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STRESZCZENIE

Krew pgpowinowa (KP), jako bogate zrédto komorek macierzystych (KM) —
w szczegdlnosci KM krwiotworczych (ang. hematopoietic stem cells; HSCs), stanowi
obiecujacy alternatywe dla przeszczepow szpiku kostnego u pacjentow z koniecznos$cia
rekonstytucji  uktadu  krwiotworczego. Jej  wykorzystanie w  hematologii
transplantacyjnej niesie ze soba dodatkowe korzysci wynikajace z nieinwazyjnego
pobrania, mniej restrykcyjnych wymagan dopasowania antygendw zgodnosci
tkankowej, a takze zmniejszonego ryzyka wystgpienia choroby przeszczep przeciwko
gospodarzowi.

Z drugiej jednak strony, zastosowanie KP u dorostych pacjentow wigze sie
z ryzykiem opo6znionego wszczepienia u biorcy, bedacego efektem niedostatecznej
liczby podanych komérek HSCs obecnych w materiale, limitowanej objeto$cia pobranej
podczas porodu KP. Stad tez, skuteczne wykorzystanie preparatow KP
w transplantologii, w tym u oséb dorostych, wcigz wymaga poszukiwania nowych
strategii ekspansji komorek HSCs ex vivo, z jednoczesnym zwigkszeniem ich potencjatu
hematopoetycznego i efektywnosci zasiedlania nisz szpikowych po przeszczepie.

Z Dbadan przeprowadzonych dotychczas w naszym zespole wynika,
ze zastosowanie pecherzykow zewnatrzkomorkowych (ang. extracellular vesicles; EVs)
— obtonionych struktur o $rednicy od 30 nm do 1 um, wydzielanych przez indukowane
komorki macierzyste pluripotencjalne (ang. human induced pluripotent stem cells;
hiPS) moze zwigksza¢ proliferacje 1 modulowac szereg funkcji innych komorek. EVs
zawierajg aktywne biologicznie molekuty, w tym receptory, biatka cytoplazmatyczne,
czynniki transkrypcyjne oraz kwasy nukleinowe (w szczegdlnosci mRNA oraz
miRNA), ktore moga by¢ przenoszone pomigdzy komorkami, stanowigc istotne
parakrynne czynniki wymiany informacji. Stad tez, sukcesywnie wzrasta
zainteresowanie badaczy prébami zastosowania EVs do modyfikacji funkcji
biologicznych komérek docelowych.

Dotychczasowe, nieliczne badania nad zastosowaniem EVs w modulacji
potencjatu regeneracyjnego komorek HSCs z KP koncentrujg si¢ gltownie na
pecherzykach wydzielanych przez komorki stromalne niszy, a wcigz niewiele wiadomo
na temat wptywu EVs pochodzacych z innych typow KM na wilasciwosci biologiczne
komorek krwiotworczych. W kontekscie tych prac, interesujacym bylo zbadanie czy
EVs z komorek hiPS (hiPS-EVs) beda takze wykazywac funkcjonalny efekt na komorki
krwiotworcze z KP, w kontekscie mozliwosci ich potencjalnego zastosowania
w hematologii transplantacyjnej.

W zwiagzku z powyzszym, celem niniejszej rozprawy doktorskiej bylo zbadanie
wptywu hiPS-EVs na wlasciwosci biologiczne 1 potencjat hematopoetyczny komorek
HSCs z KP, zarowno w warunkach in vitro, jakiinvivo w modelu rekonstytucji
szpikowej u myszy szczepu NOD/SCID.

Przeprowadzone badania wykazaly m.in., ze hiPS-EVs moga skutecznie
oddziatywac z wysokooczyszczonymi frakcjami komoérek KP, wzbogaconymi w HSCs
I poddanymi ekspansji ex vivo. Pomimo braku znaczacego wplywu na tempo



proliferacji, stymulacja za pomoca hiPS-EVs zwickszata aktywno$§¢ metaboliczng
komoérek HSCs oraz ich rdznicowanie w kierunku poszczegdlnych linii komdrek
hematopoetycznych in vitro. Wykazano réwniez, ze potencjat klonogenny komoérek
HSCs z KP ulega zwig¢kszeniu po kontakcie z hiPS-EVS in vitro, a wyniki te korelowaty
ze wzrostem ekspresji genow zwigzanych z hematopoezg w tych komorkach. Ponadto,
przeprowadzone doswiadczenia wskazuja, ze hiPS-EVs wykazuja wiasciwosci
cytoprotekcyjne  wobec komoérek HSCs poddanych dzialaniu  czynnikow
cytotoksycznych. Dalsze analizy wykazaty takze wzrost wtasciwosci adhezyjnych
komorek HSCs oraz ich chemotaktycznej migracji in vitro, poddanych dziataniu
czynnikéw obecnych w hiPS-EVs. W komoérkach HSCs poddanych dziataniu hiPS-EVs,
zaobserwowano tez istotne zmiany aktywno$ci szeregu kinaz biatkowych
zaangazowanych w wazne szlaki sygnatowe, uczestniczace W regulacji wymienionych
procesow. Uzyskane wyniki badan in vitro $wiadcza o zwigkszeniu aktywnoSci
biologicznej oraz potencjalu hematopoetycznego komodrek HSCs z KP w wyniku
dziatania bioaktywnej zawartosci hiPS-EVs.

Wyniki badan in vivo potwierdzaja obserwacje uzyskane w badaniach in vitro.
W szczegolnoscei, wykazano pozytywny wplyw hiPS-EVs na zdolno$¢ komoérek HSCs
z KP do zasiedlania nisz szpikowych i rekonstytucji uktadu krwiotworczego u myszy
NOD/SCID, poddanych uprzednio radiacyjnej mieloablacji.

Podsumowujac, w niniejszej rozprawie doktorskiej po raz pierwszy wykazano,
ze hiPS-EVs moga modulowa¢ aktywnos$¢ biologiczng komodrek HSCs izolowanych
zKP, a tym samym wptywaé na ich cechy funkcjonalne istotne z punktu widzenia
zastosowania tych komdérek w hematologii transplantacyjnej. Otrzymane rezultaty
badan stanowig podstawe do dalszych prac badawczych nad proba zastosowania hiPS-
EVs do zwigkszenia potencjalu regeneracyjnego tych komodrek, a tym samym
potencjalnego poszerzenia mozliwosci zastosowania KP w praktyce klinicznej.



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 pum, 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, | 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 SKROTOW

7-AAD - barwnik jadrowy 7-aminoaktynomycyna D (ang. 7-aminoactinomycin D)
AFM - mikroskopia sit 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 wotowa (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 biatka zielonej fluorescencji (ang. green fluorescence protein; GFP)
wyizolowane po raz pierwszy z widtonoga (ang. copepepod) Pontellina plumata

ECM - macierz zewnatrzkomorkowa (ang. extracellular matrix)

EVs - pecherzyki zewnatrzkomorkowe (ang. extracellular vesicles)

ESCRT - endosomalny kompleks sortujacy odpowiedzialny za transport
(ang. endosomal sorting complex responsible for transport)

FACS - aktywowane fluorescencyjnie sortowanie komorek (ang. fluorescence-activated
cell sorting)

FBS - ptodowa surowica bydleca (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 stymulujacy tworzenie kolonii granulocytow (ang. granulocyte
colony-stimulating factor)

GM-CSF - czynnik stymulujagcy 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 tez antygenem zgodnosci tkankowej
(ang. human leukocyte antigen)

HRP - peroksydaza chrzanowa (ang. horseradish peroxidase)

HSCs - komdrki macierzyste hematopoetyczne (ang. hematopoietic stem cells)
HUVECs - komorki srodbtonka zyly pegpowinowej (ang. human umbilical vein
endothelial cells)

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

iPS - indukowane pluripotencjalne komorki macierzyste (ang. induced pluripotent stem
cells)

KM - komarki macierzyste (ang. stem cells)

KP - krew pepowinowa (ang. cord blood)
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LFA-1 - antygen zwigzany z funkcjg limfocytow 1 (ang. lymphocyte function
associated antigen 1)

Lin - skrét od angiclskiego stowa lineage — odnoszacy si¢ do antygendw
tzw. liniowych, obecnych na dojrzatych komoérkach krwi

LT-HSCs - komorki HSCs zapewniajace dlugotrwatg odnowe szpikowa (ang. long-
term HSCs)

MACS - aktywowane magnetycznie sortowanie komorek (ang. magnetic-activated cell
sorting)

MHC - gléwny uktad zgodnosci tkankowej (ang. major histocompatibility complex)
MKO - mobilizowana krew obwodowa (ang. mobilized peripheral blood)

MVBs - ciatka wielopgcherzykowe (ang. multivesicular bodies)

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

NTA - analiza $ledzenia ruchOw Browana nanoczastek (ang. nanoparticle tracking
analysis)

NOD-SCID - szczep myszy z uposledzeniem odpornosci (ang. nonobese diabetic-
severe combined immunodeficiency disease)

PE - fikoerytryna (ang. phycoerythrin)

PBS - buforowany fosforanem roztwdr soli fizjologicznej (ang. phosphate buffered
saline)

gPCR - reakcja tancuchowa polimerazy w czasie rzeczywistym (ang. quantitative real
time polymerase chain reaction)

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

SD - odchylenie standardowe (ang. standard deviation)

SDF-1 - czynnik pochodzenia stromalnego 1 (ang. stromal cell- derived factor 1)
SNARE - biatko receptora SNAP (ang. SNAP (Soluble NSF Attachment Protein)
Receptor)

SzK - szpik kostny (ang. bone marrow)

TGF-p - transformujgcy czynnik wzrostu beta (ang. transforming growth factor beta)
TP - temperatura pokojowa (ang. room temperature)

UC-MSCs - komoérki mezenchymalne z galarety Wharton’a sznura pgpowinowego
(ang. umbilical cord Wharton's jelly MSCs)

VCAM-1- naczyniowa czasteczka adhezyjna 1 (ang. vascular cell adhesion molecule 1)
VLA-4 - integryna a4, zwana tez bardzo poznym antygenem 4 (ang. very late
antigen 4)

VLA-5 - integryna a5, zwana tez bardzo po6znym antygenem 5 (ang. very late
antigen 5)
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1. WSTEP
1.1. Hematopoetyczne komorki macierzyste

1.1.1. Definicja oraz klasyfikacja komorek macierzystych

Komorki macierzyste (KM) reprezentujg typ komorek organizmu posiadajgcych
zdolnos¢ do teoretycznie nieograniczonych podziatow komoérkowych (samoodnowy)
oraz roznicowania (specyfikacji) w inne typy komoérek dojrzatych (1). Jednakze, KM sg
heterogenng grupg r6éznigcg si¢ potencjatem do réznicowania, co stanowi podstawe do
ich Klasyfikacji (Rycina 1) (2).

Na szczycie hierarchii KM znajduja si¢ komorki totipotencjalne, posiadajace zdolnosé¢
do réznicowania we wszystkie typy zarowno tkanek organizmu, jak i pozazarodkowych
(tozysko). Cechy takie posiada w szczegdlnosci zygota, czyli zaptodniona komoérka
jajowa. W dalszym etapie rozwoju zarodkowego, w obrgbie moruli oraz blastocysty
pojawiajg sie komorki pluripotencjalne, zdolne do réznicowania we wszystkie typy
tkanek z wyjatkiem tozyska. Dalej, w zwigzku ze postepujaca specyfikacja tkankows,
W hierarchii KM wyrézniamy komorki multipotencjalne - wykazujace potencjal do
roéznicowania w rozne tkanki w obrebie jednego listka zarodkowego. Do tej grupy
zaliczamy m.in. mezenchymalne KM (ang. mesenchymal stem/stromal cells; MSCs) (3,
4), komorki satelitarne migéni szkieletowych (5, 6), miazgi zg¢bowej (7) oraz
hematopoetyczne KM (ang. hematopoietic stem cells; HSCs) (8). Z kolei KM
unipotencjalne, czyli progenitory, stanowig najbardziej tkankowo ukierunkowang
frakcje, zdolng do roznicowania w komorki w obrebie jednego typu tkanki (9).
Przyktadem sa komorki obecne w nabtonku rogowki (10), komoérki owalne watroby

oraz komorki progenitorowe $rodbtonka (11).

Istniejg takze inne typy klasyfikacji KM, oparte m.in. o ich pochodzenie, gdzie
rozroznia si¢ m.in. KM naturalnie wystgpujace w organizmie oraz KM generowane
w laboratorium w wyniku manipulacji genetycznych. Przyktadem tych drugich sa
indukowane pluripotencjalne KM (ang. induced pluripotent stem cells; iPS),
wyprowadzone po raz pierwszy w 2006 roku przez grup¢ profesora Yamanaki,
w wyniku  reprogramowania genetycznego mysich  komoérek  somatycznych,
z wykorzystaniem  wektorow  kodujacych  czynniki transkrypcyjne  zwigzane
z pluripotencja, w tym Oct-3/4, Sox-2, KIf-4 oraz c-Myc (Rycina 1) (12). Rok p6zniej
w analogiczny sposob udato si¢ mu takze otrzymac lini¢ ludzkich komorek iPS
w wyniku modyfikacji fibroblastow skornych (13). Uznaniem tych prac byto przyznanie
profesorowi Yamanace Nagrody Nobla w 2012 roku, a jego dokonania otworzyly nowy
rozdziat w dziedzinie badan nad KM oraz nad mozliwosciami ich zastosowania
w naukach biomedycznych, co stanowi dzi§ mocno rozwijajacy si¢ obszar badawczy
na swiecie.
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Rycina 1. Schemat hierarchii KM. Zmodyfikowano na podstawie (14).

Komorki somatyczne

1.1.2. Hematopoetyczne komdérki macierzyste - rys historyczny oraz
charakterystyka ogolna

Komorki  macierzyste krwiotworcze, czyli hematopoetyczne (HSCs) to
populacja dajgca poczatek réznym typom komorek krwi w wieloetapowym procesie
hematopoezy (15). Gtownym rezerwuarem tych komorek w dorostym organizmie
cztowieka jest szpik kostny (SzK), a czestotliwos$¢ ich wystepowania szacuje si¢ na oK.
1 komérke przypadajaca na 1-10%-1-10° komérek jadrzastych SzK (15).

Poczatki historii badan nad HSCs przypadaja na obserwacje Ray’a Owena
z 1945 roku, w ktorych wykazal, ze wymiana krwi miedzy bliznigtami bydlat w czasie
ich zycia ptodowego moze skutkowac¢ posiadaniem przez nie komorek o dwoch roznych
grupach krwi w ciggu catego ich zycia (16). Kontynuacja jego badan byly prace
Medewara, w ktorych wykazat tolerancje immunologiczng wobec wstrzykiwanej krwi
U plodow oraz oseskow myszy (17). Rezultaty tych badan staly si¢ podstawg do
przyznania mu nagrody Nobla w 1960 roku. Nastepnie, pionierskie badania Tilla oraz
McCulloha z 1961 roku wykazaly obecno$¢ klonalnych prekursorow
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hematopoetycznych w mysim szpiku kostnym oraz §ledzionie, zdolnych nie tylko do
roéznicowania, ale i do samoodnowy (18, 19).

Poczatkowe badania nad komoérkami HSCs, koncentrujace si¢ na ich

charakterystyce funkcjonalnej, staly si¢ podstawg do dalszych prac nad ich
identyfikacja, oparta glownic na wieloantygenowej analizie fenotypowe;j.
W organizmie czlowieka, glownym markerem charakterystycznym dla HSCs jest
antygen CD34, poczatkowo nazwany My-10, ktdry zostal po raz pierwszy
zidentyfikowany w 1984 roku na komédrkach mieloblastycznej linii KG-1la (20).
Komorki posiadajace jego ekspresje wykazywaty wysoki potencjat do tworzenia kolonii
hematopoetycznych in vitro. Kilka lat pdzniej wyniki te zostaly potwierdzone
w badaniach innych grup, dowodzac, ze komoérki posiadajace ekspresje antygenu CD34
sg zdolne do rekonstytucji szpiku u letalnie naswietlonych pawianow (21). Czasteczka
CD34 to glikofosfoproteina (sialomucyna) zlokalizowana w blonie komoérkowej,
0 masie czasteczkowej 105-120 kDa (22, 23). Pomimo braku szczegétowych informacji
na temat funkcji tego antygenu, postuluje si¢, ze moze by¢ on zaangazowany
w transdukcje sygnatu, gdyz jego wewnatrzkomorkowy tancuch ulega fosforylacji
za pomoca aktywowanej kinazy biatkowej C. Jednakze sama czgsteczka CD34 nie
posiada wewngtrznej aktywnosci kinazowej (24, 25). Ponadto, niektore prace wskazuja
na udzial CD34 w regulacji procesu adhezji komorek, m.in. poprzez interakcje
z L-selektyna, przy czym efekt funkcjonalny jest zalezny od typu komorek (26, 27).
Co wazne, czasteczka CD34 moze takze posredniczy¢é w interakcji komorek
hematopoetycznych ze stroma szpiku (28). Wykazano ponadto, ze antygen ten
oddziatuje z biatkiem adaptorowym CrkL, posredniczacym m.in. w przekazie sygnatu
od receptorow integrynowych (29). Co ciekawe, pomimo faktu, ze u myszy
z wylaczong ekspresja genu dla CD34 zaobserwowano opdzniong erytropoez¢ oraz
mielopoezg, osobniki te rozwijaty si¢ prawidlowo, a profil komoérek krwi u dorostych
zwierzat nie odbiegal od normy. Mimo to, potencjal do tworzenia kolonii przez
szpikowe 1 S$ledzionowe progenitory hematopoetyczne tych myszy byl znaczaco
zmniejszony (30).
Warto zaznaczy¢, ze antygen CD34 ulega ekspresji nie tylko na powierzchni HSCs oraz
powstajacych z nich prekursoréw, ale moze on by¢ takze obecny na komorkach
endotelialnych, mastocytach (24, 31) oraz na cze$ci komoérek mieszka wlosowego
w fazie anagenu (32).

Dalsze prace nad izolacja i charakterystyka ludzkich HSCs pozwolity
wytypowac takze inne istotne markery powierzchniowe poszczegolnych subpopulacji
tych komdrek, w tym m.in. obecno$¢ antygenu CD59 (odpowiednika mysiego antygenu
komdrek macierzystych; z ang. stem cell antigen-1; Sca-1) oraz czasteczki KDR,
bedacej receptorem typu 2 dla czynnika wzrostowego srodblonka naczyniowego (ang.
vascular endothelial growth factor receptor 2; VEGFR2), przy jednoczesnym
zroznicowanym poziomie ekspresji antygenow Thy-1 (CD90), c-kit (CD117) oraz
CD38 (33, 34). Ponadto, inny wazny antygen - CD133, okazat si¢ by¢ rowniez istotnym
markerem, ulegajacym ekspresji na ludzkich KM, w tym na subpopulacjach HSCs
posiadajgcych wysoki potencjat repopulacyjny (35-37). Co istotne, zidentyfikowano
takze rzadkg populacje komoérek CD34-negatywnych wykazujagcych cechy
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prymitywnych HSCs, zdolnych do odtworzenia uktadu krwiotwdrczego w modelach
zwierzgcych — w tym u myszy poddanych ablacji szpiku (38, 39) oraz u owiec (40).
Wykazano ponadto, ze oprocz wielokierunkowego réznicowania w elementy
morfotyczne krwi, komérki CD34" mogg dawaé poczatek komorkom CD34% (41).
Posiadajg one takze niskg aktywno$¢ tworzenia kolonii hematopoetycznych, jednak
w warunkach hodowli ex vivo podejmujg proliferacjc w obecnosci kombinacji
odpowiednich czynnikoéw wzrostowych (42, 43).

Komorki HSCs, jako populacja nalezaca do uktadu hematopoetycznego, posiadaja takze
na swojej powierzchni antygen CDA45. Jest to czasteczka obecna na wszystkich
komorkach krwi (bez wzgledu na stopien ich zréznicowania), z wyjatkiem dojrzatych
erytrocytow, stad tez okre§lany jest on jako tzw. antygen panleukocytarny
(ang. leukocyte common antigen; LCA) (44). Co istotne, czasteczka CD45 posiada kilka
izoform, a poziom jej ekspresji zalezy od stopnia zr6znicowania komorek, przy czym
dla HSCs oraz wczesnych progenitorow krwiotworczych jest on nizszy w poréwnaniu
do dojrzatych komoérek krwi, stad tez czesto identyfikuje si¢ je jako CD45%9™ (45, 46).

Poza markerami powierzchniowymi, poszukuje si¢ takze innych cech
charakterystycznych dla komérek HSCs, w tym w szczegolnosci ich najbardziej
prymitywnych subpopulacji. Jedna z proponowanych jest zdolnos¢ czgsci tych komorek
do aktywnego usuwania barwnika Hoechst 33342 z cytoplazmy (47, 48), za co
odpowiadajg biatka transporterowe ABCG2 obecne w blonie komorkowej (49).
Podobnie, wykazano, ze wczesne rozwojowo komoérki HSCs s3 w stanie takze
wypompowywaé barwnik mitochondrialny rodamine-123, dzigki obecnosci podobnych
transporterow btonowych (50, 51).

Co wazne, przy izolacji i identyfikacji komodrek HSCs, istotny jest rowniez
dobdr odpowiednich markerow, ktore nie powinny ulega¢ ekspresji na powierzchni tych
komorek, czyli tzw. markerow ,negatywnych”. Zaliczcamy do nich glownie
tzw. markery liniowe (Lin), czyli antygeny obecne na dojrzatych komoérkach krwi
poszczegblnych linii  hematopoetycznych, ktorych obecnosci nie powinno sie
obserwowa¢ w przypadku wczesnych rozwojowo frakcji KM krwiotworczych.
Przyktadami takich antygendéw sa m.in. antygen CD3 obecny na linii limfocytow T,
CD19 jako marker linii limfocytow B (52), CD14 obecny na makrofagach i monocytach
(53) oraz glikoforyna A (CD235a) wystgpujaca na erytrocytach (54). Odpowiednio
zdefiniowany profil wieloantygenowy, obejmujacy zarowno markery chrakterystyczne,
obecne na powierdzchni HSCs, jak rowniez antygeny negatywne — Stanowi podstawe
dla identyfikacji i izolacji oczyszczonych frakcji tych KM.

1.1.3. Nisza komdrek hematopoetycznych

Niszg komoérkowa nazywa si¢ bezposrednie otoczenie komoérki w jej natywnym
srodowisku tkankowym, na ktore sktadaja si¢ jej interakcje z biatkami macierzy
zewnatrzkomorkowej, innymi komorkami obecnymi w niszy oraz wydzielanymi przez
nie czynnikami parakrynnymi (55). Wzajemna interakcja z nisza jest kluczowym
czynnikiem warunkujacym funkcjonalne zachowanie komorek, mogacym kierowac
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je na drogg proliferacji, roznicowania lub wejscia W stan wyciszenia (ang. quiescence),
aw niektérych przypadkach nawet sprzyja¢ badz hamowaé procesy nowotworzenia
(55).

Wieloletnie badania wskazuja, ze oddziatywanie niszy ma kluczowe znaczenie
w determinowaniu potencjalu komorek HSCs do ich samoodnowy oraz réznicowania
(56, 57). Jak wspomniano, nisza komérek HSCs w dorostym organizmie czlowieka
zlokalizowana jest w SzK, przy czym istnicje szereg doniesien $wiadczacych 0 jej
heterogennosci (58, 59). Rozroznia si¢ nisze Srodkostne (ang. endosteal) i naczyniowe
(ang. perivascular), ktore dalej podzieli¢ mozna na tetniczkowe oraz sinusoidalne (56,
60). W poszczegolnych typach nisz odnalez¢ mozna komoérki HSCs o roznym stadium
aktywacji. Przyktadowo, wykazano, ze nieaktywne mitotycznie komorki zlokalizowane
s $rodkostnie oraz w okolicy tetniczek, a komorki aktywnie dzielace si¢ znajduja si¢
W sgsiedztwie nisz sinusoidalnych (61, 62). Zatem oddziatywanie komorek HSCs
z elementami niszy ma istotne znaczenie dla ich funkcji, a co za tym idzie
zachodzacych procesOw hematopoezy.

W obrebie niszy komoérek HSCs, podobnie jak w przypadku innych nisz KM,
wyr6ozni¢ mozna kilka gtownych komponentow: 1) komorki tworzace rusztowanie
mechaniczne stromy, umozliwiajace adhezyjng oraz parakrynng interakcje z KM;
ii) biatka macierzy zewnatrzkomorkowej, tworzace sie¢ strukturalng, zapewniajaca
komoérkom miejsca przyczepu oraz odpowiednie wlasciwosci mechaniczne regulujace
transdukcje sygnalu; iii) naczynia krwionos$ne, transportujace krew zaopatrujaca
komorki niszy w tlen i substancje odzywcze; oraz iv) widkna nerwowe integrujace
i przekazujace bodzce regulatorowe z i do niszy (55, 63). Schemat budowy niszy
komorek HSCs przedstawiono na Rycinie 2.

Sposrod komponentow komorkowych niszy komorek HSCs szczegodlng role
odgrywaja MSCs stromy szpikowej. Pelnig one m.in. istotne funkcje regulatorowe
wzgledem komorek HSCs, gléwnie poprzez wydzielanie szeregu czynnikow
parakrynnych, w tym m.in. czynnika pochodzenia stromalnego 1 (ang. stromal cell-
derived factor 1; SDF-1), zwanego réwniez CXCLI12 (z ang. C-X-C motif chemokine
12), czynnika komorek macierzystych (ang. stem cell factor; SCF), angiopoetyny,
interleukiny 7 oraz naczyniowej czasteczki adhezyjnej 1 (ang. vascular cell adhesion
molecule 1; VCAM1). Aktywnos¢ parakrynna tych komorek oraz ich bezposrednia
interakcja z komorkami HSCs sprawiajg, ze MSCs sg istotng populacjg odpowiedzialng
za utrzymanie puli komorek HSCs w niszy oraz regulacj¢ procesu hematopoezy (64).
Jednym z istotnych mechanizmdéw kontroli HSCs przez niszowe komorki MSCs
jest o8 SDF-1 — CXCR4. Komorki mezenchymalne zdolne sa do produkcji SDF-1,
bedacego chemoking wigzaca si¢ z receptorem CXCR4 obecnym na komorkach
krwiotworczych (65). Tym samym, komorki te otrzymujg sygnat do zasiedlania niszy
szpikowej (tzw. homingu), a zaburzenie tej osi interakcji prowadzi¢ moze do wyrzutu
komédrek HSCs do krwiobiegu (65). Zatem, regulacja sygnatowania SDF-1 — CXCR4
odpowiada nie tylko za mobilizacje tych komorek z nisz szpikowych do krwiobiegu,
co wykorzystuje si¢ m.in. w celu pozyskiwania mobilizowanej krwi obwodowej (MKO)
do celéw transplantacyjnych, ale odpowiada za proces migracji komorek HSCs
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do szpiku i zasiedlania go po przeszczepie, co moze stanowi¢ istotny czynnik
funkcjonalny warunkujacy efektywna rekonstytucje szpiku kostnego przez komorki

HSCs (65, 66).

Innym istotnym typem komdrek obecnych w niszy szpikowej, ktére stranowig

frakcje oddziatujacg na komorki HSCs, sg osteoblasty (67). Postuluje si¢, ze wydzielane
przez nie czynniki mogg stymulowa¢ komorki HSCs do ekspansji (67, 68), a adhezja
HSCs do N-kadheryny obecnej na osteoblastach, moduluje ich aktywnos¢ (60, 69).
Z drugiej jednak strony, inne prace badawcze wskazuja na brak bezposredniego
zaangazowania oddziatywania dojrzalych osteoblastow poprzez N-kadheryng
w regulacji komorek HSCs (70-72). Ponadto, wydzielana przez lini¢ osteoblastyczng
osteopontyna jest negatywnym regulatorem liczby komérek HSCs w szpiku (73). Zatem
wplyw osteoblastow na hematopoeze¢ jest niejednoznaczny i zapewne zalezy réwniez
od obecnosci innych czynnikéw obecnych w niszy.
W bezposrednim sgsiedztwie komdrek HSCs w ich niszy szpikowej odnalez¢é mozna
takze inne populacje komérkowe, w tym przynaczyniowe komorki stromy posiadajace
receptor dla leptyny (komorki LepR*), komoérki CAR (ang. CXCL12- abundant
reticular cells), regulatorowe limfocyty T, megakariocyty oraz niemielinizujgce
komérki Schwanna (74-78). Co ciekawe, wykazano, ze rowniez adipocyty szpikowe
moga wptywaé na zachowanie komorek HSCs w ich niszy (79, 80).

Regulacja aktywacji komoérek HSCs w ich natywnym $rodowisku zachodzi
zarObwno poprzez oddziatywania bezposrednie komorka-komorka oraz komorka-
macierz zewnatrzkomorkowa (ang. extracellular matrix; ECM), a takze poprzez
czynniki parakrynne, ktore wplywaja na aktywacj¢ szeregu wewnatrzkomorkowych
Sciezek sygnatowania w KM. Jedng z kluczowych jest Sciezka od receptora Notch,
aktywowana m.in. przez ligand Jagged-1 (81, 82). Innym waznym regulatorem
hematopoezy jest szlak Wnt, a liczne badania wskazujg na jego promujacy wptyw m.in.
na proliferacje komérek HSCs (83, 84). W szczegolnosci, badania w modelu mysim
swiadczg o kluczowej roli biatka Wnt3a, bedacego sktadnikiem kanonicznego szlaku
Whnt, w aktywacji samoodnowy komdrek HSCs (85, 86). Z drugiej jednak strony
wykazano, ze genetyczne modyfikacje kluczowych czasteczek w szlaku Wnt, zwigzane
m.in. z delecja B-kateniny (87) Iub czynnika Porcn, regulujacego wydzielanie ligandow
szlaku Wnt, nie wptywaja na proces hematopoezy u dorostych osobnikéw (88). Z kolei,
Ww innej pracy pokazano, ze myszy z brakiem ekspresji B-kateniny posiadaty prawidtowa
liczbe komoérek HSCs, jednak proces ich dtugoterminowej samoodnowy byt zaburzony
(89). Ponadto, postuluje sie, ze wptyw tego biatka na losy HSCs zalezy takze od miejsca
jego wystepowania. Przyktadowo, Kim i wspolpracownicy pokazali, ze stabilizacja -
kateniny w komorkach stromy szpiku wpltywala pozytywnie na proliferacje komorek
HSCs, ale bezposrednia jej stabilizacja w samych komoérkach HSCs skutkowata
spadkiem ich liczby (90). Dane te wskazuja na mnogo$¢ mozliwych punktéw
regulatorowych tego szlaku, mogacych mie¢ wieloraki wpltyw na komorki
krwiotworcze, zalezny od innych, towarzyszacych czynnikow (74).
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Rycina 2. Schemat niszy szpikowej komoérek HSCs. Zmodyfikowano na podstawie (91).

Znanych jest obecnie wiele innych regulatorow komdérek HSCs, w tym wydzielana
przez osteoblasty osteopontyna (73), czynnik stymulujgcy tworzenie Kkolonii
granulocytéw (ang. granulocyte colony-stimulating factor; G-CSF), SCF, SDF-1 (92,
93), angiopoetyna-1 (94) oraz trompopoetyna (95). Jak juz wspomniano, cz¢$¢ z tych
cytokin produkowana jest takze przez komorki §rodbtonka naczyniowego, MSCs oraz
komorki LepR™, ktore sg takze zrodtem plejotropiny oraz czgsteczki Jagged-1 (78, 96).
Ponadto, wykazano takze, ze cytokina CXCL-4 oraz transformujacy czynnik wzrostu
beta (ang. transforming growth factor beta; TGF-p) wydzielane przez megakariocyty
sg rowniez zaangazowane w regulacje puli komorek HSCs (76, 97).

Warto zaznaczy¢, ze cz¢s¢ wymienionych czynnikow parakrynnych wykazuje
dziatanie plejotropowe, mogac w zalezno$ci od kontekstu biochemicznego, aktywowaé
samoodnowe komoérek HSCs lub hamowaé progresj¢ ich cyklu komorkowego,
promujac tym samym wejscie tych komadrek w stan wyciszenia. Tym samym, regulacja
aktywnosci biologicznej komérek HSCs w obrebie ich niszy jest ztozonym procesem,
w ktdry zaangazowane sg liczne czynniki regulatorowe.
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1.1.4. Proces hematopoezy i hierarchia komorek krwiotwdérczych

Komorki ludzkiej krwi maja ograniczong zywotnos¢, siegajaca od kilku dni dla
leukocytow do ok. 115 dni w przypadku erytrocytow (98, 99). Stad tez, w celu
utrzymania homeostazy organizmu, konieczna jest cigglta odnowa skladnikow
morfotycznych krwi w procesie hematopoezy. Szacuje si¢, ze ok. 500 miliardow
erytrocytow jest produkowane kazdego dnia, stad tez proces ten musi zachodzi¢
W sposob Scisle kontrolowany oraz z duzg wydajnoscig (100). Rozpoczyna si¢ on
we wczesnych etapach rozwoju zarodkowego i trwa przez cale zycie, przy czym
w organizmie cztowieka produkcja prymitywnych komorek erytroidalnych rozpoczyna
si¢ juz w 16 dniu rozwoju zarodkowego (101), a w dalszych etapach zycia zachodzi
w szpiku kostnym (102).

Obecnie istniejg dwie gldwne koncepcje wyjasniajagce poczatki procesu
hematopoezy w rozwoju zarodkowym. Pierwsza z nich zaklada istnienie
tzw. hemangioblastu, czyli populacji komorek wykazujacych ekspresj¢ receptora dla
czynnika wzrostowego VEGF (VEGFR2"), wykazujacych jedocze$nie rozwojowy
potencjal hematopoetyczny oraz $rodbtonkowy (103). Druga koncepcja postuluje, ze
linia komorek krwiotwoérczych wywodzi si¢ z komorek tzw. hemogennego $rédbtonka
(z ang. hemogenic endothelium), wykazujacych ekspresje VE-kadhryny oraz czynnika
transkrypcyjnego Runxl1, zlokalizowanych w obszarze ptodowej aorty (z ang. aorta-
gonado-mesonephros) (104). Obecnie najbardziej prawdopodobnym scenariuszem
wydaje si¢ formowanie komorek HSCs z hemangioblastu, z posrednim etapem
hemogennego $rodbtonka (105). W dalszych etapach ontogenezy, wczesne komorki
HSCs przemieszczaja si¢ nastgpnie w kierunku ptodowej watroby oraz $ledziony,
a nastepnie migruja one do nisz szpikowych, czyli ostatecznego miejsca hematopoezy,
zachodzacej rowniez w okresie postnatalnym (106).

Hematopoeza jest wieloetapowym procesem, ktorego konsekwencjg z jednej
strony jest powstawanie dojrzatych komorek krwi, z drugiej za$ hierarchizacja komorek
krwiotwdrczych, o zmiennym potencjale do samoodnowy oraz rdéznicowania
(Rycina 3). Na szczycie hierarchii komoérek uktadu hematopoetycznego znajduja sie
prymitywne, ..dlugoterminowe” komoérki HSCs (ang. long-term HSCs; LT-HSCs),
cechujace si¢ niska aktywnoscig proliferacyjng w warunkach homeostazy, ale wysokim
potencjatem do rekonstytucji ukladu krwiotworczego w eksperymentach z seryjnymi
przeszczepami (40, 107). LT-HSCs zdolne sa nie tylko do samoodnowy puli komorek
krwiotworczych, ale takze roznicujg w multipotencjalne komorki progenitorowe
(ang. multipotent progenitor cells; MPPs), bedace prekursorami dwoch gtéwnych linii
hematopoetycznych: limfoidalnej oraz mieloidalnej (108). Progenitory linii limfoidalnej
(ang. common lymphoid progenitors; CLPS) roznicuja nastgpnie W limfocyty T, B lub
NK, natomiast linia mieloidalna (ang. common myeloid progenitors; CMPs) rozgatezia
si¢  rozwojowo w kierunku progenitorow granulocytarno-makrofagowych oraz
megakariocytarno-erytroidalnych, ulegajacym dalszej specyfikacji i réznicowaniu
(109). Ponadto, w przebiegu procesu hematopoezy wyrdznia si¢ wiele stadiow
posrednich zr6znicowania poszczegdlnych progenitorow, a wraz z postepem
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ukierunkowania liniowego, spada potencjal komérek HSCs do przeksztatacania sig
w inne linie komorek krwi (110, 111).

@ LT-HSCs

MPPs

ﬁpg@ / \ @ CMPs
@ < T @ Progeniory M-E

/ \ Progeniory G-M
Limfocyty NK@ . - ~
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Rycina 3. Uproszczony schemat procesu hematopoezy oraz hierarchii komérek
hematopoetycznych. LT-HSCs — HSCs odpowiedzialne za dlugoterminowg rekonstytucje¢
hematopoezy (ang. long-term HSCs); MPPs — multipotencjalne komorki progenitorowe
(ang. multipotent progenitor cells); CLPs — progenitory linii limfoidalnej (ang. common
lymphoid progenitors); CMPs — progenitory linii mieloidalnej (ang. common myeloid
progenitors); CFU —jednostka tworzaca koloni¢ (ang. colony forming unit) makrofagowa (M),
granulocytarna (G), erytroidalng (E) lub megakariocytarna (MK). Lin — skrot od angielskiego
stowa lineage — odnoszacy sie do najwazniejszych antygenoéw tzw. liniowych, obecnych na
dojrzatych komérkach krwi.

Hierarchiczno$¢ komoérek hematopoetycznych przejawia si¢ nie tylko w ich
zroznicowanym potencjale do samoodnowy 1 ukierunkowania liniowego zwigzanego
z roznicowaniem, ale takze w roznorodnosci fenotypowej komorek krwiotworczych,
stuzacej ich identyfikacji. Przyktadowo, wykazano, ze komérki CD34"CD38" sg zdolne
do dtugoterminowej repopulacji szpiku, natomiast komoérki CD34'CD38" majg
mozliwo$¢ jedynie repopulacji krotkoterminowej (112). Dalsze badania wskazaty
na istotng role takze innych markeréw powierzchniowych w definiowaniu lokalizacji
danej subpopulacji komoérek HSCs w ich hierarchii. Wykazano m.in., ze komorki
o fenotypie CD34"CD38 CD90"CD45RA™ posiadajg wysoki potencjal repopulacyjny
invivo, natomiast frakcje CD34°'CD38 CD90'CD45RA™ oraz CD34"CD38 CD90
CD45RA" zawierajg glownie multipotencjalne progenitory (113).

Jak wspomniano, hematopoeza jest skomplikowanym procesem biologicznym,
dlatego tez wymaga ona $cistej kontroli oraz wieloetapowej regulacji. Ukierunkowanie
komoérek HSCs na droge roznicowania w dany typ progenitorow, a ostatecznie
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dojrzatych elementéw morfotycznych krwi, uzaleznione jest m.in. od aktywnos$ci
czynnikéw transkrypcyjnych, decydujagcych o aktywacji  konkretnych gendw
zwigzanych z hematopoeza. Przykltadowo, w rozwoju zarodkowym czynnik Runxl
odpowiada za wyodrebnienie si¢ linii komérek LT-HSCs z hemangioblastu (114).
Z kolei, czynnik transkrypcyjny Ikaros jest kluczowy dla aktywacji réznicowania
limfoidalnego w tych komorkach (115), podczas gdy GATA-1 stymuluje erytropoeze,
antagonizujac z czynnikiem PU.1 promujgcym mielopoeze (116).

Oprécz udziatu czynnikoéw transkrypcyjnych, proces hematopoezy moze by¢
regulowany za pomocg parakrynnych sygnalow pochodzacych z niszy komoérek HSCs,
w tym cytokin oraz czynnikéw wzrostowych, wydzielanych przez sasiednie komorki,
co omowiono szerzej w Podrozdziale 1.1.3. pt. Nisza komdrek hematopoetycznych.
Warto takze zaznaczy¢, ze wraz z réznicowaniem progenitoréw w poszczeg6lne linie
hematopoetyczne zmienia si¢ profil ekspresji genow, skutkujacy pojawianiem si¢ zmian
morfologicznych oraz antygenowych tych komorek. Zmiany te manifestujg si¢ m.in.
modyfikacjg fenotypu, zwiagzang ze spadkiem ekspresji antygenu CD34, przy
jednoczesnym pojawianiu si¢ poszczegdlnych markeréw powierzchniowych,
charakterystycznych dla danej linii hematopoetycznej (tzw. markeréw liniowych) (117).
Zmianom tym towarzyszy takze ukierunkowywanie si¢ tych komorek, co do ich funkcji
petnionych w uktadzie immunologicznym i krwiono$nym.

1.1.5. Regulacja puli komérek HSCs w organizmie

W warunkach homeostazy wigkszo$§¢ komorek HSCs nie wykazuje aktywnosci
mitotycznej, a ich aktywacja prowadzaca do progresji cyklu komérkowego zachodzi na
drodze reakcji na bodzce wewnetrzne i zewngtrzne, W tym m.in. na sygnaty od cytokin
i czynnikow wzrostu (Rycina 4) (118). Bodzce te mogg tez mie¢ czgsto podioze
stresowe, wywotane m.in. uszkodzeniami tkanek lub DNA (119).

Jak wspomniano, badania nad uktadem krwiotworczym wykazaty obecnosé

w niszach krwiotworczych populacji komorek LT-HSCs, ktore dzielg si¢ bardzo rzadko
(Srednio raz na ok. 45 tygodni) (120), zachowujac przy tym pelny potencjat
do regeneracji uktadu krwiotworczego w eksperymentach z seryjnymi przeszczepami
(121, 122). Dlatego tez, uwazane sg one za najbardziej prymitywng (tj. wczesng
rozwojowo) subpopulacje komorek HSCs, stanowigca rezerwuar ich puli w organizmie
(123).
Proliferacja komorek HSCs regulowana jest m.in. przez cykliny, kinazy zalezne
od cyklin oraz ich inhibitory, a takze przez szereg czynnikoéw transkrypcyjnych, w tym
m.in. E2F (124). Wykazano réwniez istotng rolg¢ biatek p53 (125) oraz Msi2 (z ang.
Musashi2) (126) jako pozytywnych regulatoréw proliferacji HSCs, a takze kluczowa
role aktywnosci szlaku biatka biataczki promielocytowej (ang. promyelocytic leukemia;
PML) i receptora typu & z rodziny PPAR (ang. peroxisome proliferator-activated
receptor 0; PPAR-8) w kontroli podziatéw komorek HSCs (127). Nie bez znaczenia
w regulacji puli komorek krwiotworczych pozostaje rowniez status metylacji ich DNA
(128).
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Rycina 4. Mechanizmy kontroli puli komérek HSCs. Zmodyfikowano na podstawie (129).

Liczebno$¢ komorek krwiotworczych w ich niszy komorkowej determinuje
stosunek podziatow symetrycznych do asymetrycznych (Rycina 4) (130, 131).
W przypadku pierwszego typu, po mitozie powstaja dwie komoérki potomne,
zachowujace wilasciwosci komorek macierzystych. Ewentualnie, moga takze powstac¢
dwie ukierunkowane liniowo komorki progenitorowe, przy czym taka sytuacja
prowadzi¢ moze do szybkiego wyczerpania puli HSCs (132). Z kolei, podziaty
skutkuja powstaniem jednej komoérki potomnej oraz jednej
progenitorowej, umozliwiajac odnowg liczebnosci HSCs,
podtrzymaniu procesu hematopoezy (122). Co ciekawe, wykazano, ze liczba podziatow,
jakim ulegaja komorki krwiotworcze jest $cisle kontrolowana, przy czym po czwartym
symetrycznym podziale komorki LT-HSCs przechodza w stan braku aktywnosci
podzialowej. Ponadto, czas pomig¢dzy kolejnymi ich podzialami ulega stopniowemu
wydtuzeniu (123). Liczne prace sugeruja takze, ze ekspansji tych komoérek towarzyszy
spadek ich wlasciwos$ci regeneracyjnych (119, 123).

asymetryczne
przy jednoczesnym

Paradoksalnie jednak wykazano, ze pomimo obserwowanego - wraz
ze starzeniem, spadku potencjatu hematopoetycznego komorek krwiotworczych, ich
sumaryczna liczba zwigksza si¢ wraz z wiekiem osobnika, przy jednoczesnym wzros$cie
odsetka komorek linii mieloidalnej (133-135). Swiadczy to o wysokim stopniu
ztozonosci kontroli puli komdrek HSCs w organizmie oraz o wieloaspektowej naturze
tego procesu, ktora dodatkowo moze ulega¢ zmianie wraz z wiekiem organizmu.
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1.1.5. Metody oceny wlasciwosci biologicznych i funkcjonalnych komoérek HSCs

Ocena cech fenotypowych oraz funkcjonalnych komorek HSCs wymagana jest
nie tylko dla potrzeb badan podstawowych, ale jest ona takze konieczna w praktyce
klinicznej. Ma na celu m.in. analize sktadu badanej tkanki, a takze monitorowanie
jakos$ci materiatu klinicznego zawierajacego komoérki HSCs przed jego przeszczepem.
Ponadto, stuzy ona analizie przed, w trakcie oraz po okresie krioprezerwacji materiatu
przeszczepowego, decydujagc o przydatnosci do dalszego przechowywania oraz
ewentualnego uzycia do celéw medycznych (136).

Obecnie, w celu zbadania wlasciwosci komorek HSCs w praktyce
laboratoryjnej, dostepny jest Szereg podstawowych oraz specjalistycznych analiz,
przeprowadzanych zaréwno w testach in vitro, jak i in vivo (Tabela 1). Najprostsza
metoda oceny komorek in vitro jest ich obserwacja mikroskopowa. Do tej pierwszej
grupy analiz zalicza si¢ takze wieloantygenowa analize fenotypowa komorek,

pozwalajaca na  okreSlenie profilu ekspresji  poszczegdlnych  antygenow
powierzchniowych, bedacych markerami danej populacji komorek krwiotworczych oraz
zroznicowanych z nich komoérek potomnych. Doskonatym narz¢dziem umozliwiajacym
przeprowadzenie takiej analizy jest cytometria przeptywowa. Pozwala ona w relatywnie
krotkim czasie zbada¢é wieloantygenowy profil tysiecy, a nawet milionow komorek
obecnych w probce, poddanych uprzednio znakowaniu immunofluorescencyjnemu
(137). Ponadto, w warunkach in vitro stosuje si¢ takze szereg testow funkcjonalnych,
opartych o hodowle komoérek w réznych warunkach. Takie hodowle ex vivo
umozliwiaja ocen¢ aktywnosci proliferacyjnej komorek HSCs, ich potencjatu
do réznicowania oraz reakcji na czynniki wzrostowe obecne w pozywce. W ten sposob
bada si¢ takze liczebno$¢ progenitoréw hematopoetycznych w danym izolacie
tkankowym czy wplyw procesu izolacji, oczyszczania oraz innych manipulacji na
zywotno$¢ i funkcjonalno$¢ komdrek (138). Przyktadami takich analiz komorek HSCs
w hodowlach sg testy klonogenno$ci (ang. colony-forming cell assay; CFC), w ktérych
wysiewa si¢ komorki zawieszone w potptynnej pozywee z dodatkiem metylocelulozy
oraz odpowiednich cytokin i/lub czynnikéw wzrostowych (139). W takich warunkach
komorki HSCs tworzg kolonie hematopoetyczne, ktorych rodzaj zalezy od potencjatu

komorek oraz obecno$ci odpowiednich progenitoréow, a identyfikacja kolonii bazuje
glownie na ocenie ich morfologii (140). Test klonogennos$ci stanowi takze dodatkowy
wskaznik jakosci materiatu klinicznego, o czym $wiadczy¢ moze obserwowana
korelacja jego wynikow z poprzeszczepowsg efektywnoscig rekonstutucji uktadu
krwiotworczego u pacjentow (141, 142).

Innym rodzajem testu funkcjonalnego in vitro sa hodowle dlugoterminowe,
stuzace gltdéwnie do oceny obecnosci prymitywnych progenitoréw, tzw. komorek LTC-
ICs (ang. long-term culture initiating cells) (143). Prowadzi si¢ je zazwyczaj
w systemie ko-kultury, gdzie zawiesing komoOrek HSCs wysiewa si¢ na warstwe
adherentnych komorek stromy w odpowiedniej pozywce. Hodowle taka mozna
prowadzi¢ przez wiele tygodni, zliczajac powstate kolonie hematopoetyczne
| przesiewajac je w celu wykonania takze testu klonogennosci CFC (144).
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Tabela 1. Wybrane metody analizy wlasciwosci biologicznych i funkcjonalnych komérek

krwiotwdrczych.

Rodzaj analizy

Przyklad analizy

Oceniana cecha

Bezposrednio w materiale
biologicznym

analiza fenotypowa

ocena sktadu komorkowego,
w tym np. odsetka komdrek
CD34" oraz obecnosci
poszczegdlnych subpopulacji
komorek HSCs

analiza jakoS$ciowa

ocena zywotnos$ci komorek

Ex vivo/in vitro

hodowla krétkoterminowa

ocena potencjatu
proliferacyjnego i odpowiedzi
na testowane czynniki zawarte
w pozywce hodowlanej

test tworzenia kolonii

analiza potencjatu do
formowania roznych typow
kolonii hematopoetycznych

hodowla dlugoterminowa
w systemie ko-kultury

ocena obecnos$ci komoérek
LTC-ICs

test chemotaksji

analiza migracyjnej
odpowiedzi komdrek na
gradient chemoatraktanta
(np. SDF-1)

test adhezji

ocena zdolnosci do interakcji
z biatkami macierzy oraz
komdrkami obecnymi
w mikrosrodowisku niszy

In vivo

jednokrotny przeszczep
komérek do myszy
z uposledzong odpornoscia

ocena zdolnosci komoérek do
zasiedlania nisz szpikowych
iich potencjatu
repopulacyjnego

seryjne przeszczepy komdrek
do myszy z upos$ledzong
odpornoscig

ocena obecnosci komorek
LT-HSCs w materiale
przeszczepowym
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Odmiang tego testu funkcjonalnego jest ocena tworzenia tzw. kolonii CAFC
(z ang. cobblestone area-forming cell), w ktorym nie przesiewa si¢ ponownie
powstatych kolonii, ale ocenia si¢ ich morfologie, w celu identyfikacji obszarow
przypominajgcych strukture kostki brukowej (145). Jednakze badania wskakujg, ze test
ten jest mniej obiektywny i nie odzwierciedla realnej liczebnosci komérek LTC-ICs
w badanej probce (146).

Warto takze zaznaczy¢, ze oprocz testow bazujacych na ocenie ilosciowej 1 jakosciowe;j
komorek HSCs w materiale biologicznym, prowadzi si¢ takze badania majace na celu
analiz¢ innych cech funkcjonalnych. Przyktadem takich testow in vitro jest m.in. analiza
potencjatu do aktywnej odpowiedzi chemotaktycznej oraz_adhezji do innych komorek.
Testy te maja za zadanie ocen¢ funkcjonalnosci komorek HSCs w kontek$cie

efektywnosci ich migracji z miejsca podania do niszy szpikowej, jako etapu
niezbednego do prawidlowego zasiedlenia SzK i podjecia procesow krwiotworzenia
(147, 148).

Druga, niezwykle istotng grupe testoéw funkcjonalnych, oceniajacych potencjat
biologiczny komorek HSCs, stanowig testy in vivo. Stuzg one glownie do oceny
potencjatu tych komoérek do zasiedlania nisz szpikowych oraz rekonstytucji uktadu
krwiotwdrczego po ich przeszczepie. W badaniach tych powszechnie wykorzystuje si¢
modele zwierzece, z zastosowaniem glownie myszy z uposledzong w wyniku
odpowiednich modyfikacji genetycznych odporno$cig, co ma na celu zmniejszenie
ryzyka odrzucenia przeszczepu. Najczesciej wykorzystuje si¢ myszy szczepu
NOD/SCID (z ang. nonobese diabetic—severe combined immunodeficiency disease),
wykazujace dysfunkcje limfocytow T, B oraz NK, a takze nizszy poziom produkcji
cytokin (149). Obecnie dostepnych jest kilka wariantow NOD/SCID o réznym stopniu
deficytow immunologicznych, m.in. myszy IL-2Ry™" NOD/SCID czy B2m"!
NOD/SCID, w ktorych dodatkowe mutacje poglebiajg zaburzenie rozwoju limfocytow
T i B oraz skutkujg brakiem limfocytoéw NK (150, 151). Takie szczepy umozliwiaja
dlugoterminowe eksperymenty, z wyzszym poziomem rekonstytucji szpiku
po przeszczepie (152, 153).

Zastosowanie myszy z uposledzong odporno$cia umozliwia podanie ludzkich
komorek w ukladzie ksenogenicznym (miedzygatunkowym), przy jednoczesnym
niskim ryzyku odrzucenia przeszczepu przez uktad immunologiczny zwierzecia.
»Ztotym standardem” jest dozylne lub doszpikowe podanie materiatu zawierajacego
komorki HSCs do subletalnie naswietlonych myszy, a nastepnie ocena ich zdolnosci do
rekonsytutucji ukladu hematopoetycznego, poprzez analize obecnosci ludzkich
komorek w mysich tkankach (gtownie szpiku, krwi obwodowej oraz $ledzionie) kilka
tygodni, a nawet miesigcy od przeszczepu. Czgsta praktyka sg takze eksperymenty
Z seryjnymi przeszczepami mysiego szpiku zawierajacego ludzkie komorki,
umozliwiajagce m.in. ocen¢ obecnosci komoérek LT-HSCs o wysokim potencjale
repopulacyjnym (154). Odmiang testow in vivo sg przeszczepy komorek HSCs
W systemie kompetycyjnym, gdzie naswietlonym myszom z upo$ledzong odpornoscia
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podaje si¢ jednocze$nie dwa typy komorek HSCs, roznigce si¢ np. pochodzeniem od
roznych dawcow, statusem genetycznym czy sposobem manipulacji przed podaniem,
umozliwiajac tym samym bezposrednie poréwnanie ich potencjalu repopulacyjnego
(155).

1.2. Wykorzystanie krwi pepowinowej jako zrodla HSCs w medycynie
transplantacyjnej

1.2.1. Krew pepowinowa jako bogate Zrodlo komorek macierzystych

Krew pepowinowa stanowi krew pozostala w lozysku oraz sznurze
pepowinowym po porodzie. Stanowi ona bogate zrodto roéznych typow KM (Rycina 5),
w tym w szczegolnosci komorek HSCs (156). Pozyskuje si¢ ja zazwyczaj poprzez
naktucie zylty pepowinowej, a nastepnie drenaz grawitacyjny w zamknietym uktadzie do
sterylnego worka kolekcyjnego zawierajacego antykoagulant (157). Istnieja dwie
alternatywne metody pobierania KP: in utero, gdy tozysko wcigz znajduje si¢ w macicy
oraz ex utero, po porodzie tozyska, przy czym wykazano, ze pierwszy wariant
umozliwia odzysk wigkszej objetosci krwi oraz liczby komoérek CD34% (158).
W nastepnej kolejnosci, pobrany materiat poddaje si¢ obrobce w celu redukcji objgtosci
i przygotowania do krioprezerwacji. Etap ten jest krytyczny dla prawidtowego
zabezpieczenia materiatu przed utrata jego wilasciwosci terapeutycznych. Tradycyjnie
polega on na wirowaniu w buforze HES (z ang. hydroxyethyl starch), powodujacym
usunigcie erytrocytow 1 zageszczenie leukocytow, Ktdre mieszane sa nastepnie
z czynnikiem do krioprezerwacji (159). Jednakze, badania wykazatly, ze zastosowanie
alternatywnej metody, polegajacej na zageszczeniu krwi w wyniku pozbycia si¢ osocza,
a nie czerwonych krwinek, daje znaczaco lepszy odzysk komorek jadrzastych, a tym
samym mniejsze straty liczby KM (160, 161). Wzbogacenie zageszczonego materiatu
W erytrocyty moze jednak prowadzi¢ do pozniejszych potencjalnych powiklan
zwigzanych z nefrotoksycznoscia (162).

