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WYKAZ SKROTOW

ABC (ang. ammonium bicarbonate) - wodoroweglan amonu

ACN (ang. acetonitrile) - acetonitryl

ADM (ang. adrenomedullin) - adrenomodulina

AFM (ang. atomic force microscopy) - mikroskopia sit atomowych

Akt (ang. protein kinase B) — kinaza biatkowa B

AMI (ang. acute myocardial infarction) - ostry zawal migs$nia sercowego

ANG-1 (ang. angiopoietin 1) - angiopoetyna 1

AT-MSCs (ang. adipose tissue-derived mesenchymal stem cells) - komorek MSCs z tkanki
thuszczowej

BF (ang. brieght-field) — jasne pole

BM-MSCs (ang. Bone marrow- derived mesenchymal stem cells) - komorki MSCs pochodzace ze
szpiku kostnego

BMP-2 (ang. bone morphogenetic protein-2) biatko morfogenetyczne kosci 2

BRUB (ang. Britton and Robinson universal buffer) - bufor uniwersalny Britton & Robinson
BSA (ang. bovine serum albumin) - albumina z surowicy bydlecej

CFU-F (ang. Colony Forming Unit- Fibroblast) — jednostka tworzaca koloni¢ fibroblastow
CLI (ang. critical limb ischemia) - przebieg ostry choroby niedokrwiennej konczyny

CMC:s (ang. cardiomyocytes) - kardiomiocyty

CSCs (ang. cardiac stem cells) - komorki macierzyste serca

CPCs (ang. cardiac progenitor cells) — komorki progenitorowe serca

DTT (ang. dithiothreitol) - ditiotreitol

ECM (ang. extracellular matrix protein) - biatko macierzy pozakomoérkowe;j

ECs (ang. endothelial cells) - komorki srodbtonka naczyn

eNOS (ang. nitric-oxide synthase) — syntaza tlenku azotu

EPCs (ang. endothelial progenitor cells) - komorki progenitorowe §rodbtonka

EPO (ang. erythropoietin) - erytropoetyna

EPR (ang. electron paramagnetic resonanse) - elektronowy rezonans paramagnetyczny
ERK (ang. extracellular signal-regulated kinases) — zewnatrzkomorkowe kinazy regulowane
sygnatem

ESCRT (ang. Endosomal Sorting Complex Required for Transport) — endosomalny kompleks
biatkowy wymagany do transportu

EVs (ang. Extracellular Vesicles) - pgcherzyki zewnatrzkomorkowe; mikropgcherzyki komorkowe
FACS (ang. Fluorescence-activated cell sorting) — analiza komorek w oparciu o ich wlasciwosci
fluorescencyjne technikg cytometrii przeptywowej

FBS (ang. fetal bovine serum) - bydlgca surowica ptodowa

FDR (ang. false discovery rate) - wspolczynnik falszywych odkry¢

FGF-2 (ang. fibroblast growth factor-2) - czynnik wzrostu fibroblastow-2

FGF-7 (ang. fibroblast growth factor-7) - czynnik wzrostu fibroblastow-7

GFP (ang. Green Fluorescent Protein) — biatko zielonej fluorescencji

GO (ang. Gene Ontology) - Ontologia Genow

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

HIF-1a (ang. hypoxia-inducible factor 1a) - czynnik indukujacy niedotlenienie-1a

HSCs (ang. hematopoietic stem cells) - krwiotworcze komorki macierzyste

i.m. (ang. intramuscular) — podanie domig$niowe

i.V. (ang. intraventricular) — podanie dozylne



I/R (ang. ischemia/ reperfusion injury) — uszkodzenie wywotane ischemig i reperfuzja

IGF-1 (ang. insulin-like growth factor-1) - insulinopodobny czynnik wzrostu 1

IHD (ang. Ischemic Heart Disease) - choroba niedokrwienna serca

IL-10 (ang. interleukin-10) interleukina 10

IL-1B (ang. interleukin-1p) interleukina 1

IL-4 (ang. interleukin-4) interleukina 4

IL-6 (ang. interleukin-6) interleukina 6

iPS (ang. induced pluripotent stem cells) - indukowane pluripotencjalne komorki macierzyste
ISCT (ang. International Society for Cellular Therapy) - Miedzynarodowe Towarzystwo Terapii
Komorkowej

ISEV (ang. International Society for Extracellular Vesicles) - Migdzynarodowe Towarzystwo
Naukowe zajmujace si¢ badaniami pgcherzykdéw zewnatrzkomoérkowych

KM (ang. stem cells) - komorki macierzyste

LAD (ang. left anterior descending artery) - tetnica przednia zstepujaca

LC-MS/MS (ang. liquid chromatography-tandem mass spectrometry) - chromatografia cieczowa z
tandemowa spektrometrig mas

LI (ang. limb ischemia) - uszkodzenie niedokrwienne konczyny

LK (ang. left ventricle) - lewa komora

IncRNA (ang. long non-coding RNA) - dtugie niekodujace RNA

LVEDD (ang. LV end diastolic diameter) - koncowo- rozkurczowy wymiar wewnetrzny
($rednica) LK serca

LVEDY (ang. LV end diastolic volume) - koncowo- rozkurczowa objetos¢ LK serca

LVEF (ang. left ventricle (LV) ejection fraction) - objetos¢ wyrzutowa LK serca

LVESY (ang. left ventricle (LV) end-systolic volume) - objetos¢ koncowo-skurczowa lewej komory
(LK) serca

MACS (ang. magnetic-activated cell sorting) — sortowanie komorek w oparciu o wlasciwosci
magnetyczne komorek

MALS (ang. middle angle light scatter) - §redni kat rozproszenia §wiatla (parametr stosowany w
wysokorozdzielczej cytometrii przeptywowej)

MAPK (ang. mitogen- activated protein kinase) - kinaza biatkowa aktywowana mitogenem
MCEC (ang. mouse cardiac endothelial cells) - mysie komorki srodbtonka serca

MFI (ang. mean fluorescence intensity) - Srednia intensywnos$¢ fluorescencji

miRNA (ang. microRNA) - mikroRNA

MMP-1 (ang. matrix metalloproteinase 1) - metaloproteinaza macierzy 1

MMP-2 (ang. matrix metalloproteinase 2) - metaloproteinaza macierzy 2

MMP-9 (ang. matrix metalloproteinase 9) - metaloproteinaza macierzy 9

MS (ang. mass spectrometry) - spektrometria mas

MSC-EVs (ang. Mesenchymal Stem/ Stromal Cells- derived Extracellular Vesicles) — pecherzyki
zewnatrzkomorkowe wydzielane przez mezenchymalne komorki macierzyste/ stromalne

MSCs (ang. Mesenchymal Stem/ Stromal Cells) - mezenchymalne komoérki macierzyste/ stromalne
MVB (ang. multi-vesicular body) — ciato wielopgcherzykowe

MYVs (ang. microvesicles) - mikropecherzyki

NO (ang. nitric oxide) - tlenek azotu

0, (ang. superoxide anion) - anion ponadtlenkowy

PDGF-BB (ang. Platelet-Derived Growth Factor-BB) - ptytkopochodny czynnik wzrostu BB
PGE2 (ang. prostaglandin E2) - prostaglandyna E2

PGF (ang. prostaglandin F) - prostaglandyna F

PI (ang. propidium iodide) - jodek propidyny

PU (ang. perfusion unit) — jednostka perfuzji krwi



ROS (ang. reactive oxygen species) - reaktywne formy tlenu

SDF-1 (ang. stromal cell-derived factor-1) - czynnik komorek zrebu 1

SFRP2 (ang. Secreted frizzled-related protein 2) wydzielane biatko spokrewnione z biatkami
frizzled 2

TB-4 (ang. thymosin beta 4) - tymozyna 4

TEM (ang. transmission electron microscopy) - transmisyjna mikroskopia elektronowa

TFA (ang. trifluoroacetic acid) - kwas trifluorooctowy

TGF-$ (ang. transforming growth factor-f) - transformujacy czynnik wzrostu 3

TIMP-1 (ang. tissue inhibitor of metalloproteinase-1) - tkankowy inhibitor metaloproteinazy- 1
TIMP-2 (ang. tissue inhibitor of metalloproteinase-2) - tkankowy inhibitor metaloproteinazy- 2
TIMP-9 (ang. tissue inhibitor of metalloproteinase-9) - tkankowy inhibitor metaloproteinazy- 9
TNF-a (ang. tumor necrosis _factor-a) - czynnik martwicy nowotworow-o

TSP-1 (ang. trombospondin 1) - trombospondyna 1

UC-MSCs (ang. umbilical cord-derived mesenchymal stem cells) - MSCs izolowanych z galarety
Whartona sznura pgpowinowego

VEGF (ang. vascular endothelial growth factor) - czynnik wzrostu sroédbtonka naczyn

VSMCs (ang. vascular smooth muscle cells) - komérki migéni gtadkich naczyn krwiono$nych

10



STRESZCZENIE

Komorki macierzyste (KM) od lat stanowig przedmiot szeregu badan, ktorych
celem jest m.in. poznanie biologii i mechanizméw dzialania tych komoérek w odbudowie
tkankowej, co daje nadzieje na ich praktyczne zastosowania w regeneracji uszkodzonych
tkanek i narzagdow. Dotychczasowe wyniki wskazuja, ze jednym z istotnych mechanizmow
odpowiedzialnych za efekty regeneracyjne zalezne od KM jest ich aktywno$¢ parakrynna,
zwigzana z wydzielaniem szeregu bioaktywnych zwigzkow majacych bezposredni efekt na
komorki endogenne w miejscu uszkodzenia. Populacja komorek, ktorej w szczegolnosci
przypisuje si¢ dziatanie parakrynne w stymulacji procesOw naprawy tkankowej sg komorki
macierzyste mezenchymalne (ang. mesenchymal stem/ stromal cells, MSCs), pozyskiwane
z r6znych zrodet, w tym m.in. ze szpiku kostnego.

Bioaktywne zwiazki o dziataniu parakrynnym moga by¢ wydzielane do srodowiska
bezposrednio lub uwalniane w formie zamknigtej w tzw. pecherzykach
zewnatrzkomoérkowych (ang. extracellular vesicles, EVs) uwalnianych przez komorki, w
tym KM, w warunkach fizjologicznych, jak i po aktywacji. EVs stanowia sferyczne
obtonione pegcherzyki, ktore sa nosnikami bioaktywnych czasteczek pomigdzy komoérkami,
w tym m.in.: bialek btonowych i cytoplazmatycznych, czasteczek mRNA i mikroRNA
oraz lipidéw. Dzieki temu EVs odgrywaja istotng rol¢ w komunikacji migdzykomoérkowe;,
zapewniajac wymiang bioaktywnych zwigzkow pomiedzy réznymi komorkami wplywajac
wzajemnie na ich funkcje. Rosngca liczba doniesien z badan $wiatowych wskazuje, ze
rowniez EVs wydzielane przez KM moga modulowaé¢ funkcje innych komorek, w tym
endogennych komorek somatycznych, progenitorowych i macierzystych rezydujacych w
tkankach, zwigkszajac tym samym rowniez procesy regeneracyjne zachodzace w tkankach.

Celem badan wykonanych w ramach niniejszej rozprawy doktorskiej byto zbadanie
wlasciwosci biologicznych EVs wydzielanych przez mysie szpikowe komodrki MSCs
(MSC-EVs), w tym m.in. ich morfologii, fenotypu i sktadu molekularnego oraz ich
wplywu na funkcje wybranych komoérek somatycznych in vitro, a takze potencjatu
regeneracyjnego MSC-EVs w mysich modelach uszkodzenia tkankowego in vivo, w tym:
1) ostrego niedotlenienia mig$nia sercowego oraz ii) niedokrwiennego uszkodzenia
konczyny.

W pierwszym etapie wyizolowano oraz oceniono profil wieloantygenowy mysich
szpikowych komoérek MSCs, jako komorek rodzicielskich dla badanych EVs. Nastepnie z
pozywek  kondycjonowanych z hodowli komorek ~ MSCs izolowano
MSC-EVs - z zastosowaniem metody sekwencyjnego wirowania obejmujacego
ultrawirowanie. Wykazano, ze MSC-EVs stanowig heterogenng populacj¢ pecherzykow z
przewazajaca komponentg mikrofragmentow btonowych (ektosomoéw) o wielkosci okoto
170 nm. Dalsze badania izolatow MSC-EVs wykazaly m.in. obecnos$¢ frakeji
wykazujacych ekspresje tetraspanin (CD9, CD63, CD81), co $wiadczy o zawartos$ci frakcji
egzosomalnej, a takze potwierdzily wzbogacenie badanych EVs we frakcje ektosomow
przenoszacych na swojej powierzchni antygeny blonowe typowe dla komorek
rodzicielskich, w tym antygenéw CD29, CD44, CD90, Sca-1 oraz receptora dla VEGF. W
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kolejnych etapach obejmujagcych m.in. poszerzong analize proteomiczng oraz
transkryptomiczng, wykazano, ze MSC-EVs przenosza szereg biatek regulujgcych m.in.
morfogeneze tkanek i struktur anatomicznych, odpowiedZ na uszkodzenie, gojenie si¢
uszkodzen oraz odpowiedzialnych za komunikacje 1 adhezje migdzykomodrkowa, jak
réwniez transkrypty mRNA dla genéw o dzialaniu proangiogennym oraz
prokardiomiogennym, a takze czasteczki mikroRNA zaangazowane m.in. w regulacj¢
procesow regeneracji tkanek. W dalszych badaniach in vitro wykazano takze wptyw MSC-
EVs na wybrane funkcje dojrzatych komorek $rodbtonka naczyn serca, w tym na ich
potencjat angiogenny. Wykazano takze efekt cytoprotekcyjny MSC-EVs wzgledem tych
komorek, w warunkach imitujagcych mikrosrodowisko stanu zapalnego in vitro.

W kolejnym etapie oceniono potencjal regeneracyjny izolowanych MSC-EVs w
dwoch mysich modelach niedokrwiennego uszkodzenia tkankowego in vivo. W modelu
ostrego niedotlenienia migsnia sercowego obserwowano istotng poprawe parametréw
hemodynamicznych pracy serca oraz zmniejszenie rozmiaréw blizny pozawatowej u
zwierzat, ktorym MSC-EVs przeszczepiano domigsniowo w strefie okolozawatowe;j
miokardium - w porownaniu do zwierzat kontrolnych, po miesigcu od przeszczepu.
Uzyskane wyniki potwierdzity pozytywny wplyw MSC-EVs na anatomi¢ i funkcje
uszkodzonego miokardium in vivo.

W mysim modelu niedokrwiennego uszkodzenia konczyny in vivo, po 24
godzinach od dozylnego podania MSC-EVs, obserwowano ich akumulacje w
niedotlenionych tkankach, w poréwnaniu ze zdrowa konczyng oraz innymi tkankami. Po
dhluzszym czasie obserwacji (po 21 dniach od przeszczepu) zaobserwowano zwickszenie
perfuzji tkanek w uszkodzonej konczynie po dozylnym podaniu MSC-EVs - w porownaniu
do myszy grupy kontrolnej, ktora korelowata m.in. z aktywacja szlakéw proangiogennych
oraz wyzsza liczba kapilar obecnych w tkankach. Wyniki uzyskane w tym modelu
wskazuja m.in. na proangiogenny efekt MSC-EVs w niedotlenionych tkankach in vivo.

Podsumowujac, w przeprowadzonych badaniach objetych niniejszg rozprawg
doktorska wykazano, ze EVs wydzielane przez mysie szpikowe komoérki MSCs moga
przenosi¢ szereg bioaktywnych czasteczek, w tym biatka zaangazowane m.in. w procesy
naprawy uszkodzonych tkanek i organow oraz komunikacj¢ mi¢dzykomorkowa, jak
réwniez transkrypty mRNA genéw zaangazowanych w procesy angiogenezy i
kardiomiogenezy oraz mikroRNA regulujace te procesy. MSC-EVs przenoszg takze na
swej powierzchni szereg antygendéw charakterystycznych dla komoérek MSCs, w tym
czasteczki adhezyjne i1 receptory biorgce udzial m.in. w angiogenezie. W badaniach in
vitro, wykazano proangiogenny i cytoprotekcyjny efekt MSC-EVs w mysich komorkach
srodblonka naczyn, co moze by¢ wynikiem dziatania bioaktywnych czasteczek
przenoszonych przez MSC-EVs. Natomiast w mysich modelach niedokrwiennego
uszkodzenia tkanek, wykazano popraw¢ anatomii oraz funkcji uszkodzonych organéw, co
potwierdza potencjal regeneracyjny MSC-EVs in vivo.
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ABSTRACT

Stem cells (SCs) have been recently an important subject of many studies focusing
on their biology and mechanisms of action in tissue regeneration, which may result in their
practical application in regeneration of several damaged tissues and organs. Current
evidence from in vitro and in vivo studies strongly indicate that major mechanisms of stem
cell-mediated tissue repair include not only effective stem cell differentiation, but also
secretion of several factors impacting on endogenous cells in a paracrine manner. The
population, which particular is attributed to such paracrine effects in the stimulation of
tissue repair processes, are mesenchymal stem/ stromal cells (MSCs) obtained from
various sources including bone marrow.

Bioactive compounds exerting paracrine activity can be released either directly into
the environment or enclosed in extracellular vesicles (EVs) - secreted by cells (including
SCs) under physiological conditions as well as after activation. EVs represent membrane-
enclosed spherical vesicles, which are carriers of bioactive molecules between cells such as
e.g. membrane and cytoplasmic proteins, mRNAs, microRNAs and lipids. As a result, EVs
play an important role in cell-to-cell communication ensuring an exchange of bioactive
compounds between different cells and affecting their functions. Growing number of
reports indicate that also EVs secreted by the SCs may modulate functions of other cells
including endogenous somatic cells, progenitors and SCs residing in tissues, thereby
increasing regenerative processes in the tissues.

The aim of the research carried out under this doctoral thesis was to investigate the
biological properties of EVs secreted by murine bone marrow- derived MSCs (MSC-EV5s)
including their morphology, phenotype and molecular composition as well as their
influence on functions of selected somatic cells in vitro as well as their regenerative
potential in murine models of tissue damage in vivo including in: i) acute myocardial
infarction and ii) limb ischemia models.

In the first step, bone marrow-derived MSCs were isolated and then their multi-
antigen profile was examined. MSCs were cultured under conditions in vitro that ensure
their normal growth and phenotype and they constitute the parental cells for the EV
studies. Then, MSC-EVs were isolated from the MSC conditioned media using a
sequential centrifugation method including ultracentrifugation. MSC-EVs have been
shown to contain a heterogeneous population of vesicles with the predominant component
of membrane microfragments (ectosomes) of approximately 170 nm. Further studies
conducted on EVs isolates showed presence of fractions expressing tetraspanins (CD9,
CD63, CDS81), which proves the content of exosomal fraction and confirmed the
enrichment of the EVs in the ectosomal fraction possesing on their surface antigens typical
for parental cells including CD29, CD44, CD90, Sca-1 antigens and the VEGFR2 receptor.

In the next stages, molecular content of MSC-EVs was characterized and extended
proteomic and transcriptomic analysis revealed that MSC-EVs carry a great number of
regulatory proteins - including proteins involved in morphogenesis of tissues and
anatomical structures, response to injury, wound healing and responsible for
communication and intercellular adhesion, as well as mRNA transcripts for proangiogenic
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and procardiomyogenic genes and microRNA molecules involved in regulation of tissue
regeneration processes. Further in vitro studies have also demonstrated the effect of MSC-
EVs on selected functions of mature vascular endothelial cells (ECs) including on their
angiogenic potential. Then, the cytoprotective effect of MSC-EVs on ECs have also been
demonstrated under inflammatory conditions in vitro.

In the next stage, the regenerative potential of isolated MSC-EVs was evaluated in
two murine models of ischemic tissue damage in vivo. In the first model of acute
myocardial infarction (AMI), MSC-EVs were transplanted intramuscularly in the border
zone of the AMI. One month after administration, in the group of mice treated with MSC-
EVs, a significant improvement in hemodynamic parameters of the heart and a reduction in
the size of the post-infarction scar was observed when compared to animals in control
groups. The obtained results confirmed the positive effect of MSC-EVs on the anatomy
and function of damaged myocardium in vivo. The regenerative potential of MSC-EVs was
then examined in a murine model of limb ischemia (LI) in vivo. At 24 hours after
intravenous (i.v.) administration of MSC-EVs, retention of MSC-EVs was observed mainly
in hypoxic tissues when compared to healthy limb and other tissues. At 21 days post
injury, we observed statistically significant improvement of tissue perfusion in the injured
limb when compared to control healthy limb after i.v. administration of MSC-EVs,
compared to control groups, which correlated with the activation of proangiogenic
pathways and a greater number of capillaries present in the muscle tissues. The results
obtained in this model indicate the proangiogenic effect of MSC-EVs exerted in hypoxic
tissues in vivo.

In conclusion, the conducted studies have shown that EVs secreted by murine
MSCs carry a great number of bioactive molecules including proteins involved e.g. in the
processes of repairing damaged tissues and organs and intercellular communication, as
well as mRNA transcripts for genes involved in angiogenesis and cardiomyogenesis and
microRNAs involved in these processes. MSC-EVs also possess on their surface antigens
characteristic for MSCs including adhesion molecules and receptors involved in
angiogenesis. In in vitro studies, both pro-angiogenic and cytoprotective effects of MSC-
EVs have been demonstrated in murine ECs, which may be the result of the activity of
bioactive molecules carried by MSC-EVs. In contrast, in murine models of ischemic tissue
injury, improved anatomy and function of damaged organs has been demonstrated, which
confirms the regenerative potential of MSC-EVs in vivo.
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1. WSTEP

1.1. Choroby niedokrwienne i metody ich leczenia

Zjawisko niedokrwienia tkanek charakteryzuje si¢ niedostatecznym doptywem krwi
do danych tkanek réznych narzadéw lub okreslonych cze$ci ciata (np. konczyn).
Zmniejszona perfuzja krwi powoduje niedostateczny transport tlenu oraz substancji
odzywczych do komorek rezydujacych w tkankach, w konsekwencji czego moze
prowadzi¢ do niedotlenienia, a ostatecznie do uszkodzenia tkanek i narzadow.

Glowng przyczyna niedokrwienia tkankowego jest zwezenie lub zablokowanie
Swiatla tetnicy, najczgsciej w nastepstwie tworzenia si¢ blaszek miazdzycowych, skrzeplin
lub skurczu okreslonej tetnicy (1). Zaburzenie napltywu krwi do okre§lonych narzadéw lub
czesci ciala moze mie¢ charakter przewlekly - rozwija sie przez kilka miesigcy lub lat, lub
ostry, gdy pojawia si¢ nagle (m.in. podczas wysitku fizycznego) i zwykle ma bardziej
gwaltowny przebieg, a jego konsekwencje maja niejednokrotnie gorsze rokowania.
Niedokrwienie w nastgpstwie zmian miazdzycowych najczegsciej wystepuje w obrebie
migénia sercowego, konczyn dolnych, a takze mozgu (1-3).

Niedokrwienie moze pocigga¢ za soba szereg zmian funkcjonalnych na poziomie
pojedynczych komoérek budujacych tkanki, powodujac ich dysfunkcje, a takze czesto
$mier¢ na skutek nekrozy badz apoptozy (4—7).

W przebiegu niedotlenienia bedacego wynikiem ostrego zawalu migsnia sercowego
(ang. acute myocardial infarction, AMI) oraz nastgpujagcego po nim gojenia si¢
uszkodzonego organu, mozemy wyr6zni¢ nastepujace etapy: 1) $mier¢ kardiomiocytéw
nastepujaca juz w pierwszej godzinie od momentu zamkni¢cia $wiatla tetnicy wiencowe;,
2) rozwdj stanu zapalnego, ktéry rozpoczyna migracja monocytow 1 neutrofili do
uszkodzonego obszaru migénia sercowego trwajacy do ok. 4 dnia od AMI, 3) tworzenie
tkanki ziarninowej bedacej efektem depozycji bialek macierzy pozakomodrkowej trwajacej
do 2 tygodni od momentu wystgpienia AMI, oraz 4) tworzenie blizny pozawalowej w
wyniku depozycji m.in. kolagenu w obrebie tkanki objetej uszkodzeniem nastgpujace do 2
miesiecy od momentu wystgpienia uszkodzenia (8,9). Wymienione etapy przedstawiono na
Rycinie 1.

W pierwszych godzinach po AMI rozpoczyna si¢ migracja neutrofili i monocytow
do miejsca uszkodzenia, natomiast wydzielane przez nie metaloproteinazy powoduja
degradacje bialek macierzy pozakomorkowej (ang. extracellular matrix protein, ECM) w
obrebie uszkodzonej tkanki (10). Rozpoczyna si¢ takze proces fagocytozy martwych
komorek oraz zdegradowanych biatek ECM (8). W kolejnym etapie nastepuje tworzenie
tkanki ziarninowej, ktoremu towarzyszy réznicowanie fibroblastéw do miofibroblastow.
Powstale miofibroblasty wykazuja aktywno$¢ wydzielniczng, proliferacyjng oraz
kurczliwa w miejscu uszkodzenia (11). Makrofagi naciekajace miejsce niedokrwienia
wydzielaja cytokiny i czynniki wzrostu, poprzez co stymuluja fibroblasty serca do
wytwarzania szeregu bialek ECM, w tym kolagenu, proteoglikandéw i glikoprotein, ktore
stanowig gtowne komponenty tkanki ziarninowej, a nast¢pnie blizny pozawatowej (12,13).

Gtowng funkcja tworzacej si¢ blizny pozawatowej jest utrzymanie integralnosci tkanki
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objetej uszkodzeniem 1 jej ochrona przed rozerwaniem (13). Podsumowujac, nastepstwem
utraty kardiomiocytow w rejonie tkanki serca objetej niedotlenieniem 1 stopniowym
pogarszaniem funkcji tego organu, nastepuje patologiczna przebudowa anatomiczna
migénia sercowego (1) widoczna w badaniach ultrasonograficznych jako zmiejszenie

grubosci $ciany migsnia sercowego w rejonie AMI (10).

Proces gojenia sie i przebudowy miesnia sercowego uszkodzonego w wyniku niedotlenienia

Faza 1 Faza 2 Faza 3 Faza 4
Smier¢ Ostry stan zapalny Tworzenie tkanki Tworzenie blizny
miocytow ziarninowej
serca
Miocyty _ Kapilary Angiogeneza 3:‘-_&;} 3
serca - | s ‘ Apoptoza
A~ . Komerki Monocyty
\ .~ Makrofagi $rédblonka (4 / Miofibroblasty
Ul \ ~> <
| — / =
— / \ ] l f
ff \ :/ \ ‘ Cytokiny
'/ \ == (Cytoking || Fagocytoza | | [Chemokiny :
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T ]
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Rycina 1. Proces gojenia si¢ i przebudowy tkanek mieg$nia sercowego w nastepstwie
niedotleniania wywolanego zawalem. Proces gojenia si¢ i przebudowy migsnia sercowego po
AMI mozna podzieli¢ na cztery fazy: 1) Smier¢ kardiomiocytéw na drodze apoptozy lub nekrozy;
2) rozwo0] ostrego stanu zapalnego; 3) tworzenie tkanki ziarninowej w rejonie wystgpienia
niedotlenienia; oraz 4) tworzenie blizny pozawalowej. Na schemacie zaznaczono dtugo$¢ trwania
poszczegdlnych faz. Zrodto grafiki: (8), zmienione.

Choroba niedokrwienna serca (ang. Ischemic Heart Disease, IHD) spowodowana
miazdzyca naczyh wiencowych, a takze jej powiklania w postaci ostrego zawalu mig¢$nia
sercowego oraz nastepujacej po nim niewydolnosci serca, stanowia jedne z najczgstszych
przyczyn zgondow w Polsce oraz na catym $wiecie (14,15). Wspotczesna metoda leczenia
»Swiezego” zawalu serca polega na jak najszybszym podaniu leku rozpuszczajacego
skrzepling oraz wykonaniu interwencji kardiologicznej w postaci otwarcia $wiatla
zamknigtego naczynia tgtniczego, co ma na celu ograniczenie uszkodzenia, a nastgpnie
martwicy tkanek serca (1). Pacjenci, u ktérych wystgpito niedotlenienie mig$nia sercowego
na skutek zablokowania przeptywu krwi w tetnicy wiencowej, zgodnie z aktualnymi
wytycznymi  §wiatowymi, tym  wytycznymi  Europejskiego = Towarzystwa
Kardiologicznego, moga by¢ poddani nastepujagcemu leczeniu 1)
wszczepieniu pomostow aortalno- wiencowych, ktorych rola jest wytworzenie sztucznych

w
inwazyjnemu:
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potaczen pomiedzy tetnicg gtowng a tetnicami wiencowymi, ktore omijajag miejsce
zwezenia, poprawiajac ukrwienie niedokrwionego obszaru migsnia sercowego, 2)
przezskornej wewnatrznaczyniowej angioplastyce wiencowej, ktorej celem jest
poszerzenie $wiatta zwezonej t¢tnicy z rownoczesnym zastosowaniem stentow (16—18). W
leczeniu choroby niedokrwiennej stosuje si¢ takze leczenie farmakologiczne, podczas
ktérego pacjentom aplikuje si¢ m.in. leki przeciwzakrzepowe, ktore zapobiegaja
zakrzepicy naczyn wiencowych, czy tez leki obnizajace poziom cholesterolu we krwi (np.
statyny) (17).

Wymienione inwazyjne oraz farmakologiczne metody ograniczania oraz leczenia
skutkow niedotlenienia mig¢$nia sercowego, ktada gtowny nacik na poprawe jakosci oraz
przedtuzenie zycia pacjenta, natomiast nie s3 w stanie odwréci¢ skutkéw niedokrwienia
tkanek serca, ktorym jest m.in. utrata funkcjonalnej tkanki migsnia sercowego (19,20).
Pomimo znaczacego rozwoju metod leczenia, metody te nie przynosza oczekiwanych
korzysci u wszystkich pacjentow, stad pojawia si¢ potrzeba ciggltego poszukiwania nowych
metod leczenia zastgpujacych lub wspierajacych klasyczne metody terapeutyczne (21). Co
wazniejsze, odsetek zgonow w Polsce na tle innych panstw europejskich, jest ciagle
stosunkowo  wysoki (22). Duze nadzieje poklada si¢ dzi§ w metodach
niefarmakologicznych, a wsréd nich w terapiach opierajacych si¢ na preparatach
komoérkowych, w tym na wykorzystaniu roznych typow komorek macierzystych i
progenitorowych oraz ich pochodnych (tzw. leczenie regeneracyjne), jak rowniez
zdefiniowanych czasteczek, np. zmodyfikowanych mikroRNA (tzw. terapia molekularna)
(19,21,23).

Innym przyktadem choroby niedokrwiennej jest postepujace niedokrwienie tkanek
konczyny dolnej (ang. Limb Ischemia, LI) bedace najczesciej] wynikiem rozwijajacej si¢
miazdzycy naczyn obwodowych (24). Terminem tym okresla si¢ spadek perfuzji krwi w
konczynie powodujacy zagrozenie dla funkcji, a nawet zywotno$ci catego organu (25).
Glownymi przyczynami niedokrwienia moze by¢ zakrzepica, zatorowo$¢, ale takze uraz
naczynia oraz tetniak obwodowy (26). Chorzy sa czgsto obcigzeni innymi chorobami
zwigzanymi z postgpujacymi zmianami wewnatrznaczyniowymi, takimi jak m.in
nadci$nienie tetnicze, choroba niedokrwienna serca, choroby naczyn moézgowych (27).
Choroba ta moze mie¢ charakter przewlekly lub ostry (28). Niedokrwienie konczyny
dolnej wystepuje jednak zazwyczaj jako przewlekly, nasilajacy si¢ z czasem proces,
ktorego charakterystycznym objawem klinicznym jest chromanie przestankowe, czyli bole
migéni pojawiajace si¢ podczas wysitku fizycznego skutkujace ograniczeniem ruchowym
pacjenta (27). Podczas stopniowego zwezania S$wiatla tetnicy, rozwija si¢ krazenie
oboczne, ktore laczy pien tetniczy ponizej i powyzej zablokowanego naczynia. Ilo$¢ krwi
ptynacej droga krazenia obocznego jest zwykle wystarczajaca do zapewnienia
spoczynkowej przemiany materii w tkankach, natomiast niewystarczajgca do zapewnienia
przemiany materii podczas aktywnosci fizycznej (29). W przebiegu ostrym choroby
niedokrwiennej konczyny (ang. critical limb ischemia, CLI), dochodzi do naglego oraz
szybko postepujacego niedokrwienia konczyny, ktore moze prowadzi¢ do rozleglej
martwicy tkanek zagrazajac choremu utratg tego organu (29). Na Rycinie 2 przedstawiono
zmiany na poziomie komorek i tkanek na narastajace niedotlenienie.

17



Tetnica prawidlowa Tetnica objeta zmiang miazdzycowa

Niedotlenienie tkanek _

Zmiany hemodynamiczne Adaptacja w obrebie i Adaptacja w obrebie Przebudowa tkanki
wigkszych naczyn mniejszych naczyn
Przebudowa naczyn Niewystarczajgca perfuzja
Powstanie niedroznosci krwiono$nych Aktywacja komoérek ECs, tkanek
Nasilenie niedroznosci Stan zapalny WBC i ptytek krwi Przewlekly stan zapalny
Perfuzji tkanek | Apoptoza Adhezja leukocytow 1 Stres oksydacyjny 1
Cisnienie krwi | Zmiana ekspresji markeréw Wytwarzanie wolnych Uszkodzenie mitochondridow
(np. NO, VEGF, HIF-1a) rodnikéw
Zmniejszone cis$nienie Angiogeneza Dysfunkcja $rédblonka Uszkodzenie wiokien
krwi Arteriogeneza naczyniowego migsniowych

Dotkliwos$¢é choroby
niedokrwiennej

Bol Przewlekte nie- AMPUTACJA
P spoczynkowy =P gojace sig rany e Gangrena i ORGANU

-

Kompensacja

Rycina 2. Zmiany na poziomie tkanek i komorek w odpowiedzi na niedotlenienie w przebiegu
choroby niedokrwiennej tetnic obwodowych. W wyniku powstalej zmiany miazdzycowej w
swietle tgtnicy obwodowej, nastepuje zmiejszenie cisnienia krwi w tetnicy, skutkujace zmniejszona
perfuzja tkanek. Nastepnie pojawia si¢ adaptacja do warunkow hipoksji, ktorej towarzyszy
powstanie stanu zapalnego oraz powstawania krazenia obocznego. W wyniku poglebiania si¢
hipoksji, obserwuje si¢ dysfunkcje s$rodbtonka naczyniowego. Kolejne poglebianie si¢
niedotlenienia, powoduje powstanie stresu oksydacyjnego oraz uszkodzenie mitochondriow w
komorkach, co skutkuje uszkodzeniem wiokien mig$niowych. W aspekcie kondycji pacjenta
objetego chorobg niedokrwienng naczyn obwodowych, bdl spoczynkowy przechodzi w pojawienie
si¢ trudno gojacych si¢ ran, z ktorych rozwija¢ si¢ moze gangrena niosaca ryzyko amputacji
organu. Zrédto grafiki: (30), zmienione.

Pierwszym etapom niedotlenienia towarzyszy zmiana hemodynamiki przeptywu
krwi (spadek ci$nienia w naczyniach krwiono$nych skutkujgcy nizsza perfuzja tkanek)
bedacy wynikiem ograniczenia droznosci tetnicy. W tkankach rozpoczyna si¢ proces
zapalny oraz proces apoptozy komoérek rezydujacych w tkankach, w tym komorek
migsniowych. Wraz ze wzrostem nasilenia hipoksji, adaptacje w obrebie naczyn
krwionosnych nie sa juz w stanie zrekompsensowaé niedotleniania, co powoduje
dysfunkcje $rédbtonka naczyn krwionosnych oraz rozprzestrzenianie si¢ stanu zapalnego.
Co wigcej, nasila si¢ proces powstawania wolnych rodnikéow, ktéremu towarzyszy
uszkodzenie mitochondriow w komoérkach. W wyniku zmian za poziomie biochemicznym
w obrebie organelli komdrkowych 1 przedtuzajacego si¢ stanu zapalnego, nastepuje
uszkodzenie wtokien mig$niowych, co przeklada si¢ na powstawanie przewlektych, nie
gojacych sie ran, gangreny, a takze ryzyko amputacji konczyny (30).

Ze wzgledu na szybko posuwajace si¢ procesy degeneracji w niedotlenionej
konczynie dolnej, w celu jej uratowania przed amputacja i zachowania jej funkcji,
konieczne jest podjecie prob rewaskularyzacji i przywrocenia przeptywu krwi (26,29).
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W przypadku CLI, stosuje si¢ nastepujace leczenie inwazyjne: 1) endowaskularyzacje -
metoda angioplastyki balonowej niejednokrotnie potaczong z implantacjg stentu
naczyniowego, 2) wszczepienie pomostu naczyniowego - w celu ominigcia miejsca
zwegzenia oraz poprawy ukrwienia niedokrwionego obszaru mig¢sni konczyny, 3)
miejscowe leczenie fibrynolityczne (29,31). Natomiast w leczeniu farmakologicznym
wykorzystywane sa m.in.: leki obnizajace poziom cholesterolu, a takze leki
przeciwzakrzepowe czy tez prostaglandyny wykazujace dzialanie rozkurczowe na system
matych naczyn tetniczych (32). Dodatkowo, coraz wigkszym zainteresowaniem cieszy si¢
terapia energotonowa, ktorej mechanizm dziatania polega m.in. na podwyzszeniu
potencjatu energetycznego komorek poprzez wprowadzenie do tkanek okreslonej dawki
energii (pochodzacej z pradu elektrycznego o okre$lonych zakresach czgstotliwosci)
pochodzacej m.in. z aparatu Hi-Top, co w efekcie stymuluje metabolizm komorek, a przez
to pobudza naturalne mechanizmy naprawcze oraz normalizuje zaburzong rownowage
fizykochemiczng tkanek (33). Wyniki dotychczasowych badan wskazuja, ze metody
leczenia niedokrwienia konczyny dolnej oparte o pojedyncze protokoty nie daja
pozadanych efektéw terapeutycznych, a takze nie mogg by¢ zastosowane u wszystkich
pacjentow, stad wynika ciggla potrzeba tgczenia dostgpnych podejs¢ leczniczych, a takze
poszukiwanie nowych strategii leczenia, np. przy uzyciu substancji pochodzenia
biologicznego (27).

1.2. Komorki macierzyste w regeneracji niedotlenionych tkanek

W ciagu ostatniej dekady coraz wigksza uwage poswieca si¢ wiasciwosciom
regeneracyjnym komorek macierzystych (KM), w kontekscie biologicznych strategii
leczenia polegajacych na zastgpieniu komorek uszkodzonej tkanki nowymi komorkami
pochodzacymi z KM, w tym mig$nia sercowego uszkodzonego w wyniku niedotlenienia
(34,35). KM bierze si¢ takze pod uwage, jako komodrki mogace bra¢ udzial w
neowakularyzacji niedotlenionych tkanek, w tym tkanek serca, co moze rowniez odgrywac
istotng role w poprawie funkcji tego organu (36-38).

Jednym z typow komorek, ktore od lat bada si¢ w aspekcie ich potencjalnego
przysztego wykorzystania w medycynie regeneracyjnej w leczeniu uszkodzen migénia
sercowego lub poprawiajacych perfuzj¢ w obszarze tkanki migsniowej konczyn, sa
mezenchymalne/ stromalne KM (ang. mesenchymal stem/ stromal cells, MSCs) izolowane
m.in. ze szpiku kostnego. Komorki te rezydujace zaréwno u mtodych, jak i dojrzatych
dawcow, od lat stanowig wazne 1 interesujgce zrédto KM przede wszystkim dla
autotransplantacji 1 obecnie stanowig najszerzej wykorzystywang populacje KM w
badaniach klinicznych na $wiecie ((36,39,40); clinicaltrial.gov).

W chwili obecnej w S$wiatowej bazie rejestrujagcej badania kliniczne -
ClinicalTrials.gov - zarejestrowanych jest 878 prob klinicznych (w tym 243 zakonczone),
w ktorych wykorzystuje si¢ komorki MSCs. Biorae pod uwage kryteria wyszukiwania wg
stow kluczowych: Ischemic Heart Disease oraz Mesenchymal Stem Cells, w bazie s3
zarejestrowane 44 proby kliniczne (w tym 15 zakonczonych), w ktoérych wykorzystuje si¢

komorki MSCs pochodzace z réznych zrodet w leczeniu choroby niedokrwiennej serca,
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natomiast przeszukujac baze ClinicalTrials.gov z wykorzystaniem stow kluczowych: Limb
ischemia oraz Mesenchymal Stem Cells, mozna znalez¢ 22 préby kliniczne (w tym 1
zakonczong) wykorzystujace komorki MSCs do regeneracji niedotlenionej konczyny
(ClinicalTrials.gov). Na Rycinie 3A przedstawiono mape §wiata, natomiast na Rycinie 3B
map¢ Europy z zaznaczona liczbg prob klinicznych w roéznych krajach, w ktérych
wykorzystuje si¢ komorki MSCs.

Rycina 3. Proby kliniczne wykorzystujace komorki MSCs. A. Liczba prob klinicznych na
$wiecie. B. Liczba prob klinicznych w Europie. Zrédto grafiki: https:/clinicaltrials.gov.
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W Polsce sg zarejestrowane 4 proby kliniczne, w tym dwie aktualnie rekrutujace
pacjentow w leczeniu uszkodzen po zawale mig$nia sercowego (ang. Myocardial
Infarction) 1 stwardnieniu zanikowym bocznym (ang. Amyotrophic Lateral Sclerosis) oraz
dwie, ktore jeszcze nie rozpoczely rekrutacji pacjentow z niewydolnoscig serca (ang. Heart
Failure) oraz krytycznym niedokrwieniem konczyn (ang. Critical Limb Ischemia)
(ClinicalTrials.gov).

1.3. Mezenchymalne komorki macierzyste - miejsce w klasyfikacji
i wlasciwosci biologiczne
Histori¢ badan nad mezenchymalnymi komoérkami macierzystymi okreslanymi
takze mezenchymalnymi komodrkami zrebu (ang. Mesenchymal stem/ stromal cells)
rozpoczat si¢ w latach 70-tych XX wieku Friendenstein i wsp., ktorzy zaobserwowali
wydtuzone, wrzecionowate komorki tworzace kolonie fibroblastyczne (ang. Colony
Forming Unit- Fibroblast, CFU-F) w hodowli in vitro adherentnej frakcji komoérek szpiku
kostnego (41). Co wigcej, ich wczesniejsze badania wykazaly, ze subpopulacje komorek
szpiku kostnego wykazuja zdolno$¢ do réznicowania w kierunku m.in. osteoblastow (42).
Odkrycia te zapoczatkowaty wzrost zainteresowania komérkami MSCs oraz poszukiwania
tych komorek takze w innych tkankach.

W hierarchii komorek macierzystych, uszeregowanej na podstawie ich zdolnosci do
réznicowania w rozne typy tkanek, na samym szczycie znajduja si¢ komorki
totipotencjalne, czyli dajace poczatek zarowno wszystkim tkankom zarodka, jak rowniez

tkankom pozazarodkowym, czyli tozysku (43). Nastepng grupe w hierarchii stanowig
komorki pluripotencjalne mogace réznicowa¢ w komodrki wszystkich trzech listkow
zarodkowych, ale tracagce zdolno$¢ wytwarzania tkanek tozyska (43,44). Najlepiej
poznanym przykladem takich komorek sg tzw. KM embrionalne izolowane najcze¢sciej ze
stadium blastocysty w rozwoju zarodkowym (45). Kolejna grupe stanowia komorki
multipotencjalne, do ktorych naleza m.in. komérki MSCs, dajace poczatek najczgsciej
komoérkom réznych tkanek pochodzacych z jednego listka zarodkowego (43). Ostatnig

grupe komorek stanowig komorki unipotencjalne, czyli progenitorowe, rezydujace w
réznych tkankach i réznicujace w jeden, konkretny typ komorek danej tkanki (44).

Komorki multipotencjalne, jakimi sg komérki MSCs - wykazuja wyzszy stopien
ukierunkowania tkankowego niz komoérki pluripotencjalne, a zatem réwniez bardziej
ograniczone zdolno$ci do ré6znicowania. Obecnie wspotczesni badacze podejmuja dyskusje
naukowg oraz badania majgce na celu ponowng weryfikacje spetlienia nast¢pujacych
kryteriow ,,macierzystosci” przez komoérki MSCs:

1) zdolno$ci do samoodnawiania na drodze symetrycznych podziatow komoérkowych,
w wyniku ktorych powstaja dwie identyczne komoérki potomne o takim samym
potencjale r6znicowania (46);

2) zdolno$ci do ukierukowanego réznicowania, gdzie na drodze podziatléw
asymetrycznych lub w wyniku specyficznej stymulacji - tworza bardziej dojrzalte
komorki progenitorowe lub zroznicowane komorki efektorowe (46,47);
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3) zdolnosci do réznicowania w rozne typy tkanowe, w tym adipocyty, chondrocyty,
osteoblasty, a takze kardiomiocyty 1 komorki §rodblonka (48—58).

Niezaleznie od toczacych si¢ dyskusji naukowych, komorki MSCs ze wzgledu na
swoje wiasciwosci biologiczne, ktore opisane zostang w dalszej czesci tego rozdziatu,
stanowig przedmiot wielu badan przedklinicznych oraz klinicznych, jako komorki
uczestniczace na drodze réznych mechanizméw dziatania — w naprawie uszkodzonych
tkanek.

Jednym z gléwnych, a zarazem najbardziej poznanych zrodet komérek MSCs jest
szpik kostny (59,60). Komorki o zblizonej morfologii i cechach biologicznych mozna
znalez¢ takze w innych tkankach pobranych od dorostych dawcéw takich jak m.in. krew
obwodowa (61), tkanka tluszczowa (62), miazga zgbowa (63), a takze w tkankach
ptodowych, jak krew pepowinowa i galareta Whartona sznura pgpowinowego (64).

Komorki MSCs pochodzace ze szpiku kostnego (ang. bone marrow- derived
mesenchymal stem cells, BM-MSCs) wykazuja podobienstwo morfologiczne i fenotypowe
(w tym fenotyp wieloantygenowy: CD29", CD44", CD73", CD90", CD105", CD166",
HLA-ABC’, CD11b, CD14, CDI19a’, CD34, CD45, CD79, HLA-DR") do komorek
MSCs z tkanki tluszczowej (ang. adipose tissue-derived mesenchymal stem cells, AT-
MSCs), jak rowniez do komoérek MSCs izolowanych z galarety Whartona sznura
pepowinowego (ang. wumbilical cord-derived mesenchymal stem cells, UC-MSCs)
(48,65,66). Tkanki zrodtowe, z ktérych izoluje si¢ komorki MSCs rdznig si¢ jednak
zawarto$cig tych KM. Dla przyktadu, czestos¢ wystepowania komorek MSCs w szpiku
kosnym jest nizsza niz czesto$§¢ wystepowanich tych komoérek w tkance tluszczowej
(67,68). Szpik kostny zawiera od 0,0017 do 0,02% komoérek MSCs posrod wszystkich
komorek jednojadrzastych, podczas gdy w tkance ttuszczowej komorki te stanowig nawet
od 5,0 do 25,6% wszystkich komorek tzw. frakcji stromalno- naczyniowej pozyskanej z tej
tkanki (67,69). Liczba kolonii CFU-F powstatych po wysianiu takiej samej liczby komorek
wyizolowanych ze szpiku kostnego lub tkanki thuszczowej jest kilkukrotnie wyzsza w
przypadku tkanki ttuszczowej w odniesieniu do szpiku kostnego (48). Takze komorki UC-
MSCs cechuja si¢ wyzsza czestoscig tworzenia kolonii CFU-F niz komoérki BM-MSCs
(70). Biorac pod uwagg potencjat do réznicowania komorek BM-MSCs, AT-MSCs oraz
UC-MSCs, komoérki te wykazuja poréwnywalng zdolno$¢ do réznicowania do
osteoblastow, chondrocytow 1 adipocytow (48,49), co potwierdza ich pochodzenie
mezodermalne.

Co wigcej, komérki MSCs pochodzace z réoznych w/w tkanek zrédlowych, moga
by¢ takze roznicowane in vitro do komorek zblizonych fenotypowo do kardiomiocytow,
komorek §rodblonka naczyniowego oraz komorek nerwowych, jednak wydajnos¢ takiego
réznicowania jest zmienna i uzalezniona od ich pochodzenia tkankowego (51-57,71-78).
Ponadto, w obrebie jednej hodowli komérek MSCs moga wystepowaé komorki bardziej
lub mniej predystynowane do réznicowania do okreslonego fenotypu komorki dojrzatej
(47). Pomimo podobienstwa morfologicznego oraz antygenowego pomig¢dzy komorkami
MSCs pochodzacymi z roznych tkanek zrodtowych, wyniki badan $wiatowych pokazuja,
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ze komorki BM-MSCs mogg wykazywac¢ inny profil ekspresji wielu genow w poréwnaniu
do komorek MSCs pochodzacych z tozyska (47), co sugeruje, ze rowniez komorki MSCs
pochodzace ze szpiku kostnego, galarety Whartona oraz tkanki thuszczowej moga ro6znic
si¢ pomiedzy sobg w aspekcie ich kompozycji molekularnej oraz zdolnosci do
réznicowania. Poréwnanie komoérek MSCs pochodzacych z wybranych w/w tkanek
przedstawiono w Tabeli 1.

Migdzynarodowe Towarzystwo Terapii Komodrkowej (ang. International Society
for Cellular Therapy, ISCT), w celu uporzadkowania nomenklatury oraz zdefiniowania
cech charakterystycznych dla ludzkich komoérek MSCs, a takze w celu tatwiejszego
porownywania wynikéw badan pomiedzy laboratoriami na catym §wiecie, zaproponowato
trzy minimalne kryteria charakteryzujace ludzkie komoérki MSCs (79), ktore przedstawiono
w Tabeli 2.

Tabela 1. Poréwnanie komoérek MSCs pochodzacych z trzech gléwnych Zroédel: szpiku
kostnego (BM-MSCs), tkanki thuszczowej (AT-MSCs) oraz sznura pepowinowego (UC-
MSCs). Oznaczenia: (+/-) Niska wydajno$¢ réznicowania. (#) Komoérki UC-MSCs wykazuja
wyzszy potencjal do roznicowania w kierunku komorek $rédbtonka naczyniowego niz BM-MSCs.
(*) Wzrost MSCs przy zachowaniu tych samych warunkow ekspansji pomiedzy PO-P3.

Rodzaj komoérek
BM-MSCs AT-MSCs UC-MSCs Referen-
cje
Pochodzenie Szpik Tkanka Galareta
kostny thuszczowa Whartona (41,62,
sznura 79)
pepowinowego
Morfologia komorek Wydtuzone,  wrzecionowate  adherentne
komorki o  morfologii  zblizonej do | (48,65)
fibroblastow
Markery CDl11b, CDI14, CDI19a, CD34, CD45,
Profil negatywne CD79a, CD133, CD144, HLA-II, HLA-DR (48,65,66
antygenowy Markery CD29, CD44, CD73, CD90, CD105, CD166, ,81)
pozytywne HLA-I, HLA-ABD
Liczba dni w  hodowli do| 5, 39 | |55.07 | 267472 (65)
momentu osiagni¢cia pasazu 3*
Maksymalny osiagalny pasaz 7 8 >10 (48)
Zdolno$¢ do | osteoblastow + + + (48,49)
roznicowania | chondrocytow + + + (48,49)
w komorki o | adipocytow + + +/- (48,49)
cechach komorek 4 (50,55~
fenotypowych | §rodbtonka * * + 58,76)
zblizonych do: | kardiomiocytow /e n ) (51-
55,77)
komorek N N N (71—
nerwowych 76,78)
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Tabela 2. Cechy charakterystyczne dla ludzkich komérek MSCs na podstawie zalecen
Miedzynarodowego Towarzystwa Terapii Komorkowej (79).

L.p. Cechy charakterystyczne komérek MSCs

Zdolnos¢ do Adhezja do plastikowych powierzchni naczyn hodowlanych w
1. .. S

adhezji standardowych warunkach hodowli in vitro

Markery pozytywne: CD105, CD90 oraz CD73
(antygeny wystepuja na powierzchni >95% komorek)

Profil
2. a;? 1en0 Markery negatywne: CD45, CD34, CD14, CDI11b, CD79a lub
YESOWY 1 CD19, HLA klasy II
(antygeny wystepuja na powierzchni <2% komorek MSCs)
Potencjat do Zdolno$¢ do roéznicowania w os‘teoblasty, ,a,diPoc.yty oraz
3. Somi ; chondrocyty w standardowych pozywkach roznicujacych w
roznicowania

warunkach in vitro

Pomimo tego, ze nie ma zdefiniowanych kryteriow charakterystycznych dla
komorek MSCs pochodzenia mysiego, wyniki badan §wiatowych wskazujg, ze komorki
MSCs izolowane z mysich tkanek wykazuja ekspresje nastgpujacych antygendw
powierzchniowych: CD29, CD44, CD73, CD105, CD106 oraz Sca-1, przy rownoczesnym
braku antygenow charakterystycznych dla komoérek $rodbtonka oraz komorek
krwiotworczych (hematopoetycznych), w tym CD31, Ter-119, CD45, CD11b (82-84).
Podobnie jak komorki ludzkie, MSCs izolowane z tkanek zwierz¢cych rowniez posiadaja
zdolnos$¢ do adhezji do polistyrenowych powierzchni naczyn hodowlanych oraz zdolno$¢
do réznicowania do komorek pochodzenia mezodermalnego (82).

Dzigki licznym badaniom $wiatowym wskazujacym na stosunkowo szeroki
potencjat komérek MSCs do roznicowania w rdzne typy tkanek, komoérki te — stanowiagce
populacje pozyskiwang z tkanek dojrzatych, od lat ciesza si¢ zainteresowaniem badaczy w
kontekscie ich potencjalnego wykorzystania w regeneracji tkanek (85-87).

1.4. Mechanizmy dzialania komoérek MSCs w procesach regeneracji
niedotlenionych tkanek

Multipotencjalne komoérki MSCs wykazuja wiele cech pozadanych z punktu
widzenia ich potencjalnego wykorzystania w regeneracji uszkodzonych tkanek — nie tylko
w transplantacjach autologicznych, ale réwniez allogenicznych, dlatego tez w ciagu
ostatniej] dekady, podejmowane s3g liczne badania majace na celu wyjasnienie
mechanizmow dziatania tych komorek podanych w miejsce uszkodzenia tkankowego.

Pierwszy proponowany mechanizm dziatania komérek MSCs podanych w miejsce
uszkodzenia tkankowego np. niedotlenionego migsnia sercowego, opiera si¢ na zdolnosci
komoérek MSCs do réznicowania w komorki dojrzate, w tym komoérki budujace migsien
sercowy, tj. w komorki o fenotypie kardiomiocytow (ang. cardiomyocytes, CMCs),
komorki $rédbtonka naczyn krwionosnych (ang. endothelial cells, ECs) oraz komorki
migéni gladkich naczyn krwionos$nych (ang. vascular smooth muscle cells, VSMCs)
(55,85-90). Toma i wsp. w badaniach in vivo wykazali, ze komorki MSCs podane do
migénia sercowego, po 14 dniach od podania wykazuja fenotyp komorek roéznicujacych w
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CMCs 1 ekspresje markerow kardiomiocytow takich jak m.in: tancuch ci¢zki B-miozyny,
a-aktyning oraz sercowg troponing C, jednak wszczepienie tych komoérek jest niewielkie
(88). Z kolei Makino i wsp., wyizolowali sposréd komérek BM-MSCs réznicowanych w
kierunku kardiomiocytow in vitro, komorki nie tylko wykazujace ekspresje markerow
CMCs, ale takze spontaniczne bijace, co moze $wiadczy¢ o ich terminalnym
przeksztalceniu si¢ do dojrzatych komoérek zdolnych podja¢ wiasciwe dla nich funkcje
(87). Pomimo, ze komorki MSCs w warunkach in vitro wykazuja potencjal do
réznicowania w kierunku CMCs, na réznicowanie natywnych KM do komorek budujacych
tkanki uszkodzonego narzadu w uktadzie in vivo ma istotny wplyw wiele innych
czynnikow, w tym m.in. ich zdolno$¢ do zasiedlania uszkodzonego obszaru narzadu, jak
rowniez zywotno$¢ tych komoérek po podaniu (85,91).

Pomimo obserwowanej niskiej retencji KM w niedotlenionym mi¢$niu sercowym
po ich podaniu, wyniki badan $wiatowych wskazuja m.in. na poprawg¢ parametrow
funkcjonalnych pracy serca, w tym objetosci wyrzutowej lewej komory serca (ang. left
ventricular ejection fraction, LVEF) oraz zahamowanie niekorzystnej przebudowy tkanek
migénia sercowego (55,85,88,91). W zwiazku z tym nasuwa si¢ pytanie, czy poprawa
funkcjonalna w obrebie uszkodzonego organu obserwowana po podaniu komdrek MSCs
jest spowodowana wylacznie wszczepianiem i roznicowaniem komoérek MSCs do komorek
budujacych okreslone tkanki i narzady i czy zalezy rowniez od innych mechanizméw?

W odpowiedzi na to pytanie, rosngca liczba badan wskazuje na drugi proponowany
mechanizm dziatania komérek MSCs, ktéry oparty jest o ich wladciwosci
immunomodulacyjne (92). Komoérki MSCs, dzigki zdolnosci do wydzielania szeregu
rozpuszczalnych czgsteczek, w tym interleukin i cytokin o charakterze przeciwzapalnym,
ktore moga modulowaé odpowiedz uktadu odpornosciowego (93,94). Dla przyktadu, 1L-4 1
IL-10 wydzielane przez komorki MSCs hamuja proliferacje limfocytow T (95), czynnik

wzrostu hepatocytow (ang. hepatocyte growth factor, HGF) hamuje proliferacje
limfocytow T CD4" (96), natomiast indukowana syntaza tlenku azotu oraz prostaglandyna
E2 (ang. prostaglandin E2, PGE2) hamuja proces zapalny (97,98).

Z kolei trzeci proponowany mechanizm dzialania komérek MSCs jest oparty o

szersza aktywno$¢ wydzielnicza tych komorek, polegajaca na wydzielaniu szeregu
cytokin, chemokin czy tez czynnikdbw wzrostu - bezposrednio do $rodowiska lub
zamknigtych w postaci tzw. pecherzykéw zewnatrzkomoérkowych (ang. extracellular
vesicles, EVs), ktore to bioaktywne czasteczki mogg regulowac parakrynnie szereg
procesOw biologicznych w miejscu przeszczepienia MSCs (99-101). Na Rycinie 4
przedstawiono liste przyktadowych bioaktywnych czgsteczek wydzielanych przez komoérki
MSCs, ktore sa istotne z punktu widzenia niniejszej pracy, wraz z przyporzadkowang im
funkcja biologiczng, ze szczegdlnym uwzglednieniem ich roli w niedokrwiennym
uszkodzeniu tkanek (102).
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Rycina 4. Aktywno$¢ parakrynna komoérek MSCs.

Komérki MSCs moga wydziela¢ szereg czynnikéw stymulujacych regeneracje uszkodzonych
tkanek m.in. migénia sercowego (np. VEGF, IGF-1, HGF, SDF-1) oraz wplywajacych korzystnie
na procesy neowaskularyzacji (np. VEGF, IGF-1, HGF, FGF-2, PDGF-BB, PGF), wykazujacych
wlasciwosci przeciwzapalne (np. IL-4, IL-6, IL-10), hamujacych patologiczng przebudowe serca
(np. MMP-2, MMP-9). Przygotowano na podstawie (102), rycina wlasna.

Do czynnikéw proangiogennych wydzielanych przez komorki MSCs naleza m.in.
czynniki wzrostu fibroblastow- 2 i 7 (ang. fibroblast growth factor-2, 7, FGF-2, FGF-7)
stymulujace proliferacj¢ komoérek ECs oraz VSMCs (96,100), ptytkopochodny czynnik
wzrostu BB (ang. platelet-derived growth factor-BB, PDGF-BB) stymulujacy proliferacje
komoérek VSMCs (100) oraz silnie proangiogenny czynnik wzrostu $rodblonka naczyn
(ang. vascular endothelial growth factor, VEGF) stymulujacy m.in. proliferacj¢ komorek
ECs, jak rowniez ich migracje oraz tworzenie struktur nowych naczyn krwionos$nych
(96,103). Z kolei do czynnikow stymulujacych przebudowe macierzy pozakomorkowe;j
nalezg m.in. metaloproteinazy typu 1, 2 i 9 (ang. metalloproteinase-1, 2, 9, MMP-1, 2, 9)
rozluzniajagce struktur¢ macierzy zewnatrzkomorkowej, jak rowniez aktywator
plazimogenu oraz czynnik martwicy nowotworéw-a (ang. tumor necrosis factor-o, TNF-
a), ktore powoduja degradacje biatek ECM (100). Osobng grupe czynnikow wydzielanych
przez komorki MSCs stanowig czasteczki zaangazowane w proliferacje KM, ich
przezywalno$¢ oraz migracj¢ do miejsca uszkodzenia tkankowego, do ktorych nalezg m.in.
FGF-2 stymulujacy proliferacje komorek ECs oraz komorek VSMCs (103),
insulinopodobny czynnik wzrostu-1 (ang. insulin-like growth factor-1, IGF-1) regulujacy
wzrost 1 roznicowanie komorek, a takze hamujacy apoptoze (96), czynnik komoérek zrgbu
typu 1 (ang. stromal cell-derived factor-1, SDF-1) hamujacy apoptozg oraz stymulujacy
migracj¢ komorek (104), wydzielnicze biatko spokrewnione z biatkiem frizzled 2 (ang.
Secreted frizzled-related protein 2, SFRP2) stymulace przezywalno$¢ kardiomiocytow w
miejscu objetym niedotlenieniem in vivo (104).

