozowa. Prébka
szpiku nawarstwiona bezposrednio na roztwor 17,5% sacharozy (A) Rozdzial faz po 5
minutowym wirowaniu (B).

[ll. Procedura izolacji mezenchymalnych komérek macierzystych metoda wysiewania
catej frakciji szpiku

1. Ta standardowa metoda polega na wysiewaniu catej pobranej od pacjenta frakcji szpiku
kostnego bezposrednio do naczynia hodowlanego w pozywce dla komorek BM-MSC Lonza.
2. Nastepnie po 48 godzinach inkubacji pozostawiano jedynie komorki przyklejone i dalszg

hodowle prowadzono jak w metodzie opisanej powyzej.
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4. METODY BADAN

4.1. Hodowla ludzkich mezenchymalnych komoérek macierzystych

Wszystkie wyizolowane komérki MSC hodowano w komercyjnie dostepnej pozywce do
hodowli ludzkich komérek MSC (MSCGM BulletKit™, Lonza). Hodowle prowadzono w
standardowych warunkach (21% stezenie tlenu, 5% CO- o wilgotnosci 95% i temperaturze
37°C). Dwa lub trzy razy w tygodniu wymieniano potowe objetosci pozywki. Na etapie 70%-
80% konfluencji komérki po inkubacji z Trypsyng 5 min, w 37°C (0,05% Trypsin/ 0,02% EDTA)
przesiewano do nowych naczyn hodowlanych tak, aby utrzymac staly poziom proliferacji.
Pasazowane komorki wysiewano w gestosci 2-5.000/cm? i pobierano wg. szczegétowego
schematu do dalszych eksperymentéw. W celu zbadania ekspresji genéw na poziomie
MRNA lub biatek, proby komdrkowe byty pobierane w réznych punktach czasowych i dalej

poddawane procedurze opisanej w kolejnych punktach Metod.

4.2. Zastosowanie warunkow obnizonego stezenia tlenu

Standardowo rekomendowane do hodowli MSC warunki atmosferyczne zawierajgce
mieszaning 21% tlenu i 5% CO; na etapie 2-3 pasazu zmieniono na zawierajgce zaréwno tlen
jak i CO2 w rownych stezeniach 5%. Hodowle te oznaczano akronimem WJ-MSCyr, BM-
MSCnr. W odpowiednich punktach czasowych (2 tygodnie, 1 miesigc, 2 miesigce) pobierano
materiat do analizy ekspresji genéw i biatka. Przeprowadzono analize zmian fenotypow oraz

proliferaciji.

4.3. Weryfikacje fenotypu mezenchymalnego metodg cytometrii przeptywowej

Analiza obecnosci czgsteczek powierzchniowych na komérkach MSC zostata
przeprowadzona przy uzyciu komercyjnego zestawu przeciwciat do identyfikacji ludzkich
komoérek MSC (BD Stemflow ™ hMSC Analysis Kit). Komorki MSC na etapie 2-3 pasazu
odklejano poprzez potraktowanie Akutazg a nastepnie zawieszano w zimnym buforze BD
Pharmingen ™ w gestosci 1x10° komorek/ml. Do zawiesiny komoérek MSC dodawano
odpowiednie przeciwciata skierowane przeciwko markerom pozytywnym CD90, CD73,
CD105, oraz negatywnym CD34, CD11b, CD19, CD45, HLA-DR dla tej populacji sprzezone z
odpowiednim fluorochromem (FITC-izotiocyjanianem fluoresceiny, PerCP-Cy5.5, APC, PE-

fikoerytryng). Probki inkubowano w ciemnosci w temperaturze pokojowej przez 30 minut. W
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celu wykluczenia niespecyficznej reakcji zastosowano odpowiednie izotypy przeciwciat
lgG1/lgG2. Zawiesing komorek mezenchymalnych oceniano w cytometrze przeptywowym
Facs Calibur firmy Becton Dickinson, analizujgc 100.000 komérek w jednej prébce. Dla kazdej
probki analizowano 10000 zliczen za pomocg oprogramowania FACSDiva. Wyniki wyrazono,
jako procent komorek pozytywnych w stosunku do izotypowo dopasowanej kontroli

negatywnej przeciwciata na obrazie histogramu.

4.4. Ocena zdolnosci MSC do roznicowania w kierunku komorek mezodermy (osteocyty,

chondrocyt, adipocyty)

Jednym z kryteriow identyfikacji wyizolowanych populacji MSC byta ocena zdolno$ci
do réznicowania w inne komorki pochodzgce z mezodermy t.j. adipocyty, chondrocyty oraz

osteocty w warunkach hodowli in vitro.

Badanie adipogenezy

Réznicowanie w kierunku adipocytéw zostato przeprowadzone w komercyjnie
dostepnym medium do indukcji adipogenezy (Gibco). Komérki na etapie 2/3 pasazu
wysiewane byly w poczatkowej gestosci 1x10* komdrek/cm? na 24 dotkowe plytki, nastepnie
po uzyskaniu odpowiedniej konfluencji umieszczane w medium rdznicujgcym w

standardowych warunkach przez 14 dni.

Barwienie na obecnos¢ kropli ttuszczu

Powodzenie procesu roznicowania w komorki tkanki ttuszczowej oceniano obecnosciag
kropel ttuszczu, ktére intensywnie barwig sie w reakcji z roztworem czerwieni olejowej, ktéra
jest wigzana przez triglicerole. Zréznicowane komérki MSC w 24 dotkowej szalce zostaty
poddane utrwalaniu w 4% PFA. Po uptywie 30 minut komérki przemywano wodg destylowang
oraz 60% roztworem izopropanolu, ktéry nastepnie doktadnie usuwano. Kolejno do kazdego
dotka dodano roztworu czerwieni olejowej (3 mg/ml w mieszaninie izopropanol/woda 3:2). Po
5 minutach inkubacji komérki przeptukano dokfadnie wodg. Etap ptukania powtdrzono

trzykrotnie. Uzyskane preparaty analizowano w mikroskopie swietinym.

Badanie osteogenezy
Badanie roznicowania MSC w kierunku osteocytow prowadzono w komercyjnie
dostepnym medium (Gibko). Komérki z tego samego pasazu hodowli in vitro wysiewane byty

w poczatkowej gestosci w 5x10° komdrek/cm? na 24 dotkowe szalki. Po okoto 3 tygodniach
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indukcji w medium réznicujgcym pozytywna reakcje charakteryzowano na podstawie produkcji

soli wapnia rozpoznawanych barwieniem z czerwienig alizarynowa.

Barwienie Alizarin Red na obecnos¢ soli wapnia

Komorki MSC utrwalano w 4% PFA przez 30 minut, przemywano dejonizowang wodg
a nastepnie inkubowano przez 2-3 minuty z 2% roztworem Alizarin Red S (Sigma-Aldrich). Po
tym czasie preparaty intensywnie przemywano wodg dejonizowang w celu usuniecia
niespecyficzng precypitatéw. Nastepnie uzyskane preparaty analizowane byty w mikroskopie
Swietlnym. Czerwone wewnatrzkomérkowe zbarwienie $wiadczyto o produkcji soli wapnia

przez zroznicowane komorki.

Badanie chondrogenezy

Réznicowanie w kierunku komorek tkanki chrzestnej prowadzono powyzej 14 dni,
wysiewajgc komoérki w bardzo duzej gestosci w postaci struktur trojwymiarowych tzw.
mikromasach (>5x10° komorek/5 ul). Komorki przylegajgce trypsynizowano (5 min., 37°C ) a
nastepnie wirowano przez 3 minuty przy predkosci 1000 rpm. Doktadnie zbierano nadsacz,
gestg zawiesine komorek delikatnie rozbijano i nakraplano pojedyncze 5 ul krople na szalki 24
dotkowe. Tak powstate mikrokrople suszono w inkubatorze przez okoto 30-60 min. nastepnie
zalewano medium réznicujgcym (Gibco). Reakcje weryfikowano na obecnosé

glikozamninoglikanéw, barwigc btekitem alcjanowym.

Barwienie btekitem alcjanowym na obecnos¢ glikozaminoglikanow

Utrwalone przy uzyciu 4% PFA hodowle komérek przemywano roztworem PBS i
inkubowano w temperaturze pokojowej z 1% roztworem Alcian blue (Sigma-Aldrich) w 0,1 N
HCI. Po 30 minutach inkubacji probki ptukano trzy razy 0,1 N HCI w celu wyeliminowania
niespecyficznej reakcji. Obecnos$¢ zabarwionych na bfekitno gwiezdziscie rozchodzacych sie

skupisk komérek $wiadczyta o pozytywnej reakcji.
We wszystkich testach roznicowania, jako kontrole negatywng do reakcji barwnych

wykorzystano komorki hodowane w standardowej pozywce wzrostowej pozbawionej

czynnikéw réznicujgcych.

4.5. Ocena zdolnosci do réznicowania w kierunku neuralnym

W celu indukcji réoznicowania w kierunku neuralnym komorki WJ-MSC na etapie 3-4
pasazu wysiewane byty w bardzo matej gestosci 500 komorek/cm? na 24 dotkowe szalki

pokryte poli-L-lizyng. Nastepnie komérki hodowano w mediach zawierajgcych w réznych

48



METODY BADAN

kombinacjach czynniki réznicujgce przez kolejne 7 lub 14 dni. Dokladny sktad mediéw

indukujgcych przedstawiono w tabeli 4.

Czes$¢ doswiadczeh przeprowadzono w obecnosci

inhibitora deacetylazy histonowej

Trichostatyny A (TSA) (Sigma-Aldrich). Stezony roztwdr TSA przygotowano w bezpiecznych

niecytotoksycznych stezeniach koncowych DMSO (< 2%). Do komoérek dodawano TSA w

dawce 200 nM, po 48 godz. poddawano dziataniu czynnikow réznicujgcych. Doktadny skfad

mediéw wykorzystanych do roznicowania neuralnego przedstawia tabela 4. Jako kontrole

zastosowano komorki z dodatkiem TSA hodowane w podstawowym medium do komorek MSC

Lonza bez czynnikéw indukujgcych oraz komorki poddane samym czynnikom roznicujgcym

bez wczesniejszej suplementacji TSA.

Sktad pozywek:

1. ITS (DMEM/F12, 2%FBS, insuline-transferyne-selenian (ITS, 1:100, Gibco)
2. BAZA (DMEM/F12, suplement B27 (1:50, Gibco), EGF (20 ng/ml), AAS (1:100)

3. NIM (ang. Neural Induction Medium) - komercyjne medium (Gibco)
4. NEM (ang. Neural Ekspansion Medium) - komercyjne medium (Gibco)
Stezenia suplementéw: B27 (1:50, Gibko), bFGF (20 ng/ml), N2 (1%), RA (1 pM.), dBcAMP (500 uM),

BDNF( 20 ng/ml)

Tabela 4. Skfad mediéw wykorzystanych w protokole do réznicowania neuralnego MSC

Medium +suplement Czas Neuralny Neuralny/Fenotyp

podstawowe indukcji Fenotyp komoérek z TSA
komoérek bez
TSA

DMEM/F12 + 2% DMSO 14 DIV -
+10% FBS

DMEM/F12 + dBCAMP 14 DIV - +/-
+10% FBS

DMEM/F12 + RA+BDNF 14 DIV -
+10% FBS

DMEM/F12 +BDNF + 14 DIV - +
+10% FBS RA+dBcAMP

ITS + 2% DMSO 14 DIV -

ITS + dBcAMP 14 DIV - +/-

ITS + RA+BDNF 14 DIV o

ITS +BDNF + 14 DIV - +/-

RA+dBcAMP

Baza 7DIV =

Baza +N2 +bFGF 7DIV -

Neurobasal +B27+N2 7DIV =

Neurobasal +B27+ N2+ 7DIV -

bFGF

NIM 14 DIV -

NEM 14 DIV -

NIM/NEM 7/14DIV -

(-) - zastosowane warunki doswiadczenie nie wykazaty zmian w morfologii traktowanych komorek
(+) - zaobserwowano charakterystyczng zmiane fenotypu traktowanych komaorek
(+/-) - nieznaczna zmiana fenotypu traktowanych komérek
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Na czerwono zaznaczono wariant eksperymentalny, ktory jako jedyny wplywat korzystnie na
réznicowanie neuralne komoérek MSC, pozostate niezaznaczone warianty powodowatly zbyt duzg

Smiertelnosé.

4.6. Badanie proliferacji komérek MSC

Szybkos¢ proliferacji komorek byta mierzona za pomocg trzech testow: z
zastosowaniem odczynnika WST-1, poprzez obliczanie czasu podwojenia populaciji (PDT)

oraz barwieniem immunocytochemicznym na obecnosc¢ biatka Ki67.

4.6.1. Kolorymetryczna metoda z zastosowaniem odczynnika WST1

Metoda ta polega na pomiarze redukcji nieznacznie zabarwionych lub bezbarwnych
soli tetrazolu do intensywnie zabarwionych pochodnych formazanu. Proces ten wymaga
utrzymania statej rownowagi oksydo/redukcyjnej i tym samym jest zalezny od metabolizmu
energetycznego komorek i prawidtowej produkcji zwigzkow wysokoenergetycznych przez
mitochondria. Za pomocg czytnika spektrofotometrycznego FLUOstar Omega (Biogenet)
zostata wykonana wzorcowa krzywa kalibracyjna zaleznosci absorbancji (A = 420 nm) od
gestosci badanych komdrek w stosowanych warunkach pomiarowych. Komorki z tego samego
etapu hodowli wysiewano w ilosci 1,5x10° komoérek/cm? na ptytki 96 dotkowe, nastepnie
kazdego dnia do odpowiednich dotkéw dodawano odczynnik WST-1 w proporcji 1/10. Po 2
godzinnej inkubacji w temperaturze 37°C dokonywano pomiaru mierzgc absorbancje przy
diugosci fali 420 nm. Poziom absorbancji w oparciu o sporzadzong krzywg wzorcowg byt

przeliczany na liczbe zywych komorek MSC w hodowli.

4.6.2. Metoda obliczania czasu podwajania populacji (PDT)

W drugiej metodzie w celu poréwnania szybkos¢ proliferacji komérek MSC opierano
sie na obliczeniach czasu podwajania populacji komorek (PDT; ang Population Doubling
Time). W trakcie kazdego pasazu zbierano komorki na etapie tej samej konfluencji liczono i
ponownie wysiewano w statej gestosci poczatkowej 3x10° komoérek/cm?. Liczba PDT (czas
podwajania populacji) zostata obliczona w odniesieniu do catkowitej liczby komorek stosujgc
wzor:

(t-1t0) -log2/log (N - NO),
gdzie: t - t0 oznacza czas hodowli (dni),

N koncowg liczbe komorek i NO jest liczbg komérek wysianych
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4.6.3. Immunocytochemiczna analiza ekspresji biatka Ki-67

Proliferacje komoérek okreslano poprzez analize barwienia immunofluorescencyjnego z
przeciwcialem monoklonalnym skierowanym przeciwko Ki-67. Ki-67 jest biatkiem jagdrowym,
ktorego ekspresja jest scisle zwigzana z aktywnos$cig cyklu komorkowego. Komaorki wysiewano
na 24-dotkowych ptytkach hodowlanych pokrytych polilizyng statej gestosci 4x10°
komdrek/cm?, a nastepnie po 2-3 dniach utrwalono 4% PFA. W celu oceny proliferacji zliczano
minimum 100 komoérek w 5 losowych polach w trzech niezaleznych eksperymentach, a
nastepnie obliczano procent komorek Ki6-7 pozytywnych ws$rdod wszystkich jader

komorkowych.

4.6.4. Pomiar powierzchni komorek

Pomiaru wielkosci komérek MSC dokonano z wczesniej wykonanych zdje¢ obrazéw
mikrospokowych za pomocg oprogramowania AutoCad 2010. Pomiaréw dokonano z
przynajmniej 20 niezeleznych zdje¢ wykonanych w tym samym powiekszeniu i skali dla
kazdego etapu hodwli komérek dla WJ-MSC (n=6), dla BM-MSC (n=4).

4.7. Analiza ekspresji gendw na poziomie mRNA

4.7.1. lzolacja catkowitego RNA

Izolacje RNA przeprowadzano stosujgc zmodyfikowang metode Chomczyhskiego i
Sacchi (1987). Catkowite RNA z hodowli komdrkowych izolowano przy uzyciu odczynnika
TRIZOL Reagent (Life Technology) zgodnie 2z instrukcjg producenta. Nastepnie
spektrofotometrycznie przy uzyciu NanoDrop 2000 okreslano stezenie oraz czystosé
wyizolowanego kwasu nukleinowego, odczytujgc wartosci stosunku absorbancji przy 260 nm
i 280 nm oraz 260 nm do 230 nm. Do dalszych badan uzywano prébki RNA o czystosci okoto
2.0. Otrzymane RNA poddano procesowi DNAzowania w celu usunigcia ewentualnych
zanieczyszczen genomowym DNA. W tym celu wykorzystano zestaw odczynnikéw Ambion’s
DNA-free™ DNase Treatment and Removal Reagents (Life Technologies) zwierajacy DNAze
oraz 10 x stezony bufor, reakcje prowadzono w objetosci 50 ul zgodnie z zaleceniami

producenta.
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4.7.2. Reakcja odwrotnej transkrypcji (RT)

Do reakcji odwrotnej transkrypcji (RT, ang. Reverse Transcription) wykorzystano
zestaw odczynnikow High Capacity RNA-to-cDNA Kit (Applied Biosystems, Life technologies)
w warunkach zalecanych przez producenta. Sktad mieszaniny reakcyjnej zamieszczono w
tabeli 5.

Tabela 5. Sktad mieszaniny reakcyjnej do reakcji RT

Nazwa odczynnika Objetos¢
2x RT Buffer 10 pl
20x RT Enzyme Mix 1ul
Woda 9 ul -x
RNA X ul (0,5ug-1 pg)
Objetos¢ catkowita 20 ul

4.7.3. Reakcja PCR z zastosowaniem Taq PCR Core KIT (Qiagen)

Reakcje PCR (ang. Polymerase Chain Reaction) przeprowadzono z zastosowaniem
odczynnikow Taq PCR Core KIT (Qiagen) zgodnie z instrukcjg producenta w objetosci 10 pl
mieszaniny zawierajgcej 1U Taq DNA Polymerase, 200 uM dNTPs i rowng ilos¢ cDNA (200-
300 ng) dla kazdego genu, z dodatkiem 0,1 uM starteréw w orientacji (F, forward) i (R, reverse).
Sekwencje  nukleotydowe  analizowanych genéw pobrano z bazy NCBI
(http://www.ncbi.nim.nih.gov/). Startery do amplifikacji wybranych genéw zaprojektowano przy
uzyciu programu primer - BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primerblast/) lub
wykorzystano sekwencje dostepne w literaturze (Paczkowska i wsp. 2013). W miare
mozliwosci startery projektowano w ten sposob aby amplifikowany fragment zlokalizowany byt
w 2 oddzielnych eksonach. Sekwencje starteréw podano w tabeli 6. Zaprojektowane startery

zsyntetyzowano w firmie Sigma-Genosys.

4.7.4. Rozdziat elektroforetyczny

Produkty reakcji PCR poddano rozdziatowi -elektroforetycznemu w 1,5% zelu
agarozowym (stosowano wysokorozdzielczg agaroze firmy Sigma) w 0,5 x stezonym buforze
TBE (0,89 M Tris, kwas borowy, 0,02 M EDTA, pH8). Wykonano zdjecia DNA wyznakowanego
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bromkiem etydyny, 0,5 mg/ml a obrazy rejestrowano w systemie do dokumentaciji i wizualizacji
zeli GELDoc firmy BioRad.

4.7.5. Reakcja gPCR w czasie rzeczywistym z zastosowaniem SYBR green PCR Master
MIX

Pomiar ekspresji mMRNA czesci analizowanych gendéw wykonano réwniez przy pomocy
metody PCR 2z zastosowaniem fluorescencyjnego barwnika SYBR Green (Applied
Biosystems, Life technologies). PCR w czasie rzeczywistym (ang: Real-time PCR) polega na
detekcji sygnatu powstajgcego produktu PCR w czasie fazy wykladniczego wzrostu i
odpowiada liczbie cykli, w ktorej stezenie produktu proporcjonalne do fluorescencji przekracza
linie tta tzw. punkt odciecia (Cp, ang. Crossing point). Detekcja opiera sie o wlasciwosc
barwnika SYBR Green, ktéry fgczac sie z dwuniciowym DNA emituje sygnat o dtugosci fali 530
nm. Intensywnosc¢ fluorescenciji jest zwigzana ze wzrostem ilosci produktu w czasie trwania
reakcji PCR i jest proporcjonalna do ilosci powstajacego produktu. Reakcje real-time PCR
przeprowadzano w 96 dotkowych ptytkach w 25 pl objetosci mieszaniny z zastosowaniem
SYBRGreen PCR Master MIX (Applied Biosystems, Life Technologies) i specjalnie dobranych
starterow wedtug zalecen producenta w termocyklerze 7500 Real Time PCR System (Applied

Biosystems). Sktad mieszaniny reakcyjnej umieszczony w tabeli ponizej.

Tabela 6. Sklad mieszaniny do reakcji Real-time PCR

Nazwa odczynnika Objetos¢
SYBR Green PCR Master Mix 12,5ul
Starter forward (50 nM) 1ul

Starter reverse (50 nM) 1ul

cDNA (100 ng) 10,5 pl - Xyl
Woda wolna od nukleaz Xul
Objetos¢ catkowita 25 ul

Wydajnos¢ reakcji zostata wyznaczona dla kazdego z badanych genow na podstawie
sporzadzonych krzywych standardowych serii pieciu kolejnych 10- krotnych rozcienczen w
trzech powtdrzeniach. Jako geny referencyjne stosowano geny konstytutywne metabolizmu
podstawowego tj: dehydrogenaze aldehydu-3-fosfoglicerynowego (GAPDH) lub beta-aktyne
(ACTB) oraz tubuline B1 (TUBB1).
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Normalizacja wartosci ekspresji

Do wyznaczenia wzglednego poziomu ekspresji poszczegdinych genéw w badanych

populacjach komorek zastosowano nastepujgce wzory:

Réwnania stosowane do obliczenia metodg dela delta Ct (AACt) (Livak i Schmittgen 2001,

Pfaffl 2001)

ACt = Ct (genu badanego) ~ Ct (genu referencyjnego np. B- aktyny)
AACt = ACt (proby badanej) - ACt (katibratora)

Wyniki badan przedstawione zostaty w postaci wartosci stosunku

W celu identyfikacji produktéw niespecyficznych reakcji wykonano krzywa topnienia

uzyskanych produktow PCR. Niespecyficzne krotsze sekwencje majg zdolnos¢ do topnienia

w nizszych temperaturach w poréwnaniu do specyficznych produktow reakcji PCR. We

wszystkich analizowanych prébach po reakcji amplifikacji zaobserwowano jeden produkt.

