Charakterystyka biologiczna mezenchymalnych komorek macierzystych (MSC)
pozyskanych ze szpiku kostnego owiec oraz ocena efektywnosci zastosowania
bioimplantu wzbogaconego w MSC w rekonstrukcji duzych ubytkow tkanki kostnej
w eksperymentalnym modelu owcy

Na calym $wiecie systematycznie ro$nie liczba ludzi cierpiacych z powodu urazow
kosci spowodowanych wypadkami komunikacyjnymi, zlamaniami osteoporotycznymi,
chorobami ukladu kostnego, czy resekcjami guzéw. Pomimo zdolnosci tkanki kostnej do
samoregeneracji, okoto 10-20% ztaman zrasta si¢ nieprawidtowo lub wcale, co moze prowadzi¢
do powstania ubytkéw o krytycznych rozmiarach, wigkszych niz 1-2 cm dlugosci i 50%
obwodu kos$ci. Obecnie pozostaja one najtrudniejszym problemem w chirurgii ortopedycznej,
a takze ogromnym obcigzeniem ekonomicznym dla systemu opieki zdrowotnej, mimo
nowoczesnych metod leczenia o wysokich standardach technologicznych.

Wspodltczesne metody terapeutyczne duzych ubytkéw kostnych opieraja si¢ na
przeszczepieniach kosci, w tym autoprzeszczepach, alloprzeszczepach oraz przeszczepach
syntetycznych. Jednakze, w przypadku krytycznych ubytkow kosci, autologiczne przeszczepy
kostne nie maja zastosowania z uwagi na ograniczong mozliwo$¢ pobrania tkanki kostnej,
natomiast tatwo dostepne alloprzeszczepy moga wywota¢ odpowiedZ immunologiczng. Z kolei
przeszczepy syntetyczne sg dostgpne nieograniczenie, ale proces osteointegracji implantu jest
spowolniony, a sam material nie posiada wilasciwosci osteogennych. W zwigzku z tym
poszukiwane s3 nowe, alternatywne metody leczenia, wsrdd ktorych obiecujagcym podejsciem
jest zastosowanie konstruktéw inzynierii tkankowej, skladajacych si¢ z bioimplantu
z komodrkami o wtasciwos$ciach osteogennych oraz czynnikdéw biologicznie aktywnych.

Koniec ubiegtego stulecia przyniost dynamiczny rozwdj badan dotyczacych biologii
mezenchymalnych komorek macierzystych (MSC) oraz ich potencjalnego zastosowania
w medycynie regeneracyjnej. MSC budzg zainteresowanie z uwagi na ich zdolno$¢ do
wieloliniowego roznicowania, w tym osteogennego. Jednakze, regeneracja duzych ubytkow
kostnych z wykorzystaniem jedynie terapii komdérkowych czgsto konczy si¢ niepowodzeniem,
poniewaz brakuje matrycy, na ktorej komorki moga tworzy¢ struktury 3D, jak to ma miejsce
w przypadku ich naturalnego $rodowiska w tkance. Problem ten moze zosta¢ rozwigzany
poprzez stworzenie konstruktu inzynierii tkankowej, sktadajacego si¢ z biokompatybilnego
rusztowania oraz MSC o zwigkszonym potencjale osteogennym.

Celami rozprawy doktorskiej byly: 1) charakterystyka biologiczna
mezenchymalnych komoérek macierzystych pochodzacych ze szpiku kostnego owiec (BM-

MSC); 2) ocena efektu stymulacji osteogennej komérek BM-MSC z uzyciem cytokin FGF-2



1 BMP-2; 3) charakterystyka wlasciwosci osteogennych konstruktu rusztowanie-BM-MSC
stymulowanych FGF-2 i BMP-2 in vitro; 4) ocena biokompatybilno$ci i potencjatu
osteogennego konstruktu rusztowanie-BM-MSC po heterotopowej implantacji do tkanek
w okolicy zuchwy owcy.

Rozprawe doktorska stanowi cykl prac powigzanych tematycznie w postaci trzech
publikacji naukowych. Wyniki badan zostaly przedstawione w dwodch oryginalnych
publikacjach, natomiast w publikacji przegladowej podsumowano aktualny stan wiedzy
o zastosowaniu MSC, rusztowan komorkowych oraz czynnikdéw biologicznie aktywnych
w regeneracji tkanki kostne;.

