STRESZCZENIE

Choroba niedokrwienna serca stanowi wyzwanie dla wspotczesnej medycyny i jest celem
medycyny regeneracyjnej. Liczebno$¢é progenitorowych komorek sercowych w organizmie
dorostego cztowieka jest niewystarczajaca do regeneracji pozawalowego migsnia sercowego,
za$ komorki macierzyste z takich zrédet jak szpik kostny cechuje zbyt mata plastycznosc.
Przetomem w badaniach moze okaza¢ si¢ technologia indukowanych pluripotentnych
komorek macierzystych, ktéra umozliwia réznicowanie autologicznych komorek w réznych
kierunkach, w tym do kardiomiocytéw. Otrzymane ta drogg mig$niowe komorki serca
posiadajg jednak fenotyp plodowy, co sklania do dalszych prac nad poprawag ich
strukturalnych 1 funkcjonalnych wiasciwosci.

Jednym z czynnikow wspomagajacych dojrzewanie komoérek migsniowych jest dilugosé
prowadzenia hodowli in vitro. W niniejszej pracy wykazano na podstawie dwoch punktow
czasowych wczesnego etapu roznicowania — 20 i 40 dni hodowli in vitro — proces nabywania
przez kardiomiocyty cech komoérek dorostych. Badania podzielone zostaly na dwa glowne

etapy.

W pierwszym dokonano reprogramowania genetycznego mioblastow migsni szkieletowych
i uzyskano z uzyciem konstrukcji genetycznej oraz wektora opartego na wirusie Sendai
indukowang pluripotentng lini¢ komorkowa 194, ktora przeszta pozytywna weryfikacje
pluripotencji:

a) wykryto w niej podwyzszong ekspresje markerow jadrowych OCT4, SOX2, c-MYC
w poroOwnaniu z wyj$ciowymi komérkami mi¢§niowymi;

b) potwierdzono obecnos¢ markerowych biatek pluripotentnych, zarowno powierzchniowych
TRA 1-60, TRA 1-81 i SSEA4, jak i jadrowych OCT4 i SOX2;

¢) uzyskano prawidlowy kariotyp;

d) wykonano test spontanicznego rdznicowania In Vitro generujac kule zarodkowe
i identyfikujac w nich pochodne trzech listkow zarodkowych: biatka AFP, SMA, TUJ1;

e) uzyskano potwierdzenie potencjatu pluripotencji in vivo w wyniku podania komorek iPS
linii 194 do myszy i analizy histologicznej utworzonego potworniaka.

W drugim etapie zweryfikowana linia komorkowa iPS 194 zostatla poddana pomys$lnemu
réznicowaniu w komorki migéniowe serca za pomocg protokoli z suplementacja biatka
BMP4 oraz zwigzkami modulujagcymi szlak WNT — CHIR99021 i IWR-1 oraz za pomocg
zestawu medidw roznicujacych, PSC Cardiomyocyte Differentiation Kit. Wigksza wydajnos¢
1 powtarzalno$¢ wynikow zdecydowaty o wykorzystaniu drugiej metody rdéznicowania.

Roznicujace si¢ kardialne komorki migsniowe w 40. dniu hodowli in vitro wykazuja wickszy
stopien podobienstwa do dojrzatych komorek serca niz w dniu 20., przez co ten punkt
czasowy moze byc¢ lepszym wyborem do wykorzystania w badaniach. Wykazano:



a) utrzymywanie si¢ kardiospecyficznych markerow biatkowych: NKX2.5, TNNT2,
koneksyny 43 i a-MHC,;

b) bardziej zaznaczong hipertrofi¢ w dniu 40, 0 czym $wiadczyt istotny statystycznie wzrost
obwodu 1 powierzchni komorkowej oraz wyzszy udzial komorek dwujadrzastych;

c) wicksze 40-dniowe kardiomiocyty posiadaja w obrgbie komorek roéwnomiernie
rozmieszczong regularng sie¢ mitochondrialng w ktorej aktywne organelle o wytworzonym
potencjale blonowym ulegaja wydhizeniu i wydajniej moga zaspokaja¢ zapotrzebowanie
energetyczne. W 20-dniowym punkcie czasowym mniej liczne mitochondria rozmieszczone
byty blizej jader i rzadziej obserwowano ich prawidlowe funkcjonowanie;

d) kardiomiocyty w 40 dniu roznicowania mialy bardziej uporzadkowany i lepiej
wyksztalcony aparat kurczliwy, co wykazano w oparciu o barwienie sarkomerow a-aktyning
(linie 2);

e) w dhuizej hodowanych in vitro 40-dniowych kardiomiocytach doszio do istotne]
statystycznie zmiany w ekspresji genow: wzrostu poziomu CX43 i f-MHC przy zmniejszeniu
a-MHC (wskazujaca na dojrzewanie zamiana izoformy szybkiej o na wolng B cigzkich
tancuchéw miozyny). Natomiast ekspresja genow TNNI3, KCNJ2 i SERCA 2A pozostata na
poréwnywalnym poziomie od punktu czasowego 20 dni;

f) uzyskane wyniki sugerujg rowniez, ze 40-dniowe kardiomiocyty uzyskane w hodowli in
vitro charakteryzowatl bardziej wydajny proces obrotu wewngtrzkomorkowym wapniem W
czasie skurczu. Uzycie sondy wapniowej FURA-2 pozwolito zebra¢ dowody na wigksza pule
magazynowanego W SR wapnia oraz na szybszy proces uwalniania i wychwytu tego
pierwiastka w 40 dniu réznicowania. Niemniej nadal mechanizm ten odbiega od peine;j
sprawnosci dojrzatych komorek serca;

g) dluzszy czas hodowli in vitro kardiomiocytow pozwolil na dostrzezenie w 40 dniu wigkszej
czestotliwosci skurczow w odpowiedzi na zwigzek pobudzajacy receptory beta-adrenergiczne.

Uzyskane w dysertacji wyniki potwierdzaja badania innych grup wskazujace na plodowy
fenotyp kardiomiocytow uzyskiwanych in vitro z komorek IiPS. Objawy poczatku ich
dojrzewania sg jednak juz widoczne w trakcie nieznacznego wydhizenia hodowli in vitro do
40 dni. Zestaw proponowanych testow moze by¢ podstawg do dalszych badan
porownawczych z innymi liniami komérkowymi iPS i/lub wykorzystaniem innych czynnikow
pobudzajacych dojrzewanie komorek. Otrzymane mig$niowe komoérki serca po 40 dniach
hodowli moga by¢ wykorzystywane jako uktad modelowy chordb serca, do przesiewu
nowych lekow, w badaniach podstawowych, analizach kardiotoksycznosci oraz
W ewentualnej terapii w przysztych probach klinicznych.