Jak wspomniano wcze$niej, komorki macierzyste, w tym komoérki MSCs, moga
wydziela¢ takze pecherzyki zewnatrzkomorkowe — nanoczastki przenoszace szereg
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bioaktywnych czasteczek oraz zaangazowane w komunikacj¢ mi¢dzykomorkowsa (105),
ktore szczegdtowo opisano w dalszych rozdziatach.

Na Rycinie 5 przedstawiono podstawowe mechanizmy dziatania komoérek MSCs
uczestniczace w regeneracji mig¢snia sercowego. Komorki MSCs podane w miejsce
uszkodzenia tkankowego, np. powstatego na skutek zawalu migs$nia sercowego, moga
stymulowac¢ regeneracje uszkodzonego organu poprzez m.in. stymulacj¢ tworzenia nowych
naczyn krwiono$nych w sercu oraz odnowe puli kardiomiocytow (106). W przypadku
odbudowy naczyn, komorki MSCs moga bezposrednio réznicowa¢ w komoérki ECs lub
komoérki VSMCs (55,56,85,107), lub tez korzystnie modulowac proces angiogenezy (106).
W procesach odbudowy puli kardiomiocytow, komoérki MSCs moga rdéznicowac
bezposrednio w fenotyp identyfikowany, jako fenotyp kardiomiocytow (55,85-90) lub
ulegac fuzji z endogennymi kardiomiocytami stymulujac ich funkcje (108—110).

Réznicowanie w Uwolnienie czynnikow Réznicowanie
ECs/VSMCs rozpuszczalnych @ w CMCs

\ Efekty
g parakrynne Fuzjaz CMCs

Metabolizm

komorek serca
askulogeneza rteriogeneza Aktywaqa

zynn|k| Proliferacja CSCs
cytoprotekcyjne CMCs
Angiogeneza
Kurczliwo$é
CMCs

REGENERACJA Ochrona Przebudowa ODNOWA
NACZYN serca serca KARDIOMIOCYTOW

[ REGENERACJA ]

SERCA

Rycina 5. Mechanizmy dzialania komoérek MSCs uczestniczace w regeneracji mieSnia
sercowego. Odnowa kardiomiocytow oraz regeneracja naczyn krwiono$nych stanowig dwa
podstawowe efekty regeneracyjne w tkankach serca, obserwowane po podaniu komorek MSCs.
Najnowsze wyniki badan wskazuja, ze komodrki MSCs uwalniajg szereg czynnikow
rozpuszczalnych, natomiast efekty parakrynne wywieraja istotny wplyw na regeneracje
uszkodzonego migsnia sercowego poprzez aktywacje endogennych mechanizméw naprawczych.
Przygotowano na podstawie: (106); rycina wtasna.

Podane dosercowo komorki MSCs wykazujg jednak przed wszystkim wysoka
aktywno$¢ wydzielniczg 1 parakrynng, z ktorg to wigze si¢ wigkszos¢ efektow
proregeneracyjnych 1 poprawiajacych strukture i funkcje¢ uszkodzonego organu po
przeszczepieniu komoérek MSCs (100,101,107,108,111,112). Bioaktywne czasteczki
wydzielane przez komorki MSCs podane w miejsce uszkodzenia mogg m.in:
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1) stymulowa¢ proliferacje 1 rdéznicowanie endogennej populacji komorek
progenitorowych rezydujacych w sercu, tzw. KM serca (ang. cardiac stem cells,
CSCs) w kierunku CMCs, a takze wplywac¢ na ich mobilizacj¢ do strefy objetej
niedotlenieniem 1 strefy okolozawatowej (z doniesien literaturowych wynika, ze w
miejscu objetym zawalem obserwowano 2-krotne zwigkszenie liczby komorek
CSCs w grupie zwierzat, ktorej podano komoérki MSCs w odniesieniu do grupy
kontrolnej zwierzat, natomiast w strefie okotowatowej 150-krotne zwickszenie puli
komoérek CSCs w tej samej grupie zwierzat) (113),

i1)  stymulowa¢ proliferacj¢ kardiomiocytow, ich kurczliwo§¢ oraz pobudza¢ ich
metabolizm in vivo (113),

iil) wydziela¢ czynniki cytoprotekcyjne dziatajace ochronnie na rézne typy komodrek
tkanki sercowej, co zostalo potwierdzone w badaniach in vitro oraz in vivo
(101,111,114).

Wszystkie wymienione dziatania komoérek MSCs moga prowadzi¢ do efektow
ochronnych w endogennych tkankach, jak rowniez promowac korzystng przebudowe tego
organu oparta o endogenne komorki (Rycina 5). Dodatkowo bioaktywne czynniki
wydzielane przez komoérki MSCs, wywierajg efekt przeciwzapalny oraz antyapoptotyczny,
co wszystko razem moze zwickszad efekt regeneracyjny
(97,98,100,101,107,108,111,112,115).

Badania potencjatu regeneracyjnego komorek MSCs wykazaly poprawe funkcji
serca po ich podaniu, tj. wzrost frakcji wyrzutowej lewej komory (LK) oraz zmniejszenie
obszaru blizny pozawalowej w zwierzgcym modelu zawalu serca in vivo (112). Meta-
analiza przeprowadzona przez grup¢ Profesora B. Dawn’a i uwzgledniajaca wyniki 48
randomizowanych préb klinicznych, obejmujaca 2602 pacjentéw z choroba niedokrwienng
serca, ktorym podano komorki szpiku kostnego, jako terapi¢ komérkowa, wykazata m.in.
istotny statystycznie wzrost frakcji wyrzutowej LK serca, redukcje wielkosci obszaru
pozawalowego oraz zlagodzenie niekorzystnej przebudowy tkanek serca (116). Biorac pod
uwage ograniczong jednak retencje KM podanych do migsnia sercowego (117,118), coraz
czesciej postuluje sie, ze efekt terapeutyczny obserwowany po podaniu tych komorek jest
spowodowany glownie ich aktywnoscia parakrynng (55,85,88,91).

Obserwowana poprawa frakcji wyrzutowej LK wynoszaca srednio 2,92% (p=95%)
wydaje si¢ stosunkowo niewielka (116), ale pomimo tego nalezy podkresli¢ fakt, ze
zobserwowano 15% redukcje $Smiertelnosci pacjentow wiaczonych do prob klinicznych, w
ktoérych stosowano preparaty komorkowe szpiku kostnego (119). Nalezy tu mocno
podkresli¢, ze dotychczasowe standardowe metody leczenia skutkow zawatu migénia
sercowego — oparte gldéwnie o metody interwencyjne i §rodki farmakologiczne — rowniez
skutkuja poréwnywalng efektywno$cig poprawy parametrow funkcji serca (120,121). W
tym kontekscie nalezy spojrze¢ z nadziejg na efekty uzyskiwane w terapii z zastosowaniem
KM, w tym z dojrzatych tkanek, jako na obiecujace podejscie terapeutyczne, mogace
stanowi¢ dodatkowy element do standardowych metod leczenia farmakologicznego,
stosowanych dzi$ w chorobie niedokrwiennej serca.
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1.5. Pecherzyki zewnatrzkomorkowe

1.5.1. Klasyfikacja pecherzykow zewnatrzkomorkowych, mechanizmy
powstania i ich sklad molekularny

Pecherzyki zewnatrzkomorkowe (ang. extracellular vesicles, EVs) sa kulistymi
strukturami sktadajacymi si¢ z fragmentu cytoplazmy - zawierajacego charakterystyczne
dla komorki rodzicielskiej biatka, peptydy, RNA oraz DNA, otoczonego btong lipidowa
(122,123). EVs stanowig heterogenng populacj¢ pecherzykdéw uwalnianych przez rézne
typy komorek, w tym komorki zwierzece, w warunkach fizjologicznych oraz po ich
aktywacji (124—-126). Bioragc pod uwage parametr wielkosci, wyrdznia si¢ nastgpujace
frakcje EVs wydzielanych przez prawidlowe (nieapoptotyczne) komorki ssacze: 1)
mikrofragmenty blonowe zwane takze ektosomami (o wielkosci w zakresie: ok. 100 -
1000 nm) oraz egzosomy (o $rednicy: ok. 40 - 100 nm) (127,128). Poszczegolne rodzaje
EVs roznig si¢ takze migdzy soba biogeneza, co warunkuje m.in. ich zawarto$§¢
molekularng odpowiadajaca za funkcje biologiczne (129,130). Niezalezng grup¢ EVs
stanowig ciatka apoptotyczne (o S$rednicy nawet powyzej 1000 nm) wydzielane przez
komoérki umierajace na drodze apoptozy (131).

Najwigcej doniesien literaturowych opisuje obecnie mechanizmy powstania
egzosomow (132). Egzosomy powstaja poprzez wpuklenie blony do $wiatla p6éznych
endosomOow nazywanych tez ciatami wielopgcherzykowymi (ang. multi-vesicular body,
MVB), a nast¢pnie uwolnienia nanoczgstek poza btone komorkowsg. Jeden z najlepiej
opisanych mechanizméw powstania MVB, dowodzi, ze w biogeneze¢ MVB (a tym samym
egzosomoOw) jest zaangazowany kompleks biatkowy ESCRT (ang. Endosomal Sorting
Complex Required for Transport) (132,133). Hessvik i wsp. przedstawili (na podstawie
dostepnej literatury) list¢ okoto 40-u biatek (np. TSG101, ALIX, syntenina-1, Rab35),
lipidow (np. cholosterol) oraz modyfikacji warunkow hodowli komorek (np. hipoksja,
naswietlanie) zaangazowanych oraz modulujacych biogenez¢ i uwalnianie egzosomow
(134). Pomimo licznych badan dotyczacych roli kompleksu biatkowego ESCRT w
biogenezie MVB, wcigz nie jest jasne czy poszczegdlne subpopulacje MVB przenosza
fadunek przeznaczony do degradacji w lizosomach, autofagosomach, czy tez MVB ulegng
fuzji z blong komorkowa, wskutek czego egzosomy zostang wydzielone do przestrzeni
zewnatrzkomoérkowej (133). Ostatnie doniesienia literaturowe wskazuja, ze potranslacyjna
modyfikacja bialek MVB polegajaca na dotaczaniu biatka ISG15 dzialajacego podobnie
jak ubikwityna (z ang. ISGylation) - szczegoélnie indukowana w czasie infekcji, stresu
oksydacyjnego, a takze uszkodzeniem DNA oraz w starzejacych si¢ komoérkach - moze
kierowa¢ MVB na $ciezke degradacji w lizosomach (135,136).

Transport MVB do blony komodrkowej jest zalezny od ich interakcji z
mikrofilamentami aktynowymi oraz mikrotubulami, ktére tworza swoiste drogi transportu
wewnatrzkomorkowego, po ktérych odbywa si¢ transport MVB za posrednictwem biatek
motorycznych (137). Sekrecja egzosoméw do przestrzeni zewnatrzkomodrkowej, zachodzi
w wyniku fuzji MVB z blong komorkowa, co z kolei nastepuje z udzialem transbtonowego
kompleksu biatkkowego SNARE (ang. soluble N — ethylmaleiamide-sensitive factor
attachment protein receptor), w czym moga posredniczy¢ mate GTPazy (133,138).
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Na powierzchni MVB znajduje si¢ kompleks biatkowy v-SNARE (ang. vesicle SNARE),
podczas gdy na wewnatrzkomorkowej czesci plazmalemmy wystepuja docelowe
kompleksy bialkowe t-SNARE (ang. farget SNARE). Biatka v-SNARE sg rozpoznawane
swoiscie przez komplementarne biatka t-SNARE, co umozliwia powstanie kompleksu
fuzujacego, a po przekroczeniu bariery energetycznej nastepuje fuzja bton i uwolnienie
zawarto$ci MVB —tj. egzosomo6w - do przestrzeni pozakomorkowej (139).

Jak wczesniej wspomniano, kompozycja molekularna egzosoméw jest S$cisle
zwigzana z mechanizmem ich powstania (129,130). Najlepiej opisang grupg czastek
wystepujaca w egzsomomach stanowig biatka zaangazowane w rozne funkcje, takie jak
m.in. formowanie MVB (m.in. TSG101, ALIX), transport btonowy i fuzje bton (m.in.
aneksyna I, II, V, biatlka SNAP, biatko RabGDI), biatka wykazujace aktywnos¢
enzymatyczng (m.in. GTPazy, kinazy lipidowe), biatka szoku cieplnego (m.in. Hsp70),
biatka zaangazowane w przewodzenie sygnatow (m.in. Erk2, syntenina-1) oraz
tetraspaniny (m.in. CD63, CD81) uwazane za markery egzosomow (140,141). Wyniki
innej grupy badawczej wskazuja, ze nastepujace czasteczki: syntenina-1, EHD4 (ang. EH
domain-containing protein 4), aneksyna XI oraz czasteczka ADAMI0 (ang. a disintegrin
and metallopeptidase domain 10) sa molekutami wystepujacymi specyficznie we frakcji
egzosomow (142). Liste 100 biatek najczesciej wystepujacych w egzosomach mozna
znalez¢ w bazie danych ExoCarta, ktéra stanowi swoiste kompendium wiedzy na temat
molekularnej kompozycji egzosomow (143).

Kolejng grupe czastek wystepujacych w egzosomach stanowig lipidy takie jak m.in.
czasteczki rezydujace w btonach biologicznych - cholesterol, sfingolipidy, fosfolipidy,
glicerofosfolipidy (144). W egzosomach wystepuja takze kwasy nukleinowe, takie tak
DNA oraz czasteczki nalezagce do réznych klas RNA, w tym mRNA, mikroRNA oraz
dlugie niekodujace RNA (ang. long non-coding RNA, IncRNA) (126,145,146).

W przeciewienstwie do egzosoméw, wigksze pecherzyki zewnatrzkomorkowe -
ektosomy, powstaja wskutek uwypuklania si¢ plazmalemmy do przestrzeni
zewnatrzkomorkowej, co jest spowodowane dynamika i zmianami w kompozycji
sktadnikow biatkowych i lipidowych w obrebie dwuwarstwy btony, ktore z kolei powoduja
zmiany elastycznosci i asymetrii blony komodrkowej, umozliwiajac ,,zluszczanie” si¢
pecherzykow z powierzchni blony komorkowej (147). Reorganizacja ulozenia
fosfolipidow w blonie komoérkowej spowodowana jest m.in. uwolnieniem jonéw Ca*" z
retikulum endoplazmatycznego, ktore inaktywuja dzialania flipazy przy réwnoczesnej
aktywacji dzialania flopazy i skramblazy, wskutek czego dochodzi do zmiany asymetrii
utozenia fosfolipidow pomig¢dzy obiema warstwami blony, a takze nastgpuje zerwanie
wigzan pomiedzy wildknami cytoszkieletu aktynowego, a fosfolipidami btonowymi
(147,148). Co wiccej, jony Ca®" aktywuja kolejne enzymy - kalpaing (ang. calpain) i
zelzoling (ang. gelsolin), ktore maja zdolnos¢ do czgsciowej hydrolizy wigzan pomigdzy
aktyna, a glikoproteinami btonowymi (149,150). Zmiany te zwigkszaja ptynnos¢ bton i
utatwiajg uwalnianie ektosomow bezposrednio z powierzchni plazmalemmy.
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Ektosomy s3 charakteryzowane gldwnie na podstawie obecnosci biatek blonowych
charakterystycznych dla komoérek rodzicielskich (151,152), i tak np. ektosomy wydzielane
przez komodrki MSCs moga posiada¢ na swojej powierzchni nastgpujace antygeny: CD29,
CD44, CD105 oraz Sca-1 (ten ostatni antygen - w przypadku ektosomoéw wydzielanych
przez komoérki mysie) (153,154). Wyniki badan $§wiatowych pokazuja, ze pecherzyki te
moga przenosi¢ wiele bialek komorek rodzicielskich, takich jak m.in. biatka btonowe i
cytoplazmatyczne (155). Do biatek przenoszonych przez ektosomy, ktore sg zaangazowane
w przekaznictwo sygnatéw naleza: receptory blonowe (m.in. CXCR4, receptor EGFR),
czasteczki adhezyjne (w tym integryny, np. Mac-1), chemokiny (m.in. CXCL4, CXCLA4),
czynniki wzrostu (m.in. TGF-B), biatkka ECM (m.in. fibronektyna) (156—158). Wsrod
czasteczek przenoszonych przez ektosomy zidentyfikowano takze metaloproteinazy
macierzy pozakomorkowej (ang. matrix metalloproteinases, MMPs), a wsrod nich
czasteczke MMP-2, ktora jest uznawana za marker ektosomow (159). Co wigcej, ektosomy
wykazuja takze wzbogacenie w aktyning-4 (ang. actinin-4) oraz mitofiling (ang. mitofilin)
(142), co moze odrozniaé je od frakceji egzosoméw. Kolejng grupe zwiazkéw budujacych
ektosomy stanowig lipidy. Najwyzszy odsetek lipidow stanowig fosfolipidy - gléwnie
fosfatydylocholina. W obrebie btony ektosomow wystepuje takze sfingomielina,
fosfatydyloetanoloamina oraz fosfatydyloseryna (160). Biorac pod uwage transkryptom
ektosomoéw, wykazano, ze czasteczki te moga przenosi¢ mRNA oraz miRNA (formy
dojrzate 1 prekursorowe) (161-163). W Tabeli 3 przedstawiono pordwnanie subpopulacji
EVs — egzosomow oraz ektosomow.

Tabela 3. Porownanie populacji pecherzykéow zewnatrzkomorkowych wydzielanych przez
prawidlowe komoérki zwierzece i ludzkie. Przygotowano na podstawie: (142,159,164,165).

Rodzaj Pochodzenie i mechanizm | Wielko$¢ | Biatka markerowe Sktad
EVs powstania [nm] molekularny
Egzosomy Pochodzenie: szlak 40-100 Tetraspaniny mRNA, miRNA,
endosomalno- lizosomalny; (CD9, CD63, IncRNA, biatka
powstaja poprzez CD81), cytoplazmaty-
uwypuklenie blony do syntenina-1, czne i blonowe,
$wiatta poznych EHDA4 lipidy
endosomow, a nastepnie aneksyna XI,
uwolnienia egzosoméw do ADAMI10, Alix,
przestrzeni Tsgl01, aneksyny,
zewnatrzkomorkowej na flotyliny, GTPazy,
drodze egzocytozy integryny, biatka
(w wyniku fuzji MVB z szoku cieplnego
btong komoérkowa)
Ektosomy Pochodzenie: blona 100 — MMP-2, aktynina- | mRNA, miRNA,
komoérkowa; 1000 4, mitofilina IncRNA, biatka
powstajg poprzez oraz integryny, cytoplazmaty-
odpaczkowanie blony glikoproteiny, czne i blonowe,
komérkowe;j receptory blonowe, lipidy
MMPs, biatka
cytoszkieletu
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Migdzynarodowe Towarzystwo Naukowe zajmujace si¢ badaniami pecherzykow
zewnatrzkomorkowych (ang. International Society for Extracellular Vesicles, ISEV),
skupiajace badaczy z catego §wiata, opublikowato liste przyktadowych, referencyjnych
grup bialek, ktére moga wystepowaé w egzosomach oraz w pelnej frakcji EVs, a ktore
zaleca si¢ stosowac, jako markery identyfikujace te nanoczastki biologiczne (166). Grupy
tych biatek wraz z przykladami zostaty wymienione w Tabeli 4.

Tabela 4. Kategorie bialek oraz ich wystepowanie we frakcjach EVs (wraz z wybranymi

przyktadami — w nawiasach). Zrodto: (166).

Kategoria | Biatka Biatka Biatka Biatka
biatek: transbtonowe/ cytoplazmatyczne | przedziatow/ pozakomoérkowe
biatka ECM organelli
zwigzane z wewnatrz-
lipidami EVs komorkowych
Opis Wystepuja w egzosomach i Niewystepujace w | Zwigzane gt. z
ektosomach; egzosomach/ plazmalemma;
rzadko
Egzosomy i ektosomy - wzbogacone w wystepujace w zmienne
te biatka ektosomach wystepowanie w
EVs; zwiagzane gt.
z ektosomami
Przyktady | Tetraspaniny Biatka Bialka reticulum | Acetylocholine-
(CD9, CD63, endosomow, endoplazmaty- steraza, albumina,
CDS8]1), integryny, | biatka wigzace si¢ | cznego (Grp94, biatka ECM
czastki adhezyjne, | do btony kalneksyna), (fibronektyna,
receptory komorkowe;j biatka aparatu kolagen)
czynnikow (Tsgl01, Golgiego
wzrostu, aneksyny, biatka (GM130), biatka
heterotrimeryczne | Rab), biatka mitochondrialne
biatka G, biatka sygnalowe oraz (cytochrom C),
wigzace cytoszkieletu biatka jadrowe
fosfatydyloseryng | (syntenina) (histony)

Towarzystwo Naukowe ISEV wydato takze zalecenia dotyczace izolacji EVs oraz
ich charakterystyki molekularnej oraz funkcjonalnej, co umozliwia przeprowadzenie
porownywalnej identyfikacji EVs przez niezalezne grupy badawcze na calym $wiecie oraz
w efekcie umozliwia poréwanie wynikow przeprowadzonych badan (166,167).

1.5.2. Mechanizmy dzialania pecherzykow zewnatrzkomorkowych

Frakcja EVs najwcze$niej opisywanag w literaturze byly mikroczastki (ang.
microparticles) wydzielane przez ptytki krwi (168), ale juz od wczesnych latach 2000
zaczety pojawiac si¢ coraz liczniejsze doniesienienia wskazujgce, ze rowniez inne komorki
wydzielaja nanopecherzyki, ktore moga przenosi¢ bioaktywng zawarto$¢ (biatka oraz
mRNA) pomigdzy komorka donorowa (rodzicielskg), a komorka akceptorowa (docelowq),

32



wpltywajac w ten sposob na jej wiasciwosci biologiczne (105). W zwiazku z bioaktywnym
fadunkiem przenoszonym przez EVs, nanoczastki te moga modulowaé¢ wltasciwosci
komorek docelowych na kilka sposobow, ktore zostaty opisane ponize;.

Pierwszy mechanizm wymiany informacji za posrednictwem EVs polega na
bezposredniej stymulacji komodrki docelowej poprzez albo dostarczenie liganda wigzacego
sie¢ do receptora w blonie komorki, badz przez wigzanie aktywnego liganda wystepujacego
na powierzchni komorki akceptorowej, ktorej efektem moze by¢ aktywacja komorki
docelowej, w tym m.in. do wydzielania innych bioaktywnych czasteczek (np. cytokin,
czynnikdw wzrostu) (169,170). Dla przykladu, EVs posiadajace na swojej powierzchni
czasteczke Mac-1 moga wigzaé si¢ z ptytkami krwi, powodujac ich aktywacje, a takze
nanoczastki te moga aktywowac komorki ECs (170,171). Drugi mechanizm dziatania EVs
polega na przenoszeniu receptorow pomie¢dzy komodrkami, i tak np. EVs wydzielane przez
ptytki krwi mogg przenosi¢ receptor blonowy CD14 do blony komérek promonocytarnych,
a takze receptory adhezyjne m.in. CD54 do blony komorek ECs zwigkszajac tym samym
ich wlasciwosci adhezji (172). Kolejny, trzeci mechanizm dziatania EVs, polega na
przenoszeniu biatek enzymatycznych pomiedzy komorka rodzicielskg dla EVs, a komorka
docelowa. Przykladowo, monocyty inkubowane z endotoksynami wydzielaja EVs
przenoszace kaspaze-1, a nastgpnie nanoczastki te indukuja apoptoze komorek VSMCs
(173). Czwarty mechanizm dzialania EVs polega na horyzontalnym transferze informacji
genetyczne] pomiedzy komodrkami. Przykladowo, EVs wydzielane przez mysie
embrionalne komorki macierzyste mogg przenosic mRNA dla markeréw komorek
pluripotencjalnych do komoérek docelowych, modulujac ich wiasciwosci biologiczne (105).
EVs wydzielane przez te komorki moga podnosi¢ Zywotno§¢ hematopoetycznych komorek
macierzystych/ progenitorowych, wzmacnia¢ ekspresj¢ markeréw charakterystycznych dla
wczesnego etapu pluripotencji oraz markerow komorek hematopoetycznych, a takze
indukowa¢ fosforylacje kinazy MAP p42/44 oraz biatka Akt (105). Ponadto, EVs moga
przenosi¢ liczne czasteczki mikroRNA do komoérek docelowych, a tym samym regulowac
translacje okreslonych bialek w tych komorkach (174). Podstawowe mechanizmy
wymiany informacji pomie¢dzy komorka rodzicielska EVs, a komoérka docelowa
przedstawiono na Rycinie 6.
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Rycina 6. Mechanizmy komunikacji miedzykomorkowej pomiedzy komorka donorowsa,
a komorka akceptorowa za posrednictwem EVs.
Do glownych mechanizméw wymiany informacji pomi¢dzy komoérka donorowsg (komorka

L

rodzicielska, z ktorej pochodza EVs), a komorki akceptorowg nalezg: 1) bezposrednia stymulacja
komorki docelowej poprzez dostarczanie okreslonego liganda przez EVs lub wigzanie liganda
wystepujacego na powierzchni EVs, ii) przenoszenie receptorow powierzchniowych pomigdzy
komorka donorowa, a komorka akceptorowa; iii) przenoszenie biatek (m.in. enzymoéw, czynnikow
transkrypcyjnych) pomiedzy komorka donorows, a komodrka akceptorows; oraz iv) przenoszenie
informacji genetycznej w postaci m.in. mRNA, miRNA z komoérki donorowej do komorki
akceptorowej. Przygotowano na podstawie: (175), zmodyfikowano.

Podsumowujac, pecherzyki zewnatrzkomérkowe uczestnicza w  komunikacji
migdzykomoérkowej 1 dzieki swej bioaktywnej zawarto$ci, moga modulowaé witasciwosci
biologiczne komorek docelowych. Efekt funkcjonalny w komorkach docelowych jest
uzalezniony od bioaktywnego sktadu molekularnego EVs.

1.5.3. Funkcja i znaczenie biologiczne pecherzykow zewngtrzkomorkowych

Jak wspomniano wyzej, pecherzyki zewnatrzkomorkowe odgrywaja istotng role w
komunikacji migedzykomorkowej, tj. w wymianie informacji - w postaci bioaktywnych
czagsteczek bialek, lipidow i1 kwasow nukleinowych - pomiedzy komoérkami donorowymi i
komoérkami akceptorowymi (105,176), powodujac wplyw na funkcje biologiczne tych
ostatnich. Efektem zwigzania si¢ EVs do komorki docelowej moze by¢ m.in. zmiana w ich
aktywnosci proliferacyjnej, zywotnosci, metabolizmie, aktywno$ci wydzielniczej, czy tez
ekspresji roznych genéw zwigzanych np. z procesami réznicowania (105,169,170,177).
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Wymiana informacji za posrednictwem EVs odbywa si¢ nie tylko pomig¢dzy
sasiadujgcymi komorkami, ale dzigki swoim matym rozmiarom EVs wraz z ptynami
ustrojowymi mogg przemieszcza¢ si¢ na znaczne odlegtosci, a nastepnie wigzaé sie do
komorek docelowych w innych tkankach (176). Obecne wyniki badan $wiatowych
dostarczaja nam wiedzy na temat charakterystyki biologicznej i molekularnej EVs
wystepujacych w wielu ptynach ustrojowych, takich jak m.in. krew, mocz, ptyn
owodniowy, ktére to EVs posiadajg cechy charakterystyczne dla komorek, z ktérych
pochodza (178-180). Komunikacja migdzykomoérkowa za posrednictwem EVs odgrywa
istotng role w wielu procesach fizjologicznych. Przyktadowo, w obregbie nisz KM, komorki
stromalne wydzielajag biologicznie aktywne EVs, ktore oddzialuja m.in. z KM
hematopoetycznymi, powodujac utrzymanie statej puli tych komoérek w niszy, poprzez
hamowanie ich apoptozy oraz utrzymanie potencjatu réznicowania (181). Pecherzyki
zewnatrzkomorkowe, a szczeg6lnie te pochodzace z komorek immunokompetentnych,
moga odgrywac takze istotng rol¢ w przenoszeniu bialek gtéwnego kompleksu zgodnos$ci
tkankowej i innych antygendéw z powierzchni jednej do powierzchni drugiej komorki
uktadu immunologicznego, a takze posredniczy¢ w prezentacji antygenu (182-184). Z
kolei EVs wydzielane przez komorki epitelialne kanalikow nerkowych (ang. renal tubular
epithelial cells) moga indukowa¢ pojawienie si¢ markerow oraz cech charakterystycznych
dla komoérek nabtonkowych w komorkach MSCs (185).

Jak wspomniano we wczesniejszych rozdziatach, bioaktywne czastki przenoszone
przez EVs odzwierciedlaja rodzaj komorek rodzicielskich, z ktorych pochodza te
pecherzyki. Dla przyktadu, egzosomy wydzielane przez kardiomiocyty wykazuja
wzbogacenie w bialka charakterystyczne dla sarkomeréw (186) oraz odgrywajg istotng role
w komunikacji z komoérkami $rédblonka serca, stymulujgc ich migracje, co moze mieé
istotne znaczenie dla procesow regeneracji uszkodzonego migsnia sercowego m.in.
poprzez indukcje neowaskularyzacji (187). Z kolei badania przeprowadzone przez nasz
zespol wykazaty, ze EVs wydzielane przez mysie indukowane pluripotencjalne komorki
macierzyste (ang. induced pluripotent stem cells, iPS) moga korzystnie modulowac
potencjat angiogenny komorek s$rodbtonka serca oraz wywiera¢C na nie efekt
cytoprotekcyjny in vitro (114).

Poza procesami fizjologicznymi, EVs odgrywaja takze istotng rol¢ w procesach
towarzyszacym stanom patologicznym w naszym organizmie. Wyniki badan wykonanych
w mysim modelu AMI, wykazaly wzrost wydzielania EVs przez kardiomiocyty oraz
komorki srodbtonka w nastepstwie uszkodzenia niedokrwiennego tego organu, a nastepnie
ich wychwyt przez naptywajace monocyty (188). EVs wyizolowane z tkanek mig$nia
sercowego objetego niedotlenieniem wywieraty inny efekt biologiczny na komorki
docelowe w poroéwnaniu do EVs wyizolowanych z nieuszkodzonych tkanek migénia
sercowego (188), co moze $wiadczy¢ o odmiennym sktadzie molekularnym pgcherzykow
wydzielanych w stanach fizjologicznych oraz patologicznych. W zwigzku z tym, w
ostatnim czasie prowadzone sg badania EVs, jako potencjalnych biomarkeréw chorob,
ktore mogltyby pomoéc szybciej zdiagnozowaé pewne schorzenia. W chwili obecnej w
Swiatowej bazie rejestrujacej badania kliniczne - ClinicalTrials.gov - zarejestrowanych
jest 9 badan, ktorych celem jest m.in. charakterystyka krazacych EVs wydzielanych przez
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komorki wysepek Langerhansa w przebiegu cukrzycy, czy tez w przebiegu choroby
Alzheimera. Co wigcej, rowniez komorki nowotworowe wydzielaja EVs, ktore moga
oddziatywaé na komoérki immunokompetentne i odgrywaé role w rozwoju nowotworow i
tworzeniu przerzutow (189), co stanowi odrgba waznag gataz badawcza nad rolg EVs w
komunikacji migdzykomorkowej w warunkach prawidlowych i patologicznych.

1.5.4. Pecherzyki zewnatrzkomorkowe wydzielane przez komorki macierzyste
i proby ich wykorzystania w regeneracji tkanek

Wyniki badan §wiatowych koncentrujacych si¢ na procesach naprawy tkankowe;,
wykazaty m.in. ze EVs wydzielane przez KM mogg przenosi¢ bioaktywnag zawartos¢, ktora
moze wplywaé¢ na funkcje komorek docelowych, w tym m.in. proces regeneracji
uszkodzonych tkanek (114,126,190). W chwili obecnej badacze na calym S$wiecie
podejmuja liczne badania w badaniach przedklinicznych majgce na celu okreslenie
potencjatu regeneracyjnego EVs pozyskiwanych z KM w wielu zwierzecych modelach
uszkodzen tkanek i narzadéw, takich jak m.in. uszkodzenie nerek i watroby, uszkodzenie
phuc, udar mézgu, czy tez niedotlenienie migsnia sercowego (114,124,191-197). Wybrane
zwierzece modele in vivo, w ktorych badano potencjal regeneracyjny EVs, ze szczegdlnym
uwzgledniemiem EVs wydzielanych przez komoérki MSCs oraz informacja o dawce i
schemacie podania EVs zamieszczono w Tabeli 5.

Badania przeprowadzone w mysim modelu uszkodzenia nerek indukowanych
cisplatyna, wykazaty, ze MSC-EVs podawane dozylnie (i.v.) zwigckszaja przezycie tych
zwierzat, przy czym procent przezywajacych zwierzat byl wyzszy w przypadku
kilkukrotnego podania preparatow MSC-EVs w pordéwnaniu do procentu przezycia
obserwowanego w przypadku podania jednokrotnego (191). Z kolei te same czasteczki
badane w modelu niedokrwiennego uszkodzenia watroby in vivo, powodowaty korzystne
obnizenie poziomu cytokin prozapalnych w osoczu zwierzat, co byto skorelowane ze
zmniejszeniem warto$ci markeréw charakterystycznych dla uszkodzonej watroby (w tym
m.in. ALT, ASP) (192). Podobnie, efekt przeciwzapalny mediowany przez MSC-EVs byt
obserwowany takze w mysim modelu ostrego uszkodzenia ptuc indukowanego
endotoksynami bakteryjnymi (193). Co ciekawe, w literaturze mozna znalez¢ takze wyniki
badan in vivo, ktore pokazuja korzystny wplyw MSC-EVs na parametry neurologiczne
moézgu myszy w mysim modelu udaru mézgu in vivo. Wyniki analiz przeprowadzonych na
tkance mozgowej pobranej od tych zwierzat wykazaly wyzsza gesto§¢ neuronéow w
obszarze niedokrwienienia skorelowang z wyzszg proliferacja komérek w tym rejonie,
potwierdzajac réwnocze$nie wystepowanie neurogenezy 1 angiogenezy W rejonie
niedotlenienia mézgu (124). W modelu tym MSC-EVs podawane byty dozylnie (124), co
$wiadczy, ze czasteczki te ze wzgledu na swoje mate rozmiary, moga przenika¢ przez
barier¢ krew- mozg. Bioragc pod uwage zwierzecy model ostrego zawatu migs$nia
sercowego (AMI), obserwowano poprawe funkcji skurczowej lewej komory serca, a takze
zmniejszenie obszaru blizny pozawatowej w nastgpstwie podania EVs, w tym m.in. MSC-
EVs (114,194-196). Opublikowane wyniki badan in vivo w modelu AMI, przedstawiaja
korzystny wptyw EVs wydzielanych przez rézne populacje KM, ktére podawane byly
bezposrednio do migsnia sercowego (114,194-196). Nie mniej jednak, zdolnos¢ do

internalizacji EVs przez komorki w warunkach in vivo w modelu AMI po ich podaniu
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dozylnym, nie byla dotad przedstawiana w literaturze. Podanie domig$niowe preparatow
opartych o KM Iub ich pochodne, stanowi gtowng droge podania. Jednak w przebiegu
niektorych uszkodzen tkankowych, jak np. udar mézgu, podanie bezposrednie do rejonu
uszkodzenia moze by¢ obarczone duzym ryzykiem powiktan. Dlatego tez, bardzo wazne
jest znalezienie alternatywnych oraz bezpieczniejszych drog podania preparatow
biologicznych, ktére beda mogly efektywnie efekty
uszkodzonych tkanek, w tym podania dozylne lub dotetnicze, co stanowi przedmiot juz
prowadzonych badan (198).

promowac regeneracyjne

Charakterystyka molekularna EVs wptywajaca na ich oddziatywanie z komorkami
docelowymi, w tym komorkami $rodblonka, jak réwniez wyjasnienie tego oddziatywania
w oparciu o molekularng kompozycje¢ EVs, nie byly jak dotad przedmiotem poglebionych
analiz w mysim modelu AMI oraz LI. Chociaz w literaturze mozna znalez¢ doniesienia
przedstawiajace charakterystyke molekularng EVs na poziomie biatka (190) lub
mikroRNA (126), jednak nie ma prac przedstawiajacych doglebng wieloaspektowa analize¢
MSC-EVs, skorelowang z jej wptywem na wiasciwosci funkcjonalne komoérek docelowych
in vitro. Co wiecej, zasadne wydaje si¢ takze sprawdzenie ich potencjatu regeneracyjnego
w wybranych modelach uszkodzen niedokrwiennych tkanek, w tym AMI 1 LI (ze
szczegblnym uwzglednieniem innej drogi podania niz podanie domig¢$niowe) oraz
wskazanie potencjalnych mechanizméw dziatania tych czasteczek w oparciu o ich skiad
molekularny oraz zmiany obserwowane na poziomie histologicznym oraz biochemicznym
po podaniu preparatow EVs in vivo.

Tabela 5. Proby wykorzystania EVs w regeneracji uszkodzonych tkanek in vivo.

Model in vivo | Rodzaj EVs,
uszkodzenia dawka i droga Obserwowane efekty regeneracyjne Referencja
tkankowego podania
Uszkodzenie BM-MSC-EVs | Podanie jednokrotne EVs: (191)
nerek 6 podan i.v.: - zwigkszone przezycie myszy o 40%
indukowane 1-sze podanie: - poprawa czynnosci nerek
cisplatyna 100 pg, kolejne | - w ocenie histologicznej brak oznak
podania: 50 pg | uszkodzenia nerek
(ang. Cisplatin- Podanie wielokrotne EVs:
induced acute - zwigkszone przezycie myszy o 80%
kidney injury) - znaczna poprawa czynnos$ci nerek
- w ocenie histologicznej brak oznak
uszkodzenia nerek
Niedokrwienne | BM-MSC-EVs, | - zmniejszenie wartosci ekspresji markerow (192)
uszkodzenie 1-o0 podanie i.v. | charakterystycznych dla uszkodzone;j
watroby 2x10" czastek watroby (m.in. ALT, AST, ALP,
kreatyniny)
(ang. hepatic - zmniejszenie obszaru nekrozy tkanek
ischemia - obnizenie poziomu cytokin prozapalnych
reperfusion) W 0S0CZU
Ostre BM-MSC-EVs | - zmnigjszenie obrzeku ptuc (193)
uszkodzenie 1-0 podanie i.v. | - redukcja napltywu komorek uktadu
phuc dawka: EVs odpornosciowego do miejsca uszkodzenia
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indukowane wydzielone
bakteryjnymi przez 3x10°
endotoksynami | komorek
(ang.
endotoxin-
induced acute
lung injury)
Udar mézgu BM-MSC-EVs | - poprawa parametrow neurologicznych (124)
(ang. stroke) 1-o0 podanie i.v. | - wyzsza gegsto$¢ neurondw w obszarze
dawka: EVs niedokrwienienia skorelowana z wyzszg
wydzielone proliferacja komorek w tym rejonie
przez 2x10° - wystgpowanie neurogenezy i angiogenezy
komorek w rejonie uszkodzenia
Ostry zawat BM-MSC-EVs, | - zmnigjszenie obszaru zawatu (194)
migsnia 1-0 podanie i.m. | - poprawa ukrwienia niedotlenionych
Sercowego dawka: 80 pg, obszaréw poprzez stymulacj¢ angiogenezy
(ang. acute wydzielone w tych obszarach
myocardial przez 2x10°
infarction) komorek
iPS-EVs, - poprawa funkcji LK serca (m.in. frakcji (114)
1-0 podanie i.m. | wyrzutowej)
dawka: 100 ug | - zmniejszenie obszaru blizny pozawatowe;j
- zatrzymanie niekorzystnej przebudowy
tkanek serca
CPC-EVs, - poprawa funkcji LK serca (m.in. frakcji (195)
1-0 podanie i.m. | wyrzutowej)
dawka: 300 ug | - zahamowanie apoptozy kardiomiocytow
- zmniejszenie rozmiaru blizny
pozawatowej
- stymulacja angiogenezy w obszarze
objetym niedotlenieniem
MSC-egzosomy | - poprawa funkcji skurczowej LK serca (196)

1-0 podanie i.v.
dawka: 0,4 pg/
1 ml buforu
infuzyjnego

(m.in. frakcji wyrzutowej)

- zahamowanie apoptozy kardiomiocytow
- zmniejszenie rozmiaru blizny
pozawatowej

- przywrdcenie fizjologiczne poziomu
ATP/ADP oraz NADH/NAD', a takze
redukcja stresu oksydacyjnego w
komorkach tkanki migénia sercowego
(ochrona przed uszkodzeniem
spowodowanym reperfuz;jq)
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Pecherzyki zewnatrzkomorkowe wydzielane przez KM budza coraz wigksze
zainteresowanie w kontek$cie ich potencjalnego wykorzystania w regeneracji
uszkodzonych tkanek, w tym w chorobach niedokrwiennych. Badania w tym zakresie
stanowig rozwijajaca si¢ obecnie dziedzing badan i stawiaja badaczom nowe wyzwania
merytoryczne oraz metodologiczne.

Niewatliwie glowna zaleta EVs jest fakt, Zze s3 one nos$nikami bioaktywnych
czastek takich jak: biatka, mRNA, mikroRNA. W zwiazku z tym, EVs moga oddziatywa¢
aktywnie na komoérki docelowe modulujac ich funkcje. Wykorzystanie EVs w nowych
podejsciach regeneracyjnych moze by¢ bezpiecznejsze od stosowanych dotychczas podan
catych komorek, szczegolnie w tkankach, do ktérych dotarcie jest utrudnione oraz moze
nie$¢ dodatkowe ryzyko uszkodzenia, jak np. w przypadku tkanek moézgu lub serca. W tym
kontekscie, poznanie charakterystki molekularnej oraz biologicznej populacji EVs
wydzielanych przez KM, w tym MSCs, oraz scharakteryzowanie ich oddzialywania na
komorki docelowe w modelach in vitro 1 in vivo, moze dostarczy¢ cennych informacji na
temat mozliwych przysztych zastosowan tych preparatow w regeneracji uszkodzonych
tkanek.

W zwiazku z powyzszym, w niniejszej pracy doktorskiej podj¢to badania majace na
celu poglebiong charakterystyke molekularng bioaktywnych MSC-EVs w aspekcie
przenoszonych przez nie czasteczek, ktore moga by¢ zaangazowane w procesy regeneracji
uszkodzonych tkanek, jak réwniez zbadanie internalizacji MSC-EVs przez komorki
docelowe w modelu in vitro i in vivo oraz poznanie potencjatu regeneracyjnego MSC-EVss
w modelach niedokrwiennego uszkodzenia tkanek in vivo.
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2.

CELE PRACY

Glownym celem badan realizowanych w ramach niniejszej pracy doktorskiej byla
ocena fenotypu, skladu molekularnego oraz aktywnosci biologicznej, w tym
potencjalu regeneracyjnego pecherzykow zewngtrzkomorkowych uwalnianych przez
mysie mezenchymalne komorki macierzyste szpiku kostnego, w kontekscie ich
potencjalnej mozliwosci zastosowania w regeneracji tkanek uszkodzonych w wyniku
niedotlenienia in vivo.

Do szczegolowych celéw badawczych nalezalo:

1.

Oczyszczenie mikropecherzykow zewnatrzkomorkowych wydzielanych przez
mysie antygenowo-zdefiniowane mezenchymalne komodrki macierzyste (MSCs)
szpiku kostnego w hodowli in vitro (preparaty MSC-EVs).

Zbadanie morfologii, wielkosci 1 fenotypu wieloantygenowego uzyskanych
preparatow MSC-EVs zgodnie z zaleceniami Towarzystwa Naukowego ISEV
(166).

. Zbadanie skladu molekularnego MSC-EVs na poziomie biatka, mRNA oraz

miRNA.

Zbadanie wptywu MSC-EVs na wybrane funkcje biologiczne mysich komorek
srodbtonka naczyn serca (MCEC) in vitro, w tym na ich przezywalno$¢ w
warunkach niedotlenienia oraz stanu zapalnego, a takze potencjal angiogenny i
poziom aktywacji w §rodowisku zapalnym.

Zbadanie retencji MSC-EVs podawanych dozylnie, w organach objetych
uszkodzeniem niedokrwiennym in vivo, w tym w mysich modelach: a) ostrego
zawalu mig$nia sercowego z uszkodzeniem wywotanym ischemig i reperfuzja (ang.
acute myocardial infarction; AMI; ischemia/ reperfusion injury; 1/R), oraz b)
uszkodzenia niedokrwiennego konczyny (ang. limb ischemia, L1).

Zbadanie potencjalu regeneracyjnego MSC-EVs in vivo, w przedklinicznych
modelach niedokrwiennego uszkodzenia tkanek, w tym: a) ostrego zawatu mi¢énia
sercowego u myszy z uszkodzeniem wywolanym ischemig i reperfuzja (AMI; I/R),
oraz b) uszkodzenia niedokrwiennego konczyny (LI).
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3. MATERIALY I METODY
3.1. Material badawczy
3.1.1. Zwierzeta

Materiat wyj$ciowy do wyprowadzenia hodowli mysich mezenchymalnych
komérek macierzystych (ang. mesenchymal stem/stromal cells, MSCs) oraz wykorzystany
w_kolejnych etapach przygotowywania preparatow pecherzykow zewnatrzkomorkowych
otrzymanych z hodowli komoérek MSCs (MSC-EVs) - stanowil mysi szpik kostny
izolowany z kosci udowych oraz piszczelowych myszy nastepujacych szczepow: 1)
CS57Bl/6J (szczep dziki) oraz 2) C57Bl/6-Tg(GFP)J (szczep transgeniczny wykazujacy
endogenng ekspresje znacznika eGFP we wszystkich komoérkach). Myszy obu szczepow w
wieku 8-10 tygodni kupowano od hodowcy Charles River (Animalab) lub pozyskiwano z
hodowli wlasnej Zwierzgtarni Wydzialu Biochemii, Biofizyki 1 Biotechnologii
Uniwersytetu Jagiellonskiego w Krakowie. Doswiadczenia zwigzane z wykorzystaniem
zwierzecego materiatu biologicznego zostaly wykonane za zgoda I Lokalnej Komisji
Bioetycznej w Krakowie (Uchwata nr 183/2012).

Badania potencjatu regeneracyjnego MSC-EVs otrzymanych z hodowli komorek
MSCs prowadzono w dwoch modelach zwierzgcych in vivo:

1) Mysim modelu ostrego zawatlu migsnia sercowego (ang. acute myocardial
infarction, AMI). Doswiadczenia - z udziatem 12-14 tygodniowych myszy szczepu
C57Bl/6] (szczep dziki) - wykonane zostaly w instytucji wspotpracujace;:

Cardiovascular Research Institute, University of Kansas Medical Center, Kansas
City, KS, USA, na podstawie protokotow zaakceptowanych przez American
Association for Laboratory Animal Science (no. 2015-2269 oraz 2015-2269.12);

2) Mysim modelu niedokrwiennego uszkodzenia konczyny (ang. limb ischemia, LI).
Doswiadczenia - z udzialem 10-13 tygodniowych myszy szczepu C57Bl/6J
(szczep dziki) - wykonane zostaly w instytucji wspolpracujacej: INSERM, U1063,
Stress Oxydant et Pathologies Meétaboliques, Institut de Biologie en Santé,
Universite d’Angers, Angers, Francja, zgodnie z zastosowaniem zatwierdzonych
protokoléw instytucjonalnych (no. CEEA.2012.125).

3.1.2. Hodowle komdérkowe

3.1.2.1. Izolacja oraz hodowla komorek MSCs

Komérki MSCs izolowano z mysiego szpiku kostnego zgodnie z protokotem
opublikowanym przez Soleimani i Nadri (199) z niewielkimi modyfikacjami, zgodnie z
ponizszg procedura.

Szpik kostny izolowano z kosci udowych oraz piszczelowych konczyn myszy
szczepu C57Bl/6] oraz C57Bl/6-Tg(GFP)J poprzez wyplukanie jam szpikowych za
pomoca pozywki hodowlanej DMEM/F12 (Sigma-Aldrich) umieszczonej w strzykawce o
obj. 1 ml z iglg (Polfa Lublin). Wyplukang potpltynng tkanke szpiku aspirowano
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kilkukrotnie do strzykawki celem doprowadzenia komorek do jednolitej zawiesiny, ktora
nastepnie umieszczano w probowce kolekcyjnej (o objetosci 15 lub 50 ml; BD Falcon) po
wcezesniejszym przefiltrowaniu przez filtr @ 70 um (BD Falcon) 1 odwirowano z
predkoscig 350xg, przez 6 min. w temp. pokojowej przy uzyciu wirowki Eppendorf 5810R
(Eppendorf). Pelet komodrkowy zawieszano w $wiezej pelnej pozywce DMEM/F12
suplementowanej 10% bydleca surowica ptodowa (ang. fetal bovine serum, FBS; Sigma-
Aldrich) i umieszczano na lodzie.

Kosci pozostale po wyptukaniu tkanki szpikowej fragmentowano mechanicznie i
trawiono nastepnie enzymatycznie w mieszaninie kolagenazy I i II (o stezeniu koncowym:
1 mg/ml kazda, ThermoFisher Scientific) przez 90 min. w temp. 37°C. Po trawieniu,
enzymy inaktywowano poprzez dodanie 5-krotnej objetosci pozywki DMEM/F12 z 10%
FBS (Sigma-Aldrich), a nastepnie calo$¢ przenoszono przez filtr @ 70 um (BD Falcon) do
nowej probowki wirowniczej celem usunigcia niestrawionych tkanek. Zawiesing
uwolnionych komorek odwirowywano z predkoscia 350xg, przez 6 min. w temp.
pokojowej przy uzyciu wirowki Eppendorf 5810R (Eppendorf). Pelet komorkowy
zawieszano w §wiezej pozywce DMEM/F12 z 10% FBS (Sigma-Aldrich), a nast¢pnie
faczono z zawiesing komorek szpiku kostnego wyizolowanych w pierwszym etapie.

Komorki nastgpnie wysiewano na naczynia hodowlane typu BD Primaria
(75 cm’, dedykowane hodowlom pierwotnym, BD Falcon), w gestosci 40 x 10°
wyizolowanych komoérek/ 75 cm” powierzchni hodowlanej, w 20 ml pozywki DMEM/F12
z 10% FBS (Sigma-Aldrich) oraz z dodatkiem mieszaniny antybiotykow: penicyliny (st.
koncowe: 100 U/ml) oraz streptomycyny (st. koncowe: 100 pg/ml; ThermoFisher
Scientific). Hodowle wstepng prowadzono w inkubatorze CO, przeznaczonym do hodowli
komorek eukariotycznych (Memmert, Indiamart), w temp. 37°C w atmosferze zawierajacej
21% O3 1 5% CO,, przez 72h bez zmiany pozywki, poniewaz komorki MSCs pozyskiwano
poprzez adhezje do polistyrenowych powierzchni naczyn hodowlanych. Po 72h hodowli
wszystkie nieadherentne komoérki usuwano z hodowli poprzez zmiane catosci pozywki.
Frakcja adherentna komorek zawierajaca komorki MSCs byla nadal namnazana do
momentu osiggni¢cia 80-90% konfluencji, kiedy to komorki pasazowano.

W tym celu usuwano pozywke hodowlang, komorki dwukrotnie przeptukiwano 10
ml roztworu soli PBS bez jonéw Ca’", Mg”" (HyClone, GE Healthcare Life Sciences), a
nastgpnie inkubowano w obecnosci 2 ml 0,25% roztworu trypsyny z EDTA (ThermoFisher
Scientific) do momentu zaokraglenia si¢ i oderwania si¢ pierwszych komoérek MSCs od
powierzchni plastiku hodowlanego. Wtedy komorki zalewano 10 ml pelnej pozywki
hodowlanej (DMEM/F12 z 10% FBS; Sigma-Aldrich), pipetowano kilkukrotnie celem
uwolnienia komodrek do zawiesiny i calo$¢ przenoszono do probowek kolekcyjnych 15 lub
50 ml (BD Falcon). Komorki odwirowywano z predkoscig 350xg, przez 6 minut w temp.
pokojowej przy uzyciu wiréwki Eppendorf 5810R (Eppendorf). Komorki wysiewano na
nowe naczynia hodowlane typu BD Primaria w stosunku ilosciowym 1:2 w celu dalszego
namnazania. Hodowle prowadzono do 6 pasazu (P6).

Celem ujednolicenia wynikéw badan i zminimalizowania réznic wynikajacych z
jednej strony z heterogennosci frakcji komoérek na wezesnych etapach hodowli, a z drugie;j
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strony m.in. z post¢pujacego starzenia si¢ komorek w hodowlach pierwotnych, w niniejsze;j
pracy wykorzystywano komorki MSCs znajdujace si¢ pomiedzy pasazem 4, a pasazem 6
hodowli (P4-P6).

3.1.2.2. Hodowla mysich komérek srédbltonka serca (MCEC)

Mysie komorki $rodbtonka serca (ang. mouse cardiac endothelial cells, MCEC)
zakupiono z firmy CELLutions Biosystems Inc. i hodowano na plytkach @ 10 cm lub
@ 6 cm (BD Falcon) optaszczonych roztworem zelatyny (st. koncowe: 0,1%, Sigma-
Aldrich) w pozywce DMEM (zawierajacej 4500 mg/L glukozy, 0,584 g/L L-glutaminy,
3,7 g/ wodorowegglanu sodu oraz bez dodatku pirogronianu sodu; Sigma-Aldrich)
suplementowanej: 10 mM buforem HEPES (HyClone, GE Healthcare Life Sciences), 5%
FBS (Sigma-Aldrich) oraz mieszaning penicyliny (st. koncowe: 100 U/ml) oraz
streptomycyny (st. koncowe: 100 pg/ml; ThermoFisher Scientific). Hodowl¢ prowadzono
w inkubatorze CO, przeznaczonym do hodowli komorek eukariotycznych (Memmert,
Indiamart), w temp. 37°C, w atmosferze zawierajacej 21% O, i 5% CO,.

W momencie osiggnigcia przez komodrki 80% konfluencji wykonywano pasaz
komoérek. W tym celu pozywke usuwano z hodowli, komorki dwukrotnie przeptukiwano
roztworem soli PBS bez jonow Ca®’, Mg2+ (HyClone, GE Healthcare Life Sciences), a
nastgpnie pasazowano przy uzyciu roztworu TrypLE Select Enzyme 1X (ThermoFisher
Scientific). Komoérki odwirowywano z predkoscig 300xg, przez 5 min. w temp. pokojowej,
przy uzyciu wirowki Eppendorf 5810R (Eppendorf). Komorki wysiewano na nowe
naczynia hodowlane optaszczonych zelatyng (st. koncowe: 0,1%, Sigma-Aldrich), w
stosunku ilosciowym 1:5.

3.1.3. Izolaty pecherzykow zewnatrzkomorkowych z komorek MSCs
(MSC-EVs)

Kolejny kluczowy material badawczy wykorzystywany w niniejsze] pracy
stanowily pecherzyki zewnatrzkomorkowe wydzielane przez mysie komoéorki MSCs szpiku
kostnego (tj. MSC-EVs). Procedury pozyskiwania, oczyszczania oraz charakteryzacji
morfologicznej oraz molekularne] MSC-EVs opisano w dalszej czesci tego rozdziatu.

3.2. Metody i protokoly analityczne

3.2.1. Analiza morfologii i profilu antygenowego komorek MSCs

W celu oceny morfologii komérek MSCs, komoérki poddawano codziennej
obserwacji przy uzyciu mikroskopu $wietlnego Olympus IX81 (Olympus) z kontrastem
faz, wyposazonego w kolorowa kamer¢ MicroPublisher 3.3 RTV. W celu doktadne;j
analizy zmian morfologii komorek w czasie hodowli, kazdorazowo wykonano zdjgcia tych
komorek.

Komorki MSCs (na pasazu 4-6) poddawano analizie z zastosowaniem cytometrii
przeptywowej. W tym celu, po speletowaniu komoérek po pasazu, komorki ptukano
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roztworem soli PBS bez jonéow Ca>", Mg”" (HyClone, GE Healthcare Life Sciences), a
nastepnie zawieszano w pozywce DMEM/F12 suplementowanej 2% FBS (Sigma-Aldrich)
stanowigcej optymalne przyzyciowego
immunofluorescencyjnego komoérek MSCs. Komorki rozdzielano nastgpnie do probowek
cytometrycznych (BD Falcon) o objetosci 5 ml (2x10° komorek/probke), a nastepnie

srodowisko do barwienia

barwiono specyficznymi przeciwciatami monoklonalnymi skierowanymi przeciwko
nastgpujacym antygenom powierzchniowym: CD45, CD29, CD44, CD90, CD105, Sca-1,
VEGFR2 (CD309), CD63, CD81, SSEA-1, CDI11b, CD45R, c-kit (CDI117), Tie-2
(CD202b), CD31, CD62E, TCR B chain, yd T-Cell Receptor, HGFR, CD184 (CXCR4),
CDI11a/CD18, CD49d, CD49¢, CD54, CD106, CD62P, CD162, CD98, CD104 oraz
CD147 (opisanymi w Tabeli 6) przez 30 min., na lodzie, bez dostgpu $wiatta. Po barwieniu
komoérki ptukano objetoscia 3 ml roztworu soli PBS bez Ca®’, Mg*" (HyClone, GE
Healthcare Life Sciences) i odwirowywano z predkoscia 350xg, przez 6 min. w temp.
pokojowej przy uzyciu wirowki Eppendorf 5810R (Eppendorf). Komorki zawieszano w
pozywce DMEM/F12 suplementowanej 2% FBS (Sigma-Aldrich) i analizowano przy
uzyciu cytometru przeptywowego BD LSR Fortessa (BD Bioscence) w celu identyfikacji
antygenow wystepujacych na powierzchni komorek MSCs.

Tabela 6. Lista przeciwcial wykorzystanych do analizy cytometrycznej komérek MSCs.

Przeciwcialo
przeciwko Fluorochrom Klon Producent
antygenowi
CD11a/CD18 APC H155-78 Biolegend
CDl11b PE M1/70 BD Bioscences
CD29 APC HMp1-1 Biolegend
CD31 PE MEC13.3 Biolegend
CDh44 APC M7 Biolegend
CD45 FITC 30-F11 BD Bioscences
PE
CR45R PE RA3-6B2 BD Bioscence
CD49d APC R1-2 Biolegend
CD49%e Alexa Fluor 488 5H10-27 Biolegend
CD54 APC YN1/1.7.4 Biolegend
CD62E PE 10E9.6 BD Bioscences
CD62P Alexa Fluor 647 RB40.34 BD Bioscences
CD63 PE NVG-2 BD Bioscences
CD81 PE Eat2 BD Bioscences
CD90 PE 30-H12 Biolegend
CD98 Alexa Fluor 647 RL388 Biolegend
CD104 FITC 346-11A Biolegend
CD105 APC MJ7/18 Biolegend
CD106 APC 429 Biolegend
CD117 (c-kit) PE 2B8 BD Bioscences
CD147 FITC RL73 eBioscence
CD162 Alexa Fluor 647 2PHI1 BD Bioscences
CD184 Alexa Fluor 647 L276F12 Biolegend
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CD202b (Tie-2) APC TEK4 Biolegend
CD309 (VEGFR2) APC 89B3A5 Biolegend
c-Met (HGFR) PE eBioclone 7 eBioscence
Sca-1 PE E13-161.7 BD Bioscences
Biolegend
SSEA-1 PE MC-480 Biolegend
v6 T-Cell Receptor PE GL3 BD Bioscences
TCR B Chain PE H57-597 BD Bioscences

3.2.2. Analiza zywotnoS$ci komorek

Zywotno$¢ komoérek MSCs, ktore byly zrodtem EVs i znad ktorych zbierano
pozywki kondycjonowane, jak rowniez komorki MCEC - poddawane stymulacji
cytokinami prozapalnymi oraz MSC-EVs (procedury opisane ponizej), kazdorazowo
analizowano z zastosowaniem cytometrii przeptywowej, przy uzyciu komercyjnego
zestawu Annexin V Apoptosis Detection Kit (BD Bioscence) zgodnie z instrukcja
dotaczong przez producenta.

