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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Agnieszki Zimnej
pt.:”Wplyw hipoksji sercowej na ekspresje¢ genéw proangiogennych w pozawalowym
sercu myszy oraz na wlasciwosci biologiczne mioblastow ludzkich dla potencjalnych te-

rapii proregeneracyjnych”

Choroba niedokrwienna serca i zawal serca to najczgstsze przyczyny niewydolnosci serca,
ktora we wspolczesnym swiecie stanowi istotny problem medyczny, spoteczny i ekono-
miczny. Od wielu lat systematycznie rosnie czgstos¢ wystepowania niewydolnosci serca, mie-
dzy innymi z powodu starzenia si¢ spoleczenstw, a takze paradoksalnie, w zwigzku z coraz
skuteczniejszym leczeniem zawatu serca. Zawal serca to martwica kardiomiocytoéw, do ktorej
dochodzi w nastepstwie pgknigcia blaszki miazdzycowej i zamkniecia naczynia wiencowego.
Wspdlczesne leczenie interwencyjne, ktérego celem jest jak najszybsze otwarcie zamknigtej
tetnicy wiencowej, doprowadzilo do zmniejszenia $miertelnosci w $wiezym zawale serca, ale
w zaleznosci od czasu niedokrwienia, kalibru zamknigtego naczynia, obecnosci krazenia ob-
ocznego dochodzi do réznego stopnia uszkodzenia migsnia serca, co moze prowadzié do jego
niewydolnosci. Ostatnie lata to poszukiwanie nowych mozliwosci skutecznego leczenia nie-
wydolnosci serca, a takze zapobiegania jej wystapieniu. Dostgpne terapie obejmuja farmako-
terapig, wszczepianie urzgdzen do elektroterapii (kardiowerterow-defibrylatoréw, stymulato-
row resynchronizujgcych), urzadzen do mechanicznego wspomagania kragzenia oraz prze-
szczepianie serca. Mimo ze przedluzaja one zycie pacjentom z niewydolnoscia serca, to nadal

rokowanie w tym zespole chorobowym jest niekorzystne — ok. 50% chorych umiera w okresie
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5 lat od rozpoznania. Wiele 0s6b wigze ogromne nadzieje z mozliwoscig regeneracji migsnia
serca, stad w wielu laboratoriach na caltym $wiecie bada si¢ przydatnos¢ réznych komoérek do
stosowania w tym celu, m.in. komérki macierzyste szpiku, komorki prekursorowe krwi, czy
mioblasty. Zainteresowanie badaczy w ostatnich latach przyciaga mozliwos¢ genetycznych

modyfikacji mioblastow.

W ten nurt badan wpisuje si¢ znakomicie przedstawiona do oceny praca doktorska mgr

Agnieszki Zimne;.

Praca stanowi 164 stronicowe opracowanie o typowym ukladzie. Zawiera 51 rycin i 22 tabele,
ktore w sposob przejrzysty przedstawiaja trudne zagadnienia zwigzane z angiogeneza, sche-

maty eksperymentu i uzyskane wyniki.

Wstep, w ktorym Autorka przedstawia mechanizmy angiogenezy, mechanizmy adaptacyjne
do hipoksji, w tym dziatanie czynnika HIF-1, wplyw tego czynnika na proces tworzenia na-
czyn oraz dotychczasowe wyniki badan nad zastosowaniem komdrek macierzystych i miobla-
stéw, w tym modyfikowanych genetycznie z uzyciem czynnikOw proangiogennych, w rege-

neracji serca stanowi znakomite wprowadzenie do opisu przeprowadzonych badan.

Nastepnie Autorka formutuje cel pracy, ktérym jest okreslenie, jaki wpltyw maja warunki hi-
poksji panujgcej w sercu na ekspresje gendw proangiogennych w pozawatowym sercu myszy
oraz na wlasciwosci biologiczne genetycznie modyfikowanych mioblastow ludzkich dla po-

tencjalnych terapii proregeneracyjnych. Dla realizacji tego celu okreslita 4 zadania badawcze:

1. Ustalenie warunkow hipoksji dla komorek miesni szkieletowych hodowanych w wa-
runkach in vitro, tak, aby jak najbardziej przypominaty warunki panujace w pozawato-
wym sercu

2. Uzyskanie populacji mioblastéw modyfikowanych genami proangiogennymi VEGF-
A/FGF-4 oraz genem PIGF, a nastgpnie poréwnanie ich wlasciwosci w réznych wa-

runkach stezenia tlenu
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. Ustalenie kinetyki zmian ekspresji genow proangiogennych, badanych w wybranych
interwatach czasowych od indukcji zawatu serca u myszy

4. Oceng skutecznosci interwencji komdrkowej z uzyciem mioblastow ludzkich modyfi-

kowanych genem P/GF w badaniach przedklinicznych w modelu mysiego serca poza-

walowego.



Materiat biologiczny stanowily mioblasty ludzkie uzyskane od pacjentéw poddawanych re-
konstrukcji wiezadta krzyzowego przedniego. Eksperymenty przeprowadzono w modelu my-
sim. Plan obszernych badan i metody badawcze sa dobrze opisane i zilustrowane. Wyniki
analizowano przy uzyciu testoéw poréwnujacych dane pomiedzy przynajmniej 3 grupami.

