Streszczenie w jezyku polskim:

Choroba niedokrwienna serca (ang. ischemic heart disease; IHD) stanowi najczestsza
przyczyng smierci w krajach wysokorozwinietych. Stad tez zapobieganie i leczenie IHD
okresla si¢ jako jedno z gléwnych wyzwan wspolczesnej medycyny. Oprécz badan nad
optymalizacjg standardowych terapii, opartych przede wszystkim na farmakoterapii oraz
interwencjach chirurgicznych, naukowcey oraz klinicysci podejmujg w ostatnich latach proby
opracowania nowych podejé¢ terapeutycznych w praktyce klinicznej, m.in. opartych o
przeszczepy komorek macierzystych (KM).

KM stanowig réznorodna grupe komorek o zdolnosciach do samoodnowy oraz do
roznicowania si¢ w rozne typy komorek dojrzatego organizmu, co odréznia je zasadniczo od
terminalnie zréznicowanych komérek somatycznych. Z tego powodu przeszezepy KM moga
potencjalnie zosta¢ wykorzystane w leczeniu chordb i uszkodzen tkanek o mocno ograniczonej
zdolnoscei do regeneracii, takich jak np. serce czy mozg. Zastosowanie przeszczepdw roznych
typow KM — w tym indukowanych pluripotencjalnych komorek macierzystych (ang. induced
pluripotent siem; iPS) — w badaniach przedklinicznych i klinicznych wskazuje na pozytywne
efekty takiej terapii w uszkodzonych tkankach, na co sktadaja sie zréznicowane mechanizmy
dziatania KM. Obok bezposredniego wbudowywania sie KM w miejscu podania, obserwuje
si¢ rowniez znaczgcg rolg czynnikéw parakrynnych, tj. wydzielanych przez te komoérki, w
procesach regeneracyjnych. Do takich czynnikéw zaliczyé mozna m.in. cytokiny, czynniki
wzrostowe 1 przeciwzapalne oraz pecherzyki zewnatrzkomérkowe (ang. extracellular vesicles,
EVs).

EVs  stanowig populacj¢ matych (30-1000 nm) oblonionych pecherzykow

wydzielanych przez wigkszos¢ komorek, w tym KM. W badaniach wykazano, ze EVs moga
przenosi¢ bioaktywne czynniki modulujace funkcje komérek docelowych, do ktorych nalezg
m.in. biatka, mRNA oraz regulatorowe miRNA. W zwigzku z powyzszym, dzi§ wiadomo, ze
EVs ogrywaja kluczowg role w komunikacji miedzykomoérkowej zaréwno w stanach
fizjologicznych, jak i patologicznych.
Ostatnie badania przeprowadzone przez nasza grupe badawcza wykazaly, ze EVs pochodzace
z natywnych komérek iPS (iPS-EVs) moga wspomagaé wybrane funkeje komorek serca, co
przektada sig¢ na wazna role w regeneracji tkanek serca zaréwno w uktadach in vitro jak i in
vivo. Pozostaje jednak pytanie, czy efekt ten moze zostaé wzmocniony poprzez wprowadzenie
dodatkowych egzogennych czynnikow prokardiomiogennych i proangiogennych do
pecherzykow, w celu ich zastosowan terapeutycznych, co stanowi dzi§ aktualne wyzwanie
badawcze.

W zwigzku z powyzszym, gléwnym celem niniejszej pracy bylo zbadanie wplywu
ludzkich iPS-EVs z komoérek natywnych (4. tzw. typu dzikiego; WT) oraz modyfikowanych
genetycznie 1 wykazujgecych  nadekspresje  wybranych  miRNA o dzialaniu
prokardiomiogennym (miR-1 i miR-199a) oraz proangiogennym (miR-126), na wybrane
funkcje ludzkich komérek serca oraz komérek srodblonka naczyn serca, w warunkach in vitro
oraz ocena ich potencjatu regeneracyjnego in vivo, w mysim modelu niedokrwiennego
uszkodzenia tkankowego.
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W celu pozyskania iPS-EVs wzbogaconych w wybrane miRNA, ludzkie komorki iPS
— stanowigee zrodlo EVs zastosowanych w dalszych badaniach, poddano transdukeji z
wykorzystaniem wektoréw lentiwirusowych, w celu wywolania w nich nadekspresji
wybranych miRNA (§. miR-1, miR-199a lub miR-126). Zaobserwowano, ze nadekspresja
egzogennego miR-1 i miR-199a w komoérkach iPS zwigkszata ekspresje gendéw zwiazanych z
kardiomiogenezg. w tym GATA-4, NKX-2.5, TNTC oraz wspomagata réznicowanie si¢ tych
komorek do kardiomiocytow in vitro. Nadekspresja miR-126 zwickszata natomiast ekspresje
gen6éw zwigzanych z angiogenezg w modyfikowanych komérkach iPS, w tym FLK-1 i TIE-2,
oraz zwigkszala ich potencjal angiogenny in vitro.
iPS-EVs izolowano z mediéw kondycjonowanych zebranych znad natywnych
i modyfikowanych komérek iPS, wykorzystujgc metode sekwencyjnego wirowania z krokiem
ultrawirowania. EVs scharakteryzowano zgodnie z wytycznymi migdzynarodowego
towarzystwa ISEV (ang. International Society for Extracellular Vesicles). Co istotne, wyniki
badan molekularnych wskazujg, ze badane miRNA ulegajace nadekspresji w modyfikowanych
komérkach iPS, byly réwniez obecne w wydzielanych przez nie pecherzykach.

