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WPROWADZENIE

Tkanka kostna, jako szczegdlnie dynamiczna tkanka faczna, ma ogromne zdolnosci
regeneracyjne. Ulega ciaglej przebudowie, polegajacej na usuwaniu uszkodzonych komorek
kostnych przez osteoklasty, a nastepnie tworzeniu nowej tkanki kostnej przez osteoblasty [1].
Pomimo wyjatkowych witasciwos$ci regeneracyjnych tkanki kostnej, kazdego roku na calym
swiecie odnotowuje si¢ ponad 150 miliondw nowych ztaman [2], z ktorych okoto 10-20% ma
sktonno$¢ do nieprawidlowego zrastania si¢ lub catkowitego jego braku [3]. Najtrudniejszymi
przypadkami klinicznymi w ortopedii s3 duze uszkodzenia kos$ci, powstale na skutek rozleglego
urazu lub spowodowane resekcja guza [4]. Jesli zbyt duzy obszar kosci jest utracony, nie bedzie
ona zrastac si¢ samoistnie, a stan ten nazywany jest ubytkiem kostnym o rozmiarze krytycznym,
zdefiniowanym jako wigkszy niz 1-2 cm dlugosci 1 50% obwodu kosci [5]. Choroby kosci
stanowig ogromne obcigzenie zdrowotne, ekonomiczne i spoleczne szczegdlnie w populacji
w zaawansowanym wieku [6]. Chociaz chirurgia ortopedyczna poczynita ogromne postepy, to
nadal ztotym standardem w naprawie ubytkow kostnych sa dominujace przeszczepienia kostne
autologiczne lub allogeniczne. Jednak zapotrzebowanie kliniczne na przeszczepienia kostne
znacznie przekracza dostgpne mozliwosci tradycyjnych, naturalnych auto- lub alloprzeszczepdéw
kostnych, zwtaszcza biorac pod uwage zblizajacy si¢ globalny problem otylo$ci i wspomniane
wczesniej starzenie si¢ spoleczenstwa [7]. Ponadto, operacja jest niezwykle ucigzliwa i bolesna
dla pacjentéw, a powro6t do zdrowia moze trwaé miesigcami lub latami [8]. Co wigcej, istniejg
ograniczenia zwigzane z alloprzeszczepami kostnymi, takie jak powiktania w miejscu pobrania,
gorsze gojenie w pordwnaniu z przeszczepami autologicznymi oraz ryzyko przeniesienia chorob
1 czynnikow infekcyjnych [7]. W zwigzku z tym, potrzebne sg bardziej efektywne alternatywne
metody leczenia duzych ubytkow kostnych.

Postgp technologiczny w dziedzinie medycyny regeneracyjnej ubytkéow kostnych
wprowadzit innowacyjne rusztowania wykonane z biomateriatow, ktore moga stanowi¢ implant
ortopedyczny. Biomateriaty, z ktorych zbudowane sa rusztowania, s3 w stanie wywotac
kontrolowane dziatanie i reakcje w §rodowisku biologicznym uszkodzenia kostnego. Jednakze
same biomateriaty stuza raczej jako przewodnik dla tkanki kostnej, a nie jako czynnik
osteoindukcyjny, ktory rekrutowatby ré6znego rodzaju komorki wspomagajace regeneracje kosci
lub stymulowatby niedojrzate komorki do réznicowania w kierunku osteogennym. W celu
zapewnienia zaréwno strukturalnej, jak 1 funkcjonalnej integralnosci w ztozonych
uszkodzeniach kostnych, konieczne jest zastosowanie konstruktow inzynierii tkankowej,
ztozonych z komorek o wihasciwosciach osteoindukcyjnych i rusztowan [9]. Dodatkowo, by
zwigkszy¢ potencjal roznicowania osteogennego na roznych jego etapach, mozna wykorzystaé
czynniki biologicznie aktywne [10]. Mezenchymalne komorki macierzyste (MSC,

ang. mesenchymal stem cells) sa obiecujacym narzedziem w regeneracji ubytkow kostnych
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ze wzgledu na ich: (1) zdolno$¢ do samoodnowy i réznicowania w kierunku komorek tkanki
kostnej, (2) dostepno$¢ w duzych ilosciach, (3) mozliwo$¢ zastosowania zaréwno
w przeszczepieniach autologicznych, jak i allogenicznych, (4) bezbolesne metody izolacji oraz
(5) zgodno$¢ z wytycznymi wdrazania Dobrych Praktyk Wytwarzania (GMP, ang. Good
Manufacturing Practice), (6) zdolno$§¢ do wydzielania czynnikow bioaktywnych, ktére
wplywaja na inne komorki, regulujac ich funkcje biologiczne, takie jak migracja, proliferacja,
komunikacja i r6znicowanie [11].

Na wlasciwosci biologiczne MSC moga wptywacé specyficzne warunki hodowli, takie jak
sktad medium, czy wlasciwos$ci biomateriatu w hodowli 3D [12]. W celu zwigkszenia potencjatu
osteogennego MSC mozna zastosowaé czynnik wzrostu fibroblastow 2 (FGF-2, ang. fibroblast
growth factor-2) oraz osteogenne czynniki roznicujace, biatko morfogenetyczne kosci 2 (BMP-
2, ang. bone morphogenetic protein-2 ). Cytokiny BMP 1 FGF naleza do gtownych regulatorow
kaskady regeneracji kosci [13]. FGF-2 reguluje migracj¢, proliferacj¢ i roznicowanie wielu
typow komorek, w tym komorek §rodbtonka naczyniowego i osteoblastow. BMP sg obecnie
uwazane za biatka o najkorzystniejszym wptywie na naprawe duzych ubytkéw kostnych. Biora
one udzial w rozwoju szkieletu oraz w osteogennym réznicowaniu MSC i tworzeniu kosci.
Ponadto, Agencja Zywnoéci i Lekow (FDA, ang. Food and Drug Administration) zatwierdzita
BMP-2 do zastosowania klinicznego w leczeniu ztaman kosci [10, 11, 14]. Wykazano, ze FGF-
2 1 BMP-2 maja korzystny, synergistyczny wptyw na osteogenne réznicowanie MSC. [11, 14-
17]. Jednak, efekt ten nie jest w pelni wyjasniony i wymaga dalszych badan przed bezpiecznym
zastosowaniem klinicznym.

