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STRESZCZENIE 
 

 Krew pępowinowa (KP), jako bogate źródło komórek macierzystych (KM) – 

w szczególności KM krwiotwórczych (ang. hematopoietic stem cells; HSCs), stanowi 

obiecującą alternatywę dla przeszczepów szpiku kostnego u pacjentów z koniecznością 

rekonstytucji układu krwiotwórczego. Jej wykorzystanie w hematologii 

transplantacyjnej niesie ze sobą dodatkowe korzyści wynikające z nieinwazyjnego 

pobrania, mniej restrykcyjnych wymagań dopasowania antygenów zgodności 

tkankowej, a także zmniejszonego ryzyka wystąpienia choroby przeszczep przeciwko 

gospodarzowi.  

 Z drugiej jednak strony, zastosowanie KP u dorosłych pacjentów wiąże się 

z ryzykiem opóźnionego wszczepienia u biorcy, będącego efektem niedostatecznej 

liczby podanych komórek HSCs obecnych w materiale, limitowanej objętością pobranej 

podczas porodu KP. Stąd też, skuteczne wykorzystanie preparatów KP 

w transplantologii, w tym u osób dorosłych, wciąż wymaga poszukiwania nowych 

strategii ekspansji komórek HSCs ex vivo, z jednoczesnym zwiększeniem ich potencjału 

hematopoetycznego i efektywności zasiedlania nisz szpikowych po przeszczepie. 

 Z badań przeprowadzonych dotychczas w naszym zespole wynika, 

że zastosowanie pęcherzyków zewnątrzkomórkowych (ang. extracellular vesicles; EVs) 

– obłonionych struktur o średnicy od 30 nm do 1 µm, wydzielanych przez indukowane 

komórki macierzyste pluripotencjalne (ang. human induced pluripotent stem cells; 

hiPS) może zwiększać proliferację i modulować szereg funkcji innych komórek. EVs 

zawierają aktywne biologicznie molekuły, w tym receptory, białka cytoplazmatyczne, 

czynniki transkrypcyjne oraz kwasy nukleinowe (w szczególności mRNA oraz 

miRNA), które mogą być przenoszone pomiędzy komórkami, stanowiąc istotne 

parakrynne czynniki wymiany informacji. Stąd też, sukcesywnie wzrasta 

zainteresowanie badaczy próbami zastosowania EVs do modyfikacji funkcji 

biologicznych komórek docelowych.  

 Dotychczasowe, nieliczne badania nad zastosowaniem EVs w modulacji 

potencjału regeneracyjnego komórek HSCs z KP koncentrują się głównie na 

pęcherzykach wydzielanych przez komórki stromalne niszy, a wciąż niewiele wiadomo 

na temat wpływu EVs pochodzących z innych typów KM na właściwości biologiczne 

komórek krwiotwórczych. W kontekście tych prac, interesującym było zbadanie czy 

EVs z komórek hiPS (hiPS-EVs) będą także wykazywać funkcjonalny efekt na komórki 

krwiotwórcze z KP, w kontekście możliwości ich potencjalnego zastosowania 

w hematologii transplantacyjnej. 

 W związku z powyższym, celem niniejszej rozprawy doktorskiej było zbadanie 

wpływu hiPS-EVs na właściwości biologiczne i potencjał hematopoetyczny komórek 

HSCs z KP, zarówno w warunkach in vitro, jak i in vivo w modelu rekonstytucji 

szpikowej u myszy szczepu NOD/SCID. 

 Przeprowadzone badania wykazały m.in., że hiPS-EVs mogą skutecznie 

oddziaływać z wysokooczyszczonymi frakcjami komórek KP, wzbogaconymi w HSCs 

i poddanymi ekspansji ex vivo. Pomimo braku znaczącego wpływu na tempo 
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proliferacji, stymulacja za pomocą hiPS-EVs zwiększała aktywność metaboliczną 

komórek HSCs oraz ich różnicowanie w kierunku poszczególnych linii komórek 

hematopoetycznych in vitro. Wykazano również, że potencjał klonogenny komórek 

HSCs z KP ulega zwiększeniu po kontakcie z hiPS-EVs in vitro, a wyniki te korelowały 

ze wzrostem ekspresji genów związanych z hematopoezą w tych komórkach. Ponadto, 

przeprowadzone doświadczenia wskazują, że hiPS-EVs wykazują właściwości 

cytoprotekcyjne wobec komórek HSCs poddanych działaniu czynników 

cytotoksycznych. Dalsze analizy wykazały także wzrost właściwości adhezyjnych 

komórek HSCs oraz ich chemotaktycznej migracji in vitro, poddanych działaniu 

czynników obecnych w hiPS-EVs. W komórkach HSCs poddanych działaniu hiPS-EVs, 

zaobserwowano też istotne zmiany aktywności szeregu kinaz białkowych 

zaangażowanych w ważne szlaki sygnałowe, uczestniczące w regulacji wymienionych 

procesów. Uzyskane wyniki badań in vitro świadczą o zwiększeniu aktywności 

biologicznej oraz potencjału hematopoetycznego komórek HSCs z KP w wyniku 

działania bioaktywnej zawartości hiPS-EVs.  

Wyniki badań in vivo potwierdzają obserwacje uzyskane w badaniach in vitro. 

W szczególności, wykazano pozytywny wpływ hiPS-EVs na zdolność komórek HSCs 

z KP do zasiedlania nisz szpikowych i rekonstytucji układu krwiotwórczego u myszy 

NOD/SCID, poddanych uprzednio radiacyjnej mieloablacji. 

 Podsumowując, w niniejszej rozprawie doktorskiej po raz pierwszy wykazano, 

że hiPS-EVs mogą modulować aktywność biologiczną komórek HSCs izolowanych 

z KP, a tym samym wpływać na ich cechy funkcjonalne istotne z punktu widzenia 

zastosowania tych komórek w hematologii transplantacyjnej. Otrzymane rezultaty 

badań stanowią podstawę do dalszych prac badawczych nad próbą zastosowania hiPS-

EVs do zwiększenia potencjału regeneracyjnego tych komórek, a tym samym 

potencjalnego poszerzenia możliwości zastosowania KP w praktyce klinicznej. 

  



 

10 

 

SUMMARY 
 

 Umbilical cord blood (CB) as a rich source of stem cells (SCs), especially 

hematopoietic stem cells (HSCs), is a promising material alternative for bone marrow 

transplantation in patients requiring the hematopoietic system reconstitution. 

Its utilization in the hematology provides additional benefits resulting from non-

invasive collection, less stringent requirements for the donor matching as well as 

a reduced risk of graft-versus host disease. On the other hand, the use of CB cells in 

adult patients is associated with the risk of delayed engraftment resulting from the 

insufficient number of HSCs present in the transplanted material, which may be limited 

by the volume of CB unit collected during the delivery. Therefore, effective utilization 

of CB in the transplantology still requires the development of novel strategies of HSCs 

expansion ex vivo, with simultaneous increase in their hematopoietic potential and 

efficiency to engraft into the bone marrow niches after the transplantation. 

 So far, the research conducted in our laboratory have shown that the use 

of extracellular vesicles (EVs) – vesicular structures with a diameter ranging from 

30 nm to 1 μm, secreted by human induced pluripotent stem cells (hiPS) - can increase 

proliferation and modulate several functions of target cells. EVs are known to contain 

biologically active molecules including receptors, cytoplasmic proteins, transcription 

factors and nucleic acids (in particular mRNA and miRNA) that can be transferred 

between the cells mediating the exchange of biological information via transferring 

several paracrine factors. Hence, the scientific interest attempting the use of EVs 

to modify the biological functions of target cells is gradually increasing. 

 Currently, few studies conducted on the use of EVs in modulation of the 

regenerative potential of CB-derived HSCs are mainly focused on vesicles secreted by 

stromal cells. Importantly, still little is known about the impact of EVs from other SCs 

types on the biological properties of hematopoietic cells. Thus, it was interesting 

to investigate whether EVs from hiPS cells (hiPS-EVs) will also possess a functional 

effect on CB-derived HSCs, in the context of their potential use in the hematology. 

Therefore, the aim of this study was to investigate the effect of hiPS-EVs on biological 

properties and hematopoietic potential of HSCs isolated from CB, both in vitro as well 

as in vivo, in the murine model of bone marrow reconstitution after mieloablative 

irradiation. 

 The results obtained in this study showed that hiPS-EVs can effectively interact 

with highly purified CB-derived CD34+ fraction enriched in HSCs, subjected to ex vivo 

expansion. Despite the lack of a significant effect on the proliferation rate, the 

stimulation with hiPS-EVs significantly increased the metabolic activity of HSCs and 

their capacity to differentiate toward hematopoietic lineages in vitro. It was also shown 

that the clonogenic potential of CB-derived HSCs was enhanced after the contact with 

hiPS-EVs in vitro, and these results correlated with the increase in the expression 

of hematopoietic genes in those cells. In addition, performed experiments revealed that 

hiPS-EVs have a great cytoprotective effect on HSCs exposed to cytotoxic agents. 

Further analyzes have also shown an increase in the adhesion efficacy and chemotactic 
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migration of CB-HSCs in vitro following the treatement with factors present in hiPS-

EVs. Additionally, we also observed significant changes in the activity of a number 

of protein kinases involved in important signaling pathways in HSCs cells after the 

treatment with hiPS-EVs. Thus, obtained results of in vitro studies indicated that 

bioactive content of hiPS-EVs increased biological activity and hematopoietic potential 

of CB-derived HSCs. 

 In next step, I also performed in vivo study supporting the results obtained from 

experiments conducted in vitro. In particular, it has been demonstrated that hiPS-EVs 

may have the positive effect on the ability of HSCs isolated from CB to home 

and engraft to bone marrow niches, as well as on the effectiveness of reconstitution 

of the hematopoietic system after the myeloablation in NOD/SCID mice. 

 In conclusion, for the first time we demonstrated that hiPS-EVs can modulate 

the biological activity of CB-derived HSCs impacting on their functional properties 

important for their use in hematology. Our results constitute important basis for further 

research on potential employment of hiPS-EVs as effective agents increasing 

the regenerative potential of hematopoietic cells and in consequence enhancing 

the possibility for clinical applications of CB samples. 
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WYKAZ STOSOWANYCH SKRÓTÓW 

 

7-AAD - barwnik jądrowy 7-aminoaktynomycyna D (ang. 7-aminoactinomycin D) 

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

APC - allofikocyjanina (ang. allophycocyanin) 

ATP - adenozynotrifosforan (ang. adenosine triphosphate) 

BFU-E - hematopoetyczne kolonie erytroidalne (ang. burst forming unit-erythroid)  

BSA - surowicza albumina wołowa (ang. bovine serum albumin) 

CFC - test tworzenia kolonii (ang. colony-forming cell assay) 

CFU-E - jednostka tworzenia kolonii (ang. colony-forming unit-erythroid) 

copGFP - wariant białka zielonej fluorescencji (ang. green fluorescence protein; GFP) 

wyizolowane po raz pierwszy z widłonoga (ang. copepepod) Pontellina plumata  

ECM - macierz zewnątrzkomórkowa (ang. extracellular matrix) 

EVs - pęcherzyki zewnątrzkomórkowe (ang. extracellular vesicles) 

ESCRT - endosomalny kompleks sortujący odpowiedzialny za transport 

(ang. endosomal sorting complex responsible for transport) 

FACS - aktywowane fluorescencyjnie sortowanie komórek (ang. fluorescence-activated 

cell sorting) 

FBS - płodowa surowica bydlęca (ang. fetal bovine serum) 

FITC - izotiocyjanian fluoresceiny (ang. fluorescein-5-isothiocyanate) 

FLT3L - ligand FMS-podobnej kinazy tyrozynowej 3 (ang. FMS-like tyrosine kinase 3 

ligand) 

G-CSF - czynnik stymulujący tworzenie kolonii granulocytów (ang. granulocyte 

colony-stimulating factor) 

GM-CSF - czynnik stymulujący tworzenie kolonii granulocytarno-makrofagowych 

(ang. granulocyte-macrophage colony-stimulating factor) 

GEMM - hematopoetyczne kolonie mieszane (ang. colony forming unit-granulocyte, 

erythrocyte, macrophage, megakaryocyte) 

GM - hematopoetyczne kolonie granulocytarno-makrofagowe (ang. colony forming 

unit-granulocyte- macrophage) 

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

HLA - ludzki antygen leukocytarny, zwany też antygenem zgodności tkankowej 

(ang. human leukocyte antigen) 

HRP - peroksydaza chrzanowa (ang. horseradish peroxidase) 

HSCs - komórki macierzyste hematopoetyczne (ang. hematopoietic stem cells) 

HUVECs - komórki śródbłonka żyły pępowinowej (ang. human umbilical vein 

endothelial cells) 

ICAM-1 - cząsteczka adhezji międzykomórkowej 1 (ang. intercellular adhesion 

molecule 1) 

iPS - indukowane pluripotencjalne komórki macierzyste (ang. induced pluripotent stem 

cells) 

KM - komórki macierzyste (ang. stem cells) 

KP -  krew pępowinowa (ang. cord blood) 



 

13 

 

LFA-1 - antygen związany z funkcją limfocytów 1 (ang. lymphocyte function 

associated antigen 1) 

Lin - skrót od angielskiego słowa lineage – odnoszący się do antygenów 

tzw. liniowych,  obecnych na dojrzałych komórkach krwi 

LT-HSCs - komórki HSCs zapewniające długotrwałą odnowę szpikową (ang. long-

term HSCs) 

MACS - aktywowane magnetycznie sortowanie komórek (ang. magnetic-activated cell 

sorting) 

MHC - główny układ zgodności tkankowej (ang. major histocompatibility complex) 

MKO - mobilizowana krew obwodowa (ang. mobilized peripheral blood) 

MVBs - ciałka wielopęcherzykowe (ang. multivesicular bodies) 

MSCs - mezenchymalne komórki stromy (ang. mesenchymal stem/stromal cells) 

NTA - analiza śledzenia ruchów Browana nanocząstek (ang. nanoparticle tracking 

analysis) 

NOD-SCID - szczep myszy z upośledzeniem odporności (ang. nonobese diabetic-

severe combined immunodeficiency disease) 

PE - fikoerytryna (ang. phycoerythrin) 

PBS - buforowany fosforanem roztwór soli fizjologicznej (ang. phosphate buffered 

saline)  

qPCR - reakcja łańcuchowa polimerazy w czasie rzeczywistym (ang. quantitative real 

time polymerase chain reaction) 

SCF - czynnik komórek macierzystych (ang. stem cell factor)  

SD - odchylenie standardowe (ang. standard deviation) 

SDF-1 - czynnik pochodzenia stromalnego 1 (ang. stromal cell- derived factor 1) 

SNARE - białko receptora SNAP (ang. SNAP (Soluble NSF Attachment Protein) 

Receptor) 

SzK - szpik kostny (ang. bone marrow) 

TGF-β - transformujący czynnik wzrostu beta (ang. transforming growth factor beta)  

TP - temperatura pokojowa (ang. room temperature) 

UC-MSCs - komórki mezenchymalne z galarety Wharton’a sznura pępowinowego 

(ang. umbilical cord Wharton’s jelly MSCs) 

VCAM-1- naczyniowa cząsteczka adhezyjna 1 (ang. vascular cell adhesion molecule 1) 

VLA-4 - integryna α4, zwana też bardzo późnym antygenem 4 (ang. very late 

antigen 4) 

VLA-5 - integryna α5, zwana też bardzo późnym antygenem 5 (ang. very late 

antigen 5) 
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1. WSTĘP 

1.1. Hematopoetyczne komórki macierzyste 

1.1.1. Definicja oraz klasyfikacja komórek macierzystych 

 Komórki macierzyste (KM) reprezentują typ komórek organizmu posiadających 

zdolność do teoretycznie nieograniczonych podziałów komórkowych (samoodnowy) 

oraz różnicowania (specyfikacji) w inne typy komórek dojrzałych (1). Jednakże, KM są 

heterogenną grupą różniącą się potencjałem do różnicowania, co stanowi podstawę do 

ich klasyfikacji (Rycina 1) (2).  

Na szczycie hierarchii KM znajdują się komórki totipotencjalne, posiadające zdolność 

do różnicowania we wszystkie typy zarówno tkanek organizmu, jak i pozazarodkowych 

(łożysko). Cechy takie posiada w szczególności zygota, czyli zapłodniona komórka 

jajowa. W dalszym etapie rozwoju zarodkowego, w obrębie moruli oraz blastocysty 

pojawiają się komórki pluripotencjalne, zdolne do różnicowania we wszystkie typy 

tkanek z wyjątkiem łożyska. Dalej, w związku ze postępującą specyfikacją tkankową, 

w hierarchii KM wyróżniamy komórki multipotencjalne - wykazujące potencjał do 

różnicowania w różne tkanki w obrębie jednego listka zarodkowego. Do tej grupy 

zaliczamy m.in. mezenchymalne KM (ang. mesenchymal stem/stromal cells; MSCs) (3, 

4), komórki satelitarne mięśni szkieletowych (5, 6), miazgi zębowej (7) oraz 

hematopoetyczne KM (ang. hematopoietic stem cells; HSCs) (8). Z kolei KM 

unipotencjalne, czyli progenitory, stanowią najbardziej tkankowo ukierunkowaną 

frakcję, zdolną do różnicowania w komórki w obrębie jednego typu tkanki (9). 

Przykładem są komórki obecne w nabłonku rogówki (10), komórki owalne wątroby 

oraz komórki progenitorowe śródbłonka (11).  

 

 Istnieją także inne typy klasyfikacji KM, oparte m.in. o ich pochodzenie, gdzie 

rozróżnia się m.in. KM naturalnie występujące w organizmie oraz KM generowane 

w laboratorium w wyniku manipulacji genetycznych. Przykładem tych drugich są 

indukowane pluripotencjalne KM (ang. induced pluripotent stem cells; iPS), 

wyprowadzone po raz pierwszy w 2006 roku przez grupę profesora Yamanaki, 

w wyniku reprogramowania genetycznego mysich komórek somatycznych, 

z wykorzystaniem wektorów kodujących czynniki transkrypcyjne związane 

z pluripotencją, w tym Oct-3/4, Sox-2, Klf-4 oraz c-Myc (Rycina 1) (12). Rok później 

w analogiczny sposób udało się mu także otrzymać linię ludzkich komórek iPS 

w wyniku modyfikacji fibroblastów skórnych (13). Uznaniem tych prac było przyznanie 

profesorowi Yamanace Nagrody Nobla w 2012 roku, a jego dokonania otworzyły nowy 

rozdział w dziedzinie badań nad KM oraz nad możliwościami ich zastosowania 

w naukach biomedycznych, co stanowi dziś mocno rozwijający się obszar badawczy 

na świecie. 
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Rycina 1. Schemat hierarchii KM. Zmodyfikowano na podstawie (14). 

 

1.1.2. Hematopoetyczne komórki macierzyste - rys historyczny oraz 

charakterystyka ogólna 

   Komórki macierzyste krwiotwórcze, czyli hematopoetyczne (HSCs) to 

populacja dająca początek różnym typom komórek krwi w wieloetapowym procesie 

hematopoezy (15). Głównym rezerwuarem tych komórek w dorosłym organizmie 

człowieka jest szpik kostny (SzK), a częstotliwość ich występowania szacuje się na ok. 

1 komórkę przypadającą na 1·104-1·105 komórek jądrzastych SzK (15).  

 Początki historii badań nad HSCs przypadają na obserwacje Ray’a Owena 

z 1945 roku, w których wykazał, że wymiana krwi między bliźniętami bydląt w czasie 

ich życia płodowego może skutkować posiadaniem przez nie komórek o dwóch różnych 

grupach krwi w ciągu całego ich życia (16). Kontynuacją jego badań były prace 

Medewara, w których wykazał tolerancję immunologiczną wobec wstrzykiwanej krwi 

u płodów oraz osesków myszy (17). Rezultaty tych badań stały się podstawą do 

przyznania mu nagrody Nobla w 1960 roku. Następnie, pionierskie badania Tilla oraz 

McCulloha z 1961 roku wykazały obecność klonalnych prekursorów 

Reprogramowanie 

komórek somatyczych

KM embrionalne Komórki iPS

KM TOTIPOTENCJALNE

KM PLURIPOTENCJALNE

KM MULTIPOTENCJALNE
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hematopoetycznych w mysim szpiku kostnym oraz śledzionie, zdolnych nie tylko do 

różnicowania, ale i do samoodnowy (18, 19). 

  Początkowe badania nad komórkami HSCs, koncentrujące się na ich 

charakterystyce funkcjonalnej, stały się podstawą do dalszych prac nad ich 

identyfikacją, opartą głównie na wieloantygenowej analizie fenotypowej. 

W organizmie człowieka, głównym markerem charakterystycznym dla HSCs jest 

antygen CD34, początkowo nazwany My-10, który został po raz pierwszy 

zidentyfikowany w 1984 roku na komórkach mieloblastycznej linii KG-1a (20). 

Komórki posiadające jego ekspresję wykazywały wysoki potencjał do tworzenia kolonii 

hematopoetycznych in vitro. Kilka lat później wyniki te zostały potwierdzone 

w badaniach innych grup, dowodząc, że komórki posiadające ekspresję antygenu CD34 

są zdolne do rekonstytucji szpiku u letalnie naświetlonych pawianów (21). Cząsteczka 

CD34 to glikofosfoproteina (sialomucyna) zlokalizowana w błonie komórkowej, 

o masie cząsteczkowej 105-120 kDa (22, 23). Pomimo braku szczegółowych informacji 

na temat funkcji tego antygenu, postuluje się, że może być on zaangażowany 

w transdukcję sygnału, gdyż jego wewnątrzkomórkowy łańcuch ulega fosforylacji 

za pomocą aktywowanej kinazy białkowej C. Jednakże sama cząsteczka CD34 nie 

posiada wewnętrznej aktywności kinazowej (24, 25). Ponadto, niektóre prace wskazują 

na udział CD34 w regulacji procesu adhezji komórek, m.in. poprzez interakcję 

z L-selektyną, przy czym efekt funkcjonalny jest zależny od typu komórek (26, 27). 

Co ważne, cząsteczka CD34 może także pośredniczyć w interakcji komórek 

hematopoetycznych ze stromą szpiku (28). Wykazano ponadto, że antygen ten 

oddziałuje z białkiem adaptorowym CrkL, pośredniczącym m.in. w przekazie sygnału 

od receptorów integrynowych (29). Co ciekawe, pomimo faktu, że u myszy 

z wyłączoną ekspresją genu dla CD34 zaobserwowano opóźnioną erytropoezę oraz 

mielopoezę, osobniki te rozwijały się prawidłowo, a profil komórek krwi u dorosłych 

zwierząt nie odbiegał od normy. Mimo to, potencjał do tworzenia kolonii przez 

szpikowe i śledzionowe progenitory hematopoetyczne tych myszy był znacząco 

zmniejszony (30).  

 Warto zaznaczyć, że antygen CD34 ulega ekspresji nie tylko na powierzchni HSCs oraz 

powstających z nich prekursorów, ale może on być także obecny na komórkach 

endotelialnych, mastocytach (24, 31) oraz na części komórek mieszka włosowego 

w fazie anagenu (32). 

  Dalsze prace nad izolacją i charakterystyką ludzkich HSCs pozwoliły 

wytypować także inne istotne markery powierzchniowe poszczególnych subpopulacji 

tych komórek, w tym m.in. obecność antygenu CD59 (odpowiednika mysiego antygenu 

komórek macierzystych; z ang. stem cell antigen-1; Sca-1) oraz cząsteczki KDR, 

będącej  receptorem typu 2 dla czynnika wzrostowego śródbłonka naczyniowego (ang. 

vascular endothelial growth factor receptor 2; VEGFR2), przy jednoczesnym 

zróżnicowanym poziomie ekspresji antygenów Thy-1 (CD90), c-kit (CD117) oraz 

CD38 (33, 34). Ponadto, inny ważny antygen - CD133, okazał się być również istotnym 

markerem, ulegającym ekspresji na ludzkich KM, w tym na subpopulacjach HSCs 

posiadających wysoki potencjał repopulacyjny (35-37). Co istotne, zidentyfikowano 

także rzadką populację komórek CD34-negatywnych wykazujących cechy 
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prymitywnych HSCs, zdolnych do odtworzenia układu krwiotwórczego w modelach 

zwierzęcych – w tym u myszy poddanych ablacji szpiku (38, 39) oraz u owiec (40). 

Wykazano ponadto, że oprócz wielokierunkowego różnicowania w elementy 

morfotyczne krwi, komórki CD34- mogą dawać początek komórkom CD34+ (41). 

Posiadają one także niską aktywność tworzenia kolonii hematopoetycznych, jednak 

w warunkach hodowli ex vivo podejmują proliferację w obecności kombinacji 

odpowiednich czynników wzrostowych (42, 43). 

Komórki HSCs, jako populacja należąca do układu hematopoetycznego, posiadają także 

na swojej powierzchni antygen CD45. Jest to cząsteczka obecna na wszystkich 

komórkach krwi (bez względu na stopień ich zróżnicowania), z wyjątkiem dojrzałych 

erytrocytów, stąd też określany jest on jako tzw. antygen panleukocytarny 

(ang. leukocyte common antigen; LCA) (44). Co istotne, cząsteczka CD45 posiada kilka 

izoform, a poziom jej ekspresji zależy od stopnia zróżnicowania komórek, przy czym 

dla HSCs oraz wczesnych progenitorów krwiotwórczych jest on niższy w porównaniu 

do dojrzałych komórek krwi, stąd też często identyfikuje się je jako CD45dim (45, 46).  

 Poza markerami powierzchniowymi, poszukuje się także innych cech 

charakterystycznych dla komórek HSCs, w tym w szczególności ich najbardziej 

prymitywnych subpopulacji. Jedną z proponowanych jest zdolność części tych komórek 

do aktywnego usuwania barwnika Hoechst 33342 z cytoplazmy (47, 48), za co 

odpowiadają białka transporterowe ABCG2 obecne w błonie komórkowej (49). 

Podobnie, wykazano, że wczesne rozwojowo komórki HSCs są w stanie także 

wypompowywać barwnik mitochondrialny rodaminę-123, dzięki obecności podobnych 

transporterów błonowych (50, 51). 

  Co ważne, przy izolacji i identyfikacji komórek HSCs, istotny jest również 

dobór odpowiednich markerów, które nie powinny ulegać ekspresji na powierzchni tych 

komórek, czyli tzw. markerów „negatywnych”. Zaliczamy do nich głównie 

tzw. markery liniowe (Lin), czyli antygeny obecne na dojrzałych komórkach krwi 

poszczególnych linii hematopoetycznych, których obecności nie powinno się 

obserwować w przypadku wczesnych rozwojowo frakcji KM krwiotwórczych. 

Przykładami takich antygenów są m.in. antygen CD3 obecny na linii limfocytów T, 

CD19 jako marker linii limfocytów B (52), CD14 obecny na makrofagach i monocytach 

(53) oraz glikoforyna A (CD235a) występująca na erytrocytach (54). Odpowiednio 

zdefiniowany profil wieloantygenowy, obejmujący zarówno markery chrakterystyczne, 

obecne na powierdzchni HSCs, jak również antygeny negatywne – stanowi podstawę 

dla identyfikacji i izolacji oczyszczonych frakcji tych KM. 

 

1.1.3. Nisza komórek hematopoetycznych  

 Niszą komórkową nazywa się bezpośrednie otoczenie komórki w jej natywnym 

środowisku tkankowym, na które składają się jej interakcje z białkami macierzy 

zewnątrzkomórkowej, innymi komórkami obecnymi w niszy oraz wydzielanymi przez 

nie czynnikami parakrynnymi (55). Wzajemna interakcja z niszą jest kluczowym 

czynnikiem warunkującym funkcjonalne zachowanie komórek, mogącym kierować 
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je na drogę proliferacji, różnicowania lub wejścia w stan wyciszenia (ang. quiescence), 

a w niektórych przypadkach nawet sprzyjać bądź hamować procesy nowotworzenia 

(55). 

 Wieloletnie badania wskazują, że oddziaływanie niszy ma kluczowe znaczenie 

w determinowaniu potencjału komórek HSCs do ich samoodnowy oraz różnicowania 

(56, 57). Jak wspomniano, nisza komórek HSCs w dorosłym organizmie człowieka 

zlokalizowana jest w SzK, przy czym istnieje szereg doniesień świadczących o jej 

heterogenności (58, 59). Rozróżnia się nisze śródkostne (ang. endosteal) i naczyniowe 

(ang. perivascular), które dalej podzielić można na tętniczkowe oraz sinusoidalne (56, 

60). W poszczególnych typach nisz odnaleźć można komórki HSCs o różnym stadium  

aktywacji. Przykładowo, wykazano, że nieaktywne mitotycznie komórki zlokalizowane 

są śródkostnie oraz w okolicy tętniczek, a komórki aktywnie dzielące się znajdują się 

w sąsiedztwie nisz sinusoidalnych (61, 62). Zatem oddziaływanie komórek HSCs 

z elementami niszy ma istotne znaczenie dla ich funkcji, a co za tym idzie 

zachodzących procesów hematopoezy. 

 W obrębie niszy komórek HSCs, podobnie jak w przypadku innych nisz KM, 

wyróżnić można kilka głównych komponentów: i) komórki tworzące rusztowanie 

mechaniczne stromy, umożliwiające adhezyjną oraz parakrynną interakcję z KM;  

ii) białka macierzy zewnątrzkomórkowej, tworzące sieć strukturalną, zapewniającą 

komórkom miejsca przyczepu oraz odpowiednie właściwości mechaniczne regulujące 

transdukcję sygnału; iii) naczynia krwionośne, transportujące krew zaopatrującą 

komórki niszy w tlen i substancje odżywcze; oraz iv) włókna nerwowe integrujące 

i przekazujące bodźce regulatorowe z i do niszy (55, 63). Schemat budowy niszy 

komórek HSCs przedstawiono na Rycinie 2. 

 

 Spośród komponentów komórkowych niszy komórek HSCs szczególną rolę 

odgrywają MSCs stromy szpikowej. Pełnią one m.in. istotne funkcje regulatorowe 

względem komórek HSCs, głównie poprzez wydzielanie szeregu czynników 

parakrynnych, w tym m.in. czynnika pochodzenia stromalnego 1 (ang. stromal cell- 

derived factor 1; SDF-1), zwanego również CXCL12 (z ang. C-X-C motif chemokine 

12), czynnika komórek macierzystych (ang. stem cell factor; SCF), angiopoetyny, 

interleukiny 7 oraz naczyniowej cząsteczki adhezyjnej 1 (ang. vascular cell adhesion 

molecule 1; VCAM1). Aktywność parakrynna tych komórek oraz ich bezpośrednia 

interakcja z komórkami HSCs sprawiają, że MSCs są istotną populacją odpowiedzialną 

za utrzymanie puli komórek HSCs w niszy oraz regulację procesu hematopoezy (64). 

Jednym z istotnych mechanizmów kontroli HSCs przez niszowe komórki MSCs 

jest oś SDF-1 – CXCR4. Komórki mezenchymalne zdolne są do produkcji SDF-1, 

będącego chemokiną wiążącą się z receptorem CXCR4 obecnym na komórkach 

krwiotwórczych (65). Tym samym, komórki te otrzymują sygnał do zasiedlania niszy 

szpikowej (tzw. homingu), a zaburzenie tej osi interakcji prowadzić może do wyrzutu 

komórek HSCs do krwiobiegu (65). Zatem, regulacja sygnałowania SDF-1 – CXCR4 

odpowiada nie tylko za mobilizację tych komórek z nisz szpikowych do krwiobiegu, 

co wykorzystuje się m.in. w celu pozyskiwania mobilizowanej krwi obwodowej (MKO) 

do celów transplantacyjnych, ale odpowiada za proces migracji komórek HSCs 
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do szpiku i zasiedlania go po przeszczepie, co może stanowić istotny czynnik 

funkcjonalny warunkujący efektywną rekonstytucję szpiku kostnego przez komórki 

HSCs (65, 66). 

 

 Innym istotnym typem komórek obecnych w niszy szpikowej, które stranowią 

frakcję oddziałującą na komórki HSCs, są osteoblasty (67). Postuluje się, że wydzielane 

przez nie czynniki mogą stymulować komórki HSCs do ekspansji (67, 68), a adhezja 

HSCs do N-kadheryny obecnej na osteoblastach, moduluje ich aktywność (60, 69). 

Z drugiej jednak strony, inne prace badawcze wskazują na brak bezpośredniego 

zaangażowania oddziaływania dojrzałych osteoblastów poprzez N-kadherynę 

w regulacji komórek HSCs (70-72). Ponadto, wydzielana przez linię osteoblastyczną 

osteopontyna jest negatywnym regulatorem liczby komórek HSCs w szpiku (73). Zatem 

wpływ osteoblastów na hematopoezę jest niejednoznaczny i zapewne zależy również 

od obecności innych czynników obecnych w niszy. 

W bezpośrednim sąsiedztwie komórek HSCs w ich niszy szpikowej odnaleźć można 

także inne populacje komórkowe, w tym przynaczyniowe komórki stromy posiadające 

receptor dla leptyny (komórki LepR+), komórki CAR (ang. CXCL12- abundant 

reticular cells), regulatorowe limfocyty T, megakariocyty oraz niemielinizujące 

komórki Schwanna (74-78). Co ciekawe, wykazano, że również adipocyty szpikowe 

mogą wpływać na zachowanie komórek HSCs w ich niszy (79, 80).  

 

 Regulacja aktywacji komórek HSCs w ich natywnym środowisku zachodzi 

zarówno poprzez oddziaływania bezpośrednie komórka-komórka oraz komórka- 

macierz zewnątrzkomórkowa (ang. extracellular matrix; ECM), a także poprzez 

czynniki parakrynne, które wpływają na aktywację szeregu wewnątrzkomórkowych 

ścieżek sygnałowania w KM. Jedną z kluczowych jest ścieżka od receptora Notch, 

aktywowana m.in. przez ligand Jagged-1 (81, 82). Innym ważnym regulatorem 

hematopoezy jest szlak Wnt, a liczne badania wskazują na jego promujący wpływ m.in. 

na proliferację komórek HSCs (83, 84). W szczególności, badania w modelu mysim 

świadczą o kluczowej roli białka Wnt3a, będącego składnikiem kanonicznego szlaku 

Wnt, w aktywacji samoodnowy komórek HSCs (85, 86). Z drugiej jednak strony 

wykazano, że genetyczne modyfikacje kluczowych cząsteczek w szlaku Wnt, związane 

m.in. z delecją β-kateniny (87) lub czynnika Porcn, regulującego wydzielanie ligandów 

szlaku Wnt, nie wpływają na proces hematopoezy u dorosłych osobników (88). Z kolei, 

w innej pracy pokazano, że myszy z brakiem ekspresji β-kateniny posiadały prawidłową 

liczbę komórek HSCs, jednak proces ich długoterminowej samoodnowy był zaburzony 

(89). Ponadto, postuluje się, że wpływ tego białka na losy HSCs zależy także od miejsca 

jego występowania. Przykładowo, Kim i współpracownicy pokazali, że stabilizacja β-

kateniny w komórkach stromy szpiku wpływała pozytywnie na proliferację komórek 

HSCs, ale bezpośrednia jej stabilizacja w samych komórkach HSCs skutkowała 

spadkiem ich liczby (90). Dane te wskazują na mnogość możliwych punktów 

regulatorowych tego szlaku, mogących mieć wieloraki wpływ na komórki 

krwiotwórcze, zależny od innych, towarzyszących czynników (74).  
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Rycina 2. Schemat niszy szpikowej komórek HSCs. Zmodyfikowano na podstawie (91). 

 

Znanych jest obecnie wiele innych regulatorów komórek HSCs, w tym wydzielana 

przez osteoblasty osteopontyna (73), czynnik stymulujący tworzenie kolonii 

granulocytów (ang. granulocyte colony-stimulating factor; G-CSF), SCF, SDF-1 (92, 

93), angiopoetyna-1 (94) oraz trompopoetyna (95). Jak już wspomniano, część z tych 

cytokin produkowana jest także przez komórki śródbłonka naczyniowego, MSCs oraz 

komórki LepR+, które są także źródłem plejotropiny oraz cząsteczki Jagged-1 (78, 96). 

Ponadto, wykazano także, że cytokina CXCL-4 oraz transformujący czynnik wzrostu 

beta (ang. transforming growth factor beta; TGF-β) wydzielane przez megakariocyty 

są również zaangażowane w regulację puli komórek HSCs (76, 97).  

 Warto zaznaczyć, że część wymienionych czynników parakrynnych wykazuje 

działanie plejotropowe, mogąc w zależności od kontekstu biochemicznego, aktywować 

samoodnowę komórek HSCs lub hamować progresję ich cyklu komórkowego, 

promując tym samym wejście tych komórek w stan wyciszenia. Tym samym, regulacja 

aktywności biologicznej komórek HSCs w obrębie ich niszy jest złożonym procesem, 

w który zaangażowane są liczne czynniki regulatorowe. 
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1.1.4. Proces hematopoezy i hierarchia komórek krwiotwórczych 

 Komórki ludzkiej krwi mają ograniczoną żywotność, sięgającą od kilku dni dla 

leukocytów do ok. 115 dni w przypadku erytrocytów (98, 99). Stąd też, w celu 

utrzymania homeostazy organizmu, konieczna jest ciągła odnowa składników 

morfotycznych krwi w procesie hematopoezy. Szacuje się, że ok. 500 miliardów 

erytrocytów jest produkowane każdego dnia, stąd też proces ten musi zachodzić 

w sposób ściśle kontrolowany oraz z dużą wydajnością (100). Rozpoczyna się on 

we wczesnych etapach rozwoju zarodkowego i trwa przez całe życie, przy czym 

w organizmie człowieka produkcja prymitywnych komórek erytroidalnych rozpoczyna 

się już w 16 dniu rozwoju zarodkowego (101), a w dalszych etapach życia zachodzi 

w szpiku kostnym (102). 

 Obecnie istnieją dwie główne koncepcje wyjaśniające początki procesu 

hematopoezy w rozwoju zarodkowym. Pierwsza z nich zakłada istnienie 

tzw. hemangioblastu, czyli populacji komórek wykazujących ekspresję receptora dla 

czynnika wzrostowego VEGF (VEGFR2+), wykazujących jedocześnie rozwojowy 

potencjał hematopoetyczny oraz śródbłonkowy (103). Druga koncepcja postuluje, że 

linia komórek krwiotwórczych wywodzi się z komórek tzw. hemogennego śródbłonka 

(z ang. hemogenic endothelium), wykazujących ekspresję VE-kadhryny oraz czynnika 

transkrypcyjnego Runx1, zlokalizowanych w obszarze płodowej aorty (z ang. aorta-

gonado-mesonephros) (104). Obecnie najbardziej prawdopodobnym scenariuszem 

wydaje się formowanie komórek HSCs z hemangioblastu, z pośrednim etapem 

hemogennego śródbłonka (105). W dalszych etapach ontogenezy, wczesne komórki 

HSCs przemieszczają się następnie w kierunku płodowej wątroby oraz śledziony, 

a następnie migrują one do nisz szpikowych, czyli ostatecznego miejsca hematopoezy, 

zachodzącej również w okresie postnatalnym (106).  

 

 Hematopoeza jest wieloetapowym procesem, którego konsekwencją z jednej 

strony jest powstawanie dojrzałych komórek krwi, z drugiej zaś hierarchizacja komórek 

krwiotwórczych, o zmiennym potencjale do samoodnowy oraz różnicowania 

(Rycina 3). Na szczycie hierarchii komórek układu hematopoetycznego znajdują się 

prymitywne, „długoterminowe” komórki HSCs (ang. long-term HSCs; LT-HSCs), 

cechujące się niską aktywnością proliferacyjną w warunkach homeostazy, ale wysokim 

potencjałem do rekonstytucji układu krwiotwórczego w eksperymentach z seryjnymi 

przeszczepami (40, 107). LT-HSCs zdolne są nie tylko do samoodnowy puli komórek 

krwiotwórczych, ale także różnicują w multipotencjalne komórki progenitorowe 

(ang. multipotent progenitor cells; MPPs), będące prekursorami dwóch głównych linii 

hematopoetycznych: limfoidalnej oraz mieloidalnej (108). Progenitory linii limfoidalnej 

(ang. common lymphoid progenitors; CLPs) różnicują następnie w limfocyty T, B lub 

NK, natomiast linia mieloidalna (ang. common myeloid progenitors; CMPs) rozgałęzia 

się rozwojowo w kierunku progenitorów granulocytarno-makrofagowych oraz 

megakariocytarno-erytroidalnych, ulegającym dalszej specyfikacji i różnicowaniu 

(109). Ponadto, w przebiegu procesu hematopoezy wyróżnia się wiele stadiów 

pośrednich zróżnicowania poszczególnych progenitorów, a wraz z postępem 
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ukierunkowania liniowego, spada potencjał komórek HSCs do przekształacania się 

w inne linie komórek krwi (110, 111).  

 

 
 

Rycina 3. Uproszczony schemat procesu hematopoezy oraz hierarchii komórek 

hematopoetycznych. LT-HSCs – HSCs odpowiedzialne za długoterminową rekonstytucję 

hematopoezy (ang. long-term HSCs); MPPs – multipotencjalne komórki progenitorowe 

(ang. multipotent progenitor cells); CLPs – progenitory linii limfoidalnej (ang. common 

lymphoid progenitors); CMPs – progenitory linii mieloidalnej (ang. common myeloid 

progenitors); CFU –jednostka tworząca kolonię (ang. colony forming unit) makrofagową (M), 

granulocytarną (G), erytroidalną (E) lub megakariocytarną (Mk). Lin – skrót od angielskiego 

słowa lineage – odnoszący się do najważniejszych antygenów tzw. liniowych,  obecnych na 

dojrzałych komórkach krwi. 
 

 Hierarchiczność komórek hematopoetycznych przejawia się nie tylko w ich 

zróżnicowanym potencjale do samoodnowy i ukierunkowania liniowego związanego 

z różnicowaniem, ale także w różnorodności fenotypowej komórek krwiotwórczych, 

służącej ich identyfikacji. Przykładowo, wykazano, że komórki CD34+CD38- są zdolne 

do długoterminowej repopulacji szpiku, natomiast komórki CD34+CD38+ mają 

możliwość jedynie repopulacji krótkoterminowej (112). Dalsze badania wskazały 

na istotną rolę także innych markerów powierzchniowych w definiowaniu lokalizacji 

danej subpopulacji komórek HSCs w ich hierarchii. Wykazano m.in., że komórki 

o fenotypie CD34+CD38−CD90+CD45RA− posiadają wysoki potencjał repopulacyjny 

in vivo, natomiast frakcje CD34+CD38−CD90-CD45RA− oraz CD34+CD38−CD90-

CD45RA+ zawierają głównie multipotencjalne progenitory (113).  

 Jak wspomniano, hematopoeza jest skomplikowanym procesem biologicznym, 

dlatego też wymaga ona ścisłej kontroli oraz wieloetapowej regulacji. Ukierunkowanie 

komórek HSCs na drogę różnicowania w dany typ progenitorów, a ostatecznie 
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dojrzałych elementów morfotycznych krwi, uzależnione jest m.in. od aktywności 

czynników transkrypcyjnych, decydujących o aktywacji konkretnych genów 

związanych z hematopoezą. Przykładowo, w rozwoju zarodkowym czynnik Runx1 

odpowiada za wyodrębnienie się linii komórek LT-HSCs z hemangioblastu (114). 

Z kolei, czynnik transkrypcyjny Ikaros jest kluczowy dla aktywacji różnicowania 

limfoidalnego w tych komórkach (115), podczas gdy GATA-1 stymuluje erytropoezę, 

antagonizując z czynnikiem PU.1 promującym mielopoezę (116). 

 Oprócz udziału czynników transkrypcyjnych, proces hematopoezy może być 

regulowany za pomocą parakrynnych sygnałów pochodzących z niszy komórek HSCs, 

w tym cytokin oraz czynników wzrostowych, wydzielanych przez sąsiednie komórki, 

co omówiono szerzej w Podrozdziale 1.1.3. pt. Nisza komórek hematopoetycznych. 

Warto także zaznaczyć, że wraz z różnicowaniem progenitorów w poszczególne linie 

hematopoetyczne zmienia się profil ekspresji genów, skutkujący pojawianiem się zmian 

morfologicznych oraz antygenowych tych komórek. Zmiany te manifestują się m.in. 

modyfikacją fenotypu, związaną ze spadkiem ekspresji antygenu CD34, przy 

jednoczesnym pojawianiu się poszczególnych markerów powierzchniowych, 

charakterystycznych dla danej linii hematopoetycznej (tzw. markerów liniowych) (117). 

Zmianom tym towarzyszy także ukierunkowywanie się tych komórek, co do ich funkcji 

pełnionych w układzie immunologicznym i krwionośnym. 

 
 

 

1.1.5. Regulacja puli komórek HSCs w organizmie 

 W warunkach homeostazy większość komórek HSCs nie wykazuje aktywności 

mitotycznej, a ich aktywacja prowadząca do progresji cyklu komórkowego zachodzi na 

drodze reakcji na bodźce wewnętrzne i zewnętrzne, w tym m.in. na sygnały od cytokin 

i czynników wzrostu (Rycina 4) (118). Bodźce te mogą też mieć często podłoże 

stresowe, wywołane m.in. uszkodzeniami tkanek lub DNA (119).  

 Jak wspomniano, badania nad układem krwiotwórczym wykazały obecność 

w niszach krwiotwórczych populacji komórek LT-HSCs, które dzielą się bardzo rzadko 

(średnio raz na ok. 45 tygodni) (120), zachowując przy tym pełny potencjał 

do regeneracji układu krwiotwórczego w eksperymentach z seryjnymi przeszczepami 

(121, 122). Dlatego też, uważane są one za najbardziej prymitywną (tj. wczesną 

rozwojowo) subpopulację komórek HSCs, stanowiącą rezerwuar ich puli w organizmie 

(123).  

Proliferacja komórek HSCs regulowana jest m.in. przez cykliny, kinazy zależne 

od cyklin oraz ich inhibitory, a także przez szereg czynników transkrypcyjnych, w tym 

m.in. E2F (124). Wykazano również istotną rolę białek p53 (125) oraz Msi2 (z ang. 

Musashi2) (126) jako pozytywnych regulatorów proliferacji HSCs, a także kluczową 

rolę aktywności szlaku białka białaczki promielocytowej (ang. promyelocytic leukemia; 

PML) i receptora typu δ z rodziny PPAR (ang. peroxisome proliferator-activated 

receptor δ; PPAR-δ) w kontroli podziałów komórek HSCs (127). Nie bez znaczenia 

w regulacji puli komórek krwiotwórczych pozostaje również status metylacji ich DNA 

(128). 
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Rycina 4. Mechanizmy kontroli puli komórek HSCs. Zmodyfikowano na podstawie (129). 

 

 Liczebność komórek krwiotwórczych w ich niszy komórkowej determinuje 

stosunek podziałów symetrycznych do asymetrycznych (Rycina 4) (130, 131). 

W przypadku pierwszego typu, po mitozie powstają dwie komórki potomne, 

zachowujące właściwości komórek macierzystych. Ewentualnie, mogą także powstać 

dwie ukierunkowane liniowo komórki progenitorowe, przy czym taka sytuacja 

prowadzić może do szybkiego wyczerpania puli HSCs (132). Z kolei, podziały 

asymetryczne skutkują powstaniem jednej komórki potomnej oraz jednej 

progenitorowej, umożliwiając odnowę liczebności HSCs, przy jednoczesnym 

podtrzymaniu procesu hematopoezy (122). Co ciekawe, wykazano, że liczba podziałów, 

jakim ulegają komórki krwiotwórcze jest ściśle kontrolowana, przy czym po czwartym 

symetrycznym podziale komórki LT-HSCs przechodzą w stan braku aktywności 

podziałowej. Ponadto, czas pomiędzy kolejnymi ich podziałami ulega stopniowemu 

wydłużeniu (123). Liczne prace sugerują także, że ekspansji tych komórek towarzyszy 

spadek ich właściwości regeneracyjnych (119, 123). 

 

 Paradoksalnie jednak wykazano, że pomimo obserwowanego - wraz 

ze starzeniem, spadku potencjału hematopoetycznego komórek krwiotwórczych, ich 

sumaryczna liczba zwiększa się wraz z wiekiem osobnika, przy jednoczesnym wzroście 

odsetka komórek linii mieloidalnej (133-135). Świadczy to o wysokim stopniu 

złożoności kontroli puli komórek HSCs w organizmie oraz o wieloaspektowej naturze 

tego procesu, która dodatkowo może ulegać zmianie wraz z wiekiem organizmu. 
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1.1.5. Metody oceny właściwości biologicznych i funkcjonalnych komórek HSCs 

 Ocena cech fenotypowych oraz funkcjonalnych komórek HSCs wymagana jest 

nie tylko dla potrzeb badań podstawowych, ale jest ona także konieczna w praktyce 

klinicznej. Ma na celu m.in. analizę składu badanej tkanki, a także monitorowanie 

jakości materiału klinicznego zawierającego komórki HSCs przed jego przeszczepem. 

Ponadto, służy ona analizie przed, w trakcie oraz po okresie krioprezerwacji materiału 

przeszczepowego, decydując o przydatności do dalszego przechowywania oraz 

ewentualnego użycia do celów medycznych (136). 

 Obecnie, w celu zbadania właściwości komórek HSCs w praktyce 

laboratoryjnej, dostępny jest szereg podstawowych oraz specjalistycznych analiz, 

przeprowadzanych zarówno w testach in vitro, jak i in vivo (Tabela 1). Najprostszą 

metodą oceny komórek in vitro jest ich obserwacja mikroskopowa. Do tej pierwszej 

grupy analiz zalicza się także wieloantygenową analizę fenotypową komórek, 

pozwalającą na określenie profilu ekspresji poszczególnych antygenów 

powierzchniowych, będących markerami danej populacji komórek krwiotwórczych oraz 

zróżnicowanych z nich komórek potomnych. Doskonałym narzędziem umożliwiającym 

przeprowadzenie takiej analizy jest cytometria przepływowa. Pozwala ona w relatywnie 

krótkim czasie zbadać wieloantygenowy profil tysięcy, a nawet milionów komórek 

obecnych w próbce, poddanych uprzednio znakowaniu immunofluorescencyjnemu 

(137). Ponadto, w warunkach in vitro stosuje się także szereg testów funkcjonalnych, 

opartych o hodowle komórek w różnych warunkach. Takie hodowle ex vivo 

umożliwiają ocenę aktywności proliferacyjnej komórek HSCs, ich potencjału 

do różnicowania oraz reakcji na czynniki wzrostowe obecne w pożywce. W ten sposób 

bada się także liczebność progenitorów hematopoetycznych w danym izolacie 

tkankowym czy wpływ procesu izolacji, oczyszczania oraz innych manipulacji na 

żywotność i funkcjonalność komórek (138). Przykładami takich analiz komórek HSCs 

w hodowlach są testy klonogenności (ang. colony-forming cell assay; CFC), w których 

wysiewa się komórki zawieszone w półpłynnej pożywce z dodatkiem metylocelulozy 

oraz odpowiednich cytokin i/lub czynników wzrostowych (139). W takich warunkach 

komórki HSCs tworzą kolonie hematopoetyczne, których rodzaj zależy od potencjału 

komórek oraz obecności odpowiednich progenitorów, a identyfikacja kolonii bazuje 

głównie na ocenie ich morfologii (140). Test klonogenności stanowi także dodatkowy 

wskaźnik jakości materiału klinicznego, o czym świadczyć może obserwowana 

korelacja jego wyników z poprzeszczepową efektywnością rekonstutucji układu 

krwiotwórczego u pacjentów  (141, 142).  

 Innym rodzajem testu funkcjonalnego in vitro są hodowle długoterminowe, 

służące głównie do oceny obecności prymitywnych progenitorów, tzw. komórek LTC-

ICs (ang. long-term culture initiating cells) (143). Prowadzi się je zazwyczaj 

w systemie ko-kultury, gdzie zawiesinę komórek HSCs wysiewa się na warstwę 

adherentnych komórek stromy w odpowiedniej pożywce. Hodowlę taką można 

prowadzić przez wiele tygodni, zliczając powstałe kolonie hematopoetyczne 

i przesiewając je w celu wykonania także testu klonogenności CFC (144). 
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Tabela 1. Wybrane metody analizy właściwości biologicznych i funkcjonalnych komórek 

krwiotwórczych. 

Rodzaj analizy 

 

Przykład analizy 

 

Oceniana cecha 

Bezpośrednio w materiale 

biologicznym 

analiza fenotypowa 

 

ocena składu komórkowego,  

w tym np. odsetka komórek 

CD34+ oraz obecności 

poszczególnych subpopulacji 

komórek HSCs 
 

analiza jakościowa 

 

ocena żywotności komórek 
 

Ex vivo/in vitro 

hodowla krótkoterminowa 

 

ocena potencjału 

proliferacyjnego i odpowiedzi 

na testowane czynniki zawarte 

w pożywce hodowlanej 
 

test tworzenia kolonii 

 

analiza potencjału do 

formowania różnych typów 

kolonii hematopoetycznych 
 

hodowla długoterminowa 

 w systemie ko-kultury 

 

ocena obecności komórek 

LTC-ICs 
 

test chemotaksji 

 

analiza migracyjnej 

odpowiedzi komórek na 

gradient chemoatraktanta 

 (np. SDF-1) 
 

test adhezji 

 

ocena zdolności do interakcji 

z białkami macierzy oraz 

komórkami obecnymi  

w mikrośrodowisku niszy 
 

In vivo 

jednokrotny przeszczep 

komórek do myszy  

z upośledzoną odpornością 

 

ocena zdolności komórek do 

zasiedlania nisz szpikowych 

 i ich potencjału 

repopulacyjnego 
 

seryjne przeszczepy komórek 

do myszy z upośledzoną 

odpornością 

 

ocena obecności komórek  

LT-HSCs w materiale 

przeszczepowym 
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Odmianą tego testu funkcjonalnego jest ocena tworzenia tzw. kolonii CAFC 

(z ang. cobblestone area-forming cell), w którym nie przesiewa się ponownie 

powstałych kolonii, ale ocenia się ich morfologię, w celu identyfikacji obszarów 

przypominających strukturę kostki brukowej (145). Jednakże badania wskakują, że test 

ten jest mniej obiektywny i nie odzwierciedla realnej liczebności komórek LTC-ICs 

w badanej próbce (146). 

 

Warto także zaznaczyć, że oprócz testów bazujących na ocenie ilościowej i jakościowej 

komórek HSCs w materiale biologicznym, prowadzi się także badania mające na celu 

analizę innych cech funkcjonalnych. Przykładem takich testów in vitro jest m.in. analiza 

potencjału do aktywnej odpowiedzi chemotaktycznej oraz adhezji do innych komórek. 

Testy te mają za zadanie ocenę funkcjonalności komórek HSCs w kontekście 

efektywności ich migracji z miejsca podania do niszy szpikowej, jako etapu 

niezbędnego do prawidłowego zasiedlenia SzK i podjęcia procesów krwiotworzenia 

(147, 148).   

 

 Drugą, niezwykle istotną grupę testów funkcjonalnych, oceniających potencjał 

biologiczny komórek HSCs, stanowią testy in vivo. Służą one głównie do oceny 

potencjału tych komórek do zasiedlania nisz szpikowych oraz rekonstytucji układu 

krwiotwórczego po ich przeszczepie. W badaniach tych powszechnie wykorzystuje się 

modele zwierzęce, z zastosowaniem głównie myszy z upośledzoną w wyniku 

odpowiednich modyfikacji genetycznych odpornością, co ma na celu zmniejszenie 

ryzyka odrzucenia przeszczepu. Najczęściej wykorzystuje się myszy szczepu 

NOD/SCID (z ang. nonobese diabetic–severe combined immunodeficiency disease), 

wykazujące dysfunkcję limfocytów T, B oraz NK, a także niższy poziom produkcji 

cytokin (149). Obecnie dostępnych jest kilka wariantów NOD/SCID o różnym stopniu 

deficytów immunologicznych, m.in. myszy IL-2Rγnull NOD/SCID czy B2mnull 

NOD/SCID, w których dodatkowe mutacje pogłębiają zaburzenie rozwoju limfocytów 

T i B oraz skutkują brakiem limfocytów NK (150, 151). Takie szczepy umożliwiają 

długoterminowe eksperymenty, z wyższym poziomem rekonstytucji szpiku 

po przeszczepie (152, 153). 

 

 Zastosowanie myszy z upośledzoną odpornością umożliwia podanie ludzkich 

komórek w układzie ksenogenicznym (międzygatunkowym), przy jednoczesnym 

niskim ryzyku odrzucenia przeszczepu przez układ immunologiczny zwierzęcia. 

