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WYKAZ SKROTOW

Skrot Nazwa w jezyku angielskim Nazwa w jezyku polskim
ACL Anterior cruciate ligament Wigzadto krzyzowe przednie
ACTB Beta actin Beta aktyna
AF Atrial fibrillation Migotanie przedsionkow
AMI Acute myocardial infarction Ostry zawal mig$nia sercowego
ASCs Adult stem cells Komorki macierzyste organizmu
dojrzatego
ATP Adenosine triphosphate Trifosforan adenozyny
AVNRT Atrioventricular node reentry Nawrotowy czgstoskurcz przedsionkowo-
tachycardia komorowy weztowy
AVRT  Atrioventricular reentry tachycardia Nawrotowy czgstoskurcz przedsionkowo-
komorowy
bFGF Basic Fibroblast Growth Factor Zasadowy czynnik wzrostu fibroblastow
Cacnalc Calcium Voltage-Gated Channel Gen kodujacy podjednostke alfa 1 C kanatu
Subunit Alphal C wapniowego bramkowanego napigciem
cAMP Cyclic Adenosine Monophosphate Cykliczny adenozyno-3',5'-monofosforan
cDNA Complementary DNA Komplementarny DNA
CVDs Cardiovascular diseases Choroby naczyniowo-sercowe
DAD Delayed afterdepolarization Po6zne depolaryzacje nastgpcze
DMEM  Dulbecco’s modified Eagle medium  Zmodyfikowane medium Eagle’a wg.
Dulbecco
DMSO  Dimethyl sulfoxide Dimetylosulfotlenek
DNA Deoxyribonucleic acid Kwas deoksyrybonukleinowy
DTT Dithiothreitol Ditiotreitol
EAD Early afterdepolarization Weczesne depolaryzacje nastgpcze
ECHO  Echocardiography Echokardiografia
ESCs Embryonic stem cells Embrionalne komorki macierzyste
FBS Fetal bovine serum Bydleca surowica ptodowa
Gapdh  Glyceraldehyde-3-Phosphate Dehydrogenaza aldehydu 3-
Dehydrogenase fosfoglicerynowego
Gata4 Transcription factor GATA-4 Czynnik transkrypcyjny GATA-4
GFP Green fluorescent protein Bialko zielonej fluorescencji
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GJAI
(CX43)

HBBS
HCM
HF
HLH
IHDs
IP;
IPSc
IPSc-
CM
Kenql
LV

MI
MRF
mRNA
MYF4
MYFS5
MYHCI
MYOD
MYOG
Nexl
PCR
Pln

PSCs

Gap junction protein alpha 1

Hank’s balanced salt solution
Hypertrophic cardiomyopathy
Heart failure

Helix-loop-helix

Ischemic heart diseases
Inositol trisphosphate

Induced pluripotent stem cells

Human induced pluripotent stem

cell-derived cardiomyocytes

Potassium Voltage-Gated Channel

Subfamily Q Member 1
Left ventricle

Myocardial infarction
Myogenic regulatory factors
Messenger RNA

Myogenic factor 4
Myogenic factor 5

Mpyosin Heavy Chain 1
Myogenic differentiation 1
Myogenin

Sodium/Calcium Exchanger 1
Polymerase Chain Reaction
Phospholamban

Pluripotent stem cells

Biatko potaczen szczelinowych alfa 1
(koneksyna 43)

Zbalansowany roztwor soli Hanksa
Kardiomiopatia przerostowa
Niewydolno$¢ serca
Helisa-pg¢tla-helisa

Choroby niedokrwienne serca
Trisfosforan inozytolu

Indukowane pluripotencjalne komorki
macierzyste

Kardiomiocyty pochodzace z ludzkich
pluripotencjalnych indukowanych
komorek macierzystych

Kanal potasowy zalezny od napigcia,
czynnik 1 podrodziny Q

Lewa komora serca

Zawal mig$nia sercowego

Miogenne czynniki regulatorowe
Informacyjny RNA

Czynnik miogenny 4

Czynnik miogenny 5

Lancuch cigzki miozyny 1
Miogenny czynnik réznicujacy 1
Miogenina

Wymiennik sodowo-potasowy 1
Reakcja tancuchowa polimerazy

Fosfolamban

Pluripotentne komoérki macierzyste
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RV
SCD
Serca2a
SR
Tegfpl

WMSI

Right ventriculum

Sudden cardiac death
Sarcoplasmic/Endoplasmic
Reticulum Calcium ATPase
Sarcoplasmic reticulum

Transforming Growth Factor Beta 1

Wall Motion Score Index

Prawa komora serca

Nagta $mier¢ sercowa
sarkoplazmatyczna ATP-aza wapniowa
siateczki endoplazmatycznej

Siateczka sarkoplazmatyczna

Transformujacy czynnik wzrostu beta 1

Wskaznik kurczliwos$ci $ciany komory
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I. WPROWADZENIE

,O€erce nie ma zmarszczek, ono ma

blizny...”

Migsien sercowy jest najbardziej wydaja pompa w ludzkim organizmie jaka znamy. Przez
godzing przetacza ponad 350 litrow krwi, a w ciagu naszego dtugiego zycia uderza ponad 3,5

miliarda razy. I to bez przerwy i napraw!

1. Anatomia i fizjologia miesnia sercowego

Migsien sercowy ze wzgledu na swoja funkcjg jest poréwnywany do pompy ssaco-ttoczacej,
ktora stanowi centralny narzad ukladu krwiotwoérczego. Potozony jest w S$rodpiersiu
srodkowym, wewnatrz worka osierdziowego zbudowanego z dwdch warstw: wewngtrzna,
nazywana blona surowicza, oraz zewngtrzna — blona wioknista. Anatomicznie migsien
sercowy dzieli si¢ na dwie polowy: prawa, inaczej nazywana sercem prawym, w ktorym
krazy krew zylna (zawierajaca CO,), oraz lewa, w ktorej krazy krew tgtnicza (zawierajaca
0,). Wngtrze serca dzielone jest na 4 jamy: dwa przedsionki (ang. Afria) i dwie komory (ang.
Ventriculum). Kazdy przedsionek taczy si¢ z odpowiednia komora, natomiast kazda komora
laczy si¢ z poczatkiem wielkich tgtnic: komora prawa z uj$ciem pnia plucnego (ang.

Pulmonary trunk), za§ komora lewa z t¢tnica gldwna - aorta (ang. Aorta).1

Serce podzielone jest przegroda podtuzna, ktora na poziomie przedsionkow nazywana jest
przegroda migdzyprzedsionkowa, natomiast na poziomie komor-przegroda migdzykomorowa.
W otworach pomigdzy przedsionkami a komorami znajduja si¢ zastawki przedsionkowo-
komorowe. Po prawej stronie znajduje si¢ zastawka trojdzielna, zbudowana z trzech ptatkoéw,
a po lewej stronie znajduje si¢ zastawka dwudzielna. Do prawego przedsionka uchodza obie
zyty gtowne: gorna i dolna oraz zatoka wiencowa, odprowadzajaca wigksza czg$¢ krwi zylnej
ze cian serca. Natomiast do lewego przedsionka uchodza cztery zyty ptucne. Sciana serca
zbudowana jest z trzech warstw: wsierdzia (ang. Endocardium), $rodsierdzia (ang.
Mycardium), 1nasierdzia (ang. Epicardium). Wsierdzie wys$ciela powierzchnie wewngtrzna
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przedsionkow i komor, powierzchnig zastawek, strun $ciggnistych i migsni brodawkowatych.
Srdédsierdzie natomiast stanowi najgrubsza warstwe Sciany serca oraz sktada si¢ z wtasciwego
migsnia sercowego, szkieletu serca oraz ukladu przewodzacego. Budowa serca zostata

przedstawiona na Rycinie 1.

Rycina 1. Budowa serca w przekroju; schemat (zdjecie z banku grafik M. Zuk/Archiwum Ilustracji WN PWN SA®
Wydawnictwo Naukowe PWN)

W migséniu sercowym oprocz kardiomiocytoéw wystgpuja inne duze komoérki migsniowe, ktore
ro6znig si¢ od miocytéw nie tylko pod wzgledem czynno§ciowym, ale takze i morfologicznym,
gdyz nie maja one poprzecznego prazkowania, sa bogate w glikogen oraz mitochondria.
Komorki te tworza uklad przewodzacy serca (ang. Cardiac Conduction System, CCS),
ktérego zadaniem jest generowanie oraz przewodzenie impulsow elektrycznych
wywolujacych skurcz serca. Wyjatkowa cecha tych zmodyfikowanych komorek migsniowych
jest zdolno$¢ do samoistnego, automatycznego pobudzania si¢ na skutek zmian
w przepuszczalnosci ich btony komoérkowej dla niektorych kationéw, co zapewnia znaczna

niezalezno$¢ 1 samodzielnos¢ pracy serca. Uklad przewodzacy sktada si¢ z trzech elementow:

e wezla zatokowo-przedsionkowego, potozonego w poblizu ujscia zyly gldwnej do
prawego przedsionka,
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e wezla przedsionkowo-komorowego, ulokowanego w przegrodzie
migdzyprzedsionkowej w poblizu komor,

e pegczka przedsionkowo-komorowego (pgczek Hisa), ktory tworza widkna od wezta
przedsionkowo-komorowego, biegnace i rozdzielajace si¢ poczatkowo w przegrodzie
miedzykomorowej, a potem dajace odgalezienia do réznych czesei komory.’

Pobudzenie najszybciej pojawia si¢ w grupie komorek nazywanych rozrusznikiem serca,
ulokowanem w obrgbie wezta zatokowo-przedsionkowego. Dlatego tez, nazywa sig¢ go
osrodkiem nadrzednym (komorki te narzucaja rytm pobudzenia innym czg$ciom uktadu
bodzcotwodrczego). Pobudzenie z wezta zatokowo-przedsionkowego dociera bardzo szybko

do wezta przedsionkowo-komorowego przechodzacego w peczek Hisa.

U zdrowego cztowieka w spoczynku wezel zatokowy wytwarza bodZce z czgstotliwoscia 60-
70 impulséw/min. Powstale impulsy w wezle zatokowym poprzez widkna nerwowe sa
przekazywane do migéni przedsionkéw i wywoluja ich skurcz. Bodzce trafiaja nastgpnie
przez wezel zatokowo-przedsionkowy i1 pgeczek Hisa do wiokien Purkiniego, a nastgpnie do

komorek serca.* Uktad bodzcoprzewodzacy serca zostal przedstawiony na Rycinie 2.

Wezet
- 1
zatokowo-przedslonkowy o prawldt drogl
Wezet przewodzenla Impulséww
przedsionkowo-komorowy ) sercu

Rycina 2. Uklad bodZcoprzewodzacy serca. *

1.2. Przewodzenie sygnatu i sprzezenie elektromechaniczne

W blonie komoérkowej niepobudzonych kardiomiocytow otwarta jest tylko jedna grupa
kanatow, sa to kanaly potasowe oznaczane symbolem KI1. W trakcie spoczynku jony

potasowe (K") opuszczaja komorke zgodnie z dokomoérkowym gradientem btonowym. Ruch
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tych jonoéw trwa do czasu ustalenia si¢ potencjatu spoczynkowego, ktory wynosi -85 mV 1 jest
on utrzymywany do momentu, w ktérym dotrze do niej impuls z innej pobudzonej komorki
uktadu bodzcoprzewodzacego. W kolejnym etapie otwieraja si¢ potencjatozalezne kanaty
sodowe, co powoduje masowy naptyw do komorki jonow sodu (Na"), nastepstwem tego jest
depolaryzacja komoérki do wartosci okoto +30 mV. Gdy potencjal przekroczy -40 mV,
otwieraja si¢ potencjatozalezne kanaty wapniowe typu L, przez ktore naptywaja jony Ca®" do
komorki. Wewnatrzkomorkowy wzrost stezenia tych jonow generuje skurcz. Ponadto
réwnoczesnie z jonami wapniowymi naptywaja do komorki jony sodowe (Na"), dzigki czemu
depolaryzacja komorki zostaje utrzymana. Nastgpstwem inaktywacji kanatéw sodowych
i wapniowych oraz otwarcia kanaléw potasowych jest repolaryzacja blony komorkowej,
w czasie ktorej komorka staje si¢ zrodlem impulsu elektrycznego, ktory przeptywa od niej

w kierunku komorki jeszcze niepobudzonej, zgodnie z r6znica potencjatow.

Ogolnie potencjat czynnosciowy kardiomiocytdéw mozna podzieli¢ na 5 gléwnych faz (Rycina
3). Pierwszym etapem jest faza 0, ktéra powoduje otwieranie si¢ zaleznych od napigcia
kanatow sodowych w blonie komodrkowej skutkujac wzrostem przepltywu jonéw sodu do
komorki 1 zmiana potencjatu blonowego (z -80 mV do +30 mV). W kolejnym etapie (faza 2)
naplyw jonow sodowych do komorki zostaje obnizony poprzez zamykanie si¢ kanatow dla
tych jondw, powoduje to nieznaczne obniZzenie potencjatu czynno$ciowego. Réwnoczesnie
zalezne od napigcia kanaty dla jonow potasowych zamykaja si¢ 1 otwieraja zalezne od
napigcia kanaty wapniowe. Poprzez zwigkszajace si¢ stgzenie jonow wapniowych w komorce
nastgpuje depolaryzacja btony komoérkowej 1 hamowanie spadku potencjatu btonowego.
Kolejna faza zwana plateau trwa zaledwie 0,2 ms. W tym czasie btona komorkowa pozostaje
w stanie depolaryzacji (kanaly potasowe sa zamknigte, a kanaty wapniowe typu L — otwarte).
W fazie 3 potencjat czynno$ciowy ulega obnizeniu, kiedy to zostaja otwarte kanaty potasowe
co pozwala zwigkszy¢ wyplyw potasu z komorek. Spadek potencjatu czynnosciowego
powoduje zamknigcie si¢ kanalow wapniowych, zmniejszenie naptywu wapnia do komorki,
co jest skutkiem repolaryzacji btony komorkowej az do wustalenia si¢ potencjatu
czynnosciowego. W fazie 4 potencjat spoczynkowy jest utrzymywany w migsniu sercowym

az do nastepnej fali depolaryzacji z komorek rozrusznika serca.’
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IFaza 3

Faza O

Faza 4

Qs

Czas (ms)

Kanaly Ca 27 otwarte,
naplywCa 2°

hanaly Na® zymknig¢te

L/

1 2
+ 52 mV Kanaly K* atwarte, wyplyw iK%
Eamaly Ca 27 zamkniete
. X /
canaly Nat EKanaly K" pozostajy

Kamnaly Na™ etwarte, »
maplyw Na® / otwarte

-90 mV 4

200 ms

Rycina 3. Procesy zachodzace w czasie skurczu mig¢snia sercowego. Pierwszy wykres przedstawia potencjal blonowy
oraz odpowiadajacy mu zapis w postaci krzywej echokardiograficznej. Depolaryzacja przedsionkéow oznaczona jest
zalamkiem P, natomiast mi¢$ni komér zespotem QRS, zalamek T odpowiada repolaryzacji komoér serca. Na wykresie
drugim wyszczegdlnione zostaly kanaly biorace udzial w odpowiedniej fazie potencjalu czynnosciowego (opracowanie
wlasne).

Skurcz kardiomiocytow jest wyzwalany na drodze sprzgzenia elektromechanicznego. W jego
przebiegu mozna wyrdzni¢ nastgpujace etapy:
1. Pobudzenie komoérek na drodze powstania w nich potencjatu czynno$ciowego (sygnat
elektryczny)
2. Wzrost wewnatrzkomorkowego stezenia jondw wapnia (sygnat chemiczny)
3. Generacje skurczu (sygnat mechaniczny)

W niewydolnym mig$niu sercowym dochodzi do zaburzenia kazdego z tych trzech etapow, co
skutkuje zaburzeniami czynnos$ci skurczowej miokardium, a takze prowadzi do zaburzen

8,142
rytmu serca.
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1.3. Przeplyw krwi przez serce i krazenie wiencowe

Uktad sercowo-naczyniowy sktada si¢ z krazenia duzego (uktadowego), w ktorym to serce
petni funkcje pompy systemowej, oraz krgzenia malego (ptucnego), w ktorym pompa jest
prawa komora. Przeplyw krwi przez serce jest zawsze jednokierunkowy, $cisle okreslony
czasowo oraz podzielony wedtug etapéw zwiazanych z rytmem pracy migsnia. Maly obieg
krwi rozpoczyna si¢ w prawej komorze serca. Z niej krew dociera tgtnicami ptucnymi do
phluc, gdzie w pecherzykach plucnych zachodzi wymiana gazowa. Natlenowana krew
przeplywa zylami plucnymi do lewego przedsionka a nastgpnie do lewej komory, gdzie
zaczyna si¢ duzy obieg krwi. Z tej komory natlenowana krew wyptywa aorta, a nastgpnie
ptynie do poszczegdlnych narzadow poprzez réwnolegle utozone w organizmie tgtnice
narzadowe. Poprzez naczynia wlosowate dokonuje si¢ wymiana substancji transportowanych
przez tlen. Krew wraca zytami do prawego przedsionka a nast¢pnie do prawej komory i caly

cykl sie powtarza. Opisany proces dla prawej i lewej komory serca zachodzi symultanicznie.’

Podstawa prawidlowej funkcji migsnia sercowego jest nieprzerwana podaz tlenu do
kardiomiocytow. Anatomiczna budowa serca uniemozliwia jednak korzystanie z krwi, ktora
przeptywa przez przedsionki i komory. Dla tego celu stuzy sie¢ naczyn oplatajaca caly
migsien sercowy na ksztatt wienca glownych tetnic, zwanych tetnicami wiencowymi. Serce
jest zaopatrywane w tlen przez dwie glowne tgtnice wiencowe — tg¢tnice wiencowa prawa
1lewa, ktore odchodza od aorty, powyzej zastawek potksiezycowatych. Glowne tetnice
rozdzielaja si¢ stopniowo na drobniejsze tgtniczki 1 ostatecznie przechodza w naczynia
wlosowate. Z kolei wlosniczki tacza si¢ w coraz wigksze naczynia prowadzace krew
w kierunku serca, zwane zylami. Poczatkowo drobne zytki tacza sig, tworzac wigksze,
a z kolejnych potaczen powstaja ostatecznie zyly gtowne dochodzace do przedsionkow
serca.'’ Schemat przedstawiajacy krazenie wiencowe w sercu zostat przedstawiony na Rycinie

4
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Lewa tetnica wiericowa

Tetnica obwodowa

Prawa tetnica wieicowa Tetnica wienicowa okalajaca

Tetnica wierficowa zstgpujgca

Prawa tetnica brzeina
- Tetnice okalajace

Rycina 4. Krazenie wiencowe w mig$niu sercowym (opracowanie wlasne na podstawie zdjecia ze strony
www.hopkinsmedicine.org).

2. Zawal miesnia sercowego - epidemiologia

Choroby sercowo-naczyniowe (ang. Cardiovascular diseases, CVDs) sa zdecydowanie
najczestszym zagrozeniem dla zycia w krajach wysokorozwinigtych i stanowia odsetkowo
najwigksza przyczyne umieralnosci.'' Od szeregu lat blisko potowa wszystkich zgondw
w naszym kraju spowodowana jest chorobami naczyniowo-sercowymi. Z danych Polskiego
Towarzystwa Kardiologicznego wynika, iz w Polsce z powodu zawalu serca umiera
codziennie ok. 100 osob, a ogdltem, choroby uktadu sercowo-naczyniowego sa w naszym

kraju przyczyna prawie 500 zgonéw kazdego dnia.'?

Migsien sercowy dziata prawidlowo, gdy jest zdolny ttoczy¢ na obwod krew bogata w tlen
1 substancje odzywcze w ilosci niezbgdnej do zapewnienia aktualnych potrzeb organizmu.
Zaburzenia réwnowagi pomig¢dzy zapotrzebowaniem metabolicznym organizmu a dostawa
tlenu, powoduja roznego rodzaju procesy patologiczne (zaburzenia ogdlnoustrojowe), ktdre
w duzym stopniu zaleza od pracy serca. Nieprawidlowa czynno$¢ serca jako pompy
doprowadza do wystapienia zmian patologicznych we wszystkich niemal narzadach

1 uktadach, dajac r6zne objawy podmiotowe i przedmiotowe.

Zawal migs$nia sercowego (ang. Myocardial infarction, MI) to ostra niedokrwienna choroba
serca zwiazana zwykle z martwica pewnego obszaru zaopatrywanego przez dana/dane tgtnice

. 1 . . y e e . . e g e .
wiencowe."> Spowodowany jest najczesciej poprzez drastyczne zmniejszenie $wiatta naczynia
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wiencowego 1 ograniczenie przeptywu krwi, np. wskutek odktadania si¢ frakcji lipoprotein
(ang. Low-density lipoprotein, LDL), i innych pochodnych tluszczowych znajdujacych sig¢
w wewnetrznej $cianie tetnicy.'* W wyniku ograniczonego przeptywu krwi, serce ulega
niedokrwieniu 1w ciagu kilku do kilkunastu minut rozpoczyna si¢ jego niecodwracalne
uszkodzenie, ktére ostatecznie prowadzi do powstania wczes$niej wspomnianej martwicy
segmentu/segmentéw mig$nia sercowego. Najczgstsza konsekwencja tego procesu jest
powstanie blizny pozawatowej, jako prymitywnego procesu naprawczego, ktora nie wykazuje
funkcji  skurczowych. Wplywa to na pogorszenie hemodynamiki 1 procesoOw
elektrofizjologicznych serca.'”'® Dlatego tez, tak wazna jest regeneracja pozawalowego
mig$nia sercowego w celu poprawy jego prawidlowego funkcjonowania, a co za tym idzie,

poprawy jakosci zycia 0soOb po przebytym zawale.

2.1 Czynniki ryzyka zawalu mie$nia sercowego

W wyniku wielu badan udato si¢ zidentyfikowaé glowne czynniki ryzyka choroby
niedokrwiennej serca, ktore mozna podzieli¢ na trzy kategorie czynnikow: przyczynowe,
warunkowe 1 usposabiajace. Podzial na te kategorie jest zalezny od roli danego czynnika

w patogenezie choroby.

Tabela 1. Czynniki ryzyka choroby niedokrwiennej serca

Glowne czynniki Glowne czynniki Glowne czynniki
przyczynowe warunkowe usposabiajace
palenie papierosow podwyzszone st¢zenie otylos¢
trojglicerydow
nadcisnienie t¢tnicze male, ggste czasteczki LDL brak aktywnosci fizycznej
podwyZszone stezenie nieprawidtowe stezenie przedwczesna choroba
cholesterolu calkowitego lipoproteiny niedokrwienna serca w
oraz podwyzszone stezenie wywiadzie rodzinnym
LDL
cukrzyca nieprawidtowe stgzenie czynniki socjoekonomiczne,
homocysteiny etniczne i behawioralne
niskie stezenie cholesterolu nieprawidlowe st¢zenia pte¢ meska oraz

20




frakcji HDL czynnikow krzepnigcia insulinooporno$¢

Poza wymienionymi w powyzszej Tabeli 1. grupami czynnikéw, American Heart Association
wyodrebnito rowniez wiek oraz niespecyficzne zmiany odcinka ST w zapisie EKG

spoczynkowym, jako wskaznik postepu miazdzycy tetnic wiencowych.'”

2.2 Obraz kliniczny martwicy oraz powiklania zawalu mie$nia sercowego

Niekorzystna przebudowa komér po zawale mig$nia sercowego (ang. Remodeling) jest
procesem regionalnych i globalnych zmian zaréwno strukturalnych jak i funkcjonalnych
w sercu, w wyniku utraty zywotnego miokardium, reakcji zapalnej, zwigkszonego stresu
Sciennego w strefie granicznej i odlegtej oraz aktywacji neurohormonalnej. Okreslenie
"niekorzystny" odnosi si¢ zar6wno do szkodliwych zmian z punktu widzenia
hemodynamicznego, jak i do negatywnych prognostycznych implikacji tego procesu.'*?
Przebudowa serca po zawale jest procesem, w ktorym wielkos¢, ksztalt oraz funkcje komor sa
regulowane za pomoca czynnikéw mechanicznych, neurohormonalnych i1 genetycznych.
Przebudowa serca moze mie¢ charakter fizjologiczny i adaptacyjny w normalnym rozwoju;
lub patologiczny z powodu zawalu migs$nia sercowego, kardiomiopatii, nadci$nienia lub

choroby zastawek serca.”'

Nagle zmiany w mig$niu sercowym powoduja gwattowny wzrost obciazenia, ktore indukuja
unikalna przebudowe obejmujaca najpierw strefe¢ martwego obszaru zawalu oraz przylegajace
zdrowe miocyty. Martwica komorek serca 1 wynikajacy z tego wzrost obciazenia wywotuja
kaskadg procesoOw wewnatrzkomorkowej sygnalizacji, ktora inicjuje i1 nastgpnie moduluje
preparatywne zmiany obejmujace poszerzenie i przerost miokardium oraz uworzenie blizny
pozawatowej.”**® Przebudowa komor moze by¢ kontynuowana przez tygodnie lub miesiace
1zazwyczaj trwa dopoki sily rozciagajace migsien sercowy nie zostang zrownowazone
poprzez np. zwigkszenie droznos$ci tgtnicy wiencowej zwiazanej z zawalem i/lub naczyn
okalajacych jak i lokalne czynniki troficzne.

Zawal miesnia sercowego powoduje wczesna migracj¢ makrofagdw, monocytow
1 neutrofilow do strefy zawatu; to za$ inicjuje wewnatrzkomorkowa sygnalizacje 1 aktywacje
neurohormonalng, ktéra uruchamia reakcj¢ zapalna. Zmiany w hemodynamice krazenia
determinowane sa przede wszystkim przez liczb¢ miocytow, ktore ulegly apoptozie,

stymulacj¢ synaptycznego uktadu nerwowego i ukladu renina-angiotensyna-aldosteron oraz
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27,28 : 1
h.*"*® Przebudowe serca mozna podzieli¢ na faze

uwalnianie peptydow natriuretycznyc
wcezesng, ktoéra ma miejsce w ciagu 72 godzin od zawatu mig$nia sercowego oraz faz¢ pézna
(ponad 72 godziny). Wczesna faza polega na ekspansji strefy zawatlu, co moze skutkowac
wczesnym  peknigciem komory lub powstaniem tetniaka. Pdzna faza niekorzystnej
przebudowy lewej komory serca dotyczy zmian w calej lewej komorze serca i wiaze si¢
z zaleznym od czasu poszerzeniem, znieksztalceniem ksztattu komor i ich przerostem. Brak
normalizacji wystgpujacych zjawisk skutkuje postepujaca rozstrzenia, tworzeniem blizny
tacznotkankowej w strefie pozawatowej oraz pogorszenie kurczliwo$ci miesnia sercowego.”’
Graficznie schemat przebudowy pozawalowej serca zostal przedstawiony na Rycinie 5.
Glownym celem leczenia serca po zawale jest odwrocenie lub ograniczenie niekorzystnej jego

przebudowy.

Tworzenie sie strefy martwiczej po zawale

Faza wczesna . s !
miesnia sercowego

(godziny)

Tworzenie sie blizny pozawalowej, $cieficzenie

Ekspansja zawalu i zmiana ksztaltu LV na eliptyczny

(godziny do dni)

Globalna przebudowa LV
(dni do miesiecy)

Nienaruszone miocyty serca oraz uklad krazenia
probuja zrekompensowac skutki zawalu, podczas
tego procesu dochodzi do aktywacji kilku ukladow
neurohormnalnych: ukladu adrenergicznego oraz

systemu  renina-angiotensyna-aldosteron.  Ich
uporczywa nadaktywacja prowadzi do
uszkodzenia miesnia sercowego finalnie

okreslonego jako jego remodeling; serce przyjmuje
ksztalt kulisty, dochodzi do rozstrzeni LV oraz
uposledzenia funkcji skurczowej i rozkurczowej
miesnia sercowego.

Rycina 5. Schemat pozawalowej przebudowy serca. Przekrdj przez lewg komore serca w osi dlugiej, zawal zaznaczony

. . . 29
kolorem bialym (opracowanie wlasne na podstawie ©).
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3. Epidemiologia arytmii w niewydolnosci serca

Zaburzenia rytmu wiaza si¢ ze znacznym ryzykiem zgonu u pacjentow z niewydolnoscia
serca (ang. Heart failure, HF), co stanowi powazne obciazenie dla stanu zdrowotnosci ludzi
na calym $wiecie. Przewlekta niewydolno$¢ serca jest niezmiernie powaznym problemem
klinicznym, ekonomicznym jak i spolecznym, gdyz zapadalno$¢ na tego typu chorobeg
dotyczy 1-2 % dorostej populacji krajéw wysoko rozwinigtych i wzrasta wraz z wiekiem.
U os6b powyzej 70 roku zycia przekracza nawet 10 % !. Niepokojacym faktem jest wzrost
czestosci wystepowania HF, co jest kojarzone ze starzeniem si¢ spoteczenstwa i wzrostem
liczby oséb, u ktorych obserwuje si¢ wystgpowanie czynnikow ryzyka chordb sercowo-

naczyniowych.*

Zaburzenia normalnego rytmu pracy serca inaczej nazywane arytmia, pochodza z zaburzen
w rytmice lub czgstotliwosci powstawania bodzcow, lub tez z zaburzen ich przewodzenia,
czyli tzw. blokéw. Arytmie moga by¢ rowniez powodowane przez nadpobudliwo$¢ migsnia
sercowego 1 jego reagowania na bodzce z tzw. pozazatokowych osrodkéw bodzcotwoérczych.
Dochodzi wtedy najczgsciej do zmian czgstosci lub nieregularnosci ewolucji skurczowo-

rozkurczowych. W Tabeli 2 zestawiono najwazniejsze przyczyny arytmii oraz jej podziat.’'