Tabela 7. Lista starterow uzytych w rekcji RT-PCR i reakcji RT-PCR w czasie rzeczywistym

Sekwencje primeréw (5’'—3’)

Nazwa biatka/ Wielkos¢ produktu

genu reakcji PCR (pz)
ACTB 120
Nestyna 168
NF-200 829
MAP2 135
NeuroD1 118
GFAP 266

F:GCCAACCGCGAGAAGATGA
R:CATCACGATGCCAGTGGTA

F- TGGCTCAGAGGAAGAGTCTG
R:CCCCCATTCACATGCTGTGA

F: GAGGAACACCAAGTGGGAGA
R:AGGGAGAAAGCAGAAACAAGACA

F:CTGCTTTACAGGGTAGCACAA
R: TTGAGTATGGCAACCGGTCTG

F: CGCTGGAGCCCTTCTTTG
R: GCGGACGGTTCGTGTTTG

F:GCAGAGATGATGGAGCTCAATGACC
R:GTTTCATCCTGGAGCTTCTGCCTCA
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Oct3/4A

Sox-2

Rex-1

Nanog

CD73

CD90

CD105

CD166

Wimentyna

Kolagen

Fibronektyna

144

224

289

148

241

236

165

217

170

332

386

F: GACAGGGGGAGGGGAGGAGCTAGG
R: CTTCCCTCCAACCAGTTGCCCCAAAC

F:ACACCAATCCCATCCACACT
R:GCAAACTTCCTGCAAAGCTC

F:GCTGCCCTGAGAAAGCATCT
R:GCGTTAGGATGTGGGCTTTC

F:AATACCTCAGCCTCCAGCAGATG
R:TGCGTCACACCATTGCTATTCTTC

F: CGCAACAATGGCACAATTAC
R: CTCGACACTTGGTGCAAAGA

F: CTAGTGGACCAGAGCCTTCG
R: TGGAGTGCACACGTGTAGGT

F: CACTAGCCAGGTCTCGAAGG
R: CTGAGGACCAGAAGCACCTC

F: CGCAATGCAACAGGAGACTA
R: GGCTAGATCGAAGCCTGATG

F:GAGAACTTTGCCGTTGAAGC
R:TCCAGCAGCTTCCTGTAGGT

F: AGTGGTTACTACTGGATTGACC
R: TTGCCAGTCTCCTCATCC

F: CTGGGATGCTCCTGCTGT
R: CTGTTTGATCTGGACCTGCAG
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Tabela 8. Lista starteréow uzytych reakcji RT-PCR i RT-PCR w czasie rzeczywistym

Wielkos¢

Sekwencja starteréw

Nazwa biatka/ . Forward
enu produktu reakciji Reverse
g PCR (p2)
EGF 85 F:GCAGAGGGATACGCCCTAAGT
R:CAAGAGTACAGCCATGATTCCAAA
CNTE 69 F.-TGTGCGTGCTTGCATGTG
R:ACCCTGAAGTGGAAGGACGTT
IGF-1 68 F:TGCTTCCGGAGCTGTGATCTA
R:GCTGACTTGGCAGGCTTGAG
HGE 151 F:GCCCTATTTCTCGTTGTGAAGGT
R:CTGTATCTCAAACTAACCATCCATCCTATG
F: GAGCCGCGAGAAGTGCTA
VEGF 136 R: GCCTCACCCGTCCATGAG
NGE 147 F: GCAAGCGGTCATCATCCCAT
R: TGTTGTTAATGTTCACCTCTCCC
GDNE 112 F: TGGCAGTGCTTCCTAGAAGAG
R: AAGACACAACCCCGGTTTTTG
GDNE 92 F:TTTAGGTACTGCAGCGGCTCTT
R:TCACTCACCAGCCTTCTATTTCTG
BDNE 80 F:ATTACAATCAGATGGGCCACATG
R:AGGGAGAAAGCAGAAACAAGACA
BDNE 168 F: GATGCTCAGTAGTCAAGTGCC
R: GCCGTTACCCACTCACTAATAC
EGF 85 F:GCAGAGGGATACGCCCTAAGT
R:CAAGAGTACAGCCATGATTCCAAA
NT4 168 F:TGCTTCCGGAGCTGTGATCTA

R:GCTGACTTGGCAGGCTTGAG
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F:GGTACGCGGAGCATAAGAGTC

NT3 141 R:GAGAGTTGCCCGTTTTGATCT
i 108 F:CCTACGGCTACTACCAGGATG
R:CACACGGTGTTCTGCTTGTC
F:GTACAGGTCGGCGTACATCAC
GFRal 137 R:AGCAGAAGAGCATTCCGTAGC
F:AGCGCCAAGAGCAACCATT
Cabee L R:CATGCGGTAGGTGTACTCGA
A o6 F:GTCAGCCACGGTGATGAAATC
R: CAGCACGTCACGTTCTTCCT
e 151 F:CTGGTGCATTCCATTCACTG
R:CGTGGTACTCCGTGTGATTG
e o6 F-TGGCTGGACTATGTGGGCT
R:CAGCACGTCACGTTCTTCCT
F:CCACATCGCTCAGACACCAT
IRl = R TGACCAGGCGCCCAATA
TUBALE Lot F:GCCTCCTAATCCCTAGCCAC

R:TCCAGGCAGTAGAGCTCCC

4.7.6. Analiza ekspresji HIF-1a i HIF-2a z zastosowaniem sond hybrydyzacyjnych
TagMan

W celu detekcji i analizy ekspresji HIF-1a i HIF-2a wykorzystano uniwersalne sondy
hybrydyzujgce TagMan (Applied Biosystems, Life Technologies). Sondy zaréwno dla gendéw
HIF-1a, HIF-2a oraz referencyjnego ACTB zostaty dopasowane do zaprojektowanych
wczesniej starterow. Sondy HIF-1a (Hs00153153_m1), HIF-2a (Epas1) (Hs01026149_m1) i
beta —aktyny ACTB (Hs01060665 g1) wybrano z bazy danych ze strony producenta. Na kohcu
5 sondy znakowane byty barwnikiem fluorescencyjnym fluoresceing (FAM), na koncu 3’

wygaszaczem (dark quancher) hamujgcym generowanie sygnatu fluorescencyjnego. W
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trakcie powstawania produktu PCR dzieki aktywnosci 5’ egzonukleazowej polimerazy sonda
jest degenerowana. Pozwala to na oddzielenie barwnika od wygaszacza i generowanie
sygnatu. Reakcje przeprowadzono przy uzyciu zestawu odczynnikow TagMan Master Mix

(Applied Biosystems, Life Technologies). Sktad mieszaniny reakcyjnej podano w tabeli 9.

Tabela 9. Sktad mieszaniny reakcyjnej do rakcji RT-PCR w czasie rzeczywistym

Nazwa odczynnika Objetos¢
2X TagMan Gene Expression Master Mix 10 ul
20X TagMan Gene Expression Assay 1ul
Woda x ul

cDNA (50 ng) 4 pl
Objetos¢ catkowita 20 ul

4.8. Analiza immunocytochemiczna

W celu identyfikacji fenotypéw otrzymanych komorek wykonano szereg reakcji
immunocytochemicznych (ICC, ang. Immunocytochemistry). Przed wykonaniem reakcji
komorki wysiane na 24 dotkowych szalkach zostaty przeptukane roztworem PBS a nastepnie
utrwalone 4% PFA rozpuszczonym w PBS. Na wyizolowanych populacjach komérek MSC z
poszczegoblnych etapow hodowli, przeprowadzono analize ICC stosujgc I-rzedowe
przeciwciata specyficzne dla okreslonych markeréw oraz przeciwciata Il-rzedowe
skoniugowane z fluorochromami (tabela 10 i 11). Wykonano reakcje z przeciwciatami
znakujgcymi biatka typowe dla komérek MSC (CD73, CD90) oraz vimentyne, fibronektyne,
kolagen, biatko charakterystyczne dla komoérek o charakterze zarodkowym SSEA-4, TRA1-60
(ang. Tumor Rejection Antigen), Oct3/4 oraz markery dla neuronéw o réznym stopniu
dojrzatosci i komorek glejowych: Nestyna (progenitory neuralne), NF-200 (marker miodych
neuronéw), TUJ-1 (pdzne neurony), B-tubulina Il (pdzne neurony), GFAP (marker astrocytow
oraz macierzystych komérek neuralnych). Przed inkubacjg z pierwszym przeciwciatem, w
przypadku biatek znajdujgcych sie wewnatrz komorki, przeprowadzano permeabilizacje bton
komoérkowych 0,2% Triton X-100 przez 15 minut, a nastepnie blokowanie wigzanh nieswoistych
mieszaning 10% surowicg kozig NGS w 1% surowicy bydlecej BSA w temp. pokojowej przez
godzine. W przypadku antygenow powierzchniowych pominieto etap permeabilizacji bton
komorkowych. Reakcje z przeciwciatami I-rzedowymi przeprowadzano inkubujgc komorki
przez ok. 24 godz. w temperaturze 4°C. Dla rozwiniecia reakcji barwnych zastosowano

odpowiednie ll-rzedowe przeciwciata: anty-mysie IgGl Alexa Fluor 546; anty-krolicze
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IgG(H+L) Alexa Fluor 546; anty-kozie 1gG (H+L) Cy3; anty-mysie IgM Alexa Fluor 546. Jadra
komorek barwiono 5 uM Hoechst 33258 (Sigma) przez 25 min. Po koncowym ptukaniu (etap
powtérzony trzykrotnie) preparaty zostalty zamkniete z uzyciem Fluorescent Mounting
Medium (Dako). Dla kazdego przeciwciata wykonano kontrole negatywng polegajaca na
reakcjach z pominieciem przeciwciat pierwszorzedowych. Wyniki uzyskane w badaniach
immunocytochemicznych analizowano w mikroskopie konfokalnym LSM (Zeiss) oraz
fluorescencyjnym Axioscope 2 z kamerg cyfrowg AxioCam MRm (Zeiss).

Tabela 10. Przeciwciala pierwszorzedowe uzywane w badaniach immunocytochemicznych

PRZECIWCIALO IZOTYP PRODUCENT
GOSPODARZ ROZCIENCZENIE
Monoklonalne anty-NF200 lgG1 .
(mysz) 1:400 Sigma
Monoklonalne 1gG2a Covance
anty-B-Tubulina Il (TUJ1) (mysz) 1:1000
Poliklonalne anty-GFAP IgG (H+L)
(krolik) 1:500 Cappel, Dako
Monoklonalne anty-Ki67 IgG1
(mys2) 1-400 Novacastra
Monoklonalne anty- Nestyna lgG1 -
(my=2) 1:300 Millipore
Monoklonalne anty-Kolagen 1gG (H+L)
(koza) 1:200 Santa Cruz
Monoklonalne ant-Vimentyna IgG1
(mysz) 1:200 Dako
Monoklonalne anty-CD73 1gG3
(mys2) 1-200 Santa Cruz
Monoklonalne anty-CD90 IgG1
(mys2) 1-200 Santa Cruz
Monoklonalne anty-SSEA-4 1gG3 -
(mys2) 1-200 Millipore
Poliklonalne anty-Tral-60 IgGM -
(mysz) 1:100 Millipore
Monoklonalne anty-Fibronektyna IgG (H+L) Dako
(mysz) 1:200
Monoklonalne anty-HIF-1a IgG1
(mysz) 1:200 Abcam
Monoclonal anti-Tubulin 11 1gG2b Siama
(mouse) 1:1000 ¢
Monoclonal anti-aSMA IgG2a Sigma
(mouse) 1:200 9
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Tabela 11. Przeciwciata drugorzedowe wykorzystane w badaniach immunocytochemicznych

PRZECIWCIALO FLUOROCHROM IZOTYP/

GOSPODARZ ROZCIENCZENIE ' ROPUCENT

Alexa Fluor kozie anty-mysie Alexa 546 Igﬁl(got)l_) Msrlggzls"’“
Alexa Fluor kozie anty-krélicze Alexa 546 lglc?l((l)_'OBL) Mg:ﬁgzz’“
Alexa Fluor kozie anty-mysie Alexa 546 1'3?30 Msrlgg::‘r
Alexa Fluor kozie anty-mysie Alexa 488 1'3%530 Mg:g;g:‘r
Ale:i;;o;sli(g ze Alexa 546 191%20% Ms:g;:‘;‘r
Alexa Fluor kozie anty-mysie Alexa 546 1]3%0 Mlgrlsgzlsm

kozie anty-krolicze Cy3 '91C?1((')'|OBL) ImJnilEESOO;eS

4.9. Analiza statystyczna

Otrzymane wyniki przedstawiono jako wartosci srednie z szeregu doswiadczen *
odchylenie standardowe (£SD). llo$¢ powtdrzenh zaznaczono w opisie rycin. W celu testowania
statystycznej istotnosci réznic pomiedzy wartosciami srednimi przeprowadzono testy t-
Studenta oraz analize wariancji ANOVA i test Bonferroni. Do wszystkich obliczeh stosowano
program GraphPad Prism6. Poziom istotnosci mniejszy niz p<0.05 przyjeto za statystycznie

Znamienny.
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5. WYNIKI

5.1. Ustalenie procedury otrzymywania, identyfikacja oraz optymalizacja warunkéw hodowli
ludzkich komérek MSC pochodzgcych z tkanek poptodowych (WJ-MSC i UCB-MSC)
oraz ze szpiku kostnego (BM-MSC)

5.1.1. Mezenchymalne komorki macierzyste pochodzgce z galarety Whartona (WJ-
MSC)

W pierwszej kolejnosci opracowano procedure izolacji i hodowli komorek
mezenchymalnych pochodzgcych z galarety Whartona sznura pepowinowego zgodnie z
procedurg opisang w rozdziale 3.1. Po okoto 7 dniach hodowli skrawkéw w Srodowisku 95%
wilgotnosci, 5% CO: i 21% tlenu (warunki standardowe) obserwowano pierwsze migrujgce,
wrzecionowe komorki o fenotypie fibroblastycznym. Po usunieciu skrawkéw komorki te
zasiedlaty pozostatg wolng czes¢ powierzchni butelki hodowlanej, osiggajac stan 70-80%
konfluencji po okoto 14 dniach (pasaz 0). Nastepnie komorki byty enzymatycznie odklejane od
podioza, liczone i przesiewane do nowych naczyn hodowlanych w gestosci 3x103
komdrek/cm?. Sposréd wszystkich 15 sznurdw pepowinowych poddanych izolacji i obrébce
mechanicznej wyizolowano typowe komorki mezenchymalne, co zostato potwierdzone w
panelu badan przedstawionych ponizej (ryc. 11).

Do identyfikacji i charakterystyki komoérek zastosowano metode cytometrii
przeptywowej oraz immunocytochemiczng analize antygendw powierzchniowych typowych dla
komoérek mezenchymalnych, potwierdzong ekspresjg gendéw markerowych metodg RT-PCR.
Nie zaobserwowano réznic w ekspresji markerow mezenchymalnych pomiedzy komérkami z
wczesnych etapow hodowli az do pasazy 5-7, dlatego tez przedstawione wyniki potraktowano
jako reprezentatywne w obrebie tej catej populacji WJ-MSC.

Metodg cytometrii wykazano, ze komorki izolowane z galarety Whartona wykazujg na
swojej powierzchni wysoki poziom ekspresji specyficznych powierzchniowych markeréw dla
tej grupy m.in. CD73, CD90, CD105 (powyzej 90% dla kazdego z badanych antygenow) (ryc.
11). Nie zidentyfikowano obecnosci antygenow stosowanych rutynowo jako negatywne dla
frakcji komérek mezenchymalnych: CD14, CD19, CD34, CD45 oraz HLA-DR. W dalszej
kolejnosci, weryfikujac mezenchymalny fenotyp otrzymanych frakcji WJ-MSC potwierdzono
obecnosc¢ transkryptow gendéw kodujgcych biatka CD73, CD90, CD105 oraz CD166. Réwniez
barwienia immunocytochemiczne potwierdzity obecnos¢ tych antygendéw na powierzchni
komoérek jak i innych biatek charakterystycznych dla komdérek mezenchymalnych. Byty to

biatka cytoszkieletowe nalezace do filamentéw posrednich - vimentyna obecnha w WJ-MSC
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na roznych etapach hodowli, jak tez biatka kolagenu i fibronektyny, stanowigce wazny sktadnik

macierzy zewngtrzkomorkowej syntetyzowanej przez komorki zrebu (ryc. 11).
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Ryc. 11. Fenotypowa charakterystyka populacji komérek mezenchymalnych wyizolowanych z
galerety Whartona (WJ-MSC). Obraz z mikroskopu Swietlnego pokazuje fibroblastyczna
morfologie otrzymanych komoérek na etapie wczesnego (pasaz 0) oraz pozZniejszego pasazu
(pasaz 3). WJ-MSC wykazujaq charakterystyczng dla fenotypéw komoérek mezenchymalnych
ekspresje antygenéw powierzchniowych. Immunocytochemiczna analiza ekspresji markeréow
mezenchymalnych CD73 (e) i CD90 (f) kolagen (c) oraz wimentyna (g) i fibronektyna (d). Jadra
komorkowe wybarwiono Hoechst 33258 (niebieski). Skala 50 um. Ponizej: Reprezentatywne
histogramy analizy cytometrycznej powierzchniowych markerow mezenchymalnych
pozytywnych (i) oraz markerow negatywnych (j). Analiza RT-PCR ekspresji genow CD73, CD90,
CD105, CD166 (h).

Analiza ekspresji markeréw o charakterze pluripotencjalnym (Oct3/4 A, Sox2, Rex1
Nanog) w wyizolowanej populacji komérek WJ-MSC nie wykazata ich obecnosci na poziomie
mMRNA i biatka. Materiat do izolacji RNA pobierany byt z komérek hodowanych standardowo w
warunkach 21% O- i 95% wilgotnosci w hodowli jednowarstwowej na etapie wczesnego (p1) i
pozniejszego pasazu (p3). Zgodnie z aktualnymi zaleceniami przygotowania matrycy mRNA,
wykluczajgcymi udziat pseudogendw, interesujgcym wynikiem byla obserwacja braku

ekspresji genu Oct3/4A, jak réwniez pozostatych gendw pluripotencjalnosci (Sox2, Rex1,

62



WYNIKI

Nanog) (wyniki zbiorcze - ryc. 32) w hodowli WJ-MSC z wyjatkiem jej sporadycznej detekcji w

materiale pochodzgcym bezposrednio z fragmentow galarety Whartona wraz z komérkami .

5.1.2. Mezenchymalne komorki macierzyste pochodzgce z krwi pepowinowej (UCB-
MSC)

W dalszych badaniach starano sie zoptymalizowaé metode izolacji i hodowli komérek
MSC pochodzgcych z ludzkiej krwi pepowinowej opartg na selekcji z wykorzystaniem
komercyjnego zestawu przeciwciat RosetteSep (doktadny opis w rozdziale 3.2). Ze wzgledu
na stosunkowo niewielkg liczbe komérek MSC we krwi pepowinowej oraz przyjete trudne
kryteria dotyczgce materiatu wyj$ciowego (czas izolacji komérek MSC do 6 godz, jak rowniez
objetos¢ jednostki krwi pepowinowej powyzej 60 ml) (Zhang i wsp., 2011) wykazano, ze krew
pepowinowa jest niewspétmiernie trudniejszym materiatem wyjsciowym do izolacji komérek
MSC reprezentujgcym tkanki niedojrzate. Otrzymane wyniki badan wykazaty, ze krew
pepowinowa zawiera znacznie mniej MSC niz szpik kostny i galareta Whartona
(podsumowanie - tabela 12) co powoduje trudnosci w izolacji i pozniejszej hodowli MSC in
vitro. W poczatkowej fazie izolacji komoérek MSC z wyselekcjonowanej frakcji komorek
jednojadrzastych - MNC krwi pepowinowej (zestaw przeciwciat RosetteSep) uzyskiwano
wysoce heterogenng populacje komodrek, w ktérej przewazaly réznego rodzaju komorki
prekursorowe, bedace na réznych etapach rozwoju. Nastepnie w trakcie prowadzonej hodowli
(zaleznie od izolacji okoto 7-14 dni) uzyskiwano populacje komérek przylegajgcych o
zréznicowanej morfologii. Jednak pomimo zastosowania sie do wszystkich wytycznych
niezbednych do uzyskania MSC nie udato sie wyizolowac jednolicie homogennej frakcji
mezenchymalnych komérek macierzystych, pozwalajgcej na dtugoterminowg analize hodowli.
Aby zoptymalizowa¢ warunki izolacji i selekcji komérek MSC przeprowadzono analize w
pozywkach o réznym sktadzie, dodatkowo wykorzystano suplementacje w postaci zwigkszonej
zawartosci surowicy ptodowej FBS (ang. Fetal Bovine Serum) o stezeniu 20%-30% oraz
glutaminy w pofgczeniu z zastosowaniem réznych pozywek podstawowych takich jak DMEM,
a-MEM, DMEM/F12. W poczatkowym etapie hodowli, komérki MNC wysiewane w duzych
gestosciach (>10%cm?) wykazywaty samoistng zdolno$¢ do tworzenia ptywajacych agregatow,
ktére po okoto tygodniowej hodowli osiadaty na poditoze hodowlane i zaczynaty tworzy¢
skupiska, z ktérych migrowaty na zewnatrz komérki adherentne (ryc. 12). Jednak w trakcie
dalszej hodowli i w wiekszosci prob izolacji dominowaty heterogenne populacje, w ktérych
zaobserwowano tylko pojedyncze fibroblasto - podobne komérki MSC. Adherentne komorki
wykazywaty duze zréznicowanie w obrebie morfologii, poniewaz oprdcz nielicznych komorek
o fenotypie MSC dominowaly dwie postaci innych rodzajéw komorek: wieksze, okragte

makrofagopodobne oraz mniejsze szpileczkowate o wrzecionowatym ksztafcie (ryc.12). W
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trakcie trwania hodowli zaczynaly dominowa¢ komoérki makrofagopodobne, ktére w
przeciwienstwie do komérek wrzecionowatych nie reagowaty na dziatanie enzymatyczne
trypsyny, pozostawaty przyklejone do podtoza, a ich potencjat do wzrostu byt znacznie
ograniczony. Ten rodzaj hodowli pozwolit na wyodrebnienie i analizowanie komorek

mezenchymalnych, jednak z powodu ich niewielkiego tempa proliferacji nie powiodto sie

przeprowadzenie ich dalszych analiz.

Ryc. 12. Hodowla pierwotna komorek jednojgdrzastych izolowanych z krwi pepowinowej (MNC).
Obraz z mikroskopu Swietlnego w swietle przechodzacym. Frakcja komérek MNC po 7 dniah
hodowli in vitro: osiadfe agregaty tworzace skupiska przyklejonych komoérek (A) heterogenny
obraz komérek adherentnych, charakterystyczny dla wiekszosci hodowli po 2 tygodniach (B).
Skala 50 um.

W dalszej analizie oceniano fenotyp mezenchymalny otrzymanej frakcji z komoérek
jednojadrzastych krwi pepowinowej. Dlatego w kolejnych eksperymentach podjeto prébe
weryfikacji ich cech mezenchymalnych na podstawie ekspresji specyficznych markeréw CD.
W przeprowadzonych badaniach metodg barwienia immunocytochemicznego wykazano
obecnos¢ komorek pozytywnych pod wzgledem antygendw powierzchniowych CD73 oraz
CD90 (ryc.13). Ze wzgledu na wysokg heterogenno$¢ otrzymanych populacji, zidentyfikowana
frakcja pozytywna pod wzgledem markeréw mezenchymalnych stanowita niewielki odsetek w
stosunku do wszystkich komodrek jednojgdrzastych. Ocene fenotypu mezenchymalnego wsrod
komorek pochodzgcych z krwi pepowinowej potwierdzono na poziomie mRNA odnotowujgc tu
ekspresje genéw dla CD73, CD90, CD105 oraz CD166 (ryc.13).
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Ryc. 13. Fibroblastyczna morfologia komoérek uzyskanych z frakcji komérek jednojadrzastych
MNC krwi pepowinowej (A). Analiza ICC wykazala obecnos¢ zgrupowan komodrkowych
pozytywnych pod wzgledem antygenéw powierzchniowych typowych dla komérek
mezenchymalnych CD73 (zielony) - B oraz CD90 (zielony) - D. Jako marker jadrowy zastosowano
barwnik Hoechst 33258 (niebieski). Skala 50 um. Analiza RT-PCR wykazafa ekspresje genéw
markerowy komoérek MSC: CD73 (1), CD90 (2), CD105 (3), CD166 (4) wyrazone w stosunku do
genu referencyjnego B-aktyny - ACTB (5). Strzatki wskazuja na komoérki o wrzecionowatym-
fibroblastycznym ksztafcie w populacji MNC.

Podczas dalszej charakterystyki wyizolowanej frakcji komoérek krwi pepowinowej
wykazano w nich ekspresje gendw pluripotencjalnych Oct3/4, Sox2, Rex1, Nanog. Ekspresje
genow mozna bylo zaobserwowa¢ w swiezo wyizolowanych komorkach, a nastepnie w
zaleznosci od metody prowadzenia hodowli, w wyselekcjonowanej frakcji komorek
przylegajgcych nawet do drugiego tygodnia hodowli (pasaz 1-2) (ryc. 14). Jako kontrole
pozytywng wykorzystano mRNA pochodzgce z zarodkowych komérek macierzystych (ESC,
ang. Embrionic Stem Cells). Analiza immunocytochemiczna komorek wyizolowanych z krwi
pepowinowej ujawnita w nich rowniez subpopulacje komérek charakteryzujgca sie obecnoscig
pluripotencjalnych czynnikdw transkrypcyjnych na poziomie biatka. Wyrézniono tu komorki
pozytywne pod wzgledem antygenu Oct3/4, biatko widoczne w osiadtych agregatach oraz w
pojedynczych wyselekcjonowanych komoérkach. Obecna réwniez byta ekspresja Sox2, TRAL-
60 i SSEA-4 (ryc. 14).
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Ryc. 14. Charakterystyka populacji komoérek jednojadrzastych MNC krwi pepowinowej
wyizolowanych metoda selekcji negatywnej (RosetteSep) opisanej w rozdziale 3.2. Produkty
reakcji RT-PCR dla mRNA gendéw pluripotencjalnych (D). Oct3/4 (1), Sox2 (2), Rex (3) Nanog (4)
w komodrkach MNC - reprezentatywne zdjecie zelu z 7 dnia hodowli. Jako gen referencyjny
zostala wykorzystana B-aktyna (ACTB). Imunocytochemiczna analiza pluripotencjalnych
czynnikow transkrypcyjnych w komorkach MNC na etapie wczesnej jednowarstwowej hodowli-
pasaz 1 w dniu 7. MNC krwi pepowinowej pozytywne pod wzgledem biatek pluripotencjalnych
SSEA-4 (A), Oct3/4 (B,C), TRA1-60 (E) oraz Sox2 (F). Skala 50 yum.