„Złotym standardem” jest dożylne lub doszpikowe podanie materiału zawierającego 

komórki HSCs do subletalnie naświetlonych myszy, a następnie ocena ich zdolności do 

rekonsytutucji układu hematopoetycznego, poprzez analizę obecności ludzkich 

komórek w mysich tkankach (głównie szpiku, krwi obwodowej oraz śledzionie) kilka 

tygodni, a nawet miesięcy od przeszczepu. Częstą praktyką są także eksperymenty 

z seryjnymi przeszczepami mysiego szpiku zawierającego ludzkie komórki, 

umożliwiające m.in. ocenę obecności komórek LT-HSCs o wysokim potencjale 

repopulacyjnym (154). Odmianą testów in vivo są przeszczepy komórek HSCs 

w systemie kompetycyjnym, gdzie naświetlonym myszom z upośledzoną odpornością 
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podaje się jednocześnie dwa typy komórek HSCs, różniące się np. pochodzeniem od 

różnych dawców, statusem genetycznym czy sposobem manipulacji przed podaniem, 

umożliwiając tym samym bezpośrednie porównanie ich potencjału repopulacyjnego 

(155). 

 

1.2. Wykorzystanie krwi pępowinowej jako źródła HSCs w medycynie 

transplantacyjnej 

1.2.1. Krew pępowinowa jako bogate źródło komórek macierzystych 

 Krew pępowinowa stanowi krew pozostałą w łożysku oraz sznurze 

pępowinowym po porodzie. Stanowi ona bogate źródło różnych typów KM (Rycina 5), 

w tym w szczególności komórek HSCs (156). Pozyskuje się ją zazwyczaj poprzez 

nakłucie żyły pępowinowej, a następnie drenaż grawitacyjny w zamkniętym układzie do 

sterylnego worka kolekcyjnego zawierającego antykoagulant (157). Istnieją dwie 

alternatywne metody pobierania KP: in utero, gdy łożysko wciąż znajduje się w macicy 

oraz ex utero, po porodzie łożyska, przy czym wykazano, że pierwszy wariant 

umożliwia odzysk większej objętości krwi oraz liczby komórek CD34+ (158). 

W następnej kolejności, pobrany materiał poddaje się obróbce w celu redukcji objętości 

i przygotowania do krioprezerwacji. Etap ten jest krytyczny dla prawidłowego 

zabezpieczenia materiału przed utratą jego właściwości terapeutycznych. Tradycyjnie 

polega on na wirowaniu w buforze HES (z ang. hydroxyethyl starch), powodującym 

usunięcie erytrocytów i zagęszczenie leukocytów, które mieszane są następnie 

z czynnikiem do krioprezerwacji (159). Jednakże, badania wykazały, że zastosowanie 

alternatywnej metody, polegającej na zagęszczeniu krwi w wyniku pozbycia się osocza, 

a nie czerwonych krwinek, daje znacząco lepszy odzysk komórek jądrzastych, a tym 

samym mniejsze straty liczby KM (160, 161). Wzbogacenie zagęszczonego materiału 

w erytrocyty może jednak prowadzić do późniejszych potencjalnych powikłań 

związanych z nefrotoksycznością (162). 

 

 Pierwsze prace świadczące o obecności komórek krwiotwórczych w KP zostały 

opublikowane w latach ’70 ubiegłego wieku, gdzie wykazano obecność w tym 

materiale progenitorów tworzących kolonie granulocytarne (163). Późniejsze badania 

jednoznacznie potwierdziły, że KP zawiera komórki HSCs w liczbie ok. 10-krotnie 

wyższej w porównaniu do krwi dorosłego człowieka (156, 164). Dodatkowo, 

wykazano, że wyższa liczba HSCs obecnych w KP koreluje z mniejszym ryzykiem 

powikłań u wcześniaków (165). Co istotne, wykazano także, że KP zawiera zarówno 

prymitywne komórki krwiotwórcze, jak i progenitory o różnym stadium zróżnicowania 

i ukierunkowania liniowego (164). Ponadto, komórki te, jako pochodzące od 

noworodka, są mniej dojrzałe immunologicznie oraz bardziej prymitywne w 

porównaniu do HSCs izolowanych z dorosłego organizmu, co niesie za sobą szereg 

korzyści w kontekście możliwości ich zastosowania medycznego (166-168). 
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 Oprócz komórek krwiotwórczych, KP zawiera także inne populacje KM, w tym 

komórek niehematopoetycznych, do których zaliczamy m.in. progenitory śródbłonkowe 

(ang. endothelial progenitor cells; EPCs). Podobnie jak w przypadku komórek HSCs, 

wykazano, że liczba komórek EPCs w KP jest wyższa w porównaniu z krwią 

obwodową (169). Co ciekawe, ich liczba jest także podwyższona w KP wcześniaków, 

w porównaniu do dzieci urodzonych w planowanym terminie (170). Na uwagę 

zasługuje także fakt, że EPCs wyizolowane z KP wykazują wyższy potencjał 

regeneracyjny w niedotlenionych tkankach, w porównaniu do komórek z krwi 

dorosłych osobników (171). To sprawia, że KP jest potencjalnie interesującym 

materiałem do zastosowań klinicznych nie tylko w hematologii, ale także w leczeniu 

uszkodzeń innych tkanek, w tym tych wymagających aktywacji procesów angiogenezy 

(172). Warto jednak wspomnieć, że jednoznaczna identyfikacja fenotypowa EPCs w KP 

i odróżnienie ich od HSCs bywa kłopotliwa, gdyż brak jest obecnie markerów 

typowych tylko dla komórek EPCs. Dlatego też, ich obecność stwierdza się głównie w 

testach funkcjonalnych, m.in. w teście tworzenia kolonii endotelialnych (173). Niemniej 

jednak, w identyfikacji fenotypowej tych komórek kluczowym wydaje się antygen 

CD45. Obecność komórek EPCs z KP stwierdzono bowiem we frakcjach CD34+CD45- 

lub CD34+CD133+CD45low/dim, w przeciwieństwie do komórek linii hematopoetycznej 

wykazujących wyższą ekspresję tego markera (174, 175). 

 

 Inną populacją komórek obecnych w KP są multipotencjalne komórki MSCs, 

które izoluje się, podobnie jak w przypadku SzK, jako frakcję adherentną komórek 

jądrzastych KP (176). Wykazano ponadto, że komórki te posiadają fenotyp oraz cechy 

funkcjonalne podobne do szpikowych MSCs, w tym zdolność do wielokierunkowego 

różnicowania (177-179). Pomimo, że w przypadku tkanek poporodowych sznur 

pępowinowy wydaje się być obecnie lepszym źródłem tych komórek (180), podejmuje 

się próby zastosowania MSCs z KP w praktyce klinicznej (181, 182). 

 

 
 

Rycina 5. KP jako źródło różnych typów KM do zastosowań terapeutycznych. Na rycinie 

wykorzystano fragment grafiki dostępnej na stronie www.drugs.com/health-

guide/images/205426.jpg. 
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Oprócz wymienionych powyżej typów KM, wykazano także, że KP wzbogacona jest 

w bardzo małe (<7μm) komórki macierzyste o cechach komórek embrionalnych 

(ang. very small embryonic-like stem cells; VSELs). Populacja ta została 

scharakteryzowana jako rzadka frakcja komórek o fenotypie FSClowCD45-Lin-CD133+, 

posiadających duże jądro z prymitywną euchromatyną oraz ekspresję czynników 

transkrypcyjnych związanych z pluripotencją, takich jak Oct-4A czy Nanog (183, 184). 

Ponadto wykazano, że choć populacja ta należy do przedziału komórek 

niehematopoetycznych, to jednak w pewnych warunkach hodowlanych może ona 

dawać początek koloniom hematopoetycznym in vitro oraz ulegać wszczepieniu do 

szpiku kostnego in vivo, co nasuwa przypuszczenia, że mogą one znajdować się na 

szczycie hierarchi KM (185, 186).  

 

1.2.2. Zastosowanie krwi pępowinowej jako materiału przeszczepowego 

w praktyce klinicznej 

 Przeszczepy komórek hematopoetycznych, przeprowadzane od lat 60 ubiegłego 

wieku, są obecnie powszechnie stosowaną strategią rekonstytucji układu 

krwiotwórczego, m.in. w chorobach hematologicznych i autoimmunologicznych (187, 

188). Ratują one także życie pacjentom z chorobami nowotworowymi, leczonymi 

z zastosowaniem radio- lub chemioterapii, których jednym ze skutków ubocznych jest 

wyniszczenie układu krwiotwórczego (189). 

 Obecnie, SzK oraz MKO stanowią główne źródła komórek krwiotwórczych do 

zastosowań klinicznych. W optymalnym przypadku, materiał przeszczepowy podaje się 

w systemie autologicznym, co znacząco zwiększa szanse na odbudowę układu 

krwiotwórczego, przy jednoczesnej minimalizacji ryzyka wystąpienia powikłań. Należy 

do nich głównie możliwość odrzucenia przeszczepu lub wystąpienia choroby 

przeszczep przeciwko gospodarzowi (ang. graft-versus host disease, GvHD), 

wynikających z niedostatecznego dopasowania profilu antygenów zgodności tkankowej 

(ang. human leukocyte antigen; HLA) (190). 

 

 Jednakże, według danych statystycznych, spośród ponad 50 tysięcy 

przeprowadzonych  transplantacji komórek krwiotwórczych pochodzenia szpikowego, 

prawie połowę stanowią przeszczepy allogeniczne, przy czym odsetek ten zależy od 

typu choroby (191). Wynika to często z braku możliwości podania pacjentowi jego 

własnych komórek, będącego konsekwencją typu choroby lub stadium jej 

zaawansowania oraz obecności defektu genetycznego w samych komórkach 

krwiotwórczych (192). Wzrost liczby chorych wymagających przeszczepu HSCs 

rodzi poważne problemy wynikające z braku wystarczającej liczby potencjalnych 

dawców. Dla przykładu, szacuje się, że spośród mieszkańców Ameryki Północnej 

wymagających pilnej transplantacji, w przypadku aż 30-40 % nie można znaleźć 

odpowiedniego dawcy pod względem zgodności tkankowej (187). Zatem, poszukiwania 

innych, optymalnych źródeł materiału allogenicznego dla tych pacjentów stanowią 

aktualne wyzwanie kliniczne. Dlatego też, coraz większe zainteresowanie budzi 
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wykorzystanie KP jako materiału przeszczepowego będącego źródłem HSCs, 

stanowiącego alternatywę dla SzK oraz MKO (193). 

 

 Koncepcja wykorzystania KP w transplantologii zrodziła się na początku lat ’80 

ubiegłego wieku, skutkując utworzeniem firmy Biocyte, której działania przyczyniły się 

do rozpoczęcia badań nad możliwością krioprezerwacji KP. Dalsze analizy wykazały, 

że materiał ten zawiera HSCs o wysokim potencjale proliferacyjnym, który utrzymuje 

się po rozmrożeniu przechowywanych jednostek KP (194). Prace te otworzyły drogę 

do przeprowadzenia pierwszej transplantacji KP, która miała miejsce w 1988 roku 

we Francji. Biorcą było 5-letnie dziecko chore na anemię Fanconiego, któremu podano 

KP pobraną przy porodzie zdrowej siostry. Co ważne, przeszczep ten zakończył się 

pełnym sukcesem, z całkowitą rekonstytucją układu krwiotwórczego u pacjenta (195). 

Fakt ten otworzył nowe możliwości wykorzystania KP w medycynie, co zaowocowało 

powstaniem publicznych oraz prywatnych banków krwi na całym świecie, gdzie 

jednostki KP są przechowywane w ściśle kontrolowanych warunkach nawet przez wiele 

lat. Szacuje się, że od czasu pierwszego przeszczepu, poddano bankowaniu na świecie 

około 600 tysięcy jednostek, z czego wykorzystano około 30 tysięcy (164, 196).  

Początkowo, KP podawana była głównie w układzie autologicznym lub biorcom 

spokrewnionym, będącym rodzeństwem dziecka, przy którego porodzie pobrano 

materiał. Z czasem jednak podjęto próby przeszczepów od dawców niespokrewnionych 

Ich rezultaty wskazywały, że KP jest dobrą alternatywą dla przeszczepów SzK 

w leczeniu zarówno chorób nowotworowych, jak i niezwiązanych z procesem 

nowotworzenia (197-199). Tym samym, KP znalazła terapeutyczne zastosowanie 

u dzieci cierpiących m.in. na ostre białaczki limfo- i mielocytarne, przewlekłe 

białaczki szpikowe, chłoniaki Hodgkin’a, ciężką niedokrwistość aplastyczną, 

anemie, talasemie, niedobory odporności, a także choroby metaboliczne (194, 200-

203).  

 Obecnie, podejmuje się także działania zmierzające do poszerzenia zakresu 

jednostek chorobowych, w terapii których pomocnym byłoby wykorzystanie KP. 

Przykładem mogą być obiecujące wyniki prób zastosowania tego materiału klinicznego 

w leczeniu autyzmu dziecięcego (204), udaru mózgu (205), a nawet niewydolności 

nerek (206). Ponadto, wzrasta także liczba badań nad wykorzystaniem KP jako źródła 

nie tylko HSCs, ale także innych typów KM, wykazujących właściwości terapeutyczne. 

Na chwilę obecną zarejestrowanych jest już kilkadziesiąt badań klinicznych, 

dotyczących podawania KP lub wyizolowanych z nich komórek MSCs, pacjentom 

cierpiącym na choroby sercowo-naczyniowe, neurodegeneracyjne, metaboliczne 

oraz układu kostnego (182). Opracowano także nowatorskie podejście w zastosowaniu 

autologicznej KP u wcześniaków, u których nastąpiła okołoporodowa utrata krwi 

własnej – zamiast transfuzji krwi allogenicznej od dawców dorosłych (207). 

 

Tym samym, wymienione strategie opracowywane na całym świecie celem lepszego 

wykorzystania potencjału regeneracyjnego KP, potwierdzają, że jest ona cennym 

źródłem KM o wysokim potencjale do zastosowania w praktyce klinicznej. 
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1.2.3. Zalety oraz ograniczenia wykorzystania krwi pępowionowej w praktyce 

klinicznej  

 Zastosowanie KP w medycynie transplantacyjnej niesie ze sobą szereg korzyści 

w porównaniu do tradycyjnych źródeł KM obecnych w dorosłym organizmie. KP jest 

poporodowym materiałem „odpadowym”, zatem jej pobranie jest całkowicie 

nieinwazyjne i nie stanowi żadnego zagrożenia ani dla matki ani dla nowonarodzonego 

dziecka. Ponadto, w przeciwieństwie do tradycyjnych przeszczepów, podanie KP nie 

niesie ze sobą wyraźnego ryzyka przeniesienia latentnych chorób wirusowych (166). 

Jednakże, jedną z kluczowych zalet KP w porównaniu do przeszczepu SzK lub MKO 

jest fakt, że jej zastosowanie obarczone jest mniej restrykcyjnymi wymaganiami 

zgodności antygenów HLA, a także mniejszym ryzykiem wystąpienia GvHD (166, 

208). Wykorzystanie KP w medycynie transplantacyjnej otwiera również nowe 

możliwości przeszczepu komórek krwiotwórczych wśród osób z mniejszości 

etnicznych, dla których ciężko jest znaleźć odpowiedniego dawcę szpiku (209). 

Ponadto, dzięki szczegółowej analizie i dokumentacji jednostki KP przed jej 

bankowaniem, okres poszukiwania zgodnego dawcy trwa zazwyczaj kilka dni, 

w przeciwieństwie do czasu niezbędnego dla znalezienia zgodnego dawcy SzK, 

mogącego trwać nawet kilka miesięcy (210, 211). 

 

 Istotną kwestią dla sukcesu transplantacji jest odpowiednio duża liczba 

podanych komórek CD34+, szacowana na 3-4·106/kg masy ciała (212). Istotne 

znaczenie ma także liczba wszystkich komórek jądrzastych obecnych w materiale 

przeszczepowym, która powinna wynosić powyżej 2,5·107/kg masy ciała biorcy (213). 

Wymóg ten jest głównym czynnikiem limitującym możliwość medycznego 

zastosowania KP u dorosłych pacjentów (214). Ponadto, w przypadku SzK lub MKO 

pobiera się je bezpośrednio przed przeszczepem, co umożliwia tym samym 

dostosowanie objętości materiału do masy ciała biorcy. Z kolei KP pobierana jest 

jednorazowo przy porodzie, a limitowana objętość danej jednostki, zależna m.in. 

od cech osobniczych dawcy, przebiegu porodu oraz doświadczenia osoby 

pobierającej, skutkuje często liczbą komórek HSCs, niewystarczającą 

do skutecznej rekonstytucji szpikowej u dorosłych pacjentów. W konsekwencji, 

głównymi skutkami niepowodzenia przeszczepów z zastosowaniem KP jest opóźnienie 

wbudowania oraz pierwotna niewydolność przeszczepu (ang. primary graft failure), 

mogące stanowić realne zagrożenie dla życia pacjenta (168, 215). Podsumowanie 

najważniejszych zalet oraz wad zastosowania KP w medycynie transplantacyjnej 

zestawiono w Tabeli 2. 

 

Tabela 2. Porównanie cech SzK/MKO oraz KP jako materiału przeszczepowego 

do zastosowań klinicznych. Opracowano na podstawie (192), 

http://www.nationalcordbloodprogram.org/qa/comparison.html oraz prezentacji “Proposal for 

cord blood banking and therapeutics business”, dostępnej online: 

https://www.slideshare.net/ProteusVenturePartners/proposal-for-cord-blood-banking-and-

therapeutics-business-roll-up-strategy-september-2011v-6. 
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Cecha SzK/MKO KP 

Ryzyko pobrania materiału 

umiarkowane, 

wymagany zabieg w znieczuleniu 

lub kondycjonowanie dawcy 

znikome 

Wymóg zgodności 

w obrębie antygenów HLA 
8/8 4/6 

Dostępność dla mniejszości 

etnicznych 
utrudniona znaczna 

Ryzyko GvHD wysokie niskie 

Ryzyko przeniesienia 

utajonych chorób 

wirusowych 

wysokie niewielkie 

Czas poszukiwania dawcy miesiące dni 

Możliwość ponownego 

przeszczepu od dawcy 
tak nie 

Limitacja liczby pobranych 

komórek 
niska istotna 

Dostępność 
ok. 15 mln potencjalnych dawców 

na świecie 

ok. 600 tyś. 

zbankowanych 

jednostek 

na świecie 

Szacunkowy średni czas 

wszczepienia 
18 dni 26 dni 

 

 

1.2.4. Strategie zwiększenia efektywności terapeutycznej komórek HSCs z krwi 

pępowinowej   

 Pomimo rosnącego zainteresowania KP jako źródłem KM, w szczególności 

HSCs, przed badaczami oraz klinicystami wciąż stoi wiele wyzwań mających na celu 

minimalizację istniejących limitacji związanych z możliwościami praktycznego 

wykorzystania tego materiału w medycynie. Jak już wspomniano, kluczowym 

problemem ograniczającym skuteczne zastosowanie KP u większej liczby chorych, 

wydaje się być niewystarczająca liczba komórek krwiotwórczych w pobranym 

materiale (216, 217). Tym samym, początkowe sukcesy przeszczepów KP u dzieci nie 

znalazły odzwierciedlenia w przypadku dorosłych pacjentów, gdzie odsetek zgonów 

w ciągu 100 dni od przeszczepu wynosił aż 40 % (214). Wynikało to głównie 

z niewystarczającej liczby podanych komórek w przeliczeniu na kg masy ciała biorcy. 

W związku z tym, pojawiła się pilna potrzeba poszukiwania nowych rozwiązań 

zwiększających efektywność wykorzystania KP w medycynie transplantacyjnej. Ma to 

ogromne znacznie nie tylko ze względu na przyszłe pozyskiwanie tego materiału, ale 
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także ze względu na już zbankowane jednostki KP, które wymagają - ze względów 

praktycznych oraz etycznych, optymalnego wykorzystania w transplantologii. Stąd też, 

obecnie główny nacisk w badaniach nad KP kładzie się na rozwój nowych strategii 

ekspansji ex vivo obecnych w niej komórek HSCs, z jednoczesnym zwiększeniem 

ich funkcji krwiotwórczych i zdolności do zasiedlania SzK (Tabela 3).  

Starania te rozpoczęły się od prób podawania dorosłym pacjentom nie jednej, lecz 

dwóch jednostek KP jednocześnie, dla zwiększenia liczby przeszczepionych HSCs, 

która korelowała z prawdopodobieństwem wbudowania się komórek do szpiku biorcy 

(218, 219). Co ciekawe, badania wykazały, że pomimo podania dwóch jednostek, 

u większości pacjentów tylko jedna z nich stawała się dominująca i odpowiadała za 

długoterminową rekonstytucję szpiku (220, 221). Ponadto, zaobserwowano, że taka 

strategia zazwyczaj nie wiązała się z istotnym przyspieszeniem odbudowy układu 

krwiotwórczego oraz zwiększała ryzyko wystąpienia GvHD (213, 222). 

 W toku dalszych prac koncentrowano się na optymalizacji składu mieszaniny 

cytokin i czynników wzrostowych, obecnych w pożywce stosowanej do namnażania 

komórek z KP ex vivo. Trzema kluczowymi, powszechnie stosowanymi składnikami 

niezbędnymi do ekspansji komórek CD34+ okazały się być: czynnik komórek 

macierzystych (ang. stem cell factor; SCF), ligand FMS-podobnej kinazy tyrozynowej 3 

(ang. FMS-like tyrosine kinase 3 ligand; FLT3) oraz trombopoetyna (TPO) (223). 

Kolejne badania zwiększały pulę potencjalnych cząsteczek stymulujących namnażanie 

komórek z KP w warunkach ex vivo, w tym m.in. o erytropoetynę, interleukinę 6, 

G-CSF oraz czynnik stymulujący tworzenie kolonii granulocytarno-makrofagowych 

(ang. granulocyte-macrophage colony-stimulating factor; GM-CSF) (164). Wybrane 

czynniki dodawano do hodowli statycznej lub w trybie ciągłej perfuzji z zastosowaniem 

bioreaktorów, np. Aastrom Replicell System (213, 224). Jednakże, szczegółowe analizy 

wykazały, że czynniki te promowały ekspansję głównie komórek progenitorowych, 

przy jedynie nieznacznym zwiększeniu liczebności komórek LT-HSCs (225). Ponadto, 

tak namnażane komórki nie wykazywały zwiększonego potencjału repopulacyjnego 

w porównaniu do komórek z jednostek niepoddanych manipulacjom (226). 

 Dlatego też, w toku dalszych badań, uzupełniano skład pożywki hodowlanej 

o inne czynniki, wykazujące działanie modulujące aktywność kluczowych szlaków 

związanych z procesami proliferacji i różnicowania komórek HSCs. Przykładowo, 

dodatek Jagged 1 lub Delta 1, będących ligandami dla receptorów Notch, skutkował 

nie tylko ekspansją komórek HSCs ex vivo, ale także efektywną repopulacją szpiku 

in vivo (227, 228). Jednakże, w eksperymentach tych wciąż należało wspomagać 

proliferację komórek mieszaniną cytokin, obserwując jednocześnie trudności 

w ustaleniu optymalnego stężenia stosowanych ligandów Notch (229). Kolejnym 

proponowanym podejściem była ekspansja komórek w obecności prostaglandyny 2E, 

wpływającej na szlak sygnałowania Wnt (230, 231) lub użycie białek z rodziny 

angiopoetynowo-podobnych (ang. angiopoietin-like proteins), modulujących 

aktywność czynnika transkrypcyjnego Ikaros, zaangażowanego w regulację 

hematopoezy (232, 233). Inną molekułą zwiększającą ekspansję komórek CD34+ oraz 

ich potencjał repopulacyjny jest pochodna puryny- Stem Regenina 1, będąca 

antagonistą arylowego receptora węglowodorowego (ang. aryl hydrocarbon receptor; 



 

35 

 

AhR), biorącego udział w różnicowaniu komórek HSCs (234). Badania wykazały, że 

wspomniany receptor ulega ekspresji na komórkach HSCs, utrzymując je w stanie 

nieaktywnym mitotycznie (235). Dlatego też podjęto próby zastosowania Stem 

Regeniny 1 w praktyce klinicznej (236). 

 Ponadto, prowadzi się także badania nad wykorzystaniem związków 

drobnocząsteczkowych, takich jak m.in. inhibitory kinazy p38 MAPK (237, 238) oraz 

nikotynamid - wykazujący właściwości hamujące różnicowanie komórek HSCs przy 

jednoczesnej stymulacji ich proliferacji związanej z hamowaniem NAD-zależnej 

deacetylazy histonowej (239-241). Testuje się także inhibitory deacetylaz 

histonowych oraz metylotransferaz DNA, odpowiedzialnych za epigenetyczną 

regulację ekspresji genów, związaną z remodelingiem struktury chromatyny (242), 

w tym m.in. kwas walproinowy (243), 5-azadeoksycytydynę (244, 245) oraz 

trichostatynę A (246). Dodatkowo, ze względu na wyniki eksperymentów świadczące 

o roli wewnątrzkomórkowego stężenia miedzi w regulacji potencjału komórek z KP do 

różnicowania w kierunku linii hematopoetycznych (247), prowadzi się także badania 

nad zastosowaniem chelatorów tego pierwiastka (np. tetraetylenpentaminy) do 

ekspansji komórek CD34+, zarówno w badaniach podstawowych (248), 

przedklinicznych (249), jak i w fazie prób klinicznych (250). Ponadto, podejmuje się 

także próby zastosowania systemu ko-kultury komórek HSCs z komórkami 

stromalnymi (251). 

 

 Należy jednak zaznaczyć, że w przypadku zdecydowanej większości 

prowadzonych dotąd badań klinicznych, w celu zwiększenia liczby przeszczepianych 

komórek HSCs podawano pacjentom dwie jednostki KP, w tym jedną natywną oraz 

drugą, poddaną manipulacji ex vivo (Tabela 3). Takie podejście, choć skutkujące 

obiecującymi rezultatami, w rutynowej praktyce klinicznej mogłoby istotnie ograniczać 

dostępność materiału przeszczepowego oraz znacząco zawyżać koszty procedur 

okołoprzeszczepowych. Ponadto, wyniki badań wskazują, że w przypadku około 

połowy pacjentów wszczepieniu ulega tylko jednostka KP - niepoddana wcześniejszym 

manipulacjom ex vivo (168). 

 

Tabela 3. Zestawienie dotychczasowych strategii ekspansji ex vivo komórek CD34+ 

izolowanych z KP. Zmodyfikowano na podstawie (193). 

 

 
Strategia 

ekspansji 
Czas ekspansji 

Krotność 

ekspansji 

M
ie

sz
a

n
in

y
 

cy
to

k
in

/c
zy

n
n

ik
ó

w
 

w
zr

o
st

u
 

 

SCF, FLT3, G-CSF, IL-3,  

IL-6, BMP-4 

 

3-4 dni 3,2 

 

SCF, FLT3, G-CSF, IL-3,  

IL-6, sonic hedgehog 

 

7 dni 200 
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Delta1ext IgG, fibronektyna, 

SCF, TPO, FLT3, IL-6, IL-7, 

GM-CSF, G-CSF 

 

16-29 dni 3300 

 

Delta1ext IgG, fibronektyna, 

SCF, TPO, 

FLT3, IL-3, IL-6 

17-21 dni 184 

Z
w

ią
zk

i 
d

ro
b

n
o

cz
ą

st
ec

zk
o

w
e
 

5-azacytydyna 

(+TSA, FBS, SCF,  

TPO, FLT3, IL-3) 

9 dni 5 

 

StemRegenin1 

(+SCF, TPO, FLT3, IL-6) 

 

3 tygodnie 670 

 

UNC0638 

(+SCF, TPO, FLT3, IL-6) 

 

14 dni 60 

NIC 

(+SCF, TPO, FLT3, IL-6, FBS) 
21 dni 700 

UM171 

(+SCF, TPO, FLT3) 
12 dni 90 

P
ró

b
y
  

k
li

n
ic

zn
e 

 

NiCord++ 

(NIC, SCF, TPO, 

FLT3, IL-6, FBS) 

++ 

21 dni 72 

 

StemRegenin 1++ 

(+SCF, TPO, FLT3, IL-6) 

15 dni 328 

 

Kokultura z komórkami MSCs++ 

 

14 dni 30 

Aastrom Replicell 

System++ 

(FBS, surowica końska, 

PIXY321, FLT3, EPO) 

12 dni 0,5 

Chelator miedzi++ 

(+SCF, FLT3, IL-6, TPO) 
21 dni 6 

 

Ligand Notch++ 

(Delta1ext IgG, SCF, TPO, FLT3 

Fibronektyna, , IL-3, IL-6) 

 

16 dni 164 
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Objaśnienia: ++ przeszczep dwóch jednostek KP; BMP-4- białko morfogenne kości 4 (ang. bone 

morphogenetic protein 4); Delta1ext IgG - białko fuzyjne Delta-1 i końca Fc immunoglobuliny 

IgG1; EPO- erytropoetyna; FBS- bydlęca surowica płodowa (ang. fetal bovine serum); FLT3- 

ligand FMS-podobnej kinazy tyrozynowej 3 (ang. FMS-like tyrosine kinase 3 ligand); G-CSF- 

czynnik stymulujący tworzenie kolonii granulocytów (ang. granulocyte colony-stimulating 

factor); GM-CSF- czynnik stymulujący tworzenie kolonii granulocytarno-makrofagowych 

(ang. granulocyte-macrophage colony-stimulating factor);  IL- interleukina; NIC- nikotynamid; 

PIXY321- białko fuzyjne GM-CSF/IL-3; SCF- czynnik komórek macierzystych (ang. stem cell 

factor); TPO- trombopoetyna; TSA- trichostatyna; UM171- analog Stem Regeniny 1 

 

 Innym ważnym aspektem jest fakt, że w przypadku niektórych strategii 

ekspansji ex vivo stosuje się również dodatek płodowej surowicy bydlęcej (ang. fetal 

bovine serum; FBS), co znacznie utrudnia możliwość wykorzystania takiego protokołu 

w praktyce klinicznej, wymagającej systemów bezsurowiczych i pozbawionych 

substancji odzwierzęcych. Ponadto, dotychczasowe strategie ekspansji komórek z KP 

skutkują często nie tylko ich proliferacją, ale jednoczesnym obniżeniem potencjału 

hematopoetycznego w wyniku różnicowania, przejawiającego się m.in. spadkiem 

ekspresji markerów „macierzystości’, w tym głównie CD34 (252). Ponadto, istnieją 

przesłanki świadczące o spadku potencjału namnażanych HSCs do odtwarzania układu 

krwiotwórczego po ich przeszczepieniu (253, 254). Mając powyższe na uwadze, wciąż 

konieczna jest dalsza optymalizacja strategii namnażania komórek HSCs obecnych 

w KP, w celu maksymalizacji wykorzystania tego materiału biologicznego w praktyce 

klinicznej. 

 

 Oprócz metod ekspansji komórek HSCs z KP ex vivo, nie bez znaczenia 

pozostają także próby bezpośredniego zwiększenia efektywności zasiedlania przez 

te komórki nisz szpikowych i podjęcia procesów hematopoezy po wszczepieniu. 

W tym celu podejmuje się m.in. próbę zastosowania inhibitorów antygenu CD26, 

będącego peptydazą dipeptydylową IV (ang. dipeptidyl-peptidase IV; DPPIV). 

Aktywność CD26 skutkuje zmniejszeniem potencjału do chemotaktycznej migracji 

komórek krwiotwórczych, w wyniku cięcia przez ten enzym N-końca cząsteczki SDF-1. 

Wykazano, że zastosowanie inhibitorów DPPIV zwiększa zdolność komórek CD34+ 

z KP do odpowiedzi na gradient SDF-1, przyczyniając się tym samym do nieznacznej 

poprawy ich wbudowywania po przeszczepie (255-257). Wykazano także, że 

stymulacja komórek prostaglandyną 2E przed przeszczepem zwiększała efektywność 

zasiedla nisz szpikowych przez komórki HSCs, co może być związane z jej wpływem 

na wzrost ekspresji receptora CXCR4 oraz ich potencjału migracyjnego in vitro (230, 

258). Podobne efekty poprawy uzyskuje się też z zastosowaniem nikotynamidu (241, 

259). Najnowsze prace wskazują także, że czynniki wpływające na aktywację 

jądrowych receptorów hormonów, takie jak np. antagonista receptora PPARγ 

(z ang. peroxisome proliferator-activated receptor-γ) poprawia wbudowanie komórek 

krwiotwórczych po przeszczepie do myszy z upośledznym układem odporności (260, 

261). Ciekawym podejściem jest także poddanie komórek HSCs z KP działaniu 

fukozylotransferaz, modyfikujących obecne na ich powierzchni ligandy selektynowe. 
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Wykazano, że zwiększenie fukozylacji tych ligandów poprawia interakcję komórek 

krwiotwórczych ze śródbłonkiem naczyniowym oraz stromą szpiku, przyczyniając się 

tym samym do zwiększonego wbudowania w szpik po przeszczepie (262, 263). 

Warto także zaznaczyć, że odpowiednia metoda selekcji jednostki KP może również 

decydować o efektywności jej przeszczepu. Standardowo wybór ten podyktowany jest 

liczbą komórek jądrzastych w chwili zamrażania oraz zgodnością antygenów HLA 

(264). Jednakże, ze względu na fakt, iż przy zastosowaniu takiej strategii odnotowuje 

się znaczący odsetek niepowodzenia przeszczepu, poszukuje się dodatkowych 

kryteriów zwiększających szansę na sukces rekonstytucji szpikowej po podaniu KP. 

Bazują one dziś m.in. na dodatkowej analizie liczby komórek CD34+, potencjale 

materiału klinicznego w teście CFC czy dodatkowych testach po jego rozmrożeniu, 

w tym m.in. ocenie żywotności (142, 265-267). Co ciekawe, opracowano nawet system 

punktacji „Cord Blood Apgar”, w którym wieloparametrowa analiza pre- i post-

mrożeniowa KP zwiększa efektywność właściwego wyboru materiału do przeszczepu 

(268). Wraz z postępem badań poprawie uległy także kryteria doboru biorców, co 

pozwoliło realnie zwiększyć szanse na przyjęcie przeszczepu i rekonstytucję układu 

krwiotwórczego u dorosłych pacjentów (269, 270).  

 

1.3. Pęcherzyki zewnątrzkomórkowe jako nowe narzędzie w naukach 

biomedycznych 

 

1.3.1. Definicja i klasyfikacja pęcherzyków zewnątrzkomórkowych 

 Pęcherzyki zewnątrzkomórkowe (ang. extracellular vesicles; EVs) to 

heterogenna populacja obłonionych struktur pęcherzykowych, uwalnianych 

z powierzchni komórek (271). EVs wydzielane są zarówno przez komórki prawidłowe, 

jak i nowotworowe i apoptotyczne, a ich obecność stwierdzono także m.in. w wielu 

płynach ustrojowych, w tym w ślinie, moczu, mleku czy płynie owodniowym (272-

274).  

 

 Obecna klasyfikacja EVs opiera się głównie na ich wielkości oraz przedziale 

komórkowym, z którego pochodzą, co wpływa również na ich różny skład molekularny 

(Tabela 4, Rycina 6). Rozróżnia się zasadniczo trzy główne grupy EVs: egzosomy, 

ektosomy, czyli mikropęcherzyki oraz ciałka apoptotyczne (275).  

Egzosomy to grupa pęcherzyków o wielkościach wynoszących od ok. 30 nm do 120 

nm. Są one wydzielane na drodze egzocytozy, na skutek fuzji „pakietów”, które je 

przenoszą  – tzw. ciałek wielopęcherzykowych (ang. multivesicular bodies; MVBs) – 

z błoną komórki. Egzosomy powstają w przedziale późnych endosomów, dzięki czemu 

wzbogacone są w białka z rodziny tetraspanin (CD9, CD63, CD81), szoku cieplnego 

(HSP70 oraz HSP90), a także w białka zaangażowane w sort i transport endosomalny, 

takie jak m.in. TSG100 czy Alix (z ang. ALG-2 interacting protein X) (276, 277).  
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Tabela 4. Zestawienie typów EVs w zależności od ich wielkości, pochodzenia oraz 

wybranych markerów. 

Pęcherzyki zewnątrzkomórkowe (EVs) 

 Egzosomy Ektosomy 
Ciałka 

apoptotyczne 
Onkosomy 

Wielkość 30 - 120 nm 50 nm - 1 µm 50 nm - 2 µm 1 - 2 µm 

Pochodzenie 

Ciałka 

wielopęche- 

rzykowe 

Uwalnianie 

z powierzchni 

błony 

komórkowej 

Fragmentacja 

obumierających 

komórek 

„Odpączkowywanie” 

(tzw. blebbing) 

z komórki 

Wybrane 

markery 

Tetraspaniny,

Alix, 

TSG101, 

flotilina-1 

selektyny, 

integryny, 

CD40L 

fosfatydylo- 

seryna, 

markery 

komórkowo- 

specyficzne 

białka 

histonowe,  

fosfatydylo-

seryna 

komórkowo-

specyficzne markery 

nowotworowe 

 

Mikropęcherzyki, zwane także ektosomami, posiadają średnicę od 50 nm do 1 µm i są 

uwalniane z powierzchni komórki na drodze wypuklenia się fragmentu błony 

z powierzchni komórki prowadzącego do powstania i oderwania się pęcherzyka 

(z ang. budding) w wyniku rozerwania podbłonowego cytoszkieletu. Są one 

wzbogacone m.in. w selektyny, integryny, CD40L, fosfatydyloserynę oraz szereg 

innych cząsteczek błonowych charakterysrtycznych dla komórek, z których pochodzą 

(278).  

Ciałka apoptotyczne to pęcherzyki w zakresie średniej wielkości od 50 nm do  

2 µm, powstające w wyniku fragmentacji komórki podczas procesu programowanej 

śmierci (apoptozy). Mechanizm ich powstawania sprawia, że są one wzbogacone 

w białka histonowe oraz fosfatydyloserynę, a także mogą zawierać fragmenty DNA 

(279, 280). 

Odrębną grupę EVs stanowią także tzw. onkosomy, czyli pęcherzyki wydzielane przez 

komórki nowotworowe. Cechują je zwykle większe rozmiary (1-10 nm) oraz obecność 

na ich powierzchni markerów nowotworowych (281, 282). Zaklasyfikować je można 

jako komórkowo- specyficzną frakcję ektosomów, wydzielaną przez komórki 

nowotworowe i pełniącą istotną rolę w odziaływaniu z komórkami układu odporności 

prowadzącym często do jego wyciszenia względem komórek nowotworowych (282). 

Ze względu na doniesienia literaturowe świadczące o szczególnym znaczeniu 

egzosomów oraz mikropęcherzyków w kontekście przenoszenia biologicznie aktywnej 

zawartości komórek rodzicielskich, dalsza część niniejszej rozprawy będzie 

koncentrować się na tych dwóch subpopulacjach EVs. 
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Rycina 6. Klasyfkacja EVs na podstawie ich rozmiaru oraz typu komórki wydzielającej. 

Zmodyfikowano na podstawie (280). 

 

1.3.2. Zawartość molekularna EVs 

 Zawartość molekularna EVs jest konsekwencją ich struktury pęcherzykowej, 

gdzie niewielki fragment cytoplazmy komórki otoczony jest dwuwarstą lipidową błony 

komórkowej. Zatem, bioaktywny skład EVs warunkowany jest głównie typem 

komórek, z których pochodzą. Wykazano ponadto, że zawartość ta zależy również od 

stanu aktywacji komórki (283, 284). Dodatkowo, jak już wspomniano, o biologicznej 

zawartości pęcherzyków decyduje także ich zaklasyfikowanie do danego typu: ekto-, 

egzosomalnego lub frakcji ciałek apoptotycznych, co ściśle zależy od mechanizmów ich 

powstawania w komórce.  

 

 W związku z pęcherzykową strukturą, EVs zawierają składową lipidową, będącą 

głównie częścią błony biologicznej otaczającej część cytoplazmatyczną pęcherzyka. 

W obrębie części lipidowej odnaleźć można typowe składniki błon komórkowych. 

Jednakże, wykazano, że błony EVs, w szczególności egzosomów, są szczególnie 

wzbogacone w cholesterol, sfingomieliny, fosfatydylocholiny oraz fosfatydylo-

etanolaminy (285, 286). Co więcej, dane literaturowe wskazują, że taki skład błon 

egzosomów odgrywa istotną rolę w procesie segregacji pęcherzyków w MVBs (287).  

Z kolei, spośród kluczowych bioaktywnych składników części cytoplazmatycznej 

wyróżnić można dwie podstawowe komponenty, w tym białka oraz kwasy nukleinowe 

(280). Jak wspomniano, zawartość białkowa EVs wzbogacona jest w białka przedziału 

endosomalnego komórek, w tym m.in. GTPazy Rab, białka SNARE (ang. SNAP 

(Soluble NSF Attachment Protein) Receptor) zaangażowane w proces fuzji 

pęcherzyków z błoną komórkową, aneksyny, flotylliny oraz białka związane 

z biogenezą EVs (np. Alix, Tsg101) (288). Ponadto, pęcherzyki te wzbogacone są 

również w białka wchodzące w skład mikrodomen błonowych i tratw lipidowych, do 

których zaliczyć możemy m.in. tetraspaniny (289). 
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Ciałka apoptotyczne
50 nm - 2 µm 
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 EVs zawierają także kwasy nukleinowe, w tym w szczególności RNA, 

występujące głównie w formie informacyjnego RNA (ang. messenger RNA; mRNA) 

oraz miRNA (z ang. micro RNA). Warto zaznaczyć, że obecność tego drugiego typu 

RNA, jako cząsteczek regulatorowych, budzi coraz większe zainteresowanie badaczy, 

w kontekście potencjalnych bioaktywnych związków odpowiedzialnych za aktwność 

funkcjonalną EVs. Jednymi z pierwszych doniesień świadczących o występowaniu 

miRNA w zewnątrzkomórkowych, obłonionych strukturach były prace Valadi et al. 

oraz Huntera et al. (290, 291), a dalsze badania potwierdziły obecność różnych typów 

RNA w EVs wydzielanych przez komórki in vitro (292, 293) oraz obecnych w płynach 

ustrojowych (291, 294). Obecnie postuluje się obecność selektywnego mechanizmu 

sortowania i pakowania wybranych miRNA do EVs, o czym świadczyć mogą liczne 

prace wykazujące wzbogacenie o pewne miRNA w pęcherzykach, w porównaniu do ich 

komórek rodzicielskich (283, 295-297). Jednakże, szczegóły dotyczące mechanizmu tej 

selektywności wciąż nie są znane. Sugeruje się udział w tym procesie m.in. kompleksu 

RISC (ang. RNA-induced silencing complex), uczestniczącego w wiązaniu miRNA do 

białek z rodziny Argonaute (298). Co ciekawe, badania ostatnich lat wskazują, że 

oprócz mRNA i miRNA, EVs zawierać mogą także inne rodzaje niekodującego RNA, 

w tym transportujący RNA (z ang. transporting RNA; tRNA), mały interferujący RNA 

(z ang. small interfering RNA; siRNA) czy vRNA (z ang. vault RNA) (299, 300). 

Jednakże, przy krytycznej interpretacji wyników dotyczących zawartości biologicznej 

pęcherzyków należy uwzględnić ryzyko obecności zewnątrzkomórkowych, 

tj. niezwiązanych z EVs, kompleksów białkowo-rybonukleinowych, które mogą ulegać 

ko-izolacji podczas przygotowywania preparatów frakcji pęcherzykowych (275). 

 

 Obecnie zidentyfikowano ok. 2500 cząsteczek RNA oraz ponad 4000 różnych 

białek występujących w EVs, które odnaleźć można w bazie danych ExoCarta (301). 

Najnowsze badania wskazują także na obecność genomowego DNA w EVs, które 

umożliwiają jego horyzontalny transfer pomiędzy komórkami, skutkujący zmianą 

ekspresji genów, a co za tym idzie cech biologicznych komórek (302-304). 

Przykładowo, zidentyfikowano niemal 350 chromosomowych sekwencji DNA 

w pęcherzykach produkowanych przez kardiomiocyty (303). W innym badaniu wykryto 

obecność zamplifikowanych sekwencji onkogenu c-Myc w EVs z komórek rdzeniaka 

zarodkowego (305). Ponadto, wykazano także obecność mitochondrialnego DNA 

w próbkach pęcherzyków z linii komórek mioblastycznych, astrocytów oraz komórek 

glejaka (306, 307). Podobnie jak w przypadku innych składników EVs, stwierdzono 

również pewną selektywność występowania cząsteczek DNA, wynikającą zarówno 

z typu pęcherzyków, jak i stanu aktywacji wydzielających je komórek (308, 309). 

 

Z funkcjonalnego punktu widzenia, bogaty skład molekularny EVs może być 

przenoszony z komórek produkujących pęcherzyki do innych komórek docelowych, 

wpływając na ich status funkcjonalny, co może być potencjalnie wykorzystywane 

w celu modulacji funkcji różnych komórek w warunkach zarówno in vitro, jak i in vivo.  
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1.3.3. Biogeneza i mechanizm wydzielania EVs 

 Jak już wspomniano wyżej, mechanizm powstawania i wydzielania 

poszczególnych frakcji EVs jest różny. Egzosomy początkowo formowane są w MVBs, 

których zawartość może ulegać degradacji po połączeniu się z lizosomami lub może 

ulec sekrecji na drodze egzocytozy. O dwukierunkowym losie MVBs decyduje m.in. 

ich zawartość lipidowa, przy czym wykazano, że populacje MVBs bogate w cholesterol 

są kierowane na drogę sekrecji (310), a wzbogacone o kwas lizobisfosfatydowy łączą 

się z lizosomami i są kierowane na drogę degradacji (311). Tworzenie MVBs obejmuje 

segregację ich zawartości przy błonie ograniczającej endosomu, a następnie wpuklania 

się pęcherzyków do jego wnętrza. W proces ten zaangażowane są kompleksy ESCRT 

(z ang. endosomal sorting complex responsible for transport), asocjujące z białkami 

Alix oraz synteniną (312, 313). Jednakże, niektóre prace sugerują, że formowanie się 

MVBs może zachodzić także na drodze niezależnej od kompleksów ESCRT, przy 

jednoczesnym zaangażowaniu sfingomielinaz, wzbogacających egzosomy w ceramidy 

(287, 314, 315). Wykazano także udział  m.in. białek szoku cieplnego oraz tetraspanin 

w procesie formowania egzosomów (275). Warto zauważyć, że zaangażowanie 

wymienionych powyżej białek w procesie biogenezy egzosomów czyni je tym samym 

markerami tej populacji pęcherzyków. 

 

W przypadku ektosomów, mechanizm ich tworzenia jest mniej poznany. Niemniej 

jednak wykazano, że ich formowaniu towarzyszy oligomeryzacja białek 

cytoplazmatycznych i ich kotwiczenie w błonie komórkowej na drodze mirystoilacji 

oraz palmitoilacji (316-318). Udowodniono także udział cytoszkieletu aktynowego oraz 

białek z rodziny GTPaz w procesie tworzenia ektosomów (318). 

 

 Podobnie jak w przypadku biogenezy, również dokładny przebieg samego 

procesu uwalniania EVs z powierzchni komórek wciąż jest nieznany, jednak wiadomym 

jest, że wymaga on reorganizacji cytoszkieletu podbłonowego, GTPaz Rab oraz białek 

SNARE odpowiedzialnych za fuzję pęcherzyków z błoną komórkową (319-321). 

Ponadto, możliwa jest zewnętrzna stymulacja komórek do wydzielania EVs, 

np. poprzez depolaryzację błony w przypadku neuronów (322), aktywację receptora 

trombiny w przypadku płytek krwi (323), indukcję wzrostu stężenia 

wewnątrzkomórkowych jonów wapnia (324) czy wreszcie stymulację komórek, 

np. komórek dendrytycznych za pomocą lipopolisacharydów (325). 

 

1.3.4. Metody izolacji EVs 

 EVs jako pęcherzyki wydzielane przez komórki do środowiska zewnętrznego, 

w tym do pożywki hodowlanej w warunkach in vitro, a także do przestrzeni 

międzykomórkowej lub płynów ustrojowych in vivo, mogą być relatywnie łatwo 

izolowane do dalszych analiz bez konieczności przerywania integralności 

produkujących je komórek.  
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 Najbardziej klasyczną metodą ich izolacji jest sekwencyjne wirowanie pożywki 

hodowlanej lub płynów ustrojowych, w których znajdują się EVs (326). Początkowe 

etapy wirowania mają na celu usunięcie z materiału (np. pożywki) komórek, ich 

szczątków oraz większych ciałek apoptotycznych. Kolejnym krokiem jest 

ultrawirowanie przy min. 100 000 x g, którego efektem jest powstanie osadu, który 

zawiera frakcje zarówno ektosomów, jak i egzosomów. Osad wzbogacony w EVs, po 

dodatkowym odpłukaniu potencjalnych zanieczyszczeń, przechowuje się następnie do 

dalszych analiz (327). Warto jednak zaznaczyć, że opisana metoda izolacji, którą dziś 

najczęściej się stosuje, skutkuje otrzymaniem heterogennej mieszaniny różnych 

subpopulacji pęcherzyków, z jednoczesnym ryzykiem obecności zanieczyszczeń 

w postaci m.in. agregatów białkowych (328, 329). Dlatego też, w ostatnich latach 

nastąpił intensywny rozwój nowych technik izolacji oraz oczyszczania próbek EVs. 

Modyfikuje się zarówno metodę sekwencyjnego wirowania, zmieniając parametry 

poszczególnych jego etapów, jak i optymalizuje się nowe techniki, w tym m.in. 

wirowanie w gradiencie sacharozy lub jodiksanolu (tzw. OptiPrepu), które 

wykorzystują subtelne różnice w gęstości poszczególnych frakcji (330). Stosuje się 

także metody kolumnowe, precypitacyjne, chromatograficzne, systemy do filtracji oraz 

komercyjnie dostępne zestawy do izolacji, oparte o strącanie EVs w glikolu 

polietylenowym (328, 331-333). Ponadto, niektóre grupy badawcze stosują systemy 

bazujące na izolacji poszczególnych populacji EVs w oparciu o kulki magnetyczne 

opłaszczone specyficznymi przeciwciałami skierowanymi przeciwko antygenom 

stanowiącym markery poszczególnych typów pęcherzyków (334, 335). Jednakże, mimo 

szeregu rozwijający się obecnie metod izolacji EVs, wciąż najczęściej stosowanym 

i najlepiej wystandaryzowanym podejściem pozostaje metoda sekwencyjnego 

wirowania z etapem ultrawirowania. 

 

1.3.5. EVs jako parakrynne czynniki wymiany informacji  

 Do niedawna EVs postrzegane były jako zanieczyszczenia pozbawione 

zasadniczej funkcji biologicznej. Jednakże, rosnąca liczba doniesień naukowych 

potwierdza fakt, że pełnią one istotną rolę jako element aktywności parakrynnej 

komórek, biorąc udział w procesach komunikacji między komórkami oraz uczestnicząc 

w horyzontalnym transferze cząstek biologicznych (272, 293).  

 Pęcherzyki zewnątrzkomórkowe mogą łączyć się z komórkami docelowymi na 

kilka sposobów: na drodze ich endocytozy, fagocytozy lub poprzez bezpośrednią fuzję 

z błoną komórkową, mogącą także zachodzić na drodze interakcji receptor-ligand (280, 

336). Mechanizm wiązania pęcherzyków do błony komórkowej wciąż nie jest 

szczegółowo zbadany, choć postuluje się udział w tym procesie m.in. białek z grupy 

syncytyn, które wiążą się do receptorów MFSD2a (z ang. major facilitator superfamily 

domain 2a) obecnych w błonie komórki (336). Istotną rolę odgrywają także molekuły 

adhezyjne, w tym integryny, oraz inne cząsteczki uczestniczące w specyficznych 

wiązaniach typu receptor-ligand, obecne na powierzchni EVs (336). Zastosowanie 

znaczników fluorescencyjnych wykazało, że internalizacja EVs do wnętrza komórek 
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może być obserwowana już po 30 minutach od ich podania, a sygnał fluorescencji od 

wyznakowanych pęcherzyków utrzymuje się przez kilka, a nawet kilkadziesiąt godzin 

(280). Co ciekawe, wykazano także pewną selektywność pęcherzyków w wiązaniu się 

do określonych typów komórek docelowych. Dla przykładu wykazano, że EVs 

pochodzące z płytek krwi wiązały się do komórek śródbłonka naczyń oraz makrofagów, 

ale nie do neutrofili (337). Z kolei egzosomy wydzielane przez komórki nerwiaka 

zarodkowego wykazywały powinowactwo do neuronów i komórek glejowych, 

natomiast pęcherzyki pochodzące ze stymulowanych neuronów kory mózgu były 

endocytowane jedynie przez neurony (338). Jednym z postulowanych mechanizmów 

regulujących selektywność interakcji z danym typem komórki jest wpływ tetraspanin 

obecnych na EVs, które oddziałują z integrynami i innymi białkami kotwiczącymi, 

modulując tym samym ich funkcje (339). Ponadto, w regulacji specyficzności interakcji 

EVs z komórkami docelowymi mogą również brać udział oddziaływania typu ligad-

receptor. Przykładowo wykazano, że EVs wydzielane przez progenitory komórek 

śródbłonka wiążą się za pomocą receptora CXCR4 do jego liganda- SDF-1, obecnego 

na komórkach endotelialnych (340). 

Po związaniu się z komórką, EVs mogą pozostać bardziej lub mniej stabilnie 

zasocjowane z błoną komórkową, szczególnie w przypadku komórek o niskiej 

aktywności endocytarnej (341), zostać zinternalizowane lub ulegać fuzji z komórką 

docelową (283, 342) (Rycina 7). 

 

 Fakt wydzielania pęcherzyków przez komórki prawidłowe oraz nowotworowe 

nasuwa pytania dotyczące pełnionych przez nie funkcji biologicznych, zarówno 

w warunkach homeostazy organizmu, jak i w patogenezie chorób (Rycina 7). Wiedza 

naukowców, dotycząca znaczenia EVs w procesie wymiany informacji między 

komórkami jest wciąż poszerzana i uzupełniana nowymi badaniami. Niemniej jednak, 

wiadomym jest, że EVs mogą służyć m.in. jako cząstki modulujące funkcje komórek 

układu odpornościowego (343), przy czym w zależności od badanego układu wykazano 

zarówno ich efekt aktywujący (344), jak i hamujący (345). Wykazano m.in., że EVs 

wydzielane przez komórki układu odpornościowego mogą przenosić na swojej 

powierzchni m.in. ligand Fas, biorąc tym samym udział w kontroli śmierci komórkowej 

podczas odpowiedzi immunologicznej  (346, 347). Mogą one także pełnić rolę 

pęcherzyków prezentujących antygeny, stymulując tym samym odpowiedź 

przeciwnowotworową (348). Wykazano także obecność molekuł ko-stymulujących 

(np. CD54, CD80) na egzosomach wydzielanych przez komórki prezentujące antygen 

(334, 349).  

 Z drugiej jednak strony, EVs wydzielane przez nowotwory mogą promować ich 

progresję, działając pro-angiogennie oraz hamująco na układ immunologiczny (350, 

351). Co ciekawe, udział EVs w patogenezie nowotworów został także potwierdzony 

w przypadku tych związanych z układem hematopoetycznym (352). Obecność EVs 

o aktywności immunomodulacyjnej wykazano także w wielu innych układach, w tym 

w drogach oddechowych (353), jelitach (354) oraz w ludzkim mleku (355). Badania 

wskazują także, że pęcherzyki pochodzące ze szpikowych komórek mezenchymalnych 

mogą także wyciszać stan zapalny (284).  
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Ponadto, EVs mogą parakrynnie wpływać na komórki docelowe poprzez przenoszenie 

do nich swojej bioaktywnej zawartości, w tym receptorów, aktywnych enzymów, 

a nawet czynników morfogennych, w tym np. białek sygnałowania Wnt (356) oraz 

Notch (357). Z kolei, w układzie nerwowym pęcherzyki mogą pośredniczyć w regulacji 

tworzenia mieliny (358) oraz cytoprotekcji neuronów (359). 

 

 
 

Rycina 7. Mechanizm sekrecji EVs i ich interakcji z komórkami akceptorowymi. 

 

 Warto także zaznaczyć, że oprócz pozytywnego wpływu EVs, związanego z ich 

właściwościami regulatorowymi oraz regeneracyjnymi, mogą one także uczestniczyć 

w patogenezie wielu chorób. Oprócz wspomnianej możliwości promowania rozwoju 

niektórych nowotworów, wykazano także udział EVs w przenoszeniu prionów (360),  

α-synukleiny odpowiedzialnej za patogenezę choroby Parkinsona (361) oraz  

β-amyloidu, który przyczynia się do rozwoju choroby Alzheimera (362). Ponadto, EVs 

mogą przenosić między komórkami cechę lekooporności, co związane jest m.in. 

z transferem pomp błonowych (ang. drug-efflux pumps), biorących udział w aktywnym 

usuwaniu cząsteczek leków z komórek (363, 364). 
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Rycina 8. Schemat budowy EVs oraz ich udział w regulacji procesów biologicznych. 