Pierwsze prace $wiadczace o obecnosci komorek krwiotworczych w KP zostaty
opublikowane w latach ’70 ubieglego wieku, gdzie wykazano obecno$¢ w tym
materiale progenitoréw tworzacych kolonie granulocytarne (163). PdzZniejsze badania
jednoznacznie potwierdzity, ze KP zawiera komorki HSCs w liczbie ok. 10-krotnie
wyzszej w poréwnaniu do krwi doroslego czlowieka (156, 164). Dodatkowo,
wykazano, ze wyzsza liczba HSCs obecnych w KP koreluje z mniejszym ryzykiem
powiktan u wczesniakéw (165). Co istotne, wykazano takze, ze KP zawiera zarowno

prymitywne komorki krwiotwoércze, jak 1 progenitory o réoznym stadium zrdznicowania
I ukierunkowania liniowego (164). Ponadto, komorki te, jako pochodzace od
noworodka, s3 mniej dojrzate immunologicznie oraz bardziej prymitywne w
porownaniu do HSCs izolowanych z dorostego organizmu, €O niesie za sobg szereg
korzys$ci w kontekScie mozliwosci ich zastosowania medycznego (166-168).
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Oprocz komérek krwiotwadrczych, KP zawiera takze inne populacje KM, w tym
komorek niehematopoetycznych, do ktorych zaliczamy m.in. progenitory srédbtonkowe
(ang. endothelial progenitor cells; EPCs). Podobnie jak w przypadku komdrek HSCs,
wykazano, ze liczba komoérek EPCs w KP jest wyzsza w porOwnaniu z krwig
obwodowa (169). Co cickawe, ich liczba jest takze podwyzszona w KP wcze$niakow,
w poroéwnaniu do dzieci urodzonych w planowanym terminie (170). Na uwage
zashluguje takze fakt, ze EPCs wyizolowane z KP wykazuja wyzszy potencjat
regeneracyjny w niedotlenionych tkankach, w poréwnaniu do komorek z krwi
dorostych osobnikow (171). To sprawia, ze KP jest potencjalnie interesujacym
materiatem do zastosowan klinicznych nie tylko w hematologii, ale takze w leczeniu

uszkodzen innych tkanek, w tym tych wymagajacych aktywacji procesdw angiogenezy
(172). Warto jednak wspomnie¢, ze jednoznaczna identyfikacja fenotypowa EPCs w KP
i odroznienie ich od HSCs bywa kilopotliwa, gdyz brak jest obecnie markerow
typowych tylko dla komoérek EPCs. Dlatego tez, ich obecno$é¢ stwierdza si¢ glownie w
testach funkcjonalnych, m.in. w tescie tworzenia kolonii endotelialnych (173). Niemnigj
jednak, w identyfikacji fenotypowej tych komorek kluczowym wydaje si¢ antygen
CD45. Obecno$¢ komorek EPCs z KP stwierdzono bowiem we frakcjach CD34*CD45
lub CD34*CD133*CD45"/4™ w przeciwienistwie do komoérek linii hematopoetycznej
wykazujacych wyzsza ekspresj¢ tego markera (174, 175).

Inng populacjg komoérek obecnych w KP sg multipotencjalne komorki MSCs,
ktoére izoluje si¢, podobnie jak w przypadku SzK, jako frakcje¢ adherentng komorek
jadrzastych KP (176). Wykazano ponadto, ze komorki te posiadajg fenotyp oraz cechy
funkcjonalne podobne do szpikowych MSCs, w tym zdolnos¢ do wielokierunkowego
réznicowania (177-179). Pomimo, ze w przypadku tkanek poporodowych sznur
pepowinowy wydaje si¢ by¢ obecnie lepszym zrodlem tych komoérek (180), podejmuje
si¢ proby zastosowania MSCs z KP w praktyce klinicznej (181, 182).

Sznur pepowinowy

Mezenchymalne KM Progenitory srodbtonka ~ Komorki VSELs ~ Hematopoetyczne KM
(MSCs) (EPCs) (HSCs)

Rycina 5. KP jako zZrodlo réznych typéw KM do zastosowan terapeutycznych. Na rycinie
wykorzystano  fragment  grafiki  dostgpnej na  stronie  www.drugs.com/health-
guide/images/205426.jpg.
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Oprocz wymienionych powyzej typow KM, wykazano takze, ze KP wzbogacona jest
W bardzo mate (<7um) komdrki macierzyste o cechach komorek embrionalnych
(ang. very small embryonic-like stem cells; VSELS). Populacja ta zostala
scharakteryzowana jako rzadka frakcja komorek o fenotypie FSC'°¥CD45Lin"CD133*,
posiadajagcych duze jadro z prymitywng euchromatyng oraz ekspresje czynnikow
transkrypcyjnych zwigzanych z pluripotencja, takich jak Oct-4A czy Nanog (183, 184).
Ponadto wykazano, ze cho¢ populacja ta nalezy do przedzialu komorek
niechematopoetycznych, to jednak w pewnych warunkach hodowlanych moze ona
dawac poczatek koloniom hematopoetycznym in vitro oraz ulega¢ wszczepieniu do
szpiku kostnego in vivo, €O nasuwa przypuszczenia, ze mogg one znajdowac si¢ na
szczycie hierarchi KM (185, 186).

1.2.2. Zastosowanie Kkrwi pepowinowej jako materialu przeszczepowego
w praktyce klinicznej

Przeszczepy komorek hematopoetycznych, przeprowadzane od lat 60 ubiegtego
wieku, sa obecnie powszechnie stosowang strategia rekonstytucji ukladu
krwiotworczego, m.in. w chorobach hematologicznych i autoimmunologicznych (187,
188). Ratuja one takze zycie pacjentom z chorobami nowotworowymi, leczonymi
z zastosowaniem radio- lub chemioterapii, ktérych jednym ze skutkéw ubocznych jest
wyniszczenie uktadu krwiotworczego (189).

Obecnie, SzK oraz MKO stanowig gtdéwne zrodta komorek krwiotworczych do
zastosowan klinicznych. W optymalnym przypadku, materiat przeszczepowy podaje si¢
w systemie autologicznym, co znaczgco zwigksza szanse na odbudowe uktadu
krwiotwdrczego, przy jednoczesnej minimalizacji ryzyka wystapienia powiklan. Nalezy
do nich gtéwnie mozliwo$¢ odrzucenia przeszczepu lub wystapienia choroby
przeszczep przeciwko gospodarzowi (ang. graft-versus host disease, GvHD),
wynikajacych z niedostatecznego dopasowania profilu antygenow zgodnosci tkankowe;j
(ang. human leukocyte antigen; HLA) (190).

Jednakze, wedlug danych statystycznych, sposréd ponad 50 tysigcy
przeprowadzonych transplantacji komorek krwiotworczych pochodzenia szpikowego,
prawie polowe stanowia przeszczepy allogeniczne, przy czym odsetek ten zalezy od
typu choroby (191). Wynika to cz¢sto z braku mozliwosci podania pacjentowi jego
wlasnych komorek, bedacego konsekwencjg typu choroby lub stadium jej
zaawansowania oraz obecno$ci defektu genetycznego w samych komorkach
krwiotworczych (192). Wzrost liczby chorych wymagajacych przeszczepu HSCs
rodzi powazne problemy wynikajace z braku wystarczajacej liczby potencjalnych
dawcow. Dla przyktadu, szacuje si¢, ze sposrod mieszkancow Ameryki Potnocnej
wymagajacych pilnej transplantacji, w przypadku az 30-40 % nie mozna znalezé
odpowiedniego dawcy pod wzgledem zgodnosci tkankowej (187). Zatem, poszukiwania
innych, optymalnych zroédel materiatu allogenicznego dla tych pacjentéw stanowia
aktualne wyzwanie kliniczne. Dlatego tez, coraz wi¢ksze zainteresowanie budzi
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wykorzystanie KP jako materialu przeszczepowego bedacego zrodiem HSCs,
stanowiacego alternatywe dla SzK oraz MKO (193).

Koncepcja wykorzystania KP w transplantologii zrodzita si¢ na poczatku lat >80
ubieglego wicku, skutkujgc utworzeniem firmy Biocyte, ktorej dziatania przyczynity sie
do rozpoczecia badan nad mozliwoscig krioprezerwacji KP. Dalsze analizy wykazaty,
ze materiat ten zawiera HSCs o wysokim potencjale proliferacyjnym, ktory utrzymuje
si¢ po rozmrozeniu przechowywanych jednostek KP (194). Prace te otworzyly droge
do przeprowadzenia pierwszej transplantacji KP, ktdra miata miejsce w 1988 roku
we Francji. Biorcg byto 5-letnie dziecko chore na anemi¢ Fanconiego, ktoremu podano
KP pobrang przy porodzie zdrowej siostry. Co wazne, przeszczep ten zakonczyl si¢
pelnym sukcesem, z catkowitg rekonstytucjg uktadu krwiotworczego u pacjenta (195).
Fakt ten otworzyt nowe mozliwo$ci wykorzystania KP w medycynie, co zaowocowato
powstaniem publicznych oraz prywatnych bankdéw krwi na calym $wiecie, gdzie
jednostki KP sg przechowywane w $cisle kontrolowanych warunkach nawet przez wiele
lat. Szacuje si¢, ze od czasu pierwszego przeszczepu, poddano bankowaniu na $wiecie
okoto 600 tysiecy jednostek, z czego wykorzystano okoto 30 tysiecy (164, 196).
Poczatkowo, KP podawana byla glownie w uktadzie autologicznym lub biorcom
spokrewnionym, bedacym rodzenstwem dziecka, przy ktorego porodzie pobrano
material. Z czasem jednak podjg¢to proby przeszczepdéw od dawcoéw niespokrewnionych
Ich rezultaty wskazywaty, ze KP jest dobra alternatywa dla przeszczepow SzK
w leczeniu zaréwno choréb nowotworowych, jak i niezwigzanych z procesem
nowotworzenia (197-199). Tym samym, KP znalazla terapeutyczne zastosowanie
U dzieci cierpiacych m.in. na ostre bialaczki limfo- i mielocytarne, przewlekle
bialaczki szpikowe, chloniaki Hodgkin’a, ci¢zka niedokrwisto$¢ aplastyczna,
anemie, talasemie, niedobory odpornosci, a takze choroby metaboliczne (194, 200-
203).

Obecnie, podejmuje si¢ takze dziatania zmierzajgce do poszerzenia zakresu
jednostek chorobowych, w terapii ktérych pomocnym byloby wykorzystanie KP.
Przyktadem moga by¢ obiecujace wyniki prob zastosowania tego materiatu klinicznego
w leczeniu autyzmu dziecigcego (204), udaru mozgu (205), a nawet niewydolnoSci
nerek (206). Ponadto, wzrasta takze liczba badan nad wykorzystaniem KP jako zrodta
nie tylko HSCs, ale takze innych typow KM, wykazujacych wlasciwosci terapeutyczne.
Na chwile obecng =zarejestrowanych jest juz kilkadziesigt badan klinicznych,
dotyczacych podawania KP lub wyizolowanych z nich komérek MSCs, pacjentom
cierpigcym na choroby sercowo-naczyniowe, neurodegeneracyjne, metaboliczne
oraz ukladu kostnego (182). Opracowano takze nowatorskie podejScie w zastosowaniu
autologicznej KP u wczesniakow, u ktérych nastapila okotoporodowa utrata krwi
wlasnej — zamiast transfuzji krwi allogenicznej od dawcow dorostych (207).

Tym samym, wymienione strategie opracowywane na calym §wiecie celem lepszego

wykorzystania potencjalu regeneracyjnego KP, potwierdzaja, ze jest ona cennym
zrodtem KM o wysokim potencjale do zastosowania w praktyce kliniczne;.
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1.2.3. Zalety oraz ograniczenia wykorzystania krwi pepowionowej w praktyce
klinicznej

Zastosowanie KP w medycynie transplantacyjnej niesie ze soba szereg korzysci
w poréwnaniu do tradycyjnych zrédet KM obecnych w dorostym organizmie. KP jest
poporodowym materiatem ,,0odpadowym”, zatem jej pobranie jest calkowicie
nieinwazyjne i nie stanowi zadnego zagrozenia ani dla matki ani dla nowonarodzonego
dziecka. Ponadto, w przeciwienstwie do tradycyjnych przeszczepow, podanie KP nie
niesie ze sobg wyraznego ryzyka przeniesienia latentnych choréb wirusowych (166).
Jednakze, jedna z kluczowych zalet KP w poréwnaniu do przeszczepu SzK lub MKO
jest fakt, ze jej zastosowanie obarczone jest mniej restrykcyjnymi wymaganiami
zgodnosci antygenow HLA, a takze mniejszym ryzykiem wystapienia GVHD (166,
208). Wykorzystanie KP w medycynie transplantacyjnej otwiera réwniez nowe
mozliwosci przeszczepu komoérek krwiotwdrczych wsrdod os6b z mniejszosci
etnicznych, dla ktorych cigzko jest znalezé odpowiedniego dawce szpiku (209).
Ponadto, dzigki szczegotowej analizie i dokumentacji jednostki KP przed jej
bankowaniem, okres poszukiwania zgodnego dawcy trwa zazwyczaj kilka dni,
w przeciwienstwie do czasu niezbednego dla znalezienia zgodnego dawcy SzK,
mogacego trwac nawet kilka miesigey (210, 211).

Istotng kwestig dla sukcesu transplantacji jest odpowiednio duza liczba
podanych komoérek CD34*, szacowana na 3-4-10%kg masy ciata (212). Istotne
znaczenie ma takze liczba wszystkich komorek jadrzastych obecnych w materiale
przeszczepowym, ktora powinna wynosi¢ powyzej 2,5-10"/kg masy ciata biorcy (213).
Wymog ten jest gldwnym czynnikiem limitujacym mozliwo$¢ medycznego
zastosowania KP u dorostych pacjentow (214). Ponadto, w przypadku SzK lub MKO
pobiera si¢ je bezposrednio przed przeszczepem, co umozliwia tym samym
dostosowanie objetosci materialu do masy ciata biorcy. Z kolei KP pobierana jest
jednorazowo przy porodzie, a limitowana objetos¢ danej jednostki, zalezna m.in.
od cech osobniczych dawcy, przebiegu porodu oraz doswiadczenia osoby
pobierajacej, skutkuje czesto liczba komodrek HSCs, niewystarczajaca
do skutecznej rekonstytucji szpikowej u dorostych pacjentow. W konsekwenciji,
glownymi skutkami niepowodzenia przeszczepoéw z zastosowaniem KP jest opoznienie
wbudowania oraz pierwotna niewydolno$¢ przeszczepu (ang. primary graft failure),
mogace stanowi¢ realne zagrozenie dla zycia pacjenta (168, 215). Podsumowanie
najwazniejszych zalet oraz wad zastosowania KP w medycynie transplantacyjnej
zestawiono w Tabeli 2.

Tabela 2. Poréwnanie cech SzK/MKO oraz KP jako materialu przeszczepowego

do zastosowan klinicznych. Opracowano na podstawie (192),
http://www.nationalcordbloodprogram.org/qa/comparison.html oraz prezentacji “Proposal for
cord blood banking and therapeutics business”, dostepnej 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
umiarkowane,
Ryzyko pobrania materialu | wymagany zabieg w znieczuleniu znikome
lub kondycjonowanie dawcy
Wy@og zgodn,osm 8/ 406
W obrebie antygenéw HLA
Doste;pnosc_dla mniejszosci utrudniona naczna
etnicznych
Ryzyko GvHD wysokie niskie
Ryzyko przeniesienia
utajonych choréb wysokie niewielkie
wirusowych
Czas poszukiwania dawcy miesigce dni
Mozliwosd _
0zliwos¢ ponownego tak nie
przeszczepu od dawcy
Limitacja Ilczl?y pobranych niska istotna
komorek
ok. 600 tys.
., ok. 15 min potencjalnych dawcow zbankowanych
Dostepnos¢ L .
na $§wiecie jednostek
na Swiecie
Szacunkowy s_red_m czas 18 dni 26 dni
wszczepienia

1.2.4. Strategie zwiekszenia efektywnosci terapeutycznej komorek HSCs z krwi
pepowinowej

Pomimo rosngcego zainteresowania KP jako zrodlem KM, w szczego6lnosci
HSCs, przed badaczami oraz klinicystami wcigz stoi wiele wyzwan majacych na celu
minimalizacj¢ istniejacych limitacji
wykorzystania tego materialu w medycynie. Jak juz wspomniano, kluczowym
problemem ograniczajacym skuteczne zastosowanie KP u wigkszej liczby chorych,
wydaje si¢ by¢ niewystarczajaca liczba komorek krwiotworczych w pobranym
materiale (216, 217). Tym samym, poczatkowe sukcesy przeszczepéw KP u dzieci nie
znalazly odzwierciedlenia w przypadku dorostych pacjentow, gdzie odsetek zgonow
wciggu 100 dni od przeszczepu wynosit az 40 % (214). Wynikato to gltownie
z niewystarczajacej liczby podanych komorek w przeliczeniu na kg masy ciata biorcy.

zwigzanych z mozliwosciami praktycznego

W zwigzku z tym, pojawita si¢ pilna potrzeba poszukiwania nowych rozwigzan
zwickszajacych efektywnos¢é wykorzystania KP w medycynie transplantacyjnej. Ma to
ogromne znacznie nie tylko ze wzgledu na przyszte pozyskiwanie tego materiatu, ale
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takze ze wzgledu na juz zbankowane jednostki KP, ktore wymagaja - ze wzgledow
praktycznych oraz etycznych, optymalnego wykorzystania w transplantologii. Stad tez,
obecnie gléwny nacisk w badaniach nad KP kladzie si¢ na rozwoj nowych strategii
ekspansji ex vivo obecnych w niej komorek HSCs, z jednoczesnym zwi¢kszeniem
ich funkcji krwiotworczych i zdolnosci do zasiedlania SzK (Tabela 3).

Starania te rozpoczely si¢ od prob podawania dorostym pacjentom nie jednej, lecz
dwoch jednostek KP jednoczesnie, dla zwigkszenia liczby przeszczepionych HSCs,
ktéra korelowata z prawdopodobienstwem wbudowania si¢ komoérek do szpiku biorcy
(218, 219). Co ciekawe, badania wykazaty, ze pomimo podania dwoch jednostek,
u wigkszosci pacjentéw tylko jedna z nich stawala si¢ dominujaca i odpowiadata za
dhlugoterminowa rekonstytucje szpiku (220, 221). Ponadto, zaobserwowano, ze taka
strategia zazwyczaj nie wigzata si¢ z istotnym przyspieszeniem odbudowy uktadu
krwiotworczego oraz zwigkszata ryzyko wystgpienia GVHD (213, 222).

W toku dalszych prac koncentrowano si¢ na optymalizacji skladu mieszaniny
cytokin i czynnikéw wzrostowych, obecnych w pozywce Stosowanej do namnazania
komorek z KP ex vivo. Trzema kluczowymi, powszechnie stosowanymi sktadnikami
niezbednymi do ekspansji komoérek CD34" okazaly si¢ byé¢: czynnik komorek
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 zwigkszaly pule potencjalnych czasteczek stymulujgcych namnazanie
komdrek z KP w warunkach ex vivo, w tym m.in. o erytropoetyne, interleuking 6,
G-CSF oraz czynnik stymulujacy tworzenie kolonii granulocytarno-makrofagowych
(ang. granulocyte-macrophage colony-stimulating factor; GM-CSF) (164). Wybrane
czynniki dodawano do hodowli statycznej lub w trybie ciagtej perfuzji z zastosowaniem
bioreaktordw, np. Aastrom Replicell System (213, 224). Jednakze, szczegétowe analizy
wykazaty, ze czynniki te promowaly ekspansj¢ glownie komorek progenitorowych,
przy jedynie nieznacznym zwickszeniu liczebnosci komorek LT-HSCs (225). Ponadto,
tak namnazane komorki nie wykazywaly zwigkszonego potencjatu repopulacyjnego
w poréwnaniu do komérek z jednostek niepoddanych manipulacjom (226).

Dlatego tez, w toku dalszych badan, uzupelniano sktad pozywki hodowlanej
o inne czynniki, wykazujace dziatanie modulujace aktywnos¢ kluczowych szlakow
zwigzanych z procesami proliferacji i roznicowania komoérek HSCs. Przyktadowo,
dodatek Jagged 1 lub Delta 1, bedacych ligandami dla receptorow Notch, skutkowat
nie tylko ekspansjag komorek HSCs ex vivo, ale takze efektywng repopulacjg szpiku
invivo (227, 228). Jednakze, w eksperymentach tych wcigz nalezalo wspomagac
proliferacje komorek mieszaning cytokin, obserwujac jednocze$nie trudnosci
w ustaleniu optymalnego stezenia Sstosowanych ligandow Notch (229). Kolejnym
proponowanym podejsciem byta ekspansja komorek w obecnosci prostaglandyny 2E,
wplywajacej na szlak sygnatowania Wnt (230, 231) lub uzycie bialek z rodziny
angiopoetynowo-podobnych (ang. angiopoietin-like  proteins), modulujacych
aktywno§¢ czynnika transkrypcyjnego Ikaros, zaangazowanego w regulacje
hematopoezy (232, 233). Inng molekutg zwigkszajaca ekspansje komorek CD34" oraz
ich potencjal repopulacyjny jest pochodna puryny- Stem Regenina 1, bedaca
antagonistg arylowego receptora weglowodorowego (ang. aryl hydrocarbon receptor;
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AhR), bioragcego udziat w roznicowaniu komérek HSCs (234). Badania wykazaty, ze
wspomniany receptor ulega ekspresji na komorkach HSCs, utrzymujac je w stanie
nieaktywnym mitotycznie (235). Dlatego tez podjeto proby zastosowania Stem
Regeniny 1 w praktyce klinicznej (236).

Ponadto, prowadzi si¢ takze badania nad wykorzystaniem zwigzkow
drobnoczgsteczkowych, takich jak m.in. inhibitory kinazy p38 MAPK (237, 238) oraz
nikotynamid - wykazujacy wiasciwo$ci hamujace roznicowanie komoérek HSCs przy
jednoczesnej stymulacji ich proliferacji zwigzanej z hamowaniem NAD-zaleznej
deacetylazy histonowej (239-241). Testuje si¢ takze inhibitory deacetylaz
histonowych oraz metylotransferaz DNA, odpowiedzialnych za epigenetyczng
regulacje ekspresji genow, zwigzang z remodelingiem struktury chromatyny (242),
wtym m.in. kwas walproinowy (243), 5-azadeoksycytydyne (244, 245) oraz
trichostatyne A (246). Dodatkowo, ze wzgledu na wyniki eksperymentow $wiadczace
o roli wewnatrzkomorkowego stezenia miedzi w regulacji potencjatu komoérek z KP do
réznicowania w kierunku linii hematopoetycznych (247), prowadzi si¢ takze badania
nad zastosowaniem chelatorébw tego pierwiastka (np. tetraetylenpentaminy) do
ekspansji  komérek CD34", zarébwno w badaniach podstawowych (248),
przedklinicznych (249), jak i w fazie prob klinicznych (250). Ponadto, podejmuje sig
takze proby zastosowania systemu ko-kultury komdrek HSCs z komorkami
stromalnymi (251).

Nalezy jednak zaznaczy¢, ze w przypadku zdecydowanej wigkszosci
prowadzonych dotad badan klinicznych, w celu zwickszenia liczby przeszczepianych
komdrek HSCs podawano pacjentom dwie jednostki KP, w tym jedng natywng oraz
druga, poddang manipulacji ex vivo (Tabela 3). Takie podejscie, cho¢ skutkujace
obiecujacymi rezultatami, w rutynowej praktyce klinicznej mogloby istotnie ograniczaé
dostgpnos¢ materialu przeszczepowego oraz znaczaco zawyza¢ koszty procedur
okotoprzeszczepowych. Ponadto, wyniki badan wskazuja, ze w przypadku okoto
potowy pacjentow wszczepieniu ulega tylko jednostka KP - niepoddana wczesniejszym
manipulacjom ex vivo (168).

Tabela 3. Zestawienie dotychczasowych strategii ekspansji ex vivo komorek CD34*
izolowanych z KP. Zmodyfikowano na podstawie (193).

Strategia .. Krotnosé
Czas ekspansji Ny
ekspansji

ekspansji

2 SCF, FLT3, G-CSF, IL-3, .
e] -
> é IL-6, BMP-4 3-4 dni 3,2
= g g
SIS
£ E SCF, FLT3, G-CSF, IL-3
E : i) ) - i) - i) 7 H 2
§ IL-6, sonic hedgehog dni 00
o
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Delta1®t'e¢, fibronektyna,

Fibronektyna, , IL-3, IL-6)

SCF, TPO, FLT3, IL-6, IL-7, 16-29 dni 3300
GM-CSF, G-CSF
Deltal®t'e¢, fibronektyna, i
SCF. TPO, 17-21 dni 184
FLTS3, IL-3, IL-6
5-azacytydyna
(+TSA, FBS, SCF, 9dni 5
TPO, FLT3, IL-3)
:
= StemRegeninl .
S 7
2 (+SCF, TPO, FLT3, IL-6) 3 tygodnie 670
%
>
=)
2 UNCO0638
=) .
- (+SCF, TPO, FLT3, IL-6) 14 dni 60
’i
= NIC _
N (+SCF, TPO, FLT3, IL-6, FBS) 21 dni 700
UM171 .
(+SCF, TPO, FLT3) 12 dni %0
NiCord**
(NIC, SCF, TPO, 21 dni 72
FLT3, IL-6, FBS)
++
StemRegenin 1** 15 dni 328
(+SCF, TPO, FLT3, IL-6)
Kokultura z komorkami MSCs*™* 14 dni 30
> 2
23
o= Aastrom Replicell
x System** .
12d 0,5
(FBS, surowica konska, n ’
PIXY321, FLT3, EPO)
Chelator miedzi** .
(+SCF, FLT3, IL-6, TPO) 2Ldni 6
Ligand Notch™
(Delta1®t'9¢, SCF, TPO, FLT3 16 dni 164
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Objasnienia: ** przeszczep dwaoch jednostek KP; BMP-4- biatko morfogenne kos$ci 4 (ang. bone
morphogenetic protein 4); Deltal®* '9¢ - biatko fuzyjne Delta-1 i konca Fc immunoglobuliny
IgG1; EPO- erytropoetyna; FBS- bydlgca surowica ptodowa (ang. fetal bovine serum); FLT3-
ligand FMS-podobnej kinazy tyrozynowej 3 (ang. FMS-like tyrosine kinase 3 ligand); G-CSF-
czynnik stymulujacy tworzenie kolonii granulocytow (ang. granulocyte colony-stimulating
factor); GM-CSF- czynnik stymulujacy tworzenie kolonii granulocytarno-makrofagowych
(ang. granulocyte-macrophage colony-stimulating factor); IL- interleukina; NIC- nikotynamid;
PIXY321- biatko fuzyjne GM-CSF/IL-3; SCF- czynnik komorek macierzystych (ang. stem cell
factor); TPO- trombopoetyna; TSA- trichostatyna; UM171- analog Stem Regeniny 1

Innym waznym aspektem jest fakt, ze w przypadku niektorych strategii
ekspansji ex vivo stosuje si¢ rowniez dodatek ptodowej surowicy bydlgcej (ang. fetal
bovine serum; FBS), co znacznie utrudnia mozliwo$¢ wykorzystania takiego protokotu
w praktyce klinicznej, wymagajacej systemOw bezsurowiczych i pozbawionych
substancji odzwierzecych. Ponadto, dotychczasowe strategie ekspansji komorek z KP
skutkuja czgsto nie tylko ich proliferacja, ale jednoczesnym obnizeniem potencjatu
hematopoetycznego w wyniku roznicowania, przejawiajagcego si¢ m.in. spadkiem
ekspresji markerow ,,macierzysto$ci’, w tym gtownie CD34 (252). Ponadto, istnicjg
przestanki §wiadczace o spadku potencjatu namnazanych HSCs do odtwarzania uktadu
krwiotworczego po ich przeszczepieniu (253, 254). Majac powyzsze na uwadze, wciaz
konieczna jest dalsza optymalizacja strategii namnazania komorek HSCs obecnych
w KP, w celu maksymalizacji wykorzystania tego materialu biologicznego w praktyce
klinicznej.

Oprdécz metod ekspansji komérek HSCs z KP ex vivo, nie bez znaczenia
pozostaja takze proby bezposredniego zwi¢kszenia efektywnosci zasiedlania przez
te komorki nisz szpikowych i podjecia proceséw hematopoezy po wszczepieniu.
W tym celu podejmuje si¢ m.in. probe zastosowania inhibitorow antygenu CD26,
bedacego peptydaza dipeptydylowa IV (ang. dipeptidyl-peptidase 1V; DPPIV).
Aktywnos¢ CD26 skutkuje zmniejszeniem potencjatu do chemotaktycznej migracji
komorek krwiotworczych, w wyniku cigcia przez ten enzym N-konca czasteczki SDF-1.
Wykazano, ze zastosowanie inhibitorow DPPIV zwicksza zdolnos¢ komorek CD34*
z KP do odpowiedzi na gradient SDF-1, przyczyniajac si¢ tym samym do nieznacznej
poprawy ich wbudowywania po przeszczepie (255-257). Wykazano takze, ze
stymulacja komorek prostaglandyna 2E przed przeszczepem zwigkszata efektywnosé
zasiedla nisz szpikowych przez komdrki HSCs, co moze by¢ zwigzane z jej wplywem
na wzrost ekspresji receptora CXCR4 oraz ich potencjalu migracyjnego in vitro (230,
258). Podobne efekty poprawy uzyskuje sie tez z zastosowaniem nikotynamidu (241,
259). Najnowsze prace wskazujg takze, ze czynniki wplywajace na aktywacje
jadrowych receptorow hormondw, takie jak np. antagonista receptora PPARy
(z ang. peroxisome proliferator-activated receptor-y) poprawia wbudowanie komorek
krwiotworczych po przeszczepie do myszy z uposledznym uktadem odpornosci (260,
261). Ciekawym podejsciem jest takze poddanie komoérek HSCs z KP dziataniu
fukozylotransferaz, modyfikujgcych obecne na ich powierzchni ligandy selektynowe.
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Wykazano, ze zwigkszenie fukozylacji tych ligandow poprawia interakcje komorek
krwiotworczych ze $rddbtonkiem naczyniowym oraz stromg szpiku, przyczyniajac si¢
tym samym do zwigkszonego wbudowania w szpik po przeszczepie (262, 263).

Warto takze zaznaczy¢, ze odpowiednia metoda selekcji jednostki KP moze rowniez
decydowac o efektywnosci jej przeszczepu. Standardowo wybodr ten podyktowany jest
liczbg komorek jadrzastych w chwili zamrazania oraz zgodnos$cig antygenow HLA
(264). Jednakze, ze wzgledu na fakt, iz przy zastosowaniu takiej strategii odnotowuje
si¢ znaczacy odsetek niepowodzenia przeszczepu, poszukuje si¢ dodatkowych
kryteriow zwigkszajacych szanse¢ na sukces rekonstytucji szpikowej po podaniu KP.
Bazuja one dzi§ m.in. na dodatkowej analizie liczby komdrek CD34", potencjale
materiatu klinicznego w teScie CFC czy dodatkowych testach po jego rozmrozeniu,
W tym m.in. ocenie zywotnosci (142, 265-267). Co ciekawe, opracowano nawet system
punktacji ,,Cord Blood Apgar”, w ktorym wieloparametrowa analiza pre- i post-
mrozeniowa KP zwigksza efektywnos$¢ wlasciwego wyboru materiatu do przeszczepu
(268). Wraz z postgpem badan poprawie ulegly takze kryteria doboru biorcow, co
pozwolito realnie zwigkszy¢ szanse na przyjecie przeszczepu i rekonstytucje uktadu
krwiotworczego u dorostych pacjentow (269, 270).

1.3. Pecherzyki zewnatrzkomérkowe jako nowe narzedzie w naukach
biomedycznych

1.3.1. Definicja i klasyfikacja pecherzykow zewnatrzkomérkowych

Pecherzyki zewnatrzkomorkowe (ang. extracellular vesicles; EVs) to
heterogenna populacja obtonionych  struktur pecherzykowych, uwalnianych
z powierzchni komorek (271). EVs wydzielane sa zarowno przez komoérki prawidtowe,
jak i nowotworowe i apoptotyczne, a ich obecnos$¢ stwierdzono takze m.in. w wielu
plynach ustrojowych, w tym w §linie, moczu, mleku czy ptynie owodniowym (272-
274).

Obecna klasyfikacja EVs opiera si¢ gtownie na ich wielkosci oraz przedziale

komorkowym, z ktorego pochodza, co wptywa réwniez na ich r6zny sktad molekularny
(Tabela 4, Rycina 6). Rozroznia si¢ zasadniczo trzy glowne grupy EVS: egzosomy,
ektosomy, czyli mikropecherzyki oraz cialka apoptotyczne (275).
Egzosomy to grupa pecherzykoéw o wielkosciach wynoszacych od ok. 30 nm do 120
nm. Sa one wydzielane na drodze egzocytozy, na skutek fuzji ,,pakietow”, ktore je
przenosza — tzw. cialek wielopgcherzykowych (ang. multivesicular bodies; MVBSs) —
z btong komorki. Egzosomy powstaja w przedziale péznych endosoméw, dzieki czemu
wzbogacone sg w biatka z rodziny tetraspanin (CD9, CD63, CD81), szoku cieplnego
(HSP70 oraz HSP90), a takze w biatka zaangazowane 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 typdéw EVs w zalezno$ci od ich wielko$ci, pochodzenia oraz
wybranych markeréw.

Pecherzyki zewnatrzkomorkowe (EVs)

Cialka
Egzosomy Ektosomy apoptotyczne Onkosomy
Wielkos¢ 30-120 nm 50nm-1pm 50 nm -2 pm 1-2pm
Iniani .
Cialka Uwa_nlanle . Fragmentacja |,,Odpaczkowywanie”
. . z powierzchni - .
Pochodzenie wielopeche- blon obumierajacych (tzw. blebbing)
rzykowe , v komorek z komorki
komorkowej
selektyny,
integryny,
Tetraspaniny, CD40L biatka .
. . komorkowo-
Wybrane Alix, fosfatydylo- histonowe, specvficzne marker
markery TSG101, seryna, fosfatydylo- pecy y
. nowotworowe
flotilina-1 markery seryna
komorkowo-
specyficzne

Mikropecherzyki, zwane takze ektosomami, posiadajg $rednicg od 50 nm do 1 pm i sg
uwalniane z powierzchni komérki na drodze wypuklenia si¢ fragmentu blony
z powierzchni komérki prowadzacego do powstania i oderwania si¢ pecherzyka
(zang. budding) w wyniku rozerwania podbtonowego cytoszkieletu. Sa one
wzbogacone m.in. w selektyny, integryny, CD40L, fosfatydyloseryng oraz szereg
innych czasteczek btonowych charakterysrtycznych dla komorek, z ktérych pochodza
(278).

Ciatka apoptotyczne to pecherzyki w zakresie $redniej wielkosci od 50 nm do

2 pum, powstajace w wyniku fragmentacji komorki podczas procesu programowanej
Smierci (apoptozy). Mechanizm ich powstawania sprawia, ze s3 one wzbogacone
w biatka histonowe oraz fosfatydyloseryne, a takze moga zawiera¢ fragmenty DNA
(279, 280).

Odrebng grupg EVs stanowia takze tzw. onkosomy, czyli pecherzyki wydzielane przez
komorki nowotworowe. Cechujg je zwykle wigksze rozmiary (1-10 nm) oraz obecnos¢
na ich powierzchni markerow nowotworowych (281, 282). Zaklasyfikowa¢ je mozna
jako komorkowo- specyficzng frakcje ektosomow, wydzielang przez komorki
nowotworowe i petniaca istotng rolg¢ w odziatywaniu z komorkami uktadu odpornosci
prowadzacym czesto do jego wyciszenia wzgledem komorek nowotworowych (282).

Ze wzgledu na doniesienia literaturowe $wiadczace o szczegdlnym znaczeniu
egzosomow oraz mikropecherzykéw w kontek$cie przenoszenia biologicznie aktywnej
zawartoSci _komorek rodzicielskich, dalsza cze$¢ niniejszej rozprawy bedzie
koncentrowac si¢ na tych dwoch subpopulacjach EVs.

39



Komorka prawidtowa Komorka apoptotyczna Komorka nowotworowa
)

S &~

° ° O O
%:go::o" O D
°° fiee ‘@ &)
Egzo;omy Ektosomy Ciatka apoptotyczne Onkosomy
30-120nm 50nm- 1 um 50nm-2 um 1-2pum

Rycina 6. Klasyfkacja EVs na podstawie ich rozmiaru oraz typu komoérki wydzielajace;j.
Zmodyfikowano na podstawie (280).

1.3.2. Zawarto$¢ molekularna EVs

Zawarto$¢ molekularna EVs jest konsekwencjg ich struktury pecherzykowe;,
gdzie niewielki fragment cytoplazmy komorki otoczony jest dwuwarsta lipidowa btony
komdrkowej. Zatem, bioaktywny sktad EVs warunkowany jest gltownie typem
komorek, z ktorych pochodza. Wykazano ponadto, ze zawartos$¢ ta zalezy rowniez od
stanu aktywacji komorki (283, 284). Dodatkowo, jak juz wspomniano, 0 biologicznej
zawartosci pecherzykéw decyduje takze ich zaklasyfikowanie do danego typu: ekto-,
egzosomalnego lub frakcji cialek apoptotycznych, co $cisle zalezy od mechanizméw ich
powstawania w komorce.

W zwigzku z pecherzykows struktura, EVS zawierajg sktadowg lipidowa, bedaca
glownie czescig blony biologicznej otaczajacej czg$¢ cytoplazmatyczng pecherzyka.
W obrebie czgsci lipidowej odnalez¢ mozna typowe sktadniki blon komorkowych.

Jednakze, wykazano, ze blony EVs, w szczegdlnosci egzosomow, sg szczegolnie
wzbogacone w cholesterol, sfingomieliny, fosfatydylocholiny oraz fosfatydylo-
etanolaminy (285, 286). Co wiecej, dane literaturowe wskazuja, ze taki sktad bton
egzosomoOw odgrywa istotng role w procesie segregacji pecherzykow w MVBs (287).

Z kolei, sposréd kluczowych bioaktywnych skladnikéw czesci cytoplazmatycznej
wyr6ézni¢ mozna dwie podstawowe komponenty, w tym biatka oraz kwasy nukleinowe
(280). Jak wspomniano, zawarto$¢ biatkowa EVS wzbogacona jest w biatka przedziatu
endosomalnego komorek, w tym m.in. GTPazy Rab, biatka SNARE (ang. SNAP
(Soluble NSF Attachment Protein) Receptor) zaangazowane w proces fuzji
pecherzykow z btong komorkows, aneksyny, flotylliny oraz biatka zwigzane
z biogeneza EVs (np. Alix, Tsgl01) (288). Ponadto, pgcherzyki te wzbogacone sa
réwniez w biatka wchodzace w sktad mikrodomen btonowych i tratw lipidowych, do
ktorych zaliczy¢ mozemy m.in. tetraspaniny (289).
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EVs zawieraja takze kwasy nukleinowe, w tym w szczegélnosci RNA,
wystepujace gtownie w formie informacyjnego RNA (ang. messenger RNA; mRNA)
oraz miRNA (z ang. micro RNA). Warto zaznaczy¢, ze obecno$¢ tego drugiego typu
RNA, jako czasteczek regulatorowych, budzi coraz wigksze zainteresowanie badaczy,
w kontekscie potencjalnych bioaktywnych zwigzkéw odpowiedzialnych za aktwnosé
funkcjonalng EVs. Jednymi z pierwszych doniesien $wiadczacych o wystepowaniu
mMiRNA w zewnatrzkomérkowych, obtonionych strukturach byty prace Valadi et al.
oraz Huntera et al. (290, 291), a dalsze badania potwierdzity obecnos$¢ roznych typow
RNA w EVs wydzielanych przez komérki in vitro (292, 293) oraz obecnych w ptynach
ustrojowych (291, 294). Obecnie postuluje si¢ obecnos¢ selektywnego mechanizmu
sortowania i pakowania wybranych miRNA do EVs, o czym $wiadczy¢é moga liczne
prace wykazujgce wzbogacenie o pewne miRNA w pecherzykach, w poréwnaniu do ich
komarek rodzicielskich (283, 295-297). Jednakze, szczegdty dotyczace mechanizmu tej
selektywnos$ci wcigz nie sg znane. Sugeruje si¢ udziat w tym procesie m.in. kompleksu
RISC (ang. RNA-induced silencing complex), uczestniczacego w wigzaniu miRNA do
bialek z rodziny Argonaute (298). Co ciekawe, badania ostatnich lat wskazuja, ze
oprécz mRNA 1 miRNA, EVs zawiera¢ mogg takze inne rodzaje niekodujacego RNA,
w tym transportujacy RNA (z ang. transporting RNA; tRNA), maly interferujacy RNA
(z ang. small interfering RNA; siRNA) czy VRNA (z ang. vault RNA) (299, 300).
Jednakze, przy krytycznej interpretacji wynikdw dotyczgcych zawartos$ci biologicznej
pecherzykéw  nalezy uwzgledni¢ ryzyko obecnosci  zewnatrzkomorkowych,
tj. niezwigzanych z EVs, komplekséw biatkowo-rybonukleinowych, ktore mogg ulegac
ko-izolacji podczas przygotowywania preparatow frakcji pecherzykowych (275).

Obecnie zidentyfikowano ok. 2500 czasteczek RNA oraz ponad 4000 r6znych
bialek wystepujacych w EVs, ktore odnalez¢ mozna w bazie danych ExoCarta (301).
Najnowsze badania wskazujg takze na obecno$¢ genomowego DNA w EVs, ktore
umozliwiajg jego horyzontalny transfer pomiedzy komorkami, skutkujacy zmiang
ekspresji gendw, a co za tym idzie cech biologicznych komodrek (302-304).
Przyktadowo, zidentyfikowano niemal 350 chromosomowych sekwencji DNA
w pecherzykach produkowanych przez kardiomiocyty (303). W innym badaniu wykryto
obecnos¢ zamplifikowanych sekwencji onkogenu c-Myc w EVs z komorek rdzeniaka
zarodkowego (305). Ponadto, wykazano takze obecno$¢ mitochondrialnego DNA
w probkach pecherzykow z linii komorek mioblastycznych, astrocytow oraz komorek
glejaka (306, 307). Podobnie jak w przypadku innych sktadnikoéw EVS, stwierdzono
rowniez pewng selektywno$¢ wystepowania czasteczek DNA, wynikajacg zarowno
Z typu pecherzykow, jak i stanu aktywacji wydzielajacych je komorek (308, 309).

Z funkcjonalnego punktu widzenia, bogaty skitad molekularny EVs moze by¢
przenoszony z komorek produkujacych pecherzyki do innych komorek docelowych,
wplywajac na ich status funkcjonalny, co moze by¢ potencjalnie wykorzystywane
w celu modulacji funkcji roznych komoérek w warunkach zaréwno in vitro, jak i in vivo.
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1.3.3. Biogeneza i mechanizm wydzielania EVs

Jak juz wspomniano wyzej, mechanizm powstawania i wydzielania
poszczegblnych frakcji EVS jest rozny. Egzosomy poczatkowo formowane sg w MVBS,
ktorych zawarto§¢ moze ulega¢ degradacji po polaczeniu si¢ z lizosomami lub moze
ulec sekrecji na drodze egzocytozy. O dwukierunkowym losie MVBs decyduje m.in.
ich zawarto$¢ lipidowa, przy czym wykazano, ze populacje MVBs bogate w cholesterol
sg kierowane na droge sekrecji (310), a wzbogacone o kwas lizobisfosfatydowy lgcza
si¢ z lizosomami i sg kierowane na droge degradacji (311). Tworzenie MVBs obejmuje
segregacje ich zawartosci przy blonie ograniczajacej endosomu, a nastepnie wpuklania
si¢ pecherzykéw do jego wngtrza. W proces ten zaangazowane sa kompleksy ESCRT
(z ang. endosomal sorting complex responsible for transport), asocjujace z biatkami
Alix oraz syntening (312, 313). Jednakze, niektore prace sugerujg, ze formowanie si¢
MVBs moze zachodzi¢ takze na drodze niezaleznej od komplekséw ESCRT, przy
jednoczesnym zaangazowaniu sfingomielinaz, wzbogacajacych egzosomy w ceramidy
(287, 314, 315). Wykazano takze udzial m.in. biatek szoku cieplnego oraz tetraspanin
w procesie formowania egzosomow (275). Warto zauwazy¢, ze zaangazowanie
wymienionych powyzej biatek w procesie biogenezy egzosoméw czyni je tym samym
markerami tej populacji pecherzykow.

W przypadku ektosomdédw, mechanizm ich tworzenia jest mniej poznany. Niemniej
jednak wykazano, zZe ich formowaniu towarzyszy oligomeryzacja biatek
cytoplazmatycznych i ich kotwiczenie w btonie komoérkowej na drodze mirystoilacji
oraz palmitoilacji (316-318). Udowodniono takze udziat cytoszkieletu aktynowego oraz
biatek z rodziny GTPaz w procesie tworzenia ektosomow (318).

Podobnie jak w przypadku biogenezy, rowniez doktadny przebieg samego
procesu uwalniania EVs z powierzchni komorek wciaz jest nieznany, jednak wiadomym
jest, ze wymaga on reorganizacji cytoszkieletu podbtonowego, GTPaz Rab oraz biatek
SNARE odpowiedzialnych za fuzje pecherzykoéw z btong komorkows (319-321).
Ponadto, mozliwa jest zewngtrzna stymulacja komoérek do wydzielania EVs,
np. poprzez depolaryzacje blony w przypadku neuronow (322), aktywacje receptora
trombiny w przypadku plytek krwi (323), indukcje wzrostu st¢zenia
wewnatrzkomoérkowych jondéw wapnia (324) czy wreszcie stymulacje komorek,
np. komorek dendrytycznych za pomoca lipopolisacharydow (325).

1.3.4. Metody izolacji EVs

EVs jako pegcherzyki wydzielane przez komorki do srodowiska zewnetrznego,
wtym do pozywki hodowlanej w warunkach in vitro, a takze do przestrzeni
miedzykomorkowej lub ptynow ustrojowych in vivo, moga by¢ relatywnie tatwo
izolowane do dalszych analiz bez konieczno$ci przerywania integralnosci
produkujacych je komorek.
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Najbardziej klasyczna metoda ich izolacji jest sekwencyjne wirowanie pozywki
hodowlanej lub ptynéw ustrojowych, w ktorych znajduja si¢ EVs (326). Poczatkowe
etapy wirowania majg na celu usuniecie z materiatu (np. pozywki) komorek, ich
szczatkbw oraz wigkszych cialek apoptotycznych. Kolejnym krokiem jest
ultrawirowanie przy min. 100 000 x g, ktérego efektem jest powstanie osadu, ktory
zawiera frakcje zarowno ektosomow, jak i egzosomow. Osad wzbogacony w EVs, po
dodatkowym odptukaniu potencjalnych zanieczyszczen, przechowuje si¢ nastepnie do
dalszych analiz (327). Warto jednak zaznaczyC, ze opisana metoda izolacji, ktorg dzi$
najczesciej sie stosuje, Skutkuje otrzymaniem heterogennej mieszaniny roznych
subpopulacji pecherzykéw, z jednoczesnym ryzykiem obecnosci zanieczyszczen
W postaci m.in. agregatéw biatkowych (328, 329). Dlatego tez, w ostatnich latach
nastagpit intensywny rozwoj nowych technik izolacji oraz oczyszczania probek EVs.
Modyfikuje si¢ zard6wno metod¢ sekwencyjnego wirowania, zmieniajac parametry
poszczegblnych jego etapow, jak i optymalizuje si¢ nowe techniki, w tym m.in.
wirowanie w gradiencie sacharozy lub jodiksanolu (tzw. OptiPrepu), ktore
wykorzystuja subtelne réznice w gestosci poszczegodlnych frakeji (330). Stosuje si¢
takze metody kolumnowe, precypitacyjne, chromatograficzne, systemy do filtracji oraz
komercyjnie dostgpne zestawy do izolacji, oparte o stragcanie EVs w glikolu
polietylenowym (328, 331-333). Ponadto, niektére grupy badawcze stosujg systemy
bazujgce na izolacji poszczegdlnych populacji EVs w oparciu o kulki magnetyczne
optaszczone specyficznymi przeciwcialami skierowanymi przeciwko antygenom
stanowigcym markery poszczegolnych typow pecherzykow (334, 335). Jednakze, mimo
szeregu rozwijajacy si¢ obecnie metod izolacji EVS, wcigz najczesciej stosowanym
i najlepiej wystandaryzowanym podejsciem pozostaje metoda sekwencyjnego
wirowania z etapem ultrawirowania.

1.3.5. EVs jako parakrynne czynniki wymiany informacji

Do niedawna EVs postrzegane byly jako zanieczyszczenia pozbawione
zasadniczej funkcji biologicznej. Jednakze, rosngca liczba doniesien naukowych
potwierdza fakt, ze pelnig one istotng rolg jako element aktywno$ci parakrynnej
komorek, biorgc udziat w procesach komunikacji miedzy komérkami oraz uczestniczac
w horyzontalnym transferze czastek biologicznych (272, 293).

Pecherzyki zewnatrzkomorkowe moga taczy¢ sie z komorkami docelowymi na
kilka sposobow: na drodze ich endocytozy, fagocytozy lub poprzez bezposrednig fuzje
z btong komorkowsa, mogaca takze zachodzi¢ na drodze interakcji receptor-ligand (280,
336). Mechanizm wigzania pecherzykow do blony komorkowej wcigz nie jest
szczegdtowo zbadany, cho¢ postuluje si¢ udziat w tym procesie m.in. biatek z grupy
syncytyn, ktore wigzg si¢ do receptoréw MFSD2a (z ang. major facilitator superfamily
domain 2a) obecnych w btonie komorki (336). Istotng role odgrywaja takze molekuty
adhezyjne, w tym integryny, oraz inne czgsteczki uczestniczace w specyficznych
wigzaniach typu receptor-ligand, obecne na powierzchni EVs (336). Zastosowanie
znacznikow fluorescencyjnych wykazato, ze internalizacja EVs do wngtrza komorek
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moze by¢ obserwowana juz po 30 minutach od ich podania, a sygnat fluorescencji od
wyznakowanych pecherzykow utrzymuje si¢ przez kilka, a nawet kilkadziesiat godzin
(280). Co cickawe, wykazano takze pewng selektywnos¢ pecherzykéw w wigzaniu si¢
do okreslonych typoéw komoérek docelowych. Dla przyktadu wykazano, ze EVs
pochodzace z ptytek krwi wigzatly si¢ do komoérek srodbtonka naczyn oraz makrofagow,
ale nie do neutrofili (337). Z kolei egzosomy wydzielane przez komorki nerwiaka
zarodkowego wykazywaty powinowactwo do neuronéw i komorek glejowych,
natomiast pecherzyki pochodzace ze stymulowanych neurondéw kory moézgu byty
endocytowane jedynie przez neurony (338). Jednym z postulowanych mechanizméw
regulujacych selektywnos¢ interakcji z danym typem komorki jest wptyw tetraspanin
obecnych na EVs, ktore oddziatuja z integrynami i innymi biatkami kotwiczacymi,
modulujgc tym samym ich funkcje (339). Ponadto, w regulacji specyficznos$ci interakcji
EVs z komorkami docelowymi moga réwniez bra¢ udziat oddzialywania typu ligad-
receptor. Przyktadowo wykazano, ze EVS wydzielane przez progenitory komorek
srodbtonka wiagzg sie za pomoca receptora CXCR4 do jego liganda- SDF-1, obecnego
na komorkach endotelialnych (340).

Po zwigzaniu si¢ z komorka, EVs moga pozosta¢ bardziej lub mniej stabilnie
zasocjowane z btong komorkowa, szczegdlnie w przypadku komorek o niskiej
aktywnos$ci endocytarnej (341), zosta¢ zinternalizowane lub ulegaé¢ fuzji z komorka
docelowa (283, 342) (Rycina 7).

Fakt wydzielania pecherzykow przez komorki prawidtowe oraz nowotworowe
nasuwa pytania dotyczace petnionych przez nie funkcji biologicznych, zaréwno
w warunkach homeostazy organizmu, jak i w patogenezie choréb (Rycina 7). Wiedza
naukowcow, dotyczaca znaczenia EVs w procesie wymiany informacji miedzy
komorkami jest wcigz poszerzana i uzupelniana nowymi badaniami. Niemniej jednak,
wiadomym jest, ze EVs moga stuzy¢ m.in. jako czastki modulujace funkcje komorek
uktadu odpornosciowego (343), przy czym w zaleznosci od badanego uktadu wykazano
zaro6wno ich efekt aktywujacy (344), jak i hamujacy (345). Wykazano m.in., ze EVs
wydzielane przez komorki uktadu odpornosciowego moga przenosi¢ na swojej
powierzchni m.in. ligand Fas, biorac tym samym udziat w kontroli $§mierci komorkowe;j
podczas odpowiedzi immunologicznej (346, 347). Moga one takze pelic¢ rolg
pecherzykéw  prezentujagcych —antygeny, stymulujac tym samym odpowiedz
przeciwnowotworowg (348). Wykazano takze obecno$¢ molekut ko-stymulujacych
(np. CD54, CD80) na egzosomach wydzielanych przez komorki prezentujace antygen
(334, 349).

Z drugiej jednak strony, EVs wydzielane przez nowotwory mogg promowac ich

progresje, dzialajac pro-angiogennie oraz hamujaco na uktad immunologiczny (350,
351). Co ciekawe, udziat EVs w patogenezie nowotworow zostal takze potwierdzony
w przypadku tych zwigzanych z ukladem hematopoetycznym (352). Obecnos¢ EVs
0 aktywnosci immunomodulacyjnej wykazano takze w wielu innych uktadach, w tym
w drogach oddechowych (353), jelitach (354) oraz w ludzkim mleku (355). Badania
wskazuja takze, ze pecherzyki pochodzace ze szpikowych komorek mezenchymalnych
mogg takze wyciszaé stan zapalny (284).
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Ponadto, EVs moga parakrynnie wptywa¢ na komorki docelowe poprzez przenoszenie
do nich swojej bioaktywnej zawartosci, W tym receptoréw, aktywnych enzymow,
anawet czynnikow morfogennych, w tym np. biatek sygnatowania Wnt (356) oraz
Notch (357). Z kolei, w uktadzie nerwowym pecherzyki mogg posredniczy¢ w regulacji
tworzenia mieliny (358) oraz cytoprotekcji neuronow (359).
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Rycina 7. Mechanizm sekrecji EVs i ich interakcji z komorkami akceptorowymi.

Warto takze zaznaczy¢, ze oprocz pozytywnego wptywu EVs, zwigzanego z ich
wlasciwo$ciami regulatorowymi oraz regeneracyjnymi, moga one takze uczestniczy¢
w patogenezie wielu chordb. Oprocz wspomnianej mozliwosci promowania rozwoju
niektorych nowotworow, wykazano takze udzial EVs w przenoszeniu prionéw (360),
a-synukleiny odpowiedzialnej za patogeneze choroby Parkinsona (361) oraz
B-amyloidu, ktory przyczynia si¢ do rozwoju choroby Alzheimera (362). Ponadto, EVs
moga przenosi¢ miedzy komorkami ceche lekoopornosci, co zwigzane jest m.in.
z transferem pomp btonowych (ang. drug-efflux pumps), bioracych udziat w aktywnym
usuwaniu czasteczek lekow z komorek (363, 364).
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Rycina 8. Schemat budowy EVs oraz ich udzial w regulacji procesow biologicznych.
Zmodyfikowano na podstawie (365).