W inzynierii tkankowej rusztowania zapewniajag komérkom MSC warunki do hodowli 3D
1 interakcje z innymi komorkami, pelnigc role macierzy zewnatrzkomodrkowej. Ponadto,
zwigkszaja ich wlasciwosci regeneracyjne, prowadzac do tworzenia tkanki kostnej [18].
Kliniczne zastosowanie biomaterialtow w ortopedii musi by¢ bezpieczne 1 skuteczne, dlatego
wymaga rusztowan o odpowiedniej charakterystyce, takiej jak biokompatybilnos¢, stymulacja
osteogenna, wlasciwosci mechaniczne oraz brak reakcji immunologicznej podczas implantacji
do kosci gospodarza [19]. Biodegradowalne rusztowania sktadajace si¢ z kompozytow, takich
jak polimery polaczone z ceramika, wykazuja lepsze wiasciwosci fizykochemiczne niz
rusztowania niekompozytowe. Przykladowo, zatwierdzony przez FDA polikaprolakton (PCL,
ang. polycaprolactone) polaczony z ceramika, np. fosforanem tréjwapniowym (TCP,
ang. tricalcium phosphate) 1 hydroksyapatytem (HAP, ang. hydroxyapatite), wykazuje zarowno
kontrolowany potencjal kinetyczny degradacji polimeréw, jak i znaczacy potencjat bioaktywny
ceramiki [20].

Mimo tego, ze przeprowadzono wiele badan in vitro 1 in vivo z wykorzystaniem konstruktéw

inzynierii tkankowej w regeneracji duzych ubytkéw kostnych, konieczne sg dalsze badania
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w celu przeprowadzenia udanych prob klinicznych u ludzi. W szczegolnosci kluczowe jest
zoptymalizowanie metod hodowli MSC na odpowiednim rusztowaniu i stymulacji czynnikami
bioaktywnymi, w celu uzyskania konstruktu inzynierii tkankowej o wlasciwosciach pozadanych
w regeneracji kosci. Wybor odpowiedniego modelu zwierzgcego do badan in vivo jest bardzo
wazny dla uzyskania dowodu koncepcji nowych technik inzynierii tkankowej kosci. Gryzonie
sa najczeSciej stosowanymi modelami zwierzecymi w medycynie regeneracyjnej, jednak
przedkliniczne modele duzych zwierzat zapewniaja lepsze zrozumienie mechanizmu choréb
cztowieka. Jest to szczegolnie istotne podczas badania chordb uktadu migsniowo-szkieletowego,
cienkie chrzastki i1 kosci gryzoni stanowia nieadekwatng objetos¢ i wielko$¢ ubytkow, a brak
mozliwo$ci zarzadzania dlugoterminowymi badaniami czyni je mniej przydatnymi do badan
przedklinicznych niz duze modele zwierzgce [21]. Duze modele zwierzgce sg bardziej korzystne
ze wzgledu na mas¢ ciata, wielko§¢ kosci, podobienstwo strukturalne do cztowieka oraz
mozliwo$¢ odpowiedniej symulacji biomechaniki ludzkich duzych ubytkéw kostnych. Ponadto
odpowiedZ immunologiczna w modelach duzych zwierzat jest blizsza ludzkiej, niz w modelach
matych zwierzat. W zwigzku z tym, aby nasladowa¢ warunki kliniczne wiasciwe dla cztowieka,

stosowanie modeli duzych zwierzat jest absolutnie konieczne [11].
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CEL PRACY

Celami rozprawy doktorskiej byty: 1) charakterystyka biologiczna mezenchymalnych
komorek macierzystych pochodzacych ze szpiku kostnego owiec (BM-MSC, ang. bone marrow-
derived mesenchymal stem cells); 2) zwigkszenie potencjatu osteogennego komoérek BM-MSC
in vitro, poprzez stymulacje cytokinami FGF-2 i BMP-2; 3) charakterystyka wlasciwosci
osteogennych konstruktu inzynierii tkankowej zlozonego z rusztowania kompozytowego
PCL/HAP/B-TCP, pokrytego nanohydroksyapatytem (n-HAP, ang. nanohydroxyapatite) oraz
owczych BM-MSC stymulowanych FGF-2 i BMP-2 in vitro; 4) ocena biokompatybilnosci
1 potencjalu osteogennego konstruktu rusztowanie-BM-MSC po heterotopowej implantacji do
tkanek w okolicy zuchwy owcy.