Zmodyfikowano na podstawie (365).  

 

1.3.6. Możliwości zastosowania EVs w naukach biomedycznych  

 Zdolność EVs do przenoszenia aktywnych biologicznie cząstek pomiędzy 

komórkami sprawia, że wzrasta zainteresowanie nimi pod kątem możliwości ich 

zastosowań w naukach biomedycznych. Jednym z przykładów są próby wykorzystania 

EVs jako biologicznych nanocząstek do przenoszenia i dostarczania leków oraz innych 

aktywnych biologicznie cząstek (366). Co ciekawe, autorzy prac badawczych wykazali, 

że takie EVs są pobierane przez komórki akceptorowe w większym stopniu, niż 

w przypadku zastosowania liposomów, przy jednoczesnej wysokiej wydajności 

„naładowania” pęcherzyków odpowiednimi bioaktywnymi cząsteczkami (367). Co 

szczególnie istotne, wykazano również, że EVs zdolne są do dostarczenia siRNA do 

mózgu myszy in vivo, co otwiera nowe możliwości pokonywania bariery krew-mózg 

dla cząstek przenoszących leki, stanowiącej istotny czynnik limitujący skuteczność 

terapii chorób neurologicznych (368). 

 

Z uwagi na fakt, że zawartość biologiczna EVs jest odzwierciedleniem typu oraz stanu 

aktywacji wydzielających je komórek, w tym także komórek nowotworowych, rośnie 

również zainteresowanie badaczy wykorzystaniem EVs jako biomarkerów (369). 

Przykładowo, wykazano, że profil miRNA w EVs krążących we krwi u pacjentek 

z rakiem jajnika jest dobrym markerem diagnostycznym progresji tej choroby (370). 

Podobnie, poziom miR145 w egzosomach izolowanych z moczu korelował ze stopniem 

rozwoju raka prostaty (371). Ponadto, udowodniono także, że skład jakościowy 

obecnych w krwiobiegu EVs wydzielanych przez komórki śródbłonka oraz płytki krwi 
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pro-angiogenna
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może również służyć jako potencjalny biomarker cukrzycy typu I oraz II, a także 

towarzyszących jej powikłań (372). 

Preparaty zawierające EVs próbuje się także wykorzystywać jako szczepionki 

antynowotworowe. Wykorzystuje się w tym celu zarówno onkosomy, jak i fakt, że EVs 

wydzielane przez komórki prezentujące antygen zawierać mogą funkcjonalne antygeny 

głównego układu zgodności tkankowej (ang. major histocompatibility complex; MHC) 

klasy I i II oraz cząsteczki ko-stymulatorowe, zdolne do aktywacji odpowiedzi 

przeciwnowotworowej cytotoksycznych limfocytów T (373, 374). 

 

 Dodatkowo zainteresowanie badaczy koncentruje się wokół zastosowania EVs 

jako nowych narzędzi w regeneracji tkanek, opierającej się dotychczas m.in. na terapii 

z wykorzystaniem całych komórek, w tym komórek macierzystych. Przez wiele lat 

dominował pogląd, że aktywność regeneracyjna KM bazuje głównie na ich zdolności 

do bezpośredniej odbudowy uszkodzonej tkanki w wyniku ich różnicowania 

w komórki, które zostały utracone. Jednakże, ostatnie lata badań jednoznacznie 

wskazują, że część obserwowanych efektów terapeutycznych po podaniu komórek 

macierzystych wynika z ich aktywności parakrynnej, związanej z wydzielaniem przez 

nie szeregu cytokin i czynników wzrostowych, które stymulują komórki rezydujące 

w miejscu uszkodzenia do podjęcia procesów naprawczych (375). Rosnąca liczba 

doniesień wskazuje, że KM obok cząsteczek rozpuszczalnych, uwalniają również EVs, 

które mogą odgrywać kluczową rolę w obserwowanych mechanizmach 

regeneracyjnych (376).   

 

 Zatem, rosnące nadzieje niesie potencjalna możliwość zastosowania EVs jako 

alternatywy dla terapii komórkowej (377). Co istotne, podanie EVs minimalizuje 

ryzyko wystąpienia u pacjenta nowotworu powstałego z przeszczepionych całych 

komórek, w szczególności KM pluripotencjalnych. Ponadto, badania na zwierzętach 

wykazały potencjalną możliwość podawania preparatów zawierających EVs także 

w formie aerozoli, co umożliwia ich lokalne podanie do układu oddechowego 

(dotchawiczo) lub centralnego układu nerwowego (donosowo) (378-380). 

Zademonstrowano również, że EVs izolowane z niestymulowanych zapalnie komórek 

MSCs nie posiadają na swojej powierzchni antygenów MHC klasy I i II, co 

minimalizuje problem zgodności tkankowej w przypadku ich przeszczepów ze źródeł 

allogenicznych (381). 

 

 Ze względu na fakt, że KM mezenchymalne są główną populacją KM 

wykorzystywaną obecnie w praktyce klinicznej, naturalną konsekwencją tego faktu jest 

szczególne zainteresowanie badaczy możliwościami aplikacji wydzielanych przez te 

komórki pęcherzyków (377). Liczne prace wskazują, że EVs izolowane zarówno 

ze szpikowych MSCs, jak i MSCs z galarety Wharton’a sznura pępowinowego, 

posiadają istotny potencjał regeneracyjny oraz cytoprotekcyjny (301). Wykazano m.in., 

że hamują one uszkodzenie narządowe w mysim oraz szczurzym modelu ostrego 

uszkodzenia nerek (ang. acute kidney injury; AKI) (381-384). Ponadto, wykazano ich 

cytoprotekcyjny oraz pro-angiogenny wpływ w mysim (385) oraz szczurzym modelu 
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zawału serca (386). Pro-angiogenny efekt EVs z komórek MSCs sznura pępowinowego 

hodowanych w warunkach hipoksji wykazano także w modelu niedotlenienia kończyny 

u szczurów (387). Ponadto, właściwości protekcyjne lub regeneracyjne EVs 

zaobserwowano również w przypadku modeli nadciśnienia płucnego (388), zapalenia 

jelita grubego (389) oraz uszkodzenia niedotlennego mózgu (390).  

 W badaniach testuje się również EVs wydzielane przez inne typy KM, w tym 

m.in. komórki embrionalne (391) oraz komórki iPS. Przykładowo, w przypadku tych 

drugich, wykazano efekt regeneracyjny w szczurzym modelu idiopatycznego 

zwłóknienia płuc (392) i radiacyjnego uszkodzenia skóry (393) oraz cytoprotekcję 

w mysim modelu niedotlenienia/reperfuzji (394). Również prace naszego zespołu 

świadczą o regeneracyjnym potencjale EVs wydzielanych zarówno przez mysie, jak 

i ludzkie komórki iPS w kontekście leczenia chorób układu krążenia (395, 396). 

Co istotne, komórki iPS są także wykorzystywane do różnicowania w inne typy 

komórek, stanowiące źródło EVs do celów regeneracyjnych (397-399). 

 

 Obiecujące wyniki badań przedklinicznych stały się podstawą do prób 

zastosowania preparatów zawierających EVs także w praktyce medycznej. Obecnie na 

świecie prowadzonych jest kilkanaście prób klinicznych z zastosowaniem 

autologicznych oraz allogenicznych preparatów EVs izolowanych m.in. z KM 

mezenchymalnych oraz komórek dendrytycznych (301, 366). Próby te obejmują 

leczenie głównie chorób nowotworowych oraz wykorzystują właściwości 

immunomodulacyjne EVs (343). Dla przykładu, egzosomy izolowane z komórek MSCs 

zostały użyte w leczeniu pacjentów cierpiących na GvHD (400). Co ważne, 

w większości przeprowadzonych badań nie zaobserwowano znaczących skutków 

ubocznych podania preparatów EVs, co czyni je intersującą alternatywą terapeutyczną 

(366). 

Jednakże próby wykorzystania EVs z komórek macierzystych celem zwiększenia 

regeneracji układu  krwiotwórczego są na wczesnym etapie, natomiast badania bazujące 

na wykorzystaniu pęcherzyków z komórek iPS nie były dotąd prowadzone. Stanowi to 

zatem nowe, interesujące pole badań oraz potencjalnych zastosowań dla EVs. 
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2. CELE PRACY 

 

 Ludzka KP jako dostępne źródło do pozyskania komórek HSCs, cechujących się 

dodatkowo niską immunogennością, jest materiałem biologicznym o zastosowaniu 

klinicznym, stanowiąc istotną alternatywę dla przeszczepu komórek SzK. Jednakże, 

szersze możliwości wykorzystania komórek HSCs z KP w leczeniu chorób u dorosłych 

pacjentów wciąż są ograniczone niewystarczającą liczbą przeszczepianych komórek, 

wynikającą z limitowanej objętości pobranego materiału. W konsekwencji, fakt ten 

prowadzić może do opóźnionej rekonstytucji układu hematopoetycznego, a nawet 

niepowodzenia przeszczepu. Zatem, istnieje wciąż potrzeba badań nad poszukiwaniem 

nowych strategii zwiększających potencjał regeneracyjny komórek z KP. Szczególna 

uwaga kierowana jest na wykorzystanie różnorodnych czynników parakrynnych, w tym 

w szczególności EVs, mogących wpływać na funkcje komórek docelowych. 

W związku z powyższym, celem niniejszej rozprawy doktorskiej było zbadanie 

wpływu hiPS-EVs na właściwości biologiczne i potencjał hematopoetyczny 

komórek HSCs z KP, zarówno w warunkach in vitro, jak i in vivo. 

W toku prowadzonych badań wyodrębniono i realizowano następujące cele 

szczegółowe: 

 

Cel szczegółowy nr 1: Analiza wpływu hiPS-EVs na tempo ekspansji ex vivo oraz 

aktywność metaboliczną populacji komórek CD34+ izolowanych z KP, wzbogaconej 

w komórki HSCs; 

 

Cel szczegółowy nr 2: Zbadanie wpływu hiPS-EVs na potencjał hematopoetyczny 

komórek CD34+ in vitro, w tym w szczególności na ich zdolność do różnicowania 

w kierunku poszczególnych linii komórek krwi oraz tworzenia kolonii 

hematopoetycznych; 

 

Cel szczegółowy nr 3: Ocena wpływu hiPS-EVs na właściwości adhezyjne i aktywność 

chemotaktyczną komórek z KP w gradiencie SDF-1 oraz na przeżywalność tych 

komórek w warunkach cytotoksycznych in vitro; 

 

Cel szczegółowy nr 4: Analiza zmian ekspresji wybranych genów oraz aktywności 

białek zaangażowanych w regulację cech biologicznych i funkcjonalnych komórek 

CD34+ z KP po ich inkubacji z hiPS-EVs in vitro; 

 

Cel szczegółowy nr 5: Ocena wpływu hiPS-EVs na efektywność zasiedlania nisz 

hematopoetycznych oraz rekonstytucji układu krwiotwórczego przez komórki CD34+ 

z KP in vivo, w mysim modelu radiacyjnego uszkodzenia SzK. 
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Cele szczegółowe realizowano stosując system długoterminowej lub krótkoterminowej 

inkubacji komórek CD34+ z hiPS-EVs. W przypadku inkubacji długoterminowej, 

komórki CD34+ bezpośrednio po izolacji z KP poddawano 14-dniowej ekspansji ex vivo 

w pożywce z dodatkiem hiPS-EVs. W systemie inkubacji krótkoterminowej, komórki 

CD34+ najpierw namnażano przez 7 dni w pożywce bez hiPS-EVs, a następnie 

dodawano pęcherzyki do hodowli na czas od 2 do 48 godz., w zależności od rodzaju 

przeprowadzanego testu. 

 

Podsumowanie przeprowadzonych działań związanych z realizacją celów pracy 

zestawiono na Rycinie 9. 

 

 
 

Ryc. 9. Schemat podsumowujący działania badawcze realizowane w pracy. 

Analiza wpływu hiPS-EVs na właściwości biologiczne komórek CD34+ z KP in vitro, w tym na:

Ocena wpływu hiPS-EVs na potencjał hematopoetyczny komórek CD34+ z KP in vivo, w tym na:

Ekspansja komórek

w obecności hiPS-EVs

Ekspansja komórek 

w pożywce 

bez dodatku hiPS-EVs

➢ Tempo proliferacji

➢Różnicowanie w kierunku linii 

hematopoetycznych

➢Kinetykę zmian potencjału klonogennego

➢Ekspresję genów związanych z hematopoezą

Izolacja

➢Aktywność metaboliczną

➢Potencjał klonogenny

➢Aktywność chemotaktyczną w gradiencie SDF-1

➢Przeżywalność po dodaniu induktora apoptozy 

➢Właściwości adhezyjne

➢Ekspresję genów związanych z hematopoezą

➢Aktywność wewnątrzkomórkowych szlaków 

sygnałowania

hiPS-EVs

hiPS-EVs

Komórki CD34+ hiPS-EVsKP Pożywka znad komórek hiPS

Izolacja

➢ Efektywność zasiedlania nisz szpikowych

➢ Potencjał do rekonstytucji układu     

krwiotwórczego

Inkubacja 

długoterminowa

komórek z hiPS-EVs

Inkubacja 

krótkoterminowa

komórek z hiPS-EVs

Legenda:
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3. MATERIAŁY I METODY 

 

3.1. Użyte programy komputerowe 

 

7500 Fast System SDS Software (Thermo Fisher Scientific) – oprogramowanie do 

zbierania i analizy danych reakcji PCR w czasie rzeczywistym, prowadzonej przez 

urządzenie 7500 Fast System 

 

Apogee Histogram wer.3.1 (Apogee Flow Systems) – oprogramowanie do zbierania 

i analizy danych cytometrycznych z cytometru przepływowego Apogee A50-Micro 

 

EndNote X8 (Clarivate Analytics) – program do gromadzenia opisów 

bibliograficznych, a następnie wykorzystywania ich do tworzenia przypisów oraz 

bibliografii  

   

FACSDiva Software wer. 8.1 (BD Biosciences) – oprogramowanie do zbierania 

i analizy danych z cytometru przepływowego BD LSRFortessa oraz sortera 

komórkowego BD FACSAria III 

  

GraphPad Prism wer.7 (GraphPad Software) – program umożliwiający 

przeprowadzanie obliczeń i przygotowanie wykresów z danymi eksperymentalnymi 

 

i-control (Tecan) – program  sterujący do czytnika płytek Infinite M200 Pro analyzer  

 

IDEAS (Amnis Corp.) – oprogramowanie służące do analizy danych cytometrycznych 

uzyskanych za pomocą cytometru obrazowego ImageStream X MkII 

 

Image Lab wer. 5.2.1 (Bio-Rad) – program do rejestracji oraz analizy obrazów żeli 

i blotów, otrzymywanych z czytnika Gel Doc XR+ Gel Documentation System 

 

ISX (Amnis Corp.) – oprogramowanie  sterujące do zbierania próbek za pomocą 

cytometru obrazowego ImageStream X MkII 

  

Leica Application Suite X Advanced Fluorescence Software (Leica Microsystems) – 

oprogramowanie do kontroli i analizy danych z mikroskopu fluorescencyjnego Leica 

DMI6000B 

 

Microsoft Office (Microsoft Corp.) – pakiet programów służący do prowadzenia 

obliczeń, edycji tekstu oraz tworzenia grafiki 
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NTA wer. 3.2 (Malvern) – oprogramowanie służące do zbierania i analizy danych 

z systemu NanoSight NS300 

 

QuantStudio Software (Thermo Fisher Scientific) – oprogramowanie do zbierania 

i analizy danych reakcji PCR w czasie rzeczywistym, prowadzonej przez urządzenie 

QuantStudio 6 Flex 

 

Quantity One (Bio-Rad) –  oprogramowanie służące do densytometrycznej analizy 

sygnału z membran oraz żeli  

Statistica wer.13 (Stat Soft) – program umożliwiający przeprowadzanie 

zaawansowanych analiz statystycznych 

  

3.2. Metody 

3.2.1. Izolacja komórek CD34+ z KP 

3.2.1.1. Jednostki KP 

 Jednostki KP pozyskiwane były w ramach współpracy badawczej z Polskim 

Bankiem Komórek Macierzystych S.A. (PBKM S.A.) w Warszawie, zgodnie ze 

stosownymi zgodami posiadanymi przez tą instytucję. KP była pobierana przy porodzie 

dzieci obojga płci, od zdrowych matek, przy czym poród odbywał się zarówno siłami 

natury, jak i poprzez cesarskie cięcie. Każdorazowo, rodzice noworodka podpisywali 

zgodę na pobranie materiału do celów naukowych, a sama procedura wykonywana była 

przez przeszkolony personel medyczny i nie stanowiła zagrożenia dla matki oraz 

dziecka. 

Krew pobierana była za pomocą specjalnego zestawu pobraniowego ze sznura 

pępowinowego - do jałowych, jednorazowych worków kolekcyjnych (Ravimed), 

zawierających 29 ml roztworu antykoagulanta CPD (z ang. citrate phosphate dextrose), 

którego skład zamieszczono w Tabeli 5. Worki kolekcyjne były następnie umieszczane 

w dedykowanych zestawach transportowych, przystosowanych do transportu KP i jej 

bezpiecznego przechowywania do 72 godz. od pobrania. 

 

Tabela 5. Skład płynu antykoagulacyjnego typu CPD, obecnego w workach kolekcyjnych 

stosowanych przy pobieraniu KP. 

 

Odczynnik Stężenie [g/l] 

Cytrynian sodu dwuwodny 26,30 

Glukoza 2,2 

Kwas cytrynowy jednowodny 3,2 

Dwufosforan sodowy jednowodny 2,2 

Woda do wstrzykiwań - 
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3.2.1.2. Liza erytrocytów  

 Jednostki KP po ich dostarczeniu do Zakładu Biologii Komórki WBBiB UJ 

poddawano lizie w celu usunięcia erytrocytów, których obecność utrudniałaby dalszą 

preparatykę materiału. W tym celu krew była przenoszona z worków kolekcyjnych do 

probówek 50 ml typu falkon (Sarstedt). Następnie, każdą z probówek zawierającą po 15 

ml krwi uzupełniano 30 ml hipotonicznego buforu lizującego BD Pharm Lyse (BD 

Pharmingen), dedykowanego do lizy czerwonych krwinek jako komórek 

bezjądrzastych, bez naruszania integralności komórek jądrzastych. Przed użyciem, 

bufor ten rozcieńczano 10-krotnie w wodzie dedykowanej do hodowli komórkowych 

(Lonza). Następnie, krew inkubowano w buforze lizującym przez 15 min 

w temperaturze pokojowej (TP), po czym odwirowywano (350 x g, 10 min, TP). 

Nadsącz po wirowaniu lizatu usuwano, a osad zawierający komórki jądrzaste oraz 

resztkę niezlizowanych erytrocytów lizowano ponownie w sposób analogiczny do 

pierwszej lizy, skracając czas inkubacji w buforze do 10 min. Probówki po drugiej lizie 

wirowano (350 x g, 10 min, TP), zlewano nadsącz, a osad zawierający komórki 

jądrzaste płukano w celu pozbycia się resztek buforu lizującego, rozpipetowując go 

w 3 ml buforowanego fosforanem roztworu soli fizjologicznej bez jonów Ca2+ i Mg2+ 

(ang. phosphate buffered saline; PBS; Lonza), po czym dopełniając do objętości 45 ml 

i ponownie wirując (350 x g, 10 min, TP). 

 

3.2.1.3. Separacja magnetyczna komórek z KP 

 W celu wstępnego oczyszczenia komórek HSCs, po odwirowaniu komórek 

jądrzastych w PBS i zlaniu nadsączu, komórki znakowano do separacji magnetycznej 

(ang. magnetic-activated cell sorting; MACS) za pomocą zestawu CD34 MicroBead Kit 

Human (Miltenyi Biotec), zgodnie z zaleceniami producenta. W skrócie, osad 

komórkowy zawieszano w buforze do barwienia MACS (300 µl buforu/108 komórek), 

którego skład opisano w Tabeli 6. Następnie dodawano kolejno dwa odczynniki: FcR 

Blocking Reagent oraz CD34 MicroBeads (po 200 µl/108 komórek). Pierwszy 

z odczynników blokuje receptory dla końców Fc przeciwciał, obecne na części komórek 

krwi (np. na granulocytach), uniemożliwiając tym samym niespecyficzny wychwyt 

przeciwciał wiążących się do antygenu CD34. Przeciwciała te, sprzężone z kulkami 

magnetycznymi, obecne są w odczynniku CD34 MicroBeads.  

 

Zawiesinę komórkową inkubowano z dodanymi odczynnikami przez 30 min w 4o C, po 

czym dopełniano PBS i wirowano (300 x g, 10 min, 4oC). Komórki ponownie 

zawieszano w buforze MACS (300 µl buforu/108 komórek), przenoszono do 

okrągłodennych probówek cytometrycznych wykonanych z polistyrenu (Corning), 

a następnie sortowano na frakcję pozytywną oraz negatywną za pomocą sortera 

magnetycznego autoMACS Pro Separator (Miltenyi Biotec), z zastosowaniem programu 

Possel_s.  
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Tabela 6. Skład buforu MACS stosowanego podczas znakowania immunomagnetycznego 

oraz immunofluorescencyjnego komórek z KP. 

 

Składnik Objętość Producent 

bufor autoMACS Rinsing Solution 1425 ml  

Miltenyi Biotec 

MACS BSA Stock Solution 75 ml 

płodowa surowica bydlęca 

(ang. fetal bovine serum; FBS) 
30 ml Sigma-Aldrich 

 

3.2.1.4. Barwienie immunofluorescencyjne i sort komórek 

 W kolejnym etapie, komórki po separacji MACS doczyszczano 

z zastosowaniem techniki aktywowanego fluorescencyjnie sortowania komórek (ang. 

fluorescence-activated cell storting; FACS). W tym celu, frakcję pozytywną 

(wzbogaconą w komórki CD34+), otrzymaną po separacji magnetycznej - wirowano 

(350 x g, 10 min, 4oC), a osad komórkowy rozpipetowywano w buforze MACS (100 

µl/106 komórek).  

 

Tabela 7. Spis przeciwciał stosowanych do znakowania immunofluorescencyjnego 

komórek z KP przed sepracją FACS. PE: fikoerytryna (z ang. phycoerythrin), FITC: 

izotiocyjanian fluoresceiny (z ang. fluorescein-5-isothiocyanate), APC: allofikocyjanina (z ang. 

allophycocyanin); Markery liniowe (Lin): antygeny obecne na dojrzałych komórkach linii 

hematopoetycznych. Wszystkie przeciwciała zakupiono w firmie BD Bioscience. 

 

Przeciwciało Klon Fluorochrom 

   anty-CD45 HI30 PE 

Markery liniowe (Lin) 

anty-CD19 HIB19 

FITC 

anty-CD2 RPA-2.10 

anty-CD3 UCHT1 

anty-CD14 M5E2 

anty-CD66b G10F5 

anty-CD24 ML5 

anty-CD56 NCAM16.2 

anty-CD16 3G8 

anty-CD235a GA-R2 

    anty-CD34 581 APC 
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Następnie, komórki znakowano przeciwciałami monoklonalnymi skierowanymi 

przeciwko ludzkim antygenom, sprzężonymi z barwnikami fluorescencyjnymi 

(Tabela 7), dodając ich odpowiednie objętości, zgodnie z zaleceniami producenta 

(wszystkie przeciwciała zakupiono w firmie BD Bioscience). Komórki inkubowano 

z przeciwciałami przez 30 min w 4o C, po czym dopełniano próbówki za pomocą PBS 

i wirowano  (350 x g, 10 min, 4oC). Tak wybarwione komórki poddawano następnie 

separacji za pomocą sortera BD FACSAria III (Becton Dickinson), sortując komórki 

o fenotypie CD45dimLin-CD34+, określane w dalszej części pracy jako „komórki 

HSCs” lub „komórki CD34+”. 

Po sorcie odbierano niewielką część wysortowanych komórek i analizowano je 

ponownie za pomocą sortera, w celu określenia czystości sortu. 

 

3.2.2. Hodowle komórkowe 

3.2.2.1. Ekspansja ex vivo komórek z KP 

 Wysortowane komórki CD34+ poddawano namnażaniu w warunkach in vitro – 

w komercyjnej, bezsurowiczej pożywce hodowlanej Stem Span SFEM II (Stem Cell 

Technologies), dedykowanej do hodowli ludzkich komórek krwiotwórczych. Pożywkę 

tą uzupełniano dodając rekomendowany Suplement CC110 (1 ml na 100 ml pożywki; 

Stem Cell Technologies), zawierający 100 - krotnie stężoną mieszaninę cytokin, w tym 

FLT3L, trombopoetynę oraz SCF (producent nie dostarcza informacji o stężeniach 

poszczególnych cytokin). Ponadto, dodawano także antybiotyki, w tym penicylinę oraz 

streptomycynę (Thermo Fisher Scientific) do końcowego stężenia 100 U/ml. 

O ile nie wskazano inaczej, we wszystkich doświadczeniach komórki CD34+ 

inkubowano lub hodowano w wyżej opisanej pożywce. 

Bezpośrednio po izolacji, komórki CD34+ wysiewano na dołki 24-dołkowej płytki 

hodowlanej (Corning) w liczbie 0,5·106 komórek/dołek w 500 µl pożywki (1·106 

komórek/ml pożywki). Komórki hodowano następnie w standardowych warunkach 

hodowlanych (37o C, 5 % CO2), monitorując gęstość hodowli za pomocą mikroskopu 

świetlnego z kontrastem faz Olympus IX81 (Olympus). Co 2 dni komórki liczono 

w komorze Bűrkera, część z nich odbierano z hodowli na dalsze eksperymenty, 

a pozostałą część rozsiewano do dołków płytek hodowlanych w gęstości 1·106 

komórek/ml. 

 

3.2.2.2. Hodowla komórek hiPS 

 Linia ludzkich komórek iPS (hiPS) została wyprowadzona i scharakteryzowana 

przez dr Sylwię Bobis-Wozowicz w Zakładzie Biologii Komórki WBBiB UJ (396). 

Komórki te otrzymano z komórek mezenchymalnych galarety Wharton’a sznura 

pępowinowego (ang. umbilical cord Wharton’s jelly MSCs; UC-MSCs), 

wyizolowanych w Zakładzie Biologii Komórki WBBiB UJ z materiału tkankowego 

dostarczonego przez PBKM S.A.  
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Linia komórek hiPS została uzyskana w wyniku genetycznego reprogramowania 

komórek UC-MSCs z zastosowaniem zestawu CytoTune iPSC Reprogramming Kit 

(Thermo Fisher Scientific), bazującego na wektorach opartych o wirusy typu Sendai, 

przenoszących elementy kodujące dla czynników pluripotencji, w tym Oct-3/4, Sox2, 

Klf-4 oraz c-Myc (396). Szczegółowy protokół wyprowadzenia linii komórek hiPS 

został zamieszczony w pracy doświadczalnej naszej grupy badawczej (396). 

 

Ponadto, w eksperymencie opisanym w Podrozdziale 3.2.6. pt. Wizualizacja wnikania 

hiPS-EVs do komórek CD34+ in vitro, zastosowano EVs wydzielane przez linię 

komórek hiPS z ekspresją białka zielonej fluorescencji (ang. green fluorescence protein; 

GFP), wyizolowanego po raz pierwszy z widłonoga (ang. copepepod) Pontellina 

plumata (określanego w literaturze jako „copGFP” (401)). Linia ta została uzyskana 

przez dr Sylwię Bobis-Wozowicz w Zakładzie Biologii Komórki WBBiB UJ, poprzez 

transdukcję wektorami lentiwirusowymi wyprowadzonej przez nią linii natywnych 

komórek hiPS. W skrócie, wektor kodujący ekspresję białka copGFP uzyskano 

z plazmidu PMIRH1-1-PA (System Biosciences), po wycięciu sekwencji dla pre-

miRNA-1 i ponownym zamknięciu plazmidu przez ligację. Plazmidem tym 

transfekowano linię pakującą komórek HEK293T/17 (ATCC-CRL-11260; LGC 

Standards), wraz z plazmidami pakującymi psPAX2 oraz pMD2G (Addgene), 

z zastosowaniem czynnika transfekującego Lipofectamine 2000 (Thermo Fisher 

Scientific). Wektory lentiwirusowe z kasetą ekspresyjną dla białka copGFP izolowano 

następnie z pożywki znad hodowli linii pakującej poprzez wirowanie w celu usunięcia 

pozostałości komórek (250 x g, 5 min, 4o C), a następnie filtrację nadsączu przez filtry 

o średnicy porów 0,2 µm (Merck Millipore). W 9 dniu od transdukcji za pomocą tego 

wektora, komórki hiPS wykazujące ekspresję copGFP sortowano przy użyciu sortera 

komórek FACS Aria III (Becton Dickinson). 

Komórki hiPS (natywne oraz z ekspresją białka copGFP) hodowane były dzięki 

uprzejmości mgr Katarzyny Kmiotek-Wasylewskiej z Zakładu Biologii Komórki 

WBBiB UJ, zgodnie z uprzednio opublikowanym protokołem (396). Obejmował on 

zastosowanie pożywki bezsurowczej Essential 8 (Thermo Fisher Scientific), 

niezawierającej substancji odzwierzęcych, w warunkach bez warstwy komórek 

podścieliskowych. Pożywka ta była zmieniana w komórkach codziennie. Tuż przed 

pasażem, pożywka znad hodowli była przenoszona do probówek 50 ml typu falcon 

(Sarstedt), a następnie przechowywana w temperaturze -80o C do czasu izolacji 

wydzielonych przez te komórki EVs. 

Po osiągnięciu przez komórki konfluencji 80-90 % pasażowano je za pomocą roztworu 

0,5 mM EDTA (Thermo Fisher Scientific). Po pasażu komórki odpłukiwano w pożywce 

i wysiewano na nowe naczynia hodowlane, opłaszczone uprzednio ludzką witronektyną 

przez 1 godz. w TP (500 µg⁄ml; Thermo Fisher Scientific). Dodatkowo, w celu 

zahamowania śmierci komórek oraz wspomagania ich adhezji do podłoża, bezpośrednio 

po pasażu dodawano do pożywki inhibitora Y27632 kinazy zależnej od Rho (ang. Rho-

associated protein kinase; ROCK) w końcowym stężeniu 10 µM (Merck Millipore). 
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3.2.2.3. Hodowla komórek mezenchymalnych sznura pępowinowego 

 Komórki UC-MSCs, stosowane do testu adhezji (opisanego w Podrozdziale 

3.2.15. pt. Test oceniający adhezję komórek CD34+ do komórek mezenchymalnych oraz 

komórek śródbłonka naczyniowego in vitro) wyizolowane w Zakładzie Biologii 

Komórki WBBiB UJ metodą eksplantów (402), hodowano na naczyniach hodowlanych 

Primaria (Corning) w standardowych warunkach (5 % CO2, 37° C) w pożywce 

DMEM/F12 (z ang. Dulbecco's Modified Eagle Medium/Nutrient Mixture F-12) 

(Sigma-Aldrich) z dodatkiem 10 % FBS (Sigma-Aldrich), penicyliny oraz 

streptomycyny (oba antybiotyki w stężeniu 100 U/ml; Thermo Fisher Scientific). Po 

osiągnięciu konfluencji na poziomie 80-90 %, komórki pasażowano za pomocą 

roztworu 0,25 % trypsyny-EDTA (Thermo Fisher Scientific), odpłukiwano w pożywce 

i wysiewano na nowe naczynia hodowlane. 

 

3.2.2.4. Hodowla komórek śródbłonka żyły pępowinowej 

 Ludzkie komórki śródbłonka żyły pępowinowej (ang. human umbilical vein 

endothelial cells; HUVECs; Lonza) stosowane do testu adhezji (opisanego 

w Podrozdziale 3.2.15. pt. Test oceniający adhezję komórek CD34+ do komórek 

mezenchymalnych oraz komórek śródbłonka naczyniowego in vitro) hodowano 

w standardowych warunkach (5 % CO2, 37° C) na na naczyniach hodowlanych 

(Cornig) w dedykowanej pożywce EGM-2MV (Lonza). Po osiągnięciu przez komórki 

konfluencji 80-90 % pasażowano je za pomocą roztworu 0,25 % trypsyny-EDTA 

(Thermo Fisher Scientific). Po pasażu komórki odpłukiwano w pożywce i wysiewano 

na nowe naczynia hodowlane. 

 

3.2.3. Izolacja hiPS-EVs 

 hiPS-EVs były izolowane dzięki uprzejmości mgr Katarzyny Kmiotek-

Wasylewskiej, w Zakładzie Biologii Komórki WBBiB UJ, z pożywki hodowlanej znad 

linii komórek hiPS. 

Procedura izolacji hiPS-EVs opierała się na metodzie sekwencyjnego wirowania (395, 

396, 402), rutynowo stosowanej w naszym zespole badawczym, której uproszczony 

schemat zamieszczono na Rycinie 10. Pożywki kondycjonowane zbierano 

z konfluentnych naczyń hodowlanych znad komórek hiPS, a następnie przechowywano 

w temperaturze -80o C do czasu dalszej preparatyki. W dniu izolacji pożywki 

rozmrażano w 4o C, a następnie poddawano wstępnemu wirowaniu (2 000 x g, 20 min, 

4o C) w celu pozbycia się fragmentów komórkowych. Następnie, nadsącze przenoszono 

do dedykowanych probówek ultrawirowniczych o pojemności 26,8 ml (Kendro Lab) 

i poddawano ultrawirowaniu (100 000 x g, 70 min, 4o C) z zastosowaniem ultrawirówki 

Optima XPN-90 (Beckman Coulter) oraz rotora stałokątowego typu 50.2 Ti. Po 

ultrawirowaniu nadsącze usuwano, a osady zawieszano w PBS filtrowanej przez pory 

o średnicy 200 nm (Lonza), w celu odpłukania nanocząstek z resztek pożywki 
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hodowlanej. Następnie probówki ponownie ultrawirowano, a osad zawierający hiPS-

EVs rozpipetowywano w 150 μl PBS (Lonza) i przenoszono do niskoretencyjnych 

probówek typu eppendorf (Eppendorf). Do czasu dalszych analiz próbki hiPS-EVs 

przechowywano w -80o C.  

 

Rycina 10. Uproszczony schemat metody izolacji hiPS-EVs z pożywki kondycjonowanej, 

zbieranej znad hodowli komórek hiPS. 

 

hiPS-EVs wydzielane przez komórki hiPS z nadekspresją copGFP (copGFP hiPS-EVs) 

otrzymywano z nadsączy hodowlanych w sposób analogiczny do protokołu opisanego 

dla hiPS-EVs izolowanych z natywnych komórek iPS. 

 

3.2.4. Charakterystyka ilościowa i jakościowa próbek zawierających hiPS-EVs 

 Analiza zawartości biologicznej hiPS-EVs została zamieszczona 

w opublikowanej pracy doświadczalnej (396). Jednakże, na potrzeby niniejszej pracy 

przeprowadzono dodatkowe analizy jakościowe oraz ilościowe próbek hiPS-EVs 

stosowanych w eksperymentach, opisane poniżej. 

 

3.2.4.1. Pomiar stężenia białka w próbkach hiPS-EVs 

 

 Stężenie białek w osadach zawierających hiPS-EVs, wykorzystywane następnie 

do pośredniego oznaczenia ilości pęcherzyków, oznaczano metodą Bradforda (402). 

W tym celu, w probówkach typu eppendorf przygotowywano rozcieńczenia standardu 

białkowego (2 mg/ml; Sigma-Aldrich) w zakresie od 0 µg/ml do 12 µg/ml, dodając jego 

odpowiednią objętość do 1 ml odczynnika Bradforda (Sigma-Aldrich). Zawiera on 

błękit Coomassie G-250, którego właściwości spektralne ulegają zmianie w wyniku 

oddziaływania z białkami. W konsekwencji, barwnik ten, w formie związanej 

z białkami wykazuje maksimum absorbancji przy długości fali 595 nm, co umożliwia 

pomiar kolorymetryczny. Przygotowywano także próbkę badaną, mieszając 1 µl próbki 

hiPS-EVs z 1 ml odczynnika Bradforda. Wszystkie próbki inkubowano przez 10 min 

bez dostępu do światła, a następnie pipetowano po 200 µl każdej z próbek do dołków 

płytki 96-dołkowej (Falcon) w tryplikacie. Następnie, przeprowadzano pomiar 

absorbancji poszczególnych roztworów próbek, z zastosowaniem czytnika Multiskan 

FC Microplate Reader (Thermo Fisher Scientific). Na podstawie średnich wartości 

absorbancji dla standardów białkowych wyznaczano krzywą regresji, z której równania 

obliczano następnie średnie stężenie białka w próbce hiPS-EVs. 

(2000 x g, 20 min, 40 C) 

Pożywka 

kondycjonowana

Wirowanie wstępne

Nadsącz

Osad hiPS-EVs
Hodowla 

komórek hiPS

(100  000 x g, 70 min, 40 C)

Ultrawirowanie

Usunięcie nadsączu 

i płukanie w PBS

(100  000 x g, 70 min, 40 C)

Ultrawirowanie
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3.2.4.2. Analiza stężenia cząstek oraz rozkładu wielkościowego hiPS-EVs 

 Rozkład wielkościowy pęcherzyków w wyizolowanych próbkach hiPS-EVs 

mierzono z wykorzystaniem techniki analizy śledzenia trajektorii ruchu nanocząstek 

(ang. nanoparticle tracking analysis; NTA), opartego o ruchy Browna. Szybkość tego 

typu ruchu zależy m.in. od średnicy hydrodynamicznej cząstki w roztworze, przy czym, 

jak wynika z równania Stokesa-Einsteina, im większa cząstka, tym jej ruch jest 

wolniejszy (403, 404). 

Przed pomiarem, przechowywane w temperaturze -80o C próbki hiPS-EVs rozmrażano 

w 4o C, a następnie odpowiednio rozcieńczano w 3 ml PBS przefiltrowanego przez filtr 

o średnicy porów 200 nm (Lonza), uzyskując końcowe stężenie hiPS-EVs wynoszące 

2 µg białka/ml. Przy obliczeniach posługiwano się stężeniem białka w preparatach 

zawierających hiPS-EVs, uzyskanym z pomiaru metodą Bradforda. Następnie, tak 

przygotowane próbki poddawano analizie NTA z zastosowaniem analizatora NanoSight 

NS300 oraz oprogramowania NTA (Malvern). Każdorazowo, próbkę poddawano 

trzykrotnej akwizycji w systemie ciągłego przepływu generowanego przez dedykowaną 

pompę strzykawkową, zapisując trzy 1-minutowe filmy z trajektorią ruchu cząstek, przy 

poziomie czułości kamery (ang. camera level) wynoszącym 13. Następnie, na 

podstawie zebranych danych wyznaczano średni rozkładu wielkościowy średnicy 

hydrodynamicznej oraz stężenie pęcherzyków, wyrażone jako liczbę cząstek na ml 

analizowanej próbki. Analizę przeprowadzono na trzech próbkach hiPS-EVs, 

pochodzących z niezależnych izolacji pęcherzyków z pożywki kondycjonowanej znad 

komórek hiPS, stosując parametr poziomu odcięcia (ang. treshold) równy 3. Przed 

pomiarem każdej z próbek aparat dokładnie płukano ultraczystą wodą, sprawdzając 

także czystość PBS stosowanej do rozcieńczania próbek. 

 

3.2.4.3. Mikroskopia sił atomowych 

 Analizę próbek hiPS-EVs z zastosowaniem mikroskopii sił atomowych 

(ang. atomic force microscopy; AFM) przeprowadzono analogicznie do eksperymentu 

szczegółowo opisanego w opublikowanej pracy doświadczalnej (396). Doświadczenie 

wykonano we współpracy z dr Michałem Sarną z Pracowni Obrazowania 

i Spektroskopii Sił Atomowych Małopolskiego Centrum Biotechnologii UJ, dzięki 

uprzejmości Kierownika Pracowni prof. dr hab. Tadeusza Sarny.  

Próbka hiPS-EVs zawieszona w filtrowanej przez filtr o średnicy porów 200 nm PBS 

(Lonza) była nakrapiana na powierzchnię płytki wykonanej z miki, a następnie 

inkubowana przez 20 min w TP. Po tym czasie niezwiązana część próbki była 

delikatnie odpłukiwana za pomocą PBS i poddawana analizie z zastosowaniem 

mikroskopu Bioscope Catalyst (Bruker) oraz sondy wykonanej z azotku krzemu 

o promieniu krzywizny ostrza 2 nm (Bruker). W celu uzyskania 2-wymiarowych oraz 

3-wymiarowych obrazów pęcherzyków obecnych w badanych próbkach, pomiar 

topografii powierzchni przeprowadzano w trybie odczytu Peak Force Tapping, 

dedykowanego do analizy delikatnych cząstek biologicznych, w tym EVs (405). 
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3.2.4.4. Analiza cytometryczna biologicznej zawartości hiPS-EVs 

 Analizę fenotypu hiPS-EVs przeprowadzano z zastosowaniem 

wysokorozdzielczej cytometrii przepływowej. W tym celu, hiPS-EVs inkubowano 

z mysimi przeciwciałami monoklonalnymi (sprzężonymi z barwnikami 

fluorescencyjnymi) skierowanymi przeciwko wybranym ludzkim antygenom, których 

listę zamieszczono w Tabeli 8. Dodatkowo, stosowano także barwnik fluorescencyjny 

RNA Select Dye (Thermo Fisher Scientific), który po związaniu się z RNA 

i wzbudzeniu laserem niebieskim (488 nm), emituje zieloną fluorescencję (maksimum 

emisji przy długości fali 530 nm). Przygotowywano również próbki kontrolne: 

niebarwione hiPS-EVs oraz inkubowane z odpowiednimi przeciwciałami, stanowiącymi 

kontrole izotypowe (Tabela 8). 

 

Tabela 8. Spis przeciwciał stosowanych do barwienia immunofluorescencyjnego hiPS-EVs 

do pomiaru z zastosowaniem cytometrii przepływowej. Alx647: typ barwnika 

fluorescencyjnego Alexa o maksimum wzbudzenia dla fali o długości 647 nm. 

 

Przeciwciało Klon Izotyp Fluorochrom Producent 

kontrola izotypowa 

IgG1κ 
MOPC-21 

- 

APC BioLegend 

kontrola izotypowa 

IgG3 
133316 APC R&D Systems 

kontrola izotypowa 

 IgM 
MM30 Alx647 

BioLegend 
anty-CD45 HI30 IgG1κ 

APC 

 

anty-CD34 581 IgG1κ 

anty-CD9 MEM-61 IgG1κ Thermo Fisher 

Scientific anty-CD63 MEM-259 IgG1κ 

anty-CD81 5A6 IgG1κ 

BioLegend 
anty-SSEA-4 MC-813-70 IgG3 

anty-CD90 5E10 IgG1κ 

anty-CD105 43A3 IgG1κ 

anty-KDR 89106 IgG1κ R&D Systems 

anty-Tra-1-60 TRA-1-60R IgM Alx647 BioLegend 

 

Przed barwieniem, przygotowywano probówki typu eppendorf zawierające po 300 µl 

PBS przefiltrowanego przez filtr o średnicy porów 200 nm (Lonza). Następnie, 

dodawano do nich 0,3 µl barwnika RNA Select (końcowe stężenie 5 µM) oraz 

odpowiednie przeciwciało w objętości zalecanej przez producenta do przeprowadzenia 

1 testu. Reagenty dokładnie mieszano poprzez worteksowanie eppendorfów, a następnie 

wirowano (21 000 x g, 20 min, 4o C) w celu eliminacji potencjalnych agregatów 

białkowych oraz innych zanieczyszczeń obecnych w użytych odczynnikach. Nadsącze 

po odwirowaniu ostrożnie przenoszono do nowych eppendorfów, a następnie dodawano 

do nich hiPS-EVs do końcowego stężenia białka wynoszącego 2 µg/ml. Tak 
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przygotowane próbki mieszano i inkubowano w 4o C przez 30 min, a następnie 

poddawano je analizie z zastosowaniem cytometru przepływowego Apogee A50-Micro 

(Apogee Flow Systems), dedykowanego do analizy nanocząstek. Analizę otrzymanych 

danych prowadzono z zastosowaniem oprogramowania Histogram (Apogee Flow 

Systems). 

Dodatkowo, przed właściwymi pomiarami próbek hiPS-EVs analizowano także próbki 

stanowiące jedynie mieszaniny odczynników do barwienia (odpowiednie przeciwciała 

oraz RNA Select, zawieszone w PBS), przygotowane w sposób analogiczny 

do mieszanin przeznaczonych do znakowania pęcherzyków. Próbki te stanowiły 

dodatkowe kontrole, których zastosowanie minimalizowało ryzyko otrzymania 

sygnałów fałszywie pozytywnych, pochodzących od nanocząstek stanowiących 

zanieczyszczenie stosowanych reagentów.  

 

Przed pomiarem, cytometr kalibrowano z zastosowaniem dedykowanych kulek Apogee 

Calibrating Beads #1493 (Apogee Flow Systems), będących mieszaniną kulek 

o średnicy od 110 do 1300 nm, w tym kulek: i) polistyrenowych, wykazujących zieloną 

fluorescencję oraz ii) niefluoryzujących kulek silikonowych. Zastosowanie takiej 

mieszaniny kalibracyjnej umożliwia z jednej strony prawidłowe ustawienie punktu 

odcięcia progu detekcji powyżej szumu aparaturowego (z ang. treshold) i ocenę 

rozdzielczości aparatu w kanale fluorescencji, z drugiej zaś daje możliwość 

dokładniejszego oszacowania wielkości analizowanych obiektów. Wynika to z faktu, 

iż współczynnik rozproszenia światła cząstek biologicznych jest bardziej zbliżony do 

współczynnika dla kulek silikonowych, w porównaniu do typowo stosowanych 

odczynników kalibracyjnych, zawierających jedynie kulki polistyrenowe (406).  

 

Dodatkowo, tak przygotowane próbki hiPS-EVs analizowano również za pomocą 

obrazowego cytometru przepływowego ImageStream X Mk II, sterowanego poprzez 

oprogramowanie ISX (Amnis Corp.). Obiekty zbierano przy niskiej prędkości 

przepływu z zastosowaniem obiektywu o powiększeniu 60x. Analizę uzyskanych 

danych przeprowadzono przy użyciu oprogramowania IDEAS (Amnis Corp.). 

 

Ponadto, na potrzeby weryfikacji danych eksperymentalnych dotyczących wpływu 

hiPS-EVs na obecność wybranych molekuł adhezyjnych na komórkach CD34+ z KP 

(omówienie tych wyników znajduje się w Podrozdziale 4.10. pt.  Analiza wpływu hiPS-

EVs na adhezję komórek CD34+ in vitro), przygotowano także próbki hiPS-EVs, które 

barwiono barwnikiem RNA Select oraz przeciwciałem przeciwko antygenowi LFA-1 

(z ang. lymphocyte function associated antigen 1; klon m24, BioLegend). Próbki 

przygotowywano oraz analizowano z zastosowaniem cytometru Apogee A50-Mico 

w sposób analogiczny do metodologii opisanej dla analizy fenotypowej hiPS-EVs, 

opisanej w niniejszym Podrozdziale. 
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3.2.4.5. Analiza obecności białek w próbkach hiPS-EVs metodą Western Blot 

 W celu detekcji obecności wybranych białek metodą Western Blot, 

przygotowywano próbki białkowe hiPS-EVs oraz ich komórek rodzicielskich. Skład 

poszczególnych buforów stosowanych podczas przygotowania, rozdziału i transferu 

próbek zamieszczono w Tabeli 9. 

Lizaty komórek hiPS uzyskano dzięki uprzejmości dr Sylwii Bobis-Wozowicz. 10 μg 

białka z hiPS-EVs i komórek hiPS (stężenie uzyskano poprzez pomiar metodą 

Bradforda) mieszano z buforem lizującym (Cell Signalling) z dodatkiem mieszaniny 

100 µl/ml inhibitorów proteinaz (Thermo Fisher Scientific), zgodnie z protokołem 

producenta. Następnie próbki dodatkowo lizowano przez 5 min w 4o C i dodawano do 

nich bufor obciążający Laemmliego, zgodnie z protokołem producenta, poddając 

otrzymaną mieszaninę denaturacji w 70o C przez 10 min. W kolejnym etapie, tak 

przygotowane próbki lizatów białkowych nakładano do studzienek żeli Mini-

PROTEAN TGXPrecast Gel (Bio-Rad). Jako marker wielkości białek zastosowano 

odczynnik Page Ruller Prestained Protein Ladder (Thermo Fisher Scientific), 

w objętości 4 µl na studzienkę żelu. Żele umieszczano w zestawie do elektroforezy 

Mini-PROTEAN Tetra cell (Bio-Rad) i dokonywano ich rozdziału przy stałym napięciu 

200 V przez 30 min, w obecności buforu rozdzielającego Electrophoresis Running 

Buffer (Bio-Rad), rozcieńczonego w wodzie dejonizowanej. W następnym kroku, 

dokonywano transferu rozdzielonych elektroforetycznie próbek z żelu na membrany 

wykonane z polifluorku winylidenu (ang. polyvinylidene fluoride; PVDF), za pomocą 

zestawu Trans-Blot Turbo RTA Mini PVDF Transfer (Bio-Rad), przy natężeniu 1,3 A 

i napięciu 25 V, w czasie 7 min. Następnie, membrany cięto i blokowano przez 1 godz. 

w buforze TBS-T rozcieńczonym w wodzie dejonizowanej, z dodatkiem 1% surowiczej 

albuminy wołowej (ang. bovine serum albumin; BSA; Sigma-Aldrich).  

 

Tabela 9. Skład buforów stosowanych do analizy obecności białek w próbkach hiPS-EVs 

za pomocą metody Western Blot. 

Rodzaj buforu Skład 

Bufor lizujący (10x) 

(Cell Signalling) 

20 mM Tris-HCl  

150 mM NaCl  

1 mM Na2EDTA 

1mM EGTA 

1 % Triton X-100  

2,5 mM azydek sodu  

1 mM beta-glicerofosforan 

1 mM Na3VO4, 

1 µg/ml leupeptyna 

 (pH 7,5) 

Bufor obciążający Laemmliego 

(4x) 

(Bio-Rad) 

277,8 mM Tris-HCl 

44,4 % (v/v) glycerol 

4,4 % SDS 

0,02 % błękit bromofenolowy 

(pH 6,8) 
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Bufor rozdzielający 

Electrophoresis Running Buffer 

(10x) 

(Bio-Rad)  

25 mM Tris 

192 mM glicyna 

0,1% SDS 

(pH 8,3) 

Bufor  

TBS-T (10x) 

1,72 g NaCl (POCH) 

10 ml 1M Tris-HCl (POCH) 

0,1 g Tween 20 (Sigma-Aldrich) 

190 ml H2O 

(pH 7,6) 

 

W następnym etapie, membrany inkubowano w temp. 4o C (przez całą noc) 

z pierwszorzędowymi przeciwciałami przeciwko następującym białkom: CD9, CD63, 

synteninie, kalneksynie oraz β-aktynie. Spis stosowanych przeciwciał zamieszczono 

w Tabeli 10. Następnie, membrany płukano 3 - krotnie przez 15 min w buforze TBS-T 

i dodawano odpowiednich przeciwciał drugorzędowych: króliczego anty-koziego IgG 

lub koziego anty-mysiego IgG (oba z Thermo Fisher Scientific), sprzężonych 

z peroksydazą chrzanową (ang. horseradish peroxidase; HRP). Membrany inkubowano 

z przeciwciałami drugorzędowymi przez 1 godz. w TP i ponownie odpłukiwano 

w sposób analogiczny do płukania po inkubacji z przeciwciałami pierwszorzędowymi. 

Wszystkie zastosowane w analizie Western Blot przeciwciała rozcieńczano przed 

dodaniem w 4 ml buforu TBS-T z dodatkiem 1% BSA, stosując rozcieńczenie zalecane 

przez producenta. W celu wykrycia obecności badanych białek, membrany pokrywano 

następnie 1,5 ml substratu dla HRP (Luminata Crescendo Western HRP Substrate; 

Merck Millipore) i dokonywano pomiaru chemiluminescencji od produktu powstałego 

w wyniki aktywności tego enzymu. Detekcję sygnału przeprowadzano za pomocą 

aparatu Gel Doc XR+ Gel Documentation System (Bio-Rad) oraz dedykowanego 

oprogramowania Image Lab (Bio-Rad). 

 

Tabela 10. Spis przeciwciał pierwszorzędowych stosowanych do analizy obecności białek 

metodą Western Blot w próbkach hiPS-EVs oraz ich komórkach rodzicielskich. 

Rozpoznawany 

antygen 
Pochodzenie Izotyp Producent 

CD9 
mysie monoklonalne IgG 

Thermo Fisher 

Scientific 

CD63 

syntenina 
kozie poliklonalne IgG 

kalneksyna 

β-aktyna mysie monoklonalne IgG 

 

3.2.5. Inkubacja komórek CD34+ z hiPS-EVs 

 Komórki CD34+ uprzednio wyizolowane z KP, a następnie namnażane ex vivo, 

były poddawane działaniu hiPS-EVs w hodowli in vitro. W każdym z eksperymentów 

stosowano dawkę hiPS-EVs odpowiadającą 1 µg białka oznaczonego metodą Bradforda 

przypadającą na 2·105 komórek CD34+ zawieszonych w objętości 500 µl pożywki, 
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uzyskując tym samym końcowe stężenie hiPS-EVs wynoszące 2 µg/ml. Każdorazowo 

przeliczano objętość próbki hiPS-EVs przypadającą na liczbę komórek użytą w danym 

doświadczeniu, zachowując tą samą dawkę dodawanych pęcherzyków na daną liczbę 

komórek. 

 W niniejszej pracy badano wpływ zarówno krótko-, jak długoterminowej 

inkubacji z hiPS-EVs na wybrane właściwości biologiczne komórek CD34+ z KP 

(Rycina 11). Każdorazowo, we wszystkich eksperymentach kontrolę stanowiły komórki 

CD34+, które były poddawane inkubacji w takich samych warunkach, ale w pożywce 

bez dodatku z hiPS-EVs. 

 
 

Rycina 11. Schemat metodyki inkubacji komórek CD34+ z hiPS-EVs. W zależności od typu 

prowadzonej analizy, komórki CD34+ po izolacji z KP poddawano ekspansji ex vivo 

w obecności hiPS-EVs (długoterminowa inkubacja; górny panel) lub najpierw je namnażano, 

a następnie po 7 dniach ekspansji inkubowano przez 2-48 godz. z hiPS-EVs (krótkoterminowa 

inkubacja; dolny panel). W nawiasach podano numery Podrozdziałów ze szczegółowym opisem 

protokołów eksperymentalnych, w których zastosowano dany typ inkubacji. 

Ekspansja ex vivo 

w pożywce z hiPS-EVs
Izolacja

komórek 

CD34+ z KP

Ocena tempa proliferacji (3.2.7)

Dodawanie hiPS-EVs co 2 dni (2 µg/ml)

Zbadanie zmian fenotypu komórek (3.2.9)

Ocena klonogenności - test CFU (3.2.10)

Długoterminowa inkubacja z hiPS-EVs

Analiza ekspresji genów (3.2.16)

Ekspansja ex vivo 

przez 7 dni
Izolacja

komórek 

CD34+ z KP

Dodanie hiPS-EVs (2 µg/ml)

Krótkoterminowa inkubacja z hiPS-EVs

Zbadanie aktywności chemotaktycznej (3.2.12) 

Ocena cytoprotekcyjnego efektu hiPS-EVs (3.2.11)

Ocena klonogenności - test CFC (3.2.10)

Analiza ekspresji genów (3.2.16)

Analiza zmian stężenia jonów wapnia  (3.2.13)

Test adhezji komórek (3.2.14 i 3.2.15)

Analiza fosforylacji kinaz białkowych (3.2.17)

Zasiedlanie nisz szpikowych i rekonstytucja hematopoetyczna in vivo (3.2.18)

Analiza produkcji ATP (3.2.8) 

Wizualizacja wnikania hiPS-EVs do komórek (3.2.6) 



 

65 

 

3.2.5.1. Inkubacja długoterminowa 

 

 W doświadczeniach mających na celu analizę wpływu hiPS-EVs na funkcje 

komórek CD34+ z KP w trakcie ich ekspansji w warunkach ex vivo, stosowano system 

inkubacji długoterminowej. W tym celu komórki CD34+ bezpośrednio po izolacji z KP 

namnażano w standardowych warunkach hodowlanych (5 % CO2, 37° C) przez 14 dni, 

w pożywce zawierającej hiPS-EVs (2 µg/ml). Pożywkę wymieniano co 2 dni, poprzez 

odpłukiwanie komórek przy użyciu PBS i ich wirowania (300 x g, 10 min, TP), 

zawieszanie w świeżej pożywce z dodatkiem hiPS-EVs i wysianie na naczynia 

hodowlane w celu dalszej ekspansji.  

