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SPIS SKROTOW

SKROT ROZWINIECIE SKROTU TLUMACZENIE POLSKIE
2-0G 2-oxoglutarate 2-oksoglutaran
ACL Anterior cruciate ligament Wiezadto krzyzowe przednie
AMI Acute myocardial infarction Ostry zawatl mie$nia sercowego
ANG-1 Angiopoietin 1 Angiopoetyna 1
ANG-2 Angiopoietin 2 Angiopoetyna 2
ARNT Aryl hydrocarbon receptor nuclear Translokaza jadrowa
translocator
ATP Adenosine triphosphate Trifosforan adenozyny
BAK BCL2 Antagonist/Killer 1 Antagonista BCL2/ Zabdjca 1
BAX Bclz ASS(;;;ZeI;IzgrAp optosis Regulator apoptozy
BCL-2 BCL2 Apoptosis Regulator BLC-2 regulator apoptozy
BCL-XL BCLZ2 Like 1 Biatko BCL2 podobne
BETA ACT Beta actin Beta aktyna
bFGF Basic fibroblast growth factor Zasadowy czynnik wzrostu fibroblastow
bHLH Basic helix-loop-helix Petla- helisa-petla
BID BH3 Interacting L?omain Death Agonista domeny BH3
Agonist
BMDAC Bone marrow-derived angiogenic Komorki mezepchyalne pochodzace ze
cells szpiku kostnego
BNIP BCLZ Interacting Protein Biatko wchodzace w interakcje z BCL2
BNP Natriuretic Peptide B Peptyd natriuretyczny typu B
BSA Bovine Serum Albumin Albumina surowicy bydlecej
CBP/p300 CREl‘-E-b{'nding prf)tein/ElA Biatko wigzace CREB / biatko E1A wiazace
binding protein p300 p300
NCAM/CD56 | Neuronal cell adhesion molecule Neuronal cell adhesion molecule
CDS Coding DNA sequence Sekwencja kodujaca
CEE Chick Embryo Extract Ekstrakt z zarodkéw kurczecych
CK Creatine kinase Kinaza kreatynowa
NR2F2/COUP- Nuclear Receptor Subfamily 2 Podrodzina receptora jadrowego 2 Grupa F
TFII Group F Member 2 Czlonek 2
Cp Ceruloplasmin Ceruloplazmina
Ct Treshold cycle Cykl progowy
C-TAD C-terminal transactivation domain | C- kohcowa domena transaktywacyjna
CvD Cardiovascular diseases Choroby sercowo-naczyniowe
CXCL C-X-C Motif Chemokine Ligand Chemokiny
CXCL12/ Stromal Cell-Derived Factor 1/ C- Czynnik pochodzenia zrebowego-1/
SDFla X-C Motif Chemokine Ligand 12

Chemokina 12
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CXCLS8 (IL-8)

C-X-C Motif Chemokine Ligand 8/
Interleukin 8

Chemokina 8/ Interleukina 8

DAPI 4',6-diamidino-2-phenylindole 4',6-diamidyno-2-fenyloindol
DEPC Diethylpyrocarbonate Dietylopiroweglan
DES Desmin Desmina
DFO Desferoxamine Chelator jonéw Zelaza
D114 Delta Like Canon;cal Notch Ligand Ligand 4 kanonicznego szlaku Notch
Medium Eagle'a zmodyfikowane Zmodyfikowane Medium Eagle’a wg.
DMEM
przez Dulbecco Dulbecco
DMOG Dimethyloxalylglycine Dimetylooksaliloglicyna
DMSO Dimethyl sulfoxide Dimetylosulfotlenek
DNA Deoxyribonucleic acid Kwas deoksyrybonukleinowy
DTT Dithiothreitol Ditiotreitol
EC Endothelial cells Komérki srédbtonkowe
EDTA Ethylenediaminetetraacetic acid Kwas wersenowy
ELISA Enzyme-linked immunosorbent Test immunoenzymatyczny
assay
eNOS Endothelial nitric oxide synthase Endotelialnej syntazy tlenku azotu
EPAS (HIF-1a) Endothelial PAS protein Endotelialne biatko PAS
EPO Erythropoietin Erytropoetyna
ESC Embryonic stem cells Komorki embrionalne
FBS Fetal Bovine Serum Bydleca surowica ptodowa
FGF Fibroblast growth factor Czynnik wzrostu fibroblastow
FIH-1 Factor inhibiting HIF-1 Czynnika inhibujacego HIF-1
FITC Fluorescein isothiocyanate [zotiocyjanian fluoresceiny
Fms Related Tyrosine Kinase 1/ Kinaza tyrozynowa Fms-1/ Receptor 1
FLT-1 (VEGF- . . s
R1) Vascular endothelial growth czynnika wzrostu $rédbtonka
factor receptor 1 naczyniowego
Fms Related Tyrosine Kinase 3/ Kinaza tyrozynowa Fms-3/ Receptor 3
FLT-4 (VEGF- . . -
R3) Vascular endothelial growth czynnika wzrostu $rédbtonka
factor receptor 3 naczyniowego
FN1 Fibronectin Fibronektyna
Glyceraldehyde 3-phosphate Dehydrogenaza aldehydu 3-
GAPDH .
dehydrogenase fosfoglicerynowego
GFP Green fluorescent protein Biatko zielonej fluorescencji
GJA1 (CX43) Gap Junction Prqtem Alpha 1/ Koneksyna 43
connexin 43
GLUT1 Solute Carrier Family 2 Member 1 Biatko transportujace glukoz
(SLC2A1) y p jace g €
HBSS Hank's Balanced Salt Solution Roztwor soli Hanksa
Hes Related Family BHLH . . .
HEY Transcription Factor With YRPW Czynnik tranms(l:: ypzﬁnggs\jl\/z iny bHLH z
Motif 1 v
HGF Hepatocyte growth factor

Czynnik wzrostu hepatocytow
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HIF-1

Hypoxia inducible factor 1

Czynnik indukowany hipoksja 1

HIF-18/ARNT

Hypoxia inducible factor-1 beta
subunit- aryl hydrocarbon nuclear

Podjednostka beta czynnika indukowanego

receptor translocator hipoksja
Hypoxia inducible factor-1 alpha | Podjednostka alfa czynnika indukowanego
HIF-1a . . .
subunit hipoksja-1
Hypoxia inducible factor-2 alpha | Podjednostka alfa czynnika indukowanego
HIF-2a . . .
subunit hipoksja-2
Hypoxia inducible factor-3 alpha | Podjednostka alfa czynnika indukowanego
HIF-3a . . .
subunit hipoksja-3
HO-1 Heme oxygenase Oksygenaza hemowa-1
Hypoxanthine Fosforybozylotransferaza hipoksantynowo-
HPRT ; .
Phosphoribosyltransferase 1 guaninowa
HRE Hypoxia responsible elements Elementy odpowiedzi na hipoksje
HUVEC Human umbilical vein endothelial Srédbtonkowe komérki zyly pepowinowej

cells

IPAS (HIF-3a)

Inhibitory PAS

Inhibujgca domena PAS

Kinase Insert Domain Receptor/

Receptor kinazy tyrozynowej/ Receptor 2

KDRR(;,)EGF- Vascular endothelial growth czynnika wzrostu $rédbtonka
factor receptor 2 naczyniowego
LDH Lactate dehydrogenase Dehydrogenazy mleczanowej
LVAREAD Left ventricle area in diastol Pole powierzchni przekroju w rozkurczu
LV AREA S Left ventricle area in systol Pole powierzchni przekroju w skurczu
Ventricular fractional area of Zmiana pola powierzchni przekroju lewej
LV FAC
change komory
MCT4 Monocarboxylate transporter 4 Transporter kwasow
Y p monokarboksylowych
MHC Myosin heavy chain Ciezki tancuch miozyny
MI Myocardial infarction Zawat serca
MMP Matrix metalloproteinase Metaloprotemaz:f\ macierzy
zewnatrzkomoérkowej
MRF Myogenic regulatory factor Miogenny czynnik regulatorowy
Myogenic enhancer transcription Wzmacniacz miogennego czynnika
MRF4 :
factor 2 transkrypcyjnego 2
MYF5 Myogenic Factor 5 Czynnik miogenny 5
MYOD Myogenic Differentiation 1 Miogenny czynnik réznicujacy 1
MYOG Myogenin Miogenina
ND Non detectable Niewykrywalny
NO Nitric oxide Tlenek azotu
NOD-SCID Non-'obes'e diabetic severe
combined immunodeficiency
NR2F2 Nuclear Receptor Subfamily 2 Receptor jadrowy podrodziny 2

Group F Member 2
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NRP neuropilins Neuropiliny
NS Non statistical Brak istotno$ci statystycznej
N-TAD N-terminal tran.sactlvatlon C- konncowa domena transaktywacyjna
domain
ODDD Oxygen dependent_f degradation Zalezna od tlenu domena degradacyjna
domain
ORF Open reading frame Otwarta ramka odczytu
PAS Per-Arnt-Sim Domena Per-Arnt-Sim
PBS Phosphate Buffered Saline Buforowany roztwor soli fosforanowych
PCR Polymerase chain reaction Reakcja tancuchowa polimerazy
PDGF-BB Platelet-derived growth factor BB Plytkopochodny czynnik wzrostu BB
PDGE-R platelet-derived growth factor Receptor ptytkopochodnego czynnika
receptor wzrostu
PFK1 Phosphofructokinase-1 Fosfofruktokinaza 1
PHD Prolyl hydroxylase enzymes Hydroksylazy prolinowe
PIGF Placental growth factor Lozyskowy czynnik wzrostu
REST Repressor Element 1-Silencing Element represorowy 1 czynnika
Transcription factor transkrypcyjnego wyciszajgcego ekspresje
RNA Ribonucleic acid Kwas rybonukleinowy
ROS Reactive oxygen species Reaktywnych form tlenu
RTK Receptor tyrosine kinase Receptor z rodziny kinaz tyrozynowych
Severe combined Mysz posiadajaca ciezkie ztozone
SCID , .. . .
immunodeficiency niedobory odpornosci
SDS Sodium dodecyl sulfate Laurylosiarczan sodu
Soluble Fms Related Tyrosine Rozpuszczalna wersja kinazy tyrozynowej
sFLT-1 .
Kinase 1 Fms 1
. . Czynnik transkrypcyjny wiazacy domene
TBP TATA-box binding protein
TATA
TCA Tricarboxylic acid cycle Szlak kwaséw trikarboksylowych
TFR1 Transferrin receptor-1 Receptor transferyny
Tumor Protein, Translationally- Translacyjnie kontrolowane biatko
TPT
Controlled 1 nowotworowe
TR Transferrin Transferyna
VEGF Vascular endothelial growth Czynnik wzrostu $rédbtonka naczyniowego
factor
VHL von Hippel-Lindau tumor Biatko von Hippel Lindau
suppressor
WT Wild type Typ dziki
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I. WSTEP

1. Mechanizmy tworzenia naczyn krwionosnych

Uktad krwiono$ny jest jednym z pierwszych narzadéw systemowych ksztattujacych si¢ w
trakcie rozwoju ptodowego ssakow [1]. Formowanie naczyn w organizmie zachodzi na
drodze waskulogenezy, arteriogenezy i angiogenezy [2]. Podczas embriogenezy, naczynia
powstaja w procesie zwanym waskulogeneza. Zachodzi ona gléwnie we wczesnych fazach
rozwoju zarodkowego 1 polega na formowaniu naczyn krwionosnych z komorek
macierzystych §rodbtonka hemangioblastéw, powstajacych w wyspach krwiono$nych
woreczka zottkowego zarodka. Efektem koncowym jest wytworzenie pierwotnego splotu
naczyniowego w trzecim tygodniu rozwoju plodowego [2], [3]. W trakcie rozwoju
osobniczego bardzo rzadko dochodzi do tworzenia naczyn krwiono$nych na drodze
waskulogenezy. Wyjatkiem sa pewne stany patologiczne, takie jak: choroby nowotworowe
czy niedokrwienne. Arteriogeneza i angiogeneza s procesami zachodzacymi zaréwno w
zyciu ptodowym, jak i po urodzeniu. Arteriogenez¢ zapoczatkowuje czynnik fizyczny, taki
jak wzrost napigcia $cian naczynia, podczas gdy angiogeneza zachodzi zazwyczaj w obrgbie

niedokrwionej tkanki, stymulowana przez hipoksje.

Arteriogeneza, bedaca nieco odmiennym procesem formowania naczyn krwionosnych, polega
na przeksztatceniu istniejacych juz tetniczek kolateralnych w funkcjonalne tetnice. Dzigki
temu, staja si¢ one elastycznymi naczyniami i nabywaja witasciwosci wazomotorycznych.
Arteriogenezg indukuje wzrost napigcia $cinajacego, w wyniku czego dochodzi do aktywacji
,uspionych” komorek srodbtonka, adhezji 1 migracji monocytow przez $ciang naczynia, ktore
nastepnie ulegaja przeksztalceniu w makrofagi. Uwalnianie przez okolonaczyniowe
makrofagi czynniki wzrostu powoduja transformacj¢ matych, istniejacych juz naczyn, w duze
przewodzace tetnice, o okolo 20-krotnie powigkszonej $rednicy oraz pogrubionej warstwie
migsniowe] [4], [5]. Wynikiem arteriogenezy sa zatem kolateralne tetnice powstajace daleko
od niedokrwionego obszaru, a co za tym idzie, proces ten nastepuje niezaleznie od hipoksji

oraz stanu niedotlenienia [6].

Angiogeneza jest procesem, ktory prowadzi do utworzenia nowych naczyn wlosowatych na
bazie juz istniejacych kapilar poprzez ich wydluzanie lub przebudowg. Najwazniejszymi
cytokinami, bioracymi udzial w procesie angiogenezy, sa biatka z rodziny czynnikdw wzrostu

srodbtonka naczyniowego (VEGF ang. vascular endothelial growth factor) [2], [7].
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Dotychczas wyrdzniono 7 izoform: VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, PIGF oraz
VEGF-E (wirusowy homolog VEGF, parapoxvirus Orf) i VEGF-F (obecny w jadzie
niektorych wezy). Kazdy z nich stymuluje odpowiedz komodrkowa poprzez wiazanie z
kinazopodobnym receptorem, ktérego ekspresje wykazuja migdzy innymi komorki
srodblonka. Proces angiogenezy ztozony jest z kilku podstawowych faz. Zjawisko to
rozpoczyna si¢ od biologicznego sygnatu jakim moze by¢ hipoksja, niedokrwienie lub
uszkodzenie naczynia krwiono$nego. Nastepstwem jednego z wyzej wymienionych stanow
jest wzrost ekspresji zarowno czynnikow, jak 1 receptorow dla biatek o potencjale
angiogennym [8], [9]. Dzigki ingerencji tlenku azotu dochodzi do zwiotczenia $cian naczynia,
wzbudzenia komorek $rodbtonka (EC ang. endothelial cells) i zmian morfologicznych w
obrgbie endotelium, co prowadzi do rozluznienia interakcji migdzy komoérkami - zmniejszenia
przylegania. Rownoczes$nie zwigksza si¢ przepuszczalno$¢ naczyn krwiono$nych, w
odpowiedzi na stymulacj¢ czynnikiem VEGF-A. Umozliwia to gromadzenie si¢ biatek osocza
w przestrzeni pozakomorkowej. Moga one utworzy¢ prymitywne rusztowanie dla
migrujacych komorek $rodbtonka [10]. Angiopoetyny 1 oraz 2 (ANG-1, ANG-2 ang.
angiopoietins 1 or 2) wykazuja antagonistyczne dziatanie wzglgdem siebie po polaczeniu z
receptorem TIE-2 (proangiogenne i antyangiogenne). Biora one udzial zarowno w pierwszych
etapach angiogenezy, jak i w koncowej stabilizacji naczynia. ANGI1 jest znanym, naturalnym
inhibitorem przepuszczalnos$ci naczyn, chroni przed wyciekiem plazmy, podczas gdy ANG2
angazuje si¢ w destabilizacj¢ naczyn poprzez ostabienie przylegania komoérek migsni gltadkich
1 promowanie przepuszczalnosci. Dziatanie obydwu angiopoetyn jest ScisSle zalezne od
obecnosci czynnika wzrostu srodbtonka naczyniowego [3], [11]. Zatem rola ANG2 bedzie
miata duze znaczenie w poczatkowych stadiach angiogenezy, ale tylko w obecnosci VEGF.
Natomiast w momencie, gdy czynnik wzrostu $rdédbtonka naczyniowego nie jest obecny,
angiopoetyna druga moze stymulowac regresj¢ naczyn poprzez indukcj¢ apoptozy komorek
srodbtonka. Metaloproteinazy (MMP ang. matrix metalloproteinases) wzmacniaja
angiogenez¢ poprzez degradacje skladnikéw btony podstawnej oraz usuwanie macierz
pozakomorkowej, utatwiajac w ten sposob migracj¢ komorek srodblonka [12]. Synergiczne
dzialanie wymienionych biatek umozliwia proliferujacym komoérkom $rodbtonka
przemieszczanie si¢ do odlegtych miejsc, a nastgpnie uformowanie naczynia [7], [13].
Integryny of promuja migracje 1 adhezje komodrek srodbtonka, podczas gdy kadheryny
zwigkszaja przezywalnos¢, a takze sprzyjaja adhezji komorek [14]-[16]. Po uformowaniu
naczyn, pericyty i migsnie gtadkie otaczaja nowo powstale naczynia wlosowate, stabilizujac

Sciany 1 zapobiegajac przeciekaniu. Inne czynniki, takie jak ANG-1, PDGF-BB



(ptytkopochodny czynnik wzrostu BB ang. platelet-derived growth factor) i PDGFR
(receptor ptytkopochodnego czynnika wzrostu ang. platelet-derived growth factor receptor)
biora udzial w dojrzewania naczyn krwiono$nych [3], [17]. Dalsze rozszerzenie Srednicy

naczynia zwiazane jest z arteriogeneza.

Opisano dwa podstawowe mechanizmy, ktore odpowiadaja za tworzenie naczyn

krwiono$nych w przedstawionym procesie angiogenezy:

— Kielkowanie (ang. sprouting angiogenesis) - polega na formowaniu si¢ struktur
tubularnych z komoérek $rodbtonkowych (ang. endothelial sprouts), ktérych
wydhuzanie prowadzi do powstawania zamknigtych petli i1 sieci kapilarnych. Jest to
proces najczgsciej wystgpujacy w stanach hipoksji 1 jednoczesnie najlepiej opisywany
w literaturze

— Podziat (ang. splitting) - ,,naczynia macierzyste” w wyniku nacisku dzieli si¢ poprzez
powstawanie wewnatrznaczyniowych przegrod srédbtonkowych (ang.
intusussception, splitting angiogenesis) [18].

KOMORKI
ENDOTELIALNE- EC KIELKOWANIE

»SPROUTING”
2 g PERICYTY

E KOMORKI
MIESNI GEADKICH

PODZIAL
»SPLITTING”

OKLUZJA
NACZYNIA

SRODOWISKO
HIPOKSYINE

RYCINA 1. Schemat przedstawiajqcy rozne rodzaje angiogenezy: Angiogeneze zachodzqcq w
odpowiedzi na sygnal hipoksyjny (kietkujqcq) oraz angiogeneze odbywajacq si¢ poprzez podziat
naczynia, ktora jest wymuszona czynnikami fizycznymi. Skroty: HIF-1 - czynnik indukowany hipoksja;
VEGF - czynnik wzrostu srodblonka naczynioweg, FGF - czynnik wzrostu fibroblastow,; NO - tlenek
azotu.[Opracowanie wlasne].
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Formowanie $wiatta nowej kapilary przez komorki endotelialne podczas angiogenezy
»kietkujacej” jest procesem S$cisle kontrolowanym. Kiedy w odpowiedzi na czynniki
biologiczne dochodzi do migracji komorek srodblonka, musza one zapobiec masowemu i
niekontrolowanemu ruchowi. W tym celu otrzymuja one specyficzne role. Pierwsza komorka
o roli przewodnika, tak zwana komorka czolowa (ang. tip cell), dzigki filopodiom
,»fozpoznaje” gradient st¢zenia czynnikéw proangiogennych wydzielanych przez komorki. W
odpowiedzi na czynnik VEGF nastepuje aktywacja receptora VEGF-R2 (KDR), co z kolei
kaskadowo uruchamia ekspresj¢ biatka DIl4 w komorce czolowej. Jest to sygnat dla
podazajacych za nig proliferujacych komorek trzonowych (ang. stalk cells), aby uruchomity
kaskade sygnatowa NOTCH. Powoduje to spadek ekspresji receptora VEGF-R2 wobec
wzrostu ekspresji receptora VEGF-R1 (FLT-1). Stanowi to bodziec dla komorek trzonu do
aktywnego budowania naczynia oraz poszerzania jego $rednicy. Komorki te, w odpowiednim
momencie aktywuja ekspresje genu JAGGEDI, ktory jest antagonista genu D//4, wylaczajac
w ten sposob Sciezke sygnatowa NOTCH i dajac sygnal komodrce czotowej do dalszego
rozgalgziania powstajacego naczynia. Proces ten zakonczy si¢ kiedy naczynie zostanie
uformowane w sposob funkcjonalny i dojdzie do przywrdcenia homeostazy tlenowej w tkance

[13], [19], [20].

KOMORKA CZOLOWA

Przewodzi kietkowaniu naczynia
Migruje w macierzy pozakomorkowe]
Posiada flipodia

Rozpoznaje sygnaty z mikrosrodowiska

| 44 KOMORKI TRZONU

Formujg trzon nowego naczynia
Proliferuja

El Produkuja macierz zewnatrzkomadrkowa
- — _l A e e e
7 )
' "i’ KOMORKI FLANKUJACE
. > == 3 Otaczajanaczynia krwionosne
-

Stabilizuja
Zapobiegajq przeciekom

RYCINA 2. Podziat migrujqcych komorek endotelialnych podczas angiogenezy ,, kietkujqcej”.

[Opracowanie wlasne].
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Podsumowujac, angiogeneza jest wieloetapowym procesem, ktory wymaga zaangazowania
bodzcéw fizycznych oraz sygnaldow biologicznych, niezaleznie od tego, czy jest to dziatanie
fizjologiczne czy patologiczne. Czynniki proangiogenne sa aktywowane w odpowiedzi na
uszkodzenie naczyn krwiono$nych, zawal lub spadek przeptywu krwi, prowadzac do
zmniejszenia doplywu tlenu i1 zaburzenia homeostazy tlenowej w tkankach, czego

nastgpstwem jest hipoksja [7].

2. Hipoksja
2.1. Homeostaza tlenowa

Staly doplyw tlenu na odpowiednim poziomie jest niezbgdny do wtasciwego funkcjonowania
tkanek, rozwoju organizmu 1 utrzymania homeostazy. Dlatego tez sie¢ naczynh w obrgbie
uktadu krazenia odgrywa kluczowa role¢ w dostarczaniu czastek tlenu (O;) oraz sktadnikéw
odzywczych w organizmie [21]. Co wazne, pierwszym fizjologicznym uktadem systemowym,
ktory ksztaltuje si¢ w trakcie rozwoju embrionalnego ssakow, jest wlasnie uktad naczyniowo-
sercowy. Niezmiernie istotnym procesem biologicznym jest uregulowanie homeostazy O, w
taki sposob, aby stezenie dostarczanego tlenu odpowiadato potrzebom generowanym przez
tkanki. Warto zaznaczy¢, iz rOwnowaga gospodarki tlenowej moze zosta¢ zaburzona - przez
szybkie podzialy komoérkowe np. podczas rozwoju zarodkowego lub przez wzrost guza;
dysfunkcje naczyniowa spowodowana przez okluzje lub peknigcie naczynia [22]. Nalezy
nadmienié, iz, w zaleznosci od typu tkanki, fizjologiczne stgzenie O, (zwane normoksja),
moze znacznie rozni¢ si¢ od stezenia tlenu obecnego w powietrzu. Dla przykladu - w krwi
tetniczej stgzenie tlenu wynosi 14%; w mig$niu sercowym to 10%; a mig$niu szkieletowym -
5%. Z kolei w szpiku kostnym, grasicy i tkance chrzgstnej stgzenie O, moze by¢ rowne badz
nizsze niz 1% [23], [24]. Stan, w ktérym poziom O, spada ponizej poziomu fizjologicznego

(charakterystycznego dla poszczegdlnych tkanek), nazywa si¢ hipoksja [1].

2.2. Czynnik indukowany hipoksja (HIF-1)

Dostosowanie do warunkoéw obnizonego st¢zenia tlenu (hipoksji) w komorkach i tkankach
wymaga aktywacji gendéw, bioracych udzial w procesach takich jak, migdzy innymi,
angiogeneza, proliferacja/przezywalno$¢ komorek oraz metabolizm glukozy czy zelaza. W
komorkach eukariotycznych, gtéwnym mediatorem odpowiedzi na hipoksj¢, a zarazem
regulatorem homeostazy O, jest czynnik indukowany hipoksja - HIF-1 (ang. hypoxia
inducible factor-1) [25]. Jego odkrycie zwiazane bylo z regulacja genu erytropoetyny w

stanach ograniczonego utlenowania we krwi - powiazano wzrost ekspresji tego genu w
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odpowiedzi na spadek stg¢zenia tlenu [26], [27]. Dalsze badania potwierdzily jego kluczowa

role w pierwotnej regulacji transkrypcyjnej, jako reakcje na stres wywotany hipoksja.

Czynnik transkrypcyjny HIF-1 ztozony jest z dwdch podjednostek - a oraz B (znanej takze
pod nazwa ARNT- ang. aryl hydrocarbon nuclear receptor translocator). Podjednostki te
naleza do rodziny bialek posiadajacych w swej strukturze domeng podstawowa helisa-p¢tla-
helisa (bHLH ang. basic helix-loop-helix) raz domeng PAS - Per-Arnt-Sim (nazwa domeny
wywodzi si¢ od trzech gidéwnych bialek, w ktorych zostata wykryta - PER - period circadian
protein, ARNT - aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator protein; SIM - single-
minded protein) [28], [29]. Obydwie domeny zlokalizowane sa w N-koncowej czgsci biatka i
odpowiedzialne sa za heterodimeryzacje obydwu podjednostek migdzy soba [30].
Dodatkowo, w dimerze HIF-10/ARNT, domena bHLH ma zasadnicze znaczenie dla wigzania
DNA z elementami odpowiedzi na hipoksj¢ (HRE ang. hypoxia regulatory elements),
znajdujacymi si¢ w promotorach lub wzmacniaczach transkrypcji (ang. enhancer) genow
docelowych. Cecha charakterystyczna elementow HRE jest jedna lub kilka ulozonych
tandemowo sekwencji 5’-RCGTG-3’ (R-puryna; A lub G) [31]. W poblizu konca
karboksylowego biatka HIF-1 zlokalizowane sa domeny transaktywacyjne: N-TAD 1 C-TAD
(ang. transactivation domain), przy czym biatko HIF-1p posiada tylko jedna domen¢ TAD
[32]. Domeny te posrednicza w interakcji zdimeryzowanego czynnika transkrypcyjnego HIF-
1 z koaktywatorami CBP/p300 (ang. CREB-binding protein/E1A binding protein p300) [33]—-
[35]. Wowcezas do kompleksu HIF moga przytaczy¢ sig¢ inne czynniki transkrypcyjne. W
podjednostce HIF-1a, domena N-TAD sasiaduje bezposrednio z zalezna od tlenu domena
degradacyjna ODDD (ang. oxygen dependent degradation domain), ktéra odgrywa kluczowa
rolg¢ w regulacji stabilno$ci biatka [34]. HIF-1P jest podjednostka wystepujaca w komorce
konstytutywnie, niezaleznie od st¢zenia tlenu, natomiast HIF-1a w stanach normoksji jest

przekazywana w sposob ciagly do degradacji na drodze ubikwitynacji [36], [37].
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HIF-3a — IPAS 557aa 'I bHLH I PAS IODDD N-TAD '

HHE-Zu - EAAS Srun 'I bHLH I PAS I'ODD'D N-TAD I. C-TAD '

HIF-1a 826aa PAS ooop [REID) II C-TAD
NLS

NLS

Pro 402 Pro 564

RYCINA 3. Budowa i struktura HIF-1/2/3a. NLS - sygnal lokalizacji jadrowej (ang. nuclear
localization signal), bHLH-domena podstawowa helisa-petla-helisa (ang. basic helix-loop-helix),
domena PAS -Per-Arnt-Sim, ODDD - zalezna od tlenu domena degradacyjna (ang. oxygen dependent
degradation domain), NTAD - N-terminalna domena transaktywacyjna, CTAD - C-terminalna domena
transaktywacyjna.[Opracowanie wiasne].

Dotychczas opisano trzy izoformy HIFa. Do tej rodziny naleza wczes$niej omawiana
podjednostka HIF-la, a takze dwie pozostale podjednostki - HIF-20 (nazywanym takze
endotelialnym biatkiem PAS- EPAS ang. endothelial PAS protein) oraz HIF-3a.
Zidentyfikowano ekspresj¢ izoformy drugiej w §rodbtonku, ptucach i tkance chrzgstnej oraz
potwierdzono, iz wystgpuje ona w komodrkach konstytutywnie. Wykazano rowniez 48%
podobienstwa do sekwencji aminokwasowej podjednostki HIF-1a. Trzecia izoforma HIF-3a,
zwana takze inhibitorem PAS (IPAS, ang. inhibitory PAS), jest negatywnym regulatorem
aktywnos$ci czynnika HIF-1, ktéry, dimeryzujac z podjednostka HIF-1pB, blokuje zdolno$¢
wigzania DNA w elemencie HRE, a co za tym idzie, transkrypcje genu docelowego.
Wszystkie izoformy HIFa maja powinowactwo do dimeryzacji z podjednostka ARNT, co
umozliwia lub blokuje (jak w przypadku izoformy IPAS) wiazanie do elementéw HRE genow

[38]-[40].

Podczas dluzszej ekspozycji na warunki hipoksji, czynnik HIF-1o bedzie produkowany tak
dhugo, az dojdzie do przywrécenia rownowagi (homeostazy) tlenowej, czyli kiedy stezenie
dostarczonego tlenu osiagnie stan, ktéry odpowiada¢ bedzie generowanemu przez komorke

zapotrzebowaniu [36], [37].

Istnieja dwa mechanizmy pozwalajace na degradacj¢ podjednostki HIF-la w stanach
homeostazy tlenowej. W pierwszym z mechanizmow giéwna rol¢ odgrywaja enzymy zwane
hydroksylazami prolinowymi (PHD, ang. prolyl hydroxylase enzymes). Aktywnos$¢ enzymow
PHD prowadzi do hydroksylacji reszt prolinowych (Pro402 i Pro564) zlokalizowanych w

~21 ~



obrgbie domeny ODDD [41], [42]. Hydroksylacja wspomnianych prolin jest glownym
mechanizmem negatywnej regulacji aktywnos$ci HIF-1a i skutkuje przylaczeniem biatka VHL
(von Hippel-Lindau), ktore jest czescia kompleksu ligazy E3 ubikwitynowej. Jest to sygnat do
ubikwitynacji podjednostki HIF-1a, ktora nastepnie przekazywana jest do degradacji
proteasomowej [43]-[45]. Drugim mechanizmem negatywnie regulujacym dziatanie HIF-1a
jest hydroksylacja reszty asparaginowej (Asn803), =zlokalizowanej w domenie
transaktywacyjnej] C-TAD. W tym przypadku, kiedy stezenie tlenu odpowiada warunkom
normoksji w komorce, asparagina jest hydroksylowana za pomoca czynnika inhibujacego
HIF-1 (FIH-1 ang. factor inhibiting HIF-1). Hydroksylacja powoduje, iz biatko koaktywujace
CBP/p300 nie moze si¢ przytaczy¢ do podjednostki HIF-la, czyniac t¢ podjednostke
nieaktywna, a wigc przekazywana do degradacji [46]-[49].

Aktywno$¢ obydwu hydroksylaz (PHD oraz FIH-1) jest $cisle zalezna od obecnosci i
dostepnosci tlenu czasteczkowego O,, zelaza - Fe™ oraz 2-oksoglutaranu- 2-OG. W
warunkach hipoks;ji substraty i kofaktory hydroksylacji przestaja by¢ dostepne, co prowadzi
do atenuacji hydroksylacji HIF-1a [50], [51]. Gdy enzymy hydroksylujace nie wykazuja
aktywnosci, podjednostka HIF-1a, zamiast podlega¢ degradacji, akumuluje si¢ w cytozolu, po
czym nastepuje jej translokacja do jadra, gdzie dochodzi do dimeryzacji z podjednostka HIF-
1B. Dimer HIF-10/f taczy sig¢ nastgpnie z elementami HRE genow, ktorych regulacja zalezy
od stgzenia tlenu. Zazwyczaj genami docelowymi sa geny biorace udzial w adaptacji
komorek/tkanek do chronicznej lub ostrej hipoksji. Zaliczaja si¢ do nich geny biorace udzial
w adaptacji metabolizmu do warunkéw beztlenowych, transporcie glukozy, enzymy

glikolityczne, geny proangiogenne oraz czynniki hematopoetyczne [52].
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proteasomalna

CBP/p300 nie moie przytgczyc
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Degradacja HIF-1

JADRO

RYCINA 4. Schemat prezentujqcy dziatanie czynnika HIF-1 w zaleznosci od stezemia tlenu.
Dimerizacja podjednostki HIF-1a z HIF-18 w warunkach hipoksyjnych powoduje powstanie czynnika
transkrypcyjnego HIF-1, ktory w jadrze wiqze sie z elementami odpowiedzi na hipoksje (HRE) i
aktywuje transkrypcje genow zaleznych od O, Skroty:HIF-1- czynnik indukowany hipoksjaq-
podjednostka o lub 5; PHD- enzymy z grupy hydroksylaz prolinowych; FIH- czynnik inhibujqcy HIF-
1; Pro- prolina (reszty w pozycji 402 oraz 564 podjednostki biatka HIF-1a); Asp- aparagina (reszta w
pozycji 803 biatka HIF-1a); CBP/p300- biatko kofaktorowe; pVHL- von Hippel-Lindau.[Opracowanie
wlasne].

2.3. Aktywno$¢ HIF-1 i najwazniejsze geny docelowe

Dotychczas udowodniono, iz HIF-1 reguluje bezposrednio lub posrednio ponad 2% genow w
komorkach endotelialnych ($rodbtonkowych) naczyn krwiono$nych [53]. Modulacja
odpowiedzi na hipoksje¢ nastepuje poprzez aktywacje transkrypcji genéw docelowych za
pomoca zdimeryzowanego czynnika HIF-1, ztozonego z podjednostek HIF-10/p [54], [55].

Jak wspomniano wcze$niej, hipoksja reguluje ekspresje genu erytropoetyny (EPO), ktora jest
zaangazowana W proces namnazania i rdéznicowania erytrocytow. Dowiedziono, iz w
warunkach obniZonego stg¢zenia tlenu poziom erytropoetyny w surowicy wzrasta do kilkuset
razy [56]. Produkcja erytropoetyny jest stymulowana przez HIF-1 zar6wno w nerkach, jak 1

watrobie, jednak elementy regulatorowe w obrgbie genu EPO znajduja si¢ w roznych
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miejscach, w zaleznos$ci od tkanki - w komorkach nerek elementy te znajduja si¢ przy koncu
5’ tego genu, natomiast w przypadku komorek watroby wykryto je po stronie 3’ tego samego
genu. Dowodzi to, iz wzrost ekspresji EPO w odpowiedzi na hipoksj¢ moze si¢ r6zni¢ w
zaleznosci od tkanki [57]-[59]. Podczas gdy w organizmie dorostego cztowieka nerki sa
glownym zrodtem syntezy EPO, watroba jest gldownym zrodtem hormonu w trakcie rozwoju
embrionalnego. Jednak wykazano, iz w trakcie rozwoju osobniczego to wtasnie watroba ma
gléwne znaczenie w produkcji EPO podczas ekspozycji na umiarkowana lub ekstremalna

hipoksje [60].

Cialo cztowieka ztozone jest z okoto 3-4g zelaza (3g u kobiet), przy czym potowa zawarta
jest w hemoglobinie, za§ 1g znajduje si¢ w rezerwuarze tkankowym (zazwyczaj w watrobie) i
jest asymilowany z pozywienia [61]. Stanowiac integralng czg$¢ pierscienia porfirynowego
hemu, zelazo jest niezbedne w procesie dostarczania tlenu do komorek i tkanek. Biorac pod
uwage S$ciste powiazania miedzy dostarczaniem tlenu, a dostgpnoscia zelaza, nie jest
zaskakujace, iz deprywacja zelaza i niedobor tlenu (hipoksja) sa powiazane zalezno$ciami na
poziomie molekularnym. Wykazano, iz w stanach hipoksji, ekspresja glownych genow
homeostazy zelaza, w tym transferyna (TR ang. transferrin), receptor transferyny (TFR1, ang.
transferrin receptor-1), ceruloplazmina (Cp ang, Ceruloplasmin) i oksygenaza hemowa-1
(HO-1, ang. heme oxygenase) aktywowane sa przez czynnik HIF-1. Ma to na celu
zwigkszenie dostgpnos¢ zelaza dla erytropoezy, aby podwyzszy¢ liczbg czerwonych krwinek,
a przez to zwigkszy¢ wydajnos$¢ pobierania i transportowania tlenu oraz dostarczania go do
hipoksyjnych komorek, co ma w efekcie prowadzi¢ do odzyskania homeostazy tlenowej [61],

[62].

Niskie stezenia tlenu maja wptyw na metabolizm. W stanach hipoksji generowane sa jedynie
2 czasteczki ATP na drodze niezaleznego od tlenu szlaku glikolitycznego, podczas gdy w
obecnosci tlenu (w stanie normoksji) komorka moze uzyskaé az 38 czasteczek ATP poprzez
zalezny od tlenu szlak kwasow trikarboksylowych (TCA ang. tricarboxylic acid cycle) [63],
[64]. Te niedobory energetyczne w stanach hipoksji sa kompensowane przez komorke
poprzez pobieranie wigkszej ilosci glukozy, a co za tym idzie, dochodzi do wzrostu ekspres;ji
enzymoéw odpowiadajacych za jej transport [65]-[67]. Po pierwsze, HIF-1 stymuluje
glikolityczna produkcje energii poprzez transaktywacje gendw zaangazowanych w import
glukozy (takich jak GLUTI, znany takze jako SLC2A41) [68]. Aby zabezpieczy¢

przetransportowany nadmiar glukozy we wngtrzu komorki, heksokinazy, ktorych ekspresja
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réwniez modulowana jest przez czynnik indukowany hipoksja, katalizuja pierwsza reakcjg
glikolizy, polegajaca na fosforylacji glukozy do glukozo-6-fosforanu. Jest to reakcja
fizjologicznie nieodwracalna [69]. W nastgpnych etapach glikolizy czynnik HIF-1 ma wptyw
na ekspresj¢ najwazniejszych enzymow glikolizy odpowiedzialnych za rozklad glukozy
wewnatrzkomorkowej (PFK1 - fosfofruktokinazy 1 ang. phosphofructokinase-1 oraz
aldolazy). Pozostate enzymy glikolizy sa posrednio lub bezposrednio regulowane przez
czynnik HIF-1. Przebiegajaca glikoliza jest procesem biochemicznym, ktory rozktada glukoze
do pirogronianu i generuje dwie czasteczki ATP. W warunkach normoksji powstaty kwas
pirogronowy transportowany jest do mitochondriow, aby ulec przemianom w tak zwanym
cyklu Krebsa i zaopatrzy¢é komoérke w duze ilosci energii. Jednak, podczas hipoksji,
pirogronian nie jest procesowany w cyklu Krebsa, lecz zamiast tego przeksztalca si¢ w
mleczan za pomoca dehydrogenazy mleczanowej (LDH, ang. lactate dehydrogenase) [70],
[71]. Kwas mlekowy nastgpnie usuwany jest z komodrki za pomoca zaleznego od HIF-1
transportera kwasow monokarboksylowych (MCT4- ang. monocarboxylate transporter 4)

[72].

Niezmiernie interesujacy jest fakt, iz rézne typy komorek toleruja lub tez adaptuja si¢ do
warunkow, w ktorych stgzenie tlenu odpowiada hipoksji. Doniesienia odno$nie wpltywu
hipoksji na apoptozg sa sprzeczne — jedne z nich sugeruja, ze HIF-1 moze indukowac, a inne,
iz takze hamowac¢ apoptozg. Pewne teorie zakladaja, Zze wynika to z faktu, iz podjednostka
HIFa wystgpuje w trzech izoformach. Mimo swego strukturalnego podobienstwa, HIF-1a 1
HIF-20 moga w aspekcie apoptozy petni¢ rézne role. W roznych typach komorek jedna
izoforma moze hamowa¢, a druga indukowac apoptoze i odwrotnie [73]. W innych
doniesieniach opisywane jest wybiorcze dziatanie czynnika HIF-1 - moze on, w zaleznos$ci od
kontekstu, stymulowaé geny proapoptotyczne, obnizajac geny antyapoptotyczne lub
odwrotnie. Udokumentowano, iz dziatanie proapoptotyczne czynnika HIF-1 obejmuje
obnizenie ekspresji genu BCL-2, indukcje ekspresji genu BNIP [74]—-[76]. Z drugiej strony
warto przytoczy¢ badania, w ktorych opisano, iz wzrost ekspresji genow BCL-2, MCL-1 oraz
indukcja ekspresji genu BCL-XL w odpowiedzi na hipoksj¢ ma dziatanie antyapoptotyczne
[77], [78]. Dochodzi wtedy do obnizenia ekspresji gendw proapoptotycznych BID, BAX i
BAK [78], [79].
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3. Wplyw czynnika indukowanego hipoksja (HIF-1) na proces tworzenia naczyn w
stanie fizjologicznym

Zarowno waskulogeneza, jak i angiogeneza moga zosta¢ zapoczatkowane przez sygnat, jakim
jest niskie stezenie tlenu. Prowadzi to do aktywacji kluczowych czynnikow, ktore biora udziat
w tworzeniu kapilar naczyniowych. W tym podrozdziale zostanie omowiony wptyw czynnika

indukowanego hipoksja na proces tworzenia naczyn w stanie fizjologicznym.

3.1. Waskulogeneza

Waskulogeneza jest procesem fizjologicznie zachodzacym jedynie w embriogenezie.
Powstawanie kapilar de novo prowadzi do utworzenia pierwotnego splotu naczyniowego.
Stezenie O, odgrywa kluczowa role w trakcie rozwoju zarodkowego, organogenezy oraz w
procesach tworzenia naczyn krwiono$nych [1]. W pierwszych stadiach embriogenezy, zanim
powstanie uktad krazenia, st¢zenie tlenu w obrebie dzielacych si¢ komorek jest stosunkowo
niskie i1 nie przekracza 3% [80], [81]. Rozwijajacy si¢ ptdd do prawidlowego funkcjonowania
wymaga zwigkszenia nakladow tlenu, a to prowadzi do utworzenia pierwotnego splotu
naczyn krwionosnych z komorek macierzystych srodbtonka - hemangioblastow. Powstaja one
w wyspach krwiono$nych woreczka zottkowego zarodka. Ze wzgledu na to, ze Srodowisko
macicy jest hipoksyjne, oczywistym staje si¢ fakt, ze niedotlenienie moze by¢ podstawowym
czynnikiem stymulujacym powstawanie naczyn w rozwoju embrionalnym [2], [82]. Zostalo
to potwierdzone w badaniach na myszach pozbawionych ekspresji genu Hif-18 (Hif-18"
knock-out), ktéry w komoérkach wystgpuje konstytutywnie. Zwierzg¢ta te wykazywaty
$miertelnos¢ dnia 10,5 embriogenezy (E10,5) ze wzgledu na defekty rozwojowe zwiazane z
uktadem krwiono$nym. Potwierdzono réwniez znaczne obnizenie ekspresji genu Vegf,
uznanego za gléwny modulator w procesach powstawania naczyn krwionosnych. Produkt
ekspresji genu Hif-/o powinien by¢ wykrywalny juz migdzy E8- E18. Z kolei myszy, u ktory
ten gen zostal wylaczony (Hif-la” knock-out), wykazywatly $miertelno$é¢ ze wzgledu na
defekty ukladu krwionosnego - tak jak we wczesniej opisanym przypadku, jednak z
dodatkowymi patologiami cewy nerwowe] [83], [84]. Czynnik indukowany hipoksja oraz
stezenie tlenu maja rowniez duze znaczenie w ksztaltowaniu tozyska. Podczas wczesnych
etapow ciazy, powierzchnia tozyska wykazuje bardzo niskie stgzenia tlenu — okoto 2,5% O,.
Rozwoj tozyska 1 jego unaczynienia powoduje, iz st¢zenie O, wzrasta do okoto 8,6%, stajac
si¢ tym samym odpowiednim srodowiskiem rozwojowym dla ptodu [85], [86]. W przypadku
rozwoju plodowego myszy, krazenie tozyskowe powinno zacza¢ funkcjonowaé¢ pomigdzy

E10,5 a El11,5, aby zapewni¢ odpowiednie utlenowanie i odzywianie formujacemu si¢
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zarodkowi. Myszy, u ktoérych zaindukowano delecje ktorego$ z wymienionych genoéw: Hif-
lo, Hif-1f Tub Vhl, Phd2, wykazywaly anomalie w budowie lozyska oraz usieciowaniu
naczyn [83], [87], [88].

