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Wykaz skrotow

AAS — mieszanina antybiotykow i antymykotykow (ang. Antibiotic Antimycotic Solution
BBB — bariera krew — mo6zg (ang. Brain- Blood Barrier)

BDNF - neurotropowy czynnik pochodzenia moézgowego (ang. Brain Derived Neurotrophic
Factor)

bFGF - zasadowy czynnik wzrostu fibroblastéw (ang. Basic Fibroblast Growth Factor)

CMFDA - zielony, fluorescencyjny znacznik komodrkowy: 5-ChloroMethyl-Fluorescein-
DiAcetate

CMTMR -  pomaranczowy, fuorescencyjny  znacznik  komoérkowy:  5-(and-6)-
(((4ChloroMethyl)Benzoyl)Amino) TetraMethylRhodamine

DIV — dni w hodowli in vitro (ang. days in vitro)

DMEM - pozywka hodowlana (ang. Dulbecco Modified Eagle’s Minimal Essential Medium)
ECM — macierz zewnatrzkomoérkowa (ang. Extracellular Matrix)

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

FBS — ptodowa surowica bydlgca (ang. Fetal Bovine Serum)

GDNF — czynnik wzrostu pochodzenia glejowego (ang. Glial Cell-Derived Neurotrophic Factor)
GFAP — glejowe kwasne biatko widkienkowe (ang. Glial Fibrillary Acidic Protein)

GMP — dobra praktyka wytwarzania (ang. Good Manufacturing Practice)

GVHD - choroba przeszczep przeciwko gospodarzowi (ang. Graft-Versus-Host Disease)

HEPES — bufor do hodowli komoérkowej (ang. 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic
acid)

HGF — czynnik wzrostu hepatocytow (ang. Hepatocyte Growth Factor)
HIF — czynnik indukowany hipoksja (ang. Hypoxia-Inducible Factor)
hPL — ludzki lizat ptytkowy (ang. human Platelet Lysate)

HSC — hematopoetyczne komorki macierzyste (ang. hematopoietic stem cells)

HUVEC - ludzkie komorki $rodbtonka zyly pepowinowej (ang. Human Umbilical Vein
Endothelial Cells)

ICAM-1 — miedzykomorkowa czasteczka adhezyjna (ang. Intercellular Adhesion Molecule-1)
IL — interleukina
Ki67 - biatko obecne w jadrach komoérek aktywnych mitotycznie, marker proliferacji komorek

KM — komérki macierzyste
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MSC - mezenchymalne komorki macierzyste/ zrgbowe; mezenchymalne komorki
macierzyte/stromalne

NGF — czynnik wzrostu nerwoéw (ang. Nerve Growth Factor)
NSC — neuralne komorki macierzyste (ang. Neural Stem Cells)

NSC/NPC — neuralne komodrki macierzyste/ progenitorowe (ang. Neural Stem Cells/ Neural
Progenitor Cells)

NVU — jednostka neuro-naczyniowa (ang. Neuovascular Unit)

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

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

OUN - os$rodkowy uktad nerwowy

PBS — roztwor soli fizjologicznej w buforze fosforanowym (ang. Phosphate Buffered Saline)
PCR — reakcja tancuchowa polimerazy (ang. Polymerase Chain Reaction)

PFA — paraformaldehyd

Pl — jodek propidyny

PLL — poli- L- lizyna

PMR — ptyn mézgowo- rdzeniowy

RT — temperatura pokojowa (ang. room temeperature)

gNSC — neuralne komorki macierzyste w stanie spoczynku (ang. quiescent neural stem cells)
SGZ — strefa podziarnista zakrgtu zgbatego hipokampa (ang. Subgranular Zone)

SVZ- strefa okolokomorowa (ang. Subventricular Zone)

VCAM-1 — naczyniowa czasteczka adhezyjna (ang. Vascular Cell Adhesion Molecule-1)
VEGF — czynnik wzrostu $rodbtonka naczyniowego (ang. Vascular Endothelial Growth Factor)

VEGFRL1 — receptor czynnika wzrostu $rodbtonka naczyniowego 1 (ang. Vascular Endothelial
Growth Factor Receptor 1)

VEGFR?2 - receptor czynnika wzrostu $rodbtonka naczyniowego 2 (ang. Vascular Endothelial
Growth Factor Receptor 2)

VEGFR3 - receptor czynnika wzrostu $rodbtonka naczyniowego 3 (ang. Vascular Endothelial
Growth Factor Receptor 3)

WJ-MSC — mezenchymalne komorki macierzyste/ zrebowe/stromalne pochodzace z galarety
Whartona (ang. Wharton’s Jelly Mesenchymal Stem/ Stromal Cells)
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Streszczenie

Zdolnosci regeneracyjne oraz prawidlowy rozwdj tkanek i narzadow w duzym stopniu zaleza od
obecnych w nich komoérek macierzystych (KM). KM posiadajg zdolno$¢ do samoodnowy i roznicowania
w komorki wyspecjalizowane, zdolne do funkcjonalnego zastapienia uszkodzonej tkanki. Za procesy te
odpowiedzialne jest cale mikrosrodowisko zwane niszg komorkows. W sktad niszy wchodzg zaréwno
komponenty komorkowe takie jak KM, komorki zrebu oraz komorki srodblonka tworzace naczynia
krwionoséne, jak i elementy niekomoérkowe (macierz zewnatrzkomorkowa i rozpuszczalne czgsteczki
sygnalowe). W mozgu dorostego czlowieka szczegdlne znaczenie ma nisza neuralnych komorek
macierzystych, zlokalizowana w strefie komorowej (SVZ) i subgranularnej (SGZ). Jej integralnosc,
zalezna m.in. od interakcji z komoérkami zrgbu i $rddblonka, tworzacymi tzw. jednostke neuro-
naczyniowsg (ang. neurovascular unit; NVU), ulega zaburzeniu w wyniku np. niedokrwienia czy procesow

neurodegeneracyjnych, co ogranicza potencjat regeneracyjny mozgu.

Cho¢ mezenchymalne komorki macierzyste/zregbowe (MSC) fizjologicznie nie wystgpuja W niszy
neuralnej, ich wlasciwosci t,j. zdolno$¢ do immunomodulacji czy aktywno$¢ wydzielnicza czynig je
funkcjonalnym odpowiednikiem komoérek wspomagajacych. W szczegdlnosci MSC izolowane z galarety
Whartona (WJ-MSC), ze wzgledu na swoje wczesnorozwojowe pochodzenie wyrdzniajg si¢ wysokim
potencjatem parakrynnym, co sprawia, ze moga wspiera¢ przezycie i roznicowanie neuralnych komorek
macierzystych oraz progenitorow neuralnych (NSC/NPC) oraz integralno$§¢ NVU. Stanowi to podstawe
do ich wykorzystania zar6wno jako modelu do badan interakcji komorek wspierajacych vs KM w niszy,

jak réwniez potencjalnej terapii wspomagajacej jej funkcjonowanie po uszkodzeniach.

Celem mojej pracy byto zbadanie mechanizméw i interakeji zachodzacych w niszy neuralnej w obecnosci
WJ-MSC oraz ocena czy WJ-MSC, mimo ze fizjologicznie nie wystepuja w tej niszy, moga modulujac
mikrosrodowisko aktywowa¢ NSC/NPC i wspiera¢ integralno$¢ NVU przyczyniajac si¢ do rozwoju
nowych strategii terapeutycznych. Badania obejmowaty analizg: (i) wptywu czynnikéw srodowiskowych
na podstawowe parametry WJ-MSC, (ii) interakcji WJ-MSC z komoérkami srodbtonka, krytycznymi dla
utrzymania homeostazy niszy oraz (iii) wplywu obecnosci NSC/NPC na aktywno$¢ wydzielniczg WJ-
MSC, zaréwno w warunkach fizjologicznych, jak i w modelu ischemicznego uszkodzenia tkanki

Nerwowej.

Uzyskane wyniki wykazaly, Ze ograniczona dostgpnos¢ czynnikow odzywczych nie wplywa na
zatrzymanie cyklu komorkowego oraz proliferacji WJ-MSC. Co wigcej, nie ogranicza rowniez ich
zdolnosci migracyjnych i wydzielniczych. W kolejnym etapie badan skoncentrowano si¢ na interakcjach
WI-MSC z gléwnymi komponentami niszy neuralnej- komorkami $rodblonka oraz neuralnymi
komorkami macierzystymi/progenitorowymi (NSC/NPC) — w zalezno$ci od warunkoéw przestrzennych
hodowli (2D vs 3D). W warunkach 2D obserwowano silny potencjat migracyjny WJ-MSC w kierunku
HUVEC, natomiast w hodowli przestrzennej WJ-MSC otaczaty komoérki $rodblonka (HUVEC),
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zwiekszajac jednoczesnie ich przezywalnos¢. Analiza ekspresji gendw ujawnita, ze w warunkach 3D
bezposredni kontakt komorek wyraznie wzmacniat klasyczng angiogeneze zalezng od VEGF-A
i VEGFR3, co wskazuje na kluczowe znaczenie fizycznej interakcji miedzy WJ-MSC a HUVEC dla
organizacji naczyn. Natomiast w warunkach posrednich, gdy komorki nie pozostawaty w bezposrednim
kontakcie, lecz wspotdzielity kompartment hodowlany, dominowat mechanizm, w ktérym WJ-MSC
kompensowaly brak bezposredniego kontaktu gléwnie poprzez zwigkszong ekspresj¢ VEGF-C.

W kolejnym etapie przeanalizowano oddziatywania WJ-MSC z NSC/NPC. W warunkach wspéothodowli
2D, komorki obu populacji rozmieszczaty si¢ w sposob losowy, przy czym obserwowano powstawanie
potaczen pomigdzy NSC/NPC, a WI-MSC. W ukladach trojwymiarowych WJ-MSC tworzyty struktury
sferyczne, zajmujac centralne potozenie, podczas gdy NSC/NPC lokalizowaly si¢ na ich obrzezach,
tworzac uklad przestrzenny przypominajacy organizacj¢ niszy. Obecno$¢ WJ-MSC w hodowli posredniej
skutkowata zwigkszeniem udzialu komorek GFAP-dodatnich w populacji NSC/NPC, przy
rownoczesnym zmniejszeniu frakcji A2B5-dodatniej. Z kolei fenotyp WJ-MSC na poziomie biatkowym
pozostawatl niezmieniony, natomiast analiza ekspresji genéw wykazata wzrost markeréw neuralnych
(m.in. GFAP, S100B) oraz angiogennych (m.in. VEGF-A, VEGF-C). Zmiany te znalazly
odzwierciedlenie w analizie sekretomu, potwierdzajac, ze obecnos¢ NSC/NPC indukuje u WJ-MSC

aktywacje wydzielnicza, ukierunkowang na wspieranie procesOw neurogenezy i angiogenezy.

Dodatkowo, w modelu organotypowej hodowli skrawkow hipokampa (regionu stanowigcego lokalizacje
niszy neuralnej, jak i jednostek neuro-naczyniowych; NVU), po uszkodzeniu ischemicznym
obserwowano dziatanie neuroprotekcyjne WJ-MSC. Analiza wybranych czynnikéw wydzielniczych
wykazata, iz kontakt z uszkodzong tkanka, prowadzit do dtugotrwatego uwalniania przez WJ-MSC
czynnikow sprzyjajacych angiogenezie (m.in. HGF, angiogenina, VEGF-C) i neuroregeneracji (m.in.
BDNF, GDNF), przy czym dynamika ich wydzielania zmieniala si¢ w czasie, co wskazuje na zdolnos¢

WJ-MSC do adaptacyjnej odpowiedzi na sygnaty plynace z uszkodzonej tkanki.

Uzyskane wyniki wskazujg, ze WI-MSC potencjalnie mogg modulowa¢ interakcje zardbwno z komorkami
srodblonka, jak i z progenitorami neuralnymi, pomimo iz nie wystepuja fizjologicznie w niszy neuralne;.
W warunkach in vitro WJ-MSC wzmacniaja przezywalno$¢ komorek s$rodblonka i stymuluja
angiogenezg, a w kontakcie z NSC/NPC indukujg przestrzenng organizacje przypominajaca nisz¢ oraz
dtugotrwalg aktywacje wydzielnicza sprzyjajaca neurogenezie. W modelu uszkodzenia ischemicznego
wykazuja dodatkowo dziatanie neuroprotekcyjne i adaptacyjng odpowiedz sekrecyjna. tacznie
potwierdza to ich zdolno$¢ do wspierania integralno$ci i regeneracyjnego potencjatu niszy neuralnej oraz
uzasadnia dalsze badania w kierunku kandydatow do terapii choréb neurodegeneracyjnych i uszkodzen
OUN.
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Streszczenie w jezyku angielskim

Regenerative capacity and the relevant development of tissues and organs are largely dependent
on the presence of resident stem cells (SC). These cells can self-renew and differentiate into
specialised cell types that can replace damaged tissue. The regulation of these processes is
orchestrated by the surrounding microenvironment, commonly referred to as the stem cell niche.
This niche comprises both cellular components, including SC, stromal cells, and blood vessels, as
well as non-cellular elements such as the extracellular matrix and soluble signaling molecules. In
the adult human brain, the neural stem cell niche, located within the subventricular zone (SVZ) and
the subgranular zone (SGZ), is of particular significance. Its integrity, which is critically dependent
on interactions with stromal and endothelial cells that constitute the neurovascular unit (NVU), is

disrupted by ischemic injury and neurodegeneration. This limited the brain’s regenerative potential.

Although mesenchymal stem/stromal cells (MSC) are not physiologically present in the neural
niche, their properties, such as immunomodulatory capacity and secretory activity, make them
functionally appropriate for supporting cells. In particular, MSC derived from Wharton’s jelly (WJ-
MSC) are characterized by their early developmental origin, which enables them to support the
survival and differentiation of neural stem cells and neural progenitor cells (NSC/NPC), as well as
the integrity of the NVU. These attributes explain why they are appropriate for use as a model to
investigate supportive cell-stromal cell (SC) interactions within the niche and as a potential

therapeutic strategy to improve niche function after injury.

The aim of this study was to investigate the mechanisms and interactions occurring within the NSC
niche in the presence of WJ-MSC, and to assess the ability of WJ-MSC to activate NSC/NPC and
support NVU and niche integrity through modulation of the microenvironment. This could
potentially contribute to the development of novel therapeutic strategies. The study included the
following analyses: (i) the impact of environmental factors on the basic parameters of WJ-MSCs;
(i) the interactions between WJ-MSCs and endothelial cells, which are critical for maintaining
niche homeostasis; and (iii) the effect of the presence of NSCs/NPCs on the secretory activity of
WJ-MSCs, including under conditions of ischemic neural tissue injury.

The results obtained demonstrated that limited nutrient availability does not affect the cell cycle
progression or proliferative capacity of WJ-MSCs. Moreover, it does not impair their migratory

potential or secretory activity.

Next, we examined the interactions between WJ-MSCs and the main components of the neural
niche (endothelial cells and NSC/NPC) under different spatial culture conditions (2D vs. 3D). It
was demonstrated that WJ-MSC, in both 2D and 3D cultures, surrounded endothelial cells
(HUVEC), thus enhancing their survival. In addition, WJ-MSC showed a strong migratory

potential toward HUVEC. Analysis of gene expression levels under 3D conditions revealed that
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direct cell-to-cell contact markedly enhances VEGF-A/VEGFR3-dependent angiogenesis. This
highlights the important role of physical interaction between WJ-MSC and HUVEC in vascular
formation. In contrast, under indirect conditions, a mechanism predominated, where WJ-MSCs

compensated for the absence of direct contact primarily through increased VEGF-C expression.

In the next stage, we analysed the interactions between WJ-MSC and NSC/NPC. Under 2D co-
culture conditions, the cells from both populations were distributed irregularly. However, the
formation of connections between NSC/NPC and WJ-MSC was observed. In 3D systems, WJ-
MSCs formed spheroid-like structures in a central position, while NSCs/NPCs were located at the
periphery. This spatial organisation was similar to that seen in niches. Indirect exposure to WJ-
MSCs in 2D cultures increased the proportion of GFAP-positive cells within the NSC/NPC
population and reduced the A2B5-positive fraction. While the protein-level phenotype of WJ-MSC
remained unchanged, gene expression analysis revealed upregulation of neural markers (e.g.,
GFAP, S100B) and angiogenic markers (e.g., VEGF-A, VEGF-C). These alterations were
corroborated by secretome profiling, which confirmed that the presence of NSC/NPCs induces

lasting secretory activation in WJ-MSCs, promoting neurogenesis and angiogenesis.

Additionally, in the organotypic hippocampal slice ex vivo model, which represents a region that
contains both the neural niche and the NVU, WJ-MSCs exhibited neuroprotective effects following
ischemic injury. According to an analysis of selected secretory factors, the release of molecules
that promote angiogenesis (e.g. HGF, angiogenin, and VEGF-C) and neuroregeneration (e.g.
BDNF and GDNF) by WJ-MSCs is a long-term process caused by contact with damaged tissue.
Changes in the secretion dynamics over time indicate the capacity of WJ-MSCs to adapt to signals

derived from injured tissue.

In summary, WJ-MSC can modulate endothelial and neural progenitor interactions, enhance NVU
survival, stimulate angiogenesis, and support neurogenesis despite not being native components of
the neural niche. These results confirm their ability to reinforce the integrity and regenerative
potential of the neural niche, providing a basis for further exploration of the use of WJ-MSCs in

therapeutic strategies for neurodegenerative diseases and CNS injuries.
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Innowacyjnos¢ rozprawy

1. Wykazano, ze WJ-MSC, mimo braku fizjologicznej obecnosci w mdzgu, moga
funkcjonalnie nasladowa¢ komorki wspierajace w kontek$cie niszy neuralne;.

2. Udowodniono, ze organizacja przestrzenna hodowli (2D vs 3D) wplywa na
interakcje WJ-MSC z komoérkami $rodbtonka i progenitorami neuralnymi.

3. Uwidoczniono réznice w relacjach przestrzennych 2D i 3D pomigdzy WIJ-MSC
I HUVEC oraz WJ-MSC a NSC

4. Przedstawiono bilateralno$¢ interakcji WJ-MSC z NSC/NPC i WJ-MSC
z HUVEC, prowadzaca do wzajemnej zmian fenotypu i aktywnosci wydzielniczej
obu populacji.

5. Wykazano, ze WIJ-MSC dostosowuja swoj sekretom do panujacego
mikrosrodowiska i obecno$ci innych komorek, uruchamiajagc odmienne szlaki
proangiogenne i neurotroficzne

6. Wykorzystano hodowle organotypowych skrawkéw hipokampa jako model

taczacy kontekst niszy neuralnej i jednostki neuro-naczyniowej.
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Koncepcja niszy komorek macierzystych

Komorki macierzyste (KM) to specyficzna populacja komorek posiadajaca wyjatkowa
zdolno$¢ do samoodnowy a takze roznicowania si¢ w komorki wyspecjalizowane. W dorostym
organizmie stanowig one rezerwuar bedacy jego sila regeneracyjng. Zlokalizowane sg
W charakterystycznym mikrosrodowisku zwanym niszg komorkows. Idea niszy komorek
macierzystych zostala opisana w 1978 r. w oparciu 0 badania dotyczace hematopoetycznych
komorek macierzystych (HSC — ang. hematopoietic stem cells) u ssakow. Wykazano wowczas, ze
na przezycie HSC wpltywa otoczenie, w tym interakcje HSC z komorkami $rodbtonka
I makrofagami wspierajacymi ich przezycie i roznicowanie [1]. Dalsze badania potwierdzity, ze na
przezycie i dalsze losy komorek macierzystych/ progenitorowych ma wptyw wiele innych typow
komoérek zwanych komorkami zrgbu niszy HSC m.in. osteocyty, adipocyty, fibroblasty czy
mezenchymalne komorki macierzyste/ zrebowe (MSC) [2]. W kolejnych latach wraz
z odkrywaniem nowych lokalizacji KM, nisza zostata zdefiniowana jako mikrosrodowisko ztozone
z komorek macierzystych oraz komorek wspierajacych, a takze z macierzy zewnatrzkomorkowej
i czynnikéw rozpuszczalnych, ktore wspolnie regulujg samoodnowe, réznicowanie i przezycie
komorek macierzystych, zapewniajac zdolnos¢ tkanek do regeneracji [3]. W sktad niszy wchodzi
(i) komponent komorkowy tworzony przez komorki macierzyste oraz inne wyspecjalizowane typy
komorek t.j. komorki podporowe/zrebowe, komorki $rodbtonka naczyn krwionosnych, czy
zroznicowane komorki charakterystyczne dla danego narzadu, a takze (ii) komponent
niekomorkowy, na ktory sktadajg si¢ elementy macierzy zewnatrzkomérkowej (ECM — ang.
extracellular matrix) o roznych wtasciwosciach fizyko-chemicznych i czynniki rozpuszczalne np.
czynniki wzrostu, hormony i cytokiny. Czynniki te sa wydzielane przez znajdujace si¢ w niszy
komorki wspierajace oraz same komorki macierzyste i majg zdolnos$¢ precyzyjnego regulowania
ich aktywnosci, w tym samoodnowy, réznicowania oraz utrzymywania w stanie quiescence (fazie
GO0 cyklu komoérkowego). Z kolei macierz zewnatrzkomorkowa (ECM) stanowi ztozong sie¢ biatek
i weglowodanow, ktora nie tylko petni funkcje rusztowania strukturalnego, ale rowniez uczestniczy
w transdukcji sygnatow, oddzialujac na receptory powierzchniowe komodrek macierzystych
i modulujac ich odpowiedz na czynniki wzrostowe, cytokiny czy bodzce mechaniczne. W ten
sposob ECM, w pofaczeniu z sygnatami parakrynnymi i autokrynnymi, aktywnie ksztaltuje

mikrosrodowisko niszy i wspétdecyduje o losach komorek macierzystych [4,5].

Regulacja proceséw w niszy

Nisza komorkowa reguluje aktywno§¢ KM poprzez interakcje jakie zachodzace pomiedzy
jej poszczegdlnymi komponentami, a jej kluczowa rola jest regulacja cyklu komérkowego KM [6].
Wzajemne interakcje komoérek prowadza do decyzji o ich pozostaniu w stanie spoczynku lub

wejsciu w cykl komoérkowy. Podczas podziatow symetrycznych powstaja dwie identyczne
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komorki o zdolnosci do samoodnowy, CO uzupelia rezerwuar KM i utrzymuje je w stanie
niezroznicowanym. Natomiast do podzialéw asymetrycznych dochodzi, gdy pod wptywem
bodzcow wewnetrznych lub zewnetrznych (np. uszkodzenia, stresu oksydacyjnego czy procesu
zapalnego) nisza wysyta sygnaty, ktore mobilizuja KM do réznicowania si¢ w wyspecjalizowane
typy komoérek. W wyniku takiego podzialu powstaja dwie komoérki potomne: jedna zachowujaca
wlasciwos$ci komorki macierzystej i druga wchodzaca na $ciezke réznicowania, dajac poczatek
komoérkom progenitorowym. Dzigki takiemu podzialowi mozliwe jest jednoczesne zachowanie
puli komoérek macierzystych i rozpoczecie procesu regeneracji poprzez dostarczenie do tkanki

komorek progenitorowych.

Zdolnosci regeneracyjne narzadow zaleza od stanu niszy komorkowej, a wiec od liczby
i aktywnos$ci komorek macierzystych oraz komoérek wspomagajacych. Tkanki dysponujace duza
pula aktywnych komorek macierzystych, takie jak nabtonek jelitowy, skora czy szpik kostny,
odnowe przeprowadzaja bardzo szybko. Natomiast w narzadach, w ktorych komorki macierzyste
sg nieliczne lub pozostajg w stanie spoczynku, proces regeneracji jest znacznie ograniczony.
Przyktadem niszy o stosunkowo matej aktywnosci sa neuralne komorki macierzyste (NSC- ang.
neural stem cells), ktorych odkrycie w moézgu okazalo si¢ szczegélnie wazne dla rozwoju

medycyny regeneracyjne;j.