 

3.2.5.2. Inkubacja krótkoterminowa 

 

 W pozostałych eksperymentach stosowano inkubację krótkoterminową komórek 

HSCs z hiPS-EVs. W tym celu, komórki CD34+ poddawano najpierw 7-dniowej 

ekspansji w pożywce bez dodatku hiPS-EVs, aby zwiększyć ich liczbę przed kolejnymi 

doświadczeniami. Następnie, komórki te inkubowano w świeżej pożywce z dodatkiem 

hiPS-EVs (2 µg/ml) przez czas od 2 do 48 godz. (czas inkubacji zależny był od rodzaju 

eksperymentu, co opisano przy poszczególnych procedurach) w standardowych 

warunkach hodowlanych (5 % CO2, 37° C), po czym niezwiązane i niezinternalizowane 

hiPS-EVs odpłukiwano przy użyciu PBS i wirowania komórek (300 x g, 10 min, TP). 

Odpłukane komórki poddawano następnie dalszym analizom. 

 

3.2.6. Wizualizacja wnikania hiPS-EVs do komórek CD34+ in vitro 

 Komórki CD34+ z KP, poddane uprzedniej ekspansji ex vivo przez 7 dni, 

wysiewano na szalki hodowlane WillCo-dish (WillCo Wells) o średnicy 3,5 cm, 

w liczbie 2·105 komórek/szalkę w 500 µl pożywki hodowlanej. Dzięki zastosowaniu 

szklanego dna, szalki te dedykowane są do obrazowania z zastosowaniem mikroskopii 

fluorescencyjnej. Dla zwiększenia efektywności adhezji komórek do podłoża, w celu 

ich immobilizacji dla potrzeb analizy mikroskopowej, przed wysianiem komórek szalki 

pokrywano 1 ml roztworu ludzkiej fibronektyny w PBS (50 µg/ml; Sigma-Aldrich) 

przez 30 min w TP, po czym nadmiar roztworu usuwano. Na tak przygotowane szalki 

wysiewano komórki i inkubowano je przez 2 godz. (37o C, 5 % CO2), umożliwiając ich 

adhezję do dna szalki. Po tym czasie do komórek dodawano hiPS-EVs wydzielane 

przez komórki hiPS z ekspresją copGFP (copGFP hiPS-EVs; końcowe stężenie 

2 μg/ml) i inkubowano przez kolejne 2 godz. W kolejnym etapie komórki ostrożnie 

przepłukiwano dwukrotnie roztworem PBS w celu usunięcia niezwiązanych 

i niezinternalizowanych copGFP hiPS-EVs i ponownie dodawano świeżą pożywkę. 

Następnie, wybarwiano jądra komórek za pomocą barwnika fluorescencyjnego Hoechst 

33342 (Hoe; 1 µg/ml; BD Pharmingen), dodając go 5 min przed analizą w TP. Tak 

przygotowane komórki po inkubacji z copGFP hiPS-EVs poddawano następnie analizie 

z zastosowaniem mikroskopu fluorescencyjnego Leica DMI6000B wer. DMI7000 
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(Leica Microsystems) z kontrastem interferencyjno-modulacyjnym. Zdjęcia komórek 

wykonywano z zastosowaniem olejowego obiektywu immersyjnego 100 x o aperturze 

numerycznej 1,47 oraz 14-bitowej kamery EM-CCD Hamamatsu 9100–02, 

kontrolowanej przez oprogramowanie Leica Application Suite Advanced Fluorescence 

Software (Leica Microsystems). Sygnał dla Hoe oraz copGFP odczytywano przy użyciu 

kostek filtrowych, odpowiednio “A4” oraz “GFP”. Proces dekonwolucji obrazu 

przeprowadzano za pomocą oprogramowania LAS-AF (Leica Microsystems). 

 

3.2.7. Analiza tempa ekspansji ex vivo komórek CD34+ z KP 

 Wysortowane komórki CD34+ hodowano bez lub w obecności hiPS-EVs przez 

14 dni (w systemie inkubacji długoterminowej, opisanej szczegółowo w Podrozdziale 

3.2.5.1. pt. Inkubacja długoterminowa). Bezpośrednio po izolacji oraz w 4, 6, 8, 11 i 14 

dniu hodowli komórki namnażane w pożywce z dodatkiem hiPS-EVs oraz w pożywce 

kontrolnej (bez hiPS-EVs) liczono za pomocą komory Bűrkera. Na podstawie 

otrzymanych w ten sposób wyników określano tempo proliferacji komórek, wyrażone 

jako krotność przyrostu ich liczby w porównaniu do liczby komórek wysianych przy 

rozpoczynaniu ekspansji ex vivo, bezpośrednio po izolacji. Ponadto, na podstawie 

uzyskanych danych obliczano także tempo proliferacji komórek jako czas podwojenia 

populacji (liczby komórek) pomiędzy poszczególnymi punktami analizy. 

  

3.2.8. Analiza aktywności metabolicznej komórek CD34+ 

 Komórki CD34+ poddane uprzedniej ekspansji ex vivo przez 7 dni wysiewano na 

białe płytki 96-dołkowe (Perkin Elmer) w liczbie 5·104 komórek na dołek w tryplikacie 

w pożywce hodowlanej, do której dodawano następnie hiPS-EVs (końcowe stężenie 

2 µg/ml). Kontrolę stanowiły komórki w pożywce bez dodatku hiPS-EVs. Następnie, 

komórki hodowano w standardowych warunkach przez 2, 24 lub 48 godz. (zgodnie 

z protokołem szczegółowo opisanym w Podrozdziale 3.2.5.2. pt. Inkubacja 

krótkoterminowa). Po tym czasie, dokonywano pomiaru stężenia adenozynotrifosforanu 

(ang. adenosine triphosphate; ATP) obecnego w komórkach, jako jednego ze sposobów 

analizy aktywności metabolicznej komórek w hodowli in vitro (407). Wykorzystano 

w tym celu komercyjny zestaw ATPLite Lumiescence Assay System (Perkin Elmer), 

zgodnie z protokołem producenta. W skrócie, komórki lizowano dedykowanym 

buforem lizującym w celu uwolnienia do roztworu wewnątrzkomórkowego ATP, 

a następnie dodawano lucyferazę oraz jej substrat. W wyniku reakcji lucyferazy z ATP 

powstaje oksylucyferaza oraz dochodzi do emisji luminescencji. 

 

Po dodaniu reagentów, odczytywano sygnały luminescencji przy użyciu czytnika 

Infinite M200 Pro analyzer oraz oprogramowania i-control (Tecan). Stężenie ATP 

w dołkach z komórkami obliczano na podstawie równania krzywej regresji otrzymanej 

dla standardów ATP, dołączonych do zestawu. 
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3.2.9. Fenotypowanie komórek CD34+ w trakcie ekspansji ex vivo 

 Wysortowane komórki CD34+ hodowano bez lub w obecności hiPS-EVs przez 

14 dni, analogicznie do hodowli opisanej w Podrozdziale 3.2.7. pt. Analiza tempa 

ekspansji ex vivo komórek CD34+ z KP. Bezpośrednio po izolacji oraz w 4, 6, 8, 11 i 14 

dniu hodowli, komórki poddawano analizie ich fenotypu za pomocą cytometrii 

przepływej. W tym celu 1·105 komórek barwiono zgodnie z  zaleceniami producenta za 

pomocą odpowiednich mysich przeciwciał monoklonalnych sprzężonych z barwnikiem 

fluorescencyjnym APC lub PE, skierowanych przeciwko ludzkiemu antygenowi CD34 

(BD Bioscience) oraz markerom charakterystycznym dla poszczególnych linii komórek 

hematopoetycznych, których spis zamieszczono w Tabeli 11 (wszystkie przeciwciała 

zakupiono w firmie  BD Bioscience). 

 

Tabela 11. Spis przeciwciał stosowanych do barwienia immunofluorescencyjnego komórek 

z KP w celu analizy zmian ich fenotypu w trakcie ekspansji ex vivo. 

Linia komórek krwi 

poddawana detekcji 

Stosowane 

przeciwciało 
Klon Fluorochrom 

limfocytów T anty-CD3 UCHT1 FITC 

limfocytów B anty-CD19 HIB19 FITC 

monocytarno-makrofagowa anty-CD14 M5E2 FITC 

granulocytarna anty-CD66b G10F5 FITC 

erytrocytarna anty-CD235a GA-R2 FITC 

megakariocytarna    anty-CD41 HIP8 APC 

 

Komórki barwiono z przeciwciałami w 300 µl buforu MACS przez 30 min w 4o C, po 

czym dopełniano roztworem PBS i wirowano (300 x g, 10 min, 4o C). Osad komórkowy 

zawieszano w 300 µl buforu MACS i analizowano za pomocą cytometru 

przepływowego BD LSRFortesa oraz oprogramowania BD FACSDiva wer. 8.1. 

(Becton Dickinson). 

 

3.2.10. Test potencjału klonogennego komórek CD34+ 

 W celu określenia wpływu hiPS-EVs na potencjał klonogenny komórek CD34+, 

przeprowadzano test klonogenności w metylocelulozie (ang. colony-forming cell assay; 

CFC). Test przeprowadzano na komórkach uprzednio inkubowanych krótko- lub 

długoterminowo z hiPS-EVs.  

W przypadku inkubacji krótkoterminowej, po 7 dniach ekspansji komórek CD34+ 

w pożywce bez pęcherzyków, komórki inkubowano przez 2, 6 lub 24 godz. w świeżej 

pożywce z dodatkiem hiPS-EVs (procedurę szczegółowo opisano w Podrozdziale 

3.2.5.2. pt. Inkubacja krótkoterminowa). Po tym czasie, niezwiązane pęcherzyki 

odpłukiwano, a następnie komórki CD34+ (w liczbie 500) wysiewano w 1 ml 

metylocelulozy (na szalkę o średnicy 3cm; BD Falcon).  

W przypadku inkubacji długoterminowej, komórki CD34+ namnażano w obecności 

hiPS-EVs przez 14 dni, analogicznie do protokołu opisanego w Podrozdziale 3.2.7. 



 

68 

 

pt. Analiza tempa ekspansji ex vivo komórek CD34+z KP. W 4, 6, 8, 11 oraz 14 dniu 

hodowli, każdorazowo odbierano po 500 komórek i umieszczano w 1 ml 

metylocelulozy (na szalkę o średnicy 3cm; BD Falcon).  

  

W obu wariantach inkubacji z hiPS-EVs, kontrolę stanowiły komórki CD34+ 

inkubowane w pożywce hodowlanej bez dodatku hiPS-EVs. 

W celu wysiania komórek do testu CFC, najpierw zawieszano je w 100 µl odczynnika 

Cell Resuspension Medium (R&D Systems), a następnie mieszano z 1 ml komercyjnie 

dostępnej, półpłynnej pożywki na bazie metylocelulozy (Human Methylcelulose 

Enriched Media; R&D Systems) za pomocą strzykawki insulinowej (Polfa) z igłą 

o średnicy 1,2 mm (BD Microlance 3). Skład stosowanej pożywki zamieszczono 

w Tabeli 12.  

 

Tabela 12. Skład komercyjnej pożywki hodowlanej Human Methylcelulose Enriched 

Media (R&D Systems), wykorzystywanej do przeprowadzania testu klonogenności 

komórek CD34+ z KP.  

 

Składnik Stężenie 

Metyloceluloza w pożywce IMDM  

 (z ang. Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium) 
1,4 % 

FBS 25 % 

BSA 2 % 

L-Glutamina 2 mM 

2-Merkaptoetanol 5·10-5M 

SCF 50 ng/ml 

GM-CSF 20 ng/ml 

G-CSF 20 ng/ml 

IL-3 20 ng/ml 

IL-6 20 ng/ml 

Erytropoetyna 3 U/ml 

 

Tak przygotowaną mieszaninę odstawiano na kilka minut w celu pozbycia się 

ewentualnych pęcherzyków powietrza, a następnie rozprowadzano równomiernie na 

szalki Petriego o średnicy 3 cm (BD Falcon), które umieszczano w szalkach o średnicy 

10 cm zawierających wodę, zapewniającą odpowiednią wilgotność hodowli. Po 14 

dniach hodowli liczono powstałe kolonie z uwzględnieniem podziału na ich 

poszczególne typy, w tym: kolonie erytroidalne typu BFU-E (ang. burst forming unit-

erythroid) lub CFU-E (ang. colony forming unit-erythroid), kolonie mieszane (ang. 

colony forming unit-granulocyte, erythrocyte, macrophage, megakaryocyte; GEMM) 

oraz kolonie granulocytarno-makrofagowe (ang. colony forming unit-granulocyte- 

macrophage; CFU-GM). Kolonie identyfikowano na podstawie ich morfologii, 

z zastosowaniem mikroskopu świetlnego Olympus IX81 (Olympus) (Rycina 12). Przy 

ocenie morfologicznej korzystano z atlasu kolonii Atlas of Human Hematopoietic 

Colonies (Stem Cell Technologies). 
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Rycina 12. Uproszczony schemat obrazujący zasadę przeprowadzania testu CFC w celu 

analizy potencjału klonogennego komórek CD34+ z KP. Na schemacie wykorzystano 

elementy grafiki dostępne na stronie producenta R&D Systems www.rndsystems.com. 

 

3.2.11. Test apoptozy indukowanej staurosporyną 

 2·105 komórek CD34+ poddanych uprzednio ekspansji ex vivo przez czas 7 dni, 

inkubowano następnie z hiPS-EVs przez 2 godz., zgodnie z procedurą szczegółowo 

opisaną w Podrozdziale 3.2.5.2. pt. Inkubacja krótkoterminowa. Następnie, niezwiązane 

pęcherzyki odpłukiwano, a komórki zawieszano w pożywce zawierającej staurosporynę 

(Sigma-Aldrich) w stężeniu 100 nM i inkubowano przez 24 godz. (5% CO2, 37° C) na 

płytce 24-dołkowej. Dodatkowo, wysiewano również komórki CD34+ w pożywce 

niezawierającej staurosporyny (kontrola testu). Po czasie inkubacji komórki zbierano 

z dołków, odwirowywano (300 x g, 10 min, TP), a następnie barwiono za pomocą 

zestawu Annexin V Apoptosis Detection Kit (BD Bioscience), zgodnie z protokołem 

producenta. W skrócie, komórki zawieszano w dedykowanym buforze do barwienia 

(100 μl/105 komórek) rozcieńczonym wodą dejonizowaną, a następnie dodawano 5 μl 

aneksyny V (An V) sprzężonej z barwnikiem FITC, która wiąże się do 

fosfatydyloseryny, ulegającej ekspozycji na zewnętrznej warstwie błony komórki 

podczas procesu apoptozy (408). Ponadto, dodawano także 5 μl barwnika jądrowego 7-

aminoaktynomycyny D (7-AAD), wykazującego zdolność do wnikania do 

obumierających komórek, które utraciły integralność błony komórkowej (409). Po 15 

min. inkubacji komórek z odczynnikami w TP, komórki analizowano z zastosowaniem 

cytometru przepływowego BD LSRFortessa oraz oprogramowania BD FACSDiva wer. 

8.1 (Becton Dickinson). W analizie badano odsetek komórek żywych (AnV- 7-AAD-), 

we wczesnej (AnV+ 7-AAD-) oraz późnej apoptozie (AnV+7-AAD+), a także komórek 

nekrotycznych (AnV- 7-AAD+). 

 

3.2.12. Test chemotaksji komórek CD34+ w gradiencie SDF-1 

 Komórki CD34+ poddane 7-dniowej ekspansji liczono, a następnie testowano 

ich zdolność do chemotaktycznej reakcji na gradient SDF-1, po uprzedniej inkubacji 

z hiPS-EVs (Rycina 13). W tym celu, 4·105 komórek inkubowano w pożywce z hiPS-

EVs przez 2, 6 lub 24 godz., zgodnie z procedurą szczegółowo opisaną w Podrozdziale 

3.2.5.2. pt. Inkubacja krótkoterminowa. Kontrolę stanowiły komórki inkubowane 

Liczenie 

kolonii

Wysianie 

komórek

14 dni 

hodowli

Komórki CD34+ zawieszone w pożywce 

z półpłynną metylocelulozą
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w pożywce bez dodatku hiPS-EVs. W danym punkcie czasowym niezwiązane hiPS-

EVs odpłukiwano, a komórki zawieszano w 250 µl pożywki IMDM (Sigma-Aldrich) 

z dodatkiem 0,5 % BSA (Sigma- Aldrich). Wybór takiego składu pożywki podyktowany 

był koniecznością eliminacji ewentualnych czynników chemotaktycznych obecnych 

w pełnej pożywce, które mogłyby potencjalnie wpływać na reakcję komórek na SDF-1.  

Następnie, wysiewano komórki w liczbie 1,5·105 na zmodyfikowaną komorę Boydena, 

stanowiącą inserty z membraną o średnicy porów 5 µm (Transwell polycarbonate 

membrane cell culture inserts; Corning), umieszczone w studzienkach płytki 24-

dołkowej, zawierających 650 µl pożywki IMDM z dodatkiem 0,5 % BSA oraz SDF-1 

(100 ng/ml; Peprotech) lub w studzienkach z pożywką IMDM z 0,5 % BSA, ale bez 

dodatku chemoatraktanta (kontrola ujemna). Dodatkowo, wysiewano po 3·105 komórek 

do osobnych dołków bez insertu, stanowiących kontrolę ilościową testu.  

 
Rycina 13. Uproszczony schemat analizy wpływu hiPS-EVs na zdolność komórek CD34+ 

z KP do chemotaktycznej reakcji na gradent SDF-1 in vitro, z wykorzystaniem 

zmodyfikowanej komory Boydena. 

 

Komórki inkubowano następnie przez 3 godz. w standardowych warunkach (37o C, 5 % 

CO2), po czym usuwano inserty, a komórki, które przemigrowały przez pory do 

studzienek zliczano za pomocą cytometru przepływowego BD LSRFortessa oraz 

oprogramowania BD FACSDiva wer. 8.1 (Becton Dickinson) (Rycina 13). Procent 

komórek aktywnych chemotaktycznie obliczano stosując wzory przedstawione na 

Rycinie 14. 

 

Jednocześnie, 5·104 komórek bezpośrednio po inkubacji z hiPS-EVs barwiono mysimi 

przeciwciałami monoklonalnymi przeciwko ludzkiemu antygenowi CXCR4 (klon 

12G5; BD Bioscience), sprzężonymi z barwnikiem fluorescencyjnym PE-Cy7 

i analizowano za pomocą cytometru przepływowego BD LSRFortessa (komórki 

barwiono według protokołu opisanego w Podrozdziale 3.2.9. pt. Fenotypowanie 

komórek CD34+ w trakcie ekspansji ex vivo). 

Inkubacja

(3 godz.)

Pożywka z dodatkiem 

lub bez SDF-1

hiPS-EVs

Inkubacja

(2, 6, 24 godz.)

Analiza 

cytometryczna

Komórki 

CD34+

CXCR4

Wysianie 

komórek

S
S

C
S

S
C

FSC
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Rycina 14. Wzory stosowane w obliczeniach podczas analizy ilościowej aktywności 

chemotaktycznej komórek CD34+ z KP w gradiencie SDF-1. Próbka badana: komórki 

wysiane na insert w dołku z pożywką zawierającą SDF-1; Kontrola ujemna: komórki wysiane 

na insert w dołku z pożywką bez SDF-1. Kontrola ilościowa: komórki wysiane na dołek bez 

insertu, w liczbie stanowiącej 20 % liczby komórek wysiewanych na inserty. Liczba zliczeń 

oznacza liczbę komórek zebraną w próbce przez cytometr w trakcie akwizycji. 

 

3.2.13. Analiza zmian wewnątrzkomórkowego stężenia jonów wapnia 

w komórkach CD34+ stymulowanych chemoatraktantem 

 W celu zbadania wpływu hiPS-EVs na zmianę stężenia jonów wapnia 

w komórkach stymulowanych za pomocą chemoatraktanta, 2·105 komórek CD34+ 

poddanych uprzednio 7- dniowej ekspansji, inkubowano następnie w pożywce z hiPS-

EVs przez 2 godz., 6 godz. lub 24 godz., zgodnie z procedurą szczegółowo opisaną 

w Podrozdziale 3.2.5.2. pt. Inkubacja krótkoterminowa. Kontrolę stanowiły komórki 

nieinkubowane z hiPS-EVs. Dodatkowo, 30 min przed końcem inkubacji 

z pęcherzykami, do zawiesiny komórek dodawano także barwnik Fluo-4 AM (Thermo 

Fisher Scientific) o końcowym stężeniu 1 µM. Barwnik ten ma zdolność do przenikania 

przez błonę komórkową oraz do akumulacji w cytoplazmie w wyniku modyfikacji za 

pomocą esteraz, a po związaniu z wolnymi jonami Ca2+ wykazuje zieloną fluorescencję 

po wzbudzeniu laserem niebieskim (410). 

W odpowiednim punkcie czasowym niezwiązane hiPS-EVs oraz nadmiar barwnika 

odpłukiwano poprzez wirowanie (350 x g, 10 min, 4o C), a komórki zawieszano 

w 200 µl pożywki IMDM (Sigma-Aldrich) z dodatkiem 0,5 % BSA (Sigma-Aldrich). 

Następnie, do zawiesiny komórkowej dodawano 200 µl pożywki IMDM zawierającej 

200 ng/ml SDF-1, uzyskując w ten sposób końcowe stężenie tego chemoatraktanta 

wynoszące 100 ng/ml, czyli stężenie równe stosowanemu podczas testu chemotaksji. 

Natychmiast po dodaniu pożywki z SDF-1 mierzono sygnał zielonej fluorescencji przez 

czas 120 sek, za pomocą cytometru przepływowego BD LSRFortessa oraz 

oprogramowania BD FACSDiva wer. 8.1 (Becton Dickinson). Przed dodaniem SDF-1 

do zawiesiny komórkowej, mierzono także bazalny poziom fluorescencji komórek 

(kontrola negatywna), uwzględniony następnie w strategii bramkowania podczas 

analizy. 

% komórek 

wykazujących 

chemotaksję
=

(liczba zliczeń próbki badanej w czasie 20 sek) x 20 %

liczba zliczeń kontroli ilościowej w czasie 20 sek

% komórek dla 

kontroli ujemnej =
(liczba zliczeń kontroli ujemnej w czasie 20 sek) x 20 %

liczba zliczeń kontroli ilościowej w czasie 20 sek

% komórek

o aktywnej

chemotaksji
=

% komórek 

wykazujących 

chemotaksję

% komórek dla 

kontroli ujemnej

_
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3.2.14. Test adhezji komórek CD34+ do fibronektyny in vitro 

 2·105 komórek CD34+ poddanych uprzednio 7- dniowej ekspansji, inkubowano 

z hiPS-EVs przez 2 godz., zgodnie z procedurą szczegółowo opisaną w Podrozdziale 

3.2.5.2. pt. Inkubacja krótkoterminowa. Kontrolę stanowiły komórki nieinkubowane 

z hiPS-EVs. Dodatkowo, 30 min przed końcem inkubacji z pęcherzykami, do zawiesiny 

komórek dodawano odczynnik Vybrant Cell Adhesion Assay kit (Thermo Fisher 

Scentific), zawierający acetoksymetylokalceinę (kalceinę AM), której końcowe stężenie 

wynosiło 5 µM. Substancja ta, jako pochodna kalceiny, ma zdolność do przenikania 

przez błonę komórkową oraz wykazywania zielonej fluorecencji i akumulacji 

w cytoplazmie w wyniku jej modyfikacji za pomocą esteraz (411). Zastosowanie tego 

odczynnika miało na celu wybarwienie komórek CD34+ w celu ich późniejszej detekcji 

za pomocą czytnika fluorescencyjnego. 

Następnie, tak przygotowane próbki odpłukiwano poprzez wirowanie w roztworze PBS 

(350 x g, 10 min, 4oC) w celu usunięcia niezwiązanych hiPS-EVs oraz nadmiaru 

kalceiny AM. Komórki zawieszano następnie w pożywce hodowlanej i wysiewano je na 

dołki czarnej płytki 96-dołkowej z przezroczystym dnem (Corning), dedykowane do 

pomiarów fluorescencji. Dołki te pokrywano uprzednio ludzką fibronektyną (Sigma-

Aldrich), poprzez dodanie 100 µl jej wodnego roztworu (50 µg/ml), a następnie 

inkubację przez 1 godz. w TP i usunięcie cieczy. Na tak przygotowane płytki 

wysiewano komórki w liczbie 3·105 na dołek (w tryplikacie) w 100 µl pożywki 

i inkubowano je przez 2,5 godz. (37o C, 5 % CO2), umożliwiając im adhezję do 

fibronektyny. Po czasie inkubacji niezaadherowane do podłoża komórki odpłukiwano 

dwukrotnie za pomocą 200 µl PBS. Następnie, sygnał zielonej fluorescencji 

pochodzącej od kalceiny obecnej w komórkach CD34+ przyczepionych do dna 

studzienek mierzono za pomocą czytnika Infinite M200 Pro oraz oprogramowania  

i-control (Tecan), przy długości fali wzbudzenia 494 nm oraz emisji 517 nm. 

Każdorazowo, dokonywano odczytu sygnału z ośmiu punktów studzienki płytki, biorąc 

do dalszych obliczeń wartość uśrednioną. Dodatkowo, dla potwierdzenia otrzymanych 

wyników wykonywano zdjęcia zaadherowanych do podłoża komórek CD34+ 

wybarwionych kalceiną AM, za pomocą mikroskopu fluorescencyjnego Leica 

DMI6000B wer. DMI7000 (Leica Microsystems). Zdjęcia komórek wykonywano 

z wykorzystaniem 10 x obiektywu oraz 14-bitowej kamery EM-CCD Hamamatsu 

9100–02, kontrolowanej przez oprogramowanie Leica Application Suite Advanced 

Fluorescence Software (Leica Microsystems).  

 

3.2.15. Test oceniający adhezję komórek CD34+ do komórek mezenchymalnych 

oraz komórek śródbłonka naczyniowego in vitro 

 Test adhezji komórek CD34+ po ich inkubacji z hiPS-EVs przeprowadzano 

analogicznie do testu adhezji do fibronektyny (opisanego w Podrozdziale 3.2.14. pt. 

Test adhezji komórek CD34+ do fibronektyny in vitro), przy czym komórki CD34+ 

wysiewano na uprzednio przygotowane płytki 96-dołkowe pokryte komórkami 

UC-MSCs lub HUVECs, o konfluencji 90-100 %. 
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W przypadku komórek UC-MSCs wysiewano je po pasażu w liczbie 104 komórek/dołek 

w 100 µl pożywki DMEM/F12 (Sigma-Aldrich) z dodatkiem 10 % FBS (Thermo Fisher 

Scientific), 24 godz. przed testem adhezji. W eksperymentach z adhezją do komórek 

HUVECs wysiewano je po pasażu w liczbie 2·104 komórek/dołek w 100 µl pożywki 

EGM-2MV (Lonza), 48 godz. przed testem adhezji. Każdorazowo, bezpośrednio przed 

wysianiem komórek CD34+, usuwano pożywkę znad zaadherowanych komórek UC-

MSCs lub HUVECs. Liczby wysianych komórek oraz czas ich hodowli dobrano tak, 

aby w momencie rozpoczęcia testu adhezji tworzyły one monowarstwę o konfluencji 

ok. 90%. 

Równolegle do testu adhezji, 5·104 komórek CD34+ bezpośrednio po ich inkubacji 

z hiPS-EVs (przed wysianiem na studzienki pokryte fibronektyną, komórkami UC-

MSCs lub HUVECs) barwiono mysimi przeciwciałami monoklonalnymi przeciwko 

ludzkim molekułom adhezyjnym komórek HSCs, których spis zamieszczono w Tabeli 

13. Komórki barwiono analogicznie do protokołu opisanego w Podrozdziale 3.2.9. 

pt. Fenotypowanie komórek CD34+ w trakcie ekspansji ex vivo, a następnie 

analizowano za pomocą cytometru przepływowego BD LSRFortessa, mierząc poziom 

ekspresji badanych antygenów powierzchniowych. 

 

Tabela 13. Spis przeciwciał stosowanych do analizy ekspresji molekuł adhezyjnych na 

komórkach CD34+ z KP, poddanych działaniu hiPS-EVs. 

 

Rozpoznawany antygen 

Fluorochrom Klon Producent Skrót 

nazwy 
Pełna nazwa 

CD49d 

(VLA-4) 

integryna α4 lub bardzo późny 

antygen 4 (ang. very late 

antigen 4) 

BV421 9F10 

BioLegend 

(CD49e) 

VLA-5 

integryna α5 lub bardzo późny 

antygen 5 (ang. very late 

antigen 5) 

PE NKI-SAM-1 

LFA-1 

antygen związany z funkcją 

limfocytów 1 (ang. 

lymphocyte function 

associated antygen 1) 

APC m24 

 

3.2.16. Analiza zmian ekspresji genów w komórkach CD34+ poddanych ekspansji 

ex vivo 

 Analizę wpływu hiPS-EVs na ekspresję wybranych genów w komórkach CD34+ 

izolowanych z KP, prowadzono dla komórek poddanych działaniu pęcherzyków 

zarówno w systemie krótko- jak i dugoterminowej inkubacji. 

W przypadku analizy w systemie krótkoterminowym, komórki CD34+ poddawano 

inkubacji z hiPS-EVs przez 2, 6 lub 24 godz., zgodnie z protokołem opisanym 

w Podrozdziale 3.2.5.2. pt. Inkubacja krótkoterminowa. Po odpowiednim czasie 
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inkubacji, komórki zbierano z dołków płytki hodowlanej, odwirowywano (350 x g, 10 

min, 4o C), a następnie osady komórkowe przechowywano w -80o C do czasu dalszych 

analiz. Następnie, osady te rozmrażano w 4o C i izolowano z nich RNA za pomocą kitu 

GeneMATRIX Universal RNA Purification Kit (Eurx), zgodnie z protokołem 

producenta. W kolejnym etapie mierzono stężenie RNA przy użyciu 

nanospektrofotometru (Implen) i poddawano je reakcji odwrotnej transkrypcji, 

za pomocą odczynników TaqMan Reverse Transcription (Thermo Fisher Scientific), 

zgodnie z protokołem producenta. Do reakcji używano każdorazowo 300 ng RNA. 

Otrzymane w ten sposób cDNA poddawano reakcji łańcuchowej polimerazy w czasie 

rzeczywistym (ang. quantitative real time polymerase chain reaction; qPCR), w celu 

analizy poziomu ekspresji mRNA dla badanych genów. Do reakcji używano kitu SG 

qPCR Master Mix (Eurx), zgodnie z protokołem producenta. Przed reakcją, do dołków 

płytki MicroAmp 96-well Base (Thermo Fisher Scientific) pipetowano po 25 µl 

mieszaniny reakcyjnej, zawierającej: 12,5 µl odczynnika SG qPCR Master Mix, po 

1,5 µl każdego z pary starterów dla danego genu, 0,5 µl barwnika ROX oraz 2 µl 

cDNA. Każdorazowo, stosowano także próbki kontrolne o takim samym składzie 

mieszaniny reakcyjnej, lecz pozbawione cDNA. Analizie poddawano geny 

hematopoetyczne (SCL, HOXB4), antyapoptotyczny (BCL-2) oraz β-2-mikroglobulinę 

jako gen referencyjny (kontrola endogenna). Wszystkie startery zakupiono w firmie 

Genomed, a do reakcji qPCR stosowano ich wodne roztwory o stężeniu 5 µM. Spis 

stosowanych starterów zamieszczono w Tabeli 14. 

 

Następnie, płytki pokrywano folią MicroAmp Optical Adhesive Film (Thermo Fisher 

Scientific) i umieszczano w termocyklerze 7500 Fast Real-Time PCR System (Thermo 

Fisher Scientific), w którym prowadzono reakcję qPCR, stosując warunki zalecane 

przez producenta zestawu SG qPCR Master Mix. Monitorowano jednocześnie krzywe 

topnienia powstałych produktów, świadczące o specyficzności reakcji i zastosowanych 

starterów. Po zakończonej reakcji odczytywano generowane przez aparat wartości 

parametru CT (z ang. treshold cycle) dla każdego dołka płytki, które wykorzystywano 

następnie do analizy ilościowej transkryptów dla badanych genów. 

 

Za pomocą metody ΔΔCT (412) obliczano względny poziom ekspresji badanych genów, 

znormalizowany względem kontroli endogennej, wyrażony jako 2-ΔΔCT, gdzie ΔCT = 

(CT dla badanego genu) – (CT dla kontroli endogennej), a ΔΔCT =  (ΔCT dla próbki 

badanej) – (ΔCT dla kalibratora), przy czym próbkę badaną stanowiły komórki poddane 

działaniu hiPS-EVs, a kalibrator stanowiły komórki kontrolne, niepoddane działaniu 

hiPS-EVs. Tym samym, zastosowanie tej metody umożliwiło wyznaczenie krotności 

zmiany (2-ΔΔCT) poziomu ekspresji poszczególnych mRNA w próbkach z komórek 

inkubowanych z pęcherzykami, w porównaniu do komórek kontrolnych, dla których, na 

podstawie powyższego równania, poziom ekspresji poszczególnych genów przyjmował 

wartość 1.  
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Tabela 14. Spis sekwencji starterów stosowanych w analizie wpływu krótkoterminowej 

inkubacji z hiPS-EVs na poziom ekspresji wybranych genów w komórkach CD34+ 

izolowanych z KP, z zastosowaniem metody qPCR. F: starter forward, R: starter reverse.  

Gen Sekwencja startera 

β2-mikroglobulina 
(F) AATGCGGCATCTTCAAAC 

(R) TGACTTTGTCACAGCCCAAGATA 

SCL 
(F) GGCTTTGTGTGAAGGCAGAGA 

(R) TCGCCAGCATGAACAGTGAT 

HOXB4 
(F) CCGATACCCAGCGAAAGC 

(R) TCAGTGAATGGGCACGAAAGA 

BCL-2 
(F) GAGTGACAGTGGATTGCAT  

(R) CAGAATATCAGCCACCTCTT 

 

Z kolei, w analizie długoterminowej inkubacji, komórki CD34+ poddawano ekspansji 

ex vivo w pożywce z dodatkiem hiPS-EVs, zgodnie z protokołem opisanym 

w Podrozdziale 3.2.5.1. pt. Inkubacja długoterminowa. W 4 oraz 8 dniu hodowli, 

komórki zbierano z dołków płytki hodowlanej, odwirowywano (350 x g, 10 min, 4o C), 

a następnie osady komórkowe przechowywano w -80o C do czasu dalszych analiz. 

Dodatkowo, zabezpieczano także część komórek bezpośrednio po ich izolacji z KP. 

Następnie, osady komórek rozmrażano w 4o C i izolowano z nich RNA za pomocą kitu 

GeneMATRIX Universal RNA Purification Kit (Eurx), zgodnie z protokołem 

producenta. Po pomiarze stężenia RNA przy użyciu nanospektrofotometru (Implen) 

poddawano je reakcji odwrotnej transkrypcji, za pomocą odczynników TaqMan 

Reverse Transcription (Thermo Fisher Scientific). Do reakcji używano każdorazowo 

300 ng RNA. Otrzymane w ten sposób cDNA poddawano reakcji qPCR w celu analizy 

poziomu ekspresji mRNA dla badanych genów, wykorzystując komercyjnie dostępne 

zestawy Hematopoiesis RT2 Profiler PCR Array (Qiagen), zawierające specyficzne 

startery rozpoznające 84 geny związane z procesem hematopoezy, wraz 

z odpowiednimi kontrolami testu oraz genami referencyjnymi (kontrole endogenne). Do 

reakcji używano kitu SYBR Green qPCR Master Mix (Thermo Fisher Scientific), 

zgodnie z protokołem producenta, oraz instrumentu QuantStudio 6 Flex Real-Time PCR 

System (Thermo Fisher Scientific). Zastosowano warunki reakcji zgodne z wytycznymi 

producenta zestawów Hematopoiesis RT2 Profiler PCR Array. Eksperyment 

przeprowadzono w trzech niezależnych powtórzeniach, bazujących na trzech izolacjach 

komórek CD34+ z jednostek KP, poddanych następnie ekspansji ex vivo. 

Na podstawie wstępnej analizy wyników, wybrano 50 mRNA (Tabela 15), dla których 

we wszystkich badanych próbkach udało się otrzymać amplifikację produktu w reakcji 

qPCR na poziomie powyżej punktu odcięcia (z ang. treshold), wyznaczonego 

automatycznie przez termocykler. Poziom ekspresji wyselekcjonowanych w ten sposób 

transkryptów poddawano następnie dalszej analizie, wykorzystując β-2-mikroglobulinę 

jako gen referencyjny. Za pomocą metody ΔΔCT  obliczano krotność zmiany poziomu 

ekspresji mRNA w komórkach CD34+ namnażanych ex vivo w pożywce bez lub 

z dodatkiem hiPS-EVs, w porównaniu do poziomu dla komórek bezpośrednio po 

izolacji. Ponadto, w dalszej analizie porównywano również stosunek krotności zmiany 
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ekspresji poszczególnych genów w komórkach namnażanych w pożywce z hiPS-EVs, 

w porównaniu do komórek poddawanych ekspansji w pożywce kontrolnej.  

Wględny poziom analizowanych genów zwizualizowano w postaci obrazu typu 

heatmap, wygenerowanego za pomocą narzędzia Heatmapper, dostępnego na stronie 

http://www.heatmapper.ca. Dodatkowo, powiązanie funkcjonalne pomiędzy wybranymi 

grupami genów ulegających różnicowej ekspresji opracowano na podstawie narzędzia 

bioinformatycznego NetworkAnalyst, dostępnego na stronie 

http://www.networkanalyst.ca, które umożliwia graficzną wizualizację oraz analizę 

interakcji pomiędzy cząstkami biologicznymi. W sugerowanych ustawieniach analizy 

narzędzie zaimplementowało bazę danych STRING Interactom, z poziomem odcięcia 

(z ang. confidence score cutoff) równym 900. 

 

Tabela 15. Spis genów poddanych analizie poziomu ich ekspresji w komórkach CD34+ 

z KP, namnażanych ex vivo w pożywce z dodatkiem hiPS-EVs, z zastosowaniem zestawów 

Hematopoiesis RT2 Profiler PCR Array. W tabeli podano nazwy genów, zgodnie z danymi 

dostarczonymi przez producenta, stosowane w dalszej części pracy, wraz z pełnymi nazwami 

w języku angielskim i polskim (o ile występują). 

Nazwa 

genu 
Pełna nazwa angielska Pełna nazwa polska 

IL6ST 
Interleukin 6 signal transducer 

(gp130) 

Białko przekazujące sygnał 

 od interleukiny 6 

CD3D CD3 δ (CD3-TCR complex) CD3 δ (kompleks CD3-TCR) 

KIT 
V-kit Hardy-Zuckerman 4 feline 

sarcoma viral oncogene homolog 

Homolog wirusowego onkogenu psiego 

mięsaka V-kit Hardy-Zuckermana 4 

JAG1 Jagged 1 Jagged 1 

LRMP 
Lymphoid-restricted membrane 

protein 
Limfoidalne białko błonowe  

VAV1 
Vav 1 guanine nucleotide exchange 

factor 

Czynnik wymiany nukleotydu  

guaninowego Vav1 

CD27 CD27 CD27 

RBPJ 
Recombination signal binding protein 

for immunoglobulin kappa J region 

Białko wiążące sygnału rekombinacji dla 

rejonu immunoglobuliny kappa J 

ANGPT1 Angiopoietin 1 Angiopoetyna 1 

CBFB Core-binding factor β subunit Podjednostka β czynnika CBF 
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CEBPG 
CCAAT/enhancer binding protein 

(C/EBP), γ 

Białko wiążące wzmacniacz 

CCAAT(C/EBP), γ 

INHBA Inhibin α Inhibina α 

TNFSF11 
Tumor necrosis factor (ligand) 

superfamily, member 11 

Ligand 11 superrodziny czynnika 

 wzrostu nowotworu 

ETV6 Ets variant 6 Ets wariant 6 

NCOA6 Nuclear receptor coactivator 6 Koaktywator receptora jądrowego 6 

CD164 CD164 CD164 

PECAM1 
Platelet/endothelial cell adhesion 

molecule 
Cząsteczka adhezji płytek/śródbłonka 1  

IL31RA Interleukin 31 receptor A Receptor A interleukiny 31 

LEF1 Lymphoid enhancer-binding factor 1 Czynnik transkrycyjny LEF1 

ASH2L 
Ash2 (absent, small, or homeotic)-like 

(Drosophila) 
- 

GATA2 GATA binding protein 2 Biako wiążące GATA 2 

VEGFA Vascular endothelial growth factor A  
Czynnik wzrostu śródbłonka  

naczyniowego A 

STAT1 
Signal transducer and activator of 

transcription 1 

Białko przekazujące sygnał i aktywujące 

transkrypcję 1 

GATA1 GATA binding protein 1 Biako wiążące GATA 1 

CEBPE 
CCAAT/enhancer binding protein 

(C/EBP), ε 

Białko wiążące wzmacniacz 

CCAAT(C/EBP), ε 

CD34 CD34 CD34 

FZD1 Frizzled family receptor 1 Receptor rodziny Frizzled 1 

HDAC7 Histone deacetylase 7 Deacetylaza histonowa 7 

HDAC9 Histone deacetylase 9 Deacetylaza histonowa 9 

CD44 CD44 CD44 
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STAT3 
Signal transducer and activator of 

transcription 3 

Białko przekazujące sygnał i aktywujące 

transkrypcję 3 

TAL1 T-cell acute lymphocytic leukemia 1 Białko ostrej białaczki limfocytarnej 1 

PTPRC 
Protein tyrosine phosphatase, receptor 

type C 
Receptor C fosfatazy tyrozynowej 

CHST15 
Carbohydrate (N-acetylgalactosamine 

4-sulfate 6-O) sulfotransferase 15 
Sylfotransferaza 15 

RUNX1 Runt-related transcription factor 1 
Czynnik transkrypcyjny związany z Runt 

1 

MAP4K1 Mitogen-activated protein kinase 1 Kinaza aktywowana mitogenem 1 

SFXN1 Sideroflexin 1 Suderofleksyna 1 

HDAC5 Histone deacetylase 5 Deacetylaza histonowa 5 

CSF2 
Colony stimulating factor 2 

(granulocyte-macrophage) 

Czynnik stymulujący tworzenie kolonii 

granulocytarno-makrofagowych 

LMO2 
LIM domain only 2  

(rhombotin-like 1) 
Domena LIM 2 (typu rombotyny 1) 

CCR1 Chemokine (C-C motif) receptor 1 Receptor chemokinowy 1 

ETS1 
V-ets erythroblastosis virus E26 

oncogene homolog 1 
Homolog 1 onkogenu wirusa E26 

CD14 CD14 CD14 

HDAC4 Histone deacetylase 4 Deacetylaza histonowa 4 

NOTCH1 NOTCH1 NOTCH1 

NOTCH2 NOTCH2 NOTCH2 

FUT10 Fucosyltransferase 10 Fukozylotransferaza 10 

TLR4 Toll-like receptor 4 Toll-podobny receptor 4 

IL12B Interleukin 12B Interleukina 12B 

PAX5 Paired box 5 - 
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3.2.17. Analiza zmian fosforylacji kinaz białkowych w komórkach CD34+ 

 1·106 komórek CD34+ po 7 dniach ekspansji ex vivo, poddawano inkubacji 

z hiPS-EVs przez 2 godz., zgodnie z procedurą szczegółowo opisaną w Podrozdziale 

3.2.5.2. pt. Inkubacja krótkoterminowa. Kontrolę stanowiły komórki nieinkubowane 

z hiPS-EVs. Następnie, niezwiązane pęcherzyki odpłukiwano poprzez wirowanie 

komórek (300 x g, 10 min, TP), a osady komórkowe poddawano analizie zmian stopnia 

fosforylacji reszt aminokwasowych wybranych kinaz białkowych, z wykorzystaniem 

zestawu Proteome Profiler Human Phospho-Kinase Array (R&D Systems). Zestaw ten 

zawiera macierze białkowe wraz z niezbędnymi odczynnikami, pozwalające na 

jednoczesną detekcję zmian poziomu 44 różnych fosforylacji białek (Rycina 15, Tabela 

16).  

 
 

Rycina 15. Schemat analizy zmian fosforylacji kinaz białkowych w komórkach CD34+ 

poddanych działanu hiPS-EVs. W eksperymencie wykorzystano macierze białkowe Proteome 

Profiler Human Phospho-Kinase Array (R&D Systems), pozwalające na jednoczesną detekcję 

zmian poziomu 44 różnych fosforylacji białek, wymienionych w tabelce. W ramce 

zaprezentowano przykładowy obraz membrany uzyskany po zczytaniu sygnałów 

chemiluminescencji. Tabelka pochodzi ze strony internetowej producenta 

www.rndsystems.com. 

 

Analizę przeprowadzano zgodnie z protokołem producenta. W skrócie, osady komórek 

CD34+ poddawano lizie za pomocą dedykowanego buforu lizującego, a następnie 

pobierano po 400 µg białka z otrzymanych w ten sposób lizatów (stężenie białka 

w próbkach wyznaczono na podstawie pomiaru metodą Bradforda, analogicznie do 

2 godz.

Ekspansja ex vivo 

hiPS-EVs

KP Komórki CD34+

Izolacja
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protokołu szczegółowo opisanego w Podrozdziale 3.2.4.1. pt. Pomiar stężenia białka 

w próbkach hiPS-EVs). Próbki białkowe inkubowano przez noc w 4o C z membranami 

nitrocelulozowymi, pokrytymi duplikatami obszarów ze związanymi przeciwciałami, 

rozpoznającymi ufosforylowane formy kinaz. W kolejnym etapie membrany 

odpłukiwano buforem płuczącym i poddawano inkubacji z odpowiednimi 

biotynylowanymi przeciwciałami detekcyjnymi, a następnie z enzymem HRP 

(ang. horseradish peroxidase) sprzężonym ze streptawidyną. Po dodaniu 

odpowiedniego substratu dla HRP, sygnał chemiluminescencyjny z macierzy był 

mierzony za pomocą czytnika MicroChemi (DNR Bio-Imaging Systems). Analiza 

densytometryczna zarejestrowanych sygnałów była następnie wykonywana za pomocą 

oprogramowania Quantity One (Bio-Rad). Zmiany poziomu ufosforylowanych form 

białek porównywano pomiędzy komórkami kontrolnymi (dla których poziom 

fosforylacji przyjęto jako wartość 1), a komórkami inkubowanymi z hiPS-EVs.  

 

Dodatkowo, otrzymane wyniki analizowano także z zastosowaniem narzędzia 

bioinformatycznego PANTHER (Protein Analysis Through Evolutionary Relationships) 

Pathway Classification System wer. 13.1, dostępnego na stronie 

http://www.pantherdb.org, w trybie PANTHER Pathway Overrepresentation Test. 

Pozwala on na wysokoprzepustową klasyfikację białek zgodnie z ich udziałem 

w poszczególnych szlakach sygnałowania, określonych jako PANTHER Pathways. Do 

analizy wzięto te białka, których krotność zmiany poziomu formy fosforylowanej była 

≥ 1,5 w komórkach CD34+ traktowanych hiPS-EVs, w porównaniu do poziomu dla 

komórek kontrolnych.  

Ponadto, te same białka analizowano również za pomocą narzędzia STRING (Search 

Tool for the Retrieval of Interacting Genes/Proteins) wer. 10.5, dostępnego na stronie 

https://string-db.org/. Stanowi ono bazę danych, służącą do analizy typu i stopnia 

interakcji pomiędzy białkami. Analizę przeprowadzono w trybie ‘Molecular action’, 

który określa rodzaj oddziaływania pomiędzy białkami. 

 

Tabela 16. Spis białek, których reszty aminokwasowe badano pod kątem ich fosforylacji 

w komórkach CD34+ poddanych działaniu hiPS-EVs, z wykorzystaniem zestawu Proteome 

Profiler Human Phospho-Kinase Array. W tabeli podano nazwy skrótowe białek (lub grup 

białek w przypadku wystąpienia kilku wariantów w obrebie tej samej rodziny białek), 

stosowane w dalszej części pracy. Nazwy skrótowe białek podano zgodnie z danymi 

dostarczonymi przez producenta macierzy. W  nawiasach wskazano alternatywną nazwę białka 

z bazy Uniprot (https://www.uniprot.org), użytą podczas analizy z wykorzystaniem narzędzi 

bioinformatycznych PANTHER oraz STRING. 

Skrót nazwy białka 

(lub grupy białek) 
Pełna nazwa angielska Pełna nazwa polska 

HSP60 Heat shock protein Białko szoku cieplnego 

WNK1 
Serine/threonine-protein kinase 

Wnk1 

Kinaza serynowo-treoninowa  

Wnk 
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Akt 
Serine/threonine-protein kinase 

Akt 

Kinaza serynowo-treoninowa  

Akt 

STAT 
Signal transducer and activator of 

transcription proteins 

Białka przekazujące sygnał 

i aktywujące transkrypcję 

RSK Ribosomal S6 kinase Białko rybosomalne S6 

p53 Cellular tumor antigen p53 Antygen nowotworowy p53 

p70 S6 Ribosomal protein S6 kinase β-1 
Kinaza β-1 białka 

 rybosomalnego S6 

c-Jun Transcription factor AP-1 Czynnik transkrypcyjny AP-1 

PLCγ1 Phospholipase Cγ1 Fosfolipaza Cγ1 

Pyk2 Protein-tyrosine kinase 2- β 
Tyrozynowa kinaza  

białkowa 2- β 

eNOS 
Endothelial nitric 

 oxide synthase 

Śródbłonkowa  

syntaza tlenku azotu 

TOR (MTOR) Mammalian target of rapamycin Ssaczy cel rapamycyny 

Lyn Tyrosine-protein kinase Lyn Kinaza tyrozynowa Lyn 

PRAS40 
Proline-rich Akt substrate 

 of 40 kDa 

Bogaty w prolinę substrat dla 

kinazy Akt o masie 40 kDA 

Yes (YES1) Tyrosine-protein kinase Yes Kinaza tyrozynowa Yes 

Src 
Proto-oncogene tyrosine-protein 

kinase Src 
Kinaza tyrozynowa Src 

Lck 
Lymphocyte cell-specific protein-

tyrosine kinase 

Kinaza tyrozynowa  

specyficzna dla limfocytów 

Fyn Tyrosine-protein kinase Fyn Kinaza tyrozynowa Fyn 
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CREB (CREB1) 
Cyclic AMP response element 

binding protein 

Białko wiążące odpowiedzi na 

cykliczny adenozynomonofosforan 

Chk-2 (CHEK2) Checkpoint kinase 2 Kinaza punktu kontrolnego 2 

Hck Tyrosine-protein kinase Hck Kinaza tyrozynowa Hck 

Fgr Tyrosine-protein kinase Fgr Kinaza tyrozynowa Fgr 

PDGFRb 
Platelet-derived growth factor 

receptor β 

Receptor β dla płytkowego 

czynnika wzrostu 

FAK (PTK2) Focal adhesion kinase 
Kinaza kontaktów  

zogniskowanych 

CTNNB1 β-catenin β-katenina 

MSK (RPS6KA5) 
Mitogen and stress-activated 

protein kinase 

Kinaza aktywowana mitogenem lub 

czynnikiem stresowym 

ERK (MAPK3) 
Extracellular signal regulated 

kinase 

Kinaza 

regulowana sygnałem 

zewnątrzkomórkowym 

EGFR Epidermal growth factor receptor Czynnik wzrostu naskórka 

p38α(MAPK14) 
Mitogen-activated protein  

kinase 14 

Kinaza aktywowana  

mitogenem 14 

AMPK (PRKAA) 5'-AMP-activated protein kinase Kinaza aktywowana 5’-AMP 

JNK (MAPK8) 
Mitogen-activated  

protein kinase 8 

Kinaza aktywowana  

miogenem 8 

GSK-3ab Glycogen synthase kinase 3ab Kinaza syntazy glikogenu 3ab 
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3.2.18. Analiza zasiedlania nisz hematopoetycznych oraz chimeryzmu in vivo 

po przeszczepie komórek CD34+ z KP 

 W eksperymencie oceniano wpływ hiPS-EVs na zdolność namnożonych ex vivo 

komórek CD34+ z KP do rekonstytucji układu krwiotwórczego in vivo (Rycina 16). 

W tym celu, zastosowano dwa punkty czasowe analizy tkanek, pobieranych od myszy 

szczepu NOD/SCID po przeszczepieniu im ludzkich komórek CD34+ z KP, uprzednio 

poddanych 2 godz. inkubacji z hiPS-EVs (zgodnie z protokołem szczegółowo opisanym 

w Podrozdziale 3.2.5.2. pt. Inkubacja krótkoterminowa).  

 

Pierwszy punkt czasowy obejmował analizę materiału biologicznego 48 godz. od 

przeszczepu i miał na celu zbadanie efektywności zasiedlania nisz hematopoetycznych 

(z ang. homing) przez komórki CD34+ z KP.  

Drugi punkt czasowy stanowiła analogiczna analiza tkanek myszy, przeprowadzona 

8 tygodni od przeszczepu, której rezultaty wskazywały na zdolność komórek CD34+ 

z KP do wbudowania się (z ang. engraftment) i podjęcia procesów hematopoezy, 

prowadzących do powstania chimeryzu szpikowego. 

Wszystkie procedury na zwierzętach były przeprowadzane na podstawie zgody wydanej 

przez II Lokalną Komisję Etyczną do Spraw Badań na Zwierzętach w Krakowie. 

 

 

Rycina 16. Uproszczony schemat analizy wpływu hiPS-EVs na zdolność namnożonych 

ex vivo komórek CD34+ z KP do zasiedlania nisz hematopoetycznych oraz rekonstytucji 

układu krwiotwórczego in vivo, z zastosowaniem modelu myszy NOD/SCID poddanych 

radiacyjnej mieloablacji. 

 

48 godz. /

8 tyg

24 godz.

2 godz.

Komórki kontrolne

Komórki traktowane hiPS-EVs

PBS

2 x 150 cGy
Krew obwodowa

Szpik kostny

Śledziona

ANALIZA

`

`

1

`

Ekspansja ex vivo

(7 dni)

Komórki CD34+ hiPS-EVs
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3.2.18.1. Zwierzęta 

 W eksperymencie in vivo wykorzystano myszy NOD/SCID, który jako szczep 

myszy z upośledzonym układem odpornościowym, jest powszechnie stosowanym 

modelem zwierzęcym w eksperymentach wymagających przeszczepienia ludzkich 

komórek bez ryzyka ich odrzutu (413, 414). Myszy obojga płci (w stosunku liczbowym 

1:1) w momencie włączenia do eksperymentu posiadały wiek 8-10 tygodni. Na 24 godz. 

przed przeszczepieniem komórek CD34+, myszy dwukrotnie naświetlano dawką 

promieniowania γ w dawce 100 cGy w odstępach 4-godz. (całkowita dawka 

promieniowania wynosiła 200 cGy).  

 

3.2.18.2. Przygotowanie i przeszczep komórek  

 Komórki CD34+ uprzednio ekspandowane ex vivo przez 7 dni, inkubowano 

z hiPS-EVs przez 2 godz., zgodnie z procedurą szczegółowo opisaną w Podrozdziale 

3.2.5.2. pt. Inkubacja krótkoterminowa. Kontrolę stanowiły komórki nieinkubowane 

z hiPS-EVs. Po odpłukaniu niezwiązanych hiPS-EVs komórki zawieszano w PBS 

i przeszczepiono do napromieniowanych myszy poprzez wstrzyknięcie do splotu 

oczodołowego (2·105 komórek na mysz w 100 μl PBS). Napromieniowane zwierzęta, 

którym podawano jedynie nośnik (PBS) stanowiły kontrolę negatywną eksperymentu. 

