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Streszczenie

Serce jest odpowiedzialne za pompowanie krwi zawierajacej tlen 1 substancje
odzywcze, ktére sg dostarczane do kazdej komoérki w catym organizmie. Choroby uktadu
sercowo-naczyniowego (ang. cardiovascular diseases, CVD) sa najczestsza przyczyng zgonow
na $wiecie. CVD powoduja zaburzenia pracy serca i naczyn krwiono$nych, ktére moga
wywotywac niedokrwienie serca (ang. ischemic heart disease, IHD), a w konsekwencji catego
organizmu. Choroba niedokrwienna serca jest spowodowana przewlektym, niedostatecznym
zaopatrzeniem kardiomiocytow (ang. cardiomyocytes, CM) w tlen, wywotujac niedotlenienie,
w wyniku ktorego komorki ulegaja trwatemu uszkodzeniu i1 apoptozie. Dodatkowo, nadal
brakuje skutecznego leczenia, ktore wspomogloby regeneracje uszkodzonych komorek serca
1 przywrocitoby prawidtowe funkcjonowanie tego organu. Pomimo intensywnych badan nad
nowymi metodami leczenia, skuteczna terapia wymaga doglgbnego zrozumienia mechanizmow
i procesOw zachodzacych w tkance serca zarowno w warunkach fizjologicznych, jak
1 patofizjologicznych. Kluczowym aspektem w badaniach nad CVD jest opracowanie
odpowiedniego modelu komoérkowego in vitro, ktory wiernie odwzoruje strukture i funkcje
ludzkiej tkanki serca. Tradycyjne modele dwuwymiarowe (2D) nie odzwierciedlajg ztozonej
i heterogenicznej tkanki serca, zatem prowadzone s3a badania nad zastosowaniem
trojwymiarowych (3D) hodowli opartych na inzynierii tkankowej, m.in. wykorzystujacych

maty nanowtokniste.

Maty nanowtlokniste dzigki swoim wlasciwosciom strukturalnym i mechanicznym
nasladuja funkcje macierzy zewnatrzkomorkowej (ang. extracellular matrix, ECM) tkanki
serca, co pozwala na bardziej realistyczne badanie wptywu struktury 3D na funkcje
kardiomiocytow. Ponadto, maty nanowlOkniste moga by¢ wykonane z materialow
biokompatybilnych i1 biodegradowalnych, ktore minimalizujg ryzyko wywotania odpowiedzi
zapalnej komorek serca. Maty powinny by¢ porowate, aby byla mozliwa efektywna dyfuzja
tlenu i dostarczanie sktadnikow odzywczych do komorek, a takze skuteczne usuwanie
metabolitow z komorek. Udowodniono, Ze maty nanowtdkniste stymulujg adhezjg, proliferacje

1 dojrzewanie kardiomiocytow.

W ramach rozprawy doktorskiej wykorzystano maty nanowldkniste z polikaprolaktonu
(ang. poly(&-caprolactone), PCL) 1 poliuretanu (ang. polyurethane, PU). Obydwa materiaty sg
biodegradowalne, tanie i1 nietoksyczne oraz charakteryzujg si¢ odpowiednia wytrzymalo$cia

mechaniczng 1 elastycznos$cia, dzigki czemu moga si¢ rozcigga¢ i kurczy¢, umozliwiajac
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komorkom serca wykonywanie rytmicznych, pulsujagcych ruchéw. Do badan zostaty
wytworzone maty nanowldkniste z PCL i PU o dwdéch wartosciach $rednich $rednic wiodkien,
roéznigce si¢ elastyczno$cig. Charakteryzowaly si¢ one wysoka porowatoscia, podobnie jak
wiokna budujace ECM serca. Dodatkowo, nanowidkna byty rownolegle utozone wzgledem
siebie. Maty nanowlOkniste zostaly zastosowane do sprawdzenia jak ich wlasciwosci
fizykochemiczne wplywaja na funkcjonowanie komorek serca pochodzacych z réznych
gatunkow (H9c2 — szczurze kardiomioblasty, HCM — ludzkie pierwotne kardiomiocyty, HL-1
— mysie kardiomiocyty). Dodatkowo, oprocz zastosowania komercyjnie dostepnych linii
komorkowych, badania zostaty przeprowadzone na zréznicowanych ludzkich kardiomiocytach
pochodzacych od indukowanych pluripotencjalnych komoérek macierzystych (ang. induced
pluripotent stem cell-derived cardiomyocytes, iPSC-CM). Przewaga zastosowania iPSC-CM
nad komercyjnie dostepnymi liniami jest to, ze moga pochodzi¢ od konkretnego dawcy, co
umozliwia rozwoj terapii personalizowanej. W ramach badan sprawdzono zywotnos¢,
morfologi¢ komorek, ekspresje genow oraz poziom biatek zwigzanych z dojrzewaniem
kardiomiocytow. Hodowle byly prowadzone krotko- (24 h) i dlugoterminowo (10 dni).
Uzyskane wyniki wskazuja, ze zastosowanie odpowiednio dobranych mat nanowtoknistych,
pozwala uzyska¢ bardziej dojrzate morfologicznie i fizjologicznie komoérki serca niz w
standardowych warunkach hodowli na plytkach polistyrenowych. Dodatkowo, wyniki
przedstawione w rozprawie doktorskiej moga poméc w badaniach nad zrozumieniem
1 wyjasnieniem rozbieznos$ci migdzy mechanizmami komérkowymi gryzoni i czlowieka oraz
wspomoc badania nad wyborem nanowldkien, ktore skutecznie pozwolg na uzyskanie ludzkich

dojrzatych kardiomiocytow w modelach in vitro.

Niedotlenienie tkanki serca jest jedng z gldwnych przyczyn jej dysfunkcji. Zatem,
wazne jest badanie odpowiedzi komorkowej na hipoksj¢ w modelach in vitro
oraz poszukiwanie witasciwych modeli komérkowych, ktore beda nasladowa¢ odpowiedz
ludzkich kardiomiocytow na niedotlenienie w warunkach in vivo. Z tych wzgledow, w
badaniach prowadzonych w ramach niniejszej rozprawy doktorskiej sprawdzono
funkcjonowanie ludzkich kardiomiocytéw hodowanych na matach nanowtoknistych w
warunkach hipoksji 1 hipoksji z reoksygenacja. Zatozono, ze stosowane modele z powodzeniem
beda mogly by¢ uzyte w badaniach nad niedotlenieniem. Analizowano zmiany w poziomie
czynnika indukowanego niedotlenieniem la (ang. hypoxia-inducible factor Ila, HIF-la),
ekspresje gendw wptywajacych na prace komorek serca, reorganizacje filamentéw aktynowych

budujacych cytoszkielet komorek oraz typ $mierci komoérkowej. Zaobserwowano réznice w



odpowiedzi na niedotlenienie i reoksygenacje pomiedzy komérkami HCM 1 iPSC-CM, ktore
moga wynika¢ z odmiennej fizjologii komoérek. Uzyskane wyniki badan potwierdzity, ze
odpowiedz komoérkowa kardiomiocytow hodowanych na matach nanowtdknistych ro6zni si¢ od
odpowiedzi uzyskiwanej w przypadku hodowli na plytkach polistyrenowych i moze by¢

zblizona do odpowiedzi kardiomiocytow w warunkach in vivo.

W badaniach nad chorobami serca waznym aspektem jest zastosowanie medycyny
regeneracyjnej, w tym wykorzystanie komoérek macierzystych. Brakuje jednak badan,
w ktorych stosowano komorki macierzyste 1 ludzkie kardiomiocyty w hodowli
z wykorzystaniem mat nanowtoknistych. Zatem, celem kolejnego etapu byto przeprowadzenie
wspothodowli ludzkich kardiomiocytow poddanych dziataniu hipoksji wraz z komodrkami
macierzystymi na matach nanowtoknistych. Zatozono, ze maty nanowtdkniste stanowi¢ moga
czynnik strukturalny wptywajacy stymulujagco na regeneracje ludzkich kardiomiocytow
hodowanych wraz z komérkami macierzystymi. Sprawdzono zywotnos$¢ komoérek iPSC-CM
poddanych hipoksji wspéthodowanych z komoérkami macierzystymi, w krétko- (24 h)
1 dlugoterminowej (10 dni) hodowli. Dodatkowo, oznaczono procent komorek apoptycznych
1 nekrotycznych. Przeprowadzono réwniez analizg ekspresji gendw oraz poziomu biatek, ktore
biora udziat w regulowaniu indukowanych pluripotencjalnych komoérek macierzystych
oraz w roznicowaniu komorek macierzystych w kardiomiocyty, jak rowniez sg zaangazowane
w funkcje naprawcze komorek serca oraz wptywaja na prace kardiomiocytéw. W ramach badan
wykazano, ze mozliwe jest uzyskanie wspothodowli na matach nanowtoknistych, ludzkich
kardiomiocytow poddawanych hipoksji z komorkami macierzystymi. Uzyskane wyniki badan
moga by¢ wykorzystane do dalszych prac nad regeneracja uszkodzonych ludzkich

kardiomiocytow.

Podsumowujac, badania przeprowadzone w ramach niniejszej rozprawy doktorskiej
potwierdzaja, ze hodowle komorek serca prowadzone na matach nanowldknistych stanowi¢
moga modele komoérkowe wykorzystywane do badania niedotlenienia, badania wptywu
komorek na regeneracj¢ komorek serca oraz badania mechanizméw komorkowych w
warunkach fizjologicznych 1 patofizjologicznych. Wykazano rowniez, ze ludzkie komorki
macierzyste moga zosta¢ uzyte do wytworzenia modeli komorkowych in vitro, ktore pozwola
na wspomaganie dalszych poszukiwan i optymalizacje zmierzajace do uzyskania modelu

ludzkiej tkanki serca, jak rowniez badania nad regeneracjg serca.

Stowa kluczowe: modele in vitro, inZynieria tkankowa, maty nanowlokniste, komorki serca,
komorki macierzyste, fizjologia i patofizjologia komorek serca.
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Abstract

The heart pumps blood with oxygen and nutrients to the whole organism.
Cardiovascular diseases (CVDs) are the most common cause of death worldwide. CVDs cause
disorders of the heart and blood vessels that can cause ischemic heart disease (IHD). Ischemic
heart disease is caused by a chronic inadequate supply of cardiomyocytes (CMs) with oxygen,
which causes hypoxia, then cells undergo permanent damage and apoptosis. Additionally,
effective treatments are not to help regenerate damaged cardiac cells and restore cardiac
function. Despite research into new treatments, effective therapy requires an understanding of
the mechanisms and processes that occur in cardiac tissue under physiological and
pathophysiological conditions. Research is the development of an appropriate in vitro cellular
model that faithfully imitates the structure and function of human heart tissue. Traditional two-
dimensional (2D) models do not reflect complex and heterogeneous cardiac tissue, so research
is being conducted into three-dimensional (3D) models using tissue engineering with

nanofibrous mats.

Nanofibrous mats in 3D models mimic the function of the extracellular matrix (ECM)
of cardiac tissue and enable the study of the effects of 3D structure on cardiomyocyte function.
In addition, nanofibrous mats should be made of biocompatible and biodegradable materials
that reduce inflammation in cardiac cells. The mats should have porosity that will allow
efficient diffusion of oxygen, delivery of nutrients to the cells, and efficient removal of
metabolites from the cells. Nanofibrous mats have been proven to enable cardiomyocyte

adhesion, proliferation, and maturation.

In the thesis, poly(€-caprolactone) (PCL) and polyurethane (PU) nanofibrous mats were
used because they are widely used in 3D in vitro models that mimic cardiac tissue function.
Both materials are biodegradable, cheap, non-toxic, and have adequate mechanical properties
for culturing cardiac cells. PCL and PU nanofibrous mats with two mean fiber diameters and
different elasticities were designed for the study. In addition, the nanofibers were in parallel
arrangements and had high porosity, similar to the collagen fibers that build the ECM of the
heart. These nanofibrous mats were then used to research how the physicochemical properties
of the nanofibers affect the function of cardiac cells from different species (H9c2 - rat
cardiomyoblasts, HCM - human primary cardiomyocytes, HL-1 - mouse cardiomyocytes).
Also, studies have been conducted on human induced pluripotent stem cell-derived

cardiomyocytes (iPSC-CMs). iPSC-CMs can be derived from a specific donor, enabling



personalized therapy development. At this stage, the selected nanofibrous mats were confirmed
to affect cardiac cell function. The study examined cell viability, morphology, gene expression,
and the level of proteins associated with cardiomyocyte maturation. Cultures were maintained
for short- (24 h) and long-term (10-day) periods. The research indicates that the use of
appropriately selected nanofibrous mats allows the obtaining of more morphologically and
functionally mature cardiac cells than under standard culture on polystyrene plates. In addition,
the work may help in research to understand and explain the differences between the cellular
mechanisms of rodents and humans. Also, in the selection of nanofibrous mats will effectively

support the production of mature human cardiomyocytes in in vitro models.

Hypoxia of heart tissue is one of the main causes of dysfunction. Therefore, it is
important to study the cellular response to hypoxia in in vitro models and to search for
appropriate cellular models that will mimic the response of human cardiomyocytes to hypoxia
in vivo. For this reason, the doctoral dissertation examined the functioning of human
cardiomyocytes cultured under hypoxia and hypoxia with reoxygenation on nanofibrous mats.
It was assumed that these models could be applied in hypoxia research. Changes in HIF-1a
levels, the expression of genes affecting cardiac cell function, the reorganization of actin
filaments, and the type of cell death were analyzed. Differences in the response to hypoxia and
reoxygenation were observed between HCM and iPSC-CM, which may result from different
physiology. The results confirmed that the cellular response of cardiomyocytes cultured on
nanofibrous mats differs from the cellular response of cardiomyocytes cultured on polystyrene

plates and may be similar to the response of cardiomyocytes in vivo.

An important aspect of heart disease research is the use of regenerative medicine,
including the utilization of stem cells. However, there is a lack of studies using stem cells and
human cardiomyocytes in culture with nanofibrous mats. The aim of this study was to co-
culture human cardiomyocytes subjected to hypoxia with stem cells on nanofibrous mats. It
was assumed that nanofibers could be a structural factor stimulating the regeneration of human
cardiomyocytes cultured together with stem cells. The viability of iPSC-CM cells subjected to
hypoxia and co-cultured with stem cells was tested in short- (24 h) and long-term (10 days)
cultures. In addition, the percentage of apoptotic and necrotic cells was determined. An analysis
of gene expression and protein levels was also performed, which are involved in the regulation
of induced pluripotent stem cells and the differentiation of stem cells into cardiomyocytes, as
well as being involved in the repair functions of heart cells and influencing the work of

cardiomyocytes. The study showed that it is possible to co-culture human cardiomyocytes



subjected to hypoxia with stem cells. The results obtained can be used for further work on the

regeneration of damaged human cardiomyocytes.

In conclusion, the PhD research confirms that nanofibrous mats in 3D in vitro models
better reflect the in vivo conditions of cardiac tissue than 2D culture on polystyrene plates. The
developed 3D models support the study of cellular mechanisms under physiological and
pathophysiological conditions, which can support further research on obtaining a human

cardiac tissue model and research on cardiac regeneration.

Keywords: in vitro models, tissue engineering, nanofibrous mats, cardiac cells, stem cells,

cardiac cell physiology and pathophysiology

10



Wykaz uzywanych skrotow

2D - dwuwymiarowy (ang. two-dimensional)

3D - trojwymiarowy (ang. three-dimensional)

7-AAD - 7-aminoaktynomycyna D (ang. 7-aminoactinomycin D)
5-AZA - 5-azacytydyna (ang. 5-azacytidine)

AP - potencjal czynnosciowy (ang. action potential)

ASC - doroste komorki macierzyste (ang. adult stem cells)

ATP - adenozyno-5'-trifosforan (ang. adenosine-5'-triphosphate)

BM-MSC - mezenchymalne komorki macierzyste pochodzace ze szpiku (ang. bone marrow-
derived mesenchymal stem cells)

BMP4 - biatko morfogenetyczne kosci 4 (ang. bone morphogenetic protein 4)
BSA - albumina surowicy bydlecej (ang. bovine serum albumin)

CBP - biatko wigzace CREB (ang. CREB-Binding Protein)

CAM - kalceina-AM (ang. calcein-AM)

cDNA - komplementarne DNA (ang. complementary)

CF - fibroblasty serca (ang. cardiac fibroblasts)

CMGS - suplement wzrostu ludzkich kardiomiocytow (ang. cardiac myocyte growth
supplement)

CM - kardiomiocyty (ang. cardiomiocytes)

CNT - nanorurki weglowe (ang. carbon nanotube)

Cs - chityna (ang. chitin)

cTnl - sercowy izoform troponiny I (ang. cardiac troponin I)

CVD - choroby uktadu sercowo-naczyniowego (ang. cardiovascular diseases)

DMEM - podstawowe medium do hodowli komorek (ang. dublecco essential medium Eagle)
DMSO — dimetylosulfotlenek (ang. dimethyl sulfoxide)

DNA - kwas deoksyrybonukleinowy (ang. deoxyribonucleic acid)

DPBS - buforowana fosforanem soél fizjologiczna Dulbecco (ang. dulbecco’s phosphate
buffered saline)

ECM - macierz zewnatrzkomoérkowa (ang. extracellular matrix)
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EC - komorki srodblonka (ang. endothelial cells)

ES - elektroprzedzenie (ang. electrospinning)

ESC - embrionalne komorki macierzyste (ang. embryonic stem cells)

FBS - ptodowa surowica bydleca (ang. fetal bovine serum)

Gel - zelatyna (ang. gelatin)

GO - utleniony grafen (ang. graphene oxide)

GSK-3 - inhibitor kinazy syntazy glikogenu 3 (ang. glycogen synthase kinase 3)
HCM - pierwotne ludzkie kardiomiocyty (ang. primary human cardiomyocytes)
HF - niewydolno$¢ serca (ang. heart failure)

HIF-1 — czynnik indukowany niedotlenieniem 1 (ang. hypoxia inducible factor)
HIF-1a — czynnik indukowany niedotlenieniem la (ang. hypoxia-inducible factor 1a)
H/R — hipoksja/reoksygenacja (ang. hypoxia/reoxygenation)

HUVEC - ludzkie pierwotne komorki srédblonka (ang. primary human umbilical vein
endothelial cells)

IHD - niedokrwienie serca (ang. ischemic heart disease)

iPSC - indukowane pluripotencjalne komoérki macierzyste (ang. induced pluripotent stem
cells)

iPSC-CM - kardiomiocyty pochodzacych od indukowanym pluripotencjalnych komorek
macierzystych (ang. induced pluripotent stem cell-derived cardiomyocytes)

iPSC-CPC - progenitorowe komorki serca zréznicowane z indukowanych pluripotencjalnych
komorek macierzystych (ang. induced pluripotent stem cell-derived cardiac progenitor cells)

LVEF - frakcja wyrzutowa lewej komory (ang. left ventricular ejection fraction)

MEM NEAA - minimalne podtoze podstawowe Eagle'a (ang. Eagle's minimum essential
medium Non-Essential Amino Acid)

MI - zawal migénia sercowego (ang. myocardial infraction)

NCX - kanat powodujacy wypompowywanie jondw sodowych 1 wpompowywanie jonow
wapnia (ang. sodium-calcium exchanger)

p300 - 300-kilodaltonowe biatko koaktywatora (ang. 300-kilodalton coactivator protein)
PC - poliweglan (ang. polycarbonate)
PCL - polikaprolakton (ang. poly(é-caprolactone))

PDMS - poli(dimetylosiloksan) (ang. polydimethylsiloxane)
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PFA - paraformaldehyd (ang. paraformaldehyde)

PGA - poliglikolyd (ang. polyglycolide)

PHD - hydroksylazy prolilowej (ang. enzymes prolyl hydroxylase)
PI - jodek propidyny (ang. propidium iodide)

PL - kierunek rownolegty (ang. parallel)

PLA - polilaktyd, poli(kwas mlekowy) (ang. polylactic acid)
PLGA - polilaktyd-kwasu glikolowego (ang. polylactide-glycolic acid)
PLLA - kwas poli-l-laktydowy (ang. poly(lactic acid))

PP - kierunek prostopadty (ang. perpendicular)

PS - polistyren (ang. polystyrene)

PU - poliuretan (ang. polyurethane)

RNA - kwas rybonukleinowy (ang. ribonucleic acid)

RT-PCR - reakcja tancuchowa polimerazy w czasie rzeczywistym (ang. real-time polymerase
chain reaction)

SAV - stosunek powierzchni hodowlanej do objetosci hodowli (ang. surface-area-to-volume
ratio)

SBS - rozdmuch roztworu polimeru (ang. solution blow spinning)

SEM - skaningowy mikroskop elektronowy (ang. scanning electron microscope)
SR - siateczka sarkoplazmatyczna (ang. sarcoplasmic reticulum)

ssTnl - izoforma mig$nia szkieletowego troponiny I (ang. slow skeletal troponin I)
TE - inzynieria tkankowa (ang. tissue engineering)

TGF-B - transformujace czynniki wzrostu B (ang. transforming growth factor beta)
UV — promieniowanie ultrafioletowe (ang. ultraviolet light)

VEGF - czynnik wzrostu §rodblonka naczyniowego (ang. vascular endothelial growth factor)
WHO - Swiatowa Organizacja Zdrowia (ang. World Health Organization)

VHL - biatko Von Hippel-Lindau (ang. Von Hippel-Lindau protein)

o -MHC - cigzki tancuch miozyny, izoform a (ang. myosin heavy chain, o. isoform)

B-MHC - ciezki tancuch miozyny, izoform B (ang. myosin heavy chain, f isoform)
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I. Czesé literaturowa
1. Wstep

Obecnie jednym z powodow najwigkszej liczby zgondéw ludzi w Polsce i na $wiecie sg
choroby uktadu sercowo-naczyniowego (ang. cardiovascular diseases, CVD). CVD obejmuja
choroby serca w tym chorobe niedokrwienng serca (ang. ischemic heart disease, IHD), ktora
powoduje chroniczne niedotlenienie kardiomiocytow wywolujac apoptozg Iub state
uszkodzenie komorek. Kardiomiocyty (ang. cardiomiocytes, CM) odpowiadaja za kurczliwos¢
serca, a w konsekwencji za pompowanie krwi do organizmu. Zaburzenie ich pracy moze
powodowaé niedokrwienie i niedotlenienie calego organizmu. Co wigcej, kardiomiocyty
budujace serce dorostego czlowieka maja znikoma zdolno$¢ do proliferacji. Szacuje sie,
ze proliferacja ludzkich kardiomiocytéw wynosi okoto 0,45-1 % rocznie dla ludzi w wieku
25 - 75 lat. Dlatego tez, w przypadku uszkodzenia znacznej liczby CM, np. po zawale, komorki
nie s zastepowane przez nowe kardiomiocyty, ale przez fibroblasty, ktore nie maja zdolnosci

do kurczenia si¢ i przewodzenia impulsow elektrycznych, co z kolei zaburza pracg serca.

Obecne metody leczenia chorob uktadu sercowo-naczyniowego skupiaja sie
na podawaniu farmaceutykow np. blokerow receptora B-adrenergicznego oraz stosowaniu
urzadzen wspomagajacych prace serca np. stosowanie rozrusznikow serca. W wielu
przypadkach rozwigzania te nie sg, jednak wystarczajace i konieczny staje si¢ przeszczep serca.
Niestety brak dawcow powoduje, ze liczba wykonywanych przeszczepow jest
niewystarczajaca. Pomimo intensywnych badan nad nowymi metodami leczenia, skuteczna
terapia chorob uktadu sercowo-naczyniowego wymaga dogltebnego zrozumienia mechanizmow
1 procesoOw zachodzacych w tkance serca zaro6wno w warunkach fizjologicznych, jak
1 patofizjologicznych. Kluczowym aspektem w badaniach nad CVD jest opracowanie
odpowiedniego modelu komoérkowego in vitro, ktory wiernie odwzoruje strukture i funkcje
ludzkiej tkanki serca. Najczgsciej w badaniach in vitro wykorzystywane sg hodowle
dwuwymiarowe (2D) na ptaskiej powierzchni. Tkanka mig$nia sercowego jest jednak bardziej
ztozona. Zbudowana jest m.in. z kilku typow komorek, ktére oddziatuja migdzy soba oraz
posiada macierz zewnatrzkomorkowa (ang. extracellular matrix, ECM). Biatka budujace ECM
serca wspomagaja skurcze serca (sarkomery 1 miofibryle), pomagaja w komunikacji
komorka-komorka (cytokiny) 1 wptywaja na morfologi¢ oraz fizjologi¢ tkanki serca. Z tego

powodu, wcelu odwzorowania tkanki serca, coraz wigce] badan przeprowadza si¢
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z wykorzystaniem modeli tréjwymiarowych (3D), przy zastosowaniu inzynierii tkankowej
z matami nanowlOknistymi. Badania potwierdzaja, ze maty nanowldkniste sg zdolne do
nasladowania struktury i funkcji macierzy zewnatrzkomorkowej (ECM) serca w warunkach
in vitro. Dlatego ich zastosowanie w hodowli komorek serca moze znaczgco wspomoc badania
nad wplywem tréjwymiarowej struktury na adhezje, zywotno$¢, proliferacje i dojrzewanie
kardiomiocytow, atakze na funkcjonowanie komorek macierzystych o wiasciwo$ciach

regeneracyjnych.

2. Budowa serca

Serce to organ umozliwiajacy krazenie krwi, ktora dostarcza tlen i substancje odzywcze
do kazdej komoérki w calym organizmie. Ludzkie serce zbudowane jest z 2 komor
12 przedsionkéw oddzielonych od siebie 2 zastawkami przedsionkowo-komorowymi.
Pomiedzy prawym przedsionkiem i1 prawg komorg jest zastawka trdjdzielna. Z kolei lewy
przedsionek i lewa komore oddziela zastawka dwudzielna. W sercu obecne s3 jeszcze 2 inne
zastawki u wejs¢ do tetnic wychodzacych z serca - zastawka pnia plucnego umiejscowiona
u podstawy pnia plucnego 1 zastawka potksiezycowata aorty lezaca u wejscia aorty. Zastawki
umozliwiaja jednokierunkowy przeptyw krwi. Serce zbudowane jest z trzech warstw:
epikardium (nasierdzie), miokardium (migsien sercowy) i endokardium (wsierdzie) [1]. Za
prace serca odpowiada migsien sercowy, ktorego funkcje zalezg od komorek zwanych
kardiomiocytami (ang. cardiomyocytes, CM). CM reguluja skurcz i rozkurcz serca. Szczegdlnie
wazne s3 CM znajdujace si¢ na S$cianie prawego przedsionka w wezle zatokowo-
przedsionkowym. Sg one odpowiedzialne za spontaniczne generowanie i wysytanie impulséw
elektrycznych przez co regulujg rytm skurczow serca. Kardiomiocyty tacza si¢ ze sobg
potaczeniami szczelinowymi (ang. gap junction). Sa to kanaly blonowe zbudowane
z koneksyny, ktére umozliwiajg transport jonéw 1 zmian¢ potencjatlu czynno$ciowego
komorek, powodujac kurczenie i rozkurczanie CM. Zmiany potencjatéw transblonowych

w kardiomiocytach powodujg bicie serca 1 przeptyw krwi [2].

Kardiomiocyty stanowig wigkszo$¢ masy serca, jednak nie tylko z nich zbudowana jest
tkanka serca (Ryc.1). Licznymi grupami komodrek budujacych migsien sercowy sa roOwniez
fibroblasty serca (ang. cardiac fibroblasts, CF) oraz komorki srodbtonka (ang. endothelial cells,
EC). Fibroblasty przyczyniaja si¢ do wytwarzania macierzy zewnatrzkomorkowej serca
(ang. extracellular matrix, ECM), ktéra reguluje proliferacje kardiomiocytoéw [3], [4]. ECM
to struktura zbudowana z wtokien, ktore otaczajg komorki, petnigca role rusztowania. Ponadto,

ECM zawiera czynniki wzrostu 1 posredniczy w przekazywaniu sygnalow miedzy komorkami.
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Macierz zewnatrzkomorkowa sktada si¢ z biatek i1 polisacharydéw, ktore mozna podzieli¢
na glikoproteiny, proteoglikany i glikozaminoglikany. Glikoproteinami sa fibronektyna
i laminina, a takze kolagen i elastyna, ktore nadaja ECM elastyczno$é. ECM posredniczy
w przekazywaniu sygnatow miedzy komorkami, ktore regulujg funkcje kardiomiocytow,

wplywajac na rdznicowanie, adhezj¢ i proliferacje komorek [5].

Komorki srodbtonka (ang. endothelial cells, EC) petnig istotng role w funkcjonowaniu
tkanki serca. Reguluja one selektywne przenikanie substancji odzywczych, tlenu 1 jonow,
wykorzystujac takie mechanizmy jak, produkcja czynnikdéw parakrynnych regulujacych
przepuszczalno$¢ naczyn krwionosnych, transport mig¢dzykomoérkowy, endocytoze
i transcytoze. Dzigki tym mechanizmom komorki $rédbtonka precyzyjnie kontroluja, ktore
substancje odzywcze, w jakiej ilosci 1 w jakim tempie, moga dotrze¢ do kardiomiocytow,
jednoczesnie chronigc serce przed potencjalnie szkodliwymi toksynami lub patogenami
znajdujacymi si¢ we krwi krazacej w naczyniach krwiono$nych. Dodatkowo, EC sg wrazliwe
na zmiany ci$nienia i dynamiki krwi (ang. shear stress, napr¢zenia $cinajgce) oraz na sygnaly
chemiczne (np. hormony, mediatory zapalne), przez co dostosowuja swoje funkcje
transportowe, wydzielnicze 1 ochronne do obecnych potrzeb kardiomiocytow i tkanki serca.
Z tego powodu EC rowniez pelnig istotng role w funkcjonowaniu kardiomiocytéw w czasie

rozwoju embrionalnego lub w zachodzacych zmianach chorobowych tkanki serca [6], [7].