5.1.3. Mezenchymalne komorki macierzyste pochodzace ze szpiku kostnego (BM-MSC)

Kolejnym materiatem  biologicznym  analizowanym jako zZrédto  komorek
mezenchymalnych z tkanek dojrzatych byt szpik kostny. Najlepszym antykoagulantem do
pobierania i krotkoterminowego przechowywania szpiku okazat sie roztwor heparyny. Sposrod
testowanych gradientow (sacharoza, percoll, fikol) za optymalng metode izolacji szpikowych
komorek jednojgdrzastych MNC przyjeto wirowanie nawarstwionego materiatu na gradiencie
fikolu o gestosci 1,77g/cm®. Tak otrzymane komdrki jednojgdrzaste wysiewano w ustalone;j
eksperymentalnie optymalnej gestosci 1-3 x 106 komorek/cm? do naczyn hodowlanych, a
nastepnie wykorzystujgc selekcje opierajgcag sie na wtasciwosciach adhezyjnych komorek, po
okoto 48 godzinach trwania hodowli usuwano nieprzyklejone komorki. Po 10 dniach hodowli
przylegajgcych komorek MNC mozna byto zaobserwowac pojedyncze wrzecionowate komorki

o fenotypie MSC, ktére dopiero po 2-3 tygodniach stawaty sie dominujgcymi i uzyskiwaty 70-
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80% konfluencje. Komérki MSC byly enzymatycznie oddzielane od podtoza, liczone i
wysiewane do dalszych eksperymentéw w gestosci 3x10% komdrek/cm?. Na wydajnosé
uzyskiwania jednowarstwowej hodowli BM-MSC znaczgcy wplyw miato miejsce, z ktorego
pobrano materiat od dawcy. Szpik pochodzacy z jamy szpikowej talerza biodrowego okazat
sie w badaniach wstepnych najbardziej wydajny.

W dalszych doswiadczeniach podobnie jak w materiale izolowanym z galarety Whartona,
wykazano wysoki procent komoérek pozytywnych pod wzgledem markerow mezenchymalnych.
Zgodnie z przedstawionym obrazem immunocytochemicznym wyizolowana populacja
komérek MSC ze szpiku kostnego charakteryzowata sie obecnoscig antygenow
powierzchniowych CD73 i CD90. Ponadto fenotyp mezenchymalny BM-MSC zostat
potwierdzony w metodzie cytmetri przeptywowej oraz analizg ekspresji genéw metodg RT-
PCR (ryc. 15).

d. Fibronektyna

".a.:_‘ .-"P s'a'z’O" b= | B ' 1 “ Kolagen

Wimentyna h.

CD73 CD 90

CD 105 CD 166

Marker % Gated

All 100.00 Marker % Gated
M1 96.37 8 All 100.00
M1 99.14

Counts
Counts

“cp10s” " “cp73 " “cp90 " " Markery negatywne

Ryc. 15. Charakterystyka fenotypu populacji komoérek mezenchymalnych otrzymanych ze szpiku
kostnego (BM-MSC). Obraz z mikroskopu swietlnego pokazuje fibroblastyczng morfologie
otrzymanych komoérek BM-MSC na etapie inicjacji hodowli oraz pézniejszego 3 pasazu. Komorki
wykazujg charakterystycznag dla fenotypéw komoérek mezenchymalnych obecnosé antygenéw
powierzchniowych. Immunocytochemiczna analiza obecnosci typowych markeréw
mezenchymalnych CD73 (e) i CD90 (f) oraz kolagen (c) wimentyna (g) i fibronektyna (d). Jadra
komérkowe wybarwiono Hoechst33258 (niebieski). Skala 50 pym. Ponizej: wykresy analizy
cytometrii przeptywowej powierzchniowych mezenchymalnych markeréw pozytywnych w BM-
MSC oraz markeréw negatywnych (j) Analiza ekspresji dla genéw CD73, CD90, CD105 oraz
CD166 metoda RT-PCR (h).
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Komorki BM-MSC poczawszy od najwcze$niejszych pasazy oraz na pozniejszych
etapach standardowej hodowli nie wykazywaty ekspresji zadnego spos$rod badanych
czynnikdw transkrypcyjnych typowych dla komorek o charakterze pluripotencjalnym na
poziomie mRNA i biatka.

Podsumowujgc wyniki badan skupionych na ustaleniu optymalnych warunkéw
otrzymywania ludzkich komérek MSC z réznych tkanek, najbardziej powtarzalnym i wydajnym
zrédtem do ich pozyskania okazata sie galareta Whartona sznura pepowinowego. Ze
wszystkich prébek poddanych preparatyce otrzymano komoérki MSC (15/15), podczas gdy
izolacja z krwi pepowinowej zakonczyta sie otrzymaniem pasazowanej hodowli MSC tylko w
jednej prébie (1/15). W przypadku szpiku kostnego wykazano, ze mozliwe jest uzyskanie
stosunkowo bogatej frakcji komorek MSC réwniez ze wszystkich otrzymanych prébek (6/6).
Poréwnujac z WJ-MSC, ktére od poczatku etapu pasazu 1 wykazywaty fibroblastyczng
morfologie a 70-80% konfluencje osiggaty w 10-15 dni od momentu izolacji, MSC ze szpiku
kostnego do osiggniecia tego etapu wymagaty diuzszego czasu 15-20 dni z duzo wiekszg
przewagqg heterogennych populacji w hodowli pierwotnej. W obu przypadkach, zdarzat sie
zréznicowany obraz hodowli na wczesnych etapach, jednak fibroblastyczne komorki
stopniowo dominowaty hodowle. Po pierwszej trypsynizacji hodowli pierwotnej w przeliczeniu
na 15 skrawkow umieszczonych w jednej butelce hodowlanej o powierzchni 25 cm?
otrzymywano okoto 100.000 komérek MSC z galarety Whartona. Komoérki MSC uzyskane z
frakcji szpiku kostnego przeliczano na pierwotng liczbe wszystkich wysiewanych komoérek
jednojadrzastych. Wykazano, ze z 10" komoérek MNC wysianych na szalke o powierzchni 9,6
cm? mozna otrzymac¢ okoto 20.000 BM-MSC w pierwotnej hodowli, ktérg mozna poddaé
dalszemu pasazowaniu. Zastosowana procedura preparatyki krwi pepowinowej umozliwita
otrzymanie najmniejszej liczby komoérek MSC, stanowigcej jedynie okoto 5.000 na 10" komérek
jednojadrzastych, otrzymanych metodg gradientu gestosci z zestawem przeciwciat
RosetteSep, a mozliwos¢ dalszego pasazowania tej populacji obserwowano tylko w jednym

przypadku (Tabela 12).

Tabela 12. Poréwnanie liczby komérek MSC uzyskiwanych wyjsciowo (po pierwszej
trypsynizacji) z réznych zrédet (Usrednione liczby ze wszystkich izolacji).

Liczba komoérek MSC otrzymana z

materiatu wyjsciowego

WJ-MSC 100.000/15 skrawkéw (2 mm)
BM-MSC 20.000/ 1x10" MNC
UCB-MSC 5.000/ 1x10”" MNC
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Ponadto, na podstawie uzyskanych wynikéw, nalezy podkresli¢, ze komérki z krwi
pepowinowej okazaty sie bardzo ciekawg frakcjg posiadajgcg najwiekszg wyjsciowg populacje
komorek pierwotnych o cechach pluripotencjalnych, co zostato potwierdzone ekspresjg gendéw
i biatek markerowych. Jednak ze wzgledu na obecnos¢ stosunkowo niewielkiego odsetka
czystej populacji komoérek mezenchymalnych wykluczono je z dalszych doswiadczen. Kolejne
rozdziaty pracy skupiajg sie na porownawczej analizie dwéch pozostatych rodzajow komoérek
mezenchymalnych wyizolowanych ze szpiku kostnego oraz galarety Whartona réznigcych sie

zasadniczo pozycjg rozwojowg tkanek zrodtowych.

5.2. Mezodermalne réznicowanie MSC w adipocyty, chondrocyty i osteocyty

Jedng z kluczowych witasciwosci komorek mezenchymalnych jest ich zdolnos¢ do
réznicowania sie w podstawowe linie komorek pochodzenia mezodermalnego tworzgce tkanke
ttuszczowg, chrzestng i kostng. Potencjalne zdolnosci do rdznicowania testowano na
komérkach mezenchymalnych pochodzacych ze szpiku kostnego oraz galarety Whartona na
etapie 3 pasazu wedtug protokotu opisanego w rozdziale 4.4. W obydwu rodzajach MSC
otrzymano pozytywne wyniki potwierdzajgce prawidtowy charakter mezenchymalny tych
komorek (ryc. 16). W czasie roznicowania w kierunku adipocytdow obserwowana byta zmiana
ksztattu z charakterystycznej dla komérek mezenchymalnych podtuznej (fibroblastycznej)
morfologii, w komorki o ksztatcie bardziej okragtym, zawierajgce krople odktadanego ttuszczu
zabarwionego na czerwono w reakcji z czerwienig olejowg. W komorkach ze szpiku
zaobserwowano nieznacznie szybsze roznicowanie w kierunku adipocytow (ryc. 16).

Okreslajgc powodzenie procesu réznicowania w kierunku komérek tkanki chrzestnej
nie stwierdzono istotnych réznic miedzy komodrkami izolowanymi ze szpiku i galarety
Whartona. W tym przypadku obserwowano powstawanie gwiezdziscie rozchodzgcych sie
rozet komorek produkujgcych glikozaminoglikany wykrywane btekitem alcjanowym (ryc.16 ).

Weryfikujgc réznicowanie komoérek mezenchymalnych w osteocyty zauwazono, ze
komorki z obu Zrodet roznicowane wedtug opisanego w rozdziale 4.4 protokotu wykazywaty
intensywng produkcje soli wapnia wykrywanych czerwienig alizarynowg jednak o réznym

rozktadzie i skupieniu (ryc. 16).
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Ryc. 16. Wielokierunkowe réznicowanie komérek WJ-MSC i BM-MSC. Komorki réznicowane
wedtug protokotu opisanego w rozdziale 4.4 wybarwione na obecnos¢ kropli ttuszczu - czerwien
olejowa (b, e), soli wapnia - czerwienn alizarynowa (a, d) oraz bfekitem alcjanowym-
identyfikujgcym produkcje glukozaminoglikanoéw (c, f). Rycina przedstawia reprezentatywne
zdjecia z trzech niezaleznych eksperymentow.

5.3. Analiza wzrostu i starzenia komérek MSC hodowanych w warunkach standardowych

atmosferycznego stezenia tlenu (poréwnanie BM-MSC z WJ-MSC)

Uwaza sie, ze dla celow terapeutycznych kluczowe jest uzyskanie duzej liczby komorek
MSC znajdujgcych sie w okreslonym stadium wzrostu, co w przypadku jednorazowego
pobrania nie zawsze jest mozliwe. Dlatego optymalizacja warunkéw hodowli in vitro
pozwalajgca na pozyskanie jak najwigkszej liczby szybko namnazajgcych sie komérek
mezenchymalnych jest kluczowym elementem w opracowaniu wydajnych metod ich
zastosowania terapeutycznego. W zwigzku z powyzszym przeprowadzono analize dynamiki
wzrostu hodowli badanych komérek uzyskanych z tkanek poptodowych i dorostych
(poczgwszy od momentu ich wyizolowania do pasazu 10 dla BM-MSC i 15 dla WJ-MSC) wraz
Z oceng szybkoséci podziatdw oraz zmian morfologicznych zwigzanych z procesem starzenia
komérkowego. W trakcie prowadzenia hodowli in vitro analizowano réznice w obrebie
badanych populacji MSC. Na wczesnych etapach (pierwszy i drugi pasaz) obydwie populacje

WJ-MSC i BM-MSC nie wykazywaly znaczgcych réznic w obrebie morfologii komorek.
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Nastepnie w trakcie kolejnych pasazy mozna byto zaobserwowaé znaczace zmiany fenotypow
komorek przede wszystkim zwigzane z ich wielkoscig i ksztattem. Analiza tych zmian wykazata
prawie 400% wzrost rozmiaréw komérek w badanych populacjach MSC. Komérki MSC ze
szpiku kostnego juz od etapu 6 pasazu zatracaty swoj wrzecionowaty ksztatt i stawaty sie
rozptaszczone i wieksze, ze zmiang pierwotnej sredniej powierzchni z 1394 ym? (n=4) do 5740
pum? (n=4) (ryc. 17). W przeciwienstwie do komoérek ze szpiku hodowla WJ-MSC wykazywata
szybsze tempo i diuzszy czas logarytmicznego wzrostu a zmiany morfologii typowe dla
starzenia hodowli pojawiaty sie dopiero okoto 10 pasazu. Komoérki z galarety Whartona w
stadium wczesnych pasazy (1-3) byty podobnych rozmiaréw do BM-MSC (1320 ym? n=6). W
pozniejszych pasazach (10-12) rowniez zwiekszaty swojg powierzchnie do 5101 um?2 (n=6)
jednak znaczgco pdzniej niz BM-MSC. Na rycinie 17 przedstawione zostaly reprezentatywne
zdjecia pokazujgce zmiany fenotypdw analizowanych komérek na podstawie obserwowanych
réznic w morfologii. Doktadng analize morfologii z uwzglednieniem zmian wielkosci komérek
oraz czestotliwo$¢ wystepowania CFU (ang. Colony-Forming Units) przedstawia tabela 13.
Ponadto w badaniach wykazano zaleznos$¢ pomiedzy zdolnoscig do tworzenia kolonii
komérkowych CFU a pochodzeniem tkankowym komorek MSC. W przypadku WJ-MSC
zaobserwowano znaczgco wiekszg ich liczbe, ktére w standardowo prowadzonej hodowli
utrzymywaty sie do 7 pasazu. W hodowli komoérek MSC ze szpiku nie obserwowano typowych
CFU a jedynie pojedyncze agregaty/zgrupowania komoérek przypominajgce struktury centréw
rozrodczych, jednak ich wielko$¢ jak i czestos¢ wystepowania byta znacznie nizsza (ryc. 17,
tabela 13). Obecnos¢ centrow intensywnej proliferacji CFU utrzymujgcych sie w hodowli
komoérek w warunkach in vitro wedtug niektérych badaczy uznawana jest za jedng z

kluczowych cech macierzystosci.

Tabela 13. Charakterystyka cech fenotypowych komérek MSC podczas dtugoterminowej
hodowli in vitro, WJ-MSC (n=6), BM-MSC (n=4).

WJ-MSC WJ-MSC BM-MSC BM-MSC
Wczesne Pézne 10-12 p Wczesne 1-3 p Pézne 6-8 p
1-3p
Srednia powierzchnia 1320 pm? 5101 pm?2 1394 um? 5740 pm?2
komérek +105,1 +324,19 +104,2 +304,73
% duzych komérek * 1-3% 80% 5-10% 85%
CFU/ 25 ym? 2-5 1-3 1? 0

* duze komorki >5000um?
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Ryc. 17. Zmiany morfologii komérek WJ-MSC i BM-MSC w trakcie trwania hodowli in vitro. W
poczatkowej fazie hodowli obydwie populacje nie réznig sie pod wzgledem morfologii (pasaz 2).
Zdjecia uwidaczniajg znaczacg roznice w zageszczeniu hodowli oraz czestosci wystepowania
centréow intensywnej proliferacji CFU (pasaz 6, CFU). Stwierdzono, ze MSC w starszych
hodowlach powyzej 10 pasazu w przypadku WJ-MSC oraz 6 pasazu dla BM-MSC zatracaja swoj
wrzecionowaty ksztait, sgq duzo wieksze i bardziej plaskie w poréwnaniu z komdérkami z
poczatkowego stadium hodowli. Poréwnanie CFU w populacjach MSC wywodzacych sie ze
szpiku i galarety Whartona. Obraz z mikroskopu $wietlnego (powiekszenie x100) pokazujacy
typowy osrodek proliferacji WJ-MSC oraz analogiczng strukture w BM-MSC.

Jedng z oznak starzenia sie hodowli in vitro jest malejaca zdolno$¢ do podziatdw
komoérek. W nastepnym eksperymencie zbadano wiec kinetyke wzrostu dtugoterminowej
hodowli MSC w standardowych warunkach od 1 do 10 pasazu. Na podstawie uzyskanej liczby
komorek okreslano czas podwojenia ich populacji (PDT, ang. Population Doubling Time).
Diugoterminowa analiza wzrostu wykazata istotne réznice pomiedzy obydwoma typami
komérek MSC. Po pierwsze, przyblizony czas podwajania dla WJ-MSC byt znaczgco krétszy
niz dla MSC izolowanych ze szpiku. Komérki WJ-MSC wykazywaty zdolnos¢ do podziatow
przez dtuzszy czas hodowli, PDT utrzymywat sie w zakresie srednio ~ 2,5 dnia do etapu 6
pasazu (ryc. 18). Po 9 pasazu PDT ulegt istotnemu wydtuzeniu w poréwnaniu z poczatkiem
hodowli, osiggajgc stopniowo 8 dni. Doswiadczenia na komodrkach BM-MSC i WJ-MSC
zakonczono na tym samym etapie 10 pasazu ze wzgledu na zbyt mate tempo wzrostu w
komoérkach ze szpiku kostnego (PDT powyzej 14 dni). Zauwazono, ze poczgwszy od
wczesnych faz hodowli BM-MSC wykazywaty duzo mniejszg dynamike proliferacji, co miato
odbicie w wydtuzonym w poréwnaniu do komorek z galarety Whartona czasie podwajania
populacji, ktéry wynosit 7 dni. Czas PDT mierzony na koncowych pasazach (8-10) hodowli
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rowniez okazat sie znacznie wyzszy dla komoérek ze szpiku, odpowiednio srednia warto$é
czasu podwojenia byta o 75% (>12 dni) wyzsza niz w grupie komorek izolowanych z galarety
Whartona (tabela 14).

PDT czas podwojenia populacji (dni)
16

14
12

pl p2 p3 p4 p5 p6 p7 p8 p9 pl0

HBM-MSC mWJ MSC

1

Dni
H (o)} (o) o

N

Ryc. 18. Dfugoterminowa analiza dynamiki wzrostu hodowli WJ-MSC (n=3) i BM-MSC (n=3).
Poréwnanie czasu podwojenia populacji (PDT) na podstawie otrzymanej liczby komérek w
hodowlach prowadzonych od 1 do 10 pasazu w warunkach standardowych. Stupki przedstawiaja
Srednie ( £ SD) z trzech eksperymentoéw.

Tabela 14. Analiza kinetyki proliferacji hodowli komérek WJ-MSC i BM-MSC

Srednie PDT Srednie PDT Teoretyczna liczba komérek
1-5 pasaz 6-10 pasaz uzyskana po 20 dniach hodowli *
WJ-MSC 2,53 5,81 19,5 min
BM-MSC 6,87 12,09 1,2 min

*uzyskana z 75.000 komorek inicjujgcych hodowle in vitro

Kolejnym celem prezentowanej pracy byto zbadanie tempa proliferacji komérek MSC
w hodowli krotkoterminowej z zastosowaniem kolorymetrycznej metody z odczynnikiem WST-
1 (Roche). Metoda ta opiera sie na zatozeniu, ze zywe metabolicznie czynne komorki sg
zdolne do redukcji bezbarwnych soli tetrazolu do intensywnie zabarwionych pochodnych
formazanu. Rycina 19 przedstawia krzywe obrazujgce tempo wzrostu komorek sporzgdzone
na podstawie odczytu absorbancji. Stwierdzono, ze komérki z galarety Whartona wykazywaty
zwiekszong dynamike wzrostu. W trakcie analizy uzyskano prawie dwukrotnie lub trzykrotnie
nizsze wartosci pomiaréw dla MSC ze szpiku. Trzeciego dnia doswiadczenia przyrost w grupie

komorek ze szpiku wynosit 2,5 x 10%, a w komérkach z galarety Whartona 5,5 x103.
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Ryc. 19. Krétkoterminowa analiza wzrostu komérek WJ-MSC (n=3) i BM-MSC (n=3). Wykres
obrazuje liczbe komoérek proporcjonalng do intensywnosci absorbancji wyznaczona na
podstawie krzywej standardowej z odczynnikiem WST-1. Punkty stanowia $rednie (£ SD) z trzech
eksperymentéw **p<0,01.

W kolejnym tescie oceniano odsetek znajdujgcych sie w cyklu podziatowym komorek,
w przeprowadzonej analizie immunocytochemicznej na obecnos¢ jadrowego markera
proliferaciji Ki-67. Srednie iloéci komérek Ki-67 pozytywnych réznity sie istotnie w obu grupach
wynoszgc dla BM-MSC 15,98% komorek pozytywnych a 39,82% dla WJ-MSC (p<0,001) (ryc.
20). Podsumowujgc prowadzone badania z zastosowaniem testow proliferacji wykazano, ze
komorki pochodzgce z galarety Whartona dzielity sie znamiennie szybciej w poréwnaniu do

komorek izolowanych ze szpiku kostnego.
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Ryc. 20. Obecnosé antygenu proliferacji komoérkowej Ki-67 wyrazona w Srednich wartoSciach
procentowych dla grupy komoérek ze szpiku kostnego (n=3) i galarety Whartona (n=3). Kazda
wartos$¢ jest Srednig (¥SD) z trzech niezaleznych eksperymentéw ***p<0,001.
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5.4. Analiza spontanicznego réznicowania proneuralnego w populacji komérek MSC (WJ i

BM) w standardowych warunkach hodowli in vitro

Ocena potencjatu neurogennego komorek MSC polegata na okresleniu ich zdolnosci
do spontanicznego roznicowania w komorki o cechach neuralnych w czasie trwania hodowli
in vitro. Analizowano zmiany ekspresji poszczegdlnych markeréw neuralnych (neuronalnych,
glejowych oraz markerow progenitorowych) w trakcie trzech kolejnych pasazy in vitro. Zmiany
w ekspresji badanych markerow okreslano na poziomie mRNA i biatka. Na rycinie 21
przedstawiono fenotypy komoérek WJI-MSC 2z wczesnych etapow hodowli, ktore
charakteryzowaly sie obecnoscig komoérek pozytywnych pod wzgledem markera SSEA-4,
wedtug danych literaturowych uznawanego za marker komoérek niezréznicowanych.
Zaobserwowano réwniez obecno$¢ stosunkowo duzej liczby komérek pozytywnych pod
wzgledem antygenu proliferacji Ki-67 oraz pojedyncze komorki pozytywne pod wzgledem
biatka specyficznego dla mezodermy zarodkowej - brachyury. Uzyskane wyniki wykazaly, ze
komoérki pochodzgce z galarety Whartona wykazujg duzg plastycznos¢ w trakcie hodowli
in vitro i nabywaja ekspresje markeréow komoérek neuralnych. Zaczynajgc od stosunkowo
wczesnych etapow hodowli WJ-MSC (pasaz 2) komorki wykazujg obecnosé biatka nestyny -
markera wczesnych progenitoréw neuroektodermalnych. Dodatkowo obecno$¢ nestyny na
poziomie ekspresji mMRNA potwierdzono w MSC pochodzgcych z tego samego etapu (pasaz
2) (ryc. 21).
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\ 4

Ryc. 21. Spontaniczna indukcja ekspresji markeréw neuralnych w komérkach WJ-MSC w trakcie
trwania hodowli in vitro. Zdjecia z mikroskopu konfokalnego obrazujgce barwienie
immunocytochemiczne poczgwszy od wczesnego (p1) oraz pézniejszego pasazu (p3). Obecnosé
antygenu powierzchniowego SSEA-4 (d), Brachyury (a) i markera proliferacji Ki-67 (g) we
wczesnym pasazu WJ-MSC. Komorki nabywaja cech komoérek neuralnych, spontanicznie
zaczynajg syntetyzowaé biatko Nestyne - marker progenitorow neuroektodermalnych (b, c),
aSMA (e) nastepnie pojawiaja sie pojedyncze komorki pozytywne pod wzgledem GFAP (f), NF200
(i), oraz B-tubuliny Il (c). Skala 50 um. Obrazy sa reprezentatywne dla obserwacji wykonanych
dla 6 niezaleznych izolacji.
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Na etapie 2 pasazu réwniez zaobserwowano ekspresje kolejnego markera neuralnego
B-tubuliny IIl. W trakcie trwania hodowli in vitro liczba komdrek pozytywnych pod wzgledem
B-tubuliny Il zwiekszata sie wypierajgc stopniowo komorki nestyno-pozytywne. Zwiekszenie
produkcji biatka B-tubuliny Il mogtoby wskazywaé¢ na ukierunkowanie komérek do dalszego
réznicowania neuralnego. Dzieki zastosowaniu podwdjnego znakowania w obrazie
mikroskopowym uwidocznione zostaty oprocz komorek B-tubulino lll-pozytywnych rowniez
komoérki dodatnie pod wzgledem aktyny aSMA (ang. Alpha-Smooth Muscle Actin). Na
kolejnym etapie hodowli (pasaz 3) wyniki wykonanych reakcji immunocytochemicznych
wykazaty obecnos¢ antygenu neurofilamentu ciezkiego NF200 (ryc. 21), charakterystycznego
dla cytoszkieletu wczesnych neuronéw. Wsrdd populacji komoérek WJ-MSC z tego samego
stadium hodowli zaobserwowano rowniez komorki prezentujgce obecnosé¢ kwasnego biatka
widkienkowego GFAP. Ekspresja tego biatka moze byé zwigzana zaréwno z progenitorami
neuralnymi jak i z astrocytami. Uzupetnieniem powyzej opisanych badan stanowito badanie
poziomu ekspresji gendéw dla tych samych biatek. Trend w ekspresji tych gendéw
odwzorowywat wyniki uzyskane w badaniach ICC, potwierdzajgc ekspresje GFAP, B3-tubuliny
[Il oraz NF200.

