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Niniejsza praca została sfinansowana z projektów: 

1. „Strategia Doskonałości – Uczelnia Badawcza” w latach 2018 – 2019 projekt 

nr 0017/SDU/2018/18 kwota dofinansowania 690 000 zł finansowanego w ramach 

programu Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyższego;  

2. „Krajowe Międzysektorowe Studia Doktoranckie na Uniwersytecie Medycznym 

w Białymstoku” współfinansowany przez Unię Europejską ze środków Europejskiego 

Funduszu Społecznego w ramach Programu Operacyjnego Wiedza Edukacja Rozwój 

2014-2020, nr POWR.03.02.00-00-I050/16. 

3. Subwencji naukowych Uniwersytetu Medycznego w Białymstoku.  
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I) LISTA PUBLIKACJI SKŁADAJĄCYCH SIĘ NA ROZPRAWĘ DOKTORSKĄ 

1) Praca poglądowa:  

Tytuł: Old friends with unexploited perspectives: current advances in mesenchymal stem 

cell-based therapies in asthma. 

Autorzy: Tynecka Marlena, Moniuszko Marcin, Eljaszewicz Andrzej. 

Stem Cell Reviews and Reports, 2021 

Impact Factor: 6,692; Punktacja MEiN: 100,000 

Procentowy udział w pracy: 70% 

Charakter udziału: Przegląd literatury, przygotowanie projektu manuskryptu, przygotowanie 

i opracowanie rycin oraz tabel 

2) Praca oryginalna:  

Tytuł: The short-term and long-term effects of intranasal mesenchymal stem cell 

administration to noninflamed mice lung. 

Autorzy: Tynecka Marlena, Janucik Adrian, Niemira Magdalena, Żbikowski Arkadiusz, 

Stocker Nino, Tarasik Agnieszka, Starosz Aleksandra, Grubczak Kamil, Szałkowska Anna, 

Korotko Urszula, Reszeć Joanna, Kwaśniewski Mirosław, Krętowski Adam, Akdis Cezmi, 

Sokołowska Milena, Moniuszko Marcin, Eljaszewicz Andrzej. 

Frontiers in Immunology, 2022 

Impact Factor: 8,786; Punktacja MEiN: 140,000 

Procentowy udział w pracy: 55% 

Charakter udziału: Wiodąca rola w prowadzeniu badań, analiza i interpretacja danych, 

przygotowanie projektu manuskryptu 

Osiągnięcia zostały podsumowane w Tabeli 1.  
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Tabela 1. Podsumowanie osiągnięć. 

Rodzaj publikacji Liczba Impact Factor Punktacja MEiN 
Prace włączone do 

rozprawy doktorskiej 
2 15,478 240,000 

Prace, które nie zostały 
włączone do rozprawy 

doktorskiej 

11 51,374 870,000 

Streszczenia zjazdowe 44 - - 
- Autor prezentujący  16 - - 

- Współautor 28 - - 
Razem 57 66,852 1110,000 

 

3) Pozostałe osiągnięcia:  

a) Kierownik grantu PRELUDIUM 19 finansowanego ze środków Narodowego 

Centrum Nauki pt. „Zrozumienie immunosupresyjnego mechanizmu działania 

mezenchymalnych komórek macierzystych (MSC) w eksperymentalnym modelu 

astmy neutrofilowej jako strategia identyfikacji nowych potencjalnych celów 

terapeutycznych” (2020/37/N/NZ5/04144).   

b) Zwycięzca (wraz z zespołem Zakładu Medycyny Regeneracyjnej 

i Immunoregulacji) konkursu RundaT organizowanego przez Fundację 

Technotalenty z projektem pt. „Makropotencjał mikropęcharzyków - optymalizacja 

pozyskiwania preparatu pochodzącego z mezenchymalnych komórek macierzystych 

jako potencjalnej strategii terapeutycznej w leczeniu przewlekłych chorób dróg 

oddechowych”. 

c) Staże/ stypendia:  

• Swiss Institute of Allergy and Asthma Research (Milena Sokolowska PhD group), 

Davos, Switzerland (International scholarship exchange of PhD candidates and 

academic staff, Polish National Agency for Academic Exchange); 6- 30 września 

2021;  
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• Stem Cell Institute, James Graham Brown Cancer Center, University of Louisville, 

Louisville, USA (Research Scholar, Prof. Mariusz Z. Ratajczak group); 6 listopada 

2017- 31 maja 2018;  

• Swiss Institute of Allergy and Asthma Research (Prof. Cezmi A. Akdis group), 

Davos, Switzerland (High quality internship programmes at the Faculty of 

Pharmacy with the Division of Laboratory Medicine of Medical University of 

Białystok); trainee; 1 maja- 1 sierpnia 2017.  
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II) SPIS SKRÓTÓW  

APC (ang. antigen presenting cell)- komórka prezentująca antygen 

APO-1- apolipoproteina 1 

BCR (ang. B cell receptor)- receptor limfocytu B  

BAL (ang. bronchoalveolar lavage) - popłuczyny oskrzelowo- pęcherzykowe  

CCL (ang. C-C motif chemokine)- chemokina C-C 

CD (ang. cluster of differentiation)- antigen róznicowania komórkowego 

cDNA (ang. complementary DNA)- komplementarny DNA, komplementarny kwas 

deoksyrybonukleinowy 

CXCR (ang. CXC chemokine receptors)- receptory chemokin CXC 

DC (ang. dendritic cell)- komórka dendrytyczna  

EVs (ang. extracellular vesicles) - pęcherzyki zewnątrzwydzielnicze  

FABP4 (ang. fatty acid binding protein 4) – białko wiążące kwasy tłuszczowe 4 

FAS/ FASL/ FASR- białko Fas, ligand Fas, receptor Fas  

FBS (ang. fetal bovine serum) - bydlęca surowica płodowa 

GAPDH (ang. Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase) - dehydrogenaza aldehydu 

3- fosfoglicerynowego 

GKS- glikokortykosteroidy 

HDM (ang. houste dust mite) - roztocze kurzu domowego 

HGF (ang. hepatocyte growth factor) - czynnik wzrostu hepatocytów  

ICAM (ang. intracellular adhesion molecule) - międzykomórkowa cząsteczka adhezyjna  

ICOS/ICOSL (ang. inducible costimulatory/ inducible costimulator ligand)- indukowany 

kostymulator/ ligand indukowanego kostymulatora  

IDO- indolamina 2,3-dioksygenazy 

IFN- interferon 

Ig- immunogluboulina  

IL- interleukina 

ILC (ang. innate lymphoid cell)- wrodzona komórka limfoidalna  

MHC (ang. major histocompatibility complex) - główny układ zgodności tkankowej  

miR- mikroRNA 

MMP (ang. matrix metalloproteinase) - metaloproteinaza macierzy zewnątrzkomórkowej 

MSC (ang. mesenchymal stem cell) - mezenchymalna komórka macierzysta  

mTORC2 (ang. mTOR Complex 2)- kompleks mTORC 2 
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NGS (ang. next generation sequencing) – sekwencjonowanie nowej generacji  

NO (ang. nitric oxide) - tlenek azotu  

OVA, OVA-Alum (ang. aluminum hydroxide (alum)-emulsified ovalbumin)  

qPCR (ang. quantitative polymerase chain reaction) - ilościowa reakcja łańcuchowa 

polimerazy  

PAS (ang. periodic acid Schiff stain) - barwienie kwasem nadjodowym Schiffa 

PD-1/ PD-L1 (ang. programmed death ligand 1) – receptor/ ligand programowanej śmierci 

komórkowej 1 

PGE2- prostaglandyna E2 

PI3K (ang. phosphoinositide 3-kinase)- kinaza 3-fosfoinozytydu  

RNA- kwas rybonukleinowy  

S1P3 (ang. sphingosine-1-phosphate 3)- sfinogozyno-1-fosforan 3 

Th1, Th2, Th17 (ang. T helper lymphocyte)- limfocyt pomocniczy typu 1, 2 i 17  

Treg (ang. T regulatory lymphocyte)- limfocyt T regulatorowy 

TIMP (ang. tissue inhibitor of metalloproteinase)- tkankowy inhibitor metaloproteinazy  

TNF (ang. tumor necrosis factor) - czynnik martwicy nowotworów  

TSG6 (ang. tumor necrosis factor-inducible gene 6 protein, tumor necrosis factor-inducible 

gene 6 protein) 

VCAM (ang. vascular adhesion molecule) - molekuła adhezyjna komórki naczyniowej 

ZO-1 (ang. zonula occludens) / TJP1 (ang. tight junction protein 1) – białko ścisłych połączeń 

komórkowych 1  
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III) WSTĘP 

1) Charakterystyka mezenchymalnych komórek macierzystych  

Mezenchymalne komórki macierzyste (ang. mesenchymal stem cells, MSC) 

są heterogenną populacją multipotencjalnych komórek stromalnych o morfologii zbliżonej 

do fibroblastów [1]. Pierwotnie, MSC zostały zidentyfikowane w szpiku kostnym [2], jednakże 

w kolejnych latach z powodzeniem izolowano je m.in. z tkanki tłuszczowej [3-5], galarety 

Whartona [6, 7], krwi pępowinowej [8, 9], błony i płynu owodniowego [10-12], miazgi zębowej 

[13], krwi obwodowej [14], gruczołów ślinowych [15] oraz płynu maziowego [16]. Ze względu 

na różnorodność źródeł pozyskiwania MSC i podobieństwo funkcjonalne tych komórek, 

Międzynarodowe Towarzystwo Terapii Komórkowej (ang. International Society of Cellular 

Therapy) zaproponowało minimalne kryteria pozwalające na scharakteryzowanie MSC 

izolowanych z różnych źródeł  [11, 17, 18]. Zgodnie z zaproponowaną definicją MSC określa 

się jako komórki:  

a) przylegające do powierzchni plastikowych w hodowli (adherentne);  

b) charakteryzujące się ekspresją markerów powierzchniowych CD29, CD71, CD73, 

CD90, CD105, CD271, przy jednoczesnym braku ekspresji CD14, CD34, CD45, 

CD80, CD86 oraz głównego antygenu zgodności tkankowej typu II (ang. major 

histocompatibility complex, MHCII);  

c) posiadające zdolność do różnicowania się w kierunku komórek linii mezodermalnej, 

a mianowicie adipocytów, chondrocytów oraz osteocytów [1, 17].  

Obecnie ze względu na mniej inwazyjne metody pobierania, MSC pochodzące ze szpiku 

kostnego są stopniowo zastępowane przez ich odpowiedniki pozyskiwane z tkanki tłuszczowej, 

galarety Whartona oraz krwi pępowinowej [7, 17, 18]. Jednakże, pomimo wielu podobieństw 

funkcjonalnych i morfologicznych pomiędzy komórkami izolowanymi z różnych źródeł 

tkankowych, ich właściwości immunosupresyjne i regeneracyjne oraz zdolność do proliferacji 
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i różnicowania mogą nieznacznie się różnić [3, 7, 18]. Dostępne dane wskazują, iż MSC 

pochodzące z tkanki tłuszczowej wykazują porównywalny potencjał immunomodulacyjny 

do ich szpikowych odpowiedników [3, 7, 18]. Wykorzystanie MSC pochodzących z tkanki 

tłuszczowej przy odpowiedniej standaryzacji protokołu ich pozyskiwania oraz 

przechowywania może pomóc w opracowaniu nowych strategii terapeutycznych, bądź 

wskazania nowych punktów uchwytu terapeutycznego w przewlekłych chorobach o podłożu 

zapalnym, w tym również astmie. Niestety, niewystarczające poznanie mechanizmów 

immunosupresyjnego działania MSC oraz długoterminowych efektów podawania tych 

komórek znacząco utrudnia opracowanie efektywnej terapii komórkowej [17].  

2) Aktywności immunosupresyjne mezenchymalnych komórek macierzystych 

Właściwości immunosupresyjne MSC aktywowane są poprzez stymulację mediatorami 

stanu zapalnego lub przy niedoborze tlenu (w warunkach hipoksji), zależą zatem od warunków 

mikrośrodowiska w jakim komórki te się znajdują in vivo lub sposobu w jakim zostaną one 

stymulowane in vitro [19-22]. Proces przygotowania MSC prowadzący do aktywacji ich 

właściwości immunosupresyjnych jest określany z języka angielskiego jako priming, licensing 

lub preconditioning [19]. Immunosupresyjność MSC nie jest zatem konstytutywną cechą tych 

komórek, ale podlega regulacji w lokalnym mikrośrodowisku tkanki biorcy, a więc może też 

zależeć od stadium choroby, a także czasu oraz drogi podania komórek [19, 23]. Aktualnie 

najlepiej opisanymi mediatorami indukującymi aktywności przeciwzapalne MSC 

są interleukina (IL)-1a/b, interferon (IFN) g oraz czynnik martwicy nowotworu a (ang. tumor 

necrosis factor, TNFa) [19].  

