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Niniejsza praca zostala sfinansowana z projektow:

1.
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nr 0017/SDU/2018/18 kwota dofinansowania 690 000 zl finansowanego w ramach
programu Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego;
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w Bialymstoku” wspotfinansowany przez Uni¢ Europejska ze srodkéw Europejskiego
Funduszu Spotecznego w ramach Programu Operacyjnego Wiedza Edukacja Rozwoj
2014-2020, nr POWR.03.02.00-00-1050/16.

Subwencji naukowych Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku.



I) LISTA PUBLIKACJI SKEADAJACYCH SIE NA ROZPRAWE DOKTORSKA

1) Praca pogladowa:
Tytuk: Old friends with unexploited perspectives: current advances in mesenchymal stem
cell-based therapies in asthma.
Autorzy: Tynecka Marlena, Moniuszko Marcin, Eljaszewicz Andrze;.
Stem Cell Reviews and Reports, 2021
Impact Factor: 6,692; Punktacja MEiN: 100,000
Procentowy udzial w pracy: 70%
Charakter udzialu: Przeglad literatury, przygotowanie projektu manuskryptu, przygotowanie
1 opracowanie rycin oraz tabel

2) Praca oryginalna:
Tytul: The short-term and long-term effects of intranasal mesenchymal stem cell
administration to noninflamed mice lung.
Autorzy: Tynecka Marlena, Janucik Adrian, Niemira Magdalena, Zbikowski Arkadiusz,
Stocker Nino, Tarasik Agnieszka, Starosz Aleksandra, Grubczak Kamil, Szatkowska Anna,
Korotko Urszula, Resze¢ Joanna, Kwasniewski Mirostaw, Krgtowski Adam, Akdis Cezmi,
Sokotowska Milena, Moniuszko Marcin, Eljaszewicz Andrze;.
Frontiers in Immunology, 2022
Impact Factor: 8,786; Punktacja MEiN: 140,000
Procentowy udzial w pracy: 55%
Charakter udzialu: Wiodaca rola w prowadzeniu badan, analiza i interpretacja danych,
przygotowanie projektu manuskryptu

Osiagniecia zostaty podsumowane w Tabeli 1.



Tabela 1.

Podsumowanie osiggniec.

Rodzaj publikaciji Liczba Impact Factor Punktacja MEiIN

Prace wigczone do 2 15,478 240,000

rozprawy doktorskiej

Prace, ktore nie zostaty 11 51,374 870,000
wigczone do rozprawy

doktorskiej
Streszczenia zjazdowe 44 - -
- Autor prezentujgcy 16 - -
- Wspétautor 28 - -
Razem 57 66,852 1110,000

3) Pozostale osiagniecia:

a)

b)

Kierownik grantu PRELUDIUM 19 finansowanego ze $rodkéw Narodowego
Centrum Nauki pt. ,.Zrozumienie immunosupresyjnego mechanizmu dziatania
mezenchymalnych komorek macierzystych (MSC) w eksperymentalnym modelu
astmy neutrofilowej jako strategia identyfikacji nowych potencjalnych celow
terapeutycznych” (2020/37/N/NZ5/04144).

Zwyciezca (wraz z  zespolem  Zakladu Medycyny Regeneracyjnej
i Immunoregulacji) konkursu RundaT organizowanego przez Fundacje
Technotalenty z projektem pt. ,, Makropotencjat mikropecharzykow - optymalizacja
pozyskiwania preparatu pochodzqgcego z mezenchymalnych komorek macierzystych
jako potencjalnej strategii terapeutycznej w leczeniu przewleklych chorob drog
oddechowych ™.

Staze/ 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 wrze$nia

2021;



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

Bialystok); trainee; 1 maja- 1 sierpnia 2017.



II) SPIS SKROTOW

APC (ang. antigen presenting cell)- komorka prezentujaca antygen

APO-1- apolipoproteina 1

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

BAL (ang. bronchoalveolar lavage) - poptuczyny oskrzelowo- pecherzykowe

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

CD (ang. cluster of differentiation)- antigen réznicowania komorkowego

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

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

DC (ang. dendritic cell)- komérka dendrytyczna

EVs (ang. extracellular vesicles) - pecherzyki zewnatrzwydzielnicze

FABP4 (ang. fatty acid binding protein 4) — biatko wiazace kwasy thuszczowe 4

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

FBS (ang. fetal bovine serum) - bydleca surowica ptodowa

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

GKS- glikokortykosteroidy

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

HGEF (ang. hepatocyte growth factor) - czynnik wzrostu hepatocytow

ICAM (ang. intracellular adhesion molecule) - miedzykomorkowa czasteczka 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 komoérka limfoidalna

MHC (ang. major histocompatibility complex) - gtowny uktad zgodnosci tkankowe;j
miR- mikroRNA

MMP (ang. matrix metalloproteinase) - metaloproteinaza macierzy zewnatrzkomorkowe;j
MSC (ang. mesenchymal stem cell) - mezenchymalna komorka macierzysta

mTORC2 (ang. mTOR Complex 2)- kompleks mTORC 2



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) - iloSciowa reakcja tancuchowa
polimerazy

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

PD-1/ PD-L1 (ang. programmed death ligand 1) — receptor/ ligand programowanej $mierci
komorkowej 1

PGE?2- prostaglandyna E2

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

RNA- kwas rybonukleinowy

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

Thl, Th2, Th17 (ang. T helper lymphocyte)- limfocyt pomocniczy typu 1,21 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 nowotworow

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

VCAM (ang. vascular adhesion molecule) - molekuta adhezyjna komorki naczyniowe;j

Z0-1 (ang. zonula occludens) /| TIP1 (ang. tight junction protein 1) — biatko $cistych potaczen

komoérkowych 1

10



III) WSTEP

1) Charakterystyka mezenchymalnych komorek macierzystych

Mezenchymalne komorki macierzyste (ang. mesenchymal stem cells, MSC)
sa heterogennag populacja multipotencjalnych komorek stromalnych o morfologii zblizonej
do fibroblastow [1]. Pierwotnie, MSC zostaty zidentyfikowane w szpiku kostnym [2], jednakze
w kolejnych latach z powodzeniem izolowano je m.in. z tkanki ttuszczowej [3-5], galarety
Whartona [6, 7], krwi pepowinowej [8, 9], btony i plynu owodniowego [10-12], miazgi zgbowe;j
[13], krwi obwodowej [14], gruczotéw slinowych [15] oraz ptynu maziowego [16]. Ze wzgledu
na réznorodno$¢ zrddet pozyskiwania MSC i1 podobienstwo funkcjonalne tych komorek,
Migdzynarodowe Towarzystwo Terapii Komodrkowej (ang. International Society of Cellular
Therapy) zaproponowalo minimalne kryteria pozwalajace na scharakteryzowanie MSC
izolowanych z r6znych zrédet [11, 17, 18]. Zgodnie z zaproponowang definicja MSC okresla
si¢ jako komorki:

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

b) charakteryzujace si¢ ekspresja markeréw powierzchniowych CD29, CD71, CD73,

CD90, CD105, CD271, przy jednoczesnym braku ekspresji CD14, CD34, CD45,
CD80, CD86 oraz gldwnego antygenu zgodnosci tkankowej typu Il (ang. major
histocompatibility complex, MHCII);

¢) posiadajace zdolnos¢ do ré6znicowania si¢ w kierunku komorek linii mezodermalnej,

a mianowicie adipocytéw, chondrocytéw oraz osteocytow [1, 17].

Obecnie ze wzgledu na mniej inwazyjne metody pobierania, MSC pochodzace ze szpiku
kostnego sg stopniowo zastgpowane przez ich odpowiedniki pozyskiwane z tkanki thuszczowej,
galarety Whartona oraz krwi pgpowinowej [7, 17, 18]. Jednakze, pomimo wielu podobienstw
funkcjonalnych i morfologicznych pomigdzy komorkami izolowanymi z roéznych zrodet

tkankowych, ich wlasciwo$ci immunosupresyjne i regeneracyjne oraz zdolno$¢ do proliferacji
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i réznicowania moga nieznacznie si¢ rézni¢ [3, 7, 18]. Dostgpne dane wskazuja, iz MSC
pochodzace z tkanki tluszczowej wykazuja poréwnywalny potencjal immunomodulacyjny
do ich szpikowych odpowiednikow [3, 7, 18]. Wykorzystanie MSC pochodzacych z tkanki
thuszczowej przy odpowiedniej standaryzacji protokolu ich pozyskiwania oraz
przechowywania moze poméc w opracowaniu nowych strategii terapeutycznych, badz
wskazania nowych punktow uchwytu terapeutycznego w przewlektych chorobach o podtozu
zapalnym, w tym rowniez astmie. Niestety, niewystarczajagce poznanie mechanizmow
immunosupresyjnego dziatania MSC oraz dlugoterminowych efektow podawania tych
komorek znaczaco utrudnia opracowanie efektywne;j terapii komorkowej [17].
2) Aktywnosci immunosupresyjne mezenchymalnych komorek macierzystych

Wilasciwosci immunosupresyjne MSC aktywowane s poprzez stymulacj¢ mediatorami
stanu zapalnego lub przy niedoborze tlenu (w warunkach hipoksji), zalezg zatem od warunkéw
mikrosrodowiska w jakim komorki te si¢ znajduja in vivo lub sposobu w jakim zostang one
stymulowane in vitro [19-22]. Proces przygotowania MSC prowadzacy do aktywacji ich
wiasciwos$ci immunosupresyjnych jest okreslany z jezyka angielskiego jako priming, licensing
lub preconditioning [19]. Immunosupresyjno$s¢ MSC nie jest zatem konstytutywna cecha tych
komorek, ale podlega regulacji w lokalnym mikrosrodowisku tkanki biorcy, a wigc moze tez
zaleze¢ od stadium choroby, a takze czasu oraz drogi podania komorek [19, 23]. Aktualnie
najlepiej opisanymi mediatorami indukujacymi aktywnos$ci przeciwzapalne MSC
sg interleukina (IL)-10/B, interferon (IFN) y oraz czynnik martwicy nowotworu o (ang. tumor
necrosis factor, TNFa) [19].

Wydaje si¢, iz opisywane w literaturze niepowodzenia zwigzane z osiggni¢ciem
pozadanego efektu terapeutycznego po podaniu MSC w chorobach o podlozu zapalnym moga
wynika¢ z ich nieodpowiedniego przygotowania tzn. aktywacji ich wlasciwosci

immunosupresyjnych [19]. Dlatego coraz cze$ciej podejmowane sg proby opracowywania

12



strategii umozliwiajacych zwigkszenie potencjalu terapeutycznego MSC poprzez ich
stymulacje in vitro biatkami rekombinowanymi, $srodkami farmakologicznymi i chemicznymi
np. kwasem walproinowym i retinowym [19].
Dotychczas opisane immunoregulacyjne aktywnos$ci MSC obejmuja:
a) ostabienie proliferacji limfocytow T pomocniczych CD4+ oraz cytotoksycznych
CD8+ [24];
b) zahamowanie dojrzewania monocytéw i komdrek CD34+ w kierunku prozapalnych
makrofagdéw oraz komorek dendrytycznych (ang. dendritic cell, DC) [8];
c) zwigkszenie rekrutacji limfocytow T regulatorowych (Treg) oraz plastycznosci
limfocytéw T efektorowych [22, 25];
d) ograniczenie cytotoksyczno$ci i proliferacji komorek NK (ang. natural killer
cells) [26, 27];
e) zahamowanie dojrzewania limfocytow B i1 produkcji przeciwciat [28].
Aktywowane MSC moga regulowa¢ odpowiedZ immunologiczng na drodze
mechanizmu zaleznego od bezposrednich interakcji migdzy komorkami (ligand-receptor) i/ lub
posredniego, zaleznego od wydzielania czynnikow rozpuszczalnych (sekretom) [17, 29-31].
Wydaje si¢, iz osiagni¢cie optymalnego efektu immunosupresyjnego dziatania MSC wymaga
jednoczesnej aktywacji obu mechanizméw [17]. Ponadto, wskazuje sie, iz zaangazowanie
bezposrednich oddziatywan komoérkowych poprzez biatka adhezyjne VCAM-1 (ang. vascular
endothelial adhesion molecule 1) oraz ICAM-1 (ang. intracellular adhesion molecule 1) moze
wzmacnia¢ dziatanie mechanizmu zaleznego od sekrecji rozpuszczalnych czynnikéw,
a mianowicie: prostaglandyny E2 (PGE2), tlenku azotu (NO), cytokin (IL-2, IL-10 i TSG-6)
i indolaminy 2,3-dioksygenazy (IDO) [22, 32-35]. Bezpos$rednie interakcje migdzykomorkowe
wydajg si¢ by¢ szczegélnie istotne w przypadku regulacji aktywno$ci limfocytow T

efektorowych oraz indukcji ich plastycznosci [22, 28, 30, 36].
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3) Mechanizmy immunomodulacyjne zalezne od bezposrednich interakcji
komorkowych (ang. cell to cell contact-dependent)

Immunomodulacyjne aktywnosci MSC zwigzane z bezposrednig interakcjg

z komodrkami uktadu immunologicznego sa do$¢ stabo opisane, a wigkszos¢ dostepnych danych
pochodzi z badan in vitro. Doniesienia te wskazuja jednoznacznie na kluczowe znaczenie
stymulacji zaleznej od IFNy w procesie indukcji ekspresji receptorow powierzchniowych
zdolnych do wywierania efektu modulujacego funkcje efektorowe limfocytéw T. Inkubacja
MSC w obecnosci IFNy powoduje podwyzszenie ekspresji biatek stanowigcych tzw. punkty
kontroli odpowiedzi immunologicznej (molekul kostymulujacych), a mianowicie ligandu
receptora programowej $mierci 1 i 2 (ang. programmed death-ligand 1 and 2, PD-L1, PD-L2)
[22, 29, 32, 37]. Obie molekuty moga wchodzi¢ w interakcj¢ z receptorem PD-1 na limfocytach
T oraz B, co w konsekwencji hamuje ich aktywacje, ogranicza proliferacje, a takze indukuje
anergi¢ co moze prowadzi¢ do apoptozy aktywowanych limfocytow T. Z drugiej strony,
interakcja PD-L1/PD-1 ogranicza réznicowanie limfocytow T w kierunku silnie prozapalne;
subpopulacji Thl7 (ang. T helper lymphocytes) [29, 30, 37, 38]. Dodatkowo, interakcja
pomiedzy indukowanym kostymulatorem, a jego ligandem (ang. inducible costimulator-
inducible costimulator ligand, ICOS-ICOSL) sprzyja réznicowaniu limfocytow T w kierunku
Treg [39, 40]. Co ciekawe, MSC moga réwniez bezposrednio modulowac lokalng odpowiedz
immunologiczng poprzez indukcje apoptozy komorek efektorowych. MSC wykazuja ekspresje
btonowg ligandu biatka FAS (FASL, CD95L). FASL jest transblonowg glikoproteing typu II
nalezaca do rodziny biatek TNF. Poprzez interakcje z receptorem FAS (FASR, APO-1),
ktéry ulega ekspresji m.in. na powierzchni aktywowanych limfocytow T oraz B,

moze indukowac ich apoptoze [41, 42].
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4) Mechanizmy immunomodulacyjne zalezny od czynnikow rozpuszczalnych

(ang. soluble mediator-mediated mechanism)

Aktywacja mechanizméw zaleznych od wydzielania czynnikéw rozpuszczalnych
wymaga podobnie jak w przypadku mechanizméw bezposrednich wczesniejszej stymulacji
MSC przez czynniki prozapalne wiaczaja w to m.in. IL- 1a/B, IFNy, TNFa [17]. W obecnosci
IFNy, MSC zwigkszaja wydzielanie IDO, ktory metabolizujac tryptofan prowadzi
do akumulacji kynureniny, L-tryptofanu, kwasu kynureninowego, kwasu chinolinowego
ikwasu antranilowego [35]. Ze wszystkich wyzej wymienionych metabolitoéw, jedynie
kynurenina wykazuje aktywno$ci immunomodulujagce 1 ogranicza funkcje efektorowe
limfocytéw T oraz hamuje ich proliferacje [35]. Aktywnos¢ IDO wptywa réwniez na komorki
prezentujace antygen (ang. antigen presenting cells, APCs), poprzez indukcje
réznicowania/dojrzewania monocytow w kierunku alternatywnie aktywowanych makrofagow
(makrofagi o fenotypie M2) produkujacych duze ilosci IL-10 [43].

MSC moga modulowa¢ odpowiedz uktadu immunologicznego nie tylko poprzez
mechanizm zalezny od IDO, ale réwniez poprzez wydzielanie cytokin przeciwzapalnych,
w tym gtéwnie IL-10. Immunoregulacyjne dziatanie wydzielanej przez MSC IL-10 obejmuje
ograniczenie produkcji cytokin przez limfocyty T subpopulacji Thl i Th17 [25], indukcje
tolerogennego fenotypu APC [44, 45], obnizenie wydzielania IL-10/ [46], IL-12p40 [47],
IFNy [48] i TNFa [46]. Dodatkowo, MSC moga posrednio zwigksza¢ sekrecje IL-10 poprzez
indukcje limfocytow Treg oraz jak juz wspomniano makrofagdw M2 [8, 43, 49].

Dziatanie immunosupresyjne MSC moga by¢ rdéwniez wywierane na drodze
komunikacji zaleznej od pecherzykéw zewnatrzwydzielniczych (ang. extracellular vesicles,
EVs) [50, 51]. EVs klasyfikowane sg pod wzgledem wielkos$ci na:

a) egzosomy (endocytarne pecherzyki o rozmiarze 30-150 nm),
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b) mikropecherzyki (pecherzyki powstate w wyniki oddzielania si¢ od ,,paczkujacej”
btony o rozmiarze 100-1000 nm) oraz

c) ciatka apoptotyczne (500-5000 nm) [50, 52, 53].
Niestety nadal nieznane jest znaczenie rozmiaru EVs w procesie immunomodulacji. Wiadomo
natomiast, ze pgcherzyki wydzielnicze transportuja czynniki wzrostowe oraz cytokiny (TGFf3,
IL-6, IL-10 1 HGF) [6, 27, 44, 54-56], enzymy (IDO) [57], mediatory lipidowe (PGE2) [58,
59], a takze mikroRNA (miR-155, miR-146, miR-594) [60] i w ten sposdb moga wplywac
na elementy komorkowej odpowiedzi pierwotnej i1 adaptacyjnej. Dlatego wydaje sie,
ze preparaty zawierajace pecherzyki wydzielnicze MSC moga stanowi¢ interesujaca
alternatywe¢ dla zastosowania catych komorek.

5) Wykorzystanie mezenchymalnych komorek macierzystych w regulacji zapalenia

dolnych drog oddechowych w astmie

Znaczacy postgp w zrozumieniu patomechanizmu astmy pozwolit opisaé procesy
prowadzace do rozwoju zapalenia w obregbie drog oddechowych. Najlepiej poznane
sa mechanizmy zwigzane z rozwojem tzw. astmy Th2 zaleznej (zapalenia 72, astmy
eozynofilowej). Mechanizmy prowadzace do rozwoju tego endotypu astmy zwigzane
sa z aktywacja limfocytow T subpopulacji Th2 oraz m.in. komorek tucznych, limfocytow B,
komorek limfoidalnych odpowiedzi nieswoistej typu 2 (ang. innate lymhoid cells, 1LC2)
z kluczowa rolg cytokin typu 2 (takich jak IL-4, IL-5, IL-13) oraz alarmin (TSLP, IL-25, IL- 33)
wydzielanych przez uszkodzony nabtonek drég oddechowych [61-63]. Jednakze coraz czesciej
podkresla si¢ udzial innych subpopulacji limfocytéw T efektorowych, a mianowicie Th1, Th17,
Th22 w odniesieniu do nadal stabiej poznanych endotypéw astmy Th2 niezaleznej (astmy non-
72, astmy neutrofilowej) lub endotypow mieszanych [64-68].

Obecnie, konwencjonalna terapia astmy opiera si¢ na wykorzystaniu wziewnych lub

systemowych glikokortykosteroidow (GKS). Terapia ta cho¢ stanowi leczenie objawowe,
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a nie przyczynowe jest niezwykle efektywna u wigkszosci pacjentow. Dodatkowo,
wprowadzenie w ostatnich latach nowoczesnych terapii biologicznych, skierowanych
przeciwko mediatorom zapalenia Th2 zaleznego pozwolito na optymalng kontrolg¢ objawow
astmy u przewazajacej wickszosci chorych [69-71]. Niestety, przewlekte stosowanie stopniowo
zwigkszanych dawek GKS moze prowadzi¢ do rozwoju zjawiska opornosci terapeutycznej.
Natomiast, dostepne leczenie biologiczne zarezerwowane jest jedynie dla pacjentéw z astma
12 zalezna, podczas gdy pacjenci cechujacy si¢ enodtypem Th2 niezaleznym nie odpowiadaja
na jej zastosowanie [69, 72, 73]. Nalezy podkresli¢, ze niekontrolowana lub suboptymalnie
kontrolowana astma prowadzi do powstania nieodwracalnych zmian strukturalnych w obrebie
phluc (nazywanych powszechnie remodelingiem), ktére powoduja uposledzenie ich funkcji
oddechowych. W zwiazku z powyzszym, wciaz poszukuje si¢ nowych strategii
umozliwiajacych efektywna kontrolg zapalenia u pacjentoéw niecodpowiadajacych na aktualnie
dostepne formy leczenia.

