Streszczenie w jezyku polskim

Wptyw wybranych parametrow na metabolizm ludzkich mezenchymalnych komorek

macierzystych oraz ich potencjat regeneracyjny w terapii leczenia ran

Wstep

Celem niniejszej rozprawy doktorskiej jest kompleksowa analiza wptywu wybranych
warunkéw hodowli in vitro na metabolizm ludzkich mezenchymalnych komorek macierzystych
(MSC) oraz ocena ich skutecznosci terapeutycznej w klinicznym modelu trudno gojacych si¢
ran na przyktadzie zespotu stopy cukrzycowej (ZSC).
W obliczu dynamicznego rozwoju medycyny regeneracyjnej oraz potrzeby opracowania
skutecznych metod wspomagajacych procesy naprawcze tkanek, kluczowe staje si¢ poznanie
mechanizmoéw warunkujacych korzystne dzialanie MSC na regeneracj¢ uszkodzen tkankowych.

MSC charakteryzuje zdolno$¢ samoodnowy, wielokierunkowego roznicowania
(w kierunku osteoblastéw, chondrocytéw czy adipocytow) oraz efektywne dziatanie parakrynne,
przejawiajace si¢ modulacja odpowiedzi zapalnej oraz pobudzaniem angiogenezy. Dotychczasowe
wyniki badan wskazuja na potencjalne zastosowanie statyn, lekow o wlasciwosciach
plejotropowych, mogacych wzmacnia¢ funkcje MSC w okreslonych warunkach srodowiskowych.
Dodatkowo istotnym czynnikiem modulujgcym metabolizm, proliferacje i réznicowanie MSC jest
stezenie tlenu w Srodowisku hodowli (normoksja versus hipoksja).

Zrozumienie mechanizmoéw prowadzacych do poprawy gojenia ran w warunkach
zwigkszonych wymagan metabolicznych oraz w $§rodowisku zaburzonej perfuzji
(jak w cukrzycy) jest nieodzowne do wdrozenia innowacyjnych terapii w codziennej praktyce
klinicznej. Niniejszy cykl publikacji przyczynia si¢ do poszerzenia wiedzy
o dzialaniu statyn oraz hipoksji na MSC, a takze o protokotly kliniczne stosowania MSC w
trudno gojacych si¢ ranach.

Dotychczas zadna praca naukowa nie oceniala lacznego wplywu statyn oraz
ograniczenia st¢zenia tlenu w ramach hodowli MSC. Przedmiotem pracy nr 1 byl wptyw
atorwastatyny oraz rosuwastatyny na MSC w zréznicowanych warunkach tlenowych, réwniez
z uwzglednieniem wieku dawcow. W pracy nr 2 przeprowadzono badania in vivo:

mezenchymalne komodrki macierzyste, izolowane z tkanki thuszczowej (ADSC), aplikowano do



ran w obrebie stopy cukrzycowej, w celu weryfikacji skutecznosci terapii komorkowej w
leczeniu trudno gojacych si¢ ran. W pracy nr 3 dokonano przegladu literatury i wynikow
dotychczasowych badan, aby ulatwi¢ przyszlym badaczom optymalne projektowanie terapii
komoérkowych przy leczeniu ran w stanach takich jak zespdt stopy cukrzycowej czy inne

przewlekle owrzodzenia.

Materialy i metody

W pierwszym etapie badan wykorzystano ludzkie mezenchymalne komoérki macierzyste
pozyskane ze szpiku kostnego (BM-MSC), ktoére pobrano od 12 pacjentdw po uzyskaniu ich
pisemnej zgody. Badanie rozpoczg¢to po uzyskaniu zgody Lokalnej Komisji Bioetyczne;j.
Zostalo ono przeprowadzono w Klinice Immunologii, Transplantologii i Chordb
Wewngetrznych Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego. Przeprowadzono standardowa
charakterystyke fenotypowa komorek (ekspresja antygenéw CD73, CD90, CD105 oraz brak
ekspresji m.in. CD45, CD34) oraz poddano je testom réznicowania do linii osteogenicznej,
chondrogenicznej i adipogenne;.

Dla oceny wptywu warunkéw tlenowych zastosowano dwa $rodowiska hodowli. W
pierwszej grupie hodowli zastosowano S$rodowisko normoksyjne (21% Oa, standardowe
warunki laboratoryjne), natomiast w drugiej sSrodowisko hipoksyjne (2% O, odzwierciedlajace
srodowisko niedotlenienia komorek). Komorki inkubowano
z atorwastatyng w stezeniu 0,05 uM (zblizonym do fizjologicznego st¢zenia terapeutycznego u
pacjentdw) oraz z rosuwastatyng w stezeniu 0,04 uM. Dodatkowo przeprowadzono testy
cytotoksycznosci z uzyciem nizszych stezen oraz st¢zenia 1 uM. Badano proliferacj¢ metoda
BrdU (5-bromo-2’-deoksyurydyna) oraz cytotoksyczno$¢ za pomocg aktywnosci

dehydrogenazy mleczanowej (LDH) w podtozu.