Wydaje się, iż opisywane w literaturze niepowodzenia związane z osiągnięciem 

pożądanego efektu terapeutycznego po podaniu MSC w chorobach o podłożu zapalnym mogą 

wynikać z ich nieodpowiedniego przygotowania tzn. aktywacji ich właściwości 

immunosupresyjnych [19]. Dlatego coraz częściej podejmowane są próby opracowywania 
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strategii umożliwiających zwiększenie potencjału terapeutycznego MSC poprzez ich 

stymulację in vitro białkami rekombinowanymi, środkami farmakologicznymi i chemicznymi 

np. kwasem walproinowym i retinowym [19].  

Dotychczas opisane immunoregulacyjne aktywności MSC obejmują: 

a) osłabienie proliferacji limfocytów T pomocniczych CD4+ oraz cytotoksycznych 

CD8+  [24]; 

b) zahamowanie dojrzewania monocytów i komórek CD34+ w kierunku prozapalnych 

makrofagów oraz komórek dendrytycznych (ang. dendritic cell, DC) [8]; 

c) zwiększenie rekrutacji limfocytów T regulatorowych (Treg) oraz plastyczności 

limfocytów T efektorowych [22, 25];  

d) ograniczenie cytotoksyczności i proliferacji komórek NK (ang. natural killer  

cells) [26, 27]; 

e) zahamowanie dojrzewania limfocytów B i produkcji przeciwciał [28].  

Aktywowane MSC mogą regulować odpowiedź immunologiczną na drodze 

mechanizmu zależnego od bezpośrednich interakcji między komórkami (ligand-receptor) i/ lub 

pośredniego, zależnego od wydzielania czynników rozpuszczalnych (sekretom) [17, 29-31]. 

Wydaje się, iż osiągnięcie optymalnego efektu immunosupresyjnego działania MSC wymaga 

jednoczesnej aktywacji obu mechanizmów [17]. Ponadto, wskazuje się, iż zaangażowanie 

bezpośrednich oddziaływań komórkowych poprzez białka adhezyjne VCAM-1 (ang. vascular 

endothelial adhesion molecule 1) oraz ICAM-1 (ang. intracellular adhesion molecule 1) może 

wzmacniać działanie mechanizmu zależnego od sekrecji rozpuszczalnych czynników, 

a mianowicie: prostaglandyny E2 (PGE2), tlenku azotu (NO), cytokin (IL-2, IL-10 i TSG-6) 

i indolaminy 2,3-dioksygenazy (IDO) [22, 32-35]. Bezpośrednie interakcje międzykomórkowe 

wydają się być szczególnie istotne w przypadku regulacji aktywności limfocytów T 

efektorowych oraz indukcji ich plastyczności [22, 28, 30, 36]. 



 14 

3) Mechanizmy immunomodulacyjne zależne od bezpośrednich interakcji 

komórkowych (ang. cell to cell contact-dependent) 

Immunomodulacyjne aktywności MSC związane z bezpośrednią interakcją 

z komórkami układu immunologicznego są dość słabo opisane, a większość dostępnych danych 

pochodzi z badań in vitro. Doniesienia te wskazują jednoznacznie na kluczowe znaczenie 

stymulacji zależnej od IFNg w procesie indukcji ekspresji receptorów powierzchniowych 

zdolnych do wywierania efektu modulującego funkcje efektorowe limfocytów T. Inkubacja 

MSC w obecności IFNg powoduje podwyższenie ekspresji białek stanowiących tzw. punkty 

kontroli odpowiedzi immunologicznej (molekuł kostymulujących), a mianowicie ligandu 

receptora programowej śmierci 1 i 2 (ang. programmed death-ligand 1 and 2, PD-L1, PD-L2) 

[22, 29, 32, 37]. Obie molekuły mogą wchodzić w interakcję z receptorem PD-1 na limfocytach 

T oraz B, co w konsekwencji hamuje ich aktywację, ogranicza proliferację, a także indukuje 

anergię co może prowadzić do apoptozy aktywowanych limfocytów T. Z drugiej strony, 

interakcja PD-L1/PD-1 ogranicza różnicowanie limfocytów T w kierunku silnie prozapalnej 

subpopulacji Th17 (ang. T helper lymphocytes) [29, 30, 37, 38]. Dodatkowo, interakcja 

pomiędzy indukowanym kostymulatorem, a jego ligandem (ang. inducible costimulator- 

inducible costimulator ligand, ICOS-ICOSL) sprzyja różnicowaniu limfocytów T w kierunku 

Treg [39, 40]. Co ciekawe, MSC mogą również bezpośrednio modulować lokalną odpowiedź 

immunologiczną poprzez indukcję apoptozy komórek efektorowych. MSC wykazują ekspresję 

błonową ligandu białka FAS (FASL, CD95L). FASL jest transbłonową glikoproteiną typu II 

należącą do rodziny białek TNF. Poprzez interakcję z receptorem FAS (FASR, APO-1), 

który ulega ekspresji m.in. na powierzchni aktywowanych limfocytów T oraz B, 

może indukować ich apoptozę [41, 42]. 
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4) Mechanizmy immunomodulacyjne zależny od czynników rozpuszczalnych 

(ang. soluble mediator-mediated mechanism)  

Aktywacja mechanizmów zależnych od wydzielania czynników rozpuszczalnych 

wymaga podobnie jak w przypadku mechanizmów bezpośrednich wcześniejszej stymulacji 

MSC przez czynniki prozapalne włączają w to m.in. IL- 1a/b, IFNg, TNFa [17]. W obecności 

IFNg, MSC zwiększają wydzielanie IDO, który metabolizując tryptofan prowadzi 

do akumulacji kynureniny, L-tryptofanu, kwasu kynureninowego, kwasu chinolinowego 

i kwasu antranilowego [35]. Ze wszystkich wyżej wymienionych metabolitów, jedynie 

kynurenina wykazuje aktywności immunomodulujące i ogranicza funkcje efektorowe 

limfocytów T oraz hamuje ich proliferację [35]. Aktywność IDO wpływa również na komórki 

prezentujące antygen (ang. antigen presenting cells, APCs), poprzez indukcję 

różnicowania/dojrzewania monocytów w kierunku alternatywnie aktywowanych makrofagów 

(makrofagi o fenotypie M2) produkujących duże ilości IL-10 [43].  

MSC mogą modulować odpowiedź układu immunologicznego nie tylko poprzez 

mechanizm zależny od IDO, ale również poprzez wydzielanie cytokin przeciwzapalnych, 

w tym głównie IL-10. Immunoregulacyjne działanie wydzielanej przez MSC IL-10 obejmuje 

ograniczenie produkcji cytokin przez limfocyty T subpopulacji Th1 i Th17 [25], indukcję 

tolerogennego fenotypu APC [44, 45], obniżenie wydzielania IL-1a/b [46], IL-12p40 [47], 

IFNg [48] i TNFa [46]. Dodatkowo, MSC mogą pośrednio zwiększać sekrecję IL-10 poprzez 

indukcję limfocytów Treg oraz jak już wspomniano makrofagów M2 [8, 43, 49].  

Działanie immunosupresyjne MSC mogą być również wywierane na drodze 

komunikacji zależnej od pęcherzyków zewnątrzwydzielniczych (ang. extracellular vesicles, 

EVs) [50, 51]. EVs klasyfikowane są pod względem wielkości na:  

a) egzosomy (endocytarne pęcherzyki o rozmiarze 30-150 nm),  
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b) mikropęcherzyki (pęcherzyki powstałe w wyniki oddzielania się od „pączkującej” 

błony o rozmiarze 100-1000 nm) oraz  

c) ciałka apoptotyczne (500-5000 nm) [50, 52, 53].  

Niestety nadal nieznane jest znaczenie rozmiaru EVs w procesie immunomodulacji. Wiadomo 

natomiast, że pęcherzyki wydzielnicze transportują czynniki wzrostowe oraz cytokiny (TGFb, 

IL-6, IL-10 i HGF) [6, 27, 44, 54-56], enzymy (IDO) [57], mediatory lipidowe (PGE2) [58, 

59], a także mikroRNA (miR-155, miR-146, miR-594) [60] i w ten sposób mogą wpływać 

na elementy komórkowej odpowiedzi pierwotnej i adaptacyjnej. Dlatego wydaje się, 

że preparaty zawierające pęcherzyki wydzielnicze MSC mogą stanowić interesującą 

alternatywę dla zastosowania całych komórek.  

5) Wykorzystanie mezenchymalnych komórek macierzystych w regulacji zapalenia 

dolnych dróg oddechowych w astmie  

Znaczący postęp w zrozumieniu patomechanizmu astmy pozwolił opisać procesy 

prowadzące do rozwoju zapalenia w obrębie dróg oddechowych. Najlepiej poznane 

są mechanizmy związane z rozwojem tzw. astmy Th2 zależnej (zapalenia T2, astmy 

eozynofilowej). Mechanizmy prowadzące do rozwoju tego endotypu astmy związane 

są z aktywacją limfocytów T subpopulacji Th2 oraz m.in. komórek tucznych, limfocytów B, 

komórek limfoidalnych odpowiedzi nieswoistej typu 2 (ang. innate lymhoid cells, ILC2) 

z kluczową rolą cytokin typu 2 (takich jak IL-4, IL-5, IL-13) oraz alarmin (TSLP, IL-25, IL- 33) 

wydzielanych przez uszkodzony nabłonek dróg oddechowych [61-63]. Jednakże coraz częściej 

podkreśla się udział innych subpopulacji limfocytów T efektorowych, a mianowicie Th1, Th17, 

Th22 w odniesieniu do nadal słabiej poznanych endotypów astmy Th2 niezależnej (astmy non-

T2, astmy neutrofilowej) lub endotypów mieszanych [64-68].  

Obecnie, konwencjonalna terapia astmy opiera się na wykorzystaniu wziewnych lub 

systemowych glikokortykosteroidów (GKS). Terapia ta choć stanowi leczenie objawowe, 
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a nie przyczynowe jest niezwykle efektywna u większości pacjentów. Dodatkowo, 

wprowadzenie w ostatnich latach nowoczesnych terapii biologicznych, skierowanych 

przeciwko mediatorom zapalenia Th2 zależnego pozwoliło na optymalną kontrolę objawów 

astmy u przeważającej większości chorych [69-71]. Niestety, przewlekłe stosowanie stopniowo 

zwiększanych dawek GKS może prowadzić do rozwoju zjawiska oporności terapeutycznej. 

Natomiast, dostępne leczenie biologiczne zarezerwowane jest jedynie dla pacjentów z astmą 

T2 zależną, podczas gdy pacjenci cechujący się enodtypem Th2 niezależnym nie odpowiadają 

na jej zastosowanie [69, 72, 73]. Należy podkreślić, że niekontrolowana lub suboptymalnie 

kontrolowana astma prowadzi do powstania nieodwracalnych zmian strukturalnych w obrębie 

płuc (nazywanych powszechnie remodelingiem), które powodują upośledzenie ich funkcji 

oddechowych. W związku z powyższym, wciąż poszukuje się nowych strategii 

umożliwiających efektywną kontrolę zapalenia u pacjentów nieodpowiadających na aktualnie 

dostępne formy leczenia. 

Wykorzystanie immunosupresyjnych właściwości MSC wydaje się być obiecującą 

strategią umożlwiającą kontrolę zapalenia dolnych dróg oddechowych w przebiegu astmy. 

Z drugiej strony ich wykorzystanie w modelach przedklinicznych może pomóc zdefiniować 

nowe punkty uchwytu terapii celowanych bez konieczności wykorzystywania przeszczepów 

komórkowych [4, 17, 74-81].   

Obiecujący potencjał terapeutyczny MSC w regulacji zapalenia dróg oddechowych 

został potwierdzony w wielu badaniach przedklinicznych, jednakże mechanizmy regulujące 

złożone interakcje MSC z komórkami immunologicznymi, komórkami strukturalnymi płuc, 

a także wydzielanymi przez nie czynnikami wzrostowymi, bioaktywnymi lipidami, 

cytokinami, chemokinami oraz enzymami nie zostały wystarczająco poznane [17, 19, 82]. 

Dotychczas opisane efekty immunosupresyjnego działania MSC obejmują ograniczenie 

reaktywności dróg oddechowych, infiltracji komórek układu immunologicznego, hiperplazję 
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komórek kubkowych oraz zwiększoną produkcję śluzu, ograniczenie produkcji cytokin Th2-

zależnych (IL-4, IL-5, IL-13), a także obniżenie liczby limfocytów, neutrofilów i eozynofilów 

w BAL [4, 77, 81, 83-86]. Niestety, jak dotąd wskazano jedynie kilka procesów 

zaangażowanych w mechanizm immunoregulacyjnego działania MSC, a mianowicie: regulację 

równowagi pomiędzy limfocytami Treg/Th17  i ekspansję Treg [36, 87]; zahamowanie 

dojrzewania monocytów i komórek progenitorowych CD34+ w kierunku komórek 

dendrytycznych [77]; indukcję immunosupresyjnych makrofagów M2 [88]; 

a także bezpośrednią produkcję przeciwzapalnej IL-10 lub pośrednie zwiększenie jej sekrecji 

przez limfocyty Treg lub makrofagi typu M2 [74, 77, 89]. Efekty podania MSC w zapaleniu 

dróg oddechowych zostały podsumowane na Rycinie 1.  

