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1. Wstep

1.1 Starzenie, jako czynnik rozwoju chorob

Jednym z najwigkszych wyzwan przyszioSci jest starzejace Si¢ spoteczenstwo.
Przewiduje si¢, ze do 2050 roku na $wiecie liczba 0sob powyzej 60 roku zycia wzros$nie
picciokrotnie w poréwnaniu do 1950 roku i bedzie dominujgca grupa wickowg na swiecie (1,2).
Te zmiany demograficzne mogg wywrze¢ gl¢bokie implikacje spoteczne i ekonomiczne. Moga
spowodowac wzrost zapotrzebowania na swiadczenia z ushug stuzby zdrowia, wzrost kosztow
opieki medycznej, obnizy¢ wzrost gospodarczy, spowodowaé spadek zdolnosci panstw do
finansowania programow pomocy spolecznej, koniecznos¢ opieki medycznej nad starszymi
ludzmi (1,3).

Starzenie nie jest choroba, ale jest naturalnym procesem dotyczacym wszystkich
zywych organizméw, w ktorym na skutek zaleznych od czasu akumulacji czynnikéw
degeneracyjnych na poziomie molekularnym, komorkowym i ogélnoustrojowym dochodzi do
upos$ledzenia funkcjonowania catego organizmu (4,5).

Czynniki degeneracyjne towarzyszace procesowi starzenia dzielg si¢ na wewngtrzne i
zewngtrzne. Reprezentujace czynniki wewngtrzne endogenne zmiany na poziomie
molekularnym, przyczyniajg si¢ z czasem do widocznych zmian starczych na poziomie catego
organizmu. Natomiast nalezace do czynnikéw zewngtrznych, styl zycia i $rodowisko
bytowania, wplywaja na funkcjonowanie catego organizmu, jak i na mechanizmy molekularne
lezace u podioza procesu starzenia. W zwigzku z tym, poglebienie wiedzy na temat interakcji
miedzy tymi dwoma rodzajami czynnikow procesu starzenia pozwoli na lepsze zrozumienie
jego natury, jak i opracowanie prewencyjnych strategii terapeutycznych ktére mogty by
hamowac proces starzenia si¢ organizmu (5).

Proces starzenia mozna rozpatrywacé, jako starzenie chronologiczne lub biologiczne. W
starzeniu chronologicznym akumulacja degeneracyjnych zmian w organizmach Zzywych
wynika wylacznie z uplywu czasu zycia jest jednakowa u wszystkich organizmow zywych. Z
kolei, w starzeniu biologicznym stopnien intensywnos$ci akumulacji zmian degeneracyjnych w
organizmach zywych towarzyszacych uptywowi czasu zycia (starzeniu chronologicznemu)
zalezy réwniez od szeregu czynnikOw wynikajacych ze stylu zyciu, oddziatywania §rodowiska
czy rozwijajacych sie choréb. W zwiagzku z tym starzenie biologiczne roézni si¢ pomig¢dzy
gatunkami zwierzat, jednostkami wewnatrz gatunku i organami wewnatrz osobnika. Co istotne,
starzenie biologiczne moze podlega¢ modyfikacjom i by¢ spowalniane, poprzez zmiang stylu

zycia (dietg, wysitek fizyczny) i stosowane interwencje farmakologiczne (6-8).



Wiek jest glownym czynnikiem ryzyka rozwoju wielu chorob przewlektych,
odpowiedzialnych za skrocenie okresu zdrowia starzejacych si¢ ludzi i prowadzacych do
$mierci (9). Wsrod chordb przewlektych towarzyszacych procesowi starzenia mozna wymienic
choroby sercowo-naczyniowe, otytos¢, cukrzyce typu 2, nicalkoholowe sttuszczenie watroby,
niewydolno$¢ nerek, nowotwory, demencje, choroby Alzheimera i Parkinsona (10,11).
Wykazano, ze u ponad 90% ludzi powyzej 65 roku zycia wystepuje co najmniej jedna
przewlekta choroba towarzyszaca starzeniu (12).

Pomimo tego, ze na przestrzeni ostatnich lat rozwdj nowych strategii leczenia chorob
umozliwit wydhuzenie dlugosci zycia ludzi, to nie uchronit on przed wzrastajacag z wiekiem
liczbag chorob wspotistniejacych, ktore towarzysza starzeniu, 1 wydluzaja okres

niepelnosprawnosci osob w podesztym wieku (3).

1.2 Historia badan dotyczacych procesu starzenia

Na przestrzeni ostatnich stu lat dokonano znaczacych postgpow w zrozumieniu procesu
starzenia. Odkryto, ze za pomocg restrykcji kalorycznych mozna modulowaé proces starzenia
(13) oraz hamowa¢ rozwdj chordb towarzyszacych starzeniu (14). Badania wykonane na
muszkach owocowych dowiodly, ze dlugo$¢ zycia determinuja geny (15). W 1988 roku
odkryto, ze mutacja w genie age-1 spowodowata wydtuzenie zycia u Caenorhabditis elegans
(16), a obecnie wiadomo, ze w tym modelowym organizmie nicienia wystepuje ponad 800
genéw modulujacych dlugosé zycial.

Do tej pory udowodniono udziat roznych $ciezek molekularnych zaangazowanych w
proces starzenia, m.in. szlaku sygnalizacyjnego insuliny (17), szlaku zaleznego od kinazy
bialkowej treoninowo-serynowej mTOR (ang. mammalian target of rapamycin)(18).
Dowiedziono, ze w proces starzenia zaangazowanych jest wiele proceséw biologicznych takich
jak; stres oksydacyjny (19), dysfunkcja mitochondriow (20), akumulacja starzejacych sie¢
komorek (21), przewlekty stan zapalny (22), zaburzona homeostaza biatek (23). Wykazano
rowniez, ze biatko Sir2 (ang. silent information regulator 2) oraz koenzym NAD® sg
zaangazowane w wydtuzenie dlugosci zycia zwigzanego z restrykcjami kalorycznymi (24).
Ponadto odkryto szereg zwiazkow, ktore moga wplyna¢ na wydhuzenie dlugosci zycia jak:
metformina (aktywator AMPK — ang. adenosine monophosphate-activated protein kinase)(25),
rapamycyna (26) i jej analogi (inhibitory mTOR — ang. mammalian target of rapamycin),

prekursory NAD™ (rybozyd nikotynamidu, mononukleotyd nikotynamidu), aktywatory sirtuiny

! https://genomics.senescence.info/genes/search.php?organism=Caenorhabditis+elegans&show=4



(np. resweratrol), oraz tzw. senolityki, tzn. zwigzki o r6znym mechanizmie dziatania, ktore

selektywnie eliminujg starzejace si¢ komorki (27).
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Ryc. 1 Kalendarium badan nad procesem starzenia. Na krzywej czasu przedstawiono najwazniejsze odkrycia
w dziedzinie badan nad procesem starzenia oraz perspektywy na przyszto§¢. Rycina na podstawie Campisi J.,
2019 (27).

1.3 Geroscience — nauka o procesach starzenia

Na przestrzeni ostatnich 40 lat nastapit postgp w medycynie dotyczacy leczenia wielu
chorob. Jednak, pomimo postepu medycyny, wiek nadal pozostaje waznym czynnikiem ryzyka
rozwoju wielu chordb, i wspdlczesna medycyna ma ograniczone metody utrzymania
,,dobrostanu” zdrowotnego pacjenta w podesztym wieku (27). Istnieje wigc pilna potrzeba
odnalezienia szlakéw molekularnych faczacych proces starzenia z rozwojem chorob
przewlektych oraz opracowanie strategii terapeutycznych majacych na wzgledzie leczenie
jednoczesnie kilku wzajemnie na siebie oddzialowujacych jednostek chorobowych
towarzyszacych procesowi starzenia, ostatecznie prowadzgc do opdznienia wplywu
negatywnych skutkow starzenia (9). Temu zadaniu probuje sprosta¢ nowy interdyscyplinarny
dziat nauki badajacy procesy starzenia si¢ organizmu na Styku normalnego starzenia si¢ i
chorob przewlektych (,,geroscience”)(27), ktorego celem jest wydtuzenie okresu zdrowia osob
starszych oraz op6znienie rozwoju chorob przewlektych i ostabienia fizycznego ludzi starszych

(ang. frailty)(28). Waznym celem tej nowej dziedziny badan jest wiec odnalezienie



mechanizmow i proceséw biologicznych starzenia prowadzacych do rozwoju wielu chordb
przewleklych wieku podesztego i hamowanie ich, aby zapobiec powstawaniu kilku jednostek
chorobowych jednoczes$nie w czasie starzenia (29).

Istotnym wyzwaniem dla wspolczesnej gerontologii jest réwniez znalezienie
biomarkeréw starzenia biologicznego organizmu. Odkrycie takich biomarkeréw mogto by
umozliwi¢ przewidywanie ryzyka rozwoju choréb przewlektych towarzyszacych starzeniu, jak
i pozwolito by monitorowac skutecznos¢ przeciwdziatania ich powstawaniu (27). Wylonienie
biomarkeréw starzenia w dzisiejszych czasach jest ulatwione dzigki szybko rosngcej
mozliwo$ci gromadzenia, przechowywania i analizy danych z zastosowaniem sztucznej
inteligencji 1 technik uczenia maszynowego. Ostatnie odkrycia z wykorzystaniem
wysokoprzepustowych badan proteomicznych, transkryptomicznych i epigenetycznych

wskazuja, ze takie biomarkery istnieja (30).

1.4 Niewydolnos¢ miesnia sercowego

Niewydolno$¢ migénia sercowego jest stanem klinicznym, w ktérym uposledzona praca
serca uniemozliwia dostarczenie wystarczajacej ilosci krwi natlenowanej wraz ze sktadnikami
odzywczymi do organizmu, by zaspokoi¢ jego potrzeby w trakcie zwyklej codziennej
aktywnosci fizycznej (31) oraz uniemozliwia odpowiedni powr6t krwi zylnej do serca (32).
Rozwija si¢ ona z powodu uszkodzenia migsnia sercowego wywotanego réznymi czynnikami
etiologicznymi, takimi jak choroba niedokrwienna serca, nadcisnienie tetnicze, cukrzyca, wady
zastawkowe serca, kardiomiopatie, infekcje, toksyny (32). W rozwdj niewydolnosci serca moze
by¢ zaangazowanych wiele patomechanizméw, m.in. przecigzenie hemodynamiczne serca,
niedokrwienie migsnia sercowego, nadmierna stymulacja neurohormonalna, przebudowa
komor serca, zaburzona gospodarka wapniowa w kardiomiocytach, nadmierna proliferacja
macierzy zewnatrzkomorkowej, przyspieszona apoptoza oraz mutacje genetyczne (33).

Niewydolno$¢ serca przejawia sie takimi objawami jak np. duszno$ciami, zmeczeniem,
kotataniem serca, obrzgkiem konczyn dolnych (32). Mozna jg sklasyfikowa¢ na podstawie
czasu pojawienia si¢ i trwania, jako ostrg lub przewlekla, badz na podstawie objetosci frakcji
wyrzutowej lewej komory, jako niewydolno$¢ serca ze zmniejszong (<40%) lub zachowang
(>50%) frakcja wyrzutowa (34). Niewydolno$¢ serca z zachowang frakcja wyrzutowa
charakteryzuje si¢ normalng objetoscig lewej komory, natomiast jej grubos¢ jest powigkszona,
a wspotczynnik masy lewej komory do objetosci koncowo-rozkurczowej jest zwigkszony. Z

kolei w niewydolnos$ci serca ze zmniejszong frakcja wyrzutowa lewa komora jest zwykle



rozciggnieta, natomiast wspotczynnik masy lewej komory do objetosci koncowo-rozkurczowej
jest normalny lub zmniejszony (33).

Obnizenie rzutu serca w niewydolnos$ci serca zaroOwno ze zmniejszong i zachowang
frakcja wyrzutowg prowadzi do aktywacji mechanizmow kompensacyjnych, ktore starajg si¢
utrzyma¢ ,,prawidlowa” funkcje serca, a z czasem przyczyniaja si¢ do poglebienia
niewydolnosci serca (35).

Mechanizm Frank-Sterling’a odgrywa wazna rol¢ na wczesnych etapach niewydolnosci
serca (36). Umozliwia on zachowanie prawidtowej perfuzji tkanek poprzez wzrost rzutu serca
w odpowiedzi na wzrost objetosci koncowo-rozkurczowej lewej komory. Natomiast wraz z
postepujaca niewydolnoscig serca nastepuje zatrzymanie mozliwosci wzrostu objgtosci
wyrzutowej lewej komory, pomimo dalszego mozliwego wzrostu objgtosci koncowo-
rozkurczowej lewej komory prowadzac do obnizenia rzutu serca i obrzgku ptuc (32).

Na poczatkowych etapach niewydolnosci serca spadek rzutu serca prowadzi do
odpowiedzi kompensacyjnej uktadu sympatycznego majacej na celu utrzymanie prawidtowe;j
perfuzji tkanek (32) poprzez zwickszenie rytmu serca, zwigkszenie kurczliwosci serca, skurczu
naczyn obwodowych (37). Z czasem jednak doprowadza do przerostu kardiomiocytow,
procesoOw apoptotycznych i nekrotycznych w migéniu sercowym (37), spadku frakcji
wyrzutowej serca, arytmii i tachykardii oraz chronicznej aktywacji szlaku renina-angiotensyna-
aldosteron (32).

Na poczatkowym etapie niewydolnosci serca aktywacja szlaku renina-angiotensyna-
aldosteron wynikajaca z obnizonego $redniego ci$nienia tetniczego oraz aktywacji uktadu
sympatycznego (32) prowadzi do wzrostu rzutu serca poprzez skurcz naczyn obwodowych,
zwigkszenie objetosci krazacej krwi, zatrzymanie soli 1 wody w organizmie oraz stymulacji
uwalniania noradrenaliny z zakonczen nerwowych uktadu sympatycznego (37). Natomiast
wraz z postepujaca niewydolnos$cig serca, aktywacja tego szlaku prowadzi do przerostu i
przebudowy migsnia sercowego poprzez aktywacje procesOw widknienia, aktywacje apoptozy
i uszkodzenie kardiomiocytow (38), skutkujaca ostatecznie zwigkszong konsumpcja tlenu przez

migsien sercowy i uposledzong jego wydajno$cig skurczowa (34).
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Uposledzona funkcja lewej komory/ uszkodzenie miesnia sercowego

.

Niewydolnosc serca

.

‘ Obnizona objetosc wyrzutowa i rzut serca

:

Odpowiedi neurohormonalna

‘ Aktywacja uktadu sympatycznego ‘ Aktywacja uktadu renina-angiotensyna-aldosteron

] ]

*  Skurcz naczyn krwionosnych: zwiekszona aktywnosc sympatyczna, angiotensyny |1,
endoteliny-1, zmniejszone uwalnianie tlenku azotu
«  Fatrzymanie soli i ptynow w organizmie: zwiekszona produkcja wazopresyny i aldosteronu

!

‘ Dalsze obcigZenie Sciany lewej komory i jej rozciaganie (w tym przebudowa) prowadzaca do pogorszenia jej funkcji

!

Pogtebiajaca sie
niewydolnosd serca

Ryc. 2 Mechanizmy neurohormonalne w rozwoju niewydolnos$ci serca. Rycina na podstawie Jackson G., 2000
(37).

1.5 Elementy patofizjologii rozwoju niewydolnos$ci serca, ktore moga byé przyspieszone
przez starzenie

Wiek jest glownym czynnikiem ryzyka powstawania chorob sercowo-naczyniowych
(39), dlatego szereg mechanizméw odpowiedzialnych za proces starzenia si¢ serca jest
wspolnych z patomechanizmami chorob uktadu krazenia (40). W szczegdlnosci do chorob
sercowo-naczyniowych, w ktorych istotng role odgrywa proces starzenia nalezy niewydolno$é¢
serca (41). Dotychczasowo wykazano, ze Czestotliwos¢ wystgpowania niewydolnosci serca
rosnie z wiekiem od okoto 1% w grupie wiekowej 40-59 lat, az do okoto 12% w grupie
wiekowej powyzej 80 lat (42), co stanowi obecnie tacznie ponad 64 miliony przypadkow na
swiecie (43).

Zmiany towarzyszace starzejagcemu si¢ sercu, a zarazem bgdace wspolnymi z rozwojem
niewydolnosci serca mozna sklasyfikowa¢ na czterech poziomach: funkcjonalnym,
strukturalnym, komoérkowym i molekularnym (40). Wiele sposrod mechanizmow, ktore
postulowano iz maja znaczenie w obydwu tych procesach byto przedmiotem réznych badan
farmakologicznych. Nalezatly do nich: proby przywrdocenia wilasciwego funkcjonowania
mitochondriow, regulacja ilosci starzejacych si¢ komorek (terapia senolityczna), regulacja
procesow autofagii, proteostazy oraz skracania telomerow, hamowanie stanu zapalnego i stresu

oksydacyjnego, zwiekszenie dostgpnosci tlenku azotu (28).
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W ponizszych rozdziatach zostang omowione kluczowe zmiany zachodzace w sercu w

czasie starzenia, ktore moga przyczynia¢ si¢ do rozwoju niewydolnosci serca.

1.5.1 Zmiany funkcjonalne w sercu zwigzane z procesem starzenia

Wazrastajagca z wiekiem sztywno$¢ aorty przyczynia si¢ do wzrostu obcigzenia
nastepczego serca (afterload), wzrostu cisnienia skurczowego lewej komory oraz zaburzenia
funkcji rozkurczowej lewej komory (39). Nastepuje zwigkszenie aktywnego podzno-
rozkurczowego napetniania lewej komory (‘A’) przez skurcz lewego przedsionka (ulegajagcemu
przerostowi) na rzecz pasywnego wczesno-rozkurczowego napetnienia lewej komory (‘E’).
Obydwa te parametry wskazuja na wzrost udziatu lewego przedsionka w catkowitej objetosci
koncowo-rozkurczowej lewej komory (44).

W trakcie starzenia si¢ zdrowego serca, ogoélna spoczynkowa funkcja skurczowa
migénia sercowego nie zmienia si¢, natomiast rezerwa sercowa ulega zmniejszeniu w czasie
wysitku fizycznego. Pojawia si¢ spadek kurczliwo$ci migénia sercowego, spada maksymalna
liczba uderzen serca oraz maksymalna objetos¢ frakcji wyrzutowej (40,44). Spowodowane sg
one obnizonymi wilasciwosciami stymulacyjnymi i przewodzacymi wezta zatokowo-
przedsionkowego powstalymi na skutek przebudowy migénia sercowego (40) oraz
zmniejszenia iloSci prawidtowo funkcjonujacych komorek stymulujacych prace serca (45)

predysponujgc do powstania arytmii serca (40).

1.5.2 Zmiany strukturalne w sercu zwiazane z procesem starzenia

W starzejacym si¢ sercu nastgpuje koncentryczny wzrost grubosci migsnia sercowego
w lewej komorze powstaly na skutek zwigkszenia rozmiaréw kardiomiocytow, natomiast
wielko$¢ jamy lewej komory si¢ nie zmienia (46). Z kolei lewy przedsionek ulega hipertrofii
oraz rozciggnigciu. Obydwa te parametry przebudowy serca sg zwigzane z gtbwnymi zmianami
patologicznymi starzejgcego si¢ serca obejmujgce migotanie przedsionkoéw oraz niewydolno$é

serca z zachowang frakcja wyrzutowa (40).

1.5.3 Zmiany na poziomie komoérkowym w sercu zwiazane z procesem starzenia

Na poziomie komérkowym w czasie starzenia si¢ serca dochodzi do utraty
kardiomiocytéw z powodu apoptozy na rzecz wzrostu ich rozmiaréw (47). Rownoczesnie
stopniowo spowalnia tempo odnawiania ludzkich kardiomiocytow od 0,8% do 0,3% nowych

kardiomiocytow na rok miedzy 20 a 75 rokiem zycia. Taka dynamika wymiany
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kardiomiocytow sprawia, ze z wiekiem nastepuje akumulacja starszych kardiomiocytow na
rzecz mtodszych w migéniu sercowym (48).

W starzejacym si¢ sercu zwicksza si¢ rowniez odktadanie amyloidu (49), spada ilos¢
komorek stymulujgcych prace serca w wezle zatokowo-przedsionkowym (46) oraz zachodza
zmiany w budowie macierzy zewnatrzkomorkowej (50). Na skutek rozregulowania z wiekiem
syntezy i1 degradacji macierzy zewnatrzkomorkowej, w obrebie tkanki tacznej serca gromadzi
si¢ kolagen, glikoproteiny, proteoglikany, glikozaminoglikany, i zwigksza si¢ rowniez
ekspresja integryn (51,52). Zachodzg rowniez zmiany w iloSci poszczegodlnych typow
kolagenu. Wzrasta ilo$¢ kolagenu typu I (o wysokiej wytrzymatosci), a spada kolagenu typu I11
(bardziej elastycznego) przyczyniajac si¢ do usztywnienia lewej komory serca i obnizenia

funkcji biomechanicznej migénia sercowego (51,53).

1.5.4 Zmiany na poziomie molekularnym w sercu zwiazane z procesem starzenia
1.5.4.1 Mitochondria

Mitochondria, uwazane sg za wazne organelle zaangazowane w proces starzenia ze
wzgledu na zwigkszona produkcje reaktywnych form tlenu z wiekiem (39,54), ktore
przyczyniaja si¢ do akumulowania mutacji w mitochondrialnym DNA i spadku wiernosci jego
replikacji (55). Réwnoczesnie reaktywne formy tlenu poprzez utlenianie biatek i lipidow w
mitochondrium powoduja obnizenie wydajnosci tancucha oddechowego i zmniejszenie ich
pojemnosci bioenergetycznej (55,56).

Starzeniu serca towarzyszg rowniez zmiany w budowie mitochondriow (zwigkszenie
rozmiarow, utrata grzebieni mitochondrialnych) (57,58), jak i zaburzenia w procesach kontroli

ich jakosci — fuzji, fizji oraz mitofagii (55).

1.5.4.2 Sygnalizacja B-adrenergiczna oraz gospodarka wapniowa

Sygnalizacja B-adrenergiczna zaangazowana jest w kontrole rytmu serca, kurczliwos$é
mig$nia sercowego, jak i przemodelowanie strukturalne komor pod wptywem katecholamin
(40). Aktywacja receptorow [-adrenergicznych prowadzi do regulacji obrotu wapnia w
komorce migénia sercowego poprzez kontrole funkcji biatek, takich jak kanaty wapniowe typu
L, fosfolamban oraz kinazy biatkowej 11 zaleznej od wapnia i kalmoduliny (CaMKII) (59).

Proces starzejacego si¢ serca zwigzany jest z zaburzeniem w sygnalizacji [-
adrenergicznej (50). Sugerowano, ze zwiekszonemu z wiekiem st¢zeniu krazacych w osoczu

katecholamin, moze towarzyszy¢ spadek gestosci receptorow [-adrenergicznych w sercu (60).
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Efektem tego jest zmniejszenie wrazliwo$ci receptoréw B-adrenergicznych na katecholaminy i
tym samym ostabienie odpowiedzi B-adrenergicznej (60) objawiajacej si¢ zaburzong funkcja
chronotropowa serca oraz obnizong rezerwg inotropowg (61). Dodatkowo, redukcja wychwytu
zwrotnego wapnia z wiekiem przez pompe sarko-endoplazmatyczng (SERCA?2) (61) wywotang
obnizong jej ekspresja (62) i aktywnoscig (63) skutkuje ostabieniem aktywnego rozkurczu

kardiomiocytow, lezacej u podtoza zaleznej od wieku dysfunkcji rozkurczowej serca (50).

1.5.4.3 Szlak renina-angiotensyna-aldosteron

Sugerowano roOwniez, ze starzejace si¢ serce wykazuje si¢ zwigkszong aktywacja szlaku
renina-angiotensyna-aldosteron (RAAS — ang. renin-angiotensin-aldosterone system) (50).
Wzrost obcigzenia mechanicznego serca wskutek usztywnienia naczyn krwionosnych z
wiekiem powoduje przebudowe mig$nia sercowego poprzez nasilenie rozciggania
kardiomiocytow i fibroblastow doprowadzajac do aktywacji sygnalizacji renina-angiotensyna-
aldosteron (64). Wydzielona wowczas angiotensyna II z kardiomiocytow oddziatuje
autokrynnie, jako poczatkowy mediator odpowiedzi hipertroficznej zaleznej od rozciggania
(65). Roéwnoczesnie taczac sie z receptorami angiotensynowymi (zwtaszcza AT1) powoduje
wzrost generacji wolnych rodnikow, promowanie dysfunkcji mitochondridow przyczyniajacych
si¢ do uszkodzenia serca (66). Angiotensyna II stymuluje rowniez proliferacje sercowych
fibroblastow i zwigksza ich aktywno$¢ do syntezy kolagenu (67), oraz aktywuje apoptoze
kardiomiocytow, wskutek wzrostu cytozolowego wapnia i stymulacj¢ zaleznych od wapnia
endonukleaz (68).

Angiotensyna II wptywa w sposob posredni na aktywacje TGF-B1 (ang. transforming
growth factor B 1)(69), ktéry odgrywa kluczowa role w przebudowie macierzy
zewnatrzkomoérkowej poprzez syntezg i sekrecje kolagenu z sercowych fibroblastow. Co
istotne, w procesie starzenia nastgpuje wzrost ekspresji kolagenu w przestrzeni srodmiazszowej
i regionach okotonaczyniowych (70).

Kluczowa strategia leczenia niewydolnosci serca, polega na hamowaniu aktywnos$ci
szlaku renina-angiotensyna-aldosteron i opiera si¢ na stosowaniu inhibitorow ACE (ang.
angiotensin | converting enzyme), antagonistow receptoroOw angiotensynowych (ARBs),
antagonistow receptorow mineralokortykoidowych (MRAS), antagonistow receptoréw

angiotensynowych wraz z inhibitorami neprylizyny (ARNIS) (34).
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1.5.4.4 Stan zapalny

Charakterystyczng cechg procesu starzenia jest przewlekly stan zapalny (22). Wzrost
zapotrzebowania na tlen i energi¢ przez hipertroficzne kardiomiocyty (71) generuje srodowisko
hipoksji, ktore pobudza kardiomiocyty do uwalniania pro-zapalnych cytokin i chemokin
stymulujacych odpowiedz immunologiczng do zwigkszenia liczby makrofagéw (zrédla
metaloproteinaz macierzy pozakomorkowej MMPs — ang. matrix metaloproteinases) w lewej
komorze serca (72,73). Wsérdd metaloproteinaz macierzy pozakomorkowej, szczegolng rolg
pelni MMP-9, ktora jest odpowiedzialna za proteolityczne przetwarzanie komponentéw
macierzy zewnatrzkomorkowej (74), cytokin oraz czynnikow mitogennych, takich jak
endotelina-1, interleukina (IL)-1pB, IL-6 (ang. interleukin 6), TNF-a (ang. tumor necrosis factor
a), TGF-B (75,76). Sugeruje si¢, ze zwigkszona aktywacja MMP-9 i makrofagow w lewej
komorze starego serca lezg u podstaw procesu zapalenia obserwowanego w starzejacym si¢

sercu (72).

1.5.4.5 Telomery

Dlugos¢ telomeréw jest prawdopodobnie najlepiej znanym markerem komoérkowym
procesu starzenia (6). Telomery zbudowane z powtarzalnych sekwencji nukleotydowych
(TTAGGG) zlokalizowanych na koncach chromosoméw odpowiadajag za ich stabilno$é
poprzez zapobieganie nieprawidlowym zmianom wyniktym z replikacji DNA.

Skracanie telomerow jest nieodzownym procesem towarzyszacym podziatowi
komorkowemu, jak i nieunikniong fizjologiczna konsekwencja starzenia. Zbyt krotkie telomery
sygnalizuja komorce zatrzymanie procesu proliferacji komorki, starzenie komérkowe badz
proces apoptozy (77). Zmodyfikowane modele genetyczne zwierzat wykazaly zwigzek
przyczynowo skutkowy migdzy skroconymi telomerami, a skrocong dtugoscia zycia (4) oraz
fenotypem starzejacego si¢ serca (78). Meta-analiza dotyczgca zalezno$ci migdzy dtugoscia
telomeréw w leukocytach (stuzacych, jako marker dlugosci telomerow w mniej dostgpnych
tkankach) a chorobg wieficowg serca wykazaty, ze im dlugo$¢ telomerow w leukocytach jest

krotsza, tym wyzsze jest ryzyko wystapienia choroby niedokrwiennej serca (79).

1.5.4.6 Uszkodzenia materialu genetycznego

Akumulacja uszkodzen w materiale genetycznym (roéwniez mitochondrialnym DNA) w

trakcie zycia dowodzi, iz s3 one istotnym czynnikiem zaangazowanym w proces starzenia (4).
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Stabilno§¢ nici DNA nieustannie poddawana jest dziataniu bodzcow zaréwno
zewngtrznych (czynniki fizyczne, chemiczne, biologiczne) i wewngtrznych (bledy procesu
replikacji, reaktywne formy tlenu) prowadzacych z czasem do powstania rdznych
nieprawidlowosci w materiale genetycznym m.in. wskutek btedéw w naprawie DNA, mutacji
punktowych, translokacji, utraty chromosoméw (4). Wyniki badan pochodzacych od ludzi z
zespotem progerii Hutchinsona-Gilforda (objawiajacy si¢ przedwczesnym starzeniem)(80) oraz
badan prowadzonych z wykorzystaniem modeli zwierzgcych modyfikowanych genetycznie
(81,82) wskazuja na powiagzanie zaburzen w materiale genetycznym (m.in. mutacji punktowej
genu LMNA - ang. lamin A/C lub zmienionej podjednostki katalitycznej PolgA - ang.
mitochondrial DNA polymerase y catalytic subunit W polimerazie mitochondrialnego DNA) z
pojawieniem si¢ zaburzen sercowo-naczyniowych towarzyszacych starzeniu  si¢

organizmu)(80,82).

1.6 Udzial zaburzen czynnosci S$rodblonka naczyn krwionosnych w rozwoju
niewydolnosci serca towarzyszacej starzejacemu sie sercu

Dysfunkcja srodbtonka naczyn krwionosnych idzie w parze z procesem starzenia (83) i
charakteryzuje si¢ obnizonymi zdolno$ciami regeneracyjnymi komorek, zwigkszeniem ilosci
starzejacych si¢ komodrek i obnizong aktywno$cia mechanizmoéw regulujacych homeostazg
naczyn krwionosnych (84). Migdzy innymi z wiekiem dochodzi do obnizenia biodostepnosci
tlenku azotu (NO) i jest to zwigzane ze spadkiem ekspresji srodbtonkowej syntazy tlenku azotu
(eNOS - ang. endothelial nitric oxide synthase)(85) oraz ze wzrostem generacji reaktywnych
form tlenu (w tym O>7)(86), ktore taczac si¢ z NO powoduja powstawanie reaktywnych form
azotu (nadtlenoazotynu ONOQO"). Zarowno reaktywne formy tlenu jak i azotu przyczyniaja si¢
do rozprzggania eNOS, czyli produkowania O2™ w miejsce NO, tym samym tworzac petle
dodatniego sprzezenia zwrotnego do produkcji wolnych rodnikow i powstania stresu
oksydacyjnego (87). Zaburzona produkcja reaktywnych form tlenu moze przyczynié¢ si¢ do
aktywacji jadrowego czynnika transkrypcyjnego NF kappa B (NFkB) prowadzacego do
ekspresji prozapalnych genow w $rodbtonku (88).

Szereg zmian w $rodbtonku naczyniowym wystepujacych w zaawansowanym wieku
doprowadza do wzrostu sztywnosci §cian naczyn wiencowych (83), zmniejszenia gestosci
kapilar (89), spadku przeptywu wiencowego (83) oraz spadku rezerwy przeptywu krwi przez
miesien sercowy (83,90) i wszystkie te zmiany mogg przyczyniac si¢ do rozwoju niewydolno$ci
serca (84).
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1.7 Starzenie sie organizmu a niewydolnos$¢ miesnia sercowego — podsumowanie

Podsumowujac, z kazda dekadg zycia powyzej 50 roku zycia ryzyko wystgpienia
niewydolnos$ci serca wzrasta dwukrotnie (91), dowodzac temu, ze rozwdj niewydolnos$ci serca
jest w duzym stopniu determinowany przez proces starzenia. W zwigzku z tym, mechanizmy
zwigzane z procesem biologicznego starzenia sie¢ serca, w tym krazenia wiencowego moga mie¢
istotne znaczenie w rozwoju niewydolno$ci mig$nia sercowego. Lepsze poznanie zaleznosci
miedzy tymi procesami (rozwojem niewydolnoS$ci serca i procesem starzenia si¢ serca) moze
umozliwi¢ znalezienie nowych biomarkerdw wczesnego starzenia si¢ serca, jak i przyczynié
si¢ do wynalezienia skuteczniejszych metod terapeutycznych zapobiegania rozwojowi
niewydolnosci serca w oparciu 0 terapeutyczne hamowanie mechanizmow starzejacego si¢
Serca.

Do tej pory, wiele badan dotyczacych procesu starzenia i choréb mu towarzyszacych
byto wykonywanych z wykorzystaniem mysich modeli, ktore nie odzwierciedlaty ztozono$ci
ich powstawania w trakcie procesu starzenia u ludzi. Ponadto, skuteczno$¢ zastosowanych
terapii u mitodych, zmodyfikowanych genetycznie myszy moze nie odzwierciedlac tej
skutecznos$ci u starszych osobnikow, jak i u ludzi. Istnieje wige potrzeba uwzglgdnienia efektu
starzenia si¢ organizmu W eksperymentach prowadzonych z wykorzystaniem modeli
zwierzgeych chorob (9). W tym $wietle, aby umozliwi¢ zbadanie wzajemnych zaleznoS$ci
miedzy procesami uczestniczgcymi w starzeniu si¢ serca, a procesami prowadzacymi do
rozwoju niewydolno$ci migénia sercowego kluczowe jest aby wykorzysta¢ modele zwierzece,
ktore dlugotrwale rozwijaja niewydolno$¢ migsnia sercowego.

W niniejszej pracy doktorskiej wykorzystano unikatowy mysi model niewydolnosci
migs$nia sercoweg0 rozwijajacej si¢ powoli, ktory nasladuje mechanizmy neurohormonalne
rozwoju niewydolno$ci migsnia sercowego u ludzi, oraz podjgto probe opisania znaczenia

procesu starzenia si¢ serca W rozwoju niewydolno$ci migsnia sercowego.
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2. Cel pracy

Glownym czynnikiem ryzyka choréb sercowo-naczyniowych, w tym niewydolnosci
miegs$nia sercowego jest wiek. Szereg mechanizméw zaangazowanych w proces starzenia si¢
serca moze przyczynia¢ si¢ do rozwoju niewydolnosci serca.

Gléwnym celem niniejszej rozprawy doktorskiej bylo opisanie mechanizméw
odpowiedzialnych za starzenie si¢ serca w toku rozwoju niewydolno$ci serca oraz opisanie
wzajemnych zaleznosci pomiedzy procesami Starzenia si¢ oraz rozwojem niewydolno$ci
migs$nia Sercowego.

W pracy wykorzystano unikatowy mysi model niewydolnosci migénia sercowego
(myszy Tgoaq*44), w ktorym niewydolnos¢ serca rozwija si¢ przez wiele miesigcy, CO
umozliwito §ledzenie zmian pojawiajacych si¢ w wyniku postgpujacego procesu starzenia sig
serca oraz patologii serca wywotanej przez modyfikacje genetyczng kardiomiocytow
pierwotnie odpowiedzialng za rozw6j niewydolnosci serca.

Zmiany zwigzane z rozwojem niewydolnosci serca myszy Tgaq*44 analizowano na
poziomie  funkcjonalnym,  morfologicznym,  hormonalnym,  transkryptomicznym,
wykorzystujac szereg metod badawczych obejmujgcych obrazowanie in vivo z wykorzystaniem
rezonansu magnetycznego (MRI — ang. magnetic resonance imaging), pomiar przeptywu
wiencowego in vivo z wykorzystaniem ultradzwickowej sondy dopplerowskiej, perfuzje
izolowanych serc ex vivo, metoda Langendorff’a, barwienia histologiczne i
immunohistochemiczne, obrazowanie ultrastruktury mig$nia sercowego za pomocg
transmisyjnego mikroskopu elektronowego (TEM — ang. transmission electron microscopy),
wysokocis$nieniowg chromatografi¢ cieczowa polaczona z tandemowa spektrometria mas
(HPLC-MS/MS) oraz w koncu sekwencjonowanie nowej generacji (NGS — ang. next

generation sequencing).
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3. Materialy i metody
3.1 Zwierzeta

Do badan zostaly wykorzystane myszy zmodyfikowane genetycznie (myszy Tgaq*44)
ze stale aktywna podjednostka aq biatka G prowadzaca do powolnego rozwoju przewleklej
niewydolnosci serca (92). Kontrolg stanowity myszy dzikie FVB. W eksperymentach zostaty
wykorzystane samice myszy Tgaq*44 na réznych etapach rozwoju niewydolnosci serca od 4
do 17 miesigca zycia - reprezentujacych wczesny (4-6 miesigc), przejsciowy (8-10 miesigc)
oraz koncowy (12-17 miesigc) etap niewydolnosci serca w tym modelu (93, ryc. 3). Zwierzeta
przechowywano w warunkach wolnych od patogenéw, karmionych standardowa dietg
laboratoryjng z dostepem do wody ad libitum, w warunki otoczenia (22 - 25°C, 45 — 65%
wilgotnosci 1 12 h jasny / ciemny cykl).

Wezesny etap Przejsciowy etap Koricowy etap
niewydolnosci serca niewydolnosci serca niewydolnosci serca
| >
- tagodna hipertrofia kardiomiocytéw!, - poglebione uposledzenie funkeji - Znaczna hipertrofia kardiomiocytow?,
- aktywacja genéw hipertrofii (ANP, BNP, skurczowejserca®, - rozstrzen komar sercal? oraz obrzgk ptuc®®8,
MHC-B)*3, - zachowana rezerwa inotropowa - Zwigkszona smiertelnosc myszy™#,
- wezesna dysfunkcja skurczowa w odpowiedzi na dobutamine®, - glebokie uposledzenie podstawowej funkcji
i rozkurczowa?, - zapalenie srddbtonka mézgowego  Sercai rezerwy inotropowej’,
- obnizona funkcja lewego przedsionka?, oraz rozwdj zaburzen poznawczych®, - uposledzenie zaleznej od NO funkgji
- zachowana globalna funkcja serca®, - wzrost akumulacji korficowych srodbtonka naczyh wiericowych’,
- zwiekszona aktywacja szlaku produktéw pracesu utleniania - spadek gestosci kapilar sercowych?,
ACE2/Ang-(1-7) w sercu?, w sercu®, - ogdlnoustrojowa aktywacja szlaku
- wzrost glikolizy®, ACE/Ang 114,
- zwigkszona produkcja anionorodnika - zmiany w kardiomiocytach i w srodbtonku
ponadtlenkowego (0,")7, naczyn wiencowych wskazujgce na stres
oksydacyjny®,

- zaburzenia rozktadu desminy?,

- zmiana ultrastruktury mitochondriow w
sercuf,

- zachowana funkcja kurczliwosci izolowanych
kardiomiocytow!,

Ryc. 3 Charakterystyka rozwoju niewydolnosci serca w modelu Tgaq*44 (1 - Mackiewicz U., 2012; 2 - Mende

U., 2001; 3 - Drelicharz £., 2009; 4 — Tyrankiewicz U., 2018; 5 - Czarnowska E., 2016; 6 - Adamski M., 2018; 7 -
Drelicharz £., 2008; 8 - Elas M., 2008; 9 - Proniewski B., 2018).

3.2 Obrazowanie funkcji serca metoda rezonansu magnetycznego (MRI)

Obrazowanie czynnosci serca metodg rezonansu magnetycznego zostalo wykonane u
mtodych (4-miesigcznych), jak 1 starych myszy Tgaq*44 (12-miesigcznych) 1 myszy FVB (16-
miesi¢gcznych) zgodnie z opracowang metodologia przez zespot JCET, opisang w

opublikowanych wczesniej pracach (93-97).
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Zbieranie danych: Wszystkie eksperymenty zostaly przeprowadzone z wykorzystaniem
skanera 9.4T MRI (Bruker BioSpin, Ettlingen, Niemcy) specjalnie dedykowanego do badan
malych zwierzat, wyposazonego w 36 mm cewke nadawczo-odbiorcza. Podczas trwania
pomiardw zwierzgta byly umieszczane w pozycji horyzontalnej w specjalnej kotysce i1
utrzymane w anestezji wziewnej z izofluranem (1,7%) dostarczany przez stozek nosowy w
mieszaninie tlenu z powietrzem w stosunku 1:2. Elektrokardiogram (EKG), rytm oddechu i
temperatura ciata byly monitorowane na biezaco w trakcie eksperymentu (SA Instruments, New
York, USA). Aby oceni¢ hemodynamike lewej komory (LV —ang. left ventricle), wykorzystano
sekwencje echa gradientowego FLASH =z kompensacjg przeptywu, dostepng w
oprogramowaniu dostarczonym przez producenta ParaVision 6.0.1 (Bruker BioSpin, Ettlingen,
Niemcy). W tym celu obrazowano 6-7 sagsiadujacych warstw obejmujacych catg objetosc lewe;j
komory w osi krotkiej serca. Rejestrowany sygnat byl bramkowany prospektywnie przy uzyciu
EKG i poduszki do oddechu. Uzyto nast¢pujacych parametrow obrazowania: Field-of-view
(FOV) 30 x 30 mm?, macierz akwizycji danych: 192 x 192, TE/TR = 2,3/5 ms, grubo$é warstwy
=1 mm, liczba u$rednien = 4, kat wychylenia magnetyzacji = 11°. W zaleznos$ci od rytmu serca
zbierane byly 22-24 nastgpujace po sobie w cyklu serca obrazy. Szybko$¢ napelniania i
szybkos¢ wyrzutowa lewej komory byly uzyskiwane z warstwy umieszonej na wysokosci
migénia brodawkowego, w osi krotkiej serca. W tym przypadku wykorzystano retrospektywne
bramkowanie sygnatu w sekwencji FLASH (IgFLASH). Sygnal nawigatora zostal zebrany w
tej samej geometrii, co obrazowana warstwa. Zastosowano nastepujace parametry zbierania
danych: FOV 30 x 30 mm?, macierz akwizycji danych: 128 x 128, TE/TR = 1,3/4,2 ms, gruboéé
warstwy = 1 mm, liczba usrednien = 1200, kat wychylenia magnetyzacji = 11°. Dane zostaly
zrekonstruowane do 60 klatek na cykl serca za pomocg skryptu makro dostarczonego przez
producenta (ParaVision 6.0.1, Bruker BioSpin, Ettlingen, Niemcy). Do pomiaru odksztatcen
mig$nia lewej komory wykorzystano znakowanie magnetyzacji w sekwencji FLASH
(parametry obrazowania: TE/TR 1,5/4,8 ms, kat wychylenia magnetyzacji = 11°, FOV 30 x 30
mm?, macierz 192 x 192, grubo$¢ warstwy = 1 mm, 16 powtdrzen, 2025 klatek/cykl serca)
przy uzyciu modutu przestrzennej modulacji magnetyzacji (SPAMM — ang. spatial modulation
of magnetization) do generacji znacznikow (kwadratowe znaczniki: grubo$¢ linii 0,2 mm;
zakres 0,6 mm). Sygnat byt bramkowany prospektywnie przy uzyciu EKG i poduszki do
oddechu.

Analiza danych: Krzywa czas-obje¢tos¢ (TVC — ang. time-volume curve) zostata
obliczona z objetosci lewej komory (obejmujacej mig$nie brodawkowate) i oszacowana przy

wykorzystaniu krotko-osiowej, warstwa po warstwie w potautomatycznej segmentacii
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(Segment; Medviso) (98). Objetos¢ koncowo-skurczowa i objeto$¢ koncowo-rozkurczowa,
objetos¢ wyrzutowa, frakcja wyrzutowa, wyrzut serca, indeks sercowy [indeks sercowy X
wyrzut serca/powierzchnia ciata (BSA); BSA = 9,822 x (masa ciata)?®] (99) zostaty
oszacowane z krzywej czas-objeto$¢. Odcinkowa regresja liniowa implementowana w
programie MatLAB (MathWorks) zostala uzyta do uzyskania szybkosci wyrzutowej, szybkosci
napelniania z nachyleniami segmentéw dopasowanych przez odcinkowsg regresje liniowa
znormalizowana do poszczegdlnych objetosci wyrzutowych, cyklu serca i R-R (odstep czasowy
pomi¢dzy dwoma kolejnymi zatamkami R w zapisie EKG) (100,101). Czas trwania wyrzutu
serca, relaksacji izowolumetrycznej, napetniania serca, faz skurczu izowolumicznego byt brany
z odcinkowej regresji liniowej i normalizowany do przedzialu R-R. Analiza odksztalcen
mig$nia sercowego zostata wykonana przy uzyciu skryptu napisanego w srodowisku MatLAB
i oparata o algorytm kombinacji faz harmonicznych (HARP — ang. peak-combination harmonic
phase). Mapy odksztalcen zostaly uzyte do obliczenia ortogonalnych do siebie
wspotczynnikow naprezenia radialnego (Err) i obwodowego (Ecc) (szczytowo skurczowe - ES,
koncowo-skurczowe - Ees, maksymalne poskurczowe — Epost) i wspotczynnikow szybkosci
odksztatcenia (skurczowe - SRmax, wczesno-rozkurczowe - SRe, przedsionkowo-rozkurczowe
- Sra oraz ich iloczynu SRe/a), rozciagnigcia skurczowego (SS), indeksu odksztatcenia
poskurczowego (PSI = (Epost-Ees)/Emax) i wskaznika odksztalcenia szczytowego (time-to-
peak strain index) (TpeakSlI = Tpeak/RR)(102-104). Odksztalcenia oceniano w o$miu

segmentach otaczajacych przekroje migénia sercowego, a nast¢pnie usredniano.

3.3 Badania makroskopowe serc myszy Toag*44 w toku rozwoju niewydolnosci serca -
masa serc, komor serca i przedsionkow

Masy serc byly natychmiast mierzone po eksperymentach na perfundowanych,
izolowanych sercach myszy. Nastepnie odcinano przedsionki i wazono komory serc. Masa

przedsionkoéw byta ustalana na podstawie réznicy migdzy masg catych serc, a masg komor.

3.4 Badania mikroskopowe serc myszy Tgoaq*44 w toku rozwoju niewydolnosci serca —
zwloknienie, macierz zewnatrzkomorkowa, gestos¢ kapilar, triangulacja, Swiatlo kapilar

Serca myszy 4-, 6-, 8-, 10-, 12-, 14-miesigecznych Tgaq*44 1 FVB zostaty utrwalone w
zbuforowanej 4% formalinie, a nastgpnie zatopione w bloczkach parafinowych, ktore
pokrojono seryjnie na skrawki grubos$ci 5 pum. Skrawki sercowe zabezpieczono na rdézne
barwienia histologiczne i immunohistochemiczne, w celu identyfikacji tych samych struktur na

sasiadujacych skrawkach.
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Barwienia: Do oceny topografii tkanki sercowej wykorzystano barwienie
hematoksyling-eozyna. W celu wykazania, scharakteryzowania i oceny ilo§ciowej wtdknienia
preparaty barwiono Czerwienig Syriuszowg (Picro Sirius Red). Charakterystyki przestrzenne;j
konfiguracji sieci mikrokrazenia oraz ilosciowej oceny mikrokrgzenia dokonano na podstawie
barwienia immunohistochemicznego glikokaliksu tych naczyn z wykorzystaniem lektyny z
uzyciem DAB-u jako chromogenu. Barwienie z uzyciem lektyny (takze z zastosowaniem DAB-
u) wykonano powtornie, ale z jednoczesnym barwieniem metodg paS (ang. periodic acid Schiff)
w celu uwidocznienia paS-pozytywnych struktur macierzy zewnatrzkomoérkowej
(glikozaminoglikanow, tj. GAG-6w, glikoproteidoéw) i ich kolokalizacji z siecig kapilar.

Wizualizacja, dokumentacja i analiza obrazow histologicznych: Obrazy histologiczne
zostaly uzyskane przy uzyciu standardowego mikroskopu $wietlnego Olympus BXS51 z
wykorzystaniem oprogramowania VS-ASW 2.6 (Olympus, Tokyo, Japonia). Oceny
jakosciowej i ilosciowej topografii serca dokonano przy powigkszeniu 20, 100, 200 i 400x.
Algorytm do oceny ilo$ciowej komdrkowosci podscieliska opracowano z uzyciem programu
Ilastik dla skanow catych serc z pod powigkszenia 20x. Do oceny charakteru widknienia uzyto
obrazéw o powickszeniu 200 i 400x. Do liczenia stopnia zwioknienia wykorzystano skany
catych przekrojow wykonane z pod 20-krotnego powickszenia. Algorytm opracowano w
oparciu 0 program Ilastik. Dla oceny kapilaryzacji wykorzystano randomowe zdjecia z
poprzecznych przekrojow migsni brodawkowatych (tylko obszary z poprzecznymi przekrojami
przez wtokna migsniowe) z pod powigkszenia 200x. Do obliczen uzyto systemu Columbus. Dla
zobrazowania kompleksow macierzy z udzialem obojetnych cukrowcow (GAGHI,
glikoproteidy) wykonano zdjgcia z pod 400-krotnego powigkszenia a nastepnie zastosowano

technike inwersji kolorow.