Praca nr 2 podsumowuje badanie kliniczne z udziatem pacjentdw z trudno gojacymi si¢
ranami zespolu stopy cukrzycowej. Badanie rozpoczg¢to po uzyskaniu zgody Komisji
Bioetycznej (KB/128/2019 24.06.2019 1 KB/3/A2021 18.01.2021). Zostalo ono zarejestrowane
w zbiorze ClinicalTrials.gov pod numerem NCTO03865394. Grupa badana obejmowala 47
pacjentdw podzielonych na dwie podgrupy: pacjentéw otrzymujacych ADSC w fibrynowym
no$niku lub otrzymujacych sam fibrynowy klej tkankowy
(grupa kontrolna). ADSC izolowane z tkanki ttuszczowej zdrowych dawcow aplikowano na
powierzchni¢ ran, monitorujac nastgpnie przebieg gojenia oraz czas potrzebny do uzyskania

50-procentowej redukcji powierzchni owrzodzenia. Ponadto w materiale pobieranym z rany



przeprowadzono analizy proteomiczne, a takze oceng¢ obecnosci DNA pochodzacego od
dawcow komorek, W celu zweryfikowania ich czasu rzezycia
Y

w miejscu podania.

Praca nr 3 stanowi przeglad literatury naukowej, w ktorym autorzy podsumowuja:

¢ mechanizmy dziatania MSC (m.in. efekty parakrynne, immunomodulacja),

e wyniki najwazniejszych badan przedklinicznych i klinicznych z zastosowaniem MSC,

e potencjalne modyfikacje protokotéw terapeutycznych, takie jak zastosowanie
prekondycjonowania komorek macierzystych, modyfikacje genetyczne czy wykorzystanie
rusztowan wspomagajacych przezycie i integracj¢ komorek w ranie,

e ograniczenia i perspektywy rozwoju terapii MSC w leczeniu ran przewlektych, zwlaszcza
w cukrzycy.

W przegladzie zwrdcono rdwniez uwage na kwestie bezpieczenstwa stosowania MSC,
ze szczegolnym uwzglednieniem ryzyka immunogenno$ci w warunkach allogenicznych oraz

mozliwych reakcji zapalnych.

Wyniki

Obserwacje poczynione w pracy nr 1 okreslaja optymalne warunki prekondycjonowania
przy uzyciu statyn oraz zmiennego stezenia tlenu dla najbardziej efektywnego dziatania MSC.

Wykazano, Ze:

o atorwastatyna w stezeniach zblizonych do fizjologicznych istotnie zwigkszata
proliferacj¢ MSC, zaréwno w warunkach normoksji, jak i hipoksji, nie wywotujac przy
tym znaczgcej cytotoksycznosci;

e rosuwastatyna w warunkach hipoksji réwniez stymulowata proliferacj¢ bez istotnych
efektow toksycznych, natomiast w normoksji nieco czg¢sciej powodowata niewielkie
wzrosty cytotoksycznos$ci (zalezne od stezenia leku);

e hipoksja per se zwigkszala zdolnosci proliferacyjne MSC, co moze oznaczac,
ze komorki w warunkach niskiego stezenia tlenu lepiej adaptuja si¢ do srodowiska z
jego ograniczonym dostgpem (np. w tkankach niedokrwionych);

e wiek dawcoéwnie wykazat w analizach istotnego rdéznicujacego wplywu
na odpowiedz komorkowa w kontek$cie statyn w testowanych populacjach

(cho¢ ogolnie starszy wiek dawcoéw moze korelowaé ze zmniejszong aktywnos$cia

proliferacyjng MSC).



W pracy nr 2 zaobserwowano nast¢pujagce wyniki wielotygodniowej obserwacji
pacjentéw z ZSC:

e zmniejszenie powierzchni rany nastgpowalo szybciej w grupie otrzymujacej ADSC niz
w  grupie  kontrolnej, co  potwierdzono zardwno  krotszym = czasem
do redukcji powierzchni owrzodzenia o 50%, jak 1 wickszym odsetkiem pelnego
wygojenia do konca obserwacji;

o analiza proteomiczna wskazala na wzmozong ekspresj¢ bialek odpowiadajacych za
procesy regeneracyjne i angiogenez¢ (GAPDH, CAT i inne)

e wykrywalnos¢ DNA dawcow w miejscu rany utrzymywala si¢ do okolo
2-3 tygodni od aplikacji MSC; co sugeruje, ze allogeniczne MSC moga przetrwaé w
srodowisku rany wystarczajaco dlugo, by zainicjowa¢ korzystne zmiany
w przebiegu gojenia;

e nie zanotowano powaznych zdarzen niepozadanych bezposrednio zwigzanych
z podaniem MSC, co przemawia za bezpieczefstwem stosowania takiej terapii

w warunkach klinicznych.