Wykorzystanie immunosupresyjnych wiasciwosci MSC wydaje si¢ by¢ obiecujaca
strategia umozlwiajaca kontrole zapalenia dolnych drég oddechowych w przebiegu astmy.
Z drugiej strony ich wykorzystanie w modelach przedklinicznych moze pomoéc zdefiniowaé
nowe punkty uchwytu terapii celowanych bez konieczno$ci wykorzystywania przeszczepow
komoérkowych [4, 17, 74-81].

Obiecujacy potencjat terapeutyczny MSC w regulacji zapalenia drég oddechowych
zostat potwierdzony w wielu badaniach przedklinicznych, jednakze mechanizmy regulujace
ztozone interakcje MSC z komoérkami immunologicznymi, komdrkami strukturalnymi phuc,
atakze wydzielanymi przez nie czynnikami wzrostowymi, bioaktywnymi lipidami,
cytokinami, chemokinami oraz enzymami nie zostaly wystarczajagco poznane [17, 19, 82].
Dotychczas opisane efekty immunosupresyjnego dzialania MSC obejmujg ograniczenie

reaktywnos$ci drog oddechowych, infiltracji komodrek uktadu immunologicznego, hiperplazje
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komorek kubkowych oraz zwigkszong produkcje $luzu, ograniczenie produkcji cytokin Th2-
zaleznych (IL-4, IL-5, IL-13), a takze obnizenie liczby limfocytow, neutrofilow i eozynofilow
w BAL [4, 77, 81, 83-86]. Niestety, jak dotad wskazano jedynie kilka proceséw
zaangazowanych w mechanizm immunoregulacyjnego dziatania MSC, a mianowicie: regulacje
rownowagi pomiedzy limfocytami Treg/Thl7 1 ekspansje Treg [36, 87]; zahamowanie
dojrzewania monocytow ikomoérek progenitorowych CD34+ w kierunku komorek
dendrytycznych  [77]; indukcj¢ = immunosupresyjnych  makrofagéw M2  [88];
a takze bezposrednig produkcje przeciwzapalnej IL-10 lub posrednie zwigkszenie jej sekrecji
przez limfocyty Treg lub makrofagi typu M2 [74, 77, 89]. Efekty podania MSC w zapaleniu

drog oddechowych zostaly podsumowane na Rycinie 1.

makrofag
indukcja fenotypu M2
zwigkszenie sekrecji IL-10

€

limfocyt Th17
indukcja fenotypu

< regulatorowego

komorka dendrytyczna \
indukcja fenotypu MSC
tolerogennego

limfocyt Th2
ostabienie proliferacji
obnizenie produkcji

IL-4, IL-5, IL-13

limfocyt Treg
zwigkszenie ekspansji
zwigkszenie produkcji IL-10

Rycina 1. Graficzne posumowanie znanych efektow dziatania MSC na komorki uktadu
immunologicznego w zapaleniu drég oddechowych. Th1/ Th2/ Th17 (ang. T helper lymphocyte) -
subpopulacje limfocytow pomocniczych typu 1, 2 i 17; Treg (ang. T regulatory lymphocyte)- limfocyty T
regulatorowe; IL- interleukina.

Szczegdtowe podsumowanie dotychczas poznanych aktywnosci MSC, réwniez

w modelach eksperymentalnych astmy zostalo przedstawione w pracy pogladowej
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opublikowanej w Stem Cell Reviews and Reports (2021), ktora zostala zataczona ponizej

1 stanowi integralna czg$¢ niniejszej dysertacji.
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Abstract

Mesenchymal stem cells (MSCs) have a great regenerative and immunomodulatory potential that was successfully tested in
numerous pre-clinical and clinical studies of various degenerative, hematological and inflammatory disorders. Over the last few
decades, substantial immunoregulatory effects of MSC treatment were widely observed in different experimental models of
asthma. Therefore, it is tempting to speculate that stem cell-based treatment could become an attractive means to better suppress
asthmatic airway inflammation, especially in subjects resistant to currently available anti-inflammatory therapies. In this review,
we discuss mechanisms accounting for potent immunosuppressive properties of MSCs and the rationale for their use in asthma.
We describe in detail an intriguing interplay between MSCs and other crucial players in the immune system as well as lung
microenvironment. Finally, we reveal the potential of MSCs in maintaining airway epithelial integrity and alleviating lung

remodeling.

Keywords Mesenchymal stem cells - Asthma - Immune regulation - Experimental asthma - Stem cells

Introduction

Significant progress in our understanding of stem cell biology
accompanied by development of technologies enabling the in-
duction of pluripotency in somatic cells opened new ways to
develop stem cell-based therapies for currently incurable dis-
eases [1-5]. However, initial optimism was quickly disturbed
by ethical dilemmas and significant safety issues. Apart from
crucial ethical dilemmas concerning embryonic stem cells, the
most controversial issues inhibiting the wider use of adult stem
cells and induced pluripotent stem cells (iPCs) relate to their
stability and long-term effects of their application [6-13]. In
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fact, to date, only two stem cell-based therapies were approved
by FDA (U.S. Food and Drug Administration) and EMA
(European Medicines Agency). These are hematopoietic stem
cell transplantation, available at: https:/’www fda.gov/vaccines-
blood-biologics/cellular-gene-therapy-products/approved-
cellular-and-gene-therapy-products [14] and limbal stem cell
therapy used for for comeal transplant vision recovery,
available at: https://www.ema.europa.eu/en/news/first-stem-
cell-therapy-recommended-approval-eu [15] Other stem cell-
based therapies are still tested in clinical trials or applied as
medical experiments [16, 17]. Therefore, they still represent
patients and medical professionals’ unfulfilled dreams rather
than a widely available therapeutic option.

This holds true for patients suffering from advanced inflam-
matory diseases [18-21], poorly healing injuries [22-24], and
ireversible tissue/organ damage [25-28], including patients
with advanced suboptimally controlled or even uncontrolled
respiratory diseases such as acute respiratory disstres syndrome
(ARDS) [29], idiopathic pulmonary fibrosis [30] and severe
persistent asthma with lung remodeling [31-36].

Inhaled corticosteroids (ICS) are the mainstay in asthma
therapy as they effectively control symptoms and prevent ex-
acerbations in the majority of patients. Asthmatic airway in-
flammation can be further alleviated by allergen-specific im-
munotherapy in allergic asthmatics and biological therapy in
patients with severe eosinophil asthma [37-39]. In contrast,
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concemns, iPSC-MSCs hold high therapeutic potential, which
has been demonstrated in some preclinical studies [83]. It
provides cautious hope for the future application of iPSC-
MSCs in clinical settings following careful addressing safety
concems. To date, only two studies on iPSC-MSC-based
treatment have been registered in the clinicaltrials.gov
database. Mesenchymoangioblast- derived mesenchymal
stem cells were tested in steroid-resistant Graft versus Host
Disease (GvHD) [84], and acute distress respiratory syndrome
in the course of COVID-19 [85].

In fact, according to available preclinical data, iPSC-MSCs
reduce both Th2-driven and non-Th2-driven airway inflam-
mation. Similarly to natural MSCs, administration of iPSC-
MSCs decreased mucus production and immune cells’ infil-
tration within lungs as well as interleukin (IL)-4, IL-5, and IL-
13 levels in bronchoalveolar lavage fluid (BALF). On the
other hand, the limitation of non-Th2-driven inflammation
was associated with a significant decrease in Th17 cell infil-
tration. Importantly, iPSC-MSCs have also been shown to
reduce epithelium-derived alamins, namely IL-33 and thymic
stromal lymphopoietin (TSLP) [86-88].

iPSC-MSC represents a significant development of the re-
search on the immunosuppressive activities of MSCs.
Nevertheless, iPSC-MSC’s application for the regulation of
asthmatic inflammation requires further progress in under-
standing their long-term stability and function.

MSC-Mediated Modulation of Immune
Responses

The MSCs may exert diverse immumomodulatory effects upon
administration into different inflammatory conditions [89].
MSCs-mediated immune regulation seems to depend strictly on
the local microenvironment, usually associated with the disease
stage [90, 91] The numerous reports have presented the MSCs-
mediated immunoregulatory effects associated with: 1) reduction
of CD4+ and CD8+ T cell proliferation, [92] ii) inhibition of
monocyte and CD34+ cells maturation towards proinflammatory
macrophages and dendritic cells (DCs) [93], iii) recruitment
Tregs and induction of effector T cell functional plasticity
[94, 95], iv) inhibition of cytotoxicity and proliferation
of natural killer (NK) cells [96, 97], and v) limitation of
B cells maturation and antibody production [98, 99].
Despite an accumulating body of evidence showing the
effectiveness of MSCs administration in preclinical and clin-
ical settings, several studies reported failures in their applica-
tion for immune response modulation in Graft-versus-Host
Disease (GVHD) [100], Crohn Disease [101], and Systemic
Lupus Erythematosus (SLE) [102]. However, it seems thatthe
lack of desired immunosuppressive effects may be caused by
madequate MSCs “licensing” by the inflammatory mediators
and/or untimely cell administration [89, 90]. More

specifically, a proper “licensing” (also known in the term
“priming” or “preconditioning”) is described as a process to
prepare the cells to acquire specific properties in response to
particular microenvironment components and conditions. To
date, several reports demonstrated that hypoxia [103], TLRs
agonists [104, 105], and proinflammatory mediators, includ-
ing cytokines as crucial stimuli to enhance MSCs’ immuno-
modulatory and regenerative properties [106-108]. In fact, the
presence of cytokines characteristic for non-type two inflam-
mation, interferon-gamma (IFNy), IL-1c, and IL-1p [20, 94],
induces MSC immunosuppressive functions. To date, it re-
mains elusive whether type-2 related cytokines such as IL-4,
IL-5, and IL-13 may directly induce regulatory properties of
MSCs; however, their effectiveness in limiting Th2-driven
inflammation is well established. Under resting conditions,
MSCs have been shown to exert antiapoptotic effects and
may act as functional “supporters” of various immune cells,
such as T cells, B cells, and plasma cells [109]. Interestingly,
the MSC polarization towards the proinflammatory phenotype
has been observed in cells stimulated with Toll-like receptor
(TLRs) agonists, such as a prototypic TLR2 ligand Pam3Cys
[104, 110]. Thus, it seems that the immunosuppressive prop-
erties of MSCs are induced mainly by the proinflammatory
cytokines rather than the constitutive function of these cells
[109].

Notably, MSC-mediated interactions leading to the regula-
tion of inflammatory responses are associated with both direct
(cell-to-cell dependent) and indirect (soluble factor release
dependent) mechanisms (Fig. 1) [111].

Cell Contact-Dependent Immune-Modulatory
Mechanisms

The processes underlying cell-dependent mechanisms of
MSCs-mediated immunosuppression involve a number of im-
munomodulatory membrane-bound proteins, including
costimulatory receptors, membrane-bound cytokines, and
small molecules [111-113]. This part will summarize the cur-
rent understanding of the direct mutual interactions between
MSCs and different immune cells.

Attenuation of T cell proliferation and induction of Tregs
has been recognized as one of the hallmarks of MSCs immu-
nomodulatory properties. This effect seems to be controlled
by INFy [94]. In fact, [FNy signaling in MSCs was shown to
induce higher expression of checkpoint proteins, namely pro-
grammed cell death-ligand 1 (PD-L1, also known as B7-H1)
and programmed cell death-ligand 2 (PD-L2, B7-DC) [95,
114, 115]. Both ligands interact with PD-1 on T and B cells
and inhibit their T- cell receptor (TCR) and B cell receptor
(BCR)-mediated activation, respectively [116].

InT cells, MSC dependent PD-1 signaling induces reduc-
tion of TCR-mediated IL-2 production and, in consequence,

2} Springer

21



1326

Stem Cell Rev and Rep (2021) 17:1323-1342

WAwp  TNFa

cell contact-dependent

Fig. 1 The direct and indirect immunomodulatory mechanism of
mesenchymal stem cells. Mesenchymal stem cells exert the
immunosuppressive effects by direct (cell-to-cell dependent; marked on
the arange background) and indirect ( diated; marked on the
blue background) interactions with immune cells. Induction of immuno-
suppressive properties of MSCs requires proinflammatory signaling me-
diated by IL-1a/f, TNF-, IFNy, among others. Breg- B regulatory cell;
DC- dendritic cell; EVs- extracellular vesicles; FOXO3- forkhead box
03; HGF- hepatocyte growth factor; HO-1-heme oxygenase 1; ICAM-
intracellular adhesion molecule 1; ICOS- inducible costimulator; ICOSL-
idnucible costimulator ligand; IDO-indoleamine 23-dioxygenase; IFNy-

decrease their proliferation and CD4 + CD25+ cell survival. In
addition, PD-L1/PD-1 interaction was shown to downregulate
Th17 cell activity and to reduce naive CD4+ T cell differen-
tiation towards Th1 and Th17 cells. The effects of Th17 cell-
mediated suppression seems to be regulated by the IL-25/
STAT3/PD-L1 axis [117]. In the in vivo settings, a decrease
of proinflammatory (Th1/Th17) T cell infiltrate, after MSC
administration, is usually associated with an increase in regu-
latory T cells’ frequency. Recently, MSC mediated PD-1/PD-
L1 and ICOS-ICOSL interactions were proposed to play a
central role in the induction of conventional T cell plasticity
and induction of regulatory like phenotype. MSC induced
regulatory like T cells, possess stable immune-suppressive
properties, and displayed DNA methylation profiles resem-
bling natural Tregs [118, 119]. It seems that this functional
conversion requires direct cell-to-cell interaction. Moreover,
MSCs adhesion was shown to be crucial to induce immuno-
suppressive effects of MSC derived soluble factors, including
lipid mediators such as prostaglandin E2 (PGE2), nitric oxide
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(NO), cytokines (IL-2, IL-10, TSG-6), and indoleamine 2,3-
dioxygenase (IDO); (for more details, please see Soluble
Factor Mediated Immunomodulation section) [95, 113,
120-122]. VCAM-1 (vascular cell adhesion molecule 1) and
ICAM-1 (intracellular adhesion molecule 1) seem to play an
essential role in this process. Both receptors are constitutively
expressed on MSCs, and their expression rises under IFNvy,
tumor necrosis factor alpha (TNF-o), IL-1cx, and IL-1, stim-
ulation [123].

In contrast to T cells, to date, the mechanisms of contact-
dependent MSC-mediated regulation of B cell responses re-
main elusive. In fact, the MSC-mediated effect on B cells,
similarly to antigen-presenting cells (APC), namely mono-
cytes and dendritic cells, has often been attributed to MSC-
released mediators and will be discussed in the following sec-
tion. However, some reports showed that MSC reduces plas-
ma blasts formation and promotes immune suppressive and
tolerogenic regulatory B cell (Breg) differentiation [98, 124,
125]. Interestingly, the latter effect seems to be controlled by
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direct cellular interaction but after T cell-mediated proinflam-
matory cytokine conditioning of MSC [125, 126].

Soluble Factor-Mediated Immunomodulation

Besides the importance of contact-dependent effects, the vast
majority of to date published reports describe MSC-mediated
indirect immunosuppressive mechanisms. MSC-derived
secretome consists of proteins, small molecules, and extracel-
Iular vesicles (EVs), released into extracellular space, acting
as orchestrator of immune responses. Here, we summarize
current advances in the understanding of the mechanisms of
paracrine-mediated immune-modulation [127].

Similarly to previously described cell-dependent mecha-
nisms, MSC licensing by inflammatory cytokines is required
to activate their immune-modulatory factors’ secretion. In the
presence of IFNy, MSCs release high amounts of IDO, which
metabolizes the degradation of tryptophan to toxic catabolites
accumulation, namely kynurenine, L-tryptophan, kynurenic
acid, quinolinic acid, and anthranilic acid [122]. However,
only the kynurenine impairs the effector function and prolif-
eration of T cells [122]. Notably, the IDO-mediated effect on
tryptophan depletion has been identified only locally [89,
127]. Therefore, it seems that cell-to-cell adhesion is required
for effect. In addition, IDO activity has been shown to induce
monocytes’ differentiation towards IL-10, producing immu-
nosuppressive CD14 + CD206+ macrophages (alternatively
activated M2 cells), and thus limiting T cell activation and
proliferation. Moreover, IDO dependent pathways play arole
in CD5+ regulatory B cell (Breg) induction [128]. Similarly to
IDO, NO has been proposed as an essential factor in regulat-
ing T cell responses that may require direct interaction of
MSC and T cells [129]. Furthermore, MSCs involve oxidative
stress pathways through inducible cytoprotective enzyme
heme oxygenase 1 (HO-1) that catalyzes the heme to biliver-
din, which in tumn suppresses T cell proliferation [130].

Similarly to small molecules, MSC-derived anti-inflamma-
tory cytokines, namely IL-10, IL-35,and TGFp, play a central
role in indirect immune regulatory mechanisms. The anti-
inflammatory properties of IL-10 were recognized as a central
mechanism of MSC-mediated regulation of innate and adap-
tive immune compartments. Its function is associated with:
downregulation of Th1 and Th17 derived cytokines [94], reg-
ulation of HLA-DR, CD80, and CD86 expression on APC
and thus induction of their tolerogenic phenotype [131, 132],
blocking of NF-kB signaling [133], regulation of IL-1ex, IL-
18 [134], IL-12p40 [135], IFNy [136], and TNF-cx produc-
tion [134], among others. Notably, by induction of regulatory
T cells and altematively activated macrophages, MSCs indi-
rectly enhance IL-10 release [93, 137, 138]. In some contrast
to IL~10, IL-35 represents a relatively new described cytokine
belonging to the IL-12 family [139]; thus, its function remains

not fully elucidated. Immune regulatory properties of IL-35
are associated with the selective expansion of Treg and a de-
crease of Th17 immune response [140]. Moreover, MSC-
derived IL-35 promotes the conversion of B cells to IL-10
producing Bregs [141]. However, further studies are needed
to better understand the importance of MSC-derived IL-35 in
immune regulation, healing, and regeneration. On the other
hand, TGFP may act as both a potent regulator or an activator
of innate and adaptive immune responses [142]. Its function
depends on the composition of local activating factors (recent-
ly reviewed elsewhere [143]). However, it seems that MSC-
derived TGFP contributes to the polarization of activated T
cells towards Tregs and promotes their expansion. In addition,
recently, TGFB induced plasticity of Th17 cells towards reg-
ulatory phenotype was reported [144]; however, the mecha-
nism remains elusive. In macrophages, TGFf was shown to
regulate NF-xB signaling and thus control their inflammatory
response. Moreover, it polarizes monocytes towards M2 alter-
natively activated cells [145]. On the other hand, however,
TGFp signaling has been found to play a role in lung fibrosis
and promotion of Th17 cells in which other MSC-derived
factors may further induce functional plasticity [142, 146].
However, complex interplay between different protein and
non-protein components of MSC-derived secretome and their
effects on immune function needs more attention in the future.

In the past two decades, an additional cellular communica-
tion mechanism that involves the transfer of extracellular ves-
icles (EVs) has been proposed as a soluble factor-dependent
mechanism [3, 147, 148]. EVs are classified according to their
cellular origins into exosomes (endocytic bodies in the size of
30-150 nm), microvesicles (vehicles derived from the bud-
ding of the cell membrane in the size of 100-1000 nm), and
apoptotic bodies (500-5000 nm) [148-150]. Recently, it be-
came clear that EVs represent an important component of
MSC-derived secretome. Both exosomes and microvesicles
show overlapping characteristics and may shuttle functional
proteins, lipids, and nucleic acids (including mRNAs,
miRNAs, and IncRNAs) withimmune-modulatory properties.
In fact, over 900 different proteins have been currently recog-
nized in MSC-derived EVs according to the exosome data-
base, available at: http://www.exocarta.org. EVs are
characterized by the presence of surface CD9, CD29, CD44,
CD63, CD73, CD81,CD105, and CD107. Immune regulatory
properties are linked especially to growth factors and cytokine
(TGFB, IL-6, IL-10, and HGF) [96, 132, 151-154], enzymes
(IDO) [155], lipid mediators (PGE-2) [156, 157], and
miRNAs (miR-155, miR-146, and miR-594) [158]. It seems,
however, that the content depends on the activation and the
source of MSCs. MSC-derived EVs were shown to i) decrease
IL-1P and TNF-ox expression in glial cells [159], ii) regulate T
cell responses, and increase Treg proliferation [160], iii) reg-
ulate DC maturation [161, 162], and iv) suppress mast cell
activation [163]. Interestingly, it appeared that the beneficial
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effects of MSC-derived EVs are comparable to entire MSCs.
Therefore, they are increasingly recognized as a potential ther-
apeutic factor for inflammatory and degenerative diseases.
However, to date, the effects of MSC-derived EVs in the
regulation of asthmatic inflammation remain elusive.

Mechanisms of MSC Mediated Regulation
of Asthmatic Lung Inflammation

Asthmatic airway inflammation should be considered a com-
plex network of interactions between different lung resident
cells, immune cells, growth factors, enzymes, cytokines,
chemokines, metabolites, and miRNAs [164]. Unfortunately,
our understanding of the effects of MSC on this network is
significantly restricted due to limitations of used models,
namely xenotransplantation models of human MSC into mice
or usage of mice cells only (Table 1). However, in this section,
we summarize the current understanding of MSC effects on
each of the lung’s cucial inflammatory cascade components
(Fig. 2).

To date, MSCs-mediated effects on T cell function are the
best characterized and are associated with the regulation of
their proliferation and functional plasticity [165, 166]. T cell
proliferation leads to the formation of high numbers of effec-
tor cells [167]. Activated MSCs regulate this process by the
production of nitric oxide (NO) and PGE2 [168, 169]. NO
production in MSC is controlled by inducible nitric oxide
synthase (iNOS) [170]. This pathway increases NO levels,
which induces S-nitrosylation of transcription factors, meta-
bolic enzymes, and cytoskeletal proteins [171]. In some con-
trast, PGE2 promotes T cell anergy by the regulation of IL-2
production and IL-2R (CD25) expression on activated cells
[117,172]. In addition, PGE2 has been demonstrated to sup-
press Thl differentiation and enhance the induction and dif-
ferentiation of adaptive regulatory T cells in the hmgs [94].