W celu zbadania aktywnosci biologicznej preparatow iPS-EVs z nadekspresja

wybranych miRNA, ludzkie komorki serca (tj. prawidlowe ludzkie fibroblasty komory serca;
ang. normal human cardiac fibroblasts-ventricular; NHCF-V) oraz ludzkie komorki
srodbtonka (tj. ludzkie komoérki endotelialne tetnicy wieficowej; ang. human coronary artery
endothelial cells; HCAEC) wykorzystano jako komérki modelowe w badaniach in vitro, a
wplyw iPS-EVs na ich whasciwogci funkcjonalne oceniono szeregiem testow funkcjonalnych i
molekularnych. W pracy badano m.in. wptyw iPS-EVs na proliferacje, migracje, aktywnosé
metaboliczng oraz przezywalnos¢ i potencjal réznicowania modelowych komérek serca in
Vilro.
Otrzymane dane wykazaly, ze iPS-EVs przenoszace prokardiomiogenne i proangiogenne
miRNA moga chroni¢ oba typy komorek serca przed apoptoza w warunkach cytotoksycznych.
Wykazano, ze iPS-EVs przenoszace prokardiomiogenne miR-1 lub miR-199a stymuluja
proliferacje, aktywnos¢ metaboliczng i migracyjng oraz réznicowanie kardiomiogenne
komérek NHCF-V w warunkach in vitro. Natomiast iPS-EVs wzbogacone w proangiogenne
miR-126 wplywajg pozytywnie na migracje i proliferacje komérek HCAEC oraz na ich
funkcjonalny potencjat angiogenny in vitro.

Zdolnosci proregeneracyjne iPS-EVs zbadano takze w warunkach in vivo — w mysim
modelu ostrego niedokrwienia koficzyny (ang. /imb ischemia; L1). W tym modelu, iPS-EVs z
natywnych i modyfikowanych komorek iPS z nadekspresja miR-126, przeszczepiono myszom
szezepu NOD/SCID we wezesnym, ostrym uszkodzeniu niedokrwiennym koficzyny. Wyniki
oceniajgce m.in. przeptyw krwi w konczynie za pomocg techniki laserowego Dopplera,
wskazaly, ze iPS-EVs z nadekspresja miR-126 promowaly angiogeneze in vivo i zwigkszaty
przeplywu krwi w niedotlenionej konczynie. Wyniki te korelowaty pozytywnie ze
zwigkszonym poziomem ekspresji proangiogennych transkryptow w tkance migs$niowej, gdzie
podawano preparaty iPS-EVs oraz z og6lnym stanem koficzyny.

Wyniki uzyskane w niniejszej pracy wskazuja na mozliwosé genetycznej modyfikacji
sktadu pecherzykéw zewnatrzkomérkowych (w tym iPS-EVs) umozliwiajaca wzmocnienie ich
potencjatu regeneracyjnego, poprzez genetyczng modyfikacje komoérek rodzicielskich (w tym
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komorek iPS) i nadekspresj¢ wybranych czasteczek miRNA. Tak pozyskane pecherzyki
stanowi¢ moga narzedzie w terapiach celowanych réznych schorzen, w tym w regeneracji
migsnia sercowego po zawale. W badaniach wykazano zwigkszony potencjal pro-
regeneracyjny EVs pozyskanych z komérek iPS wykazujgcych nadekspresje miR-1, miR-199a
lub miR-126, a w szezegolnosci ich wplyw na aktywno$é proliferacyjna i migracyjna,
przezywalnos¢ w warunkach cytotoksycznych oraz potencjat réznicowania ludzkich komérek
serca, w tym fibroblastéw oraz komorek sroédblonka zaréwno w warunkach in vitro, jak 1 in
vivo. Wyniki te, mogg by¢ potencjalnie wykorzystane w przysztosci w opracowaniach nowych,
bezkomoérkowych preparatéw do zastosowania w terapii uszkodzer organéw i tkanek trudnych
do regeneracji.

Podsumowujgc, EVs z genetycznie modyfikowanych komorek iPS mogg stanowi¢ nowe,
spersonalizowane oraz bezpieczne narzedzie w terapii uszkodzen tkanek, stanowiace
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alternatywe dla przeszczepoéw komérkowych in vivo.



