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Streszczenie

Terapia komorkowa jest gatezia medycyny regeneracyjnej i dotyczy przeszczepow
komorek, w celu odbudowy uszkodzonej tkanki/narzadu, kiedy leczenie farmakologiczne
i chirurgiczne jest niewystarczajace lub nieefektywne. Komorkami stosowanymi
W przeszczepach terapeutycznych sa zwykle komorki macierzyste, ktore posiadaja potencjat
do samoodnowy 1 wielokierunkowego roznicowania. Jedng z proponowanych
eksperymentalnych metod terapii w przypadku uszkodzen mozgu jest wiasnie terapia
komorkowa. Uszkodzenia mdzgu, w tym udary, sg szczegélnym wyzwaniem dla medycyny
regeneracyjnej ze wzgledu na skomplikowang 1 wielowymiarowg specyfik¢ budowy
Osrodkowego Uktadu Nerwowego (OUN). W tej pracy wybrano udar mozgu jako model
uszkodzenia OUN do badan nad kompetencjg terapeutyczng komorek macierzystych,
a szczegolnie wptywu mikrosrodowiska i prekondycjonowania w fazie przygotowawczej do
przeszczepu na ich wlasciwosci proregeneracyjne.

Do badan wybrano Mezenchymalne Komorki Macierzyste (MSC) izolowane
z galarety Whartona (WJ-MSC). MSC stanowig wyjatkowo obiecujace Zzrodto komorek dla
wykorzystania w medycynie regeneracyjnej ze wzgledu na ich wlasciwosci parakrynne oraz
immunomodulacyjne, a takze swoista ,,plastyczno$¢” rozwojowa, co umozliwia réznicowanie
w warunkach in vitro nie tylko w kierunku mezodermalnym, ale roéwniez ektodermalnym.
Szczegolnie dotyczy to komorek izolowanych z tkanek poptodu, w tym WJ-MSC, z uwagi na
ich wezesng dojrzatos¢ rozwojowa. Dodatkowo zaleta WJ-MSC jest brak ekspresji antygenow
zgodno$ci  tkankowej klasy Il (HLA-DR), co sprawia, ze sg uprzywilejowane
immunologicznie 1 atrakcyjne dla zastosowan w medycynie regeneracyjnej w uktadzie
allogenicznym.

Naturalne, endogenne mikro$rodowisko komoérek macierzystych zwane ,,nisza”
decyduje o ich przezyciu i wzroscie oraz umozliwia dalsze réznicowanie. Dlatego waznym
elementem tej pracy byto okreslenie (zoptymalizowanie) biomimetycznego mikrosrodowiska
in vitro, ktore bedzie spetniato warunki podobne do endogennych: 1) kontrolnych — hodowla
WJ-MSC w warunkach 3D w hydrozelu przypominajagcym skltadem i1 wlasciwosciami
mechanicznymi tkanke nerwowg oraz w warunkach zawartosci tlenu (5% O2) typowych dla
niszy komorek macierzystych w mozgu; 2) patologicznych — dodatkowa stymulacja
w warunkach jw. z czynnikami prozapalnymi. Wczesniejsze odpowiednie przygotowanie
komoérek macierzystych (tzw. prekondycjonowanie) moze sprzyja¢ zwigkszeniu potencjalu

terapeutycznego przeszczepionych komoérek w leczeniu uszkodzen, m.in. osrodkowego



uktadu nerwowego. W szczegolno$ci pomoze ustalié, czy zastosowanie warunkow
imitujagcych  naturalne  mikro$rodowisko niszy komorkowej zwigksza  dziatanie
neuroprotekcyjne i immunomodulacyjne przeszczepianych komorek, stymulujagc tym samym
proces endogennej regeneracji tkanki.

Z tego wzgledu, gléwnym celem niniejszej pracy byla ocena wlasciwosci
protekcyjnych i regeneracyjnych komoérek WJ-MSC hodowanych w réznych warunkach
mikrosrodowiska. Okreslono wptyw stezenia tlenu oraz hodowli trojwymiarowych (3D),
stosujgc w tym celu hydrozelowe skafoldy — z lizatu ptytkowego (LP) oraz fibrynogenu (FB).

Praca zostata podziclona na trzy etapy: badania in vitro, ex vivo i in vivo obejmujace
ocen¢ porownawczg WJ-MSC hodowanych w warunkach 2D i 3D w 21% O i 5% Oq, przy
czym hodowle w 5% stezeniu tlenu prowadzone byly w systemie zamknigtym zapewniajacym
state warunki w trakcie hodowli i podczas wszelkich manipulacji z komérkami.

W badaniach in vitro przeprowadzono szczegétowe poréwnanie komoérek WIJ-MSC
hodowanych w warunkach 2D i 3D w 21% O lub 5% O: obejmujace m.in. analiz¢ tempa
proliferacji, przezywalnos$ci, zdolnosci do réznicowania w kierunku neuralnym oraz zmiany
ekspresji neurotrofin, cytokin pro- i przeciwzapalnych.

