1. Streszczenie polskojezyczne

Komorki  macierzyste  (KM)  stanowig  podstawe  tzw.  terapii ~ komorkowej  stosowanej
w medycynie regeneracyjnej. Jej pierwotnym zatozeniem miato by¢ zastgpienie uszkodzonych komérek nowymi,
wywodzacymi si¢ z przeszczepionych KM, zdolnymi do funkcjonalnego réznicowania. Najwigksza potencje
w tym Kierunku posiadajg komoérki o charakterze pluripotencjalnym, tzn. takie ktoére wykazujg zdolno$é
od réznicowania w funkcjonalne komérki wywodzace si¢ z wszystkich trzech listkow zarodkowych (ektodermy,
mezodermy oraz endodermy). Do komorek pluripotencjalnych naleza zarodkowe komorki macierzyste (embryonic
stem cells. ESC) oraz indukowane pluripotencjalne komoérki macierzyste (induced pluripotent stem cells, iPSC).
Jednakze ich szeroki potencjat do réznicowania wigze si¢ takze ze zdolnos$cig do nieograniczonej proliferacji, a co
za tym idzie — ryzykiem tumorogenezy. Jako alternatywe proponuje si¢ stosowanie dorostych (somatycznych)
KM, ktore niestety cechuje wezszy potencjat do réznicowania, ograniczony zazwyczaj do jednego z listkow
zarodkowych. Jedng 2z szeroko badanych grup somatycznych KM sa mezenchymalne komorki
macierzyste/zrgbowe (MSC). Sa one klasyfikowane jako multipotencjalne ze wzgledu na zdolno$¢
do réznicowania w komoérki wywodzace si¢ z mezodermalnego listka zarodkowego, tj. osteocyty, chondrocyty
i adipocyty. Jednakze badacze donoszg 0 mozliwosci réznicowania MSC w komoérki wywodzace si¢ z innych
listkow zarodkowych, np. w neurony (wywodzace si¢ z ektodermy) czy w hepatocyty (wywodzace si¢
z endodermy). Dodatkowo, pod wptywem okreslonych warunkéw srodowiskowych MSC wykazuja ekspresje
gendw typowych dla komoérek pluripotencjalnych, cho¢ na znacznie nizszym poziomie. Te nietypowe dla komorek
multipotencjalnych cechy ttumaczone sg wysoka heterogennoscia populacji MSC i obecno$cig komorek o bardzo
réznym stopniu zrdéznicowania. Inna z proponowanych teorii ttumaczy obserwowane zjawisko odmiennym
pochodzeniem rozwojowym pojedynczych komorek w stosunku do calej populacji, ktore zasiedlity mezenchyme

w wyniku migracji z innych struktur, np. cewy nerwowej.

W niniejszej rozprawie doktorskiej podjeto probe zweryfikowania hipotezy badawczej dotyczacej obecnosei
subpopulacji komorek o charakterze pluripotencjalnym w heterogennej populacji MSC. W ramach pracy
analizowano czynniki pozwalajace na wyodrebnienie komoérek przejawiajacych niezréoznicowany charakter,
cechujacych sie wysokim potencjatem do proliferacji i samoodnowy, podwyzszona eckspresja genow
pluripotencjalnych (SOX2, OCT3/4, NANOG) w stosunku do populacji wyjsciowej MSC oraz zdolno$cia

do r6znicowania w kierunku komérek wywodzacych si¢ ze wszystkich trzech listkow zarodkowych.

Glownym celem prowadzonych badan bylo wyznaczenie metody pozwalajacej na izolacje sposrod MSC oraz
dalsza hodowle poszukiwanej subpopulacji. Jako Zzrodto MSC wybrano tkanke poptodu — galarete Whartona (WJ-
MSC), stromg sznura pepowinowego, ktora jest rozwojowo mtoda tkanka, traktowana jako odpad medyczny.

Na podstawie literatury zdecydowano si¢ uwzgledni¢ dwie techniki uzyskiwania poszukiwanej subpopulacji.
Pierwsza z nich byla zmiana warunkow przestrzennych hodowli z 2D na 3D. Zdolnos$¢ do wzrostu i proliferacji
w warunkach przestrzenna (w sferach) charakteryzuje m.in. komorki pluripotencjalne. Druga stosowang technika
byla izolacja subpopulacji metodg sortowania, w ktorej wykorzystano marker powierzchniowy SSEA-4, wybrany

po pierwszym etapie badan i wystepujacy na powierzchni komorek pluripotencjalnych.