Streszczenie w jezyku angielskim:

Ischemic heart disease (IHD) continues to be a leading cause of death in developed
societies, making its prevention and treatment one of the main challenges of modern medicine.
In addition to conventional therapies, such as pharmacotherapy and surgical interventions,
scientists and clinicians are working on the development of novel treatment strategies to use in
clinic, including implementations of stem cells (SCs) transplantations.

SCs are a heterogenous group of cells with almost limitless capability to proliferate and
differentiate into cells of various body tissues, what differs them from fully differentiated
somatic cells. That is why SCs transplantations may be potentially used in treatment of injuries
and diseases of tissues with severely limited regeneration capacity, eg. heart and brain.
Transplantation of SCs in preclinical and clinical studies revealed positive effects of such
therapy, which suggests positive impact of SC populations in the regeneration of tissue,
mediated by various mechanisms. Pro-regenerative SCs role after transplantation may be
caused by direct incorporation of stem cells into a tissue, or via release of paracrine factors in
tissue regeneration such us cytokines, growth factors and extracellular vesicles (EVs).

EVs represent population of small (30-1000 nm) circular membrane vesicles secreted
by most cell types, including SCs. It has been reported that EVs may carry bioactive cargo
including proteins, microRNAs and mRNAs which modulates a fate of recipient cells. They
also play a crucial role in cell-to-cell communication in both physiological and pathological
conditions.

Recent studies conducted by our group revealed that native human induced pluripotent
SC (iPS)-derived extracellular vesicles (iPS-EVs) may enhance several cardiac cells functions
and take an important role in tissue repair both in vitro and in vivo. However, question remains,
whether these properties can be enhanced by introduction of procardiomyogenic and
proangiogenic factors into EVs via recombination of parental cells.

That is why the main aim of this study was to verify the impact of human iPS-EVs
derived from native (WT) and procardiomyogenic (miR-1, miR-199a); proangiogenic (miR-
126) miRNAs overexpressing cells, on various properties of human cardiac cells and cardiac
endothelial cells respectively. Additionally, pro-regenerative properties of iPS-EVs were tested
in vivo, in murine model of limb ischemia.

In order to isolate EVs populatins, human iPS cells were transduced using lentiviral
vectors in order to overexpress selected miRNAs. Introduction of miRNAs had effect on
expression of genes related to cardiomyogenesis (eg. GATA-4, NKX-2.5, TNTC) and
angiogenesis (FLK-1, TIE-2), in these cells and additionally resulted in increased spontaneous
differentiation capabilities of iPS cells towards cardiac and endothelial lineages.

iPS-EVs were isolated from conditioned iPS culture media, collected from iPS wild-
type and genetically modified cell cultures, by differential centrifugation including
ultracentrifugation. EVs were characterized according to International Society for Extracellular
Vesicles (ISEV) guidelines. Data showed that levels of overexpressed miRNAs are elevated in
EVs suggesting selective packing of cargo.



Human cardiac cells (normal human cardiac fibroblasts-ventricular; NHCF-V) and
cardiac endothelial cells (human coronary artery endothelial cells; HCAEC) were used as target
cells in vitro and their functional properties were evaluated after iPS-EVs treatment by multiple
molecular and functional assays, including evaluation of their proliferation, metabolic activity,
migration cell survival, and differentiation.

Results have shown, that iPS-EVs carry procardiomyogenic and proangiogenic
miRNAs and in this way protect cells from the apoptosis in cytotoxic conditions.
Procardiomyogenic EVs were shown to enhance NHCF-V proliferation, metabolic activity,
and migration and cardiomyogenic differentiation. Furthermore, proangiogenic EVs enhanced
migration, capillaries formation and metabolic activity of HCAEC cells. The regenerative
capacity of iPS-EVs was examined also in vivo — in murine model of acute limb ischemia. In
this model, EVs were administrated to NOD/SCID mice in early stages of injury, soon after
the femoral artery ligation. Macroscopic changes and blood flow recovery was measured in the
ischemic limb by laser Doppler after 7, 14, 21 and 28 days post-EV treatment. Results indicate
that iPS-EVs, promoted angiogenesis and increased blood flow recovery in ischemic limb. This
results also corresponded with elevated levels of proangiogenic transcripts in transplanted
muscles.

These results may indicate that it is possible to change genetic composition of
extracellular vesicles, via overexpression of selected miRNAs, and this way enhance their
proregenerative functions. EVs developed in that way may be a novel, innovative tool to use
in a therapy of ischemic heart muscle. EVs from iPS cells overexpressing miR-1, miR-199a
and miR-126 show impact of metabolic activity, survival and migration of cardiac cells, and
positively impact their functionality in vitro, and promote tissue regeneration in vivo. These
results may be used to construct new acellular products to use of regeneration of tissues.

In conclusion EVs from genetically modified iPS cells may represent new safe tool for
tissue repair alternative to whole-cell therapies in vivo. (7@
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