Pierwsza publikacja (IJMS, 2020, 21(24):9726) obejmuje badania wiasciwosci
biologicznych owczych BM-MSC, ktére dotychczas byty niedostatecznie scharakteryzowane.
Ponadto, oceniono wptyw FGF-2 i BMP-2 na potencjal osteogenny BM-MSC in vitro. Badania
podstawowe obejmowaly ocen¢ fenotypu, morfologii, proliferacji, zdolnosci do réznicowania
w kierunku komorek tkanki kostnej, chrzgstnej i thuszczowej oraz profilu wydzielniczego
owczych BM-MSC w warunkach kontrolnych oraz po stymulacji FGF-2 lub FGF-2
wkombinacji z BMP-2. W celu zbadania wptywu cytokin na zdolnos¢ BM-MSC do
réznicowania w kierunku komorek tkanki kostnej, oceniono obecno$¢ biatek zwigzanych
z osteogeneza: kolagenu I oraz osteokalcyny za pomocg barwienia immunofluorescencyjnego,
a takze przeanalizowano poziom ekspresji mRNA gendéw kodujacych biatka wezesnych etapow
réznicowania osteogennego: BMP-2, Runx2, osterix, kolagen typu I oraz p6znych markerow
osteogenezy: osteokalcyny 1 osteopontyny. Wykazano, ze komoérki MSC wyizolowane
ze szpiku kostnego owiec, prekondycjonowane FGF-2 i BMP-2, zachowaty swoje pierwotne
wiasciwosci komérek MSC, co potwierdzono obecno$cig markeréw powierzchniowych CD73,
CD90 i CD105 oraz brakiem ekspresji markerow komodrek hematopoetycznych CD34, CD45
1 antygenu gtownego ukladu zgodnos$ci tkankowej klasy II (DR). Stymulowanie cytokinami
skutkowato wydajniejszym tempem proliferacji, w porownaniu z komoérkami nietraktowanymi.
Zaobserwowano synergistyczne dziatanie pro-osteogenne FGF-2 i BMP-2 na BM-MSC,
potwierdzone barwieniem depozytow wapniowych za pomoca czerwieni alizarinowej oraz
zwigkszong intensywnos$cig fluorescencji biatek osteogennych: kolagenu I 1 osteokalcyny.
Ponadto, stymulacja komérek BM-MSC cytokinami FGF-2 i BMP-2 indukowala wzrost
poziomu ekspresji mRNA gendw wszystkich analizowanych markeréw osteogennych.
Wykazano réwniez, ze owcze BM-MSC produkowaty czynniki bioaktywne, w tym
zaangazowane w osteogenez¢ (np. dekoryng), a stymulacja komorek FGF-2 i BMP-2

modulowata ich profil wydzielniczy.



W drugiej publikacji (Cells, 2022, 11(21):3446) opracowano konstrukt inzynierii
tkankowej, skladajacy si¢ z rusztowania PCL/HAP/B-TCP pokrytego warstwa n-HAP
(wyprodukowanego na Wydziale Inzynierii Materiatlowej Politechniki Warszawskiej)
i owczych BM-MSC, traktowanych/ lub nie FGF-2 i BMP-2. Badano wptyw FGF-2 i BMP-2
na potencjal osteogenny komoérek hodowanych na rusztowaniu in vitro 1 in vivo
w eksperymentalnym modelu owcy. Badania in vitro wykazaly, Zze prekondycjonowanie
komorek FGF-2 i BMP-2 zwigkszato ich zdolno$¢ do osadzania si¢ i proliferacji na rusztowaniu
kompozytowym. Za pomocg barwienia czerwienig alizarinowa, oceny aktywnosci ALP oraz
poziomu ekspresji markeréw osteogennych, wykazano, ze BM-MSC hodowane na rusztowaniu
i traktowane obiema cytokinami maja zdecydowanie wicksza zdolno$¢ do rdéznicowania
wkierunku komorek tkanki kostnej niz w przypadku braku suplementacji medium
hodowlanego. Pilotazowe badania in vivo (procedury chirurgiczne zostaty wykonane na
Wydziale Medycyny Weterynaryjnej Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroclawiu) pokazaty,
ze wytworzony konstrukt inzynierii tkankowej byl biokompatybilny z tkankami owcy
1 indukowat regeneracj¢ kosci, co potwierdzono obecnos$cig biatek osteogennych kolagenu I
1 osteokalcyny w obrebie wszczepionego bioimplantu oraz brakiem podwyzszonego poziomu
cytokin prozapalnych w surowicach owiec po operacjach chirurgicznych.

Trzecia publikacja (Cells 2021, 10(8):1925) opisuje kompleksowy proces tworzenia
konstruktow biologicznie czynnych w inzynierii tkanki kostnej. Praca podsumowuje najnowsze
osiggnigcia w zastosowaniu MSC, réznego rodzaju rusztowan komérkowych (ceramicznych,
polimerowych, czy kompozytowych) oraz cytokin wspomagajacych osteogenezg w regeneracji
kosci. Ponadto, przedstawiono przyklady przedklinicznych badan in vivo na zwierzetach oraz
badania kliniczne z ostatniej dekady.

Badania przeprowadzone w ramach niniejszej dysertacji doktorskiej wykazaty, ze
stymulacja owczych BM-MSC cytokinami FGF-2 i BMP-2 zwigkszata ich potencjat
osteogenny w hodowli standardowej 2D, jak rowniez 3D z wykorzystaniem rusztowania
kompozytowego. Badany biomateriat wspieral adhezj¢ i proliferacje BM-MSC, a ponadto byt
biokompatybilny, co potwierdzono badaniami in vivo. Pilotazowe badania nad implantacja
konstruktu rusztowanie-BM-MSC do tkanek owcy wskazaly na korzystny efekt indukcji
osteogennej w obszarze wszczepionego bioimplantu. Podsumowujac, przeprowadzone badania
interdyscyplinarne wykazaty, ze zastosowany konstrukt inzynierii tkankowej posiada
wlasciwos$ci proosteogenne i moze przynie$¢ oczekiwane efekty terapeutyczne w naprawie

duzych ubytkow kostnych.



