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Streszczenie

Poszukiwanie nowych zwigzkéw o dzialaniu proregeneracyjnym, przyspieszajacym
regeneracje tkanek i narzadow jest ogromna nadziejg terapeutyczng, zwlaszcza w przypadku
trudno gojacych sig, rozleglych ran o rdznej etiologii. Ocena efektu dziatania potencjalnych
zwigzkow o wiasciwosciach leczniczych powinna odbywac si¢ na wielu plaszczyznach,
aby zobrazowa¢ pelne spektrum ich mozliwosci. Wyniki niniejszej pracy sa czgscig
wieloetapowego procesu obejmujgcego analizy in vitro oraz in vivo majace na celu
poszukiwanie peptydow i peptydomimetykow stymulujgcych gojenie si¢ ran. Procedura ta jest
niezbedna nie tylko w celach badawczych, dzigki czemu mozliwe jest zbadanie kaskady
molekularnej wywotanej przez badane substancje, ale rowniez zadbanie o peine

zweryfikowanie dziatania i bezpieczenstwa zwigzkoéw o potencjale terapeutycznym.

Model komorek macierzystych tkanki tluszczowej jest jednym z bardziej optymalnych
do transkryptomicznej oceny odpowiedzi na stymulacj¢ czynnikami proregeneracyjnymi.
Jednak material kliniczny pozyskiwany jest zazwyczaj w niewielkich iloSciach, a dalsze
zastosowania ASCs, zarowno badawcze, jak 1 kliniczne, wymagaja namnozenia komorek.
Uzyskanie optymalnej ilo$ci komorek wiaze si¢ z koniecznosciag wydluzonego prowadzenia
hodowli w warunkach in vitro. Obarczone jest to z kolei ryzykiem utraty fenotypu ASCs,
ich wlasciwosci 1 zdolnos$ci progenitorowych, dlatego niezbedne jest monitorowanie
pozytywnych i negatywnych markeréw ASCs podczas hodowli. Opracowany uktad qPCR,
wraz z metodami immunocytochemicznymi, pozwolil na wystandaryzowanie materiatu

do dalszych badan oraz na prowadzenie wydtuzonej hodowli (do 6 pasazy).

W trakcie prac badawczych zaobserwowano dodatkowo ekspresje roznych izoform niektorych
Z badanych transkryptow w warunkach hodowli zawierajacych standardowy dodatek FBS
(ang. Fetal Bovine Serum). Obserwacja ta moze tlumaczy¢é rozbieznosci literaturowe
wystepujace chociazby w klasyfikacji czeSci markeréw ASCs. Charakterystyka komorek
polega gléwnie na detekcji immunocytochemicznej, co moze powodowaé zafalszowanie
pomiarow, kiedy pominigta zostanie czg¢$¢ epitopow przeciwcial w wyniku ekspresji roznych
izoform. Odpowiednio scharakteryzowane komorki zostaty poddane analizom porownawczym
danych w warunkach standardowych i stymulowanych czynnikami proregeneracyjnymi.
Wyniki z przeprowadzonych eksperymentdow pozwolily na wyselekcjonowanie grupy
zwigzkow (peptydow i peptydomimetykéw) wywotujacych swoisty transkryptomicznie efekt

stymulujacy regeneracje.



Summary

Finding new compounds with pro-regenerative effects, and accelerating tissue regeneration is
great therapeutic hope. It is particularly important in cases dealing with difficult to heal,
extensive wounds of various aetiologies. Potential compounds and their therapeutic properties
should be evaluated on many levels to illustrate the full spectrum of their potential. The results
of this study are a part of a multi-stage process including in vitro and in vivo analysis. The main
aim is to search for peptides and peptidomimetics that stimulate wound healing. This procedure
is necessary for multiple purposes. In research, it allows us to study the molecular cascade

caused by prepared substances and fully verify the action and safety of new drugs.

The Adipose - Derived Stem Cells (ASCs) model is one of the most optimal for transcriptomic
evaluation of the response to stimulation with pro-regenerative factors. However, clinical
material is usually collected in small amounts. Further research and clinical use of ASCs require
cell proliferation. Obtaining the optimal number of cells necessitates extended in vitro
cultivation. This, in turn, is associated with the risk of losing the ASCs phenotype, their
properties and progenitor abilities. Therefore it is necessary to monitor positive and negative
markers of ASCs during culturing. The developed gPCR system combined with
immunocytochemical methods provides standardized material for further studies and extends

culture up to 6 passages.

Additionally, the expression of various isoforms of some of the tested transcripts was observed
in culture conditions containing a standard FBS (Fetal Bovine Serum) additive. This finding
may explain occurring of the literature discrepancies, for example, in the classification of some
ASCs markers. Cells are characterized mainly by immunocytochemical detection, which may
result in false measurements when some antibody epitopes are missed by the expression of
different isoforms. Correctly characterized cells were subjected to comparative data analysis
under standard conditions and stimulated by pro-regenerative factors. As aresult, it was
possible to determine a group of compounds (peptides and peptidomimetics) that induce

a specific transcriptomically stimulating regeneration effect.