Badania ex vivo polegaly na ocenie dziatania neuroprotekcyjnego komorek WJ-MSC
hodowanych w roznych warunkach przestrzennych i tlenowych wzgledem uszkodzonych
w modelu OGD skrawkow organotypowych hipokampa szczura, poprzez analizg
przezywalnosci komorek we wrazliwych na OGD strukturach hipokampa. Okreslono rowniez
profil odpowiedzi WJ-MSC na uszkodzong tkanke¢ nerwowa.

Badania in vivo dotyczyly odpowiedzi organizmu biorcy na wykonany przeszczep
komorek WJ-MSC w modelu udaru mozgu szczura, w zaleznosci od sposobu ich podania (2D
vs. 3D) oraz warunkéw hodowli komorek przed transplantacjag (21% O2 vs. 5% O>).

W pierwszym etapie badan wykazano, iz zastosowane skafoldy hydrozelowe tworza
struktur¢ umozliwiajaca osadzenie si¢ komorek, ich wysoka przezywalno$¢ oraz migracje
poza granice rusztowania. Komoérki WJ-MSC zachowuja réwniez stabilne, liniowe tempo
wzrostu w obu typach zastosowanych rusztowan, podobnie jak w standardowej hodowli 2D.
Ponadto, w hodowlach 3D zaobserwowano istotne zmiany w ekspresji na poziomie mRNA
badanych markerow (wzrost ekspresji BDNF, GDNF, VEGF-A, TGF-41, IL-6, IL-15) po 24
godz., utrzymujgce si¢ rowniez w trakcie kilkudniowej hodowli in  vitro
w porownaniu z hodowlg kontrolng 2D, zar6wno w warunkach 21% jak 1 5% stezenia tlenu.
Dodatkowo, w komorkach hodowanych w skafoldach zaobserwowano zwigkszong ekspresje

markerow neuralnych (nestyny, B-Tubuliny 111, NF-200 i GFAP) na poziomie mRNA oraz
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biatka. Zastosowanie czynnikéw prozapalnych w hodowli in vitro miato na celu sprawdzenie
odpowiedzi WJ-MSC na warunki mikrosrodowiska zapalnego, jakie wystepuje
w uszkodzonej tkance. W wyniku stymulacji komérek WJ-MSC zaobserwowano, ze warunki
hodowli 3D wyraznie zwigkszyly odpowiedz komoérek WJ-MSC na zastosowanie czynnikow
prozapalnych, co skutkowato zwigkszong ekspresjg na poziomie mRNA zaréwno czynnikow
troficznych (BDNF, GDNF, VEGF-A), jak i immunomodulacyjnych (TGF-g1, IL-6, IL-1p)
w poréwnaniu do hodowli 2D.

W badaniach ex vivo wykorzystano model OGD, polegajacy na czasowym
pozbawieniu tkanki tlenu i glukozy, co imituje uszkodzenie ischemiczne. Po przeprowadzonej
wspothodowli uszkodzonych skrawkow organotypowych hipokampa szczura z komoérkami
WJ-MSC zaobserwowano, ze WJ-MSC hodowane zaréwno w warunkach 21% jak i 5%
stezenia tlenu wykazujg silne dziatanie neuroprotekcyjne. Najsilniejszy efekt zahamowania
$mierci neurondéw wrazliwych na niedotlenienie zaobserwowano podczas wspothodowli
z komoérkami z 5% tlenu zasiedlajagcymi skafold fibrynowy. Co ciekawe, w komorkach
WJ-MSC zawieszonych w skafoldach i wspdéthodowanych z uszkodzonymi skrawkami
hipokampa zaobserwowano réwniez wzrost ekspresji czynnikow troficznych, m.in. GDNF,
VEGF-A oraz spadek ekspresji cytokin prozapalnych, m.in. IL-1f, przy jednoczesnym
wzroscie ekspres;ji cytokiny przeciwzapalnej, tj. TGF-41.

Badania in vitro oraz ex vivo wykazaty, iz warunki przestrzenne hodowli 3D oraz
5% O zwigkszaja dziatanie neuroprotekcyjne komorek WJ-MSC 1 moga wplywaé na ich
potencjalne wlasciwosci regeneracyjne. Z tego powodu dalsze badania in vivo opieraty si¢ na
ocenie modulacji reakcji zapalnej oraz procesu regeneracji uszkodzonej tkanki
z wykorzystaniem eksperymentalnego modelu cytotoksycznego uszkodzenia mézgu szczura.
Analiza obejmowata ocen¢ zdolnosci komodrek do przezycia i migracji w roznym czasie od
ich podania poprzez wykonanie obrazowania moézgu metoda rezonansu magnetycznego.
Okreslono rowniez wptyw przeszczepionych komoérek na wielkos¢ powstalego uszkodzenia
mozgu, a takze przeprowadzono szczegotows ocene poziomu ekspresji neurotrofin, cytokin
pro- i przeciwzapalnych w ptynie mozgowo-rdzeniowym oraz na poziomie mMRNA
w uszkodzonym moézgu szczura.