Hipoksja ma takze duzy wplyw na réznicowanie budujacych naczynia komorek $rodbtonka
(EC, ang. endothelial cells). W badaniach in vitro wykazano, iz wptyw czynnika HIF-1a na
komorki EC powoduje, ze roéznicuja one bardziej w kierunku o charakterze t¢tniczym anizeli
zylnym. Ma to zwiazek z regulacja przez czynnik HIF-1 genow, ktore zaangazowane sa w
nadawanie EC charakteru tetniczego m.in. NR2F2, ktoérego produktem jest czynnik COUP-
TFII, receptor dla takich gendéw jak HEY2, DII4, bioracych udzial w szlakach NOTCH.
Wykazano, iz zmniejszone stgzenie tlenu prowadzi do aktywacji kaskady sygnalizacji DII4-
NOTCH-HEY?2, a nastgpnie represji COUP-TFII w komorkach progenitorowych $rodbtonka.
Na tej podstawie postuluje sig, iz jest to wazny aspekt w procesie rozwoju naczyn

wlosowatych w kierunku tetniczym [89].

3.2. Angiogeneza fizjologiczna

Dotychczasowe badania udowodnity, iz w trakcie rozwoju osobniczego hipoksja oraz czynnik

HIF-1 moga uczestniczy¢ w angiogenezie na trzy sposoby:

— w odpowiedzi na hipoksje¢, HIF-1 dziala jako czynnik transkrypcyjny indukujacy
ekspresj¢ kluczowych genow proangiogennych (VEGF, PIGF, PDGFB, ANGI i
ANG?2) oraz ich receptoréw (FLT-1, KDR, TIE) [90], [91]

— hipoksja wptywa na regulacj¢ wydzielania chemokin proangiogennych (CXCLI,
CXCL2, CXCL3, CXCLS5, CXCL6, CXCL7, CXCLS8, CXCLI12-SDF-1a) 1 ekspresj¢
receptorow (CXCR1, CXCR2, CXCR4) bioracych udzial w sygnalizacji angiogenezy
[92]

—> hipoksja reguluje geny odpowiedzialne za mobilizacje 1 podziaty komorek EC [53].

Homeostaza naczyniowa wymaga utrzymania réwnowagi pomigdzy czynnikami pro— i
antyangiogennymi. Sygnal zewnetrzny, taki jak np. hipoksja, przesuwa t¢ rownowage w
stron¢ czynnikdéw proangiogennych, co zapoczatkowuje proces formowania naczyn.
Aktywnos$¢ transkrypcyjna czynnika HIF-1 jest kluczowa do wzbudzenia nadekspres;ji
czynnikdw proangiogennych uczestniczacych w tworzeniu nowych kapilar. Przede
wszystkim, jest czynnikiem transkrypcyjnym dla najbardziej prominentnych gendéw

proangiogennych, nalezacych do rodziny czynnikow wzrostu s$rodblonka naczyniowego
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(VEGF-4, -B, -C i -D), a takze ich receptorow (FLT-1 zwany takze VEGFRI, KDR zwany
takze VEGF-R2). Ponadto, udowodniono, iz elementy odpowiedzi na hipoksj¢ znajduja si¢ w
takich genach jak P/GF (fozyskowy czynnik wzrostu ang. placental growth factor), FGF
(czynnik wzrostu fibroblastow ang. fibroblast growth factor), PDGF, ANGI i ANG2 oraz
MMP. Ekspresja receptoréw FLT-1, KDR oraz TIE2, réwniez moze by¢ stymulowana w
odpowiedzi na hipoksjg¢. Analizy sekwencji wykazaty, iz elementy odpowiedzi na hipoksj¢
znajduja si¢ w obregbie wszystkich tych genow [93], [94]. Udowodniono, iz hipoksja oraz
HIF-1 petnia wazna rolg na kazdym etapie kaskady tworzenia naczyn. Zastymulowany przez
hipoksje czynnik VEGF zapoczatkowuje proces powstawania kapilar. Na tym etapie dochodzi
do mobilizacji komorek $rodblonka oraz rekrutacji komorek endotelialnych krazacych w
naczyniach. Nastgpnie czynnik indukowany hipoksja odgrywa wazna rol¢ w degradacji
macierzy zewnatrzkomorkowej, poprzez regulacj¢ ekspresji enzymow litycznych z grupy
metaloproteinaz. Zwigkszona w wyniku hipoksji ekspresja receptorow FLT-1 (VEGF-R1)
oraz KDR (VEGF-R2) ma kluczowe znaczenie w transdukcji sygnalu migdzy migrujacymi
komoérkami endotelialnymi. Zaindukowane przez HIF-1 integryny aff bgda w dalszym ciagu
stymulowa¢ komorki EC do migracji oraz, co najwazniejsze, adhezji. Spowoduje to
uformowanie struktury przypominajacej kapilarg. Stworzona sie¢ naczyniopodobna musi
zosta¢ odpowiednio zabezpieczona, aby zapewni¢ kolateralny przeptyw krwi bez przeciekow.
Weciaz jeszcze panujace warunki hipoksyjne powoduja, iz aktywny czynnik HIF-1 bedzie
uczestniczy¢ roéwniez w dojrzewaniu naczyn krwiono$nych. Na tym etapie jednym z
wazniejszych czynnikow jest PDGF, posiadajacy elementy HRE w swej sekwencji.
Udowodniono jednak, ze proces ten koordynuje w duzej mierze podjednostka HIF-2a.
Macierz zewnatrzkomorkowa otaczajaca naczynia sktada si¢ w znacznym procencie z
fibronektyny, przy czym ekspresja genu FN1 (ang. fibronectin) jest regulowana wtasnie przez

dimer czynnika indukowanego hipoksja, sktadajacy si¢ z podjednostki HIF-2a [95].

Chemokiny (mate cytokiny, 8-12 kDa, pojawiajace si¢ w stanach zapalnych) odgrywaja
znaczaca role w procesie angiogenezy. Gtownym zadaniem chemokin jest koordynowanie
rekrutacji 1 migracji komorek do miejsc zapalnych lub urazéw. Udowodniono, ze w
stymulacji angiogenezy maja one zardwno dziatanie bezposrednie, jak i posrednie [92].
Przede wszystkim wptywaja na mobilizacj¢ komoérek uktadu immunologicznego, ktérych
pojawienie si¢ jest posrednim, lecz waznym, sygnalem do rozpoczgcia tworzenia naczyn [96].
Poza tym, wykazano, iz moga wiaza¢ si¢ bezposrednio ze specyficznymi receptorami na

powierzchni komorek endotelialnych [97]. Obydwie $ciezki sygnalizacyjne prowadza do
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zwigkszenia migracji komorek $rodbtonka oraz ich powinowactwa do biatek macierzy
zewnatrzkomorkowej. Mozna wyrdzni¢ cytokiny proangiogenne 1 antyangiogenne,
przechylenie rownowagi w strong cytokin proangiogennych powoduje wzbudzenie tworzenia
naczyn. Udowodniono, iz hipoksja ma wptyw na te cytokiny, ktorych sygnalizacja odpowiada

za tworzenie naczyn krwiono$nych [98].

Szczegolnie istotnymi chemokinami w stanach hiposkyjnych sa CXCL12 oraz CXCLS8 (mysi
analog - CXCLI1). HIF-1a zwigksza ekspresj¢ CXCL12 w niedokrwieniu. Wykazano, iz
poziom CXCL12 w miejscach niedokrwienia bezposrednio koreluje z stopniem hipoksji [99].
Ponadto, zaobserwowano zwigkszony poziom CXCLI12 po zawale mig$nia sercowego, co
udowodniono zaré6wno w badaniach na ludziach i na gryzoniach. W modelu mysim,
zwigkszony poziom CXCL12 wykryto juz w godzing po indukcji niedokrwienia mig$nia
sercowego lub konczyn dolnych, wskazujac na wazna rolg cytokin w rozpoczeciu naprawy
tkanek 1 rewaskularyzacji [100], [101]. Transdukcja sygnatu odbywa si¢ za posrednictwem
receptora CXCR4 [102], interakcja CXCL12/CXCR4 skutkuje migracja 1 rekrutowaniem
komorek EPC (ang. endothelial progenitor cells) do miejsca niedokrwienia [103]-[105].
Uwolnione pod wptywem hipoksji chemokiny CXCL12 wptywaja na zwigkszenie aktywnos$ci
Sciezek sygnatowych, odpowiedzialnych za wzbudzenie ekspresji genu endotelialnej syntazy
tlenku azotu (eNOS) [106]. Ten z kolei bedzie dodatkowo pobudza¢ migracje i proliferacje
komorek s$rodbtonka oraz mobilizowaé¢ komorki progenitorowe ze szpiku. Dodatkowym
wzmocnieniem na tej $ciezce jest VEGF, ktorego aktywacja rowniez zalezna jest od hipoksji i
wplywa na mobilizacj¢ komorek endotelialnych. W kontek$cie regeneracji serca u myszy
bardzo wazna chemoking jest CXCL1 (odpowiednik ludzki to CXCLS8/IL8- interleukina-8).
Wykazano, iz jest to kluczowa czasteczka w regeneracji srodblonka po zawale serca, ktorej
dziatanie umozliwia receptor CXCR2 [107]. Udowodniono takze interakcj¢ miedzy CXCLS,
a najbardziej prominentnym czynnikiem proangiogennym VEGF-A oraz jego receptorem
VEGF-R2, co ma bezposredni wptyw na wzmocnienie sygnalow dla tworzenia naczyn
krwiono$nych w stanach niedotlenienia [108]. Biorac pod uwageg tak szerokie spektrum
dziatania chemokin w regeneracji miokardium 1 transplantacji komoérek w rejon
niedokrwienia, beda one miaty duze znaczenie w stanach hipoksji serca po zawale, dziatajac

zarowno kardioprotekcyjnie, jak i ostonowo/proadaptacyjnie dla podawanych komoérek [109].
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4. Komorki macierzyste

W 2013 roku oszacowano, iz ludzkie ciato sktada si¢ z okoto 37,2 tryliona komoérek [110].
Zaobserwowano, ze w niektorych tkankach, takich jak krew, skoéra lub nabtonek jelitowy
wyspecjalizowane finalnie komorki maja krotki cykl zyciowy i nie maja zdolnosci do
samoodnawiania. Nasunat si¢ wniosek, 1z za utrzymywanie homeostazy tkankowej
odpowiedzialne sa komodrki macierzyste, stanowiace rezerwuar tkankowy danego
narzadu/uktadu. Dzi$ juz wiadomo, ze komorki macierzyste (ang. stem cells) definiowane sa
jako: niezréznicowane komorki, dzielace si¢ dwutorowo tj. zdolne do samoodnawiania si¢ jak
1 generowania zroznicowanych komorek potomnych, zdolnych do uzupelniania ubytkow
tkankowych, powodowanych wplywem bodzcéw naturalnych (uraz, starzenie si¢) lub

zaindukowanych [111].
Ze wzgledu na pochodzenie, komorki macierzyste dzielimy na:

—> Embrionalne (ESC ang. embryonic stem cells) - komorki o najszerszym spektrum
plastycznosci; maja potencjal do wytworzenia kazdej komorki organizmu ze
wszystkich trzech listkbw zarodkowych oraz pozazarodkowych komorek tozyska.
Wzgledy etyczne wykorzystywania tych komorek zostaty pokonane w momencie
opracowania technik reprogramowania genetycznego, ktore umozliwitlo uzyskanie
komorek pluripotencjalnych z komorek somatycznych.

—> Somatyczne (ang. adult stem cells) - stanowia rezerwuar komorek (prekursorowych) w
dorostym organizmie; wystgpuja w swoistych dla danej tkanki niszach. Warunki
mikrosrodowiskowe okreslaja kiedy maja ulec aktywacji 1 zasili¢ uszkodzona tkanke,

czy pozostawac w stanie latencji.

Biorac pod uwage potencjat do réznicowania komorek macierzystych w inne komorki

organizmu, mozna wyrdzni¢ nastgpujaca hierarchie:

— Totipotentne — maja potencjat do przeobrazenia si¢ w kazda komorke organizmu, a
takze tozyska. Wystepuja tylko we wczesnej fazie rozwoju ptodowego. Tylko zygota i
pierwsze dzielace si¢ komorki - blastomery — maja wtasciwosci totipotencjalne.

—> Pluripotentne - moga réznicowac si¢ w komorki nalezace do wszystkich trzech listkow
zarodkowych, ale nie maja mozliwosci odtworzenia tozyska — jest to zasadnicza
réznica wobec wczes$niej wymienionych komorek totipotentnych. Niegdy$ komorki te

mozna bylo uzyskac jedynie z wezta zarodkowego blastocysty, obecnie jednak istnieja
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metody reprogramowania komorek somatycznych, ktére nabywaja wlasciwosci
pluripotente.

—> Multipotentne - komorki macierzyste, ktore maja zdolnos¢ wytworzenia komorek
pochodzacych z jednego listka zarodkowego.

—> Unipotentne - tworza komorki specyficzne tylko dla danej tkanki. Sa rezerwuarem
tkankowym, ktorego zapasy wykorzystywane sa podczas uszkodzenia tkanki badz

narzadu.

4.1. Komorki macierzyste miesni szkieletowych

W  warunkach fizjologicznych migsnie szkieletowe ssakow sa dos$¢ stabilng tkanka
postmitotyczna, ktorej komorki nie ulegaja podzialom. W zwiazku z wieloma funkcjami,
jakie tkanka ta pelni w organizmie (m. in. aktywno$¢ lokomotoryczna, zachowanie postawy i
oddychanie), migénie sa podatne na obrazenia zwigzane z bezposrednimi urazami (np.
intensywne ¢wiczenia fizyczne). W momencie gdy dochodzi do kontuzji, tkanka mig$niowa
ma nadzwyczajne zdolnosci do uruchamiania szybkiego i efektywnego procesu naprawczego,
ktéry ma zapobiegac utracie masy migsniowej. Odbudowa migéni szkieletowych jest wysoce
zsynchronizowanym  procesem, ktorego kluczowym elementem jest aktywacja
unipotencjalnych komorek satelitowych migéni szkieletowych, uznawanych za swoisty
rezerwuar tkankowy. W normalnych warunkach wystepuja one w stanie spoczynku, zajmujac

miejsce tuz pod btona podstawna widkna migsniowego [112].

Zmiany molekularne zachodzace podczas miogenezy maja kluczowe znaczenie w aktywacji i
réznicowaniu komorek satelitowych. W zaleznos$ci od stanu, w jakim znajduja si¢ komorki,
zmienia si¢ profil ekspresji gendw nalezacych do rodziny miogennych czynnikow
regulatorowych- MRF' (ang. myogenic regulatory factor). Pobudzenie komorek satelitowych
nastepuje, gdy dochodzi do aktywacji genow MYOD oraz MYF5, zwanych ,,wczesnymi”
genami miogenezy [113]. Aktywnie dzielace sig, proliferujace, charakteryzujace si¢ ekspresja
tych dwoch czynnikow transkrypcyjnych komoérki zwane sa mioblastami. Istotna role
czynnikéw transkrypeyjnych potwierdzono w badaniach na zwierzetach, w ktorych u myszy z
wylaczonymi genami MyoD 1 Myf5 dochodzi do calkowitej atrofii mig$ni szkieletowych
[114], [115]. W kolejnych etapach miogenezy mioblasty wycofuja si¢ z podziatow
komorkowych 1 zatrzymuja swoj cykl, w zamian za to wchodza w ostatnig fazg roznicowania,
dla ktorej charakterystyczna jest ekspresja ,,pdznych” gendw miogennych - miogeniny

(MYOG) oraz MRF4 [113]. Istotna rolg genu miogeniny potwierdzono, gdy przeprowadzono
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badania na zarodkach z wylaczona ekspresja tego genu. Z powodu braku ekspresji MyoG
wszystkie mutanty obumieraty, poniewaz zaden z nich nie wyksztatcit wtdkien migsniowych
[116]. W zaawansowanym procesie regeneracji mig¢snia, mioblasty zaczynaja si¢ wydtuzac
oraz taczy¢ ze soba, co powoduje powstanie wielojadrzastych struktur zwanych miotubami,
ktore, dojrzewajac, stworza wlasnie wiokna migsniowe. Dodatkowymi markerami
migsniowych komorek efektorowych sa biatka MHC - cigzki tancuch miozyny (ang. myosin
heavy chain) oraz CK - mig$niowa kinaza keratynowa (ang. creatine kinase). Wreszcie, w
koncowym etapie roznicowania, wielojadrzaste miotuby potacza si¢ ze soba, tworzac

syncytium, ktore ostatecznie zréznicuje do kurczacych sig¢ widkien migsniowych [113].
4.2. Badania nad mioblastami w aspekcie regeneracji serca

Choroby sercowo naczyniowe (CVD ang. cardiovascular diseases) sa wiodaca przyczyna
$mierci. Statystyki z 2015 roku wykazaty, iz $miertelno$¢ siggata 17,7 miliona zgonow,
czyniac tym samym choroby uktadu krazenia gtowna przyczyna $miertelnosci posrod chordb
niezakaznych [117]. Szacuje sig, ze okoto 80% zgondéw powodowane jest przez zawal
mig$nia sercowego (MI ang. myocardial infarction) oraz udarem mozgu. To wilasnie zawat
migsnia sercowego (MI) jest gtbwnym objawem choroby niedokrwiennej serca, powodujacej
hipoksje. Nastepstwem tego stanu jest uszkodzenie migs$nia sercowego, ktére obejmuje atrofig
kardiomiocytow. Proces ten prowadzi do niekorzystnej przebudowy serca, powodujac
zastapienie tkanki sercowej o prawidlowej kurczliwosci przez niefunkcjonalng blizng
zbudowana z tkanki lacznej. Migsien sercowy, w odpowiedzi na niedokrwienie 1 wytworzenie
blizny, reaguje hipertrofia kardiomiocytow. Przerost lewej komory moze doprowadzi¢ do
zaburzen rytmu serca (arytmii), migotania komor 1 masywnego, Smiertelnego ataku serca
[118]. Chociaz zaawansowane zabiegi rewaskularyzacji (angioplastyka, cewnikowanie,
przeszczepy zylne) przyczynily si¢ do istotnego zmniejszenia umieralnosci z powodu CVD,
to znaczaca liczba pacjentéw nie kwalifikuje si¢ do wykonania wyzej wymienionych procedur
chirurgicznych ze wzgledu na zbyt duza inwazyjno$¢ zabiegu, zaawansowany wiek lub
wspotwystgpowanie  dodatkowych czynnikéw wykluczajacych, takich jak cukrzyca,
nadci$nienie lub inne choroby. W zwiazku z powyzszym, zaczgto poszukiwac alternatywnych
metod leczenia pozawalowych zmian serca. Biorac pod uwage regeneracyjne wiasciwosci
komorek macierzystych, staly si¢ one obiektem badan w celu pozyskania nowatorskich

terapii.

~32 ~



Mioblasty szkieletowe sa komorkami czgsto stosowanymi w medycynie regeneracyjnej serca.
Ze wzgledu na swoje podobienstwo do kardiomiocytéw, dobra kurczliwo$¢, tatwos¢ w
pozyskaniu, hodowli in vitro na stosunkowo duza skale i ewentualnej mozliwosci ich
modyfikacji, oraz zwigkszona tolerancj¢ na warunki niedotlenienia sa czgsto wykorzystywane
do przeszczepéw w niedokrwione obszary serca [119], [120]. Do dzisiaj przeprowadzono
kilka prob klinicznych na pacjentach po zawale serca z wykorzystaniem transplantacji
mioblastow. Przede wszystkim mioblasty sa tatwo dostgpne, poniewaz tkanka mig$niowa
stanowi 30-40% masy ciatla czlowieka [121]. Udokumentowano rdwniez, iz pobranie
komorek od pacjentdow z niewydolno$cia serca nie ma wplywu na jakos$¢ i przezywalnos¢
mioblastow, ktore stuza do autologicznego przeszczepu [122]. Pierwsze proby kliniczne u
pacjentow z przebytym zawalem serca z uzyciem mioblastow wykonywane byly poprzez
iniekcje komoérek w okolice blizny pozawatowej w trakcie zabiegu pomostowania aortalno-
wiencowego. U pacjentow po przeprowadzonej interwencji obserwowano: wzrost frakcji
wyrzutowej serca, polepszenie frakcji skurczowej i rozkurczowej serca, ograniczenie
niekorzystnej przebudowy lewej komory, hamowanie rozprzestrzeniani blizny pozawatowe;j
[123]-[126]. Kolejne podjete proby transplantacji okazaly si¢ mniej inwazyjne. Zaczgto
podawaé komorki przezskornie, eliminujac ryzyko wynikajace z prowadzenia operacji na
otwartym sercu. Skuteczna metoda okazato si¢ podawanie komoérek do serca za pomoca
cewnika wprowadzonego poprzez tgtnicg udowa. Proba kliniczna pod akronimem MARVEL
wykazala, iz transplantowanie duzych liczebno$ci komorek (400-800 milionéw) za pomoca
cewnika jest metoda bezpieczna, gwarantujaca podanie w wybrane miejsce docelowe 1 moze
prowadzi¢ do istotnych korzysci klinicznych [127]. Z kolei w probie klinicznej SEISMIC nie
wykazano globalnej poprawy we frakcji wyrzutowej lewej komory, jednak prowadzone
przyczepy przyczynily si¢ do poprawy jakoSci zycia pacjentow poprzez zwigkszenie
wydolnosci w testach wysitkowych [128]. Wsrdd pacjentow z zaimplantowanymi
mioblastami wystgpowaty przypadki arytmii, na krotko po przeprowadzonej procedurze lub w
trakcie zabiegu. Przypuszczalnym powodem mogt by¢ brak potaczenia elektromechanicznego
pomigdzy mioblastami i kardiomiocytami narzadu biorcy lub reakcja zapalna. [127], [129]. W
ten sposob uwidoczniona zostata zasadnicza wada mioblastow - natywne komorki mig$nia
szkieletowego nigdy nie zroznicuja si¢ do kardiomiocytdw oraz nie wytworza polaczen
elektromechanicznych, za ktore w miocytach kardialnych odpowiadaja koneksyny. Aby wyjs$¢
naprzeciw niedogodno$ciom zwigzanym z brakiem integracji elektrycznej transplantowanych
komoérek z miokardium, podjgto proby zmodyfikowania mioblastow, wprowadzajac gen

koneksyny 43 (GJAI). Trzynastu pacjentom z grupy ,,no option” podano autologiczne



mioblasty wykazujace ekspresj¢ CX43. Wyniki wskazaly na poprawg wydolnosci wysitkowej
u tych pacjentéw oraz polepszenie zywotnosci migsnia sercowego w segmentach, do ktorych
podano komorki. Nie zaobserwowano przy tym arytmii komorowej, co moze wynikaé z
ulepszonego genetycznie sprzg¢zenia elektrycznego pomig¢dzy mioblastami z nadekspresja

koneksyny a miokardium [130].

4.3. Terapie pozawalowego mie$nia sercowego z czynnikami proangiogennymi

Aby poprawi¢ efekt terapeutyczny podawanych mioblastow, stosowane sa takze modyfikacje
genetyczne z uzyciem czynnikoéw proangiogennych. Tego typu terapia ma na celu
zwigkszenie odpornosci przeszczepianych mioblastow na warunki hipoksji, zmniejszenie
apoptozy komorek oraz poprawienie ukrwienia miokardium przez zaindukowanie dodatkowe;j

angiogenezy.
4.3.1. PIGF- tozyskowy czynnik wzrostu (ang. placental growth factor)

Lozyskowy czynnik wzrostu (PIGF ang. placental growth factor) jest cztonkiem rodziny
czynnikow wzrostu $rodbtonka naczyniowego (VEGF ang. vascular endotelial growth
factors), w obregbie ktorej wyrdznia si¢ takie czynniki jak VEGF-A (VEGF), VEGF-B,
VEGF-C, oraz VEGF-D. PIGF jest czynnikiem, ktory nie wydaje si¢ pelni¢ kluczowej roli w
rozwoju ptodowym, jak udowodnity badania na zarodkach mysich pozbawionych ekspresji
tego genu, w ktorych zwierzeta urodzity si¢ bez widocznych wad naczyniowych [131].
Jednak niezaprzeczalnie odgrywa on istotna rol¢ w takich procesach jak regeneracja
niedokrwionych tkanek, metastaza nowotwordw, stany zapalne oraz w innych stanach
patologicznych 1 fizjologicznych. Liczne modele przedkliniczne wykazaty, ze podniesienie

lub obnizenie poziomow ekspresji PIGF moze wywota¢ pozytywny efekt terapeutyczny.

Ekspresja PIGF charakterystyczna jest dla wczesnych etapdw ciazy - poczatkowo w
komorkach trofoblastu, a w nastgpnie w kosmkach syncytiotrofoblastu [132], [133]. Co
wigcej, gen PIGF reguluje proces dojrzewania komorek NK (ang. natural killer cells) w
endometrium, ktore sa istotne dla rozwoju trofoblastu, przeksztalcajacego si¢ nastgpnie w
lozysko [134]. Mimo doniesien zwiazanych z istotna rola czynnika tozyskowego w trakcie
trwania cigzy, myszy pozbawione ekspresji genu PI/GF sa ptodne, a potomstwo rodzi si¢ bez
widocznych wad naczyniowych. Prawdopodobnie w trakcie rozwoju plodowego inne

czynniki maja wigksze znaczenie dla procesOw zagniezdzania si¢ zygoty oraz rozwoju
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naczyn. Warto jednak zaznaczy¢, iz u dorostych myszy pozbawionych ekspresji PIGF

zaobserwowano o wiele bardziej uboga waskulature w siatkowce oka oraz miokardium [131].

Gen PIGF zostal zmapowany w ludzkim genomie na chromosomie 14, w obrgbie ramienia
dtugiego, regionie 2, prazku 4 (14q24). Caty gen zbudowany jest z 7 egzondw, co odpowiada
dhugosci okoto 800 kpz (kilopar zasad). Dotychczas odkryto cztery izoformy PIGF, przy czym
u myszy wystgpuje jedynie ekwiwalent izoformy 2. Izoformy PIGF-1 oraz 3 wydzielane sa
poza komorke, natomiast izoformy PIGF-2 oraz 4 pozostaja zakotwiczone w btlonie
komorkowej, co jest zwiazane z faktem, iz w przeciwienstwie do izoformy 1 oraz 2 posiadaja
one w swej strukturze miejsce wiazania heparyny. Lozyskowy czynnik wzrostu nalezy do
rodziny VEGF. Zwiazki te taczy duze podobienstwo w sekwencji oraz fakt, iz maja wspolny
receptor - FLT-1 (VEGF-R1) [135]-[138]. Dodatkowo udowodniono, iz PIGF wiaze si¢
rowniez z rozpuszczalng forma receptora FLT-1 (sFLT-1), ktéra nie posiada domeny
transblonowej ani wewnatrzkomorkowej 1 stanowi pewnego rodzaju putapke wychwytujaca
oraz redukujaca ilos¢ krazacego biatka [139]. Udowodniono, iz izoforma druga PIGF ma
zdolno$¢ wiazania si¢ do neuropiliny 1 oraz 2, (NRP-1, 2) - przy czym staje si¢ celem

terapeutycznym w leczeniu rdzeniakéw zarodkowych [140].

W zwiazku z tym, iz PIGF i VEGF dziela receptor FLT-1, a ich wspolwystgpowanie jest
powszechne, zaproponowano molekularny model dziatania PIGF poprzez wspolny receptor,
prowadzacy do pobudzenia angiogenezy. Aktywacja FLT-1 przez PIGF indukuje interakcjg
krzyzowa FLT-1:KDR, ktoéra wzmacnia sygnalizacj¢ VEGF/KDR, co sugeruje, ze komorki
srodblonka sa zdolne do wzmacniania swojej wiasnej odpowiedzi na VEGF poprzez
uwalnianie PIGF [141]. Koncepcja ta zostala nazwana przez niektorych autoréw zamianag
ligandow (ang, ligand shifting). Udowodniono, iz przemieszczenie VEGF do receptora
drugiego bedzie mialo wpltyw przede wszystkim na migracj¢ oraz proliferacj¢ komorek
endotelialnych [142]. Co ciekawe, za pomoca spektrometrii mas udowodniono, iz PIGF i
VEGF indukuja fosforylacj¢ réznych reszt tyrozynowych w obrebie receptora FLT-1 [141],
podkreslajac tym samym fakt, ze PIGF i VEGF przekazuja rézne sygnaly angiogenne za

posrednictwem tego samego receptora.

Innym mechanizmem opisywanym w literaturze, ktéry moze mie¢ wplyw na angiogenezg,
jest obecno$¢ zalezno$ci pomigdzy czynnikiem tozyskowym a innymi biatkami o potencjale
proangiogennym. Zaobserwowano, iz PIGF stymuluje ekspresj¢ najbardziej prominentnego

czynnika VEGF-A. Dodatkowo udowodniono jego stymulujacy wpltyw na ekspresje¢ takich
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czynnikow jak FGF-2, PDGB oraz metaloproteinaz (MMP) [143][144]. Takie synergiczne
dzialanie ma wpltyw na wzmocnienie sygnaldw proangiogennych zard6wno w tworzeniu

naczyn krwionos$nych, jak i ich dojrzewaniu i stabilizacji.

PIGF oddziatuje na cata game komodrek macierzystych bioracych udzial w réznych procesach,
nawet tych nie zwiazanych z angiogeneza, dlatego czynnik ten uznawany jest za
plejotropowy. Udowodniono, iz ma on wplyw na przezycie, migracje, proliferacje,
metabolizm 1 aktywacje komorek bioracych udzial w tworzeniu naczyn krwionos$nych
(komorki $rodbtonka, pericyty, komoérki migsni gladkich), jak rowniez na komorki nie
zwiazane bezposrednio z angiogeneza (makrofagi, progenitory pochodzace z szpiku kostnego,
komorki nowotworowe, komoérki dendrytyczne, fibroblasty, komorki watroby, komorki
nabtonkowe, neurony, komorki Schwanna, astrocyty). Biorac pod uwage tak szerokie
spektrum aktywnosci tozyskowego czynnika wzrostu, jest on atrakcyjnym kandydatem w
terapiach zar6wno antyangiogennych (w leczeniu nowotwordéw), jak i proangiogennych w

leczeniu skutkéw niedokrwienia serca wywotanego zawatem.

Po ostrym zawale serca (AMI ang. acute myocardial infarction) dochodzi do obumierania
kardiomiocytow 1 atrofii miokardium. Serce zwigksza objgtos¢ 1 nastgpuje zmiana geometrii
jego ksztattu na bardziej sferyczny, zwiazane jest to z procesem hipertrofii kardiomiocytow, a
nie ich proliferacja [124]. Niedokrwiony region, ktéry ulega niekorzystnej przebudowie,
nalezy wspomoc poprzez indukcj¢ angiogenezy, aby w jakim$ stopniu zahamowaé i
zrekompensowa¢ wywotane zmiany patologiczne. PIGF zostal uznany jako potencjalne
narzgdzie terapeutyczne po przeprowadzeniu badan z uzyciem myszy, u ktorych wylaczono
ekspresj¢ czynnika tozyskowego (PIGF” a knockout). U gryzoni zaobserwowano zmniejszona
angiogenezg¢ 1 masywny stan zapalny w strefie granicznej zawatu mig$nia sercowego [131]. W
zwiazku z zaobserwowanymi zaleznosciami migdzy czynnikiem lozyskowym a angiogeneza
w sercu, zaczgto powszechnie stosowa¢ ten czynnik w terapiach niedokrwiennych. W
przypadku rewaskularyzacji niedokrwionego serca w modelu mysim, po transferze genu
PIGF zaobserwowano zwigkszenie rozrostu kapilar nawet o 60%. Dodatkowym benefitem
dzialania czynnika PIGF okazat si¢ jego wptyw na pobudzenie komorek migsniowki gladkie;,
przez co powstajace naczynia krwionosne byly dojrzale, stabilne 1 trwate. Kolejna zaleta
okazat si¢ fakt, iz PIGF nie powodowal powstania naczyniakéw (fagodnych nowotworow
wywodzacych si¢ z uktadu krwiono$nego), a nowo powstale unaczynienie miokardium nie

wykazywalo znamion patologicznego rozrostu [145]. Podobne badania przeprowadzone na
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gryzoniach wykazaty, iz adenowirusowy transfer genu PI/GF w obszar niedokrwionego
miokardium poprawil wydolnos¢ lewej komory serca, a bylo to prawdopodobnie
spowodowane przyrostem kardiomiocytéw w odpowiedzi na stymulacj¢ tym czynnikiem.
Zwigkszyta sig¢ takze ich przezywalno$¢ podczas stanu niedokrwienia 1 niedotlenienia.
Systematyczny transfer genu PIGF powodowal poprawe¢ kurczliwosci serca poprzez
polepszenie ukrwienia obszaru blizny. Zatozono, iz efekt ten osiagnigto poprzez wywotanie
angiogenezy w pozostalej czeSci miokardium dzigki nadekspresji genu PIGF [146].
Opisywane doswiadczenia na myszach wykazaty rowniez, iz transfer genu nie powodowat
dziatan niepozadanych zwiazanych z zaburzeniami ci$nienia lub powstaniem obrzgku w
miejscu podania, co miato miejsce w przypadku terapii z uzyciem VEGF. Podobne badania
przeprowadzono na szczurach, u ktérych dosercowa iniekcja PIGF u osobnikow z rozlegtym
zawatem migénia sercowego powodowala nasilenie angiogenezy strefy granicznej zawatu
(ang. border zone). Ostabilo to niekorzystna przebudowe lewej komory co pozwolito
ochroni¢ jej funkcjonalno$¢. Wysnuto nawet wniosek, iz terapia ta moze by¢ przydatna jako
uzupetnienie lub alternatywa dla standardowych technik rewaskularyzacji u pacjentow z
niedokrwienng niewydolnos$cia serca [147]. Badania nad wprowadzeniem genu/biatka w
chorobie niedokrwiennej serca okazaly sig¢ sukcesem. Postanowiono nastgpnie wspomoc
terapi¢ proangiogenna za pomoca L-argininy (podawanej w pozywieniu), ktora poprawia
czynno$¢ $rodbtonka, bedac zrédiem tlenku azotu. Szczurom, u ktérych indukowano zawat
serca, podawano do miokardium biatko PIGF za pomoca iniekcji, a ich dietg suplementowano
L-argining. Parametry hemodynamiczne poprawily si¢ znaczaco zardéwno w grupach
szczuréw, ktorym podano jedynie PIGF, jak rowniez tym, ktorych dieta suplementowana byta
L-argining. Jednak gryzonie, u ktorych zastosowano terapi¢ skojarzona wykazywaly znacznie
gestsze usieciowane powstalych kapilar, a blizna pozawatowa zbudowana byla z wigksze]
ilosci kolagenu typu I, za§ koncentracja biatka uznawanego za marker zawatlu (BNP) znacznie
spadata w poréwnaniu do szczurow u ktérych zastosowano samo wprowadzenie PIGF [148].
Kolejnym przyktadem terapii taczonej bylo stosowanie mioblastow modyfikowanych
genetycznie jako narzedzi terapeutycznego. Szczurom z zaindukowanym zawalem serca
podano autologiczne komoérki modyfikowane genem PIGF. Zaobserwowano, iZ gryzonie
poddane terapii faczonej wykazywaly zwigkszona funkcjonalnos¢ lewej komory (polepszona
frakcja wyrzutowa krwi, zmniejszone pole powierzchni lewej komory), co miato zwiazek z
zahamowaniem niekorzystnej przebudowy serca, a takZze nasileniem procesu angiogenezy,

gdyz wykryto wigksza ilo§¢ naczyn krwiono$nych [149].

~ 37 ~



W kontekscie regeneracji serca po zawale, gen PIGF jest jednym z lepiej rokujacych
kandydatéw do badania jego uzytecznos$ci jako narzedzia terapeutycznego. Potwierdzaja to
liczne doniesienia, w ktoérych wykonano badania przedkliniczne na modelu zwierzecym, w
ktorym czynnik podawano w formie rekombinowanego biatka, w wektorze adenowirusowym,
lub jako terapig skojarzona z dodatkowymi suplementami. Najbardziej obiecujace wydaje sig
jednak podawanie genetycznie zmodyfikowanych komorek, ktére potencjalnie wypelnia

blizng pozawalowa, za$ czynnik terapeutyczny bedzie w stanie wzbudzi¢ angiogenezg.

4.3.2. VEGF - czynnik wzrostu srédbtonka naczyniowego (ang. vascular endothelial growth
factor)

Naczynia krwiono$ne powstaja w wyniku indukcji trzech gtownych procesow: angiogenezy,
arteriogenezy i waskulogenezy. Czynnik wzrostu §rodbtonka naczyn krwionosnych - VEGF
(ang. vascular endothelial growth factor) — odgrywa gléwna role we wszystkich tych
procesach, przy czym warto zaznaczy¢, iz odkryto, ze kazda ze wspomnianych drog
rewaskularyzacji moze zachodzi¢ w niedokrwionym migéniu sercowym [2], [150]. Chociaz
czynny udzial w budowaniu naczyn krwiono$nych jest waznym procesem posredniczonym
przez VEGF, nie jest to jedyna rola tej plejotropowej cytokiny. Szerokie spektrum
wlasciwosci  VEGF czyni go interesujacym obiektem terapeutycznym dla jednostki
chorobowej takiej jak niewydolno$¢ serca, ktora ma stosunkowo niewiele szans na pomysine

leczenie.

Rodzina bialek VEGF sktada si¢ z kilku czynnikow: VEGF-A (VEGF), VEGF-B, VEGF-C,
VEGF-D oraz PIGF. Kazdy czlonek tej rodziny ma zwiazek z procesem angiogenezy (VEGF-
A, VEGF-B, PIGF) lub limfangiogenezy (VEGF-C, VEGF-D). Najbardziej prominentnym
czynnikiem z rodziny, a zarazem najczgsciej badanym jest VEGF-A. Gen dla tego czynnika
zlokalizowany jest na chromosomie 6 w obrgbie ramienia krotkiego, w regionie 21 (6p21),
sktada si¢ z 8 egzondw, pomigdzy ktorymi znajduje si¢ 7 introndw. Alternatywne sktadanie
zachodzace w obrgbie genu powoduje powstanie izoform VEGF;;;, VEGF s, VEGFs,
VEGF 505, majacych po translacji odpowiednio 121, 165, 189 i 206 aminokwasow [151].
Warto zaznaczy¢, iz w zalezno$ci od tego jak przebiegnie alternatywne sktadanie VEGF moze
by¢ generowany jako dwie gtowne rodziny: proangiogenne izoformy VEGFxxx, generowane
przez proksymalng selekcj¢ miejsca skladania w koncowym egzonie 8a i antyangiogenne
izoformy VEGFxxxb, generowane przez wykonanie skladanie sekwencji w dystalnej czg$ci

egzonu 8b [152].
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Szeroki zakres aktywnosci VEGF nie ogranicza si¢ jedynie do oddziatywania na komorki
endotelialne, ale takze na komorki pochodzace ze szpiku - promujac chemotaksje monocytéw,
moze takze hamowac¢ rozwo6j komoérek dendrytycznych i zwigksza¢ produkcje limfocytow B
[153], [154]. Udowodniono rowniez, ze sekrecja VEGF nie jest $cisle przypisana do komorek
srodbtonka ale zachodzi takze w multipotentnych komodrkach macierzystych oraz dojrzatych

kardiomiocytach.

Czynnik wzrostu $rodblonka wiaze si¢ z receptorami z rodziny kinaz tyrozynowych (RTK
ang. receptor tyrosine kinase). Pierwsze dwa - FLT-1 (VEGFR1) oraz KDR (VEGFR?2) taczy
podobienstwo strukturalne. Biora one udziat w transdukcji sygnalu zainicjowanego przez
wszystkie izoformy VEGF oraz PIGF. Natomiast receptor FLT-4 (VEGFR3) jest mediatorem
odpowiedzi jedynie na czynniki VEGF-C oraz VEGF-D [155]. Udowodniono, iz receptor
FLT-1 jest regulowany w sposob zalezny od czynnika indukowanego hipoksja. Mozna
wyrdzni¢ jego dwie formy: wlasciwa oraz rozpuszczalng (sFLT-1 ang. soluble FLT-1), ten
ostatni dziala jako inhibitor aktywnosci VEGF [156]. Wykazano niezbedny udziat
wlasciwego receptora w procesie formowania si¢ naczyn. Badania na myszach udowodnity,
ze brak ekspresji Flt—1 (Flt-]'/ ) prowadzi do obumarcia ptodu pomiedzy E8,5 a E9.,5, na
skutek niewyksztatcenia si¢ uktadu krwiono$nego — rozwoj zarodka pozbawionego ekspresji
tego genu jest wigc niemozliwy. T¢ sama sytuacje opisano w przypadku myszy z wytaczonym
genem Kdr (Kdr'/ ) [157], [158], co $wiadczy o rownie istnotnej roli tego receptora w procesie
angiogenezy. Co interesujace, obydwa receptory zdaja si¢ mie¢ nieco inne role w
angiogenezie. Jesli czynnik VEGF-A lub VEGF-B przylacza si¢ do receptora VEGFRI,
dojdzie do negatywnej regulacji angiogenezy, co bgdzie sygnalem do aktywacji procesow
odpowiedzialnych za stabilizacje nowopowstatych kapilar. Jesli natomiast VEGF-A,C lub D
potacza si¢ z receptorem VEGFR2, bgdzie to sygnal proangiogenny lub limfangiogenny
[155]. Pozytywna i negatywna regulacja za pomoca obydwu receptorow pokrywa si¢ z teoria

,kietkujacej” angiogenezy opisanej uprzednio.

Nie ma watpliwosci co do samej istotno$ci czynnika wzrostu $rodbtonka naczyniowego w
angiogenezie. Wiele doniesien wskazuje na fakt, iz jest on niezbgdny podczas rozwoju
zarodkowego, przy czym nawet czg$ciowa inaktywacja tego genu (VEGF-4™") skutkuje
letalnoscia w wyniku nagromadzenia wad rozwojowych zwiazanych z deformacja lub
patologia unaczynienia wielu narzadow. W pierwszym okresie po urodzeniu aktywnos¢

VEGF-A takze jest kluczowa. Zardwno wylaczenie ekspresji tego genu za pomoca
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rekombinacji, jak i podanie rozpuszczalnej formy receptora VEGFR1, prowadzi do wytapania
1 wyciszenia czasteczek VEGF-A, co powoduje spadek masy u potomstwa, niewydolnos¢
narzadow, a takze zwigkszona $miertelnos¢ [159]. W dorostym organizmie VEGF bierze

udziat w takich procesach jak rozrost kosci, angiogeneza jajnikow 1 gojenie ran [151].

