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STRESZCZENIE

Badania oparte na modelu mysiego serca pozawalowego pozwalaja na poznanie
podstawowych procesow molekularnych zachodzacych w trakcie zawatu, ocene jego stopnia,
a takze umozliwiajg przedkliniczne testowanie nowych technologii regeneracji uszkodzonego
mig$nia. Jednak, nowoczesne podejScie, jakim jest wykorzystanie autologicznych,
indukowanych komoérek pluripotentnych (iPS) uzyskanych od pacjentéw do poprawy
funkcjonowania uszkodzonego migénia sercowego, mogtoby przyczyni¢ si¢ do opracowania
metod spersonalizowanej medycyny regeneracyjnej i znacznie poprawi¢ jako$¢ zycia
pacjentow po zawale. Mimo, ze dostepnych jest kilka r6znych sposoboéw uzyskiwania komorek
iPS, wciaz potrzebne sa optymalizujace badania in vitro i in vivo wyjasniajace zmiany
molekularne zachodzace w trakcie odroznicowywania i pdzniejszego roznicowania komorek
1PS, co jest konieczne dla uzyskania pewnosci, ze zaproponowana terapia jest wydajna i, przede

wszystkim, bezpieczna.

Celem przedstawionej pracy bylo opisanie na poziomie proteomicznym
I metabolomicznym zmian zachodzacych w trakcie indukcji pluripotencji w mioblastach
ludzkich, jak réwniez w trakcie pdzniejszego roznicowania uzyskanych komorek iPS
w kierunku komorek o charakterze kardialnym. Ocenie poddano réwniez zmiany zachodzace
W proteomie 1 metabolomie serca po podaniu tak uzyskanych komoérek kardialnych do myszy,
u ktorych wcezesniej wywotano zawat przez podwigzanie lewej tetnicy wiencowej. Uzyskane
z wykorzystaniem metod spektrometrii mas wyniki przeanalizowano przy uzyciu
bioinformatycznych analiz funkcjonalnych w celu wskazania procesow metabolicznych
i szlakow/$ciezek sygnalowych zmieniajagcych si¢ podczas kolejnych procesow
odroznicowywania i réznicowania. Badania zostaly uzupeilnione poprzez analizy kariotypu,
barwienia immunofluorescencyjne biatek, analizy RT-PCR genéw oraz oceng morfologiczna

komorek wykonang przy uzyciu mikroskopu $wietlnego.

Przeprowadzone analizy pozwolity scharakteryzowa¢ proteom i metabolom badanych
populacji Iudzkich mioblastow, komorek iPS oraz komoérek o charakterze kardialnym na

réznym etapie procesOw odrdznicowywania oraz rdéznicowania. Porownano réwniez profile



proteomiczne komorek odréznicowywanych z wykorzystaniem dwoéch roznych protokotow.
Zastosowanie do odréznicowywania ludzkich mioblastow metody STEMCCA z uzyciem
wektorow lentiwirusowych spowodowato aktywacje metabolizmu ksenobiotykow i utleniania
lipidéw oraz zahamowanie sygnalizacji receptora efryny, w odroznieniu od podejscia opartego
na wektorze wirusowym SENDAI Poréwnanie uzyskanych populacji komorek iPS
uzyskanych przy uzyciu wektora wirusowego SENDAI do mioblastow, z ktorych je
wyprowadzono ujawnito, ze w trakcie procesu odréznicowywania nastgpuje intensywny wzrost
akumulacji bardzo wiclu biatek. Moze to wynika¢ z wysokiego potencjatu komoérek iPS do
roznicowania w Szereg innych rodzajow komorek, w odréznieniu od funkcjonalnie stabilnych
mioblastow. Podczas procesu uzyskiwania komoérek iPS nastepowala aktywacja procesoéw
charakterystycznych dla komorek szybko proliferujagcych m.in.: sktadania RNA, sygnalizacji
receptora EIF2, a takze rekombinacji homologicznej oraz zahamowanie funkcji specyficznych
dla wyspecjalizowanych komoérek mig$niowych. Z kolei, w trakcie roznicowania komorek iPS
w kierunku komorek o charakterze kardialnym, zaobserwowano podwyzszenie poziomu biatek
zaangazowanych w fosforylacje oksydacyjng i procesy zwigzane z tworzeniem wiokien
mig$niowych, co potwierdzatoby nastepujaca specjalizacj¢ uzyskiwanych komorek. Wyniki
profilowania metabolomicznego wykazaty, ze najwigksze zmiany w akumulacji zwigzkow
niskoczasteczkowych wywotalo wzbudzenie $ciezki mezodermalne; w trakcie procesu
generowania komorek o charakterze kardialnym, a podwyzszony poziom akumulacji tych

zwigzkow utrzymywat sie¢ do konca procesu roznicowania.

Podanie uzyskanych komorek kardialnych do serc pozawalowych myszy wywotato
efekt w postaci obnizenia poziomu kwasu mlekowego, przy réwnoczesnym wzroscie
akumulacji biatek zaangazowanych w system ubikwityna — proteasom. Moze to sugerowac
powrdt do tlenowego pozyskiwania energii charakterystycznego dla zdrowego mig$nia

sercowego oraz zapoczatkowanie procesow regeneracyjnych.

Poréwnawcze analizy proteomiczne i metabolomiczne oparte o techniki spektrometrii
mas, wspomagane przez platformy bioinformatyczne, stanowig bardzo dobre narzedzie do
opisywania zmian zachodzacych w komorkach w trakcie ich odroéznicowywania
1 roznicowania. Uzupelniane przez badania na innych poziomach ,,omicznych” oraz analizy
funkcjonalne badanych komorek in vitro oraz in vivo moga przyczyni¢ si¢ do lepszego
zrozumienia mechanizmow zachodzacych w trakcie tych procesow i tym samym przyspieszy¢

wprowadzanie technik opartych na komorkach iPS do kolejnych etapow badan klinicznych.