Although T cells acquire their effector function towards
antigen presentation by antigen-presenting cells (APC) upon
TCR and costimulatory molecule engagement, they may re-
tain functional plasticity and acquire additional cytokine-
producing capacities upon re-stimulation [173].
Interestingly, MSC may directly induce functional plasticity
by the epigenetic reprogramming of Th17 cells. In fact, the
interaction between IFNy and TNF-« activated MSCs and
Th17 cells via CD56 — CCR6 (CD196) receptors induces
IL-10 production and histone H3K4me3 trimethylation in
the FOXP3 locus promoter with subsequent suppression of
RAR-related orphan receptor C (RORC) [174].
Consequently, Th17 cells lose their inmune-activatory prop-
erties and acquire suppressive (regulatory) functions.
Furthermore, MSCs have been shown to regulate the expres-
sion of Th2 cytokines, namely IL-4, IL-5, and IL-13 [36,
175-183]. However, it needs to be addressed whether
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observed regulation may represent a consequence of T cell
plasticity or is a consequence of Th2 cell anergy and in con-
sequence apoptosis. Notably, a manifestation of disease symp-
toms considered extensively as hallmarks of asthma is directly
or indirectly related to the overproduction of IL-4, IL-5, and
IL-13 [184, 185]. More specifically, IL-4 synergistically with
IL-13 induces the antibody class switching towards immuno-
globulin E (IgE), produced by B cells [184], whereas IL-5
plays a key role in the survival, differentiation, degranulation,
and recruitment of eosinophils to the site of inflammation
[184, 186]. In mice that lack IL-4, IL-5, IL-13 reduction of
asthma symptoms was observed in the Ova-A lum experimen-
tal model. Thus, administration of MSC may block the initial
steps of allergic sensitization cascade through regulation of
Th2-related cytokines [165, 177, 178, 187-189].
Nevertheless, it became clear that activated MSC may en-
hance regulatory T cell activity and induce the production of
anti-inflammatory cytokines, namely IL-10 and TGFB, in
both direct and indirect mechanisms. It seems that soluble
factor-mediated mechanisms are sufficient to induce regulato-
1y effector functions of Treg, while direct cell-to-cell interac-
tion is needed for their expansion [36, 165, 178, 190, 191].
Nonetheless, the mechanistic of MSC-Treg interactions re-
main poorly understood and are likely to be complex and
dependent on the local lower airway microenvironment.
Dendritic cells (DCs) are referred to as a professional
antigen-presenting cell (APC) linking innate and adaptive im-
mune responses. Therefore, they are recognized as central
players in the inflammatory cascade [192, 193]. It seems that
MSC may directly regulate DC maturation and differentiation
from monocytes and CD34+ progenitors through PGE2 de-
pendent mechanism [194]. Notably, immature or semi-mature
DCs possess tolerogenic properties and may regulate T cells’
proinflammatory responses and induce Treg maturation. In
contrast to immature DCs, mature cells from asthmatic pa-
tients present high expression of costimulatory molecules,
namely CD80 and CD86, and possess high T cell stimulatory
properties [132, 195]. In fact, they are involved in the polari-
zation of T cell responses towards Th1/Th17 or Th2 cells and
thus may support both eosinophilic and non-eosinophilic
(neutrophilic) lung inflammation [164, 180, 181, 193].
Importantly, however, MSCs were shown to decrease the
above-described properties by regulation of DC expression
of costimulatory molecules and proinflammatory cytokine se-
cretion. In addition, MSC decreases the release of CC chemo-
kine ligand (CCL)17 and CCL22 chemokines by dendritic
cells and, thus, regulate T cell responses within the hng [196].
Similarly to DCs, macrophages possess antigen-presenting
capacities, and due to their pleiotropic biological activities,
they may orchestrate both adaptive and innate immune re-
sponses. Macrophages can be polarized towards two distinct
phenotypes, namely M1 (classically activated) and M2 (alter-
natively activated) cells [197-200]. M1 macrophages are
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Thi7 cell

Fig. 2 Mesenchymal stem cells-mediated immunomodulatory effects m
the airways. Summary of immunomodulatory effects of mesenchymal
stem celks in asthmatic hing inflammation. The set of proinflammatory
cytokines secreted i the course of asthma causes the priming of mesen-
chymal stem cells and ind their i ppressive activities.
Impaortantly, induction of regulatory T cells, alternatively activated mac-
rophages (M2), and tolerogenic dendritic cells (DCs) represent to date
best-described mechanisms regulating Th2-driven and non-Th2-driven
immune responses. CCL(17/22)- chemokine C-C motif ligand 17/22;

recognized as immune stimulatory cells producing high
amounts of proinflammatory cytokines (inclhuding TNF-cx,
IL-1, IL-6, IL-12, and IL-23), chemokines (such as CCLS5,
CCL8, CXCL2, and CXCLA4), polarizing T cell responses
towards Th1 and Th17, and possess high antigen presentation
capacity. In contrast, M2 macrophages possess immune
regulatory/reparatory properties with high secretion of anti-
inflammatory IL-10, IL-35, TGFp, IL-1 receptor antagonist
(IL-1RA), CCL16, CCL18, and CCL22, the ability for induc-
tion of regulatory T cells, and lack of cytotoxic activity [187,
201-203]. However, due to their capability to support Th2
response, their role in allergic lung inflammation remains
not fully elucidated. Interestingly, MSCs were shown to sup-
port macrophages’ alternative activation in the IL-10 and/or
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CCR6- C-C chemokine receptor 6; Cldn(4/1 8)- claudin 4/18; MSC-mes-
enchymal stem cell; ZO-1- zonula occludens 1; DC- dendritic cells;
EP(2/4)- prostaglandin E2 receptor 2/4; FOXP3- forkhead box p3; IL-
@, 5,10, 12, 13, 35)- interleukin 4, 5, 10, 12, 13, 35; iNOS- inducible
nitric oxide synthase; NO- nitric oxide, PGE2- prostaglandin E2; RORC-
RAR-related orphan receptor gamma; TGFp - transforming growth factor
B, +—activation/ induction; | inhibition; +— - unknown effect;  increase;
ldecrease

TGFp related mechanism [98, 204]. In fact, an accumulating
body of evidence indicates the central role of alveolar macro-
phages in the MSCs-mediated immunosuppression in the
asthmatic lung. It seems that the MSC-induced M2-derived
immunosuppression supports induction of regulatory T cells
within the lungs [204]. However, the mechanisms of MSC-
macrophage mutual interactions need to be elucidated in the
future.

Airway epithelial cells play a central role in innate immune
function as the first line of defense against biological, physi-
cal, and chemical stressors. Moreover, activated epithelial
cells play a central role in inflammatory cascade by releasing
inflammatory mediators, namely cytokines and chemokines
[193, 205, 206]. The function of epithelial barrier depends
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directly on the expression of proteins building tight connec-
tions between epithelial cells referred to as tight junction (TJ)
proteins [186]. Disruption of their function is currently recog-
nized as a hallmark of asthma [184, 185, 207]. Moreover,
differentially regulated expression of tight junction related
genes may be observed in distinct asthma phenotypes [186].
More specifically, reduced zonula occludens-1 (Zo-1) and
Claudin 18 expression are typical for all asthma phenotypes,
while the upregulation of Claudin 4 and Claudin 7 seems to be
specific only to neutrophilic airway inflammation [186, 208].
By some contrast, Claudin 1, Claudin 5, and Claudin 7 ex-
pression were downregulated only in the eosinophilic pheno-
type [186]). Thus, the personalized targeting of particular tight
Jjunction proteins may be a useful therapeutic option for indi-
vidual asthma phenotypes. In fact, impairment of epithelial
integrity, observed in asthma, results in barrier leaking, lead-
ing to the intensified inflammatory response [205, 206].
Unfortunately, to date, the influence of the MSCs on the epi-
thelial barrier function remains elusive. Notably, disrupted
epithelial barrier integrity and uncontrolled lung inflammation
may partially contribute to the development of the combina-
tion of irreversible structural changes within the lung tissue
referred to as airway remodeling [209]. Mucus overproduc-
tion, smooth muscle hyperplasia, and increased collagen de-
position, resulting in airflow obstruction contribute to the clin-
ical manifestation of a disease. Although some of the concepts
explain airway remodeling development to some degree, to
date, available therapies do not allow to alleviate its progress
[210]. However, several studies reported that MSC adminis-
tration attenuates airway remodeling by limiting goblet cell
hyperplasia, epithelial thickness, subepithelial smooth muscle
hyperplasia, and inhibit collagen deposition [35, 211-214].
Notably, the mechanism underlying the mentioned beneficial
effects of MSCs remains elusive. Increased deposition of col-
lagen fibers (collagen I, III, V, XI) to extracellular matrix
seems to be strongly related to the secretion of profibrotic
factor from eosinophils, such as TGF [215, 216]. In addition,
TGFpP promotes the release of matrix metalloproteinase 9
(MMP-9), which subsequently contributes to extend collagen
deposition [217]. Nevertheless, the loss or augmentation of
MMPs activity, also through inadequate control by their tissue
inhibitors (TIMPs) results in fibrosis development. Thus, the
maintaining or restoring of a balance between MMPs and
TIMPs activity seems to prevent remodeling development
[218]. Notably, bothintranasal and intravenous administration
of MSCs causes the increased activity of MMP-9 suggesting
activation of compensatory processes [88]. Interestingly,
TGF B may act as a regulator of MSCs mediated immunosup-
pression; however, MSCs decrease the level of TGFB within
the lung tissue and thus may limit hing remodeling [204].
Therefore, implementation of mesenchymal stem cells may
hold great promise for preventing pathological tissue recon-
structions observed in inflammed lung remodeling.

Unfortunately, the mechanism underlying the mentioned ben-
eficial effects of MSCs remains elusive and need further
research.

Condusions

The accumulating body of evidence confirms the beneficial
effects of MSCs in different preclinical asthma models. The
vast majority of published studies utilized the xenotransplan-
tation of human MSC into mice. Notably, the model possesses
critical weaknesses resulting from some of the MSC-derived
mediators’ restricted species function. On the other hand,
however, mice MSCs may not fully cover the human MSC
function. Indeed, these issues represent a significant obstacle
to understanding the mechanisms by which MSCs regulate
asthmatic lung inflammation and postpone their use in clinical
practice. However, according to the clinical trials database
(http://clinicaltrials.gov) first clinical trial was performed to
assess the safety, tolerability, and efficacy of allogeneic
human mesenchymal stem cells infusion in a total of 6
patients with mild asthma [219]. The study was terminated
as the first cohort was completed. Unfortunately, to date, the
results are not yet available.

In summary, we do not claim that stem cell-based therapies
should or will replace currently used effective first-line treat-
ment in asthma. However, stem cells can become an attractive
and relatively safe option for helping those patients who failed
to satisfactorily respond to conventional treatment.
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V) CEL PRACY

Celem pracy byto:

1) potwierdzenie fenotypu, zdolno$ci do réznicowania si¢ w komorki linii mezodermalne;j

2)

3)

oraz wlasciwosci immunosupresyjnych ludzkich mezenchymalnych komorek
macierzystych pochodzacych z tkanki tluszczowej usunigtej podczas zabiegu
abdominoplastyki;

ocena bezpieczenstwa stosowania mezenchymanych komoérek macierzystych jako
potencjalnej strategii terapeutycznej w astmie z wykorzystaniem modelu mysiego;
zbadanie i opisanie mechanizmdéw immunosupresyjnego dziatania tych komorek
w eksperymentalnym modelu astmy indukowanej ekstraktem roztocza kurzu

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

1) Izolacja i hodowla mezenchymlanych komoérek macierzystych

Mezenchymalne komorki macierzyste zostalty wyizolowane z tkanki tluszczowej
pobranej z faldéw tluszczowo-skornych od pacjentow zakwalifikowanych do zabiegu
abdominoplastyki w I Klinice Chirurgii Ogolnej i Endokrynologicznej Uniwersyteckiego
Szpitala Klinicznego w Biatymstoku. Wszyscy pacjenci po zapoznaniu si¢ z celem badan
wyrazili zgode na przekazanie usunigtych podczas zabiegu tkanek do celéw naukowych.
Na przeprowadzenie ponizszych procedur zostala uzyskana zgoda Komisji Bioetycznej
Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku (uchwata nr APK.002.114.2021 z dnia 25 lutego
2021 roku).

W  pierwszym etapie, tkanka tluszczowa zostala mechanicznej fragmentacji
w warunkach jatowych. Nastepnie, w celu degradacji wtokienek kolagenowych wystepujacych
w tkankach lacznych, do rozdrobnionej tkanki thuszczowej zostala dodana kolagenaza IV
(Gibco, Life Technologies) w st¢zeniu Img/ml. Tkanka tluszczowa z kolagenaza IV byta
inkubowana przez okres 45 minut w optymalnych warunkach hodowlanych (37°C, przy statym
naptywie CO: na poziomie 5%). Dziatanie enzymu zostalo poddane inaktywacji poprzez
dodanie medium hodowlanego (Dulbecco’s Modified Eagle Medium, DMEM; PAN- Biotech)
zawierajacego 10% bydleca surowice plodowa (FBS, PAN-Biotech). Wigksze fragmenty
tkankowe zostaty oddzielone od powstatej zawiesiny na filtrze komérkowym (Greiner-bio-one)
o $rednicy poréw rownej 100pum, po czym probke odwirowano z przyspieszeniem osrodkowym
réwnym 400g przez okres 5 minut. Wyizolowane komorki byly hodowane w dedykowanym
medium wspierajagcym ich wzrost i proliferacje (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 wlasciwosci mezenchymalnych komorek macierzystych pochodzacych z tkanki
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tluszczowej zostaly potwierdzone zgodnie z minimalnymi kryteriami przyjgtymi przez
Migdzynarodowe Towarzystwo Terapii Komorkowej, a wigc ocenie poddano: 1) adherencje
komorek do powierzchni plastikowych, 2) ekspresje markerow powierzchniowych CD73,
CD90 1CDI105, 3) zdolno$¢ do rdéznicowania si¢ do komorek linii mezodermalnej
tj. adipocytow, osteocytéw i chondrocytow. Kazdorazowo po trzecim pasazu MSC pochodzace
z ludzkiej tkanki tluszczowej zostaly zamrozone przyzyciowo celem wykorzystania
w badaniach in vivo.
2) Cytometryczna ocena fenotypu mezenchymalnych komorek macierzystych
izolowanych z ludzkiej tkanki tluszczowej
W celu potwierdzenia fenotypu mezenchymalnych komoérek macierzystych ocenie
zostata poddana ekspresja markeréw CD73, CD90, CD105, CD45, HLA-DR. MSC byly
inkubowane z przeciwciatami monoklonalnymi sprz¢zonymi z fluorochromem przez 30 minut
w miejscu z ograniczonym doptywem $wiatta. Lista przeciwciat uzytych w do$wiadczeniu
zostata zestawiona w Tabeli 2. Probki zostaly przeanalizowane przy uzyciu cytometru
przeptywowego FACSCalibur (BD Biosciences) oraz programu FlowJo v.10. Strategia
bramkowania dla wskazanych analiz zostata wtaczona do pracy oryginalnej i zaprezentowana

w Materialach Uzupetniajacych (Figure S1, strona numer 73 niniejszej rozprawy doktorskiej).

Tabela 2. Lista przeciwciat uzytych w celu oceny fenotypu MSC.

Przeciwciato Klon Gospodarz lzotyp Producent Nr katalogowy
anti-human CD73 FITC AD2 Mysz 1gG1, k BioLegend 344016
anti-human CD90 PE 5E10 Mysz 1gG1, kK BioLegend 328110
anti-human CD105 APC  43A3 Mysz 1gG1, kK BioLegend 323208
anti-human CD45 .

PerCP 2D1 Mysz 1gG1, k BioLegend 368506
i’;‘c'h“ma” HLA-DR 136 Mysz IgG2b, K BD Pharmingen 559868

APC (ang. Allophycocyanin) - allofikocyjnanina; CD (ang. Cluster of Differentation)- antygen réznicowania komodrkowego;
Cy7/Cy5.5 (ang.cyanine 7/5.5)- cyjanina 7/ 5.5; FITC (ang. Fluorescein isothiocyanate)- lzotiocyjanian fluoresceiny; HLA
(ang. human leukocyte antigen DR isotype)- ludzki antygen zgodnosci tkanowej izotyp DR IgG- immunoglobulina G; PE
(ang. Phycoerythrin)- fikoerytryna; PerCP (ang. Peridinin-Chlorophyll-Protein)- biatko Perydynina-chlorofil; «- tancuch lekki
kappa.
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3) Potwierdzenie zdolnosci mezenchymalnych komoérek macierzystych izolowanych
z ludzkiej tkanki tluszczowej do roznicowania si¢ in vitro w kierunku komorek
linii mezodermalnej
Wyizolowane mezenchymalne komorki macierzyste pochodzace z ludzkiej tkanki
thuszczowej zostaty zréznicowane w kierunku komoérek linii mezodermalnej, a mianowicie
adipocytow, chondrocytow i osteocytow. Réznicowanie bylo prowadzone przez maksymalnie
21 dni od momentu dodania dedykowanego medium réznicujacego dla poszczegdlnych
komorek linii mezodermalnej. Procedura zostala przeprowadzona z uzyciem zestawu Human
Mesenchymal Stem Cell Functional Identification Kit (R&D systems) zgodnie z zalaczonym
protokotem. Roznicowanie do adipocytdw, chondrocytow i osteocytow zostato potwierdzone
poprzez detekcje charakterystycznych markerow dla poszczegélnych typéw komorek. Lista
uzytych przeciwciat dla poszczegdlnych komorek linii mezodermalnej zostala zestawiona
w Tabeli 3. Jadra zostaty wybarwione na niebiesko z uzyciem DAPI. Zdjecia zostaty wykonane
przy pomocy mikroskopu konfokalnego Olympus FV1200 (Olympus).

Tabela 3. Lista przeciwciat uzytych w celu detekcji charakterystycznych markeréw komérek linii
mezodermalne;.

Przeciwciato Stezenie Klon Zrédio Typ komoérek
';ngznal goat anti -mouse 10 pg/ml poliklonalne koza Adipocyty
igggggsl goat anti-human 10 pg/ml poliklonalne koza Chondrocyty
g;’{é‘;ﬂ;’;ﬁ'} mouse anti-human 44 o/m 190125 mysz Osteocyty

FABP4 (ang. fatty acid binding protein 4)- biatko wigzace kwasy ttuszczowe 4

4) Ocena immunosupresyjnych  wlasciwosci mezenchymalnych  komorek
macierzystych w warunkach in vitro

a) Kohodowla MSC wraz proliferujacymi jednojadrzastymi komoérkami krwi

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

przeciwcialami skierowanymi przeciwko CD3/CD28.
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b)

MSC zostaly wysiane na 24-dotkowe plytki hodowlane (Corning) w réznych
ilosciach (100 tysigcy, 50 tysiecy, 10 tysiecy komorek na dotek). PBMC zostaty
wyizolowane z wykorzystaniem gradientu gestosci (Pancoll human, PAN-Biotech)
zgodnie ze standardowa procedurg. Wybarwione CFSE (ester sukcynoimidylowy
karboksyfluoresceiny) PBMC (500 tysigcy komorek) zostaly dodane do dotkow
zMSC, anastgpnie stymulowane przeciwcialami skierowanymi przeciwko
CD3/CD28 (R&D systems) w celu indukcji ich proliferacji. Kontrolg do badan
stanowity stymulowane PBMC, inkubowane bez MSC. Eksperyment zostal
przeprowadzony w medium Roswell Park Memorial Institute 1640 (RPMI, PAN-
Biotech) zawierajacym 10% FBS, bez dodatku gentamycyny. Po uptywie 96 godzin
test proliferacji PBMC przeanalizowano przy pomocy cytometru przeplywowego
FACSCallibur (BD Biosciences) i programu FlowJo v.10 (BD Biosciences).