W ramach pracy doktorskiej przeprowadzono badania interdyscyplinarne z zakresu biologii,
weterynarii, chemii materialowej oraz medycyny regeneracyjnej. Realizacja celu tych badan

zostata podzielona na cztery cze¢$ci, opisane w dwoch oryginalnych publikacjach naukowych:

Gromolak S, Krawczenko A, Antonczyk A, Buczak K, Kietbowicz Z, Klimczak A. Biological
Characteristics and Osteogenic Differentiation of Ovine Bone Marrow Derived
Mesenchymal Stem Cells Stimulated with FGF-2 and BMP-2. [nternational Journal
of Molecular Sciences. 2020, 21(24):9726, IF = 5.924,

w ktorej zawarto:

charakterystyke biologiczng MSC pochodzacych ze szpiku kostnego owiec,

ocen¢ efektu stymulacji osteogennej owczych BM-MSC in vitro z uzyciem cytokin FGF-2
i BMP-2;

Stamnitz S, Krawczenko A, Szalaj U, Gérecka Z, Antonczyk A, Kietbowicz Z, Swie;szkowski
W, Lojkowski W, Klimczak A. Osteogenic Potential of Sheep Mesenchymal Stem Cells
Preconditioned with BMP-2 and FGF-2 and Seeded on an nHAP-Coated PCL/HAP/B-TCP
Scaffold. Cells. 2022, 11(21):3446, IF = 7.666,

w ktorej opisano:

charakterystyke wlasciwosci osteogennych konstruktu rusztowanie-BM-MSC stymulowanych
FGF-2 i BMP-2 in vitro,

ocen¢ biokompatybilnosci i potencjatu regeneracyjnego konstruktu rusztowanie-BM-MSC po
heterotopowej implantacji do tkanek w okolicy zuchwy owcy.

Wyzej wymienione publikacje stanowia rozprawe doktorska wraz z publikacja przegladowa,
podsumowujaca aktualny stan wiedzy na temat zastosowania MSC, rusztowan oraz czynnikow
biologicznie czynnych w regeneracji ubytkow kostnych:

Stamnitz S, Klimczak A. Mesenchymal Stem Cells, Bioactive Factors, and Scaffolds in Bone

Repair: From Research Perspectives to Clinical Practice. Cells. 2021, 10(8):1925, IF =7.666.



OMOWIENIE WYNIKOW

1) Charakterystyka biologiczna MSC pochodzacych ze szpiku kostnego owiec (Gromolak
i wsp., IJMS, 2020, 21(24):9726).

Najczesciej wybieranym modelem zwierzgcym do oceny potencjalu regeneracyjnego
mezenchymalnych komoérek macierzystych sa gryzonie, ktorych komorki zostaty dobrze
scharakteryzowane. Jednym z nadrzednych celow rozprawy doktorskiej byla ocena
efektywnosci zastosowania rusztowania wzbogaconego w autologiczne MSC w rekonstrukcji
duzych ubytkdéw tkanki kostnej, zatem w pracy doktorskiej wykorzystano MSC pochodzace
ze szpiku kostnego owiec W zwiazku z tym, ze symulacja odpowiedniej biomechaniki duzych
ubytkow kostnych cztowieka jest niemozliwa z wykorzystaniem matych modelow zwierzecych,
takich jak myszy, czy szczury, do badan wykorzystano owcg, jako duzy model zwierzecy. MSC
ze szpiku kostnego owiec nie byty dotychczas szczegdtowo scharakteryzowane (w dostgpne;j
literaturze brak kompleksowej analizy z uzyciem przeciwciat specyficznych dla komérek MSC
owcy), dlatego w pierwszej kolejnosci wykonano podstawowe badania biologiczne na
komorkach, aby mozna bylo je zakwalifikowa¢ do kategorii MSC. Zgodnie z definicja
Migdzynarodowego Towarzystwa Terapii Komorkowych (ISCT, ang. International Society for
Cellular Therapy), MSC sa komorkami o $cisle okre§lonym fenotypie oraz posiadajacymi
zdolno$¢ do réznicowania si¢ w komorki tkanki kostnej, chrzestnej i thuszczowej. MSC do
zastosowan klinicznych musza charakteryzowac si¢ odpowiednia jakoS$cia, dlatego pierwszym
krokiem w badaniach doktorskich byla ocena markeréw powierzchniowych CD (ang. cluster
of differentiation), tempa proliferacji oraz wtasciwosci multipotencjalnych. Rozprawa doktorska
miala na celu zwigkszenie potencjalu osteogennego MSC, dlatego w publikacji
scharakteryzowano owcze MSC, ktore po raz pierwszy byly traktowane FGF-2 lub FGF-2
w kombinacji z BMP-2, pelnigcymi funkcje stymulatoréw osteogenezy.

Analiza fenotypu owczych BM-MSC (1) nietraktowanych (jako kontrola),
(2) stymulowanych FGF-2 oraz (3) FGF-2 i BMP-2, zostala przeprowadzona w 7, 14 1 21 dniu
hodowli, w czasie r6znicowania osteogennego. Wykazano, ze BM-MSC charakteryzowaly si¢
wysokim poziomem ekspresji CD73, CD90 i CD105 oraz bardzo niskim lub brakiem ekspresji
CD34, CD45 i HLA DR, niezaleznie od tego, czy byty traktowane cytokinami, czy nie. Wyniki
badan potwierdzity, ze owcze BM-MSC zachowaly fenotyp natywnych MSC zgodnie
z kryteriami ISCT. Ponadto, procentowy odsetek komorek CD73 i CD105 pozytywnych
wzrastal w czasie hodowli, co potwierdzito czysto§¢ hodowli owczych BM-MSC. Poziom
ekspresji CD90 zbadano metoda PCR, poniewaz nie byto dostgpnego przeciwciata anty-CD90
specyficznego wobec komodrek owcy. Co ciekawe, najwyzszy poziom ekspresji CD90
zaobserwowano dla komoérek kontrolnych, natomiast najnizszy dla BM-MSC traktowanych

FGF-2 i BMP-2. Sugeruje to, ze poziom ekspresji markera CD90 w owczych BM-MSC spada
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2)

