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Wykaz skrotow

ACTA
AD-MSCs

ALCAM
AMPA

ap2
APC
ATP
BDNF

bFGF
BME
BM-MNCs

BM-MSCs

BMPs
Brdu
BSA
CCL
CDC42
CFDA
CFSE
CNP
COX-2
CX3CL
CXCL
CX3CLR
CXCR
DAMPs

DCs
DiD

Dil

DNA

DPBS

DRG

E2R

ECM
EEF1Al
EGF
EGF-R
EPO
ESC-MSCs

EVs

— biatko indukujace tworzenie aktyny (ang. actin assembly-inducing protein)

— mezenchymalne komorki macierzyste pochodzace z tkanki tluszczowej (ang.
adipose-derived mesenchymal stem cells)

- czasteczka aktywujaca adhezje komorkowa leukocytow (ang. activated leukocyte
cell adhesion molecule)

- kwas a-amino-3-hydroksy-5-metylo-4-izoksazolopropionowy (ang. o-amino-3-
hydroxy-5- methyl-4-isoxazolepropionic acid)

— biatka adipocytow 2 (ang. adipocyte protein 2)

- komorki prezentujace antygen (ang. antigen-presenting cell)

- adenozyno-5'-trifosforan (ang. adenosine triphosphate)

- neurotroficzny czynnik pochodzenia mozgowego (ang. brain-derived neurotrophic
factor)

- zasadowy czynnik wzrostu fibroblastow (ang. basic fibroblast growth factor)

- B-merkaptoetanol (ang. B-mercaptoethanol)

- komorki jednojadrzaste pochodzace ze szpiku kostnego (ang. bone marrow
mononuclear cells)

- mezenchymalne komorki macierzyste pochodzace ze szpiku kostnego (ang. bone
marrow mesenchymal stem cells)

- biatka morfogenetyczne kosci (ang. bone morphogenetic proteins)

- 5-bromo-2'-deoksyurydyna (ang. 5-bromo-2'-deoxyuridine)

— albumina surowicy bydlecej (ang. bovine serum albumin)

- ligand chemokiny grupy CC() (ang. chemokine (C-C motif) ligand)

— biatko kontroli podziatu komdrek 42 (ang. cell division control protein 42)

— znacznik fluorescencyjny (ang. 5(6)-carboxyfluorescein diacetate)

— znacznik fluorescencyjny (ang. carboxyfluorescein succinimidyl ester)

— peptyd natriuretyczny typu C (ang. C-type natriuretic peptide)

— cyklooksygenaza indukowana (ang. cyclooxygenase-2)

— ligand chemokiny grupy CX3C (ang. chemokine (C-X3-C motif) ligand)

- ligand chemokiny grupy CXC (ang. chemokine (C-X-C motif) ligand)

— receptor chemokiny grupy CX3C (ang. (C-X3-C) motif chemokine receptor)

- receptor chemokiny grupy CXC (ang. C-X-C motif chemokine receptor)

- wzorce molekularne zwigzane z uszkodzeniem (ang. damage-associated

molecular pattern)

- komorki dendrytyczne (ang. dendritic cells)

— znacznik fluorescencyjny (ang. 1,1'-dioctadecyl-3,3,3',3'"-
carbocyanine, 4-chlorobenzenesulfonate salt)
— znacznik  fluorescencyjny  (ang.
carbocyanine perchlorate)

— kwas deoksyrybonukleinowy (ang. deoxyribonucleic acid)

— dejonizowany PBS

- zwoje rdzeniowe (ang. dorsal root ganglia)

- E2 represor (ang. E2 repressor)

- macierz zewnatrzkomérkowa ( ang.extracellular matrix)

— czynnik elongacyjny 1 alfa 1(ang. elongation factor 1-alpha 1)

- epidermalny czynnik wzrostu (ang. epidermal growth factor)

-receptor dla epidermalnego czynnika wzrostu (ang. epidermal growth factor receptor)
- erytropoetyna (ang. erythropoietin)

- mezenchymalne komoérki macierzyste pochodzgce z zarodkowych komorek
macierzystych (ang. mesenchymal stem cells derived from human embryonic stem
cells)

— zewnatrzkomoérkowe pecherzyki (ang. extracellular vesicles)

tetramethylindodi-

1,1'-dioctadecyl-3,3,3',3'-tetramethylindo
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FA —kat odchylenia (ang. flip angle)

FasL — ligand Fas (ang. Fas ligand)

FBS — bydleca surowica ptodowa (ang. fetal bovine serum)

FGF - czynnik wzrostu fibroblastow (ang. fibroblast growth factor)

FITC - izotiocyjaninan fluoresceiny (ang. fluorescein isothiocyanate)

FN1 — fibronektyna 1 (ang. fibronectin 1)

FSK — forskolina (ang. forskolin)

GAPDH — dehydrogenaza aldehydu-3-fosfoglicerynowego (ang. glyceraldehyde 3- phosphate
dehydrogenase)

GD2 — neuralny gangliozyd (ang. neural ganglioside)

GDNF - glejopochodny czynnik neurotroficzny (ang. glial cell-derived neurotrophic factor)

GFAP - glejowe kwasne biatko wtokienkowe (ang. glial fibrillary acidic protein)

GFP - biatko zielonej fluorescencji (ang. green fluorescent protein)

GM-CSF - czynnik stymulujagcy tworzenie kolonii granulocytow i makrofagéw (ang.
granulocyte-macrophage colony-stimulating factor)

GNA13 — biatko wiazace nukleotyd guaniny podjednostka alfa 13 (ang. guanine nucleotide-
binding protein subunit alpha-13)

GNG12 - biatko wigzace nukleotyd guaniny podjednostka 12 (ang. guanine nucleotide binding
protein subunit gamma 12)

GPCRs — receptory sprzezone z biatkami G (ang. G Protein-Coupled Receptors)

GRPs - progenitory komorek glejowych (ang. glial-restricted precursor cells)

GS — surowica kozia (ang. goat serum)

G-SCF - czynnik stymulujacy tworzenie kolonii granulocytow (ang. granulocyte colony-
stimulating factor)

GVHD - choroba przeszczep przeciwko gospodarzowi (ang. graft-versus-host disease)

hBM-MSCs - ludzkie mezenchymalne komorki macierzyste pochodzace ze szpiku kostnego
(ang. human bone marrow mesenchymal stem cells)

HGF - czynnik wzrostu hepatocytow (ang. hepatocyte growth factor)

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

HNF4a - czynnik jadrowy hepatocytow 4 alfa (ang. hepatocyte nuclear factor 4 alpha)

HRG - heregulina (ang. heregulin)

HSCs — hematopoetyczne komorki macierzyste (ang. hemapoietic stem cells)

HSP — biatka szoku cieplnego (ang. heat shock proteins)

ICAM-1 - czasteczka adhezji migdzykomodrkowej 1 (ang. intercellular adhesion molecule 1)

IDO - 2,3-dioksygenaza indoloaminy (ang. indoleamine 2,3-dioxygenase)

IFNy - interferon y (ang. interferon vy)

Ig - immunoglobulina (ang. immunoglobulin)

IGF - insulinopodobny czynnik wzrostu (ang. insulin-like growth factor)

IGF-R — receptor dla insulinopodobnego czynnika wzrostu (ang. insulin-like growth factor 1
receptor)

IL - interleukina (ang. interleukin)

IL-1Ra - antagoniasta receptora interleukiny 1 (ang. interleukin-1 receptor antagonist)

iNOS — indukowalna syntaza tlenku azotu (ang. inducible nitric oxide synthase)

IP-10/CXCL10 - biatko 10 indukowane przez interferon / chemokiny CXC ligand 10
(ang. interferon gamma-induced protein 10 / C-X-C motif chemokine 10)

IRF4* - 4 dodatni czynnik regulacyjny interferonu ( ang. IFN regulatory factor 4- positive)

IQGAP1 — (ang. Ras GTPase-activating-like protein)

ITS - insulina-transferyna-selen (ang. insulin-transferrin-selenium)

LFA-1 - antygen zwigzany z funkcja leukocytow (ang. lymphocyte function-associated
antigen 1)

LIF - czynnik hamujacy biataczke (ang. leukemia inhibitory factor)

LSM — skaningowa mikroskopia laserowa (ang. laser scanning microscopy)

M1 — komorki mikrogleju/makrofagi o fenotypie prozapalnym

M2 — komorki mikrogleju/makrofagi o fenotypie przeciwzapalnym
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MAG
MALS

MAPK1
MCP-1
M-CSF

MIP
miRNA
MMPs
MOG
Molday ION

MRI

MRNA
MSCs
MSCA-1

MT
MVBs
MVs
NCAM
NeuN
NGFp
NIHSS

NMDA
NO
NOS
NT-3
NTA
OGD
OUA
OUN
PBS
PDGF
PDGF-RB

PD-L1
PE
PEDF

PFA
PGE-2
PIGF
PIRNA
PLAUR

PLP
PMSF
PODXL
PPARy

— glikoproteina zwigzana z mieling (ang. myelin-associated glycoprotein)

— odpowiada relatywnej wielko$ci analizowanych probek (ang. middle angle light
scatter)

— kinaza 1 aktywowana mitogenem (ang. mitogen-activated protein kinase 1)

- biatko chemotaktyczne monocytow (ang. monocyte chemoattractant protein 1)

- czynnik stymulujacy tworzenie kolonii makrofagow (ang. macrophage colony-
stimulating factor)

- biatko zapalne makrofagdéw (ang. macrophage inflammatory protein)

— mikroRNA (ang. microRNA)

- metaloproteinazy macierzy zewnatrzkomoérkowej (ang. matrix metalloproteinases)

— glikoproteina oligodendrocytow (ang. myelin oligodendrocyte glycoprotein)

— superparamagnetyczne nanoczastki zelaza (SP1O) skoniugowane z rodaming B

(ang. superparamagnetic iron oxide (SPIO) particles conjugated with rhodamine B)

— obrazowanie przy uzyciu rezonansu magnetycznego (ang. magnetic resonance
imaging)

— informacyjny/matrycowy RNA (ang. messenger RNA)

- mezenchymalne komoérki macierzyste (ang. mesenchymal stem cells)

— antigen mezenchymalnych komorek macierzystych (ang. mesenchymal stem cell
antigen)

- mechaniczna trombektomia (ang. mechanical thrombectomy)

- ciata wielopecherzykowe (ang. multivesicular bodies)

— mikropecherzyki (ang. microvesicles)

— czasteczka adhezji neurondéw (ang. neural cell adhesion molecule)

— bialko jadrowe specyficzne dla dojrzatych neuronéw (ang. neuronal nuclear antigen)
- czynnik wzrostu nerwow beta (ang. nerve growth factor)

- Skala udaru opracowana przez Narodowy Instytut Zdrowia (ang. the National
Institutes of Health Stroke Scale)

- kwas N-metylo-D-asparaginowy (ang. N-Methyl-D-aspartic acid)

- tlenek azotu (ang. nitric oxide)

- syntaza tlenku azotu (ang. nitric oxide synthases)

- neurotrofina-3 (ang. neurotrophin-3)

— analiza $ledzenia ruchu nanoczastek (ang. nanoparticle tracking analysis)

— deprywacja tlenu i glukozy (ang. oxygen-glucose deprivation)

- ouabaina (ang. ouabain)

— o$rodkowy uktad nerwowy

— buforowana sdl fizjologiczna (ang. phosphate-buffered saline)

- ptytkopochodny czynnik wzrostu (ang. platelet-derived growth factor)

— receptor dla ptytkopochodnego czynnika wzrostu typu beta (ang. beta-type platelet-
derived growth factor receptor)

- ligand receptora programowanej $mierci (ang. programmed death-ligand 1)

— fikoerytryna (ang. phycoerythrin)

- czynnik pochodzacy z nabtonka barwnikowego siatkowki (ang.pigment epithelium-
derived factor)

— paraformaldehyd (ang. paraformaldehyde)

- prostaglandyna E-2 (ang. prostaglandin E2)

- fozyskowy czynnik wzrostu (ang. placental growth factor)

— mate, niekodujace czasteczki RNA (ang. piwi-interacting RNA)

— aktywator plazminogenu, receptor urokinazy (ang. plasminogen activator urokinase
receptor)

- biatko proteolipidowe (ang. proteolipid protein)

- fluorek fenylometylosulfonylu (ang. phenylmethylsulfonyl fluoride)

— biatko podobne do podokaliksyny (ang. podocalyxin-like protein 1)

- receptor aktywowany proliferatorem peroksysomow y (ang. peroxisome proliferator-
activated receptor)
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pre-miRNA
RA

RCTs
RGCs

RNA

ROS

rRNA

RS

Sca-1

SCF

SDF-1
SDS-PAGE

SEC
SH
Sox1
SPECT

SPIO
SR-SIM

SSEA
STEPS

Svz
TA
TBST
Tc
TE
TEM
TGFp
Th
Thy-1
TIMP
TNFa
TNTs
tPA
TR
Tregs
tRNA
TUB
tx
UCSCs

USPIO
VAV2
VCAM-1

VEGF
VWEF

- prekursorowe miRNA (ang. precursor miRNA)

- kwas retinowy (ang. retinoic acid)

- badania randomizowane z kontrolg (ang. randomized controlled trials)

- komorki zwojowe siatkowki (ang. retinal ganglion cells)

- kwas rybonukleinowy (ang. ribonucleic acid)

- reaktywne formy tlenu (ang. reactive oxygen species)

— rybosomalne RNA (ang. ribosomal RNA)

- bardzo mate komorki zdolne do gwaltownej samoodnowy (ang. rapidly self-
renewing cells)

— antygen komoérek macierzystych (ang. stem cells antigen)

- czynnik wzrostu komoérek macierzystych (ang. stem cell factor)

- zrgbowy czynnik wzrostu (ang. stromal cell-derived factor 1)

- elektroforeza w zelu poliakrylamidowym w obecnosci siarczanu dodecylu sodu

(ang. sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis)

- chromatografia z wykluczeniem wielkosci (ang. size exlusion chromatography)

— domena homologii SRC (ang. SRC homology domain)

- czynnik transkrypcyjny (ang. SRY (sex determining region Y) - box 1)

- tomografia emisyjna pojedynczych fotonow (ang. single-photon emission computed
tomography)

- superparamagnetyczne nanoczastki zelaza (ang. superparamagnetic iron oxide)
—mikroskopia superrozdzielcza typu SIM (ang. superresolution structured illumination
microscopy)

— specyficzny dla stadium antygen embrionalny (ang. stage-specific embryonic
antigen)

- Terapie komoérkami macierzystymi w udarze (ang. Stem Cell Therapy as an
Emerging Paradigm for Stroke)

- strefa okotokomorowa (ang. subventricular zone)

— czas pozyskiwania (ang. acquisition time)

— s0l fizjologiczna buforowana TRIS (ang. TRIS-buffered saline)

- limfocyty T cytotoksyczne (ang. T cytotoxic cells)

— czas echa (ang. echo time)

- transmisyjna mikroskopia elektronowa (ang. transmission electron microscopy)

- transformujacy czynnik wzrostu B (ang. transforming growth factor [3)

- limfocyty T pomocnicze (ang. T helper cells)

- antygen tymocytarny 1 (ang. thymocyte antigen 1)

- tkankowy inhibitor metaloproteinaz (ang. tissue inhibitor of metalloproteinase)

- czynnik martwicy nowotworu o (ang. tumor necrosis factor)

— nanorurki tunelujace (ang. tunneling nanotubes)

- tkankowy aktywator plazminogenu (ang. tissue plasminogen activator)

— czas powtorzen sekwencji (ang. repetition time)

- limfocyty T regulatorowe (ang. regulatory T cells)

- transportujagce RNA (ang. transfer RNA)

—ang. tubby protein homolog

- transplantacja

- mezenchymalne komoérki macierzyste pochodzace ze sznura pgpowiny (ang.
umbilical cord mesenchymal stem cells)

- bardzo male superparamagnetyczne
superparamagnetic iron oxide)

— wspotczynnik wymiany nukleotydu guaniny (ang. guanine nucleotide exchange
factor)

- czasteczka adhezji komorkowej naczyn 1(ang. vascular cell adhesion molecule 1)

- czynnik wzrostu §rodbtonka naczyn (ang. vascular endothelial growth factor)

- czynnik von Willendrandt (ang. von Willebrand factor)

nanoczastki zelaza ultrasmall

(ang.
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Streszczenie pracy doktorskiej

Niedokrwienie moézgu jest jednym z wazniejszych probleméw klinicznych choréb
osrodkowego uktadu nerwowego (OUN). Wystepujacy w nastepstwie niedokrwienia zesp6t objawow
okreslany mianem udaru powoduje wysoki wskaznik $miertelnosci chorych. Nagta sSmier¢ komorek
neuralnych w miejscu niedotlenienia i uwalnianie czynnikow zwigzanych z uszkodzeniem tkanki
stanowi istote lokalnych reakcji immunologicznych w moézgu. Aktywacja astrocytow, komorek
mikrogleju i naptyw leukocytow z krwi przyczynia si¢ do progresji schorzenia. Miejscowy ,,proces
zapalny” wywotany zmianami w tkance powstatymi na skutek ischemii zwigksza obszar uszkodzenia.

Ograniczone mozliwo$ci terapii sprawiaja, iz poszukiwanie nowych metod leczenia skutkow
udaru prowadzi si¢ wielokierunkowo, wykorzystujac rozne elementy patofizjologii, w tym réwniez
modulacje¢ dziatania komodrek immunologicznie czynnych gospodarza. Blokowanie szkodliwych
efektow reakcji uktadu odpornosciowego i promowanie korzystnych oddziatywan w procesach
reparacji, zniszczonych w wyniku udaru struktur, wydaje si¢ celowe w przysztych strategiach
terapeutycznych. W ostatnich latach duzym zainteresowaniem cieszg si¢ mezenchymalne komorki
macierzyste (MSCs). Z badan eksperymentalnych wynika, ze przeszczep MSCs powoduje pozytywny
efekt w postaci stymulacji proceso6w naprawczych po urazie i modulacji odpowiedzi immunologicznej
biorcy. To wspotdziatanie (cross-talk) pomiedzy MSCs dawcy i komorkami biorcy wydaje sig
niezwykle istotne dla prawidtowej homeostazy w OUN oraz przezycia i zachowania funkcji
pozostatych po uszkodzeniu neuronéw. Stad rozwdj ,,immunomodulacyjnych strategii”, ktore beda
kontrolowaly funkcje poszczegolnych populacji komoérek immunologicznych w réznych fazach udaru,
wydaje si¢ obiecujacym kierunkiem w terapii. Transfer mezenchymalnych komoérek macierzystych,
ktore wykazuja silne wlasciwosci immunomodulacyjne, moze by¢ jednym z nich.

Z uwagi na silne wlasciwosci parakrynne, przeszczepione MSCs uwalniajg w $rodowisku
gospodarza szereg czynnikow troficznych, ktére uczestnicza w ograniczaniu proceséw zapalnych,
apoptozy 1 fibrozy uszkodzonych tkanek. Badania przeprowadzone w ostatnich latach wykazaty,
ze czynniki MSCs przekazywane sg nie tylko w postaci uwolnionej, ale takze za posrednictwem
zewnatrzkomorkowych pecherzykow (EVs). Wydaje sig, ze EVs uwalniane z MSCs moga spetniaé
takie same funkcje jak komorki, z ktorych pochodzg. Z dotychczasowych badan wiadomo,
ze substancje przekazywane przez EVs do otaczajacych komoérek moga zmienia¢ ich los
1 wlasciwosci. Bedac naturalnymi nosnikami substancji bioaktywnych, przeszczepione w warunkach
ischemii EVs moga re-programowa¢ endogenne komorki w uszkodzonej tkance, modulujac ich
funkcje oraz dziata¢ immunosupresyjnie, ograniczajagc odpowiedz prozapalng. Weryfikacja efektow
dziatania EVs w badaniach przedklinicznych w poréwnaniu z przeszczepem MSCs jest konieczna,
dlatego postanowilisSmy, ze temat ten bedzie przedmiotem moich badan realizowanych w ramach
pracy doktorskiej.

Celem badan byta ocena wtasciwosci immunomodulacyjnych ludzkich mezenchymalnych
komoérek macierzystych szpiku kostnego oraz wyizolowanych z nich zewnatrzkomérkowych
pecherzykow przeszcezepianych u dorostych szczuréw w modelu cytotoksycznego uszkodzenia mozgu
ouabaina.

Przedmiotem badan byly ludzkie mezenchymalne komorki macierzyste szpiku kostnego
(hBM-MSCs) komercyjnie dostgpne firmy Lonza i izolowane z nich zewnatrzkomoérkowe pgcherzyki
(EVs), oceniane w eksperymentach in vitro i in vivo po ich transplantacji u szczurow.
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Wybrany do badan model cytotoksycznego uszkodzenia moézgu z zastosowaniem inhibitora
pompy sodowo-potasowej (ouabainy) zostal opracowany w naszym zespole. Szczegétowo opisane
wczesniej ogniskowe uszkodzenie tkanki dotyczylo w roéznym stopniu poszczegdlnych struktur
prazkowia.

Do badan in vivo wykorzystano doroste samce szczurow stada Wistar, w wieku okoto 3
miesiecy, o ci¢zarze ciata 250-280g, pochodzace z Charles River Sulzfeld, hodowane w Zwierzetarni
Instytutu Medycyny Doswiadczalnej i Klinicznej PAN, przeprowadzajac eksperymenty wedtug
nastgpujacego schematu:

OUA hBM-MSCs/EVs Badania w czasie rzeczywistym i pobranie narzadéw
-2 0 1 3 7 14

Po 48 godzinach od podania do prazkowia szczura ouabainy (OUA), przeszczepiano
do prawej tetnicy szyjnej (tozsamej z potkula, w ktorej bylo uszkodzenie) hBM-MSCs lub EVs
(zabiegi mikrochirurgiczne uszkodzenia prazkowia i i.a. transplantacji uwidoczniono na schematach).

o 4 tetnica potyliczna
5 )—\/
\ (1 tetnica szyjna zewnetrzna
- tetnica szyjna wewnetrzna
— -
8 /
6.
R tetnica szyjna wspdlna
= 4

—
5x10°hBM-MSCslub

. 1,3x10°hBM-MSC-EVs

e

Cel pracy doktorskiej byt realizowany w oparciu o badania dotyczace:

- opracowania metody izolacji EVs z hBM-MSCs, ich charakterystyki i wyboru techniki optymalnego
znakowania w celu wizualizacji EVs w badaniach in vitro i in vivo

- okreslenia migracji hBM-MSCs i EVs podanych dotgtniczo oraz mozliwosci zasiedlania przez nie
rejondéw mdzgu biorcow przeszczepu w modelu cytotoksycznego uszkodzenia mozgu

- oceny wrodzonej i adaptacyjnej odpowiedzi immunologicznej w moézgu szczura, poddanego

weczesniej uszkodzeniu prazkowia, po przeszczepie hBM-MSC i EVs
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Do charakterystyki wyizolowanych EVs stosowano metode NanoSight pozwalajaca okresli¢
ich liczbe 1 wielko$¢. Obecno$¢ antygenow analizowano za pomocg wysokorozdzielczej cytometrii
przeptywowej, Western Blot i badan immunocytochemicznych, wyznakowanie EVs nanoczastkami
zelaza oceniano w mikroskopie elektronowym, konfokalnym i MRI.

Przeszczepione dotetniczo hBM-MSCs lub EVs byly oceniane w mozgu biorcéw w czasie
rzeczywistym w badaniach MRI tuz po ich podaniu, a takze po 1, 3, 7 i 14 dniach od transplantacji.
W tych samych sekwencjach czasowych pobierano od zwierzat eksperymentalnych mozgi, gdzie
w skrawkach mrozonych przeprowadzano badania immunohistochemiczne komorek dawcy i komorek
immunologicznie czynnych biorcy oraz oceniano poziom cytokin i chemokin za pomoca zestawow
BioPlexPro technikg Luminex.

Otrzymane przez nas wyniki pozwalaja podsumowac¢ badania i sformutowac nastepujace wnioski:

- Opracowano metode izolacji zewnatrzkomorkowych pecherzykow (EVS) z  ludzkich
mezenchymalnych komoérek macierzystych szpiku kostnego (hBM-MSCs) i ich znakowania PKH26
lub nanoczastkami zelaza skoniugowanymi z rodaming (Molday ION), umozliwiajagcymi wizualizacje
zarO6wno in vitro jak in vivo

- Wykazano, iz znakowanie zewnatrzkomorkowych pecherzykow PKH26 lub Molday ION nie
ogranicza ich migracji obserwowanej zar6wno w badaniach in vitro jak i in vivo

- Badane komorki hBM-MSCs lub pochodzace z nich zewnatrzkomérkowe pecherzyki podawane
do prawej tetnicy szyjnej szczura lokalizujg sie w mdzgu biorcy w okolicy wywotanego wczesniej
uszkodzenia

- Po transplantacji hBM-MSCs lub EVs obserwowano zmniejszenie aktywacji komérek mikrogleju
oraz liczby leukocytow, w tym limfocytow T CD8" w moézgu zwierzat, ktorych wzrost byt
spowodowany cytotoksycznym uszkodzeniem prazkowia

- Analiza cytokin oraz chemokin w moézgu szczuréw wykazala, ze przeszczep hBM-MSCs lub EVs
powodowatl obnizenie poziomu cytokin prozapalnych: IL-1a, IL-1B, IL-6, IFN-y i TGF-B2 oraz
chemokin: CXCL1, MIP-1 o, MIP-3 o i MCP-1, ktorych zwickszenie obserwowano w wyniku
cytotoksycznego uszkodzenia mézgu

(i) Opracowana przez nas metoda izolacji zewnatrzkomorkowych pecherzykow z ludzkich
mezenchymalnych komoérek macierzystych szpiku kostnego umozliwita otrzymanie czystej populacji
EVs, pozbawionej debris komorkowego

(i1) Zmodyfikowana technika dotetniczej transplantacji pozwolita na bezposredni transfer podawanych
komorek i zewnatrzkomorkowych pecherzykow do potkuli mozgu tozsamej z miejscem uszkodzenia

(iii) Przeszczepiane dotetniczo zewnatrzkomorkowe pecherzyki maja  zdolnos¢
immunomodulacyjnego dzialania na komoérki mézgu gospodarza porownywalng z efektem komorek
mezenchymalnych, z ktorych zostaly wyizolowane

(itit) Wydaje sig, iz systemowa transplantacja zewnatrzkomorkowych pecherzykéw moze by¢ bardziej
bezpieczna niz przeszczep komoérek ze wzgledu na mniejszy rozmiar EVSs i staba immunogennosé¢
zwigzang z brakiem lub niska ekspresja antygenow
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Abstract

The regenerative medicine therapy in order to reconstruct damaged structures of central nervous
system (CNS) is the subject of interest of medical and scientific environment. Despite the existence
of neural stem cells adult CNS has limited ability for self-renewal, especially in pathological
conditions. The transplantation of stem cells is the new way of therapy for supporting reconstructive
processes in the damage region of CNS.

Mesenchymal stem cells (MSCs) have recently emerged as promising candidates for cell-based
therapy in neurological disorders. Based on differentiation potential of MSCs initially studies focused
on the regenerative capacity of these cells. The mechanisms of action used by MSCs i.e.
immunomodulation, cell protection, pre-reparation and stimulation of angiogenesis have been
elucidated in vitro but the data from pre-clinical studies have been unclear. Accumulating evidence
over the past few years supports the notion that the predominant mechanism by which MSCs act in
tissue repair is mainly related to their paracrine effect. Indeed, MSCs provide microenvironment with
a multitude of trophic signals including growth factors and cytokines. It is likely that in parallel to
soluble factors, MSCs release microvesicles (EVs) that contribute to the reparative process by
intercellular cross talk communication. Recent discoveries suggest that EVs have similar protective
properties as their cellular counterparts to condition and reprogram the surrounding cells influencing
a variety of endogenous responses in particular in injured tissues.

The aim of the study was to compare the immunomodulatory properties of human bone marrow
mesenchymal stem cells (hBM-MSCs) and extracellular vesicles derived from these cells (EVS)
transplanted in focal brain ischemic rats. Verification of therapeutic effects of MSCs or proposed EVs
in experimental model of brain ischemia is necessary to begin clinical trials in patients.

Human bone marrow mesenchymal stem cells (hBM-MSCs) (Lonza) were used in our studies.
The cells were labelled with two different dyes: lipophilic stain PKH26 and iron nanoparticles
conjugated with rhodamine (Molday ION). Then EVs were isolated from the culture media
by ultracentrifugation techniques. The size, morphology and biomarker expression of h(BM-MSC-EVs
were identified by NanoSight particle tracking analysis (NTA), high-resolution flow cytometric
analysis (Apogee), transmission electron microscopy (TEM), superresolution structured illumination
microscopy (SR-SIM) and MRI.

The in vivo studies were performed in adult male Wistar rats with focal brain injury of 1ul/50nmol
ouabain injected into the right hemisphere. This cytotoxic brain injury model using ouabain (the
inhibitor sodium-potassium pump) has been developed in our laboratory. Two days after ischemic
insult 5x10° hBM-MSCs labeled with Molday ION or 1x10° hBM-MSC-EVs stained with PKH26
were transplanted into the right internal carotid artery of Wistar rats and the inflow of transplanted
cells in the rat brain was monitored using MRI. At day 1, 3, 7 and 14 post-transplantation rats were
decapitated and the brains, spleens and cervical lymph nodes were removed and the presence of the
donor cells was confirmed by immunohistochemical studies. The cellular immune response in the
brain was evaluated by immunohistochemical staining and the production of cytokines and
chemokines was measured by Bio-Plex Pro™ Cytokine, Chemokine and Growth Factor Assay
(BioRad).
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Based on results from above studies:

- We optimized the method of isolation, staining and visualization of EVs with PKH26 or iron oxide
nanoparticles (Molday) in vitro and in vivo

- Both dyes PKH26 and SPIO seem to be biocompatible with EVs and the labelling did not interfere
with their capability to migrate in vitro and in vivo

- hBM-MSCs or EVs infused into the rat internal carotic artery migrated into the brain of graft
recipients being visible in the right injured hemisphere using MRI or confocal microscope after
immunohistochemical analysis up to 7 days after transplantation

- The decrease of activated microglia and the number of leukocytes evoked by ischemia in the brain
tissue after h(BM-MSCs or EVs transplantation was observed

- The infusion of hBM-MSCs or EVs leaded to the decrease of pro-inflammatory cytokines: IL-1alfa,
IL-1beta, IL-6, IFN-y, TGF-B2 and chemokines: CXCL1, MIP-1a, MIP-3a, MCP-1 in comparison to
untreated rats with focal brain injury

The results of our studies show that mesenchymal stem cells or extracellular vesicles released
from them transplanted intra-arterially attenuate local immune response evoked by ischemic brain
insult in rats. Moreover, it seems that MSC-derived EVs have function similar to their cellular
counterparts and represent a promising opportunity to develop a novel cell-free therapy approaches.

The alternative therapeutic strategy with EVs allows avoiding the risk connected with using stem
or genetically modified cells. It might develop innovative treatment methods and expand the scale of
therapeutic application in CNS disorders. Moreover, replacement the necessity of cell transplantation
by microvesicles isolated from them can simplify the application and reduce the risk of
microembolism during systemic cell infusion.
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Innowacyjnos¢ rozprawy doktorskiej

- Opracowanie metody izolacji zewnatrzkomérkowych pecherzykow z ludzkich mezenchymalnych
komorek macierzystych szpiku kostnego (EVS);

- Wieloaspektowe badania morfologii i funkcji EVs w warunkach in vitro i in vivo przy jednoczesnym
zastosowaniu nowoczesnych metod, m.in. wysokorozdzielczej cytometrii przeptywowej ApoGee A50-
Micro, analizy immunoenzymatycznej Luminex, wizualizacji NanoSight, transmisyjnej mikroskopii
elektronowej, super rozdzielczej mikroskopii SIM i mikroskopii konfokalnej oraz MRI;

- Poréwnanie wptywu znakowania EVs przy pomocy lipofilnego markera PKH26 i nanoczastek zelaza
skoniugowanych z rodaming B (Molday ION) na funkcje pecherzykow i mozliwos¢ ich identyfikacji
w badaniach in vitro i in vivo;

- Wykazanie obecno$ci przeszczepionych dotetniczo EVs w prawej potkuli moézgu szczura z
ogniskowym uszkodzeniem prazkowia;

- Potwierdzenie immunomodulacyjnego dziatania EVs zarowno w przypadku odpowiedzi wrodzonej,
jak i adaptacyjnej, obserwowanej u szczurow po uszkodzeniu mézgu, porownywalnego do efektu
dziatania mezenchymalnych komodrek macierzystych u biorcéw przeszczepdw (przedmiot zgloszenia
patentowego nr P. 425 406/2018)
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1. Przeglad pismiennictwa

1.1. Niedokrwienie mozgu

Niedokrwienie moézgu jest jednym z wazniejszych probleméw klinicznych choréb
osrodkowego uktadu nerwowego (OUN). Wystepujacy w nastepstwie niedokrwienia zespot objawow
okreslany mianem udaru powoduje wysoki wskaznik $§miertelno$ci chorych, a trudnosci diagnostyczne
1 ograniczone mozliwosci terapii stwarzaja istotne problemy spoteczne. Udar mézgu stanowi trzecia,
co do czesto$ci wystepowania, przyczyng $mierci osob po 60. roku zycia w Kkrajach rozwinigtych
1 wiodacg przyczyne niepetnosprawnosci. Szacuje si¢, ze kazdego roku 15 milionow ludzi na §wiecie
jest dotknigtych udarem mozgu, z czego 5 miliondw osob umiera, a kolejne 5 milionéw cierpi
z powodu dlugotrwatej niepetnosprawnosci (Roy-O’Reilly i wsp., 2014). Ze statystyk $wiatowych
wynika, ze udar mozgu czgsciej dotyka kobiety i stanowi drugg przyczyng $mierci osob plci zenskiej
po 60. roku zycia oraz 60% wszystkich zgonow spowodowanych udarem (Samai i wsp., 2015).
Wg dostepnych danych na leczenie ludzi po udarze przeznaczane jest od 3% do 7% wszystkich
srodkéw finansowych shuzby zdrowia w krajach rozwinietych (Chamorro i wsp., 2016). W Polsce
corocznie odnotowuje si¢ ok. 60 tysiecy przypadkéw udaru, z czego potowa ludzi dotknigtych udarem
umiera w ciggu pierwszego roku, a druga potowa pozostaje niepetnosprawna.

Udar niedokrwienny stanowi 87% wszystkich przypadkéw udaru mozgu. W wyniku
zablokowania doptywu krwi do mézgu ograniczone jest dostarczenie tlenu i substancji odzywczych,
ktore skutkuje powaznym uszkodzeniem tkanki nerwowej (Roy-O’Reilly i wsp., 2014). Gltéwnymi
czynnikami zwigkszajacymi czestos¢ wystepowania udaru niedokrwiennego mézgu sa: nadci$nienie,
choroba wiencowa, cukrzyca, palenie tytoniu, hipercholesterolemia, przemijajacy atak niedokrwienny,
migotanie przedsionkow (Schneider i wsp., 2004).

Podczas niedokrwienia mozgu obserwuje si¢ uszkodzenie tkanki nerwowej w dwoch
obszarach — w obszarze ,,ischemicznego rdzenia”, w ktorym przeptyw krwi jest mniejszy niz
10mL/100g/min i gdzie dochodzi do gwaltownej $mierci wigkszosci komorek oraz w obszarze
»ischemicznego poétcienia”, w ktorym przeptyw krwi wynosi 10-20mL/100g/min, gdzie nie stwierdza
si¢ $mierCi neurondéw, lecz widoczne sa zmiany w strukturze tkanki. Deprywacja tlenu i glukozy
w obszarze ,ischemicznego rdzenia” prowadzi do obnizenia produkcji neuronalnego ATP,
co powoduje spadek gradientu jonowego wzdtuz blony komoérkowej i wzrost poziomu jonow Na*
i Ca®* w cytoplazmie. Uwolnienie i akumulacja glutaminianu oraz aktywacja receptorow NMDA
i AMPA prowadzi do dalszego naptywu jonow Ca®* do komoérek (Roy-O’Reilly i wsp., 2014).
W wyniku tych procesow dochodzi do uszkodzenia btony cytoplazmatycznej komoérek, zniszczenia
struktur komoérkowych, aktywacji procesow ,,zapalnych” oraz apoptozy i nekrozy komorek (Gervois
i wsp., 2016). W obszarze pélcienia, podwyzszenie poziomu glutaminianu pochodzacego z obszaru
fdzenia ischemicznego” indukuje wzrost jonéw Ca*" i zwickszenie aktywnosci enzyméw Ca*'-
zaleznych, co stymuluje produkcje mediatorow apoptozy, takich jak tlenek azotu, wolne rodniki, czy
kwas arachidonowy (Roy-O’Reilly i wsp., 2014). Procesy te moga inicjowaé programowang $mieré¢
komorek lub nekroze w zalezno$ci od wielkosci uszkodzenia i stanu metabolicznego neuronow.

Obecnie w terapii chorych po udarze niedokrwiennym stosowane jest leczenie reperfuzyjne
z udziatem lek6éw trombolitycznych, takich jak podawany dozylnie tkankowy aktywator plazminogenu
(tPA) lub mechaniczna trombektomia (MT). Niestety terapie te maja wiele ograniczen, przede
wszystkim krotki czas zastosowania, ktory wynosi do 4,5 godziny od wystgpienia udaru
niedokrwiennego w przypadku tPA oraz do 6-8 godzin w przypadku MT. Ponadto tkankowy
aktywator plazminogenu nie jest skuteczny w przypadku pacjentéw, u ktorych wystapita wysoka
niedrozno$¢ tetnicy, gdy powstaly zakrzep jest duzy lub udar obejmuje rozlegly obszar (Bhaskar
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i wsp., 2018). Stosowana rehabilitacja chorych po udarze niedokrwiennym nie zawsze jest skuteczna
i w wielu przypadkach nie przywraca utraconych funkcji. Stad poszukiwanie nowych strategii
terapeutycznych, majacych na celu zaréwno protekcje pozostatych w obszarze polcienia neuronow
oraz zapobieganie dalszemu uszkodzeniu komorek podczas reperfuzji tkanki w fazie ostrej udaru,
jak i odbudowe obumartych komoérek w dtuzszym okresie po udarze (Gervois i wsp., 2016).
Prowadzone aktualnie badania ukierunkowane sa nie tylko na eliminacj¢ procesOw
patofizjologicznych zachodzacych w komorkach nerwowych po udarze niedokrwiennym, ale rowniez
na modulacj¢ lokalnych procesow zapalnych towarzyszacych ischemii.

1.2. Reakcje ,,zapalne ” towarzyszqce procesom ischemii mozgu

Udarowi towarzysza zmiany typowe dla ,,zapalenia sterylnego” (ang. sterile inflammation),
gdzie uktad odporno$ciowy reaguje na zmiany w tkance spowodowane niedokrwieniem bez obecnos$ci
czynnika zakaznego.

1.2.1. Lokalne reakcje komorkowe towarzyszqce ischemii mozgu

W krotkim czasie od wystgpienia udaru niedokrwiennego mozgu uszkodzone neurony
i komorki glejowe produkuja czasteczki wzorcoéw molekularnych zwigzanych z uszkodzeniem
(DAMPSs) oraz cytokiny i reaktywne formy tlenu, ktore oddzialuja na astrocyty powodujac ich
aktywacje utrzymujaca si¢ do 28 dni od epizodu niedokrwienia. Aktywowane astrocyty sa zdolne
do szybkiej proliferacji, zmieniajg swoéj ksztalt i funkcje (Ahmad i wsp., 2014). Po aktywacji
wydzielajg cytokiny prozapalne, chemokiny oraz metaloproteinazy (Dong i wsp., 2001). Czynniki
uwalniane z astrocytow, W tym interleukina 1 (IL-1B) i metaloproteinazy macierzy
zewnatrzkomorkowej (MMPS), przyczyniaja si¢ do uszkodzenia bariery krew-moézg i wzmozonej
infiltracji leukocytow z krwi do tkanki nerwowej. Naptyw tych komorek przyczynia si¢ do dalszej
progresji uszkodzenia w fazie podostrej udaru, co ma miejsce w pierwszych godzinach lub dniach po
niedokrwieniu. Astrocyty moga petni¢ takze pozytywna role w odpowiedzi na ischemi¢. W wyniku
polaryzacji zmieniaja swoj fenotyp i sg zdolne do wychwytu zewnatrzkomorkowego glutaminanu,
moga takze wydziela¢ czynniki neurotroficzne, dziatajac protekcyjnie na uszkodzong tkanke nerwows
mozgu (Amantea i wsp., 2015).