 

Rycina 1. Graficzne posumowanie znanych efektów działania MSC na komórki układu 
immunologicznego w zapaleniu dróg oddechowych. Th1/ Th2/ Th17 (ang. T helper lymphocyte) - 
subpopulacje limfocytów pomocniczych typu 1, 2 i 17; Treg (ang. T regulatory lymphocyte)- limfocyty T 
regulatorowe; IL- interleukina.  
 

Szczegółowe podsumowanie dotychczas poznanych aktywności MSC, również 

w modelach eksperymentalnych astmy zostało przedstawione w pracy poglądowej 
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opublikowanej w Stem Cell Reviews and Reports (2021), która została załączona poniżej 

i stanowi integralna część niniejszej dysertacji. 
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IV) PRACA POGLĄDOWA WCHODZĄCA W SKŁAD ROZPRAWY DOKTORSKIEJ  
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V) CEL PRACY  
 
Celem pracy było:  

1) potwierdzenie fenotypu, zdolności do różnicowania się w komórki linii mezodermalnej 

oraz właściwości immunosupresyjnych ludzkich mezenchymalnych komórek 

macierzystych pochodzących z tkanki tłuszczowej usuniętej podczas zabiegu 

abdominoplastyki; 

2) ocena bezpieczeństwa stosowania mezenchymanych komórek macierzystych jako 

potencjalnej strategii terapeutycznej w astmie z wykorzystaniem modelu mysiego; 

3) zbadanie i opisanie mechanizmów immunosupresyjnego działania tych komórek 

w eksperymentalnym modelu astmy indukowanej ekstraktem roztocza kurzu 

domowego (ang. house dust mite, HDM).  
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VI)  MATERIAŁY I METODY 

 
1) Izolacja i hodowla mezenchymlanych komórek macierzystych  

 
Mezenchymalne komórki macierzyste zostały wyizolowane z tkanki tłuszczowej 

pobranej z fałdów tłuszczowo-skórnych od pacjentów zakwalifikowanych do zabiegu 

abdominoplastyki w I Klinice Chirurgii Ogólnej i Endokrynologicznej Uniwersyteckiego 

Szpitala Klinicznego w Białymstoku. Wszyscy pacjenci po zapoznaniu się z celem badań 

wyrazili zgodę na przekazanie usuniętych podczas zabiegu tkanek do celów naukowych. 

Na przeprowadzenie poniższych procedur została uzyskana zgoda Komisji Bioetycznej 

Uniwersytetu Medycznego w Białymstoku (uchwała nr APK.002.114.2021 z dnia 25 lutego 

2021 roku).  

W pierwszym etapie, tkanka tłuszczowa została mechanicznej fragmentacji 

w warunkach jałowych. Następnie, w celu degradacji włókienek kolagenowych występujących 

w tkankach łącznych, do rozdrobnionej tkanki tłuszczowej została dodana kolagenaza IV 

(Gibco, Life Technologies) w stężeniu 1mg/ml. Tkanka tłuszczowa z kolagenazą IV była 

inkubowana przez okres 45 minut w optymalnych warunkach hodowlanych (37°C, przy stałym 

napływie CO2 na poziomie 5%). Działanie enzymu zostało poddane inaktywacji poprzez 

dodanie medium hodowlanego (Dulbecco’s Modified Eagle Medium, DMEM; PAN- Biotech) 

zawierającego 10% bydlęcą surowicę płodową (FBS, PAN-Biotech). Większe fragmenty 

tkankowe zostały oddzielone od powstałej zawiesiny na filtrze komórkowym (Greiner-bio-one) 

o średnicy porów równej 100µm, po czym próbkę odwirowano z przyśpieszeniem ośrodkowym 

równym 400g przez okres 5 minut. Wyizolowane komórki były hodowane w dedykowanym 

medium wspierającym ich wzrost i proliferację (Mesenchymal Stem Cells Basal Medium 

(ATCC) supplemented with Mesenchymal Stem Cell Growth Kit for Adipose, Umbilical, and 

Bone Marrow-derived MSCs (ATCC)) z dodatkiem gentamycyny (0,015 mg/ml, Gibco). 

Fenotyp oraz właściwości mezenchymalnych komórek macierzystych pochodzących z tkanki 
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tłuszczowej zostały potwierdzone zgodnie z minimalnymi kryteriami przyjętymi przez 

Międzynarodowe Towarzystwo Terapii Komórkowej, a więc ocenie poddano: 1) adherencję 

komórek do powierzchni plastikowych, 2) ekspresję markerów powierzchniowych CD73, 

CD90 i CD105, 3) zdolność do różnicowania się do komórek linii mezodermalnej 

tj. adipocytów, osteocytów i chondrocytów. Każdorazowo po trzecim pasażu MSC pochodzące 

z ludzkiej tkanki tłuszczowej zostały zamrożone przyżyciowo celem wykorzystania 

w badaniach in vivo. 

2) Cytometryczna ocena fenotypu mezenchymalnych komórek macierzystych 

izolowanych z ludzkiej tkanki tłuszczowej  

W celu potwierdzenia fenotypu mezenchymalnych komórek macierzystych ocenie 

została poddana ekspresja markerów CD73, CD90, CD105, CD45, HLA-DR. MSC były 

inkubowane z przeciwciałami monoklonalnymi sprzężonymi z fluorochromem przez 30 minut 

w miejscu z ograniczonym dopływem światła. Lista przeciwciał użytych w doświadczeniu 

została zestawiona w Tabeli 2. Próbki zostały przeanalizowane przy użyciu cytometru 

przepływowego FACSCalibur (BD Biosciences) oraz programu FlowJo v.10. Strategia 

bramkowania dla wskazanych analiz została włączona do pracy oryginalnej i zaprezentowana 

w Materiałach Uzupełniających (Figure S1, strona numer 73 niniejszej rozprawy doktorskiej).  

 

Tabela 2. Lista przeciwciał użytych w celu oceny fenotypu MSC.  
 

Przeciwciało Klon Gospodarz Izotyp Producent Nr katalogowy 
anti-human CD73 FITC AD2 Mysz  IgG1, κ BioLegend 344016 
anti-human CD90 PE 5E10 Mysz IgG1, κ BioLegend 328110 
anti-human CD105 APC 43A3 Mysz IgG1, κ BioLegend 323208 
anti-human CD45 
PerCP 2D1 Mysz IgG1, κ BioLegend 368506 

anti- human HLA-DR 
APC TU36 Mysz IgG2b, κ BD Pharmingen 559868 

APC (ang. Allophycocyanin) - allofikocyjnanina; CD (ang. Cluster of Differentation)- antygen różnicowania komórkowego; 
Cy7/Cy5.5 (ang.cyanine 7/5.5)- cyjanina 7/ 5.5; FITC (ang. Fluorescein isothiocyanate)- Izotiocyjanian fluoresceiny; HLA 
(ang. human leukocyte antigen DR isotype)- ludzki antygen zgodności tkanowej izotyp DR IgG- immunoglobulina G; PE 
(ang. Phycoerythrin)- fikoerytryna; PerCP (ang. Peridinin-Chlorophyll-Protein)- białko Perydynina-chlorofil;  k- łańcuch lekki 
kappa.  
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3) Potwierdzenie zdolności mezenchymalnych komórek macierzystych izolowanych 

z ludzkiej tkanki tłuszczowej do różnicowania się in vitro w  kierunku komórek 

linii mezodermalnej 

Wyizolowane mezenchymalne komórki macierzyste pochodzące z ludzkiej tkanki 

tłuszczowej zostały zróżnicowane w kierunku komórek linii mezodermalnej, a mianowicie 

adipocytów, chondrocytów i osteocytów. Różnicowanie było prowadzone przez maksymalnie 

21 dni od momentu dodania dedykowanego medium różnicującego dla poszczególnych 

komórek linii mezodermalnej. Procedura została przeprowadzona z użyciem zestawu Human 

Mesenchymal Stem Cell Functional Identification Kit (R&D systems) zgodnie z załączonym 

protokołem. Różnicowanie do adipocytów, chondrocytów i osteocytów zostało potwierdzone 

poprzez detekcję charakterystycznych markerów dla poszczególnych typów komórek. Lista 

użytych przeciwciał dla poszczególnych komórek linii mezodermalnej została zestawiona 

w Tabeli 3. Jądra zostały wybarwione na niebiesko z użyciem DAPI. Zdjęcia zostały wykonane 

przy pomocy mikroskopu konfokalnego Olympus FV1200 (Olympus). 

 
Tabela 3. Lista przeciwciał użytych w celu detekcji charakterystycznych markerów komórek linii 
mezodermalnej. 
 

Przeciwciało Stężenie Klon Źródło  Typ komórek 
Polyclonal goat anti -mouse 
FABP4 10 µg/ml poliklonalne koza Adipocyty 

Polyclonal goat anti-human 
Aggrecan 10 µg/ml poliklonalne koza Chondrocyty 

Monoclonal mouse anti-human 
Osteocalcin 10 µg/ml 190125 mysz Osteocyty 

FABP4 (ang. fatty acid binding protein 4)- białko wiążące kwasy tłuszczowe 4   

 

4) Ocena immunosupresyjnych właściwości mezenchymalnych komórek 

macierzystych w warunkach in vitro 

a) Kohodowla MSC wraz proliferującymi jednojądrzastymi komórkami krwi 

obwodowej (ang. peripheral blood mononuclear cells, PBMC) stymulowanymi 

przeciwciałami skierowanymi przeciwko CD3/CD28. 
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MSC zostały wysiane na 24-dołkowe płytki hodowlane (Corning) w różnych 

ilościach (100 tysięcy, 50 tysięcy, 10 tysięcy komórek na dołek). PBMC zostały 

wyizolowane z wykorzystaniem gradientu gęstości (Pancoll human, PAN-Biotech) 

zgodnie ze standardową procedurą. Wybarwione CFSE (ester sukcynoimidylowy 

karboksyfluoresceiny) PBMC (500 tysięcy komórek) zostały dodane do dołków 

z MSC, a następnie stymulowane przeciwciałami skierowanymi przeciwko 

CD3/CD28 (R&D systems) w celu indukcji ich proliferacji. Kontrolę do badań 

stanowiły stymulowane PBMC, inkubowane bez MSC. Eksperyment został 

przeprowadzony w medium Roswell Park Memorial Institute 1640 (RPMI, PAN-

Biotech) zawierającym 10% FBS, bez dodatku gentamycyny. Po upływie 96 godzin 

test proliferacji PBMC przeanalizowano przy pomocy cytometru przepływowego 

FACSCallibur (BD Biosciences) i programu FlowJo v.10 (BD Biosciences). 

b) Ocena właściwości immunosupresyjnych MSC po stymulacji cytokinami 

prozapalnymi 

MSC zostały wysiane na 48-dołkowe płytki hodowlane (Corning) w ilości 

25 tysięcy komórek na dołek w dedykowanym medium hodowlanym bez dodatku 

gentamycyny. Po upływie 24 godzin komórki były stymulowane z użyciem 

rekombinowanych białek ludzkich (R&D systems), a mianowicie IL-1b (25 ng/ml), 

TNFa (50 ng/ml), IFNg (50 ng/ml). Kontrolę stanowiły komórki niestymulowane. 

MSC były inkubowane w optymalnych warunkach hodowlanych przez kolejnych 

pięć dni (120 godzin), w trakcie których materiał zbierano każdorazowo 

co 24 godziny celem wykonania poniższych analiz. Komórki zostały poddane lizie 

w buforze lizującym (RLT Lysing Buffer, Qiagen) zawierającym 	

 b- merkaptoetanol (Sigma). RNA zostało wyizolowane z użyciem zestawu RNeasy 

Mini Kit (Qiagen) zgodnie ze standardową procedurą dołączoną przez producenta. 
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Stężenie oraz jakość RNA w poszczególnych próbkach została oceniona przy 

pomocy spektrofotometru NanoDrop 2000 (ThermoScientific). Całkowite RNA 

poddano ilościowej konwersji do cDNA w procesie odwrotnej transkrypcji (High-

Capacity cDNA Reverse Transcription Kit, Applied Biosystems) z użyciem systemu 

StepOnePlus Real Time PCR (Applied Biosystems). Ekspresję genów CD274 

(PD- L1) oraz IL-1b oceniono w ilościowej reakcji PCR opartej na wykorzystanie 

nukleolitycznych sond typu TaqMan i TaqMan Universal Master Mix (Applied 

Biosystems). Ekspresja badanych genów została znormalizowana względem genu 

referencyjnego GAPDH. Lista starterów (TaqMan Gene Expression Assay, Applied 

Biosystems) użytych w badaniu została przedstawiona w Tabeli 4. Reakcja PCR 

została przeprowadzona przy użyciu systemu StepOnePlus Real Time PCR 

(Applied Biosystems). Wyniki zostały przenalizowane przy pomocy programu 

StepOnePlus™ Software v2.3 (Applied Biosystems). Różnice pomiędzy badanymi 

próbkami oceniono z użyciem testu U Mann Whitney’a w programie GraphPad 

Prism v.9. Wyniki zostały przedstawione jako 2-DDCT. 