3.5 Badania ultrastruktury miesnia sercowego z wykorzystaniem transmisyjnego
mikroskopu elektronoweqo (TEM)

Fragmenty migsnia sercowego z obszarow migsni brodawkowatych (przekroj poprzeczny
wzgledem dtugiej osi wtokna mig$niowego) oraz z wolnej Sciany lewej komory (przekrdj
podtuzny przez widkna migsniowe) zostaly w ciggu 5 minut od uSmiercenia myszy
umieszczone Ww utrwalaczu Karnowskiego (roztwor: 2% paraformaldehydu, 2,5%
glutaraldehydu w 0,1M buforze kakodylanowym o pH 7,4) na 24 h w temp. +4°C, a nastepnie
przeptukane 3x10 min. 0,1M buforem kakodylanowym. Kolejno, fragmenty tkanki sercowej
poddano inkubacji w 1% roztworze czterotlenku osmu i przeptukano woda po 3x10 min. Do

odwodnienia tkanki uzyto wzrastajacego stezenia etanolu: 50% (10 min), 70% (40 min, roztwor
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etanolu zawierat 2% octan uranylu), 90% (10 min), 96% (10 min) 1 2x100% (20 min, kazdy).
Nastepnie inkubowano fragmenty mig$nia sercowego przez 10 min w mieszaninie 100% etanol
: 100% tlenek propylenu w stosunku 1:1 oraz po 2x15 min w 100% tlenku propylenu.
Zatapianie wykonano w zywicy Epoxy Embedding Medium przygotowanej zgodnie z
dostarczonym przez producenta protokolem. W pierwszej kolejnosci tkanke sercowa
inkubowano przez 1 h w mieszaninie tlenek propylenu : zywica w stosunku 1:1, nastgpnie przez
1 h w mieszaninie tlenek propylenu : Zywica w stosunku 1:2 i ostatecznie w samej zywicy w
dwu zmianach — 2h oraz przez calg noc. Kolejnego dnia tkanke w nowej porcji zywicy
przenoszono do formy na bloczki i polimeryzowano przez 2 doby w temp. 60°C. Przy uzyciu
ultramikrotomu Leica Ultracut R krojono fragmenty mig$nia sercowego na skrawki o grubosci
60 nm, zbierano na siatki TEM i kontrastowano octanem uranylu i cytrynianem olowiu.
Obrazowanie ultrastruktury migénia sercowego w materiale pochodzacym od 4- i 14-
miesiecznych myszy Tgoaq*44 i FVB wykonano za pomoca transmisyjnego mikroskopu
elektronowego JEM 1400 wyposazonego w cyfrowa 11 megapikselowa kamer¢ Morada G2 w
Pracowni Mikroskopii Elektronowej Instytutu Biologii Do§wiadczalnej im. M. Nenckiego PAN

w Warszawie.

3.6 Badania czynnosci krazenia wiencowego z wykorzystaniem ultradzwiekowej sondy
dopplerowskiej do pomiaru szybko$é¢ przeplywu wiencowego

Myszy byly poddawane szybkiej anestezji poprzez uzycie mieszaniny izofluranu
(Aerrane; Baxter Sp. z o. 0., 2,0 vol%) z tlenem 1 powietrzem (w stosunku 1:2). Nastepnie
myszy umieszczano w pozycji na wznak, na cieptej ptytce z kontrolg temperatury i
monitoringiem EKG. Miernik temperatury umieszczany byt doodbytniczo, by monitorowac
temperature myszy, ktora w trakcie catego eksperymentu byla utrzymywana w okolicy 37°C.
Myszy w trakcie pomiarow dopplerowskich byly poddawane statej anestezji izofluranem 1,5%.
Za pomoca sondy dopplerowskiej o warto$ci 20-MHz przymocowanej do mikromanipulatora i
skierowanej rownolegle wzgledem podioza, wyszukiwano na powierzchni klatki piersiowej
myszy, w okolicy serca charakterystyczng fale przeptywu dla przeplywu wieficowego przez
lewa gléwnag tetnice wiencowa. Zmiany przeptywu wiencowego monitorowano za pomocag
Systemu do pomiaru predkosci przeptywu z wykorzystaniem sondy dopplerowskiej (Indus
Instruments, Scintica Instrumentation). Pomiary szybko$ci przeplywu wiencowego
wykonywano dla podstawowego przeptywu wiencowego podczas anestezji z wykorzystaniem
izofluranu 1,5% oraz rezerwy przeplywu wiencowego po podaniu dozylnym (do zyly

ogonowej) regadenosonu w postaci roztworu do wstrzykiwan (Rapiscan) lub roztworu
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regadenosonu w 5% DMSO o koncowym stezeniu 0,1 pg/g masy ciata. Monitorowano
maksymalny wzrost szybkosci przeptywu w odstepach 1 minutowych przez 10 minut po
podaniu regadenosonu. Analizy obrazow przeptywow wiencowych zostaly wykonane z
uzyciem programu do przetwarzania sygnalu dopplerowskiego (version 1.625, Indus
Instruments). Najwyzsze wartosci szybkosci przeptywu (PVF - ang. peak velocity flow)
wiencowego uzyskane w czasie 10 minutowego pomiaru po podaniu regadenosonu zostaty

przedstawione w niniejszej rozprawie doktorskiej.

3.7 Badanie czynnos$ci krazenia wiencowego z wykorzystaniem modelu izolowanego
perfundowanego serca myszy

Myszy byly usypiane poprzez dootrzewnowe wstrzykniecie mieszaniny ketaminy (100
mg/kg masy ciata) z ksylazyng (10 mg/kg masy ciata). Po rozcieciu klatki piersiowej, serca
byty natychmiastowo wyciaggane i umieszczane w zimnym buforze Krebs-Henseleit’a (o temp.
4°C) i do 2 minut podwieszane za aorte do kaniuli w aparacie do perfuzji izolowanych serc (IH-
SR, Type 844, Hugo Sachs Electronics (HSE), Niemcy). Serca byty perfundowane wstecznie
przez aorte¢ wedlug metody Langendorff’a z wykorzystaniem dwodch réznych protokotdéw
eksperymentalnych:

Protokot 1: cisnienie perfuzyjne 90 mmHg; zmodyfikowany buforu Krebs-Henseleit’a 0
sktadzie (mM): NaCl 118,00; KCl 4,70; CaCl; 2,52; MgSOs 1,64; NaHCO3 24,88; KH2PO4
1,18; glukoza 10,00; pirogronian sodu 2,00; EDTA 0,50; hepes 12,50 oraz 10 g% albuminy
Serca w trakcie eksperymentu nie byly stymulowane elektryczng impulsacja.

Protokot 2: cisnienie perfuzyjne 100 mmHg; zmodyfikowany bufor Krebs-Henseleit’a o
sktadzie (mM): NaCl 118,00; KCI 4,70; CaClz 2,52; MgSO4 1,64; NaHCO3 24,88; KH2PO4
1,18; glukoza 10,00; pirogronian sodu 2,00; EDTA 0,50. Serca w trakcie eksperymentu byty
stymulowane elektryczng impulsacja pozwalajaca uzyskac stabilne bicie serca o czestotliwosci
450-600 uderzen na minute.

W przypadku metody ,,pracujacego serca”: przez pierwsze minuty eksperymentu serca
byly perfundowane buforem Krebs-Henseleit’a (takim jak dla protokotu 1-go) wstecznie przez
aorte¢ wedlug metody Langendorff’a z ciSnieniem perfuzyjnym 90 mmHg, nastgpnie
wprowadzano kaniule do lewego przedsionka i zmieniano kierunek przeptywu buforu z lewego
przedsionka przez lewa komore do aorty pod ci$nieniem perfuzyjnym 50 mmHg. Serca nie byly
stymulowane elektryczng impulsacja.

Temperatura buforu Krebs-Henseleit’a wptywajacego do serca byla utrzymywana na

poziomie 37°C, a jego pH bylo stabilizowane w okolicach 7,4 za pomoca intensywnego
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gazowania karbogenem o sktadzie 95% Oz i 5% CO- i perfundowaniu buforu przez oksygenator
(Fiber Oxygenator Type D150, Harvard Apparatus). Zmiany przeptywu wiencowego byty
monitorowane przez caly czas trwania eksperymentu za pomocg ultrasonograficzego
przeptywomierza (Transit Time Flowmeter TTFM Type 700, HSE) i analizowane przez
oprogramowanie ISOHEART (wersja: 1.1.1.202 (32)). Wlasciwy eksperyment rozpoczynano
po ok. 15 minutach perfuzji od podwieszenia serca do aparatu, a catkowity czas trwania
eksperymentu nie przekraczat 2 godzin. Aby uwzgledni¢ w wynikach przeptywu wiencowego
réznice w masie serc i komor myszy, podstawowy przeptyw wiencowy oraz wzrosty przeptywu
wiencowego (A CF) byly normalizowane do masy serc i komor poprzez podzielenie
uzyskanego przeptywu wiencowego przez mas¢ serca lub komor i wyrazone w postaci

ml/min/g.

3.7.1 Pomiar zmian przeplywu wiencowego w modelu perfuzji wg. Langendorff’a oraz w
modelu pracujgacego serca

W modelu izolowanego serca perfundowanego metoda Langendorff’a zmiany w
przeptywie wiencowym na réznym etapie zycia myszy Tgaq*44 oraz FVB byly mierzone w
czasie podstawowego przeptywu wiencowego, w odpowiedzi na 30 sekundowg okluzje¢
przeplywu wiencowego (reaktywna hiperemia) oraz w odpowiedzi na nastgpujace zwiazki:
adenozyng (10 nmol, Sigma-Aldrich), bradykining (10 nmol, Sigma-Aldrich). Zwiazki te byly
rozpuszczane w destylowanej wodzie i podawane na serce w postaci jednorazowych
wstrzyknig¢ (bolusow) o objetosci 10 pl.

W modelu pracujacego serca, zmiany W odpowiedzi przeplywu wiencowego na
wzrastajacy preload (od 3 do 10 mmHg) byly badane na r6znym etapie zycia myszy Tgoq*44
oraz FVB.

3.8 Pomiar stezenia NO> i NOs w efluencie z izolowanego perfundowaneqgo serca myszy

Stezenia metabolitow tlenku azotu — azotynow (NO2) i azotanéw (NO3z’) byly
oznaczane w efluentach sercowych za pomocg analizatora ENO-20-NOx (Eicom, Kyoto,
Japonia). Stanowi on potaczenie techniki chromatografii cieczowej z  detekcja
spektrofotometryczng. W analizatorze zastosowano metode chromatografii cieczowej z
derywatyzacja pokolumnowa z uzyciem odczynnika Griessa. NO2 i NO3™ byly separowane z
probki efluentu sercowego (10 uL) na kolumnie NO-PAK (4,6 x 50 mm, Eicom Corp., Japonia)

z zastosowaniem fazy ruchomej Carrier Solution®, dostarczanej z szybkoscia przeptywu 330
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uL/min. Nastepnie NO3z  bylo redukowane na kolumnie kadmowo-miedziowej (NO-RED,
Eicom Corp., Japonia) do NO>". Po tym etapie NO2 bylo mieszane z odczynnikiem Griessa
dostarczanego z szybkos$cig przeptywu 110 pl/min, aby utworzy¢ fioletowo barwne zwiazki
azowe. Absorbancje powstatych zwigzkdéw mierzono przy dtugosci fali A = 540 nm. Analize
danych przeprowadzano z zastosowaniem dotaczonego przez producenta oprogramowania

Envision Chromatography Station.

3.9 Optymalizacja protokolu eksperymentalnego sposobu pobierania efluentow
sercowych na pomiar stezenia NO2 i NO3:

Aby ustali¢ stabilng metode pomiaru stezenia NO2 1 NO3z™ w efluentach sercowych
wyprobowano cztery roézne protokoty eksperymentalne sposobu pobierania efluentéw
sercowych. Protokoty A, B, C obejmowatly nastepujace parametry eksperymentalne perfuzji
izolowanego serca mysiego: uzycie buforu Krebsa z albuming oraz Hepes, obcigzenie nastgpcze
serca 80-90 mmHg, brak stymulacji serca. Protokot D obejmowat parametry: uzycie buforu
Krebsa bez albuminy i bez Hepes, obcigzenie nastgpcze serca 100 mmHg, stymulacja serca
450-600 ud./min.

3.9.1 Protokél A

Efluenty sercowe byly zbierane tuz przed podaniem zwigzku na serce oraz w ilosci 4
kropel w 30, 60, 90 i 120 sekundzie od rozpoczecia podawania bradykininy w cigglej wlewce
na serce z szybko$cia 200 pl/min tak, aby w ciggu dwdch minut podaé tacznie 4 1 40 pmoli
zwigzku. Zebrane efluenty byly natychmiastowo zamrazane w - 80°C. W oznaczeniach st¢zen

NO2 i NOs kazda probke efluentu mierzono jednokrotnie (Ryc. 4).
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Ryc. 4 Zmiany stezenia NOz i NOs w efluentach sercowych w odpowiedzi na 2 minutowa wlewke
bradykininy (4 i 40 pmoli/ 2 min) — protokét A (wsp. A. Zakrzewska).

3.9.2 Protokol B

Efluenty sercowe byty zbierane w ilo$ci 4 kropel tuz przed podaniem zwigzku na serce,
w momencie uzyskania maksymalnego piku zmiany przeptywu wiencowego w odpowiedzi na
bolus bradykininy i adenozyny (10 nmol) oraz w 30 sekundzie po maksymalnym piku zmiany
przeplywu wiencowego. Nastepnie efluenty sercowe natychmiastowo zamrazano w - 80°C. W

oznaczeniach stezen NO2 i NO3™ kazda probke efluentu mierzono jednokrotnie (Ryc. 5).
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Ryc. 5 Zmiany stezenia NO2 i NOs w efluentach sercowych w odpowiedzi na bolusy bradykininy i
adenozyny (10 nmol) - protokét B. Eksperymenty wykonano na myszach Tgaq*44 i FVB w wieku 10 miesigcy.
PW — przeptyw wiencowy (wsp. A. Zakrzewska).

3.9.3 Protokol C

Efluenty sercowe byly zbierane tuz przed podaniem zwigzku na serce, w momencie
wzrastania przeptywu wiencowego do uzyskania maksymalnego piku zmiany przeptywu
wiencowego w odpowiedzi na bolus bradykininy i adenozyny (10 nmol). Zebrane efluenty
sercowe byly nastepnie natychmiastowo zamrazane w - 80°C. W oznaczeniach st¢zen NOz™ i

NOs kazda probke efluentu mierzono jednokrotnie (Ryc. 6).
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Ryc. 6 Zmiany stezenia NO2 i NOs w efluentach sercowych w odpowiedzi na bolusy bradykininy i
adenozyny (10 nmol) - protokél C (A). Wzrost stezenia NO2™ i NOs™ w efluencie sercowym wyrazonym, jako
roznica stezenia NO2 i NO3s w efluencie sercowym przed podaniem zwiazku na serce, a stezeniem NO2 i NOz" w
efluencie sercowym po podaniu bradykininy lub adenozyny (10 nmol)(B). Eksperymenty wykonano na myszach
Tgaq*44 i FVB w wieku 10-12 miesigcy. PW — przeptyw wiencowy (wsp. A. Zakrzewska).
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3.9.4 Protokél D

Efluenty sercowe byly zbierane analogicznie, jak w protokole C z tym, ze przed
podaniem zwigzku zbierano po 8 kropli efluentu sercowego. Zebrane efluenty sercowe byly
nastgpnie natychmiastowo zamrazane w - 80°C. Protok6t D obejmowat rowniez zmiang w
parametrach eksperymentalnych perfuzji izolowanego serca — uzyto protokotu 2 perfuzji
izolowanych serc (patrz metodyka) oraz zmiang¢ w sposobie obliczania stezen NO2 i NOz™. Nie
byly to, jak w protokotach A, B, C stgzenia dla jednego pomiaru probki lecz warto$¢ srednia z

2-3 pomiaréw probki efluentu sercowego (Ryc. 7).
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Ryc. 7 Zmiany stezenia NO2 w efluentach sercowych w odpowiedzi na bolusy bradykininy i adenozyny (10
nmol) - protokét D (A). Wzrost stezenia NO2™ w efluencie sercowym wyrazonym, jako réznica stezenia NOy w
efluencie sercowym przed podaniem zwigzku na serce, a stezeniem NO2 w efluencie sercowym po podaniu
bradykininy lub adenozyny (10 nmol) (B). Eksperymenty wykonano na myszach Tgaq*44 i FVB w wieku 4-11
miesiecy. PW — przeptyw wiencowy (wsp. A. Zakrzewska).
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3.9.5 Whnioski dotyczace optymalizacji protokolu eksperymentalnego sposobu pobierania
efluentow sercowych na pomiar stezenia NO2 i NO3

Zaden zastosowany sposob zbierania efluentéw z izolowanego perfundowanego serca
myszy (protokét A, B, C, D) nie pozwolit na powtarzalny pomiar produktow utleniania tlenku
azotu (pomiar stezenia NO2™ i NOgz’). Najprawdopodobniej wynikato to z faktu, ze wigkszo$¢
uzyskanych wynikow dotyczacych zmian stezenia NO2™ byto na granicy detekcji analizatora
ENO-20-NOx (Eicom, Kyoto, Japonia) wynoszacej 10 nM. W zwigzku z tym nie bylo
mozliwym w sposob ,,szybki” okreslenie udzialu tlenku azotu w regulacji przeptywu
wiencowego w izolowanych, perfundowanych mysich sercach na podstawie pomiaru stezen

NO2 i NOs w efluentach sercowych.

3.10 Pomiar aktywnos$ci enzymu ACE w mie$niu sercowym oraz w 0Soczu

Aktywnos¢ enzymatyczna ACE zostala zmierzona w homogenatach mig$nia sercowego
(105) oraz w osoczu (106) w toku rozwoju niewydolnosci serca u myszy Tgaq*44 w
porownaniu do myszy FVB zgodnie z opracowang metodyka przez Tamésa Csipd, z zespotu
Prof. Zoltana Pappa w czasie jego pobytu w JCET. W tym celu 6 pl osocza lub homogenatu
sercowego o stezeniu biatka 0,1 mg (w okre$lonej objetosci) byto umieszczane w dotku ptytki
(Corning brand plate) i uzupeliane buforem oraz substratem dla ACE (substart ACE
FRK(Dnp)(N-terminus Abz), Synthesis by Peptide 2.0) do objetosci 200 ul, tak aby uzyskac
koncowe stezenie substratu rzedu 14,3 pmola/litr. Aktywno$¢ ACE byla mierzona na czytniku
ptytek (BioTek Plate Reader Synergy 4) przy nastgpujacych parametrach: dlugos¢ fali
wzbudzania - 340 nm i emisji - 420 nm, zrodlo $wiatta — lampa btyskowa ksenonowa (20
btyskow/odczyt); detekcja i wzbudzenie — spod ptytki. Aktywnos¢ ACE w osoczu zostata
zaprezentowana jako przeksztalcony substrat ACE w U/l, a w homogenacie sercowym jako

przeksztalcony substrat ACE w U/g.

3.11 Pomiar stezenia hormondw sterydowych w 0soczu

Aldosteron razem z 16 innymi hormonami sterydowymi (androstendion, androsteron,
kortykosteron,  kortyzol,  kortyzon,  11-deoksykortykosteron,  11-deoksykortyzol,
dehydroepiandrosteron (DHEA), siarczan dehydroepiandrosteronu (DHEAS), 17-estradiol
(E2), estron (E1), etiocholanolon, 17-hydroksyprogesteron (170OHP), progesteron, testosteron,
dihydrotestosteron (DHT)) zostaly zmierzone z wykorzystaniem kitu StereolDQ®™ (Biocrates
Life Sciences AG, Insbruck, Austria)(107) w osoczu pochodzacym od myszy Tgaq*44 i FVB
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w wieku 4, 8, 10, 12, 14 miesiecy zgodnie z opracowang metodologig stosowang w JCET
opisang w opublikowanej pracy przez Kus K. i wsp. (108).

Przygotowanie probek: Probki osocza, kalibratory oraz probki §lepe byly nanoszone w
iloéci 250 pl do pojedynczych dotkéw o pojemnosci 2 ml na 96 dotkowej ptytce. Kolejno do
kazdego dotka nanoszono po 10 pl mieszaniny wewngtrznego standardu i po 400 pul
oczyszczonej wody. Probki zostaly przeniesione do wstepnie kondycjonowanej ptytki SPE
(kondycjonowanie plytki wykonano poprzez przemycie jej 1 ml metanolu, a nastgpnie 1 ml
oczyszczonej wody), a nastepnie umozliwiono prébkom przejscie przez ztoze materiatu SPE.
Ztoze przemyto 500 pl oczyszczonej wody 1 wysuszono azotem. Elucja hormonow
sterydowych zostata przeprowadzona w dwoch kolejnych krokach. Pierwszy ekstrakt ze ztoza
SPE otrzymano przez dwukrotng elucj¢ dichlorometanem o objetosci 500 pl, osuszeniem
azotem, a w koncu odtworzeniem ekstarktu w 50 pl mieszaniny metanolu/oczyszczonej wody
w stosunku 40/60 (v/v). Drugi ekstrakt zostat uzyskany poprzez elucje acetonitrylem (600 pl) i
rozpuszczeniem w 400 pl oczyszczonej wody. Kazde z dwdch uzyskanych plytek z ekstraktami
zostaly przykryte i umieszczone w autosamplerze do analiz HPLC-MS/MS. Pierwszy ekstrakt
zawieral wszystkie 16 hormonoéw sterydowych z wyjatkiem DHEAS, ktory byl obecny w
drugim ekstrakcie. Rozdziat chromatograficzny zostal przeprowadzony z wykorzystaniem
stereo specyficznej kolumny HPLC (dostarczonej z kitem) i prekolumny. Do analiz HPLC
zostat uzyty system UFLC Nexera (Shimadzu, Kyoto, Japonia). 500 ml fazy ruchomej A (470
ml oczyszczonej wody plus zawarto$¢ dodatkow z amputek 1, 2, 3 - dostarczonych w Kicie) i
1000 ml fazy ruchomej B (mieszanina acetonitrylu/metanolu/oczyszczonej wody w stosunku
objetosciowym 85/10/5) zostaly uzyte jako fazy ruchome. Do detekcji analitow zostat uzyty
potrdjny kwadrupolowy spektrometr masowy QTrap 5500® (Sciex, Toronto, Kanada)
wyposazony w zrodto ESI-Turbo V dzialajace w trybie dodatniej jonizacji i kontrolowany przez
oprogramowanie Analyst 1.6.3 (Sciex, Toronto, Canada). Wielokrotne monitorowanie reakcji
(MRM - ang. multiple reaction monitoring) zostalo zastosowane do wysoce selektywnego i
czutego wykrywania analitow i wewnetrznych standardow d7-aldosteronu (368,2/350,2), d3-
androstendionu  (290,2/100,1),  d4-androsteronu  (277,2/259,1),  d8-kortykosteronu
(355,2/337,1), d4-kortyzolu  (367,2/121,1), d7-kortyzonu  (368,2/169,1), d5-11-
deoksykortyzolu (352,2/113,1), d5-DHEAS (276,2/258,2), d3-E2 (258,2/159,1), d4-El
(275,2/257,2), d8-170HP (339,2/113,1), d9-progesteronu (324,2/113,1), d5-testosteronu
(294,2/100,1), d3-dihydrotestosteronu (294,1/258,2). Dwa rodzaje ekstraktow (ekstrakt
dichlorometanu i acetonitrylu) byly analizowane osobno. Czas pracy HPLC-MS/MS

zawierajacy rOwniez ponowne przywrocenie pracy systemu do rownowagi trwal tacznie 20 min

32



dla kazdej probki (czas przywrdcenia pracy systemu do réwnowagi trwat dla ekstraktow

dichlorometanu 13,5 min; dla ekstraktow acetonitrylu 6,5 min).

. MRM dla | C73 | Zakres

Lp. Analit Standard wewnetrzny . retencji | kalibracji
analitu .
[min] [ng/mL]

1 Aldosteron d7-aldosteron 361.2/343.2 | 1.77 0.05-5
2 Androstendion d3-androstendion 287.2/97.1 6.74 0.03-8
3 Androsteron d4-androsteron 273.2/255.1 | 8.05 0.06-6
4 Kortykosteron d8-kortykosteron 347.2/329.1 | 4.39 0.03-30
5 Kortyzol d4-kortyzol 363.2/345.1 | 2.34 1-1000
6 Kortyzon d7-kortyzon 361.2/163.1 | 2.37 0.10-100
7 11-Deoksykortykosteron d8-170HP 331.2/109.1 | 6.49 0.03-15
8 11-Deoksykortyzol d5-11-deoksykortyzol 347.2/109.1 | 4.75 0.01-10
9 DHEA d4-E1 271.2/253.2 | 6.75 0.12-30
10 | DHEAS d5-DHEAS 271.2/253.2 | 2.78 32-8000
11 | E2 d3-E2 255.2/159.1 | 5.84 0.02-20
12 | El d4-E1 271.2/253.2 | 6.62 0.03-15
13 | Etiocholanolon d4-androsteron 273.2/255.1 | 7.86 0.06-6
14 | 170HP d8-170HP 331.2/109.1 | 6.96 0.05-50
15 | Progesteron d9-progesteron 315.2/109.1 | 8.46 0.06-15
16 | Testosteron d5-testosteron 289.2/97.0 6.19 0.01-10
17 | Dihydrotestosteron d3-dihydrotestosteron 291.1/255.2 | 7.56 0.012-3

Tabela 1. Parametry analityczne kitu SteroIDQ®: 17 analitbw i odpowiadajace im wewnetrzne standardy
znakowane deuterem, wielokrotne monitorowanie reakcji (ang. multiple reaction monitoring - MRM), czasy
retencji analitow, zakresy kalibracji.

3.12 Pomiar morfologii Krwi

We krwi pobieranej z serca myszy na heparyne (20 j.m. w 20 ul soli fizjologicznej)

zostat wykonany pomiar morfologiczny krwi przy wykorzystaniu aparatu Animal Blood

Counter (ABC Vet, Horiba, Niemcy).

3.13 Badania transkryptomow serc myszy Toaq*44 i FVB

3.13.1 Izolacja RNA i analiza RNA-Seq

Calkowite RNA zostalo wyekstrahowane za pomocg kitu RNeasy Mini Kit (Qiagen) z
homogenatow sercowych koniuszkéw serc pochodzacych od myszy Tgaq*44 1 FVB z 4, §, 10,
12, 14 miesigca zycia. Jako§¢ RNA zostata sprawdzona za pomocg aparatu TapeStation
(Agilent). Nastepnie biblioteki mRNA zostaty przygotowane zgodnie z protokotem dla kitu
Sense MRNA-Seq Library prep Kit v2 (Lexogen). Pokrétce, po normalizacji 1000 ng RNA
zostalo zdenaturowane i1 wyselekcjonowane na podstawie odcinkéw polyA na kulkach
magnetycznych, a nastepnie oczyszczone. Po odwrotnej transkrypcji synteza drugiej nici DNA

zostala przeprowadzona. Kolejno powstale cDNA zostato zamplifikowane i1 zindeksowane w
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13 cyklach PCR. Zebrane biblioteki cDNA zostaly zsekwencjonowane w aparacie NextSeq
(IMlumina) z wykorzystaniem kitu NextSeq 500/550 High Output Kit v2.0. 50 probek sercowego
RNA zostalo zsekwencjonowanych w trzech seriach. Pomiar ekspresji transkryptéw serc myszy
za pomocg sekwencjonowania nowej generacji zostal wykonany we wspotpracy z osrodkiem

OMICRON (Collegium Medicum UJ).

3.13.2 Analizy transkryptomiczne

Dane z sekwencjonowania nowej generacji zostaly uzyte do profilowania
transkryptomow serc myszy Tgaq*44 i FVB w wicku 4, 8, 10, 12, 14 miesiecy. Sekwencje
adaptorowe, startery i ogony poli-A zostaly usuniete (ang. trimming) z surowych odczytow
sekwencjonowania przy wykorzystaniu programu Cutadapt (109), a nast¢pnie jakos$¢ surowych
odczytow sprawdzono z uzyciem programu FastQC2. Kolejno, surowe odczyty zmapowano
(ang. mapping) do referencyjnego genomu myszy za pomocg programu STAR (w przyblizeniu
78% surowych odczytow zostalo zmapowanych unikalnie do referencyjnego genomu)(110).
Odczyty, ktore zmapowano do kodujacych gendow (egzondéw) zostaly policzone z uzyciem
programu HTSeq (111). Nastepnie dane znormalizowano za pomocg metody TMM (ang.
trimmed mean of M-values)(112). Sposrod 54 532 genow referencyjnego genomu myszy,
16 367 gendéw (stanowiacych 30,01% wszystkich gendéw) speinilo zastosowane kryteria
filtrowania dla pokrycia genomu, jak cpm> 0.5 w wigcej niz 3 probkach na poszczegdlng grupg.
Analizy réznicowej ekspresji genow (DEGs — ang. diferentially expressed genes) zostaty
wykonane z wykorzystaniem oprogramowania Limma Voom (113). Do wykonania wykresow
oraz przeprowadzenia analiz bioinformatycznych postuzono sie srodowiskiem R,

W niniejszej pracy doktorskiej zostaty zastosowane nastepujace kryteria filtrowania dla
DEGs: wartos¢ |log fold change| > 1 oraz skorygowana wartos¢ p< 0,05 dla skorygowanej
metody Benjamini i Hochberg. Analiza r6znicowej ekspresji genéw zostata wykonana w grupie
16 367 genow. Porownano myszy Tgaq*44 i FVB w tym samym wieku 4, 8, 10, 12, 14
miesiecy (analiza Tgaq*44 vs. FVB); myszy FVB lub Tgaq*44 w ramach jednego szczepu w
roznym wieku (8, 10, 12, 14 miesigcy) do 4-miesigcznych myszy (analiza FVB vs. FVB,
analiza Tgaq*44 vs. Tgaq*44, odpowiednio). Kolejno, sposrod wszystkich 16 367 genow,
ktore spelnily zastosowane kryteria dla pokrycia genomu, tylko 13 778 zostato
przyporzadkowanych do odpowiednich proceséw z bazy danych Gene Ontology (GO). Na tak

2 https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/
3 https://www.r-project.org/
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wyselekcjonowanych procesach, zostata wykonana analiza statystyczna majgca na celu
wytoni¢ nadreprezentatywne procesy z uzyciem testu Fisher'a (ang. Fisher's Exact Test) dla
policzonych danych. Dodatkowo zostata zastosowana metoda Benjamini i Hochberg dla
korekty warto$ci p, aby zwigkszy¢ rzetelnos¢ uzyskanych wynikow testu Fisher’a dla
nadreprezentatywnych proceséOw. Procesy z bazy GO byly uwazane za istotne statystycznie,
wtedy gdy warto$¢ skorygowanej warto$ci p Wyniosta < 0,05 (testu Fisher’a). W niniejszej
pracy przedstawiono procesy z bazy GO dla genow, ktoére spetnily zatozone kryteria dla
réznicowe] ekspresji. Analizy bioinformatyczne zostaly wykonane we wspotpracy z firmg

Ardigen.

3.14 Analizy statystyczne

Analizy statystyczne wykonywano przy uzyciu programu GraphPad Prism (wersja 8). Dane sa
zaprezentowane jako Srednia arytmetyczna + odchylenie standardowe od $redniej. Rozktad
normalnos$ci danych zostal oceniony za pomocg testu Shapiro-Wilka, z kolei homogenicznos¢
wariancji za pomocg testu Fishera. Istotnos¢ statystyczna pomigdzy grupami myszy Tgaq*44 i
FVB (w tym samym wieku) zostala zweryfikowana za pomocg testu t-Studenta lub testu
Manna-Whitneya, natomiast roznice statystyczne miedzy miodszymi (4-miesigcznymi
myszami) a starszymi grupami myszy Tgaq*44 lub FVB zostaty ocenione za pomocg testu
jednoczynnikowa ANOVA z testem post hoc Tukeya lub za pomocg testu Kruskala-Wallisa z
testem post hoc Dunna dla nastgpujacych parametrow: masy myszy, masy serca, komor i
przedsionkow, stosunku masy serca/Sredniej masy ciata, wioknienia serca, gestosci i
przestrzennego uktad kapilar, najmniejszych $rednich odlegto$ci migdzy kapilarami, wielkosci
swiatla kapilar, szybkosci podstawowego przeptywu wiencowego, podstawowego przeptywu
wiencowego, zmiany przeptywu wiencowego w odpowiedzi na 30 sekundowa okluzje
przeplywu wiencowego, aktywnosci enzymu ACE w sercu i osoczu, profilu hormonow
steroidowych, morfologii krwi.

Jedynie dla parametrow hemodynamicznych serca, odksztatcen radialnych 1 obwodowych
serca, szybko$ci zmian przeptywu wiencowego w odpowiedzi na regadenoson, rezerwy
wiencowej w odpowiedzi na regadenoson, zmian przeptywu wiencowego w odpowiedzi na
bolus bradykininy i adenozyny oraz dla poréwnania zmian przeptywu wiencowego dla dwoch
roznych protokotow eksperymentalnych perfuzji serca zostaty wykonane tylko testy t-Studenta
i Manna-Whitneya.
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4. Wyniki

4.1 Charakterystyka procesu starzenia sie serca myszy kontrolnych FVB, w poréownaniu
do zmian u myszy Tgaq*44

4.1.1 Zmiany w czynnos$ci hemodynamicznej serca u starzejacych si¢ myszy FVB

W celu okreslenia na jakim etapie zycia myszy kontrolnych FVB pojawiaja si¢ zmiany
czynno$ciowe pracy serca wystepujace w starzejacym si¢ sercu wykonano pomiary czynnosci
serca in vivo u miodych (4-miesiecznych) i starszych (16-miesiecznych) myszy FVB.
Uposledzenie funkcji rozkurczowej serca charakterystyczne dla starzejgcego si¢ serca
obserwowano w sercach 16-miesiecznych myszy FVB, a $wiadczyt o tym obnizony wskaznik
E/A (1,7+£0,4 vs. 2,2+0,3 dla 16- vs. 4-miesi¢ecznych myszy FVB, odpowiednio) oraz obnizona
szybkos¢ napetniania (352,9495,1 vs. 472,9+73,0 dla 16- vs. 4-miesigcznych myszy FVB,
odpowiednio)(Tabela 2).

W przeciwienstwie do czynnosci rozkurczowej, funkcja skurczowa serca nie byta
zmieniona u myszy FVB w wieku 16 miesi¢cy. Istotnie, warto$ci objetosci koncowo-
skurczowej (14,3+4,6 vs. 15,1+5,6 dla 16- vs. 4-miesiecznych myszy FVB, odpowiednio),
objetosci wyrzutowej (38,7+4,4 vs. 37,9+4,9 dla 16- vs. 4-miesigcznych myszy FVB,
odpowiednio), frakcji wyrzutowej (73,4+5,1 vs. 71,949,1 dla 16- vs. 4-miesigcznych myszy
FVB, odpowiednio), rzutu serca (17,1+2,6 vs. 18,3+1,7 dla 16- vs. 4-miesiecznych myszy FVB,
odpowiednio), szybkosci wyrzutowej (313,8+24,8 vs. 317,2+38,6 dla 16- vs. 4-miesi¢cznych
myszy FVB, odpowiednio), czasu wyrzutu (27,9+3,1 vs. 28,8+5,2 dla 16- vs. 4-miesiecznych
myszy FVB, odpowiednio), czasu skurczu izowolumetrycznego (10,0+3,1 vs. 9,9+3,2 dla 16-
vs. 4-miesigcznych myszy FVB, odpowiednio) oraz parametry opisujace naprezenia radialne i
obwodowe serca byty wszystkie podobne dla myszy FVB w wieku 16 miesigcy w pordwnaniu
do odpowiednich wartosci u 4-miesigcznych myszy FVB (Tabela 2). Jedynie, warto$¢ indeksu
sercowego byla nizsza u 16-miesigcznych myszy FVB w porownaniu do 4-miesiecznych myszy

FVB (174,1+30,8 vs. 212,3+19,0, odpowiednio).

4.1.2 Zmiany W czynnos$ci hemodynamicznej serca na wczesnym i koncowym etapie
niewydolnosci serca u myszy Tgaq*44

Podobnie, jak u myszy FVB wykonano pomiary funkcji serca in vivo u mtodszych (4-
miesiecznych) i starszych (12-miesiecznych) myszy Tgaq*44. W sercach 12-miesigcznych
myszy Tgaq*44 globalna funkcja serca byta znacznie gorsza niz u myszy Tgaq*44 w wieku 4

miesiecy, a Swiadczyly o tym nizsze wartosci nastgpujacych parametréw: objetosci koncowo-
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skurczowej (23,4+8,0 vs. 27,1+4,9 dla 12- vs. 4-miesiecznych myszy Tgaq*44, odpowiednio),
objetosci koncowo-rozkurczowej (41,7+10,6 vs. 57,247,2 dla 12- vs. 4-miesigcznych myszy
Tgaq*44, odpowiednio), objetosci wyrzutowej (18,4+£3,5 vs. 30,1£3,0 dla 12- vs. 4-
miesi¢gcznych myszy Tgoq*44, odpowiednio), frakcji wyrzutowej (44,8+6,0 vs. 54,3+2,4 dla
12- vs. 4-miesiecznych myszy Tgaq*44, odpowiednio), rzutu serca (6,9+1,5 vs. 15,8+1,7 dla
12- vs. 4-miesigcznych myszy Tgaq*44, odpowiednio), indeksu sercowego (80,4+17,3 vs.
182,6+12,8 dla 12- vs. 4-miesigcznych myszy Tgoq*44, odpowiednio), czasu wyrzutu
(19,4+4,2 vs. 34,0+2,9 dla 12- vs. 4-miesiecznych myszy Tgaq*44, odpowiednio), rytmu serca
(377£33 vs. 524415 dla 12- vs. 4-miesiecznych myszy Tgaq*44, odpowiednio)(Tabela 2).

4.1.3 Porownanie zmian w czynnos$ci hemodynamicznej serca starzejacych sie myszy FVB
oraz na wczesnym i koncowym etapie niewydolnosci serca u myszy Tgaq*44

Parametry funkcji serca takie, jak; objeto$¢ wyrzutowa, frakcja wyrzutowa, rzut serca,
czas napehlniania (Tabela 2), parametry Es, Ees, Epost dla odksztalcen radialnych i
obwodowych, parametr Srmax (Tabela 3) byly nizsze u 4-miesigcznych myszy Tgaq*44 w
poroéwnaniu z warto$ciami uzyskanymi dla 4-, jak i 16-miesiecznych myszy FVB. Z kolei
objetos¢ koncowo-skurczowa, szybko$¢ napelniania, czas skurczu izowolumetrycznego
(Tabela 2), parametr Tpeak dla odksztalcen radialnych i obwodowych byly wyzsze (Tabela
3). Warto doda¢, ze warto$¢ indeksu sercowego (rzut serca na powierzchni¢ ciala) u 4-
miesigcznych myszy Tgoq*44 byta podobna do 16-miesigcznych kontroli, natomiast byta
nizsza w poréwnaniu do 4-miesigcznych myszy FVB (182,6+12,8 vs. 212,3+19,0, odpowiednio
dla 4-miesigcznych myszy Tgaq*44 i 4-miesiecznych myszy FVB, Tabela 2).

Podsumowujac, proces starzenia serca u myszy FVB ujawnit si¢ dopiero w 16 miesigcu

zycia, jako upos$ledzenie rozkurczowej czynno$ci migsnia sercowego, podczas gdy rozwdj
niewydolnosci serca u myszy Tgoq*44 byt zwigzany z rozwojem zaréwno skurczowej, jak i
rozkurczowej czynno$ci migs$nia sercowego juz w 4 miesigcu zycia. Wydaje sie, ze zmiany w
funkcji rozkurczowej lewej komory serca u 4-miesiecznych myszy Tgaq*44 mogly by¢
objawem wczesnie ujawniajacego si¢ fenotypu starego serca u myszy Tgaq*44. Ta hipoteze

weryfikowano w dalszych badaniach.
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FVB - 4 miesigce FVB - 16 miesiecy

Tgaq*44 - 4 miesigce

Tgag*44 - 12 miesiecy

N=7-8 N=9 N=6-8 N=5
Rytm serca [ud./min] 487 +£53 440 + 46 524+ 15.0 377 £ 33#
Masa lewej komory [mg] 71.0+5.9 86.0+ 10.1% 79.4+4.7 71.6+7.1*
Objetosc koncowo-skurczowalpl]  15.1+ 5.6 143+ 4.6 27.1+4.9 23.4+ 8.0
Objetos¢ koncowo-rozkurczowa[ul] 53.0+5.1 53.0+7.8 57.2+7.2 41.7 +10.6"
Objetosc wyrzutowa [ul] 37.9+4.9 38.7+4.4 30.1+3.0" 18.4 + 3,54
Frakcja wyrzutowa [%] 71.9+9.1 73.4+5.1 54,3+2.4" 44.8 = 6.0%
Rzut serca [ml/min]  18.34+ 1.7 17.1+2.6 15.8+1.7" 6.9+ 1.5%
Indeks sercowy [pl/min/cm2] 212.3+19.0 174.1 £ 30.8% 182.6 £12.8" 80.4 £ 17.3%
Szybkos¢ wyrzutowa [LV/R-R] 317.2+38.6 313.8+24.8 290.0+18.6 376.3+£81.2
Szybkos¢ napetniania [LV/R-R] 472.9+73.0 352.9£95.1% 573.8+70.1" 668.1+138.0
Czaswyrzutu [% R-R]  28.8+5.2 279+ 3.1 34.0+29 19.4+4.2%
Czas napetniania [% R-R] 33.2 £11.7 38.8+ 6.0 18.9+6.1" 20.0+3.3
Czas relaksacji izowolumetrycznej [% R-R]  24.0 £4.8 23.4+3.6 219+2.1 19.7+ 4.4
Czas skurczu izowolumetrycznego [% R-R] 9.9+3.2 10.0+£3.1 25.7+£5.4" 339+7.9
Wskaznik E/A 2.2 £0.3 1.7 £0.4% / /

Tabela 2. Zmiany hemodynamiki serca u starzejacych si¢ myszy FVB oraz na wczesnym i koncowym etapie
niewydolnosci serca u myszy Tgoq*44. Dane przedstawiono jako $rednia arytmetyczna =+ odchylenie
standardowe od $redniej. ¥P<0.05 dla 4- vs. 16-miesieczne myszy FVB, “P<0.05 dla Tgog*44 vs. FVB w wieku
4 miesiecy, P<0.05 dla 4- vs. 16-miesieczne myszy Tgaq*44 (test t-Studenta lub Manna-Whitneya), n=5-9 (wsp.
G. Kwiatkowski).

Naprezenia radialne (Err) Naprezenia obwodowe (Ecc)

FvB FVB Tgaq*44 FVB FvB Tgaqg*44
4 miesigce 16 miesigcy 4 miesigce 4 miesigce 16 miesiecy 4 miesigce

N=5 N=6 N=7 N=5 N=6 N=7
Es [%] 20129 20915 14.4+1.3" -16.8+1.7 -17.1+1.6 -12.7+1.4
Ees [%] 20129 216%1.7 16.0+1.4" 1771220 -17.6+1.6 -13.4£1.2°
Epost [%] 194+25 19.1+46 15.0+ 0.9* -16.8+2.0 -17.2+ 1.7 -12.1£1.3°
Tpeak 0.41+0.04 0.40+0.05 0.51+0.04" 0.43£0.06 0.41+0.05 0.51%0.03"
PSI -0.037+0.011 -0.088+0.177 0.035+ 0.033" 0.001£0.038 0.002+0.015 -0.039%0.033
Srmax [%/R-R] 6.12+1.06 6.24+1.10 3.84+0.55" -3.50+£0.43 -3.12+0.31 -2.03+0.25
Sre [%/R-R] -5.59+1.03 -6.82+1.52 -5.50+0.79 4.14+0.87 3.80+0.52 3.4210.61
SRa[%/R-R] -3.00+x0.71 -3.35+1.23 -2.70+1.22 1.90+0.63 1.86+0.31 1.2810.63
SRe/a 1.95+0.54 2.17+0.61 2.42+1.10 2481 1.16 2.11+0.58 3.37+1.84

Tabela 3. Zmiany odksztalcen radialnych i obwodowych serca u starzejacych si¢ myszy FVB oraz na
wczesnym etapie niewydolnosci serca u myszy Tgaq*44 w poréwnaniu do 4-miesiecznych myszy FVB. Dane
przedstawiono jako érednia arytmetyczna = odchylenie standardowe od $redniej. “P<0.05 dla Tgog*44 vs. FVB w
wieku 4 miesiecy (test t-Studenta lub Manna-Whitneya), n=5-7. Legenda: Es - odksztalcenie szczytowo-
skurczowe; Ees - odksztatcenie koncowo-skurczowe; Epost — odksztatcenie maksymalne poskurczowe; Tpeak -
wskaznik odksztalcenia szczytowego; PSI - indeks odksztalcenia poskurczowego; SRmax - wspolczynnik
szybkos$ci odksztatcenia skurczowego; SRe - wspolczynnik szybkosci odksztatcenia wezesno-rozkurczowego;
SRa - wspolezynnik szybkosci odksztalcenia przedsionkowo-rozkurczowego; SRe/a — iloczyn wspotczynnikow
szybkosci odksztalcenia wczesno-rozkurczowego do szybkosci odksztalcenia przedsionkowo-rozkurczowego
(wsp. G. Kwiatkowski).
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4.1.4 Zmiany makroskopowe u starzejacych sie¢ myszy FVB oraz na wczesnym i
koncowym etapie niewydolnosci serca u myszy Tgaq*44

W celu opisania zmian migénia sercowego na poziomie makroskopowym w trakcie
starzenia si¢ myszy FVB, jak i w toku rozwoju niewydolnoS$ci serca myszy Tgagq*44, wykonano
pomiary mas ciata (Ryc. 8 A), migs$nia sercowego (Ryc. 8 B)(dla mas komor (Ryc. 8 C), mas
przedsionkow (Ryc. 8 D)) oraz okreslono stosunek masy serca/sredniej masy ciata (Ryc. 8 E).

U myszy FVB w wieku 13-14 miesi¢cy stosunek masy serca/sredniej masy ciata nie
zmienit si¢ w poréwnaniu do 4-miesiecznych myszy FVB, natomiast w przypadku 13-14-
miesi¢cznych myszy Tgag*44 byl wyzszy w porownaniu do 4-miesigcznych myszy Tgaq*44
(Ryc. 8 E). Z kolei, stosunek masy serca/sredniej masy ciata byt podobny dla myszy Tgagq*44
w wieku 4 miesigcy i myszy FVB w wieku 13-14 miesi¢cy oraz wyzszy u 13-14-miesigcznych
myszy Tgagq*44 w poréwnaniu do odpowiadajacych wiekiem myszy kontrolnych. Wyzsza
warto§¢ stosunku masy serca/$redniej masy ciata u 13-14-miesigcznych myszy Tgoq*44
wzgledem 4-miesigcznych myszy Tgaq*44 oraz 13-14-miesigcznych myszy FVB byla
spowodowana zwigkszeniem masy przedsionkéw w 11 miesigcu zycia u myszy Tgaq*44 w
porownaniu do myszy Tgag*44 w wieku 4 miesiecy oraz odpowiadajacych wiekiem myszy
FVB (Ryc. 8 D, E).