Macierz zewnatrzkomoérkowa

_

—_— Fibroblasty

N

Komérki srédbtonka
Kardiomiocyty

Rycina 1 Schemat przedstawiajgcy budowe miesnia sercowego.
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3. Choroby ukladu sercowo-naczyniowego i rola niedotlenienia

3.1. Choroby ukladu sercowo-naczyniowego

Choroby uktadu sercowo-naczyniowego (choroby uktadu krazenia) obejmuja mi¢dzy
innymi chorobg¢ niedokrwienng serca, zawal mig¢snia sercowego oraz niewydolnos¢ serca. CVD
sa gtéwna przyczyna zachorowalnosci i $miertelnosci na catym $wiecie. Swiatowa Organizacja
Zdrowia (ang. World Health Organization, WHO) podata, ze w 2019 z powodu CVD zmarto
17,9 mln oso6b, co stanowi 32 % wszystkich zgonow na $wiecie [8], [9]. Choroby uktadu
krazenia powodujg zaburzenia pracy serca i naczyn krwiono$nych, ktore mogg wywolywac
niedokrwienie calego organizmu. Najczestszg choroba, ktora powoduje uszkodzenie komorek
serca, jest choroba niedokrwienna serca (ang. ischemia heart disease, THD). Jest ona
spowodowana blokada naczyn wiencowych, a jej objawy to nieregularne bicie serca (arytmia),
zawal mig$nia sercowego (ang. myocardial infraction, MI) 1 niewydolnos$¢ serca (ang. heart
failure, HF). IHD powoduje utrudniony transport tlenu do komorek, indukujac niedotlenienie
(hipoksje), w wyniku, ktorego komarki ulegaja apoptozie oraz trwatemu uszkodzeniu [8], [9].
Doroste kardiomiocyty maja niewielka mozliwo$¢ regeneracji ze wzgledu na bardzo slaba
proliferacj¢ - szacuje si¢, ze proliferacja ludzkich kardiomiocytoéw wynosi okoto 0,45-1 %
rocznie w wieku 25-75 lat [10]. Powoduje to, ze w przypadku choroby serca np. ostrego zawatu
serca, ktory doprowadza do uszkodzenia 20-30 % calkowitej masy serca, tkanka ta zbudowana
gléwnie z kardiomiocytow nie ma mozliwosci odpowiedniego zregenerowania si¢ [11].
W takim przypadku CM zastgpowane sa przez fibroblasty, co z kolei przyczynia si¢ do
utworzenia tak zwanej tkanki bliznowatej, ktéra ogranicza zdolnos$¢ serca do prawidtowego

funkcjonowania [3], [12].

Konwencjonalne metody leczenia chordb uktadu sercowo-naczyniowego mozna
podzieli¢ na farmakologiczne (leki przeciwzakrzepowe, beta-blokery, blokery kanalow
wapniowych, terapia przeciwzakrzepowa itp.), procedury niechirurgiczne (przezskorna
angioplastyka wiencowa), techniki chirurgiczne (sztuczne serce, pomostowanie aortalno -
wiencowe) 1 przeszczepy. Poza transplantacja, pozostate metody leczenia koncentrujg si¢
bardziej na zapobieganiu rozwojowi choroby niz na jej leczeniu. Mata ilos¢ dawcdéw powoduje,
ze liczba wykonywanych przeszczepow jest niewystarczajaca. Oprocz konwencjonalnych
metod leczenia CVD, kluczowe znaczenie ma prowadzenie zdrowego stylu Zycia (zdrowa
i zbilansowana dieta, brak uzywek, aktywno$¢ fizyczna i unikanie przewlektego stresu) oraz

regularna profilaktyka [13], [14].
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3.2. Badanie niedotlenienia z wykorzystaniem modeli komorkowych
in vitro

Hipoksja (inaczej nazywana niedotlenieniem) to niedobdr tlenu, ktéry moze
wystepowa¢ w roznych narzadach, tkankach i komoérkach. Moze on wywotywaé stany
patofizjologiczne, jak w chorobie niedokrwiennej serca, nowotworach, reumatoidalnym
zapaleniu stawow lub stanach zapalnych [15]. W zdrowym sercu ssakdw poziom tlenu wynosi
5-10 %, w zaleznosci od czes$ci migs$nia sercowego [16]. Niedotlenienie in vivo w tkance serca
definiuje si¢ jako stan, w ktérym poziom tlenu spada ponizej 5 % [17]. Niedostateczna 1los¢
tlenu lub jego brak spowodowany niedroznoscig waskich naczyn wiencowych, ktorego
najczestsza przyczyng jest odkladanie si¢ cholesterolu w naczyniach, moze skutkowac
dysfunkcjg kardiomiocytow, zaburzeniami szlakéw metabolicznych i $§miercig komorek serca
w krotkim czasie. Hipoksja powoduje uruchomienie wielu szlakow, ktére maja na celu
przystosowanie 1 ograniczanie uszkodzen kardiomiocytow m.in. oddychanie tlenowe
z wykorzystaniem lancucha oddechowego w mitochondriach przechodzi na glikolize
beztlenowa. Glikoliza ogranicza efektywnos¢ produkcji energii w postaci ATP
(ang. adenosine-5'-triphosphate, adenozyno-5'-trifosforan), ktéra powoduje zaburzenia pracy
CM, w tym dysfunkcje pomp i kanatéw jonowych uczestniczacych w kurczeniu i rozkurczaniu
komoérek serca. Brak tlenu w komoérkach powoduje réwniez stabilizacje indukowanego
niedotlenieniem czynnika 1 (ang. hypoxia inducible factor, HIF-1), ktéry prowadzi m.in. do
produkcji czynnika wzrostu $rodblonka naczyniowego (ang. vascular endothelial growth
factor, VEGF) stymulujacego angiogeneze i pobudzenia produkcji kinazy dehydrogenazy
pirogronianowej, ktora jest kluczcowym enzymem w glikolizie. Dodatkowo, niedotlenienie
wywoluje stres oksydacyjny w CM 1 aktywacje czynnikéw zapalnych, ktére mogg prowadzi¢
do $mierci komorkowej (apoptozy 1 nekrozy) 1 uszkodzenia tkanki serca. Badania
oddziatywania niedotlenienia na komorki serca obejmuja analiz¢ zmian metabolicznych
zachodzacych w komorkach jak i1 ich funkcjonowanie w warunkach patologicznych [18], [19].
Nie wszystkie procesy komorkowe wywotywane przez niedotlenienie sg jednak w peini znane,
dlatego badanie ich skutkéw dla komorek serca przy uzyciu modeli in vitro ma kluczowe

znaczenie dla zrozumienia mechanizméw zachodzacych w komoérkach podczas hipoks;ji.

Hipoksje w modelach komoérkowych in vitro mozna wywota¢ poprzez obnizenie
poziomu tlenu w $rodowisku hodowlanym. W tym celu, stosowane sa specjalne komory
beztlenowe lub inkubatory, w ktorych mozliwe jest uzyskanie obnizonego poziomu tlenu [20].

W wigkszosci badan stosowane jest stezenie tlenu w zakresie 0-1 % [21]-[26]. Poza analizg
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oddziatywania niedotlenienia na metabolizm komoérkowy [18], [27], [28] prowadzone sg
rowniez badania nad wplywem ponownego natlenienia (reoksygenacja) komorek.
Reoksygenacja to proces ponownego dostarczenia tlenu do komorek po niedotlenieniu
w modelach in vitro lub w przypadku badan in vivo, gdy krew jest ponownie dostarczana do
tkanki (reperfuzja). Przyktadem badania hipoksji i reoksygenacji (H/R) in vitro moga by¢ prace
prowadzone przez Hafeza i wsp. [21]. Wykorzystali oni pierwotne ludzkie kardiomiocyty
(ang. primary human cardiomyocytes, HCM) do badania niedotlenienia (94 % Nz, 5 % COo,
1% O2). Komérki poddano hipoksji przez 30 min oraz 1, 2, 3, 6 i 12 h lub hipoksji
1 reoksygenacji (w punktach czasowych: hipoksja 3 h, reoksygenacja 3, 6, 9 h). Analizowano
poziom czynnika indukowanego niedotlenieniem la (ang. hypoxia-inducible factor la,
HIF-1a), ktérego poziom zmienia si¢ w zalezno$ci od ilosci tlenu [21]. HIF-1a jest jedng
ztrzech podjednostek biatka HIF-1 1 odpowiada za adaptacje i1 przezycie komorek
w $rodowisku z niedoborem tlenu. W warunkach normoksji HIF-1a jest hydroksylowany przez
izoformy domeny hydroksylazy prolilowej (ang. enzymes prolyl hydroxylase, PHD) 1 tlen,
a nastepnie ulega degradacji przez proteasomy. W warunkach niedotlenienia HIF-1a ulega
stabilizacji, a komorki wytwarzaja szereg biatek, ktére powoduja m.in. stymulacje tworzenia
nowych naczyn czy przelaczenie si¢ komorek z oddychania tlenowego na niezalezng od tlenu

glikolize (Ryc. 2) [22].

Normoksja Hipoksja

HIF1a HIF1p

p— — N —— Cytoplazma

Jadro 1

Poziom O,

Rycina 2 Schemat przedstawiajgcy szlak HIF-lo w warunkach prawidlowego poziomu tlenu (normoksja)
i wwarunkach niedotlenienia (hipoksja). Poziom O; reguluje dziatanie hydroksylazy prolilowej (PHD), ktora
w normoksji powoduje przylgczenie do HIF-1o biatka Von Hippel-Lindau (ang. Von Hippel-Lindau protein, VHL),
powodujgc ubikwitynacje i degradacje HIF-1o. przez proteasomy. W mikrosrodowisku o obnizonym poziomie
tlenu, biatka powodujgce rozklad HIF-lo sq degradowane, dzigki czemu nastepuje dimeryzacja i stabilizacja
kompleksu HIF-1o z HIF-1p. Bialka transportowane sq do jgdra komorkowego i wigzq si¢ z p300 (ang. 300-
kilodalton coactivator protein, 300-kilodaltonowe biatko koaktywatora), CBP (ang. CREB-Binding Protein,
biatko wigzgce CREB) oraz DNA komorki, regulujgc ekspresje roznych genow podczas niedotlenienia [29].
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Na podstawie wynikoéw Hafez i wsp. zauwazono, ze poziom biatka HIF-1a wzrastat do
3 h w czasie niedotlenienia, a nastepnie jego poziom stabilizowat si¢ (Ryc. 3 A). Dodatkowo,
aby sprawdzi¢, czy zachodzg zmiany metaboliczne w kardiomiocytach po niedotlenieniu
1 ponownym natlenieniu, zbadano aktywno$¢ mitochondrialng komérek HCM po 3 h hipoksji
1po 3,619 hreoksygenacji. (Ryc. 3 B). Zaobserwowano, spadek aktywnosci mitochondrialne;j
wraz z dtuzszym czasem reoksygenacji. Dodatkowo, podczas ponownego natlenienia wzrastat
poziom reaktywnych form tlenu (ang. reactive oxygen species, ROS), ktore przyczynialy si¢
do dodatkowych uszkodzen komorek serca [21]. W innych badaniach porownano aktywnos¢
mitochondriow, poziom komodrkowego ATP i zywotnos$¢ roznych typoéw komorek serca
po hipoksji 1 reoksygenacji (H/R) [23], [26]. Przykladowo, hipoksji i reoksygenacji poddano
szczurze kardiomioblasty (H9c2) i mysie kardiomiocyty (HL-1). Zaobserwowano, ze komorki
HO9c2 miaty nizsza aktywnos$¢ mitochondrialng 1 zywotno$¢ w pordwnaniu do komoérek HL-1.
Dodatkowo zauwazono, ze zmiany zachodzace po H/R w komoérkach H9c¢2 sa bardziej zblizone
do tych obserwowanych w pierwotnych kardiomiocytach u gryzoni w warunkach in vivo niz

w komorkach HL-1 [23].
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Rycina 3 (A) Procentowy udzial komorek z HIF-1a w zaleznosci od czasu trwania niedotlenienia w porownaniu
do hodowli prowadzonej w warunkach normoksji dla ludzkich kardiomiocytow. (B) Aktywnosé mitochondrialna
po H/R w zaleznosci od czasu reoksygenacji, * - p < 0,001 [21].

Oprocz badania szlakow metabolicznych 1 funkcjonowania komoérek serca w warunkach
hipoksji 1 reoksygenacji, prowadzone sa rdwniez badania nad poznaniem mechanizmoéw
1 czynnikow wystepujacych podczas H/R, ktéore umozliwia ochron¢ komorek serca przed
uszkodzeniami wywotanymi przez brak tlenu (kardioprotekcja) [24], [30], [31]. Na przykiad
Xu i wsp. [32] przeprowadzit H/R przez 6 h/12 h dla linii komérkowej H9c2, aby potwierdzi¢
wptyw miozyny 1b (myolb) na apoptozg komorek i autofagie. Ekspresja miozyny 1b podczas

H/R jest wyciszana co powoduje apoptozg, zahamowanie proliferacji i autofagi¢ komorek.
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Autorzy wykorzystali plazmidy, aby wprowadzi¢ do komoérek H9¢2 sekwencje umozliwiajaca
wywotanie nadekspresji myolb. Komorki z nadekspresja myolb wykazywaly wyzsza
zywotnos¢ 1 nizszy poziom autofagii niz komorki kontrolne. Zauwazono, ze wzrost ekspres;ji
miozyny 1b moze wpltywa¢ na wigksza odpornos¢ komorek na uszkodzenia wywotane H/R
[32]. Badania nad modulacja réznych szlakow sygnalowych i czynnikow uczestniczacych
w H/R maja na celu poznanie ich oddziatywania na funkcjonowanie komorek serca oraz
kontrole¢ nad nimi by méc chroni¢ komorki przed uszkodzeniami wywotanymi brakiem tlenu.
Przeprowadzono liczne badania sprawdzajac dziatanie roznych czynnikéw, w tym jednostek
RNA regulujacych ekspresje wybranych genow [33]—[35], czynnikow chemicznych [25], [36]
oraz czynnikéw wspomagajacych tworzenie naczyn krwionosnych (angiogenezg) [26], [37] na
kardioprotekcje w trakcie H/R. W badaniach nad poréwnaniem skutecznos$ci kardioprotekcji
w modelach in vitro wykorzystywano rézne linie komorkowe, takie jak HL-1[23], [34], [35],
HO9c2 [26], pierwotne kardiomiocyty szczurze [37], kardiomiocyty mysie [36], kardiomiocyty
pochodzace od Iludzkich indukowanych pluripotencjalnych komoérek macierzystych
(ang. induced pluripotent stem-cell-derived cardiomyocytes, iPSC-CM) [36]. Badania

prowadzono réwniez z wykorzystaniem modeli zwierzecych [30], [38].

Badanie wptywu niedotlenienia oraz niedotlenienia i reoksygenacji na modelach tkanki
serca in vitro 1 in vivo jest kluczowe dla zrozumienia mechanizmow 1 proceséw zachodzacych
w komorkach serca, ktore wywotuje brak tlenu. Ta wiedza moze przyczyni¢ si¢ do znalezienie
efektywnej metody kardioprotekcji [39]. Jednak nadal brakuje modeli nasladujacych
skomplikowang strukture 1 funkcje tkanki ludzkiego serca po niedokrwieniu lub reperfuz;i.
Wigkszos¢ badan in vitro przeprowadza si¢ z wykorzystaniem dwuwymiarowych modeli
komorkowych. Z kolei badania in vivo prowadzone s3 na organizmach modelowych gryzoni,
ktore nie odzwierciedlaja funkcjonowania ludzkiej tkanki serca i nie zawsze sa odpowiednimi
modelami ze wzgledu na r6znice anatomiczne 1 fizjologiczne migdzy cztowiekiem a gryzoniem.
Powoduje to, ze wyniki badan przedklinicznych czgsto nie odzwierciedlajg skutecznosci terapii
w badaniach klinicznych. W konsekwencji wiele obiecujacych metod leczenia nie jest
efektywna u pacjentow [40]-[42].

4. Rola komorek macierzystych wykorzystywanych do badan nad
regeneracja tkanki serca

4.1. Klasyfikacja komorek macierzystych
Przewlekta hipoksja powoduje apoptoz¢ kardiomiocytow, co wywotuje niewydolnos¢

serca, w przypadku ktorej najskuteczniejsza metoda leczenia jest przeszczep serca. Ma ona
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jednak ograniczenia m.in. niewystarczajaca liczbe¢ dawcoOw oraz mozliwo$¢ odrzucenia
przeszczepu. Alternatywa sa badania nad zastosowaniem medycyny regeneracyjnej
wykorzystujacej komoérki macierzyste, ktore charakteryzuja si¢ nieograniczonymi
zdolnosciami proliferacyjnymi, nieograniczong liczbg podziatéw i zdolnoscig do roznicowania
si¢ w inne typy komorek. Komorki macierzyste mozna podzieli¢ na doroste komorki
macierzyste (ang. adult stem cells, ASC) i embrionalne komodrki macierzyste (ang. embryonic
stem cells, ESC) (Ryc. 4) [43]. Do ESC nalezg totipotencjalne i pluripotencjalne komorki
macierzyste. Komorki totipotencjalne sg najbardziej pierwotnymi komorkami macierzystymi,
ktore powstaja z zygoty i tworzg morule. Tworzg one zarodek i struktury pozazarodkowe
(na przyktad lozysko) i moga rdéznicowaé si¢ w kazdy rodzaj komorek wystepujacy
w organizmie. Po okoto czterech dniach morula rozwija si¢ w blastocyste zbudowanag
z komorek pluripotencjalnych, ktore moga roznicowac si¢ w kazdy typ komorek budujacy
organizm, ale nie w komorki budujace zewnetrzng strukturg zarodka [44]. Z kolei doroste
komorki macierzyste dzielg si¢ na multipotencjalne i unipotencjalne komorki macierzyste.
Multipotencjalne komorki macierzyste maja zdolno$¢ réznicowania si¢ w kilka typow komorek
z tego samego listka zarodkowego. Unipotencjalne komorki macierzyste moga réznicowac si¢
w tylko jeden typ komorek somatycznych (np. komoérki progenitorowe serca moga roznicowac

si¢ w kardiomiocyty) [45].

Totipotencjalne i1 pluripotencjalne komorki to komoérki budujace zarodek. W zwigzku
z czym, ich wykorzystanie budzi zastrzezenia etyczne, w szczegolnosci w przypadku komorek
ludzkich, poniewaz s3 izolowane z zarodka. Z kolei multipotencjalne 1 unipotencjalne komorki
macierzyste roznicujg si¢ w okreslony typ komorek co ogranicza ich wykorzystanie, a ich
izolacja wigze si¢ z inwazyjng biopsja np. z tkanki serca. Dodatkowo ASC charakteryzuje
ograniczona zywotno$¢ w warunkach in vitro [46]. Ze wzgledu na ograniczenia ASC i ESC,
duzy potencjat ma zastosowanie indukowanych pluripotencjalnych komoérek macierzystych
(ang. induced pluripotent stem cells, 1IPSC), ktore po raz pierwszy uzyskano w 2007 roku przez
Yamanaka [47]. Do dojrzatych komorek fibroblastow zostaty wprowadzone cztery czynniki
transkrypcyjne (Oct3/4, Sox2, KLF4 i c-Myc) z wykorzystaniem wektorow wirusowych,
co umozliwito uzyskanie populacji pluripotencjalnych komorek macierzystych [47]. Wedlug
aktualnych badan komorki iPSC mogg mie¢ szerokie zastosowanie w medycynie,

np. regeneracji uszkodzonej tkanki serca.
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Rycina 4 Klasyfikacja komorek macierzystych.

4.2. Ludzkie indukowane pluripotencjalne komorki macierzyste

Wykorzystanie ludzkich indukowanych pluripotencjalnych komorek macierzystych
(ang. human induced pluripotent stem cells, hiPSC) nie budzi zastrzezen etycznych, poniewaz
sa one uzyskiwane z komorek somatycznych, a nie z zarodkdéw. Przeprowadzono liczne
badania, w ktorych potwierdzono, ze komorki iPSC na poziomie gendéw, biatek, morfologii,
nieograniczonych podziatéw i zdolnosci do proliferacji s zblizone do pluripotencjalnych
komorek macierzystych [48]. Jest kilka mozliwosci uzyskania komorek iPSC. Strategie
reprogramowywania komorek somatycznych w komorki iPSC obejmuja metody integracyjne
lub metody nieintegracyjne. Poczatkowo, komorki iPSC pozyskiwano dzigki wykorzystaniu
integrujacych wektoréw wirusowych. Metoda ta polega na wbudowaniu do DNA komorki,
wektora ze specyficznymi genami (kodujacymi czynniki transkrypcyjne - Oct3/4, Sox2, KLF4
1 c-Myc), ktore indukujg reprogramowanie komoérek somatycznych do komoérek iPSC. Byly
do tego wykorzystywane retrowirusy, jednak zastgpiono je wektorami lentiwirusowymi
co poprawilo efektywno$¢ uzyskiwania komorek iPSC. Obecnie jest to najczesciej stosowana
1 najlepiej zbadana metoda reprogramowania komorek iPSC, a jej wydajnos¢ szacowana jest
na poziomie 0,1-1 % [49]. Innym rodzajem strategii integracyjnej jest wykorzystanie wektora
bezwirusowego np. stosowanie transpozondéw, ktére maja zdolno$¢ do przemieszczania si¢

w obrebie genomu co moze prowadzi¢ do zmian sekwencji DNA i wplywa¢ na funkcjonowanie
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genow. Niestety, w przypadku wszystkich wymienionych rodzajow wektorow integrujacych
z genomem gospodarza, mozliwe jest wybudowanie sekwencji w przypadkowe miejsce
w genomie 1 powstawanie zaburzenia w transkrypcji genéw kluczowych dla funkcjonowania
komorki. Dlatego tez, coraz wigksza popularnoscig cieszy si¢ zastosowanie wektorow
nieintegrujgcych z genomem komorki. Polegajg one na dostarczeniu gendéw odpowiedzialnych
za reprogramowanie komoérek przy pomocy samoreplikujacych sie  wektoréw
i cytoplazmatycznego RNA. Stosowane s3 strategie wektoréw nieintegracyjnych
wykorzystujacych microRNA (miRNA) do reprogromowania komorek somatycznych
w komorki iPSC. Wynika to z tego, ze miRNA reguluje ekspresje genow na poziomie
potranskrypcyjnym, w tym moze aktywowac geny promujace pluripotentnos¢ np. SOX2,
NANOG 1 OCT4, co powoduje, ze metoda ta ma wysoka efektownos$¢ przy konwersji
fibroblastow w komorki iPSC oraz niska mozliwo$¢ mutacji komorek [48], [49]. Integrujace
i nieintegrujace systemy transferu wektorow umozliwiaja uzyskanie indukowanych
pluripotentnych komorek macierzystych z wydajnoscia siegajaca do 4%. Oprocz wybrania
metody przeprogramowania komorek somatycznych w komorki iPSC, w duzej mierze
wydajno$¢ reprogramowania zalezy réwniez od pochodzenia komoérek somatycznych 1 wieku
dawcy. Wymagane sa dalsze optymalizacje wydajnosci reprogramowania komorek
somatycznych w komoérki iPSC i1 poznanie mechanizméw, ktére umozliwig zwickszenie

wydajnosci uzyskania komorek iPSC.

Zgodnie z aktualnymi badaniami, komoérki iPSC moga by¢ szeroko stosowane
w badaniach podstawowych nad wykorzystaniem ich w leczeniu np. choréb uktadu sercowo-
naczyniowego, choroby Parkinsona, Alzheimera, niewydolno$ci watroby 1 trzustki.
Przyktadowo, komoérki iPSC sa powszechnie stosowane w badaniach podstawowych nad

z zastosowaniem komorek zroznicowanych w kardiomiocyty (iPSC-CM) (Ryec. 5) [50], [51].
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Rycina 5 Schemat przedstawiajgcy pozyskanie komorek iPSC i iPSC-CM oraz ich mozliwe wykorzystanie [50].

4.3. Roznicowanie komorek macierzystych do kardiomiocytow i ich
charakterystyka

Roéznicowanie komorek 1PSC do kardiomiocytdéw umozliwia uzyskanie ludzkich
komorek serca bez zastrzezen etycznych. W badaniach stosowane sa rézne metody
réznicowania komorek pluripotencjalnych w komoérki iPSC-CM. Jedna z metod opiera si¢ na
wykorzystaniu czynnikéw Aktywiny A 1 BMP4 (ang. bone morphogenetic protein 4, biatko
morfogenetyczne kosci 4), ktore naleza do nadrodziny transformujacego czynnika wzrostu 3
(ang, transforming growth factor beta, TGF-B) (protokot GiAB) [52]. Oba bialka uczestnicza
w embriogenezie. Metoda ta umozliwia uzyskanie ponad 30 % kardiomiocytow z komorek
1PSC [52]. Inna metoda wykorzystuje aktywatory S$ciezki sygnatowej Wnt oraz wyciszenie
ekspresji B-kateniny z zastosowaniem shRNA (z hodowli komoérek iPSC powstaje okoto 80 %
kardiomiocytow - protok6l GiSB). Jednak najbardziej popularnym sposobem roéznicowania
komérek iPSC do iPSC-CM jest zastosowanie inhibitoréw $ciezki sygnatowej przez
wykorzystanie inhibitora kinazy syntazy glikogenu 3 (ang. glycogen synthase kinase 3,
GSK-3) z chemicznym inhibitorem $ciezki Wnt (protokot GiWi) [53]. Procedura ta opiera si¢

na modulacji $ciezki sygnatowej Wnt. Udowodniono, ze sa 3 szlaki sygnatowe Wnt:
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kanoniczny, niekanoniczny szlak polaryzacji komorek planarnych i niekanoniczny szlak
Wnt/waph. Kanoniczna $ciezka sygnatlowa Wnt jest uznawana za jeden z gléwnych
mechanizmow odpowiedzialnych za funkcjonowanie komorek i rozwoj embrionalny, poniewaz
reguluje ona wiele szlakéw m.in. powoduje akumulacje lub degradacje B-kateniny, ktora
kontroluje i koordynuje transkrypcje genoéw. Akumulacja B-kateniny odbywa si¢ w cytoplazmie
komorkowej a nastgpnie jest transportowana do jadra komorek, gdzie dziala jako mediator
transkrypcyjny. Degradacj¢ kontroluje natomiast biatko GKS-3 kierujac p-katenine
do ubikwitynacji, a nastgpnie do proteasomu w celu jej strawienia [54]. W przypadku protokotu
GiWi zastosowanie inhibitora GSK-3 powoduje akumulacje B-kateniny, ktora aktywuje
transkrypcje gendw odpowiedzialnych za réznicowanie iPSC do mezodermy. Nastgpnie,
wykorzystywany jest inhibitor $ciezki Wnt, co powoduje strawienie B-kateniny i dalsze
réznicowanie do mezodermy sercowej i do kardiomiocytow [52]. Dzieki tej procedurze

mozliwe jest uzyskanie okoto 85-95 % komorek iPSC-CM.

Komorki iPSC-CM sa bardziej podobne do pltodowych niz do dojrzalych
kardiomiocytow. Ptodowe CM 1 komorki iPSC-CM ro6znia si¢ od dojrzatych komorek serca,
m.in. liczbg mitochondriow 1 kanatdow odpowiedzialnych za transport jonéw wapnia,

metabolizmem i morfologig. Roznice i podobienstwa zostaty przedstawione w Tabeli 1.
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Tabela 1 Porownanie wlasciwosci kardiomiocytow dojrzatych, uzyskanych z indukowanych pluripotencjalnych
komorek macierzystych - iPSC-CM i kardiomiocytow ptodowych [55]—[57]. cTnl — sercowa izoforma troponiny I,
ssTnl —izoforma troponiny I miesnia szkieletowego, a — MHC — ciezki tanicuch miozyny, izoform o, p-MHC — ciezki

tancuch miozyny, izoform p.
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Dojrzate kardiomiocyty charakteryzuje wydtuzony, wrzecionowaty, anizotropowy
ksztalt. Ponadto, okoto 25 — 30 % komorek jest dwujadrzastych [55]. Doroste kardiomiocyty
w sercu utozone sg rownolegle, co umozliwia przewodzenie i synchronizacje impulsow
elektrycznych, a takze utatwia przeptyw cytokin oraz czynnikéw parakrynnych, ktore z kolei
umozliwiajg komunikacje migdzy komoérkami. Niedojrzate kardiomiocyty (w tym iPSC-CM)
majg natomiast jedno jadro, sa okragle, losowo utozone i mniejsze niz dojrzate CM. Rowniez
budowa sarkomeréw w dorostych CM jest odmienna niz w CM ptodowych np. miofibryle
w dojrzatych CM sa uporzadkowane, podczas gdy w komdrkach niedojrzatych sa one utozone
w sposob nieregularny. Dodatkowo, poréwnujac budowe sarkomerow w dojrzalych
i niedojrzatych kardiomiocytach zauwazono, Ze zmienia si¢ stosunek izoform biatka
m.in. w przypadku sercowej troponiny T - w kardiomiocytach plodowych przewaza
wystepowanie izoform ¢TnT1 i ¢cTnT2, a w dojrzalych ¢TnT3 i cTnT4 [58]. W przypadku
troponiny I, ptodowa izoforma to ssTnl (ang. slow skeleton troponin I, troponina I mig$nia
szkieletowego) kodowana przez gen TNNII, a w dorostych formach CM wystepuje glownie
sercowa izoforma troponiny I (ang. cardiac troponin I, cTnl) kodowana przez gen TNNI3 [59].
Réznice obserwowane sg rowniez w przypadku biatka tancucha ci¢zkiej miozyny (ang. myosin
heavy chain, MHC). W tkance serca wystepuja dwa typy MHC — o-MHC i1 B-MHC. W
zalezno$ci od stopnia dojrzatosci komoérek serca zmieniajg si¢ proporcje a-MHC i B-MHC. W
dojrzatych kardiomiocytach pochodzacych z ludzkiej komory serca jest znacznie wigcej [3-
MHC, niz a - MHC. Z kolei, dla komoérek ptodowych 1 iPSC-CM dominujacg izoforma jest o-
MHC [60].