Nisza neuralnych komorek macierzystych

Mozg dorostego czlowieka charakteryzuje si¢ ograniczona zdolnoscia do regeneracii,
ktora przez wiele lat ttumaczono brakiem KM w tym narzadzie. Do lat 60-tych XX wieku zgodnie
z teorig Santiago Ramoén y Cajal’a uwazano, ze wraz z koncem rozwoju uktadu nerwowego
w okresie prenatalnym, zostat zakonczony rowniez proces wzrostu i regeneracji aksonow
i dendrytow. Stwierdzenie to stato si¢ nieaktualne, kiedy to w 1963 roku, w mozgach dorostych
szczurow odkryto dzielace si¢ komorki, ktore posiadaty zdolno$é roznicowania si¢ w neurony [7].
Jednak dopiero w 1998 roku, grupa Gage’a przekazata pierwsze dowody na istnienie tych komorek
w mozgu dorostego cztowieka [8]. Komorki te okreslono jako neuralne komoérki macierzyste
(NSC). NSC sa specyficznym typem komorek ktore posiadaja cechy typowe dla KM: sg zdolne do
samoodnowy, a takze moga réznicowac si¢ w bardziej wyspecjalizowane komorki nerwowe:

oligodendrocyty, astrocyty oraz neurony (Rycina 1).
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Rycina 1 Schemat réznicowania neuralnych komoérek macierzystych. Rycina stworzona przy uzyciu programu
BioRender.com.

Neurogeneza jest procesem tworzenia nowych komorek nerwowych, ktéry zachodzi
zardbwno w okresie prenatalnym (embrionalnym), jak i postnatalnym (dorostym). W dojrzalym
moézgu zostaly zlokalizowane dwa obszary o aktywnej i ciaglej neurogenezie: strefa
okotokomorowa komor bocznych (SVZ, ang. subventricular zone) oraz strefa podziarnista zakretu
ze¢batego hipokampa (SGZ, ang. subgranular zone). Istniejg doniesienia o plastyczno$ci i rzadkich
przypadkach neurogenezy w innych obszarach moézgu (np. w korze czy prazkowiu), ale ich
znaczenie u cztowieka jest kontrowersyjne i wciaz dyskutowane [9-11]. Sktadniki komorkowe
niszy NSC roznig si¢ w zaleznosci od lokalizacji. Obie nisze zawierajg astrocytopodobne komorki
macierzyste, jednak roznig si¢ organizacjg, sktadem komoérkowym i funkcja. W obszarze SGZ
wyrozniamy komorki $rodblonka, komorki stromalne (podporowe), astrocyty, komorki
mikrogleju, neuronalne komorki glejopodobne (typu I) oraz komorki bezwypustkowe (typu II).
Nisza ta ukierunkowana jest gtdwnie na lokalng neurogenezg¢ w hipokampie. Nowe neurony
integruja si¢ lokalnie w zakrecie zgbatym, rdéznicujaC W neurony ziarniste i biora udziat
W plastycznosci sieci neuronalnej. Obszar SVZ znajduje si¢ w sasiedztwie Sciany komor bocznych
dorostego mézgu ssakow. Kluczowa role wspierajaca odgrywaja komorki ependymy i srodblonka.
W odrdznieniu od gryzoni, u cztowieka, powstajace W tej niszy neuroblasty wykazuja ograniczong

zdolno$¢ migracji, lecz nadal wigksza niz w SGZ.

Komorki macierzyste SVZ sg klasyfikowane w r6znych stanach zréznicowania jako typ
A, B lub C. Wyr6zniamy: GFAP — pozytywne (GFAP- ang. glial fibrillary acidic protein)
astrocytarne komorki macierzyste (komorki typu B1), monowarstwg komorek ependymalnych

(komorki typu E), przejsciowo aktywowane komorki progenitorowe (komorki typu C), neuroblasty
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(komorki typu A) i komorki $rodbtonka (Rycina 2). Komorki typu B sg promienistymi,
glejopodobnymi neuralnymi komorkami macierzystymi, ktore kontaktuja si¢ zar6wno z ptynem
mozgowo-rdzeniowym w przestrzeni komorowej po stronie wierzchotkowej, jak i1 z naczyniami
krwiono$nymi [12]. Komorki typu B wystepuja zazwyczaj w stanie spoczynku (ang. quinescence).
Pod wplywem bodzcow z niszy moga zosta¢ reaktywowane do proliferacji i da¢ poczatek
komorkom typu C. Komorki typu C nastepnie proliferuja i generujg neuroblasty, ktore migruja
wzdluz naczyn krwionos$nych i przechodza do rdéznicowania w istniejacych obwodach
neuronalnych [13-15] m.in. ostatecznie roznicujac si¢ w neurony, ktore wlaczajg si¢ w obwody
opuszki wechowej [16]. Podczas tego procesu, komorki réznicujg si¢ w astrocyty lub
oligodendrocyty, ale réwniez charakteryzujg sie wysoka $miertelno$cig, co skutkuje bardzo
ograniczong liczbg nowych neurondw integrujacych sie z siecig neuronalng [17]. Ponadto,
najnowsze dowody wskazuja na fizjologiczne starzenie si¢ niszy, co skutkuje postgpujaca utrata
jej funkcji, spadkiem zdolnosci samoodnowy i regeneracji NSCs w osrodkowym uktadzie
nerwowym (OUN) [18]. Procesy te sa przyspieszane poprzez dodatkowe patologie t.j. zmiany
zapalne lub pourazowe. Badania potwierdzaja, ze wraz z wiekiem zwigksza si¢ heterogennosé¢
populacji w niszy. Pula NSC w spoczynku, niewrazliwych na aktywacje zwieksza sie, co powoduje

obnizenie ich potencjatu regeneracyjnego [19,20].

neuroblast _kf:‘;?,?rk; perycyt na_czyn!e
(komérka typu A) srodblonka I krwionosne

macierz
zewngtrzkomaérkowa

epedymocyt komé(:(; c;c;fpu B Komérka PMR

typuC

Rycina 2 Schemat niszy neuralnych komoérek macierzystych obecnych w mézgu dorostego cztowieka: PMR- ptyn
moézgowo-rdzeniowy. Rycina stworzona przy uzyciu programu BioRender.com.

KM charakteryzuja si¢ zdolnos$cia do nieograniczonego podziatu, petniac role rezerwuaru
dla uszkodzonych tkanek. Jak wczes$niej wspomniano, w niszy utrzymywane sa w stanie
spoczynku, w ktérym nie ulegaja podzialom komorkowym. Kluczowe dla zachowania homeostazy

tkanek jest utrzymana réwnowaga pomigdzy stanem spoczynku komoérek macierzystych, a ich
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aktywacja, prowadzaca do wejscia w cykl komorkowy i roznicowania si¢ w komorki wyzej

wyspecjalizowane, zdolne do zastgpienia uszkodzonej tkanki.

Los NSC determinujg sygnaly wysylane ze $rodowiska niszy, ktore reguluja zarowno cykl
komorkowy jak i aktywnos$ci procesow naprawczych. W warunkach fizjologicznych neuralna nisza
komorek macierzystych podtrzymywana jest przez wyspecjalizowane komorki pomocnicze, ktore
zapewniaja zaroOwno strukturalne, jak i sygnatowe wsparcie dla NSC [4]. Naleza do nich:

oligodendrocyty, astrocyty, mikroglej, ependymocyty, perycyty oraz komoérki §rodbtonka naczyn.

Oligodendrocyty oraz ich komorki prekursorowe pelnig istotne funkcje we wspieraniu
dojrzewania i roznicowania neuronow na wczesnych etapach rozwoju oraz w regulacji
roznicowania neuralnych komoérek progenitorowych (NPC). Gtéwnym mechanizmem
regulujacym to zjawisko jest wydzielanie czynnikow troficznych takich jak BDNF oraz NGF. Co
wiecej progenitory oligodendrocytow charakteryzujg sie zdolnoscig do migracji i proliferacji
utrzymujacg si¢ przez cate zycie. W kolejnych etapach réznicowania oligodendrocyty oraz ich

prekursory odpowiedzialne sg za mielinizacj¢ dojrzatych komoérek neuralnych.

Astrocyty pelnig istotnig rol¢ w utrzymaniu struktury niszy i sg odpowiedzialne za tworzenie
i utrzymywanie bariery krew- moézg (BBB — ang. blood brain barrier). Posiadaja funkcje
neuroprotekcyjne poprzez regulacj¢ przeptywu krwi oraz odpowiedZz immunologiczna. Komorki
te chronig nisz¢ przed ekcytoksycznoscig glutaminergiczng. Podobnie jak oligodendrocyty,
astrocyty regulujg proliferacje i roznicowania NSC poprzez wydzielanie czynnikow troficznych
takich jak BDNF, GDNF i morfogenow t.j. Wnt. W strefie SVZ (wczesniej wspomniane komorki
typu B1) stanowia mieszang populacje pod wzgledem wlasciwosci neurogennych. Jedna
z waznych r6l, ktére pelnig jest ich wspotpraca z uktadem naczyniowym. Komorki te stykaja sig
z naczyniami krwiono$nymi W miejscach o zwigkszonej przepuszczalnosci BBB, umozliwiajac
malym czasteczkom dyfuzyjnym przedostawanie si¢ do strefy neurogenicznej [21]. Komorki typu
B i C s3 w wyjatkowy sposob przystosowane do odbierania sygnatéw z uktadu naczyniowego,
takich jak hormony i czynniki wzrostu. Ponadto substancje te moga kontrolowac proliferacje

komorek w SVZ w warunkach fizjologii, jak i po urazie.

Istotnym elementem regulujgcym odpowiedz immunologiczng w moézgu jest mikroglej. Jego
zadaniem jest monitorowanie mikrosrodowiska i reakcja na stan zapalny. Reakcja mikrogleju
I jego polaryzacja zwigzane sg z aktualnym stanem mikrosrodowiska. W literaturze wyrdznia sig
dwa zasadnicze fenotypy aktywacji mikrogleju: prozapalny (M1), charakteryzujacy sig¢
wydzielaniem cytokin takich jak IL-1f8, IL-6 czy TNF-a, oraz naprawczy (M2). Komorki
mikrogleju moga przechodzi¢ miedzy tymi fenotypami, dostosowujac swoje funkcje do warunkow
srodowiska [22]. Oprocz regulacji procesow immunologicznych, mikroglej petni rowniez role

,,0CZySzczajacy” usuwajac W procesie fagocytozy uszkodzone fragmenty komorek, t.j. fragmenty
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synaps czy mieliny. Co wigcej komorki te wspieraja rowniez plastyczno$¢ moézgu, wptywajac na
rozwdj nowych polaczen pomiedzy neuronami, procesy zwigzane z pamiecig oraz uczeniem si¢
[23,24]. Niestety wraz z wickiem, spada zdolno$¢ do proliferacji mikrogleju, co ogranicza

sprawnos¢ kontrolowanych przez te komorki procesow [25].

Kolejnym elementem petnigcym funkcje podporowo - modulacyjne sg ependymocyty, czyli
komorki wysciotki komor mozgu. Komorki te odpowiedzialne sa za wspottworzenie BBB oraz
regulacje transportu czynnikow pochodzacych z ptynu mézgowo- rdzeniowego takich jak jony czy
hormony. Ponadto, ependymocyty sg zrodtem czgstek sygnatowych takich jak Wnt czy Shh
wplywajacych na proliferacje NSC [26,27].

Istotnym elementem strukturalnym niszy sa perycyty - multipotencjalne komorki wspierajace,
ktére zlokalizowane sg w okolicy naczyn krwionosnych. Otaczaja je i przylegajg $cisle do
srodbtonka naczyn krwiono$nych wspotpracujac z nim i biorge udziat zaréwno w stabilizacji BBB
jak 1 promocji angiogenezy. Perycyty posiadaja zdolnos$¢ do reagowania na sygnaty biochemiczne,
interakcji z sgsiednimi komorkami oraz adaptacji do zmieniajagcych si¢ warunkow

srodowiskowych [28].

Komorki srédbtonka bedace elementami sktadowymi naczyn krwiono$nych, nie tylko zapewniaja
wsparcie strukturalne, ale takze aktywnie uczestniczag w komunikacji migedzy neuronami,
a uktadem naczyniowym. Ta dwukierunkowa interakcja ma kluczowe znaczenie dla procesow
takich jak neurogeneza, synaptogeneza czy utrzymanie integralnosci BBB [29]. Co wiecej,
udowodniono, ze kontakt NSC z komorkami srodbtonka naczyn krwiono$nych przyczynia si¢ do

dojrzewania komorek typu B poprzez sygnalizacj¢ Notch [30].

Aby zapewni¢ prawidlowe funkcjonowanie moézgu, komorki w niszy komunikuja si¢
migdzy sobg za posrednictwem sieci polgczen wykorzystujac rézne mechanizmy w tym:
wydzielanie parakrynne, endokrynne oraz autokrynne; komunikacje za posrednictwem
egzosomoéw 1 innych pecherzykow zewnatrzkomorkowych; kontakt bezposredni komorka-
komorka za posrednictwem polaczen migedzykomorkowych; sygnalizacje chemiczng (poprzez
neuroprzekazniki) a takze komunikacj¢ z wykorzystaniem wiasciwosci mechanicznych ECM

(naprezenie, ci$nienie, sztywno$¢ ECM) [29,31].

W niszach komorkowych wystepuje rownowaga wielu szlakow sygnatowych. Cho¢ petnig
one rozne role, niektore z nich odgrywaja kluczowa rolg w réznych tkankach. Sygnalizacja Notch
odgrywa istotna rolg¢ w tkankach dorostych, definiujac cechy komoérek macierzystych. Inne szlaki
regulacyjne obejmujg m.in. czynniki wzrostu, takich jak czynnik wzrostu fibroblastow (FGF),
czynnik wzrostu §rodblonka naczyniowego (VEGF), neurotroficzny czynnik pochodzenia

mozgowego (BDNF) czy glejopochodny czynnik neurotroficzny (GDNF) [32-34]. Ponad to,
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niezwykle istotng funkcja niszy jest regulacja migracji oraz powrotu do ich miejsca pochodzenia.

Suma tych wszystkich czynnikoéw stanowi o sile regeneracyjnej organizmu.

W odpowiedzi na uszkodzenie uktadu nerwowego, KM obecne w niszy moga zosta¢ aktywowane.
Proces ten prowadzi do wprowadzenia ich w cykl komdrkowy, proliferacj¢, podzial asymetryczny
i migracji miodych neuroblastbw w kierunku miejsca urazu [35-37]. Skuteczno$¢ tych
mechanizméw jest jednak silnie zalezna od integralnosci i prawidlowego funkcjonowania
mikro§rodowiska niszy. Znaczne uszkodzenie jej struktury, w tym komoérek podporowych,
prowadzi do zahamowania procesdOw naprawczych i ograniczenia neurogenezy. Dlatego tez istotne
znaczenie ma zaro6wno odbudowa elementow niszy, jak i czasowe zastgpienie sygnalow
aktywowanych endogennie, przez dostarczenie tych sygnatow z zewnatrz (np. w wyniku terapii
komorkowej). Silnym czynnikiem uszkadzajacym te procesy w mozgu jest uszkodzenie

niedokrwienne

Nisza w warunkach niedokrwienia

W przebiegu udaru niedokrwiennego dochodzi do hipoperfuzji tkankowej, co skutkuje
miejscowym niedoborem tlenu i glukozy. W konsekwencji nastgpuje wyczerpanie zasobow
energetycznych oraz niezbgdnych sktadnikéw odzywczych, co zaburza prawidlowy metabolizm
i zagraza przezyciu komorek [38]. Towarzyszy temu destabilizacja gradientdéw osmotycznych,
wzrost wewnatrzkomoérkowego stezenia jondw wapnia oraz uszkodzenie integralno$ci blon
mitochondrialnych. Zaburzenie funkcji btonowej pompy sodowo-potasowej oraz uszkodzenie
BBB prowadza do rozwoju obrzeku cytotoksycznego, co z kolei nasila procesy martwicy
i apoptozy w ognisku udaru. W odpowiedzi dochodzi do nadmiernego wytwarzania reaktywnych
form tlenu (ROS), masowego uwalniania glutaminianu, akumulacji jondw wapnia wewnatrz
komorek oraz aktywacji odpowiedzi zapalnej. W dalszych etapach niedokrwienie mézgu indukuje
wzmozong ekspresje gendw zaangazowanych w mechanizmy apoptyczne, takich jak p53, bcl-x

oraz bax (Rycina 3) [39,40].
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Rycina 3 Kaskada zdarzen po udarze niedokrwiennym mézgu. Skroty: ATP- adenozynotrifosforan, ROS — reaktywne
formy tlenu , TNFa — czynnik martwicy nowotworu a, MCP-1 - biatko chemotaktyczne monocytéw 1, ICAM-1 -
migdzykomorkowa molekuta adhezyjna 1. Rycina stworzona przy uzyciu programu BioRender.com.

W odpowiedzi na uraz komorki niszy przystepuja do odbudowy uszkodzonej tkanki.
Dochodzi do aktywacji astrocytéw, dzigki czemu rozpoczynaja one tworzenie bariery wokot
ogniska udaru tym samym ograniczajac jego rozrost. Dodatkowo wydzielajg szereg czynnikdw

0 dziataniu neuroprotekcyjnym takich jak BDNF, GDNF czy VEGF.

Rownie istotng role w odbudowie mikrosrodowiska po udarze odgrywajg naczynia
krwiono$ne. Ma to zwigzek m.in. z ich funkcja w utrzymaniu integralno$ci BBB. Prawidlowe
funkcjonowanie BBB jest zalezne od potaczen szczelinowych pomigdzy komorkami $rodbtonka
i mikrosrodowiskiem okotonaczyniowym. W ostrej fazie po rozpoczeciu niedokrwienia
dysfunkcja NVU bezposrednio prowadzi do przerwania BBB. Zmniejszenie ekspresji niektorych
biatek (takich jak okludyna, klaudyna-5 i ZO-1) zwigksza przepuszczalno$¢ BBB i zwigksza
ryzyko wywotania wazogennego obrzeku mozgu. Perycyty natomiast mogg promowaé rozwoj
obrzeku mozgu, przeksztalcajgc sie w typ prozapalny [41]. Ponadto migruja one do zmian
urazowych w celu promowania regeneracji BBB, dzigki sygnalizacji PDGFR-B. Po udarze
naczynia krwiono$ne zaczynajg si¢ regenerowac, a miejscowy zawat sprzyja angiogenezie lecz
proces ten jest powolny. W przypadku mézgu kluczowe jest, aby naprawa nastapita jak najszybciej
po urazie, co wymaga terapii, ktéra moze wspiera¢ ten proces [42]. Mikroglej natomiast peni
funkcje immunomodulacyjne jednak jak pokazuja badania, czesto jego aktywacja sprzyja
niekorzystnym procesom. Zmienione $rodowisko niszy prowadzi do natychmiastowej aktywacji
mikrogleju w niszy i nieprawidtowej odpowiedzi neurogenicznej, z zatrzymaniem cyklu
komorkowego NSC oraz NPC i $miercig neuroblastow [43]. W przypadku oligodendrocytow
podczas niedotlenienia dochodzi réwniez do zaburzen demielinizacji i mielinizacji co powaznie
wplywa na funkcjonowanie, strukturg, metabolizm oraz przezywalnos$¢ aksonoéw [44] (Rycina 4).

Dlatego tez istotne jest jak najszybsze przywrocenie ich funkcjonalnosci.
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Rycina 4 Schemat interakcji zachodzgcych pomiedzy NSC a komérkami zrebu podczas uszkodzenia niedokrwiennego
moézgu. Rycina stworzona przy uzyciu programu BioRender.com.

Uszkodzenie komorek wspierajacych nisze¢ NSC powoduje, ze konieczne staje si¢
poszukiwanie elementéw zdolnych do funkcjonalnego zastgpienia lub wzmocnienia mechanizmow
ochronnych NVU 1 niszy w warunkach patologicznych. Odpowiednim kandydatem mogacym
podja¢ funkcje wspierajace odbudowg wydaja si¢ mezenchymalne komorki macierzyste/ zrgbowe
(MSC). Cho¢ fizjologicznie nie wystepuja one w mozgu, dostarczenie ich do miejsca urazu ze
wzgledu na ich unikatowe wlasciwosci wydaje si¢ by¢ potencjalnym rozwigzaniem na

przyspieszenie regeneracji w mozgu.

Mezenchymalne komdérki macierzyste/ zrebowe pozyskane z galarety Whartona
(WJ-MSC)

Mezenchymalne komorki macierzyste/ zrebowe (MSC — ang. mesenchymal stem/ stromal
cells) zostaly scharakteryzowana przez Migdzynarodowe Towarzystwo Terapii Komorkowe;j
i Genowej (ISCT — ang. International Society for Cell & Gene Therapy), ktére opracowato
wytyczne dotyczace MSC. Wprowadzono nazwe ,,multipotencjalne mezenchymalne komorki
zrebowe” i okreslono trzy minimalne kryteria: adhezje do plastiku; wykazywanie antygenow

powierzchniowych: CD73+, CD90+, CD105+, CD34-, CD45-, CD11b-, CD14-, CD19-, CD79a-
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i HLA-DR- oraz zdolno$¢ do rdznicowania in vitro w osteoblasty, chondrocyty i adipocyty [45,46].
Aby okresli¢c komoérki mianem ,macierzyste” warto wykaza¢, ze posiadaja zdolnosci do
samoodnowy, dlatego tez MSC czgsto okreslane sag mianem ,.komorki macierzyste/ zrgbowe”. Ze
wzgledu na szereg réznic we wilasciwosciach MSC trwaja proby rozszerzenia tych kryteriow
0 kolejne markery, aby mocniej ujednolici¢ t¢ grupe komorek lecz jest to niezwykle trudne ze

wzgledu na ich heterogeniczny charakter [47].

MSC moga ingerowaé w procesy zachodzace w organizmie poprzez interakcje z innymi
sktadnikami mikrosrodowiska zarowno lokalnego, jak i posiadaja zdolnos¢ do migracji
i chemotaksji do $srodowiska objetego stanem zapalnym. Komorki te moga komunikowaé si¢
Z niszg za pomocg wielu mechanizméw (Rycina 5). Jednym z nich jest kontakt komoérka —
komorka. Najczesciej MSC komunikujg si¢ w ten sposéb z makrofagami wptywajac na ich
polaryzacje. Kolejnym istotnym mechanizmem interakcji komoérkowych wykorzystywanym przez
MSC jest tworzenie nanotubul. Jednym z kluczowych elementow przenoszonych przez nanotubule
sg mitochondria. Ich transfer pomiedzy komodrkami pozwala na wilaczenie zdrowych
mitochondriéw do endogenne;j sieci komorek biorcy, co moze wptywac na jej bioenergetyke oraz
inne wlasciwosci funkcjonalne. Taki proces moze wspomagac regeneracj¢ komorek po procesach
apoptotycznych i umozliwia¢ powrét do prawidtowego funkcjonowania. MSC sa zdolne do
tworzenia nanotubul i przekazywania przez nie mitochondriéw oraz innych elementéw do komorek
docelowych, zarowno w warunkach fizjologicznych, jak i w przebiegu chorob prowadzac do zmian

w metabolizmie energetycznym i funkcjach komorek [48].

MSC poprzez szereg wlasciwo$ci tozsamych z komponentem zrebowym niszy neuralnych
komorek macierzystych moga sta¢ si¢ kluczowym elementem wspierajacym odbudowe mézgu po

uszkodzeniu (Tabela 1).

Jednymi z najwazniejszych cech MSC sg ich wlasciwosci sekrecyjne
i immunomodulacyjne. MSC posiadajg zdolno$¢ wydzielania czynnikoéw aktywnych biologicznie
w formie rozpuszczalnej oraz w postaci pecherzykow zewnatrzkomorkowych (EV) w tym
egzosomow, dzigki czemu sg w stanie wchodzi¢ w interakcje zarowno posrednie jak i bezposrednie
z innymi komoérkami w mikro$rodowisku. Komunikacja za posrednictwem egzosomow gtdwnie
dotyczy przenoszenia biatek, funkcjonalnego mRNA, miRNA i lipidow [49]. W szczegblnosci
miRNA obecne w EV moga regulowa¢ od 30% do 70% ekspresji genéw [50]. Sekretom
rozpuszczalny MSC zawiera zarowno czynniki wzrostu (bFGF, HGF, BDNF, bNGF, GDNF,
EGF), interleukiny i chemokiny (m.in. CCL2, IL-2, IL-1, IL-6, IL-10) oraz hormony i czastki
sygnatowe [51].
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Rycina 5 Rodzaje interakcji mezenchymalnych komoérek macierzystych/ zrebowych z pozostalymi sktadnikami
mikro$rodowiska. Rycina stworzona przy uzyciu programu BioRender.com.