 

3.2.18.3. Preparatyka tkanek  

 48 godz. lub 8 tygodni po przeszczepie myszy usypiano, a następnie pobierano 

od nich tkanki i organy będące naturalnym rezerwuarem komórek krwiotwórczych 

u myszy, w tym SzK, krew obwodową oraz śledzionę (415). SzK izolowano poprzez 

wypłukiwanie go z kości udowych oraz podudzia za pomocą strzykawki insulinowej 

(Polfa) do szalek hodowlanych z pożywką DMEM/F12 (Sigma-Aldrich). Komórki 

śledziony były izolowane poprzez rozdrobnienie organów na filtrze sitkowym 

o średnicy porów 70 µm (Falcon), zwilżonym pożywką DMEM/F12. Zawiesiny 

komórek SzK i śledziony odwirowywano (350 x g, 10 min, TP), a następnie zawieszano 

w 1 ml buforu BD Pharm Lyse (BD Pharmingen) i lizowano jednokrotnie 

w probówkach 15 ml typu falcon (Sarstedt) przez 8 min. w celu usunięcia erytrocytów. 

Po tym czasie probówki dopełniano pożywką DMEM/F12 i ponownie odwirowywano 

(350 x g, 10 min, TP), usuwając otrzymany nadsącz. 

Krew obdwodową lizowano dwukrotnie w probówkach 15 ml typu falcon (Sarstedt), 

analogicznie do procedury stosowanej w przypadku lizy KP, szczegółowo opisanej 

w Podrozdziale 3.2.1.2. pt. Liza erytrocytów. 

Po lizie komórki jądrzaste każdego typu tkanki zawieszano w 200 μl pożywki 

DMEM/F12 z dodatkiem 2 % FBS (Sigma-Aldrich). Dodatkowo, komórki SzK oraz 

śledziony liczono indywidualnie dla każdej myszy za pomocą komory Bűrkera. 
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3.2.18.4. Analiza cytometryczna 

 Komórki jądrzaste SzK, śledziony oraz krwi obwodowej barwiono 

przeciwciałami skierowanymi przeciwko ludzkiemu antygenowi 

panhematopoetycznemu CD45, skoniugowanymi z barwnikiem fluorescencyjnym 

BV421 (klon HI30; BD Bioscience), zgodnie z zaleceniami producenta. Dodatkowo, 

w celu poprawnego ustawienia strategii bramkowania podczas późniejszej analizy 

cytometrycznej, przygotowano także próbkę kontrolną, stosując barwienie odpowiednią 

kontrolą izotypową (mysie IgG1, skoniugowane z barwnikiem BV421; BD Bioscience). 

Na 5 min przed dodaniem przeciwciała anty-CD45 lub kontroli izotypowej, komórki 

inkubowano także z kontrolnymi przeciwciałami skierowanymi przeciwko mysiemu 

antygenowi CD16/CD32 (BD Bioscience), aby zablokować niespecyficzne wiązanie 

przeciwciał anty-CD45 z receptorami dla końców Fc obecnymi na mysich komórkach. 

Próbki barwiono 20 min w 4o C, odpłukiwano niezwiązane przeciwciała w PBS, 

odwirowywano (350 x g, 10 min, TP), a następnie tuż przed analizą cytometryczną 

dodawano do nich 7-AAD (BD Bioscience) w objętości rekomendowanej przez 

producenta. Obecność żywych (7AAD-) ludzkich hematopoetycznych (hCD45+) 

komórek w mysich tkankach analizowano za pomocą cytometru przepływowego LSR 

Fortessa oraz oprogramowania BD FACSDiva wer. 8.1 (Becton Dickinson). W strategii 

analizy oprócz kontrolnych próbek niebarwionych i barwionych kontrolą izotypową, 

uwzględniano także poziom tła dla próbek materiału pochodzącego od myszy, którym 

podano PBS bez komórek. 

 

3.2.18.5. Test klonogenności 

 Komórki jądrzaste wyizolowane ze SzK myszy wysiewano w liczbie 2·106 

w 700 µl pożywki Human Methylcelulose Enriched Media (R&D Systems), 

przeprowadzając test CFC według protokołu opisanego w Podrozdziale 3.2.10. pt. Test 

potencjału klonogennego komórek CD34+. Po 14 dniach hodowli liczono kolonie 

hematopoetyczne, które powstały z przeszczepionych ludzkich komórek 

krwiotwórczych, znajdujących się w mysim SzK. Oprócz SzK pochodzącego od myszy, 

którym przeszczepiano komórki kontrolne lub traktowane hiPS-EVs, test CFC 

przeprowadzano także dla myszy, którym podawano PBS bez komórek. Kontrola ta 

miała na celu eliminację ryzyka uzyskania kolonii hematopoetycznych pochodzących 

od mysich komórek, w wyniku możliwej niespecyficznej aktywacji tych komórek przez 

ludzkie cytokiny obecne w pożywce Human Methylcelulose Enriched Media. Jednakże, 

przeprowadzony test nie wykazał obecności kolonii hematopoetycznych powstałych 

z komórek obecnych w tych próbkach kontrolnych. 

 



 

86 

 

3.2.19. Analiza statystyczna danych 

 O ile nie wskazano inaczej, wszystkie doświadczenia przeprowadzono 

w minimum trzech niezależnych powtórzeniach, przy czym każde powtórzenie 

wykonywano na komórkach wyizolowanych z trzech jednostek KP. Liczbę powtórzeń 

każdego typu eksperymentu (N) podano przy opisie rycin z wynikami, zamieszczonych 

w Rozdziale 4 pt. Wyniki. O ile nie wskazano inaczej, dane liczbowe wyrażano jako 

średnią ± odchylenie standardowe (ang. standard deviation; SD). 

Uzyskane wyniki wyrażano jako wykresy rozproszenia (ang. scatter plots), gdzie każdy 

z punktów oznaczał daną dla pojedynczego powtórzenia eksperymentu, a linia pozioma 

wyznaczała wartość średnią dla wszystkich powtórzeń. Dodatkowo, część wyników 

zaprezentowano jako wykresy kolumnowe z wartością średniej oraz słupkami błędu 

odpowiadającym SD. O wyborze sposobu prezentacji danych decydował stopień 

rozrzutu wyników pomiędzy poszczególnym powtórzeniami eksperymentu. Do 

przygotowania stosownych wykresów z danymi liczbowymi zastosowano 

oprogramowanie GraphPad Prism ver.5 (GraphPad Software).  

Analizę statystyczną otrzymanych wyników przeprowadzano za pomocą 

oprogramowania Statistica ver. 13 (StatSoft). W przypadku eksperymentów, w których 

wyniki przedstawiano jako krotność zmiany w porównaniu do kontroli lub jako % 

kontroli, stosowano test t dla pojedynczej próby ze stałą wartością odniesienia równą 

odpowiednio 1 lub 100%. W pozostałych eksperymentach stosowano test t Studenta. 

Wyniki, dla których wartość parametru p była mniejsza od 0,05 (p<0,05) uznawano za 

istotne statystycznie i oznaczano na wykresach symbolem „*”. 
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4. WYNIKI 

 

4.1. Analiza morfologii oraz fenotypu  hiPS-EVs 

 Przed przystąpieniem do analizy wpływu hiPS-EVs na właściwości biologiczne 

komórek CD34+ z KP, w pierwszym etapie badań przeprowadzono analizę ilościową 

i jakościową próbek hiPS-EVs, zgodnie z wytycznymi rekomendowanymi przez 

Międzynarodowe Towarzystwo zajmujące się badaniami nad EVs (International 

Society of Extracellular Vesicles; ISEV) (416). Próbki te otrzymywano w naszym 

laboratorium z pożywki kondycjonowanej z hodowli komórek hiPS, na drodze 

sekwencyjnego wirowania z etapem ultrawirowania, zgodnie z protokołem izolacji 

opublikowanym przez nasz zespół badawczy (396).  

W pierwszej kolejności zbadano morfologię obiektów obecnych w otrzymanych 

próbkach hiPS-EVs. W tym celu wykorzystano obrazowanie z zastosowaniem 

mikroskopii sił atomowych, które potwierdziło obecność kulistych, integralnych 

pęcherzyków w badanych preparatach (Rycina 17).  

 
 

Rycina 17. Analiza morfologii hiPS-EVs. Reprezentatywne obrazy struktur pęcherzykowych, 

uzyskane z zastosowaniem mikroskopu sił atomowych (AFM) Bioscope Catalyst (Bruker) 

w trybie odczytu Peak Force Tapping. A: Przykładowe zdjęcie próbki hiPS-EVs w projekcji 

2-wymiarowej, wraz z obszarem powiększonym, gdzie pasek skali oznacza 50 nm. B: 

Przykładowe zdjęcie topografii pęcherzyków w projekcji 3-wymiarowej, z obszarem skanu 250 

x 250 nm. 

 

 Ponadto, przeprowadzono szczegółową analizę rozkładu wielkościowego 

cząstek w próbkach hiPS-EVs, wykorzystując w tym celu technikę NTA. Otrzymane 

wyniki wskazują, że średnia wielkość (średnica hydrodynamiczna) obiektów obecnych 

w badanych preparatach hiPS-EVs wynosi 215,73 ± 7,18 nm, natomiast wartość 

modalna wielkości cząstek (tj. wartość o największym prawdopodobieństwie 

wystąpienia) to 152,57 ± 20,44 nm (Rycina 18). Co ciekawe, na otrzymanym wykresie 

rozkładu wielkościowego cząstek w analizowanych próbkach, zaobserwowano dwa 
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główne piki, przy wartościach średnicy czastek 134 nm oraz 251 nm. Świadczy to 

o heterogenności izolowanej populacji hiPS-EVs, przy czym warto podkreślić, że pik 

odpowiadający mniejszym obiektom jest pikiem głównym, co może świadczyć 

o wzbogaceniu preparatów we frakcję egzosomalną (Rycina 18). 

 
Rycina 18. Analiza rozkładu wielkości cząstek w próbkach hiPS-EVs, wykonana 

za pomocą techniki śledzenia nanocząstek (NTA). A: Reprezentatywny histogram średniego 

rozkładu (czarna linia), uzyskany z trzech pomiarów pojedynczej próbki. Czerwone obszary 

wyznaczają SD pomiędzy pomiarami. Niebieskie liczby wskazują maksima poszczególnych 

pików. B: Zestawienie danych liczbowych z wartościami średnimi ± SD dla trzech niezależnych 

powtórzeń eksperymentu (N=3). Parametry D10, D50 oraz D90 wskazują, że odpowiednio 

10 %, 50 % lub 90 % populacji pęcherzyków ma średnicę mniejszą lub równą od podanej 

wartości. 

 

 Analiza NTA umożliwiła także pomiar stężenia pęcherzyków w próbkach. 

W badaniach ustalono, że średnie stężenie EVs uzyskane w izolowanych preparatach 

wynosiło 3,0 ± 1,0·108 cząstek/ml. Wartość ta odpowiadała stężeniu 2 µg/ml białka 

w próbkach hiPS-EVs, wyznaczonemu na podstawie pomiaru z zastosowaniem metody 

Parametr Wartość [nm]

Średnica

hydrodynamiczna 

cząstek

Wartość średnia 215,73  7,18

Wartość modalna 152,57  20,44 

D10 127,27  8,47

D50 189,53  5,32

D90 343,13  28,50 
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Bradforda. Ponadto, po uwzględnieniu rozcieńczenia zastosowanego podczas analizy 

NTA, obliczono stężenie cząstek w wyjściowych próbkach hiPS-EVs, otrzymanych 

bezpośrednio po ultrawirowaniu, wynoszące 2,2 ± 0,4·108 cząstek/µl (Tabela 17). 

 

Tabela 17. Analiza stężenia cząstek w badanych próbkach hiPS-EVs, z zastosowaniem 

techniki NTA. Trzy próbki hiPS-EVs (N=3) uzyskane z niezależnych izolacji z pożywek 

kondycjonowanych znad komórek hiPS, rozcieńczano do pomiaru w taki sposób, aby końcowe 

stężenie białka w próbce wynosiło 2 µg/ml. Znając stężenie białka w wyjściowych próbkach 

obliczano krotność ich rozcieńczenia, a następnie liczbę cząstek w objętości cieczy próbki 

pomiarowej oraz wyjściowej próbki hiPS-EVs (uzyskanej bezpośrednio po izolacji).  

Nr 

próbki 

hiPS-

EVs 

Stężenie 

białka w 

wyjściowej 

próbce 

hiPS-EVs 

[µg/µl], 

uzyskane 

metodą 

Bradforda 

Stężenie 

białka w 

rozcieńczonej 

próbce hiPS-

EVs 

przygotowanej 

do pomiaru 

NTA 

[µg/ml] 

Krotność 

rozcieńczenia  

wyjściowej 

próbki hiPS-

EVs do 

pomiaru NTA 

Liczba 

cząstek w 

rozcieńczonej 

próbce hiPS-

EVs, 

uzyskana z 

pomiaru 

NTA 

[·108 

cząstek/ml] 

Liczba 

cząstek w 

wyjściowej 

próbce 

hiPS-EVs 

[·108 

cząstek/µl] 

Próbka 

1 
2,0 

2,0 

 

1000 2,5 2,5 

Próbka 

2 
1,0 500 4,2 2,1 

Próbka 

3 
1,5 750 2,4 1,8 

Średnia ± SD 3,0 ± 1,0 2,2 ± 0,4 

 

 W następnym etapie, przeprowadzono analizę fenotypu hiPS-EVs 

z wykorzystaniem   cytometrii przepływowej. Zastosowano w tym celu cytometr 

Apogee A50-Micro, cechujący się wysoką rozdzielczością i niskim progiem detekcji, 

dedykowany do analizy cząstek o rozmiarach submikronowych. Przed pomiarem, 

próbki hiPS-EVs barwiono przeciwciałami monoklonalnymi sprzężonymi 

z fluorochromami, skierowanymi przeciwko wybranym markerom powierzchniowym, 

charakterystycznym zarówno dla pęcherzyków (416), jak i obecnym na rodzicielskich 

komórkach hiPS (396). Przygotowano także próbki wyznakowane odpowiednimi 

przeciwciałami, stanowiącymi kontrole izotypowe, których zastosowanie minimalizuje 

ryzyko nieprawidłowego bramkowania obiektów, co z doświadczenia własnego wydaje 

się być krytycznym czynnikiem determinującym jakość przeprowadzonej analizy 

cytometrycznej próbek EVs. 

Dodatkowo, kierując się przesłankami literaturowymi, świadczącymi o tym, że różne 

typy cząsteczek RNA są jednym z kluczowych składników obecnych w EVs (290, 293), 

a ultrawirowanie może skutkować ko-izolacją różnego rodzaju zanieczyszczeń (w tym 

np. agregatów białkowych) (329), dla zwiększenia specyficzności analizy wszystkie 
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próbki hiPS-EVs barwiono także barwnikiem RNA Select, który po związaniu z RNA 

obecnym w EVs i wzbudzeniu laserem niebieskim - wykazuje zieloną fluorescencję.  

Następnie, przeprowadzano analizę cytometryczną tak przygotowanych próbek 

badanych oraz kontrolnych. W strategii bramkowania analizowano obecność markerów 

powierzchniowych na obiektach RNA Select+, przyjmując, że stanowią one frakcję 

nieuszkodzonych, integralnych pęcherzyków zawierających RNA. Założono tym 

samym, że obiekty RNA Select- będą stanowiły zanieczyszczenie próbek hiPS-EVs 

w postaci m.in. agregatów białkowych, pozostałości po zdezintegrowanych 

pęcherzykach oraz innych artefaktów.  

 Uzyskane wyniki wskazują, że większość obiektów obecnych w próbkach hiPS-

EVs stanowią pęcherzyki pozytywne dla barwnika RNA Select (68,2 ± 7,3 %; Rycina 

19A i B). Część z nich posiada jednocześnie typowe dla egzosomów tetraspaniny, 

w tym CD9 (15,9 ± 1,8 %), CD63 (25,2 ± 4,8 %) oraz CD81 (49,7 ± 0,4 %). Ponadto 

wykazano, że na większości nanocząstek hiPS-EVs RNA Select+ obecny jest także 

antygen SSEA-4 (77,8 ± 0,9 %) charakterystyczny dla ludzkich komórek 

pluripotencjalnych, jednak inny marker tych komórek- Tra-1-60 znajduje się jedynie na 

2,7 ± 0,1 % badanych obiektów (Rycina 19A i B). 

 Inne markery, których wysoka ekspresja została przez nasz zespół potwierdzona 

na komórkach hiPS (396), były również obecne na części pęcherzyków w badanych 

próbkach hiPS-EVs, w tym: KDR (6,2 ± 1,5 %), CD90 (47,2 ± 1,8 %) oraz CD105 

(25,2 ± 4,4 %). Co istotne, analizowane pęcherzyki nie posiadały markerów komórek 

hematopoetycznych, w tym CD34 oraz CD45, co również potwierdza specyficzność 

analizy ich fenotypu oraz wyklucza możliwość przenoszenia tych antygenów 

hematopoetycznych  na komórki CD34+ z KP (Rycina 19A i B).  

 Dodatkowo, obecność hiPS-EVs o wskazanym fenotypie antygenowym 

potwierdzono także analizując wybarwione próbki za pomocą cytometru obrazowego 

ImageStream X MkII. Poprzedzona procesem optymalizacji modyfikacja 

standardowego protokołu analizy obiektów komórkowych, w tym użycie obiektywu 

o powiększeniu 60- krotnym oraz wolnego przepływu odpowiednio rozcieńczonych 

próbek, umożliwiła uzyskanie obrazów badanych nanocząstek w kanałach fluorescencji 

oraz w kanale dla jasnego pola (Rycina 19C). Tym samym, ta unikatowa analiza 

z zastosowaniem cytometrii obrazowej potwierdziła obecność pęcherzyków 

o submikronowych rozmiarach, zawierających RNA oraz odpowiednie markery 

powierzchniowe w badanych próbkach EVs. Jednocześnie, możliwość obrazowania 

pojedynczych obiektów wykluczyła ryzyko analizy artefaktów optycznych oraz 

obiektów stanowiących ewentualne zanieczyszczenie próbek pomiarowych. 

 W celu uzupełnienia analizy cytometrycznej oraz potwierdzenia obecności 

wybranych białek typowych dla pęcherzyków zewnątrzkomórkowych w badanych 

próbkach hiPS-EVs, przeprowadzono także analizę typu Western Blot. Wykazała ona 

obecność zarówno wybranych tetraspanin (CD9, CD63), jak i cytoplazmatycznego 

białka synteniny w próbkach pęcherzyków. Co istotne, otrzymane dane wskazują także 

(pół-ilościowo), że hiPS-EVs są wzbogacone w te białka w porównaniu do ich komórek 

rodzicielskich (Rycina 20).  
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Rycina 19. Analiza obecności markerów powierzchniowych na hiPS-EVs z zastosowaniem 

wysokorozdzielczej cytometrii przepływowej oraz obrazowej. Próbki hiPS-EVs barwiono 

immunofluorescencyjnie oraz za pomocą barwnika RNA Select. A: Reprezentatywne wykresy 

kropkowe ekspresji wybranych antygenów, uzyskane za pomocą cytometru przepływowego 

Apogee A50-Micro oraz dedykowanego oprogramowania Histogram (Apogee Flow Systems). 

W lewym górym rogu zamieszczono przykładowy wykres analizy kulek kalibracyjnych Apogee 

Calibrating Beads #1493 (Apogee Flow Systems), będących mieszaniną kulek o zdefiniowanej 

wielkości, w tym kulek: polistyrenowych (PS) wykazujących zieloną fluorescencję oraz 

niefluoryzujących kulek silikonowych (SL). Następnie, przedstawiono wykresy dla próbek 

kontrolnych oraz badanych, w kanałach detekcji sygnału: zielonej fluorescencji (FITC) dla 

barwnika RNA Select oraz fluorescencji od barwnika APC (w którym odbywa się też detekcja 

sygnału od barwnika Alx647), względem parametru rozproszenia światła MALS 

(z ang. medium angle light scatter), proporcjonalnego do względnej wielkości analizowanych 

cząstek. Podane wartości procentowe odpowiadają odsetkowi obiektów w czerwonych 

obszarach (bramkach), w porównaniu do wszystkich cząstek obecnych na danym wykresie. 

Podczas analizy obecności poszczególnych markerów powierzchniowych, w strategii 

bramkowania uwzględniono tylko obiekty RNA Select+. B: Wyniki zbiorcze analizy odsetka 

cząstek pozytywnych względem barwnika RNA Select oraz posiadających jednocześnie badane 

antygeny powierzchniowe, przedstawione jako średnia ± SD dla trzech niezależnych powtórzeń 

eksperymentu (N=3). C: Przykładowe obrazy hiPS-EVs w jasnym polu, pojedynczych kanałach 

fluorescencji oraz jako nałożenie obu kanałów fluorescencji, uzyskane za pomocą cytometru 

obrazowego ImageStream MkII oraz dedykowanego oprogramowania IDEAS. Przedstawiono 

wybrane galerie dla próbek wybarwionych barwnikiem RNA Select oraz przeciwciałami 

przeciwko trzem antygenom: CD34, CD81 oraz SSEA4. Akwizycję obiektów prowadzono 

z zastosowaniem obiektywu o powiększeniu 60x. Numery na zdjęciach w jasnym polu wskazują 

numer analizowanego obiektu w galerii obrazów. 

 

 

 Ponadto, stwierdzono również obecność kalneksyny w próbkach hiPS-EVs, 

jednakże poziom tego białka był niższy w porównaniu z lizatem z komórek hiPS 

(Rycina 20). Jako białko występujące w retikulum endoplazmatycznym (417), 

kalneksyna uważana jest obecnie za marker negatywny dla egzosomów (416). Stąd też, 

otrzymany wynik może wskazywać na obecność nie tylko egzosomów, ale także 

większych mikropęcherzyków w próbkach hiPS-EVs (416, 418). 
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Rycina 20. Analiza Western Blot obecności wybranych białek w próbkach hiPS-EVs oraz 

ich komórkach rodzicielskich. Reprezentatywne membrany z porównaniem ekspresji 

tetraspanin (CD9, CD63), cytoplazmatycznego białka synteniny oraz kalneksyny asocjującej 

z przedziałem retikulum endoplazmatycznego. W analizie badano także obecność β-aktyny jako 

białka kontrolnego. W przypadku obu typów próbek (hiPS oraz hiPS-EVs) nakładano na żele 

taką samą ilość białka. W nawiasach podano masy molekularne poszczególnych białek, 

wyrażone w kilodaltonach (kDA). 

 

 Podsumowując, przeprowadzone pomiary wykazały, że próbki hiPS-EVs 

zawierają heterogenną mieszaninę pęcherzyków komórkowych o submikronowej 

średnicy hydrodynamicznej. Ponadto, stwierdzono, że cząstki te posiadają 

zróżnicowaną zawartość biologiczną, w postaci zarówno RNA, jak i markerów  

powierzchniowych, obecnych na ich komórkach rodzicielskich. Co istotne, wykazano 

także, że próbki hiPS-EVs wzbogacone są w białka charakterystyczne dla egzosomów 

oraz ektosomów. Tym samym, analiza próbek hiPS-EVs wykazała, że obecne w nich 

cząstki spełniają kryteria definicji EVs, opracowane przez ISEV (416). 

 

4.2. Izolacja oraz hodowla frakcji komórek z KP wzbogaconej w HSCs 

in vitro 

 W celu izolacji komórek krwiotwórczych z KP, opracowano trzyetapowy proces 

ich separacji. W pierwszej kolejności krew lizowano w hipotonicznym buforze, w celu 

usunięcia erytrocytów. Następnie, pozostałe komórki jądrzaste poddawano wstępnej 

separacji za pomocą sortera magnetycznego (MACS), uzyskując frakcję wzbogaconą 

w komórki CD34+. W kolejnym kroku wysokooczyszczoną frakcję komórek CD34+ 

izolowano z wykorzystaniem metody FACS (Rycina 21A). W ten sposób, każdorazowo 

czystość otrzymanych frakcji CD34+ wynosiła > 98 % (Rycina 21B), a liczba komórek 

wyizolowanych z objętości 1 ml KP wynosiła 7,1 ± 2,1·103 (Rycina 21C), przy czym 

poszczególne jednostki KP, które zużyto w czasie eksperymentów, miały objętość 

od 15 ml do 110 ml (N=78). 

Następnie, tak wyizolowane komórki CD34+ poddawano ekspansji ex vivo 

w komercyjnie dostępnej pożywce bezsurowiczej z dodatkiem cytokin (FLT3L, 

trombopoetyny oraz SCF), dedykowanej do hodowli ludzkich krwiotwórczych komórek 

macierzystych i progenitorowych. 
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Rycina 21. Izolacja komórek CD34+ z KP za pomocą FACS. Komórki „frakcji pozytywnej” 

otrzymanej po izolacji za pomocą MACS, wzbogaconej w komórki CD34+, znakowano 

immunofluorescencyjnie i sortowano z zastosowaniem sortera BD FACSAria III. 

A: Przykładowe wykresy kropkowe strategii sortu komórek CD34+. Najpierw bramkowano 

małe (FSClow) komórki o niskiej ziarnistości (SSClow) (bramka R1), a następnie spośród nich 

komórki CD45dim oraz negatywne wobec markerów liniowych (Lin), charakterystycznych dla 

dojrzałych komórek krwi (bramka R2). W obrębie tej subpopulacji bramkowano komórki 

z ekspresją antygenu CD34 (bramka R3), które następnie sortowano do probówek z pożywką 

hodowlaną. B: Przykładowy wykres kropkowy czystości frakcji wysortowanych komórek, 

wskazujący na bardzo wysoką (> 98 %) czystość sortu. Podane wartości procentowe 

odpowiadają odsetkowi obiektów w bramkach, w porównaniu do wszystkich komórek 

obecnych na danym wykresie. C: Wykres średniej ± SD liczby komórek CD34+ wysortowanych 

z 1 ml KP (dane dla 8-u reprezentatywnych jednostek KP; N=8). Wartości liczbowe 

uzyskiwano z informacji podawanych każdorazowo przez oprogramowanie sortera. 

 

 Istotnie, w trakcie hodowli komórek CD34+ obserwowano przyrost liczby 

komórek (szczegółowe dane liczbowe opisano w Podrozdziale 4.4. pt. Analiza wpływu 

hiPS-EVs na tempo ekspansji komórek HSCs z KP in vitro), które morfologicznie 

cechowały się okrągłym kształtem oraz niskim potencjałem do adhezji do dna naczyń 

hodowlanych (Rycina 22). Co ciekawe, namnażające się komórki stopniowo zmieniały 

swoją morfologię w czasie trwania hodowli, zwiększając swoje rozmiary w porównaniu 

do komórek bezpośrednio po izolacji. Ponadto, począwszy od ok. 8-9 dnia hodowli, 

część z nich tworzyła grudkowate, pływające kolonie lub agregaty oraz przyjmowała 

zróżnicowany kształt, wykazując przy tym zwiększoną tendencję do adhezji, co może 

świadczyć o postępującym spontanicznym różnicowaniu tych komórek, pomimo 

hodowli w pożywce dedykowanej do ich ekspansji (Rycina 22).  

 

56,1 %

38,5 %

S
S

C

FSC

C
D

4
5

Lin

S
S

C

CD34

95,1 %

A

R1 R2

R3

98,4 %

S
S

C

CD34

B

R5

C

komórki CD34
+

0

2

4

6

8

10

L
ic

zb
a

 k
o

m
ó
re

k

(x
 1

0
3
) /m

l 
K

P



 

95 

 

 
Rycina 22. Morfologia komórek CD34+ z KP, poddanych ekspansji ex vivo 

w dedykowanej, bezsurowiczej pożywce hodowlanej. Przykładowe zdjęcia komórek 

w kontraście faz, bezpośrednio po izolacji (d 0) oraz w 3, 12 i 14 dniu hodowli w pożywce Stem 

Span SFEM II wraz z Suplementem CC110 (Stem Cell Technologies), wykonane za pomocą 

mikroskopu Olympus IX81. Paski skali oznaczają 50 μm. Czerwonymi strzałkami zaznaczono 

pojawiające się agregaty komórek, czerwonymi znakami „*” oznaczono komórki o zmienionej 

morfologii, która może świadczyć o procesie ich różnicowania. 

 

 Podsumowując, zastosowanie dwuetapowej procedury sortowania - obejmującej 

kroki z zastosowaniem MACS i FACS oraz poprzedzonej lizą erytrocytów, umożliwiło 

efektywną izolację frakcji komórek CD34+ o bardzo wysokiej czystości. Ponadto, 

komórki te podejmowały aktywność proliferacyjną w dedykowanej pożywce 

bezsurowiczej, co umożliwiło ich ekspansję ex vivo w ograniczonym czasie. 

 

4.3. Ocena internalizacji hiPS-EVs przez komórki CD34+ in vitro 

 We wcześniejszej pracy naszego zespołu wykazano, że EVs uwalniane przez 

komórki hiPS są w stanie fuzjować z błoną pierwotnych komórek serca in vitro, 

przenosząc bioaktywną zawartość w postaci mRNA, miRNA i białek (396). Dlatego, 

w ramach badań objętych niniejszą rozprawą doktorską zbadano czy hiPS-EVs mogą 

również oddziaływać z komórkami HSCs, wyizolowanymi z KP. Miało to szczególne 

znaczenie z uwagi na fakt, że komórki te są niewielkich rozmiarów, wykazują wysoki 

stosunek jądra do cytoplazmy i powierzchni błony, a w czasie krótkiej hodowli in vitro 

wykazują niski stopień adhezji do podłoża. Czynniki te potencjalnie mogłyby utrudniać 

interakcję tych komórek z EVs.  
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W tym celu, komórki CD34+ z KP poddawano 2-godz. inkubacji z EVs, wydzielanymi 

przez komórki hiPS z nadekspresją białka copGFP, wykazującego zieloną fluorescencję 

(copGFP hiPS-EVs), co ułatwiło późniejszą wizualizację pęcherzyków. Po czasie 

inkubacji, za pomocą mikroskopii fluorescencyjnej oceniano czy doszło do kontaktu 

pęcherzyków z komórkami CD34+, a w konsekwencji do wniknięcia ich zawartości do 

wnętrza komórek. Istotnie, przeprowadzone obserwacje wskazują na pojawienie się 

sygnału zielonej fluorescencji w komórkach CD34+, akumulującego się podbłonowo 

w przedziale cytoplazmatycznym (Rycina 23).  

 

 
 

Rycina 23. Wizualizacja internalizacji hiPS-EVs do komórek CD34+ z KP in vitro. 

Komórki wysiewano na szklane dno szalki WillCo pokrytej ludzką fibronektyną, a następnie 

inkubowano z copGFP hiPS-EVs przez 2 godz. Po usunięciu niezwiązanych pęcherzyków jądra 

komórkowe wybarwiano przyżyciowo barwnikiem jądrowym Hoechst 33342 (Hoe). Zdjęcia 

komórek wykonano za pomocą mikroskopu fluorescencyjnego Leica DMI6000B, przy 

zastosowaniu obiektywu immersyjnego o powiększeniu 100x i aperturze 1,47. Przedstawiono 

reprezentatywny obraz, jako nałożenie zdjęć dla pola widzenia przy zastosowaniu kontrastu 

interferencyjno-modulacyjnego oraz kanałów fluorescencyjnych dla copGFP (zielony) i Hoe 

(niebieski). Białe strzałki oznaczają copGFP hiPS-EVs zlokalizowane w cytoplazmie komórek 

CD34+. Białe gwiazdki wskazują zagregowane copGFP hiPS-EVs obecne na zewnątrz 

komórek. Pasek skali wskazuje 5 μm. 

 

Co ciekawe, zaobserwowano także sygnał od agregatów pęcherzyków, przyczepionych 

do błon komórek, które, prawdopodobnie ze względu na zbyt dużą średnicę, nie mogły 

zostać zinternalizowane.  

 

 Podsumowując, uzyskane wyniki świadczą o możliwości bezpośredniej 

interakcji in vitro hiPS-EVs z komórkami CD34+ izolowanymi z KP, a tym samym 

o możliwości przekazania bioaktywnej zawartości tych pęcherzyków do wnętrza 

komórek krwiotwórczych, co może mieć istotne znaczenie z punktu widzenia regulacji 

funkcji tych komórek.  
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4.4. Analiza wpływu hiPS-EVs na tempo ekspansji komórek HSCs z KP 

in vitro  

 W celu oceny wpływu hiPS-EVs na tempo ekspansji komórek krwiotwórczych 

izolowanych z KP in vitro, komórki CD34+ hodowano przez 14 dni w pożywce 

zawierającej dodatek hiPS-EVs (2 µg/ml), którą wymieniano co 2 dni. Następnie, w 4, 

6, 8, 11 i 14 dniu ekspansji liczono komórki namnażane w obecności hiPS-EVs, 

w porównaniu do komórek kontrolnych.  

Na podstawie przeprowadzonych analiz obliczono, że po 14 dniach hodowli komórki 

kontrolne zwiększyły swoją liczbę ponad 600-krotnie (656,6 ± 331,4), w porównaniu do 

liczby wysianej wyjściowo do ekspansji. W przypadku komórek namnażanych 

w pożywce z dodatkiem hiPS-EVs wartość ta (tj. krotność zwiększenia liczby 

w porównaniu do wyjściowej liczby komórek umieszczonych w hodowli) była 

porównywalna i wynosiła 669,2 ± 203,7. Analiza statystyczna wykazała brak istotnych 

różnic w tempie proliferacji pomiędzy komórkami kontrolnymi, a namnażanymi 

w obecności hiPS-EVs (Rycina 24A), co świadczy o braku wpływu hiPS-EVs 

na efektywność ekspansji komórek HSCs. 

 Warto zauważyć, że z obliczeń czasu podwojenia populacji wynika, że powyżej 

11 dnia hodowli tempo ekspansji komórek CD34+, zarówno kontrolnych, jak 

i hodowanych w pożywce z hiPS-EVs, ulegało znaczącemu obniżeniu (Rycina 24B), co 

korelowało z mikroskopową obserwacją świadczącą o zwiększeniu się liczby 

obumierających komórek, cechujących się charakterystycznym, nieregularnym obrazem 

morfologicznym. Tym samym, ekspansja ex vivo komórek CD34+ z KP nie była 

możliwa przez czas dłuższy niż 14 dni. 

  
Rycina 24. Analiza tempa ekspansji komórek CD34+ izolowanych z KP in vitro. Po izolacji 

komórki CD34+ hodowano przez 14 dni w dedykowanej pożywce, zawierającej dodatek hiPS-

EVs (2 µg/ml). Kontrolę stanowiły komórki hodowane w pożywce bez pęcherzyków. W 4, 6, 8, 

11 i 14 dniu ekspansji porównywano liczbę komórek CD34+ namnażanych w obecności hiPS-

EVs, w porównaniu do komórek kontrolnych. A: Wykres kropkowy przyrostu liczby komórek 

w porównaniu do liczby komórek wysianych po izolacji, wyrażony jako krotność ekspansji, 

w poszczególnych dniach hodowli. Każdy z punktów na wykresie odpowiada pomiarowi 

w obrębie jednego powtórzenia eksperymentu (N=4). Czarna pozioma linia wskazuje wartość 

średnią. B: Wykres średniej ± SD (N=4) czasu podwojenia populacji w poszczególnych dniach 

hodowli, obrazujący spadek potencjału proliferacyjnego komórek. 
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 Podsumowując, wykazano, że efektywna ekspansja ex vivo frakcji 

wzbogaconych w HSCs izolowanych z KP jest możliwa jedynie przez ograniczony czas 

(do 14 dni). Jednocześnie, dodatek hiPS-EVs do pożywki hodowlanej nie zwiększa 

w istotny sposób aktywności proliferacyjnej tych komórek. 
 

4.5. Ocena wpływu hiPS-EVs na aktywność metaboliczną komórek HSCs 

z KP  in vitro 

 Pomimo braku wyraźnego wpływu hiPS-EVs na tempo ekspansji oczyszczonej 

frakcji komórek krwiotwórczych z KP ex vivo, dalsza analiza wykazała, że inkubacja 

komórek CD34+ z hiPS-EVs zwiększa ich aktywność metaboliczną. Świadczą o tym 

wyniki uzyskane z pomiarów stężenia komórkowego ATP - wskazujące, że komórki 

CD34+ poddane inkubacji z hiPS-EVs produkowały więcej ATP w porównaniu do 

komórek kontrolnych (Rycina 25). Co ciekawe, zwiększenie aktywności metabolicznej 

było najwyższe dla komórek inkubowanych w pożywce z hiPS-EVs krótkotrwale - tj. 

przez 2 godz. (113,2 ± 12,7 % kontroli), a efekt ten stopniowo zmniejszał się, gdy 

komórki były stymulowane pęcherzykami przez 24 godz. (110,4 ± 14,6 % kontroli) lub 

48 godz. (107,6 ± 6,5 % kontroli).  

 

Rycina 25. Analiza ilościowa wpływu hiPS-EVs na aktywność metaboliczną komórek 

CD34+ z KP. Komórki po 7-dniowej ekspasji ex vivo inkubowano w pożywce zawierającej 

hiPS-EVs (2 µg/ml) przez 2, 24 lub 48 godz. Po tym czasie mierzono stężenie ATP zawartego 

w komórkach za pomocą zestawu ATPLite Lumiescence Assay System. Na wykresie 

przedstawiono dane dla komórek inkubowanych z hiPS-EVs, wyrażając je jako % wartości 

uzyskanej dla komórek kontrolnych. Każdy z punktów na wykresie odpowiada pomiarowi 

w obrębie jednego powtórzenia eksperymentu (N=5). Czarna pozioma linia wskazuje wartość 

średnią. Przerywaną linią czerwoną oznaczono poziom dla komórek kontrolnych (100%). 

*p<0,05 względem kontrolnych komórek CD34+. 

 

 Zatem, uzyskane wyniki wskazują, że hiPS-EVs mogą przejściowo zwiększać 

aktywność metaboliczną namnażanych komórek CD34+ izolowanych z KP, o czym 

świadczy zwiększona synteza ATP, a siła tego efektu zależy od czasu stymulacji 

komórek z pęcherzykami. Wzrost efektywności metabolicznej może świadczyć 

o aktywacji innych procesów w tych komórkach, istotnych dla ich funkcji 

biologicznych. 
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4.6. Ocena wpływu ekspansji komórek krwiotwórczych z KP z hiPS-EVs 

na ich różnicowanie w kierunku linii hematopoetycznych in vitro 

 W trakcie 14-dniowej hodowli komórek CD34+ wyizolowanych z KP in vitro 

obserwowano stopniową zmianę ich morfologii, która mogła wskazywać na 

spontaniczne różnicowanie w kierunku bardziej dojrzałych komórek linii 

hematopoetycznych. Dlatego, równolegle z analizą tempa proliferacji tych komórek, 

badano także kinetykę zmian ich fenotypu antygenowego w poszczególnych dniach 

ekspansji. Ponadto, analizowano także wpływ hiPS-EVs na zmiany fenotypowe, 

świadczące o różnicowaniu się tych komórek. W tym celu, w poszczególnych dniach 

hodowli przeprowadzano analizę cytometryczną komórek uprzednio wyznakowanych 

przeciwciałami skierowanymi przeciwko wybranym antygenom powierzchniowym, 

charakterystycznym dla poszczególnych linii hematopoetycznych (tzw. markerom 

liniowym).  

 Istotnie, zaobserwowano, że stopniowy spadek potencjału proliferacyjnego 

komórek w trakcie ich ekspansji korelował ze zmniejszeniem się ekspresji antygenu 

CD34 na tych komórkach z ok. 95 % w dniu 4 do ok. 5 % w dniu 14, przy czym efekt 

ten występował zarówno w przypadku komórek hodowanych w pożywce z hiPS-EVs, 

jak i kontrolnych (Rycina 26, Tabela 17). Ponadto, nie zaobserwowano istotnych 

statystycznie różnic w odsetku komórek pozytywnych dla antygenu CD34 pomiędzy 

komórkami kontrolnymi a namnażanymi w obecności hiPS-EVs. 

 

Rycina 26. Analiza ilościowa wpływu hiPS-EVs na ekspresję antygenu CD34 na 

komórkach z KP w trakcie ich ekspansji ex vivo. Po izolacji komórki hodowano przez 14 dni 

w pożywce zawierającej dodatek hiPS-EVs (2 µg/ml). Kontrolę stanowiły komórki hodowane 

w pożywce bez pęcherzyków. W 4, 6, 8, 11 i 14 dniu ekspansji komórki barwiono immuno-

fluorescencyjnie za pomocą przeciwciał anty-CD34. Wybarwione komórki analizowano 

następnie za pomocą cytometru przepływowego BD LSRFortessa. Wykresy przedstawiono jako 

% komórek wykazujących ekspresję danego antygenu, w postaci średniej ± SD dla czterech 

(N=4) powtórzeń eksperymentu. 

 Spadek ekspresji antygenu CD34 sugerował jednocześnie, że dochodzi do 

różnicowania komórek w trakcie ich hodowli in vitro. Dlatego, w następnym etapie 

zbadano kinetykę zmian ekspresji wybranych markerów charakterystycznych dla 

poszczególnych linii hematopoetycznych. Otrzymane wyniki wskazują, że ekspansja 
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komórek krwiotwórczych in vitro powoduje, że część z nich spontanicznie różnicuje 

w kierunku progenitorów i dojrzałych komórek krwi. Świadczy o tym wzrost odsetka 

komórek wykazujących ekspresję poszczególnych markerów liniowych z ok. 1-2 % 

w dniu 4, do kilku, a nawet kilkudziesięciu procent w dniu 14 (Rycina 27, Tabela 18). 

W szczególności, w przypadku antygenu CD3, charakterystycznego dla limfocytów T, 

zaobserwowano wzrost ekspresji do 14,8 ± 2,0 % całkowitej liczby komórek w 14 dniu 

hodowli. Podobnie, procent komórek wykazujących ekspresję CD14 oraz CD19 w 14 

dniu ekspansji wynosił odpowiednio 6,6 ± 2,1 % oraz 5,1 ± 1,1 %, co wskazuje 

na pojawianie się odpowiednio linii limfocytów B i linii monocytarno-makrofagowej 

w hodowli. Z kolei odesetek komórek linii granulocytarnej (CD66b+) w 14 dniu wynosił 

2,1 ± 1,3 %, a linii erytroidalnej (CD235a+) 8,6 ± 3,7 %. Co ciekawe, odsetek komórek 

wykazujących ekspresję markera megakariocytowego CD41, wynosił aż 43,3 ± 16,7 %. 

Szczegółowe dane liczbowe dla poszczególnych dni hodowli komórek zestawiono 

w Tabeli 18. 

 

Rycina 27. Analiza ilościowa wpływu hiPS-EVs na fenotyp komórek CD34+ z KP w trakcie 

ich ekspansji ex vivo. Po izolacji komórki hodowano przez 14 dni w pożywce zawierającej 

dodatek hiPS-EVs (2 µg/ml). Kontrolę stanowiły komórki hodowane w pożywce bez 

pęcherzyków. W 4, 6, 8, 11 i 14 dniu ekspansji komórki barwiono immunofluorescencyjnie 

za pomocą przeciwciał skierowanych przeciwko markerom charakterystycznych dla 

poszczególnych linii hematopoetycznych: CD3- limfocyty T,  CD14- monocyty/makrofagi,  

CD19- limfocyty B,  CD66b- granulocyty, CD235a- erytrocyty, CD41- megakariocyty. 

Wybarwione komórki analizowano następnie za pomocą cytometru przepływowego BD 

LSRFortessa. Na wykresach przedstawiono % komórek wykazujących ekspresję danego 

antygenu, w postaci średniej ± SD dla czterech (N=4) powtórzeń eksperymentu.*p<0,05 

względem komórek kontrolnych. 
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 Co istotne, zbadano również, czy dodatek hiPS-EVs do pożywki hodowlanej 

w trakcie ekspansji komórek krwiotwórczych z KP może wpływać na ich potencjał do 

różnicowania. Rzeczywiście, otrzymane wyniki wskazują, że w obecności hiPS-EVs 

spontaniczne różnicowanie (tj. różnicowanie w pożywce bez cytokin 

ukierunkowujących do danej linii hematopoetycznej) komórek HSCs 

do poszczególnych linii hematopoetycznych było bardziej efektywne (Rycina 27, 

Tabela 18). W szczególności, procent komórek CD66b+ i CD235a+ był statystycznie 

wyższy w większości analizowanych punktów czasowych, dla komórek poddanych 

działaniu hiPS-EVs. Istotność statystyczną odnotowano także w przypadku dnia 14 dla 

komórek CD3+ oraz w dniu 11 dla analizy ekspresji antygenu CD14 (Rycina 27, Tabela 

18). 

 

Tabela 18. Zbiorcze zestawienie wyników analizy wpływu hiPS-EVs na fenotyp komórek 

CD34+ z KP w trakcie ich ekspansji ex vivo. Po izolacji komórki hodowano przez 14 dni 

w pożywce zawierającej dodatek hiPS-EVs. Kontrolę stanowiły komórki hodowane w pożywce 

bez pęcherzyków. W 4, 6, 8, 11 i 14 dniu ekspansji analizowano ekspresję antygenu CD34 oraz 

wybranych markerów liniowych. Dane przedstawiono jako średnią ± SD dla czterech (N=4) 

powtórzeń eksperymentu. 

Antygen 
Dodatek  

hiPS-EVs 

Dzień ekspansji 

4 6 8 11 14 

CD34 
- 94,5 ± 4,7 79,6 ± 8,4 46,3 ± 13,2 17,0 ± 5,6 6,4 ± 1,6 

+ 94,4 ± 5,5 84,1 ± 11,7 46,3 ± 5,5 24,3 ± 7,6 5,5 ± 2,5 

CD3 
- 1,1 ± 0,5 2,5 ± 1,2 5,2 ± 2,2 10,5 ± 3,8 14,8 ± 2,0 

+ 1,5 ± 0,7 2,9 ± 0,5 6,9 ± 3,3 10,5 ± 2,0 19,3 ± 3,8 

CD14 
- 0,4 ± 0,4 2,2 ± 0,7 5,2 ± 1,5 7,3 ± 0,7 6,6 ± 2,1 

+ 0,5 ± 0,2 2,5 ± 0,4 4,1 ± 1,3 9,3 ± 1,1 7,6 ± 3,4 

CD19 
- 0,2 ± 0,1 0,8 ± 0,2 1,8 ± 0,4 3,3 ± 1,2 5,1 ± 1,1 

+ 0,5 ± 0,3 0,9 ± 0,2 2,3 ± 0,1 6,0 ± 2,5 7,2 ± 2,5 

CD66b 
- 0,2 ± 0,2 0,6 ± 0,2 0,9 ± 0,6 1,4 ± 0,5 2,1 ± 1,3 

+ 0,4 ± 0,1 1,2 ± 0,4 1,8 ± 0,2 2,4 ± 1,0 5,6 ± 4,0 

CD235a 
- 1,0 ± 0,6 5,4 ± 2,7 9,6 ± 4,1 8,9 ± 2,8 8,6 ± 3,7 

+ 1,8 ± 0,9 7,0 ± 1,8 7,4 ± 2,3 13,1 ± 3,0 11,7 ± 2,6 

CD41 
- 3,9 ± 0,8 7,2 ± 3,4 13,7 ± 0,1 23,9 ± 13,3 44,3 ± 16,7 

+ 4,2 ± 1,6 7,8 ± 3,5 14,6 ± 1,5 24,4 ± 12,5 60,8 ± 20,5 

 

 Podsumowując, wykazano, że w trakcie ekspansji ex vivo frakcja komórek z KP 

wzbogaconych w HSCs różnicuje spontanicznie w kierunku poszczególnych linii 

komórek krwi, pomimo braku w pożywce namnażającej cytokin stymulujących 

ukierunkowane różnicowanie. Ponadto, obecność hiPS-EVs zwiększa ten potencjał, 

co może świadczyć o tym, że pęcherzyki te przenoszą cząsteczki sygnałowe 

stymulujące różnicowanie HSCs.  
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4.7. Ocena wpływu hiPS-EVs na ukierunkowany potencjał klonogenny 

komórek HSCs z KP in vitro 

 Potencjał klonogenny HSCs jest istotnym czynnikiem wpływającym na 

skuteczność rekonstytucji układu krwiotwórczego po ich przeszczepie in vivo (419). 

Z kolei wyniki przeprowadzonych w ramach niniejszej pracy eksperymentów świadczą 

o zróżnicowanym wpływie hiPS-EVs na proliferację i spontaniczne różnicowanie 

komórek krwiotwórczych z KP, będących procesami powiązanymi z ich potencjałem 

klonogennym (139). Jak opisano wyżej, wykazano bowiem, że hiPS-EVs nie wpływają 

na proliferację, ale zwiększają różnicowanie się HSCs. Dlatego, w kolejnym etapie 

badań testowano wpływ hiPS-EVs na zdolność komórek CD34+ do tworzenia różnych 

typów kolonii hematopoetycznych w półpłynnej metylocelulozie. Zawierała ona 

czynniki wzrostowe i cytokiny (w tym SCF, GM-CSF, G-CSF, IL-3, IL-6 oraz 

erytropoetynę), stymulujące HSCs do tworzenia różnych typów kolonii, w zależności 

od ich stopnia ukierunkowania rozwojowego. 

 

 W pierwszej kolejności badano jak zmienia się klonogenność komórek w trakcie 

ich ekspansji ex vivo w pożywce zawierającej hiPS-EVs. W tym celu, komórki w 4, 6, 

8, 11 lub 14 dniu ich ekspansji pobierano z hodowli namnażającej i wysiewano 

w dedykowanej dla testu CFC półpłynnej pożywce (metylocelulozie zawierającej 

wymienione czynniki wzrostowe). Następnie, po 14 dniach hodowli liczono otrzymane 

kolonie, z uwzględnieniem ich typu identyfikowanego na podstawie oceny 

morfologicznej, zgodnie z przyjętymi w hematologii standardami (Rycina 28A). 

Rozróżniano m.in. kolonie typu BFU-E/CFU-E, CFU-GM oraz CFU-GEMM, co 

świadczyłoby, że w wyjściowej puli znajdują się m.in. komórki progenitorowe 

różnicujące odpowiednio w linię erytroidalną oraz granulocytano-makrofagową, a także 

komórki o właściwościach progenitorów mieloidalnych (z ang. tzw. common myeloid 

progenitors), zdolne do różnicowania w różne linie mieloidalne, co przejawia się 

heterogennością komórkową wewnątrz jednej kolonii uzyskanej in vitro (139, 140). 

 

 Otrzymane wyniki wskazują, że podczas ekspansji ex vivo potencjał klonogenny 

komórek krwiotwórczych z KP ulega stopniowemu obniżeniu, o czym świadczy spadek 

całkowitej liczby kolonii uzyskanych z tej samej liczby komórek wysianych w 4 i 14 

dniu ekspansji. W przypadku komórek hodowanych w pożywce bez hiPS-EVs 

zaobserwowano spadek liczby kolonii otrzymanych po wysianiu 500 komórek CD34+ 

w dniu 4 oraz 14 ich ekspansji, odpowiednio z 143,0 ± 14,1 do 57,3 ± 10,5 

(Rycina 28B). Jednocześnie wykazano, że komórki namnażane w obecności hiPS-EVs 

tworzyły istotnie statystycznie więcej kolonii w porównaniu do komórek kontrolnych - 

we wszystkich punktach czasowych trwania ich ekspansji ex vivo (Rycina 28B). 

Najniższy wzrost liczby kolonii - liczony, jako procent wartości uzyskanej dla komórek 

kontrolnych w danym punkcie czasowym - odnotowano dla komórek po 4 dniach 

ekspansji (144,1 ± 25,6 % kontroli), a najwyższy dla komórek wysianych po 11 dniach 

ekspansji (203,7 ± 46,5 % kontroli) (Rycina 28E).  
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Rycina 28. Analiza potencjału klonogennego komórek CD34+ z KP poddawanych 

ekspansji ex vivo w pożywce zawierającej hiPS-EVs. Po izolacji komórki hodowano przez 14 

dni w pożywce zawierającej hiPS-EVs (2 µg/ml). Kontrolę stanowiły komórki hodowane 

w pożywce bez pęcherzyków. W 4, 6, 8, 11 i 14 dniu ekspansji 500 komórek wysiewano 

w pożywce Human Methylcellulose Enriched Media. Po 14 dniach hodowli liczono 

poszczególne typy kolonii hematopoetycznych: erytroidalne (ang. burst forming unit-erythroid; 

BFU-E) lub CFU-E (ang. colony forming unit-erythroid), mieszane (ang. colony forming unit-

granulocyte, erythrocyte, macrophage, megakaryocyte; CFU-GEMM) oraz granulocytarno-

makrofagowe (ang. colony forming unit-granulocyte- macrophage; CFU-GM). 

A: Reprezentatywne zdjęcia poszczególnych typów kolonii, wykonane za pomocą mikroskopu 

Olympus IX81. Paski skali wskazują 200 μm. B: Suma kolonii otrzymanych z komórek 

wysianych na test CFC w poszczególnych dniach ich ekspansji. Dane przedstawiono jako 

średnią ± SD dla trzech (N=3) powtórzeń eksperymentu.*p<0,05 względem komórek 

kontrolnych. Dane liczbowe przedstawiono także jako średnią liczbę kolonii (N=3) 

z uwzględnieniem ich typu, dla komórek hodowanych w pożywce z hiPS-EVs (C) oraz 

komórek kontrolnych (D). E: Klonogennośc komórek wyrażona jako % w porównaniu do 

kontroli (tj. komórek namnażanych w pożywce bez hiPS-EVs), w poszczególnych dniach 

ekspansji. Dane przedstawiono jako średnią ± SD dla trzech (N=3) powtórzeń eksperymentu. 
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Świadczy to o pozytywnym wpływie hiPS-EVs na potencjał klonogenny komórek 

CD34+ z KP, które jednocześnie zachowują zdolność do tworzenia zróżnicowanych 

typów kolonii. W szczególności, zarówno komórki poddane działaniu pęcherzyków, jak 

i komórki kontrolne, tworzyły najwięcej kolonii granulocytarno-makrofagowych, 

a najmniej kolonii mieszanych (Rycina 28C-D). 

 

 Ponadto, zbadano także czy krótkoterminowa inkubacja z hiPS-EVs będzie 

również wpływać na klonogenność tych komórek. Przeprowadzone doświadczenia 

wykazały, że istotnie statystycznie więcej kolonii uzyskiwano z komórek CD34+ 

(namnażanych uprzednio in vitro przez 7 dni) poddanych działaniu hiPS-EVs przez 

2 godz. (147,8 ± 37,2 % kontroli), 6 godz. (191,7 ± 72,0 % kontroli) oraz 24 godz. 

(196,7 ± 70,3 % kontroli), a następnie wysianych do metylocelulozy celem oceny 

potencjału klonogennego (Rycina 29). 

 
Rycina 29. Analiza potencjału klonogennego komórek CD34+ z KP poddawanych krótkiej 

inkubacji w pożywce zawierającej hiPS-EVs. Po izolacji komórki namnażano przez 7 dni, 

a następnie poddawano inkubacji z hiPS-EVs przez 2, 6 lub 24 godz. Kontrolę stanowiły 

komórki inkubowane w pożywce bez hiPS-EVs. Następnie, 500 komórek z każdego warunku 

wysiewano w pożywce Human Methylcellulose Enriched Media. Po 14 dniach hodowli liczono 

kolonie hematopoetyczne. Wykres przedstawia klonogenność komórek wyrażoną jako % 

w porównaniu do kontroli, w poszczególnych dniach ekspansji. Każdy z punktów na wykresie 

odpowiada pomiarowi w obrębie jednego powtórzenia eksperymentu (N=4). Czarna pozioma 

linia wskazuje wartość średnią. Przerywaną linią czerwoną oznaczono poziom dla komórek 

kontrolnych (100%). *p<0,05 względem kontrolnych komórek CD34+.  

 

 Podsumowując, otrzymane dane sugerują, że hiPS-EVs zwiększają potencjał 

klonogenny komórek krwiotwórczych z KP oceniany in vitro, przy czym efekt ten 

zależy od czasu inkubacji komórek z pęcherzykami, sugerując aktywację szlaków 

związanych z hematopoezą, co uwidacznia się w późniejszej odpowiedzi komórek. 
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4.8. Analiza aktywności cytoprotekcyjnej hiPS-EVs wobec komórek CD34+ 

poddanych działaniu czynnika toksycznego in vitro 

 Poprzednie badania prowadzone w naszym zespole wykazały, że EVs 

wydzielane przez ludzkie oraz mysie komórki iPS mogą wykazywać działanie 

cytoprotekcyjne wobec komórek serca oraz śródbłonka in vitro (395, 396). Dlatego, 

w niniejszej pracy zbadano czy hiPS-EVs będą miały podobny wpływ na komórki 

CD34+ z KP, chroniąc je przed apoptozą wywołaną czynnikami cytotoksycznymi, 

potencjalnie obecnymi w uszkodzonej niszy szpikowej. W prowadzonych badaniach 

zastosowano model indukcji procesów apoptozy poprzez dodatek staurosporyny do 

pożywki hodowlanej. Związek ten hamuje wiązanie cząsteczek ATP do kinazy 

białkowej C, co skutkuje śmiercią komórki (420, 421).  