Do najczestszych zaburzen elektrofizjologicznych, ktére towarzysza niewydolno$ci serca
zalicza sig: czgstoskurcze komorowe (ang. Ventricular tachycardias, VTs), migotanie
przedsionkow (ang. Atrial fibrilation, AF) oraz rozmaite zaburzenia czynno$ci wezta
zatokowego.”? Powodem tych zaburzef sq zmiany w ekspresji i/lub czynnosci biatek kanatow
jonowych i biatek bioracych udzial w obiegu komérkowym jonéw Ca®’, co jest w literaturze
okres$lane mianem — przebudowa elektryczna serca.’” Zagadnienie to zostalo omoéwione

w Dyskusji.

Tabela 2. Klasyfikacja arytmii serca z uwzglednieniem przyczyn

Zaburzenia rytmu serca - klasyfikacja

Sercowe Hemodynamiczne Pozasercowe,
ogolnoustrojowe

e choroba e wady serca, e stres psychiczny, silne
niedokrwienna, e nadci$nienie przezycia emocjonalne

e zawal miesnia tetnicze e zaburzenia gospodarki
sercowego e nadci$nienie plucne kwasowo-zasadowej

e zapalenie mie$nia e nadczynnos¢ tarczycy
sercowego e naduzywanie alkoholu,
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e kardiomiopatie kawy, tytoniu, in.
przerostowe i uzywek
rozstrzeniowe e leki: glikozydy

e choroby uktadowe naparstnicy,
obejmujace antyarytmiczne,
miokardium moczopedne,

sympatykomimetyczne,
e choroby zakazne

3.1 Komorowe zaburzenia rytmu

Do arytmii w mechanizmie fal nawrotowych dochodzi, gdy w migéniu sercowym
wspotistnieja zaré6wno odpowiedni substrat elektrofizjologiczny, np. nierowne okresy
refrakcji sasiadujacych ze soba komoérek 1 wolne przewodzenie pobudzenia; jak rowniez
czynnik wyzwalajacy arytmie (pobudzenie dodatkowe, ktore jest nastgpstwem depolaryzacji
nastepczych lub automatyzmu patologicznego).”> Mechanizm pobudzenia nawrotowego
polega na wedrowaniu fali depolaryzacji po petli, ktorej czgs¢ objeta jest lokalnym,
jednokierunkowym blokiem przewodzenia pobudzenia. W takiej sytuacji obszar mig$nia
sercowego, ktory jest objety blokiem moze by¢ pobudzony wstecznie. Jesli fala nawrotowa
dotrze do strefy objetej blokiem dostatecznie pdzno, tuz po ustapieniu refrakcji widkien
mig$niowych pobudzonych od gory, to pojawia si¢ korzystne warunki do jej ponownego
pobudzenia, czego konsekwencja bedzie zamknigcie pgtli, zawigzanie si¢ 1 utrwalenie arytmii.
Istnieja dwie odmiany tzw. reentry: makroreentry 1 mikroreentry. Jezeli petla reentry
obejmuje duze strefy ukladu przewodzacego, np. prawy 1 lewy przedsionek, to jest to
makroreentry. Jesli pgtla reentry obejmuje uktad przewodzacy w niewielkiej strefie, to jest to
mikroreentry.** Do zaburzen rytmu powstajacych w mechanizmie reentry zalicza sie:
migotanie przedsionkow, nawrotowy czgstoskurcz weztowy (ang. Atrioventricular nodal re-
entry tachycardia, AVNRT) 1 nawrotowy czgstoskurcz przedsionkowo-komorowy (ang.
Arioventricular reentrant tachycardia, AVRT).” Najczestszymi przyczynami wystepowania
zjawiska reentry sa niedokrwienie mig$nia sercowego, hiperglikemia czy niektore leki

antyarytmiczne.

24




A Wczesne depolaryzacje B
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Normalna droga przewodzenia Blok jednokierunkowy Reentry

Wiokna miesnia sercowego Wid6kna miesnia sercowego WIdkna mieshia sercowego

Rycina 6. Mechanizmy rozwoju arytmii serca. A) potencjal czynnoSciowy wywolany wczesna depolaryzacja (ang.
Early afterdepolaryzation, EAD), B) pézne depolaryzacje nastepcze (ang. Delayed afterdepolaryzation, DAD) C)
Przyklad rozwoju arytmii. Lewy panel pokazuje schemat normalnego przewodzenia we wléknie mig$nia sercowego.
Srodkowy panel pokazuje, zaburzenia w przewodzeniu na skutek jednokierunkowego bloku. Panel po prawej stronie

ilustruje sytuacje, w ktorej predko$S¢ przewodzenia jest wolniejsza niz okres refrakcji tkanki, co moze by¢
dodatkowym substratem dla wystepowania zjawiska reentry. 3

Komorowe pobudzenia dodatkowe powstaja w wyniku DAD, oraz EAD, ktore wystepuja
odpowiednio po zakonczeniu potencjalu czynnos$ciowego, oraz moga si¢ roéwniez pojawic
w fazie plateau lub repolaryzacji potencjalu czynnosciowego.’®” Jednak dodatkowym

zrédtem pobudzen typu wtérnego moze by¢ patologia samych kardiomiocytow lub komorek
Purkinjego.

Tabela 3. Klasyfikacja zaburzen rytmu serca uwzgledniajaca miejsce oraz mechanizm
. . 1
powstawania zmian ¥

Arytmia | Mechanizm | Lokalizacja | Czestos¢
Nadkomorowa:

Pojedyncza ekstrasystolia | reentry, przedsionki, wezet -
nadkomorowa zaburzenia automatyzmu, AV

(przedsionkowa i automatyzm wyzwalany

wezlowa)

Tachykardia zatokowa reentry wezel zatokowy >100/min
Trzepotanie przedsionkéow | reentry prawy przedsionek 240-320/min
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Migotanie przedsionkéw reentry przedsionki 320-450/min
Czestoskurcz reentry, przedsionki 150-240/min
przedsionkowy zaburzenia automatyzmu,

automatyzm wyzwalany
-jednoogniskowy
-wieloogniskowy
Napadowy nawrotowy reentry wezet AV 120-250/min
czestoskurcz weztowy
Czestoskurcze w zespotach | reentry petla reentry, 140-250/min
preekscytacji obejmuje droge
(ortodromowy dodatkowa,
i antydromowy) przedsionki, wezet

AV, peczek Hisa,
komory

Komorowa:
Pojedyncza ekstrasystolia | zaburzenia automatyzmu, | komory ---
komorowa automatyzm wyzwalany,

reentry
Przyspieszony rytm zaburzenia automatyzmu komorki Purkinjego | 60-120/min
zatokowy
Jednoksztattny reentry komory 120-300/min
czestoskurcz komorowy
Czestoskurcz z drogi automatyzm wyzwalany droga odptywu 120-220/min
odptywu prawej komory lub reentry prawej komory
(ROV)
Torsade de pointes reentry, automatyzm komory >170/min

wyzwalany

Skrét: AV - wezet przedsionkowo-komorowy (ang. Atrioventricular node).

4. Badania nad regeneracja pozawalowego miesnia sercowego

Zawal migsnia sercowego jest gldwnym powodem zgonu w spoteczenstwach wysoko

rozwinigtych, a odsetek osob cierpiacych na zawal ro$nie kazdego roku, co jest zwiazane

g e e . ;. . . .. .. . 41-4
z wiekiem ludnosci i niewlasciwym stylem Zycia (zte nawyki zywieniowe, stres itp.).*"™*

Poprzez zmniejszony przepltyw krwi w tgtnicach wiencowych dochodzi do utraty liczby

kardiomiocytow powodujac kaskade zdarzen, w tworzenie

tym odczyn zapalny,
niekurczliwych blizn wtdknistych (co prowadzi do zmniejszenia funkcji skurczowej lewej
komory serca oraz do jego niekorzystnej przebudowy), zmiany w obciazeniu migsnia

sercowego, a jesli uszkodzony obszar jest wystarczajaco duzy, moze to powodowac

38-40

serca. usitowaé
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zrekompensowa¢ utrat¢ funkcji serca poprzez naprawg tkanki mig$niowej, jednak
przywrocenie petnej sprawno$ci migsnia sercowego jest niemozliwe ze wzgledu na niska
zdolnos¢ do samoregeneracji dojrzatego serca czlowieka. Aktualne podejscia kliniczne,
w tym interwencje farmakologiczne, mechaniczne i fizyczne, czy rehabilitacyjne poprawiaja
jako$¢ zycia pacjentow po zawale, jednak sa one niewystarczajace, aby zrekompensowac
nieodwracalng utrat¢ cze¢sci mig$nia sercowego i maja raczej charakter paliatywny, jedynie
opozniajac postep niewydolnosci serca. Wspomniane fakty mobilizuja badaczy na catym
swiecie do opracowania nowej, skutecznej metody leczenia skutkoéw zawatu migs$nia
sercowego z wykorzystaniem technik medycyny regeneracyjnej, ktoéra wykorzystuje m.in.

komorki macierzyste jako potencjalne zrodto odnowy pozawatowego serca.

W okresie ostatnich 20 lat terapia oparta na komoérkach macierzystych zostata uznana za
innowacyjna technikg¢ naprawy/regeneracji serca po epizodzie niedokrwiennym. Chociaz
badania przedkliniczne na zwierzgtach z wykorzystaniem roéznych typéw komorek
macierzystych wykazaly obiecujacy postep, obecnie panuje ogromny sceptycyzm wsrod
specjalistow, gdyz duzo prob z komoérkami macierzystymi, (jako zrédlo regeneracji migénia

sercowego), nie przyniosto korzystnych i/lub dtugotrwatych efektow.*!

W ciagu ostatniej dekady w badaniach przedklinicznych i klinicznych ro6zne typy komoérek
macierzystych byly wykorzystywane do naprawy uszkodzonego migs$nia sercowego. Ogolnie
komorki te mozna podzieli¢ na dwie kategorie: pluripotencjalne komodrki macierzyste (ang.
Pluripotent stem cells, PSCs), do ktorych zaliczaja sig: embrionalne komorki macierzyste
(ang. Embryonic stem cells, ESCs), jak rowniez indukowane pluripotencjalne komorki
macierzyste (ang. Induced pluripotent stem cells, 1PSc). Inna kategori¢ stanowia komorki
macierzyste pochodzace z organizmu dojrzatego (ang. Adult stem cells, ASCs), ktore
przeksztalcaja sie¢ w okreslony rodzaj wyspecjalizowanych komorek.*'™ Graficznie podziat

ten zostal przedstawiony na Rycinie 7.
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Zrédla i Populacje I I Metody dostarczania

1. Komérki maclerzyste szplku kostnego
nieselekcjonowane, CD133*, CD34%)

2. Koemorki progenitorowe »

3. Mioblasty

szkieletowe \ ‘\/’ / t

4. Komorki mezenchymalne /
Komorki macierzy ste z tkanki tluszczowej

_o— Endogenna
.0—— aktywacja
5. Komérki
Biopsja macierzyste serca /

qL"" AAAANS A. Infuzja komorek
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Embrionalne komorki
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Biopsja skory i“’n')rnie
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kardiomiocyty

I Wrylaniajace sie populacje

Rycina 7. Aplikacje kliniczne komérek macierzystych / progenitorowych oraz metody ich dostarczania w leczeniu
choroby niedokrwiennej serca (opracowanie wlasne na podstawie **.)

Mioblasty szkieletowe uwaza si¢ za dobre zrodlo do kardiomioplastyki komorkowej gdyz
charakteryzuja si¢ fenotypowym podobienstwem do mig$nia poprzecznie prazkowanego. Co
wigecej, posiadaja one wiele zalet: m.in. mozna je w latwy sposob pozyska¢ od osob
dorostych, fatwo proliferuja w hodowli in vitro, jak réwniez przy ich zastosowaniu nie
towarzysza problemy natury etycznej. Jednak najwazniejsza cecha tych komorek jest fakt, iz
sa one bardziej odporne na niedotlenienie w poréwnaniu z innymi typami komorek
macierzystych.** Sposrod wszystkich wykorzystywanych komoérek macierzystych w terapii
pro-regeneracyjnej pozawatowego migsnia sercowego, to wilasnie komorki progenitorowe
pochodzace z migsni szkieletowych badano na duza skalg, zaréwno eksperymentalnie,
przedklinicznie jak i klinicznie.”*>’ Komoérki macierzyste rezerwuaru miesni szkieletowych
byly pierwszym typem komorek, ktore zostaly wykorzystane w probie klinicznej nad
regeneracja pozawatowego migénia sercowego w 1937 roku przez Lavine i Upcott. Dzigki
zastosowanej terapii pacjent, ktory nie mogt przejs¢ nawet pigciu metrow bez odpoczynku,
po operacji byl w stanie pokona¢ 140 metrow bez wickszego wysitku!.”® W innej pracy
Menasché 1 wsp. w 2001 r. przeszczepili do blizny pozawatowej autologiczne mioblasty

szkieletowe przy okazji operacji pomostowania aortalno-wiencowego. Po 5 miesiacach
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zaobserwowali oni potencjat kurczliwy oraz miejscowa zywotno$¢ komoérek wszczepionych,

co bylo potwierdzone zaréwno echokardiograficznie jak i przy uzyciu tomografii emisyjne;j.”’

W terapii regeneracyjnej pozawalowego mig$nia sercowego przeprowadzono réwniez proby
z wykorzystaniem embrionalnych pluripotentnych komoérek macierzystych. Komorki te ze
wzgledu na swoj plastyczny charakter cechuja si¢ najwigkszym potencjatem regeneracyjnym,
gdyz zdolne sa do réznicowania w dowolny rodzaj komorek czy tkanek organizmu.’*®
Jednak, ze wzgledu na problemy natury etycznej i inne ograniczenia, tj. ryzyko formowania
potworniakéw czy immunogennos$¢ ze strony komoérek pochodzenia allogenicznego; nie maja

obecnie szerokiego zastosowania klinicznego. Niedawno przeprowadzono kilka prob

klinicznych zuzyciem ESC/iPSC-CM wtérnie zroéznicowanych do kardiomiocytow
63-65

otrzymujac pozytywne wyniki.
Wydawa¢ by si¢ moglo, Ze mioblasty stanowia najbezpieczniejsze zrodio regeneracji
pozawalowego miesnia sercowego. Jednak istnieja pewne ograniczenia spowodowane
brakiem eksprsesji biatka koneksyny 43 w miotubach pochodzenia szkieletowego, co zostato
przedstawione na Rycinie 8.

Komoérki macierzyste migsni szkieletowych charakteryzuja si¢ obecnoscia biatka CX43.
Jednak w momencie ich implantacji w okolicg blizny pozawatowej przeksztalcaja sig
w dojrzale komorki migsni szkieletowych (miotuby), w ktorych brak jest ekspresji tego
biatka. Powoduje to niebezpieczne implikacje po wszczepieniu natywnych mioblastow do
miokardium na skutek braku mozliwosci wytworzenia si¢ funkcjonalnych potaczen
z kardiomiocytami organu biorczego. A to moze skutkowac wystapieniem groznych dla zycia
arytmii. Oczekuje si¢ zatem, ze przeprowadzona modyfikacja genetyczna mioblastow, ktora
ma na celu uzyskanie nadekspresji CX43 w ludzkich komorkach macierzystych migsni
szkieletowych moze doprowadzi¢ do wytworzenia funkcjonalnego syncytium
z kardiomiocytami  narzadu biorczego tym samym zmniejszajac lub  eliminujac

niebezpieczenstwo dodatkowych pobudzen serca typu wtdérnego w sercu pozawatowym.
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Rycina 8. Ilustracja wyjasniajaca hipotez¢ badaniowa. Opis w tek$cie powyzej.

5. Charakterystyka koneksyn

Koneksyna 43 to biatko transbtonowe o masie 43,0 kDa zlozone z 382 aminokwasow, ktore
kodowane jest przez gen GJAI zlokalizowany na krétkim ramieniu chromosomu 6 w pozycji
q22.31, posiada on 2 egzony. Bialko przechodzi czterokrotnie przez dwuwarstwe
fosfolipidowa, a konce C i N znajduja si¢ od strony cytoplazmy.®® Ogon C-koncowy sktada
si¢ z 50 aminokwasow 1 obejmuje miejsca modyfikacji potranslacyjnych, a takze miejsca
wiazania dla czynnikéw transkrypcyjnych, elementow szkieletu cytoplazmatycznego i innych
biatek.®*®” Domeny transblonowe tworza kanal zlacza szczelinowego, podczas gdy petle
pozakomorkowe  ulatwiaja  prawidlowe  dokowanie = kanalu.  Ponadto,  dwie
zewnatrzkomorkowe petle tworza wigzania dwusiarczkowe, ktore oddziatuja z dwoma
heksamerami, tworzac pelny kanal polaczenia szczelinowego.®® Biatko koneksyna 43
odgrywa kluczowa role w embriogenezie oraz w synchronicznym skurczu mig$nia sercowego
poprzez tworzenie polaczen typu szczelinowego (ang. Gap junctons, GJs).*%

Kanaty szczelinowe stanowia wewnatrzkomorkowe struktury zapewniajace potaczenia oraz
komunikacje¢ miedzykomorkowa w ukladzie sercowo-naczyniowym dla utrzymania
normalnego rytmu serca, regulacji napigcia naczyniowego i funkcji srodbtonka, jak rowniez
wymiany metabolicznej pomi¢dzy komdrkami. Pozwala to na przechodzenie jonéw i matych
czasteczek, tj. ATP, glutationu, cAMP, IPs;, glukozy i innych.”” W sercu polaczenia typu

szczelinowego posrednicza w sprzezeniu elektromechanicznym pomiedzy kardiomiocytami,
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tworzac S$ciezki dla prawidtowego rozprzestrzeniania si¢ fali wzbudzenia elektrycznego

. . . 1
odpowiedzialnego za synchroniczny skurcz.’

W migéniu sercowym organizmu dorostego istnieja trzy gléwne izoformy koneksyny: CX40,
CX45 oraz CX43. Koneksyna 40 wystgpuje glownie we widknach mig$niowych
przedsionkow, peczku Hisa 1 komorowych systemach przewodzenia, podobnie jak koneksyna
45. Natomiast ekspresja CX43 zlokalizowana jest gltownie w wezle zatokowo-

. . , . s r 2
przedsionkowym i wezle przedsionkowo-komorowym oraz w migsniach obu komor.”

Lewy przedsionek
£X40, CX43

Prawy przedsionek

CX40,CXa3 Wyisze odgatezienia

peczka Hisa
€40, CX45

Niisze odgatezienia
peczka Hisa
€40, CX43, CX45

Lewa komora
43

Prawa komora
cx43
Wiékna Purkinfego
(x40, CXa3, 45

Rycina 9. Rozmieszczenie koneksyn wg. ich typow w sercu czlowieka. Zwrodcono szczegélna uwage na dominujaca
zawarto$é CX43 w strukturach kurczliwych (opracowanie wlasne na podstawie 7.)

6. Podstawawowe informacje dotyczace analizowanych genow w badaniach
in vitro

6.1 Geny zwigzane z miogenez3 i dojrzewaniem mioblastow
Wilbékna migsniowe powstaja w zlozonym procesie, w trakcie ktorego stopniowej ekspresji
ulegaja czynniki regulujace miogenezg (ang. Myogenic regulatory factor, MRF). W sktad tej

rodziny wchodza czynniki: czynnik miogenny 5 (ang. Myogenic factor 5, MYF5), miogenny

czynnik roznicujacy 1 (ang. Myogenic differeniation, MYOD) oraz miogenina (ang.
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Myogenin, MYOG), ktorych cecha charakterystyczna jest wystgpowanie w ich sekwencjach
domeny helisa-p¢tla-helisa (ang. Helix-loop-helix, HLH).

Pierwszym etapem zwiazanym z powstawaniem wlokien migéniowych jest aktywacja
komorek satelitowych a nastgpnie mioblastow, ktore zaczynaja intensywnie proliferowac.
Aktywacja ta jest §cisle zwiazana ze wzrostem ekspresji MYF5 i/lub MYOD. Zwigkszenie
ekspresji miogeniny skutkuje rozpoczg¢ciem koncowej fazy roznicowania komorek
progenitorowych mig$ni szkieletowych. W koncowym etapie nastgpuje aktywacja biatka p21,
ktore zatrzymuje cykl komoérkowy i1 w efekcie prowadzi do zahamowania proliferacji
komorek. Zatrzymana proliferacja ma swoje odzwierciedlenie w réznicowaniu miocytow

. . L,y . e, . 4 . . . ..
i wytworzeniu wiokien miesniowych.”* Graficznie proces ten jest zilustrowany na Rycinie 10.

odnowa
Spoczynkowe komérki satelit
komorki . omorki satelllowe ., yizeie z cykiu wczesne .
2 aktywacja (proliferacja) Komork iocvi A ; miotuba
satelitowe omorkowego miocy réznicowanie
— o o—p MYOG*
- NS .\ - are
MYF5* //. - -
pozne roznicowanie
MYOD* MYOD*
MYOG*

wiokno miggniowe

Rycina 10. Ekspresja genéw MRF podczas poszczegolnych etapow miogenezy (opracowanie wlasne).

Skréoty: MYFS — czynnik miogenny 5 (ang. Myogenic factor 5), MYOD - miogenny czynnik réznicujacy 1
(ang. Myogenic differentiation), MYOG — miogenina (ang. Myogenin).

Czynnik miogenny 5 (ang. Myogenic factor 5, MYF5)

W genomie cztowieka gen MYF5 znajduje si¢ na dlugim ramieniu chromosomu 12 w pozycji
q21. MYF5 jest genem, ktory jako pierwszy ulega ekspresji w aktywowanych komorkach
satelitowych migs$ni szkieletowych, co wigcej, mozliwe, ze takze spoczynkowe komorki
satelitowe rowniez moga wykazywaé ekspresic MYF5.”> U myszy z knock-outem tego genu
zaobserwowano, ze aktywacja komorek satelitowych 1 w efekcie rozwo6j migsni w zarodkach

ulega znacznemu opo6znieniu — prawdopodobnie az do momentu pojawienia si¢ ekspresji genu
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MYOD.”® Sugerowalo to role MYF5 jako prekursora catej kaskady miogenezy, bioracej udziat
w aktywacji kolejnych czynnikow regulatorowych.

Miogenny czynnik réznicujacy 1 (ang. Myogenic differeniation, MYOD)

Kolejnym czynnikiem regulujacym miogenezg jest MYOD, ktory zostat zidentyfikowany
w 1987 roku. Gen MYOD znajduje si¢ na chromosomie 11 w pozycji p15.1. Biatko tego genu
wystepuje gtownie w mioblastach i tkance mig$niowej szkieletowej, brak go natomiast
w tkance mieénia sercowego, mieéniach gtadkich i innych tkankach pozamigéniowych.”’

Transfekcja mioblastow tym czynnikiem powoduje ich zréznicowanie w komorki mig$niowe.

Miogenina (ang. Myogenin, MYOG)

Kolejnym genem, nalezacym do wyzej wspomnianej rodziny MRF jest miogenina (MYOG).
Gen kodujacy ten czynnik lokalizuje si¢ na chromosomie 1 w pozycji 1q31-41, zawiera on 3
egzony. Miogenina jest markerem procesu rdéznicowania i bierze udziat w drugiej fazie fuzji
mioblastow poprzez aktywacje transkrypcji wigkszosci biatek strukturalnych w migéniu
szkieletowym. Wykazano, ze myszy z knock-outem genu MYOG w obu allelach charakteryzuja
si¢ rozleglym niedoborem tkanki mig§niowej i umieraja zaraz po urodzeniu, co sugeruje jej wazna

role w procesie roznicowania migéni szkieletowych.”

6.2 Geny strukturalne aparatu kurczliwego

Lancuch cig¢zki miozyny 1 (ang. Myosin heavy chain 1, MYHCI)

Miozyna jest heksametrycznym biatkiem ztozonym z pary cig¢zkich fancuchéw miozyny
i1dwoch par tancuchow lekkich. Gen MYHCI koduje podjednostki tancucha cigzkiego
miozyny mig$ni poprzecznie prazkowanych bedacych podstawowym biatkiem strukturalnym
aparatu kurczliwego migsni, ktory przeksztatca energi¢ chemiczna w energi¢ mechaniczna
poprzez hydrolizg ATP. U ssakow opisano co najmniej 10 izoform tancucha cig¢zkiego
miozyny, ktére wykazuja rézna ekspresje w zaleznosci od lokalizacji i etapu rozwoju.”” Gen

fancucha cigzkiego miozyny jest zlokalizowany na chromosomie 17 w pozycji 38p12.
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7. Podstawowe informacje dotyczace analizowanych genéw w badaniach ex
vivo

7.1 Geny zwigzane z zaburzeniami rytmu serca

Kanal potasowy zalezny od napigcia, czynnik 1 podrodziny Q (ang. Potassium Voltage-
Gated Channel Subfamily Q member 1, Kcngl)

Gen Kcngl umiejscowiony jest na krotkim ramieniu chromosomu 11 pomigdzy pasmem
p15.5-p15.4. Koduje bramkowane napigciem biatko kanalu potasowego, ktore jest niebedne
do repolaryzacji potencjalu czynnosciowego serca poprzez transport dodatnio natadowanych
jonéw potasowych (K") na zewnatrz komoérki. Odgrywa ono réwniez kluczowa role

w zdolnosci komoérki do generowania i przesylania sygnatow elektrycznych.®**!

Mutacje w genie Kcngl wiaza si¢ z dziedzicznym wydtuzonym zespotem QT 1 (znanym
rowniez jako zespot Romano-Warda), zespotem Jervella i Lange-Nielsena oraz rodzinnym
migotaniem przedsionkow. Zmiany w ekspresji biatek tych kanatéw sa czynnikami

przyczyniajacymi si¢ do nieprawidtowej repolaryzaciji zwiazanej z niewydolno$cia serca.***!

Bramkowany napigciem kanal wapniowy (ang. Calcium Voltage-Gated Channel Subunit
Alphal C, Cacnalc)

Gen Cacnalc kodujacy podjednostke alfa-1 kanatu wapniowego umiejscowiony jest na
chromosomie 12, w ramieniu krotkim, w pasmie 13.33. Biatko kanatu wapniowego kodowane
przez ten gen znane jest rowniez jako CaV1.2. Najobficiej wystepuje ono w sercu 1 mozgu,
gdzie kontroluje przeptyw wapnia do komoérek. Zmieniajac wlasciwosci elektryczne komorek,
kanaty wapniowe sygnalizuja skurcz migéni mig$nia sercowego i1 pomagaja utrzymac
prawidtowy rytm serca. Mutacje w egzonie 8 genu Cacnalc powoduja Zespdt Timmothy’ego

r r 1
oraz Zesp6t Brugadow. *%*

Wymiennik sodowo-wapniowy 1 (ang. Sodium/Calcium Exchanger 1, NcxI)

Gen NcxI zlokalizowany jest w genomie w pozycji 2p22.1 1 sktada sig z 20 egzonow.
Produktem tego genu jest wymiennik sodowo — wapniowy, napgdzany gradientem jonowym
zaleznym od aktywnosci pompy sodowo-potasowej, zaleznej od ATP (Na'-K'-ATPazy). Jego

. . , . + , .
rola polega na transporcie jonow wapnia Ca2" na zewnatrz komorki, podczas rozkurczu
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kardiomiocytow, do ktérego zuzywa si¢ energi¢ zmagazynowana w wyniku przeniesienia
trzech jondw sodowych do przetransportowania jednego jonu wapnia na zewnatrz komorki.
Ncx1 jest wymiennikiem o bardzo niskim przewodnictwie 1 duzej sprawnosci transportowej
w odniesieniu do jonow wapnia. Najwigksze znaczenie ma ten kanal na poczatku sygnatu
wapniowego, kiedy stgzenie Ca2” jest najwyzsze. Aktywno$¢ Ncx1 regulowana jest przez
kilka przekaznikow cytoplazmatycznych, tj. jony Ca2" i Na', protony, tlenek wegla (II),
fosfatydyloinozytol, fosfoargining, fosfokreatyng oraz ATP.®

7.2 Geny zwigzane z przebudowag serca po zawale

Sarkoplazmatyczna ATP-aza wapniowa siateczki Srodplazmatycznej (ang.
Sarco/Endoplasmic Reticulum Calcium ATPase, Sercala)

Wewnatrzkomorkowa pompa sodowo-potasowa znajduje si¢ m.in. w blonach siateczki
sarkoplazmatycznej miocytoéw. Enzym ten katalizuje hydrolizg¢ ATP sprzg¢zona z translokacja
wapnia z cytozolu do $wiatta siateczki sarkoplazmatycznej i bierze udziat w regulacji cyklu
skurczu/relaksacji mig$nia sercowego. Regulacja szybkos$ci pracy Serca2a jest kontrolowana
przez inne bialko regulatorowe — fosfolamban (ang. Phospholamban, Pln) w nastgpujacej
zalezno$ci: gdy Pln jest zwiazany z Serca2a, szybko§¢ transportu jonéw Ca’" jest
zmniejszona, natomiast przy dysocjacji Pln, szybkos¢ ta wzrasta. Pompa ta moze by¢ réwniez
regulowana przez miRNA, np. przez miR-25, ktory hamuje jej aktywno$¢ np.

w trakcie niewydolnosci migénia sercowego.*

Czynnik transkrypceyjny GATA-4 (ang. Transcription Factor GATA-4, Gata4)

Gen Gata4 nalezy do rodziny szesciu czynnikow transkrypcyjnych GATA, ktore w swojej
budowie maja domeng wiazaca DNA z dwoma palcami cynkowymi. Najwigksza ekspresja
czynnikow Gata-4,-5,-6 jest obserwowana w sercu, ale takze biora one udziat w regulacji genéw
watroby, gonad, ptuc oraz nablonka jelit. Gata4 jest kluczowym czynnikiem transkrypcyjnym
niezbgdnym dla prawidlowego rozwoju serca ssakow i ma zasadnicze znaczenie dla przezycia
zarodka. Dziata on réwniez w potaczeniu z innymi czynnikami transkrypcyjnymi serca, tj.