Podsumowujac, wydaje sig, ze proces starzenia serca u myszy FVB nie byt zwigzany z

wyraznymi zmianami makroskopowymi mig$nia sercowego, w przeciwienstwie do myszy
Tgaqg*44, u ktorych zmiany makroskopowe migénia sercowego wystepowaty na koncowym

etapie niewydolnosci serca.
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Ryc. 8 Masy myszy (A), serc (B), komor serc (C), przedsionkéw serc (D), stosunek masy serca/Srednia masa
ciala (E) u starzejacych si¢ myszy FVB oraz w toku rozwoju niewydolnosci serca u myszy Tgaq*44. Dane
przedstawiono jako $rednia arytmetyczna + odchylenie standardowe od $redniej. *P<0.05 dla FVB vs. Tgaq*44
(test t-Studenta lub Manna-Whitneya), #P<0.05 dla myszy Tgaq*44 w okreslonym wieku vS. 4-miesigczne myszy
Tgaq*44, &P<0.05 dla myszy FVB w okreslonym wieku vs. 4-miesigczne myszy FVB (jednoczynnikowa
ANOVA lub test Kruskala-Wallisa); n=3-37.
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4.2 Zmiany mikroskopowe miesnia sercowego u starzejacych sie myszy FVB oraz na
wcezesnym i koncowym etapie niewydolnosci serca u myszy Tgoq*44

Aby odpowiedzie¢ na pytanie, jakie sg mikroskopowe wyznaczniki starzejgcego sie
serca myszy FVB oraz czy moga one wystepowa¢ w sercach mtodych myszy Tgaq*44
wykonano oznaczenia histologiczne i immunohistochemiczne skrawkoéw sercowych. W sercu
myszy FVB w trakcie procesu starzenia si¢ serca oraz w sercu myszy Tgoaq*44 w toku rozwoju
niewydolnosci serca oceniano zmiany we widknieniu serca (rozdzial 4.2.1), odktadaniu
macierzy zewnatrzkomorkowej (rozdzial 4.2.2), gestosci i uktadzie kapilar (rozdzial 4.2.4),
odlegtos$ci miedzy kapilarami (rozdzial 4.2.5), wielkosci swiatta kapilar (rozdzial 4.2.6) przy
wykorzystaniu mikroskopii optycznej. Ponadto, oceniono ultrastruktur¢ migsnia sercowego
(rozdzial 4.2.3), w tym macierz zewnatrzkomorkowa (rozdziat 4.2.3.1), uktad mitochondriow
i miofibryli (rozdzial 4.2.3.2), ultrastruktur¢ kanalikow T (rozdzial 4.2.3.2), budowg¢ blaszki
podstawnej naczyn wiencowych (rozdzial 4.2.3.3), budow¢ naczyn wiencowych (rozdzial
4.2.3.4), budowe wstawek (rozdzial 4.2.3.5) i obecnos¢ autofagosoméw (rozdziat 4.2.3.6) z

wykorzystaniem mikroskopii elektronowej.

4.2.1 Wléknienie serca

W sercach myszy FVB widoczny byt stopniowy wzrost wioknienia pomi¢dzy 4 a 14
miesigcem zycia myszy FVB (od 3,91+0,78% do 6,85+0,84%, odpowiednio dla 4- i 14-
miesi¢gcznych myszy FVB). U myszy Tgoq*44 wldknienie wyraznie si¢ nasilato z wiekiem
osiagajac wysoki poziom (19,59+1,87%) u 14-miesigcznych myszy Tgoaq*44 (Ryc. 9).
Interesujaca obserwacja byto to, ze juz w sercach 4-miesiecznych myszy Tgagq*44 poziom
wtoknienia byt podobny do poziomu zwldknienia serc 14-miesigcznych myszy FVB
(6,54+0,70% vs. 6,85+0,84%, odpowiednio dla 4-miesigcznych myszy Tgoag*44 i 14-
miesiecznych myszy FVB, ryc. 9).
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Ryc. 9 Wloknienie mysiego serca u starzejacych si¢ myszy FVB oraz w toku rozwoju niewydolnosci serca u
myszy Tgaq*44. Reprezentatywne zdjecia preparatow w mikroskopii optycznej (powigkszenie 20x)
przedstawiajace przekroje poprzeczne przez tkanke sercowa z zastosowaniem barwienia Czerwienig Syriusza
(Picro Sirius Red). Legenda: widkna kolagenowe — czerwone, kardiomiocyty — zotte (A). Dane przedstawiono
jako $rednia arytmetyczna = odchylenie standardowe od $redniej. ¥*P<0.05 dla Tgaq*44 vs. FVB (test t-Studenta),
#P<0.05 dla myszy Tgoq*44 w okreslonym wieku vs. 4-miesigczne myszy Tgaq*44, &P<0.05 dla myszy FVB w
okreslonym wieku vs. 4-miesieczne myszy FVB (jednoczynnikowa ANOVA lub test Kruskala-Wallisa). Analizy
wykonano dla 20-krotnego powigkszenia, n=6 (B)(wsp. A. Jasztal, Z. Kurytowicz).

4.2.2 Macierz zewnatrzkomoérkowa

Macierz zewnatrzkomdrkowa byta oceniana na podstawie barwienia paS. Zawarto$¢
komponentow macierzy zewnatrzkomorkowej w sercach 14-miesiecznych myszy FVB byta
nieznacznie wyzsza W poréwnaniu do serc 4-miesi¢cznych myszy FVB (Ryc. 10). Natomiast,
zawarto$¢ komponentoéw macierzy zewnatrzkomorkowej w sercach 14-miesigcznych myszy
Tgaq*44 byta znacznie wyzsza W porownaniu do serc 4-miesigcznych myszy Tgaq*44 (Ryc.
10).

Zarowno w sercach myszy Tgoq*44 1 FVB akumulacja komponentéw macierzy
zewnatrzkomoérkowej widoczna byta wokot kardiomiocytéw i naczyn oraz W przestrzeniach
mi¢dzykomorkowych (zaré6wno na przekrojach poprzecznych i podtuznych), co skutkowato
dystansowaniem od siebie wzajemnie kardiomiocytow i kapilar. Dodatkowo, zwigkszone
odkladanie si¢ komponentow macierzy zewnatrzkomorkowej wokot kardiomiocytow w
sercach myszy Tgaq*44 niz FVB powodowato zaburzony uktad kardiomiocytow we widknie

mie$niowym niewydolnego serca.
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Ryc. 10 Kolokalizacja
kapilar i  macierzy
zewnatrzkomorkowej

(GAGow i
glikoproteidow) w
sercach starzejacych sie
myszy FVB oraz w
sercach myszy Tgoaq*44

na wczesnym |
koncowym etapie
niewydolnosci serca.

Reprezentatywne zdjecia
preparatow w mikroskopii
optycznej (powigkszenie
400x), z inwersjg koloréw
przedstawiajace przekroje
poprzeczne (A) i podtuzne
(B) przez tkanke sercowa.
Zastosowano  potacznie
barwien: na lektyne,
barwienie Schiff’a (paS),
barwienie kwasem
pikrynowym.  Legenda:
kapliary — jasno niebieskie
(strzatka czerwona),
kardiomiocyty -
granatowe (strzalka zoétta),
paS-pozytywne struktury
(macierz
zewnatrzkomoérkowa) — —
zielone (strzatka zielona)
(wsp. A. Jasztal i Z.
Kurylowicz).
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4.2.3 Ultrastruktura mie¢$nia sercowego

4.2.3.1 Macierz zewnatrzkomoérkowa — obrazy z mikroskopu elektronowego (TEM)

Obrazy z mikroskopu elektronowego podobnie, jak w przypadku obrazow z mikroskopu
optycznego wykazaty nieznaczne zwigkszenie zawarto$ci macierzy zewnatrzkomorkowej w
sercach myszy FVB w wieku 14 miesiecy w porownaniu do 4-miesiecznych myszy (Ryc. 11).
Natomiast, zawarto$¢ macierzy zewnatrzkomorkowej U 14-miesiecznych myszy Tgoaq*44 byta
wyraznie wigksza w poréwnaniu do serc myszy Tgaq*44 w wieku 4 miesi¢cy. W sercach 4-
miesiecznych myszy Tgaq*44 zawarto$¢ macierzy zewnatrzkomorkowej odlozonej wokot
kapilar byta znacznie wigksza w poréwnaniu do Serc 14-miesigcznych myszy FVB (Ryc. 11).

Ponadto, obrazy z mikroskopu elektronowego potwierdzily znaczacy udzial bialek

niefibrylarnych we widknieniu serca u myszy Tgaq*44 (Ryc. 12).

Ryc. 11 Ultrastruktura mig$nia sercowego U 4- i 14-miesiecznych myszy FVB i Tgaq*44 — przekroje
poprzeczne przez kardiomiocyty i kapilary. Reprezentatywne zdjecia ukazujace ilo§¢ macierzy
zewnatrzkomorkowej towarzyszacej kapilarom. Obrazy z mikroskopu TEM tkanki sercowej pochodzacej z migsni
brodawkowatych. Legenda: * - naczynia kapilarne, niektore z erytrocytami w $wietle; zolte strzalki - macierz
zewnatrzkomorkowa (wsp. Instytut Biologii Doswiadczalnej im. Marcelego Nenckiego).
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Ryc. 12 Ultrastruktura mie$nia sercowego U 1l4-miesiecznych myszy FVB i Tgaq*44 - sklad macierzy
zewnatrzkomoérkowej (wsp. Instytut Biologii Doswiadczalnej im. Marcelego Nenckiego).

4.2.3.2 Uklad miofibryli, mitochondriéow, kanalikéw T

Juz w sercach 4-miesiecznych myszy Tgoaq*44 w poréwnaniu do 14-miesigcznych
myszy FVB zaobserwowano znaczng roznice w ultrastrukturze kardiomiocytow (Ryc. 13).
Nastagpito powigkszenie rozmiaréw miofibryli, zmniejszenie ilosci i ksztattu mitochondriéw,
zmienienie uktadu przestrzennego mitochondriéw i miofibryli oraz redukcja ilosci kanalikow
T i ich wypelnienie gesto elektronowa macierza.

W sercach 14-miesiecznych myszy FVB nie zaobserwowano wigkszych zmian w
ultrastrukturze migénia sercowego w porownaniu do serc 4-miesiecznych myszy FVB, z
wyjatkiem mniej uporzadkowanego uktadu miofilamentow. Przekroje poprzeczne przez
migsien sercowy wykazaly nieznaczne zwigkszenie powierzchni miofibryli w stosunku do
powierzchni mitochondriow u 14-miesiecznych myszy FVB w poréwnaniu do 4-miesi¢cznych
myszy FVB. Z kolei, liczba kanalikow T w sercach 14- i 4-miesi¢gcznych myszy FVB byta
podobna.

Zmiany w ultrastrukturze kardiomiocytow 14-miesiecznych myszy Tgoq*44 byty
znaczne w porownaniu do kardiomiocytow 4-miesiecznych myszy Tgoq*44. Zmienit si¢ uktad

przestrzenny mitochondriow i miofibryli oraz zmniejszyta si¢ ilos¢ mitochondriéw, skutkujac
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duzym skupieniem miofibryli pozbawionych kontaktu z mitochondriami. Ponadto, zwigkszyt
si¢ dystans migdzy filamentami na terenie miofibryli prowadzac do pogrubienia i pgcznienia
miofibryli oraz rozsuwania i odksztatcania mitochondriéw. Dodatkowo, nastgpito znaczne
zmniejszenie ilos$ci kanalikow T na koncowym etapie niewydolnos$ci serca u myszy Tgaq*44

w porownaniu do wczesnego etapu niewydolnosci serca, a w zachowanych kanalikach

widoczne byly elektronowo geste ztogi.

Ryc. 13 Ultrastruktura mi¢$nia sercowego U 4- i 14-miesiecznych myszy FVB i Tgagq*44. Reprezentatywne
zdjecia fragmentéw przekrojow przez kardiomiocyty ukazujgce mitochondria, miofibryle i kanaliki T. Obrazy z
TEM tkanki sercowej pochodzgcej z przekrojow poprzecznych przez migsnie brodawkowate. Legenda: czerwone
gwiazdki - miofibryle; zotte gwiazdki - mitochondria; niebieskie strzatki - drozne kanaliki T; zotte strzatki -
kanaliki T z ggsta elektronowo trescia (wsp. Instytut Biologii Doswiadczalnej im. Marcelego Nenckiego).
Zmiany w organizacji aparatu kurczliwego kardiomiocytow uwidocznione zostaty takze
na przekrojach podtuznych kardiomiocytow (Ryc. 14). O ile w sercach 14-miesiecznych myszy
FVB nie zaobserwowano znaczacych roznic w budowie sarkomerow w poréwnaniu do 4-
miesi¢cznych myszy FVB (oprocz odktadania glikogenu w sgsiedztwie triad), to w sercach
myszy Tgaq*44 na wczesnym etapie, a tym bardziej na koncowym etapie niewydolnosci serca
widoczny byt nasilony proces dezorganizacji uktadu sarkomerow w porownaniu do serc myszy

FVB. Charakteryzowal si¢ on zwigkszonymi odlegtosciami migdzy filamentami, ich

nierownoleglym utozeniem skutkujacym pecznieniem sarkomeroéw. Ponadto, nastapito
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przesuni¢cie potozenia sarkomeréw poszczegolnych miofibryli wzgledem siebie powodujac
rozmijanie si¢ prazkow Z. Natomiast juz w sercach 4-miesi¢gcznych myszy Tgoaq*44 widoczne

byto wypehienie ziarnista trescig kanalikow T (Ryc. 15).

.' Tgoq*44 7§

E iy F°
| ! 4 7

Ryc. 14 Ultrastruktura migsnia sercowego U 4- i 14-miesi¢gcznych myszy FVB i Tgag*44. Reprezentatywne
zdjecia przedstawiajace przekroje podtuzne przez sarkomery na preparatach z TEM pochodzacych z przekrojow
podtuznych przez wolng S$ciang lewej komory. Legenda: zotte strzatki - prazki Z; niebieska strzatka -
kanalik T wypetiony ziarnistg trescia; czerwona strzatka - glikogen (wsp. Instytut Biologii Do§wiadczalnej im.
Marcelego Nenckiego).

47



Ryc. 15 Ultrastruktura mie¢snia sercowego U 4-miesiecznych myszy Tgaq*44 — przekroj poprzeczny przez
kanalik T. Reprezentatywne zdjecie kanalika T w sasiedztwie kardiomiocytu. Legenda: zolte strzatki -
pofaldowana powierzchnia kardiomiocyta (wsp. Instytut Biologii Doswiadczalnej im. Marcelego Nenckiego).

48



4.2.3.3 Blaszka podstawna naczyn wiencowych

W sercach 14-miesigcznych myszy FVB nastgpito pogrubienie blaszki podstawnej
naczyn wiencowych w poréwnaniu do serc 4-miesigcznych myszy FVB (Ryc. 16). Pogrubienie
blaszki podstawnej naczyn wiencowych u 14-miesiecznych myszy Tgaq*44 bylo wyraznie
wigksze w porownaniu do 4-miesi¢gcznych myszy Tgoq*44. W sercach 4-miesiecznych myszy
Tgaq*44 pogrubienie blaszki podstawnej naczyn wiencowych bylo znacznie wigksze w

poroéwnaniu do 14-miesigcznych myszy FVB (Ryc. 16).

L - Al y s 3 7 X = p

Ryc. 16 Budowa blaszki podstawnej naczyn wiencowych u 4- i 14-miesiecznych myszy FVB i Tgaq*44.
Zdjecia fragmentow przekrojow przez tkanke migsnia sercowego ukazujace budowe blaszki podstawnej naczyn
wiencowych. Obrazy z TEM tkanki sercowej pochodzacej z przekrojow poprzecznych przez migénie
brodawkowate. Legenda: zotte gwiazdki — $wiatlo naczynia wiencowego; zielone strzatki — blaszka podstwna
(wsp. Instytut Biologii Do$wiadczalnej im. Marcelego Nenckiego).
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4.2.3.4 Budowa naczyn wiencowych

Naczynia wiencowe utozone byl rownolegle wzgledem sgsiadujacych kardiomiocytow
w sercach 14-miesiecznych myszy FVB. Natomiast, naczynia wiencowe 14-miesiecznych
myszy Tgoaq*44 byt silnie pofaldowane i nie uktadaty si¢ rownolegle wzgledem sasiadujacych
kardiomiocytow (Ryc. 17).

W sercach 14-miesiecznych myszy FVB nie nastgpita zmiana w ultrastrukturze
srodbtonka kapilar wiencowych w poréwnaniu do serc 4-miesigcznych myszy FVB. U 4-
miesigcznych myszy Tgoaq*44 w $rodblonku naczyn wiencowych wystepowaly liczne
pecherzyki wakuolarne. U 14-miesigcznych myszy Tgaq*44 widoczne byty nieprawidtowosci

w ultrastrukturze Srodbtonka kapilar wiencowych (Ryc. 17).

Tgaqg*44

14M

Ryc. 17 Budowa naczyn wiencowych u 4- i 14-miesiecznych myszy FVB i Tgaq*44. Zdjecia fragmentow
przekrojow przez tkanke migénia sercowego ukazujace budowe naczyn wiencowych. Obrazy z TEM tkanki
sercowej pochodzacej z: przekrojow poprzecznych przez migénie brodawkowate dla obrazoéw pochodzacych od
4-miesigcznych myszy; przekrojow podtuznych przez wolng $ciang lewej komory dla obrazow pochodzacych od
14-miesigcznych myszy. Legenda: zotte gwiazdki — $wiatto naczynia wiencowego; czerwone strzatki — srodbtonek
naczyn wiencowych; zielone strzatki - blaszka podstawna (wsp. Instytut Biologii Do§wiadczalnej im. Marcelego
Nenckiego).
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4.2.3.5 Wstawki

W sercach 14-miesigcznych myszy FVB nie nastgpita zmiana w budowie i integralnosci
wstawek w porownaniu do serc 4-miesigcznych myszy FVB (Ryc. 18). Natomiast u myszy
Tgag*44 nieprawidlowosci w budowie wstawek byly widoczne juz u 4-miesiecznych zwierzat
i charakteryzowaly si¢ dezorganizacja i ubytkiem stref przylegania oraz desmosomow, jak

rowniez zaburzeniami w obszarze kotwiczenia miofilamentow do wstawek. Zmiany te ulegly

nasileniu na koncowym etapie niewydolnosci serca myszy Tgoq*44.

Ryc. 18 Ultrastruktura mi¢$nia sercowego U 4- i 14-miesi¢cznych myszy FVB i Tgagq*44. Reprezentatywne
zdjecia sasiednich kardiomiocytow w obrgbie widkna migSniowego, w obszarze wstawek. Zdjecia z TEM z
preparatow pochodzacych z przekrojow podtuznych przez wolna $ciang lewej komory. Legenda: zotte strzatki -
wstawki (wsp. Instytut Biologii Do$wiadczalnej im. Marcelego Nenckiego).
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4.2.3.6 Autofagosomy

Juz u 4-miesigcznych myszy Tgaq*44 wykazano obecnos¢ autofagosomow (Ryc. 19).
Z kolei w obrazach pochodzacych z tkanki sercowej myszy FVB nie udato si¢ wykazac¢ ich

obecnosci, co nie oznacza ich braku w sercach myszy FVB.

Ryc. 19 Ultrastruktura mie¢snia sercowego U 4-miesiecznych myszy Tgaq*44 — przekrdj poprzeczny przez
kardiomiocyt i autofagosomy. Reprezentatywne zdjgcie autofagosomu w sasiedztwie kardiomiocytu (Wsp.
Instytut Biologii Do$wiadczalnej im. Marcelego Nenckiego).

Podsumowujac, wydaje si¢, ze zarbwno proces starzenia serca u myszy FVB, jak i

rozw0j niewydolnos$ci serca u myszy Tgaq*44 byly zwigzane ze zwigkszonym widknieniem
oraz odktadaniem komponentow macierzy zewnatrzkomorkowej. Niemniej jednak,
intensywno$¢ zmian w budowie macierzy zewnatrzkomorkowej serca u 4-miesigcznych myszy
Tgog*44 byla wigksza niz u 14-miesigcznych myszy FVB. Zwickszenie odkladania sig¢
macierzy zewnatrzkomorkowej serca mtodych myszy Tgoaq*44, w szczegdlnosci widoczne
wokot kapilarnych naczyn wiencowych, w tym pogrubiona blaszka podstawna kapilar moga
by¢ rozpatrywane, jako objaw fenotypu przedwczesnego starzenia si¢ serca. Rozwojowi
niewydolnosci serca myszy Tgoaq*44 towarzyszyto rowniez szereg innych zmian takich jak:
zwigkszenie rozmiarow miofibryli, zmniejszenie ilo$ci mitochondriow i zmiana ich ksztattu,

zmienienie uktadu przestrzennego mitochondriéw i miofibryli, zaburzenie uktadu sarkomeréw
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i wstawek, zmniejszenie ilosci kanalikow T, zaburzenie budowy kapilarnych naczyn

wiencowych.

4.2.4 Gestos¢ i uklad kapilar

Aby sprawdzi¢, czy zwiekszone odktadanie kolagenu i akumulacja komponentow
macierzy zewnatrzkomorkowej wokoét kapilar wiencowych w sercu myszy Tgoaq*44 wywotuje
zmiany w gestosci i uktadzie kapilar wykonano analizy ilo$ciowe i jakosciowe na skrawkach
sercowych barwionych z uzyciem lektyny, z rownoczesnym zastosowaniem DAB-u jako
chromogenu (Ryc. 20, Ryc. 21).

Juz u 4-miesiecznych myszy Tgoq*44 taczna powierzchnia wszystkich typow Scian
naczyn byta wigksza w porownaniu do 4- i 14-miesi¢cznych myszy FVB (Ryc. 21 A), natomiast
udzial tacznej powierzchni naczyn skosnych i poprzecznych (Ryc. 21 B) oraz "strikte"”
poprzecznych (Ryc. 21 C) w ogdlnej powierzchni naczyn normalizowany na powierzchni¢
tkanki serca (reprezentujacych naczynia biegnace wzdtuz kardiomiocytow) byl mniejszy.
Zaro6wno U 14-miesigcznych myszy FVB w poréwnaniu z 4-miesigcznymi myszami FVB, jak
I U 14-miesigcznych myszy Tgoaq*44 w poréwnaniu z 4-miesigcznymi myszami Tgoq*44
taczna powierzchnia wszystkich typéw $cian naczyn oraz udziat tacznej powierzchni naczyn
skosnych i poprzecznych oraz “strikte" poprzecznych w ogolnej powierzchni naczyn
normalizowany na powierzchni¢ tkanki serca byly na jednakowym poziomie (Ryc. 21 A, B,
C). Wskazuje to na, to ze istotna zmiana uktadu kapilar jest raczej elementem zwigzanym z

rozwojem niewydolnosci serca a nie starzeniem si¢ serca.

53



4M

I AP
5 N VW N . ®
D P A ) "‘M\“ ~
L)

[l o) S GO ROt it L St Ly K TN,
PRI AR A "f

Mo R vfﬂ‘.q {

LM Ml LA o e M O b 4
1 TSR TRCY N s PR RGeS oy e o))
[ e Vet i .1"|t|\'.l" '\‘('\‘1.: L
weAN -c‘,l\‘ e \]

\‘::‘i :\"\:\-l".‘ e N
i (S, VIR I o
LRI LoV

’\‘"n‘ ,(“') '.#(
FIN ]
.,‘\."\."'.' LS4 SN
A U e

14M

Ryc. 20 Uklad kapilar w sercach myszy FVB oraz myszy Tgaq*44. Reprezentatywne zdjecia preparatow w
mikroskopii optycznej (powickszenie 400X) przedstawiajace przekroje poprzeczne przez tkanke sercowa z
zastosowaniem barwienia immunohistochemicznego na lektyne i DAB. Gorny panel prezentuje zdjecia barwien
bez zastosowania algorytmu; dolny panel z zastosowaniem algorytmu. Legenda: barwienie bez zastosowania
algorytmu: kapilary — brazowe (czarne strzalki); barwienie z zastosowaniem algorytmu: miokardium — r6zowy
(strzatka szara); kapilary (glikokaliks): przekroje podtuzne - brazowy (strzatka bragzowa), przekroje skosne i
poprzeczne — zielone (strzatka zielona), przekroje ,,strikte” poprzeczne — granatowe (strzatka granatowa)(wsp. A.
Jasztal i Z. Kurylowicz).
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Ryc. 21 Gestos¢ i przestrzenny uklad kapilar w sercach starzejacych si¢ myszy FVB oraz sercach myszy
Tgaq*44 w toku rozwoju niewydolnosci serca. Laczna powierzchnia $cian naczyn (A), udzial powierzchni
poszczegdlnych typéw naczyn: skosnych i poprzecznych (B), ,,strikte” poprzecznych (C) w ogdlnej powierzchni
naczyn. Dane przedstawiono jako $rednia arytmetyczna + odchylenie standardowe od $redniej. *P<0.05 dla
Tgaq*44 vs. FVB (test t-Studenta lub Manna-Whitneya), #P<0.05 dla myszy Tgaq*44 w okreslonym wieku vs.
4-miesigczne myszy Tgaq*44 (test Kruskala-Wallisa); n=5-6 (wsp. A. Jasztal i Z. Kurylowicz).

4.2.5 Odleglo$ci miedzy kapilarami

Aby okresli¢ najmniejszg odlegltos¢ miedzy kapilarami ukltadajgcymi si¢ wzdluz
kardiomiocytow wykorzystano metode¢ triangulacji polegajaca na obliczeniu najmniejszej
$redniej odlegtos$ci miedzy trzema najblizej ze soba sgsiadujacymi kapilarami (Ryc. 22 A).

Juz u 4-miesigcznych myszy Tgoq*44 odleglos¢ migdzy kapilarami uktadajacymi sie
wzdtuz kardiomiocytow byla wyzsza w poréwnaniu do 4-miesigcznych myszy FVB oraz
podobna w poréwnaniu do 14-miesi¢cznych myszy FVB i zwickszata si¢ dalej z wiekiem u
myszy Tgoq*44 (Ryc. 22 B). U 14-miesigcznych myszy FVB w poroéwnaniu do 4-
miesiecznych myszy odlegtos¢ miedzy kapilarami uktadajacymi si¢ wzdtuz kardiomiocytow

byta podobna.

55



A B

P - T /{( »
\:’ > . Najmniejsze srednie odlegtosci pomiedzy
. ‘\ ~ ‘\ obiektami bedgcymi poprzecznymi przekrojami przez kapilary
: 4 tzw. triangulacja
o ~ b /,.‘ \, - ( gulacja)
' 100 .
. 'Y 4 > FB
a v . 9 - Tgoq*44
~ f 1 - \ 90
@ » E 80+
¥
[ 4
704
-
/ L4 o 60 T T T T T T

~
&
-+
S
O
-2

wiek (miesiace)

Ryc. 22 Najmniejsze $rednie odleglosci miedzy kapilarami w starzejacych si¢ sercach myszy FVB oraz
sercach myszy Tgag*44 w toku rozwoju niewydolnos$ci serca. Zdjecia preparatu w mikroskopii optycznej
(powickszenie 400x) przedstawiajace przekrdj poprzeczny przez tkanke sercowa z zastosowaniem barwienia
immunohistochemicznego na lektyne i DAB, z wykorzystaniem algorytmu (A). Srednia najmniejsza odleglosé
pomigdzy sgsiadujacymi ze sobg bezposrednio poprzecznymi i prawie poprzecznymi kapilarami w sercach myszy
Tgaq*44 w toku rozwoju niewydolnosci serca (B). Dane przedstawiono jako $rednia arytmetyczna + odchylenie
standardowe od $redniej. *P<0.05 dla Tgaq*44 vs. FVB (test t-Studenta lub Manna-Whitneya), #P<0.05 dla myszy
Tgaq*44 w okreSlonym wieku VS. 4-miesieczne myszy Tgaq*44 (test Kruskala-Wallisa); n=5-6. Legenda:
miokardium — r6zowy; kapilary (glikokaliks): przekroje prawie poprzeczne — zielone, przekroje poprzeczne —
granatowe; $rednia, najmniejsza odlegto$¢ miedzy kapilarami, tzw. triangulacja (czarne kreski)(wsp. A. Jasztal i
Z. Kurylowicz).

4.2.6 Wielkos¢ swiatla kapilar

Juz u 4-miesigcznych myszy Tgaq*44 srednia wielko$¢ swiatta kapilar byta wigksza w
porownaniu do 4-miesigcznych myszy FVB (Ryc. 23 A, B) i ta roznica utrzymata si¢ u

starszych myszy Tgaq*44 i FVB.
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Ryc. 23 Wielko$é swiatla kapilar w starzejacych sie sercach myszy FVB oraz sercach myszy Tgaq*44 w
toku rozwoju niewydolnoSci serca. Zdjecia preparatu w mikroskopii optycznej (powickszenie 400x)
przedstawiajace przekroj poprzeczny przez tkanke sercowa z zastosowaniem barwienia immunohistochemicznego
na lektyng i DAB, z wykorzystaniem algorytmu (A). Srednia powierzchnia widocznego $wiatla naczynia w
przekrojach poprzecznych i prawie poprzecznych kapilar serc myszy Tgaq*44 w toku rozwoju niewydolno$ci
serca (B). Dane przedstawiono jako $rednia arytmetyczna + odchylenie standardowe od $redniej. *P<0.05 dla
Tgaq*44 vs. FVB (test t-Studenta lub Manna-Whitneya), n=5-6. Legenda: uwidocznione $wiatlo naczynia — biaty
(czarne strzatki), miokardium — r6zowy; kapilary (glikokaliks): przekroje skoéne i podtuzne - brgzowy, przekroje
prawie poprzeczne — zielone, przekroje poprzeczne — granatowe (wsp. A. Jasztal i Z. Kurylowicz).

Podsumowujac, wydaje si¢ Ze proces starzenia si¢ serca myszy FVB nie powodowat

zmian w budowie kapilar, ich $rednicy, gestosci i utozeniu w tkance sercowej. Niewydolnos¢
serca U myszy Tgoq*44 byta zwigzana z kompensacyjnym zwiekszeniem $wiatla kapilar,
zwigkszeniem gestosci kapilar wraz ze zmiang ich utozenia w migé$niu sercowym, obejmujac
spadek udziatu powierzchni kapilar biegngcych wzdhiz kardiomiocytow w catkowitej
powierzchni kapilar wiencowych w sercu. Wraz z postgpem niewydolnosci serca zwigkszyta

si¢ stopniowo odleglo$¢ pomiedy kapilarami biegngcymi wzdhuz kardiomiocytow.

4.3 Zmiany reaktywnosci naczyn wiencowych u starzejacych sie myszy FVB oraz w toku
rozwoju niewydolnosci serca u myszy Tgoq*44

W celu zbadania czy zwigkszone odktadanie komponentow macierzy
zewnatrzkomorkowej oraz zmiany struktury i uktadu kapilar wiencowych w niewydolnym
sercu myszy Tgag*44 wywotujag zmiany w czynnos$ci kapilar, zbadano wiencowy przeptyw
podstawowy oraz reaktywno$¢ naczyn wiencowych in vivo z wykorzystaniem
ultrasonograficznej metody dopplerowskiej oraz ex vivo z wykorzystaniem modelu

izolowanego perfundowanego serca myszy.
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4.3.1 Badania in vivo - ultrasonograficzna metoda dopplerowska

U myszy FVB w wieku 14 miesi¢cy szybkos¢ podstawowego przeptywu wiencowego,
mierzona in vivo za pomocg ultrasonograficznej metody dopplerowskiej byta zmniejszona w
poréwnaniu do myszy FVB w wieku 4 miesiecy (jednak nie osiggneta znamienno$ci
statystycznej). U myszy Tgoq*44 w wieku 8, 10, 14 miesiecy szybko$¢ podstawowego
przeplywu wiencowego byta nizsza niz u myszy Tgoq*44 w wieku 4 miesiecy. Szybkos¢
podstawowego przeptywu wiencowego byla nizsza w sercach myszy Tgaq*44 w 8, 10 i 14
miesigcu zycia w porownaniu do myszy kontrolnej, jednak ta zmiana uzyskata znamienno$¢

statystyczng u myszy 8- i 14-miesi¢cznych (Ryc. 24).
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Ryc. 24 Szybkos$¢ podstawowego przeplywu wiencowego w starzejacych si¢ sercach myszy FVB oraz sercach
myszy Tgaq*44 w toku rozwoju niewydolnosci serca. Dane przedstawiono jako $rednia arytmetyczna +
odchylenie standardowe od $redniej. ¥*P<0.05 dla Tgaq*44 vs. FVB (test t-Studenta), #P<0.05 dla myszy Tgaq*44
w okre§lonym wieku vs. 4-miesieczne myszy Tgaq*44 (jednoczynnikowa ANOVA), n=6-9, (wsp. G.
Kwiatkowski).

Maksymalna szybkos¢ przepltywu wiencowego W odpowiedzi na regadenoson (1 ug/g
masy ciala) byta na jednakowym poziomie u myszy FVB w wieku 8 oraz 10 miesi¢cy (Ryc. 25
B). Rowniez, maksymalna szybkos¢ przeptywu wiencowego w odpowiedzi na regadenoson (1
ng/g masy ciata) u myszy Tgaq*44 w wieku 8 i 10 miesiecy byta podobna. Maksymalna
szybkos$¢ przeptywu wiencowego uzyskana w odpowiedzi na regadenoson byla wyzsza u
myszy FVB niz u myszy Tgoaq*44, zarowno w 8 i 10 miesigcu zycia (Ryc. 25 B). Jednak,
rezerwa wiencowa mierzona w odpowiedzi na regadenoson (1 pg/g masy ciata) byta podobna
w 8 1 10 miesigcu zycia zarowno u myszy FVB i Tgaq*44, i miala niewielkg warto$¢ - w
przyblizeniu V/V (0) = 1,2 (Ryc. 25 C).

58



(v y)

® FVB podstawowa

A

szybkosé
przepltywu wiencowego (cm/s)

=y

n

o
1

O FVB po regadenosoniel

—o- 8 miesigcy FVB

-
=] © o
=] o =]
1 1 1

~
o
L

604

504

40 T T T T 1

- 8 miesiecy Tgaq*44
-©- 10 miesiecy FVB -B- 10 miesiecy Tgaq*44

czas (minuty)

Tgaq*44 podstawowa
Tgoq*44 po regadenosonie

C

o FVB

o
o
1

1.6

VIV(0)

O Tguaq*44
Mo

0.8+

'y
=}
1
L

szybkosé
przeptywu wiencowego (cm/s)

0.4
8 10 8

wiek (miesigce)

10
wiek (miesigce)

Ryc. 25 Zmiany w szybkoSci przeplywu wiencowego (A, B) oraz rezerwy wiencowej (C) w odpowiedzi na
regadenoson (0,1 pg/g masy ciala) u myszy FVB oraz myszy Tgaq*44. Krzywa zmian szybkosci przeptywu
wiencowego od czasu podania regadenosonu (A). Najwyzsza zanotowana szybko$¢ przeplywu wieficowego w
ciggu 10 minut od podania regadenosonu w poréwnaniu do szybko$ci podstawowego przeptywu wienicowego (B).
Najwyzsza warto$¢ rezerwy wienicowej uzyskana w ciggu 10 minut od podania regadenosonu (C). Dane
przedstawiono jako $rednia arytmetyczna + odchylenie standardowe od $redniej. *P<0.05 dla Tgaq*44 vs. FVB
(test t-Studenta), n=5-7, (wsp. G. Kwiatkowski).

4.3.2 Badania ex vivo w modelu izolowanego serca

4.3.2.1 Zmiany przeplywu wiencowego w czasie podstawowego przeplywu przez tkanke
serca oraz w odpowiedzi na 30 sekundowg okluzje¢ naczyn wiencowych

Porownano ze sobg trzy sposoby przedstawiania danych dla podstawowego przeptywu
wiencowego oraz dla przeplywu wiencowego w odpowiedzi na 30 sekundowa okluzj¢ naczyn
wiencowych w trakcie procesu starzenia myszy FVB oraz w toku rozwoju niewydolnosci serca
myszy Tgaq*44, aby wybra¢ najbardziej wiarygodny sposob przedstawiania wynikow dla
zmian przeptywow wiencowych zarowno w izolowanych sercach myszy FVB, jak i myszy
Tgaq*44.

Trzy sposoby przedstawiania danych dla przeptywow wiencowych polegaly na
przedstawieniu wynikéw przeptywow wyrazonych bezposrednio w ml/min oraz przeliczonych
na mas¢ komor (ml/min/g komor) lub przeliczonych na mase serca (ml/min/g serca). Bez
wzgledu na sposob oceny, nie bylo istotnych réznic w przeptywie wiencowym u myszy FVB
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w wieku 4-12 miesiecy w poréwnaniu do myszy Tgoq*44 dla podstawowego przeptywu
wiencowego (z wyjatkiem 12 miesigca zycia dla przeptywu wyrazonego w ml/min) (Ryc. 26
A-C) oraz przeptywu wiencowego w odpowiedzi na 30 sekundowag okluzj¢ naczyn
wiencowych (Ryc. 27 A-C).

U myszy FVB w wieku 4-12 miesi¢cy W trzech wariantach przedstawiania danych dla
przeptywu wiencowego, zarowno podstawowy przeplyw wiencowy oraz przeptyw wiencowy
w odpowiedzi na 30 sekundowg okluzj¢ naczyn wiencowych byty na jednakowym poziomie (z
wyjatkiem wynikow dla podstawowego przeptywu wiencowego U myszy 11-12-miesi¢cznych
FVB wyrazonych w ml/min)(Ryc. 26 A-C, 27 A-C).

U myszy Tgaq*44 w wieku 16-17 miesigcy w porownaniu do 4-miesigcznych myszy
Tgag*44 nastgpit wyrazny spadek podstawowego przeptywu wiencowego oraz przeplywu
wiencowego w odpowiedzi na 30 sekundowg okluzj¢ naczyn wiencowych jedynie dla wynikow

przeptywu wiencowego0 przedstawionych jako ml/min/g serca (Ryc. 26 B, 27 B).
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Ryc. 26 Trzy sposoby przedstawiania danych dla podstawowego przeplyw wiencowego. Poréownanie
wartosci przeplywow dla myszy Tgaq*44 i FVB. Wyniki przeptywu wiencowego przedstawiono w ml/min (A),
ml/min/g serca (B), ml/min/g komor (C). Eksperymenty byly wykonane na podstawie protokotu 2 perfuzji serca
(opis w metodyce). Dane przedstawiono jako $rednia arytmetyczna + odchylenie standardowe od $redniej.
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*P<0.05 dla Tgaq*44 vs. FVB (test t-Studenta lub Manna-Whitneya), #P<0.05 dla myszy Tgaq*44 w okreslonym
wieku vs. 4-miesi¢czne myszy Tgoq*44 (jednoczynnikowa ANOVA lub test Kruskala-Wallisa); n=3-11.
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Ryc. 27 Trzy sposoby przedstawiania danych dla wzrostu przeplywu wiencowego w odpowiedzi na 30
sekundowg okluzje przeplywu wiencowego. Porownanie wartosci przeptywow dla myszy Tgaq*44 i FVB.
Wyniki wzrostu przeptywu wienicowego przedstawiono w ml/min (A), ml/min/g serca (B), ml/min/g komor (C).
Eksperymenty byly wykonane na podstawie protokotu 2 perfuzji serca (opis w metodyce). Dane przedstawiono
jako $rednia arytmetyczna + odchylenie standardowe od $redniej. *P<0.05 dla Tgaq*44 vs. FVB (test t-Studenta
lub Manna-Whitneya); n=3-12.

Podsumowujac, wyniki dla przeptywoéw wiencowych przedstawione jako ml/min i

ml/min/g komor nie odzwierciedlaty prawdziwego przeptywu wiencowego przez tkanke
sercowg na koncowym etapie niewydolnosci serca myszy Tgoq*44. Biorgc ten aspekt pod
uwage w niniejszej pracy doktorskiej zdecydowano si¢ na prezentacje wynikow przeplywow
wiencowych w przeliczeniu na masg¢ serca, ktora ma istotny wplyw na przeptyw wienicowy u
16-17-miesiecznych myszy Tgaq*44. Uposledzenie podstawowego przeptywu wiencowego,
jak i przeptywu wiencowego w odpowiedzi na 30 sekundowg okluzje naczyn wiencowych byto

widoczne jedynie u 16-17-miesiecznych myszy Tgoaq*44.
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4.3.2.2 Porownanie zmian przeplywu wiencowego w odpowiedzi na 30 sekundowa okluzje
naczyn wiencowych miedzy dwoma protokolami eksperymentalnymi perfuzji
izolowanego serca myszy

W celu poréwnania uzyskanych wynikow wg. protokotu eksperymentalnego 1
(obcigzenie nastgpcze serca 90 mmHg, buforu Krebsa z albuming, brak stymulacji serca) oraz
wg. protokotu eksperymentalnego 2 (obcigzenie nastgpcze serca 100 mmHg, buforu Krebsa bez
albuminy, stymulacja serca 450-600 ud./min) wykorzystano odpowiedzi wazodylatacyjne
naczyn wiencowych w odpowiedzi na 30 sekundowa okluzje¢ przeptywu wiencowego u 11-
miesiecznych myszy FVB i Tgag*44 (Ryc. 28).

Odpowiedzi przeplywu wiencowego byly podobne dla myszy FVB dla protokolu
eksperymentalnego 1 w pordwnaniu z protokotem eksperymentalnym 2. Podobnie, odpowiedzi
przeptywu wiencowego byly jednakowe dla myszy Tgaq*44 dla protokotu eksperymentalnego
1 w poréownaniu z protokotem eksperymentalnym 2. Réwniez, profil zmian przeptywu
wiencowego zostal zachowany dla myszy FVB w porownaniu do myszy Tgagq*44 zaréwno w

protokole eksperymentalnym 1 2.

Podsumowujac, interpretacja wynikow dla zmian przeplywu wiencowego w
odpowiedzi na 30 sekundowa okluzje naczyn wiencowych pochodzacych z protokotu
eksperymentalnego 1 i 2, réznigcych si¢ miedzy sobg zardwno wartoSciami obcigzenia
nastepczego serca, sktadem buforu perfuzyjnego oraz stymulacja serca pozwolita wyciggnac
spojne wnioski, co do odpowiedzi naczyn wiencowych dla myszy FVB i Tgaq*44. Oznacza to,
ze wyniki eksperymentow dla odpowiedzi naczyn wiencowych prowadzonych wedlug
protokotu eksperymentalnego 1 i 2 nie generowaly roznic wynikajacych z uzytego protokotu
eksperymentalnego. W zwiazku z tym wyniki dla zmian reaktywnosci naczyn wiencowych
zaprezentowane w niniejszej rozprawie doktorskiej, a uzyskane przy uzyciu ktoregokolwiek z
tych dwoéch protokotdw eksperymentalnych zostalty uwzglednione w tej pracy, jednak

przedstawiono je osobno.
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Ryc. 28 Por6éwnanie przeplywow wiencowych w odpowiedzi na 30 sekundows okluzje przeplywu
wieicowego u 11-miesiecznych myszy FVB i Tgag*44 w izolowanych sercach perfundowanych wedlug
protokolu eksperymentalnego 1 i 2 (opis protokoléw w metodyce). Dane sg przedstawione jako $rednia
arytmetyczna + odchylenie standardowe $redniej. Wykonano analizy statystyczne testami t-Studenta lub Manna-
Whitneya dla poréwnan: protokot 1 vs. protokot 2 dla myszy FVB i Tgaq*44, jak rowniez Tgaq*44 vs. FVB w
protokole 1 i 2; n=3-6.

4.3.2.3 Zmiany w odpowiedzi wazodylatacyjnej naczyn wiencowych na zwiazki
naczyniorozszerzajace

4.3.2.3.1 Odpowiedz przeplywu wiencowego izolowanego serca na podanie bradykininy

Odpowiedz wazodylatacyjna naczyn wiencowych w odpowiedzi na podanie
bradykininy (10 nmol), w izolowanych perfundowanych sercach myszy Tgaq*44 byta podobna
w poréwnaniu do serc myszy FVB (Ryc. 29 A, B).
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Ryc. 29 Odpowiedz wazodylatacyjna naczyn wieficowych na bolus bradykininy (10 nmol) w izolowanych
perfundowanych sercach myszy FVB i Tgaq*44. Przeptyw wiencowy od 4 do 11 miesigca zycia myszy
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Tgaqg*44 przedstawiono jako ml/min/g serca, przy obcigzeniu nastgpczym serca 100 mmHg (A), 90 mmHg (B).
Eksperymenty byty wykonane na podstawie protokotu 1-go (B) i 2-go (A) perfuzji serca (opis w metodyce). Dane
przedstawiono jako $rednia arytmetyczna + odchylenie standardowe od $redniej; test t-Studenta; n=4-8.

4.3.2.3.2 Odpowiedz przeplywu wiencowego izolowanego serca na podanie adenozyny

Odpowiedz wazodylatacyjna naczyn wienhcowych na podanie adenozyny (10 nmol) w
izolowanych perfundowanych sercach myszy Tgaq*44 byta podobna do warto$ci uzyskanych
dla serc myszy FVB (Ryc. 30 A, B).
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Ryc. 30 Odpowiedz wazodylatacyjna naczyn wiencowych na bolus adenozyny 10 nmol w izolowanych
perfundowanych sercach myszy FVB i Tgaq*44. Przepltyw wiencowy od 4 do 11 miesigca zycia myszy
Tgaq*44 przedstawiono jako ml/min/g serca przy obcigzeniu nastepczym serca 100 mmHg (A) i 90 mmHg (B).
Eksperymenty byly wykonane na podstawie protokotu 1-go (B) i 2-go (A) perfuzji serca (opis w metodyce). Dane
przedstawiono jako $rednia arytmetyczna + odchylenie standardowe od $redniej. *P<0.05 dla Tgoq*44 vs. FVB
(test t-Studenta); n=3-9.

4.3.2.4 Zmiany w odpowiedzi wazodylatacyjnej naczyn wiencowych na wzrastajace
obciazenie serca na koncowym etapie niewydolnosci serca U myszy Tgaq*44

W modelu pracujacego serca, odpowiedz przeplywu wiencowego na wzrastajacy
preload byta nizsza u 16-miesigcznych myszy FVB w porownaniu do myszy FVB w wieku 7-
8 miesiecy dopiero, gdy preload wyniost 8 mmHg (Ryc. 31). OdpowiedZz przeptywu
wiencowego na wzrastajacy preload byta nizsza u 15-miesigcznych myszy Tgoq*44 w
porownaniu do 12-miesiecznych myszy Tgaq*44. OdpowiedZz przeplywu wiencowego na
wzrastajacy preload byta podobna dla 12-miesigcznych myszy Tgaq*44 i 16-miesigcznych
myszy FVB (Ryc. 31).
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Ryc. 31 Uposledzenie odpowiedzi wazodylatacyjnej naczyn wiencowych na zwiekszone obcigzenie serca w
modelu izolowanego pracujacego serca u myszy FVB oraz na koncowym etapie niewydolnosci serca u myszy
Tgaq*44. Zmiany w odpowiedzi wazodylatacyjnej naczyn wiencowych na wzrastajacy preload w modelu
pracujacego serca. Dane przedstawiono jako srednia arytmetyczna + odchylenie standardowe od $redniej; n=2.

Podsumowujac, w procesie starzenia si¢ serca U 14-miesiecznych myszy FVB
wykazano uposledzenie podstawowego przeptywu wiencowego in vivo oraz uposledzenie
odpowiedzi przeplywu wienicowego na wzrastajace obcigzenie serca ex vivo w modelu
pracujacego izolowanego serca. W toku rozwoju niewydolnosci serca u myszy Tgoq*44
wykazano postepujace uposledzenie podstawowego przeplywu wiencowego in Vivo oraz
dramatyczne upos$ledzenie odpowiedzi przeptywu wiencowego na wzrastajace obciazenie serca
ex vivo w modelu pracujacego izolowanego serca. Rezerwa wiencowa wydawata si¢ nie by¢
uposledzona w warunkach in vivo, natomiast w badaniach ex vivo w modelu izolowanego serca
perfundowanego wg. metody Langendorff’a wydawata si¢ by¢ nieznacznie uposledzona na

koncowym etapie niewydolno$ci serca.