W skrécie, po pasazu komorki odwirowano z predkoscia 300xg, przez 6 min. w
temp. pokojowej przy uzyciu wirowki Eppendorf 5810R (Eppendorf). Nadsacz usuwano, a
nastepnie komorki zawieszano w 20 ml roztworu soli PBS bez jonéw Ca®’, Mg*
(HyClone, GE Healthcare Life Sciences) i wirowano predkoscig 300xg, przez 6 min. w
temp. pokojowej przy uzyciu wiréwki Eppendorf 5810R (Eppendorf). Nastepnie, komorki
zawieszano W roztworze 1X Binding Buffer w gestosci
10° komérek/ml. Po 100 pl zawiesiny komorek zawierajacej 10° komoérek przenoszono do
nowych probowek cytometrycznych (BD Falcon). Do witasciwej probowki do analizy
dodawano 5 pl Aneksyny V oraz 5 pl jodku propidyny (ang. propidium iodide, PI) —
znajdujacych si¢ w zestawie. Do probek przygotowywanych w celu wykonania
kompensacji kolorow, dodawano 2 pl Aneksyny V lub 2 pl PI. Zawarto$¢ probowek
mieszano, a nastepnie inkubowano przez 15 min., w temp. pokojowej, bez dostepu swiatta.
Po zakonczonym barwieniu, do kazdej probowki dodawano po 400 ul roztworu IX
Binding Buffer. Bezposrednio po wybarwieniu, komorki analizowano przy uzyciu
cytometru przeptywowego BD LSR Fortessa (Becton Dickinson).

Zastosowany schemat analizy wykorzystujacy barwienie jader komorkowych w
martwych komorkach za pomoca barwnika Pl oraz wigzanie Aneksyny V do
fosfatydyloseryny na powierzchni komorek apoptotycznych, umozliwit nie tylko oceng
odsetka komorek zywych (Aneksyna V/ PI') w hodowli, ale takze na identyfikacje
komorek wczesnoapoptotycznych (Aneksyna V'/ PI'), pdznoapoptotycznych (Aneksyna
V'/ PI") oraz nekrotycznych (Aneksyna V7/ PI").
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3.2.3. Analiza cyklu komorkowego

Komorki MSCs poddawano takze analizie 2z zastosowaniem cytometrii

przeptywowej w celu oceny ich aktywno$ci proliferacyjnej i rozktadu populacji w
poszczegolnych fazach cyklu komoérkowego.

W tym celu, zawiesing komérek MSCs (w liczbie 1x10%) wirowano z predkoscia
350xg, przez 5 min.,, w temp. pokojowej przy uzyciu wirowki Eppendorf 5810R
(Eppendorf), a nastepnie pelet zawieszano w 500 pl soli PBS bez Ca’", Mg*" (HyClone,
GE Healthcare Life Sciences). W kolejnym etapie dodawano 1 ml zmrozonego (-20°C)
70% etanolu (POCH) mieszajac probke. Komorki utrwalano przez 60 min., na lodzie, a
nastepnie dodawano 4 ml roztworu soli PBS bez jonéw Ca**, Mg®* (HyClone, GE
Healthcare Life Sciences) i calo$¢ wirowano z predkoscig 400xg, przez 10 min., w temp.
pokojowej przy uzyciu wirowki Eppendorf 5810R (Eppendorf). Pelet komorkowy ptukano
nastepnie trzykrotnie dodajac po 4 ml soli PBS bez Ca®, Mg®" (HyClone, GE Healthcare
Life Sciences) i odwirowujac catos¢ z predkoscia 400xg, przez 10 min., w temp.
pokojowej przy uzyciu wiréwki Eppendorf 5810R (Eppendorf). Otrzymany pelet
komorkowy zawieszono nastepnie w 200 pl roztworu soli PBS (HyClone, GE Healthcare
Life Sciences), a nastgpniec dodawano roztwér RNazy (st. koncowe:
100 pg/ml, Ambion) i calo$¢ inkubowano przez 5 min., w temp. pokojowej, celem
strawienia obecnego w probce RNA. Do probki dodawano nastgpnie 1 ml PI (st. koncowe:
50 ug/ml, Sigma-Aldrich) i cato§¢ inkubowano przez 30 min. w temp. w 37°C. Po
skonczonej inkubacji, komorki ptukano dodajac do probki 4 ml roztworu soli PBS
(HyClone, GE Healthcare Life Sciences), a nastepnie calos¢ wirowano z predkoscia 400xg,
przez 10 min, w temp. pokojowej przy uzyciu wirowki Eppendorf 5810R (Eppendorf).
Komoérki zawieszano w 500 pl soli PBS bez Ca®", Mg®™ (HyClone, GE Healthcare Life
Sciences) 1 filtrowano do nowej proboéwki celem usunigcia agregatow komorkowych (filtr
@ 40 um, BD Falcon). Probki analizowano na cytometrze przeptywowym BD LSR
Fortessa (Becton Dickinson) przy przeplywie nie przekraczajacym 400 obiektow/s.

3.2.4. Badanie potencjalu roznicowania komorek MSCs in vitro

W celu potwierdzenia charakteru multipotencjalnego komérek MSCs, komorki te
poddawano hodowlom réznicujagcym w kierunku linii komérek mezodermalnych, przy
uzyciu komercyjnie dostepnych pozywek rdéznicujacych, zgodnie z zaleceniami
producenta, a nastepnie identyfikowano zréznicowane komorki okreslonego fenotypu z
zastosowaniem metod histochemicznych.

Hodowle réznicujace komérek MSCs

Komorki MSCs zebrane na pasazu 4-6, wysiewano na plytke 6-dotkowsa
(Eppendorf) w nastepujacy sposob:

W_przypadku roéznicowania w_kierunku adipopocytow: 10* komérek/ cm®* w pozywce
DMEM/F12 + 10% FBS (Sigma-Aldrich) na 1 dotek,

W przypadku réznicowania osteogennego: 5x10° komorek/ cm* w pozywce DMEM/F12 +
10% FBS (Sigma-Aldrich) na 1 dotek;

46



W_ przypadku réznicowania chondrogennego: komoérki zawieszano w pozywce
DMEM/F12 + 10% FBS (Sigma-Aldrich) tak, aby 8x10* komérek znajdowalo si¢ w
objetosci 5 pl zawiesiny. Nastepnie na kazdy dotek nakrapiano 3-4 pojedyncze krople o
objetosci 5 ul kazda, ktore nastgpnie inkubowano przez 1h (celem utworzenia agregatow
komodrkowych) przed dodaniem 2 ml pozywki hodowlanej DMEM/F12 + 10% FBS
(Sigma-Aldrich) do catosci dotka;

Wysiane komodrki MSCs hodowano nastgpnie przez 24h w standardowych
warunkach hodowlanych (w temp. 37°C w atmosferze zawierajgcej 21% O, i 5% CO, w
inkubatorze CO; przeznaczonym do hodowli komodrek eukariotycznych; Memmert,
Indiamart), a nast¢pnie usuwano standardowg pozywke hodowlang. Komoérki nastepnie
przeptukiwano jednokrotnie 1 ml soli PBS z jonami Ca®", Mg*" (HyClone, GE Healthcare
Life Sciences) 1 umieszczano w 2 ml specjalistycznych pozywek réznicujacych:

W_ przypadku réznicowania w_ kierunku adipopocytow: Pozywka StemXVivo
Human/Mouse Osteogenic/Adipogenic Base Medium (R&D Systems) suplementowa
StemXVivo Adipogenic Supplement (R&D Systems) — pozywka stymulujgca powstanie
kropli thuszczu w komorkach swiadczacych o przebiegu procesu roznicowania.

W_ przypadku rdznicowania osteogennego: Pozywka StemXVivo Human/Mouse
Osteogenic/Adipogenic Base Media (R&D Systems) suplentowana StemXVivo Mouse
Osteogenic Supplement (R&D Systems) — pozywka stymulujgca mineralizacj¢ pojawiajaca
si¢ podczas roznicowania osteogennego komorek.

W_ przypadku roéznicowania chondrogennego: Pozywka StemXVivo Human/Mouse
Chondrogenic Base Media (R&D Systems) suplementowane StemXVivo Human/Mouse
Chondrogenic Supplement (R&D Systems) — pozywka stymulujaca wytwarzanie
glikozaminoglikanéw $wiadczacych o roznicowaniu chondrogennym.

Hodowle réznicujace w w/w pozywkach stymulujacych réznicowanie w
poszczego6lne linie mezodermalne, prowadzono przez 11 dni w przypadku réznicowania w
kierunku adipocytow oraz 15 dni w przypadku réznicowania w kierunku chondrocytow i
osteoblastow, w inkubatorze CO, (Memmert, Indiamart), w temp. 37°C, w atmosferze
zawierajacej 21% O, 1 5% CO,.

Barwienie histochemiczne zréznicowanych komorek MSCs

Po =zakonczonym réznicowaniu usuwano pozywke roznicujacag 1 komorki
przeptukiwano 1 ml roztworu soli PBS z jonami Ca®", Mg®" (HyClone, GE Healthcare
Life Sciences), a nast¢pnie utrwalano 4% roztworem paraformaldehydu (przygotowanym
w roztworze PBS bez jonéw Ca”*, Mg*", HyClone, GE Healthcare Life Sciences) (POCh)
przez 15 min. w temp. pokojowej. Nastepnie komorki wybarwiano odpowiednio:

W _przypadku réznicowania w_kierunku adipopocytdw: ze wzgledu na krople tluszczu

widoczne w polu mikroskopowym, nie wykonywano barwienia histochemicznego
komorek roznicowanych w tym kierunku.
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W_przypadku réznicowania osteogennego: barwiono czerwienig alizarynowa (EMD
Millipore) o st¢zeniu 2% przez 3 min., w temp. pokojowej. Po zakonczonym barwieniu,
komorki przeplukiwano woda destylowana. Wykonane barwienie umozliwilo detekcje
mineralizacji $wiadczacej o rdznicowaniu osteogennym.

W _ przypadku réznicowania chondrogennego: barwiono biekitem alcjanskim (EMD
Millipore) o stezeniu 1% przez 30 min., w temp. pokojowej. Po zakonczonym barwieniu,
komorki przeptukano roztworem 0.IN HCI (POCH), a nastgpnie woda destylowana.

Zastosowane barwienie umozliwito wybarwienie powstatej chrzastki na kolor niebieski.

Po zakonczonych barwieniach wykonywano zdjecia komoérek przy uzyciu
mikroskopu Olympus IX81 (Olympus) wyposazonego w kolorowa kamer¢ MicroPublisher
3.3 RTV, celem udokumentowania potencjatu multipotencjalnego komorek MSCs.

3.2.5. Izolacja EVs z komérek MSCs

3.2.5.1. Kolekcjonowanie pozywek kondycjonowych z hodowli
komoérek MSCs

Komoérki MSCs bedace na pasazu 4-6 hodowli, przeptukiwano dwukrotnie
roztworem soli PBS bez Ca’’, Mg?" w momencie osiagnigcia przez nie 80% - 90%
konfluencji, a nastepnie inkubowano w pozywce DMEM/F12 zawierajacej 0,5% surowicza
albumine wotowa (ang. bovine serum albumin, BSA; Miltenyi Biotec) przez 24h w celu
zebrania pozywek kondycjonowanych niezawierajacych surowicy mogacej by¢ réwniez
zrédtem egzogennych EVs.

Pozywke kondycjonowang zbierano do 50 ml probowek typu Falcon (BD Falcon),
a nastgpnie - w celu usunigcia martwych komorek oraz wickszych szczatkow
komorkowych, zebrane pozywki wirowano z predkoscig 350xg, przez 10 minut w temp.
4°C, wykorzystujac wirdwke Eppendorf 5810R (Eppendorf). Nastepnie nadsgcze
przenoszono do nowych probdéwek kolekcyjnych w/w formatu i umieszczano w temp.
-80°C. Pozywki kondycjonowane przechowywano w temp. -80°C do momentu izolacji
EVs.

3.2.5.2. Izolacja EVs z pozywek kondycjonowanych metoda
sekwencyjnego wirowania

Pozywki kondycjonowane rozmrazano w temp. 37°C i odwirowywano z predkoscia
500xg, przez 20 min., w temp. 4°C w celu usuniecia pozostatych martwych komorek i
wigkszych szczatkéw komorkowych. Po przeniesieniu nadsaczy do nowych probowek
kolekcyjnych (50 ml; BD Falcon), probki nastgpnie wirowano z predkoscig 2000xg, przez
20 min., w temp. 4°C, w celu usuniecia mniejszych szczatkow komérkowych oraz ciatek
apoptotycznych. Uzyskane supernatanty przenoszono nast¢pnie do polipropylenowych
probowek dedykowanych do ultrawirowania (28 ml; PP Oak Ridge Tube, ThermoFisher
Scientific) 1 poddawano ultrawirowaniu z predkoscig 100 000xg, przez 75 min., w temp.
4°C przy uzyciu ultrawirowki Optima XPN (Beckman Coulter) oraz rotora statokatowego

typu T-865 (Thermo Fisher Scientific).
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Uzyskane pelety zawierajagce MSC-EVs nastepnie rozpipetowywano w 1 ml
ultraczystego roztworu soli PBS (bez jonéw Ca’’, Mg”"; Lonza), przenoszono do nowej
probowki zbiorczej dedykowanej do ultrawirowania (28 ml; PP Oak Ridge Tube,
ThermoFisher Scientific) po czym ponownie ultrawirowano z predkoscig 100 000xg, przez
75 min., w temp. 4°C. Schemat kolejnych krokéw sekwencji wirowan zastosowanych do
izolacji EVs przedstawiono na Rycinie 7.

Pelet MSC-EVs - uzyskany w kazdej probowce na etapie drugiego ultrawirowania,
zawieszano nastepnie w 300 pl ultraczystego roztworu PBS (bez jonow Ca’’, Mg*’;
Lonza), porcjowano na mniejsze obetosci i umieszczano w proboéwkach o objetosci 1,5 ml
typu LoBind Protein Tubes (Eppendorf). Tak uzyskane, wysokoskoncentrowane preparaty
MSC-EVs przechowywano w temp. -80°C i rozmrazano maksymalnie dwukrotnie w celu
prowadzenia dalszych analiz. Stgzenie EVs w preparatach oznaczano bezposrednio przed
uzyciem w eksperymentach - metodg posrednig z zastosowaniem metody Bradforda
opartej o pomiar ilo$ci biatka obecnego w probee (procedura opisana ponizey).

W Tabeli 7 przedstawiono przyktadowe wyniki przedstawiajace efektywnos¢
izolacji MSC-EVs - w oparciu o ilo$¢ biatka wyizolowanego z pozywki kondycjonowanej
zabezpieczonej znad komorek MSCs, w przeliczeniu na liczb¢ komoérek zebranych z
powierzchni 75cm” w chwili zebrania pozywki kondycjonowane;.

Pozywka kondycjonowana

Usuniecie komorek 350xg, 10 min, 4°C

v

Nadsacz

Usuniecie martwych
komorek oraz wigkszych 500xg, 20 min, 4°C
szczatkdw komorkowych

v

Nadsgcz

Usuniecie mniejszych )
szczatkéw komorkowych 2 000xg, 20 min, 4°C
oraz ciatek apoptotycznych v

Nadsgcz

100 000xg, 75 min, 4°C

v

EVs ( + + kompleksy biatko/ RNA

~

Podczyszczanie 100 000xg, 75 min, 4°C

preparatow EVs 15

EVs ( + ) + kompleksy biatko/ RNA

Rycina 7. Schemat przedstawiajacy kolejne etapy oczyszczania MSC-EVs z pozywek
kondycjonowanych zebranych z hodowli komérek MSCs.
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Tabela 7. Efektywno$¢ izolacji MSC-EVs z pozywek kondycjonowanych zebranych z hodowli
komoérek MSCs. Wartosci przedstawiaja: Srednie + SD. N=3.

Liczba komérek zebranych z Objetos¢ pozywki Ilos¢ biatka w preparacie
powierzchni hodowlane;j kondycjonowanej zebranej MSC-EVs uzyskana
75 cm® z powierzchni hodowlanej Z objetosci pozywki
75 cm? kondycjonowanej zebranej z
75 cm®
(2,50 £ 0,76) x 10° 12,33 £0,25 ml 11,53+ 1,22 ug

3.2.6. Pomiar stezenia bialka metoda Bradforda

Stezenie biatka w probkach MSC-EVs, lizatach komérkowych oraz tkankowych
(stosowanych w réznych etapach pracy) oznaczano kolorymetryczng metodq Bradforda
(200). Przygotowanie lizatéw komoérek do pomiaru stgzenia biatka zostato opisane w
podrozdziale 3.2.9., natomiast przygotowanie lizatow tkanek w podrozdziale 3.3.2.4.2. W
przypadku izolatow MSC-EVs - stezenie biatka oznaczano bez wykonania uprzedniego
etapu lizy.

W celu wykonania krzywej standardowej, przygotowano roztwory standardu
biatkowego (BSA; Sigma-Aldrich) o nastepujacych stezeniach: 0,0; 0,031; 0,062; 0,125;
0,25; 0,5; 1,0; 2,0 mg/ml, a nastepnie do kazdej probki standardu dodawano biekit
Coomassie (odczynnik Bradforda, Sigma-Aldrich). Roéwnolegle przygotowano roztwory
badanych probek (izolatow MSC-EVs lub lizatow komorkowych lub tkankowych) poprzez
dodanie do rozcienczonej probki 1 ml odczynnika Bradforda. Wszystkie probki
inkubowano przez 10 min., w temp. pokojowej, bez dostepu §wiatla, a nastepnie naktadano
po 200 pl/dotek do ptytki 96-dotkowej (Corning), w triplikacie.

Pomiar absorbancji wykonano przy dlugosci fali A=595 nm =za pomoca
spektrofotometru Multiskan™ FC (Thermo Scientific) w przypadku analizy probek MSC-
EVs oraz lizatbw komodrek MSCs lub spektrofotometru Mithras LB 940 Multimode
Microplate Reader (Berthold Technologies Bioanalytic) w przypadku analizy lizatow
tkanek. Stezenie biatka zwigzanego z MSC-EVs oraz w lizatach komorek 1 tkanek
oznaczono w odniesieniu do krzywych wzorcowych standardu BSA.

3.2.7. Ocena integralnos$ci ultrastruktury MSC-EVs

W celu zbadania morfologii i integralnosci ultrastruktury MSC-EVs, wykonywano

analizy obrazowe EVs zgodnie z zaleceniami ISEV (167), wykorzystujac mikroskopie sit
atomowych (ang. atomic force microscopy, AFM).

W tym celu, krople zawiesiny MSC-EVs (zawierajacag 5-10 ug MSC-EVs w
przeliczeniu na biatko) umieszczano na atomowo réwnej powierzchni miki i inkubowano
przez 20 min., w temp. pokojowej. Nastepnie powierzchni¢ ptukano delikatnie roztworem
ultraczystej soli PBS (bez jonow Ca®", Mg2+; Lonza). Pomiar wykonano od razu w kropli
roztworu PBS. Topografie¢ powierzchni obrazowano technika PeakForce Tapping,
umozliwiajaca bezposrednie monitorowanie sity oddziatywania pomig¢dzy sonda i
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powierzchnig probki. Technika PeakForce Tapping znaczaco zmniejsza t¢ sile, a tym
samym powierzchni¢ oddzialywania pomig¢dzy sonda a probka, co poprawia rozdzielczos¢
skanowania w plaszczyznie XY oraz umozliwia skuteczne i bezpieczne skanowanie probek
delikatnych, takich jak EVs (201).

Analizy przeprowadzono we wspotpracy z dr Michatem Sarng z Zaktadu Biofizyki,
Wydzialu Biochemii, Biofizyki 1 Biotechnologii Uniwersytetu Jagiellonskiego w
Krakowie, zgodnie z protokotami opracowanymi we wspotpracy
z tym laboratorium w celu analiz morfologicznych EVs (114,145).

3.2.8. Analiza wielko$ci MSC-EVs

Rozktad wielkosci czastek w izolatach MSC-EVs mierzono wykorzystujac unikalna
technike TPRS (ang. Tunable Resistive Pulse Sensing), ktora umozliwia

wysokoprzepustowe pomiary pojedynczych czastek przy uzyciu systemu IZON gNano
(Izon Science Ltd.) wykorzystujacego nanopory. W celu kalibracji urzadzenia,
wykorzystywano kulki kalibracyne CPC200 Beads (Izon Science) zgodnie z instrukcja
producenta.

Probki MSC-EVs rozcienczano 20X w ultraczystym roztworze soli PBS (bez jonéw
Ca”", Mg®"; Lonza), a nastgpnie w celu usuniccia duzych agregatow filtrowano przez filtry
strzykawkowe Acrodisc Minispike @ 0.45 pm (Sigma-Aldrich). Dodatkowo, w celu
wykluczenia zanieczyszczenia nanoczastkami pochodzacymi z nos$nika- soli PBS,
kazdorazowo sprawdzano zawarto$¢ czastek w tym roztworze.

Probki MSC-EVs analizowano uzywajac nanopora NP200 (analizowany zakres
wielkos$ci czastek: 100-400 nm) stosujagc w czasie pomiaru ci$nienie 10 oraz 20 mbar. Dla
kazdej warto$ci stosowanego ci$nienia, probki analizowano przez 5 minut lub do momentu
zebrania 1000 obiektow. Otrzymane wyniki analizowano przy uzyciu oprogramowania
Izon Control Suite Software v2.2 (Izon Science).

3.2.9. Analiza wybranych markeréw bialkowych w preparatach MSC-
EVs

W celu oceny wystepowania markerow charakteryzujacych EVs w preparatach
MSC-EVs stosowano metode Western blot - zoptymalizowana pod katem analizy EVs.

W tym celu, do probek MSC-EVs (oraz dla kontroli réwniez komoérek MSCs) o
obj. 77,5 pl zawierajacych 60 pg biatka zlizowanych uprzednio przy uzyciu zimnego
buforu lizujacego (Ix Cell Lysis Buffer, Cell Signalling) zawierajacego mieszaning
inhibitoréw proteaz (Halt Protease Inhibitor Coctail, 100X, Thermo Scientific) w stosunku
ilosciowym 1 pl inhibitorow proteaz/ 100 pl buforu lizujacego, dodawano 22,5 pl buforu
Laemmli (Bio-Rad). Probki denaturowano w temp. 70°C przez 10 min. Tak przygotowane
probki naktadano nastepnie do studzienek zelu poliakrylamidowego 4-15% Mini-
PROTEAN TGX Stain-Free (Bio-Rad) w objetosci 22,2 ul/ dotek (co odpowiada 20 pg
biatka/ dotek), a nastepnie prowadzono rozdziat elektroforetyczny biatek w warunkach
redukujacych (SDS-PAGE), w buforze TSG (Bio-Rad), przez 35 min. przy statym napigciu
200 V. Rozdzielone na zelu biatka przenoszono nast¢pnie na membrane nitrocelulozowa
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poprzez transfer przy uzyciu aparatu Transblot Turbo (Bio-Rad), przy nastepujacych
warunkach transferu: 1,3 A, 25V, 7 min.

Nastepnie, po przeptukaniu membrany buforem TBS-T [ang. Tris-Buffered Saline
with Tween; sktad: 1,72 g NaCl (Sigma-Aldrich); 0,1 g Tween 20 (Sigma-Aldrich); 1,576
Trizma hydrochloride (Sigma-Aldrich) na 190 ml H,O], prowadzono godzinng inkubacj¢
w 1% roztworze BSA (Sigma-Aldrich) rozpuszczonego w buforze TBS-T (pH 7,6) - celem
zablokowania niespecyficznych miejsc wigzania dla przeciwciat stosowanych w dalszych
etapach.

Membrany  inkubowano  nastgpnie =z odpowiednim  przeciwcialem
pierwszorzedowym rozcienczonym w buforze TBS-T przez 30 min., w temp. pokojowej
(stosowane przeciwciata umieszczono w Tabeli §), a nastepnie kontynuowano inkubacje w
4°C przez noc. Membrany plukano nastepnie trzykrotnie roztworem TBS-T, po czym

inkubowano przez lh z przeciwciatami drugorzedowymi sprz¢zonym z peroksydaza
chrzanowg (ang. horseradish peroxidase, HRP), rozcienczonymi odpowiednio w buforze
TBS-T.

Membrany plukano trzykrotnie TBS-T i inkubowano z chemiluminescencyjnym
substratem dla HRP- Luminata Crescendo Western HRP Substrate (EMD Millipore), a
nastepnie wizualizowano przy uzyciu systemu Gel Doc (Bio-Rad).

Tabela 8. Lista przeciwcial uzytych do analizy Western blot.

. Masa
Przeciwcialo molekularna
. . : . u
przeciwko Rozcienczenie | Pochodzenie Producent biatka
antygenowi: (kDa]
Przeciwcialo | B-aktyna 1:2000 mysie Th.ermloFisher 42
I-rzedowe Scientific
CD9 1:1000 krolicze AntibodyGenie 24
Kalneksyna 1:500 Kozie Th.ermloFisher 100
Scientific
Synteni . Th Fish
yntemna 1000 krolicze crmorISher 30
Scientific
Przeciwcialo | Przeciwciata _
Il-rzgdowe | mysie 1:4000 Kozie ThermokFisher i
(HRP Anty- Scientific
mysie)
Przeciwciala
krolicze 1:4000 kozie Dako -
(HRP Anty-
kroélicze)
Przeciwciala _
kozie 1:4000 krélicze gh.e rm.(f’,FISher .
(HRP Anty- cientific
kozie)
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3.2.10. Globalna analiza proteomiczna MSC-EVs

Celem poszerzonej oceny sktadu bialkowego MSC-EVs oraz celem pordéwnania
zawartosci biatek pomigdzy EVs oraz komoérkami MSCs, wykonano globalng analize¢
proteomiczng z zastosowaniem spektrometrii masowej.

Liza probek biologicznych do analizy porbwnawczej proteomu

Komorki MSCs plukano dwukrotnie roztworem PBS bez jonéw Ca®’, Mg*’
(HyClone, GE Healthcare Life Sciences), a nastgpnie spasazowano zgodnie z procedurg
opisang w pkt. 3.1.3.1. Po odwirowaniu komoérek po pasazu, komorki te przeplukiwano
roztworem soli PBS bez jonéw Ca*", Mg®" (HyClone, GE Healthcare Life Sciences) i
odwirowywano z predkoscig 350xg, przez 6 minut w temp. pokojowej przy uzyciu
wiréwki Eppendorf 5810R (Eppendorf). Plukanie komoérek MSCs wykonywano
dwukrotnie. Pelety komorek MSCs, jak réwniez MSC-EVs wyizolowane z pozywek
kondycjonowanych znad mysich komérek MSCs rozpuszczano w buforze lizujagcym
zawierajagcym 4% SDS (Fluka Chemie), 0,1 M Tris (Roche), 0,1 M ditiotreitol (ang.
dithiothreitol, DTT; Sigma-Aldrich) o pH 7,6. Materiat biologiczny w buforze lizujagcym
dwukrotnie zhomogenizowano stosujac sonikacje w trybie impulsowym - 2 razy po 5 min.
przy ustawieniu mocy 320 W (intensywnos¢ ,,High”, interwat czasowy 30 s /30 s ON/OFF
przy uzyciu sonikatora Bioruptor UCD-200, Diagenode). Nastepnie probki inkubowano w
95°C przez 5 min. 1 wirowano z predkoscig 16000xg, 15 min., 20°C. Nadsacze
przeniesiono do nowych probowek, a nastepnie przechowywano w temp. -80°C do dalszej
analizy.

Trawienie probek do analizy LC-MS/MS

Probki biologiczne przygotowywano do analizy proteomicznej metoda
chromatografii cieczowej z tandemowag spektrometrig mas (ang. liguid chromatography-
tandem mass spectrometry, LC-MS/MS), stosujac procedurg trawienia biatek wspomagang
filtracja - metoda FASP (ang. Filter-aided sample preparation) (202). W tym celu, do
mieszaniny zawierajacej 100 ug bialka dodawano 300 pl 8 M roztworu mocznika (POCH)
w 50 mM wodoroweglanie amonu (ang. ammonium bicarbonate, ABC; POCH), a
nastepnie dodawano DTT (st. koncowe: 50 mM; Sigma-Aldrich), po czym wytrzasano
przez 15 min. Probki odwirowano z predkoscig 21 000xg, 15 min., 20°C, a nastgpnie
nalozono na kolumienki VIVACON 500 (Sartorius Stedim Biotech GmbH) z wartoscia
odcigcia rowng 30 kDa w celu zaggszczenia probek. Kolejne etapy — alkilacje, plukanie
roztworem mocznika oraz ptukanie roztworem ABC — wykonano zgodnie z instrukcja
dotaczong do FASP™ Protein Digestion Kit (Expendeon) z modyfikacja polegajaca na
przygotowaniu roztworu 8 M mocznika (POCH) w 50 mM roztworze ABC (POCH). Po
cyklu plukan, na kazda kolumienk¢ naktadano 1 ug protezy LysC rozpuszczonej w 75 pl
50 mM roztworu ABC (POCH). Trawienie prowadzono w 37°C przez noc. Po
zakonczonym trawieniu, probki odwirowano z predkosciag 14000xg, 15 min, 20°C, a
nastepnie nadsacze zawierajace peptydy przeniesiono do nowych probéwek kolekcyjnych.
Peptydy przeptukiwano dwukrotnie 40 pul 50 mM roztworu ABC (parametry wirowania:
14000xg, 15 min, 20°C). Nastgpnie na kazda kolumienk¢ dodano po 1 pg trypsyny
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zawieszone] w 75 ul 50 mM roztworu ABC (POCH). Trawienie prowadzono w 37°C przez
noc. Probki odwirowano z predkoscig 14000xg, 15 min, 20°C, a nastepnie nadsgcze
zawierajagce peptydy ptukano dwukrotnie 40 ul 50 mM roztworu ABC (POCH) 1
odwirowano z predkoscia 14000xg, 15 min, 20°C. Dla kazdej badanej probki
przygotowano dwa roztwory peptydow: i) peptydy po trawieniu protezg LysC; ii) peptydy
po trawieniu trypsyna.

Frakcjonowanie probek

Otrzymane mieszaniny peptydow frakcjonowano na ztozu z anionitem zgodnie z
protokotem przedstawionym przez Wisniewski i wsp., 2013 (203). W skrocie, peptydy po
trawieniu LysC byly rozdzielane na cztery frakcje z uzyciem buforu uniwersalnego Britton
& Robinson (ang. Britton and Robinson universal buffer, BRUB) o pH réwnym
odpowiednio 11, 6, 4 i 2. Natomiast peptydy po trawieniu trypsyng rozdzielane byly na
dwie frakcje z uzyciem buforu BRUB o pH 5 i 2. Otrzymane frakcje oczyszczono na ztozu
C18 w uktadzie ,,Stage-Tips” (204) wedlug nastepujacego protokotu: aktywacja ztoza
metanolem (POCH); ptlukanie 60% acetonitrylem (ang. acetonitrile, ACN; POCH) z 1%
kwasem octowym (POCH); rownowazenie zloza 1% kwasem octowym; nalozenie probki;
ptukanie 1% kwasem octowym; elucja 60% ACN z 1% kwasem octowym. Probki po elucji
suszono w wyparce prozniowej 1 rozpuszczono w 2% ACN/0,05% kwasie
trifluorooctowym (ang. trifluoroacetic acid, TFA; POCH) w celu dalszej analizy.

Analiza LC-MS/MS

Probki  komoérek MSCs oraz  MSC-EVs analizowano przy uzyciu
wysokorozdzielczego spektrometru masowego Q Exactive (ThermoFisher Scientific)
sprz¢zonego z nanoHPLC (UltiMate 3000 RSLCnano System, ThermoFisher Scientific).
Peptydy tadowano na prekolumne ze ztozem C18 o dtugosci 2 cm (wielko$¢ ziaren 3 pm,
rozmiar poréw 100 A, ID 75 pm, AcclaimPepMap100 C18, Thermo Scientific) w 2%
ACN z 0,05% TFA (POCH), a nastgpnie rozdzielano na kolumnie ze ztozem C18 o
dhugosci 50 cm (wielko$¢ ziaren 2 pum, rozmiar poréw 100 A, AcclaimPepMapRSLC C18,
ThermoFisher Scientific; ID 75 pm) w ciggu 4h w gradiencie ACN od 2% do 40% z
dodatkiem 0,05% kwasu mrowkowego (POCH). Do pomiaru MS uzyto metody Top 12 z
rozdzielczoscig 70 000 dla skanu MS 1 17 500 dla pomiaru MS/MS.

Analiza danych MS

Uzyskane dane analizowano przy uzyciu programu Proteome Discoverer 1.4.
Serwer Mascot (v2.5.1, Matrix Science), ktéry wykorzystywano do przeszukania bazy
danych SwissProt 2015 09 zawe¢zone] do taksonomii Mus musculus. Parametry
przeszukania byly nastepujace: enzym — trypsyna; liczba opuszczonych miejsc cigcia — 2;
modyfikacje stale — karbamidometylacja; modyfikacje zmienne — oksydacja (M);
tolerancja masy dla prekursora — 10 ppm; tolerancja masy dla fragmentéw — 20 mmu.
Dane zebrane dla sze$ciu frakcji danej probki byly analizowane w jednym przeszukaniu.
Walidacje wynikow przeszukania wykonywano w programie Proteome Discoverer z
uzyciem algorytmu Percolator (205). Wspotczynnik FDR (ang. False discovery rate) dla
uzyskanych wynikéw wynosit ponizej 1%.
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Analiza danych proteomicznych z komoérek MSCs oraz MSC-EVs

Analize porownawcza proteomow komorek MSCs oraz MSC-EVs wykonano przy
uzyciu termindw Ontologii Gendéw (ang. Gene Ontology, GO), wykorzystujac
oprogramowanie FatiGO (http://babelomics.bioinfo.cipf.es/). Analiz¢ przeprowadzono
przy poziomie GO rownym 3-9, a za warto$¢ graniczng poziomu istotnosci przyjeto P =
0,05.

Dodatkowo, w celu okreslenia wystepowania w probkach EVs bialek
charakterystycznych dla egzosoméw, liste bialek zidentyfikowanych w MSC-EVs
analizowano pod katem wytepowania 100 biatek czgsto identyfikowanych w egzosomach
zgodnie z danymi opublikowanymi na stronie ExoCarta (http://www.exocarta.org/). Liste
bialek zidentyfikowanych w preparatach MSC-EVs analizowano takze pod katem ich
przynaleznosci do okreslonych $ciezek sygnalowych na podstawie adnotacji GO: Panther
Pathways (http://www.geneontology.org/) przyjmujac FDR ponizej 1%. W dalszym etapie
dla biatek zidentyfikowanych w probkach MSC-EVs zaangazowanych w wybrane procesy
biologiczne przeprowadzono analiz¢ oddziatywan pomiedzy nimi przy uzyciu komercyjnie
dostepnej aplikacji STRING Ver. 10.5 (https://string-db.org/).

Globalng analiz¢ proteomiczng MSC-EVs oraz komoérek MSCs wykonano we
wspotpracy z Panig dr hab. Sylwig Kedrackg-Krok z Zakladu Biochemii Fizycznej
Wydziatu Biochemii, Biofizyki i Biotechnologii Uniwersytetu Jagiellonskiego w Krakowie
oraz Pracowni Proteomiki 1 Spektrometrii Mas Os$rodka Biologii Strukturalnej
Matopolskiego Centrum Biotechnologii w Krakowie.

3.2.11. Analiza skladu mikroRNA w MSC-EVs

W celu okreslenia bioaktywnej zawartosci przenoszonej przez MSC-EVs w postaci
czasteczek miRNA, a takze poréwnania jej z miRNA wystepujacymi w komoérkach MSCs,
wykonano poszerzong analiz¢ transkryptomiczng MSC-EVs oraz komoérek MSCs z
zastosowaniem ilosciowe] reakcji RT-PCR w czasie rzeczywistym.

Izolacja RNA

Catkowite RNA wzbogacone w miRNA izolowano z badanych prébek przy uzyciu
zestawu miRCURY™ RNA Isolation kit (Exiqon) zgodnie z instrukcja dolaczong przez
producenta z niewielkimi modyfikacjami. W skrocie, do zawiesiny MSC-EVs lub peletu
komorek MSCs dodawano 350 pl roztworu lizujgcego (Lysis Solution, Exiqon)
zawierajacego B-merkaptoetanol (st. koncowe: 1%, Bond-Breaker TCEP Solution; Thermo
Scientific), a nastgpnie mieszano probki przez 15 sekund przy uzyciu vortexu. Do
roztworé6w dodawano po 200 pl 99,8% etanolu (POCH) i mieszano przez 10 sekund przy
uzyciu vortexu. Calo$¢ mieszanin przenoszono na osobne kolumny Mini Spin Column
(Exiqon) umieszczone w probowkach kolekcyjnych (Exiqon), po czym wirowano probki z
predkosciag 3500xg, przez 1 min., w temp. pokojowej przy uzyciu wirowki Eppendorf 5418
R (Eppendorf) w celu zwigzania RNA do powierzchni membran. Nast¢pnie, usunig¢to
przesacze, po czym kazda kolumne ptukano przy uzyciu 400 pl roztworu Wash Solution
(Exigon), a nastepnie wirowano z predkoscig 14 000xg, przez 2 min., w temp. pokojowe;]
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przy uzyciu wirowki Eppendorf 5418 R (Eppendorf). Usuni¢to przesacz, po czym na
kolumny naktadano po 100 pul roztworu Turbo DNase [przygotowanego wczesniej poprzez
zmieszanie 90 pl wody wolnej od RNaz (Eurx), 10 pl 10x Turbo DNase Buffer (Ambion)
oraz 0,5 pl Turbo DNase 2U/ul (Ambion)/ 1 probke], po czym wirowano kolumny z
predkoscig 200xg, przez 2 min., w temp. pokojowej przy uzyciu wirdéwki Eppendorf 5418
R (Eppendorf). Kolumny inkubowano przez 10 min.,, w temp. pokojowej. Nastepnie
dwukrotnie plukano kazda kolumng przy uzyciu 400 pl roztworu Wash Solution (Exiqon),
po czym wirowano z predkoscia 14 000xg, przez 2 min., w temp. pokojowej przy uzyciu
wirowki Eppendorf 5418 R (Eppendorf) i usuwano przesacze. W celu catkowitego
podsuszenia kolumn, umieszczano je w nowych probowkach kolekcyjnych (Exiqon), po
czym wirowano z predkoscig 14 000xg, przez 2 min., w temp. pokojowej przy uzyciu
wirowki Eppendorf 5418 R (Eppendorf). Kolumny przeniesiono do indywidulanych
probowek kolekcyjnych o objetosci 1,5 ml typu Eppendorf (Exiqon), po czym delikatnie
nalozono na kazdg membran¢ kolumny po 30 pl buforu do elucji (Elution Buffer, Exiqon) i
inkubowano przez 1 min. Kolumny wirowano z predkoscia 200xg, przez 2 min., w temp.
pokojowej, a nastgpnie ponownie wirowano - z predkoscia 14 000xg, przez
I min., w temp. pokojowej przy uzyciu wirowki Eppendorf 5418 R (Eppendorf). RNA
przechowywano na lodzie do czasu pomiaru jego st¢zenia.

Czysto$¢ i stezenie wyizolowanego RNA oznaczano przy uzyciu spektrofotometru
Nano Photometer (Implen). Do dalszych analiz wykorzystywano wylacznie RNA, dla
ktorego stezenie wynosito >5 ng/ul, natomiast stosunek absorbancji Azeo280, $Wiadczacy o
czystosci wyizolowanego RNA, miescit si¢ w zakresie 1.75 - 2.00 (dla czystego RNA
warto$¢ wynosi ~2.0) (206).

Odwrotna transkrypcija

Wyizolowane RNA przepisywano na cDNA stosujac zestaw miRCURY LNA™
Universal RT microRNA Kit (Exiqon) zgodnie z instrukcja dolaczong przez producenta
zestawu. Przygotowywano mieszaning reakcyjng, ktérej sktad przedstawiono
w Tabeli 9. Mieszaning umieszczong w probowkach do odwrotnej transkrypcji o obj. 0,2
ml (ThermoFisher Scientific) umieszczano w termocyklerze C1000 Touch (Bio-Rad), a
nastgpnie prowadzono reakcj¢ zgodnie z schematem zawartym w Tabeli 10.
Po skonficzonej reakcji uzyskane cDNA przechowywano w temp. -25°C.

Tabela 9. Sklad mieszaniny do odwrotnej transkrypcji. Objetosci podane zostaty w przeliczeniu
na 1 badang probke.

Sktad mieszaniny do odwrotnej transkrypcji
Odczynnik Objetos¢
Bufor reakcyjny, 5x stezony 8,0 ul
Woda wolna od RNAz 18,0 ul
Mieszanina enzymow 4,0 ul
Synthetic RNA spike’ins 2,0 ul
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RNA (o stezeniu 5 ng/ pl) 8,0 ul
Catkowita objgtosc¢ 40,0 pl

Tabela 10. Warunki termiczne przebiegu reakcji RT-PCR w celu analizy wystepowania
wybranych miRNA w badanych prébkach.

Warunki przebiegu reakcji odwrotnej transkrypcji
Temperatura Czas
Odwrotna transkrypcja 42°C 60 min.
Inaktywacja enzymu 95°C 5 min.
Chtodzenie 4°C O

Reakcja PCR w czasie rzeczywistym

Uzyskane cDNA wykorzystano jako matryce w reakcji PCR w czasie rzeczywistym
w celu detekcji miRNA wystepujacych w MSC-EVs oraz komoérkach MSCs.

Przygotowano mieszaning do reakcji PCR w czasie rzeczywistym zawierajaca:
4000 ul Power SYBR Green PCR Master Mix (ThermoFisher Scientific), 4000 ul wody
wolnej od RNAz (Eurx) oraz 40 ul cDNA. Cato$¢ wymieszano, a nastepnie przy uzyciu
pipety Multipette E3 (Eppendorf) precyzyjnie dozowano po 10 pl mieszaniny reakcyjnej
do kazdego dolka plytki 384-dotkowej. Do badania wystgpowania miRNA w MSC-EVs
wykorzystano gotowe, komercyjnie dostgpne ptytki 384 - dotkowe zawierajace mysie
primery dla badanych miRNA - Mouse & Rat Panel I+11, V3.M (Exiqon).

Ptytki zamknigto przy uzyciu dedykowanej folii typu MicroAmp Optical Adhesive
Film (ThermoFisher Scientific), a nastepnie odwirowano z predkoscia 2000xg, przez 2
min., w temp. pokojowej przy uzyciu wirdwki Eppendorf 5810R (Eppendorf). Reakcja
PCR w czasie rzeczywistym prowadzona byta w aparacie OS6 Real-Time PCR System
(ThermoFisher Scientific). Program przebiegu reakcji
w Tabeli 11. Uzyskane wyniki poddano analizie przy uzyciu oprogramowania GenEx
(Exigon) przy uzyciu kalibratoréw RNA Spike-ins (Exiqon).

przedstawiono

Tabela 11. Profil termiczny przebiegu reakcji PCR w czasie rzeczywistym.

PCR w czasie rzeczywistym

Etap Temperatura Czas Liczba cykli
Akt i li
DNzwaCJa potimerazy 95°C 10 min. 1 cykl
Denaturacja 95°C 10 sek.

j 40 cykli
HybrydyzaCJa/ 60°C | min 0 cykli
elongacja
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3.2.12. Analiza obecnosci transkryptow mRNA w MSC-EVs
W celu okreslenia wystgpowania wybranych transkryptow mRNA w preparatach
MSC-EVs w odniesieniu do komérek MSCs, wykonano izolacjgc RNA z obu typow
prébek, odwrotng transkrypcje, a nastepnie reakcje PCR w czasie rzeczywistym.

Izolacia RNA oraz przepisanie RNA na cDNA

Catkowite RNA izolowano zestawem RNeasy Mini Kit (Qiagen), zgodnie z
instrukcja dolaczong przez producenta. Po pomiarze stgzenia wyizolowanego RNA
(opisanego w podrozdziale 3.2.11.), prowadzono reakcje odwrotnej transkrypcji w celu
uzyskania komplementarnego DNA (cDNA) stosujac odczynniki wchodzace w skiad
zestawu TagMan Reverse Transcription Reagents (Applied Biosystems, ThermoFisher
Scientific) zgodnie z zaleceniami producenta. Mieszaning reakcyjng przygotowywano
wedtug informacji podanych w Tabeli 12, a nastepnie przeprowadzano reakcje odwrotnej
transkrypcji stosujac odpowiednie warunki termiczne wymienione
w Tabeli 13 przy uzyciu termocyklera C1000 Touch (Bio-Rad). Po skonczonej reakc;ji,
cDNA przechowywano w temp. -25°C.

Tabela 12. Sklad mieszaniny do odwrotnej transkrypcji. Objetosci podane zostaly w
przeliczeniu na 1 analizowang probke.

Sklad mieszaniny do RT-PCR

Odczynnik Objetos¢

Bufor reakcyjny, 10x stezony 4,0 ul

(10x RT Buffer)

Roztwor MgCl, 8,8 ul

(MgCl, Solution, 25 mM)

Mieszanina deoksynukleotydow 8,0 ul

(dANTP Mixture, 2.5mM each dNTP)

Losowe heksamery 1,0 pl

(Random Hexamers, 50 uM)

Oligomery tymidylanu 1,0 ul

(Oligo dT(16), 50 uM)

Inhibitor RNAz (20 U/ul) 0,8 pl

Odwrotna transkryptaza 50 U/uL 1,0 ul

RNA Max. 15,4 ul

Woda wolna od RNAz 15,4 pl - objetosc¢
probki RNA

Catkowita objgtosc¢ 40,0 pl
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Tabela 13. Warunki termiczne przebiegu reakcji RT-PCR w celu analizy wyst¢powania
wybranych miRNA w badanych prébkach.

Etap Temperatura Czas
Inkubacja 25°C 10 min.
Odwrotna transkrypcja 48°C 30 min.
Inaktywacja enzymu 95°C 5 min.
Chtodzenie 4°C 0

Reakcja PCR w czasie rzeczywistym

W kolejnym kroku prowadzono reakcje PCR w czasie rzeczywistym wykorzystujac
komercyjnie dostepny odczynnik SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems,
ThermoFisher Scientific). W Tabeli 14 zamieszczono sktad mieszaniny reakcyjnej,
natomiast w Tabeli 15 przedstawiono profil termiczny przebiegu reakcji. Specyficzne pary
starterow dla poszczegdlnych gendéw wykorzystywane w reakcji PCR w czasie
rzeczywistym, zostaly zaprojektowane przez nasz zespot i zamoéwione w firmie Genomed
(Polska) - sekwencje przedstawiono w Tabeli 16. Reakcje PCR w czasie rzeczywistym
prowadzono w termocyklerze 7500 Fast Real-Time PCR System (Applied Biosystems,
ThermoFisher Scientific). Kazdorazowo generowano krzywe topnienia (ang. melting
curves) w celu odroznienia specyficznych od niespecyficznych produktéw reakcji.

W niniejszej pracy doktorskiej przedstawiono wytacznie wyniki ekspresji genow,
dla ktorych uzyskano specyficzne produkty reakcji PCR w czasie rzeczywistym.

Tabela 14. Sklad mieszaniny do PCR w czasie rzeczywistym. Objectosci podane zostaly w
przeliczeniu na 1 analizowang probke.

Sklad mieszaniny do PCR w czasie rzeczywistym

Odczynnik Objetos¢
Starter forward 1,5 pl
Starter reverse 1,5 pl
SYBR Green PCR Master Mix, 2x 12,5 pl
RNA 2,0 pl
Woda wolna od RNAz 7,5 ul
Catkowita objetosc¢ 25,0 pl

Tabela 15. Profil termiczny przebiegu reakcji PCR w czasie rzeczywistym.
PCR w czasie rzeczywistym

Etap Temperatura Czas Liczba cykli
Aktywacja polimerazy o .
DNA 95°C 10 min. 1 cykl
Denaturacja 95°C 15 sekund
PCR ' 40 cykli
C HybrydyzaCJa/ 60°C | min. 0 cykli
elongacja
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Tabela 16. Sekwencje starteréw uzytych w reakcji PCR w czasie rzeczywistym.

PCR w czasie rzeczywistym

Gen Sekwencja 5°-3°

B2- mikroglobulina F CATACGCCTGCAGAGTTAAGCA
R GATCACATGTCTCGATCCCAGTAG
Mesp-1 F CAGTCGCAGTCGCTCGGT
R GCGTACAGGAACGATGGGT
Bcl-2 F CTTTGAGTTCGGTGGGGTCA
R GTTCCACAAAGGCATCCCAG
Bak-1 F CATCTTGGGTCAGGTGGGTC
R TGGAACTCTGTGTCGTAGCG
Bax-1 F GATCCAAGACCAGGGTGGC
R CTTCCAGATGGTGAGCGAGG
VE-kadheryna F TTCAAGCTGCCAGAAAACCA
R GAGCCTTGTCAGGGTCTTTGG
Gata-2 F TGCACAATGTTAACAGGCCAC
R CCTCGAAACATTCAGCCCCT
Gata-4 F TCCAGTGCTGTCTGCTCTAAGC
R TGGCCTGCGATGTCTGAGT

3.2.13. Analiza profilu antygenow powierzchniowych MSC-EVs

Celem oceny obecno$ci wybranych antygenow na powierzchni MSC-EVs, w tym
m.in. markeréw charakterystycznych dla komorek MSCs, preparaty EVs poddawano
analizie przy uzyciu wysokorozdzielczego cytometru przeptywowego Apogee A50-Micro

(Apogee Flow Systems) - dedykowanego do analizy cytometrycznej nanoczastek, a
nastepnie analizie w cytometrii obrazowe;j.

Podczas wykonywania analizy, probki dodatkowo barwiono wykorzystujac
barwnik fluorescencyjny SYTO RNA Select green fluorescent cell stain (ThermoFisher
Scientific), wigzacy si¢ do RNA w celu analizy obecno$ci wybranych antygendéw na
powierzchni integralnych nanoczastek.

Bezposrednio przed rozpoczgciem analizy cytofluorymetrycznej, do probéwek o
obj. 1,5 ml typu LoBind Protein Tubes (Eppendorf) dodawano po 350 pl ultraczystego
roztworu PBS (bez jonéw Ca’*, Mg”"; Lonza), a nastepnic po 0,35 pl barwnika
fluorescencyjnego SYTO RNA Select green fluorescent cell stain (ThermoFisher
Scientific). Nastepnie, do kazdej z przygotowanych probéwek dodawano po 5 ul jednego z
posrod wymienionych przeciwciat: anty- CD29, CD44, CD81, CD90, Sca-1 lub
odpowiednich kontroli izotypowych (Tabela 17). Probowki wirowano z predkoscia
16000xg, przez 20 min., w temp. 4°C w celu osadzenia agregatow barwnika RNA oraz
agregatow przeciwcial. Nastepnie, do nowych probowek o objetosci 1,5 ml typu LoBind
Protein Tubes (Eppendorf) dodawano po 250 pl odwirowanej mieszaniny ultraczystego
roztworu PBS (bez jonéw Ca*", Mg”™"; Lonza) zawierajacego 0,71 pg danego przeciwciala
oraz SYTO RNA Select green fluorescent cell stain (st. koncowe: 5 nM; ThermoFisher
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Scientific). Na koncu do kazdej probowki dodawano po 2 pug EVs. Preparaty MSC-EVs
barwiono przez 30 min., na lodzie, bez dostepu
Po skonczonym barwieniu, probki natychmiast analizowano na cytometrze Apogee A50-
Micro (Apogee Flow Systems). Przed rozpoczgciem wlasciwej analizy cytometrycznej,
cytometr Apogee AS50-Micro kalibrowano wykorzystujac zestaw ApogeeMix (Apogee
Flow Systems) zawierajacy mieszaning silikonowych kulek o okreslonych $rednicach
wielkosci  wynoszacych: 180 nm, 240 nm, 300 nm, 590 nm,
880 nm, 1300 nm oraz kulek polistyrenowych o nastgpujacych srednicach wielkosci: 110
nm i 500 nm, umozliwiajacych takze analize dystrybucji wielko$ciowej subpopulacji
analizowanych EVs.

Swiatla.

Tabela 17. Lista przeciwcial wykorzystanych do analiz cytometrycznych MSC-EVs.

Przeciwciato
przeciwko Fluorochrom | Klon Izotyp Producent
antygenowi
Armenian
D2 AP HMp1-1 Biol
D29 ¢ P Hamster IgG iolegend
CDh44 APC M7 Rat IgG2b, k | Biolegend
Armenian BD
D81 AP Eat2
Badane D8 ¢ ¢ Hamster IgG | Bioscences
t -H12
g CD90 APC 30 Rat gG2b, x| Biolegend
CD309 .
(VEGFR2) APC Avas12 Rat IgG2a, ¢ | Biolegend
Sca-1 APC E13-161.7 Rat IgG2a, « | Biolegend
A .
] APC HTKS888 rmeman - | giolegend
Kontrole Hamster 1gG
izotypowe - APC RTK2758 Rat IgG2a, K | Biolegend
- APC RTK4530 Rat IgG2b, K | Biolegend

W celu wykluczenia z analizy EVs wybarwionych niespecyficznie, podczas analizy
od procentu nanoczastek pozytywnych pod katem ekspresji okreslonego antygenu,
odejmowano warto$¢ procentowa otrzymang dla odpowiadajacej kontroli izotypowe;.

W celu potwierdzenia wynikow otrzymanych za pomoca wysokorozdzielczego
cytometru Apogee A50-Micro, w analizie obrazowej - wybrane probki wybarwione
zgodnie z wyzej opisanym protokotem, analizowano nastepnie przy uzyciu cytometru
obrazowego ImageStream X Mark II (Merck).

3.2.14. Ocena internalizacji MSC-EVs przez komérki MCEC in vitro

W celu oceny internalizacji - okreslanej takze jako wychwyt EVs - przez komorki
docelowe w warunkach in vitro, wykorzystany zostal model, w ktéorym komorki
srodbtonka naczyn serca (MCEC) inkubowano z MSC-EVs zgodnie z protokotem
opublikowanym w Nature Communications przez Mantel i
modyfikacjami (207). W zaprojektowanym ukladzie eksperymentalnym, komorki

umieszczano w warunkach imitujagcych mikrosrodowisko uszkodzonego mig$nia
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sercowego, tj. w hipoksji oraz w obecnosci cytokin prozapalnych - IL-1P (ang. interleukin-
1p) oraz TNF-a (ang. tumor necrosis factor-a.).

W tym celu, komérki MCEC wysiewano na szalki typu Willco (5 x 10* komorek/
szalke) @ 35 mm, ze szklanym dnem (WillCo Wells B.V.), optaszczone wczesniej zelatyng
(st. koncowe: 0,1%; Sigma-Aldrich). Po 24h od wysiania, szalki z komorkami podzielono
na nastepujace grupy eksperymentalne:

1) kontrola - dalsza hodowla w pozywce DMEM + 5% FBS (Sigma-Aldrich);
w warunkach normoksji (21% O;) w inkubatorze CO, (Memmert, Indiamart), w temp.
37°C, w atmosferze zawierajacej 21% O, i 5% CO,.

2) mikrosrodowisko stanu zapalnego i hipoksji - dalsza hodowla w pozywce DMEM + 1%
FBS (Sigma-Aldrich) zawierajaca cytokiny prozapalne: IL-1 (st. kofcowe:
10 ng/ml; Peprotech) oraz TNF-a (st. koncowe: 10 ng/ml; ThermoFisher Scientific);
w warunkach hipoksji (2% O,) w inkubatorze CO,/O, (Panasonic, Sanyo Electric Co.,
Ltd.), w temp. 37°C, w atmosferze zawierajacej 2% O, 1 5% CO,.

Po 24h od stymulacji, do komoérek obu grup dodawano po 50 pg MSC-EVs
wybarwionych fluorescencyjnie zgodnie z protokotem opisanym ponize;.

Po 2, 4 oraz 24 godzinach od dodania MSC-EVs, komorki fotografowano przy
uzyciu mikroskopu fluorescencyjnego Leica DMI6000B ver. AF7000, wyposazonego w
oprogramowanie Leica Application Suite X (Leica Microsystems) w celu pdzniejszego
pomiaru $redniej intensywnosci fluorescencji komérek MCEC. Srednig intensywnos¢
fluorescencji komorek mierzono za pomoca programu ImageJ.

Barwienie MSC-EVs w celu ich wykorzystania do oceny internalizacii

180 pl preparatu MSC-EVs zawierajacego 100 pg biatka umieszczano w probowce
o objetosci 1,5 ml typu LoBind Protein Tubes (Eppendorf). Nastepnie do probowki
dodawano 1 pl lipofilnego barwnika Vybrant DiO Cell-Labeling Solution (stosunek
ilosciowy: 1:180, ThermoFisher Scientific), ktéry znakuje blony komorkowe oraz
dodatkowo barwnik SYTO RNA Select green fluorescent cell stain (st. koncowe:
9 uM; ThermoFisher Scientific) wigzacy si¢ do RNA wewnatrz pecherzykow.
MSC-EVs barwiono przez 20 min., w temp. pokojowej, bez dostgpu s$wiatta. Po
zakonczonym barwieniu, MSC-EVs dodawano bezposrednio do pozywek hodowlanych.

3.2.15. Ocena wplywu MSC-EVs na potencjal angiogenny komoérek MCEC
in vitro

W celu oceny wplywu MSC-EVs na potencjal angiogenny komorek $rodbtonka
naczyn serca in vitro, wykonano test oceniajacy efektywno$¢ tworzenia kapilar na
matrizelu (208) przez komorki MCEC inkubowane w obecno$ci MSC-EVs.

W tym celu, schtodzong plytke 24-dotkowa pokrywano pétptynnym podtozem typu
Matrigel Basement Membrane Matrix Growth Factor Reduced (Corning) w iloSci
100 pl/ dotek, a nastepnie umieszczono w inkubatorze CO, (Memmert, Indiamart), w
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temp. 37°C, w atmosferze zawierajacej 21% O, i 5% CO, na 30 minut. Na pokryte
matrizelem dotki wysiewano nastepnie komérki MCEC w liczbie 5 x 10* komoérek/ dotek,
w kompletnej pozywce EGM-2MV (Lonza) dedykowanej hodowli komoérek srodblonka
mikrowaskularnego, a nastepnie podzielono dotki na nastepujace grupy doswiadczalne:

1) mikros$rodowisko kontrolne - dalsza inkubacja w pozywce EGM-2MV (Lonza)

2) mikro$rodowisko stanu zapalnego - do pozywki EGM-2MV dodawano IL-1f (st.
koncowe: 10 ng/ml, Peprotech) oraz TNFa (st. koncowe: 10 ng/ml, Peprotech)

3) mikro$rodowisko kontrolne + MSC-EVs - do pozywki EGM-2MV dodawano
MSC-EVs (st. koncowe: 10 pg/ml)

4) mikrosrodowisko stanu zapalnego + MSC-EVs - do pozywki EGM-2MV
dodawano IL-1p (st. koncowe: 10 ng/ml, Peprotech) oraz TNFa (st. koncowe: 10
ng/ml, Peprotech) oraz MSC-EVs (st. koncowe: 10 pg/ml).

Plytki hodowlane umieszczano w komorze inkubacyjnej zapewniajace]
standardowe warunki hodowlane - tj. 5% CO,, 37°C (PeCon GmbH) potaczonej z
mikroskopem Leica DMI6000B (Leica Microsystems). Proces tworzenia kapilar przez
komorki MCEC rejestrowano przy uzyciu akwizycji obrazu w trybie time-lapse przez
8h z krokiem czasowym réwnym lh. Srednig liczbe kapilar na pole mikroskopowe
wyliczano na podstawie analizy przynajmniej 10 zdje¢ mikroskopowych wykonanych dla
danego punktu czasowego, w ktorych liczono pelne struktury kapilarne utworzone przez
komoérki MCEC (zgodnie z podejsciem przedstawionym na Rycinie 8). Z analizy
wykluczano kapilary, ktérych fragment znajdowat si¢ poza kadrem obrazu.