Ocena wtasciwosci immunosupresyjnych MSC po stymulacji cytokinami
prozapalnymi

MSC zostaly wysiane na 48-dotkowe ptytki hodowlane (Corning) w ilo$ci
25 tysiecy komorek na dotek w dedykowanym medium hodowlanym bez dodatku
gentamycyny. Po uplywie 24 godzin komorki byly stymulowane z uzyciem
rekombinowanych biatek ludzkich (R&D systems), a mianowicie IL-1p (25 ng/ml),
TNFa (50 ng/ml), IFNy (50 ng/ml). Kontrolg stanowity komarki niestymulowane.
MSC byly inkubowane w optymalnych warunkach hodowlanych przez kolejnych
pig¢ dni (120 godzin), w trakcie ktéorych materiat zbierano kazdorazowo
co 24 godziny celem wykonania ponizszych analiz. Komorki zostaly poddane lizie
w buforze  lizuyjgcym (RLT Lysing Buffer, Qiagen) zawierajacym
- merkaptoetanol (Sigma). RNA zostalo wyizolowane z uzyciem zestawu RNeasy

Mini Kit (Qiagen) zgodnie ze standardowg procedura dotaczong przez producenta.
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Stezenie oraz jako$s¢ RNA w poszczegdlnych probkach zostala oceniona przy
pomocy spektrofotometru NanoDrop 2000 (ThermoScientific). Catkowite RNA
poddano ilosciowej konwersji do cDNA w procesie odwrotnej transkrypcji (High-
Capacity cDNA Reverse Transcription Kit, Applied Biosystems) z uzyciem systemu
StepOnePlus Real Time PCR (Applied Biosystems). Ekspresj¢ genow CD274
(PD- L1) oraz IL-1p oceniono w ilosciowej reakcji PCR opartej na wykorzystanie
nukleolitycznych sond typu TagMan i TagMan Universal Master Mix (Applied
Biosystems). Ekspresja badanych gendéw zostata znormalizowana wzgledem genu
referencyjnego GAPDH. Lista starteréw (TagMan Gene Expression Assay, Applied
Biosystems) uzytych w badaniu zostala przedstawiona w Tabeli 4. Reakcja PCR
zostala przeprowadzona przy uzyciu systemu StepOnePlus Real Time PCR
(Applied Biosystems). Wyniki zostaly przenalizowane przy pomocy programu
StepOnePlus™ Software v2.3 (Applied Biosystems). Roznice pomigdzy badanymi
probkami oceniono z uzyciem testu U Mann Whitney’a w programie GraphPad
Prism v.9. Wyniki zostaty przedstawione jako 2-44¢T,

Tabela 4. Lista starteréw uzytych 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 $mierci komérkowej 1, IL-10-
interleukina 10; GAPDH (ang. Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase)- Dehydrogenaza aldehydu
3- fosfoglicerynowego

W supernatantach hodowlanych oceniono poziom przeciwzapalnej IL-10 przy
pomocy testu immunoenzymatycznego ELISA (R&D systems), zgodnie
ze standardowa procedurg dostarczong przez producenta. Stezenie badanej cytokiny
w probkach odczytano na podstawie krzywej kalibracyjnej (31,2 - 2000 pg/ml)
zuzyciem czytnika plytek (Ledetect, Labexim Products). Analize wynikéw

przeprowadzono w programie MicroWin2000 software (OEM version, Labexim
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Products). Réznice pomiedzy badanymi probkami oceniono z uzyciem testu
U Mann Whitney’a w programie GraphPad Prism v.9.

d) Ekspresja markera powierzchniowego PD-L1 zostala oceniona przy pomocy
cystometrii przeptywowej. Komorki wybarwiono z uzyciem przeciwciala
monoklonalnego sprz¢zonego z fluorochromem (anti- human PD-L1 PE, BD
Pharmingen). Ekspresja markera na badanych komorkach zostata przeanalizowana
z uzyciem cytometru przeplywowego FACSCalibur (BD Biosciences).

5) Modele mysie
W niniejszych badaniach wykorzystane zostalty myszy pftci zenskiej, szczepu C57BL/6
w wieku od 6- 8 tygodni. Na przeprowadzenie opisanych procedur uzyskana zostata zgoda
Lokalnej Komisji Etycznej ds. Do$wiadczen na Zwierzgtach w Olsztynie (uchwata nr 35/2019
z dnia 26 kwietnia 2019 roku).

a) Ocena wplywu przez nosowego podania ludzkich MSC pochodzacych z tkanki
thuszczowej na ptuca nieobje¢te stanem zapalnym w mysim modelu doswiadczalnym
Zawiesina mezenchymalnych komoérek macierzystych w ilosci 500 tysiecy zostala
podana myszom przez nosowo w 20ul jednokrotnie stezonego roztworu
buforowanej fosforanem soli fizjologicznej (1X PBS, Corning). W celu oceny
krotko- oraz dlugoterminowych efektéw dzialania MSC, zwierzeta zostaty
u$miercone odpowiednio po 2 oraz 9 dniach od momentu podania komorek
(Rycina 2). Kontrole badania stanowily zwierzeta otrzymujace 0,9% roztwor soli

fizjologicznej (NaCl, Fresenius Kabi).
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Rycina 2. Graficzne podsumowanie modelu uzytego w badaniu (n=5). Myszy szczepu C57BL/6
otrzymywaty zawiesing MSC (500 tysiecy komérek w 1X PBS). Nastepnie zwierzeta zostaty usmiercone
odpowiednio po 2 (model krétkoterminowy) oraz 9 dniach (model dtugoterminowy) od podania komérek.
1X PBS- jednokrotnie stezony roztwér buforowanej fosforanem soli fizjologicznej; MSC-mezenchymalne

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

b) Ocena wplywu przez nosowego podawania ludzkich MSC pochodzacych z tkanki
thuszczowej na rozwoj zapalenia drég oddechowych w eksperymentalnym modelu
astmy
W celu indukcji zaplenia dolnych drég 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 pg przez okres 5 dni, po ktéorych nastgpowaly 2 dni przerwy.
W kolejnym tygodniu doswiadczenia proces indukcji zapalenia zostal powtorzony.
Dodatkowo, myszy otrzymywaty przez nosowo 20ul zawiesiny MSC w PBS
w dwoch punktach czasowych, celem oceny krotko- oraz dlugoterminowych
efektow ich dzialania. Wszystkie zwierzeta zostaly usSmiercone w 15 dniu
eksperymentu. Kontrole badania stanowity myszy otrzymujace 0,9% roztwor NaCl
(Rycina 3). Eksperymentalny model astmy uzyty w niniejszych badaniach jest
opracowany na podstawie do§wiadczen zrealizowanych w Szwajcarskim Instytucie
Badan nad Alergia i Astma (ang. Swiss Institute of Allergy and Asthma Research,

SIAF) oraz opublikowanych w czasopismie Allergy (2018) [91].
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MSC i.n. model dtugoterminowy
Rycina 3. Graficzne podsumowanie eksperymentalnego modelu astmy indukowanej ekstraktem HDM
wraz z podaniem MSC w dwoch punktach czasowych, n=5. Zapalenie dolnych drog oddechowych
zostato wyindukowane poprzez przesnosowe (i.n.) podanie ekstraktu HDM w dawce 10ug przez pie¢
kolejnych dni w obu tygodniach stymulacji. Zawiesina MSC i.n. zostata podana w 13 oraz 6 dniu
eksperymentu celem oceny krotko- i dlugoterminowego efektu dziatania komérek. Wszystkie myszy
usmiercono w 15 dniu doswiadczenia.

Po zakonczeniu opisanych wyzej eksperymentéw od wszystkich zwierzat zostaty
pobrane popluczyny-oskrzelowo pgcherzykowe (ang. bronchoalveolar lavage, BAL). Roztwor
1X PBS (Corning) wraz z inhibitorami proteaz (cOmplete Protease Inhbitor Cocktail, Roche)
wttoczono do oskrzelowo do pluc, a nastgpnie odciggnigto przy uzyciu sterylnej strzykawki
zakonczonej kaniulg. Probki BAL zostaly zabezpieczone zgodnie z zoptymalizowanymi
procedurami, a nast¢gpnie zamrozone w temperaturze -80°C celem wiaczenia do kolejnych
analiz. Dodatkowo, pobrano pluca, ktore nastgpnie w celu zachowania powtarzalnosci
wynikéw zostaly podzielone na ptaty wg zataczonego schematu (Rycina 4). Podsumowanie

uzytych procedur oraz wykonanych analiz prezentuje Tabela 5.
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Rycina 4. Podziatu ptuca na ptaty wraz z przeznaczeniem do prowadzonych analiz.

Tabela 5. Podsumowanie procedur uzytych do zabezpieczenia pobranego materiatu oraz wykonanych
analiz.

Rodzaj pobranego Procedura zabezpieczenia Wykonane analizy
materiatu materiatu
Ptuca 4% roztwor paraformaldehydu przez  Ocena histopatologiczna ptuc (hematoksylina i eozyna,
24 godziny, a nastepnie zatopienie barwienie trojchromowe Masson’a, identyfikacja
w parafinie polisacharydéw- kwasem nadjodowym Schiffa, PAS)

Celowane barwienia immunohistochemiczne oceniajgce
depozycje wybranych typéw kolagenow

Dysocjacja komodrkowa zuzyciem Ocena populacji efektorowych limfocytéw T z uzyciem
systemu gentleMACS dissociator cytometrii przeptywowej

(Miltenyi Biotec), bezposrednie

wigczenie materiatu do analiz

Stabilizacja  komoérkowego  RNA  Analiza transkryptomiczna (platforma lllumina)
w roztworze RNA later (Invitrogen,
ThermoFisher) przez 48 godzin

Zatopienie w cieklym azocie (snap- Ocena ekspresji wybranych biatek bariery epitelialnej

freezing) i zamrozenie w -80°C przy pomocy mikroskopii konfokalnej
Poptuczyny Odwirowanie frakcji komoérkowej, Ocena profilu cytokinowego przy pomocy testéw
oskrzelowo- zamrozenie supernatantu w -80°C immunoenzymatycznych

pecherzykowe (BAL)

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

6) Barwienia histochemiczne
Zatopione w parafinie platy plucne zostaly $cigte na Sum skrawki, a nastgpnie
umieszczone na szkietku podstawowym i odparafinowane. Przygotowane preparaty zostaty
wiaczone do opisanych nizej barwien histopatologicznych.
a) Hematokyslina i eozyna (H&E)
W celu oceny stopnia infiltracji komoérek immunologicznych w tkance plucnej
wykonane zostalo barwienie hematoksyling i eozyng zgodnie ze standardowym

protokotem. Grantowa, zasadowa hematoksylina przytaczyta si¢ do DNA w jadrach
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komoérkowych,  natomiast czerwona, kwasowa eozyna do  bialek
cytoplazmatycznych.
b) Kwas nadjodowy Schiffa (ang. Periodic acid- Schiff stain, PAS)

Celem oceny produkcji $luzu w obrebie pluc wykonane zostato barwienie PAS

zgodnie  ze standardowg procedurg. Metoda ta umozliwia wykrycie

mukopolisacharydéw znajdujacych si¢ $luzie, barwigc go na kolor czerwono-

rOZowy.

Zdjecia preparatow zostaly wykonane przy uzyciu cyfrowego skanera Nanozoomer

SQ (Hamamatsu).

7) Ocena preparatow histochemicznych
Kazdy preparat zostal przeanalizowany z uzyciem programu Image] (NIH).

Powierzchni¢ tkanki ptucnej mierzono z uzyciem narzedzia threshold. Suwak w panelu
brightness zostal odpowiednio dostosowany, aby pokry¢ caly obszar tkanki. W celu oceny
stopnia nacieku zapalnego (barwienie H&E), analiza zostata zawezona jedynie do przedziatu
kolorystycznego obejmujacego odcienie fioletu. Wyniki zostaly zaprezentowane jako $rednia
z 3 pomiardw wykonanych dla tego samego preparatu. Powierzchni¢ analizowanego obszaru
(naciek zapalny) znormalizowano wzgledem powierzchni catej tkanki z wykluczeniem
wolnych przestrzeni mi¢dzykomodrkowych. Analogicznie do poprzednich analiz, w celu oceny
produkcji $§luzu (barwienie PAS) suwak zostal dostosowany by pokry¢ barwe rézowo-
czerwong. Dodatkowo, zmierzona zostata rowniez powierzchnia samych oskrzeli/ oskrzelikow.
W celu maksymalnej optymalizacji wynikow w obrebie jednego preparatu oceniono dwa rdzne
oskrzeliki oraz wykonano pomiary trzykrotnie. Dodatkowo, celem uproszczenia obliczen
matematycznych za ksztalt oskrzelika przyjeto koto. Na podstawie wykonanych pomiaréw

obliczony zostal obwod oskrzelika. Wyniki zostaty przedstawione jako stosunek obszaru
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zajmowanego przez $luz do obwodu oskrzelika. Analize statystyczng przeprowadzono
z uzyciem testu U Mann Whitney’a w programie GraphPad Prism v.9.
8) Cytometryczna ocena skladu ilosciowego i jakosciowego populacji limfocytow
efektorowych
W celu uzyskania jednorodnej zawiesiny komorkowej, ptaty ptucne zostaty poddane
enzymatycznej dysocjacji z uzyciem systemu gentleMACS Dissociator (Miltenyi Biotec)
zgodnie z protokotlem dostarczonym przez producenta. Wykorzystanie tego systemu
charakteryzuje si¢ wysoka wydajnoscia pozyskiwania leukocytow z tkanki ptucne;,
przy jednoczesnym zachowaniu epitopdw na powierzchni komoérki. Nastepnie, komorki zostaty
poddane trzygodzinnej stymulacji z uzyciem koktajlu aktywujacego (Leukocyte Activation
Cocktail with Golgi Plug, BD Biosciences), zawierajacego ester PMA (forbol 12-morystynian
13-octanu), jonomycyng oraz Brefeldyne A. Mieszanina ta umozliwia wywolanie odpowiedzi
limfocytow T 1 wewnatrzkomoérkowa akumulacje cytokin. Barwienie zewnatrz- oraz
wewnatrzkomoérkowe zostalo wykonane zgodnie ze standardowa procedura przy uzyciu
przeciwcial monoklonalnych sprz¢zonych z fluorochromem. Lista przeciwcial uzytych
w badaniu zostata zestawiona w Tabeli 6. Probki zostaly przeanalizowane przy pomocy
cytometru przeptywowego FACSAria (BD Biosciences) i programu FlowJo v.10. Strategia
bramkowania zostala przedstawiona w pracy oryginalnej wchodzacej do niniejszej rozprawy
(Figure S2, strona 74). Analize statystyczng przeprowadzono z uzyciem testu U Mann

Whitney’a w programie GraphPad Prism v.9.

Tabela 6. Lista przeciwciat uzytych w badaniu.

Przeciwciato Klon Gospodarz lzotyp Producent Nr katalogowy
anti-mouse CD45 PE 30-F11 Szczur 1gG2b, k Biolegend 103106
anti-mouse CD3¢ 145-2C11 Chomik [e]€; Biolegend 100320
anti-mouse CD4 PE/Dazzle 594 RM4-5 Szczur 1gG2a, k Biolegend 100566
anti-mouse IFNy PerCP-Cy5.5 XMG1.2 Szczur 1gG1, eBioscence 45-7311-80
anti-mouse IL-4 APC 11B11 Szczur 1gG1, kK eBioscence 17-7041-82
anti-mouse IL-17A Alexa Fluor 488 eBio17B7 Szczur 1gG2a, k eBioscence 53-7177-81
anti-mouse IL-10 APC/Cy7 JES5-16E3 Szczur 1gG2b, k Biolegend 505036

APC (ang. Allophycocyanin) - allofikocyjnanina; CD (ang. Cluster of Differentation)- antygen réznicowania komodrkowego;
Cy7/Cy5.5 (ang.cyanine 7/5.5)- cyjanina 7/ 5.5; FITC (ang. Fluorescein isothiocyanate)- lzotiocyjanian fluoresceiny; IgG-
immunoglobulina G; PE (ang. Phycoerythrin)- fikoerytryna ; PerCP (ang. Peridinin-Chlorophyll-Protein)- biatko Perydynina-
chlorofil; k- fancuch lekki kappa.
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9) Ocena ekspresji bialek bariery epitelialnej metoda mikroskopii konfokalnej

Platy plucne zostaly zabezpieczone w procesie szybkiego schtadzania (ang. snap
freezing). Tkanke $cigto na skrawki o grubosci 8um z uzyciem kriostatu (Leica CM3050 S)
w temperaturze -20°C. Preparaty zostaly utrwalone w 4% roztworze paraformaldehydu,
a nastepnie blokowane przez godzing w roztworze zawierajacym 10% surowice kozig (Dako),
1% albuming bydleca (Sigma Aldrich) oraz 0,2% TritonX100 (Sigma Aldrich). Skrawki tkanki
ptucnej zostaly poddane calonocnej inkubacji z przeciwciatami pierwszorzgdowymi:
anty- Okludyna (Invitrogen), anty-ZO-1 (Invitrogen) oraz anty-Klaudyna 3, a nast¢pnie
przeciwcialami drugorzedowymi sprzezonymi z fluorochromem Alexa488 (Invitrogen). Lista
przeciwcial pierwszorzedowych i drugorzgdowych uzytych w badaniu zostala zestawiona

w Tabeli 7. Zdj¢cia wykonano przy pomocy mikroskopu konfokalnego Zeiss LSM780 (Zeiss).

Tabela 7. Lista przeciwciat uzytych w badaniu.

Przeciwciato Stezenie Klon Gospodarz lzotyp Producent Nr katalogowy
polyclonal rabbit anti- ZO-1 1:200 poliklonalne  Krélik 1gG Invitrogen 40-2200
monoclonal mouse anti- 1:200 OC-3F10 Mysz 1gG1, k Invitrogen 33-1500
Occludin

polyclonal rabbit anti-Claudin 3~ 1:100 poliklonalne  Krélik 1gG Invitrogen 34-1700

goat anti-mouse IgG (H+L) 1:1000 - Koza 1gG Invitrogen A-11001
secondary Alexa Fluor 488

goat anti-rabbit IgG (H+L) 1:1000 - Koza 1gG Invitrogen A-11008

secondary Alexa Fluor 488
H (ang. heavy chains) - fancuchy ciezkie; L (ang. light chains)- tancuchy lekkie; IgG- immunoglobulina G; k- tanuch kappa;
Z0- 1 (ang. zonula occludens 1)

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

Odpowiednie ptaty plucne byly przechowywane w RNA later (Invitrogen,
ThermoFisher) w celu stabilizacji 1 ochrony komoérkowego RNA. Tkanka ptlucna zostala
mechanicznie rozdrobniona w buforze lizujacym (RLT Lysing Buffer, Qiagen) zawierajacym
- merkaptoetanol (Sigma) z uzyciem r¢cznego homogenizatora TissueRuptor II (Qiagen).
Catkowite RNA zostalo wyizolowane z uzyciem zestawu RNeasy Mini Kit (Qiagen) zgodnie

ze standardowa procedura dostarczong przez producenta. Do utworzenia bibliotek cDNA
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zgodnie z protokotem TruSeq Stranded Total RNA (Illumina) wykorzystano lpug RNA
o wskazniku integralnosci (ang. RNA integrity number, RIN) wigkszym niz 8. Jakos¢
utworzonych bibliotek zostata potwierdzona z uzyciem narzedzia TapeStation 2200 (Agilent).
Sekwencjonowanie nowej generacji (RNAseq) przeprowadzono przy uzyciu platformy
Illumina HiSeq 4000 generujacej 150 par zasad (pz)- odczytow sparowanych koncow
(2x 75 pz).
11) Analiza transkryptomiczna

Analiza zréznicowanej ekspresji genow zostata przeprowadzona z wykorzystaniem
narzedzia DESeq2 z uwzglednieniem kontroli jakosci (metod PCA, korelacji, odlegtosci
euklidesowej 1iklastrowania). W celu wyodrebnienia jedynie istotnie statystycznie
zréznicowanych gendéw przyjete zostaty filtry: |Log2FoldChange| > 0.5 oraz skorygowanego
p< 0.1 (adjusted p-value) z uwagi na obecno$¢ wielokrotnego testowania. Analiza
funkcjonalna szlakéw genowych zostala przeprowadzona z uzyciem bazy Kyoto Encyclopedia
of Genes and Genomes (KEEG), oprogramowania Ingenuity Pathway Analysis (Qiagen) lub
Metacore (Thomson Reuters). Dodatkowo, analize termindw procesow biologicznych
i molekularnych wykonano z wykorzystaniem bazy bioinformatycznej Gene Ontology (GO).
Dane, w tym macierze zliczen poddane normalizacji oraz zréznicowane geny, zostaly
przedstawione graficznie z wykorzystaniem heatmap 1/ lub volcano plot.

12) Ocena iloSciowa mediatorow stanu zapalnego w popluczynach oskrzelowo-

pecherzykowych

Popluczyny oskrzelowo- pecherzykowe (ang. bronchalveolar lavage, BAL) zostaty
odwirowane z przyspieszeniem osrodkowym rownym 400g przez okres 5 minut
w temperaturze 4°C w celu usunigcia frakcji komoérkowej, a nastepnie zamrozone w -80°C.
Poziom analitow biatkowych zostal oznaczony przy uzyciu zestawu Luminex Discovery Assay

(R&D systems). Metoda ta umozliwia multipleksowa oceng wielu biatek w jednej probcee przy
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zachowaniu specyficznos$ci testu. Lista analitow wraz z zakresem ich detekcji oraz poziomem
czulo$ci zostata przedstawiona w Tabeli 8. Procedura zostala przeprowadzona zgodnie
ze standardowym protokotem dostarczonym przez producenta (R&D systems). Metoda
ta wykorzystuje kulki magnetyczne pokryte przeciwciatem specyficznym dla badanego analitu.
Nastepnie, dane anality byly wykrywane przy pomocy koktajlu biotynylowanych przeciwciat
i koniugatu streptawidyna-fikoerytryna. Probki zostaly przenalizowane z uzyciem aparatu
Luminex 200 (Luminex). Roéznice migdzy badanymi grupami zostaly ocenione

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

Tabela 8. Lista analitéw analizowanych w BAL metodg Luminex wraz z zakresem detekgji i czutoscia.

Analit Zakres krzywej standardowej[pg/ml] Czutosc [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 wynikéw wchodzacych w sklad rozprawy

doktorskiej

Opisane ponize] wyniki dotyczy zataczonej pracy opublikowanej] w czasopi$mie
Frontiers in Immnology stanowigcej integralna cz¢$¢ niniejszej rozprawy. Aby nie powielaé
informacji zawartej w pracy oryginalnej przedstawiam krotkie podsumowanie uzyskanych
wynikoéw bez ich prezentacji graficznej odwotujac si¢ do rycin w publikacji.