Tabela 4. Lista starterów użytych w badaniu. 
Gen Producent  Nr katalogowy 
PD-L1/ CD274 Applied Biosystems  Hs01125301_m1 
IL-10 Applied Biosystems Hs01125301_m1 
GAPDH Applied Biosystems Hs00961622_m1 

PD-L1(ang. programmed death ligand 1) – receptor/ ligand programowanej śmierci komórkowej 1, IL-10- 
interleukina 10; GAPDH (ang. Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase)- Dehydrogenaza aldehydu 
3- fosfoglicerynowego 
 

c) W supernatantach hodowlanych oceniono poziom przeciwzapalnej IL-10 przy 

pomocy testu immunoenzymatycznego ELISA (R&D systems), zgodnie 

ze standardową procedurą dostarczoną przez producenta. Stężenie badanej cytokiny 

w próbkach odczytano na podstawie krzywej kalibracyjnej (31,2 - 2000 pg/ml) 

z użyciem czytnika płytek (Ledetect, Labexim Products). Analizę wyników 

przeprowadzono w programie MicroWin2000 software (OEM version, Labexim 
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Products). Różnice pomiędzy badanymi próbkami oceniono z użyciem testu 

U Mann Whitney’a w programie GraphPad Prism v.9. 

d) Ekspresja markera powierzchniowego PD-L1 została oceniona przy pomocy 

cystometrii przepływowej. Komórki wybarwiono z użyciem przeciwciała 

monoklonalnego sprzężonego z fluorochromem (anti- human PD-L1 PE, BD 

Pharmingen). Ekspresja markera na badanych komórkach została przeanalizowana 

z użyciem cytometru przepływowego FACSCalibur (BD Biosciences).  

5) Modele mysie 

W niniejszych badaniach wykorzystane zostały myszy płci żeńskiej, szczepu C57BL/6 

w wieku od 6- 8 tygodni. Na przeprowadzenie opisanych procedur uzyskana została zgoda 

Lokalnej Komisji Etycznej ds. Doświadczeń na Zwierzętach w Olsztynie (uchwała nr 35/2019 

z dnia 26 kwietnia 2019 roku).   

a) Ocena wpływu przez nosowego podania ludzkich MSC pochodzących z tkanki 

tłuszczowej na płuca nieobjęte stanem zapalnym w mysim modelu doświadczalnym 

Zawiesina mezenchymalnych komórek macierzystych w ilości 500 tysięcy została 

podana myszom przez nosowo w 20µl jednokrotnie stężonego roztworu 

buforowanej fosforanem soli fizjologicznej (1X PBS, Corning). W celu oceny 

krótko- oraz długoterminowych efektów działania MSC, zwierzęta zostały 

uśmiercone odpowiednio po 2 oraz 9 dniach od momentu podania komórek 

(Rycina 2). Kontrolę badania stanowiły zwierzęta otrzymujące 0,9% roztwór soli 

fizjologicznej (NaCl, Fresenius Kabi). 
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Rycina 2. Graficzne podsumowanie modelu użytego w badaniu (n=5). Myszy szczepu C57BL/6 

otrzymywały zawiesinę MSC (500 tysięcy komórek w 1X PBS). Następnie zwierzęta zostały uśmiercone 

odpowiednio po 2 (model krótkoterminowy) oraz 9 dniach (model długoterminowy) od podania komórek. 

1X PBS- jednokrotnie stężony roztwór buforowanej fosforanem soli fizjologicznej; MSC-mezenchymalne 

komórki macierzyste; i.n. (ang. intranasally) - przeznosowo.  

 

b) Ocena wpływu przez nosowego podawania ludzkich MSC pochodzących z tkanki 

tłuszczowej na rozwój zapalenia dróg oddechowych w eksperymentalnym modelu 

astmy 

W celu indukcji zaplenia dolnych dróg oddechowych o fenotypie eozynofilowym 

oraz neutrofilowym myszom podawano przez nosowo ekstrakt roztocza kurzu 

domowego HDM (ang. house dust mite, Citeq Biologicals) [90], odpowiednio 

w dawce 10 µg przez okres 5 dni, po których następowały 2 dni przerwy. 

W kolejnym tygodniu doświadczenia proces indukcji zapalenia został powtórzony. 

Dodatkowo, myszy otrzymywały przez nosowo 20µl zawiesiny MSC w PBS 

w dwóch punktach czasowych, celem oceny krótko- oraz długoterminowych 

efektów ich działania. Wszystkie zwierzęta zostały uśmiercone w 15 dniu 

eksperymentu. Kontrolę badania stanowiły myszy otrzymujące 0,9% roztwór NaCl 

(Rycina 3). Eksperymentalny model astmy użyty w niniejszych badaniach jest 

opracowany na podstawie doświadczeń zrealizowanych w Szwajcarskim Instytucie 

Badań nad Alergią i Astmą (ang. Swiss Institute of Allergy and Asthma Research, 

SIAF) oraz opublikowanych w czasopiśmie Allergy (2018) [91].  
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Rycina 3. Graficzne podsumowanie eksperymentalnego modelu astmy indukowanej ekstraktem HDM 
wraz z podaniem MSC w dwóch punktach czasowych, n=5. Zapalenie dolnych dróg oddechowych 
zostało wyindukowane poprzez przesnosowe (i.n.) podanie ekstraktu HDM w dawce 10µg przez pięć 
kolejnych dni w obu tygodniach stymulacji. Zawiesina MSC i.n. została podana w 13 oraz 6 dniu 
eksperymentu celem oceny krótko- i długoterminowego efektu działania komórek. Wszystkie myszy 
uśmiercono w 15 dniu doświadczenia.  
 
  

 Po zakończeniu opisanych wyżej eksperymentów od wszystkich zwierząt zostały 

pobrane popłuczyny-oskrzelowo pęcherzykowe (ang. bronchoalveolar lavage, BAL). Roztwór 

1X PBS (Corning) wraz z inhibitorami proteaz (cOmplete Protease Inhbitor Cocktail, Roche) 

wtłoczono do oskrzelowo do płuc, a następnie odciągnięto przy użyciu sterylnej strzykawki 

zakończonej kaniulą. Próbki BAL zostały zabezpieczone zgodnie z zoptymalizowanymi 

procedurami, a następnie zamrożone w temperaturze -80°C celem włączenia do kolejnych 

analiz. Dodatkowo, pobrano płuca, które następnie w celu zachowania powtarzalności 

wyników zostały podzielone na płaty wg załączonego schematu (Rycina 4). Podsumowanie 

użytych procedur oraz wykonanych analiz prezentuje Tabela 5.  
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Rycina 4. Podziału płuca na płaty wraz z przeznaczeniem do prowadzonych analiz.  
 
Tabela 5. Podsumowanie procedur użytych do zabezpieczenia pobranego materiału oraz wykonanych 
analiz. 

BAL (ang. bronchoalveolar lavage)- popłuczyny oskrzelowo- pęcherzykowe; PAS (ang.periodic acid Shiff-stain)- barwienie 
kwasem nadjodowym Schiffa; RNA- kwas rybonukleinowy,  

 
6) Barwienia histochemiczne  

 
Zatopione w parafinie płaty płucne zostały ścięte na 5µm skrawki, a następnie 

umieszczone na szkiełku podstawowym i odparafinowane. Przygotowane preparaty zostały 

włączone do opisanych niżej barwień histopatologicznych. 

a) Hematokyslina i eozyna (H&E) 

W celu oceny stopnia infiltracji komórek immunologicznych w tkance płucnej 

wykonane zostało barwienie hematoksyliną i eozyną zgodnie ze standardowym 

protokołem. Grantowa, zasadowa hematoksylina przyłączyła się do DNA w jądrach 

Rodzaj pobranego 
materiału 

Procedura zabezpieczenia 
materiału 

Wykonane analizy 

Płuca 4% roztwór paraformaldehydu przez 
24 godziny, a następnie zatopienie 
w parafinie 

Ocena histopatologiczna płuc (hematoksylina i eozyna, 
barwienie trójchromowe Masson’a, identyfikacja 
polisacharydów- kwasem nadjodowym Schiffa, PAS) 
 
Celowane barwienia immunohistochemiczne oceniające 
depozycję wybranych typów kolagenów 

Dysocjacja komórkowa z użyciem 
systemu gentleMACS dissociator 
(Miltenyi Biotec), bezpośrednie 
włączenie materiału do analiz 

Ocena populacji efektorowych limfocytów T z użyciem 
cytometrii przepływowej 

Stabilizacja komórkowego RNA 
w roztworze RNA later (Invitrogen, 
ThermoFisher) przez 48 godzin 

Analiza transkryptomiczna (platforma Illumina) 

Zatopienie w ciekłym azocie (snap-
freezing) i zamrożenie w -80°C 

Ocena ekspresji wybranych białek bariery epitelialnej 
przy pomocy mikroskopii konfokalnej 

Popłuczyny 
oskrzelowo-

pęcherzykowe (BAL) 

Odwirowanie frakcji komórkowej, 
zamrożenie supernatantu w -80°C 

Ocena profilu cytokinowego przy pomocy testów 
immunoenzymatycznych 
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komórkowych, natomiast czerwona, kwasowa eozyna do białek 

cytoplazmatycznych.  

b) Kwas nadjodowy Schiffa (ang. Periodic acid- Schiff stain, PAS)  

Celem oceny produkcji śluzu w obrębie płuc wykonane zostało barwienie PAS 

zgodnie ze standardową procedurą. Metoda ta umożliwia wykrycie 

mukopolisacharydów znajdujących się śluzie, barwiąc go na kolor czerwono-

różowy.  

Zdjęcia preparatów zostały wykonane przy użyciu cyfrowego skanera Nanozoomer 

SQ (Hamamatsu).  

7) Ocena preparatów histochemicznych  

Każdy preparat został przeanalizowany z użyciem programu ImageJ (NIH). 

Powierzchnię tkanki płucnej mierzono z użyciem narzędzia threshold. Suwak w panelu 

brightness został odpowiednio dostosowany, aby pokryć cały obszar tkanki. W celu oceny 

stopnia nacieku zapalnego (barwienie H&E), analiza została zawężona jedynie do przedziału 

kolorystycznego obejmującego odcienie fioletu. Wyniki zostały zaprezentowane jako średnia 

z 3 pomiarów wykonanych dla tego samego preparatu. Powierzchnię analizowanego obszaru 

(naciek zapalny) znormalizowano względem powierzchni całej tkanki z wykluczeniem 

wolnych przestrzeni międzykomórkowych. Analogicznie do poprzednich analiz, w celu oceny 

produkcji śluzu (barwienie PAS) suwak został dostosowany by pokryć barwę różowo-

czerwoną. Dodatkowo, zmierzona została również powierzchnia samych oskrzeli/ oskrzelików. 

W celu maksymalnej optymalizacji wyników w obrębie jednego preparatu oceniono dwa różne 

oskrzeliki oraz wykonano pomiary trzykrotnie. Dodatkowo, celem uproszczenia obliczeń 

matematycznych za kształt oskrzelika przyjęto koło. Na podstawie wykonanych pomiarów 

obliczony został obwód oskrzelika. Wyniki zostały przedstawione jako stosunek obszaru 
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zajmowanego przez śluz do obwodu oskrzelika. Analizę statystyczną przeprowadzono 

z użyciem testu U Mann Whitney’a w programie GraphPad Prism v.9. 

8) Cytometryczna ocena składu ilościowego i jakościowego populacji limfocytów 

efektorowych  

 W celu uzyskania jednorodnej zawiesiny komórkowej, płaty płucne zostały poddane 

enzymatycznej dysocjacji z użyciem systemu gentleMACS Dissociator (Miltenyi Biotec) 

zgodnie z protokołem dostarczonym przez producenta. Wykorzystanie tego systemu 

charakteryzuje się wysoką wydajnością pozyskiwania leukocytów z tkanki płucnej, 

przy jednoczesnym zachowaniu epitopów na powierzchni komórki. Następnie, komórki zostały 

poddane trzygodzinnej stymulacji z użyciem koktajlu aktywującego (Leukocyte Activation 

Cocktail with Golgi Plug, BD Biosciences), zawierającego ester PMA (forbol 12-morystynian 

13-octanu), jonomycynę oraz Brefeldynę A. Mieszanina ta umożliwia wywołanie odpowiedzi 

limfocytów T i wewnątrzkomórkową akumulację cytokin. Barwienie zewnątrz- oraz 

wewnątrzkomórkowe zostało wykonane zgodnie ze standardową procedurą przy użyciu 

przeciwciał monoklonalnych sprzężonych z fluorochromem. Lista przeciwciał użytych 

w badaniu została zestawiona w Tabeli 6. Próbki zostały przeanalizowane przy pomocy 

cytometru przepływowego FACSAria (BD Biosciences) i programu FlowJo v.10. Strategia 

bramkowania została przedstawiona w pracy oryginalnej wchodzącej do niniejszej rozprawy 

(Figure S2, strona 74). Analizę statystyczną przeprowadzono z użyciem testu U Mann 

Whitney’a w programie GraphPad Prism v.9. 

 Tabela 6. Lista przeciwciał użytych w badaniu. 