Komorki mikrogleju, podobnie jak astrocyty, stanowia pierwsza lini¢ wrodzonej odpowiedzi
immunologicznej w OUN. Po uptywie kilku minut od wystgpienia udaru moézgu dochodzi do
aktywacji komorek mikrogleju, szczyt tej aktywacji widoczny jest zwykle po uptywie 48-72 godzin,
a zmiany w populacji komorek mikrogleju utrzymuja si¢ do kilku tygodni od momentu uszkodzenia
tkanki (Denes i wsp., 2007). Aktywowane komorki mikrogleju zmieniajg swoj ksztatt na ameboidalny,
nabywaja zdolnosci do fagocytozy (Ahmad i wsp., 2014). Rezydujace w tkance nerwowej mdzgu
komorki mikrogleju moga po aktywacji petni¢ funkcje komorek prezentujacych antygen (APC)
limfocytom T lub dodatkowo zwigksza¢ odpowiedz limfocytow T na antygeny gldwnego ukladu
zgodnosci tkankowej (MHC) klasy Il poprzez wzrost ekspresji dodatkowych molekut m.in takich, jak:
CD40, CD80 and CD86 (YYang i wsp., 2010a). Podobnie jak w przypadku astrocytow mikroglej moze
pehié role zar6wno komoérek aktywujacych jak i hamujacych odpowiedZ immunologiczng w tkance
po niedokrwieniu mozgu. Komorki mikrogleju o fenotypie M1 wydzielaja mediatory prozapalne, takie
jak interleukina 1 (IL-1), czynnik martwicy nowotworu o (TNF-a) i metaloproteinazg macierzy
zewnatrzkomorkowej 9 (MMP-9), ktére biorg udziat w rozszczelnieniu bariery krew-mozg. Zmiana
fenotypu komoérek mikrogleju z M1 na M2 powoduje uwolnienie cytokin przeciwzapalnych, migdzy
innymi transformujacego czynnika wzrostu 3 (TGF-B) oraz interleukiny 10 (IL-10), aktywujacych
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limfocyty regulatorowe (CD4'CD25"), ktére moduluja reakcje immunologiczne, ograniczajac
niekorzystne dziatanie czynnikow zapalnych (Picascia i wsp., 2015).
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Ryc. 1. Mechanizmy pierwotnej i wtérnej odpowiedzi immunologicznej aktywowane po udarze niedokrwiennym
modzgu (Picascia i wsp., 2015).

Aktywacja astrocytow i komodrek mikrogleju oraz uwalniane przez nie czynniki powoduja
dalsze rozszczelnienie bariery krew-moézg i zwigkszong migracj¢ leukocytow z krwi obwodowej
(Whitney i wsp., 2009). W ciggu pierwszych 24 godzin od wystapienia niedokrwienia modzgu
obserwuje si¢ zwigkszony naptyw monocytow do uszkodzonej tkanki. W populacji monocytow
widoczne sa komorki o fenotypie CD14°CD16", ktore maja wlasciwosci prozapalne oraz monocyty
CD14°CD16" o wlasciwosciach przeciwzapalnych (Gliem i wsp., 2012). Zwigkszong liczbe
monocytow obserwuje si¢ do 7 dni po udarze, co ciekawe, udzial monocytow prozapalnych maleje
z uptywem czasu, natomiast procent monocytéw przeciwzaplanych zwigksza si¢. Towarzyszy temu
spadek mediatorow zapalnych, takich jak TNF-a, IL-1B i chemokiny z grupy CC(B) ligand 2 (CCL2),
a wzrost czynnikéw przeciwzapalnych, w tym TGF-f1 (Kim i wsp., 2014). Z uplywem czasu
w uszkodzonej tkance mozgu widoczna jest przewaga makrofagéw typu M2, pochodzacych,
co ciekawe, z monocytow prozapalnych (CD14°CD16°) naptywajacych z krwi we wczesnej fazie po
udarze (Gliem i wsp., 2016). Zmiana odpowiedzi, w ktorej zaangazowane sa makrofagi typu M1
(CD16", CD32", CD86"), na reakcje zwigzang z udziatem makrofagéw M2 (CD206°, Arginaza-1") jest
istotna z punktu widzenia procesow regeneracji w uszkodzonej tkance. Makrofagi typu M2, znane
ze swoich wilasciwosci immunoregulacyjnych w dotychczasowych badaniach in vitro (Mosser
i Edwards, 2008), odgrywajg istotng rol¢ w endogennych procesach naprawy i neuroprotekcji
uszkodzonej w wyniku niedokrwienia mozgu tkanki nerwowej (Gliem i wsp., 2016).

Efektorami wrodzonej odpowiedzi immunologicznej w mézgu oprocz astrocytow, komorek
mikrogleju i makrofagéw sg takze neutrofile. Pojawiajg si¢ w uszkodzonej tkance moézgu tuz po
udarze (Price i wsp., 2004). Gromadzac si¢ W okolicy niedokrwienia uwalniajg cytokiny pro-zapalne,
wolne rodniki tlenowe i enzymy proteolityczne, powodujac dodatkowe zniszczenie tkanki nerwowej
szczegoblnie w strefie polcienia otaczajgcej rdzen uszkodzenia (Wang i Qin, 2010; Amantea i wsp.,
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2015). Liczba neutrofili obecnych w mézgu po niedokrwieniu odpowiada bezposrednio wielkosci
uszkodzenia ischemicznego (Ahmad i wsp., 2014). Zwigkszony naplyw neutrofili z tozyska
naczyniowego jest wynikiem produkcji przez nie MMP3 i MMP9 i rozszczelnieniem bariery krew
mozg (Shichita i wsp., 2009). Z najnowszych badan Neumanna i wsp. wynika, ze interakcja neutrofili
z komoérkami mikrogleju powoduje zahamowanie efektu neuroprotekcyjnego i zwigkszenie obszaru
lezji po udarze mézgu (Neumann i wsp., 2018). Fagocytoza neutrofili przez komorki mikrogleju w
tkance po udarze moze mie¢ istotne znaczenie w ograniczaniu uszkodzenia wywolanego
niedokrwieniem (Cuartero i wsp., 2013; Neumann i wsp., 2018).

Aktywowane po udarze mézgu komorki pierwotnej odpowiedzi immunologicznej indukuja
mechanizmy wtornej (nabytej) reakcji immunologicznej. Kluczowa role we wtérnych procesach
odpornosciowych odgrywaja naplywajace z krwi obwodowej limfocyty. Pierwszego dnia po
niedokrwieniu mozgu dochodzi do infiltracji zar6wno limfocytow T, jak i B.

W uszkodzonej na skutek udaru tkance nerwowej obserwowane sg zaréwno limfocyty T af,
jak i limfocyty T y6 (Gelderblom i wsp., 2009). Wérdd bezposrednich mechanizméw uszkodzenia
zwigzanych z dzialaniem limfocytow T off wydaje sie cytotoksycznos¢ perforyn uwalnianych przez
komorki T CD8" i efekt IL-21 produkowanej przez limfocyty T CD4" (Liesz i wsp., 2011; Clarkson
i wsp., 2014). Z kolei limfocyty T regulatorowe (T eqs), Wwykazuja wlasciwosci protekcyjne szczeg6lnie
w pézniejszej fazie po udarze mozgu. Wydaje sig, ze pozytywny efekt zwigzany jest z uwalnianiem
IL-10 i TGF-B (Liesz i wsp., 2013) i hamujacym dziataniem limfocytow Ty na produkcje MMP9
przez neutrofile (Li i wsp., 2013). Jakkolwiek z badan innych autoréw wynika, ze limfocyty T
regulatorowe moga mie¢ dzialanie niekorzystne, powodujac uposledzenie mikrokrazenia
w uszkodzonej po udarze tkance (Kleinschnitz i wsp., 2013).

Ostatnie doniesienia sugeruja, ze regulatorowe limfocyty B w wiekszym stopniu niz
regulatorowe limfocyty T hamuja naptyw komodrek prozapalnych do miejsca uszkodzenia. Myszy
uMT(-) z deficytami komorek B wykazywaly wigkszy obszar lezji po niedokrwieniu moézgu
i znacznie dluzszy czas poprawy stanu neurologicznego niz myszy ,dzikie” (Ren i wsp., 2011).
Limfocyty B w ostrej fazie udaru dziatajg protekcyjne na uszkodzong tkanke nerwows poprzez
produkcje interleukiny 10 (IL-10), hamuja wytwarzanie cytokin prozapalnych przez limfocyty T.
Jednak supresja odpowiedzi immunologicznej po udarze przez limfocyty B jest kwestionowana przez
innych autoréow. Wyniki badan Elvingtona i wsp. wskazuja na patologiczna role immunoglobulin,
gromadzacych si¢ w tkance nerwowej, w tym autoprzeciwcial przeciwko fosfolipidom, ktore indukuja
$mier¢ neurondw i zwigkszaja obszar uszkodzenia, co ma miejsce po uptywie 4-7 tygodni
od niedokrwienia (Elvington i wsp., 2012). Wykazano réwniez, ze akumulacja przeciwciat koreluje
z uposledzeniem funkcji hipokampa, co skutkuje zaburzeniami pamigci krotkotrwatej w ciggu kilku
tygodni od wystgpienia udaru niedokrwiennego (Selvaraj i wsp., 2016). Jednak w przypadku
dozylnego podania immunoglobulin obserwuje si¢ blokowanie aktywacji biatek dopetniacza i wyrazny
efekt neuroprotekcyjny w modelu ischemii mozgu (Arumugam i wsp., 2009).

Szereg prac podkres$la znaczacy udziat limfocytow T yo w odpowiedzi immunologicznej po
udarze. Mechanizmy efektorowe limfocytow T yd zwiazane sg z produkcja interleukiny 17 (IL-17).
Synergistyczna stymulacja astrocytow przez IL-17 i TNF-o, uwalniany po niedokrwieniu przez
aktywowane komorki mikrogleju i makrofagi, powoduje infiltracj¢ neutrofili w odpowiedzi na
zwigkszong ilo$¢ chemokin w uszkodzonej tkance, w tym chemokiny grupy CXC ligand 1 (CXCL-1).
Blokowanie IL-17 za pomoca przeciwciat lub zahamowanie aktywacji CXCL-1/CXCR2 (receptora 2
chemokiny grupy CXC) obniza poziom reakcji zapalnej po udarze i zmniejsza obszar lezji
(Gelderblom i wsp, 2012).

W wyniku udaru niedokrwiennego w moézgu pojawiaja si¢ komorki NK. Wydaje sig, ze
komorki NK biora udziat we wczesnej fazie odpowiedzi immunologicznej na uszkodzenie tkanki.
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Wykazano, ze $mier¢ neuronéw Zzwigzana jest z dzialaniem interferonu y (IFNy) i perforyn,
uwalnianych przez komorki NK w 3 godziny po reperfuzji (ladecola i wsp., 2011; Gan i wsp., 2014).

W odpowiedz immunologiczng po niedokrwieniu mozgu zaangazowane sg takze komorki
dendrytyczne (DCs). Wykazano, ze oprocz swojej klasycznej roli w antygenozaleznej odpowiedzi,
DCs sg zdolne modulowa¢ miejscowe reakcje w tkance, niezaleznie od migracji do narzadéw
limfatycznych czy prezentacji antygenow (Steinman i ldoyaga, 2010; Satpathy i wsp., 2013).
W niedokrwieniu mozgu, znaczna liczba komoérek CD11c pozytywnych pojawia si¢ po 24 godzinach
od uszkodzenia i jest najwyzsza po 3 dniach. Komorki dendrytyczne obecne w uszkodzonej potkuli
mozgu prezentujg fenotyp CD172a’/IRF4". Produkowana przez nie interleukina 23 (1L-23) indukuje
uwolnienie IL-17 z limfocytow T v8, a w konsekwencji infiltracj¢ neutrofili do uszkodzonej tkanki
(Gelderblom i wsp., 2018).

W reakcjach ,,zapalnych” po udarze niedokrwiennym biorg takze udzial mastocyty — komorki
tuczne, ktére sg obecne w oponach mozgowo-rdzeniowych, jak i naczyniach krwiono$nych mézgu.
Mastocyty wydzielajg ziarnistoSci cytoplazmatyczne zawierajace substancje naczynioaktywng -
histaming, antykoagulant — heparyng, TNF-a. i proteazy, m.in. takie, jak tryptaza, chymaza
i metaloproteinazy (MMP-2 i MMP-9), przyczyniajac si¢ do uszkodzenia bariery krew-mozg, obrzeku
mozgu i infiltracji neutrofili do uszkodzonej tkanki nerwowej (Lindsberg i wsp., 2010; Strbian i wsp.,
2006). Komorki tuczne majg zdolnos¢ do fagocytozy, moga takze petnié¢ rolg komorek prezentujgcych
antygen i modulowaé¢ mechanizmy wtornej odpowiedzi immunologicznej (Rao i Brown, 2008).

1.2.2. Mediatory reakcji zapalnych

W wyniku udaru mézgu obserwuje si¢ zmiany w poziomie cytokin i chemokin, bedacych
mediatorami procesow ,,zapalnych”. Biatka te sa wydzielane przez aktywowane komorki obecne
w moézgu, takie jak neurony i komorki glejowe oraz komorki naptywajace z krwi obwodowej
po uszkodzeniu bariery krew-mézg, moga mie¢ dziatanie pro- albo przeciwzapalne.

Interleukina 1 (IL-1) jest gtowna cytoking prozapalng pojawiajaca si¢ juz kilka godzin
po ischemicznym uszkodzeniu mézgu. IL-1a. produkowana jest glownie przez komorki mikrogleju
(Luheshi i wsp., 2011), jej zrodtem moga by¢ takze astrocyty, komorki $rodbtonka i neurony
(Amantea i wsp., 2010). IL-1 stymuluje astrocyty do wydzielania cytokin i chemokin oraz zwigkszenia
produkcji MMP-9, co powoduje rozszczelnienie bariery krew-moézg (Yang i wsp., 2007). Ponadto
oddziatuje na komorki s$rodblonka, zwiekszajagc uwalnianie czasteczek adhezyjnych, glownie
czasteczek adhezji miedzykomorkowej 1 (ICAM-1) i czgsteczek adhezji komorkowej naczyn 1
(VCAM-1), inicjuje wnikanie neutrofili do uszkodzonej tkanki (Sobowale i wsp., 2016).

W poczatkowej fazie po udarze, w uszkodzonej tkance moézgu pojawia sie interleukina 6
(IL-6) (Smith i wsp., 2004), jej podwyzszony poziom obserwuje si¢ nawet do 12 miesiecy
po niedokrwieniu (Nagayama i wsp., 1999). W tkance nerwowej IL-6 produkowana jest przez
komorki mikrogleju, makrofagi pochodzace z monocytéw krwi obwodowej, astrocyty i neurony
(Suzuki i wsp., 1999). IL-6 poczatkowo byta uwazana za cytoking o dziataniu prozapalnym, w oparciu
0 najnowsze badania wiadomo, ze IL-6 moze petni¢ dualistyczng rol¢ w odpowiedzi na niedokrwienie.
Stymulujac limfocyty T i B, aktywujac biatka ostrej fazy przyczynia si¢ do powigkszenia uszkodzenia
mozgu (Smith i wsp., 2004). Inne badania eksperymentalne wykazaty, ze IL-6 moze dziataé
neuroprotekcyjnie (Loddick i wsp., 1998; Matsuda i wsp., 1996). Biologiczna aktywno$¢ IL-6
wzmacnia dzialanie IL-1, co cieckawe moze takze hamowa¢ jej efekt prozapalny poprzez synteze
antagonisty jej receptora (IL-1Ra) (Lambertsen i wsp., 2012).

Istotnymi cytokinami o dzialaniu prozapalnym, ktore pojawiajg si¢ w mézgu w wyniku
niedokrwienia sg interleukina 17A (IL-17A) i interleukina 23 (IL-23). IL-17A wydzielana przez
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limfocyty T yo w wyniku ich aktywacji poprzez kaskade cytokin, uwalnianych przez limfocyty T off
i komorki mikrogleju w nastepstwie uszkodzenia mozgu, inicjuje infiltracj¢ neutrofili. Dotychczasowe
badania wykazaly, ze zablokowanie IL-17A za pomoca specyficznych przeciwcial dziata
neuroprotekcyjnie (Gelderblom i wsp., 2012; Gelderblom i wsp., 2014). 1L-23 jest produkowana przez
makrofagi M2 i komoérki dendrytyczne. Jej podwyzszy poziom w mozgu obserwuje si¢ juz 24 godziny
po wystapieniu niedokrwienia. Gldéwnym dziataniem IL-23 jest aktywacja limfocytow Tyd (Shichita
i wsp., 2009). Zahamowanie kaskady IL-23/IL-17 ogranicza wielko$c lezji po udarze (Gelderblom
i wsp, 2018).

Wraz ze wzrostem IL-1, IL-6, IL-17 i IL-23, obserwowanym kilka godzin po ischemii,
pojawia si¢ czynnik martwicy nowotworow o (TNF-a). Wydaje si¢, ze TNF-a odpowiedzialny jest za
inicjowanie procesu zapalnego po uszkodzeniu mézgu. W poczatkowym okresie po udarze TNF-a
produkowany jest przez neurony, w po6zniejszej fazie przez komorki mikrogleju, ale takze astrocyty
oraz limfocyty i makrofagi pochodzace z krwi obwodowej. Podwyzszony poziom TNF-a w krwi
i plynie mézgowo-rdzeniowym chorych stwierdza si¢ po 24 godzinach od wystgpienia udaru
niedokrwiennego i utrzymuje si¢ przez 1-2 tygodni (Zaremba i wsp., 2001). TNF-a powoduje
apopotoze neurondéw, powigkszenie obszaru uszkodzenia i zwickszenie deficytow neurologicznych
(Pettigrew i wsp., 2008). TNF-a indukuje migracj¢ leukocytow z tozyska naczyniowego w okolice
lezji (ladecola i wsp., 2011). Badania eksperymentalne wykazaty, ze specyficzne przeciwciata anty-
TNF-a podane zwierz¢tom do uktadu komorowego przed wywotaniem epizodu niedokrwienia miaty
dziatanie neuroprotekcyjne ograniczajac obszar uszkodzenia (Nawashiro i wsp., 1997).

Inng cytoking prozapalng bioracg udziat w reakcjach po ischemii mézgu jest interferon gamma
(INF-y) produkowany przez leukocyty, w tym gtéwnie przez limfocyty T af oraz komorki NK
(Schoenborn i wsp., 2007). Badania eksperymentalne wykazaly podwyzszony poziom INF-y
24-72 godzin od wystgpienia udaru niedokrwiennego. Gtownym dziataniem INF-y jest aktywacja
wydzielania chemokiny grupy CXC ligand 10 (IP-10/CXCL10) (Zhang i wsp., 2014). Systemowe
podanie przeciwcial neutralizujacych dziatanie INF-y zwierz¢tom po udarze zmniejsza naciek
limfocytow T w uszkodzonej tkance i ogranicza wielko$¢ uszkodzenia (Seifert i wsp., 2014).

Pojawiajaca si¢ w wyniku ischemii mozgu interleukina 4 (IL-4) petni funkcje regulatorowe.
Produkowana jest gtownie przez limfocyty T aff, ale takze komodrki NK, mastocyty (Paul, 2015) i
uszkodzone neurony (Zhao i wsp., 2015). Gtéwna rolg IL-4 jest kontrola réznicowania limfocytow
Th2 i limfocytow B. Badania OUN dowiodly, ze IL-4 stymuluje konwersje komorek
mikrogleju/makrofagéw z fenotypu prozapalnego M1 w komorki przeciwzapalne o fenotypie M2,
dziatajac w ten sposob protekcyjnie na uszkodzong tkanke nerwowa (Zhao i wsp.,2015).

Wsrod cytokin dziatajacych przeciwzapalnie, podczas niedokrwienia mézgu obserwuje sie
wzrost poziomu interleukiny 10 (IL-10). Co ciekawe, towarzyszy temu obnizenie IL-10 w Kkrwi
obwodowej pacjentow w fazie ostrej udaru, w ciggu pierwszych 12-24 godzin od jego wystgpienia
(Basic Kes i wsp., 2008; Vila i wsp., 2003). IL-10 uwalniana przez komorki mikrogleju o fenotypie
M2, aktywowane astrocyty i naplywajace limfocyty T regulatorowe, hamuje syntezg cytokin
prozapalnych, promuje przezycie neuronéow 1 komoérek glejowych, dziatajac protekcyjnie
i regenerujaco na uszkodzong tkank¢ nerwowa (Picascia i wsp., 2015). Badania eksperymentalne
wykazaly, ze podanie IL-10 szczurom z ogniskowym niedotlenieniem mozgu powoduje ograniczenie
uszkodzenia tkanki (Grilli i wsp., 2000). Dane o neuroprotekcyjnym dziataniu IL-10 znalazty rowniez
potwierdzenie w badaniach klinicznych (Garcia i wsp., 2017).

Inng cytoking odgrywajaca korzystng role w odpowiedzi immunologicznej po udarze jest
transformujgcy czynnik wzrostu p (TGF-B). Podwyzszony poziom TGF-f jest obserwowany w Krwi
pacjentoéw W pierwszym dniu po udarze niedokrwiennym (Yan i wsp., 2012). W eksperymentalnych
modelach ischemii mézgu wzrost TGF-B widoczny byt w ciagu pierwszych godzin od wystapienia
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epizodu niedokrwienia. W uszkodzonej tkance nerwowej TGF-B produkowany jest przez komorki
mikrogleju o fenotypie M2 oraz limfocyty T regulatorowe (Lehrmann i wsp., 1998). Neuroprotekcyjne
dziatanie TGF-B jest wynikiem aktywacji wielu mechanizméw zabezpieczajacych neurony przed
$miercig, w tym ograniczenie uszkodzenia zwiazanego z ekscytotoksycznym dziataniem glutaminianu,
zmniejszenie wydzielania chemokin, migdzy innymi biatka chemotaktycznego monocytéw (MCP-1) i
biatka zapalnego makrofagéw la (MIP-1a), oraz hamowaniem apoptozy komorek w uszkodzonej
tkance nerwowej (Amantea i wsp., 2015).

Wozrostowi aktywnos$ci cytokin w tkance nerwowej po ischemii mézgu towarzyszy wzrost
poziomu chemokin - bialek wiazacych heparyne¢, 0 masie 8-14 kDa, dziatajacych poprzez receptory
powierzchniowe nalezace do nadrodziny receptorow sprzgzonych z biatkami G (GPCRs). Ze wzgledu
na budowe wyrdznia si¢ cztery grupy chemokin: CXC(a), CC(B), CX3C(d) i C(y). W odpowiedzi
immunologicznej po udarze chemokiny wykazuja dziatanie zar6wno pro- jak i przeciwzapalne, a ich
rolg jest rekrutacja leukocytow do miejsca uszkodzenia oraz pobudzenie komorek immunologicznie
czynnych (Le Thuc i wsp., 2015).

Jedng z chemokin pojawiajacych si¢ po niedokrwieniu moézgu jest chemokina grupy CXC
ligand 12 (CXCL12), nazywana roéwniez zrgbowym czynnikiem wzrostu (SDF-1), produkowana
gléwnie przez uszkodzone neurony. Badania wykazaly, ze CXCL12 taczac si¢ z receptorem CXCR4
dziata prozapalnie w ostrej fazie udaru niedokrwiennego. Zablokowanie CXCL12 lub jej receptora
skutkuje zmniejszeniem infiltracji leukocytow w miejscu uszkodzenia, obnizeniem produkcji cytokin
prozapalnych oraz ograniczeniem uszkodzenia bariery krew-mézg (Huang i wsp., 2013; Ruscher
i wsp., 2013). W pozniejszych fazach udaru CXCL12 odgrywa korzystng rol¢ poprzez aktywacje
procesdOw neurogenezy i angiogenezy (Li i wsp., 2014), ma réwniez dziatanie protekcyjne
na nowopowstate neurony (Shin i wsp., 2014).

Chemoking uwalniang podczas ostrej fazy udaru niedokrwiennego jest chemokina grupy CXC
ligand 1 (CXCL1) znana takze pod nazwa GRO lub KC. CXCL1 wydzielana jest gtownie przez
makrofagi i komoérki $rodbtonka, znaczny wzrost jej poziomu stwierdzono w ptynie mézgowo-
rdzeniowym po 24 godzinach od ischemii (Losy i wsp., 2005) i w surowicy krwi pacjentow (Ormstad
i wsp., 2011). Gtoéwng funkcja CXCL1 jest pobudzanie infiltracji neutrofili, jak réwniez innych
komorek immunologicznie czynnych do miejsca uszkodzenia, co skutkuje wzmocnieniem reakcji
zapalnych i obumieraniem komorek nerwowych w obszarze niedokrwienia mozgu (Silva i wsp.,
2015).

Mediatorem ,,reakcji zapalnych” po udarze jest chemokina z grupy CC(B) ligand 2 (CCL2),
zwana takze biatkiem chemotaktycznym monocytéw (MCP-1), produkowana przez komorki
mikrogleju, astrocyty, neurony oraz naptywajgce leukocyty. Do znacznego podwyzszenia MCP-1
dochodzi juz w kilka godzin po niedokrwieniu moézgu, poziom ten utrzymuje sie przez kilka dni
po ischemii (Che i wsp., 2001). W ostrej fazie udaru niedokrwiennego MCP-1 ma dziatanie
prozapalne. Badania wykazaty, ze zablokowanie chemokiny lub jej receptora CCR2 powodowato
ograniczenie infiltracji monocytdéw z krwi do uszkodzonej tkanki, obnizenie produkcji cytokin
prozapalnych, zmniejszenie przepuszczalno$ci bariery krew-moézg oraz zmniejszenie obszaru lezji
(Dimitrijevic i wsp., 2007; Strecker i wsp., 2013). W dluzszym czasie od wystapienia ischemii
wykazano pozytywne dziatanie MCP-1 w procesach regeneracji zniszczonej tkanki. Badania Liu
i wsp. udowodnity, ze MCP-1 bierze udziat w procesach neurogenezy poprzez rekrutacje
neuroblastow ze strefy podkomorowej do miejsca uszkodzenia (Liu i wsp., 2007) i utrzymywanie
integralnosci jednostki neurowaskularnej (Gliem i wsp., 2012).

W odpowiedzi na udar niedokrwienny moézgu zaangazowane sg biatka zapalne makrofagéw
(MIP): MIP-1a. (CCL3) i MIP-3a (CCL20). Z dotychczasowych badan wynika, ze MIP-1o wydzielane
jest gldwnie przez komodrki mikrogleju i monocyty, a jego najwyzszy poziom obserwuje si¢ w czasie
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od 8 do 72 godzin po ischemii. Do najwazniejszych dziatan MIP-1a nalezy rekrutacja monocytow do
uszkodzonej tkanki nerwowej oraz aktywacja astrocytow i komérek mikrogleju (Cowell i wsp., 2002).
Biatko MIP-3a jest uwalniane glownie przez astrocyty w obecnosci IL-1B 1 TNFa. Istota dziatania
MIP-3a jest stymulacja produkcji IL-1P i syntazy tlenku azotu. Do§wiadczania Terao i wsp. wykazaty,
ze zablokowanie wydzielania MIP-3a skutkuje zmniejszniem obszaru uszkodzenia w modelu ischemii
moézgu U szczura (Terao i wsp., 2009).

Inng chemoking produkowang w duzej ilo$ci przez neurony, astrocyty, komorki mikrogleju
oraz naptywajgce makrofagi, limfocyty T i komorki NK jest chemokina grupy CX3C ligand 1
(CX3CL1) nazywana fraktalking lub neurotaktyng. Badania eksperymentalne prowadzone na modelu
ischemii mozgu u myszy wykazaty, ze zablokowanie CX3CL1 lub jej receptora CX3CR1 skutkuje
ograniczeniem negatywnych skutkow niedokrwienia tkanki, w tym reakcji ekscytotokstycznosci,
produkcji reaktywnych form tlenu (ROS), wydzielania cytokin prozapalnych, uszkodzenia bariery
krew-moézg, infiltracji leukocytow i apoptozy komoérek w uszkodzonym obszarze (Soriano i wsp.,
2002; Dénes i wsp., 2008). Rosito i wsp., zauwazyli, ze fraktalkina pobudza wydzielanie chemokiny
grupy CXC ligand 16 (CXCL16) przez komoérki glejowe dziatajac protekcyjnie na uszkodzong tkanke
nerwowa i ograniczajgc ekscytotoksycznos¢ wywotang obecnosciag glutaminianu (Rosito i wsp., 2014).

W odpowiedzi immunologicznej po udarze niedokwiennym bierze udziat wiele enzymow. Do
najwazniejszych naleza metaloproteinazy macierzy zewnatrzkomorkowej, w tym MMP-2
i MMP-9, ktorych poziom i aktywno$¢ wzrasta w krotkim czasie po ischemii. MMPs uczestniczg w
procesie rozszczelniania bariery krew-mozg, s3 takze odpowiedzialne za niszczenie ostonek
mielinowych aksonéw (Cunningham i wsp., 2005). Wydaje si¢, ze w dtuzszym czasie od wystapienia
niedokrwienia metaloproteinazy odgrywaja korzystng rol¢ poprzez aktywacje¢ produkcji czynnika
wzrostu $rodblonka naczyniowego (VEGF), istotnego w procesie tworzenia nowych naczyn oraz
poprzez kondycjonowanie srodowiska (Zhao i wsp., 2006).

Udar niedokrwienny powoduje zwiekszenie wytwarzania cyklooksygenazy (COX-2)
indukowanej przez neurony, neutrofile i komorki $rédbtonka. COX-2 powoduje nasilenie reakcji
zapalnych poprzez udziat w tworzeniu toksycznych prostanoidéow i nadtlenkow, jego zablokowanie
skutkuje zmniejszeniem uszkodzenia bariery krew-moézg i ograniczeniem naptywu leukocytéw z krwi
do mézgu (Candelario-Jalil i wsp., 2007). Podczas ischemii dochodzi takze do indukcji syntazy tlenku
azotu (NOS), ktora powoduje uwalnianie duzych ilosci tlenku azotu (NO) przez neurofile, komorki
mikrogleju, makrofagi i komoérki §rodbtonka. W poczatkowym etapie po udarze NO pelni korzystng
rolg poprzez indukowanie rozszerzania naczyn krwionosnych, natomiast w pozniejszych fazach nasila
uszkodzenie tkanki nerwowej (Murphy i wsp., 2007). Ostatnie badania wskazuja,
ze syntaza tlenku azotu poprzez kondycjonowanie $rodowiska moze dziata¢ neuroprotekcyjnie na
obszar niedokrwienia (Peng i wsp., 2012).

Terapie eksperymentalne majgce na celu ograniczenie reakcji immunologicznych, powstatych
po udarze niedokrwiennym, z zastosowaniem inhibitorow komorek immunologicznie czynnych czy
mediatoréw zapalenia nie przyniosty jak dotad oczekiwanych rezultatow. W tej sytuacji poszukiwane
s3 nowe strategie terapeutyczne, wykorzystujace mechanizmy immunomodulacji, wsrod ktorych
wielkie nadzieje budza przeszczepy mezenchymalnych komorek macierzystych.

1.3. Mezenchymalne komorki macierzyste
1.3.1. Odkrycie i zZrodta mezenchymalnych komorek macierzystych
Mezenchymalne komoérki macierzyste (mesenchymal stem cells - MSCs) s3

niehematopoetycznymi, multipotencjalnymi komorkami macierzystymi, zgodnie ze swoja nazwa
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wywodzacymi si¢ si¢ ze Srodkowego listka zarodkowego — mezodermy. Po raz pierwszy zostaly
znalezione w szpiku kostnym przez Friedensteina na przetomie lat sze$édziesiatych
i siedemdziesigtych XX wieku i opisane jako komorki przypominajace fibroblasty, adherentne do
plastiku, tworzace klony, ze zdolnosciami do samoodnowy in Vitro i réznicowania si¢ w osteoblasty,
chondrocyty i adipocyty (Friedenstein i wsp., 1970). Przez wiele lat MSCs byly nazywane
komoérkami macierzystymi zrgbu szpiku kostnego (Friedenstein i wsp., 1987; Friedenstein i wsp.,
1974). Nazwa ,,mezenchymalne komorki macierzyste” (ang. mesenchymal stem cells) zostata po raz
pierwszy wprowadzona przez Caplana w 1991 roku (Caplan, 1991). Wielu badaczy okresla MSCs
mianem ,,mezenchymalnych komérek zr¢bu” (ang. mesenchymal stromal cells) ze wzgledu na ich
pochodzenie. W 2017 roku Caplan zasugerowal, ze nalezy zmieni¢ nazw¢ MSCs na ,lecznicze
komorki sygnalizacyjne” (ang. medicinal signaling cells) dla podkreslenia faktu, iz MSCs migruja do
miejsca uszkodzenia lub zmienionego na skutek choroby i wydzielajg biologicznie aktywne czynniki
o dziataniu regeneracyjnym i immunomodulacyjnym (Caplan, 2017).

Szpik kostny jest jednym z najczesciej i najszerzej wykorzystywanych zrodet MSCs,
w ktérym mezenchymalne komorki macierzyste stanowia 0.001-0.01% komorek jednojadrzastych
(Pittenger i wsp., 1999; Penfornis i wsp., 2011; Gardner i wsp., 2015). Mezenchymalne komorki
macierzyste moga by¢ takze izolowane z innych zrodet. Procedura izolacji MSCs z roznych tkanek
od dorostych dawcow jest mato inwazyjna i nie wzbudza sprzeciwow natury etyczno-prawnej. Wielu
badaczy pozyskuje mezenchymalne komorki macierzyste z tkanek poptodu, takich jak krew
pepowinowa (Lee i wsp., 2004b; Vasaghi i wsp., 2013), galareta Whartona sznura pgpowinowego
(Wang i wsp., 2004; Qiao i wsp., 2008), tozysko (Semenov i wsp., 2010; Pelekanos i wsp., 2016) czy
pltyn owodniowy (Murphy i wsp., 2013). W ostatnich latach coraz wigcej badan przeprowadza sig
wykorzystujagc mezenchymalne komorki macierzyste izolowane z tkanki ttuszczowej (Bunnell i wsp.,
2008; Mahmoudifar i wsp., 2015). Ponadto mozliwe jest pozyskiwanie MSCs z innych zZrodet, takich
jak skora (Li i wsp., 2015), ptuca (Bernal i wsp., 2012), watroba (Wang i wsp., 2016) miazga z¢bow
(Huang i wsp., 2009), endometrium (Gargett i wsp., 2009), jajowdd (Jazedje i wsp., 2009), przednie
lub tylne wigzadta krzyzowe kolana (Cheng i wsp., 2009).

1.3.2. Charakterystyka mezenchymalnych komérek macierzystych

Zgodnie z zalecaniami Komitetu d/s Mezenchymalnych Komoérek Macierzystych i Komorek
Macierzystych Tkanek Migdzynarodowego Towarzystwa Terapii Komoérkowych, oprocz
charakterystycznych dla wszystkich komorek macierzystych zdolnosci do proliferacji i samoodnowy,
ludzkie mezenchymalne komorki macierzyste musze spetnia¢ nastepujace kryteria:

- zdolno$¢ do przyklejania si¢ do plastiku i wzrostu na jego powierzchni w standardowych
warunkach laboratoryjnych;

- obecnos¢ markerow typowych dla MSCs: CD105, CD73, CD90, w co najmniej 95% komorek
oraz brak markeré6w komoérek hematopoetycznych: CD45, CD34, CDI14 lub CD11b, CD79q,
CD19, ludzkich antygenéw leukocytarnych (HLA klasy Il), mierzonych za pomoca cytometrii
przeptywowej;

- zdolno$¢ do rdoznicowania w trzy rodzaje komorek: osteoblasty, adipocyty i chondroblasty
w standardowych warunkach in vitro.

Kryteria te sg typowe dla ludzkich mezenchymalnych komoérek macierzystych. MSCs
izolowane z innych gatunkow zwierzat musza by¢ zdolne do adhezji do powierzchni plastiku
i réznicowania sie¢ w trzy typy komorek, ale mogg r6zni¢ sie ekspresjg antygendw powierzchniowych.
(Dominici i wsp., 2006).
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Mezenchymalne komorki macierzyste rosngce w hodowli in vitro na powierzchni plastiku
maja ksztatt podluzny, wrzecionowaty, swoja morfologia przypominaja fibroblasty. Poczatkowo
uwazano, ze populacja MSCs jest homogenna w ponad 98% i sktada si¢ z jednakowych,
symetrycznych, wrzecionowatych komorek (Pittenger i wsp., 1999). Jednak podzniejsze badania
wykazaty, ze kolonie MSCs sa heterogenne i sktadaja si¢ z mniejszych wrzecionowatych komorek
zdolnych do szybszej samoodnowy i wigkszych komodrek o ksztalcie szesciennym lub
rozptaszczonych, wolniej proliferujacych. Grupa Coltera przedstawita trzeci typ komorek,
opisywanych jako bardzo male komorki zdolne do gwaltownej samoodnowy (RS), wykazujace
najwickszy potencjal do réznicowania, uwazane za wczesne progenitory komorkowe (Colter i wsp.,
2001).

W hodowli in vitro mezenchymalne komodrki macierzyste wysiane na powierzchni¢ plastiku
osiaggaja stan konfluencji po uptywie 5-7 dni. Po zajeciu calego obszaru naczynia zaczynajg rosnac
w kilku warstwach, zmieniajg swoj ksztalt, rozptaszczajac sie, widoczne sg ich liczne rozgatezienia
(Bobis i wsp., 2006). MSCs zdolne sg do 25-40 podwojen populacji, co stanowi 8-15 pasazy,
z zachowaniem zdolno$ci do roznicowania (Wagner i wsp., 2007). W warunkach laboratoryjnych
wzrost MSCs przebiega w trzech fazach, sg to: faza poczatkowa (lag phase) trwajgca 3-4 dni, faza
gwaltownego wzrostu (log phase) i faza stacjonarna (Colter i wsp., 2001). Badania wykazaty, ze
zmiana faz zwigzana jest Z r6zng ekspresja genow, w tym gendéw Dickkopf, ktorych najwyzszy
poziom odnotowuje si¢ w fazie gwaltownego wzrostu i gendw Wnt5a, ktore ekspresjonowane sg
na najwyzszym poziomie w fazie stacjonarnej (Gregory i wsp., 2003). Ponadto analiza cyklu
komorkowego MSCs dowiodla, ze wigkszos$¢, bo az 89% komorek, znajduje w fazie GO/G1, 6%
w fazie G(2)/M a 5% w fazie S cyklu komorkowego. Komorki te zachowuja normalny kariotyp (Qiao
i wsp., 2008).

W warunkach in vivo MSCs zasiedlaja specjalne miejsca w roznych tkankach organizmu
zwane niszami komodrek macierzystych. Okreslone mikrosrodowisko panujace w niszach
i oddziatywania z innymi komoérkami sprawiajg, ze komorki mezenchymalne pozostaja w nich
w stanie uspienia i aktywuja si¢ dopiero pod wplywem czynnika uszkadzajacego, chorobotworczego
czy procesu starzenia. Hipoteza o istnieniu niszy komorek macierzystych w szpiku kostnym zostata
stworzona przez Schofielda w latach siedemdziesigtych XX wieku (Schofield i wsp., 1978).
W mechanizm pozwalajacy komérkom na pozostanie w stadium uspienia lub rozpoczgcie procesu
roéznicowania zaangazowany jest prawdopodobnie szlak sygnatowy Wnt (Van Camp i wsp., 2014).