 W celu analizy wpływu hiPS-EVs na zachowanie komórek CD34+ po dodaniu 

wspomnianego czynnika cytotoksycznego, namnożone w ciągu 7 dni komórki najpierw 

inkubowano z hiPS-EVs przez 2 godz., a następnie poddawano działaniu staurosporyny, 

dodając ją do pożywki na 24 godz. Kontrolę stanowiły komórki inkubowane w pożywce 

bez dodatku hiPS-EVs. Dodatkowo, aby ocenić efekt samego dodatku pęcherzyków 

na żywotność komórek, zastosowano również warunek kontrolny, czyli komórki 

nietraktowane staurosporyną. 

 

 
 

Rycina 30. Analiza wpływu hiPS-EVs na żywotność komórek CD34+ poddanych działaniu 

czynnika cytotoksycznego in vitro. Komórki CD34+ po 7 dniach ekspansji ex vivo poddawano 

inkubacji z hiPS-EVs przez 2 godz., dodając następnie do pożywki staurosporynę (100 nM) 

na 24 godz. Kontrolę stanowiły komórki inkubowane w pożywce bez pęcherzyków. 

Dodatkowo, wysiewano również komórki CD34+ w pożywce niezawierającej staurosporyny 

(kontrola testu). Po inkubacji z w/w czynnikami i ich odpłukaniu, komórki barwiono za pomocą 

zestawu Annexin V Apoptosis Detection Kit i analizowano z zastosowaniem cytometru 

przepływowego BD LSRFortessa. A: Reprezentatywne wykresy kropkowe uzyskane dla 
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komórek inkubowanych z hiPS-EVs oraz kontrolnych, w pożywce bez lub z dodatkiem 

staurosporyny. Podczas analizy bramkowano obiekty: żywe- jako negatywne dla aneksyny V 

(An V) oraz 7-AAD, we wczesnej (AnV+ 7-AAD-) oraz późnej apoptozie (AnV+ 7-AAD+), 

a także komórki nekrotyczne (AnV- 7-AAD+). Podane wartości procentowe odpowiadają 

odsetkowi obiektów w bramkach, w porównaniu do wszystkich komórek obecnych na danym 

wykresie. B: Wykres średniej ± SD procentu żywych (AnV- 7-AAD-) komórek CD34+, 

uzyskanej z czterech (N=4) powtórzeń eksperymentu. *p<0,05 względem komórek kontrolnych. 

C: Tabela zbiorcza procentu komórek żywych oraz obecnych w poszczególnych fazach śmierci 

komórkowej. Dane przedstawiono jako średnią ± SD z czterech (N=4) powtórzeń 

eksperymentu. 

 

 Analiza cytometryczna próbek wybarwionych aneksyną V oraz barwnikiem 

jądrowym 7-aminoaktynomycyną D (7-AAD) wykazała, że staurosporyna wywołuje 

śmierć komórek CD34+ na drodze apoptozy, obniżając ich żywotność z wyjściowego 

poziomu wynoszącego 87,5 ± 3,0 % do 53,8 ± 0,8 % po 24 godz. od dodania 

wspomnianego czynnika toksycznego (Rycina 30). Jednocześnie, otrzymane wyniki 

świadczą, że hiPS-EVs częściowo hamują śmierć komórek CD34+, wywołaną 

dodatkiem staurosporyny (Rycina 30A), co świadczy o ich aktywności 

cytoprotekcyjnej. W szczególności, w przypadku komórek inkubowanych uprzednio 

z hiPS-EVs, a następnie poddanych działaniu staurosporyny, procent żywych komórek 

wynosił 68,4 ± 3,0 %, zatem wzrósł o ok. 15 % w porównaniu do komórek kontrolnych, 

a różnica ta była istotna statystycznie (Rycina 30B-C). Ponadto, zaobserwowano 

również pozytywny efekt hiPS-EVs na komórki inkubowane w pożywce bez czynnika 

cytotoksycznego, przejawiający się zwiększeniem odsetka żywych komórek w hodowli 

in vitro (87,5 ± 3,0 % vs. 93,6 ± 1,3 % dla komórek kontrolnych vs. komórki 

inkubowane z hiPS-EVs) (Rycina 30). 

 

 Podsumowując, uzyskane dane wskazują, że hiPS-EVs wykazują aktywność 

protekcyjną wobec komórek CD34+ z KP w warunkach działania czynnika 

cytotoksycznego in vitro, zwiększając jednocześnie odsetek żywych komórek 

w hodowli ex vivo. 

 

4.9. Ocena aktywności chemotaktycznej in vitro komórek krwiotwórczych 

z KP po kontakcie z hiPS-EVs  

 Kolejnym etapem badań była ocena wpływu hiPS-EVs na aktywność 

chemotaktyczną komórek CD34+ z KP. Zasadność tych badań wynikała z faktu, 

iż podane dożylnie komórki krwiotwórcze aktywnie migrują w kierunku niszy 

szpikowej, zgodnie z gradientem kluczowego dla nich chemoatraktanta- SDF-1, co jest 

jednym z istotnych czynników warunkujących efektywne zasiedlanie niszy przez 

te komórki, a tym samym powodzenie przeszczepu i rekonstytucji SzK (66, 422). 

 

 W związku z powyższym, w kolejnym etapie badań przeprowadzono test oceny 

chemotaksji badanych komórek CD34+ (kontrolnych oraz inkubowanych z hiPS-EVs 
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przez 2, 6 lub 24 godz.) do SDF-1 w warunkach in vitro. W tym celu komórki 

wysiewano na zmodyfikowaną komorę Boydena, stanowiącą inserty z porami 

o średnicy 5 µm, zanurzone w dołkach z pożywką zawierającą SDF-1 w stężeniu 100 

ng/ml. Następnie, po 3 godz. zliczano liczbę komórek, które aktywnie przemigrowały 

przez pory do dolnej części komory. Uzyskane wyniki wskazują, że kontakt komórek 

CD34+ z hiPS-EVs zwiększa ich odpowiedź na bodziec chemotaktyczny, przy czym 

poziom tej zmiany zależy od czasu inkubacji komórek z pęcherzykami (Rycina 31A). 

W szczególności, zaobserwowano wzrost odsetka aktywnie migrujących komórek 

CD34+ po 2 godz. (131,4 ± 42,6 % wartości dla kontroli) i 6 godz. (145,5 ± 79,2 % 

wartości dla kontroli) inkubacji z hiPS-EVs, w porównaniu z kontrolą. Jednakże, po 24 

godz. efekt ten uległ obniżeniu, a chemotaksja komórek powróciła do poziomu dla 

komórek nietraktowanych pęcherzykami (111,5 ± 35,6 % wartości dla kontroli) (Rycina 

31A).  

 

 
 

Rycina 31. Analiza wpływu hiPS-EVs na aktywność chemotaktyczną komórek CD34+ 

z KP in vitro. Komórki CD34+ po 7 dniach ekspansji ex vivo poddawano inkubacji z hiPS-EVs 

przez 2, 6 lub 24 godz., a następnie wysiewano na inserty komory Boydena z porami o średnicy 

5 µm, zanurzone w dołkach z pożywką zawierającą SDF-1 (100 ng/ml), pozwalając na aktywną 

migrację komórek przez 3 godz. Kontrolę stanowiły komórki inkubowane w pożywce bez hiPS-

EVs. Następnie, inserty usuwano i analizowano liczbę komórek obecnych w dolnej części 

komory z zastosowaniem cytometru przepływowego BD LSRFortessa. A: Wykres aktywności 

chemotaktycznej komórek, wyrażonej jako % w porównaniu do kontroli, w poszczególnych 

punktach czasowych inkubacji z hiPS-EVs. Każdy z punktów na wykresie odpowiada 

pomiarowi w obrębie jednego powtórzenia eksperymentu (przy czym dla 2 godz. liczba 

powtórzeń wynosiła N=7, dla 6 godz. N=5, a dla 24 godz. N=6). Czarna pozioma linia wskazuje 

wartość średnią. Przerywaną linią czerwoną oznaczono poziom dla komórek kontrolnych 

(100%). *p<0,05 względem kontrolnych komórek CD34+. B: Ekspresja antygenu CXCR4 na 

powierzchni komórek po inkubacji z hiPS-EVs, w porównaniu z komórkami kontrolnymi (bez 

hiPS-EVs), mierzona metodą cytometrii przepływowej, bezpośrednio przed wysianiem 

komórek na inserty. Dane na wykresie przedstawiono jako procent komórek CXCR4+ (średnia ± 

SD; N=3) w populacji komórek po inkubacji z hiPS-EVs w porównaniu do kontroli, 

w poszczególnych punktach czasowych. Przerywaną linią czerwoną oznaczono poziom dla 

komórek kontrolnych (100%). 
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 Mając na uwadze fakt, iż migracja komórek do SDF-1 jest regulowana m.in. 

poprzez interakcję tej chemokiny z jej receptorem- CXCR4, obecnym na powierzchni 

błony komórkowej, równolegle do pomiaru chemotaksji mierzono również ekspresję 

tego receptora na komórkach CD34+. Co ciekawe, nie obserwowano istotnych zmian 

poziomu ekspresji antygenu CXCR4 na komórkach poddanych działaniu hiPS-EVs, 

w porównaniu do komórek kontrolnych (Rycina 31B). 

Dlatego też, w toku dalszych prac zbadano czy zwiększona odpowiedź komórek CD34+ 

na gradient chemoatraktanta po kontakcie z hiPS-EVs, może być spowodowana innymi 

czynnikami, w tym m.in. wpływem pęcherzyków na stężenie jonów wapnia w tych 

komórkach. Wynika to z faktu, że gwałtowny wzrost wewnątrzkomórkowego stężenia 

wolnych jonów Ca2+, uwalnianych z rezerwuarów komórkowych (w tym m.in. 

z retikulum endoplazmatycznego), jest jednym z procesów towarzyszących inicjalizacji 

procesów migracji komórek, w tym komórek hematopoetycznych umieszczonych 

w gradiencie SDF-1 (423).  

 

 Zatem, aby zbadać wpływ hiPS-EVs na wyrzut wolnych jonów wapnia 

(z ang. calcium flux) w komórkach CD34+ pod wpływem stymulacji SDF-1, komórki te 

wstępnie inkubowano w pożywce z dodatkiem pęcherzyków przez 2, 6 lub 24 godz., 

a następnie, do zawiesiny komórkowej dodawano barwnika Fluo-4 AM, który ma 

zdolność do akumulacji w komórkach, a jego sygnał zielonej fluorescencji jest 

proporcjonalny do stężenia wolnych jonów Ca2+. Tak przygotowane komórki 

stymulowano za pomocą SDF-1, natychmiast monitorując sygnał od Fluo-4 wiążącego 

się do jonów Ca2+, z wykorzystaniem cytometru przepływowego. 

 

 Uzyskane w ten sposób wyniki wskazują, że komórki CD34+ z KP reagują na 

obecność chemoatraktanta wzrostem stężenia wolnych jonów Ca2+ wewnątrz komórek, 

przy czym najsilniejsza reakcja ma miejsce w pierwszych sekundach od dodania SDF-1 

(Rycina 32A). Co istotne, uprzednia inkubacja tych komórek z hiPS-EVs zwiększała 

odsetek komórek CD34+ reagujących na SDF-1 wzrostem poziomu wapnia, przy czym 

siła tego efektu zależna była od czasu inkubacji z pęcherzykami (Rycina 32B). 

W szczególności, najwyższy wzrost odsetka komórek wykazujących fluorescencję od 

Fluo-4 (wiążącego uwolniony wapń) powyżej poziomu bazalnego (zarejestrowanego 

dla komórek kontrolnych bez dodatku SDF-1) zaobserwowano po 6 godz. inkubacji 

tych komórek z hiPS-EVs (167,2 ± 83,6 % w porównaniu do poziomu sygnału 

w komórkach kontrolnych). Z kolei po 2 oraz 24 godz. kontaktu komórek 

z pęcherzykami, poziom odpowiedzi tych komórek wynosił odpowiednio 92,8 ± 21,7 % 

oraz 110,08 ± 8,31 %, w porównaniu do komórek kontrolnych (Rycina 32B). 
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Rycina 32. Wpływ hiPS-EVs na wzrost stężenia wolnych jonów Ca2+ w komórkach CD34+ 

w odpowiedzi na bodziec chemotaktyczny in vitro. Komórki CD34+ po 7 dniach ekspansji 

ex vivo poddawano inkubacji z hiPS-EVs przez 2, 6 lub 24 godz., barwiono barwnikiem Fluo-4, 

a następnie stymulowano za pomocą SDF-1 (100 ng/ml). Kontrolę stanowiły komórki 

inkubowane w pożywce bez hiPS-EVs. Bezpośrednio po dodaniu do pożywki chemoatraktanta, 

rozpoczynano cytometryczny pomiar sygnału od barwnika Fluo-4, będącego wskaźnikiem 

wewnątrzkomórkowego stężenia wolnych jonów Ca2+. Każdorazowo pomiar prowadzono przez 

120 s. A: Reprezentatywne wykresy kropkowe sygnału od Fluo-4, rejestrowanego w czasie 

120 s dla komórek w pożywce bez obecności SDF-1 (poziom bazalny), oraz komórek 

stymulowanych SDF-1, w tym kontrolnych oraz poddanych działaniu hiPS-EVs. Podane 

wartości procentowe odpowiadają odsetkowi obiektów w bramkach, w porównaniu 

do wszystkich komórek obecnych na danym wykresie. B: Wykres odsetka komórek Fluo-4+ 

po dodaniu chemoatraktanta, wyrażonego jako % w porównaniu do kontroli, w poszczególnych 

punktach czasowych inkubacji z hiPS-EVs. Każdy z punktów na wykresie odpowiada 

pomiarowi w obrębie jednego powtórzenia eksperymentu, przy czym dla 2 godz. liczba 

powtórzeń wynosiła N=5, a dla 6 godz. oraz 24 godz. wynosiła N=6. Czarna pozioma linia 

wskazuje wartość średnią. Przerywaną linią czerwoną oznaczono poziom dla komórek 

kontrolnych (100%). *p<0,05 względem kontrolnych komórek CD34+.  
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 Podsumowując, otrzymane wyniki wskazują, że hiPS-EVs zwiększają 

odpowiedź chemotaktyczną komórek CD34+ z KP na gradient SDF-1, a siła tego efektu 

zależy od czasu inkubacji tych komórek z hiPS-EVs. Jednocześnie, obserwowany 

wzrost aktywności chemotaktycznej tych komórek po ich kontakcie z hiPS-EVs nie jest 

spowodowany zmianami ekspresji antygenu CXCR4, ale może być częściowo związany 

ze wrostem stężenia wolnych jonów Ca2+ w tych komórkach po zadziałaniu bodźca 

chemotaktycznego. 
 

4.10. Analiza wpływu hiPS-EVs na adhezję komórek CD34+ in vitro 

 Zdolność przeszczepionych komórek HSCs do adhezji do komórek śródbłonka 

naczyniowego oraz komórek zrębu SzK jest kluczowym etapem niezbędnym do 

inicjacji przejścia tych komórek przez ściany naczyń krwionośnych i zasiedlania nisz 

szpikowych. Z kolei procesy te warunkują skuteczne wszczepienie komórek 

i rekonstytucję układu krwiotwórczego po przeszczepie (424). Dlatego, w kolejnym 

etapie badań oceniano czy hiPS-EVs mogą wpływać na właściwości adhezyjne 

komórek CD34+ izolowanych z KP.  

 W tym celu komórki CD34+ inkubowano w pożywce z dodatkiem pęcherzyków 

przez 2 godz., a następnie przeprowadzano test ich adhezji do różnych powierzchni, 

wysiewając komórki wyznakowane kalceiną AM na naczynia hodowlane, pokryte 

fibronektyną, warstwą komórek stromalnych lub komórkami pochodzenia 

śródbłonkowego. Taki czas inkubacji komórek HSCs z hiPS-EVs dobrano bazując 

na wynikach wcześniejszych eksperymentów, świadczących, że do efektywnej 

stymulacji szeregu funkcji komórek dochodzi po krótkim czasie ich kontaktu 

z pęcherzykami. 

W pierwszej kolejności badano potencjał komórek CD34+ do przylegania do 

fibronektyny- białka będącego istotnym składnikiem macierzy zewnątrzkomórkowej 

(425). Zaobserwowano, że krótka inkubacja z hiPS-EVs (2 godz.) zwiększa adhezję 

komórek CD34+ do fibronektyny o 10,0 ± 0,8 % w porównaniu do komórek 

kontrolnych, niepoddanych działaniu pęcherzyków (Rycina 33A-B). Następnie, 

analizowano także efekt dodatku pęcherzyków na przyleganie komórek krwiotwórczych 

z KP do dwóch typów komórek adherentnych: komórek mezenchymalnych oraz 

komórek śródbłonka, które stanowią odpowiednio – istotny element zrębu SzK oraz 

reprezentują komórki wyścielające naczynia. Jako układy modelowe zastosowano 

odpowiednio komórki UC-MSCs oraz HUVECs. Podobnie jak w przypadku 

fibronektyny, wykazano wzrost adhezji komórek CD34+, zarówno do UC-MSCs 

(o 11,0 ± 0,6% w porównaniu do komórek kontrolnych; Rycina 33C), jak i HUVECs 

(o 6,0 ± 0,8 % w porównaniu do komórek kontrolnych; Rycina 33D). 

 Następnie, w celu zbadania możliwych mechanizmów odpowiedzialnych za 

obserwowany wpływ hiPS-EVs na interakcję komórek HSCs z macierzą białkową oraz 

innymi komórkami, sprawdzano czy inkubacja komórek CD34+ z hiPS-EVs wpływa na 

obecność antygenów zaangażowanych w adhezję komórek krwiotwórczych 

do śródbłonka naczyniowego oraz białek ECM, a tym samym uczestniczących 

w zasiedlaniu przez nie nisz hematopoetycznych po przeszczepie (147). Analizowano 
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m.in. ekspresję antygenów CD49d oraz LFA-1 na komórkach CD34+ poddanych 

działaniu hiPS-EVs, będących odpowiednio ligandami dla VCAM-1 oraz cząsteczki 

adhezji międzykomórkowej 1 (ang. intercellular adhesion molecule 1; ICAM-1) 

obecnych na komórkach śródbłonka (147, 426). Jednocześnie, badano także ekspresję 

antygenu CD49e, jako ligandu dla fibronektyny (427). 

 
Rycina 33. Wpływ hiPS-EVs na zdolność komórek CD34+ z KP do adhezji do fibronektyny 

oraz do komórek stromalnych i komórek śródbłonka. Komórki CD34+ po 7 dniach ekspansji 

ex vivo poddawano inkubacji z hiPS-EVs przez 2 godz. i barwiono kalceiną AM. Kontrolę 

stanowiły komórki inkubowane w pożywce bez pęcherzyków. Następnie komórki umieszczano 

w dołkach hodowlanych, pokrytych warstwą fibronektyny, komórkami UC-MSCs lub 

HUVECs, a następnie po 2,5 godz. inkubacji odpłukiwano niezwiązane komórki i dokonywano 

pomiaru sygnału fluorescencji kalceiny, za pomocą czytnika płytkowego Tecan. 

A: Reprezentatywne zdjęcia komórek CD34+ zaadherowanych do fibronektyny, wykonane za 

pomocą mikroskopu fluorescencyjnego Leica DMI6000B w kontraście faz, kanale zielonej 

fluorescencji oraz jako złożenie obu kanałów. Pasek skali oznacza 250 µm. Na wykresach 

przedstawiono wartości sygnału fluorescencji pochodzącej od komórek CD34+ zaadherowanych 

do fibronektyny (N=7, panel B), komórek UC-MSCs (N=5, panel C) lub HUVECs (N=6, panel 

D), wyrażonego jako % w porównaniu do komórek kontrolnych. Każdy z punktów na 

wykresie odpowiada pomiarowi w obrębie jednego powtórzenia eksperymentu. Czarna pozioma 

linia wskazuje wartość średnią. Przerywaną linią czerwoną oznaczono poziom dla komórek 

kontrolnych (100%). *p<0,05 względem kontrolnych komórek CD34+.  
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 Otrzymane wyniki wskazują, że krótka inkubacja komórek CD34+ z hiPS-EVs 

nie wpływa na ekspresję antygenów CD49d oraz CD49e (Rycina 34A). Jednakże, 

zaobserwowano istotny statystycznie wzrost poziomu ekspresji antygenu LFA-1 

w komórkach inkubowanych z pęcherzykami przez 2 godz. oraz 6 godz. (odpowiednio 

129,0 ± 12,6 % oraz 127,4 ± 8,7 % w porównaniu do poziomu zmierzonego 

w komórkach kontrolnych; Rycina 34A). Co istotne, po 24 godz. inkubacji z hiPS-EVs 

ekspresja tego antygenu powróciła do poziomu obserwowanego dla komórek 

kontrolnych.  

 W celu zbadania możliwego mechanizmu zmiany poziomu antygenu LFA-1 na 

komórkach CD34+ poddanych działaniu hiPS-EVs, przeprowadzono również analizę 

obecności LFA-1 na hiPS-EVs z zastosowaniem wysokorozdzielczej cytometrii 

przepływowej. Badano w ten sposób czy obecność tego antygenu na powierzchni 

komórek CD34+ może być potencjalnie wynikiem jego przeniesienia z błony 

pęcherzyków do błony HSCs. Otrzymane dane wskazują, że 8,1 ± 0,2 % pęcherzyków 

RNA Select+ posiada ten marker na swojej powierzchni (Rycina 34B). Świadczyć 

to może o prawdopodobieństwie przeniesienia go na komórki CD34+ w wyniku ich 

interakcji z hiPS-EVs. Jednakże, zważywszy na fakt, że odsetek LFA-1+ hiPS-EVs jest 

relatywnie niski, istnieje także możliwość, że sam kontakt z pęcherzykami może 

indukować endogenną reakcję komórek, prowadzącą do wzrostu poziomu tego 

antygenu na ich powierzchni. 

 
Rycina 34. Analiza wpływu hiPS-EVs na ekspresję wybranych molekuł adhezyjnych na 

komórkach CD34+ z KP. A: Komórki CD34+ po 7 dniach ekspansji ex vivo poddawano 

inkubacji z hiPS-EVs przez 2, 6 lu 24 godz. Kontrolę stanowiły komórki inkubowane 

w pożywce bez pęcherzyków. Następnie, komórki barwiono odpowiednimi przeciwciałami 

przeciwko wybranym molekułom adhezyjnym: CD49d, CD49e oraz LFA-1, sprzężonymi 

z fluorochromami. Średnią intensywność fluorescencji (z ang. median fluorescencje intensity; 

MFI) emitowaną od związanych z komórkami przeciwciał mierzono za pomocą cytometru 

przepływowego BD LSRFortessa. Na wykresach przedstawiono MFI (średnia ± SD; N=3)  
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wyrażone jako % w porównaniu do jego wartości dla komórek kontrolnych, w poszczególnych 

punktach czasowych inkubacji z hiPS-EVs. Przerywaną linią czerwoną oznaczono poziom dla 

komórek kontrolnych (100%). *p<0,05 względem kontrolnych komórek CD34+. B: Analiza 

obecności antygenu LFA-1 na hiPS-EVs. Próbki hiPS-EVs barwiono immunofluorescencyjnie 

oraz za pomocą barwnika RNA Select i analizowano za pomocą cytometru przepływowego 

Apogee A50-Micro oraz dedykowanego oprogramowania Histogram. Reprezentatywne 

wykresy kropkowe ekspresji antygenu LFA-1 na hiPS-EVs pozytywnych dla RNA Select. 

Wykresy przedstawiają poziom sygnału w odpowiednich kanałach detekcji fluorescencji 

względem parametru rozproszenia światła MALS (z ang. medium angle light scatter), 

proporcjonalnego do względnej wielkości analizowanych cząstek. Podane wartości procentowe 

odpowiadają odsetkowi obiektów w czerwonych obszarach (bramkach), w porównaniu do 

wszystkich cząstek obecnych na danym wykresie. Położenie bramek dostosowano do poziomu 

autofluorescencji w poszczególnych kanałach detekcji, zmierzonego dla próbki niebarwionej. 

 

 Podsumowując, hiPS-EVs mogą pozytywnie wpływać na adhezję komórek 

CD34+ z KP do białek ECM, a także komórek stromalnych i śródbłonka naczyniowego, 

a mechanizm tego zjawiska może być częściowo związany ze zwiększeniem poziomu 

ekspresji antygenu LFA-1 na komórkach krwiotwórczych, zaangażowanego m.in. 

w procesy adhezji międzykomórkowej. 

 

4.11. Ocena ekspresji genów związanych z hematopoezą w komórkach 

CD34+ z KP poddanych działaniu hiPS-EVs in vitro 

 

 W toku prowadzonych badań, uzyskane wyniki świadczące 

o wielokierunkowym wpływie hiPS-EVs na funkcje komórek CD34+ z KP in vitro, 

nasunęły pytania o możliwe mechanizmy molekularne obserwowanych zjawisk. 

Dotychczasowe prace badawcze, w tym prace naszego zespołu, wskazują, że jednym 

z efeków działania EVs może być zmiana ekspresji genów w komórkach docelowych 

(396, 428, 429). Ponadto, obserwowany w niniejszej pracy wpływ hiPS-EVs na szereg 

właściwości biologicznych komórek krwiotwórczych z KP sugerował, że może 

dochodzić w nich do zmiany poziomu genów regulujących wymienione procesy. 

Dlatego, w kolejnym etapie badań poddano analizie zawartość mRNA dla wybranych 

genów obecnych w komórkach CD34+ poddanych działaniu hiPS-EVs. 

 Początkowo, zbadano zmiany poziomu transkryptów dla dwóch istotnych genów 

hematopoetycznych: SCL oraz HOXB4 (430, 431) w komórkach poddanych krótkiej 

inkubacji z hiPS-EVs. Istotnie, analiza z zastosowaniem techniki PCR w czasie 

rzeczywistym wykazała, że dodatek hiPS-EVs do pożywki hodowlanej zwiększa 

ekspresję mRNA dla genu SCL w komórkach CD34+, osiągając 1,8 ± 0,7- krotny oraz 

1,5 ± 0,7-krotny wzrost w porównaniu do komórek kontrolnych, odpowiednio po 

2 godz. oraz 6 godz. inkubacji z hiPS-EVs (Rycina 35). Jednakże, po 24 godz. inkubacji 

z pęcherzykami ekspresja tego genu wracała do poziomu bazalnego, odpowiadającego 

komórkom kontrolnym. Podobnie, ekspresja genu HOXB4 również istotnie wzrastała 

w komórkach po 2 godz. i 6 godz. inkubacji z hiPS-EVs, odpowiednio 1,5 ± 0,6- 

krotnie i 1,7 ± 0,9- krotnie. Dodatkowo, poziom antyapoptotycznego genu BCL-2 (432) 
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był również podwyższony w komórkach CD34+ traktowanych hiPS-EVs, odpowiednio 

1,7 ± 0,6- krotnie i 1,4 ± 0,5- krotnie po 2 godz. i 6 godz. od momentu dodania 

pęcherzyków (Rycina 35).  

 
Rycina 35. Analiza poziomu ekspresji wybranych genów w komórkach CD34+ poddanych 

działaniu hiPS-EVs in vitro. Komórki CD34+ po 7 dniach ekspansji ex vivo poddawano 

inkubacji z hiPS-EVs przez 2, 6 lub 24 godz. Kontrolę stanowiły komórki inkubowane 

w pożywce bez pęcherzyków. Następnie, badano zmianę poziomu transkryptów dla genów 

SCL, HOXB4 oraz BCL-2, z zastosowaniem metody PCR w czasie rzeczywistym. 

Na wykresach przedstawiono poziom badanych transkryptów w komórkach poddanych 

działaniu hiPS-EVs, w poszczególnych punktach czasowych inkubacji z pęcherzykami. Dane 

wyrażono jako krotność zmiany w porównaniu do poziomu w komórkach kontrolnych, który 

przyjęto jako wartość równą 1 i oznaczono przerywaną linią czerwoną. Każdy z punktów na 

wykresie odpowiada pomiarowi w obrębie jednego powtórzenia eksperymentu, przy czym dla 

2 godz. oraz 6 godz. liczba powtórzeń wynosiła N=7, a dla 24 godz. N=6. Czarna pozioma linia 

wskazuje wartość średnią. *p<0,05 względem komórek kontrolnych. 

 

 W dalszej części badań przeprowadzono analizę zmian profilu ekspresji szeregu 

genów zaangażowanych w regulację funkcji hematopetycznych w komórkach CD34+ 

z KP, poddanych ekspansji ex vivo. W tym celu, badano zawartość mRNA 

w komórkach w 4 oraz 8 dniu ich namnażania w obecności hiPS-EVs, porównując ją do 

komórek kontrolnych, tj. hodowanych w pożywce bez pęcherzyków. Zastosowanie 

komercyjnych zestawów do profilowania mRNA dla genów związanych z procesem 

hematopoezy umożliwiło analizę zmian poziomu transkryptów dla kilkudziesięciu 

genów, ulegających zróżnicowanej ekspresji w komórkach HSCs bezpośrednio 

po izolacji z KP oraz w toku  ich namnażania w hodowli ex vivo. 

 Uzyskane wyniki pozwoliły stwierdzić zróżnicowany poziom badanych mRNA 

w komórkach w poszczególnych dniach ich ekspansji. Analiza z zastosowaniem 

wizualizacji typu heatmap umożliwiła zaobserwowanie unikatowego profilu ekspresji 

transkryptów obecnych w namnażanych komórkach (Rycina 36). Na szczególną uwagę 

zasługuje fakt wyraźnie odmiennego wzoru badanego transkryptomu w komórkach 

CD34+ poddanych analizie bezpośrednio po izolacji, w porównaniu do dynamicznych 

zmian w poziomie poszczególnych genów w komórkach namnażanych ex vivo 

(pomimo, że namnażanie prowadzono w pożywce dedykowanej ekspansji wczesnych 

komórek HSCs z zachowaniem ich pierwotnego fenotypu).  
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Ryc. 36. Analiza poziomu ekspresji wybranych genów w komórkach CD34+ poddanych 

ekspansji ex vivo w pożywce zawierającej hiPS-EVs. Po izolacji komórki hodowano 

w dedykowanej pożywce do ekspansji HSCs, zawierającej dodatek hiPS-EVs (2 µg/ml). 

Kontrolę stanowiły komórki hodowane w pożywce bez pęcherzyków. Następnie, w 4 oraz 8 

dniu ekspansji badano poziom transkryptów dla genów związanych z procesem hematopoezy, 

z zastosowaniem komercyjnych zestawów Hematopoiesis RT2 Profiler PCR Array. Analizę 

przeprowadzono również dla komórek CD34+ niepoddanych ekspansji (bezpośrednio 

po izolacji, d 0). Wględny poziom analizowanych genów przedstawiono w postaci obrazu typu 

heatmap, wygenerowanego za pomocą narzędzia Heatmapper. Skala kolorystyczna odpowiada 

względnemu, średniemu poziomowi ekspresji w poszczególnych typach próbek, od relatywnie 

najniższego (czerwony) do najwyższego (zielony), na podstawie generowanej przez narzędzie 

skali dla parametru Row Z-Score, przyjmującego wartości od -1 do 1. Średnią poziomu ekspresji 

w poszczególnych typach próbek obliczono na podstawie danych uzyskanych dla trzech (N=3) 

powtórzeń eksperymentu. 

 

 Dodatkowo, przeprowadzona analiza wykazała, że ekspresja większości 

badanych genów ulega zwiększeniu w komórkach poddanych ekspansji, w porównaniu 

do poziomu dla komórek po izolacji (Rycina 36, Tabela 19). Wyjątek stanowiły geny: 

LMO2 oraz STAT3 w  4 dniu ekspansji oraz geny: STAT3, CD164, NOTCH2, KIT, 

ETS1, FUT10 oraz CD34 w 8 dniu ekspansji, których ekspresja była niższa, 

w porównaniu do poziomu obecnego w komórkach przed rozpoczęciem ich hodowli 

ex vivo. 

Kontrola KontrolahiPS-EVs hiPS-EVs

4 d ekspansji 8 d ekspansji-1   0   1

Po izolacji

(d 0)
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Tabela 19. Zbiorcze zestawienie zmian poziomu ekspresji wybranych genów w komórkach 

CD34+ poddanych ekspansji ex vivo w pożywce zawierającej hiPS-EVs. Po izolacji komórki 

hodowano w dedykowanej pożywce, zawierającej dodatek hiPS-EVs (2 µg/ml). Kontrolę 

stanowiły komórki hodowane w pożywce bez pęcherzyków. Następnie, w 4 oraz 8 dniu 

ekspansji badano poziom transkryptów dla genów związanych z procesem hematopoezy, 

z zastosowaniem komercyjnych zestawów Hematopoiesis RT2 Profiler PCR Array. Analizę 

przeprowadzono również dla komórek niepoddanych ekspansji (bezpośrednio po izolacji, d 0). 

W tabeli zestawiono wartości średnie ± SD (N=3) krotności zmiany poziomu badanych 

transkryptów w komórkach CD34+, w poszczególnych punktach czasowych ekspansji, 

uwzględniając dane dla komórek poddanych działaniu hiPS-EVs oraz kontrolnych. Dane 

wyrażono jako krotność zmiany w porównaniu do poziomu w komórkach niepoddanych 

ekspansji (bezpośrednio po izolacji), który przyjęto jako wartość równą 1.  

 

Gen 

4 dzień ekspansji 8 dzień ekspansji 

Kontrola + hiPS-EVs Kontrola + hiPS-EVs 

Średnia ± SD Średnia ± SD Średnia ± SD Średnia ± SD 

LMO2 0,68 ± 0,32 1,84 ± 0,23 2,74 ± 0,55 1,00 ± 0,54 

STAT3 0,99 ± 0,28 1,64 ± 1,13 0,73 ± 0,41 0,80 ± 0,44 

CD164 1,10 ± 0,26 1,34 ± 0,18 0,91 ± 0,09 0,92 ± 0,50 

NOTCH2 1,10 ± 0,41 4,31 ± 0,70 0,46 ± 0,62 3,56 ± 0,82 

KIT 1,13 ± 0,10 0,47 ± 0,11 0,60 ± 0,16 0,73 ± 0,17 

ETS1 1,19 ± 0,82 3,66 ± 1,63 0,32 ± 0,00 1,47 ± 0,00 

FUT10 2,03 ± 1,83 8,10 ± 1,62 0,69 ± 0,00 1,83 ± 0,55 

CD44 2,04 ± 0,41 3,39 ± 1,03 2,13 ± 1,14 1,29 ± 0,95 

ETV6 2,04 ± 0,55 2,31 ± 0,20 2,51 ± 0,45 1,58 ± 0,54 

HDAC7 2,43 ± 0,69 3,76 ± 1,52 2,12 ± 0,91 2,42 ± 0,50 

ANGPT1 2,54 ± 0,98 2,33 ± 0,73 4,56 ± 3,83 1,49 ± 0,42 

PTPRC 2,62 ± 0,91 4,63 ± 0,82 6,06 ± 4,98 1,56 ± 1,48 

ASH2L 2,65 ± 1,20 3,79 ± 1,60 2,97 ± 0,41 2,80 ± 0,87 

LRMP 2,92 ± 2,12 2,21 ± 1,35 1,25 ± 0,00 1,26 ± 0,34 

RUNX1 2,99 ± 0,64 5,87 ± 0,23 4,50 ± 2,73 5,92 ± 4,16 

HDAC5 3,09 ± 1,02 6,90 ± 1,07 16,45 ± 7,55 3,87 ± 2,01 

IL6ST 3,09 ± 4,08 0,79 ± 1,14 2,26 ± 1,59 1,48 ± 0,25 

NOTCH1 3,16 ± 3,22 11,49 ± 3,65 1,68 ± 2,18 2,31 ± 1,53 

STAT1 3,18 ± 2,07 4,71 ± 2,50 8,56 ± 8,25 3,53 ± 4,11 

CD34 3,36 ± 1,58 5,06 ± 2,70 0,98 ± 0,59 0,71 ± 0,01 

HDAC9 3,56 ± 0,00 5,75 ± 5,86 4,80 ± 5,53 1,47 ± 1,35 

PECAM1 3,74 ± 1,17 4,66 ± 2,60 2,23 ± 1,41 3,11 ± 2,39 
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HDAC4 3,83 ± 3,26 12,53 ± 7,53 9,47 ± 7,37 4,98 ± 2,62 

GATA2 4,26 ± 1,32 6,18 ± 1,89 6,22 ± 2,94 1,38 ± 0,45 

CBFB 4,34 ± 2,06 4,31 ± 1,95 5,28 ± 1,25 6,99 ± 2,87 

TAL1 4,68 ± 3,38 7,96 ± 6,28 11,99 ± 2,62 14,02 ± 0,40 

RBPJ 5,21 ± 3,13 4,21 ± 1,29 7,16 ± 5,44 6,36 ± 4,14 

CD27 5,23 ± 1,79 4,14 ± 1,09 6,94 ± 2,29 6,81 ± 0,99 

MAP4K1 5,45 ± 0,75 11,39 ± 0,95 5,93 ± 4,60 5,26 ± 5,48 

NCOA6 5,55 ± 1,79 6,61 ± 2,69 7,18 ± 3,38 3,25 ± 4,86 

IL31RA 6,08 ± 2,85 7,92 ± 4,11 27,15 ± 11,14 12,94 ± 5,04 

VAV1 6,11 ± 5,76 4,74 ± 1,63 3,44 ± 1,52 4,08 ± 2,08 

FZD1 8,46 ± 4,29 12,77 ± 1,55 34,79 ± 20,44 23,45 ± 21,05 

CD3D 10,00 ± 6,60 3,93 ± 0,90 16,66 ± 0,00 3,12 ± 1,27 

LEF1 10,25 ± 5,99 13,75 ± 9,46 9,38 ± 5,37 22,86 ± 10,06 

TLR4 10,36 ± 1,94 116,04 ± 52,69 172,33 ± 5,94 60,18 ± 19,01 

GATA1 12,05 ± 6,22 17,92 ± 8,78 52,11 ± 17,63 57,83 ± 36,91 

SFXN1 13,38 ± 7,74 28,59 ± 10,73 29,25 ± 16,44 12,99 ± 9,43 

VEGFA 15,71 ± 6,06 23,23 ± 4,49 5,84 ± 5,32 8,99 ± 7,57 

CEBPG 20,05 ± 9,86 20,09 ± 7,14 31,61 ± 27,38 7,06 ± 0,12 

CD14 27,25 ± 5,21 88,64 ± 21,40 211,20 ± 152,92 80,02 ± 48,25 

CHST15 29,47 ± 12,06 57,12 ± 66,11 105,37 ± 66,84 80,57 ± 74,30 

PAX5 41,99 ± 28,62 489,57 ± 10,96 165,27 ± 69,72 211,07 ± 182,21 

JAG1 50,08 ± 33,47 21,55 ± 10,15 28,83 ± 18,28 11,64 ± 4,41 

IL12B 51,70 ± 45,30 598,54 ± 242,71 122,58 ± 83,12 43,37 ± 24,16 

INHBA 89,20 ± 23,05 95,42 ± 37,10 38,98 ± 0,00 122,03 ± 0,00 

CEBPE 120,57 ± 43,73 179,47 ± 78,51 83,49 ± 42,73 68,41 ± 49,42 

CCR1 121,45 ± 8,60 356,23 ± 172,15 252,90 ± 16,35 266,65 ± 76,00 

TNFSF11 304,51 ± 128,71 339,38 ± 110,18 521,94 ± 128,60 693,84 ± 331,04 

CSF2 472,72 ± 159,95 1159,05 ± 408,33 1360,38 ± 77,64 663,10 ± 170,34 

 

 Jednocześnie, już wstępna ocena wykresu typu heatmap pozwoliła stwierdzić, że 

dodatek hiPS-EVs do pożywki namnażającej wpływa istotnie na poziom 

poszczególnych transkryptów w komórkach HSCs (Rycina 36). Poszerzona analiza 

ilościowa wykazała, że spośród 50 badanych genów, w przypadku aż 28 z nich 

dochodzi o statystycznie istotnej zmiany poziomu ekspresji w komórkach w 4 dniu ich 

ekspansji ex vivo w obecności hiPS-EVs, w porównaniu do komórek namnażanych 

w pożywce bez dodatku pęcherzyków, przy czym dla 4 genów zaobserwowano spadek, 
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a dla 24 genów wzrost ich ekspresji (Rycina 37, Tabela 20). Z kolei w 8 dniu hodowli 

zmiany te były mniejsze, a jedynie 5 genów wykazywało istotnie statystycznie wyższą 

ekspresję w komórkach namnażanych w pożywce z hiPS-EVs, przy jednoczesnym 

obniżeniu poziomu 16 innych transkryptów (Rycina 37, Tabela 20). Co istotne, 

wspólnymi dla obu punktów czasowych genami, których ekspresja w namnażanych 

komórkach zwiększała się pod wpływem obecności hiPS-EVs były NOTCH1, 

NOTCH2 oraz VEGFA. 

 
Rycina 37. Analiza wpływu hiPS-EVs na ekspresję wybranych genów w komórkach 

CD34+ poddanych ekspansji ex vivo. Po izolacji komórki hodowano w dedykowanej pożywce, 

zawierającej dodatek hiPS-EVs (2 µg/ml). Kontrolę stanowiły komórki hodowane w pożywce 

bez pęcherzyków. W 4 oraz 8 dniu ekspansji badano poziom transkryptów dla genów 

związanych z procesem hematopoezy, z zastosowaniem komercyjnych zestawów 

Hematopoiesis RT2 Profiler PCR Array. Na wykresach przedstawiono średnią ± SD (N=3) 

poziomu badanych transkryptów w komórkach poddanych działaniu hiPS-EVs, 

w poszczególnych punktach czasowych inkubacji z pęcherzykami. Dane wyrażono jako 

krotność zmiany w porównaniu do poziomu w komórkach kontrolnych, który przyjęto jako 

wartość równą 1 i oznaczono przerywaną linią czerwoną. *p<0,05 względem komórek 

kontrolnych. 
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 Spośród genów, których ekspresja ulega zwiększeniu w 4 dniu ekspansji 

w komórkach hodowanych w pożywce zawierającej hiPS-EVs (w porównaniu 

z komórkami kontrolnymi), największy wzrost poziomu transkryptu miał miejsce 

w przypadku genu PAX5 (11,66 ± 0,26 - krotny wzrost w porównaniu do komórek 

kontrolnych), kodującego czynnik transkypcyjny odgrywający kluczową rolę 

w regulacji rozwoju linii limfocytów B (433).  

Innymi genami, dla których poziom transkryptów zwiększał się w obecności hiPS-EVs 

były m.in. NOTCH1 oraz NOTCH2 (odpowiednio 3,64 ± 1,15 oraz 3,90 ± 0,64 - 

krotny wzrost w porównaniu do komórek kontrolnych) uczestniczące w kontroli 

samoodnowy i różnicowania komórek hematopoetycznych (434), FUT10 (3,99 ± 0,80- 

krotny wzrost w porównaniu do komórek kontrolnych) kodujący enzym 

fukozylotransferazę 10 (435), mogącą modyfikować czynniki adhezji na komórkach 

krwiotwórczych (262) oraz geny dla deacetylaz histonowych HDAC5 oraz HDAC7 

(odpowiednio 2,23 ± 0,35 oraz 1,55 ± 0,63 - krotny wzrost w porównaniu do kontroli) 

regulujących status epigenetyczny komórek (436).  

Uzyskane wyniki wskazują również na zwiększenie ekspresji genów dla czynników 

transkrypcyjnych takich jak RUNX1, GATA1 oraz GATA2 (odpowiednio 1,96 ± 0,08; 

1,49 ± 0,73 oraz 1,45 ± 0,44 - krotny wzrost w porównaniu do komórek kontrolnych), 

będących regulatorami liczby HSCs oraz kierunkowości ich różnicowania (437, 438). 

Ponadto, obserwowano również wzrost poziomu genów pośredniczących w aktywności 

chemotaktycznej komórek HSCs, w tym m.in. genu CCR1 (2,93 ± 1,42- krotny wzrost 

w porównaniu do kontroli) kodującego receptor dla chemokiny CCL3 (439) (Rycina 37, 

Tabela 20).  

 

Tabela 20.  Zbiorcze zestawienie analizy wpływu hiPS-EVs na ekspresję wybranych genów 

w komórkach CD34+ poddanych ekspansji ex vivo. Po izolacji komórki hodowano 

w dedykowanej pożywce, zawierającej dodatek hiPS-EVs (2 µg/ml). Kontrolę stanowiły 

komórki hodowane w pożywce bez pęcherzyków. W 4 oraz 8 dniu ekspansji badano poziom 

transkryptów dla genów związanych z procesem hematopoezy, z zastosowaniem komercyjnych 

zestawów Hematopoiesis RT2 Profiler PCR Array. Dane w tabeli przedstawiono jako średnią 

± SD (N=3) krotności zmiany poziomu wybranych transkryptów w komórkach poddanych 

działaniu hiPS-EVs, w porównaniu do poziomu w komórkach kontrolnych, który przyjęto jako 

wartość równą  1. W tabeli uwzględniono tylko te geny, dla których zmiana ekspresji była 

istotna statystycznie (*p<0,05 względem komórek kontrolnych). Kolorem czerwonym 

zaznaczono geny o obniżonej ekspresji (krotność zmiany<1), a kolorem zielonym geny 

ulegające nadekspresji, w porównaniu do komórek kontrolnych (krotność zmiany>1). 

 

4 dzień ekspansji 

z hiPS-EVs 

8 dzień ekspansji 

z hiPS-EVs 

Gen 
Krotność zmiany ekspresji 

Średnia ± SD 
Gen 

Krotność zmiany ekspresji 

Średnia ± SD 

JAG1 0,43  ±  0,20 GATA2 0,22  ±  0,07 

LRMP 0,76  ±  0,46 CEBPG 0,22  ±  0,00 

CD27 0,79  ±  0,21 HDAC5 0,24  ±  0,12 
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ANGPT1 0,92  ±  0,29 PTPRC 0,26  ±  0,24 

NCOA6 1,19  ±  0,48 HDAC9 0,31  ±  0,28 

GATA2 1,45  ±  0,44 ANGPT1 0,33  ±  0,09 

VEGFA 1,48  ±  0,29 TLR4 0,35  ±  0,11 

GATA1 1,49  ±  0,73 IL12B 0,35  ±  0,20 

CEBPE 1,49  ±  0,65 LMO2 0,37  ±  0,20 

CD34 1,51  ±  0,80 JAG1 0,40  ±  0,15 

HDAC7 1,55  ±  0,63 STAT1 0,41  ±  0,48 

CD44 1,66  ±  0,51 SFXN1 0,44  ±  0,32 

PTPRC 1,77  ±  0,31 CSF2 0,49  ±  0,13 

CHST15 1,94  ±  2,24 CD44 0,61  ±  0,45 

RUNX1 1,96  ±  0,08 ETV6 0,63  ±  0,21 

MAP4K1 2,09  ±  0,17 FZD1 0,67  ±  0,60 

SFXN1 2,14  ±  0,80 KIT 1,22  ±  0,28 

HDAC5 2,23  ±  0,35 CBFB 1,33  ±  0,54 

CSF2 2,45  ±  0,86 NOTCH1 1,37  ±  0,91 

LMO2 2,70  ±  0,33 VEGFA 1,54  ±  1,30 

CCR1 2,93  ±  1,42 NOTCH2 7,70  ±  1,77 

ETS1 3,09  ±  1,37   

NOTCH1 3,64  ±  1,15  

NOTCH2 3,90  ±  0,64  

FUT10 3,99  ±  0,80  

TLR4 11,20  ±  5,09  

IL12B 11,58  ±  4,69  

PAX5 11,66  ±  0,26  

 

 

 Co istotne, analiza z zastosowaniem narzędzia bioinformatycznego 

NetworkAnalyst (przeszukującego bazę danych STRING Interactom) wykazała, że geny 

oraz ich białkowe produkty, których ekspresja zmienia się w komórkach namnażanych 

w pożywce zawierającej hiPS-EVs, tworzą ze sobą sieć wzajemnych interakcji na 

poziomie molekularnym (Rycina 38). 

 

 Podsumowując, uzyskane dane wskazują, że zarówno krótka inkubacja komórek 

CD34+ z hiPS-EVs, jak i ich ekspansja ex vivo w pożywce z dodatkiem tych 

pęcherzyków, wpływa na ekspresję szeregu genów związanych z kontrolą funkcji 

komórek hematopoetycznych, w tym m.in. ich samoodnowy, potencjału do 

różnicowania oraz aktywności migracyjnej. 
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Rycina 38. Analiza bioinformatyczna wzajemnych interakcji pomiędzy genami, których 

ekspresja zmienia się w komórkach CD34+ poddanych ekspansji ex vivo w pożywce 

zawierającj hiPS-EVs. Po izolacji komórki hodowano w dedykowanej pożywce, zawierającej 

Geny o podwyższonej ekspresji w 4 dniu ekspansji ex vivo

Geny o obniżonej ekspresji w 8 dniu ekspansji ex vivo
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dodatek hiPS-EVs (2 µg/ml). Kontrolę stanowiły komórki hodowane w pożywce bez 

pęcherzyków. W 4 oraz 8 dniu ekspansji badano poziom transkryptów dla genów związanych z 

procesem hematopoezy, z zastosowaniem komercyjnych zestawów Hematopoiesis RT2 Profiler 

PCR Array. Graficzna analiza interakcji pomiędzy wybranymi genami w komórkach 

namnażanych w obecności hiPS-EVs, dla których poziom transkryptów ulega istotnej 

statystycznie zmianie (*p<0,05), w porównaniu do komórek kontrolnych. Analizę 

przeprowadzono z zastosowaniem narzędzia bioinformatycznego NetworkAnalyst, 

wykorzystującego implementację bazy danych STRING Interactom, z poziomem odcięcia 

(z ang. confidence score cutoff) równym 900. Szare linie oznaczają graficzną prezentację 

interakcji pomiędzy badanymi genami (przedstawionymi jako różowo-pomarańczowe kuliste 

symbole) o podwyższonej (krotność zmiany<1; górny panel) oraz obniżonej (krotność 

zmiany>1; dolny panel) ekspresji, w porównaniu do komórek kontrolnych, odpowiednio dla 

4 oraz 8 dnia ekspansji. Kuliste niebieskie symbole oznaczają inne geny wchodzące 

w interakcje z genami badanymi, zidentyfikowane na podstawie bazy danych, przeszukiwanej 

przez narzędzie NetworkAnalyst. 

 

4.12. Analiza wpływu hiPS-EVs na aktywność wewnątrzkomórkowych 

szlaków sygnałowania w komórkach CD34+ izolowanych z KP 

 Otrzymane w niniejszej pracy wyniki wskazują, że efekty wpływu hiPS-EVs na 

komórki krwiotwórcze z KP obserwowane są już w ciągu 2 godz. od dodania tych 

pęcherzyków do pożywki. Sugeruje to, że oprócz zmian w ekspresji genów, regulacja 

funkcji tych komórek odbywać się może na drodze modulowania procesów o dużej 

dynamice zmian w komórce, bazujących o białka już obecne w komórce. Jedną ze 

ścieżek szybkiej odpowiedzi komórki na bodźce zewnętrzne jest regulacja aktywności 

wewnątrzkomórkowych szlaków transdukcji sygnału, odbywająca się m.in. na drodze 

fosforylacji lub defosforylacji białek, w tym w szczególności kinaz, zaangażowanych 

w te szlaki (440).  

 

 Dlatego, mając powyższe na uwadze, w następnym etapie badań 

przeprowadzono analizę wpływu krótkiej inkubacji komórek CD34+ z hiPS-EVs na 

poziom ufosforylowanych form wybranych białek biorących udział w wielu znanych 

szlakach sygnałowania, regulujących aktywność szeregu procesów biologicznych 

w komórkach.  

W tym celu, komórki CD34+ poddawano krótkiej (2 godz.) inkubacji w pożywce 

z dodatkiem hiPS-EVs, a następnie przeprowadzano detekcję zmian poziomu 44 

ufosforylowanych form różnych białek obecnych w tych komórkach, w porównaniu do 

komórek kontrolnych (inkubowanych w pożywce bez hiPS-EVs). Wykorzystano w tym 

celu komercyjnie dostępne zestawy macierzy Proteome Profiler Human Phospho-

Kinase Arrays oceniające poziom fosforylowanych form białek obecnych w lizatach 

komórkowych.  

 Na podstawie otrzymanych wyników stwierdzono, że 2-godz. inkubacja 

komórek CD34+ z hiPS-EVs powoduje globalne zmiany w poziomie fosforylacji 

badanych białek (Rycina 39, Tabela 21). Szczegółowa analiza wykazała, że wśród kinaz 
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obecnych w komórkach CD34+, największe zmiany fosforylacji po działaniu hiPS-EVs 

zaobserwowano dla białek z rodziny STAT, których szlak sygnałowania jest jedną 

z kluczowych ścieżek zaangażowanych w kontrolę pocesu hematopoezy (441, 442). 

W szczególności, poziom białka STAT2 ufosforylowanego na tyrozynie (Y) 689 był 

2,1 ± 0,1- krotnie wyższy w komórkach poddanych działaniu hiPS-EVs, w porównaniu 

do komórek kontrolnych. Z kolei poziom ufosforylowanych białek STAT5ab 

(Y694/699) oraz STAT6 (Y641) był odpowiednio 2,4 ± 0,1- krotnie oraz 2,5 ± 0,1- 

krotnie wyższy w porównaniu do kontroli. Ponadto, w komórkach CD34+ traktowanych 

hiPS-EVs, zaobserwowano 2,7 ± 0,1- krotnie wyższy poziom kinazy GSK3-ab 

ufosforylowananej na serynie (S) 21/9, w porównaniu do komórek niepoddanych 

inkubacji z pęcherzykami. Na podstawie literatury wiadomym jest, że w proces 

fosforylacji tego ostatniego zaangażowana jest kinaza Akt i taka modyfikacja skutkuje 

zahamowaniem aktywności GSK3-ab, prowadząc do promowania przeżycia i 

proliferacji komórek (443, 444). Co ważne, poziom ufosforylowanej formy samej 

kinazy Akt (na S473) był również 2,4 ± 0,2- krotnie wyższy w komórkach CD34+ 

inkubowanych z hiPS-EVs, w porównaniu z komórkami kontrolnymi. Znanym efektem 

ufosforylowania tej reszty aminokwasowej jest stabilizacja aktywacji Akt, wywołana 

działaniem białka mTORC2 (445). Dodatkowo, zaobserwowano wzrost stężenia 

fosforylowanej β-kateniny. Wiadomym jest, że ufosforylowana forma tego białka 

poddawana jest następnie ubikwitynacji i degradacji w proteasomach (446), co 

powoduje deaktywację szlaku Wnt, a tym samym może przyczyniać się m.in. do 

promowania różnicowania komórek krwiotwórczych (447). Nastąpił również wzrost 

poziomu kinazy AMPK ufosforylowanej na treoninie (T) 183 lub 172 (odpowiednio 2,6 

± 0,1 dla T183 i 2,5 ± 0,1 dla T172, w porównaniu do kontroli). Przegląd literatury 

wskazuje, że taka fosforylacja może prowadzić do aktywacji szlaków katabolicznych i 

oszczędzania energii w celu przeżycia komórek (448, 449).  

 

 Ponadto, kontakt komórek CD34+ z hiPS-EVs prowadził również do wzrostu 

aktywności ścieżek zależnych od kinaz białkowych aktywowanych mitogenem (ang. 

mitogen-activated protein kinase; MAPK) w tych komórkach, poprzez fosforylację 

trzech kinaz MAP uczestniczących m.in w regulacji hematopoezy (450): ERK (2,1 ± 

0,1- krotnie wyższy poziom form fosforylowanych na T202/Y204 lub T185/Y187, w 

porównaniu do kontroli), JNK (2,6 ± 0,1- krotnie wyższy poziom formy z fosforylacją 

na T183/Y185, T221/Y223, w porównaniu do kontroli) i p38α (2,4 ± 0,3- krotnie 

wyższy poziom formy fosforylowanej na T180/Y182, w porównaniu do kontroli). Co 

ważne, poziom ufosforylowanej na Y397 kinazy FAK był również 2,1 ± 0,1- krotnie 

wyższy w komórkach CD34+ traktowanych hiPS-EVs, w porównaniu do poziomu 

w komórkach kontrolnych. Jest to kluczowe miejsce autofosforylacji tej kinazy, znane 

ze wzmacniania sygnalizacji od FAK, zaangażowanej m.in. w regulację adhezji, 

migracji i przeżycia komórek (451). Ponadto stwierdzono, że poziom białka EGFR 

fosforylowanego na Y1086 był 2,4 ± 0,9- krotnie wyższy w komórkach inkubowanych 

z hiPS-EVs, w porównaniu do kontroli. Wcześniejsze badania wykazały, że po 

ufosforylowaniu ta reszta aminokwasowa stanowi miejsce dokowania dla białka 

sygnałowego Grb2, wyzwalając aktywację kaskady MAPK/ERK (452).  
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Rycina 39. Analiza poziomu ufosforylowanych form wybranych białek uczestniczących 

w przekaźnictwie sygnałów w komórkach CD34+ z KP poddanych działaniu hiPS-EVs. 