Dojrzate kardiomiocyty w poréwnaniu do komoérek ptodowych i iPSC-CM réznig si¢
rowniez elektrofizjologia. Wszystkie wymienione typy kardiomiocytoéw posiadaja kanaty
jonowe, ktore umozliwiajg transport jonow 1 powoduja powstawanie potencjalu
czynno$ciowego (ang. action potential, AP). Model dla dojrzatych CM wyjasniajacy zmiany
potencjatu czynno$ciowego serca dzieli si¢ na 4 fazy (Ryc. 6). Faza 0 to moment depolaryzacji
btony komorkowej 1 zmiany potencjalu czynnosciowego z —90 mV do +50 mV. Spowodowane
jest to naptywem jonow dodatnich do komorki (Na*i Ca?"), dzieki otwarciu kanatow sodowych
1 wapniowych typu L. Kolejna, faza 1 - repolaryzacja, rozpoczyna si¢ przez zamknigcie
kanatow sodowych, zmniejsza si¢ ilos¢ jonéw sodowych, jednak ich stezenie jest nadal duze
przez co otwiera sie kanal, ktory wypompowuje jony Na® i wpompowuje jonéw Ca**

(ang. sodium-calcium exchanger, NCX). W tej fazie rOwniez otwiera si¢ kanal potasowy, ktory

31



umozliwia wypompowywanie jondow K' na zewnatrz komorek. Potencjal czynno$ciowy spada
do okoto +30 mV. W fazie 2 (plateau), otwieraja si¢ kanaty wapniowe typu L i jony wapnia
Ca?" sg transportowane do wnetrza kardiomiocytéw. Powoduje to odwrécenie kanatu NCX — do
komorki transportowane sg jony sodowe, a z komorki jony wapnia. AP pozostaje na podobnym
poziomie co w fazie 1. Nastepnie, w fazie 3 dochodzi do zamknigcia kanatléw wapniowych
i repolaryzacji btony komoérkowej. Potencjal spoczynkowy spada do -90 mV. Faza 4 to faza

spoczynkowa [61].

W przypadku komorek ptodowych 1 iPSC-CM, AP spoczynkowe w fazie 4 jest wyzsze
(migdzy -57 mV do -70 mV) (Ryc.6), poniewaz zmniejszona jest gesto$¢ pradu potasowego.
Dodatkowo, mniejsza ilos¢ transportowanych jonéw potasowych powoduje nieregularne

kurczenie si¢ CM. Dodatkowo, w niedojrzatych kardiomiocytach brakuje fazy 112 [61].

Doroste ludzkie CM z iPSC-CM
komory serca

1 o\
N Vv >

80 —

Rycina 6 Poréwnanie zmian w fazach potencjalu czynnosciowego w ludzkich dojrzalych kardiomiocytach
komorowych serca oraz komorkach iPSC-CM pochodzgcych od cztowieka. Cyfry oznaczajg kolejne fazy AP [57].

W dojrzatych CM, skurcz i rozkurcz osiggane sa przez transport jondw. Naplyw
pozakomoérkowych jonéw wapnia do CM powoduje uwalnianie Ca?* z siateczki
sarkoplazmtycznej (ang. sarcoplasmic reticulum, SR), ktére wiaza si¢ z troponing C,
powodujac skurcz. Podczas rozkurczu jony wapnia wychwytywane sa do SR przez ATPaz¢
SERCAZ2 (ang. sarco/endoplasmic reticulum Ca2+-ATPase) 1 wypompowywane przez NCX
z komorek. Kardiomiocyty plodowe oraz komoérki iPSC-CM charakteryzuja si¢ stabo
rozwinietg siateczkg sarkoplazmatyczng (SR) oraz niedoborem kanatow wapniowych typu T,
ktore odgrywaja kluczowa rol¢ w transporcie jonéw wapnia do komorek podczas fazy
depolaryzacji. Dodatkowo, poziom bialek (np. SERCA2) uczestniczacych w transporcie jonow

wapnia jest znacznie nizszy w poréwnaniu z dojrzatymi kardiomiocytami [57].
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Ze wzgledu na znaczne zapotrzebowanie na energi¢ w postaci ATP
(adenozynotrifosforan), doroste kardiomiocyty opieraja swoj metabolizm na B-oksydacji, co
zwigzane jest rowniez wzrostem ilo$ci mitochondriow w komoérkach w poréwnaniu do CM
ptodowych 1 komorek iPSC-CM. Z kolei CM plodowe 1 iPSC-CM pokrywaja swoje

zapotrzebowania energetyczne wykorzystujac gtownie glikolize [61].

Plodowe CM i komorki iPSC-CM réznig si¢ od dorostych CM, dlatego tez, aby
w odpowiedni sposob odtworzy¢ funkcjonowanie dorostych komorek serca i uzyska¢ model
komorkowy dorostej tkanki serca in vitro, prowadzone s3 liczne badania w celu uzyskania
dojrzatych iPSC-CM w modelach in vitro. Stosowane s3 m.in. stymulacje poprzez rozcigganie
mechaniczne [62], stymulacje elektryczne [55], dodawanie czynnikow wzrostu
(np. insulinopodobnego czynnika wzrostu - IGF-1) do medium hodowlanego [52], promowanie
zmian metabolizmu komoérki na B-oksydacje kwasow tluszczowych poprzez stosowanie
pozywki o nizszym stezeniu glukozy [63]. Komorki iPSC-CM sg powszechnie badane nie tylko
w celu osiagnigcia dojrzatych form, ale takze w badaniach nad regeneracja uszkodzonej tkanki
serca [45]. Przykladowo, Jiang i wsp. [64] wykorzystali komorki iPSC-CM do regeneracji serca
myszy po zawale. Komodrki zostaly wstrzykniete do uszkodzonej czeSci tkanki serca,
a nastepnie zbadano zmiany elektryczne serca po 1, 2 i 4 tygodniach. Po czterech tygodniach
stwierdzono poprawe frakcji wyrzutowej lewej komory (LVEF), zwigkszong angiogeneze
i regeneracje natywnej tkanki serca w grupie myszy poddanych terapii z wykorzystaniem
komorek iPSC-CM, jednak analiza histologiczna ujawnila zmniejszenie liczby

przeszczepionych komoérek w porownaniu z poczatkowa iloscig [64].

Podsumowujac, badania nad zastosowaniem komorek iPSC-CM potwierdzaja, Ze maja
one duzy potencjal do wykorzystania w badaniach regeneracji mig¢énia sercowego. Niemniej
jednak niezbedne jest prowadzenie dalszych prac w tym zakresie oraz badan nad poprawg ich

funkcjonowania, aby wiernie odzwierciedlaty cechy dojrzatych kardiomiocytow.

5. Modele in vitro do badan funkcjonowania tkanki serca
Coraz wigcej badan prowadzonych jest z wykorzystaniem komorek macierzystych
1 komorek serca w potaczeniu z inzynierig tkankowa (ang. tissue engineering, TE) [65], [66].
Inzynieria tkankowa taczy zastosowanie inzynierii materialowej, medycyny i fizjologii w celu
uzyskania nowych substytutow tkanek o podobnych funkcjach i cechach fizjologicznych jak
w warunkach in vivo [67] 1 moze pomdc w wyjasnieniu 1 zrozumieniu funkcjonowania tkanki

serca w warunkach fizjologicznych 1 patofizjologicznych. Zastosowanie inzynierii tkankowe;j
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w modelach in vitro tkanki serca obejmuje wykorzystanie m.in. kardiomiocytow, komorek
macierzystych, czynnikoéw biochemicznych, ktore wptywaja na funkcjonowanie komorek oraz
czynnikow strukturalnych (rusztowania), ktore maja nasladowaé¢ budowe i funkcjonowanie
ECM tkanki serca [68]—-[70]. Rusztowania wykorzystywane w inzynierii tkankowej powinny
zapewni¢ odpowiednie wlasciwosci mechaniczne i strukturalne podobne do wtasciwosci ECM
tkanki serca [5], [71]. Ponadto, rusztowania powinny by¢ wykonane z materialow
biokompatybilnych i biodegradowalnych, ktére minimalizuja ryzyko wywotlania odpowiedzi
zapalnej w tkance serca w warunkach in vivo. Rusztowania charakteryzuja si¢ wysoka
porowatoscig, ktéra umozliwia efektywng wymiane gazowa i dostep sktadnikow odzywczych
do komorek, a takze skuteczne usuwanie metabolitow z komorek [72]. Jednym z typow
rusztowan wykorzystywanych w inzynierii tkankowej, ktore spetniaja powyzsze kryteria, sg
maty nanowtokniste, ktére umozliwiaja adhezj¢ komoérek oraz mogg stymulowac proliferacje,

zywotno$¢ 1 roznicowanie komorek macierzystych w kierunku kardiomiocytow [73]-[76].

5.1. Wytwarzanie mat nanowloknistych i ich charakterystyka

Nanowlokno definiowane jest jako jednowymiarowy nanomaterial, gdyz jeden wymiar
wykracza poza skale nanometryczng [77]. Dodatkowo, nanowldkna sg liniowe, ich dlugos$¢ jest
znaczaco wigksza niz szeroko$¢, wykazuja si¢ duzym stosunkiem powierzchni do objetosci.
Nanowlokna poczatkowo byly okreslane jako wtokna o $rednicy ponizej 100 nm, jednak ze
wzgledu na ich specyficzne wlasciwosci 1 procesy wytwarzania, w literaturze jako nanowldkna
okresla sie, struktury o $rednicy do 1 pm [78], [79]. Nanowtdkna moga tworzy¢ maty
nanowtokniste, ktore dzigki utozeniu warstwowym widkien maja strukture trojwymiarowq
(3D). Dodatkowo, miedzy wltdknami pozostaja wolne przestrzenie (pory), ktore zapewniaja

wysoka porowato$¢ nanowtokniny 1 umozliwiajg migracj¢ komorek [78], [79].

W  zaleznosci od wykorzystywanego materiatu 1 wymaganych wlasciwosci
nanowldkien (takich jak uporzadkowane utozenie, elastycznos¢, wytrzymatos¢ itp.) stosowane
sg rozne techniki ich wytwarzania. Metody wytwarzania nanowtokien mozna podzieli¢
na elektroprzedzenie (ang. electrospinning, ES), rozdmuch roztworu polimeru (ang. solution
blow spinning, SBS), samoorganizacj¢, separacj¢ faz, rozdmuchiwanie stopu, prz¢dzenie
na mokro, syntez¢ indukowang plazmg oraz prz¢dzenie odsrodkowe [80]. Elektroprzedzenie
jest najczescie) stosowang technikg wytwarzania mat nanowloknistych w inzynierii tkankowej
1 jest szeroko stosowane przy wykorzystaniu polimerdw syntetycznych i naturalnych. Metoda
ta polega na zastosowaniu wysokiego napigcia (do 60 kV), ktére powoduje natadowanie

elektryczne roztworu polimeru, a pod wplywem sily elektrostatycznej krople cieczy sa
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rozciggane, tworzac spiralny strumien [81]. Uklad do elektroprzedzenia sklada si¢ ze
strzykawki, w ktorej znajduje si¢ roztwor polimeru. Strzykawka ta potaczona jest z pompa
dozujaca, ktora umozliwia kontrole nad przeptywem roztworu polimeru. Na koncu strzykawki
znajduje si¢ metalowa igla, ktéra dziata jak elektroda i jest podtaczona do napigcia zasilajacego,
ktore indukuje rozcigganie roztworu polimeru do widkien, a takze odparowanie
rozpuszczalnika. Ostatnim elementem jest uziemiony kolektor, ktéry zamyka obwod i1 zbiera
nanowtokna [80]. Technika elektroprzedzenia jest prosta i tania, jednak posiada pewne
ograniczenia. Gtownymi z nich jest niska wydajnos¢ procesu i1 koniecznos$¢ stosowania
wysokiego napiecia, aby wygenerowac sit¢ napgdowa formowania wtokien [82]. Druga czgsto
wykorzystywang metodg jest metoda rozdmuchu roztworu polimeru (SBS). Metoda ta po raz
pierwszy zostala zastosowana w 2009 roku [81]. W metodzie tej, nanowldkna sg wytwarzane
przy uzyciu koncentrycznej dyszy. Z wewnetrznej dyszy wytltaczany jest roztwor polimeru,
a z dyszy zewngtrzne] wyplywa strumien gazu pod ci$nieniem. Strumien gazu jest
wydmuchiwany z duza predkoscig, powodujac rozcigganie strugi roztworu polimeru
i odparowanie rozpuszczalnika. Nanowtokna nastepnie zbierane sa przez kolektor (Ryc. 7).
Metoda ta jest tania, prosta, a wytwarzanie nanowtdokien jest wydajniejsze w poréwnaniu do ES
[80]. Zwigkszona wydajnos¢ SBS wynika z tego, ze podczas wytwarzania nanowlokien
wykorzystywane jest sprezone powietrze, ktore umozliwia dynamiczny i ciaggly proces
formowania wiokien, przez co mozliwe jest stosowanie nawet 10-krotnie wyzszych strumieni
roztworu polimeru, niz w procesie ES. Dodatkowo, szybko$¢ wytwarzania nanowlokien w SBS
umozliwia produkcje masowa. W przypadku wykorzystywania ES wymagana jest generacja
pola elektrycznego co ogranicza szybko$¢ procesu oraz produkcje masowa. Inne metody
wytwarzania mat z nanowlokien s3 rzadko wykorzystywane do uzyskiwania modeli
komoérkowych nasladujacych tkanke serca. Wynika to np. ze ztozono$ci procedury

wytwarzania [81], [83].
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Rycina 7 Schemat wytwarzania nanowlokien metodq rozdmuchu roztworu polimeru (SBS) [84].

W trakcie wytwarzania nanowtokien o zadanych wlasciwosciach np. $rednicy,
porowatos$ci 1 wlasciwosciach mechanicznych, wazne jest dobranie odpowiednich parametréw
procesu. Zalicza si¢ tu stezenie, lepko$¢ i mase czasteczkowa polimeru, jego elastycznos$é,
a takze stosowany rozpuszczalnik. St¢zenie polimeru jest kluczowe, poniewaz jego wzrost
indukuje wzrost $rednicy nanowlokien. Zarowno zbyt niskie, jak i zbyt wysokie stezenie
polimeru w roztworze moze spowodowac zaktdcenia przebiegu procesu: brak formowania si¢
wtokien lub zatkanie dysz 1 defekty w strukturze otrzymywanych mat nanowtoknistych, dlatego
w zalezno$ci od zastosowanego polimeru, jego stezenie musi by¢ odpowiednio dobrane [81],

[83], [85].

5.2. Maty nanowlokniste w modelach komorkowych in vitro tkanki
serca

W ostatnich latach wiele prac koncentruje si¢ na rozwoju trojwymiarowych modeli
komorkowych in vitro tkanki serca wykorzystujac nanowtdkna wytworzone z réznych
biomateriatéw. Do tych materiatow nalezg naturalne polimery takie jak np. kolagen oraz
polimery syntetyczne takie jak np. polikaprolakton (ang. poly(e-caprolactone), PCL)
1 poliuretan (ang. polyurethane, PU) oraz ich kompozyty.

Maty nanowlOkniste wytworzone z naturalnych polimerow przede wszystkim
wykonane sg z kolagenu. Wynika to z tego, ze jest on gtownym sktadnikiem macierzy

zewnatrzkomorkowej, wiec ma odpowiednie wlasciwos$ci biologiczne 1 strukturalne. Kolagen
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jest biatkiem, ktore wystepuje w wielu tkankach, takich jak: kosci, skora, migsnie szkieletowe,
serce, chrzastka itp. Jest on biomaterialem tatwo dostgpnym, biokompatybilnym
i biodegradowalnym [86], co powoduje, ze jest szeroko stosowany w inzynierii tkankowe;j
do utworzenia modeli komdrkowych tkanki serca. Kolagenowe maty nanowtokniste zostaty
wykorzystane mi¢dzy innymi do hodowli i badan szczurzych kardiomioblastow (H9c2) [65],
ludzkich komoérek iPSC-CM [87] oraz mezenchymalnych komorek macierzystych
pochodzacych ze szpiku (ang. bone marrow-derived mesenchymal stem cells, BM-MSC) [88].
Przyktadowo, nanowtokna z kolagenu uzyto do badan nad poprawa adhezji i Zywotnosci
komorek H9¢2. Komorki hodowane na matach nanowldknistych miaty wyzszg zywotnos$¢ niz
komoérki H9c2 hodowane na plytce polistyrenowej (ang. polystyrene, PS) (kontroli).
Dodatkowo, komorki hodowane na matach nanowldknistych miaty rownolegle utozone widkna
aktynowe, co jest charakterystyczne dla dojrzatych kardiomiocytow [65], [89]. W innej pracy,
Joshi i wsp. [88] badali proliferacj¢ i réznicowanie komorek BM-MSC hodowanych na matach
z wldkien kolagenowych o nieuporzadkowanym utozeniu. Do réznicowania zastosowano
dodatkowo roztwér S-azacytydyny (5-AZA). 5-AZA jest czynnikiem biochemicznym
wykorzystywanym do réznicowania mezenchymalnych komorek macierzystych w kierunku
kardiomiocytow [88]. Przeprowadzono immunobarwienia w celu okreslenia poziomu biatek
charakterystycznych dla réznych etapéw roznicowania komoérek macierzystych
w kardiomiocyty. Wykorzystano marker CD90, obecny w komorkach macierzystych, GATA4,
obecny we wczesnym etapie rdznicowania komorek macierzystych w kardiomiocyty
oraz biatka cTnT, c¢Tnl, obecne w dojrzatych kardiomiocytach. Po 28 dniach hodowli poziom
biatek CD90 w hodowli komoérkowej znaczaco spadt, podczas gdy poziom biatek cTnT 1 cTnl
wzrost. W ramach tych badan potwierdzono, ze maty nanowlokniste mogg stanowi¢ czynnik
strukturalny wspomagajacy roznicowanie komorek macierzystych do kardiomiocytow
(Ryec. 8). Dodatkowo zaobserwowano, ze mimo losowego ulozenia nanowtokien, komorki

poddane dziataniu 5-AZA byly do siebie rownolegle utozone [88].

Badania opisane w literaturze dowiodty, ze nanowtokna kolagenowe moga wptywac na
wzrost adhezji 1 zywotno$¢ komorek serca oraz nasladowaé strukturalnie ECM dzigki swoim
wlasciwosciom biologicznym. Niemniej jednak, ich niska wytrzymato$¢ mechaniczna 1 stabe
przewodnictwo elektryczne powoduja, ze gtownie stosowane sg jako sktadnik nanowtokien

kompozytowych [65], [82].

37



CD90/ c¢TnT/ c¢TnT/ CD90/
GATA/ GATA/ CD90/ c¢Tnl/
DAPI DAPI DAPI

Dzien28 M Dzien12 O  Dzien1 >
10pM  OpM  10pM  OpM  10pM  OpM

Rycina 8 Zdjecia przedstawiajg komorki BM-MSC hodowane na kolagenowych nanowloknach
po immunobarwieniu. W komorkach wybarwiono; CD90 obecny w komorkach macierzystych, GATA4 obecny
we wezesnym  etapie roznicowania komorek macierzystych w  kardiomiocyty oraz c¢TnT, cTnl obecne
w kardiomiocytach (A) 1 dnia, (C) 12 dnia, (E) 28 dnia z dodaniem 10 uM lub bez czynnika 5-AZA. Jgdra
komorkowe we wszystkich przypadkach zostaly wybarwione DAPI. Kwantyfikacja poziomu biatek zostaly
przedstawione dla 1 dnia (B), dla 12 dnia (D) i dla 28 dnia (F) dla hodowli BM-MSC na nanowtoknach. Skala
100 pum [88].

Nanowtokna najczesciej wykorzystywane w inzynierii tkankowej s3 wytworzone z polimerow
biodegradowalnych takich jak poliuretan (PU), polikaprolakton (PCL) i kopolimer polilaktydu
1 kwasu glikolowego (ang. polylactide-co-glycolic acid, PLGA). Wigkszo§¢ badan
z wykorzystaniem nanowlokien z syntetycznych polimeréw koncentruje si¢ na hodowli oraz
sprawdzeniu wptywu mat nanowtoknistych na adhezj¢, morfologi¢ i utozenie komorek, na ich

zywotnos$¢ oraz dojrzewanie. Przyklady zastosowania mat wykonanych z rdéznego typami

biomateriatéw do badania komorek serca 1 komorek macierzystych przedstawiono w Tabeli 2.
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Tabela 2 Przyktady zastosowania mat nanowloknistych do badan z wykorzystaniem roznych typow komorek serca

i komorek macierzystych.

Ulozenie
T Rodzaj réwnole- Srednica Elasty-
yP nanowlo- gle nanowlo- Y Efekt Lit.
komorek . . . cznos¢
kien nanowlo- kien
kien
. 0,6-0,8 Brak cytotoksycznosci, wchlanianie
Hoc2 Zelatyna ) 1.5 pm MPa leku przez komorki serca wzrasta [90]
Roéznicow
anie iPSC 500 =280 Brak . ... .
W iPSC- PLGA - am danych Poprawa proliferacji i kardiogenezy | [91]
CM
Komorki o rownoleglym ulozeniu,
ipsc-cm | PLGA + 950 um | 88 MPa | Zwickszona liczba mitochondriéw | [92]
w komorkach
Poprawa réznicowania iPSC-CPC
Réznicow do CM,
anie iPSC- 700nm Brak zwigkszenie ekspresji ¢cTnT,
+ .
CPCw PCL danych zsynchronizowana [931]
iPSC-CM wewnatrzkomoérkowa oscylacja
Caz+
Poprawiona proliferacja i adhezja,
CPC, PCL + 600-800 10-30 wicksza liczba komorek wykazuje [94]
HUVEC nm MPa rownolegte utozenie,
Zwigkszona angiogeneza
Poprawiony spontaniczny skurcz
HL-1, 400-500 350-370 L , .
PSC-CM PCL + nm MPa CM, wiccej komorek' wykazuje [95]
rownolegte utozenie
Dojrzewanie CM,
badania zwigkszona aktywnos$¢ elektryczna
invivo, | PLGA N 500-2000 dfrfaléh i odpowiedz na leki, [96]
iPSC-CM Y poprawa funkcjonowania
uszkodzonego serca
Roéznicow
anie iPSC Brak Zwigkszona ekspresja genow
w iPSC- PCL/Gel - 2-3 um danveh charakterystycznych dla [97]
CPCi Y progenitorowych komorek serca
iPSC-CM
Alginian Wzrost zywotnosci, proliferacji i
CPCs | peLiGo - 11-26 ym | 3-4 MPa adhezji komérek 98]
Poprawiona przewodno$é¢
HCM Gel/PCL/G ) 210-500 10-70 nanowlokien, [99]
O nm MPa . . . ,
zwigkszona proliferacja komoérek
Wicksza adhezja i proliferacja
PU/Cs/ . 100-200 0,1-13 komorek,
HOC2 CNT - nm MPa komorki maja anizotropowy, [100]
wydhuzony ksztalt
Lepsza komunikacja komorka-
H9C2, 0,38-5,83 A . .
HUVEC PU/CNT - 90-300 nm MPa komérka i komodrka-rusztowanie, [101]

wysoka proliferacja komoérek

Wykaz skrétow: H9c2- szczurze kardiomioblasty, iPSC — indukowane pluripotencjalne komorki macierzyste,
iPSC-CM - kardiomiocyty zréznicowane z indukowanych pluripotencjalnych komorek macierzystych, PLGA -
polilaktyd - kwasu glikolowego, iPSC-CPC- progenitorowe komorki serca zréznicowane z indukowanych
pluripotencjalnych komorek macierzystych, PCL- polikaprolakton, HUVEC — ludzkie pierwotne komorki
$rodbtonka, HL-1 — mysie kardiomiocyty, Gel-zelatyna, GO — utleniony grafen, Cs- chityna, CNT — nanorurki

weglowe, PU - poliuretan.
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Kolejnym materialem stosowanym do wytwarzania nanowtokien jest polikaprolakton.
Nanowtokna PCL sg biokompatybilne, biodegradowalne, sa wytrzymate mechanicznie oraz sa
elastyczne. Dzigki czemu zachowaja trwalo$¢ podczas ciagltego rozciggania i $ciskania,
odzwierciedlajacego pulsacyjne ruchy komorek serca. Nanowltokna z PCL sg najczesciej
wykorzystywane, wsrod nanowtokien z polimeréw syntetycznych, do wytwarzania modeli
komoérkowych tkanki serca (Ryc. 9) [102], [103]. Na przyktad, Ding i wsp. [93] hodowali
progenitorowe komorki serca zrdéznicowane z indukowanych pluripotencjalnych komorek
macierzystych (ang. induced pluripotent stem cell-derived cardiac progenitor cells, iIPSC-CPC)
na matach nanowldknistych z PCL o uporzadkowanym ulozeniu. Nastepnie, po 14 dniach
hodowli przeprowadzono immunobarwienie i analiz¢ ekspresji gendw, w celu sprawdzenia czy
nanowtokna PCL wplywajg na rdéznicowanie komorek iPSC-CPC w kardiomiocyty.
Stwierdzono wzrost poziomu biatka specyficznego dla dojrzatych kardiomiocytow — troponing
T 1 ekspresje genow TNNT2, MYH6 1 MYH7 w przypadku komoérek hodowanych na matach
nanowtoknistych. Swiadczy¢ to moze o tym, ze maty moga stymulowaé roéznicowanie komoérek
iPSC-CPC w kardiomiocyty [93]. PCL wykorzystywane jest rowniez do wytwarzania
kompozytowych nanowtokien. Przeprowadzono badania, w ktorych maty wytworzone z PCL
1 zelatyny wykorzystano do réznicowania komoérek iPSC do iPSC-CPC 1 iPSC-CM (hodowle
3D) i poréwnano wyniki z hodowlami na ptytkach polistyrenowych (hodowle 2D) (Ryc. 9 C).
Wykazano, ze komorki iPSC po 72 h hodowli na matach nanowtdknistych i plytkach
polistyrenowych maja wysoka zywotnos¢. Nastepnie, komorki macierzyste r6znicowano i po
28 dniach przeprowadzono analiz¢ ekspresji gendw SIRPA 1 ISL-1 - charakterystycznych dla
komorek progenitorowych serca oraz TNNT2 — charakterystycznego dla kardiomiocytow.
W hodowli 3D zauwazono najwyzsza ekspresj¢ gendw SIRPA 1 ISL-1 1 znaczny wzrost
ekspresji TNNT2 w poréwnaniu do hodowli komorek przed rozpoczeciem rodznicowania.
Z kolei w hodowli 2D wzrost ekspresji gendw charakterystycznych dla CPC byt nizszy, za to
ekspresja TNNT2 byta najwyzsza w poréwnaniu do hodowli 3D. Wykazano, ze ludzkie komorki
1PSC hodowane na matach nanowtdknistych wykonanych z PCL i zelatyny chetniej rdéznicuja
si¢ do komorek progenitorowych serca niz do kardiomiocytow [97]. W innych badaniach, maty
nanowtokniste z PCL zmodyfikowane roztworem zelatyny o stezeniu 0,1 % (1 g/l)
wykorzystano do hodowli i réznicowania indukowanych mysich pluripotencjalnych komorek
macierzystych (miPSC) [104]. Poprzez analize iloSciowa biatek specyficznych dla dojrzatych
kardiomiocytow: cTnT i a-aktyniny, potwierdzono réznicowanie komorek macierzystych do
kardiomiocytow. Dodatkowo, potwierdzono, ze komorki hodowane na matach

nanowtoknistych roéznicowaty si¢ do kardiomiocytéw z wigksza wydajnoscia niz komorki
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hodowane na standardowych ptytkach polistyrenowych. Podsumowujac, maty nanowidkniste
z PCL sg szeroko stosowane w badaniach nad réznicowaniem komorek macierzystych w
kardiomiocyty. Niemniej jednak, wcigz konieczne sg dalsze badania w tym zakresie [64], [91],

[105].

Kolejnym przyktadem polimeru wykorzystywanego do wytworzenia nanowldkien
stosowanych w inzynierii tkankowej jest poliuretan. Nanowtokna wykonane z tego materiatu
sa hydrofobowe, dlatego do badan najczegsciej stosowane sg maty nanowldkniste z PU,
poddane modyfikacji zwigkszajacej hydrofilowos¢. Stosowane s3a réwniez kompozyty
z polimerami naturalnymi [103], [106]. Tomecka i wsp. [106] poréwnali zywotno$¢ i utozenie
szczurzych kardiomioblastow (H9c¢2), noworodkowych szczurzych kardiomiocytow (RCM)
1 ludzkich pierwotnych kardiomiocytow (HCM), hodowanych na matach nanowtdknistych
wykonanych z PU, modyfikowanych biatkami takimi jak: kolagen, poli-L-lizyna, Zelatyna,
laminina i fibronektyna. Zauwazono, ze komorki H9c2, RCM i HCM hodowane na
zmodyfikowanych matach nanowldknistych z PU byly bardziej wydtuzone, iréwnolegle
utozone wzgledem siebie. Mialy one rowniez wyzsza zywotno$¢ niz komorki hodowane na
ptytkach polistyrenowych (Ryc. 9 A). Dodatkowo wykazano, ze modyfikacja mat

nanowtoknistych biatkami miata wptyw na zywotnos¢ komorek.