1.3.6. Mozliwosci zastosowania EVs w naukach biomedycznych

Zdolnos¢ EVs do przenoszenia aktywnych biologicznie czgstek pomiedzy
komdrkami sprawia, ze wzrasta zainteresowanie nimi pod kagtem mozliwosci ich
zastosowan W naukach biomedycznych. Jednym z przyktadow sa proby wykorzystania
EVs jako biologicznych nanoczastek do przenoszenia i dostarczania lekow oraz innych
aktywnych biologicznie czastek (366). Co ciekawe, autorzy prac badawczych wykazali,
ze takie EVs s3 pobierane przez komorki akceptorowe w wigkszym stopniu, niz
w przypadku zastosowania liposoméw, przy jednoczesnej wysokiej wydajnosci
,hatadowania” pecherzykow odpowiednimi bioaktywnymi czasteczkami (367). Co
szczegolnie istotne, wykazano rowniez, ze EVs zdolne sg do dostarczenia siRNA do
mozgu myszy in Vivo, co otwiera nowe mozliwosci pokonywania bariery krew-mdzg
dla czastek przenoszacych leki, stanowiacej istotny czynnik limitujacy skutecznosc
terapii chordb neurologicznych (368).

Z uwagi na fakt, ze zawarto$¢ biologiczna EVs jest odzwierciedleniem typu oraz stanu
aktywacji wydzielajacych je komoérek, w tym takze komoérek nowotworowych, rosnie
rébwniez zainteresowanie badaczy wykorzystaniem EVs jako biomarkeréw (369).
Przyktadowo, wykazano, ze profil miRNA w EVs krazagcych we krwi u pacjentek
z rakiem jajnika jest dobrym markerem diagnostycznym progresji tej choroby (370).
Podobnie, poziom miR145 w egzosomach izolowanych z moczu korelowat ze stopniem
rozwoju raka prostaty (371). Ponadto, udowodniono takze, ze sktad jakoSciowy
obecnych w krwiobiegu EVs wydzielanych przez komorki $rodbtonka oraz ptytki krwi
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moze rowniez stuzy¢ jako potencjalny biomarker cukrzycy typu | oraz Il, atakze
towarzyszacych jej powiktan (372).

Preparaty zawierajace EVs probuje si¢ takze wykorzystywa¢ jako szczepionki
antynowotworowe. Wykorzystuje si¢ w tym celu zarowno onkosomy, jak i fakt, ze EVs
wydzielane przez komorki prezentujgce antygen zawiera¢ mogg funkcjonalne antygeny
glownego uktadu zgodnosci tkankowej (ang. major histocompatibility complex; MHC)
klasy 1 i II oraz czasteczki ko-stymulatorowe, zdolne do aktywacji odpowiedzi
przeciwnowotworowej cytotoksycznych limfocytow T (373, 374).

Dodatkowo zainteresowanie badaczy koncentruje si¢ wokot zastosowania EVs
jako nowych narze¢dzi w regeneracji tkanek, opierajacej si¢ dotychczas m.in. na terapii
z wykorzystaniem catych komorek, w tym komoérek macierzystych. Przez wiele lat
dominowat poglad, ze aktywno$¢ regeneracyjna KM bazuje gtéwnie na ich zdolnosci
do bezposredniej odbudowy uszkodzonej tkanki w wyniku ich rdéznicowania
w komorki, ktére zostaty utracone. Jednakze, ostatnie lata badan jednoznacznie
wskazujg, ze czeS¢ obserwowanych efektow terapeutycznych po podaniu komorek
macierzystych wynika z ich aktywnosci parakrynnej, zwigzanej z wydzielaniem przez
nie szeregu cytokin i czynnikow wzrostowych, ktore stymuluja komorki rezydujace
w miejscu uszkodzenia do podjecia procesow naprawczych (375). Rosngca liczba
doniesien wskazuje, ze KM obok czasteczek rozpuszczalnych, uwalniaja rowniez EVS,
ktéore moga odgrywa¢ kluczowa rolg w obserwowanych mechanizmach
regeneracyjnych (376).

Zatem, rosnace nadzieje niesie potencjalna mozliwo$¢ zastosowania EVs jako
alternatywy dla terapii komdrkowej (377). Co istotne, podanie EVs minimalizuje
ryzyko wystgpienia u pacjenta nowotworu powstalego z przeszczepionych catych
komorek, w szczegdlnosci KM pluripotencjalnych. Ponadto, badania na zwierzetach
wykazaty potencjalng mozliwo$¢ podawania preparatdéw zawierajagcych EVs takze
w formie aerozoli, co umozliwia ich lokalne podanie do uktadu oddechowego
(dotchawiczo) lub centralnego uktadu nerwowego (donosowo) (378-380).
Zademonstrowano rowniez, ze EVs izolowane z niestymulowanych zapalnie komoérek
MSCs nie posiadaja na swojej powierzchni antygendow MHC klasy I 1 II, co
minimalizuje problem zgodnosci tkankowej w przypadku ich przeszczepow ze zrodet
allogenicznych (381).

Ze wzgledu na fakt, ze KM mezenchymalne sa gltéwna populacja KM
wykorzystywang obecnie w praktyce klinicznej, naturalng konsekwencja tego faktu jest
szczegblne zainteresowanie badaczy mozliwos$ciami aplikacji wydzielanych przez te
komorki pecherzykow (377). Liczne prace wskazuja, ze EVs izolowane zaréwno
ze szpikowych MSCs, jak i MSCs z galarety Wharton’a sznura pe¢powinowego,
posiadajg istotny potencjal regeneracyjny oraz cytoprotekcyjny (301). Wykazano m.in.,
ze hamuja one uszkodzenie narzadowe w mysim oraz Szczurzym modelu ostrego
uszkodzenia nerek (ang. acute kidney injury; AKI) (381-384). Ponadto, wykazano ich
cytoprotekcyjny oraz pro-angiogenny wpltyw w mysim (385) oraz szczurzym modelu
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zawalu serca (386). Pro-angiogenny efekt EVs z komorek MSCs sznura pgpowinowego
hodowanych w warunkach hipoksji wykazano takze w modelu niedotlenienia konczyny
u szczurow (387). Ponadto, wilasciwosci protekcyjne lub regeneracyjne EVs
zaobserwowano rowniez w przypadku modeli nadcis$nienia plucnego (388), zapalenia
jelita grubego (389) oraz uszkodzenia niedotlennego mozgu (390).

W badaniach testuje si¢ rowniez EVs wydzielane przez inne typy KM, w tym
m.in. komoérki embrionalne (391) oraz komdrki iPS. Przyktadowo, w przypadku tych
drugich, wykazano efekt regeneracyjny w szczurzym modelu idiopatycznego
zwloknienia ptuc (392) i radiacyjnego uszkodzenia skory (393) oraz cytoprotekcije
w mysim modelu niedotlenienia/reperfuzji (394). Rowniez prace naszego zespotu
$wiadczg o regeneracyjnym potencjale EVs wydzielanych zarébwno przez mysie, jak
I ludzkie komorki iPS w kontekscie leczenia chorob uktadu kragzenia (395, 396).
Co istotne, komorki iPS sg takze wykorzystywane do rdznicowania w inne typy
komarek, stanowigce zrodto EVs do celow regeneracyjnych (397-399).

Obiecujace wyniki badan przedklinicznych stalty si¢ podstawa do prob

zastosowania preparatow zawierajagcych EVs takze w praktyce medycznej. Obecnie na
swiecie prowadzonych jest kilkanascie prob klinicznych z  zastosowaniem
autologicznych oraz allogenicznych preparatow EVs izolowanych m.in. z KM
mezenchymalnych oraz komdrek dendrytycznych (301, 366). Proby te obejmuja
leczenie gtownie chor6b nowotworowych oraz  wykorzystuja  wiasciwosci
immunomodulacyjne EVs (343). Dla przyktadu, egzosomy izolowane z komorek MSCs
zostaly uzyte w leczeniu pacjentow cierpigcych na GvHD (400). Co wazne,
w wigkszosci przeprowadzonych badan nie zaobserwowano znaczacych skutkow
ubocznych podania preparatow EVs, co czyni je intersujacg alternatywa terapeutyczng
(366).
Jednakze proby wykorzystania EVs z komoérek macierzystych celem zwigkszenia
regeneracji uktadu krwiotwOrczego sa na wezesnym etapie, natomiast badania bazujace
na wykorzystaniu pecherzykow z komorek iPS nie byty dotad prowadzone. Stanowi to
zatem nowe, interesujace pole badan oraz potencjalnych zastosowan dla EVs.
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2. CELE PRACY

Ludzka KP jako dostepne zrodto do pozyskania komorek HSCs, cechujacych sig
dodatkowo niskg immunogennos$cia, jest materiatem biologicznym o zastosowaniu
Klinicznym, stanowiac istotng alternatywe dla przeszczepu komorek SzK. Jednakze,
szersze mozliwosci wykorzystania komorek HSCs z KP w leczeniu choréb u dorostych
pacjentOw wcigz sg ograniczone niewystarczajacg liczbg przeszczepianych komorek,
wynikajaca z limitowanej objgtosci pobranego materiatu. W konsekwencji, fakt ten
prowadzi¢ moze do opdznionej rekonstytucji ukladu hematopoetycznego, a nawet
niepowodzenia przeszczepu. Zatem, istnieje wcigz potrzeba badan nad poszukiwaniem
nowych strategii zwigkszajacych potencjal regeneracyjny komorek z KP. Szczegdlna
uwaga kierowana jest na wykorzystanie réznorodnych czynnikow parakrynnych, w tym
w szczeg6lnosci EVs, mogacych wptywac na funkcje komorek docelowych.

W zwigzku z powyzszym, celem niniejszej rozprawy doktorskiej bylo zbadanie
wplywu hiPS-EVs na wlasciwosci biologiczne i potencjal hematopoetyczny
komorek HSCs z KP, zaréwno w warunkach in vitro, jak i in vivo.

W toku prowadzonych badan wyodrgbniono i realizowano nastgpujace cele
szczegotowe:

Cel szczegotowy nr 1: Analiza wptywu hiPS-EVSs na tempo ekspansji ex vivo oraz
aktywno$¢ metaboliczng populacji komérek CD34" izolowanych z KP, wzhogaconej
w komérki HSCs;

Cel szczegétowy nr 2: Zbadanie wplywu hiPS-EVs na potencjal hematopoetyczny
komorek CD34" in vitro, w tym w szczegolnosci na ich zdolno$¢ do roznicowania
w kierunku  poszczegblnych linii  komoérek krwi oraz tworzenia kolonii
hematopoetycznych;

Cel szczegotowy nr 3: Ocena wptywu hiPS-EVs na wlasciwosci adhezyjne i aktywnos¢
chemotaktyczng komoérek z KP w gradiencie SDF-1 oraz na przezywalnos¢ tych
komorek w warunkach cytotoksycznych in vitro;

Cel szczegotowy nr 4: Analiza zmian ekspresji wybranych gendw oraz aktywnosci

bialek zaangazowanych w regulacje cech biologicznych i funkcjonalnych komorek
CD34" z KP po ich inkubacji z hiPS-EVs in vitro;

Cel szczegotowy nr 5: Ocena wpltywu hiPS-EVs na efektywnos¢ zasiedlania nisz
hematopoetycznych oraz rekonstytucji uktadu krwiotworczego przez komoérki CD34"
z KP in vivo, w mysim modelu radiacyjnego uszkodzenia SzK.
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Cele szczegdtowe realizowano stosujgc system dtugoterminowej lub krétkoterminowej
inkubacji komdrek CD34" z hiPS-EVs. W przypadku inkubacji dtugoterminowe;j,
komorki CD34" bezposrednio po izolacji z KP poddawano 14-dniowej ekspansji ex vivo
w pozywce z dodatkiem hiPS-EVs. W systemie inkubacji krotkoterminowej, komorki
CD34" najpierw namnazano przez 7 dni w pozywce bez hiPS-EVs, a nastepnie
dodawano pecherzyki do hodowli na czas od 2 do 48 godz., w zaleznosci od rodzaju
przeprowadzanego testu.

Podsumowanie przeprowadzonych dzialan zwigzanych z realizacja celow pracy
zestawiono na Rycinie 9.

ﬁ Izolacja Izolacja
KP

Komorki CD34* hiPS-EVs Pozywka znad komorek hiPS

Ekspansja komorek Ekspansja komorek
w obecnosci hiPS-EVs === hiPS-EVs . dvsépt(I)(Zyr:\_/;; ey
ez aodatku niPs- S

Analiza wplywu hiPS-EVs na wlasciwosci biologiczne komorek CD34* z KP in vitro, w tym na:

l lq— hiPS-EVs

» Tempo proliferacji » Aktywno$¢ metaboliczng

»Roznicowanie w kierunku linii »Potencjal klonogenny

hematopoetycznych » Aktywno$¢ chemotaktyczng w gradiencie SDF-1
»Kinetyke zmian potencjatu klonogennego »Przezywalno$¢ po dodaniu induktora apoptozy
»Ekspresje gendw zwigzanych z hematopoeza »Witasciwosci adhezyjne

»Ekspresj¢ genéw zwigzanych z hematopoeza
» Aktywno$¢ wewnatrzkomorkowych szlakow
sygnatowania

Ocena wplywu hiPS-EVs na potencjal hematopoetyczny komérek CD34* z KP in vivo, w tym na:

Legenda:
Inkubacja
dlugoterminowa

Komérek 7 hiPS-EVs [ 5 » Efektywnos¢ zasiedlania nisz szpikowych

» Potencjat do rekonstytucji uktadu

Inkubacja krwiotworczego
krétkoterminowa

komorek z hiPS-EVs

Ryec. 9. Schemat podsumowujacy dzialania badawcze realizowane w pracy.
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3. MATERIALY I METODY

3.1. Uzyte programy komputerowe

7500 Fast System SDS Software (Thermo Fisher Scientific) — oprogramowanie do
zbierania i analizy danych reakcji PCR w czasie rzeczywistym, prowadzonej przez
urzadzenie 7500 Fast System

Apogee Histogram wer.3.1 (Apogee Flow Systems) — oprogramowanie do zbierania
I analizy danych cytometrycznych z cytometru przeptywowego Apogee A50-Micro

EndNote X8 (Clarivate Analytics) — program do gromadzenia opisoéw
bibliograficznych, a nastgpnie wykorzystywania ich do tworzenia przypisOw 0raz

bibliografii

FACSDiva Software wer. 8.1 (BD Biosciences) — oprogramowanie do zbierania
I analizy danych z cytometru przeptywowego BD LSRFortessa oraz sortera
komérkowego BD FACSAria Il

GraphPad  Prism wer.7 (GraphPad Software) — program umozliwiajacy
przeprowadzanie obliczen i przygotowanie wykreséw z danymi eksperymentalnymi

i-control (Tecan) — program sterujacy do czytnika ptytek Infinite M200 Pro analyzer

IDEAS (Amnis Corp.) — oprogramowanie shuzace do analizy danych cytometrycznych
uzyskanych za pomocg cytometru obrazowego ImageStream X MKI|I

Image Lab wer. 5.2.1 (Bio-Rad) — program do rejestracji oraz analizy obrazow zeli
i blotow, otrzymywanych z czytnika Gel Doc XR+ Gel Documentation System

ISX (Amnis Corp.) — oprogramowanie sterujace do zbierania probek za pomoca
cytometru obrazowego ImageStream X MklI

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 programéw shuzacy do prowadzenia
obliczen, edycji tekstu oraz tworzenia grafiki
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NTA wer. 3.2 (Malvern) — oprogramowanie shuzace 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 urzadzenie
QuantStudio 6 Flex

Quantity One (Bio-Rad) — oprogramowanie shuzace do densytometrycznej analizy
sygnatu z membran oraz zeli

Statistica wer.13 (Stat Soft) — program umozliwiajacy przeprowadzanie
zaawansowanych analiz statystycznych

3.2. Metody

3.2.1. I1zolacja komdrek CD34* z KP

3.2.1.1. Jednostki KP

Jednostki KP pozyskiwane byly w ramach wspotpracy badawczej z Polskim

Bankiem Komorek Macierzystych S.A. (PBKM S.A)) w Warszawie, zgodnie ze
stosownymi zgodami posiadanymi przez tg instytucj¢. KP byta pobierana przy porodzie
dzieci obojga pitci, od zdrowych matek, przy czym porod odbywat si¢ zarowno sitami
natury, jak i poprzez cesarskie cigcie. Kazdorazowo, rodzice noworodka podpisywali
zgode¢ na pobranie materiatu do celow naukowych, a sama procedura wykonywana byta
przez przeszkolony personel medyczny i nie stanowita zagrozenia dla matki oraz
dziecka.
Krew pobierana byla za pomocg specjalnego zestawu pobraniowego ze sznura
pepowinowego - do jatowych, jednorazowych workéw kolekcyjnych (Ravimed),
zawierajacych 29 ml roztworu antykoagulanta CPD (z ang. citrate phosphate dextrose),
ktorego sktad zamieszczono w Tabeli 5. Worki kolekcyjne byty nastepnie umieszczane
w dedykowanych zestawach transportowych, przystosowanych do transportu KP i jej
bezpiecznego przechowywania do 72 godz. od pobrania.

Tabela 5. Sklad ptynu antykoagulacyjnego typu CPD, obecnego w workach kolekcyjnych
stosowanych przy pobieraniu KP.

Odczynnik Stezenie [g/l]

Cytrynian sodu dwuwodny 26,30
Glukoza 2,2
Kwas cytrynowy jednowodny 3,2
Dwufosforan sodowy jednowodny 2,2
Woda do wstrzykiwan -
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3.2.1.2. Liza erytrocytéw

Jednostki KP po ich dostarczeniu do Zaktadu Biologii Komorki WBBiB UJ
poddawano lizie w celu usunigcia erytrocytow, ktorych obecnos¢ utrudniataby dalsza
preparatyke materiatu. W tym celu krew byta przenoszona z workéw kolekcyjnych do
probéwek 50 ml typu falkon (Sarstedt). Nastepnie, kazdg z proboéwek zawierajacg po 15
ml krwi uzupetniano 30 ml hipotonicznego buforu lizujacego BD Pharm Lyse (BD
Pharmingen), dedykowanego do lizy czerwonych krwinek jako komdrek
bezjadrzastych, bez naruszania integralno$ci komoérek jadrzastych. Przed uzyciem,
bufor ten rozcienczano 10-krotnie w wodzie dedykowanej do hodowli komorkowych
(Lonza). Nastepnie, krew inkubowano w buforze lizujacym przez 15 min
w temperaturze pokojowej (TP), po czym odwirowywano (350 x g, 10 min, TP).
Nadsacz po wirowaniu lizatu usuwano, a osad zawierajacy komorki jadrzaste oraz
resztke niezlizowanych erytrocytow lizowano ponownie w sposob analogiczny do
pierwszej lizy, skracajac czas inkubacji w buforze do 10 min. Probowki po drugiej lizie
wirowano (350 x g, 10 min, TP), zlewano nadsacz, a osad zawierajacy komorki
jadrzaste ptukano w celu pozbycia si¢ resztek buforu lizujacego, rozpipetowujac go
w 3 ml buforowanego fosforanem roztworu soli fizjologicznej bez jonéw Ca®* i Mg**
(ang. phosphate buffered saline; PBS; Lonza), po czym dopetniajac do objetosci 45 ml
I ponownie wirujac (350 x g, 10 min, TP).

3.2.1.3. Separacja magnetyczna komorek z KP

W celu wstepnego oczyszczenia komoérek HSCs, po odwirowaniu komorek
jadrzastych w PBS i zlaniu nadsgczu, komorki znakowano do separacji magnetycznej
(ang. magnetic-activated cell sorting; MACS) za pomocg zestawu CD34 MicroBead Kit
Human (Miltenyi Biotec), zgodnie z zaleceniami producenta. W skrocie, osad
komorkowy zawieszano w buforze do barwienia MACS (300 pl buforu/108 komorek),
ktorego sktad opisano w Tabeli 6. Nastepnie dodawano kolejno dwa odczynniki: FCR
Blocking Reagent oraz CD34 MicroBeads (po 200 pl/10® komorek). Pierwszy
z odczynnikow blokuje receptory dla koncow Fe przeciwciat, obecne na czgsci komorek
krwi (np. na granulocytach), uniemozliwiajagc tym samym niespecyficzny wychwyt
przeciwcial wigzagcych sie do antygenu CD34. Przeciwciala te, sprz¢zone z kulkami
magnetycznymi, obecne sg w odczynniku CD34 MicroBeads.

Zawiesing komorkowa inkubowano z dodanymi odczynnikami przez 30 min w 4° C, po
czym dopelniano PBS i wirowano (300 x g, 10 min, 4°C). Komdrki ponownie
zawieszano w buforze MACS (300 pl buforu/10® komorek), przenoszono do
okraggtodennych probowek cytometrycznych wykonanych z polistyrenu (Corning),
anastgpnie sortowano na frakcje pozytywna oraz negatywng za pomocg sortera
magnetycznego autoMACS Pro Separator (Miltenyi Biotec), z zastosowaniem programu
Possel_s.
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Tabela 6. Sklad buforu MACS stosowanego podczas znakowania immunomagnetycznego
oraz immunofluorescencyjnego komorek z KP.

Skladnik ‘ Objetosé Producent

bufor autoMACS Rinsing Solution 1425 ml
Miltenyi Biotec

MACS BSA Stock Solution 75 ml

ptodowa surowica bydleca

(ang. fetal bovine serum; FBS) 30 ml Sigma-Aldrich

3.2.1.4. Barwienie immunofluorescencyjne i sort komorek

W  kolejnym etapie, komorki po separacji MACS doczyszczano
z zastosowaniem techniki aktywowanego fluorescencyjnie sortowania komorek (ang.
fluorescence-activated cell storting; FACS). W tym celu, frakcj¢ pozytywna
(wzbogacong w komorki CD34%), otrzymang po separacji magnetycznej - wirowano
(350 x g, 10 min, 4°C), a osad komorkowy rozpipetowywano w buforze MACS (100
/108 komorek).

Tabela 7. Spis przeciwcial stosowanych do znakowania immunofluorescencyjnego
komorek z KP przed sepracja 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 dojrzalych komorkach linii
hematopoetycznych. Wszystkie przeciwciata zakupiono w firmie BD Bioscience.

Przeciwcialo Fluorochrom

anty-CD45 HI30 PE
Markery liniowe (Lin)

anty-CD19 HIB19

anty-CD2 RPA-2.10

anty-CD3 UCHT1

anty-CD14 M5E2

anty-CD66b G10F5 FITC

anty-CD24 ML5

anty-CD56 NCAM16.2

anty-CD16 3G8

anty-CD235a GA-R2

anty-CD34 581 APC
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Nastepnie, komorki znakowano przeciwciatami monoklonalnymi skierowanymi
przeciwko ludzkim antygenom, sprzezonymi z barwnikami fluorescencyjnymi
(Tabela 7), dodajac ich odpowiednie objetosci, zgodnie z zaleceniami producenta
(wszystkie przeciwciata zakupiono w firmie BD Bioscience). Komorki inkubowano
Z przeciwciatami przez 30 min w 4° C, po czym dopetniano probowki za pomocg PBS
i wirowano (350 x g, 10 min, 4°C). Tak wybarwione komorki poddawano nastepnie
separacji za pomocg sortera BD FACSAria III (Becton Dickinson), sortujac komorki
o fenotypie CD45%MLin"CD34*, okreslane w dalszej czeSci pracy jako ,.komérki
HSCs” lub ,,komorki CD34*”.

Po sorcie odbierano niewielka czg$¢ wysortowanych komoérek i analizowano je
ponownie za pomocg sortera, w celu okreslenia czystosci sortu.

3.2.2. Hodowle komorkowe

3.2.2.1. Ekspansja ex vivo komorek z KP

Wysortowane komérki CD34* poddawano namnazaniu w warunkach in vitro —
w komercyjnej, bezsurowiczej pozywce hodowlanej Stem Span SFEM Il (Stem Cell
Technologies), dedykowanej do hodowli ludzkich komorek krwiotworczych. Pozywke
ta uzupetliano dodajac rekomendowany Suplement CC110 (1 ml na 100 ml pozywki;
Stem Cell Technologies), zawierajacy 100 - krotnie stezong mieszaning cytokin, w tym
FLT3L, trombopoetyng oraz SCF (producent nie dostarcza informacji o stezeniach
poszczegolnych cytokin). Ponadto, dodawano takze antybiotyki, w tym penicyling oraz
streptomycyne (Thermo Fisher Scientific) do koncowego stezenia 100 U/ml.
O ile nie wskazano inaczej, we wszystkich do$wiadczeniach komérki CD34"
inkubowano lub hodowano w wyzej opisanej pozywce.
Bezposrednio po izolacji, komérki CD34* wysiewano na dotki 24-dotkowej plytki
hodowlanej (Corning) w liczbie 0,5-10° komorek/dotek w 500 pl pozywki (1-10°
komorek/ml pozywki). Komorki hodowano nastgpnie w standardowych warunkach
hodowlanych (37° C, 5 % CO3), monitorujac gestos¢ hodowli za pomocg mikroskopu
$wietlnego z kontrastem faz Olympus 1X81 (Olympus). Co 2 dni komérki liczono
w komorze Biirkera, cz¢$¢ z nich odbierano z hodowli na dalsze eksperymenty,
apozostala czes¢ rozsiewano do dotkow ptytek hodowlanych w gestosci 1-108
komorek/ml.

3.2.2.2. Hodowla komdrek hiPS

Linia ludzkich komorek iPS (hiPS) zostala wyprowadzona i scharakteryzowana
przez dr Sylwi¢ Bobis-Wozowicz w Zaktadzie Biologii Komoérki WBBiB UJ (396).
Komorki te otrzymano z komoérek mezenchymalnych galarety Wharton’a sznura
pepowinowego (ang. umbilical cord Wharton’s jelly MSCs; UC-MSCs),
wyizolowanych w Zaktadzie Biologii Komorki WBBiB UJ z materiatu tkankowego
dostarczonego przez PBKM S.A.
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Linia komorek hiPS zostala uzyskana w wyniku genetycznego reprogramowania
komorek UC-MSCs z zastosowaniem zestawu CytoTune iPSC Reprogramming Kit
(Thermo Fisher Scientific), bazujacego na wektorach opartych o wirusy typu Sendai,
przenoszacych elementy kodujace dla czynnikow pluripotencji, w tym Oct-3/4, Sox2,
KIf-4 oraz c-Myc (396). Szczegdtowy protokdt wyprowadzenia linii komorek hiPS
zostal zamieszczony w pracy do$wiadczalnej naszej grupy badawczej (396).

Ponadto, w eksperymencie opisanym w Podrozdziale 3.2.6. pt. Wizualizacja wnikania
hiPS-EVs do komoérek CD34" in vitro, zastosowano EVs wydzielane przez linig
komdrek hiPS z ekspresjg biatka zielonej fluorescencji (ang. green fluorescence protein;
GFP), wyizolowanego po raz pierwszy z widlonoga (ang. copepepod) Pontellina
plumata (okreslanego w literaturze jako ,,copGFP” (401)). Linia ta zostata uzyskana
przez dr Sylwi¢ Bobis-Wozowicz w Zaktadzie Biologii Komorki WBBiB UJ, poprzez
transdukcje wektorami lentiwirusowymi wyprowadzonej przez nig linii natywnych
komorek hiPS. W skrocie, wektor kodujacy ekspresje biatka copGFP uzyskano
z plazmidu PMIRH1-1-PA (System Biosciences), po wycieciu sekwencji dla pre-
miRNA-1 i ponownym zamkni¢ciu plazmidu przez ligacje. Plazmidem tym
transfekowano lini¢ pakujaca komorek HEK293T/17 (ATCC-CRL-11260; LGC
Standards), wraz z plazmidami pakujacymi psPAX2 oraz pMD2G (Addgene),
z zastosowaniem czynnika transfekujgcego Lipofectamine 2000 (Thermo Fisher
Scientific). Wektory lentiwirusowe z kaseta ekspresyjng dla biatka copGFP izolowano
nastepnie z pozywki znad hodowli linii pakujacej poprzez wirowanie w celu usunigcia
pozostatosci komorek (250 x g, 5 min, 4° C), a nastgpnie filtracj¢ nadsaczu przez filtry
0 srednicy porow 0,2 um (Merck Millipore). W 9 dniu od transdukcji za pomocg tego
wektora, komoérki hiPS wykazujace ekspresje copGFP sortowano przy uzyciu sortera
komorek FACS Aria 11 (Becton Dickinson).

Komorki hiPS (natywne oraz z ekspresja biatka copGFP) hodowane byly dzieki
uprzejmosci mgr Katarzyny Kmiotek-Wasylewskiej z Zakladu Biologii Komorki
WBBIB UJ, zgodnie z uprzednio opublikowanym protokotem (396). Obejmowat on
zastosowanie pozywki bezsurowczej Essential 8 (Thermo Fisher Scientific),
niezawierajacej substancji odzwierzgcych, w warunkach bez warstwy komorek
podscieliskowych. Pozywka ta byta zmieniana w komorkach codziennie. Tuz przed
pasazem, pozywka znad hodowli byla przenoszona do probéwek 50 ml typu falcon
(Sarstedt), a nastepnie przechowywana w temperaturze -80° C do czasu izolacji
wydzielonych przez te komérki EVs.

Po osiaggnigciu przez komorki konfluencji 80-90 % pasazowano je za pomocg roztworu
0,5 mM EDTA (Thermo Fisher Scientific). Po pasazu komoérki odptukiwano w pozywce
I wysiewano na nowe naczynia hodowlane, optaszczone uprzednio ludzka witronektyna
przez 1 godz. w TP (500 ngiml; Thermo Fisher Scientific). Dodatkowo, w celu
zahamowania $mierci komorek oraz wspomagania ich adhezji do podtoza, bezposrednio
po pasazu dodawano do pozywki inhibitora Y27632 kinazy zaleznej od Rho (ang. Rho-
associated protein kinase; ROCK) w koncowym stezeniu 10 uM (Merck Millipore).
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3.2.2.3. Hodowla komdrek mezenchymalnych sznura pepowinowego

Komorki UC-MSCs, stosowane do testu adhezji (opisanego w Podrozdziale
3.2.15. pt. Test oceniajgcy adhezje komdrek CD34" do komoérek mezenchymalnych oraz
komorek srodblonka naczyniowego in vitro) wyizolowane w Zaktadzie Biologii
Komorki WBBIB UJ metodg eksplantow (402), hodowano na naczyniach hodowlanych
Primaria (Corning) w standardowych warunkach (5 % CO., 37° C) w pozywce
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 stezeniu 100 U/ml; Thermo Fisher Scientific). Po
osiggnieciu konfluencji na poziomie 80-90 %, komorki pasazowano za pomocg
roztworu 0,25 % trypsyny-EDTA (Thermo Fisher Scientific), odptukiwano w pozywce
I wysiewano na nowe naczynia hodowlane.

3.2.2.4. Hodowla komérek $rodblonka zyly pepowinowej

Ludzkie komorki srodbtonka zyly pgpowinowej (ang. human umbilical vein
endothelial cells; HUVECs; Lonza) stosowane do testu adhezji (opisanego
w Podrozdziale 3.2.15. pt. Test oceniajgcy adhezje komdrek CD34* do komorek
mezenchymalnych oraz komodrek srodbtonka naczyniowego in vitro) hodowano
w standardowych warunkach (5% CO, 37° C) na na naczyniach hodowlanych
(Cornig) w dedykowanej pozywce EGM-2MV (Lonza). Po osiggni¢ciu przez komorki
konfluencji 80-90 % pasazowano je za pomocg roztworu 0,25 % trypsyny-EDTA
(Thermo Fisher Scientific). Po pasazu komoérki odptukiwano w pozywce 1 wysiewano
na nowe naczynia hodowlane.

3.2.3. I1zolacja hiPS-EVs

hiPS-EVs byly izolowane dzigki uprzejmosci mgr Katarzyny Kmiotek-
Wasylewskiej, w Zaktadzie Biologii Komérki WBBIB UJ, z pozywki hodowlanej znad
linii komorek hiPS.
Procedura izolacji hiPS-EVs opierala si¢ na metodzie sekwencyjnego wirowania (395,
396, 402), rutynowo stosowanej w naszym zespole badawczym, ktérej uproszczony
schemat zamieszczono na Rycinie 10. Pozywki kondycjonowane zbierano
z konfluentnych naczyn hodowlanych znad komorek hiPS, a nastepnie przechowywano
w temperaturze -80° C do czasu dalszej preparatyki. W dniu izolacji pozywki
rozmrazano w 4° C, a nastepnie poddawano wstepnemu wirowaniu (2 000 x g, 20 min,
4° C) w celu pozbycia si¢ fragmentdw komdrkowych. Nastepnie, nadsgcze przenoszono
do dedykowanych probowek ultrawirowniczych o pojemnosci 26,8 ml (Kendro Lab)
i poddawano ultrawirowaniu (100 000 x g, 70 min, 4° C) z zastosowaniem ultrawirOwki
Optima XPN-90 (Beckman Coulter) oraz rotora statokatowego typu 50.2 Ti. Po
ultrawirowaniu nadsgcze usuwano, a osady zawieszano w PBS filtrowanej przez pory
0 $rednicy 200 nm (Lonza), w celu odplukania nanoczgstek z resztek pozywki
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hodowlanej. Nastepnie probdéwki ponownie ultrawirowano, a osad zawierajacy hiPS-
EVs rozpipetowywano w 150 pul PBS (Lonza) i przenoszono do niskoretencyjnych
probowek typu eppendorf (Eppendorf). Do czasu dalszych analiz probki hiPS-EVs
przechowywano w -80° C.

Pozywka Usunigcienadsaczu
kondycjonowana Nadsacz i ptukanie w PBS

% Wirowanie wstgpne Ultrawirowanie Ultrawirowanie
(2000 x g, 20 min, 4° C) (100 000 g, 70 min, 4° C) |55 (100 000 x g, 70 min, 4° C)
Hodowla 9

komorek hiPS sad hiPS-EV

Rycina 10. Uproszczony schemat metody izolacji hiPS-EVs z pozywki kondycjonowanej,
zbieranej znad hodowli komdrek hiPS.

hiPS-EVs wydzielane przez komorki hiPS z nadekspresjg copGFP (copGFP hiPS-EVs)
otrzymywano z nadsaczy hodowlanych w sposéb analogiczny do protokotu opisanego
dla hiPS-EVs izolowanych z natywnych komdrek iPS.

3.2.4. Charakterystyka ilosciowa i jakoSciowa probek zawierajacych hiPS-EVs

Analiza  zawarto$ci  biologicznej  hiPS-EVs  zostala  zamieszczona
w opublikowanej pracy doswiadczalnej (396). Jednakze, na potrzeby niniejszej pracy
przeprowadzono dodatkowe analizy jakosciowe oraz ilosciowe probek hiPS-EVs
stosowanych w eksperymentach, opisane ponize;j.

3.2.4.1. Pomiar stezenia biatka w probkach hiPS-EVs

Stezenie bialek w osadach zawierajacych hiPS-EVs, wykorzystywane nastgpnie
do posredniego oznaczenia ilosci pecherzykow, oznaczano metodg Bradforda (402).
W tym celu, w proboéwkach typu eppendorf przygotowywano rozcienczenia standardu
biatkowego (2 mg/ml; Sigma-Aldrich) w zakresie od 0 pg/ml do 12 pg/ml, dodajac jego
odpowiednig obj¢tos¢ do 1 ml odczynnika Bradforda (Sigma-Aldrich). Zawiera on
bigkit Coomassie G-250, ktorego wiasciwosci spektralne ulegaja zmianie w wyniku
oddziatywania z biatkami. W konsekwencji, barwnik ten, w formie zwigzanej
z biatkami wykazuje maksimum absorbancji przy dtugosci fali 595 nm, co umozliwia
pomiar kolorymetryczny. Przygotowywano takze probke badana, mieszajac 1 pl probki
hiPS-EVs z 1 ml odczynnika Bradforda. Wszystkie probki inkubowano przez 10 min
bez dostepu do $wiatta, a nastgpnie pipetowano po 200 ul kazdej z probek do dotkow
ptytki 96-dotkowej (Falcon) w tryplikacie. Nast¢pnie, przeprowadzano pomiar
absorbancji poszczeg6lnych roztworow probek, z zastosowaniem czytnika Multiskan
FC Microplate Reader (Thermo Fisher Scientific). Na podstawie $rednich wartos$ci
absorbancji dla standardow biatkowych wyznaczano krzywa regresji, z ktorej rownania
obliczano nastg¢pnie $rednie stezenie biatka w probce hiPS-EVs.

58



3.2.4.2. Analiza stezenia czastek oraz rozkladu wielko$ciowego hiPS-EVs

Rozktad wielkosciowy pecherzykéw w wyizolowanych probkach hiPS-EVs

mierzono z wykorzystaniem techniki analizy $ledzenia trajektorii ruchu nanoczastek
(ang. nanoparticle tracking analysis; NTA), opartego o ruchy Browna. Szybko$¢ tego
typu ruchu zalezy m.in. od srednicy hydrodynamicznej czastki w roztworze, przy czym,
jak wynika z rownania Stokesa-Einsteina, im wigksza czgstka, tym jej ruch jest
wolniejszy (403, 404).
Przed pomiarem, przechowywane w temperaturze -80° C prébki hiPS-EVs rozmrazano
w 4° C, a nastepnie odpowiednio rozcienczano w 3 ml PBS przefiltrowanego przez filtr
o $rednicy poréw 200 nm (Lonza), uzyskujac koncowe stezenie hiPS-EVS wynoszace
2 ug biatka/ml. Przy obliczeniach postugiwano si¢ stezeniem biatka w preparatach
zawierajacych hiPS-EVs, uzyskanym z pomiaru metoda Bradforda. Nastepnie, tak
przygotowane probki poddawano analizie NTA z zastosowaniem analizatora NanoSight
NS300 oraz oprogramowania NTA (Malvern). Kazdorazowo, probke poddawano
trzykrotnej akwizycji w systemie ciggltego przeptywu generowanego przez dedykowang
pompe strzykawkowa, zapisujac trzy 1-minutowe filmy z trajektorig ruchu czastek, przy
poziomie czulosci kamery (ang. camera level) wynoszacym 13. Nastepnie, na
podstawie zebranych danych wyznaczano $redni rozkladu wielko$ciowy S$rednicy
hydrodynamicznej oraz st¢zenie pecherzykoéw, wyrazone jako liczbg czastek na ml
analizowanej probki. Analize przeprowadzono na trzech prébkach hiPS-EVs,
pochodzacych z niezaleznych izolacji pgcherzykéw z pozywki kondycjonowanej znad
komdrek hiPS, stosujac parametr poziomu odciecia (ang. treshold) rowny 3. Przed
pomiarem kazdej z probek aparat dokladnie ptukano ultraczysta woda, sprawdzajac
takze czystos¢ PBS stosowanej do rozcienczania probek.

3.2.4.3. Mikroskopia sit atomowych

Analiz¢ probek hiPS-EVs z zastosowaniem mikroskopii sit atomowych
(ang. atomic force microscopy; AFM) przeprowadzono analogicznie do eksperymentu
szczegdtowo opisanego w opublikowanej pracy doswiadczalnej (396). Doswiadczenie
wykonano we wspolpracy z dr Michalem Sarng z Pracowni Obrazowania
I Spektroskopii Sit Atomowych Matopolskiego Centrum Biotechnologii UJ, dzieki
uprzejmosci Kierownika Pracowni prof. dr hab. Tadeusza Sarny.
Probka hiPS-EVs zawieszona w filtrowanej przez filtr o $rednicy porow 200 nm PBS
(Lonza) byla nakrapiana na powierzchni¢ ptytki wykonanej z miki, a nast¢pnie
inkubowana przez 20 min w TP. Po tym czasie niezwigzana czg¢§¢ probki byta
delikatnie odptukiwana za pomocg PBS i poddawana analizie z zastosowaniem
mikroskopu Bioscope Catalyst (Bruker) oraz sondy wykonanej z azotku krzemu
0 promieniu krzywizny ostrza 2 nm (Bruker). W celu uzyskania 2-wymiarowych oraz
3-wymiarowych obrazow pe¢cherzykow obecnych w badanych prébkach, pomiar
topografii powierzchni przeprowadzano w trybie odczytu Peak Force Tapping,
dedykowanego do analizy delikatnych czastek biologicznych, w tym EVs (405).
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3.2.4.4. Analiza cytometryczna biologicznej zawarto$ci hiPS-EVs

Analiz¢  fenotypu  hiPS-EVS  przeprowadzano z  zastosowaniem
wysokorozdzielczej cytometrii przeptywowej. W tym celu, hiPS-EVs inkubowano
zmysimi  przeciwciatami ~ monoklonalnymi  (sprzezonymi  z  barwnikami
fluorescencyjnymi) skierowanymi przeciwko wybranym ludzkim antygenom, ktérych
liste zamieszczono w Tabeli 8. Dodatkowo, stosowano takze barwnik fluorescencyjny
RNA Select Dye (Thermo Fisher Scientific), ktory po zwigzaniu si¢ z RNA
I wzbudzeniu laserem niebieskim (488 nm), emituje zielong fluorescencj¢ (maksimum
emisji przy dhlugosci fali 530 nm). Przygotowywano réwniez probki kontrolne:
niebarwione hiPS-EVs oraz inkubowane z odpowiednimi przeciwciatami, stanowigcymi
kontrole izotypowe (Tabela 8).

Tabela 8. Spis przeciwcial stosowanych do barwienia immunofluorescencyjnego hiPS-EVs
do pomiaru z zastosowaniem cytometrii przeplywowej. AIx647: typ barwnika
fluorescencyjnego Alexa o maksimum wzbudzenia dla fali o dlugosci 647 nm.

Przeciwcialo Klon lzotyp Fluorochrom Producent

kontrola izotypowa | ) o o1 APC BioLegend
IgGlx
kontrola izotypowa 133316 - APC R&D Systems
19G3
kontrola izotypowa MM30 AlxG4T
oM BioL d
anty-CD45 HI30 1gGlx totegen
anty-CD34 581 IgGlk
anty-CD9 MEM-61 IgGlk Thermo Fisher
anty-CD63 MEM-259 IgGlk APC Scientific
anty-CD81 S5A6 IgGlk
anty-SSEA-4 MC-813-70 1gG3 .
Y g BioLegend
anty-CD90 5E10 IgGlk
anty-CD105 43A3 IgGlk
anty-KDR 89106 IgGlx R&D Systems
anty-Tra-1-60 TRA-1-60R IgM Alx647 BioLegend

Przed barwieniem, przygotowywano probowki typu eppendorf zawierajace po 300 pl
PBS przefiltrowanego przez filtr o $rednicy poréw 200 nm (Lonza). Nastepnie,
dodawano do nich 0,3 pl barwnika RNA Select (koncowe stezenie 5 puM) oraz
odpowiednie przeciwciato w objetosci zalecanej przez producenta do przeprowadzenia
1 testu. Reagenty doktadnie mieszano poprzez worteksowanie eppendorféw, a nast¢pnie
wirowano (21000 x g, 20 min, 4° C) w celu eliminacji potencjalnych agregatéw
biatkowych oraz innych zanieczyszczen obecnych w uzytych odczynnikach. Nadsacze
po odwirowaniu ostroznie przenoszono do nowych eppendorféow, a nastepnie dodawano
do nich hiPS-EVs do koncowego stezenia biatka wynoszacego 2 pg/ml. Tak
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przygotowane prébki mieszano i inkubowano w 4° C przez 30 min, a naste¢pnie
poddawano je analizie z zastosowaniem cytometru przeptywowego Apogee A50-Micro
(Apogee Flow Systems), dedykowanego do analizy nanoczastek. Analize¢ otrzymanych
danych prowadzono z zastosowaniem oprogramowania Histogram (Apogee Flow
Systems).

Dodatkowo, przed wtasciwymi pomiarami probek hiPS-EVs analizowano takze probki
stanowigce jedynie mieszaniny odczynnikéw do barwienia (odpowiednie przeciwciala
oraz RNA Select, zawieszone w PBS), przygotowane w spos6b analogiczny
do mieszanin przeznaczonych do znakowania pgcherzykow. Probki te stanowity
dodatkowe kontrole, ktérych zastosowanie minimalizowato ryzyko otrzymania
sygnatow falszywie pozytywnych, pochodzacych od nanoczgstek stanowiacych
zanieczyszczenie stosowanych reagentow.

Przed pomiarem, cytometr kalibrowano z zastosowaniem dedykowanych kulek Apogee
Calibrating Beads #1493 (Apogee Flow Systems), bedacych mieszaning kulek
0 srednicy od 110 do 1300 nm, w tym kulek: i) polistyrenowych, wykazujacych zielong
fluorescencje oraz ii) niefluoryzujacych kulek silikonowych. Zastosowanie takiej
mieszaniny kalibracyjnej umozliwia z jednej strony prawidtowe ustawienie punktu
odcigcia progu detekcji powyzej szumu aparaturowego (z ang. treshold) i ocene
rozdzielczosci aparatu w kanale fluorescencji, z drugiej za§ daje mozliwosé
doktadniejszego oszacowania wielko$ci analizowanych obiektow. Wynika to z faktu,
iz wspoOtczynnik rozproszenia $wiatla czastek biologicznych jest bardziej zblizony do
wspotczynnika dla kulek silikonowych, w porownaniu do typowo stosowanych
odczynnikdw kalibracyjnych, zawierajacych jedynie kulki polistyrenowe (406).

Dodatkowo, tak przygotowane prébki hiPS-EVs analizowano rdéwniez za pomoca
obrazowego cytometru przeptywowego ImageStream X Mk Il, sterowanego poprzez
oprogramowanie ISX (Amnis Corp.). Obiekty zbierano przy niskiej predkosci
przeptywu z zastosowaniem obiektywu o powigkszeniu 60x. Analize uzyskanych
danych przeprowadzono przy uzyciu oprogramowania IDEAS (Amnis Corp.).

Ponadto, na potrzeby weryfikacji danych eksperymentalnych dotyczacych wptywu
hiPS-EVs na obecno$¢ wybranych molekut adhezyjnych na komoérkach CD34" z KP
(omowienie tych wynikéw znajduje sie w Podrozdziale 4.10. pt. Analiza wptywu hiPS-
EVs na adhezje komorek CD34" in vitro), przygotowano takze probki hiPS-EVs, ktore
barwiono barwnikiem RNA Select oraz przeciwciatem przeciwko antygenowi LFA-1
(zang. lymphocyte function associated antigen 1; klon m24, BiolLegend). Prébki
przygotowywano oraz analizowano z zastosowaniem cytometru Apogee A50-Mico
w sposob analogiczny do metodologii opisanej dla analizy fenotypowej hiPS-EVs,
opisanej w niniejszym Podrozdziale.
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3.2.4.5. Analiza obecno$ci biatek w prébkach hiPS-EVs metoda Western Blot

W celu detekcji obecnosci wybranych bialek metoda Western Blot,

przygotowywano probki biatkowe hiPS-EVs oraz ich komoérek rodzicielskich. Sktad
poszczegbdlnych buforéw stosowanych podczas przygotowania, rozdziatu i transferu
prébek zamieszczono w Tabeli 9.
Lizaty komorek hiPS uzyskano dzigki uprzejmosci dr Sylwii Bobis-Wozowicz. 10 pg
biatka z hiPS-EVs i komoérek hiPS (stezenie uzyskano poprzez pomiar metodg
Bradforda) mieszano z buforem lizujacym (Cell Signalling) z dodatkiem mieszaniny
100 pl/ml inhibitoréw proteinaz (Thermo Fisher Scientific), zgodnie z protokotem
producenta. Nastepnie probki dodatkowo lizowano przez 5 min w 4° C i dodawano do
nich bufor obcigzajacy Laemmliego, zgodnie z protokotem producenta, poddajac
otrzymang mieszaning denaturacji w 70° C przez 10 min. W kolejnym etapie, tak
przygotowane probki lizatéw biatkowych naktadano do studzienek zeli Mini-
PROTEAN TGXPrecast Gel (Bio-Rad). Jako marker wielkosci biatek zastosowano
odczynnik Page Ruller Prestained Protein Ladder (Thermo Fisher Scientific),
W objetosci 4 ul na studzienke zelu. Zele umieszczano w zestawie do elektroforezy
Mini-PROTEAN Tetra cell (Bio-Rad) i dokonywano ich rozdziatu przy statym napigciu
200 V przez 30 min, w obecnosci buforu rozdzielajacego Electrophoresis Running
Buffer (Bio-Rad), rozcienczonego w wodzie dejonizowanej. W nastepnym kroku,
dokonywano transferu rozdzielonych elektroforetycznie probek z zelu na membrany
wykonane z polifluorku winylidenu (ang. polyvinylidene fluoride; PVDF), za pomocg
zestawu Trans-Blot Turbo RTA Mini PVDF Transfer (Bio-Rad), przy natezeniu 1,3 A
i napieciu 25 V, w czasie 7 min. Nastepnie, membrany ci¢to i blokowano przez 1 godz.
w buforze TBS-T rozcienczonym w wodzie dejonizowanej, z dodatkiem 1% surowiczej
albuminy wotowej (ang. bovine serum albumin; BSA; Sigma-Aldrich).

Tabela 9. Sklad buforéw stosowanych do analizy obecnosci bialek w prébkach hiPS-EVs
za pomoca metody Western Blot.
20 mM Tris-HCI
150 mM NacCl
1 mM Na,EDTA
ImM EGTA
Bufor lizujacy (10x) 1 % Triton X-100
(Cell Signalling) 2,5 mM azydek sodu
1 mM beta-glicerofosforan
1 mM NazVOg,
1 pg/ml leupeptyna
(pH 7,5)
277,8 mM Tris-HCI
Bufor obciazajacy Laemmliego 44,4 % (v/v) glycerol
(4x) 4,4 % SDS
(Bio-Rad) 0,02 % btekit bromofenolowy
(pH 6,8)
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Bufor rozdzielajacy 25 mM Tris
Electrophoresis Running Buffer 192 mM glicyna

(10x) 0,1% SDS

(Bio-Rad) (pH 8,3)
1,72 g NaCl (POCH)
Bufor 10 ml 1M Tris—HCI (POCH)
TBS-T (10x) 0,1 g Tween 20 (Sigma-Aldrich)

190 ml H.0

(pH 7,6)

W nastepnym etapie, membrany inkubowano w temp. 4° C (przez cala noc)
Z pierwszorzedowymi przeciwcialami przeciwko nastgpujacym biatkom: CD9, CD63,
synteninie, kalneksynie oraz B-aktynie. Spis stosowanych przeciwcial zamieszczono
w Tabeli 10. Nastepnie, membrany ptukano 3 - krotnie przez 15 min w buforze TBS-T
i dodawano odpowiednich przeciwciat drugorzgdowych: kroliczego anty-koziego 1gG
lub koziego anty-mysiego IgG (oba z Thermo Fisher Scientific), sprz¢zonych
z peroksydaza chrzanowg (ang. horseradish peroxidase; HRP). Membrany inkubowano
z przeciwcialami drugorzedowymi przez 1 godz. w TP 1 ponownie odptukiwano
W sposoOb analogiczny do ptukania po inkubacji z przeciwcialami pierwszorzgdowymi.
Wszystkie zastosowane w analizie Western Blot przeciwciata rozcienczano przed
dodaniem w 4 ml buforu TBS-T z dodatkiem 1% BSA, stosujac rozcienczenie zalecane
przez producenta. W celu wykrycia obecnosci badanych biatek, membrany pokrywano
nastepnie 1,5 ml substratu dla HRP (Luminata Crescendo Western HRP Substrate;
Merck Millipore) i dokonywano pomiaru chemiluminescencji od produktu powstatego
w wyniki aktywnosci tego enzymu. Detekcj¢ sygnatu przeprowadzano za pomoca
aparatu Gel Doc XR+ Gel Documentation System (Bio-Rad) oraz dedykowanego
oprogramowania Image Lab (Bio-Rad).

Tabela 10. Spis przeciwcial pierwszorzedowych stosowanych do analizy obecnosci bialek
metoda Western Blot w probkach hiPS-EVs oraz ich komorkach rodzicielskich.

Rozpoznawany Pochodzenie Producent
antygen
CD9 )
mysie monoklonalne 19gG
CD63 ]
o Thermo Fisher
syntenina N
Y kozie poliklonalne IgG Scientific
kalneksyna
B-aktyna mysie monoklonalne 1gG

3.2.5. Inkubacja komoérek CD34* z hiPS-EVs

Komorki CD34" uprzednio wyizolowane z KP, a nastgpnie namnazane €X Vivo,
byty poddawane dziataniu hiPS-EVs w hodowli in vitro. W kazdym z eksperymentow
stosowano dawke hiPS-EVs odpowiadajaca 1 g biatka oznaczonego metoda Bradforda
przypadajacg na 2-10° komoérek CD34* zawieszonych w objetosci 500 pl pozywki,
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uzyskujac tym samym koncowe stezenie hiPS-EVS wynoszace 2 pg/ml. Kazdorazowo
przeliczano objetos¢ probki hiPS-EVs przypadajaca na liczbg komorek uzyta w danym
doswiadczeniu, zachowujac ta sama dawke dodawanych pecherzykéw na dang liczbe
komorek.

W niniejszej pracy badano wptyw zarowno krotko-, jak dlugoterminowe;j
inkubacji z hiPS-EVs na wybrane wiasciwosci biologiczne komérek CD34* z KP
(Rycina 11). Kazdorazowo, we wszystkich eksperymentach kontrolg stanowity komorki
CD34", ktore byty poddawane inkubacji w takich samych warunkach, ale w pozywce
bez dodatku z hiPS-EVs.

Dlugoterminowa inkubacjaz hiPS-EVs

Dodawanie hiPS-EVs co 2 dni (2 pg/ml)

Ocena tempa proliferacji (3.2.7)

Izolacja ~ EKspansjaex vivo

w pozywee z hiPS-EVs Zbadanie zmian fenotypu komorek (3.2.9)

komorek
CD34+z KP Ocena klonogennosci - test CFU (3.2.10)

Analiza ekspresji gendw (3.2.16)

Kroétkoterminowa inkubacjaz hiPS-EVs

Izolacja ~ Ekspansjaex vivo

komorek przez 7 dni Dodanie hiPS-EVs (2 pg/ml)

CD34*z KP l

Wizualizacjawnikania hiPS-EVs do komorek (3.2.6)

Analiza produkcji ATP (3.2.8) Ocena klonogennosci - test CFC (3.2.10)

Ocena cytoprotekcyjnego efektu hiPS-EVs (3.2.11)

Zbadanie aktywnosci chemotaktycznej (3.2.12)

Analiza zmian st¢zenia jonow wapnia (3.2.13)

Test adhezji komoérek (3.2.14 1 3.2.15) Analiza ekspresji genow (3.2.16)

Analizafosforylacji kinaz biatkowych (3.2.17)

Zasiedlanie nisz szpikowych i rekonstytucja hematopoetyczna invivo (3.2.18)

Rycina 11. Schemat metodyki inkubacji komorek CD34* z hiPS-EVs. W zaleznosci od typu
prowadzonej analizy, komdrki CD34* po izolacji z KP poddawano ekspansji ex vivo
w obecnosci hiPS-EVs (dtugoterminowa inkubacja; gérny panel) lub najpierw je namnazano,
a nastepnie po 7 dniach ekspansji inkubowano przez 2-48 godz. z hiPS-EVs (krétkoterminowa
inkubacja; dolny panel). W nawiasach podano numery Podrozdziatow ze szczegdtowym opisem
protokotow eksperymentalnych, w ktorych zastosowano dany typ inkubacji.
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3.2.5.1. Inkubacja dlugoterminowa

W doswiadczeniach majacych na celu analize wptywu hiPS-EVs na funkcje
komorek CD34" z KP w trakcie ich ekspansji w warunkach ex vivo, stosowano system
inkubacji dlugoterminowej. W tym celu komérki CD34" bezposrednio po izolacji z KP
namnazano w standardowych warunkach hodowlanych (5 % CO», 37° C) przez 14 dni,
W pozywce zawierajgcej hiPS-EVs (2 ug/ml). Pozywke wymieniano co 2 dni, poprzez
odplukiwanie komorek przy uzyciu PBS i ich wirowania (300 x g, 10 min, TP),
zawieszanie w $wiezej pozywce z dodatkiem hiPS-EVS i1 wysianie na naczynia
hodowlane w celu dalszej ekspansji.