Zgodnie z przedstawionym obrazem immunocytochemicznym komorki populacji
wyizolowanej ze szpiku réznity sie intensywnoscig znakowania z przeciwciatem SSEA-4,
zaobserwowano stabszg reakcjg z tym przeciwciatem w poréwnaniu do komorek WJ-MSC. W
komorkach ze szpiku nie zaobserwowano rowniez markeréw wczesnej mezodermy. Komorki
te byty negatywne w reakcji immunocytochemicznej z przeciwciatem skierowanym przeciwko
brachyury (ryc. 22).

Jak przedstawiono na rycinie 22 identyfikacja ekspresji markerow neuralnych na
poziomie mRNA i biatka réznita sie zasadniczo w hodowlach MSC ze szpiku kostnego.
Pierwszg rdznicg w poréwnaniu do WJ-MSC jakg zaobserwowano we wczesnych pasazach
komérek BM-MSC byt znaczgco nizszy poziom ekspresji nestyny zaréwno na poziomie biatka
jak i mRNA. W przypadku BM-MSC analiza immunocytochemiczna wykazata obecnos¢
jedynie pojedynczych komoérek pozytywnych pod wzgledem tego biatka. Co ciekawe, w
poréownaniu do WJ-MSC komorki ze szpiku nie nabywaty spontanicznej ekspresji badanych
markeréw neuralnych. Nie zaobserwowano indukcji ekspresji neurofilamentu NF-200 oraz
GFAP, potwierdzong réwniez brakiem transkrypcji odpowiednich genéw. Dos¢ intrygujgcym i
niewatpliwie kontrowersyjnym wynikiem byta obecno$¢ mRNA dla genu B-tubulina 1l wraz z
obecnoscig odpowiadajgcego mu biatka. W przypadku ekspresji mRNA genu B-tubuliny Il nie

odnotowano réznic pomiedzy analizowanymi komorkami pochodzgcymi z obu Zrodet.
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Ryc. 22. Okreslenie spontanicznego fenotypu neuralnego w réwnolegle prowadzonych
hodowlach komérek mezenchymalnych pochodzacych ze szpiku kostnego. Zdjecia z
mikroskopu konfokalnego obrazujace barwienie immunocytochemiczne poczawszy od
wczesnego (p1) oraz pézniejszego pasazu (p3). Obecnos$é antygenu powierzchniowego SSEA-4
() i markera proliferacji Ki-67 (m) we wczesnym pasazu BM-MSC. Tylko pojedyncze komoérki
nabywaly cech neuralnych, w reakcji immunocytochemicznej nieliczne pozytywne i zanikajgce
w kolejnych pasazach pod wzgledem obecnosci biatka nestyny (k/o), brak obecnosci komoérek
pozytywnych NF200 i GFAP (l) ale pozytywne pod wzgledem ekspresji BTubuliny Il pojawiajgcej
sie na etapie pasazu 2 i utrzymujacej sie w kolejnych etapach hodowli (n,0). Skala 50 um. Obrazy
sg reprezentatywne dla obserwacji wykonanych dla 4 niezaleznych izolacji.

5.5. Aktywnos¢ transkrypcyjna komodrek MSC dla gendw wybranych czynnikéw
neurotroficznych i specyficznych dla nich receptorow w standardowych warunkach

hodowli in vitro

W dalszych badaniach skupiono sie na ocenie wiasciwosci parakrynnych komérek MSC,
ktére wedtug aktualnych danych literaturowych mogg mie¢ korzystny wptyw na endogenne
procesy regeneracyjne organizmu. W eksperymentach okreslono potencjat MSC
pochodzgcych ze szpiku oraz galarety Whartona do produkcji czynnikow neurotroficznych oraz
ekspres;ji specyficznych dla nich receptoréw na poziomie mRNA. Analize jakosciowg ekspresiji
MRNA dla wybranych czynnikéw i receptoréw przeprowadzono na komérkach bedacych na
tym samym etapie hodowli (pasaz 3/4) utrzymywanych w standardowych warunkach hodowli

in vitro (21% O»). W badaniach stwierdzono wysoki poziom ekspresji genéw kodujgcych: NGF,
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NT3, NT4, BDNF oraz czynnik wzrostu pochodzenia glejowego (GDNF, ang. Glial Cell line-
Derived Neurotrophic Factor). Dos¢ ciekawg obserwacjg potwierdzajgcg parakrynowg funkcje
komorek MSC byt niski poziom lub brak ekspresji receptorow dla tych czynnikow. Komorki
MSC nie wykazywaty ekspresji: TrkA, TrkB, TrkC, GFRa-1 (ang. Glial Cell Line-Derived
Neurotrophic Receptor 1). W analizowanych populacjach stwierdzono natomiast ekspresje
receptora p75N™R oraz nieznaczny poziom transkryptu GFRo2 (ang. Glial Cell Line-Derived
Neurotrophic Receptor 2) (ryc. 23).

GDNF

TrkA TrkB TrkC p7S5NTR GFRa1 GFRa2

Ryc. 23. Produkty reakcji RT-PCR dla czynnikéw neurotroficznych (NGF, NT4, GDNF, BDNF, NT3)
oraz receptoréw (Trk-A, Trk-B, Trk-C, p75N"R, GFRa-1, GFRa-2) w komérkach BM-MSC i WJ-MSC
pochodzacych z pasazu trzeciego hodowli standardowe;.

W kolejnych doswiadczeniach w celu wyodrebnienia roznic ilosciowych pomiedzy
populacjami WJ-MSC i BM-MSC przeprowadzono badania wybranych neurotrofin i receptorow
metodg ilosciowej oceny ekspresji genéw w czasie rzeczywistym (QRT-PCR). Otrzymane
wyniki ujawnity zréznicowany poziom ekspresji mMRNA dla czynnikéw troficznych w obydwu
populacjach komérek MSC. Zaobserwowano statystycznie istotnie wyzszy poziom ekspresji
genéw dla VEGF (p<0,001), GDNF (p<0,001), HGF (ang. Hepatocyte Growth Factor)
(p<0,001) oraz BDNF (p<0,01) w komérkach MSC z galarety Whartona. llosciowa ekspresja
transkryptu genu dla czynnika troficznego VEGF wykazata prawie osmiokrotnie wyzszag
wartos¢ uzyskang w grupie komoérek WJ-MSC. Tendencja w ekspresji pozostatych neurotrofin
byta podobna w obu grupach. Odnotowano prawie czterokrotny wzrost ilosci mMRNA dla BDNF

oraz najwyzszy dwunastokrotny wzrost dla genu czynnika GDNF. Nie zaobserwowano
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znaczgcych roznic w poziomie intensywnosci ekspresji mMRNA dla pozostatych genow IGF

(ang. Insulin Growth Factor), EGF oraz CNTF (ang. Ciliary Neurotrophic Factor).
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Ryc. 24. Analiza ekspresji mRNA czynnikéw neurotroficznych w komérkach WJ-MSC i BM-MSC
pchodzacych z hodowli in vitro na etapie trzeciego pasazu. Wykresy przedstawiajg wyniki
poréwnania ekspresji genéw uzyskane metodg AACt (Real-Time gRT-PCR) wyrazone w
jednostkach wzglednych w stosunku do komérek BM-MSC. Kazda z préb byta normalizowana w
stosunku do genu referencyjnego GAPDH. Wyniki badan przedstawione, jako wartosci srednie
n=3 (* SD) wynik analizy statystycznej uzyskano stosujac test Bonferroni; *p<0.05; **p<0.01;
**n<0.001.

Kolejng grupe stanowita ekspresja genéw czynnikéw kodujgcych NT3, NT4, NGF, oraz
receptorow p75N™R, TRKA, TRKB, TRKC, GFR1a, GFRa2 (ryc. 25). lloSciowa ekspresja
transkryptow gendw dla NT3 i NT4 wykazata odpowiednio pieciokrotny (p<0,001) i trzykrotny
(p<0,05) wzrost wartosci w komoérkach WJ-MSC w poréwnaniu do komérek BM-MSC.
Analizujgc poziomy transkryptow receptorow dla neurotrofin, zaobserwowano istotny
statystycznie, wyzszy poziom ekspresji dla p75N™® (p<0,01) w komérkach WJ-MSC oraz
stabilny w obydwu frakcjach poziom ekspresji dla receptora GFRa2. Geny pozostatych
receptorow, podobnie jak czynnika NGF, wykazywaty jedynie sladowy poziom ekspresiji, ktorg
uzyskano przy liczbie cykli Ct powyzej 32. W przeliczeniu do genu referencyjnego dawato to
wynik interpretowany jako sladowy poziom ekspresji ha granicy tta w obu grupach badanych
komorek MSC.
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Ryc. 25. Analiza ekspresji mMRNA czynnikéw neurotroficznych i receptorow w komdérkach WJ-
MSC i BM-MSC pochodzgcych z trzeciego pasazu hodowli in vitro. Wykresy przedstawiajg wyniki
poréwnania ekspresji genow uzyskane metodg AACt (Real-Time qRT-PCR) w jednostkach
wzglednych przeliczone w stosunku do kalibratora proby BM-MSC. Kazda z prob byla
normalizowana w stosunku do genu referencyjnego tubulinyBl (TUB1). Wykresy prezentuja
wartosci Srednie n=3 (¥ SD). Wynik analizy statystycznej uzyskano stosujgc test Bonferroni;
*p<0.05, ** p<0,01, **p<0,001.

5.6. Wptyw obnizonego do 5% stezenia tlenu w $rodowisku na hodowle komoérek

mezenchymalnych

W nastepnych badaniach zmieniono warunki hodowli in vitro komérek MSC poprzez
obnizenie stezenia parcjalnego tlenu z 21% do poziomu 5%. Wedtug danych literaturowych
obnizone w stosunku do atmosferycznego stezenie tlenu odpowiada warunkom panujgcym
fizjologicznie w niszy komérek macierzystych, co w istotny sposéb moze wptywac¢ na
wydajnos¢é prowadzonej hodowli. W przeprowadzonych doswiadczeniach komorki
mezenchymalne wyizolowane z galarety Whartona oraz szpiku kostnego hodowane byly w
standardowej atmosferze (21% O:) do etapu 2 pasazu a nastepnie przenoszone do atmosfery
obnizonego 5% O, W komérkach MSC hodowanych w powyzszych warunkach oceniano
morfologie, tempo proliferacji oraz stopien zréznicowania poprzez okreslanie ekspresji
markeréw charakterystycznych zarowno dla komorek pluripotencjalnych jak i markeréw
zwigzanych z réznicowaniem pro-neuralnym. W ustalonych punktach czasowych (2 tygodnie,
1 miesigc, 2 miesigce) pobierano materiat i analizowano go pod katem ekspresji mRNA i

obecnosci biatek.
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5.6.1. Wptyw hodowli w atmosferze obnizonego do 5% stezeniu tlenu na fenotyp
komérek WJ-MSCnr

Analizujgc wptyw warunkéw obnizonego tlenu na morfologie komérek pochodzacych z
galarety Whartona wykazano, ze WJ-MSCyr byly mniejsze i duzo gesciej zarastaty
powierzchnie naczynia hodowlanego w poréwnaniu do WJ-MSC. Ponadto zaobserwowano
pojawianie sie zwiekszonej liczby CFU. Komérki hodowane standardowo w atmosferze 21%
O2 juz po 4-5 pasazach stawaly sie wicksze i ptatowate, jak to opisano w odpowiednim
rozdziale poprzedzajgcym. Pomimo zaobserwowanych zmian w morfologii, charakterystyka
typowych markeréw mezenchymalnych w komoérkach hodowli w obnizonych warunkach
tlenowych nie wykazata zasadniczych zmian. Pozytywny fenotyp mezenchymalny potwierdzita
obecnos¢ antygenow CD9O0 i vimentyny oraz brak markera linii hematopoetycznej CD34.
Wyniki cytometrii przeptywowej potwierdzity rowniez mezenchymalny charakter hodowli. Po 2
miesigcach hodowli ponad 90% komdrek byto pozytywnych pod wzgledem specyficznych
markeréw CD90*, CD73", CD105* oraz negatywnych dla CD34", CD11b", CD19" CD45", HLA-
DR-.
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Ryc. 26. Réznice morfologiczne pomiedzy WJ-MSC hodowanymi w warunkach obnizonego 5%
tlenu (h) w stosunku do 21% stezenia tlenu (d). Znakowanie jgader barwnikiem Hoechst
uwidacznia zréznicowanie w gestosci prowadzonych hodowli, duzo liczniej rosngcymi w
obnizonym tlenie (a,e). Zdjecia z mikroskopu Swietlnego-obecnosé¢ wigkszej liczby centréw
intensywnej proliferacji w komérkach hodowanych w obnizonym stezeniu tlenu. Brak réznic w
ekspresji typowych markeréw mezenchymalnych CD90 (b,f) oraz vimentyny (c,g) pomiedzy
komoérkami hodowanymi w obu stezeniach tlenu. Barwienie uwidacznia jedynie réznice w
wielko$ci komoérek w dwéch hodowlach. Skala 50 um. Ponizej: Analiza cytometryczna populacji
komorek WJ-MSCnt. Reprezentatywne histogramy potwierdzajgce prawidiowy fenotyp
mezenchymalny scharakteryzowany na podstawie obecnosci antgenéw CD90, CD73, CD105 oraz
brakiem CD34, CD11b, CD19, CD45, HLA-DR.

5.6.2. Wptyw obnizonego stezenia tlenu na tempo proliferacji komoérek WJ MSCnr

Wplyw obnizenia stezenia tlenu na wydajnos¢ proliferacji komérek analizowano
rownolegle do standardowej hodowli w warunkach 21% O.. We wszystkich analizowanych
doswiadczeniach (dtugoterminowych i krétkoterminowych) zaobserwowano korzystny wptyw
5% tlenu na tempo proliferacji. Konfluencje wynoszgcg 70-80% komorki osiggaty juz po 2-3
dniach hodowli, podczas gdy MSC w warunkach atmosferycznych wymagaty okoto 7 dni do

uzyskania tej samej konfluencji. Dokfadna analiza standardowej hodowli w 21% tlenie zostata
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opisana we wczesniejszych rozdziatach pracy. Jednak w tych warunkach komaorki wykazywaty
ograniczong zdolnosé do podziatdéw, po 8 pasazach potencjat proliferacyjny komorek malat, co
miato odzwierciedlenie w wydtuzonym PDT wynoszgcym 6 dni. W komorkach rownolegle
hodowanych w 5% tlenie tempo podziatow utrzymywato sie na statym poziomie przez dtuzszy
czas hodowli, nawet do etapu 12 pasazu, a czas podwajania populacji wynosit Srednio 2 dni
(ryc. 27).

10
B WJ-MSC5% mWJ-MSC 21%

D N

I

N

Czas podwajania populacji PDT (dni)
(9]

=

0 iI II II i i I i I
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Ryc. 27. Wptyw warunkéw obnizonego tlenu do 5 % O: na proliferacje komérek WJ-MSC.
Dtugoterminowa analiza proliferacji w réwnolegle prowadzonych hodowli na podstawie
uzyskanej liczby czasu podwojenia populacji (PDT) od 1 do11 pasazu. Punkty stanowig srednie
* SD z trzech eksperymentow.

Kolejnym etapem badan byta krétkoterminowa analiza proliferacji oparta na metodzie
pomiaru aktywnosci metabolicznej komérek za pomocg komercyjnego odczynnika WST-1.
Wykazano, ze komérki WJ-MSCnr w okresie liniowego wzrostu poczawszy od trzeciego dnia
eksperymentu dzielity sie prawie dwukrotnie szybciej w poréwnaniu z réwnolegle prowadzong
hodowlg WJ-MSC (ryc. 28). N.p. w trzecim dniu pomiaru odnotowano statystycznie istotny
przyrost w grupie WJ-MSC nr, ktéry wynosit 7640 (+234) w stosunku komoérek WJ-MSC 3728
(x487).

84



WYNIKI

—4+—WJ-MSC 21%" ==o==W]-MSC 5%"
16000

14000

12000 % -\
10000 /// /(T/.\\\:
S 4

4000 / T//

2000 //r

Catkowita liczba komorek

4 5
Czas (Dni)

Ryc. 28. Wplyw warunkéw obnizonego tlenu (5 % O:) na proliferacje komoérek WJ-MSC.
Tygodniowa analiza proliferacji metoda z zastosowaniem odczynnika WST-1 oceniajgcej
aktywnos$¢ metaboliczng komérek. Punkty stanowia Srednie * SD z trzech eksperymentow.
**p<0.01

Hodowle WJ-MSCnr znacznie dtuzej zachowywaty zdolno$¢ do intensywnych
podziatéw w poréwnaniu do WJ-MSC, o czym Swiadczyta rowniez wieksza liczba widocznych
osrodkow rozmnazania-centrow intensywnej proliferacji. Barwienia ICC wykazaty pozytywng
reakcje z markerem proliferacji Ki-67 w centrum osrodka (prawie 100% komérek pozytywnych)
oraz z tendencjg do zmniejszania liczby komorek pozytywnychh na zewnetrznych obszarach
tej struktury, osiagajgc w rejonie ,,monowarstwy,, 63,14% (£12,86) komorek Ki67 pozytywnych
(ryc. 29). Obszary intensywnej proliferacji byty immunopozytywne réwniez pod wzgledem
obecnosci pluripotencjanych czynnikéw trakskrypcyjnych. W centrum struktury CFU sygnat
fluorescencji dla Oct4A byt zlokalizowany w jadrach komdrkowych, natomiast komorki poza
tym obszarem nie wykazywaty takiej lokalizacji. W tych komodrkach sygnat fluorescencji
widoczny byt gtdwnie w cytoplazmie oraz na zewngtrz komorki. Podobnie jgdrowg lokalizacje
w osrodkach CFU zaobserwowano dla biatka CXCR-4 (ang. CXC chemokine receptor type-
4). Wedtug niektorych danych taka lokalizacja moze byC kojarzona ze zwiekszonym

potencjatem migracyjnym niezréznicowanych komorek.
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Immunocytochemiczna charakterstyka CFU powstajgcych w hodowli w WJ-MSC

Ryc. 29. Charakterystyka struktury osrodka rozmnazania - CFU w WJ-MSCNT w hodowli w
warunkach 5% stezeniu tlenu. Komorki hodowane w obnizonym stezeniu tleniu wykazujg
tendencje do zwiekszania charakterystycznych struktur dla komodrek macierzystych, tzw.
centréw intensywnej proliferacji (d,i), sktadajacych sie z gesto upakowanych komérek jedna na
drugiej (f) wyrézniajagcych sie wysoka ekspresja Ki-67 (a,b - kolor zielony), czynnika
transkrypcyjnego Oct3/4 (b,g - kolor czerwony) oraz CXCR4 (c - kolor zielony) i aSMA (h - kolor
zielony). Jagdra komérkowe wybarwione odczynnikiem Hoechst 33258 (kolor niebieski). Skala 50
um.

5.6.3. Brak spontanicznego réznicowania neuralnego w WJ-MSCnr

Kolejne doswiadczenia dotyczylty sprawdzenia wptywu zastosowanych warunkow
obnizonego tlenu na ekspresje gendw réznicowania neuralnego. Okazato sie, ze w warunkach
obnizonego tlenu geny typowe zaréwno dla réznicowania astrocytarnego (GFAP) jak i
neuralnego (NF200) obecne w hodowlach w warunkach standardowych podlegajg wyciszeniu
i/lub nie sg aktywowane. Dluzsza hodowla komérek WJ-MSCnr (2 miesigce) powodowata
catkowity zanik markeréw réznicowania neuralnego (NF200, GFAP) na poziomie zaréwno
MRNA jak i biatka obserwowanego wczesniej w hodowli standardowej (ryc. 30). Wyniki te
wskazujg, ze hodowla komérek WJ-MSC w warunkach obnizonego stezenia tlenu (5%)

prowadzi do odréznicowania ich fenotypu do poziomu komérek mniej zréznicowanych.
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Ryc. 30. Analiza immunocytochemiczna markeréw neuralnych w komérkach WJ-MSC po 2
miesiecznej hodowli w niskim tlenie. Obecnos¢ NF200 (b) oraz GFAP (c) w standardowo
prowadzonej hodowli oraz zanik tych markeréw w warunkach obnizonego tlenu (e, f).
Zwiekszenie biatka nestyny (d). Jagdra komérkowe wybarwione odczynnikiem Hoechst 33258
(kolor niebieski). Skala 50 um. Analiza mRNA z wykorzystaniem metody RT-PCR potwierdzita
zanik ekspresji NF200 oraz GFAP na poziomie mRNA.

5.6.4. Indukcja ekspresji genow HIF w komdrkach WJ-MSChnr

W Kkolejnym etapie pracy poddano analizie ekspresje gendéw kodujgcych czynniki
indukowane hipoksjg HIF-a. Podczas hodowli w obnizonym stezeniu tlenu zaobserwowano
indukcje genéw zwigzanych z hipoksjg HIF-1a oraz HIF-2a. Otrzymane wyniki przedstawia
rycina 31. Analiza mRNA z wykorzystaniem metody PCR w czasie rzeczywistym z
zastosowaniem sond hybrydyzacyjnych TagMan ujawnita, ze HIF-1a i HIF-2a ulegajg ekspresiji
zarbwno w komorkach hodowanych w atmosferycznym jak i w obnizonym stezeniu tlenu.
Jednak poziom transkryptow genow HIF-1a i HIF-2a analizowany PCR w czasie rzeczywistym
roznit sie istotnie w zaleznosci od warunkéw tlenowych. Wykazano, ze ekspresja HIF-2a
wzrasta nawet 9 krotnie podczas inkubacji w 5% stezeniu tlenu, osiggajac maksymalny poziom
po 1 miesigcu od momentu indukcji hipoks;ji (ryc. 31). W przypadku ekspresji mRNA dla genu
HIF-1a zaobserwowano podobng tendencje, jednak odnotowany wzrost byt jedynie 3 krotnie

wyzszy w porownaniu do komorek ze standardowej hodowli WJ-MSC.
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Ryc. 31. Analiza ekspresji mRNA gendéw HIF-1a i HIF-2a. Wykres przedstawia wyniki wzglednej
ekspresji HIF-1la i HIF-2a uzyskane metoda AACt (qRT-PCR) z zastosowaniem sond
hybrydyzacyjnych TagMan w komérkach WJ-MSC, WJ-MSCnr oraz z zastosowaniem réznych
dawek inhibitora TSA (100 nM, 200 nM). Kazda z prob normalizowana byta w stosunku do genu
referencyjnego B-AKTYNY oraz przeanalizowana wzgledem préoby kalibratora. Wpfyw TSA na
ekspresje genoéw HIF-1a i HIF-2a - dodanie inhibitora (TSA) skutkowafo obnizeniem ekspresji
obydwu analizowanych transkryptow genéw HIF-1a i HIF-2a. Wyniki badan przedstawione jako
wartosci Srednie (¥SD) z trzech doswiadczen. Istotno$¢ statystyczna przeanalizowana dla
poszczegdlnych genéw wzgledem préby z 21% tlenu, *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001.