4.4 Zmiany aktywnosci ogolnoustrojowych ukladow neurohormonalnvch u starzejacvch
sie myszy FVB oraz w toku rozwoju niewydolnosci miesnia sercoweqo u myszy Teaq*44

Aby zrozumieé, czy okotonaczyniowe wioknienie, zwigkszona akumulacja macierzy
zewnatrzkomorkowej oraz uposledzony podstawowy przepltyw wiencowy sa wynikiem zmian
endogennych w sercu, czy systemowych zmian neurohormonalnych zbadano aktywno$é
komponentow szlaku RAAS w sercu (rozdzial 4.4.1) i w osoczu (rozdzial 4.4.1 oraz 4.4.2) u
starzejacych si¢ myszy FVB oraz w toku rozwoju niewydolno$ci serca U myszy Tgoaq*44.
Ponadto, zbadano czy proces starzenia i rozw6j niewydolnosci mig$nia sercowego zwigzane sa

ze zmianami obrazu morfologii krwii (rozdzial 4.4.3).
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4.4.1 Tkankowa i systemowa aktywno$¢ ACE

Aktywnos¢ ACE w sercu (Ryc. 32 A), jak réwniez w osoczu (Ryc. 32 B) byta podobna u
myszy FVB w wieku 4 i 14 miesiecy. Rozwdj niewydolno$ci serca u myszy Tgoq*44
spowodowat stopniowy wzrost aktywnosci enzymu ACE w sercu widoczny juz u myszy 4-
miesi¢cznych i podwyzszony kilkukrotnie u myszy Tgaq*44 w 14 miesigcu zycia (Ryc. 32 A).
Natomiast aktywnos$¢ osoczowego ACE pozostawata bez wigkszych zmian u myszy Tgoaq*44
w wieku 4-14 miesiecy (Ryc. 32 B).
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Ryc. 32 Aktywno$¢ ACE w sercu (A) i osoczu (B) w trakcie starzenia si¢ myszy FVB oraz w toku rozwoju
niewydolnosci serca myszy Tgaq*44. Dane przedstawiono jako $rednia arytmetyczna + odchylenie standardowe
od $redniej. *P<0.05 dla Tgaq*44 vs. FVB (test t-Studenta lub Manna-Whitneya), #P<0.05 dla myszy Tgaq*44
w okreslonym wieku vs. 4-miesigczne myszy Tgaq*44, &P<0.05 dla myszy FVB w okreslonym wieku vs. 4-
miesieczne myszy FVB (jednoczynnikowa ANOVA lub test Kruskala-Wallisa); n=3-6, (wsp. T. Csipd).
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4.4.2 Systemowa aktywnos$¢ hormonow steroidowych

I Cholesterol I Siarczan
dehydroepiandrosteronu
r vy
Pregnenolon 17-OH-Pregnenoclon I—bl Dehydroepiandrosteron |—>| Androstenediol |
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| 11-Deoksykorlykus‘ternn| | 11-Deoksykortyzol | Androsteron

Etiocholanolon
Kortykosteron

| 18-OH-Kortykosteron |

I

I

Aldosteron

Ryc. 33 Szlak przemian hormonéw steroidowych. Rycine zmodyfikowano za Mohaupt MG., 2014 (114) oraz
Greaves RF., 2014 (115).

Stgzenie mineralokortykosteroidéw w osoczu, takich jak; progesteron, 11-
deoksykortykosteron, aldosteron nie ulegly zmianom u myszy FVB w wieku 4-14 miesigcy
(Ryc. 34 A). W osoczu stezenia kortykosteronu oraz aldosteronu byly wyzsze u 14-
miesigcznych myszy Tgoaq*44 w porownaniu do 4-miesigcznych myszy Tgoaq*44 i 14-
miesi¢cznych myszy FVB.

Poziom glikokortykosteroidow byt na jednakowym poziomie w 0soczu myszy FVB w
wieku 8-14 miesiecy (Ryc. 34 B). Jedynie st¢zenie 11-deoksykortyzolu w osoczu byto wyzsze
u 14-miesigcznych myszy Tgaq*44 w porownaniu do myszy Tgoq*44 w wieku 4 miesigcy oraz
myszy FVB w wieku 14 miesigcy.

Wsrdd androgendw jedynie stezenie androstenedionu byto wyzsze u 14-miesigcznych
myszy FVB w poréwnaniu do 4-miesigcznych myszy FVB, natomiast st¢zenia pozostatych
hormondéw nalezacych do androgenow byly na jednakowym poziomie u myszy FVB w wieku
4-14 miesiecy (Ryc. 34 C). Stezenia wszystkich androgenow u 14-miesiecznych myszy
Tgaq*44 nie zmienity si¢ w poréwnaniu do 4-miesigcznych myszy Tgoq*44.

Proces starzenia u myszy FVB nie spowodowal systemowych zmian w stezeniach
mineralokortykoidéw, glikokortykosteroidow, androgenow. Natomiast, Koncowy etap
niewydolnos$ci serca u myszy Tgaq*44 zwigzany byt ze wzrostem stezenia kortykosteronu,

aldosteronu oraz 11-deoksykortyzolu w osoczu.
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Ryc. 34 Profil hormonow steroidowych w osoczu w trakcie starzenia si¢ myszy FVB oraz w toku rozwoju
niewydolnosci serca myszy Tgaq*44. Poziom mineralokortykoidow (A), glikokortykosteroidow (B),
androgenow (C) w 0soczu u myszy Tgaq*44 i FVB. Dane przedstawiono jako $rednia arytmetyczna + odchylenie
standardowe od $redniej. ¥P<0.05 dla Tgaq*44 vs. FVB (test t-Studenta lub Manna-Whitneya), #P<0.05 dla myszy
Tgaq*44 w okreslonym wieku vs. 4-miesigczne myszy Tgaq*44, &P<0.05 dla myszy FVB w okreslonym wieku
vs. 4-miesieczne myszy FVB (jednoczynnikowa ANOVA lub test Kruskala-Wallisa); n= 2-6, (wsp. K. Kus).

Podsumowujac, wydaje sie, ze proces starzenia si¢ serca U myszy FVB nie jest zwigzany

z aktywacja szlaku renina-angiotensyna-aldosteron, nie zmieniata si¢ bowiem aktywnos¢

enzymu ACE w sercu i osoczu oraz stg¢zenie aldosteronu w osoczu u starzejacych sie myszy

FVB. Natomiast rozwdj niewydolnosci serca u myszy Tgoaq*44 byt zwigzany od wczesnych
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etapéw rozwoju niewydolnos$ci serca z aktywacja ACE w sercu, oraz na koncowym etapie

rozwoju niewydolnosci serca ze zwigkszong produkcja aldosteronu w 0soczu.

4.4.3 Obraz morfologii krwi

Aby sprawdzi¢ czy w wyniku procesu starzenia serca myszy FVB oraz w wyniku
rozwoju niewydolnos$ci serca myszy Tgaq*44 nastepujg zmiany w obrazie krwi, wykonano
seri¢ pomiaréw morfologicznych krwi w wieku 4-14 miesiecy.

Wigkszos$¢ parametrow morfotycznych krwi pozostata na podobnym poziomie u 14-
miesi¢cznych myszy FVB w poréwnaniu do 4-miesiecznych myszy FVB. Jedynie liczba
limfocytow (wyrazona jako % wszystkich leukocytow) u myszy FVB w wieku 14 miesiecy
byla nizsza w porownaniu do myszy FVB w wieku 4 miesi¢cy (Ryc. 35 a, 35 b).

Wigkszos¢ parametréw morfotycznych krwi pozostata na podobnym poziomie u 14-
miesiecznych myszy Tgoq*44 w porownaniu do 4-miesigcznych myszy Tgoq*44. Jedynie
wartos¢ RDW, liczba granulocytéw (wyrazona jako % wszystkich leukocytow), liczba
monocytow (wyrazona jako % wszystkich leukocytow) byty wyzsze, a MCH, MCHC, liczba
limfocytow (wyrazona jako % wszystkich leukocytow) byly nizsze w osoczu u 14-
miesiecznych myszy Tgaq*44 w poréwnaniu do myszy Tgaq*44 w wieku 4 miesiecy (Ryc. 35
a, 35 b).

Podsumowujac, proces starzenia si¢ serca myszy FVB spowodowal jedynie spadek

liczby limfocytow (wyrazony jako % wszystkich leukocytow) w osoczu, w wieku 14 miesigcy.
Natomiast rozw¢j niewydolno$ci serca u myszy Tgaq*44 spowodowal zmiange wielu
parametrow morfotycznych krwi takich jak: RDW, MCV, MCH, MCHC, liczbe¢ limfocytow
(wyrazonej jako % wszystkich leukocytéw), liczbg granulocytow (wyrazonej jako %
wszystkich leukocytow). Wydaje sig, ze liczba limfocytow (wyrazona jako % wszystkich
leukocytow) w krwi myszy Tgaq*44 moglyby byé wczesna oznaka ogdlnoustrojowych
procesOw starzenia si¢ organizmu, gdyz wzgledna liczba limfocytow u 4-miesigcznych myszy

Tgaq*44 byta obnizona i byta na podobnym poziomie, jak u 14-miesigcznych myszy FVB.
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Ryc. 35a Obraz morfologii krwi w trakcie starzenia si¢ myszy FVB oraz w toku rozwoju niewydolnosci
serca myszy Tgaq*44. Dalsza cze$¢ ryciny oraz opis na nastepnej stronie.
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Ryc. 35b Obraz morfologii krwi w trakcie starzenia si¢ myszy FVB oraz w toku rozwoju niewydolnosci
serca myszy Tgaq*44. Dane przedstawiono jako $rednia arytmetyczna + odchylenie standardowe od $redniej.
*P<0.05 dla Tgaq*44 vs. FVB (test t-Studenta lub Manna-Whitneya), #P<0.05 dla myszy Tgoq*44 w okreslonym
wieku vs. 4-miesigczne myszy Tgaq*44, &P<0.05 dla myszy FVB w okre§lonym wieku vs. 4-miesigczne myszy
FVB (jednoczynnikowa ANOVA lub test Kruskala-Wallisa); n= 7-42.
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4.5 Wprowadzenie do opisu wynikéw zmian transkryptomow serc starzejacych sie myszy
FVB oraz transkryptomow serc myszy Tgaq*44 w toku rozwoju niewydolno$ci miesnia
Sercoweqo

W pierwszej czesci doktoratu poszukiwano wyznacznikdw starzejacego si¢ serca u 14-
miesigcznych myszy FVB, a nast¢gpnie poszukiwano ich obecnosci w trakcie rozwoju
niewydolnosci serca U myszy Tgaq*44. Na tej podstawie stwierdzono, ze objawy starzenia
myszy FVB prowadza do uposledzenia rozkurczowej funkcji serca, ktéra moze by¢ zwigzana
ze zwigkszonym procesem wioknienia $rodmigzszowego i okotokapilarnego, a mechanizmy
tych procesow nie sa zwigzane ze znanymi mechanizmami progresji niewydolnos$ci serca
takimi jak aktywacja ACE i produkcja aldosteronu.

Postawiono teze, ze u 4-miesigcznych myszy Tgag*44 moze dochodzi¢ do procesu
przedwczesnego starzenia si¢ serca, o czym mogg S$wiadczy¢ zwickszone wloknienie
srodmigzszowe i okotokapilarne. W poszukiwaniu lepszego zrozumienia proceséw Starzenia
si¢ serca i rozwoju niewydolno$ci serca przeprowadzono analiz¢ transkryptomiczng serc
starzejacych si¢ myszy FVB oraz myszy Tgagq*44 na réznych etapach rozwoju niewydolnos$ci
Serca.

Aby odpowiedzie¢ na pytanie jaki wptyw na zmiany w transkryptomie serca ma proces
starzenia, niewydolnosc¢ serca oraz jak wyglada wplyw niewydolno$ci serca na proces starzenia
wykonano szereg rdéznych analiz bioinformatycznych wynikow pochodzacych z
transkryptomow serc myszy FVB i Tgag*44 w wieku 4, 8, 10, 12, 14 miesiecy.

Analiza PCA wariancji ekspresji 16 367 genow we wszystkich grupach wiekowych
myszy FVB i Tgag*44 umozliwita catosciowe zobrazowanie zmian zachodzacych w
transkryptomach serc myszy FVB w czasie starzenia si¢ zdrowego serca oraz w
transkryptomach serc myszy Tgaq*44 w czasie rozwoju niewydolnoS$ci serca wraz z procesem
starzenia. Zmiany w profilu ekspresji genéw w transkryptomach serc myszy Tgoq*44 w
porownaniu do myszy FVB w wieku 4-14 miesiecy pozwolily zobrazowaé wplyw
niewydolnosci serca na zmiany w transkryptomie serca myszy Tgagq*44 na poszczegdlnych
etapach niewydolnosci serca (Rozdz. 4.5.1).

Wykonano analize réznicowa ekspresji wsrod 16 367 genow, ktore zostaty zmapowane
do referencyjnego genomu myszy. Poréwnano transkryptomy serc myszy FVB lub Tgaq*44 w
ramach jednego szczepu w réznym wieku (8, 10, 12, 14 miesigcy) do 4-miesigcznych myszy
odpowiedniego szczepu (analiza FVB vs. FVB, analiza Tgaq*44 vs. Tgaq*44, odpowiednio)
oraz poréwnano transkryptomy serc myszy Tgoq*44 do myszy FVB w tym samym wieku 4, 8,
10, 12 oraz 14 miesi¢cy (analiza Tgaq*44 vs. FVB, rozdz. 4.5.2).
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Analiza FVB vs. FVB umozliwita wylonieniec gendéw w transkryptomie serca
zaangazowanych w proces starzenia si¢ biologicznego serca myszy FVB.

Analiza Tgaq*44 vs. Tgag*44 umozliwita wylonienie genow w transkryptomie serca,
ktorych ekspresja byta silnie zmieniona w wyniku rozwoju niewydolno$ci serca W trakcie
procesu starzenia biologicznego myszy Tgaq*44.

Analiza Tgag*44 vs. FVB umozliwita wylonienie genow w transkryptomie serca
roéznicujacych te szczepy myszy, gtdwnie z powodu rozwoju niewydolnosci serca, jak i wptywu
niewydolnosci serca na proces starzenia biologicznego w sercach myszy Tgaq*44. Procesy
starzenia chronologicznego zachodzg bowiem jednakowo u myszy Tgoaq*44 i FVB.

Poréwnanie liczby gendéw spetniajacych zatozone kryteria dla ré6znicowej ekspresji w
powyzszych analizach umozliwito okreslenie sity zachodzacych zmian w transkryptomach serc
myszy Tgaq*44 i FVB (Rozdz. 4.5.2). Aby zobrazowaé ilosciowe zmiany w procesach
biologicznych w analizach FVB vs. FVB, Tgagq*44 vs. Tgaq*44, Tgaq*44 vs. FVB, geny
wytonione w powyzszych analizach, ktére spetnilty zatozone kryteria dla r6znicowej ekspresji
zostaty przyporzadkowane do procesoOw biologicznych na podstawie bazy Gene Ontology
(Rozdz. 4.5.3).

Wskazano geny, ktore spetniajg zatozone kryteria dla roznicowej ekspresji zarbwno w
transkryptomach serc starzejacych si¢ 14-miesiecznych myszy FVB oraz w ktorejs ze
wczesniejszych grup wiekowych myszy FVB (8-, 10-, 12-miesi¢gcznych) w analizie FVB vs.
FVB (nazwano je ,,genami starzenia” sie serca - 481 geny, rozdz. 4.5.4, ryc. 40 A). Wskazano
rowniez geny, ktore spelniaja zatozone kryteria dla rdznicowej ekspresji dopiero w
transkryptomach serc starzejacych si¢ 14-miesigcznych myszy FVB (nazwano je ,,genami
starego serca” - 454 geny, ryc. 40 A). Byly to geny, ktore spetnity zalozone kryteria dla
roznicowej ekspresji w transkryptomach serc 14-miesi¢cznych myszy FVB w analizie FVB vs.
FVB (Ryc. 37 A), ale nie zawieraja ,,gendw starzenia” sie serca (Ryc. 40 A). Analogicznie w
przypadku nadreprezentatywnych procesow biologicznych z bazy Gene Ontology, procesy
ktore byly uruchamiane w transkryptomach serc 14-miesigcznych myszy FVB oraz w ktorejs$
ze wezesniejszych grup wiekowych myszy FVB (8-, 10-, 12-miesi¢gcznych) w analizie FVB vs.
FVB nazwano ,procesami starzenia” sie serca (55 nadreprezentatywnych procesow
biologicznych, rozdz. 4.5.3, ryc. 39 A), natomiast dopiero uruchamiane w transkryptomach
serc  14-miesigccznych myszy FVB nazwano ,,procesami starego serca” (56
nadreprezentatywnych procesow biologicznych, ryc. 39 A).

W celu zobrazowania przebiegu procesu starzenia si¢ serca U myszy FVB oraz starzenia

si¢ serca w toku rozwoju niewydolnosci serca u myszy Tgoaq*44 wykonano analize¢ PCA
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wariancji ekspresji genow w transkryptomach serc 4-, 8-, 10-, 12-, 14-miesiecznych myszy
FVB i Tgoq*44 obejmujaca wyltacznie 454 ,,geny starego serca” i 481 ,,genow starzenia” si¢
serca (czyli tacznie 935 geny, rozdz. 4.5.4, ryc. 40 B). Zbadano ilosciowy udziat ,,genow
starego serca” i ,,genow starzenia” si¢ serca Wsrod wszystkich genow spetniajacych zatozone
kryteria dla roznicowej ekspresji, w poszczegdlnych grupach wiekowych myszy w analizach
FVB vs. FVB oraz Tgaq*44 vs. Tgag*44 (Ryc. 41 A). Ta analiza miata na celu okreslenie
wplywu genow zaangazowanych w proces starzenia si¢ serca W obserwowane zmiany w
transkryptomach serc myszy FVB i Tgag*44 w przeprowadzonych analizach. Zbadano réwniez
ilosciowy udziat ,,genow starego serca’ 1,,genow starzenia” si¢ serca wsrod wszystkich genow
spetniajacych zatozone kryteria dla roznicowej ekspresji w poszczegdlnych grupach
wiekowych myszy w analizie Tgaq*44 vs. FVB (Ryc. 41 B). Ta analiza pozwolita na wskazanie
udzialu gendéw zwigzanych z procesem starzenia si¢ serca oraz tych zwigzanych z rozwojem
niewydolnosci serca w réznicowanie transkryptoméw serc myszy Tgaq*44 od myszy FVB.

Nastepnie, aby wskazac ,,geny starego serca” oraz ,,geny starzenia” si¢ serca, ktorych
ekspresja byta istotnie zmieniona w sercach myszy Tgag*44 od wczesnego az do koncowego
etapu niewydolnosci serca, sprawdzono ile sposrod tych genow spetnito zatozone kryteria dla
roznicowej ekspresji we wszystkich grupach wiekowych myszy w analizie Tgaq*44 vs. FVB
(Ryc. 42 B, C). Wykonano analogiczna analiz¢ dla nadreprezentatywnych procesow
biologicznych na podstawie bazy Gene Ontology, aby wskaza¢ ktore ,,procesy starego serca”
i,,procesy starzenia” si¢ serca byty uruchamiane w sercach myszy Tgaq*44 od wczesnego az
do koncowego etapu niewydolnosci serca (Rozdz. 4.5.3, tabela 4).

W kazdej grupie wickowej myszy w analizach FVB vs. FVB (Rozdz. 4.5.5, tabela 7),
Tgag*44 vs. Tgog*44 (Rozdz. 4.5.6, tabela 9), Tgag*44 vs. FVB (Rozdz. 4.5.7, tabela 10)
wyselekcjonowano po 10 genéw, ktorych warto$¢ roznicowej ekspresji byta najwyzsza i
najnizsza. Sposrod tak wyselekcjonowanych genéw wytoniono te, ktore wystapity w
przeprowadzonych poréwnaniach dla >2 grup wiekowych myszy i zatozono, Zze majg one
znaczacy udzial w starzeniu si¢ serca lub rozwoju niewydolnosci serca lub réznicowaniu
transkryptomoéw serc myszy Tgagq*44 od FVB. Kolejno dla wyselekcjonowanych genow w
wyzej wymienony sposob w analizie Tgaq*44 vs. FVB (tj. 20 genow, rozdz. 4.5.7, tabela 10)
sprawdzono w jakich grupach wiekowych myszy w analizach FVB vs. FVB, Tgaq*44 vs.
Tgaq*44, Tgoaq*44 vs. FVB te wyselekcjonowane geny spelniajg zatozone kryteria dla
roznicowej ekspresji (Rozdz. 4.5.8, tabela 11). Uznano, iz wsrdd tak wyselekcjonowanych

genoéw geny, ktore:
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1.) spehnity zatozone kryteria dla rdéznicowej ekspresji jednoczesnie w trzech grupach
wiekowych myszy w analizie Tgoq*44 vs. FVB i1 w analizie Tgag*44 vs. Tgagq*44

oraz

2.) nie spelnity zatozonych kryteriéw dla roznicowej ekspresji w zadnej grupie wiekowej myszy
FVB lub spehity tylko w jednej grupie wiekowej myszy FVB (z wykluczeniem 14-
miesi¢cznych myszy) w analizie FVB vs. FVB

sg waznymi ,,genami niewydolnosci serca” (Rozdz. 4.5.8, tabela 11).

W Kkolejnym etapie analizy wskazano grupy gendéw charakterystyczne na danych
etapach niewydolnosci serca myszy Tgagq*44 (Rozdz. 4.5.9, tabela 13). W tym celu w analizie
Tgag*44 vs. FVB wyselekcjonowano po 10 genéw, ktorych warto§¢ réznicowej ekspresji w
tacznej analizie byta najwyzsza lub najnizsza w grupach wiekowych myszy: od wczesnego do
koncowego etapu niewydolno$ci serca (4-14-miesigczne myszy); od przejsciowego do
koncowego etapu niewydolno$ci serca, ale nie na wczesnym etapie tej choroby (8-14-
miesieczne myszy, ale nie 4-miesi¢czne myszy); jedynie w koncowych miesigcach zycia myszy
Tgaqg*44 obejmujacych glownie koncowy etap niewydolnos$ci serca (10-14-miesigczne myszy,
ale nie 4- i 8-miesigczne myszy, tabela 13).

W celu wskazania potencjalnie nowych markerow genetycznych okre$lonych etapow
niewydolnosci serca, Sprawdzono czy wsrod gendéw charakterystycznych na danych etapach
niewydolnosci serca myszy Tgoq*44 znajduja si¢ wytypowane wczesniej ,,geny niewydolnosci
serca” (Tabela 13).

Podsumowujac, szeroka analiza transkryptoméw serc przeprowadzona w 3 typach

porownan (FVB vs. FVB, Tgoq*44 vs. Tgoq*44, Tgag*44 vs. FVB) pozwolita na lepsze
zrozumienie zachodzgcych zmian w sercach myszy Tgag*44 i FVB, w tym na okreslenie
udziatu zidentyfikowanych genow, w procesie starzenia si¢ serca i niewydolnosci serca oraz
okreslenie wptywu niewydolnosci serca na proces starzenia si¢ serca. Analiza ekspresji gendw
w toku starzenia si¢ serca umozliwita wyselekcjonowaé geny, ktore byty zaangazowane w
proces starzenia si¢ serca oraz geny, ktore byly charakterystyczne dla transkryptomu starego
serca. Analiza ekspresji gendow w toku rozwoju niewydolno$ci serca umozliwila
wyselekcjonowa¢ geny, ktore byly charakterystyczne dla poszczegdlnych etapow
niewydolnosci serca, a nie tylko dla koncowego etapu niewydolnos$ci serca. Najwazniejsze 1
oryginalne osiggnigcie tej pracy jest takie, ze wykorzystanie tych roznych wyzej wymienionych
analiz umozliwito wskazanie ,,genow starego serca” i ,,gendow starzenia” si¢ serca istotnie
zmienionych przez niewydolnos¢ serca (tj. w kierunku aktywacji lub supresji), w szczegdlnoSci

na wczesnym i na koncowym etapie jej rozwoju. W koncu, jednoczesne wykorzystanie
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informacji ptynacych z 3 typow poréwnan (FVB vs. FVB, Tgag*44 vs. Tgaq*44, Tgaq*44 vs.
FVB) pozwolito wskazac ,,geny niewydolnosci serca” oraz potencjalne markery genetyczne

okreslonych etapow niewydolno$ci serca.

4.5.1 Zmiany w transkryptomie serca myszy Tgaq*44 w toku rozwoju niewydolno$ci
serca w poréwnaniu do zmian w transkryptomie starzejacego si¢ serca myszy FVB

Aby zobrazowaé globalne zmiany transkryptomu serca i poréwnaé profil zmian
ekspresji gendw niewydolnego serca myszy Tgoaq*44, i zdrowego starzejgcego sie serca myszy
FVB wykonano analiz¢ PCA wariancji ekspresji 16 367 gendw, ktore spelnity kryteria
dopasowania sekwencji do referencyjnego genomu myszy w wieku 4, 8, 10, 12, 14 miesi¢cy
(Ryc. 36). Analiza PCA wykazala wyrazng réznicg w profilu ekspresji transkryptomu serc
myszy Tgaq*44 w porownaniu do serc myszy FVB. Intrygujace jednak byto, ze profil ekspresji
transkryptomu serc 4-miesi¢cznych myszy Tgaq*44 byt zblizony do profilu ekspresji
transkryptomu serc 14-miesigcznych myszy FVB. Zmiany w profilu ekspresji transkryptomu
serc myszy w wieku 14 miesigcy w porownaniu do myszy 4-miesiecznych byty wigksze w
sercach myszy Tgaq*44 niz FVB. Szczegdlnie wyraznie wida¢ bylo postepujace zmiany z
wiekiem od 4 do 10 miesigca zycia myszy Tgoq*44. Natomiast, profil ekspresji transkryptomu
serc 10-, 12- i 14-miesigcznych myszy Tgoq*44 byt bardzo zblizony do siebie pomimo
progresji niewydolnosci serca.

Podsumowujac, zaskakujaca obserwacja byt zblizony profil ekspresji transkryptomu

serc 4-miesigcznych myszy Tgaq*44 do profilu ekspresji transkryptomu serc 14-miesigcznych
myszy FVB, co moze $wiadczy¢ o tym, ze serca 4-miesiecznych myszy Tgoq*44
odzwierciedlaja w pewnym zakresie transkryptom starzejacego si¢ serca, tym samym

wskazujac na przyspieszony proces starzenia w sercach myszy Tgoq*44.
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Ryc. 36 Profil wariancji ekspresji genow w transkryptomach serc myszy Tgaq*44 oraz FVB. Analiza PCA;
kazdy punkt reprezentuje usredniong wariancj¢ ekspresji 16 367 gendéw dla pojedynczej myszy.

4.5.2 Zmiany w ilo$ci genow spelniajacych zalozone kryteria dla réznicowej ekspresji w
analizach FVB vs. FVB, Tgaq*44 vs. Tgaq*44 oraz Tgaq*44 vs. FVB

Dla lepszego zrozumienia zachodzacych zmian w liczbie genow spetniajacych zatozone
kryteria dla roznicowej ekspresji w transkryptomach serc myszy FVB i Tgaq*44 od 8 do 14
miesigca zycia porownano u tych szczepow myszy transkryptomy serc starszych myszy z
transkryptomem serc 4-miesigcznych myszy odpowiedniego szczepu (Ryc. 37 A, B).

Najsilniejszy wzrost liczby DEGow (DEGs — ang. differentially expressed genes)
nastgpil w transkryptomach serc 12-14-miesi¢cznych myszy FVB w analizie FVB vs. FVB
(Ryc. 37 A). Liczba DEGow w transkryptomach serc u 14-miesi¢cznych myszy FVB wyniosta
935, a u 12-miesigcznych myszy FVB wyniosta 259 (wzrost 0 676 DEGow, ryc. 37 A).

Najsilniejszy wzrost liczby DEGOw nastgpit w transkryptomach serc 8-10-
miesiecznych myszy Tgoaq*44 w analizie Tgaq*44 vs. Tgaq*44 (Ryc. 37 B). Liczba DEGow
w transkryptomach serc u 10-miesi¢cznych myszy Tgoq*44 wyniosta 1548, a u 8-miesiecznych
myszy Tgoaq*44 wyniosta 808 (wzrost o 740 DEGow, ryc. 37 B). Jednak, najwigksza liczba
DEGow w transkryptomach serc wystapita u 12-miesi¢cznych myszy Tgoaq*44 (1744 DEGow,
ryc. 37 B) i byta nizsza u 14-miesi¢cznych myszy Tgaq*44 w analizie Tgaq*44 vs. Tgoq*44
(1229 DEGow, ryc. 37 B).
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Poréwnano roOwniez ze sobg transkryptomy serc 4-14-miesiecznych myszy Tgoq*44 z
transkryptomiami serc 4-14-miesigcznych myszy FVB, aby przedstawi¢ liczbe genow
roznicujacych te szczepy myszy (Ryc. 37 C). W grupie 4-miesigcznych myszy w analizie
Tgoqg*44 vs. FVB juz 658 genow spetnito zatozone kryteria dla roznicowej ekspresji i liczba ta
stopniowo wzrosta az do 2147 DEGow w grupie 12-miesiecznych myszy (Ryc. 37 C).
Zaskakujaco, poréwnanie transkryptomoéw serc 14-miesiecznych myszy w analizie Tgaq*44
vs. FVB wykazato spadek liczby DEGo6w do 1581 (Ryc. 37 C).

Pomimo tego, iz juz 658 gendw roznicowato transkryptomy serc 4-miesi¢cznych myszy
Tgaq*44 od FVB (Ryc. 37 C), to liczba genow spetniajacych zatozone kryteria dla roznicowej
ekspresji w transkryptomach serc 8-14-miesigcznych myszy Tgaq*44 w analizie Tgaq*44 vs.
Tgaq*44 (Ryc. 37 B) byta dalej wicksza niz w transkryptomach serc 8-14-miesi¢cznych myszy
FVB w analizie FVB vs. FVB (Ryc. 37 A). Liczba genéw spehiajacych zatozone kryteria dla
roznicowe]j ekspresji w transkryptomach serc 8-miesigcznych myszy Tgoq*44 w analizie
Tgaq*44 vs. Tgaq*44 (808 DEGow, ryc. 37 B) byta wyzsza niz u 8-miesigcznych myszy FVB
(369 DEGow, ryc. 37 A), ale zblizona do transkryptomow serc 14-miesiecznych myszy FVB
w analizie FVB vs. FVB (935 DEGow, ryc. 37 A).

Podsumowujac, na podstawie przeprowadzonych analiz mozna sadzié, ze

najistotniejsze zmiany w transkryptomie serca wynikajace z niewydolnosci serca dokonuja si¢
u 4-10-miesiecznych myszy Tgaq*44, natomiast najistotniejsze zmiany w transkryptomie serca
wynikajace ze starzenia si¢ serca dokonuja si¢ U 12-14-miesiecznych myszy FVB.

Warto doda¢, ze transkryptomy serc 4-miesiecznych myszy Tgoq*44 znaczgco roznity
si¢ od transkryptomow serc 4-miesiecznych myszy FVB potwierdzajac rozwdj niewydolnosci
serca u myszy Tgaq*44 juz w wieku 4 miesigcy w wyniku modyfikacji genetycznej.
Rozwijajaca si¢ z wiekiem progresja niewydolnosci serca u myszy Tgoaq*44 spowodowata
liczniejsze zmiany w transkryptomie serca myszy Tgoq*44, niz proces starzenia si¢ zdrowego
serca w transkryptomie serca myszy FVB. Co najwazniejsze, uzyskane wyniki sugeruja

rowniez wczesniejsza aktywacje starzenia si¢ serca W transkryptomie serca myszy Tgoq*44.
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A Liczba genéw spetniajgcych zatozone kryteria
dla réznicowej ekspresji w analizie FVB vs. FVB
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Ryc. 37 Zmiany w liczbie genow spelniajacych zalozone kryteria dla roznicowej ekspresji w poszczegolnych
grupach wiekowych myszy w analizach FVB vs. FVB (A), Tgaq*44 vs. Tgaq*44 (B), Tgaq*44 vs. FVB (C).

4.5.3 Zmiany w ilo$ci nadreprezentatywnych procesow biologicznych w analizach FVB vs.
FVB, Tgaq*44 vs. Tgaq*44, Tgaq*44 vs. FVB

Liczba nadreprezentatywnych proceséw biologicznych w transkryptomach serc 8-
miesiecznych myszy FVB wyniosta 60 i wzrosta do 111 u 14-miesigcznych myszy FVB w
analizie FVB vs. FVB (Ryc. 38 A). Najsilniejszy wzrost nadreprezentatywnych procesow
biologicznych nastgpit u 12-14-miesi¢cznych myszy FVB w analizie FVB vs. FVB. Liczba
nadreprezentatywnych proceséw biologicznych w transkryptomach serc u 14-miesigcznych
myszy FVB wyniosta 111, a u 12-miesi¢cznych myszy FVB wyniosta 2 (wzrost 0 99 procesow
biologicznych, Ryc. 38 A).

Liczba nadreprezentatywnych procesow biologicznych w transkryptomach serc 8-
miesiecznych myszy Tgoaq*44 wyniosta 32 i wzrosta do 144 u 14-miesigcznych myszy
Tgaq*44 w analizie Tgoaq*44 vs. Tgaq*44 (ryc. 38 B). Najsilniejszy wzrost liczby
nadreprezentatywnych procesow biologicznych nastapit u 8-10-miesi¢cznych myszy Tgaq*44
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w analizie Tgaq*44 vs. Tgaq*44. Liczba nadreprezentatywnych procesow biologicznych, w
transkryptomach serc u 10-miesigcznych myszy Tgaq*44 wyniosta 96, a u 8-miesigcznych
myszy Tgoaq*44 wyniosta 32 (wzrost o 64 procesy biologiczne, Ryc. 38 B).

W grupie 4-miesiecznych myszy w analizie Tgaq*44 vs. FVB wystgpily juz 134
nadreprezentatywne procesy biologiczne, a w grupie 8-miesiecznych myszy byla ich
najwigksza liczba (197 nadreprezentatywne procesy biologiczne, ryc. 38 C).

Liczba nadreprezentatywnych proceséw biologicznych w transkryptomach serc 8-14-
miesi¢cznych myszy FVB w analizie FVB vs. FVB (Ryc. 38 A) byta mniejsza niz w
transkryptomach serc 8-14-miesigcznych myszy Tgoq*44 w analizie Tgaq*44 vs. Tgaq*44
(Ryc. 38 B).

Profil liczby nadreprezentatywnych proceséw biologicznych byt podobny do profilu
liczby gendw spetniajacych zatozone kryteria dla réznicowej ekspresji w analizie FVB vs. FVB
(Ryc. 37 A, 38 A). Natomiast roznit si¢ w przypadku analizy Tgaq*44 vs. Tgaq*44 (Ryc. 37
B, 38 B) i Tguq*44 vs. FVB (Ryc. 37 C, 38 C). Z kolei, profil liczby nadreprezentatywnych
procesow biologicznych w analizie Tgaq*44 vs. Tgaq*44 (Ryc. 38 B) ro6znit si¢ w porownaniu
do profilu liczby nadreprezentatywnych proceséw biologicznych w analizie Tgaq*44 vs. FVB
(Ryc. 38 C).

Sposrod 111 nadreprezentatywnych procesow biologicznych w transkryptomach serc
14-miesiecznych myszy FVB w analizie FVB vs. FVB (skladajacych si¢ z 56 ,procesow
starego serca” oraz 55 ,,procesow starzenia” si¢ serca, ryc. 38 A, 39 A) az potowa, czyli 56
nadreprezentatywnych procesoéw biologicznych pojawito si¢ dopiero u 14-miesiecznych myszy
FVB (stanowiacych ,,procesy starego serca”, ryc. 39 A) i nie pojawilo si¢ we wczesniejszych
miesigcach zycia myszy FVB.

Prawie dwie trzecie (90 nadreprezentatywnych proceséw biologicznych, ryc. 39 B)
sposrod 144 nadreprezentatywnych proceséw biologicznych w transkryptomach serc 14-
miesigcznych myszy Tgaq*44 w analizie Tgaq*44 vs. Tgaq*44 (ryc. 38 B) wystapito u 14-
miesiecznych myszy Tgaq*44 oraz w co najmniej jednej z mtodszych grup wiekowych myszy
Tgaq*44. Natomiast 54 nadreprezentatywne procesy biologiczne wystapity dopiero w
transkryptomach serc 14-miesiecznych myszy Tgaq*44 (ryc. 39 B).

Wsrod 26 nadreprezentatywnych procesow  biologicznych wystepujacych w
transkryptomach serc w kazdej grupie wiekowej 4-14-miesigcznych myszy w analizie Tgaq*44
vs. FVB (Ryc. 39 C) =znalazto si¢ tylko 8 ,proceséow starzenia” si¢ serca (tzn.
nadreprezentatywnych procesow biologicznych wystepujacych w transkryptomach serc 14-

miesiecznych myszy FVB i w co najmniej w jednej z mtodszych grup wiekowych myszy FVB,
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tabela 4, ryc. 39 A), natomiast nie byto wsrod nich zadnego ,,procesu starego serca” (tzn.

nadreprezentatywnych proceséw biologicznych wystepujacych dopiero w transkryptomach
serc 14-miesi¢cznych myszy FVB, ryc. 39 A).

analiza FVB vs. FVB
14 vs.4- 703
12vs. 4+
10 vs. 4
8vs. 4
T
800 400 0 200
liczba DEGow liczba procesow
biologicznych
B analiza Tgaq*44 vs. Tgaq*44
14 vs. 4 934 144
12 vs. 4 1332 109
10vs. 4 - 1142 96
8vs. 4 - 601 32
T I i
1500 1000 500 0 300
liczba DEGow liczba procesow
biologicznych
C analiza Tgaq*44 vs. FVB
14- 144
3 12- 1691 162
=
]
E 10~ 151
3
s 8 197
4- 134
I
2000 1000 0 500
liczba DEGow liczba procesow
biologicznych

Ryc. 38 Zmiany ilesci nadreprezentatywnych proceséw biologicznych w poszczegolnych grupach
wiekowych myszy w analizach FVB vs. FVB, Tgaq*44 vs. Tgaq*44, Tgaq*44 vs. FVB. Liczba

nadreprezentatywnych proceséw biologicznych (wraz z przyporzadkowana do nich liczbg DEGow) w analizach
FVBvs. FVB (A), Tgaq*44 vs. Tgaq*44 (B), Tgaq*44 vs. FVB (C).
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Ryc. 39 Liczba nadreprezentatywnych proceséw biologicznych w poszczegolnych grupach wiekowych
myszy w analizach FVB vs. FVB, Tgaq*44 vs. Tgaq*44, Tgaq*44 vs. FVB. Venn diagramy przedstawiajace
liczbe nadreprezentatywnych proceséw biologicznych w poszczegdlnych grupach wiekowych myszy w analizach:
FVB vs. FVB (w granatowym okregu przedstawiono 56 nadreprezentatywnych proceséw biologicznych
wytepujacych dopiero w transkryptomach serc 14-miesiecznych myszy FVB — tzw. ,,procesy starego serca”; w
czerwonym wielokgcie przedstawiono 55 nadreprezentatywnych procesow biologicznych wystepujacych w
transkryptomach serc 14-miesigcznych myszy FVB oraz w ktorej$ ze wczesniejszych grup wiekowych myszy
FVB (8-, 10-, 12-miesigcznych) — tzw. ,,procesy starzenia” si¢ serca)(A), Tgaq*44 vs. Tgaq*44 (w zottym okregu
przedstawiono 54 nadreprezentatywne procesy biologiczne wystepujace dopiero w transkryptomie serc 14-
miesigcznych myszy Tgaq*44)(B), Tgaq*44 vs. FVB (w bialym okregu przedstawiono 26 nadreprezentatywnych
proceséow biologicznych wystepujacych w sercach myszy Tgaq*44 od wczesnego az do koncowego etapu
niewydolnosci serca, tzn. wystepujace procesy w kazdej grupie wiekowej 4-14-miesigcznych myszy w analizie
Tgaq*44 vs. FVB)(C).
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Podsumowujac, dynamika zmian liczby nadreprezentatywnych  proceséw
biologicznych wykazata, Ze proces starzenia si¢ serca myszy FVB ulegl gwattownemu nasileniu
w sercach 14-miesigcznych myszy FVB. Wigksza liczba nadreprezentatywnych procesow
biologicznych, ktora byta uruchomiona w transkryptomach serc 14-miesiecznych myszy
Tgoq*44 byta uruchomiona rowniez we wczesniejszych miesigcach zycia myszy Tgagq*44 w
odroznieniu do nadreprezentatywnych proceséw biologicznych w transkryptomach serc myszy
FVB, co $wiadczy o tym, ze niewydolno$¢ serca spowodowala wezesniejsze uruchomienie
szeregu procesOw Dbiologicznych, ktore wystepowaly roéwniez w transkryptomach serc
starszych myszy Tgaq*44. Niektore z nich mogly by¢ zwigzane z przyspieszeniem procesu
starzenia si¢ serca myszy Tgaq*44. Ponadto, rozwoj niewydolnosci serca u myszy Tgaq*44
spowodowat uruchomienie wigkszej ilosci procesow biologicznych niz to miato miejsce W
trakcie starzenia si¢ serca U myszy FVB. Interesujacy jest fakt, ze pomimo wigkszej liczby
DEGo6w dopasowanych do procesow biologicznych na podstawie bazy Gene Ontology, liczba
nadreprezentatywnych proceséw biologicznych nie uleglta znaczacemu wzrostowi w
transkryptomach serc myszy Tgaq*44 w porownaniu do transkryptoméw serc myszy FVB
sugerujac progresywny, coraz silniejszy udziat uruchomionych procesow biologicznych
angazujacy coraz wieksza liczbe gendw w rozwoju niewydolno$ci serca.

Roéznice migdzy profilem zmian liczby DEGow, ktore zostaty dopasowane do procesow
biologicznych na podstawie bazy Gene Ontology, a profilem zmian liczby
nadreprezentatywnych proceséw biologicznych w analizach Tgagq*44 vs. Tgoaq*44 oraz
Tgag*44 vs. FVB mozna przypisa¢ temu, ze poszczegélne geny naleza do roznej liczby
procesow biologicznych. W zwigzku z tym, wydaje si¢, ze zmiany w liczbie gendéw
spetniajacych zalozone kryteria dla roznicowej ekspresji lepiej odzwierciedlajg zmiany w
transkryptomie serca w trakcie rozwoju niewydolno$ci serca i starzeniu si¢ serca niz zmiany w
liczbie nadreprezentatywnych procesow biologicznych.

Analiza nadreprezentatywnych proceséw biologicznych réznicujgcych transkryptomy
serc myszy Tgag*44 od FVB w wieku 4-14 miesigcy potwierdzita, ze rozwoj niewydolno$ci
serca w sercach myszy Tgoaq*44 jest zwigzany z nadekspresja biatka Gaq, gdyz procesy:
,»-aktywnos$¢ receptora sprzezonego z biatkiem G oraz ,,Szlak sygnalowy receptora sprzgzonego
z biatkiem G” byty uruchomione od wczesnego az do koncowego etapu niewydolnosci serca u
myszy Tgaq*44. Ponadto, wczesnie aktywowany proces starzenia si¢ serca w sercach myszy
Tgoq*44 przez rozwdj niewydolnosci serca byl zwigzany ze zmianami w macierzy
zewnatrzkomérkowej  widoczny na  podstawie uruchomienia procesow: ,region

zewnatrzkomorkowy”, ,,przestrzen zewnatrzkomoérkowa”.
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Uruchomione "'procesy starzenia " si¢ serca w grupie 4-14-
miesi¢cznych myszy w analizie Tgaq*44 vs. FVB

aktywnos¢ receptora sprzgzonego z biatkiem G
szlak sygnalowy receptora sprzezonego z biatkiem G
regulacja aktywnoS$ci receptoréw sygnalizacyjnych
transdukcja sygnalu
aktywnos¢ cytokin
region zewnatrzkomorkowy
przestrzen zewnatrzkomorkowa
adhezja komorkowa

Tabela 4 Uruchomione ,,procesy starzenia” si¢ serca w grupie 4-14-miesiegcznych myszy w analizie Tgaq*44
vs. FVB. W tabeli zaprezentowano 8 ,,proceséw starzenia” sig serca, ktore stanowily nadreprezentatywne procesy
biologiczne w kazdej grupie wiekowej 4-14-miesigcznych myszy w analizie Tgaq*44 vs. FVB.

4.5.4 Porownanie procesu starzenia sie serca w transkryptomach serc myszy FVB i
Tgaq*44

W celu przedstawienia wplywu niewydolnosci serca na proces starzenia si¢ serca u
myszy Tgaq*44 zbadano profil wariancji ekspresji ,.,genow starego serca” oraz ,,genéw
starzenia” si¢ serca (935 genéw, ryc. 37 A, 40 B) w transkryptomach serc 4-14-miesi¢cznych
myszy FVB i Tgagq*44. Sprawdzono rowniez ilosciowy udziat ,,genow starego serca” i ,,genow
starzenia” si¢ serca w catkowitej liczbie genow spetniajacych zatozone kryteria dla roznicowej
ekspresji we wszystkich grupach wiekowych myszy w analizach FVB vs. FVB, Tgoaq*44 vs.
Tgaq*44, Tgaq*44 vs. FVB (Ryc. 41 A, B).

Liczba ,,genéw starego serca” wyniosta 454 geny (Ryc. 40 A) i stanowila prawie
potowe genow spatniajacych zatozone kryteria dla roznicowej ekspresji w transkryptomach
serc 14-miesiecznych myszy FVB w analizie FVB vs. FVB (Ryc. 37 A).

Zmiany profilu wariancji ekspresji ,,genow starego serca” i ,.,genow starzenia” si¢ serca
w transkryptomach serc 4-14-miesigcznych myszy Tgaq*44 byly mniejsze w poréwnaniu do
zmian profilu wariancji ekspresji tych genow u 4-14-miesiecznych myszy FVB oraz uktadaty
si¢ w innym kierunku (Ryc. 40 B). Wariancja ekspresji ,.,genow starego serca” i ,,genow
starzenia” sig¢ serca W transkryptomach serc 4-miesiecznych myszy Tgoq*44 byta podobna do
wariancji ekspresji tych genéow u 8-miesigcznych myszy FVB i byta wyraznie oddalona od
wariancji ekspresji tych genow u 8-14-miesiecznych myszy Tgaq*44. Interesujgco, wariancja
ekspresji ,.,genow starego serca” i ,.,genow starzenia” si¢ serca byta wyraznie zgrupowana dla

transkryptomow serc 8-, 12-, 14-miesiecznych myszy Tgaq*44 (Ryc. 40 B).
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Ryc. 40 Poréwnanie profilu wariancji ekspresji genow zaangazowanych w proces starzenia si¢ serca w
transkryptomach serc myszy FVB i Tgaq*44. Venn diagram przedstawiajacy liczbe gendw spelniajacych
zalozone kryteria dla roznicowej ekspresji w poszczegdlnych grupach wiekowych myszy FVB w analizie FVB vs.
FVB (w granatowym okregu - 454 ,,geny starego serca”; w czerwonym wielokacie — 481 ,,geny starzenia” sie
serca)(A). Analiza PCA dla wariancji ekspresji ,,genow starego serca” i ,,genow starzenia” si¢ serca (tacznie
935 gendw) w transkryptomach serc 4-14-miesigcznych myszy Tgoq*44 i FVB (B).

Liczba ,,genow starego serca” oraz ,,genow starzenia” sig¢ Serca spetniajacych zatozone
kryteria dla r6znicowej ekspresji wyniosta 242 w sercach 8-miesiecznych myszy FVB, a 935
w sercach 14-miesigcznych myszy FVB w analizie FVB vs. FVB (Ryc. 41 A). Liczba ,,genéw
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starego serca” oraz ,,genow starzenia” si¢ serca spetniajacych zatozone kryteria dla réznicowej
ekspresji wyniosta 196 w sercach 8-miesigcznych myszy Tgaq*44, a 246 w sercach 14-
miesiecznych myszy Tgaq*44 w analizie Tgaq*44 vs. Tgaq*44 (Ryc. 41 A). ,,Geny starego
serca” i,,geny starzenia” si¢ serca stanowity 66-74% wszystkich gendéw spetniajacych zatozone
kryteria dla roznicowej ekspresji w transkryptomach serc 8-12-miesiecznych myszy FVB w
analizie FVB vs. FVB, natomiast 15-24% wszystkich genéw spetniajacych zatozone kryteria
dla réznicowej ekspresji w transkryptomach serc 8-14-miesi¢cznych myszy Tgaq*44 w
analizie Tgaq*44 vs. Tgaq*44 (Ryc. 41 A).