3.2.5.2. Inkubacja krétkoterminowa

W pozostatych eksperymentach stosowano inkubacje krotkoterminowa komorek
HSCs z hiPS-EVs. W tym celu, komérki CD34* poddawano najpierw 7-dniowej
ekspansji w pozywce bez dodatku hiPS-EVs, aby zwigkszy¢ ich liczbe przed kolejnymi
doswiadczeniami. Nastgpnie, komorki te inkubowano w $wiezej pozywce z dodatkiem
hiPS-EVs (2 ng/ml) przez czas od 2 do 48 godz. (czas inkubacji zalezny byt od rodzaju
eksperymentu, co opisano przy poszczegélnych procedurach) w standardowych
warunkach hodowlanych (5 % COz2, 37° C), po czym niezwigzane i niezinternalizowane
hiPS-EVs odptukiwano przy uzyciu PBS i wirowania komorek (300 x g, 10 min, TP).
Odptukane komoérki poddawano nastgpnie dalszym analizom.

3.2.6. Wizualizacja wnikania hiPS-EVs do komorek CD34" in vitro

Komorki CD34" z KP, poddane uprzedniej ekspansji ex vivo przez 7 dni,
wysiewano na szalki hodowlane WillCo-dish (WillCo Wells) o $rednicy 3,5 cm,
w liczbie 2-10° komérek/szalke w 500 ul pozywki hodowlanej. Dzieki zastosowaniu
szklanego dna, szalki te dedykowane sg do obrazowania z zastosowaniem mikroskopii
fluorescencyjnej. Dla zwigkszenia efektywnosci adhezji komoérek do podtoza, w celu
ich immobilizacji dla potrzeb analizy mikroskopowej, przed wysianiem komorek szalki
pokrywano 1 ml roztworu ludzkiej fibronektyny w PBS (50 pg/ml; Sigma-Aldrich)
przez 30 min w TP, po czym nadmiar roztworu usuwano. Na tak przygotowane szalki
wysiewano komorki i inkubowano je przez 2 godz. (37°C, 5 % CO3), umozliwiajac ich
adhezje do dna szalki. Po tym czasie do komorek dodawano hiPS-EVs wydzielane
przez komorki hiPS z ekspresja copGFP (copGFP hiPS-EVs; koncowe stgzenie
2 ug/ml) i inkubowano przez kolejne 2 godz. W kolejnym etapie komorki ostroznie
przeplukiwano dwukrotnie roztworem PBS w celu usunigcia niezwigzanych
I niezinternalizowanych copGFP hiPS-EVs i ponownie dodawano $wieza pozywke.
Nastgpnie, wybarwiano jadra komorek za pomocg barwnika fluorescencyjnego Hoechst
33342 (Hoe; 1 pg/ml; BD Pharmingen), dodajac go 5 min przed analizg w TP. Tak
przygotowane komorki po inkubacji z copGFP hiPS-EVs poddawano nastepnie analizie
z zastosowaniem mikroskopu fluorescencyjnego Leica DMI6000B wer. DMI7000
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(Leica Microsystems) z kontrastem interferencyjno-modulacyjnym. Zdjgcia komorek
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). Sygnat dla Hoe oraz copGFP odczytywano przy uzyciu
kostek filtrowych, odpowiednio “A4” oraz “GFP”. Proces dekonwolucji obrazu
przeprowadzano za pomoca oprogramowania LAS-AF (Leica Microsystems).

3.2.7. Analiza tempa ekspansji ex vivo komorek CD34* z KP

Wysortowane komorki CD34" hodowano bez lub w obecnosci hiPS-EVs przez
14 dni (w systemie inkubacji dlugoterminowej, opisanej szczegdétowo w Podrozdziale
3.2.5.1. pt. Inkubacja dtugoterminowa). Bezposrednio po izolacji oraz w 4, 6, 8, 11 i 14
dniu hodowli komoérki namnazane w pozywce z dodatkiem hiPS-EVs oraz w pozywce
kontrolnej (bez hiPS-EVs) liczono za pomoca komory Biirkera. Na podstawie
otrzymanych w ten sposob wynikow okreslano tempo proliferacji komorek, wyrazone
jako krotnos$¢ przyrostu ich liczby w porownaniu do liczby komorek wysianych przy
rozpoczynaniu ekspansji ex vivo, bezposrednio po izolacji. Ponadto, na podstawie
uzyskanych danych obliczano takze tempo proliferacji komorek jako czas podwojenia
populacji (liczby komdrek) pomigdzy poszczegdlnymi punktami analizy.

3.2.8. Analiza aktywnos$ci metabolicznej komorek CD34*

Komoérki CD34" poddane uprzedniej ekspansji ex vivo przez 7 dni wysiewano na
biate ptytki 96-dotkowe (Perkin Elmer) w liczbie 5-10* komérek na dotek w tryplikacie
w pozywce hodowlanej, do ktorej dodawano nastgpnie hiPS-EVs (koncowe stezenie
2 pg/ml). Kontrole stanowity komorki w pozywce bez dodatku hiPS-EVs. Nastepnie,
komérki hodowano w standardowych warunkach przez 2, 24 lub 48 godz. (zgodnie
z protokotem szczegdtowo opisanym w Podrozdziale 3.2.5.2. pt. Inkubacja
krotkoterminowa). Po tym czasie, dokonywano pomiaru st¢zenia adenozynotrifosforanu
(ang. adenosine triphosphate; ATP) obecnego w komorkach, jako jednego ze sposobéw
analizy aktywnosci metabolicznej komérek w hodowli in vitro (407). Wykorzystano
w tym celu komercyjny zestaw ATPLite Lumiescence Assay System (Perkin Elmer),
zgodnie z protokotem producenta. W skrocie, komorki lizowano dedykowanym
buforem lizujacym w celu uwolnienia do roztworu wewnagtrzkomorkowego ATP,
a nastepnie dodawano lucyferaze oraz jej substrat. W wyniku reakcji lucyferazy z ATP
powstaje oksylucyferaza oraz dochodzi do emisji luminescencji.

Po dodaniu reagentow, odczytywano Sygnaly luminescencji przy uzyciu czytnika
Infinite M200 Pro analyzer oraz oprogramowania i-control (Tecan). Stezenie ATP
w dotkach z komodrkami obliczano na podstawie rownania Krzywej regresji otrzymanej
dla standardow ATP, dotgczonych do zestawu.
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3.2.9. Fenotypowanie komorek CD34* w trakcie ekspansji ex vivo

Wysortowane komdrki CD34" hodowano bez lub w obecno$ci hiPS-EVs przez
14 dni, analogicznie do hodowli opisanej w Podrozdziale 3.2.7. pt. Analiza tempa
ekspansji ex vivo komérek CD34™ z KP. Bezposrednio po izolacji oraz w 4, 6, 8,11 i 14
dniu hodowli, komorki poddawano analizie ich fenotypu za pomoca cytometrii
przeptywej. W tym celu 1-10° komorek barwiono zgodnie z zaleceniami producenta za
pomoca odpowiednich mysich przeciwcial monoklonalnych sprz¢zonych z barwnikiem
fluorescencyjnym APC lub PE, skierowanych przeciwko ludzkiemu antygenowi CD34
(BD Bioscience) oraz markerom charakterystycznym dla poszczegélnych linii komorek
hematopoetycznych, ktérych spis zamieszczono w Tabeli 11 (wszystkie przeciwciata
zakupiono w firmie BD Bioscience).

Tabela 11. Spis przeciwcial stosowanych do barwienia immunofluorescencyjnego komorek
z KP w celu analizy zmian ich fenotypu w trakcie ekspansji ex vivo.

Linia komorek krwi Stosowane
.. .. Fluorochrom
poddawana detekcji przeciwcialo

limfocytow T anty-CD3 UCHT1 FITC
limfocytéw 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

Komorki barwiono z przeciwciatami w 300 pl buforu MACS przez 30 min w 4° C, po
czym dopetniano roztworem PBS i wirowano (300 x g, 10 min, 4° C). Osad komorkowy
zawieszano w 300 pl buforu MACS i analizowano za pomocg cytometru
przeptywowego BD LSRFortesa oraz oprogramowania BD FACSDiva wer. 8.1.
(Becton Dickinson).

3.2.10. Test potencjalu klonogennego komorek CD34*

W celu okreslenia wptywu hiPS-EVs na potencjat klonogenny komorek CD34,
przeprowadzano test Klonogennosci w metylocelulozie (ang. colony-forming cell assay;
CFC). Test przeprowadzano na komdrkach uprzednio inkubowanych krotko- lub
dlugoterminowo z hiPS-EVs.

W przypadku inkubacji krétkoterminowej, po 7 dniach ekspansji komoérek CD34*
W pozywce bez pecherzykow, komorki inkubowano przez 2, 6 lub 24 godz. w $wiezej
pozywce z dodatkiem hiPS-EVs (procedure szczegétowo opisano w Podrozdziale
3.2.5.2. pt. Inkubacja krotkoterminowa). Po tym czasie, niezwigzane pegcherzyki
odplukiwano, a nastepnie komorki CD34" (w liczbie 500) wysiewano w 1 mi
metylocelulozy (na szalke o srednicy 3cm; BD Falcon).

W przypadku inkubacji dlugoterminowej, komdrki CD34" namnazano w obecnosci
hiPS-EVs przez 14 dni, analogicznie do protokotu opisanego w Podrozdziale 3.2.7.
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pt. Analiza tempa ekspansji ex vivo komoérek CD34*z KP. W 4, 6, 8, 11 oraz 14 dniu
hodowli, kazdorazowo odbierano po 500 komorek i umieszczano w 1 ml
metylocelulozy (na szalke o $rednicy 3cm; BD Falcon).

W obu wariantach inkubacji z hiPS-EVs, kontrole stanowity komorki CD34*
inkubowane w pozywce hodowlanej bez dodatku hiPS-EVs.

W celu wysiania komorek do testu CFC, najpierw zawieszano je w 100 pl odczynnika
Cell Resuspension Medium (R&D Systems), a nast¢pnie mieszano z 1 ml komercyjnie
dostepnej, poiptynnej pozywki na bazie metylocelulozy (Human Methylcelulose
Enriched Media; R&D Systems) za pomoca strzykawki insulinowej (Polfa) z igla
0 srednicy 1,2 mm (BD Microlance 3). Sktad stosowanej pozywki zamieszczono
w Tabeli 12.

Tabela 12. Skiad komercyjnej pozywki hodowlanej Human Methylcelulose Enriched
Media (R&D Systems), wykorzystywanej do przeprowadzania testu klonogennoSci
komorek CD34* z KP.

Skladnik Stezenie

Metyloceluloza w pozywce IMDM 14%
(z ang. Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium) '
FBS 25%
BSA 2%
L-Glutamina 2mM
2-Merkaptoetanol 5-10°M
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 przygotowang mieszaning odstawiano na kilka minut w celu pozbycia si¢
ewentualnych pecherzykow powietrza, a nastepnie rozprowadzano rownomiernie na
szalki Petriego o $rednicy 3 cm (BD Falcon), ktore umieszczano w szalkach o srednicy
10 cm zawierajacych wodeg, zapewniajaca odpowiednia wilgotno$§¢ hodowli. Po 14
dniach hodowli liczono powstale kolonie z uwzglgdnieniem podzialu na ich
poszczegoblne 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 $wietlnego Olympus IX81 (Olympus) (Rycina 12). Przy
ocenie morfologicznej korzystano z atlasu kolonii Atlas of Human Hematopoietic
Colonies (Stem Cell Technologies).
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Wysianie 14 dni Liczenie
komérek hodowli kolonii
N

\

Komorki CD34* zawieszone w pozywce
z polplynna metyloceluloza
Rycina 12. Uproszczony schemat obrazujacy zasade przeprowadzania testu CFC w celu
analizy potencjalu klonogennego komorek CD34* z KP. Na schemacie wykorzystano
elementy grafiki dost¢pne na stronie producenta R&D Systems www.rndsystems.com.

3.2.11. Test apoptozy indukowanej staurosporyna

2-10° komdrek CD34* poddanych uprzednio ekspansji ex vivo przez czas 7 dni,
inkubowano nast¢pnie z hiPS-EVs przez 2 godz., zgodnie z procedurg szczegdtowo
opisang w Podrozdziale 3.2.5.2. pt. Inkubacja krétkoterminowa. Nastepnie, niezwigzane
pecherzyki odptukiwano, a komorki zawieszano w pozywce zawierajacej staurosporyng
(Sigma-Aldrich) w stezeniu 100 nM i inkubowano przez 24 godz. (5% CO., 37° C) na
plytce 24-dotkowej. Dodatkowo, wysiewano réwniez komorki CD34" w pozywce
niezawierajacej staurosporyny (kontrola testu). Po czasie inkubacji komorki zbierano
z dotkoéw, odwirowywano (300 x g, 10 min, TP), a nastepnie barwiono za pomocg
zestawu Annexin V Apoptosis Detection Kit (BD Bioscience), zgodnie z protokotem
producenta. W skrocie, komorki zawieszano w dedykowanym buforze do barwienia
(100 pl/10° komorek) rozcienczonym woda dejonizowana, a nastepnie dodawano 5 pl
aneksyny V (An V) sprzezonej z barwnikiem FITC, ktéra wigze si¢ do
fosfatydyloseryny, ulegajacej ekspozycji na zewngtrznej warstwie btony komorki
podczas procesu apoptozy (408). Ponadto, dodawano takze 5 ul barwnika jadrowego 7-
aminoaktynomycyny D (7-AAD), wykazujacego zdolnos¢ do wnikania do
obumierajacych komorek, ktore utracity integralno$¢ btony komorkowej (409). Po 15
min. inkubacji komorek z odczynnikami w TP, komorki analizowano z zastosowaniem
cytometru przeptywowego BD LSRFortessa oraz oprogramowania BD FACSDiva wer.
8.1 (Becton Dickinson). W analizie badano odsetek komorek zywych (AnV™ 7-AAD"),
we wczesnej (AnV* 7-AAD") oraz poznej apoptozie (AnV*7-AADY), a takze komorek
nekrotycznych (AnV-7-AADY).

3.2.12. Test chemotaksji komdrek CD34*w gradiencie SDF-1

Komoérki CD34" poddane 7-dniowej ekspansji liczono, a nastepnie testowano
ich zdolnos¢ do chemotaktycznej reakcji na gradient SDF-1, po uprzedniej inkubacji
z hiPS-EVs (Rycina 13). W tym celu, 4-10° komorek inkubowano w pozywce z hiPS-
EVs przez 2, 6 lub 24 godz., zgodnie z procedura szczegbélowo opisang w Podrozdziale
3.2.5.2. pt. Inkubacja krotkoterminowa. Kontrole stanowity komorki inkubowane
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w pozywce bez dodatku hiPS-EVs. W danym punkcie czasowym niezwigzane hiPS-
EVs odptukiwano, a komorki zawieszano w 250 pl pozywki IMDM (Sigma-Aldrich)
z dodatkiem 0,5 % BSA (Sigma- Aldrich). Wybor takiego sktadu pozywki podyktowany
byt koniecznoscig eliminacji ewentualnych czynnikow chemotaktycznych obecnych
W pelnej pozywce, ktore moglyby potencjalnie wptywac na reakcje komorek na SDF-1.

Nastepnie, wysiewano komorki w liczbie 1,5-10° na zmodyfikowana komore Boydena,
stanowigcg inserty z membrang o Srednicy porow 5 um (Transwell polycarbonate
membrane cell culture inserts; Corning), umieszczone w studzienkach ptytki 24-
dotkowe;j, zawierajacych 650 pl pozywki IMDM z dodatkiem 0,5 % BSA oraz SDF-1
(100 ng/ml; Peprotech) lub w studzienkach z pozywka IMDM z 0,5 % BSA, ale bez
dodatku chemoatraktanta (kontrola ujemna). Dodatkowo, wysiewano po 3-10° komérek
do osobnych dotkow bez insertu, stanowigcych kontrole ilosciowa testu.

Analiza
o Cytometryczna
Wysianie g8
hiPS-EVs komorek i
N g .
Inkubacja \ } Inkubacja -5;.5‘50. wn e o0 2
o © (2, 6,24 godz.) Jaso e (Sgodz) FSC L
< ® 5 = 58
) = T (=] Eag_z
Komorki | . 23
CD34+ Pozywka z dodatkiem — 23
lub bez SDF-1 7

-1.398

CXCR4

Rycina 13. Uproszczony schemat analizy wplywu hiPS-EVs na zdolno$¢ komorek CD34*
zKP do chemotaktycznej reakcji na gradent SDF-1 in vitro, z wykorzystaniem
zmodyfikowanej komory Boydena.

Komorki inkubowano nastgpnie przez 3 godz. w standardowych warunkach (37° C, 5 %
CO2), po czym usuwano inserty, a komorki, ktore przemigrowaly przez pory do
studzienek zliczano za pomoca cytometru przeptywowego BD LSRFortessa oraz
oprogramowania BD FACSDiva wer. 8.1 (Becton Dickinson) (Rycina 13). Procent
komérek aktywnych chemotaktycznie obliczano stosujac wzory przedstawione na
Rycinie 14.

Jednoczesnie, 5-10* komérek bezposrednio po inkubacji z hiPS-EVs barwiono mysimi
przeciwciatami monoklonalnymi przeciwko ludzkiemu antygenowi CXCR4 (klon
12G5; BD Bioscience), sprz¢zonymi z barwnikiem fluorescencyjnym PE-Cy7
I analizowano za pomocg cytometru przeplywowego BD LSRFortessa (komorki
barwiono wedlug protokotu opisanego w Podrozdziale 3.2.9. pt. Fenotypowanie
komorek CD34" w trakcie ekspansji ex vivo).
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Rycina 14. Wzory stosowane w obliczeniach podczas analizy ilosciowej aktywnosci
chemotaktycznej komoérek CD34* z KP w gradiencie SDF-1. Probka badana: komdrki
wysiane na insert w dotku z pozywka zawierajaca SDF-1; Kontrola ujemna: komorki wysiane
na insert w dotku z pozywka bez SDF-1. Kontrola ilosciowa: komorki wysiane na dotek bez
insertu, w liczbie stanowiacej 20 % liczby komorek wysiewanych na inserty. Liczba zliczen
oznacza liczb¢ komoérek zebrang w probce przez cytometr w trakcie akwizycji.

3.2.13. Analiza zmian wewnatrzkomorkowego stezenia jonéw wapnia
w komorkach CD34* stymulowanych chemoatraktantem

W celu zbadania wptywu hiPS-EVs na zmiang stg¢zenia jonow wapnia
w komérkach stymulowanych za pomocg chemoatraktanta, 2:10° komoérek CD34*
poddanych uprzednio 7- dniowej ekspansji, inkubowano nastgpnie w pozywce z hiPS-
EVs przez 2 godz., 6 godz. lub 24 godz., zgodnie z procedurg szczegdétowo opisang
w Podrozdziale 3.2.5.2. pt. Inkubacja krotkoterminowa. Kontrole stanowity komorki
nieinkubowane z hiPS-EVs. Dodatkowo, 30 min przed koncem inkubacji
z pecherzykami, do zawiesiny komoérek dodawano takze barwnik Fluo-4 AM (Thermo
Fisher Scientific) o koncowym stezeniu 1 pM. Barwnik ten ma zdolnos$¢ do przenikania
przez btone komodrkowa oraz do akumulacji w cytoplazmie w wyniku modyfikacji za
pomoca esteraz, a po zwigzaniu z wolnymi jonami Ca2* wykazuje zielona fluorescencje
po wzbudzeniu laserem niebieskim (410).
W odpowiednim punkcie czasowym niezwigzane hiPS-EVs oraz nadmiar barwnika
odptukiwano poprzez wirowanie (350 x g, 10 min, 4° C), a komorki zawieszano
w 200 pl pozywki IMDM (Sigma-Aldrich) z dodatkiem 0,5 % BSA (Sigma-Aldrich).
Nastepnie, do zawiesiny komoérkowej dodawano 200 pl pozywki IMDM zawierajgcej
200 ng/ml SDF-1, uzyskujac w ten sposob koncowe stezenie tego chemoatraktanta
wynoszace 100 ng/ml, czyli ste¢zenie rowne stosowanemu podczas testu chemotaks;ji.
Natychmiast po dodaniu pozywki z SDF-1 mierzono sygnat zielonej fluorescencji przez
czas 120 sek, za pomoca cytometru przeplywowego BD LSRFortessa oraz
oprogramowania BD FACSDiva wer. 8.1 (Becton Dickinson). Przed dodaniem SDF-1
do zawiesiny komoérkowej, mierzono takze bazalny poziom fluorescencji komorek
(kontrola negatywna), uwzgledniony nastepnie w strategii bramkowania podczas
analizy.
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3.2.14. Test adhezji komdrek CD34* do fibronektyny in vitro

2-10° komorek CD34* poddanych uprzednio 7- dniowej ekspansji, inkubowano
z hiPS-EVs przez 2 godz., zgodnie z procedurg szczegdtowo opisang w Podrozdziale
3.2.5.2. pt. Inkubacja krétkoterminowa. Kontrole stanowity komoérki nieinkubowane
z hiPS-EVs. Dodatkowo, 30 min przed koncem inkubacji z p¢cherzykami, do zawiesiny
komorek dodawano odczynnik Vybrant Cell Adhesion Assay kit (Thermo Fisher
Scentific), zawierajacy acetoksymetylokalceing (kalceing AM), ktorej koncowe stezenie
wynosito 5 uM. Substancja ta, jako pochodna kalceiny, ma zdolno$¢ do przenikania
przez blong komorkowa oraz wykazywania zielonej fluorecencji i akumulacji
w cytoplazmie w wyniku jej modyfikacji za pomocg esteraz (411). Zastosowanie tego
odczynnika miato na celu wybarwienie koméorek CD34" w celu ich pozniejszej detekcji
za pomocg czytnika fluorescencyjnego.
Nastepnie, tak przygotowane probki odptukiwano poprzez wirowanie w roztworze PBS
(350 x g, 10 min, 4°C) w celu usunigcia niezwigzanych hiPS-EVSs oraz nadmiaru
kalceiny AM. Komorki zawieszano nastgpnie w pozywce hodowlanej i wysiewano je na
dotki czarnej ptytki 96-dotkowej z przezroczystym dnem (Corning), dedykowane do
pomiaréw fluorescencji. Dolki te pokrywano uprzednio ludzkg fibronektyng (Sigma-
Aldrich), poprzez dodanie 100 pl jej wodnego roztworu (50 pg/ml), a nastepnie
inkubacje przez 1 godz. w TP i usuni¢cie cieczy. Na tak przygotowane plytki
wysiewano komorki w liczbie 3:10° na dotek (w tryplikacie) w 100 ul pozywki
i inkubowano je przez 2,5 godz. (37° C, 5 % COy), umozliwiajac im adhezj¢ do
fibronektyny. Po czasie inkubacji niezaadherowane do podtoza komoérki odptukiwano
dwukrotnie za pomoca 200 pl PBS. Nastgpnie, sygnatl zielonej fluorescencji
pochodzacej od kalceiny obecnej w komoérkach CD34* przyczepionych do dna
studzienek mierzono za pomoca czytnika Infinite M200 Pro oraz oprogramowania
i-control (Tecan), przy dilugosci fali wzbudzenia 494 nm oraz emisji 517 nm.
Kazdorazowo, dokonywano odczytu sygnalu z o§miu punktoéw studzienki ptytki, biorac
do dalszych obliczen warto$¢ usredniong. Dodatkowo, dla potwierdzenia otrzymanych
wynikow wykonywano zdjecia zaadherowanych do podioza komorek CD34*
wybarwionych kalceing AM, za pomocg mikroskopu fluorescencyjnego Leica
DMI6000B wer. DMI7000 (Leica Microsystems). Zdjecia komorek 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 oceniajacy adhezje komorek CD34" do komorek mezenchymalnych
oraz komorek srédblonka naczyniowego in vitro

Test adhezji komdrek CD34" po ich inkubacji z hiPS-EVs przeprowadzano
analogicznie do testu adhezji do fibronektyny (opisanego w Podrozdziale 3.2.14. pt.
Test adhezji komorek CD34* do fibronektyny in vitro), przy czym komorki CD34"
wysiewano na uprzednio przygotowane ptytki 96-dotkowe pokryte komdrkami
UC-MSCs lub HUVECs, o konfluencji 90-100 %.
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W przypadku komorek UC-MSCs wysiewano je po pasazu w liczbie 10* komorek/dotek
w 100 pl pozywki DMEM/F12 (Sigma-Aldrich) z dodatkiem 10 % FBS (Thermo Fisher
Scientific), 24 godz. przed testem adhezji. W eksperymentach z adhezjg do komodrek
HUVECs wysiewano je po pasazu w liczbie 2-10* komérek/dotek w 100 pl pozywki
EGM-2MV (Lonza), 48 godz. przed testem adhezji. Kazdorazowo, bezposrednio przed
wysianiem komoérek CD34*, usuwano pozywke znad zaadherowanych komoérek UC-
MSCs lub HUVECs. Liczby wysianych komérek oraz czas ich hodowli dobrano tak,
aby w momencie rozpoczecia testu adhezji tworzyly one monowarstwe o konfluencji
ok. 90%.

Réwnolegle do testu adhezji, 5-10* komorek CD34" bezposrednio po ich inkubacji
z hiPS-EVs (przed wysianiem na studzienki pokryte fibronektyng, komdrkami UC-
MSCs lub HUVECSs) barwiono mysimi przeciwciatami monoklonalnymi przeciwko
ludzkim molekutom adhezyjnym komoérek HSCs, ktorych spis zamieszczono w Tabeli
13. Komorki barwiono analogicznie do protokotu opisanego w Podrozdziale 3.2.9.
pt. Fenotypowanie komérek CD34* w trakcie ekspansji ex vivo, a nastepnie
analizowano za pomoca cytometru przeptywowego BD LSRFortessa, mierzac poziom
ekspresji badanych antygenéw powierzchniowych.

Tabela 13. Spis przeciwcial stosowanych do analizy ekspresji molekul adhezyjnych na
komorkach CD34" z KP, poddanych dzialaniu hiPS-EVs.

Rozpoznawany antygen ‘

Skrot Fluorochrom Klon Producent
Pelna nazwa
(VALY
CD49d integryna o4 lub bardzo pozny
antygen 4 (ang. very late BV421 9F10
(VLA-4) .
antigen 4)
integryna a5 lub bardzo pézny
(CD49e)
VLAS antygen 5 (ang. very late PE NKI-SAM-1 BioLegend
antigen 5)
antygen zwigzany z funkcja
LEAL limfocytow 1 (ar_lg. APC m24
lymphocyte function
associated antygen 1)

3.2.16. Analiza zmian ekspresji genow w komdrkach CD34* poddanych ekspansji
ex vivo

Analize wptywu hiPS-EVs na ekspresje wybranych genow w komorkach CD34*
izolowanych z KP, prowadzono dla komorek poddanych dziataniu pecherzykow
zar6wno w systemie krétko- jak i dugoterminowej inkubaciji.

W przypadku analizy w systemie krotkoterminowym, komdrki CD34" poddawano
inkubacji z hiPS-EVs przez 2, 6 lub 24 godz., zgodnie z protokotem opisanym
w Podrozdziale 3.2.5.2. pt. Inkubacja krétkoterminowa. Po odpowiednim czasie
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inkubacji, komorki zbierano z dotkéw ptytki hodowlanej, odwirowywano (350 x g, 10
min, 4° C), a nastepnie osady komorkowe przechowywano w -80° C do czasu dalszych
analiz. Nastepnie, osady te rozmrazano W 4° C i izolowano z nich RNA za pomoca kitu
GeneMATRIX Universal RNA Purification Kit (Eurx), zgodnie z protokotem
producenta. W Kkolejnym etapie mierzono stezenie RNA przy uzyciu
nanospektrofotometru (Implen) i poddawano je reakcji odwrotnej transkrypcji,
za pomoca odczynnikow TagMan Reverse Transcription (Thermo Fisher Scientific),
zgodnie z protokotem producenta. Do reakcji uzywano kazdorazowo 300 ng RNA.
Otrzymane w ten sposéb cDNA poddawano reakcji tancuchowej polimerazy w czasie
rzeczywistym (ang. quantitative real time polymerase chain reaction; qPCR), w celu
analizy poziomu ekspresji mRNA dla badanych gendéw. Do reakcji uzywano kitu SG
gPCR Master Mix (Eurx), zgodnie z protokotem producenta. Przed reakcjg, do dotkow
ptytki MicroAmp 96-well Base (Thermo Fisher Scientific) pipetowano po 25 pl
mieszaniny reakcyjnej, zawierajacej: 12,5 pl odczynnika SG gPCR Master Mix, po
1,5 ul kazdego z pary starterow dla danego genu, 0,5 pl barwnika ROX oraz 2 pl
cDNA. Kazdorazowo, stosowano takze probki kontrolne o takim samym sktadzie
mieszaniny reakcyjnej, lecz pozbawione cDNA. Analizie poddawano geny
hematopoetyczne (SCL, HOXB4), antyapoptotyczny (BCL-2) oraz B-2-mikroglobuling
jako gen referencyjny (kontrola endogenna). Wszystkie startery zakupiono w firmie
Genomed, a do reakcji qPCR stosowano ich wodne roztwory o stezeniu 5 uM. Spis
stosowanych starterow zamieszczono w Tabeli 14.

Nastepnie, ptytki pokrywano folig MicroAmp Optical Adhesive Film (Thermo Fisher
Scientific) i umieszczano w termocyklerze 7500 Fast Real-Time PCR System (Thermo
Fisher Scientific), w ktorym prowadzono reakcj¢ qPCR, stosujgc warunki zalecane
przez producenta zestawu SG gPCR Master Mix. Monitorowano jednoczes$nie krzywe
topnienia powstatych produktow, swiadczace o specyficznosci reakcji 1 zastosowanych
starterébw. Po zakonczonej reakcji odczytywano generowane przez aparat wartosci
parametru Cr (z ang. treshold cycle) dla kazdego dotka ptytki, ktore wykorzystywano
nastepnie do analizy ilosciowej transkryptow dla badanych genow.

Za pomocg metody AACT (412) obliczano wzglgdny poziom ekspresji badanych genow,
znormalizowany wzgledem kontroli endogennej, wyrazony jako 242CT gdzie ACt =
(Ct dla badanego genu) — (Ct dla kontroli endogennej), a AACt = (ACt dla probki
badanej) — (AC+ dla kalibratora), przy czym probke badang stanowily komorki poddane
dziataniu hiPS-EVs, a kalibrator stanowily komorki kontrolne, niepoddane dziataniu
hiPS-EVs. Tym samym, zastosowanie tej metody umozliwitlo wyznaczenie krotnosci
zmiany (2722CT) poziomu ekspresji poszczegdlnych mRNA w probkach z komérek
inkubowanych z pecherzykami, w poréwnaniu do komorek kontrolnych, dla ktérych, na
podstawie powyzszego rOwnania, poziom ekspresji poszczegolnych gendw przyjmowat
wartos¢ 1.
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Tabela 14. Spis sekwencji starterow stosowanych w analizie wplywu krétkoterminowej
inkubacji z hiPS-EVs na poziom ekspresji wybranych genéw w komodrkach CD34*
izolowanych z KP, z zastosowaniem metody qPCR. F: starter forward, R: starter reverse.
Gen Sekwencja startera
(F) AATGCGGCATCTTCAAAC
(R) TGACTTTGTCACAGCCCAAGATA
(F) GGCTTTGTGTGAAGGCAGAGA

B2-mikroglobulina

SCL (R) TCGCCAGCATGAACAGTGAT
HOXEB4 (F) CCGATACCCAGCGAAAGC
(R) TCAGTGAATGGGCACGAAAGA
BCLo (F) GAGTGACAGTGGATTGCAT

(R) CAGAATATCAGCCACCTCTT

Z kolei, w analizie dtugoterminowej inkubacji, komorki CD34" poddawano ekspansji
exvivo w pozywce z dodatkiem hiPS-EVS, zgodnie z protokolem opisanym
w Podrozdziale 3.2.5.1. pt. Inkubacja dlugoterminowa. W 4 oraz 8 dniu hodowli,
komorki zbierano z dotkéw plytki hodowlanej, odwirowywano (350 x g, 10 min, 4° C),
a nastepniec osady komorkowe przechowywano w -80° C do czasu dalszych analiz.
Dodatkowo, zabezpieczano takze cze¢$¢ komorek bezposrednio po ich izolacji z KP.
Nastepnie, osady komorek rozmrazano w 4° C i izolowano z nich RNA za pomocg kitu
GeneMATRIX Universal RNA Purification Kit (Eurx), zgodnie z protokotem
producenta. Po pomiarze stgzenia RNA przy uzyciu nanospektrofotometru (Implen)
poddawano je reakcji odwrotnej transkrypcji, za pomocg odczynnikbw TagMan
Reverse Transcription (Thermo Fisher Scientific). Do reakcji uzywano kazdorazowo
300 ng RNA. Otrzymane w ten sposéb cDNA poddawano reakcji g°PCR w celu analizy
poziomu ekspresji mRNA dla badanych gendéw, wykorzystujac komercyjnie dostgpne
zestawy Hematopoiesis RT? Profiler PCR Array (Qiagen), zawierajace specyficzne
startery rozpoznajagce 84 geny zwigzane 2z procesem hematopoezy, wraz
z odpowiednimi kontrolami testu oraz genami referencyjnymi (kontrole endogenne). Do
reakcji uzywano kitu SYBR Green gPCR Master Mix (Thermo Fisher Scientific),
zgodnie z protokotem producenta, oraz instrumentu QuantStudio 6 Flex Real-Time PCR
System (Thermo Fisher Scientific). Zastosowano warunki reakcji zgodne z wytycznymi
producenta zestawéw Hematopoiesis RT? Profiler PCR Array. Eksperyment
przeprowadzono w trzech niezaleznych powtdrzeniach, bazujacych na trzech izolacjach
komorek CD34" z jednostek KP, poddanych nastepnie ekspansji €x Vivo.

Na podstawie wstepnej analizy wynikow, wybrano 50 mRNA (Tabela 15), dla ktorych
we wszystkich badanych probkach udato si¢ otrzyma¢ amplifikacje produktu w reakc;ji
gPCR na poziomie powyzej punktu odcigcia (z ang. treshold), wyznaczonego
automatycznie przez termocykler. Poziom ekspresji wyselekcjonowanych w ten sposob
transkryptow poddawano nastepnie dalszej analizie, wykorzystujac B-2-mikroglobuling
jako gen referencyjny. Za pomocg metody AACt obliczano krotno$¢ zmiany poziomu
ekspresji mMRNA w komérkach CD34" namnazanych ex vivo w pozywce bez lub
z dodatkiem hiPS-EVs, w poréwnaniu do poziomu dla komorek bezposrednio po
izolacji. Ponadto, w dalszej analizie porownywano rowniez stosunek krotnosci zmiany
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ekspresji poszczeg6lnych genéw w komdérkach namnazanych w pozywce z hiPS-EVS,
w poréwnaniu do komérek poddawanych ekspansji w pozywce kontrolne;.

Wgledny poziom analizowanych gendéw zwizualizowano w postaci obrazu typu
heatmap, wygenerowanego za pomocg narz¢dzia Heatmapper, dostepnego na stronie
http://www.heatmapper.ca. Dodatkowo, powigzanie funkcjonalne pomi¢dzy wybranymi
grupami genow ulegajacych roznicowej ekspresji opracowano na podstawie narzedzia
bioinformatycznego NetworkAnalyst, dostepnego na stronie
http://www.networkanalyst.ca, ktore umozliwia graficzng wizualizacje oraz analizg
interakcji pomigdzy czastkami biologicznymi. W sugerowanych ustawieniach analizy
narzgdzie zaimplementowato baz¢ danych STRING Interactom, z poziomem odcigcia
(z ang. confidence score cutoff) réwnym 900.

Tabela 15. Spis gendéw poddanych analizie poziomu ich ekspresji w komérkach CD34*
z KP, namnazanych ex vivo w pozywce z dodatkiem hiPS-EVs, z zastosowaniem zestawow
Hematopoiesis RT? Profiler PCR Array. W tabeli podano nazwy genéw, zgodnie z danymi
dostarczonymi przez producenta, stosowane w dalszej czesci pracy, wraz z petnymi nazwami
W jezyku angielskim i polskim (o ile wystepuja).

Pelna nazwa angielska Pelna nazwa polska
Interleukin 6 signal transducer Biatko przekazujace sygnat
IL6ST . i
(gp130) od interleukiny 6
CD3D CD3 4 (CD3-TCR complex) CD3 & (kompleks CD3-TCR)
KIT V-kit Hardy-Zuckerman 4 feline Homolog wirusowego onkogenu psiego
sarcoma viral oncogene homolog migsaka V-kit Hardy-Zuckermana 4
JAG1 Jagged 1 Jagged 1
LRMP LymphOId—l‘eStI’ICFed membrane Limfoidalne biatko btonowe
protein
VAVL Vav 1 guanine nucleotide exchange Czynnik wymiany nukleotydu
factor guaninowego Vavl
CD27 CD27 CD27
RBPJ Recombination signal binding protein | Biatko wiazace sygnatu rekombinacji dla
for immunoglobulin kappa J region rejonu immunoglobuliny kappa J
ANGPT1 Angiopoietin 1 Angiopoetyna 1
CBFB Core-binding factor B subunit Podjednostka B czynnika CBF
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CCAAT/enhancer binding protein

Biatko wigzace wzmacniacz

CEBPG (C/EBP), v CCAAT(C/EBP), y
INHBA Inhibin o Inhibina a
Tumor necrosis factor (ligand) Ligand 11 superrodziny czynnika
TNFSF11 .
superfamily, member 11 wzrostu nowotworu
ETV6 Ets variant 6 Ets wariant 6
NCOAG6 Nuclear receptor coactivator 6 Koaktywator receptora jadrowego 6
CD164 CD164 CD164
Platelet/endothelial cell adhesion
PECAM1 Czasteczka adhezji ptytek/srodbtonka 1
molecule
IL31RA Interleukin 31 receptor A Receptor A interleukiny 31
LEF1 Lymphoid enhancer-binding factor 1 Czynnik transkrycyjny LEF1
ASH2L Ash2 (absent, small, o_r homeotic)-like )
(Drosophila)
GATA2 GATA binding protein 2 Biako wigzace GATA 2
. ik Srodbtonk:
VEGFA | Vascular endothelial growth factor A Czynni Wm.)sm srodblonka
naczyniowego A
STATL Signal transducer and activator of | Biatko przekazujace sygnat i aktywujace
transcription 1 transkrypcje 1
GATAl GATA binding protein 1 Biako wigzace GATA 1
CEBPE CCAAT/enhancer binding protein Biatko wigzace wzmacniacz
(C/EBP), ¢ CCAAT(C/EBP), ¢
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

Biatko przekazujace sygnat i aktywujace
transcription 3

transkrypcje 3

TALL1 | T-cell acute lymphocytic leukemial | Biatko ostrej biataczki limfocytarnej 1

PTPRC Protein tyrosmetflggsghatase, receptor Receptor C fosfatazy tyrozynowej

Carbohydrate (N-acetylgalactosamine
CHSTIS 4-sulfate 6-O) sulfotransferase 15 Sylfotransferaza 15

. C ik t j i Runt
RUNX1 Runt-related transcription factor 1 zynnik transkrypeyjny zwigzany z Run

1
MAP4K1| Mitogen-activated protein kinase 1 Kinaza aktywowana mitogenem 1
SFXN1 Sideroflexin 1 Suderofleksyna 1
HDAC5 Histone deacetylase 5 Deacetylaza histonowa 5
CSE2 Colony stimulating factor 2 Czynnik stymulujacy tworzenie kolonii
(granulocyte-macrophage) granulocytarno-makrofagowych
LMO2 IErIr':g :;Egl?:}nlfﬁeli)z Domena LIM 2 (typu rombotyny 1)
CCR1 Chemokine (C-C motif) receptor 1 Receptor chemokinowy 1
ETS1 V-ets erythroblastosis virus £26 Homolog 1 onkogenu wirusa E26
oncogene homolog 1
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 bialkowych w komdrkach CD34*

1-10° komorek CD34" po 7 dniach ekspansji ex vivo, poddawano inkubagji
z hiPS-EVs przez 2 godz., zgodnie z procedurg szczegdtowo opisang w Podrozdziale
3.2.5.2. pt. Inkubacja krotkoterminowa. Kontrole stanowity komoérki nieinkubowane
z hiPS-EVs. Nastepnie, niezwigzane pe¢cherzyki odplukiwano poprzez wirowanie
komorek (300 x g, 10 min, TP), a osady komdrkowe poddawano analizie zmian stopnia
fosforylacji reszt aminokwasowych wybranych kinaz biatkowych, z wykorzystaniem
zestawu Proteome Profiler Human Phospho-Kinase Array (R&D Systems). Zestaw ten
zawiera macierze biatkowe wraz z niezbednymi odczynnikami, pozwalajace na
jednoczesng detekcj¢ zmian poziomu 44 roéznych fosforylacji biatek (Rycina 15, Tabela
16).

hiPS-EVs

!

|zolacja | Ekspansja ex vivo

KP Komorki CD34*
2 godz.

Akt 1/2/3 (S473)
AKE 1/2/3 (T308)
AMPK alphal (T183)

AMPK alpha2 (T172)

beta-Catenin
Chk-2 (T68)
c-Jun (S63)
CREB (5123)
EGF R (Y1068)

Hek (Y411)
HSP27 (S78/582)
HSP60

INK 1/2/3 (T183/Y185,

T221/Y223)
Lck (Y394)
Lyn (Y¥397)
MSK1/2 (S376/5360)
p27 (T198)

p38 alpha (T180/Y182)

PRAS40 (T246)
Pyk2 (Y402)
RSK1/2/3 (S380)

Src (¥419)

STATZ (Y689)
STAT3 (5727)
STATZ (Y705)
STATSa (Y699)
STATSa/b (Y699)

eNODS (51177) p53 (515) STATSb (Y699)
ERK1/2 (T202/Y204, T185/Y187) p53 (5392) STAT6 (Y641)
FAK (Y397) p53 (S46) TOR (S2448)
Far (¥412) p70 S6 Kinase (T421/5424) WNK-1 (T&0)
Fyn (¥420) PDGF R beta (Y751) Yes (Y426)
GSK-3 alpha/beta (S521/59) PLC gamma-1 (¥783)

Rycina 15. Schemat analizy zmian fosforylacji kinaz bialkowych w komérkach CD34"
poddanych dzialanu hiPS-EVs. W eksperymencie wykorzystano macierze biatkowe Proteome
Profiler Human Phospho-Kinase Array (R&D Systems), pozwalajace na jednoczesng detekcije
zmian poziomu 44 réznych fosforylacji biatek, wymienionych w tabelce. W ramce
zaprezentowano przyktadowy obraz membrany uzyskany po zczytaniu sygnatow
chemiluminescencji.  Tabelka  pochodzi ze  strony  internetowej producenta
www.rndsystems.com.

Analizg przeprowadzano zgodnie z protokotem producenta. W skrocie, osady komorek
CD34" poddawano lizie za pomoca dedykowanego buforu lizujacego, a nastepnie
pobierano po 400 ug biatka z otrzymanych w ten sposéb lizatow (stgzenie biatka
W probkach wyznaczono na podstawie pomiaru metoda Bradforda, analogicznie do
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protokotu szczegdtowo opisanego W Podrozdziale 3.2.4.1. pt. Pomiar stezenia biatka
w probkach hiPS-EVs). Probki biatkowe inkubowano przez noc w 4° C z membranami
nitrocelulozowymi, pokrytymi duplikatami obszaréw ze zwigzanymi przeciwcialami,
rozpoznajagcymi ufosforylowane formy Kkinaz. W kolejnym etapie membrany
odptukiwano buforem pluczacym 1 poddawano inkubacji z odpowiednimi
biotynylowanymi przeciwciatami detekcyjnymi, a nastegpnie z enzymem HRP
(ang. horseradish ~ peroxidase) sprzezonym ze streptawidyng. Po  dodaniu
odpowiedniego substratu dla HRP, sygnal chemiluminescencyjny z macierzy byt
mierzony za pomocag czytnika MicroChemi (DNR Bio-Imaging Systems). Analiza
densytometryczna zarejestrowanych sygnatow byla nastepnie wykonywana za pomoca
oprogramowania Quantity One (Bio-Rad). Zmiany poziomu ufosforylowanych form
biatek poréwnywano pomiedzy komodrkami kontrolnymi (dla ktorych poziom
fosforylacji przyjeto jako wartos¢ 1), a komérkami inkubowanymi z hiPS-EVs.

Dodatkowo, otrzymane wyniki analizowano takze z zastosowaniem narzedzia
bioinformatycznego PANTHER (Protein Analysis Through Evolutionary Relationships)
Pathway  Classification = System  wer. 13.1, dostgpnego  na  stronie
http://www.pantherdb.org, w trybie PANTHER Pathway Overrepresentation Test.
Pozwala on na wysokoprzepustowa klasyfikacje biatek zgodnie z ich udziatem
W poszczegblnych szlakach sygnalowania, okreslonych jako PANTHER Pathways. Do
analizy wzigto te bialka, ktorych krotno$¢ zmiany poziomu formy fosforylowanej byta
>1,5 w komdrkach CD34" traktowanych hiPS-EVs, w poréwnaniu do poziomu dla
komorek kontrolnych.

Ponadto, te same biatka analizowano rowniez za pomoca narzedzia STRING (Search
Tool for the Retrieval of Interacting Genes/Proteins) wer. 10.5, dostepnego na stronie
https://string-db.org/. Stanowi ono bazg¢ danych, stuzaca do analizy typu i stopnia
interakcji pomigdzy biatkami. Analize przeprowadzono w trybie ‘Molecular action’,
ktory okresla rodzaj oddziatywania pomigdzy biatkami.

Tabela 16. Spis bialek, ktérych reszty aminokwasowe badano pod katem ich fosforylacji
w komorkach CD34" poddanych dzialaniu hiPS-EVs, z wykorzystaniem zestawu Proteome
Profiler Human Phospho-Kinase Array. W tabeli podano nazwy skrétowe biatek (lub grup
biatek w przypadku wystapienia kilku wariantow w obrebie tej samej rodziny bialek),
stosowane w dalszej cze$ci pracy. Nazwy skrotowe bialek podano zgodnie z danymi
dostarczonymi przez producenta macierzy. W nawiasach wskazano alternatywng nazwe biatka
z bazy Uniprot (https://www.uniprot.org), uzyta podczas analizy z wykorzystaniem narzedzi
bioinformatycznych PANTHER oraz STRING.

Skrot bialk
(ll:l()) g:z:)v;);)iz:::e k)a Pelna nazwa angielska Pelna nazwa polska
HSP60 Heat shock protein Bialtko szoku cieplnego
WNKL Serine/threonine-protein kinase Kinaza serynowo-treoninowa
Wnk1 Wnk
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Serine/threonine-protein kinase

Kinaza serynowo-treoninowa

Akt Akt Akt
STAT Signal transducer and activator of Biatka przekazujace sygnat
transcription proteins i aktywujace transkrypcje
RSK Ribosomal S6 kinase Biatko rybosomalne S6
p53 Cellular tumor antigen p53 Antygen nowotworowy p53
. . . Kinaza -1 biatka
p70 S6 Ribosomal protein S6 kinase -1 rybosomalnego S6
c-Jun Transcription factor AP-1 Czynnik transkrypcyjny AP-1
PLCyl Phospholipase Cyl Fosfolipaza Cyl
Pyk2 Protein-tyrosine kinase 2- Tyrozynowa kinaza
y y biatkowa 2- B
Endothelial nitric Srédbtonkowa
eNOS )
oxide synthase syntaza tlenku azotu
TOR (MTOR) Mammalian target of rapamycin Ssaczy cel rapamycyny
Lyn Tyrosine-protein kinase Lyn Kinaza tyrozynowa Lyn
PRASA0 Proline-rich Akt substrate Bogaty w proling substrat dla
of 40 kDa kinazy Akt o masie 40 kDA
Yes (YES1) Tyrosine-protein kinase Yes Kinaza tyrozynowa Yes
Src Proto-oncogfene tyrosine-protein Kinaza tyrozyniowa Src
kinase Src
Lck Lymphocyte cell-specific protein- Kinaza tyrozynowa
tyrosine kinase specyficzna dla limfocytow
Fyn Tyrosine-protein kinase Fyn Kinaza tyrozynowa Fyn
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CREB (CREB1)

Cyclic AMP response element
binding protein

Biatko wigzace odpowiedzi na
cykliczny adenozynomonofosforan

Chk-2 (CHEK?2)

Checkpoint kinase 2

Kinaza punktu kontrolnego 2

Hck Tyrosine-protein kKinase Hck Kinaza tyrozynowa Hck
Far Tyrosine-protein kinase Fgr Kinaza tyrozynowa Fgr
PDGERD Platelet-derived growth factor Receptor B_ dla ptytkowego
receptor czynnika wzrostu
L Kinaza kontakto
FAK (PTK2) Focal adhesion kinase ! az_a ontaktow
zogniskowanych
CTNNB1 B-catenin B-katenina
MSK (RPS6KAS) Mitogen and' stre:ss—actlvated Kinaza aktyv_vgwana mitogenem lub
protein kinase czynnikiem stresowym
] Kinaza
ERK (MAPK3) Extracellulakri;;ir;al regulated regulowana sygnatem
zewnatrzkomorkowym
EGFR Epidermal growth factor receptor Czynnik wzrostu naskorka
Mitogen-activated protein Kinaza aktywowana
p38a(MAPK14) kinase 14 mitogenem 14
AMPK (PRKAA) | 5-AMP-activated protein kinase Kinaza aktywowana 5’-AMP
INK (MAPKS) Mltogt_en-a_ctlvated Kmazta aktywowana
protein kinase 8 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 komorek CD34* z KP

W eksperymencie oceniano wptyw hiPS-EVs na zdolno$¢ namnozonych ex vivo
komorek CD34* z KP do rekonstytucji uktadu krwiotworczego in vivo (Rycina 16).
W tym celu, zastosowano dwa punkty czasowe analizy tkanek, pobieranych od myszy
szczepu NOD/SCID po przeszczepieniu im ludzkich komérek CD34" z KP, uprzednio
poddanych 2 godz. inkubacji z hiPS-EVs (zgodnie z protokotem szczegotowo opisanym
w Podrozdziale 3.2.5.2. pt. Inkubacja krotkoterminowa).

Pierwszy punkt czasowy obejmowal analiz¢ materiatlu biologicznego 48 godz. od
przeszczepu i mial na celu zbadanie efektywnosci zasiedlania nisz hematopoetycznych
(z ang. homing) przez komérki CD34* z KP.

Drugi punkt czasowy stanowita analogiczna analiza tkanek myszy, przeprowadzona
8 tygodni _od przeszczepu, ktorej rezultaty wskazywaty na zdolno$¢ komoérek CD34*
zKP do wbudowania si¢ (z ang. engraftment) i podje¢cia proceséw hematopoezy,
prowadzacych do powstania chimeryzu szpikowego.

Wszystkie procedury na zwierzgtach byly przeprowadzane na podstawie zgody wydanej
przez II Lokalng Komisje¢ Etyczng do Spraw Badan na Zwierzetach w Krakowie.

Ekspansja ex vivo @) )
©e (7 dni) R 6 2 godz. 0°o°%,
o Jeo O ey
© 0°0
Komorki CD34* 1 hiPS-EVs

Komorki kontrolne

K,
v
ANALIZA

2x150 cGy ’ Kor'réérki traktowane hiPS-EVs 48 qods. / Krew obwodowa
godz.
__24godz. sy ———>  Szpik kostny
: 8tyg
Sledziona

Rycina 16. Uproszczony schemat analizy wplywu hiPS-EVs na zdolno$¢ namnozonych
ex vivo komoérek CD34* z KP do zasiedlania nisz hematopoetycznych oraz rekonstytucji
ukladu krwiotwérczego in vivo, z zastosowaniem modelu myszy NOD/SCID poddanych
radiacyjnej mieloablaciji.
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3.2.18.1. Zwierzeta

W eksperymencie in vivo wykorzystano myszy NOD/SCID, ktéry jako szczep
myszy z uposledzonym uktadem odpornosciowym, jest powszechnie stosowanym
modelem zwierzgcym w eksperymentach wymagajacych przeszczepienia ludzkich
komorek bez ryzyka ich odrzutu (413, 414). Myszy obojga pici (w stosunku liczbowym
1:1) w momencie wiaczenia do eksperymentu posiadaty wiek 8-10 tygodni. Na 24 godz.
przed przeszczepieniem komorek CD34*, myszy dwukrotnie naswietlano dawka
promieniowania y w dawce 100 cGy w odstgpach 4-godz. (catkowita dawka
promieniowania wynosita 200 cGy).

3.2.18.2. Przygotowanie i przeszczep komdrek

Komorki CD34" uprzednio ekspandowane ex vivo przez 7 dni, inkubowano
z hiPS-EVs przez 2 godz., zgodnie z procedurg szczegdtowo opisang w Podrozdziale
3.2.5.2. pt. Inkubacja krotkoterminowa. Kontrolg stanowity komorki nieinkubowane
z hiPS-EVs. Po odptukaniu niezwigzanych hiPS-EVs komorki zawieszano w PBS
| przeszczepiono do napromieniowanych myszy poprzez wstrzyknigcie do splotu
oczodotowego (2-10° komérek na mysz w 100 pl PBS). Napromieniowane zwierzeta,
ktorym podawano jedynie no$nik (PBS) stanowity kontrole negatywna eksperymentu.

3.2.18.3. Preparatyka tkanek

48 godz. lub 8 tygodni po przeszczepie myszy usypiano, a nastepnie pobierano
od nich tkanki i organy bedace naturalnym rezerwuarem komorek krwiotwdrczych
u myszy, wtym SzK, krew obwodowsa oraz $ledzion¢ (415). SzK izolowano poprzez
wyptukiwanie go z kosci udowych oraz podudzia za pomocg strzykawki insulinowej
(Polfa) do szalek hodowlanych z pozywka DMEM/F12 (Sigma-Aldrich). Komorki
Sledziony byly izolowane poprzez rozdrobnienie organéw na filtrze sitkowym
0 $rednicy porow 70 pum (Falcon), zwilzonym pozywka DMEM/F12. Zawiesiny
komorek SzK i §ledziony odwirowywano (350 x g, 10 min, TP), a nastgpnie zawieszano
w 1 ml buforu BD Pharm Lyse (BD Pharmingen) i lizowano jednokrotnie
w probowkach 15 ml typu falcon (Sarstedt) przez 8 min. w celu usunigcia erytrocytow.
Po tym czasie probowki dopetniano pozywka DMEM/F12 i ponownie odwirowywano
(350 x g, 10 min, TP), usuwajac otrzymany nadsacz.

Krew obdwodowg lizowano dwukrotnie w probdéwkach 15 ml typu falcon (Sarstedt),
analogicznie do procedury stosowanej w przypadku lizy KP, szczegotowo opisanej
w Podrozdziale 3.2.1.2. pt. Liza erytrocytéw.