Nkx2-5 1 Tbx5. Gen ten znajduje si¢ na chromosomie 8 w pasmie p23.1.
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Mutacje genu Gata4 moga prowadzi¢ do roznych probleméw kardiologicznych, w tym
wrodzonej wady serca, nieprawidlowosci w budowie przegrody miedzyprzedsionkowej oraz

migdzykomorowej, jak rowniez do niedorozwoju mig$nia sercowego.**

Transformujacy czynnik wzrostu beta 1 (ang. Transforming growth factor Beta 1, Tgff1)

Kolejnym waznym genem wydaje si¢ by¢ kodujacy transformujacy czynnik wzrostu beta 1
(Tefpl), ktory jest zlokalizowany na chromosomie 19 w pasmie 13.2. Po raz pierwszy
zidentyfikowano go w ludzkich ptytkach krwi, przypisujac mu role w gojeniu si¢ ran.*
Pozniej scharakteryzowano go jako duzy prekursor biatkowy (zawierajacy 390
aminokwasow), ktory poddano proteolitycznej obrobce w celu wytworzenia dojrzalego
peptydu o 112 aminokwasach. TgfPB1 peini wiele funkcji w komoérce, w tym kontrolg wzrostu
komorek, ich proliferacj¢ oraz réznicowanie, ma réwniez udziat we wldknieniu

narzadowym.®
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II. CEL PRACY

Obecnie gtéwnym problemem zwigzanym z wykorzystaniem mioblastow szkieletowych do
celow regeneracji pozawatowego migsnia sercowego jest ich pro-arytmogenny charakter.
Dzieje si¢ to na skutek braku polaczenia elektromechanicznego z kardiomiocytami narzadu
biorczego. Dlatego tez, gléwnym celem pracy bylo sprawdzenie, czy zmodyfikowane
genetycznie ludzkie mioblasty — z nadekspresja bialka koneksyny 43 zmniejsza ilos¢
pobudzen dodatkowych, po ich wszczepieniu do pozawalowego migsnia sercowego
szczuréw rasy Wistar. W pierwotnym zatozeniu, zastosowana modyfikacja genetyczna
ludzkich mioblastow powinna przyczyni¢ si¢ do wytworzenia prawidlowego,

synchronicznego skurczu w pozawatowym mig$niu sercowym.

Cele szczegolowe:

1. Przygotowanie grup doswiadczalnych szczuréw z wyindukowanym zawalem lewej
komory mig$nia sercowego.

2. Przygotowanie ludzkich mioblastow z nadekspresja koneksyny 43.

3. Interwencje dosercowe z uzyciem ludzkich mioblastow natywnych lub z nadekspresja
koneksyny 43 do pozawatowego mig$nia sercowego.

4. Indukcja komorowych zaburzen rytmu serca wcelu sprawdzenia, czy ludzkie
mioblasty z nadekspresja koneksyny 43 zmniejszaja dodatkowe pobudzenia serca typu
wtdrnego w modelu serca pozawatowego szczura.

5. Badania ex vivo pozyskanych serc pozawatowych szczuréw w celu oceny poziomu
ekspresji genow i bialek ‘pro-arytmogennych’ oraz odpowiedzialnych za niekorzystna
przebudowg migsnia sercowego po zawale, po zastosowanej terapii ludzkimi
komorkami macierzystymi migsni szkieletowych.
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III. MATERIALY I METODTY

1. MATERIALY

1.1 Material biologiczny

W doswiadczeniach wykorzystano ludzkie komorki prekursorowe migsni szkieletowych, tzw.
mioblasty, ktore pochodzity z tkanki mig$niowe] pozyskanej przy okazji zabiegu
rekonstrukcji wigzadta krzyzowego przedniego (ang. Anterior cruciate ligament, ACL) od
pacjentow Oddzialu Ortopedii Klinicznego Szpitala Uniwersystetu Medycznego w Poznaniu.
Pobranie tkanki dla celow badan naukowych odbylo si¢ za zgoda pacjentow, ktorzy
podpisywali swiadoma zgod¢ na uzycie ich materialu tkankowego dla celéw naukowych.
Prowadzone badania uzyskaly zgod¢ Lokalnej Komisji Bioetycznej przy Uniwersytecie

Medycznym w Poznaniu (Uchwata nr 1103/12).

1.2 Zwierzeta laboratoryjne

Zwierzetami laboratoryjnymi uzytymi do badan byly samice szczuréw rasy Wistar o wadze
200-250 g zakupione w Centrum Medycyny Doswiadczalnej Uniwersytetu Medycznego
w Bialymstoku. Zwierzeta byly przechowywane w Zwierzetarni Instytutu Genetyki
Cztowieka PAN. Wszystkie procedury wykonywane na szczurach odbyly si¢ za zgoda
Lokalnej Komisji Etycznej do Spraw Doswiadczen na Zwierzgtach w Poznaniu (Uchwata nr

1/2013).
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1.3 Plazmidy

A) Plazmid ekspresyjny
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C) Plazmid reporterowy
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Rysunek 11. Plazmidy wykorzystywane w procesie transfekcji mioblastow ludzkich. A — plazmid ekspresyjny
uzywany do transfekcji przej$ciowej mioblastow ludzkich: pCiNeo-CX43 — zawierajacy sekwencje¢ kodujaca dla genu
koneksyny 43. B- plazmid kontrolny nie zawierajacy sekwencji genu — pCiNeo. C- plazmd reporterowy pEGFP-C1,
umozliwiajacy wzbudzenie nadeskpresji bialka zielonej fluorescencji (ang. Green fluorescent protein, GFP)
w komoérkach eukariotycznych, w celu okreslenia wydajnos$ci procesu transfekcji.

1.4 Media hodowlane

Medium do hodowli mioblastow ludzkich in vitro

o Zmodyfikowane Medium Eagle’a wg Dulbecco
o 20 % Bydlgca surowica ptodowa, FBS

o 1 % L-Alanylo-L-Glutamina (Ultraglutamina)
o 1 % Pen/Strep-Amfoterycyna B (Antybiotyki)
o 1 % ekstrakt z embrionéw kurczecych (CEE)

Medium krioprotekcyjne do mrozenia mioblastéw ludzkich

o 10 % zmodyfikowane medium Eagle’a wg. Dulbecco
o 10 % dimetylosulfotlenek, DMSO
. 80 % bydleca surowica ptodowea, FBS
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1.5 Pozywki mikrobiologiczne

Pozywka mikrobiologiczna LB (ang. Lysogeny broth), pH=7.0

o 1 % Trypton

. 1 % NaCl

. 0.5 % Ekstrakt drozdzowy
Pozywka mikrobiologiczna agarozowa stala
. 2 % Agar mikrobiologiczny

o 1 % NaCl

. 1 % Trypton

. 0.5 % Ekstrakt drozdzowy

. 100 pg/pul Ampicylina

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

o 1 % Baktotrypton

o 1 % NaCl

o 0.5 % Ekstrakt z drozdzy
o 20 mM Glukoza

° 10 mM MgCl,

° 10 mM MgSO,4

1.6 Odczynniki

Tabela 4. Odczynniki do hodowli komorkowej mioblastow in vitro

Nazwa odczynnika Pochodzenie
Antybiotyki przeciwbakteryjne Lonza Group, Bazylea, Szwajcaria
i przeciwgrzybicze - Pen/Strep-

Amfoterycyna B
Bydleca surowica ptodowa FBS Lonza Group, Bazylea, Szwajcaria

(ang. Fetal Bovine Serum)

Buforowana fosforanem sol Lonza Group, Bazylea, Szwajcaria
fizjologiczna Dulbecco, DPBS
(ang. Dulbecco’s Phosphate Buffered
Saline)

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

Zmodyfikowane Medium Eagle’a wg. Sigma-Aldrich, St.Louis, USA
Dulbecco
(ang. Dulbecco’s Modified Eagle's
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Medium)

Ekstrakt z zarodkow kurczecych, CEE

(ang. Chick Embryo Extract)

Sera Laboratories International,
West Sussex, Wielka Brytania

Kolagenaza typu II

Gibco, Life Technologies,
Carlsbad, USA

Trypsyna 10x (5 g/L Trypsin-EDTA)

Lonza Group, Bazylea, Szwajcaria

Ultraglutamina (L-Alanylo-L-
Glutamina)

Lonza Group, Bazylea, Szwajcaria

Zasadowy czynnik wzrostu
fibroblastow, bFGF

(ang. Basic Fibroblast Growth Factor)

Sigma-Aldrich, St.Louis, USA

Zelatyna

Sigma-Aldrich, St.Louis, USA

Tabela 5. Odczynniki do hodowli bakteryjnej

Nazwa odczynnika

Pochodzenie

Agar mikrobiologiczny Sigma-Aldrich, St.Louis, USA

Ampicylina Polfa Tarchomin S.A., Warszawa,
Polska

Baktotrypton Sigma-Aldrich, St.Louis, USA

Ekstrakt drozdZowy Sigma-Aldrich, St.Louis, USA

Glukoza Sigma-Aldrich, St.Louis, USA

Chlorek magnezu, MgCl:
(ang. Magnesium chloride)

Sigma-Aldrich, St.Louis, USA

Siarczan VI magnezu, MgS04
(ang. Magnesium suplphate)

Sigma-Aldrich, St.Louis, USA

Chlorek sodu, NaCl
(ang. Sodium chloride)

Sigma-Aldrich, St.Louis, USA

Tabela 6. Odczynniki do transformacji i hodowli bakteryjnej

Nazwa odczynnika

Pochodzenie

Agar mikrobiologiczny

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Ampicylina Polfa Tarchomin S.A., Warszawa, Polska
Ekstrakt drozdZowy Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Chlorek sodu, NaCl Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

(ang. Sodium chloride)

Bakterie elektrokompetentne

Agilent Technologies, La Jolla, USA

Trypton

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
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Tabela 7. Odczynniki do izolacji plazmidu

Nazwa odczynnika

Pochodzenie

Zestaw do izolacji
plazmidowego DNA w skali
mini EZ-10
(ang. EZ-10 Spin Column Plasmid)

Bufor do zawieszenia
bakterii
(ang. Solution I)

Bufor do lizy bakterii

(ang. Solution II) Bio Basic Inc.,

Bufor neutralizujacy Ontario, Kanada

(ang. Solution III)

Bufor pluczacy
(ang. Wash Solution)

Zestaw do izolacji
plazmidowego DNA w duzej
skali
(ang. Plasmid Maxi Kit)

Qiagen, Hilden,
Niemcy

Etanol 96%

Poch S.A.,
Gliwice, Polska

Tabela 8. Odczynniki do reakcji restrykcyjnej EcoR1

Nazwa odczynnika

Pochodzenie

bufor Fast Digest; bufor do reakcji

ThermoFisher Scientific,
Waltham, MA, USA

enzym restrykcyjny EcoR1 Fast Digest

ThermoFisher Scientific,
Waltham, MA, USA

Tabela 9. Odczynniki do izolacji RNA, DNA i bialka

Nazwa odczynnika

Pochodzenie

Alkohol izopropylowy
(ang. Izopropyl alkohol)

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

B-merkaptoetanol
(ang. Beta mercaptoethanol)

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Chloroform
(ang. Chlorophorm)

Merck, Darmstadr, Niemcy

Cytrynian sodu
(ang. Sodium citrate)

Poch S.A., Gliwice, Polska




Chlorowodorek guanidyny
(ang. Guanidine hydrochloride)

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Etanol 75 %

Poch S.A., Gliwice, Polska

Etanol 100 %

Poch S.A., Gliwice, Polska

Mocznik
(ang. Urea)

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Koktajl z inhibitorami proteaz
(ang. Protease inhibitor coctail tablets)

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

S6l sodowa siarczanu alkoholu
laurylowego, SDS
(ang. Sodium lauryl sulfate)

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Tris-hydrochlorek
(ang. Tris-hydrochloride)

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Trizma zasada
(ang. Trizma base)

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

TRI Reagent, odczynnik do izolacji
DNA/RNA oraz biatek

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Wodorotlenek sodu 8 mM
(ang. Sodium hydroxide)

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Tabela 10. Reakcja lancuchowej polimerazy (PCR)

Nazwa zestawu Pochodzenie
Bufor do reakcji PCR 10x Sigma-Aldrich,
St.Louis, USA
Nukleotydy - ANTP Mix 10 mM Sigma-Aldrich,
St.Louis, USA
Polimeraza DNA Taq Sigma-Aldrich,
St.Louis, USA
Startery (Tabela 15) genomed.pl,
Warszawa, Polska
0.1 M DTT - ditiotreitol Invitrogen, Life
Technologies,
Carlsbad
Tabela 11. Odczynniki do syntezy cDNA
Nazwa odczynnika Pochodzenie

Bufor do odwrotnej transkrypcji
stezony (5x)

Invitrogen, Life Technologies,
Carlsbad, USA

Ditiotreitol DTT

Invitrogen, Life Technologies,
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(ang. Dithiothreitol)

Carlsbad, USA

Zestaw nukleotydow - ANTP Mix

Sigma-Aldrich, St.Louis, USA

10mM
Odwrotna transkryptaza Invitrogen, Life Technologies,
SuperScript™ IV Carlsbad, USA

Bufor do odwrotnej transkrypcji
SuperScript™IV 10x stezony

Invitrogen, Life Technologies,
Carlsbad, USA

Zestaw Turbo wolny od DNA
(ang. TURBO DNA-free™ Kit)

ThermoFisher Scientific, Waltham,
MA, USA

Inhibitor rybonukleaz RNasin

Promega, Madison, USA

Startery oligo d(T15)

Oligo.pl, Warszawa, Polska

Mieszanina iQ™ SYBR® Green
zawierajacy barwnik interkalujacy
SYBR Green I

(ang. iQ™ SYBR® Green Supermix)

Bio-Rad, Hercules, USA

Tabela 12. Reakcja PCR w czasie rzeczywistym (RT-PCR)

Odczynnik

Pochodzenie

Mieszanina do PCR w czasie
rzeczywistym (iQ™ SYBR® Green
Supermix)

Bio-Rad, Hercules, USA

Startery

genomem.pl, Warszawa, Polska

Tabela 13. Odczynniki do elektroforezy agarozowej

Nazwa odczynnika

Pochodzenie

Agaroza typu I

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Agaroza do rozdzielenia malych
fragmentow, 3:1

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Bromek etydyny 10 mg/ ml

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Bufor obcigzajacy
(ang. Loading Dye)

Thermo Scientific, Waltham,
MA, USA

Kwas etylenodiaminotetraoctowy, EDTA
(ang. Ethylenediaminetetraacetic acid)

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Kwas octowy

Poch S.A., Gliwice, Polska

Marker wielkosci DNA 50 pz

Thermo Scientific, Waltham,
MA, USA

Marker wielkosci DNA 1 kpz

Thermo Scientific, Waltham,
MA, USA

Trizma™ - bufor zasadowy

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
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Tabela 14. Odczynniki do ekstrakcji produktow PCR w zelu

Nazwa odczynnika

Pochodzenie

Alkohol izopropylowy

Sigma-Aldrich, St. Louis,
USA

Etanol 96 %

Poch S.A., Gliwice, Polska

GeneJet™ Gene
Extraction Kit

Bufor wiazacy Thermo Scientific, Waltham,
(ang. Binding Buffer) | MA, USA
Bufor pluczacy

(ang. Wash Buffer)

Tabela 15. Sekwencje starterow uzytych do PCR i PCR w czasie rzeczywistym

Organizm Symbol Starter Sekwencja Wielkosc
genu (pz)
u . ACTB ‘Forward’ 5’-CTTCCTGGGCATGGAGTCC-3’ 192
- Sapiens ‘Reverse’ 5"-ATCTTGATCTTCATTGTGCTG-3’
0 ‘e GAPDH ‘Forward’ 5’-GCTCTCTGCTCCTCCTGTTC-3’ 112
- Sapiens ‘Reverse’ 5°-ACCAAATCCGTTGACTCCGA-3’
. ‘Forward’ 5’-ACGGCATGATGGACTACAG-3’
FLSHEEE | AL — 5’-CGACTCAGAAGGCACGTC-3’ 212
. ‘F d’ 5’-GCTGTATGAGACATCCCCCTA-3’
H. sapiens | MYOG omver 226
‘Reverse’ 5’-CGACTTCCTCTTACACACCTTAC-3’
. ‘Forward’ 5’-CCCTTGAGAAGACGAAGCAG-3’
H. sapiens | MYHCI 192
‘Reverse’ 5’-GTGAGCGGGATTCCTTTTGA-3’
. ‘Forward’ 5’-TGCAGGAGTTGCTGAGAGAGCA-3’
H. sapiens MYFS5 120
‘Reverse’ 5’CAGGACTGTTACATTCGG-3’
. ‘Forward’ 5’AGAGGAAGAACTCAAGGTTG-3’
H. sapiens CX43 179
‘Reverse’ 5’AGGCCACCTCAAAGATAGAC-3’
R. Gatad ‘Forward’ 5'-TCAAACCAGAAAACGGAAGCCCA-3' 187
: ata
norvegicus ‘Reverse’ 5'-GTGCCCATAGTGAGATGACAGCC-3'
R. Nex] ‘Forward’ 5'-TCTGAAAGATTCCGTGACTGC-3' 148
: cx
norvegicus ‘Reverse’ 5'-GAAGACATTCACAGCGTTGC-3'
R. ‘Forward’ 5'-AGACACTGCAGGTGAAGAGG-3'
) Cacnalc 191
norvegicus ‘Reverse’ 5'-TGGTGAAGATCGTGTCATTG-3'
R. Tofbl ‘Forward’ 5'-GGGTGGAAGCCATTAGGGGA-3' 300
norvegicus gfb ‘Reverse’ | 5'-CTGAGGACACATTGAAACGGAAAAC-3'
R. Kenal ‘Forward’ 5'-TCGTGTACCACTTCACCGTCTTC-3' 284
: cn
norvegicus 1 ‘Reverse’ 5'-GGAACCCACACAGAGGACAACC-3'
R. ‘Forward’ 5'-CAGTGGCTGATGGTGCTGAAAATC-3'
. Sercala 183
norvegicus ‘Reverse’ 5'-AGAGGGCTGGAAGATGTGTTGCT-3'
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R. Yok ‘Forward’ 5'-GATGAAGCCATTGCTGAACTTC-3' 117
. wha
norvegicus ¢ ‘Reverse’ 5-GTCTCCTTGGGTATCCGATGTC-3'
R. ‘Forward’ 5-TTGCCAGAGAAAAGTGCCGT-3'
. Hmbs 247
norvegicus ‘Reverse’ 5'-CTCCCTGACCCACAGCATC-3'
R. Pah ‘Forward’ 5'-TATGGTGCGACAGCAGAAGA-3' 110
. a
norvegicus P ‘Reverse’ 5'-TATGCAAACCCTTTGGGATG-3'

Tabela 16. Odczynniki do pomiaru st¢zenia bialka metoda Lowry

Nazwa odczynnika Pochodzenie

Siarczan miedzi, CuSO4
(ang. Copper (11) sulfate)

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Weglan sodu, NazCO3
(ang. Sodium carbonate)

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Sél fizjologiczna 0.9%, NaCl
(ang. 0.9 % physiologicum saline)

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Wodorotlenek sodu, NaOH
(ang. Sodium hydrochloride)

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Odczynnik Folin-Ciocalteu

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Winian sodowo-potasowy

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Tabela 17. Odczynniki do elektroforezy pionowej bialek

Nazwa odczynnika Pochodzenie

Bufor obcigzajacy

DTT Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

4x bufor Laemmil

Marker wielkosci do biatek
(ang. Precision Plus Protein WesternC

Standards)

Bio-Rad, Hercules, USA

zel poliakryloamidowy gradientowy Bio-Rad, Hercules, USA
(4-15 %; 4-20 %)

Tabela 18. Odczynniki uzyte do transferu bialek

Nazwa odczynnika Pochodzenie

Bufor do transferu (5x)
Trans Blot® Turbo ™

Bio-Rad, Hercules, USA
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Tabela 19. Odczynniki do immunodetekcji bialek i chemiluminescencji

Nazwa odczynnika

Pochodzenie

Chlorek sodu, NaCl Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
(ang. Sodium chloride)
Odczynnik do detekcji Bio-Rad, Hercules, USA

chemiluminescencji Clarity™ ECL

Odttuszczone mleko w proszku
(ang. Blotting Grade Blocker Non-
Fat Dry Milk) - bloker nieswoistego
wigzania

Bio-Rad, Hercules, USA

Tween20 - detergent

Sigma-Aldrich,
St. Louis, USA

Trizma - bufor Trisowy

Sigma-Aldrich,
St. Louis, USA

Tabela 20. Spis zastosowanych przeciwcial

prze:‘i}‘,nrl’ ciala Symbol Nr katalogowy | Pochodzenie
Irzedowe anty-aktynie miesni IR611 DAKO,
gladkich (SMA) Glostrup, Dania
anty-Cacnalc ab84814 Abcam,
Irzedowe Cambridge,
Wielka Brytania
anty-CX43 ab63851 Abcam,
Irzedowe Cambridge,
Wielka Brytania
anty-desmina ab15200 Abcam,
Irzedowe Cambridge,
Wielka Brytania
anty-GAPDH ab9485 Abcam,
Irzedowe Cambridge,
Wielka Brytania
anty-Gata4 PA5-29663 Invitrogen,
Irzedowe Technologies,
Carlsbad, USA
anty-Kenql P5372 Sigma-Aldrich,
Irzgdowe | “M07HN St. Louis, USA
anty-ludzkiemu jadru MAB1281 Merc Millipore,
Irzedowe komoérkowemu Billerica, MA,
(HuNuclei) USA
anty-Ncx1 ab177952 Abcam,
Irzedowe Cambridge,
Wielka Brytania
Irzedowe anty-Serca2a ab3625 Abcam,
Cambridge, UK
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anty-krolicze ab97051 Abcam,
Il rzedowe Cambridge,
Wielka Brytania
anty-mysie A9917 Sigma-Aldrich,
Irzedowe St. Louis, USA

Tabela 21. Spis odczynnikow oraz drobnego sprzetu do zabiegow mikrochirurgicznych

Nazwa odczynnika Pochodzenie
Izofluran “AErrane BAXTER International, Deerfield, USA
Ketamina Centrowet-Cezal, Wroctaw
Sol fizjologiczna POLPHARMA, Starogard Gd., Polska
Ni¢ Prolen 6-0 ETHICON SUTURES, New Jersey, USA
Ni¢ Prolen 4-0 ETHICON SUTURES, New Jersey, USA
Ni¢ Mersilk 6-0 ETHICON SUTURES, New Jersey, USA
Strzykawka (0,5 ml, G30) BECTON DICKINSON, Franklin Lakes,

USA
1.7 Bufory

Bufor soli fosforanowych PBS, pH=7.4 (ang. Phosphate Buffered Saline)
. 1,47 M NacCl

= 80 mM Na,HPO,

= 29 mM NaH,PO4 + H,O

Bufor LB do hodowli bakteryjnej (ang. Lysogeny Broth)

. 5 g/L ekstraktu drozdzowego
= 10 g/L NaCl
= 10 g/L Trypton

Bufor o pH=7-8 jest poddawany autoklawowaniu i przechowywany w 4°C.

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 pluczacy do izolacji mRNA (ang. Washing Buffer B)

. 10 mM Tris-HCL, pH=7.5
. 0,15 M LiCl
. 1 mM EDTA kwas etylenodiaminotetraoctowy
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Bufor enzymatyczny do izolacji mRNA (ang. First Strand Buffer)

. 250 mM Tris-HCL, pH=8.3
. 375 mM KCl
. 15 M MgCl,

Bufor TAE 1x, pH 8=0 (ang. Tris-Acetate-EDTA)
. 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 % Btekit bromofenolowy

= 0.03 % Cyjanol ksylenu

= 60 % Glicerol

. 60 mM EDTA, kwas etylenodiaminotetraoctowy

Mieszanina zasadowa do okreslenia stezenia bialka metoda Lowry

. 750 pul 2 % winian sodowo-potasowy
. 32 ml 2 % Na,COs w 0,1 M NaOH

. 750 ul 1 % CuSOq4

Bufor obciazajacy

. Ditiotreitol - 50 mM

= Bufor Laemmli 4x

Bufor do elektroforezy: Tris-Glicyna (5x)

= Tris - 25 mM
. Glicyna - 250 mM
. Laurylosiarczan sodu - 17 mM

Bufor do elektrotransferu

. Tris (zasada) - 25 mM

. Glicyna - 192 mM

. Metanol — 4.93 M

Bufor blokujacy

. So6l fosforanowa buforowana Trisem (10x) - 2 ml
. Tween 20 - 20 pl

. Mleko w proszku - 5%
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. Bydleca surowica ptodowa - 2 ml

Bufor TBS (10x), pH=7.4 (ang. Tris-Buffered Saline),
. NaCl- 1,37 M

. KCI - 27 mM

. Tris (zasada) - 248 mM

Bufor TBST (ang. Tween + Tris-Buffered Saline)

= Tween 20 - 0,8 mM
= 1x TBS

Bufor PBS (10x) pH=7.4 (ang. Phosphate Buffered Saline)

= 1.47 M NaCl
= 80 mM Na,HPO,
= 29 mM NaH2P04 + Hzo

1.8 Sprzet laboratoryjny

Tabela 22. Drobny sprzet laboratoryjny i aparatura

Nazwa odczynnika

Pochodzenie

Aparat do elektroforezy poziomej

Kucharczyk Techniki Elektroforetyczne,
Warszawa, Polska

Folia zabezpieczajaca plytki do PCR w
czasie rzeczywistym

Bio-rad, Hercules, USA

Koncéwki do mikropipet bez filtra

Medlab-Products, Raszyn, Polska

Koncowki do mikropipet z filtrem

Greiner Bio-One, Frickenhausen, Niemcy

Mikroskop swietlny Olympus BX40

Olympus, Tokyo, Japonia

Pipety automatyczne

Eppendorf, Hamburg, Niemcy

Plytki typu Petriego

BD Falcon, Franklin Lakes, USA

Plytki 96-dotkowe do PCR w czasie
rzeczywistym

Bio-rad, Hercules, USA

Probowki 0,2 ml; 0,5 ml; 1,5ml; 2,0 ml

Eppendorf, Hamburg, Niemcy

Probowki 15 ml; 50 ml

BD Falcon, Franklin Lakes, USA

Termocykler PTC-200

MJ Research, San Francisco, USA

Termocykler do PCR w czasie
rzeczywistym: CFX Connext™ Real-
Time System

Bio-rad, Hercules, USA

Waga laboratoryjna precyzyjna

Axis, Gdansk, Polska
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Waga laboratoryjna analityczna

Sartorius, Goettingen, Niemcy

Wirowka 5417 R Eppendorf, Hamburg, Niemcy
Wytrzasarka Genie” Scientific Industries, Bohemia, USA
Zasilacz model 200 Bio-rad, Hercules, USA

Cieplarka bakteryjna Elkon, £.6dz, Polska

Cytometr przepltywowy, Cell Lab
Quanta™ SC

Beckman-Coulter, Brea, USA

Elektroporator, Gene Pulser X-cell

Bio-Rad, Hercules, USA

Filtry 0.2 pm

Whatman, Dassel, Niemcy

Filtry 0.45 pm

Whatman, Dassel, Niemcy

Inkubator Heraeus HERAcell®

Kendro, Langenselbold, Niemcy

Kolyska

Elmi, Warszawa, Polska

Komora laminarna Heraeus HERAsafe®

Kendro, Langenselbold, Niemcy

Kuwety 0.2cm do elektroporacji

Bio-Rad, Hercules, USA

Laznia wodna

AJL Electronic, Krakow, Polska

Mikropipety

HTL, Warszawa, Polska

Mikropipeta wielokanalowa

HTL, Warszawa, Polska

Mikroskop odwrécony

ZEISS, Jena, Niemcy

Naczynia hodowlane 25 cm’, 75 cm’
z filtrem

BD Falcon, Franklin Lakes, USA

Narzedzia mikrochirurgiczne

Aesculap-Chifa, Nowy Tomysl, Polska

Parafilm ,,M” Pechiney Plastic Packaging, Chicago, USA
Parownik do izofluranu EZ-Anesthezia, Animalab, Niemcy
Pipetor SWIFTPET+ HTL, Warszawa, Polska

Pipety 5 ml, 10 ml, 25 ml, 5 Oml BD Falcon, Franklin Lakes, USA
Respirator MiniVent Hugo Sachs Electr., Harvard App., March,

Niemcy

Spektrofotometr NanoDr0p® ND-1000

Nanodrop, Wilmington, USA

Stojak magnetyczny Dynal

Invitrogen, Carlsbad, USA

Mieszadlo laboratoryjne

CAT RMS5 V-30, Warszawa, Polska

Wirowka 5810 R

Eppendorf, Hamburg, Niemcy

Wirowka, Centrifuge 5430 R

Eppendorf, Hamburg, Niemcy

Wytrzasarka do bakterii

New Brunswick Scientific, Edison, USA
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2. METODY

2.1 Hodowla komorkowa in vitro

Ludzkie zawiesiny pierwotnych mioblastow hodowane bytly w $rodowisku o temperaturze
37°C, przy 5 % zawartosci CO, oraz ok. 95 % wilgotnosci. Wszelkie czynno$ci wykonywane
podczas ich hodowli odbywaty si¢ sterylnie pod komora laminarng II klasy bezpieczenstwa
z przeptywem pionowym (filtr HEPA 0,2 pm). Komoérki hodowano we flaszkach 75 cm? przy
objetosci 10 ml medium, do ktorego dodawano profilaktycznie antybiotyki: penicyling (100
U/ml), streptomycyn¢ (10 mg/ml) 1 amfoterycyng B (25 pg/ml) oraz dodatkowa ilos¢
glutaminy. Mioblasty ludzkie wymagaty hodowli o podwyzszonej zawartosci glukozy (ang.
DMEM high glucose) z dodatkiem 10 % bydlecej surowicy ptodowej oraz z zasadowym
czynnikiem wzrostu fibroblastow. Niezaleznie od tempa wzrostu komorek, medium

zmieniano co dwa dni.