5.6.5. Indukcja ekspresji genéw pluripotencjalnych w komoérkach WJ MSChyr

Obserwacje hodowli komorek MSC w obnizonym do 5% stezeniu tlenu wykazaty, ze
zastosowane warunki sg waznym czynnikiem wptywajgcym rowniez na ekspresje genow
zwigzanych z pluripotencjalnoscig. Odnotowano wzrost mRNA gendw charakterystycznych
dla komoérek zarodkowych SRTF (ang. Stemness-Related Transcriptional Factors). Wyniki
przeprowadzonych badan ujawnity, ze komérki WJ-MSCnr wykazujg ekspresje mRNA catego
wskazanego zestawu tych gendw: Oct3/4 i Nanog, Sox2, Rex, (Drela i wsp.2014) (ryc. 32).

Opierajgc sie na danych literaturowych opisujacych wptyw Trichostatyny A (TSA) na
mechanizmy epigenetyczne zwigzane z roznicowaniem komorek, podjeto probe oceny wptywu
tego modyfikatora acetylacji histonéw na charakterystyke WJ-MSChr.

Wykazano, ze w badanym ukfadzie doswiadczalnym w komérkach WJ-MSCnr po
dodaniu TSA (200 nM) poza znamiennym zmniejszeniem ekspresji gendw HIF catkowitej
blokadzie ulegta réowniez ekspresja gendow SRTF (Oct3/4, Sox, Rex, Nanaog) (ryc. 32-
strzatka).
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Ryc. 32. Produkty reakcji RT-PCR dla gendéw pluripotencjalnych (Oct3/4 i Nanog, Sox2 i Rex1) w
komodrkach WJ-MSCnt hodowanych w warunkach 5 % stezenia tlenu oraz komérek \WJ-MSC z
warunkow standardowych (21%0.). Jako gen referencyjny zastosowano B-Aktyne (ACTB).
Ekspresja genéw Oct3/4, Nanog oraz Sox2 i Rex1 pojawia sie poczawszy od drugiego tygodnia
hodowli w warunkach 5% tlenu. Ulega catkowitemu zablokowaniu po dodaniu TSA (200 nM).

5.6.6. Wptyw TSA na proliferacje WJ-MSCnr

Wstepne obserwacje wykazaly, ze komorki potraktowane Trichostatyng A, zaleznie od
dawki zmniejszaty tempo proliferacji, nie uzyskujac petnej konfluencji. Ustalono efektywng
dawke hamujgcg proliferacje dla hodowli komérek WJ-MSCnr w zakresie stezen TSA od 50
nM do 200 nM. Rycina 33 przedstawia krzywe wzrostu komérek WJ-MSCnr sporzgdzone na
podstawie krzywej wzorcowej z odczynnikiem WST1 bez TSA oraz w obecnosci badanego
zwigzku. W hodowlach kontrolnych obserwowano intensywny, prawie 10 krotny w stosunku
do ich poczatkowej liczby, wzrost komérek zywych w czasie 5 dni. Obecnos$¢ inhibitora
deacetylazy - TSA: 50 nM, 100 nM, 200 nM obnizata liczbe zywych komérek odpowiednio o
okoto 50% w obecnosci 50 nM i 75% w obecnosci 100 nM TSA. Wysoka dawka 200 nM TSA
prawie catkowicie blokowata proliferacje. Dla potwierdzenia zywotnosci komérek i braku efektu
cytotoksycznego TSA w zastosowanych stezeniach wykonano badania cytometryczne z
jodkiem propidyny. Wykazano zywotnos¢ na poziomie 82% i 88% w przypadku kolejno
najwyzszej i najnizszej dawki TSA w poréwnaniu z 92% zywotnoscig w komodrkach

kontrolnych.

89



WYNIKI

14000
12000 /
/ Hox 200nM TSA
10000
/ TSA 50 nM | . - .
8000 . o

;/1 —=—TSA 100 nM — s
| ¥ i
6000 ! _ﬁ

TSA 200 nM 92%

/ ——Hox P o
4000 : [ Foaedss | 88% | 82%

FSC-A FSCA FSC-A

Pl PE-A
Pl PE-A
PIPE-A

Catkowita liczba komérek

2000

0 1 3 4 5
Czas (dni)

Ryc. 33. Badanie cytotoksycznosci inhibitora HDACi (Trichostatyny A). Wplyw zalezny od dawki
TSA (50 nM, 100 nM, 200 nM) na tempo proliferacji (A) oraz przezywalnos$c¢ (B) komoérek WJ-MSC
- detekcja liczby zywych komdrek w reakcji z jodkiem propidyny. Wykres obrazuje procent liczby
komérek zywych po 7 dniach hodowli w warunkach 5% tlenu. Kazda wartos¢ jest srednia (* SD)
z trzech niezaleznych eksperymentéw, **p<0,01.

5.6.7. Indukcja réznicowania neuralnego w komérkach WJ-MSCNT

Analize potencjatu réznicowania wykonano na komorkach WJ-MSCyr rosngcych w
warunkach 5% stezenia tlenu w postaci charakterystycznej dla hodowli monowarstwy. W celu
zbadania potencjalnych mozliwosci do réznicowania neuralnego, komoérki WJ-MSChnr
wykazujgce stabilne cechy komorek niezréznicowanych zostaty umieszczone w wybranych
pozywkach rekomendowanych w literaturze jako réznicujgce. Komorki inkubowano przez
okres od 7 do 14 dni w pozywkach zawierajgcych rézne kombinacje czynnikéw stymulujgcych
réznicowanie neuralne. Doktadne podsumowanie sktadu testowanych pozywek i zwigzkéw
przedstawia tabela 4 umieszczona w rozdziale 4.5. Nie zaobserwowano istotnego wptywu
pozywek suplementowanych neuromorfogenami i czynnikami neurotroficznymi na zmiany
morfologiczne charakterystyczne dla komorek neuralnych, co $wiadczyto o braku powodzenia
procesu réznicujgcego. Zauwazono natomiast, ze pozywki z dodatkiem dBcAMP powodowaty
paradoksalnie intensywny wzrost tempa proliferacji hodowli niezaleznie od pierwotnie
zastosowanej gestosci komoérkowej. Pozytywng odpowiedz roznicujacg uzyskano jedynie po
wstepnej suplementacji hodowli przez TSA (200 nM) a nastepnie zastosowanie badanych
czynnikéw stymulujgcych neurogeneze: dBcAMP, kwasu retinowego (RA) oraz mézgowego
czynnika wzrostu nerwéw (BDNF) w stezeniach podanych w tabeli 4 (rozdziat 4.5). Po 10
dniach hodowli w obecnosci kombinacji tych morfogendéw i czynnikéw neurotroficznych
komorki zaczynaty wykazywac zréznicowang wielowypustkowg morfologie przypominajaca
charakterystyczng sie¢ neuronowg. Réwnolegle obserwowano zanik typowego fenotypu

komérek mezenchymalnych o fibroblastycznej morfologii oraz wydatne zmniejszenie tempa
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proliferacji, objawiajgce sie zmniejszeniem liczby komoérek Ki-67* pozytywnych oraz markerow

komorek nisko zréznicowanych SSEA-4 i nestyny (ryc. 34.)

Roéznicowanie neuralne

0 1 2 5 10 Dni
I ! I 1 | 1 1 I_>
‘ TSA 24-48 godz. ‘ dcAMP + RA +BDNF (10-14 )

1 2 3 4

d. | B-tbhulina i
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Ryc. 34. Analiza réznicowania neuralnego komérek WJ-MSCnt rosngcych w charakterystycznej
hodowli jednowarstwowej (a) z zastosowaniem protokofu opartego o wczesniejsze traktowanie
TSA 200 nM w pofgczeniu z morfogenami dbcAMP, RA, BDNF. Zaobserwowane zmiany
morfologii - charakterystyczna sie¢ komoérek wielowypustkowych (b). Analiza
immunocytochemiczna markeréw typowych dla komoérek niezréznicowanych SSEA-4 (c),
nestyna (e) oraz dojrzafych neuronéw B-tubuliny Il (d) MAP2 (f). Skala 50 um. Jadra komérkowe
wybarwione Hoechst 33258 (niebieski) lub Numa (czerwone). Produkty reakcji RT-PCR dla
gendéw 1-MAP2, 2-NF200, 3-NeuroD, 4-B-aktyny

To prawdopodobnie moze wskazywaé na opuszczenie przez komoérki cyklu podziatowego i
wejscie w koncowy etap réznicowania, potwierdzony nastepnie ekspresjg markera
zréznicowania kohcowego neurondw, antygenu MAP2. Co znaczace, nie zaobserwowano

tutaj komorek pozytywnych pod wzgledem ekspresji antygenu GFAP w komérkach o neuralne;j
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morfologii. W celu potwierdzenia neuronalnego kierunku réznicowania hodowli komérek WJ-
MSCnr po ,primingu” TSA, poza charakterystykg fenotypowg okredlono rowniez ekspresje
gendw charakterystycznych dla zréznicowanych neuronéw. Wykazano, ze w komdérkach
traktowanych mieszaning réznicujgcg ekspresji ulegaty geny typowe dla poznej fazy
réznicowania neuronalnego. Zaobserwowano obecnos$¢ transkryptow mRNA dla NF200,
MAP2 i NeuroD. Natomiast wynik uzyskany na podstawie analizy obecnosci mRNA dla genu
GFAP nie byt w badaniach jednoznaczny, poniewaz jego ekspresja zostata zaobserwowana

tylko w jednej probie na trzy badane doswiadczenia.

5.6.8. Analiza kariotypu komorek WJ-MSCyr po ich dtugotrwatej hodowli w warunkach
obnizonego do 5% stezenia tlenu

Analiza cytogenetyczna przeprowadzona w celu potwierdzenia wzglednej stabilnosci
genotypu odréznicowanych komoérek WJ-MSCnr w czasie hodowli in vitro wykazata
zachowanie prawidtowego, zrownowazonego kariotypu po ponad 2 miesiecznej hodowli
komodrek w obnizonym do 5% stezeniu tlenu. Mimo zaobserwowanych cech odréznicowania
oraz wydatnie zwiekszonej (lecz stabilnej) proliferacji komorek, nie wykazano zadnych

zaburzen cytogenetycznych w liczbie i strukturze chromosoméw (ryc. 35).
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Ryc. 35. Analiza kariotypow komérek po 2 miesiecznej hodowli w warunkach 5% stezenia tlenu.
Komoérki WJ-MSCnt mimo cech odréznicowania i przyspieszonej proliferacji zachowywafy
prawidtowy kariotyp. Obraz reprezentatywny dla 3 niezaleznych eksperymentow.
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5.7. Wptyw obnizonego stezenia tlenu 5% na komérki BM-MSChnr

W kolejnej czesci doswiadczen przeanalizowano wptyw warunkow obnizonego do 5 %
stezenia tlenu na komorki mezenchymalne izolowane ze szpiku kostnego. Zachowujgc takie
same parametry eksperymentu BM-MSC po wyizolowaniu ze szpiku kostnego poczatkowo
przez dwa pasaze hodowane byly w standardowej atmosferze tlenu, a nastepnie przektadane
do warunkow z obnizong zawartos$cig tlenu (5%). Nastepnie BM-MSCnr hodowane byty przez
kolejne 2 miesigce. Jedng z pierwszych obserwacji byt brak istotnych réznic w morfologii
komorek z hodowli w 5% stezeniu tlenu w poréwnaniu do komorek kontrolnych utrzymywanych
w atmosferycznej zawartosci tlenu. Nie wykazano obecnosci centrow intensywnej proliferaciji
takich jak w komoérkach WJ-MSyr. Zaobserwowano jedynie pojedyncze struktury
przypominajgce skupiska lub agregaty, ktére tak jak w przypadku warunkéw atmosferycznych
nie zwieraty miejsc intensywnej proliferacji — byty negatywne pod wzgledem zwiekszone;j
obecnosci jgdrowego antygenu proliferacji Ki67.

Zastosowane testy proliferacji oparte na krotkoterminowej oraz dlugoterminowej
analizie hodowli BM-MSCnrw warunkach 5% stezenia tlenu wykazaty, ze MSC izolowane ze
szpiku reagujg na obnizenie stezenia tlenu jedynie umiarkowanym zwiekszeniem tempa
proliferaciji.

W krétkoterminowej ocenie proliferacji BM-MSCwr zastosowano metode polegajgcg na
pomiarze szybkosci redukcji odczynnika WST-1. W oparciu o sporzgdzong krzywg wzorcowg
okreslajgca liczbe zywych komérek wykazano statystycznie istotnie wiekszy przyrost komorek
w grupie BM-MSCnrw poréwnaniu do standardowej hodowli (ryc. 36). Siodmego dnia pomiaru
odnotowano ponad dwukrotnie wiekszg ilos¢ komorek, wynoszgcg odpowiednio 4078 () dla
BM-MSC oraz 8290 (+) dla BM-MSChr.
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Ryc. 36. Wplyw warunkow obnizonego stezenia tlenu (5% O2) na proliferacje komérek BM-MSC.
Tygodniowa analiza proliferacji z zastosowaniem odczynnika WST-1. Punkty stanowia $rednie *
SD dla trzech niezaleznych doswiadczen. **p<0.01

Podobng reakcje na obnizenie stezenia tlenu odnotowano w ustalonej fazie wzrostu
hodowli dlugoterminowej (do ok. 8 pasazu). Starsze hodowle reagowaty stopniowym
wydtuzeniem czasu podwojenia populacji w pasazach starszych ze zmniejszaniem w

zaleznosci od warunkéw tlenowych (ryc. 37).
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Ryc. 37. Wplyw warunkoéw obnizonego stezenia tlenu (5% O:) na proliferacje komorek BM-MSC.
Wykres przedstawiajacy czas podwajania populacji- PDT od 1 do 11 pasazu. Punkty stanowiag
Srednie (£ SD) z trzech eksperymentéw.
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W kolejnych etapach doswiadczenia przeanalizowano wptyw obnizonych warunkéw
tlenu na réznicowanie komorek wraz z analizg ekspresji genow SRTF. Uzyskane wyniki
wykazaty, Zze kombérki izolowane ze szpiku nie reagujg w sposob podobny do
zaobserwowanego w komorkach uzyskanych z galarety Whartona. Nie wykazujg indukcji
ekspresji genow STF (Oct3/4, Nanog, Sox2, Rex1) na zadnym z analizowanych etapow

hodowli (2 tygodnie, 1 miesigc, 2 miesigce).
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6. DYSKUSJA

6.1. lzolacja i optymalizacja warunkéw hodowli in vitro mezenchymalnych komoérek

macierzystych

Jednym z gtéwnych celéw pracy doktorskiej byto opracowanie metod i poréwnanie
wynikéw izolacji mezenchymalnych komérek macierzystych pochodzacych z réznych zrédet
tkankowych: krwi pepowinowej, galarety Whartona sznura pepowinowego oraz szpiku
kostnego. Ma to szczegdlne znaczenie w swietle licznych wymogdw dotyczgcych stosowania
terapii autologicznymi MSC pochodzgcymi z wtasnych tkanek pacjenta (szpik kostny) lub
alternatywnie komoérkami allogenicznymi, pochodzgcymi z tkanek ptodowych (krew
pepowinowa i galareta Whartona) o znacznie obnizonej immunogennosci (Lee i wsp., 2014).
Wedtug aktualnych danych literaturowych komérki o cechach MSC mozna wyizolowa¢ prawie
z kazdej tkanki (ryc. 38) jednak pod katem zastosowania w medycynie regeneracyjnej istnieje
koniecznos¢ uzyskania wzglednie duzej liczby komérek znajdujgcych sie na odpowiednim
etapie rozwojowym. W przypadku réznych jednostek chorobowych wymagane jest
jednorazowe przeszczepienie nawet do 200 milionéw komoérek jednemu pacjentowi (Hare i
wsp., 2012, Connick i wsp., 2012). Uzyskanie tak duzej liczby mezenchymalnych komorek
macierzystych podczas jednorazowego pobrania materiatu jest niemozliwe. Optymalizacja
warunkéw hodowli in vitro, umozliwiajgcej uzyskanie pozadanej liczby komoérek
regeneracyjnych, jest wiec kluczowym zagadnieniem biotechnologicznym. Tym bardziej, ze
korzystne efekty transplantacji mezenchymalnych komérek macierzystych namnozonych w
hodowli in vitro zaobserwowano w wielu jednostkach chorobowych m.i. w regeneracji uktadu
chrzestno-kostnego (Marcacci i wsp., 2007; Wakitani i wsp., 2011), mie$nia sercowego oraz
w terapii uszkodzenia rdzenia kregowego (Wang i wsp., 2012; Kishk i wsp., 2010).

Pierwszym i najczesciej stosowanym Kklinicznie rodzajem MSC jest populacja
izolowana ze szpiku kostnego. Przeszio 40 lat temu Friedenstein wyizolowat populacje
komoérek o morfologii fibroblastow, ktére tworzyty kolonie i wykazywaty cechy
wielokierunkowego réznicowania mezodermalnego (Friedenstein i wsp., 1976). Szpik kostny
jest do tej pory gtownym zrédtem mezenchymalnych komorek macierzystych dla celéw
klinicznych jednak jego pozyskanie wigze sie z inwazyjng procedurg pobierania, a liczba
otrzymanych komorek jest stosunkowo niewielka. W obecnej literaturze istnieje wiele
protokotéw izolacji i hodowli MSC ze szpiku kostnego. W pierwszej kolejnosci procedury
izolacji opierajg sie na uzyskaniu frakcji komérek jednojgdrzastych w wyniku wirowania w
gradiencie gestosci w komercyjnie dostepnych roztworach umozliwiajgcych rozdziat komorek.

Nastepnie, wykorzystujgc wiasciwosci przylegania komérek do podioza lub rozpoznania
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immunologicznego antygendéw powierzchniowych, selekcjonuje sie populacje komoérek
mezynchmalnych. W przypadku szpiku kostnego najwyzszg wydajnos¢ w izolacji komoérek
MSC uzyskano stosujgc wstepnie gradient Ficollu. Badania ostatnich lat wskazujg ponadto, ze
procedura izolacji komoérek ze szpiku kostnego wptywa rowniez na liczbe i jako$é
uzyskiwanych komoérek MSC. Udowodniono, ze skutecznos¢ izolacji na Ficollu jest duzo
wyzsza w porownaniu z innymi komercyjnie dostepnymi gradientami. Jednak otrzymana przez
nas populacja komorek MSC ze szpiku kostnego byta stosunkowo nieliczna w poréwnaniu z
kolejno analizowang tkankg galarety Whartona. Uzyskana przez nas liczba komoérek BM-MSC
wynosita okoto 0,02% wszystkich komdrek wyizolowanych pierwotnie, co jest zgodne z innymi
doniesieniami literaturowymi (Pittenger i wsp., 1999). Uwaza sie, ze na liczbe uzyskanych
komérek BM-MSC moze wptywac miejsce anatomiczne, z ktérego zostaty one pobrane oraz
wiek pacjenta. W wielu niezaleznych badaniach wykazano, ze liczba komérek MSC jest
wyzsza u ludzi miodszych (D'lppolito i wsp., 1999; Stolzing i wsp., 2008). Uwaza sie, ze
liczebnos¢ tych komorek jak rowniez ich zdolnos¢ do réznicowania, drastycznie malejg wraz z
wiekiem dawcy (Stenderup i wsp., 2003). Sugeruje to, ze zastosowanie komorek
pochodzgcych od pacjentéw w podesztym wieku moze by¢ mniej skuteczne klinicznie. Dlatego
poszukiwanie alternatywnych zrodet, z ktérych mozna wyizolowaé komoérki MSC do

stosowania w uktadzie allogenicznym jest przedmiotem intensywnych badan (Jin i wsp., 2013).
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Ryc. 38. Zrédfa tkankowe mezenchymalnych komérek macierzystych.
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Pod tym wzgledem na szczegdlng uwage zastugujg tkanki, ktére pozostajg po
porodzie, wigczajgc w to tozysko, krew pepowinowg, btony ptodowe oraz sznur pepowinowy.
S3 to tatwo dostepne zrodta MSC, ktore nie budzg kontrowersji etycznych (Moretti i wsp., 2010)
oraz nie wigzg sie z inwazyjng procedurg pobierania. Ponadto uwaza sie, ze gtéwnie tkanki o
cechach ptodowych mogg zawiera¢ wiekszg pule komorek progenitorowych znajdujgcych sie
na nizszym etapie zroznicowania, a wiec charakteryzujgcych sie zwiekszong plastycznoscia.
Komorki macierzyste uzyskane z tkanek niedojrzatych wykazujg takze wiekszy potencjat
proliferacyjny w porownaniu z dorostymi komdorkami macierzystymi. Szybsze tempo podziatéw
oraz mniejsza dojrzatos¢ poptodowych komérek macierzystych korelujg z obecnoscig w tych
komorkach dluzszych odcinkdéw telomerowych, bedacych skutkiem zwiekszonej aktywnosci
telomerazowej charakterystycznej dla komoérek macierzystych (Ninagawa i wsp., 2011).
Polecang przez wielu badaczy tkanka, z ktérej w doscC tatwy sposéb mozna uzyskacl
stosunkowo wysokg liczbe roznego rodzaju komaérek progenitorowych jest badana przez nas
galareta Whartona. Uwaza sie, ze wydajnos¢ uzyskania mezenchymalnych komorek
macierzystych z galarety Whartona sznura pepowinowego jest duzo wieksza w poréwnaniu z
krwig pepowinowg badang od wielu lat w naszym zespole (Zeddou i wsp., 2010; Buzanska i
wsp., 2002, 2006). Podobnych obserwacji dostarczyty wyniki wtasnych doswiadczen
prezentowanych w tej rozprawie, ktére wykazaly, ze sposréd przebadanych tkanek
najkorzystniejszg do pozyskania populacji mezenchymalnych komérek macierzystych jest
galareta Whartona. Ze wszystkich badanych fragmentéw sSwiezej tkanki sznuréw
pepowinowych udato sie wyizolowaé populacje komaérek o charakterystycznych cechach MSC
(15/15) i wysokim potencjale proliferacyjnym.

Pomimo, Zze krew pepowinowa jest uznanym i idealnym Zzrodiem otrzymywania
hematopoetycznych komérek macierzystych/progenitorowych do repopulacji szpiku, to jednak
wedtug niektérych badaczy jest kwestionowana jako wydajne zrdodio mezenchymalnych
komorek macierzystych (Mareschi i wsp., 2001). W naszych badaniach poréwnawczych krew
pepowinowa okazata sie réwniez najmniej korzystnym zrédtem do izolacji mezenchymalnych
komérek macierzystych. Mimo zastosowania wielu modyfikacji polecanych w literaturze
protokotdw izolacyjnych, uzyskanie spetniajacej wymagane kryteria (Dominici i wsp., 2006)
populacji mezenchymalnych komodrek macierzystych ograniczyto sie tylko do jednego
przypadku na ogolng liczbe 15 przeprowadzonych izolacji (1/15). Jednak pomimo niewielkiej
liczby wyizolowanych komérek o cechach MSC stwierdzono, ze krew pgpowinowa zawiera
inne istotne terapeutycznie komdrki macierzyste/progenitorowe. Frakcja komorek
jednojadrzastych otrzymana metodg gradientu gestosci i pozbawiona komérek CD3, CD14,
CD19, CD38, CD66b, w poczatkowych etapach hodowli in vitro wykazywata wyrazng
ekspresje genow typowych dla obecnosci komoérek o charakterze pluripotencjalnym: Oct3/4,

Sox2, Rex1 oraz Nanog. Podobnych obserwacji dostarczyty wczesniejsze badaniach naszego
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Zespotu (Habich i wsp., 2006), w ktérych zidentyfikowano w krwi pepowinowej pule
niezréznicowanych komdérek o charakterze zarodkowym. Opisana frakcja charakteryzowata
sie brakiem antygenu powierzchniowego komorek hematopoetycznych CD34 oraz posiadata
samoistng zdolnos$¢ do réznicowania w komorki o potencjale neuralnym (Nestyna) przy braku
markerdéw liniowych mezodermalnych i endodermalnych (Habich i wsp., 2011).

