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Streszczenie /Abstract

Stwardnienie rozsiane (sclerosis multiplex, SM) dotyczy w wigkszosci mtodych osob dorostych
1 stanowi najczestsza neurologiczng przyczyng niesprawnosci w tej grupie co czyni z niej
istotny problem, takze w ujeciu spoleczno-ekonomicznym. Leczenie SM, pomimo ciaglego
rozwoju farmakoterapii, w przypadku postepujacych postaci choroby, kiedy proces
neurodegeneracyjny dominuje nad zapalnym nadal pozostaje wyzwaniem. Terapia komoérkowa
w SM rozwija si¢ jako proba odpowiedzi na te problemy. Komorki macierzyste pozyskiwane z
galarety Whartona (ang. Wharton Jelly Mesenchymal Stem Cells, WJ-MSC) stanowia
interesujaca populacje komoérek macierzystych ze wzgledu na tatwos¢ izolacji, wysoki
potencjat proliferacyjny oraz niska immunogennos$¢, jednoczesnie ich pochodzenie nie budzi
kontrowersji natury etycznej. Celem pracy byta ocena sktadu sekretomu WJ-MSC oraz jego
modyfikacji pod wptywem srodowiska ptynu moézgowo-rdzeniowego (PMR) pochodzacego od
chorych z SM (SM PMR) oraz kontroli (kontrolny PMR), a takze pod wptywem interakcji z
komoérkami  oligodendrogleju  linii  komoérkowej MO3.13. Nadsacza otrzymane z
poszczegolnych hodowli zbadano za pomoca testow Bio-Plex Pro™ Human Cytokine Assays
(Bio-Rad Laboratories, USA) dla 27 czynnikdéw. Uzyskane wyniki analizowano przy uzyciu

programu Statistica 13.1, (Tibco, Palo Alto, CA, USA).

Sekretom WJ-MSC okazal si¢ bogaty w mediatory odpowiedzi immunologicznej — wykazano
obecno$¢ wszystkich badanych cytokin, chemokin i czynnikow wzrostu, uwage zwracaty
zwlaszcza wysokie poziomy IL-6, IL-8, IP-10 i MCP-1. Kondycjonowanie hodowli WJ-MSC
z uzyciem PMR  przyniosto redukcje stezen wigkszosci wydzielanych czynnikow.
Obserwowano jedynie niewielki wzrost stgzen IL-12 oraz RANTES w hodowli WJ-MSC z SM
PMR w poréwnaniu do sekretomu WIJ-MSC. Istotne statystycznie spadki $rednich stgzen
dotyczyty: IL-4, IL-6, IL-8, eotaksyny i VEGF w przypadku sekretomu WJ-MSC + SM PMR
vs WJ-MSC oraz IL-1b, IL4, IL6, IL9, eotaksyny, G-CSF, VEGF w przypadku sekretomu WJ-
MSC + kontrolny PMR vs WJ-MSC. Brak istotnych r6zni¢ pomig¢dzy sekretomami WJ-MSC
+ SM PMR vs WJ-MSC + kontrolny PMR wskazuje, ze rodzaj zastosowanego PMR nie miat
znaczenia dla tego procesu. Analiza stezen badanych czynnikéw ukltadu immunologicznego w
nadsaczach uzyskanych z hodowli WJ-MSC + MO3.13, pokazata, ze rowniez w tym wypadku
sekretom uzyskany z wspolnej hodowli byt ubozszy w cytokiny, chemokiny i czynniki wzrostu
w stosunku do hodowli WJ-MSC. Uzyskano istotnie wyzsze st¢zenia eotaksyny i RANTES
oraz istotny spadek stezenia IL-1b, IL-6, IL-8, IL-9, IL-15, IL-17, IFN-y, MCP-1, G-CSF, FGF,
VEGF w hodowlach WJ-MSC + MO3.13 w poréwnaniu do sekretomu WJ-MSC.
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Wyniki przeprowadzonych doswiadczen wskazaly na duza zmienno$¢ sekretomu WJ-MSC
pod wptywem kontaktu z PMR i komoérkami oligodendrogleju. Zubozenie sekretomu jest
prawdopodobnie zwigzane z uruchomieniem mechanizmoéw réznicowania WJ-MSC. Potrzebne
sg dalsze badania nad skladem sekretomu WJ-MSC oraz mozliwosciami jego modyfikacji, by

stanowit powtarzalny, bezpieczny i efektywny element terapii w SM.
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Multiple sclerosis (MS) affects mostly young adults and is the most common neurological cause
of disability in this group, which makes it a significant problem, also in socio-economic terms.
Treatment of MS, despite the continuous development of pharmacotherapy, in the case of
progressive forms of the disease, when the neurodegenerative process dominates over the
inflammatory process, remains a challenge. Cell therapy in MS is developing as an attempt to
address these problems. Stem cells obtained from Wharton Jelly Mesenchymal Stem Cells (WJ-
MSC) are an interesting population of stem cells due to the ease of isolation, high proliferative
potential and low immunogenicity, while their origin is not ethically controversial. The aim of
the study was to assess the composition of the WJ-MSC secretome and its modification under
the influence of the cerebrospinal fluid (CSF) environment from patients with MS (SM CSF)
and control (control CSF), as well as under the influence of interaction with oligodendroglial
cells of the MO3.13 cell line. Supernatants from individual cultures were tested using the Bio-
Plex Pro™ Human Cytokine Assays (Bio-Rad Laboratories, USA) for 27 factors. The obtained
results were analyzed using Statistica 13.1, (Tibco, Palo Alto, CA, USA).

WIJ-MSC secretome turned out to be rich in mediators of the immune response - the presence
of all tested cytokines, chemokines and growth factors was demonstrated, especially high levels
of IL-6, IL-8, IP-10 and MCP-1 were noted. Conditioning the WJ-MSC cultures with CSF

resulted in a reduction in concentrations of most secreted factors. Only a slight increase in IL-
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12 and RANTES concentrations was observed in the WJ-MSC culture with SM CSF compared
to the WJ-MSC secretome. Statistically significant decreases in mean concentrations
concerned: IL-4, IL-6, IL-8, eotaxin and VEGF in the case of WJ-MSC + MS CSF secretome
vs WIJ-MSC secretome and IL-1b, IL4, IL6, IL9, eotaxin, G- CSF, VEGF for WJ-MSC +
control CSF secretome vs WJ-MSC secretome. The lack of significant differences between the
secretomes of WJ-MSC + MS CSF vs. WJ-MSC + control CSF indicates that the type of CSF
used was not relevant for this process. The analysis of the concentrations of the tested factors
of the immune system in the supernatants obtained from the WJ-MSC + MO3.13 culture
showed that also in this case secretome obtained from the coculture was poorer in cytokines,
chemokines and growth factors in relation to the WJ-MSC culture. Significantly higher
concentrations of eotaxin and RANTES and a significant decrease in the concentration of IL-5,
IL-6, IL-8, IL-9, IL-15, IL-17, IFN-y, MCP-1, G-CSF, FGF, VEGF were obtained in WJ-MSC
+ MO3.13 cultures compared to the WJ-MSC secretome.

The results of the experiments showed a high variability of the WJ-MSC secretome under the
influence of contact with CSF and oligodendroglial cells. Secretome depletion is probably
related to the activation of WJ-MSC differentiation mechanisms. Further research is needed on
the composition of the WI-MSC secretome and the possibilities of its modification to make it

a repeatable, safe and effective element of MS therapy.
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