APC (ang. Allophycocyanin) - allofikocyjnanina; CD (ang. Cluster of Differentation)- antygen różnicowania komórkowego; 
Cy7/Cy5.5 (ang.cyanine 7/5.5)- cyjanina 7/ 5.5; FITC (ang. Fluorescein isothiocyanate)- Izotiocyjanian fluoresceiny; IgG- 
immunoglobulina G; PE (ang. Phycoerythrin)- fikoerytryna ; PerCP (ang. Peridinin-Chlorophyll-Protein)- białko Perydynina-
chlorofil;  k- łańcuch lekki kappa.  

Przeciwciało Klon Gospodarz Izotyp Producent Nr katalogowy 
anti-mouse CD45 PE  30-F11 Szczur IgG2b, κ Biolegend 103106 
anti-mouse CD3e 145-2C11 Chomik IgG Biolegend 100320 
anti-mouse CD4 PE/Dazzle 594 RM4-5 Szczur IgG2a, κ Biolegend 100566 
anti-mouse IFNg PerCP-Cy5.5 XMG1.2 Szczur IgG1, κ eBioscence 45-7311-80 
anti-mouse IL-4 APC 11B11 Szczur IgG1, κ eBioscence 17-7041-82 
anti-mouse IL-17A Alexa Fluor 488 eBio17B7 Szczur IgG2a, κ eBioscence 53-7177-81 
anti-mouse IL-10 APC/Cy7 JES5-16E3 Szczur IgG2b, κ Biolegend  505036 
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9) Ocena ekspresji białek bariery epitelialnej metodą mikroskopii konfokalnej 

Płaty płucne zostały zabezpieczone w procesie szybkiego schładzania (ang. snap 

freezing). Tkankę ścięto na skrawki o grubości 8µm z użyciem kriostatu (Leica CM3050 S) 

w temperaturze -20°C. Preparaty zostały utrwalone w 4% roztworze paraformaldehydu, 

a następnie blokowane przez godzinę w roztworze zawierającym 10% surowicę kozią (Dako), 

1% albuminę bydlęcą (Sigma Aldrich) oraz 0,2% TritonX100 (Sigma Aldrich). Skrawki tkanki 

płucnej zostały poddane całonocnej inkubacji z przeciwciałami pierwszorzędowymi: 

anty- Okludyna (Invitrogen), anty-ZO-1 (Invitrogen) oraz anty-Klaudyna 3, a następnie 

przeciwciałami drugorzędowymi sprzężonymi z fluorochromem Alexa488 (Invitrogen). Lista 

przeciwciał pierwszorzędowych i drugorzędowych użytych w badaniu została zestawiona 

w Tabeli 7. Zdjęcia wykonano przy pomocy mikroskopu konfokalnego Zeiss LSM780 (Zeiss). 

 Tabela 7. Lista przeciwciał użytych w badaniu. 

H (ang. heavy chains) - łańcuchy ciężkie; L (ang. light chains)- łańcuchy lekkie; IgG- immunoglobulina G; k- łańuch kappa; 
ZO- 1 (ang. zonula occludens 1) 

 
10)  Izolacja RNA i sekwencjonowanie nowej generacji (ang. next generation 

sequencing, NGS)  

Odpowiednie płaty płucne były przechowywane w RNA later (Invitrogen, 

ThermoFisher) w celu stabilizacji i ochrony komórkowego RNA. Tkanka płucna została 

mechanicznie rozdrobniona w buforze lizującym (RLT Lysing Buffer, Qiagen) zawierającym 

b- merkaptoetanol (Sigma) z użyciem ręcznego homogenizatora TissueRuptor II (Qiagen). 

Całkowite RNA zostało wyizolowane z użyciem zestawu RNeasy Mini Kit (Qiagen) zgodnie 

ze standardową procedurą dostarczoną przez producenta. Do utworzenia bibliotek cDNA 

Przeciwciało Stężenie Klon Gospodarz Izotyp Producent Nr katalogowy 

polyclonal rabbit anti- ZO-1 1:200 poliklonalne Królik IgG Invitrogen 40-2200 

monoclonal mouse anti- 
Occludin  

1:200 OC-3F10 Mysz  IgG1, κ Invitrogen 33-1500 

polyclonal rabbit anti-Claudin 3 1:100 poliklonalne Królik  IgG Invitrogen 34-1700 

goat anti-mouse IgG (H+L) 
secondary Alexa Fluor 488 

1:1000 - Koza IgG Invitrogen A-11001 

goat anti-rabbit IgG (H+L) 
secondary Alexa Fluor 488 

1:1000 - Koza IgG Invitrogen A-11008 
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zgodnie z protokołem TruSeq Stranded Total RNA (Illumina) wykorzystano 1µg RNA 

o wskaźniku integralności (ang. RNA integrity number, RIN) większym niż 8. Jakość 

utworzonych bibliotek została potwierdzona z użyciem narzędzia TapeStation 2200 (Agilent). 

Sekwencjonowanie nowej generacji (RNAseq) przeprowadzono przy użyciu platformy 

Illumina HiSeq 4000 generującej 150 par zasad (pz)- odczytów sparowanych końców 

(2 x 75 pz).  

11) Analiza transkryptomiczna 
 

Analiza zróżnicowanej ekspresji genów została przeprowadzona z wykorzystaniem 

narzędzia DESeq2 z uwzględnieniem kontroli jakości (metod PCA, korelacji, odległości 

euklidesowej i klastrowania). W celu wyodrębnienia jedynie istotnie statystycznie 

zróżnicowanych genów przyjęte zostały filtry: |Log2FoldChange| > 0.5 oraz skorygowanego 

p < 0.1 (adjusted p-value) z uwagi na obecność wielokrotnego testowania. Analiza 

funkcjonalna szlaków genowych została przeprowadzona z użyciem bazy Kyoto Encyclopedia 

of Genes and Genomes (KEEG), oprogramowania Ingenuity Pathway Analysis (Qiagen) lub 

Metacore (Thomson Reuters). Dodatkowo, analizę terminów procesów biologicznych 

i molekularnych wykonano z wykorzystaniem bazy bioinformatycznej Gene Ontology (GO). 

Dane, w tym macierze zliczeń poddane normalizacji oraz zróżnicowane geny, zostały 

przedstawione graficznie z wykorzystaniem heatmap i/ lub volcano plot. 

12)  Ocena ilościowa mediatorów stanu zapalnego w popłuczynach oskrzelowo- 

pęcherzykowych  

Popłuczyny oskrzelowo- pęcherzykowe (ang. bronchalveolar lavage, BAL) zostały 

odwirowane z przyśpieszeniem ośrodkowym równym 400g przez okres 5 minut 

w temperaturze 4°C w celu usunięcia frakcji komórkowej, a następnie zamrożone w -80°C. 

Poziom analitów białkowych został oznaczony przy użyciu zestawu Luminex Discovery Assay 

(R&D systems). Metoda ta umożliwia multipleksową oceną wielu białek w jednej próbce przy 
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zachowaniu specyficzności testu. Lista analitów wraz z zakresem ich detekcji oraz poziomem 

czułości została przedstawiona w Tabeli 8. Procedura została przeprowadzona zgodnie 

ze standardowym protokołem dostarczonym przez producenta (R&D systems). Metoda 

ta wykorzystuje kulki magnetyczne pokryte przeciwciałem specyficznym dla badanego analitu. 

Następnie, dane anality były wykrywane przy pomocy koktajlu biotynylowanych przeciwciał 

i koniugatu streptawidyna-fikoerytryna. Próbki zostały przenalizowane z użyciem aparatu 

Luminex 200 (Luminex). Różnice między badanymi grupami zostały ocenione 

nieparametrycznym testem U Mann Whitney’a przy pomocy programu GraphPad Prism v.9.  

 
Tabela 8. Lista analitów analizowanych w BAL metodą Luminex wraz z zakresem detekcji i czułością. 

Analit Zakres krzywej standardowej[pg/ml] Czułośc [pg/ml] 
IL-2 9,05- 2200 0,481 
IL-4 64,6- 16000 53,0  
IL-5 5,14- 1250 0,237 
IL-13 61,7- 15000 6,46 
IL-33 82,3- 20000 57,1 
IL-17/ IL-17A 49,4- 12000 7,08 
IL-17E/ IL-25 147- 36000 8,88 
IL-10 12,8-3 100 8,20 

IL- interleukina; ml- mililitr; pg- pikogram 
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V) WYNIKI 

1) Podsumowanie opublikowanych wyników wchodzących w skład rozprawy 

doktorskiej 

Opisane poniżej wyniki dotyczy załączonej pracy opublikowanej w czasopiśmie 

Frontiers in Immnology stanowiącej integralna część niniejszej rozprawy. Aby nie powielać 

informacji zawartej w pracy oryginalnej przedstawiam krótkie podsumowanie uzyskanych 

wyników bez ich prezentacji graficznej odwołując się do rycin w publikacji.  

W pierwszej fazie badań oceniłam fenotyp oraz zdolności do różnicowania się oraz 

pozyskiwanych z ludzkiej tkanki tłuszczowej MSC (Supplementary Figure S1A, B; strona 73 

niniejszej rozprawy doktorskiej). Wskazane analizy potwierdziły, iż izolowane komórki:  

a) charakteryzują się ekspresją charakterystycznych markerów, a mianowicie CD73, 

CD90, CD105, przy jednoczesnym braku ekspresji CD45, HLA-DR;  

b) wykazują adhezję do powierzchni plastikowych; 

c) różnicują się w kierunku komórek linii mezodermalnej tzn. adipocytów, osteocytów 

oraz chondrocytów. 

Potwierdzenie charakterystycznego fenotypu i multipotencjalności wyizolowanych 

MSC pozwoliło na włączenie ich do dalszych etapów badań obejmujących ocenę wpływu ich 

podania na niezmienioną zapalnie tkankę płucną w mysim modelu doświadczalnym oraz 

późniejsze badania ich wpływu na tkankę objętą procesem zapalnym.  

W pierwszym etapie badań in vivo oceniłam krótkoterminowe oraz długoterminowe 

efekty działania przez nosowego podania MSC myszom z niezmienioną zapalenie tkanką 

płucną celem oceny bezpieczeństwa ich stosowania. Badania histologiczne potwierdziły, 

iż MSC nie indukowały nacieku zapalnego w obrębie tkanki płucnej oraz nie powodowały 

zwiększonej produkcji śluzu w porównaniu do grupy kontrolnej otrzymującej roztwór soli 

fizjologicznej (Figure 1B; strona 58 niniejszej rozprawy doktorskiej). Jednakże, 
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zaobserwowałam zwiększony odsetek limfocytów T efektorowych (CD3+CD4+) 

produkujących IFNg jako długoterminowy efekt działania MSC, podczas gdy liczebność 

pozostałych subpopulacji komórkowych produkujących IL-4, IL-17 lub IL-10 nie uległa 

zmianom, sugerując indukcję zapalenia o niskim stopniu nasilenia (Figure 1C; strona 58 

niniejszej rozprawy doktorskiej). Dodatkowo, oceniłam ekspresję białek ścisłych połączeń 

komórkowych (ang. tight junctions, TJs), które są odpowiedzialne za utrzymanie integralności 

bariery nabłonka dróg oddechowych. Zaobserwowałam obniżenie ekspresji okludyny 

i klaudyny 3 zarówno w modelu krótkoterminowym (3 dniowym) jak również 

długoterminowym (9 dniowym), podczas gdy ekspresja ZO-1 nie uległa zmianie (Figure 1D; 

strona 58 niniejszej rozprawy doktorskiej). Zaobserwowane obniżenie integralności bariery 

epitelialnej oraz zwiększona ilość komórek produkujących IFNg może wskazywać 

na powstanie zapalenia o niskim nasileniu w obrębie dolnych dróg oddechowych [92]. 

Obniżenie ekspresji białek utrzymujących integralność bariery epitelialnej może być rezultatem 

aktywności IFNg [93]. 

Aby lepiej zrozumieć efekty przez nosowego podania MSC w środowisko dolnych dróg 

oddechowych, w kolejnym etapie oceniłam zmiany w profilu transkryptomicznym płuc 

po podaniu MSC (Figure 1E, F; strona 58 niniejszej rozprawy doktorskiej). Analiza regulacji 

szlaków sygnałowych oraz procesów biologicznych z wykorzystaniem oprogramowania IPA 

oraz klastrów powiązanych genów wykazała, iż znaczna część genów o istotnie statystycznie 

zróżnicowanej ekspresji jest powiązana z procesami stresu oksydacyjnego, aktywacji 

makrofagów i receptorów rozpoznających wzorce oraz fagocytozy. Ponadto, zaobserwowano, 

iż poziom ekspresji tych genów ulega obniżeniu w modelu długoterminowym w porównaniu 

do krótkoterminowego (Figure 2, 3; strona 60-61 niniejszej rozprawy doktorskiej). 

