PATRYCJA OBTULOWICZ

WLASCIWOSCI NACZYNIO- | NEURO-PROTEKCYJNE KOMOREK
MEZENCHYMALNYCH ORAZ PROGENITOROW ENDOTELIALNYCH
POCHODZACYCH Z GALARETY WHARTONA

Praca doktorska wykonana pod kierunkiem
Prof. dr hab. n. med. Krystyny Domanskiej-Janik

Promotor pomocniczy — dr Anna Sarnowska

PRACOWNIA BIOINZYNIERII KOMOREK MACIERZYSTYCH

INSTYTUT MEDYCYNY DOSWIADCZALNEJ | KLINICZNE)
IM. MIROStAWA MOSSAKOWSKIEGO

PoLskiE) AKADEMII NAUK

Na

a»
IMDIiK

POLSKA AKADEMIA NAUK

Warszawa 2017



Dziekuje Pani Prof. dr hab. n. med Krystynie Domanskiej-Janik za umozliwienie mi wykonania
pracy w Pracowni BioinZynierii Komorek Macierzystych oraz opieke merytoryczng,
przekazanie mi swojej wiedzy i doswiadczen, okazang mi pomoc oraz wyrozumiatosc

i cierpliwos¢.

Dziekuje rowniez Pani dr Annie Sarnowskiej za nieocenione wsparcie, cenne uwagi i pomoc

w trakcie realizacji badan.

Podziekowania rowniez dla moich Kolegow i Kolezanek oraz wszystkich pracownikow
Instytutu Medycyny Doswiadczalnej i Klinicznej Polskiej Akademii Nauk za pomoc i stworzenie
atmosfery, ktora sprawia, ze kazdy dzien pracy jest przyjemnosciq.



Wyniki umieszczone w niniejszej rozprawie doktorskiej czesciowo opublikowano w pracy:

Obtulowicz P, Lech W, Strojek L, Sarnowska A, Domanska-Janik K. Induction of Endothelial Phenotype
From Wharton's Jelly-Derived MSCs and Comparison of Their Vasoprotective and Neuroprotective
Potential With Primary WJ-MSCs in CA1l Hippocampal Region Ex Vivo. Cell Transplantation.
2016;25(4):715-27. doi: 10.3727/096368915X690369.

Badania, ktérych wyniki przedstawiono w niniejszej rozprawie doktorskiej byty finansowane w
ramach projektéw naukowo badawczych: grantu finansowanego przez Narodowe Centrum Nauki nr
2011/01/B/NZ3/05401, grantu Strategmed finansowanego przez Narodowe Centrum Badan
i Rozwoju nr 1/234261/2/NCBR/2014 oraz dzieki wsparciu stypendialnemu ze $srodkdéw Europejskiego
Funduszu Spotecznego, Program Operacyjny Kapitat Ludzki w ramach realizacji projektu , Wsparcie
przedsiebiorczosci naukowcéw bio tech med poprzez stypendia, staze i szkolenia” (UDA
POKL.08.02.01-14-041/09).

e BIO&TECHNOLOGY  UNIAEUROPEJSKA
KAPITAL LUDZKI ~ “~2=T2 | onovations piatrorm EUROPEJSKI
NARODOWA STRATEGIA SPOJNOSC, FUNDUSZ SPOLECZNY




Spis tresci

WWYKAZ SKIOTOW ..eeiiiiiiiiiciiee ettt e e et e e et e e s e e e s abte e e e sasbaeeeansbeeessnssaeessnnseeesennsenas 7
Lo WSTEP oo e ee e e s e e s e e s see e seseeeeseeeeseeeee s eseeeasee e seseeeeseeees e eeeeseeee e s eeeeeaseee s e e et s e e s e eeeenenens 11
1.1. Patofizjologia jednostki neuronaczyniowej w udarze niedokrwiennym médzgu ........................ 11

1.2. Endogenne procesy naprawcze wystepujace w obrebie jednostki neuronaczyniowej po udarze
NIEAOKIWIENNYM MOZEU ..ouevieeeiiiiee e ceitee et ee e ettt e e e stee e e s st e e e s ssbee e s ssabeeeesasbeeesessbenessnsseeessnnseeessnssens 17

1.3. Mezenchymalne komérki macierzyste i mozliwosci ich zastosowania w leczeniu
NIEdOKIWIeNNEEO UArU MOZEU......cceiciieeieiiiie e ceiiee ettt e e ette e e e etee e e e stee e e e eabteeeesabaeeeeenbaeessnnseeeeennsenas 25

1.3.1. Charakterystyka mezenchymalnych komdrek macierzystych ....ccceeeceereeencereeenccneennecenes 25

1.3.2 Proponowane mechanizmy dziatania regeneracyjnego mezenchymalnych komadrek
MACIEIZYSTYCN W MOZE U eeuuiienireenirennerenneerencerenieresnerensesensessnssersssessssessassssnssssnssessnssssnsessnsessnne 31

1.3.3. Optymalizacja efektywnosci komérek mezenchymalnych w terapii niedokrwienia moézgu .. 38

2. CELE PRACY tntteiuteeuteeteeateesttesutesutesate et e eabee bt e sbeesheesateeateeabe e bt e eheesaeesabeea bt eabe e beeabeeeaeeeaeeenbeenbeenbeesanesanenas 42

B IMIATERIAL 1.ttt ettt ettt et ettt sttt ettt e bt e sbe e she e s a b e e abe e b e e bt e eh e e eae e ea bt ea bt e bt e b e e abeeeaeeeaee et e ebeenbeesaeesanenas 44
3.1. Mezenchymalne Komorki Macierzyste ... e e 44
3.2. Zwierzeta dOSWIAdCzZalNe....ccccueiiii it e et e e et e e e s areeeesnee 44
I T G U] o1V o - -1 T RPNt 45

4. IMIETODY BADAN ....outiiiiiiiieiite ittt sttt ettt st sa et s e s e e s b e s b e e bt e s b e e s ae e s b e s b e e bt sbeesbeesanesanesaneas 46
4.1. Hodowla komOrek WI-MSC i BIM-IMISC .....c.ueiiuiiiieeieeieeiie ettt ettt sttt saee s 46
4.2. Réznicowanie WJ-MSC w kierunku komdrek mezodermy (adipocyty, osteocyty, chondrocyty)
........................................................................................................................................................... 46
4.3. Réznicowanie WJ-MSC w kierunku endotelialnym ........oocoviiiiiiiiiiciie e 47
4.4. Obliczanie powierzchni komorek WI-MSC i WI-EPC .......cuviiiieiiiieeeceee ettt 47
4.5. Charakterystyka wzrostu WI-MSC i WI-EPC........oooioiiie ettt e et 47
4.6. Analiza immunocytochemiczna markerdw endotelialnych..........cccocovveeiiiiiiicciiiieceeeeiee, 48
4.7. Analiza cytometryczna markerdw mezenchymalnych ........ccoccovviiiiiiiicciiiecceeceee e 49
4.8. ANAliza EKSPIreSji BEBNOW......viiiiiiieieieiiiee et ee et e e e e ete e e e e e e e e sttaeeeesntaeeeesasaeeesssaeeesannreeeans 49
4.9. Test wychwytu acetylowanych lipoprotein niskiej geStOSCi......cceveveiuieieeiiiiieecieeecceee e, 51
4.10. Test tworzenia sieci (struktur) kapilaropodobnych na Matrigel ..........ccccoeeeeciiieieciiieeccee. 51
4.11. Stymulacja receptordw Toll-podobnyCh.............ooieiiiiiceieee e 52
4.12. Ocena wtasciwosci parakrynnych komorek WI-MSC i WI-EPC ........coeevviiviiiiiieeecieee e, 52
4.13. Hodowla organotypowa skrawkow hipokampa.........ccecuieeiiiiiieicciiee e 52
4.14. Eksperymentalny model ischemicznego uszkodzenia skrawkdw hipokampa..........cccceeeunneenn. 53

4



4.15. Wspoéthodowla organotypowych skrawkéw hipokampa z komérkami WJ-MSC i WJ-EPC....... 53

4.16. Ocena przezywalnosci komdrek piramidowych w regionie CA1 i CA2/3 hipokampa............... 53
4.17. Analiza immunohistochemiczna organotypowych skrawkdw hipokampa.........ccccceevviveeennnnen. 54
4.18. Znakowanie WJ-MSC oraz WIJ-EPC barwnikiem fluorescencyjnym CMFDA ........cccccevvveeennnen. 54
4.19. Eksperymentalny model uszkodzenia MOZEU ........covvvuiiieiiiiiieiiiiee e 55
4.20. Przygotowanie tréjwymiarowych rusztowan lizatu ptytkowego z WJ-MSC i WI-EPC .............. 55
4.21. Transplantacja WJ-MSC lub WJ-EPC osadzonych na rusztowaniach z lizatu ptytkowego do
INOZEU SZCZUID 1uvveeeriureeeeeauteeeesaseeeesaseeeesaaseeeessseesesssseessssnssssessaseseessasesessssssssessnssssessssseeesssssssessnssenessans 55
4.22. Pobieranie materiatu do Badan ...........oooiiiiiiine e 56
4.23. Analiza immuNOhiStOCNEMICZNG ....ciiuiiiiiiieii ettt s es 56
4.24. Wizualizacja MiKroSKOPOWA .....ccuuiiiiiiiie ettt e e et e e e e e e e e aree e e ennnes 57
/N ST Va1 172 I = a2] 1Y/ 074 o - [P SRR 58
5. WWYNIKI BADAN ..ttt sttt ettt st sttt b e b e b e e sh e s ab e s b e e b e e b e e s be e s ab e san e st e e b e e saeesneas 59
5.1. DOSWIAACZENIA N VIIO .....evenieeeiiieeiee ettt sttt ettt sttt e s bt e e sabe e sabeessateesbeeesaseenas 59
5.1.1. Weryfikacja mezenchymalnego charakteru WJ-IMSC ..........coocviiiiiiieieciiees e csvee e esineee s 59
5.1.1.1. Ocena mMorfologii WJ-IMSC ....cueeeeieueereniereniereoerenssrensersnsserassessssessnssssnsessnssssassssnssenanns 59
5.1.1.2. Analiza mezenchymalnych markerow powierzchniowych WJ-MSCi........cereeuneeerereneenenes 59

5.1.1.3. Ocena zdolnosci WJ-MSC do réznicowania w komadrki mezodermalne (adipocyty,
OSLEOCYLY, CRONAIOCYLY) ceveeeruenneeieisiiieernnnesseiesereesnnnssssessssneesnnnssssssssssesssnnsnssssssssessssnnnsssnsssnanes 60

5.1.2. Réznicowanie Sroadbtonkowe WI-IMSC.........cocciiiiiiiiiie ettt e e e e s sare e e s saneee s 61
5.1.2.1. Wptyw réznicowania w kierunku srédbtonka na morfologie i tempo wzrostu WJ-MSC .61

5.1.2.2. Cytometryczna analiza obecnosci markeréw mezenchymalnych na powierzchni WJ-EPC

........................................................................................................................................... 63
5.1.2.3. Poréwnanie ekspresji markerow srodbtonkowych w WJ-MSC i WJ-EPC......cceeerevennieranes 63
5.1.2.4. Ocena funkcjonalnego zréznicowania WJ-EPC......ccuuuereeriinnrieriennssersnnnssessnnsssssesasssssenes 65
5.1.3. Ocena wtasciwosci parakrynnych WJ-MSC i WJ-EPC po stymulacji receptoréw Toll-
JoToo (0] 4} ol ¢ JA0O 66
5.2. DOSWIAUCZENIA @X VIVO......uveiiiiieiiiiniei ittt sttt ste ettt et e st ste e ssate e s bt e e sabeesabaessateesabaeenaseenas 69
5.2.1. Wiasciwosci naczynioprotekcyjne WJ-MSC i WJ-EPC w organotypowej hodowli skrawkéw
01T o Yo Y =Y a'0] o= SRR 69
5.2.2. Wtasciwosci neuroprotekcyjne WJ-MSC i WJ-EPC w organotypowej hodowli skrawkdéw
01T0To] &= 0] o T PSPPI 72
5.3. DOSWIAACZENIA N VIVO ..ccnevveiiiiaiiiieiei ettt sttt ettt sttt et ste e s sate e sba e e sabeesabaesnsteesabaeesareenns 73
5.3.1. Ocena wptywu hodowli w tréjwymiarowych szkieletach z lizatu ptytkowego na morfologie
LAY ] PP 73



5.3.2. Dziatanie naczynioprotekcyjne WJ-MSC i WI-EPC po transplantacji do prazkowia
uszkodzonego przez ouabaing W MOZEU SZCZUIQA ...ccccvveeeiiiiieeeeiiiee e seieeeesereeeeesreeeessreeesssreeeesnaneeas 74

5.3.3. Wptyw transplantacji WJ-MSC i WJ-EPC na tworzenie blizny glejowej w prazkowiu szczura po
USzkodzZeniu MOZEU OUADAING.......uiii ittt e e e etre e e e ebae e e e abae e e eeabaeeeenareeas 77

5.3.4. Poréwnanie reakcji zapalnej po transplantacji WJ-MSC i WJ-EPC w prazkowiu szczura po
Y4 CeTe b=l oI TU N s gTeY4={U o TUF:1 o F- | o - 1S PSP 79

5.3.5. Wptyw transplantowanych WJ-MSC i WJ-EPC na proliferacje komérek w uszkodzonym
0Uabaing PraZKOWil MOZEU SZCZUIA ...eeeecurieeeeiiieieeecieeeeecittee e ettt e e e e staeeesstsaeeeesasseeessasaeeesnsseeeesansseeanns 81

5.3.6. Ocena potencjatu neuralnego transplantowanych do prazkowia mézgu szczura WJ-MSC i W)-

= o RN 83

5.3.7. Poréwnanie wielkosci uszkodzenia wywotanego ouabaing po transplantacji WJ-EPC i WJ-

Y ] G O ST OO P RO PR PPTPPTUSROPPON 86
T DAY L Uy - PSSR 87
7. Podsumowanie WYNIKOW i WNIOSKI .......ueieiiiiieiiiiiee ettt e e ae e e e e e e e e e e e e enbae e e eneneas 99
I Ty 07T o 1= PP PP ST PPPPPOPPRPROR: 102
1 B Y o1 o - Lot A O O O T O O T PPV UPPOTOTPTOTOPPRO 108
O ST o [ To == - T PP 111



Wykaz skrotow

ACTB — p-aktyna (ang. ACTin 8)

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

AIF — czynnik indukujgcy apoptoze (ang. Apoptosis Inducing Factor)

Ang-1/2 — angiopoetyna 1 lub 2 (ang. Angiopoietin 1/2)

ANOVA - analiza wariancji (ang. Analysis of VAriance)

Bax — biatko z rodziny biatek Bcl-2 (ang. Bcl-2-Associated X Protein)

BBB — bariera krew-mozg (ang. Blod-Brain Barrier)

Bcl-2 — biatko antyapoptotyczne z rodziny biatek Bcl-2 (ang. B-Cell Lymphoma 2)

BDNF — neurotroficzny czynnik pochodzenia mézgowego (ang. Brain Derived Neurotrophic Factor)
bFGF —czynnik wzrostu fibroblastéw (ang. Basic Fibroblast Growth Factor )

BM-MSC — mezenchymalne komarki macierzyste pochodzgce ze szpiku kostnego (ang. Bone Marrow
Mesenchymal Stem Cells)

BMP-7 — biatko morfogenetyczne kosci 7 (ang. Bone morphogenetic protein 7)

BrdU — BromodeoksyUrydyna (ang. BromodeoxyUridine)

CA — r6g Amona, warstwa neuronéw piramidowych hipokampa (tac. Cornu Ammonis)

cAMP — cykliczny adenozyno-3’,5’-monofosforan (ang. Cyclic Adenosine MonoPhosphate)

CCR2 - receptor 2 chemokin typu C-C (ang. chemokine (C-C motif) receptor 2))

CFS — ptyn mdzgowo-rdzeniowy (ang. Cerebrospinal Fluid)

CFU — jednostka tworzaca kolonie (ang. Colony Forming Unit)

CMFDA - fluorescencyjny znacznik komérkowy (ang. 5-ChloroMethyl-Fluorescein-DiAcetate)

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

CPDs —skumulowana liczba podwojen populacji (ang. Cumulative Population Doublings)

CSD —szerzaca sie depolaryzacja kory mézgowej (ang. Cortical Spreading Depolarisation)

CX3CR1 - receptor fraktalkiny (ang. CX3C chemokine receptor 1)

CX43 — koneksyna 43 (ang. Connexin 43)

CXCL - ligand chemokin typu C-X-C (ang. chemokine (C-X-C motif ligand)

CXCR —receptor dla chemokin z rodziny CXC (ang. CXC chemokine receptor)

DCX — doublekortyna, biatko zwigzane z uktadem mikrotubularnym neuronéw w komédrkach
progenitorowych (ang. Doublecortin)

Dil-Ac-LDL — acetylowana lipoproteina niskiej gestosci znakowana nadchloranem 1,1\'-dioctadecyl —
3,3,3\',3\'-tetrametyl-indokarbocyjaniny (ang. Acetylated Low Density Lipoprotein, 1,1\'-dioctadecyl
-3,3,3\',3\'-tetramethyl-indocarbocyanine perchlorate)

DIV — dni w hodowli (ang. Days In Vitro)

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

ECM — macierz zewnatrzkomarkowa (ang. Extracellular Matrix)

eEPC — wczesne progenitory Srédbtonkowe (ang. Early Endothelial Progenitors)

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

EGM-2 — pozywka wzrostowa dla srodbtonka (ang. Endothelial Growth Medium 2)

ENCAM - zarodkowa czgsteczka przylegania komodrek nerwowych (ang. Embryonic Nerve Cell
Adhesion Molecule)

eNOS — srédbtonkowa syntaza tlenku azotu (ang. Endothelial Nitric-Oxide Synthase)
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EPC — progenitory Srédbtonkowe (ang. Endothelial Progenitor Cells)

FAK — kinaza ptytek przylegania (ang. Focal Adhesion Kinase)

GalC — B-galaktozydaza galaktocerebrozydu (ang. Galactosylceramidase)

GAPDH - dehydrogenaza aldehydu-3-fosfoglicerynowego (ang. Glyceraldehyde 3-Phosphate
Dehydrogenase)

G-CSF — Czynnik stymulujgcy tworzenie kolonii granulocytéw (ang. Granulocyte-Colony Stimulating
Factor)

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

GFAP — glejowe kwasne biatko wiékienkowe (ang. Glial Fibrillary Acidic Protein)

GM-CSF — Czynnik stymulujgcy tworzenie kolonii granulocytéw i makrofagéw (ang. Granulocyte-
Macrophage colony-stimulating factor)

GSH — glutation (ang. Glutathione)

GSH-PX — peroksydaza glutationowa (ang. Glutathione Peroxidase)

HBEGF — czynnik wzrostowy wigzgcy heparyne (ang. Heparin-Binding EGF-like Growth Factor)

HGF — czynnik wzrostu hepatocytow (ang. Hepatocyte Growth Factor)

HIF-1a — czynnik transkrypcyjny indukowany niedotlenieniem (ang. Hypoxia-Inducible Factor 1 a)
HLA — ludzki antygen leukocytarny (ang. Human Leukocyte Antigen)

HSPG — proteoglikan siarczanu heparanu (ang. Heparan Sulfate Proteoglycan)

HUCB-NSCs — neuralne komérki macierzyste pochodzace z krwi pepowinowej (ang. Umbilical Cord
Blood—derived Neural Stem/Progenitor Cells)

HUVEC - ludzkie komérki sréodbtonka zyty pepowinowej (ang. Human Umbilical Vein Endothelial
Cells)

ICAM-1 — biatka adhezji miedzykomdrkowej (ang. Intercellular Adhesion Molecules)

IDO — dioksygenaza 2,3-indoleaminy (ang. Indoleamine 2,3-dioxygenase,)

IFNy — interferon y (ang. interferon y)

IGF-1 — insulinopodobny czynnik wzrostu 1 (ang. Insulin-like Grrowth Factor 1)

IP —jodek propidyny (ang. Propidium lodide)

ISCT — Miedzynarodowe Towarzystwo Terapii Komorkowej (ang. International Society for Cellular
Therapy)

IBMX — izobutylometyloksantyna (ang. 3-IsoButyl-1-MethylXanthine)

Ki67 —antygen jadrowy Ki-67 - marker proliferacji komérkowej (ang. antigen Ki-67)

LFA-1 — antygen typu 1 zwigzany z funkcjg limfocytéw (ang. Lymphocyte Function-associated Antigen
1)

LP — lizat ptytkowy (ang. Platelet Lysate)

LPS - lipopolisacharyd (ang. Lipopolysaccharide)

MAP2 — biatko stabilizujgce mikrotubule (ang. ang. Microtubule Associated Protein 2)

MBECs — mysie komarki srodbtonkowe mdzgu (ang. Mouse Brain Endothelial Cells)

MCAO —zamkniecie tetnicy sSrodkowej mézgu (ang. Middle Cerebral Artery Occlusion)

MCP-1 — biatko chemotaktyczne dla monocytéow 1, inaczej CCL2 (ang. monocyte chemoattractant
protein -1)

MMPs — metaloproteinazy macierzy zewngtrzkomérkowej (ang. Matrix metalloproteinases)

MPT — nadprzepuszczalnos¢ mitochondriéw (ang. Mitochondrial Permeability Transition)

MSC — mezenchyamne komérki macierzyste (ang. Mesenchymal Stem Cells)

MSCA-1 — antygen mezenchymalnych komdérek macierzystych (ang. Mesenchymal Stem Cell Antigen)
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MSCGM — pozywka wzrostowa dla mezenchymalnych komérek macierzystych (ang. Mesenchymal
Stem Cell Growth Medium)

NF-200 — biatko neurofilamentéw o masie molekularnej 200kDa (ang. 200 kDa Neurofilament
Protein)

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

NGFR — receptor czynnika wzrostu nerwéw (ang. Nerve Growth Factor Receptor)

NMDAR - receptor N-metylo-D-asparaginowy (ang. N-Methyl-D-Aspartate Receptor)

NOS — syntaza tlenku azotu (ang. Nitric Oxide Synthase)

NSC — neuralne komadrki macierzyste (ang. Neural Stem Cells)

NTF3 — neurotrofina 3 (ang. Neurotrophin 3)

NVU - jednostka neuronaczyniowa (ang. Neurovascular Unit)

OCT4 - czynnik transkrypcyjny OCT4, kluczowy dla pluripotencjalnosci (ang. Octamer-Binding
Transcription Factor 3)

OGD — model czasowego pozbawienia hodowli komérkowej lub organotypowej glukozy i tlenu (ang.
Oxygen-Glucose Deprivation)

OHC - organotypowa hodowla skrawkowa z hipokampa szczura (ang. Organotypic Hippocampal Slice
Culture)

OPC — prekursory oligodendrocytéw (ang. Oligodendrocyte Precursor Cells)

OUA — ouabaina (ang. ouabain)

PAI-1 — inhibitor aktywatora plazminogenu (ang. Plasminogen Activator Inhibitor-1)

PAR4 — receptor aktywowany przez proteazy (ang. Proteinase-Activated Receptor 4)

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

PDGF — ptytkopochodny czynnik wzrostu (ang. Platelet-Derived Growth Factor)

PDT — czas podwojenia populacji (ang. Population Doubling Time)

PECAM-1 - ptytkowo-Srédbtonkowe biatko adhezyjne 1 (ang. Platelet Endothelial Cell Adhesion
Molecule-1)

PEDF — czynnik pochodzacy z nabtonka barwnikowego siatkéwki (ang. Pigment Epithelium-Derived
Factor)

PFA — paraformaldehyd (ang. Paraformaldehyde)

PLGF —tozyskowy czynnik wzrostu (ang. Placental Growth Factor)

Poli(l:C) — syntetyczny dwuniciowy RNA (dsRNA) (ang. Polyinosinic:polycytidylic acid)

RECA-1 — przeciwciato skierowane przeciwko szczurzemu srédbtonkowi (ang. Anti-Endothelial Cell
Antibody)

RMS — donosowy strumien migracyjny (ang. Rostral Migratory Stream)

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

SCID — ciezki ztozony niedobdr odpornosci (ang. Severe Combined Immunodeficiency)

SDF-1 - zrebowy czynnik wzrostu (ang. Stromal Cell-Derived Factor 1)

SGZ — strefa podziarnista zakretu zebatego hipokampa (ang. Subgranular Zone)

SOD - dysmutaza ponadtlenkowa (ang. SuperOxide Dismutase)

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

SSEA — antygen komérek niezréznicowanych (ang. Stage Specific Embryonic Antigen)

SVZ - strefa okotokomorowa (ang. Subventricular Zone)

TGF-B1 - transformujacy czynnik wzrostu (ang. Transforming Growth Factor)



TIE-1/2 - tyrozynowo-kinazowy receptor angiopoetyny 1 lub 2 (ang. Tyrosine-Protein Kinase
Receptor)

TLR3/4 — receptor Toll-podobny 3 lub 4 (ang. Toll-like Receptor 3/4)

TNF-a — czynnik martwicy nowotwordw (ang. Tumor Necrosis Factor)

tPA — tkankowy aktywator plazminogenu (ang. Tissue Plasminogen Activator)

TSP-1 —trombospondyna 1 (ang. Thrombospondin 1)

uPA - urokinazowy aktywator plazminogenu (ang. Urokinase Plasminogen Activator)

VCAM-1 — czgsteczka adhezji komdrkowej naczyn (ang. Vascular Cell Adhesion Molecule 1)

VEGF — czynnik wzrostu srodbtonka naczyniowego (ang. Vascular Endothelial Growth Factor)
VEGFR-1/2 — receptor czynnika wzrostu $rédbtonka naczyniowego 1 lub 2 (ang. Vascular Endothelial
Growth Factor Receptor 1/2)

VLA-4 — bardzo pdzny antygen-4, inaczej integryna a4f1 (ang. Very Late Antigen-4)

VWF — czynnik von Willebranda (ang. Von Willebrand Factor)

WJ-MSC — mezenchymalne komérki macierzyste pochodzgce z galarety Whartona (ang. Whatron’s
Jelly Mezenchymal Stem Cells)

B-Tub Il = B-tubulina 1ll, biatko mikrotubularne (ang. B-tubulin III)
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1. WsTEP

1.1. Patofizjologia jednostki neuronaczyniowej w udarze niedokrwiennym mézgu

Niedokrwienny udar mézgu ma miedzy innymi miejsce w schorzeniach naczyn prowadzgcych
do zwezenia ich swiatta i niedostatecznego zaopatrzenia w krew poszczegdlnych obszaréw médzgu.
W wiekszosci przypadkéw wigze sie z zatorem tetnic proksymalnych (Strosznajder, 2005; Kanyal,
2015). Catoksztatt zmian patologicznych zwigzanych z niedokrwieniem tkanki nerwowej okresla sie
mianem triady naczynio-neuronalno-zapalnej. Zmiany zachodzace w wyniku udaru niedokrwiennego
dotyczg wszystkich komponentéw jednostki neuronaczyniowej (ang. Neurovascular Unit, NVU),
w tym: komoérek Srédbtonka, perycytdw, astrocytéw, neurondw, mikrogleju i macierzy
zewnatrzkomoérkowej (del Zoppo, 2008) Ryc.1.

Przerwanie bariery
krew-modzg ®

/f

mikroglej

makréfagi

Uszkodzenie
neuronow

-
Limfocyty

Reakcja d
zapalna Aktywacja astrocytéow

Ryc. 1. Schemat przedstawiajgcy triade naczynio-neuronalno-zapalng w niedokrwiennym udarze mézgu
(schemat zmodyfikowany (Abeysinghe i in., 2016)).

Za patologie niedokrwienng odpowiada szereg proceséw biochemicznych i pomimo licznych
badan trudno jest jednoznacznie stwierdzi¢, ktéry z nich zapoczatkowuje kaskade zdarzen
prowadzacy do sukcesywnego obumierania wszystkich komponentdw jednostki neuronaczyniowe;.
Do gtéwnych proceséw metabolicznych, zapoczatkowujgcych zmiany niedokrwienne w tkance,
mozna zaliczyé: obnizenie parcjalnego stezenia 0,, zaburzenia energetyczne prowadzace do
depolaryzacji bton komdrkowych, nadmierny wyrzut glutaminianu z zakonczen nerwowych oraz
gwattowne zwiekszenie wewnatrzkomdrkowego stezenia jonéw Ca®* i mitochondrialnego poziomu
wolnych rodnikéw (ang. Reactive Oxygen Species, ROS). W wyniku zachodzgcych proceséw dochodzi
do zaburzen homeostazy tkanki i nieodwracalnych zmian w funkcjonowaniu NVU (Strosznajder,
2005).

W wyniku niedokrwienia dochodzi do zahamowania transportu elektronéw i fosforylacji
oksydacyjnej w mitochondriach, skutkujgce spadkiem poziomu stezenia ATP i fosfokreatyny, co
nastepnie prowadzi do zahamowania Na*/K* ATP-azy. Kilka minut po wystgpieniu udaru dochodzi do
destabilizacji jonowej i nieprawidtowego naptywu jonédw Na® i wyptywu jonéw K' z komorek,
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skutkujacej depolaryzacjg bton neurondw i komdérek glejowych. Zwiekszony naptyw jonéw Na* do
neurondéw, powoduje osmotyczny transport H,0 do wnetrza komédrek, co wigze sie z obrzekiem
cytotoksycznym, lizg komérek i nekroza. W wyniku aktywacji glikolizy obniza sie pH, zwieksza sie
stezenie wolnych rodnikéw i ksantyny oraz dochodzi do zmian w fosforylacji szeregu enzyméw
i biatek. Obserwuje sie réwniez czasowe zaburzenia wapniowej ATP-azy (Kanyal, 2015). Innym
wczesnym zjawiskiem zachodzgcym w niedokrwieniu mdzgu jest zwiekszenie stezenia poziomu
wolnych nienasyconych kwasow ttuszczowych, w tym kwasu arachidonowego, ktéry pod wptywem
cyklooksygenazy i lipooksygenazy, przeksztatcany jest do prostaglandyn, prostacyklin
i tromboksanéw (tzw. eikozanoidy). W zwigzku z niedokrwieniem dochodzi do zintensyfikowania
transportu kwasu arachidonowego przez bariere krew-mdzg (ang. Blood-Brain-Barier, BBB) oraz do
aktywacji peroksydacji kwasow ttuszczowych lipidéw znajdujgcych sie na btonach komdrkowych.
Wolne nienasycone kwasy ttuszczowe zmniejszajg aktywnos$¢ licznych enzyméw i szlakéw
metabolicznych i zaburzajg fosforylacje oksydacyjng. Ponadto w wyniku peroksydacji przeksztatcajg
sie w toksyczne aldehydy i ketony, ktére powodujg uszkodzenie zakoriczen nerwowych i zamieranie
neuronow (Strosznajder, 2005). W wyniku zmian biochemicznych i zaburzen jonowych dochodzi do
wzrostu poziomu reaktywnych form tlenu i azotu oraz wolnych kwaséw ttuszczowych, petnigcych
funkcje naturalnych rozprzegaczy fosforylacji oksydacyjnej. Procesom tym towarzyszy zwiekszona
przepuszczalnos¢ btony mitochondriow (ang. Mitochondria Permeability Transition, MPT), ktéra
prowadzi do apoptozy lub kranncowo do nekrozy komérek (Kanyal, 2015; Strosznajder, 2005).

Wzrost wewnatrzkomdrkowego stezenia jondw Na® prowadzi réwniez do zmniejszenia
wychwytu przez astrocyty glutaminianu, bedacego gtéwnym neuroprzekaznikiem pobudzajgcym oraz
zwiekszonego jego uwalniania z zakonczen synaptycznych (Vidale, Consoli, Arnaboldi
i Consoli, 2017). Warunki takie prowadzg do nadmiernej aktywacji receptoréw glutaminianu AMPA
i NMDA, a w konsekwencji do ekscytotoksycznosci spowodowanej zbyt duzym naptywem jonéw Ca**
oraz do aktywacji enzymoéw katabolicznych, uszkadzajgcych sktadniki cytoszkieletu, bton
komoérkowych i DNA, jak réwniez do zwiekszonej produkcji reaktywnych form tlenu gtéwnie
w neuronach i w mniejszym stopniu w astrocytach. Depolaryzacja kolejnych neuronéw (szczegdlnie
piramidowych) zwieksza naptyw jondw Ca** i produkcje glutaminianu, co jeszcze bardziej pogtebia
skutki uszkodzenia (Vidale i in., 2017).

Niedroznos¢ tetnicy przyczynia sie do dalszej, dramatycznej redukcji cisnienia parcjalnego
tlenu (p0O,) oraz zwiekszenia cisnienia parcjalnego dwutlenku wegla (pCO,). W przypadku ostrego
epizodu niedokrwiennego i w zwigzku z hiperkapnig, pH tkanek moze spas¢ nawet do 6,6.
Anaerobowa glikoliza prowadzi do akumulacji kwasu mlekowego, co dodatkowo przyczynia sie do
Smierci komérkowej spowodowanej toksycznoscig zakwaszonego srodowiska. Niskie pH stymuluje
zwiekszone wytwarzanie ROS i negatywnie wptywa na synteze sktadnikdw komdrkowych, funkcje
mitochondridow, kontrole naptywu H,0 do komadrek i poniedokrwienny przeptyw krwi. W wyniku
uwalniania reaktywnych form tlenu i azotu, powstajgcy rodnik ponadtlenkowy (O,) reaguje
z rodnikiem tlenku azotu (NO’) dajgc wysoce toksyczny i tatwo przechodzacy przez btony komérkowe
peroksyazotyn (NOOO’), ktdrego degradacja prowadzi do uwolnienia kolejnych rodnikow:
hydroksylowego (OH’) i dwutlenku azotu (NO,”). Rodniki te przyczyniajg sie do uszkodzenia nici DNA
i do aktywacji polimerazy poli(ADP-rybozy) (PPARP), prowadzgc do obumierania komdrek na drodze
apoptozy niezaleznej od kaspaz. Kwasica, ROS, ATP uwolniony z obumierajacych tkanek i glutaminian
w koncu prowadza do uruchomienia nieswoistej odpowiedzi immunologicznej, w tym do aktywacji
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mikrogleju i krazacych komodrek uktadu odpornosciowego (Strosznajder, 2005; Cztonkowska,
Gromadzka i Cztonkowski, 2005).

Stopien uszkodzenia mdézgu w niedokrwieniu, zalezy w gtéwnej mierze od czasu trwania
niedokrwienia oraz wielkosci i stopnia niedroznosci naczynia krwionosnego zaopatrujgcego okreslony
obszar mdzgu. Szczegdlnie wrazliwymi na zmniejszenie przeptywu krwi sg neurony piramidowe
w regionie CA1 hipokampa, komdrki Purkinjego mdzdzku, neurony prazkowia oraz neurony Il i IV
warstwy kory mdézgowej (Strosznajder, 2005). Nieprawidtowosci w ich funkcjonowaniu, jak réwniez
zaburzenia czynnikdw sSrodowiskowych wywotujg negatywne zmiany w dziataniu powigzanych
z nimi komoérkach gleju, a nastepnie w skfadnikach strukturalnych i komodrkowych naczyn
krwionosnych, wptywajgc na ich przepuszczalnosé i sktad macierzy zewnatrzkomorkowej (del Zoppo,
Moskowitz i Nedergaard, 2016). Stopien uszkodzenia neurondéw wigze sie zaréwno z ich rodzajem
(tzw. selektywna wrazliwos¢) jak i z bliskoscig naczyn krwionosnych. Im neurony sg bardziej oddalone
od najblizszego naczynia krwionosnego tym bardziej sg narazone na skutki obnizonego drenazu
(zjawisko tzw. ,ostatniej tgki”) (Gonzales, Lin i Chesselet, 1992; Mabuchi i in., 2005).

Gtéwne zmiany zachodzgce w poczatkowej fazie niedokrwienia w obrebie naczyn
krwionosnych mozna podzieli¢ na trzy grupy:

1) zwigzane ze zwiekszong przepuszczalnoscig $cian naczyn, spowodowang uszkodzeniem
srodbtonkdw, degradacjg macierzy zewnatrzkomérkowej i btony podstawnej oraz zerwaniem
potgczen pomiedzy Srédbtonkiem a komdrkami astrocytow. Skutkuje to miejscowym przesiekiem,
obrzmieniem i zapoczatkowuje transformacje metaboliczng komdrek mézgu;

2) zmiany zwigzane z reakcja zapalna prowadzace do lokalnego zwezenia Swiatta wtosniczek,
poczatkowego przylegania leukocytéw do S$cianek naczynd, a nastepnie ich transmigracji do
otaczajgcej tkanki. W wyniku tych zdarzen dochodzi do wtérnego zamkniecia Swiatta naczyn
krwionosnych na wiekszym obszarze i aktywacji komoérkowe] odpowiedzi prozapalnej (del Zoppo
i Hamann, 2011; del Zoppo, 2009);

3) zwigzane z zaburzeniem hemostazy wewnatrznaczyniowej prowadzacej do agregacji ptytek
i wytrgcania wtékien fibrynowych, co w efekcie prowadzi do pogtebienia zwezenia swiatta naczyn
krwionosnych, zakrzepicy i dalszego zwiekszenia przepuszczalnosci $cian (del Zoppo, Moskowitz
i Nedergaard, 2016). Pomimo ze zdarzenia te dotyczg gtéwnie naczyn krwionosnych, to majg one
swoje reperkusje w innych elementach jednostki neuronaczyniowej.

Na bariere krew-modzg sktadajg sie komorki srodbtonka z potgczeniami Scistymi i btong
podstawng, bedacg przedtuzeniem macierzy zewnatrzkomérkowej oraz zakornczenia wypustek
astrocytow. Powyzsze komponenty taczg sie ze sobg za posrednictwem integryn. Bariera krew-médzg
z jednej strony chroni neurony przed potencjalnie toksycznymi proteazami pochodzacymi z osocza,
a z drugiej zapewnia im transport sktadnikdw odzywczych. Nieprawidtowosci w funkcjonowaniu
bariery krew-modzg nastepujg juz po 30 minutach od wystgpienia niedroznosci naczynia
krwionosnego i w zaleznosci od skali niedokrwienia mogg by¢ czasowe lub trwate. Jak juz
wspomniano, wigzg sie one ze zmianami ultrastruktury $rédbtonka i astrocytdw w obrebie
wtosniczek, prowadzgc do przeciekania ptynu do przestrzeni okotonaczyniowej, a w konsekwencji do
obrzeku (Naganuma, 1990; Okumura i in., 1997). Utrata funkcjonalnosci bariery krew-médzg
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i zwiekszenie jej przepuszczalnosci jest zjawiskiem wieloczynnikowym i moze sie taczy¢ z dziataniem
kinin (Aschner, Lum, Fletcher i Malik, 1997), czynnika wzrostu $rédbtonka naczyniowego (VEGF)
(Suarez i Ballmer-Hofer, 2001), trombiny (Kubo i in., 2000), aktywacjg metaloproteinaz (MMPs)(Heo
i in., 1999), proteaz cysteinowych (Fukuda i in., 2004) oraz proteaz wydzielanych przez aktywowane
leukocyty (Armao i in., 1997). W czasie niedokrwienia dochodzi do lokalnego zahamowania ekspresji
i syntezy gtdwnych komponentéw macierzy zewngtrzkomdrkowej btony podstawnej: lamininy-1,
lamininy-5, kolagenu IV i fibronektyny, a dodatkowo obserwuje sie zewnatrzkomérkowg akumulacje
hemoglobiny, co moze by¢ nastepstwem miejscowych wynaczynien krwi (Hamann, Okada i del
Zoppo, 1996). W zwigzku ze zwiekszeniem przepuszczalnosci naczyn krwionosnych pojawiajg sie
zmiany w ekspresji integryny Bl w obrebie uszkodzonego $réddbtonka wiosniczek (Osada i in., 2011;
Milner i in., 2008a) oraz ekspresja aB-dystroglikanu na zakonczeniach astrocytarnych, biorgcych
udziat w transbtonowych wigzaniach komodrek z macierzg zewnatrzkomérkowa (Milner
i in., 2008b). Koreluje to z zerwaniem potaczen miedzy btong podstawng naczyn, sréddbtonkami
a wypustkami astrocytéw, co skutkuje zwiekszonym naptywem ptynéw (Hawkins, Gu, lzawa i Del
Zoppo, 2013). Wyszczegdlniona kaskada zdarzern ma miejsce w pierwszych godzinach od wystgpienia
udaru niedokrwiennego (del Zoppo, Moskowitz i Nedergaard, 2016).

Odpowiedz zapalna jest inicjowana bezposrednio po wystgpienia zatoru i angazuje wszystkie
elementy strukturalne jednostki neuronaczyniowej (del Zoppo, Moskowitz i Nedergaard, 2016).
W wyniku nadprodukcji ROS i podwyzszenia gotowosci zakrzepowej, obejmujgcej aktywacje
dopetniacza, ptytek krwi i komodrek srédbtonka, dochodzi do sekrecji chemokin i cytokin
prozapalnych. Pierwszymi cytokinami biorgcymi udziat w odpowiedzi na niedokrwienie s3
interleukina 1B (IL-1B) (wydzielana przez pobudzone komérki srédbtonka, astrocyty, mikroglej,
neurony i komorki tuczne) oraz czynnik martwicy nowotwordw (TNF-a) (wydzielany przez makrofagi,
monocyty, astrocyty, mikroglej i komarki tuczne) (Thompson, Thomas i Metcalfe, 1993).

Zaktywowane przez TNF-a i IL-1B komérki srddbtonka zwiekszajg wydzielanie czasteczek
przylegania m. in. P-selektyn (magazynowanych w ciatkach Weibel-Palade), ICAM-1 (ang. Intercellular
Adhesion Molecules; biatka adhezji miedzykomdérkowej), VCAM-1 (ang. Vascular Cell Adhesion
Molecule 1; czasteczka adhezji komoérkowej naczyr), PECAM-1(ang. Platelet Endothelial Cell
Adhesion Molecule-1; ptytkowo-srddbtonkowe biatko adhezyjne 1) i z pewnym opdznieniem
E-selektyn, umozliwiajgcych stabilne wigzanie i przyleganie leukocytéw (Cztonkowska, Gromadzka
i Cztonkowski, 2005).

Juz w ciggu pierwszej godziny od wystgpienia niedokrwienia, dzieki odziatywaniom
z czasteczkami przylegania, dochodzi do przechodzenia leukocytéw przez naczynie krwionosne do
miejsca uszkodzenia (Abumiya i in., 1999). Dodatkowo, w zwigzku ze zwiekszong produkcjg wolnych
rodnikéw i prostanoidow, zwieksza sie aktywnos¢ cyklooksygenazy-2 w komadrkach odpornosciowych
i neuronach, co prowadzi do dalszych zmian degeneracyjnych. Cytokiny IL-1B i TNF-a wptywajg na
zmniejszenie ekspresji srodbtonkowego receptora lamininy - integryny ogB;, biorgcego udziat
w dojrzewaniu progenitorowych komoérek srédbtonka (Defilippi, Silengo i Tarone, 1992; Toya i in.,
2015). Wydarzenia te, razem ze zmianami struktury i funkcji potaczen Scistych s$rédbtonka,
przyczyniajg sie do pogtebiania obrzeku.

W wyniku zwiekszajgcej sie przepuszczalnosci srédbtonka, dochodzi do agregacji ptytek krwi,
ekspresji okotonaczyniowego czynnika tkankowego i dalszej aktywacji kaskady krzepniecia krwi
i powstawania skrzepu. Proces ten prowadzi do wtdrnego powiekszenia sie obszaru niedokrwienia w
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obrebie najmniejszych naczyn krwionosnych, powodujgc tzw. ,no-reflow phenomenon” (del Zoppo
i Hamann, 2011). Ponadto w wyniku objetosciowego efektu obrzeku komodrkowego dochodzi do
miejscowego zatrzymania mikrokrazenia i wzrostu ci$nienia $rédczaszkowego. Co wiecej, enzymy
o aktywnosci proteolitycznej wydzielane w wyniku niedroznosci naczynia krwionosnego mogg
uczestniczy¢ w uszkodzeniu neurondéw posrednio lub bezposrednio (Thornton, Pinteaux, Allan
i Rothwell, 2008; del Zoppo, Moskowitz i Nedergaard, 2016). We wczesnej fazie reakcji zapalnej
udziat bierze réwniez mikroglej. W warunkach patologicznych, komdrki mikrogleju przechodzg w stan
aktywny i poza produkcjg TNF-a i IL-1B regulujg aktywnos¢ limfocytow T i ekspresjonujag MMP-9.
Neurony sg réwniez zdolne do reakcji na gwattownie produkowane w wyniku niedokrwienia cytokiny,
jednak sposéb w jaki IL-1B i TNF-a posredniczg w transmisji tego sygnatu jest wcigz przedmiotem
badan wielu osrodkéw (Aloisi, 2001).

