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Opracowanie metody izolacji i hodowli pierwotnej oraz badanie zdolnosci do réinicowania sie
komadrek macierzystych pozyskiwanych z galarety Whartona

Streszczenie

Galareta Whartona to rodzaj tkanki facznej zawartej w sznurze pepowinowym, a jej gléwng rolg jest
ochrona pepowinowych naczyi krwionodnych przed zaginaniem. Komérki w niej zawarte wykazujg cechy
mezenchymalnych komdrek macierzystych (ang. mesenchymal stem cells, MSCs), tzn. wykazujg adherencje do
plastikowych powierzchni naczyri hodowlanych, posiadajg zdolnosé réinicowania sie do chondrocytdw,
adipocytéw i osteoblastéw, a na ich powierzchni ekspresji ulegaja specyficzne antygeny, m.in. CD73, CD90 i
CD105, przy jednoczesnym braku ekspresji antygendw typowych dla linii hematopoetycznych i endotelialnych:
CD45, CD34, CD14, CD11b, CD79w, CD19 and HLA-DR. Dodatkowo, mezenchymalne komarki galarety Whartona
(ang. Wharton’s jelly mesenchymal stem cells, WJ-MSCs) wykazujg szerokie wlaéciwosci immunomodulujace, a
ich pozyskanie nie wigZze sie z przeprowadzeniem dodatkowego zabiegu, gdyz stanowig odpad medyczny. W
zwigzku z powyzszym ich wykorzystanie w terapiach komérkowych wydaje sie obiecujace. Jednakie potrzebne
sg dalsze badania, zaréwno in vitro, jak i in vivo, aby doktadniej poznaé¢ mechanizm dziatania WJ-MSCs oraz
mozliwe skutki uboczne takich terapii.

Przedmiotem badan zrealizowanych w ramach niniejszej pracy doktorskiej byta analiza
transkryptomiczna komérek WIJ-MSCs niezréznicowanych oraz zréznicowanych do chondrocytéw, adipocytow,
osteoblastow i komadrek typu nerwowego. Zafozono, ze zoptymalizowana metoda izolacji, dfugoterminowej
hodowli pierwotnej oraz réznicowania komdrek WI-MSCs pozwoli na uzyskanie odpowiednich populaciji
wymienionych rodzajéw komdrek docelowych, oraz ze analiza transkryptomiczna tych komdérek dostarczy
nowych informacji odnosnie molekularnych mechanizméw zaangazowanych w proces réznicowania in vitro, co
powinno umozliwi¢ ich zastosowanie w srodowisku klinicznym.

Komérki WI-MSCs wyizolowano metodg enzymatyczng ze sznuréw pepowinowych pozyskanych przy
okazji donoszonych porodéw od zdrowych pacjentek. Nastepnie komoérki hodowano w standardowych
warunkach in vitro oraz poddano charakterystyce z wykorzystaniem cytometrii przeptywowej, aby potwierdzi¢
ich tozsamos$c i okreslic obecnoé¢ wybranych antygenéw powierzchniowych (CD90, CD105, CD73, CD44) oraz
brak obecnoéci antygendéw linii hematopoetycznych i endotelialnych (CD31, CD34). Nastepnie komorki
zroznicowano do osteoblastéw, chondrocytéw, adipocytéw i komérek typu nerwowego, co potwierdzono
specyficznym barwieniem (Alizarin Red dla osteoblastéw, Alcian Blue dla chondrocytéw, Oil Red dla adipocytéw,
fiolet krezylu dla komérek typu nerwowego). Zaréwno ze zréznicowanych, jak i niezréznicowanych (kontrolnych)
komérek wyizolowano RNA i poddano je sekwencjonowaniu. Na podstawie analizy bioinformatycznej i
statystycznej zidentyfikowano geny o zmienionej ekspresji w komorkach zréznicowanych w poréwnaniu z
kontrolg.

Uzyskane wyniki wskazuja, ze WJ-MSCs réznicowane do osteoblastéw i adipocytéw wykazujg wiele
podobienstw w zakresie gendw o podwyzszonej ekspresji, podczas gdy WJ-MSC indukowane do komérek typu
nerwowego réznig sie znacznie w tej kwestii od pozostatych trzech grup. Wiekszo$é zidentyfikowanych genéw o
zroznicowanej ekspresji zostata juz wezesniej powigzana z procesem réznicowania MSCs (np. ILIRL1 i RORB dla
réznicowania osteogennego, DLK1 dla réznicowania adipogennego, DPT dla réznicowania chondrogennego lub
DTX1 i ZBTB16 dla rdinicowania neurogennego), chociaz w wiekszosci przypadkéw wyniki te uzyskano z
eksperymentdéw przeprowadzonych na modelach zwierzecych. Dodatkowo analiza genéw o zrdznicowanej
ekspresji zwigzanych tylko z procesem apoptozy wykazata, ze wiekszo$é gendw ulegajgcych podwyzszonej
ekspresji w zroznicowanych WJ-MSCs nalezy do grupy ontologicznej ,positive regulation of apoptotic proces”,
dlatego nalezy rozwaiy¢, czy przedtuzona hodowla in vitro i réznicowanie przed zastosowaniem klinicznym jest
zasadne. Nalezy wzig¢ pod uwage fakt, ze MSCs stosowane in vivo moga byé narazone na smieré komérkows ze
wzgledu na hipoksje i niedostateczng zawartos¢ sktadnikéw odzywczych w $rodowisku.

Przedstawione wyniki dajg wglad w zmiany transkryptomiczne zachodzgce podczas réznicowania WJ-
MSCs in vitro i umozliwiaja identyfikacje nowych markeréw zaangazowanych w ten proces, co moze stuzyé jako
punkt odniesienia dla przysziych badani. Chociaz opracowanie bezpiecznych i skutecznych terapii komérkowych
wymaga dalszych analiz proteomicznych, identyfikacja gendw o zréznicowanej ekspresji zaangazowanych w
proces réznicowania in vitro umozliwia doktadniejsze zrozumienie fizjologii WJ-MSC.