Bazując na wynikach badań własnych oraz dotychczasowych publikacjach opisujących efekty 

działania MSC w różnych modelach doświadczalnych stwierdziłam, że uzyskane wyniki 
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wspierają hipotezę „umierającej komórki macierzystej (ang. dying stem cell)” zaproponowaną 

przez Thum T. [94]. Zgodnie z nią MSC ulegają w środowisku zapalnym apoptozie, a następnie 

są usuwane przez makrofagi M1 aktywowane przez limfocyty T subpopulacji Th1 produkujące 

IFNg, prowadząc do przywrócenia warunków homeostazy [95]. Moje badania wydają się 

potwierdzać tę hipotezę i pozwalają dodatkowo na jej rozszerzenie. Zgodnie 

z zaprezentowanymi wynikami proces ten wydaje się nie być ograniczony do tkanek zapalnych, 

a może również zachodzić w niezmienionych zapalnie płucach. Zgodnie z powyższym, 

przez nosowe podanie preparatu MSC może być rozpatrywane jako bezpieczne.  
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VI)  PRACA ORYGINALNA WCHODZĄCA W SKŁAD ROZPRAWY 
DOKTORSKIEJ 
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VII) NIEOPUBLIKOWANE DANE WŁĄCZONE DO ROZPRAWY DOKTORSKIEJ 

 
1) Potwierdzenie właściwości immunosupresyjnych MSC pochodzących z ludzkiej 

tkanki tłuszczowej w warunkach in vitro 

Po potwierdzeniu minimalnych kryteriów pozwalających na kwalifikację MSC, 

w kolejnym etapie badań, a przed rozpoczęciem kolejnej fazy in vivo, postanowiłam ocenić czy 

izolowane przeze mnie komórki posiadają zdolności regulujące odpowiedź układu 

immunologicznego. MSC stymulowano cytokinami prozapalnymi (IL-1b, TNFa, IFNg), które 

jak już wspomniałam we wstępie, indukują właściwości immunosupresyjne tych komórek.  

Stymulacja MSC za pomocą IFNg najefektywniej indukowała ekspresję genu CD274 

(PD-L1) w MSC, w porównaniu do komórek stymulowanych TNFa czy IL-1b (Rycina 6A). 

Obserwacje te zostały również potwierdzone na poziomie białka przy pomocy cytometrii 

przepływowej (Rycina 6A). Stymulacja MSC za pomocą IL- 1b była z kolei najbardziej 

efektywna w indukcji ekspresji IL10, podczas gdy takich efektów nie zaobserwowano 

po stymulacji TNFa i IFNg (Rycina 6B). Co ciekawe, na poziomie białka zaobserwowałam 

rosnące stężenia IL-10 w supernatancie hodowlanym po stymulacji zarówno IL-1b oraz TNFa  

(Rycina 6B). W kolejnym etapie badania potwierdziłam potencjał immunosupresyjny MSC 

wykorzystując test proliferacji limfocytów stymulowanych mitogenem, a mianowicie 

przeciwciałami aktywującymi receptory CD3 oraz CD28. Zgodnie z przewidywaniami, 

wykazałam, iż w obecności MSC proliferacja limfocytów jest znacznie obniżona 

w porównaniu do komórek inkubowanych bez ich obecności (Rycina 6C).  

Uzyskane wyniki potwierdzają, że MSC izolowane z ludzkiej tkanki tłuszczowej 

nabierają aktywności immunosupresyjnych poprzez stymulację mediatorami stanu zapalnego. 

Pozwoliło to na ich wykorzystanie w dalszych badaniach, których celem była ocena efektów 

działania tych komórek w eksperymentalnym modelu astmy.  
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Rycina 6. A. Ocena ekspresji PD-L1 (CD274) po stymulacji cytokinami prozapalnymi (IL-1b, TNFa, 
IFNg) na poziomie RNA (qPCR) i białka (cytometria przepływowa). B. Ocena ekspresji IL-10 
po stymulacji cytokinami prozapalnymi (IL-1b, TNFa, IFNg)  na poziomie RNA (qPCR) i białka (ELISA). 
C. Analizy statystyczne przeprowadzono z użyciem nieparametrycznego testu U Mann Whitney’a; 
*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001C. Analiza cytometryczna przedstawiająca zahamowanie proliferacji 
PBMC stymulowanych anty-CD3/CD28 w obecności różnych ilości MSCs (5:1; 10:1; 100:1); PBMC 
alone- komórki nie poddane stymulacji. Oznaczenia p0, p1, p2, p3 odpowiadają kolejnym populacjom 
komórek proliferujących komórek, gdzie p0 jest populacją wyjściową (n=3). 
 

2) Efekty przez nosowego podawania mezenchymalnych komórek macierzystych 

w eksperymentalnym modelu astmy indukowanym ekstraktem roztocza kurzu 

domowego  

W pierwszym etapie badań potwierdziłam, iż przez nosowe podanie ekstraktu HDM 

w dawce 10µg indukuje zapalenie dolnych dróg oddechowych o pożądanych cechach 

odzwierciedlając zapalenie astmatyczne obserwowane u ludzi z endotypem mieszanym 

(eozynofilowo/neutrofilowym). Zaobserwowałam naciek zapalny w obrębie tkanki płucnej 

oraz zwiększoną produkcję śluzu (Rycina 7A). W kolejnym etapie, oceniłam wpływ podania 

MSC pochodzących z ludzkiej tkanki tłuszczowej na rozwój zapalenia dolnych dróg 

oddechowych. Zaobserwowano, iż MSC ograniczają naciek zapalny tkanki płucnej 

(Rycina 7A). Efekt ten pomimo widocznego trendu w obu wykorzystanych modelach osiągnął 

poziom istotności tylko w przypadku krótkoterminowej aktywności MSC. 
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Ponadto, zaobserwowałam obniżenie produkcji śluzu jako krótkoterminowy efekt działania 

MSC (Rycina 7A). 

W zakresie dystrybucji limfocytów T efektorowych w obrębie płuc, zaobserwowałam 

wzrost odsetka limfocytów T produkujących IL-4, IL-17, IFNg oraz IL-10 po indukcji zapalenia 

ekstraktem HDM (Rycina 7B). Co ciekawe, podanie MSC w modelu długoterminowym nie 

powodowało istotnych statystycznie zmian w odsetkach analizowanych populacji limfocytów 

T efektorowych (Rycina 7B). Zaobserwowano jedynie trend w kierunku obniżenia odsetka 

limfocytów T produkujących IL-4 i IFNg (Rycina 7B). Nie zaobserwowałam również istotnych 

zmian w profilu cytokinowym popłuczyn oskrzelowo-pęcherzykowych po przez nosowym 

podaniu MSC (Rycina 7C).  
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Rycina 7. Przez nosowe (i.n.) podanie MSCs pochodzących z tkanki tłuszczowej ogranicza zapalenie 
w eksperymentalnym modelu astmy. A. Reprezentatywne zdjęcia preparatów tkanki płucnej 
wybarwione hematoksyliną i eozyną oraz w metodzie PAS wraz z ich analizą w programie ImageJ. B. 
Podsumowanie analiz cytometrycznych odsetków [%] populacji limfocytów efektorowych produkujących 
IL-4, IL-17, IFNg lub IL-10 po podaniu MSCs i.n. w modelu długoterminowym. C. Podsumowanie analiz 
zmian w profilu cytokinowym popłuczyn pęcherzykowo-oskrzelowych po podaniu MSC. Stężenia 
analitów zostały wyrażone w pg/mL. Różnice pomiędzy badanymi grupami zostały ocenione 
nieparametrycznym testem U Mann-Whitney’a. 
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Uzyskane wyniki badań potwierdziły, iż przez nosowe podanie MSC prowadzi 

do ograniczenia zapalenia dolnych dróg oddechowych oraz produkcji śluzu. 

Nie zaobserwowałam natomiast widocznych zmian w odsetkach komórek efektorowych 

w obrębie płuc. Dlatego aby lepiej zrozumieć efekty przez nosowego podania MSC do płuc 

z wyindukowanym zapaleniem mieszanym eozynofilowo/neutrofilowym postanowiłam ocenić 

profil transkryptomiczny tkanki płucnej.  

Zaobserwowałam istotne różnice w profilu ekspresji genów w obu analizowanych 

modelach po podaniu MSC w porównaniu do myszy nieotrzymujących komórek (Rycina 8A). 

Po podaniu MSC w modelu krótkoterminowym 844 geny ulegały zróżnicowanej ekspresji, 

podczas gdy w modelu długoterminowym specyficznie zmienionych genów było jedynie 159 

(Rycina 8B). W obu analizowanych modelach ekspresja 279 genów była regulowana w taki 

sam sposób (Rycina 8B). 

 

 
Rycina 8. A. Zmiany w profilu transkryptomicznym płuc po podaniu MSC i.n. w eksperymentalnym 
modelu astmy eozynofilowej. Heatmap’a obrazuje wszystkie geny o zróżnicowanej ekspresji pomiędzy 
badanymi grupami (n=1282). DEG zostały zidentyfikowane na podstawie |Log2FoldChange| > 0,5 
i skorygowanej wartości p value < 0.1. W analizie zastosowano odcięcia z dopasowanymi 
identyfikatorami HGNC oraz pełne grupowanie (klasterowanie) powiązań. B. Venn Diagram 
prezentujący wspólne oraz zróżnicowane geny w modelu krótko- (czerwony) oraz długoterminowym 
(niebieski). Strzałki wskazują na zwiększenie lub zmniejszenie ekspresji DEG. 
 

Następnie podobnie do wcześniej przeprowadzonych i opublikowanych na łamach 

Frontiers in Immunology analiz transkryptomicznych, oceniłam w jaki sposób geny 
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o zróżnicowanej ekspresji są ze sobą powiązane pod względem funkcjonalnym, jakie funkcje 

biologiczne kontrolują oraz w jaki sposób podlegają wzajemnym interakcją.  

W pierwszym etapie analizy oceniłam czy zmiany w profilu transkryptomicznym płuc 

w zapaleniu indukowanym ekstraktem HDM odpowiadają charakterystycznym cechom dla 

zapalenia mieszanego (eozynofilowo/neutrofilowego) obserwowanego u ludzi. Analiza 

klastrów genowych związanych z zapaleniem dolnych dróg oddechowych wykazała 

deregulację licznych genów po indukcji zapalenia (Rycina 9A-L).  Zmiany obejmowały między 

innymi podwyższenie ekspresji genów związanych z odpowiedzią zależną od limfocytów T 

subpopulacji Th1 (Rycina 9A), Th2 (Rycina 9B), Th17 (Rycina 9C); różnicowaniem 

limfocytów w kierunku Treg (Rycina 9D); proliferacją limfocytów (Rycina 9E); zapaleniem 

układu oddechowego (Rycina 9F); migracją leukocytów (Rycina 9G); rekrutacją neutrofilów 

(Rycina 9H); rekrutacją eozynofilów (Rycina 9I); aktywacją mediatorów lipidowych 

(Rycina 9J); ekspresją białek ścisłych połączeń komórkowych (ang. tight junctions, TJs, 

Rycina 9K) oraz produkcją mucyn (Rycina 9L).  
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Rycina 9. Zmiany w ekspresji genów związanych z A. Odpowiedzią Th1 zależną; B. odpowiedzią Th2 
zależną; C. odpowiedzią Th17 zależną; D. różnicowaniem w kierunku Treg; E. proliferacją limfocytów; 
F. zapaleniem układu oddechowego; G. migracją leukocytów; H. rekrutacją neutrofilów; I. rekrutacją 
eozynofilów; J. eikozanoidami i mediatorami lipidowymi; K. białkami ścisłych połączeń komórkowych 
(tight jucntions) oraz L. mucynami w eksperymentalnym modelu astmy. Analiza została 
przeprowadzona z użyciem narzędzia Mouse Genome Informatics (MGI v.6.17) Gene Ontology 
Browser; http://www.informatics.jax.org/vocab/gene_ontology/; dostęp 16 maja 2022). Analizę 
statystyczną wykonano z użyciem testu Wald’a z poprawką Benjamini-Hochberg’a; * p<0.05; ** p<0.01; 
*** p<0.001.  
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 W kolejnym etapie analizy przeprowadziłam ocenę zmian w regulacji ścieżek 

sygnałowych po podaniu MSC. Uzyskane wyniki wskazują, iż, podanie MSC 

w wykorzystywanym eksperymentalnym modelu astmy prowadzi do obniżenia ekspresji 

genów w szlakach sygnałowych związanych głównie z odpowiedzią immunologiczną 

(Rycina 10A, B). Wyniki analiz zaprezentowanych na Rycinie 10A i 10B przedstawiają 10 

najbardziej zmienionych ścieżek sygnałowych po podaniu MSC. Warto podkreślić, 

iż modelowanie funkcjonalne przeprowadzone z wykorzystaniem narzędzi MetaCore 

wskazało, że wszystkie poniższe ścieżki sygnalizacyjne są potencjalnie zahamowane/obniżone 

(Rycina 10A, 10B). W obu analizowanych modelach wskazano na obniżenie prezentacji 

antygenu prowadzonej w kontekście cząsteczki MHC klasy II; ograniczenie chemotaksji 

zależnej od receptorów sprzężonych z białkiem G; oraz obniżenie sygnalizacji związanej z 

aktywnością receptorów limfocytów B (ang. B cel receptor; BCR) (Rycina 10A, 10B). 