Zmiany w integralnosci macierzy zewnatrzkomérkowej, btony podstawnej $rédbtonka
i w ekspresji receptoréw przylegania, wystepujg réwnoczesnie z aktywacjg i uwalnianiem do
przestrzeni zewnatrzkomérkowych szeregu enzymow katabolicznych. Proteazy uczestniczace
w degradacji macierzy zewngtrzkomorkowe] wydzielane sg bezposrednio po niedokrwieniu i nalezg
do trzech wyrdznianych rodzin: metaloproteinaz (MMP-2, MMP-9 i ich aktywatory), proteaz
serynowych (urokinazowy aktywator plazminogenu, u-PA), proteaz cysteinowych (katepsyna L).
Wszystkie wymienione proteazy pojawiajg sie w przestrzeni zewngtrzkomérkowej w przeciggu 1-2
godzin od wystgpienia niedokrwienia (del Zoppo, Moskowitz i Nedergaard, 2016). Czes$¢ produktéw
degradacji biatek macierzy, posiada rownoczesnie wtasciwosci cytokin/chemokin. Elastaza uwolniona
w  wyniku degranulacji leukocytow, tnie laminine-5 do peptyddw o wiasciwosciach
chemotaktycznych (Mydel i in., 2008). Podobnie dzieje sie w przypadku ciecia kolagenu przez
pochodzaca z leukocytéw MMP-8 (Lin i in., 2008). W wyniku ciecia perlekanu przez katepsyne L
powstajg peptydy o dziataniu pro-angiogennym (Lee i in., 2011), natomiast w wyniku degradacji
kolagenu IV generowane s3 peptydy o wifasciwosciach anty-angiogennych (Marneros
i Olsen, 2001). Komoérkami biorgcymi udziat w sekrecji metaloproteinaz sg rowniez leukocyty
wydzielajgce MMP-8 i MMP-9, perycyty produkujgce (pro-)MMP-9 i monocyty/makrofagi
odpowiedzialne za wytwarzanie (pro-)MMP-9 (Zozulya, Weidenfeller i Galla, 2008).

Uwaza sie, ze astrocyty w wyniku niedokrwienia mogg zmieni¢ swodj fenotyp na
»Ccytotroficzny” badz ,cytotoksyczny”. W pierwszym przypadku petnig role ochronng dla neuronéw
poprzez zwiekszenie wychwytu glutaminianu, przekazywanie glikogenu, inaktywacje wolnych
rodnikow dzieki zwiekszonej ilosci wewnatrzkomdrkowych przeciwutleniaczy i produkcje szeregu
neurotrofin. W drugim przypadku wykazujg cechy neurotoksyczne zwigzane z obnizeniem aktywnosci
transporterow glutaminianu prowadzac do jego nagromadzenia w szczelinie synaptycznej
i do zjawiska ekscytotoksycznosci (Abeysinghe i in., 2016). Astrocyty jako komérki aktywne
immunologicznie sg zdolne do prezentacji antygendw, posiadajg wiasciwosci fagocytarne i wydzielaja
prekursory metaloproteinazy-2 (pro-MMP-2), bioragcej udziat w degradacji btony podstawnej naczyn
krwionosnych oraz wydzielajg liczne cytokiny i chemokiny  prozapalne w odpowiedzi na
niedokrwienie (Dong i Benveniste, 2001). Cze$¢ astrocytdw w obrebie uszkodzonej tkanki ulega
przerostowi, a ich wypustki zanikajg (klazmatodendroza) (Cztonkowska, Gromadzka i Cztonkowski,
2005). Dochodzi do zwiekszenia ekspresji kwasnego biatka glejowego (ang. Glial Fibrillary Acidic
Protein, GFAP) i Rho GTP-azy prowadzgce do zmian w cytoszkielecie i w konsekwencji do oderwania
zakonczen astrocytarnych od naczyn krwionosnych i neurondw. Dochodzi do powstania blizny
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glejowej hamujacej odbudowanie neuralnych potgczen, zaréwno fizycznie jak i poprzez produkcje
czynnikdw inhibicyjnych, takich jak: proteoglikan siarczanu chondroityny, efryny, sematoforyny
i biatka slit (Abeysinghe i in., 2016).

Poza niedokrwieniem, réwniez uszkodzenie mechaniczne i stres metaboliczny w podobny
sposéb zaburzajg funkcjonowanie jednostek neuronaczyniowych, zaleznych, jak opisano powyzej, od
sprzezenia naczyniowo-nerwowego i integralnosci bariery krew-mdzg. Zmianom w obrebie sieci
neuronaczyniowej towarzyszy rozprzestrzeniajgca sie w mozgu tzw. depresja korowa (ang. Cortical
Spreading Depolarisation, CSD), ktéra obejmuje powolng i sukcesywnie rozchodzacg sie fale
depolaryzacji bton komérkowych neurondw i astrocytéw, wynikajgca z zaburzonej energozaleznej
réwnowagi jonowej. Dochodzi do naptywu jondéw Ca*, CI' Na* oraz H,0 i wyptywu jonéw K" i H'
(Dreier, 2011; Somjen, 2001). Prowadzi to do zwiekszonego zapotrzebowania na substraty
energetyczne, dramatycznie wiekszej konsumpcji tlenu i glukozy oraz dalszej redukcji cisnienia
parcjalnego tlenu i zwiekszenia cisnienia parcjalnego dwutlenku wegla w kolejnych obszarach mézgu
(Strosznajder, 2005).

Po kilku dniach od niedokrwienia, wokét ogniska martwicy, mozna zaobserwowad pierwsze
oznaki miejscowej reakcji naprawczej np. powstawanie nowych naczyi wtosowatych, przez ktére
bedg usuwane powstajgce produkty rozpadu martwiczej tkanki. W tym czasie dochodzi do zmiany
fenotypu mikrogleju z M1 (prozapalnego) do M2 ( antyzapalnego), ktéry zaczyna wydziela¢ cytokiny
IL-10 i IL-13 hamujgce synteze prozapalnych cytokin IL-1B i TNF- a (Cztonkowska, Gromadzka i
Cztonkowski, 2005). Do komérek wydzielajacych IL-10 dotaczajg limfocyty T i monocyty, co
dodatkowo hamuje ekspresje czgsteczek przylegania ICAM-1 i VCAM oraz prozapalnych cytokin IL-6
i IL-8 (Tedgui i Mallat, 2001). Po okoto 2 dniach od epizodu niedokrwiennego, stwierdza sie aktywacje
gleju gwiazdzistego, skutkujacg przerostem i proliferacja tych komérek (Cztonkowska, Gromadzka
i Cztonkowski, 2005). Poczatkowo dziatajgca prozapalnie IL-6 (nalezgca do tzw. cytokin ,,mixed
function”) na skutek zachodzgcych zmian s$rodowiska po kilku dniach wykazuje dziatanie
przeciwzapalne. Co wiecej, IL-6 moze zmniejsza¢ uszkodzenie neurondw zwigzane z nadmiernym
pobudzeniem receptorow NMDA przez rosngce stezenie glutaminianu i tym samym przeciwdziataé
tzw. opdznionej, ekscytotoksycznej $mierci neuronéw (Clark, 1997). W pdzniejszym czasie wydzielany
jest rowniez dziatajgcy przeciwzapalnie transformujgcy czynnik wzrostu beta (ang. Transforming
Growth Factor, TGF-B1), ktory hamuje produkcje TNF-a przez mikroglej wraz z produkcjg
cytotoksycznego NO i wolnych rodnikdw, przez makrofagi oraz wptywa na obnizenie
zewngatrzkomorkowej ekspresji metaloproteinaz. Do przeciwzapalnego dziatania przyczynia sie
rowniez wydzielanie IL-4, hamujacej produkcje cytokin prozapalnych przez makrofagi oraz fagocytoze
komarek mikrogleju (Tedgui i Mallat, 2001).

Podsumowujac, pierwotng przyczyng uszkodzenia niedokrwiennego jest hipoperfuzja mézgu,
w wyniku ktdrej dramatycznie obniza sie lokalna dostepnos¢ glukozy i tlenu. Dalsza kaskada reakcji
zwigzanych z niedokrwieniem, w skali histologicznej, moze by¢ rozpatrywana na poziomie tzw.
jednostki neuronaczyniowej. Koncepcja ta umozliwia szersze zrozumienie i caftosciowy opis
skomplikowanych proceséw zachodzacych w patologii poudarowej mdzgu.
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1.2. Endogenne procesy naprawcze wystepujgce w obrebie uszkodzonej jednostki
neuronaczyniowej

W dorostym organizmie cztowieka, niewielki stopien spoczynkowej neurogenezy mozna
zaobserwowac w strefie okotokomorowej (ang. Subventricular Zone, SVZ) mézgu, z ktdérej nowo
powstate neurony wedrujg donosowym strumieniem migracyjnym (ang. Rostral Migratory Stream,
RMS) do opuszki wechowej. Drugim obszarem neurogenetycznym jest strefa podziarnista zakretu
zebatego hipokampa (ang. Subgranular Zone, SGZ) (Ming i Song, 2011). Wykazano, ze migrujace
neuroblasty wedrujg sciezkami okotonaczyniowymi (ang. perivascular pathways) wzdtuz naczyn
krwionod$nych, a aktywna stymulacja neurogenezy potgczona jest z réwnolegtym zwiekszeniem
angiogenezy i odwrotnie (Xing i in., 2012). Palmer i wsp. (2000) dowodzg, ze proces neurogenezy jest
kontrolowany przez czynniki pochodzenia naczyniowego i ich mikrosrodowiska. W doswiadczeniach
in vitro wykazano, ze we wspéthodowli neuroblastéw z komoérkami srédbtonka dochodzi do
stymulacji neurogenezy (Shen i in., 2004). W wyniku uszkodzenia ischemicznego zaobserwowano
rowniez intensyfikacje obu tych proceséw, neurogenezy i angiogenezy, wystepujacych in vivo
(Sawada, Matsumoto i Sawamoto, 2014) (Ryc.2.).

W badaniach Bell i wsp. (2010) zaobserwowano, ze uszczelnienie bariery krew-mozg
obejmuje réwniez ponowne ustanowienie prawidtowej funkcji jej komponenty glejowo-naczyniowej,
w tym astrocytow i perycytow (Bell i in., 2010). W czasie przebudowy uszkodzonej tkanki nerwowej,
astrocyty wydzielajg trombospondyne 1 (ang. Trombospondin 1, TSP-1), ktdra jest gtdwnym
regulatorem dojrzewania synaptycznego. Reaktywne astrocyty natomiast, wydzielajg tkankowy
aktywator plazminogenu (ang. Tissue Plasminogen Activator, tPA), biorgcy udziat
w regeneracji i przebudowie dendrytdw, a tym samym potaczen synaptycznych. Skoordynowane
interakcje miedzy neuronami, astrocytami i srédbtonkiem lezg u podstaw efektywnej regeneracji
uszkodzonego modzgu. Powszechnie wiadomo, ze nadmierna aktywacja receptorow NMDA prowadzi
do tzw. ekscytotoksycznej sSmierci komérek w obrebie NVU. Mimo to, w pdznej fazie uszkodzenia,
aktywacja tych receptoréw, prawdopodobnie razem z aktywacjg przekaznictwa sygnatéw zwigzanych
z biatkiem CREB (ang. cAMP response element — binding protein), jest niezbedna do przywrécenia
plastycznosci i odbudowy sieci neuronalnej. W ostatnich badaniach sugeruje sie réwniez, ze migracja
neuroblastow wzdtuz RMS jest zalezna od interakcji wydzielanego przez nie glutaminianu
z receptorami NMDA znajdujgcymi sie na astrocytach (Platel i in., 2010). Co wiecej, wykazano ze
reaktywne astrocyty powstajgce w odpowiedzi na uszkodzenie tkanki, sg réwniez zdolne do
wydzielania NGF (ang. Nerve Growth Factor, czynnik wzrostu nerwéw), bFGF (ang. Basic Fibroblast
Growth Factor, czynnik wzrostu fibroblastéw), PDGF (ang. Platelet-Derived Growth Factor,
ptytkopochodny czynnik wzrostu), BDNF (ang. Brain Derived Neurotrophic Factor, neurotroficzny
czynnik pochodzenia médzgowego), CNTF (ang. Ciliary Neurotrophic Factor, rzeskowy czynnik
neurotroficzny), neuropiliny, VEGF i innych czynnikéw neuroprotekcyjnych i neurotroficznych
biorgcych udziat w zwiekszeniu przezywalnosci komodrek, synaptogenezie, neurogenezie
i angiogenezie (Xing i in., 2012). Mikroglej, pochodzacy z linii monocytarnej, réwniez bierze udziat
w lokalnych reakcjach immunologicznych mdzgu. Cze$é badaczy wysuwa hipoteze, wedtug ktérej
istnieje, podobnie jak w przypadku makrofagdéw, reaktywny mikroglej typu M1 i M2, rdznigcy sie
miedzy sobg fenotypowoi funkcjonalnie. M1 wykazuje powszechnie znane witasciwosci prozapalne,
natomiast M2 produkuje cytokiny przeciwzapalne i czynniki neurotroficzne, takie jak BDNF, bFGF,
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IGF-1 (ang. Insulin-like Grrowth Factor 1, insulinopodobny czynnik wzrostu 1), TGF-B i VEGF
(Narantuya i in., 2010). W warunkach fizjologicznych, mikroglej réwniez petni funkcje , opiekuricze”
uczestniczagc miedzy innymi w przebudowie synaps, neurogenezie i tworzeniu naczyn krwionosnych.

Astrocyty, razem z komdrkami srédbtonka, wydzielajg liczne czynniki troficzne stymulujgce m.
in. tworzenie prekursoréw oligodendrocytéw (ang. Oligodendrocyte Precursor Cells, OPC). Co
ciekawe, cze$¢ badaczy uwaza ze poza niszg neuronaczyniowg, moze istnie¢ réwniez funkcjonalna
nisza oligonaczyniowa. Wykazano, ze w wyniku niedokrwienia VEGF, pochodzacy miedzy innymi
z astrocytow, stymuluje proliferacje i migracje OPC. Oligodendrogeneza i angiogeneza sg ze sobg
potgczone w skomplikowany i nie do konhca jeszcze poznany sposéb. Wiadomo jednak, ze bez
wiasciwej przebudowy istoty biatej nie dochodzi do ponownego odtworzenia prawidtowych potfaczen
miedzykomadrkowych w naczyniach mézgu (Xingiin., 2012).
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Ryc. 2. Schemat interakcji miedzykomdrkowych zaangazowanych w regeneracje poniedokrwiennej jednostki
neuronaczyniowej (zmodyfikowany (Xingiin., 2012)).

Podstawg wieloetapowego i skomplikowanego procesu neurogenezy w mozgu s endogenne
neuralne komorki macierzyste (ang. Neural Stem Cells, NSC), wykazujgce zdolno$¢ do
nielimitowanych podziatéw mitotycznych oraz potencjat do réznicowania w neurony, astrocyty lub
oligodendrocyty. Wedtug czesci badaczy, w dojrzatym madzgu, poza omdwionymi juz strefami SVZ
i SGZ, neuralne komdrki macierzyste obserwuje sie réwniez w parenchymie mdzgu, aczkolwiek
wystepujgce tam komorki cechujg sie niskim potencjatem proliferacyjnym (Gould, 2007; Bennett,
Yang, Enikolopov i lacovitti, 2009). Najaktywniejszym proliferacyjnie regionem neurogennym,
stanowigcym gtéwne Zrédto nowopowstatych neurondéw réwniez w sytuacjach patologicznych, jest
strefa okotokomorowa SVZ.
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W strefie tej wyrdznia sie cztery typy komoérek wedtug Gage (2000): A - o charakterze
neuronalnym, ekspresjonujgce doublekortyne (ang. Neural Migration Protein Doublecortin, DCX)
i GFAP, B - o charakterze neuralnym, ekspresjonujgce m. in. GFAP i nestyne, C - szybko dzielgce sie
progenitory neuralne oraz E - komérki o charakterze ependymocytéw, ale réwniez ekspresjonujace
na nieznacznym poziomie GFAP. W wyniku podziatéw wtasciwych NSC (komérek typu B), powstajg
komorki typu C, przeksztatcajgce sie w intensywnie proliferujgce komorki typu A, czyli neuroblasty
(Ryc. 3.). Te w postaci tarncuchow wedrujg wzdtuz RMS do opuszki wechowej, gdzie réznicujg sie
w interneurony, astrocyty, oligodendrocyty i komérki okotoktebuszkowe (Gage, 2000).

W strefie SGZ, nowe komodrki tworzone sg w warstwie podziarnistej, miedzy warstwa
ziarnistg a wneka. Nisza neurogenna jest w tym miejscu silnie unaczyniona, a progenitory i komorki
macierzyste lokalizujg sie w bezposrednim sgsiedztwie kapilar, z ktérych wydzielane sg liczne czynniki
stymulujgce samoodnowe NSC i neurogeneze. W strefie SCZ mozna wyrdznié trzy typy komorek:
| - tzw. spoczynkowe komorki progenitorowe, o charakterze glejowym, ekspresjonujgce GFAP,
nestyne i Sox2 (ang. (SRY (sex determining region Y)-box 2), Il - silnie proliferujace tzw. przejSciowo
aktywowane komorki progenitorowe, ekspresjonujgce nestyne oraz /D - ekspresjonujgce DCX
i biatka przylegania (ang. polysialylated neuronal cell adhesion molecule, PSA-NCAM), dzielgce sie na
podklase D2 i D3 - czyli neuroblasty. W procesie neurogenezy w SGZ proliferujgce i migrujgce
komorki typu 1, rdznicujg sie w typ D2, a nastepnie w D3, czyli neuroblasty, ktére dojrzewajg
w warstwie ziarnistej (Ernst i Frisén, 2015; Gage, 2000).
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Ryc. 3. Schemat przedstawiajgcy neurogeneze w strefie SVZ (schemat zmieniony (Gage, 2000)).

Naczynia witosowate w strefie SVZ, w przeciwienstwie do wiekszosci naczyn krwionosnych
w mozgu, nie sg szczelnie otoczone perycytami i astrocytami, stajac sie czesciowo przepuszczalnymi
dla matoczgsteczkowych zwigzkéw pochodzacych z krwi (Lacar i in., 2012). Istnieje szereg badan
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wykazujacych, ze komdrki naczyn krwionosnych, w tym perycyty majg cechy komérek macierzystych
i s zdolne do generowania komérek neuralnych, a miejsca rozgatezien naczyn krwionosnych tworzg
odpowiednie srodowisko (nisze) dla neurogenezy (Sawada, Matsumoto i Sawamoto, 2014). Ponadto
wykazano, ze u noworodkdw nowo utworzone neurony wedrujg wzdtuz naczyn krwionosnych
zarowno do opuszki wechowej, jak i do innych okolic kory mdzgowe]j (Le Magueresse i in., 2012).
U dorostych natomiast potwierdzono, ze neuroblasty powstajgce w SVZ wedrujg wzdtuz naczyn
krwionosnych donosowym strumieniem migracyjnym do opuszki wechowej (Sawada, Matsumoto
i Sawamoto, 2014).

W badaniach na szczurzym modelu niedokrwienia mézgu wykazano, ze nowopowstajgce
w SVZ progenitory neuralne wedruja do miejsca uszkodzenia, gdzie rdznicuja w komoérki dojrzate.
Jednak wyprzedzajaca reakcjg na niedokrwienie jest nie tylko wzmozenie migracji neuroblastéow, ale
rowniez zwiekszenie angiogenezy w miejscu uszkodzenia. W modelu MCAO (ang. Middle Cerebral
Occlusion, model zamkniecia tetnicy srodkowej modzgu) eskalacja angiogenezy w uszkodzonym
prazkowiu szczura trwa od kilku dni do kilku tygodni. W tym samym czasie obserwowano wzmozong
neurogeneze i powstanie nowych neurondw, oligodendrocytow i astrocytéw w uszkodzonej pétkuli
mozgu (Benner i in., 2013). Wykazano, ze nowopowstate neurony migrujg do miejsca uszkodzenia
w formie tancuchéw migracyjnych wzdtuz naczyn krwionosnych (Saha i in., 2013). Ponadto w czasie
migracji komorki progenitorowe wchodzg w funkcjonalne interakcje z astrocytami i srédbtonkiem
naczyniowym. W badaniach Cayre i wsp. (2013) wykazano, ze hamowanie poniedokrwiennej
angiogenezy skutkuje zmniejszeniem liczby nowych neurondéw zasiedlajgcych miejsce uszkodzenia.
Potwierdza to istotne znaczenie nowopowstajgcych naczyn krwionosnych dla prawidtowego
przebiegu neuroregeneracji (Cayre i in., 2013).

Lokalne zmiany przeptywu krwi w strefie SVZ, wptywajg na zmiany stezen istotnych dla
neurogenezy zwigzkéw drobnoczagsteczkowych, takich jak ATP, NO, glukoza i 0O, regulujac
proliferacje macierzystych i progenitorowych komérek neuralnych (Sawada, Matsumoto i Sawamoto,
2014). Zmianie ulega rowniez dynamika przesiekania ptynéw (ang. fluid dynamics), ktdra
w warunkach fizjologicznych reguluje bierny transport krwiopochodnych czynnikéw przez Sciany
naczyn w strefie SVZ (Nishijima i in., 2010). Ostatnie badania wykazaty, ze ptyn mdézgowo-rdzeniowy
(ang. Cerebrospinal Fluid, CFS) dzieki przestrzeniom otaczajgcym naczynia krwionosne kontaktuje sie
bezposrednio z parenchymg mézgu. Ptyn mdzgowo-rdzeniowy zawiera liczne morfogeny i czynniki
wzrostowe, takie jak: Slit i Sonic hedgehog (Shh), a niedokrwienie powoduje podniesienie poziomu
Shh w CSF (Sirko i in., 2013).

Czynniki wzrostowe wydzielane przez komoérki naczyniopochodne wchodzgce w sktad niszy
neurogennej odgrywaja, jak wiadomo, zasadnicza role w neurogenezie. Czynnik pochodzacy
z nabtonka barwnikowego siatkéwki (ang. Pigment Epithelium-Derived Factor, PEDF), wydzielany
rowniez przez komérki ependymalne i komérki srédbtonkowe naczyn krwionosnych w strefie SVZ,
jest regulowany poprzez sygnat Notch, istotny dla utrzymania samoodnowy i multipotencji komarek
NSC znajdujacych sie w niszy (Andreu-Agulld, Morante-Redolat, Delgado i Farifias, 2009). Betacelulina
nalezgca do rodziny nabtonkowych czynnikdw wzrostu (ang. Epidermal Growth Factor, EGF) reguluje
proliferacie macierzystych i progenitorowych komoérek neuralnych i nowych neurondw
ekspresjonujgce EGFR jak i ErbB4 (Gémez-Gaviro i in., 2012). VEGF i angiopoetyna 1 (Ang-1), bedace
silnymi czynnikami angiogennymi stymulujg réownoczesnie proliferacje neuralnych komodrek
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progenitorowych w SVZ (Rosa i in., 2010). Kolejnym czynnikiem stymulujgcym migracje
nowopowstatych  neurondw wzdtuz naczyd krwionosnych zarédwno wzdtuz RMS jak
i w kierunku uszkodzonego niedokrwieniem prazkowia, jest BDNF (Grade i in., 2013). W badaniach
Snapyan i wsp. wykazano, ze astrocyty tez odgrywajg istotng role modulacyjng w migracji
nowopowstatych neuronéw, gtédwnie poprzez regulacje poziomu BDNF. Reaktywne astrocyty
powstajgce w uszkodzonej tkance nerwowej sg zdolne do wychwytu BDNF wydzielanego przez
srédbtonek naczyniowy (Snapyan i in., 2009).

W wyniku niedokrwienia dochodzi do zwiekszonej ekspresji licznych czynnikdw majgcych
dziatanie zaréwno neurogenne jak i angiogenne, witgczajac w to VEGF, Ang-1 i Netrin-1 (Cayre i in.,
2013). Hamowanie osi sygnatowej VEGF/VEGF-R2 ttumi indukowang niedokrwieniem angiogeneze
i neurogeneze. Wykazano, ze egzogenne podanie VEGF stymuluje angiogeneze, proliferacje
progenitoréw neuralnych w strefie SVZ i migracje nowych neuronéw do miejsca uszkodzenia. Czynnik
ten zwieksza przezywalno$¢ nowopowstatych neurondéw, prowadzac do zmniejszenia
poniedokrwiennych deficytéw neurologicznych (Thau-Zuchman, Shohami, Alexandrovich i Leker,
2010). W innych badaniach potwierdzono, ze VEGF moze zwieksza¢ proliferacje, migracje
i réznicowanie w strefie SVZ in vitro oraz wptywac stymulujgco na lokalne wydzielanie BDNF (Sawada,
Matsumoto i Sawamoto, 2014).

W warunkach fizjologicznych, zrebowy czynnik wzrostu 1 (ang. Stromal Cell-Derived Factor 1,
SDF-1) wydzielany przez komorki wysciétki komdr, utrzymuje wystepujgce tu neuralne komorki
macierzyste w stanie spoczynku. Natomiast, jezeli jest on wydzielany przez komérki srédbtonka
naczyn, to ,,uspione” NSC przechodzg w stan proliferacyjnie aktywny, dzieki czemu aktywowana jest
cata nisza neurogenna SVZ (Kokovay i in., 2010).

W warunkach patologicznych, takich jak niedokrwienie, SDF-1 wydzielany jest nie tylko
W niszy neurogennej przez komoérki srédbtonka, ale réwniez w miejscu uszkodzenia. Wtedy istotng
role w migracji neuroblastow w kierunku ogniska niedokrwienia odgrywa tzw. o$ SDF-1/CXCR4.
Wykazano, ze zablokowanie swoistego receptora dla SDF-1 CXCR4, hamuje migracje nowopowstatych
neuronow in vitro i in vivo (Kojimai in., 2010).

Innymi chemokinami, ktérych ekspresja wzrasta w wyniku niedokrwienia sg czasteczki
o akronimach MCP-1, MIP-a, CXCL-1. W badaniach z wykorzystaniem szczurzego modelu MCAO
wykazano, ze MCP-1 indukuje réznicowanie progenitoréw neuralnych w kierunku neuronalnym oraz
stymuluje migracje nowych neurondéw in vitro (Sawada, Matsumoto i Sawamoto, 2014). W kolejnym
badaniu stwierdzono, ze biatko MCP-1 jest wydzielane przez reaktywne astrocyty i mikroglej,
natomiast ich receptory CCR-2 s3 zlokalizowane na migrujgcych nowych neuronach.
W doswiadczeniach, w ktéorych wykorzystano myszy z wyciszonym genem MCP-1 lub CCR-2
zaobserwowano zahamowanie migracji neurondw do miejsca uszkodzenia, co sugeruje, ze podobnie
jak w przypadku osi SDF1-CXCR4 aktywacja sciezki sygnatowej MCP-1/CCR-2 jest réwniez niezbedna
dla prawidtowej regeneracji (Yan i in., 2007).

Macierz zewngatrzkomodrkowa otaczajgca naczynia krwionosne w strefie SVZ jest tworzona
przez naczyniowe komarki sSrédbtonka, perycyty, astrocyty oraz macierzyste i progenitorowe komorki
neuralne. W ten sposéb wzbogacone srodowisko komdrkowe tworzy posrednio badz bezposrednio,
odpowiednie warunki do neurogenezy (Sawada, Matsumoto i Sawamoto, 2014). Wykazano, ze jedna
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z proteoglikanowych sktadowych btony podstawnej naczyi krwionosnych, siarczan heparanu (ang.
heparan sulfate proteoglycan, HSPG), wywiera hamujgcy wptyw na proliferacje komérek w SVZ
poprzez wigzanie sie z biatkiem morfogenetycznym kosci 7 (ang. Bone Morphogenetic Protein 7,
BMP-7) (Douet, Arikawa-Hirasawa i Mercier, 2012). W kolejnych badaniach wykazano, ze jest zdolny
do oddziatywania réwniez z innymi czynnikami jak np. inne izoformy BMP, Shh, Wnts, Slits, czy
czynniki wzrostu, modulujgc znaczaco ich aktywno$é biologiczng, regulujagc w ten sposéb
neurogeneze w SVZ (Sawada i Sawamoto, 2013). Inny komponent $ciany naczyi krwionosnych -
laminina réwniez wptywa na relacje miedzy naczyniami krwionosnymi a progenitorami komdrek
neuralnych ekspesjonujgcymi integryne a6B1. Wykazano, ze aktywacja szlaku SDF-1/CXCR4 prowadzi
do zwiekszenia wigzania lamininy z macierzystymi i progenitorowymi komdrkami neuralnymi. W
kolejnych badaniach wykazano, ze w wyniku uszkodzenia niedokrwiennego w SVZ dochodzi do
wzrostu poziomu szeregu biatek ECM i ich receptoréw, w tym: tenascyny C, integryny aV i B3, jednak
ich rola w neurogenezie nie zostata jeszcze poznana (Sawada, Matsumoto i Sawamoto, 2014).

Jak juz wspomniano poprzednio, drugim procesem, poza neurogenezg, hiezbednym
w regeneracji mozgu jest stymulacja angiogenezy, w czasie ktérej z istniejgcych naczyn krwionosnych
»kietkuja” (ang. sprouting) nowe mikronaczynia. U ludzi w wyniku udaru niedokrwiennego mdzgu juz
po 3-4 godzinach obserwuje sie powstawanie nowych naczyn wtosowatych. W badaniach
posmiertnych u ludzi wykazuje sie zwiekszong gestosé¢ naczyn krwionosnych w strefie pétcienia
(penumbry) w poréwnaniu do nieuszkodzonej pédtkuli kontralateralnej (Seto i in., 2016),
a w modelach zwierzecych (Hayashi, Noshita, Sugawara i Chan, 2003; Marti i in., 2000) potwierdzono
wystepowanie angiogenezy w calym okresie regeneracyjnym. W innych badaniach wykazano, ze
podwyzszona liczba naczyn krwionosnych koreluje ze zwiekszong przezywalnoscia i mniejszymi
poudarowymi deficytami neurologicznymi (Marti i in., 2000).

Jak wspomniano w podrozdziale 1.1., w udarze niedokrwiennym médzgu dochodzi do
rozszczelnienia bariery krew-mozg, obrzeku i indukcji zmian fenotypowych w astrocytach.
Aktywowane astrocyty majg udziat w zmianach macierzy zewnatrzkomérkowe] (ang. Extracellular
Matrix, ECM) wtgczajgcej sie w proces regeneracji poniedokrwiennej poprzez tworzenie tzw. sciezek
migracyjnych (ang. ECM tracts). Migrujgce progenitory endotelialne wykorzystujg te $ciezki do
przemieszczania sie w kierunku tworzacych sie de novo naczyn wtosowatych wokdt ogniska
udarowego. Jest to niedawno poznany proces. SciSle kontrolowany przez interakcje pomiedzy
czynnikami angiogennymi i angiostatycznymi (Fan i Yang, 2007). Wykazano podobienstwo tych drég
migracyjnych do Sciezek wykorzystywanych w migracji neuroblastow w mikro-przestrzeniach
okotonaczyniowych (Alvarez-Buylla i Garcia-Verdugo, 2002).

Czynnikami biorgcymi udziat w angiogenezie s3 miedzy innymi: VEGF, angiopoetyna, PDGF
(ang. Platelet-Derived Growth Factor, ptytkopochodny czynnik warostu), angiogenina, TGF, bFGF,
MMP, tlenek azotu (NO) i prostaglandyna E2 (Talwar i Srivastava, 2014; Zhao i in., 2006).
W badaniach Carmeliet (2000) wykazano, ze w wyniku niedokrwienia i potgczonego efektu NO i VEGF
dochodzi do poszerzenia i rozszczelnienia naczyn krwionosnych, co prowadzi do wynaczynienia biatek
osocza i stworzenia przez nie tymczasowych rusztowan utatwiajgcych migracje progenitoréow
srodbtonkowych (ang. Endothelial Progenitor Cells, EPC) i tworzenie nowych kapilar.
W wyniku zachodzacych zmian dochodzi do rozdzielenia sie komérek miesni gtadkich, a macierz
zewngtrzkomorkowa ulega rozluznieniu. W procesach tych posredniczg angiopoetyna 2 (Ang2)
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i MMP (Carmeliet i Collen, 2000). MMP, poczatkowo pogtebiajgce uszkodzenie macierzy
neuronaczyniowej, w podzniejszej fazie niedokrwienia stymulujg przebudowe neuronaczyniowg
i utatwiajg migracje neuroblastéw do miejsca uszkodzenia (Xing i in., 2012). Dochodzi do ustalenia
kierunku tworzenia nowego naczynia krwionos$nego, a proliferacja i migracja progenitoréow
endotelialnych jest regulowana przez VEGF.

Powstate naczynie krwionosne jest stabilizowane przez angiopoetyne 1 (Angl), ktdrej
ekspresja wzrasta w skutek niedokrwienia, poprzez aktywacje receptora Tie2 (ang. Tyrosine-Protein
Kinase Receptor 2, tyrozynowo kinazowy receptor angiopoetyny 2). W poniedokrwiennym procesie
tworzenia nowych naczyn krwionosnych biorg tez udziat IL-1a, IL-6 i TSP-1 (Chen i in., 2016).
Wykazano, ze TSP-1 po zwigzaniu sie z ze swoim receptorem CD36 kontroluje mitoze, migracje
i apoptoze srédbtonka (Seto i in., 2016). W badaniach Gertz i wsp. (2012) wykazano, ze IL-6
wydzielana przez endogenne komodrki mdzgu myszy stymulowata poniedokrwienng angiogeneze.
Ponadto w przypadku wyciszenia u myszy genu kodujgcego IL-6 zaobserwowano zwiekszenie
uszkodzenia i mniejszg gestos¢ naczyn krwionosnych w wyniku niedokrwienia mézgu (Gertz i in.,
2012).

W wyniku uszkodzenia niedokrwiennego mdézgu w ciggu kilku godzin dochodzi do znacznego
zwiekszenia sekrecji VEGF, bedacego jednym z najwazniejszych czynnikéw regulujacych angiogeneze.
Do rodziny VEGF zalicza sie: tozyskowy czynnik wzrostu (ang. Placental Growth Factor, PLGF), VEGF-A,
VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E i VEGF-F. Swoje dziatanie angiogenne zawdziecza zwigzaniu
z receptorem kinazowo tyrozynowym VEGFR-1 lub VEGFR-2. Istnieje szereg czynnikdw regulujgcych
synteze VEGF w rdéinych komodrkach, ale najsilniejszym jest niedotlenienie, w wyniku ktdrego
dochodzi do aktywacji czynnika transkrypcyjnego indukowanego niedotlenieniem (ang. Hypoxia
Inducible Factor, HIF-1a) regulowanego przez STAT-1 i STAT-3 (Seto i in., 2016). Co ciekawe, pomimo
ze VEGF wykazuje wieksze powinowactwo do VEGFR-1, to efekty biologiczne jego dziatania s3
gtéwnie zwigzane z VEGFR-2. Uwaza sie, ze VEGFR-1 moze petnic¢ funkcje regulacyjng, wychwytujac
nadmiar VEGF. Niemniej jednak w wyniku aktywacji receptora VEGFR-1 lub VEGFR-2 dochodzi do
stymulacji proliferacji progenitorow srédbtonkowych, ich migracji oraz degradacji ECM i zwiekszenia
przepuszczalnosci naczyn krwionosnych, co utatwia dotarcie do miejsca uszkodzenia. Gtéwnymi
$ciezkami sygnatowymi biorgcymi udziat w stymulacji angiogenezy za sprawg VEGF sg PI3K/AKT
i MEK/ERK (Beck i Plate, 2009). Innym czynnikiem wptywajgcym na zwiekszenie wydzielania VEGF jest
NO. Z jednej strony VEGF stymuluje komdrki srédbtonka do wytwarzania NO, przez aktywacje
srodbtonkowej syntazy tlenku azotu (ang. Endothelial Nitric-oxide Synthase, eNOS), z drugiej NO
stymuluje wydzielanie VEGF przez komérki miesni gtadkich naczyn krwionosnych (Seto i in., 2016).
W ostatnim czasie duzo badan jest poswieconych zagadnieniu roli miRNA w regulowaniu procesu
angiogenezy. W szczurzym modelu MCAO zaobserwowano spadek miR-139 i miR-335 w komadrkach
srodbtonka. Zaréwno miR-139 jak i miR-335 sg blisko zwigzane z procesem angiogenezy indukowanej
niedokrwieniem przez Sciezki sygnatowe ROCK1 i ROCK2, ktére sg znane jako regulatory VEGF (Liu
iin., 2015; Quiin., 2014). Wykazano réwniez, ze miR-104-5p moze wptywac na zwiekszenie ekspres;ji
VEGF-A w komoérkach srédbtonkowych po niedokrwieniu (Sun i in., 2016, s. ). W innych badaniach
wykazano, ze po godzinie doszto do zwiekszenia poziomu bFGF i stan ten trwat przez kolejne 14 dni.
Czynnik ten prawdopodobnie bezposrednio stymuluje angiogeneze poprzez uczestniczenie w migracji
i proliferacji progenitorow srodbtonkowych oraz posrednio wptywa na zwiekszenie sekrecji VEGF
przez komorki miesni gtadkich (Seto i in., 2016). Istotng role w proliferacji i ,kietkowaniu” (ang.
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sprouting) endogennych progenitoréw endotelialnych tworzacych nowe naczynia krwionosne
przypisuje sie réwniez IGF, ktérego sekrecja jest rowniez regulowana m.in. przez HIF-1a (Liang i in.,
2014). Poza poczatkowg fazg wzrostu ilosci metaloproteinazy 9 (MMP-9) uczestniczacej
w zwiekszeniu przepuszczalnosci bariery krew-mdzg oraz tworzeniu obrzeku, zaobserwowano
ponowne jej uwolnienie sugerujgc zwigzek z procesem angiogenezy. Wykazano, ze w wyniku
hamowania ponownego wyrzutu metaloproteinazy 9 dochodzi do deformacji naczyn krwionosnych,
zwiekszenia uszkodzenia i pogtebienia deficytdw neurologicznych zwigzanych z niedokrwieniem
(zhao i in., 2006). W podobny sposéb wydzielany jest TSP-1, w pierwszym etapie maksimum sekrecji
obserwuje sie po godzinie, a w drugim po 72 godzinach. Uwaza sie, ze kolejna faza wydzielania TSP-1
wigze sie z zakonczeniem procesu angiogenezy (Yin, Hamblin i Chen, 2015).

24



1.3. Mezenchymalne komorki macierzyste i mozliwosci ich zastosowania w leczeniu
niedokrwiennego udaru mozgu

1.3.1. Charakterystyka mezenchymalnych komorek macierzystych

Mezenchymalne komdrki macierzyste po raz pierwszy zostaty opisane przez grupe badawczg
Friedensteina w 1976 roku. Po kilku dniach inkubacji szpiku kostnego w plastikowym naczynku
hodowlanym, zauwazono heterogenng populacje komdrek przywierajagcg do podtoza. Komoérki te,
przypominajgce ksztattem fibroblasty, tworzyty niewielkie kolonie otoczone przez inne komorki
jednojadrzaste (mononuklearne). Uznano, ze sg to klonogenne komérki prekursorowe fibroblastéow
CFU-F (ang. Colony Forming Unit — Fibroblasts) oraz petnig funkcje wspierania hematopoezy. W 1985
roku Owen zasugerowat obecnos$é¢ w szpiku kostnym nisz z macierzystymi komdrkami zrebu,
majgcymi zdolno$¢ do samoodnowy i do tworzenia ,dojrzatych” komérek zrebu. Miaty one
produkowac¢ czynniki wzrostowe oraz biatka macierzy zewngtrzkomdrkowej i przez to wspomagad
hematopoeze. Dopiero w péznych latach osiemdziesigtych dowiedziono, ze komadrki wyizolowane
przez Friedenstein’a sg w rzeczywistosci multipotencjalnymi komdrkami zdolnymi do réznicowania
w osteoblasty, chondrocyty i adipocyty. W latach dziewiecdziesigtych Caplan uznat, ze powyzsze
komoérki w trakcie rozwoju embrionalnego wywodzg sie z mezodermy i jako pierwszy uzyt terminu
»mezenchymalne komodrki macierzyste” (ang. Mesenchymal Stem Cells, MSC) (Mafi i in., 2011;
Caplan, 1991), (Lindner, Kramer, Rohwedel i Schlenke, 2010a). , Klasyczne” mezenchymalne komérki
macierzyste okreslane sg jako niehematopoetyczne, multipotencjalne komérki zdolne do
samoodnowy i réznicowania w szereg innych typéw komorek, posiadajgch wiasciwosci migracyjne,
regeneracyjne i immunomodulacyjne (Lindner, Kramer, Rohwedel i Schlenke, 2010b).

Nomenklatura MSC budzi szereg kontrowersji, zarédwno ze wzgledu na ,,mezenchymalne”
pochodzenie, jak i ,macierzystos¢” komorek. W ostatnich badaniach dowodzi sie, ze najwczesniejsza
pula MSC jest generowana w populacji komodrek grzebienia nerwowego wykazujgcych ekspresje
Sox1, sugerujac raczej ich neuroektodermalne, a nie mezodermalne pochodzenie. Ponadto nisko-
selektywna metoda izolacji przyczynia sie do pozyskiwania mieszaniny komdrek o zréznicowanym
potencjale do tworzenia klonéw, wielokierunkowego réznicowania i samoodnowy. W porédwnaniu do
komadrek embrionalnych, powstajacych na wczesnym etapie rozwoju zarodkowego przed gastrulacjg,
ktore sg zdolne do rdznicowania we wszystkie typy komadrek organizmu, z wyjgtkiem tozyska, MSC
pozyskane z tkanek dorostego organizmu cechujg sie znacznie zmniejszonym potencjatem do
réznicowania. Wykazuje sie rowniez ograniczong liczbe podziatéw tych komdrek, ktére po kilkunastu
pasazach w hodowlach 2D starzejg sie i zamierajg. Z tego wzgledu wydaje sie, ze odpowiedniejszg
nazwg dla MSC jest ,mezenchymalne komoérki zrebu” (ang. Mesenchymal Stromal Cells), niz
»mezenchymalne komérki macierzyste” (Lindner i in., 2010a). W celu uporzadkowania nomenklatury
Miedzynarodowe Towarzystwo Terapii Komoérkowej (ang. International Society for Cellular Therapy,
ISCT ) w 2005-2006 roku podjeto préobe wyznaczenia minimalnych kryteriéw dla mezenchymalnych
multipotencjalnych  komérek  macierzystych. Zgodnie z zaleceniami Towarzystwa do
mezenchymalnych komadrek macierzystych mozna zaliczy¢ komorki spetniajgce nastepujgce warunki:
1) przyleganie do podtoza in vitro, 2) wrzecionowaty, podobny do fibroblastow ksztatt, 3) synteza
antygendéw powierzchniowych CD73, CD90, CD105, przy braku syntezy antygenéw CD45, CD34, CD14
lub CD11b, CD79a lub CD19 i HLA-DR oraz 4) zdolnos$¢ do rdznicowania in vitro w kierunku
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rowniez zastgpienie w nazwie terminu ,macierzyste” na ,zrebu”, ze wzgledu na niepetny macierzysty
charakter komdrek. Obecnie wiele grup postuluje zawezenie tych kryteridéw, badZz dodanie nowych,
ktore lepiej charakteryzowatyby mezenchymalne komdrki macierzyste (MSC) i odrdzniaty je od tak
samo oznaczanych skrétem mezenchymalnych komdrek zrebu (MSC).

Multipotencjalne komdrki macierzyste rezydujg w wiekszosci tkanek, tworzac tzw. nisze, s3
fatwe w pozyskaniu i mozna je w sposdb bezinwazyjny wyizolowaé z tkanek poptodu lub w sposéb
mato inwazyjny z tkanek dorostego organizmu (Van, 2011; Hass, Kasper, Bohm i Jacobs, 2011).
Wedtug ostatnich doniesien komérki te wywodzg sie z nisz okotonaczyniowych, tworzgcych gesta sie¢
w catym organizmie (Crisan i in., 2008).

Najstarszym, wzorcowym i do niedawna najpopularniejszym Zrédtem mezenchymalnych
komarek macierzystych jest szpik kostny. Zaletg izolacji mezenchymalnych komérek macierzystych ze
szpiku kostnego (ang. Bone Marrow Mesenchymal Stem cells, BM-MSC) jest stosunkowo prosta
i bezpieczna metoda aspiracji. Niestety komdrki izolowane ze szpiku kostnego cechujg sie znaczng
heterogennoscig, w wiekszosci nalezg do linii krwiotwérczej i tylko niewielka ich frakcja wykazuje
cechy mezenchymalnych komoérek macierzystych. Ponadto jak sie okazato w pdzniejszych badaniach,
wykazujg istotnie nizszy potencjat proliferacyjny w poréwnaniu chociazby do komdrek pochodzgcych
z tkanki ttuszczowej (ang. Adipose Derived Stem Cells, ADSC), czy galarety Whartona (ang. Wharton's
jelly mesenchymal stem cells, WJ-MSC) (Pittenger i in., 1999; Drela i in., 2016). Coraz wieksza
popularnoscia cieszg sie komérki pochodzace z tkanki ttuszczowej. Populacja MSC wyizolowana
z tego zrddta cechuje sie wyzszg homogennoscig i potencjatem proliferacyjnym w poréwnaniu do
BM-MSC. Wykazano, ze kilka do kilkunastu procent sposrdd ADSC zajmujg progenitory srddbtonka,
poprawiajgce wtasciwosci angiogenne tej populacji (Zhang i in., 2006b; Wagner i in., 2005). Raportuje
sie réwniez mozliwosé izolacji MSC z innych tkanek somatycznych takich jak okostna (ang.
Periosteum-Progenitor Mesenchymal Stem Cells, PPMC) (Choi i in., 2008), btona i ptyn mazidwkowy
(ang. Synovial Membrane Mesenchymal Stem Cells, SM-MSC and Synovial Fluid Mesenchymal Stem
Cells, SF-MSC) (Zhu i in., 2017), miesnie szkieletowe (ang. Muscle Derived Stem Cells, MDSC)
(Ceustersiin., 2017), skora (ang. Skin-derived Mesenchymal Stem Cells, S-MSC) (Niezgoda i in., 2017;
Bartsch i in., 2005; Riekstina i in., 2008), endometrium (ang. Endometrial Mesenchymal Stem Cells,
eMSC) (Schiring i in., 2011), krew obwodowa (ang. Peripheral Blood Mesenchymal Stem Cells, PB-
MSC) (Ab Kadir i in., 2012) i menstruacyjna (ang. Menstrual Blood Mesenchymal Stem Cells, MenSC)
(Allickson i in., 2011), wiezadta przyzebia (ang. Periodontal Ligament Stem Cells, PDLSC) i miazga
zebow (ang. Dental Pulp Stem Cells, DPSC) (Seifrtova i in., 2012; Huang, Gronthos i Shi, 2009).