Liczba ,,genéw starego serca” oraz ,.,genow starzenia” si¢ serca, ktora spetnita zatozone
kryteria dla r6znicowej ekspresji w transkryptomach serc 4-14-miesigcznych myszy w analizie
Tgag*44 vs. FVB wyniosta 183-272 geny, co ztozylo si¢ na 35% wszystkich genow
spetniajacych zatozone kryteria dla roznicowej ekspresji w transkryptomach serc 4-
miesi¢gcznych myszy i na 11-17% wszystkich genow u 8-14-miesiecznych myszy (Ryc. 41 B).
Sposrdd 935 ,,genow starego serca’ i ,,genow starzenid” si¢ serca (Ryc. 37 A) wigkszos¢ gendw
nie spelito zatozonych kryteriow dla roznicowej ekspresji w transkryptomach serc 4-14-
miesiecznych myszy w analizie Tgag*44 vs. FVB, sugerujac podobny profil ekspresji tych
gendéw w procesie starzenia biologicznego serca u tych myszy (Ryc. 41 B). Natomiast 65%
gendw sposréd wszystkich genow spetniajgcych kryteria dla roznicowej ekspresji w
transkryptomie serc 4-miesigcznych myszy w analizie Tgag*44 vs. FVB oraz 83-89% genow
w pozostatych grupach wiekowych, stanowily geny powigzane z rozwojem niewydolno$ci
serca 1 wptywem niewydolno$ci serca na proces starzenia biologicznego serca u myszy
Tgoqg*44 (Ryc. 41 B).
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Ryc. 41 Porownanie liczby i procentowego udzialu DEGo6w zwiazanych z procesem starzenia si¢ serca w§rod
wszystkich genéw spelniajacych kryteria dla réznicowej ekspresji w poszczegolnych grupach wiekowych w
analizach FVB vs. FVB, Tgag*44 vs. Tgaq*44 (A), Tgeg*44 vs. FVB (B). Komentarz: Kazda grupa wickowa
myszy w powyzszych analizach byta analizowana osobno. Geny zwigzane z procesem starzenia si¢ serca stanowity
wigkszo$¢ gendw roznicujacych starsze myszy FVB (8-, 10-, 12-, 14-miesigczne) od 4-miesigcznych myszy FVB
i liczyty 66-100% wszystkich DEGow. Geny zwigzane z procesem starzenia si¢ serca stanowity mniejszos¢ gendw
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réznicujacych starsze myszy Tgoag*44 (8-, 10-, 12-, 14-miesi¢gczne) od 4-miesigcznych myszy Tgaq*44 i liczyly
15-24% wszystkich DEGow (A). Oznaczato to, iz zmiany w transkryptomach serc myszy FVB sa zwigzane
glownie z procesem starzenia si¢, a w transkryptomach serc myszy Tgaq*44 z rozwojem niewydolnosci serca.
Liczba gendéw zwiagzanych z procesem starzenia si¢ serca roznicujaca transkryptomy serc myszy Tgoq*44 od FVB
W poszczegolnych grupach wiekowych myszy wyniosta od 183 do 272, co stanowito od 11 do 35% wszystkich
DEGo6w (B). Oznaczalo to, iz mniejsza, ale istotna cz¢$¢ genow réznicujacych transkryptomy serc myszy Tgag*44
od FVB byla zwigzana z genami procesu starzenia si¢ serca, a wickszo$¢ stanowita geny pozwigzane z rozwojem
niewydolnosci serca.

W celu wyselekcjonowania grupy ,,genow starego serca’ i ,,genow starzenia” si¢ Serca,
ktorych ekspresja byta zmieniona wskutek rozwoju niewydolno$ci serca w transkryptomach
serc 4-14-miesi¢gcznych myszy Tgag*44 sprawdzono, czy wsrod gendw spetniajacych zalozone
kryteria dla r6znicowej ekspresji w transkryptomach serc 4-14-miesigcznych myszy w analizie
Tgaqg*44 vs. FVB znajduja si¢ ,,geny starego serca” i ,,geny starzenia” si¢ serca. Wsrod 156
genow spetniajacych zatozone kryteria dla roznicowej ekspresji w transkryptomach serc 4-14-
miesi¢gcznych myszy w analizie Tgaq*44 vs. FVB (Ryc. 42 A) znalazto si¢ 8 ,.gendw starego
serca” (Ryc. 42 B, tabela 5) i 26 ,,genow starzenia” si¢ serca (Ryc. 42 C, tabela 6a, b).

Podsumowujac, analiza PCA wariancji ekspresji ,,gendow starego serca” i ,,genow
starzenia” si¢ serca (Obejmujaca 454 ,,geny starego serca” i 481 ,.,genow starzenia” si¢ serca,
stanowigc tacznie 935 genéw, ryc .37A, 40) wykazala, ze rozwijajaca si¢ niewydolnos¢ serca
w sercach myszy Tgoaq*44 spowodowala zmiane profilu ekspresji genow zwigzanych ze
starzeniem si¢ serca w poréwnaniu do tego, jak miato to miejsce w trakcie procesu starzenia si¢
serca myszy FVB. Co najwazniejsze, zmiany towarzyszace procesowi starzenia si¢ serca
widoczne na poziomie transkryptomu serca pojawity si¢ wczesniej u myszy Tgoq*44 (juz u 4-
miesiecznych myszy) niz u myszy FVB.

Liczba ,,genow starego serca” oraz ,,genow starzenia’” si¢ serca spetniajacych zatozone
kryteria dla roznicowej ekspresji byta na podobnym poziomie w transkryptomach serc 8- i 14-
miesigcznych myszy Tgoq*44 w analizie Tgoq*44 vs. Tgaq*44, natomiast zwigkszyta si¢
gwattownie w transkryptomach serc 14-miesi¢cznych myszy FVB w analizie FVB vs. FVB i
byla rowniez wigksza niz u 14-miesiecznych myszy Tgoaq*44. Wyniki te wskazuja, Zze proces
starzenia si¢ serca ulegt gwattownemu nasileniu dopiero w sercach 14-miesi¢cznych myszy
FVB. Natomiast proces starzenia si¢ serca byl aktywowany juz u 4-miesiecznych myszy
Tgag*44 i nie ulegt znacznemu nasileniu od 8 do 14 miesigca zycia w sercach myszy Tgaq*44.

W sumie mozna stwierdzi¢, ze Wieksza cze$¢ gendw spehniajgcych zalozone kryteria
dla roznicowej ekspresji w analizie Tgaq*44 vs. Tgaq*44 byla zwigzana z rozwojem
niewydolnosci serca, natomiast w przypadku analizy FVB vs. FVB z procesem starzenia si¢

Serca.
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Istotnie, wigkszos¢ gendw spetniajgcych zatozone kryteria dla roznicowej ekspresji w
analizie Tgaq*44 vs. FVB byla zwigzana z rozwojem niewydolnosci serca u myszy Tgaq*44,
gdyz geny zwigzane z procesem starzenia si¢ serca stanowily jedynie 11-35% wszystkich
DEGow w tej analizie (Ryc. 41 B). Stwierdzono nieznaczny wzrost liczby gendw zwigzanych
Z procesem starzenia si¢ serca réznicujacych transkryptomy serc myszy Tgaq*44 od FVB od 4
do 14 miesigca zycia, co wskazywato na to, ze proces starzenia si¢ serca myszy Tgaq*44 byt
juz nasilony w 4 miesigcu zycia (231 gendéw VS. 272 geny zwigzane z procesem starzenia si¢
serca U 4- i 14-miesiecznych myszy w analzie Tgaq*44 vs. FVB, odpowiednio, ryc. 41 B).
Wigkszo$¢ ,,genow starego serca” i ,.,genow starzenia” si¢ serca W sercach myszy Tgoq*44
miala podobng ekspresje do ekspresji tych genow w sercach myszy FVB w kazdej grupie
wiekowej myszy w analizie Tgaq*44 vs. FVB, gdyz jedynie 183-272 geny sposrod wszystkich
935 genow zwigzanych z procesem starzenia si¢ serca roznicowato transkryptomy serc myszy
Tgaq*44 od FVB (Ryc. 41 B). Wazng obserwacja tej pracy bylo stwierdzenie, ze rozwijajaca
si¢ niewydolnos¢ serca w sercach myszy Tgoq*44 przyczynila si¢ do tego, ze 8 ,,genow starego
serca” i 26 ,,genow starzenia” si¢ serca roznicowato transkryptomy serc myszy Tgoaq*44 od
FVB w kazdej grupie wiekowej 4-14-miesiecznych myszy, tzn. niewydolno$¢ serca istotnie
zmienita ekspresja tych genow (Ryc. 42 B, C). Uznano, Ze geny te byly istotnie zaangazowane
W proces starzenia biologicznego serca u myszy Tgaq*44 od wczesnego az do koncowego
etapu niewydolno$ci serca i postuluje si¢, ze mogly przyczyni¢ si¢ one do progresji

niewydolnosci serca.
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analiza Tguq*44 vs. FVB
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Ryc. 42 Geny zwigzane z procesem starzenia si¢ serca réznicujace transkryptomy serc myszy Tgaq*44 od
FVB w kazdej grupie wiekowej 4-14-miesi¢cznych myszy, tj. 8 ,,gendw starego serca” i 26 ,,genow starzenia”
si¢ serca. Venn diagram przedstawiajacy liczbe wszystkich gendéw réznicujacych transkryptomy serc myszy
Tgaq*44 od FVB, tzn. genéw Spehiajacych zatozone kryteria dla roznicowej ekspresji we wszystkich grupach
wiekowych myszy w analizie Tgaq*44 vs. FVB (w czerwonym okregu - 156 genow roznicujacych transkryptomy
serc myszy Tgag*44 od FVB w kazdej grupie wiekowej 4-14-miesiecznych myszy)(A). 8 ,,genéw starego serca”
(B) i 26 ,,genéw starzenia” sie serca (C) roznicujacych transkryptomy serc myszy Tgoaq*44 od FVB w kazdej
grupie wiekowej 4-14-miesigcznych myszy (analiza Tgoag*44 vs. FVB). Komentarz: Sposrod
wyselekcjonowanych 935 gendéw zwigzanych z procesem starzenia si¢ serca (tj. 454 ,,gendw starego serca” i 481
»Zenow starzenia” si¢ serca, ryc. 37 A, 40 A), w analizie Tgaq*44 vs. FVB kryteria dla roznicowej ekspresji
spetnito od 183 do 272 genéw dla kazdej grupy wiekowej myszy analizowanej osobno (Ryc. 41 B). Sposréd nich
(183-272 gendéw zwigzanych z procesem starzenia si¢ serca) a roOwnoczesnie wsrod 156 gendw roznicujacych
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transkryptomy serc myszy Tgaq*44 od FVB w kazdej grupie wiekowej 4-14-miesigcznych myszy (analiza
Tgaqg*44 vs. FVB, ryc. 42 A) znalazlo si¢ 8 ,,gendw starego serca” i 26 ,,genéw starzenia” sie serca (Ryc. 42 B,

Q).
gen nazwa opis funkcja ref.
Krtl8 keratyna 18 biatko specyficzne dla czynnik kardioprotekcyjny wywolany stresem w niewydolnym A
(ang. keratin 18) nablonka filamentu sercu; zapewnia kardioprotekcje poprzez utrzymanie prawidlowej
posredniego struktury wstawek; ekspresja Krt18 ulega zwickszeniu w
niewydolnosci serca
Egr2 gen odpowiedzi czynnik transkrypcyjny czynnik transkrypcyjny indukowany przez Tgf-B, odgrywajacy B
WCzesnego wzrostu 2 wazng, niezb¢dng role w odpowiedzi profibrotycznej
(ang. early growth
response 2)
Timpl |tkankowy inhibitor inhibitor metaloproteinaz promuje wioknienie tkanek poprzez hamowanie degradacji C, Db,
metaloproteinaz 1 macierzy (MMPs) macierzy zewngtrzkomorkowej przez metaloproteinazy macierzy  |E
(ang. tissue inhibitor of (MMPs); marker widknienia i dysfunkcji rozkurczowej lewe;j
metalloproteinases 1) komory; ekspresja Timp1 ulega zwickszeniu w niewydolnosci serca
Sfrp2 biatko Sfip2 antagonista szlaku szeroko zaangazowany w proliferacje, apoptozg i roznicowanie F
(ang. secreted frizzled  [sygnalizacyjnego Wnt komorek; odgrywa role we widknieniu migénia sercowego,
related protein 2) angiogenezie, regeneracji serca; chroni kardiomiocyty przed
patologiczng hipertrofia
Panxl [panneksyna 1 tworzy kanat na powierzchni  |kluczowy mediator zewnatrzkomorkowego uwalniania ATP; G, H
(ang. pannexin 1) blony komorkowe;j uwalnianie ATP przez kanaly Panx] w miocytach serca podczas
uczestniczacy w komunikacji |niedokrwienia moze by¢ wezesnym czynnikiem parakrynnym
migdzy cytozolem prowadzacym do odpowiedzi profibrotycznej na niedokrwienne
poszczegdinych komorek, a  |uszkodzenie serca; bierze udziat w odpowiedzi zapalnej oraz
ich $rodowiskiem $mierci komorkowej
pozakomérkowym
Nrgl neuregulina 1 ligand receptorowych kinaz  |odgrywa kluczowa rolg w rozwoju serca i utrzymaniu czynnosci |
(ang. neuregulin 1) tyrozynowych z rodziny ErbB |serca; sprzyja wzrostowi i przezyciu kardiomiocytow
Adamts3 |dezintegrina i prokolagenowa-N-proteinaza [odgrywa wazng role w regulacji macierzy zewnatrzkomorkowej,  |J, K
metaloproteinaza z zaangazowana w usuwanie N-|stanu zapalnego i gojeniu ran
motywami koncowych peptyddw z
trombospondyny 3 prokolagenu w celu
(ang. a disintegrin and  |wytworzenia dojrzatego
metalloproteinase with  |kolagenu
thrombospondin motifs
3)
Clenl  |kanat 1 bramkowany kanat 1 bramkowany propagacja potencjalu czynnosciowego; ekspresja kanalu zachodz (L
napigciem chlorkowym  [napigciem chlorkowym gtdéwnie w migsniach szkieletowych; wspiera przewodnictwo
(ang. chloride voltage- chlorkowe sarkolemmy
gated channel 1)

Tabela 5. Tabela przedstawia funkcje biologiczne dla kazdego z 8 ,,genéw starego serca”, ktore spelnity
zalozone Kkryteria dla réznicowej ekspresji w transkryptomach serc 4-14-miesiecznych myszy w analizie
Tgag*44 vs. FVB. Komentarz: Sposrod wyselekcjonowanych 935 gendéw zwiazanych z procesem starzenia si¢
serca (tj. 454 ,,genéw starego serca” i 481 ,,genow starzenia” sie serca, ryc. 37 A, 40 A), w analizie Tgaq*44 vs.
FVB kryteria dla roznicowej ekspresji spetito od 183 do 272 gendéw dla kazdej grupy wiekowej myszy
analizowanej osobno (Ryc. 41 B). Sposrdd nich (183-272 gendéw zwigzanych z procesem starzenia sie serca, ryc.
41 B) a réwnoczesnie wérdd 156 gendw rdéznicujacych transkryptomy serc myszy Tgoag*44 od FVB w kazdej
grupie wiekowej 4-14-miesigcznych myszy (analiza Tgag*44 vs. FVB, ryc. 42 A) znalazlo si¢ 8 ,,gendow starego
serca” (Ryc. 42 B). Ponadto, pod wptywem rozwoju niewydolnosci serca u myszy Tgoq*44 ekspresja 8 ,,genow
starego serca” ulegta zmianie w poréwnaniu do ich ekspresji w sercach myszy FVB i przyczynita sie do
réznicowania transkryptoméw serc myszy Tgoq*44 od FVB w kazdej grupie wiekowej 4-14-miesigcznych myszy,
$wiadczac o istotnym zaangazowaniu 8 ,,gendw starego Serca” w proces starzenia biologicznego serca myszy
Tgaq*44. Referencje: A - (116), B - (117), C - (118), D - (119), E - (120), F - (121), G - (122), H - (123), I -
(124),J - (125), K - (126), L - (127).
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gen nazwa opis funkcja ref.

Cilp biatko warstwy posredniej |monomeryczna glikoproteina potencjalny biomarker widknienia mig$nia A, B
chrzastki (ang. cartilage |znajdujaca si¢ w macierzy sercowego, wazny w utrzymaniu budowy
intermediate layer pozakomorkowej wystepujaca obficie |chrzastki
protein) w tkankach chrzgstnych

Gdfl5 czynnik réznicowania cytokina odpowiedzi na stres, biomarker zwloknienia migénia sercowegoi |C, D
wzrostu 15 (ang. growth  [wystepujaca w ukladzie sercowo- choréb ukladu krazenia; integruje informacje
differentiation factor 15) |naczyniowym; nalezy do rodziny ze szlakow chordb serca i chorob

cytokin transformujacego czynnika pozasercowych, ktore sa powigzane z

wzrostu § (TGF-B) wystepowaniem, progresja i rokowaniem
niewydolno$ci serca; odgrywa role w
przeciwdzialaniu uszkodzeniom w
gwaltownych urazach ukladu sercowo-
naczyniowego

Gpnmb glikoproteina Nmb (ang.  |wysoko glikozylowane biatko szkodliwy czynnik w przebudowie serca E
glycoprotein Nmb) transblonowe typu I

Egr3 gen odpowiedzi wczesnego |czynnik transkrypcyjny reguluje odpowiedzi fibrogeniczne, F
wzrostu 3 (ang. early zaangazowana w rozw0j nerwowo-
growth response 3) mig$niowy i odporno$¢

Dkk3 dickkopf inhibitor 3 szlaku |biatko wydzielnicze w rodzinie odgrywa wazna role w regulacji rozwoju G
sygnalowego WNT (ang. |Dickkopf tkanek, apoptozy, proliferacji i odpornosci,
dickkopf WNT signaling kardioprotekcyjny regulator patologicznego
pathway inhibitor 3) przerostu serca

Meox1 (ang. mesenchyme czynnik transkrypcyjny, nalezy do rozw¢j zarodkowy, uczestniczy w procesie  |H
homeobox 1) gendw programu plodowego (ang. przerostu mig$nia sercowego

foetal programme genes)

Fbin7 fibulina 7 (ang. fibulin 7) |biatko macierzy zewnatrzkomérkowej [ulega ekspresji w polaczeniach |

(wydzielane rowniez przez fibroblasty) [komoérkowych, szczegdnie w tkankach
poddanych znacznemu obcigzeniu
mechanicznemu; reguluje kluczowe procesy
podczas przebudowy mig$nia sercowego;
zaangazowany w proces migracji
fibroblastéow w sercu

Map6 biatko 6 zwigzane z biatko zwigzne z mikrotubulami zaangazowany w szereg funkcji J
mikrotubulami (ang. neuronalnych
microtubule associated
protein 6)

Clec4n (ang. C-type lectin receptor lektyny typu C (Dektyna-2) |potgguje przebudowe serca po zawale serca |K, L

(synonim:  |domain family 4, member poprzez modulacj¢ roznicowania limfocytow

dectin-2) n) Thl

Gng8 podjednostka biatka G podjednostka biatka G gamma 8 X X
gamma 8 (ang. G protein
subunit gamma 8)

Nppb peptyd natriuretyczny typu |hormon sercowy wydzielany z biomarker niewydolnosci serca, powoduje M,
B (ang. natriuretic przedsionkéw i komor serca w natriurezg, diureze, rozluZnienie mi¢$ni N
peptide B) odpowiedzi na przecigzenie serca gladkich, zapobiega zwldknieniu mig$nia

sercowego, uczestniczy w rozszerzaniu
naczyn nasierdziowych i oporowych w
krazeniu wiencowym, hamuje wydzielanie
aldosteronu

Itgall integryna alfa-11 (ang. glowny receptor kolagenu na posredniczy w przyleganiu komorek, o,P
Integrin Subunit Alpha  |komorkach fibroblastycznych sygnalizacji adhezyjnej i przebudowie
11) widkien kolagenowych; posredniczy w

progresji widknienia; kontroluje réznicowanie
miofibroblastéw i moze bra¢ udziat w
reorganizacji kolagenu za posrednictwem
miofibroblastow

Tabela 6a. Tabela przedstawia funkcje biologiczne dla kazdego z 26 ,,gendw starzenia” sie serca, ktore
spelnily zalozone Kkryteria dla réznicowej ekspresji w transkryptomach serc 4-14-miesiecznych myszy w
analizie Tgaq*44 vs. FVB. Komentarz: Sposréd wyselekcjonowanych 935 gendéw zwigzanych z procesem
starzenia si¢ serca (tj. 454 ,,gendw starego serca” i 481 ,,genow starzenia” sie serca, ryc. 37 A, 40 A), w analizie
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Tgaq*44 vs. FVB kryteria dla roznicowej ekspresji spetnito od 183 do 272 genow dla kazdej grupy wiekowe;j
myszy analizowanej osobno (Ryc. 41 B). Sposérod nich (183-272 gendw zwiazanych z procesem starzenia si¢
serca, ryc. 41 B) a rownoczes$nie wérdd 156 gendw rdznicujgcych transkryptomy serc myszy Tgaq*44 od FVB w
kazdej grupie wiekowej 4-14-miesi¢cznych myszy (analiza Tgaq*44 vs. FVB, ryc. 42 A) znalazto si¢ 26 ,,genéw
starzenia’si¢ serca (Ryc. 42 C). Ponadto, pod wptywem rozwoju niewydolnosci serca u myszy Tgaq*44 ekspresja
26 ,,genow starzenia’’sig¢ serca ulegta zmianie w poréwnaniu do ich ekspresji w sercach myszy FVB i przyczynita
si¢ do réznicowania transkryptoméw serc myszy Tgaq*44 od FVB w kazdej grupie wiekowej 4-14-miesiecznych
myszy, swiadczac o istotnym zaangazowaniu 26 ,,gendw starzenia’si¢ serca w proces starzenia biologicznego
serca myszy Tgaq*44. Referencje: A - (128), B - (129), C - (130), D - (131), E - (132), F - (133), G - (134), H -
(135), I - (136), J - (137), K- (138), L - (139), M - (140), N - (141), O - (142), P - (143).

gen nazwa opis funkcja ref.

Rasdl (ang. ras related mate biatko G Rasdl; posiada selektywnie aktywuje szlak sygnatowy biatka [A, B
dexamethasone induced |wszystkie konserwatywne domeny  |Gai/Goo i wydaje sie dzialaé jako czynnik
1) nadrodziny Ras wymagane do wymiany nukleotydow guaninowych dla Gai;

wigzania nukleotydéw guaninowych, |modulator funkciji endokrynnej serca w

hydrolizy i interakcji efektorowych odpowiedzi na przecigzenie objgtosciowe
serca,; inhibitor sekrecji przedsionkowego
czynnika natriuretycznego (ANF)

Cdknla inhibitor 1A kinazy zaleznej |koduje biatko p21 (odpowiedzialne za |zwigkszona ekspresja w starzejacych sig Cc
od cykliny (ang. cyclin zatrzymanie wzrostu komorek komorkach
dependent kinase zwigzane ze starzeniem si¢ komorek)
inhibitor 1A)

Tent5b terminalna przypuszczalna poli (A) polimeraza biologiczna funkcja pozostaje do wyjasnienia |D, E
nukleotydylotransferaza 5B
(ang. terminal
nucleotidyltransferase
5B)

Ano5 anoktamina 5 nalezy do rodziny bialek anoktamin pelni wazna role fizjologiczna w migéniach; |F
(ang. anoctamin 5) funkcja biochemiczna pozostaje do

wyjasnienia

Gm29040 |przewidywany gen 29040 |[x X X

BB123696 |x X X X

Tmem52 bialko transblonowe 52 bialko transblonowe w duzej mierze modyfikowany przez G
(ang. transmembrane metylacjc DNA
protein 52)

Clec18a (ang. C-Type lectin lektyna 18 typu C biologiczna funkcja jest wcigz nieznana H
domain family 18 member
A)

Pah hydroksylaza fenyloalaniny |hydroksylaza fenyloalaniny metabolizuje aromatyczne aminokwasy i |
(ang. phenylalanine bierze udziat w usuwaniu krazacej
hydroxylase) fenyloalaniny we krwi i plynach ustrojowych

Amtn amelotyna (ang. gen specyficzny dla ameloblastow odgrywa kluczowa rol¢ w tworzeniu szkliwa |J
amelotin) zebow

Kenkl (ang. potassium two pore |gen koduje dwuporowy kanat odgrywa rolg w pracy serca, w K
domain channel potasowy (K*) TWIK-1 (lub K2P1.1) |prawidlowym rytmie serca
subfamily K member 1) |nrzyczyniajacy si¢ do przewodnictwa

K" w roznych typach komorek

Gm31600 |przewidywany gen 31600 |[x X X

Slcbal rodzina no$nikéw substancjilgen kodujacy kotransporter sodowo-  |transportuje aktywnie glukoze do komorki (L
rozpuszezonych 5, czlonek  |glukozowy (SGLT1) przez kotransporter Na*/glukozowy
1 (ang. solute carrier
family 5 member 1)

Tmprss4 (ang. transmembrane koduje transmembranowg proteaze bierze udziat w tranzycji nablonkowo- M
serine protease 4) serynowg 4 mezenchymalnej; moze aktywowaé

nablonkowy kanat sodowy (ENaC)

Tabela 6b. Tabela przedstawia funkcje biologiczne dla kazdego z 26 ,,genow starzenia” si¢ serca, ktore

spehily zalozone kryteria dla réznicowej ekspresji w transkryptomach serc 4-14-miesiecznych myszy w
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analizie Tgaq*44 vs. FVB. Referencje: A - (144), B - (145), C - (146), D - (147), E - (148), F - (149), G - (150),
H - (151), I - (152), J - (153), K - (154), L - (155), M - (156).

4.5.5 Zmiany aktywacji genéw w trakcie starzenia si¢ serca myszy FVB

W celu wskazania gendéw, ktore byly najbardziej aktywne w transkryptomach serc
myszy FVB w trakcie procesu starzenia si¢ serca, t0 W poszczeg6élnych grupach wiekowych
myszy FVB w analizie FVB vs. FVB wyselekcjonowano po 10 genow, ktorych wartosé
roznicowej ekspresji byta najwyzsza i najnizsza (Tabela 7). Sposrdod tak wyselekcjonowanych
gendow wytoniono rowniez te, ktore wystapilty w przeprowadzonych poréwnaniach dla >2 grup
wiekowych myszy (Tabela 7).

Transkryptom serca dla kazdej grupy wiekowej myszy FVB w analizie FVB vs. FVB
charakteryzowat si¢ odmienng pulg 10 gendw, ktorych warto$¢ réznicowej ekspresji bylta
najwyzsza i najnizsza (Tabela 7). Interesujace, ze geny Tnf, Hif3a znalazty si¢ we wszystkich
grupach wiekowych myszy FVB w analizie FVB vs. FVB wérod 10 genow, ktorych wartosé

réznicowej ekspresji byta najwyzsza lub najnizsza (Tabela 7, 8).

geny, ktére wystapity
w >2 grupach
wiekowych od 8do
14 miesigca

8vs. 4miesigc | 10vs. 4 miesigc | 12vs. 4miesigc | 14 vs. 4 miesigc

Top 10 DEGéw w analizie FVB vs. FVB

Tabela 7 Tabela przedstawia geny, ktérych warto$¢ roznicowej ekspresji byla najwyzsza lub najnizsza dla
kazdej grupy wiekowej myszy FVB w analizie FVB vs. FVB. W tabeli dla wszystkich grup wiekowych myszy
FVB w analizie FVB vs. FVB przedstawiono po 10 genow, ktorych warto$¢ roznicowej ekspresji byta najwyzsza
i najnizsza (Top 10 DEGo6w). W tabeli przedstawiono rowniez geny, ktore wystapity w przeprowadzonych
poréownaniach dla >2 grup wiekowych myszy FVB w analizie FVB vs. FVB.
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gen nazwa opis funkcja ref.

Tnf czynnik martwicy czynnik surowicy negatywny efekt inotropowy, A B
nowotworow (ang. indukowany przebudowa serca, wywotuje
tumor necrosis endotoksyng, ktory odpowiedz hipertroficzng
factor) powoduje martwice |kardiomiocytéw, uczestniczy w
guzéw powstawaniu kardiomiopatii
rozstrzeniowej i niewydolnosci
serca

Hif3a  [czynnik indukowany |czynnik transkrypcyjny [hamowanie aktywnosci Hif-1ai  |C
hipoksjg 3 alfa (ang. |Hif-3a Hif -2a
hypoxia inducible
factor 3 subunit
alpha)

Tabela 8 Tabela przedstawia funkcje biologiczne dla genéow, ktére uznano za najbardziej znaczace w
procesie starzenia si¢ serca myszy FVB. Przedstawione geny znalazty si¢ we wszystkich grupach wiekowych

myszy FVB w analizie FVB vs. FVB wsrod 10 gendw, ktorych warto$¢ roznicowej ekspresji byta najwyzsza lub
najnizsza. Referencje: A - (157), B - (158), C - (159).

4.5.6 Zmiany aktywacji genéw w toku rozwoju niewydolnos$ci serca myszy Tgaq*44 w
analizie Tgaq*44 vs. Tgaq*44

Analogicznie jak w analizie FVB vs. FVB, w celu wskazania gendow, ktore byly
najbardziej aktywne w transkryptomach serc myszy Tgaq*44 w toku rozwoju niewydolnosci
serca w trakcie procesu starzenia, w poszczegolnych grupach wiekowych myszy Tgaq*44 w
analizie Tgog*44 vs. Tgaq*44 wyselekcjonowano po 10 genow, ktorych warto$é roznicowej
ekspresji byta najwyzsza i najnizsza (Tabela 9). Sposrod tak wyselekcjonowanych genow
wyloniono rowniez te, ktore wystapity w przeprowadzonych poréwnaniach dla >2 grup
wiekowych myszy (Tabela 9).

Transkryptom serca dla kazdej grupy wiekowej myszy Tgaq*44 w analizie Tgaq*44 vs.
Tgaq*44 charakteryzowat si¢ odmienng pula 10 gendéw, ktorych wartos¢ roznicowej ekspresji
byta najwyzsza i najnizsza (Tabela 9). Geny Fgf23, Vgli2, Kcnipl znalazty si¢ we wszystkich
grupach wiekowych myszy Tgaq*44, natomiast geny Gm31600, Slc5al, Syt13, Adgral, Rims2,
Chodl, Clcnl, Ptchd3 znalazty si¢ w trzech grupach wiekowych myszy Tgagq*44 w analizie
Tgaq*44 vs. Tgag*44 wsrod 10 gendw, ktorych wartos¢ roznicowej ekspresji byta najwyzsza
lub najnizsza (Tabela 9).
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geny, ktére wystapity
w 22 grupach

wiekowych od 8do
14 miesigca

8vs. 4miesigc | 10vs. 4 miesigc | 12vs. 4 miesigc | 14 vs. 4 miesigc

4632404M16Rik

Kenipl, Hist2h4, | Kcnipl, Clend,

19277, Kenipl, lcnl, D Kcnipl 1
Gm18609, 4632404M16Rik, Gm19277, Kcnipl, Clen1l, Ddc, cnipl, Gm31600,

Lgil, Clend, Ptchd3, Kcnipl, |Slc5al, Clenl, Ptchd3,

Top 10 DEGSw w analizie Tgag*44 vs. Tgaq*44

Gm37121, | Ptchd3, Ntscla
’ ’ ’ 12 2 1 .
Gmatean, | Gm1oa7z, Aldob, | 15 e | e, | 13277, Aldot
Gm4326, | Gm31600, Lgil, | o oie00, sicsal | Scdd, Fbp2 lgiL, Fbp2
Kctd19, Slc5al, Fbp2 ' 72l » FOP

DEGs, ktorych ekspresja
byta w dot

4930590J08Rik

Tabela 9 Tabela przedstawia geny, ktérych wartosé roznicowej ekspresji byla najwyzsza lub najnizsza dla
kazdej grupy wiekowej myszy Tgaq*44 w analizie Tgaq*44 vs. Tgaq*44. W tabeli dla wszystkich grup
wiekowych myszy Tgoq*44 w analizie Tgaq*44 vs. Tgoq*44 przedstawiono po 10 gendw, ktorych wartosé
roéznicowej ekspresji byta najwyzsza i najnizsza (Top 10 DEGow). W tabeli przedstawiono réwniez geny, ktore
wystapily w przeprowadzonych poréwnaniach dla >2 grup wiekowych myszy Tgaq*44 w analizie Tgaq*44 vs.
Tgoq*44.

4.5.7 Zmiany aktywacji genéw w toku rozwoju niewydolnos$ci serca myszy Tgoq*44 w
analizie Tgaq*44 vs. FVB

W analizie Tgaq*44 vs. FVB, ktora umozliwita wytonienie gendéw najsilniej
roéznicujacych te szczepy myszy, glownie z powodu rozwoju niewydolnosci serca, jak i wptywu
niewydolnos$ci serca na proces starzenia biologicznego w sercach myszy Tgagq*44 (Ryc. 41 B),
wyselekcjonowano w kazdej grupie wiekowej myszy po 10 genow, ktorych warto$¢ roznicowej
ekspresji byta najwyzsza i najnizsza (Tabela 10). Sposrod tak wyselekcjonowanych genow
wyltoniono réwniez te, ktore wystapity w przeprowadzonych poréwnaniach dla >2 grup
wiekowych myszy (Tabela 10).

Podobnie, jak w poprzednich analizach kazda grupa wiekowa myszy w analizie
Tgoq*44 vs. FVB charakteryzowata si¢ odmienng pula 10 genow, ktorych warto$¢ réznicowej
ekspresji byta najwyzsza i najnizsza (Tabela 10). Geny Ptchd3, Kcnipl, Fgf23, Atp6v0a4,
Fgf21, Adm2, Aldob, Sprrla, Acsm5, Chodl, Cyp2b10, Klk1b26, Mid1-psl, 4833412CO5RIik,
Nppa, Scd4, Gdf15, Clcnl, Tmprss4, F830016B08Rik znalazty si¢ w dwoch lub wigcej grupach
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wiekowych myszy w analizie Tgaq*44 vs. FVB wérod 10 genow, ktorych warto$¢ réznicowe;j

ekspresji byta najwyzsza lub najnizsza (Tabela 10).

geny, ktére
wystapity w 22
4 miesiagc 8 miesiac 10 miesiac 12 miesiac 14 miesiac grupach
wiekowych od 4

do 14 miesiaca

Top 10 DEG6w w analizie Tgag*44 vs. FVB

O

@ Mid1-psi, Klk1b26, Al

8 dLpsl, | 2610, Aldob, | Aldob, Cyp2b1o, Gmagal, b26, Aldob,

o E230001NO4Rik, i Aldob, Klk1b26, Scd4, Tmprss4,

2 5 Mid1-ps1, Clen1, Acsmb5, X BC023105, Aldob,

] Klk1b26, i Scd4, Clenl, Lgil, i Cyp2b10, Clen1,

< = Klk1b26, Scd4, F830016B08Rik, F830016BO08Rik, '

o Cyp2b10, Aldob, Gm31600, Tmprss4, Mid1-ps1,

Pl ik . Slc5al, Kctd19, Scd4, Vwc2, Scd4, Gm12185, k

B85 Hif3a, Timp4, i i Ptchd3, Acsm5, Kenipl, Acsm5,

= Slc12a3 Tmprss4, Kenipl, | Klk1b26, Kcnipd, Helt Ptchd3, Klk1b26, F830016B08RiK

(%) '’ . '
2410137M14Rik Tmprss4 Clenl, Tmprss4

2 | omus27, pina P P Ptchd3

Tabela 10 Tabela przedstawia geny, ktorych warto$¢ réznicowej ekspresji byla najwyzsza lub najnizsza dla
kazdej grupy wiekowej myszy w analizie Tgaq*44 vs. FVB. W tabeli dla wszystkich grup wiekowych myszy
w analizie Tgaq*44 vs. FVB przedstawiono po 10 genéw, ktérych warto$¢ réznicowej ekspresji byta najwyzsza i
najnizsza (Top 10 DEGow). W tabeli przedstawiono réwniez geny, ktore wystapity w przeprowadzonych
porownaniach dla >2 grup wiekowych myszy w analizie Tgaq*44 vs. FVB i liczyly one 20 genéw (Fgf23,
4833412C05Rik, Atp6v0a4, Sprrla, Nppa, Fgf21, Adm2, Gdf15, Chodl, Klk1b26, Aldob, Scd4, Tmprss4, Cyp2b10,
Clenl, Mid1-ps1, Kenipl, Acsm5, F830016B08Rik, Ptchd3).

4.5.8 ,,Geny starego serca”, ,,geny starzenia” si¢ serca oraz ,,geny niewydolnosci serca”
najsilniej roznicujace transkryptomy serc myszy Tgag*44 od FVB

Wprowadzenie

Wyselekcjonowane w poprzedniej analizie 8 ,,genow starego serca” i 26 ,.genow
starzenia” si¢ serca réznicujacych transkryptomy serc myszy Tgoaq*44 od FVB w grupie
wiekowej 4-14-miesiecznych myszy (Ryc. 42 B, C) mogly nie koniecznie stanowi¢ genow
najsilniej réznicujacych te transkryptomy. Oznaczato to, ze wyselekcjonowane geny zwigzane
z procesem starzenia si¢ serca mogly nie by¢ silnie zaangazowane w proces starzenia
biologicznego serca myszy Tgoaq*44 w toku rozwoju niewydolno$ci serca. W zwigzku z tym,
w celu wskazania genow zwigzanych z procesem starzenia si¢ serca, ktére byly silnie
zaangazowane W proces starzenia biologicznego serca myszy Tgaq*44 przeprowadzono

analiz¢ bazujaca na genach, ktoére wystapity w >2 grupach wiekowych myszy w analizie
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Tgaq*44 vs. FVB wsérod 10 genow, ktérych warto$¢ roznicowej ekspresji byta najwyzsza lub
najnizsza (Tabela 10, 11). Ponadto, sprawdzono ile sposrod tak wyselekcjonowanych genow
nalezy do wczesniej wyselekcjonowanych 8 ,.genow starego serca” i 26 ,,genow starzenia” si¢
serca (Ryc. 42 B, C).

Aby ten cel uzyska¢ to dla genéw, ktére wystapily w >2 grupach wiekowych myszy w
analizie Tgaq*44 vs. FVB wsrod 10 genow, ktorych wartos¢ roznicowej ekspresji byla
najwyzsza lub najnizsza, wskazano w jakich grupach wiekowych w analizach FVB vs. FVB,
Tgaq*44 vs. Tgaq*44, Tgaq*44 vs. FVB spehily zatozone kryteria dla réznicowej ekspresji
(Tabela 11). Sprawdzono réwniez, czy ktory$ z tych gendw znalazt si¢ w >2 grupach
wiekowych myszy w analizie Tgaq*44 vs. Tgaq*44 wsrod 10 gendéw, ktorych wartosé
roznicowej ekspresji byla najwyzsza lub najnizsza, by wykazaé ich silng aktywacje w
transkryptomach serc myszy Tgaq*44.

Analiza r6znicowej ekspresji 20 wyzej wyselekcjonowanych genow (Tabela 10, tabela
12a-c) w trzech typach analiz: Tgagq*44 vs. FVB, Tgaq*44 vs. Tgaq*44, FVB vs. FVB (Tabela
11) umozliwita wskaza¢ catkowity udziat tych genow w ro6znicowaniu transkryptoméw serc
myszy Tgoqg*44 od FVB, w rozwoju niewydolno$ci serca, starzeniu Si¢ serca oraz wskazac
wsérod nich geny, ktore nalezaty do ,,genow starego serca”, ,,genow starzenia’ si¢ serca i
,»genow niewydolnosci serca”.

W przeciwienstwie do ,.genow starego serca” oraz ,.genow starzenia’ si¢ Serca,
zdefiniowanie ,.genow niewydolnosci serca” nie byto takie proste. Jako ,,geny niewydolnosci
serca” (Tabela 11) uznano takie, ktore spetnity nastepujace kryteria:

1.) wystgpity w >2 grupach wiekowych myszy w analizie Tgaq*44 vs. FVB wsrod 10 genow,
ktorych wartos$¢ roznicowej ekspresji byta najwyzsza lub najnizsza (Tabela 10),

2.) spehnily zatozone kryteria dla roznicowej ekspresji jednoczesnie w trzech grupach
wiekowych myszy w analizie Tgoq*44 vs. FVB, analizie Tgaq*44 vs. Tgaq*44 (Tabela 11),
3.) nie spehity zatozonych kryteriow dla réznicowej ekspresji w analizie FVB vs. FVB lub
spetnity jedynie w jednej grupie wiekowej myszy FVB (z wykluczeniem 14-miesi¢cznych
myszy) w analizie FVB vs. FVB (Tabela 11).

Nalezy podkresli¢, ze wsrod 20 genow, ktore wystapity w >2 grupach wiekowych
myszy w analizie Tgaq*44 vs. FVB wsrod 10 genow, ktorych wartos¢ roznicowej ekspresji
byta najwyzsza lub najnizsza (Tabela 10, tabela 12a-c), ,,genami starego serca” byty geny
Clcnl, F830016B08Rik, ,,genami starzenia” si¢ serca byty geny Gdfl5, Tmprss4, ,,genami
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niewydolnosci serca” byty geny Ptchd3, Kcnipl, Fgf23, AtpévOa4, Fgf21, Adm2, Aldob,
Sprrla, Acsm5, Chodl, 4833412C05Rik, Nppa, Scd4 (Tabela 11).

Wsrod 20 gendw, ktore wystapity w >2 grupach wiekowych myszy w analizie Tgaq*44
vs. FVB wsrod 10 gendw, ktorych warto$¢ roznicowej ekspresji byta najwyzsza lub najnizsza
(Tabela 10, tabela 12a-c) znalazty si¢ 3 geny (Clcnl, Gdf15, Tmprss4) zwigzane z procesem
starzenia si¢ serca (Tabela 11), ktore zidentyfikowano rowniez We wczesniejszej analizie
wsrod 8 ,,.genow starego serca” 126 ,,genow starzenia” si¢ serca roznicujacych transkryptomy
serc myszy Tgaq*44 od FVB w kazdej grupie wiekowej 4-14-miesi¢cznych myszy (Ryc. 42 B,
C). Zwigzane to byto z tym, ze wyselekcjonowane 3 geny (Clcnl, Gdfl5, Tmprss4) spetnity
zalozone kryteria dla roznicowej ekspresji W kazdej grupie wiekowej 4-14-miesi¢cznych myszy
w analizie Tgoq*44 vs. FVB. Natomiast gen F830016B08Rik nie znalazt si¢ wsrod 8 ,,genow
starego serca” i 26 ,,genow starzenia” si¢ serca (Ryc. 42 B, C), gdyz spehit zatozone kryteria
dla roznicowej ekspresji jedynie u 8-, 10- i 14-miesigcznych myszy w analizie Tgoq*44 vs.
FVB, co nie oznacza ze nie byt on ,,genem starego serca” (Tabela 11). Interesujacym faktem
jest to, ze zmiana ekspresji genow Gdf15 i Clcnl nastapita w kazdej grupie wiekowej myszy
Tgaq*44 w analizie Tgaq*44 vs. Tgaq*44, natomiast nie zaobserwowano jej w zadnej grupie
dla genu Tmprss4. Zwigzane to bylo z tym, ze ekspresja genow Gdfl5 i Clcnl nasilita si¢
jeszcze od 4 miesigca zycia w wyniku rozwoju niewydolnos$ci serca, a ekspresja genu Tmprss4
mogta juz silnie by¢ zmieniona u 4-miesi¢cznych myszy Tgaq*44 i nie nasilita si¢ dalej od 8
miesigca zycia w toku rozwoju niewydolnoSci serca.

W wyzej wspomniane] analizie, wsrod wyselekcjonowanych 20 genow (Tabela 11,
tabela 12a-c) znalazto si¢ rowniez 6 gendéw (Ptchd3, Kcnipl, Fgf23, Aldob, Chodl, Clcnl),
ktore wystapity w >2 grupach wiekowych myszy w analizie Tgaq*44 vs. Tgaq*44 wsrod 10
gendw, ktorych warto$¢ roznicowej ekspresji byta najwyzsza lub najnizsza. Wskazuje to na to,
ze ekspresja tych genow ulegta bardzo silniej zmianie pod wplywem rozwoju niewydolnosci
serca w trakcie starzenia si¢ serca oraz mialy one znaczacy udzial w zmianach ekspresji
transkryptomu serc myszy Tgaq*44 w toku rozwoju niewydolnos$ci serca. Zatozono, ze zmiana
ekspresji genow Ptchd3, Kcnipl, Fgf23, Aldob, Chodl byta bardziej zwigzana z rozwojem
niewydolnosci serca, gdyz nie zaobserwowano nasilenia ekspresji tych gendw w analizie FVB
vs. FVB. Natomiast uznano, ze gen Clcnl jest ,,genem starego serca”, ktorego ekspresja
przedwczesnie nasilita si¢ w dot pod wptywem rozwoju niewydolno$ci serca w sercach myszy
Tgaq*44 (Tabela 11).
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o . - genw Top 10 DEGach w
DEG w analizie DEG w analizie DEG w analizie .
>2 grupach wiekowych w
gen Tgaq*44 vs. FVB | Tgoq*44 vs: Tgaq*44 FVB vs_. FVB |typgenu analizie
(miesigce) (grupy wiekowe) (grupy wiekowe) Taaq*44 vs. Taaq*d

Ptchd3 X NS tak

Kcnipl X NS tak

Fgf23 X NS tak
Atp6v0a4d X NS X
Fgf21 X NS X
Adm?2 X NS X

Aldob X NS tak
Sprrla X NS X
Acsmb X NS X

Chodl X NS tak
Cyp2b10 X X X
Klk1b26 X X X
Mid1l-psl X X X
4833412C05Rik NS X
Nppa NS X
Scd4 NS X
Gdf15 GS-S X

Clenl GS tak
Tmprss4 GS-S X
F830016B08Rik GS X

Tabela 11. Tabela przedstawia 20 wyselekcjonowanych genow, ktére silnie roznicowaly transkryptomy serc
myszy Tgaq*44 od transkryptomow serc myszy FVB. W tabeli przedstawiono 20 genéw, ktore wystapity w >2
grupach wiekowych myszy w analizie Tgaq*44 vs. FVB wérdd 10 genow, ktorych warto$¢ réznicowej ekspresji
byta najwyzsza lub najnizsza. Dla 20 wyselekcjonowanych gendéw przedstawiono w jakich grupach wiekowych
spetniajg zatozone kryteria dla roznicowej ekspresji w analizach Tgaq*44 vs. FVB, Tgoq*44 vs. Tgaq*44, FVB
vs. FVB. Przyporzadkowano 20 wyselekcjonowanych genéw odpowiednio do ,.gendw starego serca”, ,,genow
starzenia” si¢ serca, ,,genéw niewydolnosci serca”. Wskazano rowniez, ktore z 20 wyselekcjonowanych genow
wystapito w >2 grupach wiekowych myszy w analizie Tgaq*44 vs. Tgaq*44 wsrod 10 genow, ktorych wartosé
rbznicowej ekspresji byta najwyzsza lub najnizsza. Legenda: czerwone pole — DEGs, ktorych ekspresja byta w
gore; niebieskie pole — DEGs, ktorych ekspresja byta w dot; NS — ,.gen niewydolnosci serca”; GS — ,,gen starego
serca”; GS-S —,,gen starzenia” si¢ serca.
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(ang.
adrenomedullin
2)

rodziny adrenomedullin i
nadrodziny CGRP; rowniez
nazywany intermedyna

kardiometabolicznym; odgrywa role w homeostazie
sercowo-naczyniowej; reguluje hemodynamike
ogolnoustrojowa; zwigksza rzut serca; posiada dodatni
efekt inotropowy; dziala wazodylatacyjnie; ma efekt
pro-angiogenny; jego ekspresja zwigkszona w czasie
przerostu serca i niewydolno$ci serca

gen nazwa opis funkcja ref.
Ptchd3 (ang. patched gen specyficzny dla meskiej |nieistotny gen w rozwoju myszy A
domain komorki rozrodezej;
containing 3) przewiduje sig, ze bedzie miat
aktywnos¢ receptora
Hedgehog
Kcnipl biatko 1 koduje biatko KCHIP1 (mate |posredniczy przez wapn w regulacji kanalu B
oddzialujace z cytozolowe bialko wigzace  |potasowego
kanalem wapn oraz podjednostka
potasowym (ang. |pomocnicza kompleksu
potassium voltage-|biatkkowego Kv4.3 kanalu
gated channel potasowego w neuronach,
interacting ktora moduluje prad
protein 1) neuronowy typu A Kv4.3
bramkowany napi¢ciem;
potwierdzono jego obecnos¢
w przedsionkach)
Fgf23 czynnik 23 wzrostu [hormon fosfaturowy promuje hipertrofie kardiomiocytow; jego poziom C
fibroblastow (ang. [wydzielany glownie przez wzrasta w czasie przebudowy serca oraz
fibroblast growth |osteocyty w celu utrzymania |niewydolno$ci serca; stymuluje czynniki
factor 23) homeostazy fosforanoweji |profibrotyczne w miocytach do indukcji szlakoéw
mineralnej; rowniez zwigzanych z widknieniem w fibroblastach, a w
syntetyzowany i wydzielany |konsekwencji prowadzac do zwloknienia serca;
W sercu przyczynia si¢ do uszkodzenia serca; zwigksza
wewngtrzkomorkowy poziom wapnia w
kardiomiocytach i przyczynia si¢ do ich kurczliwosci,
moze wywola¢ dysfunkcje srodblonka; wywoluje stan
zapalny w sercu; zaangazowany w aktywacje lokalng
ukfadu renina-angiotensyna-aldosteron
Atp6vOa4 (ang. ATPase H* |H*-ATPaza typu zaangazowany w wydzielanie H* (generowanie D
transporting VO  |wakuolarnego; glowne biatko wodoroweglanéw) lub reabsorpcje H' (wydzielanie
subunit A) wydzielajace H" w dystalnej wodoroweglanéw); V-H'-ATPazy biorg udziat w
czgSei nefronu reabsorpcji HCO3™ w kanaliku proksymalnym i
dystalnym
Fgf21 czynnik 21 wzrostu [biatko wydzielnicze, ktore zaangazowany w regulacje czynno$ci serca; chroni  |E
fibroblastow (ang. |dziata jako regulator przed hipertrofia serca, zapaleniem serca i stresem
fibroblast growth |metaboliczny i odgrywa role |oksydacyjnym; jego ekspresja wzrasta w odpowiedzi
factor 21) w kontroli homeostazy na hipertrofi¢ serca i w niewydolnym sercu; hamuje
glukozy, wrazliwosci na apoptozg kardiomiocytow; zaangazowany w
insuling i ketogenezy; gldéwnie [modulowanie metabolizmu lipidow w sercu; biomarker
produkowany w watrobie, ale|chordb serca; moze chroni¢ przed uszkodzeniem serca
réwniez w kardiomiocytach
Adm2 adrenomedulina 2  [krotki peptyd; nalezy do czynnik protekcyjny przeciwko chorobom F

Tabela 12a. Tabela przedstawia funkcje biologiczne dla kazdego z 20 gen6w, ktore wystapily w >2 grupach
wiekowych myszy w analizie Tgaq*44 vs. FVB wsréd 10 genoéw, ktorych wartosé réznicowej ekspresji byta
najwyzsza lub najnizsza. Referencje: A - (160), B - (161), C - (162), D - (163), E - (164), F - (165).
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nazwany Ahit - ang.
Antihypertrophic
interrelated transcript

gen nazwa opis funkcja ref.