Wszystkie te elementy sa zaangazowanie w modulacj¢ lokalnego mikrosrodowiska a takze
w migracje do miejsc objetych stanem zapalnym lub urazem. MSC s3 wrazliwe na zmiany
w organizmie a aktywny stan zapalny wptywa na ich aktywnos¢ i funkcje. Udowodniono, Ze stan
zapalny petni kluczowa role w posredniczeniu w funkcjach MSC, a komorki zrebowe wyczuwaja

uszkodzenia i inicjuja naprawe tkanek poprzez przeprogramowanie srodowiska zapalnego [52,53].

MSC w odpowiedzi na stan zapalny zmieniaja swoj profil wydzielniczy, tym samym
modulujgc mikrosrodowisko. MSC wykazuja rowniez dziatania o efekcie przeciwzapalnym, ktore
obejmuja m.in. wplyw na wiasciwosci chemotaktyczne komorek B [54], ttumienie aktywacji
komoérek NK indukowanej interleuking-2 (IL-2) [55] oraz wplywaja na funkcje monocytow,
komorek dendrytycznych, obnizajac poziom receptorow aktywujacych NK i makrofagi [54]. MSC
moduluja komorki odpornosciowe poprzez zaktocanie ich aktywacji, proliferacji, dojrzewania,
aktywnosci cytolitycznej, produkcji cytokin lub przeciwcial [56]. OUN i jego bariery sg petne
wrodzonych i adaptacyjnych komorek odpornosciowych, ktére oddziatujg z glejem w chorobach.
Wykazano, ze interakcje migedzy komoérkami odpornosciowymi a glejami odgrywaja kluczowa role
w zdolnoéci regeneracyjnej OUN [57]. Wptyw MSC na komoérki odpornosciowe moze
uczestniczy¢ w interakcjach miedzy komoérkami odporno$ciowymi a glejem, a nastgpnie wptywac

na regeneracje OUN.

MSC pozyskiwane sg z wielu tkanek dorostego organizmu takich jak szpik kostny, tkanka
thuszczowa, miazga zgbowa, rabek rogéwki oka, trzustka czy watroba oraz tkanek poptodu [58—

60]. Wérod roznych zrodet MSC, szczegdlnie obiecujgcym jest galareta Whartona (WJ-MSC).
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Galareta Whartona jest migdzynaczyniowa cze$cia sznura pepowiny. Subramanian i wspotautorzy
przeprowadzili porownanie roznych populacji komoérek wyizolowanych z poszczegdlnych czesci
pepowiny. Wykazali, ze galareta Whartona jest najbogatszym zrodtem MSC, a komorki pozyskane
z tego obszaru charakteryzuja si¢ najwyzszym potencjatem proliferacyjnym. Co wigcej, WJ-MSC
wyizolowane z tego rejonu wykazywaly w dlugoterminowej hodowli najwicksza przezywalnosc¢
oraz najwyzsza aktywnos$¢ telomerazy sposrod wszystkich analizowanych struktur sznura
pepowinowego [61]. Co wiecej WI-MSC w porownaniu do MSC pozyskanych z innych zrodet w
dorostym organizmie m.in. tkanki ttuszczowej (ADSC) czy szpiku kostnego (BM-MSC)
charakteryzowaly si¢ wyzszym potencjatem proliferacyjnym oraz zwigkszong aktywnoScia
parakrynng [59]. Niektore badania wykazaty, ze WI-MSC wydzielaja wieksze ilosci czynnikow
angiogennych, takich jak VEGF i FGF-2, oraz majg wicksza zdolno$¢ do tworzenia struktur
przypominajacych kapilary w warunkach in vitro. Moze to $wiadczy¢ o ich wyzszym potencjale
proangiogennym. Ponadto interakcje WJ-MSC z komorkami §rodbtonka moga odgrywac istotng
role w procesie regeneracji tkanki mézgowej po udarze niedokrwiennym, wspierajac odbudowe
mikrokrazenia oraz przywracanie funkcji BBB. Wykazano ich potencjat neuroprotekcyjny, ktory
zostat okreslony po posredniej wspdthodowli WI-MSC z uszkodzonymi komoérkami neuronalnymi
lub tkanka nerwowsg szczura [62,63]. Obserwowano zdolnosci WJ-MSC do wspomagania
regeneracji nerwow obwodowych. W badaniach na modelu szczurzym po podaniu WJ-MSC
wykazano wzrost czynnikow BDNF, VEGF i NGF co przyczynito si¢ do przyspieszenia
regeneracji nerwu obwodowego. Dodatkowo zaobserwowano zwigkszong ilo$¢ szczurzych
komorek Schwanna [64]. Badania pokazuja, ze immunomodulacja i dziatania parakrynne WJ-MSC

przyczyniaja si¢ do regeneracji nerwow obwodowych bardziej niz ich potencjat r6znicowania.
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Tabela 1 Funkcje komorek podporowych w niszy oraz ich potencjalne wsparcie przez MSC.

Typ komérek

Funkcja w OUN

Potencjalne wsparcie przez MSC

Astrocyty

Wyadzielanie czynnikow wzrostu
(np. BDNF, VEGF, FGF2)-
»opiekunowie” KM;
Modulacja stanu spoczynkowego
NSC;

Regulacja dostepu do sktadnikow
odzywczych i tlenu;
Alternatywne zrodto progenitoréw
neuronalnych

Aktywno$¢ parakrynna:
wydzielanie BDNF, VEGF, FGF2

Oligodendrocyty

Aktywno$¢ parakrynna wplywajaca
na NSC ( BDNF, NGF);
Wplyw na réznicowanie komorek
progenitorowych w kierunku
neuronalnym lub glejowym

Aktywno$¢ parakrynna (BDNF,
NGF)

Ependymocyty

Wysciodtka sciany komor bocznych;
Element tworzacy barier¢ migdzy
ptynem mézgowo-rdzeniowym a

nisza,

Wydzielanie czasteczek
sygnatowych (m.in. Wnt, Shh) -
regulacja proliferacji NSC;
Utrzymanie cytoarchitektury niszy

Posrednie wspomaganie funkgji,
wydzielanie czynnikow
parakrynnych i enzymow
remodelujacych ECM (utatwienie
dyfuzji sygnatow w obrebie nisz)

Mikroglej

Regulator immunologiczny niszy;
Usuwanie obumartych komorek;
Woyadzielanie cytokin o dziataniu

wspierajacym lub hamujacym
neurogenez¢ w zaleznosci od
obecnosci stanu zapalnego

Silne wlasciwosci
immunomodulacyjne —
wydzielanie m.in. TGF-B, IL-10
oraz PGE2 (przesunigcie
mikrogleju w kierunku fenotypu
naprawczego)

Perycyty oraz
Srédblonek
Naczyn
Krwionosnych

Stabilizacja bariery krew-mozg
dostarczanie czynnikéw troficznych
(np. VEGF);

Promocja angiogenezy;
Element posredniczacy w wymianie
czynnikow 1 substancji odzywczych
pomigdzy tkanka mézgowa a krwia

Aktywno$¢ parakrynna: PDGF,
VEGF i TGF-B (poprawa
stabilnosci i przepuszczalnosci
naczyn w niszy)

Obecnos¢ glikoproteiny CD146
biorgcej udziat w procesach
angiogennych

WJ-MSC dzigki swoim wielokierunkowym wilasciwosciom wydaja sie¢ by¢ dobrym

kandydatem na komorki wspierajace regeneracje OUN. Moga one migrowaé¢ do uszkodzonych

obszarow moézgu, gdzie wywotuja efekty neuroprotekcyjne i angioprotekcyjne [65-67], moga

promowac regeneracje komorek w uszkodzonej korze mézgowej, a ich sekretom ma korzystny

wplyw na neurony po urazie mézgu [68,69]. Istotne jest doktadne zrozumienie mechanizmow

dzialania WIJ-MSC w warunkach niedokrwienia oraz

ich potencjalnych zastosowan

terapeutycznych. Pomimo obiecujacych wynikow badan dotyczacych wiasciwosci WJ-MSC,
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mechanizmy ich oddziatywania ze strukturami neuro-naczyniowymi wcigz pozostaja nie do konca
wyjasnione. W szczegodlnosci, interakcje WJ-MSC z komorkami $réodbtonka oraz ich odpowiedz
na bodzce niedokrwienne wymagaja dalszych analiz. Dotychczasowe obserwacje wskazuja, ze
komorki te moga wspieraé angiogenez¢ i stabilizacje¢ mikrokrazenia poprzez wydzielanie
czynnikow parakrynnych, takich jak VEGF czy HGF, jednak brak jednoznacznych dowodow na
to, czy i w jaki sposdb aktywujg komponent naczyniowy niszy moézgu. Tymczasem to wilasnie
precyzyjna aktywacja tej sktadowej moze by¢ kluczowa dla skutecznego uruchomienia
endogennych procesow regeneracyjnych po udarze. Potwierdzenie wyzej wymienionych
mechanizméw mogloby otworzy¢ droge do nowych podej$é terapeutycznych— opartych na
ukierunkowanym podaniu WJ-MSC lub na wtasciwosciach wydzielniczych— w okreslonym czasie
1 miejscu, co zwigkszyloby skutecznos¢ terapii i bezpieczenstwo kliniczne. Co wigcej, WJ-MSC
wydaja si¢ by¢ dobrym kandydatem, aby stworzy¢ funkcjonalne mikrosrodowisko i poprawic
skutecznos$¢ terapeutyczng NSC. Dotychczas nie ma jednoznacznych dowodoéw w jaki sposob
MSC mogg oddziatywa¢ z NSC lub ich nisza w celu zwigkszenia zdolnosci regeneracyjnych NSC
do roéznicowania w dojrzate i funkcjonalne neurony. Same MSC i NSC majg niskie zdolnosci
regeneracyjne w OUN, ale ich unikalne cechy moga stworzy¢ synergiczng relacje, ktora jest
kluczowa dla wzmocnienia efektu terapeutycznego. Podczas gdy NSC moglyby dostarczaé
nowych progenitorow neuronalnych, a WJ-MSC moglyby immunouprzywilejowac
mikrosrodowisko 1 wspieraé przetrwanie oraz réznicowanie nowo powstatych neuroblastow oraz
innych czynnikéw podporowych poprzez efekt adiuwantowy i1 kontakt miedzykomorkowy oraz

wspiera¢ BBB.
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Cele pracy

Celem pracy bylo zbadanie roli mezenchymalnych komorek macierzystych/zrgbowych (WJ-MSC)
w ksztaltowaniu interakcji w niszy neuralnych komoérek macierzystych (NSC) in vitro, ze
szczegdlnym uwzglednieniem zmian zachodzacych w MSC ukierunkowanych na wspieranie
innych subpopulacji komorek, takich jak progenitory endotelialne oraz prekursory komorek

neuralnych (NSC/NPC).

Cele szczegolowe
Cel I: Ocena wplywu czynnikéw $rodowiskowych na podstawowe parametry WJ-MSC

Analiza wptywu czynnika $rodowiskowego, jakim jest dostepno$é¢ sktadnikéw odzywcezych na
proliferacje, migracje, profil sekrecyjny oraz zdolno$ci adaptacyjne WI-MSC, w celu oceny ich

funkcji wspierajacych mikrosrodowisko niszy komoérkowe;.

Cel II: Ocena wzajemnych oddzialywan WJ-MSC z komodrkami S$rédblonka naczyn

krwiono$nych

Badanie interakcji WJ-MSC z komorkami $rodblonka, ktore stanowig Krytyczny element
utrzymania homeostazy w niszy komorkowej oraz inicjacji mechanizmoéw naprawczych

i regulacyjnych w odpowiedzi na uszkodzenie.
Cel III: Ocena wplywu obecnosci NSC/NPC na WJ-MSC

Analiza wptywu neuralnych komoérek macierzystych/progenitorowych (NSC/NPC) na profil
sekrecyjny WJ-MSC sprzyjajacy utrzymaniu niszy komorkowej oraz procesoOw regeneracyjnych

po urazie.
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Materialy i metody
MODELE IN VITRO

1. lzolacja i hodowla WJ-MSC

Mezenchymalne komorki macierzyste/ zrebowe zostaty wyizolowane z galarety Whartona
bedacej czescig sznura pgpowinowego. Materiat pozyskano z Kliniki Potoznictwa i Ginekologii
Szpitala Klinicznego Dziecigtka Jezus w Warszawie, po uzyskaniu §wiadomych zgéd od matek.
Pobranie i wykorzystanie pepowiny odbywato si¢ zgodnie z wytycznymi Lokalnej Komisji
Bioetycznej Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego (nr zgody: KB/213/2016).

Fragment pepowiny o dtugosci ok. 10 cm zostat pobrany podczas porodu do roztworu soli
fizjologicznej buforowanej fosforanem (PBS, ang. Phosphate Buffered Saline, Gibco) z dodatkiem
1% mieszaniny antybiotykdéw: penicyliny, streptomycyny oraz amfoterycny B (AAS- ang.
antibiotic/  antymycotic  solution, Merck Life Science). Nastgpnie tkanka zostala
przetransportowana do Platformy Badan Translacyjnych w zakresie Medycyny Regeneracyjnej
Instytutu Medycyny Doswiadczalnej i Klinicznej im. M. Mossakowskiego PAN w Warszawie. Do
badan wykorzystano mechaniczng metode izolacji WJ-MSC. Pepowing pokrojono w ptaszczyznie
poprzecznej na fragmenty grubosci ok. 2-3 mm. Nastepnie, przy pomocy narzedzia biopsyjnego
(Miltex, GmbH), z kazdego plastra wycigto fragmenty galarety Whartona (tkanki tgcznej)
0 $rednicy 2 mm. Otrzymane eksplanty przeniesiono na ptytke hodowlang 6-dotkowa, po 5
fragmentoéw na dotek i hodowano w pozywce wzrostowej DMEM (Gibco) z dodatkiem 5% lizatu
plytkowego (PLTGold®, MillCreek Life Sciences) oraz 1% AAS. Hodowle prowadzono przez 10-
14 dni w 37°C, 5% CO,, przy wilgotnosci 95%, w warunkach fizjologicznego stezenia tlenu (5%
0O2). Po tym czasie resztki eksplantow zostaly usunigte a komorki, ktore wymigrowaty
z fragmentow galarety Whartona zostaly przeptukane PBS, odklejone przy uzyciu akutazy
i przepasazowane do nowych naczyn hodowlanych w proporcji 2000 komorek/cm?, w pozywce

wzrostowej. Do eksperymentéw uzywano komorek z pasazy 3-6.

2. Charakterystyka WJ-MSC

2.1. Analiza markeréw mezenchymalnych metodq cytometrii przeplywowej

Analizg ekspresji markerow powierzchniowych charakterystycznych dla MSC wykonano
Z zastosowaniem cytometrii przeplywowej uzywajac dedykowanego dla komoérek macierzystych
gotowego zestawu mysich przeciwciat skierowanych przeciwko ludzkim antygenom t.j. CD90-
FITC, CD105- PerCP- Cy™ | CD70- APC oraz CD44- PE (Human MSC Analysis Kit, BD
Bioscience). Wszystkie procedury znakowania zostaly wykonane zgodnie z zalagczonym
protokotem do$wiadczenia. Nastepnie proby poddano analizie w cytometrze przeptywowym

FACSCanto II (Becton Dickinson, USA) z uzyciem oprogramowania FASCDiva. Analiz¢
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wynikéw przeprowadzono z uzyciem oprogramowania FlowJo (FlowJo software 10v8.1).
Wyznaczono procentowy udzial komoérek wykazujacych na swojej powierzchni oznaczane

markery w catkowitej populacji WJ-MSC (analizowano nie mniej niz 10 000 komorek).

2.2. Ocena potencjalu mezodermalnego WJ-MSC

Do weryfikacji zdolnosci koméorek WJ-MSC do réznicowania w kierunku mezodermalnym
wykorzystano zestaw komercyjnych mediow indukujgcych roznicowanie — STEMPRO®
Adipogenesis/ Osteogenesis/ Chondrogenesis Differentiation Kit (Gibco). Procedury adipogenezy,
osteogenezy i chondrogenezy wykonano zgodnie z zaleceniami producenta. Komoérki wysiano na
szalki 24-dotkowe w gestosci 2x103 komorek/cm?, nastepnie hodowano do konfluencji 50-70% dla
osteo- i adipogenezy) i wymieniano standardowe medium hodowlane na odpowiednig pozywke
roznicujacg. W przypadku chondrogenezy komorki pobrano z osadu komoérkowego i wysiano
w postaci 5ul peletu na szalke 24- dotkowg. Pelet suszono przez 30 minut w inkubatorze do
hodowli komorkowej (37° C, 5% CO2, 5% O3, 95 % wilgotnosci) a nastgpnie dodano pozywke
roznicujacg odpowiednig dla chondrogenezy. Komoérki podczas réznicowania hodowane byty
w inkubatorze w 21% O3, 5% CO;, 95% wilgotnosci. Rdznicowanie w kierunku adipocytéw oraz
chondrocytow prowadzono przez 14 dni natomiast w kierunku osteocytow 21 dni. Po tym czasie
komorki utrwalono za pomocg 4% PFA (Sigma-Aldrich) a nastgpnie odpowiednio barwiono

w celu weryfikacji (Tabela 2).

Tabela 2 Warunki réznicowania komorek wraz z metoda weryfikacji powodzenia adipogenezy, osteogenezy oraz
chondrogenezy.

Adipogeneza Osteogeneza Chondrogenza
. rr I I
Wys1ana’ gestose 2x10° komorek/cm? 2x10° komorek/cm? 5”, peletu
komérek komoérkowego
Typ hodowli standardowa standardowa pelet
) STEMPRO® STEMPRO® STEMPRO®
Pozywka . . . .
réimicuiaca Adipogenesis Osteogenesis Chodrogenesis
13 Differentiation Kit Differentiation Kit Differentiation Kit
| G 14 dni 21 dni 14 dni
roznicowania
Sposob . . o .. Barwienie blgkitem
. .. Barwienie Cczerwienig Barwienie czerwienig .
weryfikacji . ) . ) alcjanowym
oleistg kropli thuszczu alizarynowa S soli . . o,
procesu . . glikozaminoglikan6w
e . . w cytoplazmie wapnia . .
roéznicowania tkanki chrzgstnej

Adipogeneza. Utrwalong hodowlg WJ-MSC ptukano woda destylowang oraz 60% roztworem
izopropanolu, po czym dodano czerwieni olejowej (3 mg/ml w mieszaninie izopropanol/woda 3:2)
i inkubowano przez 5 minut w temperaturze pokojowej. Za pozytywny wynik uznawano

wybarwione czerwienig oleista krople thuszczu obecne w komoérkach.
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Chondrogeneza. Pozytywna chondrogeneze potwierdzono z uzyciem bigkitu alcjanu na
obecnos¢ glikozaminoglikanow tkanki chrzestnej. W tym celu, przygotowane wczesniej komorki
wybarwiano 1% roztworem bigkitu alcjanu (Alcian Blue, Sigma- Aldrich) w 0,IN HCI
i inkubowano 30 minut w RT. Nastepnie, nadmiar barwnika odptukano 0,IN HCI

i zneutralizowano wodg destylowana.

Osteogeneza. Komorki po utrwaleniu przeptukano woda dejonizowang, a nastgpnie
inkubowano przez 3 minuty w temperaturze pokojowej z 2% roztworem czerwieni alizarynowej S
(Alizarin Red S, Sigma- Aldrich). Barwnik ten uwidacznia na czerwono sole wapnia wytworzone

przez osteoblasty.

2.3. Ocena potencjalu klonogennego WJ-MSC

Potencjat klonogenny WJ-MSC oceniono liczac utworzone osrodki proliferacji CFU-F (ang.
Colony-Forming Units). W tym celu komorki podczas pasazy policzono i wysiano po 10 komorek
na dolek szaliki 6- dotkowej. WJ-MSC hodowano w pozywce podstawowej DMEM (Gibco)
z dodatkiem lizatu ptytkowego (PLTGold®, MillCreek Life Sciences; 3% lub 10%) oraz 1% AAS
(Gibco). Hodowlg prowadzono przez 10- 14 dni w 37°C, 5% CO,, przy wilgotnosci 95%,
w warunkach fizjologicznego st¢zenia tlenu (5% Oz). Po tym czasie komorki utrwalono 4% PFA,
odplukano buforem PBS i wybarwiono 0,5% roztworem biekitu toluidyny. Nastgpnie zliczono

utworzone centra proliferacyjne i wyliczono ich procentowy udziat wg wzoru:

liczba utworzonych centréw proliferacyjnych
CFU = - y . * 100%
liczba komérek wysianych na dotek

3. Analiza migracji w srodowisku o roznej zawartosci czynnikow odzywczych

W celu porownania migracji w $rodowisku o niskiej (3%) 1 wysokiej (10%) zawartosci
czynnikdw odzywczych wykonano klasyczny test rysy. WJ-MSC hodowano na ptytkach 24-
dotkowych. Po osiagnieciu konfluencji 80% wykonano ryse za pomoca koncowki do pipety
wielkosci 200 pl. Dotek przeptukano buforem PBS, a nastgpnie dodano pozywke wzrostowa
z odpowiednim stezeniem hPL (3% lub 10%). Nastepnie prowadzono obserwacje w punktach
czasowych : 0 h, 2 h, 4 h, 6 h wykonujac zdjecia obszaru rysy z wykorzystaniem mikroskopu
$wietlnego Zeiss Axio Vert.Al. Analiz¢ obrazu przeprowadzono z uzyciem programu ZEN.

Migracje¢ wyrazono jako procent obszaru rysy pokrytego przez komorki migrujace:

) . powierzchnia pokryta w czasie t
% migracji = - - - x 100%
powierzchnia w punkcie czasowym 0 h
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4. Analiza proliferacji

Proliferacj¢ komodrek oceniano z wykorzystaniem testu PrestoBlue® (Thermo Fisher
Scientific). Komorki wysiewano na 96-dotkowej ptytce do hodowli komérkowej w poczatkowej
gestosei 3 % 10° komorek/cm?. Analizg prowadzono przez 5 kolejnych dni. Kazdego dnia analizy
dodawano po 5 pL odczynnika PrestoBlue i inkubowano przez 1 godzine. Nastepnie absorbancje
mierzono przy uzyciu czytnika testow immunoenzymatycznych (Spark 10M, Tecan, Mannedorf,

Szwajcaria). Liczbe komorek wyznaczono na podstawie wykonanej krzywej wzorcowe;.

5. Analiza cyklu komérkowego

Cykl komoérkowy podczas hodowli WI-MSC w 3% i 10% stezeniu lizatu plytkowego
W pozywce zostal oceniony z uzyciem jodku propidyny (PI) i analizowany w cytometrze
przeptywowym. Po 5 dniach hodowli WJ-MSC przeptukano buforem PBS i utrwalono zawieszajac
w zimnym roztworze etanolu (70%). Nast¢pnie przechowywano w temperaturze 4°C do momentu
analizy. Do barwienia utrwalone WJ-MSC odwirowano z etanolu, przeptukano PBS, a nastepnie
barwiono roztworem: 10 ug/ ml PI (Sigma-Aldrich), 0,1 % Triton X- 100 (Sigma Aldrich) oraz
100 pg/ ml RNazy A (RNase A, Sigma-Aldrich) przez 30 minut w RT w ciemno$ci. Komorki
analizowano za pomocg cytometru przeptywowego FACSCanto II (Becton Dickinson, USA)
z oprogramowanien BD FACSDiva. Akwizycji poddano nie mniej niz 1*10* komorek.

Analizowano z wykorzystaniem programu FACSFlow.

6. Hodowlaicharakterystyka komorek srodblonka naczyn krwionosnych (HUVEC)

Jako komponent $rodbtonkowy wykorzystano dostgpne komercyjnie ludzkie komorki
srodblonkowe z zyly pepowinowej (HUVEC, ang. Human Umbilical Vein Endothelial Cells;
Lonza, Bazylea, Szwajcaria). Komorki te hodowane byty w dedykowanej pozywce EGM-2 (ang.
Endothelial Growth Medium- 2), w ktorej sktad wchodzita pozywka podstawowa EBM oraz
suplement Bullet Kit (Lonza). Hodowle prowadzono w 37°C, 5% CO,, przy wilgotnosci 95%,
w warunkach fizjologicznego st¢zenia tlenu (5% O3). Morfologi¢ komorek oceniano przy uzyciu

mikroskopu odwroconego AxioVert V (Zeiss).