W eksperymencie in vitro badano model hipoksji, ktory odzwierciedlat warunki tlenowe pa-
nujgce w sercu objetym zawalem, a nastepnie in vivo w modelu mysim okreslano wplyw hi-

poksji pozawatowej na transplantowane ludzkie mioblasty.

Uzyskane przez Doktorantke wyniki pracy §wiadczg o realizacji celéw badania. Najwazniej-
szym wynikiem jest ustalenie przez Autorke warunkow hipoksji, ktére odpowiadaja warun-
kom tlenowym w sercu po zawale na 3% zawartosci tlenu, jako odpowiednie warunki dla ho-
dowli in vitro komoérek macierzystych mioblastow. Jest to nowatorska obserwacja. Inne nie-
zmiernie ciekawe eksperymenty wykazaly, ze wykreowane warunki hipoksji nie mialy nega-
tywnego wplywu na modyfikowane i natywne hodowane mioblasty. Badania na modelu my-
siego serca pozawalowego pozwolity na poznanie dynamiki zmian w ekspresji genow proan-
giogennych po 24 godzinach, 7 i 28 dniach od zawalu. Te badania oraz badania genetycznie

modyfikowanych mioblastéw pozwolily na dokonanie wyboru terapii regeneracyjnej przepro
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wadzonej w ramach badan przedklinicznych z zastosowaniem mioblastéw modyfikowanych
genetycznie przez wprowadzenie genu PIGF w wektorze plazmidowym. Stwierdzono, Ze po-
danie ich w obszar blizny pozawalowej serca myszy zwigzane bylo z poprawg parametrow

hemodynamicznych lewej komory serca (o ok. 40%) w poréwnaniu z grupg kontrolng.

Dyskusja prowadzona jest w sposdb wyczerpujacy. Doktorantka przedstawia w niej wyniki
wlasne w kontekscie badan innych autoréw. Obserwacje poczynione przez Doktorantke i
sformulowane na ich podstawie wnioski stanowia przyczynek do dalszych badan nad mozli-
woscig zastosowania modyfikowanych genetycznie mioblastéw w regeneracji miesnia serca.
Elementem nowatorskim przeprowadzonych badan jest ustalenie przez Autorke, ze w sercu
pozawalowym zawartos¢ tlenu wynosi 3% i to moga by¢ odpowiednie warunki do prowadze-
nia hodowli mioblastow in vitro. Dyskusja §wiadczy o dobrej umiejetnosci analizowania do-

stepnych danych i prowadzenia rozwazan naukowych.

Na podstawie przeprowadzonych badan Doktorantka przedstawita 6 wnioskow. Stwierdzita,
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Analiza ekspresji markera HIF-1a w mioblastach hodowanych in vifro w réznych ste-
zeniach tlenu oraz w komorkach po podaniu w rejon niedokrwienny serca pozawato-
wego umozliwila ustalenie warunkow hipoksji, odzwierciedlajacych stgzenie tlenu pa-
nujace w pozawalowym miokardium. Konsolidacja badan in vitro oraz in vivo wyka-
zala, iz ekspresja markera HIF-1a w punkcie oznaczajacym 3% st¢zenia O2 jako je-
dyna nie wykazala istotnosci statystycznej z ekspresja tego markera obecng w miobla-
stach ludzkich transplantowanych w rejon niedokrwienia. Przeprowadzona analiza po-
zwolila wnioskowacé, iz 3% stezenia tlenu odpowiada warunkom w miokardium po za-

indukowaniu zawatu.

Warunki tlenowe in vitro odpowiadajace hipoksji sercowej in sifu nie wplynely nega-
tywnie na obserwowany profil ekspresji genow (transgendéw oraz gendw miogennych)
oraz na wiasciwosci biologiczne mioblastow ludzkich modyfikowanych genetycznie
przy pomocy konstrukcji FGF-4/VEGF oraz PIGF. Komorki tracily swe wartosci re-
generacyjne (tendencje spadkowe w ekspresji genéw miogennych, statystycznie
istotne obnizenie proliferacji w wigkszosci populacji, obnizony potencjal do réznico-
wania) w warunkach fizjologicznych - 5% O2, uznawanych za warunki normoksji; na-
tomiast warunki standardowe in vitro (hiperoksja) kreowaty dla komorek srodowisko,

ktére nie zmienialo wlasciwosci biologicznych mioblastow.

Zastosowane modyfikacje genetyczne (wektory plazmidowe zawierajace geny FGF-
4/VEGF oraz PIGF) nie mialy wplywu na wlasciwosci biologiczne mioblastow, za to
powodowaly, iz nabieraty one lepszych wlasciwosci proregeneracyjnych poprzez wy-

dzielanie duzych ilosci funkcjonalnych bialek o charakterze proangiogennym.

