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Celem proponowanego projektu jest ocena bezpieczenstwa chondrocytow pozyskanych w wyniku procesu
réznicowania komorek macierzystych, poddanych dzialaniu czynnikéw przeciwnowotworowych.
Badania koncentrowaé si¢ beda na malo poznanych do tej pory mechanizmach odpowiedzi komorek
zroznicowanych z komorek macierzystych na powstate uszkodzenia materiatu genetycznego. W komoérkach
poddanych dziataniu promieniowania jonizujacego oraz wybranych cytostatykow zgodnie z obowiazujacymi
protokotami terapeutycznymi zaplanowano nastepujace analizy:

1) poziomu reaktywnych form tlenu odzwierciedlajacego stres oksydacyjny, [|Reaktywne formy
2) niebezpiecznych podwojnoniciowych uszkodzen materialu genetycznego (DNA), tlenu
powstatych zaréwno poprzez bezposrednie dziatanie promieniowania jonizujacego, jak Uszkodzenia

i wywotanych stresem oksydacyjnym, DNA

3) uruchamianych mechanizmoéw naprawczych uszkodzonego materiatu genetycznego,
4) poziomu programowanej S$mierci  (apoptozy) komorek w  przypadku
niewystarczajacego stopnia naprawy DNA. Brak naprawy
5) porownanie uruchamianych mechanizmow odpowiedzi komorkowej poszczegdlnych UDNA: apoptoza

Naprawa DNA

y

linii komérek macierzystych oraz komorek chondrocyto-podobnych pozyskanych od
komorek macierzystych z dojrzatymi chondrocytami.

Materiatem badawczym w projekcie beda dwie linie pluripotencjalnych komoérek (zdolnych do
roéznicowania w trzy listki zarodkowe): ludzkich embrionalnych oraz indukowanych pluripotencjalnych
komoérek macierzystych, a takze ustalona linia dojrzatych, ludzkich chondrocytow. Proces réznicowania
komorek macierzystych w kierunku chondrocytow zostanie przeprowadzony wczesniej opracowang metoda.

Poszczegolne analizy zostang przeprowadzone w oparciu o nastepujgcg metodyke:

Ad. 1) pomiar cytometryczny z zastosowaniem barwnika emitujgcego fluorescencj¢ w obecnosci reaktywnych
form tlenu.

Ad. 2) pomiar cytometryczny fosforylacji histonu H2AX pozwalajacy na ilosciowa analiz¢ dwuniciowych
uszkodzen DNA.

Ad. 3) analize uruchomionych mechanizméw naprawczych zar6wno na poziomie genéw (odcinkow DNA
kodujacych produkty biatkowe), jak i biatka.

Ad. 4) pomiar cytometryczny z zastosowaniem markera charakterystycznego dla komorki ulegajacej
reprogramowanej $smierci (apoptozy): wyznakowanej aneksyny V oraz jodku propidyny.

Zaktadamy, ze proces roznicowania, W wyniku ktorego otrzymujemy wyspecjalizowane komorki
w istotny sposob wplywa na mechanizmy uruchamiane w komorkach w odpowiedzi na dziatanie czynnikow
przeciwnowotworowych. Co wigcej, mechanizmy te znaczgco réznig si¢ od proceséw uruchamianych
w komorkach macierzystych, z ktoérych pozyskujemy komorki zréznicowane, jak i w petni dojrzatych komorek
pozyskanych od pacjentow. Wierzymy, ze ma to bardzo duzy wpltyw na stabilno$é genetyczna komorek
pochodnych od komoérek macierzystych, co ma bezposrednie odzwierciedlenie w bezpieczenstwie stosowania
tych komorek w praktyce Klinicznej. Obecnie terapie przeciwnowotworowe opieraja si¢ gtownie na
wykorzystaniu czynnikéw powodujacych uszkodzenia materialu genetycznego, a w konsekwencji $mier¢
komorek nowotworowych: promieniowania jonizujacego i cytostatykow. Jednakze, wptyw promieniowania
jonizujacego 1 cytostatykdéw mozna zaobserwowaé we wszystkich komoérkach organizmu. Bardzo czesto
w komorkach, z uszkodzonym materiatem genetycznym dochodzi do powstawania mutacji, ktore sg przyczyna
wtornych nowotworow. Ponadto, w ostatnich latach coraz wigkszy nacisk ktadzie si¢ na ochrong zdrowych
tkanek i narzagdow krytycznych podczas radioterapii. Medycyna regeneracyjna jest szybko rozwijajaca si¢
dziedzina, w ktorej kluczowa rolg zaczynaja odgrywac¢ komorki macierzyste. Ocena stabilno$ci genetycznej
komorek zroznicowanych z pluripotencjalnych komoérek macierzystych podczas stosowania terapii
przeciwnowotworowych jest bardzo istotnym zagadnieniem ze wzgledu na wzrastajaca zachorowalno$¢ na
nowotwory po 50 r.z. Niestety, niewiele wiadomo na temat mechanizmow uruchamianych przez nie w
odpowiedzi na zastosowane terapie przeciwnowotworowe. Nalezy podkresli¢, ze poszczegdlne komorki
niezrdéznicowane oraz zroznicowane charakteryzuja si¢ odmienng promieniowrazliwoscia. Nie wiadomo, czy
mechanizmy odpowiedzi komorkowej komorek zréznicowanych z komoérek macierzystych bardziej
przypominaja te wystepujace w komorkach macierzystych, czy tez w komérkach w pelni
wyspecjalizowanych. Wyniki zaplanowanych doswiadczen przyczynia si¢ do rozwoju medycyny
regeneracyjnej i radiobiologii oraz do opracowania w przysztosci protokotéw klinicznych pozyskiwania
bezpiecznych chondrocytéw z ludzkich indukowanych pluripotencjalnych komorek macierzystych
uzyskanych od chorego w wyniku reprogramowania komorek ciata (somatycznych).