Analiza zdolnosci do wychwytu deacetylowanych lipoprotein niskiej gestosci

Komorki wysiano na szalki 24- dotkowe pokryte poli-L-lizyna (PLL) i hodowano do
uzyskania ok. 50- 60% konfluencji. Nastepnie komoérki inkubowano z deacetylowang lipoproteing
o niskiej gestosci znakowang 1,1’-dioctadecyl-3,3,3’,3’-tetrametyloindo-karbocyjaning
perchloranowg (dil-Ac-LDL; Molecular Probes, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)
w stezeniu 10 pg/ml w temperaturze 37°C przez 4 godziny. Dodatkowo, komorki zostaty utrwalone
4% PFA, zabarwione Hoechst 33258 i obserwowane pod mikroskopem fluorescencyjnym (Axio
Vert.Al; Carl Zeiss).
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Analiza zdolnosci do tworzenia struktur naczyniopodobnych - tubularnych

W celu oceny zdolnosci badanych komoérek do tworzenia struktur tubularnych wykorzystano
96- dotkowe plytki dedykowane analizie angiogenezy. Na dotki naniesiono 10 ul matrigel
(Corning) i inkubowano 30 min. w 37°C. Nastepnie na tak przygotowang ptytke wysiano 10 000
badanych komorek. Po 24 godzinach hodowli oceniano morfologie komorek przy uzyciu

mikroskopu §wietlnego AxioVert V (Zeiss).

7. Hodowla i charakterystyka ludzkich neuralnych komoérek macierzystych

(NSC/NPC)

Ludzkie NSC/NPC otrzymalismy z biobanku komoérek ludzkich dzigki wspoétpracy z grupa
badawcza prof. A. Vescoviego (I.R.C.C.S. "Casa Sollievo Della Sofferenza", Witochy). Komorki
hodowano w zawiesinie (neurosfery) w pozywce zawierajacej: DMEM/F12 (Gibco, Thermo Fisher
Scientific), GlutaMAX® (1%, Gibco), penicyling/streptomycyne (1%, Gibco), heparyne (0,1%,
Sigma-Aldrich), suplement N2® (1%, Gibco), suplement B27® (2%, Gibco), EGF (20 ng/mL,
Gibco), bFGF (20 ng/mL, Gibco). Neurosfery (hodowla 3D) zostaty rozdrobnione mechanicznie,
gdy osiagnety pozadany rozmiar (100-150 um $rednicy). Komoérki w hodowli 2D byly wysiewane
na plytki 24-dotkowe pokryte lamining, a do ich hodowli uzywano standardowej pozywki bez

czynnikow wzrostu.

8. Analiza wspéthodowli komérkowych (WJ-MSC+ HUVEC oraz WJ-MSC+
NSC/NPC)
Do oceny wzajemnych interakcji pomiedzy poszczegdlnymi populacjami komoérkowymi

wykorzystano model wspothodowli komérkowych w uktadach (Rycina 6):

Wspothodowle bezposrednie:

e Komorki mezenchymalne/stromalne i komorki endotelialne w monowarstwie: WJ-MSC
z HUVEC 2D

e Komorki mezenchymalne/stromalne i komorki endotelialne w zawiesinie 3D WJ-MSC
z HUVEC 3D
e Komorki mezenchymalne/stromalne i komorki neuralne w monowarstwie WJ-MSC

zZNSC 2D

o Komorki mezenchymalne/stromalne i komorki neuralne w zawiesinie 3D WJ-MSC z NSC
3D
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Wspothodowle posrednie:

¢ Komorki mezenchymalne/stromalne i komorki endotelialne z wykorzystaniem membrany

typu ,transwell” (WJ-MSC z HUVEC)

o Komorki mezenchymalne/stromalne i komorki neuralne z wykorzystaniem membrany

typu ,,transwell” (WJ-MSC z NSC)

Wspothodowle WI-MSC + HUVEC

* Zywotnosc
¢ proliferecja
>  wzajemne ulozenie populacji
e zmiany w ckspresji genow
e * migracja

wspothodowla
WJ-MSC bezposrednia 2D

= - naktadka na hodowle
—_— I il typu transwell

+ If I « zmiany w ckspresji genow

-‘m‘—— membrana

G pélprzepuszczalna
wspothodowla
HUVEC posrednia
,/ﬁt/i\iﬁ:
* zywotnos¢
& « proliferacja _ B
¢ wzajemne ulozenie populacji
. G P OWIEtZCnIa « zmiany w ekspresji genow
- == antyadhezyjna
wspothodowla
bezposrednia 3D

Wspothodowle WI-MSC + NSC/NPC

wzajemne utozenie populacji

— ¢ zmiany w ekspresji genow
o aktywnos$c¢ wydzielnicza
wspothodowla
WI-MSC bezposrednia 2D
| - —
R i =———— nakladka na hodowle
| ‘I typu transwell
1 .
+ - ‘ I * zmiany fenotypowe
| ‘ e zmiany w ekspresji gendw
—_ | | o aktywnos¢ wydzielnicza
e ~ membrana
- ] poétprzepuszczalna
NSC/NPC wSpC’I“’IDdOWIﬂ
) posrednia
> . . .
Cy ¥ s wzajemne ulozenie populacji
O 'O
powierzchnia
. antyadhezyjna
wspolhodowla

bezposrednia 3D

Rycina 6 Schemat zaktadania wspothodowli bezpos$redniej 2D, posredniej oraz bezposredniej 3D WJ-MSC + HUVEC,
a takze WJ-MSC + NSC/NPC. Rycina stworzona przy uzyciu programu BioRender.com.
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8.1. Barwienie przyzyciowe komorek

W celu wizualizacji lokalizacji roznych populacji komorek we wspdthodowli uzyto
znakowania przyzyciowego bazujgcego na fluorescencji. Komorki we wspdthodowli zostaty
zobrazowane uzyciem 10 mM zielonego barwnika CMFDA (Abcam) dla WJ-MSC lub NSC/NPC
oraz pomaranczowego barwnika CMTMR (Abcam) dla HUVEC. W tym celu podczas pasazu
komorek odpowiedni barwnik dodano do pozywki i inkubowano 30 minut w 37°C. Nastepnie obie
populacje komorek zostaty wysiane do dotka o powierzchni nieprzylegajacej (Rycina 7). Analizg
komorek przeprowadzono po 3 dniach za pomocg mikroskopii fluorescencyjnej, korzystajac

z mikroskopu fluorescencyjnego Zeiss Axiovert A.1 (Carl Zeiss).

+ CMFDA
—_—
30 min \
37°C

30 min

37°C

e QA

37°C -
« ®

+CMTMR / *
—_—

30 min
37°C

Rycina 7 Schemat barwienia przyzyciowego komoérek z wykorzystaniem barwnikow fluorescencyjnych. I - Barwienie
i tworzenie wspothodowli WJ-MSC oraz HUVEC; Il - Barwienie i tworzenie wspothodowli WJ-MSC oraz NSC/NPC.
Rycina stworzona przy uzyciu programu BioRender.com.

8.2. Barwienie immunofluoroscencyjne

Komérki wysiano na szkietka mikroskopowe pokryte poli-L-lizyng, umieszczonych w 24-
dotkowej ptytce hodowlanej i hodowano do 70-80% konfluencji. Nastgpnie WJ-MSC/ HUVEC/
NSC/NPC utrwalono przy uzyciu 4% paraformaldehydu (PFA), oraz przeprowadzono barwienie
immunofluoroscencyjne z zastosowaniem przeciwcial w celu wizualizacji wybranych markerow.
Utrwalone komorki poddano permeabilizacji, inkubujac je przez 15 minut w 0,1% roztworze
Triton X-100 (Sigma-Aldrich). Aby zablokowaé niespecyficzne miejsca wigzania przeciwciat

drugorzedowych, zastosowano mieszaning 10% roztworu surowicy kozlecej (GS, ang. goat serum,
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Capricorn Scientific) i 1% albuminy bydlecej (BSA- ang. bovine serum albumin), inkubujac
preparaty przez 1h w temperaturze pokojowej. Po tym czasie naniesiono przeciwciata
pierwszorzedowe (Tabela 3) i inkubowano przez cata noc w temperaturze 4°C. Po inkubacji
preparaty przeptukano roztworem PBS, a nastgpnie dodano przeciwciata |l-rzgdowe
(w rozcienczeniu 1:1000), znakowane fluorochromami: Alexa Fluor 488 (zielony, Invitrogen) oraz
Alexa Fluor 546 (czerwony, Invitrogen). Inkubacj¢ prowadzono przez 60 minut w temperaturze
pokojowej. Preparaty zostaly zabezpieczone za pomocg medium do utrwalania probek
fluorescencyjnych zawierajacego barwnik DAPI (Fluoromount-G™ Mounting Medium,
ThermoFisher Scientific). Obserwacji dokonano przy uzyciu mikroskopu konfokalnego LSM (Carl

Zeiss, Niemcy), wykorzystujgc oprogramowanie Zen 2.0 (Carl Zeiss).

Tabela 3 Przeciwciala wykorzystane w barwieniach immunofluorescencyjnych w badaniach in vitro.

Przeciwcialo Pochodzenie Izotyp Rozcienczenie Producent
K167 krolicze 1:1000 Biol d
: iolegen
poliklonalne 19G (H+L) :
krolicze )
VEGFR1 ) 1gG (H+L) 1:100 ThermoFisher
poliklonalne
mysie
VEGFR2 IgG1 1:100 ThermoFisher
monoklonalne
) mysie
Wimentyna IgG1 1:200 Merck
monoklonalne
mysie
Nestyna IgG1 1:500 Merck
monoklonalne
] krolicze Sigma
Fibronektyna ) 1gG (H+L) 1:400 ]
poliklonalne Aldrich
GFAP krolicze 1:500 Dak
: ako
poliklonalne 19G (H+L)
mysie
A2B5 IgM 1:200 Merck

monoklonalne

8.3. Test oceny zywotnosci komorek
W celu oceny zywotnosci komorek w stworzonych wspothodowlach komoérki wybarwiono
z wykorzystaniem zestawu LIVE/DEAD™ Viability/Cytotoxicity Kit (Invitrogen, ThermoFisher

Scientific). W badaniu tym odrézniono zywe komorki od martwych poprzez jednoczesne
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barwienie kalceing (zielona fluorescencja) w celu wskazania wewnatrzkomorkowej aktywnosci
esterazy — komorki zywe i homodimerem etydyny (czerwona fluorescencja)- wskazanie utraty
integralno$ci btony plazmatycznej. Wszystkie procedury zostalty wykonane wedlug protokotu

producenta.

8.4. Test migracji

Do analizy migracji poszczegdlnych populacji komoérek wzgledem siebie wykorzystano test
rysy z uzyciem komercyjnie dostepnych dwukomorowych wktadow umozliwiajacych miarodajng
ocene migracji populacji komorek (Culture-Insert 2 Well, ibidi). Zgodnie z zaleceniami producenta
wktadki zostaly umieszczone w naczyniu hodowlanym a nast¢gpnie do kazdej z komor zostaty
nasiane komorki w gestosci: WJ-MSC: 10 000 komoérek/komore; HUVEC: 15 000 komorek/
komore. Po 24 godzinach wktady zostaly usunig¢te z naczynia hodowlanego, dodano $wieza
pozywke hodowlang i rozpoczeto obserwacje. W celu okreslenia tempa wzajemnej migracji
wykonywano zdjecia w punktach czasowych 0, 2, 4, 6 h i por6wnywano % wolnego obszaru rysy

(Rycina 8).

natozenie insertu 7| wysianie obserwacja
do migracji na komorek do migracji w czasie
szalke hodowlang odpowiednich

ertdo komor insertu

szalka hodwlana

Rycina 8 Schemat przygotowania komorek do analizy wzajemnej migracji z wykorzystaniem dwukomorowego insertu.
Rycina stworzona przy uzyciu programu BioRender.com.

8.5. Izolacja RNA i reakcja odwrotnej transkrypcji (RT-PCR)

Do analizy zmian w ekspresji gendw w pierwszym etapie zostato wyizolowane mRNA. W tym
celu komorki zostaly odklejone przy uzyciu akutazy (hodowla adherentna) Iub odwirowane
z pozywki (hodowla 3D). Nastepnie komorki przeplukano w roztworze PBS, odwirowano (4
minuty, 1200 rpm) i zawieszono w odczynniku Fenozol (A&A Biotechnology). Probki
przechowywano w -20°C do dalszej analizy. Do wlasciwej izolacji mRNA zostal wykorzystany
zestaw kolumn do izolacji: RNA MiniConcentrator Kit (A&A Biotechnology). Wszystkie
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procedury zostalty wykonane wedtug protokotu producenta. Otrzymane stezenie mRNA mierzono

za pomocg urzadzenia Nanodrop ND-1000 (Thermo Fischer Scientific).

W celu uzyskania cDNA z badanych prob wykonano reakcje odwrotnej transkrypcji. Do
reakcji wykorzystano zestaw High Capacity RNA-to-cDNA Kit (Applied Biosystems). Pobierano
odpowiednig ilo$¢ roztworu RNA, w ktorej znajdowato si¢ 1000 ng w/w kwasu nukleinowego, po
czym uzupeliano woda wolna od nukleaz do objetosci 9 pl. Nastepnie dodawano po 10 pl 2X RT
Buffer oraz 1 pul 20X Enzyme Mix. Reakcj¢ przeprowadzano z uzyciem termocyklera (Eppendorf)
przez 60 minut w 37°C. Zatrzymanie reakcji nastepowato poprzez ogrzanie probek do 95°C przez

5 minut a nastepnie schtodzenie do temperatury 4°C.

8.6. Ilosciowa reakcja lancuchowa polimerazy (qPCR) — analiza ekspresji genéw

Do przeprowadzenia ilosciowej reakcji tancuchowej polimerazy uzyto odczynnika SYBR
Green PCR Master Mix (Life Technologies). Sekwencje starterow uzytych do reakcji
przedstawiono w tabeli (Tabela 4). Reakcje przeprowadzono w termocyklerze 7500 Fast Real Time
PCR (Applied Biosystems). Poziom ekspresji p-aktyny (BACT) zastosowano jako gen
referencyjny. Wyniki wyrazono jako znormalizowana x-krotnos$¢ ekspresji dla kazdego genu,
a wartosci przedstawiono w odniesieniu do poziomu ekspresji w komorkach hodowanych

w warunkach kontrolnych 2D.
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Tabela 4 Sekwencje starterow dla gendw ludzkich uzyte do analizy PCR w czasie rzeczywistym.

Sekwencja Wielkosé
Gen referencyjna . ilulz:; Sekwencja starteréw (5" -> 3")
NCBI pro
Geny endotelialne
F: TCCAACGACCTGGGCAAAAA
D146 NM_006300.3 117pz  p. ATGAGGACTGGCAGTGGAAGT
F: ATGACGAGGGCCTGGAGTGTG
VEGE-A NM_001025366.3 o1 pz R: CCTATGTGCTGGCCTTGGTGAG
F: CGGTCAACAAAGTCGGGAGA
VEGFR2 NM_002253.4 123 pz R: CAGTGCACCACAAAGACACG
F: GAGGAGCAGTTACGGTCTGTG
VEGE-C NM_005429.5 96 pz R: TCCTTTCCTTAGCTGACACTTGT
F: TGCACGAGGTACATGCCAAC
VEGERS XM_054352180.1 120 pz R: GCTGCTCAAAGTCTCTCACGAA
Geny neuralne
F: AA
Nestyna NM_006617.2 64 pz CCCAAGAGGIGATCCAACCA

R: AAGCCCTGAACCCTCTTTGC

F: GGAAGAGGGCGAGATGTACG

B-Tubulina 111 NM_001197181.2 126 pz R: GGGTTTAGACACTCCTGGCT

F: CCGACAGCAGGTCCATGT

GFAP NM_001363846.2 100 pz R CTTCOICOACGCCATTG
F: GTCTACACCATCGAGCAGCC
NG2 NM_001897.5  118pz ¢ 1 GTGTGAGAACAGCACGAGC
F: AGCGCTCCTGGAAAAAGCAA
5100p NM_006272.3 91 pz R: TTGAATCGCATGGGTCACGG
F: TTGGT AGTGAGAAGA
Map2 NM_001375545.1 99 pz GCGTGCCGAGTGAGAAG

R: GTCTGGCAGTGGTTGGTTAA

Geny referencyjne

F: CATGTACGTTGCTATCCAGGC

p-ACTIN NM_001101.5 250 pz R: CTCCTTAATGTCACGCACGAT

F: AAAATCTCCAGGGGCACCATT

RPLPO NM_053275.4 71pz R: GCTCCCACTTTGTCTCCAGT

8.7. Analiza sekretomu we wspéthodowlach komoérkowych

Analiz¢ czynnikéw wydzielanych do pozywki prowadzono z uzyciem zestawu
MagneticLuminex® Assay: Human Premixed Multi-Analyte Kit (R&D Systems, USA). Analize
prowadzono na czarnej ptytce 96- dotkowej zgodnie z zalaczonym protokotem. Do wszystkich

dotkéw natozono po 50 pl mieszaniny mikrokulek magnetycznych optaszczonych przeciwciatami.
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Nastepnie dodano po 50 pl standardow lub badanych probek. Inkubowano 2 godziny
z wytrzasaniem (predkosc: 800 rpm) w RT. Po tym czasie dotki 3- krotnie przeplukano nastgpnie
dodano 50 pl mieszaniny biotynylowanych przeciwciat i inkubowano 1 godzing z wytrzasaniem
w RT. Nastepnie dotki przeptukano buforem pluczacymi i dodano 50 pl roztworu streptawidyny-
PE. Proby inkubowano 30 min i przeptukano buforem pluczacym. Do analizy mikrokulki
zawieszono w 100 ul buforu pluczacego poprzez wytrzasanie z predkoscig 800 rpm przez 2 minuty.
Odczytu dokonano z wykorzystaniem urzadzenia Luminex Bio-Plex® 200 System (Bio- Rad).

Analizowane anality przedstawiono w tabeli (Tabela 5).

Tabela 5 Wykaz czynnikow rozpuszczalnych analizowach z wykorzystaniem technologii Luminex.

Funkcja
Czynnik wzrostu Angiogeneza Neuroprotekcja
VEGF GDNF
) EGF
Anality bEGF VEGF-C BDNF
HGF NGF

MODEL EX VIVO

1. Organotypowa hodowla skrawkow hipokampa

W celu zatozenia hodowli organotypowej hipokampy zostaly wyizolowane z 7- dniowych
oseskow szczuroOw stada Wistar. Zwierzeta usypiano poprzez wprowadzenie w stan glebokiej
hipotermii, dekapitowano, a nastepnie izolowano moézgowie. Po pozyskaniu hipokampéw krojono
je poprzecznie na ok. 400 pum skrawki przy uzyciu urzadzenia Mcllwain Tissue Chopper
(Stoelting). Wyizolowane fragmenty hipokampa przeptukano buforem i przeniesiono na
membrany polprzepuszczalne (Millicell CM, Millipore) po 3 skrawki na membrane i umieszczono
w plytkach 6-dotkowych z pozywka DMEM z dodatkiem suplementu B27 i 1% AAS. Hodowlg
organotypowg utrzymywano w warunkach 5% CO., 35°C i 95% wilgotnosci (Rycina 9).

44



% 4
a":

i — oprzeczne natozeie skrawkow
;}—\ dekapitacja krojt':nig hipokampa na membrany
,\_‘ Oy .y —> _— _—
e L
a ;\'J"' N
7 dniowe oseski izolacja mégowia 400 pm skrawki zalozenie hodowli
szczurow Wistar i odseparowanie hipokampa organotypowej

hipokampa

Rycina 9 Schemat zaktadania hodowli organotypowej skrawkow hipokampa. Rycina stworzona przy uzyciu programu
BioRender.com.

2. Model uszkodzenia ischemicznego skrawkow hipokampa szczura (OGD)

W celu uzyskania modelu uszkodzenia niedokrwiennego tkanki ex vivo wykonano procedure
OGD. Skrawki hipokampa przeptukano buforem PBS. Nast¢pnie potprzepuszczalne membrany
ze skrawkami hipokampa przeniesiono do plytek 6-dotkowych wypetionych roztworem
Ringera (Sigma-Aldrich) nasyconego 95% N2 i 5% COz2 z dodatkiem 10 mM mannitolu
(Sigma-Aldrich). Szalki umieszczono w komorze hipoksyjnej, a nastepnie utrzymywano je
w atmosferze wolnej od tlenu (95% Na2; 5% CO>) przez 40 minut. Skrawki kontrolne byty
utrzymywane w standardowych warunkach (5% Oz, 5% CO., 35°C).

3. Wspothodowla organotypowych skrawkow hipokampa z WJ-MSC i NSC/NPC
W celu okreslenia zmian w wydzielaniu WJ-MSC w obecnosci ischemicznie uszkodzonej

tkanki nerwowej oraz w obecnosci egzogennych NSC/NPC nasiewanych na tkanke wykonano

organotypowg wspothodowle ze skrawkami hipokampa poddanymi OGD Rycina 10.
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Rycina 10 Schemat zaktadania wspothodowli WJ-MSC oraz NSC/NPC z organotypowa hodowla skrawkdw hipokampa
szczura. Rycina stworzona przy uzyciu programu BioRender.com.

3.1. Analiza wlasciwosci neuroprotekcyjnych komorek WJ-MSC i NSC/NPC

Do oceny przezycia komorek w regionie CA1 hipokampa zastosowano przezyciowe barwienie
jodkiem propidyny, ktory przenika tylko przez uszkodzone btony komoérkowe. Do nieutrwalonych
skrawkéw organotypowych dodawano jodku propidyny w stezeniu 5 pg/ml, a nastepnie
inkubowano przez 1 godzing w temperaturze 35°C. Nastepnie zmieniano pozywke na $wieza
i obserwowano przezyciowo liczbe martwych komoérek wyznakowanych jodkiem propidyny
w regionie CAl hipokampa. Zdjgcia wykonywano przy pomocy mikroskopu LSM 780
oprogramowania Zen 2012 (Zeiss). Zastosowano nastepujace warianty doswiadczalne:

e organotypowe skrawki hipokampa (kontrola);

e organotypowe skrawki hipokampa po OGD (uszkodzenie);

e organotypowe skrawki hipokampa po OGD i wspothodowli z WJ-MSC;
e organotypowe skrawki hipokampa po OGD i nasianymi na skrawek NSC.

e organotypowe skrawki hipokampa po OGD i wspothodowli z WJ-MSC oraz nasianymi na
skrawek NSC.

3.2. Analiza sekretomu WJ-MSC i NSC/NPC
Po 3 dniach wspothodowli WJ-MSC ze skrawkami organotypowymi poddanymi OGD i nasianymi
na nie egzogennymi NSC/NPC zebrano pozywke hodowlana, zamrozono i przechowywano w -
80°C do czasu analizy. Analiz¢ czynnikow przeprowadzono metodga Luminex zgodnie

Z protokotem opisanym w rozdziale: Materiat i metody, Modele in vitro, punkt 8.7.
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ANALIZA STATYSTYCZNA

Wyniki zostaty przedstawione jako §rednia + odchylenie standardowe, uzyskane na podstawie 3
niezaleznych izolacji WJ-MSC, przy co najmniej trzech powtdrzeniach w ramach jednego
eksperymentu. Analiza statystyczna zostala przeprowadzona w programie GraphPad Prism 10
z zastosowaniem testu t-Studenta (dla porownania dwoch grup) lub jednoczynnikowej analizy
wariancji ANOVA oraz testu wielokrotnych poréwnan Tukeya (wiele grup). W przypadku
poréwnania dwoch czynnikow zastosowano dwuczynnikowsa analize wariancji ANOVA. Za
istotne statystycznie uznano wyniki, dla ktorych p<0,05. Poziomy istotno$ci statystycznej

0znaczono w nastgpujacy sposob: *p <0,05; **p <0,01; ***p <0,001; ****p <0,0001.
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Wyniki
1. Analiza fenotypu WJ-MSC

Komorki pozyskane z galarety Whartona zostaty scharakteryzowane zgodnie z wytycznymi
ISCT [45], ktére okreslaja minimalne i niezbedne kryteria dla MSC. Kryteria te obejmuja:
fibroblastopodobny ksztatt, zdolno$¢ do przyczepiania si¢ do powierzchni plastikowego naczynia
hodowlanego, ekspresj¢ markerow powierzchniowych CD73, CD90, CDI105 (powyzej 95%
populacji) oraz brak ekspresji markeréw hematopoetycznych (< 1% w populacji). Dodatkowo, aby
zdefiniowa¢ mezenchymalne komorki jako macierzyste, musza posiada¢ zdolno$¢ do
réznicowania si¢ w inne typy komorek pochodzacych z mezodermalnego listka zarodkowego, takie

jak adipocyty, osteocyty i chondrocyty i wykazywac potencjat klonogenny.

