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Zachodzace podczas rozwoju zarodkowego procesy roznicowania embrionalnych komorek
macierzystych (ESC) prowadzg do powstania tak réznych tkanek, jak: nabtonkowa, taczna, nerwowa czy
mig$niowa. Poniewaz prawidlowy proces roznicowania gwarantuje powstanie nie tylko prawidtowych
komorek, ale takze funkcjonalnych tkanek, ktore tworza narzady, poznanie mechanizméw regulujacych ten
proces jest istotne zarowno dla zrozumienia prawidlowego rozwoju, jak i patologii, ktore moga mu
towarzyszy¢.

Uzyskanie indukowanych pluripotencjalnych komoérek macierzystych (iPSCs), ktore posiadaja
morfologi¢ embrionalnych komorek macierzystych (ESC), i ktore mozna uzyska¢ poprzez przeprogramowanie
komorek somatycznych, otworzyto nowy rozdziat w badaniach majacych na celu zrozumienie mechanizmow
odzyskiwania pluripotencji i dodatkowo otwiera mozliwos¢ generowania specyficznych dla pacjenta
pluripotencjalnych komoérek macierzystych. Poniewaz komoérki iPS mozna modyfikowaé genetycznie,
W przysztosci moga sta¢ si¢ dostepng terapia prowadzaca do wymiany zmutowanego genu na gen
funkcjonujacy prawidtowo.

Zanim jednak powstang pierwsze terapie oparte na tej metodzie, nalezy przezwyciezy¢ trudnosci
zwigzane ze sposobem otrzymywania tych komorek. IPSy powstaja na drodze przeprogramowania komorek
somatycznych poprzez wprowadzenie czynnikow odpowiedzialnych za stan pluripotencji tj.: Oct3/4, Sox2,
Lin28A i NANOG (OSLN). Dzieje si¢ to poprzez wprowadzenie do komoérek gospodarza za pomoca wirusa
Sendai, no$nika genetycznego w postaci cDNA kodujacego niezbgdne czynniki do przeprogramowania. Zaleta
tego wirusa jest to, ze w przeciwienstwie do retrowiruséw, nie wbudowuje si¢ do genomu gospodarza
i pozostaje w cytoplazmie, nie zmieniajgc informacji genetycznej komoérek gospodarza. Wykorzystanie
adenowirusoéw, czy wirusow zwiagzanych z adenowirusami, wzbudza rowniez wiele watpliwosci. Pomimo, iz
nie wymagaja one integracji z genomem gospodarza i sg bardzo skuteczne w dostarczaniu genow do komorek,
w pewnych przypadkach, ich material genetyczny moze by¢ wbudowany przez komorke. Dodatkowo, ze
wzgledu na obecno$é¢ licznych gendéw wirusowych nadal sg silnie immunogenne. To sprawia, ze istnieje
potrzeba opracowania nowej, bezpiecznej metody, ktora pozwolitaby na przeprogramowanie komorek bez
uzycia wirusow.

W niniejszym projekcie proponujemy wykorzystanie potencjatu polimerow gwiezdzistych, jako
no$nikow w dostarczaniu biatek do komorek, w celu ich przeprogramowania do komorek iPS. Do tej pory
brak jest jakichkolwick badan dotyczacych przeprogramowania fibroblastow do komorek iPS, poprzez
bezposrednie wprowadzenie czynnikow pluripotencji: Oct3/4, Sox2, Lin28A and NANOG (OSLN) do
komodrek w postaci biatek. Wdrozenie tej nowatorskiej metody pozwolitoby na zwigkszenie efektywnosci
procesu przeprogramowania, a co najwazniejsze na calkowite wykluczenie obecno$ci wirusa w tym procesie.
Wydajne i efektywne wprowadzenie tych biatek do komorki, mozliwe bedzie dzigki zastosowaniu
nietoksycznych dla komoérek, nie wirusowych nosnikéw, takich jak kationowe polimery gwiezdziste. Nosniki
takie nie sg ani immunogenne ani rakotworcze. Dodatkowo pokonujg zaréwno bariery biologiczne jak
i fizykochemiczne podczas transportu do cytoplazmy i dalej do jadra komérkowego.

Jednym z zastosowan indukowanych komoérek pluripotencjalnych moze by¢ leczenie defektow
genetycznych. Komorki somatyczne uzyskiwane sg od o0s6b chorych, a nast¢gpnie poddane
przeprogramowaniu. Tak uzyskane komorki iPS poddawane sa modyfikacji genetycznej, w celu
wprowadzenia prawidlowej wersji genu. Wyselekcjonowane komorki z prawidlowa wersjg genu sa pozniej
réznicowane w komorki docelowe, co umozliwia ich wszczepienie do organizmu pacjenta bez ryzyka
odrzucenia. Po przeszczepieniu komoérki zaczynaja produkowac wlasciwy produkt genu i przyczyniaja si¢ do
zmniejszenia objawow chorobowych.

Aby potwierdzi¢ mozliwos¢ wykorzystania naszych komorek iPS, do modyfikacji genetycznych,
w celu naprawy niefunkcjonujgcego genu, wykorzystamy komorki somatyczne od pacjentow cierpigcych na
wrodzong tamliwos¢ kosci (Osteogenesis imperfecta; Ol). Jest to schorzenie, ktorego przyczyna jest
zaburzenie w budowie kolagenu, przez co kosci maja wigksze predyspozycje do kruchosci i tamliwosci.
Choroba ta jest zaburzeniem monogenowym, powstajagcym na skutek uszkodzenia jednego genu. W 95%
procentach przypadkow Osteogenesis imperfecta spowodowana jest mutacjami genow COL1AL lub COL1A2,
ktore kodujg tancuchy alfal i alfa2 kolagenu typu 1.

Naszym celem bedzie naprawa mutacji wykrytej w DNA przeprogramowanych komorek, a nastepnie
stransfekowanie ich polipleksami prawidlowego DNA z polimerem gwiezdzistym, jako no$nikiem materiatu
genetycznego. Zastosowanie takiego polimeru uchroni DNA przed jego degradacja nukleazami
komoérkowymi, co stanowi duzy problem podczas transfekcji komorek eukariotycznych innymi wektorami.
Klony z naprawiong mutacjg zostang poddane réznicowaniu do prekursoréw osteoblastow i fibroblastow
skory, czyli komorek produkujacych duze ilosci prokolagenu typu I, w celu potwierdzenia skuteczno$ci
metody naprawy mutacji.

Powodzenie tego projektu stanowi¢ bedzie znaczacy wklad w wykorzystanie zmodyfikowanych
genetycznie komorek iPS, co uczyni t¢ metode skuteczniejszg i w petni bezpieczng dla pacjentow.