Oprocz markeréw stosowanych w klasyfikacji MSCs, takich jak CD105(SH2), CD73(SH3 i
SH4) i CD90 (Thy-1), mezenchymalne komorki macierzyste pochodzace ze szpiku kostnego wykazuja
obecno$¢ innych antygenow, m.in. takich, jak: CD10, CD13, CD146, CD271, CD44, Stro-1, SSEA-4
(specyficzny dla stadium antygen embrionalny 4), GD2 (neuralny gangliozyd), 3G5, SSEA-3
(specyficzny dla stadium antygen embrionalny 3), Sca-1 (antygen komorek macierzystych 1), Stro-4,
MSCA-1 (antigen mezenchymalnych komoérek macierzystych), PODXL, Sox1, TM4SF1 (Lv i wsp.,
2014). MSCs nie maja biatek typowych dla komoérek hematopoetycznych i endotelialnych: CD11b,
CD14, CD31, CD33, CD34, CD133 i CD45 (Pittenger i wsp., 1999). Ponadto komorki
mezenchymalne posiadaja mRNA dla czgsteczek adhezji komorkowej, takich jak CD106 (VCAM-1),
CD166 (ALCAM- czasteczka aktywujaca adhezj¢ komorkowa leukocytow), CD29 (integryny beta 1),
CD49a, b, c, e i T (integryny alfa 1, 2, 3, 4 i 6), integryny alfa 11, CD51 (integryny alfa V), CD54
(ICAM-1), E-kadheryny, CD56 (NCAM - czasteczki adhezji neuronéow) (Brooke i wsp., 2008).
Badania wykazaty, ze na powierzchni MSCs pochodzacych ze szpiku kostnego obecne sg receptory
dla chemokin z grupy CC, w tym CCR1, CCR3, CCR7, CCR9, CCR10 oraz z grupy CXC, m.in.
takich, jak CXCR3, CXCR4, CXCR5 i CXCR6 (Honczarenko i wsp., 2006; Brooke i wsp., 2008).
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Wazna cecha mezenchymalnych komorek macierzystych jest ich niska immunogennosc¢.
MSCs wykazuja niewielka ekspresje biatek MHC klasy |, nie wykazuja ekspresji czasteczek
kostymulujagcych. Wiele badan in vitro dowiodto, Zze mezenchymalne komoérki macierzyste nie
indukuja odpowiedzi immunologicznej ze strony limfocytow allogenicznych (Nauta i Fibbe, 2007).
Doswiadczenia in vivo potwierdzity, ze MSCs nie wywotuja typowej odpowiedzi immunologicznej po
przeszczepie allogenicznym, co stwarza mozliwos¢ wykorzystania MSCs pochodzacych od innych
dawcow w terapiach klinicznych (Kog¢ i wsp., 2002). Jednak inni badacze wskazuja, ze MSCs
w specyficznych warunkach §$rodowiska moga indukowaé reakcje odpornosciowe. Chan
i wspotpracownicy wykazali, ze MSCs wykazuja funkcje komoérek prezentujacych antygeny i pod
wplywem interferonu-y aktywuja limfocyty T (Chan i wsp., 2006). Eliopoulos i wsp. zaobserwowali,
ze podane podskornie allogeniczne MSCs byty odrzucane u nieimmunizowanych myszy, czemu
towarzyszyt wzrost INF-y (Eliopoulos i wsp., 2005). Jednak pomimo negatywnych wynikow
niektérych grup eksperymentatoréow, wigkszo$¢ przeprowadzonych badan potwierdzita niska
immunogenno$¢ MSCs i ich przezycie w ogranizmie biorcy po transplantacjach allogenicznych
i ksenogenicznych.

1.3.3. Wiasciwosci i mechanizm dziatania MSCs

Czynniki wzrostu, chemokiny i cytokiny wydzielane przez uszkodzone komorki maja
zdolno$¢ do stymulacji i mobilizacji mezenchymalnych komoérek macierzystych. Pod wplywem
mediatoréw, takich jak czynnik wzrostu $roédbtonka naczyniowego (VEGF), czynnik pochodzenia
stromalnego 1 (SDF-1), czynnik stymulujgcy tworzenie kolonii granulocytoéw (G-SCF), czynnik
stymulujacy tworzenie kolonii granulocytow i makrofagow (GM-CSF), erytropoetyna (EPO),
angiopoetyna 2, tozyskowy czynnik wzrostu (PIGF), ptytkopochodny czynnik wzrostu (PDGF),
czynnik wzrostu komoérek macierzystych (SCF), insulinopodobny czynnik wzrostu (IGF-1),
epidermalny czynnik wzrostu (EGF), czynnik wzrostu hepatocytow (HGF) oraz cytokin, m.in. takich,
jak: IL-1p, IL-2, IL-3, IL-6, IL-8 i TNF-a oraz chemokin, w tym CCL5 i CCL22, dochodzi do
aktywacji MSCs, ich migracji i osiedlania si¢ w odpowiedniej tkance (Ding i wsp., 2011; English
i wsp., 2013). W przemieszczaniu i kolonizacji MSCs biorg udziat biatka obecne na powierzchni
mezenchymalnych komoérek macierzystych, takie jak receptory dla chemokin z grupy CC i CXC,
integryny betal i alfad oraz ligandy integryn VCAM i ICAM (Sohni i Verfaillie, 2013).

Po zasiedleniu docelowego miejsca w tkance MSCs proliferuja i réznicuja si¢ w roézne typy
komorek. Procesy te sg regulowane przez odzialywania szlakow sygnatowych biatek Wnt, Notch
i Hedgehog (Van Camp i wsp., 2014). Mezenchymalne komorki macierzyste moga namnazaé sig,
a nastepnie przeksztalcaé sie w wyspecjalizowane komorki tworzace dang tkanka, zastepujac W ten
sposob komorki obumierajace. Wykazano, ze MSCs posiadaja zdolno$¢ do réznicowania si¢ nie tylko
w komorki linii mezodermalnej: osteoblasty, chondrocyty, adipocyty (Pittenger i wsp., 1999)
i miocyty (Alimperti i wsp., 2014; Xu i wsp., 2004), ale w komorki linii endodermalnej: hepatocyty
(Lee i wsp., 2004a; Stock i wsp., 2014), komorki wysp trzustkowych (Bai i wsp., 2015) czy linii
ektodermalnej: neurony (Guan i wsp., 2014). Ponadto MSCs moga laczy¢ si¢ z innymi typami
komorek poprzez fuzjg komorkowa, w konsekwencji ,,ratujac” uszkodzone lub obumierajace komorki
(Spees i wsp., 2016).

Dziatanie mezenchymalnych komoérek macierzystych moze by¢ zwigzane nie tylko
z mechanizmem bezposrednim, poprzez ich réoznicowanie si¢ i zastgpowanie uszkodzonych komorek,
ale przede wszystkim z ich wlasciwo$ciami parakrynnymi. MSCs produkujg liczne substancje, takie
jak cytokiny, chemokiny i czynniki wzrostu, ktore moga dziata¢ protekcyjnie i regenerujaco na inne
komorki, a takze stymulowaé ich proliferacje i réznicowanie. Do najwazniejszych wydzielanych
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czynnikow wzrostu naleza: TGFB, VEGF, IGF-1, SDF, GM-CSF, G-CSF, HGF, EGF, czynnik
wzrostu fibroblastow (FGF), czynnik wzrostu nerwow beta (NGFp), czynnik stymulujacy tworzenie
kolonii makrofagow (M-CSF) i czynnik hamujacy biataczke (LIF). Ponadto mezenchymalne komorki
macierzyste produkuja szereg cytokin, w tym IL-1a, IL-1p, IL-2, IL-6, IL-7, IL-8, IL-10, IL-11, IL-12,
IL-14, IL-15, TNFa i chemokiny: CXCL12 (SDF-1), CCL2, CCL5, ktore odpowiadajg za wiele
funkcji MSCs, przede wszystkich za ich dziatanie immunomodulacyjne (Dabrowska i wsp., 2018;
Kim i wsp., 2005a; Liu i wsp., 2013; Zimmerlin i wsp., 2013). Wytwarzaja biatka macierzy
zewnatrzkomorkowej, takie jak fibronektyna, laminina, kolagen i proteoglikany (Bobis i wsp., 2006).

MSCs moga przekazywac¢ liczne molekuly takie jak biatka i kwasy nukleinowe, ale przede
wszystkim cate organella, w tym gtéwnie mitochondria, za pomocg nanorurek tunelujgcych (TNTs).
Grupa Prockopa jako pierwsza wskazata, ze ludzkie mezenchymalne komoérki macierzyste
wspothodowane z komoérkami nabtonkowymi ptuc ustalonej linii, pozbawionymi mitochondriow
dziataja protekcyjnie na uszkodzone komorki poprzez transfer mitochondriow i mitochondrialnego
DNA (Spees i wsp., 2006). Transfer mitochondriow przez MSCs za posrednictwem TNTs do innych
typow komorek, takich jak komorki srodbtonka czy kardiomiocyty, zostat takze opisany przez innych
autoréw (Spees i wsp., 2016).

1.3.4. Funkcje biologiczne MSCs

Jedna z najwczesniej poznanych funkcji mezenchymalnych komoérek macierzystych jest
zapewnienie odpowiedniego mikrosrodowiska hematopoetycznym komoérkom macierzystym (HSCs)
w szpiku kostnym. MSCs stanowig mechaniczng podpore dla komorek hematopoetycznych, dzigki
produkcji licznych biatek macierzy zewnatrzkomorkowej, takich jak fibronektyna, laminina, kolagen,
czy proteoglikany (Charbord i wsp., 2010). Ponadto dzigki wydzielanym cytokinom, chemokinom
i czynnikom wzrostu mezenchymalne komorki macierzyste reguluja proces hematopoezy. Badania in
vitro z wykorzystaniem wspothodowli komoérek wykazaty, ze MSCs produkujg czynniki wzrostu, m.i.
takie, jak SCF i GM-CSF oraz interleukiny, w tym IL-6, IL-7 i IL-11 aktywujac komorki
hematopoetyczne do proliferacji i réznicowania w kierunku limfocytéw, monocytow, bazofili,
eozynofili, erytrocytow, a takze megakariocytow (Diaz-Solano i wsp., 2012). Udowodniono, ze
chemokina CXCL12 produkowana przez komorki mezenchymalne petni kluczowa role we wzroscie
i utrzymaniu HSCs w niszach komorek macierzystych szpiku kostnego (Anthony i Link, 2014).
Badania Muguruma i wsp. wykazaty, ze MSCs przeszczepione U myszy moga roznicowaé si¢
w perycyty, miofibroblasty, komodrki zrgbu, osteocyty i komorki endotelialne oraz promujg
zwigkszenie liczby funkcjonalnie i fenotypowo niedojrzatych komoérek hematopoetycznych
(Muguruma i wsp., 2006).

Kolejnym waznym zadaniem mezenchymalnych komoérek macierzystych jest udzial
w procesie angiogenezy. MSCs produkuja liczne czynniki wzrostu, cytokiny i chemokiny, ktore
indukuja proliferacje, migracjg i przetrwanie komorek srodbtonka, aktywuja tworzenie i dojrzewanie
naczyn krwiono$nych (Bronckaers i wsp., 2014). Badania grup Kinnairda i Hung’a. udowodnity,
ze mezenchymalne komorki macierzyste aktywuja proliferacj¢ i migracje komorek endotelialnych
poprzez wydzielanie czynnikow proangiogennych: VEGF i FGF indukujac proces angiogenezy
(Kinnaird i wsp., 2004; Hung i wsp., 2007). Wyniki eksperymentow Wu i wsp. wykazatly,
ze przeszczepione mezenchymalne komorki szpiku kostnego biorg udziat w procesie gojenia si¢ ran
poprzez wydzielanie VEGF i angiopoetyny 1 (Wu i wsp., 2007).

Inng funkcjg mezenchymalnych komoérek macierzystych jest dziatanie neuroprotekcyjnie na
uszkodzone lub obumierajgce komoérki nerwowe, poprzez produkcje réznych czynnikéw wzrostu
i cytokin. Badania wielu autorow udowodnily, ze mediatory wydzielane przez MSCs, takie jak
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neurotroficzny czynnik pochodzenia mézgowego (BDNF), glejopochodny czynnik neurotroficzny
(GDNF), neurotrofina-3 (NT-3), NGF i VEGF, dziataja neuroprotekcyjnie na komorki nerwowe,
powodujac ich przetrwanie i aktywujgc wzrost (Mead i wsp., 2014). Johnson i wsp. wykazali, Ze
protekcyjne dzialanie mezenchymalnych komdérek macierzystych na komoérki nerwowe zwigzane jest
produkcja 11 czynnikow: BDNF, interferonu-y, IL-6, IL-11, LIF, NGF, PDGF-AA. PDGFAB/BB,
SCF, melatony i trombospondyny 1 (Johnson i wsp., 2014). Ponadto MSCs poprzez uwalnianie
czynnikow, m.in. takich, jak TGF-B, VEGF czy IL-6 dziataja neuroprotekcyjnie na skrawki tkanki
nerwowej uszkodzonej w wyniku deprywacji tlenu i glukozy (Dabrowska S i wsp., 2018).

Komorki mezenchymalne wykazujg wlasciwosci protekcyjne nie tylko w stosunku do
komoérek neuralnych, ale tez innych typow komorek. Badania Preda i wsp. udowodnity, ze
przeszczepione MSCs petnig funkcje kardioprotekcyjne, chronigc komorki migénia sercowego przed
uszkodzeniem niedokrwienno-reperfuzyjnym (Preda i wsp., 2014). Inne eksperymenty pokazuja, ze
mezenchymalne komorki macierzyste dzigki aktywnosci parakrynnej wykazuja ochronne dziatanie na
komorki w modelu ostrego uszkodzenia nerek wywotanego ischemig (Zhao i wsp., 2014).
Doswiadczenia z wykorzystaniem wspothodowli wysp trzustkowych z komérkami mezenchymalnymi
pochodzacymi ze szpiku kostnego Szczura dowiodly, ze wlasciwosci cytoprotekcyjne
i antyapoptotyczne MSCs sa zwigzane z wydzielaniem IL-6 i TGF-B i eckspresja genow
antyapoptotycznych, m.i. takich, jak Mapkapk2, Tnipl i Bcl3 (Karaoz i wsp., 2010).

Dzigki zdolnosci do samodnowy i réznicowania W rézne linie komorkowe, mezenchymalne
komorki macierzyste petnig funkcje regeneracyjne poprzez zastgpowanie obumierajacych komorek
w réznych tkankach. Zgodnie ze standardowymi protokotami, MSCs w warunkach in vitro pod
wpltywem deksametazonu, glicerofosforanu i kwasu askorbinowego roznicuja si¢ w osteoblasty
wykazujace obecno$¢ agregatow mineralnych 1 podwyzszong aktywno$¢ alkalicznej fosfatazy
(Pittenger i wsp., 1999). Badania Pittinger’a i innych autoréw dowiodly, ze w proces osteogenezy
zaangazowane sg czynniki, takie jak biatka morfogenetyczne kosci (BMPS) oraz czynniki wzrostu:
TGF, IGF, BDNF czy FGF-2 (Bobis i wsp., 2006). Z kolei pod wptywem pozywki stosowanej
do hodowli wzbogaconej o insuling-transferyne-selen (ITS), kwas linolowy, kwas selenawy,
progronian, 2-fosforan askorbinianu, deksametazon i TGF- mezenchymalne komorki macierzyste
réznicuja si¢ w chondrocyty zawierajace kolagen (Pittenger i wsp., 1999; Ullah i wsp., 2015). MSCs
hodowane w pozywce, z dodatkiem deksametazonu, indometacyny, izobutylu, metyloskaniny
i insuliny moga réznicowac sie w adipocyty, wykazujace po uptywie trzech tygodni obecnosé¢ kropli
tluszczowych oraz ekspresj¢ genow specyficznych dla tych komorek, migdzy innymi receptorow
aktywowanych przez proliferatory peroksysomow y (PPARYy), biatek adipocytow 2 (aP2) i lipazy
lipoproteinowej (Pittenger i wsp., 1999; Rosen i wsp., 2006).

Badania Xu i wsp. wykazaty , ze mezenchymalne komorki macierzyste pochodzace ze szpiku
kostnego szczura moga roznicowaé si¢ pod wplywem 5-azacytydyny w kardiomiocyty, wykazujac
ekspresje genow specyficznych dla komoérek mieénia sercowego, W tym tancuch ciezki miozyny f,
aktyne sercowg a i desming (Xu i wsp., 2004). Doswiadczenia Alimperti i wsp. pokazaly natomiast,
7ze MSCs poddane dziataniu kadheryny-11 i TGF-B1 przeksztatcajg sic w funkcjonalnie aktywne
komorki miesni gradkich (Alimperti i wsp., 2014). W specyficznych warunkach hodowli in vitro z
ludzkich mezenchymalnych komoérek macierzystych pochodzacych ze szpiku kostnego (hBM-MSCs)
moga powsta¢ dojrzate hepatocyty. W pierwszym etapie komorki roznicuja si¢ pod wptywem pozywki
wzbogaconej w EGF, zasadowy czynnik wzrostu fibroblastow (bFGF) i nikotynamid, a nastg¢pnie
dojrzewajg przy udziale onkostatyny M, deksametazonu i ITS (Lee i wsp., 2004a; Stock i wsp., 2014).
Badania Bai i wsp. udowodnily mozliwos¢ roznicowania si¢ mezenchymalnych komorek
macierzystych w komoérki wysp trzustkowych, wykazujace ekpresje¢ Pdx1, insuliny, and C-peptydu
(Bai i wsp., 2015). Nieliczne doniesienia literaturowe wskazuja, ze komoérki mezenchymalne majg
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zdolno§¢ rdznicowania si¢ w komorki neuralne. Eksperymenty potwierdzily mozliwos¢
przeksztatcania si¢ MSCs in vitro w dojrzate neurony pod wptywem czynnikéw wzrostu, takich jak
bFGF, EGF, HGF, NT3, GDNF, czy BDNF (Guan i wsp., 2014; Ullah i wsp., 2015). Natomiast pod
wpltywem [B-merkaptoetanolu (BME), kwasu retinowego (RA), bFGF, PDGF, forskoliny (FSK)
i hereguliny (HRG) mezenchymalne komorki macierzyste roznicowaty si¢ w komorki Schwanna (Zhu
i wsp., 2014).

1.3.5. Funkcje immunomodulacyjne MSCs

Jedng z najwazniejszych funkcji mezenchymalnych komorek macierzystych jest ich dziatanie
immunomodulacyjne. MSCs posiadaja zdolno$¢ regulacji mechanizmow zarowno pierwotnej,
jak i wtornej odpowiedzi immunologicznej poprzez modulacje reakcji komorkowych oraz wydzielanie
mediatoréw zapalnych. Proces immunomodulacji przebiega wieloetapowo i obejmuje: (1) rozpoznanie
reakcji zapalnej i migracje MSCs do miejsca uszkodzenia, (2) ,licencjonowanie” lub aktywacje
MSCs, (3) jesli to konieczne indukowanie usuwania patogendéw, (4) modulacje stanu zapalnego
(English i wsp., 2013).

Liczne badania udowodnily, Zze mezenchymalne komorki macierzyste moga regulowaé
aktywno$¢ makrofagow oraz komorek mikrogleju. MSCs oddziatujac na makrofagi promuja ich
polaryzacje z prozaplanego fenotypu M1 do komoérek o fenotypie przeciwzapalnym M2, zmniejszaja
produkcj¢ cytokin prozapalnych, takich jak TNF-o, IL-1, IL-6, IL12p70, IFN-y oraz zwigkszaja
wydzielanie cytokin przeciwzapalnych, w tym IL-10, 1L-12p40 (Frangois i wsp., 2012; Maggini
i wsp., 2010). Do$wiadczenia Giunti i wsp. wykazaty, ze MSCs aktywujg komorki mikrogleju do
produkcji czynnikéw zwigzanych z dzialaniem neuroprotekcyjnym: CX3CR1, jadrowego recptora
typu 4, receptora CD200 i IGF-1 (Giunti i wsp., 2012). Dziatanie mezenchymalnych komorek
macierzystych na makrofagi i komorki mikrogleju wigze si¢ z produkcjg przez MSCs
2,3-dioksygenazy indoloaminy (IDO) i prostaglandyny E-2 (PGE-2) (Francois i wsp., 2012; Maggini
i wsp., 2010).

Mezenchymalne komodrki macierzyste moga modulowaé dziatanie neutrofili. Do$wiadczenia
wykazaly, ze interleukina-6 produkowana przez MSCs aktywuje czynniki transkrypcyjne STAT3, co
skutkuje zwiekszeniem przezywalnosci granulocytow obojetnochtonnych (van den Akker i wsp.,
2013). Z drugiej strony IL-6 wptywa na zmniejszenie wytwarzania reaktywnych form tlenu przez
neutrofile, co ostabia niekorzystne dziatanie tych komorek (Raffaghello i wsp., 2008). Ponadto
komorki mezenchymalne wydzielajg IDO, ktéry hamuje produkcje a-denfensyny magazynowanej
w ziarnisto$ciach wydzielniczych neutrofili o wlasciwosciach prozapalnych (Quinn i wsp., 2008).
Z kolei prostaglandyna-2 uwalniania przez MSCs stymuluje makrofagi i komoérki mikrogleju
do produkcji I1L-10, co ogranicza naptyw neutrofili do uszkodzonej tkanki. Wydzielana IL-10 dziata
rowniez na komorki $rodbtonka powodujac zmniejszenie ekspresji E-selektyny i hamujac
przechodzenie neutrofili do miejsca uszkodzenia (van den Akker i wsp., 2013).

Komorki mezenchymalne oddzialuja z komorkami dendrytycznymi (DCs), ograniczajac ich
funkcje, w tym zdolno$¢ migracji, dojrzewanie, czy prezentacje antygenow. Liczne doswiadczenia
potwierdzily, ze MSCs obnizaja ekspresj¢ markeréw dojrzatych DCs w tym MHC klasy 11, czasteczek,
takich jak CD40, CD80 i CD86 oraz modulujg ekspresj¢ markerow ,,0sadzania si¢” DCs w wezltach
chtonnych, w tym chemokiny CCR7 (Djouad i wsp., 2007). Badania Li i wsp. wykazatly, ze regulacja
dojrzewania komorek dendrytycznych moze odbywac si¢ za posrednictwem cytokin produkowanych
przez MSCs, takich jak IL-6 lub za pomoca kontaktu bezpo$redniego z wykorzystaniem szlaku
sygnatowego Notch (Li i wsp., 2008). Mezenchymalne komorki macierzyste majg zdolno$¢ zmiany
fenotypu komorek dendrytycznych na przeciwzapalny. DCs pod wptywem MSCs zwickszaja
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wydzielanie cytokin przeciwzapalnych, w tym IL-10, obnizaja produkcj¢ cytokin prozapalnych, takich
jak IL-12 i TNF-a oraz podwyzszaja swoja aktywnos$¢ fagocytarng. Ponadto eksperymenty Zhang
i wsp. dowiodly, ze komorki dendrytyczne zmienione fenotypowo hamuja reakcje nadwrazliwosci
in vivo (Zhang i wsp., 2009; Liu i wsp., 2012), nie sa zdolne do aktywacji limfocytow T
pomocniczych (Chiesa i wsp., 2011), natomiast indukujg tworzenie antygenowo specyficznych
limfocytow T regulatorowych (Li i wsp., 2008).

Mezenchymalne komoérki macierzyste mogg modulowaé dziatanie komorek wtdrnej
odpowiedzi immunologicznej. Jednym z zadan MSCs jest utrzymanie odpowiedniej réwnowagi
pomigdzy limfocytami T CD4 o fenotypie Thl i Th2. Liczne badania in vitro i in vivo dowiodly, ze
MSCs aktywuja zmiane limfocytow T CD4 o fenotypie prozapalnym Thl, wydzielajacych IL-1a, IL-
1B, IFN-y i TNF-a w komorki o fenotypie przeciwzapalnym Th2, produkujace 1L-3, IL-4,IL-5,IL-10 i
IL-13 (Bai i wsp., 2009; Batten i wsp., 2006). Z drugiej strony, w chorobach alergicznych MSCs
powoduja zmniejszenie wytwarzania cytokin Th2 zaleznych i zwigkszenie sekrecji cytokin Th-1
zaleznych, co zapewnia odpowiednig rownowage i dziata protekcyjnie w chorobach alergicznych drog
oddechowych (Goodwin i wsp., 2011). Ponadto komorki mezenchymalne poprzez wydzielanie 2,3-
dioksygenazy indoloaminy i prostaglandyny E-2 hamujg réznicowanie limfocytow Thl7
produkujacych IL-17, na rzecz tworzenia limfocytow Th2 i limfocytow regulatorowych Treg (Bai
i wsp., 2009; Ghannam i wsp., 2010). Wazng rol¢ w utrzymaniu odpowiedniej rownowagi pomiedzy
limfocytami pomocniczymi Thl, Th2 i Thl7 oraz limfocytami regulatorowymi odgrywa produkowany
przez MSCs TGF-B (Kong i wsp., 2009).

Kolejnym typem komorek, na ktore oddziatuja mezenchymalne komorki macierzyste sa
limfocyty T CD8. MSCs poprzez hamowanie limfocytéw Thl i Th17 niezbednych do aktywacji
limfocytoéw T CD8 przyczyniajg si¢ do supres;ji dziatania tych komorek (van den Akker i wsp., 2013).
Doswiadczenia wykazaty, ze MSCs moga takze bezposrednio zapobiega¢ dziataniu cytotoksycznemu
limfocytow CD8, gtownie poprzez blokowanie ich proliferacji, a nie poprzez hamowanie efektu
cytotoksycznego (Rasmusson i wsp., 2003).

Na skutek bezposredniego kontaktu z mezenchymalnymi komoérkami macierzystymi lub
poprzez produkowane przez nie czynniki, m.i. takie, jak IDO, PGE-2 i TGF-p dochodzi do aktywacji
powstawania antygenowo-specyficznych limfocytow T regulatorowych. Badania in vitro wykazaty,
ze Treg oddziatuja na limfocyty Th o fenotypie prozapalnym powodujac zahamowanie ich proliferacji
(English i wsp., 2009). Natomiast IL-4 i IL-13 produkowane przed limfocyty Th2 stymulujg MSCs
do produkcji TGF-, ktory jest waznym czynnikiem pobudzajacym limfocyty T regulatorowe (Kong
i wsp., 2009). Oprocz wspomnianych wezesniej czynnikow, tlenek azotu, galektyna-1 i semaforyna-
3A produkowane przez MSCs stymuluja roznicowanie limfocytow w kierunku Treg (Spees i wsp.,
2016). Aktywacja Treg jest rowniez glownym mechanizem indukowanym przez MSCs
umozliwiajagcym przyjecie i przezycie przeszczepOéw allogenicznych (Wang i wsp., 2009), a takze
ochrong przed niektérymi reakcjami autoimmunologicznymi i alergicznymi (English i wsp., 2013).

Komorki mezenchymalne oddziatuja takze na limfocyty B, zatrzymujac je w fazie GO/G1,
ograniczaja ich aktywno$¢ chemotaktyczng (Corcione i wsp., 2006). Badania dowiodty, ze MSCs majg
zdolno$¢ do zmniejszenia aktywnos$ci, réznicowania i proliferacji limfocytow B za posrednictwem
$ciezki sygnatowej PD-1 (Augello i wsp., 2005). Ponadto mezenchymalne komorki macierzyste
dziatajg superesorowo na limfocyty T CD4, co skutkuje ograniczeniem wytwarzania czgsteczki
kostymulujacej CD40L i brakiem mozliwosci aktywacji limfocytow B (van den Akker i wsp., 2013).
Doswiadczenia Corcione i wsp. wykazaly, iz MSCs majg zdolno§¢ hamowania wytwarzania
przeciwciat (Corcione i wsp., 2006). Inni badacze opisali mozliwo$¢ stymulacji proliferacji
i roznicowania limfocytow B przez MSCs (Traggiai i wsp., 2008).
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Dotychczasowe badania udowodnity, ze mezenchymalne komorki macierzyste dzialajg
immunosupresyjnie takze na komodrki NK. MSCs hamuja proliferacje komodrek naturalnie
cytotoksycznych, poprzez wytwarzanie IDO i PGE-2, wykazujajacych synergiczne dzialanie
(Spaggiari i wsp., 2008). Inne doswiadczenia wskazuja, ze czynnikiem odpowiadajacym za inhibicjg
namnazania komoérek NK jest uwalniany przez MSCs TGF-B (Zhao i wsp., 2012). Ponadto komorki
mezenchymalne ograniczaja wytwarzanie IL-2 i IL-15, co skutkuje zmniejszeniem proliferacji
komoérek NK i produkcji IFN-y (Nauta i Fibbe, 2007). MSCs maja takze zdolno$¢ do obnizania
ekspresji receptorow aktywujacych komoérki NK, w tym NKp30, NKp44 i NKG2D, co przyczynia si¢
do zmniejszenia aktywnosci cytotoksycznej tych komorek oraz ograniczenia wydzielania cytokin
prozapalnych (Spaggiari i wsp., 2008).
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Ryc. 2. Schemat oddzialywania mezenchymalnych komorek macierzystych na komorki uktadu
immunologicznego (van den Akker F i wsp., 2013).

1.4. Zewngtrzkomorkowe pecherzyki

Badania przeprowadzone w ostatnich latach wykazaty, ze czynniki uwalniane przez MSCs
przekazywane sg nie tylko w postaci plynnej, ale takze za posrednictwem zewnatrzkomérkowych
pecherzykéw (EVs). Z udzialem EVs mezenchymalne komorki macierzyste przekazujg liczne biatka,
w tym cytokiny, chemokiny i czynniki wzrostu, receptory btonowe, lipidy oraz r6zne rodzaje kwasow
nukleinowych, dziatajgc w ten sposob protekcyjnie, regenerujaco i immunomodulacyjnie
na uszkodzone komoérki (Koniusz i wsp., 2016). Uwaza si¢, ze zewnatrzkomérkowe pecherzyki
odgrywaja kluczowa role w komunikacji migdzykomorkowej. Za odkrycie transportu pomigdzy
komorkami w pecherzykach zostata przyznana Nagroda Nobla w dziedzinie fizjologii i medycyny
w 2013 roku (Mellman i wsp., 2013).
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1.4.1. Rodzaje zewngtrzkomorkowych pecherzykéw

Zewnatrzkomorkowe pecherzyki (extracellular vesicles - EVS) sa btonowymi strukturami
wydzielanymi przez komoérki, w tym takze przez mezenchymalne komorki macierzyste. Stanowig one
heterogenng populacj¢ ztozona z kilku rodzajow EVs réznigcych si¢ pochodzeniem, wielkoscia,
ksztaltem 1 =zawarto$cig. Zgodnie z klasyczng nomenklatura, wsrod zewnatrzkomoérkowych
pecherzykow mozemy wyrézni€ trzy glowne typy: egzosomy, mikropecherzyki i ciatka apoptotyczne
(Koniusz S i wsp., 2016).
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Ryc. 3. Rodzaje zewnatrzkomorkowych pecherzykow wydzielanych przez komorki

Egzosomy sa obecnie najlepiej opisanym typem zewnatrzkomorkowych pecherzykow
o wielkosci od 30 nm do 120 nm, kulistym ksztatcie i dwuwarstwowej btonie lipidowej. Stanowia
homogenna populacje EVs, a ich gestoéé optyczna wynosi od 1.13 do 1.19 g/cm?®. Egzosomy powstaja
na drodze endocytozy, wydzielane sg poprzez proces egzocytozy zgodnie z mechanizmem zaleznym
od aktywacji cytoszkieletu regulowanym przez biatko p53, niezaleznym od naptywu jonéw wapnia
(Biancone i wsp., 2012; Tetta i wsp., 2011). W wyniku wpuklenia bton endosomalnych w péznych
endosomach dochodzi do powstania cial wielopecherzykowych (MVBs), ktore taczac si¢ z blong
cytoplazmatyczng komorki uwalniaja swoja zawarto$¢ na zewnatrz w postaci egzosomow (Lai
i Breakefield, 2012a). Ten typ zewnatrzkomoérkowych pecherzykow charakteryzuje sie obecno$cia
wielu biatek, w tym aneksyn, tetraspanin (CD63, CD81, CD?9), biatek szoku cieplnego (Hsp60, Hsp70
i Hsp90), Kklatryn, kaweolin, biatek specyficznych dla egzosomoéw, takich jak: Alix i Tsgl01 oraz
biatek typowych dla komorek, z ktorych pochodza (Biancone i wsp., 2012; Koniusz i wsp., 2016).
Ponadto, egzosomy zawieraja charakterystyczne dla nich lipidy, miedzy innymi: fragmenty raft
lipidowych - GM1 gangliozyd, cholesterol, ceramidy, sfingomieling i fosfatydyloseryne (Subra i wsp.,
2007). W egzosomach stwierdza sie rowniez obecnos¢ kwasow nukleinowych: mMRNA i miRNA
(Mathivanan i wsp., 2010).

Drugim typem zewnatrzkomérkowych pecherzykow sa mikropecherzyki (MVS) nazywane
ektosomami lub paczkujgcymi pecherzykami. Majg one wielko$¢ od 100 nm do 1 pm, sg heterogenng
populacja o nieregularnym ksztalcie, ich ggsto§¢ optyczna nie jest dobrze zdefiniowana. MVs
powstajg bezposrednio z blony cytoplazmatycznej komoérki, poprzez odpaczkowanie od powierzchni
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blony, a nastgpnie oddzielenie powstatych struktur podobne do odlgczania wystepujacego podczas
cytokinezy (Turturici i wsp., 2014). Badania wykazaly, ze naplyw jondéw wapnia odpowiada
za zmiany w rozmieszczeniu fosfolipidow w blonie cytoplazmatycznej i prowadzi do formowania si¢
mikropgcherzykéw (Biancone i wsp., 2012). Z kolei proces odiaczania pecherzykow od blony
komoérkowej zalezy oprocz obecnosci jonow wapnia od kalpainy, skramblazy, flopazy
i przegrupowania cytoszkieletu (Cocucci i wsp., 2009). MVs wydzielane sa przez komoérki w stanie
spoczynku oraz po aktywacji, wynikajacej ze stresu oksydacyjnego, hypoksji czy uszkodzenia.
Mikropecherzyki nie zawierajg biatek zaangazowanych w proces endocytozy, ale wykazujg obecnosé
integryn, flotylin, selektyn, metaloproteinaz, biatka CD40, niektore z nich posiadaja biatka typowe dla
egzosomow tzw. tetraspanin. Ponadto sa bogate w lipidy, majg duze ilosci fosfatydyloseryny
i cholesterolu, a takze sfingomieling i ceramidy. Podobnie jak w egzosomach, w mikropecherzykach
gromadzone sa kwasy nukleinowe: mRNA i miRNA (Mathivanan i wsp., 2010; Koniusz i wsp., 2016).

Trzecim typem zewnatrzkomorkowych pecherzykow sa cialka apoptotyczne nazywane
pecherzykami apoptotycznymi. Maja one wielko$¢ od 50 nm do 4 ul, wigkszos¢ z nich wykazuje
rozmiary ponad 1 pm, charakteryzuja si¢ nieregularnym ksztattem (Gyorgy i wsp., 2011). Ich gestosé
optyczna waha si¢ w granicach: 1.16-1.28 g/cm®. W przeciwienstwic do egzosomow
1 mikropecherzykow, powstajacych fizjologicznie z zywych komorek, ciatka apoptotyczne tworza si¢
z obumierajacych komoérek bedacych w poéznym stadium procesu apoptozy. W swoim wnetrzu
zawierajg histony, fragmenty organelli i bton komérkowych, kwasy nukleinowe: mRNA, miRNA oraz
DNA, wykazujg wysoka koncentracje fosfatydyloseryny, a ich blony sg przepuszczalne (Turturici
i wsp., 2014; Koniusz i wsp., 2016).

1.4.2. Sktad EVs

Zewnatrzkomorkowe pecherzyki zawieraja w swoim wnetrzu liczne zwiazki, w tym: biatka,
lipidy i kwasy nukleinowe. Obecnie istnieja dwie publiczne bazy danych: EVpedia i ExoCarta,
w ktorych zebrane sa informacje z wielu badan dotyczace zawartosci EVs pochodzacych z r6znych
typow komorek (Mathivanan i wsp., 2012; Choi i wsp., 2013). Sekretom zewnatrzkomoérkowych
pecherzykow uwalnianych przez mezenchymalne komorki macierzyste nie jest staty ze wzgledu
na heterogenno$¢ populacji komorek, metody izolacji, rézne pasaze komorek, czy zrodta, z ktorych sg
izolowane (Lavoie i wsp., 2013). Analiza proteomiczna EVs wyizolowanych z MSCs z réznych Zrodet
pozwolita na zidentyfikowanie biatek charakterystycznych dla nich (Skalnikova i wsp., 2011). Biatka
transportowane za pomoca EVs uczestnicza w przekazywaniu sygnalow pomigdzy komoérkami,
adhezji komoérek, angiogenezie, apoptozie i reakcjach immunologicznych.

Do tej pory analiza sktadu biatkowego zewnatrzkomorkowych pecherzykow, wydzielanych
przez MSCs, zostata przeprowadzona przez dwie grupy badaczy: Kim’a i wsp. oraz Lai i wsp.
Pierwsza grupa badaczy zidentyfikowala za pomocg spektrometrii mas 730 biatek obecnych w EVs,
o wielkosci od 50 nm do 200 nm, wyizolowanych z ludzkich mezenchymalnych komorek
macierzystych szpiku kostnego metodg ultrawirowania (Kim i wsp., 2012). Natomiast Lai i wsp.
uzywajac tej samej techniki wykazali obecnos¢ 857 biatek w egzosomach pozyskiwanych z ludzkich
mezenchymalnych macierzystych, pochodzacych z embrionalnych komoérek macierzystych (Lali
i wsp., 2012). Obie analizy potwierdzajg wystepowanie 315 wspolnych biatek znajdujacych sie w EVS
wyizolowanych z MSCs.

Dotychczasowe badania z udzialem EVs wykazaly, ze w zewnatrzkomorkowych
pecherzykach zlokalizowane sa tetraspaniny i biatka typowe dla MSCs, w tym CD63, CD81, CD9,
CD109, CD151, CD248 i CD276, receptory powierzchniowe, takie jak PDGF-RB (receptor dla
ptytkopochodnego czynnika wzrostu typu beta), EGF-R (receptor dla epidermalnego czynnik wzrostu)
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i PLAUR (aktywator plazminogenu, receptor urokinazy) oraz czasteczki sygnalowe: RRAS/NRAS,
Wnt5B, MAPK1 (kinaza 1 aktywowana mitogenem), GNA13/GNG12, RHO, CDC42 i VAV2,
biorace udziat w procesach samoodnowy i réznicowania komorek (Kim i wsp., 2012). Ponadto w EVs
zgromadzone sa biatka z grupy RAB, takie jak RAB1A, RAB2A, RAB5A/B/C, RAB7A i RABBA
regulujace transport i przytaczanie zewnatrzkomorkowych pecherzykow do komorek (Kowal i wsp.,
2014). Kim i wsp. wykazali rowniez obecno$¢ biatek zwigzanych z adhezja komorek, migdzy innymi:
FN1, E2R, IQGAPI, CD47, LGALs1/LGALS3 i integryn, a takze biatek zwigzanych z procesami
migracji i morfogenezy (Kim i wsp., 2012). Lai i wsp. zidentyfikowali rowniez inne biatka obecne
w EV, takie jak ACTA, Alix, ANX (aneksyny), HSP, TUB i TWHA (Lai i wsp., 2012b).

Ponadto analiza zewnatrzkomorkowych — pecherzykow — pochodzacych z  komoérek
immunologicznie czynnych wykazata, ze co najmniej 50% sposrod badanych egzosomow posiada
tetraspaniny, Klatryny, aneksyny, GAPDH (dehydrogenaza aldehydu-3-fosfoglicerynowego), PK,
EEF1A1 (czynnik elongacyjny 1 alfa 1), MFGES, MHC klasy |, kofiling-1, ezryng, radyksyne,
moezyne, aktyng i tubuling (Théry i wsp., 2009). Co ciekawe, niektore dane literaturowe donosza
o obecnosci w EVs bialek, ktorych nie stwierdza si¢ w komorkach, z ktoérych pochodza; przyktadem
tego sg tkankowe inhibitory metaloproteinaz TIMP-1 i TIMP-2 zidentyfikowane tylko w EVs, ale nie
wystepujace w hBM-MSCs (Vallabhaneni i wsp., 2015).

