STRESZCZENIE

Komorki macierzyste posiadajg zdolno$¢ do samoodnawiania si¢ i réznicowania w
wyspecjalizowane komorki wszystkich tkanek organizmu. W$rdod komoérek macierzystych
wyodrebnia si¢ populacje dojrzatych komoérek macierzystych (organizmu dorostego)
uwazanych za swoistg rezerwe tkankowa dla poszczegdlnych narzgdéw. Rezerwuary tkankowe
staly si¢ nadzieja dla medycyny regeneracyjnej. Miogenne komodrki macierzyste to dojrzate
komoérki macierzyste zdolne do réznicowania si¢ we wltokna migsniowe. Maja potencjat
stymulowania i wspierania endogennych mechanizméw naprawczych migsni szkieletowych ale
takze mig¢$nia sercowego, a tym samym stanowig podstawe dla prob regeneracji tkanek serca
uszkodzonych po zawale. Ta grupa komoérek macierzystych organizmu dorostego, ze wzgledu
na stosunkowo duzo bezpieczenstwo ich uzycia, staje si¢ niekontrowersyjna w zastosowaniu.
Glowne zagrozenia zwigzane z transplantacja dorostych SCs sa rzadkie, zwykle mozliwe do
opanowania i podobne dla wszystkich biologicznych produktéw terapeutycznych. Atutem staje

si¢ dostepnos¢ niektorych kandydatow komorkowych, ich tatwos¢ w izolacji i hodowli in vitro.

Aby uzyska¢ mozliwie najlepszy efekt terapeutyczny, natywny material biologiczny
jakim sg doroste komorki macierzyste okazuje si¢ jednak niewystarczajacy i obecna medycyna
regeneracyjna poklada duze nadzieje w modyfikacjach genetycznych, adaptacjach

hodowlanych i prekondycjonowaniu in vitro komoérek macierzystych.

Zawarte w pracy badania obejmowaly zastosowanie modyfikacji wobec ludzkich
komorek macierzystych (SKMS/PCs) przy zastosowaniu hodowali in vitro w warunkach
hipoksji oraz modyfikacji genetycznych m.in. poprzez wywolanie nadekspresji genu
antyoksydacyjnego SOD3, oraz prekondycjonowanie egzogennym zwigzkiem chemicznym
PBN i inhibicj¢ mikro RNA-195.

i) Hodowla in vitro komoérek macierzystych pochodzenia mig$niowego w warunkach
hipoksji, wzmagata endogenne mechanizmy obronne komorek, tym samym poprawita
ich przezywalno$¢ w warunkach in vivo. Warunki hodowli odpowiadaty tym samym,
CO panujagcym w sercu pozawatowym co mialo wptywac pozytywnie na ewentualng
adaptacje komorek in vitro do warunkow panujacych w obrebie blizny pozawatowe;.

i) Modyfikacje DNA stosowane sg w celu wzmagania czynnikéw terapeutycznych,
normalnie uwalnianych; réznego typu szlakow sygnatowych i/lub biatek regulujacych
procesy zyciowe komorek. Antyoksydant enzymatyczny, SOD3 jest gtownym
kandydatem sposrod grupy enzyméw antyoksydacyjnych, ktore detoksykuja rodniki



ponadtlenkowe do nadtlenku wodoru i tlenu. Nalezy do macierzy zewnatrzkomorkowej,
zapobiega inaktywacji NO uwalnianego ze srodblonka, jest szczegodlnie interesujacy ze
wzgledu na dluzszy okres pottrwania oraz brak epitopow dla wigzania
immunoglobuliny E (IgE). Obecnie nie ma doniesien na temat reaktywnosci ludzkiego
SOD3 z komorkami uktadu odporno$ciowego, co sugeruje bezpieczenstwo stosowania
nadekspresji ludzkiego SOD3 w warunkach klinicznych.

iii) Do najprostszych i najmniej kosztownych podej$¢ dla modyfikacji warunkow hodowli
komorkowej in vitro jest wstepne pre-kondycjonowanie srodkami farmakologicznymi.
Prowadzi to do poprawy aktywnosci terapeutycznej stosowanych komorek
macierzystych, poprzez dodatkowe stymulowanie uwalniania czynnikow
parakrynnych, korzystnych w regeneracji serca pozawalowego. Antyoksydant
egzogenny PBN czyli N-tert-butylo-a-fenylonitron nalezy do tzw. putapek spinowych
(spin-traps), ktorego mechanizm dziatania przebiega na rdéznych szlakach
komoérkowych w celu zmiany stanu redoks poprzez wymiatanie ROS lub groznych
reaktywnych form azotu (ROS/RNS).

iv) Mikro RNA (mi-RNA) to mate, 20-25-nukleotydowe nickodujace RNA, ktore
odgrywaja kluczowa role w roznych procesach komorkowych, w tym: w proliferacji i
sygnalizacji komorkowej i zwigzanej z tymi procesami ekspresji réznych genéow. W
porownaniu z modyfikacjami na poziomie DNA, zastosowanie mi-RNA daje
mozliwo$§¢ wywotania efektow przejSciowych, ktére okresowo moga poprawiac
wlasciwosci terapeutyczne komorek macierzystych. Poniewaz nie s3 wymagane zadne
zmiany w genomie, ta modyfikacja staje si¢ takze korzystniejsza pod wzgledem

biologicznym, bedac neutralng wobec genomu.

W przedstawionych badaniach oceniono wptyw przeprowadzanych modyfikacji na
miogennos¢, potencjat proliferacyjny, zdolnos¢ do formowania miotub, starzenie si¢ populacji
komorek, poziom apoptozy, ekspresje wybranych genow  antyoksydacyjnych,
antystarzeniowych i antyapoptotycznych, oraz genéw miogennych i tych samych czynnikoéw
na poziomie biatka. Obserwowano roéwniez wplyw zastosowanej modyfikacji na dhugosé
telomerow. Celem badan byto wyodrebnienie najbardziej optymalnego protokotu
hodowlanego, lub pdzniejsze zastosowanie kilku podej$¢ jednoczesnie dla wdrozenia terapii
komorkowej do badan przedklinicznych. Wyodrgbniony protokét bedzie mogt zosta¢ oceniony
w modelu mysim serca pozawatowego, co zostalo juz przeprowadzone z pozytywnymi

wynikami.



Podsumowujac, przedstawione badania przyczyniaja si¢ do stwierdzenia, iz komorki
pochodzace z migéni szkieletowych, transfekowane stabilnie SOD3 oraz prekondycjonowane
PBN, hodowane in vitro w warunkach hipoksji posiadaja lepszy potencjal hodowlany i
wydajniejszg adaptacje do warunkow stresowych. Jednoczesne zastosowanie kilku podejs$¢

kandydujacych moze by¢ obiecujgcym krokiem w leczeniu serca pozawatowego.