Komórki CD34+ po 7 dniach ekspansji ex vivo inkubowano z hiPS-EVs przez 2 godz. Kontrolę 

stanowiły komórki inkubowane w pożywce bez pęcherzyków. Następnie, lizaty białkowe 

z komórek poddawano analizie z zastosowaniem macierzy Proteome Profiler Human Phospho-

Kinase Arrays. Dane na wykresie przedstawiono jako średnią ± SD (N=2) krotności zmiany 

poziomu form białek ufosforylowanych na danych resztach aminokwasowych: T- treonina, S- 

seryna, Y- tyrozyna, w porównaniu do kontroli. Przerywaną linią czerwoną oznaczono poziom 

dla komórek kontrolnych, który przyjęto jako wartość 1. Nazwy białek podano zgodnie 

z danymi dostarczonymi przez producenta macierzy. W przypadku białek z kilkoma badanymi 

fosforylacjami, przy nazwie białka na osi x wskazano analizowaną resztę aminokwasową. Kod 

kolorystyczny słupków odpowiada krotności zmiany poziomu ufosforylowania: mniejszej od 

1,5 (błękitny), pomiędzy 1,5 a 2 (jasno-niebieski) oraz powyżej 2 (granatowy).  
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Tabela 21. Zbiorcze zestawienie poziomu ufosforylowanych form wybranych białek 

uczestniczących w przekazie sygnałów w komórkach CD34+ z KP poddanych działaniu 

hiPS-EVs. Komórki CD34+ po 7 dniach ekspansji ex vivo inkubowano z hiPS-EVs przez 

2 godz. Kontrolę stanowiły komórki inkubowane w pożywce bez pęcherzyków. Następnie, 

lizaty białkowe z komórek poddawano analizie z zastosowaniem macierzy Proteome Profiler 

Human Phospho-Kinase Arrays. Dane przedstawiono jako średnią ± SD (N=2) krotności 

zmiany poziomu form białek ufosforylowanych na danych resztach aminokwasowych: T- 

treonina, S- seryna, Y- tyrozyna, w porównaniu do kontroli. T: treonina, S-seryna, Y-tyrozyna. 

Nazwy białek podano zgodnie z danymi dostarczonymi przez producenta macierzy. 

W nawiasach wskazano alternatywną nazwę białka z bazy Uniprot, użytą podczas analizy 

z wykorzystaniem narzędzi bioinformatycznych PANTHER oraz STRING. (*) Producent nie 

wskazuje miejsca fosforylacji. 

 

Nazwa białka 
Fosforylowana reszta 

aminokwasowa 

Krotność zmiany 

poziomu formy 

ufosforylowanej 

HSP60 - (*) 1,01 

1.01 

± 

± 

0,02 

0.02 WNK1 T60 1,08 ± 0,16 

Akt T308 1,08 ± 0,05 

STAT3 S727 1,10 ± 0,32 

RSK S380/S386/S377 1,12 ± 0,18 

p53 S46 1,14 ± 0,03 

p70 S6 T389 1,16 ± 0,06 

p53 S392 1,17 ± 0,09 

p70 S6 T421/S424 1,17 ± 0,08 

STAT3 Y705 1,21 ± 0,08 

p53 S15 1,35 ± 0,00 

c-Jun S63 1,35 ± 0,09 

PLCγ1 Y783 1,41 ± 0,05 

Pyk2 Y402 1,42 ± 0,02 

eNOS S1177 1,47 ± 0,01 

TOR (MTOR) S2448 1,71 ± 0,11 

Lyn Y397 1,71 ± 0,14 

PRAS40 T246 1,72 ± 0,00 

Yes (YES1) Y426 1,73 ± 0,04 

Src Y419 1,77 ± 0,05 

Lck Y394 1,82 ± 0,05 

Fyn Y420 1,84 ± 0,04 

CREB (CREB1) S133 1,85 ± 0,05 

Chk-2 (CHEK2) T68 1,85 ± 0,04 

Hck Y411 1,88 ± 0,04 

HSP27 (HSPB1) S78/S82 1,91 ± 0,12 

Fgr Y412 1,94 ± 0,08 
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PDGFRb Y751 2,06 ± 0,03 

STAT2 Y689 2,07 ± 0,01 

FAK (PTK2) Y397 2,07 ± 0,04 

β-katenina (CTNNB1) - 2,11 ± 0,09 

MSK (RPS6KA5) S376/S360 2,12 ± 0,12 

ERK (MAPK3) T202/Y204, T185/Y187 2,12 ± 0,05 

STAT5b Y699 2,26 ± 0,08 

STAT5ab Y694/699 2,37 ± 0,04 

Akt (AKT1) S473 2,37 ± 0,18 

EGF R Y1086 2,42 ± 0,09 

p38α (MAPK14) T180/Y182 2,42 ± 0,32 

AMPK-a2 (PRKAA2) T172 2,52 ± 0,01 

STAT6 Y641 2,52 ± 0,06 

AMPK a1 (PRKAA1) T183 2,64 ± 0,04 

JNK (MAPK8) T183/Y185, T221/Y223 2,65 ± 0,06 

STAT5a Y694 2,67 ± 0,02 

GSK-3ab S21/S9 2,74 ± 0,09 

  

 Ponadto, analiza z wykorzystaniem narzędzia PANTHER Pathway 

Classification System umożliwiła klasyfikację białek o najbardziej zwiększonym 

poziomie ich ufosforylowanych form w komórkach poddanych działaniu hiPS-EVs 

(o krotności zmiany poziomu formy fosforylowanej ≥ 1,5 w porównaniu do komórek 

kontrolnych), do 31 odrębnych szlaków sygnałowania, zdefiniowanych jako ścieżki 

PANTHER (wymienianych w dalszej części tekstu w nawiasach kwadratowych, 

zgodnie z oryginalną nomenklaturą PANTHER Pathways) (Rycina 40, Tabela 22).  

Część z nich można zaklasyfikować jako szlaki biorące udział w regulacji funkcji 

komórek hematopoetycznych, w tym: sygnałowanie od cholecystokininy [CCKR 

signaling map], PDGF [PDGF signaling pathway], od receptora dla EGF [EGF 

receptor signaling pathway] oraz interleukin [Interleukin signaling pathway]. Ponadto, 

do grupy tej zalicza się także szlaki angażujące kinazy JAK/STAT [JAK/STAT signaling 

pathway], aktywowane przez czynniki wzrostowe, w tym VEGF [VEGF signaling 

pathway] i FGF [FGF signaling pathway] oraz szlak związany z endoteliną [Endothelin 

signaling pathway]. 

 

 Inną grupą ścieżek sygnałowych, w których uczestniczą białka o zmienionym 

statusie fosforylacji są szlaki związane z kontrolą proliferacji oraz żywotności 

komórek, do których zaliczyć można m.in. szlaki związane z gonadotropinami 

[Gonadotropin-releasing hormone receptor pathway], sygnałowaniem kadherynowym 

[Cadherin signaling pathway], insulinowym [Insulin/IGF pathway-mitogen activated 

protein kinase kinase/MAP kinase cascade oraz Insulin/IGF pathway-protein kinase B 

signaling cascade] oraz integrynowym [Integrin signalling pathway], a także szlaki, 

w których uczestniczą białka Ras [Ras Pathway], p53 [p53 pathway by glucose 
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deprivation, p53 pathway feedback loops 2 oraz p53 pathway] oraz kinaza p38 [p38 

MAPK pathway]. Do tej grupy należą także szlaki sygnałowe od TGF-β [TGF-beta 

signaling pathway], receptora FAS (z ang. first apoptosis signal receptor) [FAS 

signaling pathway], a także ogólnie definiowany przez program bioinformatyczny - 

szlak kontroli apoptozy [Apoptosis signaling pathway]. 

 Wśród pozostałych szlaków zidentyfikowanych w analizie z zastosowaniem 

narzędzia bioinformatycznego PANTHER Pathways znajdują się także ścieżki związane 

z regulacją odpowiedzi immunologicznej, w tym: szlak aktywacji limfocytów B oraz 

T [B cell activation, T cell activation], sygnałowania od IFN-γ [Interferon-gamma 

signaling pathway], receptorów Toll [Toll receptor signaling pathway] oraz 

chemokin/cytokin związanych ze stanem zapalnym [Inflammation mediated by 

chemokine and cytokine signaling pathway]. 

 

 
 

Rycina 40. Klasyfikacja białek, dla których poziom form fosforylowanych zmienia się 

w komórkach CD34+ poddanych działaniu hiPS-EVs - na podstawie ich udziału 

0 5 10 15

CCKR signaling...

Parkinson disease

PDGF signaling pathway

Gonadotropin-releasing...

EGF receptor signaling pathway

Angiogenesis

Interleukin signaling pathway

Cadherin signaling pathway

JAK/STAT signaling pathway 

VEGF signaling pathway

Ras Pathway

Integrin signalling pathway

p53 pathway by glucose deprivation

p38 MAPK pathway

B cell activation

T cell activation

Apoptosis signaling pathway

FGF signaling pathway

Interferon-gamma signaling pathway

p53 pathway feedback loops 2

Toll receptor signaling pathway

Alzheimer disease-amyloid secretase...

TGF-beta signaling pathway

Inflammation mediated by chemokine...

Insulin/IGF pathway-mitogen activated...

Hypoxia response via HIF activation

FAS signaling pathway

Insulin/IGF pathway-protein kinase B...

Oxidative stress response

Endothelin signaling pathway

p53 pathway

Liczba białek

Regulacja funkcji 

hematopoetycznych

Proliferacja/Żywotność

Regulacja odpowiedzi 

immunologicznej

Inne



 

128 

 

w poszczególnych szlakach sygnałowania wewnątrzkomórkowego. Komórki CD34+ po 

7 dniach ekspansji ex vivo inkubowano z hiPS-EVs przez 2 godz. Kontrolę stanowiły komórki 

inkubowane w pożywce bez pęcherzyków. Zmiany stopnia fosforylacji reszt aminokwasowych 

badano z zastosowaniem macierzy Proteome Profiler Human Phospho-Kinase Arrays. 

Otrzymane dane poddano następnie analizie z zastosowaniem narzędzia bioinformatycznego 

PANTHER Pathway Classification System, w trybie PANTHER Pathway Overrepresentation 

Test, który klasyfikuje białka według ich udziału w poszczególnych szlakach (tzw. PANTHER 

Pathways), definiowanych przez narzędzie PANTHER. Wykres przedstawia liczbę białek 

spośród analizowanej puli, które zostały zaklasyfikowane jako biorące udział w danym procesie 

biologicznym.  W analizie uwzględniono tylko te białka, których krotność zmiany stopnia 

fosforylacji w komórkach po inkubacji z hiPS-EVs była ≥ 1,5 w porównaniu do poziomu 

w komórkach kontrolnych. Dodatkowo, w analizie PANTHER stosowany był parametr 

statystyczny weryfikacji pewności wyniku (z ang. False Discovery Rate; FDR). 

Zaprezentowano tylko te wyniki, dla których FDR< 0,05. Kod kolorystyczny definiuje 

subiektywny podział poszczególnych szlaków w zależności od ich udziału w regulacji 

wybranych aspektów funkcjonalnych komórek HSCs, opracowany przez Doktorantkę na 

podstawie przeglądu literaturowego. 

 

Tabela 22. Zbiorcze zestawienie białek, dla których poziom form fosforylowanych zmienia 

się w komórkach CD34+ poddanych działaniu hiPS-EVs - na podstawie ich udziału 

w poszczególnych szlakach sygnałowania wewnątrzkomórkowego. Komórki CD34+ po 

7 dniach ekspansji ex vivo inkubowano z hiPS-EVs przez 2 godz. Kontrolę stanowiły komórki 

inkubowane w pożywce bez hiPS-EVs. Zmiany stopnia fosforylacji reszt aminokwasowych 

badano z zastosowaniem macierzy Proteome Profiler Human Phospho-Kinase Arrays. 

Otrzymane dane poddano następnie analizie z zastosowaniem narzędzia bioinformatycznego 

PANTHER Pathway Classification System, w trybie PANTHER Pathway Overrepresentation 

Test, który klasyfikuje białka według ich udziału w poszczególnych szlakach (tzw. PANTHER 

Pathways), definiowanych przez narzędzie PANTHER. Tabela przedstawia liczbę białek 

spośród analizowanej puli, które zostały zaklasyfikowane jako biorące udział w danym procesie 

biologicznym. W analizie uwzględniono tylko te białka, których krotność zmiany stopnia 

fosforylacji w komórkach po inkubacji z hiPS-EVs była ≥ 1,5 w porównaniu do poziomu 

w komórkach kontrolnych. Dodatkowo, w analizie PANTHER stosowane było kryterium 

weryfikacji pewności wyniku, tzw. False Discovery Rate (FDR). Zaprezentowano tylko te 

wyniki, dla których FDR<0,05. Parametry statystyczne: FDR oraz parametr P zostały 

wygenerowane przez narzędzie PANTHER, na podstawie typu testu statystycznego Fisher’a 

z wielokrotną korekcją (ang. Fisher's Exact with FDR multiple test correction). 

Szlaki sygnałowe zidentyfikowane 

przez narzędzie PANTHER 

(PANTHER Pathways) * 

Liczba 

białek 
Parametr P Parametr FDR 

CCKR signaling map 12 4,21·10-18 3,43·10-16 

Parkinson disease 10 1,59·10-16 8,62·10-15 

PDGF signaling pathway 10 5,60·10-15 2,28·10-13 

Gonadotropin-releasing hormone 

receptor pathway 
10 4,45·10-13 1,21·10-11 

EGF receptor signaling pathway 9 2,13·10-13 6,96·10-12 

http://pantherdb.org/tools/compareToRefList.jsp?sortOrder=1&sortList=categories
http://pantherdb.org/tools/compareToRefList.jsp?sortOrder=2&sortList=upload_1&sortField=num
http://pantherdb.org/tools/compareToRefList.jsp?sortOrder=1&sortList=upload_1&sortField=pval
http://pantherdb.org/tools/compareToRefList.jsp?sortOrder=2&sortList=upload_1&sortField=fdr
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Angiogenesis 9 1,32·10-12 3,06·10-11 

Interleukin signaling pathway 7 3,57·10-11 7,28·10-10 

Cadherin signaling pathway 6 6,63·10-08 8,32·10-07 

JAK/STAT signaling pathway  5 7,37·10-11 1,33·10-09 

VEGF signaling pathway 5 4,01·10-08 6,54·10-07 

Ras Pathway 5 5,99·10-08 8,13·10-07 

Integrin signalling pathway 5 5,33·10-06 5,43·10-05 

p53 pathway by glucose deprivation 4 4,29·10-08 6,35·10-07 

p38 MAPK pathway 4 3,92·10-07 4,56·10-06 

B cell activation 4 2,55·10-06 2,77·10-05 

T cell activation 4 7,31·10-06 7,01·10-05 

Apoptosis signaling pathway 4 2,10·10-05 1,80·10-04 

FGF signaling pathway 4 2,30·10-05 1,88·10-04 

Interferon-gamma signaling pathway 3 1,02·10-05 9,20·10-05 

p53 pathway feedback loops 2 3 4,98·10-05 3,87·10-04 

Toll receptor signaling pathway 3 7,54·10-05 5,59·10-04 

Alzheimer disease-amyloid secretase 

pathway 
3 1,18·10-04 8,35·10-04 

TGF-beta signaling pathway 3 3,12·10-04 2,12·10-03 

Inflammation mediated by chemokine 

and cytokine signaling pathway 
3 4,74·10-03 2,58·10-02 

Insulin/IGF pathway-mitogen activated 

protein kinase kinase/MAP kinase 

cascade 

2 9,86·10-04 6,43·10-03 

Hypoxia response via HIF activation 2 9,86·10-04 6,18·10-03 

FAS signaling pathway 2 1,04·10-03 6,30·10-03 

Insulin/IGF pathway-protein kinase B 

signaling cascade 
2 1,49·10-03 8,66·10-03 

Oxidative stress response 2 2,87·10-03 1,62·10-02 

Endothelin signaling pathway 2 5,94·10-03 3,12·10-02 

p53 pathway 2 6,48·10-03 3,30·10-02 

(*) W tabeli uwzględniono oryginalne terminy określające szlaki sygnałowe 

identyfikowane przez narzędzie PANTHER (terminologia anglojęzyczna). 

 

 Wszystkie białka zidentfikowane i analizowane za pomocą narzędzia PANTHER 

zostały również zgrupowane w bazie STRING (z ang. Search Tool for the Retrieval of 

Interacting Genes/Proteins), a zyskane rezultaty świadczą o wyraźnej sieci powiązań 

i wzajemnego oddziaływania pomiędzy tymi białkami (Rycina 41). 
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Rycina 41. Analiza interakcji między białkami, dla których stopień fosforylacji zmienia się 

w komórkach CD34+ poddanych działaniu hiPS-EVs. Komórki CD34+ po 7 dniach ekspansji 

ex vivo inkubowano z hiPS-EVs przez 2 godz. Kontrolę stanowiły komórki inkubowane 

w pożywce bez hiPS-EVs. Zmiany stopnia fosforylacji reszt aminokwasowych badano 

z zastosowaniem macierzy Proteome Profiler Human Phospho-Kinase Arrays. Otrzymane dane 

poddano następnie analizie z zastosowaniem narzędzia bioinformatycznego STRING, w trybie 

analizy Molecular action, który określa rodzaj oddziaływania pomiędzy białkami. W analizie 

uwzględniono tylko te białka, których krotność zmiany stopnia fosforylacji w komórkach po 

inkubacji z hiPS-EVs była ≥ 1,5 w porównaniu do poziomu w komórkach kontrolnych. Kod 

kolorystyczny linii pomiędzy poszczególnymi białkami, przedstawionymi jako kuliste symbole, 

odpowiada rodzajowi oddziaływania między danymi białkami, zgodnie z zamieszczoną 

legendą. Nazwy białek prezentowane przez grafikę pochodzą z bazy danych Uniprot 

(https://www.uniprot.org). 

 

 Podsumowując, poddanie komórek CD34+ z KP działaniu hiPS-EVs wpływa na 

aktywację szeregu wewnątrzkomórkowych szlaków przekazu sygnału w tych 

komórkach, w tym w szczególności szlaków  biorących udział w regulacji funkcji 

komórek krwiotwórczych. 

aktywacja

wiązanie

fenotyp

reakcja

inhibicja

kataliza

modyfikacja potranslacyjna

regulacja transkrypcji

Typ oddziaływania Efekt oddziaływania

pozytywny

negatywny

niespecyficzny
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4.13. Ocena wpływu hiPS-EVs na zasiedlanie nisz szpikowych 

i rekonstytucję układu krwiotwórczego przez komórki CD34+ z KP in vivo 

 W oparciu o otrzymane wyniki badań in vitro opisane powyżej, świadczące 

o wpływie hiPS-EVs na wybrane właściwości biologiczne komórek CD34+ z KP, które 

mogą być istotne z punktu widzenia ich potencjału hematopoetycznego, w tym m.in. na 

ich klonogenność, aktywność chemotaktyczną oraz zdolność do interakcji 

ze składnikami niszy szpikowej, w następnym etapie podjęto się zbadania, czy efekt ten 

będzie miał przełożenie na funkcje tych komórek in vivo. Dlatego też, przeprowadzono 

eksperyment polegający na przeszczepie namnożonych ex vivo komórek CD34+, 

poddanych uprzedniej 2- godzinnej inkubacji w pożywce zawierającej hiPS-EVs, do 

zwierząt, u których wykonano subletalną mieloablację z zastosowaniem 

promieniowania γ. W skrócie, komórki inkubowane z pęcherzykami oraz komórki 

kontrolne (tj. inkubowane w pożywce bez iPS-EVs) przeszczepiano do szczepu myszy 

NOD/SCID, które dobę przed podaniem komórek poddawane były naświetleniu 

promieniowaniem γ, w celu uszkodzenia ich układu krwiotwórczego. Następnie, 

w określonych punktach czasowych po przeszczepie, analizowano SzK, krew 

obwodową oraz komórki pobrane ze śledziony myszy - pod kątem obecności w tym 

materiale tkankowym ludzkich komórek hematopoetycznych, identyfikowanych na 

podstawie ekspresji ludzkiego antygenu CD45 (tj. komórek hCD45+). Zastosowano 

detekcję tych komórek (stanowiących komórki potomne powstałe na skutek podziałów 

wszczepionych komórek HSCs) na podstawie obecności markera CD45, ponieważ jest 

on obecny na wszystkich komórkach krwi (z wyjątkim erytrocytów), bez względu na 

stopień ich zróżnicowania (44). Takie podejście umożliwiało wykrycie w badanym 

materiale zarówno komórek krwiotwórczych, jak i ich bardziej zróżnicowanych 

komórek potomnych. 

 

 W pierwszej kolejności analizowano tkanki myszy, pobierane 48 godz. od 

przeszczepu, w celu zbadania efektywności zasiedlania nisz hematopoetycznych (z ang. 

homing) przez przeszczepione komórki CD34+.  

Otrzymane wyniki świadczą o istotnie statystycznie większej liczbie żywych komórek 

hCD45+ obecnych w SzK myszy, którym przeszczepiano ludzkie komórki CD34+ 

stymulowane hiPS-EVs, w porównaniu do komórek kontrolnych (0,20 ± 0,07 vs. 0,13 

± 0,05% komórek jądrzastych; Rycina 42A). Podobnie, liczba ludzkich komórek była 

również nieznacznie wyższa w śledzionach myszy z przeszczepionymi komórkami 

CD34+, uprzednio traktowanymi hiPS-EVs, w porównaniu do komórek kontrolnych 

(0,04 ± 0,02 vs. 0,03 ± 0,02 % komórek jądrzastych; p>0,05; Rycina 42B). 

 

 Z drugiej jednak strony, zaobserwowano, że liczba komórek hCD45+ krążących 

w krwi obwodowej myszy była niższa dla komórek poddanych uprzedniej inkubacji 

z hiPS-EVs, w porównaniu do komórek kontrolnych (0,12 ± 0,05 vs. 0,20 ± 0,21 % 

komórek jądrzastych; p>0,05; Rycina 42C). Sugeruje to, że hiPS-EVs mogą zwiększać 

migrację przeszczepionych komórek z naczyń krwionośnych (jako miejsca podania) do 
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SzK oraz śledziony, co promuje zasiedlanie przez nie wspomnianych nisz 

hematopoetycznych.  

 

 Ponadto, gdy komórki jądrzaste SzK myszy wysiewano do pożywki 

z metylocelulozą zawierającą ludzkie czynniki wzrostu (test CFC), liczba otrzymanych 

kolonii hematopoetycznych była wyższa w przypadku szpiku od myszy 

z przeszczepionymi komórkami CD34+ traktowanymi hiPS-EVs, w porównaniu 

do szpiku, który pozyskiwano od zwierząt po przeszczepieniu komórek CD34+ 

nietraktowanych pęcherzykami (odpowiednio 8,4 ± 6,3 vs. 5,6 ± 6,4 kolonii/106 

komórek jądrzastych SzK; p>0,05; Rycina 42D). Może to potwierdzać opisane powyżej 

wyniki analizy cytometrycznej, świadczące o tym, że pre-kondycjonowanie komórek 

CD34+ za pomocą hiPS-EVs zwiększa ich zdolność do zasiedlania niszy szpikowej po 

przeszczepie. 

 

 
 

Rycina 42. Ocena wpływu hiPS-EVs na zasiedlanie nisz (ang. homing) przez komórki 

CD34+ z KP in vivo. Komórki CD34+ po 7 dniach ekspansji ex vivo poddawano inkubacji 

z hiPS-EVs przez 2 godz. Kontrolę stanowiły komórki inkubowane w pożywce bez hiPS-EVs. 

Następnie, komórki przeszczepiano do splotu oczodołowego (2·105 komórek/mysz) myszom 

szczepu NOD/SCID, naświetlonym promieniowaniem γ (2 x 100 cGy) 24 godz. przed 

podaniem komórek. Po 48 godz. po przeszczepie pobierano szpik, śledzionę oraz krew 

obwodową myszy, barwiono przeciwciałami anty-hCD45 oraz barwnikiem jądrowym 7-

aminoaktynomycyną D (7-AAD), a następnie analizowano obecność żywych ludzkich komórek 

krwi (hCD45+7-AAD-) w pobranym materiale za pomocą cytometru przepływowego BD 
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LSRFortessa. Część komórek SzK myszy wysiewano również w metylocelulozie celem oceny 

potencjału klonogennego. Wykresy przedstawiające odsetek komórek hCD45+7-AAD- w puli 

komórek jądrzastych ze szpiku (A), śledziony (B) oraz krwi obwodowej myszy (C), którym 

podano komórki kontrolne oraz komórki poddane działaniu hiPS-EVs. Każdy z punktów na 

wykresie odpowiada pomiarowi dla jednego zwierzęcia (N=8/grupę). Czarna pozioma linia 

wskazuje wartość średnią. *p<0,05 względem kontrolnych komórek CD34+. D: Liczba ludzkich 

kolonii hematopoetycznych, uzyskanych po wysianiu 1 mln komórek jądrzastych SzK myszy 

do pożywki Human Methylcellulose Enriched Media. Każdy z punktów na wykresie odpowiada 

pomiarowi dla SzK pobranego od jednego zwierzęcia (N=8/grupę). Czarna pozioma linia 

wskazuje wartość średnią. 

 

 

 W kolejnnym etapie eksperymentu in vivo tkanki myszy pobierano dopiero po 

8 tygodniach od przeszczepu, w celu zbadania efektywności wszczepienia (z ang. 

engraftment) i chimeryzmu po podaniu komórek CD34+ z KP poddanych działaniu 

hiPS-EVs,  w porównaniu do komórek kontrolnych.   

 

 Otrzymane wyniki wskazują, że inkubacja komórek CD34+ z hiPS-EVs przed 

przeszczepem istotnie zwiększa ich wbudowywanie się w niszy SzK myszy NOD/SCID 

poddanych radiacyjnej mieloablacji (Rycina 43A). W szczególności, średnia liczba 

szpikowych żywych komórek hCD45+ - przypadająca w przeliczeniu na komórki 

jądrzaste szpiku izolowane z jednej myszy - była ok. 14,5-krotnie wyższa u myszy, 

którym podawano komórki CD34+ traktowane pęcherzykami (344,8 ± 485,7·103 

komórek hCD45+/mysz), w porównaniu do komórek kontrolnych – tj. komórek CD34+ 

nieinkubowanych z hiPS-EVs (24,0 ± 56,8·103 komórek hCD45+/mysz).  

Podobne rezultaty otrzymano także w przypadku analizy obecności ludzkich komórek 

z ekspresją antygenu CD45 w śledzionie, gdzie liczba tych komórek była ok. 13-krotnie 

wyższa  dla komórek poddanych działaniu hiPS-EVs (27,8 ± 38,4·103 komórek 

hCD45+/mysz), w porównaniu do komórek kontrolnych (2,1 ± 3,2·103 komórek 

hCD45+/mysz; Rycina 43B).  

 

 Co istotne, analogiczną tendencję zaobserwowano również w przypadku 

komórek hCD45+ krążących w krwi obwodowej, przy czym wzrost ten był ok. 5-krotny 

w przypadku krwi od zwierząt, którym przszczepiono komórki CD34+ inkubowane 

z pęcherzykami (13,8 ± 14,9 komórek hCD45+/103 komórek jądrzastych krwi), 

w porównaniu do zwierząt, którym podano komórki kontrolne (2,8 ± 2,3 komórek 

hCD45+/103 komórek jądrzastych krwi; Rycina 43C).  

 

 Ponadto, w teście oceniającym klonogenność HSCs w pożywce 

z metylocelulozą wykazano, że liczba ludzkich kolonii hematopoetycznych, które 

powstały po wysianiu 1 miliona komórek jądrzastych SzK była również wyższa dla 

grupy myszy, którym podano komórki CD34+ poddane działaniu hiPS-EVs, 

w porównaniu do komórek nieinkubowanych z pęcherzykami (odpowiednio 30,7 ± 23,8 

vs. 6,6 ± 12,3 kolonii/106 komórek jądrzastych SzK; Rycina 43D). 
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Rycina 43. Ocena wpływu hiPS-EVs na wszczepienie (ang. engraftment) komórek CD34+ 

z KP po przeszczepie in vivo. Komórki CD34+ po 7 dniach ekspansji ex vivo poddawano 

inkubacji z hiPS-EVs przez 2 godz. Kontrolę stanowiły komórki inkubowane w pożywce bez 

hiPS-EVs. Następnie, komórki przeszczepiano do splotu oczodołowego (2·105 komórek/mysz) 

myszom szczepu NOD/SCID, naświetlonym promieniowaniem γ (2 x 100 cGy) 24 godz. przed 

podaniem komórek. Po 8 tygodniach po przeszczepie pobierano szpik, śledzionę oraz krew 

obwodową myszy, barwiono przeciwciałami anty-hCD45 oraz barwnikiem jądrowym 7-AAD, 

a następnie analizowano obecność żywych ludzkich komórek hCD45+7-AAD- w pobranym 

materiale za pomocą cytometru przepływowego BD LSRFortessa. Część komórek SzK myszy 

wysiewano również do testu CFC oceniającego klonogenność. Wykresy przedstawiające liczbę 

komórek hCD45+7-AAD- w puli komórek jądrzastych ze szpiku (A) i śledziony (B) 

w przeliczeniu na mysz. C: Wykres przedstawiające liczbę komórek hCD45+7-AAD- w krwi 

obwodowej myszy, w przeliczeniu na 103 komórek jądrzastych. D: Liczba ludzkich kolonii 

hematopoetycznych, uzyskanych po wysianiu 1 mln komórek jądrzastych SzK myszy do 

pożywki Human Methylcellulose Enriched Media. Każdy z punktów na wykresach odpowiada 

pomiarowi dla jednego zwierzęcia (N=9/grupę). Czarna pozioma linia wskazuje wartość 

średnią. *p<0,05 względem kontrolnych komórek CD34+. 

 

Podsumowując, analiza wyników uzyskanych w eksperymencie in vivo 

z zastosowaniem myszy szczepu NOD/SCID wykazała, że hiPS-EVs zwiekszają 

efektywność zasiedlania nisz komórek krwiotwórczych oraz rekonstytucji układu 

hematopoetycznego przez komórki CD34+ izolowane z KP.  
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5. DYSKUSJA 
 

 Przeszczep materiału klinicznego zawierającego komórki krwiotwórcze, w tym 

przeszczep m.in. szpiku kostnego i mobilizowanej krwi obwodowej, jest często 

niezbędnym etapem procedur leczenia różnych typów zaburzeń hematologicznych, 

które rokrocznie stanowią realne zagrożenie dla życia tysięcy pacjentów na całym 

świecie. Istotnym czynnikiem limitującym powodzenie terapii jest znalezienie dawcy 

allogenicznego tych komórek, wykazującego odpowiedni poziom zgodności z biorcą 

w obrębie antygenów HLA. W konsekwencji, w przypadku części pacjentów 

utrudnione jest znalezienie na czas odpowiedniego dawcy materiału do przeszczepu 

ratującego im życie. Z tego względu, poszukiwanie dodatkowych źródeł komórek 

krwiotwórczych do zastosowania klinicznego jest aktualnym problemem 

współczesnych nauk biomedycznych (453). 

 

 Postęp zarówno w naukach podstawowych, jak i translacyjnych, dokonany od 

czasów pierwszych prac mówiących o obecności komórek krwiotwórczych w krwi 

pępowinowej sprawił, że w ostatnich latach wykorzystanie tego materiału 

biologicznego okazało się atrakcyjną alternatywą dla przeszczepów szpiku, w przebiegu 

leczenia w szczególności chorób hematologicznych oraz nowotworowych (454). 

Jednakże, limitowana liczba komórek krwiotwórczych obecnych w pojedynczej 

jednostce KP stwarza obecnie istotne ograniczenie dla jej efektywnego wykorzystania 

u dorosłych pacjentów (168, 215). Dlatego też, opracowanie efektywnych protokołów 

namnażania HSCs izolowanych z KP w warunkach ex vivo stało się istotnym 

wyzwaniem współczesnej medycyny transplantacyjnej, w szczególności hematologii, 

a ich opracowanie umożliwiłoby bardziej efektywne wykorzystanie tego materiału, 

w tym także już zbankowanych jednostek KP, których utylizacja i utrata budzi 

wątpliwości nie tylko natury merytorycznej i finansowej, ale także etycznej (213, 455).  

Pomimo wielu prób efektywnego namnażania komórek HSCs ex vivo, uzyskiwane 

rezultaty są wciąż niezadowalające.  

 Dlatego, oprócz prac nad protokołami ekspansji, poszukuje się także 

nowych strategii stymulacji HSCs ex vivo, zwiększających ich potencjał do 

wszczepiania oraz podjęcia funkcji krwiotwórczych po przeszczepie, co mogłoby 

zrekompensować ich niską liczbę (456). Kluczem do sukcesu w tym względzie 

wydaje się opracowanie optymalnych pożywek namnażających z dodatkiem szeregu 

czynników wzrostowych, modulujących nie tylko proliferację komórek HSCs, ale także 

ich szeroko pojęty potencjał hematopoetyczny, czyli szereg funkcji biologicznych 

prowadzących do efektywnego zasiadlania nisz krwiotwórczych, wszczepiania oraz 

podejmowania przez te komórki różnicowania w kierunku poszczególnych linii 

komórek hematopoetycznych (213, 254, 457). Jednakże, pomimo szeregu tego typu 

pożywek, które już zostały opracowane i są dostępne na rynku, wciąż nie udało się 

osiągnąć optymalnych warunków ekspansji HSCs, przy równoczesnym utrzymaniu ich 

wysokiego potencjału krwiotwórczego i niezróżnicowanego charakteru. W związku 

z powyższym, trwają intensywne badania prowadzone przez wiele grup badawczych 
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nad nowatorskimi strategiami zwiększania efektywności terapeutycznej KP w praktyce 

klinicznej, co również przyświecało badaniom opisanym w niniejszej rozprawie.  

 

Na drodze do znalezienia optymalnych warunków namnażania ex vivo oraz „pre-

kondycjonowania” komórek krwiotwórczych w celu zwiększenia ich potencjału 

hematopoetycznego, kluczową rolę odgrywa poszukiwanie cząsteczek o aktywności 

parakrynnej, zdolnych do aktywacji zmian cech morfologicznych oraz funkcjonalnych 

w komórkach.  

 Obecnie, wiadomym jest, że oprócz znanych od wielu lat klas takich 

bioaktywnych związków, do których zalicza się m.in. rozpuszczalne czynniki wzrostu, 

cytokiny czy chemokiny, istnieje także grupa czynników przenoszonych pomiędzy 

komórkami w formie zamkniętej - w obłonionych pęcherzykach zewnątrzkomórkowych 

(458). Dlatego też, osiągnięcia ostatnich lat stały się podstawą do rosnącego 

zainteresowania zastosowaniem EVs w medycynie regeneracyjnej, w tym także 

w hematologii, w kontekście możliwości poszerzenia wykorzystania KP jako materiału 

przeszczepowego (459, 460).  

 

 Początkowo, prace naukowców koncentrowały się na ocenie wpływu EVs 

wydzielanych przez komórki będące naturalnymi komponentami hematopoetycznej 

niszy szpikowej, na właściwości biologiczne komórek HSCs. Przykładowo, kilka grup 

badawczych opublikowało dane wskazujące, że EVs ze szpikowych komórek MSCs 

mogą wpływać na komórki krwiotwórcze obecne w KP, zwiększając ich skuteczność 

terapeutyczną (429, 461). Podobnie, wykazano, że EVs wydzielane przez linię 

osteoblastyczną zdolne są do zwiększenia efektywności ekspansji ex vivo komórek 

CD34+ wyizolowanych z KP (462). 

Jednakże, wciąż niewiele wiadomo na temat wpływu na komórki HSCs 

pęcherzyków wydzielanych przez inne, niezwiązane bezpośrednio z niszą szpikową 

oraz bardziej wczesne rozwojowo populacje komórek. Jednymi z początkowych 

badań poruszających ten apsekt były badania grupy prof. Ratajczaka, które wykazały, 

że EVs uwalniane przez mysie zarodkowe komórki macierzyste mogą stymulować 

ekspansję mysich hematopoetycznych komórek progenitorowych szpiku kostnego 

i zwiększać ich żywotność (428). Dodatkowo, ostatnie badania naszego zespołu 

wykazały, że EVs wydzielane przez ludzkie komórki iPS - ze względu na swoją 

unikatową, aktywną biologicznie zawartość - wykazują działanie cytoprotekcyjne na 

komórki sercowe, zwiększając jednocześnie ich zdolność do proliferacji oraz 

różnicowania (396).  

Stąd też, interesującym aspektem badawczym było dla nas zweryfikowanie 

hipotezy, że pęcherzyki pochodzące z komórek pluripotencjalnych będą również 

zdolne modulować funkcje komórek krwiotwórczych izolowanych z KP 

i zagadnienie to stało się podstawą niniejszej rozprawy doktorskiej. 

 

 W pracy wykorzystano hiPS-EVs, których charakterystykę składu biologicznego 

(w tym zawartości szeregu miRNA i białek) zamieszczono w uprzednio opublikowanej 

pracy naszego zespołu (396). Warto zaznaczyć, że praca ta była jedną z pierwszych na 
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świecie dotyczących analizy ilościowej oraz jakościowej składu pęcherzyków 

wydzielanych przez ludzkie komórki iPS oraz ich aktywności biologicznej 

w wybranych, dojrzałych komórkach docelowych.  

 Postęp wiedzy w obszarze badań nad EVs, dostępność nowych metod 

badawczych, a w konsekwencji kształtowanie się opracowanych przez towarzystwo 

naukowe ISEV wytycznych dotyczących badań nad EVs (416) sprawiły, że na potrzeby 

niniejszej pracy rozbudowano i uzupełniono uprzednią charakterystykę zawartości 

hiPS-EVs o ich cechy morfologiczne oraz profil antygenowy. Analiza ta miała także na 

celu jednoznaczną weryfikację jakości materiału obecnego w próbkach hiPS-EVs 

stosowanych bezpośrednio w eksperymentach na komórkach CD34+, których wyniki 

weszły w skład niniejszej rozprawy doktorskiej. 

 

hiPS-EVs izolowano z pożywki hodowlanej znad linii komórek hiPS, które uprzednio 

wyprowadzono w naszym laboratorium, a następnie propagowano w warunkach 

bezsurowiczych, bez obecności substancji odzwierzęcych oraz warstwy komórek 

podścieliskowych (z ang. serum-free, xeno-free, feeder-free conditions). W kontekście 

późniejszych badań, zastosowanie takiej metody hodowli komórek niosło ze sobą 

szereg korzyści, w porównaniu do tradycyjnych systemów. Surowica stosowana jako 

suplement standardowych pożywek hodowlanych jest źródłem szeregu czynników 

parakrynnych, w tym może także zawierać EVs, które mogłyby ulegać ko-izolacji wraz 

z pęcherzykami wydzielanymi przez hodowane komórki hiPS (328, 463). Tym samym, 

czynniki te mogłyby stanowić istotne zanieczyszczenie próbek, maskujące efekty 

biologiczne pochodzące od EVs wydzielanych przez komórki hiPS. Podobne ryzyko 

istniałoby również przy hodowli komórek hiPS na warstwie komórek odżywczych, 

które także stosuje się w protokołach ekspansji tych KM (464). Ponadto, zastosowanie 

zdefiniowanych pożywek hodowlanych, niezawierającyh substancji odzwierzęcych 

w stosowanych płynach hodowlanych ułatwia również potencjalne przeniesienie 

wyników badań podstawowych do praktyki klinicznej, stawiającej wysokie wymagania 

warunkom hodowli ludzkich komórek do celów medycznych w tzw. standardzie GMP 

(z ang. good manufacturing practice) (465).  

Mając na uwadze powyższe, również w przypadku hodowli komórek CD34+ z KP 

wykorzystano komercyjną pożywkę bezsurowiczą. Przy jej wyborze kierowano się 

także m.in. opublikowanymi wynikami badań przedklinicznych, gdzie 

w eksperymentach porównawczych pożywka ta wykazywała wysoką efektywność 

namnażania wczesnych subpopulacji komórek krwiotwórczych z KP w hodowli ex vivo 

(456). Co istotne, pożywka ta została uzupełniona dedykowanym jej suplementem, 

zawierającym trzy kluczowe czynniki wzrostowe dla komórek HSCs: SCF, FLT3L oraz 

trombopoetynę. Zgodnie z informacją zamieszczoną na stronie producenta, dodatek tak 

opracowanego suplementu umożliwia efektywną ekspansję komórek CD34+, 

ze szczególnym uwzględnieniem najwcześnieszych rozwojowo subpopulacji oraz 

wczesnych progenitorów, bez promowania ich dalszego różnicowania. Zatem pożywka 

ta teoretycznie zapewnia namnożenie tych komórek z zachowaniem ich potencjału 

macierzystości, co jednak nie zostało w pełni potwierdzone w niniejszej pracy. 
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hiPS-EVs otrzymywano z pożywki hodowlanej znad linii komórek hiPS, poprzez jej 

sekwencyjne wirowanie z etapem ultrawirowania. Pomimo rozwoju technik izolacji 

pęcherzyków, metoda ultrawirowania wciąż uważana jest za złoty standard, a jej 

zastosowanie nie wiąże się z koniecznością stosowania reagentów, które mogłyby 

wpływać na właściwości otrzymywanych EVs (326). Ponadto, umożliwia ona 

otrzymanie heterogennej mieszaniny mniejszych (egzosomy) oraz większych 

(ektosomy) pęcherzyków, odzwierciedlającej różnorodność wydzielniczą komórek 

rodzicielskich, bez eliminacji części EVs mogących również wykazywać aktywność 

biologiczną, co może mieć miejsce w przypadku innych metod izolacji.  

Istotnie, przeprowadzona przeze mnie analiza próbek hiPS-EVs z zastosowaniem 

metody NTA potwierdziła obecność nanocząstek o zróżnicowanej średnicy 

hydrodynamicznej. Pomimo otrzymanej wartości średniej wielkości cząstek wynoszącej 

215,73 ± 7,18 nm, wartość modalna, a zatem wartość o największym 

prawdopodobieństwie wystąpienia w badanej populacji nanocząstek, była wyraźnie 

przesunięta w stronę mniejszych obiektów, tj. wynosiła 152,57 ± 20,44 nm, co może 

świadczyć o wzbogaceniu próbki w mniejsze pęcherzyki, pomimo wyższej wartości 

średniej uzyskanej z pomiaru. Ponadto, histogram rozkładu wielkościowego wykazał 

obecność głównego piku przy wartości średnicy hydrodynamicznej wynoszącej 134 nm, 

co również potwierdza obecność frakcji małych pęcherzyków. Dodatkowo, mając na 

uwadze fakt, że średnica hydrodynamiczna otrzymywana z pomiarów NTA jest większa 

niż średnica samej cząstki poddawanej pomiarowi (466), a także uwzględniając 

morfologię obiektów uzyskaną dzięki mikroskopii sił atomowych, można wysnuć 

wniosek, że badane próbki hiPS-EVs faktycznie zawierają struktury pęcherzykowe 

o submikronowej wielkości, odpowiadającej kryteriom definicji EVs opracowanej 

przez ISEV (416), co potwierdza, że zastosowany w tej pracy protokół izolacji EVs 

metodą ultrawirowania umożliwia efektywną izolację pęcherzyków z pożywki 

kondycjonowanej. 

Z uwagi na fakt, iż wytyczne ISEV obejmują także charakterystykę składu 

biologicznego EVs, w następnym kroku przeprowadzono analizę jakościową zawartości 

biochemicznej hiPS-EVs, z uwzględnieniem obecności białkowych markerów 

powierzchniowych oraz cytoplazmatycznych. Wykorzystano w tym celu m.in. cytomer 

Apogee A50-Micro, będący unikatowym urządzeniem, dedykowanym do analizy 

nanocząstek o rozmiarach rzędu kilkuset nanometrów. Co istotne, posiada on czułość 

detekcji oraz rozdzielczość przewyższające te dostępne w przypadku klasycznych 

cytometrów, służących głównie do badań na komórkach (467).  

Zastosowanie wysokorozdzielczej cytometrii przepływowej wykazało obecność na 

hiPS-EVs szeregu antygenów powierzchniowych, obecnych na ich komórkach 

rodzicielskich, w tym w szczególności markerów obecnych na komórkach 

pluripotencjalnych: SSEA-4 i Tra-1-60, a także innych antygenów KM, takich jak 

CD90, CD105 oraz KDR, co może mieć wpływ na możliwość interakcji tych 

pęcherzyków z powierzchnią komórek docelowych. Co istotne, w błonie hiPS-EVs 

stwierdzono również obecność tetraspanin, w tym CD9, CD63 oraz CD81, uważanych 

za markery wzbogacone we frakcji egzosomalnej (416), co potwierdza obecność tej 

populacji pęcherzyków w badanych próbkach. Warto zaznaczyć, że poszczególne 
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antygeny występowały w różnym odsetku na subpopulacjach hiPS-EVs. Przykładowo, 

pomimo bardzo wysokiego procentu obiektów pozytywnych dla SSEA-4 (77,8 ± 0,9 

%), jedynie 2,7 ± 0,1 % posiadało antygen Tra-1-60. Podobnie, podczas gdy odsetek 

hiPS-EVs zawierających CD81 wynosił 49,7 ± 0,4 %, obecność innej tetraspaniny - 

CD9, stwierdzono tylko na 15,6 ± 1,8 %. Wyniki te z jednej strony świadczyć mogą 

o heterogenności badanych próbek, a tym samym obecności kilku subpopulacji hiPS-

EVs o odmiennym fenotypie, z drugiej zaś potwierdzają wyniki innych grup 

badawczych, świadczące o możliwości istnienia mechanizmu selektywnego pakowania 

poszczególnych typów molekuł do wydzielanych przez komórki pęcherzyków (468, 

469). 

Warto zaznaczyć, że opisana w niniejszej pracy analiza cytometryczna hiPS-EVs była 

znacznie bardziej zaawansowana, w porównaniu do uprzednio opublikowanej (396), 

z zastosowaniem dodatkowych kontroli, a także szerszego panelu badanych markerów. 

Było to możliwe dzięki nabytemu doświadczeniu oraz poczynionej przeze mnie 

wnikliwej optymalizacji analizy cytometrycznej EVs w toku prowadzonych prac. 

W szczególności, zastosowanie barwnika RNA Select – wiążącego się do RNA 

zamkniętego w integralnym pęcherzyku - umożliwiło odrzucenie z analizy obiektów 

stanowiących zanieczyszczenie próbek hiPS-EVs, w tym m.in. agregatów białkowych 

lub pozostałości po uszkodzonych pęcherzykach, które utraciły swoją integralność. 

Dodatkowo, wykazano jednocześnie, że hiPS-EVs zawierają cząsteczki RNA, a obiekty 

RNA Select+ stanowią aż 68,1 ± 7,3 % wszystkich analizowanych cząstek, co świadczy 

o znacznym wzbogaceniu próbek hiPS-EVs w pęcherzyki, które zachowały swoją 

integralność po procesie ich izolacji i przechowywania.  

 Ponadto, kolejną nowością było uzupełnienie klasycznej analizy cytometrycznej 

o obrazowanie indywidualnych obiektów obecnych w próbkach hiPS-EVs, dzięki 

opracowaniu przeze mnie metody analizy pęcherzyków z zastosowaniem 

specjalistycznego cytometru obrazowego ImageStream X MkII. Jest to unikatowy 

system, który dzięki połączeniu wysokoprzepustowej analizy cytometrycznej oraz zalet 

mikroskopii fluorescencyjnej, otwiera nowe możliwości wieloparametrowej analizy 

obiektów biologicznych (470). Nowatorskie wykorzystanie tego urządzenia do 

wizualizacji hiPS-EVs na poziomie pojedynczych pęcherzyków umożliwiło 

jednoznaczne potwierdzenie obecności EVs o fenotypie wskazanym w badaniach 

z wykorzystaniem cytometru Apogee, wykluczając jednocześnie ryzyko analizy 

artefaktów pomiarowych. 

 

Oprócz analizy cytometrycznej, w przeprowadzonych analizach składu biochemicznego 

hiPS-EVs, zastosowano także technikę Western Blot, która umożliwia półilościową 

ocenę obecności białek w badanych próbkach. W wykonanych eksperymentach 

porównywano poziom ekspresji wybranych białek pomiędzy hiPS-EVs, a ich 

komórkami rodzicielskimi, wykazując wzbogacenie próbek hiPS-EVs w tetraspaniny 

(CD9, CD63) oraz w synteninę. Wszystkie te trzy białka wymieniane są obecnie jako 

markery pęcherzyków egzosomalnych (416). Z drugiej jednak strony, w próbkach hiPS-

EVs stwierdzono również obecność kalneksyny, czyli białka występującego 

w retikulum endoplazmatycznym (416, 417), przy czym ilość tego białka była niższa 
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w porównaniu z poziomem w komórkach hiPS. Pomimo tego, że białko to występuje 

w retikulum endoplazmatycznym (417), zatem definiowane jest jako marker 

niewystępujący w egzosomach, których biogeneza rozpoczyna się w MVBs (416), 

może ono być obecne w większych pęcherzykach, które odpączkowując z powierzchni 

błony, zabierają niewielki fragment cytoplazmy. Tym samym, mogą one zawierać 

odmienne w porównaniu do egzosomów zestawy białek, w tym m.in. kalneksynę (418, 

471). Zatem, wyniki otrzymane metodą Western Blot potwierdzają dane z analizy 

cytometrycznej oraz pomiarów NTA wskazujące, że badane próbki hiPS-EVs 

zawierają heterogenną mieszaninę pęcherzyków komórkowych o zróżnicowanej 

wielkości oraz fenotypie, które jednocześnie spełniają kryteria definicji EVs, 

opracowane przez ISEV (416). Należy jednak zaznaczyć, że kryteria te ulegają 

dynamiczym zmianom, czego przykładem jest artykuł aktualizujący stanowisko 

towarzystwa ISEV odnośnie wytycznych metodologicznych charakterystyki EVs, który 

ukazał się w ostatnim czasie (472). 

 Warto także dodać, że technika Western Blot jako metoda półilościowa, bazuje 

na analizie porównawczej próbek z uwzględnieniem białka stanowiącego kontrolę 

endogenną, a tym samym kontrolę nałożenia takiej samej ilości białka na poszczególne 

studzienki żelu. Jedną z powszechnie akceptowanych tego typu kontroli w testach 

komórkowych jest β-aktyna. Jednakże, nasze badania oraz wyniki innych grup 

badających EVs, wskazują na problem z ustaleniem wiarygodnej kontroli egzogennej 

dla badań dotyczących molekularnej zawartości pęcherzyków (402, 473, 474). 

Podobnie, w przeprowadzonych na potrzeby niniejszej pracy eksperymentach, pomimo 

użycia tej samej ilości białka z lizatów hiPS oraz hiPS-EVs, poziom β-aktyny wyraźnie 

różnił się pomiędzy tymi dwoma typami próbek. Wnioskuje się, że efekt ten może być 

spowodowany m.in. faktem, że stężenie białka w hiPS-EVs wyznaczone metodą 

Bradforda jest pomiarem przybliżonym, który odpowiada zawartości białka nie tylko 

w samych pęcherzykach, ale również w ko-izolowanych zanieczyszczeniach próbki. 

Zanieczyszczeniami tymi mogą być m.in. białka obecne w samej pożywce, jako 

czynniki wspomagające wzrost komórek, a także agregaty białkowe wydzielane do 

pożywki przez komórki. Jest to także związane z brakiem białek, które byłyby tak samo 

reprezentowane w komórkach, jak i w pęcherzykach. Tym samym, otrzymane rezultaty 

potwierdzają doniesienia o aktualnych wyzwaniach metodologicznych i trudnościach 

w jednoznacznej interpretacji wyników analizy ilościowej zawartości białek w EVs 

(475). Podsumowując, przeprowadzona przeze mnie analiza składu próbek hiPS-EVs 

potwierdziła, że stanowią one heterogenną mieszaninę pęcherzyków posiadających 

aktywną biologicznie zawartość. 

 

 W związku z powyższym, w kolejnym etapie badań wykorzystano hiPS-EVs 

w celu zbadania ich wpływu na właściwości biologiczne komórek krwiotwórczych 

obecnych w KP w warunkach in vitro.  

Komórki te izolowano jako frakcję CD34+, kierując się licznymi danymi 

literaturowymi, świadczącymi o wysokim wzbogaceniu populacji komórek o tym 

fenotypie w HSCs, zarówno LT-HSCs, jak i w progenitory hematopoetyczne o różnym 

stopniu zróżnicowania (20, 21, 476). Klasyczna metodyka izolacji komórek CD34+ 
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z materiału klinicznego opiera się głównie na sortowaniu magnetycznym frakcji 

komórek wykazujących ekspresję wspomnianego antygenu, spośród frakcji komórek 

jednojądrzastych, uzyskanych po wirowaniu pełnej krwi w gradiencie nośnika typu 

Ficoll, lokujących się w części interfazowej (tzw. buffy coat). W badaniach 

podstawowych oraz przedklinicznych stosuje się zarówno izolację manualną na 

kolumnach umieszczonych w uchwytach magnetycznych, jak i bardziej wydajne 

i szybsze sortery automatyczne, np. autoMACS Pro (Miltenyi Biotec) (477). Z kolei 

w praktyce klinicznej, podczas przygotowania materiału do przeszczepu stosuje się 

zwalidowane systemy, m.in. CliniMACS (Miltenyi Biotec) czy ISOLEX 300i (Baxter), 

dopuszczone do użytku przez Amerykańską Agencję Żywności i Leków (ang. Food and 

Drug Administration; FDA) (478, 479).  

 Mając na uwadze powyższe, w początkowych etapach eksperymentów 

stosowano klasyczną metodę izolacji frakcji CD34+ z KP z zastosowaniem separacji 

przy użyciu sortera autoMACS, poprzedzonej wirowaniem w gradiencie gęstości. 

Niemniej jednak, na drodze optymalizacji zdecydowano ostatecznie o zastosowaniu 

odmiennej metodyki pozyskiwania komórek krwiotwórczych z pełnej KP. Konieczność 

modyfikacji protokołu izolacji, zastosowana w niniejszej pracy, wynikała z obserwacji, 

że czystość frakcji komórkowych otrzymanych po separacji MACS była 

niezadowalająca i wynosiła maksymalnie 60-70 %, przy czym odsetek ten różnił się 

znacząco pomiędzy poszczególnymi izolacjami. Skutkowało to bardzo niską 

wydajnością ekspansji komórek ex vivo, przy jednoczesnej dużej ich śmiertelności. 

Przegląd danych literaturowych wskazuje na podobne problemy z niską czystością 

izolacji immunomagnetycznej, napotykane także przez inne zespoły badawcze (480-

482). Ponadto, istnieją przesłanki, świadczące o możliwym wpływie nośnika Ficoll na 

właściwości biologiczne izolowanych z jego zastosowaniem komórek (483-485), co 

mogłoby wyjaśniać obserwację obniżonej żywotności wyizolowanych w ten sposób 

frakcji. 

 

 W związku z powyższym, w celu zwiększenia czystości badanych frakcji, we 

wszystkich eksperymentach, których wyniki zamieszczono w niniejszej pracy, komórki 

CD34+ otrzymywano z KP poprzez zastosowanie kilkuetapowego procesu izolacji, na 

który składała się liza erytrocytów w obecności roztworu hipotonicznego (zamiast 

izolacji frakcji komórek jednojądrzastych na nośniku typu Ficoll), wstępne 

oczyszczanie frakcji wzbogaconej w antygen CD34 metodą immunomagnetyczną 

(MACS) oraz sortowanie właściwej frakcji CD34+ z zastosowaniem sortowania 

opartego o znakowanie immunofluorescencyjne (FACS). Warto zaznaczyć, że podobna 

procedura była uprzednio z powodzeniem stosowana do izolacji bardzo rzadkich 

populacji KM z KP (183). Co istotne, w pracy tej wykazano, że zastosowanie lizy 

erytrocytów, zamiast rutynowego wirowania pełnej krwi w gradiencie fikolu, 

umożliwiło również lepszy odzysk tych komórek (183). Stąd też, po przeprowadzeniu 

szeregu eksperymentów optymalizacyjnych, zdecydowano o stosowaniu 

zmodyfikowanego protokołu preparatyki KP we wszystkich eksperymentach 

omówionych w niniejszej pracy. W ten sposób, czystość otrzymywanych frakcji 

CD34+ była powtarzalna i bardzo wysoka, sięgając powyżej 98 %, a otrzymane 
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komórki CD34+ poddawano następnie namnażaniu w warunkach ex vivo. Co istotne, 

taka metodyka izolacji skutkowała nie tylko wyższą czystością, ale także znaczącym 

zwiększeniem tempa ekspansji ex vivo otrzymanych komórek CD34+, w porównaniu 

do komórek izolowanych jedynie za pomocą MACS. 

