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pluripotencjalnych komérek macierzystych na potencjal hematopoetyczny krwiotworczych
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Krew pepowinowa (KP), jako bogate zrodto komérek macierzystych (KM) — w szczegdlnosci KM
krwiotworczych (ang. hematopoietic stem cells; HSCs), stanowi obiecujgcg alternatywe dla
przeszczepdw szpiku kostnego u pacjentéw z koniecznoscia rekonstytucji uktadu krwiotworczego. Jej
wykorzystanie w hematologii transplantacyjnej niesie ze soba dodatkowe korzysci wynikajace
z nieinwazyjnego pobrania, mniej restrykcyjnych wymagan dopasowania antygenow zgodnosci
tkankowej, a takze zmniejszonego ryzyka wystgpienia choroby przeszczep przeciwko gospodarzowi.

Z drugiej jednak strony, zastosowanie KP u dorostych pacjentéw wiaze si¢ zryzykiem
op6znionego wszczepienia u biorcy, bedacego efektem niedostatecznej liczby podanych komorek
HSCs obecnych w materiale, limitowanej objetoscig pobranej podczas porodu KP. Stad tez, skuteczne
wykorzystanie preparatow KP w transplantologii, w tym u oso6b dorostych, wcigz wymaga
poszukiwania nowych strategii ekspansji komérek HSCs ex vivo, z jednoczesnym zwigkszeniem ich

~ potencjatu hematopoetycznego i efektywnosci zasiedlania nisz szpikowych po przeszczepie.

Z badan przeprowadzonych dotychczas w naszym zespole wynika, ze zastosowanie pecherzykéw
zewngtrzkomdrkowych (ang. extracellular vesicles; EVs) — obtonionych struktur o $rednicy od 30 nm
do 1 pm, wydzielanych przez indukowane komorki macierzyste pluripotencjalne (ang. human induced
pluripotent stem cells; hiPS) moze zwig;kszaé proliferacje i modglowaé szereg funkcji innych komorek.
EVs zawierajg aktywne biologicznie molekuly, w tym receptory, biatka cytoplazmatyczne, czynniki
transkrypcyjne oraz kwasy nukleinowe (w szczegélnosci mRNA oraz miRNA), ktére moga byé
przenoszone pomiedzy komorkami, stanowige istotne parakrynne czynniki wymiany informacji. Stad
tez, sukcesywnie wzrasta zainteresowanie badaczy probami zastosowania EVs do modyfikacji funkcji
biologicznych komérek docelowych. ' '

Dotychczasowe, nieliczne badania nad zastosowaniem EVs w modulacji potencjatu
regeneracyjnego komorek HSCs z KP koncentrujg si¢ glownie na pecherzykach wydzielanych przez

komorki stromalne hiszy, a wcigz niewiele wiadomo na temat wplywu EVs pochodzacych z iﬁnych



typow KM na wiasciwosci biologiczne komoérek krwiotworczych. W kontekscie tych prac,
interesujagcym bylo zbadanie czy EVs zkomoérek hiPS (hiPS-EVs) bedag takze wykazywad
funkcjonalny efekt na komdrki krwiotworcze z KP, w kontekécie mozliwosci ich potencjalnego
zastosowania w hematologii transplantacyjne;.

W zwigzku z powyzszym, celem niniejszej rozprawy doktorskiej byto zbadanie wptywu hiPS-EVs
na wlasciwosci biologiczne 1 potencjal hematopoetyczny komérek HSCs z KP, zar6wno w warunkach
in vitro, jak 1 in vivo w modelu rekonstytucji szpikowej u myszy szczepu NOD/SCID.

Przeprowadzone badania wykazaly m.in.,, Ze hiPS-EVs moga skutecznie oddzialywaé
z wysokooczyszczonymi frakcjami komoérek KP, wzbogaconymi w HSCs i1poddanymi ekspansji
ex vivo. Pomimo braku znaczgcego wptywu na tempo proliferacji, stymulacja za pomocg hiPS-EVs
zwigkszata aktywnos¢ metaboliczng komorek HSCs oraz ich roznicowanie w  kierunku
poszczegdlnych linii komorek hematopoetycznych in vitro. Wykazano réwniez, ze potencjat
klonogenny komoérek HSCs z KP ulega zwigkszeniu po kontakcie z hiPS-EVs in vitro, a wyniki te
korelowaly ze wzrostem ekspresji genéw zwigzanych z hematopoezg w tych komorkach. Ponadto,
przeprowadzone do$wiadczenia wskazuja, ze hiPS-EVs wykazuja wlasciwosci cytoprotekcyjne wobec
komorek HSCs poddanych dzialaniu czynnikow cytotoksycznych. Dalsze analizy wykazaly takze
wzrost wlasciwosci adhezyjnych komérek HSCs oraz ich chemotaktycznej migracji in vitro,
poddanych dzialaniu czynnikéw obecnych w hiPS-EVs. W komérkach HSCs poddanych dziataniu
hiPS-EVs, zaobserwowano tez istotne zmiany aktywnosci szeregu kinaz biatkowych zaangazowanych
w wazne szlaki sygnalowe, uczestniczgce w regulacji wymienionych procesow. Uzyskane wyniki
badan in vitro $wiadczg o zwigkszeniu aktywnosci biologicznej oraz potencjalu hematopoetycznego
komérek HSCs z KP w wyniku dziatania bioaktywnej zawartosci hiPS-EVs.
Wyniki badan in vivo potwierdzajg obserwacje uzyskane w badaniach in vitro. W szczegdlnosci,
wykazano pozytywny wplyw hiPS-EVs na zdolno$¢ komoérek HSCs zKP do zasiedlania nisz
szpikowych i rekonstytucji ukladu krwiotwoérczego umyszy NOD/SCID, poddanych uprzednio
radiacyjnej mieloablacji. . | .

Podsumowujac, w niniejszej rozprawie doktorskiej po raz pierwszy wykazano, ze hiPS-EVs moga
modulowaé aktywnos¢ biologiczng komdrek HSCs izolowanych z KP, a tym samym wplywaé na ich
cechy funkcjonalne istotne z punktu widzenia zastosowania tych komérek w hematologii
- transplantacyjnej. Otrzymane rezultaty badan stanowig podstawe do ‘dalszych prac badawczych nad
probg zastosowania hiPS-EVs do zwickszenia potencjalu regeneracyjnego tych komoérek, a tym

samym potencjalnego poszerzenia mozliwosci zastosowania KP w praktyce kliniczne;j.