Komorki wyizolowane z galarety Whartona wymigrowaty z pozyskanych fragmentéw zrebu
pepowiny adherujac do podtoza naczynia hodowlanego. Przyjmowaty po adhezji wrzecionowaty
ksztalt przypominajacy fibroblasty (Rycina 11A). Posiadaly réwniez zdolno$¢ do tworzenia
pojedynczych kolonii, co potwierdza ich potencjat klonogenny (Rycina 11B). W analizie
cytometrycznej 99,9% komoérek wykazywata na swojej powierzchni markery CD73, CD90,
CD105 przy jednoczesnym braku ekspresji markerow hematopoetycznych: CD45, CD34, CD11b,
CD19, HLA-DR (~ 0,49%) (Rycina 11C).

W celu wykazania zdolno$ci do réznicowania WJ-MSC w inne typy komorek
mezodermalnych, komdrki hodowano w pozywkach indukujacych odpowiednio adipogeneze,
osteogeneze oraz chondrogeneze. W pozywce indukujacej adipogeneze zaobserwowano zmiang
morfologii komorek na owalng oraz obecno$¢ kropli tluszczu, potwierdzong barwieniem
czerwienig oleistg. W pozywce osteogennej, po wybarwieniu komorek czerwienig alizarynowa
stwierdzono odkladanie si¢ zlogow soli wapnia wokot komorek i migdzy nimi, natomiast w
pozywce chondrogennej, po wybarwieniu komorek btekitem alcjanowym uwidoczniono obecnosé

glikozaminoglikanéw (Rycina 11D).

Uzyskane wyniki potwierdzity zdolnos¢ WJ-MSC do réznicowania w inne typy komorek

mezodermalnego listka zarodkowego (adipocyty, osteocyty oraz chondrocyty).
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Wyniki te potwierdzaja spetnienie przez WJ-MSC wszystkich kryteriow dla mezenchymalnych
komorek macierzystych/stromalnych okreslonych przez Migdzynarodowe Towarzystwo Terapii

Komorkowych i Genowych.
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Rycina 11 Charakterystyka komorek mezenchymalnych. Fibroblastopodobna morfologia wyizolowanych WJ-MSC
(A). Klonogennos$¢- zdolno$¢ do tworzenia kolonii. Makroskopowa wizualizacja kolonii wybarwionych bigkitem
toluidyny oraz morfologia pojedynczej kolonii w powigkszeniu 25x (B) Analiza markeréw CD73, CD90, CD105 oraz
CD45,CD34, CD11b,CD19,HLA-DR metodg cytometrii przeptywowej (C). Wynik barwienia po rdznicowaniu
komorek w kierunku adipocytéw, osteocytow oraz chondrocytow (D).

2. Modulacja wlasciwosci biologicznych WJ-MSC przez rézne stezenia czynnikow
odzywczych (lizatu ptytkowego)

Komorki wspierajagce w niszy komorkowej, w tym neuralnej, petnig istotng role w regulacji
aktywnos$ci komorek macierzystych/ progenitorowych, reagujac na zmieniajagce si¢ warunki
mikrosrodowiska, w tym na dostepnos¢ czynnikow troficznych. W przedstawionym modelu
eksperymentalnym funkcje stromalnego komponentu przypisano WJ-MSC, natomiast zrodiem
czynnikow troficznych zastosowanych w hodowli byt ludzki lizat ptytkowy (hPL). Postawione

pytanie badawcze dotyczyto zagadnienia, ktore z warunkéw troficznych srodowiska bedzie silniej
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aktywowacé wilasciwosci spierajace  WJ-MSC: warunki ubogie w substancje odzywecze,
odzwierciedlajace srodowiskowa deprywacje, czy moze srodowisko bogate w czynniki troficzne.
Aby odpowiedzie¢ na to pytanie, przeprowadzono analiz¢ poréwnawcza parametrow
biologicznych komorek hodowanych w obecnosci niskiego (3%) oraz wysokiego (10%) stezenia
hPL. Ocenie poddano zarowno podstawowe parametry hodowli obejmujace: charakterystyke
fenotypowa, klonogenno$¢, proliferacje 1 migracje, jak 1 profil wydzielniczy WJ-MSC,
koncentrujgc si¢ na czynnikach troficznych istotnych dla petnienia funkcji wspierajacej w niszy

neuralnej.

2.1. Wplyw stezenia hLLP na podstawowe parametry hodowli WJ-MSC

Stezenie czynnikéw troficznych w $rodowisku (3% vs 10% hPL) nie wplyneto na ekspresje
charakterystycznych dla WJ-MSC markeréw t.j. CD73, CD90 i CD105 (Rycina 12 A). Zmienit si¢
natomiast potencjat klonogenny tych komorek. Roznice byty zalezne zar6wno od stezenia lizatu,
jak 1 czasu ekspozycji (dostgpu do czynnikéw troficznych). WI-MSC wykazywaly wyzszy
potencjat klonogenny w hodowli z 10% hPL vs z 3% hPL, bez wzgledu na liczbg pasazy (p4: 55%
+12 vs 38,3% + 8; p8: 46%=+ 5,4 vs 32%=+5) W hodowli z 10% hPL potencjat klonogenny w pasazu
wczeshym (4) byt wyzszy w poréwnaniu z pasazem p6znym (8). W kolejnych pasazach zdolnosé
klonogenna komorek hodowanych w 10% hPL ulegala stopniowemu obnizeniu (o ok. 10%),

podczas gdy w warunkach 3% hPL pozostawata na zblizonym poziomie (Rycina 12 B).
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Rycina 12 Charakterystyka markeréw powierzchniowych MSC w hodowli WJ-MSC zawierajacej 3% hPL oraz 10%
hPL (A). B- Porownanie potencjatu klonogennego WJ-MSC hodowanych w pozywce z 3% hPL oraz 10% hPL we
wezesnym pasazu (p4) oraz péznym pasazu (p8). Statystyka: test t-studenta, n = 3, *p < 0.05 (B).
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2.2. Ocena proliferacji i migracji WJ-MSC w $rodowisku o niskiej i wysokiej

zawartoS$ci czynnikéow odzywczych.

Dostgp do czynnikow odzywcezych wptywal na proliferacjc WJ-MSC (Rycina 13 A). Bez
wzgledu na badany sktad srodowiska (3% vs 10% hPL), WJ-MSC do 3. dnia hodowli in vitro (DIV
- (ang. day in vitro) osiagnety zblizona konfluencj¢ oraz wykazywaty podobne tempo proliferacji
i przebieg cyklu komorkowego. W 4 DIV tempo proliferacji wzrosto w warunkach wysokiego
stezenia hPL, osiagajac 85% konfluencji, podczas gdy w 3% hPL hodowla osiagne¢ta konfluencje
wynoszacg okoto 70%. W celu potwierdzenia obserwacji proliferacyjnych przeprowadzono analize

cyklu komorkowego (Rycina 13 B).

WJ-MSC hodowane w 10% hPL po 3 dniach hodowli in vitro wykazywaty wysoki odsetek
komorek w fazach podzialowych cyklu (G2/M: 17,7%; S: 2,94%). W 4 DIV doszto do
zahamowania cyklu komorkowego (G2/M: 0%; S: 6,8%; GO/G1: 93,2%) najprawdopodobniej
w wyniku kontaktowego zahamowania wzrostu, co bylo zgodne z obserwowang konfluencja.
Natomiast komorki hodowane w 3% hPL w 4 DIV weciaz charakteryzowaty si¢ wysokim odsetkiem
komorek aktywnie dzielacych si¢ (G2/M: 64,94%; S: 1%), a dopiero w 5 DIV osiagaly stan
zahamowania cyklu (G2/M: 0,29%; S: 7,71%; GO/G1: 92%). Uzyskane wyniki potwierdzaja, ze
dynamika proliferacji WJ-MSC jest $cisle zalezna od dostepu komodrek do czynnikow odzywezych

i troficznych w $rodowisku.

W celu oceny migracji komorek zastosowano test rysy (ang. scratch assay) (Rycina 13 C-
D). W warunkach niskiego st¢zenia hPL (3%), w poczatkowych punktach czasowych (2 i 4
godziny) komorki WIJ-MSC wykazywaly minimalng zdolno$§¢ migracyjng. Zastosowanie
wyzszego stezenia hPL (10%) istotnie nasilalo migracje WJ-MSC, a efekt ten byt zauwazalny juz
po 2 godzinach od rozpoczgcia eksperymentu (po 2 h: 14,1% +3,8 vs. 4,1% +2,8). Podobna
zalezno$¢ odnotowano w kolejnych punktach czasowych— komorki hodowane w wysokim stezeniu
hPL szybciej kolonizowaty obszar zarysowania niz komoérki hodowane w niskim st¢zeniu hPL (po
4 h: 24,4% +£7,5 vs. 7,5% £3,3; po 6 h: 32,8% £3,3 vs. 23,1% +9,4 odpowiednio dla wyzszego

i nizszego stezenia hPL).
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Rycina 13 Poréwnanie proliferacji WJ-MSC w hodowli 7-dniowej dla pozywki z 3% hPL oraz 10% hPL (A). Zmiany
w poszczegolnych fazach cyklu komorkowego w ciagu pigciu dni hodowli in vitro (B). Ocena zmian w migracji WJ-
MSC w pozywce z 3% hPL oraz 10% hPL. Ocena ilosciowa (C) oraz wybrana wizualizacja migracji (D). n =3, *p <
0.05, ** < 0.01, ***p < 0.001.

2.3. Analiza sekretomu WJ-MSC w $rodowisku o réznej zawartosci czynnikow

odzywczych.

Zdolno$¢ do proliferacji i migracji stanowi wazny element funkcjonalno$ci WJ-MSC, jednak
kluczowe znaczenie w kontek§cie wspierania niszy komoérkowej maja ich wlasciwosci
wydzielnicze. To one decyduja o modulacji mikrosrodowiska, regulacji odpowiedzi zapalnej,
neuro- i angioprotekcji. Z tego wzgledu, w kolejnym etapie doswiadczen przeprowadzono analize
sekretomu WJ-MSC w srodowisku o r6znej zawartosci czynnikow odzywczych. Oceniono zmiany
w wydzielaniu podstawowych biatek parakrynnych t.j.: czynnik immunomodulujacy CCL-2,
czynniki wzrostu: HGF i VEGF oraz czynniki neurotroficzne: BDNF i beta-NGF. W celu
wyeliminowania ryzyka oznaczania czynnikow pochodzacych bezposrednio z hPL, lizat zostal
usuni¢ty z pozywki hodowlanej na 24 godziny przed jej zebraniem, tak aby analizie podlegaty
wylacznie czynniki wydzielane przez WJ-MSC. Jako kontrole zastosowano czysty DMEM

inkubowany w czasie rownowaznym do prowadzonej hodowli.

Poziomy wydzielanych czynnikdw roznity si¢ w zaleznosci od stezenia hPL w $rodowisku.

Analiza wykazata istotniec wyzsze stezenia czynnikoéw tj. HGF, BDNF i CCL-2 w hodowli

53



prowadzonej w warunkach wigkszego dostgpu do sktadnikow odzywczych (10% hPL). Stosowane
stezenie hPL nie miaty wptywu na wydzielanie przez komorki takich czynnikow jak VEGF i beta-
NGF. Nie stwierdzono istotnych réznic w wydzielaniu VEGF i1 B-NGF pomigdzy hodowlami
prowadzonymi w r6znych stezeniach hPL, a pozywka kontrolng (Rycina 14).

HGF
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Rycina 14 Analiza czynnikéw wydzielniczych komorek hodowanych w pozywce z 3% oraz 10% hPL. Lizat ptytkowy
zostal wycofany na 24h przed zebraniem pozywki do analizy. Statystyka: jednoczynnikowa analiza wariancji ANOVA,
n=3, *p <0.05, ** < 0.01, ***p < 0.001, ****p < 0.0001.

Podsumowanie

W naszym modelu lizat ptytkowy stanowit zrodto czynnikéw troficznych obecnych rowniez

w niszy neuralnej i regulujacych aktywnos$¢ jej stromalnego komponentu.

Analiza wykazala, ze dostep do tych czynnikow nie wptywal na fenotyp i podstawowe parametry
WJ-MSC, w tym morfologie¢ ani ekspresje markerow mezenchymalnych, natomiast istotnie
modulowatl parametry zwigzane z zywotnoscig i aktywnoscig biologiczng komorek. Efekt ten byt
dawkozalezny. W warunkach wyzszego stg¢zenia hPL (10%) komorki charakteryzowaty sie
wyzszym potencjalem proliferacyjnym i migracyjnym oraz zwigkszaly wydzielanie czynnikow
troficznych, takich jak HGF i BDNF. Wyniki te sugeruja, ze bogatsze mikrosrodowisko sprzyja
nasileniu funkcji parakrynnych WJ-MSC, co wskazuje na istotng role dostepnosci czynnikow

troficznych w regulacji aktywnosci stromalnego komponentu niszy neuronalne;.
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3. Udzial WJ-MSC w odbudowie komponentu naczyniowego niszy komérkowej -

analiza interakcji WJ-MSC z komérkami srédblonka naczyn krwiono$nych

W badaniach nad interakcjami komorek srodbtonka (HUVEC) z komponentem wspierajacym
niszy komoérkowej kluczowe znaczenie ma dobor materiatu komorkowego pochodzenia ludzkiego,
aby unikng¢ ro6znic miedzygatunkowych i z tym zwigzanych réznic w aktywowanych $ciezkach
sygnatlowych. WJ-MSC, jako ludzkie komorki stromalne moga stanowi¢ potencjalny model do
analizy takich interakcji, zastgpujac w tym zakresie modele zwierzgce. A aktywnos¢ parakrynna
WJ-MSC modulujgca angiogenezg, dodatkowo uzasadnia ich wykorzystanie w analizie
mechanizméw wspierajacych odbudowe komponentu naczyniowego w niszy neuralnej co zostato

obszerniej opisane we wstepie.

Ponizej przedstawiono wyniki ukazujace potencjalng rolg WJ-MSC we wsparciu srodowiska
naczyn krwiono$nych. Analizie poddano interakcje WJ-MSC z komérkami srodbtonka (HUVEC),

obejmujace:

e bezposrednie oddziatywania przestrzenne (wpltyw na zywotno$¢, proliferacje
i migracje obu populacji),

e posrednie oddziatywania oceniane w systemie transwell dotyczace wpltywu
czynnikow rozpuszczalnych wydzielanych przez uktad WJ-MSC vs HUVEC na
zmiany w ekspresji genow WJ-MSC (aspekt angiogenny).
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3.1. Analiza fenotypu komorek srodblonka (HUVEC)

Komoérki sroédbtonka naczyn krwiono$nych wyizolowane z zyty ludzkiej pepowiny (HUVEC)
posiadaty w hodowli in vitro charakterystyczny dla sze$cienny, lekko wydtuzony fenotyp.
Hodowla miata tendencje do wzrostu w koloniach (Rycina 15 A). Analiza deacetylowanych
lipoprotein niskiej gestosci wykazata zdolnos¢ HUVEC do ich wychwytu (Rycina 15 B).
Dodatkowo komorki po wysianiu na podtoze pokryte mieszaning macierzy zewnatrzkomorkowej
(matrigel) tworzyty charakterystyczne struktury naczyniopodobne (tubularne) zachowujac wysoka
zywotno$¢ do 72 h (Rycina 15 C-D.) Wszystkie te cechy potwierdzity aktywny fenotyp $rodbtonka
i byly kontrolg pozytywna do réznicowania WJ-MSC w kierunku $rédbtonka.

Rycina 15 Analiza fenotypu HUVEC: morfologia (A), zdolno$¢ do wychwytu deacetylowanych lipoprotein niskiej
gestosci (czerwona fluorescencja) (B), zdolno$¢ do tworzenia struktur haczyniowych (C), zywotno$¢ komorek w
powstatych strukturach- barwienie kalceing- zielona fluorescencja (D).

3.2. Charakterystyka relacji przestrzennych we wspéthodowlach WJ-
MSC+HUVEC

WIJ-MSC modelujace wspierajacy (stromalny) komponent niszy komodrkowej, moga
oddziatywaé¢ z otoczeniem na dwa zasadnicze sposoby: poprzez mechanizmy parakrynne,
zwigzane z wydzielaniem czasteczek sygnalowych, oraz poprzez bezposrednie interakcje
komorka—komorka, obejmujace kontakty bezposrednie i sygnaty przekazywane droga potaczen
miedzykomorkowych. Oba typy oddziatywan odgrywaja istotng rolg w regulacji funkcji jednostki

neuronaczyniowej. Z tego powodu w kolejnym etapie pracy poddano analizie wtasciwosci relacji
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WJ-MSC i HUVEC w warunkach hodowli 2D i tr6jwymiarowych (3D). Obserwacje te pozwolity
okresli¢, w jaki sposob obie populacje organizuja si¢ przestrzennie, wzajemnie na siebie oddziatuja

i czy wykazuja tendencje¢ do tworzenia wspolnych struktur.

WJ-MSC oraz HUVEC w bezpos$redniej wspothodowli 2D utrzymaty swoje typowe cechy
morfologiczne —- HUVEC tworzyly skupiska, natomiast WJ-MSC uktadaty si¢ wokot nich. W celu
oceny wzajemnej organizacji WJ-MSC i HUVEC w warunkach 2D przeprowadzono barwienie
immunofluoroscencyjne. We wspothodowli bezposredniej, po osiggnieciu wysokiej konfluenciji,
obie populacje spontanicznie uktadaty si¢ w struktury o budowie pierscieniowej, przypominajace
prekursory tworzonych in vivo mikrostruktur naczyniowych. Struktury te miaty regularny, okragty
ksztalt z pustym centrum, natomiast komorki zlokalizowane w ich wewngtrznej warstwie
wykazywaty ekspresj¢ VEGFR1 na powierzchni btony komoérkowej (Rycina 16 A). HUVEC
wykazujace ekspresjc VEGFR2 byty zlokalizowane pomigdzy komoérkami WIJ-MSC,
identyfikowanymi na podstawie obecnosci fibronektyny. Taka organizacja przestrzenna wskazuje,
ze WJ-MSC mogg pelnié¢ role ochronng i wspierajacg dla komoérek srodbtonka, sprzyjajac ich
przezywalnos$ci oraz stabilizacji. Dodatkowo zaobserwowano rowniez zmniejszong konfluencje
komorek w obszarze otaczajacym struktury pierScieniowe, co moze wskazywaé na aktywna

migracje komorek w kierunku miejsca formowania si¢ agregatu.

W celu okreslenia zdolno$ci migracyjnych oraz potencjalnego wptywu jednej populacji
komorek na dynamike migracji drugiej, przeprowadzono test rysy. Dla lepszej wizualizacji
komorki zostaty wybarwione przyzyciowo: HUVEC na czerwono, a WJ-MSC na zielono. Po 4
godzinach obie populacje migrowaty w gltab obszaru rysy. WJ-MSC wykazaty silniejszy potencjat
migracyjny i stanowity dominujaca populacje komorek zajmujaca wolng przestrzen w obrgbie
rysy. Pokryly one caty obszar rysy w ciagu 24 godzin, podczas gdy w tym czasie w obrebie rysy
znalazty si¢ tylko pojedyncze HUVEC migrujace w kierunku WJ-MSC. Po zajeciu calej wolnej
powierzchni WJ-MSC zaczgly wmigrowywacé pomigdzy HUVEC (Rycina 16 B).

Dodatkowo przeprowadzono analize¢ tempa migracji WJ-MSC vs HUVEC do uktadow
monokulturowych: WJ-MSC po obu stronach rysy, HUVEC po obu stronach rysy w czasie.
Wszystkie grupy wykazywaly podobne tempo migracji do 6smej godziny obserwacji. Po 24
godzinach pokrycie wynosito §rednio 88,9 + 8,7% dla grupy WJ-MSC vs WJ-MSC oraz 83,04 +
23,3% dla HUVEC vs HUVEC. Grupa WJ-MSC vs HUVEC wykazata istotnie nizsze pokrycie
zarysowania po tym czasie (62,97 + 4,1%). Po 48 godzinach komoérki we wszystkich grupach

osiaggnety peing konfluencj¢ w obszarze zarysowania (Rycina 16 C-D).
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Rycina 16 Kolokalizacja WJ-MSC i HUVEC we wspothodowli na powierzchni adhezyjnej. Wizualizacja bialek
fibronektyny, VEGFR2, wimentyny oraz VEGFRI. Jadra komorkowe wybarwione DAPI (A). Analiza wzajemnej
migracji WJ-MSC vs HUVEC w ciaggu 48 h (B). Analiza ilo$ciowa pokrycia rysy przez obie populacje (C). Porownanie
migracji WJ-MSC vs HUVEC do migracji WJ-MSC vs WJ-MSC (WJ-WJ) oraz HUVEC vs HUVEC (H-H) (D).
Statystyka: jednoczynnikowa analiza wariancji ANOVA, n=3, *p < 0.05, ***p < 0.001, ****p<0.0001.

Poniewaz nisza komoérkowa jest strukturg trojwymiarows, a jej organizacja przestrzenna
odgrywa znaczacg role, w kolejnym etapie poréwnano zachowania badanych populacji
w wymuszonej wspothodowli trojwymiarowej (3D), a nastgpnie porownano do wynikow

uzyskanych z hodowli dwuwymiarowej (2D). W warunkach nieadhezyjnych komorki HUVEC
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tworzyly nieregularne agregaty, natomiast WJ-MSC organizowaly si¢ w uporzadkowane sfery. Co
istotne, wspothodowla obu typéw komorek w systemie 3D prowadzita do powstania sfer
mieszanych, w ktorych HUVEC znajdowaty si¢ wewnatrz struktury, a WJ-MSC otaczaly je na
zewnatrz. Obserwacja ta zostala potwierdzona barwieniem fluorescencyjnym: WIJ-MSC
wyznakowano zielonym barwnikiem CMFDA, a HUVEC — pomaranczowym odpowiednikiem

CMMRT, po czym przeprowadzono wspothodowle w opisanych warunkach (Rycina 17).

HUVEC WJ-MSC HUVEC + WJ-MSC

X R

HUVEC WJ-MSC WJ-MSC+HUVEC

Rycina 17 Analiza morfologi HUVEC, WJ-MSC oraz wsp6thodowli HUVEC+WJ-MSC na powierzchni adhezyjnej
(2D) oraz nieadherentej (3D) (A). Wzajemne utozenie populacji HUVEC (czerwony) oraz WJ-MSC (zielony) w hodowli
nieadherentnej (B)

W celu okreslenia zywotnosci, po 5 DIV wspothodowli komorki poddano barwieniu kalceing
(komorki zywe) oraz homodimerem etydyny (komoérki martwe). W hodowli 2D, zar6wno HUVEC,
jak 1 WJ-MSC komorki charakteryzowaty si¢ wysoka zywotnoscig — nie zaobserwono komorek
martwych. Wspothodowla WIJ-MSC+HUVEC w warunkach 2D nie skutkowata zmniejszong
zywotno$cig komorek. W wymuszonej hodowli pojedynczej 3D, HUVEC obumieraty, a w WJ-
MSC zaobserwowano jedynie pojedyncze martwe komorki, ktore lokalizowaty si¢ wewnatrz sfer.
Podobng obserwacje odnotowano w przypadku wspothodowli 3D. Charakter komoérek srodbtonka

wymusza na nich adhezje, dlatego tez brak biatek adhezyjnych na powierzchni ptytki wywiera na

59



nie negatywny skutek, natomiast dzieki obecnosci WJ-MSC mozliwe jest wytworzenie potaczen

miedzykomoérkowych i stabilizacja HUVEC (Rycina 18).

HUVEC + WJ-MSC

Kalceina / homodimer etydyny

Rycina 18 Analiza zywotno$ci WJ-MSC, HUVEC oraz wspothodowli HUVEC+WJ-MSC na powierzchni adherentnej
(2D) oraz nieadherentnej (3D) po 5 dniach wspohodowli. Na zielono wybarwione komoérki zywe (barwnik kalceina), a
na czerwono martwe (homodimer etydyny).

