STRESZCZENIE:

Mezenchymalne komoérki macierzyste (ang. Mesenchymal Stem Cell, MSC)
charakteryzuje wysoki potencjat regeneracyjny i immunomodulujacy, a mozliwo$¢ ich
pozyskania z tkanek dorostego organizmu i1 doglebne poznanie ich wtasciwosci biologicznych

ciggle stanowi przedmiot badan wielu naukowcow.

Gléwnym celem badan prowadzonych w niniejszej pracy byta charakterystyka
biologiczna in vitro ludzkich mezenchymalnych komorek macierzystych zlokalizowanych w
czterech niszach tkankowych organizmu czlowieka: w szpiku kostnym (BM-MSC), tkance
thuszczowej (AT-MSC), migsniu szkieletowym (SM-MSC) oraz skorze (SK-MSC).
Materialem, ktorym postuzono si¢ w niniejszej pracy, byt szpik kostny pozyskany od zmartych
w czasie autopsji, migsien szkieletowy oraz tkanka thiszczowa, pozyskane w formie
pozostatosci po zabiegach chirurgicznych oraz skéra pozyskana po zabiegu amputacji konczyn

dolnych.

Zbadano podobienstwa i roznice w ekspresji markerow charakterystycznych (CD73,
CD90, CD105) oraz negatywnych (CD34, CD45) dla komérek MSC, a takze ekspresje
markeroOw zwigzanych z regulacja procesu angiogenezy (PDGFRa, CD146) oraz tych
swiadczacych o macierzystym i/lub progenitorowym charakterze badanych komoérek (PW1,
CD56). Wzigto pod uwage rowniez poziom ekspresji genow: Sox2 i Oct4, bedacych
wskaznikami stopnia niezréznicowania komorek, genu supresorowego p53, oraz
protoonkogennego c-Myc. Cechami funkcjonalnymi komoérek MSC, ktorym poswiecono
szczegbdlng uwage byta zdolnos¢ do wydzielania cytokin do pozywki pohodowlanej, zdolnosci
komorek do roznicowania w stron¢ osteoblastow, adipocytéw 1 chondrocytéw oraz zdolnosci
do tworzenia spontanicznych fuzji. W badaniach wykorzystano metody: cytometrii
przeptywowej, barwien immunocytochemicznych, real time RT-PCR oraz Multiplex ELISA.
Oprocz charakterystyki réznic pomiedzy MSC zaleznie od tkanki, z ktorej pochodza, uwage
poswigcono temu jak na biologi¢ komorek wptywa dlugoterminowa hodowla in vitro. W celu
dokladnego zobrazowania zjawiska zmian fenotypowych dokonano analizy dynamiki
intensywnosci fluorescencji poszczegdlnych markerow, co odpowiada zageszczeniu badanych

antygenow w komorce. Obserwacje prowadzono do pasazy P9 - P10.

Zaobserwowano, ze komorki o podstawowym fenotypie komoérek MSC mozna
wyizolowa¢ z kazdej z badanych tkanek. Juz w pasazu P1 hodowle charakteryzowaly si¢

wysoka czystoscia, biorac pod uwage wysoka (>90%) ekspresje markerow CD73, CD90 oraz



CD105, oraz niska (<3%) ekspresj¢ markerow CD34 oraz CD45. Od tej reguly odbiegaly
komorki izolowane z migénia szkieletowego, ktére w pasazu P1, posiadaty nizszy udziat
populacji komérek CD105+ (78%). Populacja komérek izolowanych z migénia szkieletowego
charakteryzowala si¢ heterogennoscia, o czym $§wiadczy ekspresja antygenu CD56, bedacego
markerem m.in. komorek progenitorowych. Cechag typowa dla SM-MSC byt rowniez brak
zdolnosci do roznicowania adipogennego, co $swiadczy o ich bipotencjalnym charakterze.
Komorki izolowane z migénia przy stosowanej metodologii mialy charakter raczej
progenitorowy niz multipotencjalny. Komorki BM-MSC charakteryzowaly si¢ najwieksza
stabilnoscig podstawowego fenotypu komorki MSC oraz najdtuzej trwajaca ekspresja markera
CD146 (do P10), ktory w przypadku MSC izolowanych z innych tkanek szybko zanikat
(pomiedzy P5 1 P6). BM- oraz AT-MSC, w przeciwienstwie do SM- oraz SK-MSC byty zdolne
do wydzielania duzych st¢zen réznorodnych cytokin i czynnikéw troficznych do pozywki
pohodowlanej. Najbardziej charakterystycznymi byty MCP-1, IL-8, VEGF oraz IL-6, ktorej

najwyzsze stezenie obserwowane bylo po hodowli AT-MSC.