W modelach zwierzecych wykonano kilka prob, ktore wykazaly pozytywne efekty stosowania
VEGF-A jako narzedzia terapeutycznego w leczeniu serca po zawale. VEGF-A podawany
jako rekombinowane biatko zaré6wno do serca, jak i do obiegu, skutecznie poprawiat
wydolnos$¢ oraz perfuzje, jak rowniez hamowat niekorzystna przebudowe serca [160], [161].
Istnieja przestanki, iz lepsza odpowiedz terapeutyczna osiagano podajac czynnik
terapeutyczny za pomoca powtarzalnych infuzji badz poprzez systemy gwarantujace powolne
uwalnianie czasteczki. Zintegrowane potaczenie dziedzin biotechnologii oraz nanotechnologii
zaowocowalo powstaniem nanokapsul zawierajacych czynnik VEGEF. Przeprowadzone
badania udowodnily, iz tempo uwalniania moze zagwarantowa¢ obecno$¢ czynnika nawet do
31 dni po iniekcji w rejon blizny pozawalowej. Nanoczasteczki zawierajace VEGF (o
$rednicy 3-5 pum) doprowadzity do poprawy funkcji serca podczas badan prowadzonych w
szczurzych modelach MI. Wyniki sugerowaty, Zze wprowadzenie czynnika za posrednictwem
nanoczasteczek zwigksza sil¢ dzialania angiogennego i terapeutycznego VEGF, co moze
powodowaé dodatkowe korzysci i ogranicza¢ ryzyko terapii z uzyciem VEGF przez
stopniowe uwalnianie podawanej dawki. Parametry funkcjonalne serca ulegaty poprawie w
sposob istotny, niezaleznie od stgzenia czasteczki terapeutycznej w poréwnaniu do zwierzat
nieleczonych [162]. Badania z pogranicza nauk nie doczekaty si¢ jeszcze swojej kontynuacji
w modelu klinicznym. Mimo wszystko, czasteczka terapeutyczna VEGF-A byla przedmiotem
kilku prob klinicznych na pacjentach z niewydolnoscia serca. Poczatkowa probg
wykorzystania  potencjalu  angiogennego VEGF-A  wykonano poprzez podanie
rekombinowanego biatka pacjentom z choroba niedokrwienng serca (badanie kliniczne
VIVA). W przeciwienstwie do znakomitych wynikéw uzyskanych w réznych modelach
zwierzecych, w tym ostrego postgpujacego niedokrwienia, iniekcja biatka do tetnic
wiencowych nie byla tak skuteczna jak oczekiwano [163]. Podjeto jeszcze kilka badan
klinicznych z mniej zadowalajacym wynikiem. W probie EUROINJECT-ONE, po iniekcji
plazmidu zawierajacego VEGF-A, nie wykazano istotnej poprawy w perfuzji serca w
porownaniu z placebo [164]. Jednak, pomimo niesatysfakcjonujacych wynikow dotyczacych
samej rewaskularyzacji, zaobserwowano popraw¢ kurczliwosci §ciany serca w obszarach

ostrzyknigtych VEGF-A.
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Wnhioskiem ptynacym z tych badan byta propozycja powrotu do faz przedklinicznych i
stosowanie ulepszonej terapii, z uzyciem komodrek macierzystych i/lub zastosowanie
dodatkowego czynnika terapeutycznego w celu wywotania zarowno efektu proangiogenngo,
jak 1 odbudowujacego wzgledem lewej komory pozawatowego serca. Zmodyfikowane
genetycznie komodrki mezenchymalne z uzyciem wektora adenowirusowego AdVEGEF,
podane do serca, wykazaly efekt terapeutyczny poprzez poprawg parametréow funkcjonalnych
serca. Sugerowano, iz w duzej mierze poza VEGF-A bierze w tym udziat cytokina SDF-1a,
majaca duze znaczenie w angiogenezie [165]. Zatem potaczenie dwoch dziatajacych
synergicznie cytokin moze mie¢ wazne znaczenie w regeneracji serca. Dodatkowo,
zastosowanie jeszcze innego rodzaju komorek, np. pochodzenia miogennego, mogloby

skutkowaé¢ dobrymi wynikami przedklinicznymi.

4.3.3. FGF - czynnik wzrostu fibroblastow (ang. fibroblast growth factor)

Czynnik wzrostu fibroblastow (FGF ang. fibroblast growth factor) bierze udzial w wielu
procesach biologicznych, zarowno w trakcie rozwoju embrionalnego, jak i w dorostym
organizmie. Jest to bardzo rozbudowana i réznorodna rodzina czynnikéw, by¢é moze
nieprecyzyjnie nazwana, poniewaz w miar¢ odkrywania nowych izoform okazato sig, iz wiele
FGF nie ma swoich receptorow na powierzchni fibroblastow, przez co nie wywotuje
biologicznych aktywnos$ci w tych komodrkach. Moze to by¢ zwiazane z faktem, iz geny FGF
sa zlokalizowane w wielu miejscach w genomie, co sugeruje, ze rodzina ta powstata poprzez
genowe 1 chromosomowe duplikacje oraz translokacje zachodzace podczas ewolucji.
Dotychczas u cztowieka zidentyfikowano 22 izoformy FGF, z czego 15 to czynniki
parakrynne, 3 hormonopodobne, a 4 z nich sa czynnikami wewnatrzkomorkowymi, ktére nie

lacza sig z receptorami [166].

Podczas rozwoju zarodkowego czynniki z rodziny FGF sa odpowiedzialne za morfogenezg
poprzez kontrolg proliferacji, przezywalno$ci, migracji oraz rdznicowania komorek. Brak
sygnalizacji ze strony FGF powoduje terminacj¢ ciazy w fazie gastrulacji. Moze to mie¢
zwiazek z faktem, iz rodzina czynnikow ma duzy wptyw na wyodrgbnianie si¢ mezodermy, a
listki zarodkowe ksztattuja si¢ wtasnie w trakcie gastrulacji. Ponadto wykazano istotng role

czynnikow FGF w rozwoju uktadu nerwowego, migsni, oraz rozwoju konczyn [167].

FGF-1, jak 1 FGF-2 byly intensywnie badane pod katem ich potencjatu w gojeniu sig ran.
FGF-1 indukuje proliferacj¢ komorek w obszarze zranionym i promuje komoérki do produkeji

cytokin oraz innych czynnikow wzrostu, ktore indukuja migracj¢ makrofagéw 1 monocytow
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w kierunku miejsca urazu w celu usunigcia uszkodzonych lub martwych komorek [168],
[169]. FGF jest takze mitogenem dla komorek nabtonka oraz $rodbtonka, ktére migruja w
kierunku obszaru pourazowego. Zgodnie z pierwotna nazwa, FGF promuje wzrost i
roznicowanie fibroblastoéw oraz indukuje komorki do uwalniania aktywatorow kolagenazy 1
plazminogenu, a ponadto ma swoéj udzial w promowaniu angiogenezy uszkodzonych tkanek
[170], [171]. Czynniki FGF odgrywaja takze rolg¢ kardioprotekcyjna. Wykazano, ze kilku
cztonkow rodziny FGF, w tym FGF-1, FGF-2, FGF-5, FGF-16, FGF-21 1 FGF-23, odgrywa
role w funkcjonowaniu serca. Sygnalizacja FGF jest niezbedna dla homeostazy
kardiomiocytow poprzez fosforylacj¢ koneksyny 43 (Cx43), ktéra jest wymagana do
utrzymywania potaczen elektromechanicznych [172]. Wykazano takze, iz FGF-1 jest
uwalniany z tkanki migénia sercowego do ptynu osierdziowego podczas -cigzkiego

niedokrwienia mig$nia sercowego [173].

Biatka z rodziny czynnikow wzrostu fibroblastow zaczely by¢ rozpatrywane w kontekscie
regeneracji serca. Poczatkowo proponowano terapie, ktore polegaty na iniekcji czynnika
dosercowo. Tak wtasnie podano czynnik FGF-2 wraz z heparyna, co w modelu szczurzym
zaowocowalo pozytywnym efektem terapeutycznym, czyli zahamowaniem postgpujacej
niewydolnosci serca [174]. Kolejna proba z uzyciem FGF w modelu zwierzecym polegata na
dosercowym wstrzyknigciu adenowirusowej konstrukcji zawierajacej sekwencje kodujaca dla
czynnika FGF-5. Przeprowadzone badania funkcjonalne wykazaty poprawg perfuz;ji,
natomiast badania histologiczne ujawnity hipertroficzne kardiomiocyty, u ktorych wykryto
markery proliferacji. W tym przypadku badacze sugerowali, iz konstrukcja AdFGF5 moze
doprowadzi¢ do poprawy kondycji serca poprzez stymulacje hipertrofii miocytéw majacych
pewien potencjal do podziatow 1 proliferacji, a nie jako wynik angiogenezy [175]. W miarg
uptywu czasu, sposob podawania substancji wspomagajacych w niewydolno$ci serca
ewoluowat. Leczenie biodegradowalnymi hydrozelowymi mikrosferami zawierajacymi FGF-
2 poprawito funkcje lewej komory 1 hamowato niekorzystna przebudowe lewej komory przez
wzbudzenie angiogenezy u §win po przebytym zawale migsnia sercowego [176]. Powodzenie
przeprowadzonych na modelu zwierzgcym badan zachgcilo do zapoczatkowania prob
klinicznych na ludziach. Badania pod akronimem AGENT (ang. Angiogenic GENe Therapy-
genowa terapia proangiogenna) doczekaty si¢ az 4 kolejnych kontynuacji. Pacjentom z
objawami dlawicy piersiowe] (nastgpstwo niewydolnosci naczyn wiencowych) podawano
adenowirusowa konstrukcje zawierajaca sekwencje kodujaca dla genu FGF-4. Pierwsza

odstona badan wykazala zwigkszenie wydolno$ci wysitkowej u pacjentow poddanych terapii.
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Co istotne, pojedyncza iniekcja dosercowa nie wykazata natychmiastowych skutkéw
ubocznych. Kontynuacja badan, pod nazwa AGENT 2, wykazata poprawg perfuzji u chorych
W grupie terapeutycznej, w poréwnaniu do pacjentow z grupy placebo. Kolejne badania
(AGENT 3 14) wykazaty z kolei, iz jedynie u kobiet nastapito zmniejszenie objawdéw choroby
w stosunku do grupy placebo [177]-[179].

Biorac pod uwage potencjat terapeutyczny, plejotropowos¢ dzialania, a takze r6znorodnosc
biatek z rodziny czynnikdw wzrostu fibroblastow, staja si¢ one potencjalnym kandydatem do
testowania pod katem terapeutycznym. By¢ moze kombinacja izoformy czwartej czynnika
wzrostu fibroblastoéw z jeszcze bardziej potentnym bialkiem proangiogennym pozwoli na

uzyskanie kompleksowego efektu terapeutycznego.

4.4. HIF-1 jako narzedzie terapeutyczne w chorobach niedokrwiennych

Czynnik indukowany hipoksja (HIF-1) jest uznawany za potencjalne narzedzie terapeutyczne,
ktore moze by¢ wykorzystane w leczeniu choréb cywilizacyjnych, takich jak choroby
niedokrwienne (w tym leczenia niewydolnoS$ci serca po zawale, badz leczenie niedokrwienia
konczyn) czy nowotwory. Podej$cie do terapii z wykorzystaniem czynnika indukowanego
hipoksja zalezne jest od efektu, jaki ma zosta¢ osiagnigty. Mozna wyr6zni¢ dwie podstawowe
strategie: wzmacnianie lub podtrzymanie aktywnosci HIF-1 w przypadku chorob
niedokrwiennych lub inhibicja czynnika indukowanego hipoksja w stanach nowotworowych

lub endometriozie.

Podstawowym zalozeniem terapeutycznej angiogenezy jest wzbudzenie neowaskularyzacji
rejonu, w ktorym wystapito niedokrwienie. We wczesniejszych podrozdzialach wstepu
omoOwiona zostata kwestia terapeutycznego zastosowania czynnikoOw proangiogennych w
stanach niedokrwienia. Poniewaz hipoksja ma wplyw zaréwno na najbardziej prominentne
czynniki proangiogenne, jak i1 na cytokiny, pobudzanie lub podtrzymywanie aktywnosci
czynnika HIF-1 moze by¢ obiecujacym podej$ciem w regeneracji niedokrwionego rejonu.
Dotychczas testowane terapie z uzyciem HIF-1 oparte byly na dwoch podej$ciach: aplikacji
odpornych na degradacj¢ podjednostek - HIF-1a /HIF-2a — badz indukcji ekspresji HIF-1
poprzez modyfikacje/dostarczanie/inhibicje czasteczek zwiazanych z aktywnos$cia czynnika

indukowanego hipoksja.

Wykazano, iz transfer sekwencji kodujacej dla HIFa prowadzit do wzmocnienia angiogenezy

zarbwno w obrgbie pozawalowego migs$nia sercowego, jak i migs$ni szkieletowych w
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konczynach. Bezpo$rednia iniekcja czynnikéw indukowanych hipoksja, zawartych w
wektorze adenowirusowym - AdHIF-1a i AdHIF-2a — nie wywolywata obrzgku tkankowego,
podczas gdy zastosowanie tej samej dawki czynnika VEGF powodowalo powstawanie
wspomnianego efektu ubocznego. Dodatkowym benefitem byt fakt, iz zastosowanie HIF w
tym przypadku doprowadzito do uformowania stabilniejszych i1 dojrzalszych naczyn w
porownaniu z terapia adenowirusowa z uzyciem czynnika VEGF, gdzie nowo powstate

naczynia byly mniej szczelne [180].

Aby zapobiec zaleznej od tlenu degradacji HIF-la, podjeto proby modyfikacji tej
podjednostki. Zaproponowano alternatywne podejscie, polegajace na zastosowaniu
adenowirusa AACAS, kodujacego konstytutywnie aktywna forme podjednostki HIF-1a. Efekt
ten uzyskano za pomoca wprowadzenia delecji w regionie odpowiedzialnym za degradacje
zalezna od O,. W modelu niedokrwienia konczyn, domig$niowa iniekcja wektora AdCAS
spowodowata przywrdcenie przeptywu krwi dzigki zaindukowaniu zarowno angiogenezy, jak
i arteriogenezy [181]. Terapia z uzyciem AdCAS wzbudzita ekspresj¢ kluczowych
genow/bialek szlaku tworzenia naczyn, ktore czgsto byly celem terapeutycznej angiogenezy w
modelach niedokrwienia koficzyn dolnych i serca, obejmujac: FGF-2, HGF - czynnik wzrostu
hepatocytow (ang. hepatocyte growth factor), PDGF-B, PIGF, SDF-1 i VEGF. Ponadto,
iniekcja wektora AACAS wzmocnila neowaskularyzacj¢ w obrebie oka u myszy. Miato to
zwiazek z podwyzszeniem ekspresji genow PIGF 1 VEGF, w odpowiedzi na regulacj¢
czynnikiem indukowanym hipoksja zawartym w wektorze andeowirusowym. Te badania
udowadniaja, 1z synergistyczne dziatanie odgrywa kluczowa rol¢ w terapiach z uzyciem HIF,

prowadzac do neowaskularyzacji rejonéw objetych niedokrwieniem [182].

Zastosowano rowniez podejscie, ktore taczylo podanie wektora AACAS wraz z inhibitorem
hydroksylaz prolinowych. Takim inhibitorem jest np. DMOG - dimetylooksaliloglicyna (ang.
dimethyloxalylglycine). Badania ex vivo na pochodzacych ze szpiku komorkach
mezenchymalnych BMDAC (ang. bone marrow-derived angiogenic cells), ktére byly
hodowane w obecnosci inhibitora DMOG, wykazaly, ze zwigksza si¢ ich proliferacja przy
zmniejszonej $miertelnosci. Badania in vivo na myszach z niedokrwieniem konczyn dolnych
dowiodtly, iz lokalna iniekcja wektora AACAS wraz z podaniem komoérek hodowanych w
obecnosci DMOG zapobiegta nekrozie i1 obumarciu chorej konczyny. Inne badania z

wykorzystaniem inhibitora wykazywaly zwigkszenie wlasciwosci proangiogennych
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przeszczepianych komoérek BMDAC, co przypisywano ich zwigkszonej proliferacji,

réznicowaniu i zasiedlaniu w rejonie niedokrwienia [183].

Stworzenie biatka fuzyjnego to kolejny sposob umozliwiajacy dostarczenie stabilnej
podjednostki HIF-1a. Przygotowano konstrukcje, zawierajaca domen¢ odpowiedzialng za
wiazanie si¢ do DNA oraz domeng dimeryzacyjna genu HIF-Ila. Te czeéci sktadowe genu
HIF-1o. potaczono z domena transaktywacyjna wirusa Herpes Simplex (V16). Tak
przygotowany wektor uzyto jako narzedzie terapeutyczne w modelu niedokrwienia konczyny
tylnej u krolika. Po dostarczeniu konstrukcji w rejon objety hipoksja zaobserwowano, iz
nastapit wzrost przeptywu krwi. Zjawisko to bylo nastgpstwem zwigkszenia liczby naczyn
krwiono$nych, ktore stworzyly kolateralny przeptyw krwi [184].

Drugie podej$cie w przypadku terapii proangiogennych z uzyciem czynnika HIF-1 miato na
celu modyfikacje aktywnosci podjednostki HIF-1a lub dostarczenie czasteczek majacych
zdolno$c jej modulowania. Stabilizacja podjednostki o w warunkach odpowiadajacych
normoksji dla danej tkanki zwigzana jest w duzej mierze z inhibicja hydroksylaz prolinowych.
Jak wspomniano wcze$niej, aktywno$¢ enzymoéw PHD jest $ciSle zalezna od obecno$ci w
komorce O, Fe(Il) oraz 2-OG [50], [51]. Uzycie zwiazkdéw niskoczasteczkowych, takich jak
DFO - chelator jonéw zelaza lub analogu 2-OG- N-oksaloglicyny, moze blokowa¢ aktywnos¢
enzymatyczng bialek PHD [185], [186]. Kolejnym inhibitorem hydroksylaz jest wcze$niej
wspomniany DMOG. Dostarczenie do krwioobiegu zwiazku inhibujacego (w modelu
niedorwienia konczyny tylnej) powodowalo zwigkszenie ilosci biatka HIF-1a, co nastgpnie
skutkowato zwigkszona neowaskularyzacja rejonu objgtego niedokrwieniem [185].
Alternatywnym narzgdziem biologii molekularnej, gwarantujacym stabilizacje podjednostki
HIF-1a w warunkach normoksji, jest podanie peptydu, ktory zamiast inhibowa¢ aktywno$¢
enzymoOw katalizujacych rozpad podjednostki, bedzie stabilizowal HIF-la. Peptyd PR39,
pochodzacy z makrofagbw, ma zdolno$¢ stabilizowania podjednostki o czynnika
indukowanego hipoksja poprzez ingerencje¢ w system ubikwityna-proteasom. Podawanie
PR39 skutkowalo znaczacym wzrostem ilosci biatka HIF-1a, niezaleznie od niedokrwienia i
hipoksji. Znalazto to odzwierciedlenie w terapiach pozawalowego serca myszy, gdzie po

podaniu PR39 doszto do neowaskularyzacji serca [187].

Podsumowujac, HIF-1 wykazuje wtasciwosci terapeutyczne i moze by¢ stosowany jako
odrgbne narzedzie terapeutyczne. Ponadto, jako czynnik transkrypcyjny, moze posrednio

wyptywac na ekspresj¢ prominentnych gendw proangiogennych.
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WZBUDZENIE ANGIOGENEZY

v/

A

Modyfikacja/ podawanie /inhibicja 2DMOG
czgsteczek zwigzanych z —> .DFO
<+BMDAC AdCA5+ DMOG aktywnog’,uq HIF <PR39

“+*Mioblasty natywne
“*Mioblasty modyfikowane

(VEGF-A, FGF, PIGF) . Komérki macierzyste- natywne lub
modyfikowane

“*AdHIF-1a/AdHIF-2a
“+AdCAS5
*#HIF-1a/VP16

Podawanie czynnikow Podawanie HIF-1a/2a

#+Czynniki: VEGF, FGF, €— ;
proangiogennych

PIGF, VEGFR, Angiopoetyny,
PDGF, eNOS itp.
“»*Iniekcje w miejscu,

hydrozele, wektory ChOI'Obv niedokrwienne

ANGIOGENEZA

RYCINA 5. Mozliwosci terapeutyczne zwiqzane ze wzbudzeniem angiogenezy. Objasnienia: HIF-1o. -
podjednostka o, czynnika indukowanego hipoksjq. DMOG - inhibitor niskoczgsteczkowy -
dimetylooksaliloglicyna; DFO - chelator jonow zelaza lub analogu; PR39 - peptyd stabilizujqcy
podjednostke HIF-1a;, BMDAC AdCA5+DMOG - terapia kombinowana z uzyciem komorek
mezenchymalnych pochodzqcych ze szpiku, genetycznie zmodyfikowanych wektorem AdCAS
(zawierajqcym podjednostke HIF-1a, ktorej ekspresja jest konstytutywna po ingerencji w domene
odpowiedzialng za degradacje zalezng od QO,) oraz z zastosowaniem inhibitora; mioblasty
modyfikowane genami - VEGF-A (czynnik wzrostu srodbtonka- izoforma A), FGF (czynnik wzrostu
fibroblastow), PIGF (tozyskowy czynnik wzrostu); podawanie czynnikow w postaci biatek wektorow
lub hydrozeli - VEGF, FGF, PIGF, Angiopetyny, PDGF (plytkopochodny czynnik wzrostu), eNOS
(endotelialna syntaza tlenku azotu); AdHIF-10/20. - wektor adenowirusowy zawierajqcy podjednostki
czynnika indukowanego hipoksjq; AdCAS5 - wektorem zawierajqcy HIF-la w postaci, ktora
uniemozliwia degradacje zaleznq od tlenu; HIF-1a/VP16 - biatko fuzyjne zawierajqcq domeneg
odpowiedzialng za wiqzanie sie do DNA oraz domene dimeryzacyjnq genu HIF-la, polqczone z
domenq transaktywacyjnq wirusa Herpes Simplex (V16).[Opracowanie wiasne].
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I1 CEL PRACY

Celem pracy bylo okreslenie, jaki wptyw maja warunki hipoksji panujacej w sercu na
ekspresj¢ genow proangiogennych w pozawatlowym sercu myszy oraz na wilasciwosci
biologiczne genetycznie modyfikowanych mioblastow ludzkich dla potencjalnych terapii

proregeneracyjnych.
Cel pracy realizowano poprzez wykonanie nastgpujacych zadan badawczych:

1. Ustalenie warunkow hipoksji dla komorek migsni szkieletowych hodowanych w
warunkach in vitro, tak, aby jak najbardziej przypominaty warunki panujace w
pozawalowym sercu

2. Uzyskanie populacji mioblastow modyfikowanych genami proangiogennymi VEGF-
A/FGF-4 oraz genem PIGF, a nastgpnie poréwnanie ich wlasciwosci w roznych
warunkach st¢zenia tlenu

3. Ustalenie kinetyki zmian ekspresji genéw proangiogennych, badanych w wybranych
interwatach czasowych od indukcji zawatu serca u myszy

4. Oceng skutecznosci interwencji komorkowej z uzyciem mioblastow ludzkich
modyfikowanych genem PIGF w badaniach przedklinicznych w modelu mysiego

serca pozawatowego.
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III. MATERIALY | METODY

1. MATERIALY

1.1. Material biologiczny

Mioblasty ludzkie uzyte do badan uzyskano na drodze izolacji z tkanki mi¢§niowej pobranej
od pacjentéw podczas wykonywania zabiegu rekonstrukcji wigzadta krzyzowego przedniego
(ACL ang. anterior cruciate ligament). Tkanke pozyskano przy wspotpracy z Ortopedyczno-
Rehabilitacyjnym Szpitalem Klinicznym im. Wiktora Degi UM w Poznaniu. Prowadzone
badania uzyskaly zgodg Lokalnej Komisji Bioetycznej przy Uniwersytecie Medycznym im.
Karola Marcinkowskiego w Poznaniu. Kazdy pacjent, od ktérego uzyskano material,
swiadomie podpisywal zgode na uzycie materialu biologicznego dla celow naukowych.
Informacje n/t pacjentéw byty anonimowo kodowane przed pozyskaniem tkanek, dla ochrony

danych osobowych.

Dodatkowo, do badan uzyto komercyjnie dostgpne komorki HUVEC (endotelialne komorki

zyly pgpowinowej- komorki zawiesin pierwotnych).
1.2. Zwierzeta laboratoryjne

Zwierzgtami laboratoryjnymi uzytymi do badan byly myszy immunokompromisowane typu
SCID oraz NOD-SCID. Gryzonie obydwu pici zakupiono w Jackson Laboratory, a nastgpnie
przewieziono je 1 przechowywano w Zwierzgtarni Instytutu Genetyki Cztowieka PAN.
Dos$wiadczenia prowadzono po osiagnigciu dojrzatosci, tj. okoto 3 miesigcy. Wszystkie
procedury na myszach wykonywane byly za zgoda Lokalnej Komisji Bioetycznej ds.

Doswiadczen na Zwierzg¢tach przy Uniwersytecie Przyrodniczym w Poznaniu
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1.3. Plazmidy

Do modyfikacji uzywano plazmidéw episomalnych. Wektor kodujacy gen PIGF, powstat
poprzez wklonowanie sekwecji kodujacej genu PIGF w miejsce MCS (ang. multicloning site)
do komercyjnie dostgpnego wektora ekspresyjnego pCi-neo (doktady opis w podrozdziatach
2.4.1 oraz 2.4.2). Bicistronowy wektor pTR-UF-22 z wklonwanymi sekwencjami kodujacym
dla czynnika FGF-4 oraz VEGF-A zostal pozyskany dzigki uprzejmosci prof. J. Dulaka,
kierownika Zaktadu Biotechnologii Medycznej, Uniwersytetu Jagiellonskiego w Krakowie.

Wektor reporterowy pEGFP-C1, zostat zakupiony w firmie Clontech (Mountain View, USA).

A. Plazmidy ekspresyjne

pCi-neo_PIGF PTR-UF-22-FGF-4-ires-VEGF

5985 pz
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B. Plazmidy kontrolne

T7 promoter

pTR-UF-22

5684 pz

PEGFP-c1
4731 pz

SV40 promoter

RYCINA 6. Schematy pogladowe plazmidow uzywanych do transfekcji mioblastow ludzkich. A -
plazmidy ekspresyjne uzywane do transfekcji przejsciowej mioblastow ludzkich: pCi-neo-PIGF,-
zawierajqcy sekwencje kodujacq dla genu toZyskowego czynnika wzrostu (PIGF ang. placental growth
factor), pTR-UF-22-FGF-4-ires-VEGF - zawierajqcy sekwencje kodujqce dla genow czynnika wzrostu
fibroblastow izoformy 4 oraz czynnika wzrostu srodblonka polqczone sekwencjq Ires (umozliwiajqcej
translacje dwoch biatek niezaleznej od czapeczki na konicu 5° mRNA). B - plazmidy kontrolne, nie
zawierajqce sekwencji genu - pCi-neo oraz pTR-UF-22. C - plazmid reporterowy pEGFP-CI,
umozliwiajqcy wzbudzenie nadekspresji biatka zielonej fluorescencji (GFP, ang. green fluorescent
protein) w komorkach ssaczych, w celu monitorowania wydajnosci procesu transfekcji.
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1.4. Odczynniki

TABELA 1. Odczynniki do hodowli komorek eukariotycznych.

Antybiotyki przeciwbakteryjne i p/grzybicze .

1. _ Pen/Strep Amfoterycyna B Lonza Group, Bazylea, Szwajcaria
Bydlgca surowica ptodowa .

2 FBS (ang. Fetal Bovine Serum) Lonza Group, Bazylea, Szwajcaria

3 DPBS Lonza Group, Bazylea, Szwajcaria
Dimetylosulfotlenek . . .

4 DMSO (ang. Dimethyl Sulfoxide) Sigma-Aldrich, St.Louis, USA

5 E/I&(\i/l{lgn do hodowli komoérek endotelialnych Lz G, Ersien, St

6 Czynnik wzrostu naskorka (hEGF ang. Epidermal Sigma-Aldrich, St.Louis, USA
Growth Factor)

7 Ekstrakt z zarodkow kurczecych Sera Laboratories International,
CEE (ang. Chick Embryo Extract) West Sussex, Wielka Brytania

8 Hydrokortyzon Sigma-Aldrich, St.Louis, USA

9 Trypsyna 10X (5g/1 Trypsin-EDTA) Lonza Group, Bazylea, Szwajcaria

10 Ultraglutamina (L-Alanylo-L-Glutamina) Lonza Group, Bazylea,Szwajcaria
Zasadowy czynnik wzrostu fibroblastow . . .

. bFGF (ang. Basic Fibroblast Growth Factor) Sizmomaaldinsh, SELows, USA
Zmodyfikowane medium Eagle’a wg. Dulbecco . . .

12 DMEM (ang. Dulbecco's Modified Eagle's Medium) Sigma-Aldrich, St.Louis, USA

13 Zelatyna Sigma-Aldrich, St.Louis, USA

TABELA 2. Odczynniki do transfekc;ji.

1 Nutrient Mixture F=10 Ham - Sigma-Aldrich, St.Louis, USA
medium odzywcze F10
Plazmidy: pCiNeo, Promega, Madison, USA
pCiNeo PIGF ZBRiKM
2 eGFP Clontech, Mountain View, USA
pTR-UF-22 ZBRiKM
pTR-UF-22 -FGF-4-ires-VEGF ZBRiKM
Zmodyfikowane medium Eagle’a wg. Dulbecco . . .
. DMEM (ang. Dulbecco's Mo%liﬁed Eagle's Medium) Sigitzellnion, S U

TABELA 3. Odczynniki do przechowywania zebranych probek biologicznych.

1 Bufor zapezpieczajacy RNA Later Invitrogen, Carlsbad, USA

2 Formalina Sigma-Aldrich, St.Louis, USA
TRI® Reagent — odczynnik do izolacji . . .

3 RNA/DNA /biatka Sigma-Aldrich, St.Louis, USA

TABELA 4. Odczynniki do barwien immunohistochemicznych i immunofluorescencyjnych.

1

Etanol absolutny

POCH S.A., Gliwice, Polska
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2 Alkohol etylowy 96% POCH S.A., Gliwice, Polska
3 Alkohol etylowy 70% POCH S.A., Gliwice, Polska
EDTA- k lenodiaminotetr: . . .
4 (ang. Eth)v/‘llglieeat'?’n?tr;?)-jetra?ztceztiiOSZ?;'V)y Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
4 Tween 20 Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
5 Surowica mysia Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
6 Surowica kozia Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
7 Surowica bydlgca Lonza} Gr.oup, Bazylea,
Szwajcaria
Eggoig::gnghr;;z;re ?i}jg;ﬂse%?(;?’:‘;})mh Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
9 Tryton X-100 Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
10 DAPI anti fade- odczynnik barwiacy jadra Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
11 Zelatyna glicerolowa Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
12 Roztwor Hematoksyliny Mayera Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
13 Eozyna Y Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

TABELA 5. Przeciwciala.

1 anty-CD56-PC5 Beckman Coulter, Brea, USA

) anty-HIF la g?;tzrli aC)ambrldge (Wielka

3 A e Merck, Darmstadr, Niemcy

4 anty-mysie Il rzgdowe (Alexa Fluor 488) g?;tzrliligambrldge (Wiclka
Abcam Cambridge (Wielka

4 anty-DESMINA D)

TABELA 6. Odczynniki do utrwalania materiatu.

1

4% roztwor paraformaldehydu

Sigma-Aldrich, St.Louis, USA

2

Formalina

Sigma-Aldrich, St.Louis, USA

TABELA 7. Odczynniki do izolacji RNA, mRNA oraz odwrotnej transkrypcji.

5X Bufor dla odwrotnej transkryptazy

Invitrogen, Carlsbad, USA

Alkohol etylowy 75%

POCH S.A., Gliwice, Polska

Chloroform

Merck, Darmstadt, Niemcy

DEPC (Dietylopiroweglan)
(ang. Diethylpyrocarbonate)

Sigma-Aldrich, St.Louis, USA

DTT - Ditiotreitol (ang. Dithiothreitol)

Invitrogen, Carlsbad, USA

Dynabeads® Oligo (dT)25

Invitrogen, Carlsbad, USA

EDTA - kwas etylenodiaminotetraoctowy
(ang. Ethylenedinitrilo-tetraacetic acid)

Sigma-Aldrich, St.Louis, USA

Etanol absolutny

POCH S.A., Gliwice, Polska

I &N A AW -

Izopropanol

Sigma-Aldrich, St.Louis, USA

~52 ~




9 Mieszanina nukleotydéw - ANTP Mix 10mM Sigma-Aldrich, St.Louis, USA

10 Odwrotna transkryptaza SuperScript™ I11 Invitrogen, Carlsbad, USA

11 RNasin Invitrogen, Carlsbad, USA
TRI® Reagent — odczynnik do izolacji . . .

12 RNA/DNA /biatka Sigma-Aldrich, St.Louis, USA

TABELA 8. Odczynniki do reakcji PCR oraz PCR w czasie rzeczywistym.

1 Bufor dla reakcji PCR 10X Sigma-Aldrich, St.Louis, USA
2 1Q™ SYBR® Green Supermix Biorad, Hercules, USA

3 Mieszanina nukleotydéw - ANTP Mix 10mM Sigma-Aldrich, St.Louis, USA
4 Polimeraza DNA Taq Sigma-Aldrich, St.Louis, USA
5 Startery Oligo.pl, Warszawa, Polska

TABELA 9. Sekwencje starterow uzywanych w reakcjach PCR i PCR w czasie rzeczywistym.

Organizm  Nazwa Sekwencja Wielkos¢
(Pz)
) p- F 5-CTTCCTGGGCATGGAGTCC-3'
H. sapiens 192
AKTYNA R 5'-ATCTTGATCTTCATTGTGCTG-3'
) F 5’-CGGGCACCACTCCACTGTATC-3’
H. sapiens TBP 177
R 5’-ATTCGGCGTTTCGGGCA-3’
) F 5’-GCTCTCTGCTCCTCCTGTTC-3’
H. sapiens | GAPDH 204
R 5’-ACCAAATCCGTTGACTCCGA-3’
F 5’-GCTCTCTGCTCCTCCTGTTC-3’
M. musculus | Gapdh 204
R 5’-ACCAAATCCGTTGACTCCGA-3’
F 5’-ACAGGCCAGACTTTGTTGGAT-3’
M. musculus Hprt 160
R 5’-TGCAGATTCAACTTGCGCTC-3’
F 5’-CCGAGCGTGCCCTCTATATG-3’
M. musculus Tpt 186
R 5’-GAGAACAGCTCGTCATGGCT-3’
. F 5’-TATGGCTCGCCCTTCTTCAC-3’
H. sapiens FGF-4 142
R 5’-CTCGGTTCCCCTTCTTGGTC-3’
i F 5'-GCTGAAGACACAGAGGCAAAG-3'
M. musculus | Hif-1a 164
R 5'-GTGCTCATACTTGGAGGGCTT-3'
) F 5'-TTGGCAGCAACGACACAGAA-3'
H. sapiens | HIF-1 o 82
R 5'-TTGGGTGAGGGGAGCATTACA-3'
F 5'-GCTTTCACCGAACTCCACCT-3'
M. musculus | Ffit-1 162
R 5'-AGTCCCGCCTCCTTGCTTT-3'
u ) FLT] F 5'-CTACCACTCCCTTGAACACGA-3' 150
aprens B 5-GGTCCACTCCTTACACGACA-3'
u ; Kd F 5'-TCTGGACTCTCCCTGCCTAC-3' 128
TS "R 5-CGGCTCTTTCGCTTACTGTTC-3'
. F 5'-TGCCTACCTCACCTGTTTCC-3'
H. sapiens KDR 115
R 5'-CGGCTCTTTCGCTTACTGTTC-3'
H. sapiens PIGF- F  5-CTCGAGCTGAGAAGATGCCGGTCATGAGGCT-3’ 513

~ 53 ~



of R 5. TCTAGAAGCCGGGTGCGGGGTCTCTCTCCTC3’
F 5-GGCTCGTCAGAGGTGGAAGT-3’
H. sapiens PIGF 145
R 5’-GCAGCAGGGAGACACAGGAT-3’
o 1 Pl F 5'- GTGTCCTTCTGAGTCGCTGT-3' o7
- MUSCUIUS R 5" CCTTTCTGCCTTTGTCGTCT-3'
o ap F 5'-CGGGCACCACTCCACTGTATC-3' 77
- Saprens R 5" ATTCGGCGTTTCGGGCA-3'
F 5~ AAGGAGGAGGGCAGAATCAT-3’
H. sapiens | VEGF-A 143
R 5. CACACAGGATGGCTTGAAGA- 3’
F 5 TCCTGTGTGCCGCTGATG-3'
M. musculus | Vegf-a 121
R 5-GCTGGCTTTGGTGAGGTTTG-3'
p 1 vouts T 5-GTCGCCTGCTGCTTGTTG-3' N
cmusculus | Vegltb g 5 ACTTTCTTCTGGTGGCTGGG-3'
F 5 AGATGTGGGGAAGGAGTTTG-3'
M. musculus | Vegf-c 193
R 5 ACTGATTGTGACTGGTTTGGG-3'
o 1 Vegtd F 5-CTGGGGAAGACAACCAACAC-3' 75
Sseuius - reed R 5'-CAGGCACTAACTCGGGCA-3'
. F 5’ -GCTGTATGAGACATCCCCCTA-3’
H. sapiens MIOG 226
R 5. CGACTTCCTCTTACACACCTTAC-3’
, F 5 TGCAGGAGTTGCTGAGAGAGCA-3’
H. sapiens MYF5 120
R 5. CAGGACTGTTACATTCGG-3’
. F 5’ CTTCAGCTACAGACCCAAACA-3’
H. sapiens MRF4 96
R 5. CCTGGAATGATCGGAAACAC-3’
. F 5 - ACGGCATGATGGACTACAG-3’
H. sapiens MYOD 212
R 5. CGACTCAGAAGGCACGTC-3’

TABELA 10. Odczynniki do elektroforezy oraz izolacji DNA z zelu agarozowego.

1 Agaroza typ | Sigma-Aldrich, St.Louis, USA
2 Agarozg 0 szerokim zakresie rozdziatu Sigma-Aldrich, St.Louis, USA
(ang. high resolution)

3 Bromek etydyny 10mg/ml Sigma-Aldrich, St.Louis, USA
4 Bufor obciazajacy (Loading Dye 6X) Fermentas, Burlington, Kanada
6 Zestaw do ekstrakcji z zelu Qiagen, Hilden, Niemcy

8 Kwas octowy POCH S.A., Gliwice, Polska

9 Marker wielkosci DNA 50bp Fermentas, Burlington, Kanada
10 Marker wielko$ci DNA 1kb Fermentas, Burlington, Kanada
11 Bufor Trizma™ (Tris — C,H;;NO3) Sigma-Aldrich, St.Louis, USA

TABELA 11. Odczynniki uzywane do cytometrii przeptywowe;.

1 Aneksyna V-FITC Kit do detekcji apoptozy Beckman-Coulter, Brea, USA

Buforowany roztwor soli fosforanowych
PBS (ang. Phosphate Buffered Saline)

Sigma-Aldrich, St.Louis, USA
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Buforowany roztwor soli fosforanowych . . .
3 2 o i Ca?t i ng Sigma-Aldrich, St.Louis, USA
Bydlgca surowica ptodowa —
4 FBS (ang Fetal Bovine Serum) Lonza Group, Bazylea, Szwajcaria
5 Jodek propidyny Sigma-Aldrich, St.Louis, USA

TABELA 12. Odczynniki do hodowli bakteryjne;j, transformacji oraz ligacji.

1 Agar mikrobiologiczny Sigma-Aldrich, St.Louis, USA
) Ampicylina Polfa Tarchomin S.A., Warszawa,
Polska
3 Baktotrypton Sigma-Aldrich, St.Louis, USA
4 Ekstrakt drozdzowy Sigma-Aldrich, St.Louis, USA
5 Glukoza Sigma-Aldrich, St.Louis, USA
6 Kanamycyna Sigma-Aldrich, St.Louis, USA
7 MgCl, Sigma-Aldrich, St.Louis, USA
8 MgSO, Sigma-Aldrich, St.Louis, USA
9 NaCl Sigma-Aldrich, St.Louis, USA
10 Plazmid Maxi Kit Qiagen, Hilden, Niemcy
1 Plazmid Mini gcl)llcslllirczyk T.E., Warszwa,

TABELA 13. Odczynniki do analizy restrykcyjnej plazmidow.