W pierwszym etapie badan,WJ-MSC, standardowo hodowane w warunkach adhezyjnych (2D), zostaty
przeniesione do warunkéw 3D, modyfikujac metode stosowang w hodowli neuralnych komérek macierzystych
(NSC) w postaci sfer. Hodowle 3D prowadzono przez 20 dni w celu wyodrebnienia komoérek o lepszej zdolnosci
do przezycia i proliferacji, ktore potencjalnie moglyby wykazywaé¢ cechy komoérek pluripotencjalnych.
Dlugotrwata hodowla WJ-MSC w warunkach 3D okazala si¢ czynnikiem stresogennym, prowadzagcym do
zwiekszonej $miertelno$ci komorek, spowolnienia ich proliferacji, spadku zdolno$ci
do tworzenia Kkolonii oraz przyspieszenia procesow starzenia. Nie zauwazono wzrostu ekspresji genow
pluripotencjalnych, natomiast obserwowano wzrost ekspresji genéw oraz markerow neuralnych. Jednocze$nie
stwierdzono, ze w trakcie dlugotrwatej hodowli 3D znaczgco lepszg przezywalno$¢ wykazata subpopulacja WJ-

MSC ekspresjonujaca antygen powierzchniowy SSEA-4.

W oparciu o uzyskane wyniki, w drugim etapie prowadzonych badan zdecydowano si¢ wyizolowaé
i scharakteryzowa¢ WJ-MSC wykazujace ekspresje SSEA-4 jako potencjalng subpopulacje komorek o szerszych
zdolnosciach do réznicowania. Poszukiwane komorki wyodrgbniono z wykorzystaniem techniki sortowania
komorek aktywowanego fluorescencyjnie (FACS). Otrzymana subpopulacja charakteryzowata si¢ znacznie
podwyzszonym odsetkiem komorek SSEA-4+, ktéry utrzymywat sie¢ przez 6 kolejnych pasazy hodowli
komoérkowej. Analiza subpopulacji SSEA-4+ wykazywala wyzszg ekspresje gendéw pluripotencjalnych na
poczatkowym etapie hodowli komérkowej w stosunku do populacji wyjsciowe]. Niestety, z czasem ekspresja tych
genow spadia do poziomu obserwowanego w populacji niesortowanej. Przeanalizowano réwniez wlasciwosci
funkcjonalne wyodrgbnionej subpopulacji. Komoérki SSEA-4+ przejawiaty zdolno$¢ do tworzenia sfer, ktorych
$rednica byta mniejsza w stosunku do sfer utworzonych przez komoérki populacji wyjsciowej, a takze zawieraly
znaczgco Wiecej zywych komorek. Populacja SSEA-4+ nie rdznita sie zdolnoscig do réznicowania w Kierunku
trzech listkow zarodkowych, tempem proliferacji oraz klonogennoscig od populacji niesortowanej oraz
negatywnej (SSEA-4-). Zbadano réwniez wspotwystepowanie SSEA-4 z innymi markerami kojarzonymi
z wlasciwosciami macierzystymi komorek, takimi jak: CD49F, CD133, CD146 czy CD271 - nie wykryto
wspolzaleznosci. Na podstawie otrzymanych wynikéw nie potwierdzono szerszego potencjalu do réznicowania
subpopulacji komorek SSEA-4+. Jednakze, otrzymana subpopulacja wyrézniala si¢ odmiennym profilem
sekrecyjnym w stosunku do populacji wyjSciowej i populacji negatywnej, co moze wskazywaé na jej inne

potencjalne wykorzystanie w medycynie regeneracyjne;.

Podsumowujac, na podstawie zaproponowanych metod nie wyodrebniono subpopulacji komérek o cechach
pluripotencjalnych. Otrzymane wyniki wskazuja jednak na znaczng heterogenno$¢ morfologiczng i funkcjonalng
populacji MSC. Wyodrebnianie poszczegdlnych grup komoérek oraz szczegoélowa analiza ich wlasciwosci

terapeutycznych wymagaja dalszych badan.



