15 -10- 2018

Streszczenie pracy doktorskiej mgr Marty Adamiak
pt.. ,Charakterystyka wlasciwosci biologicznych oraz potencjalu regeneracyjnego pecherzykow
zewnatrzkomérkowych z mysich indukowanych pluripotencjalnych komérek macierzystych w

modelu uszkodzenia miesnia sercowego”

Choroby sercowo-naczyniowe (ang. cardiovascular diseases, CVDs) nalezg do glownych schorzen
cywilizacyjnych XXI wieku 1 wedtug Swiatowej Organizacji Zdrowia sag powodem zgonu kilkunastu
milionéw 0séb rocznie. Obok standardowych metod leczenia farmakologicznego, wérdd obiecujacych podejse
optymalizowanych w ciagu ostatnich kilkunastu lat wymienia si¢ terapig regeneracyjna uszkodzonego migsnia
sercowego z uzyciem komérek macierzystych (KM), w tym réwniez indukowanych pluripotencjalnych KM
(komorek iPS; z ang. induced pluripotent stem). Komorki iPS sg zdolne do wiclokierunkowego réznicowania
i wielokrotnych podziatéw, a ich dodatkowg zalet jest mozliwoéé ich uzyskania z komorek somatycznych
konkretnego dawcy, co czyni je potencjalnym Zrddtem dla 'przeszczep(')w autologicznych. Pluripotencja
komérek iPS niesie jednak ze sobg ryzyko rozwoju pierwotnych guzoéw zbudowanych z komorek
pochodzacych z trzech listow zarodkowych, czyli potworniakow, co moze stanowi¢ potencjalny skutek
uboczny zastosowania tych komorek u pacjentow. Aby przyblizy¢ perspektywe terapeutycznego
wykorzystania komoérek iPS potrzebne jest zatem opracowanie metod bezpiecznego wykorzystania ich
potencjatu biologicznego w regeneracji tkanek.

Rosnaca liczba doniesien z badan §wiatowych, jak rowniez badania naszego laboratorium, wskazujg na
mozliwoéé wykorzystania w regeneracji uszkodzonych tkanek aktywnos$ci parakrynnej KM, ktorej elementem
jest uwalnianie pecherzykéw zewnatrzkomorkowych (ang. extracellular vesicles, EVs), stanowigcych
oblonione struktury zawierajace fragment cytoplazmy i niosgce bioaktywna zawarto$¢ komorki. Skiad
molekularny EVs (m.in. biatka, mRNA i miRNA) jest $ciSle zalezny od rodzaju komorek, z ktorych sg one
uwalniane, jak rowniez determinuje efekt wywotywany przez EVs w komorkach docelowych. Biorac pod
uwage powyzsze, EVs z komorek iPS (iPS-EVs) moga stanowi¢ szczegdlnie atrakcyjny przedmiot badan
z punktu widzenia regeneracji tkanek 1 innych potencjalnych zastosowan praktycznych.

Glownym celem badan realizowanych w ramach niniejszej rozprawy doktorskiej byto i) zbadanie
potencjatu biologicznego iPS-EVs, w tym ich sktadu molekularnego oraz ii) ich wptywu na funkcje komorek
docelowych, w tym komorek $roédbtonka migsnia sercowego in vitro, a takze iii) ocena mozliwosci
potencjalnego zastosowania iPS-EVs w regeneracji uszkodzonego migénia sercowego in vivo.

W pierwszej czeSci rozprawy potwierdzono pluripotencjalny charakter mysich komoérek 1iPS
uzyskanych w naszym laboratorium i namnazanych w warunkach bezsurowiczych oraz bez obecnosci
komérek warstwy odzywczej, czyli w sposéb umozliwiajacy uzyskanie iPS-EVs bez zanieczyszczenia
pecherzykami pochodzacymi z innego zrédia. Nastgpnie opracowano metodg izolacji iPS-EVs w oparciu 0
wirowanie réznicowe nadsaczy hodowlanych i scharakteryzowano wielko$é, morfologic oraz fenotyp
uzyskanych iPS-EVs, zgodnie z kryteriami rekomendowanymi przez $wiatowe towarzystwo skupiajgce
badaczy EVs z catego $wiata (ISEV). Stosujac mikroskopi¢ sit atomowych i analize $ledzenia ruchu