1 Bufor FastDigest Green Thermo Scientific, Carlsbad, USA

2 Enzym restrykcyjny FastDigest Xbal Thermo Scientific, Carlsbad, USA

3 Enzym restrykcyjny FastDigest Xhol Thermo Scientific, Carlsbad, USA

4 Enzym restrykcyjny FastDigest HindIII Thermo Scientific, Carlsbad, USA

5 Enzym restrykcyjny FastDigest Notl Thermo Scientific, Carlsbad, USA

6 Enzym restrykcyjny FastDigest EcoORV Thermo Scientific, Carlsbad, USA
1.5. Bufory

Bufor do elektroforezy agarozowej: TAE 1X (Tris-Acetate-EDTA), pH= 8,0
— 40 mM Tris buforowany kwasem octowym
— 1 mM EDTA, kwas etylenodiaminotetraoctowy

Bufor obciazajacy wykorzystywany w elektroforezie w zelu agarozowym
— 10 mM Tris-HCI (pH 7,6)
— 0,03% Bi¢kit bromofenolowy
— 0,03% Cyjanol ksylenu
— 60% Glicerol
— 60 mM EDTA kwas etylenodiaminotetraoctowy

Bufory do barwienia miotub
— Bufor A: 66 mM KH,PO4 pH 4,5
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— Bufor B: 66 mM Na,HPO,*7H,0 pH 9,0

Bufor wiazacy do izolacji mRNA (ang. Binding Buffer)
— 20 mM Tris-HCL, pH = 7,5
— 1 mM LiCl
— 0,2 mM EDTA kwas etylenodiaminotetraoctowy

Bufor ptuczacy do izolacji mRNA (ang. Washing Buffer B)
— 10 mM Tris-HCL, pH = 7,5
— 0,15 M LiCl
— 1 mM EDTA kwas etylenodiaminotetraoctowy

Bufor enzymatyczny do izolacji mRNA (ang. First Strand Buffer)
— 250 mM Tris-HCL, pH = 8,3
— 375 mM KCl
— 15 M MgCl,

1.6. Media hodowlane

A. Medium do hodowli mioblastow ludzkich in vitro

Zmodyfikowane Medium Eagle’a wg. Dulbecco —- DMEM
zawartos¢ glukozy 4,5 g/l

+ Bydleca surowica ptodowa — FBS 20%

+ L-Alanylo-L-Glutamina 1%

+ Pen/Strep Amfoterycyna B 1%

+ Czynnik wzrostu bFGF 5 ng/ml

B. Medium do hodowli in vitro komorek $rodbtonka ludzkiej zylty pepowinowej
(HUVEC)
Medium 200

+ Suplement duzych naczyn endotelialnych | 50x

C. Medium réznicujace do mioblastow ludzkich

Zmodyfikowane Medium Eagle’a wg. Dulbecco — DMEM
zawartosci glukozy 4,5 g/l

+ Surowica konska 2%
+ L-Alanylo-L-Glutamina 1%
+ Pen/Strep Amfoterycyna B 1%

D. Medium do transplantacji mioblastow ludzkich

Zmodyfikowane Medium Eagle’a wg. Dulbecco — DMEM
zawarto$C glukozy 4,5 g/l bez fenolu red

+ albumina surowicy bydlgcej— BSA 2%
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E. Medium do mrozenia komorek

— Medium podstawowe 10%
— DMSO- dimetylosulfotlenek 10%
—> FBS- bydlgca surowica ptodowa 80%

F. Pozywka mikrobiologiczna LB (ang. Lysogeny Broth), pH=7,0

— Bakteriotrypton 1%
— NaCl 1%
— Ekstrakt z drozdzy 0,5%

G. Pozywka mikrobiologiczna SOC (ang. Super Optimal Catabolite Repression)
uzywana do elektroporacji bakterii

— Bakteriotrypton 1%

— NaCl 1%

—> Ekstrakt z drozdzy 0,5%
— Glukoza 20 mM
5 MgCl2 10 mM
— MgS04 10 mM

H. Pozywka mikrobiologiczna stata- agarowa

— Agar mikrobiologiczny 2%

— Bakteriotrypton 1%
— NacCl 1%
— Ekstrakt z drozdzy 0,5%

1.7. Aparatura

TABELA 14. Spis uzywanej aparatury

L. Aparat do elektroforezy Kucharczyk T.E., Warszawa, Polska
2. | Aparat Canon EOS100D z obiektywem 18- Canon, Tokio, Japonia
55mm III
3. | Binokular operacyjny World Precision Instruments, Serasota, USA
4. Cieplarka bakteryjna Elkon, £.6dzZ, Polska
5. | Spektrofotometr do odczytu ptytek 96- e Thslle, TWiiaiel, SA
dotkowych
6. Ezy Sarsted
7. Elektroporator Gene Pulser X-cell Biorad, Hercules, USA
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IKA®-Werke GmbH & Co. KG, Staufen,

8. Homogenizator T10 Basic ULTRA- .
TURRAX® Niemcy
9. | Inkubator HERAcell Kendro Langenselbold, Niemcy
10. Kotyska Elmi, Warszawa, Polska
11. | Komora laminarna Heracus HER Asafe Kendro, Langenselbold, Niemcy
12. | Koficowki do mikropipet bez filtra Medlab-Products, Raszyn, Polska
13. | Koncowki do mikropipet z filtrem Greiner Bio-One, Frickenhausen, Niemcy
14.| t aznia wodna AJL Electronic, Krakoéw, Polska
I5. | Mikropipety HTL, Warszawa, Polska
16. | Mikropipeta wiclokanatowa HTL, Warszawa, Polska
17. Mikroskop odwrocony Axiovert 25 Carl Zeiss AG, Oberkochen, Niemcy
18. Mikroskop fluorescencyjny Leica DMi8 Leica Microsystems, Wetzlar, Niemcy
19, | Naczynia hodowlane 25cnr’, 75em” 2 BD Falcon, Franklin Lakes, USA
filtrem
20. | Narzedzia chirurgiczne do operacji myszy Aesculap-Chifa, Nowy Tomysl, Polska
21. | Nici chirurgiczne B. Braun, Melsungen, Niemcy
22.| Parafilm ,M” Pechiney Plastic Packaging, Chocago, USA
23. | parownik do izofluranu Farum, Warszawa, Polska
24. Pipetor SWIFTPET+ HTL, Warszawa, Polska
25. Pipety Sml, 10ml, 25ml, 50ml BD Falcon, Franklin Lakes, USA
26. fgg;;‘?v?g?;gowe do PCR w czasie Greiner BioOne, Frickenhausen, Niemcy
27. ik Bt IE}eS(iion Dickinson Labware, Franklin Lake,
28.| Probowki 0.2ml, 0.5ml, 1.5ml, 2.0ml Eppendorf, Hamburg, Niemcy
29. | Probowki 15ml, 50ml BD Falcon, Franklin Lakes, USA
30. Stojak magnetyczny Dynal Invitrogen, Carlsbad, USA
31. | Respirator MiniVent Hpgo Sachs Electr., Harvard App., March,
Niemcy
32.| Roller CAT, Warszawa, Polska
33. Spektrofotometr ND-1000 NanoDrop Technologies, Wilmington, USA
34. Termocykler PTC-200 MJ Research, San Francisco, USA
e oo e PO O . s, US
36. Waga laboratoryjna Axis, Gdansk, Polska
37. Waga laboratoryjna, analityczna Sartorius, Goettingen, Niemcy
38.| wirowka 5810 R Eppendorf, Hamburg, Niemcy
39.| Wirowka 5417R Eppendorf, Hamburg, Niemcy
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40. Whytrzasarka do bakterii New Brunswick Scientific, Edison, USA
41. | Vortex Genie® - 2 Scientific Industries, Bohemia, USA
42.| 7asilacz do elektroforezy model 200 Biorad, Hercules, USA

2. METODY

2.1. Izolacja oraz podstawowe metody charakterystyki mioblastow ludzkich

Pozyskane tkanki poddawano obrobce mechanicznej oraz enzymatycznej. Rgcznie usuwano
pozostatosci tkanki thuszczowej 1 tacznej, rozdrabniano, a nast¢pnie trawiono enzymatycznie z
uzyciem kolagenazy typu Il przez 45 minut, z jednoczesnym wytrzasaniem, co gwarantowato
uwolnienie komoérek z tkanki. Uzyskana po trawieniu, heterogenna zawiesing resztek tkanki,
izolowanych mioblastow i1 roztworu enzymatycznego, rozcienczano ptynem Hanksa (HBSS
ang. Hank's Balanced Salt Solution), hamujac aktywnos$¢ enzymu. Tak przygotowana
mieszaning wirowano 1200 obr/min przez 10 min, supernatant zbierano, a powstaly osad
zawieszano w medium hodowlanym i przenoszono do flaszki hodowlanej pokrytej 0,1%
zelatyna. Nastgpnie, komorki hodowano w standardowych warunkach in vitro, co 2 dni
przenoszac zawiesing do kolejnych flaszek hodowlanych. Medium suplementowano
czynnikiem FGF (w st. 5 ng/ml), hamujacym réznicowanie komoérek. Komorki hodowano do
uzyskania odpowiedniej liczebnosci (okoto 3 pasazy), po czym mrozono je w temperaturze

oparow cieklego azotu, tj. ok. -180° C.

Mioblasty uzyte do badan posiadaty pelna kartg charakterystyk, tj. wyniki badania
cytometrycznego na obecno$¢ antygenow powierzchniowych typowych dla komorek
miogennych - CD56; wyniki barwienia immunofluorescyjnego w celu potwierdzenia
obecnosci DES - desminy (marker mlodych komoérek miogennych) oraz MHC - cigzki
fancuch miozyny, ang. myosin heavy chain (marker komorek zréznicowanych), jak réwniez
test funkcjonalny wykazujacy zdolno§¢ komorek macierzystych migsni szkieletowych do

réznicowania w dojrzale miotuby.

Mioblasty pierwotne uzywane do badan, przechodzity maxymalnie do 9 pasazy w trakcie
trwania wszystkich eksperymentow. W sumie ciaglto§¢ hodowli zachowywano przez okoto

miesiac.
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2.1.1 Cytometryczne oznaczenie czystosci populacji komoérek miogennych

W celu analizy cytometrycznej pozyskiwano okolo 2,5 x10° komoérek i zawieszano je w 100
ul PBS z 2% FBS, a nastepnie dodawano 10 ul przeciwciata anty CD56-PC5. Po 20-
minutowej inkubacji w ciemnos$ci, zawiesing rozcienczano, dodajac 1 ml PBS z 2% FBS i1
wirowano przez 5 min 1200 obr/min. Przed poddaniem analizie cytometrycznej, osad

komorkowy zawieszano w 500 ul PBS z 2% FBS.
2.1.2. Immunofluorescencja

Zasada barwienia immunofluorescencyjnego opiera si¢ na zastosowaniu swoistego wobec
konkretnego antygenu przeciwciata, skoniugowanego z czynnikiem umozliwiajacym detekcje
(fluorochrom). Przed wykonaniem barwienia, komorki przenoszono na 10-dotkowe szkietka
do immunocytochemii (1,5 x10% 50 pl/ dotek). Nastgpnie inkubowano szkietka przez 24 h w
standardowych warunkach in vitro, aby doszto do adhezji mioblastow. Komoérki plukano w
soli PBS i utrwalano w roztworze 4% paraformaldehydu w PBS (15 minut, 4° C), a nastepnie
trzykrotnie przemywano je w PBS. W celu permeabilizacji blon komdrkowych utrwalonych
komorek, inkubowano je w roztworze 0,1% Triton X-100 w PBS przez 15 minut. Nastgpnie
zablokowano nieswoiste epitopy poprzez inkubacje prob z 10% surowica w PBS, w wilgotne;j
komorze, przez 60 minut (temperatura pokojowa). Tak przygotowany przeparat inkubowano z
przeciwciatem I-rzedowym (w odpowiednim rozcienczeniu) przez noc, w temperaturze 4° C.
Jeden z dotkoéw inkubowany byt z PBS (kontrola negatywna - bez przeciwciata I-rzgdowego).
Nastegpnego dnia, kazdy z dotkéw plukano trzykrotnie w PBS i1 naktadano przeciwciata

drugorzedowe (w odpowiednim rozcienczeniu) sprzgzone z fluorochromem.

W celu charakterystyki populacji ludzkich mioblastow stosowano przeciwciata I rzedowe
swoiste dla desminy (rozcienczenie 1:200) oraz MHC (rozcienczenie 1:500). W celu detekcji
sygnatlu wykorzystywano przeciwciata Il rzedowe skoniugowane z fluorochromem Alexa
Fluor 488. Dodatkowo, uzywano barwnika fluorescencyjnego znakujacego jadra — DAPI. Tak

przygotowane preparaty obserwowano pod mikroskopem fluorescencyjnym Leica DMi8.

2.1.3. Test funkcjonalny - r6znicowanie mioblastow w miotuby

Mioblasty rozlozono, w standardowym medium, na naczynia hodowlane (w duzym
zageszezeniu; 1,2 x10° komorek/ 1 cm’). Hodowle prowadzono do osiagniecia 100%

konfluencji, a nast¢pnie zmieniano medium na roznicujace (z 2% zawartosScia surowicy
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konskiej). Przez kolejny tydzien odnawiano medium co 3 dni, a nast¢pnie komoérki utrwalano
w schlodzonym utrwalaczu, ztozonym z metanolu i kwasu octowego (w stos obj. 3:1), przez
15 minut. Po uptywie inkubacji, preparaty ptukano buforem PBS i zalewano 10% roztworem
Giemzy zawieszonym w buforze powstalym ze zlozenia roztworow A 1 B (opisane w
podrozdziale 1.5. Bufory). Odczynnik Giemzy, jak i bufor do zawieszania, przygotowywano
bezposrednio przed do§wiadczeniem. Po 30 min inkubacji, odczynnik odplukiwano woda z
dodatkiem kwasu octowego (ok. 50 ul na litr), celem poprawy wydajnosci usuwania
niezwiazanego odczynnika. Nastgpnie przeprowadzano analize¢ mikroskopowa (uzywajac

mikroskopu Leica DMi8) i dokumentowano wyniki.

2.2. Hodowla komoérkowa in vitro

Mioblasty ludzkie oraz komérki HUVEC hodowano w naczyniach o pojemno$ci 75 cm?,
zawieszone w 10 ml medium. Medium zmieniano z czg¢stotliwoscia co 2-3 dni. Pasaz
komorek przeprowadzano po osiagnieciu okoto 80% konfluencji. Po usunigciu medium,
komorki ptukano dwukrotnie 10 ml roztworu soli DPBS bez jonéw Ca®" i Mg®". Komoérki
traktowano 3 ml roztworu trypsyny (0,5 g/L) + EDTA. Dziatanie trypsyny blokowano
dodaniem odpowiedniej objetosci kompletnego medium, w ktorym kluczowa role w
unieczynnieniu enzymu spetniata surowica. Nastepnie, komorki rozdzielano na odpowiednia
ilo§¢ naczyn, gwarantujaca optymalna konfluencje poczatkowa (20/30%). W przypadku
komoérek HUVEC dopuszcza si¢ maksymalna ilos¢ pasazy do czterech, aby w kolejnych
etapach zgodnie z ich przeznaczeniem mogly efektywnie formowa¢ prymitywne naczynia
krwionosne. Procedura hodowli in vitro jest identyczna jak w przypadku mioblastow ludzkich

(za wyjatkiem sktadu uzywanego medium).

Hodowle in vitro komérek HUVEC prowadzono w inkubatorze, w standardowych
warunkach, w 37° C i atmosferze 5% CO,. Mioblasty ludzkie, modyfikowane genetycznie, jak
1 natywne, hodowane byly w réznych warunkach tlenowych, zard6wno w warunkach
standardowych (ok. 21% O,), jak 1 normoksji (5% O;) 1 hipoksji (3% O;) -

zoptymalizowanych na potrzeby eksperymentu.

2.3. Optymalizacja warunkow hipoksji

Optymalizacja miala na celu ustalenie modelu hipoksji maksymalnie zblizonego do
warunkow tlenowych wystgpujacych w sercu pozawatowym. W tym celu wykorzystano

marker hipoksji HIF-1a. Zastosowano kompleksowe podejscie taczace ze soba badania w
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warunkach in vitro oraz transplantacje mioblastow w hipoksyjny rejon pozawatowego serca
myszy. Jego ekspresja zostata oznaczona w komorkach, ktére hodowano w warunkach in
vitro w roznych stezeniach tlenu: 1%, 2%, 3%, 5%, 7%, 10%, 15% przez 24 h i 7 dni. W
kazdym wymienionym punkcie czasowym probki kolekcjonowano, aby nast¢pnie
wyizolowa¢ z nich RNA, mRNA i otrzyma¢ cDNA. Aby okresli¢, jaki wplyw na komorki
miata hodowla in vitro w roznych warunkach tlenowych, badano ekspresj¢ genu HIF-1a,
ktory uznawany jest za marker hipoksji. W ten sposdb przygotowano zaleznos¢ ekspresji

markera HIF-1a w odniesieniu do roznych stosowanych st¢zen tlenu.

Aby pozna¢ jaki wptyw na mioblasty maja warunki tlenowe panujace w sercu po zawale,
wykonano badanie in vivo z uzyciem myszy immunokompromisowanych typu SCID. Do
eksperymentu zakwalifikowano 16 myszy (Tabela 19). W trakcie podwiazywania lewej
tetnicy wiencowej (procedura opisana w sekcji ,,Badania na zwierzgtach” 2.6.), dokonano
transplantacji mioblastow ludzkich w rejon, ktory zostat objety zawalem (3 x10 pl
kazdorazowo po 0,5 x10° komorek) - transplantacje mioblastow przedstawiono w rozdziale
2.6.3. Nastegpnie, myszy terminowano po 24 h, w 7 dni i1 28 dni po zawale/podaniu komorek.
Kontrolg stanowity serca, do ktérych podano mioblasty ludzkie bez uprzedniego
wywolywania zawatu. Po terminacji zwierzat w odpowiednich punktach czasowych
skolekcjonowano serca, w ktorych znajdowaty si¢ komorki ludzkie - materiat zabezpieczono
w taki sposob, ze mogt byé przechowywany do momentu izolacji w temperaturze -80° C (z
uzyciem odczynnika RNALater). Nastgpnie, z serc izolowano RNA, po czym uzyskiwano
frakcje mRNA i za pomoca odwrotnej transkrypcji przepisywano na cDNA (metody opisane
sekcjach 2.3.1; 2.3.2; 2.3.3). Aby okresli¢, jaki wptyw miaty warunki tlenowe panujace w
miokardium na mioblasty ludzkie, za pomoca metody PCR w czasie rzeczywistym (qPCR)
oznaczano ekspresje genu HIF-la w komorkach ludzkich znajdujacych si¢ w sercu po
podaniu intrakardialnym. W tym celu uzyto metody qPCR ze starterami swoistymi dla
produktu pochodzacego z komorek ludzkich. Jako geny referencyjne uzyto ludzkiej p-
AKTYNY oraz ludzkiego TBP (czynnik transkrypcyjny wiazacy domeng TATA, ang. TATA-
box binding protein). Uzyskana w ten sposob ekspresja genu HIF-Ila zostala nast¢pnie

wykorzystana do optymalizacji hipoksji w warunkach in vitro.
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TABELA 15. Myszy wraz z procedurami, ktore zostaly wykonane w trakcie trwania eksperymentu.

Echo serca Echo serca Echo serca Echo serca Echo serca Echo serca
Echo serca Terminacja Terminacja Terminacja Terminacja Terminacja Terminacja w
przed 24h po 24h po w 7 dni po w 7dnipo | w28 dnipo 28 dni po
zabiegiem | zawale/podaniu podaniu zawale/podaniu podaniu zawale/poda podaniu
komoérek komoérek komoérek komoérek niu komarek komorek
1/233 1/233 5/239 2/234 6/239 3/234 4/234
16/273 16/273 22/276 18/274 21/275 12/272 7/270
17/273 17/273 23/276 19/274
5/239 20/275
22/276
> 23/276
5 2/234
0] 18/274
é 19/274
@ 20/275
= 6/239
21/275
3/234
12/272
4/234
7/270

Aby dobra¢ odpowiednie warunki tlenowe dla hodowli in vitro, ktore jak najbardziej
odpowiadaty warunkom panujacym w sercu, oznaczony poziom ekspresji genu HIF-la
uzyskany z hodowli in vitro w r6znych warunkach tlenowych porownano do ekspresji genu
HIF-1o. z mioblastow ludzkich transplantowanych do mysiego serca pozawalowego. Tak
oznaczona zalezno$¢ ekspresji genu HIF-1a do warunkow tlenowych pozwolita na wybranie
warunkow odpowiadajacych hipoksji w sercu po zawale oraz wytypowanie (positkujac si¢
danymi z literatury) warunkéw normoksji dla mioblastow ludzkich, a takze ustalenie

odpowiedniego czasu hodowli w zmienionych warunkach tlenowych.

2.3.1. Ekstrakcja RNA z komoérek

Komorki hodowane w réznych warunkach tlenowych zostaly zabezpieczone w odczynniku
TRI Reagent, ktory umozliwia izolacj¢ RNA/DNA oraz biatka. W celu zbadania ekspresji
genow dokonano izolacji kwasu rybonukleinowego (RNA) za pomoca zmodyfikowanej
metody Chomczynskiego. Do prob dodawano 200 pl chloroformu, wytrzasano przez 15 sek.,
a nastgpnie inkubowano przez 3 minuty w temperaturze pokojowej. Po uplywie 3 minut
probki wirowano w 14 000 obr/min przez 15 min w temperaturze 4° C, w celu uzyskania
rozdziatu fazowego. Zbierano goérna frakcje wodna, zawierajaca RNA, ktore wytracano
dodajac do fazy wodnej 500 pl izopropanolu i inkubowano przez 10 min w temperaturze
pokojowej. Nastgpnie wirowano w 14 000 obr/min przez 10 minut w 4° C. Po usunigciu

supernatantu, osad RNA przemywano 1 ml 75% etanolu. Po zwirowaniu probek w 7 500
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obr/min przez 5 minut w 4° C, supernatant ponownie usuwano, a osad poddawano 5
minutowemu suszeniu na lodzie. RNA rozpuszczano w 30 pl wody pozbawionej rybonukleaz.
Nastepnie wykonywano analiz¢ iloSciowa przy pomocy spektrofotometru NanoDrop® ND-

1000 oraz jakosciowa za pomoca elektroforezy w zelu agarozowym (1,5%).

2.3.2. Pozyskanie frakcji mRNA

Posiadajac wyizolowana catkowita pule RNA, pozyskiwano oczyszczona frakcje mRNA,
dzigki zastosowaniu paciorkOw magnetycznych (Dynabeads) optaszczonych oligo(dT)25

komplementarnych do fragmentu poli(A) czasteczek mRNA.

Do izolacji wykorzystano 10 pg catkowitego RNA zawieszonego w 20 ul wody DEPC. Aby
pozby¢ sig struktur Il-rzegdowych, probki inkubowano 2 minuty w temperaturze 65° C,
nastepnie przenoszono je na l6d i pozostawiano na 10 minut. W tym czasie przygotowywano
paciorki magnetyczne. 20 pl paciorkoéw pobierano i umieszczano w probowkach na stojaku
magnetycznym. Oddzialywanie magnetyczne powodowato oddzielenie paciorkow od buforu,
w ktérym byty zawieszone, umozliwiajac jego zebranie. Nastgpnie, w celu zaktywowania
paciorkdw do izolacji mRNA, do probowek dodawano dwukrotnie po 20 pl buforu
wiazacego. Do tak przygotowanych paciorkéw dodawano probki RNA i inkubowano je przez
5 minut w temperaturze pokojowej, poddajac ciagtemu mieszaniu. Po tym czasie, probowki
ustawiano na stojaku magnetycznym i1 usuwano supernatant, w ktorym znajdowalo sig
niezwigzane RNA. Nastgpnie, do probek dodawano kolejno: bufor pluczacy (2 x100 pl) i
bufor enzymatyczny (First Strand Buffer) — 1 x100 ul. Bufory za kazdym razem usuwano
przy uzyciu pola magnetycznego. Ostatecznie do oczyszczonej frakcji mRNA dodawano 10,5

ul wody pozbawionej rybonukleaz.

2.3.3. Odwrotna transkrypcja i walidacja otrzymanego cDNA

W celu przeprowadzenia odwrotnej transkrypcji probki poddawano ponownej 10 minutowej
inkubacji w temperaturze 70° C, aby pozby¢ si¢ struktur Il-rzedowych, a nastgpnie
przenoszono je na 10 minut na 16d. Do przeprowadzenia wlasciwej reakcji odwrotnej
transkrypcji, przygotowywano mieszaning reakcyjnag w objetosci 20 pl o skladzie

zaprezentowanym w ponizszej tabeli:
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TABELA 16. Mieszanina reakcji odwrotnej transkrypcji

mRNA w H20 DEPC 9,5ul
— Bufor enzymatyczny 5X 4 ul

— dNTP (10mM) 1,5 ul
—> RNAsin 1 ul

— DTT (ditiotreitol) 2ul

—> Odwrotna transkryptaza 1 ul

Po przygotowaniu mieszaniny reakcyjnej, proby przenoszono do termocyklera i wykonywano

odwrotna transkrypcje, ktora zachodzita w warunkach przedstawionych w ponizszej tabeli:

TABELA 17. Warunki reakcji odwrotnej transkrypcji.

Przylaczenie tranksryptazy do matrycy 20°C, 10 minut
Odwrotna transkrypcja 37°C, 60 minut
Inaktywacja enzymu 70° C, 10 minut

Aby zweryfikowaé jako$¢ uzyskanego cDNA przeprowadzano kontrolng reakcj¢ PCR z
zastosowaniem starterow swoistych dla genu referencyjnego S-AKTYNY. W tym celu,
przygotowywano nastgpujaca mieszaning reakcyjna (w objgtosci 20 pul) i przeprowadzano

reakcj¢ PCR w warunkach przedstawionych tabelach:

TABELA 18. Mieszanina uzywana do wykonania reakcji PCR.

cDNA 0,5 ul
+ Bufor do PCR 10X 2 ul

+ Starter przedni (20uM) 0,2 ul

+ Starter tylny (20uM) 0,2 ul

+ dNTP (10uM) 0,4 ul

+ Polimeraza Taq (5 U/ul) 0,2 ul

+ H20 DEPC 16,5 ul

TABELA 19. Warunki reakcji PCR

Etap reakcji Czas i temperatura \
Predenaturacja 95° C, 5 minut
Denaturacja 95° C, 45 sekund
Amplifikacja (30cyKkli) Przyltaczanie startero6w 60° C, 45 sekund
. 72° C, 1 minuta
Elongacja
Koncowa elongacja 72°C, 10 minut
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Po wykonaniu reakcji PCR, produkty analizowane byty za pomoca elektroforezy przy uzyciu

3% zelu agarozowego o wysokiej rozdzielczos$ci.

2.3.4. Pomiar ekspresji genéw - PCR w czasie rzeczywistym (qPCR)

Reakcje PCR w czasie rzeczywistym przeprowadzono w celu oceny ekspresji genu HIF-1a.
Jako geny referencyjne uzyto ludzkiej f-AKTYNY oraz TBP (czynnik transkrypcyjny wiazacy
domeng TATA, ang. TATA-box binding protein). Oznaczanie ekspresji bylo mozliwe dzigki
zmierzeniu w czasie rzeczywistym przyrostu produktu w trakcie polimerazowej reakcji
fancuchowej. Reakcja opiera si¢ o wykorzystanie barwnika Sybr Green, ktory specyficznie
wiaze si¢ z dwuniciowym DNA, dajac sygnat wprost proporcjonalny do ilosci powstajacego
produktu PCR w probce. Fluorochrom wzbudzany jest wiazka $wiatla lasera (A =497 nm) do

emisji promieniowania (A = 520 nm), ktérego intensywnos¢ rejestruja detektory.
2.3.4.1. Przygotowanie starterow niezbednych do przeprowadzenia reakcji qPCR

Do przeprowadzenia reakcji PCR w czasie rzeczywistym (qPCR) niezbgdne byto
zaprojektowanie odpowiednich starterow. Projektowane byly w taki sposdb, aby
amplifikowaty fragment DNA o maksymalnej wielkosci do 250 pz. Nastegpnie startery byly
zweryfikowane w programie NetPrimer, w ktérym wyszukiwano niepozadanych struktury
drugorzedowych, takich jak dimery czy spinki do wtosow (ang. hairpin structures) w obrgbie

sekwencji starterow.

2.3.4.2. Przygotowanie krzywej standardowej

Krzywa standardowa wykonywano dla kazdego badanego genu. Proces rozpoczynat si¢ od
przeprowadzenia reakcji PCR, wykorzystujac matryce (cDNA z odpowiedniej tkanki/
komorek) o potwierdzonej w bazie GeneCards ekspresji danego genu. Produkt wykonanej
reakcji rozdzielany byt na 3% zelu agarozowym, w celu potwierdzenia odpowiedniej
wielkos$ci. Nastgpnie, za pomoca zestawu GeneJET™ Gel Extraction Kit (ThermoFisher
Scientific), produkt PCR ekstrahowano z zelu. W skrocie: fragment zelu zawierajacy produkt
PCR wycinano i wazono. Na kazde 100 mg zelu dodawano 200 pl buforu wiazacego (ang.
Binding Buffer) i inkubowano przez 10 min/56° C. Po inkubacji dodawano 100 ul alkoholu
izopropylowego, pipetowano 1 nakladano na kolumny z membrana wiazaca DNA. Nastgpnie
wirowano 12 000 obr/min przez 1 min w temp. pokojowej (usuwano przesacz), dodawano do
kolumny 100 pl buforu wiazacego (ang. Binding Buffer) i ponownie wirowano. Po usunigciu

przesaczu, kolumne plukano, uzywajac 700 pl buforu przemywajacego z etanolem (ang.
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Wash Buffer). Po ponownym wirowaniu usuwano przesacz. Resztki etanolu usuwano poprzez
dodatkowe wirowanie kolumn ze zlozem przy 12 000 obr/min przez 1 min. Nastgpnie,
kolumny wktadano do 1,5 ml probowek typu Eppendorf i dodawano 30 pl wody kwarcowej,
ktora po wirowaniu 12 000 obr/min przez 2 min wymywata DNA. Pomiaru st¢zenia produktu

dokonywano na spektrofotometrze NanoDrop® ND-1000.

W celu przygotowania serii rozcienczen, stezenie produktu PCR przeliczano na liczbe

kopii/pl wedlug wzoru:

(ilo$¢ plazmidu w 1 pl [ng ] x 6.022 x10 [liczba/mol])
(wielko$¢ plazmidu [bp] x 1x10° [ng/g] x650 [g/mol bp])

Liczba kopii genu w 1 pl =

Serig rozcienczen przygotowywano poprzez przyrzadzenie 100 pl roztworu zawierajacego
1x10° kopii/pl, z ktérego wykonywano serie 10-krotnych rozcienczen od 10°* do 10* kopii/pl.

10ul 10ul 10ul 10ul 10ul 10ul 10ul 10ul

EN7ENINTIANIONIANIANY TS

100ul roztworu 90ul H;O s0pl HO 90ul H,0 90pl H;0 90ul H;O 90ul H;0 S0pl H,0
wyjiciowego

RYCINA 7. Przygotowanie krzywej standardowej do PCR w czasie rzeczywistym (metoda seryjnych
rozcienczen).

Tak przygotowane rozcienczenia staty si¢ matryca dla reakcji qPCR, z ktoérej uzyskano
krzywa standardowa, ilustrujaca wydajnosci reakcji dla danej pary primerow. Wartos¢ ta jest

niezbgdna do obliczenia ekspresji badanego genu w kolejnych etapach analizy.

2.3.4.3. Przeprowadzanie reakcji PCR w czasie rzeczywistym

W celu okreSlenia poziomu ekspresji wyselekcjonowanych genow przygotowywano
mieszaning reakcyjna o objetosci 25 pl, sktadajaca si¢ z: 2 pl 4-krotnie rozcienczonej matrycy
cDNA; 12,5 pl 2x stgzonej mieszaniny reakcyjnej (Supermix iQmv SYBR® Green, Bio-Rad)
zawierajace] nukleotydy, MgCl,, polimerazg¢ Taq, stabilizatory reakcji oraz barwnik Sybr
Green; po 2,5 ul, 4 uM starterow (przedniego i tylnego) swoistych dla badanego genu oraz
5,5 wl wody. Zaréwno krzywa standardowa, badane probki i kontrola byly wykonane w
duplikatach. Reakcje przeprowadzano na urzadzeniu CFX ConnectTM Real-Time System

firmy Bio-Rad, w warunkach przedstawionych ponize;j:
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TABELA 20. Warunki reakcji PCR w czasie rzeczywistym.

Etap reakcji Czas i temperatura

Aktywacja enzymu 1 minuta, 95° C
Denaturacja 20 sekund, 95° C
Amplifikacja 45 cykli Przyltaczenie starterow 20 sekund, 60° C
Elongacja 20 sekund, 72° C
Synteza terminalna 10 sekund, 65° C
Wyznaczanie krzywej topnienia 1 minuta, 65 °C-95° C (co0 0,5%)
Chlodzenie ©04°C

Poziom ekspresji genow dla poszczegdlnych probek oceniano w oparciu o wartosci cyklu
progowego Ct (ang. cycle threshold). Wartos¢ ekspresji dla danej probki wyznaczany byt za
pomoca algorytmu GeNorme. Program okre$la najbardziej stabilne 1 wiarygodne pary genow
referencyjnych. Na ich podstawie wyliczano wspoétczynnik normalizacji. Poszczegdlne proby
odnoszone byly do kontroli (kalibratora), ktéra byla probka o najwyzszej ekspresji i
normalizowano w oparciu o wspdtczynnik normalizacji — wyznaczany na podstawie poziomu

ekspresji dwoch wybranych gendéw referencyjnych.

2.4. Modyfikacja genetyczna ludzkich mioblastow z zawiesin pierwotnych

Kolejnym etapem, po ustaleniu warunkéw hodowli in vitro dla mioblastéw ludzkich, bylo
otrzymanie populacji komorek genetycznie modyfikowanych czynnikami proangiogennymi.
W tym celu niezbgdne bylo uzyskanie i namnozenie konstrukcji plazmidowych, ktore
zawieraty czynniki FGF-4/VEGF oraz PIGF. Transfekcja komorek byla przejSciowa i

przeprowadzona za pomoca elektroporacji.

2.4.1. Przygotowanie konstrukcji genowych do transfekcji mioblastéw ludzkich

Do badan uzyto dwoch konstrukeji genowych: wektora pTR-UF-22-FGF-4-VEGF oraz pCi-
neo-PIGF, zawierajacych sekwencje dla ludzkich czynnikéw proangiogennych - FGF-4,
VEGF-A oraz PIGF.

Bicistronowy wektor pTR-UF-22 z wklonwanymi sekwencjami kodujacym dla czynnika
FGF-4 oraz VEGF-A zapewniat ekspresj¢ obydwu czynnikdw 1 zostal pozyskany dzigki
uprzejmosci prof. J. Dulaka, kierownika Zakladu Biotechnologii Medycznej, Uniwersytetu

Jagiellonskiego w Krakowie. Otrzymany plazmid zostal namnozony na duza skalg oraz
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zweryfikowany za pomoca hydrolizy plazmidowego DNA uzywajac enzymu Hind III, ktéry
umozliwial wycigcie wklonowanych sekwencji FGF-4-Ires-VEGF. Nastgpnie otrzymany
produkt hydrolizy poddawano sekwencjonowaniu i poréwnywano z sekwencjami genow z

bazy NCBI.

Plazmid pCi-neo, do ktorego wklonowano sekwencje kodujaca dla genu PI/GF, zostat
zakupiony w firmie Promega (Madison, USA). Matryca, ktora postuzyta do uzyskania insertu,
bylo ¢cDNA wyizolowane z komorek HUVEC. Zaprojektowano startery komplementarne do
sekwencji CDS (sekwencja kodujaca ang. coding DNA sequence) z bazy danych NCBI z
uzyciem narzedzia BLAST. Startery te zostaly zweryfikowane dodatkowo w programie
NetPrimer, w ktorym wyszukiwano niepozadanych struktur drugorzedowych, takich jak
dimery czy spinki do wloséw (ang. hairpin structures). Dodatkowo, startery zostaly
skonstruowane w taki sposob, aby oflankowaé sekwencje w tzw. lepkie konce, kompatybilne
dla hydrolizy restryktazami Xho I oraz Xba II. Na matrycy, ktéra byto cDNA z komoérek
HUVEC, wykonano reakcje PCR, a produkt zweryfikowano na zelu i sekwencjonowano. Po
potwierdzeniu zgodno$ci produktu z baza danych NCBI, zostat on oczyszczony z pozostatosci
po reakcji PCR na Zelu i wyizolowany za pomoca kitu GeneJET™ Gel Extraction Kit
(ThermoFisher Scientific) (metoda opisana w podrozdziale 2.3.4.2.). Nastepnie, wektor pCi-
neo poddawano hydrolizie z uzyciem enzymow Xho I oraz Xba I. Pozwolito to na uzyskanie
kompatybilnych koncow insertu i wektora, ktére gwarantowaty wklonowanie insertu w
odpowiedniej orientacji. Kolejnym etapem bylo przeprowadzenie ligacji wczesniej
przygotowanego wektora pCiNeo z insertem P/GF. Reakcje prowadzono za pomoca ligazy
T4 w 4° C, inkubujac mieszanine przez cala noc w odpowiednim buforze enzymatycznym.
Przygotowany w ten sposob plazmid poddawano elektroporacji z uzyciem wczesniej
przygotowanych, elektrokompetentnych bakterii E.coli DHS5o. Hodowlg bakteryjna
prowadzono przez noc, na pozywce agarowej, a nastgpnie klony bakteryjne poddawano
weryfikacji (pod katem posiadania prawidlowego plazmidu) za pomoca hydrolizy enzymami

restrykcyjnymi oraz elektroforezy. Zweryfikowany plazmid namnazano na duza skalg.

2.4.2. Przygotowanie plazmidow do transfekcji- namnazanie na duzg skale

Do przeprowadzenia transfekcji mioblastow ludzkich niezbgdne bylo uzyskanie duzej ilosci
wymienionych plazmidow w wysokich stgzeniach. Aby osiagna¢ planowany efekt
dokonywano izolacji plazmidow z bakterii elektrokompetentnych E.coli DH5a hodowanych

na duza skale. Mikroorganizmy transformowano odpowiednimi plazmidami za pomoca
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elektroporacji. Przed przystapieniem do procedury nalezato przygotowaé odpowiednia ilo$¢
pozywki SOC w temperaturze 36° C. 40 pl bakterii elektrokompetentnych mieszano z
wybranym plazmidem, ktérego stgzenie uprzednio przygotowano — 1 ng/ul. Zawiesing
przenoszono do zmrozonej kuwety elektroporacyjnej o wielkosci 2 mm. Po impulsie
elektrycznym o napigciu 2,5 kV, do kuwet z transformowanymi bakteriami dodawano 1 ml
podgrzanej pozywki SOC, a nastgpnie calo$¢ mieszaniny przenoszono do probowki typu
Eppendorf o pojemnoéci 2 ml. Proby umieszczano w cieplarce i inkubowano godzine w 37°C,
mieszajac. Po uptywie tego czasu bakterie wysiewano na ptytki z agarem zawierajacym
antybiotyk odpowiedni dla danego plazmidu (pCiNeo-PIGF, kontrolny pCiNeo, pTR-UF-22-
FGF-4-VEGF, kontrolny pTR-UF-22 z ampicylina, natomiast pEGFP-C1 z kanamycyna;
obydwa antybiotyki w st¢zeniu 100 mg/ml). Po wysianiu, ptytki umieszczano na noc w
cieplarce. Kolejnego dnia kolonie przenoszono do 10 ml ptynnej pozywki bakteryjnej LB z
odpowiednim antybiotykiem oraz wytrzasano przez noc, do uzyskania bakterii w

logarytmicznej fazie wzrostu.

Nastgpnego dnia wykonywano izolacje plazmidéw za pomoca zestawu do izolacji plazmidow
na mata skal¢ - Plasmid Mini Kucharczyk. Do otrzymania optymalnego st¢zenia plazmidu
uzywano 4 ml objetosci catonocnej hodowli. Procedura opierata si¢ na lizie alkaliczne;.
Roztwor do lizy skladat si¢ ze zwiazkéw NaOH/SDS, pozwalajacych na obnizenie pH,
przerwanie ciaglosci btony bakteryjnej, uwolnienie 1 denaturacj¢ czasteczek DNA
plazmidowego, genomowego oraz bialek. Nastepnie dodawano roztwdr zobojgtniajacy,
zawierajacy kolejno: chlorowodorek guanidyny (denaturujacy biatka), octan potasu
(obnizajacy pH, DNA plazmidowe bylo renaturowane, natomiast DNA genomowe wciaz
pozostawato zdenaturowane) oraz kwas octowy (neutralizujacy pH i renaturujacy DNA).
DNA genomowe 1 biatka ulegaly precypitacji, natomiast DNA plazmidowe pozostawalo w
rozworze. Nastgpnie plazmidy oczyszczano na kolumienkach ze zlozami krzemionkowymi.
Plazmidowe DNA zostawato zwigzane w kolumience oraz byto przeptukiwane, by usunaé
wszelkie zanieczyszczenia. Oczyszczone plazmidowe DNA poddawano elucji woda. Stgzenie
uzyskanego DNA mierzono za pomoca urzadzenia NanoDrop® ND-1000. Nastepnie
wykonywano hydroliz¢ plazmidowego DNA z uzyciem odpowiednich enzymow (dla
plazmidu pCiNeo-PIGF byly to restryktazy Xhol oraz Xbal, dla plazmidu pTR-UF-22-FGF-
4-VEGF HindIIl). Reakcja przeprowadzana byta przez 3 godziny w temperaturze 37° C. W
sktad mieszaniny reakcyjnej wchodzity: 1,5 pl odpowiedniego buforu, 3 U enzymoéw oraz 1

ng DNA, cato$¢ byta uzupelniana woda do koncowej objgtosci 15 pl. Po przeprowadzeniu
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trawienia dokonywano walidacji otrzymanych plazmidow za pomoca elektroforezy w 1%
zelu agarozowym. Nastepnym etapem bylo przeniesienie 6ml pierwotnej hodowli ptynnej,
stuzacej jako inokulum, do 150 ml pozywki LB, zawierajacej odpowiedni antybiotyk.
Mieszaning pozostawiano na wytrzasanie w 37° C przez noc. Aby uzyska¢ wysokie st¢zenie
plazmidu wykonywano izolacj¢ na duza skalg, za pomoca zestawu Qiagen Maxi Prep.
Procedura opierata si¢ na tej samej zasadzie, jak w przypadku wcze$niejszej izolacji na
mniejsza skalg. Aby sprawdzi¢ wyizolowane na duza skalg¢ plazmidy, tak samo jak we
wczesniejszym przypadku, oznaczano st¢zenie plazmidowego DNA przy pomocy urzadzenia
NanoDrop® ND-1000, wykonywano hydroliz¢ oraz analiz¢ elektroforetyczna. Dodatkowo
wykonano sekwencjonowanie prob. Zweryfikowane i prawidtowe plazmidy byty uzywane do

elektroporacji mioblastow ludzkich.

2.4.3. Elektroporacja mioblastow

Doswiadczenia prowadzone byly na mioblastach, uzyskanych od dwdch pacjentow. Komorki
hodowano, w warunkach standardowych in vitro do uzyskania ich odpowiedniej liczebnosci.
Nastepnie wykonywano transfekcje z uzyciem wektoréw episomalnych i pozostawiano na
kolejne 48 h w warunkach standardowych (taki czas wymagany jest do uaktywnienia
transgenéw). Po tym czasie medium zmieniano, ze wzgledu na duza $miertelnos¢ komorek
powodowana metoda transfekcji (ok. 30% komorek) i przenoszono mioblasty do
odpowiednich warunkow tlenowych: hipoksji - 3% O,, normoksji - 5% O, a czgsc
pozostawiano w warunkach standardowych - 21% O,. W tych warunkach mioblasty

przebywaly kolejne 24 h (czas i stgzenie tlenu wynikaly z wcze$niejszej optymalizacji), aby

nastgpnie wykona¢ na nich wszystkie zaplanowane doswiadczenia.

HODOWLA KOMORKOWA
Standardowe warunki in vitro

|

MODYFIKACJIA GENETYCZNA
48h inkubacji 21% 0,

5% O,
HODOWILA W STANDARDOWYCH

0,
3% O, WARUNKACH 24H
HODOWLA W WARUNKACH
HODOWLA W WARUNKACH NORMOKSIJI 24h
HIPOKSIJI 24h
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RYCINA 8. Schemat czasowy hodowli mioblastow ludzkich w roznych warunkach tlenowych
uwzgledniajqcy modyfikacje.

Przed przystapieniem do elektroporacji mioblastoéw ludzkich dokonano optymalizacji procesu
transfekcji. W odpowiednich kuwetach mozliwe bylo elektroporowanie nawet do 1 x10’
komorek, zawieszonych w 500 pl medium F-10 z plazmidem. Warunki elektroporacji zostaty
ustalone na jednorazowy impuls o napigciu 160 V, a czas jego trwania wynosil 15 ms.
Dobrano réwniez stezenie plazmidow uzywanych do elektroporacji 1 x10” komorek, ktore
wynosity odpowiednio: pCiNeo-PIGF — 54 ng, kontrolnego wektora pCiNeo — 48 ng, pTR-
UF-22-FGF-4-VEGF - 42 ng, kontrolnego wektora pTR-UF-22 — 30 ng, reporterowego
wektora pEGFP-C1 — 16 ng [89]. Mioblasty ludzkie, elektroporowane w wyzej
wymienionych warunkach z uzyciem odpowiednich plazmidéw (pCiNeo-PIGF, kontrolny
pCiNeo, pTR-UF-22-FGF-4-VEGF, kontrolny pTR-UF-22, reporterowy pEGFP-CI),
pozostawiano w kuwecie na czas 10 minutowej inkubacji, a nast¢pnie naktadano na naczynia
hodowlane: flaszki 25 c¢m?, 75 cm? lub plytki 6 dotkowe (powierzchnia dotka 9,6 cm?) - w

zaleznosci od tego jaki eksperyment planowano.

Aby okresli¢ wydajno$¢ zastosowanej metody transfekcji, mioblasty hodowane w réznych
stezeniach tlenu (3%, 5%, 21%), modyfikowane plazmidem pEGFP-C1, byly odtrawiane
oraz wirowane. Nastepnie, osad z 1 mln komorek byl zawieszany w 500 pl PBS. Wydajnos¢

transfekcji byta weryfikowana za pomoca cytometru przeptywowego.

2.5. Charakterystyka mioblastow ludzkich i poréwnanie ich wlasciwosci w
roznych warunkach tlenowych

Zmodyfikowane genetycznie mioblasty poddawano testom biologicznym oraz molekularnym,
aby zbada¢, jaki wplyw warunki tlenowe (hipoksja, normoksja i warunki standardowe)
wywieraja na podstawowe cechy biologiczne komoérek miogennych, zaroéwno
zmodyfikowanych genetycznie, jak 1 natywnych. Nastgpnie dokonywano pordwnania ich
wlasciwosci po hodowli w roznych stgzeniach tlenu. Wykonano nastgpujace analizy na
poziomie molekularnym: oznaczenie ekspresji markera hipoksji - HIF-1a, oceng ekspresji
gendw proangiogennych (VEGF-A; FGF, PIGF) oraz okreslenie poziomu ekspresji genow
miogennych (MIOG, MYOD, MRF4, MYF5). Ekspresje transgenoOw na poziomie biatkowym
oznaczano za pomoca testu immunoenzymatycznego ELISA. Wtasciwosci biologiczne
mioblastéw, zardéwno zmodyfikowanych genetycznie, jak 1 natywnych, byty weryfikowane
poprzez nastgpujace testy: badanie proliferacji (test MTS), badanie Zzywotno$ci (test
cytometryczny na obecno$¢ apoptozy) 1 zdolno$¢ do roéznicowania w miotuby.