W pierwszej fazie badan ocenitam fenotyp oraz zdolno$ci do réznicowania si¢ oraz
pozyskiwanych z ludzkiej tkanki ttuszczowej MSC (Supplementary Figure SIA, B, strona 73
niniejszej rozprawy doktorskiej). Wskazane analizy potwierdzity, iz izolowane komorki:

a) charakteryzuja si¢ ekspresja charakterystycznych markeréw, a mianowicie CD73,

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

b) wykazuja adhezj¢ do powierzchni plastikowych;

¢) roznicujg si¢ w kierunku komorek linii mezodermalnej tzn. adipocytéw, osteocytow

oraz chondrocytow.

Potwierdzenie charakterystycznego fenotypu i multipotencjalno$ci wyizolowanych
MSC pozwolilo na wiaczenie ich do dalszych etapéw badan obejmujacych oceng wptywu ich
podania na niezmieniong zapalnie tkanke plucng w mysim modelu do$§wiadczalnym oraz
pdzniejsze badania ich wptywu na tkankg¢ objeta procesem zapalnym.

W pierwszym etapie badan in vivo ocenitam krotkoterminowe oraz dlugoterminowe
efekty dziatania przez nosowego podania MSC myszom z niezmieniong zapalenie tkankg
ptucng celem oceny bezpieczenstwa ich stosowania. Badania histologiczne potwierdzity,
iz MSC nie indukowaly nacieku zapalnego w obrebie tkanki ptucnej oraz nie powodowaly
zwigkszonej produkcji $luzu w pordwnaniu do grupy kontrolnej otrzymujacej roztwor soli

fizjologicznej (Figure IB; strona 58 niniejszej rozprawy doktorskiej). Jednakze,
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zaobserwowalam zwigkszony odsetek limfocytow T efektorowych (CD3+CD4+)
produkujacych IFNy jako dilugoterminowy efekt dziatania MSC, podczas gdy liczebno$¢
pozostalych subpopulacji komérkowych produkujacych IL-4, IL-17 lub IL-10 nie ulegla
zmianom, sugerujac indukcje¢ zapalenia o niskim stopniu nasilenia (Figure 1C; strona 58
niniejszej rozprawy doktorskiej). Dodatkowo, ocenitam ekspresje biatek Scistych potaczen
komorkowych (ang. tight junctions, Tls), ktore sa odpowiedzialne za utrzymanie integralnosci
bariery nablonka droég oddechowych. Zaobserwowatam obnizenie ekspresji okludyny
iklaudyny 3 zar6wno w modelu krétkoterminowym (3 dniowym) jak réwniez
dlugoterminowym (9 dniowym), podczas gdy ekspresja ZO-1 nie ulegta zmianie (Figure 1D;
strona 58 niniejszej rozprawy doktorskiej). Zaobserwowane obnizenie integralno$ci bariery
epitelialnej oraz zwigkszona ilo§¢ komoérek produkujacych IFNy moze wskazywac
na powstanie zapalenia o niskim nasileniu w obrgbie dolnych drog oddechowych [92].
Obnizenie ekspres;ji biatek utrzymujacych integralnosc¢ bariery epitelialnej moze by¢ rezultatem
aktywnos$ci IFNy [93].

Aby lepiej zrozumie¢ efekty przez nosowego podania MSC w srodowisko dolnych drég
oddechowych, w kolejnym etapie ocenitam zmiany w profilu transkryptomicznym ptuc
po podaniu MSC (Figure 1E, F; strona 58 niniejszej rozprawy doktorskiej). Analiza regulacji
szlakow sygnalowych oraz procesow biologicznych z wykorzystaniem oprogramowania IPA
oraz klastrow powigzanych gendw wykazala, iz znaczna cz¢s$¢ gendw o istotnie statystycznie
zrdznicowanej ekspresji jest powigzana zprocesami stresu oksydacyjnego, aktywacji
makrofagéw i receptoréw rozpoznajacych wzorce oraz fagocytozy. Ponadto, zaobserwowano,
iz poziom ekspresji tych gendw ulega obnizeniu w modelu dtugoterminowym w poréwnaniu
do krétkoterminowego (Figure 2, 3; strona 060-61 niniejszej rozprawy doktorskiej).
Bazujac na wynikach badan wtasnych oraz dotychczasowych publikacjach opisujacych efekty

dziatania MSC w réznych modelach do$wiadczalnych stwierdzitam, Ze uzyskane wyniki
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wspierajg hipoteze ,, umierajqcej komorki macierzystej (ang. dying stem cell) ” zaproponowang
przez Thum T. [94]. Zgodnie z nig MSC ulegaja w srodowisku zapalnym apoptozie, a nastepnie
sg usuwane przez makrofagi M1 aktywowane przez limfocyty T subpopulacji Th1 produkujace
IFNy, prowadzac do przywrocenia warunkow homeostazy [95]. Moje badania wydaja si¢
potwierdza¢ t¢ hipotez¢ 1 pozwalaja dodatkowo na jej rozszerzenie. Zgodnie
z zaprezentowanymi wynikami proces ten wydaje si¢ nie by¢ ograniczony do tkanek zapalnych,
a moze rowniez zachodzi¢ w niezmienionych zapalnie plucach. Zgodnie z powyzszym,

przez nosowe podanie preparatu MSC moze by¢ rozpatrywane jako bezpieczne.
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Mesenchymal stem cells (mesenchymal stromal cells; MSC)-based therapies
remain a promising approach to treat degenerative and inflammatory diseases.
Their beneficial effects were confirmed in numerous experimental models and
clinical trials. However, safety issues concerning MSCs' stability and their long-
term effects limit their implementation in clinical practice, including treatment
of respiratory diseases such as asthma, chronic obstructive pulmonary disease,
and COVID-19. Here, we aimed to investigate the safety of intranasal
application of human adipose tissue-derived MSCs in a preclinical
experimental mice model and elucidate their effects on the lungs. We
assessed short-term (two days) and long-term (nine days) effects of MSCs
administration on lung morphology, immune responses, epithelial barrier
function, and transcriptomic profiles. We observed an increased frequency of
IFNy- producing T cells and a decrease in occludin and claudin 3 as a long-term
effect of MSCs administration. We also found changes in the lung
transcriptomic profiles, reflecting redox imbalance and hypoxia signaling
pathway. Additionally, we found dysregulation in genes clustered in pattern
recognition receptors, macrophage activation, oxidative stress, and
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phagocytosis. Our results suggest that i.n. MSCs administration to noninflamed
healthy lungs induces, in the late stages, low-grade inflammatory responses
aiming at the clearance of MSCs graft.

KEYWORDS

mesenchymal stem cell, noninflamed lung, stem cell-based therapy, epithelial barrier,

transcriptomic profiles

Introduction

Since the 90s mesenchymal stem cells (also known
as mesenchymal stromal cells, MSCs) have gained
considerable interest in the scientific community due to
their immunomodulatory properties and regenerative
potential. To date, the MSC-mediated beneficial effect has been
confirmed in numerous preclinical models, medical
experiments, and clinical trials (1-5). In fact, the perspective
of MSC-based therapy implementation holds a promise for, to
date, uncurable or poorly controlled chronic inflammatory and
degenerative diseases. According to clinicatrial.gov, MSCs have
been tested in multiple respiratory system diseases, such as acute
respiratory distress syndrome, COVID-19, chronic obstructive
pulmonary disease, idiopathic pulmonary fibrosis, and asthma.

MSCs are adult multipotent stem cells, initially identified and
isolated from the bone marrow (6, 7). Currently, they are replaced
by counterparts derived from more accessible sources, such as
adipose tissue, Wharton’s jelly, and cord blood (2, 5, 8-12).

Notably, differentially sourced MSCs may slightly differ in
functional properties and phenotype. Therefore, minimal criteria
for their definition have been proposed, namely: i) plastic
adherence; ii) surface expression of CD29, CD71, CD73, CD90,
CD105, CD271, and simultaneous lack of CD14, CD34, CD45, and
HLA-DR; iii) ability to differentiate into at least osteoblasts,
adipocytes, and chondrocytes in vitro (1). Accumulating evidence
shows that their immunoregulatory properties need to be activated
by the pro-inflammatory microenvironment. Thus, MSC’s anti-
inflammatory potential depends on the local milien. MSCs have
been shown to exert immunoregulatory function by i) reduction of
monocyte and CD34" cell maturation towards classically activated
pro-inflammatory M1 macrophages and dendritic cells (DCs); ii)
reduction of adaptive immune responses; iii) recruitment of
regulatory T cells (Treg) and induction of effector T cell plasticity
towards anti-inflammatory properties; and iv) reduction of
cytotoxic innate lymphoid cell activity (1, 8, 13). Unfortunately,
MSCs fate in non-inflamed tissue remains elusive.

To date, safety issues concerning the long-term effects of MSCs
administration and their stability are raised, limiting their usage in
the clinical practice (1, 2, 14). To better understand the effects of
MSCs administration on the airway microenvironment, here we
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aimed to investigate the longitudinal changes in the lung
morphology, epithelial barrier function, immune responses, and
transcriptomic profiles of the normal non-inflamed lung in the
mouse model. In our model, we used MSCs derived from adipose
tissue, representing an attractive and highly available source of
these cells.

Materials and methods
Experimental mouse model

Female 6-8-week-old C57BL/6 mice were divided into three
groups (n=5 per group). Mice were sacrificed after 2 (short-
term) and 9 (long-term) days after intranasal (i.n.)
administration of the adipose-tissue-derived MSCs (Figure 1A;
for detailed method description please see Supplementary
Materials — methods). Biological material was collected and
biobanked for further analyses.

Histochemical staining’s

The presence of inflammatory infiltration and mucus
production in the lung was assessed by histochemical stainings.
First, lungs were fixed in 4% paraformaldehyde and paraffin-
embedded. Next, 4um microtome sections were placed on the
glass slides (Thermofisher Scientific) and stained with
hematoxylin-eosin (H+E) and Periodic acid-Shiff (PAS)
according to the standard protocols. The slides were visualized
using a digital slide scanner Nanozoomer SQ (Hamamatsu). Both
H+E and PAS staining’s were quantified in Image]J software.

Quantification of hematoxylin-eosin
(H+E) and periodic acid-shiff
(PAS) staining

Inflammatory infiltration within the lung tissue was
quantified using Image]J software (NIH) in H+E-stained slides.
The default thresholding method and the HSB model for color
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FIGURE 1
Induction of low-grade inflammation is a long-term effect of intranasal administration of adipose-tissue-derived mesenchymal stem cells

(A) Experimental mice model used in the study. Female C57BL/6 mice were sacrificed directly after two days (short-term), and nine days (long
on. Saline (vehicle)-treated mice were used as control. (B) Representative
Hematoxylin & Eosin (H&E) and Periodic Acid-Shiff (PAS) staining in the lung sections. (C) Summary of flow cytometry analyses of IFNy, IL-4,
IL-17, or IL-10 producing T cell frequency after MSCs administration in the long-term model. U Mann-Whitney test was used to evaluate
differences between groups, *p < 0.05; ns, not significant; n=5. (D) Representative confocal staining of occludin, claudin 3, and zonula
occludens-1 (ZO-1) in the alveoli after MSCs i.n. administration; DAPI - blue; green - po:
transcriptomic profiles of the lung after MSCs i.n. administration. The heatmap shows all (n =853) differentially regulated genes (DEGs)
among the analyzed groups. DEGs were identified based on |[Log2FoldChange| > 0.5, and adjusted p value < 0.1. Cutoffs were applied with
matched HGNC identifiers. Complete linkage clustering was applied. (F) Venn diagram of differentially and commonly regulated genes in the
ated expression of DEGs.

term) after mesenchymal stem cells (MSCs) intranasal (i.n.) administral

tive signal for analyzed proteins. (E) Summary of
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space were selected to perform the analysis. The lung tissue
surface was measured using a threshold tool. The slider in the
brightness panel was appropriately adjusted to cover all tissue
areas. Additionally, to evaluate the inflammation surface the
slider in the hue panel was acquired to imply the dark pink-
purple colors. Three independent measurements were
performed and the mean was calculated. The results were
presented as inflammation area to tissue (slide) area ratio.
Additionally, all the values were normalized to the mean of
control group measurements. To evaluate the mucus production
in PAS-stained slides, the quantification was restricted only to
bronchi. To maximize the relevance of the results two different
bronchioles within one tissue slide were taken into
consideration. Similarly, to assess the mucus area, the slider
was adjusted to incorporate pink-red colors. Additionally, the
surface inside all bronchi was measured. To simplify the
calculations, the bronchi shape was assumed as a circle and
the perimeter was calculated. Three measurements for all
bronchioles were performed and the mean was calculated. The
results were presented as a ratio of mucus area and bronchioles
perimeter score.

Flow cytometry

Lung tissue dissociation was performed using Lung
Dissociation Kit (Miltenyi Biotec). Next, cells were stimulated
with Leukocyte Activation Cocktail with Golgi Plug (BD
Pharmingen) for 3 hours. Extracellular and intracellular
staining was performed according to the standard protocol
using a panel of fluorochrome-labeled monoclonal antibodies
(Supplementary Materials - Supplementary Table S2). Cells
were acquired using the FACSAria system (BD Biosciences)
and analyzed with the FlowJo v.10 software (BD Biosciences). A
representative gating strategy has been presented in the
Supplementary Materials - Supplementary Figure S2A.

Immunofluorescence staining

Snap-frozen lung tissues were cryosectioned (Leica CM3050
S) at 8um, and subsequently fixed with 4% paraformaldehyde.
Cryosections were submerged in blocking solution (10% goat
serum, 1% bovine serum albumin, and 0,2% TritionX100) prior
to incubation with polyclonal rabbit anti- ZO- 1 antibody
(Invitrogen), monoclonal mouse anti-occludin (Invitrogen) at
1:200, and polyclonal rabbit anti-claudin 3 (Invitrogen) at 1:100
in 1% BSA in PBS, followed by incubation with Alexa Fluor 488
Goat anti-Rabbit IgG (Invitrogen) or Goat anti-Mouse IgG
(Invitrogen) at 1:1000. Specimens were analyzed using a Zeiss
LSM780 microscope (Zeiss). The detailed information on used
antibodies has been presented in the Supplementary Materials -
Supplementary Table S2.
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Statistical analysis

Statistical analysis was performed using GraphPad Prism
v.9. Statistical significance was evaluated by the U Mann-
Whitney test; p<0.05 was considered significant.

RNA isolation and next-generation
sequencing (NGS)

Lung lobes were stored in RNA later solution (Invitrogen)
for 48 hours to stabilize RNA. Next, tissues were disrupted using
TissueRuptor IT (Qiagen) in RNeasy Lysis Buffer (Qiagen). Total
RNA was isolated by using the RNeasy Mini Kit according to the
manufacturer’s protocol (Qiagen). 1 pg of total RNA with RNA
integrity number (RIN) > 8, was subjected to the cDNA library
preparation according to TruSeq Stranded Total RNA protocol
(Illumina), followed by the quality confirmation by TapeStation
2200 (Agilent, CA, USA). Next-generation sequencing
(RNAseq) was performed using the Illumina HiSeq 4000
platform generating 150 bp paired-end reads (2 x 75 bp).
Subsequently, transcriptomic profiling and analysis were
performed. The entire data set has been submitted to the
NCBI GEO database: accession number GSE200028 (The
datasets are currently private and available under access token:
“ovivksgmxdgzhcz”, and will be released immediately after
manuscript acceptance).

Transcriptome profiling and analysis

Sequencing quality was evaluated by FastQC version 0.11.5.
Reads were mapped to the reference genome of Mus musculus
(GRCm38) using STAR aligner version 2.5.3a. The obtained read
counts were used to differential expression analysis (http://www.
bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/; https://
qubeshub.org/resources/fastqc) (15). Differential gene
expression analysis was performed using DESeq2 (16). To
adjust the Wald test p-value, the procedure of Benjamini &
Hochberg was applied. Additionally, the count matrix was
transformed into Transcripts Per Milion (TPM) to normalize
gene expression. Differentially expressed genes (DEGs) with
matched HGNC symbols were identified based on adjusted p-
values < 0.1, and absolute Log2FoldChange > 0.5. To visualize
the expression of DEGs, Venn Diagram, Volcano Plots, and
heatmap with complete linkage clustering was generated in “R”.
Gene Set Enrichment Analysis was performed to reveal Gene
Ontology terms present in the dataset. Subsequently, the top 20
terms according to the Benjamini & Hochberg adjusted p<0.05
were plotted on the graphs. Moreover, based on The Mouse
Genome Database (MGD; http://www.informatics.jax.org;
access date: 29" June 2022), individual branches of Gene
Ontology terms were selected for further analysis. Commonly
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regulated genes were analyzed using string. db and Ingenuity
Pathway Analysis (IPA, QIAGEN Inc., https://digitalinsights.
qiagen.com/IPA). The STRING gene networks were generated
concerning all commonly regulated genes, including the
predicted and RIKEN genes (n=104). Nodes without any
connections were excluded from the network on set medium
confidence levels. Using IPA generated pathways with altered z-
score, commonly regulated genes for two investigated models
were analyzed individually. A two-tailed Mann U Whitney test
was applied to assess the difference in the expression of
mentioned genes. The delta of the expression was presented
using the R package ggplot2 (https://ggplot2.tidyverse.org). The
expression datasets were analyzed in IPA with the cutoff points
for absolute Log2FoldChange > 0.5 and adjusted p-value < 0.1
with additional lung tissue filters applied.

Results

Administration of the adipose tissue-
derived mesenchymal stem cells induces
low-grade inflammation and reduces
epithelial barrier integrity

First, we aimed to confirm that adipose tissue-derived cells
fulfill the criteria of mesenchymal stem cells established by the
International Society for Cellular Therapy. We expanded plastic
adherent cells and confirmed the surface expression of MSCs
characteristic markers, namely CD73, CD90, and CD105, with
simultaneous lack of lineage marker CD45 and human leukocyte
antigen (HLA-DR) expression (Supplementary Figure S1A).
Moreover, we successfully differentiated the cells in vitro into
adipocytes, osteocytes, and chondrocytes (Supplementary
Figure S1B).

Having confirmed that cells isolated from adipose tissue
fulfill the criteria of MSCs, next, we wished to investigate the
effects of their i.n. administration on the induction of
inflammation in the lower airways (Figure 1A). We found no
signs of increased cellular infiltration and mucus production
within the lungs both directly (two days, short-term) and
extendedly (nine days, long-term) after MSCs transfer
(Figure 1B, Supplementary Materials - Figure S2A). However,
we observed an increase in the frequency of INFy producing, but
not IL-4, IL-17, and IL-10 producing, CD3*CD4" T cells in the
lungs as an effect of the long-term MSCs administration
(Figure 1C; Supplementary Materials - Figure S2B). Moreover,
occludin and claudin 3, but not ZO-1 were decreased in the long-
term model (Figure 1D). To better understand the effects of
MSCs administration on the non-inflamed lungs, we next aimed
to investigate MSC-mediated effects on the transcriptomic
profiles of the lungs. We observed dynamic changes in the
lung gene expression profiles after MSCs administration
(Figure 1E). We found 674 differentially regulated genes
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unique for the short-term model, while only 75 genes were
unique for the prolonged observations (Figure 1F), suggesting
waning of the low-grade inflammation and active resolution in
the longer time point. In addition, a total of 104 genes were
common for both analyzed time points.

Gene set enrichment analysis indicated
changes in the activation of innate and
adaptive immune responses after MSCs
administration

Having found significant changes in the transcriptomic profiles, we
next wished to elucidate whether differentially regulated genes may be
functionally related, integrated, and referred to the specific genes
clusters and interaction nodes. Thus, we evaluated the enrichment of
DEGs in the gene ontologies, signaling pathways, and mapped
predicted interactions using clusterProfiler v.4.0.0 (17). In the top 20
most significant gene ontology terms we found changes in
immunological pathways. The normalized enrichment score (NES)
analysis indicated activation of the innate and adaptive immune
responses. We found upregulation in phagocytosis and engulfment
processes and B cell receptor signaling in both analyzed time-points
(Figure 2). Moreover, we found an increase in the ribosome function,
and biogenesis in MSC-treated mice, longitudinally (Figure 2). More
precisely, the analysis of canonical pathways activation revealed the
increase in IL-7 signaling, T and B cell signaling in the short- and long-
term models compared to controls. Moreover, we found changes
reflecting redox imbalance, such as an increase in HIF1o. signaling
and superoxide radicals degradation in the short-term model
(Figure 3A). In addition to this observation, we noted the gradual
downregulation in HIF10. signaling, IL-17 signaling, and B cell receptor
signaling in the longer time point (Figure 3A). Furthermore, the
analysis of the expression of genes clustered to the terms and
processes related to airway inflammation, namely Th1-, Th2-, Th17-
driven immune responses development, tight junction molecules, and
mucins, revealed a relatively low number of significantly changed genes
(Figure 3B), which stay in line with our ex vivo observations of effector
T cells, epithelial barrier integrity, and histochemical stainings.

Pattern recognition receptors,
macrophage activation, oxidative stress,
and phagocytosis related genes are
differentially expressed in the lungs after
MSCs administration

Next, we analyzed deeper the expression profiles of genes
related to oxidative stress and immune responses, macrophage
activation and phagocytosis. We noted the dysregulated
expression of pattern recognition receptors (PRRs, Figure 4A),
macrophage activation (Figure 4B), oxidative stress (Figure 4C),
phagocytosis (Figure 4D), and inflammation of the respiratory
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Mesenchymal stem cell administration to non-inflamed lungs induces the expression of genes associated with immunological pathways
Summary of gene set enrichment analysis for gene ontology. Top 20 most significant GO terms are listed according to the adjusted p-value
Ontologies are presented using lollipop charts with normalized enrichment scores. The percentage values represent the coverage of DEGs in
each group to the theoretical size of an analyzed term. Blue and yellow refer to biological processes (BP) and cellular components (CC) of gene

ontology, respectively.

system (Figure 4E). Importantly, clustered genes present a trend to
be downregulated in the latter time point towards the level observed
in the untreated controls. However, in the short-term model, we
noted an upregulated expression of most analyzed genes. However,
a relatively low number of genes were significantly upregulated
(FDR < 0.05) in analyzed models in the cluster reflecting
inflammation within the respiratory system (9 upregulated genes
among 50 defined in the cluster, Figure 4E).