Standardowa preparatyka subpopulacji komorek jednojgdrzastych krwi pepowinowej
jest procesem wieloetapowym, obejmujgcym poczatkowg izolacje komdrek w wyniku
wirowania w gradiencie gestosci oraz stopniowego selekcjonowania subpopulacji MSC w
czasie dalszej hodowli in vitro z wykorzystaniem wtasciwosci przylegania komorek do plastiku.
Pierwotna frakcja komorek jednojadrzastych zostaje pozbawiana komérek z réznych linii
rozwojowych na podstawie immunodetekcji specyficznych antygenéw powierzchniowych
metodg sortowania magnetycznego MACS (ang: Magnetic - Activated Cell Sorting). W
zastosowanej przez nas metodyce selekcja opierata sie na wyeliminowaniu komorek CD3,
CD14, CD19, CD38, CD66b pozytywnych z zastosowaniem komercyjnego zestawu
przeciwcial Rosettesep (rozdziat 3.3). Liczba uzyskiwanych w ten sposéb komoérek
macierzystych/progenitorowych zalezata przede wszystkim od ilosci pobranej krwi ale takze
posrednio od takich czynnikéw jak: wielko$¢ tozyska i naczyn, dlugos¢ sznura pepowinowego
oraz czasu krzepniecia krwi. Krew pepowinowg mozna pobiera¢ zarébwno podczas porodu
odbywajgcego sie sitami natury jak i podczas cesarskiego ciecia. W zaleznosci od sposobu
pobierania mozna uzyska¢ do 220 ml krwi pepowinowej. W celu zwigkszenia efektywnosci
otrzymywania mezenchymalnych komérek macierzystych z krwi pepowinowej starano sie
ustali¢ niezbedne kryteria ich izolacji (Bieback i wsp., 2004). Wedtug tych autoréw jednostki
krwi pepowinowej, z ktérych udaje sie otrzymac frakcje komérek MSC powinny zawierac
powyzej 33 ml krwi (W tym co najmniej 10® komoérek jednojadrzastych) oraz zostac
wyizolowane w przeciggu 15 godzin od momentu pobrania. Jednak najnowsze doniesienia
sugerujg, ze nawet powyzsze kryteria nie sg wystarczajgce do wydajnej izolacji komoérek MSC.
Dlatego opracowano protokot izolacji komoérek MSC zawierajgcy dodatkowe, jeszcze bardziej
restrykcyjne wymagania dla jednostek pobraniowych (czas < 2 godzin oraz objetosci = 90 ml)
(Zhang i wsp., 2011). Praca Zhang udowadnia, ze w przypadku zastosowania takich zasad
selekcji mozna osiggng¢ nawet 90% skuteczno$¢ w pozytywnych izolacjach komérek MSC z
krwi pepowinowej. Ze wzgledu na tak wysokie wymagania proceduralne stawiane izolacji krwi
pepowinowej w konkluzji mozna stwierdzi¢, ze krew pepowinowa jest niezwykle trudnym
zrodtem do pozyskania wzglednie oczyszczonej frakcji komérek MSC (Zeddou i wsp., 2010).
Istniejg réwniez watpliwosci czy komorki mezenchymalne wystepujgce w tak znikomych i
roznych ilosciach w krwi pepowinowej nie sg komérkami sztucznie wttoczonymi do krwi ze
sznura pepowinowego w trakcie manipulacji w czasie porodu lub samego pobierania materiatu

z fozyska. By¢ moze réwniez ptynne Srodowisko krwi pepowinowej nie jest korzystne dla
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charakteryzujgcych sie adherencjg komérek o fenotypie mezenchymalnym i dlatego tez
procedura preparatyki powinna by¢ maksymalnie skrécona. Nalezy zaznaczy¢, ze licznym
badaczom nie udato sie potwierdzi¢ obecnosci wydajnej populacji komdrek macierzystych o
cechach mezenchymalnych w izolatach z krwi pepowinowej, co w petni pokrywa sie z naszymi
doswiadczeniami (Mareschi i wsp., 2001; Zhang i wsp., 2011). Dlatego tez dla celow
terapeutycznych stosuje sie bardzo czesto nieselekcjonowang frakcje komorek
jednojadrzastych (MNC) krwi pepowinowej, zawierajgcg m.in. heterogenng populacje komérek
macierzystych/progenitorowych, prezentujgcych réwniez wykazane przez nas cechy komorek
niezréznicowanych oraz potwierdzony w wielu badaniach eksperymentalnych, wysoki
potencjat (neuro) regeneracyjny (Achyut i wsp., 2014; Paczkowska i wsp., 2013).

Nalezy pamieta¢, ze w przeciwienstwie do hematopoetycznych komorek
macierzystych, do tej pory nie znaleziono specyficznego markera dla komérek o cechach
MSC. W 2006 roku Towarzystwo Terapii Komdrkowej (ISCT), starajgc sie zdefiniowac
podstawowe kryteria dla komoérek MSC wytyczyto zasady identyfikacji tych komaorek (Dominici
i wsp., 2006). Jednak w miare postepu badan okazuje sie coraz wyrazniej, ze te cechy
(stosowane markery) sg mato specyficzne i wspoélne dla fibroblastéw, perycytow a nawet
komoérek hematopoetycznych (Boxall i wsp., 2012; Lupatov i wsp., 2015). Publikowane sg
rowniez dane z ktérych wstepnie wynika, ze selekcjonowanie komérek MSC o réznym
pochodzeniu tkankowym uda sie w koncu oprze¢ na bardziej selektywnej ekspresji nowych,
specyficznych dla nich czgsteczek powierzchniowych CD (Kaltz i wsp., 2010; Alvarez-Viejo i
wsp., 2015).

Zgodnie z ustalonymi przez ISCT w 2006 wytycznymi, wszystkie badane przez nas
komoérki (WJ-MSC, BM-MSC, UCB-MSC) spetnialy podstawowe kryteria przynaleznosci do
grupy MSC. Po pierwsze w warunkach hodowli in vitro byly wrzecionowatymi, przylegajgcymi
do podtoza, podobnymi do fibroblastéw komdrkami, ktére stopniowo zarastaty catg dostepng
powierzchnie naczynia hodowlanego tworzgc jednolita hodowle zlewng (ang. monoleyer).
Ponadto wykazano w nich podobny wzér ekspresji typowych, komercyjnie polecanych
markeréw mezenchymalnych (CD73, CD90, CD105, CD106) potwierdzony badaniami
immunocytochemicznymi, cytometrig przeptywowg oraz w badaniach RT-PCR na poziomie
ekspresji gendéw. W przeprowadzonych badaniach nie wykazano natomiast istotnych réznic w
oznaczonym profilu markerow mezenchymalnych pomiedzy badanymi populacjami komérek
pochodzgcych z roznych zrodet jak rowniez nie zaobserwowano zmian ich ekspresji w trakcie
trwania hodowli.

Nalezy jednak podkreslic, ze wiele badan koncentruje sie na zagadnieniach
zwigzanych z niepetng charakterystyka roznych populacji komérek MSC i ich zachowaniem w
zmiennych warunkach hodowli in vitro. Dane literaturowe nadal nie okre$lajg jednoznacznie

czy populacje MSC pochodzace z roznych tkanek zawierajg identyczne komérki macierzyste,
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ktére réznig sie jedynie stopniem heterogennosci, czy jednak powinny zosta¢ wyodrebnione i
rozpatrywane jako niezalezne rodzaje komorek macierzystych/progenitorowych w zalezno$ci
od ich tkankowego pochodzenia. Przyktadem mogg by¢ wyniki pracy, w ktorej badacze
sugerujg koniecznos¢ zastosowania okreslonych typow komérek MSC w zaleznosci od
rodzaju leczonych jednostek chorobowych (Jin i wsp., 2013, Melief i wsp., 2013).

Trudnosci spowalniajgce rozwaj terapii komdrkowej dotyczg réwniez niewystarczajgcej
znajomosci podstawowych mechanizmow regulujgcych proliferacje, przezycie oraz
ukierunkowane roznicowanie mezenchymalnych komoérek macierzystych zaréwno in vitro jak
I po ich przeszczepie. Biorgc pod uwage zmiennos¢ fenotypowag hodowli in vitro to
kazdorazowa przedtransplantacyjna charakterystyka komérek moze okazac¢ sie konieczna w
klinicznym stosowaniu tych terapii.

Badania stanowigce przedmiot mojej rozprawy doktorskiej koncentrowaly sie na
uzyskaniu jak najpetniejszej informacji na temat podobienstw i réznic mezenchymalnych
komoérek macierzystych uzyskiwanych z tkanek niedojrzatych (poptodowych) oraz z tkanki
dorostej (szpik kostny), z jednoczesnym zachowaniem ustalonych parametréw izolacji i
hodowli in vitro. Populacje komodrek przeanalizowano w kontekscie zmian morfologii,
immunofenotypu i wystepowaniem kolonii CFU, bedgcych wedtug niektérych badaczy,
najlepszym wykfadnikiem ,macierzystosci” badanej frakcji (Choumerianou i wsp., 2010).
Oceniano wilasciwosci plastyczne oraz zdolnosci do wielokierunkowego rdznicowania
komoérek, w tym rowniez ich potencjat proneuralny. Na podstawie otrzymanych wstepnych
wynikéw badan komorki uzyskane z krwi pepowinowej zostaly wykluczone z bardziej
zaawansowanych analiz poréwnawczych ze wzgledu, jak opisano powyzej, na zbyt niska

wydajnos¢ izolacji komérek o potwierdzonym fenotypie mezenchymalnym.

6.2. Analiza poréwnawcza wzrostu i morfologii MSC pochodzacych z tkanki dojrzatej i tkanki

poptodowej w warunkach standardowych in vitro.

Prezentowane w publikacjach innych autoréw zagadnienia dotyczgce proliferacji i
starzenia komoérek MSC wcigz budzg wiele kontrowersji. W celu uzyskania licznej populaciji
pozadanych komorek bez cech starzenia istniejgca metodologia ekspansji i synchronizacji
komoérek musi byC zoptymalizowana. Wielu badaczy sugeruje zastosowanie roznych
modyfikacji parametrow hodowli pozwalajacych na ustalenie najbardziej skutecznego
standardu hodowli in vitro komoérek MSC do uzytku klinicznego. W celu uzyskania pozgdanej
liczby MSC bez cech starzenia niektérzy badacze polecajg zastosowanie hodowli
tréjwymiarowych 3D, co ma zwieksza¢ wydajnos¢ proliferacji (Habich i wsp., 2011; Frith i wsp.,
2010; Papadimitropoulos i wsp., 2014; Hoch i wsp., 2014).
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Na podstawie dostepnych doniesien w literaturze mozna stwierdzi¢, ze opisywane
analizy proliferacji sg korzystniejsze dla komorek MSC pochodzgcych z tkanek niedojrzatych
(Hass i wsp., 2011). W wielu niezaleznych pracach wykazano, ze komorki z tkanek mniej
dojrzatych wliczajac w to tkanki poptodu, wolniej sie starzejg niz hodowle MSC pochodzgcych
z tkanek dorostego organizmu (Has i wsp., 2011). Praca zespotu Lu, w ktérej autorzy
porownywali komoérki MSC wyizolowane ze sznura pepowinowego oraz szpiku kostnego
udowadnia, ze potencjat proliferacyjny komérek bezposrednio zalezy od dojrzatosci tkanki.
Zaobserwowano prawie dwukrotnie dtuzszy czas podwajania populacji w komorkach
pochodzgcych ze szpiku w poréwnaniu do komérek ze sznura pepowinowego (Lu i wsp.,
2006). Obserwacja ta wpisuje sie rowniez w podawang przez innych autoréw negatywng
korelacje pomiedzy potencjatem proliferacyjnym komérek mezenchymalnych a wiekiem dawcy
(Beane i wsp., 2014). Podobnych obserwaciji dostarczyty wyniki naszych badan, w ktérych na
podstawie diugoterminowej analizy hodowli MSC w warunkach in vitro wykazano duzo dtuzszy
czas podwajania populacji dla komérek wyizolowanych ze szpiku kostnego. Sredni czas PDT
na przetomie wczesnych pasazy wynosit 2,53 dni dla WJ-MSC oraz odpowiednio 6,87 dla BM-
MSC. Nastepnie w trakcie kolejnych pasazy (od 5 do 10), wartos¢ czasu podwajania populacji
zachowywata podobng tendencje, bedacg prawie dwukrotnie wyzszg dla BM-MSC. W tym
samym eksperymencie odnotowano, stosujgc metode analizy proliferacji opartg o aktywnos¢
metaboliczng komoérek z odczynnikiem WST-1, proporcjonalnie wiekszy przyrost komorek
zywych w grupie WJ-MSC.

Analiza morfologiczna hodowli in vitro i ocena na podstawie ekspresji Ki67 oraz
tworzenia liczniejszych kolonii wykazata, ze WJ-MSC we wszystkich badanych grupach dzielity
sie szybciej, w poréwnaniu z komdérkami BM-MSC. Zaobserwowano wiekszg liczbe centrow
intensywnej proliferacji, ktére sktadaty sie z wielu intensywnie dzielgcych sie¢ komorek
charakteryzujgcych sie pozytywng reakcjg z markerem proliferacji Ki-67. W toku prowadzony
badan nie zidentyfikowano podobnych struktur w komoérkach MSC wywodzacych sie ze szpiku
kostnego. Uwaza sie, ze obecnosc¢ centrow intensywnej proliferacji jest jedng z gtéwnych cech
markerowych macierzystosci. Wysoki potencjat proliferacji oraz zdolno$¢ tworzenia licznych
kolonii przez komoérki WJ-MSC moze dowodzi¢ istnienia tu zwigkszonej proporcji komorek
macierzystych w poréwnaniu do populacji komoérek szpiku kostnego. W badaniach opisanych
w tej rozprawie pomocny w identyfikacji niezréznicowanych komérek w obu populacjach
okazat sie antygen SSEA-4 okreslajagcy wg. autorow stopien zrdznicowania i stan
macierzystosci komoérek MSC (Riekstina i wsp., 2009; Gang i wsp., 2007). W uzyskanym
obrazie immunocytochemicznym identyfikowana populacia MSC 2z galarety Whartona
charakteryzowata sie zwiekszong reaktywnoscig w poréwnaniu z komérkami pochodzgcymi
ze szpiku, ktdre zawieraty znamiennie mniejszg pule komérek SSEA-4 pozytywnych. Pomimo

nizszej dojrzatoéci komorek pochodzgcych z galarety Whartona hodowanych w
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standardowych warunkach tlenowych nie udalo sie w nich wykaza¢ ekspresji genéw
pluripotencjalnych. Uwaza sie, ze MSC w warunkach hodowli in vitro mogg by¢ pasazowane
jedynie ograniczong ilos¢ razy, co jest bezposrednio powigzane z zanikiem w nich aktywnosci
telomerazowej (Zimmermann i wsp., 2003). W badaniach wtasnych wykazano brak ekspresji
genu telomerazy poczgwszy od wczesnych az do pdznych pasazy komorek z obu
analizowanych zrédet. W niedawno opublikowanej pracy przedstawiono obserwacje
dotyczgce populacji mezenchymalnych komorek macierzystych charakteryzujgcych sie
aktywnoscig telomerazy (Ninagawa i wsp., 2011). Jednak kolejne doniesienia byty z tg
hipotezg sprzeczne. Ponadto w uzyskanym przez nas obrazie immunocytochemicznym na
wczesnym etapie hodowli WJ-MSC zidentyfikowano populacje pozytywng pod wzgledem
markera Brachyury. Ekspresja Brachyury pojawia sie we wczesnych etapach rozwoju
zarodkowego i bierze udziat w specyfikacji mezodermy. Obecnos¢ tego markera w
identyfikowanej populacji moze bezposrednio swiadczy¢ o nizszym etapie rozwojowym oraz
ze badane komdarki nie obraty jeszcze sprecyzowanego kierunku liniowego. Wynik ten stanowit
kontrast dla obrazu uzyskanego w komérkach BM-MSC, gdzie nie wykazano komoérek
pozytywnych pod wzgledem Brachyury.

Na uwage zastuguje obserwacja zwigzana ze zmiang rozmiaréw komoérek w
warunkach hodowli in vitro, co ma bezposredni zwigzek z procesem starzenia hodowli.
Wykazano statystycznie znaczgce zwiekszenie sie rozmiarow komorek w czasie hodowli obu
typdw analizowanych komérek. BM-MSC zwiekszaty swojg powierzchnie prawie 4 krotnie juz
na etapie 6 pasazu, natomiast WJ-MSC podobne rozmiary osiggaty dopiero na stadium 10-12
pasazu. Powstaje, zatem pytanie czy dluga hodowla in vitro jest korzystna dla zastosowania
klinicznego tych komérek w celu transplantacji. Wykazano mianowicie, ze komérki MSC, ktére
pierwotnie sg juz stosunkowo duzych rozmiaréw, po przeszczepieniu moge zatykac naczynia
krwiono$ne i powodowac udary (Ge i wsp., 2014).

Mechanizmy regulujgce proliferacie MSC w warunkach hodowli in vitro nadal nie
zostaty w petni poznane i mogg zaleze¢ od wielu zmiennych czynnikow hodowlanych.
Stosowane pozywki mogg réznie wptywaé na tempo proliferacji komérek MSC. Ukazaly sie
liczne doniesienia dotyczace optymalnej gestosci wysiewanych komoérek oraz preferowane;j
dlugosci pasazowania. Niektorzy badacze zastanawiajg sie, czy w celu uzyskania optymalne;j
liczby komorek powinno stosowac sie ,,diugie,, czy ,,krotkie,, pasaze zalezne od pierwotniej
liczby wysiewanych komorek. Wedtug danych literaturowych, ktére pokrywajg sie z naszymi
obserwacjami, optymalna gesto$¢ poczatkowa dla hodowli komérek MSC wynosita od 2000
do 5000 komorek/cm?. Ponadto wykazano, ze zatrzymanie tempa podziatéw komdrkowych w
wyniku inhibicji kontaktowej jest uzaleznione od rodzaju mezenchymalnych komorek
macierzystych (Cordeiro-Spinetti i wsp., 2014). W stosunkowo duzych komérkach MSC

izolowanych ze szpiku stwierdzono duzo wczesniejsze zatrzymanie tempa wzrostu w wyniku
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kontaktow miedzykomorkowych. Na tej podstawie wysnuto wniosek, ze hodujgc BM-MSC
nalezy stosowac nizsze gestosci. Okazato sie, ze zageszczenie MSC w hodowli ma duzy
wpltyw nie tylko na szybko$¢ wzrostu, ale takze na morfologie komorek (np. nie udato sie
uzyska¢ wzrostu hodowli, gdy MSC byly wysiewane z bardzo niskg poczatkowg gestoscig).
Pomimo réznic w dojrzatosci komorek pochodzacych z obu badanych typow hodowli
wykazano, ze zaréwno szpik kostny jak i galareta Whartona hodowane w warunkach
standardowych atmosferycznego stezenia tlenu mogg by¢ uzytecznym, aczkolwiek znacznie
roznigcym sie, zrodtem mezenchymalnych komoérek macierzystych.

Na podstawie danych literaturowych i wtasnych badan mozna podjg¢ prébe
rozstrzygniecia  kontrowersyjnego zagadnienia  odnosnie  potencjalnego  zakresu
indukowanego zréznicowania mezenchymalnych komaérek macierzystych in vitro. Powstaje
pytanie czy MSC sg komadrkami, ktére wykazujg wtasciwosci multipotencjalne czy rowniez
posiadajg cechy pluripotencjalnosci (embryonic-like) oraz czy cechy te wystepujg zaréwno w
tkankach ptodowych jak i dojrzatych poddawanych analizie w przedstawionej pracy. Ogdlnie
mozna przyjac, jak podano w poprzedniej czesci Dyskusji, ze komérki macierzyste tkanek
ptodowych s3g bardziej pierwotne fenotypowo niz komoérki macierzyste dorostego organizmu
oraz ze posiadajg wiekszy potencjat do dalszego réznicowania. Zgodnie z aktualnymi danymi,
w populacjach pochodzacych z galarety Whartona i krwi pepowinowej (ale réwniez z
niektorych dorostych tkanek) stwierdzano wystepowanie zmiennej puli progenitoréw liniowych,
w tym rowniez ekspresjonujgcych geny i biatka zwigzane z pluripotencjalnoscig (Greco i wsp.,
2007; Nekanti i wsp., 2010). Jednak rzeczywista transkrypcja genow SRTF w somatycznych
komoérkach macierzystych stata sie kontrowersyjna z chwilg wykazania, ze ekspresja
pluripotencjalnych czynnikéw transkrypcyjnych, a przede wszystkim genu Oct3/4A (Szade i
wsp., 2013), moze dawac zafatszowany wynik, zwigzany z obecno$cig w genomie sekwencji
tzw. pseudogendéw (Wang i wsp., 2010; Liedtke i wsp., 2008; Jez i wsp., 2014). Okazato sie,
ze w wielu publikacjach opisujgcych pluripotencjalne witasciwosci niektérych komorek
progenitorowych wykorzystywano wadliwie zaprojektowane primery, dzieki ktérym powielano
sekwencje pseudogendw lub nieprawidtowe izoformy genu Oct3/4 niespecyficzne dla
pluripotencji np. tzw. izoforme Oct3/4B. W badaniach bralimy pod uwage kwestie
metodyczne, zapewniajgce prawidtowg identyfikacje transkryptow genéw SRTF (rozdziat 4.7).
Po wprowadzeniu tych restrykcji nie stwierdzono obecnosci transkryptéow dla genu Oct3/4A i
innych SRTF w hodowlach MSC pochodzacych zaréwno ze szpikowych tkanek dorostych jak
I tkanek ptodowych izolowanych z galarety Whartona i rosngcych w standardowych warunkach

atmosferycznego stezenia tlenu.
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6.3. Ocena potencjatu neurogennego otrzymanych populacji komoérek meznchymalnych

pochodzgcych z tkanki poptodowej oraz dorostej

Jak juz wspomniano wczeéniej, komoérki MSC sg zdolne do réznicowania w kierunku
komorek tkanki kostnej, chrzestnej i ttuszczowej. W przypadku tych réznicowan typowych dla
mezodermy nie odnotowano roznic pomiedzy komoérkami MSC wyizolowanymi z tkanek
dorostych i ptodowych. Istniejg jednak doniesienia sugerujgce wybiércze tkankowo
specyficzne zdolnosci do réznicowania komérek MSC (Im i wsp., 2005). Dodatkowo dane
literaturowe donoszg o bezposredniej korelacji miedzy réznicowaniem komoérek MSC a
wiekiem dawcow (Choudhery i wsp., 2014). Oprécz tych dobrze przeanalizowanych kierunkéw
réznicowania istnieje szereg doniesien sugerujgcych wiasciwosci pluripotencjale komorek
MSC pozwalajgce na réznicowanie przekraczajgce granice poszczegolnych listkdw
zarodkowych prowadzgce do neuroektodermalnych komoérek nerwowych oraz
endodermalnego pochodzenia komoérek migsnia sercowego, watroby oraz srodbtonka naczyn
(Wuiwsp., 2012). Aktualne dane literaturowe uwidaczniajg rozbieznosci w kwestii posiadania
potencjatu neuralnego przez komérki MSC i dalszego ich roznicowania w funkcjonalne komorki
glejowe lub neurony. Niektérzy badacze uwazajg, ze nawet koncowo zréznicowane komoérki
moga by¢ zdolne do tzw. ,,transdyferencjacji”’ czyli zdolnosci do ,prze-réznicowania” pomiedzy
réznymi listkami zarodkowymi (Ullah i wsp., 2013). Wcze$niej przewazat poglad gtoszgcy
nabywanie cech neuralnych przez MSC w wyniku fuzji z innymi zréznicowanymi komérkami o
fenotypach neuralnych (Weimann i wsp., 2003). Ta nie potwierdzona ciggle hipoteza ma
swoich przeciwnikow domagajacych sie dalszej dokfadniejszej weryfikacji (Wislet-Gendebien
i wsp., 2005, 2012). Istnieje rowniez, o czym wspomniano we wstepie, hipoteza wyjasniajgca
proneuralne réznicowanie MSC neuroektodermalnym pochodzeniem rozwojowym niektorych
z subpopulacji komérek. Ogdlnie zostato zaakceptowane, ze wiekszo$¢ mezenchymalnych
komorek macierzystych pochodzi z mezodermy (Miller i wsp., 2007), jednak pierwsza ich
kohorta w trakcie rozwoju moze wywodzi¢ sie z komoérek macierzystych grzebienia
nerwowego-NCSC (Takashima i wsp., 2007). Wykazano obecno$¢ takich subpopulaciji
komoérek MSC o cechach réznicowania przekraczajgcego granice mezodermalnego listka
zarodkowego w materiale pozyskiwanym z roznych tkanek: w szpiku kostnym, tkance
ttuszczowej oraz tkankach poptodowych. Wydaje sie jednak, ze stanowig one stosunkowo
nieliczne subpopulacje w dojrzatych MSC, ktére jest bardzo ciezko otrzymac i
scharakteryzowac in vitro. Obserwuje sie drastyczny spadek liczby komérek tej subpopulaciji
wraz z wiekiem (Wislet-Gendebien S. i wsp., 2012). Ostatnio, w badaniach na myszach,
zaproponowano szereg markeréw charakteryzujgcych komorki progenitorowe NCSC o

pochodzeniu neuroektodermalnym: pax6, notchl, PCNA, Sox1, Sox3, Sox17, Twist, p75NTR,
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Snail, Sox9 oraz nestyne (Takashima i wsp., 2007; Morikawa i wsp., 2009; Wislet-Gendebien
i wsp., 2012). Nie sg to jednak markery wybiorczo specyficzne tylko dla populacji NCSC. W
badanych przez nas populacjach komérek w obrazie immunocytochemicznym MSC
pochodzgcych ze szpiku kostnego odnotowano duzo mniejszg liczbe komorek nestyno-
pozytywnych w poréwnaniu z komdérkami MSC pochodzgcymi z galarety Whartona. Ponadto
tylko MSC z galarety Whartona wykazywaty zwiekszong ekspresje niektérych postulowanych
markeréw neuroektodermalnych tj: p75N™R, SSEA-4, aSMA, a w dalszych pasazach
spontanicznie nabywaly ekspresji kolejnych markeréw charakterystycznych dla wyzej
zréznicowanych komérek neuralnych. Na podstawie oceny zmian profilu ekspresji wybranych
gendw i biatek potwierdzono w komaérkach WJ-MSC stopniowe pojawianie sie neurofilamentu
NF200 oraz biatka widkienkowego GFAP. Wyniki tej czesci badah wiasnych pokrywaty sie z
obserwacjami innych autoréw, ktérzy w réznie skonfigurowanych protokotach wykazali
pozytywne efekty rdznicowania neuralnego w hodowlach mezenchymalnych komorek
macierzystych (tabela 1, rozdziat 1.3.3). Na podstawie otrzymanych wynikbw mozna
stwierdzi¢, ze w uzyskanym przez nas materiale jedynie w komérkach WJ-MSC udato sie
zidentyfikowac¢ populacje o samoistnym potencjale neuroektodermalnym. Szpik kostny nie
wykazywat tej wtasciwosci, jednak w przeprowadzonych badaniach nie braliSmy pod uwage
wieku dawcy, co wg danych literaturowych mogto mie¢ zasadnicze znaczenie dla liczebnosci
tej populacji komérek. Duzo nizsza ekspresja Nestyny w stosunku do komérek WJ-MSC w
komorkach wyizolowanych ze szpiku kostnego zanikata w dalszych pasazach i korelowata
dobrze z zaobserwowanym brakiem innych markerow neuralnych.