Rycina 8. Metoda iloSciowej oceny liczby kapilar utworzonych przez komérki w teScie
angiogennym na matrizelu in vitro. Przykltadowa analiza zdjecia mikroskopowego komorek
MCEC wysianych na matrizelu, w wyniku ktorej zidentyfikowano 14 zamknigtych kapilar
zaznaczonych bialymi koétkami. Z analizy wyluczono kapilary, ktérych fragment znajdowal sig
poza kadrem obrazu. Skala: 250 um. Materiaty wtasne.
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3.2.16. Analiza  ekspresji markerow  aktywowanego Srodblonka
naczyniowego na powierzchni komorek MCEC in vitro

W celu analizy zmian ekspresji wybranych markeréw charakterystycznych dla
komorek aktywowanego $rodbtonka naczyniowego w modelu in vitro, komorki MCEC
wysiewano na szalki hodowlane (@ 60 mm; BD Falcon) optaszczone zelatyng
(st. koncowe: 0,1%; Sigma-Aldrich) w liczbie 10° komorek/ szalke w pozywce DMEM +
5% FBS (Sigma-Aldrich), a nast¢gpnie umieszczano w inkubatorze CO, (Memmert,
Indiamart), w temp. 37°C, w atmosferze zawierajagcej 21% O, i 5% CO,.
Po 24h, wszystkie przygotowane szalki podzielono na nast¢pujace grupy doswiadczalne:

1) mikrosrodowisko kontrolne — dalsza hodowla w pozywce DMEM + 5% FBS
(Sigma-Aldrich), hodowla w warunkach normoksji (21% O,) w inkubatorze CO,
(Memmert, Indiamart), w temp. 37°C, w atmosferze zawierajacej 21% O, i 5% CO,

2) mikro$rodowisko stanu zapalnego i hipoksji — do pozywki DMEM + 1% FBS
(Sigma-Aldrich) dodawano IL-1B (st. koncowe: 10 ng/ml, Peprotech) oraz TNFa
(st. koncowe: 10 ng/ml, Peprotech), a nastgpnie prowadzono hodowle w
inkubatorze CO,/O, (Panasonic, Sanyo Electric Co., Ltd.), w temp. 37°C, w
atmosferze zawierajacej 2% O, 1 5% CO..

Po 24h od stymulacji cytokinami prozapalnymi oraz hipoksja, do potowy plytek z
warunkéw mikrosrodowiska stanu zapalnego 1 hipoksji, dodawano MSC-EVs (st.
koncowe: 10 pg/ml) w zwigzku z czym otrzymano nast¢pujace grupy doswiadczalne:

1) mikrosrodowisko kontrolne — dalsza hodowla w pozywce DMEM + 5% FBS
(Sigma-Aldrich), hodowla w warunkach normoksji (21% O,) w inkubatorze CO,
(Memmert, Indiamart), w temp. 37°C, w atmosferze zawierajacej 21% O, i 5% CO,

2) mikrosrodowisko stanu zapalnego i hipoksji — dalsza hodowla w pozywce DMEM
+ 1% FBS (Sigma-Aldrich) do ktorej dodawano IL-1PB (st. koncowe: 10 ng/ml,
Peprotech) oraz TNFa (st. koncowe: 10 ng/ml, Peprotech), a nast¢gpnie prowadzono
hodowle w inkubatorze CO,/O;, (Panasonic, Sanyo Electric Co., Ltd.), w temp.
37°C, w atmosferze zawierajgcej 2% O, i 5% CO,

3) mikrosrodowisko stanu zapalnego i hipoksji + MSC-EVs — do pozywki DMEM +
1% FBS (Sigma-Aldrich) dodawano IL-1B (st. koncowe: 10 ng/ml, Peprotech),
TNFa  (st.  koncowe: 10 ng/ml,  Peprotech) oraz  MSC-EVs
(st. koncowe: 10 pg/ml), a nastgpnie prowadzono hodowle w inkubatorze CO,/O,
(Panasonic, Sanyo Electric Co., Ltd.), w temp. 37°C, w atmosferze zawierajacej 2%
0,1 5% CO».

Po 4 oraz 24h od dodania MSC-EVs, usuwano pozywki hodowlane, komorki
delikatnie przeptukiwano roztworem PBS bez jonow Ca>", Mg”" (HyClone, GE Healthcare
Life Sciences), a nastgpnie komoérki pasazowano przy uzyciu TrypLE Select Enzyme 1X
(zgodnie z protokotem opisanym w podrozdziale 3.1.2.2.).
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Pelety komérek MCEC z kazdej z czterech grup zawieszano w pozywce DMEM
suplementowanej 1% FBS (Sigma-Aldrich), rozdzielano do probowek cytometrycznych
(5ml; BD Falcon), a nastgpnie barwiono przeciwcialami skierowanymi przeciwko
nastgpujacym  antygenom  charakterystycznym dla  aktywowanego  s$rddblonka
naczyniowego: CD54, CD62E, CD62P, CD106 oraz dwom wybranym antygenom nie
zwigzanym z procesem stanu zapalnego, takich jak: CD90 oraz Sca-1 (Tabela 6) zgodnie z
instrukcja dotaczong przez producenta przez 30 min., na lodzie, bez dostepu $wiatta.

Po barwieniu komoérki ptukano objetoscia 3 ml roztworu soli PBS bez Ca®", Mg*"
(HyClone, GE Healthcare Life Sciences) i odwirowywano z predkosciag 300xg, przez 6
min., w temp. pokojowej przy uzyciu wiréwki Eppendorf 5810R (Eppendorf). Komorki
zawieszano w pozywce DMEM suplementowanej 1% FBS (Sigma-Aldrich). Bezposrednio
przed analizg, do zawiesiny komorek dodawano roztwor barwnika jagdrowego DAPI (st.
koncowe: 3 uM; ThermoFisher Scientific) w celu pdzniejszego wykluczenia z analizy
komoérek martwych. Wybarwione komorki analizowano w kierunku antygenow
wystepujacych na powierzchni komoérek MCEC przy uzyciu cytometru przepltywowego
BD LSR Fortessa (BD Bioscence). Barwienie barwnikiem DAPI pozwolito dodatkowo
okresli¢ zywotnos¢ komorek MCEC w w/w warunkach eksperymentalnych.

3.3. Modele i procedury badan in vivo

3.3.1. Badania in vivo z wykorzystaniem mysiego modelu ostrego zawalu

miesnia sercowego

Opis modelu

Badania z wykorzystaniem mysiego modelu uszkodzenia serca, wykonane zostaty
czgsciowo przez doktorantke w ramach stazu (zrealizowanego w ramach grantu ETIUDA
finansowanego przez NCN) - we wspolpracy z grupa Prof. Buddhadeb Dawn'a w
Cardiovascular Research Institute, Division of Cardiovascular Diseases, University of
Kansas Medical Center, Kansas City, USA, ktora posiada unikatowe doswiadczenie w
przeprowadzaniu zawalu migsnia sercowego (ang. acute myocardial infarction, AMI) u
matych zwierzat - w modelu uszkodzenia ischemiczno-reperfuzyjnego (I/R).

Do doswiadczen wykorzystano myszy szczepu dzikiego C57Bl/6J (Charles River)
w wieku 12-14 tygodni o masie ciata 22-29 g, ktore po anestezji wziewne] z
zastosowaniem anestetyka AErrane (Baxter) poddawano zabiegowi prowadzacemu do
ostrego zawalu migénia sercowego.

W skrécie, po wprowadzeniu myszy w anestezj¢ przystapiono do ich intubacji, a
nastepnie wentylacji ptuc przy uzyciu MiniVent Ventilator for Mice (Model 845; Harvard
Apparatus). W kolejnym kroku, zwierzetom otwierano klatk¢ piersiowa w celu
zablokowania przeptywu krwi w tetnicy przedniej zstepujacej (ang. left anterior
descending artery, LAD) poprzez zawigzanie pe¢tli nici chirurgicznej (o grubosci 8-0,
Medtronic), ktora powodowata ucisk na naczynie, a tym samym zablokowanie przeptywu
krwi. Na Rycinie 9 przedstawiono schemat blokowania przeptywu krwi w tetnicy LAD. Po
30 min. petle przecinano, w celu przywrocenia przeptywu krwi, prowadzacego

jednoczesnie do reperfuzji 1 dodatkowego uszkodzenia z tym zwigzanego. Zabieg
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zakonczono zatozeniem szwoéw 1 zamknieciem klatki piersiowej. Myszy po zabiegu
umieszczano w regatach pooperacyjnych w celu rekowalescencji.

Rycina 9. Schemat wykonania zabiegu podwiazania tetnicy przedniej zstepujacej (LAD)
w mysim modelu niedokrwiennego uszkodzenia tkankowego AMI. Na schemacie zaznaczono
nastepujace struktury anatomiczne: lewy przedsionek (LA), lewa komore (LV), zyte wiencowa
wielka (GCV), a takze zatozony szew (Suture) oraz podwiazang tegtnice przednig zstepujaca (Occ.
LAD). A. Przed zatozeniem szwu, B. Po zalozeniu szwu. Zrédto zdje¢: (209), zmodyfikowano.

Powyzszy model uszkodzenia mig$nia sercowego in vivo wykorzystywano w
dalszych badaniach, w celu oceny retencji przeszczepionych MSC-EVs oraz ich potencjatu
regeneracyjnego. Badania te byly w cze$ci wykonane przez doktorantk¢ na miejscu, w
czasie jej stazu w Cardiovascular Research Institute, Division of Cardiovascular Diseases,
University of Kansas Medical Center, Kansas City w USA.

3.3.1.1. Badanie retencji MSC-EVs w narzadach po uszkodzeniu
AMI

W celu okreslenia retencji MSC-EVs po ich podaniu dozylnym w modelu
uszkodzenia tkankowego AMI, wybarwione fluorescencyjnie MSC-EVs lokalizowano w
wybranych tkankach z zastosowaniem obrazowania catych organéw oraz metod
mikroskopowych.

W tym celu, na wstgpnym etapie wykonano szereg doswiadczen
optymalizacyjnych,  ktéore = umozliwily = dobranie = odpowiedniego  barwnika
fluorescencyjnego (sposrdd nastepujacych: Vybrant DiO Cell-Labeling Solution, Vybrant
Dil Cell-Labeling Solution Dil, DIR’ DilCis(7) - 1,1"-Dioctadecyl-3,3,3"3'-
etramethylindotricarbocyanine lodide); ThermoFisher Scientific) oraz aparatury do
detekcji (sposrdd nastepujacej: IVIS Spectrum In Vivo Imaging System, Perkin Elmer oraz
In Vivo Optical Imaging System, Bruker), umozliwiajacej pomiar sygnatu
fluorecencyjnego w celu identyfikacji przeszczepionych MSC-EVs w warunkach in vivo.

W niniejszej pracy nie przedstawiono sekwencji metod 1 wynikéw, ktore
doprowadzily do wyboru optymalnego barwnika fluorescencyjnego - DiR oraz systemu do
detekcji - IVIS Spectrum In Vivo Imaging System.
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W celu wykonania badania, myszy poddawano zabiegowi uszkodzenia tkankowego
AMI lub operacji pozorowanej (ang. sham surgery, Sham), podczas ktérej po otwarciu
klatki piersiowej, na tetnicy LAD zakladano luzny szew, ktérym nie powodowat
zablokowania przeptywu krwi w tej tetnicy, ktérej celem bylo okreslenie czy sama
procedura otwarcia klatki piersiowej nie powoduje powstania sygnatu tla. Nastepnie
zwierzeta podzielono na nastgpujace grupy doswiadczalne zgodnie z opisem
umieszczonym w Tabeli 18.

Tabela 18. Grupy doswiadczalne myszy w badaniu retencji MSC-EVs w wybranych
narzadach po uszkodzeniu tkankowym AMI.

Zabieg Czas od Podanie Czas od
zabiegu po .
, podania po
ktorym e
Sham | AMI | Podawano | ppg | MSC- obierano
MSC-EVs/ EVs D
1 RT
(Kontrola) i ] ] i i ]
2RT
(Kontrola) X 48h X 4h
3 RT
(Kontrola) X 48h X 4h
4 RT
(Kontrola) X 48h X 4h
5RT X 48h X 30 min.
6 RT X 48h X 4h
7RT X 48h X 24h
8 RT X 30 min. X 4h

Po 30 min. lub 48h od zabiegu (AMI lub Sham) myszom podawano do zyty szyjnej
po 50 pl roztworu soli PBS (bez jonéw Ca®’, Mg®"; Lonza), ktéry wykorzystywano
wczesniej do  zawieszania MSC-EVs  (kontrola; ang.  vehicle) 1lub  po
50 ul wybarwnionych fluorescencyjnie preparatow MSC-EVs zawierajacych 100 pg
biatka.

Po 30 min., 4h lub 24h od dozylnego podania MSC-EVs lub PBS, zwierzeta
usypiano, a nastgpnie pobierano krew z LK serca przy uzyciu strzykawki o objetosci 1 ml z
igla (BD Falcon) zawierajacej 50 pl heparyny (st. koncowe: 50 USP units/ml, Sagent
Pharmaceuticals). Nastepnie pobierano organy: watrobg, $Sledziong, serce, ptuca, nerki,
przewdod pokarmowy oraz konczyny dolne, z ktorych nastepnie izolowano kos$ci. Za
pomocyg strzykawki o objetosci 5 ml (BD) z kaniula 20G (Vasofix Certo, Braun)
zawierajacg roztwor soli PBS bez jonow Ca™", Mg”" (Sigma-Aldrich), z przewodu
pokarmowego wyplukiwano tres¢ pokarmowa, w celu wyeliminowania sygnatu
autofluorescencji. Organy umieszczano na lodzie, a nastgpnie po ich schtodzeniu
przenoszono je do szalek 12 dotkowych (BD Falcon) zawierajacych zimny (+4°C) roztwér
soli PBS bez jonow Ca®", Mg”™ (Sigma-Aldrich), zabezpieczajac plytke przed dostepem
Swiatla.
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Barwienie MSC-EVs w celu ich wykorzystania do badania retencji w tkankach

Bezposrednio przed podaniem, MSC-EVs barwiono lipofilnym barwnikiem
fluorescencyjnym DIR; DilC;g(7), ktory znakuje btony komodrkowe (st. koncowe:
10 uM; ThermoFisher Scientific) przez 30 min., w temp. pokojowej, bez dostepu $§wiatla.
Po wybarwieniu, MSC-EVs przenoszono do strzykawki mikrolitrowej typu Hamilton o
objetosci 100 pl z iglta 30G (Hamilton).

Podanie MSC-EVs do zyly szyjnej w celu badania ich retencji w tkankach

Po anestezji wziewnej z zastosowaniem anestetyka AErrane (Baxter), za pomoca
jalowego skalpela wykonywano ok. 1 cm naci¢cie skory w miejscu przebiegu zyty szyjne;.
Do zyly szyjnej bardzo powoli podawano 50 pl roztworu soli PBS (bez jonow Ca’", Mg*";
Lonza) Iub 50 ul zawiesiny MSC-EVs. Zabieg zakonczono zatozeniem szwow. Myszy po
zabiegu umieszczano w regaltach pooperacyjnych w celu rekowalescenc;ji.

Analiza obrazowa

Detekcje  fluorescencji  w  wyizolowanych  organach, pochodzaca od
nagromadzonych MSC-EVs, przeprowadzano przy uzyciu aparatury In Vivo Optical
Imaging System (Bruker) udostepnionej przez The University of Kansas w Lawrence, KS,
USA.

Analiza mikroskopowa

W celu potwierdzenia wynikéw uzyskanych za pomoca systemu do obrazowania,
metodami histologicznymi, wybrane narzady mrozono w medium mrozeniowym 7Tissue
Freezing Medium (Leica Biosystems), a nastepnie cig¢to na kriostatcie Leica CM-3050-S
(udostepnionym przez Smith IDDRC Histology Equipment, University of Kansas Medical
Center). Skrawki tkanek umieszczano na szkielkach typu Poly-Prep Slides (Sigma-
Aldrich), a nastgpnie preparaty zamykano bez etapu utrwalania, przy uzyciu medium
Vectashield Hard Set Mounting Medium zawierajacego w swoim sktadzie barwnik DAPI
(Vector Laboratories), barwiagcy jadra komorkowe w preparatach. Preparaty analizowano
przy uzyciu mikroskopu konfokalnego Leica TCS SPE (Leica Biosystems; udostgpnionego
przez Confocal Imaging Facility, University of Kansas Medical Center) w kierunku
identyfikacji fluorescencji pochodzacej od nagromadzonych MSC-EVs.

3.3.1.2. Badanie potencjalu regeneracyjnego MSC-EVs po
uszkodzeniu AMI

W celu oceny potencjatu regeneracyjnego MSC-EVs oraz poréwnania go z
potencjatem regeneracyjnym obserwowanym po podaniu komorek MSCs, wykorzystano
opisany powyzej model uszkodzenia tkankowego AMI. Bezposrednio przed zabiegiem,
myszom wykonano badanie echokardiograficzne, a nastepnie poddano je zabiegowi AMI
zgodnie z opisem przedstawionym w pkt. 3.3.1.

Po 48h od AMI, zwierzeta podzielono na nastgpujace grupy doswiadczalne zgodnie
z opisem umieszczonym w Tabeli 19.
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Tabela 19. Grupy do$wiadczalne myszy w badaniu potencjalu regeneracyjnego MSC-EVs
oraz komorek MSCs po uszkodzeniu tkankowym AMI. REG- badanie regeneracji.

Zabieg Czas f)d zabiegu Podanic
po ktéorym
podawano ) 1
Sham AMI | MSC-EVs/ pps | MY | Komord
Grupa MSCs/ PBS

1 REG
(Kontrola) X 48h X
2 REG X 48h X
3 REG X 48h X

Podanie MSC-EVs w strefe okolozawalowa w mie$niu sercowym

Po anestezji wziewnej z zastosowaniem anestetyka AErrane (Baxter) oraz intubacji
zwierzat, myszom ponownie otwierano klatk¢ piersiowa w celu podania w okolice
okolozawalowa 30 ul roztworu soli PBS (bez jonéw Ca*’, Mg™"; Lonza) lub
30 ul zawiesiny MSC-EVs zawierajacych 100 pg biatka lub 30 pl zawiesiny komoérek
MSCs zawierajacej 1x10° tych komorek - za pomoca strzykawki mikrolitrowej typu
Hamilton o objetosci 50 ul z igla 30G (Hamilton). Preparaty podawano w okolice
okotozawatowa w postaci 5-ciu naklo¢ miokardium. Zabieg podania zakonczono
zatozeniem szwoOw 1 zamknigciem klatki piersiowej. Myszy po zabiegu umieszczano w
regalach pooperacyjnych w celu rekowalescenc;ji.

W przeprowadzonym badaniu podawano myszom komorki MSCs wykazujace
endogenna ekspresj¢ znacznika eGFP oraz MSC-EVs wyizolowane z pozywek
kondycjonowanych zebranych z hodowli tych komorek. Schemat badania potencjatu
regeneracyjnego MSC-EVs, oraz komorek rodzicielskich (MSCs) przedstawiono na
Rycinie 10.

Iniekcja
dosercowa
MSC-EVs lub
MSCs lub PBS

%

Echlo Ay, E\cfo | EcIo | | El:ho
X [earee] JT | [

BSL 0 9d 32d
Legenda: Dzien eksperymentu
Echo- echokardiografia
BSL- Base line

30 min O- 30 min okluzja LAD

Rycina 10. Schemat badania potencjalu regeneracyjnego MSC-EVs oraz komorek MSCs w
mysim modelu ostrego zawalu mie$nia sercowego (AMI). Myszom wykonywano badanie
echokardiograficzne (Echo, BSL 0), a nastepnie poddawano zabiegowi uszkodzenia tkankowego
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poprzez trwajace 30 min. (30 min O) zablokowanie przepltywu krwi w tetnicy przedniej zstepujacej
(LAD). Po 48 godzinnym (48h) okresie reperfuzji (Rep), myszy poddawano badaniu Echo w celu
weryfikacji powstania uszkodzenia tkankowego, a nastgpnie zwierzetom ponownie otwierano
klatke piersiowa i podawano bezposrednio do migénia sercowego, w okolicg okotozawatowa
preparaty MSC-EVs lub komoérek MSCs lub roztwér soli PBS. Po 9 oraz 32 dniach od zabiegu
uszkodzenia tkankowego AMI, myszy poddawano badaniu Echo. Eksperyment zakonczono po 32
dniach od AMI (32d).

3.3.1.3. Analiza funkcjonalna serca in vivo - Badania
echokardiograficzne (ECHO)

Celem oceny funkcji serca in vivo, przed zabiegiem AMI (dzien 0), jak réwniez w
dniach 2, 4, 9 1 32 od AMI, u myszy wykonywano badanie echokardiograficzne przy
uzyciu systemu ultrasonograficznego Vevo 2100 (FUJIFILM Visual Sonics).

Wykorzystujac glowice MS400 emitujacg ultradzwigki o dtugosci fali 18 - 38 MHz,
w trybie B-Mode, wykonywano zdjecia anatomii serca ustawiajac tak glowice aby uzyskaé
obraz serca w osi dlugiej oraz krotkiej, a nastepnie w trybie M-Mode - prace (ruch) serca,
dzigki czemu uzyskano dane pozwalajace oceni¢ funkcje hemodynamiczne migénia
sercowego - w szczegdlnosei jego lewej komory (LK), a takze anatomiczng przebudowe
pozawalowa (tzw. remodeling serca). Uzyskane dane analizowano nastepnie iloSciowo,
indywidualnie dla kazdego zwierzecia, za pomoca oprogramowania VevoStrain
(FUJIFILM Visual Sonics).

3.3.14. Analiza histologiczna tkanek serca post mortem -
Barwienie histochemiczne

W celu potwierdzenia wynikow uzyskanych za pomoca systemu Vevo 2100, a w
szczegb6lnosci wizualizacji grubosci $ciany LK w miejscu dotknigtym niedotlenieniem,
wykonano barwienia histochemiczne preparatow tkanki migsnia sercowego.

Pobieranie tkanek

Po 32 dniach od zabiegu AMI, myszy usypiano za pomocg anestezji wziewnej z
zastosowaniem AErrane (Baxter), po czym podawano i.v. 50 pl roztworu heparyny (1000
USP units/ ml, Sagen Pharmaceuticals), a nast¢pnie po uptywie 5 min. 500 pl 5% roztworu
chlorku potasu (Sigma-Aldrich). Zwierzeta perfundowano ustrojowo z zastosowaniem
zimnej (+4°C) soli PBS (Sigma-Aldrich) przez 5 min., w celu usuniecia krwi z calosci
krwioobiegu. W kolejnym etapie pobierano tkanki serca i umieszczano w roztworze
formaliny (10 %; Sigma-Aldrich) celem ich utrwalenia na okres 48h. Nastepnie, tkanki
byly zatapiane w parafinie w Pracowni Histologicznej na University of Kansas Medical
Center. Bloczki parafinowe przechowywano do momentu procesowania w temp.
pokojowej.

W celu wykonania dalszych badan histochemicznych i1 immunohistochemicznych,
tkanki skrawano na skrawki grubosci 4 um z zastosowaniem mikrotomu Leica RM2255
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(Leica Biosystems). W niniejszej pracy doktorskiej przedstawiono wylacznie barwienie
metoda Massona wykonywane zgodnie z procedurg opisang ponizej.

Barwienie metoda Massona

W celu oceny grubosci $ciany LK serca w miejscu niedotlenienia, wykonano
barwienie trojkolorowe metoda Massona. W tym celu, pocigte skrawki tkanek serca
umieszczano na szkietkach mikroskopowych pokrytych poly-L-lizyng (szkietka typu Poly-
Prep Slides, Sigma-Aldrich), a nastepnie suszono w cieplarce (Binder) w temp. 70°C przez
30 min. Skrawki odparafinowywano poprzez umieszczenie szkielek na
5 min. w czterech zmianach ksylenu (99% kazda; Acros Organics, Fisher Scientific), a
nastgpnie uwadniano w szeregu alkoholowym, ztozonym z alkoholu etylowego (Acros
Organics, Fisher Scientific) o malejacych stezeniach, tj.: ok. 100% (3 min.), 100% (3
min.), 96% (3 min.), 96% (3 min.), 90% (3 min.) i 80% (3 min.) oraz koncowo w wodzie
destylowanej (3 min.). Nastepnie szkietka umieszczano w ptynie Bouina (Sigma-Aldrich)
podgrzanym do temp. 56°C, celem ich utrwalenia, a takze wzmocnienia intensywnoS$ci
barwienia, po czym inkubowano temp. 56°C przez 15 min. w cieplarce (Binder). Preparaty
delikatnie ptukano wodg kranowa (o temp. pokojowej) do momentu usuni¢cia zottego
zabarwienia, po czym w celu wybarwienia jader komorkowych barwiono roztworem
hematoksyliny Weigerta (Sigma-Aldrich) przez 5 min. i ponownie ptukano woda kranowa.
Kolejno, skrawki barwiono w roztworze Beibrich Scarlet - Acid Fuschin (Sigma-Aldrich)
przez 5 min., celem wybarwienia wiokien mig¢sniowych, a nastgpnie plukano woda
destylowang do momentu usunig¢cia czerwonego zabarwienia. Preparaty umieszczano w
roztworze Phospho- Tungstic- Molybdic (Sigma-Aldrich) na 5 min. oraz przez kolejne 5
min. barwiono w roztworze blekitu anilinowego (Sigma-Aldrich) celem wybarwienia
kolagenu. Szkietka umieszczano nastgpnie w 1% roztworze kwasu octowego (Sigma-
Aldrich) na 2 min. w celu uzyskania delikatniejszego zabarwienia struktur
morfologicznych, a nastepnie odptukano w wodzie destylowane;.

Po zakonczonym barwieniu, prowadzono proces odwadniania preparatdéw poprzez
trzykrotne zanurzenie szkietek kolejno w nastepujacych roztworach alkoholu etylowego o
wzrastajacych stezeniach: 80%, 90%, 96%, 100%, 100% (Acros Organics, Fisher
Scientific) oraz dwéch zmianach ksylenu (99% kazda, Acros Organics, Fisher Scientific).
Na wybarwione skrawki tkanek naktadano medium do trwatego zamykania preparatow -
Permount Mounting Medium (Fisher Scientific), przykrywano szkietkiem nakrywkowym i
tak przygotowane preparaty analizowano w mikroskopie Zeiss Axio Scope (Zeiss)
wyposazonym w kolorowg kamer¢ Axiocam 512.
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3.3.2. Badania in vivo z wykorzystaniem mysiego modelu
niedokrwiennego uszkodzenia konczyny

Opis modelu

Badania wykorzystujace mysi model niedokrwiennego uszkodzenia konczyny,
wykonane zostaty przez doktorantke w czasie stazu naukowego (zrealizowanego w ramach
programu ERASMUS+ Praktyki) - we wspotpracy z grupg Prof. Ramarosona
Andriantsitohaina z INSERM U1063, Stress Oxydant et Pathologies Métaboliques, Institut
de Biologie en Santé, Universite d’Angers, Angers we Francji, ktora posiada wieloletnie
do$wiadczenie w przeprowadzaniu zabiegu niedokrwiennego uszkodzenia konczyny (ang.
limb ischemia, LI) u matych zwierzat. Protokot LI wykorzystywany w INSERM jest
zgodny z protokotem opracowanym na Stanford University, Stanford, California w USA
(210).

Myszy szczepu dzikiego C57Bl/6 (Charles River) w wieku 10-13 tygodni, byty
usypiane z zastosowaniem anestezji wziewnej za pomoca AErrane (Baxter), a nastgpnie
poddawane zabiegowi zablokowania przeptywu krwi w tetnicy udowej, prowadzacemu do
niedokrwienia i uszkodzenia tkanek konczyny dolne;j.

W tym celu, za pomoca jatowego skalpela wykonano ok. 1,5 cm nacigcie skory
lewej konczyny w miejscu przebiegu tetnicy udowej, a nastepnie za pomoca pincety oraz
cienkich nici chirurgicznych (grubos¢ 6-0, Ethicon) podwigzano tetnice udowa w dwoch
miejscach: 1) w okolicach pachwiny stawu biodrowego oraz 2) w polowie wysokosci uda
(zgodnie ze schematem przedstawionym na Rycinie 11). Za pomoca precyzyjnych
nozyczek przecieto tetnice udowa pomigdzy dwoma miejscami zablokowania przeptywu
(w miejscu oznaczonym na Rycinie 11 symbolem x), aby catkowicie uniemozliwié
przeptyw krwi gtownym naczyniem. Zabieg zakonczono zalozeniem szwow zamykajacych
ran¢ oraz oceng skutecznos$ci wykonanej okluzji za pomocg pomiaru perfuzji konczyn
metoda Dopplera przy uzyciu sytemu Laser Doppler Perfusion Imager PeriScan PIM 3
(Perimed AB).

Powyzszy mysi model niedokrwiennego uszkodzenia konczyny in vivo
wykorzystywano w dalszych badaniach, w celu oceny retencji przeszczepionych MSC-
EVs oraz ich potencjatu regeneracyjnego. Badania te zostaly wykonane przez doktorantke
na miejscu, w czasie jej stazu w INSERM UI063, Stress Oxydant et Pathologies
Meétaboliques, Institut de Biologie en Santé, Universite d’Angers, Angers we Francji.
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W iezadto pachwinowe
Tetnica udowa przysrodkowa (ang. inguinal ligament)

(ang. medial femoral artery) Nerw udowy

] (ang. femoral nerve)
Zyta udowa (ang. femoral vein)

Tetnica udowa Miejsce podwiagzania1

(ang. femoral artery)

Miejsce podwigzania 2

Powierzchowna tetnica nadbrzusza
(ang. superficial epigastric artery)

Tetnica podkolanowa
(ang. popliteal artery)

Tetnica odpiszczelowa
(ang. saphenous artery)

Rycina 11. Schemat wykonywania zabiegu podwiazania tetnicy udowej w mysim modelu
niedokrwiennego uszkodzenia konczyny (LI). Na schemacie zaznaczono najwazniesze struktury
anatomiczne sgsiadujace z tetnica udows. Za pomoca gwiazdek (*) zaznaczono dwa miejsca
podwiazania t¢tnicy udowej, natomiast za pomoca symbolu (x) miejsce przecigcia tetnicy udowe;j
wykonane w celu calkowitego uniemozliwienia przeptywu krwi przez te¢ tetnice. Przygotowano na
podstawie: (210), zmodyfikowano.

3.3.2.1. Badanie retencji MSC-EVs w narzadach po
niedokrwiennym uszkodzeniu konczyny
Myszy poddawano zabiegowi niedokrwiennego uszkodzenia tkanek LI, a nastepnie
zwierzgta podzielono na nastgpujace grupy doswiadczalne zgodnie z opisem
umieszczonym w Tabeli 20.

Tabela 20. Grupy doswiadczalne myszy w badaniu retencji MSC-EVs w wybranych
narzadach po uszkodzeniu tkankowym LI.

Cza‘s od Podanie
lz(f::leﬁll = Czas od podania
Zabieg LI po dr;]wano po ktéorym
PBS MSC-EVs i
MSC-EVs/ pobierano narzady
Grupa PBS

1 RT
(Kontrola) X 24h X 4h
2RT X 24h X 4h
3RT X 24h X 24h

Po 24h od zabiegu LI, myszom podawano dozylnie (do zyly ogonowej) po 50 ul
roztworu soli PBS (bez jonéw Ca’", Mg®"; Lonza) lub 50 pl zawiesiny MSC-EVs
zawierajacej 100 pg biatka zwigzanego z tymi nanoczgstkami. MSCs-EVs wykorzystane w
tym modelu wyizolowane zostaly z pozywek kondycjonowanych zebranych z hodowli
komoérek MSCs wykazujacych endogenng ekspresje markera eGFP.
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Po 4 oraz 24h od podania roztworu soli PBS lub MSC-EVs, myszy poddawano
eutanazji z zastosowaniem CQO,, a nastgpnie indywidualnie od kazdego zwierzecia
pobierano krew z LK do probowek BD Vacutainer K2 EDTA (BD), a takze wybrane
narzady: watrobg, nerki, $ledziong, ptuca oraz konczyny. Narzady umieszczano w
roztworze soli PBS w dotkach ptytki 12 dotkowej (BD Falcon) i przechowywano w temp.
+ 4°C, bez dostepu $wiatla, do czasu analizy.

W celu izolacji osocza, krew odwirowywano z predkoscia 350xg, 7 min, w temp.
pokojowej, a nastgpnie osocze przenoszono do nowych probowek o obj. 1,5 ml typu
Eppendorf (Eppendorf).

Intensywno$¢ fluorescencji emitowang przez osocze, narzady oraz wyizolowane
konczyny dolne - $wiadczaca o stopniu zakumulowania podanych MSC-EVs, mierzono
przy uzyciu systemu Maestro In-vivo Fluorescence Imaging System (Caliper
LifeSciences). Od $rednich wartosci fluorescencji dla osocza, narzadéw oraz konczyn
uzyskanych dla zwierzat grupy, ktorej podawano MSC-EVs odejmowano $rednie wartosci
fluorescencji uzyskane dla zwierzat grupy kontrolnej (poziom autofluorescencji tkanek),
przy uzyciu oprogramowania Living Image.

3.3.2.2. Badanie potencjalu regeneracyjnego MSC-EVs po
niedokrwiennym uszkodzeniu konczyny

W celu oceny potencjalu regeneracyjnego MSC-EVs podawanych dozylnie,
wykorzystano wyzej opisany model niedokrwiennego uszkodzenia konczyny LI in vivo.

Myszy szczepu dzikiego C57B1/6 (Charles River) zostaly poddane zabiegowi LI
zgodnie z opisem w pkt. 3.3.2., a nastepnie bezposrednio po zabiegu podzielone na dwie
grupy doswiadczalne zgodnie z informacjami zawartymi w Tabeli 21.

Tabela 21. Grupy doswiadczalne myszy w badaniu potencjalu regeneracyjnego MSC-EVs w
wybranych narzadach po uszkodzeniu tkankowym LI. * MSCs-EVs wyizolowane zostaty z
pozywek kondycjonowanych zebranych z hodowli komoérek MSCs wykazujacych ekspresje
endogennego znacznika eGFP. REG- badanie regeneracji.

ngs od Podanie
zabiegu po
Zabieg k;grr‘);vrglz raz lcigilgzwggaﬁ Dawka MSC-EVs/
LI p Y MSC- | . P 1 podanie
podawano PBS Evex | &V
MSC-EVs/
Grupa PBS
1 REG
(Kontrola) X th X 7 ]
2 REG 10 ng/
(EVs) X th X 7 1 ml krwi myszy
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[lo$¢ podawanych MSC-EVs (w ug biatka mierzonego w preparatach MSC-EVs
metodg Bradforda opisang w podrozdziale 3.2.6. Pomiar stezenia biatka metodg
Bradforda) obliczano indywidulanie dla kazdej myszy w przeliczeniu na mase ciata 1
objetos¢ krwi. Sposdéb wykonywania obliczen przedstawiono ponize;.

Obliczanie objetosci krwi u wybranej myszy

Przyktad: Mysz o masie ciata 24,4 g

Zatozenie*: 8 ml krwi — 100,0 g masy ciata myszy
x ml krwi — 24,4 g masy ciata myszy

Objetos¢ krwi u myszy: 1,95 ml

(*) zalozenie dokonane na podstawie wskazowek technicznych dotyczacych pobierania
krwi 1 obliczania jej obj¢tosci u myszy opracowanych przez J. Hoff (211).

Obliczanie ilo$ci podawanych MSC-EVs

Dawka: 10 ug MSC-EVs/ 1 ml krwi

1 ml krwi myszy — 10 pg MSC-EVs

1,95 ml krwi —x pg MSC-EVs

[lo$¢ podawanych MSC-EVs: 19,5 ng MSC-EVs (na 1 podanie)

W Tabeli 22 zamieszczono wyniki obliczen ilosci podawanych MSC-EVs dla
poszczego6lnych myszy w eksperymencie.

Tabela 22. Obliczenia objetosci krwi u poszczegdélnych myszy oraz iloSci podawanych MSC-
EVs na podstawie masy ciala zwierzat. Zwierzgta wazono w dniu ich zakwalifikowania do
eksperymentu.

ILOSC MSC-EVs PODAWANYCH DOZYLNIE DLA POSZCZEGOLNYCH MYSZY

Nr myszy 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Masa [g] 20,0 22,0 21,4 22,0 22,8 24,4 20,7 23,1 24,8
Objetosc

; 1,60 1,76 1,71 1,60 1,82 1,95 1,66 1,85 1,98
krwi [ml]

los¢
podawanych
MSC-EVs 16,0 17,6 17,1 16,0 18,2 19,5 16,6 18,5 19,8

[ugl/
1 podanie

Schemat badania potencjatu regeneracyjnego MSC-EVs w odniesieniu do myszy
kontrolnych w mysim modelu uszkodzenia tkankowego LI in vivo przedstawiono na
Rycinie 12.
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Dzien eksperymentu

0 3 67 9 12 14 15 18 21
s ) / ba / 7
Doppler Doppler Doppler Doppler
Legenda:
LI- zabieg LI

Doppler- pomiar perfuzji krwi
ik

vy

Iniekcja dozylna MSC-EVs lub PBS
/

Rycina 12. Schemat badania potencjalu regeneracyjnego MSC-EVs w mysim modelu
niedokrwiennego uszkodzenia konczyny (LI) in vivo. Myszy poddawano zabiegowi
niedokrwiennego uszkodzenia konczyny LI (0d). Bezposrednio przed zabiegiem, jak roéwniez
bezposrednio po zabiegu (0d), a takze w dniach 7, 14 oraz 21 wykonywano myszom badanie
przeptywu krwi w konczynach metoda Dopplera. Poczawszy od dnia zabiegu (0d), co trzy dni (%j.
w dniach 0, 3, 6,9, 12, 15 i 18) myszom podawano dozylnie po 10 pg MSC-EVs w przeliczeniu na
1 ml krwi zwierzgcia/ 1 podanie. W dniu 21 zakonczono eksperyment i pobierano tkanki do
dalszych analiz molekularnych oraz immunohistochemicznych.

3.3.2.3. Analiza funkcjonalna in vivo - Badanie przeplywu krwi w
konczynach metodg Dopplera

W celu oceny perfuzji krwi w tkankach mig$niowych w konczynach dolnych po
podaniu MSC-EVs, $wiadczacej o postepujacej regeneracji, w wybranych punktach
czasowych myszy poddawano badaniu z zastosowanem systemu Dopplera.

Przed wykonaniem zabiegu LI, bezposrednio po zabiegu (dzien 0), jak rowniez w
7, 14 oraz 21 dniu od zabiegu, myszy poddawano badaniu przepltywu krwi w konczynach
przy uzyciu sytemu Laser Doppler Perfusion Imager PeriScan PIM 3 (Perimed AB). Po
anestezji wziewnej za pomoca AFErrane (Baxter), myszy umieszczano na platformach
podgrzewanych do temp. 37°C - warunkujgcych stalg temperature ciata zwierzecia podczas
badania przeptywu krwi. Za pomoca czujnika stale monitorowano temperatur¢ ciala
zwierzat w trakcie pomiaru perfuz;ji tkanek.

Warto$¢ przeptywu krwi w poszczegdlnych konczynach analizowano za pomocg
oprogramowania LDPIwin (Perimed AB), gdzie przeptyw w uszkodzonej konczynie
oceniano jako stosunek perfuzji krwi w konczynie uszkodzonej do perfuzji krwi w
konczynie zdrowej stosujac parametr PU (ang. perfusion unit).

3.3.24. Analiza histologiczna tkanek konczyny post mortem -
Badania immunohistochemiczne i biochemiczne

W celu oceny proceséw regeneracji tkanek mie$niowych przy uzyciu metod
biochemicznych oraz immunohistochemicznych, tj. produkcji tlenku azotu (NO) oraz
anionu ponadtlenkowego (O,), aktywacji szlakow proangiogennych oraz stopnia
neowaskularyzacji w tych tkankach, w 21 dniu od zabiegu LI, zwierz¢ta poddawano
eutanazji, a nastepnie pobierano od nich tkanki.
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Pobieranie tkanek

Zwierzeta poddawano eutanazji z zastosowaniem CO,, a nastgpnie pobierano
tkanki migsniowe z konczyn dolnych. Kazdy wyizolowany migsien dzielono na 4 czesci
przeznaczone na badanie: 1) 1 2) produkcji NO 1 O, 3) aktywacji szlakow zwigzanych z
angiogeneza metoda Western blot oraz 4) barwienie immunohistochemiczne; zgodnie z
protokotami przedstawionymi ponizej. Plytke 12 dotkowa (BD Falcon) zawierajaca
fragmenty migéni przechowywano bardzo krotko na lodzie do momentu zabezpieczenia
tkanek na poszczeg6lne analizy.

3.3.2.4.1. Pomiar produkcji tlenku azotu (NO) oraz anionu ponadtlenkowego
(07) technika Elektronowego Rezonansu Paramagnetycznego (EPR)

W przypadku badania NO w pobranych tkankach, w dniu poprzedzajacym
zakonczenie do$wiadczenia, przygotowano bufor Krebsa-NO zawierajacy: chlorek sodu
(NaCl, st. koncowe: 58,44 mM, Sigma-Aldrich), chlorek potasu (KCIl, st. koncowe: 4,69
mM, Sigma-Aldrich), chlorek wapnia dwuwodny (CaCl2-:2H20, st. koncowe: 2,50 mM,
EMD Millipore), siarczan (VI) magnezu siedmiowodny (MgSO4-7H20, st. koncowe: 1,10
mM, EMD Millipore), wodorofosforan (V) dipotasu (K2HPO4, st. koncowe: 0,8 mM,
Sigma-Aldrich), wodorowgglan (IV) sodu (NaHCO3, st. koncowe: 25,00 mM Sigma-
Aldrich), glukozg (st. koncowe: 11,10 mM, Sigma-Aldrich), bufor HEPES (st. koncowe:
20,00 mM, Sigma-Aldrich). 3,6 mg DETC (ang. silver diethyldithiocarbamate; Sigma-
Aldrich) oraz 2,3 mg siarczanu (VI) zelaza (II) (FeSO4; Sigma-Aldrich) rozpuszczano
indywidualnie kazdy w 10 ml zimnego (+40C) buforu Krebsa-NO odgazowanego przy
uzyciu N2 (przez 20 min.), a nastgpnie mieszano oba roztwory otrzymujac roztwor
Fe(DETC)2 o st. koncowym réwnym 0,4 mM. Roztwdr odgazowano przy uzyciu N2
(przez 20 min.). Pobrane fragmenty mig¢sni inkubowano w 0,4 mM roztworze koloidu
Fe(DETC)2 przez 45 min w 370C. Po skonczonej inkubacji, fragmenty migsni
umieszczano w odgazowanym roztworze koloidu Fe(DETC), w strzykawkach 1 ml (BD),
a nastepnie szybko zamrazano w oparach ciektego No.

W_ przypadku badania O, w pobranych tkankach, w dniu poprzedzajacym
zakonczenie doswiadczenia, przygotowywano bufor Krebsa z buforem HEPES
chelatowany deferoksaming zawierajacy CMH (ang. [-hydroxy-3-methoxycarbonyl-
2,2,5,5-tetramethylpyrrolidine, st. koncowe: 500,00 uM, Noxygen), deferoksaming (st.
koncowe: 25,00 uM, Sigma-Aldrich) oraz DETC (st. koncowe: 5,00 uM, Sigma-Aldrich).
Tkanki inkubowano w przygotwanym buforze przez 45 min. w 37°C.

Wymieniony powyzej Bufor Krebsa z HEPES zawierat: NaCl (st. koncowe: 99,00
mM, Sigma-Aldrich), KCI (st. koncowe: 4,69 mM, Sigma-Aldrich), CaCl,-2H,0 (st.
koncowe: 2,50 mM, EMD Millipore), MgSO,4:-7H,0 (st. koncowe: 1,20 mM EMD
Millipore), KH,POy4 (st. koncowe: 1,03 mM Sigma-Aldrich), NaHCO; (st. koncowe: 25,00
mM Sigma-Aldrich), glukozg (st. koncowe: 5,60 mM Sigma-Aldrich), s61 Na-HEPES (st.
koncowe: 20,00 mM Sigma-Aldrich). Do 20 ml zimnego (+4°C), buforu Krebsa z HEPES
odgazowanego przy uzyciu N (20 min.) dodawano nastgpnie deferoksaming oraz DETC
(Sigma-Aldrich), natomiast CMH (Noxygen) bezposrednio przed wlozeniem tkanki do
roztworu. Po skonczonej inkubacji, fragmenty mig¢sni umieszczano w odgazowanym
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roztworze Krebs-HEPES-CMH w strzykawkach 1 ml (BD), a nastgpnie szybko zamrazano
w oparach ciektego Nj.

Pomiar produkcji NO oraz O,” w tkankach wykonano przy uzyciu spektrometru
Miniscope MS200 (Magnettech) dla nast¢pujacych parametréw pomiaru: 10 mW of
microwave power, I mT of amplitude modulation frequency, 60 s of sweep time oraz 3
scans.

3.3.2.4.2. Badanie ekspresji bialek zwigzanych z angiogeneza w tkankach

Technike Western blot - zoptymalizowang w celu oceny markeréw biatkowych w
lizatach tkankowych - wykorzystywano w celu identyfikacji markerow zwigzanych z
aktywacja szlakow proangiogennych w migsniach szkieletowych pobranych od myszy,
ktérym podawano MSC-EVs w odniesieniu do myszy grupy kontrolne;.

W tym celu, fragmenty mig¢éni §wiezo wyizolowane od myszy w 21 dniu od
zabiegu niedokrwiennego uszkodzenia konczyny LI, umieszczano w probowkach o
objetosci 1,5 ml typu Eppendorf (Eppendorf), a nastepnie zamrazano w oparach ciektego
Na.

Przed wykonaniem analizy Western blot, fragmenty mi¢éni zawieszano w buforze
lizujacym zawierajagcym 1% SDS (Fluka Chemie), 10 mM hydrochlorek Tris (Tris-HCI;
Sigma-Aldrich), 1 mM ortowanadan sodu (Na3VO,; Sigma-Aldrich) oraz koktajl
inhibitorow proteaz (Halt Protease Inhibitor Coctail, 100X, Thermo Scientific) w stosunku
ilosciowym 1 pl inhibitoréw proteaz/ 100 pl buforu lizujacego, a nastepnie rozdrabniano
przy uzyciu homogenizatora Polytron Pro 250 (Pro Scientific). Po odwirowaniu lizatow z
predkoscig 14 000xg, 10 min., w temp. 4°C, nadsacze przeniesiono do nowych probowek,
a nastepnie oznaczano stezenie biatka w kazdej probce wykorzystujac metode Bradforda
(zgodnie z procedura zamieszczong w podrozdziale 3.2.6.).

Do przeprowadzenia rozdzialu elektroforetycznego wykorzystano zestaw Mini
Protean 3 (Bio-Rad). W celu przygotowania probek, do objetosci kazdej probki lizatu -
zawierajacego 80 pg biatka - dodawano po 4 pl buforu redukujacego (NuPAGE Sample
Reducing Agent, ThermoFisher Scientific) oraz 10 ul buforu obcigzajacego (NuPAGE LDS
Sample Buffer; ThermoFisher Scientific), a nastepnie denaturowano probki w temp. 70°C
przez 10 min. Przygotowane probki naktadano na studzienki zelu poliakrylamidowego
NuPAGE 4-12% Bis-Tris Protein Gel (ThermoFisher Scientific). W celu oceny masy
molekularnej rozdzielanych biatek, na Zel naktadano takze barwny marker ProSieve
QuadColor Protein Marker (4,6 - 300,0 kDa; Lonza). Elektroforez¢ prowadzono w
buforze elektrodowym NuPAGE MOPS SDS Running Buffer 1X (ThermoFisher Scientific)
w warunkach redukujacych stosujac napigcie 140 V przez 90 min. Transfer na membrang
PVDF (Millipore) wykonywano w Transfer Buffer 1X (Bio-Rad) stosujac napiecie 110 V
przez 90 min w temp. +4°C, a nastepnie membrane podbarwiono przy uzyciu Ponceau S
Solution (Sigma-Aldrich). Po trzykrotnym przeptukaniu membrany buforem TBS-T (10
mM Tris/base pH 7.5, 0.1 M NaCl, 1 mM EDTA, 0.1% Tween 20), blokowano
niespecyficzne miejsca wigzania przeciwcial przy uzyciu buforu TBS-T zawierajacego 5%
BSA (Sigma-Aldrich) przez 90 min., w temp. pokojowe;.

78



Membrany inkubowano z przeciwciatami I rzgdowymi wymienionymi w Tabeli 23
przez calg noc, w temp. 4°C, a nastepnie po trzykrotnym przeptukaniu buforem TBS-T (5
min. inkubacji dla kazdego plukania), membrany inkubowano przez 90 min. w temp.
pokojowej z przeciwciatami II-rzgdowymi sprzezonymi z peroksydaza chrzanowa (ang.
horseradish peroxidase, HRP) (Tabela 23). Po odplukaniu niezwigzanych przeciwciat (5-o0
krotne ptukanie; po 2 min. kazde, w buforze TBS-T), membrany inkubowano z
chemiluminescencyjnym substratem dla HRP obecnym z zestawie do barwienia-
ImmunoCruz ABC kit (Santa Cruz Biotechnology) - zgodnie z protokotem producenta.

Membrany wizualizowano cyfrowo przy uzyciu Image Reader Las-3000 (Fujifilm),
a nastgpnie wykonywano analize densytometryczng wykorzystujac program Imagel], w
celu polilosciwej analizy uzyskanych danych. Wyniki pomiaréw fosforylowanych form
biatek przedstawiano w stosunku do biatek nieufosforylowanych po ich normalizacji
wzgledem bialka referencyjnego - B-aktyny.

Tabela 23. Lista przeciwcial wykorzystywanych w analizie Western blot.

Przeciwcialo | Stosowane . HEE
. . . | Pochodzenie Producent molekularna
przeciwko | rozcienczenie [kDa]
Przeciwcialo ) . Sigma-
A B-aktyna 1:5000 mysie Aldrich 42
Akt 1:1000 krélicze Cell Signaling 60
P-Akt ) i1 . .
(Serd73) 1:2000 krélicze Cell Signaling 60
eNOS 1:5000 mysie BD Bioscence 140
P-eNOS 1:1000 krélicze Cell Signaling 140
VEGF 1:1000 krélicze Santa Cruz 21-42
Biotechnology
Przeciwcialo HRP Anty- 1:5000 oweze A.mer.sham i
[I-rzedowe mysie Biosciences
HRP Anty= 1 1120000 osle Amersham :
krolicze Biosciences

3.3.2.4.3. Barwienie immunofluorecencyjne skrawkéw mrozeniowych

W celu oceny ilo$ci naczyn krwiono$nych powstatych w tkankach migsniowych w
nastgpstwie ich niedotlenienia oraz podania EVs, pobrane tkanki migsniowe umieszczano
w foremkach Shandon Disposable Base Molds (Fisher Scientific) w medium
mrozeniowym Shandon Cryomatrix (Thermo Scientic), a nastepnie zamrazano w oparach
cieklego N,. Tak przygotowane tkanki przechowywano w temp. -80°C do czasu ich
barwienia immunofluorescencyjnego.

Bloczki mrozeniowe krojone przy uzyciu kriostatu Leica CM3050 S (Leica
Biosystems) na skrawki o grubosci 7-8 pum, umieszczano na szkietkach typu Menzel
Gldser SUPERFROST Plus (Thermo Scientic) optaszczonych roztworem poly-L-lizyny
(st. koncowe: 0,01%, Sigma-Aldrich). Skrawki mrozeniowe utrwalano nastgpnie przy
uzyciu zmrozonego 99% metanolu (Sigma-Aldrich) przez 5 min., w temp. -20°C, a
nastgpnie trzykrotnie ptukano przygotowanym buforem dedykowanym do barwien
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immunofluorescencyjnych (bufor BI, zawierajacy: 137,0 mM NaCl, 2,1 mM KCl, 6,5 mM
Na,HPOq, 1,5 mM KH,PO,, Sigma-Aldrich). Niespecyficzne miejsca wigzania blokowano
przy uzyciu buforu BI z dodatkiem 5% roztworu BSA (Sigma-Aldrich) przez 90 min., w
temp. pokojowej, a nastepnie pieciokrotnie ptukano szkietka w/w buforem (5 min. kazde).

W celu detekcji procesOw neowaskularyzacji tkanek mig$niowych, skrawki
inkubowano przez calag noc (12h), w temp. 4°C - z przeciwcialem I-rzgdowymi
skierowanym przeciwko markerowi komorek $rdédbtonka naczyn (szczurze przeciwciato
anty-mysie CD31; BD Pharmingen), rozcienczonym w stosunku 1:100 w buforze BI. Po
inkubacji, szkietka ptukano pigciokrotnie w roztworze BI (5 min. kazde), a nast¢pnie
inkubowano przez 90 min., w temp. pokojowej, bez dostepu $wiatla - z przeciwcialem II-
rzedowym skoniugowanym z FITC (kozie przeciwciato skierowane przeciwko szczurzym
immunoglobulinom; SouthernBiotech), rozcienczonym w buforze BI w stosunku 1:100.

Preparaty nast¢gpnie dwukrotnie plukano w roztworze BI (5 min.), wybarwiano
jadra komorkowe przy uzyciu roztworu DAPI (st. koncowe 300 nM; Sigma-Aldrich) przez
3 min, w temp. pokojowej, w ciemnos$ci, po czym trzykrotnie plukano w buforze BI (5
min.), a nastepnie zamykano preparaty przy uzyciu medium Vectashield Mounting Medium
(Vector Laboratories). Wykonane preparaty analizowano przy uzyciu mikroskopu
konfokalnego Zeiss LSM 710 (Carl Zeiss).

3.4. Analiza statystyczna wynikow

Analiza statystyczna uzyskanych wynikow przeprowadzona zostata za pomoca
testu t-studenta lub testu U Manna-Whitneya przy uzyciu programu GraphPad Prism 8.
Liczbg powtdrzen eksperymentdw oraz liczbe zwierzat w doswiadczeniach, podano
kazdorazowo w opisie wynikdéw, w dalszej czesci pracy.
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4. WYNIKI
4.1. Charakterystyka fenotypowa i funkcjonalna mysich komérek MSCs

Komérki MSCs izolowano z mysiego szpiku kostnego dzigki ich zdolnosci do
adhezji do polistyrenowych powierzchni naczyn hodowlanych. W celu oceny
homogennosci uzyskanej kultury, komorki na pasazu 4 poddano charakterystyce
fenotypowej oraz funkcjonalnej. We wczes$niejszych moich badaniach wykazatam, ze
komorki adherentne szpiku kostnego (wsrdd ktorych znajdujg sie komoérki MSCs), na
poczatkowych etapach hodowli wykazuja swoiste ,,zanieczyszczenie” komoérkami
hematopoetycznymi  linii ~ monocytarno-makrofagowej  (CD457/CD11b"),  ktére
wypasazowujg si¢ w miar¢ postepu hodowli (tj. w pasazach 1-3) i dlatego w niniejszych
badaniach stosowatam komorki bedace pomigdzy pasazem 4, a pasazem 6 hodowli (P4-
P6).

Analizy wykonywano zgodnie =z zaleceniami opublikowanymi przez
Miegdzynarodowe Towarzystwo Terapii Komoérkowej odnosnie identyfikacji komorek
MSCs pochodzacych z tkanek ludzkich (79), ktore zaimplementowano w niniejszej pracy
dla komoérek MSCs pochodzenia mysiego.

W pierwszym etapie realizacji badan potwierdzono prawidtowa morfologie
komoérek MSCs wyizolowanych poprzez adhezje do polistyrenowych powierzchni naczyn
hodowlanych (Rycina 13A), a nastgpnie wykonano ich charakterystyke fenotypowa dzigki
zastosowaniu wielokolorowej cytometrii przeptywowej (Rycina 13B, C). Wykazano, ze
frakcja komorek adherentnych mysiego szpiku kostnego (na pasazu 4) zawierala w
znaczacym odsetku niehematopoetyczne komorki CD45™ (95,4 + 2,8%) (Rycina 13C). W
dalszym etapie, komorki CD45  charakteryzowano pod katem wystgpowania na ich
powierzchni innych wybranych markeréw wystepujacych na komoérkach macierzystych i
progenitorowych (Rycina 13B). Zaobserwowano, ze komodrki CD45" wykazuja wysoki
stopien ekspresji markerow charakterystycznych dla komoérek MSCs, takich jak: CD29,
CD44, CD90, CD105 oraz Sca-1, przy réwnoczesnym braku ekspresji: i) markerow
komorek pluripotencjalnych (SSEA-1) oraz hematopoetycznych komorek progenitorowych
(c-kit), ii) komoérek Srodbtonka (CD31, CD62E) oraz iii) dojrzatych komorek krwi
(CD11b, TCR-B, CD45R, TCR-yd) (Rycina 13B, C). Komoérki MSCs wykazuja réwniez
wysoka ekspresj¢ tetraspanin (CD63, CD81), zmienny poziom ekspresji receptora dla
VEGF (CD309) oraz bardzo niski poziom ekspresji receptorow dla SDF-1 (CD184) oraz
dla czynnika HGF (HGFR). Dane ilosciowe tych analiz przedstawiono na Rycinie 13C.

Biorac pod wuwage wystgpowanie czasteczek adhezyjnych oraz Dbiatek
odpowiedzialnych za oddzialywanie ze $rédbtonkiem naczyniowym, na powierzchni
komoérek MSCs zaobserwowano wystgpowanie antygenu CD106 (czasteczki VCAM) oraz
zmienny (pomigdzy powtorzeniami biologicznymi) poziom ekspresji antygenu CD54
(czasteczki ICAM-1) oraz praktycznie brak wystgpowania nast¢pujacych antygendw:
CD11a/CD18, CD49d, CD49e, nalezacych do grupy integryn. Dodatkowo, na powierzchni
komorek MSCs (CD45") zidentyfikowano antygen CD98, charakterystyczny dla komoérek
aktywnych metabolicznie (Rycina 13C). Ocena obecno$ci oraz poziomu ekspresji tych
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molekut w mysich komoérkach MSCs byla istotna z punktu widzenia dalszej oceny

fenotypu oraz funkcji ich pecherzykow zwnatrzkomorkowych, co wykonano w dalszej

czegsci pracy.
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Rycina 13. Morfologia oraz profil wieloantygenowy mysich szpikowych komérek MSCs.
A. Morfologia komérek MSCs na pasazu 4 — analiza w mikroskopii §wietlnej. Skala = 50 um. B.
Reprezentatywne histogramy z przykladowej analizy cytometrycznej profilu antygenowego
komoérek MSCs (na pasazu 4) z uwzglednieniem markeréw charakterystycznych dla: komorek
mezenchymalnych (CD29, CD44, CD90, CD105, Sca-1), komorek pluripotencjalnych (SSEA-1),
komorek endotelialnych (CD62E), komérek krwi (CD45, CD45R, CD11b), obecnosci tetraspanin
(CD63, CDS81) oraz receptora dla VEGF (VEGFR2). Na histogramach przedstawiono ztozenie
pikéw dla probki niebarwionej, przedstawiajacy autofluorescencje komorek w danym kanale (pik
szary) oraz barwionej okreslonym przeciwcialem (pik czerwony). Komorki analizowano pod katem
obecnosci markera leukocytarnego CD45, a nast¢pnie pod katem wystepowania w/w markerow. Na
histogramach zamieszczono wartosci procentowe ekspresji analizowanych antygendéw posrod
komoérek CD45" w przykladowym eksperymencie. C. Ocena ilosciowa ekspresji wybranych
antygenow w populacji komérek CD45". Wartosci liczbowe ($rednia = SD) okreslajg procent
komorek pozytywnych pod wzgledem badanego antygenu posrod wszystkich komoérek CD45'.
N=3.
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W  kolejnym etapie, komorki MSCs poddano rdéznicowaniu w kierunku
osteoblastow, chondrocytyow oraz adipocytow przy uzyciu komercyjnie dostgpnych
pozywek rdznicujacych - w celu potwierdzenia ich potencjatu multipotencjalnego (Rycina
14). Komérki MSCs zréznicowane w kierunku osteoblastéw 1 chondrocytow
identyfikowano na podstawie barwien histochemicznych, natomiast komorki zréznicowane
w kierunku adipocytow — przy uzyciu obserwacji mikroskopowych identyfikujacych
komorki z widocznymi kroplami ttuszczu w cytoplazmie. Komorki réznicujagce w kierunku
chondrocytow wykazywaly widoczne depozyty glikozaminoglikanow (niebieskie kule) po
wybarwieniu blekitem alcjanskim (Rycina 14A), natomiast osteoblasty wykazywaty
znaczng mineralizacj¢ po wybarwieniu czerwienig alizarynowa (Rycina 14B). Jak
wspomniano wyzej, adipocyty identyfikowano na podstawie obecnosci lipoprotein
odktadajacych si¢ w cytoplazmie tych komorek podczas adipogenezy (Rycina 14C).

A BT

Rycina 14. Ocena potencjalu réznicowania mysich komérek MSCs. Reprezentatywne zdjecia
przedstawiaja wynik prowadzonego: A. Roznicowania chondrogennego (trwajacego przez 15 dni),
B. Rodznicowania osteogennego (trwajacego przez 15 dni). C. Roéznicowania w kierunku
adipocytow (trwajacego przez 11 dni). Strzatkami zaznaczono komorki MSCs o wilasciwym
zroznicowanym fenotypie.