2.1.1 Trypsynizacja zawiesin pierwotnych mioblastow

Po osiagnigciu przez mioblasty okoto 80 % konfluencji, komorki pasazowano. W tym celu
ptukano je w 10 ml roztworu DPBS i traktowano 3 ml (0.5 g/L) roztworem trypsyny.
Monitorowanie procesu polegalo na sprawdzaniu Zzywotno$ci komoérek z uzyciem
odwroconego mikroskopu swietlnego. W celu zahamowania dziatania trypsyny dodawano
odpowiednia objgtos¢ kompletnego medium, w ktéorym surowica odgrywa kluczowa role
w unieczynnieniu aktywnos$ci enzymu. Nastepnie komorki rozdzielano na odpowiednia liczbg
naczyn hodowlanych, gwarantujacych mioblastom optymalna konfluencj¢ poczatkowa
wynoszaca 20-30 %.

2.1.2 Rozmrazanie mioblastow

Aby rozmrozi¢ ludzkie mioblasty, pobrane probki z banku ciektego azotu i umieszczano je
w tazni wodnej o temperaturze 37°C w celu powolnego rozmrazania, po czym przelewano
catkowita objetos¢ do proboek 50 ml wypetionych odpowiednia objetoscia medium
o temperaturze pokojowej (21°C) iwirowano przy standardowych parametrach (1200

obr/min, 21°C), pozbywajac si¢ w ten sposob toksycznego sktadnika zawartego w medium -
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DMSO. Nategpnie komorki zawieszano w $wiezej pozywce 1wysiewano na naczynie

hodowlane.

2.1.3 Zamrazanie mioblastow

W celu przechowywania probek w glebokim zamrozeniu zawieszano je w wychtodzonym
medium krioprotekcyjnym. Zawiesing mioblastoéw umieszczano w probdéwkach typowych do
mrozenia (NUNC) 1 przechowywano w -80°C przez 24 h, po czym przenoszono je do banku

ciektego azotu.

2.2 Modyfikacja genetyczna ludzkich mioblastow

Hodowla ludzkich mioblastow trwata do osiagnigcia odpowiedniej liczebnosci komorek
niezbgdnej do przeprowadzenia zaplanowanych badan in vitro oraz in vivo - na szczurach rasy

Wistar.
2.2.1 Transformacja i hodowla bakterii

Do przeprowadzenia transfekcji mioblastow ludzkich, niezbgdne bylo uzyskanie wysokich
stezen plazmidow przeznaczonych do elektroporacji: pCiNeo-CX43, pCiNeo, oraz pEGFP-
Cl. W tym celu dokonano transformacji bakterii elektrokompetentnych (szczep JM-109)
metoda elektroporacji, ktéra pozwalata na znaczny wzrost przewodnictwa btony komorkowe;
poprzez utworzenie w niej hydrofilowych przestrzeni, podczas oddzialywania na btong
komorkowa polem elektromagnetycznym. Pierwszym etapem bylo przygotowanie
odpowiedniej ilo$ci pozywki SOC podgrzanej do temp. 36°C. Bakterie elektrokomptetentne
w probowkach o objgtosci 50 pl mieszano z wybranym plazmidem o stgzeniu 1 ng/pl. Tak
przygotowana zawiesing przenoszono do kuwety elektroporacyjnej o wielkosci 2 mm
1 dziatano na bakterie impulsem elektrycznym (200 Q; 2,5 pF; 2,5 kV). Nastepnie do kuwet
dodawano 1 ml podgrzanej pozywki SOC 1 mieszaning umieszczano w probdéwce typu
Eppendorf na 1 godzing w 37°C. Kolejnym etapem byto wysianie 100 pl mieszaniny
bakteryjnej na wczesniej przygotowane ptytki Petriego z pozywka agarowa, zawierajaca

antybiotyk, odpowiedni dla danego plazmidu, pCiNeo-CX43 z ampicylina, natomiast pEGFP-
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Cl z kanamycyna; obydwa antybiotyki byly w stgezeniu 100 mg/ml. Bakterie byly

inkubowane przez noc w cieplarce w temp. 37°C.

Po catonocnej hodowli bakterii na podtozu statym wybierano jedna kolonig, ktéra
przenoszono do 10 ml ptynnej pozywki LB z dodatkiem ampicyliny badz kanamycyny
1 ponownie hodowano przez cata noc w 37°C, ale tym razem wytrzasajac. Kolejnego dnia
czg$¢ hodowli shuzyla jako inokulum do hodowli bakterii na wigksza skalg, natomiast
z pozostatej czgsci izolowano DNA plazmidowe za pomoca zestawu do izolacji plazmidow na
mata skalg- Plasmid Mini Kucharczyk zgodnie z protokotem zalaczonym przez producenta.
Nastepnie przeprowadzano kontrolne cigcie restrykcyjne enzymem EcoRI, ktore zostato

opisane w podrozdziale 2.2.3.

2.2.2 Izolacja DNA z hodowli bakteryjnych

Po sprawdzeniu poprawno$ci namnozonego plazmidu za pomoca trawienia restrykcyjnego
przeprowadzono hodowle bakteryjna na duza skalg. Tego typu izolacja nastgpowata po
hodowli bakterii w objetosciach ok. 200-500 ml przy pomocy zestawu HiSpeed®™ Plasmid
Purification Kit i wedtug procedury podanej przez producenta. W skrocie: po zakonczeniu
hodowli, komoérki wirowano (6000 obr/min, 4°C, 15 minut), zawieszano w 10 ml buforu P1,
a nastgpnie dodawano 10 ml buforu P2, mieszano i inkubowano w temperaturze pokojowe;.
Po 5 minutach dodawano 10 ml buforu P3 a probke umieszczano na filtrze i inkubowano
przez 10 minut. Nastepnie lizat komorkowy przelewano na kolejna kolumneg, do ktorej,
podczas grawitacyjnego przeptywu lizatu, wigzato si¢ DNA. Kolejnym etapem bylo
przemywanie 60 ml buforu QC i elucja 15 ml buforu QF. Precypitacja DNA nastgpowata
poprzez dodanie 0,7 objetosci izopropanolu i 5 minutowa inkubacjg, po czym wytracone
DNA pozostato zwigzane z filtrem 1 dwukrotnie przemywano je 70 % etanolem. Elucja
plazmidowego DNA nastgpowata poprzez wymuszony ci$nieniem przeptyw 1 ml wody.
Uzyskane DNA poddawane byto analizie spektrofotometrycznej na aparacie NanoDrop® ND-
1000. Nastgpnie wykonywano reakcje cigcia restrykcyjnego z uzyciem odpowiednich

enzymoOw na obecnos$¢ insertow badz ich braku.
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2.2.3 Hydroliza enzymami restrykcyjnymi

Walidacja otrzymanych plazmidéw nast¢gpowata poprzez hydrolize odpowiednimi enzymami
restrykcyjnym. Reakcja trawta 3 h w temp. 37°C po czym miata mejsce inaktywacja enzymu

przez 20 minnut w 65°C. Sktad mieszaniny o obj¢tosci koncowej 25,5 pul byt nastepujacy:

Tabela 23. Sklad mieszaniny do reakcji hydrolitycznej

DNA (0,5-1png) 5ul
Enzym restrykcyjny (10U /ul) | 1,5 pl
Bufor 10x 2,5 ul
H20 DEPC 16,5 ul

Skroty: DNA- kwas deoksyrybononukleotydowy (ang. Deoxyrybonucleotide acid), H,O DEPC - woda
oczyszczona poliweglanem dietylu (ang. Diethyl pyrocarbonate).

2.2.4 Sekwencjonowanie

Kolejnym etapem byto sprawdzenie czy uzyskana sekwencja byla identyczna z sekwencja
referencyjna znajdujaca si¢ w bazie NCBI (NM_000165). Sekwencjonowanie otwartej ramki
odczytu dla genu koneksyny 43 wykonata firma Oligo.pl.

2.2.5 Transfekcja mioblastow

Po otrzymaniu odpowiedniej liczby ludzkich mioblastoéw niezbgdnych do przeprowadzenia
badan wykonywano transfekcj¢ przejsciowa w celu uzyskania populacji komoérek genetycznie
zmodyfikowanych sekwencja kodujaca dla ludzkiej koneksyny 43. Do tego celu wybrano
metod¢ elektroporacji. Oceng wydajnosci transfekcji  dokonywano 48 godzin po
przeprowadzonej transfekcji przy pomocy mikroskopu fluorescencyjnego, jak rowniez za
pomoca cytometrii przeplywowej (patrz podrozdziat 2.2.5.1) oceniajac fluorescencje biatka

zielonej fluorescencji (ang. Green fluorescent protein, GFP) oraz zywotnos¢ komorek.
2.2.5.1 Wydajnos¢ transfekcji poprzez analize cytometryczng

Réwnoczesnie z transfekcja ludzkich mioblastow za pomoca plazmidu pCiNeo-CX43
przeprowadzono réwniez transfekcj¢ z uzyciem plazmidu zawierajacego gen kodujace biatko
zielonej fluorescencji oraz zplazmidem kontrolnym pCiNeo, ktérego uzyto w celu

sprawdzenia wplywu samego procesu elektroporacji na ekspresje¢ badanych gendw.
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Transfekcj¢ przeprowadzono na tych samych populacjach ludzkich mioblastéw z uzyciem
identycznych warunkéw doswiadczalnych. Dwie doby po wykonanej transfekcji komorki
odptukiwano z medium hodowlanego, zawieszano w stezeniu 1 min/ml i poddawano analizie
za pomoca cytometerii przeptywowej. Wyizolowana pod wzgledem wielkosci (ang. Forward
Scatter, FS) 1 zlozonos$ci (ang. Side Scatter, SS) populacj¢ komodrek analizowano wobec
ekspresji zielonego biatka fluorescencji, dzigki czemu mozliwe byto rozdzielenie populacji

komorek nietransfekowanych, od tych zawierajacych zastosowany plazmid.

2.3 Metodologia z zakresu biologii molekularnej

2.3.1 1zolacja RNA

W celu zbadania ekspresji analizowanych w pracy genéw dokonywano izolacji RNA
zmodyfikowana metoda Chomczynskiego 1 Sacchi za pomoca komercyjnie dostgpnego
odczynnika TRI Reagent®. Po uzyskaniu odpowiedniej konfluencji komérek lub we
wlasciwym punkcie czasowym (w badaniach in vivo) pozyskany material badawczy: ludzkie
mioblasty/ lewe komory migénia sercowego szczura, zawieszano w 1 ml odczynnika
lizujacego TRI Reagent® z dodatkiem 40 pl miksu z inhibitorami proteaz i inkubowano przez
5 minut na lodzie celem lizy komorek. W przypadku izolacji RNA z materiatu biologicznego
— tkanki mig$nia sercowego, poddawano homogenizacji (program 4 - 14 000 obr/min, 3 razy
po 20 sek., 21°C) przy uzyciu homogenizatora T10 Basic ULTRA-TURRAX" (IKA®-Werke
GmbH & Co. KG, Staufen, Niemcy). Do zhomogenizowanych prob uzyskanych z tkanek
lewej komory serca szczura/ mieszaniny ludzkich mioblastow, dodawano 200 pl chloroformu,
mieszano, a trzyminutowa inkubacje poprzedzalo wirowanie przez 15 minut w 4°C przy
12 000 obr/min. Ekstrakcja chloroformem powodowata rozdzielenie na trzy fazy — goérna
zawierajaca RNA, dolna organiczna faze bialtkowa, oraz interfazg z DNA. Uzyskana faze
wodna (ok. 600 pl) przenoszono do nowych 1,5 ml probéwek typu Eppendorf 1 dodawano
500 pl izopropanolu, a 10 minutowa inkubacja powodowata wytracenie RNA. Pozostale dwie
fazy przechowywano w temperaturze 4°C w celu izolacji (DNA) i bialka (opisano w dalszej
czegsci pracy).

Uzywajac wczesniejszych ustawien wird6wki probki wirowano przez 10 minut. Po usunigciu
supernatantu nastgpowat etap przemywania, w ktorym otrzymane osady zawieszano dodajac

do kazdej probowki po 1 ml 75 % etanolu z DEPC i wirowano (6000 obr/min, 4°C, 5 min).
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Nastegpnie usuwano supernatant, a osad suszono przez 10 minut w temperaturze pokojowej,
po czym rozpuszczano w 30 ul wody pozbawionej rybonulkeaz dzigki DEPC i umieszczano
w -80 °C. Kazda izolowana probka oceniana byla pod wzgledem jako$ci materiatu
biologicznego — w elektroforezie 1.5%, w Zelu agarozowym (patrz podrozdzial 2.3.4) oraz

ilosciowo przy pomocy spektrofotometru NanoDrop™ ND-1000.

2.3.2 Oczyszczanie mRNA i reakcja odwrotnej transkrypcji

Z wyizolowanej catkowiej puli RNA, pozyskiwano oczyszczong frakcje mRNA. Do izolacji
wykorzystywano  paciorki ~ magnetyczne  (Dynabeads) optaszczone  oligo(dT),s,
komplementarne do ogona poli(A) czasteczek mRNA. Wszystkie etapy izolacji mRNA
zostaty przeprowadzone zgodnie z protokotem zataczonym przez producenta. Wyodrgbnione
mRNA stuzylo jako matryca do przeprowadzenia reakcji odwrotnej transkrypcji, w ktorej
wykorzystano 5 pg roztworu RNA zawieszony w 20 pl wody wolnej od rybonukleaz.
Koncowym etapem byla wilasciwa synteza DNA na matrycy RNA (tzw. odwrotna
transkrypcja). Mieszanina reakcyjna w swym skltadzie zawierata: 4 pl buforu (5x), 1,5 pl
dNTP (10 mM), 1 pl RNAsin, 2 pl DTT oraz 200 U odwrotnej transkryptazy. Po
przygotowaniu mieszaniny reakcyjnej, proby przenoszono do termocyklera i wykonywano

reakcje odwrotnej transkrypcji, ktora zachodzita w warunkach przedstawionych w Tabeli 24.

Tabela 24. Warunki reakcji odwrotnej transkrypcji

Przytaczenie tranksryptazy do matrycy | 20°C, 10 minut

Odwrotna transkrypcja 37°C, 60 minut

Inaktywacja enzymu 70°C, 10 minut

2.3.3 Polimerazowa reakcja tancuchowa PCR

Jakos¢ uzyskanego cDNA weryfikowano przeprowadzajac kontrolna reakcje PCR
z zastosowaniem specyficznych starteréw dla genu referencyjnego ACTB. Przygotowano

mieszaning reakcyjna o objgtosci 20 pl o sktadzie przedstawionym w Tabeli 25.

58



Tabela 25. Sklad mieszaniny reakcyjnej

Bufor do PCR (10x) 2 ul

Starter ‘Forward’ (20 pM) | 0,2 pl

Starter ‘Reverse’ (2 0pM) | 0,2 pl

dNTP(10uM) 0,4 ul
Polimeraza Taq (5U/ul) | 0,2 ul
H20 DEPC 16,5 pl
cDNA 0,5 pl

Skroty: dNTP - trifosforany deoksynukleotydow (ang. Deoxynucleotide Triphosphates); H,O DEPC — woda
oczyszczona poliweglanem dietylu (ang. Diethyl pyrocarbonate), PCR - reakcja tancuchowa polimerazy (ang.
Polymerase Chain Reaction) polimeraza Taq - termostabilna polimeraza z bakterii (ang. Tag DNA polimerase)

Thermus aquaticus.

I przeprowadzano PCR w standardowych warunkach przedstawionych w Tabeli 26.

Tabela 26. Warunki reakcji lancuchowej polimerazy

Predenaturacja 95°C, 5 min
Amplifikacja (30 cykli) | Denaturacja 95°C, 45 sekund
Przyltaczanie starteréw 60°C , 45 sekund

Synteza nici DNA (elongacja) | 72°C, 1 minuta

Koncowa 72°C, 10 minuta
elongacja
Chlodzenie 4°C

Produkty reakcji PCR byty analizowane za pomoca elektroforezy w 3 % zelu o wysokiej

rozdzielczosci.

2.3.4 Elektroforeza w zelu agarozowym

Poprawno$¢ przeprowadzonej reakcji PCR sprawdzano za pomoca elektroforezy w zelu
agarozowym. W zaleznosci od pozadanej ggstosci zelu rozpuszczano odpowiednia ilos¢
agarozy w 100 ml buforu TAE(1x) poprzez ogrzewanie a nastgpnie chlodzenie do
temperatury 40-50°C. Do schtodzonego roztworu dodawano bromku etydyny do st¢zenia 0,25

pg/ml. Procentowos$¢ wykorzystywanego zelu zalezala od wielkosci produktow na nim
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rozdzielanych i wahata si¢ w granicy 1,5-3 %. Elektroforeze przeprowadzano przy napigciu

70-110 V.

2.3.5 Przygotowanie krzywych standardowych dla analizowanych genow

2.3.5.1 Izolacja DNA z zelu

Izolacj¢ produktow reakcji PCR wykonywano zgodnie z protokolem zestawu GeneJetTM
Gene Extraction Kit, ktory przedstawiat si¢ nastepujaco. Wycigte fragmenty DNA eluowano
poprzez rozpuszczenie ich w 3 objetosciach (100 pl~100 mg) buforu QG (50°C, 10 minut).
Probki mieszane byly co par¢ minut, aby rozpusci¢ catkowicie zel. Kolejnym etapem byto
dodanie do probek 100 pl alkoholu izopropylowego, pipetowanie i przektadanie na kolumny
zawierajace btony wiazace DNA. Wszystkie probki wirowano w 12 000 obr/min przez 1
minutg w temperaturze pokojowej, a powstaly supernatant usuwano. Nastgpnie do kolumny
dodawano 100 pl buforu wiazacego (ang. Binding Buffer) 1 wirowano przy wczesniejszych
ustawieniach wirdéwki, nadsacz usuwano ado kolumny dodawano 700 pl buforu
przemywajacego z dodatkiem etanolu (ang. Wash Buffer). Po ponownym wirowaniu, nadsacz
usuwano a resztek etanolu pozbywano si¢ w wyniku dodatkowgo wirowania kolumienek przy
12 000 obr/min przez 1 minutg. Przygotowane w ten sposéb kolumny wkladano do 1,5 ml
probowek typu Eppendorf 1 dokonywano elucji poprzez dodatnie 30 pul wody kwarcowej
oraz inkubacj¢ przez 1 minutg w temperaturze pokojowej. Ostatnim etapem byto wirowanie
przy 12000 obr/min oraz pomiar st¢zenia otrzymanego wodnego roztworu DNA na

spektrofotometrze NanoDrop®™ ND-1000.
2.3.5.2 Przygotowanie serii rozcienczen
W celu przygotowania serii rozcienczen, znane stezenie produktu PCR przeliczano na liczbe

kopii przypadajaca na 1 ul wedlug ponizszego wzrou:

(ilo$¢ plazmidu w 1 pul [ng]”‘6.022)(1023 [liczba/mol])

Liczba kopii genuw 1 pl = ------ —
(wielko$¢ fragmentu genu [pz] * 1x10° [ng/g]x650[g/mol pz])

Krzywa standardowa do reakcji PCR w czasie rzeczywistym wyznaczono wg. ponizszego

schematu. Pierwszym etapem bylo przygotowanie 100 pl roztworu zawierajacego 1x10° kopii
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w 1 pl roztworu, nastgpnie pobierano z niego 10 pl roztworu idodawano 90 pl wody
kwarcowej, w ten sposob uzyskiwno probkeo stezeniu 1x10° w 1 pl. Przygotowano 10-krotna

seri¢ takich rozcienczen.

10pl 10 pl 10pl 10pl 10 pl 10 pl 10ul 10 pl

~ — — — — ~ -~ ~—

10° 10° 107 108 10° 104 108 102

Rycina 12. Schemat przygotowania krzywej standardowej do reakcji PCR w czasie rzeczywistym.

2.4 Metodologia testow in vitro

2.4.1 Projektowanie starterow

Wszystkie niezbgdne do analiz startery zaprojektowano przy pomocy bazy danych BLAST

oraz Primer-BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/). Podczas projektowania starterow

zwracano szczego6lng uwage na specyficzno$¢ danego genu. Startery projektowano tak, aby
znajdowaly si¢ na potaczeniu dwoch egzonow; dhugos¢ produktu powinna miesci¢ sig
w zakresie 80-200 pz; ewentualnos¢ tworzenia dimeréw krzyzowych i struktury typu spinki
do wlosow ograniczono do minimum. Wtasciwosci fizyczne, tj. temperatura topnienia
1 mozliwos$¢ tworzenia si¢ struktur mimetycznych zostaly sprawdzone programem NetPrimer.
Wszystkie startery zostaty zsyntetyzowane przez firm¢ genomed.pl w Warszawie. Sekwencja

starterow znajduje si¢ w Tabeli 15.

2.4.2 Reakcja PCR w czasie rzeczywistym

W pracy wykorzystano protokét z uzyciem zielonego barwnika fluorescencyjnego SYBR

GREEN, ktéry wykazuje silne powinowactwo do dwuniciowych czasteczek DNA, dzigki
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czemu mozna oceni¢ jego liczbg kopii w prébach poddawanych lancuchowej reakcji
polimerazowej, w czasie rzeczywistym (ang. Real-time Polymerase Chain Reaction, RT-
PCR). Mechanizm obliczen polegat na ustaleniu cyklu progowego (ang. Theshold Cycle, CT),
czyli momentu, w ktorym reakcje wkraczaja w fazg logarytmiczna spowodowana przyrostem
liczby czasteczek DNA (produktu). Do wspomnianej reakcji wykorzystano odczynnik iQ™
SYBR® Green Supermix, ktory w swoim sktadzie zawieral nukleotydy, MgCl,, polimeraze
,hotstart” iTaq, stabilizatory reakcji, fluoresceing i barwnik SYBR GREEN. Wszystkie
analizowane probki mierzone byly w dwukrotnych powtorzeniach, a wydajnos$¢ danej reakc;ji
oceniano na podstawie krzywej standardowej wykonanej z serii rozcienczen plazmidu

zawierajacego amplifikowana sekwencje. Przygotowano mieszaning reakcyjna o objgtosci 25

ul sktadajaca sig z:
o 2 ul 4x rozcienczonej matrycy cDNA
o 12,5 ul 2x stezonej mieszaniny reakcyjnej (Supermix iQTM SYBR® Green)
o po 2,5 ul 4 uM starterow (‘forward’, ‘reverse’) specyficznych dla badanego genu

o 5,5 ul wody

Reakcje PCR w czasie rzeczywistym dla kazdego genu wykonywano na 96-dotkowej plytce,
na ktorej znajdowaly sig: krzywa standardowa dla badanego genu, martyca cDNA badanych
prébek oraz kontrola negatywna pozbawiona matrycy cDNA. Do amplifikacji wykorzystano
urzadzenie ConnectTM Real-Time System firmy Bio-Rad w warunkach przedstawionych

ponizej.

Tabela 27. Warunki reakcji PCR w czasie rzeczywistym

Etap reakcji Czas i temperatura
Aktywacja enzymu 1 minuta w 95°C
Amplifikacja | Denaturacja 95°C, 20 sekund
(45 cyKili)

Przyltaczanie starteréw 60°C, 20 sekund

Elongacja 72°C, 20 sekund
Synteza terminalna 65°C, 1 minuta
Topnienie produktu 65-95°C, wzrost 0 0,5°C co 30 sekund
Chlodzenie 4°C
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2.4.3 Immunoblotowanie typu Western oraz immunodetekcja

Immunoblotowanie typu Western (ang. Western Blot) to technika stosowana do wykrywania
badanego biatka. W przedstawionych badaniach, immunoblotowanie postuzyto do weryfikacji
poziomu ekspresji biatek, oraz odpowiedzi na pytanie, czy poziomy ekspresji badanego

mRNA znajduja potwierdzenie na poziomie produktu biatkowego.

2.4.4 Izolacja frakcji biatkowej

Frakcje biatkowa izolowano wg. protokotu TRI® Reagent, opisang czesciowo przy izolacji
RNA (podrozdziat 2.3.1). Po ekstrakcji z chloroformem, faz¢ wodna wykorzystywano do
izolacji RNA, natomiast do dwoch pozostatych faz — interfazy zawierajacej DNA oraz fazy
organicznej zawierajacej biatka dodawano 300 pl 100 % etanolu. Probki delikatnie mieszano
1 inkubowano przez 3 minuty w temperaturze 21°C po czym nastgpowalo wirowanie przy 2
000 obr/min przez 5 min. w temperaturze 4°C. W celu precypitacji frakcji biatkowe;j
supernatant przenoszono do nowej 2 ml probdéwki typu Eppendorf idodawano 1,5 ml
alkoholu izopropylowego, i tak przygotowana mieszaning inkubowano przez 10 minut
w temperaturze pokojowej oraz wirowano przy 12000 obr/min przez 10 min. w 4°C. Po
usunigciu supernatantu nastgpowalo trzykrotne przemywanie osadu, dodajac za kazdym
razem 2 ml 0,3 M chlorowodorku guanidyny w 96 % etanolu. Podczas kazdego przemywania,
probki inkubowano przez 20 minut w temperaturze pokojowej, a nastgpnie wirowano przy
7500 obr/min przez 5 min. w temp. 4°C. Po zakonczonym procesie przemywania dodawano
2 ml 100 % etanolu, 1 inkubowano przez 20 minut w temperaturze pokojowej a nastgpnie
wirowano przy 7500 obr/min przez 5 minut w temp. 4°C. Dokladnie usuwano supernatant,
a probowki z otwartym wieczkiem przektadano na 10 minut na 16d, w celu osuszenia osadu.

Osad biatkowy rozpuszczano w 200 pl roztworu zawierajacego 1 % SDS i 8 M mocznik
w Tris-HCl o pH=8.0 - w stosunku 1:1, z dodatkiem 8 pl miksu z inhibitorami proteaz. Probki
wirowano przy 10000 obr/min przez 10 min. w temp. 4°C, a supernatant zawierajacy
rozpuszczona frakcj¢ biatkowa przektadano do 1,5 ml probowki typu Eppendorf
1 homogenizowano (homogenizator T10 Basic ULTRA-TURRAX®, IKA) przy 8000 obr/min
trzykrotnie po 20 sek., a nastgpnie wirowano przy 10000 obr/min przez 10 min. w 4°C.
Uzyskany supernatant przektadano do 1,5 ml proboéwki typu Eppendorf. Probki

przechowywano w temperaturze -80°C.
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2.4.5 OKkreslenie stezenia biatka

2.4.5.1 Przygotowanie krzywej standardowej i probek badanych

Krzywa standardowa przygotowano na podstawie serii rozcienczen albuminy bydlgcej (ang.
Bovine serum albumin, BSA) o nastgpujacych stezeniach: 2 mg/ml; 1 mg/ml; 0,5 mg/ml; 0,25
mg/ml; 0,125 mg/ml; 0,062,5 mg/ml; 0,031 mg/ml w 0.9 % roztworze soli fizjologicznej
wedlug schematu przedstawionego na Rycinie 13. Probke badana rozcienczano 10-krotnie
w 0.9 % NaCl, w koncowej objgtosci 100 pl. Probke referencyjna stanowito 100 pl 0.9 %
roztworu soli fizjologicznej. Schemat wykonania krzywej standardowej przedstawiono
ponize;j.

100l 100l 100l 100 ul 100W  100p 100 wl

ATATATATATATAY

~ ~ ~ ~ ~ ~ ~

2mg/ml 1mg/ml  0,5mg/ml 0,25 mg/ml 0,125 mg/ml 0,062 mg/ml 0,031 mg/ml

Rycina 13. Schemat przygotowania krzywej standardowe;j.

2.4.5.2 Przeprowadzanie reakcji kolorymetrycznej

Do krzywej standardowej, probki referencyjnej i badanych dodawano po 500 pl mieszaniny
o charakterze zasadowym 1 inkubowano przez 10 minut. Kolejnym krokiem byto dodanie po
50 ul 4-krotnie rozcienczonego w wodzie odczynnika Folina oraz inkubacja przez 30 minut
w ciemnosci. Ostatecznie pomiar st¢zenia badanych probek odniesionych do przygotowanej
krzywej standardowej oznaczano przy pomocy spektrofotometru firmy NanoDrop® ND-1000.

Wszystkie proby i krzywa referencyjna mierzono w podwojnych powtdrzeniach.

2.4.5.3 Rozdziat biatek w Zelu poliakryloamidowym

Do elektroforezy wykorzystano gotowe gradientowe (4-15 % lub 4-20 %) zele
poliakryloamidowe. W pierwszym etapie przygotowywano 100 pg biatka, do ktdrego
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dodawano buforu obciazajacego w stosunku 5:1. Tak przygotowana mieszaning poddawano
denaturacji w 95°C przez 5 min w celu zniszczenia struktur II-rzedowych biatek, po czym
probki przenoszono na 16d. Rozdzial biatek prowadzony byt réwnoczesnie z markerem
wielkosci Precision Plus Protein WesternC Standards w warunkach denaturujacych (SDS-
PAGE). Do elektroforezy wykorzystano bufor Tris-glicyna(1x), w zelu zaggszczajacym przy
natezeniu pola elektrycznego 30 mA, a po przejsciu probek do zelu rozdzielajacego natezenie

pradu zwigkszano do 40 mA.

2.4.5.4 Elektrotransfer

Elektrotransfer biatek przeprowadzano przy uzyciu Trans-Blot®™ Turbot Blotting System.
Pierwsza czynnoscia byto zaktywowanie btony PVDF w 100 % metanolu przez 1 minutg
1 dwukrotnie przez 10 sekund w wodzie kwarcowej, natomiast zel z rozdzielonymi biatkami
inkubowano w buforze do elektrotransferu (Trans-Blot®Turbo). Do elektrotransferu
wykorzystywano konstrukcje sktad ktorej jest zamieszczony na Rycinie 14 Ujemnie
natadowane biatka migrujac pod wpltywem przytozonego pradu w kierunku elektrody
dodatniej przenoszone byly z Zelu na membrang. Transfer prowadzony byt przy nat¢zeniu

powyzej 1 mA przez 30 minut.

elektroda ujemna (katoda) —

bibuta

zel R S T |
membrana PVDF

bibuta

elektroda dedatnia (ancda) L

Rycina 14. Schemat przygotowania elektrotransferu (Bio-Rad).

