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STRESZCZENIE

Terapia regeneracyjna z wykorzystaniem komodrek macierzystych w celu odtworzenia
uszkodzonych tkanek i narzaddw jest przedmiotem zainteresowania S$rodowisk medycznych i
gremiéw naukowych od kilkunastu lat. W poczagtkowym okresie zaktadano, iz przeszczepiane komorki
egzogenne zastgpig zniszczone struktury w rejonie uszkodzenia. Obecnie wiadomo, iz pozytywne
efekty transplantacji komdrek macierzystych wynikajg raczej z ich protekcyjnego dziatania i stymulacji
endogennych procesdw naprawczych niz przeksztatcania sie tych komérek w dojrzate komarki biorcy
i ich wbudowywania w struktury tkanki. W ostatnich latach duzym zainteresowaniem wsréd
naukowcoéw i klinicystéw, rowniez z punktu widzenia ich zastosowan terapeutycznych cieszg sie
mezenchymalne komérki macierzyste (MSCs). tatwos¢ pozyskiwania MSCs z réznych zrddet, ich niska
immunogennos¢ i zdolnosci immunomodulacyjne sprawiajg, iz mogg by¢ przeszczepiane nie tylko w
uktadzie auto-, ale réwniez allogenicznym. Ponadto wtasciwosci anty-apoptotyczne, parakrynne i
wielokierunkowa zdolno$¢ do réznicowania MSCs sprawia, ze sg one aktualnie wykorzystywane w
prébach eksperymentalnych i klinicznych terapii najczesciej wystepujgcych choréb, w tym choréb
neurologicznych obejmujacych struktury osrodkowego uktadu nerwowego (OUN), takich jak udar
modzgu, choroba Alzheimera, stwardnienie zanikowe boczne, choroba Huntingtona, Parkinsona,
stwardnienie rozsiane czy uszkodzenie rdzenia kregowego, dla ktérych brak jest skutecznych
alternatywnych metod leczenia.

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

Celem moich badan byto zweryfikowanie hipotezy czy zwiekszenie ekspresji integryny VLA-4 w
hBM-MSCs pozwoli na wzmocnienie ich witasciwosci adhezyjnych i transmigracyjnych po
transplantacji systemowej u szczuréw w modelu uszkodzenia mézgu.



Badania wstepne miaty na celu wybér barwnika do przyzyciowego znakowania hBM-MSCs, ktéry
nie zmieniatby cech biologicznych znakowanych komdrek jednoczesnie umozliwiajgc ich identyfikacje
w dtugoczasowych eksperymentach prowadzonych w warunkach in vitro i in vivo.

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

Schemat przeprowadzonych doswiadczen
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| etap moich badan dotyczyt oceny przydatnosci wybranych przyzyciowych barwnikéw
zastosowanych do znakowania komoérek hBM-MSCs w celu ich wizualizacji w dalszych
eksperymentach. Prowadzone badania obejmowaty analize poréwnawczg wptywu trzech typow
znacznikéw: CellTracker™ Green CMFDA (Life Technologies, CMFDA), mRNA eGFP (Stemgent) i
Molday ION (BiOPAL, Molday) na morfologie i funkcje znakowanych hBM-MSCs. Istotg tych badan
byto wytypowanie przyzyciowego barwnika optymalnego dla hBM-MSCs, ktéry nie zmieniatby cech
biologicznych znakowanych komérek, a jednoczesnie umozliwitby ich identyfikacje w dtugoczasowych
eksperymentach prowadzonych zaréwno w warunkach in vitro, jak i in vivo. Wyniki tych badan
wykazaty, ze z wykorzystanych do przyzyciowego znakowania hBM-MSCs trzech réznych barwnikéw
fluorescencyjnych najbardziej uzyteczny okazat sie Molday ION zawierajacy nanoczgstki tlenku zelaza
i rodamine B. Znacznik ten dtugo utrzymywat sie w komdrkach hBM-MSCs podczas ich hodowli in
vitro. Komorki hBM-MSCs wyznakowane Molday ION zachowywaty prawidtowe cechy morfologiczne i
fenotypowe, prezentowaty poréwnywalny z komodrkami natywnymi poziom aktywnosci
metabolicznej oraz ekspresji wiekszosci czynnikdw wzrostu i zdolnos¢ do réznicowania w kierunku
adipocytéw i osteoblastow. Na podstawie powyzszych wynikéw badan hBM-MSCs znakowane



Molday ION zostaty wybrane do badan w dalszych moich eksperymentach. Rodamina B, ktéra
wykazuje silne wtasciwosci fluorescencyjne pozwolita na identyfikacje znakowanych komodrek
zarowno w hodowli in vitro jak i po przeszczepie w tkance post mortem. Wtasciwosci
ferromagnetyczne, jakie posiadajg nanoczastki zelaza bedgce sktadowg czescig znacznika Molday ION
umozliwity natomiast wizualizacje wyznakowanych hBM-MSCs w czasie rzeczywistym podczas infuzji
komoérek, a takze ich obserwacje w dalszej sekwencji czasowej po ich transplantacji u zywych
zwierzat, z uzyciem MRI.

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

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

Schemat uktadu doswiadczalnego stosowanego do oceny ruchu komérek hBM-MSCs in vitro
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Dzieki zastosowaniu wielkoskalowej zautomatyzowanej analizy danych generowanych przez
opracowany do naszych doswiadczen program CellFlowTracker wykazano, ze podczas przeptywu
komoérek przez kanat komory zaréwno natywne jak i modyfikowane mRNA ITGA4 hBM-MSCs
podlegajg procesom toczenia i petzania, analogicznym do etapdw obserwowanych podczas
diapedezy leukocytdw w naczyniach krwionos$nych. Analizujgc wyniki moich badan okazato sie, ze
hBM-MSCs modyfikowane przez wprowadzenie mRNA ITGA4 charakteryzujg sie wzmozong
aktywnoscig adhezyjng, co skutkuje zwiekszeniem liczby komodrek, ktére zatrzymujg sie podczas
przeptywu przez komore (microfluidic device). Wzrost zdolnosci przylegania komdérek
transfekowanych mRNA ITGA4 zostat potwierdzony w badaniach z wykorzystaniem dwukomorowych
szalek hodowlanych typu transwell. hBM-MSCs wykazujgce nad-ekspresje VLA-4 silniej wigzaty sie z
btong podtprzepuszczalng goérnej komory w poréwnaniu z komodrkami niemodyfikowanymi,
zatrzymujac sie na gérnej powierzchni btony, co ograniczato ich zdolnos$¢ migracji.

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

Uzyskane wyniki przeprowadzonych badan pozwalajg sformutowaé nastepujgce wnioski:

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

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

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

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