Podsumowujac, wykonana charakterystyka fenotypowa 1 funkcjonalna mysich
komorek MSCs szpiku kostnego potwierdzita wlasciwy fenotyp oraz potencjal
réznicowania dla tych komorek, na podstawie kryteriow charakterystycznych dla komorek
MSCs.

84



4.2. Pozyskiwanie pozywek kondycjonowanych z hodowli komérek MSCs w
celu izolacji pecherzykow zewnatrzkomorkowych

W celu izolacji MSC-EVs, mysie komorki MSCs na pasazach 4-6, umieszczano w
pozywce do izolacji MSC-EVs - DMEM/F12 suplementowanej 0,5% BSA (bez surowicy)
na 24h, a nastgpnie zbierano pozywke kondycjonowang zawierajacag m.in. MSC-EVs.
Komorki rodzicielskie (MSCs) analizowano pod katem ich zywotno$ci oraz cyklu
komoérkowego. W badaniach stosowano pozywke bezsurowiczg w celu izolacji MSC-EVs
pozbawionych zanieczyszczenia pecherzykami pochodzacymi z surowicy, co jest zgodne z
zaleceniami Towarzystwa Naukowego ISEV (167).

Wykazano, ze komorki MSCs inkubowane w w/w pozywce bezsurowiczej,
dedykowanej izolacji MSC-EVs, wykazywaly nieznacznie obnizona zywotno$¢ w
poréwnaniu do komorek hodowanych w pelnej pozywce DMEM/F12 suplementowane;j
10% FBS (odpowiednio, 87,9 + 4,6% vs. 95,9 £ 2,9%, Rycina 15A, B). Przykladowe dot-
ploty z analizy Zywotno$ci komdorek MSCs technika cytometrii przeptywowej, obejmujace
takze rozktad procentowy subpopulacji komorek nekrotycznych, wczesno- oraz
poznoapoptotycznych, przedstawiono na Rycinie 15A.

Nastepnie wykonano badanie cyklu komorkowego komoérek MSCs, ktore
wykorzystano do izolacji MSC-EVs (Rycina 15C, D). Wykazano, ze komorki MSCs -
znad ktorych zbierano pozywke do izolacji MSC-EVs, znajdowaly si¢ glownie w fazie
G0/G1 cyklu komoérkowego (81,3 + 4,3% wszystkich komoérek w hodowli), co nie
odbiegato znaczaco od komorek MSCs utrzymywanych w standardowej hodowli (79,9 +
2,4% komorek). Odsetek komorek w fazie S, podczas ktorej odbywa si¢ replikacja DNA,
byl porownywalny dla komorek inkubowanych w pozywce bezsurowiczej oraz do
komorek hodowanych w pozywce suplementowanej FBS i wynosit odpowiednio 3,2 +
1,7% oraz 4,2 + 0,9%. Podobnie, odsetek komorek MSCs w fazie G2 oraz M byt takze
poréwnywalny dla komorek MSCs inkubowanych w pozywce suplementowanej 0,5%
BSA oraz 10% FBS (11,1 + 2,7% vs. 13,1 + 1,4%). Uzyskane wyniki $§wiadczg o tym, ze
komorki MSCs znad ktérych zbierano pozywke do izolacji MSC-EVs cechowaty sig¢
wysoka zywotno$cig oraz znajdowaty sie gtownie w fazie GO/G1 cyklu komoérkowego.

Podsumowujac, badania kontrolne komérek MSCs — z hodowli ktorych zbierano
pozywki kondycjonowane do izolacji MSC-EVs, wykazywaly niewielki spadek
zywotnosci wzgledem komorek kontrolnych oraz nie zaobserwowano réznic w przebiegu
faz cyklu komorkowego, w odniesieniu do komérek MSCs hodowanych w standardowej,
pelnej pozywce hodowlanej. W zwigzku z powyzszym pozyskane pozywki
kondycjonowano procesowano w dalszej czeSci pracy celem pozyskania MSC-EVs
stosowanych do dalszych badan.
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Rycina 15. Ocena zywotnosci i cyklu komoérkowego MSCs po zebraniu pozywki
kondycjonowanej do izolacji MSC-EVs. Dane przedstawiaja kondycje komoérek MSCs
inkubowanych przez 24h w pozywce bezsurowiczej, w poréwnaniu do standardowego pelnego
medium hodowlanego. A. Reprezentatywne dot-ploty z pojedynczej analizy zywotno$ci komorek
technikg cytometrii przeptywowej. Na wykresach przedstawiono odsetek komoérek w kazdym
kwadracie, §wiadczacych o obecnosci komorek nekrotycznych (Q1), péznoapoptotycznych (Q2),
wcezesnoapoptotycznych (Q3) oraz zywych (Q4). Oznaczenia: PI- jodek propidyny, Ann V-
aneksyna V. B. Analiza ilosciowa zywotnoséci komorek MSCs. Warto$ci przedstawiaja: Srednia +
SD, *P<0,05; (test t-studenta), N=5/grupe. C. Reprezentatywne histogramy z przyktadowej analizy
cyklu komérkowego technika cytometrii przeptywowej. D. Analiza ilosciowa odsetka komoérek w
poszczegdlnych fazach cyklu komérkowego. Wartosci przedstawiaja: Srednia + SD, (test t-
studenta), N=3/grupe.

4.3. Ocena morfologii i wielkosci pecherzykow zewnatrzkomorkowych z
hodowli komorek MSCs

Pecherzyki zewnatrzkomérkowe izolowano z pozywek kondycjonowanych
zebranych z hodowli komorek MSCs, metoda sekwencyjnego wirowania obejmujacego
dwa cykle ultrawirowania. Schemat procesu izolacji MSC-EVs z pozywek
kondycjonowanych zostat przedstawiony na Rycinie 7.

Zgodnie z zaleceniami Towarzystwa Naukowego ISEV (167), w celu
potwierdzenia obecnosci integralnych pgcherzykow w izolowanych probkach oraz oceny
ich morfologii, izolaty MSC-EVs obrazowano technika mikroskopii sil atomowych (ang.
atomic force microscopy, AFM). W odréznieniu od transmisyjnej mikroskopii
elektronowej, metoda obrazowania AFM umozliwia wizualizacj¢ preparatéw w czasie
rzeczywistym oraz nie wymaga etapu utrwalania analizowanego materiatu, co znacznie
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zmniejsza ryzyko znieksztatcenia ksztalttow EVs podczas przygotowania preparatow do
obrazowania. Dodatkowo, obrazowanie technika AFM jest jednym z dwéch sposobow
obrazowania EVs zalecanych przez Towarzystwo Naukowe ISEV (167). Analiza zdj¢¢
preparatow wykonanych w plaszczyznie dwu- (2D) oraz trojwymiarowej (3D) wykazala,
ze badane probki zawieraja czasteczki o kulistym ksztalcie 1 zroznicowanej wielkosci, co
wskazuje na wzbogacenie preparatéw w pecherzyki o prawidtowej morfologii (Rycina
16A).

W kolejnym etapie, zbadano rozklad wielkosci MSC-EVs technika TRPS (ang.
Tunable Resistive Pulse Sensing) przy uzyciu systemu [ZON gNano, umozliwiajaca
doktadng ocene wielko$ci EVs. Wykonane badania wykazaty, ze MSC-EVs stanowia
heterogenng populacje czasteczek o $redniej wielkosci rownej 172,3 £ 14,4 nm oraz
dominancie (tj. warto$ci najczgsciej wystepujacej) wynoszacej 138,0 = 14,7 nm (Rycina
16B, Tabela 24). W analizowanych preparatach, MSC-EVs wystepuja w przedziale
wielkosci czastek od 70 do 420 nm, co miesci si¢ w typowym zakresie wielkosci EVs
opisywanym w literaturze, jako 40-600 nm (212,213), typowym dla frakcji egzosomow i
ektosomow.

B 3,5x10°
3,0x10°
2,5x10° =
2,0x10°
1,5x10°

1,0x10°

Stezenie czgstek/ ml

5,0x108

0.0

Srednica (nm)

Rycina 16. Analiza morfologii oraz rozkladu wielkosci MSC-EVs. A. Obraz morfologii
powierzchni probki MSC-EVs wykonany technikg mikroskopii AFM dla rozmiaru skanu 2,0 pm x
2,0 um (strona lewa). Trojwymiarowa prezentacja obrazu tego samego zdjecia (strona prawa). Na
zdjeciu widoczne sg pojedyncze pecherzyki o zachowanej integralnoSci oraz morfologii. B.
Reprezentatywny rozktad wielkosci MSC-EVs wykonany technikag TRPS przy uzyciu systemu
IZON gNano.
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Tabela 24. Zestawienie S$rednicy wielko$ci oraz dominanty wielkosci MSC-EVs.
Kolumna druga przedstawia wartosci $rednicy wielkosci dla trzech wybranych preparatow MSC-
EVs oraz $rednig + SD z tych pomiarow. W kolumnie trzeciej przedstawiono dominante (wartos¢
modalng) dla badanych preparatéw oraz $rednig dominantg + SD. N= 3.

Srednia wielko§¢ [nm] Dominanta [nm]
Preparat 1 189 154
Preparat 2 164 135
Preparat 3 164 125
Srednia + SD 172,3 + 14,4 138,0 + 14,7

Podsumowujac, dzigki przeprowadzonym badaniom potwierdzono, ze wyizolowane
preparaty zawieraja kuliste, integralne nanoczastki o §rednicy wielkos$ci charakterystyczne;j
dla EVs i wynoszacej 172,3 + 14,4 nm. Wyizolowane preparaty MSC-EVs stosowano w
dalszych badaniach.

4.4. Charakterystyka MSC-EVs na podstawie obecnosci markerow EVs

Wykorzystana w niniejszej pracy metoda izolacji EVs na drodze sekwencyjnego
wirowania, umozliwia otrzymywanie preparatow heterogennych, ktore zawieraja wigksze
ektosomy oraz mniejsze egzosomy. Zgodnie z aktualnie dostgpng literatura, nanoczastki te
mogg posiada¢ markery charakterystyczne dla nich, dzigki ktérym mozliwa jest
identyfikacja w/w frakcji EVs (166). W zwiazku z tym, zgodnie z zaleceniami
towarzystwa ISEV (166), poza analizg rozktadu wielkos$ci i morfologii EVs, wskazane jest
zbadanie wystegpowania w otrzymanych preparatach wybranych markerow, ktore
jednoznacznie pozwolg zidentyfikowa¢ obecno$¢ EVs w otrzymanych probkach.

W zwigzku z powyzszym, w celu oceny obecnosci oraz heterogennosci MSC-EVs
w izolowanych preparatach, wykonano analiz¢ metodg Western blot w celu identyfikacji
obecnosci synteniny-1 1 tetraspaniny CD9 (markery EVs) oraz kalneksyny (marker
negatywny) w probkach, z zastosowaniem specyficznych przeciwcial skierowanych
przeciwko w/w biatkom. Otrzymane wyniki badan wykazaly, ze MSC-EVs - w
przeciwienstwie do samych komoérek MSCs, nie zawieraja kalneksyny, ktora jest biatkiem
integralnym retikulum endoplazmatycznego (Rycina 17). Praparaty MSC-EVs byly
natomiast wzbogacone w syntening-1 - biatko wystepujace w cytoplazmie, ktére moze
wigza¢ si¢ z btong komodrkowa i ktéore wskazuje si¢ takze, jako biatko odrozniajace
preparaty EVs od lizatow catych komorek (166).
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Rycina 17. Poréwnanie wystepowania wybranych bialek w preparatach MSC-EVs oraz
komorkach MSCs metoda Western blot. Analizowano wystgpowanie biatka blonowego-
tetraspaniny CD9 oraz bialka cytoplazmatycznego - synteniny-1, jak rowniez biatka wystepujacego
w retikulum endoplazmatycznym - kalneksyny w preparatach MSC-EVs oraz komorkach MSCs.
W analizie zastosowano kontrolg endogenna - biatko B-aktyne.

Marker charakterystyczny dla egzosoméw (tetraspanina CD9) byt rowniez obecny
we frakcjach MSC-EVs stosowanych w badaniach, co §wiadczy o wzbogaceniu frakcji
MSC-EVs w egzosomy. W wykonanej analizie, zostala wykorzystana kontrola endogenna
- B- aktyna, ktora jest biatkiem cytoszkieletu powszechnie wystepujacym w komoérkach
oraz oznaczanym podczas analiz Western blot. Warto podkresli¢ jednak, ze B- aktyna
wystgpowala w probkach z komorek MSCs oraz w bardzo niskim stopniu w samych MSC-
EVs, co utrudnia proces standaryzacji i jest problemem ogolnie znanym w badaniach EVs.
Jak dotad, nie wyznaczono uniwersalnej kontroli endogennej dla probek EVs, dlatego tego
typu analizy normalizuje si¢ w przypadku analiz Western blot - stosujac te samg
wyjsciowq ilo$¢ biatka.

W dalszym etapie, we wspotpracy z dr hab. Sylwig Kedracka-Krok z Zaktadu
Biochemii Fizycznej, Wydzialu Biochemii, Biofizyki i Biotechnologii Uniwersytetu
Jagiellonskiego w Krakowie, wykonano globalng analiz¢ proteomiczng preparatow MSC-
EVs oraz komoérek MSCs, w celu identyfikacji biatek wzbogaconych we frakcji MSC-EVs.

Otrzymane wyniki badan proteomicznych odnoszacych si¢ do probek MSC-EVs, w
pierwszej kolejnosci analizowano pod katem obecnosci markeréw biatkowych najczesciej
wystepujacych w egzosomach, ktoére identyfikowano m.in. dzigki ich obecnosci w bazie
danych dedykowanych sktadowi molekularnemu EVs - ExoCarta (http://exocarta.org).
Baza ta stanowi swoiste kompendium wiedzy na temat bioaktywnej zawarto$ci
egzosoméw (143). Wykazano, ze w badanych preparatach MSC-EVs wystepuja 82
bialka czesto identyfikowane w egzosomach (Tabela 25), co $wiadczy o wzbogaceniu
tych preparatow we frakcj¢ egzosomalng. W przeprowadzonej analizie potwierdzono
wystgpowanie w preparatach MSC-EVs m.in. nastgpujacych grup bialek wskazywanych
przez ISEV, jako istotne w identyfikacji EVs:

e biatek transblonowych z grupy tetraspanin — w tym teraspaniny CD9, CD63, CD&8]1;
e biatek cytoplazmatycznych wigzacych si¢ do btony komorkowej — w tym m.in.
synteniny-1, aneksyny Al, A6, All;
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e biatlek pozakomorkowych zwigzanych z blong komoérkowa — w tym m.in.
fibronektyny.

W Tabeli 25 zamieszczono listg¢ 100 biatek najczesciej wystepujacych w egzosomach
opublikowang na stronie ExoCarta z zaznaczeniem ich wystegpowania w preparatach MSC-
EVs.

Tabela 25. Lista 100 bialek czesto identyfikowanych w egzosomach opublikowanych na
stronie ExoCarta oraz ich wystepowanie w preparatach MSC-EVs. Plus (+) oznacza
wystepowanie danego biatka, natomiast (-) oznacza brak bialka w badanych preparatach MSC-
EVs. Do badania wykorzystano dane otrzymane z globalnej analizy proteomicznej MSC-EVs.

Symbol
genu Kod . Wystepowanie w
L.p. kodujacego | UniProtKB Nazwa biafka MSC-EVs
biatko
Antygen CD9
I |CD9 P40240 (ang. CDY antigen) i
Biatko szoku cieplnego HSPAS 71 kDa
2 |HSPAS P63017 (ang. Heat shock 71 kDa protein 8 ) i
Bialko oddzialijace z biatkiem programowanej
3 |PDCD6IP |Q9WU78 |s$mierci komorki-6 (ang. Programmed cell death -
6-interacting protein)
Dehydrogenaza gliceraldehydo-3-
4 |GAPDH P16858 fosforanowa (ang. glyceraldehyde-3- -
phosphate dehydrogenase)
s |ACTB P60710 Aktyna, 1zoforrna.1 cytoplazmatyczna 1 (ang. i
Actin, cytoplasmic 1)
6 |ANXA2 P07356 Aneksyna A2 (ang. Annexin A2) +
7 | CD63 P41731 Antygen CD63 (ang. CD63 antigen) 3
8 |SDCBP 008992 Syntenina-1 (ang. Syntenin-1) +
9 |ENOI1 P17182 a-enolaza (ang. a-enolase) +
Bialtko szoku cieplnego HSP 90a (ang. Heat
+
10| HSPOOAAL | PO7901 shock protein HSP 90a.)
Biatko Tsgl01- Biatko genu 101 podatnosci na
11 | TSGI101 Q61187 nowotwory (ang. Tumor susceptibility gene 101 aF
protein)
Kinaza pirogronianowa PKM (ang. Pyruvate
12 |PKM P52480 kinase PKM) +
Dehydrogenaza L- mleczanowa tancuch o
+
il LAUeH (ang. L-lactate dehydrogenase a chain)
14 |EEF1AL P10126 Czynnik elongacyjny 1-a 1 (ang. Elongation +
factor 1-o. 1)
15 |YWHAZ |P63101 Biatko 14-3-3 (/6 (ang. 14-3-3 protein {/d) 1
Kinaza fosfoglicerynianowa 1 (ang.
16 | PGKI PO9411 Phosphoglycerate kinase 1) i
17 |EEF2 P58252 Czynnik elongacyjny 2 (ang. Elongation i
factor 2)
Aldolaza fruktozo-bisfosforanowa A (ang.
18 | ALDOA P05064 Fructose-bisphosphate aldolase A) i
Biatko szoku cieplnego HSP90 3 (ang. Heat
19 |HSP90ABI1 |P11499 shock protein HSP 90-B) +
20 | ANXAS P48036 Aneksyna A5 (ang. Annexin A5) +
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Syntaza kwasow thuszczowych (ang. Fatty

21 |FASN P19096 . +
acid synthase)

22 |YWHAE | P62259 Biatko 14-3-3 ¢ (ang. 14-3-3 protein €) +

23 |lcLte Q68FD5 Klatryna h.mcuch cigzki 1 (ang. Clathrin n
heavy chain 1)

24 | CD8l1 P35762 Antygen CD81 (ang. CDS81 antigen) +

25 |ALB P07724 Albumina surowicza (ang. Serum albumin) it
ATPaza przej$ciowej formy retikulum

26 | VCP Q01853 endoplazmatycznego (ang. Transitional +
endoplasmic reticulum ATPase)

»7 | TP1I P17751 Izqmeraza trl-fosforanowa (ang. i
Triosephosphate isomerase)

23 |PPIA P17742 Izomeraza.ms/trans peptydylo- 'prolmowa A +
(ang. Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase A)

29 | MSN P26041 Moezyna (ang. Moesin) aF

30 |CFL1 P18760 Kofilina 1 (ang. Cofilin-1) +

31 |PRDXI1 P35700 Peroksyredoksyna 1 (ang. Peroxiredoxin-1) A

32 | PFNI P62962 Profilina 1 (ang. Profilin-1) +
Biatko Rap-1b zwigzane z biatkami Ras

+

39 || AHIE Sesills (ang. Ras-related protein Rap-1b)

34 |ITGBI1 P09055 Integryna -1 (ang. Integrin f-1) +
Chaperon BiP retikulum

35 | HSPAS P20029 endoplazmatycznego (ang. Endoplasmic -
reticulum chaperone BiP)
Lancuch cigzki antygenu powierzchniowego

36 |SLC3A2 P10852 4F2 (ang. 4F2 cell-surface antigen heavy +
chain)
Histon H4 (kodowany przez gen

S LEIAHIER Y IHPRINS HIST1H4A; ang. Histone H4) -
Podjednostka B-2 biatka G(1)/G(S)/G(T)

38 |GNB2 P62880 wigzacego nukleotyd guaniny (ang. Guanine +
nucleotide-binding protein subunit f5-2)
Podjednostka a-1 ATPazy transportujaca

39 |ATP1A1 Q8VDN2 |sod/ potas (ang. Sodium/potassium- +
transporting ATPase subunit a-1)

40 |YWHAQ |P68254 Biatko 14-3-3 9 (ang. 14-3-3 protein 3) +

41 |FLOTI 008917 Flotylina 1 (ang. Flotillin-1) 4k

42 |FLNA Q8BTMS8 | Filamina-A (ang. Filamin-A) +
Wewnatrzkomorkowe biatko 1 kanatu

43 |CLIC1 Q9Z71Q5 chlorkowego (ang. Chloride intracellular A
channel protein 1)
Homolog biatka 42 kontrolujacego podziat

44 | CDC42 P60766 komorki (ang. Cell division control protein +
42 homolog)

45 |cer PRO314 Podjednostka blaika 1 kompleksu T (ang. n
T-complex protein 1 subunit beta)
a-2-makroglobulina-P (ang. a-2-

46 | A2M Q6GQTI macroglobulin-P) "

47 |YWHAG |P61982 Biatko 14-3-3 y (ang. 14-3-3 protein v) 1

48 |TUBAIB  |P05213 Lan.cuch 1B tubuliny o (ang. Tubulin a-1B )
chain)

49 |RACI1 P63001 Substrat 1 toksyny botulinowej C3 3
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spokrewnionej z biatkiem Ras (ang. Ras-
related C3 botulinum toxin substrate 1)

50 LGALS3B Q07797 Bla%.ko.quqce galektyne;-3 (ang. Galectin-
P 3-binding protein)

Biatko szoku cieplnego HSP1A 70 kDa

>1 |HSPAIA Q61696 (ang. Heat shock 70 kDa protein 1A)
Podjednostka alfa 2 biatka G(i) wiazacego
nukleotyd guaniny (ang. Guanine

52 |GNALR PO8752 nucleotide-binding protein G(i) subunit
alpha-2)

53 | ANXAI P10107 Aneksyna Al (ang. Annexin AI)
Transformujace biatko RhoA (ang.

>4 | RHOA QOQUIO Transforming protein RhoA)

55 | MFGES8 P21956 Laktadheryna (ang. Lactadherin)

56 |PRDX2 Q61171 Peroksyredoksyna 2 (ang. Peroxiredoxin-2)
Inhibitor beta dysocjacji biatka Rab GDP

21| einik Sl (ang. Rab GDP dissociation inhibitor beta)

53 | EHD4 QOEQP2 Bla%k(? 4 zawierajace dorr}eneg EH (ang. EH
domain-containing protein 4)

59 |ACTN4 P57780 a-aktynina-4 (ang. a-actinin-4)

60 |YWHAB |Q9CQV8 |Biatko 14-3-3 o/p (ang. /4-3-3 protein o/p)
Biatko Rab-7a zwigzane z biatkami Ras

il i (ang. Ras-related protein Rab-7a)
Dehydrogenaza L- mleczanowa tancuch B

62 |LDHB P16125 (ang. L-lactate dehydrogenase B chain)
Kroétka izoforma podjednostki alfa biatka
G(s) wiazacego nukleotyd guaniny (ang.

Ll P63094 Guanine nucleotide-binding protein G(s)
subunit alpha isoform short)

64 | TFRC Q62351 Biatko 1 r.eceptora dla tran§feryny (ang.
Transferrin receptor protein 1)
Biatko Rab-5¢ zwigzane z biatkami Ras

s S (ang. Ras-related protein Rab-5C)

66 | ARF1 PR4078 C;ynmk 1 ADP-rybozylacji (ang. ADP-
ribosylation factor 1)

67 | ANXAG6 P14824 Aneksyna A6 (ang. Annexin A6)

68 | ANXAIl P97384 Aneksyna Al1 (ang. Annexin AI11)

69 |ACTG1 P63260 Aktyna, 1zoforrna_1 cytoplazmatyczna 2 (ang.
Actin, cytoplasmic 2)

70 |KPNBI P70168 Pod]eQnostka B-1 importyny (ang. Importin
subunit p-1)

71 |EZR P26040 Ezryna (ang. Ezrin)

72 | ANXA4 P97429 Aneksyna A4 (ang. Annexin A4)

73 |ACLY Q91V92 Syntaza cytrynianowa ATP (ang. ATP-
citrate synthase)

74 |TUBAIC | P68373 LanFuch 1C tubuliny a (ang. Tubulin a-1C
chain)
Biatko Rab-14 zwigzane z biatkami Ras

75 |RABI4 Qo1V4l (ang. Ras-related protein Rab-14)
Histon H4 (kodowany przez gen

76 |HIST2H4A | P62806 HIST2H4A; ang. Histone H4)

77 |GNBI1 P62874 Podjednostka -1 biatka G(1)/G(S)/G(T)
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wigzacego nukleotyd guaniny (ang. Guanine
nucleotide-binding protein G(1)/G(S)/G(T)
subunit p-1)

Enzym 1 aktywujacy modyfikator podobny

78 | UBA1 Q02053 do ubikwityny (ang. Ubiquitin-like modifier- +
activating enzyme 1)

79 | THBS] P35441 }")rombospondyna-l (ang. Thrombospondin- )
Biatko jadrowe Ran wigzace GTP (ang.

80 |RAN P62827 GTP-binding nuclear protein Ran) i
Biatko Rab-5A zwigzane z biatkami Ras

81 |RABSA QOCQDI (ang. Ras-related protein Rab-54) i
Negatywny regulator receptora

82 |PTGFRN |Q9WVO91 |prostaglandyny F2 (ang. Prostaglandin F2 +
receptor negative regulator)

83 |ceTs PR0316 Podjednostka ¢ b'1alka 1 korppleksu T (ang. o
T-complex protein I subunit €)

4 | ccT3 PRO318 Podjednostka y blalka 1 kompleksu T (ang. +
T-complex protein 1 subunit y)

85 |BSG P18572 Basigina (ang. Basigin) 3

’6 | AHCY P50247 Adenosylhomocyste.maza (ang. +
Adenosylhomocysteinase)
Biatko Rab-5B zwiazane z biatkami Ras

il Al (ang. Ras-related protein Rab-5B) )
Biatko Rab-1A zwigzane z bialkami Ras

88 |RABIA P62821 (ang. Ras-related protein Rab-14) )
Glikoproteina btonowa 2 zwigzana z

89 |LAMP2 P17047 lizosomem (ang. Lysosome-associated +
membrane glycoprotein 2)

90 |ITGAG6 Q61739 Integryna o-6 (ang. Integrin a-6) +
Histon H4 (kodowany przez gen

o1 |HISTIH4B |P62806 | ;1o 14R; ang. Histone H4) i

92 |GSN P13020 Zelzolina (ang. Gelsolin) +

93 |FNI1 P11276 Fibronektyna (ang. Fibronectin) 3

94 |YWHAH |P68510 Biatko 14-3-3 n (ang. /4-3-3 protein 1) +

95 |TUBAIA | P63369 LanF:uch 1A tubuliny a (ang. Tubulin a-14 )
chain)

96 |TKT P40142 Transketolaza (ang. Transketolase) +

97 |TCP1 P11983 Podjednostka o 1t?laika 1 kompleksu T (ang. "
T-complex protein 1 subunit o)
Integralne biatko blonowe pasma 7

98 |STOM P54116 erytrocytow (ang. Erythrocyte band 7 +
integral membrane protein)

99 |SLC16A1 |P53986 Transporter monokarboksylowy 1 (ang. i
Monocarboxylate transporter 1)
Biatko Rab-8A zwigzane z biatkami Ras

100 | RABBA P35258 (ang. Ras-related protein Rab-84) )

Calkowita liczba bialek zidentyfikowanych w preparatach MSC-EVss 82
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Przeprowadzone badania proteomiczne potwierdzity, ze wyizolowane preparaty
MSC-EVs zawieraja bialka typowe dla egzosomoéw, a zatem wykazujg wzbogacenie we
frakcje egzosomow.

W dalszym etapie, preparaty MSC-EVs poddano wieloparametrowej analizie
cytometrycznej w celu okreslenia wystepowania na ich powierzchni wybranych markerow
btonowych komoérek MSCs - identyfikujacych zatem w szczegolnosci frakcje ektosomow
(CD29, CD44, CD90, CD105, Sca-1). Zbadano réwniez obecnos¢ wybranych ligandéw dla
aktywowanego $rodbtonka naczyniowego (CD11a/CD18, CDI15, CD49d, CD162) oraz
receptora dla czynnika proangiogennego VEGF (CD309), co miato istotne znaczenie dla
interpretacji badan przeprowadzonych w dalszej czg$ci pracy, a zwigzanych z aktywnoscia
proangiogenng badanych MSC-EVs.

Analize cytometryczng przeprowadzono przy uzyciu wysokorozdzielczego
cytometru przeptywowego (A50-Micro, Apogee Flow Systems) dedykowanego do analizy
nanoczastek. Wykazano, ze MSC-EVs posiadajg na swojej powierzchni nastepujace
antygeny powierzchniowe: CD29, CD44, CD81, CD90, CD309 oraz Sca-1 (Rycina 18)
oraz nie potwierdzono wystepowania pozostalych badanych antygendéw - w/w czterech
molekul bedacych ligandami dla antygendow wystepujacych na powierzchni aktywowanego
srédblonka naczyniowego. Pomimo tego, ze nie wykazano obecnosci w/w ligandow
aktywowanego $rodbtonka naczyniowego, nie mozna wykluczy¢, ze na powierzchni MSC-
EVs wystepuja inne czasteczki biorace udziat w oddziatywaniu z komoérkami docelowymi,
w tym ze §rodbtonkiem naczyniowym. Na Rycinie 18 przedstawiono wylacznie markery
wystepujace na powierzchni czasteczek MSC-EVs.

Wykorzystanie syntetycznych kulek kalibracyjnych pozwolito potwierdzi¢ $rednig
wielko$¢ MSC-EVs zmierzong przy uzyciu systemu [ZON gNano i wynoszacg ok. 180 nm.
Ze wzgledu na fakt, Ze niektore izotypy przeciwcial moga niespecyficznie wigzac si¢ z
antygenami, od wartosci procentowej ekspresji danego antygenu odjeto wartosci
procentowe otrzymane dla odpowiedniej kontroli izotypowej skoniugowanej z
fluorochromem, z ktérym skoniugowane byto przeciwciato. Najwyzszy odsetek MSC-EVs
pozytywnych po wzgledem badanego biatka powierzchniowego obserwowano dla
antygenow Sca-1 (17,3 + 0,6%) oraz CD90 (17,2 + 1,3%) (Rycina 18B).

W nastgpnym kroku wykonano analiz¢ MSC-EVs przy uzyciu cytometru
obrazowego ImageStreamX Mark II, ktoéra potwierdzita wystgpowanie na powierzchni
MSC-EVs badanych antygenéw (Rycina 18C).
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Rycina 18. Analiza wybranych antygenow charakterystycznych dla egzosoméw oraz
ektosomow pochodzacych z komdérek MSCs w preparatach MSC-EVs. A. Reprezentatywne
dot-ploty z analizy ekspresji wybranych antygendéw na powierzchni MSC-EVs z zastosowaniem
wysokorozdzielczej cytometrii przeplywowej dedykowanej do analizy matych obiektow. Na
wykresie kontrolnym przedstawiono rozktad wielkoSci czasteczek uzyskany przy zastosowaniu
mieszaniny syntetycznych kulek kalibracyjnych - polistyrenowych (110 nm, 500 nm) i
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silikonowych (180 nm, 240 nm, 300 nm, 590 nm, 880 nm, 1300 nm). Wykresy przedstawiaja
zalezno$¢ intensywnosci fluorescencji zbieranej w danym kanale fluorescencyjnym (Alx 488 lub
APC) i rozproszenia §wiatta MALS (ang. middle angle light scatter), ktoérego wartos¢ koreluje z
wielkoscig badanych czastek. Do analizy wzigto wylacznie integralne pgcherzyki zawierajace RNA
- identyfikowane dzigki barwieniu odczynnikiem RNASelect. Odsetek obiektow pozytywnych pod
wzgledem ekspresji danego antygenu powierzchniowego mierzono w odniesieniu do probek
niebarwionych (kontrole) zbieranych w kanatach Alx 488 oraz APC. Dla kazdego przeciwciata
wykonano odpowiednie kontrole izotypowe. B. Ocena iloSciowa ekspresji wybranych antygenow
na powierzchni MSC-EVs. Od warto$ci procentowe]j ekspresji danego antygenu odejmowano
warto$¢ procentowa otrzymang dla odpowiedniej kontroli izotypowej, a nast¢pnie przedstawiono
na wykresie, jako wartosci $rednie £ SD. N=3. C. Ocena jakosciowa ekspresji wybranych
antygenow na powierzchni MSC-EVs przenoszacych RNA (wybarwionych barwnikiem SYTO
RNASelect, zielony) z zastosowaniem cytometru obrazowego Image Stream X Mark I (Merck).

Podsumowujac, przeprowadzone badania potwierdzity wzbogacenie badanych
preparatow MSC-EVs stosowanych dalej w niniejszej pracy — zarowno we frakcje
ektosomoéw, jak 1 egzosomoéw, potwierdzajac ich heterogenno$¢ subpopulacyjng, jak
réowniez skuteczno$¢ samych metod ich izolacji, zastosowanych w pracy.

4.5. Charakterystyka bioaktywnej zawartosci molekularnej przenoszonej
przez MSC-EVs

Jak wspomniano we wstepie pracy, wyniki badan $wiatowych wskazujg, ze
pecherzyki zewnatrzkomoérkowe moga przenosi¢ bioaktywne czasteczki takie jak: biatka,
receptory, mRNA, miRNA oraz lipidy, dzigki czemu moga odgrywaé istotng role w
komunikacji miedzykomorkowej (105,214). W zwigzku z tym, w celu okreslenia
biologicznej zawarto$ci przenoszonej przez MSC-EVs, w dalszej czg$ci niniejszej pracy
wykonano poglebiong globalng analiz¢ proteomiczng oraz analiz¢ obecnos$ci czasteczek
miRNA oraz wybranych transkryptow mRNA w badanych preparatach MSC-EVs.

4.5.1. Globalna analiza proteomiczna MSC-EVs

Globalng analize proteomiczng komérek MSCs oraz MSC-EVs wykonano metoda
chromatografii cieczowej z tandemowg spektrometria mas (ang. liquid chromatography-
tandem mass spectrometry, LC-MS/MS), w celu identyfikacji jak najwigkszej liczby biatek
obecnych przede wszystkim w preparatach MSC-EVs, jak rowniez w komorkach
wyjsciowych MSCs.

W przypadku probek komoérek MSCs, zidentyfikowano w sumie 6487 bialek,
natomiast w przypadku preparatow MSC-EVs - 2242 biatka. Liczby bialek
zidentyfikowane w poszczegdlnych powtorzeniach biologicznych (N=3) komdrek MSCs
oraz probek MSC-EVs byly zblizone. W dalszej analizie, w przynajmniej dwdch (na trzy)
analizowanych probkach, na podstawie dwéch lub wigcej unikalnych peptydow,
zidentyfikowano 3920 bialek wspolnych w komorkach MSCs oraz 818 biatek wspolnych
w probkach MSC-EVs. Co wigcej, w komorkach MSCs zidentyfikowano 2893 biatka
roznicowe, czyli takie, ktore nie wystepowaly (lub byly ponizej progu detekcji metody) w
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probkach MSC-EVs. Natomiast w probkach MSC-EVs zidentyfikowano 135 biatek
(wymienionych w Zatlgczniku, p. 8.1. Tabele, Tabela V), ktore z kolei byly ponizej
poziomu detekcji w komoérkach MSCs, co $wiadczy o ich szczegdlnym wzbogaceniu w
badanych pecherzykach (Tabela 26).

Tabela 26. Wyniki globalnej analizy proteomicznej komérek MSCs oraz MSC-EVs

z wyszczegllnieniem danych dotyczacych grup eksperymentalnych i poszczegdlnych
powtodrzen biologicznych.
Nazwa Suma Liczba Liczba bialek | Liczba biatek | Liczba biatek
grupy/ wszystkich | zidentyfikowa | zidentyfikowa- | wspolnych w réznicowych
Nr zidentyfikowa | -nych biatek nych na danej grupie, (wystepuja-
powt. -nych biatek W grupie podstawie tzn.: cych glownie
W grupie 2 <peptydow | zidentyfikowa- w badanej
nych w grupie)
przynajmniej 2
z 3 probek na
podstawie 2 <
unikalnych
peptydow
a | 1] 5577 4248
@ | 2] 6487 5702 4290 3920 2893
= 3 5314 3921
& @ 1] 1776 1047
%) 5 |2 | 2242 1552 687 818 135
=3 1570 879

Grupy biatek zidentyfikowane w wigkszosci probek (przynajmniej w dwodch
probkach na trzy) i w oparciu o kilka unikalnych peptydow (= 2) uwzgledniano w
kolejnych analizach.

W dalszym etapie, przy uzyciu aplikacji Gene Ontology (GO) - stuzacej do
globalnych analiz bioinformatycznych danych proteomicznych, obie pule wspélnych
bialek wykrytych w komoérkach MSCs oraz w preparatach MSC-EVs pordéwnano
miedzy sobg. Aplikacja GO umozliwia funkcjonalny podzial na nastepujace trzy grupy
biatek zaangazowanych w: procesy biologiczne, petiacych funkcje molekularne oraz
bedacych skladnikami komérkowymi.

W pierwszej kolejnosci, skupiono si¢ na bialkach wspélnych w danej grupie, ktére
sa zaangazowane w procesy biologiczne. Wséréd najbardziej istotnych grup biatek
zidentyfikowanych zarowno w komoérkach MSCs, jak 1 probkach MSC-EVs naleza biatka
uczestniczace 1 odpowiedzialne za: komunikacj¢ miedzykomorkowa i przekazywanie
sygnaléow, rozwoj organizméw wielokomorkowych i struktur anatomicznych,
odpowiedz na bodZce chemiczne, metabolizm bialek oraz odpowiedZ na uszkodzenie
(Rycina 19A). Co interesujace, odsetek bialek nalezacych do wymienionych grup byt
wyzszy w preparatach MSC-EVs niz w samych komorkach MSCs. Z kolei komorki MSCs

97



wykazujg wzbogacenie w biatka zaangazowane i odpowiedzialne za: transkrypcje 1 jej
regulacje, metabolizm RNA, mRNA i czastek zawierajacych nukleotydy (Rycina 19A).

Analogiczng analiz¢ wykonano dla bialek réznicowych, czyli takich ktoére
zidentyfikowano w probkach tylko jednej grupy (tj. tylko w komérkach MSCs lub tylko w
MSC-EVs). Wykazano, ze bialka r6znicowe zidentyfikowane w probkach MSC-EVs, a
zatem szczegdlnie w nich zageszczone, moga by¢ zaangazowane w podobne procesy
biologiczne, jak opisano w przypadku biatek wspdlnych, tj. w komunikacje
miedzykomorkowq i przekazywanie sygnalow, adhezje komorek, rozwéj organizmow
wielokomoérkowych i rozwéj struktur anatomicznych, a takze w odpowiedZ na stres
komorkowy oraz gojenie si¢ ran/ uszkodzen (Rycina 19B). Co istotne, MSC-EVs
zawieraja wyzszy odsetek biatek wspolnych i1 roznicowych zaangazowanych w adhezje
komorkowa, niz komorki MSCs (11,9% vs. 4,4% w przypadku biatek wspdlnych oraz
16,3% vs. 2,4% w przypadku biatek roéznicowych), co moze korzystanie wptywac na
oddziatywanie MSC-EVs z komorkami akceptorowymi (Rycina 19A, B; Zafgcznik, p. 8.1.
Tabele, Tabela I). Dodatkowo, wzbogacenie MSC-EVs w bialka zaangazowane w
rozwoj struktur anatomicznych i organizmu wielokomdérkowego (wynoszacy powyzej
20% biatek wszystkich biatlek GO nalezacych do tej grupy) moze s$wiadczy¢ o
potencjalnym zaangazowaniu tych czasteczek w procesy regeneracji tkanek i narzadow, w
tym proces angiogenezy i kardiomiogenezy, co badano w tej pracy. W zwiazku z tym,
uzasadnione byto w mojej ocenie, przeprowadzenie dalszej szczegdétowej analizy
bioinformatycznej bialek wystepujacych w MSC-EVs, co wykonano w kolejnej czesci

pracy.
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Procesy biologiczne
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Rycina 19. Analiza bialek zaangazowanych w wybrane procesy biologiczne w komoérkach
MSCs oraz MSC-EVs wykonana przy pomocy aplikacji Gene Ontology. A. Porownanie
zawartosci procentowej bialek wspdlnych dla danej grupy. B. Porownanie zawarto$ci procentowe;j
biatek réznicowych - tj. bialek, ktore zostaty zidentyfikowane we probkach jednej grupy i w zadnej
probee drugiej grupy. Do analizy wykorzystano wylacznie biatka zidentyfikowane w przynajmniej
dwoch z trzech probek na podstawie 2 lub wigkszej liczby unikalnych peptydow. Na osi X
przedstawiono poszczegdlne kategorie procesow biologicznych, natomiast na osi Y- procent biatek
zaklasyfikowanych do danej kategorii GO zidentyfikowanych w analizowanym zestawie danych.
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W dalszym etapie wykazano, ze 24,6% bialek wspdlnych zidentyfikowanych w
preparatach MSC-EVs przyporzadkowanych wedlug skladnika komérkowego stanowia
biatka zwigzane zbtong komorkowa, 7,6% bialek stanowia biatka macierzy
pozakomorkowej, natomiast 14,6% biatek stanowig biatka cytoplazmatyczne (Rycina
20A). Biorac pod uwage biatka réznicowe obecne w MSC-EVs wykazano, ze 23,0% tych
bialek stanowig biatka zwigzane zbtong cytoplazmatyczng, natomiast 30,4% bialek
stanowig biatka macierzy pozakomodrkowej (Rycina 20B). W przypadku biatek wspdlnych
w komodrkach MSCs dominuja biatka wystepujace w przestrzeni jadra komoérkowego,
btonach organelli wewnatrzkomorkowych oraz biatka mitochondrialne, natomiast w
przypadku biatek réznicowych znaczny odsetek stanowig biatka jadra komorkowego i1
mitochondrium (Rycina 20A, B). Biatka réznicowe zidentyfikowane w komorkach MSCs

oraz preparatach MSC-EVs potwierdzaja wystgpowanie w otrzymanych preparatach EVs,
jednoznacznie odrozniajac je od komorek MSCs na podstawie sktadu biatkowego.

Sposrdod biatek wspdlnych wystepujacych w MSC-EVs, 24,9% zaklasyfikowano
zgodnie z funkcja molekularng, jako biatka wigzace jony, w tym takze konkretne kationy
oraz jony metali. Analogiczne wyniki otrzymano dla biatek réznicowych wystepujacych w
MSC-EVs, w ktorych 37,0% zidentyfikowanych biatek wykazuje zdolnos¢ do wigzania
jondéw, w tym jonéow metali i kationéw (Rycina 21A, B). Dodatkowo, wsrdd biatek
wspolnych oraz réznicowych zidentyfikowanych w preparatach MSC-EVs, wystepuja
biatka wigzace receptory, co moze wplywac¢ na ich zdolnos¢ do wigzania si¢ do komodrek
docelowych, a tym samym wptywac na funkcje tych komorek, co byto przedmiotem badan
opisanych w dalszej cze$ci pracy.
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Sktadnik komérkowy
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Rycina 20. Analiza bialek zidentyfikowanych, jako skladnik komérkowy w komoérkach MSCs
oraz MSC-EVs wykonana przy pomocy aplikacji Gene Ontology (GO). A. Poroéwnanie
zawarto$ci procentowej biatek wspolnych dla danej grupy. B. Porownanie zawartosci procentowe;j
biatek réznicowych - bialek, ktore zostaly zidentyfikowane we probkach jednej grupy i w zadnej
probee drugiej grupy. Do analizy wykorzystano wyltacznie biatka zidentyfikowane w przynajmniej
dwoch z trzech probek na podstawie 2 lub wigkszej liczby unikalnych peptydow. Na osi X
przedstawiono poszczegolne kategorie sktadnika komoérkowego, natomiast na osi Y- procent biatek
zaklasyfikowanych do danej kategorii GO zidentyfikowanych w analizowanym zestawie danych.
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Funkcje molekularne

A Biatka wspdlne komérek MSCs oraz MSC-EVs
40
mMSCs
% amscEvs
R 30
$ 25
@
2 20
Q
3 15
S
= 10
L]
s IS rFI Y
0 | M
N \gt X " P < N N N A R\ 2
o$\° 0Q§ eoé &Qfé" 6‘0@ \b";ﬁ e>‘2§\o é\%o é\o,\o G‘ﬁo &c}'z@ &é{b %o(\o \o‘\o gbqo\
S S O @ N N & F & & @ N
¥ P P e & F S D F OIS 9
N & & O p N A ) 9 & S
O g F @ S S F @y AP @ 9
& N F & & £ & & ¢ XN e
S ') & ) N S ~¥‘\ 3 & &
o & § Y
& LT S TG
@ e v N> & <
,1/'Z§\ \(5'$ Qo {\\Q
N4 \a & 5
v N4
B Biatka réznicowe komoérek MSCs oraz MSC-EVs
40
35 B MSCs
mMSC-EV
T 30 s
E) 25
L 20
3
e 15
©
% 10
" ° I l
0 — L] —— —— —— — — —— ——— —— —— —
5 \a s SN R R\ » o &
) & > & &P < & o\& S @é’\ s &
© @ < Q R 2 s & 5 $ K
o< S N & R @ A\ N @ N SRR
& v i @ N @ > @ g 2 S
S @ @ 9 Y Ni $ N ® @ &
< N N & i ¢S o 2 @> & 9
& A A I
& & & @ F & «
NS &
¥ ~Y‘\°
S &

Rycina 21. Analiza bialek zaangazowanych w wybrane funkcje molekularne. Biatka
zidentyfikowane w komorkach MSCs oraz MSC-EVs. Analiza wykonana przy pomocy aplikacji
Gene Ontology (GO). A. Porownanie zawarto$ci procentowej biatek wspdlnych dla danej grupy. B.
Porownanie zawartosci procentowej biatek roéznicowych- biatek, ktore zostaly zidentyfikowane w
prébkach jednej grupy i w zadnej probee drugiej grupy. Do analizy wykorzystano wylgcznie biatka
zidentyfikowane we wszystkich analizowanych probkach (powtdrzeniach biologicznych) lub w
przynajmniej dwoch z trzech probek na podstawie 2 Iub wiekszej liczby unikalnych peptydow. Na
osi X przedstawiono poszczegolne kategorie funkcji molekularnych, natomiast na osi Y- procent

bialek zaklasyfikowanych do danej kategorii GO zidentyfikowanych w analizowanym zestawie
danych.
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Podsumowujac, powyzsza analiza porownawcza danych proteomicznych probek
komorek MSCs oraz preparatow MSC-EVs wykazata, ze MSC-EVs moga by¢
zaangazowane w regeneracj¢ uszkodzonych tkanek ze wzgledu na wzbogacenie w
nastepujace grupy biatek zaangazowanych w: odpowiedZ na uszkodzenie i bodzce
chemiczne, gojenie si¢ ran/ uszkodzen, rozwdéj struktur anatomicznych i organéw,
przekazywanie sygnaléw oraz komunikacj¢ miedzykomorkowa. W celu potwierdzenia
postawionej hipotezy, wykonano szczegolowa analiz¢ bioinformatyczng biatek
zidentyfikowanych w MSC-EVs (w przynajmniej dwoch z trzech probek na podstawie
dwoch lub wiecej unikalnych peptydow dla danego biatka) przy uzyciu aplikacji GO z
klasyfikacjg biatek wedtug modutu Panther Pathways.

Przeprowadzona analiza bioinformatyczna wykazata m.in.,, ze biatka
zidentyfikowane w MSC-EVs mogg by¢ zaangazowane w szereg szklakow, takich jak:
sygnalowanie od receptora EGF oraz FGF (ang. EGF receptor signaling, FGF
signaling), angiogeneze (ang. angiogenesis), sygnalowanie od czynnikéw VEGF i
PDGF (ang. VEGF signaling, PDGF signaling), jak réwniez w sygnatlowanie
integrynowe (ang. integrin signalling) i stan zapalny (ang. inflammation) (Rycina 22).
Wszystkie wymienione szlaki sg zwigzane posrednio i bezpo$rednio z procesami
angiogenezy, co ma istotne znaczenie w regeneracji, szczegolnie tkanek uszkodzonych w
wyniku niedotlenienia. Doniesienia literaturowe potwierdzaja, ze szlaki sygnalowe od
receptora dla EGF, FGF oraz PDGF s3 zaangazowane w proces angiogenezy (190,215).
MSC-EVs mogg przenosi¢ molekuty zaangazowane w  sygnatowanie od
heterotrimerycznych bialek G (Rycina 22), natomiast biatka G uczestnicza w
przekaznictwe sygnatéw od receptoréw btonowych z nimi zwigzanych (216). Dodatkowo,
MSC-EVs wykazuja wzbogacenie w bialka zaangazowane w inne szlaki sygnalowania,
takie jak m.in.: sygnalowanie pochodzace od bialek Ras, poprzez receptory
dopaminergiczne, receptory muskarynowe, jak rowniez poprzez kinazy MAP (Rycina 22).

Wzbogacenie MSC-EVs w bialka zaangazowane w liczne w/w szlaki
sygnatowania, moze $wiadczy¢ o potencjale regeneracyjnym mediowanym przez te
nanoczgstki, co bylo przedmiotem badan opisanych w dalszej czgsci pracy.
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Rycina 22. Analiza biatek zidentyfikowanych w MSC-EVs przy uzyciu aplikacji GO z
modulem Panther Pathways. Analiza wykazala zaangazowanie zidentyfikowanych biatek w
szlaki zwigzane z angiogeneza, ktore oznaczono symbolem ,#”. Do analizy wykorzystano biatka
zidentyfikowane w przynajmniej dwoch z trzech probek na podstawie 2 lub wigkszej liczby
unikalnych peptydéow. Dla analizy przyjeto, ze wspotczynnik FDR (ang. False discovery rate)
wynosit ponizej 5%. Na osi X przedstawiono poszczegolne szlaki sygnatowe wyodrebnione przez
GO, natomiast na osi Y- liczb¢ biatek zaklasyfikowanych do danej kategorii GO w analizowanym
zestawie danych.

Wykorzystana aplikacja GO umozliwia doktadng identyfikacje listy biatek
przyporzadkowanych do danej grupy funkcjonalnej badz strukturalnej GO. W zwiazku z
tym, w kolejnym etapie sprawdzono czy wystepuja powigzania pomiedzy biatkami
zaangazowanymi w adhezje komorek, a takze czy powigzania takie wystepuja pomiedzy
biatkami r6znych grup GO, w tym bialkami zaangazowanymi w adhezj¢ komorek,
gojenie si¢ ran/ uszkodzen oraz rozwdj naczyn krwiono$Snych. W tym celu do analizy
zastosowano aplikacje STRING (https://string-db.org/).

Przeprowadzona analiza wykazata, ze pomiedzy biatkami zidentyfikowanymi w

MSC-EVs, zaangazowanymi w adhezje komoérek (wymienionymi w Zafgczniku, p. §.1.
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Tabele, Tabela I), istnieje wiele udokumentowanych oraz przewidywanych interakcji,
natomiast nadrzednym bialkiem bedacym pierwszym ogniwem interakcji jest antygen
CD44 - bedacy transbtonowa glikoproteing (217) (Rycina 23). Antygen ten jest nie tylko
markerem komorek MSCs, ale moze takze posredniczy¢ w ich oddzialywaniu ze
srodbtonkiem naczyniowym poprzez wigzanie si¢ tych komorek do kwasu hialuronowego
na powierzchni komorek $rodbtonka (218). W centrum interaktomu zidentyfikowane
zostaty rowniez m.in. B1 integryna (Itgb1l), 04 integryna (Itga4), a5 integryna (Itga5), ol
integryna (Itgal), fibronektyna (Fnl), ktéore moga uczestniczy¢ m.in. w wigzaniu si¢
hematopoetycznych KM do biatek zrebu niszy (219).

W zwiazku z tym, ze pomigdzy biatkami zaangazowanymi w adhezj¢ komorek,
zidentyfikowanymi w MSC-EVs, istnieje wiele interakcji, w kolejnym etapie przesledzono
powigzania pomig¢dzy biatkami zaangazowanymi w adhezje komorek, gojenie si¢ ran/
uszkodzen oraz rozwoj naczyn krwionosnych.

Przeprowadzona analiza wykazata, ze nadrzednym biatkiem bedacym pierwszym
ogniwem interakcji zidentyfikowanym dzigki analizie STRING, jest kinaza MAPK14
(Rycina 24). W centrum utworzonego interaktomu wyraznie wyrdznialy si¢ dwie grupy
biatek: 1) zwigzana z adhezja komorek — wérdd ktoérych wystepuje m.in. Bl integryna
(Itgbl), a4 integryna (Itga4), fibronektyna (Fnl), oraz ii) zwigzana ze szlakami

sygnatowania oraz adhezjg komorek — wsrdd ktérych wystepuje m.in. kinaza biatkowa 14
aktywowana mitogenem (Mapk14), kinaza biatkowa 1 aktywowana mitogenem (Mapkl),
winkulina (Vcl), biatkowa kinaza tyrozynowa 23 (Ptk2b), antygen CD44 oraz aneksyna A5
(Anxa5).

Przeprowadzona analiza wykazala wiele udokumentowanych oraz przewidywanych
oddziatywan pomiedzy w/w biatkami, co wzmacnia wcze$niej postawiong hipoteze
zaktadajaca, ze MSC-EVs moga modulowaé procesy regeneracji uszkodzonych tkanek
poprzez zdolnos¢ do adhezji 1 oddziatywania z komérkami docelowymi.

Nadrzednym celem badawczym realizowanym w ramach niniejszej pracy
doktorskiej byto uzyskanie odpowiedzi na pytanie czy MSC-EVs przenosza tadunek
biologiczny, ktéry moze stymulowaé regeneracje uszkodzonych tkanek, a w szczegolnosci
procesy angiogenezy i kardiomiogenezy. W zwigzku z tym, biatka zidentyfikowane w
preparatach MSC-EVs, analizowano przy uzyciu aplikacji GO pod katem ich potencjalne;j
mozliwo$ci promowania procesOw regeneracji tkanek.

W Zatgczniku, p. 8.1. Tabele, Tabela I wymieniono wszystkie biatka, ktore moga
posredniczy¢ w adhezji komorek, a w przypadku MSC-EVs w ich oddziatywaniach z
komoérkami docelowymi, natomiast w Zafgczniku, p. 8.1. Tabele, Tabela II i Il
wymieniono odpowiednio biatka, ktére moga by¢ zaangazowane w proces angiogenezy i
tworzenia nowych naczyn krwiono$nych zaklasyfikowanych do tych kategorii procesow
biologicznych przy uzyciu aplikacji GO. Natomiast Zafgcznik, p. 8.1. Tabele, Tabela 1V
zawiera biatka zwigzane z proliferacjg komorek.
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Rycina 23. Sie¢ interakcji pomiedzy bialkami zaangazowanymi w adhezje komérek
zidentyfikowanymi w MSC-EVs. Czerwong strzalka zaznaczono pierwsze ogniwo interakcji -
biatko CD44. Liczba linii taczacych poszczegolne bialka koreluje z liczba interkacji: im wigksza
liczba linii, tym wiecej udokumentowanych/ przewidywanych powigzan pomiedzy poszczegolnymi
bialkami. Analiz¢ wykonano przy uzyciu aplikacji STRING. Rozwinigcie skrotow biatek
przedstawionych na interaktomie zamieszczono w Zatgczniku, p. 8.2. Rozwinigcia skrétéw w
opisach do Rycin.
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Rycina 24. Sie¢ interakcji pomiedzy bialkami zaangazowanymi w adhezj¢ komérek, rozwoj
naczyn krwionosnych oraz gojenie si¢ ran/ uszkodzen zidentyfikowanymi w MSC-EVs.
Czerwona strzalka wskazuje pierwsze ogniwo interakcji - kinaz¢ MAPKI14. Petla niebieska
zaznaczong grup¢ biatek zaangazowanych w adhezj¢ komorek, pomiedzy ktorymi istniejg liczne
powiazania, natomiast petla czerwong — biatka zaangazowane w szlaki sygnatowe oraz adhezje
komorek o duzej liczbie powigzan pomiedzy poszczegodlnymi biatkami. Analize wykonano przy
uzyciu aplikacji STRING. Rozwinigcie skrotow biatek przedstawionych na interaktomie
zamieszczono w Zatgczniku, p. 8.2. Rozwinigcia skrétéw w opisach do Rycin.

Podsumowujac, przeprowadzone analizy sktadu biatkowego potwierdzaja, ze MSC-
EVs moga przenosi¢ liczne biatka, pomi¢dzy ktéorymi istnieje rozbudowana sie¢
oddziatywan, ktore moga promowac regeneracj¢ niedotlenionych tkanek poprzez
oddziatywanie z komorkami docelowymi oraz stymulacje procesu tworzenia nowych
naczyn krwiono$nych.
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4.5.2. Analiza transkryptow miRNA i mRNA w komodrkach MSCs oraz
preparatach MSC-EVs

W kolejnym etapie badan, przeprowadzono poszerzong analize transkryptéw
miRNA wystepujacych zaréwno w komorkach MSCs oraz MSC-EVs, przy uzyciu
komercyjnie dostgpnych paneli identyfikujacych specyficznie kilkaset mysich i szczurzych
wariantow miRNA (microRNA Ready-to-Use PCR 384-well plates; Mouse & Rat Panel
I+11, V3.M; Exiqgon).

Analiza wynikéw przedstawionych na wykresie typu heat map wykazala
podobienstwo pomiedzy poszczegdlnymi probkami komorek MSCs, jak rowniez pomigdzy
probkami MSC-EVs (Rycina 25). Co istotniejsze, na wykresie widoczne jest takze
podobienstwo co do sktadu miRNA pomiedzy dwoma analizowanymi grupami — tj.
komorkami MSCs oraz preparatami MSC-EVs.
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Rycina 25. Globalna analiza transkryptow miRNA w komdérkach MSCs oraz MSC-EVs.
Roéznice kolorystyczne na heat map na okreslonych wysokosciach odzwierciedlajg réznice w
transkryptach miRNA komorek rodzielskich MSCs oraz MSC-EVs. Analizie poddano 3 probki
komorek MSCs oraz 3 probki preparatow MSC-EVs.
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Czasteczki miRNA, ktore ulegaly amplifikacji w komoérkach MSCs oraz MSC-
EVs, przedstawiono na wykresie rozproszenia (Rycina 26A), na ktorym poszczegdlne
punkty odpowiadajace okre§lonym miRNA, odnosza si¢ do numeru cyklu (Ct), w ktorym
produkty ulegaja amplifikacji w probkach MSC-EVs (0§ Y) oraz komoérkach rodzicielskich
(o8 X) w czasie reakcji PCR w czasie rzeczywistym. Rozklad punktow tworzy w
wigkszosci zalezno$¢ liniowa, co $wiadczy o podobnej zawarto$ci wigkszosci badanych
miRNA zaréwno w komorkach MSCs, jak i MSC-EVs. W analizie zidentyfikowano 162
czasteczki miRNA wspolnie wystepujace w komorkach MSCs oraz w MSC-EVs (Rycina
26B), co $wiadczy o efektywnym przenoszeniu si¢ wigkszosci miRNA z komodrek
rodzicielskich MSCs do ich pgcherzykow zewnatrzkomoérkowych. Przeprowadzona analiza
umozliwila takze wytypowanie miRNA, ktore wystepuja wylacznie w MSC-EVs (sa
ponizej progu detekcji w komodrkach MSCs, co moze §wiadczy¢ m.in. o tym, ze komorki
wykazuja tendencj¢ do usuwania tych miRNA poza komorke), a takze miRNA, ktore
wystepowatly wytacznie w komérkach MSCs (Rycina 26B).

Do 10 czasteczek miRNA unikatowych dla MSC-EVs naleza nastepujace miRNA:
1952, 376a-3p, 182-5p, 668-3p, 1188-5p, 409-5p, 339-3p, 325-3p, 369-3p, 466f-Sp,
natomiast do 11 czasteczek miRNA unikatowych dla komoérek MSCs nalezg nastepujace
miRNA: 369-5p, 758-3p, 92b-3p, 671-3p, 466k, 293-3p, 327, 298-5p, 1967, 103-2-5p,
125b-2-3p. W Tabeli 27 przedstawiono list¢ miRNA, ktére zidentyfikowano w preparatach
MSC-EVs, dla ktorych réznica w ekspresji pomiedzy probka MSC-EVs, a probka komorek
MSCs wynosila powyzej 1 cyklu amplifikacji, co §wiadczy o ich réznym st¢zeniu w
badanych komorkach oraz EVs.