 

 Jednym z kluczowych czynników w próbach ekspansji komórek 

krwiotwórczych wydaje się być dobór czasu ich hodowli in vitro, przy czym protokoły 

te znacząco różnią się pomiędzy poszczególnymi grupami badawczymi, wynosząc od 

kilku dni do nawet kilku tygodni (193). Przy planowaniu doświadczeń, należało brać 

pod uwagę, iż namnażane w hodowli in vitro pierwotne komórki HSCs wykazują 

ograniczoną liczbę podziałów, tracąc przy tym swój potencjał regeneracyjny (253, 254). 

Z drugiej jednak strony, zbyt krótka ekspansja może skutkować niewystarczającą liczbą 

komórek zarówno do przeprowadzenia badań podstawowych, jak i do zastosowania ich 

w praktyce klinicznej. 

Zatem, dla potrzeb eksperymentów zaprezentowanych w niniejszej pracy, ekspansję ex 

vivo komórek CD34+ wyizolowanych z KP prowadzono maksymalnie przez 14 dni, 

gdyż po tym czasie obserwowano wyraźny spadek tempa proliferacji, a także 

morfologiczne zmiany komórek świadczące o ich różnicowaniu oraz utracie 

żywotności. Jednocześnie, w 14 dniu hodowli jedynie kilka procent komórek wciąż 

wykazywało ekspresję antygenu CD34 na swojej powierzchni, co może świadczyć o ich 

zróżnicowaniu w kierunku dojrzałych komórek krwi, cechujących się często krótkim 

czasem życia oraz wymagających innych warunków hodowlanych. Ponadto, 

w prowadzonych badaniach kinetycznych obserwowano istotny spadek ekspresji tego 

markera pomiędzy dniem 6, a 8 hodowli in vitro. Zatem, pomimo zastosowania 

specjalistycznej pożywki namnażającej, dedykowanej do namnażania HSCs 

z jednoczesnym utrzymaniem ich stanu macierzystości, komórki te wykazywały 

spontaniczną utratę potencjału hematopoetycznego w hodowli in vitro.  

 

 Wnioski z analizy zmian fenotypowych oraz obserwacje zmiennego tempa 

namnażania się komórek z KP – świadczące o utracie wczesnych rozwojowo HSCs 

w miarę postępu hodowli in vitro – stały się podstawą do wybrania czasu 7- dniowej 

ekspansji, jako czasu hodowli, w którym wciąż większość komórek wykazywało 

ekspresję antygenu CD34, zachowując jednocześnie wysoki potencjał proliferacyjny. 

Tak dobrany czas hodowli umożliwił również namnożenie komórek w celu uzyskania 

ich wystarczającej liczby do przeprowadzenia dalszych eksperymentów in vitro oraz 

in vivo.  

Dlatego też, mając na uwadze powyższe, we wszystkich doświadczeniach, w których 

analizowano wpływ hiPS-EVs na właściwości biologiczne komórek CD34+ z KP 

w systemie inkubacji krótkoterminowej, komórki te namnażano uprzednio przez tydzień 

(7 dni).  

Należy jednak wspomnieć, że ze względu na rzadką frakcję KM, którą stosowano 

w ninijeszych badaniach i związaną z tym limitowaną możliwością namnożenia 

znamiennej liczby komórek CD34+ ex vivo, ich liczba dostępna do doświadczeń była 

ograniczona. Stąd też, w poszczególnych eksperymentach przeprowadzono zmienną 
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liczbę powtórzeń, starając się przy tym zachować ją na wystarczającym poziomie 

wiarygodności oraz reprezentatywności, umożliwiającym przeprowadzenie stosownych 

analiz istotności statystycznej (minimum 3 powtórzenia z wykorzystaniem komórek 

z różnych jednostek KP). Ponadto, w przypadku większości wyników, obserwowano 

duży rozrzut otrzymanych rezultatów pomiędzy poszczególnymi powtórzeniami, co jest 

zjawiskiem typowym dla badań z wykorzystaniem komórek pierwotnych pochodzących 

od różnych dawców, a tym samym cechujących się dużą zmiennością osobniczą (486). 

Niemniej jednak, pomimo szeregu wyzwań oraz limitacji, wykorzystanie w badaniach 

komórek pierwotnych, zamiast unieśmiertelnionej linii komórkowej, wydaje się lepiej 

odzwierciedlać procesy toczące się w warunkach fizjologicznych, a tym samym 

dostarcza szeregu interesujących obserwacji oraz wniosków, mających kluczowe 

znaczenie w przypadku prób przeniesienia otrzymanych wyników badań podstawowych 

do realiów praktyki klinicznej. 

 

 W przeprowadzonych eksperymentach, oprócz optymalizacji metody izolacji 

komórek krwiotwórczych oraz warunków ich hodowli, kluczowym czynnikiem był 

również dobór odpowiedniej dawki hiPS-EVs w celu oceny ich wpływu na cechy 

komórek docelowych.  

W początkowych doniesienich literaturowych, dotyczących prac nad aktywnością 

biologiczną EVs, przyjmowano stężenia bazujące na ilości białka w próbkach EVs (428, 

429, 461). Jednakże, coraz częściej uzupełniane lub zastępowane są one parametrem 

liczby cząstek (487, 488), który wydaje się bardziej odzwierciedlać realną „ilość” 

stosowanych pęcherzyków. Niemniej jednak, należy pamiętać, że takie obliczenia 

ilościowe zawsze obarczone są błędem, wynikającym z limitacji aparatury pomiarowej 

oraz obecności różnego rodzaju zanieczyszczeń w próbkach EVs, które mogą wpływać 

zarówno na pomiary ilości białka, jak i na kalkulację liczby cząstek (489). 

Jednocześnie, wciąż brak jest wystandaryzowanych kryteriów i metod pomiaru ilości 

materiału biologicznego obecnego w próbkach pęcherzyków, co stanowi tym samym 

aktualne wyzwanie metodologiczne oraz badawcze. 

 Niemniej jednak, bazując na dotychczasowym stanie wiedzy, w celu 

ujednolicenia warunków eksperymentalnych we wszystkich przedstawionych 

w niniejszej pracy doświadczenich na komórkach CD34+, stosowano stałe stężenie 

hiPS-EVs w pożywce hodowlanej (wynoszące 2 µg białka/ml). Jednocześnie dawka 

hiPS-EVs wynosząca 1 µg białka przypadała każdorazowo na 2·105 komórek CD34+. 

Obliczenia dokonane na podstawie pomiarów NTA pozwoliły wyznaczyć liczbę cząstek 

hiPS-EVs odpowiadającą takiemu stężeniu białka, wynoszącą 3,0 ± 1,0·108 cząstek/ml. 

Takie stężenie pęcherzyków wybrano na podstawie danych z wcześniejszych 

eksperymentów optymalizacyjnych, prowadzonych w naszej grupie badawczej oraz 

na podstawie opublikowanych prac (396, 402).  

 Warto zaznaczyć, że dawki stosowane przez różne laboratoria różnią się istotnie 

między sobą i zależą od danego układu eksperymentalnego. Przykładowo, EVs 

wydzielane przez komórki MSCs były dodawane do hodowli w stężeniu 3,2·107 

cząstek/ml pożywki, przypadającej na 5·104 keratynocytów, jako komórek docelowych 

(487). Z kolei w innym badaniu, fibroblasty skórne były poddawane działaniu 
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pęcherzyków z komórek MSCs izolowanych ze sznura pępowinowego, w dawce 1·108 - 

1·109 EVs/ml przypadających na 2·105 komórek (488). Zatem dawki stosowane 

w niniejszej pracy wpisują się w zakres stosowany przez innych badaczy. 

 

 Co istotne, przeprowadzony przeze mnie przegląd literaturowy pozwolił 

wnioskować, że większość dotychczasowych prac badawczych dotyczyło interakcji 

pęcherzyków z adherentnymi komórkami docelowymi o relatywnie dużej powierzchni 

potencjalnego kontaktu z EVs dodawanymi do pożywki hodowlanej (395, 396, 487, 

488). Z kolei, w niniejszej pracy komórkami poddawanymi działaniu EVs były komórki 

frakcji CD34+, posiadające niewielką średnicę oraz rosnące w zawiesinie w hodowli 

in vitro. Stąd też, czynniki te mogłyby potencjalnie utrudniać bezpośredni kontakt tych 

komórek z hiPS-EVs, a tym samym przekazanie im aktywnej biologicznie zawartości. 

Niemniej jednak, zastosowanie mikroskopii fluorescencyjnej umożliwiło wykazanie, że 

EVs izolowane z komórek hiPS z nadekspresją białka copGFP były w stanie wnikać do 

komórek CD34+ z KP, lokalizując się w przedziale cytoplazmatycznym, co wskazuje na 

możliwość przeniesienia przez te pęcherzyki ich aktywnej biologicznie zawartości do 

tych komórek. Co istotne, zaobserwowano jednocześnie, że w zastosowanych w pracy 

warunkach eksperymentalnych, nieznaczna tylko część hiPS-EVs nie ulegała 

internalizacji do wnętrza komórek CD34+ i były to głównie agregaty pęcherzyków, 

a zatem obiekty zbyt duże, aby efektywnie fuzjować z błoną komórek. Podobne 

obserwacje mikroskopowe internalizacji EVs do wnętrza komórek obserwowano we 

wcześniejszych pracach, w tym w publikacjach naszego zespołu (342, 395, 396, 490-

492). Co ciekawe, dane literaturowe wskazują, że internalizacja EVs może następować 

już w ciągu pierwszych kilkunastu minut od ich dodania do pożywki, przy czym 

dynamika tego procesu zależy również od typu komórek docelowych, będąc bardziej 

intensywną w przypadku komórek zdolnych do fagocytozy (491).  

 

 Możliwość bezpośredniej interakcji hiPS-EVs z komórkami CD34+ z KP 

w warunkach in vitro może prowadzić do przeniesienia ich aktywnej zawartości do 

komórek, a tym samym wywołania w nich efektu biologicznego (493). Z punktu 

widzenia potrzeby opracowania nowych strategii namnażania komórek krwiotwórczych 

z KP ex vivo, intersującym było zbadanie wpływu hiPS-EVs na tempo ekspansji tych 

komórek. Jednakże, przeprowadzone eksperymenty nie wykazały istotnego 

statystycznie zwiększenia potencjału proliferacyjnego komórek CD34+, poddanych 14-

dniowej hodowli w pożywce z dodatkiem hiPS-EVs. Z drugiej jednak strony, dalsze 

analizy wykazały, że dodatek pęcherzyków skutkował wzrostem nie tylko 

aktywności metabolicznej tych komórek, ale także ich potencjału do 

wielokierunkowego różnicowania w poszczególne linie komórek krwi. Co istotne, 

zwiększona ekspresja markerów liniowych na tych komórkach poddanych działaniu 

hiPS-EVs nie skutkowała jednoczesnym spadkiem odsetka komórek posiadających 

antygen CD34, w porównaniu do komórek kontrolnych, co może świadczyć 

o podtrzymaniu puli progenitorów w populacji komórek namnażanej w obecności 

pęcherzyków. Dodatkowo, analiza zmian poziomu transkrypów dla genów związanych 

z kontrolą hematopoezy wykazała, że w 4 dniu ekspresja genu CD34 była istotnie 
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statystycznie wyższa w komórkach namnażanych w pożywce zawierającej hiPS-EVs. 

Niemniej jednak, analiza cytometryczna wskazuje, że efekt ten nie miał bezpośredniego 

przełożenia na zmianę poziomu białka dla antygenu CD34 na powierzchni komórek, 

co może być spowodowane istnieniem dodatkowych, wieletapowych mechanizmów 

regulacji procesu translacji. 

 Uzyskane wyniki wskazują zatem, że efekt funkcjonalny wywoływany przez 

hiPS-EVs zależy ściśle od typu komórek docelowych, gdyż wcześniejsze badania naszej 

grupy wykazały, że pęcherzyki te działały stymulująco zarówno na różnicowanie, jak 

i proliferację komórek izolowanych z tkanek serca (396). Ponadto, kilka  prac innych 

grup badawczych świadczy o zwiększeniu ekspansji komórek HSCs z KP, poddanych 

działaniu EVs wydzielanych przez szpikowe komórki MSCs (461) lub osteoblasty (462, 

494). Podobnie, inna grupa badawcza wykazała, że EVs ze szpikowych komórek MSCs 

hamują różnicowanie frakcji CD34+ z KP (429). Świadczy to o zróżnicowanej 

odpowiedzi komórek krwiotwórczych z KP na EVs wydzielane przez różne typy 

komórek. Warto zaznaczyć, że w przeciwieństwie do hiPS, zarówno komórki MSCs, 

jak i osteoblasty są naturalnymi komponentami szpikowej niszy komórek HSCs, co 

może warukować odmiennie działanie wydzielanych przez nie EVs, w porównaniu do 

badanych w niniejszej pracy pęcherzyków pochodzących z komórek puripotencjalnych. 

Z drugiej jednak strony, we wcześniejszych badaniach wykazano, że EVs pochodzące 

z linii osteoblastów zwiększały potencjał klonogenny komórek CD34+ z KP in vitro 

(462). Podobny efekt zaobserwowano również w niniejszych badaniach, w przypadku 

hiPS-EVs, których dodanie do pożywki hodowlanej istotnie zwiększało liczbę kolonii 

hematopoetycznych utworzonych przez komórki CD34+ w metylocelulozie. Co istotne, 

efekt ten był obserwowany zarówno po krótkiej stymulacji tymi pęcherzykami 

uprzednio namnożonych komórek krwiotwórczych, jak i w przypadku komórek CD34+ 

poddanych ciągłej ekspansji ex vivo w pożywce z dodatkiem hiPS-EVs.  

 Przeprowadzone badania wskazują ponadto, że hiPS-EVs wykazują aktywność 

cytoprotekcyjną in vitro w porównaniu do komórek CD34+ z KP poddanych 

działaniu czynników cytotoksycznych, zmniejszając odsetek komórek 

w poszczególnych fazach śmierci komórkowej (apoptozy i nekrozy), wywołanej 

dodatkiem staurosporyny do pożywki hodowlanej. Dane te korelowały ze zwiększoną 

ekspresją antyapoptotycznego genu BCL-2 w tych komórkach. Ponadto, wyniki te są 

spójne z poprzednimi badaniami naszego zespołu, świadczącymi o hamowaniu przez 

hiPS-EVs śmierci pierwotnych komórek serca in vitro (396). Podobnie, EVs wydzielane 

przez mysie komórki iPS również wykazywały działanie cytoprotekcyjne na komórki 

śródbłonka in vitro (395). Dodatkowo, zbliżone rezultaty otrzymały również inne 

zespoły badawcze, publikując dane świadczące o ochronnej aktywności EVs z komórek 

iPS, stymulujących mechanizmy naprawcze w różnych jednostkach chorobowych, 

w tym m.in. w modelu zawału mięśnia sercowego (394) oraz uszkodzenia nabłonka 

płuc w modelach in vivo (392). Co istotne, wykazano również, że pęcherzyki 

wydzielane przez inne typy komórek, w tym komórki MSCs obecne w niszy szpikowej, 

są także zdolne do wywoływania sygnału antyapopotycznego w komórkach HSCs z KP 

(429, 495). 
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 W kolejnych etapach badań in vitro prezentowanych w niniejszej pracy 

doktorskiej, analizowano także czy hiPS-EVs mogą modulować inne właściwości 

komórek krwiotwórczych z KP, niezwiązane bezpośrednio z możliwością ich ekspansji 

ex vivo, ale wciąż mające istotne znaczenie z punktu widzenia efektywności zasiedlania 

przez nie nisz szpikowych i podjęcia procesów hematopoezy po przeszczepie. Oceniano 

m.in. wpływ hiPS-EVs na aktywność chemotaktyczną tych komórek w kierunku 

gradientu kluczowego dla nich chemoatraktanta- SDF-1. Jak już kilkukrotnie 

wspomniano w pracy, oś oddziaływania SDF-1-CXCR4 jest jednym z istotnych 

czynników regulujących migrację komórek krwiotwórczych do nisz szpikowych, 

wpływając tym samym na powodzenie przeszczepu (65, 66, 422). Jednocześnie, 

wykazano uprzednio bezpośrednią korelację efektywności chemotaksji tych komórek 

do SDF-1 w warunkach in vitro z ich potencjałem repopulacyjnym in vivo (496).  

 Przeprowadzona w niniejszej pracy analiza z wykorzystaniem zmodyfikowanej 

komory Boydena wykazała, że kilkugodzinna inkubacja komórek CD34+ z hiPS-

EVs zwiększa ich odpowiedź na gradient SDF-1 in vitro. Z drugiej jednak strony, nie 

zaobserwowano jednocześnie wpływu hiPS-EVs na poziom ekspresji CXCR4 – 

podstawowego receptora dla SDF-1, na powierzchni tych komórek. Jednakże, 

wykazano, że wzrost aktywności chemotaktycznej po dodaniu pęcherzyków korelował 

ze zwiększonym odsetkiem komórek CD34+ reagujących na SDF-1 wzrostem stężenia 

wolnych jonów Ca2+, który towarzyszy reakcji komórek hematopoetycznych na gradient 

SDF-1 (423). Ponadto, na podstawie analiz proteomicznych przeprowadzonych 

w niniejszej pracy, zaobserwowano także wzrost aktywności ścieżki sygnałowania od 

integryn, a także szlaku związanego z kinazą FAK w komórkach CD34+ poddanych 

działaniu hiPS-EVs, która również może być zaangażowana w proces migracji komórek 

(451, 497). Nie można także wykluczyć możliwości, że fuzja EVs z błoną komórkową 

może prowadzić do zmian jej właściwości biomechanicznych, które w konsekwencji 

mogą wpływać na reakcję komórki na bodźce zewnętrzne oraz organizację 

podbłonowego cytoszkieletu uczestniczącego w migracji. Przykładowo wykazano, że 

EVs uwalniane przez bakterie Porphyromonas gingivalis indukują zmiany płynności 

błony komórkowej neutrofili (498). Ponadto, istnieje szereg przesłanek literaturowych, 

że nie tylko ekspresja danego białka błonowego, ale także jego rozmieszczenie mogą 

wpływać na jego aktywność lub powinowactwo do ligandu (499, 500). Zatem, mając na 

uwadze, iż receptor CXCR4 lokalizuje się głównie w tratwach lipidowych, 

niewykluczonym jest, że związanie hiPS-EVs z błoną komórek krwiotwórczych może 

wpływać na rozmieszczenie cząsteczek CXCR4, modulując tym samym odpowiedź 

komórek HSCs na sygnalizację chemotaktyczną (501), jednakże hipoteza ta wymaga 

weryfikacji z zastosowaniem specjalistycznej aparatury pomiarowej.  

 

 Oprócz osi SDF-1-CXCR4, na zdolność przeszczepionych komórek HSCs do 

zasiedlania nisz szpikowych wpływa także efektywność ich interakcji z macierzą 

zewnątrzkomórkową, śródbłonkiem naczyniowym oraz komórkami stromalnymi, 

obecnymi w SzK (422, 424). Komórki krwiotwórcze podaje się zazwyczaj jako 

przeszczep dożylny, zatem podczas migracji do niszy szpikowej muszą one pokonać 

barierę naczyniową, wchodząc w interakcję z komórkami śródbłonkowymi na drodze 
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oddziaływania z ich molekułami adhezyjnymi, a także białkami ECM. Następnie, 

komórki te pokonując barierę naczyniową migrują w kierunku nisz, zapewniających im 

odpowiednie warunki do przeżycia i podjęcia procesów krwiotworzenia (147).  

 Dlatego, w niniejszej pracy oceniano również wpływ hiPS-EVs na adhezję 

i oddziaływanie komórek CD34+ izolowanych z KP, z białkiem ECM – fibronektyną 

oraz komórkami stromalnymi i śródbłonkowymi w warunkach in vitro. Uzyskane 

wyniki wskazują, że kilkugodzinna inkubacja HSCs z hiPS-EVs wpływa pozytywnie 

na efektywność ich adhezji do w/w trzech komponent, mimo iż krytyczna analiza 

danych ilościowych wskazała raczej, że ten wzrost poziomu adhezji komórek CD34+ 

poddanych działaniu pęcherzyków w porównaniu do komórek kontrolnych był 

relatywnie niewielki (pomimo istotności statystycznej). Niemniej jednak, obserwowana 

skala wspomnianego efektu (tj. wzrost właściwości adhezyjnych komórek 

krwiotwórczymi z KP na skutek ich oddziaływania z hiPS-EVs), może być 

przypuszczalnie wystarczająca dla istotnego zwiększenia potencjału tych komórek do 

zasiedlenia nisz hematopoetycznych po przeszczepie, działając synergistycznie 

z jednoczesnym wzrostem ich aktywności chemotaktycznej. Warto także wspomnieć, że 

w kontekście wpływu EVs na adhezję oraz migrację komórek CD34+, hiPS-EVs 

posiadają niewątpliwą przewagę w porównaniu do pęcherzyków z komórek MSCs, 

które we wspomnianym wcześniej badaniu nie wykazywały aktywności istotnie 

zwiększającej efektywność obu tych procesów w komórkach HSCs (461). Ponadto, 

analiza cytometryczna wykazała, że w komórkach tych pod wpływem krótkiej 

inkubacji z hiPS-EVs dochodzi do zwiększenia poziomu antygenu 

powierzchniowego LFA-1, który jest zaangażowany w proces adhezji oraz migracji 

komórek HSCs z krwiobiegu w kierunku SzK, z pośrednim etapem oddziaływania z 

komórkami ściany naczyń krwionośnych (502). Tym samym, wyniki te mogą również 

wyjaśniać przyczyny obserwowanego wzrostu aktywności chemotaktycznej oraz 

adhezyjnej komórek CD34+ po ich inkubacji w pożywce zawierającej dodatek hiPS-

EVs. Co ciekawe, analiza cytometryczna wykazała jednocześnie relatywnie niski 

odsetek hiPS-EVs posiadających antygen LFA-1. Stąd też, prawdopodobną przyczyną 

wzrostu poziomu tego markera na powierzchni komórek w wyniku ich interakcji z 

hiPS-EVs nie jest bezpośrednie jego przeniesienie z pęcherzyków, ale stymulacja 

komórek do prezentacji lub ekspresji tej cząsteczki na ich powierzchni. Jednoczesnie, 

szybki wzrost poziomu LFA-1 na powierzchni komórek CD34+, obserwany już po 2 

godz. ich inkubacji z hiPS-EVs, wskazuje raczej na jego prawdopodobną redystrybucję 

z przedziału cytoplazmatycznego w kierunku błony, a nie syntezę de novo. 

Potwierdzeniem tej hipotezy mogą być dane literaturowe, świadczące o dynamicznym 

recyklingu integryn, w tym LFA-1, a także uwalnianiu tego antygenu 

z wewnątrzkomórkowych rezerwuarów w odpowiedzi na bodźce biochemiczne (503-

505). Zatem podsumowując, zaprezentowane w niniejszej pracy wyniki doświadczeń 

funkcjonalnych wskazują, że EVs wydzielane przez komórki hiPS mogą wpływać 

na właściwości biologiczne komórek krwiotwórczych z KP in vitro, w tym na te 

istotne dla ich efektywnej migracji oraz zasiedlania nisz hematopoetycznych 

i podjęcia procesów hematopoezy.  
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 Naturalną konsekwencją tych obserwacji eksperymentalnych było pojawienie się 

pytań dotyczących możliwych mechanizmów molekularnych, odpowiedzialnych za 

aktywność biologiczną hiPS-EVs i ich wpływ na funkcje komórek HSCs. 

Przeprowadzony przeze mnie przegląd dostępnej literatury nasuwa wniosek, że rosnące 

zainteresowanie próbami wykorzystania EVs w naukach biomedycznych skutkuje 

pojawianiem się szeregu prac wykazujących ich parakrynną interakcję z komórkami 

docelowymi w szeregu układów eksperymentalnych. Jednakże, większość z tych prac 

koncentruje się głównie na wykazaniu wpływu EVs lub jego braku na dany typ 

komórek docelowych, a pomimo znacznych postępów w tej dziedzinie badań, dokładne 

mechanizmy tych oddziaływań pozostają nieznane.  

 Obecnie, głównym postulowanym scenariuszem działania jest fakt, iż fuzja EVs 

z błoną komórkową skutkuje uwalnianiem ich bioaktywnej zawartości, która trafiając 

następnie do przedziałów wewnątrzkomórkowych, wywołuje adekwatne zmiany 

fenotypowe w komórkach docelowych (276). Spośród zbadanych dotychczas typów 

cząstek biologicznych, których obecność wykazano w EVs pochodzących z różnego 

typu komórek oraz obecnych w płynach ustrojowych, to głównie niskocząsteczkowy 

RNA, w tym w szczególności miRNA, uważany jest za dominującą komponentę 

molekularną EVs, odpowiedzialną za ich aktywność w komórkach docelowych (297). 

Istotnie, obecna wiedza sukcesywnie powiększa się o nowe badania profilowania 

miRNA w różnych typach EVs. Przykładowo, w pęcherzykach pochodzących 

z osteoblastów oraz komórek stromy szpikowej wykazano obecność kilku miRNA, 

które mogą być zaangażowane w regulację hematopoezy (429, 461, 462). Dodatkowo, 

podobna analiza zawartości biologicznej hiPS-EVs, opublikowana przez nasz zespół, 

również obejmowała zbadanie obecności miRNA w tych pęcherzykach oraz 

porównanie jej do ich komórek rodzicielskich (396). Szczegółowa interpretacja tych 

danych, przeprowadzona przeze mnie w kontekście lepszego zrozumienia 

mechanizmów - stojących za obserwowanym wpływem hiPS-EVs na funkcje komórek 

HSCs z KP - wykazała, że pęcherzyki te wzbogacone są m.in. w miR-20a-5p, miR-

106a, miR-125a oraz miR-130a, które mogą być ważnymi regulatorami genów 

związanych z kontrolą procesów hematopoezy. W szczególności, doniesienia 

literaturowe wskazują, że miR-125a oraz miR-130a ulegają wysokiej ekspresji 

w populacji komórek LT-HSCs i są zaangażowane w regulację ich proliferacji (506, 

507), podczas gdy miR-20a-5p oraz miR-106a są znanymi modulatorami różnicowania 

komórek krwiotwórczych (508, 509).  

 Zatem, uzyskane wyniki odnośnie składu miRNA w hiPS-EVs mogą 

świadczyć o obecności w nich specyficznych cząsteczek regulatorowego RNA, 

mogących uczestniczyć w modulowaniu przez te pęcherzyki efektu funkcjonalnego 

w komórkach HSCs. Interesującym kierunkiem kontynuacji prowadzonych przeze 

mnie badań byłoby sprawdzenie w przyszłości czy istotnie poziom wymienionych 

miRNA ulega zwiększeniu w komórkach CD34+ z KP po ich kontakcie z hiPS-EVs, co 

mogłoby świadczyć o horyzontalnym transferze tego materiału genetycznego.  

 

 Liczne badania naukowe wskazują również, że oprócz miRNA, EVs mogą 

przenosić cząsteczki mRNA oraz białek, które mogą mieć wpływ na zachowanie 
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komórek docelowych (293, 428, 510, 511). Dlatego też, w celu zweryfikowania czy 

podobne mechanizmy odpowiadają za zdolność hiPS-EVs do modulowana funkcji 

komórek krwiotwórczych z KP, przeprowadziłam analizę zmian profilu ekspresji 

transkryptów dla wybranych genów związanych z hematopoezą w komórkach CD34+, 

hodowanych w pożywce z dodatkiem tych pęcherzyków. Uzyskane dane umożliwiły 

zaobserwowanie kilku interesujących zjawisk związanych z dynamiką zmian 

transkryptomu, zachodzących w tych komórkach w trakcie ich ekspansji ex vivo. 

Z jednej strony, profil badanych genów był istotnie odmienny w komórkach CD34+ 

bezpośrednio po ich izolacji z KP, w porównaniu do tych komórek poddanych 

namnażaniu w warunkach in vitro. Poprzednie badania innych grup również wykazały 

unikalny, odmienny wzór ekspresji genów pomiędzy komórkami HSCs nieaktywnymi 

mitotycznie, mobilizowanymi oraz tymi o fenotypie białaczkowym (512). Z drugiej 

strony, otrzymane przeze mnie wyniki świadczą o zmienionej ekspresji szeregu 

genów związanych z kontrolą funkcji komórek krwiotwórczych, pod wpływem 

obecności hiPS-EVs w pożywce namnażającej. Przykładowo, w warunkach tych 

nastąpił wzrost poziomu transkryptu dla genu PAX5, którego produktem białkowym 

jest czynnik transkrypcyjny zaangażowany w regulację rozwoju linii limfocytów B 

(433). Podobnie, pod wpływem hiPS-EVs zaobserwowałam także zwiększenie ekspresji 

genów NOTCH1 oraz NOTCH2. Zmiana ta wydaje się być istotna, zważywszy na 

doniesienia literaturowe, wskazujące, że produkty tych genów biorą nie tylko udział 

w modulowaniu funkcji komórek hematopoetycznych, ale także odgrywają istotną rolę 

cytoprotekcyjną wobec komórek HSCs z KP wystawionych na działanie 

promieniowania γ (434, 513).  

 W moich badaniach wykazałam także, że obecność hiPS-EVs w pożywce 

namnażającej skutkowała również wzrostem poziomu transkryptu dla genu RUNX1. 

Opublikowane prace wskazują, że koduje on kluczowy czynnik transkrypcyjny, 

wymagany w procesie wczesnej hematopoezy. Z kolei w innych badaniach wykazano, 

że w dorosłym organizmie jest on negatywnym regulatorem liczby prymitywnych 

subpopulacji komórek HSCs, pełniąc jednocześnie kluczową rolę w procesie 

limfopoezy oraz megakariopoezy (437, 514).  

 Podobnie, stwierdzono w niniejszej pracy, że w komórkach CD34+  

namnażanych w obecności hiPS-EVs wzrastała również ekspresja genów dla czynników 

transkrypcyjnych GATA1 oraz GATA2. Jak zostało wykazane w badaniach innych 

grup, czynniki te regulują procesy m.in. erytropoezy oraz megakariopoezy (438) oraz 

mogą promować stan wyciszenia mitotycznego komórek HSCs (515). 

Co ciekawe, przeprowadzone przeze mnie analizy wskazują także, że dodatek hiPS-EVs 

do pożywki namnażającej zwiększał ekspresję genów dla deacetylaz histonowych 

HDAC5 oraz HDAC7 w badanych tu komórkach CD34+, które to deacetylazy są 

enzymami zdolnymi do modyfikacji epigenetycznej komórek, skutkującej kondensacją 

chromatyny, a tym samym hamowaniem transkrypcji (436). Stąd też, podejmuje się 

próby zastosowania inhibitorów tej klasy enzymów w celu m.in. ekspansji komórek 

HSCs z KP ex vivo (516, 517).  

 Zatem, wyniki przeprowadzonej w niniejszej pracy analizy profilu ekspresji 

genów w komórkach HSCs z KP potwierdzają obserwany przeze mnie 
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w badaniach funkcjonalnych - wpływ hiPS-EVs na potencjał tych komórek do 

różnicowania w kierunku poszczególnych linii hematopoetycznych, przy 

jednoczesnym braku zwiększenia efektywności ich ekspansji ex vivo. 

 

 Innym genem o zwiększonej ekspresji w komórkach CD34+ poddanych 

działaniu hiPS-EVs był FUT10, kodujący enzym fukozylotransferazę 10. Jak już 

wspomniano, poprzednie badania innych grup badawczych wykazały, że aktywność 

fukozylaz modyfikujących ligandy dla selektyn obecne na powierzchni komórek 

krwiotwórczych, może przyczyniać się do poprawy ich wbudowywania się po 

przeszczepie (262, 263). W opublikowanej pracy wykazano również, że inkubacja 

komórek krwiotwórczych z KP z fukozylotransferazą zwiększa ich zdolność do 

interakcji z komórkami naczyń krwionośnych obecnych w SzK (518). Zatem, wykazany 

przeze mnie wzrost poziomu tego enzymu w wyniku oddziaływania z hiPS-EVs mógłby 

również częściowo wyjaśniać wykazane w niniejszej pracy zwiększenie adhezji 

komórek HSCs do komórek śródbłonka. Ponadto, jak już wspomniano, pod wpływem 

hiPS-EVs nastąpił również wzrost poziomu transkryptu dla genu CCR1 kodującego 

receptor dla chemokiny CCL3 (439), a podobny efekt wykazano uprzednio w innych 

badaniach w przypadku inkubacji komórek HSCs z EVs wydzielanymi przez komórki 

stromalne (429).  

 Jednocześnie, przeprowadzona przeze mnie analiza zmian ekspresji dwóch 

genów związanych z procesem hematopoezy: SCL oraz HOXB4, w komórkach CD34+ 

z KP poddanych krótkiej inkubacji z hiPS-EVs, wykazała wzost ich poziomu po 2 oraz 

6 godz. po dodaniu pęcherzyków, korelujący jednocześnie z podwyższonym poziomem 

antyapoptotycznego genu BCL-2. Dane te mogą tłumaczyć obserwowany efekt 

cytoprotekcyjny badanych pęcherzyków wobec komórek krwiotwórczych poddanych 

działaniu staurosporyny, a także odpowiadać za wzrost ich potencjału klonogennego, 

obserowanego w niniejszej pracy. 

Niewątpliwie jednak, w tym kontekście interesującym aspektem dalszych prac byłoby 

poszerzenie panelu transkryptów objętych analizą w komórkach CD34+ z KP, po ich 

krótkoterminowej inkubacji z hiPS-EVs, w celu pogłębienia wiedzy z zakresu 

mechanizmów parakrynnej stymulacji potencjału hematopoetycznego tych komórek 

w wyniku oddziaływania pęcherzyków z komórek pluripotencjalnych. Podobnie, 

szczegółowe profilowanie zmian poziomu miRNA w tych komórkach byłoby 

interesującym aspektem, który również mógłby przyczynić się do lepszego zrozumienia 

natury obserwowanych zjawisk. Eksperymenty te są obecnie w fazie planowania, 

jednak ze względu na ograniczenia czasowe, jak również limitowaną dostępność 

materiału klinicznego, jakim jest KP, nie mogą one zostać włączone do niniejszej 

rozprawy doktorskiej. Jednak, z pewnością wejdą one w skład publikacji naukowej, 

przygotowywanej w naszym zespole. Podobnie, oprócz analiz obecności 

poszczególnych typów RNA w komórkach CD34+ z KP, interesującym byłoby również 

zbadanie zmian ich globalnego proteomu pod wpływem działania hiPS-EVs.  

 

 Niemniej jednak, w kontekście uzyskanych wyników doświadczeń, 

wskazujących na zmiany funkcjonalne komórek HSCs już po krótkim kontakcie z hiPS-
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EVs, zasadnym było zbadanie przeze mnie w jaki sposób interakcja z pęcherzykami 

wpływa na aktywność w tych komórkach szeregu kinaz białkowych, zaangażowanych 

w regulację wewnątrzkomórkowych szlaków transdukcji sygnału. Jak wiadomo, jest to 

jedna z kluczowych ścieżek szybkiej odpowiedzi komórki na bodźce zewnętrzne (440). 

Istotnie, zastosowanie macierzy Proteome Profiler Human Phospho-Kinase Arrays 

pozwoliło mi na wykazanie w niniejszej pracy, iż 2-godz. inkubacja z hiPS-EVs 

wpływa na poziom fosforylacji szeregu kinaz, obecnych w komórkach CD34+ z KP. 

Zaobserwowałam m.in. globalną aktywację kilku kluczowych szlaków 

sygnalizacyjnych, w tym Akt/mTOR, STAT lub MAPK, uczestniczących w regulacji 

właściwości biologicznych komórek HSCs (441, 450). Ponadto, wykazałam wzrost 

aktywności sygnałowania od kinazy FAK, regulującej procesy adhezji oraz migracji 

(451), a także aktywację kinaz zaangażowanych w sygnalizację od TGF-β, które, jak 

wskazują prace innych grup, mogą promować różnicowanie komórek HSCs, wykazując 

przy tym efekt antyproliferacyjny (519).  

 

 Podobnie, klasyfikacja białek z zastosowaniem narzędzia PANTHER ujawniła 

wpływ hiPS-EVs na aktywność szlaków sygnalizacji od powierzchniowych integryn 

i kadheryn oraz związanych z PDGF. Co istotne, prace innych zespołów wskazują, że 

PDGF zdolny jest do promowania namnażania komórek krwiotwórczych z KP ex vivo, 

jednocześnie zwiększając ich potencjał repopulacyjny in vivo (520, 521). Wykazałam 

także, że krótka inkubacja komórek CD34+ z hiPS-EVs skutkowała również aktywacją 

sygnałowania od endoteliny, która, jak pokazano w pracach innych zespołów, związana 

może być ze stymulacją ekspansji tych komórek ex vivo (522). Niemniej jednak, 

pomimo danych literaturowych świadczących o zwiększeniu tempa proliferacji ex vivo 

komórek HSCs pod wpływem PDGF oraz endoteliny, w niniejszej pracy nie wykazano 

pozytywnego wpływu hiPS-EVs na ekspansję tych komórek. Spowodowane to może 

być faktem, że pomimo aktywacji zbliżonych ścieżek sygnałowania, badane pęcherzyki 

mogą oddziaływać również na inne receptory i szlaki komórkowe oprócz tych 

związanych ze wspomnianymi dwoma czynnikami wzrostowymi, co w konsekwencji 

skutkuje odmiennymi efektami funkcjonalnymi. 

 Ponadto w niniejszej pracy wykazano, że aktywowane przez hiPS-EVs kinazy 

mogą być związane ze szlakiem od receptora dla EGF, który, jak wiadomo z innych 

badań, bierze udział m.in. w promowaniu przeżycia komórek HSCs i regeneracji układu 

hematopoetycznego po uszkodzeniu wywołanym promieniowaniem γ (523, 524). 

Kinazy te biorą także udział w sygnałowaniu od FGF, który również może istotnie 

wpływać na zachowanie komórek krwiotwórczych. Przykładowo, wykazano uprzednio, 

że kaskada sygnału inicjowana wiązaniem FGF do receptora na powierzchni HSCs, 

może regulować rekonstytucję układu krwiotwórczego po jego uszkodzeniu za pomocą 

czynników chemicznych (525). 

 Analiza PANTHER wykonana przeze mnie w niniejszej pracy wykazała również 

zmiany w aktywności innych szlaków, ważnych dla przeżycia komórek i kontroli cyklu 

komórkowego. Przykładem może być szlak sygnałowania od insuliny/IGF, który, jak 

wykazano w innych pracach, reguluje proliferację i różnicowanie HSCs, działając 

jednocześnie antyapoptotycznie (526) lub też wspomniana wcześnej sygnalizacja od 
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TGF-β – czynnika, który w pracy badawczej innych zespołów wykazywał działanie 

antyproliferacyjne, promując różnicowanie HSCs (519). Ponadto, zaobserwowana 

przeze mnie zmiana fosforylacji wybranych białek w komórkach CD34+ poddanych 

działaniu pęcherzyków z komórek hiPS, może także wpływać na aktywność szlaku 

CCKR, którego udział wykazano uprzednio m.in. w regulacji stężenia 

wewnątrzkomórkowego poziomu Ca2+ w komórkach krwi (527), co mogłoby częściowo 

tłumaczyć wykazaną przeze mnie wzmożoną odpowiedź chemotaktyczną badanych 

komórek CD34+ po ich kontakcie z hiPS-EVs.  

 Przeprowadzona przeze mnie analiza zmian fosforylacji poszczególnych kinaz 

w komórkach HSCs świadczy także o podwyższeniu aktywności białka AMPK, co 

prowadzić może do zwiększenia żywotności komórek, jak wykazano w innych 

badaniach (448, 449). Co ciekawe, w opublikowanej pracy innego zespołu wykazano 

także, że spadek fosforylacji AMPK prowadzi do wyczerpania puli szpikowych 

komórek HSCs, spadku ich potencjału repopulacyjnego oraz zwiększenia ich 

śmiertelności na drodze apoptozy (528). 

 

 Podsumowując, zarówno analiza ekspresji genów, jak również aktywacji 

kinaz biorących udział w regulacji wewnątrzkomórkowych szlaków sygnałowania, 

potwierdza i wyjaśnia w pewnym zakresie wpływ hiPS-EVs na właściwości 

biologiczne komórek krwiotwórczych z KP, wykazany w badaniach 

funkcjonalnych, przeprowadzonych przeze mnie w warunkach in vitro. 

Jednocześnie, wnikliwa analiza wszystkich danych uzyskanych w dotychczas 

omówionych eksperymentach zdaje się nasuwać wniosek o możliwości dwojakiego 

rodzaju oddziaływania hiPS-EVs na komórki CD34+ z KP. Z jednej strony, aktywność 

tych pęcherzyków może wynikać z przenoszenia przez nie bioaktywnej zawartości, 

dostarczającej egzogennych białek oraz kwasów nukleinowych, a tym samym 

prowadząc do wzrostu ich poziomu w komórkach docelowych. Z drugiej jednak strony, 

obserwowane efekty funkcjonalne działania hiPS-EVs mogą być też związane 

z bezpośrednią aktywacją przez nie szlaków sygnałowych w komórce docelowej. 

W szczególności, oddziaływanie pęcherzyków o specyficznym składzie molekularnym 

na dane ścieżki sygnalizacyjne może prowadzić do synergistycznej lub plejotropowej 

reakcji komórki, przejawiającej się zmianą aktywności innych szlaków 

biochemicznych. Potwierdzeniem tej hipotezy może być fakt, że np. obserwowany 

przeze mnie wzrost aktywności chemotaktycznej komórek CD34+ z KP w gradiencie 

SDF-1 po ich inkubacji z hPS-EVs nie wiązał się ze zwiększeniem przez te pęcherzyki 

ekspresji receptora dla tej chemokiny. Jednakże, analiza molekularna wykazała, że 

hiPS-EVs mogą wpływać na aktywność genów oraz ścieżek sygnalizacyjnych, które 

regulują aktywnośc migracyjną tych komórek. Innym przykładem jest wzrost poziomu 

markera LFA-1 na powierzchni komórek CD34+ po ich kontakcie z hiPS-EVs, który, 

jak wykazano, prawdopodobnie nie jest związany z bezpośrednim przeniesieniem tego 

antygenu z pęcherzyków na komórki. 

 

 Końcowym, a jednocześnie kluczowym etapem prac objętych niniejszą 

rozprawą było zbadanie czy obserwowany w testach in vitro wpływ hiPS-EVs na 
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właściwości biologiczne komórek CD34+ z KP znajdzie również swoje 

odzwierciedlenie w poprawie funkcji hematopoetycznych tych komórek in vivo. Stąd 

też, zastosowano model przeszczepu komórek krwiotwórczych do myszy szczepu 

NOD/SCID poddanych radiacyjnej mieloablacji, będący złotym standardem oceny 

potencjału repopulacynego komórek HSCs, stosowanym powszechnie w badaniach na 

całym świecie.  

 Istotnie, uzyskane wyniki pozwalają stwierdzić, że komórki CD34+ z KP 

poddane uprzedniemu namnożeniu, a następnie inkubacji z hiPS-EVs przez 

2 godz. w warunkach ex vivo, zasiedlają nisze hematopoetyczne po przeszczepie 

w sposób bardziej efektywny, w porównaniu do komórek niepoddanych działaniu tych 

pęcherzyków. Podobnie, również w eksperymencie długoterminowym zaobserwowano, 

że interakcja tych komórek z hiPS-EVs bezpośrednio przed przeszczepem 

poprawia ich zdolność do wbudowania w niszy szpikowej myszy, prowadząc tym 

samym do lepszej rekonstytucji układu hematopoetycznego i powstania 

chimeryzmu szpikowego, przejawiającego się także wzrostem liczby ludzkich 

komórek w innych tkankach myszy, w tym w krwi obwodowej oraz śledzionie. 

Jednocześnie, komórki te po 8 tygodniach od podania wciąż zachowywały zdolność do 

tworzenia kolonii hematopoetycznych w teście CFC. Uzyskane w ten sposób wyniki 

stanowią zatem kluczowe potwierdzenie oraz dopełnienie przeprowadzonych przeze 

mnie licznych eksperymentów w warunkach in vitro, opisanych w niniejszej pracy. 

Ponadto, są one niezwykle istotne z punktu widzenia poszukiwania strategii 

zwiększających szansę na powodzenie przeszczepu komórek pochodzących z KP 

u dorosłych pacjentów. Jak już kilkukrotnie wspomniano, opóźnione wszczepienie 

prowadzące do nieefektywnej rekonstytucji jest jednym z kluczowych problemów 

limitujących możliwości zastosowania KP w praktyce klinicznej (168, 214).  

 

 Co istotne, wyniki przeprowadzonych przeze mnie doświadczeń in vivo mogą 

również świadczyć o przewadze hiPS-EVs w porównaniu do EVs wydzielanych przez 

inne typy komórek, ze względu na ich molekularną zawartość. Przykładowo, w pracy 

Morhayima i in. wykazano, że pomimo iż komórki CD34+ wyizolowane z KP 

i traktowane EVs pochodzącymi z osteoblastów zachowują swoją zdolność do 

wszczepiania u myszy NOD/SCID, to jednak procent chimeryzmu szpikowego był na 

poziomie podobnym do tego dla komórek kontrolnych, nietraktowanych pęcherzykami 

(462). Z drugiej jednak strony, w innej pracy wykazano, że zastosowanie EVs 

pochodzących zarówno z mysich, jak i ludzkich komórek stromalnych szpiku 

skutkowało zmniejszeniem uszkodzenia SzK u napromieniowanych myszy, zwiększając 

jednocześnie efektywność rekonstytucji hematopoetycznej po przeszczepie komórek 

krwiotwórczych (495).  

 Warto także wspomnieć, że na stosunkowo niski stopień chimeryzmu 

szpikowego po przeszczepie, uzyskany w moich badaniach in vivo, wpływ miał także 

fakt, że podawano myszom komórki CD34+ poddane uprzednio 7-dniowej ekspansji ex 

vivo, a nie bezpośrednio po ich izolacji, jak ma to miejsce w praktyce kliniczej. 

Podobnie jak w przypadku pozostałych eksperymentów, spowodowane to było głównie 

koniecznością namnożenia komórek w celu uzyskania ich odpowiedniej liczby, 
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wystarczającej do przeszczepienia reprezentatywnej liczby zwierząt. Zatem, 

w interpretacji uzyskanych danych liczbowych należy brać pod uwagę przesłanki 

literaturowe, świadczące o spadku potencjału repopulacyjnego komórek HSCs w trakcie 

ich hodowli in vitro (253). Co istotne, w opublikowanych uprzednio wynikach testu 

kompetycyjnego in vivo wykazano, że komórki HSCs z KP poddane ekspansji 

wykazywały upośledzoną zdolność do rekonstytucji układu hematopoetycznego 

w porównaniu do komórek nienamnażanych (529). Mimo tego, wykazałam jednak 

istotną różnicę pomiędzy stopniem wszczepienia takich komórek po wcześniejszej 

inkubacji z hiPS-EVs w porównaniu z komórkami kontrolnymi – na korzyść tych 

pierwszych. 

 W kontekście wspomnianych wyżej doniesień oraz moich dalszych planów 

eksperymentalnych, interesującym byłoby zatem zbadanie czy wykazany przeze mnie 

pozytywny wpływ hiPS-EVs na zasiedlanie nisz hematopoetycznych przez  komórki 

CD34+ namnażane in vitro, będzie również podobny w przypadku komórek 

bezpośrednio po ich izolacji. Jednocześnie, pozwoliłoby to zbadać kinetykę zmian 

potencjału hematopoetycznego in vivo komórek CD34+ z KP w trakcie ich ekspansji 

w warunkach hodowlanych, zoptymalizowanych na potrzeby doświadczeń 

prezentowanych w niniejszej pracy. Ponadto, ciekawym podejściem byłoby również 

zbadanie wpływu namnażania tych komórek w pożywce z dodatkiem hiPS-EVs na ich 

funkcje krwiotwórcze in vivo.  

 

 Niemniej jednak, przedstawione w niniejszej rozprawie wyniki wskazują, że 

hiPS-EVs oddziałują z komórkami CD34+ izolowanymi z KP, wywołując w nich 

zróżnicowany efekt funkcjonalny, zależny od czasu ko-inkubacji. Jednocześnie, 

wnikliwa analiza uzyskanych danych zdaje się przemawiać za wnioskiem, że bardziej 

korzystną z punktu widzenia efektywności wpływu na funkcje biologiczne tych 

komórek jest strategia krótkoterminowej (kilkugodzinnej) stymulacji pęcherzykami, 

w porównaniu do ich ciągłej ekspansji w obecności hiPS-EVs. Takie podejście wydaje 

się mieć też istotną przewagę dla potencjalnej możliwości rozwoju nowej metodyki 

zwiększania efektywności terapeutycznej KP w praktyce klinicznej, opartej o pre-

kondycjonowanie komórek krwiotwórczych za pomocą hiPS-EVs. Jednorazowa, krótka 

stymulacja komórek generowałaby znacznie niższe koszty związane z mniejszym 

zużyciem próbek pęcherzyków oraz odczynników wymaganych do ich przygotowania. 

Ponadto, podejście to niosłoby ze sobą mniejszą konieczność manipulacji komórek, 

a tym samym obniżenie ryzyka ewentualnej kontaminacji i stopnia skomplikowania 

procedur systemu GMP, jeśli takie miałyby zostać opracowane dla wspomnianych 

strategii namnażania. Niemniej jednak, jednoznaczny wybór procedury przygotowania 

produktu leczniczego wymaga dalszych badań  i procesu wnikliwej optymalizacji. 

 

 Podsumowując, w niniejszej pracy przeprowadzono wieloaspektową analizę 

wpływu hiPS-EVs na szereg właściwości biologicznych oraz funkcji 

hematopoetycznych komórek CD34+ izolowanych z KP. Bazując na kompleksowym 

przeglądzie światowej literatury, z uwzględnieniem doniesień historycznych oraz 

bieżących trendów, w badaniach posłużyłam się szeregiem technik z zakresu biologii 
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komórki, analizy molekularnej oraz testów funkcjonalnych, prowadzonych zarówno 

w warunkach in vitro, jak i in vivo, stosując wysokospecjalistyczną aparaturę badawczą. 

Ponadto, przeprowadziłam szereg doświadczeń optymalizacyjnych, mających na celu 

udoskonalenie oraz opracowanie nowych protokołów metodologicznych, 

w szczególności w kontekście zaawansowanej analizy jakościowej i ilościowej próbek 

EVs, a także strategii izolacji i namnażania komórek krwiotwórczych z KP. Pozwoliło 

to uzyskać szereg interesujących i nowatorskich rezultatów, stanowiących istotną bazę 

do dalszych badań podstawowych oraz translacyjnych. 

 Według mojej wiedzy, nasza grupa badawcza jako pierwsza podjęła próbę 

zastosowania hiPS-EVs do modyfikacji funkcjonalnej komórek HSCs izolowanych 

z KP. Otrzymane przeze mnie wyniki przyczynią się do poszerzenia obecnego stanu 

wiedzy w zakresie badań podstawowych, dotyczących biologicznej zawartości oraz 

aktywności parakrynnej pęcherzyków wydzielanych przez komórki iPS. Ponadto, 

przeprowadzone przeze mnie badania stanowią istotny wkład w próbach poprawy 

efektywności terapeutycznej i potencjalnego zastosowania komórek krwiotwórczych 

z KP w regeneracji układu hematopoetycznego. 

 

 Zatem, w dalszej perspektywie rezultaty niniejszej rozprawy doktorskiej mogą 

mieć istotne znaczenie praktyczne z punktu widzenia wykorzystania uzyskanych 

wyników w opracowaniu nowych strategii zwiększania możliwości wykorzystania 

komórek krwiotwórczych izolowanych z KP w leczeniu schorzeń hematologicznych. 

Tym samym, badania te wpisują się w obecne trendy badawcze, stanowiąc potencjalnie 

istotny wkład dla zrozumienia mechanizmów aktywności biologicznej EVs oraz 

poszerzenia możliwości ich zastosowania w naukach biomedycznych, w szczególności 

w kontekście bieżących wyzwań i potrzeb hematologii klinicznej.  
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6. PODSUMOWANIE WYNIKÓW I WNIOSKI KOŃCOWE 

 

Celem niniejszej rozprawy doktorskiej było zbadanie wpływu hiPS-EVs na właściwości 

biologiczne i potencjał hematopoetyczny komórek HSCs z KP, zarówno w warunkach 

in vitro, jak i in vivo. Związany był on z próbą podjęcia istotnego wyzwania 

badawczego dotyczącego poznania mechanizmów aktywności biologicznej EVs 

wydzielanych przez komórki hiPS, wobec komórek krwiotwórczych izolowanych z KP, 

stanowiącej źródło KM do zastosowań klinicznych. Ponadto, przeprowadzone 

doświadczenia stanowią istotny wkład w badania nad możliwościami potencjalnego 

zastosowania tych pęcherzyków w naukach biomedycznych, w tym w kontekście 

zwiększenia możliwości wykorzystania komórek krwiotwórczych izolowanych z KP 

w hematologii transplantacyjnej. 

 

 

Podsumowanie wyników 

 

Do najważniejszych wyników uzyskanych w ramach realizacji badań prezentowanych 

w niniejszej rozprawie doktorskiej zaliczyć można następujące obserwacje: 

 

1. hiPS-EVs stanowią heterogenną mieszaninę nanopęcherzyków, zawierających białka 

typowe dla EVs oraz markery powierzchniowe charakterystyczne dla ich komórek 

rodzicielskich. 

 

2. EVs wydzielane przez komórki hiPS są zdolne do interakcji z komórkami CD34+ 

wyizolowanymi z KP i poddanymi hodowli ex vivo oraz mogą być przez nie 

internalizowane. 

 

3. hiPS-EVs nie zwiększają tempa proliferacji komórek krwiotwórczych z KP ex vivo, 

ale zwiększają ich aktywność metaboliczną oraz potencjał klonogenny, a także promują 

przeżywalność tych komórek w warunkach cytotoksycznych in vitro. 

 

4. hiPS-EVs zwiększają aktywność chemotaktyczną komórek CD34+ z KP w gradiencie 

SDF-1 in vitro, przy czym efekt ten nie jest związany ze zmianą ekspresji receptora 

CXCR4, ale może być spowodowany m.in. wpływem pęcherzyków na wzrost stężenia 

wolnych jonów wapnia w tych komórkach w odpowiedzi na obecność chemoatraktanta. 

 

5. hiPS-EVs zwiększają adhezję komórek CD34+ z KP do białek macierzy 

zewnątrzkomórkowej, a także komórek stromalnych i śródbłonka naczyniowego 

in vitro, a efekt ten może być związany ze wzrostem poziomu molekuł adhezyjnych na 

powierzchni tych komórek. 

 

6. hiPS-EVs aktywują ekspresję szeregu genów oraz wpływają na aktywność 

wewnątrzkomórkowych szlaków sygnałowania w komórkach CD34+ z KP, 

uczestniczących w kontroli funkcji komórek krwiotwórczych. 
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7. hiPS-EVs zwiększają efektywność zasiedlania nisz hematopoetycznych oraz 

poziom rekonstytucji układu krwiotwórczego przez komórki CD34+ izolowane z KP 

w mysim modelu in vivo. 

 

 
Rycina 44. Schemat podsumowujący najważniejsze wyniki uzyskane w niniejszej pracy. 

 

 

Wnioski końcowe 

 

Najważniejszymi wnioskami płynącymi z przedstawionych badań są: 

 

1. hiPS-EVs oddziałują z komórkami krwiotwórczymi izolowanymi z KP, wpływając 

na ich właściwości funkcjonalne istotne z punktu widzenia efektywności rekonstytucji 

układu hematopoetycznego po ich przeszczepie. 

 

2. Wykorzystanie pęcherzyków zewnątrzkomórkowych wydzielanych przez komórki 

hiPS może stanowić nową, obiecującą strategię zwiększania potencjału 

hematopoetycznego komórek HSCs z KP w protokołach pre-kondycjonowania ex vivo, 

a tym samym przyczyniać się do poprawy możliwości zastosowania tego materiału 

przeszczepowego w praktyce klinicznej. 
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