2. Streszczenie angielskojezyczne

Stem cells (SCs) are the basis of cellular therapies, widely used in regenerative medicine. Its main purpose is the
replacement of injured cells by SCs provided with transplantation, that are capable to fully regenerate the tissue.
The most desirable cells are pluripotent, i.e. those from which cells derived from all three embryonic germ layers
can be derived, such as embryonic stem cells (ESCs) and induced pluripotent stem cells (iPSCs). However,
observed wide differentiation potential is connected with limitless proliferation capacities and risks of
tumorogenesis. Adult (somatic) SCs are proposed as an alternative, even though their narrow differentiation
potential, usually limited to cells from one embryonic gem layer. Mesenchymal stem/stromal cells (MSCs) are one
of frequently studied adults SCs group, classified as multipotent, due to differentiational potential toward
mesodermal cells i.e. osteocytes, chondrocytes and adipocytes. However, researchers reported the possibility of
MSCs differentiating into cells derived from other germ layers, such as neurons (ectoderm) or hepatocytes
(endoderm). Furthermore, under specific environmental conditions, MSCs exhibit the expression of pluripotency-
related genes, but observed levels are still lower than reported for ESCs or iPSCs. Due to the high heterogeneity
of MSCs population, there could be found cells with different differentiation potentials. It is proposed that those
undifferentiated cells possess different developmental origin, i.e. originate from neural crest, what would explain

their unique properties.

Hereby, this dissertation attempted a verification whether MSCs could contain subpopulation exhibiting
pluripotent characteristics. Conducted experiments examined different factors for separation of cells possessing
undifferentiated potential, that exhibit high proliferation and self-renewal potentials, elevated pluripotent genes
expression (SOX2, OCT3/4, NANOG) and differentiate toward cells from all three embryonic germ layers.

The main purpose of described research was the development of efficient method to isolation and further cell
culture of potential subpopulation exhibiting pluripotent features from MSCs. MSCs were isolated from Wharton

Jelly (WJ-MSCs) — a part of umbilical cord which is a commonly used MSCs source.

Based on the recent literature, two potential methods for separation were chosen to derive the desired
subpopulation. First approach was to change spatial condition of cell culture from 2D to 3D, associated with
sphere-forming ability of pluripotent cells. Second approach was to isolate subpopulation expressing surface

antigen SSEA-4, occurring in pluripotent cells.

During the first stage of doctoral research, WJ-MSCs, usually propagated in adherent 2D conditions, were
transferred to 3D conditions, by modification of culture method proposed for neural stem cells. 3D culture was
conducted for about 20 days in vitro to select cells with better survivability in harsh conditions; such cells could
exhibit properties of pluripotent cells. However, long-term 3D culture was stressogenic for WJ-MSC , leading to
slowed cell division ratio, reduced colony forming frequency and acceleration of senescence processes. Increase
of pluripotent gene expression was not observed, while expression of markers connected with neural tissue was
elevated. There was also reported that SSEA-4-positive cells exhibited better survival under long-termed 3D

culture condition.



Based on received results, WJ-MSC positive for SSEA-4 were isolated and characterized as a theoretic population
with a wider potential, during the second stage of doctoral research. This subpopulation was selected with
fluorescence-activated cell sorting (FACS). Received positive population (WJ-MSC-SSEA-4+) contained
significantly more SSEA-4+ cells for the next 6 passages of further in vitro culture. WJ-MSC-SSEA-+ population
exhibited transient increase of pluripotent genes, that was reported directly after separation but diminished with
further cell culturing. Other functional properties of isolated subpopulation were analyzed as well. WJ-MSC-
SSEA-4+ cells formed spheroids upon 3D initiating conditions, that were smaller and contained more number of
alive cells, compared to unsorted and negative populations (WJ-MSC-SSEA-4-). WJ-MSC-SSEA-4+ cells did not
differed with tri-germ layer differentiational potential, proliferation and clonogenicity from initial and negative
populations. SSEA-4 expression was not associated with other stemness markers such as CD49F, CD133, CD146
and CD271. According to the received results, SSEA-4+ population’s pluripotent character was not confirmed.
However, studied subpopulation could be applied for other therapeutic purposes due to their unique secretome
profile.

In  summary, presence of pluripotent-like subpopulation in  WJ-MSC was not confirmed
by chosen methods. However, observed results indicated a wide heterogeneity and diversity of subpopulations
constituting to MSCs. Selection and detailed analysis of specific cell groups demand further research to relate their
therapeutic applications.



