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Badanie zmian w ekspresji INcRNA podczas kardio- i angiogenezy oraz mechanizméw molekularnych
umozliwiajacych ich selektywne pakowanie do pecherzykéw zewnatrzkomorkowych

Pluripotencjalne komérki macierzyste (PSCs) moga wydajnie zwicksza¢ swoja liczbe przez podziaty
komoérkowe, a jednoczes$nie, pod wplywem specyficznej stymulacji czasteczkami sygnalowymi, moga
réznicowac do niemal kazdego typu komoérek wyspecjalizowanych. Sg wigc obiektem duzego zainteresowania
w medycynie regeneracyjnej, gdzie mogtyby znalez¢é zastosowanie w naprawie uszkodzonych tkanek.
Embrionalne komorki macierzyste wystepuja wytacznie w pierwszych stadiach rozwoju embrionalnego i ich
zastosowanie budzi powazne etyczne zastrzezenia. W 2006 roku, naukowcy odkryli, ze PSCs mogg by¢
generowane poprzez wprowadzenie wybranych genow do komérek somatycznych (dojrzatych), na przyktad
do tatwo dostepnych komorek krwi. Takie komérki nazwano indukowanymi PSCs (iPSCs). Ludzkie iPSCs
(hiPSCs) majg znaczny potencjat jako system do modelowania ludzkich chordb oraz jako zrédto réznych
typdw komdrek w medycynie regeneracyjnej. Potencjat regeneracyjny hiPSCs moze by¢, przynajmniej
czgsciowo, zastapiony przez produkowane przez te komorki pecherzyki zewnatrzkomorkowe (EVs), ktore
przekazuja bioczasteczki pochodzace od hiPSCs do uszkodzonych komorek i tkanek. EVs sa niewielkimi
strukturami otoczonymi btona, ktore produkowane sg przez wszystkie typy komorek i shuzg komunikacji
miedzykomorkowej. Przenosza biatka, lipidy, DNA i RNA. Doktadny sktad EVs zalezy, miedzy innymi, od
typu komorki 1 jej stanu fizjologicznego. Zawartos¢ RNA w EVs jest interesujgca, poniewaz jest bardzo
ztozona i1 wiele z zawartych w EVs czasteczek RNA ma wazne funkcje regulacyjne i mozliwo$¢ wplywania
na los komorek docelowych dla EVs. Zauwazono tez, iz RNA sa selektywnie pakowane do EVs, lecz nie jest
jeszcze jasne jak komorki takie selektywne pakowanie przeprowadzaja. Funkcjonalnie, RNA jest najbardziej
roznorodng bioczasteczka. Moze przenosic¢ informacje genetyczne z genomu do aparatury produkujacej biatka,
regulowa¢ ekspresje genow, funkcjonowac jako material budulcowy dla struktur komorkowych oraz jako
katalizator reakcji enzymatycznych. Niedawno opisane dlugie niekodujagce RNA (IncRNAs) okazuja si¢
regulatorami roznych procesow komorkowych. Poniewaz wiele z nich jest zidentyfikowanych w komarkach,
ale tylko mata cz¢$¢ posiada znang funkcje, istotnym jest by zwrdcic¢ naszg uwage na te réznorodne RNA.

W proponowanym projekcie, planujemy zbada¢ zawarto$¢ IncRNAs w hiPSCs przed oraz w trakcie
ich roznicowania do kardiomiocytéw oraz komoérek endotelialnych. Poglebienie naszej wiedzy dotyczacej tych
procesOw rdznicowania moze pomoc w polepszeniu regeneracji mig$nia sercOWego po urazach sercowo-
naczyniowych. Prébki RNA beda zbierane z rdznicujacych komoérek oraz ich EVs. Schemat przedstawiajacy
jak beda zbierane probki przedstawiony jest ponizej:
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Identyfikacja IncCRNAs zostanie przeprowadzona za pomocg mikromacierzy dla INncCRNA oraz
sekwencjonowania RNA. Obydwie metody umozliwig nam detekcje licznych RNA, ich ilo§ciowg analize oraz
porownanie ich wzglednych iloSci pomiedzy wybranymi prébkami. Otrzymane wyniki stanowi¢ beda
podstawe dla dwodch kolejnych czesci projektu. Po pierwsze, planujemy zalez¢ biatka bedace potencjalnie
zaangazowane w selektywne kierowanie i pakowanie RNA do EVs. W tym celu, wybierzemy te IncRNAS,
ktére sa wzbogacone w EVs w ktorymkolwiek punkcie czasowym i uzyjemy ich do identyfikacji biatek
zwigzanych z nimi w komérkach oraz w EVs. Wplyw zidentyfikowanych biatek na kierowanie IncRNAS do
EVs bedzie badany w przysztosci. Po drugie, chcemy pozna¢ IncRNAs, ktore sa zaangazowane w regulacje
procesow réznicowania. Wybierzemy wiec te IncRNA, ktorych poziom wzrasta podczas réznicowania. Te
INcCRNAS zostang usuni¢te z komodrek hiPSCs przez techniki wyciszania genow. Nastepnie okreslimy, czy
hiPSC pozbawione wybranych IncRNAs mogg rdéznicowac do kardiomiocytow oraz komorek endotelialnych.

Wynikiem ukonczenia tego projektu bedzie zwigkszenie naszej wiedzy dotyczacej funkcji
regulacyjnych ludzkich IncRNAs podczas roznicowania komdrek macierzystych. Dostarczymy takze nowe
informacje na temat IncRNAs zawartych w EVs produkowanych przez niezrdéznicowane oraz roznicujgce
hiPSCs. Ta informacja moze by¢ przydatna w zrozumieniu biologicznych podstaw proregeneracyjnego
dziatania EV's w naprawie uszkodzonych tkanek. Ponadto, hiPSCs moga by¢ genetycznie zmodyfikowane tak
by produkowaé wigksze ilosci wybranych IncRNAS, ktore bytyby efektywnie pakowane do EVs 1 moglyby
skutkowaé¢ zwigkszonym potencjalem regeneracyjnym takich EVs poprzez promowanie réznicowania W
tkankach docelowych. Wyniki tych badan zwigksza tez zrozumienie mechanizméw odpowiedzialnych za
selektywne pakowanie IncRNAs do EVs. Wyniki zaproponowanych badan prowadzonych w ludzkich
komorkach beda miaty bezposrednie zastosowanie w biologii cztowieka. Podsumowujac, znaczenie projektu
lezy w jego wysokim potencjale do uzyskania wynikow interesujacych spotecznosci naukowe zainteresowane
komorkami macierzystymi, EVs oraz RNA.