W zewnatrzkomorkowych pecherzykach zlokalizowane sa rozne rodzaje biologicznie
aktywnych lipidow. Btony EVs pochodzacych z réznych zrodet bogate sa w czasteczki kwasu
lizobifosfatydowego regulujace proces odpaczkowywania mikropecherzykdéw, a takze w lipidy raft
lipidowych, m.i. takie, jak cholesterol, ceramidy, sfingolipidy i glipofosfolipidy (Urbanelli i wsp.,
2015). Sfingomielina i cholesterol umozliwiaja ciasne upakowanie lipidow w btone dwuwarstwowa,
zapewniajg trwato$¢ 1 stablino$¢ EVs, chronig przed ich wychwytem przez komorki uktadu
krwionosnego oraz ulatwiaja faczenie zewnatrzkomorkowych pecherzykow z innymi komorkami
(Yoon i wsp., 2014). Ponadto badania Subry i wsp. wykazaly, iz EVs zawieraja mediatory lipidow,
takie jak prostaglandyny, enzymy odpowiedzialne za tworzenie EVs, m.i. fosfolipazy A2, C i D oraz
wolne kwasy thuszczowe np. kwas arachidonowy (Subra i wsp., 2010).

Innymi waznym sktadnikiem zewnatrzkomérkowych pecherzykéw, pochodzacych z réznych
typow komorek, sa czasteczki kwasu rybonukleinowego (RNA). Do najczgéciej wystepujacych
rodzajow RNA obecnych we wszystkich typach EVs naleza mRNA oraz miRNA (Rani i wsp., 2011).
Doktadna analiza wykazata jednak, ze w egzosomach wyizolowanych z mezenchymalnych komorek
macierzystych pochodzacych z zarodkowych komorek macierzystych (ESC-MSCs) najczesciej
wystepujacym rodzajem miRNA jest nie dojrzale miRNA, ale prekursorowe miRNA (pre-miRNA)
(Chen i Lim, 2013). Co ciekawe, istnieja roznice pomiedzy miRNA, identyfikowanym w egzosomach
i obecnym w komorkach, co wskazuje na aktywny proces sortowania i pakowania miRNA
do zewnatrzkomoérkowych pecherzykow (Zhang i wsp., 2015a). W EVs pochodzacych z MSCs
zaobserwowano duze ilosci transportujagcego RNA (tRNA), roéznigce si¢ w zaleznosci od tego, czy
MSCs byty izolowane z tkanki ttuszczowej, czy ze szpiku kostnego. Nie stwierdzono natomiast roznic
w zawartoSci miRNA w zewnatrzkomorkowych pecherzykach wywodzacych sie z roznych zrodet
(Baglio i wsp., 2015). Ponadto w EVs obecne jest rybosomalne RNA (rRNA), wystepujace
w zmiennej ilosci zaleznie od rodzaju komorek. W literaturze sg doniesienia, ze FRNA jest najczesciej
wystepujacym rodzajem RNA w EVs pochodzacych z komoérek raka piersi (Jenjaroenpun i wsp.,
2013). Najnowsze badania wskazuja roéwniez na zawarto§¢ w zewnatrzkomorkowych pecherzykach
matych, niekodujacych czasteczek RNA — piwi-interacting RNA (piRNA) (Ogawa i wsp., 2013).
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1.4.3. Mechanizmy wychwytu EVs przez komorki

Zewnatrzkomorkowe pecherzyki uwolnione z komoérek moga rozpada¢ si¢ i wydziela¢ swoja
zawartos¢ do przestrzeni migdzykomorkowej lub wchodzi¢ w bezposrednie interakcje z innymi
komoérkami. Wyr6zniamy trzy glowne mechanizmy oddziatywan EVs z komorkami: fuzje, wychwyt
endocytarny i zwigzanie z receptorami powierzchniowymi. Mechanizmy te poprzedza przylaczenie
ligandu do receptora komodrkowego, w proces ten zaangazowane sg liczne biatka obecne
na powierzchni EVs, w tym integryny, tetraspaniny, galektyny i inne biatka adhezyjne (Rana i wsp.,
2011; Raposo i Stoorvogel, 2013). Dotychczasowe badania dowiodty, ze integryny B1 i 2 obecne na
egzosomach pochodzacych z limfocytow B moga oddzialywa¢ z macierza zewnatrzkomoérkowa
(ECM) i wigza¢ si¢ z biatkami ECM, takimi jak: kolagen czy fibronektyna (Clayton i wsp., 2004).
EVs pochodzace z ptytek krwi zawierajg receptory dla cytokin, receptory komorek §rodbtonka i inne
ligandy umozliwiajace adhezj¢ ptytek krwi (Baj-Krzyworzeka i wsp., 2002). W badaniach in vitro
EVs pochodzace z ptytek krwi oddziatywaly na monocyty i komorki endotelialne, nie wykazywaty
reakcji z neutrofilami. Z kolei EV's wyizolowane z neutrofili byty zdolne do taczenia si¢ z komorkami
srodbtonka, monocytami i komérkami dendrytycznymi (Koniusz i wsp., 2016).

Po przylaczeniu si¢ zewnatrzkomorkowych pecherzykow do komorek, EVs moga pozostaé
trwale zwigzane z receptorami powierzchniowymi lub oddzieli¢ si¢ i potaczy¢ bezposrednio z btong
komoérkowa albo zosta¢ wychwycone przez komorki na drodze endocytozy (Raposo i Stoorvogel,
2013). Internalizacja zewnatrzkomorkowych pecherzykéw do wnetrza komorek jest poprzedzona
zmiang tempa poruszania si¢ EVs po powierzchni blony komorkowej z powolnego dryfowania
na szybkie przemieszczanie si¢ (Tian i wsp., 2013). Po wychwyceniu przez komorki, EVs sg
segregowane w endosomach, nastgpnie lacza si¢ z lizosomami w celu degradacji lub z btonami
endosomalnymi w celu uwolnienia swojej zawartosci do cytoplazmy (Turturici i wsp., 2014). Inne
badania wykazaty, ze EVs sa gromadzone w przedziatach fagocytarnych i endocytarnych, a ich
wychwyt jest zalezny od aktywnosci aktyny, dynaminy-2 i 3-kinazy fosfatydyloinozytolu (Raposo
i Stoorvogel, 2013).

1.4.4. Biologiczne funkcje EVs

Liczne badania wykazaty, ze zewnatrzkomorkowe pecherzyki regulujg szereg waznych
funkcji biologicznych, oddziatujac na komorki docelowe poprzez rézne mechanizmy. Istotng rolg EVS
jest przekazywanie sygnatéw pomiedzy komoérkami. ICAM-1 obecny na powierzchni
zewngtrzkomoérkowych pecherzykéw oddziatuje z receptorami antygenu zwigzanego z funkcijg
leukocytow (LFA-1) wystepujacymi na limfocytach T, za$ 6-podobny ligand 4 z receptorami Notch na
komorkach srodbtonka i komoérkach neuralnych, powodujac ich aktywacje (Biancone i wsp., 2012;
Nolte-‘t Hoen i wsp., 2009). EVs maja zdolno$¢ modulowania procesu morfogenezy. Dotychczasowe
doswiadczenia dowiodly, ze morfogeny, takie jak Sonic hedgehog i kwas retinowy zwigzane z btong
komorek nabtonkowych sg przekazywane za posrednictwem zewngtrzkomérkowych pecherzykow w
odpowiedzi na aktywacje¢ szlaku sygnatowego FGF (Greco i wsp., 2001). EVS moga przenosi¢
receptory, bialka czy lipidy po polaczeniu si¢ z blong komorek docelowych. Wyniki badan
Rozmyslowicza i wsp. wykazatly mozliwos¢ przekazywania za posrednictwem EVS receptoréw dla
chemokin CXCR4 i CCRS z limfocytéw do innych komoérek (Rozmyslowicz i wsp., 2003) oraz biatek
adhezyjnych pomiedzy ptytkami krwi a komérkami hematopoetycznymi (Baj-Krzyworzeka i wsp.,
2002).

Poprzez przenoszenie biatek wewnatrzkomérkowych, EVS moga modulowa¢ funkcje innych
komorek. Zewnatrzkomérkowe pecherzyki pochodzace z MSCs izolowanych z krwi pepowinowej czy
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szpiku kostnego aktywuja proces angiogenezy poprzez transport czynnikow proangiogennych, takich
jak PDGF, VEGF, bFGF i leptyny (Bian i wsp., 2014; Chen i wsp., 2014). Moga regulowaé apoptoze,
EVs pochodzace z monocytow modulujg ten proces poprzez przenoszenie kaspazy-1 (Sarkar i wsp.,
2009). EVs moga wywiera¢ dziatanie protekcyjne poprzez przekazywanie lipidow. Badania Yuyama
i wsp. wykazaty, ze glikosfingolipidy obecne w egzosomach wiaza -amyloid, co przyczynia si¢ do
zmniejszenia uszkodzenia mézgu w modelu choroby Alzheimera u myszy (Yuyama i wsp., 2014). Inni
autorzy zaobserwowali, ze obecnos¢ B-amyloidu indukuje wydzielanie przez astrocyty EVs bogatych
w C18 ceramidy, co aktywuje proces apoptozy (Wang i wsp., 2012). Grupa Grey’a wykazata,
ze gangliozydy GM1 i GM3 wystepujace w egzosomach pochodzacych z komoérek neuroblastomy
przyczyniaja si¢ do agregacji a-synukleiny, biatka wystepujacego w rozwoju chorobie Parkinsona
(Grey i wsp., 2015).

Za biologiczne wlasciwosci zewnatrzkomorkowych pecherzykéw sg takze odpowiedzialne
zgromadzone w nich miRNA i mRNA. Doswiadczenia Koh’a i wsp. wykazaly, ze w egzosomach
izolowanych z ludzkich ESC-MSCs obecne sa glownie miRNA z rodziny let-4, ktére hamuja
ekspresje jadrowego czynnika watrobowego 4o (HNF4a) przyczyniajac si¢ do zachowania zdolnosci
do samoodnowy komorek macierzystych (Koh i wsp., 2010). Opisano, ze IGF-1IR mRNA
przekazywane za posrednictwem egzosomOw pochodzacych z mezenchymalnych komorek
macierzystych pochodzacych ze szpiku kostnego (BM-MSCs) aktywuja proces proliferacji komorek
docelowych (Tomasoni i wsp., 2013). Wickszos¢ mRNA wystepujacego w EVs jest
pofragmentowana, jednakze specyficzny rodzaj fragmentacji sprawia, ze konce 3° mRNA moga
wigza¢ miRNA regulujac w ten sposob stabilnos¢, umiejscowienie i proces translacji mRNA
w komorkach docelowych (Batagov i Kurochkin, 2013). EVs mogg przekazywa¢ do innych komorek
tRNA, rRNA i piwi-RNA, ale jak dotad nie wiadomo, jakie dziatania moze wywotywac taki transfer.

Z dotychczasowych badan wynika, ze EVS odgrywaja kluczowa role w komunikacji pomiedzy
komoérkami osrodkowego uktadu nerwowego. EVS wydzielane przez neurony, obecne zaréwno
W przestrzeni pre- jak i post-synaptycznej, moga regulowaé aktywno$¢ synaps. Badania Kennedy
i wsp. dowiodty, ze w EVs wydzielanych przez neurony przenoszone sg receptory synaptyczne
AMPA, ktore sa kluczowymi mediatorami szybkiego przekaznictwa synaptycznego w OUN (Kennedy
i wsp., 2006). Wykazano, ze w zewnatrzkomoérkowych pecherzykach, pochodzacych z astrocytow
transportowane sg czynniki, ktore moga dziata¢ neuroprotekcyjnie, w tym mitochondrialne DNA,
ATP, transportery glutaminanu, Hsp/Hsc70 i synapsyna-1, a takze te, ktore pozytywnie wpltywaja
na proces angiogenezy, takie jak FGF-2, VEGF, czynnik pochodzacy z nabtonka barwnikowego
siatkowki (PEDF) i endostatyna. EVs biora udzial w procesie réznicowania neuronéw, modulacji
przekaznictwa synaptycznego i regulacji proceséw degeneracyjnych (Frithbeis i wsp., 2013; Agnati
i Fuxe, 2014). Zewnatrzkomérkowe pecherzyki produkowane przez komorki mikrogleju moga
przenosi¢ czynniki, odgrywajace duza role w odpowiedzi immunologicznej, migdzy innymi: IL-1§,
IL-6, indukowalng syntaze tlenku azotu (iNOS), cyklooksygenaze, przyczyniajgc —si¢
do rozprzestrzeniania reakcji ,,zapalnej” w mozgu (Verderio i wsp., 2012). Antonucci i wsp. wykazali,
ze EVs izolowane z komorek mikrogleju oddziatujgc z neuronami biorg udzial w procesie pubudzenia
przekaznictwa synaptycznego (Antonucci i wsp., 2012). EVs oligodendrocytoéw majg pozytywny
wplyw na aktywnos$¢ metaboliczng neuronow poprzez przekazywanie licznych aktywnych
biologicznie czasteczek (Frithbeis i wsp., 2013). Opisano, ze zewnatrzkomorkowe pecherzyki
uwalniane przez oligodendrocyty przenosza biatka mieliny, w tym biatko proteolipidowe (PLP),
peptyd natriuretyczny typu C (CNP), glikoproteing zwigzang z mieling (MAG) i glikoproteine
oligodendrocytow (MOG), uczestniczgC W tworzeniu ostonki mielinowej (Kramer-Albers i wsp.,
2007).
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EVs pochodzace z mezenchymalnych komorek macierzystych wykazuja wlasciwosci
protekcyjnie i regeneracyjne. Bruno i wsp. udowodnili, ze mikropgcherzyki izolowane z ludzkich
mezenchymalnych komoérek macierzystych szpiku kostnego (hBM-MSCs) wspomagaja przezycie
komoérek nablonkowych w ostrej niewydolnosci nerek, stymulujac ich proliferacje i zapobiegajac
apoptozie (Bruno i wsp., 2009). Podobnie, egzosomy otrzymywane z mezenchymalnych komorek
macierzystych dziataja protekcyjnie na komorki mig$nia sercowego uszkodzonego w wyniku ostrego
zawatu serca (Lai i wsp., 2011). Dziatanie cytoprotekcyjne EVs pochodzacych z indukowanych
pluripotencjalnych komoérek macierzystych (iPSCs) na komorki migénia sercowego wykazali rowniez
Adamiak i wsp. (Adamiak i wsp., 2018). Herrera i wsp. dowiedli, iz mikropgcherzyki pochodzace
z ludzkich komorek macierzystych watroby stymulujg regeneracj¢ hepatocytow, a mechanizmem za to
odpowiedzialnym jest transport horyzontalny mRNA (Herrera i wsp., 2010).

Z nielicznych jak dotad badan wynika, ze zewnatrzkomérkowe pecherzyki produkowane
przez MSCs, przeszczepione do osrodkowego uktadu nerwowego moga wykazywac dziatanie
neuroprotekcyjne i regeneracyjne. Dotychczasowe doswiadczenia wykazaly, ze EVs izolowane
z MSCs przyczyniaja si¢ do wzrostu liczby aksondéw i neuroblastow oraz indukuja przebudowe
neurytow (Lopez-Verrilli i wsp., 2016; Xin i wsp., 2012; Xin i wsp., 2013a). Ponadto, EVs uwalniane
z MSCs aktywujg proces angiogenezy, moduluja odpowiedz immunologiczng i biora udziat
w odbudowie uszkodzonych tkanek OUN (Budoni i wsp., 2013; Mokarizadeh i wsp., 2012; Xin
i wsp., 2013b).
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Ryc. 4. Schemat przedstawia wspodtdziatanie komérek OUN za posrednictwem uwalnianych z nich EVs oraz
mozliwo$ci dziatania EVs pochodzacych z MSCs na regeneracje uktadu nerwowego.

1.4.5. Immunomodulacyjne funkcje EVs

W zalezno$ci od zrodta komodrek, z ktéorych pochodza 1 sygnatldow plynacych
z mikrosrodowiska, zewnatrzkomoérkowe pecherzyki moga aktywowaé lub hamowac reakcje
odpowiedzi immunologicznej. Liczne doswiadczenia wykazaty, ze EVs ulatwiaja przezycie
przeszczepu, wyciszaja odpowiedz immunologiczng w zwierzecych modelach zapalenia stawow,
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nieswoistego zapalenia jelit i wstrzasu septycznego (Kim i wsp., 2005b; Miksa i wsp., 2009; Péche
i wsp., 2003; Yang i wsp., 2010Db).

Zewnatrzkomorkowe pecherzyki wyizolowane z komorek dendrytycznych moga
modyfikowa¢ przebieg reakcji zapalnych, w zaleznosci od stopnia dojrzalosci komorek, z ktorych
pochodza. EVs izolowane z dojrzatych DCs zawieraja antygeny, biatka MHC, a takze czasteczki
kostymulujace i majg zdolno$¢ do prezentacji antygendéw limfocytom T oraz przenoszenia biatek
MHC klasy II i antygendw na naiwne komoérki dendrytyczne, aktywujac odpowiedz immunologiczna
(Théry i wsp., 2002). Uczulanie DCs specyficznymi antygenami prowadzi do produkcji EVs, ktore
moga aktywowaé odpowiedz humoralng przeciwko tym antygenom, stymulujgc limfocyty B
i produkcj¢ przeciwciat (Qazi i wsp., 2009). Zewnatrzkomorkowe pecherzyki pochodzace z komorek
dendrytycznych moga takze zwigksza¢ aktywnos$¢ i proliferacje komorek NK (Viaud i wsp., 2009).
Z kolei, EVs produkowane przez niedojrzate komorki dendrytyczne mogg hamowac reakcje zapalne.

Makrofagi zainfekowane przez patogeny, takie jak Mycobacterium czy Toxoplasma produkuja
egzosomy zawierajgce czynniki prozapalne, ktére stymulujg wydzielanie cytokin prozapalnych przez
inne makrofagi. (Bhatnagar i Schorey, 2007). EVs pochodzace z fibroblastow, pobranych z ptynu
maziowego pacjentow z reumatoidalnym zapaleniem stawow zawieralty TNF-o, wydaje si¢, ze jego
dzialanie mialo pozytywny efekt na przezycie limfocytow T obserwowane w badaniach grupy
Zhang’a (Zhang i wsp., 2006). Z kolei egzosomy wyizolowane z ptynu oskrzelowo-pgcherzykowego
chorych na sarkoidoze aktywowaty produkcje cytokin prozapalnych przez komorki nabtonkowe (Qazi
i wsp., 2010).

Zewnatrzkomorkowe pecherzyki wyizolowane z limfocytow T mogg ograniczaé reakcje
zapalne. Badania wykazaly, ze egzosomy pochodzace z limfocytow T zawierajg ligand Fas (FasL),
ktory indukuje apoptoze innych limfocytow T i umozliwia regulacje odpowiedzi immunologicznej
(Monledn i wsp., 2001). Z kolei EVs uwalniane z tozyska zmniejszaja ekspresje CD3¢ limfocytow T
1 obnizaja cytotoksyczno§¢ komoérek NK i limfocytow T cytotoksycznych, bioragc tym samym udziat
w zapewnieniu tolerancji matki na ptéd (Hedlund i wsp., 2009; Taylor i wsp., 2006).

W dotychczasowych badaniach wykazano, ze zewnatrzkomorkowe pecherzyki wyizolowane
z komorek nowotworowych dziatajg immunostymulujagco lub immunosupresyjnie. Poprzez
przenoszenie antygendéw nowotworowych na komoérki dendrytyczne, EVs moga stymulowaé reakcje
zapalne, w tym aktywacj¢ limfocytow T, w szczegdlnosci limfocytow T cytotoksycznych (Wolfers i
wsp., 2001). EVs pochodzace z komorek nowotworowych moga takze hamowac¢ odpowiedz
immunologiczng, indukujg apoptoze limfocytow T dzigki przenoszeniu FasL i galektyny-9, hamuja
proliferacje limfocytow T cytotoksycznych, aktywuja tworzenie limfocytéw T regulatorowych,
obnizajg dziatanie cytotoksyczne komoérek NK (Koniusz i wsp., 2016). Mechanizm decydujacy
o aktywacji wlasciwosci immunostymulujgcych lub immunosupresyjnych EVs uwalnianych
z komoérek nowotworowych nie zostat jak dotad wyjasniony.

Immunomodulacyjne wlasciwo$ci mezenchymalnych komorek macierzystych, bedace
przedmiotem wielu badan in vitro i in vivo wydaja si¢ by¢ zwigzane z wydzielanymi przez komorki
zewnatrzkomoérkowymi pecherzykami. Wykazano, ze EVS uwalniane z MSCs majg zdolno$é
hamowania proliferacji i ré6znicowania limfocytow B, a ich dziatanie jest dawkozalezne (Budoni i
wsp., 2013). Podobnie wykazano zalezne od dawki zahamowanie produkcji immunoglobulin IgM,
IgG i IgA przez zewnatrzkomoérkowe pecherzyki pochodzace z komodrek mezenchymalnych.
Mokarizadeh i wsp. zaobserwowali, ze EVs produkowane przez BM-MSCs myszy maja zdolnos¢
hamowania proliferacji syngenicznych i allogenicznych limfocytow T, indukowania apoptotozy
aktywowanych limfocytow T, wzrostu liczby limfocytéw T regulatorowych oraz zwigkszonego
wydzielania cytokin przeciwzapalnych: IL-10 i TGF-1 (Mokarizadeh i wsp., 2012).
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Badania innych autorow dowiodly, ze na powierzchni EVs pochodzacych z MSCs byly
obecne galektyna-1 i ligand receptora programowanej $mierci (PD-L1), czasteczki obecne takze
na MSCs (Garin i wsp., 2007; Kilpinen i wsp., 2013). Wykazano, ze galektyna-1, ktora jest endogenna
leptyna, indukuje apoptoze aktywowanych limfocytow T i stymuluje dojrzewanie limfocytow T
regulatorowych (Blois i wsp., 2007; Rabinovich i wsp., 2000). Natomiast PD-L1, ktory jest ligandem
receptora PD-1, indukuje proliferacje i aktywnos$¢ limfocytow T regulatorowych. Ponadto EVs
pochodzace z mezenchymalnych komorek macierzystych zawieralty TGF-B, ktory rowniez aktywuje
powstawanie limfocytow T regulatorowych (Chen i wsp., 2003).

Wyniki otrzymane w do$wiadczeniach in vitro zostaly potwierdzone poprzez badania in vivo.
Zewnatrzkomorkowe pecherzyki izolowane z MSCs zastosowane w modelu nieswoistnego zapalenia
jelit u myszy spowodowaly zahamowanie produkcji cytokin prozapalnych, ograniczenie ubytku masy
ciala zwierzat, obnizenie wskaznika aktywnos$ci choroby w poréwnaniu do zwierzat kontrolnych (Del
Fattore i wsp., 2014). W pracach zespolu Zhang’a wykazano, ze u szczuréw z uposledzeniem
poznawczym po traumatycznym uszkodzeniu mozgu, po podaniu EVS pochodzacych z MSCs
obserwowano ograniczenie reakcji zapalnej” w mozgu (Zhang i wsp., 2015b). Kordelas i wsp.
sugeruja, iz zewnatrzkomoérkowe pecherzyki pochodzace z MSCs poprzez hamowanie wydzielania
cytokin prozapalnych i inhibicj¢ dziatania komoérek NK, moga zosta¢ wykorzystane w terapii
pacjentdbw z oporng na steroidy chorobg przeszczep przeciwko gospodarzowi (GVHD) (Kordelas i
wsp., 2014).

Powyzsze wyniki badan sugeruja, iz zewnatrzkomorkowe pecherzyki wykazuja podobne
wlasciwos$ci immunomodulacyjne jak mezenchymalne komoérki macierzyste.

1.5. Proby terapii eksperymentalnej w ischemii mozgu z zastosowaniem MSCs i EVs

Proby zastosowania mezenchymalnych komorek macierzystych w terapiach ischemii moézgu
wykorzystuja rézne mechanizmy ich dziatania. Do najwazniejszych z nich nalezg takie wlasciwosci
MSCs, jak zastgpowanie obumartych komorek, neuroprotekcja, immunomodulacja, stymulacja
tworzenia nowych synaps oraz aktywacja neurogenezy, astrogenezy, oligodendrogenezy i
angiogenezy w uszkodzonych regionach mozgu. Z dotychczasowych badan wynika, ze terapeutyczny
efekt jest zwigzany gtéwnie z oddziatywaniem sekretomu MSCs na endogenne komodrki macierzyste i
mikrosrodowisko gospodarza, w mniejszym stopniu z bezposrednim przeksztalcaniem MSCs w
komorki neuralne (Dulamea, 2015; Gervois i wsp., 2016).

1.5.1. Zastosowanie MSCs w terapii ischemii mozgu

Wyniki badan eksperymentalnych w modelach niedokrwienia OUN, prowadzonych zar6wno
in vitro jak i in vivo wykazaly, ze nawet krotkotrwata obecnos¢ MSCs powoduje pozytywny efekt
w stosunku do komoérek nerwowych w miejscu uszkodzenia i ograniczenie niekorzystnych z punktu
regeneracji procesow ,,zapalnych”.

W  badaniach ischemii moézgu prowadzonych in vitro wykorzystuje si¢ modele
ekscytotoksycznosci indukowanej hipoksja i glutaminianem oraz deprywacji tlenu i glukozy (OGD).
Prace Huanga i wsp. wykazaty, ze wspothodowla MSCs z neuralnymi komorkami linii N17
poddanymi wcze$niej deprywacji tlenu i glukozy przywraca obnizong na skutek OGD proliferacje
komorek N17 i ogranicza ich apoptoze a takze zmniejsza poziom TNF-a, co dowodzi protekcyjnego
dziatania MSCs na uszkodzone neurony i dziatanie ,,przeciwzapalne” (Huang i wsp., 2014).

Doswiadczenia przeprowadzone z uzyciem neuronéw czy komorek neuroblastoma pokazaty,
ze MSCs zmniejszaja obumieranie tych komorek spowodowane ischemig zarowno w eksperymentach
ze wspothodowlami komorek jak i z zastosowaniem nadsaczy z hodowli MSCs, wskazujac
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na neuroprotekcyjne wlasciwosci mezenchymalnych komorek macierzystych (Egashira i wsp., 2012;
Scheibe i wsp., 2012a).

W badaniach innych autoréw z wykorzystaniem eksplantow rdzenia kregowego myszy,
pierwotnych hodowli zwojow siatkowki czy neuronéw mozgu udowodniono, ze obecno$é¢ MSCs
indukuje wzrost neurytow w zwojach rdzeniowych (DRG), przezycie komorek zwojowych siatkowki
(RGCs) oraz przezycie neuronow korowych i dopaminergicznych (Crigler i wsp, 2006; Mead i wsp,
2014; Gervois i wsp., 2016). Wydaje si¢, ze te procesy sg regulowane przez czynniki neurotroficzne
wydzielane przez MSCs, takie jak NT-3, NGF, czy BDNF, ktorych obecnos¢ zostata potwierdzona
na poziomie ekspresji genéw w MSCs jak i obecnosci tych biatek w supernatantach wspothodowli.

Pozytywne efekty MSCs wykazali Hung i wsp. stosujac nadsacz z hodowli MSCs dodawany
do pierwotnej hodowli ludzkich komoérek $rodblonka izolowanych z aorty. Okazalo sig, ze dodanie
nadsaczu z MSCs do komorek endotelialnych, uszkodzonych w wyniku ischemii, zwigksza ich
przezycie, ogranicza apoptoze, a takze stymuluje proces angiogenezy (Hung i wsp., 2007).
Zwigkszony poziom czynnikow VEGF i MCP-1 pochodzenia MSCs w kondycjonowanym podtozu
byt prawdopodobnie odpowiedzialny za efekt antyapoptotyczny i angiogenny.

Wyniki dziatania mezenchymalnych komoérek macierzystych otrzymane w do$wiadczeniach
in vitro zostaty zweryfikowane w eksperymentach in vivo z wykorzystaniem modeli zwierzgcych.
W celu oceny terapeutycznych wiasciwosci MSCs przeprowadzono szereg badan strukturalnych
i funkcjonalnych oraz testow behawioralnych, z zastosowaniem licznych modeli eksperymentalnych,
wielu rodzajow MSCs i ro6znych drog przeszczepu.

Czestym sposobem transplantacji komoérek w uszkodzeniu ischemicznym mozgu jest
przeszczep domozgowy. Jako jedni z pierwszych Zhao i wsp. wykazali, ze¢ hBM-MSCs podane
do kory moézgowej szczura migrowaty do obszaru uszkodzenia, bylty zdolne do przezycia w mozgu
gospodarza, roznicowaty si¢ W dojrzale neurony oraz wspomagaty przywrocenie utraconych funkcji,
co zostalo potwierdzone w testach behawioralnych (Zhao i wsp., 2002).

W badaniach innych autoréw zaobserwowano, ze MSCs po transplantacji moga przesztatcaé
si¢ w komorki neuralne, wprawdzie czgéciej w komorki astrogleju niz w neurony, jednak nie
stwierdzono ich migracji, ani dalszego roznicowania, wobec tego trudno przypuszczaé, aby
powstajace z MSCs nowe komorki neuralne byty odpowiedzialne za poprawe funkcjonalng zwierzat
widocznag po przeszczepie (Leong i wsp., 2012; Liao i wsp., 2009; Yasuhara i wsp., 2009). Pozytywny
efekt transplantacji byl prawdopodobnie zwigzany z parakrynnym dziataniem MSCs. Ten efekt
wykazano w pracach eksperymentalnych grup Liao i Lin, gdzie MSCs przeszczepione domézgowo
w modelu udaru u szczurow, zwigkszaja aktywno$¢ neurondéw, ograniczaja obumieranie komorek,
stymulujg angiogeneze. Pozytywnym efektom transplantacji MSCs towarzyszyl wzrost poziomu
czynnikow wzrostu takich jak: BDNF, VEGF, bFGF i angiopoetyny-2 (Liao i wsp., 2009; Lin i wsp.,
2011). Dodatkowo, MSCs przeczepione domozgowo moga modulowa¢ odpowiedZz immunologiczng
towarzyszacg niedokrwieniu mézgu. Produkowane przez nie czynniki, migdzy innymi TGF-§ hamuja
wydzielanie MCP-1 i ograniczajg infiltracje komoérek CD68" do uszkodzonej tkanki (Yoo i wsp.,
2013).

Przeszczep domozgowy MSCs jest procedura inwazyjng, szczegélnie traumatyczng dla
pacjentow, dlatego coraz czgSciej przy transplantacji komorek stosuje si¢ systemowe drogi ich
podania. Najczesciej stosowang drogg systemowego podania MSCs w modelu ischemii mézgu jest
przeszczep dozylny.

Doswiadczenia pokazaty, ze po dozylnym podaniu MSCs zwigksza si¢ gesto$¢ naczyn
krwiono$nych na obrzezach uszkodzenia i ilo§¢ wydzielanych czynnikow proangiogennych
i neutrotroficznych takich, jak: BDNF, VEGF, bFGF, NGF, HGF, GDNF w mozgu biorcow
obserwuje sie wzmozong angiogeneze i neurogenez¢ (Dulamea, 2015). Po transplantacji MSCs
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w modelu niedokrwienia moézgu u szczuréw zauwazono zwigkszenie proliferacji progenitoréw
neuralnych w strefie okotokomorowej (SVZ), wzrost liczby oligodendrocytow, neurofilamentdéw
i synaps, z jednoczesnym wzrostem poziomu synaptofizyny i VEGF (Gutiérrez-Fernandez i wsp.,
2013; Zhang i wsp,, 2013). Badania z udziatem MSCs pochodzacych z komoérek embrionalnych
wykazaly, ze przeszczepione dozylnie eMSCs migruja do obszaru niedokrwienia mozgu, a po jego
zasiedleniu prezentuja markery neuronalne i antygeny komoérek $rodbtonka, dziatajac protekcyjnie
na uszkodzone podczas niedokrwienia komorki neuralne (Liu i wsp., 2009). Z badan Lee i wsp.
wynika, ze MSCs podane dozylnie stymuluja oddziatywanie SDF-1/CXCR4, co ma znaczenie
w zasiedlaniu przez nie obszaru uszkodzenia (Lee i wsp., 2015). W niektorych eksperymentach, po
dozylnym podaniu MSCs nie stwierdza si¢ obecnosci komoérek w uszkodzonych tkankach lub ich
liczba jest bardzo mata, cho¢ po przeszczepie MSCs obserwuje si¢ poprawe funkcji uposledzonych
w wyniku udaru.

Coraz liczniejsze badania eksperymentalne wykorzystuja dotgtnicza transplantacje komorek
w zwierzgcych modelach ischemii mézgu. W poréwnaniu do podania dozylnego, okazato sig,
ze przeszczepione dotgtniczo MSCs byty obecne w korze moézgowej i na obrzezach uszkodzenia,
wykazywatly ekspresje markerow astrocytow i neurondow, u zwierzat obserwowano szybsza poprawe
funkcji neurologicznych (Ishizaka i wsp., 2013; Jiang i wsp., 2014; Shen i wsp., 2007). Inne prace
udowodnity, ze pomimo niewielkiej liczby MSCs widocznych w obszarze niedokrwienia mozgu po
ich dotetniczej transplantacji, obserwowano zwigkszony wzrost i remielinizacje aksonéw (Shen i wsp.,
2006), zwickszenie produkcji BDNF, stymulacje procesu angiogenezy z jednoczesnym obnizeniem
aktywno$ci komorek mikrogleju i spadkiem MMP-9 (Ishizaka i wsp., 2013). Korzystne efekty
dzialania przeszczepionych dotgtniczo MSCs w modelu ischemii mézgu, w tym zwigkszona liczbe
aksonow obserwowano az do jednego roku po transplantacji (Shen i wsp., 2007). Badania genetyczne
ujawnily obecno$¢ egzogennych MSCs samcoéw w mozgu samic, komorki te wykazywaly markery
astrocytow, neurondéw i komorek endotelialnych. Przeszczepione komorki znaleziono réwniez
w innych narzadach biorcéw. Proby dotetniczej transplantacji MSCs przeprowadzano réwniez
u duzych zwierzat. Mezenchymalne komorki macierzyste pochodzace z ludzkiej krwi pepowinowej
przeszczepione u pséw w modelu ischemii mozgu obserwowano w rejonie niedokrwienia, gdzie
wykazywaly ekspresje markerow typowych dla neuronéw i astrocytow, mRNA dla czynnikéw BDNF
i VEGF. Po transplantacji MSCs zanotowano mniejszy obszar uszkodzenia w poroéwnaniu
ze zwierzetami, ktore nie otrzymaly przeszczepu i szybsza poprawe funkcji motorycznych
uposledzonych w wyniku ischemii mozgu (Chung i wsp., 2009). Immunomodulacyjne dziatanie
przeszczepionych dotetniczo MSCs wykazano w mozgu szczuréw w modelu udaru, gdzie zanotowano
statystycznie istotny spadek poziomu IL-2 mRNA i IL-6 mRNA (Karlupia i wsp., 2014).
Jednoczesnie, u biorcow przeszczepu stwierdzono zmniejszenie obszaru lezji i redukcje objawow
neurologicznych, spowodowanych epizodem niedokrwienia mézgu. Acosta i wsp. zaobserwowali, ze
BM-MSCs podane dozylnie w modelu przewlektego udaru niedokrwiennego moézgu migrujg do
$ledziony. Spadek liczby komorek wykazujacych antygeny MHC klasy II, obnizenie poziomu TNF-a
swiadczy o modulacji ogolnej odpowiedzi immunologicznej, ktorej skutkiem moze by¢ obserwowana
u szczurow 30% redukcja obszaru uszkodzenia (Acosta i wsp., 2015).

Terapeutyczne dziatanie mezenchymalnych komorek macierzystych w modelu ischemii
mozgu zaobserwowano po ich podaniu donosowym. Wei i wsp. wykazali, ze transplantacja
prekondycjonowanych hipoksyjnie BM-MSCs ze zwigkszong ekspresja biatek zwigzanych z migracja,
takich jak CXCR4, MMP-2 i MMP-9 powoduje efektywniejsze zasiedlanie uszkodzonej w wyniku
ischemii tkanki przez przeszczepione MSCs, jednoczeé$nie obserwuje sie zwiekszong przezywalno$é
komorek gospodarza na obrzezach lezji (Wei i wsp., 2013). Podanie donosowe moze by¢ takze
skuteczng i mato inwazyjng drogg transplantacji komoérek u noworodkéw. Doswiadczenia van
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Velthoven’a i wsp. ujawnity, ze po donosowym przeszczepie MSCs u oseskow szczuréw po ischemii,
zwierzeta wykazuja mniejszy obszar uszkodzenia, wzrost proliferacji progenitoréw neuralnych
w uszkodzonej potkuli, wyrazne granice istoty bialej i Szarej, szybsze przywrocenie funkcji
ruchowych (van Velthoven i wsp., 2013). Ponadto, po podaniu BM-MSCs oseskom szczurow w
modelu ischemii mozgu obserwuje si¢ wzrost angiogenezy, szybsza odbudoweg jednostki
neurowaskularnej, poprawe przeptywu krwi w korze mozgowej oraz powr6ét funkcji czuciowo-
ruchowych i wechowych (Wei i wsp., 2015).

Przedmiotem badan sg takze zmodyfkowane genetycznie MSCs. Celem transfekcji komorek
jest najczesdciej zwigkszenie ilo$ci czynnikow wzrostu, ktére mogg by¢ dostarczone do miejsca
uszkodzenia lub wzmocnienia efektu terapeutycznego. Velthoven i wsp. wykazali, ze MSCs
z nadekspresja BDNF przeszczepione w modelu ischemii u oseskow szczuréw znaczaco poprawiaja
ich uposledzone na skutek niedokrwienia zdolnosci ruchowe (van Velthoven i wsp., 2013).
Zastosowanie przez Kurozumi i wsp. zmodyfikowanych MSCs poprzez ich transfekcje wektorem
adenowirusowym zawierajgcym BDNF lub GDNF skutkowato zmniejszeniem obszaru uszkodzenia
mozgu i mniejszym deficytem funkcjonalnym powstatym po udarze niedokrwiennym w poréwnaniem
do zwierzat kontrolnych, ktérym przeszczepiano natywne MSCs (Kurozumi i wsp., 2005).
Wykorzystanie MSCs z nadekspresja czynnikoéw angiogennych takich jak VEGF czy angiopoetyna 1
w terapii szczurow po ischemii mozgu dawato pozytywne rezultaty u biorcow w postaci redukcji
obszaru martwicy niedokrwiennej (Miki i wsp., 2007; Onda i wsp., 2008).

1.5.2. Zastosowanie EVs w terapii ischemii mozgu

Badania ostatnich lat ujawnity, ze za efekt terapeutyczny mezenchymalnych komorek
macierzystych zwigzany z ich wlasciwos$ciami parakrynnymi odpowiedzialne sg uwalniane z komorek
pecherzyki. Zewnatrzkomérkowe pecherzyki zawierajace receptory btonowe oraz biatka, lipidy,
kwasy nukleinowe i r6zne formy RNA moga by¢ wykorzystane W leczeniu réznych schorzen zamiast
transplantacji komorek, wywotujac podobny efekt.

Do najwigkszych zalet zastosowania zewnatrzkomorkowych pecherzykow naleza: (1) niska
immunogenno$¢; (2) mniejsze ryzyko zablokowania naczyn 1 wystagpienia zakrzepicy
mikronaczyniowej; (3) zdolno$¢ do przekraczania bariery krew-mozg po transplantacji systemowe;;
(4) tatwos¢ stworzenia wielkoskalowej produkcji EVs zmodyfikowanych genetycznie; (5) wyzszy
stosunek powierzchni do objetosci i zwigzane z tym silniejsze przenoszonie aktywnych czastek do
tkanek docelowych; (6) tatwe modyfikacje genetyczne miRNA zawartego w EVs. Efekt terapeutyczny
egzosomOw 1 mikropecherzykow w ischemii moézgu moze dotyczyé modulacji szeregu procesow,
miedzy innymi: indukcji neurogenezy, aktywacji angiogenezy, hamowania apoptozy, modulacji
odpowiedzi immunologicznej oraz przeprogramowania komorek (Chen i Chopp, 2018).

Badania in vitro z wykorzystaniem hodowli neuronow korowych wykazaly, ze egzosomy
wyizolowane z MSCs stymulujg wzrost komoérek nerwowych (Zhang i wsp., 2017). EVs zawarte
w supernatantach pochodzacych z hodowli MSCs dziatajg neuroprotekcyjnie zwigkszajac przezycie
neurondéw, a takze stymulujgc regeneracje komorek neuralnych po uszkodzeniu w modelu
ekscytotoksycznosci indukowanej glutaminianem (Hao i wsp., 2014). Lin i wsp. dowiedli,
ze mikropecherzyki wyizolowane z MSCs zabezpieczaly szczurze komorki PC12 przed uszkodzeniem
wywotanym dziataniem glutaminianu na drodze aktywacji szlaku PI3K/Akt (Lin i wsp., 2014).
Eksperymenty innej grupy badaczy pokazaly, ze egzosomy pochodzace z MSCs izolowanych
z thuszczu powodujg wzrost ekpresji kinazy biatkowej CSII w unie$miertelnionej linii mysich komoérek
hipokampa i indukuja proliferacj¢ neuronéw (EI Bassit i wsp., 2017).
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Ryc. 5. Mozliwosci dziatania egzosomédw, zastosowanych w terapii eksperymentalnej ischemii mézgu (Chen i
Chopp, 2018).

