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podczas ich réznicowania do komdrek koscio- i chrzestnotworczych w warunkach hodowli pierwotnej in vitro.
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Komérki macierzyste pochodzenia thuszczowego (ADSC) wykazuja cechy mezenchymalnych
komoérek macierzystych, réznicujac si¢ w takie komorki jak osteoblasty, chondrocyty, komoérki neuronalne
czy miocyty. Wiekszos¢ prowadzonych badan dotyczacych ADSC dotyczy mozliwosci ich zastosowania w
celu zastgpienia szpiku kostnego jako tatwo dostepne i mniej inwazyjne zrodto MSC. Rosnaca liczba
potencjalnych zastosowan klinicznych opartych na ADSC podkresla potrzebe badan analizujacych ich
wlasciwosci, zaréwno in vivo, jak i in vitro, a takze ich ewentualne interakcje z innymi komoérkami lub
tkankami w organizmie.

Celem badan byta analiza ekspresji genéw podczas réznicowania komorek ADSC do osteoblastow i
chondrocytéw, w celu identyfikacji nowych markeréw molekularnych tego procesu. Zaktada si¢, ze uzyskane
wyniki moge dostarczy¢ nowych informacji na temat proceséw molekularnych bedacych podstawa
réznicowania ADSC do osteoblastéw i chondrocytéw, jak i stanowi¢ punkt odniesienia do dalszych badan
dotyczacych potencjalnego zastosowania tych komorek. Do celow szczegdtowych nalezaly: optymalizacja
procesu hodowli i ré6znicowania ADSC, kompleksowa analiza transkryptomiczna badanych komérek, analiza
bioinformatyczna oraz literaturowa uzyskanych wynikéw w celu wyznaczenia nowych markerow
molekularnych analizowanych proceséw. Badania zostaly oparte na modelu psa domowego (lac. canis
Jsamiliaris) w zwigzku z mozliwosécig zastosowania uzyskanych wynikow w opracowywaniu strategii
terapeutycznych stanowigcych podstawe medycyny regeneracyjnej.

W przeprowadzonych badaniach ADSC wyizolowane z probek thuszczu pochodzacych z rutynowych
zabiegdw chirurgicznych zostaly poddane dlugotrwatej hodowli ir vitro i r6znicowaniu do osteoblastéw oraz
chondrocytéw. Identyfikacja ADSC w badanych prébach zostala przeprowadzona w oparciu o markery
powierzchniowe (CD44+, CD90+, CD45-, CD34-), analizy morfologiczne oraz potwierdzenie ich zdolnosci
do r6znicowana w wyniku zastosowania odpowiedniego barwienia (osteoblasty-alizaryna, chondrocyty-blekit
alcjanski). Nastepnie, RNA wyizolowane ze wszystkich grup badanych (ADSC po 1 dniu hodowli, ADSC po
14 dniach hodowli 2D, ADSC po 30 dniach hodowli 3D, osteoblasty po 14 dniach r6znicowania, chondrocyty
po 30 dniach réznicowania) zostalo poddane analizie sekwencjonowania nowej generacji (RNAseq). W
oparciu o uzyskane dane przeprowadzona zostala analiza bioinformatyczna, ktéra pozwolita na
zidentyfikowanie genéw o najbardziej zmienionej ekspresji po procesie dlugotrwatej hodowli ADSC oraz ich
réznicowaniu do osteoblastow i chondrocytow.

Uzyskane wyniki pozwalajg na potwierdzenie ekspresji znanych markeréw réznicowania
osteogennego (HSD11B1, ZBTB16 i DKK?2), wskazanie na geny regulujace réznicowanie ADSC do innych
ypow komérek (GALNTIS5, HIF3A i CCBEI) oraz zidentyfikowanie nowych markeréw zwigzanych z
wplywem warunkéw in vitro i indukowanego réznicowania na ADSC (CCDC3, GLPIR i COL6A46). Ponadto
wyniki przestawionych badan wskazujg na kilka genéw, ktore moga znalezé zastosowanie jako nowe
pozytywne (MMPI12, MPEGI, CHI3L1 i CD36) i negatywne (CLEC3B i RXFP) markery procesu
roznicowania chondrogennego ADSC in vitro. Niektore z tych genéw o nieznanej obecnie funkcji okazaly si¢
jednymi z najbardziej regulowanych podczas réznicowania ADSC w kierunku osteoblastow (KI4A41755 i
TMEM132C), oraz chondrocytéw (OTOS i FAM180B), sugerujage ich wczesniej nieopisane funkcje w tych
procesach.

Wyniki przeprowadzonych badan pozwolily zidentyfikowaé nowe markery réznicowania ADSC w
kierunku osteoblastow i chondrocytéw oraz stanowig wazny punkt odniesienia do dalszych badan
dotyczacych ich zastosowania w medycynie regeneracyjnej. Ponadto uzyskane wyniki potwierdzaja wartosé
badan nad molekularnymi mechanizmami regulujagcymi procesy zachodzace podczas dlugotrwalej hodowli i
roéznicowania ADSC w warunkach in vitro.
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