Poza tkankami somatycznymi duze zainteresowanie wzbudzajg réwniez MSC pochodzace
z tkanek poptodu, a w szczegdélnosci z galarety Whartona sznura pepowiny. Komérki te mozna
pozyska¢ w tatwy i catkowicie bezinwazyjny sposdb ze sznura pepowiny bezposrednio po porodzie.
W badaniach poréwnawczych dowiedziono, ze galareta Whartona jest najbogatszym Zrddtem
komérek o macierzystym charakterze, a same WJ-MSC wykazujg najwyzszy potencjat proliferacyjny
sposréd BM-MSC i ADSC. Istotng kwestig szczegdlnie w aspekcie ewentualnych przeszczepéw
allogenicznych tej populacji jest najnizsza immunogennos¢ w poréwnaniu do mezenchymalnych
komadrek macierzystych pochodzgcych ze szpiku czy tkanki ttuszczowej (Weiss i in., 2003; Mitchell
i in., 2003). Innymi Zrodtami MSC z tkanek poptodu sg krew pepowinowa (ang. Peripheral Blood

26



Mesenchymal Stem Cells, PB-MSC) (Lee i in., 2004), btona podowodniowa (ang. Amniotic Membrane
Mesenchymal Stem Cells, AM-MSC) (Karahuseyinoglu i in., 2007, 2008), tozysko (ang. Placental
Mesenchymal Stem Cells, P-MSC) (Choi i in., 2017), ptyn owodniowy (ang. Amniotic Fluid
Mesenchymal Stem Cells, AF-MSC) (In 't Anker i in., 2003).

Obecnie nie ma unikatowego i specyficznego markera charakteryzujgcego komorki
mezenchymalne, dlatego do ich oznaczania wykorzystuje sie zestaw , pozytywnych” i ,negatywnych”
markeréw wyszczegdlnionych przez ISCT. Niestety, zaden z tych antygendw nie pozwala na rzetelng
charakterystyke macierzystego potencjatu, ani na ocene czystosci wyizolowanej populacji, poniewaz
wiekszos¢ z nich wystepuje réwniez na powierzchni innych typédw komadrek. Cze$é badaczy uwaza, ze
MSC sg mieszaning m.in. perycytéw, fibroblastéw, komérek przydanki, adipocytéw, czy osteocytéw,
w wiekszosci ekspresjonujgcych CD73, CD90 i CD105, posréd ktorych w niewielkiej ilosci mozna
znalez¢ komérki o macierzystym charakterze. W zaleznosci od zrédta izolacji wystepujg nieznaczne
réznice w ekspresji markerow powierzchniowych (Tabela 1.). Przyktadowo wykazuje sie ze WJ-MSC
i BM-MSC ekspresjonujgCD44, CD73, CD90, CD105, CD166, przy braku obecnosci CD14, CD34, CDA45,
CD11b, HLA-DR. Natomiast ,typowym” zestawem markerdw dla ADSC jest CD9, CD29, CD44, CD54,
CD73, CD90, CD105, CD106, CD146, CD166, HLA I, przy braku ekspresji CD14, CD31, CD34, CDA45,
CD133, CD144, HLA-DR, STRO-1 i HLA Il. W badaniach poréwnawczych BM-MSC i ADSC De Ugarte
i wsp. wykazali, ze oba typy komodrek posiadajg podobny poziom ekspresji dla CD13, CD29, CD44,
CD90, CD105, CD73 i STRO-1, przy czym rdznig sie one obecnoscig CD49d, CD54, CD34, CD106 (De
Ugarte i in., 2003). Innymi markerami obecnymi na powierzchni mezenchymalnych komérek
macierzystych s3: CD10, CD49e, CD55, CD59, CD140b i CD117 (De Ugarte i in., 2003; Camilleri i in.,
2016; Mitchell i in., 2006). Dosy¢ kontrowersyjng kwestig jest ekspresja markera progenitorow
srodbtonka CD34. Braku obecnosci tego biatka w hodowanych in vitro komérkach MSC dowodzi wiele
badan (Obtulowicz i in., 2016; Lin, Ning, Lin i Lue, 2012). Mimo to wedtug czesci badaczy swiezo
wyizolowane komadrki BM-MSC i ADSC spetniajgce wymagania ISCT réwniez wykazujg ekspresje CD34,
przy czym zanika ona z czasem w hodowli in vitro (Lin i in., 2012). Na rozbieznosci
w ekspresji markeréw powierzchniowych mezenchymalnych komérek macierzystych w réznych
grupach badawczych moze wptywaé szereg czynnikdéw takich jak sposdb izolacji, namnazania,
pasazowania komodrek, czas trwania hodowli. Ponadto, wykazuje sie réwniez réznice pomiedzy
poszczegblnymi dawcami czy gatunkami.

Aktualnie trwajg badania nad znalezieniem markeréw mezenchymalnych, umozliwiajacych
wyizolowanie czystszej frakcji komdrek o charakterze multipotencjalnym. Nowo zaproponowanymi
markerami pozytywnymi sg m.in. CD49b, STRO-1, CD271, CD200, SSEA-1, SSEA-4, a negatywnymi
CD31, CD133, CD144 (Szala, Wisniewska i Czapla, 2014). W licznych badaniach wykazuje sie izolacje
kolejnych subpopulacji mezenchymalnych komadrek macierzystych rdznigcych sie poszczegdlnymi
cechami. Busser i wsp. (2015) po zastosowaniu pozytywnej selekcji dla mezenchymalnych komérek
macierzystych pochodzacych z tkanki ttuszczowej, wykazujgcych jednoczesng ekspresje dla CD271,
SUSD2, MSCA-1, CD44 i CD34, pozyskali frakcje komorek charakteryzujgca sie wyzszym potencjatem
multipotencjalnym i proliferacyjnym w poréwnaniu do tradycyjnie izolowanych ADSC (Busser i in.,
2015). W badaniach Cuthbert i wsp. (2015) przy uzyciu metody FACS, ze szpiku kostnego
wyizolowano komérki posiadajgce na swojej powierzchni CD73 i CD271. Badacze utrzymujg ze
zastosowanie powyzszych markeréw poprawia czystos¢ MSC, a pozyskane komorki cechujg sie
zwiekszong ekspresjg markeréw zwigzanych z tkanka kostng i naczyniami krwionosnymi: BMP-2,
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COL1A2, VEGF-C i SPARC (Cuthbert i in., 2015). W innych badaniach dowodzi sie, ze zastosowanie do
pozytywnej selekcji markerow CD271/CD90/CD106 skutkuje izolacja wysoce klonogennych,
stabilnych genetycznie MSC (Pérez-Silos, Camacho-Morales i Fuentes-Mera, 2016). Interesujgcg
subpopulacjg, uzyskang w wyniku sortowania wykazujgcych ekspresje SSEA-3 mezenchymalnych
komdrek macierzystych pochodzacych z tkanki ttuszczowej, sg tzw. ,,Muse cells”. Grupa kierowana
przez profesor Dezawe wykazata, ze pozyskane komoérki poza ekspresjg typowych markeréw
mezenchymalnych (CD105, CD90, CD29) wykazywata réwniez ekspresje markerdw pluripotencjalnych
takich jak Nanog, Oct3/4, PAR4, Sox2, i TRA-1-81. Te wysoce klonogenne komarki byty zdolne do
réznicowania w linie wywodzgce sie z trzech listkdw zarodkowych. Przy czym pozostate komorki, nie
wykazujgce ekspresji SSEA-3, réznicowaty sie jedynie w kierunku mezodermalnym. Co ciekawe, nie
wykazano ekspresji CD34 i CD146 uznawanych przez czes¢ badaczy jako typowe markery ADSC
(Oguraiin., 2014).

Tabela 1. Poréwnanie ekspresji antygendw powierzchniowych mezenchymalnych komérek macierzystych
w zaleznosci od Zrddta ich pozyskania (tabela zmodyfikowana (Ullah, Subbarao i Rho, 2015) )

st Obecnosé antygendéw Brak antygendéw
rédto
powierzchniowych powierzchniowych
. CD73, CD90, CD105, CD14, CD34, CD45,
Szpik kostny
STRO-1 HLA-DR

CD14, CD34, CD45,

Galareta Whartona CD73, CD90, CD105
CD79, CD11b, HLA-DR

CD73, CD090, CD29,

CD14, CD31, CD34,
Tkanka ttuszczowa CD44, CD71, CD105,

CD45
CD13, CD166, STRO-1
. CD29, CD44, CD90,
Btona i ptyn CD10, CD14,CD34,
. CD105, CD, SH2, SH3,
owodniowy HLA-DR
HLA-DR
Wiezadta przyzebia i CD29, CD44, CD90,
. i CD14, CD34, CD45
miazga zebow CD105
CD44, CD90, CD105,
Krew obwodowa CD45, CD133
HLA-ABC
tozysko i btony CD29, CD73, CD90,
CD34, CD45
ptodowe CD105
i CD44, CD73, CD90,
Skéra CD34, CD45, HLA-DR
CD105, CD166, SSEA-4,
. CD73, CD90, CD105,
Endometrium CD34, CD45

CD146

Uwaza sie, ze mezenchymalne komdrki macierzyste wykazujg potencjat do réznicowania in
vitro we wszystkie trzy linie; mezodermalng, ektodermalng i endodermalng. Do niedawna sgdzono,
ze MSC s3 zdolne do rdéznicowania jedynie w komorki tkanek pochodzgcych z mezodermy. Czesé
badaczy wysuneto jednak hipoteze, wedtug ktdrej majg one réwniez zdolnos¢ do réznicowania in
vitro w linie innego listka zarodkowego (Ullah i in., 2013; Woodbury, Schwarz, Prockop i Black, 2000).
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Wzbudzito to szereg kontrowers;ji, ktére zostaty przetamane dopiero po latach badan. Istnieje wiele
doniesien potwierdzajacych efektywne rdznicowanie MSC w osteoblasty, chondrocyty, adipocyty
(Drelaiin., 2014), mioblasty (Okamura i in., 2017), kardiomiocyty (Sung i in., 2016), hepatocyty (Fanti
i in., 2017), tenocyty (Lee i in., 2017), komodrki srédbtonka (Obtulowicz i in., 2016; Li i in., 2017), czy
nawet neurony (Marei i in., 2017; Jiang i in., 2002). W zaleznosci od tkanki z jakiej wyizolowano
mezenchymalne komorki macierzyste obserwuje sie rézny potencjat do réznicowania w okreslone
typy komdrek (Ullah, Subbarao i Rho, 2015). Przyktadowo, w poréwnawczej analizie wykazano nizsza
dynamike rdéznicowania w osteocyty i chondrocyty komodrek mezenchymalnych pochodzacych
z tkanki ttuszczowej w stosunku do komdrek mezenchymalnych wywodzgcych sie ze szpiku kostnego
(Im, Shin i Lee, 2005). W innej pracy komérki mezenchymalne pochodzgce z galarety Whartona
przejawialy wyzszy potencjat osteogenetyczny oraz mniejszy adipogenetyczny w poréwnaniu do
komérek mezenchymalnych pochodzacych ze szpiku kostnego (Drelaiin., 2016).

Ze wzgledu na rosngce zainteresowanie komodrkami mezenchymalnymi do zastosowania
w nowoczesnej medycynie regeneracyjnej, a w szczegdlnosci w leczeniu uszkodzen spowodowanych
niedokrwieniem modzgu, szalenie interesujgcy jest potencjat do rdznicowania tych komdrek
w skftadowe jednostki neuronaczyniowej, w tym w komdrki nerwowe i sréddbtonka. Pomimo
mezodermalnego pochodzenia, niezaleznie od zZrédta izolacji, MSC wykazujg zdolnos¢ do
réznicowania w kierunku neuralnym w odpowiedzi na pozywki réznicujgce wzbogacone czynnikami
wzrostowymi, takimi jak: HGF (ang. Hepatocyte Growth Factor, czynnik wzrostu hepatocytéw), FGF,
czy EGF. W wyniku aktywacji $ciezki neuronalnej w MSC otrzymano komérki o fenotypach
specyficznych dla: oligodendrocytéw, neurondéw cholinergicznych i dopaminergicznych (Kang i in.,
2003; Safford i in., 2002; Barzilay i in., 2009; Datta i in., 2011). W innych badaniach komérki
mezenchymalne pochodzace ze szpiku kostnego indukowane przez 1 dzien B-merkaptoetanolem,
a nastepnie rdznicowane przez 6 dni przy pomocy NGF, nabraty cech neuronalnych komorek
dopaminergicznych (Naghdi, Tiraihi, Namin i Arabkheradmand, 2009). Wiele prac wskazuje réwniez
na czynniki wspomagajgce rdéznicowanie, takie jak cAMP, insulina, kwas retinowy, kwas walproinowy,
hydrocortyzon (Anghileri i in., 2008; Schaffler i Blichler, 2007; Rooney i in., 2009). Innymi czynnikami
stymulujgcymi ukierunkowanie neuronalne komérek mezenchymalnych s3: GDNF (ang. Glial Cell-
Derived Neurotrophic Factor, glejopochodny czynnik neurotroficzny), BDNF, IBMX (ang. 3-IsoButyl-1-
MethylXanthine, izobutylometyloksantyna), czy indometacyna (Pavlova i in., 2012). W wyniku
zastosowania odpowiednich protokotéw rdéznicowania mozna otrzymacd dojrzate lub progenitorowe
komoérki o cechach neuronalnych lub glejowych in vitro badz in vivo, wykazujgce miedzy innymi
markery: neuralne- nestyne i Musashil, neuronalne- biatka neurofilamentéw, B-tubuline III,
synapsyne i MAP2, astrocytarne- GFAP i oligodendrocytarne- 01, MBP i GalC (Alexanian, 2010;
Hermann i in., 2004; Nagai i in., 2007). Zgodnie z oczekiwaniami stopniowy wzrost ekspresji
markeréw neuralnych idzie w parze ze zmianami morfologicznymi, charakterystycznymi dla
poszczegdlnych typow komdrek nerwowych (Okolicsanyi, Griffiths i Haupt, 2014). Ponadto, w wyniku
roznicowania komodrek mezenchymalnych B-mercaptoetanolem i kwasem retinowym lub
B-hydroksyanizolem zaobserwowano ekspresje dwoéch biatek eagl i eag2, uczestniczacych
w transporcie jondw K' (Mareschi i in., 2006). W szeregu artykutéw wykazuje sie zdolno$é¢ do
réznicowania neuralnego komodrek mezenchymalnych pochodzacych z réinych Zrddet (Ullah,
Subbarao i Rho, 2015). Mimo to, istnieje poglad, zgodnie z ktérym MSC pochodzace
z niedojrzatych tkanek mogag efektywniej réznicowac sie w kierunku neuralnym ze wzgledu na
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zwiekszong plastycznosc (Taran i in., 2014). Ponadto, w czesci prac wykazuje sie, szczegdlnie istotng
w aspekcie regeneracji uszkodzonej tkanki nerwowej, spontaniczng ekspresje wczesnych markeréw
neuralnych, w tym nestyny, TUJ-1 we wczesnych hodowlach komdrek mezenchymalnych
wyizolowanych ze szpiku kostnego (Tondreau i in., 2004). W badaniach poréwnawczych, wykazano
zwiekszony poziom ekspresji nestyny, GFAP i NF-200 w hodowli komérek mezenchymalnych,
zaréwno we wczesnych jak i pédznych pasazach, pochodzacych z galarety Whartona w poréwnaniu do
komadrek mezenchymalnych pochodzacych ze szpiku kostnego (Drela i in., 2016).

Czesc badaczy wykazuje, ze MSC sg rowniez zdolne do réznicowania w kierunku srédbtonka.
Czynniki wzrostowe, $rddbtonkowe naprezenie $cinajgce (ang. endothelial shear stress), sktad
macierzy zewnatrzkomérkowej, wptywaja na efektywnosé tego rdznicowania, w tym na ekspresje
markeréw endotelialnych, wychwyt lipoproteiny niskiej gestosci (LDL) i tworzenie sieci
pseudokapilarnych (Portalska i in., 2012). Jednym z podstawowych czynnikédw zaangazowanych
w réznicowanie srdodbtonkowe komodrek mezenchymalnych jest czynnik wzrostu $rédbtonka
naczyniowego (VEGF) (Li i in., 2017). Ponadto, w celu wzmocnienia jego dziatania stosuje sie
dodatkowo kompozycje nastepujgcych czynnikdw: bFGF, heparyne, IGF-1, EGF, hydrokortyzon i kwas
askorbinowy (Deng i in., 2015). W wielu publikacjach sugeruje sie rowniez hodowle réznicowanych
komérek w naczynkach pokrytych kolagenem 1V, fibronektyng lub biatkami macierzy
zewnatrzkomérkowej (ECM) (Konno i in.,, 2010; Zhang i in., 2011; Deng i in., 2015).
W wyniku zastosowania odpowiednich protokotdw rdéznicowania mozna otrzymaé zaréwno
progenitorowe jak i dojrzate komérki srodbtonka in vitro i in vivo, wykazujgce markery srédbtonkowe
takie jak: PECAM-1, TIE-1 i TIE-2, VEGFR-1 i VEGFR-2, VE-kadheryna, VCAM-1 oraz czynnik von
Willebranda (ang. von Willebrand Factor, vWF) (Deng i in., 2015; Chen, Lie, Li i Wei, 2009; Gang i in.,
2006). Na wczesnym etapie rdéznicowania komorki sg wrzecionowate i wykazujg nieznaczng
proliferacje, z czasem zmieniajg ksztatt na szescienny, a ich potencjat proliferacyjny rosnie. Na skutek
réznicowania komérki mezenchymalne wykazujg cechy czynnosciowe dojrzatych komdrek
Srodbtonka, w tym zdolnos¢ do wychwytu LDL i wigzania lektyny oraz tworzenia sieci
pseudokapilarnych na macierzy zewnatrzkomdrkowej. Najpopularniejszymi Zrédtami komoérek
mezenchymalnych, w ktérych potwierdzono efektywne réznicowanie srdodbtonkowe sg tkanka
ttuszczowa (Zhang i in., 2011; Deng i in., 2015) i szpik kostny (Oswald i in., 2004; Portalska i in., 2012),
nieliczne Zrédta wspominaja réwniez o galarecie Whartona (Chen i in., 2009) i owodni (Konig i in.,
2012), czy krwi pepowinowej (Gang i in., 2006). Mimo to w poréwnawczej pracy grupy profesora Xing
Wei, wykazano wyzszg ekspresje specyficznych markerow srédbtonkowych oraz wiekszg ztozonosc
sieci pseudokapilarnych w rdzinicowanych srédbtonkowo komdrkach mezenchymalnych
pochodzacych z galarety Whartona w poréwnaniu do komérek mezenchymalnych pochodzacych ze
szpiku (Chen i in., 2009).

30



1.3.2 Proponowane mechanizmy dziatania regeneracyjnego mezenchymalnych komorek
macierzystych w mézgu

Specyficzne witasciwosci komdrek mezenchymalnych czynig je doskonatym kandydatem do
zastosowania w nowoczesnej medycynie regeneracyjnej. Szczegdlnie cennymi witasciwosciami
komodrek MSC w aspekcie regeneracji sg: szczegélny potencjat do réznicowania sie do fenotypdéw
komérek wywodzgcych sie z mezodermy, jak rowniez wcigz dyskutowana mozliwosé rozszerzonego
ukierunkowania do komodrek ekto- i endodermalnych. Temu wielokierunkowemu rdznicowaniu
towarzyszy zdolno$¢ do wydzielania szeregu réznorodnych cytokin, chemokin i czynnikéw
wzrostowych w zaleznosci od kontekstu $Srodowiskowego (Ryc. 4.). Dowiedziono, ze komorki
mezenchymalne potrafia w sposdb aktywny reagowac na otaczajgce mikrosrodowisko poprzez
zmiane profilu sekrecji czynnikdw wptywajacych m.in. na proliferacje, réznicowanie i dojrzewanie
réznorodnych komadrek progenitorowych w mdézgu (Tabela 2.) (van Velthoven, Kavelaars i Heijnen,
2012). Na przestrzeni ostatnich lat przeprowadzono szereg badan nad regeneracyjnymi
wiasciwosciami mezenchymalnych komodrek macierzystych w uszkodzonej niedokrwieniem tkance
nerwowej. Zaobserwowanymi skutkami tych terapii eksperymentalnych, prowadzonych zaréwno
w modelach in vitro jak i in vivo byly: zwiekszona neurogeneza i angiogeneza, modulacja gliogenezy,
hamowanie odpowiedzi zapalnej, przebudowa uszkodzonej tkanki, a w konsekwencji zmniejszenie
ogniska udarowego oraz poprawe stanu neurologicznego chorego (D’souza i in., 2015).
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Ryc. 4. Schemat przedstawiajgcy hipotetyczne dziatanie komdrek mezenchymalnych (wg. (van Velthoven,
Kavelaars i Heijnen, 2012) w modyfikacji wtasnej).
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Tabela 2. Lista wybranych czynnikdw wydzielanych przez komérki mezenchymalne i wptywajacych pozytywnie
na regeneracje (zmodyfikowana tabela wg. (Bai i in., 2016)).

Dziatanie Wydzielane czynniki

. IL-6, IL-10, HGF, LIF, TGFB, CCL-2/MCP-1, CCL-5/RANTES, VEGF, PGE2,

Immunomodulacyjne
ICAM
Przeciwzapalne IL-1Ra, IL-4, IL-5, IL-10, IL-13, IFN-a
Angiogenne aFGF, bFGF, CXCL-5, CXCL-12, EGF, FGF9, HBEGF, IGF, IL-6, IL-8, IL-11,
MMP-2, NTF-3, PDGF-AA, PDGF-BB, PGF, PLGF, TNFSF-4, VEGF, VEGF-D

Neurogenne EGF, MDK, NTF3
Neuroprotekcyjne G-CSF, VEGF, GDNF, BDNF
Stymulacja migracji MSC SDF-1, CXCR-1, TNF-a, bFGF, IGF-1, PDGF
Stymulacja migracji CXCL12, EGF, FGF-2, GCSF, HGF, IL-6, IP-10, MIP-1a, MIP-1B, MCP-2,
komdrek endogennych RANTES, TGF-1, VEGF-A, SDF-1, FK

Stymulacja komoérek
. IL-6, FGF-2, PDGF-AA, PDGF-BB, EGF
progenitorowych

Jednym z proponowanych podstawowych mechanizmdéw regeneracyjnego dziatania komarek
mezenchymalnych jest ich zdolnos¢ do odbierania i swoistej reakcji na sygnaty zapalne, migracji do
miejsca uszkodzenia (chemotaksja), a po zasiedleniu (ang. homing) wywierania pozytywnego wptywu
na procesy naprawcze w ciggle nie w petni poznanych mechanizmach parakrynnych
i repopulacyjnych (Li i in., 2016b). W badaniach in vivo wykazano, ze przeszczepione komorki
mezenchymalne pochodzgce ze szpiku kostnego i krwi pepowinowej gromadza sie gtéwnie
w miejscach uszkodzenia (strefie podtcienia) i endogennej neurogenezy (SVZ) (Park i in., 2014a;
Koztowska i in., 2007). Mikroglej i astrocyty, w odpowiedzi na niedokrwienie wydzielajg zrebowy
czynnik wzrostu 1 (SDF-1), bedacy ligandem dla receptora CXCR-4 expresjonowanego przez MSC.
W wyniku interakcji w osi SDF-1 i CXCR-4 transplantowane komarki migrujg do miejsca uszkodzenia
(Yu i in., 2012). W innych badaniach potwierdzono wczesniejsze przypuszczenia, ze czynnik
chemotaktyczny CX3CL1/ fraktalkina poprzez receptor CXCR1 aktywuje Sciezke sygnatowg Jak2-
Stat5alfa-ERK1/2, co w efekcie prowadzi do zmian strukturalnych w obrebie uszkodzenia (Zhang i in.,
2015). Wykazano, ze hamowanie integryny Bl obecnej na BM-MSC zaburza dimeryzacje
z integryng a4, ktéra jest niezbedna do rozpoznania antygenu 4 (ang. Very Late Antigen 4, VLA-4)
oddziatywujgcego ze srdodbtonkowg czasteczkg VCAM-1 i hamujgcg integracje BM-MSC ze
srédbtonkiem naczyn (De Becker i Riet, 2016).

Pomimo licznych badan wcigz nie wiadomo w jaki sposéb komérki mezenchymalne podane
donaczyniowo mogg pokonywaé bariere krew-moézg i przechodzic do parenchymy. Dane
eksperymentalne sg wysoce kontrowersyjne co do samego istnienia mechanizmu i znaczenia tego
zjawiska. Przypuszcza sie, ze jest w to zaangazowany mechanizm podobny do diapedezy leukocytéw
(De Becker i Riet, 2016). W transmigracji czy tez wynaczynieniu komoérek mezenchymalnych
podawanych systemowo po udarze mdézgu i spowodowanym najpewniej strukturalnym uszkodzeniu
btony naczyn w wyniku powstajgcej martwicy, biorg udziat metaloproteinazy MMP-2 i MMP-9
degradujgce komponenty btony podstawnej i inne mniej specyficzne enzymy proteolityczne.
Czynnikami indukujgcymi migracje do miejsca uszkodzenia, poza omawianymi juz osiami SDF1/CXCR4
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czy CX3CL1/CXCR1 i powstajgcymi okotonaczyniowymi sciezkami migracyjnym, sg tez czynniki
wzrostowe takie jak PDGF AB i BB oraz HGF (De Becker i Riet, 2016).

Jak wspomniano wczesniej MSC prawdopodobnie wykazujg zdolno$é¢ do rdznicowania
w rézne typy komorek, rowniez te bedace sktadowg jednostki neuronaczyniowej, w tym w neurony,
glej i srédbtonek. Mozliwos¢ ich przeszczepienia daje szanse na zastgpienie zdegenerowanych
komodrek (ang. repopulation) i redukcje obszaru uszkodzenia. W modelu MCAO, w wyniku
transplantacji komérek mezenchymalnych pochodzacych z tkanki ttuszczowej do tetnicy szyjnej
wewnetrznej szczura zaobserwowano znaczne zmniejszenie deficytow neurologicznych, a po 28
dniach stwierdzono ich obecno$é¢ w ognisku uszkodzenia gdzie wykazywaty ekspresje markeréw
neuralnych (NeuN i GFAP) (Jiang i in., 2014). W innym badaniu, po 6 tygodniach od podania szczurom
po ischemicznym udarze mdézgu ludzkich komdrek mezenchymalnych ze szpiku kostnego w iniekcji
domodzgowej, zaobserwowano réwniez ekspresje markerow glejowych (GFAP, GalC) i neuronalnych
(B Il tubulina, NF200, NSE i NF70). Z drugiej strony w pracy grupy profesora Cobi J. Heijnena
stwierdzono, ze przeszczepione do uszkodzonego niedokrwieniem mdzgu komorki mezenchymalne
wykazujg niskg przezywalnos¢ i pomimo poczatkowej lokalizacji w miejscu uszkodzenia nie zastepuja
uszkodzonych komérek mézgu. Badacze sugerujg, ze zaobserwowana poprawa funkcjonalna jest
raczej zwigzana z aktywng odpowiedzig transplantowanych komodrek na mikrosrodowisko tkanki
i wydzielaniem przez nie czynnikédw przeciwzapalnych i pro-regeneracyjnych (Tabela 2.) (van
Velthoven, Kavelaars i Heijnen, 2012).

Poza réznicowaniem w kierunku neuralnym, w niektérych badaniach opisywana jest rdwniez,
zdolnos¢ transplantowanych MSC do réznicowania w kierunku progenitorow srédbtonka ( EPC), ktore
moga odgrywaé zasadnicza role w regeneracji uszkodzonych mikronaczyn i przywrdceniu
prawidtowego funkcjonowania jednostki neuronaczyniowej po udarze niedokrwiennym madzgu
(Aguileraiin., 2014).

Obecnie brak jest bezposrednich danych dotyczacych domodzgowych transplantacji
mezenchymalnych komdrek macierzystych po ich zréznicowaniu w kierunku $rédbtonka. Istnieje
jednak szereg badan nad potencjalnym udziatem komérek MSC w regeneracji uszkodzonych duzych
naczyn krwionosnych innych narzadéw (Huang i Li, 2008). W jednym z nich, szczurze komorki
mezenchymalne pochodzace ze szpiku i rosngce na poliuretanowej rurce wszczepiono in vivo do
aorty szczura. Po 2 tygodniach zaobserwowano, ze MSC s3g zorganizowane w wielokomérkowe
struktury przypominajgce Sciany naczyn i wykazujace typowa dla nich ekspresje markera miesniowki
gtadkiej SMC (ang. Smooth Muscle Cell Marker) (Mirza i in., 2008). W innych badaniach, ludzkie
komoérki mezenchymalne réznicowane przez 5 dni w kierunku $rédbtonka i wykazujgce ekspresje
markeréw endotelialnych (vWF, VEGFR-2, VEGFR-1, Tie-2, VCAM-1, PECAM-1, VE-kadheryna)
wszczepiono podskérnie myszom SCID (ang. Severe Combined Immunodeficiency, ciezki ztozony
niedobdér odpornosci). Po 30 dniach wykonano analize histo- i immunohistochemiczng pobranej
tkanki. Stwierdzono, ze wszczepione mezenchymalne komorki macierzyste uczestniczg w tworzeniu
nowych naczyn krwionosnych (Allameh, Jazayeri i Adelipour, 2016). Mozliwo$¢ zrdznicowania
komérek mezenchymalnych w kierunku $rédbtonka in vitro, a nastepnie po transplantacji,
wbudowania ich do endogennych struktur naczyniowych, daje nadzieje na wykorzystanie tego
fenomenu w regeneracji uszkodzonych naczyn krwionosnych i poprawie funkcji catej jednostki
neuronaczyniowej w mézgu.
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Neuroprotekcyjny efekt transplantacji MSC wigze sie miedzy innymi z wydzielaniem przez
MSC neurotrofin oraz/lub ze stymulacjg przez MSC komdrek endogennych do ich wydzielania.
W szeregu badan w modelach zwierzecych patologii mézgu wykazano, ze w wyniku transplantacji
komoérek mezenchymalnych istotnie wzrasta tkankowy poziom SDF-1, VEGF, GDNF, BDNF, NGF, IGF,
EGF, bFGF oraz IL-6. Czynniki te charakteryzuja sie m. in. dziataniem antyapoptotycznym,
antyoksydacyjnym i przeciwzapalnym. W badaniach ex vivo potwierdzono wzrost ekspres;ji
i wydzielania m. in. IL-1B i IL-6. Obie wydzielane przez MSC interleukiny zwiekszaty przezywalnos¢
neurondéw (van Velthoven i in.,, 2013). W badaniach Botto i wsp. (2010) wykazano, ze poza
wtasciwosciami angiogennymi, IL-6 wpltywa réwniez na zwiekszenie przezywalnosci komorek
endotelialnych poprzez indukcje surwiwiny (Botto i in., 2011). W badaniach Gu i wsp. (2016)
wykazano, ze we wspothodowli uszkodzonych w wyniku czasowego pozbawienia glukozy i tlenu
astrocytow z komérkami mezenchymalnymi, doszto do zwiekszonej ekspresji biatka
antyapoptotycznego Bcl-2 (ang. B-cell Lymphoma 2) i zmniejszenia ekspresji proapoptotycznego
biatka Bax (ang. Bcl-2-Associated X Protein), na skutek zwiekszonej sekrecji IL-6. Co wiecej,
w badaniach in vivo wykazano, ze zwiekszone wydzielanie IL-6 przez komdrki mezenchymalne po
transplantacji do niedokrwionego modzgu szczura koreluje ze zmniejszonymi deficytami
neurologicznymi (Gu i in., 2016).

Stymulacja endogennej neurogenezy jest nastepnym i niezwykle waznym mechanizmem
pro-regeneracyjnego  dziatania komédrek mezenchymalnych. Niedtugo po uszkodzeniu
niedokrwiennym dochodzi do samoistnej proliferacji progenitoréw neuralnych. Jednak wydaje sie, ze
sg to komorki nietrwate, ktére do przezycia potrzebujg doptywu odpowiednich sygnatéw troficznych
oraz wiaczenia w miejscowq, funkcjonalng sie¢ neuronalng poprzez wytworzenie z nig potaczen
synaptycznych. Zaobserwowano, ze w wyniku transplantacji BM-MSC do niedokrwionej pdtkuli
mozgu dochodzi w niej do zwiekszenia ekspresji synaptofizyny, biatka zwigzanego ze wzrostem
neurytéw (GAP-43) i koneksyny-43 (Cx43) odgrywajacej istotng role w pofaczeniach
miedzykomérkowych. Podwyziszenie ekspresji powyzszych biatek usprawnia komunikacje miedzy
astrocytami a neuronami, co skutkuje zwiekszong przezywalnoscig neurondw, homeostaza jonowa,
usprawnionym wychwytem neuroprzekaznikdw, neurogenezg i synaptogenezg (Zhang i in., 2006a)
(Koh i in., 2008). Po podaniu donaczyniowym komadrek mezenchymalnych wywodzacych sie z tkanki
ttuszczowej obserwowano znaczacy wzrost ekspresji markera migrujacych neuroblastow
doublekortyny w okolicy niedokrwiennego uszkodzenia mézgu (Leu i in., 2010). W innych badaniach
zaobserwowano zwiekszong proliferacje, migracje i rdznicowanie endogennych progenitoréw
neuralnych w niedokrwionej pétkuli mézgu po podaniu MSC pochodzacych ze szpiku kostnego (Bao
iin., 2011).

Wedtug czesci badaczy dziatanie neurogenne komérek mezenchymalnych jest wtérnym
efektem ich wptywu na regeneracje uszkodzonych naczyn krwionosnych i usprawnienie krazenia
mozgowego (Hao i in., 2014). Jednym z czynnikow koniecznych do pobudzenia neurogenezy tak
zdrowej jak i uszkodzonej tkanki jest aktywacja naczyniotwérczego VEGF-A, wydzielanego aktywnie
przez komorki srddbtonkowe jak i transplantowane komérki mezenchymalne. Wydaje sie, ze zwigzek
angiogenezy z neurogenezg jest zjawiskiem symetrycznym, wspotzaleznym i koniecznym do
regeneracji uszkodzonej tkanki po niedokrwieniu. W embrionalnych hodowlach organotypowych ze
szczurzych maézgdéw, w wyniku podania VEGF-A zaobserwowano zwiekszong wspoét-ekspresje markera
proliferacji BrdU z markerem neuralnym ENCAM (ang. Embryonic Nerve Cell Adhesion Molecule) (Jin
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i in., 2002). Donaczyniowe podanie VEGF-A szczurom rdowniez zwiekszyto liczbe dzielgcych sie
neuralnych komodrek progenitorowych ekspresjonujgcych VEGFR2 lub DCX oraz BrdU w rejonach
neurogennych (Sun i in., 2003). Podobng role w neurogenezie przypisuje sie réwniez VEGF-B (Sun
iin., 2006).

W licznych badaniach potwierdzono, ze MSC wydzielajg réowniez w sposdb ciggty
neurotroficzny czynnik BDNF. W modelu MCAO po transplantacji mezenchymalnych komérek
macierzystych pochodzgcych ze szpiku kostnego znaczgco wzrosta ekspresja tego czynnika, korelujac
z poprawag funkcjonalng (Kurozumi i in., 2004). W badaniach van Velthoven i wsp. (2011) wykonano
dwie transplantacje komdrek mezenchymalnych, przy czym stwierdzono, ze kazde podanie réznito sie
efektem regeneracyjnym. W wyniku pierwszej transplantacji wykonanej po 3 dniach od uszkodzenia
niedokrwiennego zaobserwowano zwiekszenie ekspresji bFGF, EGF, GDNF, biatka Sonic hedgehog
(SHH) w modzgu szczura. Czynniki te stymulujg proliferacje, migracje i réznicowanie neuralne
w kierunku neurondéw i oligodendrocytéw. Po drugiej transplantacji, wykonanej po 10 dniach od
uszkodzenia, zaobserwowano zwiekszong ekspresje czynnikdw biorgcych udziat w koncowym
réznicowaniu progenitordw neuralnych oraz w tworzeniu sieci neuronalnej, takich jak: neuropilina-1 i
-2, neuregulina-1 i EphrinB2. Czynniki te uczestnicza w prawidtowym wzroscie i ukierunkowaniu
aksonéw, tworzeniu synaps i innych procesach niezbednych do plastycznosci i funkcjonalnej
integracji nowych neurondéw z istniejacg siecia neuronalng (van Velthoven, Kavelaars, van Bel
i Heijnen, 2011).

Innymi czynnikami neurotroficznymi, ktdrych sekrecja jest taczona z procesami naprawczymi
w uszkodzonej tkance nerwowej s3: HGF, NGF, bFGF i IGF-1. Czynniki te prawdopodobnie odgrywajg
znaczaca role w synaptogenezie, jak réwniez neuroprotekcji, angiogenezie i regulacji odpowiedzi
immunologicznej (Anderson i in., 2016). Jednym z nowo zaproponowanych mechanizmoéw dziatania
regeneracyjnego komadrek mezenchymalnych jest formowanie przez MSC potfaczen (ang. biobridge
fromation) miedzy ogniskiem uszkodzenia mdézgu a niszami neurogennymi. W pracy Naoki Tajiri
(2013) komoérki mezenchymalne przeszczepione do mdzgu szczura po urazie wewnatrzczaszkowym
tworzyty swoistg Sciezke wyznaczajgcg droge migracji endogennych komérek prekursowoych ze
strefy okotokomorowej (SVZ) do miejsca uszkodzenia. Miesigc oraz trzy miesigce po transplantacji
zaobserwowano istotng poprawe funkcji motorycznych i neurologicznych oraz znaczng redukcje
uszkodzenia w poréwnaniu do kontroli (Tajiri i in., 2013; Duncan i in., 2015).

Poza wspomniang zdolnoscig komodrek mezenchymalnych do rdéznicowania w kierunku
prekursoréw Srédbtonka (EPC), mogg one rowniez stymulowac angiogeneze poprzez bezposredni
kontakt z naczyniem Iub poprzez wydzielanie do jego otoczenia catego zestawu czynnikow
angiogennych, takich jak: bFGF, VEGF, TGF-B, BDNF, PDGF, angiopoetyna-1, IGF-1, GDNF, PLGF, IL-6
i MCP-1 (Tao, Han, Han i Li, 2016; Hao i in., 2014; Botto i in., 2011; Watt i in., 2013). W badaniach in
vitro i in vivo Kwon i wsp. (2014) zaobserwowali zniesienie dziatania angiogennego MSC po
zastosowaniu przeciwciat skierowanych przeciwko czynnikom angiogennym: VEGF, MCP-1 i IL-6
(Kwon i in., 2014). Dowiedziono tez, ze w wyniku transplantacji komérek mezenchymalnych
pochodzacych z tkanki ttuszczowej, dochodzi do zwiekszenia liczby progenitoréw srédbtonkowych
EPC z ekspresjg receptora CXCR4 w centralnej okolicy uszkodzenia niedokrwiennego (Leu i in., 2010).
W indukcji angiogenezy przez komdrki mezenchymalne bierze tez udziat sciezka sygnatowa Notch
(Guo i in., 2012). W badaniach in vitro wykazano, ze inkubacja komodrek srédbtonkowych z pozywka
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zebrang z hodowli MSC, powadzi do pobudzenia wydzielania VEGF-A (Boomsma i Geenen, 2012).
W podobnych badaniach, w ktérych wykorzystano pozywke z hodowli MSC pochodzgcych ze szpiku
kostnego lub tkanki ttuszczowej dowiedziono, Ze dziatanie angiogenne jest dodatkowo zwigzane
z wydzielaniem przez te komdrki HGF, bFGF, IGF-1 i VEGF (Bhang i in., 2014; Sopko i in., 2010).
Wykazano ponadto, ze VEGF poza indukcjg réznicowania MSC w kierunku $rédbtonka, reguluje
migracje i roznicowanie endogennych progenitoréw endotelialnych oraz uczestniczy w rekrutacji tych
komoérek do miejsc uszkodzenia naczyn krwionosnych (Shimamura, Nakagami, Koriyama i Morishita,
2013). Poza wymienionymi powyzej czynnikami, komaérki mezenchymalne wydzielaja réwniez SDF-1,
ktory stymuluje proliferacje komaérek endotelialnych i tworzenie sieci pseudokapilarnych (Zhou i in.,
2012). Komérki mezenchymalne, poza funkcjg wydzielniczg i prawdopodobnym trans-réznicowaniem
do komorek srédbtonka, moga tez petnic¢ role swoistego ,rusztowania” utatwiajgcego regeneracje
uszkodzonych naczyn przez proliferujgce progenitory srddbtonka (Rohban, Etchart i Pieber, 2016).

Pomimo, ze witasciwosci immunomodulacyjne i przeciwzapalne komérek mezenchymalnych
sg coraz lepiej poznawane, to nasza wiedza o ich mechanizmach molekularnych wcigz nie jest
kompletna. Uwaza sie, ze srodowisko zapalne wigzace sie z podwyzszonym stezeniem IFN-y, TNF-a,
IL-1a i IL-1B stymuluje komérki mezenchymalne do produkcji przeciwzapalnych czynnikéw
immunosupresyjnych, chemokin i czasteczek przylegania, m.in.: ligandéw CXCR3 i CXCR5, ICAM-1
i VCAM-1. Wspdtdziatanie tych czynnikdw z ich swoistymi receptorami CXCR3 i CXCR5, VLA-4 i LFA-1
(ang. Lymphocyte Function associated Antigen 1, antygen typu 1 zwigzany z funkcjg leukocytow) oraz
zwiekszone lokalnie stezenie NO (wynikajgce z aktywacji syntazy tlenku azotu iNOS
w transplantowanych MSC) prowadzi do akumulacji komdrek odpornosciowych w tej okolicy (Ma
i in., 2014) i do zwiekszenia ekspresji IDO (ang. Indoleamine 2,3-dioxygenase, dioksygenaza 2,3-
indoleaminy). Prowadzi to do wyciszenia odpowiedzi zapalnej limfocytéw T (Meisel i in., 2004).
W badaniach Leu i wsp. (2010) po transplantacji mezenchymalnych komérek macierzystych
pochodzacych z tkanki ttuszczowej zaobserwowano zmniejszenie sie ekspresji IL-18, TLR4 i PAI-1 (ang.
Plasminogen Activator Inhibitor 1, inhibitor aktywatora plazminogenu), skutkujgce dalszym
obnizeniem reakcji zapalnej w miejscu uszkodzenia niedokrwiennego (Leu i in., 2010). W modelu
niedokrwienia mdzgu u naczelnych, po transplantacji BM-MSC wykazano istotne podwyzszenie
sekrecj IL-10, wigzace sie z dziataniem antyapoptotycznym i neurogennym oraz ze zmniejszeniem
aktywacji astrocytéw (Li i in., 2010). Produkcja przez MSC immunomodulacyjnej IL-6 stymuluje
powstawanie regulatorowych limfocytéw T wydzielajacych przeciwzapalng IL-10.

Warto tu dodaé, ze IL-6 jest znana zaréwno ze swojego dziatania prozapalnego jak
i przeciwzapalnego. Hamuje wydzielanie szeregu prozapalnych czynnikéw, takich jak: IL-1, TNFa, GM-
CSF, IFNy i indukuje produkcje glukokortykoiddw. Ponadto wykazano, ze jest kluczowym czynnikiem
biorgcym udziat w proliferacji subpopulacji komérek CD8+FoxP3+ o dziataniu supresyjnym dla
limfocytéw pomocniczych Th17 (Kyurkchiev i in., 2014). W badaniach Yang i wsp. (2010) ekspresja
endogennych cytokin i chemokin takich jak IL-13, MMP2 i MIP oraz czynnikéw wzrostowych i ich
receptorow: VEGF, neuropiliny, EPOR, TROY, NGFR i RAGE, byta podwyzszona po transplantacji
komérek mezenchymalnych i korelowata z funkcjonalng oraz strukturalng regeneracjg po MCAO
u szczuréw (Yang i in., 2010a). Przeciwnie, w badaniach prezentowanych przez Ming Yang (2010) nie
stwierdzono zmian w poziomie cytokin zapalnych korelujgcych ze skalg uszkodzenia tkanki (np.IL-6,
TNF-a, IFN-y i MCP-1) po przeprowadzeniu transplantacji komdérek mezenchymalnych w modelu
niedokrwienia mézgu u myszy. W pdzniejszych badaniach Seung-Wan Yoo (2013) potwierdzit jednak,
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ze w wyniku transplantacji MSC dochodzi do zahamowania ekspresji waznego chemotaktycznego
biatka monocytéw (MCP-1), ktére moze by¢ wskaznikiem stopnia niedokrwiennego uszkodzenia
mozgu. Prowadzi to do zmniejszenia infiltracji tkanki przez komérki CD68 przechodzace przez
uszkodzong bariere krew-mdzg. Natomiast zastosowanie inhibitora TGF-B lub transplantacja MSC
z wyciszonym genem kodujgcym TGF-B znosi powyzsze efekty przeciwzapalnego dziatania komédrek
mezenchymalnych (Yoo i in., 2013). W innych badaniach wykazano ze wydzielane przez komorki
mezenchymalne czynniki TGF-B i HGF we wspdthodowli typu ,transwell” hamujg proliferacje
limfocytow T CD4" i CD8" aktywowanych przez komérki dendrytyczne (Di Nicola i in., 2002).
Wykazano rowniez, ze inkubacja komdrek mezenchymalnych z IFN-y doprowadza do ekspresji
ligandu (ang. Programmed Death-Ligand 1, PDL-1) bedacego inhibitorem odpowiedzi zapalnej (Sheng
i in., 2008). Jak wspomniano poprzednio, komdrki mezenchymalne stymulujg réwniez przejscie
zaktywowanych makrofagéw typu M1 do fenotypu przeciwzapalnego M2 (Adutler-Lieber i in., 2013)
oraz hamujg réznicowanie i dojrzewanie komdrek dendrytycznych wywodzacych sie z monocytéw
CD14" (Jiang i in., 2005). Reakcja ta wydaje sie by¢ zwigzana z produkcjg przez MSC prostaglandyny
E2 (Ma i in., 2014). Powyzsze badania wykazujg, ze wydzielane przez komorki mezenchymalne
czynniki odgrywajg istotng role w hamowaniu zapalnej odpowiedzi immunologiczne;j.
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1.3.3. Optymalizacja efektywnosci komorek mezenchymalnych w terapii niedokrwienia mézgu

Na przestrzeni ostatnich lat przeprowadzono liczne badania kliniczne wykazujace
bezpieczenstwo stosowania mezenchymalnych komdrek macierzystych w szeregu trudnych do
leczenia choréb o komponencie zapalnym i wystepujgcych na podtozu dysfunkcji ukfadu
immunologicznego. Do takich schorzen mozna réwniez zaliczy¢ encefalopatie poniedokrwienng
mozgu indukowang przebytym udarem (Prasad i in., 2014; Steinberg i in., 2016; Bang, Lee, Lee i Lee,
2005; Banerjee i in., 2014). Niestety, prowadzone do tej pory badania kliniczne wykazujg raczej
umiarkowane i stosunkowo niespéjne korzysci wynikajgce z zastosowania terapii komodrkowej,
wykorzystujacej gtdwnie mezenchymalne komarki zrebu (MSC), niezaleznie od charakteru leczonych
zespotow chorobowych. Wskazuje to na koniecznosé opracowania nowych sposobéw tej terapii
zwiekszajgcych powtarzalno$é osigganych efektéw tego postepowania (Tyndall, 2011; Prasad i in.,
2014).