Dodatkowo, w modelu krótkoterminowym zaobserwowałam obniżenie ekspresji genów 

związanych z sygnalizacją zależną od S1P3 (sifngozyno 1-fosforanu 3); odpowiedzią 

immunologiczną zależną od CCL2 oraz migracją komórek tucznych (Rycina 10A). W modelu 

długoterminowym wyniki wskazują na potencjalne ograniczenie sygnalizacji zależnej 

od CXCR4 i kaskady PI3K oraz mTORC2 (Rycina 10B). 
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Rycina 10. Ocena wpływu podania MSC na regulację szlaków sygnałowych w A. modelu 
krótkoterminowym oraz B. długoterminowych w eksperymentalnym modelu astmy. Do analiz 
przeprowadzonych programie MetaCore włączono jedynie DEG zidentyfikowane na podstawie 
|Log2FoldChange| > 0,5 i skorygowanej wartości p value < 0,1. Ponadto, nałożone zostały filtry 
umożliwiające zawężenie analiz wyłącznie do układu oddechowego. Analiza funkcjonalna w programie 
MetaCore wskazała, iż aktywacja wszystkich zaprezentowanych szlaków sygnalizacyjnych jest 
prawdopodobnie obniżona.  
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Bazując na wynikach analiz szlaków sygnałowych uzyskanych w programie MetaCore, 

oceniłam ekspresję genów związanych z procesami chemotaksji, migracji i rekrutacji komórek 

układu immunologicznego. Podanie MSC powodowało istotnie statystycznie obniżenie 

ekspresji szeregu genów zgrupowanych w klastrach związanych z zapaleniem układu 

oddechowego (Rycina 11A), proliferacją limfocytów (Rycina 11B), migracją leukocytów 

(Rycina 11C), rekrutacją neutrofilów (Rycina 11D) oraz rekrutacją eozynofilów (Rycina 11E). 

Wyniki analiz transkryptomicznych wskazują, iż MSC mogą regulować procesy chemotaksji, 

migracji i rekrutacji komórek układu immunologicznego w zapaleniu dróg oddechowych 

w eksperymentalnym modelu astmy (Rycina 10 i 11).   

 

Rycina 11. Zmiany w ekspresji genów 
związanych z A. zapaleniem układu 
oddechowego; B. proliferacją limfocytów; 
C. migracją leukocytów;  
D. rekrutacją neutrofilów oraz  
E. rekrutacją eozynofilów po podaniu 
MSC w modelu krótko-  
i długoterminowym. Analiza została 
przeprowadzona z użyciem narzędzia 
Mouse Genome Informatics  
(MGI v.6.17) Gene Ontology Browser; 
http://www.informatics.jax.org/vocab/gen
e_ontology/; dostęp 16 maja 2022). 
Analizę statystyczną wykonano  
z użyciem testu Wald’a z poprawką 
Benjamini-Hochberg’a;  
*p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001. 
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VIII) DYSKUSJA  

 
Pomimo znacznego postępu w zrozumieniu biologii MSC i ich potencjału 

terapeutycznego, metody leczenia chorób układu oddechowego wykorzystujące te komórki nie 

są rutynowo stosowane [17, 96-98]. Początkowo uważano, że MSC mogą integrować się 

z drogami oddechowymi [99]. Obecnie stało się jasne, że potencjał terapeutyczny MSC jest 

bardziej związany z ich funkcjami immunomodulującymi wywieranymi głównie przez efekty 

parakrynne, jak i w mniejszym stopniu bezpośrednie interakcje komórka-komórka [17, 19]. 

Ponadto, nadal nierozwiązane pozostają kwestie bezpieczeństwa stosowania MSC w obrębie 

dróg oddechowych dotyczące m.in. ich stabilności, długoterminowych skutków stosowania 

oraz ich losu po podaniu [9, 100]. Wszystkie te niejasności znacznie opóźniają wdrożenie 

terapii wykorzystujących MSC w leczeniu przewlekłych chorób dróg oddechowych, takich jak 

ciężka astma.  

W niniejszej rozprawie zaprezentowałam krótkoterminowe i długoterminowe skutki 

podawania MSC pochodzących z ludzkiej tkanki tłuszczowej na zdrowe płuca myszy 

(bez stanu zapalnego). Wykazałam zwiększony odsetek limfocytów T pomocniczych 

wytwarzających IFNg i jednoczesne zmniejszenie ekspresji białek tworzących ścisłe połączenia 

nabłonka płucnego, a mianowicie okludyny i klaudyny 3, jako długotrwały efekt podawania 

MSCs. Aby lepiej zrozumieć efekty jakie wywierają MSC w płucach niezmienionych 

chorobowo oceniłam profil transkrypcyjny. Uzyskane wyniki wskazują na zaburzenia związane 

z utrzymaniem równowagi redoks; aktywacją szlaków sygnalizacji w hipoksji; oraz aktywację 

funkcji fagocytarnej makrofagów.  

W kolejnej części mojej pracy postanowiłam ocenić krótkoterminowe i długoterminowe 

efekty podawania MSC w środowisku zapalnym płuca, z wyindukowanym zapaleniem 

mieszanym eozynofilowo-neutrofilowym. Podczas prowadzonych badań zaobserwowałam 

zmniejszenie nacieku zapalnego w płucach po podaniu MSC. Dodatkowo, odnotowałam 
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obniżenie ilości produkowanych mucyn jako krótkotrwały efekt podania MSC. Co ciekawe, 

przez nosowe podanie MSC nie powodowało zmian w kompozycji limfocytów T efektorowych 

oraz cytokin prozapalnych w BALF. Wyjątek stanowiła IL-5 oraz IL-17A, które wzrastały 

po podaniu MSC, a następnie spadały do poziomu obserwowanego w płucach z zapaleniem. 

Pomimo braku bezpośredniego efektu obniżenia ilości cytokin prozapalnych oraz komórek 

je produkujących, uzyskane wyniki wskazują jednoznacznie na duży potencjał terapeutyczny 

MSC izolowanych z ludzkiej tkanki tłuszczowej. Dlatego, w celu lepszego zrozumienia 

przyczyn zmniejszenia nacieku zapalnego w płucach po podaniu MSC, przeprowadziłam 

analizę transkryptomiczną. Wykazałam, że podanie MSC powoduje obniżenie ekspresji genów 

związanych z m.in. prezentacją antygenu, chemotaksją leukocytów (również eozynofilów oraz 

neutrofilów), proliferacją limfocytów oraz sygnalizacją BCR, a więc związane jest z działaniem 

na komponenty kształtujące odporność adaptacyjną układu immunologicznego.  

Wyniki związane z oceną bezpieczeństwa stosowania MSC oraz sposobu w jakim 

komórki te wpływają na mikrośrodowisko płuc nieobjęte procesem zapalnym zostały 

przedyskutowane w manuskrypcie opublikowanym w czasopiśmie Frontiers in Immunology 

stanowiącej integralną część niniejszej dysertacji [101]. Dlatego, aby nie powielać informacji 

tam zawartych, w tym rozdziale przedyskutuje wyniki uzyskane podczas oceny wpływu MSC 

na kształt mikrośrodowiska płuc z zapaleniem eozynofilowo/neutrofilowym. 

Jak już wspomniano, korzystne efekty stosowania MSC w kontroli zapalenia dolnych 

dróg oddechowych zostały potwierdzone w licznych badaniach przedklinicznych. 

Badania te w przeważającej większości wykorzystujących model zapalenia alergicznego 

indukowanego białkiem jaja kurzego (Ova-Alum) [75, 76, 80, 84, 86, 87]. W badaniach tych 

wykorzystywano zarówno ludzkie, jak również mysie MSC izolowane najczęściej ze szpiku 

kostnego. Co ciekawe, korzystne efekty obserwowane były zarówno po zastosowaniu komórek 

w modelu homotransplantacji jak i ksenotransplantacji [74, 75, 77, 80, 81, 85, 86]. 
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Podobnie, różne ścieżki podania MSC (przez nosowa, dożylna, dotchawiczna) nie wpływały na 

efekt terapeutyczny, a miały znaczenie jedynie co do długości przebywania MSC w płucach, 

a więc długości trwania efektu terapeutycznego [75, 76, 102]. Biorąc pod uwagę aplikacyjny 

charakter prowadzonych przeze mnie badań i chęć zrozumienia aktywności ludzkich MSC 

w badaniach własnych postanowiłam wykorzystać model przez nosowej ksenotransplantacji 

komórek MSC izolowanych z ludzkiej tkanki tłuszczowej. Warto zauważyć, że efekt 

terapeutyczny MSC izolowanych z tkanki tłuszczowej usuniętej podczas zabiegu plastyki 

brzucha nie był analizowany w kontekście przydatności w leczeniu stanów zapalnych płuc.  

Powszechnie wiadomo, że zapalenie dolnych dróg oddechowych po prowokacji OVA 

zachodzi z przewagą nacieku eozynofilowego (neutrofile są nieliczne, jeśli w ogóle możliwe 

do wykrycia), aktywacją limfocytów T subpopulacji Th2 (bez udziału subpopulacji Th1 oraz 

Th17), aktywacją komórek tucznych, podwyższonym dojrzewanie limfocytów B oraz 

produkcją dużych ilości przeciwciał klasy IgE (w tym specyficznych dla OVA) [76, 81, 85, 

103]. Zastosowanie MSC w tym modelu, w dużym uproszczeniu, powodowało obniżenie 

odpowiedzi związanej z aktywnością limfocytów Th2, co w konsekwencji prowadziło 

do zmniejszenia stężenia cytokin typu 2 (IL-4, IL-5 i IL-13) i powodowało obniżenie aktywacji 

limfocytów B oraz spadek produkcji IgE [74, 77, 81, 84]. Obserwowano również podwyższenie 

ilości silnie immunosupresyjnych limfocytów T regulatorowych, a także alternatywnie 

aktywowanych makrofagów M2 [74, 80, 87]. Podwyższona liczebność obu wyżej 

wymienionych populacji komórek, które zdolne są do produkcji dużych ilości IL-10 

powodowała wzrost stężenia tej cytokiny w BALF [4, 75, 80]. Wyniki te pozostają częściowo 

w sprzeczności z obserwacjami przeprowadzonymi w trakcie realizacji mojego projektu 

doktoranckiego.  

Warto podkreślić, że wykorzystanie modelu astmy alergicznej wydaj się mieć mniejsze 

przełożenie aplikacyjne, gdyż jak już zaznaczyłam we wstępie astma alergiczna oraz Th2 
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zależna jest dobrze kontrolowana przez dostępną terapię konwencjonalną i biologiczną [69, 

72]. Dlatego, w badaniach własnych wykorzystałam eksperymentalny model astmy 

indukowanej niskimi stężeniami ekstraktu HDM. Model ten charakteryzuje się zapaleniem 

mieszanym (eozynofilowo-neutrofilowym), który w dość dobrym stopniu odwzorowuje 

zapalenie tego typu u ludzi [91]. Stan zapalny cechuje się w tym przypadku obecnością zarówno 

eozynofilów oraz neutrofili, a także limfocytów T subpopulacji Th2, Th1 oraz Th17. Zgodnie 

z moją najlepszą wiedzą użyty w badaniu model nie był do tej pory wykorzystywany do oceny 

skuteczności działania MSC [91, 104]. W innych wykorzystywanych modelach indukowanych 

HDM lub jego głównymi alergenami wykorzystywano podobnie jak w modelu OVA-Alum 

aktywację obwodową w obecności adiuwantu, a następnie krótkotrwałą przez nosową indukcję 

alergenem co skutkowało wywołaniem zapalenia Th2 zależnego o cechach podobnych do 

wcześniej dyskutowanego modelu. Podanie MSC w takich warunkach, obniżało naciek 

leukocytarny w płucach, poprawiało ich funkcję oddechową, zmniejszało reaktywność dróg 

oddechowych, hamowało przerost komórek kubkowych i wydzielanie śluzu, obniżało również 

liczbę limfocytów dróg oddechowych, eozynofilów i monocytów w płucach oraz BAL [75, 77, 

78, 80, 84, 88, 105, 106]. W badaniach tych nie analizowano natomiast kompozycji komórek 

efektorowych.  

Należy pamiętać, że funkcje przeciwzapalne MSC indukowane są przez mediatory 

stanu zapalnego. Dlatego, różnice w profilu zapalnym w obrębie płuc obserwowane 

we wcześniej wykorzystywanych modelach (Th2 zależnych) oraz badaniach własnych mogą 

tłumaczyć różne mechanizmy działania MSC [107-115]. Zastanawiające jest jednak, dlaczego 

widoczne w barwieniu histochemicznym obniżenie nacieku leukocytarnego dolnych dróg 

oddechowych nie powodowało spadku odsetka różnych populacji zapalnych limfocytów T 

efektorowych oraz poziomu cytokin prozapalnych w BALF. Z drugiej strony, brak zmian 

w odsetku limfocytów T efektorowych nie musi oznaczać spadku ich ilości względem masy 
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izolowanej tkanki i rzeczywiście ilość komórek izolowanych z płuc po podaniu MSC była 

w sposób istotny niższa (dane nie zaprezentowane). Biorąc pod uwagę wyniki analiz 

transkryptomicznych, w szczególności dotyczących poziomu ekspresji czynników 

chemotaktycznych można założyć, że podanie MSC w modelu astmy o mieszanym endotypie 

powoduje zmniejszenie migracji komórek zapalnych nie powodując zmian w kompozycji 

limfocytów T efektorowych w obrębie dolnych dróg oddechowych. Pamiętać należy również, 

że MSC mogą regulować nieswoistą odpowiedź immunologiczną włączając w to APC [4, 21, 

45]. APC mają zdolność kształtowania odporności adaptacyjnej poprze jej polaryzację 

na drodze zależnej od molekuł kostymulacyjnych stanowiących drugi sygnał aktywacji 

limfocytów [90, 116, 117]. W zaprezentowanych analizach transkryptomicznych 

zaobserwowałam obniżenie ekspresji genów związanych z prezentacją antygenu oraz 

proliferacją limfocytów co może wskazywać na obniżenie aktywności APC. Zaobserwowany 

zatem brak różnic w kompozycji limfocytów T efektorowych dolnych dróg oddechowych może 

wynikać ze zbyt krótkiego czasu potrzebnego do wyidukowania właściwości regulatorowych. 