Po lizie komorki jadrzaste kazdego typu tkanki zawieszano w 200 upl pozywki
DMEM/F12 z dodatkiem 2 % FBS (Sigma-Aldrich). Dodatkowo, komérki SzK oraz
$ledziony liczono indywidualnie dla kazdej myszy za pomoca komory Biirkera.
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3.2.18.4. Analiza cytometryczna

Komorki jadrzaste SzK, $ledziony oraz krwi obwodowej barwiono
przeciwciatami skierowanymi przeciwko ludzkiemu antygenowi
panhematopoetycznemu CD45, skoniugowanymi z barwnikiem fluorescencyjnym
BV421 (klon HI30; BD Bioscience), zgodnie z zaleceniami producenta. Dodatkowo,
w celu poprawnego ustawienia strategii bramkowania podczas pOzniejszej analizy
cytometrycznej, przygotowano takze probke kontrolna, stosujgc barwienie odpowiednig
kontrolg izotypowa (mysie IgG1, skoniugowane z barwnikiem BV421; BD Bioscience).
Na 5 min przed dodaniem przeciwciata anty-CD45 lub kontroli izotypowej, komorki
inkubowano takze z kontrolnymi przeciwciatami skierowanymi przeciwko mysiemu
antygenowi CD16/CD32 (BD Bioscience), aby zablokowa¢ niespecyficzne wigzanie
przeciwciat anty-CD45 z receptorami dla koncéw Fc obecnymi na mysich komorkach.
Probki barwiono 20 min w 4° C, odplukiwano niezwigzane przeciwciala w PBS,
odwirowywano (350 x g, 10 min, TP), a nastepnie tuz przed analiza cytometryczng
dodawano do nich 7-AAD (BD Bioscience) w objetosci rekomendowanej przez
producenta. Obecno$¢ zywych (7AAD’) ludzkich hematopoetycznych (hCD45%)
komédrek w mysich tkankach analizowano za pomocg cytometru przeptywowego LSR
Fortessa oraz oprogramowania BD FACSDiva wer. 8.1 (Becton Dickinson). W strategii
analizy oprécz kontrolnych prébek niebarwionych i barwionych kontrolg izotypowa,
uwzgledniano takze poziom tla dla probek materiatu pochodzacego od myszy, ktorym
podano PBS bez komorek.

3.2.18.5. Test klonogennosci

Komorki jadrzaste wyizolowane ze SzK myszy wysiewano w liczbie 2-10°
w700 pl pozywki Human Methylcelulose Enriched Media (R&D Systems),
przeprowadzajac test CFC wedtug protokotu opisanego w Podrozdziale 3.2.10. pt. Test
potencjatu klonogennego komdrek CD34". Po 14 dniach hodowli liczono kolonie
hematopoetyczne, ktore powstaty z  przeszczepionych ludzkich  komorek
krwiotworczych, znajdujgcych si¢ w mysim SzK. Oprocz SzK pochodzacego od myszy,
ktorym przeszczepiano komorki kontrolne lub traktowane hiPS-EVs, test CFC
przeprowadzano takze dla myszy, ktorym podawano PBS bez komoérek. Kontrola ta
miata na celu eliminacj¢ ryzyka uzyskania kolonii hematopoetycznych pochodzacych
od mysich komoérek, w wyniku mozliwej niespecyficznej aktywacji tych komorek przez
ludzkie cytokiny obecne w pozywce Human Methylcelulose Enriched Media. Jednakze,
przeprowadzony test nie wykazal obecnosci kolonii hematopoetycznych powstatych
z komorek obecnych w tych prébkach kontrolnych.
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3.2.19. Analiza statystyczna danych

O ile nie wskazano inaczej, wszystkie doswiadczenia przeprowadzono
W minimum trzech niezaleznych powtoOrzeniach, przy czym kazde powtorzenie
wykonywano na komorkach wyizolowanych z trzech jednostek KP. Liczbe powtorzen
kazdego typu eksperymentu (N) podano przy opisie rycin z wynikami, zamieszczonych
w Rozdziale 4 pt. Wyniki. O ile nie wskazano inaczej, dane liczbowe wyrazano jako
$rednig + odchylenie standardowe (ang. standard deviation; SD).
Uzyskane wyniki wyrazano jako wykresy rozproszenia (ang. scatter plots), gdzie kazdy
z punktow oznaczat dang dla pojedynczego powtorzenia eksperymentu, a linia pozioma
wyznaczata warto$¢ $rednig dla wszystkich powtorzen. Dodatkowo, czg$¢ wynikow
zaprezentowano jako wykresy kolumnowe z warto$cig $redniej oraz stupkami btgedu
odpowiadajagcym SD. O wyborze sposobu prezentacji danych decydowat stopien
rozrzutu wynikow pomiedzy poszczegdlnym powtdrzeniami eksperymentu. Do
przygotowania stosownych wykresow z danymi liczbowymi zastosowano
oprogramowanie GraphPad Prism ver.5 (GraphPad Software).
Analiz¢  statystyczng otrzymanych wynikow  przeprowadzano za pomoca
oprogramowania Statistica ver. 13 (StatSoft). W przypadku eksperymentéw, w ktorych
wyniki przedstawiano jako krotno$¢ zmiany w poréwnaniu do kontroli lub jako %
kontroli, stosowano test t dla pojedynczej proby ze stalg wartosciag odniesienia rowng
odpowiednio 1 lub 100%. W pozostatych eksperymentach stosowano test t Studenta.
Wiyniki, dla ktérych wartos¢ parametru p byta mniejsza od 0,05 (p<0,05) uznawano za
istotne statystycznie i 0znaczano na wykresach symbolem ,,*”.
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4. WYNIKI

4.1. Analiza morfologii oraz fenotypu hiPS-EVs

Przed przystapieniem do analizy wptywu hiPS-EVs na wtasciwosci biologiczne
komorek CD34" z KP, w pierwszym etapie badan przeprowadzono analize ilo§ciowa
i jakosciowa probek hiPS-EVs, zgodnie z wytycznymi rekomendowanymi przez
Migdzynarodowe Towarzystwo zajmujace si¢ badaniami nad EVs (International
Society of Extracellular Vesicles; ISEV) (416). Probki te otrzymywano w naszym
laboratorium z pozywki kondycjonowanej z hodowli komorek hiPS, na drodze
sekwencyjnego wirowania z etapem ultrawirowania, zgodnie z protokotem izolacji
opublikowanym przez nasz zesp6t badawczy (396).

W pierwszej kolejnosci zbadano morfologi¢ obiektow obecnych w otrzymanych
probkach hiPS-EVs. W tym celu wykorzystano obrazowanie z zastosowaniem
mikroskopii sit atomowych, ktore potwierdzitlo obecno$¢ kulistych, integralnych
pecherzykOw w badanych preparatach (Rycina 17).

26,6 nm

»  5,3nm

250nm
200nm

150 nm

100nm

50 nm

50 nm
100 nm
150 nm

200nm
250nm

Rycina 17. Analiza morfologii hiPS-EVs. Reprezentatywne obrazy struktur pecherzykowych,
uzyskane z zastosowaniem mikroskopu sit atomowych (AFM) Bioscope Catalyst (Bruker)
w trybie odczytu Peak Force Tapping. A: Przyktadowe zdjecie probki hiPS-EVs w projekcji
2-wymiarowej, wraz z obszarem powigkszonym, gdzie pasek skali oznacza 50 nm. B:
Przyktadowe zdjecie topografii pecherzykow w projekcji 3-wymiarowej, z obszarem skanu 250
X 250 nm.

Ponadto, przeprowadzono szczegélowa analiz¢ rozkladu wielkosciowego
czastek w probkach hiPS-EVs, wykorzystujac w tym celu technik¢ NTA. Otrzymane
wyniki wskazujg, ze Srednia wielko$¢ (Srednica hydrodynamiczna) obiektow obecnych
w badanych preparatach hiPS-EVs wynosi 215,73 + 7,18 nm, natomiast wartos¢
modalna wielkosci czagstek (tj. wartos¢ o najwiekszym prawdopodobienstwie
wystgpienia) to 152,57 + 20,44 nm (Rycina 18). Co ciekawe, na otrzymanym wykresie
rozktadu wielko$ciowego czgstek w analizowanych probkach, zaobserwowano dwa

87



gtéwne piki, przy wartociach érednicy czastek 134 nm oraz 251 nm. Swiadczy to
0 heterogennosci izolowanej populacji hiPS-EVs, przy czym warto podkresli¢, ze pik
odpowiadajacy mniejszym obiektom jest pikiem gléwnym, co moze $wiadczyd
0 wzbogaceniu preparatow we frakcj¢ egzosomalng (Rycina 18).

A

25 ]

Stezenie [-10° czastek/ml]

I I I I | | | | 1
b 1o 200 300 200 500 600 T a0 500 1000

Rozmiar [nm]

Parametr Warto$¢ [nm]

B

Srednica Wartos¢ srednia 215,73+ 7,18
hydrodynamiczna

czastek Warto$¢ modalna 152,57 + 20,44

D10 127,27 + 8,47

D50 189,53 + 5,32

D90 343,13 + 28,50

Rycina 18. Analiza rozkladu wielkosci czastek w prdobkach hiPS-EVs, wykonana
za pomocg techniki §ledzenia nanoczastek (NTA). A: Reprezentatywny histogram sredniego
rozktadu (czarna linia), uzyskany z trzech pomiaréw pojedynczej probki. Czerwone obszary
wyznaczaja SD pomiedzy pomiarami. Niebieskie liczby wskazuja maksima poszczegdlnych
pikéw. B: Zestawienie danych liczbowych z warto§ciami $rednimi = SD dla trzech niezaleznych
powtorzen eksperymentu (N=3). Parametry D10, D50 oraz D90 wskazuja, ze odpowiednio
10 %, 50 % Iub 90 % populacji pecherzykow ma S$rednice mniejsza lub rowna od podanej
wartosci.

Analiza NTA umozliwita takze pomiar stezenia pecherzykow w probkach.
W badaniach ustalono, ze $rednie stezenie EVs uzyskane w izolowanych preparatach
wynosito 3,0 +1,0-10% czastek/ml. Warto$¢é ta odpowiadata stezeniu 2 pg/ml biatka
w prébkach hiPS-EVs, wyznaczonemu na podstawie pomiaru z zastosowaniem metody
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Bradforda. Ponadto, po uwzglgdnieniu rozcieficzenia zastosowanego podczas analizy
NTA, obliczono stezenie czgstek w wyjsciowych probkach hiPS-EVs, otrzymanych
bezposrednio po ultrawirowaniu, wynoszace 2,2 + 0,4-108 czastek/ul (Tabela 17).

Tabela 17. Analiza stezenia czastek w badanych préobkach hiPS-EVs, z zastosowaniem
techniki NTA. Trzy probki hiPS-EVs (N=3) uzyskane z niezaleznych izolacji z pozywek
kondycjonowanych znad komorek hiPS, rozcienczano do pomiaru w taki sposob, aby koncowe
stezenie biatka w probce wynosito 2 pg/ml. Znajac stgzenie biatka w wyjsciowych probkach
obliczano krotno$¢ ich rozcienczenia, a nastgpnie liczbg czastek w objetosci cieczy probki

pomiarowej oraz wyjsciowej probki hiPS-EV's (uzyskanej bezposrednio po izolacji).

. . Liczba
Stezenie Stezenie czastek
biatka w biatka w y ZIEEW.  Liczba
cpe . . Krotnos¢ rozcienczonej
Nr wyjsciowe] rozcienczonej rozcienczenia prc')bce hiPS- czastek w
\r - bce hiPS. pe
probki Pmbce probee hiPS wyjsciowej EVs, e
. hiPS-EVs EVs T probce
hiPS- [o/u] - probki hiPS- uzyskana z hiPS-EVs
EVs Aol S EVs do pomiaru g
uzyskane do pomiaru omiaru NTA NTA [-10
metoda NTA P 8 czastek/ul]
Bradforda [Hg/ml] [-10
Mg czastek/ml]
Probk
rolb a 2,0 1000 25 25
Prozbka 1,0 20 500 4,2 2,1
Prosbka 15 750 2,4 18
Srednia + SD 3,0+£1,0 2,2+0,4
W nastgpnym etapie, przeprowadzono analize fenotypu hiPS-EVs

z wykorzystaniem

cytometrii przeplywowej. Zastosowano w tym celu cytometr

Apogee A50-Micro, cechujacy si¢ wysoka rozdzielczo$cia 1 niskim progiem detekcji,
dedykowany do analizy czastek o rozmiarach submikronowych. Przed pomiarem,
prébki  hiPS-EVs  barwiono przeciwcialami  monoklonalnymi  sprzezonymi
z fluorochromami, skierowanymi przeciwko wybranym markerom powierzchniowym,
charakterystycznym zaréwno dla pgcherzykow (416), jak i obecnym na rodzicielskich
komdrkach hiPS (396). Przygotowano takze probki wyznakowane odpowiednimi
przeciwciatami, stanowigcymi kontrole izotypowe, ktdrych zastosowanie minimalizuje
ryzyko nieprawidtowego bramkowania obiektow, co z dos§wiadczenia wlasnego wydaje
si¢ by¢ krytycznym czynnikiem determinujacym jako$¢ przeprowadzonej analizy
cytometrycznej probek EVs.

Dodatkowo, kierujac si¢ przestankami literaturowymi, $wiadczgcymi o tym, ze roézne
typy czasteczek RNA sa jednym z kluczowych sktadnikow obecnych w EVs (290, 293),
a ultrawirowanie moze skutkowaé ko-izolacjg réznego rodzaju zanieczyszczen (w tym
np. agregatow biatkowych) (329), dla zwigkszenia specyficznosci analizy wszystkie
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probki hiPS-EVs barwiono takze barwnikiem RNA Select, ktory po zwigzaniu z RNA
obecnym w EVs i wzbudzeniu laserem niebieskim - wykazuje zielong fluorescencje.
Nastepnie, przeprowadzano analiz¢ cytometryczng tak przygotowanych probek
badanych oraz kontrolnych. W strategii bramkowania analizowano obecno$¢ markeréw
powierzchniowych na obiektach RNA Select”, przyjmujac, ze stanowig one frakcije
nieuszkodzonych, integralnych pecherzykéw zawierajagcych RNA. Zalozono tym
samym, ze obieckty RNA Select” b¢dg stanowity zanieczyszczenie probek hiPS-EVs
W postaci m.in. agregatow biatkowych, pozostatosci po zdezintegrowanych
pecherzykach oraz innych artefaktow.

Uzyskane wyniki wskazuja, ze wickszos¢ obiektow obecnych w probkach hiPS-
EVs stanowia pecherzyki pozytywne dla barwnika RNA Select (68,2 = 7,3 %; Rycina
19A iB). Cz¢$¢ z nich posiada jednocze$nie typowe dla egzosomdw tetraspaniny,
w tym CD9 (15,9 + 1,8 %), CD63 (25,2 + 4,8 %) oraz CD81 (49,7 + 0,4 %). Ponadto
wykazano, ze na wiekszo$ci nanoczgstek hiPS-EVs RNA Select™ obecny jest takze
antygen SSEA-4 (77,8 £ 0,9 %) charakterystyczny dla ludzkich komorek
pluripotencjalnych, jednak inny marker tych komorek- Tra-1-60 znajduje si¢ jedynie na
2,7 + 0,1 % badanych obiektow (Rycina 19A i B).

Inne markery, ktorych wysoka ekspresja zostata przez nasz zespot potwierdzona
na komorkach hiPS (396), byly roéwniez obecne na cze$ci pecherzykow w badanych
probkach hiPS-EVs, w tym: KDR (6,2 £ 1,5 %), CD90 (47,2 £ 1,8 %) oraz CD105
(25,2 £ 4,4 %). Co istotne, analizowane pegcherzyki nie posiadaty markeréw komorek
hematopoetycznych, w tym CD34 oraz CDA45, co réwniez potwierdza specyficzno$é¢
analizy ich fenotypu oraz wyklucza mozliwos¢ przenoszenia tych antygenow
hematopoetycznych na komorki CD34" z KP (Rycina 19A i B).

Dodatkowo, obecnos¢ hiPS-EVS o0 wskazanym fenotypie antygenowym
potwierdzono takze analizujgc wybarwione probki za pomocg cytometru obrazowego
ImageStream X  MKIl.  Poprzedzona procesem optymalizacji modyfikacja
standardowego protokotu analizy obiektéw komdrkowych, w tym uzycie obiektywu
0 powigkszeniu 60- krotnym oraz wolnego przeptywu odpowiednio rozcienczonych
probek, umozliwita uzyskanie obrazow badanych nanoczastek w kanatach fluorescencji
oraz w kanale dla jasnego pola (Rycina 19C). Tym samym, ta unikatowa analiza
z zastosowaniem  cytometrii  obrazowej potwierdzita obecno$¢ pecherzykow
0 submikronowych rozmiarach, zawierajacych RNA oraz odpowiednie markery
powierzchniowe w badanych probkach EVs. Jednocze$nie, mozliwo$¢ obrazowania
pojedynczych obiektow wykluczyta ryzyko analizy artefaktow optycznych oraz
obiektow stanowigcych ewentualne zanieczyszczenie probek pomiarowych.

W celu uzupetienia analizy cytometrycznej oraz potwierdzenia obecnosci
wybranych biatek typowych dla pecherzykoéw zewnatrzkomorkowych w badanych
probkach hiPS-EVs, przeprowadzono takze analiz¢ typu Western Blot. Wykazata ona
obecno$¢ zardéwno wybranych tetraspanin (CD9, CD63), jak i cytoplazmatycznego
bialka synteniny w probkach pecherzykow. Co istotne, otrzymane dane wskazuja takze
(pot-ilosciowo), ze hiPS-EVs sg wzbogacone w te biatka w porownaniu do ich komorek
rodzicielskich (Rycina 20).
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Rycina 19. Analiza obecnosci markeréw powierzchniowych na hiPS-EVs z zastosowaniem
wysokorozdzielczej cytometrii przeplywowej oraz obrazowej. Probki hiPS-EVs barwiono
immunofluorescencyjnie oraz za pomocg barwnika RNA Select. A: Reprezentatywne wykresy
kropkowe ekspresji wybranych antygenow, uzyskane za pomoca cytometru przeplywowego
Apogee A50-Micro oraz dedykowanego oprogramowania Histogram (Apogee Flow Systems).
W lewym gérym rogu zamieszczono przyktadowy wykres analizy kulek kalibracyjnych Apogee
Calibrating Beads #1493 (Apogee Flow Systems), bedacych mieszaning kulek o zdefiniowanej
wielkoséci, wtym kulek: polistyrenowych (PS) wykazujacych zielong fluorescencje oraz
niefluoryzujacych kulek silikonowych (SL). Nastepnie, przedstawiono wykresy dla préobek
kontrolnych oraz badanych, w kanatach detekcji sygnatu: zielonej fluorescencji (FITC) dla
barwnika RNA Select oraz fluorescencji od barwnika APC (w ktorym odbywa si¢ tez detekcja
sygnalu od barwnika AIx647), wzgledem parametru rozproszenia $wiatta MALS
(z ang. medium angle light scatter), proporcjonalnego do wzglednej wielkosci analizowanych
czastek. Podane wartosci procentowe odpowiadaja odsetkowi obiektow w czerwonych
obszarach (bramkach), w poréwnaniu do wszystkich czastek obecnych na danym wykresie.
Podczas analizy obecno$ci poszczegllnych markeréw powierzchniowych, w  strategii
bramkowania uwzgledniono tylko obiekty RNA Select”. B: Wyniki zbiorcze analizy odsetka
czastek pozytywnych wzgledem barwnika RNA Select oraz posiadajacych jednoczesnie badane
antygeny powierzchniowe, przedstawione jako $rednia = SD dla trzech niezaleznych powtorzen
eksperymentu (N=3). C: Przyktadowe obrazy hiPS-EVs w jasnym polu, pojedynczych kanatach
fluorescencji oraz jako natozenie obu kanatéw fluorescencji, uzyskane za pomocg cytometru
obrazowego ImageStream MKII oraz dedykowanego oprogramowania IDEAS. Przedstawiono
wybrane galerie dla probek wybarwionych barwnikiem RNA Select oraz przeciwciatami
przeciwko trzem antygenom: CD34, CD81 oraz SSEA4. Akwizycje obiektoéw prowadzono
z zastosowaniem obiektywu o powigkszeniu 60x. Numery na zdjeciach w jasnym polu wskazuja
numer analizowanego obiektu w galerii obrazéw.

Ponadto, stwierdzono roéwniez obecno$¢ kalneksyny w probkach hiPS-EVs,
jednakze poziom tego biatka byl nizszy w porownaniu z lizatem z komorek hiPS
(Rycina 20). Jako biatko wystepujace w retikulum endoplazmatycznym (417),
kalneksyna uwazana jest obecnie za marker negatywny dla egzosoméw (416). Stad tez,
otrzymany wynik moze wskazywaé¢ na obecno$¢ nie tylko egzosomow, ale takze
wigkszych mikropgcherzykow w probkach hiPS-EVs (416, 418).
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Rycina 20. Analiza Western Blot obecnosci wybranych bialek w probkach hiPS-EVs oraz
ich komorkach rodzicielskich. Reprezentatywne membrany z poréwnaniem ekspresji
tetraspanin (CD9, CD63), cytoplazmatycznego biatka synteniny oraz kalneksyny asocjujacej
z przedziatem retikulum endoplazmatycznego. W analizie badano takze obecno$é¢ B-aktyny jako
biatka kontrolnego. W przypadku obu typow probek (hiPS oraz hiPS-EVs) naktadano na zele
taka samg ilo$¢ biatka. W nawiasach podano masy molekularne poszczegolnych biatek,
wyrazone w kilodaltonach (kDA).

Podsumowujac, przeprowadzone pomiary wykazaty, ze probki hiPS-EVs
zawierajg heterogennag mieszaning pecherzykéw komorkowych o submikronowej
srednicy hydrodynamicznej. Ponadto, stwierdzono, ze czastki te posiadaja
zréznicowang zawarto$¢ biologiczng, w postaci zarowno RNA, jak 1 markeréw
powierzchniowych, obecnych na ich komorkach rodzicielskich. Co istotne, wykazano
takze, ze probki hiPS-EVs wzbogacone sg w biatka charakterystyczne dla egzosomow
oraz ektosoméw. Tym samym, analiza probek hiPS-EVs wykazata, ze obecne w nich
czastki spetniajg kryteria definicji EVS, opracowane przez ISEV (416).

4.2. lzolacja oraz hodowla frakcji komérek z KP wzbogaconej w HSCs
in vitro

W celu izolacji komorek krwiotwdérczych z KP, opracowano trzyetapowy proces

ich separacji. W pierwszej kolejnosci krew lizowano w hipotonicznym buforze, w celu
usunigcia erytrocytow. Nastepnie, pozostale komorki jadrzaste poddawano wstepnej
separacji za pomoca sortera magnetycznego (MACS), uzyskujac frakcje wzbogacong
w komorki CD34". W kolejnym kroku wysokooczyszczong frakcje komoérek CD34*
izolowano z wykorzystaniem metody FACS (Rycina 21A). W ten sposob, kazdorazowo
czysto$¢ otrzymanych frakcji CD34" wynosita > 98 % (Rycina 21B), a liczba komorek
wyizolowanych z objetosci 1 ml KP wynosita 7,1 + 2,1-10° (Rycina 21C), przy czym
poszczegblne jednostki KP, ktore zuzyto w czasie eksperymentéw, mialy objetosé
od 15 ml do 110 ml (N=78).
Nastepnie, tak wyizolowane komoérki CD34" poddawano ekspansji ex vivo
w komercyjnie dostepnej pozywce bezsurowiczej z dodatkiem cytokin (FLT3L,
trombopoetyny oraz SCF), dedykowanej do hodowli ludzkich krwiotwdérczych komorek
macierzystych i progenitorowych.
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Rycina 21. Izolacja komorek CD34* z KP za pomocg FACS. Komorki ,,frakcji pozytywnej”
otrzymanej po izolacji za pomoca MACS, wzbogaconej w komorki CD34*, znakowano
immunofluorescencyjnie i sortowano z zastosowaniem sortera BD FACSAria Il
A: Przyktadowe wykresy kropkowe strategii sortu komorek CD34*. Najpierw bramkowano
mate (FSC'°") komérki o niskiej ziarnistoéci (SSC'®Y) (bramka R1), a nastepnie spos$rod nich
komorki CD45%™ oraz negatywne wobec markeréw liniowych (Lin), charakterystycznych dla
dojrzatych komoérek krwi (bramka R2). W obrebie tej subpopulacji bramkowano komorki
Z ekspresja antygenu CD34 (bramka R3), ktore nastepnie sortowano do probdéwek z pozywka
hodowlang. B: Przykltadowy wykres kropkowy czystosci frakcji wysortowanych komorek,
wskazujacy na bardzo wysokg (> 98 %) czysto$¢ sortu. Podane warto§ci procentowe
odpowiadajg odsetkowi obiektéw w bramkach, w poréwnaniu do wszystkich komorek
obecnych na danym wykresie. C: Wykres $redniej + SD liczby komérek CD34* wysortowanych
z 1 ml KP (dane dla 8-u reprezentatywnych jednostek KP; N=8). Wartosci liczbowe
uzyskiwano z informacji podawanych kazdorazowo przez oprogramowanie sortera.

Istotnie, w trakcie hodowli komoérek CD34" obserwowano przyrost liczby
komdrek (szczegdtowe dane liczbowe opisano w Podrozdziale 4.4. pt. Analiza wptywu
hiPS-EVs na tempo ekspansji komorek HSCs z KP in vitro), ktdre morfologicznie
cechowaly si¢ okraglym ksztattem oraz niskim potencjatem do adhezji do dna naczyn
hodowlanych (Rycina 22). Co ciekawe, namnazajgce si¢ komorki stopniowo zmienialy
swoja morfologie w czasie trwania hodowli, zwigkszajac swoje rozmiary W poréwnaniu
do komorek bezposrednio po izolacji. Ponadto, poczawszy od ok. 8-9 dnia hodowli,
czes$¢ z nich tworzyla grudkowate, pltywajace kolonie lub agregaty oraz przyjmowata
zroznicowany ksztalt, wykazujac przy tym zwiekszong tendencje do adhezji, co moze
swiadczy¢ o postgpujagcym spontanicznym roéznicowaniu tych komorek, pomimo
hodowli w pozywce dedykowanej do ich ekspansji (Rycina 22).
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Rycina 22. Morfologia komérek CD34* z KP, poddanych ekspansji ex vivo
w dedykowanej, bezsurowiczej pozywce hodowlanej. Przyktadowe zdjecia komorek
w kontrascie faz, bezposrednio po izolacji (d 0) oraz w 3, 12 i 14 dniu hodowli w pozywce Stem
Span SFEM Il wraz z Suplementem CC110 (Stem Cell Technologies), wykonane za pomoca
mikroskopu Olympus IX81. Paski skali oznaczajg 50 um. Czerwonymi strzatkami zaznaczono
pojawiajace si¢ agregaty komorek, czerwonymi znakami ,,*” oznaczono komorki o zmienionej
morfologii, ktora moze §wiadczy¢ o procesie ich rdznicowania.

Podsumowujac, zastosowanie dwuetapowej procedury sortowania - obejmujacej
kroki z zastosowaniem MACS i FACS oraz poprzedzonej lizg erytrocytow, umozliwito
efektywng izolacje frakcji komorek CD34" o bardzo wysokiej czystosci. Ponadto,
komorki te podejmowaty aktywnos¢ proliferacyjng w dedykowanej pozywce
bezsurowiczej, co umozliwito ich ekspansj¢ ex vivo w ograniczonym czasie.

4.3. Ocena internalizacji hiPS-EVs przez komorki CD34* in vitro

We weczesniejsze] pracy naszego zespotu wykazano, ze EVs uwalniane przez
komdrki hiPS sg w stanie fuzjowaé z blong pierwotnych komorek serca in vitro,
przenoszac bioaktywng zawarto$¢ w postaci mRNA, miRNA i biatek (396). Dlatego,
w ramach badan objetych niniejszg rozprawg doktorska zbadano czy hiPS-EVs moga
réwniez oddziatywaé z komorkami HSCs, wyizolowanymi z KP. Mialo to szczeg6lne
znaczenie z uwagi na fakt, ze komorki te sa niewielkich rozmiaréw, wykazuja wysoki
stosunek jadra do cytoplazmy i powierzchni btony, a w czasie krétkiej hodowli in vitro
wykazuja niski stopien adhezji do podtoza. Czynniki te potencjalnie moglyby utrudnia¢
interakcje tych komorek z EVs.
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W tym celu, komérki CD34" z KP poddawano 2-godz. inkubacji z EVs, wydzielanymi
przez komorki hiPS z nadekspresja biatka copGFP, wykazujacego zielong fluorescencje
(copGFP hiPS-EVs), co ufatwilo poézniejsza wizualizacje pecherzykoéw. Po czasie
inkubacji, za pomocg mikroskopii fluorescencyjnej oceniano czy doszto do kontaktu
pecherzykow z komorkami CD34%, a w konsekwencji do wnikniecia ich zawarto$ci do
wnetrza komoérek. Istotnie, przeprowadzone obserwacje wskazuja na pojawienie si¢
sygnatu zielonej fluorescencji w komoérkach CD34", akumulujgcego si¢ podbtonowo
w przedziale cytoplazmatycznym (Rycina 23).

Rycina 23. Wizualizacja internalizacji hiPS-EVs do komérek CD34* z KP in vitro.
Komorki wysiewano na szklane dno szalki WillCo pokrytej ludzka fibronektyna, a nastepnie
inkubowano z copGFP hiPS-EVs przez 2 godz. Po usuni¢ciu niezwigzanych pecherzykow jadra
komorkowe wybarwiano przyzyciowo barwnikiem jadrowym Hoechst 33342 (Hoe). Zdjecia
komoérek wykonano za pomocg mikroskopu fluorescencyjnego Leica DMI6G000B, przy
zastosowaniu obiektywu immersyjnego o powigkszeniu 100X i aperturze 1,47. Przedstawiono
reprezentatywny obraz, jako natozenie zdje¢ dla pola widzenia przy zastosowaniu kontrastu
interferencyjno-modulacyjnego oraz kanatow fluorescencyjnych dla copGFP (zielony) i Hoe
(niebieski). Biate strzatki oznaczaja copGFP hiPS-EVs zlokalizowane w cytoplazmie komorek
CD34". Biale gwiazdki wskazuja zagregowane COPGFP hiPS-EVS obecne na zewnatrz
komorek. Pasek skali wskazuje 5 pm.

Co ciekawe, zaobserwowano takze sygnat od agregatow pecherzykdw, przyczepionych
do bton komorek, ktére, prawdopodobnie ze wzgledu na zbyt duza $rednice, nie mogty
zosta¢ zinternalizowane.

Podsumowujac, uzyskane wyniki $wiadcza o mozliwosci bezposredniej
interakcji in vitro hiPS-EVs z komérkami CD34" izolowanymi z KP, a tym samym
0 mozliwosci przekazania bioaktywnej zawartosci tych pecherzykow do wnetrza
komorek krwiotworczych, co moze mie¢ istotne znaczenie z punktu widzenia regulacji
funkcji tych komorek.
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4.4. Analiza wplywu hiPS-EVs na tempo ekspansji komérek HSCs z KP
in vitro

W celu oceny wptywu hiPS-EVs na tempo ekspansji komorek krwiotwdrczych

izolowanych z KP in vitro, komérki CD34" hodowano przez 14 dni w pozywce
zawierajgcej dodatek hiPS-EVs (2 pg/ml), ktorg wymieniano co 2 dni. Nastepnie, w 4,
6, 8, 11 i 14 dniu ekspansji liczono komdrki namnazane W obecno$ci hiPS-EVS,
w porownaniu do komdrek kontrolnych.
Na podstawie przeprowadzonych analiz obliczono, ze po 14 dniach hodowli komorki
kontrolne zwickszyty swoja liczbe ponad 600-krotnie (656,6 + 331,4), w poréwnaniu do
liczby wysianej wyjsciowo do ekspansji. W przypadku komoérek namnazanych
w pozywce z dodatkiem hiPS-EVs warto$¢ ta (tj. krotno$¢ zwigkszenia liczby
w porownaniu do wyjsciowej liczby komorek umieszczonych w hodowli) byta
porownywalna i wynosita 669,2 + 203,7. Analiza statystyczna wykazata brak istotnych
réoznic w tempie proliferacji pomigedzy komodrkami kontrolnymi, anamnazanymi
w obecnosci hiPS-EVs (Rycina 24A), co $wiadczy o braku wplywu hiPS-EVs
na efektywno$¢ ekspansji komorek HSCs.

Warto zauwazy¢, ze z obliczen czasu podwojenia populacji wynika, ze powyzej
11 dnia hodowli tempo ekspansji komoérek CD34", zaréwno kontrolnych, jak
I hodowanych w pozywce z hiPS-EVS, ulegato znaczacemu obnizeniu (Rycina 24B), co
korelowato z mikroskopowa obserwacja $wiadczaca o zwigkszeniu si¢ liczby
obumierajacych komorek, cechujacych si¢ charakterystycznym, nieregularnym obrazem
morfologicznym. Tym samym, ekspansja ex vivo komérek CD34* z KP nie byla
mozliwa przez czas dtuzszy niz 14 dni.
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Rycina 24. Analiza tempa ekspansji komérek CD34" izolowanych z KP in vitro. Po izolacji
komorki CD34* hodowano przez 14 dni w dedykowanej pozywce, zawierajacej dodatek hiPS-
EVs (2 pg/ml). Kontrole stanowity komérki hodowane w pozywce bez pecherzykow. W 4, 6, 8,
11 i 14 dniu ekspansji poréwnywano liczbe komorek CD34" namnazanych w obecnosci hiPS-
EVs, w porownaniu do komorek kontrolnych. A: Wykres kropkowy przyrostu liczby komérek
w poréwnaniu do liczby komorek wysianych po izolacji, wyrazony jako krotno$¢ ekspansji,
W poszczegolnych dniach hodowli. Kazdy z punktéw na wykresie odpowiada pomiarowi
W obrebie jednego powtorzenia eksperymentu (N=4). Czarna pozioma linia wskazuje wartos¢
srednig. B: Wykres $redniej + SD (N=4) czasu podwojenia populacji w poszczegolnych dniach
hodowli, obrazujacy spadek potencjatu proliferacyjnego komorek.
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Podsumowujac, wykazano, ze efektywna ekspansja ex vivo frakcji
wzbogaconych w HSCs izolowanych z KP jest mozliwa jedynie przez ograniczony czas
(do 14 dni). Jednoczesénie, dodatek hiPS-EVs do pozywki hodowlanej nie zwigksza
W istotny sposob aktywnosci proliferacyjnej tych komorek.

4.5. Ocena wplywu hiPS-EVs na aktywnos¢ metaboliczng komérek HSCs
z KP invitro

Pomimo braku wyraznego wptywu hiPS-EVs na tempo ekspansji oczyszczonej
frakcji komorek krwiotworczych z KP ex vivo, dalsza analiza wykazata, ze inkubacja
komorek CD34* z hiPS-EVs zwicksza ich aktywno$¢ metaboliczng. Swiadcza o tym
wyniki uzyskane z pomiaréw stgzenia komorkowego ATP - wskazujace, ze komorki
CD34" poddane inkubacji z hiPS-EVs produkowaty wiecej ATP w poréwnaniu do
komarek kontrolnych (Rycina 25). Co ciekawe, zwigkszenie aktywnosci metabolicznej
bylo najwyzsze dla komorek inkubowanych w pozywce z hiPS-EVs krotkotrwale - tj.
przez 2 godz. (113,2 + 12,7 % kontroli), a efekt ten stopniowo zmniejszat si¢, gdy
komorki byty stymulowane pecherzykami przez 24 godz. (110,4 + 14,6 % kontroli) lub
48 godz. (107,6 = 6,5 % kontroli).
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Rycina 25. Analiza ilosciowa wplywu hiPS-EVs na aktywno$¢ metaboliczna komorek
CD34* z KP. Komorki po 7-dniowej ekspasji ex vivo inkubowano w pozywce zawierajgcej
hiPS-EVs (2 pg/ml) przez 2, 24 lub 48 godz. Po tym czasie mierzono st¢zenie ATP zawartego
w komoérkach za pomoca zestawu ATPLite Lumiescence Assay System. Na wykresie
przedstawiono dane dla komoérek inkubowanych z hiPS-EVs, wyrazajgc je jako % wartosci
uzyskanej dla komorek kontrolnych. Kazdy z punktéw na wykresie odpowiada pomiarowi
W obrebie jednego powtorzenia eksperymentu (N=5). Czarna pozioma linia wskazuje warto$¢
$rednig. Przerywang liniag czerwong oznaczono poziom dla komorek kontrolnych (100%).
*p<0,05 wzglgdem kontrolnych komorek CD34".

Zatem, uzyskane wyniki wskazuja, ze hiPS-EVs moga przejsciowo zwiekszaé
aktywno$¢ metaboliczng namnazanych komorek CD34" izolowanych z KP, o czym
swiadczy zwigkszona synteza ATP, a sita tego efektu zalezy od czasu stymulacji
komoérek z pecherzykami. Wzrost efektywnosci metabolicznej moze $wiadczy¢
o0 aktywacji innych procesow w tych komorkach, istotnych dla ich funkcji
biologicznych.
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4.6. Ocena wplywu ekspansji komorek krwiotworczych z KP z hiPS-EVs
na ich roznicowanie w kierunku linii hematopoetycznych in vitro

W trakcie 14-dniowej hodowli komérek CD34" wyizolowanych z KP in vitro
obserwowano stopniowg zmian¢ ich morfologii, ktéra mogta wskazywa¢ na
spontaniczne réznicowanie W  Kierunku bardziej dojrzatych komorek linii
hematopoetycznych. Dlatego, rownolegle z analizg tempa proliferacji tych komorek,
badano takze kinetyk¢ zmian ich fenotypu antygenowego w poszczegdlnych dniach
ekspansji. Ponadto, analizowano takze wplyw hiPS-EVs na zmiany fenotypowe,
$wiadczace o réznicowaniu si¢ tych komorek. W tym celu, w poszczegdlnych dniach
hodowli przeprowadzano analiz¢ cytometryczng komorek uprzednio wyznakowanych
przeciwciatami skierowanymi przeciwko wybranym antygenom powierzchniowym,
charakterystycznym dla poszczegélnych linii hematopoetycznych (tzw. markerom
liniowym).

Istotnie, zaobserwowano, ze stopniowy spadek potencjatu proliferacyjnego
komorek w trakcie ich ekspansji korelowal ze zmniejszeniem si¢ ekspresji antygenu
CD34 na tych komorkach z ok. 95 % w dniu 4 do ok. 5 % w dniu 14, przy czym efekt
ten wystgpowat zarbwno w przypadku komérek hodowanych w pozywce z hiPS-EVS,
jak ikontrolnych (Rycina 26, Tabela 17). Ponadto, nie zaobserwowano istotnych
statystycznie roéznic W odsetku komorek pozytywnych dla antygenu CD34 pomigdzy
komorkami kontrolnymi a namnazanymi w obecnosci hiPS-EVs.
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Rycina 26. Analiza iloSciowa wplywu hiPS-EVs na ekspresje antygenu CD34 na
komorkach z KP w trakcie ich ekspansji ex vivo. Po izolacji komérki hodowano przez 14 dni
w pozywce zawierajacej dodatek hiPS-EVs (2 pg/ml). Kontrolg stanowity komorki hodowane
W pozywce bez pecherzykow. W 4, 6, 8, 11 i 14 dniu ekspansji komorki barwiono immuno-
fluorescencyjnie za pomocg przeciwcial anty-CD34. Wybarwione komorki analizowano
nastepnie za pomocg cytometru przeptywowego BD LSRFortessa. Wykresy przedstawiono jako
% komorek wykazujacych ekspresje danego antygenu, w postaci $redniej += SD dla czterech
(N=4) powtorzen eksperymentu.

Spadek ekspresji antygenu CD34 sugerowal jednoczes$nie, ze dochodzi do
réznicowania komoérek w trakcie ich hodowli in vitro. Dlatego, w nastepnym etapie
zbadano kinetyke zmian ekspresji wybranych markeréw charakterystycznych dla
poszczegdlnych linii hematopoetycznych. Otrzymane wyniki wskazujg, ze ekspansja
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komorek krwiotworczych in vitro powoduje, ze czg$¢ z nich spontanicznie rdznicuje
w kierunku progenitoréw i dojrzatych komérek krwi. Swiadczy o tym wzrost odsetka
komdrek wykazujgcych ekspresje poszczegdlnych markerow liniowych z ok. 1-2 %
w dniu 4, do kilku, a nawet kilkudziesieciu procent w dniu 14 (Rycina 27, Tabela 18).
W szczegolnosci, w przypadku antygenu CD3, charakterystycznego dla limfocytow T,
zaobserwowano wzrost ekspresji do 14,8 + 2,0 % catkowitej liczby komorek w 14 dniu
hodowli. Podobnie, procent komorek wykazujacych ekspresje CD14 oraz CD19 w 14
dniu ekspansji wynosit odpowiednio 6,6 £ 2,1 % oraz 51 £ 1,1 %, co wskazuje
na pojawianie si¢ odpowiednio linii limfocytow B i linii monocytarno-makrofagowej
w hodowli. Z kolei odesetek komarek linii granulocytarnej (CD66b™) w 14 dniu wynosit
2,1+ 1,3 %, alinii erytroidalnej (CD235a") 8,6 + 3,7 %. Co ciekawe, odsetek komorek
wykazujacych ekspresje markera megakariocytowego CD41, wynosit az 43,3 £ 16,7 %.
Szczegdtowe dane liczbowe dla poszczegoOlnych dni hodowli komorek zestawiono
w Tabeli 18.
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Rycina 27. Analiza ilo$§ciowa wplywu hiPS-EVs na fenotyp komdrek CD34" z KP w trakcie
ich ekspansji ex vivo. Po izolacji komérki hodowano przez 14 dni w pozywce zawierajacej
dodatek hiPS-EVs (2 pg/ml). Kontrole stanowily komorki hodowane w pozywce bez
pecherzykow. W 4, 6, 8, 11 i 14 dniu ekspansji komorki barwiono immunofluorescencyjnie
zapomoca przeciwcial skierowanych przeciwko markerom charakterystycznych dla
poszczegollnych linii hematopoetycznych: CD3- limfocyty T, CD14- monocyty/makrofagi,
CD19- limfocyty B, CD66b- granulocyty, CD235a- erytrocyty, CD41- megakariocyty.
Wybarwione komorki analizowano nastgpnie za pomocg cytometru przeptywowego BD
LSRFortessa. Na wykresach przedstawiono % komorek wykazujacych ekspresj¢ danego
antygenu, w postaci $redniej + SD dla czterech (N=4) powtdrzen eksperymentu.*p<0,05
wzgledem komarek kontrolnych.
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Co istotne, zbadano réwniez, czy dodatek hiPS-EVs do pozywki hodowlanej
w trakcie ekspansji komorek krwiotworczych z KP moze wptywac na ich potencjat do
réznicowania. Rzeczywiscie, otrzymane wyniki wskazuja, ze w obecnosci hiPS-EVs
spontaniczne roOznicowanie w  pozywce bez  cytokin
ukierunkowujgcych  do  danej  linii  hematopoetycznej)  komorek  HSCs
do poszczegdlnych linii hematopoetycznych byto bardziej efektywne (Rycina 27,
Tabela 18). W szczegolnosci, procent komoérek CD66b™ i CD235a* byt statystycznie
wyzszy w wigkszosci analizowanych punktow czasowych, dla komdrek poddanych
dziataniu hiPS-EVS. Istotno$¢ statystyczng odnotowano takze w przypadku dnia 14 dla
komorek CD3* oraz w dniu 11 dla analizy ekspresji antygenu CD14 (Rycina 27, Tabela
18).

roznicowanie  (tj.

Tabela 18. Zbiorcze zestawienie wynikéw analizy wplywu hiPS-EVs na fenotyp komorek
CD34* z KP w trakcie ich ekspansji ex vivo. Po izolacji komorki hodowano przez 14 dni
W pozywce zawierajacej dodatek hiPS-EVs. Kontrole stanowily komorki hodowane w pozywce
bez pecherzykow. W 4, 6, 8, 11 i 14 dniu ekspansji analizowano ekspresje antygenu CD34 oraz
wybranych markeréw liniowych. Dane przedstawiono jako $rednig = SD dla czterech (N=4)
powtorzen eksperymentu.

Dzien ekspansji

4 6 8 11 14
cD34 945+47 | 796+84 | 463+132 | 170+£56 6,4+1,6
944+55 | 84,1+117 | 46,355 | 24376 55%25
CD3 1,1+0,5 25+12 52+272 10,5+38 | 14820
1,5+0,7 29+0,5 6,9+3,3 10,5+2,0 | 193+3,8
04+04 22+0,7 52+15 7,3+0,7 66+21
CD14
0,5+0,2 25+04 41+13 93+11 76+34
02+0,1 08+0,2 1.8+04 33+12 51+11
CD19
0,5+0,3 09+0,.2 23+0,1 6,0+25 72+£25
0,2+0,2 0,6+0,2 09+0,6 1,4+05 21+13
CD66b
04+01 1,2+04 1,8+0,2 24+10 56+4,0
1,0+0,6 54+27 96+41 89+28 8,6 3,7
CD235a 1 1 Ll Ll ) ) ) ) 1 1
1,8+0,9 70+18 74+23 13,1+3,0 | 11,7+26
cDA1 39+0,8 72+34 13,7+0,1 | 23,9+13,3 | 44,3+16,7
42+16 7,8+3,5 146+15 | 244+125 | 60,8+20,5

Podsumowujac, wykazano, ze w trakcie ekspansji ex vivo frakcja komorek z KP
wzbogaconych w HSCs rdéznicuje spontanicznie w kierunku poszczegdlnych linii
komorek krwi, pomimo braku w pozywce namnazajgcej cytokin stymulujacych
ukierunkowane réznicowanie. Ponadto, obecnos¢ hiPS-EVs zwigksza ten potencjat,
comoze $wiadczy¢é o tym, ze pecherzyki te przenosza czasteczki sygnatowe
stymulujace réznicowanie HSCs.
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4.7. Ocena wplywu hiPS-EVs na ukierunkowany potencjal klonogenny
komorek HSCs z KP in vitro

Potencjat klonogenny HSCs jest istotnym czynnikiem wplywajacym na
skuteczno$¢ rekonstytucji uktadu krwiotworczego po ich przeszczepie in vivo (419).
Z kolei wyniki przeprowadzonych w ramach niniejszej pracy eksperymentow $wiadcza
0 zroznicowanym wplywie hiPS-EVs na proliferacje i spontaniczne réznicowanie
komorek krwiotworczych z KP, bedacych procesami powigzanymi z ich potencjatem
klonogennym (139). Jak opisano wyzej, wykazano bowiem, ze hiPS-EVSs nie wptywaja
na proliferacj¢, ale zwickszaja réznicowanie si¢ HSCs. Dlatego, w kolejnym etapie
badan testowano wptyw hiPS-EVs na zdolno$¢ komdrek CD34" do tworzenia rdéznych
typéw kolonii hematopoetycznych w potptynnej metylocelulozie. Zawierata ona
czynniki wzrostowe i cytokiny (w tym SCF, GM-CSF, G-CSF, IL-3, IL-6 oraz
erytropoetyne), stymulujace HSCs do tworzenia roéznych typow kolonii, w zaleznosci
od ich stopnia ukierunkowania rozwojowego.

W pierwszej kolejnosci badano jak zmienia si¢ klonogennos¢ komdrek w trakcie
ich ekspansji ex vivo w pozywce zawierajacej hiPS-EVs. W tym celu, komorki w 4, 6,
8, 11 lub 14 dniu ich ekspansji pobierano z hodowli namnazajacej i wysiewano
w dedykowanej dla testu CFC potplynnej pozywce (metylocelulozie zawierajacej
wymienione czynniki wzrostowe). Nastgpnie, po 14 dniach hodowli liczono otrzymane
kolonie, z uwzglednieniem ich typu identyfikowanego na podstawie oceny
morfologicznej, zgodnie z przyjetymi w hematologii standardami (Rycina 28A).
Rozrézniano m.in. kolonie typu BFU-E/CFU-E, CFU-GM oraz CFU-GEMM, co
$wiadczyloby, ze w wyjsciowej puli znajduja si¢ m.in. komorki progenitorowe
réznicujgce odpowiednio w lini¢ erytroidalng oraz granulocytano-makrofagowa, a takze
komorki o wtasciwosciach progenitorow mieloidalnych (z ang. tzw. common myeloid
progenitors), zdolne do roznicowania w rézne linie mieloidalne, co przejawia si¢
heterogennoscig komorkowa wewnatrz jednej kolonii uzyskanej in vitro (139, 140).

Otrzymane wyniki wskazuja, ze podczas ekspansji ex vivo potencjat klonogenny
komorek krwiotworczych z KP ulega stopniowemu obnizeniu, o czym $wiadczy spadek
calkowitej liczby kolonii uzyskanych z tej samej liczby komorek wysianych w 4 i 14
dniu ekspansji. W przypadku komoérek hodowanych w pozywce bez hiPS-EVs
zaobserwowano spadek liczby kolonii otrzymanych po wysianiu 500 komérek CD34*
wdniu 4 oraz 14 ich ekspansji, odpowiednio z 1430 + 14,1 do 57,3 + 10,5
(Rycina 28B). Jednoczesnie wykazano, ze komorki namnazane w obecnosci hiPS-EVs
tworzyly istotnie statystycznie wigcej kolonii w porownaniu do komérek kontrolnych -
we wszystkich punktach czasowych trwania ich ekspansji ex vivo (Rycina 28B).
Najnizszy wzrost liczby kolonii - liczony, jako procent wartosci uzyskanej dla komorek
kontrolnych w danym punkcie czasowym - odnotowano dla komérek po 4 dniach
ekspansji (144,1 + 25,6 % kontroli), a najwyzszy dla komodrek wysianych po 11 dniach
ekspansji (203,7 = 46,5 % kontroli) (Rycina 28E).
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Rycina 28. Analiza potencjalu klonogennego komoérek CD34" z KP poddawanych
ekspansji ex vivo w pozywce zawierajacej hiPS-EVs. Po izolacji komorki hodowano przez 14
dni w pozywce zawierajacej hiPS-EVs (2 pg/ml). Kontrole stanowity komorki hodowane
W pozywce bez pecherzykow. W 4, 6, 8, 11 i 14 dniu ekspansji 500 komoérek wysiewano
w pozywce Human Methylcellulose Enriched Media. Po 14 dniach hodowli liczono
poszczegolne 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 zdjecia poszczegdlnych typow kolonii, wykonane za pomoca mikroskopu
Olympus IX81. Paski skali wskazujg 200 um. B: Suma kolonii otrzymanych z komdrek
wysianych na test CFC w poszczeg6lnych dniach ich ekspansji. Dane przedstawiono jako
$rednig = SD dla trzech (N=3) powtorzen eksperymentu.*p<0,05 wzgledem komoérek
kontrolnych. Dane liczbowe przedstawiono takze jako $rednig liczbe kolonii (N=3)
z uwzglednieniem ich typu, dla komorek hodowanych w pozywce z hiPS-EVs (C) oraz
komorek kontrolnych (D). E: Klonogennosc komoérek wyrazona jako % w porownaniu do
kontroli (tj. komoérek namnazanych w pozywce bez hiPS-EVs), w poszczeg6lnych dniach
ekspansji. Dane przedstawiono jako srednig + SD dla trzech (N=3) powtorzen eksperymentu.
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Swiadczy to o pozytywnym wplywie hiPS-EVs na potencjat klonogenny komoérek
CD34" z KP, ktore jednocze$nie zachowujg zdolno$¢ do tworzenia zréznicowanych
typow kolonii. W szczegolnosci, zar6wno komorki poddane dziataniu pecherzykow, jak
i komorki kontrolne, tworzyly najwig¢cej kolonii granulocytarno-makrofagowych,
a najmniej kolonii mieszanych (Rycina 28C-D).

Ponadto, zbadano takze czy krétkoterminowa inkubacja z hiPS-EVs bedzie
réwniez wptywaé na klonogenno$¢ tych komorek. Przeprowadzone doswiadczenia
wykazaly, Ze istotnie statystycznie wiecej kolonii uzyskiwano z komérek CD34*
(namnazanych uprzednio in vitro przez 7 dni) poddanych dziataniu hiPS-EVSs przez
2 godz. (147,8 £ 37,2 % kontroli), 6 godz. (191,7 = 72,0 % kontroli) oraz 24 godz.
(196,7 = 70,3 % kontroli), a nastgpnic wysianych do metylocelulozy celem oceny
potencjatu klonogennego (Rycina 29).
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Rycina 29. Analiza potencjalu klonogennego komoérek CD34* z KP poddawanych krotkiej
inkubacji w pozywce zawierajacej hiPS-EVs. Po izolacji komérki namnazano przez 7 dni,
a nastepnie poddawano inkubacji z hiPS-EVs przez 2, 6 lub 24 godz. Kontrole stanowity
komorki inkubowane w pozywce bez hiPS-EVs. Nastepnie, 500 komoérek z kazdego warunku
wysiewano w pozywce Human Methylcellulose Enriched Media. Po 14 dniach hodowli liczono
kolonie hematopoetyczne. Wykres przedstawia klonogenno$¢ komorek wyrazona jako %
w poréwnaniu do kontroli, w poszczeg6lnych dniach ekspansji. Kazdy z punktow na wykresie
odpowiada pomiarowi w obrebie jednego powtorzenia eksperymentu (N=4). Czarna pozioma
linia wskazuje warto$¢ $rednig. Przerywang linig czerwona oznaczono poziom dla komorek
kontrolnych (100%). *p<0,05 wzgledem kontrolnych komdrek CD34".

Podsumowujac, otrzymane dane sugeruja, ze hiPS-EVs zwigkszaja potencjat
klonogenny komérek krwiotwdrczych z KP oceniany in vitro, przy czym efekt ten
zalezy od czasu inkubacji komoérek z pecherzykami, sugerujac aktywacje szlakow
zwigzanych z hematopoeza, Co uwidacznia si¢ w pozniejszej odpowiedzi komorek.

104



4.8. Analiza aktywnosci cytoprotekcyjnej hiPS-EVs wobec komoérek CD34*
poddanych dzialaniu czynnika toksycznego in vitro

Poprzednie badania prowadzone w naszym zespole wykazaty, ze EVS
wydzielane przez ludzkie oraz mysie komorki iPS mogg wykazywaé dzialanie
cytoprotekcyjne wobec komérek serca oraz $rodbtonka in vitro (395, 396). Dlatego,
w niniejszej pracy zbadano czy hiPS-EVs beda miaty podobny wptyw na komorki
CD34" z KP, chronigc je przed apoptoza wywotang czynnikami cytotoksycznymi,
potencjalnie obecnymi w uszkodzonej niszy szpikowej. W prowadzonych badaniach
zastosowano model indukcji proceséw apoptozy poprzez dodatek staurosporyny do
pozywki hodowlanej. Zwiazek ten hamuje wigzanie czasteczek ATP do kinazy
biatkowej C, co skutkuje §miercig komorki (420, 421).

W celu analizy wptywu hiPS-EVs na zachowanie komérek CD34* po dodaniu
wspomnianego czynnika cytotoksycznego, namnozone w ciagu 7 dni komorki najpierw
inkubowano z hiPS-EVs przez 2 godz., a nastepnie poddawano dziataniu staurosporyny,
dodajac ja do pozywki na 24 godz. Kontrole stanowily komorki inkubowane w pozywce
bez dodatku hiPS-EVs. Dodatkowo, aby oceni¢ efekt samego dodatku pecherzykow
na zywotno$¢ komorek, zastosowano rowniez warunek kontrolny, czyli komorki
nietraktowane staurosporyna.
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Rycina 30. Analiza wplywu hiPS-EVs na zywotno$¢ komorek CD34" poddanych dzialaniu
czynnika cytotoksycznego in vitro. Komdrki CD34* po 7 dniach ekspansji ex vivo poddawano
inkubacji z hiPS-EVs przez 2 godz., dodajac nastgpnie do pozywki staurosporyng (100 nM)
na24 godz. Kontrolg stanowily komoérki inkubowane w pozywce bez pecherzykow.
Dodatkowo, wysiewano rowniez komorki CD34" w pozywce niezawierajacej staurosporyny
(kontrola testu). Po inkubacji z w/w czynnikami i ich odptukaniu, komorki barwiono za pomoca
zestawu Annexin V Apoptosis Detection Kit i analizowano z zastosowaniem cytometru
przeptywowego BD LSRFortessa. A: Reprezentatywne wykresy kropkowe uzyskane dla
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komérek inkubowanych z hiPS-EVs oraz kontrolnych, w pozywce bez lub z dodatkiem
staurosporyny. Podczas analizy bramkowano obiekty: zywe- jako negatywne dla aneksyny V
(An V) oraz 7-AAD, we wczesnej (AnV* 7-AAD") oraz pdznej apoptozie (AnV* 7-AAD),
atakze komorki nekrotyczne (AnV- 7-AAD*). Podane wartoéci procentowe odpowiadajg
odsetkowi obiektow w bramkach, w poréwnaniu do wszystkich komorek obecnych na danym
wykresie. B: Wykres $redniej £ SD procentu zywych (AnV- 7-AAD?) komorek CD34,
uzyskanej z czterech (N=4) powtorzen eksperymentu. *p<0,05 wzgledem komdorek kontrolnych.
C: Tabela zbiorcza procentu komoérek zywych oraz obecnych w poszczegolnych fazach $mierci
komoérkowej. Dane przedstawiono jako $rednia + SD z czterech (N=4) powtorzen
eksperymentu.

