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STRESZCZENIE W JEZYKU POLSKIM

Dynamiczny rozwdj wspotczesnej medycyny regeneracyjnej jest mozliwy miedzy innymi
dzicki zastosowaniu komorek macierzystych. Ich terapeutyczne wlasciwosci obejmujg dziatanie
troficzne, przeciwzapalne i immunomodulacyjne. Aktualny stan wiedzy o wiasciwosciach komorek
macierzystych pozwala odpowiednio dobra¢ Zrodto i sposob ich pozyskania w celu przeprowadzenia
leczenia pacjentow z okreslonym schorzeniem. Niemniej, w wigkszosci przypadkow, wciaz
limitujacym czynnikiem jest niewystarczajaca liczba $wiezo wyizolowanych komorek, prowadzaca do
konieczno$ci namnozenia materiatu w warunkach in vitro. Hodowla komoérkowa zwigzana jest z tzw.
starzeniem sie komorek, ktore prowadzi do obnizenia tempa proliferacji, ograniczenia wtasciwosci
troficznych i immunomodulacyjnych, a takze do zwiekszania prawdopodobienstwa uszkodzen w tym
mutacji genetycznych mogacych prowadzi¢ do transformacji nowotworowej. Dlatego konieczna jest
dalsza praca nad standaryzacja warunkow izolacji i dlugotrwalej hodowli komoérek do celéw

terapeutycznych.

Material komérkowy do przeprowadzonych do$wiadczen stanowity dwie frakcje komorek
pozyskiwanych z tkanki tluszczowej: mezenchymalne komorki zrebowe/macierzyste — ASC (ang.
adipose-derived mesenchynal stromal/stem cells) otrzymywane metoda enzymatyczng oraz
odroéznicowane komorki thuszczowe otrzymywane metodg tzw. hodowli sufitowej — DFAT (ang.
dedifferentiated fat cells) z materiatu tkankowego stanowigcego pozostato$¢ po procedurze trawienia

enzymatycznego.

Celem glownym przedstawionych badan byta optymalizacja warunkéw hodowli komérkowe;j
in vitro umozliwiajgca pozyskanie odpowiedniej liczby komoérek z jednoczesnym zachowaniem ich
bezpieczenstwa biologicznego i pozadanych whasciwosci terapeutycznych. Do celow szczegdtowych
nalezala charakterystyka obydwu wymienionych wyzej populacji komoérek macierzystych
wywodzacych sie z tkanki tluszczowej w zadanych warunkach s$rodowiska, pordéwnanie ich
wlasciwos$ci terapeutycznych (sekrecyjnych, ochronnych i repopulacyjnych), a takze — w zakresie

klinicznego zastosowania ASC — okreslenie skutecznosci i mechanizmu dziatania.

Przeprowadzone eksperymenty obejmowaty analize wtasciwosci mezenchymalnych komoérek
macierzystych pozyskiwanych z tkanki tluszczowej: ASC oraz DFAT hodowanych w roznych
warunkach tlenowych — 5% O, (odpowiadajace fizjologicznemu st¢zeniu tlenu w niszach komorek
macierzystych) i 21% O, (stezenie powszechnie stosowane w hodowli komorkowej). Uzyskane
wyniki, potwierdzily mezenchymalny i multipotencjalny charakter obydwu analizowanych frakcji.
Wskazaly réwniez, ze warunki tzw. fizjoksji (5% O,) w poréwnaniu do tzw. normoksji (21% O,),
determinujg szybsze i jednoczesnie stabilne tempo proliferacji z zachowaniem prawidtowej morfologii

i wolniejszego wzrostu aktywnosci P-galaktozydazy (markera starzenia komoérkowego), a takze



mniejsze ryzyko transformacji nowotworowej. Wykazano, ze wtasciwosci pluripotencjalne oceniane
w zakresie ekspresji SRTF (stemnes-related transcriptional factor) sa silniej wyrazone przez DFAT.
W modelu wspothodowli badanych komérek z organotypows hodowlg skrawkéw hipokampa szczura,
w tym poddanych czasowej deprywacji glukozy i tlenu (OGD; ang. oxygen glucose deprivation),
potwierdzono dziatanie protekcyjne tych komorek, potencjat ASC i DFAT do réznicowania

w kierunku neuralnym oraz wydzielanie czynnikéw przeciwzapalnych i wzrostowych.