W czasie roznicowania osteogennego, stymulowanego przez FGF-2 i BMP-2. Drugie badanie,
majace na celu potwierdzenie klasyfikacji wyizolowanych ze szpiku kostnego owcy komorek,
polegalo na wykonaniu réznicowania w kierunku komorek tkanki kostnej, chrzestnej
1 thuszczowej. Testy wykonano z uzyciem komercyjnie dostgpnych medidw rdznicujacych.
W celu zbadania wptywu FGF-2 i BMP-2 na zdolnos$ci r6znicujace owczych BM-MSC, do
mediow dodano FGF-2 lub FGF-2 w kombinacji z BMP-2. Na podstawie barwienia komorek
czerwienig alizarinowa, nie mozna bylo zaobserwowac¢ znaczacych réznic pomi¢dzy komorkami
nietraktowanymi, a suplementowanymi FGF-2 lub FGF-2 i BMP-2, gdyz intensywnos¢
zabarwienia w kazdym przypadku byla bardzo wysoka. Natomiast zaobserwowano roznice
w zdolnosci owczych BM-MSC do réznicowania chondrogennego. Komorki traktowane obiema
cytokinami FGF-2 i BMP-2 charakteryzowaly si¢ zwigkszong intensywno$cig barwienia
biekitem alcjanowym, w poréwnaniu z komoérkami nietraktowanymi. Owcze BM-MSC
posiadaty réwniez zdolno$¢ roéznicowania adipogennego, wigc spetniaty wszystkie kryteria
ISCT, dzigki ktérym mozna bylo je zakwalifikowaé¢ do MSC. Dodatkowo, w tej czesci badan,
sprawdzono wptyw FGF-2 lub FGF-2 w kombinacji z BMP-2 na potencjat proliferacyjny
owczych BM-MSC. Najwigksze tempo proliferacji zaobserwowano dla BM-MSC traktowanych
FGF-2, poniewaz jest to cytokina stymulujgca proliferacj¢ wielu komodrek, m.in. MSC, czy
fibroblastéw. Traktowanie komorek obiema cytokinami FGF-2 i BMP-2 spowodowalo spadek
tempa proliferacji, cho¢ nadal byt on wigkszy niz w przypadku komoérek nietraktowanych.
Sugeruje to, ze komorki traktowane FGF-2 1 BMP-2 maja wigkszy potencjal réznicowania
osteogennego, w ktorym obserwuje si¢ spadek tempa proliferacji na rzecz procesu réznicowania.

Wyniki pierwszej czg$ci badan doktorskich, w ktorej po raz pierwszy dokonano klasyfikacji
komorek, traktowanych FGF-2 lub FGF-2 w kombinacji z BMP-2, wyizolowanych ze szpiku
kostnego owiec wedhug kryteriow ISCT, pokazuja, ze owcze BM-MSC stymulowane
w kierunku osteogennym FGF-2 i BMP-2 nie tracg charakterystycznego dla MSC fenotypu
w hodowli dlugoterminowej 1 posiadaja zdolno$¢ do rdéznicowania osteogennego,
chondrogennego i1 adipogennego. Traktowanie owczych BM-MSC cytokinami FGF-2 i BMP-2
zwigksza tempo proliferacji komoérek, w poréwnaniu z kontrola. Jednak najwiekszy wptyw na
tempo proliferacji ma FGF-2. Wyniki badan sugeruja synergistyczny wptyw cytokin na owcze
BM-MSC, w ktorym FGF-2 pelni glowna role w procesie proliferacji, a BMP-2 jest

stymulatorem réznicowania osteogennego.

Ocena efektu stymulacji osteogennej MSC ze szpiku kostnego owiec cytokinami FGF-2
i BMP-2 (Gromolak i wsp., IJMS, 2020, 21(24):9726).

Po dokonaniu klasyfikacji komorek wyizolowanych ze szpiku kostnego owiec do kategorii
MSC, traktowanych lub nie FGF-2 lub FGF-2 i BMP-2, w dalszej czg$ci badan sprawdzono

wplyw FGF-2 i BMP-2 na potencjat osteogenny BM-MSC. W tym celu oceniono morfologi¢
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komoérek w medium suplementowanym cytokinami przez 21 dni, intensywno$¢ fluorescencji
markeréw osteogennych: osteokalcyny i kolagenu I, zmiany w relatywnym poziomie ekspres;ji
gendw wcezesnych markeréw roznicowania osteogennego: BMP-2, Runx2, osterix (Osx),
kolagenu I (Coll) oraz pdznych etapdw osteogenezy: osteokalcyny (Ocl) 1 osteopontyny (Opn),
a takze profil cytokinowy w czasie 21 dni hodowli w zalezno$ci od zastosowanego medium
hodowlanego.