Analiza cytometryczna probek wybarwionych aneksyng V oraz barwnikiem
jadrowym 7-aminoaktynomycyng D (7-AAD) wykazata, ze staurosporyna wywotuje
$mier¢ komorek CD34" na drodze apoptozy, obnizajac ich zywotno$¢ z wyjsciowego
poziomu wynoszacego 87,5 £ 3,0 % do 53,8 £ 0,8 % po 24 godz. od dodania
wspomnianego czynnika toksycznego (Rycina 30). Jednoczesnie, otrzymane wyniki
$wiadcza, ze hiPS-EVs czeSciowo hamuja $mier¢ komoérek CD34", wywotang
dodatkiem staurosporyny (Rycina 30A), co $wiadczy o ich aktywnosci
cytoprotekcyjnej. W szczegolnosci, w przypadku komorek inkubowanych uprzednio
z hiPS-EVs, a nastepnie poddanych dziataniu staurosporyny, procent zywych komorek
wynosit 68,4 + 3,0 %, zatem wzrdst o ok. 15 % w porownaniu do komdrek kontrolnych,
aroznica ta byla istotna statystycznie (Rycina 30B-C). Ponadto, zaobserwowano
réwniez pozytywny efekt hiPS-EVs na komorki inkubowane w pozywce bez czynnika
cytotoksycznego, przejawiajacy si¢ zwigkszeniem odsetka zywych komoérek w hodowli
in vitro (87,5 = 3,0 % vs. 93,6 + 1,3 % dla komdrek kontrolnych vs. komorki
inkubowane z hiPS-EVs) (Rycina 30).

Podsumowujac, uzyskane dane wskazuja, ze hiPS-EVs wykazuja aktywno$¢
protekcyjng wobec komorek CD34" z KP w warunkach dzialania czynnika
cytotoksycznego in vitro, zwigkszajac jednoczesnie odsetek zywych komorek
w hodowli ex vivo.

4.9. Ocena aktywnosci chemotaktycznej in vitro komorek krwiotworczych
z KP po kontakcie z hiPS-EVs

Kolejnym etapem badan byla ocena wptywu hiPS-EVs na aktywno$¢
chemotaktyczng komoérek CD34" z KP. Zasadno$¢ tych badan wynikata z faktu,
iz podane dozylnie komdrki krwiotworcze aktywnie migruja w Kierunku niszy
szpikowej, zgodnie z gradientem kluczowego dla nich chemoatraktanta- SDF-1, co jest
jednym z istotnych czynnikow warunkujgcych efektywne zasiedlanie niszy przez
te komorki, a tym samym powodzenie przeszczepu i rekonstytucji SzK (66, 422).

W zwiagzku z powyzszym, W kolejnym etapie badan przeprowadzono test oceny
chemotaksji badanych komdérek CD34" (kontrolnych oraz inkubowanych z hiPS-EVs

106



przez 2, 6 lub 24 godz.) do SDF-1 w warunkach in vitro. W tym celu komdrki
wysiewano na zmodyfikowang komor¢ Boydena, stanowigcg inserty z porami
0 $rednicy 5 pm, zanurzone W dotkach z pozywka zawierajacag SDF-1 w st¢zeniu 100
ng/ml. Nastepnie, po 3 godz. zliczano liczbe komorek, ktore aktywnie przemigrowaty
przez pory do dolnej cz¢éci komory. Uzyskane wyniki wskazujg, ze kontakt komdrek
CD34" z hiPS-EVs zwieksza ich odpowiedz na bodziec chemotaktyczny, przy czym
poziom tej zmiany zalezy od czasu inkubacji komorek z p¢cherzykami (Rycina 31A).
W szczegodlnoscei, zaobserwowano wzrost odsetka aktywnie migrujacych komorek
CD34" po 2 godz. (131,4 £ 42,6 % wartosci dla kontroli) i 6 godz. (1455 + 79,2 %
warto$ci dla kontroli) inkubacji z hiPS-EVs, w poroéwnaniu z kontrolg. Jednakze, po 24
godz. efekt ten ulegt obnizeniu, a chemotaksja komdérek powrécita do poziomu dla
komorek nietraktowanych pgcherzykami (111,5 + 35,6 % wartosci dla kontroli) (Rycina
31A).
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Rycina 31. Analiza wplywu hiPS-EVs na aktywno$¢ chemotaktyczna komérek CD34*
z KP in vitro. Komorki CD34* po 7 dniach ekspansji ex vivo poddawano inkubacji z hiPS-EVs
przez 2, 6 lub 24 godz., a nastgpnie Wysiewano na inserty komory Boydena z porami o $rednicy
5 um, zanurzone w dotkach z pozywka zawierajaca SDF-1 (100 ng/ml), pozwalajac na aktywna
migracj¢ komarek przez 3 godz. Kontrole stanowily komorki inkubowane w pozywce bez hiPS-
EVs. Nastepnie, inserty usuwano i analizowano liczbe komorek obecnych w dolnej czgsci
komory z zastosowaniem cytometru przeptywowego BD LSRFortessa. A: Wykres aktywnos$ci
chemotaktycznej komorek, wyrazonej jako % w poréwnaniu do kontroli, w poszczegdlnych
punktach czasowych inkubacji z hiPS-EVs. Kazdy z punktéw na wykresie odpowiada
pomiarowi w obregbie jednego powtdrzenia eksperymentu (przy czym dla 2 godz. liczba
powtorzen wynosita N=7, dla 6 godz. N=5, a dla 24 godz. N=6). Czarna pozioma linia wskazuje
warto$¢ srednig. Przerywang linia czerwong oznaczono poziom dla komorek kontrolnych
(100%). *p<0,05 wzgledem kontrolnych komorek CD34*. B: Ekspresja antygenu CXCR4 na
powierzchni komérek po inkubacji z hiPS-EVs, w poréwnaniu z komdrkami kontrolnymi (bez
hiPS-EVs), mierzona metoda cytometrii przeptywowej, bezposrednio przed wysianiem
komorek na inserty. Dane na wykresie przedstawiono jako procent komorek CXCR4* ($rednia +
SD; N=3) w populacji komérek po inkubacji z hiPS-EVs w poréwnaniu do kontroli,
W poszczegolnych punktach czasowych. Przerywang liniag czerwona oznaczono poziom dla
komérek kontrolnych (100%).
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Majac na uwadze fakt, iz migracja komorek do SDF-1 jest regulowana m.in.

poprzez interakcje tej chemokiny z jej receptorem- CXCR4, obecnym na powierzchni
blony komorkowej, rownolegle do pomiaru chemotaksji mierzono rowniez ekspresj¢
tego receptora na komdrkach CD34*. Co ciekawe, nie obserwowano istotnych zmian
poziomu ekspresji antygenu CXCR4 na komorkach poddanych dziataniu hiPS-EVs,
w poréwnaniu do komdrek kontrolnych (Rycina 31B).
Dlatego tez, w toku dalszych prac zbadano czy zwiekszona odpowiedz komoérek CD34*
na gradient chemoatraktanta po kontakcie z hiPS-EVs, moze by¢ spowodowana innymi
czynnikami, w tym m.in. wptywem pecherzykow na st¢zenie jondw wapnia w tych
komorkach. Wynika to z faktu, ze gwaltowny wzrost wewnatrzkomorkowego stezenia
wolnych jonéw Ca?*, uwalnianych z rezerwuaréw komoérkowych (w tym m.in.
z retikulum endoplazmatycznego), jest jednym z procesdw towarzyszacych inicjalizacji
procesOw migracji komorek, w tym komorek hematopoetycznych umieszczonych
w gradiencie SDF-1 (423).

Zatem, aby zbada¢ wptyw hiPS-EVs na wyrzut wolnych jondéw wapnia
(z ang. calcium flux) w komérkach CD34" pod wptywem stymulacji SDF-1, komorki te
wstepnie inkubowano w pozywce z dodatkiem pecherzykow przez 2, 6 lub 24 godz.,
a nastepnie, do zawiesiny komoérkowej dodawano barwnika Fluo-4 AM, ktéry ma
zdolno$¢ do akumulacji w komodrkach, a jego sygnal zielonej fluorescencji jest
proporcjonalny do stezenia wolnych jonow Ca?*. Tak przygotowane komorki
stymulowano za pomoca SDF-1, natychmiast monitorujac sygnat od Fluo-4 wiazacego
si¢ do jonow Ca?*, z wykorzystaniem cytometru przeptywowego.

Uzyskane w ten sposéb wyniki wskazujg, ze komérki CD34" z KP reagujg na
obecnos$¢ chemoatraktanta wzrostem stezenia wolnych jonéw Ca?* wewnatrz komorek,
przy czym najsilniejsza reakcja ma miejsce w pierwszych sekundach od dodania SDF-1
(Rycina 32A). Co istotne, uprzednia inkubacja tych komorek z hiPS-EVs zwickszata
odsetek komorek CD34* reagujacych na SDF-1 wzrostem poziomu wapnia, przy czym
sita tego efektu zalezna byla od czasu inkubacji z pecherzykami (Rycina 32B).
W szczegolnosei, najwyzszy wzrost odsetka komadrek wykazujacych fluorescencje od
Fluo-4 (wigzacego uwolniony wapn) powyzej poziomu bazalnego (zarejestrowanego
dla komérek kontrolnych bez dodatku SDF-1) zaobserwowano po 6 godz. inkubacji
tych komorek z hiPS-EVs (167,2 + 83,6 % w porownaniu do poziomu sygnatu
w komorkach kontrolnych). Z kolei po 2 oraz 24 godz. kontaktu komorek
z pecherzykami, poziom odpowiedzi tych komorek wynosit odpowiednio 92,8 + 21,7 %
oraz 110,08 * 8,31 %, w porownaniu do komorek kontrolnych (Rycina 32B).
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Rycina 32. Wplyw hiPS-EVs na wzrost st¢zenia wolnych jonéw Ca?* w komérkach CD34*
w odpowiedzi na bodziec chemotaktyczny in vitro. Komérki CD34* po 7 dniach ekspansji
ex vivo poddawano inkubacji z hiPS-EVs przez 2, 6 lub 24 godz., barwiono barwnikiem Fluo-4,
a nastepnie stymulowano za pomocg SDF-1 (100 ng/ml). Kontrolg stanowily komorki
inkubowane w pozywce bez hiPS-EVs. Bezposrednio po dodaniu do pozywki chemoatraktanta,
rozpoczynano cytometryczny pomiar sygnalu od barwnika Fluo-4, bedacego wskaznikiem
wewngtrzkomorkowego stezenia wolnych jonow Ca?*. Kazdorazowo pomiar prowadzono przez
120 s. A: Reprezentatywne wykresy kropkowe sygnatu od Fluo-4, rejestrowanego w czasie
120s dla komorek w pozywce bez obecnosci SDF-1 (poziom bazalny), oraz komorek
stymulowanych SDF-1, w tym kontrolnych oraz poddanych dzialaniu hiPS-EVs. Podane
warto$ci procentowe odpowiadajg odsetkowi obiektow w bramkach, w poréwnaniu
do wszystkich komdrek obecnych na danym wykresie. B: Wykres odsetka komorek Fluo-4*
po dodaniu chemoatraktanta, wyrazonego jako % w poréwnaniu do kontroli, w poszczegdinych
punktach czasowych inkubacji z hiPS-EVs. Kazdy z punktow na wykresie odpowiada
pomiarowi W obrebie jednego powtdrzenia eksperymentu, przy czym dla 2 godz. liczba
powtdrzen wynosita N=5, a dla 6 godz. oraz 24 godz. wynosita N=6. Czarna pozioma linia
wskazuje warto$¢ S$rednig. Przerywana linig czerwona oznaczono poziom dla komorek
kontrolnych (100%). *p<0,05 wzgledem kontrolnych komérek CD34*.
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Podsumowujac, otrzymane wyniki wskazuja, ze hiPS-EVs zwigkszaja
odpowiedz chemotaktyczng komorek CD34" z KP na gradient SDF-1, a sita tego efektu
zalezy od czasu inkubacji tych komodrek z hiPS-EVs. Jednocze$nie, obserwowany
wzrost aktywnosci chemotaktycznej tych komorek po ich kontakcie z hiPS-EVs nie jest
spowodowany zmianami ekspresji antygenu CXCR4, ale moze by¢ czgsciowo zwigzany
ze wrostem stezenia wolnych jonow Ca®* w tych komorkach po zadziataniu bodzca
chemotaktycznego.

4.10. Analiza wplywu hiPS-EVs na adhezje¢e komorek CD34" in vitro

Zdolno$¢ przeszczepionych komorek HSCs do adhezji do komorek srodbtonka
naczyniowego oraz komorek zrebu SzK jest kluczowym etapem niezbednym do
inicjacji przejscia tych komorek przez Sciany naczyn krwionosnych i zasiedlania nisz
szpikowych. Z kolei procesy te warunkujg skuteczne wszczepienie komdrek
I rekonstytucj¢ uktadu krwiotworczego po przeszczepie (424). Dlatego, w kolejnym
etapie badan oceniano czy hiPS-EVs mogg wpltywa¢ na wlasciwosci adhezyjne
komorek CD34" izolowanych z KP.

W tym celu komérki CD34" inkubowano w pozywce z dodatkiem pecherzykow

przez 2 godz., a nast¢pnie przeprowadzano test ich adhezji do réznych powierzchni,
wysiewajac komorki wyznakowane kalceing AM na naczynia hodowlane, pokryte
fibronektyng, warstwg komoérek stromalnych lub komorkami  pochodzenia
srodbtonkowego. Taki czas inkubacji komérek HSCs z hiPS-EVs dobrano bazujgc
na wynikach wczesniejszych eksperymentow, $wiadczacych, ze do efektywnej
stymulacji szeregu funkcji komorek dochodzi po krdtkim czasie ich kontaktu
Z pecherzykami.
W pierwszej kolejnosci badano potencjat komoérek CD34* do przylegania do
fibronektyny- biatka bedacego istotnym sktadnikiem macierzy zewnatrzkomoérkowe;j
(425). Zaobserwowano, ze krétka inkubacja z hiPS-EVs (2 godz.) zwigksza adhezje
komorek CD34" do fibronektyny o 10,0 + 0,8 % w poréwnaniu do komorek
kontrolnych, niepoddanych dziataniu pecherzykéw (Rycina 33A-B). Nastepnie,
analizowano takze efekt dodatku pecherzykow na przyleganie komorek krwiotworczych
z KP do dwoch typow komorek adherentnych: komorek mezenchymalnych oraz
komorek $rodbtonka, ktore stanowia odpowiednio — istotny element zrebu SzK oraz
reprezentuja komorki wyscielajace naczynia. Jako uktady modelowe zastosowano
odpowiednio komérki UC-MSCs oraz HUVECs. Podobnie jak w przypadku
fibronektyny, wykazano wzrost adhezji komoérek CD34*, zaréwno do UC-MSCs
(011,0 £ 0,6% w poréwnaniu do komorek kontrolnych; Rycina 33C), jak i HUVECs
(06,0 £ 0,8 % w porownaniu do komorek kontrolnych; Rycina 33D).

Nastepnie, w celu zbadania mozliwych mechanizméw odpowiedzialnych za
obserwowany wptyw hiPS-EVs na interakcje komérek HSCs z macierzg biatkowg oraz
innymi komaorkami, sprawdzano czy inkubacja komorek CD34" z hiPS-EVs wptywa na
obecno$¢ antygendéw zaangazowanych w adhezje komorek krwiotwdrczych
do §rodbtonka naczyniowego oraz bialeck ECM, a tym samym uczestniczacych
w zasiedlaniu przez nie nisz hematopoetycznych po przeszczepie (147). Analizowano
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m.in. ekspresje antygenéw CD49d oraz LFA-1 na komorkach CD34" poddanych
dziataniu hiPS-EVs, bedacych odpowiednio ligandami dla VCAM-1 oraz czasteczki
adhezji miedzykomoérkowej 1 (ang. intercellular adhesion molecule 1; ICAM-1)
obecnych na komorkach srodbtonka (147, 426). Jednocze$nie, badano takze ekspresje
antygenu CD49e, jako ligandu dla fibronektyny (427).
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Rycina 33. Wplyw hiPS-EVs na zdolno$é¢ komérek CD34" z KP do adhezji do fibronektyny
oraz do komdrek stromalnych i komérek $§rodblonka. Komérki CD34* po 7 dniach ekspansji
ex vivo poddawano inkubacji z hiPS-EVs przez 2 godz. i barwiono kalceing AM. Kontrolg
stanowity komorki inkubowane w pozywce bez pecherzykOw. Nastepnie komorki umieszczano
w dotkach hodowlanych, pokrytych warstwa fibronektyny, komorkami UC-MSCs lub
HUVECsS, a nastepnie po 2,5 godz. inkubacji odptukiwano niezwigzane komorki i dokonywano
pomiaru sygnalu fluorescencji kalceiny, za pomocg czytnika ptytkowego Tecan.
A: Reprezentatywne zdjgcia komérek CD34" zaadherowanych do fibronektyny, wykonane za
pomocg mikroskopu fluorescencyjnego Leica DMI6000B w kontrascie faz, kanale zielonej
fluorescencji oraz jako zlozenie obu kanalow. Pasek skali oznacza 250 um. Na wykresach
przedstawiono warto$ci sygnatu fluorescencji pochodzacej od komérek CD34* zaadherowanych
do fibronektyny (N=7, panel B), komérek UC-MSCs (N=5, panel C) lub HUVECs (N=6, panel
D), wyrazonego jako % w poréwnaniu do komorek kontrolnych. Kazdy z punktow na
wykresie odpowiada pomiarowi w obrebie jednego powtorzenia eksperymentu. Czarna pozioma
linia wskazuje warto$¢ $rednig. Przerywana linig czerwona oznaczono poziom dla komorek
kontrolnych (100%). *p<0,05 wzglgdem kontrolnych komérek CD34".
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Otrzymane wyniki wskazuja, ze krotka inkubacja komorek CD34" z hiPS-EVs
nie wplywa na ekspresj¢ antygenéw CD49d oraz CD49¢ (Rycina 34A). Jednakze,
zaobserwowano istotny statystycznie wzrost poziomu ekspresji antygenu LFA-1
w komorkach inkubowanych z pecherzykami przez 2 godz. oraz 6 godz. (odpowiednio
1290 £ 12,6 % oraz 127,4 + 8,7 % w porownaniu do poziomu zmierzonego
w komorkach kontrolnych; Rycina 34A). Co istotne, po 24 godz. inkubacji z hiPS-EVs
ekspresja tego antygenu powrdcita do poziomu obserwowanego dla komorek
kontrolnych.

W celu zbadania mozliwego mechanizmu zmiany poziomu antygenu LFA-1 na
komorkach CD34" poddanych dziataniu hiPS-EVS, przeprowadzono réwniez analize
obecnosci LFA-1 na hiPS-EVs z zastosowaniem wysokorozdzielczej cytometrii
przeptywowej. Badano w ten sposob czy obecnos$¢ tego antygenu na powierzchni
komérek CD34" moze by¢ potencjalnie wynikiem jego przeniesienia z blony
pecherzykow do btony HSCs. Otrzymane dane wskazuja, ze 8,1 + 0,2 % pecherzykow
RNA Select* posiada ten marker na swojej powierzchni (Rycina 34B). Swiadczyé
to moze o prawdopodobienstwie przeniesienia go na komoérki CD34* w wyniku ich
interakcji z hiPS-EVs. Jednakze, zwazywszy na fakt, ze odsetek LFA-1" hiPS-EVs jest
relatywnie niski, istnieje takze mozliwos¢, ze sam kontakt z pecherzykami moze
indukowa¢ endogenng reakcje komorek, prowadzaca do wzrostu poziomu tego
antygenu na ich powierzchni.
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Rycina 34. Analiza wplywu hiPS-EVs na ekspresje wybranych molekul adhezyjnych na
komdrkach CD34* z KP. A: Komorki CD34* po 7 dniach ekspansji ex vivo poddawano
inkubacji z hiPS-EVs przez 2, 6 lu 24 godz. Kontrole stanowity komorki inkubowane
W pozywce bez pecherzykéw. Nastepnie, komorki barwiono odpowiednimi przeciwciatami
przeciwko wybranym molekutom adhezyjnym: CD49d, CD49%e oraz LFA-1, sprzgzonymi
z fluorochromami. Srednia intensywno$¢ fluorescencji (z ang. median fluorescencje intensity;
MFI) emitowang od zwigzanych z komorkami przeciwcial mierzono za pomocg cytometru
przeptywowego BD LSRFortessa. Na wykresach przedstawiono MFI ($rednia + SD; N=3)
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wyrazone jako % w porownaniu do jego wartosci dla komérek kontrolnych, w poszczegolnych
punktach czasowych inkubacji z hiPS-EVs. Przerywang linig czerwong oznaczono poziom dla
komorek kontrolnych (100%). *p<0,05 wzgledem kontrolnych komoérek CD34*. B: Analiza
obecnosci antygenu LFA-1 na hiPS-EVs. Prdbki hiPS-EVs barwiono immunofluorescencyjnie
oraz za pomocg barwnika RNA Select i analizowano za pomoca cytometru przeptywowego
Apogee A50-Micro oraz dedykowanego oprogramowania Histogram. Reprezentatywne
wykresy kropkowe ekspresji antygenu LFA-1 na hiPS-EVs pozytywnych dla RNA Select.
Wykresy przedstawiaja poziom sygnalu w odpowiednich kanatach detekcji fluorescencji
wzgledem parametru rozproszenia $wiatta MALS (z ang. medium angle light scatter),
proporcjonalnego do wzglednej wielkosci analizowanych czastek. Podane wartosci procentowe
odpowiadaja odsetkowi obiektow w czerwonych obszarach (bramkach), w poréwnaniu do
wszystkich czastek obecnych na danym wykresie. Potozenie bramek dostosowano do poziomu
autofluorescencji w poszczegolnych kanatach detekcji, zmierzonego dla probki niebarwione;j.

Podsumowujac, hiPS-EVs moga pozytywnie wptywaé na adhezje komorek
CD34" z KP do biatek ECM, a takze komorek stromalnych i srddbtonka naczyniowego,
a mechanizm tego zjawiska moze by¢ czeSciowo zwigzany ze zwigkszeniem poziomu
ekspresji antygenu LFA-1 na komdrkach Kkrwiotworczych, zaangazowanego m.in.
w procesy adhezji migdzykomorkowe;.

4.11. Ocena ekspresji genow zwiazanych z hematopoeza w komodrkach
CD34" z KP poddanych dzialaniu hiPS-EVs in vitro

W toku  prowadzonych  badaf, uzyskane  wyniki  $wiadczace
0 wielokierunkowym wplywie hiPS-EVs na funkcje komdrek CD34* z KP in vitro,
nasuncly pytania 0 mozliwe mechanizmy molekularne obserwowanych zjawisk.
Dotychczasowe prace badawcze, w tym prace naszego zespotlu, wskazuja, ze jednym
z efekdéw dziatania EVs moze by¢ zmiana ekspresji genébw w komdrkach docelowych
(396, 428, 429). Ponadto, obserwowany w niniejszej pracy wptyw hiPS-EVs na szereg
wlasciwo$ci biologicznych komorek krwiotworczych z KP sugerowal, ze moze
dochodzi¢ w nich do zmiany poziomu gendéw regulujacych wymienione procesy.
Dlatego, w kolejnym etapie badan poddano analizie zawartos¢ mRNA dla wybranych
genéw obecnych w komérkach CD34" poddanych dziataniu hiPS-EVs.

Poczatkowo, zbadano zmiany poziomu transkryptow dla dwoch istotnych genow
hematopoetycznych: SCL oraz HOXB4 (430, 431) w komdrkach poddanych krotkiej
inkubacji z hiPS-EVs. Istotnie, analiza z zastosowaniem techniki PCR w czasie
rzeczywistym wykazata, ze dodatek hiPS-EVs do pozywki hodowlanej zwigksza
ekspresje mMRNA dla genu SCL w komdrkach CD34", osiagajac 1,8 + 0,7- krotny oraz
1,5 = 0,7-krotny wzrost w poréwnaniu do komérek kontrolnych, odpowiednio po
2 godz. oraz 6 godz. inkubacji z hiPS-EVs (Rycina 35). Jednakze, po 24 godz. inkubacji
Z pecherzykami ekspresja tego genu wracata do poziomu bazalnego, odpowiadajacego
komadrkom kontrolnym. Podobnie, ekspresja genu HOXB4 roéwniez istotnie wzrastala
w komorkach 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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byl rowniez podwyzszony w komorkach 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
pecherzykow (Rycina 35).

SCL HOXB4 BCL-2
230, * * 40 * 357 4
S| 25/ ®e® e 35 ° 3.0
EL By o 301 & 25| ©® *
5129 — . oo %8 %o o 201 ® .,
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Rycina 35. Analiza poziomu ekspresji wybranych genéw w komérkach CD34* poddanych
dzialaniu hiPS-EVs in vitro. Komérki CD34* po 7 dniach ekspansji ex vivo poddawano
inkubacji z hiPS-EVs przez 2, 6 lub 24 godz. Kontrolg stanowily komorki inkubowane
W pozywce bez pecherzykow. Nastepnie, badano zmiang poziomu transkryptow dla genow
SCL, HOXB4 oraz BCL-2, z zastosowaniem metody PCR w czasie rzeczywistym.
Na wykresach przedstawiono poziom badanych transkryptéw w komdrkach poddanych
dziataniu hiPS-EVs, w poszczegdlnych punktach czasowych inkubacji z pecherzykami. Dane
wyrazono jako krotno$¢ zmiany w poréwnaniu do poziomu w komoérkach kontrolnych, ktory
przyjeto jako warto$é rowna 1 i 0znaczono przerywang linig czerwong. Kazdy z punktow na
wykresie odpowiada pomiarowi w obrebie jednego powtdrzenia eksperymentu, przy czym dla
2 godz. oraz 6 godz. liczba powtorzen wynosita N=7, a dla 24 godz. N=6. Czarna pozioma linia
wskazuje warto$¢ $rednig. *p<0,05 wzgledem komorek kontrolnych.

W dalszej czgéci badan przeprowadzono analiz¢ zmian profilu ekspres;ji szeregu
genéw zaangazowanych w regulacje funkcji hematopetycznych w komoérkach CD34*
z KP, poddanych ekspansji ex vivo. W tym celu, badano zawartos$¢ mRNA
w komérkach w 4 oraz 8 dniu ich namnazania w obecno$ci hiPS-EVs, porownujac ja do
komdrek kontrolnych, tj. hodowanych w pozywce bez pecherzykdéw. Zastosowanie
komercyjnych zestawow do profilowania mRNA dla genéw zwigzanych z procesem
hematopoezy umozliwito analiz¢ zmian poziomu transkryptow dla kilkudziesigciu
genéw, ulegajacych zréznicowanej ekspresji w komorkach HSCs bezposrednio
po izolacji z KP oraz w toku ich namnazania w hodowli ex vivo.

Uzyskane wyniki pozwolity stwierdzi¢ zréznicowany poziom badanych mRNA
w komorkach w poszczeg6lnych dniach ich ekspansji. Analiza z zastosowaniem
wizualizacji typu heatmap umozliwita zaobserwowanie unikatowego profilu ekspres;ji
transkryptow obecnych w namnazanych komoérkach (Rycina 36). Na szczeg6lng uwage
zastluguje fakt wyraznie odmiennego wzoru badanego transkryptomu w komorkach
CD34" poddanych analizie bezpo$rednio po izolacji, w poréwnaniu do dynamicznych
zmian W poziomie poszczegolnych genéow w komoérkach namnazanych ex vivo
(pomimo, ze namnazanie prowadzono w pozywce dedykowanej ekspansji wczesnych
komorek HSCs z zachowaniem ich pierwotnego fenotypu).
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Ryc. 36. Analiza poziomu ekspresji wybranych genéw w komoérkach CD34* poddanych
ekspansji ex vivo w pozywce zawierajacej hiPS-EVs. Po izolacji komorki hodowano
w dedykowanej pozywce do ekspansji HSCs, zawierajacej dodatek hiPS-EVs (2 pg/ml).
Kontrole stanowity komoérki hodowane w pozywce bez pecherzykdéw. Nastepnie, w 4 oraz 8
dniu ekspansji badano poziom transkryptéw dla gendw zwigzanych z procesem hematopoezy,
z zastosowaniem komercyjnych zestawéw Hematopoiesis RT? Profiler PCR Array. Analize
przeprowadzono réwniez dla komorek CD34* niepoddanych ekspansji (bezposrednio
po izolacji, d 0). Wgledny poziom analizowanych genow przedstawiono w postaci obrazu typu
heatmap, wygenerowanego za pomocg narz¢dzia Heatmapper. Skala kolorystyczna odpowiada
wzglednemu, $redniemu poziomowi ekspresji w poszczeg6lnych typach prébek, od relatywnie
najnizszego (czerwony) do najwyzszego (zielony), na podstawie generowanej przez narzedzie
skali dla parametru Row Z-Score, przyjmujacego wartosci od -1 do 1. Srednia poziomu ekspresji
w poszczegblnych typach prébek obliczono na podstawie danych uzyskanych dla trzech (N=3)
powtdrzen eksperymentu.

Dodatkowo, przeprowadzona analiza wykazata, ze ekspresja wigkszosci
badanych gendéw ulega zwigkszeniu w komoérkach poddanych ekspansji, w porownaniu
do poziomu dla komdrek po izolacji (Rycina 36, Tabela 19). Wyjatek stanowity geny:
LMO2 oraz STAT3 w 4 dniu ekspansji oraz geny: STAT3, CD164, NOTCH2, KIT,
ETS1, FUT10 oraz CD34 w 8 dniu ekspansji, ktorych ekspresja byla nizsza,
w poréwnaniu do poziomu obecnego w komorkach przed rozpoczeciem ich hodowli
€X VIVO.

115



Tabela 19. Zbiorcze zestawienie zmian poziomu ekspresji wybranych genéw w komérkach
CD34* poddanych ekspansji ex vivo w pozywce zawierajacej hiPS-EVs. Po izolacji komorki
hodowano w dedykowanej pozywce, zawierajacej dodatek hiPS-EVs (2 pg/ml). Kontrole
stanowity komorki hodowane w pozywce bez pecherzykow. Nastepnie, w 4 oraz 8 dniu
ekspansji badano poziom transkryptow dla gendéw zwigzanych z procesem hematopoezy,
z zastosowaniem komercyjnych zestawéw Hematopoiesis RT? Profiler PCR Array. Analize
przeprowadzono rowniez dla komoérek niepoddanych ekspans;ji (bezposrednio po izolacji, d 0).
W tabeli zestawiono wartosci $rednie £ SD (N=3) krotnosci zmiany poziomu badanych
transkryptow w komorkach CD34*, w poszczegdlnych punktach czasowych ekspansji,
uwzgledniajgc dane dla komorek poddanych dziataniu hiPS-EVs oraz kontrolnych. Dane
wyrazono jako krotno$¢ zmiany w_poréwnaniu do poziomu w_komodrkach niepoddanych
ekspansji (bezposrednio po izolacji), ktory przyjeto jako wartos¢ rowna 1.

4 dzien ekspansji 8 dzien ekspansji

Kontrola + hiPS-EVs Kontrola + hiPS-EVs

Srednia + SD Srednia + SD Srednia + SD Srednia + SD

LMO2 0,68 + 0,32 1,84 + 0,23 2,74 + 0,55 1,00 + 054
STAT3 0,99 + 0,28 1,64 + 113 0,73 + 041 0,80 + 0,44
CD164 1,10 + 0,26 1,34 + 0,18 091 + 0,09 092 + 0,50
NOTCH2 1,10 + 041 431 + 0,70 0,46 + 0,62 356 + 0,82
KIT 1,13 + 0,10 047 + 011 0,60 + 0,16 0,73 + 0,17

ETS1 1,19 + 0,82 366 + 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 + 041 339 + 1,03 2,13 + 1,14 1,29 + 0,95

ETV6 2,04 + 0,55 231 + 0,20 251 + 045 1,58 + 0,54

HDAC7 2,43 + 0,69 3,76 + 1,52 2,12 + 091 242 + 0,50
ANGPT1 254 + 0,98 233 + 0,73 456 + 3,83 1,49 + 042
PTPRC 262 + 091 463 + 0,82 6,06 + 4,98 156 + 1,48
ASH2L 2,65 + 1,20 379 + 1,60 297 + 041 2,80 + 0,87
LRMP 292 + 2,12 221 + 1,35 1,25 + 0,00 1,26 + 0,34
RUNX1 299 + 0,64 587 + 0,23 450 + 2,73 592 + 4,16
HDAC5 3,09 + 1,02 6,90 + 1,07 16,45 + 7,55 387 + 2,01
IL6ST 3,09 + 4,08 0,79 + 1,14 2,26 + 1,59 148 + 0,25

NOTCH1| 316 + 3,22 11,49 + 3,65 1,68 + 218 231 + 1,53
STAT1 3,18 + 2,07 471 + 250 856 + 8,25 353 + 4,11
CD34 3,36 + 1,58 506 + 2,70 0,98 + 0,59 0,71 + 0,01

HDAC9 3,56 + 0,00 575 + 5,86 480 + 5,53 1,47 + 1,35
PECAM1 | 374 + 1,17 466 + 2,60 223 + 141 311 + 2,39
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HDAC4 383 + 3,26 1253 + 753 947 + 7,37 4,98 + 2,62
GATA2 426 + 1,32 618 + 1,89 622 + 2,94 1,38 + 045
CBFB 434 + 2,06 431 + 1,95 528 + 1,25 699 + 2,87
TAL1 468 + 3,38 796 + 628 1199 + 262 1402 + 040
RBPJ 521 + 3,13 421 + 1,29 716 + 544 6,36 + 414
CD27 523 + 1,79 414 + 1,09 694 + 2,29 681 + 0,99
MAP4K1 | 545 + 0,75 11,39 + 0,95 593 + 4,60 526 + 548
NCOA6 555 + 1,79 661 + 2,69 718 + 3,38 325 + 4,86
IL31RA | 6,08 + 285 792 + 411 2715 + 11,14 | 1294 + 504
VAV1 611 + 576 474 + 1,63 344 + 152 408 + 2,08
FzD1 846 + 4,29 12,77 + 155 3479 + 2044 | 2345 + 2105
CD3D | 10,00 + 6,60 393 + 0,90 16,66 + 0,00 312 + 1,27
LEF1 10,25 + 5,99 1375 + 946 938 + 537 22,86 + 10,06
TLR4 | 1036 + 194 116,04 + 5269 | 17233 + 594 60,18 + 19,01
GATAL | 1205 + 622 17,92 + 878 52,11 + 17,63 | 57,83 + 3691
SFXN1 | 13,38 + 7,74 2859 + 10,73 2925 + 1644 | 12,99 + 943
VEGFA | 1571 + 6,06 2323 + 4,49 584 + 532 899 + 7,57
CEBPG | 2005 + 9,86 2009 + 7,14 3161 + 27,38 706 + 0,12
CD14 | 2725 + 521 8864 + 21,40 | 211,20 + 152,92 | 80,02 + 4825
CHST15 | 29,47 + 12,06 5712 + 66,11 | 10537 + 66,84 | 8057 + 7430
PAX5 | 41,99 + 2862 | 48957 + 1096 | 16527 + 69,72 | 211,07 + 182,21
JAGL | 50,08 + 3347 2155 + 10,15 28,83 + 18,28 | 11,64 + 4,41
IL12B | 51,70 + 4530 | 59854 + 24271 | 12258 + 83,12 | 4337 + 24,16
INHBA | 89,20 + 23,05 9542 + 37,10 3898 + 0,00 | 122,03 + 0,00
CEBPE | 120,57 + 4373 | 17947 + 7851 8349 + 4273 | 6841 + 4942
CCR1 | 12145 + 8,60 356,23 + 172,15 | 252,90 + 16,35 | 266,65 + 76,00
TNFSF11 | 30451 + 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

Jednoczes$nie, juz wstgpna ocena wykresu typu heatmap pozwolita stwierdzié, ze
dodatek hiPS-EVs do pozywki namnazajacej wplywa istotnie na poziom
poszczegoblnych transkryptow w komodrkach HSCs (Rycina 36). Poszerzona analiza
ilosciowa wykazata, ze sposrod 50 badanych gendéw, w przypadku az 28 z nich
dochodzi o statystycznie istotnej zmiany poziomu ekspresji w komorkach w 4 dniu ich
ekspansji ex vivo w obecno$ci hiPS-EVS, w poréwnaniu do komoérek namnazanych
w pozywce bez dodatku pecherzykow, przy czym dla 4 genow zaobserwowano spadek,
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a dla 24 genéw wzrost ich ekspresji (Rycina 37, Tabela 20). Z kolei w 8 dniu hodowli
zmiany te byly mniejsze, a jedynie 5 genow wykazywalo istotnie statystycznie wyzsza
ekspresj¢ w komorkach namnazanych w pozywce z hiPS-EVS, przy jednoczesnym
obnizeniu poziomu 16 innych transkryptow (Rycina 37, Tabela 20). Co istotne,
wspolnymi dla obu punktow czasowych genami, ktorych ekspresja w namnazanych
komorkach zwigkszata sie¢ pod wplywem obecnosci hiPS-EVs byly NOTCHI,
NOTCH2 oraz VEGFA.

|
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Rycina 37. Analiza wplywu hiPS-EVs na ekspresje wybranych genow w komorkach
CD34" poddanych ekspansji ex vivo. Po izolacji komérki hodowano w dedykowanej pozywce,
zawierajacej dodatek hiPS-EVs (2 pg/ml). Kontrole stanowily komorki hodowane w pozywce
bez pecherzykow. W 4 oraz 8 dniu ekspansji badano poziom transkryptow dla genéw
zwigzanych z procesem hematopoezy, z zastosowaniem komercyjnych zestawow
Hematopoiesis RT? Profiler PCR Array. Na wykresach przedstawiono $rednig + SD (N=3)
poziomu badanych transkryptow w komorkach poddanych dziataniu hiPS-EVs,
W poszczegolnych punktach czasowych inkubacji z pecherzykami. Dane wyrazono jako
krotno$¢ zmiany w_poréwnaniu do poziomu w komorkach kontrolnych, ktory przyjeto jako
warto$¢ rownag 1 i oznaczono przerywang linig czerwong. *p<0,05 wzgledem komorek
kontrolnych.
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Sposrod gendw, ktorych ekspresja ulega zwigkszeniu w 4 dniu ekspansji
w komorkach hodowanych w pozywce zawierajacej hiPS-EVs (w porownaniu
z komorkami kontrolnymi), najwigkszy wzrost poziomu transkryptu miatl miejsce
w przypadku genu PAX5 (11,66 + 0,26 - krotny wzrost w poréwnaniu do komdrek
kontrolnych), kodujacego czynnik transkypcyjny odgrywajacy kluczowa rolg
w regulacji rozwoju linii limfocytow B (433).
Innymi genami, dla ktorych poziom transkryptéw zwigkszal si¢ w obecnosci hiPS-EVs
byty m.in. NOTCH1 oraz NOTCH2 (odpowiednio 3,64 + 1,15 oraz 3,90 + 0,64 -
krotny wzrost w poréwnaniu do komorek kontrolnych) uczestniczace w kontroli
samoodnowy i roznicowania komoérek hematopoetycznych (434), FUT10 (3,99 * 0,80-
krotny wzrost w porownaniu do komdrek kontrolnych) kodujacy enzym
fukozylotransferaze 10 (435), mogaca modyfikowac czynniki adhezji na komodrkach
krwiotwdrczych (262) oraz geny dla deacetylaz histonowych HDACS5 oraz HDAC7?
(odpowiednio 2,23 + 0,35 oraz 1,55 + 0,63 - krotny wzrost w poréwnaniu do kontroli)
regulujgcych status epigenetyczny komorek (436).
Uzyskane wyniki wskazuja rdwniez na zwigkszenie ekspresji genéow dla czynnikow
transkrypcyjnych takich jak RUNX1, GATA1 oraz GATA2 (odpowiednio 1,96 + 0,08;
1,49 + 0,73 oraz 1,45 + 0,44 - krotny wzrost w porownaniu do komorek kontrolnych),
bedacych regulatorami liczby HSCs oraz kierunkowosci ich réznicowania (437, 438).
Ponadto, obserwowano rowniez wzrost poziomu genéw posredniczacych w aktywnosci
chemotaktycznej komorek HSCs, w tym m.in. genu CCR1 (2,93 * 1,42- krotny wzrost
w poréwnaniu do kontroli) kodujacego receptor dla chemokiny CCL3 (439) (Rycina 37,
Tabela 20).

Tabela 20. Zbiorcze zestawienie analizy wplywu hiPS-EVs na ekspresj¢ wybranych genéw
w komorkach CD34* poddanych ekspansji ex vivo. Po izolacji komorki hodowano
w dedykowanej pozywce, zawierajacej dodatek hiPS-EVs (2 pg/ml). Kontrolg stanowity
komorki hodowane w pozywce bez pecherzykéw. W 4 oraz 8 dniu ekspansji badano poziom
transkryptow dla genow zwigzanych z procesem hematopoezy, z zastosowaniem komercyjnych
zestawdw Hematopoiesis RT? Profiler PCR Array. Dane w tabeli przedstawiono jako $rednig
1+ SD (N=3) krotnosci zmiany poziomu wybranych transkryptow w komorkach poddanych
dziataniu hiPS-EVs, w poréwnaniu do poziomu w komoérkach kontrolnych, ktory przyjeto jako
warto$§¢ rowng 1. W_tabeli uwzgledniono tylko te geny, dla ktérych zmiana ekspresji byta
istotna _statystycznie (*p<0,05 wzgledem komorek kontrolnych). Kolorem czerwonym
zaznaczono geny o obnizonej ekspresji (krotnos¢ zmiany<1), a kolorem zielonym geny

ulegajace nadekspresji, w poréwnaniu do komoérek kontrolnych (krotno$¢ zmiany>1).

4 dzien ekspansji 8 dzien ekspansji

z hiPS-EVs z hiPS-EVs

Gen Krotnoéc’ zmiany ekspresji Gen Krotnoéc’ zmiany ekspresji
Srednia + SD Srednia + SD
JAG1 043 * 0,20 GATAZ2 022 =*= 0,07
LRMP 0,76 * 0,46 CEBPG 0,22 *= 0,00
CD27 0,79 * 0,21 HDACS5 024 *= 0,12
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ANGPT1 092 * 0,29 PTPRC 026 = 0,24
NCOAG6 1,19 = 048 HDAC9 031 *= 0,28
GATA2 1,45 £ 0,44 ANGPT1 033 = 0,09
VEGFA 1,48 = 0,29 TLR4 035 = 011
GATA1l 1,49 *= 0,73 IL12B 03 = 0,20
CEBPE 1,49 % 0,65 LMO2 0,37 *= 0,20
CD34 151 %= 0,80 JAG1 040 * 0,15
HDAC7 155 %= 0,63 STAT1 041 *= 048
CD44 166 = 0,51 SFXN1 044 = 0,32
PTPRC 1,77 = 031 CSF2 049 = 0,13
CHST15 194 = 224 CDh44 0,61 = 045
RUNX1 19 £ 0,08 ETV6 063 = 021
MAP4K1 209 * 017 FZD1 0,67 = 0,60
SFXN1 2,14 * 0,80 KIT 1,22 = 0,28
HDAC5 223 = 0,35 CBFB 1,33 £ 0,54
CSF2 245 * 0,86 NOTCH1 137 £ 091
LMO2 2,70 * 0,33 VEGFA 154 £ 1,30
CCR1 293 * 142 NOTCH?2 7,70 = 177
ETS1 309 * 137
NOTCH1 364 * 115
NOTCH?2 390 = 0,64
FUT10 399 = 0,80
TLR4 11,20 = 5,09
IL12B 11,58 * 4,69
PAXS 11,66 * 0,26

Co istotne, analiza =z zastosowaniem narzgdzia bioinformatycznego
NetworkAnalyst (przeszukujacego baze danych STRING Interactom) wykazata, ze geny
oraz ich bialkowe produkty, ktorych ekspresja zmienia si¢ w komorkach namnazanych
W pozywce zawierajacej hiPS-EVs, tworza ze soba sie¢ wzajemnych interakcji na
poziomie molekularnym (Rycina 38).

Podsumowujac, uzyskane dane wskazuja, ze zarowno krétka inkubacja komorek
CD34" z hiPS-EVs, jak i ich ekspansja ex vivo w pozywce z dodatkiem tych
pecherzykow, wptywa na ekspresje szeregu gendw zwigzanych z kontrolg funkcji
komorek hematopoetycznych, w tym m.in. ich samoodnowy, potencjatu do
roéznicowania oraz aktywnos$ci migracyjnej.
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Geny o podwyzszonej ekspresji w 4 dniu ekspansji ex vivo
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Rycina 38. Analiza bioinformatyczna wzajemnych interakcji pomiedzy genami, ktorych
ekspresja zmienia si¢ w komérkach CD34" poddanych ekspansji ex vivo w pozywce
zawierajacj hiPS-EVs. Po izolacji komorki hodowano w dedykowanej pozywce, zawierajacej
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dodatek hiPS-EVs (2 pg/ml). Kontrole stanowily komorki hodowane w pozywce bez
pecherzykow. W 4 oraz 8 dniu ekspansji badano poziom transkryptéw dla genéw zwigzanych z
procesem hematopoezy, z zastosowaniem komercyjnych zestawéw Hematopoiesis RT?2 Profiler
PCR Array. Graficzna analiza interakcji pomiedzy wybranymi genami w komorkach
namnazanych w obecnosci hiPS-EVs, dla ktérych poziom transkryptéw ulega istotnej
statystycznie zmianie (*p<0,05), w poréwnaniu do komorek kontrolnych. Analize
przeprowadzono z  zastosowaniem narzgdzia  bioinformatycznego  NetworkAnalyst,
wykorzystujacego implementacje bazy danych STRING Interactom, z poziomem odcigcia
(zang. confidence score cutoff) rownym 900. Szare linie oznaczaja graficzng prezentacj¢
interakcji pomiedzy badanymi genami (przedstawionymi jako rézowo-pomaranczowe kuliste
symbole) o podwyzszonej (krotno$¢ zmiany<l; gorny panel) oraz obnizonej (krotnosé¢
zmiany>1; dolny panel) ekspresji, w poréwnaniu do komorek kontrolnych, odpowiednio dla
4oraz 8 dnia ekspansji. Kuliste niebieskie symbole oznaczaja inne geny wchodzace
w interakcje z genami badanymi, zidentyfikowane na podstawie bazy danych, przeszukiwanej
przez narzgdzie NetworkAnalyst.

4.12. Analiza wplywu hiPS-EVs na aktywno$¢ wewnatrzkomérkowych
szlakow sygnalowania w komdrkach CD34" izolowanych z KP

Otrzymane w niniejszej pracy wyniki wskazuja, ze efekty wptywu hiPS-EVs na
komorki krwiotworcze z KP obserwowane sg juz w ciggu 2 godz. od dodania tych
pecherzykow do pozywki. Sugeruje to, ze oprocz zmian w ekspresji genow, regulacja
funkcji tych komorek odbywaé si¢ moze na drodze modulowania proceséw o duzej
dynamice zmian w komorce, bazujacych o biatka juz obecne w komorce. Jedng ze
sciezek szybkiej odpowiedzi komorki na bodZzce zewnetrzne jest regulacja aktywnosci
wewnatrzkomorkowych szlakow transdukceji sygnatu, odbywajaca si¢ m.in. na drodze
fosforylacji lub defosforylacji bialek, w tym w szczegodlnosci kinaz, zaangazowanych
w te szlaki (440).

Dlatego, majac powyzsze na uwadze, w nastgpnym etapie badan

przeprowadzono analiz¢ wptywu krotkiej inkubacji komérek CD34" z hiPS-EVs na
poziom ufosforylowanych form wybranych biatek bioracych udziat w wielu znanych
szlakach sygnatowania, regulujacych aktywno$¢ szeregu proceséw biologicznych
w komorkach.
W tym celu, komérki CD34* poddawano krotkiej (2 godz.) inkubacji w pozywce
z dodatkiem hiPS-EVs, a nastgpnie przeprowadzano detekcje zmian poziomu 44
ufosforylowanych form réznych biatek obecnych w tych komorkach, w poréwnaniu do
komorek kontrolnych (inkubowanych w pozywce bez hiPS-EVSs). Wykorzystano w tym
celu komercyjnie dostepne zestawy macierzy Proteome Profiler Human Phospho-
Kinase Arrays oceniajace poziom fosforylowanych form biatek obecnych w lizatach
komorkowych.

Na podstawie otrzymanych wynikdéw stwierdzono, ze 2-godz. inkubacja
komorek CD34" z hiPS-EVs powoduje globalne zmiany w poziomie fosforylacji
badanych biatek (Rycina 39, Tabela 21). Szczegotowa analiza wykazata, ze wsrod kinaz
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obecnych w komérkach CD34", najwicksze zmiany fosforylacji po dziataniu hiPS-EVs
zaobserwowano dla biatek z rodziny STAT, ktorych szlak sygnatowania jest jedng
z kluczowych $ciezek zaangazowanych w kontrolg¢ pocesu hematopoezy (441, 442).
W szczegolnosci, poziom biatka STAT2 ufosforylowanego na tyrozynie (Y) 689 byt
2,1 £ 0,1- krotnie wyzszy w komorkach poddanych dziataniu hiPS-EVs, w poréwnaniu
do komorek kontrolnych. Z kolei poziom ufosforylowanych biatek STAT5ab
(Y694/699) oraz STATG6 (Y641) byt odpowiednio 2,4 £ 0,1- krotnie oraz 2,5 + 0,1-
krotnie wyzszy w poréwnaniu do kontroli. Ponadto, w komérkach CD34" traktowanych
hiPS-EVs, zaobserwowano 2,7 + 0,1- krotnie wyzszy poziom kinazy GSK3-ab
ufosforylowananej na serynie (S) 21/9, w porownaniu do komoérek niepoddanych
inkubacji z pecherzykami. Na podstawie literatury wiadomym jest, ze w proces
fosforylacji tego ostatniego zaangazowana jest kinaza Akt i taka modyfikacja skutkuje
zahamowaniem aktywnosci GSK3-ab, prowadzac do promowania przezycia i
proliferacji komorek (443, 444). Co wazne, poziom ufosforylowanej formy samej
kinazy Akt (na S473) byt rowniez 2,4 + 0,2- krotnie wyzszy w komdrkach CD34*
inkubowanych z hiPS-EVs, w poréwnaniu z komorkami kontrolnymi. Znanym efektem
ufosforylowania tej reszty aminokwasowej jest stabilizacja aktywacji Akt, wywotana
dziataniem biatka mTORC2 (445). Dodatkowo, zaobserwowano wzrost stezenia
fosforylowanej B-kateniny. Wiadomym jest, ze ufosforylowana forma tego biatka
poddawana jest nastepnie ubikwitynacji i degradacji w proteasomach (446), co
powoduje deaktywacj¢ szlaku Wnt, a tym samym moze przyczynia¢ si¢ m.in. do
promowania réznicowania komorek krwiotworczych (447). Nastgpil rowniez wzrost
poziomu kinazy AMPK ufosforylowanej na treoninie (T) 183 lub 172 (odpowiednio 2,6
+0,1dlaT183i 25 £ 0,1 dla T172, w porownaniu do kontroli). Przeglad literatury
wskazuje, ze taka fosforylacja moze prowadzi¢ do aktywacji szlakow katabolicznych 1
oszczgdzania energii w celu przezycia komorek (448, 449).

Ponadto, kontakt komoérek CD34* z hiPS-EVs prowadzil rowniez do wzrostu
aktywnosci $ciezek zaleznych od kinaz biatkowych aktywowanych mitogenem (ang.
mitogen-activated protein kinase; MAPK) w tych komorkach, poprzez fosforylacje
trzech kinaz MAP uczestniczacych m.in w regulacji hematopoezy (450): ERK (2,1 +
0,1- krotnie wyzszy poziom form fosforylowanych na T202/Y204 lub T185/Y187, w
poréwnaniu do kontroli), INK (2,6 + 0,1- krotnie wyzszy poziom formy z fosforylacja
na T183/Y185, T221/Y223, w pordéwnaniu do kontroli) i p38a (2,4 + 0,3- krotnie
wyzszy poziom formy fosforylowanej na T180/Y 182, w poréwnaniu do kontroli). Co
wazne, poziom ufosforylowanej na Y397 kinazy FAK byl rowniez 2,1 + 0,1- krotnie
wyzszy w komoérkach CD34" traktowanych hiPS-EVs, w poréwnaniu do poziomu
w komorkach kontrolnych. Jest to kluczowe miejsce autofosforylacji tej kinazy, znane
ze wzmacniania sygnalizacji od FAK, zaangazowanej m.in. w regulacje adhezji,
migracji 1 przezycia komorek (451). Ponadto stwierdzono, ze poziom biatka EGFR
fosforylowanego na Y1086 byt 2,4 £ 0,9- krotnie wyzszy w komorkach inkubowanych
z hiPS-EVs, w porownaniu do kontroli. Wczesniejsze badania wykazaly, ze po
ufosforylowaniu ta reszta aminokwasowa stanowi micjsce dokowania dla biatka
sygnatowego Grb2, wyzwalajgc aktywacje kaskady MAPK/ERK (452).
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Rycina 39. Analiza poziomu ufosforylowanych form wybranych bialek uczestniczacych
w przekaznictwie sygnaléw w komorkach CD34" z KP poddanych dzialaniu hiPS-EVs.
Komorki CD34* po 7 dniach ekspansji ex vivo inkubowano z hiPS-EVs przez 2 godz. Kontrolg
stanowily komorki inkubowane w pozywce bez pecherzykow. Nastepnie, lizaty biatkowe
z komorek poddawano analizie z zastosowaniem macierzy Proteome Profiler Human Phospho-
Kinase Arrays. Dane na wykresie przedstawiono jako $rednig = SD (N=2) krotnosci zmiany
poziomu form biatek ufosforylowanych na danych resztach aminokwasowych: T- treonina, S-
seryna, Y- tyrozyna, w poréwnaniu do kontroli. Przerywang linig czerwong oznaczono poziom
dla komoérek kontrolnych, ktory przyjeto jako wartos¢ 1. Nazwy biatek podano zgodnie
z danymi dostarczonymi przez producenta macierzy. W przypadku biatek z kilkoma badanymi
fosforylacjami, przy nazwie biatka na osi x wskazano analizowang reszt¢ aminokwasowa. Kod
kolorystyczny stupkéw odpowiada krotno$ci zmiany poziomu ufosforylowania: mniejszej od
1,5 (bigkitny), pomigdzy 1,5 a 2 (jasno-niebieski) oraz powyzej 2 (granatowy).
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Tabela 21. Zbiorcze zestawienie poziomu ufosforylowanych form wybranych bialek
uczestniczacych w przekazie sygnaléw w komorkach CD34* z KP poddanych dzialaniu
hiPS-EVs. Komérki CD34* po 7 dniach ekspansji ex vivo inkubowano z hiPS-EVs przez
2 godz. Kontrolg stanowily komoérki inkubowane w pozywce bez pecherzykow. Nastepnie,
lizaty biatkowe z komorek poddawano analizie z zastosowaniem macierzy Proteome Profiler
Human Phospho-Kinase Arrays. Dane przedstawiono jako $rednig £ SD (N=2) krotnosci
zmiany poziomu form bialek ufosforylowanych na danych resztach aminokwasowych: T-
treonina, S- seryna, Y- tyrozyna, w poréwnaniu do kontroli. T: treonina, S-seryna, Y-tyrozyna.
Nazwy bialek podano zgodnie z danymi dostarczonymi przez producenta macierzy.
W nawiasach wskazano alternatywng nazwg¢ biatka z bazy Uniprot, uzyta podczas analizy
z wykorzystaniem narzgdzi bioinformatycznych PANTHER oraz STRING. (*) Producent nie
wskazuje miejsca fosforylacji.

