STRESZCZENIE

W ramach innowacyjnego podejscia do terapii regeneracyjnej z uzyciem mig$niowych
komorek macierzystych w leczeniu skutkow ostrego niedokrwienia serca, utworzono model
hipoksji do badan in vitro, ktory odzwierciedlal warunki tlenowe panujgce in situ w sercu
pozawatowym. W pierwszej fazie oceniono wplyw réznych stezen tlenu: 1%, 2%, 3%, 5%, 7%,
10%, 15% na mioblasty ludzkie hodowane w warunkach in vitro. Kolejnym etapem byly
badania in vivo na modelu mysim, w ktorym okreslono wptyw hipoksji obecnej w sercu po
indukcji zawalu na transplantowane ludzkie mioblasty. Za pomoca metody qPCR okre§lono we
wszystkich badanych populacjach mioblastow ekspresje markera hipoksji - HIF-/a.
Konsolidacja wynikow badan in vitro oraz in vivo pozwolila na ustalenie warunkow hipoksji,
ktore odpowiadaly warunkom tlenowym obecnym w sercu po zawale na 3% O, jako
ekwiwalent dla hodowli in vitro komorek macierzystych migéni szkieletowych, czego

wczesniej nie dokonano.

Nastepnie uzyskano populacje mioblastow modyfikowanych genami proangiogennymi FGF-
4/VEGF oraz PIGF. Zostaty one zbadane w r6znych warunkach tlenowych pod katem ich
wlasciwosci biologicznych (proliferacja, apoptoza, zdolno$¢ do tworzenia miotub) i potencjatu
terapeutycznego (zdolnos¢ do wywotania angiogenezy w wyniku sekrecji biatek powstatych z
wprowadzonych transgendow). Wyniki jednoznacznie wskazaty, iz wykreowane warunki
hipoksji nie miaty negatywnego wptywu na hodowane mioblasty, zarowno modyfikowane jak
1 natywne. Rozpatrujac poszczegodlne wlasciwosci biologiczne mioblastow w kontek$cie
hodowli w stezeniu 3% O warto zauwazy¢, z¢ proliferacja komoérek nie zmniejszala si¢ w
odpowiedzi na obnizone stezenie tlenu, apoptoza wsrdd komorek utrzymana byta na niskim
poziomie, w mioblastach natywnych ponizej 1%, zdolno$¢ do réznicowania w miotuby nie
zostata zaburzona. Po modyfikacji w populacji komorek z nadekspresja genu PIGF nieznacznie
obnizatl si¢ potencjal proliferacyjny, odsetek komodrek apoptotycznych utrzymywal si¢
podbnym poziomie jak w przypadku komodrek natywnych, potecjal do réznicowania nie
zmienial si¢. Mioblasty charakteryzujace si¢ ekspresja konstrukcji FGF-4/VEGF nie
wykazywaly zmian w proliferacji w stosunku do komoérek natywnych, poziom apotozy
podnidst sie powyzej 1%, jednak nie zauwazono zmian w zdolnosci do rdznicowania.
Supernatanty zebrane znad modyfikowanych komorek wzbudzity angiogeneze, rownie

wydajnie w kazdym z testwanych stezen tlenu.



Badania o charakterze przedklinicznym na modelu mysiego serca pozawatowego pozwolity na
poznanie dynamiki zmian w ekspresji genow proangiogennych (Vegf-a, b, ¢, d czy Plgf i genow
dla ich receptoréw Flt-1 i Kdr) po 24 h, 7 dniach oraz 28 dniach od zaidukowanego zawatu.
Geny Hif-1a, Vegf-a, Plgf i Flt-1 wykazywaty podobny wzor ekspresji na przestrzeni czasu,
przy czym najwickszg ekspresje w odpowiedzi na stymulacje czynnikiem transkrypcyjnym Hif-
lo. w ostrym stanie niedokrwiennym (24 h od indukcji zawalu) wykazat gen dla czynnika
proangiogennego Plgf. Jak wykazano spadek kazdego z genoéw (Hif-1a, Vegf-a, Vegf-b, Vegf-c
oraz genow dla dwoch receptorow- Flt-1 oraz Kdr) przypadat na 7 dzien. Nast¢pnie ekspresja
wymienionych genéw wzrastata w 28 dniu po indukcji zawatu, aby prawdopodobnie wspdlnie

skompensowa¢ niewydolnos$¢ serca za pomocg wywotania neoangiogenezy.

Badania na mioblastach modyfikowanych genetycznie oraz ustalenie kinetyki molekularnych
zmian w sercu pomogly w dokonaniu wyboru odpowiedniego podejs$cia regeneracyjnego,
poprzez wiaczenie terapii komorkowej z uzyciem genetycznie modyfikowanych komorek za

pomoca czynnika PIGF.

Mioblasty modyfikowane genetycznie przez wprowadzenie genu PIGF w wektorze
plazmidowym podano w obszar blizny pozawatowej, w modelu mysim. Diugoterminowa
obserwacja, trwajaca 2 miesiace od podania komorek, wykazata poprawe parametréw
hemodynamicznych lewej komory (okoto 40% w stosunku do kontroli typu ,,sham”) oraz
wzmocnienie §cienczonej §$ciany po zawale. Badania molekularne probek tkankowych
1zolowanych z serc pozwolity na okreslenie profilu molekularnego gendéw proangiogennych.
Zaobserwowano wzrost ekspresji gendw proangiogennych (Vegf-a, b, ¢, d, Flt-1, Kdr) w
sercach, ktére poddano terapii z uzyciem genetycznie zmodyfikowanych mioblastow w

poréwnaniu do serc ktorym podano roztwor soli fizjologicznej (kontrola typu ,,sham”).

Poszukiwanie nowych form terapii pozawatowego miokardium jest kluczowym aspektem
medycyny regeneracyjnej. Schorzenia takie jak zawal serca czesto leczone sg za pomocg
interwencji chirurgicznych oraz $rodkéw farmakologicznych. Tego typu terapie nie sa
odpowiednie dla wszystkich pacjentéw, dlatego tez podej$cie medyczne musi zosta¢ czesto
zastgpione podejSciem biologicznym, a podtoze choroby zbadane molekularnie. Dopiero
szerokie spektrum badan molekularnych moze doprowadzi¢ do znalezienia odpowiedniej
terapii dla danego przypadku. Badania prowadzone w ramach ninejszej dysertacji moga

przyczyni¢ si¢ do rozszerzenia wiedzy dotyczacej terapii pozawalowego serca zaré6wno na



poziomie molekularnym jak i biologicznym, tak aby dostosowaé podejscie terapeutyczne z

uzyciem wlasciwych czynnikéw oraz w odpowiednim punkcie czasowym.