Najbardziej kontrowersyjnym wynikiem w naszych badaniach podczas spontanicznej
indukcji neuralnej byta wysoka, ok 100% ekspresja biatka B-tubuliny Il wystepujgca w obydwu
analizowanych populacjach komérek MSC, niezaleznie od wspotwystepowania lub braku
innych markerow neuralnych. Wedtug wiekszosci danych literaturowych B-tubulina Il
uznawana jest za specyficzny marker wczesnych komérek neuronalnych (Fanarraga i wsp.,
1999). Poziom ekspresji genu B-tubuliny Il w badanych przez nas komérkch MSC byt jednak
niewspoétmiernie wysoki i poréwnywalny z ekspresjg genu referencyjnego. W ostatnich
publikacjach zastosowanie B-tubuliny Il jako specyficznego markera neuralnego zaczyna byc¢
ostro krytykowane. Wyniki pracy Foudah na temat spontanicznej indukcji B-tubuliny Il w
komoérkach MSC sugeruja, ze wysoka ekspresja tego biatka moze by¢ wspdlng cechg
wszystkich rodzajow komorek, pojawiajgca sie in vitro w zaleznosci od warunkéw hodowli i
towarzyszgcych zmian fenotypowych powigzanych ze zmianami zachodzacymi w
cytoszkielecie. Ponadto badacze postulujg zachowanie szczegdlnej ostroznosci w
interpretowaniu wynikéw opartych jedynie na ekspresji pojedynczego biatka 0 domniemanym
charakterze neuralnym (Foudah i wsp., 2014). W kolejnej pracy tej samej grupy autorow

zidentyfikowano obecnos¢ B-tubuliny Il w komoérkach MSC poddanych réznicowaniu w
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kierunku adipocytow i osteocytow (Foudah i wsp., 2013). Z naszych obserwacji wynika, ze
ekspresja B-tubuliny Il pojawia sie na etapie 2-3 pasazu w obydwu typach, WJ i BM badanych
komorek MSC i utrzymuje sie na statym poziomie w trakcie dalszej hodowli. Ostatnio okazato
sie rowniez, ze niektore komoérki pochodzenia nie-neuralnego mogg wykazywac in vitro wysoki
poziom ekspresji biatka B-tubuliny Ill. Uzyskany wynik badacze ttumaczyli zaburzeniem
ekspresji biatek witokienkowych, zwigzanych z adherencjg i stopniowym zwiekszaniem
powierzchni przylegania komoérek hodowanych. Postulowany byt rowniez udziat B-tubuliny IlI

w procesie transformacji nowotworowej (Katsetos i wsp., 2003).

6.4. Analiza poréwnawcza reakcji obu badanych typéw komérek MSC na obnizone warunki

stezenia tlenu w hodowli

Hodowla in vitro ludzkich mezenchymalnych komoérek macierzystych w terapii
komodrkowej prowadzona jest standardowo w warunkach atmosferycznego 21% parcjalnego
stezenia O,. Warunki te okreslane sg mianem ,,normoksji” pomimo, ze pomiary stezenia tlenu
w tkankach prawidtowych zawierajgcych nisze komérek macierzystych, mieszczg sie w o wiele
nizszym zakresie stezen 2%-9% (Mohyeldin i wsp. 2010, tabela 3, rozdziat 1.6). Uwaza sie,
ze in vivo stezenie tlenu jest uzaleznione od unaczynienia tkanki i jej aktywnosci metaboliczne;.
Mierzac $rednie stezenie O, w tkankach stwierdzono poziomy pomiedzy 1% a 7% dla komérek
ze szpiku i mozgu oraz nieco wyzsze, w przedziale od 10% do 15% tlenu, dla tkanki
ttuszczowej (Ward i wsp., 2008). Hodowle komérek MSC prowadzone w zréznicowanych
warunkach tlenowych wykazaty, ze w stezeniach tlenu odpowiadajgcych tzw. ,normoks;ji” czyli
okoto 21% O, komoérki znajdujg sie w ciggtym stanie tzw. hiperoksji. MSC fizjologicznie
zasiedlajgce nisze komorkowe o niskim stezeniu tlenu w wyniku ekspozycji na 21% stezenie
tlenu podczas hodowli in vitro sg narazone na stres oksydacyjny i toksyczny wptyw wolnych
rodnikéw, co w dalszej konsekwencji moze prowadzi¢ do szybszego starzenia sie¢ komorek ze
wszystkimi konsekwencjami metabolicznymi tego procesu (Basciano i wsp., 2011).

Wedtug danych literaturowych obnizone stezenie (3-10%) tlenu jest istotnym
parametrem, ktory wywiera korzystny wptyw na wydajno$¢ ekspansji komoérek MSC w
warunkach hodowli in vitro. Aktualnie proponuje sie wrecz uzywanie terminu ,fizjoksja” dla
okreslen stezen parcjalnych O, ktére odpowiadajg warunkom panujgcym fizjologicznie w
okreslonej tkance (Carreau i wsp., 2011). W wielu niezaleznych pracach obserwowano
zwiekszenie tempa podziatbw oraz zatrzymanie proceséw zwigzanych ze starzeniem i
$miercig w hodowli komérkowej w warunkach tlenowych odpowiadajgcych limitom stezenia
fizjologicznego. Uwaza sie, ze dopiero prowadzenie hodowli w obnizonych stezeniach tlenu

utrzymuje fizjologiczny stan metaboliczny w komérkach hodowlanych. Zaobserwowano
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réwniez, ze wczesniejsza, czasowa ekspozycja MSC na hipoksje (prekondycjonowanie)
zwieksza wyraznie ich zdolnosci regeneracyjne i czas przezycia po przeszczepie (Rosova i
wsp., 2008).

Podsumowujgc wyniki tej czesci rozprawy, ktora przedstawia reakcje obu typdw
komorek mezenchymalnych, WJ-MSC i BM-MSC, na obnizenie stezenia tlenu w hodowli
nalezy stwierdzi¢, ze jest ona wyraznie zréznicowana zarowno pod wzgledem jakosciowym
jak i ilosciowym. Komorki WJ-MSChnr zwiekszajg swojg proliferacje znacznie bardziej niz BM-
MSCnr, co ma odbicie w obnizeniu sie sredniego czasu podwajania populacji (rycinia 39
przedstawia wyniki zbiorcze dla grup MSC w stosunku do atmosferycznych warunkow).
Réwniez zwiekszona proliferacja w hodowlach WJ-MSCyr utrzymuje sie znaczaco diuzej (az
do 11-go pasazu), kiedy to komérki BM-MSCyr zwalniajg podziaty i wykazujg cechy starzenia
juz powyzej 5-go pasazu. Mozna wyrdzni¢ 2 sktadowe obserwowanego efektu, a mianowicie
dziatanie bezposrednie na szybkos¢ podziatdw komérkowych ale réwniez bezposredni wptyw
obnizonego stezenia tlenu na zywotnos¢ i przezycie komorek w tych bardziej fizjologicznych
warunkach hodowli. Dodatkowym potwierdzeniem réznic w reakcji badanych typéw komorek
MSC na ekspozycje 5% tlenu jest wynik immunodetekcji biatka Ki-67 - typowego markera
podziatbw komorkowych. Pozytywny wynik reakcji immunocytochemicznej wykazat wzrost
ekspres;ji Ki-67 w obu typach komérek MSC pod wptywem obnizonego stezenia tlenu, jednak
dla WJ-MSC rosngcy z 39,82% w warunkach standardowych do 63,14% w warunkach 5%
stezenia tlenu oraz wyraznie nizszy i zmieniajgcy sie odpowiednio z 15,98% do 25,17% dla
BM-MSC. Na tej podstawie, wykazano, ze ilo§¢ komoérek znajdujgcych sie w cyklu
podziatowym wykazuje poziom proporcjonalny do oceny cato$ciowej szybkoéci proliferacji

bazujacej na przyroscie wszystkich komérek znajdujgcych sie w hodowli.

Srednie PDT Srednie PDT
1-5 pasaz (dni) 6-10 pasaz(dni)
WJ-MSCart 2,53 5,81
WJ-MSChnr 1,92 2,3
BM-MSCar 6,87 12,09
BM-MSCnr 4,50 8,43

Ryc. 39. Poréwnanie czasu podwajania populacji komorek WJ-MSC i BM-MSC w wyniku reakcji
na warunki obnizonego stezenia tlenu. Sredni czas podwajania populacji PDT we wczesnych (1-
5) oraz pézniejszych (6-10) pasazach.

Metabolizm komérek MSC moze by¢ tez uzalezniony od rodzaju niszy, z ktorej

pierwotnie pochodzg, co po czesci ttumaczy inng reakcje proliferacyjng badanych komérek
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MSC otrzymywanych z dwoch réznych zrédet. Powszechnie przyjmuje sie, ze odpowiedz
adaptacyjna komérek na zmniejszone stezenie tlenu polega przede wszystkim na aktywacji
sygnatu indukowanego przez zwigkszong ekspresje czynnikow HIF (Semenza i wsp., 2006).
Ponadto uwaza sie, ze jest to jeden z kluczowych mechanizmdw regulujgcych aktywnosc¢ wielu
czynnikow transkrypcyjnych zasadniczych dla utrzymania pluripotencji w liniach ESC i iPS-6w
in vitro (Covello i wsp., 2006; Forristal i wsp., 2010).

W naszych badaniach podjeliSmy prébe korelacji obserwowanej indukcji czynnikéw
HIF, zwiekszonej proliferacji i odréznicowania komérek WJ-MSCnr 2z generacjg
epigenetycznego sygnatu deacetylacji histonow blokowanej przez TSA.

Stwierdzilismy, ze stymulacja proliferacji komorek MSC pod wptywem obnizonego do
5% stezenia tlenu wystepuje wytgcznie w powigzaniu z indukowang przez hipoksje
nadekspresjg gendw HIF-1a i 2a. Co szczegdlnie interesujgce, obie te reakcje korelowaty z
indukcjg genodw pluripotencjalnosci i z zanikiem ekspresiji biatek i gendw charakterystycznych
dla nabytego zréznicowania proneuralnego komorek WJ-MSC. W efekcie komoérki zmieniaty
swoj fenotyp w kierunku bardziej odréznicowanym z jednoczesnym zanikiem markerow
neuralnych (NF200, GFAP) i pojawieniem sie petnego zestawu genoéw SRTF (Oct3/4, Sox2,
Rex, Nanog).

Wszystkie opisane powyzej reakcje komorek WJ-MSC na obnizone stezenie tlenu
wykazaty Scisty zwigzek korelacyjny z nadekspresjg gendw czynnikéw HIF-1a/HIF-2a.
Zahamowanie indukcji genow HIF przez potraktowanie komoérek  WJ-MSChnr
niecytotoksycznymi  stezeniami uznanego modyfikatora acetylacji histonéw, TSA
(Trichostatyng A) i wspdtistniejgce ze zniesieniem odpowiedzi proliferacyjnej komérek na
hipoksje, pozwala postulowac istnienie zwigzkéw przyczynowo-skutkowych pomiedzy tymi
reakcjami, a poziomem acetylacji biatek histonowych.

Jednoczesnie wykazano, ze hodowla WJ-MSCyr w warunkach obnizonego stezenia
tlenu, pomimo przyspieszonego tempa proliferacji z cechami odréznicowania fenotypowego,
nie wptywata znaczgco na zmiane kariotypu komoérek w czasie dtugotrwatego pasazowania,
wskazujgc na zachowanie stabilnosci genomu w tych warunkach. Jest to jedynie wstepna lecz
istotna obserwacja z punktu widzenia mozliwosci praktycznego zastosowania
terapeutycznego komoérek MSCnr hodowanych w obnizonym stezeniu tlenu. Jednak w
przysztosci wprowadzenie tych komorek do terapii wymagac¢ bedzie rozszerzenia badan o
dodatkowe testy bezpieczenstwa w oparciu o0 ostatnio wprowadzone przepisy
miedzynarodowe (Drela i wsp., 2013). W naszych badaniach wykazaliSmy, ze hodowle
ludzkich mezenchymalnych komorek macierzystych w nizszych stezeniach (5%) tlenu
znacznie zwiekszajg proliferacje i dlugowiecznos¢ komoérek, co jest bardzo istotne z punktu
widzenia praktycznego. Dodatkowo wykazano, ze jedynie w komdérkach typu ptodowego (WJ-

MSChnr) nastepuje w tych warunkach stymulacja tworzenia sie¢ CFU wskazujgc dodatkowo,
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poza ekspresjg gendéw SRTF, na indukcje macierzystosci w tych hodowlach. Wiele danych z
literatury potwierdza posrednio nasze obserwacje, a badacze polecajg srodowisko obnizonego
tlenu jako bardziej optymalne i zblizone do wystepujgcego fizjologicznie w niszy komoérek
macierzystych czy tez w mézgu (tabela 3 rodziat 1.6), jednak mozliwosci jego zastosowania

do hodowli bezpiecznych klinicznie komérek MSC nie zostaty jeszcze w petni zweryfikowane.

6.5. Indukowane roznicowanie neuralne WJ-MSC (mezenchymalnych komdérkach

macierzystych z galarety Whartona) hodowanych w obnizonym stezeniu tlenu

W prowadzonych badaniach wykazano, ze komorki WJ-MSC hodowane w niskim
stezeniu tlenu tracg swdj potencjat do spontanicznego réznicowania proneuralnego. Powstato
wiec pytanie czy jest to cecha stata czy tez mozliwa jest taka modyfikacja
srodowiskowo/epigenetyczna, ktéra umozliwi dalszg indukcje réznicowania do pozadanego
fenotypu neuronalnego komoérek hodowanych w 5% O, Réznicowanie komérek macierzystych
podlega kontroli ze strony zarbwno mechanizméw genetycznych, jak i epigenetycznych.
Zmiany we wzorze epigenotypu, wptywajgc na modyfikacje DNA czy histonéw, moga
prowadzi¢ do aktywacji/inhibicji wielu gendéw zaangazowanych w regulacje procesu
réznicowania. Z tego wzgledu doktadne poznanie tych procesow moze miec istotne znaczenie
dla ich praktycznego zastosowania w sterowaniu procesami korzystnymi dla terapii
komorkowej. W trakcie prowadzonych badan podjeto probe zwiekszenia plastycznosci
réznicowania mezenchymalnych komorek macierzystych hodowanych w niskim stezeniu tlenu
poprzez zastosowanie m.in. znanego modyfikatora epigenetycznego Trichostatyny A (TSA).
Ostatnio coraz powszechniejszy jest poglad, ze hamowanie aktywnosci HDAC przez ten
zwigzek umozliwia aktywujgca acetylacje biatek histonowych w odcinkach promotorowych
gendw zwigzanych z réznicowaniem komoérek. Zahamowanie deacetylazy histonowej (HDAC)
powoduje wzrost poziomu acetylacji grup aminowych reszt lizynowych histonéw. To z kolei
prowadzi do rozluznienia oddziatywan elektrostatycznych pomiedzy biatkowym rdzeniem
histonowym i DNA, utatwiajgc dostep kompleksu transkrypcyjnego do wielu pierwotnie
nieaktywnych genow.

Zastosowanie TSA w przypadku mezenchymalnych komodrek macierzystych
hodowanych w warunkach 5% tlenu spowodowato, poza istotnym zahamowaniem ich
proliferacji (Dyskusja w rozdziale 5.4.), uwrazliwienie WJ-MSC na indukcje zréznicowania
neuralnego. Klasyczne zwigzki, stymulujgce roznicowanie progenitorow w kierunku neuralnym
przedstawione w tabeli 4 w rozdziale 4.5, okazaty sie mato efektywne w przypadku WJ-MSC
hodowanych w niskim tlenie. Jedynie wczesniejsza krotkotrwata (24-48 godz.) preinkubacja z

TSA (tzw. ,priming”) powodowata, ze pod wptywem klasycznych neuromorfogenéw (dbcAMP,
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RA, BDNF) komorki te nabieraty cech morfologicznych charakterystycznych dla komérek
neuralnych i wykazywaty obecnos¢ biatka markerowego dla zréznicowanych neuronow,
MAP2. Komorki te wytwarzaty rowniez charakterystyczng wielowypustkowg sie¢ o
morfologicznych cechach neuronalnych. W przypadku braku preinkubaciji z TSA, komorki te
byty niewrazliwe na dziatanie morfogendéw, zachowujgc swoj pierwotny, mezenchymalny
fenotyp.

Otrzymane przeze mnie wyniki sugerujg, ze inhibitory HDAC, powodujgc
niespecyficzny wzrost acetylacji biatek histonowych w promotorowych odcinkach niektorych
gendw zwigzanych z réznicowaniem, mogg odblokowywac ich reaktywnos¢ na réznicujgce
czynniki transkrypcyjne oraz zwiekszajgc plastycznos¢ komorek, umozliwia¢ ich dalsze

réznicowanie w kierunku neuralnym.

6.6. Parakrynne funkcje komérek MSC i mozliwos¢ wykorzystania czynnikéw

neurotroficznych w terapii schorzen neurodegeneracyjnych

Kolejng kluczowg cechg MSC z klinicznego punktu widzenia sg ich zdolnosci do
produkgiji licznych czynnikéw wzrostowych, cytokin i chemokin (Caplan i wsp., 2006). Badania
wielu autoréw dowiodty, ze przeszczep mezenchymalnych komérek macierzystych u zwierzat
w uszkodzeniach osrodkowego i obwodowego uktadu nerwowego korzystnie wptywa na
poprawe funkcji. Mimo stosunkowo krétkiego czasu przezycia podanych komorek w
organizmie biorcy obserwowano znaczng poprawe procesow regeneracyjnych. Mechanizm
pozytywnego dziatania egzogennych komorek po ich przeszczepie nie zostat jednak
szczegotowo wyjasniony. Komorki macierzyste/progenitorowe, w tym mezenchymalne
izolowane z roznych zrédet uwalniajg szereg substancji, wsréd nich: NGF, BDNF, GDNF, FGF-
2, VEGF, HGF, CNTF (Chen i wsp., 2008; Caplan i wsp., 2006;; Machalifska i wsp., 2015;
Maltman i wsp., 2011; Paczkowska i wsp., 2013). To pozwala przypuszczac, iz MSC po
przeszczepieniu do mézgu lub rdzenia kregowego modyfikujg mikrosrodowisko tkanki
nerwowej poprzez uwolnione czynniki troficzne. Do najczesciej badanych czynnikéw wzrostu
w eksperymentalnych modelach na zwierzetach nalezg: BDNF, GDNF, VEGF, NT3, NT4,
NGF. Szereg artykutdw przeglgdowych zawiera informacje dotyczace znaczenia tych
czynnikdw w sterowaniu procesami neurogenezy po uszkodzeniu (Kelamangalath i wsp.,
2013). BDNF jest jednym z najbardziej obiecujgcych czynnikdw wzrostu w terapii
regeneracyjnej dla komoérek nerwowych, ktéry reguluje wiele funkcji w tym przezycie,
neurogeneze oraz plastycznos¢ potgczen neuronow. Neuroprotekcyjne dziatanie BDNF po
urazie zostato udokumentowane w badaniach na szczurach, w ktérych wykazano zalezng od

BDNF proliferacje oligodendrocytow i mielinizacje regenerujgcych aksonéw (Chen i wsp.,
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2013). Z badan in vitro wynika, ze komorki jednojgdrzaste krwi pepowinowej majg wiekszg
zdolnosé do syntezy czynnikéw neurotroficznych w tym: BDNF, GDNF oraz NT4 (Fan i wsp.,
2005, Paczkowska i wsp., 2013) w porownaniu do komérek izolowanych z krwi obwodowej. W
badaniach wiasnych wykazaliSmy prawie 4 krotnie wyzszy poziom ekspresji genu dla BDNF w
komoérkach MSC z galarety Whartona w porownaniu do komorek MSC ze szpiku. Co ciekawe
nie odnotowano ekspresji genu kodujgcego receptor dla BDNF, TrkB w obydwu badanych
rodzajach MSC.

Kolejnymi neurotrofinami, ktérych ekspresje wykazano na poziomie mRNA byty NT3,
NT4, NGF. Dwie pierwsze badane neutrotrofiny wykazywaty stosunkowo wyzszy poziom
ekspresji w komorkach izolowanych z tkanki niedojrzatej. Natomiast ekspresja genu NGF byta
wyzsza w komorkach MSC wyizolowanych ze szpiku. W przypadku tych trzech czynnikow
neurotroficznych rowniez nie zaobserwowano ekspresji specyficznych dla nich receptorow,
jedynie w niektorych prébach za pomocg metody Real-time PCR stwierdzono sladowy poziom
MRNA w komérkach pochodzgcych z izolacji ze szpiku kosthego. Zaobserwowany wynik
ekspresji graniczyt z poziomem tta i mozna uzna¢ go jako mato informatywny. Aktywacja
funkgcji receptorow w komaérkach mogacych odpowiadaé na okreslony czynnik jest procesem
skomplikowanym i wieloetapowym. Obecnos$¢ biatkowej formy danego receptora nie zawsze
koreluje z ekspresjg mMRNA. Aby okresli¢ aktywno$¢ badanych receptorow dla neurotrofin
potrzebne byloby przeprowadzenia dodatkowych badan na poziomie biatka i po indukcji
specyficznym ligandem. Istniejg sprzeczne dane na temat funkcji receptorow neurotrofin w
komoérkach nieneuralnych. Uwaza sie, ze nadekspresja receptora TrkB w niektdérych z nich
moze ufatwiaé powstawanie przerzutdw poprzez indukcje przejscia mezenchymalno-
epitelialnego (Sinkevicius i wsp., 2014). W naszych badaniach zaobserwowano natomiast
ekspresje niespecyficznego receptora neurotrofin o nizszym powinowactwie, p75NTR
uwazanego za specyficzny dla populacji mato zréznicowanych komérek progenitorowych.