Skrot: PVDF- difluorek poliwinylidenu (ang. Polyvinylidene difluoride).
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2.4.5.5 Immunodetekcja biatek

Jakos¢ elektrotransferu sprawdzano na urzadzeniu Chemi Doc XRS+, po czym
przeprowadzano immunodetekcje bialek. W pierwszej kolejnosci btong PVDF inkubowano
w buforze blokujacym przez 1 godzing co zapobiegato niespecyficznemu wigzaniu si¢
przeciwcial do jej powierzchni. Kolejnym etapem byla inkubacja membrany z I-rzgdowym
przeciwcialem rozcienczonym w buforze blokujacym w 4°C przez noc. Po catonocnej
inkubacji btony ptukano trzykrotnie w buforze TBST po 20 minut, w celu odptukania
niezwigzanych przeciwcial. Nastgpnie btong PVDF inkubowano 2z II-rzgdowym
przeciwcialem sprz¢zonym z peroksydaza réwniez rozcienczong w buforze blokujacym przez
1 godzing w temperaturze pokojowej. Po zakonczonej inkubacji blong ptukano 20 min,
w buforze TBST 1 kolejne 20 min. w TBS(1x). Spis wraz ze skladem uzytych buforow

znajduje si¢ w podrozdziale 1.6 a spis stosowanych przeciwciat znajduje si¢ w Tabeli 28.

Tabela 28. Rozcienczenie przeciwcial do immunoblotowania typu Western

Rozcienczenie I rzedowego Rozcienczenie Il rzedowego
przeciwciata przeciwciata

anty-GAPDH 1:2500 anty-krolicze 1:40000
anty-ncx1 1:200
anty-gata4 1:500
anty-CX43 1:500
anty-kenql 1:200 anty-mysie 1:500
anty-cacnalc 1:1000
anty-serca2a 1:5000

2.4.5.6 Chemiluminescencja

Detekcje badanego biatka osiagano inkubujac membrang z chemiluminescencyjnym
substratem dla peroksydazy Clarity "™ Western ECL. Do wizualizacji i okreslenia ilosci
badanego biatka zastosowano urzadzenie Chemi Doc XRS+ wraz z oprogramowaniem Image
Lab 2.0. Analizg ilo$ciowa poszczegdlnych prazkow wykonywano wzgledem intensywnosci
kontroli i normalizowano wzgledem biatka referencyjnego- dehydrogenazy aldehydu 3-

fosfoglicerynowego.
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2.5 Metodologia stosowana u zwierzat laboratoryjnych in vivo

2.5.1 Model doswiadczalny

Do doswiadczen zostaly wykorzystane samice szczuréw rasy Wistar, ktore byly zakupione
w Centrum Medycyny Doswiadczalnej przy Uniwersytecie Medycznym w Biatymstoku.
Masa zwierzat wynosita 200-250 g. Zwierzgta byly utrzymywane w klimatyzowanej
zwierzetarni o podniesionym standardzie higienicznym. Temperatura wynosita 22+2°C,
pomieszczenie o wilgotnosci ok. 55 % w cyklicznym o$wietleniu 12/12 godzin oraz 15-
krotnej wymianie powietrza na godzing. Szczury miaty dostep do wody pitnej ad libitum
(wymiana 3 razy w tygodniu) i paszy bytowej ad libitum. Klatki wyposazone byty dodatkowo
w odpowiednio dobrane urozmaicenia (np. rurki papierowe). Wszystkie wykonywane
procedury na zwierzgtach zostalty zatwierdzone przez Lokalna Komisje Etyczna do Spraw

Doswiadczen na Zwierzgtach w Poznaniu (Uchwata nr 1/2013).

Ze wzgledu na przeszczep ksenogeniczny transplantowanych komorek, od dnia interwencji
komoérkowych (dzien 14, patrz Schemat ideowy badan in vivo), szczurom zapewniono
odpowiedni rezim immunosupresyjny za pomoca codziennego ostrzykiwania roztworem

cyklosporyny (Sandimmun), w kohcowym st¢zeniu 10 mg/kg masy ciala.

2.5.2 Schemat ideowy doswiadczen na zwierzetach

W pierwszym dniu nast¢powanta indukcja zawatu lewej komory mig$nia sercowego poprzez

podwiazanie odgatgzienia lewej tg¢tnicy wiencowej. Po zabiegu zwierzg¢ta wyosobniono w trzy

grupy-

1. MI+MbCX43 — szczury, ktorym wszczepiano zmodyfikowane genetycznie
mioblasty, n=12

2. MI+MbWT - szczury, ktory wszczepiano mioblasty natywne, n=12

3. MI+0.9%NaCl — grupa szczurow, ktora otrzymywata 0.9 % roztwor soli
fizjologicznej, n=12
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Grupa szczurow, ktorej podano odpowiedni ekwiwalent roztworu soli fizjologicznej,
stanowita w przeprowadzonych badaniach grupg kontrolna, gdyz sol fizjologiczna nie jest

substancja pro-arytmogenna.

Schemat badan ilustruje ponizsza Rycina 15.

ECHO ECHO

indukcja Ml interwencje komoérkowe/ indukcja arytmii
0.9 % roztwér Nacl

+terminacja

Rycina 15. Schemat ideowy badan in vivo.

Skroty: MI - zawat serca (ang. Myocardial Infarction), ECHO - echokardiografia (ang. Echocardiography).

2.5.3 Mikrochirurgiczne indukowanie zawalu serca — przygotowanie doSwiadczalnej

grupy zwierzat

Zawal migsnia sercowego byl indukowany u 50-ciu miodych (3-miesigcznych) samic
szczuroOw rasy Wistar. Zwierz¢ta poddawano anestezji wziewnej stosujac roztwor izofluranu
(ci$nienie O, — 55 psi, przeptyw 1 L/min, ustawienie waporyzatora 2 %), nastgpnie byly one
intubowane 1 ustabilizowane z wykorzystaniem respiratora Cwe POWER SAR-830/P
Ventilator. Kolejnym krokiem przygotowania do operacji byla dezynfekcja okolic klatki
piersiowej po czym nastgpowato przerwanie ciagltosci skory, odseparowanie migsni
piersiowych oraz zeber. Nastgpnie preparowano tkankg osierdzia 1 podwiazywano
odgatezienie lewej tgtnicy wiencowej na wysokosci ok. 5 mm ponizej dolnej granicy uszka
lewego przedsionka. Zawal migsnia sercowego obserwowano tuz po podwigzaniu tetnicy
wiencowej, poprzez zmiang zabarwienia obszaru niedokrwienia oraz akinezg (zanik
czynno$ci skurczowej serca w niedokrwionym obszarze serca). Po wykonanej indukcji
zamykano klatk¢ piersiowa poprzez podwiazanie przestrzeni pomigdzy zebrami oraz
zakladano szwy skorne. Do operacji wykorzystano narzgdzia mikrochirurgiczne tj. skalpel,
imadto, nozyczki, rektraktor, pgsete oraz nici. Dzien indukcji zawatlu byl oznaczony jako

dzien 1 (Rycina 15).
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2.5.4 Analiza echokardiograficzna

Echokardiografia jest podstawowym badaniem obrazowym umozliwiajacym ocen¢ funkcji
hemodynamicznej serca. Celem tego badania byla ocena obszaru serca objetego zawatem.
Analizg przeprowadzano na ultrasonografie Vivid 7 z wykorzystaniem sondy o czgstotliwosci
14 mHz. Do tej procedury szczury byly usypiane za pomoca podawanej dootrzewnowo
mieszaniny ketaminy (75 mg/kg m.c) oraz ksylazyny (3,5 mg/kg m.c.). Po wygoleniu klatki
piersiowe] umieszczano je w pozycji lezacej na wznak. Badanie echokardiograficzne
wykonywane byto w projekcji przymostkowej zaréwno w osi dtugiej jak i krotkiej. W czasie
badania obserwowano dyskinez¢ koniuszka, akinezg przegrody oraz hipokinezje segmentéw

przednich za pomoca badan 2D oraz M-mode.

Wielkos¢ zawalu migsnia sercowego okre$lano postugujac si¢ catkowitym wskaznikiem
kurczliwosci $ciany komory (ang. Wall Motion Score Index, WMSI), ktory jest potiloSciowa
analiza funkcji skurczowej serca. W metodzie tej serce wg. schematu dzielone jest na 23
segmenty, anastgpnie indywidualnie oceniane na podstawie wykonywanego ruchu
i skurczowego pogrubienia. U zdrowych zwierzat wynosi ono 23, natomiast WMI=15

. . 141
odpowiada zawalowi serca ~40 %.

Kazdy z 12 segmentéw w projekcji poprzecznej i kazdy
z 11 segmentdow w projekcji podtuznej lewej komory serca oceniany byl jako 1 przy
parwidtowej kurczliwosci lub 0 przy nieprawidlowej kurczliwosci (hipokinezja, dyskineza,

akineza).

2.5.5 Przeprowadzanie interwencji komorkowych

W 14 dniu od wywotania zawatu mig$nia sercowego u szczura uzyskuje si¢ stan pozawatowy,
ktory charakteryzuje si¢ wyksztalceniem tacznotkankowej blizny pozawatowej na skutek
proliferacji fibroblastow 1 akumulacji kolagenu w obrgbie miejsca niedotlenionego.
Wyksztatcona blizna pozawatowa przyczynia si¢ do znacznego obnizenia czynno$ci
skurczowej serca. Tak przygotowany model byt podstawa opracowania skutecznej terapii

komorkowej dla regeneracji pozawalowego migsnia sercowego.

Procedura implantacji komorek wygladala podobnie jak w przypadku indukcji zawatu
(podrozdziat 2.5.3), jednak zamiast podwiazywania tetnicy wiencowej, dokonywano

intrakardialnej iniekcji 1) mioblastow natywnych (MbWT), 2) mioblastow z nadekspresja
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koneksyny 43 (MbCX43) w objetosci probek: 3x50 ul, w stezeniu 1 mln komoérek/100 pl;
badz 3) odpowiedniej objetosci roztworu soli fizjologicznej, w obszar graniczny zawatu (ang.
Border zone) od strony podstawy, $ciany bocznej 1 przegrody za pomoca strzykawki Micro-

Fine Plus 29G 0,33x12,7 mm. Przezywalno$¢ wsrod zwierzat wynosita 70 %.

2.5.6 Indukcja komorowych zaburzen rytmu w sercu

Dla oceny skutecznosci zastosowanej terapii komorkowej, wykonywano indukcyjne
wywotywanie pobudzen dodatkowych serca. W tym celu zwierzeta usypiano i znieczulano za
pomoca ketaminy (0,16 mg/kg m.c.) oraz ksylazyny (0,25 mg/ml) a nastgpnie podtaczano do
respiratora. Po uwidocznieniu migénia sercowego do bocznej S$ciany lewej komory
przyktadano elektrode dwubiegunowa podiaczona do stymulatora, a nastgpnie stymulowano

migsien sercowy nastgpujacymi czgstotliwosciami:

I bodZcem pojedynczym o czgstotliwosci 1 Hz, 2 minuty
II bodZzcem podwdjnym o czgstotliwosci 1 Hz, 2 minuty

I bodzcem pojedynczym z czgstotliwoscia 8 Hz 4 x 10 sekund

YV V VYV V

IV bodzcem o czgstotliwosci 15 Hz, 4 x 10 sekund

W trakcie badania rejestrowano przypadki czestoskurczu komorowego, migotania komor,
laczny czas trwania komorowych zaburzen rytmu oraz przypadki utrwalonego czgstoskurczu

prowadzace do $mierci zwierzecia.

2.5.7 Barwienia immunohistochemiczne

Barwienia histologiczne wykonywano na trzech skolekcjonowanych sercach, po jednym
z kazdej grupy zwierzat. W procedurze tej materiat tkankowy stanowity lewe $ciany komor,
ktore utrwalano w 10 % roztworze formaliny przez 48 godzin. Po ukonczeniu tego etapu,
tkanki byly zalewane parafing aby otrzymac bloczki parafinowe. Nastgpnie przy uzyciu
mikrotomu bloczki byly cigte w cienkie o 5 um grubosci skrawki po czym wykonywano
standardowe barwienie hematoksyling 1eozyna. Oprocz barwien standardowych,
wykonywano rowniez barwienie trichromem wg. Massona w celu uwidocznienia tkanki

facznej, kolagenu 1wldkien migéniowych. Otrzymane skrawki wykorzystano do
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immunohistochemii w celu barwienia aktyny migéni gladkiej. Skrawki poddano deparafinacji,
ponownie uwadniano i ogrzewano w 97°C przez 20 minut w roztworze do odzyskiwania
EnVision Flex-Target o wysokim pH. Immunobarwienie dla SMA prowadzono za pomoca
AutostainerLink48 w nastepujacych warunkach: odczynnik blokujacy peroksydaze¢ EnVision
FLEX (5 min), inkubacja z przeciwcialem anty-SMA przez 20 min w temperaturze pokojowej
1 drugorzgdowe przeciwciato EnVision FLEX / HRP (20 min), natomiast roztwor roboczy

substratu dodawano na 10 minut.

Wykonywano réwniez barwienia z uzyciem przeciwciat skierowanych przeciwko ludzkiej
koneksynie 43 oraz przeciwko ludzkim jadrom komoérkowym. W tym celu skrawki
poddawano deparafinizacji, ponownie uwadniano i ogrzewano w 97°C przez 20 minut
w roztworze do odzyskiwania EnVision Flex-Target (niskie pH), a nastgpnie skrawki
pokrywano odczynnikiem blokujacym peroksydaze EnVision FLEX (5 minut). Pierwotne
przeciwcialo swoiste dla koneksyny 43 1 HuNuclei w optymalnym rozcienczeniu dodawano
1 inkubowano w 4°C przez noc lub przez 1 godzing w temperaturze pokojowej. Nastgpnie
skrawki pokrywano EnVision FLEX / HRP przez 20 min. Wykrywanie sygnatu
przeprowadzano przy uzyciu roztworu roboczego substratu. Spis uzytych przeciwcial

1 stosowaner rozcienczenia opisano w Tabeli 20.

2.6 Analiza statystyczna

Dos$wiadczenia w badaniach in vitro zwiazane z ocena ekspresji gendw wykonywane byly
w dwoch powtdrzeniach. Poziom ekspresji gendw wyznaczany byl za pomoca metody ACt
1algorytmu GeNorm., ktory okresla najbardziej stabilne 1 wiarygodne pary genow
referencyjnych, wyznaczajac warto$¢ M, ulegajace ekspresji w badanych probkach. Na tej
podstawie wyliczany byl wspotczynnik normalizacji. Poziom ekspresji genow dla
poszczegbdlnych probek oceniano w oparciu o wartosci cyklu progowego Ct. Odnoszone byly
one do kontroli (kalibratora), ktora byla probka o najwyzszej ekspresji, 1 normalizowane
w oparciu o wspotczynnik normalizacji — wyznaczany na podstawie poziomu ekspres;ji
conajmniej dwoch gendw referencyjnych ACTB i GAPDH (Real-Time PCR dla ludzkich
genow), oraz na podstawie ekspresji trzech genow referencyjnych Ywhaz, Hms, Pabp (Real-

Time PCR dla genéw szczurzych). Analize¢ iloSciowa biatek wykonywano wzgledem

71



intensywnosci prazka kontroli i normalizowano go wzglgedem ilosci biatka referencyjnego-
dehydrogenazy aldehydu 3-fosfoglicerynowego.

Przedstawione wyniki sa pomiarami usrednionymi (z odchyleniami standardowymi). Analize
statystyczna wynikow przeprowadzano wykorzystujac test t-Studenta, badz analiz¢ wariancji

testem Kruskala-Wallisa.
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IV. WYNIKI

1. Przygotowanie zawiesin komorkowych do badan

1.1 Ocena markeréw wyizolowanych pierwotnych zawiesin mioblastow ludzkich

Dokonywano izolacji mioblastow wczesno- oraz poznoadherentnych, ktore przylegaty do
powierzchni naczynia hodowlanego odpowiednio w 3-7 oraz 8-14 dobie hodowli in vitro.
Wyizolowane z tkanki migéni szkieletowych komorki stanowily heterogenna populacje
sktadajaca si¢ z m.in. macierzystych komoérek migsniowych (ang. Muscle Derived Stem Cells,
MDSC), komorek satelitowych (ang. Satellite Cells) oraz tzw. populacji ubocznej (ang. Side
Population, SP).

Analiza cytometryczna umozliwita ocen¢ komorek ze wzgledu na ich wielko$¢, wzgledna
ziarnisto$¢ 1 stopnien jej ztozonosci. Innymi analizowanymi cechami komorek byty: struktura
jadra komoérkowego oraz obecno$¢ markera powierzchniowego-CD56+. Barwienie przy
pomocy przeciwciat znakowanych fluorescencyjnie wykazato obecno$¢ markera CD56+ na
powierzchni okoto 64 % badanych komorek (Rycina 16). Nalezy bra¢ pod uwagg, ze nie
wszystkie komorki wyizolowane z populacji tkanki mig$nia szkieletowego charakteryzuja sig
obecnos$cia typowego dla mioblastoéw markera CD56+. Dla pozostatych komorek tej populacji
charakterystyczne sa inne markery powierzchniowe, np. dla komoérek mioendotelialnych

charakterystyczny jest marker CD144+, natomiast dla komorek populacji ubocznej CD45+.
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CLrak+ 45674 | 19.54% 162 | B1.29% | 64.34%

Rycina 16. Ocena fenotypowa populacji mioblastow ludzkich oraz histogram przedstawiajacy wynik reakcji
z ludzkim przeciwcialem anty-CD56.
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Wykonana zostata rowniez analiza immunocytochemiczna na obecno$¢ strukturalnego biatka
mikrofilamentowego — desminy, co mialo na celu potwierdzenie miogennego charakteru
wyizolowanych populacji komorek. Po przeprowadzonym barwieniu z uzyciem
specyficznego przeciwciata przeciwko ludzkiej desminie, perapraty oceniano mikroskopowo,
wykonano dokumentacj¢ fotograficzna (Rycina 17) oraz wyliczono $rednig zawarto$¢
procentowa komorek wykazujacych obecno$¢ desminy. Ekspresja desminy ksztaltuje si¢ na
poziomie ok. 95 %. Na podstawie uzyskanych wynikéw mozna zaobserwowac, ze badane
populacje mioblastow charakteryzowaty si¢ wysokim poziomem ekspresji desminy, co

potwierdza ich miogenny charakter.

Rycina 17. Ilustracja przedstawiajaca obecno$¢ desminy w ludzkich mioblastach wykrytej za pomocg
immunofluorescencji. Zdj¢cia zarejestrowane na mikroskopie fluorescencyjnym Zeiss Imager D1. Skala 50 pm.

2. Modyfikacja genetyczna mioblastow za pomoca wprowadzonego genu
GJA1

2.1 Namnazanie plazmidu pCiNeo-CX43 i ciecie enzymami restrykcyjnymi

Po namnozeniu plazmidu w hodowli bakteryjnej in vitro na duza skalg, wyizolowane
plazmidy uzyte do transfekcji mioblastow weryfikowane byly przy uzyciu analizy
restrykcyjnej. Po reakcji hydrolitycznej plazmidu pCiNeo-CX43 enzymem EcoR1 otrzymane
fragmenty powinny wykazywa¢ dtugos¢: 5523 pz (plazmid pCiNeo) oraz 400 pz (ORF genu
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CX43). Przeprowadzone cigcie restrykcyjne namnozonego plazmidu enzymem EcoR1

potwierdzity obecno$¢ pozadanego insertu o wielkosci 400 pz (Rycina 18).

Rycina 18. Ocena poprawnosci wprowadzonego insertu poprzez reakcj¢ hydrolityczng enzymem EcoR1. Opis: 1-
markery wielkoS$ci 1 kz, 2- markery wielkosci 50 pz, 3- cigty plazmid pCiNeo-CX43, 4-kontrolny plazmid pCiNeo-
CX43.

2.2 Elektroporacja mioblastow ludzkich oraz ocena wydajnosci transfekcji

Transfekcj¢ mioblastow wykonano z uzyciem elektroporacji, ktora wybrano jako optymalna
metod¢ dla modyfikacji genetycznej mioblastow. Celem potwierdzenia udanej transfekcji
plazmidem pCiNeo-CX43 rownoczesnie wykonano elektroporacjg¢ plazmidem zawierajacym
biatko zielonej fluorescencji. Transfekcja kontrolna wykonywana byla przy zachowaniu
identycznych warunkow doswiadczalnych i z wykorzystaniem komorek z tego samego pasazu
hodowlanego. Wydajno$¢ oceniono pod mikroskopem fluorescencyjnym, jak réwniez przy
uzyciu cytometrii przeptywowej. Okoto 87 % populacji ludzkich mioblastoéw zostato

zmodyfikowanych plazmidem pCiNeo-CX43, (Rycina 19,20).
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I L death i Empty

1 Transfekowane (+) 87 %
Transtekowane (-) 13 %

100 101 102 108 104 100 10! 102 103 104

Rycina 19. Wydajnos¢ elektroporacji pierwotnej zawiesiny mioblastow ludzkich - odsetkowy rozklad populacji
komorek nietransfekowanych i transfekowanych, zywych oraz martwych (reakcja z jodkiem propidyny).

e

Rycina 20. Dokumentacja zdjeciowa zawiesin pierwotnych zawiesin mioblastow ludzkich w mikroskopie §wietlnym
(A) oraz fluorescencyjnym (B) po 48 godzinach od przeprowadzonej transfekcji.

3. Charakterystyka modyfikowanych genetycznie mioblastow ludzkich

3.1 Ocena proliferacji transfekowanych mioblastow

Po hodowli in vitro badanych mioblastow transfekowanych plazmidem pCiNeo-CX43 oraz
mioblastow kontrolnych hodowanych w medium réznicujacym, pordwnywano te populacje

migdzy soba. Wykazano, ze zmodyfikowane genetycznie mioblasty ludzkie zachowaty

zdolnos¢ do efektywnego rdznicowania sig¢ w miotuby (Rycina 21).
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Rycina 21. Dokumentacja zdjeciowa przedstawiajaca ludzkie zmodyfikowane mioblasty w zawiesinach pierwotnych
w medium standardowym (A) oraz miotub po hodowli in vitro w medium réznicujacym (B).

3.2 Ocena ekspresji miogennych czynnikow transkrypcyjnych oraz transgenu
GJA1

3.2.1 Ocena jakosci izolowanego RNA

RNA izolowano ze wszystkich badanych populacji mioblastow, tj.: mioblastow natywnych
(MbWT), mioblastow transfekowanych pustym wektorem (MbpCiNeo) oraz transfekowanych
plazmidem ekspresyjnym pCiNeo-CX43, (MbCX43). Oceng jakosciowa wyizolowanego
RNA przeprowadzano w 1,5 % zelu agarozowym, a okre$lenie iloSci dokonywano na
spektrofotometrze firmy NanoDrop. Zwracano uwagg na wspotczynnik 260/280, méwiacy
o czystosci izolowanego RNA (Rycina 22). Wspdlczynnik powyzej 1,8 $wiadczyt o braku
zanieczyszczen probki DNA czy biatkami. Takie probki mozna byto poddaé¢ oczyszczaniu

z pozostatych frakcji RNA, a nastgpnie reakcji odwrotnej transkrypcji.

Jako$¢ RNA oceniano za pomoca elektroforezy w 3 % zelu agarozowym. O wysokiej jako$ci
probki RNA $wiadczyta obecno$¢ dwoch fragmentow odpowiadajacych podjednostkom
rybosomowym 18S i 28S rRNA, co jest widoczne na Rycinie 22.
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Rycina 22. Obraz rozdziatu elektroforetycznego probek RNA po czyszczeniu.

Skréty: MbWT — mioblasty natywne, MbpCiNeo — mioblasty transfekowane pustym wektorem, MbCX43 —
mioblasty transfekowane plazmidem pCiNeo-CX43.

Tabela 29. Wyniki oceny ilosciowej probek RNA wykonanej na spektrofotometrze firmy
NanoDrop®

Préba Stezenie [ng/pul] 260/280
MbWT 1934,6 2,05
MbpCiNeo 11244 2,04
MbCX43 561,0 2,04

Skréty: MbWT — mioblasty natywne, MbpCiNeo — mioblasty transfekowane pustym wektorem, MbCX43 —
mioblasty transfekowane plazmidem pCiNeo-CX43.

3.2.2 Weryfikacja odwrotnej transkrypcji

Reakcje odwrotnej transkrypcji przeprowadzano na oczyszczonym, matrycowym RNA
z uzyciem mikrosfer Oligo (dT),s. Wykonano weryfikacj¢ odwrotnej transkrypcji technika
PCR ze starterami specyficznymi dla ludzkiej ACTB. Produkty tej reakcji poddawano
nastepnie rozdziatowi elektroforetycznemu w 3 % zelu agarozowym. Otrzymane fragmenty
o oczekiwanej wielkosci 194 pz §wiadczyly o poprawosci przeprowadzonej reakcji odwrotnej
transkrypcji (Rycina 23). Tak przygotowane i sprawdzone cDNA stuzylo nastgpnie jako

matryca do badania iloSciowego ekspresji genow przy uzyciu techniki PCR w czasie

rzeczywistym.
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M  MbWT  MbpCiNeo MbCX43

Rycina 23. Obraz rozdzialu elektroforetycznego w zelu agarozowym po reakcji PCR sprawdzajacej poprawnos$é
procesu odwrotnej transkrypcji. M- markery wielkos¢i 50 pz.

Skréty: MbWT — mioblasty natywne, MbpCiNeo — mioblasty transfekowane pustym wektorem, MbCX43 —
mioblasty transfekowane plazmidem pCiNeo-CX43.

3.2.3 Przygotowanie krzywych standardowych

Wykonano krzywe standardowe dla gendw poddanych analizie oraz gendéw referencyjnych
w oparciu o szereg rozcienczen liczby kopii DNA, od 10> do 10® czasteczek w jednym

mikrolitrze roztworu.
3.2.3.1 Amplifikowanie sekwencji badanego genu

Przygotowana matryc¢ cDNA uzywano do reakcji PCR z zastosowaniem specyficznych
starterow dla analizowanych genow. Weryfikowano otrzymane produkty PCR pod wzgledem

oczekiwanej wielkosci przeprowadzajac rozdzial elektroforetyczny w 3 % zelu agarozowy.

3.2.3.2 Wyznaczenie krzywych standardowych dla badanych genéw za pomoca techniki
PCR w czasie rzeczywistym

Wyznaczono krzywe standardowe niezbgdne do przeprowadzenia analizy PCR w czasie
rzeczywistym. Zwrocono uwage na fakt, aby speliala ona okreSlone warunki, tj.
wspolczynnik korelacji (R?) byt bliski 1, nachylenie krzywej (ang. Slope) w przedziale
pomiedzy -3,3 a -3,8, a wydajnos¢ reakcji (E) w granicach 80-100 % (Rycina 21).
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Caly opis przygotowania krzywych standardowych podano w podrozdziale 2.3.5 oraz

schematycznie przedstawiono na Rycinie 12.
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Rycina 24. Krzywa standardowa i krzywa topnienia dla genéw badanych: A) GJ41, B) GAPDH, C) ACTB

Skréty: gen kodujacy: GJAI- bialko polaczen szczelinowych alfa 1 (ang. Gap junction protein alpha),

GAPDH- dehydrogenaze aldehydu 3-fosfoglicerynowego (ang. Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase),
ACTB- beta aktyng (ang. Beta actin).
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Tabela 30. Wartosci krzywych standardowych dla analizowanych ludzkich genow

nazwa genu | wydajnos¢ (E) | R2 | nachylenie krzywej
MYOD 87 % 0,999 -3,677
MYOG 94 % 1 -3,474
MYHC(C1 93 % 0,999 -3,667
MYF5 99,2 % 1 -3,340

Skréty: MYOD- miogenny czynnik réznicujacy (ang. Myogenic differeniation), MYOG- miogenina (ang.
myogenin), MYHCI- ci¢zki tancuch miozyny, gen 1 (ang. Myosin heavy chain 1), MYF5- czynnik miogeniczny
5 (ang. Myogenic Factor 5).

3.2.4 Badanie metodq PCR w czasie rzeczywistym poziomu ekspresji genow dla
miogennych czynnikow transkrypcyjnych

Zbadano ekspresj¢ wybranych ludzkich genéw miogennych: w mioblastach poddanych
transfekcji plazmidem pCiNeo-CX43.

-MYOD
- MYOG
- MYHCI
- MYF5

Geny te sa niezbedne dla procesu miogenezy od komorek satelitowych do ich finalnego
zroznicowania we wiokna miesniowe. Koduja one biatka nalezace do rodziny czynnikow
transkrypcyjnych MRF. Pod ich wplywem powstaja biatka, ktore sa istotne rozwojowo dla
komorki mig$niowej. Punktem odniesienia dla oceny ekspresji markerow miogennych
w transfekowanych mioblastach ludzkich byta populacja komorek kontrolnych (MbWT oraz
mioblasty transfekowane pustym wektorem pCiNeo - MbpCiNeo). Wyniki zostaly

znormalizowane wzglgdem ekspresji dwoch genow referencyjnych: GAPDH oraz ACTB.

W  populacji mioblastow ludzkich genetycznie zmodyfikowanych zaobserwowano
statystycznie istotne obnizenie ekspresji trzech genéw miogennych: MYHCI, MYOG, MYOD.
Podobny trend zaobserwowano w przypadku genow MYHC1 1 MYOG ukladajacy si¢ zgodnie
z procesem transfekcji pustym plazmidem. Nieco podwyzszony poziom ekspresji MYF5 byt
statystycznie nieistotny, ale wyraznie wyzszy w komodrkach transfekowanych w poréwnaniu

do mioblastow natywnych (Rycina 25).
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Rycina 25. Ekspresja czynnikéw miogennych w warunkach in vitro w reakcji qPCR wobec badanych populacji
progenitorowych komorek macierzystych. Wzgledna ekspresja genoéw zostala znormalizowana wzgledem genéw
referencyjnych: (GAPDH, ACTB). Gwiazdki oznaczaja poziomy istotnosci statystycznej: *p<0.05, **p<0.01.