Wsrod miRNA wzbogaconych, selektywnie pakowanych do MSC-EVs nalezy
m.in. miRNA-182-5p, ktérego wyciszenie powoduje aktywacje proliferacji komorek raka
nerkowokomoérkowego (220), jak rowniez miRNA-339-3p pelnigce role inhibitora
inwazyjnos$ci komorek czerniaka (221), natomiast miRNA-1188 promuje réznicowanie
neuronalne komorek MSCs oraz aktywacje biatkka STATI1 (222). Co wigcej,
zaobserwowano nieznaczne wzbogacenie pecherzykow MSC-EVs w miRNA-126-3p
(Tabela 27), ktore opisywane jest w literaturze jako miRNA o dzialaniu proangiogennym
(223), co potwierdzity takze badania przeprowadzone przez nasza grupe w ramach
realizacji innego projektu badawczego. Do wazniejszych miRNA zidentyfikowanych w
MSC-EVs naleza takze: miRNA-132, ktore hamuje apoptozg¢ i stres oksydacyjny w
komorkach miokardium w sytuacji niewydolnosci serca (224) oraz wzmacnia potencjat
proangiogenny komorek srodbtonka (195), a takze miRNA-382, ktorego nadekspresja
znaczaco zwicksza proliferacje komorek $rodbtonka, ich migracje oraz tworzenie kapilar
(225).

Baza miRDB (http://mirdb.org) dostarcza informacji na temat docelowych mRNA
dla miRNA. Ze wzgledu na mnogos$¢ docelowych mRNA dla wymienionych miRNA,
funkcje tych czastek moga by¢ inne niz wymienione na podstawie doniesien
literaturowych, a takze moga zaleze¢ od dziatania innych miRNA, ktore sa obecne i
aktywne w danym momencie w komorce, co stanowi wyzwanie dla dalszych analiz
wynikow uzyskanych w niniejszej pracy.
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Ct MSC-EVs

B
miR-369-5p
miR-758-3p
miR-92b-3p
miR-671-3p
miR-466k
miR-293-3p
miR-327
miR-298-5p
miR-1967
miR-103-2-5p

Ct MSCs

miR-1952

miR-376a-3p
miR-182-5p
miR-668-3p

MSC-EVs miR-1188-5p
miR-409-5p
10 ‘ miR-339-3p
miR-325-3p
miR-369-3p

miR-466f-5p

miR-125b-2-3p

Rycina 26. Analiza skladu miRNA w komérkach MSCs oraz MSC-EVs. A. Wykres
rozproszenia (tzw. scatter plot) porownujacy ekspresje wszystkich miRNA zidentyfikowanych w
komoérkach MSCs i MSC-EVs. Punkty wykresu odpowiadaja poszczegolnym miRNA. Ct- numer
cyklu, w ktorym dany produkt ulega amplifikacji. B. Liczba miRNA zidentyfikowanych w
komorkach MSCs oraz MSC-EVs (miRNA wspdlne), a takze miRNA unikatowych
zidentyfikowanych wytacznie w jednej grupie.

Tabela 27. Lista miRNA zidentyfikowanych w preparatach MSC-EVs. Lista zawiera dane
przedstawione na wykresie rozproszenia dla ktorych réznica wartosci Ct (§wiadczacych posrednio
o koncentracji transkryptow) pomigdzy probka MSC-EVs a probka komoérek MSCs wynosita
powyzej 1 cyklu amplifikacji (< -1,00). Bardziej ujemna warto$¢ réznicy Ct koreluje z wyzsza
zawarto$cig danych transkryptow miRNA w preparatch MSC-EVs w odniesieniu do komorek

MSCs. Zielonym kolorem zaznaczono miRNA szczegélnie istotne z punktu widzenia badan
objetych niniejsza pracg doktorska.

. Cykl amplifikacji (Ct) y e
miRNA CIMSCs (X) | Ct MSC-EVs (v) | Rozniea Ct(Y-X)
MiRNA-1952 40,00 32,11 27,89
miRNA-376a-3p 40,00 3231 27,69
MiRNA-182-5p 40,00 32,40 27,60
mIiRNA-663-3p 40,00 33,00 27,00
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miRNA-1188-5p 40,00 35,33 4,67
miRNA-409-5p 40,00 35,72 428
miRNA-339-3p 40,00 36,14 -3,86
miRNA-325-3p 40,00 36,27 3,73
miRNA-369-3p 40,00 36,39 3,61
miRNA-382-5p 30,69 27,11 -3,58
miRNA-148b-5p 38,47 35,17 23,30
miRNA-187-3p 35,82 32,95 2,87
miRNA-542-5p 35,89 33,09 2,80
miRNA-344d-3p 36,67 34,03 2,64
miRNA-344b-3p 36,77 34,30 2,48
miRNA-409-3p 33,15 30,75 2,41
miRNA-466f-5p 40,00 37,67 233
miRNA-466f 36,34 34,07 2,27
miRNA-541-5p 31,17 29,00 2,18
miRNA-202-3p 37,01 34,87 2,13
miRNA-761 36,49 34,44 2,05
miRNA-337-5p 34,31 32,34 -1,97
miRNA-346-5p 38,52 36,56 -1,96
miRNA-433-3p 35,12 33,16 -1,96
miRNA-379-5p 30,19 28,24 -1,95
miRNA-678 38,87 37,00 -1,87
miRNA-543-3p 34,18 32,32 1,86
miRNA-214-3p 27,90 26,12 -1,78
miRNA-337-3p 34,92 33,18 -1,74
miRNA-669i 36,13 34,41 1,72
miRNA-2137 29,90 28,23 -1,68
miRNA-411-5p 31,75 30,08 1,67
miRNA-34¢-3p 35,01 33,41 -1,60
miRNA-409a-3p 35,50 33,92 -1,58
miRNA-1951 33,92 32,37 -1,55
miRNA-434-5p 31,35 29,81 -1,54
miRNA-196a-5p 28,10 26,63 1,47
miRNA-883a-5p 38,93 37,50 1,43
miRNA-132-3p 30,79 29,36 1,43
miRNA-106b-3p 34,10 32,70 “1,40
miRNA-127-3p 29,15 27,76 1,39
miRNA-434-3p 30,89 29,51 -1,38
miRNA-196¢-5p 33,30 31,97 1,33
miRNA-676-3p 32,81 31,49 1,33
miRNA-126-3p 33,24 31,94 -1,30
miRNA-34b-3p 30,82 29,52 -1,30
miRNA-99b-3p 32,38 31,09 1,29
miRNA-214-3p 23,28 22,02 1,26
miRNA-1199-5p 33,82 32,58 -1,25
miRNA-212-3p 32,48 31,24 1,23
miRNA-871-5p 36,98 35,75 1,23
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miRNA-496a-3p 36,03 34,81 1,23
miRNA-322-3p 32,75 31,54 121
miRNA-1198-5p 33,60 32,40 -1,20
miRNA-30e-3p 33,75 32,55 -1,20
miRNA-28-3p 32,51 31,33 1,18
miRNA-10b-5p 3527 34,11 1,17
miRNA-574-3p 29,46 28,30 1,16
miRNA-744-3p 35,02 33,93 -1,09
miRNA-421-3p 33,45 32,38 -1,07
miRNA-134-5p 34,11 33,05 ~1,06
miRNA-10b-5p 32,11 31,06 -1,06
let-7b-5p 23,01 21,95 -1,05
miRNA-382-3p 34,20 33,15 _1,04
miRNA-206-3p 31,52 30,50 -1,03
miRNA-30a-3p 33,73 32,72 -1,01

Podsumowujac, analiza zawarto$ci miRNA w komorkach rodzicielskich oraz MSC-
EVs wykazala przenoszenie czasteczek miRNA z komorek rodzicielskich do uwalnianych
przez nie MSC-EVs. Co wigcej, w preparatach MSC-EVs wystepowaty 162 czasteczki
miRNA wspdlne dla obu analizowanych grup, jak réwniez miRNA unikatowe dla MSC-
EVs, co S$wiadczy o ich szczegdlnym wzbogaceniu w pecherzykach. Wsrod
zidentyfikowanych miRNA znajdowaly si¢ czasteczki potencjalnie istotne z punktu
widzenia regulacji proceséw towarzyszacych regeneracji tkanek uszkodzonych w wyniku
niedotlenienia.

W kolejnym etapie pracy zbadano amplifikacj¢ wybranych transkryptéw mRNA
obecnych w badanych komoérkach MSCs oraz MSC-EVs (Rycina 27). Wykonana analiza
wykazala przenoszenie badanych czasteczek mRNA - zaangazowanych w apoptoze (Bcl-2,
Bax-1, Bak-1), angiogenez¢ (VE-kadheryna, Gata-2) oraz kardiomiogenez¢ (Gata-4), a
takze markera komorek MSCs - Mesp-1 - z komérek MSCs do MSC-EVs (Rycina 27). W
przypadku gendéw dla Mesp-1, VE-kadheryny oraz Gata-4, poziom transkryptéw w MSC-
EVs byt porownywalny do poziomu tych transkryptow w komodrkach rodzicielskich. W
przypadku pozostatych gendéw transkrypty byly obserwowane w niZszym stezeniu w
pecherzykach niz w komorkach MSCs, ale wcigz na poziomie wystarczajacym do ich
detekcji.

Podsumowujgc, przeprowadzona analiza obecno$ci czasteczek miRNA oraz
wybranych transkryptow mRNA wykazata, ze MSC-EVs uwalniane przez komorki MSCs
moga zawiera¢ wigkszo§¢ tych czasteczek charakterystycznych dla komorek
rodzicielskich, co pozwala przypuszczaé, ze moga one takze potencjalnie przenosi¢ je do
innych komorek docelowych.
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Rycina 27. Analiza obecnosci wybranych mRNA w MSC-EVs. Na wykresie przedstawiono
stosunek wartosci Ct badanych transkryptow w komoérkach MSCs do wartosci Ct dla transkryptow
w MSC-EVs. Przyjeto, ze poziom mRNA dla badanych genow w komorkach MSCs jest rowny 1,0.
Wartosci przedstawiaja: Srednia + SD, N=3.

W zwiazku z powyzszym, ze wzgledu na istotne znaczenie biologiczne miRNA
oraz innych czasteczek zidentyfikowanych wewnatrz MSC-EVs, w kolejnym etapie pracy
badano wptyw MSC-EVs (przenoszacych opisang bioaktywna zawarto$¢) na komorki
docelowe w uktadzie in vitro.

4.6. Oddzialywanie MSC-EVs z komoérkami Srodblonka naczyn serca i ich
wplyw na wybrane funkcje komorek in vitro

W opisanej powyzej czesci prac badawczych poswigcone] szczegodtowe]
charakterystyce sktadu molekularnego MSC-EVs, wykazano, ze populacja wyizolowanych
pecherzykow z komorek MSCs zawiera zarowno frakcje ektosomow przenoszacych
antygeny powierzchniowe charakterystyczne dla komoérek rodzicielskich, jak rowniez
wykazuje wzbogacenie we frakcje egzosomow. Co wazniejsze, MSC-EVs mogg przenosi¢
szereg biatek, miRNA i mRNA pochodzacych z rodzicielskich komérek MSCs, ktore to
mogg by¢ potencjalnie zaangazowane m.in. W procesy zwigzane z regeneracja
uszkodzonych tkanek. Co wigcej, analiza bioinformatyczna danych proteomicznych
wykazata, ze MSC-EVs zawierajg 106 bialek, ktére moga by¢ zaangazowane w adhezje do
komorek (lista tych biatek zostata przedstawiona w Zalgczniku, p. 8.1. Tabele, Tabela I).
Obserwacje te pozwalaja przypuszcza¢, ze MSC-EVs moga oddzialywac z komodrkami
docelowymi 1 przenosi¢ swoja bioaktywng zawarto§¢ modulujac ich funkcje, co
postanowiono zbada¢ w dalszej czesci pracy.

W zwiazku z powyzszym, w kolejnym etapie prac, zbadano internalizacje
wybarwionych fluorescencyjnie MSC-EVs przez mysie komorki srédbtonka naczyn serca
(ang. mouse cardiac endothelial cells, MCEC). Poziom internalizacji zbadano zardowno w
warunkach kontrolnych, jak réwniez w warunkach imitujacych mikrosrodowisko

uszkodzonego migsnia sercowego, tj. w hipoksji oraz w obecnosci cytokin prozapalnych -
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IL-1B oraz TNF-a. W tym celu, 24h przed dodaniem MSC-EVs do komoérek MCEC,
komorki te traktowano w/w cytokinami prozapalnymi w warunkach hipoksji, w pozywce z
obnizong zawartos$cig surowicy.

Stan zapalny — towarzyszacy rowniez niedokrwiennemu uszkodzeniu tkanek - jest
procesem, podczas ktorego nastgpuje aktywacja $rodbtonka naczyniowego, wskutek czego
wzrasta gesto$¢ okreslonych antygendéw powierzchniowych zwigzanych m.in. z adhezja
komodrkowa (226), co potencjalnie moze przyczyni¢ si¢ do zwigkszonej internalizacji
MSC-EVs przez komorki akceptorowe.

W niniejszej pracy, po 2h od dodania wybarwionych fluorescencyjnie MSC-EV's
nie obserwowano wzrostu $redniej intensywnosci fluorescencji (ang. mean fluorescence
intensity, MFI) komérek MCEC hodowanych w warunkach imitujacych mikrosrodowisko
stanu zapalnego w poroéwnaniu do komoérek kontrolnych (hodowanych w standardowych
warunkach), do ktorych rowniez dodawano MSC-EVs (Rycina 28). Jednakze po 4h od
momentu dodania MSC-EVs zaobserwowano istotny wzrost MFI komérek MCEC
stymulowanych wcze$niej cytokinami prozapalnymi w odniesieniu do komorek
kontrolnych, co $wiadczy o zwigkszonej internalizacji MSC-EVs przez aktywowane
komorki MCEC. Wzrost ten utrzymywat si¢ do 24h od momentu dodania MSC-EVs, kiedy
to zakonczono eksperyment (Rycina 28A, B).

Uzyskane wyniki $wiadcza o tym, ze komorki §rodbtonka internalizuja MSC-EVs
zarowno w warunkach natywnych, jak rowniez po ich aktywacji. Jednakze komorki
aktywowane czynnikami prozapalnymi wykazuja zwigkszong internalizacj¢ MSC-EVs, co
moze mie¢ istotne znaczenie dla ich aktywnos$ci biologicznej w komorkach docelowych -
w warunkach stanu zapalnego. Obserwacje te mialy istotne znaczenie dla interpretacji
dalszych wynikow uzyskanych w pracy.
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Rycina 28. Ocena internalizacji MSC-EVs przez komérki MCEC w warunkach kontrolnych
oraz w warunkach imitujgcych mikrosrodowisko uszkodzonego mi¢snia sercowego (hipoksja
oraz obecno$¢ cytokin prozapalnych) in vitro. A. Goérny panel - Reprezentatywne zdjecia
komoérek MCEC w standardowych warunkach hodowlanych (kontrola) inkubowanych z MSC-EVs
wybarwionymi barwnikiem DiO (zielony) oraz CYTO RNA Select (zielony). Dolny panel -
Reprezentatywne zdjecia komorek MCEC w obecnosci cytokin prozapalnych IL-1p, TNF-a (kazda
10 ng/ml) w warunkach hipoksji (1% O,) w pozywce z 1% FBS oraz inkubowanymi z MSC-EVs
wybarwionymi DiO (zielony) oraz CYTO RNA Select (zielony) po 2, 4 oraz 24h od momentu
dodania MSC-EVs. Skala: 100 pm. B. Analiza poélilosciowa internalizacji MSC-EVs przez
komorki MCEC po 2, 4 oraz 24h od momentu dodania MSC-EVs. Na osi Y przedstawiono $rednig
intensywnos$¢ fluorescencji (ang. mean fluorescence intensity, MFI) komorek zmierzong przy
uzyciu aplikacji ImageJ. Wartosci przedstawiaja: Srednia = SD, *P<0,05; ****P<0,0001 (test t-
studenta), N=3.

W zwiazku z tym, ze internalizacja MSC-EVs przez komorki MCEC w warunkach
imitujagcych mikrosrodowisko stanu zapalnego jest wyzsza niz w standardowych
warunkach hodowlanych, w nastgpnym etapie zbadano czy zwigkszona internalizacja
MSC-EVs w warunkach zapalenia in vitro, moze wplywa¢ na wtasciwosci biologiczne
komorek akceptorowych.

W pierwszej kolejnosci zbadano wptyw MSC-EVs na zywotno$¢ komorek MCEC
w warunkach imitujgcych stan zapalny (w obecnosci IL-1B i TNF-a), hodowanych w
hipoksji w pozywce z obnizong zawarto$cig surowicy oraz w warunkach kontrolnych.

115




Co istotne, uzyskane wyniki wykazaty istotny stastycznie wzrost zywotnosci komorek
inkubowanych w warunkach imitujgcych stan zapalny - po 4h od momentu dodania MSC-
EVs, w poréwnaniu do komorek, ktérym nie podano MSC-EVs (odpowiednio 98,7 + 0,1%
vs. 78,2 £ 5,3% komorek zywych, Rycina 29A). Co wigcej, zywotno$¢ komodrek po
inkubacji z MSC-EVs byla wyzsza niz zywotno$¢ komoérek kontrolnych (98,7 + 0,1% vs.
91,5 £ 5,1%, Rycina 29A), nawet jesli komorki srdédblonka nie byly eksponowane na
dziatanie cytokin zapalnych. Uzyskane wyniki wskazaly na istotny statystycznie spadek
odsetka komorek pézno-apoptotycznych w populacji aktywowanych komorek $rodbtonka,
ktore byly nastgpnie inkubowane z MSC-EVs, w poréwnaniu z komodrkami
aktywowanymi, ale do ktorych nie dodawano MSC-EVs (Rycina 29A). Analiza
zywotno$ci komorek w warunkach kontrolnych, imitujacych mikrosrodowisko stanu
zapalnego oraz w warunkach mikro$rodowiska stanu zapalnego i obecnosci MSC-EVs
zostala takze niezaleznie przeprowadzona przy uzyciu barwnika DAPI. Otrzymane wyniki
potwierdzity korzystny wptyw MSC-EVs na zywotno$¢ komorek docelowych, w
warunkach imitujagcych mikrosrodowisko stanu zapalnego (Rycina 29B).

A 100, — o B
o M Kontrola
o) EIL-1B + TNF-a
2. 80 i M |L-1B + TNF-o + MSC-EVs
X
R 100 =
Ne) 60 X
e [) —
5 s 8
~ 50 Qe
£
> b
T 4o 2 5 60
) X~
@ 30 Py
8 P % ; 40
O 2 G
0 o] 20
o
o 0 e

Kontrola IL-1B + TNF-a

+ MSC-
EVs

Komorki &

Rycina 29. Ocena wplywu MSC-EVs na zywotnos¢ komoérek MCEC in vitro.
Analiza zywotnosci komorek MCEC w warunkach kontrolnych (Kontrola) oraz po aktywacji
komoérek MCEC (za pomoca IL-1B oraz TNF-a), ktorym nastepnie niepodawano lub podawano
preparaty MSC-EVs. Inkubacj¢ z MSC-EVs prowadzono przez 4h, a nastepnie analiz¢ wykonano
przy uzyciu cytometrii przeplywowej. A. Zywotno$¢ komoérek oraz poziom komorek
apoptotycznych i nekrotycznych w populacji - analizowane przy uzyciu zestawu zawierajacego
aneksyne V oraz jodek propidyny (PI). B. Zywotnosé¢ komérek MCEC oznaczona z zastosowaniem
barwnika DAPI. Warto$ci przedstawiaja: Srednia + SD, *P<0,05; **P<0,01, ***P<0,001,
*ExxP<(0,0001 (test t-studenta), N=3.

Podsumowujac, przeprowadzone badania wykazaty, ze MSC-EVs wywieraja efekt
cytoprotekcyjny 1 antyapoptotyczny na komorki $rodblonka serca — stanowigce model
komoérek docelowych in vitro, i efekt ten jest widoczny juz krotko po dodaniu MSC-EVs
do tych komorek.
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W nastepnym etapie, zbadano potencjat angiogenny komoérek MCEC w warunkach
kontrolnych oraz w warunkach obecno$ci mediatorow stanu zapalnego, ktére byty
poddawane dziataniu MSC-EVs, z zastosowaniem testu formowania kapilar na podtozu
matrizelowym in vitro (208) (Rycinia 30).

W wyniku przeprowadzonego badania zaobserwowano istotny statystycznie wzrost
aktywnosci angiogennej niestymulowanych cytokinami prozapalnymi komoérek MCEC po
5, 6 1 7h po dodaniu MSC-EVs, w poréwnaniu z komorkami kontrolnymi, ktére nie byty
inkubowane z MSC-EVs (Rycina 30). W przypadku komoérek inkubowanych wytacznie z
mediatorami stanu zapalnego nie obserwowano wptywu tych mediatoré6w na potencjat
angiogenny komdorek MCEC w porownaniu do komoérek kontrolnych. Natomiast istotny
wzrost aktywnos$ci angiogennej komorek MCEC obserwowano takze w warunkach
imitujagcych stan zapalny, ale po dodaniu MSC-EVs - w kazdym punkcie
eksperymentalnym od 2 do 6h trwania eksperymentu (Rycina 30B).
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Rycina 30. Ocena wplywu MSC-EVs na potencjal angiogenny komérek MCEC in vitro.
A. Reprezentatywne zdjecia struktur kapilaropodobnych utworzonych przez komoérki MCEC w
warunkach kontrolnych (kontrola), po stymulacji cytokinami prozapalnymi (IL-1B, TNF-a) oraz
w/bez obecnosci MSC-EVs. Skala: 250 pm. B. Analiza poélilosciowa liczby struktur
kapilaropodobnych w przeliczeniu na pole mikroskopowe dla kontrolnych komoérek MCEC oraz
komorek MCEC stymulowanych mediatorami stanu zapalnego (IL-1B, TNF-a) oraz w/bez
obecnosci MSC-EVs. Wartosci przedstawiaja: Srednie + SD, *P<0,05; **P<0,01, ***P<0,001
(test t-studenta), N=3.
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W celu wyjasnienia zaobserwowanej zwigkszonej internalizacji MSC-EVs do
komoérek docelowych, jak réwniez ich wplywu na potencjat angiogenny komorek w
mikrosrodowisku zapalnym, w kolejnym etapie zbadano ekspresje wybranych receptorow
charakterystycznych dla aktywowanego $rédblonka naczyniowego, takich jak CD54,
CD106, CD62E, CD62P oraz dodatkowo dwoch wybranych antygenow kontrolnych
(CD90, Sca-1) — na powierzchni aktywowanych oraz kontrolnych komérek MCEC po oraz
bez inkubacji z MSC-EVs.

Wykazano, ze stymulacja komoérek MCEC cytokinami prozapalnymi w warunkach
hipoksji 1 ograniczonego stezenia substancji odzywczych spowodowata wzrost gestosci
nastgpujacych antygendéw: CD54, CD106, CD62P oraz antygenu kontrolnego Sca-1 na ich
powierzchni - w odniesieniu do komoérek kontrolnych (Rycina 31). W przypadku drugiego
antygenu kontrolnego, tj. CD90, nie obserwowano istotnego wzrostu gestosci tego
antygenu na powierzchni komoérek aktywowanych cytokinami prozapalnymi.

Ekspresja antygenu CD54, czyli czasteczki ICAM-1, ktorej ligandem jest integryna
LFA-1, ulegata nieznacznemu zwigkszeniu w aktywowanych komoérkach MCEC po 4h
inkubacji z MSC-EVs w odniesieniu do aktywowanych komérek MCEC, ale bez dodatku
MSC-EVs (Rycina 31). Co ciekawe, ekspresja antygenu CD106, czyli czasteczki VCAM-1
oddziatujacej z integryng VLA-4, zmalala w komorkach aktywowanych po inkubacji z
MSC-EVs, w porownaniu do komorek MCEC stymulowanych cytokinami prozapalnymi,
ale nieinkubowanymi z MSC-EVs. Moze to sugerowa¢ obecno$¢ na powierzchni MSC-
EVs ligandow wigzacych antygen CD106, wskutek czego dochodzi do wigzania si¢ MSC-
EVs do powierzchni tych komoérek 1 blokowania miejsc wigzania przeciwciat
skierowanych przeciwko czasteczkom CD106. Ekspresja antygenu CD106 w komorkach
aktywowanych po 24h inkubacji z MSC-EVs byta zblizona do poziomu obserwowanego w
tych samych komorkach, ale nieinkubowanych z MSC-EVs. Moze to potwierdzac
wczesniejsze obserwacje, ze spadek CD106 obserwowany po 4h inkubacji z MSC-EVs
mogt by¢ spowodowany oddziatywaniem ligandow obecnych na MSC-EVs z czasteczkami
CD106 na powierzchni komorek akceptorowych.

Podobne zjawisko obserwowano w przypadku antygenu CD62P, natomiast w
przypadku czasteczki CD62E wartosci MFI dla warunkéw badanych nie wykazaty
istotnych statystycznie zmian (Rycina 31). Co ciekawe, po 4h inkubacji aktywowanych
komorek MCEC z MSC-EVs obserwowano spadek gestosci antygenu Sca-1 na
powierzchni badanych komorek. Wyniki badan $wiatowych wskazuja, Zze antygen Sca-1
moze wigza¢ si¢ z kompleksem integryn aVB3 i stymulowa¢ m.in. adhezj¢ komorek
satelitarnych mig$ni (227). Poniewaz na powierzchni MSC-EVs wystepuja integryny aV
oraz B3, takie oddziatywania moga zatem zachodzi¢ miedzy komorkami MCEC, a MSC-
EVs, co tlumaczy obserwowany spadek dostepnosci antygenu Sca-1 dla przeciwciala
skierowanego przeciwko temu antygenowi obserwowany po dodaniu pecherzykow. Z
przeprowadzonej analizy wynika, ze w obecnosci mediatorow stanéw zapalnego
zwigkszonej ekspresji ulegaja te czasteczki, ktoére sg zaangazowane w oddziatywanie
sroédbtonka naczyniowego z ich swoistymi ligandami w sytuacji toczacego si¢ stanu
zapalnego.
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Rycina 31. Ekspresja wybranych antygenow charakterystycznych dla aktywowanego
Srodbltonka naczyniowego oraz antygenow kontrolnych na powierzchni komérek MCEC.
Komorki MCEC stymulowano IL-13, TNF-o oraz inkubowano z MSC-EVs (EVs), a nastegpnie po
4 1 24h barwiono przeciwcialami skierowanymi przeciwko badanym antygenom. Bezposrednio
przed analiza, do kazdej probki dodawano DAPI w celu odréznienia komoérek zywych od
martwych. Analize cytometryczna przeprowadzono na zywych komoérkach (DAPI). Wartosci
przedstawiaja: Srednia + SD, *P<0,05; **P<0,01, ***P<0,001, ****P<0,0001 (test t-studenta),
N=3.

Podsumowujac, przeprowadzone w tej cze$ci badania wykazaly zwigkszong
internalizacjg MSC-EVs do komorek akceptorowych w warunkach imitujacych
mikrosrodowisko stanu zapalnego (obecno$¢ cytokin prozapalnych - IL-1f i TNF-a,
warunki hipoksji, obnizona zawarto§¢ surowicy). MSC-EVs wykazuja dzialanie
cytoprotekcyjne na komoérki MCEC, a takze zwigkszajg ich potencjal proangiogenny. Co
wiecej, wykazano, ze ekspozycja komorek $rodblonka na dziatanie mediatorow stanu
zapalnego powoduje wzrost gestoSci markeréw charakterystycznych dla aktywowanego
srddbtonka naczyniowego, co czgsciowo moze ttumaczy¢ zwigkszong internalizacje MSC-
EVs do komorek docelowych.

4.7. Badanie retencji MSC-EVs podanych dozylnie w mysim modelu zawalu
mi¢$nia sercowego in vivo

W zwigzku z uzyskanymi wynikami badan in vitro, wskazujacymi m.in. na
mozliwe oddziatywania MSC-EVs z komoérkami $rodbtonka naczyn serca, a w
szczegllnosci w warunkach zapalnych imitujacych mikro$rodowisko uszkodzonego w
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wyniku niedotlenienia migsnia sercowego (tj. obecno$¢ mediatorow stanu zapalnego,
hipoksja), w kolejnym etapie badan objetych niniejszg praca, zbadano retencje
wybarwionych fluorescencyjnie nanoczasteczek MSC-EVs podanych dozylnie w mysim

modelu ostrego niedotlenienia mig¢$nia sercowego (ang. acute myocardial infarction, AMI)
w réznych narzadach, ze szczeg6lnym uwzglednieniem migsnia sercowego.

Badania te zostaly wykonane w czasie mojego pobytu w Cardiovascular Research
Institute, Division of Cardiovascular Diseases, Univeristy of Kansas Medical Center,
Kansas City w USA, finansowanego w ramach projektu ETIUDA pt. ,, Ocena potencjatu
biologicznego mikropecherzykow z hodowli antygenowo zdefiniowanych komorek
macierzystych szpiku kostnego dla celow regeneracji tkanek”.

W celu przeprowadzenia tych badan, MSC-EVs zostaly wybarwione
fluorescencyjnie za pomocg lipofilnego barwinika DiR, ktérego widmo emisja przypada w
dalekiej czerwieni (E4/E,, 750/780 nm). Nastgpnie tak wybarwione MSC-EVs podawano
do zyty szyjnej zwierzat poddanych zabiegowi AMI w dwoch punktach czasowych: po 48h
lub po 30 min. od reperfuzji. W wybranych punktach czasowych, od zwierzat kontrolnych
oraz po zabiegu AMI, izolowano narzady w celu detekcji emitowanego sygnatu
fluorescencji $wiadczacej o obecnosci MSC-EVs w tych tkankach.

Uzyskane wyniki badan wykazaly akumulacje MSC-EVs gléwnie w watrobie (we
wszystkich grupach zwierzat, ktorym podano wybarwione fluorescencyjnie MSC-EVs), a
takze w §ledzionie (wylacznie u zwierzat, od ktorych pobrano narzady po 4h od podania
MSC-EVs). Co istotne, nie obserwowano natomiast obecno$ci MSC-EVs w sercu, ptucach
oraz nerkach (Rycina 32). We krwi zwierzat pobranej z lewej komory (LK) serca takze nie
obserwowano sygnatu fluorescencji (Tabela 28), co moze swiadczy¢ o tym, ze MSC-EVs
sa bardzo szybko usuwane z krazenia. W Tabeli 28 przedstawiono podsumowanie
obrazowania wybranych tkanek i narzadoéw dla badanych grup zwierzat.

W kolejnym etapie przygotowano skrawki mrozeniowe watroby, $ledziony oraz
serca pobrane od zwierzat po 4h od mometu podania MSC-EVs lub PBS (odpowiednio Gr.
6 RT i1 Gr. 3 RT), ktore analizowano technikg mikroskopii konfokalnej w celu weryfikacji
wynikéw uzyskanych za pomocg In Vivo Optical Imaging System. Przeprowadzone
badania potwierdzity retencj¢ MSC-EVs w watrobie oraz §ledzionie (Rycina 33 1 34).
Nieznaczny wzrost $redniej warto$ci sygnalu obserwowano takze w migé$niu sercowym
(Rycina 34). Co wazniejsze, mozna byto zaobserwowac pojedyncze skupisko czerwonych
obiektow w tkankach mig$nia sercowego (Rycina 33), co moze §wiadczy¢ o niewielkiej,
ale jednak zachodzacej akumulacji MSC-EVs w tym organie (bgdacej ponizej progu
detekcji wykorzystanej aparatury do obrazowania sygnatu fluorescencji catych organow).

Pomimo tego, ze nie obserwowano znacznej retencji MSC-EVs w migéniu
sercowym, co moze by¢ spowodowane m.in. szybka hemodynamika tego narzadu,
doniesienia literaturowe wskazuja, ze EVs uzyskane z hodowli komoérek progenitorowych
serca podane dozylnie, moga redukowaé obszar uszkodzenia pozawatowego mig$nia
sercowego (195), a zatem musza oddziatywac¢ na uszkodzone tkanki w sercu. Wydaje si¢
zatem prawdopodobne, ze niewielka ilos§¢ MSC-EVs ulega retencji w miejscu uszkodzenia
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w migs$niu sercowym, jednak sygnat fluorescencji emitowanej po internalizacji MSC-EVs
moze by¢ ponizej progu detekcji wiekszosci dostepnej infrastruktury badawcze;.
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Rycina 32. Badanie retencji MSC-EVs w wybranych narzgadach u myszy poddanych
zabiegowi AMI. MSC-EVs wybarwiono fluorescencyjnie DiR, a nast¢pnie podawano do zyly
szyjnej myszy (100 ug w objetosci 50 pl). W okreslonych punktach czasowych, od myszy
pobierano narzady w celu ich zobrazowania przy uzyciu systemu In Vivo Optical Imaging System.
Pod nazwa kazdej grupy wpisano skrotowy opis grupy uporzadkowany w nastepujacej kolejnosci:
rodzaj zabiegu (czas od reperfuzji po ktorym podawano MSC-EVs lub PBS) + rodzaj podawanego
preparatu (czas od podania po ktérym zwierzgta poddawano eutanazji w celu pobrania tkanek i
narzadow). Szczegolowy opis grup zwierzat zamieszczono w rozdziale Materialy i Metody w
Tabeli 18.
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Tabela 28. Podsumowanie wynikow badania retencji wybarwionych fluorescencyjnie MSC-
EVs w  wybranych narzagdach i tkankach w  mysim modeli AMIL
Oznaczenia: (-) - brak sygnatu fluorescencji; (+) - wystepowanie sygnatu fluorescencji, (*) -
autofluorescencja.

Detekcja w organach i tkankach
g
>
N
8 g o < = 3B E »% - ‘% S
3 2 ’ = = B2 | B Sl - RC
Grupa = =1
zwierzat :
1 RT -
(Kontrola)
2RT .
(Kontrola)
3RT -
(Kontrola)
4 RT
(Kontrola) N * ) ) ) § } ) )
5 RT + - - - - * - - -
6 RT + + - - - * - - -
7RT + - - - - * - - -
8 RT + + - - - * - - -
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Rycina 33. Ocena mikroskopowa retencji MSC-EVs w watrobie, Sledzionie oraz sercu myszy
poddanych zabiegowi AMI przy wykorzystaniu mikroskopii konfokalnej. Myszy poddano
zabiegowi AMI. Po 48h po AMI, myszom podano roztwor soli PBS lub MSC-EVs. Narzady
pobrano po 4h od momentu podania. Przedstawiono reprezentatywne zdjecia skrawkow preparatow
mrozeniowych organéw pobranych od zwierzat, ktorym podawano roztwor soli PBS (gérny panel)
lub MSC-EVs (dolny panel). Zdjecia wykonano w niebieskim kanale fluorescencji (DAPI) oraz
kanale dla dalekiej czerwieni (DiR), jak réwniez przedstawiono zlozenie dwoch kanatow
fluorescencji (DAPI/ DiR). A. Skrawki watroby. B. Skrawki $ledziony. C. Skrawki serca. Skala: 10
pm lub 50 pm.
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Rycina 34. Analiza pdlilosciowa retencji MSC-EVs w watrobie, Sledzionie oraz sercu myszy
poddanych zabiegowi AMI. Myszy poddano zabiegowi AMI. Po 48h po AMI, myszom podano
roztwor soli PBS lub MSCs-EVs. Narzady pobrano po 4h od momentu podania. Analiza wykonana
przy uzyciu oprogramowani Las X. Warto$ci przedstawiaja: Srednia + SD, *P<0,05; **P<0,01
(test t-studenta). N =3 (PBS), N =6 (MSC-EVs).

Podsumowujac, przeprowadzone badania wykazaty, ze MSC-EVs podane dozylnie
u zwierzat poddanych zabiegowi AMI wykazuja akumulacje gtownie w watrobie oraz
$ledzionie, a jedynie w niewielkim stopniu sg obecne w tkankach serca.

4.8. Badanie retencji MSC-EVs podanych dozylnie w mysim modelu
niedokrwiennego uszkodzenia konczyny in vivo

W nastepnym etapie realizacji badan w ramach niniejszej pracy doktorskiej
zbadano retencj¢ MSC-EVs (otrzymanych z hodowli komoérek MSCs wykazujacych
ekspresj¢ znacznika GFP) w mysim modelu niedokrwiennego uszkodzenia konczyny (ang.
limb ischemia, LI). Badania przeprowadzitam w czasie mojego stazu w INSERM U1063,
Stress Oxydant et Pathologies Métaboliques, Institut de Biologie en Santé, Universite
d’Angers w Angers we Francji.

W tej czeSci badan, po 24h od niedokrwiennego uszkodzenia konczyny,
zwierzgtom podawano dozylnie (do zyty ogonowej) znakowane MSC-EVs lub sam no$nik
- roztwor soli PBS. Po 4 lub 24h od podania, od myszy izolowano organy oraz pobierano
krew z LK w celu detekcji sygnatu fluorescencji pochodzacego z MSC-EVs. Organy
analizowano przy uzyciu systemu do obrazowania - Maestro In Vivo Imaging System.

Po 4h od dozylnego podania MSC-EVs, u myszy u ktéorych wczesniej wykonano
zabieg uszkodzenia tkankowego, wykazano obecno$¢ pecherzykow w nastgpujacych
organach: watrobie, nerkach, ptucach oraz bardzo staby sygnat w §ledzionie. Po 24h od
podania MSC-EVs, bardzo staby sygnatl fluorescencji utrzymywat si¢ w watrobie, nerkach
oraz ptucach (Rycina 35A, B). Nie obserwowano sygnatu fluorescencji w osoczu krwi, co
moze $wiadczy¢, ze pecherzyki sa bardzo szybko usuwane z krazenia. Ze wzgledu na to,
ze wykorzystany szczep myszy C57Bl/6J wykazuje autofluorescencje, wartosci $redniej
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intensywnos$ci fluorescencji (MFI) dla poszczegdlnych organdéw przedstawiono w
odniesieniu do wartosci uzyskanych dla myszy grupy kontrolnej (ktoérej podano sol PBS),
dla ktorych przyjeto, ze procent wartosci MFI dla poszczegdlnych narzadéw wynosit
100%.

Analizie obecnosci MSC-EVs poddano takze konczyny zdrowe oraz ischemiczne
(niedotlenione) pobrane od myszy, ktorym podawano dozylnie MSC-EVs lub roztwor soli
PBS. Co istotne, w niedokrwionych konczynach pobranych od zwierzat, ktorym podano
MSC-EVs, zaobserwowano wyzszy poziom fluorescencji po 4 oraz 24h od podania MSC-
EVs — w porownaniu do konczyn ischemicznych myszy kontrolnych oraz konczyn
zdrowych (Rycina 35A). W przypadku tej analizy, wyniki przedstawiono jako stosunek
warto$ci MFI zmierzonej w konczynie niedotlenionej do wartosci MFI uzyskanej dla
konczyny zdrowej. Stosunek wartosci MFI obserwowany u myszy, ktérym podawano
MSC-EVs wynosit odpowiednio 1,44 & 0,29 po 4h oraz 4,07 = 0,01 po 24h, podczas gdy u
myszy kontrolnych (ktérym podano s61 PBS) byt réowny 1,0 (Rycina 35C). Swiadczy to o
akumulacji MSC-EVs w niedokrwionych tkankach konczyn.

Uzyskane wyniki wskazuja na znacznie szerszg dystrybucje MSC-EVs w organach
w uszkodzeniu ischemicznym konczyny LI niz obserwowano w modelu AMI. Moze to by¢
zwigzane zaréwno z rdéznym patofizjologicznym przebiegiem proceséw towarzyszacych
uszkodzeniu w obu modelach, jak rowniez z droga podania — do zyty szyjnej w AMI oraz
zyly ogonowej w LI. Warto wspomnie¢, ze podczas projektowania przysztych
potencjalnych lekoéw biologicznych opartych o komorki macierzyste lub ich pochodne,
efektywna droga podania tych preparatow jest jednym z wazniejszych aspektow badan
przedklinicznych.
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Rycina 35. Badanie retencji MSC-EVs w wybranych narzadach oraz konczynach dolnych u
myszy poddanych zabiegowi LI. MSC-EVs otrzymano z hodowli komérek MSCs z endogenng
ekspresja znacznika GFP, a nastepnie po 24h od zabiegu LI podano myszom (po 100 ug GFP"
MSC-EVs do zyly ogonowej w objetosci nie wigkszej niz 25 ul). W okre§lonych punktach
czasowych od podania MSC-EVs (4 i 24h) od myszy pobierano wybrane narzady, krew oraz
konczyny dolne w celu analizy $redniego sygnatu fluoresecencji (MFI) w tych narzadach oraz
ptynach ustrojowych. Badanie wykonano przy uzyciu systemu Maestro In Vivo Imaging System.
A. Reprezentatywne zdjecia wybranych organdw, probki osocza i konczyn dolnych - uzyskane dla
myszy kontrolnych (K), ktorym podawano so6l PBS, jak réwniez myszy, od ktérych izolowano
narzady po 4 oraz 24h od LI. Zdj¢cia wykonano w jasnym polu (BF), w zielonym kanale
fluorescencji (GFP), jak rowniez przedstawiono Zztozenie jasnego pola i zielonej fluorescencji
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(BF/GFP). Czerwone strzalki wskazuja uszkodzone konczyny. B. Analiza potilosciowa retencji
MSC-EVs w wybranych organach i osoczu. Wartosci MFI dla poszczegdlnych organow
przedstawiono w odniesieniu do wartosci uzyskanych dla myszy grupy kontrolnej (PBS), dla
ktorych przyjeto, ze procent warto$ci intensywnosci fluorescencji dla poszczegodlnych narzgdoéw
wynosit 100%. C. Analiza ilosciowa retencji MSC-EVs w konczynach dolnych. Na wykresie
przedstawiono stosunek uzyskanych wartosci MFI dla konczyny niedotlenionej do warto$ci
uzyskanych dla konczyny zdrowej. Na wykresach czarng linig zaznaczono MFI dla myszy grupy
kontrolnej (K). Wartosci przedstawiaja: Srednia + SD, *P<0,05; **P<0,01 vs. Sol PBS (test t-
studenta), N=3 myszy/ grupe.

Podsumowujac, po 4h od dozylnego podania MSC-EVs u zwierzat w modelu LI,
pecherzyki wykryto w nastepujacych organach: watrobie, nerkach i ptucach. Co istotne z
punktu wiedzenia aktywnosci MSC-EVs, przeprowadzone badania wykazaly swoisty
Htropizm” MSC-EVs do miejsca uszkodzenia tkankowego oraz ich retencje w
uszkodzonych konczynach, co moze by¢ zwigzane z oddzialywaniem tych czasteczek z
aktywowanym s$rodbtonkiem naczyniowym w miejscu toczacego si¢ stanu zapalnego, co
bylo analizowane we wczesniejszych badaniach in vitro. Wydaje si¢ zatem
prawdopodobne, ze MSC-EVs podane dozylnie w modelu LI, beda potencjalnie wptywaty
na regeneracj¢ niedotlenionych tkanek konczyny dzigki ich internalizacji do komorek
docelowych 1 modulacj¢ funkcji tych komorek, a szczegdlnie w miejscu toczacego si¢
procesu zapalnego towarzyszacego uszkodzeniu niedokrwiennemu, co zostato zbadane w
dalszej czesci pracy.

4.9. Ocena potencjalu regeneracyjnego MSC-EVs oraz komérek MSCs w
mysim modelu zawalu mig$nia sercowego in vivo

Przeprowadzone badania sktadu molekularnego MSC-EVs oraz ich oddziatywania
na komorki tkanek serca in vitro wykazaty, ze pecherzyki te moga przenosi¢ bioaktywna
zawarto$¢ do komorek $rédbtonka, ktéra moze mie¢ potencjalny istotny wplyw na funkcje
tych komorek istotne z punktu widzenia regeneracji uszkodzonych tkanek. Dlatego tez, w
nastgpnym etapie pracy zbadano potencjal regeneracyjny MSC-EVs w mysim modelu
zawalu miesnia sercowego (AMI). Wczesniejsze wyniki badania retencji podanych
dozylnie MSC-EVs w tkankach zwierzat po zawale, nie wykazaly znacznej akumulacji
pecherzykow w tkankach migénia sercowego, co sugeruje, ze podobnie jak w przypadku
przeszczepiania komorek, podania dozylne sg mniej efektywne od bezposredniego podania

miejscowego w przypadku uszkodzen miokardium.

W badaniach potencjalu regeneracyjnego, MSC-EVs podawane byly zatem
bezposrednio do miegsnia sercowego w okolice okotozawatowsa, po 2 dniach od ischemii/
reperfuzji. W wybranych punktach czasowych - tj. bezposrednio przed zabiegiem, po 2, 9
oraz 32 dniach od zabiegu AMI, myszy poddawane byly badaniu echokardiograficznemu
przy uzyciu systemu Vevo 2100, celem oceny funkcji LK serca.
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Ocena funkcji skurczowej LK serca wykazata istotny statystycznie wzrost frakcji
wyrzutowej LK (ang. LV ejection fraction; LVEF) u myszy, ktérym podawano komorki
MSCs oraz MSC-EVs w 9 dniu po zabiegu AMI (czyli w 7 dniu po przeszczepieniu
preparatéw terapeutycznych) - w pordwnaniu do myszy kontrolnych, ktorym podawano
sam no$nik - roztwor soli PBS (Rycina 36A), co $wiadczy o poprawie funkcji serca u
zwierzat traktowanych MSC-EVs lub komoérkami MSCs. W tym samym punkcie
czasowym, u myszy ktorym podawano preparat MSC-EVs obserwowano istotne
statystycznie zmniejszenie objetosci koncowo- skurczowej LK serca (ang. LV end systolic
volume; LVESV) (Rycina 36B), co réwniez potwierdza poprawe funkcji serca u tych
zwierzat. Co istotne, w 32 dniu od AMI (czyli 30 dni po podaniu preparatow
komorkowych lub MSC-EVs) frakcja wyrzutowa LK serca istotnie wzrosta w grupie
zwierzat, ktorym przeszczepiono MSC-EVs — w pordwnaniu do myszy kontrolnych,
ktérym podano nosnik (s61 PBS) lub komaérki MSCs (LVEF wynosita w tym dniu ok. 55%
u myszy ktérym podawano MSC-EVs vs. ok. 35% u myszy ktérym podawano no$nik vs.
ok. 42% u myszy ktorym podawano komoérki MSCs; Rycina 36A). W punkcie tym,
objetos¢ koncowo- skurczowa LK serca (LVESV) utrzymywata si¢ na poziomie ok. 25 pl
w grupie zwierzat, ktérym podano MSC-EVs vs. 45 ul w grupie zwierzat, ktorym podano
nosnik - s6l PBS oraz 40 ul w grupie zwierzat, ktéra otrzymata kontrolne komoérki MSCs
(Rycina 36B).

Otrzymane wyniki badan wykazaty, ze grubo$¢ $ciany LK serca objetej zawatem
mierzona podczas skurczu (ang. infarct wall systolic diameter) wzrosta w 32 dniu po
zawale w grupie zwierzat, ktorej podano MSC-EVs oraz komorki MSCs - w poréwnaniu
do grupy kontrolnej zwierzat (Rycina 36C). Moze to $wiadczy¢é o czgSciowym
zahamowaniu niekorzystnych zmian histologicznych zwigzanych z powstawaniem blizny
pozawatowej 1 remodelingiem serca prowadzacym do zmniejszenia si¢ grubosci §ciany LK
powigzanej ze wzrostem objetosci komory, co w efekcie prowadzi do uposledzenia funkcji
catego organu. Obrazy uzyskane podczas badania echokardiograficznego wykazaty, ze u
zwierzat grupy kontrolnej przednia $ciana LK jest istotnie ciensza niz w grupie zwierzat,
ktorej podano komorki MSCs oraz MSC-EVs (Rycina 37A). Obserwacje te zostaty
potwierdzone réwniez na przekrojach poprzecznych serca wybarwionych metoda Massona
(Rycina 37B).
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Rycina 36. Ocena wybranych parametrow funkcjonalnych lewej komory serca z
zastosowaniem echokardiografii (ECHO). Badanie ECHO wykonano przed zabiegiem AMI
(tzw. punkt BSL; ang. baseline), 2 dni (2d) po zabiegu - czyli w dniu podania preparatow
biologicznych, jak réwniez w 9 i 32 dniu po zabiegu AMI. A. LVEF — frakcja wyrzutowa lewej
komory (LK) serca (ang. left ventricle (LV) ejection fraction). B. LVESV — objetos¢ koncowo-
skurczowa LK serca (ang. LV end systolic volume). C. Grubo$¢ $ciany LK serca objetej zawalem w
skurczu (ang. infarct wall systolic diameter). Wartosci przedstawiaja: Srednia + SD, *P<0,05 vs.
PBS, #P<0,05 vs. MSCs (test t-studenta), N=15-17 myszy/grupe.
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A Kontrola (PBS)

Rycina 37. Reprezentatywne zdjecia z badania echokardiograficznego oraz przekroje
poprzeczne serca wybarwione metoda Massona. A. Reprezentatywne obrazy z badania
echokardiograficznego wykonane podczas analizy serca w osi krotkiej w trybie M-mode przy
uzyciu systemu Vevo 2100. Na zdjeciach uwidoczniona jest $ciana przednia oraz tylna LK. B.
Reprezentatywne zdjgcia tkanek oraz anatomii serca na przekrojach poprzecznych serca. Barwienie
wskazuje na obecno$¢ blizny tacznotkankowej utworzonej przez wiokna kolagennowe (kolor
niebieski) oraz zywego miokardium (kolor bordowy). Czerwone strzatki wskazujg rejon blizny
lacznotkankowej. Skala: 500 um.

Dalsza szczeg6lowa ocena parametrow funkcjonalnych i strukturalnych LK serca
wykazata istotne statystycznie zmniejszenie koncowo- rozkurczowej objetosci LK serca
(ang. LV end diastolic volume, LVEDV) oraz koncowo- rozkurczowego wymiaru
wewnetrznego LK serca (ang. LV end diastolic diameter; LVEDD) obserwowanych w 32
dniu po AMI u myszy, ktorym przeszczepiono dosercowo MSC-EVs - w porownaniu do
myszy grupy kontrolnej (Rycina 38A, B). W aspekcie przebudowy tkanek serca, w tym
samym punkcie czasowym - u myszy, ktorym podano MSC-EVs, obserwowano m.in.
istotne zwickszenie grubosci $ciany LK serca objetej zawatem podczas rozkurczu (ang.
Infarct Wall Diastolic Diameter), jak rbwniez zmniejszenie masy LK serca (ang. LV Mass) w
porownaniu do grupy kontrolnej zwierzat, ktorym podano so6l PBS (Rycina 38C-E).
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Rycina 38. Ocena wybranych parametréw funkcjonalnych i strukturalnych lewej komory
serca z zastosowaniem echokardiografii. Badanie ECHO wykonano przed zabiegiem AMI (tzw.
punkt BSL; ang. baseline), 2 dni po zabiegu - czyli w dniu podania preparatéw biologicznych, jak
réwniez w 9 1 32 dniu po zabiegu AMI. A. LVEDV- koncowo- rozkurczowa obje¢tos¢ LK serca
(ang. LV End-Diastolic Volume). B. LVEDD - koncowo-rozkurczowy wymiar wewngtrzny
($rednica) LK serca (ang. LV end-diastolic diameter). C. Srednica $ciany LK serca objetej
zawatem w rozkurczu (ang. Infarct Wall Diastolic Diameter). D. Grubos$¢ $ciany tylnej LK serca w
rozkurczu (ang. Posterior Wall Thickness in Diastole). E. Masa LK serca (ang. LV Mass). Wartosci
przedstawiaja: Srednia + SD, *P<0,05 vs. PBS, #P<0,05 vs. MSCs (test t-studenta), N=15-17

myszy/grupe.
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Zaobserwowane zmiany histologiczne moga $wiadczy¢ o zmniejszeniu
niekorzystnej utraty miokardium towarzyszacej przebudowie tkanek serca po uszkodzeniu,
jak rdwniez o zahamowaniu proces6w remodelingu w przypadku zastosowania preparatow
opartych o komorki MSCs, a w szczegdlnosci MSC-EVs.

Przeprowadzone badania w modelu AMI in vivo wykazaly, ze zardéwno
przeszczepienie komoérek MSCs, jak 1 samych MSC-EVs, prowadzi do cze$ciowego
odwrécenia niekorzystnych proceséw remodelingu, ktéremu podlega migsien sercowy
uszkodzony w wyniku niedotlenienia, co w efekcie przetozylto si¢ na poprawe globalnej
funkcji serca w obu grupach traktowanych preparatami biologicznymi — komorkami MSCs
oraz MSC-EVs.

4.10. Ocena potencjalu regeneracyjnego MSC-EVs w mysim modelu
niedokrwiennego uszkodzenia konczyny in vivo

Przeprowadzone badania retencji MSC-EVs w mysim modelu LI wykazaly
obecnos$¢ tych czasteczek w nerkach, ptucach, watrobie i §ledzionie (w 4h od podania), jak
rowniez w niedokrwionych konczynach po ich dozylnym podaniu u myszy, co moze
swiadczy¢ o tym, ze tego typu podanie moze prowadzi¢ do efektywnego ,,zasiedlania”
uszkodzonego obszaru konczyny przez pgcherzyki.

W zwigzku z tym, w nastegpnym etapie przeprowadzono badanie potencjatu
regeneracyjnego MSC-EVs w modelu niedokrwiennego uszkodzenia konczyny u myszy,
gdzie pecherzyki podawano dozylnie celem dlugoterminowej obserwacji potencjalnych
efektow promujacych regeneracje. Iniekcje pecherzykow rozpoczeto w dniu zabiegu i
wykonywano co trzy dni, az do 18 dnia eksperymentu (eksperyment zakonczono w 21
dniu). Tego typu schemat wielokrotnego podania MSC-EVs do krwioobiegu, zwigkszat
prawdopodobienstwo ,,zasiedlania” przez pg¢cherzyki uszkodzonych tkanek, co z kolei
zwigkszato prawdopodobienstwo efektu regeneracyjnego.

Wyniki przeprowadzonych badan, w tym analiza przepltywu krwi w konczynach z
zastosowaniem _systemu Dopplera, wykazaly istotny wzrost perfuzji krwi w
niedotlenionych konczynach myszy, ktorym podawano preparaty MSC-EVs - juz w 7 dniu
od zabiegu, w porownaniu do myszy kontrolnych, ktorym podawano sol PBS. Perfuzja
krwi wynosita odpowiednio 53,6 + 28,5 % dla myszy ktorym podawano MSC-EVs vs.
16,2 + 7,8% dla myszy, ktérym podawano roztwor soli PBS - w odniesieniu do

prawidlowego poziomu perfuzji w tkankach mierzonego indywidualnie dla kazdego
zwierzecia przed wykonaniem zabiegu LI, dla ktérego przyjeto, ze wynosi on 100%
(Rycina 39A, B). W 14 dniu po zabiegu réwniez obserwowano znamienny wzrost perfuzji
niedotlenionych tkanek w grupie myszy, ktorej przeszczepiono MSC-EVs (91,8 + 42,7%),
w odniesieniu do grupy kontrolnej (30,9 + 6,6%) (Rycina 39B), co sugeruje efekt
proangiogenny przeszczepionych MSC-EVs w niedotlenionych tkankach. Zaobserwany
wzrost przeplywu krwi w niedotlenionych tkankach utrzymywat si¢ na znamiennie
wyzszym poziomie do 21 dnia eksperymentu w przypadku myszy, ktorym podano MSC-
EVs (68,9 = 17,9 %) w porownaniu do grupy kontrolnej (44,4 = 10,7 %) (Rycina 39 B). W
przypadku myszy kontrolnych, ktorym podawano roztwér kontrolny, w miar¢ uptywu
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czasu rowniez obserwowano wzrost perfuzji krwi w uszkodzonych tkankach, ktéry mozna
thumaczy¢ aktywacjg endogennych mechanizméw naprawczych, w tym potencjalnie
endogennych komorek progenitorowych uczestniczacych w regeneracji uszkodzonych
tkanek. Wartos$¢ perfuzji tkanek u myszy ktorym podawano preparat MSC-EVs w 21 dniu
od zabiegu byla nieznacznie nizsza niz warto$¢ perfuzji zmierzona w 14 dniu, co moze
prawdopodobnie wynika¢ z tego, ze nie wszystkie nowopowstale naczynia krwiono$ne
dojrzewaja oraz ulegaja stabilizacji (utrwaleniu). Doniesienia literaturowe wskazuja, ze
podanie preparatow opartych o komorki macierzyste w stanie kardiomiopatii
niedokrwiennej, powoduje poprawe parametrow hemodynamicznych serca, jednak
poprawa ta jest przejsciowa (20), co moze sugerowac, ze wielokrotne podania preparatow
opartych o komorki macierzyste lub ich pochodne w dluzszych odstepach czasowych,
moga przynies¢ dlugotrwala poprawe ocenianych parametrow. Nie mniej jednak, w
kazdym punkcie czasowym w przypadku myszy, ktérym podawano MSC-EVs,
obserwowano statystycznie istotna, wyzsza perfuzj¢ tkanek niedotlenionej konczyny, w
porownaniu do myszy grupy kontrolnej (Rycina 39A, B).
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Rycina 39. Badanie perfuzji krwi w konczynach myszy poddanych zabiegowi LI z
zastosowaniem systemu Doppler. Badanie wykonano przed zabiegiem LI (mysz zdrowa),
bezposrednio po zabiegu (0d) w celu sprawdzenia skutecznosci przeprowadzonej okluzji naczynia,
jak rowniez w 7, 14 oraz 21d po zabiegu LI. A. Reprezentatywne zdjecia z analizy perfuzji krwi w
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konczynach dla myszy, ktorym podawano MSC-EVs oraz kontrolnie s61 PBS, a takze dla myszy
zdrowej. Czerwone strzatki wskazuja niedotlenione konczyny. B. Analiza ilosciowa perfuzji krwi
w konczynach dolnych myszy. Dla kazdego zwierzecia bezposrednio przed zabiegiem zmierzono
perfuzje krwi w obu konczynach dolnych. Przyjeto, ze stosunek wyjsciowej perfuzji w konczynie
lewej (tj. zdrowej, w ktorej wykonano nastgpnie zabieg niedotlenienia) do perfuzji w konczynie
prawej (tj. zdrowej, ktora nastgpnie nie byta operowana dla kontroli) wynosi 100%. Wartos¢
perfuzji w poszczegélnych punktach czasowych przeliczano w odniesieniu do wartoSci
procentowych dla poszczegdlnych zwierzat, analizowanych bezposrednio przed zabiegiem.
Wartosci przedstawiaja: Srednia + SEM, *P<0,05 vs. sol PBS (test t-studenta), N=8 (kontrola,
PBS), N=9 (MSC-EVs).

W celu potwierdzenia wzrostu perfuzji krwi w niedotlenionych tkankach, ktora
moze by¢ zwigzana m.in. z powstawaniem krazenia obocznego, wykonano barwienia
immunocytochemiczne tkanek migsniowych pobranych od zwierzat po zakonczeniu
eksperymentu (w 21 dniu) w celu detekcji liczby naczyn krwiono$nych w tych tkankach.

Przeprowadzone badania wykazaly statystycznie istotny wyzszy stosunek liczby
kapilar w konczynie niedotlenionej do konczyny zdrowej w grupie zwierzat, ktérym
podawano MSC-EVs w poréwnaniu do myszy grupy kontrolnej (PBS) (Rycina 40A, B).
Wyzszy stosunek liczby kapilar w grupie myszy, ktorym podawano MSC-EVs korelowat z
wyzsza perfuzja tkanek obserwowang w tej grupie zwierzat.

Uzyskane wyniki §wiadcza, ze MSC-EVs podane dozylnie istotnie wptywaja na
poprawe perfuzji krwi w niedotlenionej konczynie, ktora koreluja z wyzsza liczba
powstatych nowych naczyn krwionosnych w tych tkankach. Co wazniejsze, wykazano, ze
w tym modelu uszkodzenia podanie dozylne stanowi efektywna droge podania preparatow
biologicznych.

Podsumowujac, przeprowadzone badania wykazaly istotny statystycznie wzrost
perfuzji krwi w niedokrwionych konczynach myszy w grupie zwierzat, ktorej podawano
dozylnie MSC-EVs w pordéwnaniu do grupy kontrolnej, ktorej przeszczepiono roztwor
kontrolny. Wzrost perfuzji tkanek jest skorelowany z wyzsza liczba kapilar w tych
tkankach, co moze by¢ zwigzane z powstawaniem krazenia obocznego, stymulowanego
bioaktywng zawartoscig pecherzykéw z komorek MSCs podawanych u tych zwierzat.
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Rycina 40. Ocena liczby kapilar w tkankach mieSniowych w punkcie koncowym
eksperymentu (21d) z zastosowaniem analizy immunohistochemicznej. A. Reprezentatywne
zdjecia skrawkow tkanek mig$niowych wybarwionych: w kierunku obecnosci antygenu CD31
(marker komorek srodbtonka; kolor zielony), DAPI (bawienie jadrowe; kolor niebieski) oraz obraz
ztozenia sygnatéw dla CD31 oraz DAPI. B. Analiza potilosciowa liczby kapilar w tkankach.
Wynik przedstawiono jako stosunek liczby kapilar w konczynie niedotlenionej do liczby kapilar w
konczynie zdrowej (analizowanych z tej samej powierzchni skrawkow) - w dwoch grupach
zwierzat, ktorym podano MSC-EVs lub kontrolnie sol PBS. Wartoéci przedstawiaja: Srednia +
SEM, **P<0,01 vs. s6l PBS (test U Manna-Whitneya), N=5/grupg.
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4.11. Analiza biochemiczna tkanek mi¢sniowych pobranych od myszy w
modelu niedokrwiennego uszkodzenia konczyny in vivo

W 21 dniu od zabiegu LI, czyli w dniu zakonczenia eksperymentu, od
poszczeg6lnych zwierzat pobrano takze tkanki mig$niowe (z konczych niedotlenionych
oraz zdrowych) w celu przeprowadzenia wybranych analiz biochemicznych, ktére
moglyby wskaza¢ na mechanizmy zaangazowane w proangiogenng aktywno§¢ MSC-EVs
obserwowang w tkankach po LI.