Ze wzgledu na mate rozmiary 1 mozliwos¢ przekraczania bariery krew-mozg
zewnatrzkomorkowe pecherzyki czesto przeszczepiane sa systemowo. W wyniku przeszczepu
egzosomow pochodzacych z MSCs u szczuréw po 24 godzinach od wywotania ischemii mozgu
stwierdzono aktywacj¢ procesow endogennej neurogenezy, wzrost liczby aksondéw 1 poprawe
uposledzonych w wyniku niedokrwienia funkcji zyciowych zwierzat, (Xin i wsp., 2013a). Po podaniu
EVs wyizolowanych z MSCs obserwowano dtugotrwatg neuroprotekcje i modulacj¢ obwodowe;j
odpowiedzi immunologicznej (Doeppner i wsp., 2015).

Podobnie, przeszczep EVs uwolnionych z MSCs w modelu ischemii mozgu u ptodéw owiec
dziatal neuroprotekcyjnie. U zwierzat obserwowano zmniejszenie obszaru lezji i ogdlna poprawe
funkgcji, uposledzonych w wyniku niedokrwienia, cO stwarza nadziej¢ na zastosowanie tej formy
terapii w leczeniu uszkodzen hipoksyjno-ischemicznych mozgu u noworodkow (Ophelders i wsp.,
2016). W doswiadczeniach Chen’a i wsp. okazato si¢, ze egzosomy izolowane z MSCs pochodzacych
z tkanki tluszczowej (AD-MSCs) maja podobne wilasciwosci, jak te ze szpiku kostnego. Po ich
podaniu, w 3 godziny po ischemii mdzgu u szczurdéw, Stwierdzono mniejszy obszar uszkodzenia,
modulacje odpowiedzi immunologicznej i poprawe funkcji neurologicznych (Chen i wsp., 2016).
Otero-Ortega i wsp. wykazali, ze przeszczepione dozylnie EVs w modelu podkorowego udaru
u szczuréw powoduja poprawe przewodzenia sygnatéw, wzrost aksondw 1 odbudowe istoty biatej oraz
ograniczenie deficytow motorycznych spowodowanych ischemig (Otero-Ortega i wsp., 2017).

Zewnatrzkomorkowe pecherzyki zastosowane W terapiach ischemii moézgu majg wplyw
na proces angiogenezy. Xin i wsp. wykazali, ze przeszczepione dozylnie egzosomy powoduja
zwigkszenie ekspresji czynnika von Willendrandt (VWWF) w obszarze uszkodzenia (Xin i wsp., 2013a).
Wyniki innych autor6w wskazuja na aktywacje dlugotrwalej angiogenezy w moézgu myszy
po dozylnej transplantacji EVs pochodzacych z MSCs (Doeppner i wsp., 2015). Z kolei Chen i wsp.
zaobserwowali zwigkszong obecno$¢ markerow zwigzanych z angiogenezg, w tym CD31, vWF
i VEGF oraz wzrost liczby malych naczyn w strefie uszkodzenia po dozylnym przeszczepie
egzosomOw izolowanych z AD-MSCs, co znaczaco poprawiato przeptyw krwi w tkance po ischemii
mozgu (Chen i wsp., 2016).

Pozytywne efekty przeszczepiania EVs w modelach niedokrwienia mézgu obserwowano takze
z zastosowaniem zewnatrzkomorkowych pecherzykow pochodzacych z innych niz MSCs typow
komorek. Hayon i wsp. zastosowali w swoich badaniach mikropecherzyki wyizolowane z ptytek krwi.
Po ich dozylnej transplantacji stwierdzono zwigkszenie proliferacji endogennych komérek neuralnych,
i wzrost angiogenezy oraz poprawe ogolnych funkcji ruchowych i poznawczych u szczuréw po udarze
niedokrwiennym (Hayon i wsp., 2012a). Mikropecherzyki z ptytek krwi zawieraja czynniki wzrostu
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stymulujagce namnazanie neuralnych komorek progenitorowych i odbudowe jednostki
neurowaskularnej, co moze by¢ wykorzystane w terapiach ischemii méozgu (Hayon, 2012a; Hayon
i wsp., 2012b). Ponadto wykazano, ze sekretom apoptotycznych komorek jednojadrzastych
izolowanych z krwi obwodowej zdrowych dawcéw podany szczurom po udarze niedokrwiennym ma
dziatanie neuroprotekcyjne, redukuje uszkodzenie mozgu i przywraca uposledzone w wyniku ischemii
mozgu funkcje neurologiczne (Altmann i wsp., 2014).

Jednym z gléwnych mechanizmé6w odpowiedzialnych za terapeutyczne wlasciwosci EVs
w ischemii mézgu jest transfer miRNA pomigdzy komoérkami. Do§wiadczenia in vitro wykazaty,
ze egzosomy pochodzace z MSCs stymuluja wzrost aksondow poprzez proces, w ktory zaangazowane
jest miRNA (Zhang i wsp., 2017). Badania eksperymentalne in vivo potwierdzity te obserwacje.
Systemowo podane egzosomy pochodzace z MSCs modulowaty potranskrypcyjng regulacje genow i
ekspresj¢ biatek w komorkach docelowych biorcow, przyczyniajac si¢ do szybszej poprawy funkcji
neurologicznych u zwierzat po udarze niedokrwiennym. Wykazano, ze w procesy te zaangazowane sg
rézne rodzaje miRNA, miedzy innymi miR-133b (Xin i wsp., 2012). Xin i wspdtpracownicy
ujawnili, ze egzosomy pochodzace z MSCs z nadekspresjg mi-R-133b silniej wzmagaja plastycznosé¢
mozgu i powr6t utraconych funkcji w modelu udaru niz egzosomy z komoérek kontrolnych (Xin i wsp.,
2017a). Autorzy ci wykazali rowniez, ze egzosomy izolowane z MSCs wzbogacone 0 miRNA-17-92
znaczaco poprawiaja funkcje neurologiczne, wzmacniajg procesy neurogenezy, oligodendrogenezy
i zwigkszaja plastyczno$¢ dendrytow u szczuré6w po ischemii mézgu w poréwnaniu Z €gzosomami
pozbawionymi dodatkowego miRNA (Xin i wsp., 2017b).

Ponadto doswiadczenia Chen i Chop wykazaty, Ze egzosomy pochodzace z MSCs stymuluja
komérki endogenne mézgu do produkcji miRNA, wplywajac na plastyczno$s¢ mézgu po ischemii
(Chen i Chopp, 2018). Badania prowadzone z wykorzystaniem modelu OGD udowodnity,
ze egzosomy pochodzace z astrocytow poddanych dziataniu egzosomow izolowanych z MSCs
z nadekspresja miR-133b znaczaco zwickszaja wzrost neurytéw w hodowlach pierwotnych neuronéw
korowych w poréwnaniu z egzosomami pochodzacymi z komorek kontrolnych (Xin i wsp., 2017a).
Podobnie Huang i wspotpracownicy dowiedli, ze wzrost ilosci miR-124-3p w egzosomach z komorek
mikrogleju aktywuje polaryzacje tych komoérek w kierunku fenotypu przeciwzapalnego, hamuje
reakcje prozapalne i indukuje odbudowe uszkodzonych neuronéw (Huang i wsp., 2018).

Obecnie przeprowadzane sg takze proby terapii eksperymentalnych z wykorzystaniem innych
modyfikacji EVs. Kalani i wspotpracownicy wykazali, ze przeszczepione donosowo egzosomy
pochodzace z embrionalnych komoérek macierzystych zamkniete w kapsutach kurkuminy zmniejszaty
aktywacje¢ astrocytow, zwickszajac ekspresje biatka jadrowego specyficznego dla dojrzatych
neurondw (NeuN) oraz bialek potaczen Scistych $rodbtonka w modelu udaru niedokrwiennego u
myszy (Kalani i wsp., 2016).

1.6. Proby terapii klinicznej w ischemii mozgu z zastosowaniem MSCs

W 2007 roku na spotkaniu naukowcow, przedstawicieli firm i czlonkéw Narodowych
Instytutéw Zdrowia noszagcym nazwe ,Terapie Komodrek Macierzystych jako Ksztattujacy sie
Paradygmat w Udarze (STEPS)” ustalono zasady postgpowania w celu wykorzystania
mezenchymalnych komoérek macierzystych w badaniach klinicznych udaru moézgu. Przed
przeniesieniem badan eksperymentalnych do fazy klinicznej nalezy rozwigza¢ problemy natury
etycznej, technicznej i medycznej. Z etycznego punktu widzenia zastosowanie MSCs jest bardziej
zasadne niz uzycie embrionalnych komoérek macierzystych obcigzonych wigkszym ryzykiem
transformacji nowotworowej. Problemy techniczne zwiazane sa z ustaleniem odpowiedniego czasu
potrzebnego na izolacj¢, hodowle i charakterytyke MSCs, wykonanie testoéw bakteriologicznych

44



i namnozenie komorek, czas ten powinien wynosi¢ od 3 do 5 tygodni. Nalezy tez ustali¢ droge
transplantacji MSCs, podanie domédzgowe przynosi korzystne efekty, jednak jest bardziej inwazyjne
niz systemowy przeszczep komorek. Kolejny problem stanowi wybranie odpowiedniego czasu
pomigdzy udarem a podaniem MSCs, a takze wlasciwej liczby komoérek oraz czestotliwosci podan.
Ze strony medycznej nalezy potwierdzi¢ brak oddzialywania MSCs na inne choroby pacjenta
I przyjmowane przez niego leki oraz wykaza¢ zasadnos$¢ zastosowania komorek zmodyfikowanych
genetycznie (Dulamea, 2015).

Pomimo tych trudnosci, korzystne wyniki otrzymane w badaniach eksperymentalnych
prowadzonych na zwierzgtach uzasadniaja stosowno$¢ ich przeniesienia do fazy klinicznej
i zastosowania u pacjentow po ischemii mézgu. Jak dotad przeprowadzono 20 terapii Klinicznych
z wykorzystaniem MSCs u chorych po udarze, z czego tylko 2 badania dotyczyly udaru
krwotocznego, a 13 prob samego udaru niedokrwiennego (https://clinicaltrials.gov/). W wiekszoS$ci
badan zastosowano mezenchymalne komorki macierzyste pochodzace ze szpiku kostnego podawane
systemowo.

Jedng z pierwszych prob klinicznych fazy I/1l przeprowadzili Bang i wsp, przeszczepiajac
autologiczne  BM-MSCs dozylnie, dwukrotnie w ciggu 9 tygodni od wystgpieniu udaru
niedokrwiennego. Badanie obejmowato 5 pacjentow poddanych transplantacji MSCs i 25 pacjentow
kontrolnych, za$ catkowita dawka podanych komoérek wynosita 1x10® BM-MSCs. W grupie chorych
po przeszczepie BM-MSCs nie stwierdzono zgondéw bezposrednio spowodowanych transplantacjg
komoérek, ponownego wystapienia udaru ani dziatan nieporzadanych po przeszczepie, natomiast
zauwazono znaczaca poprawe Indeksu Barthela w poréwnaniu z pacjentami kontrolnymi
w ciggu 1 roku obserwacji (Bang i wsp., 2005).

Lee i wsp. wykonali 5-letnie badania kliniczne z dwukrotnym podaniem dozylnym
autologicznych BM-MSCs u 85 chorych po udarze niedokrwiennym. W grupie po przeszczepie MSCs
obserwowano dtuzszg przezywalnos¢ pacjentow u 72% chorych w stosunku do grupy kontrolnej (34%
chorych), wzrost wspotczynnika w Skali Rankina, brak znaczacych efektow ubocznych. Poprawe

stanu Klinicznego u pacjentéw, ktorzy otrzymali przeszczep MSCs towarzyszylo podwyzszenie
poziomu SDF-1 we krwi oraz mniejszy stopien uszkodzenia strefy podziarnistej komor bocznych (Lee
i wsp., 2010).

Bhasin i wsp. przeprowadzili 2 proby terapii z zastosowaniem dozylnej transplantacji BM-
MSCs w chronicznym udarze niedokrwiennym i w udarze krwotocznym. W pierwszym badaniu brato
udziat 12 pacjentdw, w tym 6 z nich otrzymato przeszczep 50-60x10° komorek, a obserwacja trwata
24 tygodnie. W grupie chorych nie stwierdzono zgondéw ani znaczacych efektow ubocznych,
zarejestrowano natomiast niewielki wzrost indeksu Fugl Meyer i zmodyfikowanego indeksu Barthela
oraz wzrost aktywacji p6l Brodman BA4 i BA6 $wiadczacych o zwigkszonej neuroplastycznosci
u pacjentow, ktorym podano BM-MSCs (Bhasin i wsp., 2011). Drugie badanie kliniczne wykonane
byto wedtug tej samej procedury, liczbe pacjentow zwiekszono do 40 oséb. W tej grupie chorych
robwniez nie zaobserwowano efektow ubocznych czy zgonow spowodowanych przeszczepem
komorek. Sposréd wszystkich testowanych parametréw stwierdzono jedynie istotny statystycznie
wzrost zmodyfikowanego indeksu Barthela (Bhasin i wsp., 2013).

Honmou i wspdtpracownicy przeprowadzili probe kliniczng u 12 pacjentow z uszkodzeniami
istoty biatej i szarej, wynikajace z przebytego udaru niedokrwiennego. Wszystkim chorym podano
dozylnie 0,6-1,6x10° autologicznych BM-MSCs w okresie od 36 do 133 dni od wystgpienie ischemii
mozgu. Nie zobserwowano niekorzystnego dzialania przeszczepionych komoérek, u pacjentow
po transplantacji MSCs widoczne byto ograniczenie obszaru uszkodzenia, o co najmniej 20% w ciggu
jednego tygodnia od transplantacji BM-MSCs (Honmou i wsp., 2011).
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Savitz i wsp. podawali dozylnie 85x10° komoérek jednojadrzastych pochodzacych ze szpiku
kostnego (BM-MNCs) 11 pacjentom w okresie od 7 do 30 dni od wystapienia udaru mézgu. Infuzja
komorek byta przeprowadzona w przeciaggu 4 godzin od aspiracji szpiku kostnego. Nie stwierdzono
efektow ubocznych, zaobserwowano natomiast istotng statystycznie poprawe wspotczynnikow: Skali
Udarowej Narodowego Instytutu Zdrowia (NIHSS), indeksu Barthela i zmodyfikowanego indeksu
Skali Rankina (Savitz i wsp., 2011).

W ostatnich latach Hess i wsp. przeprowadzili randomizowana, podwdjnie zaslepiong probe
kliniczng fazy II, z zastosowaniem kontroli placebo, u chorych, u ktorych wystgpit udar
niedokrwienny w przeciagu 24-48 godzin od epizodu niedokrwienia. Badanie przeprowadzono u 129
pacjentéw, z czego 67 chorym podano dozylnie multipotencjalne dojrzate progenitory komoérek szpiku
kostnego, komercyjnie dostepne, otrzymane z firmy Lonza, a 62 osoby otrzymaly preparat placebo.
W ciagu 90 dni badan nie zaobserwowano wystapienia efektow ubocznych, nie stwierdzono jednak
znaczgcej poprawy funkcjonalnej w grupie chorych, ktérym podano komoérki w stosunku do chorych,
ktorzy otrzymywali placebo (Hess i wsp., 2017).

Suarez-Monteagudo i wsp. wykonali probe kliniczng ze stereotaktycznym podaniem komoérek
5 pacjentom po udarze niedokrwiennym i krwotocznym, u ktorych wystepowaly lezje wzgorza,
prazkowia i pierwszorzedowej kory ruchowej. Chorym przeszczepiono do moézgu od 17,3x10°
do 55x10° autologicznych BM-MNCs. W ciagu 1 roku obserwacji u wszystkich pacjentow
po transplantacji MNCs stwierdzono niewielka poprawe funkcjonalng, nie obserwowano efektow
ubocznych (Suarez-Monteagudo i wsp., 2009).

Obecnie przeprowadza si¢ coraz wiecej prob Klinicznych, w ktorych komorki podawane sa
droga dotetnicza. Barbosa da Foseca i wsp. wykonali probe kliniczng u 6 pacjentow, u ktorych
wystapil udar niedokrwienny 59-82 dni wczesniej. Chorym przeszczepiano dotetniczo 1,25-5x108
autologicznych komoérek jednojadrzastych szpiku kostnego, z czego 2x10° komorek byla
wyznakowana *"Tc. Wykazano, z2 BM-MNCs byly obecne w mozgu do 24 godzin od momentu
podania, ponadto obserwowano je w watrobie, ptucach, $ledzionie, nerkach i pgcherzu moczowym.
Nie stwierdzono dziatan nieporzadanych ani niekorzystnego dzialania znacznika po 120 dniach
analizy (Barbosa da Fonseca i wsp., 2010). Podobnie bezpieczenstwo stosowanej terapii zostato
potwierdzone przez Battistella i wsp. Autorzy podawali dotetniczo 1-5x10° autologicznych BM-MNCs
szeSciu pacjentom. Podczas 180 dni obserwacji, prowadzonych u chorych, ktorzy otrzymali
przeszczep komorek nie zaobserwowali objawdw ubocznych (Battistella i wsp., 2011).

Ghali i wsp. przeprowadzili probe kliniczng u 39 pacjentow w fazie podostrej ischemii mozgu,
21 z nich podano dotgtniczo autologiczne komorki jednojadrzaste pochodzace ze szpiku kostnego, 18
0sOb stanowilo grupe kontrolng. Przeszczep BM-MNCs nie wywotal Zadnych znaczacych dziatan
nieporzadanych, ale u tych chorych nie obserwowano istotnej poprawy zdolno$ci motorycznych,
redukcji zaburzen mowy czy zmniejszenia obszaru uszkodzenia mézgu w poréwnaniu z grupg
kontrolng (Ghali i wsp., 2016).

Friedrich i wsp. wykonali dot¢tnicza infuzje BM-MNCs u 20 chorych, we wczesnej fazie
po udarze (3-7 dni). Po przeszczepie komodrek obserwowano poprawe zmodyfikowanego
wspoétczynnika Skali Rankina u 30% pacjentow po 90 dniach obserwacji, u kolejnych 40% osob
zanotowano ogolng poprawe stanu zdrowia. Nie stwierdzono szkodliwego dziatania zabiegu
transplantacji (Friedrich i wsp., 2012).

Moniche i wsp. przeprowadzili badanie kliniczne fazy I/II metoda pojedynczo $lepej proby
w grupie 20 pacjentébw. Po uplywie od 5 do 9 dni po niedokrwieniu podawano 1,59x10°
autologicznych BM-MNCs drogg dotetnicza. Nie zaobserwowano zadnych efektéw ubocznych po
uptywie 6 miesigey od transplantacji (Moniche i wsp., 2012).
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Jiang i wspolpracownicy wykonali probe kliniczng u 4 chorych, wéréd ktorych trzy osoby
przeszty udar niedokrwienny, a jedna udar krwotoczny. Badacze przeszczepili mezenchymalne
komorki macierzyste pochodzace ze sznura pepowinowego (UC-MSCs) podajac 2x10° UC-MSCs
do tetnicy srodkowej mozgu pacjentow. Nie zaobserwowano dziatan nieporzadanych po uptywie 6
miesigcy. Dwoch z trzech pacjentow po ischemii mozgu i transplantacji UC-MSCs wykazywato
zwigkszong sit¢ migsni oraz poprawe zmodyfikowanego wspotczynnika Skali Rankina w ocenie
przeprowadzonej po 90 i 180 dniach od przeszczepu (Jiang i wsp., 2013).

Aby oceni¢ bezpieczenstwo transplantacji mezenchymalnych komoérek macierzystych Lalu
i wsp. przeprowadzili metaanalize prob klinicznych, opublikowanych w MEDLINE, EMBASE
i Centralnym Rejestrze Kontrolowanych Prob Cochrane’a do czerwca 2011 roku. Przeanalizowano
wyniki badan u 1032 chorych, ktorym podawano wylacznie MSCs lub w polaczeniu z innymi
komoérkami we wlewach dozylnych lub dotgtniczych. Jednostkami chorobowymi byly: udar
niedokrwienny, choroba Crohna, kardiomiopatie, zawal serca, choroba przeszczep przeciwko
gospodarzowi. Sposrdéd wszystkich prob klinicznych 8 stanowito badania randomizowane z kontrolg
(RCTs) obejmujace 321 pacjentow, obserwowanych po uptywie 3 do 60 miesi¢cy od transplantacji.
Metaanaliza RCTs wykazata brak efektéw ubocznych po podaniu MSCs takich jak: ostra toksycznosé
spowodowana infuzja komorek, powiktania ogdlnoustrojowe, infekcje, nowotwory czy S$mierc,
u niektorych chorych stwierdzono jedynie przemijajaca goraczke (Lalu i wsp., 2012). Dane te
pokazuja, ze przeszczep MSCs jest bezpieczng metodg do zastosowan klinicznych.

Obecnie, ze wzgledu na obiecujace wyniki otrzymywane w badaniach przedklinicznych,
duzym zainteresowaniem z punktu zastosowan klinicznych cieszg si¢ zewnatrzkomorkowe pecherzyki
1 mozliwo$¢ ich uzycia w terapii ischemii mozgu. Do tej pory nie przeprowadzono zadnej proby
klinicznej przeszczepiania EVs pacjentom po udarze niedokrwiennym, planowane jest jednak badanie
obejmujace  transplantacje  egzosoméw  wzbogaconych w  miR-124  wyizolowanych
z mezenchymalnych komoérek macierzystych pacjentom w ostrej fazie po ischemii moézgu
(https://clinicaltrials.gov/). Rosnace zainteresowanie terapia przy uzyciu zewnatrzkomérkowych
pecherzykow zarowno ze strony naukowcow, lekarzy, ale takze firm farmaceutycznych stworzy

w najblizszym czasie platform¢ do opracowania protokotéw zastosowania EVs w probach
Klinicznych.
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2. Zalozenia i cel pracy

Niedokrwienie moézgu jest jednym z wazniejszych probleméw klinicznych choréb
osrodkowego uktadu nerwowego (OUN). Wystepujacy w nastepstwie niedokrwienia zesp6t objawow
okreslany mianem udaru powoduje wysoki wskaznik $miertelnosci chorych. Nagla §mier¢ komorek
neuralnych w miejscu niedotlenienia i uwalnianie czynnikow zwigzanych z uszkodzeniem tkanki
stanowi istote lokalnych reakcji immunologicznych w moézgu. Aktywacja astrocytow, komorek
mikrogleju i naplyw leukocytow z krwi przyczynia si¢ do progresji schorzenia. Miejscowy proces
»zapalny” wywolany zmianami w tkance powstalymi na skutek ischemii zwigksza obszar
uszkodzenia.

Ograniczone mozliwo$ci terapii sprawiaja, iz poszukiwanie nowych metod leczenia skutkow
udaru prowadzi si¢ wielokierunkowo, wykorzystujac rozne elementy patofizjologii, w tym komorki
immunologicznie czynne. Blokowanie szkodliwych efektow reakcji  komorek  uktadu
immunologicznego i promowanie korzystnych oddzialywan w procesach reparacji, zniszczonych
w wyniku udaru struktur, wydaje si¢ celowe w przyszlych strategiach terapeutycznych. W ostatnich
latach duzym zainteresowaniem cieszg si¢ mezenchymalne komorki macierzyste (MSCs). Z badan
eksperymentalnych wynika, ze nawet przejsciowa krotkotrwata obecnos¢ MSCs w tkance gospodarza
po ich przeszczepieniu powoduje pozytywny efekt w postaci stymulacji procesow naprawczych
po urazie i modulacji odpowiedzi immunologicznej biorcy. Wykazano, iz MSCs majg zdolno$¢
zarowno supresji jak i aktywacji odpowiedzi immunologicznej, co w $wietle najnowszych wynikoéw
badan dotyczacych schorzen OUN ogranicza uszkodzenie tkanki i sprzyja regeneracji. To stale
wspotdziatanie (cross-talk) pomiedzy MSCs dawcy i komoérkami immunologicznie czynnymi
gospodarza wydaje si¢ niezwykle istotne dla prawidlowej homeostazy w OUN oraz przezycia
i zachowania funkcji pozostatych po uszkodzeniu neuronow. Stad rozwdj ,,immunomodulatorowych
strategii”, ktore beda kontrolowaty funkcje poszczegdlnych populacji komoérek immunologicznych w
roznych fazach udaru, wydaje si¢ obiecujacym kierunkiem w terapii. Transfer mezenchymalnych
komoérek macierzystych (MSCs), ktore wykazuja silne wlasciwosci immunomodulacyjne, moze by¢
jednym z nich.

Z uwagi na silne wlasciwosci parakrynne, przeszczepione MSCs uwalniaja w $rodowisku
gospodarza szereg czynnikow troficznych, m.in. rozpuszczalne glikoproteiny macierzy
zewnatrzkomorkowej, czynniki wzrostu, cytokiny, ktére uczestnicza w ograniczaniu procesOw
zapalnych, apoptozy i fibrozy uszkodzonych tkanek. Badania przeprowadzone w ostatnich latach
wykazaty, ze czynniki MSCs przekazywane sa nie tylko w postaci uwolnionej, ale takze
za posrednictwem zewnatrzkomérkowych pecherzykow (EVs). Wydaje sig, ze EVs uwalniane z
MSCs mogg spetnia¢ takie same funkcje jak komorki, z ktérych pochodzg. Z dotychczasowych badan
wiadomo, ze EVs zawieraja receptory blonowe oraz biatka, lipidy, kwasy nukleinowe i r6zne formy
mRNA, ktore przekazywane do otaczajacych komorek moga zmienia¢ ich los 1 wlasciwosci.
W przypadku transplantacji w warunkach ischemii, bedgc naturalnymi nosnikami substancji
bioaktywnych, EVs moga re-programowac¢ endogenne komorki w uszkodzonej tkance, modulujac ich
funkcje oraz dziala¢ immunosupresyjnie, ograniczajagc odpowiedz prozapalng. Weryfikacja efektow
dziatania EVs w badaniach przedklinicznych w poréwnaniu z przeszczepem MSCs jest konieczna,
dlatego postanowiliSmy, ze temat ten begdzie przedmiotem moich badan realizowanych w ramach
pracy doktorskiej.
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Celem badan byla ocena wilasciwosci immunomodulacyjnych ludzkich mezenchymalnych
komoérek macierzystych szpiku kostnego oraz wyizolowanych z nich zewnatrzkomérkowych
pecherzykow przeszczepianych u dorostych szczuréw w modelu cytotoksycznego uszkodzenia mozgu
ouabaing.

Przedmiotem badan byly ludzkie mezenchymalne komorki macierzyste szpiku kostnego
(hBM-MSCs) komercyjnie dostepne firmy Lonza i izolowane z nich zewnatrzkomorkowe pecherzyki
(EVs), oceniane w eksperymentach in vitro i in vivo po ich transplantacji u szczurow. Wybrany do
badan model cytotoksycznego uszkodzenia mézgu z zastosowaniem inhibitora pompy sodowo-
potasowej (ouabainy) zostal opracowany w naszym zespole. Szczegdélowo opisane wczesniej
ogniskowe uszkodzenie tkanki dotyczylo w réoznym stopniu poszczegdlnych struktur prazkowia.

Cel mojej pracy doktorskiej byt realizowany w oparciu o badania dotyczace:

- opracowania metody izolacji EVs z hBM-MSCs, ich charakterystyki i wyboru techniki optymalnego
znakowania w celu wizualizacji EVs w badaniach in vitro i in vivo

- okreslenia migracji hBM-MSCs i EVs podanych dotgtniczo oraz mozliwosci zasiedlania przez nie
rejondéw mozgu biorcow przeszczepu w modelu cytotoksycznego uszkodzenia mézgu

- oceny wrodzonej i adaptacyjnej odpowiedzi immunologicznej w mozgu szczura, poddanego
weczesniej uszkodzeniu prazkowia, po przeszczepie hBM-MSCs i EVs
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3. Materiat

3.1. Ludzkie mezenchymalne komorki macierzyste szpiku kostnego

Przedmiotem badan byly ludzkie mezenchymalne komodrki macierzyste wyizolowane
ze szpiku kostnego (hBM-MSCs) zdrowych dorostych dawcow obu pici, dostepnie komercyjnie
(Lonza). Zamrozone hBM-MSCs dostarczane do naszego laboratorium w liczbie 75x10* komoérek,
stanowigcych pasaz drugi, byly hodowane in vitro w celu ich namnazania az do uzyskania
okreslonych ilo$ci potrzebnych do badan eksperymentalnych.

3.2. Zwierzeta doswiadczalne

Do badan in vivo wykorzystano doroste samce szczurow stada Wistar, w wieku okoto 3
miesigcy, o cigzarze ciata 250-280 g, pochodzace z Charles River Sulzfeld, hodowane w Zwierzetarni
Instytutu Medycyny Doswiadczalnej i Klinicznej PAN. Podczas trwania eksperymentéw szczury
przebywaty w klatkach hodowlanych w pomieszczeniu pooperacyjnym w warunkach fotoperiodu
12:12 godzin, majac staty dostep do wody i1 pozywienia. Wszystkie procedury eksperymentalne byly
prowadzone zgodnie z wytycznymi Unii Europejskiej, za zgoda I Lokalnej Komisji Etycznej
w Warszawie (uchwaty: 52/2013 z dnia 14.11.2013 i 164/2016 z dnia 16.11.2016).

3.3. Grupy doswiadczalne

Podczas doswiadczen zwierzeta laboratoryjne zostaly podzielone na poszczegdlne grupy
eksperymentalne, z ktorych kazda liczyta 6 szczurow:

e Grupa | — grupa kontrolna- zwierzeta zdrowe, nie poddane zadnym zabiegom

e Grupa Il — zwierzeta poddane uszkodzeniu mézgu ouabaing

e Grupa Il - zwierzeta poddane uszkodzeniu moézgu ouabaing i transplantacji ludzkich
mezenchymalnych komoérek macierzystych szpiku kostnego

e Grupa IV - zwierzeta poddane uszkodzeniu moézgu ouabaing 1 transplantacji
zewnatrzkomorkowych pecherzykow wyizolowanych z ludzkich mezenchymalnych komorek
macierzystych szpiku kostnego.

OUA hBM-MSCs/EVs Badania w czasie rzeczywistym i pobranie narzadow
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Ryc. 6. Schemat do$wiadczen (OUA — wykonanie uszkodzenia mézgu ouabaing, hBM-MSCS/EVS przeszczep
komorek lub pochodzacych z nich zewnatrzkomérkowych pecherzykow).
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4. Metody badan

4.]1. Hodowla komorek hBM-MSCs

Ludzkie mezenchymalne komorki macierzyste szpiku kostnego (hnBM-MSCs) (Lonza) byty
wysiewane do butelek o powierzchni 75 cm?* w gestosci 3x10° komorek/butelke i hodowane w
pozywce MSCBM™ (Lonza) z dodatkiem 10% MCGS, L-glutaminy i gentamycyny, w atmosferze
powietrza z zawartoécig, 5% CO, o wilgotnoéci 95% i temp. 37°C. Pozywka hodowlana byla
wymieniana na §wiezg, €0 2-3 dni. W celu utrzymania stalego poziomu proliferacji hBM-MSCs byty
pasazowane w odstepach 5-dniowych po osiagnigciu przez nie 70-80% konfluentnego wzrostu. Do
doswiadczen uzywano komoérek pochodzacych z pasazy 4 — 6.

4.2. Znakowanie komorek hBM-MSCs za pomocg Molday ION

hBM-MSCs przeznaczone do badan byly znakowane Molday ION (BioPAL) zawierajacym
nanoczastki zelaza skoniugowane z rodaming B. W tym celu do hodowli hBM-MSCs, ktore osiagnety
70-80% konfluentnego wzrostu, dodawano do podtoza 20 pg/ml Molday ION i inkubowano komorki
ze znacznikiem przez 18 godzin w atmosferze powietrza z zawarto$cia, 5% CO,, o wilgotnosci 95%
i temp. 37°C. Po tym czasie wyznakowane hBM-MSCs trzykrotnie plukano w buforowanej soli
fizjologicznej (PBS) i umieszczano w $wiezej pozywce MSCBM™ (Lonza). Tak przygotowane
komorki uzywano do dalszych eksperymentow.

4.3. Znakowanie komorek hBM-MSCs za pomocg PKH26

Znakowanie hBM-MSCs za pomoca lipofilnego barwnika PKH26 (Sigma) przeprowadzano
zgodnie z instrukcjg producenta. W tym celu zebrane z hodowli komorki zawieszano w PBS 1 100 pl
zawiesiny hBM-MSCs, dodawano do 1 ml rozpuszczalnika (Diluent C), jednocze$nie do kolejnej
porcji 1 ml rozpuszczalnika dodawano 4 ul PKH26, mieszajac natychmiast te dwa roztwory. Podczas
znakowania hBM-MSCs inkubowano z PKH26 przez 5 minut w ciemno$ci w temperaturze
pokojowej, po tym czasie reakcja byta blokowana przy uzyciu 2 ml 10% bydlecej surowicy ptodowe;j
(FBS). Nastepnie do mieszaniny reakcyjnej dodawano PBS i wirowano przy predkosci 400 X g przez
10 minut w temperaturze pokojowej, supernatant usuwano, a do osadu komorek dodawano podtoze
hodowlane MSCBM™ i wirowano trzykrotnie przy predkosci 400 x g przez 5 minut w temperaturze
pokojowej. Wyznakowane komoérki byty uzywane do przeprowadzenia dalszych eksperymentow.

4.4. Izolacja zewngtrzkomoérkowych pecherzykow (EVs) uwalnianych z hBM-MSCs podczas hodowli
komorek in vitro

Zewnatrzkomorkowe pecherzyki uwalniane przez hBM-MSCs natywne lub wczeéniej
znakowane Molday ION czy PKH26 podczas hodowli komorek in vitro byty izolowane z ich nadsaczy
hodowlanych. W tym celu w prowadzonych hodowlach hBM-MSCs wykazujacych 50% konfluencji
wymieniano pozywke MSCBM™ (Lonza) na $wieza i prowadzono dalsza hodowle komérek przez 2-3
dni w atmosferze powietrza z zawartoscig, 5% CO,, o wilgotnosci 95% i temp. 37°C. EVs byly
izolowane z pozywki pochodzacej z hodowli 5x10° hBM-MSCs, wykazujacych 90% konfluentnego
wzrostu. W tym celu nadsgcz z takich hodowli zbierano i wirowano dwukrotnie, poczatkowo przy
predkosci 200 x g, przez 10 minut, a nastepnie przy predkosci 500 x g, przez 10 minut, w temp. 4°C
w celu usuniecia obumartych komorek i zamrazano w temp. -70°C. Przed wykonaniem
eksperymentow nadsacz z zawartymi EVs rozmrazano, wirowano przy predkosci 2000 x g, przez 20
minut w temp 4°C w celu usunigcia martwych komoérek i pecherzykdéw apoptotycznych, a nastepnie
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poddawano go dwukrotnemu ultrawirowaniu przy predkosci 100 000 x g w temp. 4°C przez 75 minut
w celu otrzymania mikropecherzykow. Wyizolowane EVs byty zawieszane w 100 pl dejonizowanego
PBS (DPBS, Lonza) i wykorzystywane do badan lub zamrazane w temp. -70°C do dalszych
eksperymentow.

4.5. Analiza zewngtrzkomorkowych pecherzykow wyizolowanych z mezenchymalnych komorek
macierzystych za pomocq aparatury NanoSight

Wielkos$¢ i koncentracja zewnatrzkomoérkowych pecherzykow byta analizowana przy uzyciu
aparatury NanoSight NS300 (Malvern, UK), z wykorzystaniem kamery cCMOS i niebieskiego lasera
488 nm. W tym celu EVs byly zawieszane w 1 ml DPBS i analizowane za pomoca NanoSight
z oprogramowaniem w wersji 3.2. Pomiaru dokonano w sze$ciu probkach pochodzacych z szesciu
odrebnych izolacji, kazda probka mierzona byta 3 razy przez 60 sekund w statej temp. 23°C. Dla
kazdego pomiaru sporzadzono histogramy, ktore byly nastepnie usredniane, wyniki przedstawione
zostaty, jako warto$¢ $rednia z sze$ciu mierzonych probek.

4.6. Znakowanie EVs za pomocq PKH26

Wyizolowane z natywnych hBM-MSCs EVs byly znakowane przy uzyciu lipofilnego
znacznika PKH26. W tym celu 100 pl zawiesiny EVs dodawano do 1 ml rozpuszczalnika (Diluent C).
Jednoczesnie do kolejnej porcji 1 ml rozpuszczalnika dodawano 4 pl PKH26, mieszajac natychmiast
te dwa roztwory. Podczas znakowania EVs inkubowano z PKH26 przez 5 minut w ciemno$ci
w temperaturze pokojowej, po tym czasie reakcja byta blokowana przy uzyciu 2 ml 10% FBS,
a nastgpnie do mieszaniny reakcyjnej dodawano dejonizowany PBS i wyznakowane EVs byly
izolowane poprzez ultrawirowanie przy predkosci 100 000 x g w temp. 4°C przez 75 minut,
zawieszane w 100ul DPBS (Lonza) i wykorzystywane do badaf lub zamrazane w temperaturze -70°C
do czasu ich uzycia w kolejnych do§wiadczeniach.

4.7. Analiza hBM-MSCs i EVs in vitro w transmisyjnym mikroskopie elektronowym

W  celu wizualizacji pecherzykéw endosomalnych obecnych w  hBM-MSCs lub
zewnatrzkomorkowych pecherzykow wyizolowanych z tych komorek zostata przeprowadzona analiza
w transmisyjnym mikroskopie elektronowym. W tym celu hBM-MSCs oraz EVs byty utrwalane w 2%
roztworze paraformaldehydu (Sigma Aldrich, Germany) i 2.5% roztworze glutaraldehydu (Merck
KGaA, Darmstadt, Germany) w 0,1M buforze kakodylowym, pH 7,4 w 4°C przez 16 godzin i ptukane
w 0.1 M roztworze kakodylowym o pH 7.4. Proces utrwalania hBM-MSCs lub EVs przeprowadzano
w 1% czterotlenku osmu (Sigma, USA), EVs odwadniano w szeregu alkoholi i tlenku propylenu (abcr
GmbH, Germany), zatapiano w bloczkach zywicy Agar 100 R1030 (Agar, USA), po czym krojono na
skrawki o grubosci 50 nm przy uzyciu ultramikrotomu RCM. Skrawki z zatopionymi hBM-MSCs lub
EVs barwiono przy uzyciu octanu urynalu i cytrynianu otowiu. Zdjecia hBM-MSCs i EVs wykonano
w mikroskopie elektronowym JEM 1200EX w Srodowiskowym Laboratorium Mikroskopii
Elektronowej IMDIK PAN.

4.8. Analiza EVs w rezonansie magnetycznym

Analiza MRI zostata przeprowadzona z wykorzystaniem rezonansu magnetycznego firmy
Bruker, model Biospec 70/30USR o indukcji pola magnetycznego 7T w Srodowiskowym
Laboratorium Rezonansu Magnetycznego Matych Zwierzat IMDIK PAN. Do analizy wykorzystano
hBM-MSC-EVs wyznakowane za pomoca Molday ION oraz niewyznakowane, stanowiace kontrole.
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EVs rozpuszczane byty w 200 ul DPBS w probowkach typu eppendorf i umieszczane w fantomie
zawierajacym agar w celu stabilizacji probek i usuniecia artefaktéw pochodzacych z otoczenia.
Analizy dokonano za pomocg obrazowania T2-zaleznego przy parametrach: TR=2500 ms, TE=36 ms,
FA=180 deg, TA=2 min 40 s. Dane byly obliczane na podstawie zmian w czasie relaksacji dla
poszczegdlnych probek.