~T72 ~



Zweryfikowano réwniez zmodyfikowane genetycznie mioblasty pod katem przydatno$ci
terapeutycznej, w zakresie zdolnosci do wzbudzenia formowania naczyn krwiono$nych - test

na formowanie prymitywnych naczyn krwionosnych z uzyciem komoérek HUVEC.

2.5.1 Analiza na poziomie molekularnym

Komorki hodowane w roznych stezeniach tlenu poddawano badaniom molekularnym.
Oznaczano ekspresje markera hipoksji - HIF-Ia — aby oceni¢ odpowiedz komoérek na
zmienione warunki tlenowe. Dodatkowo, dla komoérek miogennych charakterystyczne jest
utrzymanie odpowiedniego poziomu ekspresji czynnikdw miogennych, tak, aby nie zmieniaty
one swoich wiasciwosci biologicznych. Dlatego tez oznaczano ekspresj¢ gendéw szlaku
miogennego: MIOG, MYOD, MRF4, MYF5. W zwiazku z tym, ze HIF-1a uznawany jest za
czynnik transkrypcyjny dla wielu genéw proangiogennych, oznaczono réwniez ekspresje
wprowadzonych transgendéw: VEGF-A; FGF; PIGF z komoérek po hodowli w réznych
stezeniach tlenu. Do weryfikacji ekspresji genéw postuzono si¢ metoda PCR w czasie
rzeczywistym (qPCR). Po uplywie 24 h hodowli w réznych warunkach tlenowych (Ryc. 8),
mioblasty ludzkie, zarowno modyfikowane genetycznie, jak i natywne, byly odtrawiane,
wirowane 1 200 obr/min przez 10 min w temp. 4° C, ptukane buforem PBS DEPC (wolnym
od RNaz) i ponownie wirowane. Nastgpnie osad komorkowy zawieszano w odczynniku TRI
Reagent, ktory umozliwiat izolacj¢ RNA z prob. Odczynnik ten umozliwial réwniez
zamrozenie probek w temperaturze -80° C oraz przechowywanie ich przez okoto miesiac. Po
rozmrozeniu, do probek dodawano 200 pl chloroformu, a izolacja w kolejnych etapach
przebiegala wedlug schematu opisanego wczesniej (w podrozdziale 2.3.1). Z otrzymanego
RNA uzyskiwano frakcj¢ mRNA oraz przepisywano na cDNA (opisano w podrozdziatach
2.3.2; 2.3.3.) za pomoca odwrotnej transkrypcji. cDNA nastgpnie weryfikowano na obecno$¢
genu referencyjnego S-AKTYNY przy pomocy reakcji PCR, ktorej produkti wizualizowano za
pomoca elektroforezy na 3% zelu agarozowym. W kolejnych etapach uzyskane cDNA byto
4—krotnie rozcienczane 1 uzywane jako matryca w reakcji qPCR z odpowiednimi starterami
(Tabela 10, podrozdziat 1.4.), w celu oznaczenia ekspresji wybranych genéw (wszystkie etapy

reakcji qPCR opisano w sekcji 2.3.4.).

2.5.2. Ocena ekspresji i funkcjonalno$ci biatka powstatego w wyniku nadekspresji

transgendow

Modyfikacje genetyczne wykonane na mioblastach ludzkich powinny wzbudza¢ nadekspresje

genoéw proangiogennych FGF-4, VEGF-A, PIGF, co ma skutkowa¢ wydzieleniem poza
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komorke w petni funkcjonalnych biatek, majacych zdolnos¢ do zapoczatkowania formowania
naczyn krwiono$nych. Ekspresja wybranych w niniejszej pracy izoform gendéw skutkuje
powstawaniem czynnikow sekrecyjnych, zatem badaniu na obecnos¢ biatka poddawano
medium zebrane znad modyfikowanych komorek, hodowanych w réznych warunkach
tlenowych. Supernatanty zebrano znad komodrek zarowno modyfikowanych genetycznie, jak i
natywnych, hodowanych w réznych warunkach tlenowych przez 24 h. Nastgpnie wirowano
probki przy 1 200 obr/min przez 10 min w temp. pokojowej, tak, aby pozby¢ si¢ komorek,
ktore mogly znajdowac¢ si¢ w medium. W celu oznaczenia stgzenia biatek proangiogennych
FGF-4, VEGF-A, PIGF, znajdujacych si¢ w mediach zebranym znad komorek, wykonywano
testy immunoenzymatyczne ELISA, za$ aby okresli¢ ich potencjal do tworzenia
prymitywnych kapilar (test funkcjonalny), te same media uzywano w tescie formowania si¢
naczyn krwiono$nych z uzyciem komorek HUVEC (Angiogenesis Starter Kit Thermo

Fisher).
2.5.2.1. Oznaczanie stezenia biatek FGF-4 oraz VEGF-A

Celem oznaczenia stgzenia biatek FGF-4 oraz VEGF-A w mediach hodowlanych, zebranych
znad komoérek zarowno modyfikowanych genetycznie, jak i natywnych, hodowanych w
réznych warunkach tlenowych, wykonywano test immunoenzymatyczny ELISA. Aby nie
zakloci¢ odczytu, komorki hodowano w medium nie zawierajacym egzogennego FGF.
Supernatanty znad komorek modyfikowanych genami FGF-4 oraz VEGF-A, plazmidem
kontrolnym pTR-UF-22 oraz natywnych zbierano oraz wirowano. Na ptaskodenne ptytki 96—
dotkowe nakladano przeciwciala I-rzedowe. Pierwsza ptytka byla optaszczana przeciwciatem
I-rzedowym anty-FGF-4, a druga przeciwciatem [-rzgdowym anty-VEGF-A 1 inkubowano je
przez noc w temperaturze pokojowej. Nastgpnie, ptytki ptukanno trzykrotnie, w celu
usunigcia niezwigzanego przeciwciala I-rzgdowego za pomoca buforu pluczacego (PBS+
0,05% Tween 20), naktadajac go po 100 pl na dotek. Na gotowe ptytki, optaszczone
przeciwcialami I rzgdowymi anty-FGF-4 i anty-VEGF-A, naktadano po 100 pl roztworow
standardowych stezen biatek FGF-4 oraz VEGF-A od 0 do 1000 pg/ml, oraz prob badanych
(media z nad komoérek modyfikowanych genetycznie wiasciwym plazmidem, plazmidem
kontrolnym oraz komorek natywnych). Po uptywie dwugodzinnej inkubacji w temperaturze
pokojowej dotki przemywano trzykrotnie buforem pluczacym, w celu pozbycia sig
niezwiazanego biatka, a nast¢pie do kazdej studzienki odpowiedniej ptytki dodawano po 200
ul poliklonalnego przeciwciata anty-FGF-4 i anty-VEGF-A, zwiazanego z peroksydaza.

Piytke inkubowano godzing w temperaturze pokojowej. Po skonczonej inkubacji, dotki
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trzykrotnie plukano. Nastgpnym krokiem byto dodanie roztworu z substratem dla
peroksydazy - dihydrochlorku tetrametylenobenzydyny - chromogenu, ktory peroksydaza
chrzanowa przeksztatlca w barwny produkt. Po 30 minutowej inkubacji w ciemnosci reakcje
enzymatyczna przerywano za pomoca 100 ul 1 M H,SO4, a wynik odczytywany byl na
czytniku spektrofotmoterycznym, przy dlugosci fali 450 nm.

2.5.2.2. Oznaczanie stezenia biatka PIGF

Celem oznaczenia st¢zenia bialtka PIGF w mediach hodowlanych zebranych znad komoérek
zarowno modyfikowanych genetycznie, jak i natywnych, hodowanych w r6znych warunkach
tlenowych, wykonywano test immunoenzymatyczny ELISA dostgpny komercyjnie, w ktorym
studzienki byly oplaszczone przeciwciatem I-rzegdowym (zestaw Human PIGF Quantikine
ELISA Kit- R&D Systems). Supernatanty znad komoérek modyfikowanych genem PIGF,
plazmidem kontrolnym pCiNeo oraz natywnych zbierano i wirowano. Na plytke¢ optaszczona
wczesniej monoklonalnym przeciwciatem anty-PIGF nakladano po 100 pl roztworow
standardowych stezen biatka PIGF od 0 do 500 pg/ml, oraz préob badanych. Po uptywie
dwugodzinnej inkubacji w temperaturze pokojowej dotki przemywano trzykrotnie buforem
ptuczacym, w celu pozbycia si¢ niezwigzanego biatka, a nastgpie do kazdej studzienki
dodawano po 200 ul poliklonalnego przeciwciata anty-PIGF, zwiazanego z peroksydaza.
Ptytke inkubowano godzing w temperaturze pokojowej. Po skonczonej inkubacji, dotki byty
trzykrotnie plukane. Nastgpnie dodano roztworu z substratem dla peroksydazy -
dihydrochlorku tetrametylenobenzydyny - chromogenu, ktéry peroksydaza chrzanowa
przeksztalca w barwny produkt. Po 30 minutowej inkubacji w ciemnosci reakcje
enzymatyczna przerywano dodajac 100 pl, 1 M H,SO4, a wynik odczytywany byt na czytniku
spektrofotmoterycznym, przy dtugosci fali 450 nm.

2.5.2.3. Test funkcjonalny in vitro

Aby oceni¢ wlasciwosci proangiogenne czynnikow wydzielanych przez komorki hodowane w
roznych stezeniach tlenu, wykonano test proangiogenny z uzyciem mediow hodowlanych, w
ktorych uprzednio potwierdzono obecno$¢ biatka (test ELISA). Pierwszym etapem
eksperymentu bylo rozchodowanie komérek HUVEC w specjalnym Medium 200,
suplementowanym czynnikami wzrostowymi (Large Vessel Endothelial Supplement - LVES).
Nastepnie plytke 24 dolkowa (powierzchnia dotka 1,9 cm?) oplaszczono Geltrexem -
polimerem imitujacym macierz zewnatrzkomorkowa (Geltrex® LDEV-Free Reduced Growth

Factor Basement Membrane) - w ilosci 100 ul/dotek, trzymajac na lodzie podczas procedury.
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Nastepnie plytke z Geltrexem inkubowano 1 h w 37° C, aby doprowadzi¢ do jego
polimeryzacji. W tym czasie komoérki HUVEC odtrawiono za pomoca trypsyny (po
uprzednim dwukrotnym przeptukaniu za pomoca buforu DPBS), przeliczono ilo$¢ za pomoca
automatycznego licznika do komorek (Bio-Rad TC20™ Automated Cell Counter) i
zwirowano 180 g/7 min/temp. pokojowa. Komorki roztozono na dotki pokryte Geltrexem w
ilosci 2,5 x10%, a nastgpnie natozono media hodowlane, zebrane znad mioblastow
zmodyfikowanych genetycznie (pTR-UF-22-FGF-4-VEGF, kontrolny pTR-UF-22, pCi-
neo PIGF, kontrolny pCi-neo) oraz natywnych, hodowanych w hipoksji, normoksji,
warunkach standardowych. Zastosowano rowniez kontrol¢ pozytywna w postaci
suplementowanego Medium 200 oraz kontrole negatywne - czyste, kompletne medium do
hodowli mioblastéw oraz medium podstawowe DMEM bez suplementéw. Przygotowane
ptytki umieszczono w inkubatorze na 14-18 godzin. Po tym czasie dotki, w ktorych
formowaly sig kapilary, zostaty delikatnie przemyte buforem DPBS (tak, aby nie zepsuc¢ sieci
powstatych, prymitywnych naczyn). Nastepnie na dotki nalozono 10 uM kalceine (Calcein,
ThermoFisher), ktéora umozliwita fluorescencyjne wyznakowanie powstatych kapilar i
wykonanie dokumentacji fotograficznej za pomoca mikroskopu fluorescencyjnego Juli FL
GFP. Aby udokumentowa¢ proces powstawania prymitywnych naczyn pod wplywem
czynnikow proangiogennych z zebranych mediéw w czasie rzeczywistym, uzyto mikroskopu
Juli FL GFP, ktorego kompaktowe wymiary umozliwiaja wstawienia jednostki optycznej do
inkubatora CO,. W trakcie formowania wykonano dokumentacj¢ fotograticzna (zdjecia co 30
sekund przez 10 h formowania), co skutkowalo utworzeniem filmu pokazujacego proces

powstawania kapilar.

2.5.3. Charakterystyka biologiczna mioblastow

Zasobno$¢ tlenu moze mie¢ znaczacy wplyw na wlasciwosci biologiczne mioblastow
ludzkich. Poniewaz komorki maja by¢ stosowane w terapiach przeciwdziatajacych
niewydolno$ci migs$nia sercowego, szczegdlnie wazne jest sprawdzenie wlasciwosci
mioblastow ludzkich zarowno modyfikowanych genetycznie, jak i natywnych, w warunkach
0 obnizonej zawartosci tlenu. Kluczowa role stanowi rowniez pordéwnanie wilasciwosci
mioblastow w réznych warunkach tlenowych, aby okresli¢ ich przydatno$¢ w potencjalnych
terapiach. Do okre$lenie ewentualnego wptywu warunkéw tlenowych na apoptoz¢ postuzono
si¢ badaniem cytometrycznym z uzyciem Anneksyny V. Sprawdzono réwniez proliferacjg
uzyskanych grup mioblastow. Niezmiernie wazne bylo sprawdzenie, czy mioblasty nie

stracity zdolno$ci do rdéznicowania, a wigc czy nie przestaly by¢ funkcjonalne po
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modyfikacjach i podczas hodowli w réznych warunkach tlenowych. Dlatego tez dokonano

réznicowania, aby wykaza¢ zdolno$¢ mioblastow do organizowania si¢ w miotuby.

2.5.3.1. Wystepowanie apoptozy w badanych populacjach mioblastéw

Wplyw modyfikacji genetycznej oraz warunkow tlenowych na poziom komorek
apoptotycznych analizowano za pomoca cytometru przeptywowego z uzyciem Aneksyny V.
Jest to bialtko, ktore wiaze si¢ z fosfatydyloseryna - fosfolipidem, ktory jedynie podczas
apoptozy znajduje si¢ po zewngtrznej stronie blony komorkowej. Sprzezenie owego biatka z
barwnikiem FITC umozliwia wyznakowanie komoérek ulegajacych programowanej $mierci
komorki. Przy uzyciu lasera o dlugosci fali 488 nm, ktory wzbudza zielona fluorescencjg,
oraz filtra dla $wiatta zielonego, emitowanego przez FITC, mozliwa jest ocena liczby

komorek apoptotycznych w probach.

Po 24 godzinach hodowli w réznych warunkach tlenowych (Ryc. 8), mioblasty zarowno
modyfikowane (pTR-UF-22-FGF-4-VEGF, kontrolny pTR-UF-22, pCi-neoo_PIGF,
kontrolny pCi-neo), jak i natywne, byly odtrawiane i zbierane razem z mediami hodowlanymi
(w ktorych mogly znajdowa¢ si¢ komorki ulegajace apoptozie). Po zwirowaniu, osad
komorkowy byt ptukany z uzyciem zimnego buforu PBS z jonami wapnia i magnezu oraz
ponownie wirowany (tym razem w temperaturze 4° C). Nastgpnie proby byty przenoszone na
16d. W migdzyczasie przygotowano mieszaning zawierajaca aneksyng skoniugowana z FITC
oraz bufor wiazacy (ang. Binding Buffer). Po dodaniu do komoérek wczesniej przygotowanego
miksu, proby inkubowano w ciemnosci przez 15 minut. Nastgpnie mioblasty byty dodatkowo

rozcienczane w 300 ul schtodzonego buforu wiazacego i poddawane analizie cytometryczne;.
2.5.3.2. Ocena proliferacji komorek in vitro

W celu oceny zdolno$ci mioblastow ludzkich do proliferacji po modyfikacji genami FGF-4,
VEGF-A 1 PIGF, hodowanych w hipoksji, normoksji i warunkach standardowych,
wykorzystano test MTS (CellTiter 96 AQueous Omne Solution Cell Proliferation Assay,
Promega). Test ten bazuje na zdolnosci komodrek aktywnych metabolicznie do przeksztalcania
soli tetrazolowej o barwie zottej, w fioletowe krysztalki formazanu. Wyniki odczytywane sa

na spektrometrze z absorbancja rowna A= 550-600 nm.

Komorki populacji natywnych, transfekowanych kontrolnymi plazmidami (pTR-UF-22 i pCi-
neo) oraz transfekowane genami proangiogennymi (FGF-4, VEGF-A, PIGF), byly rozkladane
na 96 dotkowa ptytke, w ilosci 2,5 x10° komorek na dotek, w objetosci 100 pul medium, w
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pigciu powtorzeniach na kazda probg. Po uptywie 24 godzin medium zmieniano, a komorki
przektadano do ustalonych wcze$niej warunkow tlenowych (3% O,, 5% O, i 21% O,). Po
kolejnych 24 h do dotkéw dodawano odczynnik MTS oraz inkubowano przez 4 godziny w
inkubatorze. Nastepnie dokonano odczytu wynikdéw za pomoca czytnika do ELISY.

2.5.3.3. Badanie zdolnosci mioblastéw do réZnicowania w miotuby

Aby zbada¢ zdolno$¢ mioblastow do roznicowania w miotuby, komoérki natywne i po
transfekcji (pTR-UF-22-FGF-4-VEGF, kontrolny pTR-UF-22, pCi-neoo PIGF, kontrolny
pCi-neo) zostaty roztozone na ptytkach 6 dotkowych (powierzchnia 9,6 cm?) w ilosci 1,2 x10°
komorek/1 cm®. Po 24 h od transfekcji na komoérki bedace w duzym zageszczeniu natozono
medium réznicujace (z zawartoscia 2% surowicy konskiej) 1 przetozono je do wczesniej
ustalonych warunkow tlenowych (3% O, 5% Os 1 21% O3) na tydzien. Po tym czasie

przeprowadzono procedurg opisang w sekcji 2.3.3.

2.6. Badania na zwierzetach

Wykonane badania na zwierzgtach uzyskaty zgod¢ Lokalnej Komisji Bioetycznej ds.
Doswiadczen na Zwierzgtach przy Uniwersytecie Przyrodniczym w Poznaniu. Do badan

wykorzystano 68 myszy, w tym 53 myszy typu SCID 1 15 myszy typu NOD-SCID.
Yy Yy yszy ym yszy typ yszy typ

2.6.1. Wywolanie zawalu serca u myszy

Zawal mig$nia sercowego u myszy wywolywany byl operacyjnie poprzez podwiazanie lewej
tetnicy wiencowej. Zabieg wykonywano w nastgpujacy sposOb: mysz usypiano wziewnie,
przy uzyciu 2% lIzofluranu. Nastgpnie, zwierz¢ intubowano przy uzyciu rurki wprowadzonej
do drog oddechowych i podtaczano do respiratora, ktory zapewniat odpowiednie dozowanie
tlenu 1 $rodka usypiajacego w trakcie trwania operacji. Zabieg operacyjny obejmowat:
rozcigcie skory, odpreparowanie migsni klatki piersiowej, rozcigcie migsni migdzyzebrowych
1 podwiazanie tgtnicy wiencowej lewej komory. Po tej procedurze zebra sasiadujace z
rozcigciem prowadzacym do serca, laczono za pomoca rozpuszczalnych nici chirurgicznych.
Operacja konczono zszyciem skoéry, po czym stopniowo wybudzano zwierzgta poprzez
zmniejszenie doptywu s$rodka znieczulajacego. Procedur¢ wykonywano uzyciu sterylnych

narzedzi 1 materialow, w jalowym pomieszczeniu.
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2.6.2. Badanie echokardiograficzne

Przed wykonaniem badania zwierzeta usypiano/znieczulano przy uzyciu roztworu ketaminy i
ksylazyny (1,5 mg Bioketanu i 2 mg Xylopanu/1 ml 0,9% NaCl), podawanego w przeliczeniu
na mas¢ ciata zwierzgcia (10 pl roztworu/l g myszy). Nastepnie, klatka piersiowa oraz
glowica aparatu pokrywane byly zelem do USG. Pomiaru dokonywano w osi dhugiej
1 krotkiej serca. Oceniane parametry pozwolily na wyznaczenie powierzchni przekroju lewej
komory serca w osi krétkiej w fazie skurczu (LVESAS ang. left ventricular end-systolic area
in the short axis) 1 rozkurczu (LVEDAS- ang. left ventricular end-diastolic area in the short
axis). Na podstawie tych wielkosci obliczano — wyrazona w procentach — zmiang stosunku
powierzchni lewej komory w osi krotkiej SAX AC % (ang. short axis area change area of

change) wyrazony wzorem:

gdzie:
e SAX AC —zmiana pola powierzchni lewej komory w osi krotkiej
e LVEDAS - powierzchnia przekroju lewej komory serca w osi krotkiej w fazie
rozkurczu
e LVESAS — powierzchnia przekroju lewej komory serca w osi krotkiej w fazie

skurczu.
2.6.3. Intrakardialna transplantacja mioblastow ludzkich w modelu mysim

Komérki uzywane do transplantacji (zarowno genetycznie modyfikowane, jak i natywne)
hodowane byty w warunkach in vitro do uzyskania odpowiedniej liczby. Nastepnie, mioblasty
byly odtrawiane od podtoza za pomoca trypsyny. Skolekcjonowane komorki liczono przy
uzyciu automatycznego licznika do komorek (Bio-Rad TC20™ Automated Cell Counter), a
nastepnie zawieszano w odpowiedniej objetosci medium DMEM bez czerwieni fenolowej z
dodatkiem 1% BSA - albuminy surowicy bydlgcej (ang. Bovine Serum Albumin), w celu

uzyskania st¢zenia 1 mln komorek/ 100 pl.

Transplantacja komoérek odbywata si¢ po wczesniejszym znieczuleniu myszy za pomoca 2%
mieszaniny Izofluranu z tlenem. Procedura otwarcia klatki piersiowej zwierzat
przeprowadzona bylta analogicznie do operacji podwiazania tg¢tnicy wiencowej. Nastgpnie,

podawano 3 x10 pl zawiesiny komorkowej zawierajacej okoto 0,3-0,5 x10° (w zaleznosci od
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rodzaju eksperymentu) niezréznicowanych mioblastow (modyfikowanych genetycznie albo
natywnych). W grupie kontrolnej podawano roztwor soli fizjologicznej zamiast komorek.
Jako miejsca iniekcji dosercowe] wybrano: podstawe, przegrodg i $ciang boczna serca, na
granicy blizny zawatowej z prawidlowa tkanka miokardium (ang. border zone). Procedurg
zamknigcia klatki piersiowej 1 wybudzenia myszy przeprowadzano analogicznie jak w

przypadku wywotywania zawatu.

2.6.4 Terminacja zwierzat i pozyskanie organu/tkanki

Zwierzeta terminowano poprzez dyslokacje rdzenia krggowego. Po pobraniu catych serc,
oddzielano komory od przedsionkow za pomoca narzgdzi chirurgicznych. Te pierwsze
umieszczane byly w roztworze RNALater i przechowywane w temperaturze -80° C do

nastgpnych analiz.

2.6.5. Ustalenie kinetyki molekularnych zmian w ekspresji genéw proangiogennych
badanych w wybranych interwatach czasowych od indukcji zawatu serca u myszy

W celu ustalenia kinetyki zmian ekspresji markera hipoksji Hif-Ia gendw proangiogennych
Vegf-a, Vegf-b, Vegf-c, Vegf-d, Plgf oraz receptoréw dla tych gendw: Flt-1 oraz Kdr w
miokardium, wykonano badania in vivo, do ktorych zakwalifikowano 37 myszy typu SCID.
Myszy miatly wykonane badanie echokardiograficzne przed i po zabiegu indukcji zawalu
serca, aby potwierdzi¢, iz procedura podwiazania lewej tetnicy wiencowej zakonczyla sig
pomyslnie. Gryzonie terminowano w nast¢pujacych punktach czasowych od indukcji zawatu:
24 godziny, 7 dni, 28 dni. Dodatkowo, kontrole doswiadczenia stanowity myszy, u ktorych
nie indukowano zawahu. Po terminacji pobierano serca, z ktérych odpreparowywano lewa
komorg 1 umieszczano ja w roztworze RNALater (probki przechowywano w temperaturze -
80° C). W celu analizy ekspresji genow, z tkanek izolowano catkowite RNA. Metoda izolacji
kwasu rybonukleinoweg zostala opisana w podrozdziale 2.3.1. Réznica w metodologii
polegata na dodaniu poczatkowego kroku obejmujacego wstepna obrobke tkanki. W skrocie:
skolekcjonowane tkanki, po rozmrozeniu i pozbyciu si¢ RNALater, rozdrabniano
mechanicznie za pomoca skalpela, a nastgpnie przenoszono do 1 ml odczynnika lizujacego
TRI Reagent. Tak przygotowana tkanke poddawano homogenizacji (14 000 obr/min, 3 razy
po 20 sek., 21° C) przy uzyciu homogenizatora 710 Basic ULTRA-TURRAX. Nastepnie
procedura odpowiadata wczesniej opisanej metodzie uzyskania RNA, z ktérego oczyszczano
frakcj¢ mRNA. Frakcja ta byta przepisywana w wyniku odwrotnej transkrypcji na cDNA,
ktore shuzylo jako matryca do wykonania reakcji PCR w czasie rzeczywistym (qPCR).
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Badaniu poddano ekspresje genéw proangiogennych Vegf-a, Vegf-b, Vegf-c, Vegf-d, Plgf oraz
receptoréw dla tych gendéw: Flt-1 1 Kdr. Dodatkowo zbadano, w jaki sposdb zmienia si¢

ekspresja genu Hif-1a w czasie, jaki uptynat od indukcji zawatu serca.

Po terminacji wykonywano dokumentacje fotograficzna, przy pomocy aparatu Canon EOS
100D z obiektywem 18-55mm III. Z kazdego punktu czasowego jedno serce utrwalano w
formalinie, aby nastgpnie przygotowaé preparaty (kostki parafinowe i skrawki na szkietkach -
myszy oznaczono w Tabeli 21 kolorem bordowym). Badania histologiczne byly mozliwe
dzigki wspotpracy z Zaktadem Patomorfologii Klinicznej, Szpitala Klinicznego im. Heliodora
Swiecickiego UM w Poznaniu. Zdjecia w powigkszeniu 5x rejestrowano i skladano za

pomoca mikroskopu fluorescencyjnego Leica DMi8.
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TABELA 21. Indywidualna lista myszy wraz z wykonanymi procedurami ktore zostaty wykonane w
trakcie do§wiadczenia.

o Terminacja

Echo serca Terminacja Zawal serca Echo serca > T >3dni
14/202 14/202 18/203 18/203 18/203 1/196 4/197
15/202 15/202 19/204 19/204 19/204  2/197 6/198
16/202 16/202 20/204 20/204 20/204  5/198 8/199
6/396 6/396 30/209 30/209 30/209  26/207  22/205
9/397 9/397 31/209 31/209 31/209  27/207  23/205
15/400 15/400 32/209 32/209 32/209  28/208  24/205
16/400 11/400 11/400 11/400  3/395  25/206
18/203 12/400 12/400 12/400  5/396 2/395
19/204 13/400 13/400 13/400  7/397 8/397
20/204 14/400 14/400 14/400\.4/396| 10/399
30/209 1/196 1/196 1/395)
31/209 2/197 2/197
32/209 5/198 5/198
11/400 26/207 26/207
12/400 27/207 27/207
13/400 28/208 28/208
14/400 3/395 3/395

E 1/196 4/396 4/396

5 2/197 51396 5/396

E 5/198 7/397 7/397

5 26/207 4/197 4/197
27/207 6/198 6/198
28/208 8/199 8/199
3/395 22/205 22/205
4/396 23/205 23/205
5/396 24/205 24/205
7/397 25/206 25/206
4/197 1/395 1/395
6/198 2/395 2/395
8/199 8/397 8/397
22/205 10/399 10/399
23/205
24/205
25/206
1/395
2/395
8/397
10/399

2.6.6. Badania przedkliniczne, z uzyciem mioblastow modyfikowanych genem PIGF, na
modelu mysiego serca pozawatowego.

Badanie zmian molekularnych w sercu, w réznych odstgpach czasu od zawatu serca u myszy,
a takze badania in vitro prowadzone na mioblastach ludzkich, modyfikowanych genami
proangiogennymi oraz hodowla in vitro w roznych warunkach tlenowych, doprowadzity do
rozpoczecia serii badan przedklinicznych na modelu mysiego serca pozawatowego. Kierujac
si¢ wynikami z wspomnianych badan, wyselekcjonowano mioblasty modyfikowane genem

PIGF jako potencjalne narzgdzie terapeutyczne. Do badan uzyto samic myszy
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immunokompromisowanych typu NOD-SCID n= 15. Schemat eksperymentu przedstawial si¢

W nastgpujacy sposob:
Badania
histochemiczne
ECHO II 24h ECHO I
Dzieri 0 | Dzien 28 | Dzien35 | Dzieri 55 Dzier 103
ECHO I . . ECHO IV
przed . . H . Terminacja
zawatem | Dzier 17 | Dzien 29 Dzien 38 |
Indukcja zawatu Interwencja: Badania Badania
Mb-PIGF histochemiczne histochemiczne
Mb-Wt 7dni 30 dni
0.9% NacCl

RYCINA 9. Schemat czasowy eksperymentu

Zatozeniem eksperymentu byla dlugoterminowa obserwacja efektu terapeutycznego (do 3
miesigcy od indukcji zawatu). Procedurg¢ wykonywania echa serca, transplantacji mioblastow

oraz terminacji 1 kolekcjonowania materiatu opisano w sekcji 2.6.1.

Myszy podzielono na 3 grupy w zalezno$ci od typu interwencji: myszy, ktorym podano
mioblasty modyfikowane genem PIGF- n= 9, zwierzg¢ta, ktorym transplantowano komorki

natywne n= 3, oraz kontrole, ktorym wstrzyknigto jedynie sol fizjologiczna (0,9% NaCl) n=3.

Po interwencji z uzyciem mioblastow modyfikowanych genem P/GF, terminowano 3 myszy
— 24 h, 7 dni 1 miesiac po interwencji, aby oceni¢, jak dlugo przeszczep komorkowy
utrzymywat si¢ w obrebie blizny pozawatowej. Ludzkie komorki barwiono fluorescencyjnie z
uzyciem przeciwciata Anti-Mitochondria Antibody, Surface of intact mitochondria, clone 113-
1 (MABI1273). Przed wykonaniem wtasciwego barwienia dokonano optymalizacji i
sprawdzenia swoistosci przeciwciata z zastosowaniem kontroli negatywnej - tkanki mysiego

jadra, oraz kontroli pozytywnej - mioblastow ludzkich.

W ostatnim punkcie terminowano myszy, ktérym podano mioblasty modyfikowane genem
PIGF- n=6, zwierzgta, ktorym transplantowano komoérki natywne n=3, oraz te ktdrym
wstrzyknigto jedynie sol fizjologiczna (0,9% NaCl) n=3. Po terminacji, serca
skolekcjonowano. Nastepnie izolowano kolejno - RNA 1 frakcjg¢ mRNA, ktora przepisano na

cDNA. W izolowanych sercach oznaczano ekspresj¢ genow Vegf-a, Vegf-b, Vegf-c, Vegf-d,
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Plgf oraz receptorow dla tych genow: Flt-1 1 Kdr. Ekspresja tych genéw byla mierzona wobec
genow referencyjnych: Hprt, Tpt (metodologia opisana w podrozdziale 2.3.4).

2.8. Analiza statystyczna

Kazde doswiadczenie wykonane bylo dwukrotnie, w co najmniej w trzech powtorzeniach.
Otrzymane dane wyrazano jako $rednia + odchylenia standardowe. Do analiz statystycznych
uzywano testow porownujacych dana cechg pomigdzy przynajmniej trzema grupami. Finalnie
do analizy uzyto testu ANOVA z poprawka Tuckey’a dla zmiennych niepowiazanych,
Kruskala-Wallis’a z poprawka Dunn’a (wielokrotnych porownan S$rednich rang dla

wszystkich grup).

~ 84 ~



VI. WYNIKI

1. Izolacja oraz charakterystyka biologiczna mioblastow ludzkich

Badania prowadzono z uzyciem 3 populacji ludzkich mioblastoéw, wyizolowanych z
pooperacyjnych resztek tkankowych, powstalych w wyniku zabiegu rekonstrukcji wigzadta
krzyzowego przedniego. Populacje oznaczono jako miol35, miol80, miol91; wszyscy
pacjenci miescili si¢ przedziale wiekowym do 35 roku zycia. Kazda z badanych probek
zostala scharakteryzowana poprzez cytometryczne oznaczenie ,,czystosci” populacji za
pomoca markera CD56, wystgpujacego na powierzchni komodrek miogennych. Odsetek
komoérek miogennych w badanych populacjach utrzymywat si¢ w okoto 80-90% dla kazdej
badanej zawiesiny pierwotnej (Ryc. 10). Za pomoca barwienia immunofluorescencyjnego
weryfikowano obecno$¢ miogennych markeréw wewnatrzkomorkowych. Ekspresja desminy
— biatka charakterystycznego dla komorek niezréznicowanych — byta wykrywana w bardzo
wysokim natgzeniu po wykonaniu immunofluorescencji - >90% (Ryc. 11). Marker komorek
zréznicowanych MHC utrzymywat si¢ raczej na niskim poziomie, we wszystkich badanych
zawiesinach pierwotnych mioblastow - <5% (Ryc. 12). Charakterystyke uzupetnit indeks
fuzyjny, ktory wykazal, iz wszystkie badane populacje komorek pozyskanych z migsni
szkieletowych zachowuja funkcjonalno$¢ w warunkach in vitro, czyli zachowuja zdolnos¢ do

zroznicowania komorek prekursorowych (mioblastow) w miotuby (Ryc. 13).

A B C

5 — ] k2
o = : berrere] O lt--;'.l;'--'tj.*-h"lj“.hfﬂﬂhl W, o L - it i spere]
Ly W nad B 1w o " O opsdPes " w e " cosdBes oo Loy
83% CD56+ 81% CD56+ 93% CD56+

RYCINA 10. Analiza cytometryczna czystosci uzyskanych zawiesin pierwotnych, za pomocq markera
powierzchniowego CD56, charakterystycznego dla komodrek miogennych. A - Ekspresja markera
CD56 w populacji mioblastow miol35- 83% komorek pozytywnych, B - Ekspresja markera CD56 w
populacji mioblastow miol80- 81% komorek pozytywnych, C - Ekspresja markera CD56 w populacji
mioblastow miol91- 93% komaorek pozytywnych.
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RYCINA 11. Oznaczenie ekspresji biatka markerowego, charakterystycznego dla miodych komorek
przy pomocy barwienia immunofluorescencyjnego - desmina w populacjach wyizolowanych
mioblastow. A - oznaczenie w populacji miol35; B - miol80; C - miol91.

C

RYCINA 12. Oznaczenie ekspresji biatka markerowego, charakterystycznego dla miogennych komorek
zroznicowanych - ciezki lancuch miozyny (MHC) w populacjach wyizolowanych mioblastow. A -
oznaczenie w populacji miol35; B - miol80; C - miol91.
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RYCINA 13. Indeks fuzyjny wykonany dla izolowanych populacji komorek macierzystych miesni
szkieletowych. A - roznicowanie populacji miol35; B - miol80; C - miol91.
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2. Optymalizacja warunkéw hodowli in vitro. Ustalenie warunkow
hipoksji w hodowli in vitro odpowiadajacych warunkom tlenowym w
sercu po zawale

2.1. Ekspresja genu HIF-1a w zaleznoSci od stezZenia tlenu i dlugosci hodowli

- badania in vitro

Optymalizacji warunkow hodowli dokonano z uzyciem komorek zawiesiny pierwotnej
miol80. W pierwszym etapie badan oznaczono ekspresj¢ genu HIF-Ioo w mioblastach
ludzkich, hodowanych w roznych stezeniach tlenu. Komorki hodowano w nastepujacych
stezeniach tlenu: 1%, 2%, 3%, 5%, 7%, 10%, 15% oraz 21% (warunki standardowe). Aby
oceni¢, jaki wplyw na komorki ma dtugo$¢ ekspozycji na zmienione warunki tlenowe, byty
one hodowane przez 24 h oraz 7 dni w roéznych stgzeniach O,. Z zebranego materialu
komorkowego wyizolowano RNA (Ryc. 14), a nastgpnie, w procesie odwrotnej transkrypcji,
uzyskano cDNA, ktorego jako$¢ zweryfikowano za pomoca PCR z uzyciem starteréw na gen

referencyjny f-AKTYNE (Ryc. 15).

10% 15% 21%

RYCINA 14. Analiza elektroforetyczna probek. A - RNA pochodzqce z mioblastow populacji miol80
hodowanych 24h, w roznych warunkach tlenowych: 1%, 2%, 3%, 5%, 7%, 10%, 15% oraz 21%
(warunki standardowe); B - RNA uzyskane z populacji mioblastow miol80 hodowanych przez 7 dni w
nastepujqcych warunkach tlenowych: 1%, 2%, 3%, 5%, 7%, 10%, 15% oraz 21% (warunki
standardowe).
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S0bp 1% 2% 3% 5% 7% 10% 15% 21% S50bp 1% 2% 3% 5% 7% 10% 15% 21%

RYCINA 15. Analiza elektroforetyczna produktu PCR. A - obraz rozdzialu elektroforetycznego
produktow reakcji PCR dla genu p-AKTYNY o wielkosci 192 pz dla mioblastow hodowanych przez
24h w roznych stezeniach tlenu: 1%, 2%, 3%, 5%, 7%, 10%, 15% oraz 21% (warunki standardowe);
B - obraz rozdziatu elektroforetycznego produktow reakcji PCR dla genu -AKTYNY o wielkosci 192
pz dla mioblastow zawiesiny miol80 hodowanych przez 7 dni w roznych stezeniach tlenu: 1%, 2%,
3%, 5%, 7%, 10%, 15% oraz 21% (warunki standardowe). Do analizy uzyto markera o wielkosci
50bp.

W badanych probkach oznaczano ekspresj¢ genu HIF-1a za pomoca metody qPCR. W tym
celu przygotowano krzywa standardowa dla badanego genu. Dostarczyta ona informacji o
wydajnos$ci reakcji, ktora byla niezbedna, aby dokona¢ kalkulacji ekspresji badanego genu.
Dodatkowo, produkt charakteryzowal si¢ odpowiednia temperatura topnienia, co
gwarantowato rozpoznanie jego swoistosci. Ta sama zasada postgpowania dotyczyla réwniez

genow referencyjnych TBP, GAPDH, PACT. Startery uzyte w badaniu byly swoiste tylko do

matrycy ludzkiej, nie generujac produktu na materiale mysim (Ryc. 16).
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Temperatura topnienia
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RYCINA 16. Krzywe topnienia produktow qPCR z temperaturami topnienia (°C) i wydajnosciq reakcji
(%). A - temperatura topnienia oraz wydajnos¢ reakcji dla ludzkiego genu HIF-10, B - temperatura
topnienia oraz wydajnos¢ reakcji dla ludzkich genow fACT, GAPDH, TBP.

Oceny ekspresji genu HIF-1o. dokonano uzywajac algorytmu GeNorme, wraz z genami
referencyjnymi fACT, TBP.
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RYCINA 17. Ekspresja genu HIF-1o. w mioblastach (miol80) hodowanych in vitro przez 24h oraz 7
dni w zmienionych warunkach tlenowych. A - ekspresja markera HIF-1o. w mioblastach hodowanych
in vitro przez 24h w nastepujqcych warunkach: warunki standardowe (21%,), 1%, 2%, 3%, 5%, 7%,
10%, 15%, istotnosSci statystyczne zaznaczono wzgledem populacji hodowanej w warunkach
standardowych;, B - ekspresja markera HIF-la w mioblastach hodowanych przez 7dni w
nastepujqcych warunkach tlenu: warunki standardowe (21%), 1%, 2%, 3%, 5%, 7%, 10%, 15%;
istotnosci  statystyczne zaznaczono wzgledem populacji komorek hodowanej w warunkach
standardowych,; C - porownanie ekspresji markera HIF-1o w mioblastach hodowanych przez 24h z
mioblastami hodowanymi przez 7 dni w nastepujacych warunkach: warunki standardowe (21%), 1%,
2%, 3%, 5%, 7%, 10%, 15%, statystyke podano w Tabeli 22. Gwiazdki oznaczajq poziomy istotnosci
statystycznej: *p<0,05, **p<0,01 i ***p<0,001.
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TABELA 22. Analiza statystyczna dla badanych populacji komorek do Ryc. 17C. Badane populacje:
mioblasty hodowane 24h oraz 7 dni w nastepujqcych warunkach: warunki standardowe (21%), 1%,
2%, 3%, 5%, 7%, 10%, 15%. Gwiazdki oznaczajq poziomy istotnosci statystycznej: *p<0,05,
**p<0,01 oraz ***p<0,001.

3%7 | 5% |5%7 | 7% | 7%7| 10% [10% 7| 15% |15% 7
dni | 24h | dni | 24h | dni | 24h dni 24h dni

*kKk *kk *kKk *k *kk *kk

Warun

*%k

Wyniki jednoznacznie wskazaly, iz dlugoterminowa hodowla (7 dni) w zmienionych

warunkach tlenowych powodowala ,,wyciszenie” ekspresji czynnika transkrypcyjnego HIF-
la (Ryc. 17B). Biorac pod uwagg populacje komoérek eksponowanych na obnizona ilo$¢ tlenu
w hodowli przez 24 h, wida¢ znaczacy wzrost ekspresji genu HIF-Ia w populacjach
hodowanych w 3% stezeniu tlenu, co potwierdzaja istotno$ci statystyczne zawarte w Tabeli
22 (punkt ten jako jedyny byt istotnie podwyzszony w stosunku do pozostatych badanych

populacji komérkowych).

2.2. Ekspresja genu HIF-lx w mioblastach transplantowanych do
pozawalowego serca myszy.

Populacja mioblastow ludzkich badana w warunkach in vitro byla nastgpnie uzywana w
badaniach in vivo, do transplantacji w modelu mysiego serca pozawatowego. Przy okazji
podwiazywania lewej tetnicy wiencowej, transplantowano mioblasty z populacji mio180 w
rejon objety zawatem. Po uptywie 24 h, 7 dni i 28 dni od indukcji zawatu/transplantacji,

myszy terminowano i izolowano serca, w ktdrych znajdowaty si¢ transplantowane ludzkie
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mioblasty. Z pobranego materialu (catych serc mysich z podanymi mioblastami) izolowano

RNA (Ryc. 18A), ktére nastgpne przepisywano na cDNA (Ryc. 18B)

A

1/233 2/234 3/234
o . I M .

5/239 6/239 4/234

RYCINA 18. Przyktadowa analiza elektroforetyczna uzyskanego materiatu biologicznego: A - rozdziat
elektroforetyczny uzyskanego RNA z izolowanych serc myszy, B - obraz rozdziatu elektroforetycznego
produktow reakcji PCR dla genu B-AKTYNY. Myszy: 1/233- 24h po zawale /transplantacji komorek;
5/239- 24h po transplantacji komorek; 2/234- 7 dni po zawale/transplantacji komorek; 6/239- 7 dni po
transplantacji komorek; 3/234- 28 dni po zawale/transplantacji komorek; 4/234- 28 dni transplantacji
komorek.