Jednymi z gtéwnych probleméw zwigzanych z transplantacja MSC z jakim mierzy sie
regeneracyjna medycyna praktyczna s3: ograniczona liczba dostepnych komodrek mozliwa do
jednorazowego pobrania od dawcy, stojagca w sprzecznosci z wysokyg efektywng dawka
terapeutyczng oraz niska przezywalnosé¢ komodrek po przeszczepie, a przy podaniach systemowych,
wychwytywanie ich przez narzady filtrujgce krew takie jak ptuca lub sledziona. Osobnym
i kosztownym problemem sg czasem trudne do osiggniecia wymagane systemy bezpieczenstwa
biologicznego materiatu transplantacyjnego, ktdry musi by¢ otrzymywany wg. standardow GMP (ang.
Good Manufacturing Practice, dobra praktyka wytwarzania), a przede wszystkim ciggle niepetna
wiedza o mechanizmach, od ktérych zalezy zmienny efekt terapeutyczny poszczegdlnych
transplantacji. Bezpieczenstwo biologiczne materiatu komdrkowego, ktéry ulegt namnozeniu
w warunkach hodowlanych, zalezy nie tylko od metodyki pobrania materiatu i jego czystosci
mikrobiologicznej, ale réwniez od prowadzenia prawidtowej kontroli stabilnosci fenotypowej
i genetycznej komdrek w hodowli zgodnie z zasadami ustanowionymi przez ISCT.

Przed wykonaniem transplantacji nalezy rozwazy¢ zrddto, z jakiego beds wyizolowane
komarki mezenchymalne oraz cel jaki zamierzamy osiggna¢. W zaleznosci od tego wyboru, komorki
cho¢ spetniajgce minimalne kryteria ISCT, beda sie miedzy sobag réznity wtasciwosciami
terapeutycznymi i immunogennymi. Na tg decyzje ma wptyw réwniez liczba komoérek jakg mozna
pozyska¢ przy jednorazowej izolacji i inwazyjnos¢ samego zabiegu pobrania. Przyktadowo w szpiku
kostnym liczba MSC jest bardzo ograniczona i wynosi okoto 0,01% wszystkich komdrek. Natomiast
w populacji komaérek jednojadrzastych otrzymywanych z 1 grama tkanki ttuszczowej mozna pozyskac
5x10° ADSC, natomiast w przypadku stromalnych komérek mezenchymalnych z galarety Whartona
ich liczba wynosi ponad 1-5x10%/cm sznura pepowiny, czyli wielokrotnie wiecej w poréwnaniu do
reszty wymienionych zrédet (Kalaszczynska i Ferdyn, 2015). Ponadto w badaniach poréwnawczych,
jak juz wspomniano wczesniej, wykazano, ze komodrki pochodzgce z galarety Whartona posiadajg
najwiekszy potencjat proliferacyjny w poréwnaniu do komodrek ze szpiku kostnego, czy tkanki
ttuszczowej. Istotna jest tez ich catkowicie nieinwazyjna procedura pozyskiwania. Na wtasciwosci
MSC wptyw ma rdéwniez sposéb izolacji. Wykazano, ze komodrki mezenchymalne pochodzace
z galarety Whartona izolowane mechanicznie cechowaty sie wyzszym potencjatem proliferacyjnym
i wolniej zachodzit u nich proces starzenia, w poréwnaniu do tatwiejszej i bardziej wydajnej izolacji
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enzymatycznej (Lech i in., 2016). Co szczegdlnie istotne, w przypadku terapii tkanek OUN, WJ-MSC
izolowane mechanicznie wykazywaty réwniez wyzszg spontaniczng ekspresje markeréw neuralnych
nestyny, GFAP, NF200 i 3 tubuliny Ill (Lechiin., 2016).

Kolejnym argumentem przemawiajagcym za stosowaniem galarety Whartona jako Zrddta
komoérek mezenchymalnych jest fakt, ze jako komdrki pochodzace z poptodu (a wiec tkanki de facto
pochodzenia ptodowego) cechujg sie mniej zréznicowanym fenotypem i rozszerzonym potencjatem
do indukcji roznicowania w 3 podstawowe linie gastrulacyjne (ang. triploblastic lineage cells), czego
odzwierciedleniem jest ekspresja markeréw pluripotencjalnych komdrek embrionalnych ESC: Oct4,
SSEA-4, Nanog, Sox-2 (Kalaszczynska i Ferdyn, 2015; Maslova, Novak i Kruzliak, 2015). Co wiecej,
WIJ-MSC wykazujg sie niskg immunogennoscig co prawdopodobnie jest zwigzane z niskg ekspresjg
MHC-I oraz brakiem ekspresji MHC-Il, CD40, CD80 i CD86. W licznych badaniach potwierdza sie
rowniez ich wtasciwosci immunosupresyjne wynikajgce z wydzielania czynnikéw przeciwzapalnych,
m. in.: IDO i PGE2. Ponadto wykazano, ze WJ-MSC ekspresjonujg HLA-G6 (ang. human leukocyte
antygen G6), ktérego wystepowanie w surowicy wigze sie ze zmniejszong czestotliwoscig odrzucania
przeszczepu. Dzieki tym witasciwosciom nie zaleca sie wykonywania testu zgodnosci tkankowej przed
allo-transplantacjg tych komaérek ani stosowania po-transplantacyjnej immunosupresji (Kalaszczynska
i Ferdyn, 2015) (Bang, Kim, Cha i Moon, 2016).

W aspekcie regeneracji mézgu niezwykle istotne sg specyficzne cechy/predyspozycje MSC do
réznicowania w linie komdrkowe bedace sktadowymi jednostki neuronaczyniowej. Wraz
z réznicowaniem, specyfikacji mogg ulegaé réwniez wydzielane przez nie czynniki o zréznicowanych
dziataniach neuro- badz angio-gennych. W badaniach poréwnawczych WJ-MSC, BM-MSC i ADSC
wykazano, ze komdrki pochodzace z galarety Whartona, poza wspomniang spontaniczng ekspresjg
markeréw neuralnych, wydzielajg szereg neuroprotekcyjnych, angiogennych, neurogennych
i regeneracyjnych czynnikdw, takich jak: NTF3, EGF, MDK, HBEGF, CXCL2, CXCL5, FGF9, VEGF, TGF-B,
FGF-2. W przypadku komérek pochodzacych ze szpiku kostnego lub tkanki ttuszczowej czynniki te
byty obecnena znaczaco nizszym poziomie lub w ogdle sie nie pojawiaty (Maslova, Novak
i Kruzliak, 2015; Kalaszczynska i Ferdyn, 2015). Tak jak o tym wspominano, wykazano ze WJ-MSC
i inne ptodowe komodrki mezenchymalne sg szczegdlnie predysponowane do rdéznicowania
w kierunku neuronéw, komoérek glejowych czy tez srédbtonka (Li i in., 2016a). Rdznicowanie
proneuralne MSC in vitro daje szanse na szybsze ich wbudowanie w uszkodzong tkanke, zastgpienie
zdegenerowanych komoérek oraz zwiekszenie wydzielania czynnikéw neuro- i angiogennych. W czesci
badan opisywany byt rowniez zwiekszony potencjat mielinizacyjny, migracyjny i wyzsza
przezywalnos$¢ przeszczepu w madzgu w wyniku réznicowania neuralnego. Wykazywano rdowniez
zmniejszenie deficytow neurologicznych po transplantacji MSC réznicowanych w komorki nalezace
do jednostki neuronaczyniowej (Fairbairniin., 2015).

Jedng z istotniejszych kwestii praktycznych jest podanie odpowiedniej liczby
mezenchymalnych komérek macierzystych. W wiekszosci przeprowadzanych badan klinicznych
podaje sie 1x10° komorek/kg m.c. Jednak w wyniku serii doswiadczerr in vivo na chomikach
przeprowadzonych przez Mastri i wsp. (2012) ustalono, ze chociaz minimalna efektywna dawka
przeszczepianych komdrek wynosi 1x10° komérek/kg m.c., najlepsze efekty terapeutyczne obserwuje
sie przy podaniu 40x10° komodrek/kg m.c. Przy przeliczeniu na dorostego cztowieka
o wadze 70 kg wynositoby to az 2,8x10° komdrek, co wydaje sie nierealne z réznych wzgledéw.
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Dlatego tez, tak istotne jest zwiekszenie efektywnosci komérek mezenchymalnych (Mastri, Lin i Lee,
2014) poprzez wydtuzenie czasu ich przezycia po przeszczepie, usprawnienie wbudowywania sie
w uszkodzong tkanke i stymulacji istotnych terapeutycznie funkcji takich jak np. zdolnos$¢ do
ukierunkowanej migracji i zwiekszonego wydzielania istotnych terapeutycznie czynnikdw.

Wydaje sie, ze mozna to uzyskac poprzez przed-transplantacyjne oddziatywania na komorki
w czasie hodowli in vitro. Zastosowanie obnizonego stezenia tlenu w hodowli wptywa pozytywnie na
cechy fenotypowe komérek. Szereg badan wykazuje ze zastosowanie 3-10% O, a nawet zblizonego
do warunkdéw jamy szpikowej 0,1-2% stezenia tlenu, dziata stymulujgco na potencjat proliferacyjny
komadrek mezenchymalnych oraz hamuje procesy ich starzenia w czasie hodowli (Drela i in., 2014).
Co wiecej w badaniach Rosova i wsp. (2008) wykazano, ze w wyniku inkubacji komérek
mezenchymalnych w warunkach obnizonego stezenia tlenu zwiekszyty sie ich zdolnosci
regeneracyjne oraz przezywalnos$¢ rowniez po przeszczepie in vivo (Rosova i in., 2008; Drela i in.,
2014). Z drugiej strony wykazano, ze warunki takie dziatajg stymulujgco na rdinicowanie MSC
w kierunku srddbtonka, na wydzielanie SDF-1 oraz ekspresje CXCR4 i CX3CR1 na powierzchni
komarek macierzystych (Chen i in., 2009; Mastri, Lin i Lee, 2014).

Zwiekszenie przezywalnosci komdrek mezenchymalnych po przeszczepie u ludzi mozna
osiggnac rowniez dzieki optymalizacji medidw hodowlanych i zastosowania ludzkiego lizatu
ptytkowego lub osocza zamiast uzywanego klasycznie, ksenogenicznego serum bydlecego, ktére
moze wptywaé na wiasciwosci immunogenne MSC. Co ciekawe wykazano, ze zastosowanie
w hodowli MSC ludzkiego osocza pobranego w ciggu kilku godzin od wystgpienia pierwszych
objawéw udaru niedokrwiennego wptywa stymulujgco na proliferacje i wydzielanie szeregu
czynnikéw neuro-/angiogennych i immunomodulacyjnych (Bangiin., 2016).

Stosowanie rozmaitych rusztowan wspomagajgcych (ang. scaffolds) jest kolejng strategia
majacy na celu wydtuzenie przezywalnosci transplantowanych komadrek w organizmie biorcy. Idealne
rusztowanie, poza ochronnym dziataniem na komorki, powinno réwniez samo z siebie wptywaé
stymulujgco na regeneracje uszkodzonej tkanki. Badaniom sg poddawane rusztowania zbudowane
z chitosanu, alginianu, kwasu hialuronowego, glikolu polietylenowego, fibryny i innych (Fairbairn i in.,
2015). Jednak na szczegdlng uwage zastuguje lizat ptytkowy, wykorzystany w prezentowanej tutaj
pracy. W badaniach przeprowadzonych przez Yael Hayon (2012 i 2013) wykazano, ze lizat ptytkowy
podany do komér bocznych, wykazywat dziatanie neuro- i angiogenne zaréwno w strefie
okotokomorowej jak i w miejscu uszkodzenia wywotanego trwatym zamknieciem tetnicy srodkowej
modzgu szczura (Hayon i in., 2013, 2012a). Ponadto poprawie ulegaty funkcje motoryczne, a wielkos¢
uszkodzenia byta istotnie mniejsza w poréwnaniu do nietraktowanej komdrkami lezji kontrolnej.
W innej pracy tej samej grupy wykazano pozytywny wptyw lizatu ptytkowego na proliferacje,
przezywalnos¢ i réznicowanie neuralnych komérek macierzystych in vitro (Hayon i in., 2012b).
Potaczenie wtasciwosci mezenchymalnych komadrek macierzystych z lizatem ptytkowym moze
skutkowa¢ wzmocnionymi efektami terapeutycznymi. Ponadto zastosowanie transplantéw
z rusztowaniami 3D moze nasladowaé warunki panujgce w mdzgu i promowaé wzrost i przezycie
przeszczepu, a jednoczesnie sprzyja¢ migracji i zasiedlaniu przez endogenne komoérki regeneracyjne
(Fairbairniin., 2015).
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Innymi metodami na zwiekszenie efektywnosci terapeutycznej komérek mezenchymalnych
jest ich przed-transplantacyjna stymulacja czynnikami wzrostowymi lub chemicznymi takimi jak np.
antyoksydanty. W licznych przedklinicznych badaniach in vivo wykazano, ze w wyniku preinkubacji
komérek MSC w mediach zawierajgcych czynniki wzrostowe (np. BDNF, VEGF, HGF) lub chemiczne
stymulatory wzrostu i odnowy tych komérek (np. kwas walproinowy, czy lit) dochodzi do zwiekszenia
migracji i wydzielania czynnikéw troficznych po transplantacji MSC do uszkodzonego mdzgu (Bang
iin., 2016). W innych badaniach na skutek preinkubacji in vitro komérek mezenchymalnych z FGF-2,
IGF-1 czy BMP-2, transplanowane komorki wykazywaty zwiekszong przezywalnos$é i wiasciwosci
regeneracyjne (Mastri, Lin i Lee, 2014). Cze$¢ badaczy uwaza, ze komadrki mezenchymalne reaguja
dynamicznie na warunki sSrodowiska w wyniku stymulacji pojawiajgcymi sie tu ligandami receptoréw
Toll-podobnych, co wptywa na zmiane ich fenotypu na prozapalny (M1-aktywacja TLR4) lub
immunosupresyjny (M2-aktywacja TLR3). ktdre rdéznig sie zasadniczo swoim spektrum oddziatywan
parakrynnych (Mastriiin., 2012; Waterman, Tomchuck, Henkle i Betancourt, 2010; Kota i in., 2014).
Wykazano, ze w wyniku aktywacji receptora TLR3 dochodzi do zwiekszenia sekrecji
immunomodulacyjnych interleukin IL-6, IL-11, IL-10, czynnika przezycia komdrek macierzystych LIF
oraz aktywacji $ciezki sygnatowej IL-6/JAK/STAT3 znaczgco aktywujgcej pro-regeneracyjny cigg
sygnatowy poprzez zwiekszenie ekspresji SDF1, VEGF i HGF (Mastri, Lin i Lee, 2014).

Dodatkowo, okreslone modyfikacje sktadu chemicznego mediéw hodowlanych przez
wprowadzenie do nich farmakologicznie czynnych zwigzkéw drobnoczasteczkowych, moze wptywac
na uodpornienie przeszczepianych komdrek na szkodliwe warunki srodowiskowe np. poprzez
wzmocnienie ich potencjatu antyoksydacyjnego lub aktywnosci systemdw transportowych
i enzymatycznych odpowiedzialnych za wprowadzenie do komérek niektdrych cytoprotekcyjnych
metabolitow.

Innym problemem zwigzanym z systemowym podawaniem komdrek macierzystych do terapii
OUN jest ich niespecyficzne wychwytywanie przez narzagdy obwodowe filtrujgce krew. Rozwigzaniem
moze tu by¢ dotetnicze (do tetnic szyjnych), domdzgowe lub donosowe podanie przeszczepianych
komoérek w bliskosci anatomicznej do obszaru objetego uszkodzeniem. Niestety tego typu podanie,
szczegdlnie do tetnic szyjnych, moze komplikowac¢ sie wystgpieniem niedroznosci naczyn
powodujgcej ,mini” udary mdzgu (Fukuda i in., 2015). Natomiast w kilku badaniach klinicznych,
w ktérych MSC podano donosowo nie stwierdzono dodatkowych powiktan i zaobserwowano
czesciowq poprawe funkcjonalng oraz zwiekszong regeneracje neuronaczyniowa (Wei i in., 2015).
Podanie to wykonuje sie w mato inwazyjny i stosunkowo prosty sposéb. W celu zwiekszenia infiltracji
komérek MSC do miejsca uszkodzenia mozna uzy¢ lekow zwiekszajgcych przepuszczalnosé bariery
krew-mdzg np. mannitolu. W badaniu klinicznym jednoczesne podanie mezenchymalnych komdrek
macierzystych z mannitolem skutkowato zwiekszonym poziomem czynnikdéw troficznych
w uszkodzonym niedokrwieniem mézgu (Bangiin., 2016).
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2. CELE PRACY

Zaburzenia niedokrwienne mdézgu powodujg ztozong i dtugotrwata dysfunkcje w odziatywaniu
miedzy neuronami, glejem i elementami strukturalnymi naczyh krwiono$nych w obrebie catej
jednostki neuronaczyniowej. S one generowane w odpowiedzi na nagte wystgpienie gtebokiego
deficytu energetycznego tkanki wywotanego brakiem doptywu gtéwnych substratéw metabolicznych,
tlenu i glukozy, do komodrek. Charakter i gtebokosé wystepujgcych uszkodzen przesadza o mozliwosci
regeneracji mozgu po niedokrwieniu i obejmuje réwniez catg sie¢ neuronaczyniowy. Pomimo
aktywacji proceséw miejscowej neuro- i angiogenezy, stopien tej endogennej regeneracji jak rowniez
stosowane leczenie farmakologiczne, czesto nie sg wystarczajagce do zniwelowania skutkéw
uszkodzenia.

Terapia regeneracyjna z zastosowaniem mezenchymalnych komérek macierzystych w celu
zmniejszenia lub odtworzenia uszkodzonych struktur OUN jest od lat w centrum zainteresowania
wielu $rodowisk medycznych i naukowych. Chociaz dotychczasowe badania kliniczne wykazaty
bezpieczenstwo stosowania terapeutycznego MSC, to osiggniete efekty sg stosunkowo nieznaczne.
Z tego wzgledu istnieje potrzeba opracowania sposobow zwiekszajgcych potencjat regeneracyjny tej
terapii opartej na dziataniu komorek macierzystych.

Podstawowym celem podjetych badan byta ocena naczynio- i neuro-protekcyjnego wptywu
mezenchymalnych komérek macierzystych pochodzacych z ludzkiej galarety Whartona (WJ-MSC)
oraz wyprowadzonych z nich progenitorow s$rodbtonkowych (WIJ-EPC) na uszkodzony
niedokrwieniem mézg szczura.

Prace podzielono na trzy etapy: in vitro, ex vivo i in vivo. W badaniach zastosowano ogdlnie
akceptowany model organotypowej hodowli skrawkéw hipokampa czasowo pozbawionych glukozy
i tlenu (Sarnowska, 2002) oraz model niedokrwienia mézgu szczura indukowany ouabaing (Janowski
iin., 2008). Do realizacji podstawowego celu pracy zaplanowano nastepujgce cele szczegétowe.

Etap in vitro:

1. Charakterystyka WJ-MSC oraz ocena ich zdolnosci do indukowanego réznicowania sie w kierunku
progenitoréw srodbtonkowych, w tym:

a) charakterystyka morfologiczna i fenotypowa WIJ-MSC oraz ocena zdolnosci tych komodrek do
réznicowania w kierunku mezodermalnym;

b) ocena efektywnosci rdznicowania srodbtonkowego WJ-MSC: charakterystyka wzrostu, analiza
morfologiczna i fenotypowa oraz weryfikacja funkcjonalnych cech srédbtonkowych.

2. Poréwnawcza ocena ekspresji IL-6, VEGF i TGF-B1 oraz receptorow TLR3 i TLR4 w WIJ-MSC
i WJ-EPC.

3. Analiza wptywu stymulacji TLR3/4 na wydzielanie IL-6, VEGF i TGF-B1 przez WJ-MSC i WJ-EPC.
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Etap ex vivo:

1. Poréwnanie wptywu WIJ-MSC i WIJ-EPC na sie¢ naczyniowg oraz zywotno$¢ neurondw
w szczegblnie wrazliwym na niedokrwienie regionie CA1l hipokampa w organotypowym modelu
hodowli skrawkéw hipokampa po czasowym pozbawieniu glukozy i tlenu.

Etap in vivo:

1. Analiza porédwnawcza oddziatywania przeszczepionych WJ-MSC lub WIJ-EPC na uszkodzony
niedokrwieniem madzg szczura, w tym:

a) Immunohistochemiczna i morfometryczna charakterystyka dziatania naczynioprotekcyjnego
i angiogennego WJ-MSC i WJ-EPC;

b) Okreslenie wtasciwosci przeciwzapalnych i hamowania tworzenia blizny glejowej poprzez
morfometryczng ocene lokalnej komdrkowosci w reakcji z przeciwciatami skierowanymi przeciwko
ED1 i GFAP.

Otrzymane wyniki postuzg do oceny potencjatu neuro- i angio-gennego oraz neuro-
i naczynio-protekcyjnego komérek MSC pochodzacych z galarety Whartona w uszkodzeniach
niedokrwiennych mdzgu.
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3. MATERIAt

3.1. Mezenchymalne komodrki macierzyste

Przedmiotem badan byly mezenchymalne komérki macierzyste, pochodzace z galarety
Whartona (WJ-MSC). Materiatem wyjsciowym do wyprowadzenia hodowli pierwotnej WJ-MSC, byta
ludzka pepowina (20 cm) pobrana bezposrednio po porodzie, po uzyskaniu zaaprobowanej przez
Komisje Bioetyczng przy Warszawskim Uniwersytecie Medycznym $wiadomej zgody pacjentki.

Sznur pepowiny po porodzie byt umieszczany w roztworze PBS (ang. Phosphate Buffered
Saline, buforowany roztwdr soli, Gibco) z dodatkiem antybiotykdw AAS (penicylina 10000 U/mL,
streptomycyna 10000 pg/mL i amfoterycyna B 25 pg/mL; ang. Atibiotic Antymycotic Solution, Gibco)
w proporcji 1:100. Po szeregu ptukan w PBS + AAS, sznur byt ciety na 2-3 mm plastry, a nastepnie
przy pomocy sztancy biopsyjnych (2 2 i 3 mm) wycinano walcowate fragmenty galarety Whartona
z pominieciem naczyn krwionosnych. Uzyskane eksplanty (ok. 20-30 skrawkdw) przenoszono pipetg
Pasteura do butelek hodowlanych o powierzchni 25 cm?, uzupetnionych uprzednio 1,5 mL pozywka
przeznaczong dla ludzkich komdérek mezenchymalnych (Lonza, MSCGM Bullet kit).

Komercyjng hodowle pierwotng mezenchymalnych komdrek macierzystych pochodzacych ze
szpiku kostnego (BM-MSC) pozyskano z firmy Lonza, na etapie drugiego pasazu. Komérki te stuzyty
jako proba pozytywna w eksperymencie pordwnujgcym ekspresje receptoréw Toll-podobnych TLR3
i TLR4 w WJ-MSC i WI-EPC.

Hodowle prowadzono w warunkach obnizonego stezenia tlenu (5% O,, 5% CO,, wilgotnos¢
95%, temperatura 37°C) przez 10-14 dni, az do uzyskania przylegajagcych do podtoza
mezenchymalnych komdrek macierzystych. Po uzyskaniu konfluencji na poziomie 70-80%, skrawki
pepowiny usunieto, a komdrki poddano pasazowi. W celu utrzymania dobrej kondycji i statego
poziomu proliferacji, pozywka byta zmieniana co 2-3 dni, a po osiggnieciu 70-80% konfluencji
komorki pasazowano do nowych naczyn hodowlanych w gestosci 3x10° komdrek/cm’. Swieze
WJ-MSC od 2 do 4 pasazu pobierano do dalszych eksperymentéw lub zamrazano do pdzniejszych
badan.

3.2. Zwierzeta doswiadczalne

Badania ex vivo i in vivo byly przeprowadzone z wykorzystaniem szczuréw szczepu Wistar,
wywodzgacych sie z hodowli z Charles River Sulzfeld, hodowanych w zwierzetarni Instytuty Medycyny
Doswiadczalnej i Klinicznej im. M. Mossakowskiego. W doswiadczeniach ex vivo do pobrania
hipokampdéw wykorzystano 7 — dniowe oseski oddzielane od matek bezposrednio przed izolacja.
Natomiast do doswiadczen in vivo wybierane byty samce w wieku 3 miesiecy, o wadze 250-280g.
Miedzy operacjami zwierzeta przebywaty w klatkach hodowlanych w fotoperiodzie 12:12 oraz miaty
nieprzerwany dostep do pozywienia i wody. Wszystkie procedury odbywaty sie zgodnie z wytycznymi
Unii Europejskiej i zostaly zatwierdzone przez | Lokalng Komisje Etyczng ds. Doswiadczen na
Zwierzetach (zezwolenie nr 62/2015).
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3.3. Grupy badane

Poszczegdlne eksperymenty mozna podzieli¢ na dwie fazy: ex vivo i in vivo. W grupie ex vivo
grupy eksperymentalne stanowity organotypowe skrawki hipokampa (OHC) (Ryc. 5.), a w fazie in vivo
byty to szczury poddane uszkodzeniu mozgu przez ouabaine (OUA, model uszkodzenia
niedokrwiennego modzgu), ktore otrzymywaty przeszczep komérek na rusztowaniach z lizatu
ptytkowego (LP) (Ryc. 6.).

Ex vivo:

- grupa | — OHC (kontrola)

- grupa Il — OHC wspdéthodowane z komdrkami WJ-MSC

- grupa lll — OHC wspoéthodowane z komdrkami WJ-EPC

- grupa IV — OHC uszkodzone poprzez czasowe pozbawienie glukozy i tlenu (OGD) (kontrola)
- grupa V — OHC OGD wspoéthodowane z komérkami WJ-MSC

- grupa VI — OHC OGD wspéthodowane z komdérkami WJ-EPC

OHC 0OGD WIJ-MSC / WIJ-EPC Pobranie materiatu
-5 0 2

Dni w stosunku do rozpoczecia wspéthodowli OHC z WJ-MSC/WJ-EPC (dzien zero)

Ryc. 5. Schemat przeprowadzanych doswiadczen ex vivo. Wspdthodowle OHC z komdrkami rozpoczeto
bezposrednio po wynonaniu OGD. (OHC - izolacja skrawkéw organotypowych hipokampa; OGD — czasowe
pozbawienie glukozy i tlenu OHC; WJ-MSC/WJ-EPC — wspdthodowla OHC z komdrkami WJ-MSC lub WJ-EPC).

In vivo:

- grupa A — szczury po transplantacji LP

- grupa B — szczury po transplantacji WJ-MSC + LP
- grupa C — szczury po transplantacji WJ-EPC + LP

OUA WIJ-MSC / WIJ-EPC Pobranie materiatu
-3 0 7 14 21

Dni w stosunku do wykonania przeszczepu WJ-MSC/WIJ-EPC (dzier zero)

Ryc. 6. Schemat przeprowadzanych doswiadczen in vivo ( OUA- uszkodzenie mdzgu szczura ouabaing;
WJ-MSC/WI-EPC — przeszczep komérek).
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4. METODY BADAN

4.1. Hodowla komorek WJ-MSC i BM-MSC

Komérki WIJ-MSC hodowano w komercyjnej pozywce wzrostowej dla komdrek
mezenchymalnych (MSCGM BulletKit™ Medium, Lonza). Hodowle prowadzono w warunkach
obnizonego stezenia tlenu (5% O,, 5% CO,, wilgotno$é 95%, temperatura 37°C). W celu utrzymania
dobrej kondycji komédrek pozywka byta zmieniana co 2-3 dni, a pasaze byly przeprowadzane po
uzyskaniu 70-85% konfluencji. Pasazowane komodrki wysiewane byty w gestoséci 3-5x10°
komorek/cm?, a nastepnie pobierane do dalszych eksperymentéw.

Komorki mezenchymalne pochodzgce ze szpiku kostnego (BM-MSC), hodowano w pozywce
MSCGM w identyczny sposdb jak WIJ-MSC. Po osiggnieciu 70-85% komérki pobierano do analizy
molekularnej receptoréw Toll-podobnych.

4.2. Réznicowanie WJ-MSC w kierunku komérek mezodermy (adipocyty, osteocyty, chondrocyty)
Po 30 dniach hodowli WJ-MSC w pozywce MSCGM (5% 0,, 5% CO,, wilgotnos¢ 95%,

temperatura 37°C) po osiggnieciu ok. 70-85% konfluencji, komérki odczepiono od powierzchni

naczynka hodowlanego, a nastepnie policzono w komorze Birkera. Réznicowanie WJ-MSC

w kierunku adipocytéw, osteocytéw i chondrocytdw wykonano wedtug Tabeli 3.

Tabela 3. Roznicowanie WJ-MSC w kierunku komdrek mezodermy

Adipogeneza Osteogeneza Chondrogeneza
Poczatkowa gestosé 1x10* komdrek/cm? 5x10° komérek/cm? 5x10° komorek/Sul
WIJ-MSC mikromasy
Typ hodowli 2D - hodowla zlewna 2D - hodowla zlewna 3D - mikromasa
Pozywka roznicujaca  StemPro Adipogenesis  StemPro Osteogenesis Stem Pro
Differentiation Kit Differentiation Kit Chondrogenesis
(Gibco) (Gibco) Differentiation Kit
(Gibco)
Czas hodowli 14 dni 21 dni 14 dni

Zréznicowane komoérki po uptywie okreslonego czasu utrwalono w 4% PFA (15 minut, temperatura
pokojowa), a nastepnie przeptukano trzykrotnie roztworem PBS.

W wyniku réznicowania w kierunku adipocytéw WJ-MSC wytwarzajg krople ttuszczu, ktdre
uwidoczniono przy uzyciu czerwieni olejowej wigzacej triglicerole. W tym celu utrwalong hodowle
komérek przez 30 minut ptukano woda destylowang oraz 60% roztworem izopropanolu, po czym
dodano czerwieni olejowej (3 mg/ml w mieszaninie izopropanol/woda 3:2) i inkubowano przez 5
minut w temperaturze pokojowej.

WIJ-MSC na skutek inkubacji z pozywka rdéznicujacg w kierunku osteocytéw produkujg sole
wapnia, ktérych obecnos¢ jest weryfikowana przy pomocy Alizarin Red S (Sigma-Aldrich). W celu
oceny zdolnos$ci do rdéznicowania w kierunku komérek tkanki kostnej, WJ-MSC po utrwaleniu
przeptukano woda dejonizowang, a nastepnie inkubowano przez 3 minuty w temperaturze

pokojowe]j z 2% roztworem Alizarin Red S.
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Réznicowanie w kierunku komodrek tkanki chrzestnej prowadzono przez 14 dni w tzw.
mikromasach, ktére przygotowano poprzez nakroplenie 5 pl peletu WJ-MSC na powierzchni naczynka
hodowlanego. Po 14 dniach hodowli z pozywka rdznicujgca, komaorki wytwarzaja glikozaminoglikany,
ktorych obecnos¢ byta weryfikowana przy pomocy inkubacji z 1% roztworem Alcian blue (Sigma-
Aldrich, btekit alcianowy) w 0,1 N HCI (30 minut, temperatura pokojowa).

We  wszystkich  testach  rdinicowania  wybarwione  preparaty  wizualizowano
i dokumentowano w mikroskopie swietlnym Zeiss Axio Vert 40C. Jako kontrole negatywng reakcji
barwnych wykorzystano WJ-MSC hodowane w standardowej pozywce wzrostowej MSCGM.

4.3. Roznicowanie WJ-MSC w kierunku endotelialnym

WJ-MSC po okoto 14 dniach wzrostu w pozywce MSCGM w warunkach obnizonego stezenia
tlenu (5% 0,, 5% CO,, wilgotno$¢ 95%, temperatura 37°C) i po osiggnieciu okofo 80% konfluencji,
hodowle WJ-MSC podzielono na dwie czesci. W pierwszej komdrki wysiano w gestoéci 3x10°
komérek/cm?, a nastepnie hodowano w poizywce MSCGM. W drugiej z dodatkiem pozywki
réznicujacej w kierunku $rédbtonka (EGM-2, Lonza) hodowano komérki wysiane w gestosci 1x10°
komdrek/cm?. Indukcja fenotypu $rédbtonkowego trwata 7 dni, po tym czasie WI-EPC i WJ-MSC
przeznaczano do dalszych eksperymentéw. Od tego momentu komodrki réznicowane w kierunku
srodbtonka oznaczano jako WJ-EPC, a komérki nierdznicowane pozostawiono przy pierwotnej nazwie
WIJ-MSC.

4.4. Obliczanie powierzchni komorek WJ-MSC i WJ-EPC

Komorki WJ-MSC i WJ-EPC hodowano w dedykowanych pozywkach, odpowiednio MSCGM
i EGM-2 do drugiego pasazu (DIV=30), do osiggniecia 60-75% konfluencji. Obserwacje oraz zdjecia
wykonywano przyzyciowo przy pomocy Zeiss Axio Vert 40C oraz Zeiss Axio Vert.Al. Powierzchnie
komorek liczono z uzyciem oprogramowania Zeiss 2012.

4.5. Charakterystyka wzrostu WJ-MSC i WJ-EPC

Charakterystyke proliferacji komérek WJ-MSC i WIJ-EPC, wykonano przy pomocy testu
z uzyciem odczynnika WST-1 (Roche). W tescie tym mierzono kolorymetrycznie ilos¢
ciemnoczerwonego formazanu, powstatego w wyniku redukcji jasnoczerwonych soli tetrazolu (WST-
1) przez NADH (dinukleotyd nikotynoamidoadeninowy), ktéry jest produkowany przez metabolicznie
aktywne komorki (Cytotoxicity WST-1, 2017). Pomiary wykonywano przy pomocy czytnika
spektrofotometrycznego FLUOstar Omega (Biogenet). W pierwszym etapie doswiadczenia wykonano
krzywga kalibracyjng zaleznosci absorbancji (A = 420 nm) od gestosci komdrek. W drugim etapie,
komorki bedgce na tym samym etapie hodowli (drugi pasaz, DIV=30 dni) wysiano na ptytkach 96 -
dotkowych w gestosciach: WIJ-MSC 1,5x10° komérek/cm® i WIJ-EPC 2,5x10%> komérek/cm?.
Nastepnego dnia dodawano odczynnik WST-1 w proporcji 1:10 i po 2 godzinach inkubacji (5% O,, 5%
CO,, wilgotno$é 95%, temperatura 37°C) wykonywano pomiar absorbancji przy dtugosci fali 420 nm.
Charakterystyke wzrostu komaérek prowadzono codziennie przez 7 dni.
Liczbe zywych komérek WJ-MSC lub WJ-EPC w hodowli obliczono na podstawie wartosci absorbancji
dla krzywej wzorcowej. Liczba podwojern populacji (Population Doubling Number- PDs), czas
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podwojenia populacji (Population Doubling Time- PDT) oraz skumulowana liczba podwojen populacji
CPDs (Cumulative Population Doublings) byty liczone wedtug nastepujgcych wzoréw:

PDs = [In(No/Ni)]/In2;

PDT=T [In(2)]/In(No/Ni);

CPDs= PDs1+PDs2+PDs3+...+PDsn, gdzie

No- liczba komdrek otrzymanych, Ni- liczba komdrek wysianych, T- czas trwania hodowli (Drela i in.,
2014)

4.6. Analiza immunocytochemiczna markerow endotelialnych

W celu okreslenia fenotypu komodrek wykonano szereg reakcji immunocytochemicznych
stosujgc  przeciwciata pierwszorzedowe i odpowiadajagce im przeciwciata drugorzedowe
skoniugowane z fluorochromami (Tabela 4.). WJ-MSC i WJ-EPC wysiano na ptytkach 24 — dotkowych,
w gestoéciach: WI-MSC 3x10° komdrek/cm? i WI-EPC 9x10° komdrek/cm?. Po 48 godzinach komérki
utrwalano przez 15 minut w roztworze 4% PFA w PBS, a nastepnie przeptukano komérki trzykrotnie
roztworem PBS. W celu wyeliminowania niespecyficznych wigzan inkubowano komérki jednoczesnie
permeabilizujgc btony w roztworze 10% surowicy krwi koziej (ang. Goat serum, GS, Gibco)
zawierajacej 0,2% Triton X-100 (Sigma Aldrich) w PBS przez 1 godzine w temperaturze 20°C. Reakcje
z przeciwciatami pierwszorzedowymi charakterystycznymi dla komérek endotelialnych: PECAM-1
(czasteczka adhezji komdrkowej ptytek i srodbtonka, marker wczesnych komédrek endotelialnych),
VWF (czynnik von Willebrand’a; marker dojrzatych komorek endotelialnych), VCAM-1 (czgsteczka
adhezji komérkowej naczyn) i VEGFR-2 (receptor 2 naczyniowo Srédbtonkowego czynnika wzrostu)
przeprowadzono inkubujgc komorki w 4°C przez 24 godziny (Tabela 4.). Po odptukaniu przeciwciat
pierwszorzedowych roztworem PBS, w celu rozwiniecia reakcji barwnych, komarki inkubowano przez
1 godzine w temperaturze 20°C z odpowiednimi przeciwciatami drugorzedowymi skoniugowanymi
z fluorochromem Alexa Fluor 488. Jadra komdrek barwiono 5uM Hoechst 33258 (Sigma-Aldrich)
przez 15 minut. Jako kontrole negatywng uzytych przeciwciat zastosowano powyiszg procedure
znakowania z pominieciem pierwszorzedowych przeciwciat. Preparaty analizowano przy pomocy
mikroskopu konfokalnego LSM 780 i oprogramowania Zen 2012 (Zeiss).

Tabela 4. Przeciwciata pierwszorzedowe i drugorzedowe uzyte w badaniach immunocytochemicznych.

Przeciwciata lzotyp Przeciwciata
pierwszorzedowe o, . Firma drugorzedowe Rozcienczenie Producent
(Gospodarz) Rozclenczenie (Gospodarz)
Poliklonalne lgG Santa Alexa Fluor 488 1:1000 Molecular
anty-PECAM-1 1:100 Cruz  (kozie) anty-krdlicze Probes
(krolik)
Monoklonalne lgG1 Santa Alexa Fluor 488 1:1000 Molecular
anty-VEGFR-2 1:300 Cruz (kozie) anty-mysie Probes
(mysz)
Poliklonalne lgG Santa Alexa Fluor 488 1:1000 Molecular
anty-VCAM-1 1:100 Cruz  (kozie) anty-krdlicze Probes
(krolik)
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Poliklonalne IgG Abca Alexa Fluor 488 1:1000 Molecular
anty-vWF 1:400 m (kozie) anty-krélicze Probes
(krolik)

4.7. Analiza cytometryczna markerow mezenchymalnych

Charakterystyke fenotypowg komorek wykonano stosujgc komercyjny zestaw do identyfikacji
typowych markeréw mezenchymalnych BD Stemflow ™ hMSC Analysis Kit (BD Biosciences). WJ-MSC
i WJ-EPC na etapie 2 pasazu (DIV=30) oddzielono od powierzchni naczynka hodowlanego przy
pomocy akutazy (BD Biosciences), a nastepnie zawieszono w zimnym buforze przeznaczonym do
cytometrii przeptywowej (wzmacniajgcym sygnat fluorescencji) BD Pharminogen w minimalnej
gestoéci  1x10° komdrek/ml. Komorki znakowano przez 30 minut, w temperaturze 20°C,
przeciwciatami skoniugowanymi z fluorochromami, skierowanymi przeciwko markerom pozytywnym
CD90-FITC, CD73-APC, CD105- PerCP-Cy5.5, oraz negatywnym CD34-PE, CD11b-PE, CD19-PE, CD45-
PE, HLA-DR-PE. W celu wykluczenia niespecyficznych odczytéw i zaktécen wykonano kontrole
izotypowe oraz kompensacje dla kazdego fluorochromu. Pomiar przeprowadzono przy pomocy
FACSCalibur Il firmy Becton Dickinson i oprogramowania FACSDiva, analizujac 1x10° zdarzen na kazda
probke. Wyniki przedstawiono jako procent komdrek pozytywnych dla poszczegdlnych markeréw
w stosunku do kontroli izotypowych, w postaci histogramu.

4.8. Analiza ekspresji genéw

Komodrki WIJ-MSC oraz WIJ-EPC na etapie 2. pasazu odklejono od powierzchni naczynka
hodowlanego przy pomocy trypsyny, zwirowano (200xg) i poddano trzykrotnemu ptukaniu
w roztworze PBS. Po zwirowaniu osad zawieszono w odczynniku TRIzol Reagent (Life Technologies),
zgodnie z instrukcjg producenta. Catkowite RNA wyizolowano wedfug metody Chomczyriskiego
(Chomczynski i Sacchi, 1987). Stezienie oraz czysto$¢ wyizolowanego kwasu nukleinowego
sprawdzono spektrofotometrycznie przy pomocy NanoDrop 2000 (Amersham Pharmacia Biotech),
poprzez odczytanie wartosci stosunku absorbancji 260nm/280nm i 260nm/230nm. Do dalszych
badan wybrano prébki o czystosci réwnej lub nieznacznie odbiegajgcej od wartosci 2. W celu
wyeliminowania zanieczyszczen genomowym DNA, probki poddano procesowi DNAzowania
(Ambion’s DNA-free™ DNase Treatment and Removal Reagents; Life Technologies), zgodnie
z instrukcjg producenta.

Reakcje odwrotnej transkrypcji (RT, ang. Reverse Transcription) przeprowadzono przy
pomocy odczynnikow High Capacity RNA-to-cDNA Kit (Applied Biosystems, Life technologies)
w warunkach zalecanych przez producenta. W sktad mieszaniny reakcyjnej wchodzity: 2x RT Buffer
(10 ul), 20xRT Enzyme MIX (1 ul), Woda (9 ul — X) oraz RNA (X pl (0,5ug-1 pg)). Catkowita objetosc
koncowa mieszaniny reakcyjnej wynosita 20 pl.

Reakcje PCR (ang. Polymerase Chain Reaction, PCR) przeprowadzono w 25 pl objetosci
mieszaniny zawierajgcej 1U Tagq DNA Polymerase, 400 UM dNTPs i rdwng ilos¢ cDNA dla kazdego
genu, z dodatkiem 1 puM starterow w orientacji przedniej (F, forward) i wstecznej (R, reverse)
w obecnosci 1,5 mM MgCl,. Startery do amplifikacji poszczegdlnych gendéw zaprojektowano
z uzyciem programu primer — BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primerblast/) lub

wykorzystano sekwencje dostepne w literaturze. Zaprojektowane startery wykonano w Pracowni
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Sekwencjonowania DNA i Syntezy Oligonukleotyddw Instytutu Biochemii i Biofizyki w Warszawie.
Produkty PCR poddano rozdziatowi elektroforetycznemu na 1,5% zelu agarozowym (Sigma Aldrich)
w 0,5x stezonym buforze TBE (0,89M Tris, kwas borowy, 0,02M EDTA, pH8). DNA wyznakowano
bromkiem etydyny (0,5 mg/ml), a nastepnie zwizualizowano w systemie GELDoc firmy BioRad.