W oparciu o otrzymane dane przedkliniczne dotyczace mechanizmoéw oddziatywania ASC
z uszkodzong tkanka nerwowa w tym udowodnionym dziataniu ochronnym i przeciwzapalnym,
przeprowadzono eksperymentalne podanie komorek (wykorzystujace niepasazowane ASC) w trzech
wybranych schorzeniach: wtérnym uwolnieniu nerwu po uszkodzeniu i nieudanej probie rekonstrukcji
(ADSC), w stwardnieniu zanikowym  bocznym oraz w padaczce lekoopornej o podtozu
autoimmunologicznym (ADRC). Obserwacja, prowadzona okoto zabiegowo i przez okres kolejnych
5-lat, potwierdzita bezpieczenstwo zastosowane]j terapii komorkowej (brak powaznych dziatan
niepozadanych), a takze wskazata na konieczno$¢ powtarzania iniekcji ADRC celem utrzymania
osiggnictego efektu terapeutycznego. Obserwowany po podaniu komoérek wyrzut cytokin w ptynie
mozgowo-rdzeniowym oraz poprawa kliniczna pacjentow utrzymywaty si¢ do 3 miesi¢cy od podania

komorek.

Zastosowanie jednoczasowego ostrzyknigcia ASC i neurolizy uszkodzonego nerwu
posrodkowego i tokciowego, po wezesniejszej nieudanej rekonstrukcji i zbliznowaceniu, wskazuje na
mozliwe proregeneracyjne i przeciw bliznowaceniowe dziatanie ASC. Uzyskano czuciows

i czynnos$ciowg poprawe u wszystkich pacjentow (3/3).

Analiza ptynu moézgowo-rdzeniowego pacjentow chorych na SLA, u ktérych wykonano
iniekcje komodrek macierzystych, potwierdzita ich przeciwzapalne wiasciwosci polegajace na
obnizeniu poziomu TNF-a, IL-1p i IFN-y. Obserwowano réwniez zwickszong sekrecje czynnikow
wzrostowych, immunomodulujacych i biorgcych udziat w procesach przebudowy tkanki tj. IL-6,
bFGF i MMP-9.

Terapia komoérkowa autoimmunologicznej padaczki lekoopornej skutkowata u wszystkich
pacjentow (6/6) poprawa funkcji poznawczych i zatrzymaniem regresji rozwojowej. Napady ustapity
u jednego pacjenta (1/6), u trzech pacjentéw odnotowano tagodne i okresowe zmniejszenie napadow
(3/6), u dwodch (2/6) brak wptywu podania ADRC na czesto$¢ napadow. Analiza ptynu médzgowo-

rdzeniowego tych chorych wykazata korelacj¢ stezenia osteopontyny (OPN) z ustgpieniem napadow.

Uzyskane wyniki wskazuja na zasadno$¢ terapii z zastosowaniem komoérek macierzystych

opartej na ich dziataniu sekrecyjnym. Materiat do aplikacji klinicznej - ASC i DFAT - moze zostaé



efektywnie namnozony in vitro, w warunkach zblizonego do fizjologicznego dla niszy komorek
macierzystych stezenia tlenu. Warunki te umozliwiaja dtugoterminowe utrzymanie komérek w stanie
wysokiej aktywnosci proliferacyjnej przy jednoczesnym zapewnieniu stabilnosci genetycznej, co jest

podstawowym warunkiem ich bezpieczenstwa biologicznego.