Juz w pierwszym badaniu, poréwnujacym morfologi¢ owczych BM-MSC w zalezno$ci od
medium hodowlanego, zaobserwowano znaczace roznice w przypadku komorek traktowanych
FGF-2 1 BMP-2, w poréwnaniu z komdrkami hodowanymi w medium kontrolnym aMEM
(ang. Minimum Essential Medium o-transformation) lub z dodatkiem FGF-2. Owcze BM-MSC
po 21 dniach inkubacji w medium (1) aMEM lub (2) aMEM z FGF-2 wykazywaly typowy
ksztalt fibroblastyczny. Natomiast po stymulacji obiema cytokinami (3) FGF-2 i BMP-2,
komorki nadal zachowywaty typowy ksztatt fibroblastyczny, jednak interesujaca obserwacja
bylo, ze w hodowli z obiema cytokinami tworzyly dodatkowo struktury osteoblastopodobne.
Obserwacja ta potwierdzita proosteogenng role BMP-2. W przypadku hodowli BM-MSC
w komercyjnym medium do rdéznicowania osteogennego, odnotowano rdznice w gestosci
zmineralizowanej macierzy komorkowej, w zaleznosci od dodanych cytokin. Byta ona wigksza
w przypadku traktowania komoérek FGF-2 lub FGF-2 w kombinacji z BMP-2. W kolejnym
badaniu wykazano, ze intensywnos$¢ fluorescencji kolagenu I i osteokalcyny w przypadku BM-
MSC traktowanych obiema cytokinami FGF-2 i BMP-2 byla wyzsza, w poréwnaniu
z komoérkami kontrolnymi lub stymulowanymi samym FGF-2. Oprécz wptywu FGF-2 i BMP-2
na obecno$¢ dwdch biatek, zwigzanych z osteogeneza w owczych BM-MSC, dokonano rowniez
szczegblowej analizy ich wplywu na relatywny poziom ekspresji wczesnych i pdznych
markeréw osteogennych po 7, 14 1 21 dniach hodowli. Wyniki pokazaty, ze najwyzszy poziom
ekspresji markera wezesnych etapéw roznicowania osteogennego BMP-2 wystepowal w 14 dniu
hodowli BM-MSC traktowanych FGF-2 i BMP-2. Dodatek samego FGF-2 do hodowli réwniez
zwigkszat poziom ekspresji BMP-2, w pordwnaniu z kontrola, ale mimo to byl on nizszy niz
w przypadku stymulacji obiema cytokinami. Réznice te byly wyraznie widoczne zwlaszcza
w 14 1 21 dniu hodowli. Relatywny poziom ekspres;ji kolejnych markerow wczesnych etapow
réznicowania osteogennego Runx2 i osterix wzrést po 14 dniach hodowli i byl najwyzszy
w BM-MSC traktowanych FGF-2 i BMP-2. BM-MSC hodowane w oMEM z FGF-2 przez 21
dni charakteryzowaly si¢ najwyzszym poziomem ekspresji kolagenu I. Natomiast relatywny
poziom ekspresji pdznych markerdw osteogenezy: osteokalcyny i osteopontyny byt najwyzszy
po 21 dniach hodowli BM-MSC z FGF-2 w kombinacji z BMP-2. Ostatnie wyniki tej czgsci
badan pracy doktorskiej dotyczyty roznic w profilu wydzielniczym owczych BM-MSC
w zalezno$ci od stymulacji cytokinami FGF-2 lub FGF-2 z BMP-2, na podstawie analizy
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18 cytokin w supernatantach pohodowlanych. Ciekawa obserwacja we wszystkich badanych
supernatantach byt bardzo wysoki poziom dekoryny, biatka macierzy kostnej biorgcego udziat
w etapie przebudowy kosci. Wykazano, ze FGF-2 zwigksza poziom cytokin proangiogennych
1 immunomodulacyjnych: VEGF-A (ang. vascular endothelial growth factor A) , MIG
(ang. monokine induced by gamma interferon), sFRP-3 (ang. secreted frizzled-related protein 3)
1 TNF-a (ang. tumor necrosis factor a)) w supernatantach pohodowlanych owczych BM-MSC.
Natomiast traktowanie komoérek obiema cytokinami FGF-2 1 BMP-2 skutkowato spadkiem
poziomu cytokiny prozapalnej IL-8 (ang. interleukin-8).

Podsumowujac, w drugiej czesci badan pracy doktorskiej wykazano, ze traktowanie
owczych BM-MSC cytokinami FGF-2 i BMP-2 zwigkszaylo ich potencjatl osteogenny,
poczawszy od wczesnych etapéw tworzenia kosci do pdznej fazy mineralizacji. Ponadto,
FGF-2 1 BMP-2 wplywaty na profil wydzielniczcy BM-MSC, regulujac poziom cytokin

zwigzanych z r6znicowaniem osteogennym, proangiogennych i immunomodulacyjnych.

Charakterystyka  wlasciwosci  osteogennych  konstruktu rusztowanie-BM-MSC
stymulowanych FGF-2 i BMP-2 in vitro (Stamnitz i wsp., Cells, 2022, 11(21):3446).

W badaniach nad innowacyjnymi metodami leczenia ubytkéw kostnych z zastosowaniem
MSC, bardzo istotnym etapem jest zwigkszenie ich potencjalu osteogennego. W pierwszej
publikacji wykazano, ze FGF-2 i BMP-2 maja synergistyczny wplyw na roznicowanie
osteogenne owczych BM-MSC. FGF-2 zwigksza potencjal osteogenny MSC poprzez
stymulacj¢ proliferacji komérek we wezesnych etapach osteogenezy oraz regulacj¢ potencjatu
osteoindukcyjnego BMP-2, natomiast sam BMP-2 petni rol¢ induktora osteogenezy. Niemniej
jednak, regeneracja ubytkow kostnych z wykorzystaniem samych terapii komorkowych czgsto
konczy si¢ niepowodzeniem, poniewaz brakuje matrycy, na ktorej komorki moga tworzy¢
struktury 3D, tak jak w przypadku ich naturalnego $rodowiska w tkance. Problem ten moze by¢
rozwigzany poprzez stworzenie konstruktu inzynierii tkankowej, skladajacego si¢
z biodegradowalnego rusztowania oraz MSC o zwigkszonym potencjale osteogennym.
W drugiej publikacji po raz pierwszy przeprowadzono interdyscyplinarne badania nad
wlasciwo$ciami osteogennymi konstruktu ztozonego z rusztowania PCL/HAP/B-TCP pokrytego
n-HAP oraz owczych BM-MSC indukowanych lub nie w kierunku osteogenezy cytokinami
FGF-2 i BMP-2. W pierwszej kolejnosci zbadano zdolno§¢ BM-MSC do adhezji i proliferacji
na rusztowaniu, a nast¢gpnie przeprowadzono wilasciwg charakterystyke osteogenna
zréznicowanych owczych BM-MSC na rusztowaniu, analizujac intensywnos$¢ barwienia
czerwienig alizarinowa, aktywnos¢ fosfatazy alkalicznej (ALP, ang. alkaline phosphatase) oraz
poziom ekspresji markerow osteogenezy. W celu sprawdzenia wptywu FGF-2 i BMP-2 na