3.3. Analiza zaleznosci proliferacji populacji WJ-MSC i HUVEC

W kolejnym etapie pracy poddano analizie zdolnosci proliferacyjne i migracyjne obu
populacji. Analiza ekspresji biatka Ki67 wykazata statystycznie istotnie wyzsza proliferacje WJ-
MSC w warunkach 2D, w poréwnaniu do hodowli 3D. HUVEC nie proliferowaly i szybko
obumieraly w warunkach nieadhezyjnych 3D. We wspothodowli WJ-MSC i HUVEC w warunkach
2D komorki obu populacji wykazywaly wyzszy potencjat proliferacyjny, niz W odpowiadajacych
im monokulturach (Rycina 19 A). W warunkach 3D po 2 DIV zaréwno sfery WJ-MSC, jak i WJ-
MSC+HUVEC zwiekszyly swoja $rednice (komodrki w sferze proliferowaly), a wzrost ten
utrzymywat si¢ do 5 DIV (Rycina 19 B).
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Rycina 19 Ilo§ciowa analiza biatka proliferacji Ki67 w WJ-MSC, HUVEC oraz wspothodowli HUVEC+WJ-MSC w
hodowli 2D oraz 3D (A). Analiza $rednicy sfer uzyskanych podczas hodowli na powierzchni nieadhezyjnej WJ-MSC,
HUVEC oraz wspothodowli HUVEC+WIJ-MSC (B). Skréty: WJ — hodowla WJ-MSC 2D, WJ sph — hodowla WJ-MSC
3D, WJ+H wspothodowla HUVEC+WJ-MSC 2D, WJ+H sph - wspéthodowla HUVEC+WJ-MSC 3D, H — hodowla
HUVEC 2D, H sph/agr — hodowla HUVE na powierzchni antyadhezyjnej, DIV — dzien hodowli in vitro. Statystyka:
jednoczynnikowa analiza wariancji ANOVA, n=3, *p < 0.05, ***p < 0.001, ****p < 0.0001.

3.4. Ocena wplywu obecnosci komorek HUVEC na zmiany ekspresji genow
w WJ-MSC

Wptyw wspéthodowli na zmiany ekspresji genow w WIJ-MSC badano w dwoch
komplementarnych modelach: (i) w hodowli 3D z zachowanym kontaktem bezpo$rednim
komorka-komoérka oraz (ii) w hodowli z zastosowaniem systemu transwell, umozliwiajace;j
wyeliminowanie kontaktoéw bezposrednich i analiz¢ oddziatywan parakrynnych. W obu modelach
analizowano ekspresj¢ genéw zwiazanych z angiogeneza, takich jak: CD146, NESTYNA, VEGF-
A, VEGFR2, VEGF-C i VEGFRS3 (Rycina 20).

Analiza ekspresji genéw wykazata wyrazne rdéznice pomi¢dzy modelami wspothodowli.
W uktadzie 3D odnotowano istotny wzrost ekspresji CD146 (2,69 + 0,78 razy) oraz VEGFR3 (90
+ 4,31 razy), a takze wyzsza ekspresje VEGF-A w poréwnaniu z hodowla transwell (9,87 + 6,15
vs 1 £0,01). Jednoczes$nie w sferach poziom ekspresji VEGF-C ulegl obnizeniu wzgledem kontroli
(0,3 £ 0,09 vs 0,73 £ 0,4). Odmienny efekt zaobserwowano w systemie transwell, gdzie ekspresja
VEGF-C w WJ-MSC byla istotnie wyzsza niz w grupie kontrolnej (1 + 0,25 vs 0,5 + 0,01),
natomiast ekspresja jego receptora VEGFR3 ulegta obnizeniu. W zadnym z analizowanych modeli
nie stwierdzono statystycznie istotnych zmian w ekspresji NESTYNY wzgledem kontroli, cho¢

w uktadzie 3D jej poziom byl wyzszy lecz wynik ten nie uzyskat istotnos$ci statystycznej.

Podsumowujac, wspothodowla w warunkach 3D, z zachowanymi kontaktami komorka—komorka,
sprzyjata zwigkszeniu ekspresji markerow klasycznej angiogenezy (CD146, VEGFR3, VEGF-A)

przy rownoczesnym obnizeniu VEGF-C, co sugeruje, ze bezposrednia interakcja MSC-HUVEC
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silnie aktywuje mechanizmy angiogenezy zalezne od VEGF-A/VEGFR3 i moze by¢ kluczowa dla

organizacji naczyn.

Z kolei w warunkach hodowli posredniej WJ-MSC charakteryzowaty si¢ zwigkszonym poziomem
ekspresji VEGF-C przy obnizeniu VEGFR3.
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Rycina 20 Analiza wzglednego poziomu ekspresji gendéw WJ-MSC po wspothodowli posredniej transwell z HUVEC
(kontrola WJ-MSC 2D) oraz bezposredniej w sferach (kontrola wspothodowla bezposrednia 2D). Statystyka:
dwuczynnikowa analiza wariancji ANOVA, n=3, *p < 0.05, **p<0.01,***p < 0.001, ****p< 0.0001.

PODSUMOWANIE

WJ-MSC moga wspiera¢ integralno$¢ naczyn krwiono$nych i procesy regeneracyjne poprzez
mechanizmy zwiazane z aktywacja angiogenezy i stabilizacja $rodbtonka. Wspothodowla
z HUVEC indukowata w nich zwigkszong migracj¢ oraz zmiany w ekspresji genow angiogennych.
Co istotne, w modelu 3D WJ-MSC uktadaty si¢ przestrzennie wokoét skupisk komorek §rodblonka
1 zwigkszaty ich przezywalno$¢, co wskazuje na ich rolg w podtrzymywaniu i stabilizacji naczyn.
Jednoczesnie charakter odpowiedzi WJ-MSC zalezat od rodzaju interakcji — bezposredni kontakt
w 3D aktywowal inne mechanizmy niz oddziatywania posrednie, ograniczone do sygnalizacji
parakrynnej. Lacznie uzyskane wyniki potwierdzaja potencjalny udziat WJ-MSC w promowaniu

utrzymania komponentu naczyniowego niszy komorkowe;.
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4. Ocena posrednich i bezposrednich interakcji pomiedzy WJ-MSC a NSC/NPC

W kolejnym etapie badan skoncentrowano si¢ na interakcjach WIJ-MSC z neuralnym
komponentem niszy komoérkowej (NSC/NPC). MSC w tym kontekécie petnig podwdjng role:
Zjednej strony stanowig narzedzie badawcze umozliwiajace modelowanie mechanizméw
regulujacych funkcjonowanie niszy neuralnej i procesy neurogenezy, z drugiej — dzigki swoim
wlasciwosciom immunomodulacyjnym 1 troficznym moga potencjalnie wzmacniaé
mikrosrodowisko niszy, wspierajac naturalng regeneracje w obrebie jednostki neurowaskularne;j.
Takie podejscie pozwala nie tylko lepiej pozna¢ mechanizmy biorgce udziat w regulacji
neurogenezy, ale takze potencjat terapeutyczny WJ-MSC w odbudowie niszy po uszkodzeniu

ischemicznym.
Aby okresli¢ sposdb oddziatywania WI-MSC z NSC/NPC przeprowadzono analizy obejmujace:

e wzajemng organizacj¢ przestrzenng we wspothodowli bezposredniej 2D vs 3D,

e zmiany w ekspresji genow WI-MSC oraz w sekretomie w obecnosci NSC/NPC w modelu
wspothodowli posredniej,

e ocene efektu neuroprotekcyjnego WJ-MSC we wspothodowli ze skrawkami hipokampa
szczura i NSC/NPC po deprywacji tlenu i glukozy.

4.1. Analiza fenotypu NSC/NPC

Ludzkie pierwotne NSC/NPC hodowano w formie neurosfer potwierdzajac ich macierzysty
charakter. Po przeniesieniu komoérek na powierzchni¢ pokryta biatkami macierzy
zewnatrzkomorkowej (lamining lub matrigelem) obserwowano adhezj¢ oraz zmiang ich
morfologii. Komorki tracity kolisty ksztalt, przyjmowaty morfologi¢ wydluzong z licznymi
wypustkami i z wysokim stosunkiem jadra do cytoplazmy oraz ze $rednicg ciata komoérki nie
przekraczajaca 100pum (Rycina 21 A).Barwienie immunofluorescencyjne komorek potwierdzito
obecnos¢ Nestyny — biatka wystepujacego w komoérkach neuralnych. W hodowli obecne byly
rowniez pojedyncze komorki pozytywne dla p-tubuliny 11 (Btub3) posiadajace dtugie wypustki,
oraz komorki rozpoczynajace spontaniczne réznicowanie w kierunku progenitorow glejowych
A2B5+, a sporadycznie takze astrocytow GFAP+ (Rycina 21 B). Ze wzglgdu na heterogennosc¢
populacji zdecydowano si¢ na uzycie okreslenia NSC/NPC w dalszych etapach badan.
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Rycina 21 Morfologia NSC/NPC w standardowych naczyniach hodowlanych (neurosfery 3D) oraz na powierzchni
naczynia pokrytego lamining (hodowla 2D) (A). Barwienie immunofluoroscencyjne NSC/NPC po wysianiu na szkietka
pokryte lamining (B).

4.2. Charakterystyka relacji przestrzennych we wspoéthodowlach WJ-MSC +
NSC/NPC

Oddzialywania bezposrednie populacji

W przypadku wspothodowli 2D komorki obu populacji zachowywaty charakterystyczny
dla siebie fenotyp. Ukladaty si¢ w sposob losowy, i tworzyly miedzy soba potaczenia. NSC
wykazywaly polaryzacje, kierujac wypustki w strong MSC. We wspothodowli w warunkach 3D,
WJI-MSC wspottworzyly struktury sferoidalne z NSC/NPC. W odréznieniu od sfer tworzonych
przez WJ-MSC i HUVEC, w ktorych komorki srodbtonkowe lokowaty sie w centralnej czg$cCi
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struktury, we wspothodowlach z NSC/NPC w centrum znajdowaty si¢ komorki mezenchymalne,

natomiast NSC/NPC otaczaty je od zewnatrz (Rycina 22 A-C).

hNSC/hNPC WJ-MSC + hNSC/hNPC

Rycina 22 Morfologia WJ-MSC, NSC/NPC oraz wspothodowli WJ-MSC+NSC/NPC w warunkach 2D (A) oraz 3D (B)
wraz z analizg wzajemnego potozenia badanych populacji w sferach (czerwony - WJ-MSC; zielony- NSC/NPC) (C).

Analiza fenotypow

Zmiany fenotypowe zachodzace w obu populacjach oceniono w modelu wspothodowli
posredniej (transwell). W obecnosci WJ-MSC, po 7 dniach wspothodowli, w populacji NSC/NPC
odsetek komorek A2B5-dodatnich ulegl zmniejszeniu (kontrola: 75,14% + 2,42; transwell: 59,42%
+ 2,66), natomiast liczba komoérek GFAP-dodatnich wzrosta (kontrola: 24,86% + 2,42; transwell:
40,58% =+ 2,65). W przypadku WJ-MSC nie stwierdzono istotnych zmian w ekspresji
analizowanych marker6w— komorki nie wykazywaty ekspresji GFAP (kontrola: 0%, transwell:
3,57% =+ 3) 1 zachowaly stabilnag ekspresj¢ A2B5 (kontrola: 97,28% + 2,36; transwell: 95,19% +
2,02) (Rycina 23).
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Rycina 23 Analiza markeréw GFAP oraz A2B5 w monokulturach kontrolnych NSC/NPC i WJ-MSC oraz po
wspothodowli posredniej z wykorzystnaiem systemu transwell. Statystyka: test t-studenta; n=3; **p<0.01.

Do oceny wzajemnych relacji przestrzennych obu populacji w warunkach 2D
wykorzystano barwienie na obecnos$¢ fibronektyny dla WJ-MSC oraz nestyny dla NSC/NPC.
Komorki hodowano na dwoch wariantach podtoza: (i) na powierzchni pokrytej matrigelem oraz
(i) pozbawionej tej warstwy. WJ-MSC zachowaty w obu wariantach hodowli swoj fenotyp i rosty
w koloniach. NSC/NPC wspéothodowane z WJ-MSC na podlozu z matrigelem pokrywaly
rownomiernie calg powierzchni¢ dotka, natomiast w warunkach pozbawionych matrigelu
NSC/NPC preferowaty adhezje do powierzchni WJ-MSC, traktujac je jako naturalne podscielisko.
W obu przypadkach NSC/NPC tworzyty potaczenia z WJ-MSC (Rycina 24).
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WIJ-MSC+NSC/NPC matrigel WJ-MSC+NSC/NPC

Nestyna/ Fibronektyna / DAPI

GFAP / A2B5 |/ DAPI

Rycina 24 Wzajemne ulozenie populacji WI-MSC oraz NSC/NPC we wspothodowli bezposredniej na powierzchni
pokrytej matrigelem oraz standardowej ptytce hodowlanej. Komorki wybarwiono: gorny panel — zielona Nestyna oraz
czerwona Fibronektyna; dolny panel- zielone GFAP, czerwone A2B5. Jadra komorkowe wybarwione barwnikiem DAPI
na niebiesko.

4.3. Wplyw obecnosci NSC/NPC na zmiany w ekspresji genow WJ-MSC

Aby okresli¢, w jaki sposob obecnos¢ NSC/NPC wptywa na profil ekspresji
genow WJ-MSC zwiagzanych z regulacja niszy neuralnej, zastosowano wspothodowle posrednia
w systemie transwell (tWJ (N)). Jako kontrole zastosowano standardows hodowle WJ-MSC oraz
standardowg hodowlge NSC/NPC. Monokultura WJ-MSC stanowita punkt odniesienia wzgledem
populacji wspothodowanej, natomiast hodowla NSC/NPC stanowita kontrolg fenotypu neuralnego.
Analiza ekspresji markerow neuralnych wykazata istotny wzrost poziomu NESTYNY (20,21 + 2,28
razy), GFAP (23,97 + 1,02 razy) oraz S1008 (19,37 + 4,5 razy) w poréwnaniu z monokulturg WJ-
MSC. Poziom tej ekspresji byt istotnie nizszy niz obserwowany w NSC/NPC. Dodatkowo podczas
wspothodowli, w populacji WJ-MSC wykazano wysoce istotny wzrost ekspresji czynnikow
proangiogennych VEGF-A (3,3 + 0,13 razy) i VEGF-C (3,67 £+ 0,25 razy), a takze receptora
VEGFR2 (14,42 + 1,9 razy) w porownaniu ze standardowa hodowla WJ-MSC (Rycina 25).
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Rycina 25 Analiza ekspresji gendéw w WJ-MSC (WJ), WJ-MSC po wspothodowli posredniej z NSC/NPC (tWJ(N)) oraz
populacji NSC/NPC (NSC). Analiza statystyczna: jednoczynnikowa analiza wariancji ANOVA, n=3, **p<0.01,***p <
0.001, ****p< 0.0001.

4.4. Ocena odpowiedzi WJ-MSC na obecno$¢ NSC/NPC — analiza sekretomu
W celu okreslenia zmian w wydzielaniu parakrynnym WJ-MSC w odpowiedzi na obecnos¢
komoérek NSC/NPC przeanalizowano sekretom w modelu zaréwno wspothodowli posredniej

(transwell), jak i bezposrednie;j. Jako kontrole wykorzystano ponownie monokultury WJ-MSC oraz
NSC/NPC (Rycina 26).

Analiza sekretomu wykazata znacznie wicksze wydzielanie angiogeniny przez WJ-MSC
niz NSC/NPC. We wspothodowlach, zarowno posredniej, jak i bezposredniej stezenie tego biatka
wcig pozostawalo na wysokim poziomie. Wspoéthodowla, niezaleznie od modelu, znaczaco
zwickszata sekrecje do Srodowiska czynnikow tj. CCL2, HGF, EGF oraz VEGF-C, ktore
w monokulturach byty wydzielane na bardzo niskim poziomie. Odwrotng tendencje
zaobserwowano dla czynnikow wzrostowych t.j. VEGF i BDNF. Podczas gdy w monokulturach
NSC/NPC (VEGF) i WJ-MSC (BDNF) wydzielanie ich bylo istotnie wysokie,
we wspothodowlach poziomy obu czynnikéw istotnie spadaty. Stezenia GDNF i bNGF

pozostawatly we wszystkich wariantach na poziomie bardzo niskim (< 5 pg/ml).
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W przypadku FGF zauwazono réznice zalezne od typu wspothodowli: w modelu bezposrednim

poziom tego czynnika byt zblizony do obserwowanego w hodowli NSC/NPC, natomiast

w systemie posrednim utrzymywat si¢ na poziomie charakterystycznym dla monokultur WJ-MSC.
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Rycina 26 Analiza zmian w wydzielaniu wybranych czynnikow. Porownanie wydzielania WJ-MSC (WJ), NSC/NPC,
wspothodowli posredniej (tWJ(N)) oraz wspothodowli bezposredniej (bpWJ-N) po 3 dniach. Analiza statystyczna:
jednoczynnikowa analiza wariancji ANOVA, n=4, *p<0.05,**p<0.01,***p < 0.001, ****p< 0.0001.
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5. Wplyw obecnosci uszkodzonej ischemiczne tkanki nerwowej na odpowiedz

komoérek WJ-MSC

Wspothodowle komoérkowe nie odzwierciedlaja w pelni mechanizméw aktywowanych
w tkance nerwowej. Aby oceni¢ zmiany w aktywnosci WJ-MSC w warunkach uszkodzenia
ischemicznego, w kolejnym etapie badan wykorzystano model organotypowej hodowli skrawkow
hipokampa (OHC). Model ten cho¢ nie uwzglednia pelnej odpowiedzi immunologicznej oraz
krazenia krwi, stanowi istotny uktad do badan nad tkanka nerwowa. Hodowla ta taczy w sobie
zar6wno komponent naczyniowy jak i neuralny co pozwala na indukcje warunkow blizszych
fizjologicznym niz hodowle komorkowe. Ponadto, hipokamp jest szczegdlnie wrazliwy na
niedotlenienie i niedokrwienie, zwlaszcza w strefie CALl. W celu odtworzenia uszkodzenia

ischemicznego, skrawki poddano deprywacji tlenu i glukozy (OGD).

5.1. Ocena wplywu neuroprotekcyjnego WJ-MSC w obecnosci NSC/NPC na

uszkodzong ischemiczne tkanke nerwowg
Na tym etapie doswiadczen analizowano trzy warianty wspothodowli: (i) skrawki hipokampa
z WJ-MSC — w celu okreslenia bezposredniego efektu neuroprotekcyjnego MSC, (ii) skrawki
hipokampa z ludzkimi NSC/NPC — w celu oceny potencjatu ochronnego samej niszy neuronalnej,
oraz (iii) skrawki hipokampa wspothodowane jednoczesnie z WJ-MSC i NSC/NPC — aby okresli¢

efekt interakcji obu populacji i ich taczny wptyw na przezywalno$¢ neurondw w strefie CAl.

Efekt neuroprotekcyjny oceniano na podstawie liczby martwych komoérek w strefie CAl
hipokampa. Zarowno WJI-MSC, jak i NSC/NPC wykazaly istotne dzialanie ochronne
W poroéwnaniu z kontrolg. Wspo6thodowla z obiema populacjami nie spowodowata jednak nasilenia
tego efektu — odsetek martwych komorek byt porownywalny pomigdzy uktadami zawierajacymi
wyltacznie NSC/NPC (38,34% + 12,99), wytacznie WJ-MSC (35,77% + 11,72) oraz kombinacje
WJI-MSC i NSC/NPC (37,79% =+ 13,84). Wyniki te wskazuja, ze cho¢ obie populacje komorek
wykazujg dziatanie neuroprotekcyjne, ich taczna obecno$¢ nie wywoluje efektu addytywnego

(Rycina 27).
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Rycina 27 Analiza dziatania neuroprotekcyjnego w strefie CAl uszkodzonego ischemicznie hipokampa szczura
(zaznaczona czerwong przerywang linia) WJ-MSC oraz WJ-MSC w obecnosci egzogennych ludzkich NSC/NPC
nasianych na hipokamp. Wizualizacja oraz analiza ilo§ciowa. Analiza statystyczna: jednoczynnikowa analiza wariancji
ANOVA, n= 3-4, ***p < 0.001, ****p< 0.0001.

5.2. Ocena wplywu obecno$ci uszkodzonej ischemicznie tkanki nerwowej na

zmiany w sekretomie WJ-MSC 2D vs 3D

Kolejnym etapem, majacym na celu wyjasnienie mechanizmow neuroprotekcyjnego dziatania
WJ-MSC na tkanke nerwowsg, byla analiza ich aktywnos$ci sekrecyjnej w obecnosci tkanki
nerwowej nieuszkodzonej oraz poddanej uszkodzeniu niedokrwiennemu. Dodatkowo, poniewaz
w warunkach fizjologicznych komorki funkcjonujg w uktadach tréjwymiarowych, oceniono, czy

profil sekrecyjny WJ-MSC zalezy od warunkow przestrzennych hodowli (2D vs 3D) (Rycina 28).

W hodowli 2D, niezaleznie od stanu tkanki (prawidtowa vs. uszkodzona ischemicznie),
obserwowano istotny wzrost wydzielania przez WJ-MSC czynnikow proangiogennych, w tym:
angiogeniny, VEGF oraz VEGF-C, a takze w wydzielaniu HGF. Sekrecja bFGF i GDNF byta
zwickszona po kontakcie z ischemicznie uszkodzong tkanka (OGD), natomiast poziom BDNF

ulegat obnizeniu. St¢zenie EGF pozostawalo niskie i wzglednie stabilne we wszystkich warunkach.

W modelu 3D profil wydzielniczy roznit si¢ jako$ciowo od obserwowanego w hodowlach 2D.
Zarowno w kontakcie z tkanka zdrowa, jak i uszkodzona nie stwierdzono istotnych zmian
W poziomach angiogeniny, HGF, CCL2, bFGF ani EGF, natomiast istotnie wzrosta sekrecja VEGF
i VEGF-C. Podobnie jak w warunkach 2D, ekspresja GDNF byla wyzsza po kontakcie

Z ischemicznie uszkodzonym hipokampem, przy rownoczesnym spadku poziomu BDNF.

Obserwowano wyraznie intensyfikacje aktywno$ci parakrynnych komoérek w odpowiedzi na

kontakt z uszkodzong tkanka, przy czym komorki hodowane w uktadzie 3D charakteryzowaty sie
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ogolnie wyzsza sekrecjg czynnikow proangiogennych niz w uktadzie 2D. Wyniki te potwierdzaja,

ze hodowla przestrzenna lepiej odwzorowuje potencjat terapeutyczny MSC.
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Rycina 28 Analiza wybranych czynnikow wydzielniczych w sekretomie rozpuszczalnym WIJ-MSC. Analizowano
komorki hodowane w formie 2D oraz 3D i ocena zmian w wydzielaniu po kontakcie ze zdrowa tkanka hipokampa (OHC)
oraz uszkodzong niedokrwiennie poprzez deprywacje tlenu i glukozy (OGD). Statystyka: jednoczynnikowa analiza
wariancji ANOVA, n=3, *p < 0.05, **p<0.01,***p < 0.001, ****p< 0.0001.

5.3. Ocena wplywu obecnosci uszkodzonej ischemicznie tkanki nerwowej na
zmiany w sekretomie WJ-MSC w obecnosci egzogennych ludzkich NSC/NPC

W kolejnym etapie doswiadczen badatam, czy obecnos¢ egzogennych ludzkich NSC/NPC
— istotnego elementu niszy neuronalnej — dodatkowo moduluje profil wydzielniczy WJ-MSC
w warunkach kontaktu z uszkodzona tkanka hipokampa. Zmiany wydzielania czynnikoéw
aktywnych biologicznie oceniono w dwdch punktach czasowych: odpowiedz krotka — 24h oraz
dluga — 7 DIV (Rycina 29). Dodanie egzogennych NSC/NPC do wspothodowli z ischemicznie
uszkodzona tkanka nerwows istotnie modyfikowato profil sekrecyjny WJ-MSC. Zaobserwowano
nasilenie wydzielania czynnikéw angiogennych (angiogenina, HGF, VEGF-C), a takze utrzymanie

ich podwyzszonego poziomu w czasie.
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Lacznie wyniki te sugeruja, ze obecno$s¢ NSC/NPC w uktadzie wspothodowli wzmacnia
i stabilizuje parakrynng odpowiedz WJ-MSC na uszkodzong tkanke nerwowa, wspierajac

mechanizmy angiogenezy i neuroregeneracji.