Probki cDNA byty uzywane jako matryca dla reakcji PCR w czasie rzeczywistym (qPCR).
Do analizy uzyto starterow swoistych jedynie dla genomu ludzkiego (pochodzacego z
mioblastow ludzkich znajdujacych si¢ w sercu mysim), ktore nie generowaly produktu w
wyizolowanym materiale pochodzacym z serc myszy (specyfikacja starterow - temperatura
topnienia oraz wydajno$¢ Ryc. 16). Potwierdzono to za pomoca reakcji PCR z wybranymi
starterami z uzyciem materialu mysiego, gdzie wynik reakcji, po rozdziale produktu na zelu

agarozowym, okazal si¢ negatywny. Tym samym ostatecznie zwalidowano swoisto$¢

wybranych starterow (Ryc. 19).

RYCINA 19. Wykazanie swoistosci uzytych starterow. Analiza wykonana z uzyciem starterow
swoistych dla matrycy pochodzenia ludzkiego z uzyciem probek cDNA pozyskanych z mysiego serca
pozawalowego. Rozdzial elektroforetyczny produktow reakcji PCR. Startery uzyte do analizy: TBP, f5-
AKTYNA, HIF-1o. 1- Marker wielkosci 50bp; 2,3,4,- matryca ¢cDNA pochodzqca z serca myszy.
Testowane startery - kolejno: TBP, B-AKTYNA, HIF-la. Wynik negatywny potwierdza swoistosc
uzytych starterow.
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Po potwierdzeniu swoisto$ci starterow wykonano PCR w czasie rzeczywistym z uzyciem
starterow odpowiadajacych sekwencji ludzkiego czynnika HIF-1a oraz cDNA uzyskanego z
mysich serc, w ktorych znajdowaly si¢ ludzkie komorki. Jako referencje zastosowano

wczesniej wspomniane geny 7BP, f-AKTYNE.
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RYCINA 20. Ekspresja ludzkiego genu HIF-1o. w mioblastach ludzkich podanych do serca mysiego. A
- ekspresja genu HIF-1o w mioblastach podanych do mysiego serca przy okazji indukcji zawatu. B -
ekspresja genu HIF-1o. w mioblastach podanych do mysiego serca bez wywolywania zawatu. Badane
grupy: serca w 24h po transplantacji komorek/indukcji zawatu, n=3; serca w 7 dni po transplantacji
komorek/indukcji zawatu, n=4; w 30 dni po transplantacji komorek/indukcji zawatu, n=2; serca w 24
h po transplantacji komorek, n=3; serca w 7 dni po transplantacji komorek, n=2; w 30 dni po
transplantacji komorek, n=2. Gwiazdki oznaczajq poziomy istotnosci statystycznej:, **p<0,01 i
**%p<0,001. nd - nie zidentyfikowano

Wykazano ekspresj¢ genu HIF-1a w mioblastach ludzkich obecnych w sercach myszy po 24
h od podania komorek/indukcji zawatu oraz po 7 dniach od podania komorek/indukcji
zawalu. Wynik ten potwierdzil, iz hipoksja obecna w sercach ma wplyw na ekspresj¢ genow
w komorkach podawanych w rejon objgty niedokrwieniem (Ryc. 20A). Po 30 dniach, ktore
uptyngty od podania mioblastow przy okazji indukcji zawalu serca, nie zaobserwowano
ekspresji genu HIF-1o. Moze to mie¢ zwiazek z faktem, iz po 30 dniach w obrgbie blizny
pozawatowej bylo zbyt mato komorek, aby mozna bylo oznaczy¢ ekspresj¢ gendw w niewielu
mioblastach znajdujacych si¢ w obrgbie miokardium (Ryc. 20A). Zatem metoda mogta

okaza¢ sig¢ niewystarczajaco czula. Nie wykryto ekspresji genu HIF-loo w mioblastach

podanych do serc, w ktorych nie indukowano zawatu (Ryc. 20B). Tym samym udowodniono,
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ze przy braku hipoksji sercowej wywotanej niedokrwieniem nie dochodzi do ekspresji genu

HIF-1a w komorkach macierzystych z migéni szkieletowych.

2.3. Wyznaczanie warunkow hipoksji oraz normoksji dla komorek

macierzystych pochodzacych z miesni szkieletowych w hodowli in vitro.

Wykorzystujac wyniki dotyczace ekspresji genu dla czynnika indukowanego hipoksja w
ludzkich mioblastach hodowanych in vitro w réznych stezeniach tlenu oraz wyniki uzyskane
z badan nad mioblastami ludzkimi podawanymi do serca myszy przy okazji indukcji zawatu,
ustalono warunki hipoksji dla mioblastow, ktére najlepiej odzwierciedlaly warunki panujace

W S€rcu po zawale.

po podaniu/indukcji zawatu

Ekspresja genu HIF-1a w
mioblastach 7h
po podaniu/indukcji zawatu

|:| Ekspresja genu HIF-1a w
mioblastach 24h

Ekspresja genu HIF-1a

Ekspresja genu HIF-1a w
mioblastach w warunkach
standardowych in vitro

Ekspresja genu HIF-1a w
mioblastach hodowanych 24h

Ekspresja genu HIF-1a w
mioblastach hodowanych 24h

Wzgledna ekspresja

RYCINA 21. Optymalizacja warunkow hipoksji dla hodowli mioblastow in vitro najlepiej
odzwierciedlajqcych warunki panujqce pozawatowym miokardium.

Wysoka ekspresja genu HIF-1o. w mioblastach ludzkich podanych dosercowo nie wykazata
roznic istotnych statystycznie (ns) z ekspresja tego genu w mioblastach hodowanych in vitro
przez 24 h w 3% O,. Dotyczyto to zar6wno mioblastow znajdujacych si¢ w sercu przez 24 h,
jak 17 dni (Ryc. 21) od indukcji zawatu (z rownoczesnym podaniem komorek). Jak wynika z
Ryc. 17C (podpunkt 2.1), to wtasnie hodowla in vitro w 3% stezeniu O, wzbudzita najwyzsza
ekspresje genu czynnika indukowanego hipoksja, co rowniez oznacza, iz to stgzenie tlenu ma
najwigkszy wptyw na komorki 1 ekspresje HIF-1o. Biorac pod uwage te wyniki, warunki
hodowli mioblastow in vitro zostaly ustalone na 3% O, przez 24 h, poniewaz ten punkt

czasowy 1 to st¢zenie tlenu odpowiadaly hipoksji wywotanej zawalem.
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Warunki normoksji, czyli fizjologicznego st¢zenia tlenu dla mioblastoéw ludzkich, zostaty
ustalone za pomoca danych literaturowych. Dodatkowo, z danych uzyskanych po zbadaniu
ekspresji genu czynnika indukowanego hipoksja w mioblastach hodowanych przez 24 h w
warunkach in vitro, w réznych stezeniach tlenu, obserwowano znaczace obnizenie ekspresji
markera HIF-1o podczas hodowli w stgzeniu 5% O,. Konsolidacja wiedzy literaturowej, wraz
z uzyskanymi wlasnymi wynikami, pozwolita na ustalenie 5% st¢zenia tlenu jako warunkow
normoksji dla mioblastow ludzkich hodowanych w warunkach in vitro, poniewaz
niejednokrotnie wspominane jest, iz to stezenie odpowiada fizjologicznemu dla migsni

szkieletowych.

3. Modyfikacja genetyczna mioblastow ludzkich za pomoca genow
FGF-4/VEGF oraz PIGF

Po zoptymalizowaniu warunkow hodowli in vitro, mozliwe byto podzielenie mioblastow na 3
grupy badawcze: hodowanych w warunkach hipoksji - 3% st¢zenia O, przez 24 h, normoks;ji -
5% stezenia O, przez 24 h, oraz w warunkach standardowych (hiperoksji) - 21% stgzenia O,
przez 24 h. Scharakteryzowane populacje mioblastow zostaty namnozone do odpowiednich
liczebno$ci, a nastgpnie modyfikowane genetycznie. Mioblasty z populacji miol35 byty
modyfikowane z uzyciem konstrukcji wektora FGF-4/VEGF, natomiast mioblasty populacji
miol91 byly modyfikowane za pomoca wektora kodujacego gen PI/GF. PoszczegoOlne
populacje komdrkowe (zarowno modyfikowane genetycznie, jak 1 natywne) zostaty zbadane 1
poréwnane pod katem wpltywu warunkéw tlenowych na ich wiasciwosci biologiczne,

ekspresj¢ genéw oraz wprowadzonych transgenow.

3.1 Przygotowanie konstrukcji genowych

Plazmidy uzyskane w wyniku namnazania na duza skalg zostaty zweryfikowane, tak aby
potwierdzi¢ obecnos¢ insertu genowego. W tym celu wykonywano hydrolizg DNA obydwu

konstrukeji, a catos¢ weryfikowano w rozdziale produktu na 1 % zelu agarozowym (Ryc. 22).
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FG FA-Ires-VEGF
1959 pz

— il

RYCINA 22. Wyniki hydrolizy DNA plazmidowego. Hydroliza enzymem HindIll, w wyniku ktorego
otrzymano wyciete inserty FGF-4, VEGF (wraz z motywem IRES)o wielkosci 1959 pz. 1 - marker
wielkosci 1 kpz, 2 - marker wielkosci 100 bp, 3 - plazmid ciety, 4 - plazmid caly. Hydroliza enzymami
restrykcyjnymi enzymami Xho I oraz Xba, w wyniku ktorego otrzymano wyciety insert PIGF o
wielkosci 513 pz. 5 - marker wielkosci 1 kpz, 6 - marker wielkosci 100 bp, 7 - plazmid ciety, 8 -
plazmid caly.

3.2. Elektroporacja mioblastow oraz okreslenie wydajnosci procesu.

Analiza cytometryczna wykazala, iz w transfekowanych populacjach mioblastow
hodowanych w warunkach hipoksji - 3% O, przez 24 h, normoksji - 5% O, przez 24 h, oraz w
warunkach standardowych - 21% O, przez 24 h, odsetek komorek pozytywnych pod
wzgledem biatka zielonej fluorescencji wynosit okoto 80%, a tym samym potwierdzito to
wysoka wydajno$¢ procesu modyfikacji genetycznej (Ryc. 23). Jako kontroli dla

eksperymentu uzyto komorek populacji dzikiej (nietransfekowanej).
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RYCINA 23. Analiza cytometryczna populacji mioblastow transfekowanych plazmidem pEGFP. A -
komorki transfekowane plazmidem pEGFP hodowane w warunkach hipoksji; B - komorki natywne
hodowane w warunkach hipoksji; C - komorki transfekowane plazmidem pEGFP hodowane w
warunkach normoksji; D - komorki natywne hodowane w warunkach normoksji; E - komorki
transfekowane plazmidem pEGFP hodowane w warunkach standardowych; F - komorki natywne
hodowane w warunkach standardowych.
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4. Charakterystyka zmodyfikowanych genetycznie mioblastow
ludzkich. Pordéwnanie ich wlasciwosci w roézinych warunkach
tlenowych

W celu okreslenia wptywu danej modyfikacji genetycznej i warunkéw tlenowych na komorki
macierzyste migsni szkieletowych, dokonano analiz molekularnych oraz biologicznych. Miaty
one na celu celu okreslenie, czy komorki posiadaty potencjatl terapeutyczny w niekorzystnych

warunkach tlenowych, jakie wystepuja w sercu po zawale.

4.1. Ocena ekspresji wybranych genow

4.1.1. Ocena jakosci wyizolowanego RNA

Mioblasty populacji miol135 oraz miol191 byly modyfikowane genetycznie. Po 24—godzinnej
hodowli w réznych stezeniach tlenu, wszystkie populacje zostaly zebrane do badan. Z

komorek wyizolowano RNA, a nastgpnie uzyskano cDNA (Ryc. 24,25).
F/V pTR-UF-22 WT F/V pIR-UF-22 WT F/V pIR-UF-22 WT
I— - - - I' P - - I' e s S—
: G = -

-—

3%z 5% Oz 21% 102

PIGF pCi-neo WT PIGF pCi-neo WT PIGF pCi-neo WT

[EZ2E [

5% Oz 21% 02

RYCINA 24. Analiza elektroforetyczna probek RNA pochodzqcych z mioblastow modyfikowanych
genetycznie jak i natywnych hodowanych w réznych warunkach tlenowych: hipoksj i- 3% O,
normoksji - 5% O,, w warunkach standardowych - 21% O,. A - RNA uzyskane z populacji mioblastow
miol35. Skroty: F/V - RNA izolowane z mioblastow modyfikowanych genetycznie konstrukcjq FGF-
4/VEGF; pTR-UF-22 - RNA izolowane z mioblastow elektroporowanych plazmidem kontrolnym pTR-
UF-22; WT - RNA izolowane z mioblastow natywnych. B - RNA uzyskane z populacji mioblastow
miol91. Skroty: PIGF - RNA izolowane z mioblastow modyfikowanych genetycznie konstrukcjq PIGF;
pCi-neo - RNA izolowane z mioblastow elektroporowanych plazmidem kontrolnym pCi-neo; WT -
RNA izolowane z mioblastow natywnych.
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RYCINA 25. Analiza elektroforetyczna produktu PCR. Obraz rozdziatu elektroforetycznego produktow
reakcji PCR dla genu B-AKTYNY o wielkosci 192 pz uzyskany z mioblastow modyfikowanych
genetycznie jak i natywnych hodowanych w roznych warunkach tlenowych hipoksji (3%), normoksji
(5%), warunkach standardowych (21%). A - produkt powstaly na matrycy ¢DNA pochodzqcej z
mioblastow miol35 Skroty: F/V - c¢DNA uzyskane z mioblastow modyfikowanych genetycznie
konstrukcjq FGF-4/VEGF,; pTR-UF-22 - cDNA uzyskane z mioblastow elektroporowanych plazmidem
kontrolnym pTR-UF-22; WT - ¢cDNA uzyskane z mioblastow natywnych. B - produkt powstaly na
matrycy ¢DNA pochodzqcej z mioblastow miol91. Skroty: PIGF - ¢DNA uzyskane z mioblastow
modyfikowanych genetycznie konstrukcjq PIGF; pCi-neo - ¢DNA uzyskane z mioblastow
elektroporowanych plazmidem kontrolnym pCi-neo; WT - cDNA uzyskane z mioblastow natywnych.

4.1.2. Przygotowanie krzywych standardowych oraz okre$lenie temperatur topnienia
produktow.

Oznaczenie ekspresji genow HIF-lo, PIGF, FGF-4, VEGF-A we wszystkich populacjach
mioblastow byto mozliwe dzigki przygotowaniu krzywej standardowe;j dla kazdego badanego
genu. Dostarczyta ona informacji o wydajnosci reakcji, ktéra byta niezbgdna aby dokonaé
oceny ekspresji genéw. Dodatkowo, kazdy z produktéw charakteryzowat si¢ inna temperatura

topnienia, co gwarantowato rozpoznanie jego swoistosci.
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RYCINA 26. Krzywe topnienia produktow gPCR z temperaturami topnienia (°C) i wydajnosciq reakcji
(%). A -temperatura topnienia oraz wydajnos¢ reakcji dla ludzkiego genu HIF-1a; B - temperatura
topnienia oraz wydajnosc reakcji dla ludzkich genow FGF-4, VEGF-A, PIGF.

4.1.2. Ocena ekspresji genu HIF-1a w badanych populacjach komérkowych

Ekspresja genu HIF-1a byta badana w populacjach mioblastéw modyfikowanych genetycznie
FGF-4/VEGF-A, PIGF, poddanych elektroporacji plazmidami kontrolnymi pTR-UF-22, pCi-
neo, oraz w komorkach natywnych, niemodyfikowanych probkach kontrolnych (WT)

hodowanych w réznych stezeniach tlenu: hipoksji - 3% O,, normoksji - 5% O,, warunkach
standardowych - 21% O,.
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RYCINA 27.Ocena ekspresji genu HIF-1o. w mioblastach ludzkich. A - Ekspresja genu HIF-lo w
mioblastach modyfikowanych genami FGF-4/VEGF, plazmidem kontrolnym pTR-UF-22, oraz
mioblastach kontrolnych (WT) hodowanych w nastepujqcych stezeniach tlenu: hipoksji - 3% O,,
normoksji - 5% O,, warunkach standardowych - 21% O,; B - Ekspresja genu HIF-1o. w mioblastach
modyfikowanych genem PIGF, plazmidem kontrolnym pCi-neo, oraz mioblastach kontrolnych (WT)
hodowanych w nastepujqcych stezeniach tlenu: hipoksji - 3% O, normoksji - 5% O, warunkach
standardowych - 21% O,. Gwiazdki oznaczajq poziomy istotnosci statystycznej: *p<0,05, **p<0,01 i
**4p<0,001

Wszystkie badane populacje komorek wykazaly najnizsza ekspresj¢ markera HIF-1a podczas
hodowli w 5% stgzeniu tlenu, czyli w warunkach fizjologicznych dla komorek macierzystych
migsni szkieletowych. Komorki natywne (WT) zarowno w populacji miol35, jak i miol91,
wykazaly zwigkszona ekspresj¢ markera HIF-loo w hipoksji (3% O,) w stosunku do
pozostatych warunkéw tlenowych, co $wiadczy o odpowiednim skonstruowaniu modelu
eksperymentalnego. W przypadku modyfikacji z uzyciem konstrukcji FGF-4/VEGF, nie
zaobserwowano jednak znaczacego wzrostu ekspresji tego markera w hipoksji (Ryc. 27A). W
przypadku modyfikacji genem PIGF, zauwazono zwigkszona ekspresj¢ genu HIF-la w
badanej populacji genetycznie modyfikowanej (Ryc. 27B). W obu populacjach bedacych
kontrolami transfekcji (pTR-UF-22, pCi-neo) zaobserwowano tendencje spadkowe w

ekspresji markera HIF-1o w warunkach normoksji.

4.1.3. Ocena ekspresji wprowadzonych transgenow

Po przeprowadzonej reakcji PCR w czasie rzeczywistym, mozliwa stala si¢ ocena poziomu
ekspresji badanych transgenow w mioblastach hodowanych w rdéznych stgzeniach tlenu:

hipoksji - 3% O,, normoksji - 5% O,, warunkach standardowych - 21% O,
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RYCINA 28. Ocena ekspresji wprowadzonych transgenow proangiogennych w mioblastach ludzkich.
A - Ekspresja genu VEGF-A w mioblastach modyfikowanych genami FGF-4/VEGF, plazmidem
kontrolnym pTR-UF-22, oraz w mioblastach kontrolnych (WT) hodowanych w nastepujacych
stezeniach tlenu: hipoksji - 3% O,, normoksji - 5% O,, warunkach standardowych - 21% O, B -
Ekspresja genu FGF-4 w mioblastach modyfikowanych genami FGF-4/VEGF, plazmidem kontrolnym
pTR-UF-22, oraz w mioblastach kontrolnych (WT) hodowanych w nastepujacych stezeniach tlenu:
hipoksji - 3% O,, normoksji - 5% O,, warunkach standardowych - 21% O2; C - ekspresja genu PIGF
w mioblastach modyfikowanych genem PIGF, plazmidem kontrolnym pCi-neo, oraz mioblastach
kontrolnych (WT) hodowanych w nastepujqcych stezeniach tlenu: hipoksji - 3% O,, normoksji - 5%
O,, warunkach standardowych - 21% O, Gwiazdki oznaczajq poziomy istotnosci statystycznej:
*0<0,05, **p<0,01 i ***p<0,001.

Zaobserwowano znamienna nadekspresj¢ wprowadzonych transgendw VEGF-A, FGF-4,
PIGF w populacjach komoérek genetycznie modyfikowanych, w stosunku do komorek
transfekowanych plazmidem kontrolnym oraz komodrek natywnych (WT). Zaobserwowano
wptyw hipoksji (3% O,) na ekspresje genu VEGF-A w populacjach modyfikowanych
genetycznie konstrukcja FGF-4/VEGF (Ryc. 28A), oraz PIGF w populacjach
modyfikowanych genem PIGF (Ryc. 28C). Jedynie w przypadku genu FGF-4 to normoksja
(5% O,) wzbudzita znamiennie najwigksza ekspresj¢ wprowadzonego transgenu Ww
mioblastach modyfikowanych genetycznie za pomoca FGF-4/VEGF-A (Ryc. 28B). Hipoksja

miata rowniez wptyw na ekspresj¢ genu PIGF w mioblastach kontrolnych, modyfikowanych
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plazmidem kontrolnym pCi-neo, jak i natywnych (WT), w poréwnaniu do mioblastow
hodowanych w pozostatych warunkach tlenowych (Ryc. 28C). W komorkach kontrolnych
transfekowanych plazmidem pTR-UF-22 oraz niemodyfikowanych populacji miol35
zaobserwowano niewielkie poziomy transkryptow genu VEGF-4 (Ryc. 28A).

4.1.4 Ocena ekspresji genow miogennych

Wptyw warunkéw tlenowych - hipoksji (3% O,), normoksji (5% O,) oraz warunkéw
standardowych hodowli (21% O,), a takze przeprowadzonych modyfikacji genetycznych
genami proangiogennymi na ekspresje genéw zwiazanych z miogeneza, zostat okreslony przy
pomocy reakcji qPCR. Zbadano ,,wczesne” geny miogenne: MYOD, MYF5 oraz geny
,»pozne”’; odpowiedzialne za wejsScie komorek na szlak dojrzewania i ré6znicowania - MRF4,
MIOG (miogenina). Byto to mozliwe dzigki przygotowaniu krzywych standardowych dla
kazdego z badanych genoéw. Dostarczyly one informacji o wydajnosci reakcji, ktora byla
niezb¢dna aby dokona¢ oceny ekspresji gendow. Dodatkowo, kazdy z produktéw
charakteryzowat si¢ inna temperatura topnienia, co gwarantowalo rozpoznanie jego

swoistosci.
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RYCINA 29. Krzywe topnienia produktow qPCR odpowiadajqce ludzkim genom miogennym - MRF4,
MYOG, MYOD, MYF5 z temperaturami topnienia (°C) i wydajnosciq reakcji (%).
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RYCINA 30. Ekspresja genow miogennych w komorkach macierzystych miesni szkieletowych w
roznych stezeniach tlenu: hipoksji (3% O,), normoksji (5% O,) oraz w warunkch standardowych (21%
0,). A- ekspresja genu MYOD w mioblastach populacji miol35 zarowno genetycznie modyfikowanych
(w tym kontrolnym plazmidem), jak i natywnych; B-Ekspresja genu MYF5 w mioblastach populacji
miol35 zarowno genetycznie modyfikowanych (w tym kontrolnym plazmidem), jak i natywnych; C-
ekspresja genu MRF4 w mioblastach populacji miol35 zarowno genetycznie modyfikowanych (w tym
kontrolnym plazmidem), jak i natywnych; D- ekspresja genu MYOG- miogenina w mioblastach
populacji miol35 zarowno genetycznie modyfikowanych (w tym kontrolnym plazmidem), jak i
natywnych; D- ekspresja genu MYOD w mioblastach populacji miol91 zarowno genetycznie
modyfikowanych (w tym kontrolnym plazmidem), jak i natywnych; E- ekspresja genu MYF5 w
mioblastach populacji miol91 zarowno genetycznie modyfikowanych (w tym kontrolnym plazmidem),
jak i natywnych; F- ekspresja genu MRF4 w mioblastach populacji miol91 zarowno genetycznie
modyfikowanych (w tym kontrolnym plazmidem), jak i natywnych, G- ekspresja genu MYOG-
miogenina w mioblastach populacji miol91 zarowno genetycznie modyfikowanych (w tym kontrolnym
plazmidem), jak i natywnych. Gwiazdki oznaczajq poziomy istotnosci statystycznej: *p<0,05,
**p<0,01 i ***p<0,001.

Populacje komorek hodowane w warunkach normoksji (5% O;) miaty tendencje do obnizania
ekspresji wszystkich czterech badanych genéw miogennych w poréwnaniu do pozostatych
warunkoéw tlenowych (Ryc. 30). Zaobserwowano tez znamienny wptyw warunkéw tlenowych
na regulacje ekspresji genu MYF5 (Ryc. 30B, F), gdzie zarowno komorki genetycznie
modyfikowane, jak i natywne, mialy tendencje do obnizenia jego ekspresji w warunkach
hipoksji 1 normoksji wzglgdem warunkow standardowych (hiperoksji). WyraZznie zaznaczony
spadek ekspresji tego genu w mioblastach natywnych hodowanych w st¢zeniu tlenu rownym
3% O, $wiadczy o tym, iz to nie modyfikacja miata wplyw na jego ekspresj¢, a warunki
tlenowe (Ryc. 30B, F). W przypadku mioblastow modyfikowanych genem PIGF
obserwowano spadek ekspresji genéw MYOD i MYOG w poréwnaniu do komorek natywnych
(WT 191) (Ryc. 30E, H). W przypadku mioblastow modyfikowanych genetycznie za pomoca
konstrukcji FGF-4/VEGF zawazono drastyczny spadek ekspresji genu MYOG w porownaniu

do mioblastow nie zmodyfikowanych (WT 135)- Ryc. 30D.

4.2. Ocena ekspresji bialek proangiogennych

Przeprowadzono pomiar ilosci wydzielonego biatka metoda immunoenzymatyczng ELISA.
Stgzenie bialek oznaczano uzywajac supernatantéw zebranych znad mioblastow zaréwno
genetycznie modyfikowanych, kontrolnych (elektroporowanych pustym plazmidem) jak
natywnych, hodowanych w réznych warunkach tlenowych: hipoksji (3% O;), normoksji (5%

0,) oraz w warunkacg standardowych (21% O5) .
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RYCINA 31. Ekspresja biatek w supernatantach zebranych znad komorek hodowanych w roznych
warunkach tlenowych: hipoksji (3% O,), normoksji (5% O,) oraz w warunkach standardowych (21%
0,). A- stezenie biatka VEGF-A w mediach zebranych znad mioblastow modyfikowanych genetycznie
konstrukcjq FGF-4/VEGF, kontroli transfekcji tj. mioblastow elektroporowanych pustym plazmidem
pTR-UF-22, oraz mioblastow natywnych (WT); B- stezenie biatka FGF-4 w mediach zebranych znad
mioblastow modyfikowanych genetycznie konstrukcja FGF-4/VEGF, kontroli transfekcji tj.
mioblastow elektroporowanych pustym plazmidem pTR-UF-22, oraz mioblastow natywnych (WT); C-
stezenie biatka PIGF w mediach zebranych znad mioblastow modyfikowanych genetycznie genem
PIGF, kontroli transfekcji tj. mioblastow elektroporowanych pustym plazmidem pCi-neo, oraz
mioblastow natywnych (WT). Gwiazdki oznaczajq poziomy istotnosci statystycznej: *p<0,05,
**p<0,01 i ***p<0,001.

Zaobserwowano wysokie stgzenia biatek proangiogennych VEGF-A, FGF-4 oraz PIGF w
supernatantach zebranych znad komorek zmodyfikowanych tymi genami, w porownaniu do
komorek kontrolnych (transfekowanych pustym plazmidem oraz natywnych - WT). Wysokie
stezenia biatka PIGF wykryto takze w supernatantach pochodzacych z hodowli mioblastéw
kontrolnych, przy czym najwyzsze stezenie oznaczono w warunkach hipoksji (3% O>) - Ryc.
31C. W przypadku biatka PIGF, hipoksja nie miata negatywnego wyptywu na sekrecjg¢ biatka,
poniewaz byla ona poréwnywalna z iloScia w uzyskana w hodowli w warunkach
standardowych. Warto zaznaczy¢, iz najnizsze st¢zenie biatka bylo wykrywane w warunkach
normoksji (5% 0O,) (Ryc. 31C). Biatko VEGF-A bylo wykrywane na poroéwnywalnym

poziomie we wszystkich badanych grupach komoérek modyfikowanych konstrukcja FGF-
~ 106 ~



4/VEGF. Delikatny wzrost obserwowano w populacjach hodowanych w 5% stg¢zeniu tlenu
(normoksja) zarowno w przypadku komorek modyfikowanych, jak i kontrolnych
(transfekowanych pustym plazmidem oraz natywnych - WT) - Ryc. 31A. Badanie sekrecji
biatka FGF-4, ujawnito jego wrazliwo$¢ na zmienione warunki tlenowe, co skutkowato
obnizeniem sekrecji biatka w warunkach hipoksji (3% O,) oraz normoksji (5% O;) w

stosunku do hiperoksji (Ryc. 31B).

4.2.1. Ocena funkcjonalno$ci biatka - test formowania Kapilar in vitro

Supernatanty zebrane znad wszystkich badanych populacji mioblastow hodowanych w
réznych warunkach tlenowych: hipoksji (3% O;), normoksji (5% O;) oraz w warunkach
standardowych (21% O,), byly testowane pod katem wlasciwosci proangiogennych
wydzielanych biatek. Potwierdzono funkcjonalnos¢ biatek ulegajacych nadekspres;ji 1 sekrecji.
Biatko PIGF okazato si¢ by¢ rownie skuteczne w formowaniu sieci prymitywnych kapilar z
komoérek HUVEC (Ryc. 34), jak mieszanina wydzielanych biatek FGF-4 oraz VEGF (Ryc.
33). Kontrolg pozytywna eksperymentu stanowito medium hodowlane promujace formowanie
si¢ kapilar (Medium 200 z suplementem LVES), w ktorym uformowana sie¢ naczyn byla
porownywalna z badanymi grupami mediow zebranych znad mioblastow. Kontrole
negatywne stanowity: medium do hodowli mioblastéw oraz pozywka podstawowa DMEM, w
ktorych nie obserwowano tworzenia si¢ kapilar naczyniowych (Ryc. 32). Podobna zaleznos¢
zauwazono w przypadku supernatantow uzyskanych z hodowli komorek dzikich zarowno w
populacji miol35, jak i miol91. W przypadku supernatantow zebranych znad kontroli
transfekcji (mioblasty elektroporowane - pTR-UF-22, pCi-neo), mozna bylo dopatrzy¢ si¢
kilku struktur wygladajacych jak kapilary, jednak nie tworzacych sieci. St¢zenie tlenu nie
miato widocznego wplywu na funkcjonalno$¢ badanych biatek.

Medium 200
) 3 e

[T

Medium do mioblastow

RYCINA 32. Test proangiogenny. Kontrola z uZyciem medium promujqcego wzrost kapilar
naczyniowych - Medium 200 (kontrola pozytywna), czystym medium do hodowli mioblastow oraz
pozywkaq podstawowq DMEM (kontrole negatywne).
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pTR-UF-22

WT 135

RYCINA 33. Test proangiogenny. Potwierdzenie funkcjonalnosci wydzielonych do medium biatek
FGF-4/VEGF-A. Badane populacje: FGF-4/VEGF-A - supernatant zebrany znad komorek
modyfikowanych genetycznie konstrukciq FGF-4/VEGF,; pTR-UF-22 - supernatant uzyskany znad
komorek elektroporowanych plazmidem kontrolnym pTR-UF-22; WTI135 - supernatant zebrany znad
komorek kontrolnych populacji miol 35

3% 0, : 5% O, 21% 0,

PIGF

pCi-nes

WT 191

RYCINA 34. Test proangiogenny. Potwierdzenie funkcjonalnosci biatka PIGF wydzielonego do
medium. Badane populacje: PIGF - supernatant zebrany znad komorek modyfikowanych genetycznie
wektorem PIGF; pCi-neo - supernatant uzyskany znad komorek elektroporowanych plazmidem
kontrolnym pCi-neo; WT191 - supernatant zebrany znad komorek kontrolnych populacji miol91.
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4.3. Wlasciwosci biologiczne mioblastow

Aby oceni¢ wlasciwosci mioblastow modyfikowanych genetycznie wobec kontrolnych oraz
natywnych, wykonano szereg testow biologicznych majacych wykaza¢ stopien ich adaptacji
do warunkéw z obnizonymi stezeniami tlenu. W tym celu poddano badaniom podatnos$c
komoérek na apoptoze, oceniono potencjat proliferacyjny mioblastow ludzkich oraz ich

zdolno$¢ do réznicowania si¢ w miotuby (test funkcjonalny).

4.3.1 Apoptoza

Aby oceni¢ odpornos¢ komorek na stres tlenowy, wykonano test umozliwiajacy oznaczenie

odsetka komorek wszystkich badanych populacji, wchodzacych na szlak apoptozy.

Apotoza Apotoza
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RYCINA 35. Analiza cytometryczna przedstawiajqca odsetek komorek ulegajqcych apoptozie po
hodowli w zmienionych warunkach tlenowych: hipoksji (3% O,), normoksji (5% O,) oraz w
warunkach standardowych (21% O,). A - odsetek komorek apoptotycznych z populacji miol35
genetycznie modyfikowanych konstrukcja FGF-4/VEGF, kontrolnych (transfekowanych pustym
plazmidem) jak i natywnych;, B - odsetek komorek apoptotycznych z populacji 191 zarowno
genetycznie modyfikowanych wektorem PIGF, kontrolnych (transfekowanych pustym plazmidem) jak i
natywnych. Gwiazdki oznaczajq poziomy istotnosci statystycznej: *p<0,05, **p<0,01 i ***p<0,001.

Obydwie populacje komoérek zaréwno miol35, jak i miol91 zmodyfikowane genetycznie
genami proangiogennymi oraz mioblasty natywne, wykazywaty apoptoze oscylujaca okoto 1-
2% komorek. Wyjatkiem byta populacja mioblastow mio191 hodowana w normoks;ji - 5% O,
(Ryc. 35B), przy czym najwigksza odporno$¢ na apoptoze w tych warunkach wykazywaty
komorki natywne (WT). Modyfikacje zwigkszaty stopniowo liczbg komoérek apoptotycznych
(transfekowane plazmidem kontrolnym pCi-neo okoto 3%, za$ transfekowane genem PIGF -

okoto 4,5% komorek apoptotycznych). W przypadku komorek z populacji miol35, poziom
apoptozy utrzymywany byl w podobnych granicach - 0,5-2% komorek. Najmniej komorek
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apoptotycznych wykryto w populacji natywnej mioblastow 135 hodowanych w warunkach
standardowych (Ryc. 35A). Analizujac jedynie warunki hipoksji okazato sig, iz komorki
modyfikowane genem P/GF wykazaly mniejsza apoptozg (okoto 0,5%) w pordwnaniu do

komoérek modyfikowanych genetycznie konstrukcja FGF-4/VEGF (okoto 1% komorek).
4.3.2. Proliferacja

Przy pomoca testu MTS okreslano potencjat proliferacyjny komorek genetycznie
modyfikowanych w stosunku do populacji wyjsciowej - niemodyfikowanej (WT). Mioblasty
byly hodowane z r6znych warunkach tlenowych: hipoksji (3% O,), normoks;ji (5% O,) oraz w
warunkach standardowych (21% O,).
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RYCINA 36. Potencjal proliferacyjny mioblastow zarowno modyfikowanych genetycznie, kontrolnych
(transfekowanych pustym plazmidem) jak i natywnych hodowanych w roznych warunkach tlenowych.
hipoksji (3% O2), normoksji (5% O2) oraz warunkow standardowych (21% O2).A - proliferacja
mioblastow z populacji miol35 zmodyfikowanych genetycznie uzywajqc konstrukcji FGF-4/VEGF; B -
proliferacja kontrolnych mioblastow populacji miol35, transfekowanych pustym wektorem pTR-UF-
22, C - proliferacja mioblastow natywnych populacji miol35; D - proliferacja mioblastow populacji
miol91 zmodyfikowanych genetycznie za pomocq genu PIGF; E - proliferacja mioblastow populacji
miol91 transfekowanych pustym plazmidem pCi-neo, F- proliferacja mioblastow natywnych populacji
miol91. Gwiazdki oznaczajq poziomy istotnosci statystycznej: *p<0,05, **p<0,01 i ***p<0,001.

Zarowno populacja miol35, jak 1 miol91, wykazywaly zmniejszona proliferacj¢ w

warunkach normoksji - 5%O0O, (Ryc. 36B-F). Odstgpstwem od reguty byly komorki
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modyfikowane genetycznie konstrukcja genowa FGF-4/VEGF, w ktérych obserwowano
proliferacje na podobnym poziomie we wszystkich warunkach tlenowych (Ryc. 36A).
Mioblasty transfekowane pustymi plazmidami kontrolnymi nie wykazywaly zmian w
proliferacji pomigdzy populacjami hodowanymi w warunkach hipoksji (3% O,), a tymi
hodowanymi w warunkach standardowych (Ryc. 36B, E). Te same tendencje wykazywaty
komorki zarowno z populacji miol35, jak i miol191 - Ryc. 36C, F. Komoérki modyfikowane
genetycznie za pomoca genu PIGF wykazaly mniej zintensyfikowana proliferacie w
warunkach hipoksji (3% 0O,) w poréwnaniu do warunkow standardowych (21% O,) - Ryc.

36D.

4.3.3. Réznicowanie w miotuby

Aby oceni¢ zdolno$¢ mioblastow do laczenia si¢ w bardziej zlozone struktury, wykonano test
majacy na celu wymuszenie formacji miotub. Komorki modyfikowane genetycznie oraz
kontrolne (transfekowane pustym plazmidem) i natywne, obydwu populacji (mioblasty

miol35 1 miol91) poddano ré6znicowaniu za pomoca specjalnego medium hodowlanego.

~111 ~



FGF-4/VEGF pTR-UF-22 WT

N )

5%

21%

RYCINA 37. Rozmicowanie w miotuby komorek populacji komorek miol35 modyfikowanych
genetycznie konstrukcjq genetycznq FGF-4/VEGF, plazmidem kontrolnym pTR-UF-22, oraz
natywnych, hodowane w zmienionych warunkach tlenowych - hipoksji (3% O;), normoksji (5% O;)
oraz w warunkach standardowych (21% O,) przez 7 dni w medium roznicujqcym zawierajqcym

surowice konskq.
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RYCINA 38. Roznicowanie w miotuby komorek populacji miol91 modyfikowanych genetycznie genem
PIGF, plazmidem kontrolnym pCi-neo, oraz natywnych, hodowanych w zmienionych warunkach
tlenowych - hipoksji (3% O,), normoksji (5% O,) oraz w warunkach standardowych (21% O,) przez
7dni w medium roznicujqcym zawierajqcym surowice konskq.

Komorki populacji miol135 wykazywaty polepszone zdolnosci do réznicowania w miotuby w
warunkach tlenowych odpowiadajacych hipoksji (Ryc. 37). W przypadku komoérek populacji
miol91, zaobserwowano tendencje do budowy bardziej zwartych miotub podczas hodowli w
3% stezeniu tlenu. Szczegélnie interesujaco ksztattuje si¢ poréwnanie mioblastow
transfekowanych genem PIGF z mioblastami natywnymi tej populacji, gdyz hodowane w
warunkach standardowych komorki wykazywaty staby potencjal do tworzenia miotub,

natomiast, wraz ze spadkiem dostgpnosci tlenu, ten potencjal wzrastat (Ryc. 38).
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5. Badania w modelu zwierzecym.

5.1. Ustalenie Kkinetyki molekularnych zmian w ekspresji genow
proangiogennych badanych w wybranych interwatach czasowych od
indukcji zawatu serca u myszy

Aby udokumentowa¢ zmiany w sercu, zwigzane z jego niekorzystna przebudowa i

Scienczeniem lewej komory, wykonano dokumentacjg¢ fotograficzna pobranych serc.

SERCE KONTROLNE - bez zawatu

——

|

T

i

SERCE 24 H PO ZAWALE

SERCE 7 DNI PO ZAWALE
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SERCE 28 DNI PO ZAWALE

RYCINA 39. Zdjecia serc mysich w roznych punktach czasowych po indukcji zawalu oraz serca
kontrolnego, w ktorym nie zostata przeprowadzona procedura podwiqzania lewej tetnicy wiencowej.
Strzatkami oznaczono miejca podwiqzania lewej tetnicy wiencowej.

Zdjecia ukazuja niekorzystna przebudowe serca (ang. cardiac remodeling), zachodzaca wraz
z uptywem czasu po zawale. Serca kontrolne (bez zawatu) sq anatomicznie prawidtowe, maja
wyrazniej zaznaczong lewa i prawa komorg. Po 24 h od indukcji zawatli, mozna zauwazy¢
wglebienie w miejscu gdzie zostato wykonane podwiazanie. W 7 dni po zawale serca, §ciana
lewej komory jest wyraznie ciensza, natomiast serce zaczyna pokrywac tkanka taczna, co jest
charakterystyczne dla procesu bliznowacenia w miejscu pozawatlowym. W 28 dni po zawale
serce ulegto catkowitej przebudowie, koniuszek serca, ze wzgledu na §cienczenie $cian, ulegt
degeneracji. Dodatkowo zauwazalne jest zwloknienie serca w miejscu podwiazania i

bezposrednio go otaczajacym.

Wykonano rowniez analiz¢ histologiczng serc - Ryc. 40, ktéra wyraznie wskazata na
przebudowg lewej komory, §cienczenie $ciany pozawalowej oraz stan zapalny (7 dzien, 28
dzien po podwiazaniu lewej t¢tnicy wiencowej). Zdjecie histologiczne serca w 24 godziny po

zawale ukazalo réwniez $lad po miejscu podwiazania.
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7 DNI PO ZAWALE

28 DNI PO ZAWALE- PODSTAWA SERCA 28 DNI PO ZAWALE-KONIUSZEK SERCA

RYCINA 40. Analiza histologiczna serc myszy po zawale. Serca wybarwione za pomocq hematoksyliny
oraz eozyny, widoczne ogniska stanu zapalnego- kolor fioletowy. LV - lewa komora (ang. left
ventricle); RV - prawa komora (ang. right ventricle). Strzatkq oznaczono miejce podwiqzania.

5.1.2 Analiza ekspresji gen6w proangiogennych

Po wykonaniu dokumentacji fotograficznej serc, izolowano material biologiczny.
Wyizolowane RNA weryfikowano za pomoca elektroforezy w 1,5% zelu agarozowym (Ryc.
41). Analiza elektroforetyczna wykazala, iz RNA jest dobrej jakosci, o czym $wiadczyta
obecno$¢ dwoch prazkéw odpowiadajacych podjednostkom 28S i 18S RNA. Taki obraz
potwierdzit brak degradacji uzyskiwanego RNA. Prazki wystgpujace u dotu rozdziatu
swiadcza o obecnosci frakcji niskoczasteczkowych RNA - tRNA i1 5S RNA, ktore w zaden

sposoOb nie zaburzaja dalszych doswiadczen.
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RYCINA 41. Przyktadowy rozdzial RNA w 1,5% Zelu agarozowym. Grupy myszy: kontrola bez zawatu
- 6/396, 9/397, 15/400; 24h po zawale - 11/400, 12/400, 13/400; 7 dni po zawale - 3/395, 5/396,
7/397; 28 dni po zawale - 2/395, 8/397, 10/399. Rozdzial ukazuje 2 podjednostki rybosomalne RNA: 1
- 288, 2 -188S, oraz niskoczqsteczkowe RNA: tRNA i 55 RNA - 3.

Po wyizolowaniu frakcji mRNA wykonywano odwrotng transkrypcje, w celu uzyskania
cDNA. Nastgpnie, probki cDNA oceniono za pomoca reakcji PCR z uzyciem starteréw na f-
act. Weryfikacji dopetniala elektroforeza w 3% Zelu agarozowym, ktora ukazata produkt na

wysokosci 192 pz odpowiadajacy fragmentowi genu aktyny (Ryc. 42).

50bp 6/396 9/397 15/400 117400 12/400 13400 3/395 5/3%96 7/397 2/395 B/397 10/3999

RYCINA 42. Przykiadowy rozdzial elektroforetyczny genu [-act, z matrycy ¢cDNA, uzyskanego z serc
mysich. Grupy myszy: kontrola bez zawatu - 6/396, 9/397, 15/400,; 24h po zawale - 11/400, 12/400,
13/400; 7 dni po zawale - 3/395, 5/396, 7/397; 28 dni po zawale - 2/395, 8/397, 10/399.