Commonly regulated genes form a low
number of interactions

Having found longitudinal changes in the gene expression
profiles among MSCs-treated groups, next, we aimed to focus on
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the common genes for both short-term and long-term models.
First, we found a low number of interactions among analyzed
genes (Figure 5). The observed ones mainly reflect dysregulation
of immune responses, namely dendritic cell, T cell, and B cell
function (Cd7, Cd37, Cd72, Cd79a, Spib, and II-21r, Cxcr5, Ccl5,
Zbpl). In addition, we observed interactions for ribosome
biogenesis, function, and cell cycle (Rrs1, Gpatch4, Trp35, Ncl,
Rasll1a, Rbm38, Hist1h1b), shock proteins (Cirbp, Hspb6), and
circadian rhythm (Dbp, Arntl, Npas2, Nfil3) (Figure 5A).
Furthermore, we analyzed the most significant genes with
altered z-scores at the investigated time-points according to
the Ingenuity Pathway Analysis. We found Rap2b relative
expression as the one of most changed compared to the other
delta expression of genes (Figure 5B). According to the
Pathcards and Reactome database (https://pathcards.genecards.
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GO:0072538), 9/42 for regulatory T cell differentiation (Biological Process; GO:0045066), 4/47 tight junctions (Tan et al. Allergy 2018), and 0/16 for
mucins (Tan et al. Allergy 2018); S — short-term model; L — long-term model; L/S — long-term model vs short-term model; FDR<0.05; n=5; Wald test
with Benjamini-Hochberg correction was used; *p<0.05; ** p<0.01; ***p<0.001.

org; https://reactome.org; access date: 4™ July 2022), Rap2b is
predicted to be involved in the neutrophils degranulation
pathway, which is linked with the reactive oxygen species
production (18). Moreover, we also noted a relatively relevant
change in Trp53 (Figure 5B), which is also recognized as an
important contributor to oxidative stress-induced necrosis (19).
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Additionally, a significant change in Gpr132 relative expression
was observed, which is highly specific to infiltrating
macrophages (20). Finally, we also observed a trend in a
longitudinal decrease in the expression of the analyzed
common genes (Figures 6A, B), which may indicate lung
homeostasis reestablishment.
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Discussion

Despite significant progress in understanding MSCs biology
and their therapeutic potential, MSC-based therapy approaches for
respiratory tract diseases remain not available routinely (1). Initially,
it was believed that MSCs can integrate within the airways (21-23).
Currently, it became clear that MSC therapeutic potential is more
related to their immunomodulatory functions exerted via direct
cell-to-cell mediated interactions or even more by paracrine effects.
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In addition, major safety issues on their stability, long-term effects of
application, and their fate were raised significantly delaying the
implementation of MSCs-based therapies (2, 24-26). Here we
demonstrated the short-term and long-term effects of human
adipose tissue-derived MSC administration on non-inflamed
healthy mice lungs. We showed an increased frequency of IFNy-
producing T cells and a simultaneous decrease in epithelial occludin
and claudin 3 protein expression as a long-term effect of MSCs
administration. In addition, we reported changes in the whole lung
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transcriptomic profiles indicating redox imbalance, hypoxia
signaling pathway, and activation of macrophage’s phagocytic
function. Our results indicate induction of low-grade
inflammation as a long-term effect of MSCs transfer associated
with graft clearance.

It was previously shown that allogenic MSCs may preserve
within the airways for up to 72h (12, 27-29). However, more
recently, Ferrini E et al, by using third-generation of lentiviral
vectors, showed that bone marrow-derived MSCs can be detected
within the lung even longer than 14 days post intratracheal and
intravenous administration (30). This observation explains the
reported long-lasting beneficial effects of MSCs transfer to
inflamed lungs. Therefore, in our study, we evaluated the short-
term and long-term effects of MSCs administration.

As mentioned above, upon transplantation MSCs may undergo
differentiation supporting regeneration or healing processes or, in
response to inflaimmatory stimuli, may act as potent regulators of
inflammation (31-33). Interestingly, MSCs apoptosis has been
acknowledged as a mechanism of their immunosuppressive
function and is believed to be required for their therapeutic
effectiveness (33-36). Chang et al. demonstrated that apoptotic
MSCs effectively downregulate inflammation, oxidative stress, and
histopathological alternations in the lungs and kidneys in the mice
sepsis model (36). These results remain consistent with “the dying
stem cell hypothesis” introduced by Thum T. et al., which shows
modulation of the local immune responses by apoptosis of
transplanted stem cells (33). However, in our model, MSCs were
transferred to the non-inflamed lungs and we observed signs of low-
grade inflammation as the long-term effects. We hypothesized that
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this effect might be associated with apoptotic graft or hetero-
transplant clearance (37). This was additionally supported by
observed transcriptional signatures in analyzed innate immune
clusters, namely pattern recognition receptor signaling,
macrophage activation, cellular response to oxidative stress, and
phagocytosis. Our findings are partially in agreement with
the recently published study by Preda MB et al, who proposed
the “hit and die” concept indicating transplanted MSCs activate the
hypoxia signaling pathway in the recipient organ, and subsequently
undergo caspase-3/7 mediated apoptosis (35). In correspondence to
the study, Galleu A et al. stated the hypothesis that cytokine-
dependent priming is not required for the generation of apoptotic
MSCs and induction of immunosuppression (31). Consequently,
at the transplantation site, locally recruited macrophages remove
apoptotic MSCs in the phagocytosis process and orchestrate anti-
inflammatory responses (31, 36). Notably, IFNYy is a critical agent in
the induction and activation of pro-inflammatory and highly
phagocytic classically activated (M1 polarized) macrophages (38).
These cells were shown previously to play a central role in the MSC
graft removal (12, 35). Graft clearance may be associated with the
cytotoxic effect of immune cells to the differentiating MSCs or be a
consequence of MSCs apoptosis in response to proinflammatory
stimulation, including IFNy-mediated signaling (35). On the other
hand, increased Th1 responses, associated with IFNY release, affect
epithelial barrier integrity by downregulation of the tight junction
protein expression (39, 40). This explains observed in our study,
decreased expression of occludin and claudin 3 in the long-term
model. Furthermore, changes in the expression of analyzed clusters
of genes in the latter time-point resemble the control pattern, which
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respectively. (C) The proposed hypothesis of MSCs fate in the non-inflammatory microenvironment in the lungs. In non-inflamed lungs, MSCs
undergo apoptosis which induces low-grade inflammation. An increase in IFNy producing CD3*CD4* cells activates phagocytic M1

macrophages to clear apoptotic MSCs

may indicate the gradual impairment of local low-grade
inflammation induced upon MSCs apoptosis execution and
graft removal.

Conclusions

In summary, here, we showed short-term and long-term effects
of i.n. administration of the MSCs to the non-inflamed lungs. Our
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results suggest that in the steady-state MSCs may undergo apoptosis
in the non-infllmmatory microenvironment. In turn, low-grade
inflammation is induced in the late phases after MSC
administration. Consequently, IFN-producing T cells may activate
innate immune cells to efferocytosis, subsequently leading to the re-
establishment of lung tissue homeostasis (Figure 6C). Thus, our
results partially support “dying stem cells” and “hit and die”
concepts. However, further studies are needed to fully understand
the fate of MSCs within the lung microenvironment.
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Supplementary Material

Supplementary materials and methods

Adipose tissue-derived mesenchymal stem cells isolation and culture

Mesenchymal stem cells were isolated from adipose tissue obtained from the bariatric patients (n=5)
admitted to the Ist Clinical Department of General and Endocrinology Surgery, Medical University of
Bialystok. Harvested adipose tissue was incubated with collagenase IV (Gibco) in standard cell culture
conditions (37°C, 5% CO2) for 45 minutes followed by inactivation in 10% fetal bovine serum (FBS,
PAN Biotech) in Dulbecco's Modified Eagle’s Medium (DMEM, PAN Biotech). Next adipose tissue was
filtered through strainers (100pM pore size) and centrifuged at 400g for 5 minutes. Isolated cells were
cultured in Mesenchymal Stem Cells Basal Medium (ATCC) supplemented with Mesenchymal Stem Cell
Growth Kit for Adipose, Umbilical, and Bone Marrow-derived MSCs (ATCC) up to 3rd passage. Isolated
adipose tissue-derived MSCs fulfill the following minimal criteria proposed by the International Society
for Cellular Therapy: 1) adhere to the plastic surface in cell culture; 2) express at least CD73, CD90, and
CD105, while they are negative for CD45 and HLA-DR; 3) differentiate into adipocytes, osteocytes, and
chondrocytes. Expanded adipose tissue-derived MSCs cells were subjected to the experimental mice
model (500 000 cells/transfer, with viability higher than 95%). Cell viability and density were assessed by

using trypan blue in the Burker chamber by two independent scientists.

Adipose tissue-derived MSCs characterization in vitro

The phenotype and multipotency properties of isolated MSCs were confirmed prior to

implementation in the experimental mice model using the following methods.
*  Flow cytometry analysis of adipose tissue-derived MSCs phenotype

To confirm the specific phenotype of MSCs, isolated cells were incubated with monoclonal
antibodies conjugated with fluorochrome according to standard protocol. For staining, appropriate
FMO control was performed. The antibodies used for MSCs phenotype confirmation were listed in
Table S1. Samples were acquired using FACSCalibur (Becton Dickinson) and analyzed with FlowJo

v.10 (BD Biosciences).
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Supplementary Table S1. Antibodies used to confirm the adipose tissue-derived MSCs
phenotype.

ANTIBODIES CLONE SOURCE IDENTIFIER
anti-human CD73 FITC AD2 BioLegend Cat. 344016
anti-human CD90 PE SE10 BioLegend Cat. 328110
anti-human CD105 APC 43A3 BioLegend Cat. 323208
anti-human CD45 PerCP 2D1 BioLegend Cat. 368506
anti- human HLA-DR APC TU36 BD Pharmingen Cat. 559868

*  Assessment of multipotency of adipose tissue-derived MSCs

Differentiation of adipose tissue-derived MSCs to mesodermal lineage cells was verified using the
Human Mesenchymal Stem Cell Functional Identification Kit (R&D Systems, Cat. SC006) according
to the provided protocol. MSCs were incubated in the dedicated adipocytes, osteocytes, and
chondrocytes differentiation media for up to 21 days. To analyze the differentiation into three
derivatives, specific markers provided in the kit were used: adipocyte marker (Goat Anti-Mouse
FABP4 Antigen Affinity-purified Polyclonal Antibody), osteocyte marker (Mouse Anti-Human
Osteocalcin Monoclonal Antibody), and chondrocyte marker (Goat Anti-Human Aggrecan Antigen
Affinity-purified Polyclonal Antibody). Adipocytes, osteocytes, and chondrocytes specimens were
acquired using Olympus FV1200 confocal microscope (Olympus).
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Supplementary Table S2. Antibodies used in the study

Supplementary Material

ANTIBODIES CLONE SOURCE | IDENTIFIER
Flow cytometry staining
anti-mouse CD45 PE 30-F11 Biolegend | Cat. 103106
anti-mouse CD3e 145-2C11 | Biolegend | Cat. 100320
anti-mouse CD4 PE/Dazzle 594 RM4-5 Biolegend | Cat. 100566
anti-mouse IFNg PerCP-Cy5.5 XMG1.2 | eBioscence | Cat.45-7311-80
anti-mouse IL-4 APC 11B11 eBioscence | Cat.17-7041-82
anti-mouse IL-17A Alexa Fluor 488 eBiol7B7 | eBioscence | Cat. 53-7177-81
anti-mouse IL-10 APC/Cy7 JES5-16E3 | Biolegend | Cat. 505036
Immunocytochemistry (ICC) staining
polyclonal rabbit anti- ZO-1 - Invitrogen | Cat. 40-2200
monoclonal mouse anti- Occludin OC-3F10 | Invitrogen | Cat. 33-1500
polyclonal rabbit anti-Claudin 3 - Invitrogen | Cat. 34-1700
goat anti-mouse IgG (H+L) secondary Alexa Fluor 488 - Invitrogen | Cat. A-11001
| goat anti-rabbit IgG (H+L) secondary Alexa Fluor 488 - Invitrogen | Cat. A-11008
4
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Supplementary Table S3 List of excluded RIKEN genes from the transcriptomic analysis
considering commonly regulated genes in the short- and long-term group.

Ensembl HGNC

ENSMUSG00000028536 | 26105281 1Rik
ENSMUSG00000043168 | 4930426D05Rik
ENSMUSG00000062319|  Gm10115
ENSMUSG00000071540 | 3425401 B19Rik
ENSMUSG00000075514|  Gm13375
ENSMUSG00000075538|  Gm10855

- ENSMUSG00000097194 | 9330175E 14Rik
ENSMUSG00000097296|  Gm26532
ENSMUSG00000101365|  Gm19325
ENSMUSG00000101693|  Gm19461
“ENSMUSG00000102142|  Gm26930
ENSMUSG00000104476|  Gm38211
ENSMUSG00000105272|  Gm43071
ENSMUSG00000105771 | 2900064K03Rik
ENSMUSG00000105985|  Gm42993
ENSMUSG00000106237|  Gm8066
ENSMUSG00000107290|  Gm43282
ENSMUSG00000108046|  Gm43924
ENSMUSGO00000108443|  Gm44510
ENSMUSG00000108456 | 4732496C06Rik
ENSMUSG00000109157|  Gmd44829
ENSMUSG00000109363|  Gmd4668
ENSMUSG00000112307|  Gmd48751
ENSMUSG00000114501 | Gmd48582
ENSMUSG00000114608|  Gm36161
ENSMUSG00000117729|  Gm5242
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Supplementary figures
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Supplementary Figure S1. Adipose tissue-derived mesenchymal stem cells A. phenotype
confirmation and B. multipotency verification. A. Adipose tissue-derived MSCs were
characterized by the expression of CD73, CD90, and CD105 markers, while they are negative for
CD45 and HLA-DR (n=5). B. Representative photos of confocal staining of adipose tissue-derived
MSCs differentiated to mesodermal lineage cells. Cells were visualized using specific antibodies,
namely FABP4 (adipocyte marker), osteocalcin (osteocytes marker), and aggrecan (chondrocyte
marker); DAPI- blue, nucleus; Alexa Fluor 488- green, positive signal of analyzed markers.
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Supplementary Figure S2. A. Summary of quantification results of hematoxylin & eosin (upper
bar plot) and periodic acid-shiff staining (lower barplot). S — short-term model; L — long-term
model; C — control; U Mann-Whitney test was used to assess the differences among investigated
groups; p<0.05 was considered statistically significant; ns — not significant; n= 5 B. Representative
gating strategy of IFNg, IL-4, IL-17, or IL-10 producing CD3+CD4+ T cell. The cells were gated
according to forward (FSC), and side (SSC) scatter (morphology) followed by doublets
discrimination (single cells). Next, CD45- cells were excluded from the analysis (CD45+ cells), and
CD3+CD4+ cells were gated (CD3+CD4+ cells). Finally, cytokine-producing cells were gated
according to the unstimulated control. FlowJo v.10 software was used for data analysis.
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VII) NIEOPUBLIKOWANE DANE WLACZONE DO ROZPRAWY DOKTORSKIEJ

1) Potwierdzenie wlasciwosci immunosupresyjnych MSC pochodzacych z ludzkiej

tkanki thuszczowej w warunkach in vitro

Po potwierdzeniu minimalnych kryteriow pozwalajacych na kwalifikacje MSC,
w kolejnym etapie badan, a przed rozpoczgciem kolejnej fazy in vivo, postanowitam oceni¢ czy
izolowane przeze mnie komoérki posiadaja zdolnosci regulujace odpowiedz uktadu
immunologicznego. MSC stymulowano cytokinami prozapalnymi (IL-1p, TNFa, IFNy), ktore
jak juz wspomniatam we wstepie, indukuja wtasciwo$ci immunosupresyjne tych komorek.

Stymulacja MSC za pomoca IFNy najefektywniej indukowala ekspresje genu CD274
(PD-L1) w MSC, w porownaniu do komorek stymulowanych TNFa czy IL-1p (Rycina 6A).
Obserwacje te zostaty rowniez potwierdzone na poziomie biatka przy pomocy cytometrii
przeplywowej (Rycina 6A). Stymulacja MSC za pomoca IL- I byla z kolei najbardziej
efektywna w indukcji ekspresji ILI10, podczas gdy takich efektow nie zaobserwowano
po stymulacji TNFa i IFNy (Rycina 6B). Co ciekawe, na poziomie biatka zaobserwowalam
rosngce stezenia IL-10 w supernatancie hodowlanym po stymulacji zaréwno IL-1P3 oraz TNFa
(Rycina 6B). W kolejnym etapie badania potwierdzitam potencjal immunosupresyjny MSC
wykorzystujac test proliferacji limfocytow stymulowanych mitogenem, a mianowicie
przeciwcialami aktywujacymi receptory CD3 oraz CD28. Zgodnie z przewidywaniami,
wykazalam, iz w obecno$§ci MSC proliferacja limfocytow jest znacznie obnizona
w poréwnaniu do komodrek inkubowanych bez ich obecnosci (Rycina 6C).

Uzyskane wyniki potwierdzaja, ze MSC izolowane z ludzkiej tkanki thuszczowe;j
nabierajg aktywnosci immunosupresyjnych poprzez stymulacj¢ mediatorami stanu zapalnego.
Pozwolito to na ich wykorzystanie w dalszych badaniach, ktérych celem byta ocena efektow

dziatania tych komoérek w eksperymentalnym modelu astmy.
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Rycina 6. A. Ocena ekspresji PD-L1 (CD274) po stymulacji cytokinami prozapalnymi (IL-1p3, TNFa,
IFNy) na poziomie RNA (gqPCR) i biatka (cytometria przeptywowa). B. Ocena ekspresji IL-10
po stymulacji cytokinami prozapalnymi (IL-18, TNFa, IFNy) na poziomie RNA (qPCR) i biatka (ELISA).
C. Analizy statystyczne przeprowadzono z uzyciem nieparametrycznego testu U Mann Whitney’a;
*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001C. Analiza cytometryczna przedstawiajgca zahamowanie proliferacji
PBMC stymulowanych anty-CD3/CD28 w obecnosci réznych ilosci MSCs (5:1; 10:1; 100:1); PBMC
alone- komorki nie poddane stymulacji. Oznaczenia p0, p1, p2, p3 odpowiadajg kolejnym populacjom
komorek proliferujgcych komorek, gdzie p0 jest populacjg wyjsciowg (n=3).
2) Efekty przez nosowego podawania mezenchymalnych komodrek macierzystych
w eksperymentalnym modelu astmy indukowanym ekstraktem roztocza kurzu
domowego
W pierwszym etapie badan potwierdzitam, iz przez nosowe podanie ekstraktu HDM
w dawce 10pg indukuje zapalenie dolnych drog oddechowych o pozadanych cechach
odzwierciedlajac zapalenie astmatyczne obserwowane u ludzi z endotypem mieszanym
(eozynofilowo/neutrofilowym). Zaobserwowatam naciek zapalny w obrgbie tkanki plucnej
oraz zwigkszong produkcj¢ $luzu (Rycina 7A). W kolejnym etapie, ocenitam wptyw podania
MSC pochodzacych z ludzkiej tkanki tluszczowej na rozwoj zapalenia dolnych drog
oddechowych. Zaobserwowano, iz MSC ograniczaja naciek zapalny tkanki plucnej

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

poziom istotnosci tylko w  przypadku krotkoterminowej  aktywnosci  MSC.
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Ponadto, zaobserwowatam obnizenie produkcji $luzu jako krotkoterminowy efekt dziatania
MSC (Rycina 7A).

W zakresie dystrybucji limfocytéw T efektorowych w obrebie ptuc, zaobserwowatam
wzrost odsetka limfocytow T produkujacych IL-4, IL-17, IFNy oraz IL-10 po indukcji zapalenia
ekstraktem HDM (Rycina 7B). Co ciekawe, podanie MSC w modelu dtugoterminowym nie
powodowato istotnych statystycznie zmian w odsetkach analizowanych populacji limfocytow
T efektorowych (Rycina 7B). Zaobserwowano jedynie trend w kierunku obnizenia odsetka
limfocytow T produkujacych IL-4 i [FNy (Rycina 7B). Nie zaobserwowatam réwniez istotnych
zmian w profilu cytokinowym popluczyn oskrzelowo-pecherzykowych po przez nosowym

podaniu MSC (Rycina 7C).
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Uzyskane wyniki badan potwierdzity, iz przez nosowe podanie MSC prowadzi
do ograniczenia  zapalenia dolnych drog oddechowych oraz produkcji $luzu.
Nie zaobserwowalam natomiast widocznych zmian w odsetkach komoérek efektorowych
w obrgbie ptuc. Dlatego aby lepiej zrozumie¢ efekty przez nosowego podania MSC do ptuc
z wyindukowanym zapaleniem mieszanym eozynofilowo/neutrofilowym postanowitam ocenié¢
profil transkryptomiczny tkanki ptucne;.