Krotnos$¢ zmiany
poziomu formy
ufosforylowanej

Fosforylowana reszta

Nazwa bialka ;
aminokwasowa

HSP60 - 1,01 + 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 S$392 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
PLCyl Y783 1,41  + 0,05
Pyk2 Y402 142 + 0,02
eNOS S1177 1,47 + 0,01
TOR (MTOR) 52448 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) 5133 1,85 + 0,05
Chk-2 (CHEK?2) 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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PDGFRDb Y751 2,06 + 0,03
STAT?2 Y689 2,07 + 0,01
FAK (PTK2) Y397 2,07 + 0,04
B-katenina (CTNNBL) - 2,11 =+ 0,09
MSK (RPS6KADS) S376/S360 2,12 + 0,12
ERK (MAPK?3) T202/Y204, T185/Y187 2,12 + 0,05
STATS5b Y699 2,26 + 0,08
STAT5ab Y694/699 2,37 + 0,04
Akt (AKT1) S473 2,37 + 0,18
EGFR Y1086 2,42 + 0,09
p38a (MAPK14) T180/Y182 242 + 0,32
AMPK-a2 (PRKAA?2) T172 2,52 + 0,01
STAT6 Y641 2,52 + 0,06
AMPK al (PRKAAL) T183 2,64 + 0,04
JNK (MAPKS) 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 narzedzia PANTHER Pathway

Classification System umozliwita klasyfikacj¢ biatek o najbardziej zwigkszonym
poziomie ich ufosforylowanych form w komorkach poddanych dziataniu hiPS-EVs
(0 krotno$ci zmiany poziomu formy fosforylowanej > 1,5 w poréwnaniu do komorek
kontrolnych), do 31 odrgbnych szlakow sygnatowania, zdefiniowanych jako $ciezki
PANTHER (wymienianych w dalszej czeSci tekstu w nawiasach kwadratowych,
zgodnie z oryginalng nomenklaturga PANTHER Pathways) (Rycina 40, Tabela 22).
Czgé¢ z nich mozna zaklasyfikowaé jako szlaki biorace udziat w regulacji funkcji
komorek hematopoetycznych, w tym: sygnatowanie 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 si¢ takze szlaki angazujace kinazy JAK/STAT [JAK/STAT signaling
pathway], aktywowane przez czynniki wzrostowe, w tym VEGF [VEGF signaling
pathway] i FGF [FGF signaling pathway] oraz szlak zwigzany z endoteling [Endothelin
signaling pathway].

Inng grupa $ciezek sygnatowych, w ktorych uczestnicza biatka o zmienionym
statusie fosforylacji sa szlaki zwiazane z kontrola proliferacji oraz zywotnoSci
komorek, do ktorych zaliczy¢ mozna m.in. szlaki zwigzane z gonadotropinami
[Gonadotropin-releasing hormone receptor pathway], sygnatowaniem 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 takze szlaki,
w ktorych uczestniczg biatka 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 naleza takze szlaki sygnatowe od TGF-B [TGF-beta
signaling pathway], receptora FAS (z ang. first apoptosis signal receptor) [FAS
signaling pathway], a takze og6lnie definiowany przez program bioinformatyczny -
szlak kontroli apoptozy [Apoptosis signaling pathway].

Wsrod pozostatych szlakow zidentyfikowanych w analizie z zastosowaniem
narzg¢dzia bioinformatycznego PANTHER Pathways znajduja sie takze $Sciezki zwigzane
z regulacja odpowiedzi immunologicznej, w tym: szlak aktywacji limfocytow B oraz
T [B cell activation, T cell activation], sygnatowania od IFN-y [Interferon-gamma
signaling pathway], receptorow Toll [Toll receptor signaling pathway] oraz
chemokin/cytokin zwigzanych ze stanem zapalnym [Inflammation mediated by
chemokine and cytokine signaling pathway].

P53 pathway Regulacja funkcji
Endothelin signaling pathway h t t h
Oxidative stress response ematopoetycznyc

Insulin/IGF pathway-protein kinase B...
FAS signaling pathway

Hypoxia response via HIF activation
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Rycina 40. Klasyfikacja bialek, dla ktorych poziom form fosforylowanych zmienia si¢
w komorkach CD34* poddanych dzialaniu hiPS-EVS - na podstawie ich udzialu
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W poszczegolnych szlakach sygnalowania wewngtrzkomorkowego. Komdrki CD34* po
7 dniach ekspansji ex vivo inkubowano z hiPS-EVs przez 2 godz. Kontrolg stanowity komorki
inkubowane w pozywce bez pgcherzykow. Zmiany stopnia fosforylacji reszt aminokwasowych
badano z zastosowaniem macierzy Proteome Profiler Human Phospho-Kinase Arrays.
Otrzymane dane poddano nastgpnie analizie z zastosowaniem narzedzia bioinformatycznego
PANTHER Pathway Classification System, w trybie PANTHER Pathway Overrepresentation
Test, ktory klasyfikuje biatka wedtug ich udziatu w poszczegolnych szlakach (tzw. PANTHER
Pathways), definiowanych przez narzedzie PANTHER. Wykres przedstawia liczbg biatek
sposrod analizowanej puli, ktore zostaty zaklasyfikowane jako biorace udziat w danym procesie
biologicznym. _W _analizie uwzgledniono tylko te biatka, ktérych krotno$¢ zmiany stopnia
fosforylacji w_komorkach po inkubacji z hiPS-EVs byta > 1.5 w poréwnaniu do poziomu
w komorkach kontrolnych. Dodatkowo, w analizie PANTHER stosowany byl parametr
statystyczny weryfikacji pewnosci wyniku (z ang. False Discovery Rate; FDR).
Zaprezentowano tylko te wyniki, dla ktérych FDR< 0,05. Kod kolorystyczny definiuje
subiektywny podziat poszczegélnych szlakéw w zalezno$ci od ich udzialu w regulacji
wybranych aspektow funkcjonalnych komorek HSCs, opracowany przez Doktorantke na
podstawie przegladu literaturowego.

Tabela 22. Zbiorcze zestawienie bialek, dla ktdrych poziom form fosforylowanych zmienia
sie¢ w komorkach CD34" poddanych dzialaniu hiPS-EVS - na podstawie ich udzialu
W poszczegélnych szlakach sygnalowania wewnatrzkomérkowego. Komorki CD34* po
7 dniach ekspansji ex vivo inkubowano z hiPS-EVs przez 2 godz. Kontrolg stanowity komorki
inkubowane w pozywce bez hiPS-EVSs. Zmiany stopnia fosforylacji reszt aminokwasowych
badano z zastosowaniem macierzy Proteome Profiler Human Phospho-Kinase Arrays.
Otrzymane dane poddano nastgpnie analizie z zastosowaniem narze¢dzia bioinformatycznego
PANTHER Pathway Classification System, w trybie PANTHER Pathway Overrepresentation
Test, ktory klasyfikuje biatka wedhlug ich udziatu w poszczegdlnych szlakach (tzw. PANTHER
Pathways), definiowanych przez narz¢gdzie PANTHER. Tabela przedstawia liczbe biatek
sposrod analizowanej puli, ktore zostaty zaklasyfikowane jako biorace udziat w danym procesie
biologicznym. W _analizie uwzgledniono tylko te biatka, ktérych krotno$¢ zmiany stopnia
fosforylacji w _komdrkach po inkubacji z hiPS-EVs byta > 1.5 w_poréwnaniu do poziomu
w komorkach kontrolnych. Dodatkowo, w analizie PANTHER stosowane bylo kryterium
weryfikacji pewnosci wyniku, tzw. False Discovery Rate (FDR). Zaprezentowano tylko te
wyniki, dla ktérych FDR<0,05. Parametry statystyczne: FDR oraz parametr P zostaty
wygenerowane przez narz¢dzie PANTHER, na podstawie typu testu statystycznego Fisher’a
z wielokrotng korekcja (ang. Fisher's Exact with FDR multiple test correction).

Szlaki sygnalowe zidentyfikowane

przez narzedzie PANTHER I;Zifs Parametr P Parametr FDR

(PANTHER Pathways) *

CCKR signaling map 12 4,21-1018 3,43-10°%6

Parkinson disease 10 1,59-101¢ 8,62-10%°

PDGF signaling pathway 10 5,60-10%° 2,28-1013

Gonadotropin-releasing hormone 10 4.45.10 121104

receptor pathway
EGF receptor signaling pathway 9 2,13-10 6,96-10712
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Angiogenesis 9 1,32.10%? 3,06-10t
Interleukin signaling pathway 7 3,57-101 7,28-101°
Cadherin signaling pathway 6 6,63-10% 8,32-10"
JAK/STAT signaling pathway 5 7,37-101 1,33-10%
VEGEF signaling pathway 5 4,01-100 6,54-107
Ras Pathway 5 5,99.1008 8,13-10"7
Integrin signalling pathway 5 5,33-10°% 5,43-10%
p53 pathway by glucose deprivation 4 4,29-100 6,35-107
p38 MAPK pathway 4 3,92.107 4,56-10
B cell activation 4 2,55.1006 2,77-100°
T cell activation 4 7,31.10706 7,01-100°
Apoptosis signaling pathway 4 2,10-10% 1,80-10%
FGF signaling pathway 4 2,30-10% 1,88-10%
Interferon-gamma signaling pathway 3 1,02-10% 9,20-10%
p53 pathway feedback loops 2 3 4,98-10% 3,87-10%
Toll receptor signaling pathway 3 7,54-10% 5,59-10%
Alzheimer dlszzs;izg;ylmd secretase 3 11810 8 35.10
TGF-beta signaling pathway 3 3,12.10° 2,12-10°
oo |5 | e | 2w
Insulin/IGF pathway-mitogen activated
protein kinase kinase/MAP kinase 2 9,86-1004 6,43-10%
cascade
Hypoxia response via HIF activation 2 9,86-10°% 6,18-10%
FAS signaling pathway 2 1,04-10% 6,30-10%
Insul|n/IG;§::Iwi\;vg)g>sr:;§;n kinase B 5 14910 86610
Oxidative stress response 2 2,87-100 1,62-102
Endothelin signaling pathway 2 5,94-100 3,12-10°2
p53 pathway 2 6,48-10% 3,30-10

(*) W tabeli uwzgledniono oryginalne terminy okreSlajagce szlaki sygnalowe
identyfikowane przez narzgdzie PANTHER (terminologia angloj¢zyczna).

Wszystkie biatka zidentfikowane i1 analizowane za pomoca narzedzia PANTHER
zostaly rowniez zgrupowane w bazie STRING (z ang. Search Tool for the Retrieval of
Interacting Genes/Proteins), a zyskane rezultaty $wiadcza o wyraznej sieci powigzan
I wzajemnego oddziatywania pomigdzy tymi biatkami (Rycina 41).
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Rycina 41. Analiza interakcji miedzy bialkami, dla ktérych stopien fosforylacji zmienia si¢
w komdrkach CD34" poddanych dzialaniu hiPS-EVs. Komorki CD34* po 7 dniach ekspansji
ex vivo inkubowano z hiPS-EVs przez 2 godz. Kontrole stanowity komorki inkubowane
w pozywce bez hiPS-EVS. Zmiany stopnia fosforylacji reszt aminokwasowych badano
z zastosowaniem macierzy Proteome Profiler Human Phospho-Kinase Arrays. Otrzymane dane
poddano nastgpnie analizie z zastosowaniem narzedzia bioinformatycznego STRING, w trybie
analizy Molecular action, ktory okresla rodzaj oddziatywania pomigdzy biatkami. W analizie
uwzgledniono tylko te biatka, ktérych krotno$¢ zmiany stopnia fosforylacji w komdrkach po
inkubacji z hiPS-EVs byta > 1,5 w porédwnaniu do poziomu w komérkach kontrolnych. Kod
kolorystyczny linii pomiedzy poszczegdlnymi biatkami, przedstawionymi jako kuliste symbole,
odpowiada rodzajowi oddzialywania mig¢dzy danymi biatkami, zgodnie z zamieszczong

legenda. Nazwy biatek prezentowane przez grafike pochodza z bazy danych Uniprot
(https://www.uniprot.org).

Podsumowujac, poddanie komorek CD34" z KP dziataniu hiPS-EVs wptywa na
aktywacje szeregu wewnatrzkomoérkowych szlakow przekazu sygnatu w tych
komorkach, w tym w szczegdlnosci szlakow bioracych udziat w regulacji funkcji
komorek krwiotwdrczych.
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4.13. Ocena wplywu hiPS-EVs na zasiedlanie nisz szpikowych
i rekonstytucje ukladu krwiotworczego przez komorki CD34* z KP in vivo

W oparciu o otrzymane wyniki badan in vitro opisane powyzej, $wiadczace
0 wptywie hiPS-EVs na wybrane wtasciwosci biologiczne komérek CD34" z KP, ktére
moga by¢ istotne z punktu widzenia ich potencjalu hematopoetycznego, w tym m.in. na
ich klonogenno$¢, aktywnos¢ chemotaktyczng oraz zdolno$¢ do interakcji
ze sktadnikami niszy szpikowej, w nastepnym etapie podjeto si¢ zbadania, czy efekt ten
bedzie miatl przetozenie na funkcje tych komorek in vivo. Dlatego tez, przeprowadzono
eksperyment polegajacy na przeszczepie namnozonych ex vivo komérek CD347,
poddanych uprzedniej 2- godzinnej inkubacji w pozywce zawierajacej hiPS-EVs, do
zwierzat, u ktorych wykonano subletalng mieloablacj¢ z zastosowaniem
promieniowania y. W skrdcie, komorki inkubowane z pecherzykami oraz komorki
kontrolne (tj. inkubowane w pozywce bez iPS-EVS) przeszczepiano do szczepu myszy
NOD/SCID, ktore dobg przed podaniem komorek poddawane byly naswietleniu
promieniowaniem vy, w celu uszkodzenia ich uktadu krwiotworczego. Nastepnie,
w okreslonych punktach czasowych po przeszczepie, analizowano SzK, krew
obwodowa oraz komorki pobrane ze $ledziony myszy - pod katem obecnosci w tym
materiale tkankowym ludzkich komorek hematopoetycznych, identyfikowanych na
podstawie ekspresji ludzkiego antygenu CD45 (tj. komérek hCD45"). Zastosowano
detekcje tych komorek (stanowigcych komorki potomne powstate na skutek podziatow
wszczepionych komorek HSCs) na podstawie obecno$ci markera CD45, poniewaz jest
on obecny na wszystkich komodrkach krwi (z wyjatkim erytrocytow), bez wzgledu na
stopien ich zréznicowania (44). Takie podejscie umozliwialo wykrycie w badanym
materiale zardwno komorek krwiotworczych, jak i ich bardziej zréznicowanych
komorek potomnych.

W pierwszej kolejnosci analizowano tkanki myszy, pobierane 48 godz. od

przeszczepu, w celu zbadania efektywnosci zasiedlania nisz hematopoetycznych (z ang.
homing) przez przeszczepione komorki CD34".
Otrzymane wyniki $wiadcza o istotnie statystycznie wiekszej liczbie zywych komorek
hCD45" obecnych w SzK myszy, ktorym przeszczepiano ludzkie komérki CD34*
stymulowane hiPS-EVs, w poréwnaniu do komérek kontrolnych (0,20 + 0,07 vs. 0,13
+ 0,05% komorek jadrzastych; Rycina 42A). Podobnie, liczba ludzkich komorek byta
rowniez nieznacznie wyzsza w $ledzionach myszy z przeszczepionymi komorkami
CD34*, uprzednio traktowanymi hiPS-EVs, w poréwnaniu do komoérek kontrolnych
(0,04 + 0,02 vs. 0,03 £ 0,02 % komorek jadrzastych; p>0,05; Rycina 42B).

Z drugiej jednak strony, zaobserwowano, ze liczba komorek hCD45" krazgcych
w krwi obwodowej myszy byla nizsza dla komoérek poddanych uprzedniej inkubacji
z hiPS-EVs, w poréwnaniu do komorek kontrolnych (0,12 + 0,05 vs. 0,20 + 0,21 %
komorek jadrzastych; p>0,05; Rycina 42C). Sugeruje to, ze hiPS-EVs moga zwickszac
migracj¢ przeszczepionych komorek z naczyn krwionos$nych (jako miejsca podania) do
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SzK oraz $ledziony, co promuje zasiedlanie przez nie wspomnianych nisz
hematopoetycznych.

Ponadto, gdy komorki jadrzaste SzK myszy wysiewano do pozywki
z metylocelulozg zawierajgcg ludzkie czynniki wzrostu (test CFC), liczba otrzymanych
kolonii hematopoetycznych byla wyzsza w przypadku szpiku od myszy
z przeszczepionymi  komérkami CD34" traktowanymi hiPS-EVs, w poréwnaniu
do szpiku, ktory pozyskiwano od zwierzat po przeszczepieniu komoérek CD34"
nietraktowanych pecherzykami (odpowiednio 8,4 + 6,3 vs. 5,6 + 6,4 kolonii/10°
komorek jadrzastych SzK; p>0,05; Rycina 42D). Moze to potwierdzac¢ opisane powyzej
wyniki analizy cytometrycznej, $wiadczace o tym, ze pre-kondycjonowanie komorek
CD34" za pomocg hiPS-EVs zwieksza ich zdolno$¢ do zasiedlania niszy szpikowej po
przeszczepie.
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Rycina 42. Ocena wplywu hiPS-EVs na zasiedlanie nisz (ang. homing) przez komorki
CD34* z KP in vivo. Komorki CD34" po 7 dniach ekspansji ex vivo poddawano inkubacji
z hiPS-EVs przez 2 godz. Kontrolg stanowity komorki inkubowane w pozywce bez hiPS-EVS.
Nastepnie, komorki przeszczepiano do splotu oczodotowego (2-10° komérek/mysz) myszom
szczepu NOD/SCID, naswietlonym promieniowaniem y (2 x 100 cGy) 24 godz. przed
podaniem komorek. Po 48 godz. po przeszczepie pobierano szpik, $ledziong oraz krew
obwodowa myszy, barwiono przeciwciatami anty-hCD45 oraz barwnikiem jadrowym 7-
aminoaktynomycyng D (7-AAD), a nast¢pnie analizowano obecno$¢ zywych ludzkich komérek
krwi (hCD45'7-AAD") w pobranym materiale za pomoca cytometru przeplywowego BD
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LSRFortessa. Cze$¢ komoérek SzK myszy wysiewano rowniez W metylocelulozie celem oceny
potencjatu klonogennego. Wykresy przedstawiajgce odsetek komoérek hCD45*7-AAD™ w puli
komorek jadrzastych ze szpiku (A), $ledziony (B) oraz krwi obwodowej myszy (C), ktérym
podano komorki kontrolne oraz komorki poddane dziataniu hiPS-EVSs. Kazdy z punktow na
wykresie odpowiada pomiarowi dla jednego zwierzecia (N=8/grupe¢). Czarna pozioma linia
wskazuje wartos$¢ srednig. *p<0,05 wzgledem kontrolnych komérek CD34*. D: Liczba ludzkich
kolonii hematopoetycznych, uzyskanych po wysianiu 1 mln komorek jadrzastych SzK myszy
do pozywki Human Methylcellulose Enriched Media. Kazdy z punktéw na wykresie odpowiada
pomiarowi dla SzK pobranego od jednego zwierzgcia (N=8/grupe¢). Czarna pozioma linia
wskazuje wartos¢ $rednig.

W kolejnnym etapie eksperymentu in vivo tkanki myszy pobierano dopiero po
8 tygodniach od przeszczepu, w celu zbadania efektywnosci wszczepienia (z ang.
engraftment) i chimeryzmu po podaniu komérek CD34" z KP poddanych dziataniu
hiPS-EVs, w poréwnaniu do komorek kontrolnych.

Otrzymane wyniki wskazuja, ze inkubacja komorek CD34" z hiPS-EVs przed

przeszczepem istotnie zwigksza ich wbudowywanie si¢ w niszy SzK myszy NOD/SCID
poddanych radiacyjnej mieloablacji (Rycina 43A). W szczegblno$ci, $rednia liczba
szpikowych zywych komoérek hCD45" - przypadajaca w przeliczeniu na komorki
jadrzaste szpiku izolowane z jednej myszy - byta ok. 14,5-krotnie wyzsza u myszy,
ktorym podawano komoérki CD34" traktowane pecherzykami (344,8 + 485,7-10°
komorek hCD45*/mysz), w poréwnaniu do komoérek kontrolnych — tj. komérek CD34*
nieinkubowanych z hiPS-EVs (24,0 + 56,8-10° komorek hCD45*/mysz).
Podobne rezultaty otrzymano takze w przypadku analizy obecnosci ludzkich komorek
z ekspresjg antygenu CD45 w $ledzionie, gdzie liczba tych komorek byta ok. 13-krotnie
wyzsza dla komorek poddanych dzialaniu hiPS-EVs (27,8 + 38,4-10° komorek
hCD45%/mysz), w poréwnaniu do komoérek kontrolnych (2,1 + 3,2:10° komorek
hCD45%/mysz; Rycina 43B).

Co istotne, analogiczng tendencj¢ zaobserwowano rowniez w przypadku
komorek hCD45" krazacych w krwi obwodowej, przy czym wzrost ten byt ok. 5-krotny
w przypadku krwi od zwierzat, ktorym przszczepiono komorki CD34" inkubowane
Z pecherzykami (13,8 + 14,9 komorek hCD45%/10° komoérek jadrzastych Krwi),
w porownaniu do zwierzat, ktorym podano komorki kontrolne (2,8 + 2,3 komorek
hCD45*/10° komorek jadrzastych krwi; Rycina 43C).

Ponadto, w teScie oceniajgcym klonogennos¢ HSCs w  pozywce
z metyloceluloza wykazano, ze liczba ludzkich kolonii hematopoetycznych, ktore
powstaty po wysianiu 1 miliona komorek jadrzastych SzK byta rowniez wyzsza dla
grupy myszy, ktorym podano komdrki CD34" poddane dziataniu hiPS-EVs,
w porownaniu do komorek nieinkubowanych z pgcherzykami (odpowiednio 30,7 £ 23,8
vs. 6,6 + 12,3 kolonii/10°® komérek jadrzastych SzK; Rycina 43D).
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Rycina 43. Ocena wplywu hiPS-EVs na wszczepienie (ang. engraftment) komérek CD34*
z KP po przeszczepie in vivo. Komorki CD34* po 7 dniach ekspansji ex vivo poddawano
inkubacji z hiPS-EVs przez 2 godz. Kontrole stanowity komorki inkubowane w pozywce bez
hiPS-EVs. Nastepnie, komorki przeszczepiano do splotu oczodotowego (2-10° komérek/mysz)
myszom szczepu NOD/SCID, naswietlonym promieniowaniem y (2 x 100 cGy) 24 godz. przed
podaniem komorek. Po 8 tygodniach po przeszczepie pobierano szpik, $ledziong oraz krew
obwodowag myszy, barwiono przeciwciatami anty-hCD45 oraz barwnikiem jadrowym 7-AAD,
a nastepnie analizowano obecno$¢ zywych ludzkich komoérek hCD45*7-AAD™ w pobranym
materiale za pomocg cytometru przeplywowego BD LSRFortessa. Cze$¢ komorek SzK myszy
wysiewano réwniez do testu CFC oceniajgcego klonogennosé. Wykresy przedstawiajace liczbe
komorek hCD45"7-AAD" w puli komorek jadrzastych ze szpiku (A) i Sledziony (B)
w przeliczeniu na mysz. C: Wykres przedstawiajace liczbe komoérek hCD4577-AAD™ w krwi
obwodowej myszy, w przeliczeniu na 10° komorek jadrzastych. D: Liczba ludzkich kolonii
hematopoetycznych, uzyskanych po wysianiu 1 mln komoérek jadrzastych SzK myszy do
pozywki Human Methylcellulose Enriched Media. Kazdy z punktéw na wykresach odpowiada
pomiarowi dla jednego zwierzgcia (N=9/grupe¢). Czarna pozioma linia wskazuje warto$¢
srednig. *p<0,05 wzgledem kontrolnych komérek CD34".

Podsumowujac, analiza wynikow uzyskanych w eksperymencie in  vivo
z zastosowaniem myszy szczepu NOD/SCID wykazata, ze hiPS-EVs zwiekszajg
efektywno$¢ zasiedlania nisz komorek krwiotworczych oraz rekonstytucji ukladu
hematopoetycznego przez komoérki CD34" izolowane z KP.
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5. DYSKUSJA

Przeszczep materiatu Klinicznego zawierajacego komorki krwiotwoércze, w tym
przeszczep m.in. szpiku kostnego i mobilizowanej krwi obwodowej, jest czgsto
niezb¢dnym etapem procedur leczenia réznych typoéw zaburzen hematologicznych,
ktore rokrocznie stanowig realne zagrozenie dla zycia tysiecy pacjentdow na catym
swiecie. Istotnym czynnikiem limitujagcym powodzenie terapii jest znalezienie dawcy
allogenicznego tych komorek, wykazujacego odpowiedni poziom zgodnosci z biorcg
W obrebie antygenéw HLA. W konsekwencji, w przypadku czgéci pacjentow
utrudnione jest znalezienie na czas odpowiedniego dawcy materiatu do przeszczepu
ratujgcego im zycie. Z tego wzgledu, poszukiwanie dodatkowych Zrodet komorek
krwiotworczych do  zastosowania klinicznego jest aktualnym  problemem
wspotczesnych nauk biomedycznych (453).

Postep zar6wno w naukach podstawowych, jak i translacyjnych, dokonany od
czasow pierwszych prac mowigcych o obecnosci komorek krwiotworczych w krwi
pepowinowej sprawil, ze w ostatnich latach wykorzystanie tego materiatu
biologicznego okazato si¢ atrakcyjng alternatywa dla przeszczepow Szpiku, w przebiegu
leczenia w szczegdlnosci chorob hematologicznych oraz nowotworowych (454).
Jednakze, limitowana liczba komorek krwiotwoérczych obecnych w pojedynczej
jednostce KP stwarza obecnie istotne ograniczenie dla jej efektywnego wykorzystania
u dorostych pacjentéw (168, 215). Dlatego tez, opracowanie efektywnych protokotow
namnazania HSCs izolowanych z KP w warunkach ex vivo stato si¢ istotnym
wyzwaniem wspotczesnej medycyny transplantacyjnej, w szczegdlnosci hematologii,
aich opracowanie umozliwitoby bardziej efektywne wykorzystanie tego materiatu,
wtym takze juz zbankowanych jednostek KP, ktorych utylizacja i utrata budzi
watpliwosci nie tylko natury merytorycznej i finansowej, ale takze etycznej (213, 455).
Pomimo wielu prob efektywnego namnazania komorek HSCs ex vivo, uzyskiwane

rezultaty sg wcigz niezadowalajace.

Dlatego, oprocz prac nad protokolami ekspansji, poszukuje si¢ takze
nowych strategii stymulacji HSCs ex vivo, zwiekszajacych ich potencjal do
wszczepiania oraz podjecia funkcji krwiotworczych po przeszczepie, co mogloby
zrekompensowaé ich niska liczbe (456). Kluczem do sukcesu w tym wzgledzie
wydaje si¢ opracowanie optymalnych pozywek namnazajacych z dodatkiem szeregu
czynnikoéw wzrostowych, modulujacych nie tylko proliferacj¢ komorek HSCs, ale takze
ich szeroko pojety potencjal hematopoetyczny, czyli szereg funkcji biologicznych
prowadzacych do efektywnego zasiadlania nisz krwiotworczych, wszczepiania oraz
podejmowania przez te komorki roéznicowania w kierunku poszczeg6lnych linii
komdrek hematopoetycznych (213, 254, 457). Jednakze, pomimo szeregu tego typu
pozywek, ktore juz zostaly opracowane i sg dostepne na rynku, wcigz nie udato si¢
osiggng¢ optymalnych warunkow ekspansji HSCs, przy rdwnoczesnym utrzymaniu ich
wysokiego potencjalu krwiotworczego 1 niezroznicowanego charakteru. W zwigzku
Z powyzszym, trwaja intensywne badania prowadzone przez wiele grup badawczych
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nad nowatorskimi strategiami zwiekszania efektywnosci terapeutycznej KP w praktyce
klinicznej, co rowniez przy$§wiecalo badaniom opisanym W niniejszej rozprawie.

Na drodze do znalezienia optymalnych warunkoéw namnazania €X Vivo oraz ,,pre-
kondycjonowania” komorek krwiotworczych w celu zwigkszenia ich potencjatu
hematopoetycznego, kluczowa role odgrywa poszukiwanie czgsteczek o aktywnosci
parakrynnej, zdolnych do aktywacji zmian cech morfologicznych oraz funkcjonalnych
w komarkach.

Obecnie, wiadomym jest, ze oprocz znanych od wielu lat klas takich
bioaktywnych zwigzkéw, do ktdrych zalicza si¢ m.in. rozpuszczalne czynniki wzrostu,
cytokiny czy chemokiny, istnieje takze grupa czynnikOw przenoszonych pomigdzy
komorkami w formie zamknigtej - w obtonionych pecherzykach zewnatrzkomorkowych
(458). Dlatego tez, Osiagniecia ostatnich lat staly si¢ podstawg do rosngcego
zainteresowania zastosowaniem EVS w medycynie regeneracyjnej, w tym takze
w hematologii, w kontek$cie mozliwos$ci poszerzenia wykorzystania KP jako materiatu
przeszczepowedo (459, 460).

Poczatkowo, prace naukowcéw koncentrowaty si¢ na ocenie wptywu EVs
wydzielanych przez komorki bedace naturalnymi komponentami hematopoetycznej
niszy szpikowej, na wlasciwosci biologiczne komorek HSCs. Przyktadowo, kilka grup
badawczych opublikowato dane wskazujace, ze EVs ze szpikowych komoérek MSCs
moga wpltywa¢ na komoérki krwiotworcze obecne w KP, zwickszajac ich skuteczno$é
terapeutyczng (429, 461). Podobnie, wykazano, ze EVS wydzielane przez lini¢
osteoblastyczng zdolne sa do zwigkszenia efektywnosci ekspansji ex vivo komorek
CD34" wyizolowanych z KP (462).

Jednakze, wcigz niewiele wiadomo na temat wplywu na komoérki HSCs
pecherzykéw wydzielanych przez inne, niezwigzane bezposrednio z nisza szpikowa
oraz bardziej wczesne rozwojowo populacje komoérek. Jednymi z poczatkowych
badan poruszajacych ten apsekt byty badania grupy prof. Ratajczaka, ktore wykazaty,
ze EVs uwalniane przez mysie zarodkowe komorki macierzyste moga stymulowac
ekspansje mysich hematopoetycznych komorek progenitorowych szpiku kostnego
I zwigksza¢ ich zywotno$¢ (428). Dodatkowo, ostatnie badania naszego zespotu
wykazaty, ze EVs wydzielane przez ludzkie komorki iPS - ze wzgledu na swoja
unikatows, aktywng biologicznie zawarto$¢ - wykazujg dziatanie cytoprotekcyjne na
komorki sercowe, zwigkszajac jednocze$nie ich zdolnos¢ do proliferacji oraz
roéznicowania (396).

Stad tez, interesujacym aspektem badawczym bylo dla nas zweryfikowanie
hipotezy, ze pecherzyki pochodzace z komoérek pluripotencjalnych beda réwniez
zdolne modulowa¢ funkcje komdérek Kkrwiotworczych izolowanych z KP
| zagadnienie to stalo si¢ podstawa niniejszej rozprawy doktorskiej.

W pracy wykorzystano hiPS-EVs, ktorych charakterystyke sktadu biologicznego
(w tym zawarto$ci szeregu miRNA i biatek) zamieszczono w uprzednio opublikowanej
pracy naszego zespotu (396). Warto zaznaczy¢, ze praca ta byta jedng z pierwszych na
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swiecie dotyczacych analizy ilosciowej oraz jakoSciowej sktadu pecherzykow
wydzielanych przez ludzkie komérki iPS oraz ich aktywnosci biologicznej
w wybranych, dojrzatych komérkach docelowych.

Postep wiedzy w obszarze badan nad EVs, dostepno$s¢ nowych metod
badawczych, aw konsekwencji ksztaltowanie si¢ opracowanych przez towarzystwo
naukowe ISEV wytycznych dotyczacych badan nad EVs (416) sprawily, ze na potrzeby
niniejszej pracy rozbudowano i uzupelniono uprzednig charakterystyke zawarto$ci
hiPS-EVs o ich cechy morfologiczne oraz profil antygenowy. Analiza ta miata takze na
celu jednoznaczng weryfikacje jakosci materialu obecnego w probkach hiPS-EVs
stosowanych bezposrednio w eksperymentach na komdrkach CD34", ktérych wyniki
weszty w sktad niniejszej rozprawy doktorskiej.

hiPS-EVs izolowano z pozywki hodowlanej znad linii komorek hiPS, ktore uprzednio
wyprowadzono w naszym laboratorium, a nastgpnie propagowano w warunkach
bezsurowiczych, bez obecnos$ci substancji odzwierzecych oraz warstwy komorek
podscieliskowych (z ang. serum-free, xeno-free, feeder-free conditions). W kontekscie
pbzniejszych badan, zastosowanie takiej metody hodowli komérek niosto ze sobg
szereg korzysci, w poréwnaniu do tradycyjnych systeméw. Surowica stosowana jako
suplement standardowych pozywek hodowlanych jest zrodtem szeregu czynnikdw
parakrynnych, w tym moze takze zawiera¢ EVs, ktore moglyby ulega¢ ko-izolacji wraz
z pecherzykami wydzielanymi przez hodowane komorki hiPS (328, 463). Tym samym,
czynniki te moglyby stanowi¢ istotne zanieczyszczenie probek, maskujace efekty
biologiczne pochodzace od EVs wydzielanych przez komoérki hiPS. Podobne ryzyko
istniatoby réwniez przy hodowli komorek hiPS na warstwie komorek odzywczych,
ktore takze stosuje si¢ w protokotach ekspansji tych KM (464). Ponadto, zastosowanie
zdefiniowanych pozywek hodowlanych, niezawierajacyh substancji odzwierzgcych
w stosowanych ptynach hodowlanych ulatwia rowniez potencjalne przeniesienie
wynikow badan podstawowych do praktyki klinicznej, stawiajacej wysokie wymagania
warunkom hodowli ludzkich komérek do celéw medycznych w tzw. standardzie GMP
(z ang. good manufacturing practice) (465).

Majagc na uwadze powyzsze, rowniez w przypadku hodowli komorek CD34* z KP
wykorzystano komercyjng pozywke bezsurowicza. Przy jej wyborze kierowano si¢
takze m.in. opublikowanymi  wynikami badan  przedklinicznych, gdzie
w eksperymentach porownawczych pozywka ta wykazywala wysoka efektywnos¢
namnazania wczesnych subpopulacji komérek krwiotwdérczych z KP w hodowli ex vivo
(456). Co istotne, pozywka ta zostala uzupeliona dedykowanym jej suplementem,
zawierajgcym trzy kluczowe czynniki wzrostowe dla komorek HSCs: SCF, FLT3L oraz
trombopoetyng. Zgodnie z informacja zamieszczong na stronie producenta, dodatek tak
opracowanego suplementu umozliwia efektywng ekspansje komorek CD347,
ze szczegdlnym uwzglednieniem najwczes$nieszych rozwojowo subpopulacji oraz
wczesnych progenitorow, bez promowania ich dalszego roznicowania. Zatem pozywka
ta teoretycznie zapewnia namnozenie tych komoérek z zachowaniem ich potencjatu
macierzystosci, co jednak nie zostato w petni potwierdzone w niniejszej pracy.
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hiPS-EVs otrzymywano z pozywki hodowlanej znad linii komodrek hiPS, poprzez jej
sekwencyjne wirowanie z etapem ultrawirowania. Pomimo rozwoju technik izolacji
pecherzykoéw, metoda ultrawirowania wcigz uwazana jest za ztoty standard, a jej

zastosowanie nie wiaze sie z koniecznoS$cia stosowania reagentdw, ktdére moglyby

wplywaé na wiladciwosci otrzymywanych EVs (326). Ponadto, umozliwia ona

otrzymanie heterogennej mieszaniny mniejszych (egzosomy) oraz wigkszych
(ektosomy) pecherzykow, odzwierciedlajacej réznorodno$¢ wydzielniczg komorek
rodzicielskich, bez eliminacji cze$ci EVS mogacych réwniez wykazywaé aktywnosc
biologiczng, CO moze mie¢ miejsce w przypadku innych metod izolacji.

Istotnie, przeprowadzona przeze mnie analiza probek hiPS-EVs z zastosowaniem
metody NTA potwierdzila obecno$¢ nanoczastek o zroéznicowanej S$rednicy
hydrodynamicznej. Pomimo otrzymanej wartosci sredniej wielkos$ci czastek wynoszacej
215,73 + 7,18 nm, wartos¢ modalna, a zatem warto§¢ o najwickszym
prawdopodobienstwie wystagpienia w badanej populacji nanoczastek, byta wyraznie
przesunig¢ta w stron¢ mniejszych obiektow, tj. wynosita 152,57 + 20,44 nm, co moze
swiadczy¢ o wzbogaceniu probki w mniejsze pecherzyki, pomimo wyzszej wartosci
$redniej uzyskanej z pomiaru. Ponadto, histogram rozktadu wielko$ciowego wykazat
obecno$¢ gtdéwnego piku przy wartosci Srednicy hydrodynamicznej wynoszacej 134 nm,
co rowniez potwierdza obecno$¢ frakcji matych pecherzykoéw. Dodatkowo, majac na
uwadze fakt, ze srednica hydrodynamiczna otrzymywana z pomiar6w NTA jest wigksza
niz $rednica samej czgstki poddawanej pomiarowi (466), a takze uwzgledniajac
morfologi¢ obiektow uzyskang dzigki mikroskopii sit atomowych, mozna wysnué
wniosek, ze badane probki hiPS-EVs faktycznie zawieraja struktury pecherzykowe
o submikronowej wielkosci, odpowiadajacej kryteriom definicji EVs opracowanej
przez ISEV (416), co potwierdza, ze zastosowany w tej pracy protokot izolacji EVs
metoda ultrawirowania umozliwia efektywna izolacje pecherzykow z pozywki
kondycjonowanej.

Z uwagi na fakt, iz wytyczne ISEV obejmuja takze charakterystyke sktadu
biologicznego EVs, w nastgpnym kroku przeprowadzono analize jako$ciowg zawartosci
biochemicznej hiPS-EVs, z uwzglednieniem obecnosci biatkowych markeréw
powierzchniowych oraz cytoplazmatycznych. Wykorzystano w tym celu m.in. cytomer
Apogee A50-Micro, bedacy unikatowym urzadzeniem, dedykowanym do analizy
nanoczastek 0 rozmiarach rzedu kilkuset nanometréow. Co istotne, posiada on czutosé
detekcji oraz rozdzielczo$¢ przewyzszajace te dostepne w przypadku klasycznych
cytometrow, stuzacych gltéwnie do badan na komoérkach (467).

Zastosowanie wysokorozdzielczej cytometrii przeplywowej wykazalo obecnos$¢ na
hiPS-EVs szeregu antygenoéw powierzchniowych, obecnych na ich komorkach
rodzicielskich, w tym w szczegdlnosci markerow obecnych na komorkach
pluripotencjalnych: SSEA-4 i Tra-1-60, a takze innych antygendw KM, takich jak
CD90, CD105 oraz KDR, co moze mie¢ wplyw na mozliwos¢ interakcji tych
pecherzykow z powierzchniag komorek docelowych. Co istotne, w btonie hiPS-EVs
stwierdzono réwniez obecnos¢ tetraspanin, w tym CD9, CD63 oraz CD81, uwazanych
za markery wzbogacone we frakcji egzosomalnej (416), co potwierdza obecnos¢ tej
populacji pecherzykéw w badanych probkach. Warto zaznaczy¢, ze poszczegdlne
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antygeny wystepowaty w roznym odsetku na subpopulacjach hiPS-EVs. Przyktadowo,
pomimo bardzo wysokiego procentu obiektow pozytywnych dla SSEA-4 (77,8 £ 0,9
%), jedynie 2,7 £ 0,1 % posiadato antygen Tra-1-60. Podobnie, podczas gdy odsetek
hiPS-EVs zawierajacych CD81 wynosit 49,7 £ 0,4 %, obecno$¢ innej tetraspaniny -
CD9, stwierdzono tylko na 15,6 £ 1,8 %. Wyniki te z jednej strony $wiadczy¢ moga
0 heterogennosci badanych prébek, a tym samym obecnosci kilku subpopulacji hiPS-
EVs o odmiennym fenotypie, z drugiej za$§ potwierdzaja wyniki innych grup
badawczych, §wiadczace o mozliwosci istnienia mechanizmu selektywnego pakowania
poszczeg6lnych typow molekut do wydzielanych przez komorki pecherzykow (468,
469).

Warto zaznaczyé, ze opisana W niniejszej pracy analiza cytometryczna hiPS-EVs byta
znacznie bardziej zaawansowana, w_poroéwnaniu do uprzednio opublikowanej (396),
z zastosowaniem dodatkowych kontroli, a takze szerszego panelu badanych markerow.
Byto to mozliwe dzigki nabytemu doswiadczeniu oraz poczynionej przeze mnie
wnikliwej optymalizacji analizy cytometrycznej EVS w toku prowadzonych prac.
W szczeg6lnosci, zastosowanie barwnika RNA Select — wigzacego si¢ do RNA
zamknigtego w integralnym pecherzyku - umozliwito odrzucenie z analizy obiektow
stanowigcych zanieczyszczenie probek hiPS-EVS, w tym m.in. agregatow biatkowych
lub pozostatosci po uszkodzonych pecherzykach, ktore utracily swojag integralnosc.
Dodatkowo, wykazano jednocze$nie, ze hiPS-EVs zawieraja czasteczki RNA, a obiekty

RNA Select” stanowig az 68,1 * 7,3 % wszystkich analizowanych czastek, co $wiadczy
0 znacznym wzbogaceniu probek hiPS-EVs w pecherzyki, ktore zachowaly swoja
integralnos¢ po procesie ich izolacji i przechowywania.

Ponadto, kolejng nowoscig byto uzupetnienie klasycznej analizy cytometrycznej
o0 obrazowanie _indywidualnych obiektow obecnych w_probkach hiPS-EVs, dzigki
opracowaniu przeze mnie metody analizy pecherzykéw z zastosowaniem
specjalistycznego cytometru obrazowego ImageStream X MKII. Jest to unikatowy
system, ktory dzieki potaczeniu wysokoprzepustowej analizy cytometrycznej oraz zalet
mikroskopii fluorescencyjnej, otwiera nowe mozliwosci wieloparametrowej analizy
obiektow biologicznych (470). Nowatorskie wykorzystanie tego urzadzenia do
wizualizacji hiPS-EVs na poziomie pojedynczych pecherzykow umozliwito
jednoznaczne potwierdzenie obecnosci EVs o fenotypie wskazanym w badaniach
z wykorzystaniem cytometru Apogee, wykluczajac jednoczesnie ryzyko analizy
artefaktow pomiarowych.

Oprocz analizy cytometrycznej, w przeprowadzonych analizach sktadu biochemicznego
hiPS-EVs, zastosowano takze technike Western Blot, ktora umozliwia poétilosciows

ocen¢ obecnosci bialek w badanych probkach. W wykonanych eksperymentach
poréwnywano poziom ekspresji wybranych bialek pomiedzy hiPS-EVs, a ich
komorkami rodzicielskimi, wykazujac wzbogacenie probek hiPS-EVSs w tetraspaniny
(CD9, CD63) oraz w syntening. Wszystkie te trzy biatka wymieniane sg obecnie jako
markery pecherzykow egzosomalnych (416). Z drugiej jednak strony, w prébkach hiPS-
EVs stwierdzono rowniez obecno$¢ kalneksyny, czyli biatka wystepujacego
w retikulum endoplazmatycznym (416, 417), przy czym ilos¢ tego biatka byta nizsza
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w poréwnaniu z poziomem w komdrkach hiPS. Pomimo tego, ze biatko to wystepuje
w retikulum endoplazmatycznym (417), zatem definiowane jest jako marker
niewystepujacy w egzosomach, ktorych biogeneza rozpoczyna si¢ w MVBs (416),
moze 0no by¢ obecne w wigkszych pecherzykach, ktore odpaczkowujgc z powierzchni
btony, zabieraja niewielki fragment cytoplazmy. Tym samym, moga one zawierac
odmienne w porownaniu do egzosomow zestawy biatek, w tym m.in. kalneksyne (418,
471). Zatem, wyniki otrzymane metoda Western Blot potwierdzaja dane z analizy
cytometrycznej oraz pomiarow NTA wskazujace, ze badane probki hiPS-EVs
zawieraja heterogenna mieszaninge pecherzykow komorkowych o zrdéznicowanej
wielkosci oraz fenotypie, ktore jednoczesnie spelniaja kryteria definicji EVS,
opracowane przez ISEV (416). Nalezy jednak zaznaczyC, ze kryteria te ulegaja
dynamiczym zmianom, czego przykltadem jest artykul aktualizujacy stanowisko
towarzystwa ISEV odnosnie wytycznych metodologicznych charakterystyki EVs, ktory
ukazal si¢ w ostatnim czasie (472).

Warto takze dodaé, ze technika Western Blot jako metoda potilosciowa, bazuje
na analizie porownawczej probek z uwzglgdnieniem biatka stanowigcego kontrolg
endogenna, a tym samym kontrole natozenia takiej samej ilosci biatka na poszczegélne
studzienki zelu. Jedna z powszechnie akceptowanych tego typu kontroli w testach
komorkowych jest P-aktyna. Jednakze, nasze badania oraz wyniki innych grup
badajacych EVs, wskazuja na problem z ustaleniem wiarygodnej kontroli egzogenne;j
dla badan dotyczacych molekularnej zawartosci pecherzykow (402, 473, 474).
Podobnie, w przeprowadzonych na potrzeby niniejszej pracy eksperymentach, pomimo
uzycia tej samej ilodci bialka z lizatoéw hiPS oraz hiPS-EVs, poziom B-aktyny wyraznie
r6znit si¢ pomigdzy tymi dwoma typami probek. Wnioskuje sig, ze efekt ten moze by¢
spowodowany m.in. faktem, ze st¢zenie biatka w hiPS-EVs wyznaczone metoda
Bradforda jest pomiarem przyblizonym, ktory odpowiada zawarto$ci biatka nie tylko
w samych pecherzykach, ale rowniez w ko-izolowanych zanieczyszczeniach prébki.
Zanieczyszczeniami tymi moga by¢ m.in. biatka obecne w samej pozywce, jako
czynniki wspomagajagce wzrost komorek, a takze agregaty bialkowe wydzielane do
pozywki przez komorki. Jest to takze zwigzane z brakiem biatek, ktore bytyby tak samo
reprezentowane w komorkach, jak i w pecherzykach. Tym samym, otrzymane rezultaty
potwierdzaja doniesienia o aktualnych wyzwaniach metodologicznych i trudnosciach
w jednoznacznej interpretacji wynikow analizy ilo$ciowej zawarto$ci biateck w EVS
(475). Podsumowujac, przeprowadzona przeze mnie analiza sktadu probek hiPS-EVs
potwierdzita, Zze stanowig one heterogenng mieszaning pecherzykow posiadajacych
aktywna biologicznie zawartoSc¢.

W zwiazku z powyzszym, w kolejnym etapie badan wykorzystano hiPS-EVs
w celu zbadania ich wptywu na wiasciwosci biologiczne komorek krwiotworczych
obecnych w KP w warunkach in vitro.
Komérki te izolowano jako frakcje CD34", kierujac si¢ licznymi danymi
literaturowymi, $wiadczagcymi o wysokim wzbogaceniu populacji komorek o tym
fenotypie w HSCs, zaréwno LT-HSCs, jak i w progenitory hematopoetyczne o réznym
stopniu zroéznicowania (20, 21, 476). Klasyczna metodyka izolacji komérek CD34*
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z materialu klinicznego opiera si¢ glownie na sortowaniu magnetycznym frakcji
komorek wykazujacych ekspresj¢ wspomnianego antygenu, sposrod frakcji komorek
jednojadrzastych, uzyskanych po wirowaniu pelnej krwi w gradiencie nosnika typu
Ficoll, lokujagcych si¢ w cze$ci interfazowej (tzw. buffy coat). W badaniach
podstawowych oraz przedklinicznych stosuje si¢ zarowno izolacje manualng 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 materiatu do przeszczepu stosuje si¢
zwalidowane systemy, m.in. CliniMACS (Miltenyi Biotec) czy ISOLEX 300i (Baxter),
dopuszczone do uzytku przez Amerykanska Agencje Zywnosci i Lekow (ang. Food and
Drug Administration; FDA) (478, 479).

Majac na uwadze powyzsze, w poczatkowych etapach eksperymentow
stosowano klasyczng metode izolacji frakcji CD34* z KP z zastosowaniem separacji
przy uzyciu sortera autoMACS, poprzedzonej wirowaniem w gradiencie ggstosci.
Niemniej jednak, na drodze optymalizacji zdecydowano ostatecznie o zastosowaniu
odmiennej metodyki pozyskiwania komoérek krwiotworczych z pelnej KP. Koniecznos¢
modyfikacji protokotu izolacji, zastosowana w niniejszej pracy, wynikata z obserwacji,
ze czystos¢ frakcji komorkowych otrzymanych po separacji MACS byla
niezadowalajgca 1 wynosita maksymalnie 60-70 %, przy czym odsetek ten roznit si¢
znaczaco pomigdzy poszczegdlnymi izolacjami. Skutkowalo to bardzo niska
wydajnoscig ekspansji komorek ex vivo, przy jednoczesnej duzej ich $miertelnosci.
Przeglad danych literaturowych wskazuje na podobne problemy z niska czysto$cia
izolacji immunomagnetycznej, napotykane takze przez inne zespoty badawcze (480-
482). Ponadto, istnieja przestanki, $wiadczace o mozliwym wptywie nosnika Ficoll na
wilasciwosci biologiczne izolowanych z jego zastosowaniem komorek (483-485), co
mogloby wyjasnia¢ obserwacje obnizonej zywotnosci wyizolowanych w ten sposéb
frakcji.

W zwiazku z powyzszym, w celu zwigkszenia czystosci badanych frakcji, we
wszystkich eksperymentach, ktérych wyniki zamieszczono w niniejszej pracy, komorki
CD34* otrzymywano z KP poprzez zastosowanie Kilkuetapowego procesu izolacji, na
ktory sktadata si¢ liza erytrocytow w obecnosci roztworu hipotonicznego (zamiast
izolacji frakcji komorek jednojadrzastych na nosniku typu Ficoll), wstepne
oczyszczanie frakcji wzbogaconej w antygen CD34 metoda immunomagnetyczng
(MACS) oraz sortowanie wilasciwej frakcji CD34" z zastosowaniem sortowania
opartego o znakowanie immunofluorescencyjne (FACS). Warto zaznaczy¢, ze podobna
procedura byta uprzednio z powodzeniem stosowana do izolacji bardzo rzadkich
populacji KM z KP (183). Co istotne, w pracy tej wykazano, ze zastosowanie lizy
erytrocytéw, zamiast rutynowego wirowania pelnej krwi w gradiencie fikolu,
umozliwito rowniez lepszy odzysk tych komorek (183). Stad tez, po przeprowadzeniu
szerequ eksperymentéw  optymalizacyjnych,  zdecydowano o  stosowaniu
zmodyfikowanego protokotu preparatyki KP we wszystkich eksperymentach
omowionych w niniejszej pracy. W ten sposéb, czystos¢ otrzymywanych frakcji
CD34* byla powtarzalna i bardzo wysoka, siegajac powyzej 98 %, a otrzymane
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komorki CD34" poddawano nastgpnie namnazaniu w warunkach ex vivo. Co istotne,
taka metodyka izolacji skutkowata nie tylko wyzsza czystoscia, ale takze znaczacym
zwigkszeniem tempa ekspansji ex vivo otrzymanych komérek CD34*, w poréwnaniu
do komorek izolowanych jedynie za pomocg MACS.

Jednym z  kluczowych czynnikbw w prébach ekspansji komorek

krwiotworczych wydaje sie by¢ dobor czasu ich hodowli in vitro, przy czym protokoty
te znaczaco roznig si¢ pomiedzy poszczegdlnymi grupami badawczymi, wynoszac od
kilku dni do nawet Kilku tygodni (193). Przy planowaniu do§wiadczen, nalezato braé
pod uwagg, iz namnazane w hodowli in vitro pierwotne komorki HSCs wykazuja
ograniczong liczbe podziatow, tracac przy tym swoj potencjal regeneracyjny (253, 254).
Z drugiej jednak strony, zbyt krétka ekspansja moze skutkowac niewystarczajacg liczbg
komorek zarowno do przeprowadzenia badan podstawowych, jak i do zastosowania ich
w praktyce klinicznej.
Zatem, dla potrzeb eksperymentow zaprezentowanych w niniejszej pracy, ekspansj¢ ex
vivo komorek CD34* wyizolowanych z KP prowadzono maksymalnie przez 14 dni,
gdyz po tym czasie obserwowano wyrazny spadek tempa proliferacji, a takze
morfologiczne zmiany komoérek $wiadczace o ich rdéznicowaniu oraz utracie
zywotno$ci. Jednoczesnie, w 14 dniu hodowli jedynie kilka procent komoérek wcigz
wykazywato ekspresj¢ antygenu CD34 na swojej powierzchni, co moze §wiadczyc¢ o ich
zréznicowaniu w kierunku dojrzalych komoérek krwi, cechujacych sie czgsto krotkim
czasem zycia oraz wymagajacych innych warunkow hodowlanych. Ponadto,
w prowadzonych badaniach kinetycznych obserwowano istotny spadek ekspresji tego
markera pomiedzy dniem 6, a 8 hodowli in vitro. Zatem, pomimo zastosowania
specjalistycznej pozywki namnazajacej, dedykowanej do namnazania HSCs
z jednoczesnym utrzymaniem ich stanu macierzystosci, komorki te wykazywaty
spontaniczng utrate potencjatu hematopoetycznego w hodowli in vitro.

Whioski z analizy zmian fenotypowych oraz obserwacje zmiennego tempa
namnazania si¢ komorek z KP — $wiadczace o utracie wczesnych rozwojowo HSCs
W miar¢ postepu hodowli in vitro — staty si¢ podstawa do wybrania czasu 7- dniowej
ekspansji, jako czasu hodowli, w ktorym wciaz wickszo$¢ komorek wykazywato
ekspresje antygenu CD34, zachowujac jednoczesnie wysoki potencjat proliferacyjny.
Tak dobrany czas hodowli umozliwit rowniez namnozenie komoérek w celu uzyskania
ich wystarczajacej liczby do przeprowadzenia dalszych eksperymentow in vitro oraz
in vivo.