4.9. Analiza EVs za pomocg wysokorozdzielczej cytometrii przepltywowej

Obecnos$¢ znacznikow i antygenéw powierzchniowych obecnych na EVs byta oceniana
za pomocg wysokorozdzielczego cytometru przeptywowego (Apogee Flow Systems, Hemel
Hempstead, UK) w Osrodku Badan Genetycznych i Nutrogenomiki Matopolskiego Centrum
Biotechnologii Uniwersytetu Jagiellonskiego w Krakowie. W tym celu EVs byly inkubowane z
wybranymi przeciwciatami: skoniugowanymi z izotiocyjaninem fluresceiny (FITC) anty-CD9 klon M-
L13, anty-CD63 klon H5C6, anty-CD81 klon JS-81 (wszystkie z BD Bioscience, San Jose, USA),
skoniugowanymi z fikoerytryng (PE) anty-CD44 klon BJ18, anty-CD73 klon AD2 i anty-CD90 klon
5E10 (wszystkie z BioLegend, San Diego, USA), oraz z odpowiednimi kontrolami izotypowymi.
Przed uzyciem wszystkie przeciwciata byly wirowanie z predkosécig 21 000 g przez 20 minut w 4°C w
celu usuniecia agregatow biatkowych. EVs byly rozpuszczane w DPBS i inkubowane z odpowiednimi
przeciwciatami przez 20 minut w temperaturze 4°C. Dodatkowo, zewngtrzkomérkowe pecherzyki
byly znakowane za pomocg lipofilnego markera PKH26 wedtug procedury, probki niezawierajace
pecherzykow, lecz sam marker PKH26 lub FBS zostaly wykorzystane, jako kontrole. Wyznakowane
EVs byly zawieszane w DPBS i analizowane w cytometrze przeptywowym dedykowanym matym
czastkom Apogee A50-Micro flow cytometer. Udziat procentowy pozytywnych zdarzen byt obliczany
przy uzyciu oprogramowania Apogee Histogram (Apogee Flow Systems).

4.10. Analiza EVs i hBM-MSCs przy pomocy metody Western Blot

Poprawnos$¢ izolacji oraz czysto$¢ wyizolowanych EVs zostala zweryfikowana poprzez
analiz¢ zawiesiny mikropgcherzykow, przy udziale specyficznych przeciwcial, metoda Western Blot.
Kontrole stanowity hBM-MSCs, ktore poddano homogenizacji w buforze do lizy CelLytic™ MT
(Sigma-Aldrich) z dodatkiem mieszaniny inhibitorow proteaz (Sigma-Aldrich), a nastepnie wirowano
przez 10 minut w 4°C przy predkosci 11500 rpm. W zebranych nadsaczach z komorek po ich
homogenizacji i w otrzymanych po izolacji zawiesinach EVs mierzono ilos¢ biatka za pomoca
zmodyfikowanej reakcji Lowry’ego przy uzyciu zestawu DC Protein Assay (Bio-Rad). Probki EVs
i hBM-MSCs byly rozdzielane za pomoca elektroforezy w zelu poliakrylamidowym w obecnosci
siarczanu dodecylu sodu (SDS-PAGE) i przenoszone na membrany nitrocelulozowe (Amersham,
Sigma-Aldrich). Po reakcji blokowania przy uzyciu 5% roztworu odtluszczonego mleka w TRIS-
buforowanej soli fizjologicznej (TBST), przeprowadzanej w temperaturze pokojowej przez 60 min,
na membrany naktadano specyficzne przeciwciala [-rzedowe przeciwko ludzkim antygenom: -
aktynie (1:2000; ThermoFisher Scientific) i kalneksynie (1:500; ThermoFisher Scientific), a po
inkubacji prowadzonej w temperaturze 4°C przez 12 godzin, membrany plukano i przeprowadzano
dalsza reakcje z zastosowaniem przeciwcial lI-rzedowych skoniugowanych z peroksydaza chrzanowa:
odpowiednio z kozim anty-mysim IgG, IgM (H+L) (1:4000; ThermoFisher Scientific) i kréliczym
anty-kozim IgG (H+L) (1:4000; ThermoFisher Scientific), w temperaturze pokojowej przez 60 min.
Sygnaty reakcji byly wizualizowane przy pomocy zestawu chemiluminescencyjnego ECL (GE
Healthcare Life Sciences, Chicago, IL, USA).
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4.11. Wspothodowle EVs i hBM-MSCs

W celu zbadania zdolno$ci migracji wyizolowanych ze znakowanych komorek EVs
do wnetrza komorek wspothodowano je z hBM-MSCs pochodzacymi z pasazu 5 lub 6. W tym celu
hBM-MSCs byly wysiewane na szkielka pokryte polilizyng umieszczone w 24-dotkowej plytce w
gestosci 10° komoérek/cm® i hodowane w temp. 37°C, w 5% CO, przez 24 godziny. Kolejnym etapem
bylo dodanie do hodowli komérek EVs wyznakowanych PKH26 lub SPIO i ich wspothodowla przez
24 godziny. Po tym czasie szkielka odptukiwano, a obecne wewnatrz komorek EVs analizowano
barwieniami immunocytochemicznymi i oceniano przy uzyciu mikroskopu konfokalnego (Zeiss LSM
780).

4.12. Analiza immunocytochemiczna

Badania immunocytochemiczne miaty na celu okreslenie natywnych jak i egzogennych EVs
wewngtrz hBM-MSCs po ich wspothodowli w warunkach in vitro. W tym celu komoérki po 24 godz.
inkubacji z EVs utrwalano w 4% paraformaldehydzie (PFA) przez 15 minut w temp. pokojowej,
a nastgpnie blokowano niespecyficzne epitopy poprzez dodanie 10% surowicy koziej (60 minut
w temp. pokojowej). Reakcje immunocytochemiczne przeprowadzano stosujgc I-rzedowe specyficzne
dla okreslonych antygendéw typowych dla ludzkich komoérek mezenchymalnych: CD44 (1:100); CD73
(1:100); CD90 (1:100); STEM121 (1:100) oraz tetraspanin: CD63 (1:100); CD81 (1:100); CD9
(1:100) (Tabela 1). Po 24 godzinnej inkubacji w temp. 4°C, po odptukaniu przeciwciat I-rzedowych
dodawano przeciwciata II-rzedowe skoniugowane z fluorochromem Alexa Fluor 488: kozie anty-
mysie w odpowiednim izotypie: 1gG1, 1gG3 lub 1gG2b (1:1000) w celu rozwinigcia reakcji barwnych.
Procedure barwienia komorek przeprowadzano przez 60 min inkubacji hBM-MSCs z przeciwciatami
Il-rzedowymi w ciemnosci w temperaturze pokojowej. Dodatkowo jadra badanych komérek barwiono
byly przy uzyciu 5 uM Hoechst 33258 (Life Technologies). Jako kontrole specyficznosci uzytych
przeciwcial zastosowano powyzsza procedurg barwienia z pominigciem I-rzedowych przeciwcial. Po
koncowym plukaniu preparaty byly zamykane przy uzyciu Fluorescence Mounting Medium (Dako).
Wyniki uzyskane w badaniach analizowano w mikroskopie konfokalnym (Zeiss LSM 780) oraz
z wykorzystaniem gtowicy Elyra i systemu superrozdzielczosci (SR-SIM) w Srodowiskowym
Laboratorium Laserowych Technik Mikroskopowych IMDiK PAN.

4.13.Model uszkodzenia prgzkowia szczura ouabaing

Do badan zostat wykorzystany opracowany w naszym zespole model cytotoksycznego
uszkodzenia moézgu polegajacy na stereotaktycznym podaniu inhibitora pompy Na'/K* (ouabainy)
do prazkowia szczura (Janowski 2004). Podczas zabiegu operacyjnego doroste samce szczurdéw stada
Wistar byly poddane znieczuleniu ogdlnemu poprzez dootrzewnowe podanie ketaminy (53mg/kg)
oraz medetomidyny (0.4g/kg). Zwierzeta bedace w narkozie umieszczano w aparacie
stereotaktycznym (Stoelting), wykonywano u nich nacigcie skory glowy wzdtuz szwu strzatkowego
1 nawiercano otwor trepanacyjny o $rednicy 0,5 cm na sklepisto$ci czaszki, nad prawa potkula. Przy
uzyciu 5 pl strzykawki Hamiltona zakonczonej igla o dlugosci 15 mm i $rednicy 33 mm,
z zastosowaniem pompy infuzyjnej podawano 1pul 50nmol roztworu ouabainy (OUA) z predkoscia 0,5
ul/min do prazkowia prawej potkuli szczura (koordynaty: A 0.5, L 3.8, D 4.7 mm; punktami
odniesienia w plaszczyznie horyzontalnej byla bregma). Po podaniu ouabainy igla iniekcyjna
pozostawata w mozgu szczura przez kolejnych 5 minut, aby zapobiec wstecznemu wyplywowi
podanego roztworu. Po wyjeciu igly brzegi rany na skorze zostaly zespolone nicig chirurgiczna.
Po operacji zwierzgtom podawano podskornie antybiotyk (Baytril, 0,4g/kg cigzaru ciata szczura)
i $rodek przeciwbolowy (Rycarfa, Smg/kg cigzaru ciala szczura).
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Ryc. 7. Zdjecie przedstawia zabieg stereotaktycznego podania ouabainy do prazkowania prawej potkuli mézgu
szczura (A), obok schemat struktur mézgu szczura z zaznaczeniem miejsca podania ouabainy (B).

4.14. Transplantacja komoérek hBM-MSCs lub EVs

Doroste szczury stada Wistar, u ktorych 48 godz. wczesniej wykonano uszkodzenia mozgu
ouabaing byly biorcami hBM-MSCs lub EVs, podawanymi dotetniczo. W celu dokonania zabiegu
transplantacji zwierzeta byly poddawane narkozie poprzez dootrzewnowe podanie ketaminy
(53 mg/kg) oraz medetomidyny (0.4 g/kg). Komorki lub zewnatrzkomérkowe pecherzyki podawano
do prawej tetnicy szyjnej wewnetrznej biorcy. W poczatkowym etapie izolowano i podwiazywano
prawag tetnice szyjng wspélna, prawa tetnice szyjng zewnetrzng 1 skrzydlowo-podniebiennag.
Dodatkowo koagulowano tetnice potyliczng i zaktadano zacisk na prawg tetnice szyjng wewngtrzng.
Nastgpnie nacinano prawa tetnice szyjna wspélng, do ktorej wprowadzano cewnik, tak, aby jego
koncéwka dochodzita do prawej tetnicy szyjnej wewngtrznej, nastepnie usuwano zacisk. Komorki
hBM-MSCs (5x10°) lub EVs (1,3x10° wyizolowane z 5x10°) w objetosci 1 ml soli fizjologiczne;,
wczesniej wyznakowane Molday ION lub PKH26, podawano bezposrednio do prawej tetnicy szyjnej
wewnetrznej z predkoscig 200 ul/min przy uzyciu pompy GenieTouch Syringe Pump. Po zabiegu
transplantacji zaktadany byt ponownie zacisk na prawa tetnice szyjna wewnetrzna, usuwano cewnik
1 zszywano tetnice szyjng wspolna, po czym zdejmowano zacisk. Rana operacyjna byla zamykana
przy uzyciu szwow chirurgicznych. Po operacji szczurom podawano podskdrnie antybiotyk (Baytril,
0,4 g/kg cigzaru ciala szczura) i Srodek przeciwbolowy (Rycarfa, 5 mg/kg ci¢zaru ciata szczura).
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1. Izolacja i podwiazanie prawej
tetnicy szyjnej wspolnej;
2. Podwiazanie prawej t¢tnicy szyjnej
zewnetrznej;
tetnica potyliczna 3. Koagulacja prawej tetnicy
potylicznej;
Podwigzanie prawej tetnicy
skrzydtowo-podniebiennej;
5. Zalozenie zacisku na prawa tetnice
szyjng wewnetrzna;

tetnica szyjna zewnetizna

tetnica szyjna wewnetizna

tetnica szyjna wspélna 6. Nacigcie prawej tetnicy szyjnej
powyzej szwu 1 wlozenie cewnika;
7. Usuniecie zacisku i podanie 5x10°
hBM-MSCs lub 1,3x10°EVs;
8. Podwiazanie tetnicy szyjnej
’ wspolnej, zdjecie zacisku, zszycie
5x105hBM-MSCslub
1,3x10°hBM-MSC-EVs

rany operacyjnej.

Ryc. 8. Schemat operacji mikrochirurgicznej majacej na celu zaopatrzenie naczyn krwionoénych przed
dotetniczym przeszczepem hBM-MSCs lub EVs

4.15. Analiza przeszczepionych hBM-MSCs w MRI w czasie rzeczywistym

Przyzyciowe badania szczuréw w celu analizy podanych dotetniczo komérek hBM-MSCs
znakowanych Molday ION w moézgu biorcéw przeprowadzono w rezonansie magnetycznym firmy
Bruker, model Biospec 70/30USR o indukcji pola magnetycznego 7T. Przed wykonaniem badania
szczury byly poddawane narkozie wziewnej przy uzyciu izofluoranu i umieszczane w rezonansie
magnetycznym. Mozgi zwierzat skanowano w MRI przed podaniem komorek, podczas transplantacji
hBM-MSCs i bezposrednio po ich przeszczepieniu oraz w sekwencjach czasowych 1, 3 i 7 dni
po podaniu hBM-MSCs, przy uzyciu sekwencji T2 i T2*.

4.16. Pobieranie materiatu do badan

W celu pobrania materiatu do badan po zakonczeniu eksperymentéow (1,3,7 i 14 dni
od zabiegu transplantacji hBM-MSCs lub EVs) szczury byly poddawane glebokiej narkozie poprzez
dootrzewnowe wstrzykniecie ketaminy (53 mg/kg) oraz medetomidyny (0.4 g/kg) i dekapitowane.
Przedmiotem badan byly moézgi i wezlty chlonne szyjne szczurdéw, izolowane na lodzie, zamrazane
w suchym lodzie i przechowywane w temp. -70°C. Przed wykonaniem skrawkow narzady
przenoszono do kriostatu, ogrzewano do temp. -20°C i krojono w plaszczyznie czotowej na skrawki o
grubosci 25 um, ktére umieszczano na szkietkach podstawowych. Po wysuszeniu skrawki narzadow
analizowano metodami immunohistochemicznymi.

4.17. Analiza immunohistochemiczna

Analiza immunohistochemiczna przeszczepianych hBM-MSCs i EVs byta przeprowadzana
w mozgu, weztach chtonnych szyjnych i $ledzionie szczurow w poszczegdlnych sekwencjach
czasowych. Dodatkowo oceniano populacje komérek immunologicznie czynnych w mozgu zwierzat
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eksperymentalnych. W tym celu skrawki narzadow utrwalano w 4% paraformaldehydzie przez 15
minut w temperaturze pokojowej, a nastepnie blokowano i permabilizowano poprzez dodanie
mieszaniny 10% surowicy koziej (GS), 0,25% Tritonu i 0,1% albuminy surowicy bydlecej (BSA) (60
min, temp. pokojowa). Nastepnie dodawano przeciwciata I-rzgdowe specyficzne dla ludzkich
antygenéw: mysie anty-ludzkie: CD44 (1:100), STEMI121 (1:100) oraz rozpoznajace antygeny
szczura: mysie anty-szczurze: CD15 (1:20), CD4 (1:300), CD45 (1:100), CD5 (1:80), CD8 (1:300),
ED1 (1:100) i krdlicze anty-szczurze: GFAP (1:200), inkubujgc preparaty 24 godz. w temp. 4°C.
Po odptukaniu przeciwcial I-rzedowych dodawano przeciwciala Il-rzgdowe skoniugowanych
z fluorochromem Alexa 488: kozie anty-mysie lub kozie anty-krolicze w odpowiednim izotypie: 1gG1,
IgM lub IgG(H+L) (1:500). Po odptukaniu przeciwciat [I-rzedowych jadra komérkowe barwione byty
przy uzyciu 5 uM Hoechst 33258 (Life Technologies). Dodatkowo do skrawkéw moézgoéw szczura
dodawano roztwor czerni Sudanowej w celu wyciszenia autofluorescencji tkanki. Po koncowym
ptukaniu preparaty byly zamykane przy uzyciu Fluorescence Mounting Medium (Dako). Wyniki
uzyskane w badaniach analizowano za pomocg mikroskopu konfokalnego (Zeiss LSM 780).

4.18. Homogenizacja mozgow szczurzych i pomiar ilosci biatka

W celu oznaczenia cytokin i chemokin w mézgach szczurow przeprowadzano homogenizacje
metodg mechanicznego rozcierania tkanki w homogenizatorze w 1ml buforu zawierajgcym: 20 mM
Tris-HCI (pH=7,5), 150 mM NaCl, 1 mM PMSF, 0,05 Tween-20 oraz mieszaning¢ inhibitoré6w proteaz
(Sigma). Otrzymane homogenaty mozgu wirowano przez 10 minut w temp. 4°C przy predkosci
obrotéw 11500 rpm w celu usunigcia debris komorek. W zebranych nadsaczach okreslano ilo$¢ biatka
za pomocg zmodyfikowanej reakcji Lowry’ego przy uzyciu zestawu DC Protein Assay (Bio-Rad).
Wartosci absorbancji dla poszczegdlnych probek wprost proporcjonalne do ilosci biatka zawartego
w homogenatach zostaly zmierzone po 20 minutach przy dtugosci fal 450 nm na spektrofotometrze
(Omega) i1 przeliczone wzgledem krzywej standardowej dla BSA. Homogenaty mozgéw szczura
odpowiednio rozcieficzono za pomocg buforu do homogenizacji i zamrozono w -70°C do dalszych
badan, ktére miaty na celu okreslenie poziomu wybranych cytokin i chemokin.

4.19. Analiza poziomu cytokin i chemokin w homogenatach mézgu szczuréow za pomocq aparatu
Luminex

Analiza poziomu wybranych cytokin oraz chemokin pro- i przeciwzapalnych byla
przeprowadzona w homogenatach pochodzacych z mozgoéw szczurzych, z wykorzystaniem zestawow
specyficznych dla biatek szczura BioPlexPro w technologii Luminex (BioRad). Przed przystapieniem
do badania czgs$¢ probek przeznaczona do oznaczenia poziomu TGF-B byta aktywowana poprzez
inkubacje z 1 N HCI przez 10 minut w temperaturze pokojowej, nastepnie reakcja byta blokowana
przez dodanie 1.2 N NaOH z 0.5 M HEPES. W celu przeprowadzenia analizy, badane probki
nadsaczy mozgu szczura rozcienczono w stosunku 1:1 w buforze (Diluent Buffer) z dodatkiem 0.5%
BSA, a liofilizat standardow rozcienczono w 500 pl tego samego buforu i inkubowano 30 minut na
lodzie. W plytkach 96-dotkowych umieszczono kulki magnetyczne optaszczone cytokinami: IL-1a,
IL-1B, IL-4, IL-6, IL-10, IFN-y, TNFa, TGFB-1, TGFB-2, TGFB-3 oraz chemokinami: CXCL1, MIP-
la, MIP-3a, MCP-1. Po dwukrotnym przeptukaniu ptytki buforem (Rinse Buffer), zalecanym przez
producenta, natozono odpowiednio przygotowane standardy lub nadsacze z homogenatow mozgoéw
szczurzych, kazdy w trzech powtdrzeniach. Tak przygotowana plytke inkubowano w temp. pokojowe;j
przez 60 lub 120 minut, stale mieszajac z predkoscig 850 rpm/min. Po tym czasie zawarto$¢ ptytki
przeplukano trzykrotnie, dodano specyficzne przeciwcialo detekcyjne i plytke inkubowano w temp.
pokojowej przez kolejne 30 lub 60 minut, mieszajac z predkoscia 850 rpm/min. Nastgpnie plytke
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trzykrotnie przeptukano, dodano przeciwciatlo skoniugowane ze streptawidyna i inkubowano w temp.
pokojowej przez 15 lub 30 minut mieszajac ptytke z predkoscia 850 rpm/min. Po przeptukaniu phytki
dodawano bufor (Assay Buffer) i dokonano odczytu za pomoca aparatury Luminex (BioRad).

4.20. Analiza statystyczna

Otrzymane wyniki liczbowe przedstawiono jako warto$ci S$rednie z poszczegdlnych
doswiadczen £SD. W celu oceny statystycznej istotnosci roznic pomigdzy wartosciami Srednimi
zostata przeprowadzona jednoczynnikowa analiza wariancji ANOVA oraz test Tukeya. Do wszystkich
obliczen zostal zastosowany program Prism 3.0. Poziom istotno$ci mniejszy niz 0.05 przyjeto
za statystycznie znamienny.
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Tabela 1. Wykaz  przeciwcial  pierwszorzedowych — wykorzystanych ~w  badaniach
immunocytochemicznych i immunohistochemicznych

Przeciwciato Izotyp, rozcienczenie Producent, Nr katalogowy
mysie monoklonalne anty-CD15 IgM, 1:20 Serotec, MCA967

mysie monoklonalne anty-CD44 IgG1, 100 Santa Cruz, sc-7297
mysie monoklonalne anty-CD45RA | 1gG1, 1:100 Serotec, MCA340R
mysie monoklonalne anty-CD5 19G1,1:80 Serotec, MCA52R
mysie monoklonalne anty-CD63 IgG1, 1:100 BD Pharmingen, 556019
mysie monoklonalne anty-CD73 1gG3, 1:100 Santa Cruz, sc-32299
mysie monoklonalne anty-CD81 IgG2b, 1:100 Santa Cruz, sc-166028
mysie monoklonalne anty-CD9 IgG1, 1:100 BD Pharmingen, 555370
mysie monoklonalne anty-CD90 IgG1, 1:100 Santa Cruz, sc-59398
mysie monoklonalne anty-ED1 IgG1, 1:100 Serotec, MCA341R
krolicze poliklonalne anty-GFAP IgG(H+L), 1:200 Dako, Z 0334

mysie monoklonalne anty-STEM121 | 1gG1, 1:100 Cellartis, Y40410

Tabela 2. Wykaz  przeciwcial  drugorzedowych  wykorzystaneych ~ w  badaniach
immunocytochemicznych i immunohistochemicznych

Przeciwciato Fluorofor Izotyp, rozcienczenie Producent, Nr kat.

kozie anty-mysie Alexa Fluor Alexa 488 IgG1, 1:500/1:1000 Invitrogen, A21121
kozie anty-mysie Alexa Fluor Alexa 488 1gG2b, 1:500/1:1000 Invitrogen, A21141
kozie anty-mysie Alexa Fluor Alexa 488 IgG3, 1:500/1:1000 Invitrogen, A21151
kozie anty-mysie Alexa Fluor Alexa 488 IgM, 1:500/1:1000 Invitrogen, A21042
kozie anty-krélicze Alexa Fluor | Alexa 488 IgG(H+L), 1:500/1:1000 | Invitrogen, A11008
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5. Wyniki

5.1.0cena morfologiczna i fenotypowa komorek hBM-MSCs in vitro

Ludzkie mezenchymalne komodrki macierzyste szpiku kostnego w hodowli in vitro tworza
homogenna populacj¢ komorek adherentnych o wrzecionowatym ksztalcie (ryc. 9A-B). hBM-MSCs
wykazuja wysokie tempo proliferacji, po 5 dniach hodowli osiagaja 90% konfluencji wzrostu. Analiza
specyficznych markeré6w ujawnita obecnos¢ STEM121 (75.0+1.4%), a takze antygendéw typowych
dla komorek mezenchymalnych: CD90 (94.3£5.1%), CD73 (86.8+2.7%) 1 CD44 (73.5£19%)
(ryc.9C-F,) (ryc.10). Taki profil ekspresji markeréw przez hBM-MSC byt zachowany w pasazach 4-6.

hBM-MSCs w $wietle hBM-MSCs w swietle hBM-MSCs
rzechodzacym przechodzacym /STEM121/Hoechst

[—

hBM-MSCs/CD44/Hoechst

hBM-MSCs/CD90/Hoechst hBM-MSCs/CD73/Hoechst

Ryc. 9. Obraz hBM-MSCs pozostajacych w hodowli in vitro widoczny w mikroskopie $wietlnym w $wietle
przechodzacym (A,B) i w mikroskopie konfokalnym po zastosowaniu analizy immunocytochemicznej
z uzyciem przeciwcial: anty-STEM121 (C), anty-CD90 (D), anty-CD73 (E) i anty-CD44 (F) (kolor zielony).
Jadra komorek wyznakowano dodatkowo barwnikiem Hoechst 33258 (kolor niebieski). Skala 50um

100

|
40
20
0 T T T 1
CDh44

STEM121 CDS0 CD73

[+.2]
o]

=]
w»]

procent komorek pozytywnych [%]

Ryc.10. Wykres przedstawia procentowy udziat hBM-MSCs wykazujacych obecno$¢é wybranych markerow.
Wyniki badan przedstawiono, jako wartosci srednie+SD, n=100
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5.2.Analiza wewngtrzkomorkowych struktur w hBM-MSCs z zastosowaniem SR-SIM i TEM

Analiza mikroskopowa hBM-MSC z wykorzystaniem superrozdzielczego systemu SIM
wykazata, iz zastosowanie znacznikéw PKH26 oraz Molday ION umozliwito wizualizacje struktur
w komorkach. Barwnik PKH26 byt widoczny w blonach wewnatrzkomoérkowych pecherzykow
i wykazywal kolokalizacje z tetraspaninami: CD9, CD63, CD81 (markerami egzosoméw), na co
wskazuje zotty kolor wyznakowanych wewnatrzkomérkowych struktur (ryc.11A-C). Natomiast uzyte
do znakowania hBM-MSCs nanoczgstki zelaza skoniugowane z rodaming B (Molday ION)
gromadzity si¢ wewnatrz pecherzykoéw komorkowych (czerwony kolor) na btonach, ktérych widoczne
byly tetraspaniny (zielone punkty) (ryc.11D-F).

CD9 CD63 CD8I

PKH26

Molday ION

Ryc.11. Komoérki hBM-MSCs znakowane PKH26 (A-C) lub Molday ION (D-F) (kolor czerwony). Analiza
immunocytochemiczna wewnatrzkomérkowych pecherzykéw po zastosowaniu specyficznych przeciwceiat
identyfikujacych tetraspaniny: anty-CD9 (A,D); anty-CD63 (B,E); anty-CD81 (C,F) (kolor zielony). Obraz
widoczny w super rozdzielczym systemie obrazowania mikroskopowego (SR-SIM). Jadra komorek
wyznakowano dodatkowo barwnikiem Hoechst 33258 (kolor niebieski). Skala 50 pm

Obecno$¢ znacznika nanoczastek zelaza w wewnatrzkomorkowych pecherzykach hBM-MSCs
wyznakowanych Molday ION zostata potwierdzona w badaniach z wykorzystaniem transmisyjnej
mikroskopii elektronowej (TEM). Nanoczastki zelaza byly widoczne w pecherzykach wewnatrz
komoérek hBM-MSCs (ryc.12A-C). Dodatkowo badania te pozwolity na zobrazowanie procesu
wnikania Molday ION przez bton¢ cytoplazmatyczna do wnetrza komorki podczas znakowania
komorek (ryc.12D).
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Ryc.12. Komorki hBM-MSCs po znakowaniu Molday ION. Reprezentatywny obraz widoczny w transmisyjnym
mikroskopie elektronowym uwidacznia obecno$¢ nanoczastek zelaza w wewnatrzkomérkowych pecherzykach
widocznych w cytoplazmie hBM-MSCs wyznakowanych Molday ION (A-C) oraz proces wnikania nanoczgstek
zelaza do komorki i gromadzenie si¢ ich w wewnatrzkomorkowych pecherzykach (D).

5.3.0cena pecherzykow wyizolowanych z hBM-MSCs przy pomocy TEM

Analiza pecherzykow uwalnianych przez hBM-MSCs (EVs) wykonana za pomoca
transmisyjnej mikroskopii elektronowej wykazata, iz stanowia one heterogenna populacje sktadajaca
si¢ z wigkszych mikropecherzykow i mniejszych egzosomoéw roznigcych sie wielkoscig i ksztattem
(ryc.13A-C). Ponadto badania przeprowadzone w TEM uwidocznity, ze EVS wyizolowane z hBM-
MSCs wyznakowanych Molday ION zachowuja nanoczastki zelaza rowniez po ich izolacji z komorek
(ryc.13E-F).

Ryc.13. Zewnatrzkomoérkowe pecherzyki po ich izolacji z natywnych hBM-MSCs (A-C), nanoczatki zelaza
skoniugowane z rodaming B (D) oraz EVs wyizolowane z komorek wyznakowanych Molday ION (E-F).
Reprezentatywny obraz widoczny w transmisyjnym mikroskopie elektronowym przedstawia heterogenna
populacje EVs sktadajaca si¢ z wickszych mikropecherzykéw i mniejszych egzosomow (A-C), nanonoczastki
zelaza sg obecne wewnatrz EVs po ich izolacji z wyznakowanych Molday ION hBM-MSCs (E-F)
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5.4.0brazowanie MR - EVs wyizolowanych z hBM-MSCs znakowanych Molday ION

Obrazowanie przy uzyciu rezonansu magnetycznego (MRI) zewnatrzkomorkowych
pecherzykow umieszczonych w fantomach potwierdzito efektywno$¢ znakowania EVs nanoczastkami
zelaza po ich izolacji z hBM-MSCs wyznakowanych Molday ION (ryc.14A). W obrazowaniu T2-
weighted nie zaobserwowano znaczacych zmian w intensywnosci sygnatu dla EVs wyznakowanych
Molday ION i EVs niewyznakowanych (ryc.14B), obrazowanie T2-map wykazato znaczaca zmiang
w czasie relaksacji z 974 ms dla hBM-MSC-EVs niewyznakowanych do 253 ms dla hBM-MSC-EVs
wyznakowanych Molday ION (ryc.14C). Wyniki te potwierdzaja optymalne warunki znakowania
hBM-MSCs i izolacji EVs, a takze pozwalajg okres$lic minimalng liczbe wyznakowanych
nanoczastkami zelaza pecherzykow niezbedng do otrzymania sygnatu przy pomocy posiadanego przez
nas aparatu MR.

Ryc. 14. Obrazowanie MR in vitro fantoméw zawierajacych EVs wyizolowane z hBM-MSCs wyznakowanych
Molday ION (czerwona strzatka) lub natywnych (niewyznakowanych) hBM-MSC (biata strzatka). Detekcja EVs
zawierajagcych nanoczastki zelaza i EVs natywnych nie wykazala roznic w intensywno$ci sygnalu w
obrazowaniu T2-weighted (B); r6znice w czasie relaksacji analizowanych znakowanych i nieznakowanych EVs
widoczne byty w obrazowaniu T2-map (C).

5.5 Analiza liczby i wielkosci EVs wyizolowanych z hBM-MSCs przy uzyciu NanoSight

Analiza zewnatrzkomoérkowych pecherzykéw za pomoca aparatury NanoSight pozwolita
na okreslenie ich wielkosci i koncentracji. Wykonane badania potwierdzily wcze$niejsze nasze
obserwacje w mikroskopie elektronowym, ze EVs wyizolowane z hBM-MSCs stanowia heterogenna
populacje (ryc.15A). Wyniki analizowanych przez nas EVs wykazaty, iz wyizolowane z hBM-MSCs
pecherzyki sktadajg sie z dwoch subpopulacji: egzosomow/mniejszych mikropecherzykéw o §rednicy
111.67+11.55 nm oraz wigkszych mikropecherzykow o wielkosci 398.334+49.33 nm (ryc.15B), przy
czym wickszo$¢ (okoto 80%) wszystkich zewnatrzkomoérkowych pecherzykéw miata wielkosé
zawartg w przedziale pomigdzy 86.73+1.61 nm a 218.60+2.86 nm (Tabela 3).

Wykonane przy uzyciu NanoSight pomiary pozwolity okreslic rowniez liczbe EVs
otrzymanych po izolacji. Wyniki naszych badan wykazaty, ze §rednia liczba EVs wyizolowanych
z 5x10° hBM-MSCs wynosi 1.26x10%1.84x10°/ml. Taka koncentracja odpowiadata 110.17+24.00
EVs na ramke¢ odczytu oraz 134.87+37.64 liczby centrow na ramke odczytu (Tabela 4).
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Ryc. 15. Analiza EVs przy pomocy NanoSight. Fragment nagrania wideo zarejestrowanego za pomoca
NanoSight (A). Reprezentatywny wykres pokazujacy liczbe i wielko$¢ EVs, sktadajaca si¢ z dwoch subpopulaciji
pecherzykow o sredniej wielkosci: 105 nm i 375 nm (B).

Tabela 3. Srednia wielko$é EVs zanalizowanych przy pomocy NanoSight

Wielkos¢ EVs

srednia [nm] | moda [nm] SD [nm] D10 [nm] D50 [nm] D90 [nm]

154.37+1.12 | 115.13+1.59 69.90+0.38 86.73£1.61 125.23+0.57 218.60+2.86

*D10, D50 and D90 odpowiadajg wartosciom procentowym (10%, 50%, 90%) pecherzykow mniejszych lub
rownych poszczegolnym wartosciom

Tabela 4. Srednia liczba EVs zanalizowane za pomoca NanoSight

Liczba EVs
Gestos¢ EVs/ ml Liczba EVs/ramke odczytu Liczba centrow/ramke odczytu
1.26x10°+1.84x10’ 110.17+£24.00 134.87+37.64

5.6. Ocena EVs po ich izolacji z hBM-MSCs za pomocg wysokorozdzielczej cytometrii przepltywowej

Analiza EVs w wysokorozdzielczym cytometrze przeptywowym dedykowanym do oceny
malych czastek (ApoGee Flow Systems) wykazala, iz badane czastki mialy wielko$¢ zawartg
w przedziale pomigdzy 100 a 250 nm. Wyniki badan wykazaly obecno$¢ markeréw typowych
dla mezenchymalnych komoérek macierzystych, w tym CD44 (21.32+3.27%), CD90 (16.70+7.44%)
i CD73 (8.75+2.03%), ekspresje¢ tetraspanin (markery egzosoméw): CD81 (2.85+0.87%), CD63
(2.58+1.36%) i CD9 (1.43+0.46%) w catej populacji EVs wyizolowanych z hBM-MSCs. (ryc.16A).

Ponadto badania przeprowadzone przy uzyciu ApoGee potwierdzily efektywnos$¢ znakowania
wyizolowanych z hBM-MSCs pecherzykow PKH26 in vitro. Wyniki analizy wykazaty, iz po
uwzglednieniu niespecyficznego znakowania FBS, 49.2% EVs bylo wyznakowanych PKH26
(ryc.16B).
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Ryc. 16 Analiza EVs wyizolowanych z natywnych hBM-MSCs w wysokorozdzielczym cytometrze
przeptywowym ApoGee A50-Micro. Na rycinie przedstawiono reprezentatywne wykresy analizy procentowej
zawarto$ci EVs wykazujacych obecnos¢ specyficznych markerow: CD44, CD73, CD90, CD9, CD63 i CDS81 (A)
oraz pozytywnych EVs ze znacznikiem PKH26 (MALS odpowiada relatywnej wielkosci analizowanych
prébek).
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5.7. Analiza EVs wyizolowanych z hBM-MSCs za pomocg Western blot

Analiza zewnatrzkomoérkowych pecherzykow metoda Western Blot poprzez kontrolne
znakowanie B-aktyng potwierdzita poprawnos¢ izolacji EVs z hBM-MSCs, obie probki EVs i hBM-
MSCs wykazywatly ekspresje tego markera. W celu sprawdzenia czystosci populacji
zewnatrzkomorkowych pecherzykow przeprowadzono detekcje kalneksyny — biatka obecnego
na btonach komérkowych. Nie stwierdzono obecnosci tego markera w populacji EVs, co wskazuje na
to, iz EVs wyizolowane z hBM-MSCs sg czysta populacja, niezawierajagca fragmentéw blon
komoérkowych (ryc.17).

hBM-MSCs EVs EVs hBM-MSCs
' =4
-
M kalneksyna
B-aktyna “ . —— (0D
(43 kDa) == -

Ryc. 17. Analiza EVs przy pomocy metody Western Blot. EVs nie wykazuja ekspres;ji kalneksyny, markera blon
komérkowych obecnego w populacji hBM-MSCs.

5.8. Wspothodowle EVs z hBM-MSCs

Aby sprawdzi¢, czy izolacja i znakowanie zewnatrzkomorkowych pecherzykéw nie wplyneto
na ich zdolno$¢ migracji do komorek, przeprowadzono wspothodowle EVs wyznakowanych PKH26
lub Molday ION z hBM-MSCs w warunkach in vitro. Analiza, przeprowadzana przy udziale
superozdzielczej mikroskopii SIM, utrwalonych preparatow komoérkowych po 24 godzinach
wspothodowli wykazata obecnos¢ EVs wewnatrz hBM-MSCs. Struktury, emitujace czerwony
barwnik pochodzacy od znacznikow PKH26 lub Molday ION $wiadcza o istnieniu znakowanych EVs
w komorkach. Cze$ciowa ko-lokalizacja barwnikow PKH26 lub Molday ION z markerami
egzosomow: CD9, CD63,CD81 (ryc.18), dodatkowo potwierdza powyzsza obserwacje, iz w hBM-
MSCs znajduja sie egzogenne EVs, ktore w warunkach wspothodowli in vitro zasiedlity te komorki.
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Ryc. 18 Komorki hBM-MSCs z widocznymi wewnatrz egzogennymi EVs znakowanymi PKH26 (A-C) lub
Molday ION (D-F) (kolor czerwony). Analiza immunocytochemiczna EVs po zastosowaniu specyficznych
przeciwciat identyfikujacych tetraspaniny: anty-CD9 (A,D); anty-CD63 (B,E); anty-CD81 (C,F) (kolor zielony).
Jadra komorek wyznakowano dodatkowo barwnikiem Hoechst 33258 (kolor niebieski). Zdjecia wykonane
w super rozdzielczym systemie obrazowania mikroskopowego (SR-SIM) po 24 godzinach wspothodowli EVs
i hBM-MSCs.). Skala 50 pm

5.9. Obrazowanie hBM-MSCs w mozgu szczuréw w sekwencji czasowej po ich transplantacji (MRI)

Migracja przeszczepionych do tetnicy szyjnej hBM-MSCs, wyznakowanych Molday ION
i stopien zasiedlania obszar6w mozgu szczura bylo monitorowane in Vvivo W rezonansie
magnetycznym podczas transplantacji (tx) komorek (w czasie rzeczywistym). Dodatkowo,
obrazowanie moézgu w MRI przeprowadzono u tych samych szczurow 24 godziny i 7 dni po
przeszczepie. Obrazowanie T2* pozwolito lepiej oceni¢ obecnos¢ hBM-MSCs w moézgu szczura
(ryc.19A-D), podczas kiedy obrazowanie T2 dodatkowo umozliwito uwidocznienie obszaru
uszkodzenia prawej potkuli mozgu szczura, przeprowadzone 2 dni przed transplantacja komorek
poprzez stereotaktyczne podanie ouabainy do prazkowia (ryc.19E-H).

Analiza w MRI w czasie rzeczywistym wykazata, ze podane do prawej tetnicy szyjnej szczura
hBM-MSCs migrowaly podczas infuzji do prawej potkuli moézgu szczura i gromadzity si¢ w okolicy
uszkodzenia (ryc.19B,F). Wskazywat na to posrednio generowany podczas MRI sygnat pochodzacy
z nagromadzenia si¢ nanoczastek zelaza bgdacych udziatem obecnosci hBM-MSCs wyznakowanych
Molday ION (zwigkszone zaciemnienie obrazu). Po uptywie 24 godzin od transplantacji sygnat
pochodzacy z nanoczastek zelaza hBM-MSCs byt w dalszym ciggu widoczny w prawej potkuli mézgu
biorcow przeszczepu, ale w duzo mniejszym natgzeniu w poréwnaniu z obrazem rejestrowanym
w momencie podania komorek (ryc.19.C,G). Po 7 dniach od przeszczepu hBM-MSCs znakowanych

67



Molday ION sygnat w moézgu szczura odbierany w MRI byl jeszcze stabszy (ryc.19D,H), a po
14 dniach od podania komorek nie udalo sie zarejestrowaé detekcji sygnatu u zadnego
z obrazowanych w MRI biorcow. Intensywno$¢ sygnatu generowanego w MRI moze posrednio
$wiadczy¢ o liczbie hBM-MSCs znakowanych Molday ION obecnych w analizowanej tkance.

przed tx podczas tx 24 godz. po tx 7 dni po tx

Obrazowanie T2*

Obrazowanie T2

Ryc. 19. Analiza MRI moézgu szczura po uszkodzeniu prazkowia ouabaing i transplantacji hBM-MSCs
wyznakowanych Molday ION podanych dotetniczo. Obrazowanie T2* (A-C) i T2 (D-F) mézgu szczuréw
biorcow przeszczepu komorek: w czasie rzeczywistym (podczas infuzji komoérek) (B,F) oraz po 24 godzinach
(C,G) i 7 dniach (D,H) od momentu transplantacji (tx) hBM-MSCs. Zielonymi strzatkami zaznaczono miejsca,
w ktorych widoczne jest zaciemnienie obrazu wynikajagce z nagromadzenia nanoczastek zelaza generujacych
sygnat w MRI, czerwonymi strzatkami - obszar uszkodzenia mozgu.