Skroty: MYF5- czynnik miogeniczny 5 (ang. Myogenic Factor 5), MYOD- miogenny czynnik réznicujacy (ang.
Myogenic differeniation), MYHCI- cigzki tancuch miozyny, gen 1 (ang. Myosin heavy chain 1), MYOG-
miogenina (ang. myogenin). MbCX43- mioblasty transfekowane wektorem z wprowadzona sekwencja dla
ludzkiej koneksyny 43, MbWT- mioblasty natywne, MbpCiNeo- mioblasty transfekowane pustym wektorem.

3.2.5 Badanie metodq PCR w czasie rzeczywistym poziomu transkryptu GJA1

Po wykonanej transfekcji genetycznej ludzkich mioblastow plazmidem pCiNeo-CX43,
zbadano poziom ekspresji genu koneksyny 43 za pomoca techniki PCR w czasie

rzeczywistym. Uzyskana ekspresja koneksyny 43 byta okoto 40-krotnie wyzsza w populacji
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mioblastow transfekowanch pCiNeo-CX43 (Rycina 26). Punktem odniesienia dla oceny
ekspresji genu koneksyny 43 w mioblastach modyfikowanych genetycznie byla populacja
komorek natywnych (MbWT) oraz mioblasty transfekowane pustym wektorem pCiNeo,
(MbpCiNeo). Wyniki zostaly znormalizowane wzgledem ekspresji dwéoch genow

referencyjnych: GAPDH oraz ACTB.

Ekspresja genu GJA1

= =
= n
] )

(=]
L54]
1

Mormalizacja do 1076 kopii ACTE oraz GAPDH

o
=
]

Mb CX43 Mb WT Mb pCiNeo

Rycina 26. Wzgledna ekspresja genu GJAI w badanych populacjach ludzkich komérek progenitorowych mig$ni
szkieletowych znormalizowana wzgledem dwéch genow referencyjnych: ACTB i GAPDH.

Skroty: MbCX43- mioblasty transfekowane wektorem z wprowadzona sekwencja dla ludzkiej koneksyny 43,
MbWT- mioblasty natywne, MbpCiNeo- mioblasty transfekowane pustym wektorem.

3.3 Ocena ekspresji biatka koneksyny 43

3.3.1 Metoda immunoblotowania typu Western

Pewna weryfikacja wynikow uzyskanych z reakcji PCR w czasie rzeczywistym byta analiza
ekspresji na poziomie biatka za pomoca techniki immunoblotowania typu Western. Analizie
poddano probki biatek uzyskane odpowiednio z populacji mioblastéw natywnych (MbWT),
mioblastow transfekowanych pustym plazmidem (MbpCiNeo), jak rowniez mioblastow

transfekowanych plazmidem z wprowadzona sekwencja dla genu koneksyny 43 (MbCX43).

Przed rozdziatlem elektroforetycznym bialek konieczny byt etap standaryzacji st¢zenia biatka

w analizowanych probkach. W tym celu przeprowadzono pomiary spektrofotometryczne
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z zastosowaniem metody Lowry’ego, ktora opiera si¢ na analizie porownawczej wedtug
przeprowadzonej krzywej standardowej. St¢zenie uzyskanych bialek zamieszczono w Tabeli

31.

Tabela 31. Stezenia ekstraktow bialkowych izolowanych z probek badanych populacji
mioblastow

Nazwa proby Stezenie [mg/ml]
MbWT 42,85
MbpCiNeo 131,93
Mb(CX43 11,6

Skroty: MbWT- mioblasty natywne, MbpCiNeo- mioblasty transfekowane pustym wektorem, MbCX43-
mioblasty transfekowane wektorem z wprowadzona sekwencja dla ludzkiej koneksyny 43.

Dowodem na obecno$¢ wysokiego poziomu biatka koneksyny 43 w komodrkach
transfekowanych (MbCX43) byla reakcja luminescencyjna. Wzgledna ilo$¢ produktu
biatkowego koneksyny 43 zostata okreslona w stosunku do ekstraktu biatkowego uzyskanego
z mioblastéw natywnych MbWT oraz MbpCiNeo iznormalizowana w odniesieniu do
stezenia biatka referencyjnego (ACTB). Mioblasty modyfikowane genetycznie za pomoca
plazmidu pCiNeo-CX43 wykazywaly okolo 4-krotny wzrost ekspresji biatka w poroéwnaniu
z mioblastami natywnymi.

W podrozdziale 1.6 w Tabeli 20 zestawiono zastosowane w immunoblotowaniu przeciwciata.

CX43 i = =L 43kDa

ACTE | enmme aw—  am— - 40k0a

MbCX43 MbWT  Mb pCiNeo

Rycina 27. Potwierdzenie ekspresji CX43 na poziomie bialka. Nalezy zwroci¢ uwage na wciaz obecna, cho¢ niska
ekspresje¢ koneksyny 43 w mioblastach natywnych (MbWT). Ekspresja CX43 zostala znormalizowana wzgledem
biatka referencyjnego ACTB.

Skréoty: MbCX43- mioblasty modyfikowane koneksyna 43, MbWT- mioblasty niemodyfikowane, MbpCiNeo-
mioblasty modyfikowane pustym wektorem.

4. Badania in vivo w modelu zwierzecym

4.1 Indukcja zawaléw i interwencje komorkowe

Eksperymentalnym zabiegom wywotania zawalu migs$nia sercowego poddano grupg 50
szczurow. U 9 z nich odnotowano zgon w trakcie zabiegu, a u 4 zgon w okresie

pooperacyjnym (1 szczur w 10 dni po wywotaniu MI, 3 szczury w 13 dni po indukcji MI).
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W trakcie ponownej operacji majacej na celu podanie dosercowe komorek i/lub 0.9 %
roztworu soli fizjologicznej, utracono dalszych 6 zwierzat. Ostatecznie analizie poddano 31
szczuré6w w nastepujacych grupach:

1. grupa terapeutyczna (transplantacja genetycznie modyfikowanych komorek

MbCX43), n=10

2. grupa z podanymi dosercowo mioblastami natywnymi (MbWT), n=6

3. kontrolna typu ‘sham’ z podaniem 0.9% roztworu NaCl, n=15

Po zakonczeniu doswiadczen zwierzeta usmiercano 1 pozyskiwano serca, ktore
przechowywano poprzez zamrozenie tkanek w oparach ciektego azotu. Nastepnie cz¢$¢ z nich
poddawano procesowi skrawania 1 przeprowadzano barwienie Wwyznaczajace rejon
zwloknienia otrzymujac w rezultacie preparaty mikroskopowe wykazujace stopien
uszkodzenia migénia sercowego. Na innych przygotowanych skrawkach wykonywano
barwienie immunohistologiczne z wykorzystaniem specyficznych przeciwcial, co umozliwito
w nastgpnych doswiadczeniach identyfikacje ludzkich mioblastow w pozawatowym sercu

SzCezurzym.

2A/1

Rycina 28. Zdjecie przedstawiajace zabieg indukowania zawalu mig$nia sercowego u szczura poprzez podwigzanie
odgalezienia lewej tetnicy wiencowe;j.
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4.2 Wyniki analiz echokardiograficznych - WMSI

Wielko$¢ zawatu migsnia sercowego okreslano wykonujac badanie echokardiograficzne oraz
postugujac si¢ wskaznikiem catkowitej kurczliwosci $ciany komory. Opis tego badania
podano w podrozdziale 2.5.4 Wyniki z przeprowadzonej analizy wykazane sa w ponizszej
Tabeli 32 oraz zostaty zilustrowane na Rycina 29. Nie wykazano statystycznie istotnych

roznic w wielko$ci zawatu w badanych grupach eksperymentalnych szczurow.

Tabela 32. Wyniki uzyskane w wyniku oceny wielko$ci indukowanego zawalu mig¢snia
sercowego

MI+Mb(CX43 MI+MbWT MI+0.9 %NacCl
ECHO (WMSI) ECHO (WMSI) ECHO (WMSI)
Wartosc¢ 18,50 19,88 20,40
Odchylenie 4,428 3,603 2,074
standardowe

Skroty: MI+MbCX43- szczury z zawalem migénia sercowego, ktorym podano terapeutyczne komorki-
z nadekspresja koneksyny 43, MI+MbWT- szczury z zawalem migs$nia sercowego, ktorym podano mioblasty
niemodyfikowane, MI+0.9%NaCl- szczury z zawalem mig$nia sercowego, ktorym podano roztwoér soli
fizjologicznej, ECHO- echokardiografia, WMSI- wskaznik kurczliwosci lewej komory mig$nia sercowego (ang.
Wall Motion Score Index)

Wielkosc¢ zawatu

Punktacja WMSI

Rycina 29. Wielko$¢ indukowanego zawalu mig$nia sercowego w poszczegolnych badanych grupach szczuréw. Do
oceny wielko$¢i zawalu zastosowano wskaznik WMI lewej komory serca. Nie stwierdzono rodznic istotnie
statystycznych w wielkosci zawalu pomigedzy badanymi grupami szczuréw.
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Skroty: MI+MbCX43- szczury z zawalem migénia sercowego, ktorym podano terapeutyczne komorki-
z nadekspresja koneksyny 43, MI+MbWT- szczury z zawatem mig$nia sercowego, ktorym podano mioblasty
niemodyfikowane, MI+0.9%NaCl- szczury z zawalem mig$nia sercowego, ktorym podano roztwor soli
fizjologicznej, WMSI- wskaznik kurczliwosci lewej komory migsnia sercowego (ang. Wall Motion Score
Index).

4.3 Wyniki barwien immunohistochemicznych

Wyniki barwien immunohistochemicznych przeprowadzonych na wycinkach tkankowych
skolekcjonowanych z lewych komor serc szczurzych (MI+MbCX43, MI+MbWT,
MI+0.9%NaCl) sa badaniami jako$ciowymi. Ponizej zamieszczona zostata dokumentacja
zdjgciowa obrazujaca wyniki barwien dla hematoksyliny i eozyny, jak réwniez barwienia
trojchromianem wg. Massona, (Rycina 30). Otrzymane skrawki wykorzystano réwniez do
immunohistochemii w celu wykazania obecnos$ci koneksyny 43, (Rycina 31, Panel A), jak
rowniez aktyny migsni gladkiej, (Rycina 31, Panel B), oraz ludzkich jader komérkowych
(Rycina 32). Dzigki zastosowaniu odpowiednich przeciwcial potwierdzono obecnosé
mioblastow ludzkich z genem GJAI w pozawalowym sercu szczurzym, w miesiac po

przeprowadzonych interwencjach komorkowych.

Rycina 30. Barwienie identyfikujace wldknienie serca wg. Massona. Obserwowano zmniejszenie grubo$ci $ciany serca,
oraz jej wloknienie (strzalka). Niebieskie zabarwienie Swiadczy o wykryciu wlékien kolagenowych (blizny
lacznotkankowej). (Powigkszenie 40x).
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Rycina 31. Panel A: Wyniki barwienia immunohistochemicznego przy uzyciu przeciwciala skierowanemu przeciwko
koneksynie 43. Na zdjeciu A1 (MI+0.9%NaCl) i A2 (MI+MbWT) widoczne jest typowe barwienie dla koneksyny 43,
ktore wystepuje w kardiomiocytach szczura. Na zdjeciu A3 (MI+MbCX43) widoczne sa ludzkie genetycznie
zmodyfikowane mioblasty wypelnione bialkami koneksyny 43 (strzalki). Panel B: wyniki barwienia
immunohistochemicznego przy uzyciu przeciwciala skierowanemu przeciwko SMA w miokardium szczura
(wybarwione na brazowo). SMA jest nieobecny w miokardium w grupie szczuréw MI+0.9%NaCl (B1), podczas gdy
jego obecno$¢ jest widoczna zaréwno po interwencjach u szczuréw MI+MbWT (B2), jak i MI+MbCX43 (B3). Nalezy
zwréci¢ uwage na fakt, iz mioblasty z nadekspresja CX43 (B3) maja strukture ukierunkowang réwnolegle do
komorek serca biorczego (Powigkszenie 100x).

Skroty: SMA- aktyna migsni gladkich (ang. Smooth muscle actin), MI+0.9%NaCl- szczury z zawatem migsnia
sercowego, ktorym podano ekwiwalent objgtosciowy roztworu soli fizjologicznej, MI+ MbCX43- szczury
z zawalem mig$nia sercowego, ktérym podano terapeutyczne komorki- znadekspresja koneksyny 43,
MI+MbWT- szczury z zawalem mig$nia sercowego, ktorym podano mioblasty niemodyfikowane.

Rycina 32. Wyniki odczynu barwnego skierowanego przeciw markerowi ludzkiego jadra komoérkowego. Na zdjeciu
widoczne sq wybarwione na brazowo ludzkie jadra komorkowe, ktore sa dowodem na obecno$¢ ludzkich mioblastéw
w pozawalowym sercu szczura w 4 tygodnie po przeprowadzonych interwencjach komérkowych. (Powigkszenie 100x).
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4.4 Wyniki indukcji komorowych zaburzen w rytmie serca

W ostatnim dniu eksperymentu (dzien 42) wywotywano indukcje komorych zaburzen rytmu
w sercu pobudzajac je pradem o zmiennym natezeniu. (Opis doswiadczenia znajduje sig
w podrozdziale 2.5.6). Wyniki analizowano postugujac si¢ punktowym zapisem arytmii serca

(Tabela 33) zliczajac liczbg pojawiajacych si¢ pobudzen dodatkowych serca w zapisie EKG.

Tabela 33. Punktowy zapis arytmii serca

Punktowy opis arytmii serca (ang. Arrhythmia scoring

system B)

0 <10 przedwczesne pobudzenia komorowe, PVCs;
(ang. Premature ventricular contraction)

1 >10 przedwczesne pobudzenia komorowe, PVCs;
(ang. Premature ventricular contraction)

2 1 — 5 epizodéw czestoskurczu komorowego, VT;
(ang. Ventricular tachycardia)

3 NVF badz >5 epizoddow czgstoskurczu komorowego, VT
(czas trwania VT 1 VF <40s);
(ang. Nonspontaneous converting VF ,Ventricular
tachykardia, Ventricular fibrilation)

4 NVF badz >5 epizoddéw czgstoskurczu komorowego, VT

(czas trwania VT 1 VF <80s);

(ang. Nonspontaneous converting VF, Ventricular
tachykardia, Ventricular fibrilation)

5 NVF badz >5 epizoddéw czgstoskurczu komorowego, VT
(czas trwania VT 1 VF <160s);

(ang. Nonspontaneous converting VF, Ventricular
tachykardia, Ventricular fibrilation)

6 NVF badz >5 epizodow czgstoskurczu komorowego, VT
(czas trwania VT 1 VF >160s);

(ang. Nonspontaneous converting VF, Ventricular
tachykardia, Ventricular fibrilation)

7 Migotanie komor prowadzace do $mierci/ czgstoskurcz
komorowy prowadzacy do $mierci

Zaobserwowano, ze mioblasty z wprowadzonym genem ,terapeutycznym” (MbCX43)
znacznie zmniejszyly wystgpowanie dodatkowych pobudzen komorowych w sercach
szczurOw, w porownanu z grupa, w ktorej podano ‘natywne’ mioblasty (MbWT). Efekt ten
byl obserwowany 1 miesiac po interwencjach komorkowych. Wyniki z przeprowadzonego

doswiadczenia znajduja si¢ w Tabeli 34 oraz zostaly graficzne zilustrowane na Rycina 33.
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Tabela 34. Wyniki uzyskane po eksperymentalnej indukcji komorowych zaburzen

rytmu serca

MI+Mb(CX43 MI+MbWT MI+0.9%NacCl

ECHO (WMSI) ECHO (WMSI) ECHO (WMSI)
Wartosci srednie 1,500* 3,750* 0,4000%*
Odchylenie standardowe 1,269 2,605 0,5477

Gwiazdki oznaczaja poziomy istotnosci statystycznej: *p<0.05

Skréty: MI+MbCX43- szczury z zawalem migénia sercowego, ktérym podano terapeutyczne komorki-
z nadekspresja koneksyny 43, MI+MbWT- szczury z zawalem mig$nia sercowego, ktorym podano mioblasty
niemodyfikowane, MI+0.9%NaCl- szczury z zawalem mig$nia sercowego, ktorym podano ekwiwalent
objeto$ciowy roztworu soli fizjologicznej, ECHO- echokardiografia (ang. Echocardiography), WMSI-
wskaznik kurczliwo$ci lewej komory mig$nia sercowego (ang. Wall Motion Score Index)..

(=]
1
*

»
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indeks arytmii
t

N
1

o
1

Rycina 33. Ocena zjawisk arytmogennych dla grupy szczuréw poddanych badaniom. Indeks arytmii obliczono na
podstawie systemu oceny punktowej arytmii przedstawionego w Tabeli 35. Gwiazdki oznaczaja poziom istotnosci
statystycznej: Gwiazdki oznaczaja poziom istotnosci statystycznej: *p<0.05.

Skréoty: MI+MbCX43- szczury z zawalem migénia sercowego, ktérym podano terapeutyczne komorki-
z nadekspresja koneksyny 43, MI+MbWT- szczury z zawalem migénia sercowego, ktorym podano mioblasty
niemodyfikowane, MI+0.9%NaCl- szczury z zawalem mig$nia sercowego, ktorym podano ekwiwalent
objetosciowy roztworu soli fizjologiczne;j.
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5. Badania ex vivo genow funkcjonalnych odpowiedzialnych za procesy
arytmogenne i przebudowe miesnia sercowego

5.1 Pozyskiwanie materiatu biologicznego

W ostatnim dniu eksperymentu (dzien 42) zwierzg¢ta u§miercano poprzez zabieg dyslokacji
kregow szyjnych. Ze zwierzat pobierano serca, ktore przemywano trzykrotnie roztworem soli
fizjologicznej 1 oddzielano lewe komory serca. Czg$¢ pozyskanego materiatu przechowywano
w roztworze RNALater w -80°C, do p6zniejszej izolacji RNA (podrozdziat 2.3.1) oraz biatek
(podrozdziat 2.4.4), za§ pozostaly material biologiczny przechowywano w banku ciektego

azotu dodalszych badan, w tym immunohistochemii.

5.2 Ocena ekspresji genow pro-arytmogennych oraz odpowiedzialnych za
niekorzystng przebudowe serca po zawale

Rownoczesna ekstrakcja RNA i biatek z tej samej probki (z lewej komory serca) ma
kluczowe znaczenie dla okreslenia dokladnych korelacji pomigdzy ekspresja genowa
i biatkowa.®” Material genomowy i biatkowy byt izolowany z lewych komor serc szczurzych,
ktére fragmentowano i wktadano do 1 ml odczynniku TriReagent. Dalszy opis izolacji

znajduje si¢ w podrozdziale 2.3.1 (izolacja RNA) oraz w podrozdziale 2.4.4 (izolacja biatek).

5.2.1 Ocena jakosci izolowanego RNA

Oceng jakosciowa izolowanego RNA przeprowadzano w 1,5 % zelu agarozowym, a oceng
ilosciowa dokonywano na spektrofotometrze firmy NanoDrop”. Zwrécono uwage na
wspotczynnik 260/280, mowiacy o czystosci izolowanego RNA (Rycina 34). Wspotczynnik
powyzej 1,8 $wiadczyt o braku zanieczyszczen probki DNA czy biatkami. Takie probki
mozna byto nastgpnie poddac procedurze oczyszczania z pozostatych frakcji RNA a nastgpnie
reakcji odwrotnej transkrypcji. Indywidualny wykaz szczuréw oraz stgzenia wyizolowanego

RNA z serca znajduja si¢ w Tabeli 35.

O wysokiej jakosci probki RNA $wiadczyta obecno$¢ prazkow odpowiadajacych dwom
podjednostkom rybosomowym 18S i 28S rRNA.
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Rycina 34. Obraz rozdzialu elektroforetycznego probek RNA po oczyszczeniu z genomowego DNA. Probki od 1-8
(grupa MI+MbCX43); probki od 9-13 (grupa MI+MbWT); probki od 14-20 (grupa MI+0.9%NaCl).

Skréoty: MI+MbCX43- szczury z zawalem migénia sercowego, ktérym podano terapeutyczne komorki-
z nadekspresja koneksyny 43, MI+MbWT- szczury z zawalem migénia sercowego, ktorym podano mioblasty
niemodyfikowane, MI+0.9%NaCl- szczury z zawalem mig$nia sercowego, ktorym podano ekwiwalent
objetosciowy roztworu soli fizjologiczne;j.

Tabela 35. Indywidualny wykaz szczurow oraz st¢zenia wyizolowanego RNA z serca

Grupa szczuréw | Nr probki | Stezenie [ng/pl] | 260/280
MI+MbWT T17 737,81 1,96
T19 59,46 1,98
T3 1305,29 1,96
14/10 1639,54 2,0
T32 35,87 2,03
MI+0.9%Nacl T25 1037,04 1,80
T20 723,61 1,80
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16/11 1940,88 1,93
11/9 642,17 1,97
T26 32,56 1,86
10/9 1816,55 1,95

1A 1296,73 2,0
MI+Mb(CX43 33 1985,45 1,97

2A/1 949,31 1,99
3A 1862,95 1,85
T2 1862,95 1,95
T29 1236,38 1,83
T31 719,46 2,0
T4 1316,76 1,94
124 963,14 1,96

Skroty: MI+MbCX43- szczury z zawalem migénia sercowego, ktorym podano komorki z nadekspresja
koneksyny 43, MI+MbWT- szczury z =zawalem mig$nia sercowego, ktorym podano mioblasty
niemodyfikowane, MI+0.9%NaCl- szczury z zawalem migsnia sercowego, ktéorym podano ekwiwalent
objetosciowy roztworu soli fizjologiczne;j.

5.2.2 Weryfikacja odwrotnej transkrypcji

Reakcj¢ odwrotnej transkrypcji przeprowadzano na oczyszczonym z uzyciem mikrosfer Oligo
(dT),s matrycowym RNA wyizolowanym z calej lewej komory serca szczura. Wykonano
weryfikacj¢ odwrotnej transkrypcji technika PCR ze starterami specyficznymi dla szczurzego
genu referencyjnego Hprt (produkt 263 pz). Produkty tej reakcji poddawano nastgpnie

rozdziatowi elektroforetycznemu w 2 % zelu agarozowym.

Tak przygotowane i sprawdzone cDNA stuzylo nastepnie jako matryca do iloSciowego

badania ekspresji wybranych genéw przy uzyciu techniki PCR w czasie rzeczywistym.

Rycina 35. Przykladowy reprezentatywny obraz rozdzialu elektroforetycznego amplifikowanego genu Hprt (263 pz)
po przeprowadzonej reakcji odwrotnej transkrypcji i rozdziale elektroforetycznym w zelu agarozowym. Wartosci 1-
10 odpowiadaja probkom izolowanym z lewych komér serc szczuréw.
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5.2.3 Przygotowanie krzywych standardowych

Dla gendéw poddanych analizie ekspresji oraz trzech referencyjnych wykonano krzywe
standardowe w oparciu o szereg rozcienczen liczby kopii DNA od 10 do 10® czasteczek

w jednym mikrolitrze roztworu.

5.2.4 Amplifikacja sekwencji wybranych badanych genow

Przygotowane cDNA uzywano do reakcji PCR z zastosowaniem specyficznych starterow dla
wybranych analizowanych gendéw. Otrzymane produkty PCR rozdzielano w 2 % zelu
agarozowym. Rozdzial na zelu pozwolil na weryfikacj¢ wielkosci amplifikowanych

produktow zgodnie z oczekiwanymi wielko$ciami.

Cacnalc

=
~
=
9
b
(22}

Rycina 36. Rodzial elektroforetyczny uzyskanych produktéow PCR wedlug zaprojektowanych starteréw dla
wybranych genéw, M- markery wielkos$ci 50 pz.

5.2.4.1 Wyznaczenie krzywych standardowych dla badanych genow technikg PCR
W czasie rzeczywistym

Krzywe standardowe niezbgdne do przeprowadzenia analizy PCR w czasie rzeczywistym
przygotowano wedlug opisu znajdujacego si¢ w podrozdziale 2.3.5. Oprocz spelnienia
okreslonych warunkow, tj. wspotczynnik korelacji (R?) bliski 1, nachylenia krzywej (ang.
slope) w przedziale pomiedzy -3,3 a -3,8, i wydajnosci reakcji (E) w granicy 80-100 %
zwracano rowniez uwage, aby temperatura topnienia produktow reakcji dla danego genu byla

bardzo zblizona pomig¢dzy kolejnymi powtorzeniami i rozcienczeniami.

Transkrypty (mRNA) pochodzace z lewych komor serc szczura poddawano analizie ekspresji

wobec genoéw pro-arytmogennych: Kcngl, Cacnalc, Ncxl, Sercala oraz gendéw
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odpowiedzialnych za wystgpowanie niekorzystnej przebudowy serca po zawale: Gata oraz

Tefbl. Proby pochodzity z nastgpujacych grup szczurdéw:

e MI+MbCX43 — szczury, ktore otrzymaty mioblasty z nadekspresja genu koneksyny
43 (MbCX43),

e MI+MbWT- szczury, ktore otrzymaty mioblasty natywne (MbWT),
e MI+0.9%NaCl- szczury, ktére otrzymaly ekwiwalenty objgtosciowy roztworu soli

fizjologicznej (Mb0.9%NaCl)
Analizowano krzywe standardowe oraz krzywe topnienia produktéow PCR dla kazdego z wyzej
wymienionych genoéw, zaré6wno badanych, jak 1 referencyjnych: Hmbs, Pabp, Ywhaz.
Temperatury topnienia uzyskiwanych produktow PCR wynosity odpowiednio: Kcngl=87,5°C,
Cacnalc=88°C, Ncx1=84°C, Sercala=85°C, Hmbs=84°C, Pabp=80°C, Ywhaz=80°C,
Gata4=88°C, Tgfp1=87°C.
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8) Gata4
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Rycina 37. Krzywe standardowe oraz krzywe topnienia genow poddanych badaniu: 1) Kcngql, 2) Cacnalc, 3) Ncxl, 4)
Serca2a, 5) Hmbs, 6) Pabp, 7) Ywhaz, 8) Gata4, 9) Tgfp1.

5.2.5 Badanie metodq PCR w czasie rzeczywistym ekspresji genow pro-
arytmogennych i odpowiedzialnych za niekorzystnq przebudowe serca po zawale

Analizie za pomoca reakcji PCR w czasie rzeczywistym poddano grupe gendéw szczurzych
odpowiedzialnych za wystepowanie arytmii w sercu, tj.: genu kodujacego kanal potasowy
(Kcngl), kanat wapniowy (Cacnalc, Serca2a), kanat sodowo-wapniowy (Ncx1); jak réwniez
geny odpowiedzialne za wystgpowanie niekorzystnej pozawatowej przebudowy sercowej, tj.:
Gata4, Tgfbl. Poziom ekspresji genow dla poszczegolnych probek zostat okreslony na
podstawie wartosci cyklu progowego 1 znormalizowany w oparciu o poziom ekspresji trzech
genow referencyjnych (Hmbs, Pabp, Ywhaz) za pomoca programu GeNorm.

Podsumowujac poziomy ekspresji badanych gendéw, mozna zauwazyé, ze interwencje
komoérkowe (MbCX43 lub MbWT) powodowaty pewne zmiany w ekspresji gendéw (na
poziomie mRNA), a zmiany te byly dlugotrwate i obserwowane w aspekcie catej lewej
komory serca. Zaobserwowano, ze ekspresja genéw kodujacych kanaty jonowe byla raczej
obnizona w grupie szczuréw, ktoére poddano terapii genetycznie modyfikowanymi
mioblastami (MbCX43) w poréwnaniu do grupy szczurdw z interwencjami za pomoca
mioblastow natywnych (MbWT), za wyjatkiem kanalu wapniowego typu L (Cacnalc). Nie
zaobserwowano istotnosci statystycznych w ekspresji genu Gata4 pomigdzy badanymi
grupami szczurdw, jak rowniez zaobserwowano istotne zwigkszenie ekspresji genu 7gfbl
w grupie szczurow MI+MbCX43.

Podsumowujac uzyskany profil genetyczny (Rycina 38) byt on nieco rozczarowujacy z uwagi

na fakt, ze ujawniony poziom ekspresji gendéw nie korelowat dobrze z oczekiwanymi
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wynikami uzyskanymi zbadan czynno$ciowych in vivo (Rycina 33). Nalezy jednak
podkresli¢, ze krytyczne dla prawidtowego funkcjonowania komorki sa raczej biatka anizeli
transkrypty mRNA, dlatego tez, zbadano poziom korespondujacych produktéw biatkowych za

pomoca techniki immunoblotowania typu Western.

5.2.6 Ocena ekspresji biatek pro-arytmogennych oraz odpowiedzialnych za
niekorzystnq przebudowe serca po zawale

Wyniki uzyskane z reakcji PCR w czasie rzeczywistym byly dalej weryfikowane poprzez
analiz¢ na poziomie biatka technika immunoblotowania typu Western z ekstraktow
biatkowych uzyskanych z izolacji caltych lewych komor szczurzych w 42 dniu eksperymentu.
Analizie poddano 20 probek: MI+MbCX43 (n=7), MI+MbWT (n=6), MI+0.9%NaCl (n=7).
Wzgledny poziom produktu biatkowego dla poszczegdlnych analizowanych probek byt
interpretowany wobec poziomu biatka w grupie szczurow MI+MbWT i normalizowana
w odniesieniu do ekpsresji biatka referencyjnego Gapdh. Na podstawie analizy mozna
wywnioskowaé, ze interwencje MbCX43 zmienity ekspresj¢ transbtonowych struktur
biatkowych formujacych kanaty dla jonow wapniowych, sodowych i potasowych w sercu
szczura. Wyniki wskazuja, ze u szczuréw z interwencjami MbCX43 poziom biatek Kcenql
(p<0.05), Cacnalc (p<0.05) i Ncx1 (p<0.01) obnizyl si¢ w stosunu do grupy MI+MbWT.
Inne analizowane biatko, Serca2a bylo za$ znaczaco podwyzszone (p<0.01), co moze by¢
dowodem na antyarytmiczna ochrong wszczepionych komorek z nadekspresja koneksyny 43
w sercu szczura po zawale. Poziom produktu biatka Gata-4 byt podwyzszony u szczurdéw
poddanych interwencji MbCX43, ale niezmiennie statystycznie. Do analizy ekspresji biatka
Tgfbl zostosowano cztery rdzne przeciwciala, ale nie uzyskano pozytywych wynikow, co
moze sugerowac¢ brak translacji bialka w migéniu sercowym szczura w badanym punkcie
czasowym.

