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STRESZCZENIE

W zwiazku z szybkim rozwojem medycyny regeneracyjnej istnieje potrzeba
zoptymalizowania zar6wno metod otrzymywania, jak i prowadzenia hodowli komorek
macierzystych do celow klinicznych. Takie komorki powinny zachowa¢, pomimo hodowli in
vitro, wysoki potencjat proliferacyjny, progenitorowy charakter, zdolno$s¢ do
ukierunkowanego réznicowania oraz stabilno$¢ genetyczng. Wymienione cechy
charakteryzuja komorki progenitorowe zasiedlajace w organizmie nisze komorkowe.
Odtworzenie w hodowli in vitro podobnych warunkow daje nadziej¢ na stworzenie
wystandaryzowanych procedur umozliwiajgcych otrzymanie kompetentnych terapeutycznie
komorek.

W naszej opinii do najwazniejszych czynnikow warunkujacych zachowanie
progenitorowego charakteru komoérek naleza: stezenie tlenu panujace w docelowym narzadzie,
sktad macierzy zewnatrzkomorkowej oraz struktura przestrzenna.

Celem przedstawionych w rozprawie badan byta ocena wpltywu ww. czynnikéw na
réznicowanie in Vitro neuralnych komoérek macierzystych otrzymanych z krwi pgpowinowej
(HUCB-NSC). W toku prowadzonych badan przeprowadzono analize zaréwno fenotypowa
jak 1 molekularng komorek poddanych réznym czynnikom s$rodowiskowym takim jak:
1) zmienne st¢zenie tlenu, 2) obecno$¢ w s$rodowisku czynnikow rdznicujacych oraz
zwigzkow niskoczasteczkowych wplywajacych na status epigenetyczny i szlaki sygnatowe
zwigzane z proliferacja i réznicowaniem komorki 3) powierzchnie hodowlane 2D vs 3D
0 roznym sktadzie biochemicznym 1 geometrii.

Poczatkowo oceniono wptyw dwoch stezen tlenu: 5% (typowego dla nisz komorek
macierzystych w mozgu) oraz 21% (atmosferycznego) na réznicowanie i proliferacjc HUCB-
NSC znajdujacych si¢ na roznych etapach rozwoju (komorki niezréznicowane, wczesne
progenitory vs komorki zréznicowane w kierunku neuronalnym). Nastepnie podjeto probe
wyjasnienia, czy obserwowana odpowiedz komorek zwigzana jest z akumulacjg czynnikow
indukowanych hipoksja (HIF), wykorzystujac do tego celu inhibitor hydroksylazy prolinowej
— DMOG, prowadzacy do akumulacji HIF1la. W kolejnym etapie badan sprawdzano, czy
stezenie tlenu w hodowli zmienia odpowiedz komorek na dziatanie inhibitoréw szlakéw
sygnatowych (PD 0325901, SB 431542) i enzymdéw epigenetycznych (RG 108, TSA).
W ostatnim etapie badan komorki zostaly wysiane na powierzchnie 2D oraz rézne pod

wzgledem sktadu i geometrii rusztowania 3D.



Na podstawie uzyskanych wynikéw stwierdzono, ze obnizone (fizjologiczne) st¢zenie
tlenu w hodowli stymuluje proliferacj¢ komorek, ale wptyw ten jest istotny na wczesnych
etapach rozwoju - w przypadku tej pracy na etapie progenitoréw neuralnych. W komorkach
tych, hodowanych w warunkach 5% st¢zenia tlenu oraz w obecno$ci inhibitora DMOG
wykazaliémy akumulacj¢ czynnikéw HIF, przy zwigkszonej ekspresji genu NANOG (genu
pluripotencjalnos$ci) oraz wzroscie tempa proliferacji komorek. Ponadto komorki te
charakteryzowaly si¢ roéwniez zwiekszonym potencjalem do réznicowania w Kierunku
neuronalnym (wyzsza ekspresja MAP2), a takze podwyzszong ekspresjg genéw kodujacych
enzymy epigenetyczne (DNMT3A, DNMT3B, HDAC1, HDAC?2). Na podstawie powyzszych
wynikow, do dalszych doswiadczen z wykorzystaniem zwigzkow niskoczgsteczkowych
| rusztowan trojwymiarowych wybrano komorki w stadium progenitorow neuralnych.

W kolejnych doswiadczeniach wykazano, Zze badane zwiazki niskoczasteczkowe (TSA,
RG 108, PD 0325901, SB 431542) wplywaja na ckspresje genow zwigzanych
z roznicowaniem HUCB-NSC, a zmiany te zalezg od warunkow tlenowych. Zaobserwowano,
ze stosujac PD 0325901 lub SB 431542 w obecno$ci 21% tlenu mozna uzyskaé populacje
komorek charakteryzujaca si¢ wyzsza ekspresja genoéw i bialek typowych dla réznicowania
neuronalnego. Odpowiednio, po zastosowaniu TSA w obecnosci 5% stezenia tlenu
uzyskujemy heterogenng populacje, wykazujacg ekspresj¢ gendw i bialek typowych dla
neuronow i astrocytow, a po zastosowaniu SB 431542 otrzymujemy komorki ukierunkowane
oligodenrocytarnie. Ponadto  wykazano, Ze =zastosowanie wigkszosci zwigzkow
niskoczasteczkowych W obecnosci 5% stgzenia tlenu obniza nieznacznie zdolno$¢ komorek
do proliferacji.

Prowadzenie hodowli komorkowej w warunkach 3D utrzymuje komorki w stadium
progenitoréw neuralnych, a efekt ten jest wzmacniany w obecno$ci 5% stezenia tlenu.
Zdolnosci do przezycia i r6znicowania tych komoérek w znacznym stopniu zaleza od sktadu
biochemicznego rusztowania i powierzchni adhezyjnej. Najkorzystniejsze wyniki uzyskano
stosujac rusztowania kolagenowe wzbogacone siarczanem chondroityny o duzych porach
I znacznej powierzchni przylegania.

Podsumowujac otrzymane wyniki, wydaje si¢, ze sterujac warunkami tlenowymi,
sktadem biochemicznym S$rodowiska (obecnosciga zwigzkow niskoczasteczkowych) oraz
strukturg przestrzenng podtoza mozna wptywac¢ na Kierunek rozwoju komoérek i w sposob

kontrolowany przygotowywac je do zastosowania klinicznego.