Sygnal pochodzacy z wyznakowanych nanoczastkami tlenku zelaza komorek
WJ-MSC zaobserwowano w miejscu podania (prazkowie) po 24 godz. od transplantacji do
mozgu, a takze w kolejnych punktach czasowych — 7, 14, 21 dni od przeszczepu. Nie
zaobserwowano migracji komoérek do innych struktur moézgu, poza prazkowiem, ktére ulegto

uszkodzeniu. Dodatkowo, po podaniu komoérek w 2D oraz skafoldach zaobserwowano
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wyrazny sygnat w miejscu lezji podczas obrazowania zaleznego od dyfuzji (DWI), ktorego
nie odnotowano w wyniku podania sham, ani w nastgpstwie samego uszkodzenia
ogniskowego. Po uszkodzeniu wywotanym ouabaing w poroéwnaniu do kontroli
zaobserwowano wzrost ekspresji badanych markerow: BDNF, GDNF, VEGF-A, TGF-41,
IL-6 oraz IL-1p, szczegdlnie po 24 godz. od urazu.

W wyniku podania komoérek WI-MSC zaobserwowano zmniejszenie wielkos$ci
uszkodzenia moézgu indukowanego iniekcja ouabainy oraz wzrost ekspresji szczurzych
markerow: BDNF, GDNF, VEGF-A, TGF-fI w porownaniu do poziomu ekspresji
obserwowanego w uszkodzonym prazkowiu. Najwyzszy wzrost ekspresji analizowanych
gendw stwierdzono w przypadku podania komorek, ktore byly hodowane w 5% Oq,
a nastepnie przeszczepione w hydrozelowych skafoldach. Podanie komorek WIJ-MSC
skutkowato rowniez spadkiem ekspresji szczurzych IL-6 oraz IL-1f, szczegodlnie po 24 godz.
od przeszczepu. Badania te umozliwity okre$lenie dynamiki zmian, wystepujacych
w uszkodzonym moézgu szczura po podaniu materialu terapeutycznego w postaci komorek
WJ-MSC prekondycjonowanych w okreslonych warunkach mikrosrodowiska. Otrzymane
wyniki wykazaly, ze hydrozelowe rusztowania wykonane z lizatu plytkowego 1 fibrynogenu
zastosowane W niniejszej pracy stanowig obiecujacy material dla potencjalnego
wykorzystania w terapii komérkowej chordb uktadu nerwowego. Uzyskane wyniki sugeruja,
ze najbardziej korzystne terapeutycznie wydaje si¢ by¢ utrzymywanie komérek w hodowli
w warunkach fizjologicznej normoksji (5% 0Oz), a nastgpnie ich przeszczepienie
z wykorzystaniem hydrozelowych rusztowan o wiasciwosciach mechanicznych podobnych do
tkanki typowej dla mozgu, ktore jednoczes$nie beda chronity komoérki przed reakcja uktadu
odpornosciowego biorcy.

Opracowanie skutecznych, efektywnych, powtarzalnych i przede wszystkim
bezpiecznych metod pozyskiwania, namnazania i przeszczepiania komorek macierzystych
zwigksza szanse na skuteczne wykorzystywanie terapii komorkowej w medycynie
regeneracyjnej. W przypadku terapii komoérkowej choréb OUN na dzien dzisiejszy brak jest
doniesien o pelnej regeneracji uszkodzonej tkanki wraz z odbudowg funkcjonalnych
obwodow nerwowych. Pozytywny efekt terapeutyczny w prowadzonych probach klinicznych
dotyczy gtownie wtasciwosci parakrynnych (wydzielniczych) podawanych komorek, a nie na
ich zdolnosci do réznicowania 1 funkcjonalnej integracji z uszkodzong tkankg. Przeszczepione
komorki poprzez wydzielanie do otaczajacego Srodowiska licznych czynnikow wzrostowych
(m.in. angio- i neurogennych) oraz cytokin przeciwzapalnych, moga stymulowaé endogenne

komorki i przez to wptywa¢ na remodelowanie tkanki oraz zwigksza¢ podatnos¢ uktadu
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nerwowego na rehabilitacje. Dlatego otrzymane w tej pracy wyniki, ktore kompleksowo
okreslajg 1 optymalizujg warunki prekondycjonowania WJ-MSC w hodowli in vitro
oraz sposob ich podania w eksperymencie przedklinicznym in vivo sa cenne dla rozwoju

medycyny regeneracyjnej z wykorzystaniem terapii komorkowe;j.