W badaniach stosowano réwniez metode PCR w czasie rzeczywistym (RealTime PCR). Do
przeprowadzenia reakcji PCR w czasie rzeczywistym wykorzystano znacznik nalezacy do rodziny
asymetrycznych cyjaninowych barwnikéw fluorescencyjnych - SYBR Green PCR Master Mix (Life
Technologies). Barwnik ten po potgczeniu sie z dsDNA daje silny sygnat wprost proporcjonalny do
ilosci DNA. Reakcje RealTime PCR przeprowadzano w szalkach 96-dotkowych w objetosci 20 pL. Dla
kazdej préby pobierano odpowiednig ilos¢ cDNA uzyskanego po reakcji odwrotnej transkrypcji
i uzupetniano wodg wolng od nukleaz do objetosci 9 ul. Nastepnie dodawano primery o orientacji
przedniej(F) i wstecznej(R) (Tabela 5.) w objetosci po 0,5 pl (50nM) oraz 10 ul znacznika SYBR Green
I. Wybranym genem referencyjnym byt gen metabolizmu podstawowego dehydrogenazy aldehydu-
3-fosfoglicerynowego (GAPDH). Reakcje PCR w czasie rzeczywistym przeprowadzano
w termocyklerze 7500 Real Time PCR System (Applied Biosystems). Na podstawie uzyskanych
wynikéw obliczano wzgledny poziom ekspresji poszczegdlnych markerow w analizowanych
komorkach, korzystajgc z nastepujacych wzoréw:

Ct genu badanego — Ct genu referencyjnego = ACt
ACt préby — ACt kalibratora = AACt
Wskaznik: 2-AACt.

Tabela 5. Lista starterédw uzytych w rekcji R-PCR i reakcji RT-PCR i gPCR

Gen/biatko Wielkos¢ produktu [pz] Sekwencje primeréow
qRT-PCR
F: 5¢-GCCAACCGCGAGAAGATGA-3¢
ACTB 120

R: 5¢-CATCACGATGCCAGTGGTA-3¢

F: 5¢-TGGTTGGGCCACCTAGAAGT-3¢
R: 5¢-CCATTCCTGGCCTGTGAGTT-3¢

TLR3 72

F: 5C-TGGAAGTTGAACGAATGGAATGTG-
3¢
R: 5C-ACCAGAACTGCTACAACAGATACT-
3¢

TLR4 148

F: 5¢-ATGACGAGGGCCTGGAGTGTG-3¢
R: 5¢-CCTATGTGCTGGCCTTGGTGAG-3¢

VEGF-A 91

F: 5¢-CCCAGCATCTGCAAAGCTC-3¢
R: 5¢-GTCAATGTACAGCTGCCGCA-3¢

TGF-bl 101

F: 5¢-GGTACATCCTCGACGGCATCT-3¢
R: 5¢-GTGCCTCTTTGCTGCTTTCAC-3¢

IL-6 81

F: 5¢-ATTGCAGTGGTTATCATCGGAGTG-
3¢
R: 5C-CTCGTTGTTGGAGTTCAGAAGTGG-
3¢

PECAM-1 141
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F: 5¢-AGCTGTCCCCTTGGGTACTT-3¢

vWF 112

R: 5¢-CCACAGGGTAGATGGTGCTT-3¢

RT-PCR

F: 5¢-GCAGAATCATCACGAAGTGG-3¢
VEGF-A 212

R: 5¢-GCATGGTGATGTTGGACTCC-3¢

F: 5¢-GCAGGGGACAGAGGGACTTG-3¢
VEGFR-2 92

R: 5¢-GAGGCCATCGCTGCACTCA-3¢

F: 5¢-TCCGGATCTATGACTCAGGG-3¢
PECAM-1 161

R: 5¢-ACAGTTGACCCTCACGATCC-3¢

F: 5¢-AATGTTGTGGGAGATGTTTGC-3¢
vWF 329 R: 5C-GTGGATATCCACCTCTACTTCAGAC-

4.9. Test wychwytu acetylowanych lipoprotein niskiej gestosci

Funkcjonalne zréznicowanie komodrek mezenchymalnych w kierunku endotelialnym
potwierdzono przy pomocy Dil-Ac-LDL & LDL Cell Labeling Reagent (Biomedical Technologies Inc,
Wielka Brytania). Komorki WJ-EPC po 7 dniach rdznicowania oraz stuzgce za kontrole negatywng
WI-MSC  wysiano w gestosciach odpowiednio 9x10> komdrek/cm” i 3x10° komédrek/cm®. Po 48
godzinach do pozywki dodano 10 pg/ml Dil-Ac-LDL (acetylowana lipoproteina niskiej gestosci
znakowana 1,1\'-dioctadecyl — 3,3,3\',3\'-tetrametyl-indokarbocyjaniny nadchloranu) i inkubowano
przez 4 godziny w warunkach obnizonego stezenia tlenu w 37°C (5% 02, 5% CO2, wilgotno$¢ 95%).
Po tym czasie komodrki utrwalono 4% PFA, przeptukano roztworem PBS, a jagdra wyznakowano
barwnikiem Hoechst 33258. Obserwacje inkorporacji LDL prowadzono przy pomocy Zeiss Axio Vert
40C oraz Zeiss Axio Vert.Al

4.10. Test tworzenia sieci (struktur) kapilaropodobnych na zrekonstruowanej btonie podstawnej
Matrigel

Zdolno$¢ tworzenia  struktur kapilaropodobnych  wykonano uzywajagc  macierzy
zewnatrzkomérkowej Matrigel (ang. extracellular matrix, ECM, Corning, Stany Zjednoczone)
pozyskanej z btony podstawnej mysiego miesaka Engelbretha-Holma-Swarma (EHS). Matrigel inaczej
nazywany zrekonstruowang btong podstawng (ang. reconsituted basement membrane, rBM) sktada
sie gtéwnie z lamininy, kolagenu 1V, entaktyny, proteoglikanu, siarczanu heparanu oraz licznych
czynnikow wzrostowych (EGF 0.5-1.3 ng/mL , bFGF < 0.1-0.2 pg/mL, NGF < 0.2 ng/mL, PDGF 5-48
pg/mL, IGF-1 11-24 ng/mL i TGF-B 1.7-4.7 ng/mL). Komoérki WI-MSC (DIV=30) po 7 dniach
réznicowania w kierunku endotelialnym w pozywce EGM-2 (Lonza) wysiano w gestosci 50x10°
komoérek /cm® na szalki z 2mm warstwa Matrigel. Jako kontrole potraktowano nieréznicowane
komarki WJ-MSC (DIV=30). Obserwacje prowadzono przez 24 godziny w aparacie do wizualizacji
zywych komérek (CytoSMART™ Lonza).
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4.11. stymulacja receptorow Toll-podobnych

W doswiadczeniach do stymulacji receptoréw Toll-podobnych wykorzystano komercyjny
ultraczysty lipopolisacharyd (LPS) pozyskany z E. coli szczep 0111:B4 (InvivoGen, Warszawa, Polska),
bedacy agonistg TLR4 oraz syntetyczny dwuniciowy RNA (dsRNA) Poli(l:C) (Tocris, Abingdon, Wielka
Brytania), ktdry jest agonistg TLR3. Komodrki o ustalonych fenotypach WIJ-MSC i WIJ-EPC po
osiggnieciu 70-80% konfluencji przenoszono do obojetnego medium (Neurobasal, 10 mM HEPES,
25% HBSS, 2 mmol/L I-glutamina, 5 mg/mL glukoza, 0.4% penicylina—streptomycyna oraz suplementy
N2 (1:10; Gibco) i B27 (1:100; Gibco) z dodatkiem agonistow TLR3- Poly(l:C) (10 pl/ml i 1 ul/ml) lub
TLR4- LPS (10 ng/ml i 50 ng/ml), inkubowano przez 24 godziny, a nastepnie zebrano i zamrozono
w temperaturze -80°C.

4.12. Ocena wtasciwosci parakrynnych komorek WJ-MSC i WJ-EPC

Analize czynnikdw wzrostowych i interleukin wydzielanych do pozywki przez WJ-MSC
i WJ-EPC, wykonano uzywajgc zestawéw BD CBA Flex Set, wedtug protokotu producenta (BD
Biosciences). Oceniano sekrecje przeciwzapalnego, angiogennego i stymulujgcego migracje komaérek
TGF-B1, immunomodulacyjnej, angiogennej i antyapoptotycznej IL-6 oraz czynnika o najszerszym
spektrum dziatania immunomodulacyjnego, angiogennego, nurogennego, antyapoptotycznego
i stymulujacego migracje komoérkowa VEGF. Po 24 godzinach hodowli WJ-MSC i WJ-EPC pozywke
zebrano i zbadano cytometrycznie pod katem analizy iloSciowej powyziszych czynnikdw.
Poréwnywane ze sobg populacje WIJ-MSC i WIJ-EPC byty na tym samym etapie hodowli drugiego
pasazu. Srednie stezenia wyliczono na podstawie pomiaru ok. 200 zdarzen dla kazdego z wybranych
czynnikdw. Analize przeprowadzono na cytometrze FACSCalibur Il przy pomocy programu FCAP Array
(BD Biosciences). Przetestowano nastepujgce warianty doswiadczalne:

- WJ-MSC - WJ-EPC

- WJ-MSC + Poly(I:C) 10 pg/ml - WJ-EPC + Poly(I:C) 10 pg/ml
- WJ-MSC + Poly(1:C) 1 pg/ml - WI-EPC + Poly(1:C) 1 pg/ml
- WJ-MSC + LPS 10 ng/ml - WJ-EPC + LPS 10 ng/ml

- WJ-MSC + LPS 50 ng/ml - WJ-EPC + LPS 50 ng/ml

4.13. Hodowla organotypowa skrawkow hipokampa

Organotypowe skrawki hipokampa pozyskano od 7 dniowych szczuréw ze stada Wistar
wedtug procedury opisanej przez Sarnowska i wsp. 2009 (Sarnowska i in., 2009). Oseski szczurze
przed dekapitacjg wprowadzano przez 5 minut w stan hipotermii na lodzie. Wyizolowane hipokampy
cieto za pomocg noza Mcllwain’a na skrawki o grubosci 400 um. Wszystkie procedury wykonywane
byty na lodzie. Swiezo wyizolowane skrawki umieszczano na membranach do hodowli
organotypowych (Merck Millipore, Darmstadt, Germany) w ptytkach 6-dotkowych, po 4 skrawki na
membrane. Poczagtkowo skrawki znajdowaty sie w pozywce surowiczej (pH 7.2, 50% DMEM, 10 mM
HEPES, 25% HBSS, 25% surowica konska (Gibco), 2 mmol/L I-glutamina, 5 mg/mL glukoza, 0.4%
penicylina—streptomycyna), po czym stezenie surowicy zmniejszano, stosujgc dotychczasowgq
pozywke i nowa niezawierajgcg surowicy (Neurobasal, 10 mM HEPES, 25% HBSS, 2 mmol/L
I-glutamina, 5 mg/mL glukoza, 0.4% penicylina—streptomycyna, suplement N2 (1:10; Gibco) i B27
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(1:100; Gibco)). Od czwartego dnia hodowle prowadzono bez obecnosci surowicy. Skrawki
inkubowano w temperaturze 34°C i wilgotnosci 90% oraz 21% O, i 5% CO,.

4.14. Eksperymentalny model ischemicznego uszkodzenia skrawkow hipokampa

W pigtym dniu hodowli skrawki hipokampa poddano krétkotrwatej inkubacji w warunkach
pozbawienia glukozy i tlenu (ang. Oxygen- Glucose Deprivation, OGD). W tym celu zastgpiono
pozywke odtlenowanym (10 minut, 95% N,/ 5% CO,) roztworem Ringera z dodatkiem 10mM
mannitolu i wstawiono ptytki ze skrawkami do komory beztlenowej. W celu wykluczenia
uszkodzonych skrawkow 1 godzine przed eksperymentem znakowano skrawki hipokampa jodkiem
propidyny (IP, Sigma-Aldrich, Darmstadt, Niemcy). Inkubacje w warunkach pozbawienia glukozy
i tlenu prowadzono przez 30 minut w temperaturze 34°C. Nastepnie membrany ze skrawkami
przektadano do ptytek ze standardowg pozywkg bezsurowiczg i dalszg hodowle prowadzono przez 24
lub 48 godzin w temperaturze 34°C i wilgotnosci 90% oraz 21% O, i 5% CO..

4.15. Wspoéthodowla organotypowych skrawkow hipokampa z komérkami WI-MSC i WI-EPC

WJ-MSC lub WIJ-EPC na etapie drugiego pasazu (DIV=30) wysiewano na szalki 6-dotkowe
w gestosci odpowiednio 3x10° komdrek/cm® i 9x10* komédrek/cm?® (Ryc. 7.). Po osiagnieciu przez
komorki 70-80% konfluencji, bezposrednio przed rozpoczeciem wspothodowli usuwano pozywke
wzrostowg, ptukano przy pomocy PBS, a nastepnie uzupetniano 1 ml pozywki bezsurowiczej do
hodowli OHC. Pieciodniowe skrawki hipokampa przenoszono na membranach do szalek z komérkami
i inkubowano przez 24 lub 48 godzin, wedtug nastepujacego schematu:

WIJ-MSC WIJ-EPC
o T = =
nieuszkodzone @ T T a= J
=== - ——
OGD T e |‘ L"'---;f-‘ = _:f-:_ e G\J
ol e

Ryc. 7. Schemat przedstawiajagcy warianty doswiadczalne w badaniach ex vivo. Nieuszkodzone lub poddane
czasowej inkubacji w warunkach pozbawienia glukozy i tlenu (OGD) organotypowe skrawki hipokampa (bez)
umiejscowione na membranach wspoéthodowano z komdérkami WJ-MSC (fiolet) lub WJ-EPC (réz) przylegajgcymi
do dna naczynia hodowlanego.

4.16. Ocena przezywalnosci komérek piramidowych w regionie CA1 i CA2/3 hipokampa

Do oceny morfometrycznej przezycia komdrek w regionie CA1l oraz CA2/3 hipokampa
zastosowano przezyciowe barwienie jodkiem propidyny, ktory interkaluje z helisg DNA i przenika
tylko przez uszkodzone btony komérkowe. Do nieutrwalonych skrawkéw organotypowych dodawano
1,4 pg/ml IP, a nastepnie inkubowano przez 24 godziny w temperaturze 34°C. Nastepnie zmieniano
pozywke na Swiezg i obserwowano przezyciowo liczbe komarek wyznakowanych IP w regionach CA1
i CA2/3 hipokampa. Analize i wizualizacje wykonywano przy pomocy mikroskopu LSM 780
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i oprogramowania Zen 2012 (Zeiss). Warianty doswiadczalne oceny przezycia komdrek w regionach
CA1i CA2/3 hipokampa byty nastepujgce:

- organotypowe skrawki hipokampa;

- organotypowe skrawki hipokampa po OGD;

- organotypowe skrawki hipokampa po OGD i wspéthodowli z WJ-MSC;

- organotypowe skrawki hipokampa po OGD i wspéthodowli z WJ-EPC.

4.17. Analiza immunohistochemiczna organotypowych skrawkow hipokampa

W celu oceny gestosci sieci naczyn krwionosnych w regionie CA1 i CA2/3 hipokampa
wykonano badania metodg immunohistochemiczng. Skrawki hipokampa utrwalano przez 30 minut
w 4% PFA, a nastepnie trzykrotnie przeptukano roztworem PBS i blokowano mieszaning 10% GS
i 0,25% Tritonu przez godzine. Inkubacje z pierwszorzedowym przeciwciatem skierowanym przeciwko
szczurzemu endotelium RECA-1 (Tabela 6.) prowadzono w mieszaninie permeabilizujgco-blokujacej
(10% GS i 0,25% Triton) w 4°C przez noc. Po tym czasie skrawki ponownie ptukano w roztworze PBS
i inkubowano przez 1 godzine z kozim anty-mysim przeciwciatem drugorzedowym Alexa Fluor 546.
Jadra komérkowe znakowano przez 15 minut w temperaturze pokojowej przy pomocy Hoechst
33258. Preparaty wizualizowano przy pomocy mikroskopu LSM 780 (Zeiss).Powierzchnie naczyn
krwionosnych, wyrazong jako procent powierzchni naczyn krwionosnych w stosunku do powierzchni
regionu CA1 lub CA2/3 hipokampa, liczono na podstawie intensywnosci Swiecenia, przy pomocy
oprogramowania Zen 2012.

Tabela 6. Przeciwciato pierwszorzedowe uzyte w badaniach immunohistochemicznych.

Przeciwciata Isot Przeciwciata
SO
pierwszorzedowe . ’yp . Firma drugorzedowe Rozcieniczenie Producent
Rozcienczenie
(Gospodarz) (Gospodarz)
Monoklonalne
lgG1 Alexa Fluor 488 Molecular
anty-RECA-1 Abcam . . 1:1000
1:25 (kozie) anty-mysie Probes

(mysz)

4.18. Znakowanie WJ-MSC oraz WJ-EPC barwnikiem fluorescencyjnym CMFDA

W celu wizualizacji przeszczepionych komérek, WJ-MSC i WJ-EPC znakowano znacznikiem
fluorescencyjnym CMFDA (ang. 5-chloromethyl-fluorescein-diacetate; Molecular Probes, Warszawa,
Polska), wigzgcym sie z lipidami bton wewnatrzkomorkowych. W wyniku odciecia grup acylowych
przez obecne w komodrce esterazy CMFDA staje sie barwny. Po osiggnieciu przez hodowle ok. 75-85%
konfluencji pozywki hodowlane zastgpiono DMEM/F12 z dodatkiem 1pl 10 mM znacznika CMFDA
i inkubowano przez 1 godzine w temperaturze 37°C (5% 02, 5% C0O2, wilgotno$¢ 95%). Nastepnie
komoérki trzykrotnie ptukano roztworem PBS, oddzielono od powierzchni naczynka hodowlanego
przy pomocy trypsyny i zawieszono w gestosci 8x10°> komérek w 100 pl 100% ludzkiego lizatu
ptytkowego.
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4.19. Eksperymentalny model uszkodzenia mézgu

Cytotoksyczne uszkodzenie modzgu indukowano przez podanie do prazkowia szczura
inhibitora pompy Na’/K" — ouabainy (OUA; Sigma-Aldrich, Warszawa, Polska) (Janowski i in., 2008).
Do zabiegu wykorzystywano doroste (3 miesieczne) samce stada Wistar o masie 250 g, ktére
poddano znieczuleniu ogdlnemu poprzez iniekcje ketaminy (90 mg/kg) oraz ksylazyny (10 mg/kg).
Zwierzeta umieszczano w aparacie stereotaktycznym (Stoelting, Kiel, Stany Zjednoczone), golono,
przecinano skére gtowy. Po znalezieniu bregmy (punkt odniesienia w ptaszczyznie horyzontalnej)
wyznaczano koordynaty (x=0,5; y=4,7; z=3,8) i wykonywano otwér trepanacyjny o srednicy 0,5 cm.
Roztwdr ouabainy (50nmol) podawano strzykawkg Hamiltona z predkoscig 1 pl/min. przy pomocy
pompy infuzyjnej (Stoelting, Kiel, Stany Zjednoczone). Po iniekcji strzykawka pozostawata w mdzgu
szczura przez kolejne 3 minuty w celu zapobiegniecia wstecznemu wyptywowi roztworu. Po wyjeciu
igly rane zaszywano trzema szwami nicig chirurgiczng (B. Braun Surgical SA, Rubi, Hiszpania) oraz
sklejano klejem do tkanek (Histoacryl; B. Braun Surgical SA). Zwierzetom po zakoriczeniu operacji
podawano 5 mg/kg m.c. enrofloksacyny (Baytril, Bayer, Leverkusen, Niemcy) oraz 4 mg/kg m.c.
karprofenu (Rimadyl; Warszawa, Polska).

4.20. Przygotowanie trojwymiarowych rusztowan lizatu ptytkowego z WJ-MSC i WJ-EPC

Tréjwymiarowe szkielety z wyznakowanymi barwnikiem CMFDA komdrkami WIJ-EPC lub
WIJ-MSC tworzono bezposrednio przed transplantacja do prazkowia modzgu szczura. Do
przygotowania szkieletéw tréojwymiarowych wykorzystywano aktywny czynnik Il krzepniecia —
trombine. Trombina jest glikoproteing (o,-globulina o masie czasteczkowej 15x10°-3x10%)
o witasciwosciach proteolitycznych, biorgcg udziat w przemianie rozpuszczalnego fibrynogenu z lizatu
ptytkowego w nierozpuszczalng fibryne. W tym celu do 50 pl lizatu ptytkowego z zawieszonymi
komérkami dodawano 50ul trombiny (stezenie koricowe 2 U/ml), a nastepnie przenoszono do
strzykawki (1 ml, BD Biosciences, Warszawa, Polska).

4.21. Transplantacja WJ-MSC lub WJ-EPC osadzonych na rusztowaniach z lizatu ptytkowego do
mozgu szczura

Doroste szczury stada Wistar, poddane 3 dni wczesniej cytotoksycznemu uszkodzeniu moézgu
ouabaing, poddano narkozie (90 mg/kg ketaminy, 10 mg/kg ksylazyny). Po umieszczeniu w aparacie
stereotaktycznym, usunieto klej do tkanek oraz szwy. Przed transplantacjg weryfikowano koordynaty
(x=0,5; y=4,7; z=3,8), ktdrych punktami odniesienia w ptfaszczyznie horyzontalnej byta bregma,
a nastepnie przytwierdzano strzykawke do ramienia pompy infuzyjnej i podawano 50 ul mieszaniny
wyznakowanych CMFDA komérek WJ-MSC lub WI-EPC (2x10° komérek/podanie) w lizacie ptytkowym
z trombing. Grupe kontrolng stanowity szczury poddane cytotoksycznemu uszkodzeniu modzgu,
ktéorym podawano do prazkowia lizat ptytkowy z trombing bez komérek. Po iniekcji pozostawiano
strzykawke na 3 minuty, zeby zapobiec wstecznemu wyptywowi cieczy. Nastepnie zespalano rane
niémi chirurgicznymi oraz klejem do tkanek. W celu zmniejszenia bdlu oraz prawdopodobieristwa
infekcji zwierzetom podawano 5 mg/kg m.c. enrofloksacyny oraz 4 mg/kg m.c. karprofenu. Zwierzeta
usmiercano po 7, 14 i 21 dniach.
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4.22. Pobieranie materiatu do badan

Szczury 7, 14 lub 21 dni po transplantacji byty poddawane narkozie wziewnej mieszaning
2,5% izofluranu (Aerrane; Baxter, Warszawa, Polska) w 0,/N,O (30:70, v/v), a nastepnie
dekapitowane. Wyizolowane modzgi przenoszono do suchego lodu a nastepnie umieszczano
w pudetkach do mrozenia i magazynowano w temperaturze -80°C. 24 godziny przed wykonaniem
skrawkow, mozgi byty przenoszone do temperatury -20°C, po czym krojono je przy uzyciu kriostatu
w ptaszczyznie czotowej na fragmenty o grubosci 20 um i naktadano na szkietka podstawowe.
Przygotowane preparaty przechowywano do dalszych eksperymentéw w temperaturze -80°C.

4.23. Analiza immunohistochemiczna

Efekty protekcyjne komdrek oceniano w okolicy lezji korowo/prazkowiowej moézgu. Poza
CMFDA jako dodatkowy marker komodrek ludzkich stosowano specyficzne dla cztowieka przeciwciato
skierowane przeciwko CD44. Do analizy wptywu egzogennych komérek na badane parametry reakcji
poniedokrwiennej mézgu wykonano szereg barwiert immunohistochemicznych. Do oceny gestosci
naczyn krwionos$nych wykorzystywano specyficzne dla szczurzego $Srédbtonka przeciwciato RECA-1.
Dziatanie przeciwzapalne komédrek WIJ-MSC/WIJ-EPC zbadano przy pomocy przeciwciata
skierowanego przeciwko szczurzym makrofagom (ED1). Komorki aktywne mitotycznie znakowano
przeciwciatem Ki67- specyficznym zaréwno dla komdrek szczurzych jak i ludzkich. Wptyw
przeczepionych komérek na tworzenie blizny glejowej zostat zweryfikowany z wykorzystaniem
przeciwciata skierowanego przeciwko ludzkim/szczurzym komodrkom glejowym (GFAP). Natomiast
potencjat neuralny transplantowanych komoérek testowano przy pomocy przeciwciat skierowanych
przeciwko nestynie i NF200 (ang. 200 kDa Neurofilament Protein, biatko neurofilamentéw o masie
200 kDa) (Tabela 7.).

Przed wykonaniem reakcji preparaty byly suszone przez 15 minut, a nastepnie utrwalane
roztworem 4% PFA przez 20 min. w temperaturze pokojowej. W celu wyeliminowania
niespecyficznych wigzan i permeabilizacji bton preparaty inkubowano przez godzine w temperaturze
pokojowej z mieszaning 10% GS i 0,25% Tritonu. Po trzykrotnym przeptukaniu roztworem PBS, do
preparatéw dodano przeciwciata pierwszorzedowe zawieszone W powyziszej mieszaninie
permeabilizujgco-blokujacej i inkubowano przez noc w temperaturze 4°C. Dla rozwiniecia reakgji
barwnych nastepnego dnia po trzykrotnym przeptukaniu preparatéw roztworem PBS dodano
odpowiednie przeciwciata drugorzedowe skoniugowane z fluorochromami i inkubowano przez
godzine w temperaturze pokojowej. Po tym czasie trzykrotnie ptukano preparaty roztworem PBS
w celu usuniecia nadmiaru czynnika blokujgcego oraz stosowanych przeciwciat i wybarwiono jadra
komérkowe 5 pM roztworem Hoechst 33258 przez 20 min. w temperaturze pokojowej. Po
odptukaniu roztworem PBS niezwigzanego barwnika, preparaty zamykano przy uzyciu Fluorescent
Mounting  Medium  (Dako, Gdynia, Polska). Dla kontroli  specyficznosci  reakgji
immunohistochemicznych stosowano te same procedury z pominieciem przeciwciata
pierwszorzedowego. Preparaty analizowano przy pomocy mikroskopu LSM 780 i oprogramowania
Zen 2012 (Zeiss).
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Tabela 7. Przeciwciata pierwszorzedowe i drugorzedowe uzyte w badaniach immunohistochemicznych.

Przeciwciata

Przeciwciata

Isot
pierwszorzedowe . ’yp . Firma drugorzedowe Rozcieficzenie  Producent
Rozcienczenie
(Gospodarz) (Gospodarz)
Monoklonalne lgG2a Santa Alexa Fluor 488 1:500 Molecular
anty-CD44 (mysz) 1:50 Cruz (kozie) anty-mysie Probes
Monoklonalne
1gG1 ) Alexa Fluor 546 Molecular
anty-ED1 Bio-Rad . . 1:500
1:100 (kozie) anty-mysie Probes
(mysz)
Poliklonalne
Alexa Fluor 546 Molecular
anty-GFAP Dako . . 1:500
. 1:500 (kozie) anty-mysie Probes
(krolik)
Monoklonalne
1gG1 Alexa Fluor 546 Molecular
anty-RECA-1 Abcam . . 1:500
1:50 (kozie) anty-mysie Probes
(mysz)
Poliklonalne Molecular
) Alexa Fluor 546 1:500
anty-Ki67 Abcam ] ) Probes
- 1:500 (kozie) anty-mysie
(krolik)
Monoklonalne Molecular
1gG1 . Alexa Fluor 546
anty-Nestyna Millipore . . 1:500 Probes
1:200 (kozie) anty-mysie
(mysz)
Monoklonalne ) Molecular
1gG1 Sigma- Alexa Fluor 546
anty-NF200 ] ) ) 1:500 Probes
1:400 Aldrich  (kozie) anty-mysie
(mysz)

4.24. Wizualizacja mikroskopowa

Wyniki badan immunocyto- i immunohisto-chemicznych eksperymentéw in vitro i ex vivo

analizowano w mikroskopie konfokalnym LSM 780/ ELYRA PS.1 (Carl Zeiss, Warszawa, Polska)

wyposazonym w lasery: do wzbudzania czerwonego barwnika Alexa Fluor 546, Ar wieloliniowy
(458/488/514nm) do wzbudzania zielonego barwnika Alexa Fluor 488 oraz diode (405 nm)
wykorzystywang do wzbudzania niebieskiego barwnika Hoechst 33258.

Wyniki uzyskane w badaniach immunohistochemicznych eksperymentéw in vivo analizowano

w systemie Cell Observer SD, wyposazonym w mikroskop Axio Observer Z.1 posiadajacy cztery lasery

diodowe: 405 nm do wzbudzania niebieskiego barwnika Hoechst, 488nm do wzbudzania zielonego

barwnika, 561nm i 635nm do wzbudzania czerwonych barwnikéw Alexa Fluor 546 i Alexa Fluor 633).

Po rejestracji zdjecia byty analizowane w programie ZEN 2012 (Carl Zeiss).
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4.25. Analiza statystyczna

Otrzymane wyniki przedstawiono jako wartosci srednie z szeregu doswiadczen + SEM. Liczbe
powtdrzen zaznaczono w opisie rycin. Analize statystyczng wykonano w programie GraphPad Prism 5
przy uzyciu testu jednocznynnikowej analizy wariancji (ANOVA) oraz testu Bonferroni lub testu
t-Studenta. Wyniki byty uznawane za istotne statystycznie, gdy wartos¢ p<0,05. Poziom istotnosci
statystycznej przedstawiono na wykresach w postaci gwiazdek: * - dla p mieszczgcego sie
w przedziale 0,01< p <0,05; ** - 0,001< p <0,01; ***-0,0001< p <0,001, ****- p <0,0001.
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5. WYNIKI BADAN

5.1. Doswiadczenia in vitro
5.1.1. Weryfikacja mezenchymalnego charakteru WJ-MSC
5.1.1.1. Ocena morfologii WI-MSC

Pierwsze komérki migrujgce z fragmentéw galarety Whartona obserwowano po uptywie
7-10 dni od zatozenia hodowli. Mezenchymalne komodrki macierzyste wyizolowane z galarety
Whartona stanowity przylegajagcg do plastiku, heterogenng populacje komérek o wydtuzonym,

wrzecionowatym ksztatcie. Komorki te byly réowniez zdolne do tworzenia centrédw intensywnej
proliferacji tzw. CFU (Ryc. 8.).

Ryc. 8. Morfologia WI-MSC. Zdjecia przedstawiajqgce galarete Whartona z wychodzgcymi z niej WJ-MSC (lewa
strona), hodowle WJ-MSC na poziomie pierwszego pasazu (srodek) oraz zdolnosc do tworzenia CFU przez
wyizolowane komorki (prawa strona).

5.1.1.2. Analiza mezenchymalnych markeréw powierzchniowych WJ-MSC

Ocene obecnosci markeréw mezenchymalnych wykonano przy pomocy cytometrii
przeptywowej. WJ-MSC po osiggnieciu ok. 80% konfluencji odczepiono od naczynek hodowlanych
i rozpoczeto procedure znakowania przeciwciatami. Do kazdego pomiaru wykorzystano ok. 1x10°
komoérek. Wykazano ze WJ-MSC posiadajg typowy dla mezenchymalnych komérek macierzystych
zestaw markeréw powierzchniowych, ustalony przez ISCT. W przedstawianych wynikach reakcja dla
przeciwciata skierowanego przeciwko CD90 byta pozytywna dla 99,8%, CD73 dla 99,8% oraz CD105
dla 94,6% WJ-MSC. Reakcja dla markeréw okreslanych mianem ,negatywnych” byta na niskim

poziomie 0,1% dla WJ-MSC (Ryc. 9.).
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Ryc. 9. Charakterystyka cytometryczna markeréw mezenchymalnych na powierzchni WI-MSC. Wykresy
reprezentatywne. WJ-MSC wykazywaty pozytywnq reakcje z przeciwciatami skierowanymi przeciwko CDS90,
CD73 i CD105 oraz negatywnq reakcje z przeciwciatami skierowanymi przeciwko CD34, CD11b, CD19, CD45,
HLA-DR. Pomiary powtarzano szesciokrotnie, pojedyriczy wynik byt uzyskiwany na podstawie 1x10° zliczen.

5.1.1.3. Ocena zdolnosci WJ-MSC do réznicowania w komérki mezodermalne (adipocyty,
osteocyty, chondrocyty)

Ocena potencjatu mezenchymalnych komdrek macierzystych do réznicowania w komorki
pochodzace z mezodermy, w tym adipocyty, chondrocyty i osteocyty jest podstawowym etapem
badan z udziatem tych komadrek zalecanym przez ISCT. Wyizolowane z galarety Whartona MSC po ok.
30 DIV byty inkubowane z komercyjnymi pozywkami kierunkujacymi wedtug protokotu producenta.

W wyniku 14-dniowego réznicowania w kierunku adipocytéw, WJ-MSC zmienity swoj ksztatt
z fibroblastycznego na bardziej owalny i mozna byto zaobserwowaé wewnatrz komédrek krople
ttuszczu, ktére zostaty uwidocznione przy pomocy reakcji z czerwienig olejowa. Po 21 dniach
réznicowania w kierunku osteocytow WJ-MSC zaczety intensywnie produkowadé sole wapnia, ktérych
obecnosé wykryto za pomocg barwienia z uzyciem czerwieni alizarynowej. Natomiast w wyniku 14
dni réznicowania w kierunku chondrocytéw, WJ-MSC tworzyty skupiska gwiazdziscie rozchodzgcych

sie centréw komorkowych produkujacych glikozaminoglikany wybarwione btekitem alcjanowym (Ryc.
10.).

Chondrogeneza

Osteogeneza

Ryc. 10. Reprezentatywne zdjecia wielokierunkowego réznicowania WIJ-MSC. Komorki rdéznicowane
w kierunku: adipocytéw z kroplami ttuszczu zabarwionymi czerwienig olejowa (lewa strona); osteocytow
ze zwizualizowanymi przy pomocy czerwieni alizarynowej solami wapnia oraz chondrocytéw
z glikozaminoglikanami zabarwionymi btekitem alcjanowym. Eksperyment powtdrzono trzykrotnie.
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5.1.2. Réznicowanie srodbtonkowe WJ-MSC

5.1.2.1. Wptyw roézinicowania w kierunku srodbfonka na morfologie i tempo wzrostu WJ-MSC

W wyniku opisanego wczesniej réznicowania $rédbtonkowego mezenchymalne komorki
macierzyste zmienity swojg morfologie i tempo wzrostu. Juz po 4 dniach réznicowania mozna byto
zaobserwowac pierwsze zmiany w ich wielkosci i wygladzie. Po 7 dniach w pozywce EGM-2 WIJ-EPC
nabraty cech morfologicznych typowych dla komérek srédbtonka m.in. zmieniajac ksztatt na bardziej
owalny i szeécienny oraz zmniejszajac 3,3-krotnie swojg wielko$¢ (Srednia powierzchnia 1213 pm?
(+33,34 pm?)) w poréwnaniu do WJ-MSC ($rednia powierzchnia 3957 um? (+ 237 um?) (Ryc. 11§ 12
A).

Réznicowanie w kierunku srédbtonka znaczaco zwiekszyto potencjat proliferacyjny komoérek
mezenchymalnych. Skumulowana liczba podwojen populacji (CPDs) WIJ-EPC byta znaczaco wyzsza,
wynoszgc w dniach od 1-7 odpowiednio: 2 (+ 0,25); 5,8 (+ 0,7); 10,5 (+ 0,9); 16,2 (£ 0,9); 22,3 (+ 1);
28,7 (£ 1,2) i34,9 (+ 1,25) w poréwnaniu do WJ-MSC w przypadku ktérych wynosita: 0,6 (x 0,01); 1,6
(x 0,01); 2,9 (+ 0,2); 4,6 (0,18); 6,4 (£ 0,17); 7,7 (+ 0,2) i 8,9 (£ 0,2). Ponadto miedzy dniami 2-7
réznice byty istotne statystycznie. Sredni czas podwajania populacji (PDT) mierzony w trakcie trwania
drugiego pasazu w przypadku komdrek WJ-EPC wynosit 0,78 dnia (+ 0,07 dnia) i byt 5,15- raza krétszy
w poréwnaniu do WJ-MSC, w ktérych wynosit 4 dni (+ 0,64 dnia) (Ryc. 12 Bii C).

\\'ﬂ L
i '\n /-

Ryc. 11. Wptyw roznicowania w kierunku srédbtonka na morfologie mezenchymalnych komdrek
macierzystych. Zdjecie z mikroskopu swietlnego przedstawiajqce zmiane ksztaftu i wielkosci WJ-EPC. Skala 100
um.
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Ryc. 12. Wptyw réinicowania w kierunku srédbtonka na morfologie i tempo proliferacji mezenchymalnych
komodrek macierzystych. A/ Wykres przedstawiajgcy Sredniq powierzchnie komdrek WJ-MSC oraz WJ-EPC
(n=100). B/ i C/ Poréwnanie tempa proliferacji WJ-MSC i WJ-EPC. B/ Komdrki réznicowane srédbfonkowo
wykazujq wyzisze tempo proliferacji, co mozna zaobserwowaé¢ na wykresie skumulowanej liczby podwojer
populacji (CPDs) w zaleznosci od czasu hodowli (n=6). €/ Zwigkszone tempo proliferacji jest charakterystyczne
dla dojrzatych komdrek srédbtonka. Sredni czas podwajania populacji (PDT) dla WJ-EPC jest na statym, 5-krotnie
nizszym poziomie w stosunku do WJ-MSC (n=7). Analizy statystyczne wykonano przy pomocy testu t-Studenta
(+SEM, * - dla p mieszczqcego sie w przedziale 0,01< p <0,05; ** - 0,001< p <0,01; ***- 0,0001< p <0,001).
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5.1.2.2. Cytometryczna analiza obecnosci markerow mezenchymalnych na powierzchni WJ-EPC

Wykazano ze WIJ-EPC pomimo ukierunkowania s$rédbtonkowego posiadajg typowy dla
mezenchymalnych komdérek macierzystych zestaw markeréw powierzchniowych. W przedstawianych
wynikach reakcja dla przeciwciata skierowanego przeciwko CD90 byta pozytywna dla 98,9% WI-EPC,
97,5% komodrek wykazywato obecnos¢ markera CD73 oraz 94,4% reagowato pozytywnie
z przeciwciatem anty-CD105. Reakcja dla przeciwciat skierowanych przeciwko CD34, CD11b, CD18,
CD45, HLA-DR byta na niskim poziomie i wynosita 0,9% populacji WJ-EPC (Ryc. 13.).

® 98,9% * 97,5% * 94,5% * | 0,9%
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gﬂﬂ 10 “\1 1o 100
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Ryc. 13. Analiza cytometryczna markerow mezenchymalnych na powierzchni WIJ-EPC. Wykresy
reprezentatywne. Niezaleznie od stopnia zrdZnicowania WIJ-EPC wykazywatly pozytywnq reakcje
z przeciwciatami  skierowanymi przeciwko CD90, CD73 i CD105 oraz negatywnqg reakcje
z przeciwciatami skierowanymi przeciwko CD34, CD11b, CD19, CD45, HLA-DR. Pomiary powtarzano
szesciokrotnie, pojedyriczy wynik byt uzyskiwany na podstawie 1x10°* zliczer.

5.1.2.3. Poréwnanie ekspresji markerow srédbtonkowych w WJ-MSC i WJ-EPC

Analize ekspresji markerédw srdodbtonkowych przeprowadzono na podstawie badan
immunohistochemicznych, RT-PCR i qRT-PCR.

W analizie immunohistochemicznej wykazano pozytywng reakcje dla obu typéw komdérek
z przeciwciatami skierowanymi przeciwko VEGFR- 2 oraz VCAM-1. W przypadku mezenchymalnych
komodrek macierzystych réznicowanych w kierunku $rédbtonka reakcja ta byta silniejsza. Obecnos¢
specyficznych markeréw srédbtonkowych PECAM-1 i vVWF wykazano tylko w populacji komérek
WIJ-EPC, nierdznicowane WIJ-MSC nie wykazywaty pozytywnej reakcji z przeciwciatami skierowanymi
przeciwko tym biatkom (Ryc. 14 A).

Wspdlna ekspresja czynnika VEGF-A oraz receptora dla tego czynnika VEGFR-2 w WJ-MSC
oraz WJ-EPC zostata wykazana w paétilosciowej analizie RT-PCR. Ponadto potwierdzono wyniki analizy
immunohistochemicznej, wykazujgc ekspresje specyficznych $rodbtonkowo markeréw vWF
i PECAM-1 w komadrkach WJ-EPC, przy braku ekspresji w komadrkach nieréznicowanych (Ryc. 14 B).

W celu wyodrebnienia rdéznic ilosciowych pomiedzy WJ-MSC i WIJ-EPC w ekspresji
specyficznych markeréw srédbtonkowych przeprowadzono analize metodg iloSciowej oceny ekspresji
genow w czasie rzeczywistym (qRT-PCR). Otrzymane wyniki wykazaty zréznicowany poziom ekspresji
mRNA dla vVWF i PECAM-1 w WJ-MSC i WJ-EPC. Zaobserwowano statystycznie istotnie wyzszy poziom
ekspresji genéw dla vWF i PECAM-1 w komaérkach réznicowanych w kierunku srddbtonka. lloSciowa

ekspresja transkryptu genu dla VWF wykazywata czterokrotnie wyzszg warto$¢ uzyskang w WIJ-EPC.
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Wyiszg ekspresje zaobserwowano rowniez dla srédbtonkowego markera powierzchniowego PECAM-
1, ktdra byta czternastokrotnie wieksza w WJ-EPC w poréwnaniu do WJ-MSC (Ryc. 14 C).
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Ryc. 14. Charakterystyka ekspresji markeréw srodbtonkowych w WI-MSC i WI-EPC. A/ Obrazy
z mikroskopu konfokalnego przedstawiajgce reakcje na przeciwciata skierowane przeciwko PECAM-1, vWEF,
VCAM-1 i VEGF-R2 (kolor zielony). Jgdra komdrkowe wyznakowano przy uzyciu Hoechst 33258 na niebiesko.
Skala 100um. A/, B/, ¢/ W wyniku analiz immunocytochemicznych, RT-PCR oraz qRT-PCR stwierdzono, ze
zarowno WJ-MSC, jak i WI-EPC wykazywaty ekspresje markerow srodbfonkowych dla VEGF-A, VEGFR- 2 oraz
VCAM-1, ale tylko rdznicowane przez 7 dni komdrki wykazywaty ekspresje specyficznych markerow
endotelialnych PECAM-1 oraz vWF. Analize statystycznq wykonano przy pomocy testu t-Studenta (+SEM, n=6, *
- dla p mieszczgcego sie w przedziale 0,01< p <0,05; ** - 0,001< p <0,01; ***- 0,0001< p <0,001).
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5.1.2.4. Ocena funkcjonalnego zréznicowania WJ-EPC

W kolejnych doswiadczeniach, aby uwidoczni¢ funkcjonalne zréinicowanie komérek
w kierunku progenitoréw srédbtonka, wykonano test tworzenia struktur kapilaropodobnych (pseudo-
naczyniowych) na macierzy zewnatrzkomdrkowej utworzonej z Matrigel oraz oceniono zdolnosé
WIJ-EPC do wychwytu lipoprotein niskiej gestosci (Dil-AC-LDL).

Komorki mezenchymalne pochodzace z galarety Whartona hodowane zaledwie przez 4 dni
w pozywce EGM-2, a nastepnie wysiane na Matrigel byty juz zdolne do tworzenia struktur
kapilaropodobnych. Jednak sieci stworzone przez WI-EPC, ktére byly réznicowane przez 7 dni byty
trwalsze, bardziej ztozone, a $rednice petli byty wieksze.

Poczatek tworzenia struktur kapilaropodobnych przez WJ-EPC réznicowanych przez 7 dni byt
widoczny juz po 2 godzinach inkubacji na Matrigel, natomiast najwiekszg liczbe petli i potgczen
mozna byto zaobserwowac po 7 godzinach hodowli. W ésmej godzinie inkubacji komérki zaczynaty
grupowaé sie w agregaty, a srednice petli oraz dtugosc struktur kapilaropodobnych zwiekszaty sie.
Nie wykazano zdolnosci do tworzenia struktur kapilaropodobnych w komdrkach nieréznicowanych
(Ryc. 15.).
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Ryc. 15. Poréwnanie zdolnosci do tworzenia struktur kapilaropodobnych. Zdjecia z mikroskopu swietlnego
przedstawiajgce tworzenie struktur kapilaropodobnych przez WJ-MSC i WI-EPC rdéznicowanych przez 7 dni
w medium EGM-2 po 2 godzinach oraz po 7 godzinach inkubcji na podtozu Matrigel. Skala 200um.

Wychwyt Dil-AC-LDL jest specyficzng cechg komérek endotelialnych i makrofagéw, u ktérych
proces ten zachodzi przy pomocy receptoréw zmiataczy. Komorki mezenchymalne réznicowane przez
7 dni w kierunku endotelialnym w medium EGM-2, inkubowano z 10 pg/ml DiL-Ac-LDL. WJ-EPC
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wychwytywaty DilL-AC-LDL juz po 4 godzinach hodowli z odczynnikiem. Komdrki kontrolne,
nieréznicowane WJ-MSC nie wykazywaty zdolnosci do wychwytu DiL-AC-LDL po tym czasie (Ryc. 16.).

Ryc. 16. Ocena zdolnosci do wychwytu LDL. Obraz z mikroskopu fluorescencyjnego przedstawiajgcy wychwyt
DiL-Ac-LDL (czerwony kolor) przez WIJ-EPC oraz WJ-MSC po 4 godzinach inkubacji z odczynnikiem. Jgdra
komorkowe wyznakowano przy pomocy Hoechst 33258 na niebiesko. Skala 50 um.

5.1.3. Ocena wtasciwosci parakrynnych WJ-MSC i WI-EPC po stymulacji receptorow Toll-podobnych

W dalszych badaniach w celu poznania mechanizmu protekcyjnego dziatania WIJ-MSC
i WIJ-EPC skupiono sie na ocenie ich wtasciwosci parakrynnych. Wybrano kilka kluczowych czynnikéw
odgrywajacych prawdopodobnie istotng role w procesie regeneracji NVU, w tym TGF-B1, IL-6 i VEGF.
Zgodnie z opisang metoda w celu zwiekszenia wydzielania powyzszych czynnikéw stymulowano
receptory Toll-podobne WIJ-MSC i WIJ-EPC z zastosowaniem agonistéw TLR4 - ultraczystego
lipolisacharydu (LPS) oraz TLR3 — Poli(l:C) (Ryc. 17.).