Dlatego tez, majac na uwadze powyzsze, we wszystkich doswiadczeniach, w ktorych
analizowano wptyw hiPS-EVs na wila$ciwosci biologiczne komoérek CD34" z KP
w systemie inkubacji krotkoterminowej, komorki te namnazano uprzednio przez tydzien
(7 dni).

Nalezy jednak wspomnie¢, ze ze wzgledu na rzadka frakcje KM, ktoérg stosowano
W ninijeszych badaniach i zwigzang z tym limitowang mozliwo$cia namnozenia
znamiennej liczby komorek CD34" ex vivo, ich liczba dostepna do do$wiadczen byta
ograniczona. Stad tez, w poszczegélnych eksperymentach przeprowadzono zmienng
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liczbe powtdrzen, starajac si¢ przy tym zachowaé ja na wystarczajagcym poziomie
wiarygodnos$ci oraz reprezentatywnosci, umozliwiajacym przeprowadzenie stosownych
analiz istotnosci statystycznej (minimum 3 powtdrzenia z wykorzystaniem komorek
z roznych jednostek KP). Ponadto, w_przypadku wigkszosci wynikdéw, obserwowano
duzy rozrzut otrzymanych rezultatow pomiedzy poszczegdlnymi powtdrzeniami, co jest
zjawiskiem typowym dla badan z wykorzystaniem komorek pierwotnych pochodzacych
od réznych dawcdw, a tym samym cechujacych sie duzg zmiennoscig osobniczg (486).

Niemniej jednak, pomimo szeregu wyzwan oraz limitacji, wykorzystanie w badaniach
komorek pierwotnych, zamiast uniesmiertelnionej linii komorkowej, wydaje si¢ lepiej
odzwierciedla¢ procesy toczace si¢ W warunkach fizjologicznych, a tym samym
dostarcza szeregu interesujagcych obserwacji oraz wnioskéw, majacych kluczowe
znaczenie w przypadku prob przeniesienia otrzymanych wynikéw badan podstawowych
do realiow praktyki klinicznej.

W przeprowadzonych eksperymentach, oprocz optymalizacji metody izolacji

komdrek krwiotworczych oraz warunkow ich hodowli, kluczowym czynnikiem byt
réwniez dobor odpowiedniej dawki hiPS-EVs w celu oceny ich wptywu na cechy
komorek docelowych.
W poczatkowych doniesienich literaturowych, dotyczacych prac nad aktywnosciag
biologiczng EVs, przyjmowano stezenia bazujace na ilosci biatka w probkach EVs (428,
429, 461). Jednakze, coraz czgsciej uzupetniane lub zastgpowane sg one parametrem
liczby czastek (487, 488), ktory wydaje si¢ bardziej odzwierciedla¢ realng ,,ilo§¢”
stosowanych pecherzykow. Niemniej jednak, nalezy pamigta, ze takie obliczenia
iloSciowe zawsze obarczone sg btedem, wynikajacym z limitacji aparatury pomiarowej
oraz obecnosci roznego rodzaju zanieczyszczen w probkach EVs, ktére mogag wptywac
zarowno na pomiary ilosci biatka, jak 1 na kalkulacj¢ liczby czastek (489).
Jednoczes$nie, wcigz brak jest wystandaryzowanych kryteriow 1 metod pomiaru ilo$ci
materiatu biologicznego obecnego w probkach pecherzykow, co stanowi tym samym
aktualne wyzwanie metodologiczne oraz badawcze.

Niemniej jednak, bazujac na dotychczasowym stanie wiedzy, w celu
ujednolicenia warunkdéw eksperymentalnych we wszystkich przedstawionych
w niniejszej pracy do$wiadczenich na komorkach CD34", stosowano stale stezenie
hiPS-EVS w pozywce hodowlanej (wynoszace 2 pg biatka/ml). Jednoczesnie dawka
hiPS-EVs wynoszaca 1 g biatka przypadata kazdorazowo na 2-10° komorek CD34",
Obliczenia dokonane na podstawie pomiardéw NTA pozwolity wyznaczy¢ liczbe czastek
hiPS-EVs odpowiadajaca takiemu stezeniu biatka, wynoszaca 3,0 £ 1,0-108 czastek/ml.
Takie stezenie pecherzykow wybrano na podstawie danych z wcze$niejszych
eksperymentéw optymalizacyjnych, prowadzonych w naszej grupie badawczej oraz
na podstawie opublikowanych prac (396, 402).

Warto zaznaczy¢, ze dawki stosowane przez rozne laboratoria roznia si¢ istotnie
migdzy sobg i1 zaleza od danego ukladu eksperymentalnego. Przyktadowo, EVs
wydzielane przez komoérki MSCs byly dodawane do hodowli w stezeniu 3,2-10’
czastek/ml pozywki, przypadajacej na 5-10* keratynocytow, jako komorek docelowych
(487). Zkolei w innym badaniu, fibroblasty skorne byly poddawane dziataniu
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pecherzykow z komorek MSCs izolowanych ze sznura pepowinowego, w dawce 1-108 -
1-10° EVs/ml przypadajacych na 2-10° komorek (488). Zatem dawki stosowane
W niniejszej pracy wpisuja si¢ w zakres stosowany przez innych badaczy.

Co istotne, przeprowadzony przeze mnie przeglad literaturowy pozwolit
wnioskowa¢, ze wiekszo$¢ dotychczasowych prac badawczych dotyczyto interakcji
pecherzykoéw z adherentnymi komorkami docelowymi o relatywnie duzej powierzchni
potencjalnego kontaktu z EVs dodawanymi do pozywki hodowlanej (395, 396, 487,
488). Z kolei, w niniejszej pracy komorkami poddawanymi dziataniu EVs byty komorki
frakcji CD34", posiadajgce niewielkg $rednice oraz rosngce w zawiesinie w hodowli
in vitro. Stad tez, czynniki te moglyby potencjalnie utrudnia¢ bezposredni kontakt tych
komorek z hiPS-EVs, a tym samym przekazanie im aktywnej biologicznie zawartosci.
Niemniej jednak, zastosowanie mikroskopii fluorescencyjnej umozliwito wykazanie, ze
EVs izolowane z komérek hiPS z nadekspresja biatka copGFP byly w stanie wnikaé do
komoérek CD34* z KP, lokalizujgc si¢ w przedziale cytoplazmatycznym, co wskazuje na
mozliwo$¢ przeniesienia przez te pecherzyki ich aktywnej biologicznie zawarto$ci do
tych komorek. Co istotne, zaobserwowano jednocze$nie, ze W zastosowanych w pracy
warunkach eksperymentalnych, nieznaczna tylko czgs¢ hiPS-EVs nie ulegata
internalizacji do wnetrza komérek CD34" i byly to gléwnie agregaty pecherzykdw,
a zatem obiekty zbyt duze, aby efektywnie fuzjowa¢ z btong komodrek. Podobne
obserwacje mikroskopowe internalizacji EVs do wnetrza komorek obserwowano we
weczesniejszych pracach, w tym w publikacjach naszego zespotu (342, 395, 396, 490-
492). Co ciekawe, dane literaturowe wskazuja, ze internalizacja EVs moze nastgpowac
juz w ciggu pierwszych kilkunastu minut od ich dodania do pozywki, przy czym
dynamika tego procesu zalezy rowniez od typu komorek docelowych, bedac bardziej
intensywng W przypadku komérek zdolnych do fagocytozy (491).

Mozliwo$¢ bezposredniej interakcji hiPS-EVSs z komoérkami CD34" z KP
w warunkach in vitro moze prowadzi¢ do przeniesienia ich aktywnej zawartosci do
komorek, a tym samym wywotania w nich efektu biologicznego (493). Z punktu
widzenia potrzeby opracowania nowych strategii namnazania komorek krwiotworczych
z KP ex vivo, intersujacym bylo zbadanie wptywu hiPS-EVs na tempo ekspansji tych
komorek. Jednakze, przeprowadzone eksperymenty nie wykazaly istotnego
statystycznie zwiekszenia potencjalu proliferacyjnego komérek CD34", poddanych 14-
dniowej hodowli w pozywce z dodatkiem hiPS-EVs. Z drugiej jednak strony, dalsze
analizy wykazaly, Zze dodatek pecherzykow skutkowal wzrostem nie tylko
aktywnosci metabolicznej tych komorek, ale takze ich potencjalu do
wielokierunkowego réznicowania w poszczegélne linie komorek krwi. Co istotne,
zwigkszona ekspresja markerow liniowych na tych komorkach poddanych dziataniu
hiPS-EVs nie skutkowata jednoczesnym spadkiem odsetka komorek posiadajacych
antygen CD34, w porownaniu do komorek kontrolnych, co moze s$wiadczy¢
0 podtrzymaniu puli progenitorbw w populacji komoérek namnazanej w obecnosci
pecherzykéw. Dodatkowo, analiza zmian poziomu transkrypow dla genow zwigzanych
z kontrolg hematopoezy wykazata, ze w 4 dniu ekspresja genu CD34 byla istotnie
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statystycznie wyzsza w komorkach namnazanych w pozywce zawierajacej hiPS-EVS.
Niemniej jednak, analiza cytometryczna wskazuje, ze efekt ten nie miat bezposredniego
przetozenia na zmiang poziomu biatka dla antygenu CD34 na powierzchni komorek,
co moze by¢ spowodowane istnieniem dodatkowych, wieletapowych mechanizmow
regulacji procesu translacji.

Uzyskane wyniki wskazujg zatem, ze efekt funkcjonalny wywotywany przez
hiPS-EVs zalezy $cisle od typu komoérek docelowych, gdyz wezedniejsze badania naszej
grupy wykazaly, ze pecherzyki te dziataly stymulujgco zarbwno na réznicowanie, jak
i proliferacje komorek izolowanych z tkanek serca (396). Ponadto, kilka prac innych
grup badawczych $wiadczy o zwigkszeniu ekspansji komérek HSCs z KP, poddanych
dziataniu EVs wydzielanych przez szpikowe komorki MSCs (461) lub osteoblasty (462,
494). Podobnie, inna grupa badawcza wykazata, ze EVs ze szpikowych komérek MSCs
hamuja réznicowanie frakcji CD34* z KP (429). Swiadczy to o zrdéznicowanej
odpowiedzi komorek krwiotworczych z KP na EVs wydzielane przez roézne typy
komdrek. Warto zaznaczy¢, ze w przeciwienstwie do hiPS, zaréwno komorki MSCs,
jak 1 osteoblasty sa naturalnymi komponentami szpikowej niszy komoérek HSCs, co
moze warukowa¢ odmiennie dziatanie wydzielanych przez nie EVs, w poréwnaniu do
badanych w niniejszej pracy pecherzykow pochodzacych z komoérek puripotencjalnych.
Z drugiej jednak strony, we wczesniejszych badaniach wykazano, ze EVs pochodzace
z linii osteoblastéw zwickszaty potencjat klonogenny komérek CD34" z KP in vitro
(462). Podobny efekt zaobserwowano rowniez W niniejszych badaniach, w przypadku
hiPS-EVs, ktorych dodanie do pozywki hodowlanej istotnie zwigkszato liczbg kolonii
hematopoetycznych utworzonych przez komérki CD34" w metylocelulozie. Co istotne,
efekt ten byl obserwowany zaréwno po krotkiej stymulacji tymi pecherzykami
uprzednio namnozonych komorek krwiotwdrczych, jak i w przypadku komorek CD34*
poddanych ciagtej ekspansji ex vivo w pozywce z dodatkiem hiPS-EVs.

Przeprowadzone badania wskazujg ponadto, ze hiPS-EVs wykazuja aktywnos¢
cytoprotekcyjng in vitro w poréwnaniu do komoérek CD34* z KP poddanych
dziataniu  czynnikdéw  cytotoksycznych,  zmniejszajac  odsetek ~ komorek
W poszczegdlnych fazach $mierci komorkowej (apoptozy i nekrozy), wywotanej
dodatkiem staurosporyny do pozywki hodowlanej. Dane te korelowaly ze zwigkszong
ekspresja antyapoptotycznego genu BCL-2 w tych komorkach. Ponadto, wyniki te sg
spdjne z poprzednimi badaniami naszego zespotu, $wiadczacymi 0 hamowaniu przez
hiPS-EVs $mierci pierwotnych komorek serca in vitro (396). Podobnie, EVs wydzielane
przez mysie komorki iPS rowniez wykazywaly dziatanie cytoprotekcyjne na komorki
srodbtonka in vitro (395). Dodatkowo, zblizone rezultaty otrzymaty réwniez inne
zespoty badawcze, publikujac dane §wiadczace o ochronnej aktywnosci EVs z komorek

iPS, stymulujacych mechanizmy naprawcze w roznych jednostkach chorobowych,
w tym m.in. w modelu zawalu migsnia sercowego (394) oraz uszkodzenia nablonka
ptuc w modelach in vivo (392). Co istotne, wykazano rowniez, ze pecherzyki
wydzielane przez inne typy komdrek, w tym komorki MSCs obecne w niszy szpikowej,
sg takze zdolne do wywotywania sygnatu antyapopotycznego w komorkach HSCs z KP
(429, 495).
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W kolejnych etapach badan in vitro prezentowanych w niniejszej pracy
doktorskiej, analizowano takze czy hiPS-EVs moga modulowa¢ inne wlasciwosci
komorek krwiotwodrczych z KP, niezwigzane bezposrednio z mozliwos$cig ich ekspansji
ex Vvivo, ale wcigz majgce istotne znaczenie z punktu widzenia efektywnosci zasiedlania
przez nie nisz szpikowych i podjecia procesow hematopoezy po przeszczepie. Oceniano
m.in. wplyw hiPS-EVs na aktywno$¢ chemotaktyczng tych komorek w kierunku
gradientu kluczowego dla nich chemoatraktanta- SDF-1. Jak juz Kkilkukrotnie
wspomniano w pracy, o$ oddzialywania SDF-1-CXCR4 jest jednym z istotnych
czynnikow regulujacych migracje komorek krwiotworczych do nisz szpikowych,
wplywajac tym samym na powodzenie przeszczepu (65, 66, 422). Jednoczesnie,
wykazano uprzednio bezposrednig korelacje efektywnosci chemotaksji tych komorek
do SDF-1 w warunkach in vitro z ich potencjatem repopulacyjnym in vivo (496).

Przeprowadzona w niniejszej pracy analiza z wykorzystaniem zmodyfikowanej
komory Boydena wykazata, ze kilkugodzinna inkubacja komérek CD34* z hiPS-
EVs zwigksza ich odpowiedz na gradient SDF-1 in vitro. Z drugiej jednak strony, nie
zaobserwowano jednocze$nie wptywu hiPS-EVs na poziom ekspresji CXCR4 -
podstawowego receptora dla SDF-1, na powierzchni tych komorek. Jednakze,
wykazano, ze wzrost aktywnosci chemotaktycznej po dodaniu pecherzykoéw korelowat
ze zwiekszonym odsetkiem komoérek CD34" reagujacych na SDF-1 wzrostem stezenia
wolnych jondw Ca?*, ktory towarzyszy reakcji komdrek hematopoetycznych na gradient
SDF-1 (423). Ponadto, na podstawie analiz proteomicznych przeprowadzonych
W niniejszej pracy, zaobserwowano takze wzrost aktywnosci Sciezki sygnatowania 0d
integryn, a takze szlaku zwigzanego z kinazg FAK w komérkach CD34" poddanych
dziataniu hiPS-EVs, ktéra réwniez moze by¢ zaangazowana w proces migracji komorek
(451, 497). Nie mozna takze wykluczy¢ mozliwosci, ze fuzja EVs z blong komorkowsa
moze prowadzi¢ do zmian jej wiasciwosci biomechanicznych, ktére w konsekwencji
moga wpltywa¢ na reakcje komodrki na bodzce zewngtrzne oraz organizacje
podbtonowego cytoszkieletu uczestniczagcego w migracji. Przyktadowo wykazano, ze
EVs uwalniane przez bakterie Porphyromonas gingivalis indukuja zmiany ptynnos$ci
btony komorkowej neutrofili (498). Ponadto, istnieje szereg przestanek literaturowych,
ze nie tylko ekspresja danego biatka btonowego, ale takze jego rozmieszczenie moga
wplywac na jego aktywnos¢ lub powinowactwo do ligandu (499, 500). Zatem, majac na
uwadze, iz receptor CXCR4 lokalizuje si¢ glownie w tratwach lipidowych,
niewykluczonym jest, ze zwigzanie hiPS-EVs z btong komorek krwiotworczych moze
wptywaé na rozmieszczenie czgsteczek CXCR4, modulujagc tym samym odpowiedz
komoérek HSCs na sygnalizacje chemotaktyczng (501), jednakze hipoteza ta wymaga
weryfikacji z zastosowaniem specjalistycznej aparatury pomiarowej.

Oprdcz osi SDF-1-CXCR4, na zdolno$¢ przeszczepionych komoérek HSCs do
zasiedlania nisz szpikowych wplywa takze efektywno$¢ ich interakcji z macierza
zewnatrzkomoérkowa, $rodblonkiem naczyniowym oraz komoérkami stromalnymi,
obecnymi w SzK (422, 424). Komorki krwiotworcze podaje sie¢ zazwyczaj jako
przeszczep dozylny, zatem podczas migracji do niszy szpikowej muszg one pokonaé
barier¢ naczyniowa, wchodzac w interakcje z komorkami §rédblonkowymi na drodze
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oddziatywania z ich molekutami adhezyjnymi, a takze biatkami ECM. Nastepnie,
komorki te pokonujac barier¢ naczyniowg migrujg w kierunku nisz, zapewniajacych im
odpowiednie warunki do przezycia i podj¢cia procesow krwiotworzenia (147).

Dlatego, w niniejszej pracy oceniano réwniez wpltyw hiPS-EVs na adhezje
i oddziatywanie komorek CD34" izolowanych z KP, z biatkiem ECM — fibronektyna
oraz komorkami stromalnymi i s$rodbtonkowymi w warunkach in vitro. Uzyskane
wyniki wskazuja, ze kilkugodzinna inkubacja HSCs z hiPS-EVs wplywa pozytywnie
na efektywnos$¢ ich adhezji do w/w trzech komponent, mimo iz krytyczna analiza
danych ilosciowych wskazala raczej, ze ten wzrost poziomu adhezji komérek CD34"
poddanych dziataniu pecherzykow w porownaniu do komorek kontrolnych byt
relatywnie niewielki (pomimo istotnosci statystycznej). Niemniej jednak, obserwowana
skala wspomnianego efektu (tj. wzrost wlasciwosci adhezyjnych komdrek
krwiotworczymi z KP na skutek ich oddziatywania z hiPS-EVS), moze by¢
przypuszczalnie wystarczajaca dla istotnego zwigkszenia potencjatu tych komorek do
zasiedlenia nisz hematopoetycznych po przeszczepie, dziatajac synergistycznie
z jednoczesnym wzrostem ich aktywnos$ci chemotaktycznej. Warto takze wspomniec, ze
w kontek$cie wptywu EVs na adhezje oraz migracje komoérek CD34", hiPS-EVs
posiadajg niewatpliwg przewage w poréwnaniu do pecherzykow z komoérek MSCs,
ktore we wspomnianym wczesniej badaniu nie wykazywatly aktywno$ci istotnie
zwigkszajacej efektywnos$¢ obu tych procesow w komorkach HSCs (461). Ponadto,
analiza cytometryczna wykazata, ze w komodrkach tych pod wplywem krotkiej
inkubacji z hiPS-EVs dochodzi do zwig¢kszenia poziomu antygenu
powierzchniowego LFA-1, ktory jest zaangazowany w proces adhezji oraz migracji
komorek HSCs z krwiobiegu w Kierunku SzK, z posrednim etapem oddziatywania z
komorkami $ciany naczyn krwiono$nych (502). Tym samym, wyniki te moga réwniez
wyjasnia¢ przyczyny obserwowanego wzrostu aktywno$ci chemotaktycznej oraz
adhezyjnej komdrek CD34" po ich inkubacji w pozywce zawierajacej dodatek hiPS-
EVs. Co ciekawe, analiza cytometryczna wykazata jednoczes$nie relatywnie niski
odsetek hiPS-EVs posiadajacych antygen LFA-1. Stad tez, prawdopodobna przyczyna
wzrostu poziomu tego markera na powierzchni komérek w wyniku ich interakcji z
hiPS-EVs nie jest bezposrednie jego przeniesienie z pecherzykow, ale stymulacja
komorek do prezentacji lub ekspresji tej czasteczki na ich powierzchni. Jednoczesnie,
szybki wzrost poziomu LFA-1 na powierzchni komoérek CD34", obserwany juz po 2
godz. ich inkubacji z hiPS-EVs, wskazuje raczej na jego prawdopodobng redystrybucje
z przedziatlu cytoplazmatycznego w kierunku blony, a nie synteze de novo.
Potwierdzeniem tej hipotezy mogg by¢ dane literaturowe, $wiadczace o dynamicznym
recyklingu integryn, w tym LFA-1, a takze uwalnianiu tego antygenu
z wewnatrzkomorkowych rezerwuar6w w odpowiedzi na bodzce biochemiczne (503-
505). Zatem podsumowujac, zaprezentowane w niniejszej pracy wyniki doswiadczen
funkcjonalnych wskazuja, ze EVs wydzielane przez komorki hiPS moga wplywaé
na wilasciwosci biologiczne komoérek krwiotworczych z KP in vitro, w tym na te
istotne dla ich efektywnej migracji oraz zasiedlania nisz hematopoetycznych
i podjecia procesow hematopoezy.
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Naturalng konsekwencja tych obserwacji eksperymentalnych bylo pojawienie si¢
pytan dotyczacych mozliwych mechanizméw molekularnych, odpowiedzialnych za
aktywno$¢ biologiczng hiPS-EVS i ich wplyw na funkcje komorek HSCs.
Przeprowadzony przeze mnie przeglad dostepnej literatury nasuwa wniosek, ze rosngce
zainteresowanie probami wykorzystania EVs w naukach biomedycznych skutkuje
pojawianiem si¢ Szeregu prac wykazujacych ich parakrynng interakcje z komodrkami
docelowymi w szeregu uktadow eksperymentalnych. Jednakze, wigkszos¢ z tych prac
koncentruje si¢ glownie na wykazaniu wptywu EVs lub jego braku na dany typ
komérek docelowych, a pomimo znacznych postepéw w tej dziedzinie badan, doktadne
mechanizmy tych oddziatywan pozostajg nieznane.

Obecnie, glownym postulowanym scenariuszem dziatania jest fakt, iz fuzja EVs
z blong komoérkowa skutkuje uwalnianiem ich bioaktywnej zawartosSci, ktora trafiajac
nastepnie do przedzialow wewnatrzkomorkowych, wywoluje adekwatne zmiany
fenotypowe w komdrkach docelowych (276). Sposroéd zbadanych dotychczas typow
czastek biologicznych, ktérych obecno$¢ wykazano w EVs pochodzacych z réznego
typu komorek oraz obecnych w ptynach ustrojowych, to gldwnie niskoczasteczkowy
RNA, w tym w szczegdlnosci miRNA, uwazany jest za dominujacg komponente
molekularng EVs, odpowiedzialng za ich aktywnos$¢ w komdrkach docelowych (297).
Istotnie, obecna wiedza sukcesywnie powigksza si¢ o nowe badania profilowania
MIRNA wréznych typach EVs. Przyktadowo, w pecherzykach pochodzacych
z osteoblastow oraz komorek stromy szpikowej wykazano obecno$¢ kilku miRNA,
ktore moga by¢ zaangazowane w regulacj¢ hematopoezy (429, 461, 462). Dodatkowo,
podobna analiza zawarto$ci biologicznej hiPS-EVs, opublikowana przez nasz zespot,
rébwniez obejmowata zbadanie obecnosci miRNA w tych pecherzykach oraz
poréwnanie jej do ich komorek rodzicielskich (396). Szczegétowa interpretacja tych
danych, przeprowadzona przeze mnie w kontek$cie lepszego zrozumienia
mechanizmdw - stojacych za obserwowanym wptywem hiPS-EVs na funkcje komorek
HSCs z KP - wykazata, ze pecherzyki te wzbogacone sg m.in. w miR-20a-5p, miR-
106a, miR-125a oraz_miR-130a, ktére moga by¢ waznymi regulatorami genow
zwigzanych z kontrola proceséw hematopoezy. W szczegdlnosci, doniesienia
literaturowe wskazuja, ze miR-125a oraz miR-130a ulegaja wysokiej ekspresji
w populacji komorek LT-HSCs i sg zaangazowane w regulacje ich proliferacji (506,
507), podczas gdy miR-20a-5p oraz miR-106a sa znanymi modulatorami r6znicowania
komorek krwiotworczych (508, 509).

Zatem, uzyskane wyniki odno$nie skladu miRNA w hiPS-EVs moga
swiadczy¢ o obecnosci w nich specyficznych czasteczek regulatorowego RNA,
mogacych uczestniczy¢ w modulowaniu przez te pecherzyki efektu funkcjonalnego
w komoérkach HSCs. Interesujacym kierunkiem kontynuacji prowadzonych przeze
mnie badan byloby sprawdzenie w przysztosci czy istotnie poziom wymienionych
miRNA ulega zwiekszeniu w komérkach CD34" z KP po ich kontakcie z hiPS-EVs, co
mogloby $wiadczy¢ o horyzontalnym transferze tego materiatu genetycznego.

Liczne badania naukowe wskazujg rowniez, ze oprocz miRNA, EVS moga
przenosi¢ czasteczki mRNA oraz bialek, ktore moga mie¢ wplyw na zachowanie
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komdrek docelowych (293, 428, 510, 511). Dlatego tez, w celu zweryfikowania czy
podobne mechanizmy odpowiadajg za zdolno$¢ hiPS-EVs do modulowana funkcji
komorek krwiotworczych z KP, przeprowadzitam analize zmian profilu ekspresji
transkryptéw dla wybranych genow zwigzanych z hematopoezg w komérkach CD347,
hodowanych w pozywce z dodatkiem tych pecherzykow. Uzyskane dane umozliwity
zaobserwowanie Kilku interesujgcych zjawisk zwigzanych z dynamikg zmian
transkryptomu, zachodzacych w tych komorkach w trakcie ich ekspansji ex vivo.
Z jednej strony, profil badanych genow byt istotnie odmienny w komérkach CD34"
bezposrednio po ich izolacji z KP, w poréwnaniu do tych komorek poddanych
namnazaniu w warunkach in vitro. Poprzednie badania innych grup réwniez wykazaty
unikalny, odmienny wzor ekspresji genow pomiedzy komoérkami HSCs nieaktywnymi
mitotycznie, mobilizowanymi oraz tymi o fenotypie biataczkowym (512). Z drugiej
strony, otrzymane przeze mnie wyniki $wiadcza o zmienionej ekspresji szeregu
genoéw zwiazanych z kontrolg funkcji komorek krwiotworczych, pod wplywem
obecnosci hiPS-EVs w pozywce namnazajacej. Przykladowo, w warunkach tych
nastgpil wzrost poziomu transkryptu dla genu PAXS5, ktorego produktem biatkowym
jest czynnik transkrypcyjny zaangazowany w regulacj¢ rozwoju linii limfocytow B
(433). Podobnie, pod wptywem hiPS-EVS zaobserwowatam takze zwigkszenie ekspresji
genébw NOTCH1 oraz NOTCH2. Zmiana ta wydaje si¢ by¢ istotna, zwazywszy na
doniesienia literaturowe, wskazujace, ze produkty tych gendéw biora nie tylko udziat
w modulowaniu funkcji komérek hematopoetycznych, ale takze odgrywaja istotng rolg
cytoprotekcyjna wobec komoérek HSCs z KP wystawionych na dzialanie
promieniowania y (434, 513).

W moich badaniach wykazatam takze, ze obecno$¢ hiPS-EVs w pozywce
namnazajagcej skutkowata rowniez wzrostem poziomu transkryptu dla genu RUNX1.
Opublikowane prace wskazuja, ze koduje on kluczowy czynnik transkrypcyjny,
wymagany w procesie wczesnej hematopoezy. Z kolei w innych badaniach wykazano,
ze w dorostym organizmie jest on negatywnym regulatorem liczby prymitywnych
subpopulacji komorek HSCs, pelnigc jednoczesnie kluczowa rolg w procesie
limfopoezy oraz megakariopoezy (437, 514).

Podobnie, stwierdzono w niniejszej pracy, ze W komorkach CD34*
namnazanyCh w obecnos$ci hiPS-EVs wzrastata rowniez ekspresja genéw dla czynnikow
transkrypcyjnych GATAL oraz GATAZ2. Jak zostalo wykazane w badaniach innych
grup, czynniki te regulujg procesy m.in. erytropoezy oraz megakariopoezy (438) oraz
moga promowac stan wyciszenia mitotycznego komérek HSCs (515).

Co ciekawe, przeprowadzone przeze mnie analizy wskazujg takze, ze dodatek hiPS-EVs

do pozywki namnazajacej zwigkszat ekspresje genéw dla deacetylaz histonowych
HDAC5 oraz HDAC7 w badanych tu komdérkach CD34", ktdére to deacetylazy sa
enzymami zdolnymi do modyfikacji epigenetycznej komorek, skutkujacej kondensacja
chromatyny, a tym samym hamowaniem transkrypcji (436). Stad tez, podejmuje si¢
préby zastosowania inhibitorow tej klasy enzymoéw w celu m.in. ekspansji komdrek
HSCs z KP ex vivo (516, 517).

Zatem, wyniki przeprowadzonej w niniejszej pracy analizy profilu ekspresji
genow w komorkach HSCs z KP potwierdzaja obserwany przeze mnie
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w badaniach funkcjonalnych - wptyw hiPS-EVs na potencjal tych komorek do
roznicowania w Kierunku poszczegolnych linii  hematopoetycznych, przy
jednoczesnym braku zwiekszenia efektywnosci ich ekspansji ex vivo.

Innym genem o zwickszonej ekspresji w komorkach CD34" poddanych
dziataniu hiPS-EVs byt FUTI10, kodujacy enzym fukozylotransferaze 10. Jak juz
wspomniano, poprzednie badania innych grup badawczych wykazaty, ze aktywnos$c
fukozylaz modyfikujacych ligandy dla selektyn obecne na powierzchni komorek
krwiotworczych, moze przyczynia¢ si¢ do poprawy ich wbudowywania si¢ po
przeszczepie (262, 263). W opublikowanej pracy wykazano rowniez, ze inkubacja
komdrek krwiotwérczych z KP z fukozylotransferazg zwigksza ich zdolno$¢ do
interakcji z komorkami naczyn krwionosnych obecnych w SzK (518). Zatem, wykazany
przeze mnie wzrost poziomu tego enzymu w wyniku oddziatywania z hiPS-EVs mégiby
rowniez czeSciowo wyjasnia¢C wykazane w niniejszej pracy zwiekszenie adhezji
komdrek HSCs do komorek $rodbtonka. Ponadto, jak juz wspomniano, pod wptywem
hiPS-EVs nastapit rowniez wzrost poziomu transkryptu dla genu CCR1 kodujacego
receptor dla chemokiny CCL3 (439), a podobny efekt wykazano uprzednio w innych
badaniach w przypadku inkubacji komérek HSCs z EVs wydzielanymi przez komorki
stromalne (429).

Jednocze$nie, przeprowadzona przeze mnie analiza zmian ekspresji dwdch
gendw zwigzanych z procesem hematopoezy: SCL oraz HOXB4, w komérkach CD34*
z KP poddanych krétkiej inkubacji z hiPS-EVs, wykazata wzost ich poziomu po 2 oraz
6 godz. po dodaniu pecherzykéw, korelujacy jednoczes$nie z podwyzszonym poziomem
antyapoptotycznego genu BCL-2. Dane te moga tlumaczy¢ obserwowany efekt
cytoprotekcyjny badanych pecherzykow wobec komorek krwiotwdrczych poddanych
dziataniu staurOsporyny, a takze odpowiada¢ za wzrost ich potencjatu klonogennego,
obserowanego w niniejszej pracy.

Niewatpliwie jednak, w tym konteks$cie interesujagcym aspektem dalszych prac byloby

poszerzenie panelu transkryptow objetych analizg w komérkach CD34" z KP, po ich
krotkoterminowej inkubacji z hiPS-EVs, w celu poglebienia wiedzy z zakresu
mechanizméw parakrynnej stymulacji potencjatu hematopoetycznego tych komdrek
w wyniku oddzialywania pecherzykow z komorek pluripotencjalnych. Podobnie,
szczegotowe profilowanie zmian poziomu mMIRNA w tych komdrkach bytoby
interesujgcym aspektem, ktory rowniez moglby przyczynié sie do lepszego zrozumienia
natury obserwowanych zjawisk. Eksperymenty te sg obecnie w fazie planowania,
jednak ze wzgledu na ograniczenia czasowe, jak rowniez limitowang dostepno$é
materiatu klinicznego, jakim jest KP, nie mogg one zosta¢ wlaczone do niniejszej
rozprawy doktorskiej. Jednak, z pewnosciag wejda one w sktad publikacji naukowej,
przygotowywanej w naszym zespole. Podobnie, oprocz analiz obecnoSci
poszczegblnych typéw RNA w komdrkach CD34" z KP, interesujgcym byloby réwniez
zbadanie zmian ich globalnego proteomu pod wptywem dziatania hiPS-EVs.

Niemniej jednak, w kontek$cie uzyskanych wynikow doswiadczen,
wskazujacych na zmiany funkcjonalne komorek HSCs juz po krotkim kontakcie z hiPS-
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EVs, zasadnym bylo zbadanie przeze mnie w jaki sposob interakcja z pgcherzykami
wplywa na aktywno$¢ w tych komorkach szeregu kinaz biatkowych, zaangazowanych
w regulacje wewnatrzkomorkowych szlakéw transdukcji sygnatu. Jak wiadomo, jest to
jedna z kluczowych sciezek szybkiej odpowiedzi komorki na bodzce zewngtrzne (440).
Istotnie, zastosowanie macierzy Proteome Profiler Human Phospho-Kinase Arrays
pozwolilo mi na wykazanie w niniejszej pracy, iz 2-godz. inkubacja z hiPS-EVs
wplywa na poziom fosforylacji szeregu kinaz, obecnych w komérkach CD34" z KP.
Zaobserwowatam  m.in.  globalng  aktywacj¢  kilku  kluczowych  szlakow
sygnalizacyjnych, w tym Akt/mTOR, STAT lub MAPK, uczestniczacych w regulacji
wlasciwosci biologicznych komoérek HSCs (441, 450). Ponadto, wykazatam wzrost
aktywnos$ci sygnatowania od kinazy FAK, regulujacej procesy adhezji oraz migracji
(451), a takze aktywacje kinaz zaangazowanych w sygnalizacje od TGF-B, ktore, jak
wskazuja prace innych grup, moga promowac réznicowanie komorek HSCs, wykazujac
przy tym efekt antyproliferacyjny (519).

Podobnie, klasyfikacja biatek z zastosowaniem narzedzia PANTHER ujawnita
wpltyw hiPS-EVS na aktywno$¢ szlakow sygnalizacji od powierzchniowych integryn
| kadheryn oraz zwigzanych z PDGF. Co istotne, prace innych zespotéw wskazuja, ze
PDGF zdolny jest do promowania namnazania komorek krwiotworczych z KP ex vivo,
jednoczesnie zwigkszajac ich potencjat repopulacyjny in vivo (520, 521). Wykazatam
takze, ze krotka inkubacja komérek CD34" z hiPS-EVs skutkowata rowniez aktywacja
sygnatowania od endoteliny, ktora, jak pokazano w pracach innych zespotéw, zwigzana
moze by¢ ze stymulacjga ekspansji tych komorek ex vivo (522). Niemniej jednak,
pomimo danych literaturowych $wiadczacych o zwigkszeniu tempa proliferacji ex vivo
komorek HSCs pod wptywem PDGF oraz endoteliny, w niniejszej pracy nie wykazano
pozytywnego wplywu hiPS-EVs na ekspansj¢ tych komorek. Spowodowane to moze
by¢ faktem, ze pomimo aktywacji zblizonych $ciezek sygnatowania, badane pecherzyki
moga oddziatywa¢ roéwniez na inne receptory i szlaki komorkowe oprdcz tych
zwigzanych ze wspomnianymi dwoma czynnikami wzrostowymi, co w konsekwencji
skutkuje odmiennymi efektami funkcjonalnymi.

Ponadto w niniejszej pracy wykazano, ze aktywowane przez hiPS-EVs kinazy
moga by¢ zwigzane ze szlakiem od receptora dla EGF, ktory, jak wiadomo z innych
badan, bierze udziatl m.in. w promowaniu przezycia komoérek HSCs i regeneracji uktadu
hematopoetycznego po uszkodzeniu wywotanym promieniowaniem vy (523, 524).
Kinazy te biorg takze udzial w sygnatowaniu od FGF, ktory rowniez moze istotnie
wplywaé na zachowanie komoérek krwiotworczych. Przyktadowo, wykazano uprzednio,
ze kaskada sygnatu inicjowana wigzaniem FGF do receptora na powierzchni HSCs,
moze regulowaé rekonstytucje uktadu krwiotworczego po jego uszkodzeniu za pomoca
czynnikdw chemicznych (525).

Analiza PANTHER wykonana przeze mnie W niniejszej pracy wykazata rowniez
zmiany w aktywnosci innych szlakow, waznych dla przezycia komorek i kontroli cyklu
komorkowego. Przyktadem moze by¢ szlak sygnatowania od insuliny/IGF, ktory, jak
wykazano w innych pracach, reguluje proliferacje i rdéznicowanie HSCS, dzialajgc
jednoczeénie antyapoptotycznie (526) lub tez wspomniana wczesnej sygnalizacja od
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TGF-B — czynnika, ktdry w pracy badawczej innych zespotow wykazywat dziatanie
antyproliferacyjne, promujac roéznicowanie HSCs (519). Ponadto, zaobserwowana
przeze mnie zmiana fosforylacji wybranych bialek w komorkach CD34" poddanych
dziataniu pecherzykéw z komorek hiPS, moze takze wplywaé na aktywnos$¢ szlaku
CCKR, ktorego wudzial wykazano wuprzednio m.in. w regulacji stezenia
wewnatrzkomoérkowego poziomu Ca?* w komorkach krwi (527), co mogtoby czesciowo
thumaczy¢ wykazang przeze mnie wzmozong odpowiedz chemotaktyczng badanych
komorek CD34" po ich kontakcie z hiPS-EVs.

Przeprowadzona przeze mnie analiza zmian fosforylacji poszczeg6lnych kinaz
w komorkach HSCs $wiadczy takze o podwyzszeniu aktywnosci biatka AMPK, co
prowadzi¢ moze do zwigkszenia zywotnosci komdrek, jak wykazano w innych
badaniach (448, 449). Co ciekawe, w opublikowanej pracy innego zespotu wykazano
takze, ze spadek fosforylacji AMPK prowadzi do wyczerpania puli szpikowych
komorek HSCs, spadku ich potencjatu repopulacyjnego oraz zwigkszenia ich
$miertelnosci na drodze apoptozy (528).

Podsumowujac, zaréwno analiza ekspresji genéw, jak rowniez aktywacji
kinaz bioracych udzial w regulacji wewnatrzkomorkowych szlakow sygnalowania,
potwierdza i wyjasnia w pewnym zakresie wplyw hiPS-EVs na wlasciwosci
biologiczne komorek krwiotworczych z KP, wykazany w badaniach
funkcjonalnych, przeprowadzonych przeze mnie w warunkach in vitro.
Jednoczesnie, wnikliwa analiza wszystkich danych uzyskanych w dotychczas
omoéwionych eksperymentach zdaje si¢ nasuwaé wniosek o mozliwosci dwojakiego
rodzaju oddziatywania hiPS-EVs na komérki CD34* z KP. Z jednej strony, aktywno$¢
tych pecherzykéw moze wynika¢ z przenoszenia przez nie bioaktywnej zawartosci,
dostarczajacej egzogennych biatek oraz kwasoéw nukleinowych, a tym samym
prowadzac do wzrostu ich poziomu w komorkach docelowych. Z drugiej jednak strony,
obserwowane efekty funkcjonalne dziatania hiPS-EVS moga by¢ tez zwigzane
z bezposrednig aktywacja przez nie szlakow sygnatowych w komorce docelowej.
W szczegolnosei, oddziatywanie pecherzykow o specyficznym sktadzie molekularnym
na dane $ciezki sygnalizacyjne moze prowadzi¢ do synergistycznej lub plejotropowej
reakcji komorki, przejawiajacej si¢ zmiang aktywno$ci innych  szlakow
biochemicznych. Potwierdzeniem tej hipotezy moze by¢ fakt, ze np. obserwowany
przeze mnie wzrost aktywno$ci chemotaktycznej komoérek CD34" z KP w gradiencie
SDF-1 po ich inkubacji z hPS-EVs nie wigzat si¢ ze zwigkszeniem przez te pecherzyki
ekspresji receptora dla tej chemokiny. Jednakze, analiza molekularna wykazata, ze
hiPS-EVs moga wplywaé na aktywnos$¢ genow oraz Sciezek sygnalizacyjnych, ktore
regulujg aktywnosc migracyjng tych komorek. Innym przyktadem jest wzrost poziomu
markera LFA-1 na powierzchni komérek CD34" po ich kontakcie z hiPS-EVs, ktory,
jak wykazano, prawdopodobnie nie jest zwigzany z bezposrednim przeniesieniem tego
antygenu z pgcherzykow na komorki.

Koncowym, a jednoczesnie kluczowym etapem prac objetych niniejsza
rozprawg bylo zbadanie czy obserwowany w testach in vitro wptyw hiPS-EVs na
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wiladciwodci  biologiczne komoérek CD34" z KP znajdzie rdwniez swoje
odzwierciedlenie w poprawie funkcji hematopoetycznych tych komorek in vivo. Stad
tez, zastosowano model przeszczepu komoérek krwiotwérczych do myszy szczepu
NOD/SCID poddanych radiacyjnej mieloablacji, bedacy zlotym standardem oceny
potencjatu repopulacynego komorek HSCs, stosowanym powszechnie w badaniach na
calym §wiecie.

Istotnie, uzyskane wyniki pozwalaja stwierdzi¢, ze komorki CD34* z KP
poddane uprzedniemu namnoZeniu, a nastepnie inkubacji z hiPS-EVs przez
2 godz. wwarunkach ex vivo, zasiedlaja nisze hematopoetyczne po przeszczepie
w sposob bardziej efektywny, w porownaniu do komorek niepoddanych dziataniu tych
pecherzykéw. Podobnie, rowniez w eksperymencie dlugoterminowym zaobserwowano,
ze interakcja tych komorek z hiPS-EVs bezposrednio przed przeszczepem
poprawia ich zdolno$¢ do wbudowania w niszy szpikowej myszy, prowadzac tym
samym do lepszej rekonstytucji ukladu hematopoetycznego i powstania
chimeryzmu szpikowego, przejawiajacego si¢ takze wzrostem liczby ludzkich
komodrek w innych tkankach myszy, w tym w krwi obwodowej oraz S$ledzionie.
Jednoczesnie, komorki te po 8 tygodniach od podania wcigz zachowywaty zdolnosé do
tworzenia kolonii hematopoetycznych w tescie CFC. Uzyskane w ten sposob wyniki
stanowig zatem kluczowe potwierdzenie oraz dopetnienie przeprowadzonych przeze
mnie licznych eksperymentéw w warunkach in vitro, opisanych w niniejszej pracy.
Ponadto, sg one niezwykle istotne z punktu widzenia poszukiwania strategii
zwigkszajacych szans¢ na powodzenie przeszczepu komorek pochodzacych z KP
u dorostych pacjentéw. Jak juz kilkukrotnie wspomniano, op6znione wszczepienie
prowadzace do nicefektywnej rekonstytucji jest jednym z kluczowych problemow
limitujacych mozliwosci zastosowania KP w praktyce klinicznej (168, 214).

Co istotne, wyniki przeprowadzonych przeze mnie doswiadczen in vivo moga
rowniez $wiadczy¢ o przewadze hiPS-EVs w poréwnaniu do EVs wydzielanych przez
inne typy komorek, ze wzgledu na ich molekularng zawarto$¢. Przyktadowo, w pracy
Morhayima i in. wykazano, ze pomimo iz komorki CD34* wyizolowane z KP
i traktowane EVS pochodzacymi z osteoblastow zachowuja swoja zdolno$¢ do
wszczepiania u myszy NOD/SCID, to jednak procent chimeryzmu szpikowego byt na
poziomie podobnym do tego dla komdrek kontrolnych, nietraktowanych pecherzykami
(462). Z drugiej jednak strony, w innej pracy wykazano, ze zastosowanie EVs
pochodzacych zaréwno =z mysich, jak 1 ludzkich komdrek stromalnych szpiku
skutkowato zmniejszeniem uszkodzenia SzK u napromieniowanych myszy, zwiekszajgc
jednoczesnie efektywnos$¢ rekonstytucji hematopoetycznej po przeszczepie komorek
krwiotworczych (495).

Warto takze wspomnie¢, ze na stosunkowo niski stopien chimeryzmu
szpikowego po przeszczepie, uzyskany w moich badaniach in vivo, wptyw miat takze
fakt, ze podawano myszom komorki CD34™ poddane uprzednio 7-dniowej ekspansji ex
vivo, anie bezposrednio po ich izolacji, jak ma to miejsce w praktyce Kliniczej.
Podobnie jak w przypadku pozostatych eksperymentow, spowodowane to byto glownie
koniecznoscia namnozenia komorek w celu uzyskania ich odpowiedniej liczby,
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wystarczajacej do przeszczepienia reprezentatywnej liczby zwierzat. Zatem,
w interpretacji uzyskanych danych liczbowych nalezy bra¢ pod uwage przestanki
literaturowe, $wiadczace 0 spadku potencjatu repopulacyjnego komorek HSCs w trakcie
ich hodowli in vitro (253). Co istotne, w opublikowanych uprzednio wynikach testu
kompetycyjnego in vivo wykazano, ze komoérki HSCs z KP poddane ekspansji
wykazywaly uposledzong zdolno$¢ do rekonstytucji ukladu hematopoetycznego
w porownaniu do komoérek nienamnazanych (529). Mimo tego, wykazatam jednak
istotng réznice pomiedzy stopniem wszczepienia takich komorek po wczedniejszej
inkubacji z hiPS-EVs w poréwnaniu z komdrkami kontrolnymi — na korzys¢ tych
pierwszych.

W kontek$cie wspomnianych wyzej doniesien oraz moich dalszych planow
eksperymentalnych, interesujacym byloby zatem zbadanie czy wykazany przeze mnie
pozytywny wplyw hiPS-EVSs na zasiedlanie nisz hematopoetycznych przez komorki
CD34" namnazane in vitro, bedzie rdéwniez podobny w przypadku komorek
bezposrednio po ich izolacji. Jednocze$nie, pozwolitoby to zbada¢ kinetyke zmian
potencjatu hematopoetycznego in vivo komoérek CD34* z KP w trakcie ich ekspansji
w warunkach  hodowlanych, zoptymalizowanych na potrzeby do$wiadczen
prezentowanych w niniejszej pracy. Ponadto, ciekawym podejSciem byloby réwniez
zbadanie wplywu namnazania tych komorek w pozywce z dodatkiem hiPS-EVSs na ich
funkcje krwiotwdrcze in vivo.

Niemniej jednak, przedstawione w niniejszej rozprawie wyniki wskazuja, ze
hiPS-EVs oddzialuja z komorkami CD34" izolowanymi z KP, wywolujac w nich
zroznicowany efekt funkcjonalny, zalezny od czasu ko-inkubacji. Jednoczesnie,
whnikliwa analiza uzyskanych danych zdaje si¢ przemawia¢ za wnioskiem, ze bardziej
korzystng z punktu widzenia efektywnosci wplywu na funkcje biologiczne tych
komorek jest strategia krotkoterminowej (kilkugodzinnej) stymulacji pecherzykami,
w poréwnaniu do ich cigglej ekspansji w obecno$ci hiPS-EVS. Takie podejscie wydaje

si¢ mie¢ tez istotng przewage dla potencjalnej mozliwosci rozwoju nowej metodyki
zwigkszania efektywnosci terapeutycznej KP w praktyce klinicznej, opartej o pre-
kondycjonowanie komorek krwiotworczych za pomoca hiPS-EVs. Jednorazowa, krotka
stymulacja komoérek generowataby znacznie nizsze koszty zwigzane z mniejszym
zuzyciem probek pecherzykoéw oraz odczynnikéw wymaganych do ich przygotowania.
Ponadto, podejs$cie to niostoby ze soba mniejsza konieczno$¢ manipulacji komorek,
atym samym obnizenie ryzyka ewentualnej kontaminacji i stopnia skomplikowania
procedur systemu GMP, jesli takie mialyby zosta¢ opracowane dla wspomnianych
strategii namnazania. Niemniej jednak, jednoznaczny wybor procedury przygotowania
produktu leczniczego wymaga dalszych badan i procesu wnikliwej optymalizacji.

Podsumowujac, w niniejszej pracy przeprowadzono wieloaspektowa analize
wplywu  hiPS-EVs na szereg wlasciwosci  biologicznych oraz  funkcji
hematopoetycznych komorek CD34" izolowanych z KP. Bazujac na kompleksowym
przegladzie $wiatowej literatury, z uwzglednieniem doniesien historycznych oraz
biezacych trendow, w badaniach postuzytam si¢ szeregiem technik z zakresu biologii
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komdrki, analizy molekularnej oraz testdw funkcjonalnych, prowadzonych zaréwno
w warunkach in vitro, jak i in vivo, stosujac wysokospecjalistyczng aparatur¢ badawcza.
Ponadto, przeprowadzitam szereg doswiadczen optymalizacyjnych, majacych na celu
udoskonalenie  oraz  opracowanie  nowych  protokolow  metodologicznych,
w szczegdlnosci w konteksécie zaawansowanej analizy jako$ciowej i iloSciowej probek
EVs, a takze strategii izolacji 1 namnazania komorek krwiotwoérczych z KP. Pozwolito
to uzyskac szereg interesujacych i nowatorskich rezultatow, stanowigcych istotng baze

do dalszych badan podstawowych oraz translacyjnych.

Wedlug mojej wiedzy, nasza grupa badawcza jako pierwsza podjeta probe
zastosowania hiPS-EVs do modyfikacji funkcjonalnej komorek HSCs izolowanych
z KP. Otrzymane przeze mnie wyniki przyczynig si¢ do poszerzenia obecnego stanu
wiedzy w zakresie badan podstawowych, dotyczacych biologicznej zawartos$ci oraz
aktywnosci parakrynnej pecherzykow wydzielanych przez komorki iPS. Ponadto,
przeprowadzone przeze mnie badania stanowig istotny wktad w probach poprawy
efektywnosci terapeutycznej i potencjalnego zastosowania komorek krwiotworczych
z KP w regeneracji uktadu hematopoetycznego.

Zatem, w dalszej perspektywie rezultaty niniejszej rozprawy doktorskiej moga
mie¢ istotne znaczenie praktyczne z punktu widzenia wykorzystania uzyskanych
wynikow W opracowaniu nowych strategii zwickszania mozliwos$ci wykorzystania
komorek krwiotworczych izolowanych z KP w leczeniu schorzen hematologicznych.
Tym samym, badania te wpisujg si¢ w obecne trendy badawcze, stanowigc potencjalnie
istotny wkiad dla zrozumienia mechanizméw aktywnosci biologicznej EVs oraz
poszerzenia mozliwosci ich zastosowania w naukach biomedycznych, w szczegdlno$ci
w kontekscie biezacych wyzwan i potrzeb hematologii Klinicznej.
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6. PODSUMOWANIE WYNIKOW I WNIOSKI KONCOWE

Celem niniejszej rozprawy doktorskiej byto zbadanie wptywu hiPS-EVs na wlasciwos$ci
biologiczne i1 potencjat hematopoetyczny komérek HSCs z KP, zar6wno w warunkach
in vitro, jak i invivo. Zwigzany byt on z proba podjecia istotnego wyzwania
badawczego dotyczacego poznania mechanizméw aktywnosci biologicznej EVs
wydzielanych przez komérki hiPS, wobec komdrek krwiotworczych izolowanych z KP,
stanowigcej zrodto KM do =zastosowan klinicznych. Ponadto, przeprowadzone
doswiadczenia stanowig istotny wklad w badania nad mozliwosciami potencjalnego
zastosowania tych pecherzykéow w naukach biomedycznych, w tym w kontekscie
zwigkszenia mozliwosci wykorzystania komorek krwiotworczych izolowanych z KP
w hematologii transplantacyjnej.

Podsumowanie wynikéw

Do najwazniejszych wynikow uzyskanych w ramach realizacji badan prezentowanych
w niniejszej rozprawie doktorskiej zaliczy¢ mozna nastgpujace obserwacje:

1. hiPS-EVs stanowig heterogenng mieszaning nanopgcherzykow, zawierajacych biatka
typowe dla EVs oraz markery powierzchniowe charakterystyczne dla ich komorek
rodzicielskich.

2. EVs wydzielane przez komorki hiPS sg zdolne do interakcji z komérkami CD34*
wyizolowanymi z KP i poddanymi hodowli ex vivo oraz mogg by¢ przez nie
internalizowane.

3. hiPS-EVs nie zwiekszajg tempa proliferacji komorek krwiotwérczych z KP ex vivo,
ale zwigkszaja ich aktywno$¢ metaboliczng oraz potencjat klonogenny, a takze promuja
przezywalnos$¢ tych komérek w warunkach cytotoksycznych in vitro.

4. hiPS-EVs zwigkszajg aktywno$¢ chemotaktyczng komérek CD34" z KP w gradiencie
SDF-1 in vitro, przy czym efekt ten nie jest zwigzany ze zmiang ekspresji receptora
CXCR4, ale moze by¢ spowodowany m.in. wptywem pecherzykow na wzrost stezenia
wolnych jonow wapnia w tych komorkach w odpowiedzi na obecnos¢ chemoatraktanta.

5. hiPS-EVs zwiekszajg adhezje komorek CD34" z KP do bialek macierzy
zewnatrzkomorkowej, a takze komoérek stromalnych i1 $rodbtonka naczyniowego
in vitro, a efekt ten moze by¢ zwigzany ze wzrostem poziomu molekut adhezyjnych na
powierzchni tych komorek.

6. hiPS-EVs aktywujg eckspresje Szeregu genOw oraz wplywajg na aktywnosé
wewnatrzkomorkowych  szlakow  sygnatowania w komérkach CD34" z KP,
uczestniczagcych w kontroli funkcji komorek krwiotworczych.
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7. hiPS-EVs zwickszaja efektywno$¢ zasiedlania nisz hematopoetycznych oraz
poziom rekonstytucji uktadu krwiotworczego przez komérki CD34" izolowane z KP
w mysim modelu in vivo.

Invitro

Aktywnos$¢ metaboliczna
Roéznicowanie

Potencjat klonogenny
Chemotaksja

Adhezja

hiPS-EVs O 0

Invivo
Zasiedlanie nisz
Rekonstytucja hematopoetyczna

hiPS
Apoptoza ‘

PRE-KONDYCJONOWANIE ZASIEDLANIE %VSZCZEPIANIE
9

Naczynie
krwiono$ne

Nisza

hematopoetyczna

Rycina 44. Schemat podsumowujacy najwazniejsze wyniki uzyskane w niniejszej pracy.

Whioski koncowe

Najwazniejszymi wnioskami ptyngcymi z przedstawionych badan sa:

1. hiPS-EVs oddziatuja z komorkami krwiotworczymi izolowanymi z KP, wptywajac
na ich witasciwosci funkcjonalne istotne z punktu widzenia efektywnosci rekonstytucji
uktadu hematopoetycznego po ich przeszczepie.

2. Wykorzystanie pgcherzykow zewnatrzkomorkowych wydzielanych przez komorki
hiPS moze stanowi¢ nowa, obiecujacg strategic zwigkszania potencjatu
hematopoetycznego komérek HSCs z KP w protokotach pre-kondycjonowania ex vivo,
a tym samym przyczynia¢ si¢ do poprawy mozliwosci zastosowania tego materiatu
przeszczepowego w praktyce klinicznej.
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