Wielu autoréw podkresla réwniez istotng role w stymulacji proceséw naprawczych
czynnika wzrostu $rdédbtonka naczyn VEGF (Eming i wsp., 2006; Silva i wsp., 2010). W
badanych przez nas populacjach komérek MSC poziom transkryptow genu VEGF byt
zauwazalnie (8 krotnie) wyzszy w komadrkach wyizolowanych z galarety Whartona. Czynnikami
wzrostowymi, ktére ulegaty podobnej ekspresji w obydwu populacjach komérek MSC byty
EGF, IGF oraz CNTF, wystepujace jednak na zdecydowanie nizszym poziomie.
Podsumowujgc otrzymane wyniki nalezy potwierdzi¢ parakrynng funkcje badanych komorek
MSC z wyzszg tendencjg WJ-MSC do produkcji szeregu neurotrofin (NT3, NT4, BDNF) oraz
czynnikow wzrostowych (VEGF, HGF). Wydaje sie jednak, ze poziomy ekspresji tych gendw
mogg by¢ zmienne w zaleznosci od wielu czynnikéw Srodowiskowych, a tym samym obie
badane populacie MSC mogg stanowi¢ cenne zrédio czynnikow wzrostowych i

neurotroficznych do zastosowania w terapii regeneracyjnej.
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6.7. Implikacje kliniczne przeprowadzonych badan

Brak skutecznego leczenia nastepstw schorzen neurologicznych skfania do
poszukiwania nowych metod terapii. Koncepcja klinicznego zastosowania MSC wydaje sie by¢
wielkg nadziejg w leczeniu choréb neurologicznych zaréwno tych o charakterze
neurodegeneracyjnym, jak i w innych uszkodzeniach osrodkowego ukfadu nerwowego
powstatych w wyniku udaru czy urazu. Wydaje sie, ze mezenchymalne komorki macierzyste
mogg mie¢ zastosowanie nie tylko ze wzgledu na swoje funkcje immunomodulacyjne i
przeciwzapalne wykorzystywane juz szeroko w klinice, lecz rowniez ze wzgledu na swdj
potencjat neurogenny do bezposredniej regeneracji i repopulacji struktur uktadu nerwowego.
Wyniki badan pierwszej dekady naszego wieku ujawnity in vitro i in vivo mozliwo$¢ otrzymania
funkcjonalnych komorek macierzystych réznicujgcych sie pro-neuralnie z réznych tkanek
ptodowych i okotoporodowych (Buzanska i wsp., 2002, 2006). Jednak otrzymanie
wystarczajgco duzych ilosci bezpiecznych biologicznie, nieimmunogennych, terapeutycznych
komoérek macierzystych stanowi jedno z najpowazniejszych i wcigz aktualnych wyzwan
praktycznych medycyny regeneracyjnej. Wyniki uzyskane podczas moich badan wskazujg, ze
zbedna tkanka pozostajgca po porodzie, ktérg jest m.in. galareta Whartona sznura
pepowinowego, moze postuzy¢ do opracowania nowych, skutecznych i wydajnych metod
pozyskiwania neurologicznie ukierunkowanych, potencjalnie terapeutycznych komérek
macierzystych do uzytku klinicznego. Jedng z takich wielce obiecujgcych modyfikacji fenotypu
komorek in vitro jest scharakteryzowana w tej rozprawie hodowla prowadzona w warunkach
obnizonego stezenia parcjalnego tlenu tzw. fizjoksji (Carreau i wsp., 2011).

Przeprowadzona analiza poréwnawcza biorgca pod uwage obserwacje wiasne jak i
aktualng literature przedmiotu wykazata, ze badane populacje dorostych i ptodowych komorek
MSC nie sg w pelni rownowazne z punktu widzenia mozliwosci ich zastosowania
terapeutycznego, z wyrazng przewagg tych ostatnich w promowaniu regeneracji OUN.
Poznanie mechanizméw kontrolujgcych plastyczny fenotyp macierzystych komorek
mezenchymalnych hodowanych w fizjologicznych warunkach tlenowych (fizioksji) in vitro,
moze by¢ decydujgcym elementem w przetamaniu istniejgcych barier i trudnosci w ekspansji,
zasiedlaniu, roznicowaniu i aktywnym wspotudziale egzogennych komoérek naprawczych w

leczeniu dysfunkcji i uszkodzen strukturalnych uktadu nerwowego.
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1. Ustalono metody izolacji oraz warunki i wydajnos¢ hodowli mezenchymalnych komaérek
macierzystych pochodzgcych ze szpiku kostnego, galarety Whartona oraz krwi
pepowinowej zgodnie z wymogami stawianymi przez ISSC. Najbardziej wydajnym
zrédtem MSC okazala sie galareta Whartona sznura pepowinowego, natomiast krew
pepowinowa wykazata jedynie znikomg zawartoscig trudnych do izolacji komérek
mezenchymalnych i w zwigzku z tym zostata wykluczona jako matoefektywna z

dalszych badan.

2. Jedynie komorki pochodzgce z galarety Whartona (WJ-MSC) w standardowych
warunkach hodowli réznicowaly sie spontanicznie w kierunku pro-neuralnym,
przyjmujgc typowe dla tego procesu cechy fenotypowe ze zwiekszong ekspresjg

markerdéw liniowych: nestyny, GFAP, NF200.

3. Te same komoérki po miesiecznej ekspozycji na niskie (5%) stezenie tlenu ulegaty
stopniowemu odroznicowaniu z towarzyszgacym zanikiem cech neuralnych i
nabywaniem fenotypu zarodkowego oraz ekspresjg typowych dla pluripotencjalnosci
markeréw SRTF (Oct3/4, Sox2, Rex, Nanog).

4. Reakcji komorek WJ-MSC na obnizone stezenie tlenu towarzyszyta indukcja genéw
podjednostki alfa czynnika HIF-1 i HIF-2, przy czy indukcja HIF-2 byta statystycznie

istotna.

5. Komorki MSC izolowane z obu badanych zrédet: szpiku i sznura pepowinowego,
reagowaty jakosciowo podobnie na warunki hodowli w obnizonych stezeniach tlenu w
aspekcie zwiekszonego tempa podziatbw komorkowych, zahamowania objawow

starzenia i wydtuzenia czasu trwania hodowli bez towarzyszacych zmian kariotypu.

6. Wykazano blokujgcy wptyw trichostatyny, zwigzku hamujgcego aktywnos¢ HDAC i
zwiekszajgcego poziom acetylacji histonow, na triade reakcji wywotanych obnizeniem
stezenia tlenu w hodowli WJ-MSCnT: (i) indukcje czynnikow HIF, (ii) wzmozong
proliferacje i (iii) zahamowanie zréznicowania pro-neuralnego komorek. Moze to
sugerowac powigzanie przyczynowo-skutkowe obserwowanych efektow ze zmianami

epigenetycznymi acetylacji histonéw wywotanymi przez TSA.

7. Komorki WJ-MSCNT jedynie po wstepnej ekspozycji na TSA reagowaty pozytywnie na

klasyczne induktory réznicowania neuralnego: cAMP, BDNF, RA, wytwarzajgc sie¢ o
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morfologicznych cechach neuronalnych utworzong z komaérek wykazujgcych ekspresje

MAP2, markera dojrzatych neuronow.

8. Wyzszy, w porownaniu do BM-MSC, potencjat komérek z WJ-MSC do réznicowania w
kierunku neuralnym korelowat pozytywnie ze zwigkszong transkrypcyjg genéw dla
panelu czynnikow neurotroficznych, a w szczegolnosci dla BDNF, GDNF, VEGF, HGF,
NT3 i NT4.

Whnioski:

1. Badania poroéwnawcze komoérek MSC izolowanych z réznych zrédet tkankowych,
ktérych wyniki zostaly przedstawione powyzej, wskazujg wyraznie na wyjgtkowg

przydatno$é hodowli WJ-MSC do terapii komérkowej chordob ukfadu nerwowego.

2. Hodowle MSC prowadzone w warunkach obnizonego stezenia tlenu bedgcego
odpowiednikiem warunkow fizjologicznych panujgcych w niszy komorek macierzystych,
wplywajg korzystnie na proliferacje, przezywalnos¢ i roznicowanie komorek

progenitorowych.
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Mezenchymalne komaorki macierzyste (MSC) pochodzgce z organizmow dojrzatych to
komorki stosunkowo tatwe do wyizolowania i utrzymania w warunkach hodowli in vitro. MSC
majg duze zdolnosci plastyczne, mogg réznicowac sie do komorek tkanki chrzestnej, kostnej
oraz tluszczowej. Ostatnie doniesienia sugerujg réwniez zdolnos¢ tych komérek do
nietypowego réznicowania sie w komoérki innych niz mezodermalne listkéw zarodkowych np.
do pochodzgcych z ektodermy neurondéw. Komoérki MSC mozna znalez¢ w szpiku kostnym, a
takze w wielu innych tkankach i narzadach. Podejmowane sg réwniez proby wykorzystania
tkanek pozostatych po porodzie tzw. tkanek poptodu wliczajgc w to galarete Whartona oraz
krew pepowinowg. Terapia mezenchymalnymi komorkami macierzystymi budzi ogromne
nadzieje dla zastosowania ich w medycynie regeneracyjnej. W badaniach na zwierzetach
udokumentowano terapeutyczne dziatanie komoérek MSC w modelach wielu choréb. Oprocz
ich ogdlnoustrojowego dziatania zwigzanego z wydzielaniem biologicznie waznych czynnikéw
wpltywajgcych korzystnie na endogenne procesy naprawcze, przeszczepione MSC moga

wykazywaé potencjat do zastepowania uszkodzonych tkanek i komorek.

W przedstawionej rozprawie podjeto probe opracowania wydajnej metody izolacji a
nastepnie hodowli mezenchymalnych komérek macierzystych otrzymywanych z tkanek
niedojrzatych (galarety Whartona sznura pepowinowego oraz krwi pepowinowej) i tkanek
dorostych (szpiku kostnego). W toku realizacji pracy ustalono parametry dla hodowli tych
rodzajow MSC, okreslano stan ich zréznicowania i wilasciwosci plastyczne a nastepnie

analizowano zdolnosci do réznicowania neuralnego.

Charakterystyka otrzymanych populacji komérek obejmowata ich ocene pod katem
obecnosci specyficznych markeréow mezenchymalnych oraz potencjatu do réznicowania w
komorki mezodermy. Z dwoch analizowanych zrédet udato sie uzyska¢ homogenng frakcje
komoérek MSC (WJ-MSC, BM-MSC), co zostato potwierdzone pozytywng ekspresjg markeréw
typowych dla MSC zatwierdzonych przez Miedzynarodowe Towarzystwo Terapii Komorkowej.
Zastosowana charakterystyka oceny fenotypu mezenchymalnego nie wykazata rdznic
pomiedzy analizowanymi frakcjami pochodzgcymi ze szpiku kostnego oraz galarety Whartona.
Natomiast uzyskana populacja komérek MSC z krwi pepowinowej okazata sie stosunkowo
nieliczna i trudna do izolacji, co spowodowato wykluczenie tego zrédta jako materiatu do
dalszych analiz. Populacja komérek krwi pepowinowej oprdcz potwierdzonych badaniami
immunocytochemicznymi cech MSC charakteryzowata sie obecnoscig wielu dodatkowych
heterogennych frakcji komérek jednojgdrzastych (MNC). Podczas dalszej charakterystyki
wyizolowana frakcja komorek krwi pepowinowej wykazywata cechy pluripotencjalne

potwierdzone obecnoscig zestawu gendéw SRTF (Oct3/4, Sox2, Rexl, Nanog). Nasza
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obserwacja w petni pokryta sie z danymi literaturowymi, w ktérych autorzy zwracajg uwage na
trudnosci w otrzymywaniu czystej populacji tych komérek MSC i sugerujg wykorzystanie do

transplantaciji catej frakcji komorek MNC krwi pepowinowe;.

Z niektorych danych literaturowych wynika, ze MSC pochodzace z tkanek poptodu, w
tym krwi pepowinowej i galarety Whartona, sg dzieki swojej niedojrzatosci rozwojowej bardziej
pierwotne i 0 szerszych mozliwosciach do wielokierunkowego réznicowania w poréwnaniu z
tymi izolowanymi z tkanek dorostych organizméw. W naszych badaniach zaobserwowalismy,
ze komorki wyizolowane z galarety Whartona wykazujg ekspresje markera wczesnej
mezodermy Brachyury. Kolejng cecha, potwierdzajgcg mniej zréznicowany charakter komérek
WJ-MSC, byta zaobserwowana na wczesnych etapach hodowli wyzsza ekspresja antygenu
SSEA-4 uwazanego za marker pluripotentnych komorek niezréznicowanych. Komorki
pochodzgce z tkanki dorostej ze szpiku kostnego, charakteryzowaty sie stosunkowo nizszg
ekspresjg tego markera oraz brakiem Brachyury. Inng obserwacja, potwierdzajgcg mniej
zréznicowany charakter komorek otrzymanych z galarety Whartona, byta obecnosé
charakterystycznych skupisk komérek tworzgcych kolonie zwane réwniez centrami

intensywnej proliferacji. Przeciwnie w komoérkach ze szpiku nie udato sig¢ ich zaobserwowac.

W kolejnych etapach prowadzonych badan poréwnywano otrzymane populacje
komoérek pod katem zdolnosci do réznicowania w kierunku komérek z linii neuralnej. Jest to
kluczowe w poszukiwaniu najlepszego zrodta do zastosowan potencjalnie terapeutycznych w
chorobach neurologicznych, w ktérych obecnie nie ma skutecznych metod leczenia.
Otrzymane przez nas wyniki wykazaty duze zdolnosci do réznicowania neuralnego komaorek
pochodzgcych z galarety Whartona. W standardowych warunkach hodowli WJ-MSC
spontaniczne nabywaly ekspresji markerow neuralnych. Na wczesnych etapach hodowli
zaobserwowano pojawianie sie markera progenitorow neuroektodermalnych Nestyny, a
nastepnie w trakcie kolejnych pasazy neurofilamenu NF-200 oraz kwasnego biatka
widkienkowego GFAP. Przeciwnie, frakcja komérek MSC otrzymanych ze szpiku
charakteryzowata sie tylko pojedynczymi komorkami nestyno-pozytwnymi, ktore w dalszej
hodowli zanikaty i nie nabywaty kolejnych cech neuralnych. Wyzszy, w poréwnaniu do BM-
MSC, potencjat komoérek z WJ-MSC do réznicowania w kierunku neuralnym korelowat
pozytywnie ze zwigkszong transkrypcyjg gendéw dla panelu czynnikdw neurotroficznych, a w
szczegolnosci dla BDNF, GDNF, VEGF, HGF, NT3 i NT4.

W dalszych badaniach podjeto prébe oceny wptywu zastosowania warunkow
obnizonego 5% tlenu na komorki MSC poddane dtugotrwatej ekspozycji w kontekscie indukgji
cech pluripotencjalnosci. Na podstawie danych literaturowych mozna wywnioskowac, ze

mezenchymalne komérki macierzyste powinny by¢ hodowane w warunkach, ktore
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odzwierciedlajg srodowisko niszy, z ktorej pierwotnie pochodzg. Odzwierciedlenie naturalnego
Srodowiska niszy moze zwiekszac proliferacje i wptywa¢ pozytywnie na wilasciwosci
plastyczne komérek macierzystych. Jak zaprezentowano w badaniach wtasnych,
zastosowane warunki 5% stezenia tlenu w hodowli in vitro mezenchymalnych komorek
macierzystych byto waznym czynnikiem utrzymujgcym podziaty komorkowe na intensywnym
poziomie oraz prowadzito do przedtuzenia hodowli obu typow analizowanych komérek. Jednak
populacja komorek uzyskanych z tkanki niedojrzatej WJ-MSC wykazywata duzo silniejszg
reakcje proliferacyjng na zastosowane warunki obnizenia stezenia tlenu. Ponadto, reakcji
komoérek WJ-MSC na obnizone stezenie tlenu towarzyszyta indukcja transkrypcji genéw

podjednostki alfa czynnika HIF-1 i czynnika HIF-2.

W komodrkach WJ-MSC w powyzszych warunkach oceniano rowniez ekspresje gendéw
charakterystycznych dla komorek pluripotencjalnych oraz genéw zwigzanych z réznicowaniem
neuralnym. Jedynym ze znaczacych wynikéw odrézniajagcym hodowle komérek WJ-MSC z
niskiego tlenu okazat sie zanik cech neuralnych w tym neurofilamentu NF200 oraz GFAP, ktory
wczesniej komorki spontanicznie nabywaty w warunkach atmosferycznej zawarto$ci tlenu.
Ponadto, co najbardziej istotne, komérki WJ-MSC ulegaty stopniowemu odréznicowaniu i
wykazywaty ekspresje typowych dla pluripotencjalnosci markeréw SRTF (Oct3/4, Sox2, Rex1,
Nanog). Komoérki populacji szpikowej wykazaty brak reakcji odréznicowania w wyniku
zastosowania obnizonych warunkow tlenu, nie stwierdzono u nich indukcji Zzadnego z

badanych gendw pluripotencjalnosci.

W dalszych badaniach uwaga zostata skupiona na zagadnieniach zwigzanych z
mechanizmami kontrolujgcymi stan epigenomu w kontekscie regulacji waznych procesow
rozwojowych, roznicowania i podziatdbw komodrkowych. Czynnikiem modyfikujgcym, ktory
zastosowano byt inhibitor enzymoéw katalizujgcych deacetylacje histonow (HDAC)
Trichostatyna A (TSA). Trichostatyna A jest silnym, odwracalnym inhibitorem deacetylazy i
zapobiega usuwaniu grup acetylowych z reszt lizynowych na histonach. Ostatnio coraz
powszechniejszy jest poglad, ze hamowanie aktywnosci HDAC przez ten zwigzek umozliwia
acetylacje biatek histonowych w odcinkach promotorowych gendéw zwigzanych z procesem
roznicowania komorek macierzystych. W naszych doswiadczeniach komorki WJ-MSCnr
poddane dziataniu inhibitora HDAC, TSA w warunkach hipoksji hamowaty proliferacje w
mechanizmie zaleznym od indukowanego hipoksjg czynnika HIFa 1 i 2. Modyfikator ten
réwniez wykazat wptyw na proces réznicowania neuralnego komoérek WJ-MSC.
Zaobserwowano, ze komoérki WJ-MSCnr po potraktowaniu TSA odzyskiwaty potencjat
réznicowania neuralnego. Z naszych badan wynika, ze WJ-MSCnr jedynie po wstepnej
ekspozycji na TSA reagowaty pozytywnie na klasyczne induktory réznicowania neuralnego:

cAMP, BDNF, RA, wytwarzajgc sie¢ o morfologicznych cechach neuronalnych, utworzong z
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komérek wykazujgcych wysokg ekspresie MAP2, markera dojrzalych neuronéw.
Przeprowadzone badania wskazujg na szczegdlng role poziomu acetylacji biatek histonowych
zaleznych od warunkéw tlenowych w indukciji pluripotencjalnosci i w procesie réznicowania w
kierunku fenotypéw neuralnych mezenchymalnych komdérek macierzystych. Badanie
zachowania mezenchymalnych komoérek macierzystych w hodowli in vitro mogg dostarczy¢
istotnych informacji na temat ich potencjalnych zdolnosci regeneracyjnych oraz reakcji na
poszczegollne czagsteczki sygnatowe, kierujgce procesem zwigzanym z réznicowaniem
neuralnym. Poznanie wptywu réznych czynnikobw na zachowanie komérek mezenchymalnych
moze pozwoli¢ na ich precyzyjng manipulacje i wybor najlepszego zrédta komérek w celu
wykorzystania w terapii schorzen uktadu nerwowego. Nasze badania wykazaty ogromng
plastycznos¢ komoérek otrzymanych z galarety Whartona oraz mozliwos¢ uzyskania z nich
komoérek o zréznicowanych fenotypach neuralnych, predestynujac ten typ mezenchymalnych
komérek macierzystych do zastosowan neurologicznych. Komorki z galarety Whartona
stanowity rowniez korzystniejsze zrodto do terapii ze wzgledu na stosunkowo wiekszy
neurotroficzny efekt parakrynny. Wnioski wyptywajgce z przeprowadzonych badah wskazujg
na wyjgtkowg przydatnos¢ hodowli WJ-MSC pochodzacej z tkanki o cechach ptodowych do

terapii komoérkowej choréb uktadu nerwowego.
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9. ABSTRACT

Mesenchymal stem cells (MSCs) exert unique ability to differentiate into various cells
of mesodermal origin. These properties place MSC as a very promising source of cells for
regenerative medicine and tissue engineering. Recently, it has been shown that experimental
transplantation of MSC improves a variety of neurological dysfunctions. Bone marrow (BM)
represents the mostl exploited source of human therapeutic stem cells. However, similar
populations have been recently identified in many other tissues. Among them, umbilical cord
Whatrton jelly and umbilical cord blood have been recognized for their safety, accessibility and
differentiation potential. This study compares MSC derived from different type of tissues: (i)
neonatal human Wharton Jelly-derived MSC (WJ-MSC), (ii) neonatal human Umbilical-Cord-
Blood (UBC-MSC) and (iii) adult human Bone Marrow (BM-MSC) in terms of cell phenotypes,
optimal growth and multilineage differentiation characteristics with special attention to
neurogenic potential. We have demonstrated that, both isolated WJ-MSC and BM-MSC,
exhibited phenotypes specific for mesenchymal cell by expressing surface antigens (CD73,
CD90, CD105, CD166) as well as typical for MSC multilineage differentiation abilities.
However, efficiency of these processes differs markedly between the cells derived from each
of examined tissues. On the basis of this study we can conclude that the best source to obtain
MSCs was human Wharton jelly tissue. In contrast, the umbilical cord blood derived MSC
population was relatively rare and contained different heterogeneous fractions of progenitor
mononuclear cells (MNCs) showing characteristics of pluripotent stem (confirmed by the
presence of a set of genes SRTF). In our study we found that, WJ-MSCs revealed higher
proliferation rate as well as higher potential to differentiate toward neural type than BM-MSC:s.
Consistently, only WJ-derived MSC unveiled neural progenitor characteristics expressing
panel of cellular markers typical for neural lineage i.e. Nestin, NF200, GFAP. Another feature
demonstrating less differentiated state of these cells was higher expression of SSEA-4 — the
antigen specific for undifferentiated cells. All together, these data allow us to hypothesize that
the fetal origin of WJ tissue determines its distinguished neuro-mesenchymal characteristic.

Routinely, MSC are cultured under normoxic conditions (20% oxygen). However, in
physiological situation the tension of oxygen in stem cell niches varies between 1% and 8%.
We therefore examined the effects of lowered (5% oxygen) versus normoxic (20% oxygen)
culture conditions on MSCs in terms of their proliferation rate and the expression of neural
progenitor cell markers. Our studies have confirmed that WJ-MSC cultured in reduced oxygen
(5%) proliferated more rapidly than in standard (20%) oxygen tension. We observed that in the
WJ-MSC hypoxia conditions activate the expression of embryonic stem cell markers: Oct3/4,
Sox2, Rex1, Nanog and hypoxia associated genes: HIF-1,2a. Interestingly, BM-MSC cultured

in lower oxygen tension do not acquire pluripotent properties.
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In my research project, attention has also been focused on issues related to the
epigenetic mechanisms that may control cell responses on oxygen concentration. Histone
acetylation levels, controlled by the histone acetyl transferases (HATs) and histone
deacetylases (HDACS), influence the accessibility of DNA to transcription factors and thereby
dynamically regulate transcriptional programs. HDACs execute important functions in control
of proliferation, differentiation, and the establishment of cell identities during embryonic
development. To investigate the role of the HDAC family in neural differentiation, we have
employed histone inhibitor Trichostatin A (TSA) which locally block enzymatic HDAC activity.
We found that TSA treatment induced neural differentiation and morphologic changes in WJ-
MSChnr cultures. We found that TSA treatment return neural differentiation of WJ-MSChr.
Moreover, our research showed that WJ-MSCyr only after initial exposure to TSA responded
positively to the classic neural differentiation inducers: cAMP, BDNF, RA. This phenotype was
accompanied by morphological changes in mesenchymal stem cells which created a neuronal
network like structures. As a molecular consequence of HDAC inhibition a timely dysregulation
of HIF genes response to low oxygen was observed, illustrated by inhibition of cell division.
Concomitantly, several neural specific markers, including MAP2, were induced providing
evidence that HDAC activity is crucial in control of neural differentiation process in
mesenchymal stem cells. In conclusion, our study confirms high plasticity of mesenchymal
stem cells isolated from Wharton's jelly toward neural differentiation allowing them to be

favorable condidate for cell neuroregenerative therapy.
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