Konieczne są jednak dalsze badania, które pozwolą lepiej zrozumieć wpływ podawania MSC 

na fenotyp i funkcję komórek należących do odpowiedzi nieswoistej w tym APC, 

w zastosowanym modelu.    

Reasumując, wyniki moich badań potwierdzają, że MSC pochodzące z ludzkiej tkanki 

tłuszczowej, posiadają charakterystyczne cechy fenotypowe dla tych komórek oraz wykazują 

właściwości immunosupresyjne w środowisko prozapalnym. Przez nosowe podanie MSC 

do niezmienionej zapalnie tkanki płucnej nie powoduje widocznych zmian w obrazie 

histopatologicznym. Jednakże zaobserwowano zmiany w profilu transkryptomicznym płuc, 

sugerujące, iż MSC po transferze ulegającą apoptozie, a następnie są usuwane przez fagocyty 

biorcy. Proces ten związany jest z powstaniem zapalenia o niskim nasileniu w obrębie tkanki 

płucnej. Podanie MSC w eksperymentalnym modelu astmy indukowanej ekstraktem HDM 
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ogranicza zapalenie dróg oddechowych, a zmiany te wydają się być zależne od regulacji 

procesów chemotaksji i migracji leukocytów. Podsumowanie wyników przeprowadzonych 

analiz zaprezentowano graficznie na Rycinie 12. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  
Rycina 12. Graficzne podsumowanie uzyskanych wyników i proponowanych na ich podstawie hipotez. 
Immunosupresyjność MSC wydaje się nie być cechą konstytutywną, ale aktywowaną w środowisku 
prozapalnym, zarówno w warunkach in vivo i in vitro. Wyniki mysiego eksperymentu doświadczalnego 
sugerują, iż MSC ulegają apoptozie, a następnie są usuwane przez makrofagi biorcy. Aktywacja przez 
cytokiny prozapalne zwiększa ekspresję PD-L1 i wydzielanie IL-10, ponadto MSC hamują proliferację 
limfocytów (warunki in vitro). Podanie MSC myszom z zapaleniem dróg oddechowych indukowanych 
ekstraktem HDM (środowisko zapalne, in vivo) powodowało ograniczenie zapalenia i prawdopodobną 
regulację procesów związanych z chemotaksją, migracją i rekrutacją komórek immunologicznych. IFNg- 
interferon gamma; IL-1b- interleukina 1 beta, TNFa- czynnik martwicy nowotworu alfa; IL-10- 
interleukina 10; PD-L1- ligand programowanej śmierci komórkowej 1; MSCs- mezenchymalne komórki 
macierzyste.  
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IX)  WNIOSKI  

1. Mezenchymalne komórki macierzyste pochodzące z ludzkiej tkanki tłuszczowej 

usuniętej podczas zabiegu abdominoplastyki posiadają charakterystyczne cechy 

fenotypowe, różnicują się do komórek linii mezodermalnej oraz wykazują 

właściwości immunosupresyjne po stymulacji czynnikami zapalnymi. 

2. Podanie mezenchymalnych komórek macierzystych do niezmienionej zapalnie 

tkanki płucnej myszy indukuje stanu zapalny niskiego nasilenia, który związany 

jest z usuwaniem apoptotycznych komórek przez fagocyty biorcy. Dlatego, 

przez nosowe podanie mezenchymalnych komórek macierzystych może być 

rozpatrywane jako bezpieczne. 

3. Przez nosowe podanie mezenchymalnych komórek macierzystych ogranicza 

zapalenie dolnych dróg oddechowych w eksperymentalnym modelu astmy 

o endotypie mieszanym.  

4. Immunosupresyjne efekty działania mezenchymalnych komórek macierzystych 

w zastosowanym modelu zależą od regulacji procesów chemotaksji, migracji 

i rekrutacji komórek immunologicznych. 

5. Wykorzystanie MSC pochodzących z tkanki tłuszczowej może być efektywne 

w leczeniu astmy o endotypie mieszanym.  
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X) STRESZCZENIE POLSKIE 

 
Opracowanie terapii opartej o wykorzystanie mezenchymalnych komórek 

macierzystych (ang. mesenchymal stem cells, MSC) wydaje się być obiecującą strategią 

w przypadku suboptymalnie kontrolowanych, przewlekłych chorób zapalnych dróg 

oddechowych, w tym również astmy. Dotychczasowe badania przedkliniczne potwierdziły, 

iż MSC mogą ograniczać zapalenie dolnych dróg oddechowych, jednakże mechanizm leżący 

u podstaw tych zmian nie jest wciąż wystarczająco poznany. Niedostateczna wiedza w zakresie 

procesów regulujących zapalenie dróg oddechowych po podaniu MSC, jak również ich 

stabilności i długoterminowych efektów ich działania utrudniają optymalizację efektywnej 

terapii komórkowej.  

W związku z powyższym w niniejszym projekcie zbadano wpływ podania MSC 

pochodzących z ludzkiej tkanki tłuszczowej na 1) na niezmienioną zapalnie tkankę płucną oraz 

2) rozwój zapalenia dolnych dróg oddechowych w eksperymentalnym modelu astmy 

indukowanym ekstraktem roztocza kurzu domowego (ang. house dust mite, HDM).  

MSC zostały wyizolowane z tkanki tłuszczowej pobranej od pacjentów po operacji 

bariatrycznej. Charakterystyczny fenotyp, multipotencjalność oraz właściwości 

immunosupresyjne MSC zostały potwierdzone w warunkach in vitro przed rozpoczęciem 

badań z wykorzystaniem mysich modeli doświadczalnych.  W eksperymencie wykorzystano 

25 myszy, samic szczepu C57BL6/cmdb w wieku 6-8 tygodni. Celem oceny krótko- oraz 

długoterminowych efektów przez nosowego podawania MSC do niezmienionej zapalenie 

tkanki płucnej, do badań włączono również myszy otrzymujące wyłącznie komórki. Zapalenie 

dolnych dróg oddechowych zostało wyindukowane poprzez stymulację ekstraktem HDM 

w dawce 10µg przez pięć kolejnych dni w każdym z dwóch tygodni. Dodatkowo, dwie grupy 

zwierząt z zapaleniem dróg oddechowych otrzymywały preparat MSC w 13 i 6 dniu 

eksperymentu celem oceny krótko- i długoterminowych efektów działania. 
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Kontrolę w niniejszych doświadczeniach stanowiły zwierzęta otrzymujące jako jedyny rozwór 

soli fizjologicznej. Wszystkie myszy uśmiercono w 15 dniu eksperymentu. Celem analizy 

wpływu podania MSC, oceniono histopatologię płuca, integralność bariery epitelialnej, odsetki 

limfocytów T efektorowych, zmiany w profilach transkryptomicznych oraz zmiany 

w stężeniach cytokin w popłuczynach oskrzelowo pęcherzykowych.  

Przez nosowe podanie MSC do myszy ze zdrową tkanką płucną nie powodowało 

widocznej infiltracji komórek immunologicznych oraz nadprodukcji śluzu. 

Jednakże, zaobserwowano podwyższenie odsetka populacji limfocytów T efektorowych 

produkujących IFNg, podczas gdy liczebności subpopulacji komórek T wydzielających IL-4, 

IL-17 i IL-10 pozostawały bez zmian. Ponadto, stwierdzono obniżenie ekspresji białek ścisłych 

połączeń komórkowych w barierze epitelialnej, a mianowicie Klaudyny 3 i Okludyny przy 

niezmienionej ekspresji ZO-1. Analizy transkryptomiczne wykazały zmiany w ekspresji genów 

powiązanych z regulacją procesów związanych z aktywacją makrofagów, fagocytozą i stresem 

oksydacyjnym. Ponadto, porównawcze analizy transkryptomiczne wykazały, iż ekspresja 

znacznej większości genów związanych z odpowiedzią immunologiczną ulega obniżeniu 

w modelu długoterminowym względem modelu krótkoterminowego.  

Natomiast, podanie MSC w eksperymentalnym modelu astmy indukowanej ekstraktem 

HDM ograniczało zapalenie dróg oddechowych oraz produkcję śluzu. 

Niestety, nie zaobserwowano wyraźnych zmian w odsetkach subpopulacji limfocytów T 

efektorowych oraz cytokin związanych z odpowiedzią T zależną. Jednakże, odnotowano 

różnice w profilach transkryptomicznych po podaniu MSC w obu modelach. Ocena regulacji 

szlaków sygnałowych w narzędziu MetaCore wykazała obniżenie regulacji sygnalizacji 

zależnej od CCL2, S1P3 i CXCR4. Bardziej szczegółowe analizy transkryptomiczne dowiodły, 

iż znaczna większość genów o zróżnicowanej ekspresji jest związana z procesami chemotaksji, 

proliferacji limfocytów i migracji leukocytów.  
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Wyniki niniejszych badań wskazują MSC jako potencjalnie bezpieczną strategię 

terapeutyczną umożlwiającą ograniczenie zapalenia dolnych dróg oddechowych poprzez 

regulację procesów chemotaksji, migracji i rekrutacji komórek immunologicznych. Ponadto, 

opisane dane sugerują, iż MSC w stałych warunkach środowiska (niezapalnych) ulegają 

apoptozie i są usuwane przez fagocyty biorcy.  
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XI)  STRESZCZENIE ANGLOJĘZYCZNE 

The implementation of mesenchymal stem cell-based (MSCs) therapy seems to be 

a promising strategy in suboptimally controlled chronic inflammatory diseases of the 

respiratory system, inducing asthma. Previous preclinical studies have confirmed, that MSC 

may limit airway inflammation, however, the mechanism underlying those changes remains 

elusive. Insufficient knowledge regarding MSC-mediated processes of airway inflammation 

regulation, as well as their stability and long-term effect, restrict optimization of effective stem 

cell-based therapy.  

Therefore, here I aimed to investigate the influence of adipose tissue-derived MSCs on 

1) non-inflamed lung tissue and 2) airway inflammation development in a house dust mite 

(HDM)-induced experimental asthma model.  

MSCs were isolated from adipose tissue collected from patients after bariatric surgery. 

Their characteristic phenotype, multipotency, and immunosuppressive properties in vitro were 

confirmed prior to mice model implementation. Female, 6-8 weeks old, C57BL6/cmdb mice 

were used in the experiment. To assess the short- and long-term effects of MSC on non-

inflamed lung tissue, two groups treated only with cells were included. To induce airway 

inflammation, mice were challenged with 10µg HDM extract for 5 days each of two weeks. 

Moreover, to investigate the short- and long-term effects of MSCs administration on airway 

inflammation, two mice groups were administrated with cells on the 13th and 6th days of the 

experiment, respectively. Mice treated with saline were included as a control. All animals were 

sacrificed on the 15th day of the experiment. Histopathology staining, epithelial barrier integrity, 

frequency of T cell effectors, transcriptomic profile changes, and cytokines levels in BAL were 

assessed. 

MSCs administration to non-inflamed lung tissue did not cause immune cell infiltration 

and mucus overproduction. However, I found an increase in the frequency of IFN-producing T 
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cells, while IL-4, IL-17, and IL-10 positive T cell populations were not changed. Moreover, 

I found a decrease in epithelial tight junction proteins expression, namely Occludin and Claudin 

3, while ZO-1 was not affected. Transcriptomic analysis revealed the changes in the expression 

of genes related to macrophage activation, phagocytosis, and oxidative stress. Moreover, 

comparative transcriptome analysis showed that the expression of most genes associated with 

immune response is decreased in the long-term model in comparison to the short-term.  

On the other hand, the administration of MSCs in an experimental asthma model leads 

to the limitation of airway inflammation and mucus production. Unfortunately, I did not observe 

substantial changes in the frequency of T cell effectors and T cell-related cytokines. However, 

I noted differences in transcriptomic profiles in both models. Transcriptomic analysis using 

Metacore revelated the downregulation in signaling pathways related to CCL2, S1P3, 

and CXCR4. More specifically, most of the differentially regulated genes in MSC-treated 

groups were clustered in terms related to chemotaxis, lymphocyte proliferation, and leukocyte 

migration.  

In summary, the results indicate that MSC may be considered a safe strategy for limiting 

airway inflammation via regulation of chemotaxis, migration, and recruitment of immune cells. 

Moreover, our data suggest that MSC in steady state conditions undergo apoptosis 

and are cleared by host phagocytes.  
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