Analiza molekularna serc mysich w réznych odstepach czasu po zawale umozliwita
ustalenie dynamiki zmian ekspresji genéw proangiogennych. W 24 h po zawale, w od-
powiedzi na stymulacj¢ czynnikiem indukowanych hipoksjg (w ostrej fazie niedo-
krwienia), istotnie wzrasta ekspresja genow proangiogennych Plgf oraz genu dla re-
ceptora F/i-1. Tendencje wzrostowe w odpowiedzi na statystycznie znamienny wzrost
czynnika Hif-1a wykazuje gen Vegf-a. Plgf byl aktywnie transkrybowany jedynie 24 h
po zawale, a nastgpnie jego ekspresja wraca do poziomu bazalnego (przed indukjg za-

watu). Miesige po zawale, kiedy to blizna pozawalowa jest juz uksztattowana wyste-



puje trend synchronizacji wszystkich czynnikow (Hif-1a, Vegf-a, b, c, d) oraz recepto-
r6w (Flt-1 1 Kdr) poza czynnikiem Plgf. Geny odpowiedzialne za limfangiogeneze
(Vegf-a, ¢, d oraz receptor Kdr) robwniez zwigkszajg swoja ekspresje migdzy 7 a 28

dniem po zawale.

Terapia regeneracyjna z uzyciem ludzkich mioblastéw modyfikowanych genem PIGF
poprawita parametry hemodynamiczne serca o okoto 40% w poréwnaniu do grup my-
szy, u ktorych zastosowano interwencje¢ typu ,,sham”. Zwigkszyla si¢ widocznie gru-
bos¢ $ciany lewej komory, w poréwnaniu do serca nie poddanego zabiegom terapeu-

tycznym.

Mioblasty ludzkie modyfikowane genetycznie za pomoca konstrukcji PIGF wplywaty
znamiennie na zmiang profilu ekspresji genéw proangiogennych w sercu. Dochodzito
do podwyzszenia ekspresji kluczowych genow proangiogennych Vegf-a, b, c, d, oraz
genow kodujacych receptory Flt-1, Kdr w stosunku do grupy kontrolnej, w ktorej za-

stosowano interwencj¢ typu ,,sham” podajac roztwor soli fizjologiczne;j.

Przedstawione wyniki i wnioski maja istotny aspekt poznawczy, poszerzaja wiedze o mozli-

wosciach terapii regeneracyjnej w sercu po zawale. Udowadniajg w eksperymencie przedkli-

nicznym, ze mioblasty modyfikowane genami proangiogennymi podawane do strefy zawatu

serca moga wplywac korzystnie na proces przebudowy i czynnos¢ migsnia serca. Stanowia

przyczynek do projektowania kolejnych badan, w tym w zawale serca u ludzi.

Doktorantka wykorzystala w pracy imponujaca liczbg — 220 - pozycji pi$miennictwa, niestety

znalaztam tylko 4 pozycje autoréw polskich (pochodzace zreszta z osrodka, w ktérym Dokto-

rantka wykonala badania). Pismiennictwo jest dobrze dobrane i wykorzystane. Praca jest na-

pisana poprawnym jezykiem zgodnie z zasadami publikacji naukowych.

Z obowiazku recenzenta przedstawiam kilka uwag dotyczacych pracy:
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Nie podano liczby pacjentow od ktérych uzyskano material do badan, ani liczby zwie-
rzgt eksperymentalnych w rozdziale ,,Materiaty”, sa one ukryte w rozdziale ,,Metody”.
Jest tu mowa o 68 myszach (str. 78) i 2 pacjentach (str. 71)? A na str. 85 napisano, ze

»Wszyscy pacjenci miescili si¢ w przedziale wiekowym do 35 roku zycia” (to ilu byto

tych pacjentéw? Od jakiego wieku zaczynat si¢ przedzial wiekowy?)



2. We wstepie Autorka pisze na temat chorob sercowo-naczyniowych w kontekscie rege-
neracji serca. Tytulem wyjasnienia prostuj¢ podane przez Doktorantk¢ wyjasnienia
dotyczace poszukiwania alternatywnych metod leczenia zmian pozawalowych — nie
stanowig przeciwwskazania do leczenia zabiegowego (interwencji wewnatrznaczynio-
wych) ani zaawansowany wiek, ani choroby towarzyszace. Problemem jest wystepo-

wanie niewydolnosci serca po zawale serca 1 jej zapobieganie.

Przedstawione uwagi nie pomniejszajg warto$ci rozprawy, ktéra prezentuje elementy nowa-
torskie i niewatpliwie jest przyczynkiem w rozwoju badan nad regeneracjg serca po zawale.
Uwazam, Ze przedstawiona praca mgr Agnieszki Zimnej pt.:”Wplyw hipoksji sercowej na
ekspresje genow proangiogennych w pozawalowym sercu myszy oraz na wlasciwosci biolo-
giczne mioblastow ludzkich dla potencjalnych terapii proregeneracyjnych” spetnia warunki

stawiane pracom na stopien doktora nauk medycznych.

Wnosze do Wysokiej Rady Naukowej Instytutu Genetyki Czlowieka PAN w Poznaniu

o dopuszczenie mgr Agnieszki Zimnej do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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