nanoczastek (ang. nanoparticle tracking analysis, NTA) wykazano, ze iPS-EVs stanowia heterogenng pod
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wzgledem wielkosci populacje sferycznych pecherzykow, z przewazajgeg komponentg obicktow o rozmiarze
okolo 125 nm. W badanych preparatach potwierdzono obecno$¢ biatek markerowych EVs (tetraspanin CD9 1
CD81) i niezroznicowanych KM (antygen powierzchniowy Sseal) oraz mRNA markeréw pluripotencji
(Oct3/4A, Nanog i Rexl), co potwierdza ich wzbogacenie w iPS-EVs. Nastepnie zbadano profil ekspresji
miRNA w iPS-EVs oraz komorkach rodzicielskich i wykazano, ze wsrod 282 miRNA wykrytych w
komérkach iPS, 199 czasteczek byto réwniez obecnych w iPS-EVs, w tym czgsteczki z rodziny miR-290-295
charakterystyczne dla komorek zarodkowych oraz miRNA petnigce kluczowa rolg w regulacji procesu
angiogenezy oraz kardioprotekcji. Globalna analiza proteomiczna, przeprowadzona z wykorzystaniem
spektrometrii masowej, wykazata obecno$é 1965 biatek w iPS-EVs, m.in. grupe biatek zaangazowanych w
regulacje proces6w rozwojowych oraz w komunikacj¢ migdzykomérkows. Warto zaznaczy¢, ze na podstawie
zastosowanych metod zidentyfikowano réwniez grupy miRNA i bialek, ktérych obecno$¢ nie zostata
potwierdzona w komérkach rodzicielskich, co $wiadczy o znacznym wzbogaceniu pecherzykow w wybrane
bioaktywne czasteczki.

W kolejnej czesci rozprawy stosujac mikroskopie fluorescencyjna potwierdzono, ze iPS-EVs wigzg sig
do btony komérkowej i sg internalizowane przez komoérki docelowe - mysie komorki $rodbtonka mig$nia
sercowego (ang. mouse cardiac endothelial cells, MCEC) in vitro. Nastgpnie, zbadano wplyw iPS-EVs na
wybrane, istotne z punktu widzenia proceséw regeneracji uszkodzonego migénia sercowego, funkcje MCEC
in vitro, w tym na ich proliferacj¢, przezywalno$é w warunkach cytotoksycznych, aktywno$¢ migracyjng oraz
potencjat angiogenny. Wykazano, ze MCEC po stymulacji bioaktywnymi czynnikami przenoszonymi przez
iPS-EVs i) wykazuja zwickszony potencjat angiogenny, co wykazano w tescie tworzenia kapilar na matrizelu
oraz ii) zwigkszong przezywalno$é w warunkach cytotoksycznych, co $wiadczy o cytoprotekcyjnym dziataniu
iPS-EVs. Nie stwierdzono natomiast znaczgcego wplywu iPS-EVs na potencjat proliferacyjny oraz
migracyjny badanych komorek.

W ostatnim etapic zbadano potencjal regeneracyjny iPS-EVs wykorzystujgc model ostrego
niedokrwienia mieénia sercowego u myszy in vivo, bedacy modelem uszkodzema tkankowego
towarzyszacego zawalowi mieénia sercowego u ludzi. Na podstawie oceny echokardiograficznej
zaobserwowano istotna statystycznie poprawe parametréw opisujacych czynnosé skurczowa lewej komory
serca u myszy, ktorym bezposrednio do uszkodzonej tkanki podano iPS-EVs, w poréwnaniu z grupa
kontrolng zwierzat oraz grupg, ktorej podano komorki iPS. Zaobserwowano takze poprawg struktury
histologicznej i anatomicznej migénia sercowego, jak réwniez zwigkszong liczbg nowych naczyn
krwionoénych po podaniu iPS-EVs, w tym w najbardziej uszkodzonej okolicy zawatowej. Co istotne, nie
zaobserwowano niepozadanych skutkéw ubocznych takiej terapii, w tym rozwoju potworniakow w miejscu
przeszczepienia pecherzykow, co miato miejsce w przypadku podawania komorek iPS.

Podsumowujac, w niniejszej pracy doktorskiej zbadano wielko$¢, morfologig i sktad molekularny iPS-
EVs, jak réwniez potwierdzono ich istotny wptyw na wybrane funkcje biologiczne komérek serca in vitro
oraz wykazano, 7ze wykorzystanie iPS-EVs w regeneracji uszkodzonego migénia sercowego jest obiecujacy
strategig 1 w przyszloci moze stanowi¢ bezpieczng alternatywe dla obecnych metod terapii choréb sercowo-
naczyniowych opartych na KM. Uzyskane wyniki otwiecrajg takze nowe mozliwosci dla przysztych

zastosowan komorek iPS w regeneracji tkanek, w oparciu o ich wlasciwosci parakrynne.