W pierwszej kolejno$ci w pobranych tkankach zbadano poziom produkcji tlenku
azotu (ang. nitric oxide, NO) oraz anionu ponadtlenkowego (ang. superoxide anion, O;)
technikg Elekronowego Rezonansu Paramagnetycznego (ang. Electron paramagnetic
resonanse, EPR). NO posredniczy w wielu procesach zwigzanych z angiogeneza (228),
natomiast wzrost produkcji reaktywnych form tlenu (ang. reactive oxygen species, ROS)
wsrdd ktorych zaliczy¢ mozna O, moze indukowac stres oksydacyjny oraz powodowac
uszkodzenie czastek lipidow, bialek 1 DNA (229). Celem przeprowadzonej analizy byto
okreslenie na poziomie biochemicznym zjawisk zachodzacych w tkankach pobranych od
myszy w 21 dniu od uszkodzenia, tj. czy podanie MSC-EVs wplywa na wzrost
wytwarzania NO (ktéry korzystnie moduluje proces terapeutycznej angiogenezy) w
uszkodzonych tkankach oraz réwnocze$nie nie powoduje powstania wtornego stanu
zapalnego.

Przeprowadzone przez mnie badania EPR (w czasie stazu w INSERM U1063,
Stress Oxydant et Pathologies Métaboliques, Institut de Biologie en Sant¢ w Angers we
Francji, w specjalistycznej Pracowni Spektroskopii EPR) wykazaty znaczny wzrost
produkcji NO w tkankach migsniowych niedotlenionych konczyn w grupie zwierzat,
ktéorym podawano MSC-EVs - wynoszacy 167,4 + 22,1 % w odniesieniu do zwierzat
grupy kontrolnej (ktérym podawano roztwor soli PBS), dla ktorej przyjeto, ze poziom NO
w tkankach jest rowny 100% (Rycina 41A). W dalszym etapie zbadano wytwarzanie O, w
tkankach mi¢$niowych w 21 dniu od zabiegu. W tym przypadku nie wykazano znaczacej
produkcji tego anionorodnika w tkankach migsniowych zwierzat, ktorym podawano MSC-
EVs, w poréwnaniu do zwierzat kontrolnych, co moze swiadczy¢, ze same MSC-EVs nie
indukuja powstania wtornego stanu zapalnego (Rycina 41B). Ma to istotne znaczenie z
punktu widzenia ich potencjalnych przysztych zastosowan w regeneracji uszkodzonych
tkanek.
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Rycina 41. Analiza poziomu NO oraz O, w tkankach mie$Sniowych konczyn w punkcie
koncowym eksperymentu (21d) z zastosowaniem techniki EPR. Poziom NO oraz O, w
migéniach konczyny niedotlenionej w stosunku do konczyny zdrowej u zwierzat, ktérym podawano
MSC-EVs - przedstawiono, jako procent wartosci wyliczonej dla zwierzat kontrolnych (PBS). A.
Poziom NO w tkankach migsniowych konczyn dolnych myszy. B. Poziom O, w tkankach
migsniowych konczyn dolnych myszy. Wartoéci przedstawiaja: Srednia + SEM, *P<0,05; s61 PBS
(test t-studenta), N=4/grupe.

W kolejnym etapie, wykorzystujac metode Western blot, wykonano analize
ekspresji wybranych biatek w pobranych tkankach mig¢$éniowych, takich jak m.in. biatek
enzymatycznych eNOS i1 Akt oraz ich form ufosforylowanych, kaweoliny-1, VEGF oraz
Lyve-1, ktore moga by¢ potencjalnie zaangazowane w obserwowane procesy
regeneracyjne zachodzace m.in. na drodze angiogenezy i limfangiogenezy w tkankach
miesniowych po przeszczepieniu MSC-EVs.

Przeprowadzone badania wykazaly wzrost ekspresji formy ufosforylowane;j biatka
eNOS (Ser 1177) w odniesieniu do jego catkowitej puli - w tkankach mig$niowych w
grupie zwierzat, ktorej podawano MSC-EVs. Wzrost ten wynosit 187,5 £ 104,0 %, w
porownaniu do grupy kontrolnej zwierzat, w ktérej poziom usforylowanej formy eNOS
wzgledem pelnej puli tego biatka, przeliczono jako 100% (Rycina 42A). Zaobserwowano
natomiast nieznaczny spadek ekspresji ufosforylowanej formy biatka Akt (Ser 473) w
stosunku do jego catkowitej ilosci w badanych tkankach mig$niowych pobranych od
myszy ktorym podawano MSC-EVs w odniesieniu do grupy kontrolnej zwierzat (Rycina
42B). Nieznaczny wzrost ekspresji ufosforylowanej formy biatka eNOS byt skorelowany
ze spadkiem ekspresji kaweoliny-1 w tkankach pobranych z niedotlenionych konczyn
myszy, ktorym podawano MSC-EVs w odniesieniu do myszy grupy kontrolnej (ktorym
podawano roztwor soli PBS). Kaweolina-1 jest biatkiem, ktére powoduje inaktywacje
czasteczki eNOS, w rezultacie czego maleje produkcja NO (230). Wzrost uforforylowanej
formy biatka eNOS, ktore bierze udzial w produkcji NO, byt skorelowany ze wzrostem
poziomu NO w tkankach oraz spadkiem ekspresji kaweoliny-1, bedacej blokerem
ufosforylowanej formy biatka eNOS.

Co interesujagce, nie obserwowano natomiast wzrostu poziomu  silnie
proangiogenneo czynnika wzrostowego VEGF po podawaniu MSC-EVs. Ze wzgledu na
fakt, ze analize¢ wykonano na tkankach pobranych od myszy w 21 dniu od zabiegu, nie
mozna wykluczyé, ze wzrost tego biatka mogl wystapi¢ we wczeéniejszych punktach

doswiadczalnych. Co ciekawe, wykazano nieznaczny wzrost ekspresji biatka Lyve-1, ktore
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uczestniczy w procesach limfangiogenezy. Cho¢ pojawito si¢ doniesienie naukowe
mowigce o udziale limfangiogenezy w procesie regeneracji skory (231), wcigz niewiele
wiadomo o jej udziale w regeneracji niedotlenionych tkanek.
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Rycina 42. Analiza ekspresji wybranych bialek zwiazanych z angiogeneza oraz
limfangiogeneza w tkankach mie$niowych w punkcie koncowym eksperymentu (21d) metoda
Western blot. A-E. Poziom ekspresji poszczego6lnych badanych biatek w probkach pobranych od
zwierzat kontrolnych (PBS) oraz zwierzat, ktorym podano MSC-EVs.W analizie wykorzystano
kontrole endogenng - B-aktyn¢ do ktorej normalizowano wartosci ekpresji dla poszczegdlnych
biatek. Wyniki przedstawiono jako stosunek ekspresji wybranego biatka w mi¢$niach konczyny
niedotlenionej do konczyny zdrowej. Dla myszy, ktorym podawano PBS (Kontrola) przyjeto, ze
stosunek ten jest rowny 100%. Poziom ekspresji kazdego biatka w mig$niach grupy badanej (MSC-
EVs) odniesiono do zwierzat kontrolnych (% Kontroli). Warto$ci przedstawiaja: Srednia £ SEM,
**P<0,01 vs. sol PBS (test t-studenta), N=5/grupg.

Podsumowujac, wykonane badania potwierdzity wyzsza produkcje NO w tkankach
pobranych z niedotlenionych konczyn myszy w odniesieniu do tkanek konczyn zdrowych
oraz w odniesieniu do tkanek zwierzat grupy kontrolnej, ktéra koreluje z wyzsza ekspresje
ufosforylowanej formy biatka eNOS oraz nizsza ekspresj¢ kaweoliny-1, co §wiadczy o
aktywacji procesOw angiogennych w tkankach na skutek podania MSC-EVs. Co wigcej,
wydaje sie wysoce prawdopodobne, ze oprocz terapeutycznej angiogenezy, w tkankach
zachodzi takze limfangiogeneza, co wymaga dalszych badan, ktére sa w tej chwili
prowadzone we wspolpracy z wspomnianym os$rodkiem we Francji. Nie obserwowano
wzrostu poziomu reaktywnych form tlenu w grupie myszy, ktérej podawano MSC-EVs w
odniesieniu do grupy kontrolnej zwierzat, co $swiadczy, ze samo podanie MSC-EVs nie
powoduje dodatkowego stanu zapalnego w tkankach.

138



5. DYSKUSJA

Komoérki macierzyste (KM) od lat stanowig przedmiot szeregu badan o charakterze
podstawowym oraz przeklinicznym, ktérych celem jest m.in. poznanie biologii 1
mechanizmoéw dziatania tych komoérek w odbudowie tkankowej, co daje nadzieje na
efektywne praktyczne ich zastosowania w regeneracji uszkodzonych tkanek i narzadow.

Dotychczasowe wyniki badan $§wiatowych wskazuja, ze jednym z kluczowych
mechanizmow, na drodze ktérego KM — w szczegdlnosci komdrki MSCs, wywierajg swoj
efekt regeneracyjny jest ich aktywno$¢ parakrynna, zwigzana z wydzielaniem szeregu
bioaktywnych zwigzkoéw majacych bezposredni efekt na komorki endogenne w miejscu
uszkodzenia (114,124,191-196). W warunkach fizjologicznych, jak i po aktywacji,
komorki zwierzece, w tym komorki macierzyste, wydzielaja bezposrednio do $rodowiska
szereg bioaktywnych czasteczek, w tym m.in. cytokiny, czynniki wzrostu, a takze
uwalniajg pecherzyki zewnatrzkomorkowe (ang. Extracellular Vesicles, EVs) (124-126).

Pecherzyki zewnatrzkomorkowe stanowig sferyczne, obtonione struktury
zhuszczane zarowno z powierzchni komorek, jak réwniez uwalniane z wnetrza komorki,
ktore sg nosnikami bioaktywnych czasteczek takich jak m.in: receptory blonowe, biatka
btonowe 1 wewnatrzkomorkowe, mRNA, miRNA, IncRNA oraz lipidy, dzieki czemu EVs
odgrywaja istotng role w komunikacji miedzykomorkowej, zapewniajac wymiang
bioaktywnych zwigzkow pomiedzy komoérkami - okreslanymi czegsto jako komorki
donorowe, oraz komorki akceptorowe, badz docelowe (105,114,145,176,190,232,233).
Transfer bioaktywnych zwigzkéw przez EVs, niesie okre$lony efekt biologiczny w postaci
modyfikacji funkcjonalnej w komoérce docelowej (105,114).

Dzi$ rosnaca liczba doniesien z badan $wiatowych wskazuje, ze rowniez EVs
wydzielane przez komoérki macierzyste odpowiadaja za modulacj¢ aktywnoS$ci
funkcjonalnej w innych komoérkach, w tym w endogennych komodrkach somatycznych,
progenitorowych 1 macierzystych rezydujacych w tkankach i narzadach, co moze miec
istotne znaczenie m.in. w stymulacji endogennych mechanizméw naprawczych w tkankach
(113,114,194-196). Szczegodlng populacja KM, ktorej przypisuje si¢ szerokie spektrum
aktywnoS$ci parakrynnej sa mezenchymalne/ stromalne komorki macierzyste KM (ang.
Mesenchymal Stem/ Stromal Cells, MSCs) (126,234). Ze wzgledu na wspomniang
aktywnos$¢ wydzielnicza, a takze inne istotne cechy, jakie wykazuja komérki MSCs, jako
komoérkowy materiat przeszczepowy, sg one dzi§ najczesciej optymalizowang i stosowang
populacja KM w probach leczenia uszkodzen tkankowych, w tym réwniez w prébach
klinicznych u pacjentow (113,235-239).

Glownym celem badan w ramach niniejszej pracy doktorskiej byla poszerzona
analiza skladu molekularnego oraz potencjatu biologicznego i regeneracyjnego EVs
wydzielanych przez mysie komorki MSCs szpiku kostnego (czyli tzw. MSC-EVs), ktora
pozwolilaby odpowiedzie¢ na pytanie o potencjalne przyszte mozliwosci zastosowan
preparatow MSC-EVs w leczeniu uszkodzen tkankowych wywotanych niedotlenieniem. W
tym celu, w ramach niniejszej pracy przeprowadzono szereg badan molekulanych sktadu
MSC-EVs oraz ich aktywnosci biologicznej w warunkach in vitro, jak rowniez potencjatu
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regeneracyjnego in vivo, w tym w unikatowym modelu ostrego uszkodzenia mig$nia
sercowego po ischemii- reperfuzji u myszy (AMI) oraz w mysim modelu niedotlenienia
konczyny (LI).

Komoérki MSCs oraz MSC-EVs

Komorki macierzyste szpiku kostnego stanowig heterogenng frakcje komorek,
wsrod ktorych wystepuja m.in. krwiotworcze komorki macierzyste (ang. hematopoietic
stem cells, HSCs), komorki progenitorowe $rodblonka (ang. endothelial progenitor cells,
EPCs) oraz komorki MSCs (113,240-242).

Komérki MSCs izoluje si¢ powszechnie z réznych tkanek, w tym tkanek szpiku
kostnego poprzez ich zdolno$¢ do adhezji do polistyrenowych powierzchni naczyn
hodowlanych (199,243). W niniejszej pracy, hodowle adherentnej frakcji szpikowych
komoérek mysich prowadzono przez kilka cykli pasazy (do pasazu 4-6) celem wzbogacenia
tej frakcji w komorki MSCs, co jest zwigzane ze stopniowym zanikaniem w
dtugoterminowe] hodowli komorek o fenotypie hematopoetycznym (244). Komorki
poddane takiej dlugoterminowej ekspansji in vitro, poddano charakterystyce fenotypowej
oraz funkcjonalnej w celu potwierdzenia ich tozsamosci, jako komorek MSCs, zgodnie z
kryteriami objetymi w zaleceniach Miedzynarodowego Towarzystwa Terapii Komodrkowej
(ISCT) — wydanymi w celu wlasciwej identyfikacji komorek MSCs w réznych tkankach
(79). W zwiazku z tym, ze wytyczne ISCT obejmuja kryteria identyfikacji ludzkich
komorek MSCs (79) oraz nie ma w literaturze zdefiniowanych zbiorczo kryteriow
charakteryzujacych mysie komoérki MSCs, w celu okreslenia tozsamosci izolowanych w
niniejszej pracy komodrek szpikowych, zaimplementowano kryteria identyfikacji
rekomendowane przez ISCT w mozliwie jak najwyzszym stopniu. Wykazano, ze komorki
MSCs mysiego szpiku kostnego wyizolowane i wykorzystane w niniejszej pracy,
wykazuja zdolno$¢ do adhezji do powierzchni naczyn hodowlanych, natomiast poszerzona
analiza profilu antygenowego (obejmujacego m.in. wybrane markery pozytywne i
negatywne komorek MSCs wedlug zalecen ISCT) wykazata ekspresje nastgpujacych
antygenow powierzchniowych: CD29, CD44, CD90, CD105, Sca-1, CD309 (VEGFR?2),
CD63, CD81, CD106, CD98 przy rownoczesnym braku antygenow: CD45, SSEA-1, c-kit,
CD31, CD62E, CDI11b, TCR-B, CD45R, TCR-y5, CD184. Nieznaczny odsetek tych
komorek posiada na swojej powierzchni antygeny: CD202b, CD11a/CD18, CD54 oraz
CD62P. Zbadany przeze mnie fenotyp otrzymanych komorek odpowiada fenotypowi
komorek MSCs, definiowanemu dla komorek ludzkich.

W niniejszej pracy zaobserwowano jednak, ze odsetek mysich komorek MSCs
pozytywnych pod wzgledem ekspresji antygenéw CD73, CD90, CD105 jest nizszy niz w
przypadku rekomendacji opublikowanych dla ludzkich komdérek MSCs, co moze wynikac
z r6znicy miedzygatunkowej oraz potencjalnie innej kinetyki ekspansji wilasciwej
populacji komérek MSCs w hodowlach in vitro komorek ludzkich oraz mysich. W
przypadku ludzkich komérek MSCs, juz w krotkoterminowej hodowli (po pierwszym
pasazu) zdecydowana wigkszo$¢ komorek (prawie 100%) nie wykazuje ekspresji antygenu
CD45 (243). Tymczasem w przypadku mysich komérek MSCs, odsetek komorek CD45-
negatywnych wynosil ok. 95% dopiero na pasazu 4 (doswiadczenie wlasne). Zanikanie
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komoérek o fenotypie hematopoetycznym, w tym komoérek CD457/CD11b"
(reprezentujacych gltownie lini¢ monocytarno-makrofagowa), w miarg postepu hodowli
komorek adherentnych mysiego szpiku kostnego, stanowi alternatywe dla usuwania tych
komoérek na drodze sortowania magnetycznego (82) oraz minimalizuje ryzyko utraty
wihasciwych komoérek MSCs lub ich przypadkowej dekontaminacji podczas kolejnych
etapow selekcji. Procedure obejmujaca stopniowe wzbogacanie hodowli w komoérki MSCs
w miar¢ trwania ekspansji frakcji adherentnej komoérek mysiego szpiku kostnego,
stosowatam rowniez z sukcesem w celu izolacji i ekspansji komorek MSCs, ktore uzytam
dla innych celéw badawczych (245).

Z doswiadczenia wlasnego, nabytego podczas pracy w Zaktadzie Biologii Komorki
WBBiB UJ w Krakowie, wynika, ze sortowanie magnetyczne (tzw. metoda MACS) -
bedace jak dotad jedyng metoda sortowania komoérek dopuszczong dla izolacji komoérek
dla zastosowan klinicznych (246) - jest technika umozliwiajacg jedynie wstepne
wzbogacenie pozadanych frakcji komorkowych, ale nie zapewnia preparatdéw o bardzo
wysokiej czystosci, co mozliwe jest dopiero dzigki zastosowaniu metody sortowania w
oparciu o fluorescencje¢ (FACS) (247,248).

W kolejnym etapie, komdrki MSCs poddano hodowlom réznicujagcym w kierunku
osteoblastow, chondrocytéw i adipocytéw przy uzyciu komercyjnie dostepnych pozywek
hodowlanych dedykowanych do hodowli réznicujacej komoérek mysich. Potwierdzono
zdolno$¢ komoérek MSCs do réznicowania w w/w komorki pochodzenia mezodermalnego,
potwierdzajacym tym samym ich charakter multipotencjalny. Przeprowadzone w tej czgsci
pracy badania odno$nie fenotypu komoérek MSCs - stosowanych, jako komorki wyjsciowe
dla pdzniejszych izolacji pecherzykow zewnatrzkomoérkowych - potwierdzity tozsamos¢
tych komorek, jako MSCs, zgodnie z zaleceniami Mie¢dzynarodowego Towarzystwa
Terapii Komorkowej (79) zaadoptowanymi dla komorek pochodzenia mysiego.

W celu izolacji pecherzykow zewnatrzkomorkowych z komoérek MSCs, czyli
preparatéw MSC-EVs, pozywka kondycjonowana byta zbierana znad komorek MSCs po
catodobowej ich inkubacji w pozywce bezsurowiczej, ale suplementowanej albuming
bydleca (0,5% BSA) celem zachowania funkcji 1 Zywotno$ci komorek. Zastosowana
metoda zmiany pelnej pozywki hodowlanej zawierajacej najczesciej surowice bydleca
(FBS) na pozywke bezsurowicza, jest procedura stosowang przez liczne grupy badawcze
pracujace z EVs, a takze praktyka zalecang przez ISEV w celu standardaryzacji metod
izolacji pozywek kondycjonowanych dla celow pozyskiwania EVs (126,167). Mozna
znalez¢ doniesienia naukowe wskazujace, ze EVs izolowane s3 takze z pozywek
niesuplementowanych innymi biatkami oraz bez dodatku czynnikow wzrostu (249-251).
Obecnos¢ surowicy w pozywce hodowlanej jest bowiem Zrdédlem egzogennych EVs 1
stanowi swego rodzaju zanieczyszczenie ukladu nanoczastkami niepochodzacymi z
badanych komorek (252). W zwigzku z powyzszym, w celu izolacji EVs z hodowli
komoérkowych, zaleca si¢ albo stosowanie pozywek bezsurowiczych, badz pozywek
surowiczych, ale wezesniej pozbawionych nanoczastek poprzez dodatkowe procesowanie
(167). Doniesienia naukowe wskazujg takze, ze komorki ssacze hodowane w pozywce
suplementowanej surowicg pozbawiong endogennych EVs, wykazuja obnizone tempo
proliferacji (252).
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Dodatkowg zaletg zastosowania w niniejszej pracy pozywki bezsurowiczej w celu
izolacji MSC-EVs (tj. pozywki ubozszej, gdzie wickszo$¢ skladnikéw odzywczych
pochodzenia surowiczego zastgpiono jednym biatkiem - albuming) jest potencjalna
mozliwo$c pozyskania EVs o zwiekszonej zawarto$ci czynnikow proangiogennych.
Wyniki badan $wiatowych wskazuja bowiem, ze EVs izolowane z pozywek
kondycjonowanych zebranych z hodowli komoérek prowadzonych w warunkach hipoksji
oraz ograniczonego st¢zenia substancji odzywczych, wykazuja wzbogacenie w biatka
zwigzane z aktywacja szlakow angiogenezy, w tym szlaku od receptoréw EGF, FGF,
PDGF (190). Zywotno$¢ mysich komoérek MSCs po zebraniu bezsurowiczych pozywek
kondycjonowanych - zbadana w niniejszej pracy - wynosita 87,9 + 4,6% 1 wartos¢ ta jest
zblizona od wartos$ci opisywanych w literaturze, jako typowe dla tego typu preparatyki, w
tym np. wartosci 86,0 + 0,5% zywych komorek MSCs, ktora uzyskiwali w podobnych
warunkach Collino i wsp. (126). Komoérki MSCs, z hodowli ktorych zbierano pozywki
kondycjonowane do izolacji MSC-EVs, znajdowaty si¢ gltéwnie w fazie GO/G1 cyklu
komoérkowego 1 nie obserwowano zaburzen w przebiegu ich cyklu komorkowego w
porownaniu do komoérek hodowanych w standardowej, petnej pozywce hodowlanej
zawierajacej surowice bydleca.

MSC-EVs otrzymywano w niniejszej pracy z pozywek kondycjonowanych na
drodze sekwencyjnego wirowania obejmujacego dwa cykle ultrawirowania (z
przyspieszeniem 100 000xg). Ultrawirowanie jest jedng z najszerzej stosowanych metod
izolacji EVs, proponowang réwniez przez ISEV (167). W odniesieniu do innych metod
izolacji EVs wzbogacajacych izolowane frakcje w egzosomy (np. izolacja w gradiencie
gestosci OptiPrep lub przy uzyciu odczynnika ExoQuick czy tez odczynnika Total
Exosome Isolation), metoda sekwencyjnego wirowania z ultrawirowaniem cechuje si¢
stosunkowo wysoka wydajnoscia izolacji EVs, wzbogaceniem w obie frakcje EVs
(egzosomy 1 ektosomy), a pozyskiwane preparaty posiadaja stosunkowo niewielkie
zanieczyszczenie innymi biatkami (253). Co wigcej, badania wskazuja, ze odzysk RNA z
preparatdw EVs otrzymanych na drodze ultrawirowania jest najwyzszy, co moze
swiadczy¢, ze metoda ta umozliwia izolacj¢ integralnych (nienaruszonych) pecherzykow
(253). Wysoki odzysk RNA z preparatow EVs uzyskanych na drodze ultrawirowania jest
takze zaleta biorgc pod uwage niskie stezenie RNA obserwowane wyjsciowo w
pecherzykach produkowanych przez komoérki MSCs, w porownaniu z EVs pochodzacymi
z innych typow KM (145,254). Z badan naszego zespotu wynika, ze komorki MSCs
produkuja EVs o znacznie nizszej zawarto§ci RNA niz np. komoérki iPSCs (114). Zatem
réwniez w niniejszej pracy doktorskiej zastosowano protokot sekwencyjnego wirowania z
ultrawirowaniem, ktory z naszych doswiadczen stanowi jak dotad optymalna procedure
izolacji EVs, szczegdlnie z komorek MSCs.

W kolejnym etapie, zgodnie z zaleceniami towarzystwa ISEV (166), w celu
potwierdzenia obecnos$ci integralnych pecherzykéw w izolowanych probkach MSC-EVs
oraz w celu oceny ich morfologii, probki MSC-EVs obrazowano technikg mikroskopii sit
atomowych (AFM). Uzyskane wyniki wykazaly, ze badane probki zawierajg nanoczastki o
kulistym ksztatcie 1 zrdznicowanej wielkosci - typowej dla frakcji ektosomow i
egzosomow (114). W odréznieniu od transmisyjnej mikroskopii elektronowej (TEM),

142



metoda obrazowania AFM umozliwia wizualizacje preparatow w czasie rzeczywistym
oraz nie wymaga etapu utrwalania analizowanego materiatu, co znacznie zmniejsza ryzyko
znieksztalcania pecherzykow podczas przygotowania preparatdow do obrazowania.

Wykorzystana w pracy metoda izolacji MSC-EVs na drodze sekwencyjnego
wirowania obejmujacego dwa cykle ultrawirowania umozliwia otrzymanie heterogennych
preparatow EVs skladajacych si¢ z wigkszych ektosomow oraz mniejszych egzosomow. W
celu wizualizacji heterogenno$ci MSC-EVs, wykonano dodatkowo badania rozktadu
wielkos$ci tych nanoczastek przy uzyciu systemu IZON gNano, ktéry stanowi jedng z
platform analitycznych stosowanych dzi§ do analiz wielko$ci nanoczastek (255,256).
Przeprowadzona analiza wykazata, ze MSC-EVs mieszcza si¢ w zakresie wielkosci 70 -
420 nm, a $rednia wielko$¢ tych nanoczastek wynosi 172,3 £ 14,1 nm przy dominujacej
populacji o wielkosci 138,0 + 14,7 nm. Wielko$¢ otrzymanych czgstek jest poréwnywalna
do $redniej wielkosci EVs izolowanych przez innych badaczy z hodowli komérek MSCs,
w tym pochodzacych z galarety Whartona, gdzie wynosila pomiedzy 163,0 = 1,4 nm, a
181,0 + 25,5 nm, w zalezno$ci od rodzaju pozywki hodowlanej zastosowanej w badaniach
(257).

Wyizolowane MSC-EVs wykazywaly ekspresje synteniny-1 - charakterystycznej
dla pegcherzykoéw oraz nie zawieraty biatka kalneksyny - biatka zwigzanego z siateczka
sroédplazmatyczng, ktére odrdznia preparaty EVs od preparatow komorkowych (166).
Dodatkowo, preparaty MSC-EVs badane w niniejszej pracy, wykazywaty wzbogacenie w
egzosomy o czym $wiadczy m.in. obecno$¢ tetraspaniny CD9, ktora jest powszechnie
uznawana za jeden z gtéwnych markeréw egzosomow (166). Bioragc pod uwagg liste 100
biatek najczesciej identyfikowanych w egzosomach dostepnej na stronie internetowe;j
ExoCarta (stanowigcej kompendium wiedzy na temat bioaktywnej zawarto$ci egzosomow
(143)), wykazalam, ze preparaty MSC-EVs izolowane dla badan objetych niniejsza praca,
zawierajg az 82 biatka z tej listy, co jednoznacznie potwierdza wzbogacenie preparatow
MSC-EVs w egzosomy. Przeprowadzona analiza bialek zidentyfikowanych w MSC-EVs
w kontek$cie minimalnych kryteriow identyfikacji EVs opublikowanych przez ISEV
(166), pozwolita takze potwierdzi¢, ze otrzymane przeze mnie preparaty MSC-EVs
przenosza trzy grupy bialek charakterystycznych dla pecherzykow, takich jak: biatka
transbtonowe (np. CD9, CD63, CD81, integryny), biatka cytoplazmatyczne (np. syntenina-
1, aneksyna Al, A6, All) oraz biatka pozakomorkowe (np. fibronektyna), przy
rownoczesnym braku biatek wewnatrzkomorkowych charakterystycznych dla okre§lonych
organelli (np. kalneksyny).

Analiza markerow powierzchniowych MSC-EVs wykonana przy uzyciu
wysokorozdzielczego cytometru przeptywowego Apogee A50 dedykowanego do analizy
matych obiektow wykazata wystgpowanie na powierzchni badanych nanoczastek
nastepujacych antygenow: CD29, CD44, CD81, CD90, CD309 (receptor dla VEGF) oraz
Sca-1, co potwierdza takze obserwacje innych grup, ze pecherzyki - w tym przypadku
gléwnie ektosomy - przenosza receptory i inne czasteczki btonowe, typowe dla komorek
rodzicielskich (151,152). Ligandem dla antygenu CD44 jest m.in. hialuronian wystepujacy
m.in. na powierzchni komorek s$rodbtonka (258), co moze istotnie wplywaé na
oddziatywania MSC-EVs z tymi komdrkami. Biorgc pod uwage obecnos¢ receptora dla

143



VEGF na powierzchni MSC-EVs oraz mechanizmy dzialania EVs na komorki docelowe
opisywane przez rézne grupy badaczy (172,254), wydaje si¢ wysoce prawdopodobne, ze
MSC-EVs moga przenosi¢ receptor dla VEGF do komorki akceptorowej, a przez to
umozliwiaé lub zwigksza¢ aktywacje sygnatlowania od VEGF w komoérkach docelowych,
prowadzacego do stymulacji procesow angiogennych. Wystepowanie antygenéw CD29,
CD44, CD90 oraz Sca-1 potwierdza wzbogacenie MSC-EVs w ektosomy posiadajace
markery komorek rodzicielskich (249,251). Z kolei antygen CDS81 réwniez obecny na
btonie czesci MSC-EVs, wedlug dotychczasowego stanu wiedzy, jest charakterystyczny
dla egzosomow (166).

Biorac pod uwage, ze znaczny odsetek komorek MSCs ekspresjonuje tetraspaniny
CD63 i CD81 na swojej powierzchni (co wykazano takze w niniejszej pracy), mozna
przypuszczaé, ze tetraspaniny nie s3 unikatowymi markerami jedynie egzosomow,
poniewaz moga takze wystepowac¢ na wickszych ektosomach zluszczanych z powierzchni
btony komodrkowej. Obserwacja taka zostata takze poczyniona przez inne grupy badawcze
(142) 1 w tej chwili w §rodowisku toczy sie dyskusja odno$nie wlasciwego opisywania
frakcji EVs przenoszacych teraspaniny, ktore nie ograniczatby si¢ jedynie do egzosomow,
ale takze ektosomoéw (doniesienia wlasne Zespotu na podstawie udziatu w spotkaniach
organizowanych przez ISEV).

W celu analizy bioaktywnego tadunku przenoszonego przez MSC-EVs, wykonano
globalng analize¢ proteomiczng, a nast¢gpnie badanie transkryptomu otrzymanych
preparatow MSC-EVs, z szczegdlnym uwzglednieniem transkryptéw miRNA oraz
wybranych mRNA. W przeprowadzonych w niniejszej pracy badaniach zidentyfikowano
3920 bialek wspolnych dla komérek MSCs oraz 818 bialek wspdlnych obecnych w
preparatach MSC-EVs. Co wigcej, w komdrkach MSCs zidentyfikowano 2893 tzw. biatka
réznicowe, ktorych nie zidentyfikowano w MSC-EVs, prawdopodobnie ze wzgledu na
brak ich obecnosci lub zbyt niskie st¢zenie w pecherzykach - ponizej progu detekcji
stosowanej metody. Co ciekawe, w nanoczastkach MSC-EVs zidentyfikowano 135 biatek
unikalnych dla nich, ktoére byly ponizej progu detekcji w komodrkach MSCs. S3 to
prawdopodobnie biatka, ktore ulegaja zaggszczeniu w pecherzykach, dzigki aktywnym
mechanizmom pakujacym, co bylo juz wczesniej obserwowane takze przez innych
badaczy (259). Przypuszczalnie biatka te albo stanowia frakcje czasteczek usuwang lub
eksportowang z komorek w danym momencie aktywnos$ci metabolicznej komorki, albo

stanowig frakcje czasteczek istotng z punktu widzenia komunikacji miedzykomorkowej
(260).

Poréwnanie kompozycji molekularnej MSC-EVs oraz komorek wyjsciowych, z
ktérych one pochodza (MSCs), moze dystarczy¢ cennych informacji dotyczacych
potencjalnego wplywu tych nanoczastek na komorki docelowe. Biatka unikatowe oraz
wspoélne analizowano w niniejszej pracy przy uzyciu aplikacji Gene Ontology, biorac pod
uwage szczeg6lnie ich potencjalne zaangazowanie w rdzne procesy biologiczne
zachodzace w komorce, funkcje molekularne tych bialek oraz ich lokalizacje pod
wzgledem przedzialu komoérkowego, z ktorego pochodzg. Biorge pod uwage kryterium
podziatu pod katem procesow biologicznych, w ktorych zidentyfikowane biatka moga
uczestniczy¢, zaobserwowatam wzbogacenie MSC-EVs w biatka zaangazowane w
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morfogeneze 1 rozwoj struktur anatomicznych oraz organdéw, odpowiedZz na bodzce
chemiczne,  sygnaly  zewnatrzkomorkowe  oraz = uszkodzenie, = komunikacje
mi¢dzykomoérkows i1 przekazywanie sygnalow oraz adhezj¢ komorek. W komoérkach MSCs
poziom tych biatek byl nizszy niz w pecherzykach. Z kolei komérki MSCs wykazuja
wzbogacenie m.in. w biatka zaangazowane w transkrypcje i regulacj¢ ekspresji genow, czy
tez metabolizm RNA, ktére to biatka wystepuja w MSC-EVs w niewielkiej ilo$ci.

Co ciekawe, biatka unikatowe zidentyfikowane w MSC-EVs, czyli wystepujace w
wysokim st¢zeniu, mogg by¢ z kolei zaangazowane nie tylko w morfogenez¢ oraz rozwoj
struktur anatomicznych, organow i organizmu wielokomorkowego, ale réwniez w gojenie
si¢ ran/ uszkodzen, odpowiedz na bodzce chemiczne i uszkodzenie, a takze komunikacje
miedzykomodrkowsq i adhezje komoérek. Ze wzgledu na zaangazowanie biatek unikatowych
przenoszonych w MSC-EVs w w/w procesach, a szczegdlnie w odpowiedz na uszkodzenie
oraz gojenie si¢ ran, mozna przypuszczaé, ze MSC-EVs moga by¢ zaangazowane w
procesy regeneracji uszkodzonych tkanek po ich przeszczepieniu. Potwierdza to rosnaca
liczba doniesien z roznych laboratoriow $wiatowych, wskazujacych na potencal
regeneracyjny pecherzykéw pochodzacych z komorek MSCs w regeneracji réznych tkanek
(124,191-194,196).

Biatka wystepujace w MSC-EVs pelnig takze funkcje sygnatowe, uczestniczac
m.in. w wigzaniu jondw i receptorOw oraz same stanowigc przekazniki sygnalow. Co
wigcej, analiza typu Panther Pathways bioragca pod uwage bialka zidentyfikowane w
MSC-EVs wykazata, ze biatka te moga by¢ zaangazowane m.in. w szlaki sygnatowania
takie jak szlak integrynowy, szlaki od receptorow dla EGF, FGF, PDGF, sygnatowanie z
udziatem heterotrimerycznych bialek G i kaskady kinaz MAP, a takze w regulacje procesu
angiogenezy oraz stanu zapalnego. Biorgc pod uwage fakt, ze regulacja procesu
angiogenezy, jak rowniez dzialanie immunomodulacyjne i aktywujace szereg procesoOw w
endogennych komorkach uszkodzonych tkanek, sa wskazywane jako gléwne mechanizmy
aktywnosci pro-regeneracyjnej komorek MSCs po ich podaniu do uszkodzonych tkanek
(91,100,101,107,108,111,112), powyzsze obserwacje odno$nie sktadu biatkowego MSC-
EVs mocno wskazuja, ze wspomniane efekty naprawcze zalezne od komorek MSCs moga
by¢ w czesci mediowane przez MSC-EVs wydzielane przez te komorki.

Dotychczasowe badania, w tym naszej grupy, wskazuja, ze bioaktywna zawarto§¢
przenoszona przez EVs jest réwniez uzalezniona od warunkéw hodowli komorek
(145,249). Dla przyktadu, EVs otrzymane z hodowli $winskich komoérek MSCs z tkanki
thuszczowej — hodowanych w pozywce a-MEM suplementowanej 5% lizatem ptytkowym,
ktora nastgpnie byta zmieniona na pozywke a-MEM bez dodatku zadnych suplementéw
oraz czynnikdéw wzrostu na okres 48h w celu zebrania pozywek do izolacji MSC-EVs,
wykazuja wzbogacenie w biatka zaangazowane m.in. w angiogenezg, remodelowanie
macierzy zewnatrzkomorkowej oraz regulacj¢ stanu zapalnego (250). Wykazano takze, ze
komoérki MSCs inkubowane w pozywce bezsurowiczej w warunkach hipoksji (0% FBS,
1% O, - warunki imitujagce mikrosrodowisko niedotlenionych tkanek) wykazuja wyzsza
ekspresje biatek szlakow sygnalowania od FGF, PDGF oraz receptora EGF, ktore naleza
do kanonicznych szlakow angiogenezy (190). Co wigcej, egzosomy wydzielane przez te
komorki rowniez wykazujg wzbogacenie w biatka szlakow sygnatowania od FGF, PDGF
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oraz receptora EGF. Nanoczastki te wykazuja ekspresj¢ takze innych biatek
zaangazowanych w m.in. sygnatowanie za posrednictwem receptoréw integrynowych, od
TGF-B, szlaku Wnt czy tez regulacj¢ stanu zapalnego (190). Na podstawie uzyskanych w
niniejszej pracy wynikow zinterpretowanych na tle doniesien pochodzacych z analizy
ludzkich komoérek MSCs 1 ich EVs (190), mozna powiedzie¢, ze biaktywna zawartos$¢
bialkowa przenoszona przez mysie MSC-EVs jest zasadniczo poréwnywalna do
zawarto$ci biatkowej egzosomoéw wydzielanych przez ludzkie komoérki MSCs. EVs moga
przenosi¢ okreslony tadunek biologiczny, ktory w warunkach fizjologicznych jest przez
nie wykorzystywany do komunukacji mi¢dzykomoérkowej oraz stymulacji komoérek
akceptorowych (250).

Biatka zaangazowane w adhezje komorek wystepujace w MSC-EVs analizowano
takze od katem ich wzajemnych interakcji przy uzyciu aplikacji STRING. Wykazano, ze w
centrum interaktomu znajdowata si¢ m.in. Bl integryna (Itgbl), o4 integryna (Itga4), a5
integryna (Itga5), aL integryna (Itgal), fibronektyna (Fnl) oraz antygen CD44. Co
cickawe, P1 integryna jest biatkiem, ktdre uczestniczy w wigzaniu komorek HSCs do
bialek zrebu niszy hematopoetycznych KM w szpiku kostnym (219), natomiast antygen
CD44 umozliwia wigzanie si¢ tych komorek do kwasu hialuronowego na powierzchni
komorek $rodbtonka naczyn (218). Ligandem dla czasteczki CD44 moze by¢ takze
osteopontyna oraz kolagen (258). Wystepowanie az 106 biatek adhezyjnych na
powierzchni MSC-EVs, ktore udato mi si¢ zidentyfikowa¢, moze wptywac¢ na ich
oddzialywanie z komorkami akceptorowymi w miejscu uszkodzenia lub ze §rédbtonkiem
naczyniowym po podaniu dozylnym pecherzykow.

W kolejnym etapie zbadano oddzialywanie pomig¢dzy biatkami zaangazowanymi w
adhezje komorek, rozwo6j naczyn krwiono$nych oraz gojenie si¢ ran. W centrum
utworzonego interaktomu wizulanie wyrdzniaty si¢ dwie grupy biatek: pierwsza zwigzana
z adhezja komoérek obejmujaca bialka takie jak m.in.: Bl integryne (Itgbl), a4 integryng
(Itga4), fibronektyne (Fnl), a druga zwigzana z adhezja komorek oraz przekazywaniem
sygnatow, obejmujaca m.in.: kinaz¢ biatkowa 14 aktywowana mitogenem (Mapkl4),
kinaz¢ biatkowa 1 aktywowang mitogenem (Mapkl), winkuling (Vcl), biatkowa kinaze
tyrozynowa 2 (Ptk2b), antygen CD44 oraz aneksyn¢ AS (Anxa5). Wyniki licznych badan
swiatowych wskazujg na powszechne zaangazowanie szlakow sygnatowania, w ktorych
zaangazowane s3 kinazy biatkowe aktywowane mitogenem (ang. mitogen- activated
protein kinase, MAPK) w odpowiedZ komodrek na dziatanie np. czynnikéw wzrostowych
(261). Wykazano m.in., ze kinazy MAP uczestnicza w przekaznictwie sygnatu od
receptora dla VEGF, czego wynikiem jest aktywacja proliferacji komorek oraz ekspres;ji
okreslonych genéw zwigznych z angiogeneza, co w rezultacie powoduje rozpoczgcie
procesOw tworzenia nowych naczyn krwionosnych (262). Z kolei aktywacja
receptorowych kinaz tyrozynowych powoduje utworzenie wewnatrzkomérkowego
kompleksu sygnalizacyjnego, wskutek czego sygnat biegnie kilkoma szlakami do wielu
miejsc przeznaczenia w komorce, a kompleks sygnalizacyjny aktywuje 1 koordynuje liczne
zmiany biochemiczne niezbgdne do wiaczenia tak ztozonych odpowiedzi jak proliferacja
komorki (137). Co wigcej, wykazano, ze biatkowa kinaza tyrozynowa 2f3 odgrywa istotng
role w chemotaksji 1 migracji komorek (263). Uzyskane w niniejszej pracy wyniki badan
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odnosnie sktadu biatkowego MSC-EVs, moga zatem wskazywac na ich potencjalny udziat
w aktywacji szeregu szlakow sygnatowych w komodrkach docelowych, nie tylko
zwiazanych bezposrednio z aktywacja procesow angiogenezy, ale réwniez proliferacji
komoérek oraz migracji, ktora stanowi rowniez istotng funkcje komoérek w procesach
regeneracji tkanek, w tym komorek $rédbtonka w czasie tworzenia nowych naczyn (264).

W kolejnym etapie pracy przeprowadzono analize sktadu czasteczek miRNA
przenoszonych przez MSC-EVs w poréwnaniu do komorek rodzicielskich. W wyniku
przeprowadzonej analizy udato si¢ zidentyfikowa¢ 162 wspdlne czasteczki miRNA
wystepujace zarowno w komorkach rodzicielskich (MSCs), jak réwniez MSC-EVs. Co
istotne, zidentyfikowano rowniez 10 czasteczek miRNA unikatowych dla MSC-EVs
(miRNA-1952, 376a-3p, 182-5p, 668-3p, 1188-5p, 409-5p, 339-3p, 325-3p, 369-3p, 466f-
5p) oraz 11 czasteczek miRNA unikatowych dla komérek MSCs (miRNA-369-5p, 758-3p,
92b-3p, 671-3p, 466k, 293-3p, 327, 298-5p, 1967, 103-2-5p, 125b-2-3p). Taki profil moze
wynika¢ z selektywnego pakowania wybranych miRNA do pecherzykow
zewnatrzkomorkowych, co obserwowano juz we wcze$niejszych badaniach innych grup
(126,249).

Czasteczki miRNA moga indukowaé degradacje¢ transkryptow mRNA, z ktorym
hybrydyzuja lub bezposrednio hamowac¢ jego translacje (265). Biorac pod uwage fakt, ze
wigzanie pomi¢edzy miRNA, a docelowym mRNA nie musi by¢ w petni komplementarne,
jedna czasteczka miRNA moze oddziatywaé z transkryptami wielu gendéw regulujac ich
ekspresje (266). I tak przyktadowo, w bazie sekwencji decelowych dla réznych miRNA
(baza miRDB), dla miRNA-182-5p mozna znalez¢ 538 przewidywanych docelowych
transkryptow mRNA, dla miRNA-1188-5p — az 180 przewidywanych docelowych mRNA,
natomiast dla miRNA-339-3p - 22 sekwencje mRNA (http://mirdb.org). Z przegladu
literatury wynika natomiast, Zze wyciszenie miRNA-182-5p powoduje aktywacje
proliferacji komoérek raka nerkowokomorkowego (220), miRNA-339-3p peini role
inhibitora inwazyjno$ci komorek czerniaka (221), natomiast miRNA-1188 promuje
réznicowanie neuronalne komorek MSCs oraz aktywacj¢ biatka STAT1 (222). Ze wzgledu
na mnogo$¢ docelowych mRNA dla wymienionych miRNA, funkcje tych czastek moga
by¢ inne niz wymienione w innych typach komorek, a takze zaleze¢ od dzialania innych
miRNA, ktére sg obecne 1 aktywne w danym momencie w danej komorce. Zatem udziat
poszczegdlnych miRNA wykrytych w MSC-EVs w procesach regeneracji tkanek, wymaga
dalszych poglebionych badan.

Co istotne, wsrod 162 czasteczek miRNA wspolnych dla komorek MSCs oraz
MSC-EVs, zaobserwowano nieznaczne wzbogacenie pecherzykow w miRNA-126-3p,
ktére znane jest jako miRNA o dziataniu proangiogennym (223). Badania Chen i wsp.
wykazaly, ze podanie komorek MSCs z nadekspresja miRNA-126 w miejsce uszkodzenia
tkanek serca powoduje wzrost angiogenezy oraz popraw¢ parametrow hemodynamicznych
pracy serca na drodze sygnalowania ERK/Akt (223). Wiadomo takze, ze miRNA-126
moduluje odpowiedz komoérek $rodblonka na czynnik VEGF poprzez hamowanie
inhibitorow szlaku VEGF, takich jak: SPREDI1 (ang. sprout-related EVHI domain-
containing protein 1), czy tez PIK3R2 (ang. phosphoinositol-3 kinase regulatory subunit
2), wskutek czego sygnatl pochodzacy od zwigzanego czynnika wzrostego jest
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przekazywany przez szlak MAPK/ERK oraz rownolegle PI3K/AKT stymulujac
angiogeneze (267). Z kolei Sicco i wsp. wykazali, ze EVs otrzymane z pozywek zebranych
znad komorek MSCs inkubowanych w warunkach imitujagcych mikrosrodowisko stanu
zapalnego (tj. hipoksja, brak subrancji odzywczych) wykazuja wzbogacenie w
proangiogenne miRNA-126 oraz 199a (249). Do interesujacych miRNA
zidentyfikowanych w MSC-EVs nalezg takze: miRNA-132, ktore przeciwdziata apoptozie
1 stresowi oksydacyjnemu w komorkach miokardium w sytuacji niewydolnos$ci serca (224)
oraz miRNA-382, ktorego nadekspresja znaczaco zwicksza proliferacje komorek
srodbtonka, ich migracje oraz tworzenie struktur kapilaropodobnych (225).

Uzyskane przeze mnie wyniki badan odnosnie profilu miRNA w MSC-EVs oraz
ich odniesienie do danych literaturowych, sugeruja wudzial czasteczek miRNA
przenoszonych przez te pgcherzyki w regulacji m.in. procesOw angiogenezy, proliferacji
oraz migracji w komorkach endogennych uszkodzonych tkanek, w tym tkanek serca, a
takze ich dziatanie cytoprotekcyjne, co ma réwniez istotne znaczenie z punktu widzenia
ograniczenia utraty funkcjonalnych komoérek danej tkanki.

Wspomniana aktywno$§¢ MSC-EVs w procesach naprawczych w tkankach, moze
zaleze¢ takze od przenoszonych transkryptow mRNA, co potwierdzaja réwniez badania
uzyskane w tej pracy. Wykazatam bowiem takze, ze MSC-EVs moga przenosi¢ m.in.
czasteczki mRNA gendéw antyapoptotycznych (Bcl-2), jak réwniez zwigzanych z
aktywacja procesow angiogenezy (VE-kadheryna, Gata-2) oraz kardiomiogenezy (Gata-4).
Poziom transkryptéw dla wickszosci tych genow jest wprawdzie nizszy w MSC-EVs w
poréwnaniu z komodrkami MSCs - z wyjatkiem mRNA dla Gata-4, czyli kluczowego
czynnika transkrypcyjnego regulujacego kardiomiogeneze (268) - jednakze wcigz moze
mie¢ znaczenie w regulacji tych procesow w komorkach docelowych, jesli transfer tych
transkryptow byltby wystarczajaco efektywny.

Podsumowujac, MSC-EVs moga przenosi¢ biaktywng zawarto$¢ pochodzaca z
komorek rodzicielskich, na ktorg sktadaja si¢ m.in. bialka, mRNA oraz miRNA, co
zbadano w tej pracy. Rosnaca liczba badan wskazuje réwniez, ze EVs moga przenosi¢
takze dlugie niekodujace RNA (IncRNA) o dziataniu regulatorowym oraz bioaktywne
lipidy (269,270), ktére nie byly badane w tej pracy. Czasteczki IncRNA, nalezace wraz z
miRNA do grupy niekodujacych RNA, moga takze petli¢ rolg¢ regulatorowa, np.
modulowaé aktywno$§¢ oraz lokalizacje kompleksow regulatorowych chromatyny (271).
Tego typy badania zawartosci IncRNA w MSC-EVs bylyby interesujace w celu
poglebionej analizy ich bioaktywnej zawartosci, a takze potencjalnego udziatu w
regeneracji. Co wigcej, wykazano takze, ze egzosomy wykazujg 2-3 krotne wzbogacenie w
wybrane lipidy - w porownaniu do komorek rodzicielskich, w tym m.in. w cholesterol,
sfingomieling, glikosfingolipidy oraz fosfatydyloseryne¢ (272). Skifad lipidow w MSC-EVs,
ktéry nie byl badany w tej pracy moze mie¢ rowniez potencjale znaczenie dla ich
aktywosci biologicznej, co stanowi z pewnoS$cig ciekawy aspekt poznawczy i temat dla
przysztych badan.
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Wplyw MSC-EVs na wybrane funkcje komorek docelowych in vitro

W  kolejnym etapie badan objetych niniejszg pracag doktorska, zbadano
internalizacj¢ MSC-EVs przez mysie komorki $rodblonka naczyn serca (MCEC) w
warunkach kontrolnych oraz w warunkach imitujacych mikrosrodowisko stanu zapalnego
(tj. w obecnos$ci mediatoréw stanu zapalnego oraz w hipoksji).

Wiadomo, ze EVs mogg wnika¢ do komdrek akceptorowych na drodze endocytozy
niezaleznej od klatryny oraz makropinocytozy (273). W wyniku przeprowadzonych w
niniejszej pracy eksperymentow, zaobserwowano zwigkszong internalizacj¢ MSC-EVs do
komorek docelowych w warunkach imitujacych stan zapalny w odniesieniu do warunkow
kontrolnych, szczeg6lnie krétko (po 4h) od momentu dodania MSC-EVs. Na powierzchni
komorek $rddbtonka naczyniowego aktywowanego cytokinami prozapalnymi (tj. IL-1j,
TNF-a), zaobserwowano wzrost ekspresji czasteczek adhezyjnych VCAM-1 (CD106) oraz
ICAM-1 (CD54) oraz selektyny P, ktére sg zaangazowane typowo w adhezje subpopulacji
leukocytow do endotelium (226). Jednakze wzrost gestosci antygendw na powierzchni
komoérek $rodbtonka moze zwigksza¢ adhezje takze innych komorek lub czasteczek
posiadajacych na swej powierzchni ligadny dla w/w czasteczek adhezyjnych, w tym
potencjalnie rowniez MSC-EVs.

Ligandem dla ICAM-1 jest czasteczka LFA-1 (heterodimer ztozony z podjednostki
integrynowej alL oraz $2) (274), natomiast ligandem dla VCAM-1 jest czasteczka VLA-4
(heterodimer ztozony z podjednostki integrynowej a4 oraz 1) oraz LPAM-1 (heterodimer
ztozony z podjednostki integrynowej a4 oraz B7) (275). Na powierzchni MSC-EVs
zidentyfikowalam w ramach niniejszej pracy, az 106 biatek uczestniczacych w adhezji
komorkowej, wsrdd ktorych znajdowaly si¢ takze m.in. integryny oL, B2, a4 oraz B1, ktore
moga oddziatlowywa¢ z czasteczkami adhezyjnymi na aktywowanym $rédblonku
naczyniowym, w tym z ICAM-1 1 VCAM-1.

Z kolei ligandami dla P-selektyny (CD62P) oraz E-selektyny (CD62E) s3 antygeny
CD162, CD24 oraz sialylowana czasteczka Lewis X (276,277). Obok klasycznej funkcji
wigzania frakcji dojrzatych komoérek krwi do §rédblonka naczyniowego, E- 1 P-selektyny
moga by¢ zaangazowane takze m.in. w pierwszy etap wigzania si¢ KM krwiotwoérczych
(HSCs) do komorek $rodblonka naczyniowego, co poprzedza etapy toczenia si¢ tych
komoérek po powierzchni $rodbtonka, a nastepnie ich przenikania do tkanek (278).
Szczegolnie istotng role w wigzaniu si¢ komodrek HSCs do powierzchni $rodbtonka, a
nastgpnie ich migracji transendotelialnej do niszy osteogennej w szpiku, odgrywaja
integryny (278). Komoérki MCEC - stymulowane w niniejszej pracy czynnikami
prozapalnymi - wykazaly zwigkszong ekspresj¢ antygenéw CD54, CD106 oraz CD62P w
poréwnaniu do niestymulowanych komoérek $rodblonka. Z kolei po 4h od momentu
dodania MSC-EVs do tych komorek, obserwowano nizszy poziom detekcji czasteczek
CD106, CD62E oraz CD62P, co moze $wiadczy¢ o zwigzaniu si¢ MSC-EVs do
powierzchni tych komorek poprzez swoiste oddziatywanie z tymi czasteczkami, czego
efektem bylo wysycenie czgsci miejsc wigzania dla przeciwcial skierowanych przeciwko
tym antygenom, co w efekcie obserwowano jako spadek ekspresji tych antygenow. Wynik
ten koreluje z najwyzszym poziomem internalizacji MSC-EVs przez te komorki,
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obserwowanym rowniez po 4h od momentu dodania MSC-EVs. Z kolei po dhuzszym
czasie koinkubacji komoérek srédbtonka z MSC-EVs (po 24h od momentu dodania MSC-
EVs), gestos¢ antygendow CD106, CD62E oraz CD62P zwigkszyta si¢ w poréwnaniu do
warto$ci obserwowanych po 4h. Moze to $wiadczy¢ o internalizacji MSC-EVs do komorek
akceptorowych 1 powrocie ekspresji czasteczek blonowych do poziomu zblizonego do
poziomu obserwowanego po stymulacji cytokinami prozapalnymi.

W do$wiadczeniach w niniejszej pracy zbadano takze na powierzchni komorek
MCEC, gestos¢ wybranych antygendow typowo wystepujacych na mysich komoérkach
MSCs, w tym CD90 oraz Sca-1 (82—84). Antygeny te cho¢ powszechnie wystepuja na
powierzchni komoérek MSCs, moga wystgpowaé takze na powierzchni komorek
srédblonka myszy (279,280). W przeprowadzonych badaniach, w przypadku antygenu
CD90 zaobserwowano spadek gestosci tego antygenu na powierzchni koméorek MCEC na
skutek stymulacji prozapalnej, natomiast dodanie MSC-EVs spowodowato kolejny spadek
jego gestosci na powierzchni tych komorek (po 4h). Z kolei w przypadku antygenu Sca-1,
stymulacja prozapalna spowodowata istotny wzrost gestosci tego antygenu, natomiast po
4h od momentu dodania MSC-EVs obserwowano znaczny spadek gestosci tego antygenu,
co moze $wiadczy¢ o zwigzaniu si¢ pecherzykéw do powierzchni MCEC poprzez t¢
czasteczke 1 wysyceniu miejsc wigzania dla przeciwciata anty-Sca-1. Wyniki innych badan
swiatowych wskazuja, ze antygen Sca-1 moze wigzac si¢ z kompleksem integryn aV3 na
innych komoérkach i1 stymulowa¢ m.in. adhezje komorek satelitarnych migsni (227).
Poniewaz na powierzchni MSC-EVs wystepuja integryny oV oraz B3, takie oddziatywania
moga zatem zachodzi¢ mig¢dzy komorkami $rodbtonka, a MSC-EVs, co tlumaczy
obserwowany w moich badaniach spadek dostgpnosci antygenu Sca-1 po dodaniu
pecherzykow.

Zatem wzrost molekul adhezyjnych na komorkach $rdédblonka w stanie zapalnym
moze zwigksza¢ oddzialywanie tych komorek z MSC-EVs oraz ich internalizacje, co moze
mie¢ istotne znaczenie dla dziatania tych EVs szczegdlnie w miejscach uszkodzenia
tkankowego, gdzie taki stan zapalny si¢ toczy, czyli m.in. w uszkodzonym mig$niu
sercowym oraz niedotlenionych tkankach konczyn.

Co wazniejsze, wzrost internalizacji MSC-EVs w warunkach imitujacych
mikro$rodowisko stanu zapalnego koreluje ze wzrostem zywotnosci komorek MCEC
(mierzonej w 4h od momentu dodania MSC-EVs). Sama ekspozycja komorek $rodbtonka
na czynniki stanu zapalnego powodowata istotne obnizenie zywotnosci komorek MCEC w
odniesieniu do warunkow kontrolnych. Tymczasem dodanie do komoérek pgcherzykéw
(MSC-EVs) powodowato istotny statystycznie wzrost zywotnosci komérek MCEC — do
poziomu zblizonego do komorek nieeksponowanych na czynniki prozapalne, co wyraznie
Swiadczy o aktywnosci cytoprotekcyjnej MSC-EVs wzgledem komorek $rédbtonka.

Jak wczesniej wspomniano, MSC-EVs moga przenosi¢ szereg czynnikow
antyapoptotycznych, w tym miRNA-132 oraz miRNA-21-3p, ktore byly juz opisywane
jako miRNA o znaczeniu cytoprotekcyjnym (224,281). Co wigcej, MSC-EVs moga takze
przenosi¢ antyapototyczne transkrypty mRNA, w tym dla genu Bcl-2, ktory stanowi jeden
z gtéwnych czynnikow hamujacych apoptoze (282). Wyniki badanh opublikowanych przez
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naszg grup¢ wskazuja, ze réwniez EVs otrzymane z hodowli indukowanych
pluripotencjalnych komorek macierzystych moga podnosi¢ zywotnos¢ komorek
srodblonka w warunkach cytotoksycznych, co takze jest zalezne od zawarto$ci
molekularnej EVs, w tym szczeg6lnie miRNA (114).

W niniejszej pracy wykazano takze, ze MSC-EVs moga zawiera¢ 1 przenosi¢ takze
biatka oraz miRNA o dzialaniu proangiogennym. Dlatego tez, w celu potwierdzenia
wplywu MSC-EVs na potencjal angiogenny komorek akceptorowych (MCEC),
wykonatam test tworzenia kapilar na matrizelu, ktéry stanowi jeden z gléwnych, szeroko
stosowanych przez badaczy testow oceniajacych potencjal angiogenny komorek in vitro
(208). Sama ekspozycja komoérek MCEC na czynniki stanu zapalnego (tj. inkubacja z
cytokinami prozapalnymi IL-1B oraz TNF-a) nie wptynela na liczbe tworzonych struktur
kapilarnych przez te komorki w poréwnaniu do komorek kontrolnych. Natomiast co
istotne, dodanie MSC-EVs znaczaco zwigkszalo potencjat komorek MCEC do tworzenia
kapilar, w porownaniu do komorek kontrolnych. Z kolei, co wazne, dodanie MSC-EVs do
komorek MCEC eksponowanych na cytokiny prozapalne, zwigkszato potencjal
angiogenny tych komorek - szczegdlnie w pierwszych godzinach trwania obserwacji, co
moze S$wiadczy¢ o szybkim efekcie dzialania MSC-EVs zwigzanym z transferem
bioaktywnych czasteczek do komorek $rodbtonka. Otrzymane wyniki $wiadcza, ze
nanoczgsteczki MSC-EVs moga odzialywa¢ na kluczowe funkcje komorek
akceptorowych, jakimi sg komorki srodbtonka, poprzez dostarczenie bialek, mRNA,
miRNA, czynnikow transkrypcyjnych, co byto réwniez opisywane w literaturze (214). Jak
wczesnie] wspomniano, MSC-EVs moga przenosi¢ szereg biatek, mRNA oraz miRNA
zaangazowanych w regulacje procesOw angiogenezy, co moze tlumaczy¢ efekt
zwigkszenia potencjalu angiogennego komorek s$rodbtonka po inkubacji z MSC-EVs,
obserwowany w badaniach in vitro.