W badaniach stwierdzono nieznacznie wyiszy poziom sekrecji czynnika TGF-B1
w niestymulowanych WIJ-EPC (17554 pg/ml (£ 4859 pg/ml)) w stosunku do niestymulowanych
WJ-MSC (8066 pg/ml (+ 2100 pg/ml), jednak rdznica ta nie byta istotna statystycznie. Nie
zaobserwowano istotnego wptywu stymulacji na wzrost wydzielania tego czynnika w hodowli
WIJ-MSC. Zaréwno nizsze stezenia agonistow LPS 10 pg/ml i Poly(l:C) 1 pl/ml jak i wyzsze LPS 50
pg/ml i Poly(l:C) 10 pl/ml nie wptynety na wydzielanie TGF-B1 ktéry byt na poziomie kolejno:
3162 pg/ml (+ 603 pg/ml) i 2478 pg/ml (£ 513,6 pg/ml) oraz 19366 pg/ml (+ 5846 pg/ml) i 3238 pg/ml
(£ 793 pg/ml). Natomiast w przypadku komdrek WJ-EPC zaobserwowano statystycznie istotne
zwiekszenie poziomu TGF-B1 przy wyzszych stezeniach LPS (50 ng/ml) oraz Poly(l:C) (10 pl/ml),
odpowiednio 65846 pg/ml (+ 13748 pg/ml) i 50656 pg/ml (+ 16471 pg/ml). W przypadku nizszych
stezen nie zaobserwowano zmian w sekrecji tego czynnika, a jego poziom byt nastepujacy: dla LPS 10
ng/ml- 16208 pg/ml (* 3141 pg/ml) oraz dla Poly(l:C) 1 pl/ml- 17555 pg/ml (+ 3286 pg/ml). Istotnie
statystycznie zmiany w sekrecji TGF-B1 zaobserwowano réwniez miedzy grupami. WIJ-EPC
odpowiadato silniej na stymulacje LPS (50 ng/ml) oraz Poly(I:C) (10 pl/ml) niz WJ-MSC w tych samych
stezeniach agonistéw receptoréw Toll-podobnych. W nizszych stezeniach stymulantéw zmiany byty
nieistotne statystycznie.
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Podobnie jak w poprzednim przypadku niestymulowane WIJ-EPC wykazywaty nieco wyzszg
(12788 pg/ml (+ 1516 pg/ml)), acz nieistotng statystycznie sekrecje IL-6, w poréwnaniu do WJ-MSC
(7158 pg/ml (* 1274 pg/ml)). Nie zaobserwowano wptywu agonistow receptoréw Toll-podobnych na
sekrecje IL-6 przez WJ-MSC, ktérej stezenie wynosito odpowiednio: dla LPS 10 pg/ml- 5180 pg/ml
(£724 pg/ml) i Poly(I:C) 1 ul/ml- 8970 pg/ml (+ 1075 pg/ml) oraz dla LPS 50 pg/ml- 5492 pg/ml (+
924,5 pg/ml) i Poly(I:C) 10 pl/ml- 3536 pg/ml (+ 561,5 pg/ml). WI-EPC wydzielaty IL-6 na istotnie
statystycznie wyzszym poziomie przy stymulacji z zastosowaniem LPS 50 pg/ml i Poly(l:C) 10 ul/ml
(33090 pg/ml (£ 3141 pg/ml) i 53247 pg/ml (£ 5472 pg/ml)) w poréwnaniu do komodrek
niestymulowanych. Nizsze stezenia agonistow LPS 10 pg/ml i Poly(l:C) 1 pl/ml nie wywarty efektu
stymulacyjnego na wydzielanie IL-6 , ktorej poziom wynosit odpowiednio 15232 pg/ml (x 1762 pg/ml)
i 15348 pg/ml (+ 2020 pg/ml). Ponadto WIJ-EPC odpowiadaty istotnie statystycznie silniej na
stymulacje agonistami receptorow Toll-podobnych w stezeniach LPS 10 pg/ml i 50 pg/ml oraz
Poly(I:C) 10 ul/ml w stosunku do WJ-MSC.

Sekrecja VEGF w kontrolnych hodowlach WJ-MSC i WJ-EPC byta na podobnym poziomie,
wynoszac kolejno 2425 pg/ml (+ 502,9 pg/ml) i 2082 pg/ml (* 400,7 pg/ml). Nie zaobserwowano
istotnego statystycznie wptywu stymulacji zarowno w nizszych stezeniach agonistow LPS 10 pg/ml
i Poly(I:C) 1 ul/ml jak i wyzszych LPS 50 pg/ml i Poly(l:C) 10 pl/ml w obu typach komorek. Dla
WIJ-MSC sekrecja VEGF byta nastepujgca: dla LPS 10 pg/ml- 2577 pg/ml (* 500,2 pg/ml) i Poly(l:C)
1 ul/ml- 3269 pg/ml (+ 489,8 pg/ml) oraz dla LPS 50 ug/ml- 902 pg/ml (+ 186,3 pg/ml)
i Poly(l:C) 10 pl/ml- 1805 pg/ml (+ 247,9 pg/ml). W przypadku WJ-EPC stezenie VEGF w zaleznosci od
ilosci dodanych do hodowli agonistow wygladato nastepujgco: dla LPS 10 pg/ml- 2120 pg/ml (+ 363,7
pg/ml) i Poly(I:C) 1 pl/ml- 1925 pg/ml (+ 387,5 pg/ml) oraz dla LPS 50 pg/ml- 825 pg/ml (+ 75,9 pg/ml)
i Poly(l:C) 10 pl/ml- 1004 pg/ml (+ 47,19 pg/ml).

W kolejnych doswiadczeniach przy pomocy metody gRT-PCR wykonano ilosciowg ocene
ekspresji gendw VEGF-A, TGF-B1 i IL-6 dla niestymulowanych LPS i Poly(l:C) populacji WJ-MSC
i WIJ-EPC. Otrzymane wyniki wykazaty podobny poziom ekspresji mRNA dla wybranych czynnikdw.
Jedynie w przypadku VEGF-A zaobserwowano statystycznie istotnie wyzszg ekspresje w komérkach
WIJ-EPC, w stosunku do WJ-MSC (Ryc. 17 A).

Zwazywszy na nieznaczng reakcje WJ-MSC i WJ-EPC na stymulacje agonistami receptoréw
Toll-podobnych, wykonano za pomocg qRT-PCR iloSciowe pordwnanie ekspresji TLR4 i TLR3
w populacjach niestymulowanych LPS i Poly(1:C) WJ-MSC i WJ-EPC w stosunku do mezenchymalnych
komadrek macierzystych pochodzacych ze szpiku kostnego od dorostego dawcy (BM-MSC). BM-MSC
wybrano jako kontrole ze wzgledu na ich petng dojrzatos¢ immunologiczna.

Otrzymane wyniki ujawnity istotnie statystycznie nizszy poziom ekspresji receptoréw TLR3/4
w obu populacjach komérek w poréwnaniu do BM-MSC. llosciowa ekspresja transkryptu genu dla
TLR4 wykazywata znikomy, niemal zerowy poziom zaréwno w WIJ-MSC jak i WIJ-EPC. Ekspresja
transkryptu genu dla TLR3 znajdowata sie réwniez na niskim poziomie w obu populacjach w stosunku
do BM-MSC. Ponadto zaobserwowano istotnie statystycznie wyzszy poziom ekspresji TLR3 w WJ-MSC
w poréwnaniu do WJ-EPC (Ryc. 17 B).
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Ryc. 17. Charakterystyka sekrecji TGF-61, IL-6 i VEGF przez WJ-MSC i WJ-EPC stymulowane agonistami
receptoréw TLR3/4. Kontrolne populacje WIJ-EPC i WJ-MSC wykazywaty sekrecje TGF-61, IL-6 i VEGF na
podobnym poziomie. WJ-MSC byty niewrazliwe na stymulacje receptorow TLR3 i TLR4 niezaleznie od stezenia
agonistow. WJ-EPC w wyzszych stezeniach agonistéw receptorow TLR3/4 wydzielaty IL-6 i TGF-81 na wyzszym
poziomie w stosunku do kontroli. Roznicowane w kierunku srédbtonka komodrki wykazywaty zwiekszong
wrazliwos¢ na stymulacje LPS i Poly(l:C) w poréwnaniu do WJ-MSC. Granica wykrywalnosci 10 pg/ml. Analize
statystycznqg wykonano przy pomocy jednoczynnikowej analizy wariancji ANOVA oraz testu Bonferroni.
Pojedynczy wynik jest Sredniq z trzech niezaleinych eksperymentéw, w ktdrych kazdorazowo zliczano 200
zdarzen na cytometrze (+SEM, n=3, * - dla p mieszczqcego sie w przedziale 0,01< p <0,05; ** - 0,001< p <0,01;

*%%_0 0001< p <0,001).
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Ryc. 18. Relatywna ekspresja mRNA dla A/ VEGF-A, TGF-61 i IL-6 oraz Bf TLR4 i TLR3. Wykresy przedstawiajg
wyniki poréwnania ekspresji gendw uzyskane metodg AACt (Real-Time RT-PCR) wyrazone w jednostkach
wzglednych. Kazda z prob byta normalizowana w stosunku do genu referencyjnego ACTB. Wyniki badan
przedstawiono jako wartosci srednie. Analize statystyczng wykonano przy pomocy jednoczynnikowej analizy
wariancji ANOVA oraz testu Bonferroni. (+SEM, n=3, * - dla p mieszczqcego sie w przedziale 0,01< p <0,05;
**.0,001< p <0,01; ***-0,0001< p <0,001).

5.2. Doswiadczenia ex vivo

5.2.1. Wtasciwosci naczynioprotekcyjne WJ-MSC i WJ-EPC w organotypowej hodowli skrawkéw
hipokampa

W badaniach ex vivo pordwnywano zmiany w gestosci naczyi krwionosnych w szczegdlnie
wrazliwym na niedobory glukozy i tlenu regionie CA1 oraz w regionie referencyjnym CA2/3
hipokampa szczura po czasowym pozbawieniu glukozy i tlenu oraz wspdéthodowli posredniej
z WJ-MSC lub WJ-EPC (Ryc. 18.).

Skrawki hipokampa czasowo pozbawione glukozy i tlenu, wykazywaty istotny statystycznie
dwukrotnie wyzszy zanik naczyn krwionosnych w regionie CA1 (5,6% (+ 0,3%)) w poréwnaniu do
nieuszkodzonych kontroli (10,2% (+ 0,44%)). W rejonie CA2/3 gestos¢ naczyn krwionosnych

69



Wspoéthodowla

utrzymywata sie na stabilnym poziomie, zarowno w zdrowej (10,3% (+ 0,5%)) jak i uszkodzonej
tkance (10,6% (+ 0,6%)). We wspdthodowli zdrowych skrawkdéw organotypowych z WJ-MSC lub
WI-EPC nie zaobserwowano istotnej réznicy w gestosci naczyn krwiono$nych, oscylujacej w okolicy
10% (x1%). Natomiast we wspdthodowli WJ-MSC lub WI-EPC z uszkodzonymi przez OGD
organotypowymi skrawkami hipokampa zaobserwowano istotng statystycznie wiekszg gestosé
naczyn krwionosnych (odpowiednio 7,7% (+ 0,1%) i 8,8% (+ 0,3%)) w porédwnaniu do kontroli
OHC-0GD (5,6% (+ 0,3%)) (Ryc. 19.).

Nieuszkodzone OGD

Kontrola

RECA-1/

WJ-MSC

RECA-1/

WJ-EPC

RECA-1/ RECA-1/

Ryc. 19. Poréwnanie wptywu WIJ-EPC i WJ-MSC na gestos¢ naczyn krwionosnych w organotypowej hodowli
skrawkow hipokampa (OHC). Zdjecia wykonano przy pomocy mikroskopu konfokalnego metodg ,tile scan”.
Naczynia krwionosne wyznakowano markerem specyficznym dla szczurzych komadrek endotelialnych RECA-1
(zielony), a jgdra komdrkowe zabarwiono przy pomocy Hoechst 33258 (niebieski). Rozowq strzatkq zaznaczono
region CA1, w ktorym zmienita sie gestos¢ naczyn krwionosnych pod wptywem wspothodowli posredniej
z komérkami WJ-MSC lub WJ-EPC.
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Ryc. 20. Wplyw posredniej wspothodowli OHC z WJ-MSC lub WIJ-EPC na gestos¢ naczyn krwionosnych
w regionach CA1 i CA2/3. A/ Woykres przedstawiajgcy wplyw uszkodzenia OGD na gestosé¢ naczyn
krwionosnych w OHC w regionach CA1 i CA2/3. Na skutek czasowego pozbawienia glukozy i tlenu obserwuje
sie istotng atrofie naczyn krwionosnych w regionie CA1l hipokampa w poréwnaniu do regionu CA1
w nieuszkodzonym skrawku. B/ Wykresy przedstawiajgce wplyw WJ-MSC lub WI-EPC na gestosé naczyn
krwionosnych we wspothodowli z kontrolnymi (nieuszkodzonymi) lub uszkodzonymi przez OGD skrawkami
organotypowymi hipokampa. Wspdthodowla z obydwoma typami komdrek nie wptywa na gestos¢ naczyn
krwionosnych kontrolnych OHC. Zaréwno we wspdthodowli z WJ-EPC jak i WJ-MSC wykazano zwiekszong
gestos¢ naczyn krwionosnych w regionie CA1 OHC-OGD w poréwnaniu do OHC-OGD bez komdrek. Wyniki
wyrazono jako procent powierzchni naczyn krwionosnych w stosunku do zaznaczonego regionu CA1 lub CA2/3.
Kazda wartos¢ jest sredniq uzyskang z analizy hipokampdw pieciu zwierzqt, przy trzech powtdrzeniach kazdego
oznaczenia. Analize statystyczng wykonano przy pomocy jednoczynnikowej analizy wariancji ANOVA oraz testu
Bonferroni (+SEM, n=5, * - dla p mieszczqcego sie w przedziale 0,01< p <0,05; ** - 0,001< p <0,01;
***_0,0001< p <0,001).
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5.2.2. Wtasciwosci neuroprotekcyjne WJ-MSC i WJ-EPC w organotypowej hodowli skrawkow
hipokampa

W dalszych doswiadczeniach ex vivo analizowano przezywalnos$¢ komérek w regionie CAl
hipokampa w celu oceny wtasciwosci neuroprotekcyjnych WJ-MSC i WJ-EPC (Ryc. 20 A).

W wyniku uszkodzenia OGD skrawkéw hipokampa po 24 godzinach w regionie CA1l
zaobserwowano istotng statystycznie, ponad szesciokrotnie wiekszg $miertelnosé komodrek
w poréwnaniu do nieuszkodzonej tkanki hipokampa (16% (+ 2,5%)). Na skutek wspéthodowli OHC
z obudwoma typami komodrek dochodzito do istotnego statystycznie zahamowania zamierania
komaérek w regionie CAl. Najwiekszy efekt protekcyjny zaobserwowano we wspéthodowli z WI-MSC,
gdzie smiertelnos¢ komdrek spadta o 75% (25% martwych komodrek (+ 1,2%). Natomiast we
wspoéthodowli z WI-EPC byto o 59% mniej martwych komérek (41,2% (+ 4%)) w poréwnaniu do
uszkodzonych skrawkoéw bez komérek w regionie CA1 (Ryc. 20 B).

'

WJ-MSC+OGD

Ryc. 21. Wizualizacja mikroskopowa wptywu posredniej wspothodowli OHC z WJ-MSC lub WI-EPC na
Smiertelnos¢ komorek w regionie CA1. Martwe komadrki wyznakowano jodkiem propidyny (czarny), a nastepnie
wykonano zdjecia przy pomocy mikroskopu konfokalnego. Rézowq strzatkq zaznaczono uszkodzony region CA1
OHC. Na zdjeciach mozna zaobserwowac zmniejszenie liczby martwych komdrek we wspothodowli z obydwoma
typami komorek.
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Ryc. 22. Wptyw posredniej wspodthodowli OHC z WIJ-MSC lub WI-EPC na smiertelnos¢ komorek
w regionie CAl. Woykres przedstawiajgcy procent martwych komédrek w regionie CA1
w poszczegdlnych wariantach doswiadczalnych. W wyniku wspdthodowli obserwuje sie zwiekszenie
przezywalnosci komdrek w regionie CA1 OHC-OGD. Kazda wartos¢ jest sredniq uzyskang z analizy hipokampow
pieciu zwierzqt, przy trzech powtdrzeniach kazdego oznaczenia. Analize statystycznqg wykonano przy pomocy
jednoczynnikowej analizy wariancji ANOVA oraz testu Bonferroni. (+SEM, n=5, * - dla p mieszczqgcego sie
w przedziale 0,01< p <0,05; ** - 0,001< p <0,01; ***- 0,0001< p <0,001).

5.3. Doswiadczenia in vivo
5.3.1. Ocena wptywu hodowli w tréjwymiarowych szkieletach z lizatu ptytkowego na morfologie
WJ-mMSC

W kolejnych doswiadczeniach oceniano wptyw hodowli na rusztowaniach 3D na morfologie
mezenchymalnych komérek macierzystych. W tym celu WJ-MSC wyznakowane znacznikiem zywych
komoérek Calcein-AM oraz martwych komdrek EthD-1 zmieszano z lizatem ptytkowym, a nastepnie
usieciowano przy pomocy trombiny. Po 24 godzinach od zatozenia hodowli komdérki mezenchymalne
zmienity swoj ksztatt z kulistego na wydtuzony i fibroblastyczny. Ponadto, WJ-MSC byty zdolne do
migracji wewnatrz rusztowania i tworzenia potaczen miedzykomaorkowych (Ryc. 21.).
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Ryc. 23. Zdjecia z mikroskopu fluorescencyjnego przedstawiajgce wptyw rusztowania z lizatu pfytkowego na
hodowle WJ-MSC . Komorki wybarwiono znacznikiem zywych (Calcein-AM) oraz martwych (EthD-1) komdrek.
Strukture rusztowania uchwycono poprzez potqczenia fluorescencji ze Swiattem przechodzqcym (BF, zdjecie po
prawej). Skala 100 um.

5.3.2. Dziatanie naczynioprotekcyjne WJ-MSC i WJ-EPC po transplantacji do prgzkowia
uszkodzonego przez ouabaine moézgu szczura

Dziatanie naczynioprotekcyjne oceniano po transplantacji WJ-MSC lub WIJ-EPC osadzonych na
rusztowaniach z lizatu ptytkowego usieciowanego trombing bezposrednio przed podaniem do
mozgow szczurdw poddanych 3 dni wczesniej ogniskowemu uszkodzeniu OUN.

Wptyw WIJ-MSC lub WIJ-EPC osadzonych na szkieletach z lizatu ptytkowego na naczynia
krwionosne szczura byt oceniany 14 dni po transplantacji do prazkowia. W tym celu przeszczepiane
komorki wyznakowano specyficznym dla cztowieka przeciwciatem skierowanym przeciwko CD44,
a naczynia krwionosne specyficznym dla szczura markerem komérek srodbtonka RECA-1. Wyniki
przedstawiono jako procent powierzchni wyznakowanej markerem RECA-1 w stosunku do
zaznaczonej tkanki. Zarowno WJ-MSC jak i WIJ-EPC po transplantacji wnikaty do otaczajacej tkanki
gospodarza. W wyniku przeszczepienia komérek zaobserwowano istotne statystycznie zwiekszenie
gestosci naczyn krwionosnych w obrebie uszkodzonej tkanki oraz w miejscach lokalizacji WJ-MSC lub
WIJ-EPC. W poréwnaniu do kontroli, gdzie liczba naczyn krwionosnych plasowata sie na poziomie 8%
(£ 0,7%), u szczuréw po transplantacji WJ-MSC wynosita 13% (£ 0,9%), natomiast po przeszczepie
WIJ-EPC byta na najwyzszym poziomie 20% (+ 0,8%). Ponadto dzieki wizualizacji mikroskopowej
zaobserwowano, ze WIJ-MSC i WIJ-EPC otaczajg naczynia krwionosne. Co wiecej w przypadku
transplantacji WJ-EPC, w tkance otaczajgcej uszkodzenie zaobserwowano pojedyncze komorki
reagujgce pozytywnie z przeciwciatem skierowanym przeciwko RECA-1, prawdopodobnie bedace
progenitorami komoérek srédbtonka (Ryc. 22.i 23.).
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Ryc. 24. Ocena wptywu transplantacji WJ-MSC i WJ-EPC na naczynia krwionosne w prazkowiu uszkodzonego
ouabaing moézgu szczura. Wykres przedstawiajgcy poréwnanie gestosci naczyn krwionosnych po transplantacji
WJ-MSC lub WIJ-EPC w poréwnaniu do kontroli. Wyniki obrazujg S$rednie z czterech niezaleznych
eksperymentéw, przy czterech powtdrzeniach kazdego oznaczenia. LP — rusztowanie z lizatu ptytkowego.
Analize statystyczng wykonano przy pomocy jednoczynnikowej analizy wariancji ANOVA oraz testu Bonferroni.
(+SEM, n=4, * - dla p mieszczgcego sie w przedziale 0,01< p <0,05; ** - 0,001< p <0,01; ***- 0,0001< p <0,001).
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Ryc. 25. Zdjecia z mikroskopu fluorescencyjnego wizualizujgce wzajemne oddziatywanie przeszczepionych
WJ-MSC i WI-EPC z naczyniami krwionosnymi w mézgu szczura. Srédbfonek szczura zostat uwidoczniony
w reakcji ze specyficznym dla tego gatunku przeciwciatem anty- RECA-1 (czerwony), transplantowane komarki
wyznakowano anty-ludzkim markerem CD44 (zielony). Czerwonq strzakq zaznaczono pojedyncze komorki
wykazujgce obecnos¢ markera RECA-1. Jgdra komdrek zabarwiono na niebiesko za pomocq Hoechst 33258.
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5.3.3. Wptyw transplantacji WJ-MSC i WJ-EPC na tworzenie blizny glejowej w prqgzkowiu szczura po
uszkodzeniu mézgu ouabaing

Ocena hamowania tworzenia blizny glejowej przez mezenchymalne komadrki macierzyste byta
wykonywania po 14 dniach od transplantacji. Wyniki przedstawiono jako procent powierzchni tkanki
pozytywnie reagujacej z przeciwciatem skierowanym przeciwko GFAP. W wyniku transplantacji liczba
komoérek wykazujgcych obecnosé¢ GFAP istotnie spadta w poréwnaniu do kontroli (28% (+ 1,6%))
w obu wariantach komadrkowych, przyjmujgc wartosci odpowiednio 19% (+ 0,9%) dla WJ-EPC i 14%
(* 0,8%) dla WIJ-MSC. Ponadto przy pomocy analizy mikroskopowej wykazano, ze WI-EPC,
w odrdznieniu od WJ-MSC miaty tendencje do lokalizowania sie gtéwnie w okolicy naczyn
krwiono$nych. WJ-MSC wykazywaty natomiast pozytywng reakcje dla przeciwciata glejowego GFAP,
w przeciwienstwie do WJ-EPC (Ryc. 24.i 25.).
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Ryc. 26. Wptyw transplantacji WJ-MSC i WJ-EPC na tworzenie blizny glejowej w prqgzkowiu uszkodzonego
ouabaing mézgu szczura. Wykres przedstawiajgcy porownanie wielkosci powierzchni tkanki wyznakowanej
markerem glejowym GFAP po transplantacji WJ-MSC lub WJ-EPC w poréwnaniu do kontroli. W wyniku
przeszczepienia WJ-MSC jak i WI-EPC obserwuje sie mniejszq liczbe komdrek reagujgcych pozytywnie
z przeciwciatem skierowanym przeciwko GFAP. Woyniki obrazujq srednie z czterech niezaleznych
eksperymentow, przy czterech powtdrzeniach kazdego oznaczenia. LP — rusztowanie z lizatu ptytkowego.
Analize statystyczng wykonano przy pomocy jednoczynnikowej analizy wariancji ANOVA oraz testu Bonferroni.
(+SEM, n=4, * - dla p mieszczqcego sie w przedziale 0,01< p <0,05; ** - 0,001< p <0,01; ***- 0,0001< p <0,001).
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Ryc. 27. Zdjecia z mikroskopu fluorescencyjnego wizualizujgce wzajemne oddziatywanie przeszczepionych
WJ-MSC lub WI-EPC z komdrkami pozytywnie reagujgcymi z przeciwciatfem anty-GFAP. Przeciwciafo to
reaguje zarowno z biatkiem szczurzym jak i ludzkim. Transplantowane komorki wyznakowano markerem CD44
(zielony). W wyniku transplantacji WJ-MSC lub WJ-EPC obserwuje sie zmniejszenie liczby komorek posiadajqgcych
w swoich strukturach biatko GFAP (czerwony). WI-EPC lokalizujq sie gtownie w okolicy naczyn
krwionosnych.Rozmieszczenie WJ-MSC jest bardziej rownomierne a same komorki w duzej mierze wykazujg
rowniez obecnos¢ GFAP w swoich strukturach. Jgdra komdrek zostaty wyznakowane na niebiesko za pomocq
Hoechst 33258.
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5.3.4. Poréwnanie reakcji zapalnej po transplantacji WJ-MSC i WJ-EPC w prgzkowiu szczura po
uszkodzeniu mézgu ouabaing

Po 14 dniach od transplantacji WJ-MSC lub WIJ-EPC transplantowanych wraz z tworzacymi sie
w tkance szkieletami 3D z lizatu ptytkowego do uszkodzonego ouabaing modzgu szczurdw,
obserwowano aktywacje komoérek odpowiedzi immunologicznej biorcy przeszczepu. W tkance
nerwowej w kontroli w okolicy uszkodzenia zaobserwowano liczne (16% (+ 0,8%)) komdrki reagujace
pozytywnie z przeciwciatami skierowanymi przeciwko ED1 (marker makrofagéw/mikrogleju).
W wyniku transplantacji liczbha komdrek reagujacych pozytywnie z przeciwciatem anty-ED1 istotnie
statystycznie zmniejszyta sie i wynosita odpowiednio, 7% (+ 0,53%) dla WJ-EPC oraz 6% (+ 0,68%) dla
WIJ-MSC (Ryc. 26. i 27.).
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Ryc. 28. Hamowanie odpowiedzi immunologicznej biorcy przez WJ-MSC lub WJ-EPC. Wykres przedstawiajgcy
wpfyw przeszczepionych komdrek na liczbe komdrek mikrogleju reagujgcych z przeciwciatem ED1. W wyniku
transplantacji obu typow komdrek obserwuje sie zmniejszenie lokalnej reakcji zapalnej. Wyniki obrazujq srednie
z czterech niezaleznych eksperymentéw, przy czterech powtdrzeniach kazdego oznaczenia. LP — rusztowanie
z lizatu ptytkowego. Analize statystycznqg wykonano przy pomocy jednoczynnikowej analizy wariancji ANOVA
oraz testu Bonferroni. (+SEM, n=4, * - dla p mieszczgcego sie w przedziale 0,01< p <0,05; ** - 0,001< p <0,01;
***.0,0001< p <0,001).
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Ryc. 29. Wptyw transplantowanych komoérek na aktywacje mikrogleju. Zdjecia z mikroskopu
fluorescencyjnego przedstawiajgce zwiekszong odpowiedZ zapalng w mdzgu po uszkodzeniu wywotanym
ouabaing w  stosunku do odpowiedzi w  wariancie z  przeszczepionymi  komodrkami
WJ-MSC lub WI-EPC. Na czerwono wyznakowano komdrki odpowiedzi zapalnej pozytywne dla EDI,
transplantowane komoarki odznaczajq sie kolorem zielonym dzieki pozytywnej reakcji ze specyficznym dla
cztowieka przeciwciatem skierowanym przeciwko CD44. Jgdra komdrkowe wyznakowano przy pomocy Hoechst
33258
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5.3.5. Wptyw transplantowanych WJ-MSC i WJ-EPC na proliferacje komdrek w uszkodzonym
ouabaing prgzkowiu mézgu szczura

Ocene liczby proliferujgcych komdrek w prazkowiu w okolicy uszkodzenia prowadzono po 14
dniach od transplantacji komdrek WJ-MSC lub WJ-EPC. W wyniku transplantacji zaobserwowano
istotne statystycznie zwiekszenie liczby proliferujgcych komérek, kolejno 4% (+ 0,53%) dla WI-EPC
i3% (x 0,55%) dla WJ-MSC w porédwnaniu do kontroli 0,8% (+ 0,2%) (Ryc. 28.i 29.).
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Ryc. 30. Stymulacja proliferacji w prgzkowiu uszkodzonym ouabaing przez WJ-MSC i WJ-EPC. Wykres
przedstawiajgcy wpfyw przeszczepionych WJ-MSC i WI-EPC na liczbe proliferujgcych komdrek pozytywnie
reagujqgcych z przeciwciatem Ki67.W wyniku transplantacji obu typéw komdrek wzrasta liczba proliferujgcych
komdrek szczura (czerwonych) w prgzkowiu. Wyniki obrazujg Srednie z czterech niezaleznych eksperymentdw,
przy czterech powtdrzeniach kazdego oznaczenia. LP — rusztowanie z lizatu ptytkowego. Analize statystyczng
wykonano przy pomocy jednoczynnikowej analizy wariancji ANOVA oraz testu Bonferroni. (+SEM, n=4, * - dla
p mieszczgcego sie w przedziale 0,01< p <0,05; ** - 0,001< p <0,01; ***- 0,0001< p <0,001).
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Ryc. 31. Wpityw transplantowanych komdrek na stymulacje proliferacji w uszkodzonym OUA prqikowiu
mozgu szczura. Zdjecia z mikroskopu fluorescencyjnego przedstawiajgce zwiekszenie liczby proliferujgcych
komodrek w wyniku transplantacji WJ-MSC lub WJ-EPC osadzonych na szkieletach z lizatu ptytkowego. Komorki
pozytywnie reagujgce z markerem proliferacji Ki67 (czerwony), WJ-MSC i WJ-EPC wyznakowano CD44 (zielony).
Jgdra komdrkowe wyznakowano przy pomocy Hoechst 33258. Nieliczne komdrki wykazujg dwubarwnosc (Zotte)

co dowodzi stabej proliferacji ludzkich komdrek MSC w miejscu przeszczepu.
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5.3.6. Ocena potencjatu neuralnego transplantowanych do prgzkowia mézgu szczura WJ-MSC
i WIJ-EPC

Analize potencjatu neuralnego oceniono po 14 dniach od transplantacji WJ-MSC lub WJ-EPC
na podstawie reakcji z przeciwciatami skierowanymi przeciwko specyficznemu dla cztowieka
wczesnemu markerowi neuralnemu nestynie oraz markerowi dojrzatych neuronéw NF200 wigzgcym
sie zarowno z ludzkimi jak i szczurzymi biatkami. W wyniku transplantacji WJ-MSC zaobserwowano
istotny statystycznie wzrost liczby komarek wykazujgcych obecnosé markera NF200 (21.14% (+ 1%))
w poréwnaniu do kontroli (13,32% (+ 0,8%)) (Ryc. 30.). Zwiekszenie liczby komérek pozytywnych dla
tego markera po transplantacji WJ-EPC (16,57% (+ 1,6%)) byto nieistotne statystycznie. Nie
zaobserwowano wspotwystepowania markera CD44 z NF200 (Ryc. 31.).

W wyniku transplantacji, w odpowiedzi na panujgce warunki mikrosrodowiska, czes¢ WJ-MSC
jak i WIJ-EPC wykazywata obecnos¢ nestyny. Reakcja ta byta wyrazniejsza po transplantacji WJ-MSC
w przypadku ktérych 16,1% (+ 1,7%) komdrek reagowato pozytywnie z przeciwciatem skierowanym
przeciwko nestynie, w przypadku WIJ-EPC byto to 9,8% (1,4%). Rdznica miedzy obydwoma typami
komorek byta istotna statystycznie (Ryc. 32.).
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Ryc. 32. Potencjat neuronalny WJ-MSC i WI-EPC. Wykres przedstawiajgcy wzrost liczby komdrek pozytywnych
dla NF200 w wyniku transplantacji WJ-MSC i WJ-EPC. Wyniki obrazujg $rednie z czterech niezaleznych
eksperymentéw, przy czterech powtdrzeniach kazdego oznaczenia. LP — rusztowanie z lizatu ptytkowego.
Analize statystyczng wykonano przy pomocy jednoczynnikowej analizy wariancji ANOVA oraz testu Bonferroni.
(+SEM, n=4, * - dla p mieszczqcego sie w przedziale 0,01< p <0,05; ** - 0,001< p <0,01; ***- 0,0001< p <0,001).
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Ryc. 33. Potencjat neuronalny WJ-MSC i WI-EPC. A/ Reprezentatywne zdjecia z mikroskopu fluorescencyjnego
przedstawiajgce zwiekszenie liczby komdrek reagujgcych pozytywnie z przeciwciatem NF200 (czerwony)
w wyniku transplantacji WJ-MSC lub WIJ-EPC osadzonych na szkieletach z lizatu ptytkowego. NF200 daje
stosunkowo mato reakcji dwubarwnej (Zttej) wiec wzrost czy tez ostona przed smiercig niedokrwienng dotyczy
gtéwnie endogennych komdrek szczura, co réwniez potwierdza kontrola. WJ-MSC i WJ-EPC wyznakowano CD44
(zielony). Jgdra komdrkowe zabarwiono przy pomocy Hoechst 33258.
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Ryc. 34. Potencjat neuralny ‘WI-MSC i WI-EPC ) / Wykrés' przedstawiajqcy poréwnanie liczby
transplantowanych komdrek reagujgcych pozytywnie z przeciwciatem skierowanym przeciwko nestynie. Wyniki
obrazujq srednie z czterech niezaleznych eksperymentow, przy czterech powtdrzeniach kazdego oznaczenia. B/
Zdjecia z mikroskopu fluorescencyjnego wykazujgce réznicowanie w kierunku neuralnym czesci
transplantowanych WJ-MSC i WJ-EPC. W obu typach komdrek zaobserwowano wspotwystepowanie markera
CD44 (zielony) oraz nestyny (czerwony).W kontroli nie wykazano obecnosci nestyny, co potwierdza ze pojawia
sie ona gtdwnie na komdrkach pochodzenia ludzkiego. Jgdra komdrkowe wyznakowano przy pomocy Hoechst
33258. LP — rusztowanie z lizatu ptytkowego. Analize statystycznqg wykonano przy pomocy testu t Studenta
(+SEM, n=4, * - dla p mieszczgcego sie w przedziale 0,01< p <0,05; ** - 0,001< p <0,01; ***- 0,0001< p <0,001).
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5.3.7. Poréwnanie wielkosci uszkodzenia wywotanego ouabaing po transplantacji WJ-EPC i WJ-
MSC

Wielkos¢ uszkodzenia powstatego w wyniku podania ouabainy byta oceniana po 7, 14 oraz 21
dniach od transplantacji WJ-MSC lub WIJ-EPC z lizatem ptytkowym. W 14 dniu obserwowano
najwieksze uszkodzenie tkanki nerwowej wynoszace 12% (+ 1,2%) powierzchni mdzgu, w poréwnaniu
do dnia 7. (7,5% (* 0,5%)) oraz dnia 21. (8,5% (+ 0,6%)). Transplantacja ludzkich WJ-MSC i WJ-EPC do
uszkodzonego prazkowia mdzgu szczura skutkowata istotnym zmniejszeniem wielkosci uszkodzenia
we wszystkich wariantach czasowych w pordwnaniu do zwierzat ktéorym podano jedynie lizat
ptytkowy. W dniu 7. po transplantacji WJ-EPC wynosita 2,7% (+ 0,5%), natomiast po podaniu WJ-MSC
uszkodzone byto 4,9% (+ 0,3%) tkanki. Po 14 dniach od przeszczepu wielko$¢ uszkodzenia wynosita
3,5% (+ 0,4%) dla WI-EPC oraz 4,3% (+ 0,52%) dla WJ-MSC. Natomiast po 21 dniach powierzchnia
uszkodzenia tkanki nerwowej byta prawie na réwnym poziomie 3% (+ 0,3%) dla WIJ-EPC i 2,9%
(£ 0,46%) dla WJ-MSC (Ryc. 33).
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Ryc. 35. Porownanie wielkosci uszkodzenia prgzkowia mozgu szczura spowodowanego podaniem ouabainy
po transplantacji WJ-EPC i WJ-MSC. Ocene prowadzono w 7., 14. i 21. dniu po transplantacji WJ-MSC lub
WJ-EPC. W wyniku transplantacji obserwuje sie istotne zmniejszenie wielkosci uszkodzenia. Liczby obrazujg
Srednie z 4 zwierzqt przypadajgcych na kazdy punkt czasowy, wyrazone jako % powierzchni uszkodzenia w
stosunku do powierzchni catego mdézgu. LP — rusztowanie z lizatu ptytkowego. Analize statystycznqg wykonano
przy pomocy jednoczynnikowej analizy wariancji ANOVA oraz testu Bonferroni. (+SEM, n=4, * - dla p
mieszczgcego sie w przedziale 0,01< p <0,05; ** - 0,001< p <0,01; ***- 0,0001< p <0,001).
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6. Dyskusja

Petna regeneracja sktadowych jednostki neuronaczyniowej jest podstawg przywrdcenia
prawidtowych funkcji OUN po epizodzie niedokrwiennym. Niezwykle istotna jest odbudowa zaréwno
sieci neuralnych jak i naczyniowych. Wprawdzie w stanach patologicznych obserwuje sie wzrost
proliferacji, a nastepnie migracji progenitorow neuralnych czy s$rédbtonkowych do miejsca
uszkodzenia niedokrwiennego, jednak ich dziatanie jest niewystarczajgce. Moze by¢ to zwigzane
zarébwno z wptywem nieprzyjaznego s$rodowiska zapalnego w obrebie uszkodzonej tkanki,
aktywnoscig astrocytéw, ktdre poza tworzeniem blizny glejowej wydzielajg réwniez hamujgce wzrost
czynniki, czy niedostateczng  proliferacja endogennych  progenitorow. Zastosowanie
mezenchymalnych komdrek macierzystych rodzi wiele nadziei w terapii udaru niedokrwiennego
mozgu, ale wymaga szczegdtowej optymalizacji. Prowadzone do tej pory badania kliniczne wykazaty
bezpieczenstwo stosowania MSC, jednak pozytywne efekty transplantacji byty stosunkowo niespéjne
i niewystarczajace. Poznanie mechanizméw dziatania MSC umozliwi bardziej sSwiadome wdrazanie ich
do kliniki oraz otwiera mozliwos$¢ regulacji ich poszczegdlnych wtasciwosci regeneracyjnych
w zaleznosci od potrzeb terapii.

Jednym z gtéwnych celéw prezentowanej pracy doktorskiej byta ocena wtasciwosci naczynio-
i neuro-protekcyjnych mezenchymalnych komaérek macierzystych pochodzacych z galarety Whartona
(WJ-MSC) oraz préba zwiekszenia ich zdolnosci regeneracyjnych poprzez réznicowanie w kierunku
progenitoréw srédbtonkowych (WJ-EPC). Praca zostata podzielona na trzy etapy in vitro, ex vivo i in
vivo.

W zaleznosci od wyboru metody izolacji: mechanicznej badZz enzymatycznej uzyskuje sie
populacje MSC o zréznicowanym charakterze. Na podstawie wtasnych obserwacji i wynikéw pracy
naszego zespotu do izolacji WJ-MSC wybrano metode mechaniczng. Wedtug pracy naszej grupy Lech
i wsp. (2016) mezenchymalne komérki macierzyste wyizolowane mechanicznie cechujg sie wyzszym
potencjatem proliferacyjnym, zwiekszong zdolnoscig do réznicowania w kierunku mezodermalnym
oraz wolniejszym starzeniem w poréwnaniu do MSC po trawieniu enzymatycznym (Lech i in., 2016).
Potwierdzono réwniez wczesniejsze obserwacje Drela i wsp. (2014 i 2016), w ktérych wykazano ze
nietrawione WIJ-MSC cechujg sie zwiekszonym potencjatem do spontanicznego rdznicowania
neuralnego (Lech i in., 2016; Drela i in., 2014, 2016). Zgodnie z wynikami innych badaczy w wyniku
izolacji mechanicznej galarety Whartona ze sznura pepowiny, a nastepnie kilkudniowej inkubacji
w pozywce wzrostowej MSCGM w naczynku hodowlanym otrzymano komarki o cechach typowych
dla MSC, spetniajacych wytyczne Miedzynarodowego Towarzystwa Terapii Komodrkowej (ang.
International Society for Cellular Therapy, ISCT ) (Horwitz i in., 2005; Lech i in., 2016). Po okoto 7-14
dniach od rozpoczecia inkubacji galarety Whartona na powierzchni naczynka hodowlanego pojawity
sie adherentne, wrzecionowate komodrki przypominajgce fibroblasty. Podobnie jak w pracy Drela
i wsp. (2014), otrzymane tg metodg MSC byty zdolne do tworzenia centr intensywnej proliferacji
(CFU) i namnazania sie, z czasem zarastajgc catg dostepng powierzchnie wzrostu, tworzac jednolitg
hodowle zlewng tzw. monolayer. Przy pomocy cytometrii przeptywowej potwierdzono réwniez
obecnos$¢ typowych markerdw ,pozytywnych” dla mezenchymalnych komdrek macierzystych CD90,
CD73 i CD105 oraz brak markeréw ,negatywnych” CD34, CD11b, CD19, CD45, HLA-DR. Ostatnim
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kryterium potwierdzajgcym charakter MSC wyizolowanych komodrek jest ich zdolnosé do
réznicowania w kierunku komodrek tkanki kostnej, chrzestnej i ttuszczowej. Zgodnie z wcze$niejszymi
wynikami Drela i wsp. (2014 i 2016) oraz Lech i wsp. (2016) wykazaliSmy ze mechanicznie
wyizolowane WJ-MSC w wyniku inkubacji z mediami kierunkujagcymi wykazujg potencjat do
réznicowania w kierunku chondrocytow, osteocytow i adipocytéw (Drela i in., 2014; Lech i in., 2016;
Drelaiin., 2016).

Jedng z wazniejszych cech komdrek macierzystych w aspekcie terapeutycznym jest ich
wysoka plastycznos¢ i zdolnos¢ do réznicowania w rézne typy komorek. Podatnosé do réznicowania
MSC in vitro w linie pochodzgce ze wszystkich trzech listkdw zarodkowych wcigz rodzi liczne debaty
i watpliwosci. Jak juz wspomniano, WJ-MSC jako komérki pochodzgce z poptodu cechuja sie bardziej
prymitywnym fenotypem rozwojowym (tzw. embryonic-like), czego dowodem jest ekspresja
pluripotencjalnych markeréw komodrek embrionalnych: Oct4, SSEA-4, Nanog, Sox-2. Z tego tez
wzgledu posiadajg rozszerzony zakres dalszego, indukowanego in vitro réznicowania w komorki
pochodzace zaréwno z mezodermy, jak i neuroendodermy i endodermy (Kalaszczynska i Ferdyn,
2015; Maslova, Novak i Kruzliak, 2015). Wykazano réwniez, ze komorki te cechujg sie zdolnoscig do
samoistnego neuralnego réznicowania, czego nie zaobserwowano w populacjach MSC pochodzacych
z innych zrédet (Drelaiiin., 2016).

Odbudowa struktury i funkcji uszkodzonych naczyn krwionosnych jest niezbednym
elementem regeneracji poniedokrwiennej mézgu. Wedtug ostatnich badan endogenne progenitory
endotelialne w wyniku udaru niedokrwiennego s uwalniane ze szpiku do krwi krazacej, skad
wspadlnie z progenitorami EPC wystepujgcymi w tzw. niszach okotonaczyniowych migrujg do miejsca
uszkodzenia, gdzie biorg udziat w odbudowie mikronaczynn i przywrdceniu prawidtowego
funkcjonowania uszkodzonej jednostki neuronaczyniowej (Aguilera i in., 2014; Wei, Erinjeri, Rovainen
i Woolsey, 2001; Asahara i in.,, 1999; Sharma i in., 2012). W licznych badaniach wykazano,
ze w wyniku niedokrwienia mézgu dochodzi do wzmozonej proliferacji progenitorowych komérek
endotelialnych, a ich duza liczba pojawiajgca sie w krwi obwodowe] koreluje z pozytywnym
poudarowym przebiegiem klinicznym (Sobrino i in., 2007). Udostepnienie dodatkowego zrddta
funkcjonalnych progenitoréw endotelialnych w postaci przeszczepéw komdrek WI-EPC daje nadzieje
na zmniejszenie deficytéw poudarowych i szybszg rekonwalescencje. Wykazano jednak, ze
wyizolowane z naczyn krwionosnych komorki srédbtonka pomimo proliferacji in vitro, w trakcie
hodowli tracg swoje wtasciwosci co wyklucza je z zastosowania klinicznego (Prasad Chennazhy
i Krishnan, 2005). Istnieje rowniez mozliwos¢ pozyskania EPC z krwi obwodowej, jednak w stanie
fizjologicznym sg one niezwykle rzadkim i trudnym w hodowli materiatem (Tagawa i in., 2015).
Ponadto w badaniach in vivo Portalska i wsp. (2012) po podskdrnym wszczepieniu rusztowan z PLLA
(Poli-L-laktyd) lub PLGA (kopolimer kwasu mlekowego z kwasem glikolowym), na ktérych dwa
tygodnie wczesniej zatozono hodowle ludzkiej linii komérek srodbtonka HUVEC, nie zaobserwowali
tworzenia prawidtowych struktur naczynia krwionosnego. Badacze ci sugerujg, ze HUVEC nie s3
w stanie bez wsparcia innych komarek, takich jak perycyty czy komérki miesni gtadkich, stworzy¢
stabilnej struktury naczynia krwionosnego. W tych samych badaniach po transplantacji
réznicowanych srédbtonkowo BM-MSC, zaobserwowano powstanie kompletnego i funkcjonalnego
naczynia krwionosnego (Portalska i in.,, 2012). Wydaje sie wiec, ze mniej zrdzinicowane acz
ukierunkowane s$rédbtonkowo mezenchymalne komorki macierzyste/progenitorowe sg lepszym
kandydatem do odbudowy i tworzenia funkcjonalnych sieci naczyniowych niz w petni zréznicowane
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komoérki srédbtonka. Istnieje szereg publikacji opisujgcych zdolno$¢ do réznicowania komoérek
macierzystych do linii srédbtonkowej, jednak tylko nieliczne dotyczag WJ-MSC (Oswald i in., 2004;
Cheniin., 2009; Dengiin., 2015; Portalska i in., 2012).