Aby zbada¢ ekspresj¢ genow Hif-1a, Vegf-a, Vegf-b, Vegf-c, Vegf-d, Plgf oraz receptorow dla
tych genow: Flt-1 oraz Kdr w sercach z poszczegdlnych punktow czasowych, niezbedne byto
przygotowanie krzywej standardowej dla kazdego badanego genu. Dostarczyta ona informacji
o wydajnosci reakcji (E= %), ktora byta niezbedna aby dokona¢ kalkulacji ekspresji genow.
Dodatkowo, kazdy z produktéw charakteryzowat si¢ inna temperatura topnienia (Tm = °C),
co gwarantowalo rozpoznanie swoistosci. Ta sama zasada postgpowania dotyczyla rowniez

genow referencyjnych Tpt, Hprt, Gapdh .
~117 ~



Temperatura topnienia

ek \  Vegfc
77, I P eeeenaeas R AT - T L
N A

: : Y / ; vegfb: Vegf-a- 85,5° C/ 102%
SRR e T LA A Vegf-b- 86,5° C/ 94%
: ; : 5 ; ; Vegf-c- 84,5° C/ 99%
‘ | ‘ o Vegf-d- 83,5° C/ 98%
3 Plgf- 83,0° C/ 99,8%

-d(RFU)/dT

T T T T L I.
65 70 75 80 85 90 95
Temperatura °C

Temperatura topnienia

Fit-1- 85,0° C/ 98%
Kdr- 81,5° C/ 94%

-d(RFU)/dT

Temperatura °C

Temperatura topnienia

Hif-1a- 81,0° C/ 91%

-d{RFU)/dT

65 70 75 80 85 90 95
Temperatura °C

~118 ~



Temperatura topnienia

(2]

o

o
L

: H prt

(4]

o

o
'

N
o
o

 Gapdh Hprt- 80,0° C/ 98%
/ Tpt- 80,0° C/ 97%
R ZA N Gapdh- 83,5° C/ 94%

-d(RFU)AT
w
o
o

N

o

o
1

N
-

65 70 75 80 85 20 95

Temperatura °C

RYCINA 43. Krzywe topnienia produktow reakcji gPCR z temperaturami topnienia (°C) i wydajnosciq
reakcji (%). A - temperatura topnienia oraz wydajnosc reakcji dla okreslenia ekspresji mysich genow-
Vegf-a, Vegf-b, Vegf-c, Vegf-d, Plgf: B - temperatura topnienia oraz wydajnos¢ reakcji dla okreslenia
ekspresji mysich genow Flt-1 oraz Kdr; C - temperatura topnienia oraz wydajnosé¢ reakcji dla
okreslenia ekspresji mysiego genu Hif-1o.; D - temperatura topnienia oraz wydajnos¢ reakcji dla
okreslenia ekspresji mysich genow Hprt, Tpt, Gapdh.

Ustalenie kinetyki reakcji PCR w czasie rzeczywistym dla okreslenia ekspresji kazdego z
gendw (krzywa standardowa z rozcienczen dziesigtnych produktu PCR), skutkowato
otrzymaniem wydajnos$ci reakcji, ktora postluzyla do obliczenia zmian w aktywnosci
transkrypcyjnej genow dla ligandow Vegf-a, Vegf-b, Vegf-c, Vegf-d, Plgf oraz ich receptoréw:
Flt-1 oraz Kdr w tkance serca myszy, w roznych odstgpach czasu jaki uptynat od indukcji

zawalu.
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RYCINA 44. Ekspresja genow proangiogennych w sercach myszy w nastepujqcych grupach: kontrolna
(bez zawatu), n=6; 24h po indukcji zawatu, n=10; 7dni po indukcji zawatu n=10; 28dni po indukcji
zawatu n=11. Badane geny: A - Hif-1a, B - Plgf, C - Vegf-a, D - Vegf-b, E - Vegf-c, F - Vegf-d, G -
Flt-1, H - Kdr. Normalizacje wykonano w oparciu o geny referencyjne Tpt oraz Hprt. Gwiazdki
oznaczajq poziomy istotnosci statystycznej: *p<0,05, **p<0,01 i ***p<0,001

Dodatkowo, z uzyskanych danych wykonano wykresy ilustrujace zalezno$ci ekspresji

pomigdzy badanymi genami w czasie, co umozliwito bardziej kompleksowa analizg

przeprowadzonego badania.
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RYCINA 45. Analiza zaleznosci ekspresji badanych genow w oznaczonych odstepach czasowych.
Badane grupy: kontrolna (bez zawatu), n=6; 24h po indukcji zawatu, n=10; 7dni po indukcji zawatu
n=10; 28dni po indukcji zawatu n=11. A - analiza zaleznosci ekspresji genow Hif-1a, Vegf-a, Plgf
oraz ich receptorow Flt-1; B - analiza zaleznosci ekspresji genow dla ligandow Vegf-b, Vegf-c, Vegf-
d oraz ich receptorow Kdr, C - analiza zaleznosci pomiedzy ekspresjq genow dla receptorow Flt-1
oraz Kdr.

Ekspresja genu Hif-1a drastycznie wzrastata 24 h po zawale, prawdopodobnie w odpowiedzi
na ostry stan niedokrwienny, a co za tym idzie — niedotlenienie. Nastepnie ekspresja spadata,
aby w stanie permanentnego niedokrwienia znowu wzrosna¢ (wtedy blizna pozawatowa jest
w pelni uksztattowana 1 dochodzi do niekorzystnej przebudowy serca) (Ryc. 44A). Podobny
wzor ekspresji przedstawiat gen Vegf-a, dla ktorego Hif-1a jest czynnikiem transkrypcyjnym
(Ryc. 44C). Wedle tego schematu wystgpowat wzor ekspresji genu dla receptor Fit-1 (Ryc.
44@G). Zaobserwowano rowniez znaczacy wzrost ekspresji genu Plgf w odpowiedzi na ostry
stan niedokrwienia (Ryc. 44B). Wszystkie wspomniane geny wykazywaty podobny wzor
ekspresji na przestrzeni czasu, przy czym najwigksza ekspresj¢ w odpowiedzi na stymulacje
czynnikiem transkrypcyjnym Hif-la w ostrym stanie niedokrwiennym (24 h od indukcji
zawalu) wykazat gen dla czynnika proangiogennego Plgf (Ryc. 45A).

Geny proangiogenne Vegf-b (Ryc. 44D) oraz Vegf-c (Ryc. 44E) nie wykazaty stymulacji w
odpowiedzi na czynnik transkrypcyjny Hif-1a na przestrzeni wybranych (badanych) punktow
czasowych. Zaobserwowano natomiast wzrost ich ekspresji w fazie permanentnego
niedokrwienia (28 dni po zawale). Ekspresja genu kodujacego receptor Kdr réwniez znaczaco
wzrastata w ostatnim punkcie czasowym (Ryc. 44H). Zaleznosci w ekspresji pomigdzy tymi
genami ilustruje Ryc. 45C. Catkowicie odmienny wzor ekspresji wykazuje gen Vegf-d,

odpowiedzialny za limfangiogenezg¢ (Ryc. 44B, 45B).

Poréwnanie ekspresji obydwu receptorow wykazato, iz to gen kodujacy receptor Flt-1 jest

odpowiedzialny za modulacj¢ odpowiedzi we wczesnej fazie niedokrwienia (24 h po zawale),
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natomiast gen dla receptora Kdr aktywuje si¢ w poznej fazie niedokrwienie (28 dni po
zawale), kiedy to jego ekspresja wzrastala aby wyréwnac swoj poziom ekspresji z genem dla

receptora Flt-1 1 modulowaé p6zna odpowiedz komorek na niedokrwienie (Ryc. 45C).

5.2. Ocena skutecznosci terapii komorkowej z uzyciem mioblastow
modyfikowanych genem PIGF w modelu mysiego serca pozawatowego.

Badania przeprowadzone w warunkach in vitro z komérkami modyfikowanymi genem PIGF,
mialy swoja kontynuacj¢ w postaci badan przedklinicznych in vivo, w modelu mysiego serca
pozawatowego. Aby potwierdzi¢ ewentualna skuteczno$¢ zaproponowanej terapii
komorkowej, dokonano transplantacji mioblastow  ludzkich  populacji miol9l
zmodyfikowanych genem lozyskowego czynnika wzrostu (PIGF). Skutecznos$ci
zaproponowanej terapii badano za pomoca echokardiograficznej oceny parametrow

hemodynamicznych serca.

~ 122 ~



Echo serca

100 hudafed
— - o Bl Przed zawatem
804 M+ '_"L| i I Po zawale
e EE 10 dni po transplantaciji
E’t’ 60+ ] 2 miesigce po transplantacii
S a0
%)
204
0-
& \] N
O @oﬁ‘ &
e o

Przed zawalem Po zawale E 10 dni po transplantacji E 2 miesiace po transplnatacji

100 8 80 80 =
.
80 o 6 o 60 ¢ &0 L
% 5 L B) B
O 0
< < < <
x x T T x ¥ x ¥
% < e % —
. @y @ g 2
0 r 0
N A A N
$ &8 § & @ § & @ PN
& N . & & * & «
& & W «

RYCINA 46. Badanie echokardiograficzne. Grupy doswiadczalne: Mb-PIGF - myszy, u ktorych
transplantowano mioblasty modyfikowane genem PIGF n=6;, Mb-WT - myszy ktorym transplantowano
komorki natywne, n=3; NaCl - myszy u ktorych przeprowadzono interwencje z uzyciem soli
fizjologicznej, n=3. A - porownanie funkcjonalnosci lewej komory pomiedzy punktami czasowymi
eksperymentu w obrebie danej grupy myszy; B - porownanie hemodynamicznych wlasciwosci lewej
komory pomiedzy grupami myszy przed indukcjq zawatu; C - porownanie hemodynamicznych
wiasciwosci lewej komory pomiedzy grupami myszy po indukcji zawatu; D - porownanie
hemodynamicznych wtasciwosci lewej komory pomiedzy grupami myszy w 10 dni po interwencji; E -
porownanie wiasciwosci lewej komory pomiedzy grupami myszy 2 miesiqce po interwencji. Gwiazdki
oznaczajq poziomy istotnosci statystycznej: *p<0,05, **p<0,01 and ***p<0,001.

Myszy, ktorym podano komorki zarowno modyfikowane genem PIGF, jak 1 natywne,
wykazaly znamienna poprawe¢ parametrow hemodynamicznych lewej komory w dwa
miesigce po terapii. Wskazuje to na dlugofalowy efekt terapeutyczny zastosowanych
interwencji komorkowych (Ryc. 46A). Zauwazalny byt znaczacy spadek hemodynamiki lewej
komory w czasie uptywajacym od indukcji zawatu serca u myszy, ktore otrzymaty jedynie
iniekcje roztworu soli fizjologicznej (Ryc. 46A). Przed zawalem wydolnos¢ lewej komory
siggata prawie 80% (Ryc. 46B), natomiast po podwiazaniu lewej tetnicy wiencowej znaczaco

malala do okoto 30-45%, przy czym nie obserwowano istotnych réznic w nastgpstwie zawatu
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pomigdzy grupami myszy zakwalifikowanymi do réznych wariantow terapeutycznych (Ryc.
46C). Po uptywie 10 dni od interwencji nie bylo wida¢ zauwazalnej poprawy, a wydolnos¢
lewej komory utrzymywata si¢ na podobnym poziomie jak po indukcji zawatu (Ryc. 46D).
Dwa miesiace po interwencji komorkowej wykazano znamienna poprawe wydolnosci lewe;j
komory (wynosita ona az 40%) w grupach myszy, ktére otrzymaly mioblasty zaréwno
modyfikowane genem PI/GF, jak i natywne, w poréwnaniu do myszy, u ktérych podano sél

fizjologiczna (gdzie funkcjonalno$¢ komory spadta do 20%) (Ryc. 46E).

Podczas trwania eksperymentu pobrano cale serca (n=3), w ktoérych dokonywano interwencji
z uzyciem mioblastow modyfikowanych genem PIGF, aby oceni¢ przezywalnos$¢
zastosowanego przeszczepu komorkowego. Serca pobrano w nastepujacych punktach
czasowych: 24 h, 7 dni i 30 dni od podania komodrek. Aby uwidoczni¢ transplantowane
mioblasty, zastosowano przeciwciato swoiste do ludzkich mitochondriéw, ktore nie dawato
krzyzowej reakcji z probkami mysimi. Swoisto§¢ sygnatu fluorescencyjnego wykazano z

uzyciem tkanki mysiego jadra oraz mioblastow ludzkich (Ryc. 47).

A

RYCINA 47. Immunofluorescencja z uzyciem przeciwciata I-rzedowego Anti-Mitochondria Antibody
(MAB1273) oraz ll-rzedowego Alexa Fluor® 488. Jadra komorkowe wybarwiono na kolor niebieski
za pomocq odczynnika DAPI. A - negatywny sygnat w tkance mysiego jadra; B - pozytywny sygnat w
mioblastach ludzkich.

Mioblasty zlokalizowano w sercach mysich w 24 h i 7 dni po transplantacji (Ryc. 48B),
natomiast w serach po 30 dniach od transplantacji nie udato si¢ zlokalizowa¢ mioblastoéw w
sercu. Udalo si¢ udowodni¢ poprawno$¢ wykonania procedury, poniewaz uwidoczniono

»wSlad” po wkluciu igly, uzywanej w trakcie podawania komorek. Jest on otoczony

mioblastami (Ryc. 48 A- panel 3) o czym $§wiadczy zielony sygnat fluorescencji.
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RYCINA 48. Barwienie immunofluorescencyjne tkanek serca z uzyciem przeciwciatla I-rzedowego
skierowanemu przeciwko ludzkim mitochondriom (Anti-Mitochondria Antibody (MAB1273))
zwiqzanego z przeciwciatem ll-rzedowym Alexa Fluor® 488- dajqc zielony sygnat. Jadra komorkowe
wybarwiano za pomocq DAPI. A - serce w 24h po podaniu komorek, panele 1,2 oraz 3— ilustrujq
powiekszenia rejonow w ktorych zidentyfikowano komorki, B - serce 7 dni po podaniu komorek.

Dodatkowo, za pomoca skrawkéw histologicznych wybarwionych metoda Masson-Trichrom,

wykazano efekt terapeutyczny zastosowanej strategii. Poréwnujac migdzy soba skrawki
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pochodzace z serca po terapii mioblastami modyfikowanymi genetycznie konstrukcja PIGF z
sercem po 28 dni po zawale bez interwencji komorkowej, wyraznie zaobserwowano efekt
terapeutyczny. Sciana lewej komory byta grubsza, a obszar w kolorze niebieskim, wskazujacy

blizng pozawalowa, mniejszy.

RYCINA 49. Porownanie obrazow histologicznych skrawkow pochodzqcych z serc myszy. A - serce
kontrolne; B - serce myszy w 28 dni po zawale; C - serce myszy w 2 miesiqce po transplantacji
mioblastow ludzkich modyfikowanych genem PIGF.

Aby dokona¢ oceny zmian molekularnych, jakie zaszty w sercach myszy po 2 miesiacach od
zastosowanej interwencji, oraz zweryfikowaé, czy typ interwencji wptywa na profil ekspresji
podstawowych gendw proangiogennych, wykonano analizg PCR w czasie rzeczywistym
(qPCR). Z serc myszy izolowano RNA, a nastgpnie uzyskano cDNA (Ryc. 50A oraz Ryec.
50B).

Mb_PIGF Mb_WT  NaCl

“Mb_PIGF  NaCl

Mb_WT

RYCINA 50. Przyktadowa analiza elektroforetyczna uzyskanego materiatu genetycznego: A - rozdziat
elektroforetyczny uzyskanego RNA izolowana z serc myszy poddanych roznego rodzaju interwencjom
B - obraz rozdziatu elektroforetycznego produktow reakcji PCR dla genu p-aktyny Skroty: Mb_PIGF -
myszy gdzie transplantowano mioblasty modyfikowane genem PIGF;, Mb WT - myszy, ktorym
transplantowano komorki natywne; NaCl - myszy, u ktorych przeprowadzono interwencje z uzyciem
roztworu soli fizjologicznej
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Kolejnym etapem byta analiza ekspresji genéw proangiogennych: Vegf-a, Vegf-b, Vegf-c,
Vegf-d, Plgf oraz receptordéw dla tych genow: Fit-1 1 Kdr w sercach myszy poddanych terapii

z uzyciem mioblastow modyfikowanych genetycznie, jak i tych, ktorym podano jedynie sol

fizjologiczna.
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RYCINA 51. Profil ekspresji genow proangiogennych w sercach myszy poddanych roznego typu
interwencjom po 3 miesiqcach od indukcji zawatu: Mb-PIGF - serca izolowane z myszy, w ktorych
dokonano transplantacji mioblastow zmodyfikowanych genetycznie konstrukcjq PIGF- n=6, Mb-WT -
serca izolowane z myszy, w ktorych dokonano transplantacji mioblastow natywnych n=3, 0,9% NaCl -
serca izolowane z myszy, w ktorych dokonano iniekcji roztworem soli fizjologicznej. Badane geny: A -
Hif“1oa, B - Plgf, C - Vegf-a, D - Vegf-b, E - Vegf-c, F - Vegf-d, G - Flt-1, H - Kdr. Normalizacje
wykonano w oparciu o geny referencyjne Tpt oraz Hprt. Gwiazdki oznaczajq poziomy istotnosci
statystycznej: *p<0,05, **p<0,01 and ***p<0,001.
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Podjecie terapii serca pozawatowego zardwno z uzyciem mioblastow natywnych, jak i
modyfikowanych genetycznie za pomoca konstrukcji zawierajacej gen PIGF wykazato
generalne tendencje wzrostowe w ekspresji genow proangiogennych dla ligandow 1 ich
receptorow, w poroOwnaniu do grup myszy, u ktoérych zastosowano iniekcje roztworem soli
fizjologicznej. W przypadku terapii z uzyciem mioblastow modyfikowanych genetycznie,
tendencja ta przerodzita si¢ w wzrost ekspresji znamienny statystycznie w przypadku gendéw
kodujacych ligandy Vegf-a, b, ¢ oraz ich receptory Flt-1 oraz Kdr. Nie zidentyfikowano
roznic w ilosci transkryptow genu kodujacego czynnik indukowany hipoksja w sercu
pomigdzy badanymi grupami myszy. Dodatkowo, ekspresja genu Plgf w mysim sercu
réwniez nie wykazywata zmian w ekspresji pomigdzy badanymi grupami myszy z réznymi

typami interwencji.
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VII. DYSKUSJA

W przedstawione] dysertacji dokonano okreslenia warunkow hipoksji dla hodowli ludzkich
mioblastoéw pierwotnych in vitro, tak, aby odzwierciedlaty one stgzenie tlenu w sercu
pozawatowym. Nastgpnie przeprowadzono doswiadczenia majace na celu ustalenie jaki
wptyw ma hipoksja obecna w pozawalowym sercu na wilasciwosci biologiczne ludzkich
komorek pochodzenia miogennego (zar6wno modyfikowanych genetycznie jak i natywnych),
a takze czy rézne stgzenia tlenu maja wpltyw na ich potencjat terapeutyczny. Doswiadczenia
in vitro doprowadzity do opracowania potencjalnego ,narze¢dzia terapeutycznego” jakim
mogly by¢ mioblasty ludzkie modyfikowane genem PI/GF. Nastgpnie przeprowadzono
badania przedkliniczne z wykorzystaniem mysiego modelu serca pozawalowego. Dodatkowo
wykonano kompleksowa analiz¢ molekularna wplywu warunkéw hipoksji na ekspresje

kluczowych gendéw szlaku proangiogennego w miokardium po zawale.

1. Optymalizacja warunkow hipoksji

Hipoksja nastepuje gdy w narzadach, tkankach lub komoérkach dochodzi do zmniejszenia
stezenia tlenu, w stosunku do ustalonego poziomu optimum. Zmniejszenie podazy tlenu ma
zwiazek z wystgpowaniem ubogiej sieci naczyn krwiono$nych, uszkodzeniem ktoregos z
nich, badz gwattownym niedokrwieniem (przyktadem moze by¢ zawat serca). Moze to mie¢
takze zwiazek ze zwigkszonym zapotrzebowaniem na tlen, spowodowanym naglym,
wyzszym wskaznikiem proliferacji komoérek (jak w przypadku nowotworzenia). Komorki
wyksztatcity mechanizmy, ktére gwarantuja przystosowanie si¢ do stanu hipoksji poprzez

zmiany profilu ekspresji genow, zwigzanych zardwno z metabolizmem, jak 1 z angiogeneza.

Choroby niedokrwienne serca sa jedna z glownych przyczyn zgonéw na $wiecie.
Poszukiwanie nowych terapii z uzyciem komorek macierzystych zazwyczaj oparte jest na
doswiadczeniach wykonywanych w warunkach standardowych in vitro. Badania te maja
zwykle na celu zweryfikowanie, czy komorki beda wykazywaly pozadane wlasciwosci
biologiczne, ktére moga wspomoc regeneracje danego organu. Jednak standardowe warunki
hodowli wiaza si¢ z utrzymywaniem komorek w hodowli nasyconej tlenem w st¢zeniu okoto
21% (warunki hiperoksji). W ramach niniejszej rozprawy przeprowadzono doswiadczenia,

ktére umozliwity okreslenie, czy wlasciwosci biologiczne mioblastow ludzkich (stosowanych
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w terapiach regeneracyjnych) nie zmieniaja si¢ w drastyczny sposob, kiedy zostaja one

poddane transplantacji w rejon blizny pozawatowe;.

Za marker stanu hipoksji uznano gen HIF-Io, ktérego nadmierna ekspresja wystepuje w
komorkach podczas obnizonego stezenia tlenu. Dlatego tez ekspresja genu HIF-1o wydaje si¢
by¢ wiarygodnym miernikiem przeprowadzenia optymalizacji dla warunkéw hipoks;ji,
odpowiadajacej warunkom panujacym w sercu po zawale. Przy zablokowaniu jednej z tgtnic
wiencowych, krew nie doptywa do regionu jej zapotrzebowania w obrgbie miokardium, a
przy braku odpowiedniej podazy tlenu, kardiomiocyty wchodza w stan hipoksji. Jest to
srodowisko mato przyjazne dla komoérek podawanych w ramach podjetej terapii. Brak danych
literaturowych odnos$nie st¢zenia tlenu w sercu po zawale wymusit utworzenie
eksperymentalnego modelu, ktéry moglby poméc w jego zdefiniowaniu. Pierwszy etap
optymalizacji przygotowywany byt w warunkach in vitro. Co zaskakujace, w warunkach
przedtuzonej w czasie hipoksji dochodzito raczej do obnizenia ekspresji czynnika HIF-1o
(Ryc. 17B, C). Okazuje sig, iz nie bylto to odosobnione zjawisko. Poza ludzkimi mioblastami,
wyciszenie ekspresji tego markera (podczas dlugotrwatej hodowli in vitro) wystgpowato w
innych liniach komérkowych oraz komorkach pierwotnych (nowotworowych, epitelialnych,
fibroblastach oraz embrionalnych komorkach nerki) [188]. Negatywna regulacja ekspresji
HIF-1a zwiazana jest z hydroksylazami prolinowymi (PHD). Jednak w stanach o obnizonej
zawartosci tlenu, aktywnos$¢ enzymatyczna PHD jest blokowana, glownie przez brak
kofaktorow rekcji: O,, 2-OG oraz Fe®'. Zaobserwowano, iz biatko HIF-1a ulega degradacji z
powodu hydroksylacji, ubikwitynacji 1 przemieszczania go do degradacji przez proteasom, co
sugeruje, ze przy dlugotrwatej hipoksji enzymy PHD sa aktywne, pomimo warunkow
niedotlenienia. Zatozono zatem, iz przewlekta ekspozycja na warunki ubogie w tlen powoduje
nadaktywacj¢ 1 gromadzenie enzymow hydroksylujacych, ktore w efekcie bgda degradowaty
HIF-1a [188]. Ostanie badania ujawnity istnienie czynnika transkrypcyjnego - REST (ang.
Repressor Element 1-Silencing Transcription factor), ktory w przedluzajacym sig
niedotlenieniu wigze si¢ z promotorem HIF-Ila 1 blokuje jego aktywno$¢ na poziomie
transkrypcyjnym. Stad tez obnizeniu ulega ilos¢ mRNA dla badanego markera [189]. Moze to
thumaczy¢ zjawisko obnizania ekspresji markera HIF-Ia w mioblastach ludzkich, ktore

poddane byty 7 dniowej hipoksji (Ryc. 17C).

W zwiazku z tym, iZ mioblasty maja potencjalnie stuzy¢ do regeneracji oraz odbudowy serca
po zawale, nalezalo postwi¢ pytanie, jaki wptyw na transplantowane komorki bedzie miata

hipoksja obecna w sercu po zawale. Podwiazujac lewa tgtnicg wiencowa, podawano komorki
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bezposrednio w rejon objety zawatem. Nastepnie po 24 h, 7 dniach i 30 dniach badano
ekspresj¢ markera HIF-1a (Ryc. 20A). Niestety, w 30 dni po podaniu komorek nie udato sig
oznaczy¢ ekspresji markera hipoksji. By¢ moze liczba komorek podana do serca po 30 dniach
zmalata do liczby, ktora nie byta wykrywalna dla metody PCR w czasie rzeczywistym. Warto
zaznaczy¢, iz najwigksza wada terapii obejmujacych transplantacj¢ komorek
macierzystych/progenitorowych, jest okresowe utrzymywanie si¢ przeszczepu w miejscu
podania. Zaobserwowano, iz po uptywie 2 h od iniekcji do naczyn wiencowych komorek
izolowanych ze szpiku kostnego, wykrywano jedynie okoto 5% transplantowanych komorek
w obrgbie miokardium. Natomiast tylko 1% z populacji wyjsciowej komorek zdotat sig
utrzyma¢ w miejscu podania po uptywie 18 h od implantacji [190]. Z kolei za bardziej
wydajna metodg (stosowana m. in. w do$§wiadczeniach wykonanych w ramach niniejszej
rozprawy) uwazana jest iniekcja intrakardialna komorek. Jest to zarazem dos$¢ precyzyjna
metoda podawania komoérek w miejsce docelowe. Wykazano, iz po 6 tygodniach od podania
komoérek w docelowy obszar miokardium jedynie 0,3-3,5% 2z populacji wyjSciowe]
utrzymywata si¢ w miejscu podania [191]. Biorac pod uwageg przedstawione dane, mozna
byto sig spodziewaé, iz po 30 dniach od wszczepienia mioblastéw w obszar objgty zawalem
serca, mogta pozosta¢ zbyt mata liczba komoérek aby dokona¢ wiarygodnej analizy qPCR.
Nalezy takze zaznaczy¢, iz komorki podano w obszar zawalu ,,$§wiezego”, tj. miejsca, w
ktérym toczacy si¢ stan zapalny. Mogt on dodatkowo wywrze¢ negatywny wplyw na
zdolno$¢ przeszczepu do utrzymania si¢ w miejscu docelowym. Dlatego tez terapie
obejmujace transplantacje komorek macierzystych prowadzone sa zwykle dopiero po
uksztaltowaniu si¢ blizny pozawatowej, kiedy stan zapalny stopniowo ustgpuje - na modelu
mysim jest to okres okoto miesiaca po zawale [192], [193].Udalo si¢ jednak oznaczy¢
ekspresj¢ genu HIF-loo we wszczepianych populacjach ludzkich mioblastow, ktore
znajdowaty si¢ w pozawatowym sercu przez dobg oraz przez 7 dni (od czasu indukcji zawatu/
transplantacji komorek). Wykazanie ekspresji markera hipoksji $§wiadczy o tym, iz
srodowisko niedotlenienia w obrgbie migsnia sercowego miato wydatny wpltyw na
transplantowane komorki. Najwyzsza ekspresj¢ HIF-1a uzyskano dla populacji mioblastow
poddanych 24 h hipoksji w sercu, natomiast po 7 dniach ekspresja spadata (Ryc. 20A).
Spadek ekspresji czynnika HIF-loo moze by¢ efektem zmniejszania si¢ populacji
implantowanych komorek, ktore utrzymaty si¢ w sercu od czasu podania z réwnoczesna
indukcja zawatu. Niemniej jednak, wykrycie tak wysokiego poziomu transkryptow genu HIF-
1o w transplantowanych mioblastach §wiadczy o utrzymujacej si¢ wysokiej hipoksji nawet w

7 dni po zawale.
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Wyniki uzyskane z badan in vitro oraz in vivo umozliwity poréwnanie wartosci ekspres;ji
markera HIF-1o oraz zdefiniowanie takiego st¢zenia tlenu, ktore rownatoby si¢ warunkom
hipoksji w sercu po zawale. Poziom transkryptow wykryty w ludzkich mioblastach podanych
do serca pozawatlowego okazal si¢ tak wysoki, ze odpowiadat hipoksji wywotanej przez 3%
stezenie O, w hodowli in vitro. Dlatego wybrano wlasnie to stezenie tlenu dla animowania
warunkow powstajacych w sercu po zawale (Ryc. 21). Co wigcej, z badan wynika, ze nie 1
lub 2% O, a 3% stgzenie tlenu wywiera wigksza presje¢ hipoksyjna na ludzkie mioblasty,
pomimo iz w wigkszosci badan uzywano od 0,5- do 2% O, stgzenia tlenu aby zaindukowaé

hipoksje w komorkach macierzystych migsni szkieletowych [194]-[196].

2. Ocena wlasciwosci biologicznych komorek w hipoksji

Ekspresja HIF-1a jest oznaczana gldwnie w komodrkach nowotworowych, poniewaz nie tylko
jest on markerem stanu niedotlenienia, lecz w przypadku guzow jest uznawany za marker
prognostyczny, ktéry pomaga w ustaleniu stopnia agresywnos$ci nowotworu i dobrania
odpowiedniej strategii terapeutycznej [197]. W komoérkach somatycznych zwykle nie oznacza
si¢ poziomu markera hipoksji. Z danych literaturowych wynika, iz stanem normoksji dla
mioblastéw jest okoto 5% stgzenia tlenu, natomiast hipoksja dla komorek migéni
szkieletowych wywotywana jest st¢zeniami tlenu wahajacymi si¢ pomiedzy 0,5-2% stezenia
tlenu. Drastyczne obnizZenie st¢zenia O,, nazywane jest stanem patologicznej hipoks;ji (0,5%)
lub ekstremalnie patologicznej hipoksji (0,01%) [198]. W niniejszej pracy mioblasty zostaly
poddane hipoksji, ktéora miata odzwierciedla¢ warunki tlenowe panujace w sercu
pozawatowym. Zostaty one ustalone na ekwiwalent 3% stezenia tlenu w warunkach in vitro.
Model ten okazal si¢ wystarczajacy dla stworzenia adekwatnych warunkéw hipoksji,
poniewaz mioblasty populacji natywnych obydwu pacjentéw wykazaty w tych warunkach
najwyzsza ekspresje¢ makera HIF-lo (Ryc. 27). Zatem warunki odpowiadajace hipoksji
sercowej, ktora tworzy si¢ po zawale, byty w stanie zaindukowac¢ ekspresje markera HIF-1a
w mioblastach ludzkich, mimo Ze z doniesien literaturowych wynikalo, iz hipoksja dla
komoérek miogennych przyjmowana byla na 0.5-2% stgzenia tlenu w hodowli in vitro.
Potwierdzita si¢ hipoteza mowiaca o tym, iz normoksja dla komoérek macierzystych migsni
szkieletowych wynosi 5% O, [199]. Kazda badana populacja komorek, niezaleznie od tego,
czy byla modyfikowana genetycznie, czy natywna, wykazywala tendencje, niekiedy

znamienne statystycznie, do obnizania ekspresji tego markera.
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Metoda transfekcji mioblastoéw ludzkich przyjeta w ninejszej pracy okazata si¢ by¢ bardzo
wydajna. Zastosowanie wektora bicistronowego zagwarantowato poréwnywalny poziom
ekspresji obydwu genoéw proangiogennych (VEGF-A oraz FGF-4- Ryc. 28A, B). Nalezy
zaznaczy¢, iz zaden z zastosowanych wektorow nie posiadat w swej budowie elementow
odpowiedzi na hipoksje dodatkowo wbudowanych. Zatem jesli pojawiata si¢ wigksza ilos¢
transkryptow w ktorej$ z badanych probek znajdujacych si¢ w warunkach hipoksji, musiato to
mie¢ zwiazek z endogennym wzbudzeniem. Dodatkowo warto podkresli¢, iz ekspresja genu
PIGF wzrastata w hipoksji po 24 h, zar6wno w komoérkach modyfikowanych genetycznie
(plazmidem zawierajacym sekwencje kodujaca dla genu PI/GF oraz kontrolnym), jak i
natywnych (Ryc. 28C). Poréwnujac ten wynik z ekspresja uzyskana z serc pozawatowych
myszy, w ktorych badano dynamike¢ zmian ekspresji gendw proangiogennych (Ryc. 44B),
wida¢ byto pewna prawidlowos$¢ w sposobie regulacji ekspresji PIGF na obnizone stgzenie

tlenu trwajace 24 h.

Jednak aby uznaé¢ proponawane terapie komorkowe za funkcjonalne, nalezy zaznaczy¢, iz
ilo$¢ transkryptow wprowadzonych (transfekowanych) genéw powinna finalnie przetozy¢ si¢
na ilo§¢ funkcjonalnego produktu biatkowego, ktéry zostanie wydzielony z komorek w

wyniku translacji.

Wiadomym jest, iz nagle narazenie na stan hipoksji bedzie pierwotnie dla komdrki bodzcem
stresujacycm 1 patologicznym (wywolanym przez okluzj¢ lub przerwanie ciagtos$ci naczynia
badz tez zawal). Wykazano, ze w zwiazku z niekorzystnymi warunkami tlenowymi moze
dojs¢ do globalnej blokady translacji biatek. Hipoksja przetacza klasyczny mechanizm
inicjacji translacji zaleznej od czapeczki 5° na mechanizm alternatywny, ograniczajacy
zuzycie tlenu 1 energii. Zablokowanie translacji zaleznej od czapeczki 5° moze ulatwiac
inicjacje translacji kontrolowanej przez elementy IRES lub uORF. Szacuje sig, ze 10-15%
komorkowych czasteczek mRNA dysponuje elementami umozliwiajacymi translacjg
niezalezna od czapeczki 5’ [200]. Translacja genow PIGF (Ryc. 31C) oraz VEGF-A (Ryc.
31A) byla utrzymana na podobnym, poziomie jak w przypadku komoérek hodowanych w
warunkach standardowych in vitro. Zatem w tym wypadku, hipoksja nie miata negatywnego
wptywu na dynamike powstawanie biatka, co z kolei mialo miejsce w przypadku biatka FGF-
4, gdzie wraz z ograniczeniem dostgpnosci tlenu ilos¢ wykrywanego czynnika FGF-4 w
medium wyraznie spadata (Ryc. 31B). Jednak funkcjonalno$¢ wydzielanych biatek zostata

zachowana, co udowodnil test na formowanie si¢ prymitywnych kapilar (Ryc. 33,34).
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Hipoksja nie powinna mie¢ wplywu na funkcjonalno$¢ bialek proangiogennych. bo jak
wspominano wczesniej, moze by¢ jednym z gtownych czynnikéw fizjologicznych majacych

wptyw na prawidtowy rozwoj uktadu sercowo naczyniowego ssakow [82].

Aktywacja oraz rdéznicowanie mioblastow zalezne jest od ekspresji genéw miogennych w
tych komorkach. W pierwszych etapach miogenezy uczestnicza gléwnie dwa geny: MYOD
oraz MYF5, w kolejnych etapach przejscie w stan dojrzatych miocytow kierowane jest przez
czynniki transkrypcyjne MRF4 oraz MYOG. Wszelkie zmiany, do jakich dochodzi w
ekspresji genow miogennych pomigdzy stezeniem tlenu odpowiadajacym hipoksji, a
warunkom standardowym, nie miaty wptywu na dalszy tor réznicowania komorek. Warto
zaznaczy¢, iz wyj$ciowy poziom ekspresji gendéw miogennych rdznit si¢ w zalezno$ci od tego
czy badano populacje miol35 czy miol91 (Ryc. 30), pomimo iz komodrki utrzymane byty
doktadnie w tym samym pasazu, w kazdym z przeprowadzonych doswiadczen. Najwigcej
sporow w literaturze toczy si¢ o poziom ekspresji gendw MYF5 oraz MYOD. Grupy badawcze
na zmian¢ udowadniaja spadek w ekspresji tych genow [201] lub wykazuja brak wptywu
warunkow hipoksji na mioblasty [198]. Warto zaznaczy¢, iz stosowane sa rdézne stgzenia tlenu
w badaniach - juz od poziomu 0,5% O,. Hipoksja indukowana w niniejszej pracy miala na
celu odzwierciedla¢ warunki panujace w sercu pozawatowym, zatem proponowane 3%
stezenie O, zdecydowanie inaczej wplywato na transkrypcje genow niz stezenie 0,5% lub 1%
O,, ktore z powodzeniem mozna uwazac za spetniajace warunki hipoksji, jednak odbiegajace
od tych panujacych w sercu pozawatowym. Co bylto interesujace, mimo roéznic w ekspresji
badanych genoéw, pomiedzy analizowanymi populacjami komérkowymi (miol35 1 miol91),
zauwazono jedna prawidlowos$¢ - wszystkie badane geny miogenne wykazywaly spadek
ekspresji w 5% stezeniu tlenu. W literaturze, to st¢zenie tlenu okreslane jest mianem
normoksji, czyli st¢zenia uwazanego za fizjologiczne dla migsni szkieletowych [202]. By¢
moze odzwierciedlajac takie warunki w hodowli komoérkowej in vitro doszto do ,,u$pienia”
komorek satelitowych, ktore bez dodatkowego bodzca nie byly aktywowane do proliferac;i.
Doswiadczenia prowadzone na mioblastach ludzkich hodowanych w 5% stezeniu O,
potwierdzity, Ze mioblasty te gorzej proliferowaly (Ryc. 36). Moze to mie¢ odzwierciedlenie
w wynikach uzyskanych z badania ekspresji gendw miogennych (Ryc. 30). Aby wytlumaczy¢
fakt, Ze mioblasty w kolejnym eksperymencie réznicowaty si¢ w miotuby podczas hodowli w
fizjologicznym stezeniu tlenu nalezy zwroci¢ uwagg, iz do rdéznicowania uzyto specjalnego
medium, ktoérego zadaniem bylo wymoc na mioblastach ich aktywacjg, a nastgpnie

utworzenie miotub (Ryc. 37, 38).
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Tlen jest niezmiernie istotna czasteczka w aspekcie biologii komorki. Zarzadzanie
homeostaza O, jest jednym z kluczowych proceséw gwarantujacych utrzymanie prawidlowej
funkcjonalnosci komoérek. Zaréwno hipoksja, jak 1 hiperoksja (zbyt wysokie st¢zenie tlenu)
przedstawiaja pewnego rodzaju stan patologiczny (odbiegajacy od normy), w ktéorym
komoérka zmuszona jest do aktywowania szlakow sygnalowych celem przywrocenia
rownowagi. Zaburzenia homeostazy tlenowej moga w konsekwencji prowadzi¢ do zmian w
procesach biologicznych, takich jak: tworzenie naczyn krwionosnych, proliferacja,

roznicowanie czy starzenie.

Wplyw hipoksji na apoptozeg jest dos¢ kontrowersyjnym aspektem. Niektére doniesienia
wskazuja, iz zmiany molekularne wywotane przez stan obnizonej zawarto$ci tlenu maja
wplyw na przesunigcie rownowagi ekspresji czynnikéw pro i antyapoptotycznych w strong
ochrony, czyli promowania ekspresji genéw antyapoptotycznych. Okazuje sig, iz hipoksja
moze indukowaé apoptozg, powodujac nadmierna przepuszczalno$¢ wewngtrznej blony
mitochondrialnej, co prowadzi do uwolnienia cytochromu C w nastgpujacy sposob. Brak
tlenu hamuje transport protonéw i przez to powoduje spadek potencjalu btony. Zmniejszenie
ilosci ATP wywotane spadkiem funkcjonalnosci mitochondriéw powoduje aktywacj¢ Bax lub
Bak (genow proapoptotycznych), co prowadzi do uwolnienia cytochromu C [203]. Otrzymane
w niniejszej pracy wyniki nie wykazaly jednak negatywnego wptywu hipoksji, co przetozyto
si¢ na utrzymywanie do$¢ niskiego odsetka komorek eliminowanych na drodze apoptozy.
Zaobserwowano wpltyw modyfikacji genetycznej na zwigkszenie apoptozy. Niezaprzeczalnie,
moze to mie¢ zwiazek z procesem samej elektroporacji, poniewaz metoda ta powoduje
powstawanie porow w blonie komorkowej. Komorka poddana takiemu wymuszonemu
zjawisku fizycznemu moze nie by¢ zdolna do odtworzenia ciaglosci blony, co w efekcie
prowadzi do permabilizacji. Szok wywolany przez impuls elektryczny z tatwoscia moze
zapoczatkowa¢ kaskade apoptotyczna [204]. Jednak komorki genetycznie modyfikowane
wybranymi genami proangiogennymi wciaz wykazywaty niski odsetek apoptozy.
Zaobserwowano, iz gen VEGF w pewnych sytuacja ma wilasciwosci cytoprotekcyjne. VEGF
zapobiegat apoptozie komérek HUVEC, ktore zostaly potraktowane wysokim stgzeniem
glukozy (szok hipertoniczny). Wykazano, iz VEGF moze wptywaé na zmniejszenie ilo$ci
wytwarzanych reaktywnych form tlenu (ROS), niwelowanie przeciazenia wapniowego, a
takze zmienia¢ stosunki gendw pro oraz antyapoptotycznych, w taki sposéb, iz dochodzi do
przechylenia rownowagi w strong¢ wilasciwosci antyapoptotycznych [205]. W aspekcie

wzbudzania apoptozy omawiany jest takze wptyw genu P/GF na to zjawisko, ale dotyczy to

~ 135~



warunkow hiperoksji siggajacej 99% nasycenia tlenem. Okazuje sig, iz wlasnie w tych
warunkach staje si¢ on induktorem apoptozy. Fakt ten sprawia, iz PIGF staje si¢ potencjalnym
celem terapeutycznym w chorobach ptuc [206]. W przeprowadzonych badaniach, zarowno w
przypadku komoérek modyfikowanych genami FGF-4/VEGF, jak 1 PIGF, nie zauwazono
drastycznego wzrostu apoptozy w warunkach hipoksji (Ryc. 35). Szczegdlnie istotny jest fakt,
iz obydwie badane populacje wykazywaty kolejno 1% komorek apoptotycznych przy
modyfikacji genetycznej za pomoca konstrukcji VEGF/FGF-4 oraz 0,5% w przypadku
komorek transfekowanych PIGF. W tym wypadku mozna stwierdzi¢, iz w warunkach, jakie
istnieja w sercu pozawalowym, lepszy potencjal wykazuja mioblasty modyfikowane genem
PIGF. Zaobserwowano drastyczny wzrost apoptozy w przypadku komoérek hodowanych w
5% stgzeniu tlenu, co sugeruje, ze takie warunki hodowli in vitro nie wptywaja korzystnie na
mioblasty (Ryc. 35B). Sytuacja ta nie powtorzyta si¢ dla komoérek populacji miol35, co moze

sugerowac osobnicza zaleznos$ tego zjawiska.