Najbardziej wyrazny efekt dotyczyt BDNF, ktorego stezenie w uktadzie potrdjnym skutkowato
istotnym zwigkszeniem jego poziomu po 24 h (174,84 + 10,7 pg/ml) w porownaniu z wariantami
WJ+OGD (65,58 + 14,8 pg/ml) oraz NSC/NPC+OGD (0,61 + 0,14 pg/ml). Po 7 dniach st¢zenie
BDNF w uktadzie potrojnym zmniejszylo si¢ do 123,2 + 9,7 pg/ml, lecz pozostawato wyzsze niz
w pozostatych grupach (WJ+OGD: 90,42 + 11,2 pg/ml; NSC/NPC+OGD: 14,97 + 3,27
pg/ml).W przypadku GDNF istotny wzrost st¢zenia obserwowano dopiero w okresie odlegtym od
uszkodzenia, po 7 dniach wspothodowli zarowno w wariancie z WJ-MSC, jak i z WJ-
MSC+NSC/NPC, co moze wskazywac na rolg tego czynnika w pdzniejszych etapach regeneracji

tkanki nerwowej.

Wprowadzenie do $rodowiska NSC/NPC istotnie zmieniato takze dynamike sekrecji HGEF,
bFGF/FGF2 i EGF, prowadzac do gwaltownego, ale czasowo ograniczonego wzrostu ich

poziomow.

W uktadzie WJ+OGD+NSC/NPC juz po 24 h stezenie HGF osiggalo bardzo wysokg wartos¢
(5538,67 + 88,9 pg/ml vs 190,95 + 10 pg/ml bez NSC/NPC) i utrzymywalo si¢ na podwyzszonym
poziomie do 7 dnia (3333,43 + 5,1 pg/ml vs 1470,96 + 0,3 pg/ml bez NSC/NPC).

bFGF/FGF2 wykrywano wylacznie w obecnosci NSC/NPC po 24h wspothodowli
(NSC/NPC+OGD: 211,36 + 4,46 pg/ml; WI+OGD+NSC/NPC: 469,43 + 0,4 pg/ml). Jednak po 7
dniach jego stezenie znaczaco spadto (odpowiednio 47,59 + 4,17 pg/ml 1 49,59 + 5,1 pg/ml).

W  przypadku EGF podwyzszony poziom zaobserwowano tylko we wspothodowli
NSC/NPC+OGD po 24 h (104,72 + 7,45 pg/ml), lecz nie utrzymywat si¢ on w czasie (7 div: 4,98
+ 2,77 pg/ml). W pozostatych uktadach wartosci EGF byly nizsze niz 10 pg/ml, co mozna uzna¢

za pomiar bliski granicy detekcji zastosowanego aparatu.

Uzyskane wyniki sugeruja, ze obecno$¢ NSC/NPC w uktadzie wspothodowli wzmacnia
i stabilizuje parakrynng odpowiedz WJ-MSC na uszkodzong tkanke nerwowa, wspierajac

mechanizmy angiogenezy i neuroregeneracji.
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Rycina 29 Analiza czynnikéw parakrynnych WJ-MSC oraz NSC/NPC w kontakcie ze skrawkami hipokampa poddanymi deprywacji tlenu i glukozy (OGD) po 24h oraz 7- dniach hodowli in vitro
(7div). Statystyka: jednoczynnikowa analiza wariancji; n=2-4, *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001



5.4. Analiza wplywu obecnosci uszkodzonej ischemicznie tkanki nerwowej na zmiany

W ekspresji genéow WJ-MSC w obecnosci egzogennych ludzkich NSC/NPC
Poniewaz analiza sekretomu wykazata, ze obecno§¢ NSC/NPC znaczaco moduluje parakrynng
odpowiedz WJ-MSC na uszkodzong tkank¢ nerwowa, kolejnym etapem byla ocena, czy zmiany te
znajduja odzwierciedlenie réwniez na poziomie transkrypcyjnym. W tym celu przeanalizowano
ekspresj¢ gendw zwigzanych z angiogeneza i neuroregeneracja w WJ-MSC wspoéthodowanych

z niedokrwiennie uszkodzonym hipokampem w obecnosci egzogennych NSC/NPC.

W obecnosci jedynie uszkodzonej tkanki nerwowej obserwowano w WJ-MSC wzrost ekspresji
genow VEGF-A (K: 4,43 £ 0,29; WJ+OGD: 18,27 + 7,8), VEGF-C (K: 5,79 £ 4,9; WJ+OGD: 12,81 +
2,39) oraz GFAP (K: 13,65 + 8,6; WIJ+OGD: 33,28 + 20,6). Dodatkowo stwierdzono istotny
statystycznie wzrost ekspresji VEGFR2, NESTYNY oraz f-TUBULINY-IIT w poréwnaniu do WJ-MSC
hodowanych w warunkach standardowych in vitro. Jednocze$nie odnotowano obnizenie ekspres;ji
VEGFR3 oraz istotny statystycznie spadek ekspresji NG2 (K: 8,56 + 1,06; WI+OGD: 5,65 + 0,54).

Wprowadzenie do uktadu egzogennych NSC/NPC skutkowato znaczacym obnizeniem ekspresji
VEGFR2 i VEGFR3, przy rownoczesnym nasileniu ekspresji VEGF-A (WJ+OGD-+NSC: 23,79 + 5,93)
oraz VEGF-C (13,91 + 3,27) wzgledem wspothodowli WI-MSC ze skrawkami hipokampa.
Zaobserwowano takze istotny statystycznie wzrost ekspresji fS~-TUBULINY-111 (16,97 + 3,04). Ekspresja
NESTYNY oraz GFAP roéwniez ulegla podwyzszeniu, jednak efekt ten nie osiggngl istotnosci
statystycznej (Rycina 30).

Kontakt WJ-MSC z uszkodzong ischemicznie tkankg nerwowa indukuje ekspresje genow zwigzanych
z angiogeneza (VEGF-A, VEGF-C, VEGFR2), a takze z rdznicowaniem neuralnym (NESTYNA, g-
TUBULINA- 11, GFAP). Obecnos¢ w srodowisku egzogennych NSC/NPC dodatkowo wzmacniato
ekspresje genow proangiogennych (VEGF-A, VEGF-C) i neuralnych (f-TUBULINA 111), jednocze$nie
ograniczajgc ekspresje receptoréw VEGF (VEGFR2, VEGFR3) — prawdopodobnie w mechanizmie
autoregulacji. Wyniki te moga sugerowa¢, ze NSC/NPC mogg pobudza¢ otoczenie do wspierania

wlasnego przezycia i roznicowania.
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Rycina 30 Analiza ekspresji gendéw WIJ-MSC po wspothodowli posredniej z organotypowa hodowla skrawké6w hipokampa
poddanych deprywacji tlenu i glukozy (WJ | OGD) oraz z NSC/NPC nasianymi na skrawki hipokampa poddanych deprywacji
tlenu i glukozy (WJ | NSC OGD). Kontrole (Control) stanowita standardowa hodowla WJ-MSC utrzymywana w jednakowych
warunkach jak uktad do$wiadczalny. Analiza statystyczna: jednoczynnikowa analiza wariancji ANOVA, n=3, *p<0.05,

**n<0.01, ***p<0.001.

Podsumowanie

Wyniki przedstawionych badan dowodzg, ze WJ-MSC oraz NSC/NPC w hodowlach in vitro wchodza
ze sobg w $ciste interakcje. W bezposrednim kontakcie WJ-MSC petnig rolg podporowa dla NSC/NPC.
W hodowli przestrzennej NSC/NPC adherujg do struktur sferycznych utworzonych z komoérek
mezenchymalnych. Podobne zjawisko ma miejsce w hodowlach 2D gdzie NSC/NPC adheruja do
powierzchni naczynia hodowlanego niepokrytego matrigelem lub lamining jedynie wtedy, gdy obecne
sa WJ-MSC. Po kontakcie posrednim z NSC/NPC, WJ-MSC zmieniaja poziom ekspresji genow dla
czynnikow zwigzanych z utrzymaniem niszy zaréwno w kontekscie naczyniowym jak i neuralnym. Ma
to rowniez swoje potwierdzenie w zmianie profilu wydzielniczego WJ-MSC po wspothodowli
ZNSC/NPC zarowno posredniej jak 1 bezposredniej. Co wigcej, WIJ-MSC maja wplyw na
oddziatywania z tkankg uszkodzong ischemicznie. Wykazuja one zwickszong ekspresje czynnikow
glownie z grupy VEGF. Analiza wybranych czynnikow wykazata iz komorki zmieniajg w czasie ilos¢
wydzielanych kluczowych czynnikow. Dodatkowo zaréwno WJ-MSC jak i WJ-MSC z NSC/NPC
wykazujg dziatanie neuroprotekcyjne. Wyniki te dajg podstawe do rozwazania WJ-MSC jako
potencjalnych kandydatow do wsparcia niszy zarowno w warunkach fizjologicznych jak

i niedokrwiennych.
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6. Dyskusja

Nisza komorek macierzystych jako zlozone srodowisko ma na celu zaro6wno ochrania¢ KM przed
szkodliwym dzialaniem czynnikéw Srodowiskowych jak i regulowaé ich aktywnos$¢ oraz inicjowac
regeneracj¢ tkanek. Endogenna neurogeneza, cho¢ zachodzi w mozgu dorostego cztowieka, stopniowo
ulega ostabieniu wraz z wiekiem, a w warunkach patologicznych - takich jak ostre niedokrwienie,
choroba Alzheimera czy Parkinsona - proces ten staje si¢ niewydolny lub ulega zaburzeniom. Obserwuje
si¢ nie tylko spadek proliferacji neuralnych komoérek macierzystych, ale takze zmiany
W mikro$rodowisku niszy, obejmujace przewlekly stan zapalny, dysfunkcje jednostki neuro-
naczyniowej oraz spadek dostepnosci czynnikow troficznych, co znaczaco ogranicza zdolno$ci
regeneracyjne. Dlatego szczegdlnego znaczenia nabiera rola komorek wspierajacych, ktorych interakcje

zNSC i NVU moga decydowaé o zachowaniu lub utracie zdolnos$ci regeneracyjnych niszy [70,71].

Ograniczenia w dostgpnos$ci ludzkich pierwotnych linii komorek podporowych neuralnej niszy
komorkowej stawiajg przed nami wyzwanie w poszukiwaniu alternatywnych metod badania funkcji
komorek zrgbowych w tym rodzaju niszy. Co wigcej, uszkodzenie NVU oraz nisz pod wptywem urazu,
niedotlenienia czy niedokrwienia powoduje utrat¢ komorek zrebu, a przez to uniemozliwia szybka
regeneracj¢ mozgu. W komoérkach dochodzi do zaburzenia sekretomu. Ograniczaja one wydzielanie
czynnikow takich jak BDNF, GDNF, FGF-2, VEGF. Poprzez zaburzenie sygnatow chemotaktycznych
ograniczona jest migracja neuronéw oraz pozostalych komorek wspierajacych odbudowg niszy,
a obecny, lokalny stan zapalny ogranicza przezycie nowych neuronéw [72—74]. Same komorki mozna
czgsciowo pobudzi¢ endogennie, np. przez dostarczanie czynnikéw wzrostowych czy lekow, ale nie jest
to wystarczajace przy rozleglejszych uszkodzeniach. W takich przypadkach potrzebne jest dodatkowe,
zewngetrzne wsparcie mechanizméw naprawczych oraz indukujacych neurogeneze [75]. Stawia to
pytanie, czy egzogenne wsparcie komorek obecnych w niszy moze by¢ wystarczajace do przyspieszenia
regeneracji NVU, czy jednak konieczne jest wykorzystanie dodatkowego zrodta czynnikoéw troficznych.
W zwigzku z tym poszukiwane sg alternatywne zrodta komorek zrebu, dzieki ktorym jesteSmy w stanie
uzyska¢ korzysci terapeutyczne. Dzigki swoim wiasciwosciom, takim typem komorek moga zostaé
MSC. Ze wzgledu na dostgpnos¢, wlasciwosci oraz aspekty etyczne doskonatym ich zrodtem wydaja
si¢ komorki pozyskane z galarety Whartona (WJ-MSC). Wyrdzniaja si¢ one wysoka aktywnoscia
wydzielnicza, modulowana przez $rodowisko, stan fizjologiczny, a takze patologiczny organizmu.
Dodatkowo ze wzgledu na brak ekspresji antygenoéw zgodno$ci tkankowej klasy II (HLA-DR) sg
uprzywilejowane immunologicznie. Cho¢ fizjologicznie nie wystgpuja one w mozgu, ich wlasciwosci
czynig je obiecujacymi kandydatami do wspierania procesOw regeneracyjnych w neuralnej niszy,

zarowno w warunkach fizjologicznych, jak i po uszkodzeniach.
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Zmiany Srodowiskowe reguluja aktywno$s¢ WJ-MSC przyczyniajac si¢ do zmian ich
wlasciwosci.

W wyniku urazu lokalne mikrosrodowisko ulega przemianom. W obrebie uszkodzonego obszaru
dochodzi do niekontrolowanej hipoksji, nasilenia stanu zapalnego oraz poprzez naruszenie sieci
naczyniowej - ograniczenia dostepnosci substancji odzywczych. Niedobor czynnikow takich jak
glukoza czy aminokwasy moze powodowac stres metaboliczny dla komorek i ograniczaé ich
proliferacje oraz indukowac apoptoze. Co wigcej, dtugotrwate narazenie powoduje wzrost reaktywnych
form tlenu, co w konsekwencji prowadzi do stresu oksydacyjnego. W literaturze mozna znalezé
rozbiezne dane dotyczace funkcji komoérek zrgbowych w warunkach stresu oksydacyjnego,
niedotlenienia czy stanu zapalnego. Czes¢ prac wskazuje, ze komorki te ulegaja mobilizacji i zwigkszaja
wydzielanie czynnikow troficznych, takich jak BDNF, VEGF czy GDNF, co moze stanowi¢ mechanizm
kompensacyjny wspierajacy przezycie i regeneracje neuralnych komoérek macierzystych (NSC) [76].
Inne badania donosza, ze przewlekla hipoksja, niedokrwienie lub procesy neurodegeneracyjne
prowadza do ostabienia aktywno$ci wydzielniczej komoérek niszy, spadku produkcji czynnikdéw
neurotroficznych oraz deregulacji interakcji komorka—komorka, co w konsekwencji ogranicza zdolnosci

regeneracyjne mozgu [74].

W poprzednich badaniach naszego zespotu wykazali$émy, ze obecny stan zapalny (indukowany
cytokinami prozapalnych IL-18, TNFa oraz IFNy) powoduje wzmozong migracj¢ WJ-MSC oraz silne
dziatanie chemotaktycznie w kierunku srodowiska zapalanego [78]. Inne badania wykazaty brak zmian
w aktywno$ci sekrecyjnej WI-MSC w zaleznosci od stezenia tlenu [79]. Podczas uszkodzenia dochodzi
rowniez do deprywacji czynnikow odzywczych. Nasza analiza wykazala, ze bez wzgledu na ilos¢
czynnikow odzywczych (stezenie hPL), komorki wydzielaja czynniki wzrostu takie jak HGF, GDNF
czy VEGF. Srodowisko o wyzszej zawartosci hPL indukowato silniejszg sekrecje, natomiast co wazne,
ograniczona zawarto$¢ czynnikow nie hamowata aktywnosci parakrynnej. Obserwacje te potwierdzaja
dane wskazujace, ze w niekorzystnych warunkach srodowiskowych takich jak niedobor sktadnikow
odzywczych czy stres wywolany hipoksja, komoérki mogg przezywac i utrzymywac swoje wiasciwosci
wydzielnicze [80]. Co ciekawe, wykazano iz MSC poddane tagodnemu stresowi lub
prekondycjonowaniu poprzez np. umiarkowang hipoksje lub krotki stres oksydacyjny rozwijaja lepsza
migracj¢ oraz wzmochione wilasciwosci regeneracyjne [81]. Przeprowadzona przez nas analiza
wykazata, ze WJ-MSC utrzymuja zdolnos¢ do migracji 1 proliferacji niezaleznie od dostgpnosci
substancji odzywczych w S$rodowisku hodowli, jednak obnizone ich stg¢zenie wigze si¢ ze
spowolnieniem dynamiki obu procesow. Obserwacje te wskazuja na mozliwe ograniczenie mobilnosci
komoérek zrebowych w obszarze objetym stresem, jednak podkreslaja ich ciagla aktywnos¢

wspomagajaca nisze.
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WJ-MSC posiadaja cechy, ktére moga stabilizowa¢ Srédblonek naczyn krwiono$nych.

Komorki $rodbtonka naczyn krwionosnych odgrywaja istotna role w ksztattowaniu niszy
i wplywajg na procesy regeneracyjne zard0wno bezposrednio biorac udziat w tworzeniu BBB, jak
I poprzez regulacje przeptywu komorek oraz molekut regulujacych funkcjonowanie niszy. W badaniach
na mysich komoérkach $rédblonka oraz mysich MSC wykazano, ze MSC moga sta¢ si¢ dobrym modelem
do badania BBB, gdyz na powierzchniach kolagenowych upodobnialy si¢ do perycytow i stabilizowatly
komorki srédblonka, wptywajac na wzmocnienie ich integralnosci [78]. Taka integracja MSC moze by¢
posrednio zwiazana z dyskutowanym pochodzeniem tych komorek, jak rowniez ich zdolnoscia do zmian
fenotypowych i ekspresji markerow typowych dla komorek endotelialnych w obecnosci naczyn [82].
Weciaz jednak brak jest wystarczajacych danych dotyczacych interakcji migdzy ludzkimi komoérkami
obu populacji. W naszych badaniach analizowalismy interakcje WJ-MSC z komoérkami $rodbtonka
pierwotnej linii pozyskanej z zyty pgpowinowej (HUVEC). Charakter obserwowanych interakcji byt
jednak S$cisle zalezny od warunkow przestrzennych hodowli. Hodowla 2D umozliwia analize
morfologii, proliferacji czy migracji komorek, natomiast zaburzata fizjologiczne interakcje komorka—
komorka oraz komérka—ECM 1 nie uwidacznia naturalnych zalezno$ci przestrzennych pomiedzy

badanymi populacjami [82].

Hodowle WJ-MSC w warunkach 2D cechowala wyzsza proliferacja w stosunku do hodowli
3D. Wynik ten jest zgodny z danymi literaturowymi, ktére opisujg spowolnienie podzialow
komoérkowych w hodowlach przestrzennych zwiazane z ograniczong dostepnoscia tlenu i sktadnikow
odzywczych. Potwierdzaja to rowniez badania, ktore wskazuja, ze komorki mezenchymalne hodowane
w formie sferoidow zmieniaja swdj metabolizm tlenowy, zwigkszajac udziat glikolizy [83]. Inaczej na
hodowle w warunkach przestrzennych reaguja komorki srédbtonka. Ich przezywalnos¢ w warunkach
3D bytla istotnie niska, a tworzone skupiska komoérek bardzo szybko obumieraty. Nasze obserwacje sg
zgodnie z doniesieniami literaturowymi, ktére potwierdzaja, ze HUVEC nie posiadajg zdolnosci do
samodzielnego tworzenia stabilnych sferoidéw w warunkach trojwymiarowych, a ich przezywalnos¢
w uktadach 3D ulega znacznemu obnizeniu [84,85]. Natomiast wspothodowla z WJ-MSC znaczaco
poprawiala przezywalno$¢ komorek endotelialnych i warunkowata organizacje przestrzenng sfer
przypominajacych uklady naczyniowe. Wyniki te potwierdzaja kluczowa role komorek podscieliska
W podtrzymywaniu integralnosci i stabilizacji srdédblonka. Wzajemne interakcje komorka wspierajaca -
komorka endotelialna wydaja si¢ by¢ nieodzowne dla prawidlowej regeneracji i rearanzacji naczyn.
Podobne zaleznosci zostaty rowniez opisane przez grupe Sano w badaniach z wykorzystaniem MSC
pochodzacych z tkanki thuszczowej. W eksperymentach prowadzonych w systemie lab-on-a-chip, gdzie
MSC wspothodowano z HUVEC na matrycach kolagenowych, wykazano, ze MSC lokalizuja si¢
w weztach nowo powstajacych naczyn, odgrywajac istotng role w ich aktywacji i stabilizacji [86]. Co
wigcej, w badaniu porownujacym zdolnosci perycytow oraz MSC (pochodzacych ze szpiku kostnego)

do utrzymania integralnosci BBB wykazano, ze komorki mezenchymalne osadzaly si¢ w poblizu
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naczyn, wspomagajac ich regeneracjg, zarowno poprzez fizyczne uczestnictwo w strukturze, jak i efekt
parakrynny. W tym samym badaniu wykazano, iz MSC posiadaly zwigkszona ekspresj¢ VEGF [87].
Rodzina czynnikow VEGF oraz ich receptory sa jedng z grup biatek charakterystycznych dla komorek
srodbtonka oraz wskazujaca na zdolnosci angiogenne [88]. VEGF-A dziata poprzez receptory VEGFR-
1 i VEGFR-2. Cho¢ VEGFR-1 cechuje si¢ wickszym powinowactwem, to wiekszos¢ efektow
biologicznych wynika z aktywacji VEGFR-2, natomiast VEGFR-1 pelni funkcje regulatorowa,
wychwytujac nadmiar VEGF. Aktywacja zarowno VEGFR-1, jak i VEGFR-2 prowadzi do pobudzenia
proliferacji i migracji progenitorowych komorek s$rodblonka, degradacji ECM oraz zwigkszenia
przepuszczalnosci naczyn krwiono$nych, co utatwia dotarcie komoérek do miejsca uszkodzenia [89,90].
W przedstawionych przez nas wynikach badan mozemy zauwazy¢ zalezno$¢ - WJ-MSC migruja
w kierunku komorek srodbtonka (VEGFRI1- pozytywnych). Obserwacja ta znajduje potwierdzenie
rowniez w wynikach testu rysy, ktore wskazujg na zwigkszong aktywno$¢ migracyjng WJ-MSC
w kierunku HUVEC. Mozna przypuszczaé, ze zaobserwowany efekt jest zwigzany z oddziatywaniem
czynnikow parakrynnych, w szczegdlnosci sygnatow zwiagzanych z osia VEGF-VEGFR1. Zdolnos¢
WJ-MSC do reagowania na sygnaty wytwarzane przez komorki srédbtonka moze stanowi¢ istotny

mechanizm sprzyjajacy ich udziatlowi w regeneracji naczyn oraz w procesach naprawczych.

Analiza ekspresji gendw zwigzanych z angiogeneza wykazata istotne réznice pomigdzy modelem
wspothodowli 3D, a systemem transwell, co podkre§la znaczenie architektury hodowli i sposobu
kontaktu miedzy komoérkami. W warunkach 3D zaobserwowaliSmy zwiekszong ekspresje CD146,
VEGF-A oraz VEGFR3 w poréwnaniu do hodowli posredniej. CD146, wystepujace w potaczeniach
$rodblonowych a takze jest czasteczka wystepujaca na perycytach. Peti ona rolg koreceptora dla
VEGFR2 [91], a jej podwyzszona ekspresja w hodowli bezposredniej moze wskazywac na aktywacje
mechanizméw proangiogennych aktywowanych poprzez bezposrednie kontakty komorkowe.
Jednocze$nie w kontakcie bezposrednim obnizata si¢ ekspresja VEGF-C, co moze wynika¢ z jego
intensywnego zuzycia lub dziatania sprz¢zenia zwrotnego ujemnego. Bezposrednia interakcja WJ-MSC
z HUVEC potencjalnie moze promowac¢ ich roznicowanie w kierunku perycytow. Dodatkowo, warunki
3D moga wzmacnia¢ angiogeneze¢ poprzez indukcje lokalnej hipoksji wewnatrz struktur. Hipoksja jest
znanym czynnikiem proangiogennym, przeciwapoptotycznym oraz migracyjnym, a takze wspiera

utrzymywanie macierzystosci [60,66,88].