potencjat osteogenny BM-MSC hodowanych na rusztowaniu, podobnie jak w pierwszej
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publikacji, badania wykonano w trzech mediach hodowlanych: (1) aMEM, (2) oMEM +
FGF-2, (3) aMEM + FGF-2 + BMP-2.

Obserwacje mikroskopowe wykazaly, ze owcze BM-MSC mialy zdolno$ci adhezyjne do
struktur rusztowania 1 utrzymywaty aktywno$¢ proliferacyjng przez 21 dni inkubacji.
Traktowanie BM-MSC obiema cytokinami FGF-2 i BMP-2 miato najkorzystniejszy wplyw na
ich potencjat adhezyjny i proliferacyjny na rusztowaniu. W celu doktadniejszej oceny
rozmieszczenia BM-MSC na rusztowaniu, oprocz obserwacji pod mikroskopem $wietlnym,
jadra komorkowe wybarwiono DAPI i obserwowano z wykorzystaniem mikroskopu
fluorescencyjnego. Tutaj rowniez potwierdzono, ze stymulowanie BM-MSC obiema cytokinami
FGF-2 i BMP-2 zwigkszato zdolno$ci komoérek do przylegania i proliferacji na rusztowaniu,
w porownaniu z komoérkami nietraktowanymi. W celu oceny efektywnosci osadzania BM-MSC
na rusztowaniu w zalezno$ci od medium hodowlanego, wyznaczono liczbe komorek po 3h
inkubacji na rusztowaniu. Najwigksza liczbg BM-MSC na rusztowaniu zaobserwowano
w przypadku hodowli komoérek w oMEM z FGF-2 i BMP-2. Natomiast najszybsze tempo
proliferacji odnotowano dla BM-MSC hodowanych na rusztowaniu w aMEM z FGF-2, co
wiaze si¢ z wlasciwo$ciami proliferacyjnymi FGF-2, o czym wspomniano wcze$niej. Dalsze
wyniki tej czgsci badan dotyczyty wpltywu FGF-2 i BMP-2 na potencjat osteogenny BM-MSC
hodowanych na rusztowaniu. Wykazano, ze dodanie do medium réznicujacego jedynie FGF-2
nie wplyngto istotnie na mineralizacj¢ macierzy BM-MSC hodowanych na rusztowaniu
PCL/HAP/B-TCP pokrytym nHAP. Jednakze komorki traktowane zarowno FGF-2, jak i BMP-
2, wykazywaly wigksza intensywnos$¢ barwienia czerwienig alizarinowa. Podobnie jak
w przypadku oceny intensywnos$ci barwienia czerwienig alizarinowa, najsilniejszy wpltyw na
aktywnos$¢ ALP odnotowano dla BM-MSC poddanych dziataniu FGF-2 i BMP-2, co sugeruje
znaczaca role BMP-2 w kontroli procesu osteogennego. W celu potwierdzenia synergistycznego
wplywu FGF-2 i BMP-2 na osteogenny potencjal roznicowania owczych BM-MSC
hodowanych na rusztowaniu, zbadano réwniez ekspresj¢ mRNA markerow zwigzanych
z osteogenezg (wykorzystanych w pierwszej publikacji). We wczesnych punktach czasowych,
7 i 14 dni, nie stwierdzono istotnych réznic w poziomie ekspresji Runx2 pomigdzy grupami.
Jednak po 21 dniach inkubacji, BM-MSC hodowane na rusztowaniu i traktowane FGF-2
i1 BMP-2, wykazywaly znaczaco wyzsza ekspresj¢ Runx2 niz komorki nietraktowane lub
komorki traktowane tylko FGF-2. Ekspresja kolejnego wczesnego markera osteogenezy,
osterix, wzrosta istotnie po 7 1 14 dniach inkubacji w BM-MSC poddanych dziataniu FGF-2
1 BMP-2, w poréwnaniu z komodrkami nietraktowanymi lub poddanymi tylko dzialaniu FGF-2.
Najwyzszy poziom ekspresji odnotowano jednak w 21 dniu. Dane te sugeruja, ze ekspresja
osterix jest zalezna od BMP-2 zar6wno na wczesnym, jak i na péznym etapie osteogenezy.

Poziom ekspresji BMP-2 wzrastal w czasie we wszystkich warunkach hodowli. W 14 dniu

11



4)

inkubacji najwyzszy poziom jego wzglednej ekspresji odnotowano w BM-MSC traktowanych
zarowno FGF-2, jak i BMP-2. Jednak po 21 dniach najwyzszy poziom ekspresji BMP-2
zaobserwowano w komorkach traktowanych FGF-2. Poziom ekspresji kolagenu typu [
zmniejszyt si¢ po 14 dniach inkubacji BM-MSC niezaleznie od stymulacji cytokinami
1 nieznacznie wzrdst po 21 dniach, jednak byt nadal nizszy niz w 7 dniu. Zgodnie z zatozeniami,
poziom ekspresji pé6znego markera osteogenezy, osteokalcyny, wzrost znaczaco po 21 dniach
hodowli, jednak najwyzszy jej poziom odnotowano dla BM-MSC poddanych dziataniu FGF-2.
Poziom ekspresji drugiego p6znego markera osteogennego, osteopontyny, wzrastat nieznacznie
w czasie 1 byt najwyzszy w komorkach traktowanych FGF-2 i BMP-2 po 21 dniach inkubacji.