Jedna z kluczowych funkcji biologicznych komorki jest regulacja proliferacji. W przypadku
wigkszosci typow komorek hipoksja moze powodowaé zmniejszenie proliferacji, poniewaz
sukcesywne zwigkszanie si¢ liczebnosci komoérek w niekorzystnych warunkach moze
generowa¢ dodatkowe zapotrzebowanie na tlen. Jednak niektore populacje komorki/tkanki
zachowuja proliferacj¢ takze w warunkach niedotlenienia. Jest to powszechna cecha
patologiczna nowotwordéw, ale moze rowniez shuzy¢ funkcji fizjologicznej, jak np.
utrzymaniu si¢ populacji komorek macierzystych, ktore znajduja si¢ w niszy, gdzie moze by¢
obecne s$rodowisko hipoksyjne [207]. Jednak w populacjach badanych mioblastow nie
dochodzito do znaczacego zmniejszenia proliferacji w warunkach hipoksji (3% O, — Ryc. 36),
natomiast w normoksji wigkszo$¢ z badanych populacji ludzkich mioblastoéw (zaréwno tych
modyfikowanych genetycznie za pomoca wektora zawierajacego VEGF/FGF-4 oraz PIGF)
wykazywata raczej obnizenie proliferacji. Nalezy podkresli¢, iz mioblasty, a przede
wszystkim tkanka migsniowa, jest tkanka specyficzna, czgsto narazona na wysilek o
charakterze anaerobowym. Zatem obnizenie zawarto$ci tlenu nie powinno wywotac
negatywnych skutkow w aspekcie proliferacji komorek. To wtasnie srodowisko normoksyjne
powinno by¢ sygnalem do utrzymywania komoérek w stanie ,,u$pienia”, poniewaz wtedy nie
wystepuja zadne bodzce powodujace uaktywnienie tkanki do regeneracji. Warto tutaj
przytoczy¢ badania nad wptywem niedotlenienia na proliferacj¢ mioblastow in vitro, ktore
wykazywaty zwigkszony potencjat proliferacyjny komorek podczas zmiany stgzenia tlenu z

warunkéw standardowych na hipoksyjne [208]. Podazajac za wnioskiem ptynacym z
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cytowanej wczesniej pracy odno$nie zwigkszenia proliferacji komérek w warunkach hipoksji
in vitro, mozna uzna¢ to za obiecujaca ceche w aspekcie regeneracji serca pozawatowego.
Mioblasty modyfikowane genetycznie, podane w obszar blizny pozawalowej, ktora
charakteryzuja warunki hipoksji, bgda miaty zatem potencjat do proliferacji oraz uwalniania
czynnika terapeutycznego. Bardzo waznym jest fakt, iz modyfikacje genetyczne
przeprowadzone na mioblastach réwniez nie wptyngty negatywnie na ich proliferacje (Ryc.
36). Mozna zatem wnioskowaé, ze mioblasty nie wykazuja zaburzen w proliferacji w
warunkach hipoksji, a dodatkowo zastosowana modyfikacja genetyczna nie wptyneta

negatywnie na witalno$¢ tych komoérek w obnizonych stezeniach tlenu.

Hipoteza zwiazana z tym, ze hipoksja moze mie¢ wplyw na réznicowanie komorek, ma swoje
podparcie biorac pod uwage fakt, iz jest ona kluczowym elementem bioracycm udziat w
rozwoju embrionalnym 1 ksztaltowaniu si¢ ukltadow systemowych w organizmie cztowieka
(gtowny udziat w rozwoju uktadu sercowo-naczyniowego). Co wigcej, niskie stezenie O,
zapewnia dobra samoodnowe¢ komodrek. Hipoksja ma fundamentalne znaczenie dla
utrzymywania nisz komorek hematopoetycznych 1 nerwowych. Roéznicowanie sig
mezenchymalnych komorek macierzystych do chondrocytow, adipocytow i1 osteoblastow
zalezy od st¢zenia O,, ktorym mozna tatwo manipulowaé w warunkach in vitro w celu
wygenerowania pozadanych typoéw komoérek [209]. Mioblasty w stanie hipoksji, jak
wczesniej wnioskowano, moga by¢ pobudzane do aktywniejszej proliferacji, jesli znajdowac
si¢ beda wystarczajaco dlugo w $Srodowisku hipoksyjnym. Ale jako komodrki macierzyste,
oprocz namnazania 1 odnawiania swojej puli, musza mie¢ takze zdolno$¢ do réznicowania i
uzupetnienia puli komorek (tkanek) ulegajacych urazowi. Badania przeprowadzone w ramach
niniejszej rozprawy wykazaly, iz warunki tlenowe nie zaburzaja zdolnosci komorek do
réznicowania, wrgcz proces ten jest nawet bardziej wydajny w niekorzystnych warunkach
(Ryc. 37, 38). Co wazne w przypadku terapii regeneracyjnej serca, mioblasty, ktore zostaty
modyfikowano genami proangiogennymi, réznicowaty si¢ bez zaburzen. Mozna
zaobserwowac, iz hodowla w 3% O, miala szczegodlnie pozytywny wpltyw na réznicowanie
si¢ komorek zmodyfikowanych genem PIGF (Ryc. 38), w ktoérej to populacji wyraZnie
obserwuje si¢ wigcej sfuzjowanych komoérek w poréwnaniu do tych hodowanych w
warunkach standardowych. Sa to przestanki sktaniajace do wysnucia wniosku, 1z mioblasty
osadzone w nieprzyjaznym Srodowisku jakim jest serce po zawale, po przeprowadzonym

cyklu proliferacji, moga zréznicowac si¢ w miotuby pomimo wystgpujacej hipoksji.
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Analizujac ogdtem funkcje biologiczne komdrek migsniowych nalezy stwierdzi¢, iz hodowla
in vitro w obnizonym st¢zeniu tlenu, ktére odpowiada hipoksji serca pozawatowego, nie
powodowata negatywnego wpltywu na witasciwosci mioblastow ludzkich. Komorki nie
wykazywaly podwyzszonej $mierci apoptotycznej (Ryc. 35), zachowujac proliferacj¢ na
poziomie poréwnywalnym z warunkami standardowymi in vitro (Ryc. 36), a ponadto
posiadaty zdolno$¢ do réznicowania si¢ w miotuby, a co za tym idzie uzupetnienia ubytkéw
tkankowych w miokardium (Ryc. 37, 38). Modyfikacje genetyczne przeprowadzone na
zawiesinach pierwotnych mioblastow otrzymanych od réznych pacjentow wykazaty, iz
wprowadzone geny VEGF/FGF-4 jak i PGF nie wptywaly negatywnie na biologiczne cechy

proregeneracyjne.

3. Dynamika zmian molekularnych w sercu

Migsien sercowy dorostych ssakow nie jest zdolny do regeneracji po utracie kardiomiocytoéw,
co stanowi podstawg trwatych i1 cigzkich skutkéw kardiomiopatii wywodzacej si¢ z
patologicznej 1 miekorzystnej przebudowy serca. Dla kontrastu, niektoére ryby 1 ptazy
zachowuja silng zdolnos$¢ do regeneracji serca przez cate zycie. Ostatnie doniesienia wskazuja
jednak, iz serce ssakow nie jest organem postmitotycznym. Zdolno$¢ do odnowy wykazuje
np. migsien sercowy nowonarodzonej myszy, ktory jest w stanie si¢ zregenerowaé po
czgsciowej resekcji, niestety predyspozycje te zostaja utracone juz okoto 7 dnia zZycia
pozaptodowego. Mimo wszystko, dojrzale serce zachowuje subtelny potencjal do
samoodnowy [210]. Znikoma zdolno$¢ do samoodnowy mig$nia sercowego jest
niewystarczajaca, dlatego tez po rozleglym zawale serca dochodzi do powaznej utraty
kardiomiocytow, a ich miejsce zajmuja fibroblasty wytwarzajace blizng pozawatowa.
Dochodzi do zmian morfologicznych serca, ktore skutkuja jego niekorzystna przebudowa. W
ostatnich latach, dzigki eksperymentom opartym na mikromacierzach ekspresyjnych, udato
si¢ zidentyfikowa¢ zmiany w ekspresji gendéw 1 — przynajmniej czgsciowo — powiazaé je z
obserwowanymi zmianami w strukturze i funkcjonowaniu serca po zawale. Zmiana ekspresji
gendw moze wystgpowac na roznych etapach przebudowy miokardium po zawale i trwaé
okreslong ilo$¢ czasu [211]. Dotychczasowe informacje dotyczace obecnosci peptydu NT-
proBNP wykazuja, ze wzrost jego stezenia we krwi u ludzi mozna zaobserwowac juz kilka
godzin po wystapieniu niedotlenienia migsnia sercowego [212]. Rosnaca ekspresj¢ genu
CTGF (ang. Connective Tissue Growth Factor) skorelowano z powigkszajacym si¢

zwloknieniem $ciany lewej komory po zawale. Zrodtem CTGF sa przede wszystkim
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fibroblasty serca, cho¢ podwyzszona ekspresje tego genu zaobserwowano takze w warstwie
kardiomiocytow znajdujacej si¢ przy $wietle komory [213] W niniejszej pracy skupiono sig
na dynamice zmian ekspresji gendw proangiogennych w rdéznych odstgpach czasu, jaki
uptynat od zawalu serca, a takze na skorelowaniu zalezno$ci pomigdzy tymi genami, a
czynnikiem indukowanym hipoksja. Zaobserwowano, ze Hif-1a osiagnal najwyzsza ekspresje
w 24 godziny po indukcji zawalu w sercach mysich (Ryc.44A). Sugeruje to, iz w tym czasie
dochodzi do ostrej hipoksji w sercu. W tym samym czasie ekspresja gendw Vegf-a, Plgf1 Flt-
1 réwniez ulegata podwyzszeniu (Ryc. 44B, C, G oraz Ryc. 45A). Ta tendencja nie jest trudna
do wyjasnienia. HIF-1 reguluje bezposrednio lub posrednio ponad 2% gendéw w $srodbtonku
naczyniowym [53]. Czynnik indukowany hipoksja wiaze si¢ z elementami HRE
umiejscowionymi w réznych genach. Zardwno Vegf-a, Plgf jak i receptor Flt-1 sa uznawane
za geny docelowe dla czynnika transkrypcyjnego HIF-1, zatem ich ekspresja jest
bezposrednio modulowana w stanie hipoksji. Dlatego tez udato si¢ pozytywnie skorelowaé
ekspresj¢ wymienionych gendw z ekspresja czynnika indukowanego hipoksja we wszystkich
punktach czasowych eksperymentu (Ryc. 45A). Bardzo interesujaca wydaje si¢ ekspresja
mysiego genu Plgf'w sercu, w ktérym w 24 h po zawale osiagngta ona bardzo wysoki poziom
(najwyzszy ze wszystkich genow proangiogennych - Ryc. 44B). Na podstawie badan z
uzyciem kardiomiocytéw pochodzacych od nowonarodzonego szczura udowodniono, iz
utrzymujace si¢ dluzej niz 6 godzin warunki niedotlenienia, obejmujace mniej niz 2% Oy,
powoduja znaczny wzrost ekspresji genu Plgf, ktory osiaga najwyzszy punkt po 24
godzinach. Podwyzszona aktywno$¢ genu PIGF zostala réwniez wykazana w ludzkich
sercach z objawami zaawansowanego wtoknienia, ktore jest dlugoterminowa konsekwencja
przebytego zawatu serca. W bioptatach pobranych z mig$nia sercowego wykazano, iz serca,
ktore nie charakteryzuja si¢ zwioknieniem, wykazuja niewielka ekspresjg zarowno genu PIGF
oraz receptora Flt-1. Jednak w miokardium, w ktérym dochodzi do fibrozy, ekspresja PIGF
wzrasta prawie dwukrotnie. Biatko zostato zlokalizowane zard6wno w kardiomiocytach, jak 1
macierzy zewnatrzkomorkowej oraz w niektorych naczyniach wtosowatych w obrebie tkanki
facznej [214]. Vegf-a wykazywal bardzo wysoka ekspresj¢ w 24 h po wywolaniu zawatu.
Prawdopodobnie miato to zwiazek z ostrym stanem niedotlenienia. Nastgpnie jego ekspresja
spadata, aby prawie miesiac po zawale wzrosna¢ w momencie, kiedy warunki panujace w
sercu stabilizuja si¢, a blizna pozawalowa przyjmuje ostateczny ksztalt, zas sam migsien
wykazuje znamiona niekorzystnej przebudowy. By¢ moze jest to moment, w ktorym czynniki
proangiogenne w sercu synchronizuja swoje dziatanie. Jak wykazano za pomoca schematow

przedstawiajacych analize ekspresji badanych genéw w czasie - spadek kazdego z genow
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(Hif-1a, Vegf-a, Vegf-b, Vegf-c oraz gendw dla dwoch receptorow- Flt-1 oraz Kdr) przypadat
na 7 dzien, kiedy analiza histologiczna wykazywata masywny stan zapalny (by¢ moze te
zjawiska sa ze soba powiazane). Nastepnie ekspresja wymienionych genéw wzrastala, aby
prawdopodobnie wspolnie skompensowaé¢ niewydolno$¢ serca za pomoca wywotania

neoangiogenezy.

Jest interesujace, ze jedynym genem, ktory nie podazal za schematem wyznaczonym przez
pozostate geny byt Vegf-d, bioracy udzial gléwnie w powstawaniu naczyn limfatycznych
(Ryc. 44F). Wykazano, iz hipoksja ma takze wplyw na regulacj¢ limfangiogenezy, a nie tylko
samej angiogenezy na czym skupia si¢ wigkszo$¢ doniesien. Limfangiogeneza indukowana
jest przez czynniki nalezace do rodziny VEGF, ktore promuja angiogenezg (VEGF-A) lub
angiogenezg 1 limfangiogenez¢ (VEGF-C 1 VEGF-D oraz FGF-2). Podczas stanu o obnizonej
zawartos$ci tlenu dochodzi do pobudzenia ekspresji tych czynnikow wraz z ich receptorami
VEGF-R2 (Kdr) oraz VEGF-R3 [215]. Ekspresja genu Vegf-C utrzymywata staty poziom na
przestrzeni badanych punktéw czasowych, az do momentu 28 dnia po zawale, w ktérym
wykazywata delikatny wzrost, tak samo jak genu dla receptora Kdr, sugerujac ich
synchronizacj¢ w czasie (Ryc. 44E, H). Co ciekawe, szczyt ekspresji genu Vegf-d przypadat
na 7 dzien po indukcji zawatu, kiedy to wykrywano najbardziej zintensyfikowany stan

zapalny w obrgbie mig$nia sercowego.

Dokumentacja fotograficzna wykonana za pomoca aparatu cyfrowego ilustruje przebieg
zmian geometrii 1 morfologii serca na przestrzeni czasu. Dodatkowo badania histologiczne
wykazaty natgzenie patologii zjawiska po 28 dniach od zawalu (Ryc. 39). W niecaly miesiac
od podwiazania lewej tgtnicy wiencowej Sciana lewej komory serca u myszy jest tak cienka,
ze kazde uderzenie serca mogto doprowadzi¢ do jej perforacji. Uwidocznienie dynamiki
zjawiska znanego pod nazwa niekorzystna przebudowa serca wskazuje, jak waznym z punktu
widzenia medycyny regeneracyjnej jest zastosowanie terapii restrukturyzacyjnej, ktora moze
odbudowaé $ciang lewej komory. Obnizona podaz krwi, tlenu 1 substancji odzywczych w
obrgbie serca pozawatlowego moze rowniez mie¢ wpltyw na tempo regeneracji. Nalezy zatem
rozwazy¢ zastosowanie dodatkowego elementu terapeutycznego w postaci np. biatek
proangiogennych, ktore bgda w stanie wzbudzi¢ powstanie alternatywnego przeptywu krwi w
miejscu objetym niedokrwieniem. W ramach badan przeprowadzonych w niniejszej pracy
udato si¢ wykaza¢, iz mioblasty sa odpowiednimi kandydatami do zastosowania ich jako

terapeutyczny przeszczep komoérkowy w miejsce, w ktorym panuja niekorzystne warunki
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tlenowe. Co istotne, w toku prowadzonych do$wiadczen nie zaobserwowano aby hipoksja
miata negatywny wplyw na wlasciwosci biologiczne mioblastéw ludzkich. Nie
udokumentowano istotnych zmian w proliferacji komoérek hodowanych w warunkach 3%
stezenia O, w stosunku do komoérek utrzymywanych w warunkach standardowych.
Pogorszeniu nie ulegata takze zdolno$¢ do réznicowania si¢ w miotuby w populacjach
mioblastéow niemodyfikowanych. Badanie na obecno$¢ apoptozy apoptozy w populacjach
komorek mio 191 ujawnito wzrost odsetka komorek wchodzacych w szlak programowane;
$mierci w obrgbie mioblastow natywnych hodowanych w 3% stgzenia O, w stosunku do
warunkow standardowych. Jednak po modyfikacji genem P/GF rdznica znikala. Biorac pod
uwage mozliwos¢ wspomagania wlasciwosci regeneracyjnych komorek macierzystych,
zastosowano modyfikacje genetyczne komoérek macierzystych migéni szkieletowych w
perspektywie wspomagania odbudowy waskulatury pozawatowego serca. Przetestowano dwa
rodzaje modyfikacji genetycznych - transfekcje z uzyciem wektora FGF4/VEGF oraz PIGF.
Obydwie modyfikacje w warunkach in vitro wykazywaly potencjalne wlasciwosci
terapeutyczne. Jednak do dalszych badan na modelu zwierzgcym wybrano mioblasty

modyfikowane genem P/GF.

4. Terapia regeneracyjna

Idealna terapia obejmujaca leczenie skutkow zawatu serca powinna sktada¢ si¢ z co najmniej
dwoch czynnikow: strukturalnego - czyli komorek, ktore bgda w stanie wypekni¢ blizng
pozawatowa 1 zadziala¢ jako element wzmacniajacy $cienczona $ciang lewej komory, oraz
proregeneracyjnego - ktory wspomagalby w jaki§ sposob odtworzenie warunkow, ktore
przypominatyby fizjologiczne np. niwelujac arytmie czy stan zapalny badZ wspomagajac
przeplyw krwi w miejscu niedokrwienia. Dotychczas zaproponowano caly wachlarz komorek
macierzystych, metod ich modyfikacji, czynnikéw terapeutycznych, a takze sposobow

dostarczania transplantow w miejsce docelowe [216], [217].

W ramach niniejszej dysertacji wykonano modyfikacj¢ genetyczna komoérek macierzystych
migsni szkieletowych za pomoca dwdch réznych wektoréw zawierajacych - FGF-4/VEGF
oraz PIGF. Wybor typu modyfikacji genetycznej do dalszych testéw w modelu in vivo byt
niezmiernie trudny. Obydwa testowane warianty wykazywaly potencjal terapeutyczny
(proangiogenny), a hipoksja nie wywierata znaczacego negatywnego wptywu na wtasciwosci

biologiczne komorek. Po dluzszej analizie danych zardéwno literaturowych, jak 1
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wynikajacych z przeprowadzonych eksperymentéw, wyselekcjonowano mioblasty
modyfikowane genem PIGF, gtownie dlatego, ze na przestrzeni lat pojawilo si¢ mndstwo
badan odnos$nie genu VEGF-A i jego potencjatu terapeutycznego w leczeniu pozawatowe;]
niewydolnosci serca. Proby kliniczne z uzyciem czynnika FGF nie dawaty jednak
satysfakcjonujacych wynikéw. Warto jednak zauwazy¢, ze kombinacja czynnikow FGF-4
oraz VEGF-A razem nigdy nie byla testowana. Zatem ostateczna decyzj¢ podj¢to kierujac sig
wynikami przeprowadzonych doswiadczen. Co prawda, w badaniach in vitro nad
wlasciwosciami genetycznie modyfikowanych komoérek w hipoksji, tylko pod wzgledem
apoptozy zauwazono zmniejszona podatnos¢ mioblastéw transfekowanych genem PIGF.
Jednak badanie dynamiki zmian molekularnych w sercu wykazato drastyczny wzrost genu
Plgf jedynie po 24 od indukcji zawalu (Ryc. 44B). Nastgpnie jego ekspresja pozostawala
wyciszona. [lo$¢ transkryptow Vegf-a wzrosta 28 dnia po zawale (Ryc. 44C). Zatem podanie
w tym punkcie czasowym czynnika PIGF uzupehitoby pulg naturalnie wystgpujacych
czynnikdw proangiogennych, ktorych ekspresja w synchronizowany sposob roslaby w
ostatnim punkcie czasowym eksperymentu. [los¢ biatka PIGF wykrywanego w medium byla
co prawda mniejsza niz w przypadku VEGF-A (Ryc. 31), jednak bialko to byto roéwnie
funkcjonalne jak w przypadku polaczenia obu czynnikow VEGF-A oraz FGF-4 (Ryc. 33, 34).
Co wigcej, stezenie okoto 300-350 pg/ml biatka PIGF bylo réwnie funkcjonalne co o wiele
wyzsze stezenia biatek VEGF-A 1 FGF-4. W zwiazku z tym, iz w literaturze znajduja si¢
przestanki wskazujace, ze zbyt duza dawka VEGF-A moze powodowa¢ powstawanie
obrzekéw [146], postanowiono zrezygnowaé z podawania mioblastow modyfikowanych
genetycznie plazmidem FGF-4/VEGF na rzecz komorek macierzystych migsni szkieletowych

modyfikowanych genem PIGF.

Jak wspomniano wczes$niej, idealna terapia skierowania na leczenie skutkow zawalu serca
powinna spetnia¢ dwa podstawowe kryteria - odbudowaé strukturalnie i zregenerowac.
Komorki macierzyste migsni szkieletowych byty podawane w rejon strefy granicznej zawatu
(ang. border zomne). Nastgpnie za pomoca echa serca oceniano, czy poprawie ulegaty
parametry hemodynamiczne lewej komory. Obserwowano poprawg wydolnosci serca u
myszy, ktérym transplantowano komorki zaré6wno ,natywne”, jak 1 modyfikowane
genetycznie genem P/GF. Po 2 miesigcach od interwencji komorkowych, zmiana stosunku
powierzchni lewej komory w osi krotkiej (SAX AC) ulegata poprawie o okoto 40% w
stosunku do serc, ktorym podawano intrakardialnie roztwor soli fizjologicznej (Ryc. 46).

Podobne badania byly uprzednio przeprowadzane na szczurach, ktorym réwniez podawano
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mioblasty transfekowane genem PIGF. W tym wypadku badanymi parametrami
hemodynamicznymi lewej komory byly: frakcja skracania (FS ang. fractional shortening)
oraz frakcja wyrzutowa (EF ang. ejection fraction). Obydwa parametry ulegly poprawie po 86
dniach od zainicjowania terapii. Warto zauwazy¢, iz parametry te byty mierzone w osi dtugie;j
serca. Zatem laczac wnioski ptynace z cytowanego badania przedklinicznego oraz z proby
przedklinicznej przedstawionej w dysertacji, mozna stwierdzi¢, iz mioblasty (modyfikowane
genetycznie badz natywne) podane w niedokrwienny rejon serca pozawatowego, moga
poprawi¢ parametry hemodynamiczne mierzone w réznych projekcjach (osi dlugiej oraz
krotkiej serca) [149]. Podanie komoérek moze prowadzi¢ do uzupeinienia ubytkow w
miejscach objetych zawatem i wzmocnienia lewej komory serca. Uzyskane wyniki badan
mozna skonfrontowa¢ z wynikami opublikowanymi przez inne grupy badawcze, ktore
postanowity zbada¢ proregeneracyjne wiasciwosciach czasteczek PIGF po ich iniekcji do
serca. Badania na szczurach, ktérym 20 min po indukcji zawatu podano intrakardialnie
wektor wywotujacy nadekspresje genu PIGF, udowodnily dziatanie plejotropwe wzgledem
serca. Terapia genowa PI/GF poprawiala wydolno$¢ serca po zawale, przez zmniejszenie
obszaru objgtego zawatem (w pordwnaniu do kontrolnych serc ktérym podano ,,pusty
wektor”) i wzbudzenie naprawczej angiogenezy, poprzez regulacje parakrynnych czynnikow
antyapoptotycznych i angiogennych [218]. Rowniez w modelu mysiego serca pozawatowego
podawano nanoczasteczki uwalniajace PIGF nawet do 120 godzin po iniekcji [219]. Po
uptywie 8 tygodni od wdrozZenia terapii, zaobserwowano wzrost frakcji wyrzutowej lewej
komory, zmniejszenie obszaru blizny pozawatowej, zwigkszenie gestosci siatki naczyn, a
takze spadek poziomu cytokin prozapalnych - TNFa oraz interleukiny-6 [219]. Zatem biorac
pod uwage wlasciwosci plejotropowe czynnika PIGF, mozna przypisa¢ mu funkcje
regeneracyjne tak pozadane w przypadku terapii z uzyciem komorek macierzystych. Co
wigcej, przeprowadzone w ramach niniejszej pracy badanie histochemiczne, w ktorym
poréwnano morfologi¢ serc po podaniu komoérek modyfikowanych genetycznie za pomoca
wektora z PIGF do serca w 28 dni po zawale bez terapii, wykazato wzmocnienie lewe]
komory (Ryc. 49). Podobng prawidlowos¢ zaobserwowano w innych badaniach, w ktorych
intrakardialnie podawano jedynie rekombinowane biatko PIGF, a poroéwnania dokonano z
sercami w ktorych stosowano jedynie roztwoér soli fizjologicznej [220]. Zatem nie tylko
mioblasty posiadaja wtasciwosci odbudowujace $ciang lewej komory, ale réwniez samo

biatko PIGF.
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Poziom ekspresji gendw proangiogennych badanych w sercach po interwencjach zar6wno
komoérkowych (genetycznie modyfikowanych oraz ,,natywnych”), jak i1 roztworem soli
fizjologicznej (Ryc. 51), ujawnil kilka prawidlowosci, ktore mozna odnies¢ do badan nad
dynamika ekspresji genow w roznych odstepach czasu po zawale (Ryc. 44). Wykryto
podwyzszona ekspresje genu Hif-1o. po uptywie 3 miesiecy od indukcji zawatu (Ryc. 51A)
niz 24 h po zawale (Ryc 44A), kiedy to wykazal on swoja najwyzsza ekspresj¢. W sercach

poddanych terapii utrzymywat si¢ on na podobnym poziomie we wszystkich grupach.

Gen Vegf-a oraz geny dla receptorow Flt-1 oraz Kdr wykazywaty wzrost ekspresji 65 dni od
podania komoérek modyfikowanych genem PI/GF (Ryc. 51C, G, H). Podobne zaleznos$ci
wykryto (na poziomie transkrypcyjnym) u szczuréw, w ktorych analiza PCR w czasie
rzeczywistym zostala przeprowadzona az 86 dni po transplantacji [149]. Tak, jak
przypuszczano podczas doboru modyfikacji genetycznej, ktéra zostanie przetestowana w
warunkach in vivo, zastosowanie terapii pomogto utrzymac ekspresje genu Vegf-a (2 miesiace
po terapii, a 3 miesiace od indukcji zawalu serca) nawet na wyzszym poziomie niz
zaobserwowano 24 h 1 7 dni po zawale bez interwencji. Co wigcej, w sercach, w ktorych
podano roztwor soli fizjologicznej, obserwowano drastyczny spadek iloSci transkryptow w
stosunku do grup poddanych interwencji (Ryc. 44C oraz Ryc. 51C). W sercach, ktére ulegaty
dalszej patologicznej, niekorzystnej przebudowie po podaniu 0,9% NaCl (3 miesiace od
podwiazania lewej tgtnicy wiencowej- Ryc. 51C, G, H), poziom ekspresji genow Vegf-a, Fit-1
i Kdr utrzymywat si¢ na podobnym poziomie co w 28 dniu po zawale (Ryc. 44C, G, H).

Z kolei endogenna ekspresja Plgf w mysim sercu po terapii z uzyciem ludzkich mioblastow
(zarowno modyfikowanych jak 1 natywnych) nie wykazywata tak spektakularnego wzrostu
jak po 24 h od indukcji zawatu (Ryc. 44B). Jak si¢ okazato poziom tego genu utrzymywat si¢
na podobnym poziomie w kazdej z badanych grup myszy (Mb-PIGF, Mb-WT oraz
0,9%NaCl- Ryc. 51B) i bylo to poréwnywalne z wyjSciowym poziomem ekspresji tego genu
w sercu kontrolnym (bez zawatu) oraz sercach 7 dni 1 28 dni po zawale (Ryc. 44B). W
badaniach na szczurach, ktorym zostaly transplantowane ludzkie mioblasty, roéwniez nie
zaobserwowano zmian w ekspresji genu Plgf pomigdzy grupami szczuréw kontrolnych (bez
zawalu, z podanym ptynem Ringera i po terapii mioblastami zmodyfikowanymi genem P/GF)
[149].

Analizujac wyniki przeprowadzonych badan in vivo, udalo si¢ wykaza¢ poprawe parametrow

hemodynamicznych serca. Prawdopodobnie nastapito to w wyniku odbudowy $ciany lewe;j
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komory. Miaty na to wptyw transplantowane mioblasty, czyli komorki macierzyste migsni
szkieletowych, ktorych wlasciwosci pozwalaja na skuteczne uzupeilnienie ubytkow w
okolicach blizny pozawatowej oraz sam gen P/GF, ktérego plejotropowe wihasciwosci mogty
doprowadzi¢ do mobilizacji komérek CPC (progenitory kardialne ang. cardiac progenitor
cells) w obrebie serca i tym samym promowac¢ odbudowg. Ponadto, biorac pod uwage
wlasciwosci proangiogenne czasteczki PIGF mozna wnioskowaé, iz moze doj$¢ do poprawy
ukrwienia w obrgbie rejonu pozawatowego, przez co moze zosta¢ speilniona rola
regeneracyjne zaproponowanej terapii. Obok poprawy funkcjonalno$ci migsnia sercowego,
zaproponowana terapia z uzyciem genetycznie zmodyfikowanych miata rowniez wptyw na
ekspresj¢ gendw na poziomie molekularnym w miokardium. Doszto do wzbudzenia ekspresji
najbardziej prominentnych gendéw proangiogennych oraz gendéw dla ich receptoréw w

porownaniu do serc, w ktorych zastosowano iniekcj¢ roztworu soli fizjologiczne;j.

5. Podsumowanie

W przedstawionym innowacyjnym podejsciu badawczym utworzono model hipoksji dla
mioblastow ludzkich hodowanych w warunkach in vitro, ktory optymalnie odzwierciedlat
warunki tlenowe w sercu pozawatowym. Dodatkowo, biorac pod uwage aspekty kliniczne
proponowanych terapii komorkowych, postanowiono zmodyfikowa¢ genetycznie komorki
macierzyste migsni szkieletowych za pomoca gendéw proangiogennych FGF-4/VEGF oraz
PIGF, tak, aby spelnialty one funkcje strukturalno-regeneracyjne w pozawalowym
miokardium. Mioblasty badano zaro6wno w warunkach ustalonej wcze$niej hipoksji (3% O;)
oraz w warunkach fizjologicznych (5% O,) 1 standardowych dla hodowli in vitro (21% O5).
Wykazano, 1z zaproponowane ,narzedzie terapeutyczne” (w postaci genetycznie
modyfikowanych mioblastow) moze z powodzeniem by¢ stosowane w terapiach
regeneracyjnych skierowanych na leczenie niedokrwienia migsnia sercowego. Badania w
modelu zwierzecym pozwolity na ustalenie, w jaki sposdb zmienia sig profil ekspresji genow
proangiogennych (Vegf-a, b, ¢, d, Fit-1, Kdr) w odpowiedzi na hipoksje, w roznych odstgpach
czasu od zaindukowania zawatu. Proba przedkliniczna, z zastosowaniem mioblastow
modyfikowanych genetyczne genem PIGF, zakonczyla si¢ pelnym sukcesem, ktory miat
swoje odzwierciedlenie w poprawie parametréw hemodynamicznych serca, wzmocnieniu
Sciany lewej komory, oraz pozytywnych zmianach w profilu ekspresji genoéw
proangiogennych w sercach poddanych terapii. Tym samym udowodniono, iz zaproponowana

terapia z uzyciem ludzkich mioblastow modyfikowanych genetycznie genami
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proangiogennymi, moze spetnia¢ oczekiwania w zakresie odbudowy struktury i funkcji

mig$nia sercowego.
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VIII. WNIOSKI

e Analiza ekspresji markera HIF-lo. w mioblastach hodowanych in vitro w rdznych
stezeniach tlenu oraz w komoérkach po podaniu w rejon niedokrwienny serca
pozawalowego umozliwita ustalenie warunkéw hipoksji, odzwierciedlajacych st¢zenie
tlenu panujace w pozawatowym miokardium. Konsolidacja badan in vitro oraz in vivo
wykazata, iz ekspresja markera HIF-la w punkcie oznaczajacym 3% stgzenia O, jako
jedyna nie wykazata istotno$ci statystycznej z ekspresja tego markera obecna w
mioblastach ludzkich transplantowanych w rejon niedokrwienia. Przeprowadzona analiza
pozwolita wnioskowaé, iz 3% stgzenia tlenu odpowiada warunkom w miokardium po

zaindukowaniu zawalu.

e Warunki tlenowe in vitro odpowiadajace hipoksji sercowej in situ nie wplynely
negatywnie na oserwowany profil ekspresji genow (transgenéw oraz genow miogennych)
oraz na wlasciwosci biologiczne mioblastow ludzkich modyfikowanych genetycznie przy
pomocy konstrukeji FGF-4/VEGF oraz PIGF. Komorki tracily swe warto$ci regeneracyjne
(tendencje spadkowe w ekspresji gendw miogennych, statystycznie istotne obnizenie
proliferacji w wigkszosci populacji, obnizony potencjat do réznicowania) w warunkach
fizjologicznych - 5% O,, uznawane za warunki normoksji; natomiast warunki standardowe
in vitro (hiperoksja) kreowaly dla komoérek srodowisko, ktore nie zmienialo wtasciwosci

biologicznych mioblastow.

e Zastosowane modyfikacje genetyczne (wektory plazmidowe zawierajace geny FGF-
4/VEGF oraz PIGF) nie mialy wplywu na wlasciwos$ci biologiczne mioblastow, za to
powodowaty, iz nabieraly one lepszych wtasciwosci proregeneracyjnych poprzez

wydzielanie duzych ilo$ci funkcjonalnych biatek o charakterze proangiogennymi.

e Analiza molekularna serc mysich w roznych odstgpach czasu po zawale umozliwita
ustalenie dynamiki zmian ekspresji genéw proangiogennych. W 24 h po zawale, w
odpowiedzi na stymulacj¢ czynnikiem indukowanych hipoksja (w ostrej fazie
niedokrwienia), istotnie wzrasta ekspresja genoOw proangiogennych Plgf oraz genu dla
receptora Flt-1. Tendencje wzrostowe w odpowiedzi na statystycznie znamienny wzrost

czynnika Hif-1a wykazuje gen Vegf-a. Plgf byl aktywnie transkrybowany jedynie 24 h po
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zawale, a nastgpnie jego ekspresja wraca do poziomu bazalnego (przed indukja zawatu).
Miesiac po zawale, kiedy to blizna pozawatowa jest juz uksztattowana wystgpuje trend
synchronizacji wszystkich czynnikow (Hif-1a, Vegf-a, b, ¢, d) oraz receptorow (Flt-1 1
Kdr) poza czynnikiem Plgf. Geny odpowiedzialne za limfangiogenez¢ (Vegf-a, ¢, d oraz

receptor Kdr) rowniez zwigkszaja swoja ekspresj¢ migdzy 7 a 28 dniem po zawale.

Terapia regeneracyjna z uzyciem ludzkich mioblastéw modyfikowanych genem PIGF
poprawila parametry hemodynamiczne serca o okoto 40% w poréwnaniu do grup myszy, u
ktorych zastosowano interwencje typu ,,sham”. Zwigkszyla si¢ widocznie grubo$¢ $ciany

lewej komory, w pordwnaniu do serca nie poddanego zabiegom terapeutycznym.

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

nterwencje typu ,,sham” podajac roztwor soli fizjologiczne;.

~ 148 ~



IX. STRESZCZENIE

W ramach innowacyjnego podejscia do terapii regeneracyjnej z uzyciem migsniowych
komorek macierzystych w leczeniu skutkéw ostrego niedokrwienia serca, utworzono model
hipoksji do badan in vitro, ktéry odzwierciedlat warunki tlenowe panujace in situ w sercu
pozawatowym. W pierwszej fazie oceniono wptyw roéznych 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 ktérym okreslono wplyw hipoksji obecnej w sercu po
indukcji zawalu na transplantowane ludzkie mioblasty. Za pomoca metody qPCR okreslono
we wszystkich badanych populacjach mioblastow ekspresje¢ markera hipoksji - HIF-Ia.
Konsolidacja wynikéw badan in vitro oraz in vivo pozwolita na ustalenie warunkéw hipoks;ji,
ktére odpowiadaty warunkom tlenowym obecnym w sercu po zawale na 3% O,, jako
ekwiwalent dla hodowli in vitro komorek macierzystych migsni szkieletowych, czego

wczesniej nie dokonano.

Nastgpnie uzyskano populacj¢ mioblastow modyfikowanych genami proangiogennymi FGF-
4/VEGF oraz PIGF. Zostaly one zbadane w r6znych warunkach tlenowych pod katem ich
wlasciwosci biologicznych (proliferacja, apoptoza, zdolno$¢ do tworzenia miotub) i
potencjatu terapeutycznego (zdolno$¢ do wywotania angiogenezy w wyniku sekrecji biatek
powstatych z wprowadzonych transgendéw). Wyniki jednoznacznie wskazaty, iz wykreowane
warunki hipoksji nie mialy negatywnego wpltywu na hodowane mioblasty, zaréwno
modyfikowane jak 1 natywne. Rozpatrujac poszczegodlne wlasciwosci biologiczne mioblastow
w kontek$cie hodowli w stgzeniu 3% O, warto zauwazy¢, zg proliferacja komorek nie
zmniejszata si¢ w odpowiedzi na obnizone stgzenie tlenu, apoptoza wsrdod komorek
utrzymana byla na niskim poziomie, w mioblastach natywnych ponizej 1%, zdolnos¢ do
réznicowania w miotuby nie zostala zaburzona. Po modyfikacji w populacji komorek z
nadekspresja genu P/GF nieznacznie obnizal si¢ potencjat proliferacyjny, odsetek komorek
apoptotycznych utrzymywal si¢ podbnym poziomie jak w przypadku komoérek natywnych,
potecjal do rdéznicowania nie zmienial si¢. Mioblasty charakteryzujace si¢ ekspresja
konstrukcji FGF-4/VEGF nie wykazywaly zmian w proliferacji w stosunku do komorek
natywnych, poziom apotozy podnidst si¢ powyzej 1%, jednak nie zauwazono zmian w
zdolnosci do réznicowania. Supernatanty zebrane znad modyfikowanych komoérek wzbudzity

angiogenezg, rownie wydajnie w kazdym z testwanych stezen tlenu.
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Badania o charakterze przedklinicznym na modelu mysiego serca pozawalowego pozwolity
na poznanie dynamiki zmian w ekspresji gendéw proangiogennych (Vegf-a, b, ¢, d czy Plgf'i
genow dla ich receptorow Flt-1 1 Kdr) po 24 h, 7 dniach oraz 28 dniach od zaidukowanego
zawalu. Geny Hif-1a, Vegf-a, Plgf'i Flt-1 wykazywaly podobny wzor ekspresji na przestrzeni
czasu, przy czym najwigksza ekspresj¢ w odpowiedzi na stymulacj¢ czynnikiem
transkrypcyjnym Hif-1o. w ostrym stanie niedokrwiennym (24 h od indukcji zawatu) wykazat
gen dla czynnika proangiogennego Plgf. Jak wykazano spadek kazdego z genow (Hif-1o,
Vegf-a, Vegf-b, Vegf-c oraz gendw dla dwoch receptorow- Flt-1 oraz Kdr) przypadat na 7
dzien. Nastgpnie ekspresja wymienionych gendw wzrastata w 28 dniu po indukcji zawatu,
aby prawdopodobnie wspolnie skompensowaé¢ niewydolno$¢ serca za pomoca wywotania

neoangiogenezy.

Badania na mioblastach modyfikowanych genetycznie oraz ustalenie kinetyki molekularnych
zmian w sercu pomogly w dokonaniu wyboru odpowiedniego podej$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. Dhugoterminowa
obserwacja, trwajaca 2 miesiace od podania komorek, wykazata poprawg parametréw
hemodynamicznych lewej komory (okoto 40% w stosunku do kontroli typu ,,sham’) oraz
wzmocnienie $cienczonej $ciany po zawale. Badania molekularne probek tkankowych
izolowanych z serc pozwolity na okreslenie profilu molekularnego gendéw proangiogennych.
Zaobserwowano wzrost ekspresji genéw proangiogennych (Vegf-a, b, ¢, d, Flt-1, Kdr) w
sercach, ktore poddano terapii z uzyciem genetycznie zmodyfikowanych mioblastow w

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

Poszukiwanie nowych form terapii pozawalowego miokardium jest kluczowym aspektem
medycyny regeneracyjnej. Schorzenia takie jak zawal serca czgsto leczone sa za pomoca
interwencji chirurgicznych oraz $rodkow farmakologicznych. Tego typu terapie nie sa
odpowiednie dla wszystkich pacjentow, dlatego tez podejscie medyczne musi zosta¢ czgsto
zastapione 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 pozawatowego serca zardwno na
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poziomie molekularnym jak i biologicznym, tak aby dostosowac podejscie terapeutyczne z

uzyciem witasciwych czynnikdéw oraz w odpowiednim punkcie czasowym.
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X. ABSTRACT

The innovative part of the study required establishment of the most accurate in vitro O, level
corresponding to the hypoxia level prevailing in myocardium after MI. So far, no study has
previously reported such an experiment. Thus, human wild type myoblastst were cultured in
vitro in different concentrations of oxygen (1%, 2%, 3%, 5%, 7%, 10%, and 15%) and
expression of HIF-la was verified at time intervals of 24 h and 7 days of in vitro culture.
Thus, we determined the HIF-1o expression curve depending on the O, level in cultured in
vitro wild type myoblasts. Myoblast cells exhibited the highest expression of HIF-Io when
cultured in vitro for 24 h in 3% oxygen. To compare in vitro hypoxia to conditions prevailing
in post-infarcted hearts, HIF-1o expression was examined in human myoblasts transplanted
into murine hearts immediately after myocardial infarction. Highly elevated expression of
HIF-1o in human was detected in samples of myoblasts at 24 h after cell transplantation and
at 7 days after transplantation in situ. After comparison of the in vitro and in vivo
experiments, it turned out that only cells cultured for 24 h in 3% oxygen exhibited similar
HIF-1o levels with no statistically significant differences, similarly to HIF-I/a expression in
myoblasts transplanted into murine post-infarcted hearts. Therefore, 3% oxygen for in vitro

hypoxic myoblast cell culture was considered equivalent to post-infarcted heart environment.

After establishment of in in vitro O, level corresponding to the hypoxia level prevailing in
myocardium after MI, human myoblasts cells were genetically modified using vectors
containing following proangiogenic genes: FGF-4/VEGF and PIGF. Subsequently, the
influence of oxygen concentrations on the biological functions (proliferation, differentiation,
apoptosis) was evaluated. Additionally, to define how O, conditions may impact selected
gene expression (of transgenes) and protein secretion, the expression of introduced transgenes
was evaluated and the functional test for in vitro primitive vessel-like structures was

performed.

Studies using SCID mice contributed to establishement of gene expression profile of
proangiogenic genes in different time points after induction of heart infarction. The interest
was focused on proangiogenic genes (Vegf isoforms a, b, ¢, d; Plgf) and genes coding for
respective receptors (Flt-1; Kdr). To evaluate the influence of hypoxia in the hearts of mice,
the expression of Hif-1a was also examined. Mice were sacrificed at 24 h, 7 days and 28 days
after coronary artery ligation and the espression of listed above genes was evaluated.

Understanding the dynamics of proangiogenic genes expression in mouse pos-infarction
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model allowed for selection of an appropriate regenerative approach by applying cell therapy

with genetically modified cells using the PIGF gene in further preclinical studies.

The final phase of the study involved the transplantation of genetically modified myoblasts
using PI/GF into post-infarcted mouse hearts. The therapy was successful not only at the
functional level but also at the molecular level, in which the introduced factors could enhance
the expression of pro-angiogenic genes. It is worth noting, that the cellular therapy provided a
prolonged benefit since the results at endpoint were assessed three months after MI induction,
which is significant period of time in the life of a mouse. Echocardiography of the left
ventricle showed improvement in the haemodynamic properties of the heart after therapy with
both genetically modified myoblasts and WT myoblasts in contrast to treatment with 0.9%
NaCl solution. Additionally after cell therapy, the most prominent pro-angiogenic genes
(Vegf-a, Vegf-b, and Vegf-c) and their receptors (FIt-I and Kdr) were upregulated in the

myocardium three months after MI induction.
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