W celu tatwiejszego poréwnania profilu ekspresji gendéw i1 odpowiadajacm im produktom

biatkowym, wszystkie wyniki przedstawiono zbiorczo na Rycinie 38.
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Rycina 38. Wykresy przedstawiajace dlugoterminowy wplyw interwencji komorkowych na ekspresj¢ wybranych
genow w mieSniu sercowym w 42 dniu po indukcji zawalu. Ekspresj¢ wyselekcjonowanych genéw znormalizowano
wobec trzech genéw referencyjnych (Ywhaz, Hmbs, Pabp). Panel A ilustruje ekspresj¢ genéw zas Panel B
odpowiedniego produktu bialkowego. Panel C ukazuje wykryte bialka w probkach tkanek serca technika
immunoblotowania typu Western. Gwiazdki oznaczaja poziomy istotnosci statystycznej: Gwiazdki oznaczaja poziomy
istotnosci statystycznej: *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001.

Skroty: MI+MbCX43- szczury z zawalem migénia sercowego, ktorym podano komorki z nadekspresja
koneksyny 43, MI+MbWT- szczury z =zawalem mig$nia sercowego, ktorym podano mioblasty
niemodyfikowane, MI+0.9%NaCl- szczury z zawalem migsnia sercowego, ktéorym podano ekwiwalent
objgtosciowy roztworu soli fizjologiczne;j.
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6. DYSKUSJA

Zawal mig$nia sercowego jest gldowna przyczyna zgonow ludzi na §wiecie. Aktualnie zadna
standardowa metoda leczenia nie jest w stanie wygenerowac de novo kurczliwej tkanki serca
lub przywroci¢ funkcjonalnos$¢ niedokrwionemu miokardium pomimo intensywnego leczenia
farmakologicznego i chirurgicznego poprawiajacego stan kliniczny pacjentow. Kierujac sig
najnowszym/nowatorskim podejsciem terapeutycznym z wykorzystaniem komorek
macierzystych opartym na zalozeniu wspétistniejacych proceséw pro-regeneracyjnych
odbywajacych si¢ rowniez w tkance migsnia sercowego, poklada si¢ duze oczekiwania

i nadzieje.

W literaturze przedmiotu opisano rézne zrodta komoérek macierzystych, tj.: embrionalne,
indukowane pluripotencjalne lub dorosle/tkankowe komodrki macierzyste w tym:
(mezenchymalne, krwiotwoércze, migsni szkieletowych, komorki progenitorowe macierzyste
serca). Wiele publikacji wskazuje na udane wykorzystanie komoérek macierzystych do
wzbudzenia regeneracji uszkodzonego miokardium zarowno w modelach zwierzgcych, jak
i ludzkich.*** Jednak niebedne sa dalsze badania, poréwnujace skuteczno$é regeneracyjng
komorek roznego pochodzenia, tak by wybraé optymale Zzrodto dla regeneracji pozawatowego

mig$nia sercowego.

Transplantacja progenitorowych komoérek migsniowych jest obiecujaca strategia leczenia
niewydolnosci serca. Jednakze =zaistnial duzy problem zwigzany z brakiem rozwoju
funkcjonalnych potaczen szczelinowych ludzkich mioblastow nie kontaktujacych sig
prawidlowo z kardiomocytami narzadu biorczego, co jest niezbgdne dla prawidlowego,
synchronicznego skurczu. Jest to spowodowane brakiem ekspresji CX43 (funkcjonalnego
biatka) w dojrzatych miotubach.”>*® Zjawisko to jest grozne ze wzgledu na wystepowanie

niebezpiecznych dla zycia pacjentow arytmii.”’

Oczekuje si¢, ze wytworzenie
funkcjonalnych polaczen pomiedzy zmodyfikowanymi genetycznie komorkami
(mioblastami z nadekspresja CX43), a kardiomiocytami narzadu biorczego doprowadzi
do prawidlowej komunikacji migdzykomorkowej i tym samym zniweluje wystepowanie
zjawisk arytmogennych obserwowanych po transplantacji natywnych mioblastow do
pozawalowego mie¢snia sercowego. Glownym celem niniejszej dysertacji bylo

sprawdzenie skutecznoSci genetycznie modyfikowanych ludzkich mioblastow ze
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zwigkszong iloscia bialka koneksyny 43 w zapobieganiu arytmii, w szczurzym sercu

pozawalowym.
6.1 Istota budowy potaczen szczelinowych warunkowanych koneksyna 43

W sercu funkcjonalne koneksony posrednicza w potaczeniach elektrochemicznych pomigdzy
sasiadujacymi kardiomiocytami tworzac szlaki: ,,komoérka—komodrka” dla uporzadkowanego
rozprzestrzeniania si¢ fal pobudzenia elektrycznego, odpowiedzialnego za prawidlowy
skurcz. W kardiomiocytach najobficiej wystepujaca izoforma jest koneksyna 43, a zmiany
w ekspresji i lokalizacji tego biatka obserwowane sa w réznych jednostkach chorobowych.”®
1% Niedokrwienie, przerost mienia sercowego, czy tez jego niewydolno§é, cukrzyca, jak
rowniez hipercholesterolemia indukuja przebudowe GJs powodujac obnizenie ekspresji
CX43, zmniejszenie wielkosci potaczen szczelinowych pomigdzy miocytami, jak réwniez
zwigkszona heterogennos¢ GJs oraz defosforylacje CX43. Wspomniane zjawisko
defosforylacji nie tylko zmniejsza przewodnictwo elektryczne, ale takze przepuszczalno$¢ dla
czasteczek chemicznych przeptywajacych pomigdzy kardiomiocytami, bgdac powodem

niebezpiecznych dla zycia arytmii komorowych.'"!

6.2 Modyfikacja genetyczna mioblastow

Przechowywane w banku cieklego azotu probki komorek macierzystych/progenitorowych
migs$ni szkieletowych byty rozmrazane iuzywane do dalszych do$§wiadczen. Pierwszym
etapem badan byla transfekcja in vifro ludzkich mioblastow ekspresyjnym plazmidem
eukariotycznym pCiNeo-CX43. Poniewaz zastosowanie wektorow wirusowych w terapii
genowej wiaze sig z szeregiem wyzwan zwiazanych z ich immunogennoscia, ograniczeniem
wielkosci wprowadzanego fragmentu DNA, jak roéwniez zmienna wydajnoscia ekspresji
transgenu'* %, do transfekcji ludzkich mioblastéw wybrano stosunkowo bezpieczna metode
niewirusowa—elektroporacjg. Metoda  elektroporacji sprzyja  wysokowydajnemu
wychwytywaniu DNA przez ludzkie komorki miogenne, co byto obserowane w badaniach
w niniejszej pracy, gdyz wsrdd pozostatych po procedurze komorek zywych odnotowano
zadowalajacy poziom ekspresji GFP, w ok. 87 % (Rycina 19). Mimo, ze ta metoda transfekc;ji
pociaga za soba zwigkszony odsetek komorek martwych (ok. 50 %), nie mialo to duzego

znaczenia, gdyz pozbywano si¢ ich kolejnego dnia hodowli in vitro. Podobne wyniki dla
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mioblastow ludzkich zostaly opublikowane w innej pracy, w ktorej stwierdzono, ze
elektroporacja sprzyja wysokowydajnemu wychwytowi DNA przez ludzkie komorki
miogenne, jednak wydajno$¢ tego procesu byla nizsza niz obserowana w niniejszych

badaniach i wynosita ok. 60-70 %."*°

6.2.1 Charakterystyka zmodyfikowanych genetycznie ludzkich mioblastow

6.2.1.1 Badanie poziomu ekspresji miogennych czynnikéw transkrypcyjnych

Badanie pozioméw mRNA czynnikdéw transkrypcyjnych miogennych: MYOD, MYFS5,
MYOG, MYHC1 wykazalo istotne statystycznie (p<0.05) obnizenie ekspresji trzech genow:
MYOD, MYOG, MYHCI (w mioblastach ludzkich) pod wplywem transfekcji.
Zaobserwowano takze nieco zwigkszony poziom ekspresji genu MYF5, ale byl on

statystycznie nieistotny (p>0,05).

Miogenina kodowana przez gen MYOG uaktywnia si¢ szczegélnie w komorkach
roznicujacych si¢ i tworzacych miotuby, a wigc w koncowych etapach miogenezy.'*
W komorkach  transfekowanych — wektorem pCiNeo-CX43 zaobserwowano istotny
statystycznie spadek ekspresji genu MYOG (w poréwnaniu z komoérkami natywnymi, MbWT)
co moze by¢ zjawiskiem korzystnym, poniewaz spadek ekspresji $wiadczy¢ moze
o wydluzeniu etapu proliferacji komorkowej, jednocze$nie spowalniajac formowanie
dojrzatych wiokien mig$niowych. Jednak mozna przypuszcza¢, ze na obnizenie ekspresji
MYOG miato takze wplyw samo przeprowadzenie elektroporacji, gdyz gen ten ulegt
obnizeniu réwniez w grupie transfekowanej pustym wektorem (MbpCiNeo). Otrzymane
wyniki moga jednakze sugerowac, ze przeszczepione komorki efektywniej uzupetnia braki
powstate podczas zawatu mig$nia sercowego, gdyz po ich przeszczepieniu mozna spodziewaé
si¢ dalszej ich proliferacji oraz towarzyszacej produkcji biatka CX43, co moze by¢ istotne

W terapii pro-regeneracyjnej pozawatowego migsnia sercowego.
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6.2.1.2 Badanie poziomu koneksyny 43

Badanie efektywnos$ci funkcjonalnej mioblastow z nadekspresja koneksyny 43 w celu
polepszenia ich komunikacji z kardiomiocytami byto przedmiotem badan kilku zespotow.
Reinecke i wsp. sprawdzali sprzgzenie elektromechaniczne kardiomiocytow z wszczepionymi
do serca mioblastami.”” Gléwnym wnioskiem z ich badan bylo stwierdzenie, iz mioblasty
szkieletowe charakteryzuja si¢ znacznym poziomem ekspresji N-kadheryny oraz koneksyny
43, jednak ekspresja tych dwoch biatek ulegata obnizeniu w czasie procesu roznicowania
w miotuby. To za§ z kolei prowadzito do probleméw w uformowaniu si¢ potaczen
elektromechanicznych z kardiomiocytami gospodarza, niezbgdnymi dla sychnchronicznych

skurczéw serca wraz z przebudowa komunikacji migdzykomorkowe;.

Inni, w badaniach na szczurzych mioblastach linii L6 wykazali, Ze transplantacja MbCX43
skutkowala poprawa w tworzeniu funkcjonalnych potaczen migdzykomoérkowych typu
szczelinowego, co moze by¢ istotne dla synchronicznego skurczu przeszczepianych
mioblastow do serca. Ponadto, komoérki te wykazywaty szybsze réznicowanie, mogloby to
w pewnych sytuacjach by¢ korzystne w terapii pro-regeneracyjnej pozawatowego migénia

SETrCoOwego. 107

W 2007 roku ukazata si¢ w Nature kolejna publikacja, w ktorej autorzy donosili, iz
transplantacja embrionalnych kardiomiocytow do mig$nia sercowego po zawale u myszy
znacznie zmniejszata wystgpowanie tachykardii komrowych wywolywanych sztuczna ich
stymulacjag in vivo.'”™ Wszczepienie eCM  skutkowalo ponadto lepszym sprzezeniem
elektromechanicznym pomigdzy kardiomiocytami otaczajacymi obszar zawatu, zwiekszajac
predkos¢ przewodzenia pomigdzy komodrkami. Co wigeej, wykazano, ze MbCX43 zapewniaty
podobna ochrong co eCM przed idukowanym czgstostoskurczem komorowym
w pozawatowym sercu myszy (jakkolwiek serce myszy jest kwestionowanym modelem

badania arytmii mig$nia sercowego).

Podobne badania wykonano w 2009 roku, w ktérych transplantowano autologiczne miocyty.”’
Siedem dni po ligacji odgatezienia lewej tgtnicy wiencowej, szczury podzielono losowo na
trzy grupy: a) grupe kontrolna, ktéra otrzymala mioblasty natywne, b) grupe ‘zerowa’
z mioblastami transdukowanymi pustym wektorem lentiwirusowym oraz c) grupg, ktora
otrzymywata mioblasty z nadekspresja koneksyny 43 (transdukcja wektorem
lentiwirusowym). Jednak w tym przypadku wystgpowanie zjawisk arytmogennych nie réznito
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si¢ istotnie statystycznie pomig¢dzy badanymi grupami (odpowiednio 58 %, 64 % i 48 % dla
grupy kontrolnej (n=12), zerowej (n=14) i z nadekspresja CX43 (n=23). Wykorzystujac
monitorowanie potencjatu czynnosciowego mono-fazowego w badanich in vivo obserwowano
synchroniczna aktywnos$¢ elektryczna pomigdzy mioblastami z nadekspresja koneksyny 43
a kardiomiocytami narzadu biorczego, podczas gdy taka synchronizacja nie wystapowata
w grupie z mioblastami transdukowanymi pustym wektorem. Sugeruje to, ze transplantacja
mioblastow z nadekspresja CX43 ex vivo poprawita miedzykomorkowe sprzezenie
elektrochemiczne mioblastow z kardiomiocytami gospodarza, jednak w ich obserwacjach
uzyskane sprz¢zenie elektryczne nie bylo wystarczajace do istotnego zmniejszenia zjawisk

arytmii w sercu.

Badaniem kurczliwosci pozawatowego migs$nia sercowego zajgli si¢ rowniez Giuard 1 wsp.,
ktorzy zastosowali podobna terapi¢ miogennymi komoérkami macierzystymi. Po dwoch
tygodniach od zaindukowania MI, doroslte szczury zostaty podzielone na trzy grupy: pierwsza
z nich otrzymata mioblasty (n=8), druga grupa otrzymywata roztwdr medium (n=6), a trzecia
nalezala do grupy kontrolnej ‘sham’. Na podstawie badania echokardiograficznego badacze
ocenili czynnos$¢ serca, jak réwniez skurcz z wyizolowanych kardiomiocytow przy uzyciu
systemu Langendorfa. Zaobserwowali oni pogorszenie frakcji wyrzutowej (ang. Ejection
fraction, EF) u samic szczurow, ktorym wstrzyknigto roztwor medium oraz w grupie ‘sham’,
(odpowiednio: od 40,7 £ 11,4 % do 33 £5,5 % 1 od 41,8 + 8 % do 33,5 £+ 8,3 %,), natomiast
w grupie szczuréw z mioblastami warto$S¢ ta byta ustabilizowana (od 35,9 + 6 % do 36,4 +

9,7%).'%

Inni badacze: Abraham 1 wsp. przeprowadzili podobne badania z wykorzystaniem
mioblastéw z nadekspresja koneksyny 43 (modyfikacja z uzyciem stabilnego wektora
lentiwirusowego) 1 dowiedli, iz komorki te zmniejszyty arytmogennos¢ w hodowlach in vitro
prowadzonych z miocytami sercowymi. W naszym badaniu zastosowaliSmy metod¢
transfekcji bezwirusowej, ktéra wprawdzie jest przejSciowa, ale wydaje sig by¢

bezpieczniejsza, w przypadku zastosowania jej u ludzi.*

W niniejszej pracy, w ramach rozprawy doktorskiej, przeprowadzono podobny eksperyment,
ale w znacznie bardziej istotnym kontekscie pod wzgledem klinicznym. Zatozeniem badan

byla préba eliminacji arytmogennych wtasciwosci mioblastow dla potencjalnego ich
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wykorzystania w terapii pozawalowego migsnia sercowego. W tym celu do pozawatowych
serc szczuréw rasy Wistar wszczepiano ludzkie mioblasty z nadekspresja CX43 w celu

sprawdzenia czy wszczepiane komorki wykaza antyarytmiczny charakter.

We weczesniejszych badaniach (in vitro) przeprowadzonych w naszym Zaktadzie wykazano,
ze ludzkie genetycznie modyfikowane mioblasty (MbCX43) wywieraty pozytywny wpltyw na
biologi¢ i funkcj¢ komodrek macierzystych pochodzenia miogennego (in vitro), co rowniez
udowodniono w niniejszej pracy (Rycina 25), co wigcej, we wczesniejszych naszych
badaniach wykazalisSmy pozytywny wptyw wszczepianych komorek (ludzkich mioblastow)

na mysie serce po zawale (in vivo) w aspekcie hamowania niekorzystnej jego przebudowy.''

Zapewne slabsza strong przedstawionych badan jest fakt, ze nie badano kurczliwo$ci migsnia
sercowego zardwno przed wywolaniem zawalu migénia sercowego jak i po jego indukcji, oraz
réwnolegle po interwencyjnej iniekcji komorek/ ekwiwalentu roztworu soli fizjologicznej, co
wzbogacitloby warto§¢ merytoryczna niniejszej pracy. Niemniej, zatozeniem pracy byta
weryfikacja antyarytmicznego charakteru ludzkich komorek progenitorowych z nadekspresja
CX43 w sercu pozawalowym 1 bezpieczenstwo ich stosowania, nie za§ wykazanie

potencjalnych mozliwosci pro-regeneracyjnych.

Jednym z celow bylo uzyskanie pierwotnej zawiesiny ludzkich mioblastéw z nadekspresja
genu kodujacego koneksyne 43 1 sprawdzenie, czy taka nadekspresja moze by¢
odzwierciedlona zaréwno na poziomie mRNA, jak i biatka. Otrzymano wysoka ekspresj¢ na
poziomie mRNA (okoto 40-krotnie wyzsza niz w nietransfekowanych probach kontrolnych),
a takze na poziomie biatka, ktorego bylo 4-krotnie wigcej w porownaniu do poziomu
w kontrolnych komorkach typu dzikiego (MbWT). Stosujac szczurzy model niedokrwiennego
serca, wykazano, ze transplantacja ludzkich mioblastow znadekspresja koneksyny 43
zapobiegata rozwojowi spontanicznych zjawisk arytmogennych (Rycina 33).

Powyzsze badania wydaja si¢ uzupelnia¢ wczesniej otrzymane w naszym Zaktadzie w modelu
mysim wyniki dotyczace tworzenia polaczen typu szczelinowego pomigdzy MbCX43

. . .11
a kardiomiocytami.''*

Wydaje sig, wigc ze zastosowana przejsciowa metoda modyfikacji
genetycznej mioblastow (z nadekspresja CX43) jest odpowiednia do przeprowadznia

prospektywnych préb klinicznych dla niwelowania arytmii.
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6.3 Sposoby implantowania komorek

Waznym czynnikiem decydujacym o sukcesie terapii komorkami macierzystymi w sercu jest
wybor drogi dostarczania komorek. Wplywa to na ich los i zasiedlanie si¢, co ma swoje
odzwierciedlenie w wynikach takiej interwencji. Jednakze, obecnie nie ma jednej optymalne;j
drogi dostarczania komoérek odpowiedniej dla kazdego stanu chorobowego serca i/lub
kazdego typu komorki macierzystej. Obecnie dwiema gtownymi technikami skutecznego
dostarczania komoérek do migénia sercowego sa: infuzja komorek do pozawalowej tetnicy
wiencowej oraz bezposrednia iniekcja (intramiokardialna) komoérek macierzystych
w obrebie blizny pozawalowej. Chociaz obie metody maja swoje zalety, retencja komorek
oraz ich przezycie w miokardium sa niezadowalajace, ograniczajac ich potencjalne dziatanie

terapeutyczne.

Idealna metoda dostarczenia komodrek macierzystych musiataby spetniaé nastgpujace kryteria:
a) wszczepione komorki powinny w znacznej liczbie przezy¢é w narzadzie docelowym,
zachowujac swoje kluczowe funkcje; b) procedura dostarczania komorek nie powinna
powodowaé uszkodzenia migsnia sercowego; c) powinna by¢ dobrze tolerowana przez
pacjentdw z cigzka niewydolnos$cia serca i nie powodowaé (lub ogranicza¢ wystepowanie)
skutkow ubocznych; d) metoda powinna by¢ dostgpna dla wigkszosci szpitali bez
konieczno$ci wyposazania ich w dodatkowe urzadzenia, co znacznie zwigkszyloby koszty
przeprowadzonych interwencji; €) powinna by¢ technicznie prosta i mozliwa do wykonania
przez wigkszos¢ kardiologow. Byloby takze korzystne, gdyby technika dostarczania komorek
miataby zastosowanie dla réznych typow komorek macierzystych oraz w wielu sytuacjach
chorobowych, poczawszy od pacjentéw z ostrym zawalem migs$nia sercowego do stanu

chronicznego serca po zawale odleglym w czasie.

Niestety, na chwilg¢ obecna zadna metoda podawania komorek macierzystych do serca
pozawatowego nie speinia wyzej wymienionych kryteriow. W badaniach przedstawionych
W niniejszej pracy promocyjnej wybrano metode bezposredniej iniekcji do mig$nia
sercowego, dzigki ktorej zawiesiny komodrek macierzystych sa bezposrednio lokowane
w migsniu sercowym oraz w pozadanej okolicy (miejsce pozawalowe). Umozliwia to
ukierunkowanie komorek na obszar graniczny zawatu, tzw. border zone, poniewaz strefa ta
ma duzy wplyw na przebudowe komory serca po MI. Ponadto strefa graniczna cechuje sig

lepszym ukrwieniem, co zapewnia lepsze przezycie komorek w sercu pozawatowym.
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Dotychczasowa liczba badan przedklinicznych przeprowadzonych na matych zwierzgtach
pozwala stwierdzi¢, iz wykorzystywanie techniki bezposredniej iniekcji dokardialnej jest
wilasciwym wyborem. Co wigcej, metoda ta byla rowniez stosowana w badaniach
klinicznych''!, gdyz bezposrednia iniekcja komérek nie powoduje ryzyka wystapienia zatoru
wiencowego, zatem perfekcyjnie nadaje si¢ do podawania wigkszych objetosciowo komorek

macierzystych, takich jak mioblasty, czy mezenchymalne komorki macierzyste.

Z kolei infuzja dowiencowa jest szeroko stosowana metoda w autologicznych przeszczepach
komorek macierzystych szpiku kostnego (przechodzacych przez naczynia) u pacjentow
W stanie ostrym, natomiast w przewlekltym niedokrwieniu, bezposrednia iniekcja narzadowa,
wydaje sie zapewnia¢ lepsze wyniki kliniczne.''? Vrtovec i wsp. wykonali pierwsze badanie
transplantacji komorek do pozawalowej tetnicy wiencowej metoda przezwiencowa uzyskujac
wyzsze wskazniki retencji komorek w migéniu sercowym i wigksza poprawe funkcjonalna
u pacjentéw z kardiomiopatia rozstrzeniowa w poroOwnaniu z grupa kontrolna. Jendak metody
bezposredniej iniekcji do migénia sercowego zwykle przeprowadzano w probach klinicznych
w polaczeniu z operacja na otwartym sercu, np. podczas pomostowania aortalno-wiencowego
(ang. Coronary Artery Bypass Graft, CABG) lub implantowania urzadzenia wspomagajacego

funkcjonowanie lewej komory serca.

Rowniez w modelu mysim badano dynamike przezycia wszepionych komodrek macierzystych
metoda bezposredniej iniekcji w migsien sercowy. Dziesi¢¢ minut po wstrzyknigciu komorek
w migsien sercowy okoto 40 % poczatkowej ilosci komorek byto obecnych w narzadzie
biorczym, po czym warto$¢ ta zmniejszylta si¢ do okoto 15 % w ciagu 24 godzin od podania

i spadta ponizej 10 % po przekroczeniu doby.'"?

Nie sa to wyniki zadowalajace, jednak jako Ze mioblasty nie maja zdolnoSci przenikania
przez Scian¢ naczyn krwionosnych, wybor przedsigwzi¢tej metody, bezposredniego

wszczepiania ich do pozawalowego migsnia sercowego wydawatl si¢ by¢ bezdyskusyjny.

6.4 Barwienia immunohistochemiczne

Aktyna migsni gladkich jest biatkiem, ktoére wystgpuje w mioblastach w okresie
embrionalnym, w miofibroblastach oraz w naczyniach migsni gtadkich. Badaniem obecnosci
tego bialka zajmowat si¢ Springer 1 wsp., ktorzy zaobserwowali, ze zarowno w pierwotnych
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mioblastach izolowanych z migéni szkieletowych nowonarodzonych myszy oraz
w mioblastach lini C2C12 (po ich hodowli w medium réznicujacym) komorki te potrafia
produkowaé SMA przez okres kilku godzin.''* Poprzez implantacje mioblastow do mieéni
szkieletowych myszy zaobserwowano, ze SMA jest obecne tylko przez okres 9-ciu dni od

momentu implantacji co $wiadczy o jego braku w dojrzatych miotubach.

Na Rycinie 31, Panel B znajduja si¢ wyniki pozytywnego odczynu barwnego osiagnietego
przy uzyciu specyficznego przeciwciata przeciwko aktynie SMA. Jak wida¢ na dokumentacji
zdjeciowej, wybarwione komorki w zaden sposéb nie przypominaja morfologia
miofibroblastow, czy komorek naczyn migsni gtadkich. Wyniki z przeprowadzonych barwien
immunohistologicznych wykazaty, ze ekspresja biatka SMA wystgpowata w miotubach
zréznicowanych z MbCX43 w miesiac po ich implantacji, w okolicg blizny pozawatowej. Co
wigeej, cecha ktora pozwolita wysunaé bezdyskusyjny wniosek o typie obecnych
w pozawatowym sercu szczura ludzkich komodrek sa wyraznie widoczne na zdjgciach
poprzeczne prazkowania, charakterystyczne jedynie dla komorek migsni szkieletowych (nie

dla miofibroblastéw, czy komorek migéni gtadkich).

Otrzymane wyniki sa zgodne z wynikami innych autoréw, ktorzy uwidocznili wszczepione
natywne mioblasty do pozawalowego migénia sercowego szczurow rasy Wistar. Odczyny
histologiczne zostaty wykonane podobnie jak w niniejszej pracy doktorskiej, tj. w miesiac po
ich implantacji do serca pozawalowego. Za pomoca immunohistochemicznego barwienia
przegladowego z uzyciem hematoksyliny 1 eozyny uwidoczniono wydluzone, wielojadrzaste
struktury typowe dla miotubul i1 widkien migsniowych. Komorki te znajdowaly si¢ wzdhuz
dlugiej lub krotkiej osi serca, oraz w granicznych obszarach zawalu serca.
Immunobarwieniem z przeciwcialem przeciwko zarodkowemu cigzkiemu taficuchowi
miozyny (ang. Embryonic myosin heavy chain, EMHC) stanowiacym swoisty marker
mioblastow szkieletowych ujawniono zaréwno mate, jak 1 wydluzone komorki w obszarze
pozawalowym u szczuréw, ktérym wstrzyknigto pierwotne komorki mioblastow. Natomiast
barwienie na obecno$¢ desminy ujawnito obecnos¢ tkanki otaczajacej wyspy komorek migéni
szkieletowych w granicznych strefach zawatlu. Co ciekawe, nie zidentyfikowano mioblastow,
miotubuli 1 wldékien migsniowych, ktére tworzyly sie¢ w pozawatowym sercu
z wykorzystaniem przeciwciata przeciwko koneksynie 43. Podsumowujac, wszczepione
mioblasty identyfikowano w obrgbie i na brzegach wtoknistej blizny pozawalowej poprzez
ich pozytywne barwienie dla EMHC 1idesminy, co umozliwito ich odroznienie od
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otaczajacych kardiomiocytow gospodarza. Jednak nie udato si¢ ukazaé sprzgzenia

koneksynowego z komérkami narzadu biorczego (barwienie przeciwko koneksynie 43).'"

Dzigki wykonanym barwieniom immunohistochemicznym przedstawionym w niniejszej
pracy (Rycina 31 1 Rycina 32) po raz pierwszy udato si¢ wykazaé, ze oba rodzaje
przeszczepionych ludzkich mioblastéw (natywne i modyfikowane koneksyna 43) byty obecne
w tkance pozawatowego serca w miesiac po ich implantacji. Zwréci¢ nalezy szczegdlna
uwage na sposob utozenia wszczepianych komoérek. Na Rycinie 31, Panel B, zaobserwowaé
mozna, ze wszczepione ,,natywne” mioblasty byly rozproszone, podczas gdy MbCX43 byty
utozone w typowe rownolegte 1 uporzadkowane struktury utworzone przez kardiomiocyty.
Wydaje sig, ze przeprowadzona modyfikacja genetyczna mioblastow spowodowata, ze
komorki z nadekspresja koneksyny 43 mogty latwo taczy¢ sig¢ ze soba i z otaczajacymi je
kardiomiocytami tworzac funkcjonalne syncytium, i by¢ moze polepsza¢ przez to funkcje
kurczliwa i LV (ang. Left ventricle, LV) serca. Polepszona funkcja kurczliwosci zmniejszata
prawdopodobnie rozkurczowy stres $cian, ktory jest gldéwnym czynnikiem wyzwalajacym
niekorzystna przebudowe serca, zar6wno na poziomie narzadowym, komoérkowym jak
i molekularnym. W pracy Butter i wsp. wykazano, ze zwigkszona kurczliwo$¢ spowodowana
zastosowaniem terapii modulacyjnej kurczliwo$ci serca (ang. Cardiac Contractility
Modulation, CCM) wywolalo zmiany w ekspresji genéw zaangazowanych w regulacjg
homeostazy wapnia 1zjawiska arytmii (tj. Nexl, Sercala, RyR) juz w 2 godziny po
zainicjowaniu sygnatu modulujacego w obszarze elektrod. Po 3 miesiacach leczenia CCM
zarowno lokalne, jak iodlegle miejsca od zawalu wykazaty taka sama poprawg poziomu

ekspresji biatka.''®

Co wigcej, stres Sciany jest gldownym regulatorem syntezy peptydu natiuretycznego typu B
(ang. NT-proB-type Natriuretic Peptide, BNP) w kardiomiocytach komorowych.
Stwierdzono, ze ekspresja Serca2a jest negatywnie regulowana przez BNP prawdopodobnie
poprzez szlak zalezny od Ca2".'"” Jest mozliwe, ze mioblasty modyfikowane koneksyna 43
zwigkszajac kurczliwos¢ migénia sercowego LV, zmniejszaly stres $cian komorki 1 syntezg
BNP, co prowadzito do wzrostu ekspresji Serca2a stwierdzonej w grupie szczurow
z interwencja MI+MbCX43. Ponadto, zwigkszona ekspresja biatka Serca2a powoduje
zwiekszenie zawartoéci Ca2” w SR, amplitude przejsciowego Ca2” i skracanie komorek.
Zwigkszona sita skurczu poszczeg6élnych kardiomiocytéw poprawia funkcje LV i1 dodatkowo
zmniejsza napigcie sciany rozkurczowej, co moze sprzyjac regulacji ekspresji innych genow.
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Podsumowujac, mozna wnioskowa¢ ze mioblasty wzbogacone w koneksyng 43 znacznie
lepiej tworza funkcjonalne syncytium kardiomiocytdw niz natywne, co moze mie¢ swoje
odzwierciedlenie w poprawie kurczliwo$ci, zmniejszeniu stresu $ciany, promujac korzystne
zmiany w ekspresji genow pro-arytmogennych i ostatecznie obnizajac wskaznik arytmii serca

po niedokrwieniu.

