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Opracowanie metody izolacji i dlugotrwalej hodowli subpopulacji pluripotencjalnych
komorek macierzystych wywodzacych si¢ z mezenchymalnych komoérek stromalnych.
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Ludzkie mezenchymalne komorki macierzyste pochodzace z galarety Whartona

(WJ-MSC) stanowig heterogenng populacj¢ zawierajaca komorki stromalne, pericyty,
progenitory hematopoetyczne oraz macierzyste komorki multipotencjalne. Jednakze zgodnie z
wlasnymi wczesniejszymi obserwacjami, a takze doniesieniami literaturowymi, w tej
populacji komorek znajduje si¢ ok. 1-5% komorek o potencjale pluripotencjalnym zwanych
w,g réznych autoréw subpopulacja preMSC, MUSE, E-like SC itd. W komorkach
mezenchymalnych pochodzacych z galarety Whartona, a wigc wczesnej rozwojowo tkanki,
populacja ta jest szczegélnie obecna, posiadajac wyjatkowa zdolno$¢ do spontanicznego
réznicowania si¢ w kierunku neuralnym. Prawdopodobnie w wyniku standardowej hodowli
(hodowla na podtozu adhezyjnym, 21% O>), subpopulacja komoérek pluripotencjalnych ulega
wyparciu przez komorki stromalne. W zwigzku z tym obserwuje si¢ stopniowe starzenie
hodowli, zmniejszenie zdolnosci do tworzenia centréw proliferacji, obnizenie tempa
proliferacji. Obecnos¢ tej pluripotencjalnej frakcji komorek niezbedna jest, gdy myslimy o
regeneracyjnym, repopulacyjnym charakterze terapeutycznym MSC.
Celem przedstawionych badan bedzie opracowanie metod pozwalajacych na wyodrebnienie i
utrzymanie w hodowli przez dtuzszy okres czasu macierzystych komoérek pluripotencjalnych
wyizolowanych z WJ-MSC. W tym celu przy zastosowaniu zmodyfikowanych warunkéw
srodowiska (obnizone stezenie tlenu parcjalnego, powierzchnie antyadhezyjne,
zmodyfikowane powierzchnie biofunkcjonalne) jak rowniez przebiegu (Kinetyka) hodowli
zostang wyprowadzone agregaty 3D tzw. embrionic-like body. W kolejnym etapie badan
przeprowadzona zostanie analiza in vitro oraz ex vivo dotyczaca dlugotrwalego prowadzenia
hodowli, w tym ocena takich parametrow jak: ekspresja genéw STRF (Stemness-Related-
Transcription-Factors - Oct4A, Nanog, Rex1, Sox2), stabilno$¢ genetyczna, test agarowy w
kierunku nowotworzenia in vitro oraz ocena zdolno$ci do rdéznicowania neuralnego
wyprowadzonych z agregatow komorek na szkieletach 3D. Badania dotyczace biomateriatow
predysponujacych do rdznicowania neuralnego beda prowadzone wspodlnie z Instytutem
Podstawowych Probleméw Techniki PAN.

Na podstawie przeprowadzonych badan zaproponowana zostanie metoda otrzymywania
komorek kompetentnych terapeutycznie, zdolnych do repopulacji uszkodzonej tkanki.
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