Wyniki badan 1 i 2 mialy znaczacy wplyw na powstanie pracy pogladowej
(praca nr 3), ktéra podsumowuje dotychczasowe obserwacje i nakre$la kierunki dalszych badan
nad wykorzystaniem komoérek macierzystych w terapii leczenia ran:

e mechanizm dziatania MSC w ranach obejmuje immunomodulacj¢ (m.in. zmiana profilu
cytokin pro- i przeciwzapalnych), stymulacj¢ angiogenezy (poprzez sekrecj¢ czynnikow
wzrostu, np. VEGF) oraz bezposrednie wspomaganie procesu tworzenia nowej tkanki;

e wplyw parametréw hodowli (st¢zenie tlenu, obecnos$¢ lekéw plejotropowych, wiek
dawcy itp.) moze optymalizowaé terapeutyczny potencjat MSC;

o strategie usprawniania terapii: modyfikacje genetyczne, aktywacja MSC bodZzcami (np.
hipoksja, czynniki wzrostu), laczenie komorek z rusztowaniami (np. hydrozele czy
konstrukty tkankowe);

o zagadnienia bezpieczenstwa i standaryzacja: szczegdlng uwage nalezy zwréci¢ na
czystos¢ mikrobiologiczng preparatu, ryzyko reakcji immunologicznych przy

przeszczepach allogenicznych oraz na standaryzacj¢ protokotow wytwarzania MSC.



Whioski

Zaprezentowany cykl publikacji potwierdza, ze zarowno warunki hodowli
w hipoksji, jak i zastosowanie statyn w odpowiednich st¢zeniach mogg pozytywnie wplywac
na proliferacie¢ 1 funkcje ludzkich mezenchymalnych komdrek macierzystych
in vitro. Tak zoptymalizowane MSC, w potaczeniu z odpowiednimi technikami podania (np.
za pomocg klejow tkankowych czy hydrozeli), majg szans¢ usprawni¢ gojenie ran
w modelu klinicznym, szczegélnie w tak wymagajacej grupie pacjentow jak chorzy
z zespotem stopy cukrzycowe;j.

W warunkach klinicznych terapia komorkowa z uzyciem allogenicznych ADSC w
stopie cukrzycowej prowadzita do przyspieszenia procesu gojenia ran i wyzszej czestosci
catkowitego wygojenia, bez istotnych zdarzen niepozadanych. Analizy proteomiczne oraz
obserwacje zywotnosci komorek w ranie potwierdzaja, ze MSC nie tylko przetrwaly w trudnym
srodowisku miejscowym, ale tez aktywnie modulowaty lokalng odpowiedz zapalng i
stymulowaty procesy naprawcze poprzez zwigkszong ekspresje biatek proangiogennych oraz
immunomodulujacych.

Praca pogladowa stanowi wskazéwke dla przysztych badaczy, pokazujac
z jednej strony potencjat MSC w regeneracji tkanek przy rdéznego rodzaju
owrzodzeniach, a z drugiej wyzwania zwigzane z przejSciem od badan laboratoryjnych do
rutynowych zastosowan klinicznych. Istotne obszary rozwoju to: precyzyjne okreslenie
optymalnych dawek i czgstotliwosci podan, wdrozenie spersonalizowanych protokotéw (np. z
uwzglednieniem dodatkowych czynnikéw, takich jak wiek pacjenta czy stan zaawansowania
owrzodzenia), a takze dalsze doskonalenie metod modyfikacji MSC w celu zwigkszenia ich
przezywalnos$ci w tkankach.

Podsumowujac, przedstawiony cykl publikacji dostarcza spojnego obrazu
wieloptaszczyznowych badan, wykazujacych korzystne dziatanie MSC w $rodowisku hipoksji
i pod wplywem statyn oraz potwierdzajacych skutecznos$¢ i bezpieczenstwo zastosowania
terapii komoérkowej w leczeniu przewlektych ran u pacjentéw z cukrzyca. Wyniki te mogg sta¢
si¢ podstawa dalszego rozwoju medycyny regeneracyjnej

1 wdrazania innowacyjnych rozwigzan w codziennej praktyce kliniczne;.