Zaobserwowalam istotne réznice w profilu ekspresji gendow w obu analizowanych
modelach po podaniu MSC w poréwnaniu do myszy nieotrzymujacych komorek (Rycina 8A).
Po podaniu MSC w modelu krotkoterminowym 844 geny ulegaly zréznicowanej ekspresji,
podczas gdy w modelu dlugoterminowym specyficznie zmienionych genéw byto jedynie 159
(Rycina 8B). W obu analizowanych modelach ekspresja 279 genow byta regulowana w taki
sam sposob (Rycina §B).

A z-score B

diugoterminowy

krétkoterminowy

MAI krotko- diugo-
HDM 10ug  terminowy terminowy
HDM 10pg+ MSC

Rycina 8. A. Zmiany w profilu transkryptomicznym ptuc po podaniu MSC i.n. w eksperymentalnym
modelu astmy eozynofilowej. Heatmap’a obrazuje wszystkie geny o zréznicowanej ekspresji pomiedzy
badanymi grupami (n=1282). DEG zostaty zidentyfikowane na podstawie |Log2FoldChange| > 0,5
i skorygowanej wartosci p value < 0.1. W analizie zastosowano odciecia z dopasowanymi
identyfikatorami HGNC oraz petne grupowanie (klasterowanie) powigzan. B. Venn Diagram
prezentujacy wspolne oraz zroznicowane geny w modelu krétko- (czerwony) oraz dtugoterminowym
(niebieski). Strzatki wskazujg na zwigkszenie lub zmniejszenie ekspresji DEG.

Nastegpnie podobnie do wczesniej przeprowadzonych i opublikowanych na tamach

Frontiers in Immunology analiz transkryptomicznych, ocenitam w jaki sposéb geny

79



o zréznicowanej ekspresji s ze soba powigzane pod wzgledem funkcjonalnym, jakie funkcje
biologiczne kontroluja oraz w jaki sposob podlegaja wzajemnym interakcja.

W pierwszym etapie analizy ocenitam czy zmiany w profilu transkryptomicznym phuc
w zapaleniu indukowanym ekstraktem HDM odpowiadaja charakterystycznym cechom dla
zapalenia mieszanego (eozynofilowo/neutrofilowego) obserwowanego u ludzi. Analiza
klastrow genowych zwigzanych z zapaleniem dolnych dréog oddechowych wykazata
deregulacje licznych genow po indukcji zapalenia (Rycina 9A-L). Zmiany obejmowaty miedzy
innymi podwyzszenie ekspresji genéw zwigzanych z odpowiedzig zalezng od limfocytow T
subpopulacji Thl (Rycina 9A), Th2 (Rycina 9B), Thl17 (Rycina 9C); rdéznicowaniem
limfocytow w kierunku Treg (Rycina 9D); proliferacja limfocytow (Rycina 9E); zapaleniem
uktadu oddechowego (Rycina 9F); migracja leukocytéw (Rycina 9G); rekrutacja neutrofiléw
(Rycina 9H); rekrutacja eozynofilow (Rycina 9I); aktywacja mediatorow lipidowych
(Rycina 9J); ekspresja biatek $cistych potaczen komorkowych (ang. tight junctions, Tls,

Rycina 9K) oraz produkcja mucyn (Rycina 9L).
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Rycina 9. Zmiany w ekspresji genéw zwigzanych z A. Odpowiedzig Th1 zalezng; B. odpowiedzig Th2
zalezna; C. odpowiedzig Th17 zalezna; D. réznicowaniem w kierunku Treg; E. proliferacja limfocytow;
F. zapaleniem ukfadu oddechowego; G. migracjg leukocytow; H. rekrutacjg neutrofilow; I. rekrutacjg
eozynofiléw; J. eikozanoidami i mediatorami lipidowymi; K. biatkami Scistych potgczen komorkowych
(tight jucntions) oraz L. mucynami w eksperymentalnym modelu astmy. Analiza zostata
przeprowadzona z uzyciem narzedzia Mouse Genome Informatics (MGl v.6.17) Gene Ontology
Browser; http://www.informatics.jax.org/vocab/gene_ontology/; dostep 16 maja 2022). Analize
statystyczng wykonano z uzyciem testu Wald’a z poprawkg Benjamini-Hochberg'a; * p<0.05; ** p<0.01;
*** p<0.001.
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W kolejnym etapie analizy przeprowadzitam ocen¢ zmian w regulacji Sciezek
sygnatowych po podaniu MSC. Uzyskane wyniki wskazuja, iz, podanie MSC
w wykorzystywanym eksperymentalnym modelu astmy prowadzi do obnizenia ekspresji
genoOw w szlakach sygnatowych zwigzanych gléwnie z odpowiedziag immunologiczng
(Rycina 10A, B). Wyniki analiz zaprezentowanych na Rycinie 10A i 10B przedstawiaja 10
najbardziej zmienionych $ciezek sygnatowych po podaniu MSC. Warto podkreslic,
iz modelowanie funkcjonalne przeprowadzone z wykorzystaniem narz¢dzi MetaCore
wskazato, ze wszystkie ponizsze §ciezki sygnalizacyjne sa potencjalnie zahamowane/obnizone
(Rycina 10A, 10B). W obu analizowanych modelach wskazano na obnizenie prezentacji
antygenu prowadzonej w kontek$cie czasteczki MHC klasy II; ograniczenie chemotaksji
zaleznej od receptoréw sprze¢zonych z biatkiem G; oraz obnizenie sygnalizacji zwigzanej z
aktywnos$cig receptoréw limfocytoéw B (ang. B cel receptor; BCR) (Rycina 10A, 10B).
Dodatkowo, w modelu krétkoterminowym zaobserwowatam obnizenie ekspresji genow
zwigzanych z sygnalizacja zalezng od S1P3 (sifngozyno 1-fosforanu 3); odpowiedzia
immunologiczng zalezng od CCL2 oraz migracja komorek tucznych (Rycina 10A). W modelu
dlugoterminowym wyniki wskazuja na potencjalne ograniczenie sygnalizacji zaleznej

od CXCR4 i kaskady PI3K oraz mTORC?2 (Rycina 10B).
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Rycina 10. Ocena wpltywu podania MSC na regulacje szlakéw sygnatowych w A. modelu
krétkoterminowym oraz B. dtugoterminowych w eksperymentalnym modelu astmy. Do analiz
przeprowadzonych programie MetaCore wigczono jedynie DEG zidentyfikowane na podstawie
|Log2FoldChange| > 0,5 i skorygowanej wartosci p value < 0,1. Ponadto, natozone zostaly filtry
umozliwiajgce zawezenie analiz wytgcznie do uktadu oddechowego. Analiza funkcjonalna w programie
MetaCore wskazata, iz aktywacja wszystkich zaprezentowanych szlakéw sygnalizacyjnych jest
prawdopodobnie obnizona.
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Bazujac na wynikach analiz szlakéw sygnalowych uzyskanych w programie MetaCore,

ocenilam ekspresje gendw zwigzanych z procesami chemotaksji, migracji i rekrutacji komoérek

uktadu immunologicznego. Podanie MSC powodowalo istotnie statystycznie obnizenie

ekspresji szeregu gendéw zgrupowanych w klastrach zwigzanych z zapaleniem uktadu

oddechowego (Rycina 11A), proliferacja limfocytow (Rycina 11B), migracja leukocytéw

(Rycina 11C), rekrutacja neutrofiléw (Rycina 11D) oraz rekrutacja eozynofilow (Rycina 11E).

Wyniki analiz transkryptomicznych wskazuja, iz MSC moga regulowa¢ procesy chemotaksji,

migracji 1 rekrutacji komoérek uktadu immunologicznego w zapaleniu drég oddechowych

w eksperymentalnym modelu astmy (Rycina 101 11).
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Rycina 11. Zmiany w ekspresji genow
zwigzanych z A. zapaleniem uktadu
oddechowego; B. proliferacjg limfocytow;
C. migracjg leukocytow;
D. rekrutacja neutrofilow oraz
E. rekrutacjg eozynofilbw po podaniu
MSC w modelu krétko-
i dlugoterminowym. Analiza zostata
przeprowadzona z uzyciem narzedzia
Mouse Genome Informatics
(MGl v.6.17) Gene Ontology Browser;
http://www.informatics.jax.org/vocab/gen
e_ontology/; dostep 16 maja 2022).
Analize statystyczng wykonano
z uzyciem testu Wald’a z poprawkg
Benjamini-Hochberg’a;

*p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001.
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VIII) DYSKUSJA

Pomimo znacznego postgpu w zrozumieniu biologii MSC 1 ich potencjatu
terapeutycznego, metody leczenia choréb uktadu oddechowego wykorzystujace te komorki nie
sa rutynowo stosowane [17, 96-98]. Poczatkowo uwazano, ze MSC mogg integrowac si¢
z drogami oddechowymi [99]. Obecnie stalo si¢ jasne, Zze potencjal terapeutyczny MSC jest
bardziej zwigzany z ich funkcjami immunomodulujacymi wywieranymi gtéwnie przez efekty
parakrynne, jak i w mniejszym stopniu bezposrednie interakcje komoérka-komorka [17, 19].
Ponadto, nadal nierozwigzane pozostaja kwestie bezpieczenstwa stosowania MSC w obrebie
drog oddechowych dotyczace m.in. ich stabilno$ci, dlugoterminowych skutkow stosowania
oraz ich losu po podaniu [9, 100]. Wszystkie te niejasnos$ci znacznie op6zniaja wdrozenie
terapii wykorzystujacych MSC w leczeniu przewlektych chorob drog oddechowych, takich jak
cigzka astma.

W niniejszej rozprawie zaprezentowatam krétkoterminowe i dlugoterminowe skutki
podawania MSC pochodzacych z ludzkiej tkanki tluszczowej na zdrowe pluca myszy
(bez stanu zapalnego). Wykazatam zwigkszony odsetek limfocytow T pomocniczych
wytwarzajacych [FNy i jednoczesne zmniejszenie ekspresji bialek tworzacych Sciste potaczenia
nabtonka ptucnego, a mianowicie okludyny i klaudyny 3, jako dlugotrwaly efekt podawania
MSCs. Aby lepiej zrozumie¢ efekty jakie wywieraja MSC w plucach niezmienionych
chorobowo ocenitam profil transkrypcyjny. Uzyskane wyniki wskazujg na zaburzenia zwigzane
z utrzymaniem rdwnowagi redoks; aktywacja szlakow sygnalizacji w hipoksji; oraz aktywacje
funkcji fagocytarnej makrofagow.

W kolejnej cze$ci mojej pracy postanowitam oceni¢ krotkoterminowe i dlugoterminowe
efekty podawania MSC w $rodowisku zapalnym ptuca, z wyindukowanym zapaleniem
mieszanym eozynofilowo-neutrofilowym. Podczas prowadzonych badan zaobserwowalam

zmniejszenie nacieku zapalnego w ptucach po podaniu MSC. Dodatkowo, odnotowatam
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obnizenie ilosci produkowanych mucyn jako krotkotrwaly efekt podania MSC. Co ciekawe,
przez nosowe podanie MSC nie powodowalo zmian w kompozycji limfocytow T efektorowych
oraz cytokin prozapalnych w BALF. Wyjatek stanowita IL-5 oraz IL-17A, ktére wzrastaty
po podaniu MSC, a nastgpnie spadaty do poziomu obserwowanego w ptucach z zapaleniem.
Pomimo braku bezposredniego efektu obnizenia ilosci cytokin prozapalnych oraz komorek
je produkujacych, uzyskane wyniki wskazuja jednoznacznie na duzy potencjat terapeutyczny
MSC izolowanych z ludzkiej tkanki tluszczowej. Dlatego, w celu lepszego zrozumienia
przyczyn zmniejszenia nacieku zapalnego w plucach po podaniu MSC, przeprowadzitam
analize transkryptomiczng. Wykazatam, ze podanie MSC powoduje obnizenie ekspresji genow
zwigzanych z m.in. prezentacja antygenu, chemotaksja leukocytow (rowniez eozynofiléw oraz
neutrofilow), proliferacja limfocytéw oraz sygnalizacja BCR, a wigc zwigzane jest z dziataniem
na komponenty ksztaltujace odporno$¢ adaptacyjng uktadu immunologicznego.

Wyniki zwigzane z oceng bezpieczenstwa stosowania MSC oraz sposobu w jakim
komorki te wpltywaja na mikrosrodowisko pluc nieobjete procesem zapalnym zostaty
przedyskutowane w manuskrypcie opublikowanym w czasopi§mie Frontiers in Immunology
stanowigcej integralng czegs¢ niniejszej dysertacji [101]. Dlatego, aby nie powiela¢ informacji
tam zawartych, w tym rozdziale przedyskutuje wyniki uzyskane podczas oceny wpltywu MSC
na ksztalt mikrosrodowiska ptuc z zapaleniem eozynofilowo/neutrofilowym.

Jak juz wspomniano, korzystne efekty stosowania MSC w kontroli zapalenia dolnych
drog oddechowych zostaly potwierdzone w licznych badaniach przedklinicznych.
Badania te w przewazajacej wigkszo$ci wykorzystujacych model zapalenia alergicznego
indukowanego biatkiem jaja kurzego (Ova-Alum) [75, 76, 80, 84, 86, 87]. W badaniach tych
wykorzystywano zarowno ludzkie, jak rowniez mysie MSC izolowane najczesciej ze szpiku
kostnego. Co ciekawe, korzystne efekty obserwowane byty zaréwno po zastosowaniu komorek

w modelu homotransplantacji jak i1 ksenotransplantacji [74, 75, 77, 80, 81, 85, 86].
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Podobnie, rézne $ciezki podania MSC (przez nosowa, dozylna, dotchawiczna) nie wptywatly na
efekt terapeutyczny, a mialy znaczenie jedynie co do dlugosci przebywania MSC w ptucach,
a wiec dlugos$ci trwania efektu terapeutycznego [75, 76, 102]. Bioragc pod uwage aplikacyjny
charakter prowadzonych przeze mnie badan ichg¢¢ zrozumienia aktywnos$ci ludzkich MSC
w badaniach wtasnych postanowitam wykorzysta¢ model przez nosowej ksenotransplantacji
komoérek MSC izolowanych z ludzkiej tkanki tluszczowej. Warto zauwazy¢, ze efekt
terapeutyczny MSC izolowanych z tkanki tluszczowej usunigtej podczas zabiegu plastyki
brzucha nie byl analizowany w konteks$cie przydatnosci w leczeniu stanéw zapalnych ptuc.

Powszechnie wiadomo, ze zapalenie dolnych drég oddechowych po prowokacji OVA
zachodzi z przewaga nacieku eozynofilowego (neutrofile sa nieliczne, jesli w ogole mozliwe
do wykrycia), aktywacja limfocytéw T subpopulacji Th2 (bez udziatu subpopulacji Thl oraz
Th17), aktywacja komorek tucznych, podwyzszonym dojrzewanie limfocytow B oraz
produkcja duzych ilosci przeciwcial klasy IgE (w tym specyficznych dla OVA) [76, 81, 85,
103]. Zastosowanie MSC w tym modelu, w duzym uproszczeniu, powodowato obnizenie
odpowiedzi zwigzanej z aktywnos$cig limfocytow Th2, co w konsekwencji prowadzito
do zmniejszenia stezenia cytokin typu 2 (IL-4, IL-5 1 IL-13) i powodowato obnizenie aktywacji
limfocytow B oraz spadek produkeji IgE [74, 77, 81, 84]. Obserwowano réwniez podwyzszenie
ilosci silnie immunosupresyjnych limfocytow T regulatorowych, a takze alternatywnie
aktywowanych makrofagow M2 [74, 80, 87]. Podwyzszona liczebno$¢ obu wyzej
wymienionych populacji komorek, ktéore zdolne sa do produkeji duzych ilosci IL-10
powodowata wzrost stezenia tej cytokiny w BALF [4, 75, 80]. Wyniki te pozostaja czgsciowo
w sprzeczno$ci z obserwacjami przeprowadzonymi w trakcie realizacji mojego projektu
doktoranckiego.

Warto podkresli¢, ze wykorzystanie modelu astmy alergicznej wydaj si¢ mie¢ mniejsze

przetozenie aplikacyjne, gdyz jak juz zaznaczylam we wstgpie astma alergiczna oraz Th2
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zalezna jest dobrze kontrolowana przez dostepng terapi¢ konwencjonalng i biologiczng [69,
72]. Dlatego, w badaniach wlasnych wykorzystalam eksperymentalny model astmy
indukowanej niskimi stezeniami ekstraktu HDM. Model ten charakteryzuje si¢ zapaleniem
mieszanym (eozynofilowo-neutrofilowym), ktory w do$¢ dobrym stopniu odwzorowuje
zapalenie tego typu u ludzi [91]. Stan zapalny cechuje si¢ w tym przypadku obecno$cig zarowno
eozynofilow oraz neutrofili, a takze limfocytow T subpopulacji Th2, Thl oraz Th17. Zgodnie
z moja najlepsza wiedza uzyty w badaniu model nie byt do tej pory wykorzystywany do oceny
skuteczno$ci dziatania MSC [91, 104]. W innych wykorzystywanych modelach indukowanych
HDM lub jego gtéwnymi alergenami wykorzystywano podobnie jak w modelu OVA-Alum
aktywacj¢ obwodowa w obecnos$ci adiuwantu, a nastgpnie krétkotrwata przez nosowsa indukcje
alergenem co skutkowato wywotaniem zapalenia Th2 zaleznego o cechach podobnych do
wczesniej dyskutowanego modelu. Podanie MSC w takich warunkach, obnizato naciek
leukocytarny w ptucach, poprawiato ich funkcj¢ oddechowa, zmniejszato reaktywnos$¢ drog
oddechowych, hamowato przerost komorek kubkowych i wydzielanie $luzu, obnizato rowniez
liczbe limfocytéw drog oddechowych, eozynofiléw i monocytow w ptucach oraz BAL [75, 77,
78, 80, 84, 88, 105, 106]. W badaniach tych nie analizowano natomiast kompozycji komorek
efektorowych.

Nalezy pamigta¢, ze funkcje przeciwzapalne MSC indukowane sg przez mediatory
stanu zapalnego. Dlatego, réznice w profilu zapalnym w obrebie pluc obserwowane
we wezesniej wykorzystywanych modelach (Th2 zaleznych) oraz badaniach wlasnych moga
thumaczy¢ r6zne mechanizmy dziatania MSC [107-115]. Zastanawiajace jest jednak, dlaczego
widoczne w barwieniu histochemicznym obnizenie nacieku leukocytarnego dolnych drog
oddechowych nie powodowato spadku odsetka réznych populacji zapalnych limfocytéow T
efektorowych oraz poziomu cytokin prozapalnych w BALF. Z drugiej strony, brak zmian

w odsetku limfocytow T efektorowych nie musi oznaczaé spadku ich ilo$ci wzglgdem masy
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izolowanej tkanki i rzeczywiscie ilos¢ komorek izolowanych z ptuc po podaniu MSC byta
w sposOb istotny nizsza (dane nie zaprezentowane). Biorac pod uwage wyniki analiz
transkryptomicznych, w szczeg6lnosci dotyczacych poziomu ekspresji czynnikow
chemotaktycznych mozna zalozy¢, ze podanie MSC w modelu astmy o mieszanym endotypie
powoduje zmniejszenie migracji komodrek zapalnych nie powodujac zmian w kompozycji
limfocytéw T efektorowych w obrebie dolnych drog oddechowych. Pamigta¢ nalezy réwniez,
ze MSC moga regulowa¢ nieswoistag odpowiedz immunologiczng wlaczajac w to APC [4, 21,
45]. APC maja zdolno$¢ ksztaltowania odpornosci adaptacyjnej poprze jej polaryzacje
na drodze zaleznej od molekul kostymulacyjnych stanowigcych drugi sygnat aktywacji
limfocytow [90, 116, 117]. W zaprezentowanych analizach transkryptomicznych
zaobserwowalam obnizenie ekspresji genéw zwigzanych z prezentacja antygenu oraz
proliferacja limfocytéw co moze wskazywaé na obnizenie aktywnosci APC. Zaobserwowany
zatem brak r6znic w kompozycji limfocytéw T efektorowych dolnych drég oddechowych moze
wynikaé ze zbyt krétkiego czasu potrzebnego do wyidukowania wtasciwosci regulatorowych.
Konieczne s3 jednak dalsze badania, ktore pozwola lepiej zrozumie¢ wptyw podawania MSC
na fenotyp 1ifunkcje komorek nalezacych do odpowiedzi nieswoistej w tym APC,
w zastosowanym modelu.

Reasumujgc, wyniki moich badan potwierdzaja, ze MSC pochodzace z ludzkiej tkanki
thuszczowej, posiadaja charakterystyczne cechy fenotypowe dla tych komorek oraz wykazuja
wlasciwosci immunosupresyjne w $rodowisko prozapalnym. Przez nosowe podanie MSC
do niezmienionej zapalnie tkanki phlucnej nie powoduje widocznych zmian w obrazie
histopatologicznym. Jednakze zaobserwowano zmiany w profilu transkryptomicznym ptuc,
sugerujace, iz MSC po transferze ulegajaca apoptozie, a nastgpnie sg usuwane przez fagocyty
biorcy. Proces ten zwigzany jest z powstaniem zapalenia o niskim nasileniu w obrebie tkanki

phucnej. Podanie MSC w eksperymentalnym modelu astmy indukowanej ekstraktem HDM
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ogranicza zapalenie drog oddechowych, a zmiany te wydaja si¢ by¢ zalezne od regulacji
proceséw chemotaksji 1 migracji leukocytow. Podsumowanie wynikow przeprowadzonych

analiz zaprezentowano graficznie na Rycinie 12.
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Rycina 12. Graficzne podsumowanie uzyskanych wynikéw i proponowanych na ich podstawie hipotez.
Immunosupresyjnos¢ MSC wydaje sie nie by¢ cechg konstytutywng, ale aktywowang w srodowisku
prozapalnym, zaréwno w warunkach in vivo i in vitro. Wyniki mysiego eksperymentu do$wiadczalnego
sugerujg, iz MSC ulegajg apoptozie, a nastepnie sg usuwane przez makrofagi biorcy. Aktywacja przez
cytokiny prozapalne zwigksza ekspresje PD-L1 i wydzielanie IL-10, ponadto MSC hamuja proliferacje
limfocytéw (warunki in vitro). Podanie MSC myszom z zapaleniem drog oddechowych indukowanych
ekstraktem HDM ($rodowisko zapalne, in vivo) powodowato ograniczenie zapalenia i prawdopodobng
regulacje procesow zwigzanych z chemotaksjg, migracjg i rekrutacjg komorek immunologicznych. IFNy-
interferon gamma; IL-1B- interleukina 1 beta, TNFa- czynnik martwicy nowotworu alfa; IL-10-

interleukina 10; PD-L1- ligand programowanej $mierci komérkowej 1; MSCs- mezenchymalne komorki
macierzyste.
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IX) WNIOSKI

1.