Wyniki te pokazaty, ze FGF-2 i BMP-2 zwigkszaja potencjat adhezyjny i proliferacyjny
owczych BM-MSC hodowanych na rusztowaniu PCL/HAP/B-TCP pokrytym nHAP. Ponadto,
BM-MSC hodowane w medium osteogennym z dodatkiem FGF-2 i BMP-2 mialy najwyzszy
potencjat roznicowania osteogennego, oceniony na podstawie barwienia czerwienig alizarinowa
i aktywno$ci ALP. Dodatkowo, analiza qRT-PCR wykazata zwigkszong ekspresje genow
markerow osteogennych w BM-MSC, jezeli byty hodowane w medium oMEM z FGF-2
i BMP-2.

Ocena biokompatybilnosci i potencjalu regeneracyjnego konstruktu po heterotopowej
implantacji do tkanek w okolicy zuchwy owcy (Stamnitz i wsp., Cells, 2022, 11(21):3446).

Sukces badan klinicznych u ludzi w duzej mierze zalezy od powodzenia przeprowadzonych
wczesniej badan in vivo na zwierze¢tach. W dziedzinie regeneracji duzych ubytkéw kostnych
wybor odpowiedniego modelu zwierzecego jest kluczowy. Duze zwierzeta, takie jak owce, sg
bardzo dobrym modelem eksperymentalnym, poniewaz maja wiele podobienstw do cztowieka,
m.in. wielko$¢ kosci, sila jej obcigzenia, czy podobna odpowiedz uktadu immunologicznego.
W zwiazku z tym, ostatnim etapem rozprawy doktorskiej byta analiza biokompatybilnosci oraz
pilotazowe badania nad potencjalem regeneracyjnym konstruktu rusztowanie-autologiczne BM-
MSC po implantacji konstruktu do tkanek okolicy zuchwy u czterech owiec. Zabiegi
chirurgiczne zostaly wykonane przez doswiadczonych chirurgow w Katedrze i Klinice Chirurgii
Wydziatu Medycyny Weterynaryjnej Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroctawiu.

W celu oceny biokompatybilno$ci implantowanego rusztowania pokrytego BM-MSC,
zbadano aktywnos$¢ cytokin prozapalnych zwigzanych z odpowiedziag immunologiczng oraz
czynnikdw troficznych zaangazowanych w osteogenezg. Probki surowicy owiec poddanych
wszczepieniu rusztowania z BM-MSC traktowanymi FGF-2 (n = 2) lub FGF-2 i BMP-2 (n =2)
pobrano tydzien przed (jako poziom wyjsciowy), a takze jeden, dwa i cztery tygodnie po
zabiegu. Wykazano, ze w probkach surowic od owiec 1 i 2, ktore zostaty poddane wszczepieniu
rusztowania i BM-MSC traktowanych FGF-2, poziom cytokin prozapalnych, w tym IL-8, IFN-

gamma (ang. interferon gamma), IL-1 alfa, IL-1 beta, IL-17A, IL-21, MIG 1 TNF-alfa, jest taki
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sam lub nieznacznie obnizony w poréwnaniu z poziomem tych cytokin przed operacja. Jedynie
w surowicy jednej owcy wykazano podwyzszony poziom cytokin prozapalnych cztery tygodnie
po wszczepieniu konstruktu rusztowanie-BM-MSC (prekondycjonowane FGF-2 i BMP-2)
w poréwnaniu z warto$cig wyjsciowa (tydzien przed zabiegiem). Nie zaobserwowano jednak
klinicznych objawdw zapalenia u tej owcy. Poziomy sFRP-3 i dekoryny byly bardzo wysokie
we wszystkich analizowanych probkach, niezaleznie od punktu czasowego pobrania. sFRP-3
promuje osteogenne réznicowanie MSC, natomiast dekoryna bierze udzial w procesie tworzenia
ko$ci. Pilotazowe badania, majace na celu ocen¢ potencjatu osteogennego konstruktu
rusztowanie-BM-MSC in vivo, opieraly si¢ na barwieniu immunofluorescencyjnym wycinkow
tkankowych pobranych 6 miesi¢gcy po implantacji, na obecno$¢ biatek specyficznych dla
osteoblastow: kolagenu typu I, jako wczesnego markera roéznicowania osteogennego oraz
osteokalcyny, jako pdznego markera. Wykazano obecno$¢ obu bialek w miejscu implantacji
konstruktu rusztowanie-BM-MSC we wszystkich badanych wycinkach. Nie stwierdzono
istotnych réznic w intensywno$ci barwienia immunofluorescencyjnego kolagenu typu I
1 osteokalcyny pomigdzy skrawkami pobranymi od owiec, ktérym wszczepiono rusztowanie
1 BM-MSC poddane dziataniu samego FGF-2 lub FGF-2 i BMP-2.

Pilotazowe badania in vivo pokazaly, ze w wykorzystanym modelu owcy BM-MSC
wykazuja aktywno$¢ parakrynng, modulujac lokalne §rodowisko, tagodzac odpowiedz zapalng
1 przyspieszajac procesy regeneracyjne. Konstrukt rusztowanie-BM-MSC wykazywat
biokompatybilno$¢ oraz potencjat proosteogenny. Wstepne obserwacje in vivo stanowig
podstawe do dalszych badan i pomoga w rekonstrukcji duzych ubytkéw koSci w obszarze

zuchwy w eksperymentalnym modelu owcy.