Wiyniki przedstawione w niniejszej pracy wskazuja, iz WJ-MSC podobnie jak MSC izolowane
z innych zrédet wchodza w interakcje z komorkami srodbtonka i moga polepszaé jego funkcjonowanie.
Co istotne, w warunkach przestrzennych zaobserwowaliSmy zjawisko przypominajace
samoorganizacj¢: HUVEC lokalizowaty si¢ w centralnych cze$ciach struktur, natomiast WJ-MSC
uktadaty si¢ peryferyjnie, tworzac warstwe wspierajaca. Taka organizacja przestrzenna odzwierciedla
architekture naczyn in vivo i dodatkowo podkresla potencjat WJ-MSC w modelowaniu interakcji

W sniszy, jak i badaniu mechanizmow regeneracji tkanki w tym rowniez NVU.
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WJ-MSC zmieniaja swoje wlasciwosci w obecnosci NSC/NPC co czyni je potencjalnym

czynnikiem wspierajacym nisze w dojrzalym moézgu.

Ludzkie NSC stanowig najcenniejszg grupe komoérek wchodzacych w sktad niszy komdrkowe;.
Ze wzgledu na swdj charakter i umiejscowienie niezwykle trudne jest pozyskanie tych komorek do
badan podstawowych. Wiedza na temat ich biologii i zrozumienie mechanizméw bioracych udziat
W utrzymaniu regeneracji mozgu stanowi ogromng bazg, ktorag mozna wykorzysta¢ w terapii wielu
chorob OUN. Dotychczasowa literatura w przewazajacej mierze opiera si¢ na badaniach
z wykorzystaniem modeli zwierzgcych (myszy, szczury), ktore ze wzgledu na istotne rdznice
migdzygatunkowe, jedynie w ograniczonym stopniu odzwierciedlaja relacje zachodzace w ludzkiej
niszy. Badanie poréwnawcze NSC pochodzacych od myszy, szczura i czlowieka in vitro wykazato, ze
w zalezno$ci od zrodta komorek zmieniajg si¢ ich wlasciwosci migracyjne, proliferacyjne czy potencjat
do réznicowania, a dane uzyskane na modelach zwierzecych nie moga by¢ bezposrednio przenoszone
na warunki ludzkie [92]. Z tego wzgledu badania prowadzone na ludzkich komérkach wydajg sie
niezbedne do pelnego zrozumienia mechanizméw regulujacych funkcjonowanie niszy i procesow

regeneracyjnych w mozgu.

NSC w odréznieniu od MSC czy HUVEC w sposob spontaniczny tworzag W warunkach in vitro
sfery. Jest to rowniez metoda pozwalajaca wyeliminowaé komorki zroznicowane. Tym niemniej, nie
jest to populacja homogenna, gdyz zawiera zarowno komorki macierzyste, jak rowniez progenitory
komorek neuralnych [93]. Ze wzglgdu na potencjalnie mieszany charakter neurosfer w pracy uzywano
do w/w opisywanej populacji okreslenia NSC/NPC. W naszych doswiadczeniach NSC/NPC
wspottworzyly z komdrkami mezenchymalnymi sfery, w ktorych, w odréznieniu od wspdthodowli
z HUVEC, rdzen stanowita populacja WJ-MSC natomiast na jej powierzchni lokalizowaly sie¢
NSC/NPC. Z danych literaturowych wiadomo, ze NSC/NPC chetnie adheruja do powierzchni
wysokobiatkowych takich jak np. laminina, stad tez mozna przypuszczac¢ iz NSC/NPC wykorzystaty
komorki mezenchymalne posiadajace na swojej powierzchni szereg czastek j i biatek cytoszkieletowych
jako macierz. Fibronektyna jest jednym z biatek cytoszkieletowych wystepujagcych w MSC. Posiada ona
potwierdzone dziatanie adhezyjne oraz wspierajace migracj¢ NSC [94]. Nasze obserwacje w modelu
wspothodowli 2D, rowniez potwierdzity preferencyjna adhezj¢ NSC/NPC do komorek WIJ-MSC
wykazujacych obecnos$¢ fibronektyny. Z literatury wiadomo rowniez, ze brak mitogenéw w srodowisku
i wymuszenie adhezji komorek poprzez zastosowanie pokrycia powierzchni naczynia hodowlanego
biatkami wptywa rowniez na réznicowanie NSC [95]. Oprocz oddziatywan bezposrednich zwigzanych
z ekspresja bialek macierzy t.j. fibronektyna, moga réwniez wptywa¢ na réznicowanie NSC/NPC
poprzez wydzielanie czynnikow sygnatowych [96-98]. Te mechanizmy znacznie fatwiej mozna oceni¢
w hodowli posredniej, w ktorej pozbywamy si¢ kontaktow komorka-komorka. Podczas takiej analizy
zaobserwowalismy, ze w populacji NSC/NPC, hodowanej we wspdlnym srodowisku z WJ-MSC,

zwiekszat si¢ udziat komorek GFAP-pozytywnych, a zmniejszat odsetek komorek A2B5- pozytywnych.
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Obserwowane zmiany sugeruja, ze WJ-MSC poprzez wydzielane czynniki sygnatowe moga promowacé
roznicowanie NSC/NPC w kierunku astrogleju kosztem linii oligodendroglejowej, co niestety mozemy
obserwowac po uszkodzeniu mozgu. Zjawisko to bylo juz wczesniej opisywane i wigzane z sekrecja
czynnikow troficznych, takich jak LIF, CNTF czy BMP2/4, ktore aktywujg szlak JAK/STAT3 oraz
SMAD, sprzyjajac ekspresji GFAP i hamujgc réznicowanie w kierunku oligodendrocytow [99]. Wzrost
udziatu komoérek GFAP+ przy jednoczesnym spadku odsetka komorek A2B5+ wskazuje wigc, ze
sygnaty parakrynne MSC nie tylko wspierajg przezywalnos¢ NSC/NPC, lecz takze moduluja ich
roznicowanie, przesuwajac rownowage w strong fenotypu astrocytarnego. Dotychczas brak jest
doniesien literaturowych, z ktérymi mogliby$my w petni skonfrontowac¢ przytoczone wyniki. Dostepne
prace pokazujace, ze MSC lub ich sekretom, moga zwigksza¢ odsetek astrocytow (GFAP+) w kulturach
NSC/NPC byly prowadzone z zastosowaniem komoérek pochodzacych od gryzoni [100]. Z drugiej
strony, istnieja rowniez doniesienia, prowadzone z zastosowaniem ludzkich MSC i zwierzgcych
NSC/NPC, pokazujace hamowanie astrogliozy przez inhibicj¢ szlaku BMP/SMAD [101] co podkresla
zalezno$¢ efektu od zrodta komorek, warunkow hodowli oraz rodzaju kontaktu pomigdzy komorkami

(bezposredni, czy jedynie parakrynny).

W celu sprawdzenia, czy obecno$¢ NSC/NPC zmienia fenotyp i wlasciwosci wydzielnicze WJ-MSC,

przeprowadzono dalsze analizy.

Obecnos¢ NSC/NPC wplywa na zmiany w fenotypie WJ-MSC zmieniajac ich profil

sekrecyjny na sprzyjajacy utrzymaniu niszy oraz regeneracji po urazie.

Wspothodowla posrednia WJ-MSC z NSC/NPC wykazata zmiany jakie zaszly rowniez
w fenotypie WJ-MSC pod wptywem wylacznie rozpuszczalnych czynnikow sygnatowych. W WJ-MSC
zaobserwowalis$my istotny wzrost ekspresji markerow takich jak NESTYNA, GFAP oraz S1008. Wyniki
te wskazujg, ze mikrosrodowisko neuralne oddzialuje na WJ-MSC, zmieniajac ich fenotyp na
sprzyjajacy komorkom uktadu nerwowego. Podobng zmiang fenotypu MSC pod wptywem pozywek
wzbogaconych w czynniki neurogenne lub w obecnosci tkanki nerwowej opisywaty réwniez inne grupy
badawcze, przy czym efekt ten byl nasilony w hodowlach prowadzonych w warunkach 3D [97].
Podobne zjawisko odnotowano rowniez w hodowlach MSC wzbogacajac standardowg pozywke
hodowlang PMR lub stosujac sam PMR, gdzie MSC zacze¢ly wykazywaé ekspresje markerow
neuronalnych zar6wno na poziomie biatkowym, jak i genowym [98][99]. Jednakze, w zadnym z w/w
badan nie wykazano funkcjonalnego zroéznicowania MSC - aktywnosci elektrofizjologiczne;j.
Opisywane zjawisko przypomina raczej tzw. mimikr¢ fenotypowa i tak rowniez interpretujemy
uzyskane przez nas wyniki. Szczegolnie, ze poziom ekspresji markerow neuralnych oznaczony w WJ-
MSC pozostawat istotnie nizszy w porownaniu z NSC/NPC. Wspothodowla obu populacji wplyneta

rowniez na aktywacja szlakow proangiogennych w WJ-MSC, o czym §wiadczy podwyzszona ekspresja
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VEGF-A, VEGF-C oraz VEGFR2. VEGF-C wykazuje réwniez dziatanie aktywujace NSC, co jest
zwigzane z obecnos$cia jego receptora- VEGFR3 na powierzchni tych komorek. Badania wskazuja, ze
nadekspresja VEGFR3 sprzyja aktywacji NSC, natomiast jego blokowanie prowadzi do zmniejszenia
liczby aktywnych komorek i utrzymania ich w stanie spoczynku [102]. Nasze wyniki wykazaty, ze WJ-
MSC, na skutek obecnosci NSC/NPC w §rodowisku, wykazuja wyzsza ekspresje czynnika VEGF-C,
przy obnizonej ekspresji jego receptora. Zbiezne rezultaty uzyskano w analizie sekretomu, w ktorej
stwierdzono podwyzszone st¢zenie VEGF-C w pozywce zarowno w warunkach wspothodowli
posredniej, jak i bezposredniej. Obserwacje te sugeruja, ze WIJ-MSC, poprzez modulacjg
mikro$rodowiska, mogg sprzyja¢ wyjsciu NSC ze stanu spoczynku, co w konsekwencji prowadzi do ich

dalszej aktywacji.

Dalsza analiza poréwnawcza sekretomu wspothodowli posredniej i bezposredniej w naszych badaniach
wykazata istotne réznice w profilu wydzielniczym, zalezne od rodzaju interakcji miedzy komorkami.
W obu modelach stwierdzono istotne zwiekszenie wydzielania HGF, EGF, VEGF-C oraz CCL2.
Potwierdza to aktywacje mechanizmoéw parakrynnych i synergistyczne dzialanie obu populacji
komorek. Szczegdlnie podwyzszona sekrecja HGF 1 VEGF-C moze mie¢ znaczenie dla rOwnoczesnej
stymulacji angiogenezy i neuroprotekcji. Odmienna zaleznos$¢ obserwowano w przypadku FGF, ktorego
poziom byt zalezny od rodzaju kontaktu komoérkowego: w uktadzie bezposrednim odpowiadat profilowi
NSC/NPC, podczas gdy w hodowli posredniej byt zblizony do profilu wydzielniczego monokultury WJ-
MSC. Wynik ten wskazuje, ze typ interakcji — kontakt bezposredni lub parakrynny — ma kluczowe
znaczenie dla regulacji sekrecji komorek. Potwierdzaja to doniesienia innych grup badawczych, zgodnie
z ktorymi MSC wspothodowane z NSC wspieraja ich przezycie oraz zachowanie ,, macierzystosci”,
przy czym efekty te s mniej wyrazne w modelach opartych wylacznie na pozywce kondycjonowane;j

[103].

Uzyskane wyniki sugerujg, ze WJ-MSC w obecnosci NSC/NPC moga pehi¢ role komodrek
wspierajacych zard6wno procesy neurogenezy, jak i angiogenezy, ktore odgrywaja kluczowa role

W utrzymaniu integralnos$ci i regeneracji NVU.

WJ-MSC w obecnosci uszkodzonej tkanki nerwowej wykazuja wzmozone dzialanie

neuroprotekcyjne oraz proangiogenne

Pomimo wykazanej aktywnosci proangio- oraz neurogennej, przedstawione modele nie
uwzgledniajg zlozonego $rodowiska niszy ani jednostki naczyniowo-nerwowej. Modelem posrednim
pomiedzy badaniami in vitro a in vivo sg hodowle organotypowe. Uwzgledniajg one bardziej ztozong
architekture tkanki niz standardowe hodowle komérkowe in vitro. W przypadku badan OUN, czesto
wykorzystuje si¢ skrawki hipokampa. Hipokamp jest strukturg niezwykle wrazliwg na niedotlenienie
i niedokrwienie. Podczas niedokrwienia mézgu jest jednym z pierwszych obszaréw narazonych na

uszkodzenie. Z uwagi na obecno$¢ w jego obszarze jednej z nisz neuralnych oraz licznych jednostek
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naczyniowo-nerwowych stanowi badan nad interakcjami zachodzacymi w mézgu [104,105]. W naszych
wczesniejszych badaniach wykazaliSmy dziatanie neuroprotekcyjne WJ-MSC. Wcze$niej, podobne
obserwacje odnotowano réowniez w przypadku wspothodowli catych fragmentow galarety Whartona
wspothodowanych z tkanka uszkodzona. Zaobserwowano rowniez, ze w przypadku hodowli
komorkowych 1im wczeSniejszy pasaz tym komorki wykazywaly silniejsze wlasciwosci
neuroprotekcyjne [62]. Podobng tendencj¢ zaobserwowano takze w zakrecie zebatym hipokampa (DG)
mozgow szczurow W badaniach in vivo. Po wstrzyknigciu BM-MSC wykazano zwigkszong
przezywalno$¢ i1 rdéznicowanie neuronow i astrocytow [106]. Przedstawione w tej pracy wyniki
potwierdzity zwickszone przezycie komorek neuralnych w strefie CAl hipokampa po posrednim
oddziatywaniu z WJ-MSC. W naszych badaniach podj¢li$my kolejny temat, czy profil wydzielniczy
WJI-MSC ulega modyfikacji w obecno$ci skrawkéw hipokampa w warunkach hodowli 2D vs. 3D.
Dynamika zmian w wydzielaniu w obu typach hodowli wykazywata zblizona tendencj¢. Kontakt z sama
tkanka nerwowg indukowal wzrost wydzielania czynnikow aktywnych biologicznie, natomiast kontakt
z tkankg uszkodzong nasilat ten efekt. Wyjatek stanowit czynnik BDNF, ktory to ulegl istotnemu
zmniejszeniu. W warunkach przestrzennych odnotowano wyzsze stezenie czynnikow proangiogennych
takich jak VEGF, CCL2 czy HGF, moze to wynika¢ z indukcji §rodowiska hipoksyjnego wewnatrz
struktur sferycznych. Niezaleznie od tego, czy proces ten ma charakter fizjologiczny, czy patologiczny,
hipoksja poprzez czynnik HIF-1 moze uczestniczy¢ w tworzeniu naczyn krwionosnych poprzez
synergiczne korelacje z innymi czynnikami proangiogennymi, takimi jak VEGF [107,108]. Ponadto,
utrzymywanie MSC w formie przestrzennej powoduje utrzymanie ich macierzystosci przez dluzszy

czas, dzigki czemu komorki mogg by¢ bardziej aktywne terapeutycznie [109,110].

Ocena wptywu warunkoéw przestrzennych hodowli na wlasciwosci MSC byla juz przedmiotem badan
innych autoréw. Wykazano, ze hodowla MSC w ukladach tréjwymiarowych sprzyja zwigkszonej
sekrecji czynnikow troficznych i proangiogennych, w tym HGF, VEGF oraz ICAM-1, w poréwnaniu
z klasyczng hodowlg 2D [111] co potwierdzito nasze wyniki. Grupa Gangadaran i wsp. wykazata, ze
MSC hodowane w warunkach 3D wydzielaja wigcej biatek proangiogennych, a pozyskana pozywka
kondycjonowane silniej stymuluje migracj¢ i tworzenie struktur naczyniowych przez komorki
srodbtonka niz pozywka z hodowli 2D [112]. Rowniez Jalilian i wsp. opisali, ze EV izolowane z MSC
hodowanych w 3D charakteryzuja si¢ wieksza rdéznorodnoscia fenotypowa i wyzszym potencjatem
neurotroficznym, m.in. poprzez stymulacj¢ wydtuzania i rozgaleziania neurytow [113]. Z kolei inne
badania sugeruja, ze nie wszystkie funkcje MSC sa nasilone w warunkach 3D. Kusuma i wsp. wykazali,
ze w odpowiedzi na stymulacje¢ IFN-y aktywnos¢ IDO byta wyzsza w hodowlach 2D, co wskazuje, ze
pewne wihasciwosci immunomodulacyjne moga by¢ lepiej utrzymywane w tradycyjnych systemach
[114]. Z kolei Pischiutta i wsp. wykazali, ze sekretom MSC w modelu 3D uszkodzenia kory zmniejszat
smier¢ komorek i wspierat reorganizacje neuronalng [115]. Pokazuje to, ze przewaga 3D nad 2D nie jest

uniwersalna i moze zaleze¢ od rodzaju analizowanego mechanizmu. Wlaczenie do wspothodowli
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fragmentow hipokampa, jak w naszym modelu, pozwala na ocen¢ interakcji w bardziej ztozonym
mikrosrodowisku tkankowym, z zachowaniem czg¢$ci architektury neuronalnej i glejowej. Umozliwia

réwniez analiz¢ wptywu uszkodzonej tkanki na WJ-MSC.

W kolejnym etapie postanowiono doda¢ do uktadu eksperymentalnego NSC/NPC pochodzenia
ludzkiego, aby w ztozonym mikrosrodowisku tkanki nerwowej oceni¢ wpltyw ludzkich sygnatow
neuralnych na WJ-MSC. Takie podejscie pozwala przeanalizowaé, czy czynniki wydzielane przez
ludzkie NSC/NPC sg w stanie modulowa¢ wiasciwosci MSC, podobnie jak wczesniej wykazano
odwrotny kierunek oddziatywania MSC na komodrki nerwowe [116]. Analiza sekretomu
przeprowadzona w ostrym i odleglym czasie od uszkodzenia ischemicznego wykazata, ze obecnos¢
ludzkich NSC/NPC zmienita odpowiedz WJ-MSC obserwowang w obecno$ci samej szczurzej tkanki
nerwowej. Efekt ten byt gtownie zauwazalny w przypadku czynnikéw neurogennych takich jak BDNF,
GDNEF czy tez bFGF zarowno krotko po uszkodzeniu (24h) jak i po 7 dniach obserwacji. Co ciekawe,
obecnos¢ w srodowisku tkanki nerwowej ludzkich NSC/NPC aktywowata wydzielanie BDNF, czego
nie obserwowano w obecnosci samej tkanki. Moze to sugerowa¢, ze BDNF odgrywa bardziej znaczaca
role w pdzniejszych etapach regeneracji niszy neuronalnej, zgodnie z doniesieniami wskazujacymi na

jego udziat w dlugofalowych procesach plastycznosci i przezycia neuronéw [117,118]

Istnieja doniesienia, ze WJ-MSC wykazuja spontaniczng ekspresj¢ markerow neuralnych takich jak
GFAP, S1008 czy NG2 [119], a obecno$¢ tkanki nerwowej wptywa na dodatkowe zwigkszenie ekspresji
genow neuralnych takich jak NG2 czy NF200 [62]. Nasza analiza potwierdzita ogdlny wzrost ekspresji
genow neuralnych w tych komorkach, jednak odnotowaliSmy obnizenie poziomu NG2 przy
jednoczesnym nasileniu ekspresji GFAP. Obecnos¢ ludzkich NSC/NPC potegowata te zmiany, co moze
sugerowaé, ze WI-MSC fatwiej nabywaja cech blizszych komoérkom astrocytarnym niz
oligodendrocytom. Podobng tendencje - zwigkszong ekspresje GFAP oraz S100p3 po wspothodowli
posredniej z NSC/NPC - obserwowano takze w badaniach in vitro, co moze wskazywaé, iz WI-MSC sg
w stanie wspomagac¢ astrocyty w utrzymaniu niszy neuralnej. Zaobserwowana ekspresja markerow
astrocytarnych w WJ-MSC moze odzwierciedla¢ ich zdolno$¢ do adaptacji fenotypowej i czgsciowego
nasladowania funkcji astrocytow. Poniewaz jednym z kluczowych zadan astrocytéw w warunkach
uszkodzenia mdzgu, obok wlasciwosci immunomodulacyjnych, jest aktywacja proceséw naprawy BBB
[41,120,121], obecno$¢ podobnych cech w WI-MSC sugeruje, ze komorki te moga wspiera¢ endogenne
mechanizmy regeneracyjne poprzez wydzielanie czynnikow proangiogennych (VEGF-A, VEGF-C)
i neurotroficznych. W takim ujeciu WJ-MSC nie zastepujg komoérek nerwowych, lecz wzmacniaja

aktywno$¢ astrocytow i posrednio wspomagaja odbudowe jednostki naczyniowo-nerwowe;.
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Dalsze perspektywy w badaniu interakcji w niszy neuralnych komérek macierzystych

z wykorzystaniem WJ-MSC

W oparciu o uzyskane przez nas wyniki, jak rowniez dane literaturowe, wskazujgce na
stosunkowa odpornos¢ WIJ-MSC na deprywacje srodowiskowg oraz ich zdolno$§¢ do wspierania
procesoéw angiogenezy i modulowania NSC/NPC, dalsze badania planujemy skoncentrowa¢ na analizie
mechanizméw komunikacji migdzykomorkowej. W tym celu planujemy badanie frakcji rozpuszczalnej
sekretomu tzw. ,.free secretom”, pecherzykoéw zewnatrzkomorkowych, ktore przenosza istotne sygnaty
molekularne, jak rowniez mechanizm tworzenia nanotubuli, ktéry umozliwia bezposrednie
przekazywanie organelli, mRNA i biatek, co moze odgrywaé¢ wazng role w regulacji przezycia NSC.
Rozwdj bardziej zaawansowanych modeli np. organoidéw mozgu czy systemoéw NVU/BBB-on-a-chip,
pozwoli jeszcze wierniej odtworzy¢ warunki panujace w niszy neuralnej i lepiej zrozumiec
terapeutyczny wptyw WIJ-MSC na integralno$¢ NVU. Zastosowanie warunkow tréjwymiarowych
w fizjologicznym stezeniu tlenu (5%) moze dodatkowo wzmocni¢ ich potencjal proangiogenny.
Szczegdlnie istotne wydaja si¢ by¢ takze badania nad interakcjami z mikroglejem i mechanizmami
immunomodulacyjnymi, ktore moga determinowa¢ dlugofalowe efekty neuroprotekcyjne
i regeneracyjne. Lepsze poznanie tych ztozonych szlakow komunikacji pozwoli w przysztosci
projektowac bardziej translacyjne modele in vitro oraz przyczyni si¢ do rozwoju skutecznych strategii

terapeutycznych ukierunkowanych na regeneracj¢ jednostki naczyniowo-nerwowej.
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7. Wnioski

1. Analiza wykazata, ze dostep do czynnikéw troficznych nie wptywat na fenotyp ani ekspresje
markerow WJ-MSC, natomiast w sposdb dawkozalezny modulowat ich aktywnos¢ biologiczna,
zwigkszajac proliferacjg, migracj¢ oraz sekrecj¢ czynnikow troficznych (m.in. HGF i BDNF).
Poniewaz srodowisko ubogie w czynniki troficzne, np. po niedokrwieniu, ogranicza zdolnosci
sekrecyjne komoérek zrebowych, dodatkowe dostarczenie tych czynnikdéw z zewnatrz moze by¢
niezbedne do wzmocnienia naturalnych, niewystarczajacych mechanizmoéw naprawczych.

2. Udowodnione interakcje WJ-MSC z komodrkami $rodbtonka naczyn krwiono$nych
potwierdzaja ich potencjalng role jako wsparcie strukturalne, jak i parakrynne podczas
odbudowy sieci naczyn po uszkodzeniu. Uktad przestrzenny, bedacy blizszym fizjologicznie
niz model 2D, sprzyja silniejszej aktywacji genow proangiogennych, co wskazuje na Silniejszy
potencjat WJ-MSC in vivo i otwiera nowg $ciezke do wykorzystania tego modelu w warunkach
in vitro w kontekscie naczyniowym niszy.

3. WIJ-MSC modyfikuja swoj profil sekrecyjny i fenotyp w odpowiedzi na kontakt z NSC/NPC
oraz tkanka nerwowa, co w warunkach fizjologicznych i niedokrwiennych sprzyja neurogenezie
i waskulogenezie, a odpowiedz ta jest dodatkowo modulowana przez obecno$¢ ludzkich
NSC/NPC.
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