Mezenchymalne komoérki macierzyste pochodzace z ludzkiej tkanki thuszczowe;j
usunigtej podczas zabiegu abdominoplastyki posiadaja charakterystyczne cechy
fenotypowe, rdéznicuja si¢ do komorek linii mezodermalnej oraz wykazuja
wlasciwo$ci immunosupresyjne po stymulacji czynnikami zapalnymi.

Podanie mezenchymalnych komérek macierzystych do niezmienionej zapalnie
tkanki ptucnej myszy indukuje stanu zapalny niskiego nasilenia, ktory zwigzany
jest z usuwaniem apoptotycznych komorek przez fagocyty biorcy. Dlatego,
przez nosowe podanie mezenchymalnych komodrek macierzystych moze by¢
rozpatrywane jako bezpieczne.

Przez nosowe podanie mezenchymalnych komdrek macierzystych ogranicza
zapalenie dolnych drég oddechowych w eksperymentalnym modelu astmy
o endotypie mieszanym.

Immunosupresyjne efekty dzialania mezenchymalnych komorek macierzystych
w zastosowanym modelu zaleza od regulacji proceséw chemotaksji, migracji
i rekrutacji komoérek immunologicznych.

Wykorzystanie MSC pochodzacych z tkanki tluszczowej moze by¢ efektywne

w leczeniu astmy o endotypie mieszanym.
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X) STRESZCZENIE POLSKIE

Opracowanie terapii opartej o wykorzystanie mezenchymalnych komorek
macierzystych (ang. mesenchymal stem cells, MSC) wydaje si¢ by¢ obiecujaca strategia
w przypadku suboptymalnie kontrolowanych, przewlektych chordéb zapalnych drog
oddechowych, w tym réwniez astmy. Dotychczasowe badania przedkliniczne potwierdzity,
iz MSC moga ogranicza¢ zapalenie dolnych drég oddechowych, jednakze mechanizm lezacy
u podstaw tych zmian nie jest wcigz wystarczajaco poznany. Niedostateczna wiedza w zakresie
procesow regulujacych zapalenie dréog oddechowych po podaniu MSC, jak réwniez ich
stabilno$ci 1 dlugoterminowych efektow ich dziatania utrudniajg optymalizacje efektywne;j
terapii komorkowe;.

W zwigzku z powyzszym w niniejszym projekcie zbadano wplyw podania MSC
pochodzacych z ludzkiej tkanki thuszczowej na 1) na niezmieniong zapalnie tkanke ptucng oraz
2) rozwo0j zapalenia dolnych drog oddechowych w eksperymentalnym modelu astmy
indukowanym ekstraktem roztocza kurzu domowego (ang. house dust mite, HDM).

MSC zostatly wyizolowane z tkanki tluszczowej pobranej od pacjentdw po operacji
bariatrycznej.  Charakterystyczny  fenotyp, multipotencjalno§¢ oraz ~ wiasciwosci
immunosupresyjne MSC zostaty potwierdzone w warunkach in vitro przed rozpoczeciem
badan z wykorzystaniem mysich modeli doswiadczalnych. W eksperymencie wykorzystano
25 myszy, samic szczepu C57BL6/cmdb w wieku 6-8 tygodni. Celem oceny krétko- oraz
dlugoterminowych efektow przez nosowego podawania MSC do niezmienionej zapalenie
tkanki ptucnej, do badan wlaczono rowniez myszy otrzymujace wytacznie komorki. Zapalenie
dolnych drég oddechowych zostalo wyindukowane poprzez stymulacj¢ ekstraktem HDM
w dawce 10ug przez pie¢ kolejnych dni w kazdym z dwéch tygodni. Dodatkowo, dwie grupy
zwierzat z zapaleniem drog oddechowych otrzymywaty preparat MSC w 13 1 6 dniu

eksperymentu  celem oceny krotko- 1 dlugoterminowych efektow  dzialania.
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Kontrole w niniejszych doswiadczeniach stanowity zwierzeta otrzymujace jako jedyny rozwor
soli fizjologicznej. Wszystkie myszy usmiercono w 15 dniu eksperymentu. Celem analizy
wptywu podania MSC, oceniono histopatologi¢ ptuca, integralnos¢ bariery epitelialnej, odsetki
limfocytow T efektorowych, zmiany w profilach transkryptomicznych oraz zmiany
w stezeniach cytokin w popluczynach oskrzelowo pgcherzykowych.

Przez nosowe podanie MSC do myszy ze zdrowa tkankg plucng nie powodowato
widocznej  infiltracji  komoérek  immunologicznych  oraz  nadprodukcji  $luzu.
Jednakze, zaobserwowano podwyzszenie odsetka populacji limfocytéw T efektorowych
produkujacych IFNy, podczas gdy liczebnosci subpopulacji komoérek T wydzielajacych 1L-4,
IL-17 1 IL-10 pozostawaty bez zmian. Ponadto, stwierdzono obnizenie ekspresji biatek $cistych
potaczen komoérkowych w barierze epitelialnej, a mianowicie Klaudyny 3 i Okludyny przy
niezmienionej ekspresji ZO-1. Analizy transkryptomiczne wykazaty zmiany w ekspresji genow
powiazanych z regulacja procesow zwigzanych z aktywacja makrofagdow, fagocytoza i stresem
oksydacyjnym. Ponadto, poréwnawcze analizy transkryptomiczne wykazaly, iz ekspresja
znacznej wigkszosci genow zwigzanych z odpowiedzig immunologiczng ulega obnizeniu
w modelu dlugoterminowym wzgledem modelu krétkoterminowego.

Natomiast, podanie MSC w eksperymentalnym modelu astmy indukowanej ekstraktem
HDM  ograniczalo  zapalenie = drég  oddechowych  oraz  produkcje  $luzu.
Niestety, nie zaobserwowano wyraznych zmian w odsetkach subpopulacji limfocytow T
efektorowych oraz cytokin zwigzanych z odpowiedzia T zalezng. Jednakze, odnotowano
r6éznice w profilach transkryptomicznych po podaniu MSC w obu modelach. Ocena regulacji
szlakow sygnalowych w narzedziu MetaCore wykazala obnizenie regulacji sygnalizacji
zaleznej od CCL2, S1P3 i CXCR4. Bardziej szczegotowe analizy transkryptomiczne dowiodty,
1z znaczna wigkszo$¢ gendw o zrdéznicowanej ekspresji jest zwigzana z procesami chemotaksji,

proliferacji limfocytow i migracji leukocytow.

93



Wyniki niniejszych badan wskazuja MSC jako potencjalnie bezpieczng strategie
terapeutyczng umozlwiajacg ograniczenie zapalenia dolnych drég oddechowych poprzez
regulacj¢ proceséw chemotaksji, migracji 1 rekrutacji komoérek immunologicznych. Ponadto,
opisane dane sugeruja, iz MSC w statych warunkach $rodowiska (niezapalnych) ulegaja

apoptozie 1 sg usuwane przez fagocyty biorcy.
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XI) STRESZCZENIE ANGLOJEZYCZNE

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 10ng 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 13" and 6" days of the
experiment, respectively. Mice treated with saline were included as a control. All animals were
sacrificed on the 15" 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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XIII) ZGODY KOMISJIETYCZNYCH NA PRZEPROWADZENIE DOSWIADCZEN

UCHWALA NR 35/2019
z dnia 26.04.2019 r.
Lokalnej Komisji Etycznej do spraw doswiadczer na zwierzetach w Olsztynie
§1

Na podstawie art. 48 ust. 1 pkt. 1 / art. 48 ust. 1 pkt. 2* ustawy z dnia 15 stycznia 2015r. o ochronie
zwierzat wykorzystywanych do celéw naukowych lub edukacyjnych (Dz. U. poz. 266), zwanej dalej
»ustawg” po rozpatrzeniu wniosku pt.: ,Zastosowanie ludzkich mezenchymalnych komérek
macierzystych (RADMSCs) w kontrolowaniu alergicznego zapalenia ptucindukowanego ekstraktem
roztocza kurzu domowego (HDM)” z dnia 11.04.2019 r., zfozonego przez Uniwersytet Medyczny w
Biatymstoku, Centrum Medycyny Doswiadczalnej (0099), adres Marii Sktodowskiej - Curie 24 A 15-
276 Biatystok, zaplanowanego przez Andrzej Eljaszewicz?, przy udziale® (nie dotyczy) Lokalna Komisja
Etyczna:

WYRAZA ZGODE*

Na przeprowadzenie doswiadczen na zwierzetach w zakresie wniosku 31/2019.

§2
W wyniku rozpatrzenia wniosku o ktérym mowa w § , Lokalna Komisja Etyczna ustalita, ze:

1. Wniosek nalezy przypisa¢ do kategorii: Badania w celu opracowania i produkcji produktéw
leczniczych, Srodkéw spozywczych, pasz lub innych substancji lub produktéw, lub badan ich
jakosci, skutecznosci lub bezpieczenstwa stosowania (F).

2. Najwyzszy stopieri dotkliwosci proponowanych procedur to: umiarkowana.

3. Doswiadczenia beda przeprowadzane na gatunkach lub grupach gatunkéw: 54 szt., mysz
domowa (Mus musculus) szczep wsobny C57CL/6cmdb; samice wiek 6-8 tygodni.

4. Doswiadczenia beda przeprowadzane przez: Matgorzata Mackiewicz, Katarzyna Podtaszczyk,
Agnieszka Popielska, Aneta Czeladko, Anna Maraszkiewicz, Julia Szewczyk, Elzbieta Emilia
tapinska, Ewelina Biatous, Jeneralczuk Justyna, Ptaszyfiska Iwona, Andrzej Eljaszewicz,
Kamil Grubczak, Marlena Tynecka.

5. Doswiadczenie bedzie przeprowadzane w terminie® od 01.06.2019 do 30.05.2020.
6. Doswiadczenie bedzie przeprowadzone w o$rodku®: nie dotyczy
7. Doswiadczenie bedzie przeprowadzone poza osrodkiem w: nie dotyczy
8. Uzyte do procedur zwierzeta dzikie zostang odtowione przez .......... , W sposob: nie dotyczy
9. Doswiadczenie nie zostanie poddane ocenie retrospektywnej.
§3

! Niewtasciwy zapis usungé

? imie i nazwisko osoby, ktéra zaplanowata i jest odpowiedzialna za przeprowadzenie do$wiadczenia
® Wypetni¢ w przypadku dopuszczenia do postepowania organizacji spoteczne;.

4 Niewtasciwy zapis usunaé

5 Nie dtuzej niz 5 lat
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Uzasadnienie: Po dokonaniu oceny wniosku zgodnie z art. 47 ust. 1i 2 ustawy z dnia 15 stycznia
2015 r. o ochronie zwierzat wykorzystywanych do celéw naukowych lub edukacyjnych (Dz. U. poz.
266) Lokalna Komisja Etyczna w Olsztynie stwierdza, ze projekt nie budzi zastrzezen pod
wzgledem celowosci jego wykonania, liczby uzytych zwierzat oraz zasadnosci i klasyfikacji
procedur objetych wnioskiem i wyraza zgode na przeprowadzenie doswiadczenia. Osoba
odpowiedzialng za przeprowadzenie badar zgodnie z procedurami opisanymi we wniosku jest
Andrzej Eljaszewicz.

§4

Integralng czes¢ niniejszej uchwaty stanowi kopia wniosku, o ktérym mowa w § 1.

(Pieczec lokalnej komisji etycznej) Podpis przewodniczacego komisji

Pouczenie:

Zgodnie z art. 33 ust. 3 i art. 40 ustawy w zw. z art. 127 § 1i 2 oraz 129 § 2 ustawy z dnia z dnia 14
czerwca 1960 r. Kodeks postepowania administracyjnego (Dz. U. 2017, poz. 1257 —t.j.; dalej KPA)
od uchwaty Lokalnej Komisji Etycznej strona moze wnies¢, za jej posrednictwem, odwotanie do
Krajowej Komisji Etycznej do Spraw Doswiadczen na Zwierzetach w terminie 14 od dnia doreczenia
uchwaty.

Na podstawie art. 127a KPA w trakcie biegu terminu do wniesienia odwofania strona moze zrzec sig
prawa do jego wniesienia, co nalezy uczyni¢ wobec Lokalnej Komisji Etycznej, ktéra wydata
uchwate. Z dniem doreczenia Lokalnej Komisji Etycznej o$wiadczenia o zrzeczeniu si¢ prawa do
whiesienia odwotania przez ostatnig ze stron postepowania, decyzja staje si¢ ostateczna i
prawomocna.

Otrzymuje:

1) Uzytkownik,

2) Organizacja spoteczna dopuszczona do udziatu w postgpowaniu (jesli dotyczy)
3) a/a
Uzytkownik kopie przekazuje: Osoba planujaca doswiadczenie; Zespét ds. dobrostanu.
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KOMISJA BIOETYCZNA
PRZY UNIWERSYTECIE MEDYCZNYM W BIALYMSTOKU
ul. Jana Kilinskiego 1
15-089 Biatystok
tel. 85 748 54 07, fax 85 748 55 08
komisjabioetyczna@umb.edu.pl

Biatystok, 25.02.2021 r.
Uchwata nr: APK.002.114.2021

Na podstawie art. 29 ust. 2 i 14 ustawy dnia 5 grudnia 1996 r. o zawodach
lekarza i lekarza dentysty (t.j. Dz. U z 2020, poz. 514 ze zm.), Komisja
Bioetyczna przy Uniwersytecie Medycznym w Bialymstoku, po zapoznaniu si¢
z projektem badania zgodnie z zasadami GCP/ Guidelines for Good Clinical
Practice /- wyraza zgode naprowadzenie tematu badawczego:
» Wykorzystanie mezenchymalnych komorek macierzystych, fibroblastow oraz
acelularnych rusztowan na bazie ludzkiej skéry pochodzacych z faldow
skorno-thuszeczowych w modelach eksperymentalnych” przez dr hab. Andrzeja
Eljaszewicza wraz z zespotem badawczym z UMB.

Planowany okres realizacji od 25.02.2021 r. do 10.03.2026 .

Pouczenie: /
1. Odwolanie od uchwaly komisji bioetycznej wyrazajqcej opinie moze wniesé:
1) wnioskodawca;
2) kierownik podmiotu, w ktérym eksperyment medyczny ma by¢ przeprowadzony;
3) komisja bioetyczna wtasciwa dla oSrodka, ktéry ma uczestniczyé w wieloosrodkowym eksperymencie medycznym.
2. Odwolanie, o ktorym mowa w ust. 1, wnosi si¢ za posrednictwem komisji bioetycznej, ktora podjeta uchwate, do Odwotawczej Komisji
Bioetycznej w terminie 14 dni od dnia doreczenia uchwaly wyrazajqcej opinie.
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XIV) INFORMACJA O CHARAKTERZE UDZIALU WSPOLAUTOROW
W PUBLIKACJACH WRAZ Z SZACUNKOWYM OKRESLENIEM

PROCENTOWEGO WKLADU

Tytul oryginatu: Old friends with unexploited perspectives: current advances in
mesenchymal stem cell-based therapies in asthma; Stem Cell Reviews and Reports, 2021 : 17,

s. 1323-1342; DOI: 10.1007/s12015-021-10137-7.

Imi¢ i nazwisko Charakter udziatu Procentowy

wspotautora wkilad
doktorant— mgr Marlena Przeglad literatury, przygotowanie projektu 70%
Tynecka manuskryptu, przygotowanie i opracowanie

rycin oraz tabel

Prof. dr hab. Marcin Sugestie oraz wprowadzenie poprawek do 10%
Moniuszko mankuskryptu
Dr hab. Andrzej Eljaszewicz Pomoc w przygotwanie manuskryptu. 20%
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Tytul oryginatu: The short-term and long-term effects of intranasal mesenchymal stem cell

administration to noninflamed mice lung; Frontiers In Immunology, 2022; DOI:

10.3389/fimmu.2022.967487

Imi¢ i nazwisko Charakter udziatu Procentowy
wspotautora wkiad
Doktorant- mgr Marlena Wiodaca rola w prowadzeniu badan, analiza i 55%
Tynecka interpretacja danych, przygotowanie projektu
manuskryptu
Lic. Adrian Janucik Analiza i interpretacja danych, pomoc w 15%
przygotowaniu rycin, przygotowanie projektu
manuskryptu
Dr n. med. Magdalena Pomoc w przeprowadzeniu badan, analiza i 3%
Niemira interpretacja danych
Mgr Arkadiusz Zbikowski Pomoc w przeprowadzeniu badan 2%
Mgr Nino Stocker Pomoc w przeprowadzeniu badan 1%
Mgr Agnieszka Tarasik Pomoc w przeprowadzeniu badan 1%
Mgr Aleksandra Starosz Pomoc w przeprowadzeniu badan 1%
Dr Kamil Grubczak Pomoc w przeprowadzeniu badan 1%
Mgr Anna Szatkowska Pomoc w przeprowadzeniu badan 1%
Mgr Urszula Korotko Pomoc w przeprowadzeniu badan 1%
Dr hab. Joanna Reszec¢ Pomoc w przeprowadzeniu badan 1%
Dr hab. Mirostaw Pomoc w analizie danych i interpretacji 1%
Kwasniewski
Prof. dr hab. Adam Pomoc w analizie danych i interpretaciji 1%
Kretowski
Prof. dr hab. Cezmi Akdis Walidacja danych, rewizja manuskryptu 1%
Dr hab. Milena Walidacja danych, rewizja manuskryptu 1%
Sokotowska
Prof. dr hab. Marcin Stworzenie koncepcji badan, pomoc w 4%
Moniuszko przeprowadzeniu badan, walidacja danych,

rewizja manuskryptu, nadzorowanie pracy

Dr hab. Andrzej
Eljaszewicz

Stworzenie koncepcji badan, pomoc w 10%
przeprowadzeniu badan, analiza i interpretacja
danych, walidacja danych, przygotowanie projektu
manuskryptu, rewizja manuskryptu, nadzorowanie

pracy

Oswiadczam, ze wszyscy wspoOlautorzy wyrazili zgod¢ na wykorzystanie powyzszych

publikacji w pracy doktorskiej.

Podpis
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XV)

OSWIADCZENIE O WDROZENIOWOSCI PROWADZONYCH BADAN

Bialystok, dnia 25 stycznia 2022

Dziat Projektow Pomocowych

Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku

Oswiadczenie

Oswiadczam, iz badania realizowane w ramach  projektu  Krajowych
Migdzysektorowych Studiéw Doktoranckich majg charakter aplikacyjny. Prowadzone przeze
mnie badania skupiajg si¢ na poznaniu mechanizméw dziatania mezenchymalnych komoérek
macierzystych i/ lub ich produktow wydzielniczych w zapaleniu dolnych drég oddechowych
W przebiegu astmy. Udowodnilam iz, izolowane przeze mnie mezenchymalne komorki
macierzyste (MSCs) pochodzgce z tkanki tluszczowej ograniczaja zapalenie dolnych drog
oddechowych. Ponadto, w niniejszych badaniach wskazalam rowniez dotychczas nie
opisywane w literaturze mechanizmy immunosupresyjnego dziatania MSCs. Wyniki tych
badan mogg zatem z jednej strony przyblizy¢ nas do opracowania terapii komorkowych, ale tez
postuzy¢ jako strategia w poszukiwaniu nowych punktow uchwytu terapeutycznego w astmie.
Dodatkowym, interesujagcym aspektem aplikacyjnym prowadzonych przeze mnie badaf moze
by¢ zastosowanie produktow wydzielniczych MSCs (mikropgcherzykow). Wykorzystanie
mikropgcherzykow pozwala pomina¢ i zminimalizowac problemy zwigzane z terapig opartg
0 komorki.  Potencjat wdrozeniowy  projektu ~Makropotencjal — mikropecharzykéw -
optymalizacja - pozyskiwania  preparatu pochod=qcego = mezenchymalnych — komorek
macierzystych jako potencjalnej strategii lerapeutycznej w leczeniu przewleklych choréb drég
oddechowych” zostat doceniony przez kapitule finalowg skladajacy si¢ ze specjalistow
aplikacyjnych w  konkursie RundaT organizowanym przez Fundacje Technotalenty,

gdzie zwycigzyl w kategorii Science.

Z powazaniem,

| 7,(&7 CK/ o Hoits Yyt Meiiene Topecha

Dr hab. AddrzejEljaszewic;  Dr Monika Kolanowska Mgr Marlena Tynecka
Promotor/ opiekun naukowy Mentor
] Doktorant
projektu Warsaw Genomics
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