Kolejnym przyktadem polimeru wykorzystywanego do wytwarzania nanowtokien jest
PLGA, ktory jest kopolimerem PLA i PGA. Przykladowo, naukowcy hodowali komorki
1iPSC-CM na matach nanowtoknistych z PLGA, w ktorych wtokna byly rownolegle utozone
wzgledem siebie [96]. Po 14 dniach hodowli, zaobserwowano zmian¢ w morfologii komorek
hodowanych na matach nanowtoknistych. Komorki miaty wydluZony i anizotropowy ksztatt,
podczas gdy komorki hodowane na ptytce polistyrenowej nie wykazywaty takiego uloZenia.
W komorkach hodowanych na matach nanowldknistych wzrdst poziom troponiny T oraz
a-aktyniny, ktore sg markerami dojrzatych kardiomiocytow, a takze wzrosta ilo$¢ biatka
B-MHC, ktory uczestniczy w skurczu migsnia sercowego. Dodatkowo, zwiekszyla sie ekspresja
gendw strukturalnych (ACTN2, TNNT2, TNNI3, MYH7) oraz genow odpowiedzialnych za
regulacje transportu jonéw Ca?*" (PLN i1 RYR?2). Uzyskane hodowle komoérek iPSC-CM na
matach z PLGA zostaly réwniez wykorzystane w badaniach in vivo. Komorki wysiano na
matach nanowtoknistych i po 6 dniach hodowli, wszczepiono je do uszkodzonej tkanki serca
szczura. W wyniku badan potwierdzono integracje implantu z tkankg serca szczura

1 zniwelowanie arytmii w tkance bliznowatej, ktora powstata po zawale (Ryc. 9 B) [96], [105].
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Rycina 9 (A) Schemat mat nanowloknistych z rownolegle utozonymi nanowtoknami pokrytymi roznymi biatkami
do badania proliferacji i ulozenia 3 typow komorek serca (H9c2, HCM i RCM) [106]. (B) (A)' Schemat
wytworzonych modeli 3D z wykorzystaniem komorek serca hodowanych na uporzqdkowanych nanowtoknach, (B)'

Grubos’é[pm];
o B 2"

X 10° kom/cm?

zdjecia SEM rownolegle utozonych nanowlokien polilaktydu kwasu glikolowego (PLGA), (C)', (D)' obrazy mat
nanowloknistych umieszczonych na plytce z poli(dimetylosiloksanu) (PDMS), (E)'-(I)' zdjecia hodowli CM z
ludzkich indukowanych pluripotencjalnych komérek macierzystych (iPSC-CM) wyhodowanych na matach
nanowloknistych, (J)'-(L)" histologia trojwymiarowych modeli komdrek serca o roznej gestosci wysiewu komorek.
(M)" Grubosé¢ tréojwymiarowych modeli komorek serca o roznej gestosci wysiewu komorek. (C) (4)-(C)'
morfologia komorek iPSC w hodowli 2D (plytka polistyrenowa) i 3D (komorki hodowane na matach
nanowloknistych PCL-zZelatyna) po 14- i 28-dniowej hodowli. (D)’ Analiza ilosciowa czestotliwosci skurczow
komorek iPSC podczas roznicowania kardiomiocytow w hodowli 2D i 3D, (E)' obrazy SEM morfologii iPSC
hodowanych w kulturach 2D i 3D podczas roznicowania w kulturach 2D (I-11, V-V1) i 3D (IlI-1V, VII-VII]) w D14
iD28 [97].

Zgodnie z aktualng wiedza, jedng z kluczowych kwestii w regeneracji uszkodzonych
komorek serca jest stymulacja angiogenezy. Angiogeneza jest procesem morfogenetycznym,
ktéry tworzy nowe naczynia wlosowate z juz istniejacych. Tworzenie sieci mikronaczyn moze
poprawi¢ dostarczanie sktadnikéw odzywczych, tlenu i czynnikow wzrostu do komorek

w modelach komorkowych 3D in vitro. Wptyna¢ to moze na wzrost proliferacji, zywotnosci
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i r6znicowania komorek [107]. Udowodniono, ze zastosowanie komorek macierzystych
w polaczeniu z angiogeneza poprawia skuteczno$¢ regeneracji uszkodzonych kardiomiocytow
[45], [108], [109]. Przyktadowo, ludzkie kardiomiocyty hodowano wraz z komorkami
srodbtonka 1 fibroblastami na biodegradowalnych, porowatych matach nanowldknistych
wykonanych z mieszaniny kopolimeru polilaktydu 1 kwasu glikolowego oraz
poli(kwasu L-mlekowego) (PLGA/PLLA). Po dwoch tygodniach hodowli obserwowano
spontaniczne kurczenie komorek rosnacych na matach. Maty przeszczepiono do szczurzej
lewej komory serca. Po kolejnych dwoch tygodniach eksperymentu potwierdzono,
przewodzenie impulsow elektrycznych przez wszczepiony implant, nie powodujac zaburzen
pracy komory serca szczura. Pojawily si¢ rowniez nowe naczynia krwiono$ne, ktore
zintegrowaly si¢ z naczyniami krwiono$nymi gospodarza, umozliwiajagc prawidlowe

funkcjonowanie serca [75].

Nanowldkna wykonane z roéznych biomateriatow znajduja szerokie zastosowanie
w inzynierii tkanki serca. Dzigki swoim wiasciwosciom, takim jak biokompatybilnosé,
biodegradowalno$¢, mechaniczna wytrzymato$¢ oraz mozliwo$¢ modyfikacji powierzchni,
maty nanowldkniste tworzg Srodowisko sprzyjajace adhezji, umozlwiajace uzyskanie duzej
zywotno$ci komoérek oraz wspomagaja dojrzewanie kardiomiocytow. Nanowtokna oddziatuja
na organizacj¢ komorek, stymulujg ekspresje genow specyficznych dla serca oraz wspieraja
funkcje mechaniczne i elektryczne modeli tkanki serca. Inzynieria tkankowa z wykorzystaniem
mat nanowldoknistych umozliwia lepsze poznanie oddziatywania struktury 3D na komorki
mig$nia sercowego 1 komodrki macierzyste. Wiedza ta moze pomdc w wyjasnieniu
1 zrozumieniu funkcjonowania komorek serca, ztozonych mechanizméw dziatania tkanki serca,
a w konsekwencji wspiera¢ poszukiwanie modelu komorkowego, ktory bedzie lepiej

odzwierciedlat funkcje ludzkiej tkanki serca.

5.3. Inne metody stosowane do tworzenie trojwymiarowych modeli
tkanki serca

W  ostatnich latach prowadzone s3a badania nad zastosowaniem technologii
Lab-on-a-chip (LoC) w inzynierii tkankowej. Lab-on-a-chip sa to mikrouktady przeptywowe,
ktére umozliwiaja kontrole mikro $rodowiska hodowli komodrek i manipulacje ptynami.
Uwzglednienie warunkow przyptywowych stanowi przewage nad hodowla komodrek na
ptytkach wielodotkowych. Dzigki temu uzyskiwane sg warunki nasladujace w pewnym stopniu
te panujace w tkance serca. Dodatkowo, w mikrouktadach przyptywowych mozliwa jest analiza

hodowli komorkowej w czasie rzeczywistym [110].
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Mikrouktady przeptywowe stosowane do hodowli i analizy komorek serca
(ang. Heart-on-a-chip) prezentowane dotychczas w literaturze umozliwiaja hodowle
kardiomiocytow w warunkach dynamicznych, stymulacje mechaniczng i elektryczng komorek.
Czynniki te w pewnym stopniu zapewniaja nasladowanie warunkow zblizonych do tych
wystepujacych w tkance serca [68]. Prowadzono badania, w ktérych mikrosystemy
wykorzystywano np. do testowania lekéw regulujacych prace serca [111], analizy potencjatu
regeneracyjnego ludzkich komorek serca przy uzyciu komorek macierzystych [112], a takze do
oceny funkcjonowania komorek serca w warunkach dynamicznych oraz hodowanych

na matach nanowtoknistych [113]-[116].

Do wytwarzania mikrouktadow do hodowli komorek, najczgséciej wykorzystywanym
materialem jest poli(dimetylosiloksan) (ang. poly(dimethylsiloxane)) PDMS). Wynika
to z wlasciwosci tego materiatu. Jest on przezroczysty, dzigki czemu jest mozliwa analiza
optyczna. Jest on roéwniez biokompatybilny, tani i przepuszczalny dla gazéw (m.in. dla tlenu
i dwutlenku wegla). Material ten jest hydrofobowy, jednak mozliwa jest jego modyfikacja
np. z wykorzystaniem plazmy tlenowej 1 zmiany powierzchni na hydrofilowa. Ponizej
przedstawiono kilka przyktadéw zastosowania systemow typu Heart-on-a-Chip wykonanych
z PDMS, wykorzystanych do hodowli i analizy komorek serca (Ryc. 10). Przyktadowo, Navaee
i wsp. [117] opracowali mikrouktad, w ktérym znajdowaly si¢ mikrorowki wypelnione
hydrozelem (mieszaning macierzy zewnatrzkomoérkowej bez komorek 1 fibrynogenu), ktore
wykorzystali do hodowli kokultury komoérek H9c2 (kardiomioblasty) i NorlO (fibroblasty).
Komorki hodowane w mikrosystemie z hydrozelem miaty réwnoleglte utozenie, byly
wydtuzone 1 miaty wrzecionowaty ksztalt, przez co ich morfologia byta zblizona do komorek
w natywnej tkance serca. Dodatkowo, komodrki hodowane w modelu 3D w hydrozelu wykazuja
poprawe synchronizacji kurczenia si¢ komodrek (Ryc. 10 A). Canosa i wsp. [113]
przeprowadzili hodowl¢ 1 stymulacje elektryczng mysich kardiomiocytow 1 fibroblastow
pochodzacych z serca w systemie mikroprzeptywowym zintegrowanym z nanowltdéknami PLA.
Po 7 dniach hodowli komoérki miaty wydhuzony, wrzecionowaty ksztatt i wysoka ekspresje
genéow GJAI (kodujacy biatko koneksyng 43, ktoére jest odpowiedzialne za komunikacje
migdzykomorkowa) 1 TNNI3. Wyniki te potwierdzaja, ze w mikrosystemie mozliwe jest
uzyskanie dojrzalszych form badanych komorek serca niz w przypadku standardowej hodowli
(Ryc. 10 B). Mikrouktady przeptywowe z matami nanowldknistymi wykorzystywano réwniez
do badan nad hipoksja. Przyktadowo, wytworzono mikrouktad, zintegrowany z matami

nanowloknistymi z PU. Dzigki odpowiednio zaprojektowanej geometrii mikrouktadow
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mozliwe bylo prowadzenie jednoczesnej hodowli komorek serca w warunkach hipoksji
inormoksji. Potwierdzono, ze komorki hodowane w warunkach niedotlenienia maja
zmniejszong aktywno$¢ metaboliczng w  poréwnaniu  do komorek utrzymywanych

w warunkach normoks;ji (Ryc. 10 C) [107].
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Rycina 10 (4) (4)'i (B)' Zdjecie mikroukiadu przeptywowego z mikrorowkami i hydrozelem, (C)' utozenie komorek
H9c¢2 w mikrorowkach, (D)' komorki wybarwione falloidyng i DAPI wykazujq wydtuzony, anizotropowy ksztalt po
7 dniach hodowli [117]. (B) (a) Schemat mikroukiadu przepltywowego obejmujgcego mikrokomore hodowlang
(czerwony), mikrokanaly z medium hodowlanym (niebieski) i elektrody stymulujgce (ciemnoszare), (b) zdjecie
mikroukitadu, (c) schemat przedstawiajgcy mikrokomore, w ktorej kardiomiocyty i sercowe fibroblasty rosng na
matach nanowloknistych [113]. (C) (4)' Schemat mikrokomory w mikroukiadzie przepltywowym, zawierajgcej
mikrokolce, podtrzymujgce maty nanowtokniste z PU, (B) schemat przedstawiajgcy geometrie mikrouktadu
przeznaczonego do prowadzenia hipoksji i normoksji [107].

Najnowsze badania wskazuja, ze mikrouktady przeptywowe stanowig innowacyjne
narzedzie w inzynierii tkankowej, umozliwiajace odwzorowanie warunkéw fizjologicznych
tkanki serca. Mikrouktady majg potencjat do szerokiego zastosowania w testowaniu lekow,
badaniach nad regeneracjg tkanek oraz analizie mechanizmow chorob. W przysztosci moga one
wspomodc badania nad stworzeniem heterogenicznej, ztozonej struktury nasladujacej ludzkie

serce, co mogtoby wesprze¢ prace nad skutecznym poszukiwaniem metody leczenia CVD.
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6. Podsumowanie

Choroby uktadu sercowo-naczyniowego maja najwyzszy wskaznik $miertelnosci wérod
ludzi na catym $wiecie. Liczba zgondéw z powodu tej choroby stale rosnie, a prognozy
na przyszto$¢ wskazuja, ze ta tendencja nie zmieni si¢. Naukowcy prowadza badania nad
wprowadzeniem efektywnych metod leczenia CVD, jednak do ich rozwoju potrzebny jest
m.in. odpowiedni model komdrkowy in vitro, ktory bedzie w stanie odzwierciedli¢ strukture
i funkcjonowanie ludzkiej tkanki serca. Wazne jest, aby szczegdtowo zrozumie¢ mechanizmy
i procesy zachodzace w komorkach w warunkach fizjologicznych i1 patofizjologicznych.
Niedotlenienie tkanki serca jest jedng z gtéwnych przyczyn jej dysfunkcji, dlatego wazne jest
badanie odpowiedzi komorkowej na hipoksje w modelach in vitro oraz poszukiwanie
wihasciwych modeli komorkowych, ktéore beda nasladowaé odpowiedz ludzkich
kardiomiocytow na niedotlenienie w warunkach in vivo. Ta wiedza moze przyczynié si¢
do znalezienia efektywnej metody ochrony komorek serca (kardioprotekcji) przed
uszkodzeniami 1 $miercig zwigzang z niedotlenieniem. Oprocz badan nad kardioprotekcja,
sprawdzane jest zastosowanie innych metod jak np. wykorzystanie komoérek macierzystych do
regeneracji uszkodzonych komorek serca. W tym przypadku duzy potencjal ma zastosowanie
komorek macierzystych (iPSC) oraz kardiomiocytéw iPSC-CM. Wykorzystywanie obu tych
typow komorek do badan umozliwia rozwoj medycyny regeneracyjnej, uzyskanie modelu
komorkowego in vitro z ludzkich komorek serca 1 komorek macierzystych oraz rozwdj badan

nad terapig personalizowang.

Jedna z dziedzin, w ktdrej badania skupiaja si¢ nad poznaniem i nasladowaniem
proceséw zachodzacych w tkance serca w r6znych stadiach rozwoju jest inzynieria tkankowa
z wykorzystaniem trojwymiarowej struktury w postaci mat nanowloknistych. Zastosowanie
mat nanowtoknistych umozliwia lepsze poznanie dziatania czynnika strukturalnego
na funkcjonowanie komodrek migsnia sercowego i komoérek macierzystych. Badania te moga
pomdéc w wyjasnieniu 1 zrozumieniu funkcjonowania komorek serca, dziataniu ztozonych
mechanizmow tkanki serca, a w konsekwencji mogg wesprze¢ poszukiwanie skutecznej
metody regeneracji uszkodzonej tkanki. Do badan stosowane sa maty nanowlokniste
wytwarzane z roznych materiatow, réznigcych si¢ Srednicg, elastycznoscia, porowatoscia,
przewodnoscig elektryczng. Nastgpnie sprawdzany jest ich wptyw na adhezje, zywotnos¢
1 proliferacj¢ komorek serca oraz efektywnos$¢ réznicowania i dojrzewania kardiomiocytow.
Przeprowadzono wiele badan z wykorzystaniem mat nanowldoknistych, jednak wcigz brakuje

danych, ktore potwierdza jakie wilasciwosci fizykochemiczne (jaki biomaterial, $rednica,
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elastyczno$¢ itp.) powinny mie¢ maty nanowlokniste, aby zapewni¢ odpowiednie
mikrosrodowisko do prawidlowego funkcjonowania kardiomiocytow 1 komorek
macierzystych. Dodatkowo, brakuje doniesien literaturowych, w ktérych analizowano
oddziatywanie mat nanowtoknistych na funkcjonowanie kardiomiocytéw po niedotlenieniu
1 kardiomiocytow we wspothodowli z komorkami macierzystymi. Badania tego typu sa wazne
1 moga wnies¢ istotng wiedze w zakresie wykorzystania komorek macierzystych w regeneracji

komorek serca.
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II. Cze¢s$¢ eksperymentalna

1. Cel pracy

Choroby ukladu sercowo-naczyniowego pozostaja gléwng przyczyng zgondw
na $wiecie, dlatego niezbgdne jest opracowanie modeli in vitro odzwierciedlajacych strukture
1 funkcje ludzkiej tkanki serca. Inzynieria tkankowa z wykorzystaniem mat nanowtdoknistych
umozliwia badanie wplywu trojwymiarowej struktury na pracge komoérek migsnia sercowego
i komoérek macierzystych, co moze przyczyni¢ si¢ do rozwoju modeli in vitro. Nadal jednak
brakuje prac okreslajacych optymalne wiasciwosci fizykochemiczne mat nanowldknistych,
ktore wspieraltyby poprawne funkcjonowanie i1 regeneracj¢ kardiomiocytow, zwlaszcza

po niedotlenieniu i w warunkach wspéthodowli z komérkami macierzystymi.

Celem rozprawy doktorskiej byla ocena zastosowania r6znych mat nanowtoknistych
jako podtoza do hodowli i badania komorek serca. Zakres pracy obejmuje okreslenie wptywu
wiasciwosci fizykochemicznych mat nanowtdknistych na funkcjonowanie komorek serca oraz
komorek macierzystych w warunkach fizjologicznych oraz patofizjologicznych. Za warunki
patofizjologiczne przyjeto hodowle komoérek w obnizonym stezeniu tlenu (niedotlenienie).
Ponadto, oceniona zostata mozliwo$¢ wykorzystania komoérek macierzystych w badaniach nad

chorobami uktadu sercowo-naczyniowego.

Sformutowano hipotez¢ badawcza, wedtug ktorej zastosowanie mat nanowtoknistych
o okreslonych  wlasciwosciach  fizykochemicznych umozliwi opracowanie modelu
komorkowego in vitro odwzorowujacego mikrosrodowisko tkanki serca doktadniej niz
standardowe hodowle dwuwymiarowe (2D). Modele te moga postuzy¢ do badania

niedotlenienia oraz wplywu komorek macierzystych na regeneracj¢ kardiomiocytow.

2. Materialy i metodyka badan

2.1. Materialy, odczynniki i aparatura badawcza

2.1.1. Odczynniki
e 3 % roztwor surowiczej albuminy wotowej (ang. bovine serum albumin, BSA)
w DPBS (Thermo Fisher Scientific, B10710)
e 4% roztwor paraformaldehydu (ang. paraformaldehyde, PEA) w PBS (Thermo
Fisher Scientific, FB002)
e 7AAD 200x (ang. 7-aminoactinomycin D, Abcam, Apoptosis/Necrosis Assay
Kit, ab176749)
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e Acetometoksy pochodna kalceiny (Kalceina-AM) 1mg/ml (Thermo Fisher
Scientific, C3100MP)

e AlamarBlue® (Bio Rad, BUF012A)

e Alkohol etylowy 96 % cz.d.a. (POCH, 396420113)

e Barwnik fluorescencyjny - CellTracker™ Green CMFDA Dye (dioctan
5-chlorometylfluoresceiny) (Thermo Fisher Scientific, C2925)

o Bufor do testow (ang. assay buffer, Abcam, Apoptosis/Necrosis Assay Kit,
ab176749)

o Buforowana fosforanem sol fizjologiczna (ang. phosphate buffered saline,
PBS)

o Buforowana fosforanem sél fizjologiczna Dulbecco 1x - (ang. dulbecco’s
phosphate buffered saline, DPBS), 1X (ATCC, 30-2200)

e CHIR99021 (Selleckchem, S1263-25 mg)

e Czynnik sieciujacy (Sylgard 184, 24001673921)

e Dimetylosulfotlenek, DMSO (POCH, 363550117)

o Falloidyna sprzezona z barwnikiem Alexa Fluor 568 (Thermo Fisher Scientific,
A12380)

o Fibronektyna (1 mg/ml) (Sigma-Aldrich, F1141)

o Fiolet cytokalceinowy 450 200x (Abcam, Apoptosis/Necrosis Assay Kit,
ab176749)

e Hoechst 33342 (Thermo Fisher Scientific, H1399)

e Inhibitor IWP-2 (Tocris, 3533-10 mg)

e Izopropanol (POCH, 751500111)

e Jodek propidyny (PI) (Sigma Aldrich, P4864)

o Kozie przeciwcialo anty-krolicze IgG sprzezone z Alexa Fluor 488
(Thermo Fisher Scientific, A11008)

e Kozie przeciwcialo anty-mysie IgG sprzezone z Alexa Fluor 594
(Thermo Fisher Scientific, A11005)

e Kroélicze monoklonalne rekombinowane przeciwciato skierowane przeciwko
sercowej troponinie T (abcam, ab209813)

o Kirolicze poliklonalne przeciwciato skierowane przeciw Oct4 (Merck, POUSF1,
MAB4419)

o Krolicze poliklonalne przeciwcialo skierowane przeciwko MYHG6 (Proteintech,

22281-1-AP, okreslenie przez producenta na biatko MHC-a,)
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o Kwas L-askorbinowy (Sigma-Aldrich, A7506)

e L-Glutamina 100X 200mM (Biowest, X0550)

e Matrigel (Corning, 354230)

e Maty nanowtokniste z poli(e-kaprolaktonu) (PCL, Sigma Aldrich Mn=80 000)
1 poliuretanu (PU, ChronoFlex C75D, AdvanSource Biomaterials) uzyskane byty
w ramach wspolpracy z dr. inz. Michalem Wojasinskim oraz mgr inz. Iwong
Lopianiak z Wydzialu Inzynierii Chemicznej 1 Procesowej Politechniki
Warszawskiej

e Medium Essential 8 (E8) do hodowli iPSC (Life Technology, A1517001)

e Medium Essential 8 Flex (E8 Flex) do hodowli iPSC (Life Technology,
A2858501)

e MEM NEAA — minimalne podloze podstawowe Eagle'a ang. eagle's minimum
essential medium non-essential amino acid (Sigma-Aldrich, M7145-100ML)

e Mysie monoklonalne przeciwciato skierowane przeciwko HIF-lo (Novus
Biologicals, NB100-105)

e Mysie monoklonalne przeciwciato skierowane przeciwko MYH?7 (Santa Cruz
Biotechnology, 53090, okre$lenie przez producenta na biatko MHC-p)

e Mysie monoklonalne przeciwciato skierowane przeciwko a-aktyninie (Sigma-
Aldrich, A7732)

e Norepinefryna [(+)-Arterenol] (Sigma-Aldrich, A0937)

e Penicylina-Streptomycyna roztwor 100X (Biowest, L0022)

o Plodowa surowica cieleca (ang. fetal bovine serum, FBS) (Biowest, SI81B)

e Podstawowe medium do hodowli komoérek Claycomb Medium (Sigma-Aldrich,
51800C)

e Podstawowe medium do hodowli komdérek DMEM bez glukozy (Thermo Fisher
Scientific, 11966025)

e Podstawowe medium do hodowli komorek DMEM z wysoka zawartoscia
glukozy, ang. dublecco essential medium eagle, high glucose (Biowest, LO101)

e Podstawowe medium do hodowli komoérek DMEM/F-12, ang. dulbecco
modified eagle medium: nutrient mixture F-12 (Thermo Fisher Scientific,
31330038)

e Podstawowe medium do hodowli komoérek RPMI 1640 ze stabilng glutaming
(Biowest, L0498)

e Poli -L-lizyna 10 mg/ml (ScienCell, 0413)
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e Poli(dimetylosiloksan), PDMS (Sylgard 184, 2401673921)

e ROCK inhibitor (Tocris, 1254)

e Roztwér buforujacy do ptukania Wash Buffer (Thermo Fisher Scientific,
A1285801)

e Roztwor Versene 0,48 mM (Thermo Fisher Scientific, 15040066)

e So6l sodowa fluoresceiny (Sigma Aldrich, F6377)

o Startery dla wybranych gendéw (Sigma Aldrich) (Tabela 3)

e Suplement B-27 bez insuliny (Thermo Fisher Scientific, A1895601)

e Suplement B-27 z insuling (Thermo Fisher Scientific, 17504044)

e Suplement GlutaMAX™ (Thermo Fisher Scientific, 35050061)

e Suplement wzrostu ludzkich kardiomiocytéw (ang. cardiac myocyte growth
supplement, CMGS) (ScienCell, 6252)

e Triton X-100 (Sigma-Aldrich, T8787)

e TrypLe Express 10X bez czerwieni fenolowej (Thermo Fisher Scientific,
A1217701)

e Trypsyna 0,25% - EDTA w HBSS (Biowest, L0931)

e Zestaw H Minus First Strand cDNA (RevertAid™, K1632)

o Zestaw RNAse-Free DNAse (QIAGEN, 79256)

e Zestaw RNeasy Mini (QIAGEN, 74106)

e Zestaw SsoAdvanced Universal SYBR Green Supermix (Bio-Rad,1725270)

e Zielony wskaznik Apopxin 100x (Abcam, Apoptosis/Necrosis Assay Kit,
ab176749)

o Zelatyna ze skory cielecej (Sigma-Aldrich, G9391)

e Zywica do drukarki 3D uMICROFLUIDICS RESINS (CADworks3D)

2.1.2. Material biologiczny

Linia komorkowa H9c¢2 - szczurze kardiomioblasty (ATCC, CRL-1446). Komorki
wyizolowane z komory serca embriondow, ktére nie wykazuja spontanicznego kurczenia

1 rozkurczania sie¢.

Linia komérkowa HL-1 - unie$miertelnione mysie kardiomiocyty (Sigma-Aldrich,
SCCO0S5). Komorki wyizolowane z przedsionka serca doroste] myszy. Komorki wykazuja

spontaniczne kurczenie si¢ i rozkurczanie.
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Linia komérkowa HCM - pierwotne ludzkie kardiomiocyty (ScienceCell, #6200).
Komorki wyizolowane z komory serca dorostego cztowieka. HCM przypominajg komorki
progenitorowe i nie s3 w petni dojrzale. Niekurczace, ale po stymulacji elektrycznej
wykazuja mozliwo$¢ spontanicznego kurczenia. Do badan wykorzystywano komoérki do
6 pasazu. Zbadano, ze dla wyzszych pasazy obserwowany byt spadek ekspresji genow

specyficznych dla kardiomiocytéw [118].

Linia komorkowa iPSC - indukowane pluripotencjalne komorki macierzyste. Linia
ludzkich komorek IIMCBi001-A, uzyskana z Instytutu Biologii Do$wiadczalnej
im. M. Nenckiego PAN w Warszawie. Lini¢ wyprowadzono z fibroblastow skory
pobranych od zdrowej, 10-letniej dziewczynki rasy kaukaskiej. Pobrane fibroblasty
poddano reprogramowaniu przy uzyciu czynnikow Yamanakiego (OCT4, SOX2, KLF4

1 c-Myc) oraz wektorow lentiwirusowych, uzyskujac komorki iPSC [119].

Komoérki iPSC-CM - ludzkie kardiomiocyty uzyskane w wyniku réznicowania
indukowanych pluripotencjalnych komoérek macierzystych z wykorzystaniem protokotu
GiWi opracowanego przez Lian i wspol. [53]. Komorki iPSC-CM fizjologicznie
i morfologicznie sg zblizone do niedojrzatych kardiomiocytow. Charakteryzuja si¢
mozliwo$cig spontanicznego kurczenia si¢ 1 rozkurczania, sa komorkami nie

proliferujacymi.