Podstawowym zadaniem pierwszego etapu badan in vitro byta ocena potencjatu WJ-MSC do
réznicowania w kierunku srddbtonka. Wedtug Tagawa i wsp. (2015) wczesne progenitory
srodbtonkowe (ang. Early Endothelial Progenitor Cells, eEPC), w czasie pierwszych kilku dni
w warunkach in vitro, tworza kolonie wydtuzonych, wrzecionowatych komérek i majg ograniczony
potencjat proliferacyjny, natomiast pdzne EPC, 3-4 tygodni od rozpoczecia hodowli 2D, cechujg sie
szybkim wzrostem oraz sze$ciennym ksztattem, przypominajacym kostke brukowg tzw. ,,cobblestone”
(Tagawa i in., 2015; Yoo i in., 2005). Czas w jakim wczesne progenitory srédbtonka przechodza
w poine EPC in vitro nie jest do konca poznany i rdézni sie w poszczegdlnych publikacjach.
Przyktadowo w przeciwienstwie do Tagawa w pracy Cheng i wsp. (2013), komérki wczesne obserwuje
sie w hodowli do tygodnia, natomiast pdzne od 2-4 tygodnia (Cheng i in., 2013). W opisywanych
przez nas badaniach WJ-MSC po etapie namnazania po ok. 30 DIV byly poddawane 7-dniowemu
réznicowaniu in vitro i w dalszej czesci doswiadczen byty okreslane jako WIJ-EPC. W wyniku
ukierunkowania $rédbtonkowego WIJ-EPC nabraty zréinicowanego, endotelialnego fenotypu.
Komorki te ponad trzykrotnie zmniejszyty swojg powierzchnie w stosunku do WJ-MSC, a w catej
populacji mozna byto wyrdznié zaréwno podtuzne, wrzecionowate komérki charakterystyczne dla
eEPC, jak i takie o szesciennym ksztatcie, przypominajgce pdzne EPC. Te obserwacje zgodne z Cheng
i wsp. (2013) sugeruja, ze okolice si6dmego dnia s3 momentem przejsciowym pomiedzy wczesnymi
oraz péinymi progenitorowymi komodrkami $réddbtonka. Z drugiej strony WI-EPC, podobnie jak
WJ-MSC, wykazywaty zdolnosé do tworzenia centréw o intensywnej proliferacji, co wedtug Guan
i wsp. (2013) jest cechg charakterystyczng dla eEPC (Guan i in., 2013). Zmianie ulegto réwniez tempo
proliferacji, co jest zgodne z doniesieniami innych badaczy réznicujagcych mezenchymalne komorki
macierzyste w kierunku srédbtonka (Oswald i in., 2004; Chen i in., 2009; Deng i in., 2015; Portalska
i in., 2012). Wykazano ze WIJ-EPC w czasie 7-dniowej hodowli, podwajajg swojg populacje ponad
pieciokrotnie szybciej w poréwnaniu do komérek nieréznicowanych.

Wedtug czesci badaczy, do okreslenia komodrek mianem progenitorowych komdrek
srédbtonka niezbedna jest ekspresja CD34,VEGFR-2iCD133. Jednak do dnia dzisiejszego nie
dowiedziono mozliwosci zrdéznicowania takich komdrek w dojrzate EC in vitro (Cheng i in., 2013).
Ponadto wedtug czesci badaczy istnieje subpopulacja wczesnych EPC pozbawiona ekspresji tych
sugerowanych ,typowych” markeréw srédbtonkowych CD34 i CD133. S3 to adherentne komorki,
ktore poza markerami srédbtonkowymi cechujg sie obecnosciag markeréw typowych dla MSC lub
monocytow (Fan i in., 2010). Co interesujgce w przedstawianych przez nas badaniach, WJ-EPC
pomimo rdznicowania zachowaty charakterystyczny dla MSC profil ekspresji gendw zalecany przez
ISCT. Ponad 90% WI-EPC posiadato na swojej powierzchni CD90, CD73 i CD105 (de facto marker
srodbtonkowy), przy braku obecnosci CD34, CD11b, CD19, CD45, HLA-DR. Ze wzgledu na istotny
udziat w procesie dojrzewania EPC i w angiogenezie, wybranymi przez nas markerami
charakteryzujgcymi zréznicowane progenitory srédbtonkowe byty: PECAM-1, vWF, VCAM-1, VEGFR-
2, VEGF-A. W prezentowanej pracy przyjelismy PECAM-1 jako marker wczesnych, natomiast vVWF jako
marker pdznych progenitorow srédbtonkowych. Jednak taka klasyfikacja budzi kontrowersje. Wedtug
zdecydowanej wiekszosci badan PECAM-1 jest traktowany jako wczesny marker EPC, ktérego
ekspresja spada wraz z czasem hodowli (Hur i in., 2004; Yoo i in., 2005). Jednak w czesci badan
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wskazuje sie, ze PECAM-1 pojawia sie dopiero w pdznych EPC (Oswald i in., 2004). Mniej watpliwosci
wzbudza VWF ktory przez wiekszos¢ badaczy jest uznawany jako marker pdzny, ktérego ekspresja jest
indukowana dopiero w 7 dniu réznicowania srédbtonkowego MSC (Yoo i in., 2005). W opisywanych
przez nas wynikach obserwowano indukcje ekspresji specyficznych markeréw srddbtonkowych
PECAM-1 i vWF w wyniku réznicowania WJ-EPC. W przypadku pierwszego markera poziom mRNA po
réoznicowaniu wzrést 14-krotnie, natomiast drugiego 4-krotnie w porédwnaniu do WJ-MSC. Jest to
zgodne z badaniami Zhang i wsp. (2011), w ktérych MSC pochodzace z tkanki ttuszczowej byty
réznicowane w kierunku Srédbtonka przez 3 tygodnie (Zhang i in., 2011). Jednoczesna ekspresja
PECAM-1 i vWF potwierdza nasze wczesniejsze przypuszczenia, ze w otrzymanej przez nas populacji
mozna wyrdzni¢ zaréwno wczesne jak i pdine typy EPC. Ponadto zaobserwowalismy réwniez
obecnosé markeréw srédbtonkowych, takich jak: VEGFR-2, VCAM-1 oraz VEGF-A, ktérych nieznaczna
ilo$¢ wykryto réwniez na WJ-MSC, sugerujgc tym samym ich stosunkowo niskg specyficznos¢ dla EPC.
Podobny profil ekspresji wykazano w badaniach Chen i wsp. (2009), w ktorych WJ-MSC réznicowane
przez 12 dni w kierunku $rédbtonkowym wykazywaty ekspresje VEGFR-2, vWF i VE-kadheryny (Chen
i in., 2009). Oswald i wsp. (2004), ktérzy réznicowali BM-MSC srodbtonkowo przez 7 dni, wykazali
ekspresje VWF, VEGFR-1 i 2, VE-kadheryny oraz VCAM-1, ale co ciekawe przy braku ekspresji
PECAM-1. W badaniach tych nie wykryto réwniez obecnosci markera CD34, co jest spdjne z naszymi
wynikami (Oswald i in., 2004). Ze wzgledu na krétki czas réznicowania w kierunku srodbtonka oraz
powyzsze wyniki sktaniamy sie do twierdzenia, ze otrzymana populacja WJ-EPC sktada sie zaréwno
z wczesnych jak i pdznych komadrek progenitorowych srédbtonka.

W celu funkcjonalnej oceny réznicowania srédbtonkowego stosowane sg zrédznicowane testy
w hodowli 2D i 3D, potwierdzajgce charakterystyczne witasciwosci komdrek srédbtonka. Wychwyt
modyfikowanej lipoproteiny niskiej gestosci (Dil-Ac-LDL) jest specyficzng cechg komdérek
endotelialnych i makrofagdw, u ktérych proces ten zachodzi przy pomocy receptoréw zmiataczy.
Ponadto EPC s3 zdolne do wigzania z lektyng (ang. Ulex Europaeus Agglutinin |, UEA ) oraz do
tworzenia struktur pseudo-naczyniowych. W prezentowanej pracy wykazano, ze w wyniku
réznicowania srodbtonkowego WIJ-EPC, w przeciwienstwie do WJ-MSC nabywajg umiejetnosci
inkorporacji Dil-Ac-LDL juz po 4 godzinach inkubacji z odczynnikiem. Identyczne wyniki uzyskat Chen
i wsp. (2009) po 12 dniach réznicowania WJ-MSC, Portalska i wsp. (2012) w wyniku 10-dniowe;j
indukcji $rédbtonkowej BM-MSC oraz Konno i wsp. (2010) po 12 dniach inkubacji ADSC z pozywka
kierunkujacg EPC (Konno i in., 2010; Portalska i in., 2012; Chen i in., 2009). Istnieje szereg protokotéw
oceniajgcych potencjat angiogenny komdrek srdodbtonka. Najbardziej podstawowym jest test
tworzenia sieci pseudo-naczyniowych przez réznicowane komdrki na pdétstatym podtozu z kolagenu,
fibryny lub macierzy zewnatrzkomérkowe] (tzw. Matrigel). Uktad taki ma na celu nasladowanie
warunkéw in vivo i indukowanie migracji i rdznicowania EPC. W wyniku wytwarzania potgczen
Scistych (ang. tight junctions) miedzy komérkami dochodzi do zbudowania podobnej do naczyn
krwionosnych sieci sktadajacej sie z ,tubuli”, w ktorych jednak nie obserwuje sie $wiatta. Matrigel
bedacy mieszaning biatek btony podstawnej oraz licznych czynnikéw wzrostowych, w tym EGF, bFGF,
NGF, PDGF, IGF-1 i TGF-B, wydaje sie by¢ najefektywniejszym kandydatem do testowania
angiogenezy in vitro (Staton, Reed i Brown, 2009). W prezentowanej pracy WJ-EPC byty zdolne do
tworzenia sieci pseudo-kapilarnych juz po 4 dniach réznicowania w kierunku srédbtonka. Stworzone
sieci jednak cechowaty sie mniejszymi srednicami petli i byty mniej trwate w poréwnaniu do struktur
tworzonych przez WJ-EPC rdéznicowanych przez 7 dni. W przypadku tych drugich pierwsze oznaki
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tworzenia sieci pseudo-naczyniowej zaobserwowano juz po dwéch godzinach inkubacji na Matrigel.
Najwiekszg liczbe petli i potaczen mozna byto zaobserwowaé po 7 godzinach od rozpoczecia
eksperymentu. W désmej godzinie pseudo-tubule zaczynaty sie wydtuza¢, a nastepnie pekaé,
natomiast komoérki grupowaty sie w agregaty. W wiekszosci badan wykorzystujgcych EC
obserwowano stabilne i trwate sieci nawet do 24 godzin od rozpoczecia eksperymentu. W badaniach
Portalska i wsp. (2012) sieci pseudo-naczyniowe byty obserwowane nawet do 7 dni po wysianiu
BM-MSC uprzednio réznicowanych w kierunku srédbtonka przez 10 dni. Z drugiej strony pierwsze
oznaki tworzenia sieci obserwowano dopiero po 24 godzinach. W przypadku wysiania komaérek
nieréznicowanych najwieksze usieciowienie badacze odnotowali do 8 godziny od rozpoczecia
inkubacji na Matrigel, po czym sie¢ degradowata. Wyniki te réznity sie od naszych doswiadczen,
w ktdrych w odréznieniu od WIJ-EPC, komorki nierdznicowane WJ-MSC w ogdle nie tworzyty pseudo-
naczyniowych sieci, jedynie grupowaty sie w agregaty.

Wedtug Waterman i wsp. (2010) MSC na wzdér monocytow sg zdolne do ukierunkowania do
fenotypu immunosupresyjnego, w wyniku stymulacji receptora TLR3 lub zapalnego, na skutek
aktywacji receptora TLR4, z czym wigzg sie zmiany w profilu parakrynnym (Waterman i in., 2010).
Regeneracyjne dziatanie MSC w duzej mierze przypisuje sie szeregowi wydzielanych przez nie
czynnikéw, m.in. bFGF, VEGF, TGF-B, BDNF, PDGF, IL-6, HGF i innym (Liang i in., 2014). Wybranymi
przez nas czynnikami byty: przeciwzapalny, stymulujacy migracje komérek i angiogenny TGF-B1,
immunomodulacyjna, antyapoptotyczna i angiogenna IL-6 oraz nalezgcy do angio-glio-neuryn VEGF
wykazujgcy najszersze spektrum dziatania, w tym immunomodulacyjne, angiogenne, neurogenne,
antyapoptotyczne i stymulujgce migracje komorek (van Velthoveniin., 2013), (Botto i in., 2011), (Sun
i in., 2003), (Yoo iin., 2013). Poza oceng poziomu sekrecji powyzszych czynnikéw, podjelismy réwniez
prébe stymulacji ich wydzielania in vitro poprzez aktywacje receptoréow TLR3/4 ich agonistami
Poli(l:C) i LPS. W prezentowanych przez nas badaniach wykazaliSmy stabilng sekrecje wszystkich
trzech czynnikdw w obu typach niestymulowanych ligandami komérek. Potwierdzilismy, ze WJ-MSC
niezaleznie od zastosowanego stezenia LPS lub Poli(l:C) sg catkowicie niewrazliwe na stymulacje
receptorow Toll-podobnych, co jest spdjne z badaniami Raicevic i wsp. (2011) (Raicevic i in., 2011).
Co ciekawe w przeciwienstwie do WJ-MSC komarki ukierunkowane srodbtonkowo WJ-EPC zwiekszyty
wydzielanie TGF- B1 i IL-6 po zastosowaniu wyzszych stezen LPS i Poli(l:C). W przeciwienstwie do
Mastri i wsp. (2014) nie odnotowalismy zwiekszonej sekrecji czynnika VEGF w obu typach komdrek
w wyniku stymulacji receptoréw TLR3/4 (Mastri, Lin i Lee, 2014). W licznych badaniach wykazywano
potencjat MSC do zwiekszania swoich wtfasciwosci wydzielniczych po zastosowaniu stymulacji
receptorow TLR3 lub TLR4. W pracy Mastri i wsp. (2014) wykazano podwyzszenie sekrecji IL-6, IL-10,
IL-11, LIF, SDF-1, VEGF i HGF po 24 godzinnej inkubacji BM-MSC z Poli(l:C) (Mastri i in., 2012), przy
czym po uzyciu wyzszego stezenia ligandu zaobserwowano aktywacje wydzielania prozapalnych IL-1B
i TNF-a. W innych badaniach odnotowano zwiekszone wydzielanie immunomodulacyjnej IL-6 oraz
prozapalnych IL-4 i IL-8 po aktywacji receptora TLR4 oraz podwyzszenie ekspresji IL-1ra hamujgcego
prozapalne dziatanie IL-1 na skutek stymulacji TLR3 (Waterman i in., 2010). Réznice w aktywacji
receptorow Toll-podobnych w poszczegdlnych pracach badawczych mogg by¢ zwigzane z réznicami
pomiedzy MSC pochodzacymi z réznych zZrédet. Gordana Reicevic razem ze swoim zespotem
wykazata, ze pochodzenie mezenchymalnych komérek macierzystych determinuje profil ekspresji
receptorow Toll-podobnych. W pracy tej porownano potencjat do aktywacji TLR3/4
w MSC pochodzacych z tkanki ttuszczowej, szpiku kostnego i galarety Whartona. Wykazano ze
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BM-MSC i ADSC odpowiadaty na stymulacje LPS i Poli(l:C) zwiekszonymi wtasciwosciami
parakrynnymi, przy catkowitym braku reakcji ze strony WJ-MSC. Ponadto badacze wykazali, ze
w przeciwienstwie do BM-MSC i ADSC, WJ-MSC nie wykazujg ekspresji TLR4, a ekspresja TLR3 jest na
bardzo niskim poziomie. Jest to spdjne z naszymi wynikami, w ktérych réwniez potwierdzilismy
Sladowy poziom ekspresji TLR4 oraz nieznacznie wiekszg ekspresje TLR3 w WIJ-MSC i WIJ-EPC
w poréwnaniu do BM-MSC. Ponadto wedtug Raicevic i wsp. (2011) receptor TLR3 na powierzchni
WJ-MSC jest nieaktywny (niefunkcjonalny?). Innym powodem, przez ktéry WJ-MSC sg niewrazliwe na
stymulacje receptorow Toll-podobnych moze by¢ najwyzsza sposrdéd badanej grupy komdrek
produkcja czynnika HGF, niezaleznie od zastosowanych stymulantéw prozapalnych (IL-1B, TNF-a, IFN-
o i IFN-y), czy agonistow receptoréw TLR3/4. Czynnik ten, obok znikomej ekspresji TLR4
i niefunkcjonalnego TLR3, dodatkowo hamuje odpowiedZ na stymulacje ligandami (Raicevic i in.,
2011). WI-MSC jako komorki pochodzace z tkanek poptodu wykazujg mniejszg immunogennos¢ niz
MSC pochodzace z dorostych tkanek, dlatego ich niewrazliwo$¢ na LPS czy Poli(l:C) mozna wigzac ze
swego rodzaju ,niedojrzatoscia”. Ponadto nikta reakcja na stymulacje TLR4 moze byé rowniez
zwigzana z brakiem ekspresji przez mezenchymalne komorki macierzyste CD14, niezbednego do
aktywacji tego receptora (Ullah, Subbarao i Rho, 2015). Ze wzgledu na nieznaczng stymulacje
receptorow Toll-podobnych, a przez to niedostateczne podwyzszenie sekrecji badanych czynnikéw
przez WJ-MSC oraz WJ-EPC, w dalszych badaniach nie kontynuowano aktywacji TLR3/4.

Nadrzednym celem badaid ex vivo i in vivo byta ocena wtasciwosci naczynio- i neuro-
protekcyjnych ludzkich WJ-MSC oraz WJ-EPC. W naszych doswiadczeniach z zastosowaniem modelu
organotypowej hodowli skrawkéw hipokampa (OHC) szczura poddanej czasowemu pozbawieniu
glukozy i tlenu (OGD) zaobserwowano istotny spadek gestosci naczyn krwionosnych w regionie CA1
hipokampa w poréwnaniu do nieuszkodzonych skrawkéw. Ponadto potwierdzajgc wczesniejsze
badania (Ziemka-Natecz, Zalewska, Zajac i Domanska-Janik, 2003; Domarnska-Janik, Bronisz-
Kowalczyk, Zajac i Zabtocka, 2001) wykazano szczegdlng wrazliwos¢ regionu CA1l na warunki
pozbawienia glukozy i tlenu, wyrazajacg sie zwiekszong smiertelnoscia komorek w poréwnaniu do
kontrolnego regionu CA2/3. Wyniki te sg spdjne z doswiadczeniami Chip i wsp. (2013), w ktérych
wykazano korelacje pomiedzy smiercig komdrek a zmniejszeniem gestosci naczyn krwionosnych
w regionie CA1 hipokampa na skutek OGD (Chip, Nitsch, Wellmann i Kapfhammer, 2013). Wcigz nie
sg znane mechanizmy wybidrczej wrazliwosci poszczegdlnych regiondw mdzgu na niedokrwienie.
Jako prawdopodobne powody wymienia sie m.in. réznice w transporcie Ca®*, funkcjonowaniu
mitochondridow, ekspresji receptorow glutaminianu, czy degradacji proteosomalnej w neuronach
piramidowych regionu CA1 w poréwnaniu do innych regionéw, np. CA3. Chip i wsp. (2013) sugerujg
zwigzek miedzy Smiercig neurondw, przepuszczalnoscig bariery krew-mazg, a nieprawidtowosciami w
transporcie glukozy w astrocytach objawiajgcymi sie m.in. obnizong ekspresjg transportera glukozy
(GLUT1), przy jednoczesnym zwiekszeniu jego ekspresji w komérkach srédbtonka naczyn. Ponadto
badacze wykazali istotny spadek ilosci biatka potgczen scistych klaudyny 5 w regionie CA1 po OGD
(Chip i in., 2013). W badaniach Ziemka-Natecz i wsp. (2003) w wyniku globalnego niedokrwienia
mézgu u myszoskoczka Mongolskiego zaobserwowano aktywacje zaleinej od Ca** proteazy
cysteinowej kalpainy, skutkujgcej degradacjg biatek cytoszkieletu, utratg integralnosci strukturalnej
i Smiercig neurondw w regionie CA1 hipokampa (Ziemka-Natecz i in., 2003). Wedtug Zhu i wsp.(2012)
na skutek niedokrwienia dochodzi do podwyzszenia poziomu neuroprotekcyjnego biatka szoku
cieplnego Hsp70.1 zaréwno w regionie CA1 jak i w neuronach korowych. Uwaza sie, ze Hsp70.1
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bierze udziat w stabilizacji bton lizosomalnych i przez to inhibuje uwalnienianie proteaz, w tym
katepsyny. Ze wzgledu na réznice w naptywie jondw Ca®>* miedzy neuronami regionu CA1 hipokampa
a neuronami korowymi, w tym pierwszym dochodzi do aktywacji kalpainy. W neuronach kory
ruchowej sugeruje sie brak lub nieznaczny poziom tej proteazy. Hsp70.1 oddziatuje z czynnikiem
transkrypcyjnym NFkP p65 odpowiedzialnym za aktywacje programowanej $Smierci neuronéw oraz
wptywa na zwiekszenie poziomu inhibitora tego czynnika IkBa, co ostatecznie skutkuje
neuroprotekcjg neuronéw korowych. W regionie CA1 w zwigzku z aktywacja kalpainy dochodzi do
ciecia Hsp70.1, przez co biatko to staje sie dysfunkcyjne, a NFkP p65 jest aktywowane skutkujgc
Smiercig neurondw (Zhu i in., 2012). Istnieje prawdopodobienstwo, ze mechanizm ten wywotuje
rowniez degradacje innych komérek jednostki neuronaczyniowe;.

W wyniku wspothodowli oragnotypowych skrawkéw hipokampa czasowo pozbawionych
glukozy i tlenu z WIJ-MSC Ilub WIJ-EPC zaobserwowalismy statystycznie istotne zmniejszenie
Smiertelnosci komdrek w regionie CA1l hipokampa po OGD. Efekt ten uzyskany w hodowli
uniemozliwiajgcej bezposredni kontakt skrawkow hipokampa z WIJ-MSC lub WI-EPC, sugeruje
parakrynny mechanizm ich dziatania. Potwierdzito to wyniki badan Sarnowska i wsp. (2009),
w ktérych badacze po raz pierwszy zaobserwowali zwiekszong przezywalno$é komérek w regionie
CA1 hipokampa w wyniku wspdéthodowli OHC z komdrkami pochodzgcymi z krwi pepowinowej (ang.
Umbilical Cord Blood—derived Neural Stem/Progenitor Cells, HUCB-NSCs) (Sarnowska i in., 2009).
Ponadto w prezentowanych badaniach in vivo, w ktérych do uszkodzonego przez podanie inhibitora
pompy Na’/K* (ouabainy) prazkowia mézgu szczura przeszczepiliémy WJ-MSC lub WJ-EPC osadzone
na szkieletach z lizatu ptytkowego, zaobserwowalismy istotne zmniejszenie uszkodzenia 7, 14 i 21 dni
po transplantacji. Wynik ten byt poréwnywalny dla obu typéw komdrek. Podobny efekt ochronny
otrzymat w swoich badaniach Voulgari-Kokota, w ktérych pierwotna hodowla neuronéw korowych
byta inkubowana z mezenchymalnymi komérkami macierzystymi lub z pozywka zebrang z hodowli
MSC, a nastepnie po 24 godzinach zostata poddana uszkodzeniu ekscytotoksycznemu. Jak wykazano,
neurony inkubowane zaréwno z komadrkami jak i z samg pozywka wykazywaty zmniejszong ekspresje
receptorow NMDA, co skutkowato zmniejszeniem wrazliwosci na nadmierng akumulacjg kwasu
glutaminowego i w konsekwencji na uszkodzenie ekscytotoksyczne. Wykazano rowniez ze, w wyniku
inkubacji z tak kondycjonowang pozywka zebrang z hodowli MSC dodatkowo dochodzito do
hamowania indukowanego glutaminianem naptywu jonéw Ca®*, co réwniez wigzato sie z efektem
neuroprotekcyjnym. Mogto to wptywaé rowniez na zmniejszenie aktywnosci wyzej opisywanej
kalpainy (Voulgari-Kokota i in., 2012). W innych badaniach wykazano ze mezenchymalne komorki
macierzyste wykazujg ekspresje klasycznych inhibitoréw apoptozy: Bcl-2, surwiwiny i Akt. Bcl-2 jest
heterogenng grupg biatek odpowiedzialng za regulacje uwalniania czynnika indukujgcego apoptoze
(ang. apoptosis inducing factor, AIF) i cytochromu ¢ z mitochondridow. Surwiwina jest inhibitorem
apoptozy zaleinej i niezaleznej od kaspaz. Natomiast AKT jest gtdwnym efektorem PI3K (3-kinazy
fosfatydyloinozytolu) i w wyniku aktywacji $ciezki sygnatowe] PI13K/Akt dochodzi do stabilizacji funkcji
mitochondridow, blokady sekrecji cytochromu ¢ z mitochondriéw, hamowania kaspazy-9 i -3 oraz do
zahamowania ciecia DNA (Kilic i in., 2006). W badaniach z wykorzystaniem modelu MCAO po
transplantacji progenitorow s$rodbtonka doszto do zmniejszenia uszkodzenia oraz poprawy
neurobehawioralnej (Qiu i in., 2013). Wptyw EPC na zmniejszenie poniedokrwiennych deficytow
moze mie¢ zwigzek zaréwno z wydzielaniem przez te komdrki czynnikdw wzrostowych, jak réwniez
z odbudowg naczyn krwionosnych, w tym okotonaczyniowych Sciezek migracyjnych, po ktérych
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nowopowstate neurony wedrujg do miejsca uszkodzenia. Co wiecej, wykazano ze podobnie jak MSC,
progenitory S$rédbfonkowe dziatajg antyapoptotycznie poprzez zwiekszenie ekspresji Bcl-2 oraz
obnizenie ekspresji kaspazy 3, Bax, NFkB w ischemicznej tkance. W wyniku podania EPC
wyizolowanych ze szpiku kostnego obserwuje sie réwniez istotne podwyzszenie aktywnosci
dysmutazy ponadtlenkowej (SOD), glutationu (GSH) i peroksydazy glutationowej (GSH-PX)
wptywajgce na zmniejszenie stresu oksydacyjnego (Li i in., 2015). Uwaza sie, ze czynnikiem
odgrywajacym znaczgcy role w neuroprotekcji jest wydzielany przez WJ-MSC i WIJ-EPC VEGF.
Stymuluje on ekspresje Bcl-2 w komdrkach endotelialnych oraz aktywuje kinaze ptytek przylegania
(FAK), w wyniku czego dochodzi do hamowania apoptozy indukowanej $ciezkg z udziatem biatka p53
(Liang i in., 2014). Za sprawg VEGF w neuronach dochodzi do redukcji poziomu syntazy tlenku azotu
(NOS), zaostrzajacej uszkodzenie niedokrwienne poprzez produkcje toksycznych NO® i NO*~ (Kilic
i in., 2006). W badaniach in vitro wykazano ze VEGF istotnie podwyzsza przezywalnos$é¢ neurondw
poddanych czasowemu pozbawieniu glukozy i tlenu lub uszkodzeniu excytotoksycznemu (Greenberg
i Jin, 2013). Wiekszo$¢ badan donosi rowniez, 7e podanie domdzgowe VEGF-A skutkuje
zmniejszeniem obszaru niedokrwiennego. Co ciekawe w badaniach, w ktérych VEGF-A podano
donaczyniowo 1 godzine po MCAO stwierdzono, ze wielkos¢ uszkodzenia ulegta zwiekszeniu,
natomiast przy podaniu po 48 godzinach zaobserwowano odwrotng reakcje. Moze sie to wigzaé
z réznym oddziatywaniem tego czynnika w zaleznosci od czasu jaki uptynat od pojawienia sie
uszkodzenia niedokrwiennego. W poczatkowe] fazie VEGF bierze udziat w zwiekszeniu
przepuszczalnosci bariery krew-mdézg, natomiast w pdiniejszej jego dziatanie taczy sie
z oddziatywaniem neuro-/angio-regeneracyjnym (Zhang i in., 2000). Innymi czynnikami wydzielanymi
zaréwno przez EPC jak i MSC, ktére posiadajg dziatanie cytoprotekcyjne sg réwniez IGF-1 i HGF.
Wykazano ponadto, ze czynniki te stymulujg angiogeneze i rekrutacje oraz proliferacje endogennych
progenitoréw (Urbich i in.,, 2005). Innym mechanizmem proponowanego dziatania
neuroprotekcyjnego MSC jest dziatanie immunosupresyjne. Wykazuje sie szereg czynnikdw biorgcych
udziat w hamowaniu odpowiedzi immunologicznej przez MSC. W prezentowanej pracy wykazano, ze
zaréwno WIJ-MSC jak i WJ-EPC s3 zdolne do wydzielania immunomodulujgcych IL-6 i TGF-B1. Wedtug
Fairbairn i wsp. (2015) sekrecjonowany przez mezenchymalne komérki macierzyste TGF-B dziata
przeciwzapalnie przez hamowanie proliferacji limfocytéw T CD4" i CD8 (Di Nicola i in., 2002).
W innych badaniach wykazuje sie ze w wyniku zwiekszonej sekrecji IL-6 przez MSC dochodzi do
zwiekszenia liczby regulatorowych limfocytdw T wydzielajgcych przeciwzapalng IL-10 (Li i in., 2010).
Uwaza sie réwniez, ze IL-6 inhibuje sekrecje licznych czynnikéw zapalnych np.: IL-1, TNFa, GM-CSF,
IFNy (Kyurkchiev iin., 2014).

Ze wzgledu na liczne doniesienia dotyczgce niskiej przezywalnosci przeszczepionych
domdzgowo komdrek macierzystych/progenitorowych, w prezentowanej pracy WJ-MSC i WJ-EPC
byly transplantowane z lizatem ptytkowym sieciowanym trombing (Fairbairn i in., 2015). Lizat
ptytkowy poza sugerowanym przez nas dziataniem ochronnym dla MSC, wedtug Hayon i wsp. (2012
i 2013) stymuluje neuro- i angio-geneze, co moze wzmocnic¢ terapeutyczny efekt przeszczepu (Hayon
iin., 2012a, 2013). W prezentowanych badaniach w strefie pdtcienia w prazkowiu po transplantacji
WJ-MSC/WIJ-EPC osadzonych na lizatach ptytkowych zaobserwowano zwiekszenie liczby
proliferujgcych komarek. Wyniki te sg zgodne w obserwacjami van Velthoven i wsp. (2012) gdzie
w wyniku transplantacji komodrek mezenchymalnych wykazano znaczne zwiekszenie liczby
proliferujgcych komdrek progenitorowych, ktére nastepnie rézinicowaty w kierunku neurondw,
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astrocytow i oligodendrocytéw (van Velthoven, Kavelaars i Heijnen, 2012; Felling i in., 2006).
W innych badaniach w modelach zwierzecych wykazano, ze progenitory srodbtonkowe w wyniku
niedokrwienia mézgu, s3 uwalniane ze szpiku i miejsc okotonaczyniowych, w poblizu uszkodzenia,
gdzie stymulujg odbudowe naczyn krwionosnych strefy pdétcienia (Wei i in., 2001; Asahara i in., 1999;
Sharmaiin., 2012). Jest to zgodne z naszymi badaniami, w ktérych w czesci mézgdéw po transplantacji
WIJ-EPC zaobserwowano pojedyncze komodrki wyznakowane przeciwciatem skierowanym przeciwko
szczurzemu $rédbtonkowi (RECA-1). Sugeruje to stymulacje migracji endogennych EPC do miejsca
uszkodzenia przez przeszczepione WI-EPC, co prawdopodobnie wzmacnia ich dziatanie angiogenne.
Co interesujgce, po transplantacji WJ-MSC nie zaobserwowano pojedynczych komérek RECA-1°,
wskazujgc na mniejszy potencjat nieréznicowanych srédbtonkowo komérek MSC do stymulacji
migracji i proliferacji endogennych EPC. Ze wzgledu na podobny poziom proliferacji po transplatacji
WJ-MSC/WIJ-EPC, pojedyncze komdrki RECA-1" mogg by¢ wczesnymi, niedzielgcymi sie progenitorami
srodbtonkowymi.  Poza stymulacjg komérek srédbtonka zaobserwowalismy réwniez istotne
zwiekszenie liczby endogennych komdrek wykazujacych obecnos¢ markera dojrzatych neuronéw
NF200 po transplantacji WJ-MSC. Ponadto cze$¢ WJ-MSC i WIJ-EPC zareagowato pozytywnie
z przeciwciatem skierowanym przeciwko wczesnemu markerowi neuralnemu — nestynie. W obu
przypadkach reakcja byta silniejsza dla nierdznicowanych srédbtonkowo WJ-MSC, sugerujac wyzszy
potencjat neurogenny tych komodrek. Mimo to, nie zaobserwowano wspotwystepowania NF200
z markerem przeszczepionych komodrek CD44, co prawdopodobnie wigze sie z parakrynnym
mechanizmem ich dziatania lub/i ze stabilizacjg uszkodzonej tkanki, a przez to stymulacjg
neurogenezy i migracji.

Jedng z wazniejszych Sciezek sygnatowych, wspdlng dla EPC jak i MSC, biorgcy udziat
w rekrutacji endogennych i egzogennych komdrek do miejsca uszkodzenia jest 0§ SDF-1/CXCRA4.
W wyniku niedokrwienia SDF-1 jest wydzielany m.in. przez astrocyty, mikroglej i $rédbtonek co za
posrednictwem ekspresjonowanego zarowno na powierzchni MSC jak i EPC receptora CXCR4 na
zasadzie chemotaksji przycigga egzogenne i endogenne komérki progenitorowe do miejsca
uszkodzenia. MSC i EPC sg rowniez zdolne do wydzielania SDF-1, co dodatkowo wzmaga migracje
endogennych komdérek progenitorowych (Li i in., 2015), (Yu i in., 2012). Co interesujgce, EPC
wyizolowane ze sznura pepowiny wykazujg wyzszg ekspresje CXCR4 w poréwnaniu do komorek
wyizolowanych ze szpiku kostnego (Finney i in., 2006). W szczurzym modelu MCAO wykazano ze
transplantacja MSC nadekspresjonujgcych CXCR4 skutkuje podwyzszonym potencjatem migracyjnym,
neuroprotekcyjnym oraz angiogennym tych komodrek (Yu i in.,, 2012). Moze to ttumaczy¢ inne
badanie, w ktérym dowiedziono, ze wysoka ekspresja tego receptora wptywa na zwiekszone
wydzielanie VEGF i pro-migracyjnej/angiogennej IL-6 (Yu i in., 2012, s. 4; Yang i in., 2015). Innym
wspolnym dla MSC i EPC mechanizmem biorgcym udziat w zasiedlaniu uszkodzonej tkanki jest reakcja
VLA-4 z VCAM-1 i ICAM-1. Ponadto oba typy komodrek ekspresjonujg receptor dla kwasu
hialuronowego CD44, mogacy oddziatywaé rowniez z kolagenem (De Becker i Riet, 2016; Li i in.,
2015).

Ograniczenie tworzenia blizny glejowej w wyniku sekrecyjnego dziatania MSC moze réwniez
odgrywad istotng role w odbudowie uszkodzonej tkanki. Tak jak wspomniano wczesniej, w wyniku
uszkodzenia niedokrwiennego OUN dochodzi do aktywacji i hipertrofii astrocytéw, objawiajgcej sie
zwiekszeniem ekspresji GFAP, ktére m.in. razem z mikroglejem tworzg blizne glejowa. Prowadzi to do
gestego upakowania zewnatrzkomdrkowego kolagenu i utworzenia szczelnej bariery dla aksondéw
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oraz progenitorow neuralnych i endotelialnych i hamowania regeneracji neuronaczyniowej
(Abeysinghe i in.,, 2016). W prezentowanych przez nas badaniach wykazaliSmy zahamowanie
tworzenia blizny glejowej w wyniku transplantacji WJ-MSC oraz WIJ-EPC, objawiajace sie istotnym
obnizeniem liczby astrocytéw GFAP+ oraz makrofagéw/mikrogleju ED1" w okolicy uszkodzenia
niedokrwiennego w mdzgu szczura. Przeciwzapalny efekt przeszczepianych komérek wyrazony
zmniejszeniem liczby komoérek mikrogleju byt poréwnywalny zaréwno dla WIJ-MSC i WIJ-EPC.
W przypadku astrocytow, WJ-MSC wykazywaty istotnie wyzsze dziatanie hamujgce w poréwnaniu do
WIJ-EPC. Tym samym potwierdzamy wczesniejsze wyniki przedstawione przez McGuckin i wsp.
(2013), w ktérych w wyniku wspéthodowli OHC z MSC lub transplantacji MSC do post-
niedokrwiennego prazkowia mdzgu szczura doszto do redukcji aktywacji mikrogleju oraz astrocytow
(McGuckin i in., 2013). Nasze wyniki sg spéjne z badaniami Voulgari-Kokota, w ktérych w mysim
modelu ekscytotoksycznego uszkodzenia kwasem kainowym, po transplantacji szpikowych
mezenchymalnych komérek macierzystych, zaobserwowano zmniejszenie uszkodzenia neurondw
i poziomu aktywacji komérek glejowych w hipokampie (Voulgari-Kokota i in., 2012). W badaniach Xue
i wsp. (2015) wykazano zahamowanie tworzenia blizny glejowej w wyniku transplantacji do rdzenia
kregowego BM-MSC osadzonych na chitynowym szkielecie. Wedtug badaczy wigzato sie to
z hamowaniem migracji astrocytéw do rdzenia uszkodzenia i dzieki temu przyczynito sie do szybszej
i efektywniejszej regeneracji tkanki nerwowej (Xue i in., 2015). W badaniach Veeravalli i wsp. (2009)
zahamowanie tworzenia blizny glejowej w rdzeniu przedtuzonym na skutek podania komérek
macierzystych z krwi pepowinowej wigzato sie ze zwiekszeniem ekspresji metaloproteinazy 2
(Veeravalli i in., 2009). W innych badaniach Yan i wsp. (2013) wykazano, ze w wyniku inkubacji
zaktywowanego przez LPS mikrogleju z pozywka kondycjonowang BM-MSC doszto do zmniejszenia
jego proliferacji oraz sekrecji czynnikdw prozapalnych, w tym TNF-a, IL-13, RANTES, CXCL-2 oraz
podwyzszenia wydzielania IL-10, IL-6 i VEGF (Yan i in., 2013). Natomiast w badaniach Giunti i wsp.
(2012) wykazuje sie, ze MSC poprzez swoje wiasciwosci parakrynne zwiekszajg w komodrkach
mikrogleju ekspresje czynnikéw zwigzanych z ich neuroprotekcyjnym fenotypem, w tym CXCR1,
receptorem dla CD200 i IGF-1 (Giunti i in., 2012). W kolejnych badaniach wykazano, ze w wyniku
zablokowania ekspresji NFkB dochodzi do zmniejszenia odpowiedzi zapalnej oraz zahamowania
astrogliozy (Brambilla i in., 2005). Biorgc pod uwage opisywang powyzej zdolnos¢ MSC i EPC do
obnizenia ekspresji opisywanego czynnika, mozna wnioskowa¢, ze jest to jeden z mechanizméw
hamowania tworzenia blizny glejowej i odpowiedzi zapalnej. Ponadto w najnowszych badaniach
wykazano, ze wydzielany przez MSC TGF-B hamuje odpowiedZ zapalng przez blokowanie $ciezki
sygnatowej zwigzanej z NFkp i stymuluje przejscie mikrogleju z fenotypu zapalnego w przeciwzapalny
(Nohiin., 2016).

Pozytywny wptyw WIJ-MSC lub WIJ-EPC na naczynia krwionosne potwierdzono zaréwno
w prowadzonych przez nas badaniach ex vivo jak i in vivo. W organotypowej hodowli skrawkéw
hipokampa czasowo pozbawionej glukozy i tlenu wykazano istotnie wyiszg gesto$¢ naczyn
krwiono$nych w szczegdlnie wrazliwym regionie CA1 w wariantach ze wspdthodowlg WJ-MSC/
WIJ-EPC w porédwnaniu do tego samego regionu w OHC-OGD hodowanych bez komdrek. Efekt ten byt
mocniej wyrazony we wspoéthodowli z WI-EPC niz WJ-MSC, jednak rdznica ta nie byta znamienna
statystycznie. Podobne dziatanie uzyskaliSmy réwniez w badaniach in vivo. W wyniku transplantacji
obu typéw komdrek wykazalismy zwiekszenie liczby naczyf krwionosnych, szczegélnie w sgsiedztwie
przeszczepu. W tym przypadku efekt ten byt istotnie statystycznie silniejszy w wariantach

96



z zastosowaniem WIJ-EPC, w porédwnaniu do WJ-MSC. W obu wariantach naczynia krwionosne byty
Scisle otoczone przeszczepionymi komadrkami, tworzgcymi wokét/razem z nimi wyrazne tubule. Jest
to spdjne z wynikami badan Allameh i wsp. (2016), w ktérych po podskérnym wszczepieniu w okolice
pachwin réznicowanych s$rédbtonkowo BM-MSC zaobserwowano tworzenie nowych naczyi
krwionosnych. W innych badaniach Mirza i wsp. wykazali, ze w wyniku przeszczepienia do aorty
szczura poliuretanowej rurki z BM-MSC, dochodzi do wytworzenia typowych dla naczyn
krwionosnych wielokomérkowych struktur (Mirza i in., 2008). Pomimo, ze MSC otaczajace naczynia
krwionosne przypominaty astrocyty, roznity sie one lokalizacjg w stosunku do komérek wykazujacych
obecnos¢ markera GFAP. Jedynie u pewnej czesci WJ-MSC mozna byto zaobserwowad
wspotwystepowanie markera glejowego GFAP. Jest to spdjne z wynikami badan Anbari i wsp. (2014),
w ktérych w modelu urazowego uszkodzenia mézgu po 14 dniach od donaczyniowego podania
BM-MSC, zaobserwowano ekspresje GFAP w transplantowanych komérkach (Anbari i in., 2014).
W prezentowanej pracy zlokalizowane wokét naczyin krwionosnych komérki mogty, z jednej strony
uczestniczyé w regeneracji uszkodzonych naczyd krwionos$nych zasiedlajac je, a z drugiej strony
mogty petni¢ funkcje stabilizacyjng i parakrynng usprawniajagc endogenne procesy naprawcze.
Whioskujemy, ze w wyniku 7-dniowego réznicowania WJ-MSC w kierunku $rédbtonka otrzymalismy
mieszang populacje wczesnych i péznych WJ-EPC, co mogto wptywacé na ich wtasciwosci angiogenne.
Wedtug Hur i wsp. (2004) wczesne EPC wydzielajg szereg czynnikéw angiogennych, takich jak VEGF,
HGF, G-CSF i IL-8, dzieki ktorym dochodzi do rekrutacji endogennych komérek srédbtonka, indukcji
ich proliferacji i zwiekszenia ich przezycia. Natomiast pdézne EPC dzieki intensywnej proliferacji
dostarczajg odpowiedniej liczby komdrek w procesie angiogenezy (Hur i in., 2004). W badaniach
Malinovskaya i wsp. (2016) wykazano réwniez, ze pdzne progenitory srodbtonkowe cechujg sie
wyzszg ekspresjg receptora VEGFR-2 biorgcego udziat w réznych etapach angiogenezy i krytycznego
dla proliferacji i migracji eNOS. Co ciekawe, wyzsza ekspresja VEGFR2 przy niskiej ekspresji receptora
dla angiopoetyny (Tie-2) promuje wbudowywanie sie EPC do naczyn krwionosnych. Natomiast
w odwrotnej konfiguracji dochodzi do stymulacji endotelializacji (Malinovskaya i in., 2016). Wedtug
Zacharek i wsp. (2007) BM-MSC stymulujg angiogeneze oraz stabilizujg naczynia krwionos$ne
w mozgu po niedokrwieniu. W szczurzym modelu MCAO wykazano, ze w wyniku transplantacji BM-
MSC dochodzi do zmniejszenia przeuszczalnosci bariery krew-moézg i zwiekszenia ekspresji Angl, Tie2
i biatka potgczen scistych okludyny. Co wiecej, w dalszych badaniach wykazano ze BM-MSC stymulujg
tworzenie sieci pseudo-naczyniowych przez szczurze komorki sSrédbtonkowe mozgu (MBECs)
i ekspresje Angl/Tie2 oraz VEGF/VEGFR2 zaréwno przez MBECs jak i astrocyty (Zacharek i in., 2007).
Opisywano rowniez, ze EPC w niedokrwienne]j tkance biorg udziat w regeneracji zdegenerowanych
naczyn krwionosnych poprzez wydzielanie czynnikdw wzrostowych, zastepowanie uszkodzonych
komorek lub poprzez angiogeneze oraz tworzenie naczyn ,de novo” czyli waskulogeneze (Liman
i Endres, 2012). Szereg badan opisuje potencjat angiogenny zaréwno MSC jak i EPC (Watt i in., 2013;
Li i in., 2015). Z jednej strony mogg stabilizowa¢ strukture naczynia, a z drugiej wydziela¢ czynniki
stymulujace proliferacje, migracje i réznicowanie zaréwno endogennych jak i egzogennie podanych
komérek progenitorowych/macierzystych. Do czynnikéw tych zalicza sie m.in.: VEGF, PDGF, bFGF
i TGF-B. W prowadzonych przez nas badaniach wykazalismy wydzielanie przez WJ-MSC oraz WIJ-EPC
zarowno VEGF jak i TGF-Bl. Wieksza gestos¢ naczyn krwionosnych w strefie pétcienia po
transplantacji WJ-EPC prawdopodobnie jest zwigzana z wyzszg ekspresjg VEGF-A w poréwnaniu do
WJ-MSC. Ponadto wedtug czesci badan TGF-B1 bierze réwniez udziat w réznicowaniu w kierunku
miesnidwki gtadkiej naczynia (Huang i Li, 2008).
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W prezentowanej pracy dowodzimy, ze zarowno WJ-MSC jak i WIJ-EPC wykazujg
wszechstronne dziatanie regeneracyjne na uszkodzong w wyniku niedokrwienia jednostke
neuronaczyniowg obejmujace oddziatywanie z komérkami catej NVU w tym srédbtonka, astrocytéw,
neurondéw czy komorek zwigzanych z uktadem odpornosciowym.
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7. Podsumowanie wynikoéw i wnioski

Wyniki prezentowanej pracy jednoznacznie wskazujg na istotny potencjat WJ-MSC do
roznicowania w kierunku progenitorow $rédbtonka in vitro. Zaréwno WJ-MSC, jak i WIJ-EPC
wydzielajg czynniki odgrywajace istotng role w regeneracji uszkodzonej jednostki neuronaczyniowe;j,
w tym TGF-B1, IL-6 i VEGF. W przypadku WIJ-EPC sekrecja TGF-B1 i IL-6 moze by¢ nieznacznie
podwyzszona w warunkach zapalnych dzieki stymulacji receptoréw Toll-podobnych. Wykazano, ze
WJ-MSC jako komdrki pochodzenia ptodowego charakteryzujace sie niepetng dojrzatoscia
immunologiczng sg witasciwie niewrazliwe na stymulacje receptoréw TLR3/4 zwigzanych z nabytg
immunologiczng odpowiedzig adaptacyjng. Wykazano, ze geny receptoréw Toll-podobnych wykazujg
minimalng aktywnos¢ transkrypcyjng w komdédrkach mezenchymalnych pochodzgcych ze sznura
pepowiny ptodu w poréwnaniu z ekspresjg tych genéw w ,,dojrzatych” BM-MSC szpiku kostnego.