Aldob aldolaza, fruktozo- |aldolaza B; kluczowy enzym |katalizuje odwracalng konwersje fruktozo-1,6- A
bisfosforan B szlakow glukoneogennych i [bisfosforanu do aldehydu 3-fosfoglicerynowego i
(ang. aldolase, glikolitycznych fosfodihydroksyacetonu;
fructose-
bisphosphate B)

Sprrla male biatko 1A koduje biatko SPRR1A; dziala kardioprotekcyjne przeciwko stresowi B
bogate w proling  [indukowany stresem zwigzanemu z niedokrwieniem serca
(ang. small mediator cytokin gp130 w
proline rich kardiomiocytach
protein 1A)

Acsmb (ang. acyl-CoA  |syntetaza Acyl-CoA metabolizm lipidow C
synthetase
medium chain
family member 5)

Chodl chondrolektyna koduje transblonowe biatko  rozpoznawanie komorek, aktywacja dopemiacza, D
(ang. N -glikozylowane typu | rozw0j embrionalny, regulacja immunologiczna; ulega
chondrolectin) zawierajace pojedyncza wysokiej ekspresji w neuronach motorycznych

domeng rozpoznajaca
weglowodany (CRD) dla
lektyn typu C w regionie
zewnatrzkomorkowym

Cyp2b10 (ang. cytochrome |typowy enzym cytochromu |enzym odpowiedzialny za metabolizm i detoksykacje |E
P450, family 2, P450 ksenobiotykow/lekow
subfamily b,
polypeptide 10)

Klk1b26 (ang. kallikrein 1- [enzym konwertujacy uczestniczy w dojrzewaniu naskorkowego czynnika  |F, G
related peptidase |prorening, nalezy do rodziny |wzrostu (EGF) i reniny
b26) genow kallikrein

Mid1-psl (ang. midline 1,  |pseudogen X X
pseudogene 1)

4833412C05Rik [x dlugi nickodujacy RNA, dziatanie przeciwhipertroficzne w sercu H

Tabela 12b. Tabela przedstawia funkcje biologiczne dla kazdego z 20 genow, ktore wystapily w >2 grupach
wiekowych myszy w analizie Tgaq*44 vs. FVB wsréd 10 genoéw, ktorych warto$é réznicowej ekspresji byta
najwyzsza lub najnizsza. Referencije: A - (166), B - (167), C - (168), D - (169), E - (170), F - (171), G - (172),

H - (173).
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gen nazwa opis funkcja ref.

Nppa przedsionkowy hormon sercowy, ktory stymuluje rozszerzenie naczyn krwionosnych; obniza |A
peptyd reguluje rownowage wodno- |ci$nienie krwi; dziata przeciwko hipertrofii serca;
natriuretyczny mineralng i ci$nienie krwi, reguluje funkcj¢ serca; biomarker choréb serca;

(ang. atrial promujac wydalanie sodui |uczestniczy w regulacji przebudowy naczyn i regulacji
natriuretic wody przez nerki metabolizmu energetycznego
peptide)

Scd4 desaturaza 4 specyficzna dla serca odgrywa istotng rolg w biosyntezie nienasyconych B,C
stearoilo-CoA izoforma desaturazy stearoilo{kwasow tluszczowych
(ang. stearoyl- CoA
coenzyme A
desaturase 4)

Gdf15 czynnik cytokina odpowiedzi na stres, |biomarker zwioknienia migénia sercowego i choréb  |D, E
roznicowania wystepujaca w ukladzie ukfadu krazenia; integruje informacje ze szlakow
wzrostu 15 (ang.  |sercowo-naczyniowym; chordb serca i chordb pozasercowych, ktore sg
growth nalezy do rodziny cytokin powiazane z wystepowaniem, progresja i rokowaniem
differentiation transformujacego czynnika  |niewydolno$ci serca; odgrywa role w przeciwdziataniu
factor 15) wzrostu B (TGF-B) uszkodzeniom w gwaltownych urazach ukladu

Sercowo-naczyniowego

Clenl kanat chlorkowy 1 [koduje kanat chlorkowy w  |odpowiada za okoto 80% przewodnictwa F.G
bramkowany migéniach szkieletowych CICH{spoczynkowego blony w nieaktywnych widknach
napieciem (ang. |1 migsniowych; kontroluje pobudliwos¢ pracujacych
chloride voltage- mig$ni
gated channel 1)

Tmprss4 transmembranowa |koduje transmembranowa  |bierze udziat w tranzycji nablonkowo- H
proteaza serynowa |proteaze serynowsa 4 mezenchymalnej; moze aktywowac nablonkowy kanat
4 (ang. sodowy (ENaC)
transmembrane
serine protease 4)

F830016B08Rik |GTPazy zwiazane z|czlonek rodziny GTPaz chroni przed stliszczeniem watroby |

(inna nazwa odpornoscia (ang. [zwiazanych z odpornoscia

I1fggad) immunity-related
GTPases)

Tabela 12c. Tabela przedstawia funkcje biologiczne dla kazdego z 20 genéw, ktore wystapily w >2 grupach
wiekowych myszy w analizie Tgaq*44 vs. FVB wsréd 10 genow, ktorych wartosé réznicowej ekspresji byta
najwyzsza lub najnizsza. Referencije: A - (174), B - (175), C - (176), D - (130), E - (131), F - (177), G - (178),
H - (156), | - (179).

4.5.9 Charakterystyczne geny w transkryptomie serc myszy Tgaq*44 na poszczegolnych
etapach rozwoju niewydolnosci serca

W celu zidentyfikowania charakterystycznych gendéw na poszczegodlnych etapach
rozwoju niewydolnosci serca U myszy Tgoaq*44 wyselekcjonowano w analizie Tgagq*44 vs.
FVB po 10 gendw, ktorych warto$¢ roznicowej ekspresji W tagcznej analizie byla najwyzsza lub
najnizsza w grupach wiekowych myszy:
1.) od wczesnego do koncowego etapu niewydolnosci serca (4-14-miesigczne myszy),
2.) od przejsciowego do koncowego etapu niewydolnosci serca, ale nie na wczesnym etapie (8-

14-miesigczne myszy, ale nie 4-miesigczne myszy),
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3.) jedynie w koncowych miesigcach zycia myszy Tgaq*44 obejmujgcych gtownie koncowy
etap niewydolnosci serca (10-14-miesieczne myszy, ale nie 4-8-miesigczne myszy)(Tabela
13).

Sprawdzono réwniez czy posrod tak wyselekcjonowanych gendéw znajduja si¢
wczesniej zidentyfikowane ,,geny niewydolnosci serca” (Tabela 11, 13).

Wsrdd charakterystycznych genéw na poszczegolnych etapach rozwoju niewydolnosci
serca myszy Tgaq*44 znalazto si¢ az 11 wczesniej zidentyfikowanych ,,genow niewydolnosci
serca” (Sprrla, Nppa, 4833412C05Rik, Aldob, Acsm5, Fgf23, Fgf21, Adm2, Atp6v0a4, Kcnipl,
Chodl, tabela 13). Moga one zosta¢ uznane, jako potencjalnie nowe markery genetycze
wskazujace na pojawienie si¢ wczesnego etapu niewydolnosci serca (Sprrla, Nppa,
4833412C05Rik, Aldob, Acsm5), przejsciowego etapu niewydolnosci serca (Fgf23, Fgf2l,
Adm2, Atp6v0a4, Kcnipl) oraz koncowego etapu niewydolnosci serca (Chodl).

Top 10 DEG6w, ktore bardzo silnie roznicowaty transkryptomy serc myszy Tgoq*44 od transkryptomow serc myszy
FVB na okreslonych etapach niewydolnosci serca u myszy Tgaq*44
v o o BT Koo |
niewydolnosci serca u myszy Tgoq*44 . ! , . .
ale nie wczesny etap koncowy etap niewydolnosci serca
wspolne DEGs dla 4, 8, 10, 12, 14 wspodlne DEGs dla §, 10, 12, 14 wspolne DEGs dla 10, 12, 14
miesigca miesigca, ale nie dla 4 miesigca miesigca, ale nie dla 4-8 miesigca
DEGs, ktorych DEGs, ktorych DEGs, ktorych
ekspresja byta w ekspresja byta w ekspresja byta w
gore gore gore
Sprria Aldob Fgf23 Spata20 Tnmd Uts2r
Nppa Cyp2b10 4930438A08Rik Mettl116 ChodI Zfp750
4833412C05Rik Klk1b26 Sh2dé6 Gm19277 Ptx4 Gm23312
Cilp Mid1-ps1 Slc7a3 Cesld DIx6 Uckllos
Col12a1 Gm31600 Vmn2r3 Retnla Rims2 Mir208b
Ltbp2 Lgil Fgf21 Kcnip1 Col22a1 Tuba3b
Egr2 Slcsa1 Psca Vwc2 Colllal Ky
Timp1 Pfkfb1 Adm?2 Cib3 Myh8 Gm30382
Egr3 Helt Atp6v0a4 2410137M14Rik Lgi2 Bmp7
Tubb3 Acsm5 Crif1 Irgm2 Ryr3 Gm10639

Tabela 13 Tabela przedstawia geny, ktore silnie roznicowaly transkryptomy serc myszy Tgaq*44 od
transkryptomow serc myszy FVB na okreslonych etapach niewydolnosci serca u myszy Tgaq*44. Tabela
prezentuje po 10 DEGéw z analizy Tgaq*44 vs. FVB, ktorych warto$¢ roznicowej ekspresji w tacznej analizie
byla najwyzsza lub najnizsza w grupach wiekowych myszy od wczesnego do koncowego etapu niewydolnosci
serca (4-14-miesieczne myszy), od przejsciowego do konicowego etapu niewydolnosci serca, ale nie na wczesnym
etapie (8-14-miesigczne myszy, ale nie 4-miesieczne myszy), jedynie w koncowych miesigcach zycia myszy
Tgaq*44 obejmujgcych glownie koncowy etap niewydolnosci serca (10-14-miesieczne myszy, ale nie 4-8-
miesieczne myszy). Kolorem zielonym zaznaczono ,,geny niewydolnosci serca”.
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Podsumowujac, Sszeroka analiza danych transkryptomicznych obejmujgca analizy

roznicowej ekspresji genow w réoznych grupach wiekowych myszy (analizowanych osobno i
wspolnie) i w réoznych typach analiz (FVB vs. FVB, Tgaq*44 vs. Tgaq*44, Tgaq*44 vs. FVB)
pozwolita wskaza¢ istotne geny w procesie starzenia si¢ serca, rozwoju niewydolnosci serca
(rowniez dla poszczegdlnych jego etapdéw). Takie podejscie, tzn. biorgce pod uwage Kilka
etapow procesu starzenia si¢ serca i rozwoju niewydolnosci serca pozwala z wigkszym
prawdopodobienstwem unikna¢ btgdu wskazania genow, ktore nie majg istotnego znaczenia w
tych procesach, a ktére mogtyby sie¢ takimi okaza¢ przy zawezonej analizie (mtoda mysz vs.
stara mysz oraz zdrowa mysz vs. chora mysz). Zidentyfikowano geny Tnf i Hif3a istotne w
procesie starzenia si¢ myszy FVB (Tabela 8). Dzi¢ki zgromadzeniu informacji o okreslonych
genach z analiz Tgaq*44 vs. FVB, FVB vs. FVB, Tgoq*44 vs. Tgoq*44 udato si¢
zidentyfikowac 13 ,,gendéw niewydolnosci serca” (Ptchd3, Kcnipl, Fgf23, Atp6v0a4, Fgf21,
Adm2, Aldob, Sprrla, Acsm5, Chodl, 4833412CO05Rik, Nppa, Scd4, tabela 11), z ktorych 11
stanowito rowniez geny charakterystyczne dla poszczegdlnych etapéw niewydolnos$ci serca
myszy Tgaq*44 (Tabela 13), potencjalnie czyniac je genetycznymi markerami tych etapow
rozwoju niewydolnosci serca. Wykorzystanie dwoch sposobow do wyselekcjonowania genow
zwigzanych z procesem starzenia si¢ serca w analizie Tgaq*44 vs. FVB umozliwito wskazaé¢ 8
»genow starego serca’” i 26 ,.,genow starzenia” si¢ serca, ktore byly istotnie zaangazowane w
proces starzenia si¢ serca myszy Tgaq*44 w toku rozwoju niewydolno$ci serca od jego
wczesnego az do koncowego etapu (Ryc. 42 B, C) oraz 4 gendéw (Clcnl, Gdfl5, Tmprss4,
F830016B08RIik), ktore byty bardzo silnie zaangazowane w proces starzenia si¢ serca myszy
Tgaq*44 (Tabela 11). Potaczenie wynikoéw z tych dwoch analiz umozliwito wskazac 3 geny
(Clenl, Gdf15 i Tmprss4), ktore byty bardzo silnie zaangazowane w proces starzenia si¢ serca

myszy Tgaq*44 w toku rozwoju niewydolnosci serca.
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5. Dyskusja

W niniejszej pracy doktorskiej podjeto probe znalezienia wezesnych wyznacznikdéw
starzejacego si¢ serca (na poziomie funkcjonalnym, morfologicznym, hormonalnym i
transkryptomicznym) w rozwoju niewydolnos$ci serca oraz opisania wzajemnych zaleznos$ci
pomiedzy procesem starzenia si¢ serca, a rozwojem niewydolno$ci mig$nia sercowego.
Poszukiwano wigc charakterystycznych zmian w procesie starzenia si¢ zdrowego serca myszy
FVB i szukano pdzniej ich obecnosci w sercach myszy Tgaq*44 na wezesnym i koncowym
etapie rozwoju niewydolnosci serca.

W pracy doktorskiej wykazano, ze proces starzenia si¢ serca stopniowo postepowat u
myszy FVB i doprowadzit do pojawienia si¢ w 16 miesigcu zycia dysfunkcji rozkurczowe;j
serca, ktora nie byta zwigzana ze zmianami w budowie aparatu kurczliwego serca, lecz mogta
by¢ wywotana zwigkszonym widknieniem mig$nia sercowego oraz zwigkszonym odkladaniem
macierzy zewnatrzkomorkowej wokoét kapilar wiencowych. Zwigkszone z wiekiem widknienie
i przebudowa macierzy zewnatrzkomorkowej w sercu myszy FVB nie byly zwigzane z
aktywnoscig szlaku renina-angiotensyna-aldosteron i nie wywolaly zmian w budowie
srédblonka kapilar wiencowych, utozeniu kapilar wiencowyCh wzgledem kardiomiocytow,
odleglosci kapilar wzgledem siebie oraz wielko$ci §wiatta kapilar. Natomiast, doprowadzity
one do zaburzenia uktadu kardiomiocytow we wioknie migsniowym, uposledzenia
podstawowego przeplywu wiencowego, jak rowniez do upo$ledzenia odpowiedzi naczyn
wiencowych na wzrastajace obcigzenie serca. Rezerwa wiencowa 1 reaktywno$¢ naczyn
wiencowych na zwigzki naczyniorozszerzajace (bradykining i adenozyng) byly jednak
zachowane do 12 miesigca zycia myszy FVB. Proces starzenia si¢ serca u 14-miesi¢cznych
myszy FVB doprowadzil do zmniejszenia relatywnej liczby limfocytow w obrazie
morfologicznym krwi, jak i gwaltowne] aktywacji genow (nazwanych ,,genami starego serca”)
oraz procesOw biologicznych (nazwanych ,,procesami starego serca’) w sercu zwigzanych ze
starzeniem si¢ serca. Wykazano réwniez, ze istotne znaczenie w procesie starzenia si¢ serca
myszy FVB moga mie¢ geny Tnf i Hif3a.

Rozwdj niewydolnos$ci serca u myszy Tgaq*44 spowodowatl juz u 4-miesigcznych
myszy upo$ledzenie czynnos$ci serca, ktora miala charakter zaré6wno skurczowej, jak i
rozkurczowej niewydolno$ci i ulegta ona dalszemu pogltebieniu na koncowym etapie
niewydolnosci serca. Na poziomie morfologicznym w sercach 4-miesi¢cznych myszy Tgaq*44
zidentyfikowano intensywny proces wioknienia $rodmigzszowego i okolokapilarnego,

zwigkszone odkladanie macierzy zewnatrzkomérkowej (w duzym stopniu zlozonej z biatek
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niefibrylarnych), pogrubienie blaszki podstawnej, uposledzenie budowy aparatu kurczliwego
serca (zwigkszenie rozmiaré6w miofibryli, zmiang uktadu przestrzennego miofibryli, redukcje
ilosci kanalikow T oraz nieprawidtowg budowa wstawek miedzy kardiomiocytami). U 4-
miesiecznych myszy Tgoq*44 zwickszone wioknienie wywotato juz zmiany w ukladzie
kardiomiocytow we wioknie migsniowym, w uktadzie kapilar wzglgdem kardiomiocytow (z
réwnoleglego wzgledem kardiomiocytow na ,,oplatajacy” kardiomiocyty), w odlegtosci kapilar
wzgledem siebie (ich dystansowaniem si¢) oraz doprowadzilo do zwigkszenia calkowitej
powierzchni $wiatta kapilar. Intensywny proces wioknienia serca myszy Tgaq*44 na
wczesnym etapie rozwoju niewydolnosci serca mogt by¢ zwigzany ze zwickszong aktywnoscia
ACE w sercu widoczng juz w sercach 4-miesiecznych myszy Tgoaq*44, a na koncowym etapie
niewydolnosci serca (U 14-miesigcznych myszy Tgoq*44) mogt by¢ nasilony przez zwigkszong
aktywno$¢ systemowa uktadu RAAS (widoczng poprzez wzrost stezenia aldosteronu we krwi).

W toku rozwoju niewydolnos$ci serca myszy Tgaq*44 obecny byt progresywny spadek
podstawowego przeplywu wiencowego, a na koncowym etapie niewydolno$ci towarzyszyly jej
zmiany ultrastruktury $rodblonka, uposledzenie odpowiedzi naczyn wiencowych na
wzrastajace obcigzenie serca oraz uposledzenie rezerwy wiencowej. Jednak na wezesniejszych
etapach niewydolnosci serca (do 11 miesigca zycia myszy Tgoaq*44) odpowiedzi na zwigzki
naczyniorozszerzajace: bradykining 1 adenozyn¢ nie byly uposledzone. Poglebieniu
uposledzenia czynnosci serca na koncowym etapie niewydolnosci serca u myszy Tgaq*44
towarzyszyta zaburzona budowa sarkomeréw (zwigkszona odlegltos¢ miedzy filamentami
aktynowymi 1 miozynowymi), jak rowniez zaburzone ulozenie sarkomerow wzgledem siebie.
Rowniez na koncowym etapie niewydolnosci serca w obrazie morfologicznym krwi ulegta
zmniejszeniu relatywna liczba limfocytow.

Zmiany w transkryptomie serc myszy Tgaq*44 byly w glownej mierze wywotane
rozwojem niewydolnos$ci serca i tylko cze$¢ z nich byla zwigzana z procesem starzenia si¢
serca. Dzigki wykorzystaniu kilku analiz transkryptomicznych jednoczesnie zidentyfikowano
13 ,.genow niewydolnosci serca” (Fgf23, AtpévOa4, Fgf2l, Adm2, Sprrla, Chodl,
4833412C05Rik, Nppa, Ptchd3, Kcnipl, Aldob, Acsm5, Scd4) i uznano, za najbardziej
zmienione geny w wyniku rozwoju niewydolnosci serca myszy Tgaq*44. Czg$¢ z nich
odpowiadato za procesy adaptacyjne, a czgs¢ za procesy maladaptacyjne niewydolnosci serca.
Kazdy etap niewydolnosci serca myszy Tgoaq*44 charakteryzowal si¢ pojawieniem
specyficznej puli gendw, a ,.,geny niewydolnosci serca” jak: Sprrla, Nppa, 4833412CO05Rik,

Aldob, Acsm5 uznano za charakterystyczne dla wczesnego etapu niewydolnoS$ci serca; geny
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Fgf23, Fgf21, Adm2, Atp6v0a4, Kcnipl dla przejsciowego etapu niewydolnosci serca; gen
Chodl dla koncowego etapu niewydolnosci serca.

Charakterystycznymi cechami starego serca w niewydolnosci serca u myszy Tgoq*44
byto uposledzenie czynno$ci rozkurczowej serca, u ktorego podtoza mogly leze¢ zwigkszone
wldoknienie srodmigzszowe 1 okotokapilarne, zwigkszona akumulacja komponentéw macierzy
zewnatrzkomoérkowej, pogrubienie blaszki  podstawnej, uposledzenie podstawowego
przeptywu wiencowego, upos$ledzenie reaktywno$ci naczyn wiencowych na wzrastajace
obcigzenie serca. W obrazie morfologicznym krwi myszy Tgoq*44 przedwcezesnie
aktywowany proces starzenia odznaczat si¢ spadkiem relatywnej liczby limfocytow.
Najwazniejszym znaleziskiem tej pracy bylo wykazanie, ze niewydolnos¢ serca powoduje
przyspieszenie procesu starzenia si¢ serca oraz uruchamia trwatg aktywacje (ekspresji w gore
lub dot) ,.genow starego serca” (Sfrp2, Egr2, Panxl, Krtl8, Timpl, Clcnl, Adamts3, Nrgl)
oraz ,genow starzenia” si¢ serca (Pah, Amtn, Gdfl5, Itgall, Map6, Cdknla, Gm31600,
Tmem52, Meox1, FbiIn7, Gng8, Gpnmb, BB123696, Rasdl,Tent5b, Nppb, Ano5, Dkk3,
Tmprss4, Clec4n, Kenkl, Gm29040, Slc5al, Clec18a, Cilp, Egr3) w transkryptomie serc 4-14-
miesigcznych myszy Tgoaq*44. Rozwdj niewydolnosci serca u myszy Tgaq*44 trwale
uruchomit 8 ,procesow starzenia” si¢ serca (,,aktywno$¢ cytokin”, ,,adhezja komorkowa”,
Htransdukcja sygnatu”, ,regulacja aktywnos$ci receptorow sygnalizacyjnych”, ,,aktywnos¢
receptora sprzezonego z biatkiem G”, ,,szlak sygnatowy receptora sprzezonego z biatkiem G”,
,przestrzen zewnatrzkomorkowa”, ,,region zewnatrzkomorkowy’”) w transkryptomie serc 4-14-
miesigcznych myszy Tgoq*44. Uruchomienie przedwczesnych procesow starzenia si¢ serca U
mtodych myszy Tgoaq*44 nie bylo zwigzane z systemowg aktywacja ukladow
neurohormonalnych patofizjologii niewydolnosci serca, ktore pojawity si¢ u myszy Tgoaq*44
na koncowym etapie niewydolnosci serca, czesciowo mogto jednak mie¢ zwiazek z szlakami
sygnalizacyjnymi uruchamianymi przez aktywne biatka aq*44.

W sumie wykazano, ze zmiany w sercach myszy Tgoaq*44 na wczesnym etapie
niewydolnosci serca byly zwigzane zarowno z modyfikacja genetyczng w kardiomiocycie, jak
i przedwczesnym uruchomieniem procesow starzenia si¢ serca. W dalszych cze$ciach dyskus;ji
omowiono szczegétowo zachodzace zmiany na poziomie funkcjonalnym (rozdz. 5.2; 5.5),
morfologicznym (rozdz. 5.3; 5.4; 5.7), hormonalnym (rozdz. 5.6) i transkryptomicznym
(rozdz. 5.8) w trakcie procesu starzenia si¢ serca myszy FVB oraz w toku rozwoju

niewydolnosci serca myszy Tgoq*44.
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5.1 Mysi model niewvdolnos$ci serca - mysz Tgag*44

W niniejszej pracy doktorskiej wykorzystano model myszy Tgaq*44, rozwijajacy
niewydolno$¢ serca wywotang przez sercowo-specyficzng nadekspresje biatka Gaq (HAag¥),
prowadzaca do stalej aktywacji szlakow neurohormonalnych zwigzanych z receptorami dla
angiotensyny Il (ATy), endoteliny-1 (ETa) i noradrenaliny (a1) (92). Rozwoj niewydolno$ci
serca w sercach myszy Tgoaq*44 nasladuje rozw6j niewydolnosci serca u ludzi na poziomie
molekularnym, morfologicznym, fenotypowym i funkcjonalnym (89,92,184,185,93-96,180—
183). Co najwazniejsze, jednak dlugi okres rozwoju niewydolnosci serca z wyodrgbnionym
wczesnym (4-6 miesigc zycia), przejsciowym (8-10 miesige zycia) oraz koncowym etapem
niewydolnosci serca (12-17 miesigc zycia) umozliwia $ledzenie zmian towarzyszacych
kolejnym etapom rozwoju niewydolno$ci serca na poziomie funkcjonalnym, morfologicznym,
hormonalnym, transkryptomicznym.

Juz w sercach 4-miesiecznych myszy Tgaq*44 nastepuje znaczace zwtoknienie migénia
sercowego oraz hipertrofia miocytow z towarzyszaca aktywacja gendéw fenotypu ptodowego
(ANP, BNP i MHC-f)(92,94,184). Globalna funkcja serca jest relatywnie w niewielkim stopniu
zmieniona do 6 miesigca zycia myszy Tgoq*44, a rezerwa sercowa jest w petni zachowana. U
myszy Tgaq*44 w wieku 6-10 miesi¢cy nastgpuje stopniowe pogorszenie funkcji skurczowej
serca z widocznym obnizeniem kurczliwo$ci. Natomiast rezerwa sercowa, w odpowiedzi na
dobutaming jest ciagle niezmieniona. W 10-12 miesigcu zycia myszy Tgoq*44 widoczne jest
juz glebokie uposledzenie globalnej funkcji serca, zarowno skurczowej jak i rozkurczowej oraz
obnizenie rezerwy sercowej w odpowiedzi na dobutaming (93).

U myszy Tgaq*44 az do 10 miesigca zycia utrzymuje si¢ zwickszona aktywno$¢ szlaku
ACE-2/angiotensyna-(1-7) w osoczu, sercu, aorcie i ulega ona zmianie w 12 miesigcu zycia na
rzecz zwigkszenia aktywnosci szlaku ACE/angiotensyna II (93). Od 10 miesigca zycia myszy
Tgaq*44 widoczne sg w kardiomiocytach i $rodbtonku naczyn wiencowych modyfikacje
zwigzane ze stresem oksydacyjnym (89). Na koncowym etapie rozwoju niewydolnosci serca
myszy Tgoq*44 obecne sa w sercu zaburzenia w ukladzie desminy (184), budowie
mitochondriow (185), wystepuje obrzek pluc (185) oraz uposledzona jest zalezna od NO
regulacja przeptywu wiencowego (181).

Dodatkowo, rozwojowi niewydolno$ci serca myszy Tgoaq*44 towarzyszy rozwdj
zaburzen poznawczych widocznych juz w 6 miesigcu zycia, ktére wynikaja z aktywacji

zapalnej Srodblonka naczyn krwiono$nych w moézgu, zwiekszonej przepuszczalnosci bariery
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krew-mozg, aktywacji stresu oksydacyjnego, jak i gromadzenia si¢ B-amyloidu w korze
mozgowej (182).

Podsumowujge, myszy Tgaq*44 stanowig dobry zwierzecy model przewleklej

niewydolnosci serca, ktory nasladuje mechanizm progresji niewydolnosci serca u ludzi i
umozliwia lepsze zrozumienie mechanizmow zwigzanych ze starzejagcym si¢ sercem w

niewydolnosci serca.

5.2 Funkcja serca w procesie starzenia siec myszy FVB oraz na wczesnym i koncowym
etapie niewvdolnosci serca u myszy Tegadq*44

Dysfunkcja rozkurczowa bedgca charakterystyczna dla fenotypu starego serca (50)
uwidocznita si¢ W sercach 16-miesigcznych myszy FVB na podstawie spadku szybkosci
napetniania i wskaznika E/A, pomimo nie zmienionych parametrow dla naprezen radialnych i
obwodowych. Z kolei, dotychczasowe badania czynnosci serca wykonane na myszach
kontrolnych FVB nie wykazaty Zzadnych zmian funkcji serca zaleznych od wieku az do 14
miesigca zycia (184).

Juz w sercach 4-miesigcznych myszy Tgoaq*44 wykazano uposledzong globalng funkcje
serca zaro6wno dla fazy skurczowej i rozkurczowej widoczng na podstawie zwigkszonych
warto$ci  dla objetosci  koncowo-skurczowej, szybkosci napetniania, czasu skurczu
izowolumetrycznego oraz zmniejszonych wartosci dla frakcji wyrzutowej, objetosci
wyrzutowej, rzutu serca, indeksu sercowego. Z kolei, w sercach 12-miesigcznych myszy
Tgaq*44 nastgpito dalsze uposledzenie globalnej funkcji serca, zarowno skurczowej
(widocznej na podstawie spadku objetosci wyrzutowej, frakcji wyrzutowej, rzutu serca, indeksu
sercowego, wartosci czasu wyrzutu), jak i rozkurczowej (widocznej na podstawie spadku
objetosci  koncowo-rozkurczowej). Zaobserwowane zmiany w czynnosci serca u 4-
miesi¢gcznych myszy Tgaq*44 réznily si¢ od dotychczasowo uzyskanych wynikow funkcji
hemodynamicznej serca myszy Tgaq*44 - wykazywaty one stosunkowo wigksze uposledzenie
niz we wczesniejszych analizach, natomiast u 12-miesiecznych myszy Tgaq*44 wyniki byty
podobne (93,184).

W niniejszej pracy funkcja rozkurczowa komor serca myszy Tgoq*44 nie mogta zostac
okreslona na podstawie wskaznika E/A, gdyz nie mogt on zosta¢ obliczony z powodu
uposledzonej funkcji przedsionkéw myszy Tgoq*44, ktora zaburzala obraz wypelnienia
przedsionkow podczas rozkurczu. Uposledzenie czynnos$ci rozkurczowej komor serca zostato

jednak stwierdzone na podstawie wysokiej wartosci szybko$ci napelniania komor u 4-

111



miesi¢cznych myszy Tgoq*44, ktore wskazywato na charakter restrykcyjnego uposledzenia
rozkurczowego komor (186). Spadek wartosci dla niektorych parametrow naprezen radialnych
I obwodowych w sercach 4-miesigcznych myszy Tgaq*44 w porownaniu do 4- i 16-
miesi¢cznych myszy FVB sugerowat wystepowanie hipertrofii i zwldknienia lewej komory
serca myszy Tgaq*44, gdyz spadek wartosci odksztatcen radialnych i obwodowych u
pacjentéw na wczesnym etapie kardiomiopatii przerostowej byl powigzany ze zwigkszong
hipertrofig i zwldknieniem serca (187). Interesujacy jest fakt, ze niewydolno$¢ rozkurczowa
lewej komory, charakterystyczna dla fenotypu starego serca pojawita si¢ wezesniej u myszy
Tgaq*44 (W 4 miesigcu zycia), niz w modelach zwierzecych przyspieszonego starzenia: myszy
SAMPS8 (w 6 miesigcu zycia)(188), myszy CBK (w 7 miesigcu zycia)(189), sugerujac iz model
myszy Tgaq*44 jest dobrym modelem zwierzgcym do $ledzenia wezesnych zmian starczych w

toku rozwoju niewydolnosci serca.

5.3 Zmiany makroskopowe towarzyszace procesowi starzenia sie myszy FVB oraz
rozwojowi niewvdolnos$ci serca myszy Teag*44

W procesie starzenia si¢ serca myszy FVB nie nastgpito zwigkszenie masy
przedsionkow. U myszy Tgaq*44 rozwdj niewydolnosci serca byt zwigzany ze wzrostem masy
przedsionkow, gtéwnie lewego (widocznym makroskopowo, dane niezaprezentowane),
ktérego przerost potwierdzono w rozwoju niewydolnosci serca w kilku mysich modelach
eksperymentalnych niewydolnos$ci serca (190).

Stosunek masy serca do $redniej masy ciata nie wzrost w trakcie starzenia si¢ serca
myszy FVB, natomiast u myszy Tgaq*44 wzrdst w wyniku rozwoju niewydolnos$ci serca
dopiero na jego koncowym etapie, co bylo zbiezne z wynikami uzyskanymi przez Czarnowska
E. i wsp. (183). Pomimo tego, iz w niniejszej pracy stosunek masy serca do $redniej masy ciata
byt wyzszy u myszy Tgaq*44 od 8 miesigca zycia w poroOwnaniu do myszy FVB, to jego
wartos¢ byla dopiero od 12 miesigca zycia zdeterminowana zwigkszong masg serca u myszy
Tgoq*44 (glownie ze wzgledu na wzrost masy przedsionkow).

Stosunek masy serca do masy ciata jest stosowany do scharakteryzowania stopnia
hipertrofii mig$nia sercowego (191), co sugeruje na podstawie uzyskanych wynikow brak
hipertrofii mig$nia sercowego w trakcie procesu starzenia si¢ serca myszy FVB az do 14
miesigca zycia, natomiast jej udzial w rozwoju niewydolnos$ci serca myszy Tgaq*44 na jej
koncowym etapie. Niemniej jednak w niniejszej rozprawie wnioski, ktore mozna wyciggnac ze
stosunku masy serca do masy ciata nalezy interpretowac z ostroznoscia, gdyz parametr ten

zostal wyrazony w stosunku do $redniej masy ciata. Zwigzane to bylo z tym, ze zestawiono ze
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sobg masy serc, ktore byly rutynowo mierzone po kazdym eksperymencie na izolowanych
perfundowanych sercach z masa cialta myszy zmierzong jednorazowo przy okazji innych
eksperymentow. W zwigzku z tym stosunek masy serca do $redniej masy ciata oddaje jedynie
w przyblizeniu prawdziwg warto$¢ dla stosunku masy serca do masy ciata dla myszy FVB i
Tgaq*44.

W niniejszej pracy doktorskiej obraz procesu hipertrofii w sercu zostat uzyskany
rowniez dzieki zestawieniu ze sobg mas komor i najmniejszych odlegtosci migdzy kapilarami
biegnagcymi wzdtuz widkien migsniowych. Masa komor, jak i1 ich wzrost masy w trakcie
starzenia chronologicznego myszy Tgaq*44 i FVB byly na podobnym poziomie, przy
towarzyszacym wzroscie najmniejszych odleglosci migdzy kapilarami biegngcymi wzdtuz
wlokien migsniowych tylko w sercach myszy Tgaq*44, a jego braku w sercach myszy FVB.
Swiadczyto to o tym, ze jedynie w sercach myszy Tgaq*44 przy zachowanej masie komor, jak
u odpowiadajacych wiekiem myszy FVB, rozwijajaca si¢ niewydolno$¢ serca spowodowata
ubywanie kardiomiocytow (w skutek ich obumierania) z jednoczesng odpowiedzig
kompensacyjnag aktywacji procesu hipertrofii w zywotnych kardiomocytach, co nie miato
miejsca w trakcie procesu starzenia si¢ serca myszy FVB. Wydaje si¢ wigc, ze proces hipertrofii
kardiomiocytow W sercu byt juz widoczny w sercach 4-miesiecznych myszy Tgaq*44 1 byt
zwigzany z uruchomieniem fenotypu ptodowego w tym modelu (92,94) oraz z rozwijajaca si¢

niewydolnoscig serca.

5.4 Zmiany mikroskopowe miesnia sercowego u starzejacych sie myszy FVB oraz na
wezesnym i koncowym etapie niewydolnosci serca u myszy Toaq*44

5.4.1 Wléknienie i depozycja komponentéw macierzy zewngatrzkomorkowej

W starzejagcym si¢ sercu l4-miesigcznych myszy FVB wykazano zwigkszone
gromadzenie kolagenu oraz odktadanie si¢ paS-pozytywnych struktur (glikogenu, glikoprotein,
proteoglikanow) — komponentdw macierzy zewnatrzkomorkowej, jak rowniez zwigkszenie
grubosci blaszki podstawnej. Rozwoj niewydolnos$ci serca w sercach myszy Tgaq*44 od 4 do
14 miesigca zycia spowodowal znacznie wigksze zmiany wioknienia, rozbudowy macierzy
zewnatrzkomorkowej, grubosci blaszki podstawnej W porownaniu do starzejacych sie serc
myszy FVB od 4 do 14 miesigca zycia. Poziom widknienia serca u 4-miesigcznych myszy
Tgaq*44 byt podobny, jak w sercach 14-miesigcznych myszy FVB, natomiast rozbudowa
macierzy zewnatrzkomorkowej 1 grubo$¢ blaszki podstawnej byla juz znacznie wigksza.

Wiodknienie, rozbudowe macierzy zewnatrzkomorkowej, pogrubienie blaszki podstawnej w
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sercach mlodych, 4-miesi¢cznych myszy Tgaq*44 uznano za wyznaczniki przedwczesnego
starzenia si¢ serca na wezesnym etapie niewydolnosci serca.

Uzyskane w niniejszej rozprawie wyniki dla procesu wioknienia serca u 4-12-
miesi¢ecznych myszy Tgaq*44 i FVB sg podobne do wynikow uzyskanych przez Mackiewicz
U. i wsp. (184). Natomiast r6znig si¢ tym, ze jedynie w niniejszej rozprawie wykazano wzrost
wloknienia w czasie starzenia si¢ serca u 14-miesiecznych myszy FVB, a tego typu zmian nie
przywigzywano wagi w poprzednich pracach. W przedstawionej pracy zdefiniowano rowniez
lokalizacj¢ rozwijajacego si¢ wtoknienia.

Zarowno gromadzenie kolagenu, jak 1 komponentow macierzy zewnatrzkomorkowej w
sercach 14-miesigcznych myszy FVB i 4-14-miesigcznych myszy Tgaq*44 miato charakter
sroédmiazszowy 1 okotokapilarny. We wczesniejszych pracach wykazano, ze tego typu
wiloknienie serca pojawia si¢ zarowno w fenotypie starego serca (192) oraz w niewydolnos$ci
serca (193,194). Widknienie §rodmiazszowe W sercach 4-miesigcznych myszy Tgoq*44 mogto
by¢ w gltownej mierze wywotane przez modyfikacje genetyczng w kardiomiocytach
nasladujaca chroniczng aktywacj¢ szlaku renina-angiotensyna w sercu (92), ktora sprzyja
procesowi wioknienia (195). Natomiast w trakcie rozwoju niewydolno$ci serca u myszy
Tgag*44 do nasilenia wioknienia serca mogly przyczyni¢ si¢ dodatkowo obumierajace
kardiomocyty, gdyz wysytane przez nie sygnaly stymulujg proces wtoknienia serca w celu
uzupehienia uszkodzonej tkanki (192), moglo wigc mie¢ charakter wtdknienia zastepczego.

Poczatkowy stan wtoknienia $rédmigzszowego i okotokapilarnego serca moze byc¢
odpowiedzig adaptacyjng serca, by zachowa¢ odpowiedni rzut serca (192). Natomiast z czasem
wlbdknienie okotokapilarne doprowadza do zwigkszenia sztywno$ci komor serca, zmniejszenia
odksztatcalnosci serca (196), ktore obserwowane byto w sercach osob starszych (197) oraz w
niewydolnosci serca (193). W zwigzku z tym, wydaje si¢ ze uposledzenie funkcji rozkurczowe;j
serca W szczegdlnosci U 16-miesigcznych myszy FVB, ale réwniez u 4-miesigcznych myszy
Tgogq*44 byly spowodowane procesem wioknienia. Wydaje si¢, rowniez ze do wczesnej
niewydolnosci skurczowej serca u 4-miesi¢cznych myszy Tgaq*44 mogt rowniez przyczynic
si¢ zwiekszony udzial komponentow macierzy zewnatrzkomorkowej w masie serca,
utrudniajacy prace serca (198).

Zarowno u l4-miesigcznych myszy FVB, jak i 4-miesigcznych myszy Tgaq*44
wloknienie $rédmiagzszowe 1 okolokapilarne spowodowalo spadek przylegania kapilar
sercowych do kardiomiocytéw, dystansowanie od siebie kardiomiocytow oraz zaburzenie
uktadu kardiomiocytéw we widknach migsniowych. Prowadzito to do zwigkszenia dystansu

miedzy $wiattem naczynia a kardiomiocytami, co skutkowato ostatecznie ostabieniem pracy
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serca (199,200). Dodatkowo odktadanie kolagenu wokot kardiomiocytow mogto prowadzi¢ do
odseparowania ich od siebie, co moglo przyczyni¢ si¢ do zaburzen ich przewodnictwa

elektrycznego (201) prowadzac ostatecznie do zaburzen kurczliwo$ci mig$nia sercowego.

5.4.2 Ultrastruktura mies$nia sercowego

U myszy FVB w procesie starzenia si¢ serca nie zaobserwowano znaczgcych zmian w
budowie miofibryli, mitochondriow, uktadzie sarkomerow i wstawek, ilosci kanalikow T,
budowie kapilarnych naczyn wiencowych. Natomiast, wykazano ze rozwo6j niewydolnosci
serca W sercach 14-miesiecznych myszy Tgaq*44 spowodowal zwiekszenie rozmiarow
miofibryli, zmniejszenie ilosci oraz zmian¢ ksztaltu mitochondriow, zmian¢ uktadu
przestrzennego mitochondridow 1 miofibryli, redukcje¢ ilosci kanalikow T, dezorganizacje uktadu
sarkomerow, zaburzenie w budowie wstawek oraz kapilarnych naczyn wiencowych.

Uzyskane w niniejszej pracy obrazy dla ultrastruktury kardiomiocytow u 14-
miesi¢cznych myszy FVB byty podobne do obrazow uzyskanych w poprzednich badaniach
(183). Rowniez, w migsniu sercowym 14-miesiecznych myszy Tgaq*44 wykazano podobny
obraz ultrastruktury kardiomiocytow, jak w badaniach Czarnowskiej E. i wsp., w ktorych
zaobserwowano u 14-miesiecznych myszy Tgoq*44 ubytek kanalikow T, rozmycie pasm Z
aparatu kurczliwego, spadek gestosci objetosciowej mitochondriow w kardiomiocytach (183).
Podobnie, jak w niniejszej pracy zaburzenia w budowie aparatu kurczliwego serca u 14-
miesi¢cznych myszy Tgaq*44 byly widoczne we wezesniejszych badaniach Mackiewicz U. i
wsp., ale stwierdzono je na podstawie zaburzen w rozktadzie desminy w kardiomiocytach
(184).

Przeprowadzone badania obecnej pracy sugeruja, ze upos$ledzenie czynnosci
rozkurczowej serca u 4-miesiecznych myszy Tgaq*44 bylo wczesnym wyznacznikiem
fenotypu starego serca w niewydolnosci serca, gdyz uposledzenie funkcji rozkurczowej serca
pojawito si¢ w trakcie starzenia si¢ serca dopiero u 16-miesigcznych myszy FVB. Wydaje sie,
ze u podloza rozkurczowej niewydolnosci serca zarOwno u 4-miesi¢cznych myszy Tgaq*44 1
16-miesiecznych myszy FVB lezal proces widknienia (okotokapilarnego i $rddmigzszowego),
rozbudowa macierzy zewnatrzkomorkowej oraz pogrubienie blaszki podstawnej, gdyz byly one
wspolnym elementem dla wczesnej niewydolno$ci serca myszy Tgaq*44 1 starzejacego si¢
serca myszy FVB. Stanowily one wiec, wyznaczniki fenotypu starego serca w niewydolnosci
serca myszy Tgoaq*44. Nie byto wiadomym natomiast, w jakim stopniu upo$ledzenie funkcji

rozkurczowej lewej komory u 4-miesigcznych myszy Tgaq*44 byto zalezne od modyfikacji
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genetycznej w kardiomiocycie (prowadzacej do rozwoju niewydolnosci serca), a w jakim
stopniu od procesu starzenia.

W niniejszej pracy wykazano, ze zaburzenie funkcji skurczowej serca bylo juz obecne
w sercach 4-miesiecznych myszy Tgaq*44 lecz nie bylo widoczne u 16-miesiecznych myszy
FVB. Zaré6wno u podloza skurczowej i rozkurczowej niewydolnosci serca na wczesnym i
koncowym etapie niewydolnosci serca myszy Tgaq*44 lezaly zaburzenia w budowie aparatu
kurczliwego serca oraz proces hipertrofii kardiomiocytow (ktoremu jak wiadomo towarzyszy
wiele zmian molekularnych, biochemicznych i czynnosciowych)(202). Wydawaly si¢ one by¢
charakterystyczne dla rozwoju niewydolnosci serca W sercach myszy Tgoq*44, gdyz nie
zaobserwowano ich znaczacych zmian w trakcie starzenia si¢ serca 14-miesigcznych myszy
FVB.

Na poziomie makroskopowym nie znaleziono wyznacznikow wczesnego starzenia w
rozwoju niewydolnosci serca u mtodych myszy Tgaq*44. Natomiast, rozw6] niewydolnosci
serca w sercach myszy Tgaq*44 charakteryzowat si¢ przerostem lewego przedsionka dopiero
na koncowym etapie niewydolnosci serca, bowiem nie zaobserwowano wzrostu masy

przedsionkow nawet u starzejacych sie 15-17-miesi¢cznych myszy FVB.

5.5 Zmiany strukturalne i funkcjonalne naczyn wiencowych u starzejacych sie myszy FVB
oraz w toku rozwoju niewydolnosci serca u myszy Tgoq*44

5.5.1 Zmiany w kapilarach wiencowych w procesie starzenia serca u myszy FVB i w toku
rozwoju niewydolnosci serca u myszy Tgaq*44

W trakcie starzenia si¢ serca myszy FVB nieznaczny wzrost odktadania kolagenu i
akumulacji komponentéw macierzy zewngtrzkomorkowej w przestrzeni miedzykomorkowej
nie przyczynit si¢ do zmiany gestosci kapilar [ocenione] na podstawie stosunku tacznej
powierzchni §cian naczyn (biegnacych wzdtuz i w poprzek kardiomiocytow) do calkowite;
powierzchni tkanki], ich przestrzennego ulozenia w sercu, zmiany odleglosci miedzy
kapilarami biegnagcymi wzdtuz kardiomiocytow, jak i wielkos$ci Swiatta kapilar wiencowych.
Dominujacym kierunkiem przebiegu kapilar w starzejacym si¢ sercu myszy FVB byt kierunek
zgodny z dtugg osig widkien migsniowych.

Z kolei, niewydolnos¢ serca w sercach 4-14-miesigcznych myszy Tgoq*44 w
poréwnaniu do starzejacych si¢ serc myszy FVB spowodowata zwickszenie gestosci kapilar
wiencowych (lacznie ulozonych poprzecznie i podituznie wzglgdem kardiomiocytow),
zwigkszenie odleglosci migdzy kapilarami biegnacymi wzdluz kardiomiocytow oraz

zwigkszenie $wiatta kapilar wiencowych w sercu. Zmiany te od wczesnego etapu
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niewydolnosci serca U myszy Tgoaq*44 byly wywotane intensywnym gromadzeniem kolagenu
i komponentow macierzy zewnatrzkomorkowej w tkance sercowej. Dominujagcym uktadem
kapilar w niewydolnym sercu myszy Tgaq*44 byt uktad ,oplatajacy” witokna migéniowe,
bowiem taczna powierzchnia kapilar wiencowych biegnacych wzdluz widkna migsniowego
(widocznych, jako struktury okragle lub owalne na obrazach histologicznych przekrojow
poprzecznych przez migsien sercowy) byta nizsza niz kapilar biegnacych w poprzek widkna
(widocznych, jako rozgatezione struktury liniowe na obrazach przekrojow poprzecznych przez
tkanke serca).