2.1.3. Materialy i drobny sprzet laboratoryjny

e Butelki do hodowli komérkowych 25 cm? (Thermo Fisher Scientific, 156367)
Folia do sklejania ptytek (Bio-Rad, MSB1001)
e Kolumny RNeasy z zestawu RNeasy Mini 250 (QIAGEN, 74106)

e Koncéwki do pipet (Gilson)

e Licznik komorek Fast-Read® 102 (Biosigma)

e Pipety automatyczne (Gilson)

e Pipety elektroniczne (Mettler-Toledo, Rainin, model: E4XLS)

e Pipety Pasteura (Wuxi NEST Biotechnology)

e Pipety serologiczne (Wuxi NEST Biotechnology)

e Plytki 24-dotkowe do hodowli komorkowych (SARSTEDT, 83.3922)
e Plytki 6-dotkowe do hodowli komoérkowych (SARSTEDT, 83.3920)
e Ptlytki 96-dotkowe do PCR Hard-Shell® (Bio-Rad HSP9601)

e Ptytki do liczenia komorek Fast-Read® 102 (Biosigma)

52



e Probowki typu ependorf (Nest)

e Probowki typu Falcon 15 ml (Genoplast Biochemicals)

e Probowki typu Falcon 50 ml (Wuxi NEST Biotechnology)

e Szalki ze szklanym dnem CELLviev™ (Greiner Bio-One, 627870)
e Szalki ze szklanym dnem CELLviev™ (Greiner Bio-One, 627870)
e Szkietka mikroskopowe (ChemLand, 296.202.01)

e Szkietka nakrywkowe (Carl Roth, L26.1)

2.1.4. Aparatura badawcza
e Aparatura do naswietlania UV CureZone (CADworks3D)
e Cytometr przeptywowy (FACSCalibur, BD Biosciences)
e Drukarka 3D (CADworks3D)
e Generator plazmy tlenowej (Diener)
e Inkubator CO» MCO-170AICD-PE (PHCBI)
e Inkubator Heracell™ 150 (Thermo Fisher Scientific)
e Komora laminarna BiOptima Class II (Telstar)
e Laznia wodna (WSL)
e Mikroskop fluorescencyjny odwrocony (Olympus, IX71)
e Mikroskop fluorescencyjny odwrocony Eclipse Ts2-FL (Nikon)
e Mikroskop konfokalny LEXT OLS4000 (Olympus)
e Mikroskop konfokalny Zeiss Axio Observer 7+LSM 900
e Mikroskop swietlny EVOS™ XL Core (Invitrogen™)
e Mikrowiréwka Centrifuge 5418 R (Eppendorf)
e Ploter laserowy (Universal VLS2.30DT)
e Skaningowy mikroskop elektronowy (ang. scanning electron microscope, SEM,
SU 8230, Hitachi High-Technologies Corporation)
e Spektrofotometr NanoPhotometerTM N50-Touch (Implen)
e Sterylizator laboratoryjny SRW 115 STD (POL-EKO-APARATURA)
e Suszarka laboratoryjna (Binder)
e Termocykler do Real-Time PCR CFX Connect Real-Time System (Bio-Rad)
e Termocykler XT96 do syntezy cDNA (VWR)
e Turbomolekularny system natryskiwania powtok (Quorum Q150 TS, Quorum

Technologies)
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e Wielodetekcyjny czytnik ptytek SpectraMax iD3 (Syngen)
e Wielokanalowa pompa perystaltyczna (IsmatecTM REGLO ICC)

e  Wirowka (Centurion Scientific)

2.2. Metodyka badan
2.2.1. Wytwarzanie nanowlokien

Do wytworzenia nanowldkien z polikaprolaktonu (PCL, Sigma Aldrich Mn=80 000)
i poliuretanu (PU, ChronoFlex C75D, AdvanSource Biomaterials) wykorzystano metod¢
rozdmuchu polimeru (SBS). W tym celu, PCL o stezeniu 8 % 110 % rozpuszczono
w 2-2-2-trifluoroetanolu (>99 %, ABCR) (m/m). Z kolei roztwory PU o stezeniu 5 % 1 5,5 %
przygotowano w 1,1,1,3,3,3-heksafluoroizopropanolu (>99 %, ABCR) (m/m). Przygotowane
roztwory polimerOw mieszano przez noc w temperaturze pokojowej, aby zapewnié
odpowiednig relaksacj¢ tancucha polimerowego, co umozliwito efektywne przgdzenie
jednolitych widkien. Nastepnie, do produkcji nanowldkien zastosowano nastepujace
parametry: odlegto$¢ robocza migdzy dysza a kolektorem: 30 cm, nat¢zenie przeptywu
roztworu polimeru: 30 ml/h, ci$nienie sprezonego gazu: 1 bar oraz prgdko$¢ obrotowa
cylindrycznego kolektora: 15 000 obr/min. Zastosowana predkos¢ obrotowa kolektora
pozwolita na uzyskanie wtdkien o réwnoleglym utozeniu (widkna ukierunkowane). Srednice
1utozenie nanowldkien oceniono na podstawie zdje¢ ze skaningowego mikroskopu
elektronowego przy uzyciu programu Image]J. W celu okreslenia porowatosci, maty
nanowtokniste zostaty pocigte na prostokatne probki. Powierzchnig 1 grubo$¢ kazdej probki
zmierzono za pomocg oprogramowania do analizy obrazu NIS Elements (Nikon). Doktadna
procedura zostala opisana w literaturze [106]. Zbadano wytrzymato$¢ na rozcigganie mat
nanowloknistych przy pomocy uniwersalnej maszyny wytrzymatosciowej (Instron 3345,
Instron). Z kazdego rodzaju maty nanowldkniste] pobrano 5 probek o szerokosci 5 mm
1 dlugosci 20 mm. Nastgpnie probki byty rozciggane z predkosciag 5 mm/min. Wytrzymato$é
mechaniczng materiatow nanowtoknistych mierzono w dwoch kierunkach - réwnoleglym
(ang. parallel, PL) 1 prostopadtym (ang. perpendicular, PP) do utozenia witokien. Maty
nanowtokniste 1 charakterystyka zostaly wykonane na Wydziale Inzynierii Chemicznej
i Procesowej Politechniki Warszawskiej w ramach wspolpracy z dr. inz. Michatem

Wojasinskim oraz mgr inz. Iwong Lopianiak.
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2.2.2. Hodowla komérkowa
W badaniach wykorzystywano pig¢ typdéw komorek. Wszystkie hodowle komorkowe
prowadzono w inkubatorach (temp. 37 °C, 5 % COz). Ponizej przedstawiono sktad medium

hodowlanych dla poszczegdlnych linii komorkowych.

2.2.2.1. Hodowla komorek H9c2
Komorki H9¢2 hodowano w pozywce DMEM z wysoka zawarto$cig glukozy
(ang. dulbecco's modified eagle medium high glucose) wzbogacone o 10 % (v/v) termicznie
inaktywowany FBS, 1 % (v/v) 100 mM penicyliny-streptomycyny i 1 % (v/v) 200 mM
L-glutaminy.

2.2.2.2. Hodowla komérek HCM
Komoérki HCM hodowano w pozywce DMEM/F12 (ang. dulbecco modified eagle
medium: nutrient mixture F-12) wzbogacona 10 % (v/v) termicznie inaktywowany FBS,
1 % (v/v) 100 mM penicyliny-streptomycyny, 1% (v/v) 200 mM L-glutaminy, 1 % (v/v)
100 mM pirogronianu sodu, 1 % (v/v) suplementu wzrostu miocytow serca (CMGS)

10,01 % (v/v) MEM NEAA.

Komoérki HCM wykorzystano rowniez do badan niedotlenienia (hipoksji). Pozywka
stosowana podczas hipoksji sktadata si¢ z DMEM bez glukozy i 1 % (v/v) 100 mM penicyliny-
streptomycyny. Jej sktad zostat dobrany na podstawie literatury [21].

2.2.2.3. Hodowla komorek HL-1
Komérki HL-1 hodowano w pozywce Claycomb Medium wzbogacone o 10 % (v/v)
termicznie inaktywowany FBS, 1 % (v/v) 100 mM penicyliny-streptomycyny, 1 % (v/v)
200 mM L-glutaminy i 1 % (v/v) 10 mM norepinefryny.

Wykorzystywane w badaniach powyzsze linie komorkowe hodowano w standardowych
butelkach do hodowli komérek adherentnych (25 cm?). Swieze medium hodowlane
wymieniano co drugi dzien dla hodowli komérek H9¢2 i HCM oraz codziennie dla hodowli
komorek HL-1. W momencie osiggnigcia przez komoérki 80-90 % konfluencji, przeprowadzano
pasaz komorek. W tym celu, komorki przemyto 1 ml PBS 1 trypsynizowano 0,25 % trypsyna
(1,5 ml). Nastepnie, po odklejeniu komorek w celu zneutralizowania trypsyny dodano medium
hodowlane (1,5 ml), komérki zwirowano (1200 RPM, 5 min). Supernatant usuni¢to, a osad
komorkowy ponownie zawieszono w ok. 5 ml medium i przeniesiono do nowych butelek
hodowlanych. Przed wysianiem komoérek HCM oraz HL-1, butelk¢ hodowlang modyfikowano
poprzez 24 h inkubacj¢ z odpowiednimi biatkami. W przypadku komorek HCM powierzchnie
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hodowlang butelki pokrywano roztworem 0,01 % poly-L-lizyny, w przypadku komoérek HL-1
butelki pokrywano roztworem 5 pg / ml fibronektyny w 0,2 mg / ml zelatynie.

2.2.2.4. Hodowla komoérek iPSC

Komorki iPSC hodowano w medium hodowlanym Essential 8™ (E8) na 6-dotkowe;j
ptytce polistyrenowej, ktorej powierzchni¢ wczesniej zmodyfikowano 100x rozcienczonym
Matrigel’em w DMEM/F12. Medium zmieniano codziennie (1,5 ml/dotek). Po uzyskaniu okoto
90 % konfluencji, komorki iPSC przemyto DPBS (1 ml/dotek). Nastepnie, w celu odklejenia
komoérek dodano Versen (1 ml/dotek) i inkubowano przez ok. 5 min w inkubatorze (37 °C,
5% COz). Nastepnie, do komoérek dodano medium hodowlane ES8, otrzymujac zawiesing
komorkowa, ktorg zwirowano (1200 RPM, 5 min). Zawiesing komdrkowa uzyskana z 1 dotka
wysiano na 6-dotkowa ptytke w medium E8 (2 ml/dotek) wzbogaconym o 5 uM ROCK
inhibitor (1 pl/ml medium).

2.2.2.5. Roznicowanie komorek iPSC w iPSC-CM

Réznicowanie ludzkich iPSC w iPSC-CM przeprowadzono zgodnie z protokotem GiWi
opisanym przez Lian i wsp. [53]. Proces ten opiera si¢ na modulacji szlaku kanonicznego Wnt
za pomocg inhibitora GSK3 z wykorzystaniem CHIR99021 1 inhibitora Wnt z uzyciem IWP-2.
W tym celu, komoérki iPSC hodowano w medium hodowlanym ES8, az osiagnety 90 %
konfluencji. Nastgpnie, usuni¢to starg pozywke znad komorek 1 dodano po 2 ml/dotek medium
RPMI 1640 ze stabilng glutaming wzbogacone o 1 % (v/v) 100 mM penicyliny-streptomycyny,
2 % (v/v) suplementu B-27 bez insuliny (dalej nazywane RPMI/B-27 bez insuliny)
1 uzupetniono o 12 uM (stgzenie koncowe) CHIR99021. Po 24 h medium hodowlane zmieniono
na medium RPMI/B-27 bez insuliny. W 3 dniu réznicowania (72 h po dodaniu 12 uM
CHIR99021) potowe objetosci medium usuni¢to z dotka hodowlanego 1 do pozostawionej
czesci dodano $wiezego medium RPMI/B-27 bez insuliny z dodatkiem IWP-2 o stezeniu
koncowym 5 puM. Piagtego dnia réznicowania medium hodowlane wymieniono na RPMI/B-27
bez insuliny. Po kolejnych 2 dniach hodowli, medium hodowlane zmieniono na RPMI 1640 ze
stabilng glutaming wzbogacone o 1 % (v/v) 100 mM penicyliny-streptomycyny, 2 % (v/v)
suplementu B-27 z insuling (dalej nazywane RPMI/B-27 z insuling) i zmieniano medium co
3 dni. Zgodnie z protokotem GiWi, mozliwe jest uzyskanie komorek, ktore charakteryzuja si¢

spontanicznym kurczeniem i rozkurczaniem po okoto 14 dniach od rozpoczecia réznicowania.
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Tak uzyskane komorki nie poddawano pasazowaniu. Wykorzystywano je bezposrednio

do zaplanowanych eksperymentow.

W celu wysiania komorek iPSC-CM, przemyto je DPBS (1 ml/dotek) i odklejono
od podtoza hodowlanego za pomoca TrypLE (1 ml/dotek). W celu zneutralizowania TrypLE
dodano 1 ml pozywki na dolek. Komorki zawieszono w pozywce RPMI 1640 ze stabilng
glutaming, z 20 % (v/v) FBS, 1 % (v/v) 100 mM penicyliny-streptomycyny (dalej nazywana
medium RPMI/20 % FBS). Nastepnie, komoérki zwirowano (1200 RPM, 5 min) 1 ponownie
zawieszono w medium RPMI/20 % FBS z dodatkiem 5 pM inhibitora ROCK (1 pl/ml
pozywki). Po 48 h pozywke zastagpiono RPMI/B-27 z insuling i wymieniano co 2 dni.

Komérki iPSC-CM zostaly wykorzystane do badania niedotlenienia. Medium
hodowlane stosowane w badaniu hipoksji sktadato si¢ z DMEM bez surowicy i glukozy,
zawierajaca 1% (v/v) MEM NEAA, 1 % (v/v) GlutaMAX 1 1 % (v/v) 100 mM
penicyliny/streptomycyny. Jej sktad zostat dobrany na podstawie literatury [120].

2.2.3. Hodowla komérek na matach nanowloknistych

Wszystkie eksperymenty z wykorzystaniem mat nanowldknistych prowadzone byty na
ptytkach 24-dotkowych. W celu umieszczenia mat w dotkach ptytki, za pomoca plotera
laserowego Universal VLS2.30DT (moc 17 %, predkos¢ 13 %, 800 PPI) wycieto maty
nanowtokniste o Srednicy 9 mm. W celu stabilnego utrzymania mat nanowtoknistych na dnie
dotkow hodowlanych dodatkowo wykorzystano krazki z poliwgglanu (ang. polycarbonate,
PC). Wielkos¢ krazkow zostata dostosowana do rozmiaru dotka hodowlanego. Krazki zostaly
wykonane metoda mikrofrezowania we wspotpracy z mgr inz. Dominikiem Kotodziejkiem
(Wydzial Chemiczny PW). Odpowiednio umieszczone w dotkach hodowlanych maty
nanowldkniste sterylizowano 70 % roztworem etanolu przez 30 min i suszono w temp. 40 °C.
W celu poprawy wlasciwosci hydrofilowych mat nanowtdknistych ich powierzchnia zostata
zmodyfikowana plazmag tlenowa (0,3 mbar, 90 s). Dodatkowo, w celu zwigkszenia adhezji
komorek, maty nanowldkniste pokryto roztworami bialek (400 pl) i inkubowano przez 24 h.
W przypadku hodowli komoérek H9¢c2 1 HCM zastosowano 0,01 % roztwor poli-L-lizyny, dla
hodowli komoérek HL-1 zastosowano 5 pg/ml roztworu fibronektyny w roztworze zelatyny
o stezeniu 0,2 mg/ml, a dla hodowli komérek iPSC-CM, wykorzystano 0,1 % roztworu
zelatyny. W przypadku wspothodowli komorek iPSC-CM z iPSC maty nanowtokniste i ptytki
polistyrenowe (kontrola) pokrywano 100-krotnie rozcienczonym Matrigel’em w DMEM/F12

(takie stezenie stosowane jest do hodowli iPSC 1 jest zalecane przez producenta Matrigel’u).

57



Po 24 h roztwory biatek usuwano i wysiewano komorki o gestosci: 3,3 * 10* komorek/cm? (dla
H9c2) oraz - 6,6 * 10* komérek/cm? (dla HCM i HL-1). Komérki iPSC-CM w pierwszym
etapie badan wysiewane byty z gestoscig 1,5 X 10,2 % 10°, 2,5 % 107 i 3 * 10° komorek/cm?. Do
dalszych etapow badan stosowano gesto$¢ 2* 10° komorek/cm?. W trakcie prowadzenia
hodowli na matach nanowtoknistych, medium hodowlane wymieniano co drugi dzien w
przypadku hodowli komérek H9¢2, HCM 1 iPSC-CM oraz codziennie w przypadku komorek

HL-1. Hodowla komoérek na plytce polistyrenowej zostala wykorzystana jako kontrola.

2.2.4. Badanie niedotlenienia i reoksygenacji w hodowli ludzkich kardiomiocytow

W badaniu niedotlenienia zastosowano ludzkie kardiomiocyty — HCM oraz iPSC-CM.
Hodowle komodrkowe prowadzono w 24-dotkowej plytce, z wykorzystaniem mat
nanowtoknistych wykonanych z PCL i PU. Przed rozpoczgciem eksperymentow z komoérkami,
w celu usunigcia tlenu rozpuszczonego w medium hodowlanym, media do hipoksji dla obu
typow komorek byty przetrzymywane w inkubatorze bez tlenu przez 24 h. Nastepnie,
dodawano 500 pl medium do hipoksji do kazdego dotka hodowlanego i prowadzono
niedotlenienie przez 6 h w inkubatorze do hipoksji wyposazonego w czujnik poziomu tlenu.
Poziom O wynosit 1 %. W celu przeprowadzenia reoksygenacji, komorkom HCM 1 iPSC-CM
poddanym niedotlenieniu przez 6 h zmieniono medium hodowlane na medium dedykowane
do hodowli w warunkach normoksji (500 pl) 1 inkubowano przez 24 h (21 % O, 5 % CO»
137°C). Jako kontrola wykorzystano hodowle komorek na ptytce polistyrenowe;j
w standardowym medium hodowlanym wykorzystywanym w warunkach normoksji (21 % Oz,

5% CO2 137 °C).

2.2.5. Wspothodowla komorek macierzystych z ludzkimi kardiomiocytami

Przeprowadzono wspothodowle kardiomiocytow z komodrkami macierzystymi:
komorek HCM 1 iPSC oraz komodrek iPSC-CM 1 iPSC. W celu przygotowania hodowli
komorkowych, sporzadzono zawiesiny komorek HCM, iPSC-CM oraz iPSC o gestosci
1 * 10° komérek/cm? kazda, zgodnie z procedurami przedstawionymi kolejno w podrozdziatach
2.2.2.3, 22.2.5 oraz 2.2.2.4. Komoérki (HCM 1 iPSC lub iPSC-CM 1 iPSC) wysiano
na 24 - dotkowa ptytke i hodowano przez 72 h. Nastepnie, prowadzono hodowle komorek
w medium hodowlanym do HCM, iPSC-CM lub iPSC 1 analizowano morfologi¢ komorek, aby

dobra¢ optymalne warunki do wspothodowli komorek.
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2.2.6. Hodowla komérek iPSC-CM po niedotlenieniu z iPSC

Do dalszych badan niedotlenienia zastosowano wylacznie wspothodowle komorek
iPSC-CM oraz iPSC. W pierwszym etapie przygotowano hodowle komoérek iPSC-CM na
ptytkach polistyrenowych oraz matach nanowloknistych wykonanych z poliuretanu. Komorki
1PSC-CM poddano niedotlenieniu zgodnie z procedurg opisang w Rozdziale 2.2.4. Nastepnie,
usunigto medium do hipoksji 1 dodano zawiesing komodrek iPSC o gestosci
1 * 10° komérek/cm?. Komoérki iPSC byty zawieszone w medium RPMI/B-27 bez insuliny. Po
24 h od przyklejenia komoérek iPSC do podtoza hodowlanego zmieniono medium hodowlane
na RPMI/B27 z dodatkiem insuliny. Medium hodowlane dla wspothodowli dobrano na
podstawie literatury [121]. Wspothodowle komorek iPSC-CM po niedotlenieniu z iPSC

prowadzono przez 24 hi 10 dni.

2.2.7. Ocena zywotnoS$ci komorek (test Alamar Blue)

Wykonanie testow z AlamarBlue zostalo zastosowane do oceny zywotnosci komorek
hodowanych na ptytkach polistyrenowych (kontrola) oraz matach nanowtdknistych z PCL
i PU. Stosowany w testach barwnik AlamarBlue jest nietoksyczny dla komoérek. Przygotowano
roztwor AlamarBlue o stezeniu 10 % (obj.) w medium hodowlanym bez FBS stosowanym do
hodowli komoérek H9c2, HCM lub HL-1. Nastepnie, roztwor ten dodano do hodowli
komorkowych prowadzonych na plytce PS oraz matach nanowldknistych z PCL 1 PU
1 inkubowano przez 3 h w temp. 37 °C. Intensywnos$¢ fluorescencji mierzono z wykorzystaniem
czytnika ptytek przy dlugosci fali wzbudzenia 552 nm 1 dtugosci fali emisji 582 nm. Test
AlamarBlue przeprowadzono po 24 h i 10 dniach hodowli komoérek H9¢2, HL-1 i HCM.

2.2.8. Ocena ulozenia i morfologii komorek

Do oceny ulozenia i morfologii komoérek H9¢2, HCM, HL-1 1 iPSC-CM hodowanych
na plytkach polistyrenowych i matach nanowtoknistych z PCL 1 PU, przeprowadzono
barwienie komoérek z wykorzystaniem kalceiny-AM (CAM). Kalceina-AM  jest
niefluorescencyjnym barwnikiem, ktéry moze biernie przenika¢ przez btone komorkowa
zywych komorek. Kalceina-AM w zywych komorkach jest przeksztalcana przez esterazy
w kalceing, ktéra emituje zielone promieniowanie fluorescencyjne przy dtugosci fali
470-510 nm. Badania z wykorzystaniem CAM byty wykonane po 24 h i 10 dniach prowadzenia
hodowli. Barwnik kalceina-AM (1 mg/ml w bezwodnym DMSO) rozcienczono do 0,5 pg/ml
w medium do hodowli komorek H9c2, HCM, HL-1 lub iPSC-CM (bez dodatku FBS).
Nastepnie, usuni¢to medium znad hodowli komoérek H9¢2, HCM, HL-1 lub iPSC-CM i dodano

roztwor CAM (po 500 pl/dotek) i inkubowano przez 30 min. Po tym czasie, przeprowadzono
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obserwacje mikroskopowe wybarwionych komoérek =z wykorzystaniem mikroskopu
fluorescencyjnego i na podstawie uzyskanych obrazéw przeprowadzono analiz¢ morfologii

i ulozenia komorek przy uzyciu programu Imagel.

Dodatkowo, barwnik kalceina-AM wraz z jodkiem propidyny (PI) zostat wykorzystany
do obrazowania zywotno$ci w badaniu wspéthodowli komérek HCM z iPSC lub iPSC-CM
z1PSC na 24-dotkowych ptytkach po 72 h hodowli. PI wigze si¢ z DNA martwych
lub uszkodzonych komorek (w przypadku zywych komérek barwnik nie przenika przez btone
komorkowsg). Intensywnos$¢ fluorescencji jodku propidyny mierzono przy dhugosci fali

wzbudzenia 535 nm i dtugo$¢ fali emisji 617 nm.

Przygotowano roztwor 2 pl/ml jodku propidyny oraz 0,5 pg/ml kalceiny-AM
(rozcienczono do stgzenia w DMEM/F12 lub E8 dla wspothodowli komorek HCM z iPSC
oraz w medium RPMI/B27 bez insuliny lub E8 dla wspothodowli komoérek iPSC-CM z iPSC).
Nastepnie, usuni¢to medium hodowlane znad komorek 1 dodano roztwory CAM 1 PI. Po 30 min
inkubacji, komorki obserwowano z  wykorzystaniem odwroconego mikroskopu

fluorescencyjnego.

2.2.9. Analiza komérkowa z wykorzystaniem skaningowej mikroskopii
elektronowej

Do oceny morfologii i utozenia komérek HCM 1 iPSC-CM po 10 dniach hodowli na
szkietkach nakrywkowych (kontrola) i na matach nanowtoknistych z PCL i PU w 24-dotkowe;j
plytce, przeprowadzono obrazowanie z wykorzystaniem skaningowego mikroskopu
elektronowego. W tym celu, komorki iPSC-CM przeplukano trzykrotnie roztworem DPBS,
a HCM roztworem PBS. Komorki utrwalano w 4 % paraformaldehydzie przez 30 min,
przeplukano ponownie roztworem buforowanej soli fizjologicznej i przechowywano w temp.
4 °C przez 24 h. Nastepnego dnia, odwodniono komorki inkubujac je przez 15 min przy uzyciu
roztwordw etanolu o wzrastajacym stezeniu (5 %, 25 %, 50 %, 75 %, 100 %). Tak
przygotowane komorki pokryto 20 nm warstwag ztota 1 palladu i obserwowano za pomoca

mikroskopu SEM.

2.2.10. Barwienie immunofluorescencyjne
Barwienia immunofluorescencyjne zostaly przeprowadzone w celu wyznakowania
biatek specyficznych dla kardiomiocytow takich jak: a-aktynina, troponina T, MYH6 1 MYH7.
Analize¢ wykonano dla 10-dniowej hodowli komoérek H9c2, HCM, HL-1 i iPSC-CM

prowadzonej na matach nanowtdknistych z PCL 1 PU. Z kolei w badaniach nad hipoksja 1
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hipoksja z reoksygenacja (H/R) wykonano immunobarwienie biatek HIF-1a oraz F-aktyny.
Dodatkowo, we wspothodowli komorek iPSC-CM po hipoksji z iPSC hodowanych na matach
nanowtoknistych z PU po 24 h i 10 dniach oznaczano OCT4, bialko specyficzne dla
pluripotencjalnych komoérek macierzystych, oraz troponing T, biatko specyficzne dla
kardiomiocytow. We wszystkich testach, kontrole stanowily hodowle prowadzone
w 4-dzielnych szalkach ze szklanym dnem. Z kolei hodowle komorek na matach
nanowtoknistych prowadzone byly w 24-dotkowych plytkach, a nastepnie w celu obserwacji

mikroskopowej, maty umieszczano na szkietkach nakrywkowych.

Procedura barwienia immunofluorescencyjnego wygladala nastgpujaco, znad hodowli
komorkowych usunigto medium hodowlane, nastepnie przeptukano je przy uzyciu Wash Buffer
i utrwalano w 4 % paraformaldehydzie przez 10 min w temperaturze pokojowej (RT). W celu
permabilizacji bton komodrkowych dodano do komoérek 250 pl 0,5 % Triton X-100 w PBS.
W celu zmniejszenia niespecyficznego wigzania hydrofobowego uzyto 250 ul 2,4 % roztworu
albuminy surowicy bydlecej (BSA w PBS) (surowica blokujaca) (50 min, RT), nastgpnie
komoérki ponownie przemyto 0,1 % roztworem Tritonu X-100. Po usunieciu Tritonu, do
komorek dodano po 200 pl roztwordéw z I-rzedowymi przeciwcialami i inkubowano je w temp.
4 °C przez noc. Stosowano w zalezno$ci od eksperymentu: krolicze monoklonalne przeciwciato
skierowane przeciwko sercowej troponinie T (1:100 w 2,4 % BSA), mysie monoklonalne
przeciwciala skierowane przeciwko a-aktyninie (1:100 w 2,4 % BSA), mysie monoklonalne
przeciwciala skierowane przeciwko OCT4 (1:100 w 2,4 % BSA), mysie monoklonalne
przeciwciala skierowane przeciwko HIF-la (1:100 w 2,4 % BSA), krolicze poliklonalne
przeciwciala skierowane przeciwko MYH6 (1:100 w 2,4 % BSA) lub mysie monoklonalne
przeciwciala skierowane przeciwko MYH?7 (1:100 w 2,4 % BSA). Nastepnie, komorki ptukano
0,1 % roztworem Tritonu X-100 i inkubowano z przeciwciatami II-rzgdowymi: kozim
przeciwcialem anty-kroliczym sprzezonym z Alexa Fluor 488 (1:200 w 2,4 % BSA) 1 kozim
przeciwcialem anty-mysim sprz¢zonym z Alexa Fluor 594 (1:200 w 2.4 % BSA) lub
z falloidyng sprz¢zong z barwnikiem Alexa Fluor 568 (1:400 w 2,4 % BSA) przez 1 h.
Nastepnie, dodano 250 pl Hoechst 33342 (10 pg/ml w PBS). Po 5 min komoérki przeptukano
0,1 % Tritonem X-100. Wybarwione komodrki obserwowano z wykorzystaniem mikroskopu

konfokalnego.
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2.2.11. Cytometria przeplywowa

Analize cytometrii przeplywowej przeprowadzono w celu oszacowania skutecznosci
réznicowania komorek macierzystych w kierunku kardiomiocytow, zgodnie z dobrze opisanym
protokotem [53]. W tym celu, zréznicowane komorki iPSC-CM z 6-dotkowej ptytki zostaty
odklejone 1 zwirowane (1200 RPM, 5 min). Nastepnie, do komoérek dodano 1 ml
1 % paraformaldehydu w PBS, inkubowano 20 min w temp. pokojowej 1 ponownie zwirowano.
Osad komodrkowy zawieszono w 90 % zimnym metanolu i inkubowano w temp 4 °C przez
15 min. Nastepnie, komorki iPSC-CM zwirowano i zawieszono w 2 ml 0,5 % BSA. Komorki
ponownie zwirowano 1 wyznakowano po 100 pl I-rzgdowym przeciwciatami anty-troponina T
(1:100 w 5 % BSA) 1 mysimi przeciwciatami monoklonalnymi anty-a-aktynina
(1:100 5 % BSA) przez 1 h w temp. pokojowej, a takze po 100 pl odpowiednimi przeciwciatami
II-rzgdowymi os$lim przeciwcialem anty-mysim sprz¢zonym z Alexa Fluor 488
(1:200 w 5 % BSA) i kozim przeciwciatem anty-kréliczym sprzezonym z Alexa Fluor 488
(1:200 w 5 % BSA). Komorki przeptukano trzykrotnie buforem FACS (bufor stosowany do
cytometrii przeptywowej, ang. fluorescent activated cell sorting buffer), ponownie zawieszono
w 0,5 ml PBS, a nastgpnie analizowano z zastosowaniem cytometru przeptywowego. Dane

analizowano przy uzyciu oprogramowania FlowJo (Tree Star, Ashland, USA).