5.10. Ocena immunohistochemiczna hBM-MSCs obecnych po ich przeszczepie w mozgu

W celu potwierdzenia obecno$ci przeszczepionych dotetniczo hBM-MSCs znakowanych
Molday ION w obrebie mézgu szczura wykonano badania immunohistochemiczne tkanki: 24 godziny,
3 17 dni po transplantacji komorek.

Barwienia z zastosowaniem specyficznych przeciwcial identyfikujacych komorki ludzkie
potwierdzily obecno$¢ komorek dawcy w mozgu biorcoOw przeszczepu. Komorki Molday ION-
pozytywne oceniane w tkance szczura po uptywie 24 godzin, 3 1 7 dni od transplantacji wykazywaty
jednoczesénie ko-ekspresje markerow: CD44 (ryc.20 A-C) lub STEM121 (ryc.20 D-F).
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24 godziny po tx 3 dni po tx 7 dni po tx

CD44/Molday ION/Hoechst

STEM121/Molday ION/
Hoechst

Ryc. 20. Obraz w mikroskopie konfokalnym hBM-MSCs wyznakowanych przyzyciowo Molday ION (kolor
czerwony) widocznych w ipsilateralnej potkuli moézgu szczura po dotetniczej transplantacji. Analiza
immunohistochemiczna komorek po zastosowaniu przeciwcial: anty-CD44 specyficznych dla komérek MSCs
(A-C) i anty-STEM121 markera ludzkich komoérek (D-F) (kolor zielony). Jadra komoérek wyznakowano
dodatkowo barwnikiem Hoechst 33258 (kolor niebieski). Skala 20 um

5.11. Obecnos¢ EVs wyznakowanych PKH26 w mozgach szczurow po dotetniczej transplantacji

W celu detekcji przeszczepianych EVs, izolowanych z hBM-MSCs i znakowanych PKH26
przeprowadzono badania immunohistochemiczne. Analiza skrawkéw mozgu szczuréw, biorcow EVs,
u ktorych wczesniej wykonano uszkodzenie tkanki ouabaing, przeprowadzona w mikroskopie
konfokalnym, wykazala obecno$¢ skupisk EVs w prawej potkuli mézgu szczura 24 godziny po ich
dotetniczej transplantacji (ryc. 21).

PKH26/Hoechst

Ryc. 21. Wyznakowane przyzyciowo EVs barwnikiem PKH26 (kolor czerwony) widoczne po transplantacji
w ipsilateralnej potkuli mozgu szczura. Obraz widoczny w mikroskopie konfokalnym po 24 godz. od podania
EVs. Jadra komoérek wyznakowano dodatkowo barwnikiem Hoechst 33258 (kolor niebieski). Skala 20 pm
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5.12. Analiza efektorow odpowiedzi immunologicznej w mozgu szczuréow w poszczegolnych grupach
eksperymentalnych

Analiza wybranych komoérek immunologicznie czynnych w mozgu szczuréw wykazala, iz
w wyniku uszkodzenia prazkowania ouabaing dochodzi do zwigkszenia liczby niektorych populacji
w poréwnaniu ze szczurami zdrowymi, w tym: komérek mikrogleju ED1* (37.1£9.9% vs 11.1+6.8;
p <0.0001), leukocytow CD45RA™ (59.1£9.9% vs 44.4+10.4; p <0.01) oraz limfocytow T CD8 (8.1+
3.4% vs 1.4+1,2%; p <0.001).

Podanie komorek lub wyizolowanych z nich pecherzykow zwierzetom po ischemii miato
rozny wpltyw na komoérki wrodzonej badz adaptacyjnej odpowiedzi immunologicznej w moézgu
biorcow, wywotanej uszkodzeniem prazkowia. Transplantacja hBM-MSCs powodowata zmniejszenie
aktywacji komoérek GFAP® w stosunku do zwierzat po podaniu ouabainy, ale nie poddanych
transplantacji, obserwowane 24 godziny po przeszczepie komorek (28.2+4.7% vs 42.1+7.2%; p<0.01)
(ryc.22). Przeszczep hBM-MSCs powodowatl obnizenie liczby komoérek mikrogleju widoczne
po 3 dniach od transplantacji (37.1£9.9% vs 25.0+£10.71%; p<0.05). Natomiast podanie EVs
skutkowalo zmniejszeniem liczby komérek ED1" we wszystkich punktach czasowych obserwacji,
odpowiednio po 24 godzinach (37.1£9.9% vs 19+4.01%; p<0.0001), 3 dniach (37.1£9.9% vs
25.3+6.2%; p<0.05) i 7 dniach od transplantacji (37.1+£9.9% vs 214+4.5%; p<0.001) (ryc.23). Analiza
leukocytow wykazala, Zze infuzja hBM-MSCs prowadzi do obnizenia liczby komorek CD45RA”
w moézgu szczura po 3 dniach od przeszczepu (59.1£9.9% vs 41.3+7.7%; p<0.001), a w przypadku
podania wyizolowanych z komorek mezenchymalnych pecherzykow zmniejszenie liczby komorek
CDA45RA" obserwuje sie po 24 godz (59.1£9.9% vs 46.5+6.1%; 0<0.01) oraz 7 dniach (59.1£9.9% vs
41.9£8.9%; 0<0.001) od transplantacji (ryc.24). W populacji limfocytéw T CD5" w mozgu biorcow
przeszczepoéw EVs odnotowano wzrost liczby tych komérek widoczny po 3 dniach od transplantacji
(18.6£7.1% vs 34+7.9%; 0<0.001) (ryc.25). Podanie hBM-MSCs powodowato obnizenie limfocytow
T CD8" po 3 dniach od przeszczepu (8.1£3.4% vs 3.1+2.5; p<0.05), a w przypadku EVs zmniejszenie
liczby komoérek CD8" obserwowano 24 godziny (8.1+3.4% vs 2.8+1.7%; p<0.01) i 7 dni po ich
dotetniczej infuzji (8.1£3.4% vs 3.44+3.0; p<0.05) (ryc.27). W mozgu biorcow przeszczepow
otrzymujacych hBM-MSCs lub wyizolowane z nich EVs nie bylo zmian liczbowych w populacji
limfocytow CD4" czy komérek CD15", co uwidoczniono odpowiednio na wykresach (ryc. 26 i 28).
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Ryc. 22. Analiza immunohistochemiczna astrocytow w ipsilateralnej potkuli mozgu: szczura zdrowego (A),
48 godzin po uszkodzeniu prazkowia ouabaing (E) oraz po 1,3 i 7 dniach od dotetniczej transplantacji hBM-
MSCs (B-D) lub EVs (F-H). Wykres przedstawia procentowy udzial komorek GFAP® w poszczegdlnych
grupach zwierzat (stupek szary — szczury zdrowe, shupek czerwony — zwierzgta 48 godzin po uszkodzeniu
mozgu ouabaina, stupki i ciemnozielone — zwierzgta z uszkodzeniem moézgu po transplantacji
hBM-MSCs lub EVs oceniane w sekwencji czasowej). Wyniki badan przedstawione, jako wartosci $rednie
+SD., n=6, ** p<0.01
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Ryc. 23. Analiza immunohistochemiczna komoérek mikrogleju w ipsilateralnej potkuli moézgu: szczura zdrowego
(A), 48 godzin po uszkodzeniu prazkowia ouabaing (E) oraz po 1,3 i 7 dniach od dote¢tniczej transplantacji
hBM-MSCs (B-D) lub EVs (F-H). Wykres przedstawia procentowy udzial komérek ED+ w poszczegdlnych
grupach zwierzat (stupek szary — szczury zdrowe, stupek czerwony — zwierzeta 48 godzin po uszkodzeniu
mozgu ouabaing, stupki jasnozielone i ciemnozielone — zwierzgta z uszkodzeniem moézgu po transplantacji
hBM-MSCs lub EVs oceniane w sekwencji czasowej). Wyniki badan przedstawione, jako wartosci $rednie £SD,
n=6, * p<0.05; *** p<0.001; ****p<0.0001
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Ryc. 24 Analiza immunohistochemiczna leukocytéw w ipsilateralnej potkuli mozgu: szczura zdrowego (A),
48 godzin po uszkodzeniu prazkowia ouabaing (E) oraz po 1,3 i 7 dniach od dote¢tniczej transplantacji
hBM-MSCs (B-D) Ilub EVs (F-H). Wykres przedstawia procentowy udzial komoérek CD45RA+
w poszczegblnych grupach zwierzat (stupek szary — szczury zdrowe, stupek czerwony — zwierzgta 48 godzin po
uszkodzeniu moézgu ouabaing, stupki jasnozielone i ciemnozielone — zwierzeta z uszkodzeniem moézgu po
transplantacji hBM-MSCs lub EVs oceniane w sekwencji czasowej). Wyniki badan przedstawione, jako wartosci
$rednie £SD, n=6, ** p<0.01; *** p<0.001
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Ryc. 25. Analiza immunohistochemiczna limfocytow T w ipsilateralnej potkuli mozgu: szczura zdrowego (A),
48 godzin po uszkodzeniu prazkowia ouabaing (E) oraz po 1,3 i 7 dniach od dote¢tniczej transplantacji
hBM-MSCs (B-D) lub EVs (F-H). Wykres przedstawia procentowy udzial komérek CD5* w poszczegdlnych
grupach zwierzat (stupek szary — szczury zdrowe, stupek czerwony — zwierzeta 48 godzin po uszkodzeniu
mozgu ouabaing, stupki jasnozielone i ciemnozielone — zwierzgta z uszkodzeniem moézgu po transplantacji
hBM-MSCs lub EVs oceniane w sekwencji czasowej). Wyniki badan przedstawione, jako wartosci srednie £SD,
n=6, *** p<0.001
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Ryc. 26. Analiza immunohistochemiczna limfocytow T CD4" w ipsilateralnej potkuli mézgu: szczura zdrowego
(A), 48 godzin po uszkodzeniu prazkowia ouabaing (E) oraz po 1,3 i 7 dniach od dotgtniczej transplantacji
hBM-MSCs (B-D) lub EVs (F-H). Wykres przedstawia procentowy udziat komoérek CD4" w poszczegdlnych
grupach zwierzat (stupek szary — szczury zdrowe, shupek czerwony — zwierzgta 48 godzin po uszkodzeniu
mozgu ouabaing, stupki jasnozielone i ciemnozielone — zwierz¢ta z uszkodzeniem mozgu po transplantacji
hBM-MSCs lub EVs oceniane w sekwencji czasowej). Wyniki badan przedstawione, jako wartosci §rednie £SD,
n=6
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Ryc. 27. Analiza immunohistochemiczna limfocytéw T CD8" w ipsilateralnej potkuli mézgu: szczura zdrowego
(A), 48 godzin po uszkodzeniu prazkowia ouabaing (E) oraz po 1,3 i 7 dniach od dote¢tniczej transplantacji
hBM-MSCs (B-D) lub EVs (F-H). Wykres przedstawia procentowy udziat komoérek CD8* w poszczegdlnych
grupach zwierzat (stupek szary — szczury zdrowe, stupek czerwony — zwierzgta 48 godzin po uszkodzeniu
mozgu ouabaing, stupki jasnozielone i ciemnozielone — zwierzgta z uszkodzeniem moézgu po transplantacji
hBM-MSCs lub EVs oceniane w sekwencji czasowej). Wyniki badan przedstawione, jako wartosci $rednie £SD,
n=6, * p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001
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Ryc. 28. Analiza immunohistochemiczna neutrofili w ipsilateralnej potkuli moézgu: szczura zdrowego (A),
48 godzin po uszkodzeniu prazkowia ouabaing (E) oraz po 1,3 i 7 dniach od dotetniczej transplantacji
hBM-MSCs (B-D) lub EVs (F-H). Wykres przedstawia procentowy udzial komérek CDI5"
w poszczegblnych grupach zwierzat (stupek szary — szczury zdrowe, stupek czerwony — zwierzeta 48 godzin po
uszkodzeniu mézgu ouabaina, stupki jasnozielone i ciemnozielone — zwierzg¢ta z uszkodzeniem moézgu po
transplantacji hBM-MSCs lub EVs oceniane w sekwencji czasowej). Wyniki badan przedstawione, jako wartosci
srednie £SD, n=6
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5.13. Analiza mediatorow zapalnych w mozgach szczuréow w poszczegdlnych grupach
eksperymentalnych

Analiza poziomu cytokin w homogenatach moézgow szczurdw z zastosowaniem platformy
BioPlexPro w technologii Luminex (BioRad) wykazata, iz w wyniku uszkodzenia mozgu ouabaing
dochodzi do istotnej statystycznie aktywacji cytokin prozapalnych: IL-1a (p<0.01), IL-1p (p<0.0001),
IL-6 (p<0.0001) oraz TGF-B2 (p<0.001). Zmiany powstajace w wyniku ischemii prowadzity do
istotnego  statystycznie podwyzszenia poziomu chemokin: CXCL1 (p<0.0001), MIP-lalpha
(p<0.0001), MIP-3alpha (p<0.05) i MCP-1 (p<0.0001).

Wyniki badan przeprowadzonych u szczuréw po uszkodzeniu prazkowia ouabaing wykazaty,
iz przeszczep hBM-MSCs lub EVs prowadzi do obnizenia poziomu cytokin prozapalnych
obserwowanego po ischemii. W wyniku transplantacji komoérek lub wyizolowanych z nich
pecherzykow dochodzi do spadku aktywowanej IL-1a po 24 godzinach od infuzji (ryc.29). Podanie
hBM-MSCs lub EVs powoduje zmniejszenie ilosci wydzielanej IL-13 we wszystkich punktach
czasowych obserwacji zwierzat eksperymentalnych (ryc.30). Podobnie widoczny jest spadek poziomu
IL-6, wysoce znamienny (p<0.0001) zarowno w przypadku transplantacji komorek jak i pochodzacych
z nich pecherzykow (ryc.31). U biorcow przeszczepu hBM-MSCs obserwuje si¢ obnizenie 1L-4
po 3 dniach od zabiegu transplantacji. Po dotetniczym podaniu EVs nizszy poziom IL-4,
w poréwnaniu do ilosci IL-4 w mdzgu zwierzat po ischemii, widoczny jest 24 godziny i 7 dni po
infuzji (ryc.32). Podobnie przeszczep EVs powoduje zmniejszenie ilosci IFN-y notowane 24 godziny
po transplantacji (ryc.33).

Podanie hBM-MSCs lub EVs prowadzi do obnizenia poziomu TGF-B2. Mniejsza ilos¢
czynnika TGF-B2 obserwowuje si¢ po uptywie 3 oraz 7 dni zarowno w przypadku iniekcji komorek
jak i wyizolowanych z nich pgcherzykow (ryc.36).
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Ryc. 29. Wykres przedstawia poziom interleukiny 1o w ipsilateralnej potkuli moézgu w poszczegodlnych grupach
doswiadczalnych szczurow (stupek szary — szczury zdrowe, stupek czerwony — zwierze¢ta 48 godzin po
uszkodzeniu moézgu ouabaina, stupki jasnozielone i ciemnozielone — zwierzeta z uszkodzeniem moézgu po
transplantacji hBM-MSCs lub EVs oceniane w sekwencji czasowej). Wyniki badan przedstawione, jako wartosci
srednie £SD, n=6, * p<0.05; ** p<0.01
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Ryc. 30. Wykres przedstawia poziom interleukiny 18 w ipsilateralnej potkuli mézgu w poszczegélnych grupach
doswiadczalnych szczuréw (shupek szary — szczury zdrowe, stupek czerwony — zwierzeta 48 godzin po
uszkodzeniu moézgu ouabaina, stupki jasnozielone i ciemnozielone — zwierz¢ta z uszkodzeniem moézgu po
transplantacji hBM-MSCs lub EVs oceniane w sekwencji czasowej). Wyniki badan przedstawione, jako wartosci
srednie £SD, n=6, * p<0.05; *** p<0.001; ****p<0.0001
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Ryc. 31. Wykres przedstawia poziom interleukiny 6 (IL-6) w ipsilateralnej potkuli mézgu w poszczegdlnych
grupach doswiadczalnych szczuréw (stupek szary — szczury zdrowe, stupek czerwony — zwierzeta 48 godzin po
uszkodzeniu moézgu ouabaing, stupki jasnozielone i ciemnozielone — zwierzeta z uszkodzeniem moézgu po
transplantacji hBM-MSCs lub EVs oceniane w sekwencji czasowej). Wyniki badan przedstawione, jako warto$ci
$rednie £SD n=6, **** p<0.0001
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Ryc. 32. Wykres przedstawia poziom interleukiny 4 (IL-4) w ipsilateralnej potkuli mézgu w poszczegdlnych
grupach doswiadczalnych szczuréw (stupek szary — szczury zdrowe, stupek czerwony — zwierzeta 48 godzin po
uszkodzeniu moézgu ouabaing, stupki jasnozielone i ciemnozielone — zwierzeta z uszkodzeniem moézgu po
transplantacji hBM-MSCs lub EVs oceniane w sekwencji czasowej). Wyniki badan przedstawione, jako warto$ci
$rednie £SD, n=6, * p<0.05; ** p<0.01
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Ryc. 33. Wykres przedstawia poziom interferonu gamma (IFN-y) w ipsilateralnej potkuli mozgu
w poszczeg6lnych grupach doswiadczalnych szczurow (stupek szary — szczury zdrowe, stlupek czerwony —
zwierzgta 48 godzin po uszkodzeniu moézgu ouabaing, stupki jasnozielone i ciemnozielone — zwierzeta z
uszkodzeniem moézgu po transplantacji hBM-MSCs lub EVs oceniane w sekwencji czasowej). Wyniki badan
przedstawione, jako wartosci $rednie +£SD, n=6, * p<0.05
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Ryc. 34. Wykres przedstawia poziom czynnika martwicy nowotworu a (TNF-a) w ipsilateralnej potkuli mézgu
w poszczeg6élnych grupach doswiadczalnych szczurow (stupek szary — szczury zdrowe, stupek czerwony —
zwierzgta 48 godzin po uszkodzeniu mézgu ouabaing, stupki jasnozielone i ciemnozielone — zwierzeta z
uszkodzeniem moézgu po transplantacji hBM-MSCs lub EVs oceniane w sekwencji czasowej). Wyniki badan
przedstawione, jako wartosci $rednie +£SD, n=6
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Ryc. 35. Wykres przedstawia poziom transformujacego czynnika wzrostu 1 (TGF-B1) w ipsilateralnej potkuli
moézgu w poszczegdlnych grupach doswiadczalnych szczurdw (stupek szary — szczury zdrowe, stupek czerwony
— zwierzgta 48 godzin po uszkodzeniu moézgu ouabaing, shupki jasnozielone i ciemnozielone — zwierzgta z
uszkodzeniem moézgu po transplantacji hBM-MSCs lub EVs oceniane w sekwencji czasowej). Wyniki badan
przedstawione, jako warto$ci $rednie =SD, n=6
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Ryc. 36. Wykres przedstawia poziom transformujacego czynniki wzrostu B2 (TGF-B2) w ipsilateralnej potkuli
moézgu w poszczegdlnych grupach doswiadczalnych szczurdéw (stupek szary — szczury zdrowe, stupek czerwony
— zwierzeta 48 godzin po uszkodzeniu mozgu ouabaing, stupki jasnozielone i ciemnozielone — zwierzeta z
uszkodzeniem moézgu po transplantacji hBM-MSCs lub EVs oceniane w sekwencji czasowej). Wyniki badan
przedstawione, jako wartosci $rednie £SD, n=6, *** p<0.001
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Ryc. 37. Wykres przedstawia poziom transformujacego czynniki wzrostu p3 (TGF-B3) w ipsilateralnej potkuli
modzgu w poszczegdlnych grupach doswiadczalnych szczurdéw (stupek szary — szczury zdrowe, stupek czerwony
— zwierzgta 48 godzin po uszkodzeniu moézgu ouabaing, shupki jasnozielone i ciemnozielone — zwierzgta z
uszkodzeniem moézgu po transplantacji hBM-MSCs lub EVs oceniane w sekwencji czasowej). Wyniki badan
przedstawione, jako wartosci $rednie +SD, n=6
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Ryc. 38. Wykres przedstawia poziom interleukiny 10 (IL-10) w ipsilateralnej pétkuli moézgu w poszczegdlnych
grupach doswiadczalnych szczuréw (stupek szary — szezury zdrowe, stupek czerwony — zwierzeta 48 godzin po
uszkodzeniu moézgu ouabaing, stupki jasnozielone i ciemnozielone — zwierzeta z uszkodzeniem moézgu po
transplantacji hBM-MSCs lub EVs oceniane w sekwencji czasowej). Wyniki badan przedstawione, jako wartosci
$rednie £SD, n=6

Analiza poziomu chemokin w moézgu zwierzat eksperymentalnych wykazata obnizenie
wszystkich badanych czynnikow po przeszczepie hBM-MSCs lub EVs. Roéznice te byly wysoce
znamienne statystycznie we wszystkich punktach czasowych (ryc.39-42). Najwigkszy spadek
obserwowano w przypadku CXCL1 (p<0.0001). Przy podaniu komoérek lub wyizolowanych z nich
pecherzykéw poziom tej chemokiny podobnie jak MIP-3a w niektorych punktach czasowych byt
zblizony do warto$ci obserwowanej w mozgu zdrowych szczurow.
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Ryc. 39. Wykres przedstawia poziom chemokiny CXC ligand 1 (CXCL1) w ipsilateralnej potkuli mézgu
w poszczegbdlnych grupach doswiadczalnych szczurow (stupek szary — szczury zdrowe, stupek czerwony —
zwierzgta 48 godzin po uszkodzeniu mézgu ouabaing, stupki jasnozielone i ciemnozielone — zwierzeta z
uszkodzeniem moézgu po transplantacji hBM-MSCs lub EVs oceniane w sekwencji czasowej). Wyniki badan
przedstawione, jako wartosci $rednie £SD, n=6, **** p<(0.0001
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Ryc. 40. Wykres przedstawia poziom biatka zapalnego makrofagalnego-lalpha (MIP-1a) w ipsilateralnej potkuli
mozgu w poszczegdlnych grupach do$wiadczalnych szczurow ((stupek szary — szczury zdrowe, stupek czerwony
— zwierzeta 48 godzin po uszkodzeniu mozgu ouabaing, stupki jasnozielone i ciemnozielone — zwierzeta z
uszkodzeniem moézgu po transplantacji hBM-MSCs lub EVs oceniane w sekwencji czasowej). Wyniki badan
przedstawione, jako wartosci §rednie +£SD, n=6, ** p<0.01; *** p<0.001; **** p<0.0001
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Ryc. 41. Wykres przedstawia poziom biatka zapalnego makrofagalnego-3alpha (MIP-3a) w ipsilateralnej pétkuli
mozgu w poszczegdlnych grupach do§wiadczalnych szczurow (stupek szary — szczury zdrowe, stupek czerwony
— zwierzgta 48 godzin po uszkodzeniu moézgu ouabaing, stupki jasnozielone i ciemnozielone — zwierzeta z
uszkodzeniem moézgu po transplantacji hBM-MSCs lub EVs oceniane w sekwencji czasowej). Wyniki badan
przedstawione, jako wartosci §rednie £SD, n=6, *<0.05; ** p<0.01
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Ryc. 42. Wykres przedstawia poziom biatka chemotaktycznego dla monocytow (MCP-1) w ipsilateralnej potkuli
moézgu w poszczegdlnych grupach doswiadczalnych szczurdéw (stupek szary — szczury zdrowe, stupek czerwony
— zwierzeta 48 godzin po uszkodzeniu mozgu ouabaing, stupki jasnozielone i ciemnozielone — zwierzeta z
uszkodzeniem moézgu po transplantacji hBM-MSCs lub EVs oceniane w sekwencji czasowej). Wyniki badan
przedstawione, jako wartosci §rednie +SD, n=6, ** p<0.01; *** p<0.001; **** p<0.0001

Wyniki naszych badan in vivo wpisuja si¢ w dotychczasowe nieliczne doniesienia $wiatowe.
Pomimo prowadzonych eksperymentow =z udzialem transplantacji zewnatrzkomoérkowych
pecherzykow oraz opisywanych efektow ich dziatania, nikomu jak dotad nie udalo si¢ wykazacd
ograniczenia zaréwno odpowiedzi wrodzonej jak i adaptacyjnej w moézgu zwierzat, a takze
wydzielania mediatorow reakcji zapalnych powstajacych w wyniku ischemii. Wyniki naszych badan,
wskazujace na immunomodulacyjny efekt EVs zostaly opracowane i przestane do publikacji, sa
aktualnie przedmiotem recenzji, a takze zgloszenia patentowego, ktéore moze nam pozwoli¢c w
przysztosci na opracowanie potencjalnego produktu do zastosowan klinicznych.
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6. Dyskusja

Mozliwos¢ wspomagania odnowy nieodwracalnie uszkodzonych w wyniku udaru struktur
tkanki nerwowej przy pomocy przeszczepéw komorek macierzystych pojawita si¢ w koncu ubiegtego
wieku (Eriksson i wsp, 1998), a pierwsze proby kliniczne przeprowadzono w kilka lat pdzniej
(Kondziolka i wsp., 2000). Transplantacje komorek macierzystych okazaty si¢ bezpieczne, ale wyniki
eksperymentow medycznych nie pozwolily jednoznacznie okresli¢ dzialania podanych komorek.
Progenitory neuralne przeszczepiane biorcom po niedokrwieniu OUN nie réznicowaly si¢ w dojrzate
funkcjonalne neurony, nie obserwowano wzmozonej endogennej neurogenezy w mozgu biorcy.

Dyskusja o tym, czy neurogeneza ma miejsce w moézgu dorostych ludzi powraca stale
na tamach prasy naukowej, jest rowniez kwestig rozwazan podczas miedzynarodowych konferencji
i sympozjow (Kempermann i wsp., 2018). Zagadnienie to znalazto swoj wyraz w wynikach dwoch
prac opublikowanych ostatnio w renomowanych czasopismach, gdzie autorzy przedstawili sprzeczne
na ten temat opinie. Badania grupy Alvarez-Buylla wykazaty, ze proces neurogenezy w ludzkim
moézgu obniza si¢ znaczaco u dzieci, natomiast u dorostych oséb jest praktycznie niewykrywalny
(Sorrells i wsp., 2018). Z kolei wyniki analizy przeprowadzonej przez Boldrini i wsp. doprowadzity
autoréw do diametralnie roznych konkluzji, wskazujac na obecno$¢ procesu neurogenezy przez caly
czas zycia u ludzi (Boldrini i wsp., 2018).

Nagla $mier¢ komorek neuralnych w miejscu niedotlenienia po udarze i uwalnianie
czynnikow zwigzanych z uszkodzeniem tkanki jest wynikiem lokalnych reakcji immunologicznych w
mozgu. Miejscowy ,,proces zapalny” (ang. sterile inflammation) wywotany zmianami w tkance
powstalymi
na skutek ischemii zwigksza obszar uszkodzenia, stad wydaje si¢, ze zahamowanie niekorzystnych
reakcji komorek immunologicznie czynnych moze mie¢ istotny wplyw na ograniczenie zmian
w tkance nerwowej.

Wyniki badan ostatnich lat dowiodly, ze mezenchymalne komorki macierzyste zastosowane
w terapiach uszkodzen osrodkowego uktadu nerwowego, w tym udaru niedokrwiennego mozgu, maja
dziatanie neuroprotekcyjne i immmunomodulacyjne (Acosta i wsp., 2015; Dulamea, 2015; Lee i wsp.,
2015; Karlupia i wsp., 2014; Yoo i wsp., 2013). Pomimo pozytywnych efektow dziatania MSCs
przeszczepionych w modelach ischemii mozgu (Bang i wsp., 2005; Bhasin i wsp., 2011; Savitz i wsp.,
2011) niektorzy badacze wykazali zagrozenia w ich zastosowaniu, m.in. ryzyko odrzucenia
przeszczepu po transplantacji allogenicznej (Eliopoulos i wsp., 2005), mozliwo$¢ zablokowania
mniejszych naczyn krwionos$nych (Gleeson i wsp., 2015) czy tez niebezpieczenstwo zwigzane
z transformacjag nowotworowa (Armesilla-Diaz i wsp., 2009). Najnowsze prace wielu autorow
wykazaty, Zze terapeutyczne wlasciwosci MSCs sa zwiagzane ich dziataniem parakrynnym. Odkrycie
zewnatrzkomorkowych pecherzykow, za posrednictwem ktorych przenoszone sa cytokiny, chemokiny
czy czynniki neurotroficzne, budzi wielkie nadzieje w leczeniu uszkodzen powstalych
w wyniku udaru niedokrwiennego mozgu i stanowi alternatywe dla wykorzystywanych w tym celu
mezenchymalnych komoérek macierzystych.

Zewnatrzkomorkowe pecherzyki pochodzace z MSCs nie wykazuja ograniczen zwigzanych
z ich odrzucaniem w przypadku przeszczepéw migdzygatunkowych czy niebezpieczenstwem
indukowania procesu nowotworzenia, ponadto majg zdolno$¢ do przekraczania bariery krew-mdzg
(Chen i wsp., 2016), wykazuja wigksza stabilno$¢ podczas przechowywania, a ze wzgledu na ich mate
rozmiary procedura transplantacji jest atwiejsza niz w przypadku komorek. Do tej pory opisano
wlasciwosci EVs stosowanych w terapiach wielu chorob, w tym takze os$rodkowego uktadu
nerwowego, jednakze ich rola immunomodulacyjna w leczeniu uszkodzen powstatych w wyniki udaru
niedokrwiennego moézgu nie zostata do tej pory doktadnie okreslona.
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Podczas moich badan $ledzitam proces migracji i dystrybucji ludzkich mezenchymalnych
komoérek macierzystych szpiku kostnego 1 wyizolowanych z nich zewnatrzkomoérkowych
pecherzykow, podanych dotetniczo szczurom po uszkodzeniu prazkowia ouabaing oraz analizowatam
modulacj¢ komorkowej i humoralnej odpowiedzi immunologicznej biorcy po podaniu hBM-MSCs lub
EVs. Przedmiotem badan byly ludzkie mezenchymalne komorki macierzyste pochodzace ze szpiku
kostnego dorostych dawcow dostgpne komercyjnie (Lonza) i zewnatrzkomdrkowe pecherzyki
wyizolowane z nadsgczy komorkowych metoda sekwencyjnego wirowania. Otrzymanie stabilnych,
jednorodnych hodowli komorek i izolacja EVs wedlug tej samej, powtarzalnej procedury umozliwita
stworzenie stabilnych uktadéw doswiadczalnych. Eksperymenty in vivo prowadzone byty
z wykorzystaniem opracowanego w naszym zespole modelu cytotoksycznego uszkodzenia mozgu za
pomocg ouabainy (Janowski i wsp., 2008), imitujacego strukturalne i funkcjonalne uszkodzenie
struktur glebokich mozgu majace miejsce w sytuacjach klinicznych. W moich doswiadczeniach hBM-
MSCs lub EVs podawane byly do prawej tetnicy szyjnej wspdlnej, umozliwiajacej przeptyw komorek
lub zewnatrzkomérkowych pecherzykow bezposrednio do uszkodzonej potkuli mézgu zwierzat,
zgodnie z protokotem opracowanym wczesniej przez nasza grupe (Janowski i wsp., 2013).

6.1.  Analiza EVs wyizolowanych z MSCs

Metoda sekwencyjnego wirowania, obejmujaca ultrawirowanie nadsaczy komorkowych, jest
najczesciej stosowanym sposobem izolacji EVs z komorek, wykorzystywanym az przez 81% badaczy
(Gardiner i wsp., 2016). Ta metoda pozwala na pozyskanie réznych subpopulacji EVs, zaleznie
od predkosci wirowania, ponadto nie wymaga duzych nakladéw finansowych i jest stosunkowo tatwa
do przeprowadzenia. W moich badaniach zoptymalizowatam metod¢ sekwencyjnego wirowania
nadsaczy pochodzacych z hodowli hBM-MSCs. Otrzymana przeze mnie populacja
zewnatrzkomorkowych pecherzykow zawierala mniejsze egzosomy i wigksze mikropecherzyki.
Technika ta pozwolita na otrzymanie czystych, stabilnych i powtarzalnych ilosciowo i jako§ciowo
populacji EVs, ktore byty wykorzystywane w dalszych badaniach. Metoda sekwencyjnego wirowania
jest stosunkowo prosta, ma jednak wiele ograniczen, takich jak dlugi czas izolacji, problemy
z odseparowaniem zewnatrzkomorkowych pecherzykow od bialek i fragmentow bton, czy tez
trudnosci w stworzeniu wielkoskalowej produkcji EVs niezbednej w badaniach klinicznych. W
najnowszych pracach coraz wigcej badaczy podejmuje proby opracowania innych metod izolacji
zewnarzkomérkowych pecherzykow, m.in. takich, jak wirowanie w gradiencie gestosci, filtrowanie,
chromatografia immunopowinowactwa, chromatografia z wykluczeniem wielkosci (SEC),
precypitacja z polimerami czy wigzanie z kulkami magnetycznymi (Gardiner i wsp., 2016; Szatanek
i wsp., 2015), ktore moga by¢ w przysztosci powszechnie stosowane do pozyskiwania EVs z nadsaczy
komorkowych. W naszych dalszych badaniach planujemy zastosowaé inne metody otrzymywania
EVs, szczegblnie iz po tegorocznym zgloszeniu patentowym bedziemy starali si¢ wykorzysta¢ nasze
odkrycie w zastosowaniach klinicznych.

W celu wizualizacji wewnatrzkomorkowych pecherzykéw w komorkach stosowane sa
obecnie rézne metody ich znakowania i obrazowania. Busato i wspolpracownicy jako pierwsi
zarejestrowali pobieranie bardzo matych superparamagnetycznych nanoczastek zelaza (USPIO) przez
mezenchymalne komoérki macierzyste izolowane z tkanki thuszczowej i ich akumulacj¢ w endosomach
wewnatrz komorki za pomocg transmisyjnej mikroskopii elektronowej (TEM) (Busato i wsp., 2016).
W moich badaniach analizowatam proces wnikania superpamagnetycznych nanoczastek zelaza (SP10)
do wewnatrzkomoérkowych pecherzykow podczas znakowania hBM-MSCs, przy uzyciu TEM.
Zastosowanie SPIO skoniugowanych z barwnikiem fluorescencyjnym-rodaming (Molday ION)
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dodatkowo umozliwito detekcje pecherzykow endosomalnych z wykorzystaniem superrozdzielczego
systemu mikroskopowego SIM.

Zewnatrzkomorkowe pecherzyki wyizolowane z komorek oceniane s3 obecnie za pomocg
roznych metod. Busato i wspoOtpracownicy zarejestrowali z uzyciem transmisyjnej mikroskopii
elektronowej gromadzenie si¢ USPIO w postaci skupisk w EVs (Busato i wsp., 2016). Obecnosé
nanoczastek zelaza w EVs wyizolowanych ze znakowanych SPIO komorek jest czgsto potwierdzana
takze za pomoca rezonansu magnetycznego (Busato i wsp., 2016; Hu i wsp., 2014). W moich
doswiadczeniach udato si¢ zobrazowa¢ EVs wyznakowane nanoczastkami zelaza za pomoca
rezonansu magnetycznego, ponadto w swoich badaniach dodatkowo wykazatam znaczacg zmiang
czasu relaksacji podczas obrazowania T2-zaleznego pomiedzy EVs niewyznakowanymi
i wyznakowanymi nanoczastkami zelaza. Zastosowane w moich badaniach nanoczastki SPIO
zwigzane z rodaming byly jednolicie rozmieszczone w EVs. Tak znakowane EVs byly oceniane in
vitro w badaniach zdolnosci ich migracji do komoérek podczas wspothodowli z hBM-MSCs.
W ostatnich latach réwniez inne grupy badaczy wykorzystywaty metod¢ znakowania nanoczastkami
zelaza do oceny migracji EVs do wngtrza komoérek (Busato i wsp., 2016; Jung i wsp., 2018).

W badaniach eksperymentalnych do identyfikacji EVs stosowane sg takze blonowe barwniki
fluorescencyjne, miedzy innymi PKH26, PKH67 (Fitzner i wsp., 2011), rodamina B, Dil (Tian i wsp.
2013) oraz DiD (Tian i wsp., 2010). Czesto uzywanymi znacznikami sg rowniez zwigzki chemiczne
przenikajace do cytoplazmy i w wyniku estryfikacji $wiecace fluorescencyjnie, takie jak CFSE
i CFDA (Temchura i wsp., 2008). Zastosowany przez nas do obrazowania zewnatrzkomorkowych
pecherzykow Molday ION umozliwia ocen¢ znakowanych EVs wieloma metodami, w tym: LSM,
TEM czy MRI, co daje duze nadzieje na wykorzystanie tego znacznika w badaniach przedklinicznych
i klinicznych. Jednakze w badaniach in vivo bardzo trudno jest odrézni¢ EVs wyznakowane SPIO
od wolnych nanoczastek zelaza spontanicznie z nich uwalnianych, z uwagi na mikroskopijne rozmiary
EVs i SPIO. Z tego powodu w naszych do§wiadczeniach in vivo zdecydowatam si¢ na wykorzystanie
do znakowania EVs lipofilnego markera blonowego PKH26. Analiza immunohistochemiczna
przeprowadzona w skrawkach moézgu zwierzat 24 godziny po dotgtniczej transplantacji
zewnatrzkomorkowych pecherzykéw znakowanych PKH26 ujawnita obecno$¢ skupisk EVs w prawe;j
potkuli mézgu szczura.

W celu okre$lenia liczby 1 wielkosci EVs zastosowatam analize NTA, ktora jest metoda
umozliwiajgcg okreslenie wielkosci oraz liczebnosci struktur na podstawie pomiaru ich ruchow
Brauna i jest najczeSciej wykorzystywang metoda oceny pojedynczych czastek do charakterystyki
EVs, stosowang przez 80% badaczy (Gardiner i wsp., 2016). Franquesa i wsp., opracowujac metody
izolacji i kwantyfikacji zewnatrzkomorkowych pecherzykow, wykazali, ze srednia wielko$¢ EVs
wynosita 115 nm, a wiekszos¢ z nich miescita si¢ w przedziale od 90 do 150 nm. Ponadto okreslili
liczebnoé¢ populacji EVs, ktéra wynosita 2.5x10%/ml EVs pochodzaca z 1x10° AD-MSCs (Franquesa
i wsp., 2014). Analiza przeprowadzona z uzyciem NTA wykazata, ze wigkszos¢ EVs (ponad 80%)
miata rozmiar od 86-218 nm, a ich liczba wynosita ok. 1.2x10°ml EVs z nadsaczy hodowli 5x10°
hBM-MSCs.

Obecnos$¢ markerow charakteryzujacych EVs byla oceniana przy pomocy superrozdzielczej
cytometrii przeptywowej z zastosowaniem aparatury ApoGee A-50 Micro wykorzystywanej
do analizy matych struktur, takich jak zewnatrzkomoérkowe pecherzyki. Markery mezenchymalnych
komorek macierzystych znajdujace si¢ na wigkszych mikropgcherzykach, ktore odpaczkowaly z btony
komoérkowej, w moich badaniach widoczne byty w 10-20% populacji EVs, co korelowato z wynikami
otrzymanymi za pomoca NTA. Z kolei tetraspaniny, obecne gtéwnie na egzosomach mniejszych niz
100 nm powstalych z cialek wielopecherzykowych, ktore ze wzgledu na wielkos¢ kulek
kalibracyjnych (110 nm) i czuto$¢ sprzetu prawdopodobnie w wigkszosci nie mogly by¢ mierzone w
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tym systemie, stad ekspresja tetraspanin w moich dos$wiadczeniach, wynoszaca kilka procent
dotyczyta oceny tylko fragmentu populacji EVs, ktérych wielko§¢ wynosita ponad 110 nm.