6.5 Przebudowa funkcjonalna niewydolnego miesnia sercowego

W niewydolnosci serca dochodzi do wielu zmian w jego funkcjonowaniu a takze, jak si¢
okazuje, w ekspresji geno6w kodujacych jednostki strukturalne kanatow jonowych, ktére sa
zaangazowane w ksztaltowanie potencjalu spoczynkowego i wysitkowego serca. Zmiany
w ich ekspresji okreslane sa jako przebudowa elektrofizjologiczna serca, co czgsto skutkuje
wystepowaniem arytmii w niewydolnym mieéniu sercowym.''® Zsynchronizowane skurcze
serca zaleza od odpowiedniego tworzenia 1 rozprzestrzeniania si¢ aktywnosci
elektromechanicznej. Podstawowa jednostka tego dziatania jest potencjal czynno$ciowy,
ktory tworzony jest przez wyspecjalizowane biatka (kanaly jonowe 1 transportery),
kontrolujace przeptyw jonow przez blony komérkowe miocytow sercowych.''” Choroby serca
modyfikuja dzialanie tych czasteczek, sprzyjajac wystgpowaniu arytmii. Nieregularny rytm
migs$nia sercowego powoduje dalsze patofizjologiczne implikacje, ktdre przyczyniaja si¢ do

zwigkszonej $miertelnosci u ludzi.

Zagrazajace zyciu zaburzenia rytmu serca wywolane niedokrwieniem obejmuja czg¢stoskurcz
komorowy i migotanie komor (gldwnie pochodzenia pierwotnego). Wigkszo$¢ takich zdarzen
jest zapoczatkowana przez (1) dodatkowe rytmy skurczowe komory (wyzwalacz), ktore
wspotistnieja ze (2) sprzyjajacymi warunkami elektrofizjologicznymi (tzw. substrat
elektrofizjologiczny, tj.: czas trwania heterogenicznego potencjalu czynno$ciowego oraz
zmniejszona predkos¢ przewodzenia komorowego). Stymulujace rytmy sa wyzwalane przez
wczesne depolaryzacje nastepcze, ktore wystepuja podczas fazy plateau lub w czasie
repolaryzacji potencjatu czynnos$ciowego 1 opoznione postdepolaryzacje, ktore wystgpuja po
zakonczeniu potencjatu czynnosciowego. Zaburzenia w przeptywie wewnatrzkomérkowego
Ca2" (przeciazenie SR, niekontrolowany przeciek Ca2” z kanaléw wapniowych SR, tak
zwane receptory rianodynowe, zwigkszona ekspresja Na'/Ca2" (Ncx1) i zredukowana
aktywno$¢ ATP-azy SR (Serca2a)) sa gtbwnym zrédtem DAD. Z drugiej strony, EAD wynika
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ze zwigkszonego czasu trwania potencjalu czynnos$ciowego spowodowanego obnizona
aktywnos$cia kanalow potasowych lub zwigkszona kanaldow wapniowych lub sodowych.
Ponadto, niejednorodne przedluzenie czasu trwania potencjalu  czynnoSciowego
w sasiadujacych  grupach komoérek (dyspersja repolaryzacji) moze spowodowaé
jednokierunkowy blok, inicjujacy zjawisko reentry. Co wigcej, reentry jest faworyzowany
przez powolne przewodzenie, ktéore moze by¢ spowodowane zmniejszona amplituda AP,
redukcja potaczen miedzykomorkowych i zwigkszonym zwldknieniem miesnia sercowego.'?’
Podsumowujac, glownymi czynnikami zagrazajacym zyciu sa: 1) nieprawidlowosci
w wewnatrzkomorkowym przeptywie z Ca2’, 2)zmiana czasu trwania dziatania bodzca
(w szczegdlnosci w przypadku heterogennos$ci wyzwalanych potencjalow), 3) przebudowa

macierzy zewnatrzkomorkowej powodujaca nadmierne zwioknienie tkanki i 4) zmniejszenie

dynamiki potaczen migdzykomorkowych.

W niewydolnym mig$niu sercowym najczgsciej dochodzi do spadku aktywnosci kanatow
potasowych, co prowadzi do destabilizacji potencjatu czynno$ciowego. Istnieje coraz wigcej
dowodow na to, ze obnizenie potencjatu potasowego znaczaco przyczynia si¢ do zwigkszone;j
labilnosci procesu repolaryzacji w niewydolnosci serca, predysponujac do wczesnych
depolaryzacji, dyspersji repolaryzacji i komorowych zaburzen rytmu. Redukcja zewngtrznych
potencjatow potasowych moze by¢ rowniez zaangazowana w zwigkszona wrazliwosé
niewydolnego migénia sercowego na czynniki wyzwalajace, takie jak hipokaliemia,
niedokrwienie i §rodki antyarytmiczne z efektami klasy IIL'*' Spadek aktywnosci kanatow
potasowych zarowno Ks (slow), jak i Kr (rapid), odpowiedzialnych za repolaryzacj¢ migs$ni
po fazie plateau powoduje wydluzenie czasu trwania potencjalu czynnos$ciowego,
zwigkszajac jednoczesnie prawdopodobienstwo ponownego otwarcia kanatow dla jonow
wapniowych i/lub sodowych podczas tego samego pobudzenia i tym samym wywotania
wzrostu potencjatu w czasie fazy repolaryzacji. Konsekwencja jest wystgpowanie wczesnych
depolaryzacji nastepczych, EAD. Inna zmiana obserwowanag w NS sa zaburzenia
w inaktywacji kanalu sodowego. W zdrowym sercu kanaty dla Na" otwieraja si¢ w bardzo
szybkim impulsie wynoszacym 2 ms. W niewydolnym mig$niu sercowym otwarcie tego
kanatu przedluza si¢ na faze¢ plateau potencjalu czynnosciowego i sprzyja powstawaniu
EAD.***" Zmiany w ekspresji koneksyny 43 w NS rowniez nie sa catkowicie neutralne, gdyz
zmniejszenie liczby elektrycznych potaczen migdzykomorkowych, obniza szybko$¢

.. . .. .. . . . 122
przewodzenia 1 sprzyja wystapieniu arytmii w mechanizmie pobudzenia nawrotowego.
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Po zakonczonym eksperymencie, z serc szczuréw izolowano RNA w celu zbadania poziomu
ekspresji genéw 1 produktéw biatkowych gtownych kanatéw dla jondéw: potasu (Kcnql),
wapnia (Serca2a, Cacnalc) 1 kanaldow wapniowo-sodowych (Ncxl1). Aby moéc poréwnaé
poziom ekspresji danego genu z jego odpowiednim produktem biatkowym, zwrdcono
szczegblng uwage na to, aby izolacje byly wykonane z tych samych analizowanych probek,
ktore reprezentowaty cata lewa komore serca szczura. Rycina 38 podsumowuje uzyskane
wyniki z badania ekspresji zarowno na poziomie mRNA jak i biatka dla wszystkich badanych
kanatéw. Przy analizie wynikbw mozna zauwazy¢, ze ekspresja mRNA niekoniecznie
korelowala dodatnio z obserowana ekspresja na poziomie biatka. Jednak nalezy pamigtac, ze
w komorkach ssakow korelacja pomigdzy ekspresja mRNA 1 biatka jest stabsza, gdyz zalezy
od aktywnosci 1 typu komorki. Co wigcej, na komodrki dziata wiele mechanizmow, ktore
wplywaja na ich transkrypcje i translacjg; jak rowniez znaczenie ma okres pottrwania réznych
typow biatek i moze on wynosi¢ od minuty do kilku dni. Wptyw na poziom ekspresji ma
réwniez szybko$¢ degradacji mRNA, ktora wynosi od 2 do 7 godzin w komoérkach ssaczych,

w pordwnaniu z 48 godzinami wymaganymi do degradacji biatka.'>’

Mozna zaobserwowaé, ze zastosowane interwencje komorkowe (MbWT lub MbCX43)
spowodowaty pewne zmiany w ekspresji genow w migsniu lewej komory serca. Zmiany te
byty dlugotrwale (w poréwnaniu z grupa kontrolna) i odnosilty si¢ do calej lewej komory
serca, w ktorej nastgpowaly interwencje komorkowe. Ogodlnie poziomy ekspresji gendw
kodujacych elementy strukturalne analizowanych kanaléw jonowych byly raczej obnizone
za wyjatkiem Cacnalc, ktory koduje podjednostkg kanatu wapniowego typu L.
Zaobserwowano neutralny wplyw na ekspresj¢ genu zaangazowanego w niekorzystna
przebudowg serca po zawale, tj. Gata-4 oraz zaobserwowano wzrost ekspresj genu 7gfbl,
ktéry koduje cytoking bioraca udziat w inhibicji prozapalnej ale i modulacji zwtoknienia po

zawale.

Jak mozna wywnioskowa¢ z Ryciny 38:41, w przypadku genu Kcngl zauwazy¢ mozna, ze
jego ekspresja jest obnizona po interwencji MbCX43, a takze znaczaco zmniejszona na
poziomie produktu biatkowego. Gen Kcngl koduje bramkowany napigciem kanal potasowy
wymagany do fazy repolaryzacji potencjalu czynnosciowego serca. Zmiany w ekspresji tego
kanatu moga przyczyni¢ si¢ do nieprawidlowosci w zakresie repolaryzacji zwiazanej
z niewydolno$cia serca. Obnizona aktywno$¢ kanatu potasowego moze wydluzyé czas
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trwania potencjalu czynno$ciowego, ktéry moze by¢ odpowiedzialny za nieprawidtowa
automatyzacje serca'>’, co bylo wspomniane juz wczeéniej. Taka sytuacje obserwuje sie
rowniez u pacjentow cierpiacych na zespdt wydluzonego QT, u ktorych utrata funkcji
w kanale potasowm jest spowodowana mutacjami w genie Kcngl.'”> Zmiany w zapisie
kodujacym genu przyczyniaja si¢ do zmniejszenia repolaryzacji kanatu Ks i1 wydtuzenia
odstepu QT. Mozna wigc sadzié¢, ze interwencja komérkowa w grupie szczurdw, ktorym do
pozawatowego migénia sercowego Wwszczepiano mioblasty wykazujace nadeskpresje
koneksyny 43 ujawnita potencjalny proarytmogenny efekt przeszczepianych komorek
w niniejszej pracy. Jednak co jest interesujace, analizujac wyniki uzyskane z badania
poziomow ekspresji genu i biatka w stosunku do kanatu wapniowego (Cacnalc)
zaobserwowano wynik odwrotny, gdyz zaobserwowane obnizenie ekspresji biatka cacnalc

pozytywnie wptywa na czas trwania potencjatu czynnosciowego Rycina 38: A2, B2, C2.

Gen Cacnalc koduje podjednostke alfa-1 kanalu wapniowego zaleznego od napigcia. Kanat
ten posredniczy w naptywie jondw wapnia do komodrki w czasie polaryzacji blony
komorkowej, dlatego tez ekspresja tego kanatu wpltywa roéwniez na czas trwania potencjatu
czynno$ciowego serca.'2® Podsumowujac uzyskane w niniejszej pracy wyniki, mozna by
wnioskowa¢, ze komorki z nadekspesja koneksyny 43, MbCX43 w badanej grupie
interwencji (MI+MbCX43) indukowaly zwigkszona ekspresje genu kanatu wapniowego
(Cacnalc) (Rycina 38:42) jednocze$nie obnizaly poziom biatka cacnalc (Rycina 38:B2).
Mozna zatem zalozy¢, ze jest to zjawisko kompensacyjne dla przedtuzonego czasu trwania
potencjatu czynno$ciowego (spowodowane przez nizsza ekspresj¢ biatka Kcnql), gdyz
obnizenie ekspresji kanatu wapniowego (na poziomie biatka) powoduje obnizenie czasu
trwania potencjalu czynno$ciowego. Podsumowujac zatem, mozna z pewna ostroznoscia

stwierdzi¢, ze interwencja MbCX43 spowodowata zatem raczej dzialanie antyarytmiczne.

Kolejnym analizowanym kanatem odpowiedzialnym za wewnatrzkomdrkowy obieg wapn jest
wymiennik sodowo-wapniowy kodowany przez gen NcxI. W miocytach sercowych stgzenia
jondéw wapnia zmieniaja si¢ w czasie skurczu (wysokie stgzenie) i relaksacji (niskie stezenie).
Wymiennik sodu/wapnia (Ncx1) jest gldwnym elementem zapewniajacym, ze jony wapniowe
sa uwalniane z komoérki podczas relaksacji migsnia sercowego.'”’ Analiza poziomu ekspresji
genu Ncx!I wykazata, Zze interwencja mioblastow w grupach MI+MbWT i MI+MbCX43
obnizata poziom tego genu w poréwnaniu do grupy MI+0.9%NaCl (p=0,0464) (Rycina 38:
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A3). Jednak zwigkszona ekspresja na poziomie biatka (Ncx1) moze sprzyja¢ ponownej
polaryzacji, ktéra wywoluje przedwczesne pobudzenie komorowe.'”® Efekt ten mozna
zaobserwowa¢ w grupie z natywnymi mioblastami (MbWT) (Rycina 38: B3, C3). Jednakze,
wszczepione mioblasty do serc szczurdw po zawale w grupie interwencyjnej MI+MbCX43
wykazywaty istotne statystycznie (p=0,0082) zmniejszenie poziomu ekspresji kanatu Ncx1
w porownaniu z grupa MI+MbWT, co moze $wiadczy¢é o antyarytmicznym $rodowisku

zapewnianym przez mioblasty z nadekspresja koneksyny 43.

Badania dowodza, ze terapia genowa z zastosowaniem genu Sercala obniza podatno$¢ na
arytmi¢ wywolana przez pobudzenia nawrotowe poprzez obnizenie fosforylacji receptora
rianodynowego, a tym samym zapobiega wyciekowi jonow wapnia, ktory jest pro-
arytmogenny, gdyz wzrost aktywnos$ci Serca2a prowadzi do poprawy stanu niewydolnego
serca. Na modelu §winskim wykazano, ze dlugotrwata nadekspresja Serca2a ma pozytywny
efekt, gdyz utrzymuje prawidlowe funkcje skurczowe i rozkurczowe, jak rowniez wplywa na
poprawe budowy serca pozawalowego.129 Terapia zwigzana z wprowadzeniem genu SercaZa
do pozawatowego migsnia sercowego wiaze si¢ z nastgpujacymi korzysciami: zmniejszeniem
napigcia $cian komory i/lub negatywnych skutkéw mechaniczno-elektrycznego sprzgzenia
zwrotnego, ulepszeniem funkcji miotochondriow oraz funkcji energetycznej komorki. Zatem
pozadanym efektem terapeutycznym bylby wzrost poziomu ekspresji Serca2a po
zastosowanej terapii komorkowej (MbCX43). Uzyskane wyniki po przeprowadzeniu reakcji
PCR w czasie rzeczywistym wykazaly, ze implantowane komoérki (MbCX43) do
pozawatowego migsnia sercowego szczuréw powodowaty jednak istotne obnizenie poziomu
ekspresji genu Serca2a w poréwnaniu do grupy kontrolnej (MI+0.9%NaCl) (p=0.01) (Rycina
38: A4). W innych publikacjach wykazano zar6wno obnizenie, jak i brak zmian w ekspresji

P01 Jednak w niniejszej rozprawie, w badanej grupie zwierzat z interwencja

genu Sercala.
(MI+MbCX43) poziom biatka Serca2a byl statystycznie istotnie wyzszy w poréwnaniu do
grup kontrolnych: MI+MbWT (p=0.004), MI+0.9% NaCl (p=0.0024) (Rycina 38: B4, C4).
Wynik ten jest bardzo satysfakcjonujacy, poniewaz Serca2a jest traktowany jako marker
poprawnosci leczenia. Wiaze si¢ to z faktem iz utrzymanie zwigkszonej aktywnos$ci Serca2a
w niewydolnym sercu moze zmniejszy¢ pole zwldknienia migénia sercowego, a takze
polepszy¢ jego kurczliwo$¢, jak rowniez przyczyni¢ si¢ do zmniejszenia arytmii

132-141
komorowych.
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Porownany zostal réwniez stosunek poziomow ekspresji czynnikéw Ncxl1/Serca2a na
poziomie genu i biatka w celu dalszego wnioskowania na temat charakteru przeprowadzonych
interwencji dosercowych, tj. zwlaszcza wprowadzeniem MbCX43 do serca po zawale (Rycina
38: A5, B5). Analiza wykazata, ze w badanej grupie (MI+ MbCX43) poziom biatka Ncx1 byt
znaczaco obnizony, a poziom wspolczynnika Serca2a ulegt pozytywnej regulacji
w poréwnaniu z grupami kontrolnymi: MI+MbWT (p=0.02), oraz MI+0.9%NaCl (p=0.0007).
To z Kkolei moze przemawia¢ za antyarytmicznym charakterem interwencji

z zastosowaniem mioblastow charakteryzujacych si¢ nadekspresja koneksyny 43.

Analiz¢ poziomu ekspresji genu 7gfbl (p=0.0378) wykonano tylko na poziomie mRNA
(Rycina 38: A7) i1 wykazano istotnie statystycznie wzrost ekspresji genu w przypadku
interwencji komorkami MbCX43. Ze wzgledu na niejednoznaczny charakter 7gfbl, ktory
og6lnie uwazano za czasteczke przeciwzapalna potaczona ze zdolnoscia do indukowania

zwloknienia, trudno jest stwierdzi¢, czy fenomen ten powinien by¢ traktowany jako zjawisko

pozytywne, czy negatywne.

Podsumowujac, w badaniach niniejszej pracy promocyjnej stwierdzono bez watpliwosci, ze
w tkance LV serca po wszczepieniu genetycznie zmodyfikowanych mioblastoéw (MbCX43)
ekspresja Ncx1 na poziomie bialka byta znaczaco zmniejszona, podczas gdy poziom Serca2a
wzrastat (stosunek Ncx1/Serca2a zatem znaczaco spadat), (Rycina 38: A5, B5). To bardzo
wazne odkrycie w kontekscie arytmicznej sktonnosci niewydolnego serca. Sugeruje to, ze
wigcej Ca2" jest transportowana do SR, a mniej przez blone komoérkowa poprzez Nexl.
Wymiennik sodowo-potasowy pracujacy w normalnym trybie transportuje 1 jon Ca2"
zkomorki i3 jony Na® w kierunku przeciwnym. Transportowi temu towarzyszy prad
depolaryzacyjny, gléwne zrodto DAD. Zmniejszona ekspresja Ncx1 wraz ze zwigkszona
ekspresja Serca2a oznacza zatem mniejsze mozliwosci indukcji dla DAD. Ponadto wykazano,
ze zmniejsza si¢ ekspresja kanatow potasowych (Kcenql) na poziomie biatka, ktéra moze
przedtuza¢ APD ipromowaé¢ EAD. Jednak jednocze$nie ekspresja kanatow wapniowych
(Cacnalc) byla zmniejszona w sercach po interwencji MI+MbCX43 przeciwdziatajac
wydluzeniu czasu trwania potencjalu czynnosciowego, a wigc efektem netto nie bylaby
zmiana sklonnosci do indukcji EAD. Wreszcie, zmodyfikowane genetycznie mioblasty,
ktérych wykazano odpowiednie utozZenie na terenie serca, jak i ich prawidtowe potaczenie
funkcjonalne z sasiadujacymi kardiomiocytami, utrzymuja prawdopodobnie lepsza predkosé¢
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przewodzenia migdzykomorkowego niz rozproszone, niezwigzane z kardiomiocytami
natywne mioblasty. Lepsze przewodnictwo wewnatrzkomorkowe oznacza zatem mniejsze
ryzyko indukcji 1 utrzymywania si¢ zaburzen rytmu powrotnego.

Reasumujac, wyniki te wskazuja na potencjalne korzysci z wprowadzanych dosercowo
genetycznie modyfikowanych ludzkich mioblastow z nadekspresja koneksyny 43

w niewydolnym mig$niu sercowym po zawale.
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7. WNIOSKI

1. Udokumentowano, ze genetycznie modyfikowane mioblasty transfekowane plazmidem
pCiNeo-CX43, zawierajacym gen kodujacy koneksyng 43, wykazaly istotnie zwigkszona
transkrypcje wprowadzonego genu, a takze poziom biatka CX43.

2. Wykazano, ze przeprowadzenie modyfikacji genetycznej mioblastow zmniejszyto
wystgpowanie zjawisk arytmogennych typu wtérnego w pordOwnaniu z interwencja
natywnymi mioblastami u szczurow po zawale (obserwowanych po czterech tygodniach od

interwencji intramiokardialnych; p<0.05)

3. Analiza ekspresji gendw i odpowiadajacym im produktom bialkowym tworzacych
elementy strukturalne kanaléw jonowych wykazata, ze wprowadzone MbCX43 wykazuja
charakter antyarytmiczny, wptywajac pozytywnie na dlugos¢ trwania potencjalow
czynno$ciowych w pozawatowym migéniu sercowym (jony wapnia). Ekspresja bialek Ncx1
i Cacnalc byla statystycznie istotnie zmniejszona (p<0.05, p<0.01) w grupie szczuréw
MI+MbCX43 w porownaniu z interwencja mioblastami natywnymi (MI+MbWT), co
przemawia za antyarytmicznym oddzialywaniem podawanych komorek z nadekspresja

koneksyny 43 (MbCX43).

Ponadto zaobserwowano statystycznie istotny wzrost ekspresji biatka Serca2a po interwencji
MbCX43 w poréwnaniu z interwencjami MI+MbWT 1 MI+0.9%NaCl. Moze to by¢
postrzegane jako silny dowod terapeutycznego charakteru komoérek MbCX43, albowiem
poziom ekspresji Serca2a jest biomarkerem skutecznego zapobiegania niekorzystnej

przebudowy mig$nia sercowego.

4. Ponadto, wykazano, Ze  genetycznie modyfikowane ludzkie = komorki
macierzyste/progenitorowe pochodzenia miogennego podane intramiokardialnie byly obecne
w migs$niu sercowym szczura po okresie jednego miesiagca od przeprowadzonych interwencji

wykazujac charakterystyczne uporzadkowanie potozenie wzgledem miocytéw sercowych.
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8. STRESZCZENIE

Zawal migsnia sercowego jest jedna z najczestszych przyczyn $miertelnosci ludzi na §wiecie.
Podczas zamknigcia $wiatla tetnicy wiencowej kardiomiocyty umieraja isa zastgpowane
tkanka wtoknista, ktora nie wykazuje funkcji kurczliwych. Tak wigc, istnieje niewatpliwa

potrzeba regeneracji pozawatowego serca, na przyktad za pomoca komoérek macierzystych.

Nadzieje na skuteczne leczenie uszkodzonego miokardium oferuja nowe terapie komorkowe,
w ktorych sa wykorzystywane rézne rodzaje komorek macierzystych, np. komorki
macierzyste mi¢sni szkieletowych, znane rowniez jako mioblasty. Ten typ komorek ma wiele
zalet, ale pomimo tego, istnieje powazny problem zwiazany z ich zastosowaniem w terapii
pro-regeneracyjnej wynikajacy zich niewystarczajacej synchronizacji elektrofizjologiczne;j
z kardiomiocytami narzadu biorczego. Przyczyna tego zjawiska jest brak ekspresji biatka
koneksyny 43 w zréznicowanych miocytach odpowiedzialnego za wytwarzanie potaczen

szczelinowych.

Gléwnym celem niniejszej dysertacji bylo opracowanie terapii komorkowej uzywajac
genetycznie modyfikowanych ludzkich komoérek macierzystych (transfekcja sekwencja
kodujaca dla koneksyny 43), jako prewencji wobec wystgpowania pobudzen dodatkowych

komorowych w niewydolnym sercu szczurow po zawale.

Uzyskane wyniki wskazuja, ze genetycznie modyfikowane mioblasty transfekowane
plazmidem pCiNeo-CX43 (zawierajacym gen kodujacym koneksyng 43) objawily istotnie
podwyzszona ekspresj¢ na poziomie genu i biatka. Co wigcej, wykazano, Zze interwencje
zuzyciem modyfikowanych genetycznie ludzkich mioblastow zmniejszyly wystgpowanie
zjawisk spontanicznych i1 indukowanych komorowych zaburzen rytmu serca w poréwnaniu

z interwencja mioblastami natywnymi u szczuréw po zawale.

Analiza ekspresji genow 1 ich odpowiednich produktow biatkowych tworzacych elementy
strukturalne kanatow jonowych wykazata, ze mioblasty z nadekspresja koneksyny 43
wykazuja charakter antyarytmiczny, wptywajac pozytywnie na dtugos¢ trwania potencjatow
czynnosciowych w migsniu sercowym (jony wapnia). Ekspresja bialek dla Ncx1 i Cacnalc
byta statystycznie istotnie zmniejszona w grupie MI+MbCX43 w pordwnaniu z interwencja
w grupie MI+MbWT, co $wiadczy o efekcie antyarytmicznym zastosowanych komorek

(MbCX43). Ponadto, zaobserwowano statystycznie istotny wzrost ekspresji biatka Serca2a
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w porownaniu z interwencjami MI+MbWT 1 MI+0.9%NaCl wykonanymi w kontrolnych
grupach szczuréw. Moze to by¢ postrzegane jako dodatkowy dowdd na terapeutyczny
charakteru zastosowanych komorek MbCX43, poniewaz wzrost ekspresji Serca2a moze by¢
biomarkerem potencjalnie zaswiadczajacym o skutecznym leczeniu niekorzystnej

przebudowy mig$nia sercowego po zawale.

Dodatkowo, udokumentowano obecno$¢ ludzkich modyfikowanych genetycznie mioblastow
na terenie migs$nia sercowego po zawale u szczurdw z charakterystycznym réwnoleglym
uporzadkowaniem w stosunku do kardiomiocytow, wskazujac tym samym na wystgpowanie
funkcjonalnych koneksonow pomigdzy wprowadzonymi komorkami a miocytami narzadu

biorcy.
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9. ABSTRACT

Myocardial infarction is one of the most common causes of human mortality word wide. It is
caused by the occlusion of one of the coronary arteries. During this process cardiomyocytes
die and are usually replaced by fibrotic tissue, which does not demonstrate contractility.
Therefore, there is an obvious need for novel therapy to regenerate the post-infarcted heart,

for example applying cellular therapies.

Our hope for effective treatment of damaged myocardium might be novel therapies based on
stem cell application. Different types of stem cells have been used so far, e.g. myogenic stem
cells, also known as myoblasts. This type of stem cells have many advantages, but their major
obstacles have been associated with insufficient electrophysiological synchronization with
recipient organ cardiomyocytes. The reason for this phenomenon is the lack of expression of

the connexin 43 protein responsible for gap junctions formation.

So, the main goal of this dissertation was to develop a stem cell protocol therapy by using
cells with genetic modification (provided by transient transfection of plasmid containing
coding sequence for connexin-43) which might solve a problem associated with the occurence

of additional simulations in post-infarcted heart (arrhythmia).

The results obtained have shown that genetically modified myoblasts (transfected with
plasmid pCiNeo-CX3 containing gene encoding connexin-43) demonstrated significantly
increased transcription of this introduced gene as well as translated CX43 protein. Moreover,
it was observed that the introduced genetic modification decreased the occurrence of
spontaenous and induced ventricular arrhythmias when compared to native myoblasts

intervention in post-infarcted heart in rat model, (observed at four weeks after cells delivery).

Analysis of gene expression and their respective protein products structuring ion channels
showed that connexin-43 overexpressing myoblasts revealed pre-vailing antiarrhythmic
character, positively impacting the length of duration of the action potentials in the
myocardium (in respect to calcium ions). Ncx1 and cacnalc proteins were statistically
significantly reduced in MI+MbCX43 group of rats comparing to MI+MbWT intervention,
and this was demonstrated studying the anti-arrhythmic effect of administered cells
(MbCX43). In addition, we have observed a statistically significant increase in expression of

the Serca2a protein when compared with control MI+HMbWT and MI+0.9%NaCl
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interventions. This can be perceived as the additional proof of therapeutic character of
MbCX43 cells since an increase in expression of Serca2a can be a potentially considered as

the validating biomarker of successful prevention of myocardial remodeling after MI.

Additonally, it has been documented the presence of genetically modified human myoblasts in
post-infarction myocardium of rats with characteristic alignment in paralel to recipient organ
cardiomyocytes which must possibly inducted formation of functional connexons among both

cell types.
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