2.2.12. Analiza RT-PCR

Badania z wykorzystaniem RT-PCR zostaly wykorzystane do analizy ekspresji genow
uczestniczacych w dojrzewaniu kardiomiocytow w hodowli komoérek H9c2, HCM, HL-1
11PSC-CM prowadzonej na plytce polistyrenowej i matach nanowtdknistych po 10 dniach
hodowli. Analiz¢ t¢ prowadzono réwniez w przypadku badan nad hipoksja 1 H/R w hodowli
komorek ludzkich HCM 1 iPSC-CM na matach nanowltdknistych z PCL 1 PU, a takze dla badan
nad wspothodowlg komorek iPSC-CM poddanej hipoksji z komdrkami iPSC hodowanymi na
matach nanowtoknistych z PU po 24 h 1 10 dniach. RNA wyizolowano przy uzyciu zestawu
RNeasy Mini Kit na podstawie protokolu dostarczonego przez producenta. Nastgpnie,
wyizolowany material biologiczny poddano reakcji odwrotnej transkrypcji do cDNA
w temp. 42 °C przez 1 h przy uzyciu zestawu RevertAid H Minus First Strand cDNA Synthesis
Kit. Nastgpnie, w temperaturze 72 °C przez 10 min dezaktywowano enzymy stosowane
w odwrotnej transkrypcji. RT-PCR przeprowadzono przy uzyciu SsoAdvanced Universal
SYBR Green Supermix na CFX Connect Real-Time PCR System przy uzyciu GAPDH jako

genu referencyjnego. Do badan wybrano okreslone geny (Tabela 3). Analize¢ wzglednych
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poziomow ekspresji kazdego genu przeprowadzono w trzech powtérzeniach, znormalizowano

do ekspresji genu referencyjnego i obliczono przy uzyciu metody AACT.

Tabela 3 Sekwencje wykorzystanych starterow.

Gen Starter przedni Starter wsteczny
Szczur, TNNT2 GCGGAAGAGTGGGAAGAGACA CCATAGCTCCTTGGCCTTCT
Szczur, TNNI3 CCTCATTCCAGCCGTGGTC CTCTGACTTGCGGAGGTATGG
Szczur, SERCA2 GCGTGCATGTGCGTTGTTA GCTGGGGGCTGTTCTATTTCT
Szczur, GAPDH GACATGCCGCCTGGAGAAAC AGCCCAGGATGCCCTTTAGT

Mysz, TNNT2

GCTACAGACTCTGATCGAGGCT

GCTCATTGCGAATACGCTGCTG

Mysz, TNNI3

CTCTGCCAACTACCGAGCCTAT

CGTTCCATCTCCTGCTTCGCAA

Mysz, ACTN2

CACCTGGAGTTTGCCAAGAGAG

GCCTTGAACTGCTCATGTGCAG

Mysz, MYL2

GCAAAGGGTCACTGAAGGCTGA

AAAGGCTGCGAACATCTGGICG

Mysz, SCN5A

ACCCTCGGAGTAACTGTCCT

GACCACATCCTCTGAAGCCG

Mysz, SERCA2

GTGAAGTGCCATCAGTATGACGG

GITGAGAGCAGTCTCGGTAGCIT

Mysz, GAPDH

CATCACTGCCACCCAGAAGACTG

ATGCCAGTGAGCTTCCCGTTCAG

Cztowiek, HIF-1a

TATGAGCCAGAAGAACTTTTAGGC

CACCTCTTTTGGCAAGCATCCTG

Czlowiek, MAP4K

CCAATGGCAACTCCGAGTCTGT

GGGTCACTGAAGGAATGGGATC

Cztowiek, TNNT2

AAGAGGCAGACTGAGCGGGAAA

AGATGCTCTGCCACAGCTCCTIT

Cztowiek, SCN5A4

AGGTCGGAAACCTGGTAAGG

TCCTTACCCATGAAGGCTGTG

Cztowiek, SERCA2

GGACTTTGAAGGCGIGGATTGTIG

CTCAGCAAGGACTGGTTTTCGG

Czlowiek, GATA-4

GCGGTGCTTCCAGCAACTCCA

GACATCGCACTGACTGAGAACG

Cztowiek, ACTN2

GTGAACACCCCTAAACCCGA

AGGGGGATCCTTCCACAGAG

Cztowiek, MYL2

CGGAGAGGTTTTCCAAGGAGGA

CTCTTCTCCGIGGGIGATGATG

Cztowiek, TNNI3

CGIGTGGACAAGGTGGATGAAG

GCCGCTTAAACTTGCCTCGAAG

Cztowiek, Nanog

CCAACATCCTGAACCTCAGC

TGCGICACACCATTGCTAIT

Cztowiek, GAPDH

GIGGACCTGACCTGCCGICT

GGAGGAGTGGGTGTCGCIGT

2.2.13. Barwienie komorek barwnikiem CellTracker

W celu wyznakowania komodrek iPSC we wspoéthodowli z komoérkami iPSC-CM

1 potwierdzenia ich obecnosci w hodowli zastosowano barwnik CellTracker™ Green CMFDA

Dye (dioctan 5-chlorometylofluoresceiny). Jest to fluorescencyjny barwnik wykorzystywany,

w celu monitorowania i obrazowania komorek. W pierwszym etapie, komoérki iPSC-CM
wysiano na 24-dotkowa ptytke polistyrenowsa z gestoscig 1 * 105 komoérek/cm? (zgodnie
z podrozdziatem 2.2.2.5) po 500 pl/dotek i1 inkubowano je w 37 °C, 5 % CO» przez 48 h.
Nastepnie, z roztworu wyjsciowego CellTracker™ Green CMFDA Dye o stezeniu 10 mM
(w DMSO) przygotowano roztwor o stezeniu 10 uM. W celu wybarwienia komorek odklejono
komorki iPSC (jak opisano w podrozdziale 2.2.2.4.) i zawieszono je w medium hodowlanym
RPMI/B-27 bez insuliny, komoérki zwirowano (1200 RPM, 5 min). Komérki iPSC ponownie

zawieszono w takim samym medium 1 nastepnie dodano przygotowany barwnik CellTracker™
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Green CMFDA 1 inkubowano w 37 °C, 5 % COz przez 30 min. Komorki ponownie zwirowano,
zawieszono w medium RPMI/B-27 bez insuliny z ROCK inhibitorem (1 pl/ml) i wysiano
w gestosci 1 * 10° komérek/cm? do hodowli iPSC-CM. Po 24 h hodowli wykonano zdjecia

wspothodowli z wykorzystaniem mikroskopii fluorescencyjne;.

2.2.14. Analiza typu Smierci komorkowej

Do oceny typu $mierci komorek zastosowano zestaw Apoptosis/ Necrosis Assay Kit.
Analize typu $mierci komorek wykonano w badaniach hipoksji i H/R dla hodowli komorek
HCM 1 1PSC-CM na matach nanowtdknistych z PCL 1 PU. Oceniono roéwniez odsetek komorek
zywych, apoptycznych i nekrotycznych dla wspéthodowli komorek iPSC-CM po
niedotlenieniu z komorkami iPSC hodowanymi na matach nanowldknistych z PU i na ptytkach
polistyrenowych po 24 h i 10 dniach. Komoérki znakowano zgodnie z protokotem dostarczonym
przez producenta, z wykorzystaniem trzech barwnikow fluorescencyjnych: CytoCalcein Violet
450 (Ex’Em = 405/450 nm), Appoxin Green (Ex/Em=490/525 nm) i1 7-AAD
(ang. 7 - aminoactinomycin D) (Ex/Em = 546/647 nm). CytoCalcein Violet 450 jest
przepuszczalnym dla komoérek barwnikiem hydrolizowanym do barwnika fluorescencyjnego
w zywych komorkach. Appoxin Green wigze si¢ z fosfatydyloseryng na powierzchni komorek
apoptotycznych. 7-AAD jest barwnikiem nieprzepuszczalnym przez blon¢ komérkowa zywych
komorek 1 wigze si¢ z podwojng nicig DNA 1 znakuje komorki w pozniejszych etapach
apoptozy lub nekrozy. Hodowle komorkowe przeptukano 200 pl Assay Buffer na dotek.
Nastepnie, do komorek dodano roztwor Assay Buffer, Appoxin Green (100 x), 7AAD (200 x)
oraz CytoCalcein Violet 450 (200 x) w stosunku objetosciowym 200:2:1:1 pl 1 inkubowano
50 min w RT. Po tym czasie, komorki obserwowano z wykorzystaniem odwrdoconego
mikroskopu fluorescencyjnego. Ponadto, przeprowadzono analize ilosciowg zywych,

apoptotycznych i nekrotycznych komorek przy uzyciu oprogramowania Imagel.

2.2.15. Analiza statyczna
Wszystkie badania w ramach niniejszej pracy doktorskiej przeprowadzono w minimum
trzech niezaleznych probach (n = 3). Istotnos¢ statystyczng okreslono jako $rednig = odchylenie
standardowe (SD) za pomocg testow t-Studenta lub ANOVA dla minimum trzech niezaleznych
eksperymentow przy uzyciu oprogramowania OriginPro 8. Wartosci p < 0,05 uznano za istotne

statystycznie 1 oznaczono gwiazdka.
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3. Wiyniki i dyskusja
3.1. Charakterystyka nanowlokien
W standardowych, dwuwymiarowych (2D) hodowlach komorkowych najczesciej
stosowane sg szalki oraz plytki polistyrenowe. Hodowle tego typu nie odwzorowujg ztozonej
1 trojwymiarowej struktury tkanki serca. W ostatnich latach prowadzone sg badania, w ktorych
analizuje si¢ mozliwos$¢ zastosowania innych rozwigzan technologicznych, ktére umozliwityby
uzyskanie warunkoéw bardziej ztozonych niz hodowle 2D. Jednym z rozwigzan jest
zastosowanie mat nanowloknistych. W ramach niniejszej pracy doktorskiej, podjeto badania
majace na celu analize¢ tego czy maty nanowldkniste moga stanowic¢ podtoza do hodowli i badan
komoérek serca, ktore beda nasladowa¢ strukturalnie 1 funkcjonalnie macierz

zewnatrzkomorkowa (ECM) serca.

3.1.1. Strukturalne wlasciwosci nanowlokien

Maty nanowldkniste wykorzystane w niniejszej pracy zostaly opracowane przez
dr inz. Michata Wojasinskiego 1 mgr inz. Iwong¢ Lopianiak z Wydziatu Inzynierii Chemicznej
i Procesowej Politechniki  Warszawskiej. Do  wytwarzania mat nanowldknistych
z polikaprolaktonu (PCL) i poliuretanu (PU) zastosowano metod¢ rozdmuchu roztworu
polimeru (SBS). Zdjecia struktury mat nanowtoknistych wykonano za pomoca skaningowego
mikroskopu elektronowego (SEM), ktoére przedstawiono na rycinie 11 A. Wytworzono cztery
rodzaje mat nanowtoknistych; dwa wytworzone z PCL o $redniej Srednicy wtokien wynoszacej
250 £ 78 nm 1 509 = 178 nm, oraz dwa wytworzone z PU o $redniej $rednicy widkien
wynoszace] 279 £ 108 nm 1 452 + 151 nm. W dalszych etapach badan, wykorzystywane
nanowtokniny o Sredniej Srednicy widkna ok. 250 nm nazywano jako nanowtokna PCL (1)
1 PU (1), a nanowtokniny o $redniej $rednicy widkna ok. 500 nm okreslono jako nanowtokna

PCL (2)i PU (2).

Analiza wlasciwosci strukturalnych wykonanych mat nanowtoknistych zostata
przeprowadzona z wykorzystaniem skaningowej mikroskopii elektronowej. Zaobserwowano,
ze srednica wytworzonych nanowtokien zalezata od zastosowanego poczatkowego stezenia
polimeru w roztworze, co jest zgodne z doniesieniami literaturowymi na temat procesu
SBS [122]. Uzyskane nanowtokna mialy ulozenie rownolegle wzglgdem siebie (Ryc. 11 B).
Potwierdzono to poprzez pomiary katéw odchylenia poszczegodlnych wiokien od zatozonego
ukierunkowania (0°). Wykazano, ze nanowtdkna z PU sg bardziej ukierunkowane (utozone
rownoleglte wzgledem siebie) (dla PU (1) 1 PU (2) jest to kolejno 61 % 1 50 % wszystkich
nanowtokien) niz nanowtdékna PCL (dla PCL (1) i PCL (2) jest to kolejno 42 % i 45 %) dla
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pomiaréw od kata utozenia -15°do +15° W celu zapewnienia odpowiedniego dostarczania
substancji odzywczych, biomaterialy wykorzystywane w inzynierii komérkowej powinny
charakteryzowaé si¢ wysoka porowatoscig. Wyznaczona porowato$¢ wytworzonych mat
nanowtoknistych byta wysoka w przypadku obu typow zastosowanych materiatdéw. Na rycinie
11 C przedstawiono wyniki porowatosci (wolne przestrzenie w probkach) otrzymanych
materialow. Mie$cila si¢ ona w zakresie 80 % - 90 %. Zaobserwowano, ze maty nanowtokniste
z nanowldknami o mniejszych $rednicach maja wyzsza porowato$¢. Dla PCL (1) i PU (1)
wynosita ona kolejno 90 % 1 86 %, podczas gdy dla PCL (2) 1 PU (2) wynosila ona kolejno
83 %182 %.
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Rycina 11 (A) Zdjecia z SEM nanowtokien wykonanych z polikaprolaktonu (PCL) o srednicy 250 + 78 nm
i 509 £ 178 nm oraz nanowlokien wykonanych z poliuretanu (PU) o Srednicy 279 + 108 nm i 452 = 151 nm. (B)
Rozkiad kqta odchylenia widkien od zalozonego ukierunkowania dla nanowitdkien PCL i PU. (C) Analiza
porowatosci mat z nanowtokien PCL i PU. *- p<0,05- statystycznie istotne roznice okreslono na podstawie
Jjednokierunkowej ANOVA. n>3.
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3.1.2. Charakterystyka wlasciwosci mechanicznych nanowldékien

Narycinie 12 przedstawiono wlasciwosci mechaniczne nanowtokien, takie jak $rednica
i modul Young’a w kierunku rownoleglym (ang. parallel, PL) 1 prostopadtym
(ang. perpendicular, PP) do ulozenia wiokien. Modut Young’a opisuje elastycznosé
materiatow. Modul Young’a dla nanowldkien PCL (2) w kierunku PL wynosit 48,6 MPa,
a w kierunku PP 4,6 MPa. Podobny modut Younga odnotowano dla nanowtokien PU (1). Jego
warto$§¢ w kierunku PL wynosita 42,6 MPa, a w kierunku PP 4,8 MPa. Zaobserwowano, ze
nanowtokna o najwigkszej sztywnos$ci zarowno dla PL jak i PP to nanowtokna z PU o wigkszej
srednicy. Z kolei, najwigkszg elastycznoscig charakteryzowaty si¢ maty nanowtokniste
wykonane z nanowtokien PCL o mniejszej $rednicy. Elastyczno$¢ nanowlokien PCL (2) 1 PU

(1) byta zblizona.
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Rycina 12 Wlasciwosci fizyczne nanowltékien wykonanych z PCL i PU. (A) Srednica nanowldkien (B) i (C)
wytrzymatos¢ na rozcigganie mierzona rownolegle (PL) i prostopadle (PP) do ufozenia widkien. * - p<0,05 -
statystycznie istotne roznice okreslono na podstawie jednokierunkowej ANOVA. n>3.

3.1.3. Podsumowanie i dyskusja wynikow

W ramach tego etapu badah wytworzono i scharakteryzowano maty nanowtokniste
wykonane z polikaprolaktonu i poliuretanu. Maty nanowldkniste tego typu sa szeroko
stosowane w modelach komorkowych 3D in vitro, w tym m.in. w hodowli 1 badaniu komoérek
serca. PCL 1 PU sg biodegradowalne, tanie, nietoksyczne, maja odpowiednig wytrzymatos¢
mechaniczng 1 elastyczno$¢ do hodowli komorek serca, co zostalo potwierdzone w literaturze
[123], [124]. Strukturg macierzy zewnatrzkomodrkowej w tkance ludzkiego serca budujg wtdkna
o $rednicy do 300 nm [133], [134]. W modelach komérkowych in vitro nasladujacych strukture
1 funkcjonowanie tkanki serca wykorzystuje si¢ najczgsciej materialy widkniste o $rednicy
200 - 700 nm [135], [136]. Dlatego tez, do badan na tym etapie zostaly wykonane maty
nanowtokniste z PCL 1 PU o widknach opisywanych dwiema $rednimi warto$ciami $rednic,

zblizonych do srednicy widkien ECM serca. Dodatkowo wykazano, ze nanowldkna byly
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rownolegle utozone wzgledem siebie, co moze wplywaé réwniez na réwnolegle ulozenie
komorek, ktore majg kardiomiocyty budujace dorosta tkanke serca. Z kolei wysoka porowatosé¢
mat miata zapewni¢ odpowiednie dostarczanie sktadnikéw odzywczych komorkom. Wedtug
literatury maty nanowldkniste wykorzystywane w inzynierii tkankowej do hodowli komorek
serca mialy elastyczno$¢ dla modulu Young’a od 20 kPa do 92 MPa [65], [125]. Maty
nanowtokniste wykonane w ramach niniejszej pracy mialy elastyczno$¢, ktora znajdowata si¢
w tym zakresie. Dodatkowo, maty wytworzono o réznej elastycznosci, w celu sprawdzenia

wplywu tej wlasciwosci na hodowle komorek serca.

Podsumowujac, wytworzono maty nanowldkniste roznigce si¢ wilasciwosciami
fizykochemicznymi, tj. rodzajem polimeru, Srednicg wtokien i elastycznosciag. Wszystkie typy
wytworzonych mat nanowtoknistych zostaty wybrane do kolejnego etapu badan zwigzanych

z analiza hodowli wybranych typoéw komorek serca.

3.2. Hodowla komorek serca na matach nanowloknistych

Tak jak zaznaczono w czg$ci literaturowej, zastosowanie mat nanowldknistych
umozliwia odwzorowanie strukturalne i funkcjonalne macierzy zewnatrzkomorkowej serca.
Pozwala to na zbadanie oddziatywania czynnika strukturalnego na funkcjonowanie komorek
migénia sercowego 1 komorek macierzystych. Brakuje jednak, badan poréwnawczych,
w ktorych sprawdzono jakie wtasciwosci fizykochemiczne powinny mie¢ maty nanowtokniste,
aby zapewni¢ optymalne mikrosrodowisko do hodowli kardiomiocytoéw. Dodatkowo, nie ma
prac, w ktorych oceniono zastosowanie mat do hodowli réznych typoéw komorek serca,
aby sprawdzi¢ czy odpowiedzi komorek beda podobne. Celem tego etapu bylo sprawdzenie jak
maty nanowtokniste o réoznych wlasciwosciach fizykochemicznych wptywaja na zywotnos¢,
utozenie, morfologi¢ 1 dojrzewanie komorek serca pochodzacych z réznych gatunkéw. Do
badan wybrano szczurze kardiomioblasty (H9c2) wyizolowane z komory serca,
uniesmiertelnione mysie kardiomiocyty (HL-1) wyizolowane z przedsionka serca, pierwotne
ludzkie kardiomiocyty (HCM) wyizolowane z komory serca oraz ludzkie kardiomiocyty
zroznicowane z indukowanych pluripotencjalnych komorek macierzystych (iPSC-CM).
Analizowano krotko- (24 h) 1 dlugoterminowa (10 dni) hodowle komoérek réznego typu na
matach nanowldknistych na funkcjonowanie wybranych typow komorek. Zalozono, ze
zastosowane maty nanowltokniste beda oddziatywaé¢ na morfologi¢ oraz fizjologie komorek
serca, co da mozliwo$¢ uzyskania modelu komoérkowego in vitro odwzorowujacego

mikrosrodowisko tkanki serca. Badania te moga pomoc zrozumie¢ rdéznice miedzy
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mechanizmami komérkowymi wystepujacymi w komorkach serca gryzoni 1 czlowieka oraz
r6éznice migdzy liniami komoérkowymi, ktére zostalty wyizolowane z komory i przedsionka
serca. Ponadto, moga one wesprze¢ badania nad wyborem mat nanowtoknistych jako podtoza

do hodowli 1 badania pracy ludzkich komoérek serca w modelach in vitro.

3.2.1. Hodowla komérek H9¢2, HL-1i HCM
3.2.1.1.  Zywotno$¢ komérek

W pierwszym etapie badan analizowano zywotno$¢ komorek H9c2, HL-1 i HCM
hodowanych na matach nanowtoknistych. Jako kontrolg wykorzystano hodowle prowadzong
na ptytkach polistyrenowych (standardowa hodowla komoérek). Na rycinie 13, przedstawiono
wyniki dla hodowli po 10 dniach w odniesieniu do hodowli komoérek po 24 h. Zaobserwowano,
wzrost zywotnosci komorek gryzoni tj. H9¢2 i HL -1 po 10 dniach hodowli na matach
nanowtoknistych 1 na ptytkach polistyrenowych. Analizujac 10-dniowe hodowle zauwazono
znaczacy wzrost zywotnosci komorek H9c2 hodowanych na matach z PCL (1) 1 PU (1)
w poréwnaniu do kontroli (Ryc. 13 A). Z kolei dla komérek HL-1 we wszystkich 10-dniowych
hodowlach prowadzonych na matach nanowtoknistych obserwowany byt wzrost zywotnosci
komoérek w pordwnaniu do kontroli (Ryc. 13 B). Najwyzszy wzrost zywotno$ci komorek
pochodzacych od gryzoni obserwowany byt dla hodowli prowadzonych na matach z PCL. Dla
komorek H9c2 hodowanych na PCL (1) byt on 2,2 razy wigkszy od kontroli, a dla HL-1
hodowanych na PCL (2) - 2,9 razy wigkszy. Dla ludzkich kardiomiocytéw HCM réwniez
obserwowano wyzszg zywotnos¢ komorek w 10-cio dniowe hodowli prowadzonej na matach
nanowtoknistych. Najwyzsza zywotno$¢ uzyskano w hodowli prowadzonej na matach
nanowtoknistych z PU (2) (byta ona 2,1 wyzsza niz hodowla komorek po 24 h). Badania
wykazaty, ze w hodowli prowadzonej na matach nanowtoknistych obserwowany jest wzrost
zywotno$ci komorek H9¢2, HL-1 1 HCM w poroéwnaniu do standardowych hodowli na ptytkach

polistyrenowych.
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Rycina 13 Zywotnosé komérek H9c2 (4), HL-1 (B) i HCM (C) hodowanych na matach nanowtéknistych po 10
dniach w odniesieniu do hodowli 24 h. * - p<0,05 - statystycznie istotny wzrost zywotnosci komorek zostat
okreslony za pomocq testu t-Studenta w porownaniu do hodowli prowadzonych na phitkach polistyrenowych
(kontrola) po 10 dniach hodowli. n=3.

3.2.1.2.  Wplyw mat nanowléknistych na ulozenie komoérek

Kolejnym etapem badan byta ocena wptywu mat nanowtoknistych na utozenie komorek
w hodowlach in vitro. W tkance serca kardiomiocyty utozone sa wzglgdem siebie rownolegle.
W ramach niniejszej pracy zastosowano maty nanowtokniste charakteryzujace si¢ wysokim
uporzadkowaniem nanowtokien. Zatozono, ze ich zastosowanie wplynie na rownolegte
utozenie komorek, co nasladowac bedzie utozenie komorek serca w warunkach in vivo. W celu
oceny ukierunkowania (ulozenia komoérek w danym kierunku) komorek H9¢2, HL-1 i HCM
przeprowadzono barwienie z wykorzystaniem kalceiny-AM. Nastepnie, przeprowadzono
obserwacje mikroskopowa 1 analize katow (za pomoca Imagel) utozenia wybarwionych
komorek. Wykazano, ze komoérki H9¢2, HL-1 1 HCM hodowane na ptytkach polistyrenowych
byty ukierunkowane losowo (Ryc.14 1 Tabela 4). Najwiekszy odsetek komoérek H9¢2 1 HCM
utozonych w zakresie -15° do +15° obserwowano w hodowli prowadzonej na matach z PCL
(2), natomiast najwigkszy odsetek rownolegle utozonych komoérek HL-1 na matach z PU (2)
(Tabela 4). Obserwowano zmiang utozenia komoérek w zaleznosci od czasu trwania hodowli,
jednak roznita si¢ ona w zaleznos$ci od typu komorek. Poréwnujac hodowle 10-cio dniowa do
24 h hodowli na matach nanowoknistych zaobserwowano, ze dla komodrek H9c2 i HL-1
odsetek komorek utozonych rownolegle wzgledem siebie zmniejszyt si¢ wraz z czasem,
natomiast dla komorek HCM wzrost. W ramach powyzszego etapu badan potwierdzono, ze
zastosowanie mat nanowtoknistych powoduje wzrost liczby komodrek serca utozonych
réwnolegle wzgledem siebie w poréwnaniu do hodowli prowadzonych na plytkach

polistyrenowych.

70



(A) 24h 10 dzien - 24h |:| 10d

N
o
)

-
w
n

Procent komérek [%o]
w S

o A

0 S o S0 O S O S o P
A » VLS S O S
9«:\"/,56)»‘)/:5« AR

Kat []

at |
OO PR O DO S PSP

& ,e":,p'”.‘f’ VA O § A
Kat []

20 4

15 4

10 A

Procent komérek [%o]

PCL(2)

- - N
o w o

Procent komoérek [%)]
w

o

20 4

-
wn

Procent komorek [%)]
« S

— 0-
IS B B S
C P
&S S >’°¢"q°>u‘f«o“'\"'
20 4 Kat [°]

10 A

Procent komorek [%)]

— 04
OD 0D 0SS P S PP
NS ST TS G

Kat []

71



24h 10 dzien

Kontrola ] Kontrola

20

-
«

Procent komérek [%)]
« 5

o

PP P S O P
A A

Kat []

"
7]

Procent Komoérek [%]
5

© D P D LD D PO H P
A § D N & N S
& S ¥ G S S

o
"
20 - Kat [°]
)
s
s
% 15 4
-
)
g
2 104
=
=
o
<
e 59
=
(-9
o0 4
I P P IRE R N
AP A AP M I
20 Kat []
=
>
s,
;fu
=
)
2
=
S
-
=
@«
<~
S s
=
=¥
[}
O D P D O D D S S o P
NEFXPTE TS &
& @ .Katlo]\. f g
20
15
10
5
0
o D o D oS oD S o P
o :\ek &e) & VTGS G S

Kat []

72



10 dzien

' Konftrola ‘

Kontrola

“ PCL(2)

Procentkomérek [%0] Procent Komoérek [o]

Procent komoérek [%o]

Procent komérek [%]

~
"

- N
) =

-
°

- » ~
@ S v

-
°

w

0

~
]

2

@

s

0 4

Procent komorek [%o]

w

«w

o

o O D O Do o
'\)?’é{b ﬁb«s;,es“ﬁ«s & O H

9 &
Kat [7]

LT

"

KAl A

2PPAELEARLPESL

LR IR 3% 2% X 4

,P,\',}p”o)’sﬁs ,\"e«rc«t@q

Kat [°]

PO PP S O P

s
P AR R

~
@

~
s

&

s

@

o4

GP"\"i? s

Kat [°]

» 0 P \;, & qf¢§q0yﬁq$

Kat [°]

Rycina 14 Komorki (A) H9¢c2, (B) HL-1 i (C) HCM wybarwione kalceing-AM (CAM) (kolor zielony), hodowane
przez 24 h i 10 dni na matach nanowltoknistych z polikaprolaktonu (PCL) oraz poliuretanu (PU). Jako kontrole
zastosowano plytki polistyrenowe. Po prawej stronie przedstawiono wykresy ufozenia komorek wzgledem siebie

w tych hodowlach. Skala 100 um.
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Tabela 4 Liczba komorek H9c2, HL-1 i HCM o rownoleglym utozeniu hodowanych na matach nanowtoknistych i
plytkach polistyrenowych (kontrola). * - p< 0,05 - statystycznie istotne roznice w porownaniu do kontroli
okreslono za pomocq testu t-Studenta. n>3.