Oba typy komodrek pochodzgcych z galarety Whartona, w wyniku wspéthodowli
z organotypowymi skrawkami hipokampa szczura czasowo pozbawionymi glukozy i tlenu lub po
transplantacji do uszkodzonego niedokrwieniem prazkowia modzgu szczura, wykazywaty
zréznicowane, aczkolwiek wyrazne efekty regeneracyjne. Po wspdéthodowli lub transplantacji
domézgowej zaréwno WIJ-MSC jak i WJ-EPC zaobserwowano nizszg smiertelnosé komaérek rejonu CA1
hipokampa oraz zmniejszenie wielkosci ogniskowego uszkodzenia modzgu szczura. Przeszczep
komérkowy in vivo byt wykonywany w specjalnej , ostonie”, ktérg tworzyly opracowane w naszym
laboratorium rusztowania sieciujgce in situ w tkance biorcy. Wyrazny efekt regeneracyjny
przeszczepianych komoérek byt rédwniez zwigzany z ich zmniejszong immunogennoscig oraz
zahamowaniem poniedokrwiennej aktywacji mikrogleju i astrocytdw po transplantacji obu typdéw
komoérek, co skutkowato rdowniez zmniejszeniem tworzenia blizny glejowej. Zaobserwowana
stymulacja migracji i proliferacji neuronalnych komadrek progenitorowych, przy braku przeszkody jaka
jest blizna, wzmacniata regeneracyjny wptyw WJ-MSC/WI-EPC. Ponadto, we wspéthodowli OHC-OGD
z obydwoma typami ludzkich komérek mezenchymalnych oraz po ich transplantacji do uszkodzonego
niedokrwieniem prazkowia moézgu szczura zaobserwowano zwiekszong liczbe naczyn krwionosnych
w tkance gospodarza. Poza wptywem parakrynnym angiogennych czynnikdw VEGF i TGF-f1
wykazano, ze WJ-MSC i WJ-EPC otaczajg $cisle naczynia krwionosne petnigc role stabilizujgcy lub/i
zastepujgcg uszkodzone komorki endotelialne. W efekcie oba typy komodrek mezenchymalnych
pochodzacych z tkanki ptodowej galarety Whartona sznura pepowiny, dzieki swojej niskiej
immunogennosci przezywaty do 3 tygodni po obcogatunkowym przeszczepie domdzgowym
i stymulowaty regeneracje uszkodzonej niedokrwieniem tkanki gospodarza bez stosowania
immunosupres;ji.

Podsumowanie wynikéw i najwazniejsze wnioski:
Etap in vitro:
1. WJ-MSC posiadajg silny potencjat do réznicowania w kierunku progenitoréw srédbtonka.

- W wyniku 7-dniowego réznicowania otrzymano mieszang frakcje wrzecionowatych, wczesnych
i sze$ciennych, pdznych EPC.

- WJ-EPC 3-krotnie zmniejszyty swojg wielko$¢ oraz 5-krotnie zwiekszyty tempo proliferacji.
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- Zaréwno WJ-MSC jak i WJ-ECP ekspresjonowaty CD73, CD90, CD105, VEGFR2, VEGF-A, jednak tylko
komérki réznicowane w kierunku $rédbtonka charakteryzowaty sie obecnoscig specyficznych
markeréw srédbtonkowych vVWF i PECAM-1.

- WI-EPC wykazywaty typowe cechy srdodbtonkowe: zdolnos¢ do tworzenia struktur-
pseudonaczyniowych oraz wychwytu LDL.

2. WIJ-MSC i WIJ-EPC wydzielajg neuro-/naczynio-protekcyjny i angiogenny VEGF, angiogenny
i przeciwzapalny TGF-B1 oraz immunomodulujgcg IL-6.

- WIJ-EPC odpowiada na stymulacje wyzszymi stezeniami agonistéw receptoréw Toll-podobnych LPS
i Poli(l:C) zwiekszong sekrecjg TGF-B1 i IL-6.

- WJ-MSC byty niewrazliwe na stymulacje receptoréw TLR3/4, co prawdopodobnie byto zwigzane
z ich niepetng dojrzatoscig immunologiczng, jako komdrek poptodu.

- Oba typy komoérek wykazywaty znikomg ekspresje TLR3 i TLR4 w poréwnaniu do BM-MSC, co
prawdopodobnie jest powodem nieznacznej w przypadku WIJ-EPC oraz zerowej w przypadku
WJ-MSC odpowiedzi na stymulacje tych receptoréw.

Etap ex vivo:
1. WJ-MSC i WIJ-EPC wykazujg wtasciwosci neuroprotekcyjne.

- W organotypowych skrawkach hipokampa szczura poddanych czasowo deprywacji glukozy i tlenu,
w regionie CA1 doszto do zwiekszenia liczby martwych komdrek oraz atrofii naczyn krwionosnych.

- Wspdéthodowla posrednia OHC-OGD z WJ-MSC lub WI-EPC wptyneta na zwiekszenie gestosci naczyn
krwionosnych oraz zwiekszenie przezywalnosci komdrek w szczegdlnie wrazliwym regionie CAl
hipokampa.

Etap in vivo:
1. WJ-MSC oraz WJ-EPC wykazujg szerokie spektrum dziatania neuro-naczynio-regeneracyjnego.

- W wyniku transplantacji obu typow komdrek na rusztowaniach z lizatu ptytkowego doszto do
istotnego zmniejszenia wielkosci uszkodzenia w ogniskowo uszkodzonym mdzgu szczura we
wszystkich mierzonych punktach czasowych (7, 14 i 21 dni).

- WJ-MSC wykazywaty wyzszy potencjat do hamowania tworzenia blizny glejowej, natomiast WJ-EPC
wywieraty wiekszy efekt angiogenny na uszkodzong niedokrwienie tkanke.

- Oba typy komérek po transplantacji do uszkodzonego niedokrwieniem prazkowia otaczaty naczynia
krwionosne, co wigzato sie prawdopodobnie ze stabilizacjg ich struktury utatwiajgcg regeneracje
komérek $rédbtonka.

- Wysoki potencjat WIJ-EPC do odnowy naczyn krwionos$nych wynikat prawdopodobnie ze
zwiekszonego wydzielania przez nie VEGF-A, potencjatu do tworzenia struktur naczyniopodobnych
i zastepowania przez nie uszkodzonych niedokrwieniem komérek srédbtonka.
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Whioski wyptywajgce z prezentowanych badan wskazujg na szczegdlng przydatnos¢ zastosowania
WIJ-MSC oraz WIJ-EPC w regeneracji uszkodzonej niedokrwieniem jednostki neuronaczyniowej
w mozgu. Co réwniez istotne, w zwigzku z niskg immunogennosciag tych komdérek izolowanych
z niedojrzatych tkanek okotoporodowych, sg one dobrze tolerowane przez uktad immunologiczny
biorcy, umozliwiajgc ich stosowanie w przeszczepach nieautologicznych szczegélnie polecanych
w leczeniu choréb uwarunkowanych genetycznie.
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8. Streszczenie

Udar mdzgu jest drugim gtéwnym powodem s$mierci na $wiecie i najczestszg przyczyng
niesprawnosci w populacji oséb w $rednim i podesztym wieku (Kanyal, 2015). W 85% spowodowany
jest zatrzymaniem doptywu krwi do mdézgu (udar niedokrwienny), natomiast w 15% uszkodzeniem
naczyn i wylewem krwi do otaczajacej tkanki (udar krwotoczny) (Stoll, Kleinschnitz i Nieswandt, 2008;
Sliem, 2014; Chang i in.,, 2013). W wyniku niedokrwiennego uszkodzenia mdézgu dochodzi do
gwattownego zaburzenia homeostazy tkanki, skutkujgcego nieprawidtowosciami w przekaznictwie
sygnatéw w obrebie postulowanej obecnie jednostki neuronaczyniowej (ang. Neuro Vascular Unit,
NVU) (del Zoppo, 2009). Catoksztatt patologicznych reakcji zachodzgcych podczas niedokrwienia
mozgu jest okreslany mianem triady naczyniowo-neuro-zapalnej. Skfada sie na nig: miejscowe
ograniczenie przeptywu krwi, rozszczelnienie bariery krew modzg, infiltracja komérek i sekrecja
cytokin prozapalnych w obrebie i okolicy martwiczego ogniska udarowego z aktywacjg astrocytéw
i mikrogleju oraz Smiercig neuronéw (del Zoppo, Moskowitz i Nedergaard, 2016; del Zoppo, 2010).

Obecnie w terapii udaru niedokrwiennego modzgu ztotym standardem jest leczenie
trombolityczne z zastosowaniem rekombinowanego tkankowego aktywatora plazminogenu (rt-PA,
ateplaza). We wtdrnej profilaktyce stosuje sie leczenie przeciwptytkowe kwasem acetylosalicylowym.
Niestety aby pacjent kwalifikowat sie do leczenia rt-PA musi spetniac restrykcyjne kryteria wigczenia
oraz zmiesci¢ sie w dos$é waskim oknie terapeutycznym, wynoszacym 4,5 godziny od wystgpienia
pierwszych objawdéw. Niezaleznie od zastosowanego leczenia pacjenci przewaznie odczuwajg skutki
przebytego udaru i wymagajg dtugotrwatej rehabilitacji. Ze wzgledu na ztozony mechanizm
uszkodzenia ischemicznego, istnieje silna potrzeba znalezienia terapii o szerokim spektrum dziatania.
Pomimo licznych badan, wcigz nie znaleziono leku o wystarczajgcej efektywnosci terapeutycznej.
Duzym wyzwaniem jest réwniez regeneracja uszkodzonego modzgu, szczegdlnie u pacjentow
z utrwalonym deficytem neurologicznym.

Wszechstronne wtasciwosci komérek mezenchymalnych czynig je doskonatym kandydatem
do zastosowania w nowoczesnej medycynie regeneracyjnej. Komoérki te sg tatwe w pozyskaniu,
bezpieczne oraz nie budzg kontrowersji etycznych. Jednymi z najistotniejszych cech
mezenchymalnych komérek macierzystych w aspekcie odbudowy mézgu po niedokrwieniu sg m. in.:
potencjat do réznicowania w inne typy komarek, zaréwno wywodzgcych sie z mezodermy jak i neuro-
ektodermy i zdolno$¢ do wydzielania licznych cytokin, w tym immunomodulujgcych,
antyapoptotycznych, angiogennych i neurogennych. Ponadto komérki mezenchymalne s3
prawdopodobnie zdolne do formowania potgczen miedzy niszami neurogennymi a miejscem
uszkodzenia mdzgu, przyczyniajgc sie w ten sposdb do stymulacji regeneracji. Niestety prowadzone
do tej pory badania kliniczne wykazaty umiarkowane i stosunkowo niespdjne korzysci wynikajgce
z terapii komarkowej, wskazujgc na koniecznos$¢ zwiekszenia efektywnosci terapeutycznej komérek
(Tyndall, 2011; Prasad i in., 2014).

W zaleznosci od zamierzonych celéw wiasciwosci regeneracyjne komoérek mozna zwiekszac
na roznorakie sposoby. W prezentowanej pracy wykorzystano zdolnosé komdrek mezenchymalnych
do przechodzenia w stan immunomodulacyjny (fenotyp MS2) lub prozapalny (fenotyp MS1) poprzez
stymulacje odpowiednich receptoréw Toll podobnych oraz potencjat do réznicowania w kierunku
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progenitoréw endotelialnych, ktére prawdopodobnie odgrywajg istotng role w regeneracji
uszkodzonego madzgu (Aguilera i in., 2014; Obtulowiczi in., 2016).

W prezentowanej pracy badano wtasciwosci komdrek mezenchymalnych pochodzacych
z galarety Whartona (WJ-MSC) oraz ich zdolno$¢ do indukowanego réznicowania sie w kierunku
progenitoréw endotelialnych WJ-EPC. Komérki MSC pozyskuje sie w tatwy i nieinwazyjny sposéb ze
sznura pepowiny, pobranego bezposrednio po porodzie. Poza typowymi dla komdrek
mezenchymalnych wtasciwosciami, WJ-MSC cechuja sie szybszg proliferacja, niskg immunogennoscia
oraz pro-neuralnym charakterem sekrecji i rdznicowania (Drela i in., 2016; Kalaszczynska i Ferdyn,
2015). Co wiecej w badaniach Jui-Yu Hsieh (2013) i w naszej grupie (Drela i in., 2016) wykazano, ze
w porownaniu do komodrek pochodzacych ze szpiku kostnego, komodrki wyizolowane z galarety
Whartona wydzielajg wiecej czynnikéw zwigzanych z dziataniem neuroprotekcyjnym, neuro-
i angiogennym oraz, dzieki swoim wifasciwosciom parakrynnym, intensywniej stymulujg réznicowanie
i migracje endogennych komodrek neuralnych. WJ-MSC wybidrczo stymulujg wzrost neurondw
i wykazujg dziatanie antyapoptotyczne w pierwotnej hodowli komérek korowych w modelu
czasowego pozbawienia glukozy i tlenu (ang. oxygen glucose deprivation, OGD). Komoérki te réwniez
efektywniej indukuja formowanie drobnych naczyd krwionos$nych oraz migracje komédrek we
wspoéthodowli z komérkami endotelialnymi (Hsieh i in., 2013).

W trakcie udaru niedokrwiennego, poza komdrkami nerwowymi zostajg uszkodzone réwniez
komorki endotelialne naczyn krwionosnych. Ostatnie badania donoszg, ze MSC pochodzace z galarety
Whartona majg zdolnos¢ do rdznicowania sie in vitro m. in. w progenitory endotelialne (WIJ-EPC),
ktore mogg odgrywacé zasadniczg role w regeneracji uszkodzonych mikronaczyn i przywrdceniu
prawidtowego funkcjonowania jednostki neuronaczyniowej po podaniu domézgowym w udarze
niedokrwiennym (Clifford, Deacon i Knox, 2008). W szeregu badan wykazano, ze progenitorowe
komoérki endotelialne stymulujg neowaskularyzacje penumbry (Wei i in., 2001; Asahara i in., 1999;
Sharma i in., 2012), a ich duza liczba w krwi obwodowe] koreluje z pozytywnym przebiegiem
klinicznym [26], [27]. Ponadto komérki endotelialne cechujg sie wysoka sekrecjg szeregu czynnikow
wzrostowych i cytokin stymulujgcych proliferacje, migracje i tworzenie struktur kapilaropodobnych
(Di Santo i in., 2014), jakich jak: VEGF-A, B (Greenberg i Jin, 2013), TGF-B1 (Dobolyi, Vincze, P&l
i Lovas, 2012; Clifford, Deacon i Knox, 2008), IL-6 (Lahiani i in., 2015; Perigolo-Vicente i in., 2014), czy
IL-10 (Segev-Amzaleg, Trudler i Frenkel, 2013; Levin i Godukhin, 2011; Sharma i in., 2011). W innych
badaniach wykazano, ze wzbogacenie hodowli komdrek endotelialnych (HUVEC) uszkodzonych przez
stres oksydacyjny (H202), pozywka zebrang z hodowli progenitoréw endotelialnych, ma dziatanie
antyapoptotyczne i chroni jg przed utratg wtasciwosci naczyniotwérczych (Yang i in., 2010b). Poza
wtasciwosciami  angiogennymi coraz czesciej wskazuje sie na wfasciwosci neurogenne
i neuroprotekcyjne progenitorow endotelialnych, co podkresla istotnos¢ wspétdziatania tych
elementow w ramach jednostki NVU(Park, Park, Liu i Baker, 2014b).

Wszystkie te dane zainspirowaty badania, ktdre staty sie przedmiotem prezentowanej
rozprawy doktorskiej. Postawiono pytanie czy komodrki o profilu mezenchymalnym wyizolowane
z galarety Whartona (WJ-MSC) mogg in vitro wytworzy¢ fenotyp o cechach klasycznych progenitoréw
endotelialnych (WJ-EPC) o zwiekszonych/rozszerzonych wtasciwosciach protekcyjnych w stosunku do
zmian poniedokrwiennych mézgu.
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Istotnym problemem zwigzanym z terapig komdrkowg jest stosunkowo krétka przezywalnos¢
nawet autologicznego przeszczepu w organizmie biorcy. Celem mojej pracy byto réwniez zbadanie
czy istnieje mozliwos¢ przedtuzenia zywotnosci i funkcji regeneracyjnej transplantu domdzgowego
komoérek, miedzy innymi poprzez optymalizacje czasu wykonania przeszczepu, zahamowanie lub
modyfikacje odpowiedzi immunologicznej czy epi/genetycznej przeszczepianych komorek
terapeutycznych. Obecnie jedng z najbardziej obiecujgcych metod wydtuzania zywotnosci komérek
jest przeszczepianie ich pod postacig agregatu 3D (Ritfeld i Oudega, 2014). Idealne rusztowanie, poza
ochronnym i cytomimetycznym wptywem na przeszczepiane komérki, powinno wywotywac réwniez
pozytywne efekty regeneracyjne w otaczajgcej tkance biorcy. Bioragc pod uwage dane literaturowe
i poprzednie wyniki doswiadczen prowadzonych przez naszg grupe, wymogi te mogtby spetniac lizat
ptytkowy. W poprzednich badaniach przeprowadzonych przez Yael Hayon (2012 i 2013), wykazano ze
lizat ptytkowy podany do komér bocznych mézgu po trwatej okluzji tetnicy sSrodkowej mdzgu szczura,
dziata neuro- i angio-gennie zaréwno w strefie okotokomorowej jak i bezposrednio w miejscu
uszkodzenia (Hayon i in., 2013, 2012a). Ponadto stwierdzono poprawe funkcji motorycznych po
padaniu lizatu, a wielko$¢ uszkodzenia ulegata zmniejszeniu sugerujac catosSciowe dziatanie
neuroprotekcyjne. W innej pracy tej samej grupy wykazano pozytywny wptyw lizatu ptytkowego na
proliferacje, przezywalnos¢ i roznicowanie neuralnych komorek macierzystych (Hayon i in., 2012b).
Co najistotniejsze lizat ten w obecnosci trombiny wytwarza tréjwymiarowg sie¢ (Fortunato i in.,
2016), ktéra moze stuzy¢ za rusztowanie (skafold) dla podawanych domdzgowo komdérek
regeneracyjnych.

Poza powyzej opisanymi gtéwnymi celami, w prezentowanej pracy mozemy wyrodzni¢ cele posrednie
dotyczace :

- oceny potencjatu hodowli komdrek mezenchymalnych pochodzacych z galarety Whartona
(WJ-MSC) do indukowanego réznicowania sie w kierunku endotelialnym (WJ-EPC);

- poréwnania wptywu WJ-MSC i WI-EPC na powstawanie sieci naczyniowej oraz zywotnos¢
neuronow CA1l (wyjgtkowo wrazliwych na ischemie) w organotypowym modelu hodowli skrawkéw
hipokampa (OHC) po czasowym pozbawieniu glukozy i tlenu (OGD);

- oceny ekspresji immunomodulujgcych receptoréw Toll-podobnych (TLR3 i TLR4)
w warunkach kontrolnych i po stymulacji czynnikami immunomodulujgcymi oraz ich wptywu na
sekretom komoérek WIJ-MSC i WJ-EPC;

- charakterystyki poréwnawczej oddziatywania WIJ-MSC i WIJ-EPC na sie¢ naczyniows,
odpowiedz zapalng i tworzenie blizny glejowej w warunkach ich transplantacji domdzgowe;j
w eksperymentalnym modelu ischemicznego uszkodzenia mdzgu szczura.

Badania zostaty omodwione w trzech podrozdziatach, zgodnie z ich przeprowadzeniem
w warunkach 1) in vitro, 2) ex vivo i 3) in vivo.

1) W pierwszym etapie dos$wiadczen oceniono zdolnosé¢ komdrek WJ-MSC do rdznicowania
w kierunku endotelialnym w warunkach hodowli prowadzonej w obnizonym 5% stezeniu tlenu.
Charakterystyke fenotypowag komodrek przeprowadzono poprzez oznaczenie ekspresji specyficznych
markeréw komoérkowych, takich jak: vWF, PECAM-1, VEGFR2, VEGF, VCAM-1, CD90, CD73, CD105
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metodami immunocytochemii, cytometrii przeptywowej oraz biologii molekularnej. Potencjat
proliferacyjny WJ-MSC i WJ-EPC oceniano przy pomocy kolorymetrycznych pomiaréw z uzyciem
odczynnika WST-1. Funkcjonalne potwierdzenie endotelialnego kierunku rdznicowania oceniono
w hodowli prowadzonej na podtozu zawierajgcym biatka macierzy zewnatrzkomoérkowej
(Extracellular Matrix, ECM) w obecnosci acetylowanej lipoproteiny o niskiej gestosci (Dil-Ac-LDL).
Ocene sekrecji wybranych cytokin i czynnikéw wzrostowych: IL-1B, IL-6, TGFB-1 i VEGF, wykonano
cytometrycznie przy uzyciu zestawu CBA Flex Sets.

Komérki macierzyste wyizolowane z galarety Whartona w trakcie hodowli in vitro
przyjmowaty ksztatt podobny do fibroblastéw, przylegaty do podtoza oraz byly zdolne do migracji.
Charakterystyka fenotypowa tej frakcji wykazata typowe cechy komdérek MSC. Otrzymane WJ-MSC
posiadaty silny potencjat do réznicowania w kierunku endotelialnym w warunkach obnizonego do 5%
stezenia tlenu in vitro i zastosowaniu medium roéznicujgcego EGM-2 (Lonza). Rdznicowanie
endotelialne znaczaco zwiekszyto potencjat proliferacyjny komérek mezenchymalnych. Sredni czas
podwajania populacji WJ-EPC (0,79 dnia) byt cztery razy krotszy w poréwnaniu do WJ-MSC
hodowanych réwnolegle (4,06 dnia). Komorki stawaty sie owalne oraz trzykrotnie zmniejszaty swojg
wielko$¢ w poréwnaniu do wyjsciowych komadrek o klasycznym fenotypie MSC. Zaréwno WJ-MSC, jak
i WIJ-EPC reagowaty z przeciwciatami dla VEGF-A, VEGFR- 2 oraz VCAM-1, ale tylko zréznicowane
endotelialnie komodrki wykazywaty ekspresje specyficznych markeréw PECAM-1 oraz vWEF .
Niezaleznie od stopnia zréinicowania oba typy komédrek byly immunopozytywne w reakgcji
z przeciwciatami dla markeréw mezenchymalnych CD90, CD73 i CD105 oraz negatywne dla CD34,
CD11b, CD19, CD45, HLA-DR. Komédrki mezenchymalne pochodzace z galarety Whartona nabywaty
zdolnosci do tworzenia typowych dla endotelium struktur (petli) kapilaropodobnych juz po 4 dniach
inkubacji w medium indukujgcym (EGM-2), jednak tworzone sieci zwiekszaty wydatnie swojg trwatosc¢
oraz $rednice petli az do 7 dnia rdznicowania. Czas wytwarzania pierwszych sieci kapikaropodobnych
po wysianiu komoérek EPC na Matrigel wynosit 2 godziny, natomiast najwiekszg liczbe petli i potaczen
miedzy nimi mozna byto zaobserwowa¢ po 7 godzinach hodowli. Funkcjonalnie, WIJ-EPC
wychwytywaty DiL-AC-LDL juz po 4 godzinach inkubacji, co jest jedng ze specyficznych cech
fagocytujacych makrofagéw i komérek endotelialnych.

W celu poznania mechanizméw neuro- i naczynio-protekcyjnych badanych komodrek
mezenchymalnych sprawdzono w nich poziom sekrecji nastepujacych czynnikéw: przeciwzapalnego
TGF-B1, immunomodulacyjnej IL-6 oraz naczynio-neuroprotekcyjnego VEGF. Stwierdzono znamiennie
wyiszg sekrecje czynnikow TGF-B1, IL-6 i IL-1B przez komorki zréznicowane do fenotypu EPC oraz
brak wykrywalnych ilosci wydzielanych interleukin IL-2 i IL-10 przez oba badane typy komorek.
Sekrecja VEGF utrzymywata sie na stabilnym, stosunkowo wysokim i poréwnywalnym poziomie
zarowno w WJ-MSC jak i WJ-EPC. Stosujgc polecane w literaturze stezenia agonistéw receptoréw
TLR3 i TLR4 (Poly(l:C) i LPS), zbadano ich wptyw na sekrecje badanych czynnikéw przez oba typy
komaérek. W hodowli WJ-EPC zaobserwowano stymulacje wydzielania TGF-B1 oraz IL-6 pod wptywem
poliL i LPS (ligandéw TLR3/4) przy spadku sekrecji VEGF w wyzszych stezeniach tych agonistéw.
W  réwnolegtym  doswiadczeniu  okreslono  poziom  ekspresji  badanych  czynnikéw
immunomodulujacych i receptoréw TLR w hodowli WJ-EPC i WJ-MSC. Oba typy komadrek wykazywaty
stosunkowo niski poziom ekspresji zaréwno receptoréow Toll-podobnych TLR3 i TLR4 jak i czynnikéw
oraz cytokin sekrecyjnych TGF-B1, VEGF i IL-6, w poréwnaniu do BM-MSC, co mozna ttumaczy¢
niepetng dojrzatoscig uktadu immunologicznego komdrek WJ o pochodzeniu ptodowym.
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2) Badania naczynio- i neuroprotekcyjnego dziatania badanych komérek mezenchymalnych
przeprowadzono w modelu niedokrwienia ex vivo, wywotanym czasowym pozbawieniem
organotypowych skrawkow hipokampa szczura (OHC) glukozy i tlenu (OGD). Stwierdzono wybidrcze
uszkodzenie neurondw piramidowych w regionie CAl, przy zachowaniu niezmiennej struktury
w regionie CA2/3. Wptyw WIJ-MSC i WJ-EPC wspothodowanych ze skrawkami hipokampa oceniano
odpowiednio metodg barwienia immunocytochemicznego z zastosowaniem specyficznego dla
endotelium szczura przeciwciata RECA-1 oraz poprzez przyzyciowe barwienie histochemiczne
martwych komoérek jodkiem propidyny (IP).

Klasyczna struktura naczyn krwionos$nych szczura, oceniana na podstawie znakowania
komérek endotelialnych przeciwciatem RECA-1 w organotypowych skrawkach hipokampa
w regionach CA1 i CA2/3, byta prawidtiowa i dobrze zachowana przez caty czas trwania
eksperymentu. Natomiast w wyniku uszkodzenia OGD obserwowano istotny i wybidrczy zanik
naczyn krwionosnych w regionie CA1. W rejonie CA2/3 gesto$¢ naczyn krwionosnych utrzymywata sie
na stabilnym poziomie. Nie zaobserwowano istotnego wptywu wspéthodowli nieuszkodzonych
skrawkdéw hipokampa z komérkami WJ-EPC/WJ-MSC w badanych regionach CA1 i CA2/3 w czasie
trwania tego eksperymentu. Natomiast posrednia wspdthodowla zaréwno WJ-MSC jak i WJ-EPC
z uszkodzonymi przez OGD skrawkami OHC znaczaco hamowata atrofie naczyn krwionosnych
w regionie CAl hipokampa. Nieznacznie lepsze, acz nieistotne statystycznie wtasciwosci
naczynioprotekcyjne wykazywaty komérki WI-EPC (odpowiednio 1,5 i 1,4-razy wieksza gestosé
naczyd krwiono$nych w regionie CA1 we wspéthodowli z WJ-EPC i WJ-MSC). Smieré komorek
w organotypowych skrawkach hipokampa oceniana przyrostem liczby martwych komodrek
znakowanych jodkiem propidyny po poddaniu ich procedurze pozbawienia glukozy i tlenu (OGD),
wystepowata selektywnie w regionie CA1. W wyniku wspdéthodowli uszkodzonych skrawkéw zaréwno
z WJ-MSC jak i WI-EPC, znaczgco zmniejszyta sie $Smiertelnos¢ komodrek tego regionu. Przyjmujac
umownie, ze Smiertelnos¢ w CA1 po OGD wynosita 100%, we wspdthodowli z komdérkami WJ-MSC
i WJ-EPC spadta ona do kolejno 76,7% oraz 70%.

3) Badania naczynio- i neuroprotekcyjnej funkcji przeszczepu komdrek WJ MSC i WJ EPC in vivo
przeprowadzono na dorostych (3 miesiecznych) szczurach szczepu Wistar (samce), wedtug
ponizszego schematu (Ryc. 34):

OUA WIJ-MSC / WI-EPC Pobranie materiatu
-3 0 7 14 21

Dni w stosunku do wykonania przeszczepu WJ-MSC/WJ-EPC

Ryc. 34. Schemat przeprowadzanych doswiadczen in vivo (OUA- uszkodzenie modzgu szczura
ouabaing; WJ-MSC/WIJ-EPC — przeszczep komorek).

Jednostronne ogniskowe uszkodzenie mézgu (OUA) wykonano poprzez podanie ouabainy do okolicy
prazkowia mézgu szczura wg metody stosowanej od lat w naszej pracowni (Janowski i in., 2008).
Efekty protekcyjne miejscowego przeszczepu WJ-MSC i WIJ-EPC oceniano w tym modelu w okolicy
lezji korowo/prazkowiowej mozgu. Komarki terapeutyczne osadzano na szkieletach z usieciowanego
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in situ lizatu ptytkowego. Wielkos¢ uszkodzenia mdzgowia i komérkowa reakcje zapalng szacowano
po 7,14 i 21 dniach od transplantacji. Do oceny wptywu egzogennych komdrek na badane parametry
reakcji poniedokrwiennej modzgu wykonano szereg barwien immunohistochemicznych
z przeciwciatami skierowanymi przeciwko komérkom gospodarza (szczura): makrofagom (ED1),
endotelialnym (RECA-1) i komdrkom glejowym (GFAP).

Transplantacja ludzkich WJ-MSC i W-EPC do uszkodzonego prazkowia modzgu szczura
skutkowata istotnym zmniejszeniem wielkos$ci uszkodzenia we wszystkich wariantach czasowych
w porédwnaniu do zwierzat, ktérym podano jedynie lizat ptytkowy. W 14 dniu obserwowano
maksymalng odpowiedZ uktadu immunologicznego ze strony tkanki. Na podstawie analizy
immunohistochemicznej stwierdzono w uszkodzonej tkance wyraznie zmniejszong ekspresje markera
odpowiedzi zapalnej ED1 i markera glejowego GFAP oraz zwiekszong liczbe naczyn krwionosnych
(RECA-1 pozytywnych) w okolicy uszkodzenia po transplantacji obu typéw komadrek
mezenchymalnych usieciowanych w badanych szkieletach. Ponadto zaobserwowano zwiekszony
efekt naczynioprotekcyjny po transplantacji WJ-EPC w pordwnaniu do komdrek WJ-MSC. Z drugiej
strony te ostatnie wykazywaty silniejsze dziatanie przeciwzapalne (zmniejszenie nacieku ED1), jak
i hamujgce w stosunku do wytwarzania sie blizny glejowej ze znamiennym spadkiem liczby komadrek
GFAP pozytywnych.

Wyniki moich badan wskazujg na zdolno$s¢ WIJ-MSC do réznicowania sie w kierunku
endotelialnym ( WIJ-EPC) in vitro zaréwno pod wpltywem s$rodowiska indukujgcego EGM-2 jak
i w warunkach obnizonego stezenia tlenu w hodowli. Oba badane typy komodrek sg zdolne do
wydzielania czynnikdw mogacych odgrywaé role w naczynio- i neuroprotekcji uszkodzonej tkanki
nerwowej. Natomiast, w przeciwienstwie do komoérek MSC pochodzacych z dorostych tkanek,
dodatkowa ich stymulacja agonistami receptoréw Toll-podobnych (Poli I:C i LPS) skutkuje jedynie
nieznacznym zwiekszeniem sekrecji TGF-B1, IL-6 o mozliwym dziataniu przeciwzapalnym. Moze to
by¢ efektem odmiennej lub niepetnej dojrzatosci immunologicznej komdrek MSC pochodzenia
ptodowego wyrazonej m.in. niskg ekspresjg receptoréw TLR%. Transplantacja ludzkich WJ-MSC
i WJ-EPC do skrawkéw hipokampa lub okolicy korowo-podkorowej w modelach niedokrwienia mézgu
szczura ex vivo (OHC) i in vivo (OUA), skutkuje zmniejszeniem uszkodzenia ischemicznego tkanki.
Uszkodzony ischemicznie ex vivo region CA1l skrawkéw hipokampa reaguje na wspéthodowle
z badanymi komoérkami mezenchymalnymi znamiennym zmniejszeniem nekrozy komoérek
i stabilizacja sieci naczyniowej. W badaniach in vivo (trwajacych do 21 dni po transplantacji komorek)
obserwuje sie dodatkowo zmniejszenie postischemicznej aktywacji gleju i obnizenie liczby komérek
nacieku zapalnego w okolicy uszkodzenia. Zaobserwowano tam rdwniez istotne zwiekszenie
usieciowienia naczyn krwionosnych po podaniu WIJ-EPC, wskazujgce na wzmozone dziatanie
naczynioprotekcyjne komadrek mezenchymalnych indukowanych in vitro w kierunku endotelialnym.
W sumie skutkuje to znamiennym statystycznie zmniejszeniem obszaru uszkodzenia modzgu
ocenianego metoda morfometryczna.
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9. Abstract

Vasculo- and neuro-protective ability of mesenchymal stem cells derived from Wharton’s jelly and
endothelial progenitor cells

Stroke is the main cause of morbidity among the middle aged and elderly population and the
second cause of death worldwide (Kanyal, 2015). It leads to acute neurologic dysfunction of vascular
origin due to lack of blood flow (ischemic stroke) or bleeding (hemorrhagic stroke), which is
approximately 85% and 15% cases, respectively. Ischemic stroke is mainly caused by embolism,
thrombosis or focal hypoperfusion, which limit or interrupt cerebral blood flow (Stoll, Kleinschnitz
i Nieswandt, 2008; Sliem, 2014; Chang i in., 2013). It results in violent impairment of tissue
homeostasis, leading to perturbation of proper interactions within the neurovascular unit (NVU)
followed by reduction of blood flow, leakage of the blood-brain barrier, infiltration of
proinflammatory cells and cytokines, glial activation and finally neuronal damage, which
predominantly causes long-term disability (del Zoppo, 2009), (del Zoppo, Moskowitz i Nedergaard,
2016; del Zoppo, 2010).

Nowadays, only available treatments for ischemic stroke are focused on restoration of the
blood flow in the affected area by dissolving the clot with thrombolytics or by physically removing
the clot with mechanical devices. Unfortunately, both methods are limited due to therapeutic
window 4,5-8 hours post onset of stroke symptoms. Moreover, regardless of the treatment ischemic
stroke mostly results in long-term neurological disorders (Cztonkowska i Kobayashi, 2013).

Due to complexity of the response within the NVU to ischemic injury, there is a strong need
to find a therapy with a broad spectrum of activity. The increasing number of reports on beneficial
influence of mesenchymal stem cells (MSC) in the treatment of numerous pathologies may indicate
them to be promising candidates for “holistic” tissue therapy (Drela i in., 2014; Tanna i Sachan,
2014). Mesenchymal stem cells attract a lot of attention mainly due to their multilineage
differentiation potential and ability to secrete several imunomodulating, antiapoptotic, angiogenic
and neurogenic cytokines and growth factors (Tanna i Sachan, 2014; Drela i in.,, 2016, 2014).
Moreover, recent studies suggest that MSC participate in regeneration of ischemically injured brain
by forming a biobridge between the neurogenic niche and the site of injury (Duncaniin., 2015).

Wharton'’s jelly- derived mesenchymal stem cells seem to be the most preferable candidates
due to their enhanced neuro-therapeutic potential, low immunogenicity and
immunosuppressive/immunomodulatory abilities (Drela i in., 2016). Unfortunately, current research
displays inconsistent and relatively moderate benefits of cell therapy, indicating the need to increase
the efficiency of therapeutic cells (Prasad i in., 2014; Tyndall, 2011). “Pro-regenerative” stimulation
of mesenchymal stem cells may be possible after changing their secretion profile or by inducing
differentiation of such cells in desirable cell line. Recent studies have shown that mesenchymal stem
cells are able to pliantly react to surrounding microenvironment and change their pro- or anti-
inflammatory phenotype by stimulation of Tool-like receptors, what can amplify MSC trophic factors
and enhance therapeutic potency (Kota i in., 2014; Waterman i in., 2010; Mastri i in., 2012).

Moreover, some researchers emphasize the notion that brain ischemia is a vascular disorder,
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implying significant role of endothelial progenitor cells (EPC) in the process of recovery of the injured
brain (Aguilera i in., 2014). Several studies have proven that administration of endothelial progenitor
cells may play an essential role in microvessels regeneration after brain ischemia, contributing in
restoration of functional NVU (Clifford, Deacon i Knox, 2008; Wei i in., 2001; Asahara i in., 1999;
Sharma i in., 2012). Furthermore, EPC are able to secrete angiogenic, antiapoptotic, neurogenic
growth factors and cytokines, like: VEGF-A, B (Greenberg i Jin, 2013), TGF-B1 (Dobolyi i in., 2012;
Clifford, Deacon i Knox, 2008), IL-6 (Lahiani i in., 2015; Perigolo-Vicente i in., 2014) and IL-10 (Segev-
Amzaleg, Trudler i Frenkel, 2013; Levin i Godukhin, 2011; Sharmai in., 2011).

The main purpose of this study was to evaluate the vasculo- and neuro-protective ability of
mesenchymal stem cells derived from Wharton’s jelly and endothelial progenitor cells differentiated
from these cells.

Studies of this issue consisted of several stages: in vitro, ex vivo and in vivo.

In in vitro experiments, the aim was to assess the potential of mesenchymal stem cells
originating from Wharton’s jelly to differentiating into cells of endothelial lineage able to support
vasculature and to evaluate the influence of Toll-like receptors agonists: LPS and Poli:IC, on
WJ-MSC/EPC secretosomes.

In ex vivo and in vivo studies the objective was to investigate and characterize the effect of
WIJ-MSC/WIJ-EPC on vascular network and cell survival in the model of hippocampal organotypic
culture (OHC) injured by oxygen-glucose deprivation (OGD) or in the model of cytotoxic brain injury.

For that purpose, WJ-MSC were cultured in expansion medium (MSCGM) or in endothelial
differentiating medium (EGM-2). A phenotypic analysis was performed by flow cytometry,
immunocytochemistry, RT-PCR and qPCR based on expression of typical markers for mesenchymal
and endothelial lineage (CD90, CD73, CD105, vWF, CD31, VEGF, VEGFR2). Expected angiogenic
activity of WJ-EPC was estimated in vitro by Dil-Ac-LDL-uptake assay and capillary-like structure
formation test. Priming of WJ-MSC/WJ-EPC was achieved by stimulation of specific Toll-like receptors
with TLR4 agonist- LPS or TLR3 agonist- poly(l:C). The secretion of (human)WIJ-MSC/EPC-derived
protective factors (IL-6, TGF-B1 and VEGF) was estimated in culture medium by the BD CBA assays
system.

In ex vivo part of experiments, hippocampal slices after 5 days of incubation were exposed to
OGD. Afterwards, WJ-MSC/WJ-EPC were co-cultured with the intact or post-ischemic slices by the
next 2 days. Vascular network in CA1 and CA2/3 region of hippocampus was evaluated with rat
endothelium-specific antibody (RECA-1). Survival of cells in these regions was measured by
propidium iodide (IP) staining.

In in vivo experiments, cytotoxic brain injury was conducted with use of Na+/K+ pump
inhibitor- ouabain. WJ-MSC and WIJ-EPC were engrafted in 3D bioactive platelet lysate (PL) scaffolds
into the striatum of normal and focally injured brains of adult Wistar rats. After 7, 14 and 21 days
brains were isolated and sliced with cryostat. Subsequently, immunohistochemical studies were
performed with rat endothelial cell specific antibody (RECA-1), cell proliferation marker (Ki67),
astrocyte marker (GFAP) and microglia marker (ED1).
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Based on this study we showed that:

e WIJ-MSC have a strong potential to differentiate into functional endothelial cells in vitro.

e Both cell types express MSC and EC markers CD73, CD90, CD105, VEGFR2, VEGF, but only EPC
culture express endothelial-specific VWF and CD31 on significantly higher gene and protein
levels.

e WJ-MSC and WI-EPC secrete neuro/angio-protective growth factor VEGF, anti-inflammatory
cytokine TGF-B1 and the mixed function modulatory IL-6.

e The secretion pattern of WIJ-MSC/WIJ-EPC remain resistant to stimulation on a low
concentration of Tool-like receptors. At higher concentrations of TLR3/4 agonists, WJ-EPC
starts to respond with higher secretion of TGF-B1 and IL-6. VEGF secretion remains stable
and insensitive to stimulation in both investigated cell types.

e Relatively low response to TLR% stimulation in investigated cultures can be linked to
exceptionally low expression of these receptors in both cell types, which may be
a characteristic feature of early developmental MSC originating cells.

e Indirect WJ-MSC or WIJ-EPC-like co-cultures with OGD injured hippocampal slices, both inhibit
atrophy of blood vessels and cell death in hypoxia-sensitive CAl region, suggesting their
common paracrine protection mechanism.

e Neuroprotective effect on OHC-OGD is slightly more evident under co-culture with WJ-MSC,
whereas co-culture with WI-EPC exhibits stronger angio-protective properties.

e Transplantation of either WJ-MSC or WIJ-EPC in the form of platelet lysate (PL) scaffolds
significantly reduces infarct volume in focally injured rat brain.

e WJ-MSC as well as WIJ-EPC transplantation in the form of PL scaffolds exerts pronounced
anti-inflammatory, angio- and neuro-protective effects after their transplantation into
striatum of focally injured rat brains.

e Immunohistochemical studies support the higher angio-protective effect of WI-EPC in
comparison with WJ-MSC which, in reverse, exerts stronger neuroprotection.

In summary, the results of our studies indicate that mesenchymal stem cells derived from
Wharton'’s jelly are able to differentiate into functional endothelial progenitor cells in vitro. WJ-MSC
and WI-EPC secrete regenerative and neuro/angioprotective growth factor VEGF, anti-inflammatory
TGF-B1 and modulatory IL-6, the last two being potentiated by the Toll-like receptors 3 and 4
stimulation. These responses may contribute to neuro- and vasculo-protection activated by
inflammatory postischemic rat brain microenvironment. In both ex vivo and in vivo experiments
WIJ-derived cells inhibited cell death and blood vessel atrophy. In vivo experiments showed
a decrease of astrocyte and microglia activation after transplantation of both cell types, with better
outcomes after WJ-MSC- PL transplants and increased blood vessel formation, which was more
evident after WJ-EPC- PL injection.
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