Zastosowanie superrozdzielczej cytometrii przeptywowej umozliwito nam pomiar ilosci EVs
wyznakowanych markerami fluorescencyjnymi, w tym przypadku PKH26. W moich badaniach, po
barwieniu in vitro, 58.9% EVs byto wyznakowanych PKH26, z tym ze 9.7% pozytywnej reakcji
stanowito $wiecenie pochodzacego od barwnika lipofilnego markera PKH26 i biatka FBS.
Reasumujac, po uwzglednieniu niespecyficznego sygnalu, ok. 50% EVs wykazala obecnosé
lipofilnego markera PKH26, co pozwolito na pdézniejsze ich zobrazowanie w doswiadczeniach in vivo.

Czystos¢ populacji EVs moze by¢ oceniana ré6znymi metodami, jedng z technik jest analiza
biatek obecnych na blonach komdrkowych, a nie wystepujacych na zewnatrzkomoérkowych
pecherzykach. Kanuma i wspotpracownicy zastosowali kalneksyne - biatko wystepujace na siateczce
srodplazmatycznej w celu potwierdzenia poprawnosci izolacji zewnatrzkomérkowych pecherzykow.
Badacze nie stwierdzili obecnosci kalneksyny na EVs, natomiast jej ekspresja pojawiata si¢
na btonach pochodzacych z komorek (Kanuma i wsp., 2017). W moich do$wiadczeniach
wykorzystujac technike Western Blot nie zaobserwowatam obecnosci kalneksyny na EVS
wyizolowanych z hBM-MSCs, co potwierdza, ze byly one czysta populacja, pozbawiong
zanieczyszczen pegcherzykami apoptotycznymi lub btonami komorkowymi.

Opracowana przez nas metoda izolacji zewnatrzkomorkowych pecherzykow z ludzkich
mezenchymalnych komoérek macierzystych szpiku kostnego umozliwita otrzymanie czystej populacji
EVs, ktora moze by¢ zastosowana do badan ich funkcji dziatania w eksperymentach zaréwno in vitro
jak i in vivo.

6.2.0cena migracji i osiedlania si¢ MSCs i EVs po przeszczepie dotetniczym

Systemowa droga transplantacji jest malo inwazyjna w stosunku do podania domoézgowego
1 staje si¢ coraz powszechniej stosowanym sposobem przeszczepu komorek. Z dotychczasowych
badan wynika, iz w przypadku podania dozylnego komorki gromadza si¢ w duzej liczbie w plucach,
watrobie czy S$ledzionie (Lappalainen i wsp., 2008), natomiast MSCs podane dotetniczo moga
migrowa¢ do uszkodzonego mozgu (Mitkari i wsp., 2013). Zastosowana w moich badaniach metoda
transplantacji droga dotetnicza wydaje si¢ stanowi¢ zaré6wno bezpieczny jak i efektywny sposob
podania komoérek Ilub zewngtrzkomorkowych pecherzykéw do uszkodzonej podczas epizodu
niedokrwienia potkuli w przypadku drozno$ci naczyn mézgowych.

We wczesniejszych projektach naszego Zespotu badano dystrybucj¢ przeszczepionych
progenitorow komorek glejowych (GRPs) wyznakowanych Molday ION przeszczepionych
dotetniczo. Analiza przeprowadzona za pomoca rezonansu magnetycznego ujawnita komoérki dawcy
w mozgu szczura bezposrednio po podaniu (Janowski i wsp., 2013). W moich badaniach hBM-MSCs
znakowane Molday ION podane do tgtnicy szyjnej wspoOlnej migrowaty do prawej potkuli mozgu
szczura 1 gromadzity si¢ w okolicach uszkodzenia. Poréwnujac zarejestrowane w MRI, w roznym
czasie od transplantacji, obrazy mdzgu biorcéw okazato si¢, ze po 24 godzinach od przeszczepu liczba
MSCs byta nizsza w poroéwnaniu z obrazem tuz po przeszczepie. Po 3 dniach widoczny byt dalszy
spadek liczby komorek dawcy w moézgu szczura, a po 7 dniach obserwowano juz tylko pojedyncze
MSCs u niektérych zwierzat. Analiza podanych dotetniczo komérek wyznakowanych nanoczastkami
zelaza w mdzgu zwierzat za pomoca rezonansu magnetycznego zostata przeprowadzona takze przez
innych badaczy. Namestnikova i wspotpracownicy wykazali obecnos$¢ przeszczepionych dotgtniczo
MSCs wyznakowanych SPIO w obszarze zwojow podstawy i korze mozgowej prawej potkuli mézgu
szczura bezposrednio po transplantacji (Namestnikova i wsp., 2017). Walczak i wsp. obserwowali
MSCs wyznakowane SPIO w uszkodzonej potkuli mozgu szczura w czasie 2-24 godziny po podaniu
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dotetniczym (Walczak i wsp., 2008). Badania grupy Kamiya wykazali obnizenie liczby
przeszczepionych dotetniczo komorek jednojadrzastych szpiku kostnego w moézgu po 7 dniach od
transplantacji (Kamiya i wsp., 2013), co jest zgodne z wynikami otrzymanymi w naszych
doswiadczeniach. Co ciekawe, Lu 1 wspoOtpracownicy zaobserwowali, ze liczba komorek
znakowanych nanoczatkami zelaza osiedlajacych si¢ w moézgu biorcow przeszczepu koreluje
z wielkoscig uszkodzenia w dniu przeszczepu (Lu i wsp., 2013).

W celu weryfikacji obecno$ci przeszczepionych zywych komorek w mézgu zwierzat, oprocz
analizy w MRI, wielu badaczy stosuje barwienia immunohistochemiczne. Namestnikova i wsp.
zobrazowali kolokalizacje nanoczastek zelaza zawierajgcych fluorescencyjne polimery magnetyczne
MCO3F i1 markera blonowego PKH26, §wiadczaca o obecnosci zywych komérek w mozgu szczura po
transplantacji (Namestnikova i wsp., 2017). Walczak i wsp. zbadali zywotno$¢ komorek w badaniach
immunohistochemicznych z uzyciem anty-BrdU, bedacym markerem komorek proliferujacych,
potwierdzajac obecno$¢ przeszczepionych dotetniczo zywych, dzielacych si¢ MSCs w uszkodzonej
potkuli mozgu szczura (Walczak i wsp., 2008). Natomiast Byun i wsp. zastosowali przeciwciata anty-
mitochondrialne, potwierdzajac w ten sposob wystepowanie zywych komorek z nieuszkodzonymi
mitochondriami w mozgu szczuréw po ich dotetniczej transplantacji (Byun i wsp., 2013).
W przeprowadzonych przeze mnie badaniach znakowane hBM-MSCs wykazywaty ko-ekspresj¢
rodaminy B, barwnika, bedacego czgécig sktadowa Molday ION i markera mezenchymalnych
komorek macierzystych — CD44 lub ludzkich komoérek — STEMI121 po uptywie 1, 3 i 7 dni od
transplantacji. W siodmym dniu po przeszczepie nie wszystkie komorki wyznakowane Molday ION
byly wybarwione CD44 i STEM121, co $wiadczy o stopniowym obumieraniu komérek w tym punkcie
czasowym.

Badania prowadzone przez nasz zesp6t (Andrzejewska i wsp, nieopublikowane), jak rowniez
doswiadczenia innych badaczy dowodza, iz MSCs po dotetniczej transplantacji pozostaja
w naczyniach krwiono$nych moézgu szczura i nie przedostaja si¢ do parenchymy (Mitkari i wsp.,
2013). Transplantacja zewnatrzkomorkowych pgcherzykow, ktore maja zdolnos¢ do przekraczania
bariery krew-moézg, przenikania do tkanki nerwowej i dziatania bezposrednio w miejscu uszkodzenia,
wydaje si¢ by¢ alternatywa dla przeszczepu komorek. W poréwnaniu do badan okre$lajacych
lokalizacje mezenchymalnych komorek macierzystych po przeszczepie dotgtniczym, niewielka liczba
prac definiuje miejsce, do ktérego migrujg zewnatrzkomoérkowe pecherzyki po ich systemowym
podaniu. Ze wzgledu na bardzo mate rozmiary, jak rowniez ograniczone metody znakowania
1 wizualizacji, detekcja EVs w modzgu zwierzat jest niezwykle trudna, dlatego wigkszo$¢ badaczy
okresla jedynie efekt przez nie wywolany. Nieliczne badania wykonane w ostatnich latach wykazaty,
ze przeszczepione EVs wyznakowane barwnikami fluorescencyjnymi sg obecne w mdzgu zwierzat.
Chen i wspolpracownicy zwizualizowali podane dozylnie egzosomy wybarwione lipofilnym
markerem btonowym Dil w mozgu szczuréw po ischemii (Chen i wsp., 2016). Podobnie, Xin i wsp.
zarejestrowali transfer egzosomow wzbogaconych o miRNA-133b z biatkiem zielonej fluorescencji
(GFP) z MSCs na neurony i astrocyty w mozgu szczuréw (Xin i wsp., 2013b). W moich badaniach
udato mi si¢ zobrazowaé przeszczepione dotgtniczo zewnatrzkomorkowe pecherzyki wyznakowane
PKH26, wykonujac analiz¢ immunohistochemiczng skrawkow mozgu biorcow. Skupiska EVs byly
widoczne w prawej potkuli mozgu szczura 24 godziny po ich dotetniczej transplantacji.

Stosowane s3 réwniez inne metody znakowania do oceny przeszczepionych EVs w moézgu
zwierzat. Lapchak i wspotpracownicy uzyli lipofilnego znacznika btonowego DIiD w celu detekcji
podanych dozylnie i dotetniczo zewnatrzkomérkowych pecherzykdow w obszarze uszkodzenia mozgu
krolikéw metodami bioluminescencji (Lapchak i wsp., 2018). Z kolei Hwang i wsp., do okreslenia
umiejscowienia przeszczepionych dozylnie egzosoméw wyznakowanych 99mTc-HMPAO, uzywali
tomografii emisyjnej pojedynczych fotonow (SPECT) (Hwang i wsp., 2015). Jednak zaréwno

90



bioluminescencja, jak i SPECT nie pozwalaja doktadnie okresli¢ lokalizacji podanych EVs w obrgbie
danego organu, tak jak ma to miejsce w przypadku zastosowania metod fluorescencyjnych.
Przeprowadzone zostaly takze pierwsze proby eksperymentalne wizualizacji EVs wyznakowanych
nanoczastkami zelaza (Busato i wsp., 2016), jednakze trudno$ci w interpretacji wynikow przy
zastosowaniu SPIO w celu wizualizacji EVs przeszczepionych dotetniczo w mozgu wymagaja
dalszych szczegotowych badan.

Nasze wyniki wykazaty, iz znakowanie zewnatrzkomoérkowych pecherzykow PKH26 lub
Molday ION nie ogranicza migracji EVs w badaniach in vitro i in vivo oraz umozliwia ich
wizualizacje¢ w komorkach badz tkankach gospodarza po transplantacji.

6.3. Analiza komérek odpowiedzi immunologicznej w mozgu szczura po uszkodzeniu prgzkowia
i transplantacji hBM-MSCs lub EVs

Liczne badania wykazaly, ze uszkodzenie moézgu spowodowane ischemia prowadzi
do aktywacji reakcji zapalnych, w tym do pobudzenia astrocytow, komoérek mikrogleju oraz naptywu
leukocytow: monocytow, neutrofili, limfocytow T i B z krwi obwodowej do uszkodzonej tkanki
nerwowej (Ahmad i wsp., 2014; ladecola i Anrather, 2011). W moich badaniach w wyniku
cytotoksycznego uszkodzenia mozgu wywotanego podaniem ouabainy dochodzito do aktywacji
astrocytow 1 komorek mikrogleju oraz infiltracji leukocytow do uszkodzonego prazkowia.
Doktadniejsza analiza udowodnita, ze sposrdd subpopulacji limfocytow T do uszkodzonej tkanki
nerwowej przenikaja gtownie limfocyty T CD8, za$ liczba limfocytow T CD4 nie ulega znaczacej
zmianie. W wyniku ischemii prawdopodobnie dochodzi do zmian w obrebie populacji Th2, Thl i
Th17. Niestety z powodu braku specyficznych przeciwciat identyfikujacych te fenotypy limfocytow,
dostepnych dla szczura trudno nam potwierdzi¢ te supozycje. W naszym modelu niedokrwienia, po
podaniu ouabainy, nie obserwowali§my zwigkszonego naptywu neutrofili do tkanki nerwowej. Jest to
przypuszczalnie zwigzane z faktem, iz do najsilniejszej infiltracji neutrofili u szczuréw dochodzi po 12
godzinach a ich wysoki poziom utrzymuje si¢ w tkance nerwowej do 48 godzin od uszkodzenia
mozgu (Ahmad i wsp., 2014), stad nasza ocena przeprowadzana po 48 godzinach od zabiegu mogta
nie zarejestrowac zwigkszonej liczby neutrofili w tkance.

Po przeszczepie hBM-MSCs obserwowalismy zmniejszenie liczby aktywowanych astrocytow
po 24 godzinach od transplantacji. Badania licznych grup prowadzone in vitro dowiodty, ze wpltyw
MSCs na astrocyty moze wigzac¢ si¢ nie tylko z blokowaniem ich dziatania, ale réwniez ze zmiang
fenotypu astrocytow z prozapalnego na przeciwzapalny. Polaryzacja astrocytow prowadzi do
wychwytu przez nie glutaminianu i produkcji czynnikéw neurotroficznych, przez co moga one dziataé
neuroprotekcyjnie na uszkodzong tkanke nerwowa (Amantea i wsp., 2015).

Podobnie jak w przypadku dziatan MSCs na astrocyty wiele prac opisuje ich
immunomodulacyjne efekty w stosunku do komoérek mikrogleju, zwigzane z zahamowaniem
aktywacji i zmiany fenotypu z prozapalnego na przeciwzapalny (Frangois i wsp., 2012; Maggini
i wsp., 2010). W przeprowadzonych przeze mnie badaniach po przeszczepach zar6wno hBM-MSCs
jak i EVs obserwowany byt spadek liczby komoérek mikrogleju, w stosunku do sytuacji obserwowanej
po niedokrwieniu. Ruppert i wsp. opisali pozytywne dziatanie EVs pochodzacych z MSCs jesli chodzi
o obnizenie liczby komoérek mikrogleju o fenotypie prozapalnym w uszkodzeniu rdzenia krggowego
(Ruppert i wsp., 2018). Udziat przeszczepow EVs w ograniczaniu reakcji komorek mikrogleju w
modelu niedokrwienia mézgu nie zostat jak dotad zbadany.

W przypadku oceny reakcji leukocytow na uszkodzenie tkanki po ischemii, wielu badaczy
wykazalo, ze przeszczep MSCs powoduje zahamowanie infiltracji leukocytow (Nauta i Fibbe, 2007,
review). W moich badaniach transplantacja zaréwno hBM-MSCs, jak i EVs powodowata obnizenie
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ogolnej liczby leukocytow naplywajacych do uszkodzonej tkanki nerwowej mozgu. Przeprowadzona
przez Doeppnera i wspOlpracownikow analiza komodrkowej odpowiedzi immunologicznej po
transplantacji EVs w modelu ischemii mozgu u myszy nie wykazata zmian w liczbie leukocytow
W mozgu w rejonie uszkodzenia (Doeppner i wsp., 2015). Roznice w stosunku do otrzymanych przez
nas wynikow moga by¢ spowodowane wykorzystaniem innej drogi iniekcji (Doeppner i wsp.
podawali EVs dozylnie), zastosowania roznych dawek EVs czy przeszczepiania EVS w r6znym czasie
od wystapienia uszkodzenia mézgu.

Wsréd leukocytow naptywajacych do uszkodzonej w wyniki ischemii tkanki istotng role
odgrywajg neutrofile. Gromadzac si¢ w okolicy niedokrwienia, uwalniajg cytokiny pro-zapalne,
wolne rodniki tlenowe i enzymy proteolityczne, powodujac dodatkowe zniszczenie tkanki nerwowej
szczegdlnie w strefie polcienia. Badania licznych autoréw dowiodly korzystnego dziatania
przeszczepu hBM-MSCs do uszkodzonego w wyniku ischemii mézgu. Obserwowano zmniejszenie
infiltracji neutrofili do tkanki nerwowej i zahamowanie ich wtasciwosci prozapalnych zwigzanych z
ograniczeniem wydzielania reaktywnych form tlenu i a-denfensyny (Raffaghello i wsp., 2008; Quinn
i wsp., 2008). W moich do$§wiadczeniach brak byto istotnych statystycznie roznic w liczbie neutrofili
po podaniu hBM-MSCs lub EVs szczurom z uszkodzonym prazkowiem. Podobnie, Doepner i wsp. nie
obserwowali znaczacych zmian w infiltracji neutrofili po ischemii i transplantacji EVs (Doeppner
i wsp., 2015).

W populacji komérek immunologicznie czynnych, naptywajacych z tozyska naczyniowego
do uszkodzonej tkanki, limfocyty wydaja si¢ by¢ bardzo istotne w pozniejszej fazie odpowiedzi
»zapalnej” po ischemii. Przeprowadzone przeze mnie badania wykazaty wzrost liczby limfocytow T
w mozgu zwierzat 3 dni po przeszczepie EVs, w stosunku do liczby limfocytow T obecnych po
niedokrwieniu. Wzrost ten moze by¢ zwigzany z réznym udziatem poszczegdlnych subpopulacji w
obrebie limfocytow T. W moich badaniach nie obserwowatam istotnie znaczacych zmian w liczbie
limfocytow T CD4" ocenianej w mozgu szczuréw po ischemii i po podaniu hBM-MSCs lub EVs.
Podobnie, Doeppner i wsp. nie wykazali zmian liczby limfocytéw T CD4" po ischemii mézgu i
transplantacji zewnatrzkomorkowych pecherzykow (Doeppner i wsp., 2015). Z prac innych autorow
wynika, ze hBM-MSCs maja wlasciwosci immunomodulacyjne, a ich dzialanie nie wynika
z ograniczania liczby calej subpopulacji limfocytow T CD4", ale aktywacji przeksztalcania
limfocytow o fenotypie prozapalnym Thl w komorki o fenotypie przeciwzapalnym Th2, a takze
hamowania réznicowania limfocytéw Th17 i indukcji powstawania limfocytow T regulatorowych (Bai
i wsp., 2009; Batten i wsp., 2006; Ghannam i wsp., 2010). By¢ moze uzyskane przez nas wyniki
sugeruja taki wlasnie efekt dziatania przeszczepianych komoérek lub izolowanych z nich
zewnatrzkomorkowych pecherzykow.

W dostepnych w literaturze naukowej pracach autorzy opisuja hamujacy wplyw MSCs
na limfocyty T CD8" (Rasmusson i wsp., 2003; van den Akker i wsp., 2013). W przeprowadzonych
przeze mnie doswiadczeniach, po przeszczepie hBM-MSCs lub EVs widoczne byto zmniejszenie
liczby limfocytow T CDS8', co wydaje si¢ potwierdzaé hamujace dziatanie mezenchymalnych
komorek macierzystych i zewnatrzkomoérkowych pgcherzykoéw na te komorki. Mokarizadeh i wsp.
wykazali zmniejszenie aktywacji limfocytow T CD8" w obecnosci EVs in vitro (Mokarizadeh i wsp.,
2012), jednak immunosupresyjny efekt zewnatrzkomérkowych pecherzykéw na limfocyty T CD8* w
modelu ischemii m6zgu nie zostat do tej pory opisany.

Z powyzszych moich badan wynika, Ze przeszczepiane dotgtniczo zewngtrzkomorkowe
pecherzyki majg zdolno$¢ do immunomodulacyjnego dziatania na komorki moézgu gospodarza
poréwnywalna z efektem komorek mezenchymalnych, z ktérych zostaly wyizolowane.
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6.4. Analiza mediatorow reakcji zapalnych w mézgu szczura po uszkodzeniu prgzkowia i przeszczepie
hBM-MSCs lub EVs

Uszkodzenie mézgu spowodowane udarem niedokrwiennym indukuje wydzielanie cytokin
i chemokin peligcych istotng rol¢ w reakcjach na ischemig¢. Badania licznych grup wykazaly,
ze interleukina 1 produkowana jest juz po kilku godzinach, a jej gtdwnym zadaniem jest stymulacja
wydzielania cytokin prozapalnych, chemokin i czasteczek zwigzanych z adhezja komorek,
przyczyniajac si¢ w ten sposob do rozszczelnienia bariery krew-moézg (Sobowale i wsp., 2016; Yang
i wsp.,, 2007). Prace wielu autorow opisuja obnizenie poziomu IL-1 po transplantacji
mezenchymalnych komorek macierzystych. Wyniki badan wykazaty, ze spadek iloéci IL-1 jest
spowodowany zahamowaniem jej wydzielania przez komoérki mikrogleju (Frangois i wsp., 2012;
Maggini i wsp., 2010) i aktywacja przeksztalcania limfocytow T CD4" o fenotypie prozapalnym Thl
w limfocyty przeciwzapalne Th2 (Bai i wsp., 2009; Batten i wsp., 2006). W moich badaniach zaréwno
podanie mezenchymalnych komorek macierzystych, jak i zewnatrzkomorkowych pecherzykow
prowadzilo do obnizenia poziomu aktywowanej IL-la, widocznej juz po upltywie 24 godz
od przeszczepu. Ponadto transplantacja hBM-MSCs lub EVs spowodowata znamienng statystycznie
redukcje IL-1B w kazdym punkcie czasowym, co koreluje z wynikami prac innych autoré6w. Ebrahim
i wsp. udowodnili, ze EVs pochodzace z MSCs zmiejszaja wytwarzanie IL-1 podczas reakcji
zapalnych indukowanych przez zrosty wewnatrzmaciczne u samic szczur6w (Ebrahim i wsp., 2018),
jednak ich wpltyw na wydzielanie interleukiny 1 w uszkodzoniu powstaltym po ischemii mézgu nie
zostat do tej pory zbadany.

Wsrdéd czynnikow prozapalnych, uczestniczacych w reakcjach na zmiany w tkance
po niedokrwieniu uczestniczy czynnik martwicy nowotworu o, ktory stymuluje apoptoze neurondow
1 powigkszenie obszaru uszkodzenia (Pettigrew i1 wsp., 2008). Istnieje wiele prac opisujacych
modulacje wydzielania TNF-a po przeszczepie mezenchymalnych komoérek macierzystych do mozgu
po udarze. Acosta i wsp. zaobserwowali, ze po dozylnym podaniu BM-MSCs nastepowal spadek
ilosci TNF-a w modelu ischemii mézgu u szczuréw (Acosta i wsp., 2015). W badaniach Scheibe
i wsp. nie wykazano istotnych statystycznie zmian w poziomie TNF-o w krwi mySzy po przeszczepie
komorek mezenchymalnych (Scheibe i wsp., 2012b). Z moich doswiadczen wynika, ze przeszczep
hBM-MSCs lub EVs prowadzit do nieznacznego zmniejszenia poziomu czynnika martwicy
nowotworu o w uszkodzonej tkance, silniejszy efekt byt widoczny po iniekeji zewnatrzkomorkowych
pecherzykow, jednak wyniki nie byly istotne statystycznie. Z uwagi na fakt, iz TNF-o produkowany
jest przez uszkodzone neurony, komorki mikrogleju, astrocyty, a takze limfocyty i makrofagi
naplywajace z krwi obwodowej, by¢ moze nie dochodzi do pelnego zablokowania aktywnos$ci
wszystkich tych komorek po transplantacji hBM-MSCs lub EVs.

Niezmiernie istotng role w reakcjach immunologicznych po udarze odgrywa interleukina 6
(IL-6), ktora moze petnié przeciwstawne funkcje, dziatajgc prozapalnie poprzez aktywacje limfocytow
T i B oraz stymululacj¢ bialek ostrej fazy (Smith i wsp., 2004) lub neuroprotekcyjnie w stosunku
do uszkodzonych struktur tkanki (Loddick i wsp., 1998). Doswiadczenia Karlupia i wsp. wykazaty,
ze dotetnicze podanie MSCs prowadzi do obnizenia poziomu IL-6 w modelu udaru mézgu u szczurow
(Karlupia i wsp., 2014). W moich badaniach transplantacja mezenchymalnych komérek macierzystych
lub zewnatrzkomoérkowych pecherzykéw powodowata istotny statystycznie spadek poziomu IL-6
w mozgu biorcow przeszczepu, we wszystkich punktach czasowych. Widoczny efekt moze wynikac
z hamujacego dziatania hBM-MSCs i EVs na komorki mikrogleju, makrofagi czy neurony
przyczyniajac si¢ do blokowania produkcji przez nie IL-6. Wyniki eksperymentéw grupy Ebrahim’a,
prowadzonych w innym modelu uszkodzenia tkanki, pokazaty, ze przeszczep EVs izolowanych
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z MSCs powoduje obnizenie poziomu IL-6, ktorej wzrost byt widoczny po powstaniu zrostow
wewnatrzmacicznych u samic szczurow (Ebrahim i wsp., 2018).

Funkcje prozapalne po udarze moézgu pelni takze interferon-y, ktérego najwazniejszym
dziataniem jest aktywacja produkcji chemokiny-biatka 10 indukowanego przez interferon y (Zhang
i wsp., 2014). Badania wielu autorow wykazaty, iz mezenchymalne komorki macierzyste maja
zdolno$¢ do obnizenia poziomu interferonu y poprzez aktywacje przeksztatcania komorek
mikrogleju/makrofagéw prozapalnych M1 w komorki przeciwzapalne M2 (Frangois i wsp., 2012;
Maggini i wsp., 2010) oraz indukowania polaryzacji limfocytéw pomocniczych Thl do Th2 (Bai
i wsp., 2009; Batten i wsp., 2006). Scheibe i wsp. nie zaobserwowali istotnych statystycznie zmian
w poziomie INF-y po przeszczepie MSCs w mysim modelu ischemii mézgu (Scheibe i wsp., 2012Db).
Moje badania pokazaly, ze podanie mezenchymalnych komorek macierzystych lub
zewnatrzkomorkowych pecherzykéw prowadzito do obnizenia poziomu interferonu v, istotnego
statystycznie 1 dzien po transplantacji EVs. By¢ moze zmiany te sa wynikiem aktywacji
przeksztatcania limfocytow Thl do fenotypu Th2 oraz blokowaniem dziatania limfocytéw T CD8"
i komorek NK, przez co nie dochodzi do produkcji INF-y przez te komorki, efekt zaobserwowany
w badaniach in vitro.

Do cytokin wykazujacych dziatanie regulatorowe nalezy interleukina 4. Wydaje si¢, ze pehi
te funkcje poprzez kontrole réznicowania limfocytow T i B oraz komoérek mikrogleju (Zhao i wsp.,
2015). Istniejg takze prace wskazujace na jej przeciwzapalne dziatanie. IL-4 produkowana jest przez
limfocyty Th2, a takze komorki stymulujace procesy zapalne takie, jak: komoérki NK, bazofile,
komoérki tuczne (Paul, 2015) oraz uszkodzone neurony (Zhao i wsp., 2015), przez co moze
kontrolowa¢ reakcje tkankowe po uszkodzeniu moézgu, pelnigc zarowno funkcje prozapalng, jak
i przeciwzapalng. W wykonanych przeze mnie do$§wiadczeniach transplantacja hBM-MSCs lub EVs
prowadzila do obnizenia poziomu IL-4, wykazujac znamiennie statystyczny spadek w réznych
punktach czasowych. Podobnie, zmniejszenie produkcji IL-4 w modelu ischemii mézgu u szczuréw
obserwowano po przeszczepie UC-MSCs i kwercetyny (Zhang i wsp., 2016).

Wisréd cytokin o dziataniu przeciwzapalnym istotng rol¢ odgrywa interleukina 10. Wydaje sie,
ze poprzez hamowanie wydzielania cytokin prozapalnych moze dziala¢ protekcyjnie na tkanke
nerwowa uszkodzong w wyniku niedokrwienia (Picascia i wsp., 2015). Badania Nakajima i wsp.
wykazaty zwiekszong produkcje IL-10 po przeszczepie MSCs w modelu ischemii mézgu u szczurow
(Nakajima i wsp., 2017). W przeprowadzonych przeze mnie badaniach poziom IL-10 analizowany po
przeszczepie mezenchymalnych komorek macierzystych lub zewnatrzkomorkowych pecherzykéw nie
ulegat istotnym zmianom. By¢ moze wynika to ze zbyt krotkiego czasu obserwacji. Z prac innych
autorow wynika, ze efekt wzmozonej produkcji IL-10 jest widoczny w dluzszym czasie
od transplantacji. Czasowa zalezno$¢ wydzielania 1L-10 zostala wykazana przez Wang’a i wsp.,
okazato si¢, ze do najsilniejszej produkcji IL-10 dochodzi po uplywie 7 dni od podania MSCs,
a wysoki poziom IL-10 utrzymuje si¢ do 28 dni od przeszczepu komoérek (Wang i wsp., 2015).
Przeszczepiajac mikropecherzyki pochodzace z MSCs, Lee i wsp. opisali wzrost wydzielania IL-10
w tkance nerwowej szczuréw uszkodzonej w wyniku udaru niedokrwiennego (Lee i wsp., 2016).

Pojawiajacy si¢ w mozgu po niedokrwieniu transformujacy czynnik wzrostu [ hamuje
wydzielanie chemokin i przeciwdziata apoptozie komoérek w tkance nerwowej (Amantea i wsp.,
2015). Badania ostatnich lat dowiodly, ze TGF-Bl moze takze dziala¢ prozapalnie, a jego
podwyzszone stezenie obserwowane byto w méozgu zwierzat uszkodzonym w wyniku ischemii (Xin i
wsp., 2013c). Autorzy wielu prac opisuja zmiany wydzielania TGF-B po transplantacji
mezenchymalnych komérek macierzystych (Chen i wsp., 2003; Kong i wsp., 2009; Zhao i wsp.,
2012). W ostatnich latach prowadzonych jest coraz wigcej doswiadczen analizujacych dziatanie

poszczegblnych izoform TGF-B, wskazujacych na ich role zarowno protekcyjna, jak i prozapalng.
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Analiza wydzielania poszczegélnych typow TGF-B po uszkodzeniu mozgu i transplantacji
mezenchymalnych komorek macierzystych lub zewnatrzkomorkowych pegcherzykoéw zostata rowniez
przeprowadzona w moich badaniach.

Xin i wsp. zaobserwowali, ze wydzielanie TGF-B1 jest zwickszone po uszkodzeniu tkanki
nerwowej imitujacym udar niedokrwienny, a przeszczep MSCs obniza ekspresj¢ tej cytokiny
w komorkach mikrogleju/makrofagach i astrocytach (Xin i wsp., 2013c). Moje badania pokazaty,
ze poziom TGF-B1 oceniany w mdzgu po ischemii ulegat obnizeniu po przeszczepie hBM-MSCs lub
EVs, najwicksze zmiany zanotowano po uptywie 7 dni od transplantacji cho¢ nie byly one istotne
statystycznie. W przeprowadzonych przeze mnie doswiadczeniach widoczny byt istotnie statystyczny
spadek poziomu TGF-B2 po podaniu hBM-MSCs lub EVs w czasie 3 i 7 dni od uszkodzenia mozgu.
Wyniki te sugeruja na udziat TGF-f1 i TGF-f2 w reakcjach ,,prozapalnych” po ischemii mézgu
1 wyciszaniu ich po podaniu komorek lub wyizolowanych z nich pecherzykoéw. Przy ocenie poziomu
TGF-B3 po transplantacji hBM-MSCs lub EVs szczurom poddanym ischemii mozgu obserwowany
byl niewielki nie istotny statystycznie wzrost TGF-f3. By¢ moze TGF-B3 w odroznieniu
od podjednostek TGF-B1 i TGF-B2 ma wlasciwosci przeciwzapalne i jest wydzielana w zwigkszonej
iloéci po podaniu mezenchymalnych komorek macierzystych lub zewnatrzkomorkowych pecherzykow
W naszym modelu doswiadczalnym.

Obok cytokin istotng role w odpowiedzi gospodarza na niedokrwienie petnig chemokiny.
Prace licznych autoréw wykazaty, Zze uszkodzenie moézgu spowodowane ischemig prowadzi
do zwiekszonego wytwarzania chemokin. Silva i wsp. udowodnili, ze podwyzenie poziomu CXCL-1
po udarze niedokrwiennym skutkuje infiltracja neutrofili i zwigkszonym obumieraniem komorek
neuralnych w obszarze uszkodzenia (Silva i wsp., 2015). Donizetti-Oliveira i wsp. zaobserwowali
istotny statystycznie spadek CXCL-1 po podaniu tluszczowych komoérek macierzystych w modelu
choroby nerek (Donizetti-Oliveira i wsp., 2012). Wptyw transplantacji MSCs i EVs na poziom tej
chemokiny w udarze niedokrwiennym mozgu nie zostal do tej pory zbadany. W moich
doswiadczeniach przeszczep hBM-MSCs lub EVs prowadzit do znamiennego statystycznie obnizenia
poziomu CXCL-1 we wszystkich punktach czasowych. Tak silny spadek wartosci CXCLI1 jest
zwigzany prawdopodobnie z zahamowaniem komorek mikrogleju po przeszczepie MSCs lub EVs.

Inng chemoking majaca efekt prozapalny jest biatko chemotaktyczne monocytow 1, ktore
indukuje infiltracje monocytow, aktywuje produkcje cytokin prozapalnych i1 przyczynia sie
do zwickszenia obszaru uszkodzenia (Dimitrijevic i wsp., 2007; Strecker i wsp., 2013).
Doswiadczenia Yoo i wsp. wykazaly obnizenie poziomu MCP-1 po przeszczepie mezenchymalnych
komorek macierzystych w modelu udaru niedokrwiennego moézgu (Yoo i wsp., 2013). Ponadto Wang
i wspotpracownicy udowodnili, ze MCP-1 uwalniany przez komoérki w miejscu dotknigtym ischemia
nasila migracj¢ MSCs do obszaru uszkodzenia (Wang 1 wsp., 2002). Wplyw podania
zewnatrzkomorkowych pecherzykow na regulacje poziomu MCP-1 w modelu udaru niedokrwiennego
nie zostal do tej pory opisany. W moich badaniach dotetnicza transplantacja hBM-MSCs, podobnie
jak EVs, do uszkodzonego prazkowia szczura prowadzita do istotnego statystycznie obnizenia MCP-1.
Spadek ilosci MCP-1 korelowat z obnizeniem aktywacji komorek mikrogleju i astrocytow w mozgu
biorcow przeszczepu.

Wazne funkcje w reakcjach immunologicznych po ischemii mézgu petnig takze biatka zapalne
makrofagow (MIP): MIP-1a (CCL3) i MIP-3a (CCL20). Liczne badania dowiodly, ze MIP-1a
stymuluje naptyw monocytow do uszkodzonej tkanki, jak rowniez pobudza astrocyty i komorki
mikrogleju (Cowell i wsp., 2002). Badania wykazaty, ze MIP-1a, podobnie jak MCP-1, zwicksza
migracj¢ mezenchymalnych komoérek macierzystych do miejsca dotknigtego ischemig po ich
transplantacji (Wang 1 wsp., 2002). W moich do$wiadczeniach przeszczep komorek
mezenchymalnych lub pochodzacych z nich zewnatrzkomérkowych pecherzykow prowadzit
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do istotnego statystycznie obnizenia poziomu MIP-1a we wszystkich punktach czasowych. Rola EVs
w regulacji poziomu MIP-1a reakcjach ,,zapalnych” spowodowanych udarem niedokrwiennym nie
zostata do tej pory zbadana. Najnowsze prace pokazujg jednak, ze EVs wyizolowane z MSCs
zmniejszajag wydzielanie MIP-la. w mysim modelu uszkodzenia rdzenia kregowego (Sun i wsp.,
2018).

Istotg dziatania MIP-3a jest stymulacja wydzielania IL-1B i aktywacja syntazy tlenku azotu,
co powoduje zwigkszenie uszkodzenia powstatego w wyniku ischemii mézgu (Terao i wsp., 2009).
Badania Terao i wsp. wykazaly, ze zablokowanie produkcji MIP-3a prowadzi do zmniejszenia
obszaru lezji po niedokrwieniu moézgu u szczuréw (Terao i wsp., 2009). W moich doswiadczeniach
podanie MSCs lub EVs zwierzgtom w modelu uszkodzenia moézgu prowadzitlo do istotnej
statystycznie redukcji wydzielania MIP-30. W zwiazku z tym, ze MIP-3a produkowane jest glownie
przez aktywowane astrocyty, zmniejszenie liczby astrocytow obserwowane przez nas po transplantacji
mezenchymalnych komorek macierzystych lub zewnatrzkomorkowych pecherzykow powodowato
obnizenie poziomu tej cytokiny w tkance nerwowej po ischemii.

Wyniki moich badan, przedstawione w rozprawie doktorskiej, podobnie jak wczesniejsze
nieliczne doswiadczenia innych autorow, wykazaly, ze podanie mezenchymalnych komorek
macierzystych powoduje obnizenie poziomu cytokin i chemokin prozapalnych oraz jednoczesny
wzrost czynnikow przeciwzapalnych w mozgu szczuréw po cytotoksycznym uszkodzeniu prazkowia.
Co ciekawe, przeszczepiane dotetniczo zewnatrzkomorkowe pecherzyki majg  zdolnosé
immunomodulacyjnego dziatania na komorki mézgu gospodarza porownywalng z efektem komorek
mezenchymalnych, z ktorych zostaly izolowane. Te nowatorskie poczynione przez nas obserwacje sg
przedmiotem zgloszenia patentowego, wydaja si¢ by¢ takze cenne z punktu widzenia przysztych
mozliwosci zastosowan klinicznych.
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7. Podsumowanie

- Opracowano metode izolacji zewnatrzkomorkowych pecherzykow (EVS) z  ludzkich
mezenchymalnych komorek macierzystych szpiku kostnego (hnBM-MSCs) i ich znakowania PKH26
lub nanoczastkami Zelaza skoniugowanymi z rodaming (Molday ION), umozliwiajacymi wizualizacje
zaré6wno in vitro jak in vivo

- Wykazano, iz znakowanie zewnatrzkomorkowych pecherzykow PKH26 lub Molday ION nie
ogranicza ich migracji obserwowanej zar6wno w badaniach in vitro jak i in vivo

- Komérki hBM-MSCs lub pochodzace z nich zewnatrzkomoérkowe pegcherzyki podawane do prawej
tetnicy szyjnej szczura lokalizuja si¢ w mézgu biorcy w okolicy wywotanego wcze$niej uszkodzenia

- Po transplantacji hBM-MSCs lub EVs obserwuje si¢ zmniejszenie aktywacji komoérek mikrogleju
oraz liczby leukocytow, w tym limfocytow T CD8" w moézgu zwierzat, ktorych wzrost byt
spowodowany cytotoksycznym uszkodzeniem prazkowia

- Analiza cytokin oraz chemokin w mézgu szczurow wykazata, ze przeszczep hBM-MSCs lub EVs
powodowat obnizenie poziomu cytokin prozapalnych, w tym IL-1a, IL-1B, IL-6 i IFNy oraz
chemokin, takich jak CXCL1, MIP-1 a, MIP-3 a i MCP-1, ktorych zwigkszenie obserwowano
w wyniku cytotoksycznego uszkodzenia mozgu

8. Whnioski

- Opracowana przez nas metoda izolacji zewnatrzkomorkowych pecherzykow z ludzkich
mezenchymalnych komoérek macierzystych szpiku kostnego umozliwita otrzymanie czystej populacji
EVs, pozbawionej debris komorkowego

- Zmodyfikowana technika dotetniczej transplantacji pozwolita na bezposredni transfer podawanych
komorek i zewnatrzkomorkowych pecherzykow do potkuli mozgu tozsamej z miejscem uszkodzenia

- Przeszczepiane dotgtniczo zewnatrzkomorkowe pecherzyki maja zdolno$¢ immunomodulacyjnego
dzialania na komorki moézgu gospodarza, efekt ten jest poréwnywalny z dziataniem komorek
mezenchymalnych, z ktorych zostaty wyizolowane

- Wydaje si¢, ze systemowa transplantacja zewngtrzkomoérkowych pecherzykow w porownaniu

z przeszczepem komoérek moze by¢ bardziej bezpieczna ze wzgledu na ich mniejszy rozmiar i staba
immunogennos$¢ zwiazang z brakiem lub niskg ekspresjg antygenow
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