% Komérek
od () 15° do 15° od (-) 30°do (-) 15°1
Podloze od 15° do 30°
24h 10 dzien 24h 10 dzien
H9c¢2 17 18 18 19
Kontrola HL-1 14 16 17 17
HCM 17 16 16 15
H9c2 30% 28 23* 23
PCL (1) HL-1 22 20%* 21%* 21%*
HCM 29 37 20 20
H9¢2 40* 32% 24* 25*
PCL (2) HL-1 24% 20* 23 20*
HCM 32% 43%* 19 23
H9c2 25% 20 23* 19
PU (1) HL-1 24% 22 22% 21%*
HCM 31 25 21 22
H9¢2 27* 18 21 19
PU (2) HL-1 26* 22% 24* 22%
HCM 16 22 16 21

Dojrzate kardiomiocyty (CM) maja anizotropowe, wrzecionowate wydtuzone ksztatty
(wysoki stosunek dlugosci do szerokosci 1 mniejsza okraglos¢) 1 ulozone sg réwnolegle
wzgledem siebie. Z kolei, niedojrzate kardiomiocyty sa okragte, mniejsze niz doroste CM 1 sg
rozmieszczone losowo [126]. W zwiazku z tym, przeprowadzono analiz¢ morfologii komorek,
aby sprawdzi¢ czy maty nanowldkniste wplywaja na zmian¢ morfologii komorek serca
na blizsza dojrzalym kardiomiocytom. Potwierdzono, ze komorki H9c2, HL-1 1 HCM
hodowane na matach maja wyzszy stosunek dlugosci do ich szerokosci oraz mniejsza okragtos§¢
niz komoérki hodowane na ptytkach polistyrenowych. Mozna zauwazy¢, ze komorki H9c2
hodowane na matach nanowtoknistych PCL (2) maja najbardziej wydtuzony ksztalt (stosunek
dhugosci do szerokosci komorek wynosit 5,8, a okragtos¢ komorek osiggneta 20,0 %, podczas
gdy dla kontroli stosunek dtugosci do szerokosci komoérki wynosit 2,1, a okraglos¢ 61,2 %)

w porownaniu do pozostalych hodowli. Zaobserwowano, ze komorki HCM mialy bardziej
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wrzecionowaty, wydtuzony ksztalt rowniez w hodowli na matach nanowtdknistych z PCL (dla
PCL (1) stosunek dlugosci do szerokosci komodrek wynosit 5,9, a okragtos¢ wynosita 18,9 %:;
z kolei, stosunek dtugosci do szerokosci komorek wynosit 5,7, a okraglo$¢ 19,7 na matach
nanowltoknistych PCL (2) w poréwnaniu do hodowli kontrolnej. W przypadku komorek
wyizolowanych z przedsionka serca — HL-1 najbardziej wrzecionowaty ksztalt zaobserwowano
dla hodowli prowadzonej na matach nanowldknistych PU (2) (stosunek dtugosci do szerokosci
komorki osiagnety 2,4, a okraglos¢ 51,7 %, podczas gdy dla kontroli wynosily one
1,8 156,6 %). Komorki HL-1 sg mniej wydtuzone niz komorki H9¢2 1 HCM (Tabela 5). Na
podstawie tych wynikdw mozna stwierdzi¢, ze komorki hodowane na matach z widknami
o wigkszej Srednicy (tj. okoto 500 nm) wykazuja bardziej anizotropowy, wrzecionowaty,
wydluzony ksztalt niz komoérki hodowane na matach z wtdknami o mniejszej Srednicy i ptytce
polistyrenowej. Podsumowujac wykazano, ze komorki hodowane na wytworzonych matach
maja morfologi¢ bardziej zblizong do dorostych kardiomiocytéw niz komoérki hodowane
w standardowej hodowli wykorzystujacej ptytki polistyrenowe.

Tabela 5 Analiza morfologii komorek H9c2 (4), HL-1 (B) i HCM (C). * - p<0,05 - statystycznie istotne zmiany
w porownaniu z kontrolg (test t-Studenta). Analiz¢ przeprowadzono dla 10-dniowej hodowli. n>3.

(A)

Podloge Dlugosé Szerokos$é Dlugosé/Szerokosé Powierzchnia | Okraglosé
[pm] [pm] [pm?] [%o]
Kontrola 42,0+6,9 21,1+£5,5 2,1+0,8 895.3+217.8 61.2+17.3
PCL (1) 42,849,5 12,1+1,8 3,7+1,1% 373.9492.1 29.449 3%
PCL (2) 74,8+14,4 14,3+4,5 5,842,2% 755.5+236.2 20.0+5.8%*
PU (1) 36,6+6,5 14,4£3,5 2,7+0,7 637.6+254.9 50.3£18.1*
PU (2) 29,8+7,7 12,1+£3,3 2,7+1,2 434.0+139.0 50.0£19.7*
(B)
Podloge Dhugos¢ Szerokos¢ Dlugosé/Szerokosé Powierzchnia | Okraglos¢
[nm] [nm] [pm’] [%o]
Kontrola 28,849,2 16,3+4,0 1,8+0,7 355,1£162,6 56,6+14,5
PCL (1) 28,8+6,1 16,7+3,7 1,8+0,4 364,5+139,3 59,1+£12,8
PCL (2) 32,6+10,8 15,9+£3,3 2,1+0,7 382,7+162.4 51,9+17,3
PU (1) 31,9+8,9 16,2+4.,6 2,1+0,7 401,0+131,2 51,7+15,7
PU (2) 31,1£8,0 13,9+£3,0 2,4+1,0%* 313,94+84,5 47,5£17,0
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Dhugos¢ Szerokosé Powierzchnia | Okraglo$¢
Podloze Dlugo$é/Szerokosé )
[nm] [nm] [nm”] [%0]
Kontrola 109,3+41,4 28,0+6,5 4,0£1,5 2189,5+967,6 29,2+14,3
PCL (1) 103,3+32,5 18,243.9 5,942,2% 1217,5+500,4 18,9£8,0%*
PCL (2) 125,0+44,3 23,7+7,9 5,742,5* 1844,2+727,5 19,7+£10,1*
PU (1) 91,2422 .4 23,1£15,5 4,7£1,9 1417,8£727,5 23,1£8,7
PU (2) 91,5+£32,9 23,6£7,5 4,0+1,1 1490,1+649,0 25,6£8,3

W ramach powyzszego etapu badan wykazano, ze maty nanowldkniste maja istotny
wplyw na ukierunkowanie i morfologi¢ hodowanych komoérek serca. W pordwnaniu
do hodowli prowadzonej na ptytkach polistyrenowych, komoérki hodowane na matach maja
bardziej uporzadkowane i1 rownolegle utozenie, co lepiej odzwierciedla naturalng strukture
dorostej tkanki serca. Dodatkowo, analiza morfologii wykazata, ze komorki hodowane na
matach miaty bardziej wydtuzony, wrzecionowaty ksztatt, co jest rowniez cechg dojrzatych
kardiomiocytow. Zmiany te byly najbardziej widoczne dla komoérek rosnacych na
nanowtdknach o wigkszej $rednicy (ok. 500 nm). Na podstawie uzyskanych wynikéw mozna
zauwazy¢ réwniez, wptyw biomateriatu na komorki wyizolowane z réznych czesci serca.
Komoérki wyizolowane z komory serca takie jak H9c2 i1 HCM wykazywaly wigksze
ukierunkowanie 1 wydtuzony ksztatt w hodowli prowadzonej na matach z PCL, podczas gdy
komorki wyizolowane z przedsionka serca, HL-1, cechowata dojrzalsza morfologia w hodowli

prowadzonej na matach z PU.

3.2.1.3. Analiza dojrzewania komorek serca hodowanych na matach

nanowloknistych

W celu zbadania czy w trakcie hodowli komorek serca prowadzonej na matach
nanowtoknistych obserwowane jest dojrzewanie kardiomiocytdw, przeprowadzono analize
ekspresji genéw 1 poziomu bialek uczestniczacych w dojrzewaniu komorek serca. W ramach
badan analizowano zmian¢ poziomu biatek specyficznych dla kardiomiocytow, takich jak
o - aktynina, troponina T, MYH6, oraz MYH7. Zauwazono, ze komoérki H9¢2 hodowane na
matach nanowldknistych wykazuja wyzszy poziom o-aktyniny w poroéwnaniu do hodowli
prowadzonej na ptytkach polistyrenowych (kontrola). Zauwazono réwniez zwigkszony poziom
a-aktyniny oraz troponiny T w hodowli komorek HL-1 prowadzonej na matach

nanowloknistych z PCL (1), PCL (2) 1 PU (2). Z kolei nie zauwazono znaczacych rdznic
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w poziomie biatek w przypadku hodowli komoérek HCM prowadzonej na matach
nanowtoknistych jak ina plytce polistyrenowej (Ryc. 15). Lancuch cigzkiej miozyny
(ang. myosin heavy chain, MHC) posiada dwie izoformy, ktorych poziom zmienia si¢
w zaleznosci od stopnia dojrzatosci tkanki serca [59]. U ludzi ptlodowa izoforma jest a-MHC
kodowana przez gen MYHG6, a dojrzatg izoformg jest B-MHC kodowana przez gen MYH7.
Podczas dojrzewania poziom obu biatek rosnie, jednak dla ludzkich kardiomiocytéw poziom
biatka MYH7 wzrasta znacznie, podczas gdy MYH6 wykazuje niewielki wzrost. Z kolei, w
komorkach gryzoni rowniez ilos¢ MYH6 1 MYH7 ro$nie podczas dojrzewania, jednak
dominujacg izoformg jest MYH6 [59]. Dodatkowo, stosunek ilosci biatek MYH6 do MYH7
zalezy od czesci serca. [127]. MYH?7 jest gtowng izoformg MHC w komorze serca u dorostego
czlowieka. Ludzkie kardiomiocyty z przedsionka serca charakteryzuje wigksza ilos¢ MYH6 niz
w komorkach z komory serca. MYH7 nadal jednak jest dominujaca izoforma. Z kolei
w przypadku gryzoni jest odwrotnie; MYHG6 jest gtéwna izoforma MHC budujaca komore
serca. Natomiast w przedsionku serca obserwuje si¢ obie izoformy, MYH6 1 MYH?7, ale poziom

MYH?7 jest nizsza niz MYH6 [59], [127].

Na podstawie zdje¢ na rycinie 16, ktore przedstawiaja wybarwione biatka MYH6
1 MYH7 w komoérkach H9¢2, HL-1 i HCM hodowanych na matach nanowldknistych i ptytkach
polistyrenowych obserwowane s3 zmiany w komorkach, ktore s3 zgodne z wiedzg na temat
ekspresji izoform MYH6 i1 MYH7 1 potwierdzaja roznice migdzy kardiomiocytami
pochodzacymi z réznych czgsci serca oraz migdzy gatunkami. W komorkach szczurzych H9c2,
ktore zostaly wyizolowane z komory serca, zaobserwowano znaczacg ilo$¢ biatkka MYH6.
Natomiast biatko MYH?7 nie jest widoczne lub wystgpuje w sladowych ilosciach w komorkach
hodowanych zaré6wno na matach nanowldoknistych, jak i w kontroli. R6znica w poziomie biatka
MYH6 w ludzkich komorkach pochodzacych z komory serca - HCM hodowanych na plytce
PS 1 na matach nanowldknistych nie jest zauwazalna. Poziom biatka MYH7 nizszy niz
w komorkach hodowanych na nanowtoknach jest jednak wyzszy w porownaniu do komorek
rosnacych na plytce polistyrenowej. Z kolei w mysich komoérkach HL-1, wyizolowanych
z przedsionka serca, hodowanych na matach nanowloknistych zaobserwowano zwigkszony
poziom MYH7 w porownaniu do komoérek hodowanych w kontroli. Na podstawie uzyskanych
wynikOw mozna stwierdzi¢, ze zmiany w poziomie bialek MYH6 1 MYH7 obserwowane w
komoérkach H9¢2, HL-1 i HCM hodowanych na matach nanowldknistych sa blizsze do tych
zachodzacych podczas dojrzewania komorek serca u ludzi i gryzoni niz w hodowlach

dwuwymiarowych prowadzonych na ptytkach polistyrenowych [59], [127].
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A)  Kontrola PCL(1) PCL(2) PU (1) PU(2)

a-aktynina

TroponinaT

Kontrola PCL (1)

W

a-aktynina

TroponinaT

Kontrola

a-aktynina 8

TroponinaT

Rycina 15 Zdjecia komoérek H9c2 (A), HL-1 (B) i HCM (C) po immunobarwieniu: a-aktynina (kolor czerwony),
troponina T (kolor zielony) i jgdra komorkowe (kolor niebieski). Immunobarwienie przeprowadzono po 10 dniach
hodowli na plytkach polistyrenowych (kontrola) oraz matach nanowtoknistych PCL i PU. Skala 20 um.
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Rycina 16 Zdjecia komorek H9c2 (A), HL-1 (B) i HCM (C) po immunobarwieniu: MYH7 (kolor czerwony), MYH6
(kolor zielony) i jgdra komorkowe (kolor niebieski). Immunobarwienie wykonano po 10 dniach hodowli na
plytkach polistyrenowych (kontrola) oraz matach nanowtoknistych PCL i PU. Skala 20 um.

Na podstawie powyzszych badan zauwazono, ze komorki hodowane na matach
z wtoknami o wiekszych $rednicach wykazywaly wigksze zmiany w morfologii komorek
1 poziomie badanych biatek. W zwigzku z tym, do dalszych etapéw badan wybrano dwa rodzaje

mat z PCL i PU o wléknach z wigkszg §rednicg ~ 500 nm. Nastepnie, przeprowadzono na nich
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hodowle komorek 1 analize ekspresji wybranych gendéw. W przypadku szczurzych
kardiomioblastéw (H9¢2) okreslono ekspresje genow takich jak TNNT?2 (troponina T), TNNI3
(troponina I) i SERCA2 (ATPaza wapniowa typu 2). Z kolei, dla hodowli mysich i ludzkich
kardiomiocytow dodatkowo wykonano analize ekspresji genow ACTN2 (a-aktynina sercowa),
MYL?2 (lekki tancuch miozyny komorowej 2) 1 SCN5A4 (podjednostka 5 alfa kanatu sodowego)
(Ryc. 17).
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Rycina 17 Ilosciowa analiza ekspresji genow metodq qRT-PCR komorek serca hodowanych na plytce
polistyrenowej, matach nanowtoknistych z PCL (2) i PU (2) hodowanych przez 10 dni. (A) troponina T (TNNT2),
troponina I (TNNI3), ATPaza wapniowa typu 2 (SERCA2) dla H9c2, (B) troponina T (TNNT2), troponina 1
(TNNI3), a-aktynina sercowa (ACTN2), ATPazy wapniowej typu 2 (SERCA2), podjednostka 5 alfa kanalu
sodowego (SCN5A) i lekki tancuch miozyny komorowej 2 (MYL2) dla kardiomiocytow HL-1 1 HCM. * - p<0,05 -
statystycznie istotne roznice okreslono przez porownanie z komorkami hodowanymi na plytkach polistyrenowych
(kontrola) (test t-Studenta). n=3.

W warunkach in vivo gen TNNT2 koduj¢ izoforme troponiny T, ktorej poziom wzrasta
podczas roznicowania si¢ komorek serca w trakcie rozwoju pltodowego. W okresie
noworodkowym oraz w doroslych kardiomiocytach poziom tej izoformy spada, poniewaz
zostaje ona zastgpiona przez inne izoformy troponiny T, kodowane przez geny TNNT3 i TNNT4
[58]. W przeprowadzonych badaniach zaobserwowano, ze TNNT2 wzrosta w komorkach H9c2
hodowanych na matach nanowldoknistych PCL (2) (14,2-krotno$¢ kontroli), a zmniejszyla sie

w komoérkach HCM, ktore hodowano na nanowtoknach PCL (2) (0,1-krotno$¢ kontroli)
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1 PU (2) (0,4-krotnos¢ kontroli) (Ryc. 17). Komoérki H9¢2 to nie w petni zroznicowane komorki
serca, ktore zostaty wyizolowane z zarodkéw. Zatem, sa bardziej podobne morfologicznie
i fizjologicznie do kardiomiocytow ptodowych niz dorostych CM. Moze si¢ to przyczynia¢
do znacznego wzrostu ekspresji TNNT2 obserwowanego w hodowli prowadzonej na matach
nanowloknistych i $wiadczy¢ o dojrzewaniu komorek H9c2 [59]. Komorki HCM sg izolowane
z ludzkiego dorostego serca i1 spadek ekspresji TNNT2 moze oznaczaé, ze komorki dojrzewaja
[58]. Z kolei, TNNI3 jest izoformag troponiny I, ktéra wzrasta podczas dojrzewania
kardiomiocytow 1 jest najwyzsza w dorostych komorkach serca [58], [128]. Stwierdzono,
ze komorki HCM 1 H9¢2 hodowane na matach nanowtoknistych PCL (2) 1 PU (2) miaty wyzszg
ekspresje TNNI3 niz te hodowane na plytkach polistyrenowych. Zaobserwowano korelacje
miedzy ekspresja TNNT2 1 TNNI3, co jest zgodne ze zmianami zachodzacymi podczas procesu
dojrzewania w kardiomiocytach w warunkach in vivo tzn. ekspresja TNNT2 wzrasta podczas
réznicowania komorek i spada na dalszych etapach rozwoju kardiomiocytow [58], a ekspresja

TNNI3 wzrasta na poézniejszym etapie dojrzewania [58], [59], [128].

Gen ACTN2 uczestniczy w dojrzewaniu kardiomiocytow, zwlaszcza w fazie
postnatalnej, chociaz zachodzace mechanizmy sg nadal nieznane [59]. W badaniach
przedstawionych na rycinie 17 B zaobserwowano wzrost ekspresji genu ACTN2 dla komodrek
HCM 1 HL-1, w tym najwyzszy dla HL-1 hodowanych na matach nanowtoknistych PCL (2).
Ekspresja MYL2 w warunkach in vivo wzrasta znaczaco podczas dojrzewania ludzkich
kardiomiocytow komory serca od stadium noworodkowego do dorostego. Dla komorek migsnia
sercowego gryzoni ekspresja MYL2 wzrasta rOwniez od stadium noworodkowego do dorostego
dla kardiomiocytéw przedsionka i komory serca, jednak dla komorek z komory serca wzrost
ten jest duzo wyzszy niz dla kardiomiocytéw z przedsionka serca [126], [129]. W przypadku
komorek HCM 1 HL-1 zaobserwowano wzrost ekspresji MYL2 w komoérkach hodowanych na
obu rodzajach mat nanowtoknistych w poréwnaniu z kontrolg. Dla komérek HCM, najwyzsza
ekspresje MYL2 zaobserwowano w hodowli prowadzonej na matach PU (2) (2,4-krotnos$¢
kontroli), podczas gdy dla komoérek HL-1, dla hodowli prowadzonej na matach PCL (2)
(1,8 - krotnos¢ kontroli).

Podczas rozwoju serca od stadium ptodowego do dorostego, elektrofizjologia CM
rowniez ulega zmianie [58], [130]. Jony wapnia odgrywaja istotng role w skurczu
kardiomiocytow i w elektrofizjologii. W kardiomiocytach ptodowych, biatka transportujace
wapn (w tym SERCA?2) nie sg rozwinig¢te, dlatego skurcz jest stabszy niz w dorostym sercu [58].

Podczas dojrzewania kardiomiocytéw od stadium ptodowego do dorostego nastepuje staty
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wzrost ekspresji SERCA?2 [58]. W ramach przeprowadzonych badan zaobserwowano, ze wzrost
ekspresji SERCA2 komorek hodowanych na matach w poréwnaniu do kontroli zalezat od etapu
rozwoju komorek migsnia sercowego. Najwyzszy wzrost ekspresji SERCA2 zaobserwowano
dla kardiomioblastow H9c2, nizszy dla niedojrzatych kardiomiocytow HCM, a najnizszy dla
kardiomiocytow HL-1 o dojrzatej elektrofizjologii. Innym rodzajem genu regulujacego
transport jonoéw, ktory analizowano byl SCN5A4. Jest to podjednostka kanalu sodowego
bramkowanego napigciem i jego ekspresja rowniez wzrasta podczas rozwoju serca [58]. Dla
komorek HL-1 ekspresja SCN5A zmienia si¢ nieznacznie w kazdego typu hodowli, a dla
komorek HCM hodowanych na nanowtoknach PCL (2) zaobserwowano wzrost ekspresji

(1,7-krotno$¢ kontroli).

Wyniki przeprowadzonych badan wskazuja, ze w trakcie prowadzenia hodowli
komoérek na matach nanowldknistych obserwowane s3 zmiany na poziomie gendw,
m.in. odpowiedzialnych za dojrzewanie kardiomiocytow. Ekspresja wybranych genow ulegta
wickszym zmianom w hodowlach prowadzonych na matach z PCL. Niemniej jednak,
w hodowlach prowadzonych na matach z PU rowniez odnotowano zmian¢ ekspresji genow
odpowiedzialnych za mechanizmy zaangazowane w dojrzewanie kardiomiocytow. Roznice
miedzy odpowiedziami komdrkowymi mogg by¢ zwigzane z tym, ze maty nanowlokniste

z PCL 1 PU wplywaja w odmienny sposob wptywaja na proces dojrzewania komorek serca.

3.2.2. Hodowla komorek iPSC-CM

W badaniach in vitro nad chorobami uktadu sercowo-naczyniowego szeroko opisywane
w literaturze 1 wykorzystywane s3 komorki kardiomioblastow oraz kardiomiocytow
pochodzenia zwierzecego (np. H9¢2 1 HL-1). Ze wzgledu na rdéznice gatunkowe wazne jest
jednak prowadzenie badanh z wykorzystaniem komorek ludzkich m.in. linii komérek HCM.
Jednak ze wzgledu na jej ograniczenia (np. brak kurczliwosci), w ostatnich latach coraz czesciej
wykorzystywane sg ludzkie kardiomiocyty pochodzace z indukowanych pluripotencjalnych
komorek macierzystych (iPSC-CM). Komorki iPSC-CM uzyskuje si¢ z komorek
macierzystych iPSC [131]. Wigkszo$§¢ metod stosowanych do roznicowania iPSC
w kardiomiocyty wykorzystuje hodowle dwuwymiarowa w monowarstwie (2D). Uzyskiwane
komorki serca sg fizjologicznie 1 morfologicznie blizsze kardiomiocytom ptodowym niz tym,
obecnym w natywnej tkance serca dorostego cztowieka [55]. Mozliwe jest jednak zastosowanie
w pozniejszych etapach hodowli dodatkowych czynnikow (np. stymulacji strukturalnej), ktore
wptyna¢ moga na dojrzewanie komoérek iPSC-CM. Dodatkowo, w modelach in vitro tkanki

serca mozliwe jest wytworzenie struktur nasladujacych funkcjonowanie natywnej macierzy
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zewnatrzkomorkowej (ECM) serca np. poprzez zastosowanie rusztowan, mat nanowtoknistych.
W poprzednim etapie badan potwierdzono, ze wykorzystanie mat nanowtdknistych z PCL i PU
umozliwilo uzyskanie komoérek serca (H9c2, HL-1 oraz HCM) o dojrzalszej fizjologii
imorfologii w porownaniu do standardowej hodowli prowadzonej na plytkach
polistyrenowych. Komorki iPSC-CM charakteryzuja si¢ niedojrzata fizjologia. Zalozono, ze
zastosowanie mat nanowtoknistych z PCL i PU do hodowli komoérek iPSC-CM moze stanowié
czynnik strukturalny wpltywajacy na ich morfologi¢ oraz dojrzewanie. W badaniach
wykorzystano maty z PCL 1 PU o $rednicy okolo 500 nm, rdznigce si¢ elastycznoscia.
Przeprowadzono analiz¢ morfologii 1 utozenia komorek, a takze ekspresji wybranych genow

i poziomu specyficznych biatek w dtugoterminowej hodowli.

3.2.2.1. Charakterystyka komoérek iPSC-CM

Przed przystapieniem do wlasciwych badan przeprowadzono réznicowanie komorek
iPSC w iPSC-CM, w oparciu o modulacje szlaku sygnatowego Wnt/B-katenina pod wptywem
inhibitora szlaku GSK3 - czynnika CHIR99021 i inhibitora szlaku Wnt - czynnika TWP-2.
W celu przeprowadzenia réznicowania, pierwszego dnia dodawano CHIR99021 i inkubowano
z komoérkami przez 24 h. Inkubacja komorek iPSC z CHIR99021 powoduje aktywacje
B - kateniny, ktora transportowana jest z cytoplazmy do jadra komérkowego i1 bierze udziat
w transkrypcji genéw promujacych roéznicowanie iPSC do mezodermy. Nastepnie, czynnik
CHIR usuwano, a po 72 h od rozpoczecia réznicowania dodawano czynnik IWP-2, ktory
powoduje ubikwitynacj¢ i degradacje B-kateniny. To z kolei przyczynia si¢ do roznicowania
mezodermy w mezoderme¢ sercowa, a nastgpnie komorki mezodermy sercowej spontanicznie
roéznicuja si¢ w kardiomiocyty. Pierwsze spontaniczne skurcze zréznicowanych iPSC-CM

obserwowano migdzy 8 a 14 dniem od rozpoczecia procedury réznicowania (Ryc. 181 19).
Mezoderma Mezoderma Progenitorowe

iPSC Isercowa komérki Kardiomiocyty
serca

-3 0 1 3 5 8 15 dni

iPSC Mezoderma Mezoderma Kardiomiocyty
sercowa

Rycina 18 Schemat przedstawiajgcy proces roznicowania iPSC w iPSC-CM oraz zdjecia hodowli komorek
w kolejnych dniach roznicowania.
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Rozkurcz Skurcz

Rycina 19 Zdjecia ludzkich kardiomiocytow zroznicowanych z indukowanych pluripotencjalnych komorek
macierzystych (iPSC-CM) w trakcie hodowli.

Dodatkowo, w celu sprawdzenia skutecznosci procesu réznicowania komorek iPSC
w iIPSC-CM wykorzystano cytometri¢ przeptywowa. W badaniach sprawdzono odsetek
komorek, w ktorych wybarwiono specyficzne biatko dla kardiomiocytéw, troponine T. Na
podstawie analizy odsetka komorek, w ktorych wybarwiono troponing T w poréwnaniu do calej
badanej populacji potwierdzono, ze wydajno$¢ procesu roznicowania komorek wyniosta
90,9 %, (Ryc. 20). Badania z wykorzystaniem cytometrii przeptywowej oraz analiz¢ wynikoéw
przeprowadzono we wspOlpracy z Panig dr Eweling Krogulec i technikiem z Pracowni

Cytometrycznej z Instytutu Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego w Warszawie.
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Rycina 20 Odsetek komorek iPSC-CM, w ktorych wybarwiono troponing T. Analize wykonano w 15 dniu hodowli
kardiomiocytow po réznicowaniu iPSC za pomocgq protokotu GiWi. Odsetek komorek, w ktorych wyznaczono
troponine T obliczono na podstawie analizy z wykorzystaniem cytometrii przeptywowej dla co najmniej 20 000
komorek.

3.2.2.2. Dobranie warunkow hodowli komorek iPSC-CM na matach
nanowldéknistych

W pierwszym etapie badan dobrano gestos¢ wysiewania komoérek iPSC-CM na
wytworzonych matach nanowtoknistych. W tym celu, wysiano komoérki iPSC-CM o réznej
gestosci tj. 1,5 * 10° komoérek/cm?, 2,0 * 10° komoérek/cm?, 2,5 * 10° komorek/cm?,
3,0 X 10° komoérek/cm? i hodowano na matach nanowtéknistych z PCL i PU przez 72 h. Po tym
czasie, badano zywotno$¢, morfologi¢ oraz utozenie komorek iPSC-CM. W celu przyklejenia
komorek do powierzchni ptytki polistyrenowej lub mat nanowldknistych przez pierwsze 48 h

hodowano je w pozywce do wysiewania iPSC-CM. Nastgpnie, zmieniono pozywke na
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standardowg pozywke¢ do hodowli iPSC-CM (RPMI z suplementem B27 z insuling) 1 komorki
hodowano przez kolejne 24 h. Po tym czasie, przeprowadzono barwienie kalceing-AM.
Zaobserwowano wysoka zywotno$¢ komorek w hodowlach prowadzonych na matach
nanowloknistych z PCL oraz PU jak réwniez na ptytkach polistyrenowych (kontrola) (Ryc. 21).
Komorki iPSC-CM hodowane na matach nanowtoknistych nie wykazywatly ukierunkowania
i rownoleglego utozenia wzgledem siebie (charakterystyczne dla dojrzatych CM), jednak
zaobserwowano, ze gesto$¢ wysiewania miata wpltyw na zmiang morfologii komorek. Komorki
hodowane na matach nanowtdknistych PCL i PU wysiane w gesto$ciach 2,0 * 10° komorek/cm?
i2,5*10° komorek/cm? wykazywaly najbardziej wydhluzony i wrzecionowaty ksztalt
w porownaniu do kontroli i hodowli na matach nanowtoknistych, ktére zostaly wysiane
w gestoéci 1,5 * 10° komorek/cm? i 3,0 * 10° komdrek/cm? (Tabela 6). W oparciu o powyzsze
wyniki, wywnioskowano, ze gesto$¢ wysiania komorek iPSC-CM nie wptywata na Zywotno$¢

komoérek. Do dalszych etapow badan wybrano gesto$é komorek rowng 2,0 * 10° komérek/cm?.
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Rycina 21 Zdjecia komorek iPSC-CM wybarwionych kalceing-AM (CAM) (kolor zielony) hodowane przez 72 h na
matach nanowtoknistych z PCL i PU w zaleznosci od gestosci wysiewu komorek. Jako kontrole zastosowano plytki
polistyrenowe. Po prawej stronie znajdujg si¢ wykresy przedstawiajgce ukierunkowanie komorek
w poszczegolnych hodowlach. n>3.
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Tabela 6 Morfologia komorek iPSC-CM w zaleznosci od gestosci wysianych komorek. * - p<0,05 - statystycznie
istotne roznice okreslono na podstawie testu t-Studenta, w porownaniu do kontroli. n>3.

Gestosé Stosunek Okraglosé
komérki/em?] Podloze dlugosci do (%]
szerokoSci
Kontrola 2,6 56,3+16,3
1,5%10° PCL 33 55,4+12.9
PU 4,2% 47,4+10,2
Kontrola 2,7 60,3+£13,7
2*10° PCL 3,6 47,0+6,2
PU 4,7* 39,6+9,7*
Kontrola 2.4 63,7£10,4
2,5%10° PCL 4,4%* 45.248,7*
PU 3,5 52,14£9,5
Kontrola 2,1 71,3£7,0
3%10° PCL 4,1* 46,8+9,5%
PU 3,4 56,4+6,9*

3.2.2.3. Analiza dojrzewania komorek iPSC-CM

W kolejnym etapie badan przeprowadzono analiz¢ wptywu mat nanowldknistych jako
czynnika strukturalnego na zmiang morfologii oraz fizjologii komoérek iPSC-CM, podobnie jak
obserwowano to w przypadku komorek serca z linii komercyjnie dostepnych. Przeprowadzono
badania, w ktérych sprawdzono jak typ biomateriatu oraz elastyczno$¢ mat nanowtoknistych
wptywa na hodowle komorek iPSC-CM w poréwnaniu do hodowli komérek H9¢2, HCM oraz
HL-1. W tym celu, przeprowadzono dlugoterminowa hodowlg komoérek (10 dni). Nastepnie
analizowano morfologi¢ 1 ukierunkowanie komodrek oraz ekspresje gendw 1 poziom bialek
uczestniczacych w procesie dojrzewania kardiomiocytéw. Do oceny morfologii 1 utozenia
komorek zastosowano barwienie roztworem kalceiny-AM (Ryc.22 1 Tabela 7).