Zastosowanie MSC, rusztowan oraz czynnikow biologicznie czynnych w regeneracji
ubytkow kostnych (Stamnitz, Klimczak, Cells. 2021, 10(8):1925).

Powyzsze wyniki, opublikowane w dwoch pracach oryginalnych, podsumowuje trzecia
publikacja — przegladowa, ktora opisuje aktualny stan wiedzy na temat konstruktow
komoérkowych w inzynierii tkanki kostnej. Celem tej pracy byto przedstawienie najnowszych
odkry¢ zwigzanych z terapiami MSC wspomaganymi rusztowaniami w regeneracji kosci.
W pierwszej kolejnosci szczegdélowo opisano role MSC w tworzeniu 1 regeneracji kos$ci.
Nastepnie przeanalizowano proces projektowania biomaterialow kostnych z wykorzystaniem
MSC z perspektywy badawczej. Na koniec przedstawiono przyktady przedklinicznych badan na
zwierzetach oraz sukcesy klinicznych badan z uzyciem MSC i rusztowan w naprawie kosci.

Przyktadowo, zaobserwowano tworzenie si¢ nowej kosci w miejscu ubytku kostnego
(o rozmiarze wickszym niz lcm x lem) po terapii z wykorzystaniem gabki kolagenowej, Col
(Orthoss®, Fa Geistlich, Wolhusen, Switzerland) lub rusztowania hydroksyapatytowego, HA
(Gelaspon®, Fa. Chauvin Ankerpharm GmbH, Berlin, Germany) oraz szpiku kostnego

13



u wszystkich 39 badanych pacjentow. Co ciekawe, calkowita regeneracja ubytku kostnego
zostala odnotowana szybciej w przypadku zastosowania hydroksyapatytu (po ok. 17,3 tygodnia)
niz w przypadku gabki kolagenowej (22,4 tygodnia) (Study #3096 Ethics Committee of the
Heinrich Heine University Duesseldorf) [22]. Innym przyktadem owocnych badan klinicznych
w tej dziedzinie byto zastosowanie rusztowania B-TCP z autologicznymi BM-MSC u pacjentow
cierpigcych z powodu ubytkéw kosci udowej. Efektem leczenia byto remodelowanie kosci
w miejscu ubytku po 12 miesigcach u wszystkich 9 badanych pacjentow. Natomiast
zastosowanie samego rusztowania B-TCP skutkowato remodelingiem kos$ci jedynie u jednego
z 9 badanych pacjentéw grupy kontrolnej (EudraCT number 2012-005599-33, EU Clinical
Trials Register) [23]. Wykorzystanie rusztowania kompozytowego, ztozonego z -TCP i HA
oraz autologicznych BM-MSC u 28 pacjentow cierpigcych z powodu braku zrostu kosci dtugich,
skutkowalo odbudowa kosci u 26 pacjentéw po 12 miesigcach od wszczepienia rusztowania
komorkowego (EudraCT, 2011-005441-13 EU Clinical Trials Register) [24].

Podsumowujac, mezenchymalne komoérki macierzyste uczestniczag w regeneracji kosci.
Oprocz tego, ze bezposrednio roéznicuja si¢ w osteogenne komorki progenitorowe, to takze
poprzez aktywnos$¢ parakrynng, wydzielaja cytokiny i czynniki wzrostu, biorace udziat
w osteogenezie. Jednak same MSC nie sa w stanie pokry¢ duzych ubytkow kostnych.
Nowoczesne technologie, ktore wykorzystuja biomateriaty o odpowiedniej strukturze, moga
wspiera¢ whasciwosci osteoindukcyjne zastosowanych MSC. Nalezy pamigtac, ze kluczowym
etapem rozwoju rusztowan komorkowych do zastosowan klinicznych jest opracowanie
odpowiedniego przedklinicznego modelu zwierzecego w celu oceny efektu najlepszego
podejscia terapeutycznego. Pomyslne wyniki przedkliniczne umozliwiajg ostatni etap rozwoju

konstruktow inzynierii tkanki kostnej do zastosowania w badaniach klinicznych.
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WNIOSKI

Komorki wyizolowane ze szpiku kostnego owiec, suplementowane FGF-2 lub FGF-2 i BMP-2
w hodowli dlugoterminowej, zachowaty fenotyp natywnych MSC i posiadaty zdolnos¢ do
réznicowania w kierunku komorek tkanki kostnej, chrzgstnej 1 thuszczowe;.

FGF-2 1 BMP-2 zwigkszaly potencjal osteogenny owczych BM-MSC oraz modulowaly ich
profil wydzielniczy.

Owcze BM-MSC traktowane FGF-2 i BMP-2, umieszczone na rusztowaniu PCL/HAP/B-TCP
pokrytym nHAP, mialy zdecydowanie wigkszy potencjal adhezyjny 1 osteogenny,
w porownaniu z komodrkami traktowanymi samym FGF-2 lub nietraktowanymi.

Konstrukt ztozony z rusztowania PCL/HAP/B-TCP pokrytego nHAP oraz autologicznych
BM-MSC, traktowanych FGF-2 lub FGF-2 w kombinacji z BMP-2, byt biokompatybilny
z tkankami owcy oraz korzystnie wplywat na regeneracje tkanki kostnej w zZuchwie owiec,
stanowigc tym samym obiecujacg strategie do zastosowania klinicznego w naprawie duzych

ubytkow kostnych.
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