Podobnie, jak w badaniach Proniewskiego i wsp. (89) proces starzenia si¢ serca myszy
FVB od 4 do 14 miesigca zycia nie spowodowal zmniejszenia gestosci kapilar w sercu, w
przeciwienstwie, jak byto to widoczne w sercach myszy w wyniku procesu starzenia w pracy
Rakusan K. i wsp. (203).

W niniejszej pracy wykazano, ze niewydolno$¢ serca u 4-miesiecznych myszy Tgoq*44
spowodowata zwigkszenie odlegtosci miedzy kapilarami biegnagcymi wzdtuz kardiomiocytow,
co znacznie wyprzedzilo zmiany zaobserwowane w badaniach Proniewskiego i wsp. dotyczace
spadku gestosci kapilar wienhcowych u 10-miesiecznych myszy Tgoaq*44. Niemniej jednak
nalezy wspomnie¢, ze w tych poprzednich badaniach nie byta sprawdzana gestos¢ kapilar w
sercu u mtodszych myszy Tgaq*44, tzn. w wieku 2-6 miesigcy | badania przeprowadzono mniej
doktadng metodologia niz w obecnej pracy (89). Dystansowanie si¢ od siebie kapilar w sercach
myszy Tgoaq*44 z powodu rozwijajacej si¢ niewydolnosci serca bylo spowodowane
intensywnym procesem wioknienia $rodmiazszowego 1 okolokapilarnego, jak 1
prawdopodobnie przerostem kardiomiocytéw, widocznym juz w sercach 4-miesigcznych
myszy Tgaq*44, ktoremu towarzyszy aktywacja genow fenotypu ptodowego: ANP, BNP i
MHC-B (92,94). W niewydolno$ci serca przerost kardiomiocytow jest poczatkowo
mechanizmem kompensacyjnym (204). Jednak, badania Proniewskiego i wsp. nie wigza spadku
gestosci kapilar w sercach myszy Tgaq*44 z hipertrofig kardiomiocytow (89). Niemniej jednak,
wzrost odlegtosci migdzy podtuznymi kapilarami w sercu myszy Tgoaq*44 moze przyczyniaé
si¢ do spadku dostarczania tlenu i sktadnikow odzywczych do kardiomiocytow, ze wzglgdu na
zwiekszong odleglo$¢ dla ich dyfuzji miedzy naczyniami wlosowatymi a kardiomiocytami
(205).

Wydaje sig, ze juz w sercach 4-miesigcznych myszy Tgaq*44 odpowiedzia
kompensacyjna na wzrost odleglosci migdzy kapilarami wiencowymi biegnagcymi wzdtuz

kardiomiocytow byto zwigkszenie $wiatta kapilar, jak rowniez zmiana architektury kapilar
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wiencowych, ktore mogty by umozliwic lepszg perfuzj¢ mig$nia sercowego, W celu utrzymania
prawidlowej funkcji serca.

Wydaje si¢ rowniez, ze zwigkszona S$rednica kapilar juz na wczesnym etapie
niewydolnosci serca u myszy Tgoaq*44 mogta by¢ wywotana zwigkszonym obcigzeniem serca.
Wykazano bowiem, ze wzrost obcigzenia serca w odpowiedzi na przecigzenie ciSnieniowe
serca byl zwigzany z adaptacyjnym zwickszeniem powierzchni $wiatta kapilar wiencowych
(141). Podobnie, jak w niniejszej pracy w modelu niedokrwiennej zastoinowej niewydolnosci
serca u szczurow wykazano, ze niewydolnos$¢ serca byta zwigzana z zaburzeniem architektury
kapilar wiencowych (nieliniowym uktadem kapilar oraz kr¢conym ksztattem kapilar) (206).
Ponadto, w wyzej wymienionych badaniach zaobserwowano uposledzenie funkcji serca oraz
wykazano, ze niewydolno$¢ serca spowodowata zwigkszenie objetosci unaczynienia
wiencowego oraz kompensacyjny wzrost gestosci kapilar w obszarach migénia sercowego poza

miejscem niedotlenienia.

5.5.2 Porownanie metod in vivo i ex vivo do pomiaru reaktywnosci naczyn wiencowych

Reaktywno$¢ naczyn wiencowych zostala zmierzona in Vvivo za pomocg
ultrasonograficznej metody dopplerowskiej oraz ex vivo w izolowanych, perfundowanych
sercach myszy wg. metody Langendorff’a. Pomiar szybkosci przeptywu wiencowego za
pomoca ultrasonograficznej metody dopplerowskiej byl mierzony w  warunkach
fizjologicznych i na ktorego wartos¢ miaty wplyw czynniki takie jak: dostarczanie tlenu przez
krew do tkanki migsniowej serca, lepkos¢ krwi, zastdj krwi w mikrokrazeniu wiencowym, opor
tozyska naczyniowego (zmieniajacy si¢ z wiekiem 1 funkcjonowaniem uktadu sercowo-
naczyniowego (207)), pozanaczyniowe sily $ciskajgce, odpowiedz miogenna naczyn, lokalny
metabolizm, hormony, uktad nerwowy (208).

W metodzie perfuzji izolowanego serca myszy wg. metody Langendorff’a perfuzja
serca odbywala si¢ w kierunku niefizjologicznym — ,,wstecznie” przez aorte, a przeptyw przez
naczynia wiencowe wynikat z oporu stawianego buforowi przez zamknietg zastawke aortalng
(209). Wigkszos¢ czynnikow fizjologicznych, ktore wystapity w czasie pomiaréw in vivo sonda
dopplerowska nie mialo wpltywu na warto§¢ przeptywu wieficowego w metodzie
Langendorff’a. Zalezal on od sztucznie generowanego cisnienia perfuzji oraz uzytego do
perfuzji izolowanych serc buforu Krebs-Henseleita. Ten ostatni przyczynit si¢ do wywotywania
niskiego ci$nienia onkotycznego w sercu oraz do zmniejszenia oporu tozyska naczyniowego,
ze wzgledu na jego stabe zdolnosci do przenoszenia tlenu generujace wyzsze wartosci

przeptywu wiencowego niz spotykane fizjologicznie (209,210). Te uwarunkowania moga
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wytlumaczy¢, dlaczego zmiany podstawowego przeptywu wiencowego byly widoczne lepiej

w warunkach in vivo niz ex vivo.

5.5.3 Zmiany czynno$ciowe mikrokrazenia wiencowego starzejgcego si¢ serca myszy FVB
i rozwijajacej si¢ niewydolnosci serca myszy Tgaq*44

W procesie starzenia si¢ serca myszy FVB wykazano upo$ledzenie funkcji naczyn
wiencowych in vivo widoczne jako spadek podstawowego przepltywu wiencowego u 14-
miesi¢cznych myszy FVB oraz ex vivo jako upo$ledzenie odpowiedzi naczyn wiencowych na
wzrastajagce obcigzenie serca u 16-miesigcznych myszy FVB. Rezerwa wiencowa w
odpowiedzi na 30 sekundowa okluzj¢ przeplywu wiencowego oraz reaktywnos$¢ naczyn
wiencowych w odpowiedzi na zwigzki wazodylatacyjne (bradykining i adenozyng¢) byla
zachowana w sercach myszy FVB az do 11-12 miesigca zycia. U myszy Tgaq*44 w toku
rozwoju niewydolnosci serca wykazano w badaniach in vivo postepujace uposledzenie
podstawowego przepltywu wiencowego, W badaniach ex vivo uposledzenie odpowiedzi naczyn
wiencowych na wzrastajgce obcigzenie serca bylo widoczne w 15 miesigcu zycia, natomiast
uposledzenie rezerwy wiencowej bylo widoczne u 16-17-miesigcznych myszy Tgaq*44.
Reaktywno$¢ naczyn wienicowych w odpowiedzi na zwigzki wazodylatacyjne (bradykining i
adenozyng) byta zachowana w sercach 10-11-miesi¢cznych myszy Tgaq*44.

Wydaje sie, ze progresywne uposledzenie podstawowego przeptywu wiencowego U
myszy Tgaq*44 byto zwigzane ze zwigkszonym widknieniem okotokapilarnym oraz zmieniong
strukturg kapilar z liniowej na kreta, pomimo kompensacyjnego poszerzenia $wiatla kapilar
wiencowych. U pacjentéw z niewydolnoscig serca o etiologii nie niedokrwiennej, wtdknienie
okotokapilarne byto zwigzane ze spadkiem przeptywu wiencowego, ale jedynie przez galaz
miedzykomorowa przednig (ang. LAD, left anterior descending) tetnicy wiencowej (194).
Badania Kagan HJ. 1 wsp. wykazaly, ze kreta struktura kapilar wiencowych w zastoinowe;j
niewydolnosci serca u szczurow spowodowata zwigkszenie oporu przeptywu krwi, jak i spadek
przepltywu oraz szybkosci przeptywu przez migsien sercowy (211). Z kolei, kreta struktura
kapilar wiencowych u myszy Tgaq*44 mogta przyczyni¢ si¢ do poglebienia niewydolnosci
serca poprzez rozwo6j dysfunkcji srodbtonka wiencowego, bowiem spadek przepltywu krwi
przez naczynia krwiono$ne w sercu pociagga za sobg spadek sit §cinajacych wplywajacych na
spadek produkcji tlenku azotu ostatecznie prowadzac do uposledzenia czynnosci $rodblonka
wiencowego (212). W badaniach klinicznych wykazano warto$¢ prognostyczng spadku
spoczynkowego przeplywu krwi przez migsien sercowy na rozwoj i progresje niewydolnos$ci

serca. Parametr ten bardziej wskazywat na uposledzenie mikrokrazenia wiencowego niz na
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zaburzenia funkcji komor serca (213). Stad postepujacy, znaczny spadek podstawowego
przeptywu wiencowego u myszy Tgoaq*44 wydaje si¢ wskazywac na dysfunkcj¢ mikrokrazenia
wiencowego, ktore moze w istotny sposob przyczyniac si¢ do progresji niewydolnosci serca W
tym modelu, tak jak przyczynia si¢ do progresji niewydolnosci serca u ludzi (213).

Z kolei, w pomiarach ex vivo brak spadku podstawowego przeptywu wiencowego u 8-
miesi¢cznych myszy Tgaq*44 mogt wynikaé z tego, ze wazodylatacja naczyn wiencowych w
trakcie podstawowego przeptywu, w gléwnej mierze byla zdeterminowana ustalonymi
warunkami eksperymentalnymi, a nie zmianami patologicznymi w naczyniach wiencowych.
Niemniej jednak uposledzenie podstawowego przeptywu wiencowego uwidocznito si¢ W
izolowanych perfundowanych sercach u 16-miesi¢cznych myszy Tgoaq*44. Mimo tego, ze
tlenek azotu uczestniczy w regulacji podstawowego przeptywu wiencowego (214) to wydaje
si¢, ze mogt on nie mie¢ szczegdlnego udzialu w uposledzeniu podstawowego przepltywu
wiencowego na koncowym etapie niewydolno$ci serca myszy Tgoaq*44, gdyz badania
Drelicharza L. i wsp. nie wykazaty spadku podstawowego przeplywu wiencowego u myszy
Tgaq*44 w czasie podawania inhibitora syntazy tlenku azotu (NOS) L-NAME (ang. N-
Nitroarginine methyl ester)(181). Badania te jednak prowadzono ex vivo w izolowanym
perfundowanym sercu, a nie in vivo.

Zarowno bradykinina (laczac si¢ z receptorami B2 na $rodblonku)(157,158), jak i
adenozyna (laczac si¢ z receptorami Aza na $rédblonku)(159,160) powoduje wazodylatacje
naczynh wiencowych zalezng od uwalniania tlenku azotu. U 11-12-miesigcznych myszy
Tgaq*44 zalezna od tlenku azotu wazodylatacja naczyn wiencowych byta zachowana. Z kolei,
dotychczasowe badania na izolowanych, perfundowanych sercach 14-16-miesigcznych myszy
Tgaq*44 wykazaty uposledzenie NO-zaleznej odpowiedzi naczyn wiencowych w odpowiedzi
na bradykining dopiero na koncowym etapie niewydolnosci serca (117).

Adenozyna taczac si¢ z receptorami A2a powoduje rowniez wazodylatacj¢ naczyn
wiencowych (159) poprzez otwarcie kanaléw potasowych zaleznych od ATP (Katp) W
komorkach migsni gladkich (161). Natomiast w niniejszej pracy doktorskiej nie okreslono w
jakim stopniu odpowiedZ wazodylatacyjna naczyn wiencowych na adenozyn¢ byta zalezna od
otwierania kanatow potasowych Katp, a na ile od uwalniania $rédbtonkowego tlenku azotu.

Uposledzenie czynno$ci naczynio-rozszerzajacej zaleznej od spadku produkcji
srodbtonkowego tlenku azotu jest utozsamiane z dysfunkcja s$rodbtonka (162), dlatego
uzyskane wyniki w niniejszej rozprawie doktorskiej wskazuja, ze zar6wno NO-zalezna funkcja
srodbtonka, jak i1 funkcja migsniowki gladkiej byty w petni zachowane az do 10-11 miesiaca

zycia myszy Tgaq*44, pomimo juz obecnej znacznej niewydolnosci serca i uposledzenia
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podstawowego przepltywu wiencowego podkreslajgc istotne znaczenie patofizjologiczne zmian
W podstawowym przeplywie wiencowym w toku rozwoju niewydolnosci serca, ktdre pojawiaja
si¢ wezesniej niz zaburzenia rezerwy wiencowej.

Warto doda¢, ze bezposrednie pomiary NO nie mogly zweryfikowac¢ zmian produkcji
NO, bowiem opracowana metodologia pomiaréw byta za mato czuta, zeby wykry¢ zmiany w
produkcji NO w krazeniu wiencowym u myszy.

W niniejszej pracy, w badaniach in vivo réwniez nie wykazano zmian w rezerwie
wiencowej U 10-miesiecznych myszy Tgaq*44. Niemniej jednak nie brano tych wynikow pod
uwage, gdyz uzyskane warto$ci rezerwy wiencowej byty bardzo niskie w porownaniu do
warto$ci rezerwy wiencowej zazwyczaj uzyskiwanych w eksperymentach na myszach (215—
217). Fakt ten mogt wynikaé z tego, ze by¢ moze do badania rezerwy wiencowej wykorzystano
zbyt niska dawke regadenosonu - selektywnego agonisty receptora Axa dla adenozyny (218)
uniemozliwiajacego uzyskanie maksymalnej wazodylatacji naczynh wiencowych. Z drugiej
strony, to zbyt wysokie warto$ci podstawowego przeptywu wiencowego (przy izofluranie
1,5%) mogly maskowa¢ zakres rezerwy wiencowej w odpowiedzi na regadenoson. Wydaje si¢
wiec, ze wysokie wartosci podstawowego przeplywu wiencowego mogly wynika¢ albo ze zbyt
wysokiego stezenia izofluranu albo by¢ normalnymi specyficznie gatunkowymi cechami
fenotypowymi przeptywu wiencowego u myszy Tgaq*44 i FVB.

Zaburzona reaktywno$¢ naczyn wiencowych ma warto$¢ prognostyczng pojawienia si¢
epizodow sercowo-naczyniowych (219,220). W tym uposledzenie rezerwy wiencowej jest
czynnikiem prognostycznym ryzyka powstania niewydolnosci serca (221) i moze wskazywac
na dysfunkcj¢ mikrokrgzenia wiencowego u oso6b nie chorujagcych na miazdzyce tetnic
wiencowych (222). W zwigzku z tym uposledzenie rezerwy wiencowej U 16-miesigcznych
myszy Tgoaq*44 $wiadczylo o poglebieniu si¢ niewydolno$ci serca oraz wskazywato na
upo$ledzenie mikrokrazenia wiencowego, jednak w poréwnaniu do uposledzenia
podstawowego przeptywu wiencowego byt to bardzo poézny objaw zaburzen mikrokrgzenia w
toku rozwoju niewydolnosci serca u myszy Tgaq*44.

Przeprowadzone badania budowy kapilar wiencowych wykazaly, Zze zwigkszone
wioknienie okolokapilarne i srodmigzszowe tkanki sercowej u myszy Tgaq*44 doprowadzito
do zmiany budowy architektury kapilar wiencowych juz u 4-miesigcznych myszy polegajace
na wzroscie odleglosci miedzy kapilarami biegngcymi wzdhuz kardiomiocytow, oplataniu
wiokien migsniowych przez kapilary wiencowe oraz kompensacyjnym wzroscie powierzchni
$wiatla kapilar. Zmiany te mogly przyczyni¢ si¢ do progresywnego spadku podstawowego

przeptywu wiencowego u myszy Tgaq*44 oraz do uposledzenia budowy $rodbtonka naczyn

121



wiencowych U 14-miesiecznych myszy Tgaq*44. Zmiany w budowie kapilar wiencowych
myszy Tgaq*44 doprowadzily ostatecznie do uposledzenia reaktywnosci naczyn wiencowych
i rezerwy wiencowej na koncowym etapie niewydolno$ci serca. Natomiast, zwickszone
wioknienie okotokapilarne i $rddmigzszowe obecne dopiero u 14-miesiecznych myszy FVB
mogto przyczyni¢ si¢ do spadku podstawowego przeptywu wiencowego i1 reaktywnosci naczyn
wiencowych u starzejacych si¢ 14-16-miesiecznych myszy FVB. Uposledzenie podstawowego
przepltywu wiencowego widoczne u myszy Tgaq*44 (od 8 miesigca zycia) mozna uznaé za
wczesny wyznacznik fenotypu starego serca w niewydolnosci serca, gdyz uposledzenie
podstawowego przeptywu wiencowego pojawito si¢ w trakcie starzenia si¢ serca dopiero u 14-

miesi¢gcznych myszy FVB.

5.6 Udzial szlakéw hormonalnych w procesie starzenia myszy FVB oraz w toku rozwoju
niewvdolnos$ci serca myszy Toaq*44

W procesie starzenia myszy FVB az do 14 miesigca Zycia nie wykazano zmian w
aktywnos$ci enzymu ACE zar6wno w sercu i osoczu oraz zmian w stezeniu aldosteronu w
osoczu. Natomiast, juz na wczesnym etapie niewydolnosci serca u 4-miesigcznych myszy
Tgaq*44 wykazano zwigkszong aktywno$¢ ACE w sercu, natomiast nie byla ona zwigkszona
w 0soczu nawet u 14-miesiecznych myszy Tgaq*44. Stezenie aldosteronu w osoczu zwigkszyto
si¢ dopiero na koncowym etapie niewydolnosci serca u 14-miesi¢cznych myszy Tgoq*44.

Postegpujacy proces starzenia si¢ sercach u myszy FVB nie wigzat si¢ z aktywacja szlaku
RAA w osoczu i sercu. Natomiast w trakcie rozwoju niewydolno$ci serca u myszy Tgoaq*44
aktywnos¢ ACE w sercu znacznie wzrosta na jej koncowym etapie, pomimo tego ze w
poréwnaniu do myszy kontrolnych byta ona zwigkszona juz u 4-miesiecznych myszy Tgoq*44.
Z kolei, w dotychczasowo opublikowanych badaniach (93) wykazano zwigkszenie aktywnosci
osi ACE/angiotensyna II w sercu myszy Tgoaq*44 na przejSciowym etapie niewydolnos$ci serca
(8-10 miesigc zycia) na podstawie zwigkszonego stezenia angiotensyny I1.

Zwigzane z wiekiem wloknienie serca oraz zaburzenie czynnoS$ci serca u myszy FVB
nie bylo wiec zwigzane z aktywacja szlaku renina-angiotensyna-aldosteron w przeciwienstwie
do myszy Tgaq*44, u ktorych zwigkszona aktywnos¢ ACE w sercu byta zwigzana z rozwojem
niewydolnosci serca. Podobnie, badania Hirsch AT. i wsp. (223) dowiodly zwigkszong
aktywno$§¢ ACE w sercu, w eksperymentalnym modelu niewydolnos$ci serca u szczurdéw.
Enzym ACE odpowiadajac za przemiang katalityczng angiotensyny | do angiotensyny Il (224)

posrednio przyczynia si¢ do procesu wioknienia. Wykazano bowiem, ze zahamowanie
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aktywnosci ACE powoduje spadek wtoknienia mig$nia sercowego u szczurOw wywotanego
przecigzeniem cisnieniowym serca (225). Z kolei badania na hodowlach komoérkowych
sercowych fibroblastéw dowiodly zalezny od stezenia angiotensyny II wzrost procesu
wioknienia, ktory zalezny byt od aktywacji receptorow AT (226).

Na podstawie przedstawionych wynikow mozna stwierdzi¢, ze aktywacja szlaku renina-
angiotensyna-aldosteron (ang. renin-angiotensin-aldosterone - RAA) w sercu myszy Tgaq*44
na wczesnym etapie niewydolno$ci serca byla zwigzana z modyfikacja genetyczng w
kardiomiocytach i nie byla wyznacznikiem przedwczesnie ujawniajacego si¢ fenotypu
starzejgcego si¢ serca, gdyz aktywnos$¢ szlaku RAA nie wzrastata w sercach myszy FVB w
procesie starzenia si¢ serca. Wydaje si¢ wiec, ze wczesnie aktywowany proces widknienia w
sercu myszy Tgoq*44 mogl by¢ wywotany zardwno przez modyfikacje genetyczng w
kardiomiocycie, nasladujaca aktywacje receptora AT1 (92), jak rowniez zwigkszong wtdrng
produkcja angiotensyny Il (tkankowa i systemowag) w odpowiedzi na poglebiajaca si¢
niewydolnos$¢ serca (93), chociaz w niniejszej pracy nie badano stezenia angiotensyny II w
sercu i osoczu. Natomiast proces widknienia okotokapilarnego w sercach myszy FVB i rozwdj

rozkurczowej niewydolnosci serca musial mie¢ mechanizm niezalezny od ACE.

5.7 Zmiany morfologiczne krwi w procesie starzenia myszy FVB oraz w toku rozwoju
niewvdolnosci serca myszy Tgoq*44

Starzenie si¢ myszy FVB zwigzane bylo ze spadkiem relatywnej liczby limfocytow
(wyrazonych jako % leukocytow), a w rozwoju niewydolnosci serca myszy Tgaq*44
dominowaty zmiany w RDW. Dodatkowo, na koncowym etapie niewydolnosci serca u 14-
miesiegcznych myszy Tgaq*44 wykazano zmniejszenie relatywnej liczby limfocytow.
Relatywna liczba limfocytow u 14-miesi¢cznych myszy FVB byta na podobnym poziomie, jak
U 4-miesigcznych myszy Tgoq*44, wskazujac iz mogla ona by¢é wyznacznikiem
ogolnoustrojowym przedwczesnego starzenia si¢ myszy Tgoq*44.

Podobnie, jak w przypadku spadku relatywnej liczby limfocytow u starzejacych sie 14-
miesigcznych myszy FVB, badania Kain i wsp. (227) wykazaty zalezny géwnie od wieku
spadek relatywnej liczby limfocytéw u starych myszy C57BL/6J. Co istotne, to morfologia
krwi u mlodych i starych myszy zostala wykonana dzien po wywotaniu ostrej niewydolno$¢
serca. Ponadto, w dotychczasowych badaniach dowiedziono, ze zredukowanie wzglednej
liczby limfocytéw jest markerem odpowiedzi stresowej organizmu (228,229). Wydaje sie, ze
spadek relatywnej liczby limfocytéw we krwi juz u 4-miesigcznych myszy Tgaq*44 moglh by¢

zwigzany z chroniczng aktywacja uktadu sympatycznego w tym modelu zwierzecym (92).
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Wykazano bowiem w badaniach Maisel i wsp., ze chroniczna aktywacja uktadu sympatycznego
(poprzez sygnalizacje [-adrenergiczng) spowodowata zredukowanie relatywnej liczby
krazacych limfocytow (230). Ponadto, zaobserwowano w roznych stanach chorobowych
uktadu sercowo-naczyniowego wzgledny spadek relatywnej liczby limfocytow (231), a niska
jego wartos¢ u pacjentéw z niewydolnos$cig serca byta zwigzana z gorszymi rokowaniami, w
tym zwigkszong $Smiertelno$cia (232).

Wydaje si¢, ze wyniki morfologii krwi myszy Tgaq*44 wskazuja na zalezno$¢ migdzy
obrazem krwi a niewydolno$cig serca. Zwigkszenie wartosci parametru RDW w toku rozwoju
niewydolnosci serca u mszy Tgoaq*44 moglo wskazywac na poglebienie niewydolnosci serca.
Wykazano bowiem w dotychczasowych badaniach, ze kazdy wzrost parametru RDW o 1%
wigzat si¢ ze zwigkszeniem ryzyka wystapienia niewydolnosci serca (173) oraz ostrego epizodu
sercowo-naczyniowego (174), dlatego szacowanie parametru RDW moze sugerowaé zaro6wno
rozwoj, jak 1 progresj¢ niewydolnos$ci serca (175), ale nie starzenie si¢ serca.

Przeprowadzone badania wskazuja, ze relatywna liczba limfocytow w krwi myszy
Tgag*44 moze by¢ wczesng oznaka ogdlnoustrojowych proceséw starzenia si¢ organizmu.
Natomiast zwigkszona warto$¢ parametru RDW w krwi myszy Tgoq*44 moze sugerowac

postgpujaca patologi¢ niewydolnosci serca.

5.8 Zmiany w transkryptomie serca w trakcie starzenia sie serca myszy FVB i w toku
rozwoju niewydolnosci serca myszy Teoaq*44

W niniejszej rozprawie doktorskiej, z wykorzystaniem sekwencjonowania nowej
generacji (ang. next generation sequencing — NGS) i narzedzi bioinformatycznych
przedstawiono zmiany w transkryptomach serc myszy FVB w trakcie starzenia si¢ Serca
(analiza FVB vs. FVB), zmiany w transkryptomach serc myszy Tgaq*44 w toku rozwoju
niewydolnos$ci serca W trakcie starzenia si¢ serca (analiza Tgaq*44 vs. Tgaq*44) oraz zmiany
miedzy transkryptomami serc myszy Tgagq*44 1 FVB w trakcie procesu starzenia
chronologicznego (analiza Tgaq*44 vs. FVB). W szczego6lnosci wytypowano geny i procesy
biologiczne zwigzane ze starzeniem si¢ serca myszy FVB (,,geny starego serca”, ,,geny
starzenia” si¢ serca, ,,procesy starego serca”, ,,procesy starzenia” si¢ serca), opisano wpltyw
niewydolnosci serca na starzenie si¢ serca, przedstawiono udzial gendéw zwigzanych ze
starzeniem si¢ serca w zmianach transkryptomow serc myszy Tgaq*44 i FVB w trakcie procesu
starzenia chronologicznego, znaleziono aktywowane (w gorg lub w dot) geny i uruchomione
procesy biologiczne zwigzane ze starzeniem si¢ serca 0d wczesnego etapu niewydolnosci serca

myszy Tgaq*44, znaleziono geny najbardziej aktywowane w transkryptomach serc myszy
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Tgoq*44 i FVB w poszczegdlnych grupach wickowych myszy, znaleziono geny najsilniej
réznicujgce transkryptomy serc myszy Tgog*44 od FVB w poszczegolnych grupach
wiekowych myszy oraz znaleziono geny charakterystyczne na poszczegdlnych etapach
niewydolnosci serca myszy Tgag*44. W koncu wytypowano ,,geny niewydolnosci serca’.

W wigkszosci dotychczasowo przeprowadzonych badaniach transkryptomicznych
dotyczacych niewydolnosci serca u ludzi (233-237) i zwierzat (238,239) badano zmiany w
transkryptomie serca towarzyszace niewydolnoSci serca na podstawie pordéwnania
transkryptomow serc zdrowych ludzi z chorymi na niewydolno$¢ serca lub pordéwnania
transkryptomow serc zdrowych zwierzat z modelami zwierzecymi niewydolnosci serca. Takie
podejscie metodologiczne pomijato wptyw procesu Starzenia si¢ serca, etapowosé rozwoju
niewydolnosci serca, dlugotrwaty udziat genéw i proceséw w rozwoju niewydolnosci serca. W
przeciwienstwie do wiekszosci dotychczasowo przeprowadzonych badan transkryptomicznych
niewydolnosci serca, atutem badan transkryptomicznych niniejszej pracy byto nowatorskie
podejscie do analizy danych transkryptomicznych, ktore umozliwito dogl¢bne zrozumienie
zmian w transkryptomie serc myszy Tgaq*44, w toku rozwoju niewydolno$ci serca z
uwzglednieniem procesu starzenia si¢ serca oraz kolejnych etapow progresji niewydolnosci
serca w unikatowym modelu przewlekltej niewydolnosci serca, ktory opisano w rozdziale 5.1.

Aby ten cel uzyska¢ przeprowadzono rozne analizy wynikow ekspresji gendw w
transkryptomach serc myszy Tgagq*44 i FVB obejmujace: analiz¢ PCA (dotyczaca zmian
wariancji ekspresji gendw), porownanie zmian w transkryptomach serc w obrebie szczepu
myszy (analizy: FVB vs. FVB, Tgaq*44 vs. Tgaq*44) i pomigdzy szczepami myszy (analiza
Tgag*44 vs. FVB) w trakcie starzenia chronologicznego. Kazda z wykorzystanych analiz miata
swoje zalety i wady oraz dostarczata nieco innych informacji, dlatego jednoczesne
wykorzystnie wynikow i ptynacych wnioskow z tych analiz umozliwito lepsze zrozumienie
zachodzacych zmian w toku rozwoju niewydolnosci serca w transkryptomach serc myszy
Tgaq*44 zwigzanych z patologig serca i starzeniem si¢ serca.

Analiza PCA wariancji ekspresji gendow, ktore zostaty zmapowane do referencyjnego
genomu myszy dla myszy FVB i Tgaq*44 umozliwita zobrazowa¢ globalne zmiany w
transkryptomach serc myszy FVB i Tgaq*44 w trakcie procesu starzenia chronologicznego,
przedstawi¢ zmiany w sile ekspresji genéw oraz uwidoczni¢ wptyw niewydolnos$ci serca na
zmiany w transkryptomach serc myszy Tgaq*44. Natomiast wadg analizy PCA byt brak
informacji dotyczacej jakie geny najmocniej przyczynity si¢ do zmian w transkryptomach serc

I w jakim stopniu.
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Zaleta analiz FVB vs. FVB, jak 1 Tgaq*44 vs. Tgaq*44 bylo porownywanie ekspresji
genow starszych myszy do statej warto$ci ekspresji gendw u 4-miesigcznych myszy (w obrebie
danego szczepu), co umozliwito zobrazowac ilosciowa aktywacje genow W sercu (tj. genow,
ktore spetnity zatozone kryteria dla roéznicowej ekspresji) w trakcie starzenia si¢
chronologicznego myszy danego szczepu. Niemniej jednak analizy te mogly poming¢ istotne
zmiany w ekspresji gendw, ktore mogly zajs¢ od momentu narodzin myszy az do 4 miesiaca
zycia myszy. Natomiast porownywanie zmian roznicowej ekspresji genow w analizie FVB vs.
FVB ze zmianami réznicowej ekspresji genow w analizie Tgaq*44 vs. Tgaq*44 miato wade,
gdyz zalezne od wieku zmiany réznicowej ekspresji genow byty zalezne od ekspresji genow w
transkryptomach serc 4-miesi¢cznych myszy, ktore roznily si¢ juz znaczaco migdzy myszami
Tgaq*44 1 FVB.

Zaleta analizy Tgaq*44 vs. FVB bylo porownywanie zmian ekspresji genow w
transkryptomach serc zwigzanych z procesami rozwoju niewydolnosci serca i starzenia si¢
serca u myszy Tgoq*44 w poréwnaniu do zachodzacych zmian ekspresji genéow w
transkryptomach serc myszy FVB w trakcie starzenia si¢ serca. Dzigki temu geny réznicujace
transkryptomy serc myszy Tgaq*44 i FVB wydawaly si¢ by¢ w wigkszym stopniu zwigzane z
rozwojem niewydolnos$ci serca myszy Tgaq*44. Natomiast pordwnywanie sity rdznicowej
ekspresji zidentyfikowanych genéw migdzy réznymi grupami wiekowymi myszy w analizie
Tgaq*44 vs. FVB miato wadge, gdyz zmiana réznicowej ekspresji byta zawsze zdeterminowana
ekspresja genow w okreslonym wieku myszy Tgoq*44 i FVB, ktora to ulegata zmianie w
réznym stopniu z wiekiem.

W analizach FVB vs. FVB, Tgog*44 vs. Tgog*44, Tgog*44 vs. FVB
wyselekcjonowano po 10 genoéw, ktorych warto$¢ roznicowej ekspresji byla najwyzsza i
najnizsza W poszczegdlnych grupach wiekowych myszy. Zaleta tego podejscia bylo wylonienie
najbardziej zmienionych genéw w poszczegdlnych grupach wiekowych myszy, a wada ze nie
zawierato informacji 0 rzeczywistym udziale wyselekcjonowanych genéow w roéznicowanie
transkryptomow serc w réznych grupach wiekowych w badanych analizach.

Dodatkowo w analizie Tgaq*44 vs. FVB wyselekcjonowano po 10 genow, ktorych
warto$¢ roznicowej ekspresji w tacznej analizie byla najwyzsza lub najnizsza w nastgpujacych
grupach wiekowych myszy:

1.) od wczesnego do koncowego etapu niewydolnosci serca (4-14-miesigczne myszy),
2.) od przejsciowego do koncowego etapu niewydolnosci serca, ale nie na wczesnym etapie (8-

14-miesigczne myszy, ale nie 4-miesigczne myszy),
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3.) jedynie w koncowych miesigcach zycia myszy Tgaq*44 obejmujacych gtownie koncowy
etap niewydolnosci serca (10-14-miesigczne myszy, ale nie 4-8-miesi¢czne myszy).

Zaleta tego podejscia byto wylonienie genow, ktore silnie i dtugotrwale roznicowaty
transkryptomy serc myszy Tgaq*44 od FVB. Natomiast wadg bylo to, ze wyselekcjonowane
geny mogty nie naleze¢ do gendw najsilniej rdznicujacych transkryptomy serc tych szczepow
myszy w okreslonej grupie wieckowe;.

Znalezienie tych samych genow w kilku grupach wiekowych myszy w analizach FVB
vs. FVB, Tgaq*44 vs. Tgoaq*44, Tgag*44 vs. FVB wsrod 10 genow, ktorych wartose
réznicowe] ekspresji byla najwyzsza i1 najnizsza $wiadczylo 0 wadze i znaczeniu
wyselekcjonowanych genéw W procesie starzenia si¢ serca myszy FVB lub w rozwoju
niewydolnosci serca myszy Tgoq*44, gdyz kazda analizowana grupa wiekowa w tych
analizach mogtaby by¢ rozpatrywana, jako odrgbny eksperyment NGS. W zwiazku, z tym
wyselekcjonowane geny staja si¢ interesujagcym punktem do prowadzenia dalszych badan nad
procesem starzenia si¢ serca i rozwojem niewydolno$ci serca, W tym na stosowanie
precyzyjnych strategii leczenia niewydolnosci serca obejmujacych nie tylko leczenie
niewydolnosci serca, ale rOwniez hamowanie procesu starzenia si¢ serca.

Przeprowadzone analizy FVB vs. FVB, Tgoaq*44 vs. Tgaq*44, Tgagq*44 vs. FVB
dowiodty, ze porownywanie ze sobg jedynie dwoch odlegtych od siebie czasowo etapow zycia
myszy (mlode myszy vs. stare myszy), jak i etapéw niewydolnosci serca (wczesny etap vs.
koncowy etap) mogto by prowadzi¢ do uzyskania wyrywkowych wynikéw, pomijajacych
istotne zmiany dla procesu starzenia si¢ serca i rozwoju niewydolno$ci serca. Natomiast,
uwzglednienie kilku etapoéw starzenia si¢ serca, jak i rozwoju niewydolnos$ci serca w analizach
transkryptomow serc myszy Tgag*44 i FVB pozwolitlo zmniejszy¢ prawdopodobienstwo
uzyskania wyrywkowych wynikéw. Mogto bowiem zdarzy¢ si¢ tak, ze wyselekcjonowane
geny nie uczestniczyty w tych procesach lecz przypadkowo pojawity si¢ w odlegtych od siebie
czasowo etapach analizy. Zatem, wzmocnienie badan transkryptomicznych zar6wno
dotyczacych niewydolnosci serca, jak 1 procesu starzenia si¢ serca o dodatkowe punkty czasowe
analizy potwierdzity zalete tego podejscia analitycznego, jak i wage wyselekcjonowanych
genow (ktore oprocz wystepowania W odlegtych od siebie czasowo etapach zycia, mogly
pojawi¢ sie na ktoryms z etapow posrednich catego procesu).

W niniejszej pracy potwierdzono, ze model myszy Tgaq*44 jest znakomitym modelem
zwierzecym do $ledzenia zmian (na poziomie transkryptomu serca) zwigzanych z wzajemnym
oddzialywaniem niewydolno$ci serca z procesem starzenia si¢ serca, w tym do

zidentyfikowania kluczowych gendéw sterujacych procesem starzenia si¢ serca juz od
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wczesnych etapow niewydolnosci serca oraz genow silnie zwigzanych z rozwojem

niewydolnosci serca.

5.8.1 Przyspieszony proces starzenia si¢ serca w transkryptomach serc myszy Tgaq*44
5.8.1.1 Globalne zmiany w transkryptomie serca myszy Tgoq*44

Analiza PCA bazujacg na pordwnaniu wariancji ekspresji 16 367 genow (spetniajacych
kryteria dopasowania do referencyjnego genomu myszy dla 4-14-miesiecznych myszy
Tgaq*44 i FVB) wykazata, ze globalny profil ekspresji genow w transkryptomach serc 4-
miesi¢cznych myszy Tgoq*44 byt podobny do profilu ekspresji 14-miesi¢gcznych myszy FVB.
Porownanie zmian w transkryptomach serc myszy w analizach Tgaq*44 vs. Tgag*44 i FVB
vs. FVB w trakcie starzenia chronologicznego wykazalo, ze najwigksze zmiany w
transkryptomach serc myszy Tgoaq*44 wystepuja wezesniej niz w transkryptomach serc myszy
FVB. Wykazano bowiem, ze najwigksza liczba DEGOw wystapita u 12-miesigcznych myszy
Tgag*44 w analizie Tgaq*44 vs. Tgag*44, a u 14-miesiecznych myszy FVB w analizie FVB
vs. FVB. Natomiast najwigkszy przyrost liczby DEGow nastgpit od 4 do 10 miesigca zycia w
transkryptomach serc myszy Tgagq*44 w analizie Tgaq*44 vs. Tgaq*44, a od 12 do 14 miesigca
zycia w transkryptomach serc myszy FVB w analizie FVB vs. FVB.

Podobnie, analiza nadreprezentatywnych procesow biologicznych wykazata najwigkszy
przyrost uruchomionych proceséw biologicznych od 8 do 10 miesigca zycia w transkryptomach
serc myszy Tgaq*44 w analizie Tgag*44 vs. Tgaq*44, a od 12 do 14 miesigca zycia W
transkryptomach serc myszy FVB w analizie FVB vs. FVB. Ponadto, az dwie trzecie
nadreprezentatywnych procesow biologicznych, ktore byty uruchomione w transkryptomach
serc l4-miesigcznych myszy Tgoaq*44 w analizie Tgaq*44 vs. Tgoq*44 bylo rowniez
uruchomionych, co najmniej w jednej z mltodszych grup wiekowych myszy Tgaq*44.
Natomiast, jedynie potowa nadreprezentatywnych procesow biologicznych, ktore byly
uruchomione w transkryptomach serc 14-miesigcznych myszy FVB w analizie FVB vs. FVB

byto réwniez uruchomionych, co najmniej w jednej z mtodszych grup wiekowych myszy FVB.

5.8.1.2 Wplyw niewydolnosci serca na proces starzenia si¢ serca myszy Tgoq*44

Analiza PCA bazujaca na poréwnaniu globalnych zmian w wariancji ekspresji genéw
w transkryptomach serc myszy Tgoaq*44 1 FVB maskowala zmiany ekspresji gendéw

uczestniczacych bezposrednio w procesie starzenia si¢ serca. W zwigzku z tym w
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transkryptomach serc 14-miesi¢cznych myszy FVB w analizie FVB vs. FVB zidentyfikowano
»geny starego serca” (DEGS wystepujace wylacznie dopiero u 14-miesiecznych myszy FVB)
oraz ,, geny starzenia” si¢ serca (DEGS wystepujace U 14-miesigcznych myszy FVB i w jednej
z mtodszych grup wickowych myszy FVB) i przedstawiono zmiany ekspresji tych genéw w
transkryptomach serc 4-14-miesi¢gcznych myszy Tgaq*44 i FVB. Celem tej analizy byto
okreslenie wptywu niewydolnosci serca na profil ekspresji genow uczestniczacych w starzeniu
si¢ serca.

Dowiedziono, iz rozwdj niewydolnosci serca u myszy Tgoaq*44 spowodowal
przyspieszenie procesu starzenia si¢ serca, gdyz wariancja ekspresji zidentyfikowanych
wczesniej ,,genow starego serca’” 0raz ,, genow starzenia” si¢ serca W transkryptomach serc 4-
miesi¢cznych myszy Tgaq*44 byta podobna do zmian w transkryptomach serc 8-miesigcznych
myszy FVB. Niewydolno$¢ serca myszy Tgoq*44 spowodowata rowniez zmiang profilu
wariancji ekspresji ,.genow starego serca’ i ,,genow starzenia” si¢ serca w poréwnaniu do ich
profilu wariancji ekspresji w trakcie procesu starzenia si¢ serca myszy FVB. Wydaje sie, ze
gtownie za te zmiany w transkryptomach serc 4-14-miesigcznych myszy Tgaq*44 i FVB byto
odpowiedzialnych odpowiednio 183-272 genow sposrod 935 ,.genow starego serca’ i ,,genow
starzenia” si¢ serca, gdyz roznicowaly one transkryptomy serc 4-14-miesigcznych myszy
Tgaq*44 od myszy FVB (analiza Tgaq*44 vs. FVB). Natomiast, wigkszo$¢ pozostatych
,.genow starego serca’ 1 ,,genow starzenia” si¢ serca (okoto 650 gendow) wydawata si¢ ulegaé
podobnej ekspresji w procesie starzenia si¢ serca myszy Tgaq*44 i FVB, gdyz nie roznicowaly
one transkryptoméw serc 4-14-miesigcznych myszy Tgoq*44 od FVB, mozna wigc sadzié, ze

nie miaty udziatu w przyspieszonym procesie starzenia si¢ serca u myszy Tgoq*44.

5.8.1.3 Udzial ,,genow starego serca” i ,,genow starzenia” si¢ serca w zmianach w
transkryptomie serca myszy Tgaq*44 w trakcie rozwoju niewydolnosci serca

Aby przedstawi¢ udzial gendéw zaangazowanych w proces starzenia si¢ serca W
poszczegolnych miesigcach zycia myszy FVB i1 Tgoaq*44 znaleziono ,.geny starego serca” i
,geny starzenia” si¢ serca spelniajgce zalozone kryteria dla roznicowej ekspresji w
poszczegodlnych grupach wiekowych myszy w analizach FVB vs. FVB i Tgaq*44 vs. Tgagq*44
oraz sprawdzono ich udzial we wszystkich genach spehniajacych zatozone kryteria dla
r6znicowej ekspresji w badanych grupach wiekowych myszy w tych analizach.

Liczba ,.,genow starego serca” i ,,genow starzenia” si¢ serca spetniajgcych zalozone

kryteria dla roznicowej ekspresji nie zwigkszyta sie¢ w transkryptomach serc 14-miesi¢cznych
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myszy Tgaq*44 w poréwnaniu do 8-miesiecznych myszy Tgagq*44 w analizie Tgaq*44 vs.
Tgag*44, a znaczaco zwigkszyla si¢ w transkryptomach serc 14-miesigcznych myszy FVB w
poréwnaniu do 8-miesigcznych myszy FVB w analizie FVB vs. FVB. Wyniki tych analiz
posrednio wskazuja na to, ze proces starzenia si¢ serca byt przyspieszony u myszy Tgaq*44 w
porownaniu do myszy FVB, gdyz brak wzrostu liczby ,,gendw starego serca” i ,.genoéw
starzenia” si¢ serca wystepujacych jako DEGS u 14-miesiecznych myszy Tgaq*44 wynikat
prawdopodobnie z juz wysokiej ekspresji ,,genow starego serca’ 1 ,,genow starzenia” si¢ serca
w transkryptomach serc 4-miesi¢cznych myszy Tgaq*44. Zatozenie to potwierdza rowniez
analiza PCA wariancji ekspresji genow dla 935 ,,genow starego serca’ i ,.,genow starzenia” si¢
serca w transkryptomach serc myszy Tgagq*44 i FVB (Ryc. 40 B).

Udziat ,,genow starego serca’ 1 ,.,genow starzenia” si¢ serca spetniajacych zatozone
kryteria dla roznicowej ekspresji w poszczegolnych grupach wiekowych myszy w analizie FVB
vs. FVB wyniost 66-100% wszystkich DEGow, a w analizie Tgaq*44 vs. Tgoq*44 wyniost 15-
24% wszystkich DEGow. Swiadczylo to 0 tym, ze wickszo$¢ gendw spetniajacych zatozone
kryteria dla roznicowej ekspresji w transkryptomach serc 8-14-miesigcznych myszy FVB w
analizie FVB vs. FVB byta zwiazana z post¢pujacym procesem starzenia si¢ serca, natomiast
w transkryptomach serc 8-14-miesiecznych myszy Tgagq*44 w analizie Tgaq*44 vs. Tgoq*44
z rozwojem niewydolnosci serca, i tylko ilosciowo niewielka ich czg$¢ z procesem
przyspieszonego starzenia si¢ serca u myszy Tgoag*44.

Podsumowujac, powyzsze analizy transkryptomiczne bazujgce na porownaniu zmian w

transkryptomach serc myszy Tgaq*44 w trakcie rozwoju niewydolnosci serca ze zmianami w
transkryptomach serc myszy FVB w trakcie procesu starzenia si¢ serca wykazaty, ze proces
starzenia si¢ serca byl przyspieszony w sercach myszy Tgaq*44 z powodu rozwijajacej si¢
niewydolnosci serca i z powodu sygnalizacji wewnatrzkomorkowej uruchomionej przez
aktywne biatka aq*44. Proces starzenia si¢ serca stopniowo postgpowat u myszy FVB, z
wyraznym nasileniem w sercach 14-miesigcznych myszy FVB. Natomiast, proces starzenia si¢
serca byl juz nasilony w sercach 4-miesigcznych myszy Tgoq*44 i byla to jedna z

najwazniejszych obserwacji niniejszej pracy doktorskie;j.

5.8.2 Zmiany wywolane w transkryptomie serca myszy Tgoaq*44 wskutek rozwoju
niewydolnosci serca

Globalna analiza PCA wariancji ekspresji 16 367 genéw wykazata, ze zmiany w profilu
ekspresji genéw od 4 do 14 miesigca zycia w transkryptomach serc myszy Tgoq*44 byly

wigksze niz w transkryptomach serc myszy FVB. Potwierdzily to analizy liczby genow
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spetniajgcych zatozone kryteria dla roznicowej ekspresji oraz liczby nadreprezentatywnych
proceséw biologicznych w transkryptomach serc myszy Tgoaq*44 i FVB w poszczegélnych
grupach wiekowych myszy. Liczba DEGow w transkryptomach serc 8-14-miesigcznych myszy
Tgaq*44 w analizie Tgaq*44 vs. Tgaq*44 byla wieksza niz w transkryptomach serc 8-14-
miesi¢cznych myszy FVB w analizie FVB vs. FVB. Z kolei, liczba nadreprezentatywnych
proceséw biologicznych byla wigksza w transkryptomach serc 10-14-miesigcznych myszy
Tgaq*44 w analizie Tgaq*44 vs. Tgaq*44 niz w transkryptomach serc 10-14-miesi¢cznych
myszy FVB w analizie FVB vs. FVB.

Najwicksze zmiany w globalnym profilu ekspresji genéw w transkryptomach serc
myszy Tgaq*44 nastagpity od 4 do 12 miesigca zycia. Potwierdzily to analizy liczby genow
spelniajacych zatozone kryteria dla réznicowej ekspresji w analizach Tgaq*44 vs. Tgaq*44 i
Tgaq*44 vs. FVB, gdyz najwigksza liczba DEGow wystapita w obydwu tych analizach u 12-
miesiecznych myszy Tgoaq*44.