Badanie zasiedlania niedotlenionych tkanek przez MSC-EVs w mysich modelach
niedokrwiennego uszkodzenia tkanek in vivo

W kolejnym etapie badan objetych niniejsza praca doktorska zbadano retencje
MSC-EVs do réznych tkanek, podanych do zyly szyjnej w mysim modelu ostrego zawatu
migénia sercowego (ang. acute myocardial infarction, AMI). Zaobserwowalam, ze
niezaleznie od czasu jaki uptynat od momentu reperfuzji do momentu dozylnego podania
MSC-EVs (tj. 30 min. lub 48h), to krotko po podaniu pgcherzykow (4h) obserwowano ich
akumulacje przede wszystkim w watrobie oraz w $ledzionie, podczas gdy po 24h sygnat
pochodzacy od wybarwionych fluorescencyjnie MSC-EVs obserwowano wylacznie w
watrobie. Swiadczy to o tym, ze MSC-EVs podane dozylnie ulegaja bardzo szybkiemu
usuwaniu z krwioobiegu 1 trafiajg gléwnie do organdw, gdzie w pierwszej kolejnosci
napotykaja naczynia wlosowate, w tym do watroby (283). Badania dotyczace retencji
komoérek macierzystych podawanych dozylnie takze wskazuja, Zze m.in. watroba oraz
Sledziona stanowig te organy, ktdre zatrzymuja znaczng czg$¢ przeszczepionych obiektow,
co moze zmniejsza¢ efektywno$¢ regeneracji (284). W przypadku MSC-EVs, takie badania
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w modelu AMI jak dotad nie byly prowadzone, natomiast wyniki przedstawione w
niniejszej pracy stanowig jedne z pierwszych badan w tym zakresie.

Co istotne, nie obserwowano wyraznego sygnatu fluorescencji pochodzacego od
przeszczepionych pecherzykéw w tkankach phuc, nerek, przewodu pokarmowego, szpiku
kostnego, miegsni szkieletowych, a przede wszystkim w tkankach serca, gdzie doszto do
uszkodzenia, co potwierdzono takze w badaniach histologicznych z zastosowaniem
mikroskopii konfokalnej. Jedynie w tkankach serca - w badaniach obrazowych,
zaobserwowano pojedyncze skupisko sygnatu fluorescencji pochodzacego od MSC-EVs,
$wiadczace o niskim, ale jednak majacym miejsce ,,zasiedlaniu” tego organu przez krazace
pecherzyki. Otrzymane wyniki $wiadcza, ze MSC-EVs podane dozylnie nie podlegaja
znaczacej retencji w  miesniu  sercowym, prawdopodobnie z powodu szybkiej
hemodynamiki tego narzadu. Jednak, wyniki badan §wiatowych wskazuja, ze egzosomy
uzyskane z hodowli komérek MSCs podane dozylnie moga redukowac obszar uszkodzenia
pozawatowego migénia sercowego (196), co wyraznie wskazuje jednak na koniecznos$¢
»zasiedlania” tej tkanki przez krazace EVs lub na inne mechanizmy odzialywania EVs z
tkankami miokardium, ktore efektywnie mogg stymulowa¢ endogenne mechanizmy
naprawcze. Pytanie, czy zachodzg one na drodze internalizacji EVs do tkanek miokardium,
czy majg charakter dzialania gléwnie na komorki $rodbtonka serca, pozostaje wcigz
otwartym pytaniem. Brak sygnatu fluorescencji pochodzacego z migé$nia sercowego
wizualizowanego systemem In Vivo Optical Imaging System (przeznaczonego gtéwnie do
pomiaru luminescencji), moze bowiem $wiadczy¢ o zbyt niskiej zdolnosci rozdzielczej
tego urzadzenia lub o rzeczywistym bardzo niskim ,zasiedlaniu” tkanek serca przez
krazace pecherzyki. Nie mozna wykluczy¢, ze zwigkszenie dawki podanych dozylnie
MSC-EVs mogtoby wzmocni¢ sygnat i potwierdzi¢ obecno$s¢ MSC-EVs w sercu.

Badania innego zespotu wykazaty, ze biodystrybucja EVs w tkankach zalezy m.in.
od rodzaju komorek, z ktoérych pochodza, drogi podania EVs oraz komorek docelowych, z
ktérymi w szczeg6lnos$ci oddziatujg dzigki specyficznym molekulom, ktoére przenosza
(283). Dla przyktadu, EVs otrzymane z hodowli ludzkich komérek MSCs podane do zyty
ogonowej zdrowych myszy wykazuja retencje w watrobie, $ledzionie, przewodzie
pokarmowym oraz phucach (283). W mojej ocenie — wynikajacej w wilasnych badan i
obserwacji, obecnos¢ sygnatu fluorescencji w przewodzie pokarmowym nie jest wynikiem
gromadzenia si¢ EVs, ale wynika raczej z wysokiej autofluorescencji tresci pokarmowej,
poniewaz po jej wyptukaniu z kazdego odcinka tego przewodu, fluorescencja przestaje by¢
obserwowana, czego doswiadczytam we wlasnych badaniach.

W modelu zwierzgcym ostrego uszkodzenia nerek obserwowano retencje EVs nie
tylko w watrobie, $ledzionie oraz ptucach, czyli typowych organach wychwytujacych EVs,
ale takze w nerkach (285), co $wiadczy, ze pecherzyki moga wykazywac jednak pewnego
rodzaju ,.,tropizm” do miejsca uszkodzenia. Z kolei w szczurzym modelu udaru mézgu, po
podaniu dozylnym MSC-EVs, obserwowano ponownie ich akumulacje w watrobie,
Sledzionie oraz plucach, ale rowniez staby sygnat w moézgu (286), co potwierdza
,zasiedlanie” miejsc uszkodzen.
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Bioragc pod uwage, ze niektére grupy badawcze obserwowaty obecnos¢ EVs w
uszkodzonych nerkach 1 mézgu po ich dozylnym przeszczepieniu (285,286), w kolejnym
etapie badan objetych niniejsza praca doktorska, zbadano biodystrybucje MSC-EVs
podanych do zyly ogonowej w mysim modelu niedokrwiennego uszkodzenia konczyny
(ang. limb ischemia, LI) — w wybranych narzadach oraz niedotlenionych konczynach. W
zwigzku z tym, Zze we weczesniejszych badaniach in vitro, internalizacj¢ MSC-EVs
obserwowatam szczegdlnie krotko po ich dodaniu (4h) do hodowli komérek MCEC,
réwniez w modelu in vivo narzady izolowatam od myszy po 4h od podania MSC-EVs do
zyty ogonowej, a nastepnie po dobie od ich przeszczepienia. W badaniach wykazatam
zwigkszong obecnos¢ MSC-EVs w nerkach, watrobie oraz §ledzionie myszy po 4h od
momentu ich podania do zyly ogonowej, ktéra byla juz jednak nizsza po 24h od podania,
co wskazuje na potencjalny szybki wplyw podanych MSC-EVs na komorki endogenne w
uszkodzeniu 1 ich szybkie przemetabolizowanie w komorkach. Co wazniejsze, w
badaniach obserwowano takze retencj¢ MSC-EVs w uszkodzonych konczynach po 4 oraz
24h od dozylnego podania. Jest to pierwsze doniesienie naukowe pokazujace znaczace
»zasiedlanie” pecherzykéw MSC-EVs w niedotlenionych tkankach konczyn dolnych po
uszkodzeniu niedokrwiennym.

Weczesniejsze badania in vitro, przeprowadzone w ramach niniejszej rozprawy
doktorskiej wykazaty, ze MSC-EVs przenosza na swej powierzchni wiele bialek
zwigzanych z adhezja komorkowa, w tym czasteczki uczestniczace w wigzaniu do
powierzchni komorek $rodbtonka naczyniowego. Mozna zatem postulowaé, ze MSC-EVs
sa bardzo szybko przenoszone wraz z krwig, a nast¢gpnie podlegaja adhezji do
aktywowanego $rédblonka naczyniowego, co moze cze$ciowo tlumaczy¢ fenomen
»tropizmu” MSC-EVs do miejsca uszkodzenia tkankowego w konczynach.

Badania biodystrybucji EVs po podaniu dozylnym wykazaty, ze czasteczki te
podlegaja szybkiej fazie transportu do watroby, nerek, pluc oraz $ledzony, a nastepnie
dluzszej fazie ich usuwania z organizmu za posrednictwem watroby i nerek (287,288). U
zwierzat zdrowych nie wykazano akumulacji EVs w migé$niach szkieletowych, szpiku
kostnym, sercu, zoladku (289). W mysim modelu uszkodzenia nerek, obserwowano
retencje EVs w nerkach, watrobie, $ledzionie oraz bardzo staby sygnat w ptucach (285).

Fenomen ,tropizmu” pecherzykéw do uszkodzonych tkanek nie moze byc¢
thumaczony w mojej ocenie aktywng migracja tych obiektéw w odpowiedzi na gradient
sygnatéw chemicznych wydzielanych w miejscu uszkodzenia — jak ma to miejsce w
przypadku komorek — poniewaz EVs nie sg obiektami zywymi, ktére w sposéb aktywny
moglyby odpowiada¢ na sygnaly chemiczne 1 podejmowaé aktywna migracje.
Przypuszczam, ze obserwowane zjawisko ma zwigzek ze zmianami zachodzacymi na
powierzchni aktywowanego §rodbtonka — w miejscu, w ktdrym toczy si¢ stan zapalny — co
zwigksza ,,lepko$¢” tego $rodbtonka i wigzanie pecherzykéw w miejscu uszkodzenia.
Obserwacje te stanowig istotne przestanki dla dalszych optymalizacji preparatow
leczniczych opartych o EVs, ktére mozna by podawaé dozylnie — wciaz uzyskujac efekt
terapeutyczny w uszkodzonych tkankach.
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Ocena potencjalu regeneracyjnego MSC-EVs w modelach niedokrwiennego
uszkodzenia tkanek in vivo

W nastepnym etapie, zbadano potencjal regeneracyjny MSC-EVs w mysim modelu
AMI. W tym celu myszy poddano zabiegowi ischemiczno- reperfuzyjnego uszkodzenia
migsnia sercowego, a nastepnie po 2 dniach po zabiegu podawano MSC-EVs bezposrednio
do migénia sercowego, w okolice okolozawatowa. Wybrano podanie bezposrednio do
migénia sercowego ze wzgledu na niska retencje¢ po dozylnym podawaniu MSC-EVs w
tym narzadzie, aby zwigkszy¢ efektywnos$¢ dziatania MSC-EVs. Tego typu domigs$niowe,
epikardialne podania, stanowig jedng z gtownych drog podania komoérek w modelach
zwierzgcych, jakie opracowano w celu podawania preparatow komorkowych w leczeniu
uszkodzen miokardium, celem zwigkszenia ich skutecznosci (108).

W wybranych punktach czasowych, w badaniach ujetych w niniejszej pracy,
wykonywano echokardiografic u kazdego zwierzgcia w celu oceny parametrow
funkcjonalnych oraz strukturalnych serca. Zaobserwowano, ze juz w 9 dniu od zabiegu
(czyli 7 dni po podaniu preparatow komorkowych lub MSC-EVs), w grupie zwierzat,
ktorym podano MSC-EVs, zaobserwowano istotng poprawe parametru LVEF - frakcji
wyrzutowej lewej komory (LK) serca oraz innych parametrow $§wiadczacych o poprawie
funkcji 1 anatomii mig$nia sercowego — w poréwnaniu do grupy kontrolnej zwierzat, ktorej
podawano jedynie roztwor soli PBS. W przypadku zwierzat, ktérym podano komorki
MSCs, réwniez obserwowano poprawe parametréw funkcji serca w poroOwnaniu z grupa
kontrolna, jednak poprawa ta nie byta tak znamienna jak to obserwowano w grupie myszy,
ktéorym podawano MSC-EVs. Zaobserwowane efekty po podaniu komoérek MSCs, a w
szczegoOlnosci MSC-EVs, utrzymywaty si¢ az do zakonczenia eksperymentu, czyli do 32
dnia po zabiegu AMI.

W przypadku analizy parametréw anatomicznych serca, u myszy ktérym podano
MSC-EVs obserwowano takze istotng poprawe parametréw $wiadczacych o spowolnieniu
procesOw niekorzystnej przebudowy (remodelingu) uszkodzonych tkanek serca, w tym
istotne zwiekszenie grubo$ci $ciany LK serca objetej zawatem podczas rozkurczu, w
porownaniu do grupy kontrolnej zwierzat. Zaobserwowane zmiany histologiczne moga
Swiadczy¢ o zmniejszeniu utraty miokardium, jak réwniez zahamowaniu przerostu
pewnych obszar6w migs$nia sercowego obserwowanych w grupach zwierzat, ktérym
podawano MSC-EVs oraz komorki MSCs. Otrzymane wyniki potwierdzaja zatem takze
korzystny wptyw podania calych komérek MSCs na parametry funkcjonalne i strukturalne
LK serca, co bylo juz wczesniej wielokrotnie opisywane takze przez innych badaczy
(100,101,107,108,111,112).

Jednakze, w zwiazku z tym, ze badane parametry funkcji i struktury serca, nie
wykazaty znacznej poprawy w przypadku podawania calych komoérek MSCs, a wrecz
przeciwnie ulegaly zwigkszonej poprawie w przypadku podania MSC-EVs, moze to
Swiadczy¢, ze efekt regeneracyjny obserwowany po podaniu komoérek MSCs zalezy
glownie od ich aktywno$ci parakrynnej, w tym wydzielania MSC-EVs w miejscu
przeszczepienia, a nie zalezy istotnie od bezposredniego réznicowania tych komorek w
komorki miokardium, co powinno przelozy¢ si¢ na znamiennie wyzszg poprawe funkcji

154



serca. Te obserwacje stoja w zgodzie z dotychczasowymi badaniami wskazujacymi, ze
poprawa funkcji serca po podaniu komoérek MSCs, zalezy glownie od ich aktywnos$ci
wydzielniczej - o dzialaniu m.in. cytoprotekcyjnym, immunomodulacyjnym oraz
aktywujacym endogenne mechanizmy naprawcze (102,196,290). Badania uzyskane w
niniejszej pracy wskazuja, ze by¢ moze w przyszto$ci podania catych komoérek MSCs
bedzie mozna zastapi¢ przeszczepami preparatdw MSC-EVs o poréwnywalnej (lub
wickszej) efektywnosci biologicznej i naprawczej. Rowniez nieliczne badania innych
zespolow potwierdzaja skuteczno$¢ terapeutyczng MSC-EVs w leczeniu uszkodzen
mig$nia sercowego w modelach zwierzecych (194,196).

W zwigzku z zaobserwowana retencja MSC-EVs w uszkodzonych tkankach
konczyny, zbadano takze potencjal regeneracyjny tych nanoczastek podawanych
kilkukrotnie dozylnie (co 3 dni poczawszy od dnia wystapienia niedotlenienia tkanek) w
modelu niedokrwiennego uszkodzenia konczyny (LI). Przeprowadzone badania wykazaty
istotnie zwigkszong perfuzje krwi w tkankach uszkodzonej konczyny juz w 7 dniu od
uszkodzenia w grupie zwierzat, ktorym podawano MSC-EVs w odniesieniu do grupy
kontrolnej, ktorej podawano jedynie neutralny no$nik (s6l PBS). Podwyzszona perfuzja
krwi w uszkodzonej konczynie utrzymywala si¢ w kazdym badanym punkcie czasowym az
do 21 dnia od uszkodzenia, kiedy zakonczono eksperyment. W przypadku grupy
kontrolnej myszy, réwniez obserwowano wzrost perfuzji krwi w badanych punktach
czasowych, co $wiadczy o postepujacej samoregeneracji uszkodzonych tkanek.

Z wczesniej wykonanych badan w ramach realizacji innego projektu badawczego,
wynika, ze uszkodzeniu niedokrwiennemu konczyny towarzyszy stan zapalny.
Samoustepujace zapalenie jest pierwszym etapem naprawy uszkodzenia/ rany, po ktorym
nastepuje tworzenie si¢ tkanki ziarninowej 1 jej ewentualna przebudowa (291,292), w tym
tworzenie si¢ nowych naczyn krwionos$nych. Rozne czynniki uwalniane przez uszkodzony
lub aktywowany $rodbtonek naczyniowy, w tym reaktywne formy tlenu, moga stymulowac
makrofagi, limfocyty oraz fibroblasty do wydzielania cytokin prozapalnych, ktore moga
mie¢ dziatanie niekorzystne dla tkanek, ale moga takze aktywowa¢ endogenne komorki
macierzyste rezydujace w okreslonych tkankach i promowa¢ efekty regeneracyjne (291).

Wzrost perfuzji tkanek konczyny po uszkodzeniu ischemicznym - obserwowany w
grupie zwierzat, ktorym podawano MSC-EVs, byt skorelowany ze wzrostem gestosci
kapilar w tkankach mie$niowych pobranych post-mortem po zakonczeniu eksperymentu
(21 dzien). Wzrost liczby kapilar $wiadczy o powstaniu krazenia obocznego, ktore
zastepuje funkcje zablokowanego i przecigtego gtdwnego naczynia krwionos$nego (tgtnicy
udowej) oraz zaopatruje tkanki konczyny w tlen oraz substancje odzywcze, co obserwuje
si¢ w takim uszkodzeniu (8,293). Efektywno$¢ powstawania takiego krazenia obocznego
jest zwigzana z aktywnoS$cig proangiogenng preparatdow podawanych do uszkodzonych
tkanek (259). Z kolei wzrost liczby kapilar obserwowany po podaniu preparatow MSC-
EVs, byl skorelowany ze wzrostem poziomu tlenku azotu (NO) w tkankach mig$niowych
zwierzat, ktérym podawano MSC-EVs i byl wyraznie wyzszy, w pordwnaniu do grupy
kontrolnej zwierzat. NO ogrywa istotng role w modulacji angiogenezy, ktéra polega na
stymulacji proliferacji oraz rdznicowania komorek srodbtonka, dzieki aktywacji syntazy
NO (eNOS) (294).
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W tkankach mig$ni szkieletowych obu grup zwierzat — ktorym podawano roztwor
soli PBS (kontrola) lub MSC-EVs - w koncowym punkcie eksperymentu, w ktorym
pobierano tkanki do dalszych analiz biochemicznych, nie obserwowano zwigkszonego
poziomu O, co $wiadczy o tym, ze MSC-EVs nie wywoluja wtdrnego stanu zapalnego po
przeszczepieniu. Doniesienia literaturowe wskazuja, ze EVs wydzielane przez komorki
MSCs wykazuja wlasciwosci przeciwzapalne poprzez m.in. hamowanie szlaku
sygnatowania, w ktory zaagnazowane sa biatko STAT3, blokowanie funkcji limfocytéw T,
jak réwniez modyfikacje wydzielania cytokin przez komorki dendrytyczne, limfocyty T i
komorki NK (295,296). Efekt antyzapalny wywierany przez podane MSC-EVs byt takze
obserwowany przez inne grupy badawcze (249).

Badania proteomiczne przeprowadzone w niniejszej pracy wykazaty, ze MSC-EVs
moga przenosi¢ biatka o dziataniu proangiogennym. W zwigzku z tym, wykonano analizg
Western blot zabezpieczonych tkanek migsni w celu detekcji aktywacji wybranych
szlakow zwigzanych z angiogeneza — szlakow, w ktore zaangazowane sg biatka eNOS oraz
Akt. Zaobserwowano wzrost ekspresji ufosforylowanej formy eNOS w stosunku do
catkowitej puli tego biatka, co $wiadczy o aktywacji tego szlaku w grupie zwierzat ktorej
podawano MSC-EVs w odniesieniu do grupy kontrolnej. Natomiast poziom
ufosforylowanej formy Akt w tej grupie utrzymywat si¢ na niezmienionym poziomie.
Wazrost ekspresji ufosforylowanej formy biatka eNOS byl skorelowany ze spadkiem
ekspresji kaweoliny-1 w tkankach pobranych z niedotlenionych konczyn myszy, ktérym
podawano MSC-EVs w odniesieniu do myszy grupy kontrolnej (ktérym podawano roztwor
soli PBS). Kaweolina-1 jest bialkiem, ktére powoduje inaktywacj¢ czasteczki eNOS, w
rezultacie czego maleje produkcja NO (230). Nie obserwowano natomiast wzrostu
poziomu silnie proangiogennego czynnika wzrostowego VEGF po podawaniu MSC-EVs.
Ze wzgledu na fakt, ze analiz¢ wykonano w tkankach pobranych od myszy w 21 dniu od
zabiegu, nie mozna wykluczy¢, ze wzrost tego biatka mogt wystapi¢ we wcezesniejszych
punktach doswiadczalnych. Co ciekawe, wykazano nieznaczny wzrost ekspresji biatka
Lyve-1, ktore uczestniczy w procesach limfangiogenezy. Cho¢ pojawito si¢ doniesienie
naukowe mowigce o udziale limfangiogenezy w procesie regeneracji skory (231), wcigz
niewiele wiadomo o jej udziale w regeneracji niedotlenionych tkanek. W literaturze
gléwnie opisuje si¢ udziat limfangiogenezy w procesach nowotworowych (297).
Zaobserwowany wzrost ekspresji biatka Lyve-1, moze $wiadczy¢, ze MSC-EVs by¢ moze
odpowiadaja za regeneracj¢ uszkodzonych tkanek na drodze stymulacji procesow
angiogenezy 1 limfangiogenezy. Niniejsza praca doktorska zawiera jedno z pierwszych
doniesienien mowigcych o potencjalnym udziale tego zjawiska w procesie regeneracji
niedotlenionych tkanek w modelu niedokrwiennego uszkodzenia konczyny LI i jest czescia
wspolnej publikacji przygotowywanej obecnie wraz z zespotem Prof. Ramarosona
Andriantsitohaina z INSERM U1063, Stress Oxydant et Pathologies Métaboliques, Institut
de Biologie en Santé, Angers z Francji, we wspolpracy z ktorym ta czgs¢ badan zostala
wykonana w czasie mojego stazu w tym instytucie.

W mojej pracy wykazalam, ze MSC-EVs moga przenosi¢ wiele bialek
zaangazowanych w proliferacje komorek, odpowiedz na uszkodzenie tkankowe, gojenie
si¢ ran i uszkodzen, jak rowniez rozwdj struktur anatomicznych, co $wiadczy o ich
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potencjalnym udziale w regulacji procesow réznicowania si¢ komoérek w tkankach. Co
wiecej, wykazalam, ze moga one przenosi¢ takze szereg czasteczek miRNA, bedacych
regulatorami ekspresji wielu waznych gendéw. Wykonane w ramach niniejszej pracy
doktorskiej badanie przedkliniczne biodystrybucji MSC-EVs jest pierwszym doniesiem
wskazujacym na niewielka retencj¢ MSC-EVs w mieéniu sercowym po podaniu dozylnym,
a takze pierwszym doniesieniem pokazujacym takg retencj¢ MSC-EVs w uszkodzonych
migéniach konczyny.

Co istotne, potencjal regeneracyjny frakcji MSC-EVs — stanowigcej mieszaning
ektosomoéw 1 egzosomow otrzymanych z komoérek MSCs szpiku kostnego, zbadany w
modelach ostrego zawalu migénia sercowego oraz niedokrwiennego uszkodzenia
konczyny, zostal w niniejszej pracy skorelowany z szczegdtowa charakterystyka
molekularng 1 funkcjonalng MSC-EVs, co stanowi w mojej ocenie glowny walor
przeprowadzonych badan — wskazujac na potencjalne mechanizmy dziatania MSC-EVs w
uszkodzonych tkankach. Wyniki badan $wiatowych pokazuja, ze komorki MSCs, jak
réwniez pochodzace z nich EVs maja podobny mechanizm promowania regeneracji
uszkodzonych tkanek poprzez parakrynne dziatanie na endogenne komorki (298), jednak
terapia przy udziale MSC-EVs wydaje si¢ by¢ bezpieczniejsza niz w przypadku podawania
catych komorek, co z pewnoscig wymaga dalszych optymalizacji.

Warto zauwazy¢ na zakonczenie, ze cho¢ EVs nie maja jeszcze swojego miejsca w
klasyfikacji biologicznych produktow leczniczych terapii zaawansowanych, jak ma to
miejsce w przypadku komorek macierzystych, doniesienia literaturowe pokazuja, ze
podejmowane sg dzialania majace na celu klasyfikacje tych nanoczasteczek jako
biologicznych produktéw leczniczych (299). Co wigcej, pierwsze grupy badawcze
podejmuja dziatania majace na celu optymalizacje procedur wytwarzania tych preparatow
zgodnie z zasadami Dobrej Praktyki Wytwarzania (ang. Good Manufacturing Practice), a
tym samym takze doprecyzowania kryteriow zwolnienia wytworzonych preparatow do
podania do pacjentéw (300). Z pewnoscig niedaleka przysztos¢ przyniesie nie tylko nowe
informacje odnos$nie natury biologicznej i potencjatu EVs pochodzacych z KM, w tym
MSCs, ale réwniez nowe podejécia do ich wytwarzania w standardzie umozliwiajagcym
przyszte, praktyczne zastosowania terapeutyczne u pacjentow.
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6. PODSUMOWANIE I WNIOSKI KONCOWE

Najwazniejsze osiggni¢cia 1 wyniki uzyskane w niniejszej pracy doktorskiej obejmuja:

1. Charakterystyke wieloantygenowa oraz potwierdzenie potencjatu multipotencjalnego
mysich komérek MSCs;

2. Izolacje MSC-EVs oraz charakterystyke ich morfologii, rozktadu wielkosci oraz sktadu
molekularnego, potwierdzajacego  obecno$¢  bioaktywnej zawartosci  komorek
rodzicielskich MSCs, w tym biatek zaangazowanych w komunikacj¢ migdzykomodrkowa
oraz procesy regeneracji uszkodzonych tkanek, a takze transkryptow miRNA oraz mRNA
wykazujacych dziatanie proangiogenne oraz cytoprotekcyjne;

3. Oceng funkcjonalng wplywu MSC-EVs na komorki $rodblonka migsnia sercowego, w
warunkach kontrolnych, jak réwniez imitujacych mikrosrodowisko stanu zapalnego,
potwierdzajagca m.in. potencjal proangiogenny i cytoprotekcyjny badanych preparatéw
MSC-EVs in vitro, co moze mie¢ istotne znaczenie dla ich potencjatu regeneracyjnego in
Vivo;

4. Analize retencji MSC-EVs podanych dozylnie w mysim modelu zawatu serca in vivo,
potwierdzajaca niewielkg obecnos¢ MSC-EVs w tkankach uszkodzonego serca przy takiej
drodze podania;

5. Analizg retencji MSC-EVs podanych dozylnie w modelu niedokrwiennego uszkodzenia
konczyny in vivo, potwierdzajaca tropizm MSC-EVs do uszkodzonych tkanek konczyny;

6. Poréwnanie potencjatu regeneracyjnego komoérek MSCs oraz preparatow MSC-EVs
podanych domig$niowo w mysim modelu zawatu serca in vivo, gdzie wykazano poprawe
czynno$ci migs$nia sercowego oraz zahamowanie niekorzystnej przebudowy tkanek serca
po podaniu MSC-EVs;

7. Oceng potencjatu regeneracyjnego MSC-ECs podawanych dozylnie w mysim modelu
niedokrwiennego uszkodzenia konczyny in vivo, gdzie wykazano wzrost perfuzji
niedotlenionych tkanek oraz towarzyszacy temu wzrost gestosci kapilar w tych tkankach,
skorelowany z aktywacja szlakéw proangiogennych.

Najwazniejsze wnioski pltynace z przedstawionych badan:

1. Komorki MSCs mogg stanowi¢ zrodlo pecherzykéw  zewnagtrzkomorkowych
przenoszacych bioaktywna zawarto§¢ komorek rodzicielskich, ktore moga modulowaé
funkcje komorek docelowych, zarbwno w warunkach in vitro, jak i in vivo, co mozna
wykorzysta¢ w regeneracji tkanek.

2. MSC-EVs ze wzgledu na promowane efekty regeneracyjne, moga czesciowo zastgpic
preparaty komorkowe — oparte o komorki MSCs, wykorzystywane w regeneracji
wybranych uszkodzen tkankowych.

3. Wykorzystanie bioaktywnych preparatow MSC-EVs w regeneracji uszkodzonych
tkanek moze stanowi¢ nowy kierunek rozwoju medycyny regeneracyjnej wykorzystujacej
biologiczne produkty lecznicze terapii zaawansowanej.
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8. ZALACZNIKI

8.1. Tabele

Tabela 1. Lista bialek zidentyfikowanych w preparatach MSC-EVs zaklasyfikowanych
wedlug procesu biologicznego jako bialka zaangazowane w adhezje komorek. Analizg
wykonano przy uzyciu aplikacji Gene Ontology oraz wykorzystano wylacznie biatka
zidentyfikowane w przynajmniej dwoch z trzech probek na podstawie 2 lub wigkszej liczby
unikalnych peptydow.

Bialka zaangazowane w adhezj¢ komorek zidentyfikowane
w preparatach MSC-EVs
Rod Nazwa oryginalna biatka
L.p. | UniProtKB
1 P14206 40S ribosomal protein SA
2 P21836 Acetylcholinesterase
3 P60710 Actin, cytoplasmic 1
4 Q7TPR4 Alpha-actinin-1
5 QIR 182 Angiopoietin-related protein 3
6 Q9ES46 Beta-parvin
7 QI9R0G6 Cartilage oligomeric matrix protein
8 P26231 Catenin alpha-1
9 Q02248 Catenin beta-1
10 [P30999 Catenin delta-1
11 |P15379 CD44 antigen
12 | P41731 CD63 antigen
13 | P40240 CD9 antigen
14 | P60766 Cell division control protein 42 homolog
15 |Q9Z1Q5 Chloride intracellular channel protein 1
16 |P0O8121 Collagen alpha-1(III) chain
17 | Q04857 Collagen alpha-1(VI) chain
18 | Q60847 Collagen alpha-1(XII) chain
19 | Q80X19 Collagen alpha-1(XIV) chain
20 035206 Collagen alpha-1(XV) chain
21 Q02788 Collagen alpha-2(VI) chain
22 | Q8CF98 Collectin-10
23 | P29268 Connective tissue growth factor
24 | P12960 Contactin-1
25 | 089053 Coronin-1A
26 | P97315 Cysteine and glycine-rich protein 1
27 [ 035474 EGF-like repeat and discoidin I-like domain-containing protein 3
28 | P21995 Embigin
29 [ Q99K41 EMILIN-1
30 | Q8K482 EMILIN-2
31 |P54761 Ephrin type-B receptor 4
32 | Q8KIBS Fermitin family homolog 3
33 | Q61554 Fibrillin-1
34 | E9PV24 Fibrinogen alpha chain
35 |Q8KOES Fibrinogen beta chain
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36 |Q8VCM7T Fibrinogen gamma chain
37 |P11276 Fibronectin
38 | Q8BTMS Filamin-A
39 | Q60634 Flotillin-2
40 | Q6NVDO FRASI-related extracellular matrix protein 2
41 |P16045 Galectin-1
42 1Q07797 Galectin-3-binding protein
43 | P14602 Heat shock protein beta-1
44 | Q8BKG3 Inactive tyrosine-protein kinase 7
45 |P70389 Insulin-like growth factor-binding protein complex acid labile subunit
46 |P61622 Integrin alpha-11
47 Q00651 Integrin alpha-4
48 |P11688 Integrin alpha-5
49 Q61739 Integrin alpha-6
50 | Q9QUMO Integrin alpha-IIb
51 |P24063 Integrin alpha-L
52 |P05555 Integrin alpha-M
53 | P43406 Integrin alpha-V
54 | P09055 Integrin beta-1
55 |P11835 Integrin beta-2
56 | 054890 Integrin beta-3
57 | O70309 Integrin beta-5
58 055222 Integrin-linked protein kinase
59 [P21956 Lactadherin
60 | Q60675 Laminin subunit alpha-2
61 |P97927 Laminin subunit alpha-4
62 | Q61001 Laminin subunit alpha-5
63 [P02469 Laminin subunit beta-1
64 | P02468 Laminin subunit gamma-1
65 |Q99JW4 LIM and senescent cell antigen-like-containing domain protein 1
66 | P26041 Moesin
67 |Q3THE2 Myosin regulatory light chain 12B
68 | Q61879 Myosin-10
69 | Q8VDDS5 Myosin-9
70 | P97798 Neogenin
71 |P13595 Neural cell adhesion molecule 1
72 | P97333 Neuropilin-1
73 | P10493 Nidogen-1
74 | 088322 Nidogen-2
75 035103 Osteomodulin
76 |P10923 Osteopontin
77 | O70400 PDZ and LIM domain protein 1
78 Q62009 Periostin
QOIHG7 Phospha'tidylinositol 4,5-bisphosphate 3-kinase catalytic subunit
79 gamma isoform
80 | Q9JHKS Pleckstrin
81 | B2RXS4 Plexin-B2
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82 | P97321 Prolyl endopeptidase FAP

83 | Q9QVP9 Protein-tyrosine kinase 2-beta

84 | Q8BNAG6 Protocadherin Fat 3

85 | Q2PZL6 Protocadherin Fat 4

86 | P63001 Ras-related C3 botulinum toxin substrate 1

87 Q05144 Ras-related C3 botulinum toxin substrate 2

88 [ P61027 Ras-related protein Rab-10

89 |P61226 Ras-related protein Rap-2b

90 |P06800 Receptor-type tyrosine-protein phosphatase C

91 |A2A8LS Receptor-type tyrosine-protein phosphatase F

92 |BOV2NI1 Receptor-type tyrosine-protein phosphatase S

93 Q60841 Reelin

94 1055098 Serine/threonine-protein kinase 10

95 |Q8BZ03 Serine/threonine-protein kinase D2

96 | Q62230 Sialoadhesin

97 | Q9R1B9 Slit homolog 2 protein

08 | AZAVAO Sushif Yon Wille'brand factor type A, EGF and pentraxin domain-
containing protein 1

99 [P26039 Talin-1

100 | Q80YX1 Tenascin

101 [PO1831 Thy-1 membrane glycoprotein

102 | P82198 Transforming growth factor-beta-induced protein ig-h3

103 | Q99JRS Tubulointerstitial nephritis antigen-like

104 | P29351 Tyrosine-protein phosphatase non-receptor type 6

105 | Q64727 Vinculin

106 | Q9Z20G4 WNT1-inducible-signaling pathway protein 2

Tabela II. Lista bialek zidentyfikowanych w preparatach MSC-EVs zaklasyfikowanych
wedlug procesu biologicznego jako bialka zaangazowane badz regulujace proces
angiogenezy. Analiz¢ wykonano przy uzyciu aplikacji Gene Ontology oraz wykorzystano
wylacznie biatka zidentyfikowane w przynajmniej dwoch z trzech probek na podstawie 2 lub
wiegkszej liczby unikalnych peptydow.

Bialka regulujace lub zaangazowane w angiogeneze zidentyfikowane
w preparatach MSC-EVs
Lp. fJZZProtKB Nazwa oryginalna biatka
1 [Q99M51 Cytoplasmic protein NCK 1
2 |P23927 Alpha-crystallin B chain
3 [P35235 Tyrosine-protein phosphatase non-receptor type 11
4 | P42225 Signal transducer and activator of transcription 1
Phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate 3-kinase catalytic subunit gamma
5 | Q9JHG7 isoform
6 |P63085 Mitogen-activated protein kinase 1
7 Q62219 Transforming growth factor beta-1-induced transcript 1 protein
8 | P29351 Tyrosine-protein phosphatase non-receptor type 6
9 |P14602 Heat shock protein beta-1
10 |P47811 Mitogen-activated protein kinase 14
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11 | Q02248 Catenin beta-1

12 | Q8CIHS5 1-phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate phosphodiesterase gamma-2
13 | Q63844 Mitogen-activated protein kinase 3

14 |P31938 Dual specificity mitogen-activated protein kinase kinase 1

15 | Q60631 Growth factor receptor-bound protein 2

16 |Q8BZ03 Serine/threonine-protein kinase D2

17 |P08556 GTPase NRas

18 | P68404 Protein kinase C beta type

Tabela III. Lista bialek zidentyfikowanych w preparatach MSC-EVs zaklasyfikowanych
wedlug procesu biologicznego jako bialka zaangazowane badz regulujace rozwdj nowych
naczyn Kkrwiono$nych. Analize wykonano przy uzyciu aplikacji Gene Ontology oraz
wykorzystano wylacznie bialka zidentyfikowane w przynajmniej dwoch z trzech probek na
podstawie 2 lub wigkszej liczby unikalnych peptydow.

Bialka zaangazowane lub regulujace w rozwéj nowych naczyn krwionos$nych
zidentyfikowane w preparatach MSC-EVs

Lp. [f]ZfProt KB Nazwa oryginalna biatka

1 P08226 Apolipoprotein E

2 P11352 Glutathione peroxidase 1

3 Q8CG19 Latent-transforming growth factor beta-binding protein 1
4 P06745 Glucose-6-phosphate isomerase

5 P54761 Ephrin type-B receptor 4

6 088393 Transforming growth factor beta receptor type 3

7 Q91ZX7 Prolow-density lipoprotein receptor-related protein 1
8 P01831 Thy-1 membrane glycoprotein

9 P07356 Annexin A2

10 | P39054 Dynamin-2

11 | Q64455 Receptor-type tyrosine-protein phosphatase eta

12 | Q9DBG3 AP-2 complex subunit beta

13 [P58022 Lysyl oxidase homolog 2

14 | 035375 Neuropilin-2

Phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate 3-kinase catalytic subunit gamma
15 |Q9JHG7 isoform

16 |QO01149 Collagen alpha-2(I) chain

17 |P46935 E3 ubiquitin-protein ligase NEDD4
18 | P43406 Integrin alpha-V

19 [P63085 Mitogen-activated protein kinase 1

20 |Q8BTMS Filamin-A
21 [Q9QYBI Chloride intracellular channel protein 4

22 | P12815 Programmed cell death protein 6

23 | P97321 Prolyl endopeptidase FAP

24 | P97333 Neuropilin-1

25 | Q8VHYO0 Chondroitin sulfate proteoglycan 4
26 | P47811 Mitogen-activated protein kinase 14
27 Q02248 Catenin beta-1

28 | Q9QVP9 Protein-tyrosine kinase 2-beta
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29 | E9Q7X6 Protein HEG homolog 1

30 |[P09470 Angiotensin-converting enzyme

31 |P02463 Collagen alpha-1(IV) chain

32 |P31938 Dual specificity mitogen-activated protein kinase kinase 1
33 | P09405 Nucleolin

34 |Q9R1B9 Slit homolog 2 protein

35 |P97927 Laminin subunit alpha-4

36 | Q8BKG3 Inactive tyrosine-protein kinase 7

37 [P60766 Cell division control protein 42 homolog

38 | P28301 Protein-lysine 6-oxidase

39 | P29268 Connective tissue growth factor

40 |P21956 Lactadherin

41 | Q8BZ03 Serine/threonine-protein kinase D2

42 | Q8BHA43 Wiskott-Aldrich syndrome protein family member 2
43 |P11276 Fibronectin

44 | Q99P72 Reticulon-4

45 |Q3UHN9 Bifunctional heparan sulfate N-deacetylase/N-sulfotransferase 1
46 | Q6ZPF4 Formin-like protein 3

47 |P11087 Collagen alpha-1(I) chain

48 | Q05793 Basement membrane-specific heparan sulfate proteoglycan core protein
49 | Q06806 Tyrosine-protein kinase receptor Tie-1

50 | Q61879 Myosin-10

51 |Q9R182 Angiopoietin-related protein 3

52 | P09055 Integrin beta-1

53 | P97449 Aminopeptidase N

54 | Q61508 Extracellular matrix protein 1

55 | Q8VDD5 Myosin-9

56 |P27601 Guanine nucleotide-binding protein subunit alpha-13
57 |E9Q414 Apolipoprotein B-100

58 |P08121 Collagen alpha-1(III) chain

59 | P56480 ATP synthase subunit beta, mitochondrial

60 Q61982 Neurogenic locus notch homolog protein 3

Tabela IV. Lista bialek zidentyfikowanych w preparatach MSC-EVs zaklasyfikowanych
wedlug procesu biologicznego jako bialtka zaangazowane badz regulujace proliferacje
komérek. Analiz¢ wykonano przy uzyciu aplikacji Gene Ontology oraz wykorzystano wytgcznie
biatka zidentyfikowane w przynajmniej dwoch z trzech probek na podstawie 2 lub wiekszej liczby
unikalnych peptydéw.

Bialka regulujace lub zaangazowane w proliferacje komorek zidentyfikowane w

preparatch MSC-EVs

Lp. f]jzijrot XB Nazwa oryginalna biatka

1 P11352 Glutathione peroxidase 1

2 P61202 COP9 signalosome complex subunit 2

3 088393 Transforming growth factor beta receptor type 3

4 Q91ZX7 Prolow-density lipoprotein receptor-related protein 1

5 P08752 Guanine nucleotide-binding protein G(i) subunit alpha-2
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6 P62874 Guanine nucleotide-binding protein G(I)/G(S)/G(T) subunit beta-1
7 Q62192 CD180 antigen

8 P05555 Integrin alpha-M

9 P58022 Lysyl oxidase homolog 2

10 |P63038 60 kDa heat shock protein, mitochondrial

11 |P35700 Peroxiredoxin-1

12 | P63085 Mitogen-activated protein kinase 1

13 | Q00623 Apolipoprotein A-I

14 |P11835 Integrin beta-2

15 |P97321 Prolyl endopeptidase FAP

16 |P61027 Ras-related protein Rab-10

17 | Q9IM99 Proteoglycan 4

18 | Q8VHYO Chondroitin sulfate proteoglycan 4

19 | P29351 Tyrosine-protein phosphatase non-receptor type 6

20 | P63001 Ras-related C3 botulinum toxin substrate 1

21 |[P82198 Transforming growth factor-beta-induced protein ig-h3
22 1Q02248 Catenin beta-1

23 | Q9R0Q7 Prostaglandin E synthase 3

24 | Q9DBC7 cAMP-dependent protein kinase type I-alpha regulatory subunit
25 | P09470 Angiotensin-converting enzyme

26 | P24547 Inosine-5’-monophosphate dehydrogenase 2

27 |[P31938 Dual specificity mitogen-activated protein kinase kinase 1
28 | Q3USZ8 Deleted in autism protein 1 homolog

29 | P55264 Adenosine kinase

30 |P29268 Connective tissue growth factor

31 |P30993 C5a anaphylatoxin chemotactic receptor 1

32 | P70698 CTP synthase 1

33 | P24063 Integrin alpha-L

34 Q61879 Myosin-10

35 | Q8C3J5 Dedicator of cytokinesis protein 2

36 |B2RXS4 Plexin-B2

37 | P06800 Receptor-type tyrosine-protein phosphatase C

38 |P57716 Nicastrin

39 | Q2PZL6 Protocadherin Fat 4

40 |P28798 Granulins

41 |P26041 Moesin

42 1 Q99JI6 Ras-related protein Rap-1b

Tabela V. Lista bialek zidentyfikowanych wylacznie w MSC-EVs. Analize wykonano przy

uzyciu aplikacji Gene Ontology oraz wykorzystano wylacznie biatka zidentyfikowane w

przynajmniej dwoch z trzech probek na podstawie 2 lub wigkszej liczby unikalnych peptydow.
Lista bialek zidentyfikowanych wylacznie w preparatach MSC-EVs

A Kod

L.p. | UniProtKB | Nazwa oryginalna biatka

1 P16627 Heat shock 70 kDa protein 1-like

2 P51942 Cartilage matrix protein

3 P70352 Ecto-ADP-ribosyltransferase 5
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4 Q8BH35 Complement component C8 beta chain

5 Q8R121 Protein Z-dependent protease inhibitor

6 Q9ES30 Complement C1q tumor necrosis factor-related protein 3
7 P06909 Complement factor H

8 P52850 Bifunctional heparan sulfate N-deacetylase/N-sulfotransferase 2
9 089029 Matrilin-4

10 | Q3U6Q4 Phosphoinositide 3-kinase regulatory subunit 6

11 Q3VO0OK9 Plastin-1

12 |Q8BHH2 Ras-related protein Rab-9B

13 035367 Keratocan

14 1088200 C-type lectin domain family 11 member A

15 |P16015 Carbonic anhydrase 3

16 | P35802 Neuronal membrane glycoprotein M6-a

17 | P47877 Insulin-like growth factor-binding protein 2

18 | P97812 Indian hedgehog protein

19 |Q06194 Coagulation factor VIII

20 | Q9EQFS5 Dihydropyrimidinase

21 | O08677 Kininogen-1

22 | 008858 Somatostatin receptor type 5

23 | 035969 Guanidinoacetate N-methyltransferase

24 | 054951 Semaphorin-6B

25 | 070624 Myocilin

26 | 088634 Proteinase-activated receptor 4

27 | P07309 Transthyretin

28 | P09535 Insulin-like growth factor 11

29 | P10648 Glutathione S-transferase A2

30 | P26928 Hepatocyte growth factor-like protein

31 | P49282 Natural resistance-associated macrophage protein 2
32 | P52840 Sulfotransferase 1A1

33 | P70274 Selenoprotein P

34 | P70695 Fructose-1,6-bisphosphatase isozyme 2

35 |Q3U1Jo Sodium-coupled neutral amino acid transporter 5
36 | Q60997 Deleted in malignant brain tumors 1 protein

37 |1 Q769J6 A disintegrin and metalloproteinase with thrombospondin motifs 13
38 | Q8OUE6 Serine/threonine-protein kinase WNK4

39 | Q8BG09 Transmembrane protein 184B

40 | Q8BJU2 Tetraspanin-9

41 | Q8C3I9 Deleted in autism-related protein 1 homolog

42 | Q8CEZ1 Single-pass membrane and coiled-coil domain-containing protein 1
43 | Q8KI1I3 Secreted phosphoprotein 24

44 | Q8VCCHI Spondin-1

45 | Q8VI56 Low-density lipoprotein receptor-related protein 4
46 | Q91Y02 Protocadherin beta-18

47 | QI1Y47 Coagulation factor XI

48 | Q99P58 Ras-related protein Rab-27B

49 | Q9CXFO0 Kynureninase

50 | Q9D6F9 Tubulin beta-4A chain
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51 Q9DB75 Cell death-inducing p53-target protein 1

52 | Q9JHIO Matrix metalloproteinase-19

53 [ Q9JKX3 Transferrin receptor protein 2

54 1Q62443 Neuronal pentraxin-1

55 | A2AQ07 Tubulin beta-1 chain

56 1 Q9QXY6 EH domain-containing protein 3

57 | P12960 Contactin-1

58 | Q60675 Laminin subunit alpha-2

59 | Q2PZL6 Protocadherin Fat 4

60 | Q9WTZ2 Membrane-bound transcription factor site-1 protease
61 |POCG49 Polyubiquitin-B

62 | Q61646 Haptoglobin

63 | Q8R4VS Oncoprotein-induced transcript 3 protein

64 | 008710 Thyroglobulin

65 |P06684 Complement C5

66 | QI9RI1B9 Slit homolog 2 protein

67 | QI9R0G6 Cartilage oligomeric matrix protein

68 | QI9WUB3 | Glycogen phosphorylase, muscle form

69 |Q62000 Mimecan

70 | Q60841 Reelin

71 Q02357 Ankyrin-1

72 | Q8CGO3 c¢GMP-specific 3°,5’-cyclic phosphodiesterase
73 | Q9QUGY RAS guanyl-releasing protein 2

74 | P98064 Mannan-binding lectin serine protease 1

75 | P97798 Neogenin

76 | Q9Z1T2 Thrombospondin-4

77 | Q8CG16 Complement Clr-A subcomponent

78 | BOV2NI Receptor-type tyrosine-protein phosphatase S
79 | Q6KAU4 | Multivesicular body subunit 12B

80 | P86048 60S ribosomal protein L10-like

81 | Q8CF98 Collectin-10

82 | Q8CHR6 Dihydropyrimidine dehydrogenase [NADP(+)]
83 1035490 Betaine—homocysteine S-methyltransferase 1
84 | P09470 Angiotensin-converting enzyme

85 | Q8CG8S5 MAM domain-containing protein 2

86 | P00687 Alpha-amylase 1

87 | Q3UHN9 Bifunctional heparan sulfate N-deacetylase/N-sulfotransferase 1
88 | Q9JHH6 Carboxypeptidase B2

89 |E9PV24 Fibrinogen alpha chain

90 Q61147 Ceruloplasmin

91 Q61001 Laminin subunit alpha-5

92 1070628 High affinity cGMP-specific 3°,5’-cyclic phosphodiesterase 9A
93 | P35492 Histidine ammonia-lyase

94 | P97927 Laminin subunit alpha-4

95 |P07310 Creatine kinase M-type

96 | 088947 Coagulation factor X

97 | Q8R105 Vacuolar protein sorting-associated protein 37C

183




98 | Q64374 Regucalcin

99 | Q9R182 Angiopoietin-related protein 3

100 | Q06806 Tyrosine-protein kinase receptor Tie-1

101 | Q8BX43 Tumor necrosis factor receptor superfamily member 19L

102 | Q9QUMO |Integrin alpha-IIb

103 | Q8ROJ7 Vacuolar protein sorting-associated protein 37B

104 |Q8VDEF3 Death-associated protein kinase 2

105 [P02104 Hemoglobin subunit epsilon-Y2

106 |Q80ZA4 Fibrocystin-L

107 | Q8BHO00 Aldehyde dehydrogenase family 8 member Al

108 | Q8CI19 Platelet-derived growth factor C

109 | 035103 Osteomodulin

110 |P16301 Phosphatidylcholine-sterol acyltransferase

111 |P46412 Glutathione peroxidase 3

112 | P49182 Heparin cofactor 2

113 | P56400 Platelet glycoprotein Ib beta chain

114 | Q5SVL6 Rap1 GTPase-activating protein 2

115 [ Q61982 Neurogenic locus notch homolog protein 3

116 |Q6NVDO FRASI-related extracellular matrix protein 2

117 | Q8BHIJ6 Serine incorporator 5

118 | Q8BK62 Olfactomedin-like protein 3

119 | Q8KOES Fibrinogen beta chain

120 | Q8RS555 Cartilage acidic protein 1

121 | Q8VCI12 Urocanate hydratase

122 | Q91X88 Protein O-linked-mannose beta-1,2-N-acetylglucosaminyltransferase 1

123 | A2A8L5S Receptor-type tyrosine-protein phosphatase F

124 | Q07235 Glia-derived nexin

125 | Q8ROWO Epiplakin

126 | Q91X83 S-adenosylmethionine synthase isoform type-1

127 | Q99MQ4 Asporin

128 | P97321 Prolyl endopeptidase FAP

129 [ Q61470 Leukocyte antigen CD37

130 |P42230 Signal transducer and activator of transcription SA

131 |P21836 Acetylcholinesterase

132 | P28665 Murinoglobulin-1

133 | P32037 Solute carrier family 2, facilitated glucose transporter member 3

134 | P70389 Insulin-like growth factor-binding protein complex acid labile subunit

135 [Q91XD4 Formimidoyltransferase-cyclodeaminase

8.2. Rozwinigcia skrotow w opisach do Rycin

Rozwiniecie skrétow bialek przedstawionych na interaktomie na Rycininie
(Sie¢ interakcji pomiedzy biatkami zaangazowanymi w adhezje komorek zidentyfikowanymi w
MSC-EVs).

Bialka wymienione na interaktomie:
Ache — acetylocholinesteraza (ang. acetylcholinesterase)
Actgl- aktyna, v, cytoplazmatyczna 1 (ang. actin, y, cytoplasmic 1)
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CD?9 — antigen CD9 (ang. CD9 antigen)

CD44 — receptor dla kwasu hialuronowego (ang. receptor for hyaluronic acid)

CD63 — antygen CD63 (ang. CD63 antigen)

Csrpl - biatko wzbogacone w cysteing oraz glicyne 1 (ang. cysteine and glycine-rich protein I)
Ctgf — czynnik wzrostu tkanki facznej (ang. connective tissue growth factor)

Ctnndl1 - katenina — biatko zwigzane z kadheryna, 81 (ang. catenin - cadherin associated protein,
ol)

Emb — embigina (ang. embigin)

Fbnl — fibrylina 1 (ang. fibrillin 1)

Fermt3 — homolog 3 bialek z rodziny fermitin (ang. fermitin family homolog 3)

Fga — fibrynogen tancuch o (ang. fibrinogen o chain)

Fgb — fibrynogen tancuch B (ang. fibrinogen p chain)

Fgg — fibrynogen tancuch y (ang. fibrinogen y chain)

Filip1 — biatko oddziatujace z filaming A (ang. filamin A interacting protein 1)

Fn1 — fibronektyna 1 (ang. fibronectin 1)

Ilkap — fosfataza serynowo/ treoninowa 2C zwigzana z integrynami (ang. integrin-linked kinase-
associated serine/threonine phosphatase 2C)

Itgal — integryna oL (ang. integrin al)

Itgam — integryna oM (ang. integrin oM)

Itga2b — integryna o2b (ang. integrin a.2b)

Itgad4 — integryna a4 (ang. integrin o4)

ItgaS — integryna a5 (ang. integrin a.5)

Itgav — integryna oV (ang. integrin aV)

Itga6 — integryna a6 (ang. integrin a.0)

Itgall — integryna all (ang. integrin all)

Itgb1 — integryna B1, receptor P dla fibronektyny (ang. integrin beta 1, fibronectin receptor f5)
Msn — miozyna (ang. moesin)

Myl12b — miozyna tancuch lekki 12B, regulatorowy (ang. myosin light chain 12B, regulatory)
Neol — neogenina (ang. neogenin)

Ncam1 — czasteczka adhezyjna komorek nerwowych 1 (ang. neural cell adhesion molecule 1)
Omd - osteomodulina (ang. osteomodulin)

Pdlim1 — domena 1 PDZ and LIM - elfina (ang. PDZ and LIM domain I - elfin)

Postn — periostyna, specyficzny czynnik osteoblastow (ang. periostin, osteoblast specific factor)
Ptk2b — biatkowa kinaza tyrozynowa PTK2 B (ang. PTK?2 protein tyrosine kinase 2 beta)

Reln — reelina (ang. reelin)

Siglec 1 — lektyna Ig- podobna wiazaca kwas sialowy 1, tzw. sialoadhezyna (ang. sialic acid
binding Ig-like lectin 1, sialoadhesin)

Tinagll — antygen 1 rurkowo-§rodmigzszowego zapalenia nerek (ang. tubulointerstitial nephritis
antigen-like I)

Tnc — tenascyna C (ang. tenascin C)

Vel — winkulina (ang. vinculin)

Rozwini¢cie skrotow bialek przedstawionych na interaktomie na Rycininie 24
(Sie¢ interakcji pomigdzy biatkami zaagnazowanymi w adhezj¢ komorek, rozwdj naczyn
krwiono$nych oraz gojenie si¢ ran zidentyfikowanymi w MSC-EVs).

Biatka wymienione na interaktomie:

Ache — acetylocholinesteraza (ang. acetylcholinesterase)

Actgl — aktyna, v, cytoplazmatyczna 1 (ang. actin, y, cytoplasmic 1)
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Anxal — aneksyna A1 (ang. annexin A1)
Anxa2 — aneksyna A2 (ang. annexin A2)
Anxa5 — aneksyna A5 (ang. annexin A5)
Ap2bl — zalezny od adaptera kompleks biatek 2, podjednostka B1 (ang. adaptor-related protein
complex 2, p1 subunit)
Ap3bl — zalezny od adaptera kompleks biatek 3, podjednostka B1 (ang. adaptor-related protein
complex 3, p1 subunit)
Atp5Sb — syntaza ATP, complex mitochondrialny F1 transportujacy H+, podjednostka B (ang. ATP
synthase, H+ transporting mitochondrial F1 complex,  subunit)
Cd9 — antygen CD9 (ang. CD9 antigen)
CD44 — receptor dla kwasu hialuronowego (ang. receptor for hyaluronic acid)
Cd63 — antygen CD63 (ang. CD63 antigen)
Cpb2 — karboksypeptydaza B2 (ang. carboxypeptidase B2)
Cspg4 — proteoglikan siarczanu chondroityny 4 (ang. chondroitin sulfate proteoglycan 4)
Csrpl - biatko wzbogacone w cysteing oraz glicyne 1 (ang. cysteine and glycine-rich protein 1)
Ctnnd1 — katenina — biatko zwigzane z kadheryna, 81 (ang. catenin - cadherin associated protein,
ol)
Ctgf — czynnik wzrostu tkanki tacznej (ang. connective tissue growth factor)
Ecm1 — biatko macierzy zewnatrzkomorkowej 1 (ang. extracellular matrix protein 1)
Emb — embigina (ang. embigin)
ENSMUSG00000094526 — homolog oksydazy lizylowej (ang. lysy! oxidase homolog 2)
Entpdl — Difosfohydrolaza trifosforanu ektonukleozydu 1 (ang. ectonucleoside triphosphate
diphosphohydrolase 1)
Fbn1 — fibrylina (ang. fibrillin 1)
Fermt3 — homolog 3 rodziny biatek fermitin (ang. fermitin family homolog 3)
Fga — fibrynogen tancuch a (ang. fibrinogen o chain)
Fgb — fibrynogen tancuch B (ang. fibrinogen beta chain)
Fgg — fibrynogen tancuch vy (ang. fibrinogen y chain)
Fnl — fibronektyna 1 (ang. fibronectin 1)
F5 — czynnik krzepnigcia V (ang. coagulation factor V)
F10 — czynnik krzepnigcia X (ang. coagulation factor X)
Gpx1 — peroksydaza glutationowa 1 (ang. glutathione peroxidase 1)
Ilkap — fosfataza serynowo/ treoninowa 2C zwigzana z integrynami (ang. integrin-linked kinase-
associated serine/threonine phosphatase 2C)
Itgal — integryna aL (ang. integrin al)
Itgam — integryna aM (ang. integrin oM)
Itga2b — integryna a2b (ang. integrin a2b)
Itgad4 — integryna o4 (ang. integrin a4)
Itga5 — integryna o5 (ang. integrin a.5)
Itga6 — integryna a6 (ang. integrin a.6)
Itgall — integryna all (ang. integrin ol1)
Itgb1 — integryna B1, receptor B dla fibronektyny (ang. integrin 1, fibronectin receptor B)
Mapkl — kinaza biatkowa aktywowana mitogenem Mapk1 (ang. mitogen-activated protein kinase
1)
Map2kl — kinaza biatkowa aktywowana mitogenem Map2kl (ang. mitogen-activated protein
kinase kinase 1)
Mapk14 — kinaza biatkowa aktywowana mitogenem MAPKI14 (ang. mitogen-activated protein
kinase 14)
Msn — miozyna (ang. moesin)
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Myl12b — miozyna tancuch lekki 12B, regulatorowy (ang. myosin light chain 12B, regulatory)
Necaml — czasteczka adhezyjna komorek nerwowych 1 (ang. neural cell adhesion molecule 1)

Nel — nukleolina (ang. nucleolin)

Neol — neogenina (ang. neogenin)

Nrp2 — neurofilina 2 (ang. neuropilin 2)

Omd — osteomodulina (ang. osteomodulin)

Pdcd6 — receptor programowanej Smierci komorek 6 (ang. programmed cell death 6)

Pdlim1 — domena 1 PDZ and LIM - elfina (ang. PDZ and LIM domain 1 - elfin)

Plek — plekstryna (ang. pleckstrin)

Postn — periostyna, specyficzny czynnik osteoblastow (ang. periostin, osteoblast specific factor)
Ptk2b — biatkowa kinaza tyrozynowa PTK?2 B (ang. PTK?2 protein tyrosine kinase 25)

Reln — reelina (ang. reelin)

Rpsa — biatko rybosomalne SA (ang. ribosomal protein SA)

Siglec 1 — lektyna Ig- podobna wiazaca kwas sialowy 1, tzw. sialoadhezyna (ang. sialic acid
binding Ig-like lectin 1, sialoadhesin)

Tinagll — antygen 1 rurkowo-$rodmiazszowego zapalenia nerek (ang. tubulointerstitial nephritis
antigen-like I)

Tnc — tenascyna C (ang. tenascin C)

Vel — winkulina (ang. vinculin)
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