Nowym spojrzeniem na biologiec MSC bylo badanie obecnosci biatka PW1 dotad
identyfikowanego w populacji komorek progenitorowych migs$ni szkieletowych. Ekspresja tego
biatka byta obserwowana w komoérkach MSC izolowanych z badanych tkanek oprécz BM-
MSC. PWI1 opisywany byt przez wiele lat jako biatko bedgce mediatorem apoptozy. P6zniejsze
doniesienia charakteryzowaly PW1 jako marker zwigzany z miogenezg. W niniejszej pracy
zaobserwowano, ze komorki SM-MSC o silnej ekspresji CD56, wchodzace ze sobg w fuzje,
charakteryzowaly sie rOwniez wyjatkowo silng, cytoplazmatyczng ekspresja PW1. Najnowsze
z kolei doniesienia sugeruja, ze PW1 moze by¢ kolejnym markerem komorek macierzystych.
Interesujacy jest jednak fakt braku jego ekspresji wsrod komoérek BM-MSC we wczesnych

pasazach, ktore uznaje si¢ za najmniej zréznicowany typ komorek MSC.

Badane MSC, zaleznie od tkanki, z ktorej byly izolowane, charakteryzowaly si¢
réznicami w ekspresji gendOw zwigzanych z pluripotencjalnymi wilasciwosciami komorek.
Najwyzsza ekspresja genu Sox2 w P1, w porownaniu do kontroli iPSC, charakteryzowaly si¢
komorki SK-MSC. Ekspresja mRNA dla Sox2 w pasazu P1 byta niska w komorkach BM-MSC,
ale rosta wraz z liczbg pasazy. Obserwowana ekspresja w komorkach AT- oraz SM-MSC byla
raczej stabilna pomiedzy pasazami. Ekspresja Oct4 w komorkach BM- oraz AT-MSC wzrastata
wraz ze wzrostem liczby pasazy, natomiast w SK-MSC byfa stabilna, w SM-MSC
charakteryzowala si¢ naglym spadkiem ekspresji w P5, co wigza¢ si¢ moglo z procesami

spontanicznej miogenezy. W zwigzku z miogeneza w P5 w komorkach SM-MSC



zaobserwowano rowniez spadek ekspresji czynnika p53, ktéry w MSC z innych tkanek
charakteryzowat si¢ stabilnoscig. Najwyzsza ekspresja c-Myc w poréwnaniu do kontroli iPSC
obserwowana byta w komorkach AT-MSC. Obserwacja ta sugeruje konieczno$¢ poswigcenia
szczeg6lne] uwagi komorkom AT-MSC, jesli rozwazane jest ich zastosowanie kliniczne.
Wysoka ekspresja c-Myc moze wigzac si¢ z wyjatkowym potencjatem proliferacyjnym, ale nie
mozna w tym wypadku wykluczy¢ zwigckszonego ryzyka powstawania guzow

nowotworowych.

BM-MSC oraz AT-MSC charakteryzuja si¢ szczegolnym potencjatem do wchodzenia
w fuzje z SM-MSC. Podobnej aktywno$ci nie zaobserwowano w aranzacji z SK-MSC.
Obserwacje te sugeruja, ze mimo podobienstw w podstawowym fenotypie miedzy BM-, AT- i
SK- MSC, istnieja funkcjonalne rdznice biologiczne, determinowane przez czynniki, ktorych
mechanizmy dziatania nie sg jeszcze do konca poznane. Niemniej jednak fakt, ze AT-MSC
wchodza w fuzje rownie efektywnie jak BM-MSC sugeruje kolejne podobienstwo miedzy tymi
dwoma zrodltami komoérek MSC 1 alternatywe dla cechujacych si¢ ograniczeniami w

dostgpnosci BM-MSC.

Uzyskane wyniki sg udokumentowaniem roznic biologicznych w potencjale MSC
pozyskanych z roznych tkanek, ktore mogg by¢ znaczace z punktu widzenia ich zastosowania
w medycynie regeneracyjnej i rozszerzaja wizj¢ celowanych terapii, w ktérych komérki MSC

dobierane beda pod katem ich potencjatu regeneracyjnego i stabilnosci genetyczne;.