Interesujace, profil zmian liczby DEGow u 8-14-miesigcznych myszy Tgoq*44 w
analizie Tgaq*44 vs. Tgaq*44 pokrywal si¢ z profilem zmian liczby DEGow u §-14-
miesiecznych myszy w analizie Tgaq*44 vs. FVB sugerujac, ze wickszo$¢ genow
roznicujacych transkryptomy serc myszy Tgoq*44 od FVB byla zwigzana z rozwojem
niewydolno$ci serca. Potwierdzita to analiza udzialu ,,genow starego serca” i ,,genow
starzenia” si¢ serca wystepujacych, jako DEGS wsrod wszystkich gendéw spetniajgcych
zalozone kryteria dla réznicowej ekspresji w poszczegolnych grupach wiekowych w analizie
Tgaq*44 vs. FVB (Ryc. 41 B). Wykazano bowiem, ze 183-272 ,,genow starego serca” i ,,genow
starzenia” si¢ serca wystapito, jako DEGs w wieku 4-14 miesiecy w analizie Tgaq*44 vs. FVB,
co zlozyto si¢ na 35% wszystkich DEGow w wieku 4 miesi¢cy i 11-17% w wieku 8-14
miesigcy. Oznaczalo to, ze wigkszo$¢ gendw spetniajacych zatozone kryteria dla réznicowej
ekspresji w analizie Tgaq*44 vs. FVB byto zwigzanych z rozwojem niewydolnosci serca, a
mniejszo$¢ z wplywem niewydolno$ci serca na zmiang ekspresji genow zwigzanych z
procesem starzenia si¢ serca. Interesujgce, wiekszo$¢ gendw zwigzanych z procesem starzenia
si¢ serca zachowywato si¢ podobnie w transkryptomach serc myszy Tgaq*44 i FVB.

Podsumowujac, rozwdj niewydolnosci serca w sercach myszy Tgag*44 w trakcie

starzenia chronologicznego spowodowat liczniejsze i silniejsze zmiany w transkryptomie serca
niz w trakcie starzenia si¢ biologicznego serca myszy FVB. Wyniki te dowiodtly, ze
niewydolnos¢ serca przyczynita si¢ do nasilenia zmian ekspresji genéw w transkryptomach serc
myszy Tgag*44. Od 4 do 14 miesigca zycia wsroéd gendw roznicujacych transkryptomy serc

myszy Tgaq*44 od FVB dominowaly geny powigzane w sposob bezposredni lub posredni z
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rozwojem niewydolnosci serca myszy Tgaq*44. Niewydolno$¢ serca miata najsilniejszy
wplyw na zmiany ekspresji gendw w transkryptomie serc myszy Tgaq*44 na jej koncowym
etapie, gdyz liczba DEGow byta najliczniejsza w sercach 12-miesigcznych myszy Tgaq*44
zaroOwno w analizie Tgaq*44 vs. Tgaq*44 oraz Tgaq*44 vs. FVB.

5.8.3 Geny i procesy zwiazane z procesem starzenia si¢ serca trwale réznicujace
transkryptomy serc myszy Tgaq*44 od FVB od wczesnego az do koncowego etapu
rozwoju niewydolnosci serca u myszy Tgagq*44

W transkryptomach serc 14-miesiecznych myszy FVB w analizie FVB vs. FVB
zidentyfikowano ,,geny starego Serca”, ,,geny starzenia” si¢ serca, ,,procesy starego serca”
oraz ,,procesy starzenia” si¢ serca i sprawdzono ich udziat w réznicowaniu transkryptomow
serc 4-14-miesiecznych myszy Tgoaq*44 od FVB. Celem tej analizy byto znalezienie gendéw i
procesow biologicznych zwigzanych z procesem starzenia biologicznego serca, tzn. gendw,
ktorych zmiana ekspresji oraz uruchomienie procesow biologicznych nastgpito wskutek
rozwijajacej si¢ niewydolnos$ci serca juz U 4-miesiecznych myszy Tgaq*44 i byto trwate az do
koncowego etapu niewydolno$ci serca u 14-miesiecznych myszy Tgaq*44.

W tym celu sprawdzono ile sposréd wyselekcjonowanych 935 gendéw zwigzanych z
procesem Starzenia si¢ serca (tj. 454 ,,genow starego serca” i 481 ,,genéw starzenia” si¢ serca,
ryc. 37 A, 40 A) spetnito zatozone kryteria dla réznicowej ekspresji w kazdej grupie wiekowej
myszy osobno w analizie Tgaq*44 vs. FVB. Genow tych byto od 183 do 272 (Ryc. 41 B).
Nastepnie sprawdzono ile sposrod nich (183-272 genow) znalazto si¢ w grupie 156 genow
spetniajgcych zalozone kryteria dla r6znicowej ekspresji roznicujgcych transkryptomy serc we
wszystkich grupach wiekowych myszy w analizie Tgaq*44 vs. FVB (Ryc. 42 A). Znalazlo si¢
wsrod nich 8 ,,genow starego serca” (ktorych ekspresja byta regulowana w gore: Krtl8, Egr2,
Timpl, Sfrp2, Panx1, Nrgl i w dot: Adamts3, Clcnl, ryc. 42 B) i 26 ,,genow starzenia” si¢ serca
(ktorych ekspresja byta regulowana w gore: Cilp, Gdf15, Gpnmb, Egr3, Dkk3, Meox1, Fbin7,
Map6, Clecdn, Gng8, Nppb, Itgall, Rasdl, Cdknla, Tentbb i w dot: Ano5, Gm29040,
BB123696, Tmem52, Clec18a, Pah, Amtn, Kcnkl, Gm31600, Slcbal, Tmprss4, ryc. 42 C).

Trzeba mie¢ na uwadze, ze wyselekcjonowane 8 ,,genow starego serca” oraz 26 ,,genow
starzenia” si¢ serca nie reprezentowato najsilniej zmienionych gendéw starzenia si¢ serca 14-
miesiecznych myszy FVB w analizie FVB vs. FVB i mogly one nie odgrywaé znaczacej roli w
procesie starzenia biologicznego serca. Z drugiej strony, ,,geny starego serca” oraz ,,geny
starzenia” si¢ serca, ktorych ekspresja ulegta zmianie pod wplywem niewydolnosci serca w

sercach 4-14-miesigcznych myszy Tgoaq*44 (analiza Tgaq*44 vs. FVB, ryc. 42 B, C) mogly
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nie odgrywac znaczacej roli w zmianach transkryptomow serc myszy Tgaq*44 towarzyszacych
rozwojowi niewydolnosci serca. W zwiazku z tym trzeba z ostroznos$ciag wysuwac wnioski na
podstawie tych wynikéw. Nalezy réwniez pamigtaé, ze w uruchomieniu procesow
biologicznych bierze udzial r6zna pula genow, dlatego istotna zmiana ekspresji pojedynczych
gendw zwigzanymi z danymi procesami biologicznymi pozwala jedynie przypuszczaé, ze dany
proces biologiczny zostat zainicjowany, ale nie wiadomo z jaka sita.

W celu wskazania genow zwigzanych ze starzeniem si¢ serca, ktore moga odgrywaé
znaczacg role w zmianach transkryptoméw serc myszy Tgoq*44 towarzyszacych rozwojowi
niewydolnosci serca sprawdzono czy znajduja si¢ one Wsrdd 20 genow, ktore wystgpity w >2
grupach wiekowych myszy w analizie Tgaq*44 vs. FVB wsrod 10 genow, ktorych wartosé
roznicowej ekspresji byta najwyzsza lub najnizsza (Tabela 10, 11). Znalazto si¢ wsrdd nich 4
geny (Clcnl, Gdf15, Tmprss4, F830016B08RIk), z ktorych 3 (Clenl, Gdfl5, Tmprss4) nalezaty
do wczesniej zidentyfikowanych 8 ,.gendow starego serca” i 26 ,.,genow starzenia” si¢ serca
réznicujacych transkryptomy serc myszy Tgoq*44 od FVB w kazdej grupie wiekowej 4-14-
miesi¢cznych myszy (analiza Tgaq*44 vs. FVB, ryc. 42 B, C)

Przypuszczamy, ze przedwczesny proces starzenia w sercach myszy Tgoaq*44 byt
zwigzany z aktywacjg procesu wtdknienia serca (geny Egr2, Egr3, Timpl, Sfrp2, Panx1, Cilp,
Itgall, Gdfl5, tabela 5, 6a)(117,118,121,123,128,131,133,142,143), aktywacja procesu
zapalnego w sercu (gen Panxl, tabela 5)(122,123), nasileniem przebudowy serca (geny
Gpnmb, Meox1, FbIn7, tabela 6a)(132,135,136), aktywacja starzenia komodrkowego (ang.
cellular senescence, gen Cdknla, tabela 6b)(146), aktywacja procesow kardioprotekcyjnych
(geny Krt18, Nrgl, Dkk3, Nppb, tabela 5, 6a)(116,124,134,140), zaburzeniem rytmu serca (gen
Kcnkl, tabela 6b)(154), spadkiem przewodnictwa potencjalu czynnosciowego (gen Clcnl,
tabela 5)(127) oraz spadkiem transportu glukozy do komorki (gen Slc5al, tabela 6b)(155).
Interesujacy jest fakt, ze wsrod wyselekcjonowanych gendéw przedwczesnego starzenia si¢
serca myszy Tgoq*44 znalazly si¢ geny kodujgce biatka, ktore uznane sg za biomarkery:
wioknienia serca (geny Gdf15, Cilp, Timpl, tabela 5, 6a)(118,128,131), niewydolnosci serca
(geny Timpl, Nppb, tabela 5, 6a)(118,141).

Okreslono rowniez, ktore procesy biologiczne zostaly uruchomione przez szereg genow
spetniajagcych  zatozone kryteria dla roznicowej ekspresji |1 reprezentowaly one
nadreprezentatywne procesy biologiczne w sercu, tzn. procesy, ktore miaty znaczacy wptyw na
obraz fenotypu serca. Sposrod 26 nadreprezentatywnych procesow biologicznych
uruchamianych w kazdej grupie wiekowej 4-14-miesigcznych myszy w analizie Tgaq*44 vs.

FVB znalazto si¢ jedynie 8 ,,procesow starzenia’ si¢ serca (Tabela 4), do ktérych nalezaty
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procesy: ,,aktywnos¢ cytokin”, ,adhezja komorkowa”, ,transdukcja sygnatu”, ,regulacja
aktywnosci receptorow sygnalizacyjnych”, ,,aktywnos¢ receptora sprz¢zonego z biatkiem G”,
,»Szlak sygnatowy receptora sprz¢zonego z biatkiem G”, ,,przestrzen zewnatrzkomorkowa”,
,.region zewnatrzkomérkowy”. Wyniki te dowiodty, ze niewydolno$¢ serca uruchamia juz w
sercach 4-miesiecznych myszy Tgaq*44 procesy zwigzane ze starzeniem si¢ serca, ktore byly
zwigzane z przebudowa macierzy zewnatrzkomérkowej (procesy: ,,przestrzen
zewnatrzkomorkowa”, ,region zewnatrzkomoérkowy”). Modyfikacja genetyczna w
kardiomiocytach myszy Tgaq*44 umozliwita uzyskanie przedwczesnych zmian starczych w
transkryptomach serc myszy Tgaq*44, gdyz wykazano, ze uruchomienie procesow zwigzanych

z biatkiem G jest zwigzane ze starzeniem biologicznym serca myszy FVB.

Podsumowujac, jedynie dzigki wykorzystaniu réznych analiz transkryptomicznych
jednoczesnie udalo si¢ zidentyfikowa¢ geny i procesy biologiczne w transkryptomie serca
myszy Tgaq*44, ktore byly zwigzane z procesem starzenia si¢ serca i ktore byly istotnie
zaangazowane w proces starzenia si¢ serca myszy Tgaq*44 juz od wczesnego etapu rozwoju
niewydolnosci serca. Do genow tych nalezato wyselekcjonowanych 8 ,,genow starego serca” i
26 ,,genow starzenia” si¢ serca, z ktorych wydaje sie, ze geny Clcnl, Gdfl5, Tmprss4 mogty
najsilniej przyczynic¢ si¢ do zmian w transkryptomie serca myszy Tgaq*44 towarzyszacych
rozwojowi niewydolno$ci serca i starzeniu si¢ serca. Proces przedwczesnego starzenia w
sercach myszy Tgoq*44 wydawal si¢ by¢ zwigzany ze zmianami w macierzy
zewnatrzkomorkowej, aktywacja procesow wioknienia, starzenia komorkowego, przebudowy
serca, zaburzeniami rytmu serca. Wydaje si¢ roOwniez, ze proces przedwczesnego starzenia
serca w sercu myszy Tgoq*44 byl zwigzany w duze] mierze z modyfikacja genetyczng w

kardiomiocytach i szlakami sygnalizacyjnymi uruchamianymi przez biatko aq*44.

5.8.4 Geny silnie zwiazane ze starzeniem si¢ serca u myszy FVB i z rozwojem
niewydolnosci serca u myszy Tgaq*44

W kazdej grupie wickowej myszy FVB w analizie FVB vs. FVB wérdd 10 gendw,
ktorych warto$¢ réznicowej ekspresji byta najwyzsza lub najnizsza znalazly si¢ geny Tnf
(wzrost ekspresji) i Hif3a (spadek ekspresji), ktory koduje biatko Hif-3a (Tabela 7, 8).
Zatozono, ze sg one Silnie zaangazowne w proces starzenia biologicznego serca myszy FVB.

W dotychczasowo przeprowadzonych badaniach dowiedziono, ze Tnf wykazuje
negatywny efekt inotropowy, uczestniczy w przebudowie serca i rozwoju niewydolnos$ci serca
(157,158). Z kolei Hif-3a powoduje hamowanie aktywnosci Hif-1a i Hif-2a (159), dlatego

obnizenie ekspresji Hif3a w trakcie starzenia si¢ serca myszy FVB wydaje si¢ posrednio
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wskazywac na zwigkszenie aktywnos$ci Hif-1a i Hif-2a. Dlugotrwata aktywacja Hif-1a i Hif-
20 powoduje ich wzajemnie antagonistyczne oddziatywanie na stres oksydacyjny, stan zapalny,
wiloknienie. Hif-1a nasila te procesy, a Hif-20 ostabia. Zaburzenie wigc réwnowagi
wzajemnego oddziatywania Hif-1a i Hif-2a moze przyczyni¢ si¢ do progresji chronicznej
niewydolnosci serca (240). Wykazano rowniez, ze aktywacja Hif-lo przyczynia si¢ do
obnizenia wydolnosci serca (241). Tak wigc chroniczna aktywacja genu Tnf, jak i chroniczne
obnizenie ekspresji genu Hif3a w trakcie starzenia si¢ serca myszy FVB wydaja si¢ stopniowo,
z czasem przyczynia¢ do powstania fenotypu starczego serca U myszy FVB.

Zalozono, ze geny, ktore wystapity w >2 grupach wiekowych myszy w analizie

Tgoq*44 vs. FVB wérdd 10 gendw, ktorych warto$¢ roznicowej ekspresji byta najwyzsza lub
najnizsza byly najbardziej znaczacymi w réznicowaniu transkryptomow serc myszy Tgaq*44
od FVB (Tabela 10). Genami tymi byly Ptchd3, Kcnipl, Fgf23, Atp6v0a4, Fgf2l, Admz2,
Aldob, Sprrla, Acsm5, Chodl, Cyp2b10, Klk1b26, Midl-psl, 4833412C05Rik, Nppa, Scd4,
Gdf15, Clenl, Tmprss4, F830016B08Rik. Kolejno, sprawdzono w jakich grupach wiekowych
myszy w analizach Tgaq*44 vs. FVB, Tgaq*44 vs. Tgaq*44 i FVB vs. FVB te geny spelniaja
zalozone kryteria dla réznicowej ekspresji (Tabela 11). Te z nich uznano za ,geny
niewydolnosci serca”, ktore:
1.) speily zalozone kryteria dla réznicowej ekspresji jednoczesnie w trzech grupach
wiekowych myszy w analizie Tgoq*44 vs. FVB i analizie Tgoq*44 vs. Tgaq*44 (Tabela 11),
2.) nie spetnity zatozonych kryteriow dla réznicowej ekspresji w analizie FVB vs. FVB lub
spetnity jedynie w jednej grupie wiekowej myszy FVB (z wykluczeniem 14-miesigcznych
myszy) w analizie FVB vs. FVB (Tabela 11).

Wykazano w ten sposob, ze do ,,genow niewydolnosci serca” nalezaly geny Fgf23,
Atp6v0a4, Fgf21, Adm2, Sprrla, Chodl, 4833412C05Rik, Nppa, ktorych ekspresja byla
regulowana w gore oraz geny Ptchd3, Kcnipl, Aldob, Acsm5, Scd4, ktorych ekspresja byta
regulowana w dot (Tabela 11).

Wsérod wytypowanych ,.genow niewydolnosci serca” w sercach myszy Tgoq*44
znajdowaty sie geny kodujace biomarkery chorob serca — biatka Fgf21, Fgf23, Nppa (Tabela
12a, ¢)(162,164,174). Biatko Fgf23 przyczynia si¢ do hipertrofii, zwldknienia, przebudowy,
uszkodzenia serca oraz stanu zapalnego w sercu (162). Z kolei wyselekcjonowane ,,geny
niewydolnosci serca” - Fgf21, Nppa, Sprrla, Adm2 koduja odpowiednio biatka Fgf21, Nppa,
Sprrla i peptyd Adm2, ktore wywierajg dzialanie kardioprotekcyjne (Tabela 12a-c)
(164,165,167,174). Rowniez biatka Fgf21, Nppa oraz dlugi niekodujacy RNA -
4833412C05Rik maja dziatanie przeciwhipertroficzne, a biatko Fgf21 wykazuje dziatanie
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przciwzapalne, chroni przed stresem oksydacyjnym oraz hamuje apoptoze kardiomiocytow
(Tabela 12a-c)(164,173,174). Wydaje si¢, ze do rozwoju niewydolnosci serca myszy Tgaq*44
przyczyniajg si¢ takze zaburzenia w gospodarce potasowej (gen Kcnipl, tabela 12a) oraz
zaburzenia metaboliczne w sercu (geny Aldob, Acsmb, tabela 12b)(161,166,168).

5.8.4.1 Charakterystyczne geny na poszczegélnych etapach rozwoju niewydolnosci serca
myszy Tgoaq*44

W analizie Tgog*44 vs. FVB wyselekcjonowano po 10 genow, ktorych warto$é
roznicowe]j ekspresji W tacznej analizie byta najwyzsza lub najnizsza: od wczesnego do
koncowego etapu niewydolnosci serca (4-14-miesigczne myszy); od przejsciowego do
koncowego etapu niewydolno$ci serca, ale nie na wczesnym etapie (8-14-miesigczne myszy,
ale nie 4-miesigczne myszy); jedynie w koncowych miesigcach zycia myszy Tgoaq*44
obejmujacych gtdéwnie koncowy etap niewydolnosci serca (10-14-miesi¢czne myszy, ale nie 4-
8-miesieczne myszy). Zalozono, ze wytypowane w ten sposob geny sg charakterystyczne dla
poszczegdlnych etapéw niewydolnosci serca myszy Tgaq*44. Sprawdzono Kkolejno, czy
znajduja si¢ wsrdd nich ,,geny niewydolnosci serca”.

Wykazano, ze od wczesnego az do koncowego etapu niewydolnos$ci serca pojawity si¢
nastepujace ,,geny niewydolnosci serca” - Sprrla, Nppa, 4833412C05Rik, Aldob, Acsm5, od
przejsciowego do koncowego etapu niewydolnosci serca - Fgf23, Fgf21, Adm2, Atp6vOa4,
Kcnipl, jedynie w koncowych miesigcach zycia myszy Tgoq*44 obejmujacych glownie
koncowy etap niewydolnos$ci serca — Chodl (Tabela 13). Wydaje sie, ze te geny mogg stanowic
potencjalne genetyczne markery poszczegoélnych etapéw rozwoju niewydolnosci serca.

Podsumowujac, szeroka analiza transkryptomiczna serc myszy FVB i Tgaq*44

umozliwita wyselekcjonowac geny, ktére mogg miec istotne znacznie w procesie starzenia si¢
serca (geny Tnf, Hif3a), rozwoju niewydolno$ci serca (,,geny niewydolnosci serca” - Fgf23,
Atp6v0a4, Fgf21, Adm2, Sprrla, Chodl, 4833412CO05Rik, Nppa, Ptchd3, Kcnipl, Aldob,
Acsmb, Scd4). Wigkszos¢ sposrod zidentyfikowanych ,,genéw niewydolnosci serca” moze by¢
rozpatrywana, jako potencjalne markery genetycze poszczegolnych etapow rozwoju
niewydolnosci serca myszy Tgaq*44. Aby to potwierdzi¢ koniecznym jest w przysztosci
zbada¢ udziat wyselekcjonowanych gendéw w procesie starzenia si¢ serca i rozwoju
niewydolnosci serca poprzez wyciszenie odpowiednich genéw w sercu myszy FVB i myszy
Tgaq*44.

Przeprowadzone badania transkryptomiczne w sercach myszy FVB i Tgaq*44 nie

pozwalajg na wskazanie, czy zrodtem przedwczesnego procesu starzenia si¢ serca myszy
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Tgaq*44 (charakteryzujacym si¢ m.in. zwtoknieniem okotokapilarnym) byly wczesne zmiany
starcze w naczyniach wiencowych, gdyz badania transkryptomiczne wykonano w tkance
sercowe] sktadajacej si¢ z kilku typow komodrek, m.in. z kardiomiocytow, fibroblastow,
komorek srodbtonka naczyn. W zwigzku z tym, koniecznym wydaje si¢ w przysztosci wykonac
analiz¢ NGS jedynie w komoérkach srodbtonka naczyn wiencowych w procesie starzenia si¢

serca myszy FVB i w toku rozwoju niewydolnosci serca myszy Tgagq*44.

6. Ograniczenia badan

Glownym ograniczeniem niniejszych badan jest wiek myszy kontrolnych FVB. Wiele
badan wykorzystujacych stare myszy definiowato je jako myszy w wieku okoto 24 miesiecy
(242-244), dlatego 14-miesigczne myszy FVB, ktore wykorzystano w tej pracy mogly nie
rozwina¢ typowych cech dla starszych osobnikéw myszy (zardwno na poziomie genotypu i
fenotypu). Wykorzystanie 14-miesigcznych myszy FVB (jako kontroli), w ktorych mogly nie
wystapi¢ cechy charakterystyczne dla starego serca, byto zdeterminowane rozwojem patologii
serca u myszy Tgaq*44, ktorych $miertelno$¢ gwattownie wzrasta po 14 miesigcu zycia (185).
Niemniej jednak, nawet jezeli u 14-miesi¢cznych myszy FVB pojawily si¢ wczesne zmiany
charakterystyczne dla starczego serca (na poziomie genotypu i fenotypu), to cz¢$¢ z nich byta
juz widoczna u 4-miesiecznych myszy Tgaq*44, co bezsprzecznie §wiadczy 0 przyspieszeniu
procesu starzenia serca u myszy Tgaq*44. Z drugiej strony, jezeli wykorzystano by w niniejszej
pracy starsze myszy FVB - okoto 20-miesigczne, to mogtoby si¢ okaza¢ ze U 4-miesiecznych
myszy Tgaq*44 wystgpuje wigcej cech charakterystycznych dla starego serca. W tym swietle
wydaje si¢, Zze mozna stwierdzi¢, iz wykryte cechy starczego serca u 4-miesigcznych myszy
Tgaq*44 odnosza si¢ do poczatkowego etapu starzenia si¢ serca zdrowych myszy.

Kolejnym  ograniczeniem niniejszych  badan byla  jednoczesna analiza
transkryptomiczna wszystkich komorek sktadajacych si¢ na tkanke sercowa bez wskazania,
ktory typ komorek byt w gtownej mierze odpowiedzialny za zaobserwowane zmiany w
transkryptomie serca.

Zawarte w pracy doktorskiej wyniki zmian ekspresji genow w transkryptomach serc w
trakcie rozwoju niewydolnosci serca i procesu starzenia si¢ serca nie zostaly potwierdzone
bezposrednimi pomiarami poziomu ekspresji genow technika gRT-PCR ani poziomu ekspresji
biatka technikg Western blot, co mogloby przyczyni¢ si¢ do wzmocnienia wnioskow ptynacych

Z uzyskanych wynikow.
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W koncu nie udowodniono w sposéb bezposredni funkcji wyselekcjonowanych genow
W przedwczesnym starzeniu si¢ serca myszy Tgoaq*44 w czasie rozwoju niewydolnosci serca,
gdyz nie wyciszono ekspresji poszczegdlnych genow w modelu myszy Tgaq*44. Potencjalng
funkcje wyselekcjonowanych genéw w zmianach patofizjologicznych serca przedstawiono
jedynie na podstawie dostepnej literatury.

Pomimo tych ograniczen wyniki ptynace z analiz sekwencjonowania nowej generacji
serc myszy Tgaq*44 i FVB w potaczeniu z wynikami czynno$ciowymi, morfologicznymi
opisujgcymi fenotyp serc myszy Tgaq*44 i FVB pozwolity na stwierdzenie, ze elementem
rozwoju niewydolnosci serca w sercach myszy Tgaq*44 jest proces przedwczesnego starzenia
si¢ serca obejmujacy zmiany wokot kapilar wiehcowych 1 w przestrzeni zewnatrzkomorkowe;,
ktory przyczynia si¢ do rozwoju zaburzen czynnos$ciowych i strukturalnych mikrokrazenia

wiencowego.
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7. Wnioski

1. Wykazano ze u myszy Tgaq*44 wystepuja elementy patofizjologii niewydolnosci migénia
sercowego, ktore moga by¢ zwigzane z przedwczesnym uruchomieniem procesOw starzenia si¢
serca u myszy Tgaq*44, bowiem wystepuja rowniez u starzejacych si¢ 14-16-miesigcznych

myszy FVB. Tego typu zmiany wystepuja na poziomie funkcjonalnym (rozkurczowa

niewydolno$¢ lewej komory, uposledzenie podstawowego przeptywu wiencowego),

morfologicznym (wtdknienie serca, w szczegdlnosci wioknienie okotokapilarne, akumulacja

komponentow macierzy zewnatrzkomorkowej), 1 transkryptomicznym (przedwczesne

starzenie, przedwczesna aktywacja ,,genow starego serca” i ,,genow starzenia” si¢ Serca u
myszy Tgaq*44 w wieku 4-14 miesigcy).

2. Na poziomie funkcjonalnym starzenie si¢ migs$nia sercowego u 16-miesigcznych myszy FVB

ujawnito sig, jako niewydolnos$¢ rozkurczowa lewej komory serca. Niewydolnos¢ migénia
sercowego u myszy Tgoq*44, widoczna byta juz u 4-miesiecznych myszy i miata charakter
niewydolnosci skurczowej i rozkurczowej migsnia sercowego. Nie mozna wigc byto oddzieli¢
niewydolnos$ci serca wynikajgcej z procesow starzenia, i rozwijajacej si¢ z powodu nadekspresji
stale aktywnej podjednostki a biatka Gq w kardiomiocytach. Charakterystyczng cechg postgpu
niewydolnosci serca u myszy Tgaq*44 bylo uposledzenie podstawowego przeptywu
wiencowego przy zachowanej rezerwie wiencowej, ktoére powiazano z postgpujacym
wiloknieniem okotokapilarnym i uznano za bardzo wazny element patofizjologii starzejacego
si¢ serca Oraz postepujacej niewydolnosci serca.

3. Na poziomie morfologicznym, charakterystyczng cechg starzenia si¢ mig$nia sercowego u

14-miesigcznych myszy FVB, byl proces wioknienia $rédmigzszowego, a szczegodlnie
wiloknienie okotokapilarne (ktore wystgpowatlo na podobnym poziomie u miodych, 4-
miesiecznych ~ myszy  Tgoq*44) oraz  akumulacja  komponentdéw  macierzy
zewnatrzkomorkowej, ktorym towarzyszyta zmiana w blaszcze podstawnej kapilar (ktora byta
na wyzszym poziomie juz u 4-miesi¢cznych myszy Tgaq*44). Zwigzane z wiekiem widknienie
okotokapilarne u myszy FVB nie bylo zwigzane ze zmianami w strukturze i uktadzie kapilar
migsénia sercowego, podczas gdy u myszy Tgaq*44 uktad kapilar byt znacznie zaburzony i
obserwowano kompensacyjne zwigkszenie $wiatta kapilar. Zmiany strukturalne kapilar
wiencowych wydaja si¢ by¢ istotng podstawa postepujacego uposledzenia podstawowego
przeplywu wiencowego starzejacego si¢ serca oraz niewydolnosci serca.

4. Na poziomie transkryptomicznym, wykazano ze rozwdj niewydolno$ci serca u myszy

Tgaq*44 byt zwiazany z bardziej intensywnymi zmianami w transkryptomie serca niz u myszy
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FVB w trakcie procesu starzenia si¢ serca. Zmiany w transkryptomie serca myszy Tgaq*44 byt
zwigzane w gtdéwnej mierze z rozwojem niewydolnosci serca, hatomiast w transkryptomie serca
myszy FVB z procesem starzenia. Ciekawe, ze od poszczegdlnych etapow rozwoju
niewydolnosci serca myszy Tgoq*44 wystepowata aktywacja specyficznej puli genow, co
$wiadczy o tym, ze proces rozwoju niewydolnoS$ci serca jest procesem wieloetapowym.

5. Na poziomie transkryptomicznym, wykazano przedwczesnie zachodzacy proces starzenia si¢

serca w sercach myszy Tgoq*44 w wyniku rozwijajacej si¢ niewydolnosci serca. W
transkryptomie serca myszy FVB zidentyfikowano 454 ,,geny starego serca” i 56 ,,proceséw
starego serca”, spetiajgcych kryteria dla roznicowej ekspresji i nadreprezentatywnoSci
dopiero u 14-miesigcznych myszy FVB reprezentujac zmiany transkryptomiczne
charakterystyczne dla starego serca. Zidentyfikowano 481 ,.genow starzenia” si¢ serca i 55
,procesow starzenia” si¢ serca w transkryptomie serca myszy FVB, ktore byly odpowiedzialne
za stopniowo zachodzacy proces starzenia si¢ serca. Niewydolno$¢ serca U myszy Tgoaq*44
spowodowata zmiang profilu ekspresji niektorych ,,gendéw starego serca” i ,,genow starzenia”
si¢ serca w innym kierunku, niz jak to miato miejsce w przypadku starzejacego si¢ serca myszy
FVB. Patofizjologiczne znaczenie tych zmian pozostaje do wyjasnienia. Natomiast, ekspresja
wigkszo$ci pozostatych ,,gendw starego serca” i ,,genow starzenia” si¢ serca ulegata podobnej
zmianie w trakcie starzenia chronologicznego w transkryptomach serc myszy Tgaq*44 i FVB.
Ekspresja niektorych z ,,genow starego serca” byla silnie zmieniona u myszy Tgoq*44 w wieku
4-14 miesiecy pod wptywem niewydolnosci serca, co $wiadczy o przedwczesnym i istotnym
uruchomieniu procesu starzenia si¢ serca u myszy Tgaq*44 w wyniku rozwoju niewydolnosci
serca. Wykazano, ze ekspresja 8 ,.,genow starego serca” (Sfrp2, Egr2, Panx1, Krt18, Timp1,
Clenl, Adamts3, Nrgl) oraz 26 ,,genow starzenia” si¢ serca (Pah, Amtn, Gdf15, Itgall, Map6,
Cdknla, Gm31600, Tmem52, Meox1, Fbin7, Gng8, Gpnmb, BB123696, Rasd1,Tent5b, Nppb,
Ano5, Dkk3, Tmprss4, Clec4n, Kecnk1, Gm29040, Sicsal, Clec18a, Cilp, Egr3) byta zmieniona
przez rozwijajaca si¢ niewydolno$¢ serca w transkryptomie serca myszy Tgaq*44 przez caly
okres jego rozwoju. Wsrdd nich 3 geny (Clenl, Tmprss4, Gdfl5) wydawatly sie by¢ bardzo
silnie zaangazowane w zmiany w transkryptomach serca myszy Tgaq*44 w toku rozwoju
niewydolnosci serca. Gtownie te geny (8 ,.,genow starego serca” 1 26 ,.,genow starzenia” sig¢
serca) odpowiadaly za zmiany w macierzy zewnatrzkomoérkowej, aktywacj¢ procesow
wiloknienia, starzenia komorkowego, przebudowe serca, zaburzenia pracy serca i wydawaty sie
by¢ odpowiedzialne za proces przedwczesnego starzenia w sercach myszy Tgaq*44. Wykazano

réwniez, ze 8 ,,procesow starzenia” si¢ serca byto uruchomionych przez niewydolnos¢ serca w
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transkryptomach serc myszy Tgaq*44 przez caty okres rozwoju niewydolnosci serca. Nalezaty
do nich:

a.) procesy: ,,aktywno$¢ receptora sprz¢zonego z biatkiem G”, ,,szlak sygnalowy receptora
sprzezonego z biatkiem G”, ktore potwierdzily, ze modyfikacja genetyczna w kardiomiocytach
myszy Tgaq*44 moze uruchamia¢ przedwczesny proces starzenia si¢ serca myszy Tgaq*44,
b.) procesy: ,przestrzen zewnatrzkomoérkowa”, ,region zewnatrzkomorkowy”, ktore
potwierdzity, ze przedwczesny proces strzenia si¢ serca U myszy Tgaq*44 byl zwigzany ze
zmianami w macierzy zewnatrzkomorkowej migsnia sercowego.

6. Zidentyfikowano 13 ,,genow niewydolnosci serca” (Fgf23, Atp6v0a4, Fgf21, Adm2, Sprrla,
Chodl, 4833412CO05Rik, Nppa, Ptchd3, Kcnipl, Aldob, Acsm5, Scd4). Czegs¢ z nich wykazuje
dziatanie kardioprotekcyjne (Fgf21, Nppa, Adm2, Sprrla), a czgs¢ przyczynia si¢ do
poglebienia patologii serca (Fgf23 - hipertrofia, zwtdknienie, przebudowa serca, stan zapalny
w sercu; Kcnipl - zaburzenia w gospodarce potasowej; Aldob, Acsm5 - zaburzenia
metaboliczne w sercu). Tym samym dowiedziono, ze na poziomie transkryptomicznym w
trakcie rozwoju niewydolnosci serca myszy Tgoq*44 nastepuje silna aktywacja genow
odpowiedzialnych zaréwno za procesy adaptacyjne, jak i maladaptacyjne niewydolnosci serca.
Wykazano rowniez, ze cz¢$¢ z ,,genow niewydolnosci serca’” moze stanowi¢ potencjalnie nowe
markery genetycze poszczegélnych etapow niewydolno$ci serca: wczesnego etapu (Sprrla,
Nppa, 4833412C05Rik, Aldob, Acsmb), przejsciowego etapu (Fgf23, Fgf21, Adm2, Atp6v0a4,
Kcnipl) oraz koncowego etapu niewydolno$ci serca (Chodl). Wykazano, ze istotne znacznie w
procesie starzenia si¢ serca myszy FVB moga mie¢ geny Tnf i Hif3a.

7. Udowodniono, ze neurohormonalne elementy patofizjologii niewydolnosci migsénia
sercowego, takie jak: aktywacja ACE w sercu, aktywacja RAAS na obwodzie zwigkszone
stezenie aldosteronu w osoczu) nie sg zwigzane z przedwczesnym uruchomieniem procesow
starzenia si¢ serca, sg natomiast skutkiem rozwijajacej si¢ niewydolnos$ci serca uruchomionej

w wyniku modyfikacji genetycznej serc myszy Tgoq*44.

Whiosek koncowy

W sumie, przeprowadzone badania na poziomie funkcjonalnym, morfologicznym,
hormonalnym, transkryptomicznym wykazaly, ze w procesie rozwoju niewydolnosci
miesnia sercowego biora udzial mechanizmy patofizjologiczne zaangazowane w rozwoj
niewydolno$ci serca oraz w proces starzenia si¢ serca, te ostatnie uwidaczniajg si¢ w
szczegoInosci na wezesnym i koncowym etapie niewydolnosci serca. Funkcjonalne ich

dzialanie skutkuje W uposledzeniu czynnosci mikrokrazenia wiencowego, w szczegolnosci
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w postepujacym uposledzeniu podstawowego przeplywu wiencowego, ktory moze stac sie¢
istotnym funkcjonalnym celem terapeutycznym starzejacego si¢ i niewydolnego mig$nia
Sercowego.

Farmakoterapia niewydolnosci serca powinna obejmowac¢ nie tylko zahamowanie
nadmiernie aktywnych ukladow neurohormonalnych, ktéra stanowi obecnie podstawe
farmakoterapii niewydolnos$ci serca, ale réwniez powinna obejmowa¢ zahamowanie
procesOw starzenia si¢ serca, ktore wydaja si¢ nie zaleze¢ od nadmiernej aktywacji
ukladéw neurohormonalnych, prowadza natomiast do poglebiajacego si¢ strukturalnego
oraz funkcjonalnego uposledzenia mikrokrazenia wiencowego w przewleklej

niewydolnosci serca rozwijajacej si¢ w starzejacym si¢ organizmie.
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8. Streszczenie

Wyzwaniem przysztosci jest starzejace si¢ spoteczenstwo i leczenie chorob wieku
starczego, do ktorych nalezy niewydolno$¢ serca. Istnieje wigc, pilna potrzeba lepszego
zrozumienia mechanizmow molekularnych lezacych u podtoza procesOw starzenia si¢ serca w
celu opracowania nowych strategii terapeutycznych spowalniania lub hamowania procesow
patofizjologicznych starzenia si¢ serca, ktore mogg mie¢ znaczenie w rozwoju niewydolnosci

Serca.

Celem niniejszej pracy byto opisanie mechanizméw odpowiedzialnych za starzenie si¢
serca w toku rozwoju niewydolnos$ci serca oraz opisanie wzajemnych zaleznosci pomigdzy
procesem starzenia si¢ serca oraz rozwojem niewydolnosci migénia sercowego. W tym celu
wykorzystano unikatowy mysi model niewydolnosci migs$nia sercowego (mysz Tgaq*44), w
ktorym niewydolnos¢ serca rozwija si¢ powoli, dzigki czemu umozliwia jednoczesne $ledzenie
towarzyszacych zmian w wyniku postepujacego procesu starzenia si¢ serca oraz patologii serca

wywotanej sercowo-specyficzng nadekspresja biatka Goq w kardiomiocytach.

Zmiany towarzyszace postepujgcemu procesowi starzenia si¢ Serca i rozwojowi
niewydolnosci serca badano na poziomie funkcjonalnym, morfologicznym, hormonalnym,
transkryptomicznym. Wykorzystano do tego szereg metod eksperymentalnych: obrazowanie
rezonansem magnetycznym i transmisyjnym mikroskopem elektronowym, ultrasonografig
dopplerowska, wysokoci$nieniowg chromatografi¢ cieczowa potaczong z tandemowa
spektrometriag mas (HPLC-MS/MS), sekwencjonowanie nowej generacji, perfuzje

izolowanych serc ex vivo, barwienia histologiczne i immunohistochemiczne.

Proces starzenia si¢ serca nasilit si¢ gwattownie w sercach 14-16-miesigcznych myszy
FVB i charakteryzowat si¢ uposledzong funkcja rozkurczowa serca, zwtdknieniem, rozbudowa
macierzy zewnatrzkomorkowej, spadkiem podstawowego przeplywu wiencowego,
uposledzeniem reaktywnosci naczyn wiencowych na wzrastajacy preload, spadkiem wzgledne;
liczby limfocytow oraz gwattowng aktywacja genow i uruchomieniem procesow biologicznych
uczestniczacych w procesie starzenia si¢ serca (454 ,,genow starego serca”, 481 ,.genow
starzenia” si¢ serca, 56 ,,procesow starego serca”, 55 ,procesow starzenia” si¢ serca). Proces
starzenia si¢ serca myszy FVB nie byt zwigzany z aktywacja systemu renina-angiotensyna-
aldosteron, gdyz aktywacja tego szlaku nie nastgpita w sercu ani na obwodzie u 14-

miesiecznych myszy FVB.
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Wezesna niewydolno$¢ serca u 4-8-miesiecznych myszy Tgaq*44 charakteryzowata sie
uposledzeniem funkcji skurczowej 1 rozkurczowej serca, zwigkszonym wldknieniem
srddmigzszowym 1 okolokapilarnym, przebudowa macierzy zewnatrzkomoérkowey,
uposledzeniem budowy aparatu kurczliwego serca, zmiang struktury kapilar, dystansowaniem
si¢ kapilar od siebie, zmiang ukladu kapilar wiencowych wzgl¢dem kardiomocytow z
réwnoleglego na ,,oplatajacy”, spadkiem podstawowego przeplywu wiencowego, aktywacja
szlaku renina-angiotensyna w sercu. Natomiast koncowy etap niewydolnosci serca mysz
Tgaq*44 charakteryzowal si¢ wzrostem masy przedsionkoéw, aktywacjg szlaku renina-
angiotensyna-aldosteron w osoczu, uposledzeniem ultrastruktury $rodblonka wiencowego,
uposledzeniem rezerwy wiencowej oraz reaktywno$ci naczyn wiencowych na wzrastajacy

preload.

Niewydolno$¢ serca spowodowata silniejsze zmiany w transkryptomach serc myszy
Tgaq*44 niz proces starzenia w transkryptomach serc myszy kontrolnych FVB. Niewydolno$¢
serca u myszy Tgaq*44 przyczynita si¢ do przyspieszenia procesu starzenia si¢ serca. W
transkryptomach serc myszy Tgoaq*44 znaleziono 8 ,.gendw starego serca”, 26 ,genow
Starzenia si¢” serca oraz 8 ,,procesow starzenia’ si¢ serca, ktore byly trwale zaangazowane w
proces Starzenia biologicznego serca u myszy Tgaq*44 od wczesnego az do koncowego etapu
niewydolnos$ci serca. Cze$¢ z nich byla zwigzana z procesem widknienia i zmianami w
macierzy zewnatrzkomorkowej. W transkryptomach serc myszy Tgaq*44 zidentyfikowano 13
genow niewydolnosci serca”, wérdd ktorych znalazty si¢ geny mogace stac si¢ potencjalnie

nowymi markerami genetycznymi okreslonych etapow niewydolno$ci serca.

Wykazano, ze u myszy Tgaq*44 wystepuja elementy patofizjologii niewydolno$ci
migénia sercowego, ktére moga by¢ zwigzane z przedwczesnym uruchomieniem procesow
starzenia si¢ Serca U myszy Tgaq*44, bowiem wystepowaty rowniez u starzejacych si¢ 14-16-
miesiecznych myszy FVB. Tego typu zmiany wystgpowaly na poziomie funkcjonalnym
(rozkurczowa niewydolno$¢ lewej komory, uposledzenie podstawowego przeplywu
wiencowego), morfologicznym (wtoknienie serca, w szczegdlnosci wtoknienie okotokapilarne,
akumulacja komponentow macierzy zewnatrzkomoérkowej), i transkryptomicznym
(przedweczesne starzenie, przedwczesna aktywacja ,.,genow starego serca’ i ,,genow starzenia”
si¢ serca u myszy Tgaq*44 w wieku 4-14 miesi¢cy). Udowodniono, ze neurohormonalne
elementy patofizjologii niewydolnosci mig$nia sercowego towarzysza rozwijajacej si¢
niewydolnos$ci serca w wyniku modyfikacji genetycznej w sercach myszy Tgaq*44, ale nie

towarzysza procesowi starzenia si¢ serca myszy FVB.
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W sumie, przeprowadzone badania na poziomie funkcjonalnym, morfologicznym,
hormonalnym, transkryptomicznym wykazaty, ze w procesie rozwoju niewydolno$ci migs$nia
sercowego biorg udzial mechanizmy patofizjologiczne zaangazowane w rozwoj niewydolnosci
serca oraz w proces starzenia si¢ serca, te ostatnie uwidaczniajg si¢ w szczegdlnosci na
wczesnym i koncowym etapie niewydolno$ci serca. Funkcjonalne ich dziatanie skutkuje m.in.

uposledzeniem czynnosci mikrokrazenia wiencowego.

Farmakoterapia niewydolnos$ci serca powinna wiec obejmowac nie tylko zahamowanie
nadmiernie aktywnych uktadéw neurohormonalnych, ktoéra stanowi obecnie podstawe
farmakoterapii niewydolnosci serca, ale rowniez powinna obejmowaé zahamowanie procesOw
starzenia si¢ serca, ktore wydaja si¢ nie zaleze¢ od nadmiernej aktywacji ukladéw
neurohormonalnych, prowadza natomiast do strukturalnego oraz funkcjonalnego uposledzenia

mikrokrazenia wiehcowego.
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9. Summary

An aging society and treatment of diseases, which affect aged people (e.g. heart failure)
are challenges of the future. In order to develop new therapeutic strategies of inhibiting
pathophysiological mechanisms of cardiac aging process that may be also involved in heart
failure development, there is an urgent need to better understand the molecular mechanisms

underlying the cardiac aging processes.

The aim of this study was to identify mechanisms responsible for cardiac aging process
in the course of heart failure development as well as to characterize interrelationship between
cardiac aging process and heart failure development. For that purposes a unique mouse model
of heart failure (Tgaq*44 mice) was used. Slow development of heart failure in Tgagq*44 mice
due to overexpression of a cardiomyocyte-specific activated Gog protein enable to
simultaneously monitor changes associated with cardiac aging process and heart failure
development.

The changes associated with cardiac aging process as well as with heart failure
development were investigated on functional, morphological, hormonal, transcriptomic level.
In this study multiple experimental methods were used as: magnetic resonans imaging,
transmission electron microscope imaging, Doppler ultrasound imaging, high-performance
liquid chromatography with tandem mass spectrometric (HPLC-MS/MS) measurements, next
generation sequencing, ex vivo coronary flow measurements in isolated perfused hearts,

histological and immunohistological stainings.

Cardiac aging process was rapidly intensified in 14-16-month-old FVB mice and was
characterized by impaired diastolic function, increased fibrosis, increased remodeling of
extracellular matrix, decreased basal coronary flow, impaired reactivity of coronary arteries in
response to increased preload, decreased relative number of lymphocytes and intense activation
of genes and biological processes involved in cardiac aging process (which involved: 454
,,genes of aged heart”, 481 ,,genes of aging heart”, 56 ,,processes of aged heart”, 55 ,,processes
of aging heart”). Cardiac aging process was not associated with cardiac and systemic activation

of renin-angiotensin-aldosteron system even in aged hearts of 14-month-old FVB mice.

Early stage of heart failure in 4-8-month-old Tgag*44 mice was characterized by
impaired systolic and diastolic function, increased perivascular and interstitial fibrosis,

increased remodeling of extracellular matrix, structure disturbances in the capillaries and

146



cardiac contractile apparatus, increased distance between capillaries, changes in coronary
capillaries arrangement, decreased basal coronary flow, activation of cardiac renin-angiotensin
pathway. End-stage heart failure in Tgag*44 mice was characterized by increased atrial mass,
peripheral activation of renin-angiotensin-aldosterone pathway, ultrastructure disturbance in
coronary endothelium, impaired coronary reserve as well as impaired reactivity of coronary

arteries in response to increased preload.

Heart failure induced more intensive changes in the cardiac transcriptome of Tgaq*44
mice than aging process in the cardiac transcriptome of control FVB mice. Heart failure in
Tgag*44 mice accelerated cardiac aging process. In cardiac transcriptome of Tgag*44 mice,
there were 8 ,,genes of aged heart”, 26 ,,genes of aging heart”, 8 ,,processes of aging heart”,
which were permanently engaged in biological aging process in the hearts of Tgag*44 mice
along entire course of heart failure development. Some of these genes and processes were
associated with fibrosis and changes in extracellular matrix. In the cardiac transcriptome of
Tgaq*44 mice 13 ,,genes of heart failure” were identified. Some of them may represent new

genetic markers of defined stages of heart failure development.

In Tgag*44 mice, there are elements of heart failure pathophysiology that may be
associated with premature activation of cardiac aging processes in the hearts of Tgaq*44 mice,
because these elements occurred in the aged hearts of 14-16-month-old FVB mice. These
cardiac pathophysiology elements occurred on functional (diastolic dysfunction, impairment of
basal coronary flow), morphological (increased fibrosis, in particular perivascular fibrosis,
increased accumulation of extracellular matrix components) and transcriptomic level
(premature cardiac aging, premature activation of ,,genes of aged heart” and ,,genes of aging
heart” in the hearts of 4-14-month-old Tgaq*44 mice). These studies have proven that
neurohormonal elements of heart failure pathophysiology were associated with heart failure
development in Tgag*44 mice but not with cardiac aging process in FVB mice.

In conclusion, studies performed on functional, morphological, hormonal,
transcriptomic level show that in the course of heart failure development the pathophysiological
mechanisms of heart failure as well as of cardiac aging process are involved. The latter
mechanisms occur particularly in the early and end-stage of heart failure in Tgaq*44 mice and

functionally are related to impairment of coronary microcirculation.

The pharmacotherapy of heart failure should involve not only the inhibition of

overactivated neurohormonal pathways, which represents currently the mainstay of

147



pharmacotherapy of heart failure, but should also involve the inhibition of cardiac aging
processes, which seem not to be related to overactivated neurohormonal pathways. Finally,
cardiac aging processes seem to be associated with structural and functional disturbances in

coronary microcirculation.
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