Zaobserwowano, ze komorki iPSC-CM wydhuzaja si¢ i majg wysoka zywotno$¢ zardwno na
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matach z PCL jak i PU w hodowli dlugoterminowej. Dodatkowo potwierdzono, ze elastycznos¢
zastosowanych biomateriatow nie wpltywa na spadek zywotno$ci hodowanych komorek.
Ponadto, po 10 dniach hodowli komorki na matach nanowldknistych wykazywaly réwnolegte
utozenie, podczas gdy komorki hodowane na plytkach PS jak rowniez w hodowli
krotkoterminowej (24 h) na matach nanowldknistych rozmieszczone byly losowo.
Wyznaczono, ze dla komodrek hodowanych na ptytkach polistyrenowych procent komorek
utozonych pod katem od -15° do +15° wynosit 23 %, podczas gdy w hodowli na matach z PCL
1 PU wynosil kolejno 32 % oraz 33 %. Ponadto, przeprowadzono analiz¢ morfologii komorek
z wykorzystaniem mikroskopii elektronowej. Potwierdzono, ze komorki hodowane na ptytce
polistyrenowej (kontrola) rosng w monowarstwie. Z kolei, komoérki iPSC-CM hodowane na
matach nanowldknistych umieszczone byly wzdtuz nanowldkien, na réznych giebokosciach

oraz obszarach mat, tworzac trojwymiarowa strukture (Ryc. 22 C).

Podsumowujac wykazano, ze maty nanowtokniste mogg by¢ wykorzystane do hodowli
komorek iPSC-CM i wptywaja na ich morfologi¢. Podobnie jak w przypadku hodowli komorek
H9c2, HL-1 oraz HCM, komorki iPSC-CM ulegaly wydluzeniu oraz rosly réwnolegle
wzgledem siebie. Nie zaobserwowano réznic w wynikach uzyskanych dla mat matach
nanowtoknistych, w zwigzku z czym obydwa typy biomateriatow wykorzystane zostaly

w dalszych etapach badan.
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Rycina 22 (A) Zdjecie komorek iPSC-CM wybarwionych kalceing-AM (CAM) (kolor zielony) po 10 dniach hodowli
na matach nanowloknistych z PCL i PU. Hodowle na plytkach polistyrenowych zostaly uzyte jako kontrola. Skala
100 um. (B) Wykresy i tabele przedstawiajqce ukierunkowany wzrost komorek iPSC-CM w 10 dniu hodowli.
Zatozono, ze orientacja nanowlokien wynosi 0°. (C) Zdjecia z SEM przedstawiajq iPSC-CM na plytkach
polistyrenowych (kontrola) i na matach nanowltoknistych (PCL i PU) po 10 dniach, skala 5 um. * - p<0,05 -
statystycznie istotne roznice okreslono na podstawie testu t-Studenta i porownujgc do kontroli. n>3.

Tabela 7 Morfologia komorek iPSC-CM po 10 dniach hodowli. * - p<0,05 - statystycznie istotne réznice okreslono
na podstawie testu t-Studenta i porownujgc do kontroli. n>3.

Stosunek
Dlugosé Szerokosé Okraglos¢
Podloze dlugosci do
[nm] [um] . [%]
szerokosci
Kontrola 25.1 16.5 1.5 63.6
PCL 32.9 12.1 2.7% 49 3%
PU 45.4 14.4 3.2% 46.9*
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W kolejnym etapie badan, w celu sprawdzenia zmian wynikajacych z procesu
dojrzewania kardiomiocytow w hodowli komoérek iPSC-CM prowadzonej na matach
nanowtoknistych, zbadano poziom biatek 1 ekspresje genow charakterystycznych dla
kardiomiocytow. Analizowano poziom bialek takich jak a-aktynina i troponina T (Ryc. 23)
oraz ekspresje genow takich jak TNNT2, TNNI3, SERCA2, SCN5A4, ACTN2 i MYL2 w hodowli
dlugoterminowe;j (10 dni) (Ryc. 24).

Zaobserwowano, ze poziom biatka a-aktyniny w komoérkach iPSC-CM hodowanych na
matach nanowtoknistych wykonanych z PCL 1 PU byt wyzszy niz w kontroli (dla hodowli na
matach nanowloknistych z PCL wynosit 1,1-krotno$¢ kontroli, dla PU wynosit 1,2-krotno$¢
kontroli). Z kolei poziom biatka troponiny T byt nizszy w komoérkach iPSC-CM hodowanych
na matach nanowtoknistych niz w kontroli (dla PCL 0,9-krotnie, podczas gdy dla PU
0,8-krotnie). W przeprowadzonym badaniu zastosowano przeciwciala anty-troponina T, ktore
sg specyficzne dla izoformy c¢TnT2/TNNT2. Spadek poziomu cTnT2 moze by¢ zwigzany
z dojrzewaniem ludzkich kardiomiocytdw na nanowtoknach, co z kolei wigze si¢ ze zmianami
proporcji izoform ¢TnT1 1 ¢TnT2 na korzy$¢ izoform ¢TnT3 i ¢cTnT4 w dojrzewajacych
komorkach serca. Zgodnie z literatura, gen TNNT2 koduje izoforme troponiny T, ktdrej poziom

jest wyzszy w ptodowych niz w dorostych kardiomiocytach [58].

90



Kontrola

TroponinaT

a-aktynina

(B

—

14 4

*
l I <ontrola
[ JpcL

[ eu

0.8 1

0.6 1

0.4 1

Krotnos¢ kontroli [-]

0.2 4

a-aktynina troponinaT

Rycina 23 (A) Zdjecia komorek po immunobarwieniu: o-aktynina (wybarwione czerwone), troponina T
(wybarwione na zielono) i jgdra komorkowe (wybarwione na niebiesko) w iPSC-CM oraz (B) wzgledna
intensywnos¢  fluorescencji po 10 dniach hodowli na plytce polistyrenowej (kontrola) oraz matach
nanowloknistych z PCL i PU. Skala 20 um. * - p<0,05 - statystycznie istotne roznice okreslono przez porownanie
z komorkami hodowanymi na plytkach polistyrenowych (kontrola) (test t-Studenta). n>3.

W przypadku genu TNNT2 zauwazono spadek jego ekspresji dla hodowli
prowadzonych na matach nanowtoknistych. Dla komoérek iPSC-CM spadek ekspresji TNNT2
wynosit 0,3-krotnosci oraz 0,2-krotnos$ci kontroli dla mat nanowtdknistych kolejno z PCL 1 PU.
Z kolei, zaobserwowano istotnie statystyczny wzrost (1,7 razy) ekspresji TNNI3 (kodujacego
izoforme troponiny I dominujaca w dorostych kardiomiocytach) dla hodowli na obu typach mat
nanowtdknistych w poréwnaniu do kontroli. Ponadto, zaobserwowano wzrost poziomu
ekspresji genow SCN5A, MYL2 1 ACTN2 w hodowlach prowadzonych na matach

nanowtoknistych z PCL w poréwnaniu do kontroli. Dla hodowli na matach nanowtoknistych
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z PU réwniez obserwowano wzrost ekspresji gendw SCN5A 1 MYL2. Z kolei obserwowano
znaczny spadek ekspresji SERCA2, ktory koduje ATPaze odpowiedzialng za transport jonow

wapnia w hodowli na obydwu typach mat nanowtoknistych.
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Rycina 24 Analiza qRT-PCR ekspresji genow w iPSC-CM hodowanych na plytce polistyrenowej oraz matach
nanowltoknistych z PCL i PU przez 10 dni. Ekspresja genow troponiny T (TNNT2), troponiny I (TNNI3), a-aktyniny
sercowej (ACTN2), ATPazy wapniowej typu 2 (SERCA2), podjednostka 5 alfa kanatu sodowego (SCN5A) i lekki
tancuch miozyny komorowej 2 (MYL2). * - p<0,05 - statystycznie istotne roznice okreslono przez porownanie
z komorkami hodowanymi na plytkach polistyrenowych (kontrola) (test t-Studenta). n=3

Wykazano, ze obydwa typy badanych mat nanowldknistych jako czynniki strukturalne
wptywaja na stan hodowli komorek iPSC-CM. Potwierdzono, ze komoérki hodowane na matach
charakteryzuja si¢ dojrzalszym fenotypem niz komoérki w hodowli 2D. Komoérki miaty
wydluzony ksztatt, rosty wzdhuz nanowtokien. Ponadto, zmiana poziomu bialek troponiny T
1 a-aktyniny oraz ekspresja badanych genow $wiadcza o dojrzewaniu kardiomiocytéw. Zmiany
te byly rozne dla badanych mat wkonanych z PCL i PU. Komoérki hodowane na matach z PU
mialy bardziej wydluZzony ksztalt i najmniejsza okraglos¢ oraz wyrazaty najwyzszy wzrost
poziomu biatek a - aktyning i1 spadek c¢TnT2 co jest charakterystyczne dla dojrzewania
kardiomiocytow. Z kolei, hodowla iPSC-CM prowadzona na matach nanowldknistych z PCL
spowodowata wigksze zmiany w ekspresji badanych genéw, wskazujac na wzrost dojrzatosci
komorek. Podsumowujac, oba rodzaje materiatow nanowldknistych stymulowaly dojrzewanie

komorek migsnia sercowego, ale prawdopodobnie w rozny sposob.

3.2.3. Podsumowanie i dyskusja wynikow
Maty nanowtokniste wykorzystywane sg jako rusztowania w modelach in vitro, w celu
strukturalnego 1 funkcjonalnego nasladowania sercowej macierzy zewnatrzkomorkowej oraz

wspomagania badan nad wyjasnieniem oddzialywan struktury 3D na komorki serca [94], [99],
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[113], [132]. W ramach powyzszego etapu badan sprawdzono i poréwnano wilasciwosci
fizykochemiczne wytworzonych mat nanowltoknistych roznigcych si¢ materiatem,
elastycznosciag i1 $rednicg oraz ich wptywem na dojrzewanie komorek serca pochodzacych
zroéznych gatunkéw 1 innych czgsci serca (komory i przedsionka serca). Analizowano
zywotno$¢, utozenie, morfologie komorek serca oraz ekspresje genow i1 poziom biatek dla
hodowli prowadzonej na matach nanowtdknistych 1 ptytkach polistyrenowych
w krotko- 1 dlugoterminowej hodowli. Oprécz zastosowania komercyjnie dostepnych linii
komorkowych, badania przeprowadzono z wykorzystaniem zréznicowanych kardiomiocytow
pochodzacych z komorek macierzystych. Przewagg zastosowania iPSC-CM nad liniami
komercyjnie dostgpnymi jest to, ze moga pochodzi¢ od konkretnego dawcy co umozliwia
rozw0j terapii personalizowanej. Na tym etapie badan potwierdzono, ze wybrane maty
nanowtokniste rdéznigce si¢ typem materiatlu, elastycznoscia oraz porowatos$cia wpltywaja na
dojrzewanie kardiomiocytow. Stanowig one czynnik strukturalny, ktory w odmienny sposob
wptywa na morfologi¢ i fizjologi¢ komodrek serca wyizolowanych z komory i przedsionka,

pochodzacych z roznych gatunkow.

Dotychczas w badaniach nad poznaniem fizjologii tkanki serca z wykorzystaniem
modeli in vivo gléwnie stosowane sg myszy i szczury. Wynika to z dostgpnosci tych modeli
oraz pewnego podobienstwa fizjologicznego do cziowieka. Jednak nalezy podkreslic,
ze modele te obarczone s3 ograniczeniami takimi jak rdéznice mi¢dzygatunkowe, ktore nie sa
w pelni wyjasnione i zrozumiale. Dodatkowo, brakuje pelnej zgodno$ci w modelach chordb,
ktore nie rozwijajg si¢ u gryzoni w taki sam sposob jak u ludzi, co ogranicza skutecznos¢
modelowania ich przebiegu [133]. Z tego powodu, coraz wigcej badan skupia si¢ na
wytworzeniu alternatywnych modeli komoérkowych in vitro, ktére beda nasladowac
funkcjonowanie dorostej ludzkiej tkanki serca. Badania przedstawione na tym etapie rozprawy
doktorskiej obrazuja rdéznice 1 podobienstwa migdzy mechanizmami komorkowymi
wystepujacymi w komodrkach serca gryzoni 1 ludzi w czasie hodowli na matach
nanowtoknistych réznych typow. Dodatkowo, uzyskane wyniki wskazuja, w jaki sposob

hodowle na matach nanowtdknistych wplywajg na funkcjonowanie komorek serca.

Obecnie prowadzone sg badania nad zastosowaniem mat nanowtoknistych (np. z PCL,
PU, PLLA) w hodowli komorek i analizie tego w jaki sposob struktura, kompozyt materiatow
1 modyfikacja nanowtokien wptywaja na adhezje, Zywotnos$¢, utozenie i morfologie komoérek
serca [98], [106], [134]. W warunkach in vivo maty nanowtokniste z PCL ulegaja szybszej

biodegradacji 1 nie powoduja powstawania stanow zapalnych. Z kolei maty z PU majg wyzsza
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wytrzymato$¢ na rozcigganie i odporno$¢ na degradacje [135]. Obydwa materialty wykazujg
wiasciwosci hydrofobowe, dlatego najczesciej stosuje si¢ je w kompozytach lub poddaje
modyfikacji powierzchniowej np. za pomoca plazmy tlenowej oraz roztworéw biatek, takich
jak zelatyna, fibronektyna czy poli-L-lizyna [123], [124]. Nalezy podkresli¢, ze niewiele badan
poréwnuje wptyw mat nanowldknistych o réznych witasciwosciach fizykochemicznych na
funkcjonowanie komorek serca [91], [98], [106]. W badaniach prowadzonych w ramach
rozprawy doktorskiej wykorzystano maty nanowldkniste z rédwnolegle utozonymi
nanowloknami z syntetycznego polimeru, takiego jak PCL lub takiego jak PU. Maty

wytworzono metodg rozdmuchu roztworu z polimeru (SBS).

W badaniach prowadzonych z wykorzystaniem komoérek H9c2, HCM 1 HL-1
zauwazono, ze $rednica nanowtokien oraz biomateriat z jakich wykonano maty nanowtokniste
maja wplyw na morfologie i fizjologie komérek serca. Zywotno$¢ komorek hodowanych na
matach nanowldknistych réznita si¢ zdecydowanie w zaleznos$ci od badanej linii komorkowe;.
Dla hodowli H9c2 najwigksza zywotno$¢ komorek zaobserwowano na matach
nanowtoknistych PCL (1), dla HL-1 na PCL (2), a dla HCM na PU (2). Badane linie komérkowe
r6znig si¢ proliferacja co moze wplywac na uzyskane wyniki zywotnosci. H9¢2 to komorki
embrionalne, HL-1 to komorki unie$miertelnione, ktore majg nieograniczong mozliwo$¢ do
proliferacji, a HCM to komorki pierwotne, ktorych proliferacja zatrzymuje si¢ po ograniczone;j
liczbie podziatéw komorkowych [118]. Na podstawie uzyskanych wynikow stwierdzono, ze
komorki serca hodowane na matach nanowldknistych z PCL 1 PU charakteryzuja si¢ wysoka
zywotnos$cig, co wskazuje, ze mogg by¢ stosowane do hodowli roznych typow komorek serca

[106], [132].

Dodatkowo wykazano, ze réwnolegte ulozenie nanowlokien stymuluje komorki
(zarowno H9c2, HL-1, HCM jak i iPSC-CM) do rownolegtego utozenia wzgledem siebie.
W rezultacie wszystkie badane typy komorek przyjmuja wydtuzony ksztalt, ktory jest bardziej
zblizony do ksztattu kardiomiocytow w warunkach in vivo [94], [114], [132], [136], [137].
Z kolei komorki hodowane na plytkach polistyrenowych byly rozmieszczone losowo i nie
miaty wydtuzonego ksztattu. W oparciu o uzyskane wyniki, mozna stwierdzi¢, ze pomimo iz
maty nanowldokniste z PU majg wigkszy odsetek wtokien utozonych pod tym samym katem niz
maty nanowlokniste z PCL to, jednak dla wigkszosci hodowli, komorki miaty morfologie
blizszg dorostym kardiomiocytom w hodowli prowadzonej na matach nanowtdknistych z PCL.
W pracy okreslono rowniez wplyw porowatosci mat nanowldknistych (porowatos¢

nanowtokien: PCL (1) > PU (1) > PCL (2) ~ PU (2)) na funkcjonowanie komorek serca.
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Zaobserwowano, ze maty nanowldkniste o mniejszej porowatosci miaty wiekszy wplyw na
dojrzewanie badanych komorek serca niz te o wigkszej porowatosci. Materiaty nanowldkniste
wykorzystywane w modelach komérkowych in vitro nasladujace tkanke serca i opisywane
dotychczas w literaturze maja szeroki zakres elastycznosci [65], [125]. W ramach niniejszej
pracy wykorzystano maty nanowtdkniste o roznej elastycznosci: PCL (1) > PCL (2) ~ PU (1)
> PU (2) (dane przedstawione na rycinie 12). Nie zaobserwowano jednak znaczacych roéznic
w fenotypie komoérek serca w zalezno$ci od elastyczno$ci zastosowanych mat. Dodatkowo
badano, jak rodzaj biomateriatu wptywa na stymulacje mechanizméw komorkowych
powiagzanych z dojrzewaniem komorek serca. Zauwazono, ze komorki wyizolowane z komory
serca, takie jak H9¢c2 i HCM hodowane na matach PCL mialy najbardziej zblizong morfologie
do dorostych kardiomiocytow jak i indukowatly zmiany w ekspresji wiekszosci badanych
genoéw $wiadczaca o dojrzewaniu. Z kolei komorki izolowane z przedsionka serca, takie jak
HL-1, wykazywaly bardziej anizotropowy i wrzecionowaty ksztatt w hodowlach na matach
nanowtoknistych z PU, jednak zmiany w ekspresji genow $wiadczacych o dojrzewaniu
obserwowano zaréwno w hodowlach prowadzonych na matach z PCL i z PU. Na podstawie
uzyskanych wynikow zauwazono, ze morfologia komorek serca hodowanych na matach
nanowtoknistych o $rednicy ok. 500 nm byla bardziej podobna do morfologii dorostych
kardiomiocytow niz na matach nanowtdknistych o $rednicy ok. 250 nm. W zwigzku z tym, do

dalszych badan wybrano maty o wigkszej srednicy widkien.

Istotnym elementem pracy bylo zbadanie mozliwosci zastosowania wybranych mat
nanowloknistych jako czynnika strukturalnego wplywajacego na funkcje kardiomiocytow
pochodzacych z komoérek macierzystych (iPSC-CM). Komérki iPSC-CM pochodza
od wybranego pacjenta, co umozliwia rozwdj terapii personalizowanej. W populacji komoérek
iPSC-CM moga by¢ dwa rodzaje komorek, te ktore morfologicznie i fizjologicznie sa blizsze
kardiomiocytom pochodzagcym z komory serca, jak i te, ktorym blizej fenotypem jest
do kardiomiocytow pochodzacym z przedsionka serca [138]. Sa doniesienia literaturowe
opisujace badania, w ktorych kardiomiocyty pochodzace z indukowanych pluripotencjalnych
komorek macierzystych hodowano na matach nanowtdknistych roznego typu i wysiewano je
w roéznych gestosciach [93], [103], [105]. Brakuje jednak informacji czy gestos¢ wysiewanych
komorek ma wplyw na funkcjonowanie iPSC-CM (np. na ich morfologi¢). W zwigzku z czym
przeprowadzono badania, w ktérych sprawdzono czy gestos¢ wysiewania komorek iPSC-CM
1 hodowli na matach nanowtoknistych moze mie¢ wptyw na Zzywotno$¢, morfologi¢ oraz

dojrzewanie komorek. Na podstawie uzyskanych wynikéw potwierdzono wysokg zywotnos$¢
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komorek dla kazdej z badanych gestosci komorek. Z kolei analiza morfologii i ulozenia
komorek, wskazata, ze komoérki miaty najbardziej wydtuzony i wrzecionowaty ksztatt na
matach nanowloknistych po wysianiu w  gestoéciach; 2 * 10° komérek/cm?

i2,5*10° komorek/cm?.

W ramach przeprowadzonych eksperymentéw wykazano, ze badane biomaterialy moga
stanowi¢ czynnik strukturalny wptywajacy na zmiang morfologii, ekspresji genow i poziomu
biatek zwigzanych z dojrzewaniem komorek serca. Niemniej jednak trudno jest jednoznacznie
okresli¢, ktore maty nanowtokniste sg bardziej odpowiednie do hodowli danego typu komoérek
serca. Zgodnie z literaturg, moze to wynika¢ z réznic migdzy typem komorek i rodzajem
zastosowanych biomateriatéw. Na przyktad, komoérki pochodzace z komory serca wymagaja
biomateriatow, ktére beda bardziej elastyczne, np. takich jak PCL, podczas gdy do hodowli
komorek przedsionkowych moga by¢ stosowane materiaty o wigkszej sztywnosci, np. takich
jak PU [124], [139]. Komorki z komory i przedsionka serca maja inng elektrofizjologie¢
i potencjal blonowy, z tego powodu biomateriaty PU i PCL réznigce si¢ powierzchniowymi
grupami funkcyjnymi moga oddziatywa¢ odmiennie na fizjologi¢ komoérek [139]. Uzyskane
w ramach tej czeéci pracy wyniki wspomagaja badania nad poznaniem réznic w hodowli

kardiomiocytow pochodzacych z r6znych gatunkéw hodowanych na biomateriatach.

Podsumowujagc, w ramach tego etapu badan wykazano, ze wlasciwosci
fizykochemiczne mat nanowtoknistych takie jak $rednica, material, réwnolegle utoZenie
wlokien oraz porowato$¢ maja wplyw na dojrzewanie 1 funkcjonowanie komorek serca
zarowno dla komercyjnie dostepnych linii komérkowych (H9c2, HL-1, HCM), jak i dla
kardiomiocytow pochodzacych z komorek macierzystych (iPSC-CM) w krotko-
1 dlugoterminowej hodowli. Hodowle prowadzone na matach nanowtoknistych z PCL i PU
wszystkich badanych linii komérkowych charakteryzuja si¢ wysoka zywotnoscig. Ponadto,
komorki wykazywaly bardziej wydluzony, anizotropowy ksztalt na matach o wtdknach
z wigksza $rednica 1 o mniejszej porowatosci. Maty nanowtokniste z PCL i PU wplywaja na
rdzne procesy zwiazane z dojrzewaniem kardiomiocytow. Zastosowanie mat nanowtoknistych
jako czynnikow strukturalnych umozliwito uzyskanie dojrzalszych fenotypowo komorek serca
niz w standardowej hodowli prowadzonej na ptytkach polistyrenowych. Wyniki przedstawione
w tym rozdziale moga pomdc w dalszych badaniach nad znalezieniem odpowiedniego modelu
in vitro dla dojrzalej ludzkiej tkanki serca. Wyniki badan przedstawione w powyzszym

rozdziale staty si¢ przedmiotem 2 publikacji naukowych [140], [141].
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3.3. Badanie niedotlenienia komorek serca hodowanych na matach
nanowloknistych

W poprzednim etapie badan sprawdzono mozliwo$¢ zastosowania roznego typu mat
nanowloknistych do hodowli komorek serca oraz okreslono wptyw wlasciwosci
fizykochemicznych mat na fizjologi¢ i morfologi¢ komorek serca. Potwierdzono, ze maty
nanowtokniste oddzialuja na funkcjonowanie komorek serca i mozliwe jest opracowanie
modelu in vitro, ktory jest blizszy strukturalnie i funkcjonalnie do natywnej tkanki serca niz
hodowle prowadzone na ptytkach polistyrenowych. Na podstawie doniesien literaturowych
badania funkcjonowania kardiomiocytow w czasie 1 po niedotlenieniu sg istotne, poniewaz
niedotlenienie jest gldwng przyczyna obumierania komorek serca. Zrozumienie odpowiedzi
kardiomiocytow na hipoksj¢ pozwala na opracowanie efektywniejszych metod leczenia
1 ochrony mig$nia sercowego przed uszkodzeniami zwigzanymi z hipoksja. Z tego powodu
w kolejnym etapie badan sprawdzono funkcjonowanie ludzkich kardiomiocytéw hodowanych
w warunkach hipoksji na matach nanowldknistych. Zalozono, ze stosowane modele

z powodzeniem bgda mogly by¢ zastosowane do badania niedotlenienia.

W tej czgdci badan zastosowano kardiomiocyty ludzkie roznigce si¢ morfologia,
fizjologia i zrédtem pochodzenia: komercyjnie dostepng lini¢ komoérkowa pierwotnych
kardiomiocytow (HCM) oraz kardiomiocyty uzyskane poprzez rdznicowanie indukowanych
pluripotencjalnych komoérek macierzystych (iPSC-CM). Komorki hodowano na matach
nanowtoknistych z PCL 1 PU o $rednicy ok. 500 nm i analizowano ich funkcjonowanie
w warunkach niedotlenienia. Dodatkowo, przeprowadzono analiz¢ komorek poddanych

hipoksji i reoksygenacji (H/R).

3.3.1. Ocena wplywu hipoksji i hipoksji z reoksygenacja na ludzkie kardiomiocyty
W celu sprawdzenia i1 poréwnania odpowiedzi ludzkich kardiomiocytow na
niedotlenienie 1 H/R hodowanych na matach nanowtoknistych z PCL i1 PU oraz na ptytkach
polistyrenowych (kontrola) badano poziom biatka HIF-1a. Biatko to, jest kluczowym
regulatorem odpowiedzi komoérkowej na niedotlenienie. Dodatkowo, analizowano utozenie
filamentow aktynowych (F-aktyng¢) budujace sarkomery w cytoszkielecie kardiomiocytow. Dla
dojrzatych 1 zdrowych kardiomiocytow charakterystyczne sa filamenty aktynowe utozone

rownolegle, w uporzadkowany sposob [142].

W ramach przeprowadzonych badan wykazano, ze komoérki HCM hodowane na
ptytkach polistyrenowych w warunkach normoksji miaty réwnolegle ulozone filamenty

aktynowe (74 % filamentow aktynowych ulozonych bylo w zakresie kata od -30° do +30°)
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(Ryc. 25 A). Natomiast, komorki hodowane na plytkach polistyrenowych i1 matach
nanowtoknistych z PCL i PU poddane hipoksji mialy zaburzong strukturg cytoszkieletu, w tym
najbardziej dla hodowli na matach nanowtdknistych z PCL (27 % filamentéw aktynowych
utozonych byto w zakresie kata od -30° do +30°). Ponadto, hipoksja komoérek HCM
spowodowata podwyzszenie poziomu biatka HIF-1a (3,5-krotnie dla kontroli po hipoks;ji,
6,8 - krotnie dla hodowli na matach z PCL i 4,3-krotnie dla hodowli na matach z PU
w porownaniu do poziomu HIF-la w komorkach hodowanych w warunkach normoks;ji)
(Ryc. 25). Wyniki te sugeruja, ze komorki HCM hodowane na matach nanowtdknistych z PCL

sg bardziej wrazliwe na warunki niedotlenienia (Ryc. 25 A).

Istnieja badania, ktore wskazuja, ze ponowne dostarczenie tlenu (reoksygenacja) po
niedotlenieniu ma kluczowy wptyw na uszkodzenia komorek serca [32], [35], [143].
W zwiazku z tym zbadano wplyw reoksygenacji na funkcj¢ ludzkich kardiomiocytow
w modelach 2D (hodowla na ptytkach polistyrenowych) i 3D (hodowla na matach
nanowtoknistych). W hodowlach komérek HCM prowadzonych na matach nanowtoknistych
z PU 1 na plytce polistyrenowej w warunkach H/R zaobserwowano nieznaczne zaburzenia
utozenia witokien F-aktyny. Z kolei komorki hodowane na matach nanowltdknistych z PCL po
H/R charakteryzowaly si¢ zaburzeniem rownoleglego utozenia widkien aktynowych. Ponadto
zaobserwowano roznice w poziomie biatka HIF-1a zar6wno dla komoérek hodowanych na
ptytkach polistyrenowych, jak i na matach nanowtoknistych po H/R w poréwnaniu do hodowli
w normoksji. Poziom biatka HIF-1a jest nizszy dla hodowli PS, podczas gdy dla hodowli na
matach nanowldoknistych z PCL 1 PU zaobserwowano wzrost. Moze to wskazywac¢ na to,
ze maty nanowtokniste spowalniajg przeplyw tlenu do komorek, wptywajac na poziom biatka

HIF-1a w kardiomiocytach.

Poréwnujac wyniki uzyskane po hipoksji i H/R, zaobserwowano, ze poziom HIF-1a byt
znacznie nizszy dla H/R. W przypadku komorek HCM hodowanych na matach
nanowtoknistych z PCL, obserwowano zaburzong struktur¢ wldkien F-aktynowych
w hodowlach po niedotlenieniu i H/R. Z kolei, w komoérkach HCM hodowanych na plytkach
polistyrenowych oraz matach z PU zaro6wno w warunkach hipoksji 1 po H/R obserwowano

rownolegte ulozenie filamentow aktynowych, podobnie jak w warunkach normoksji.
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Rycina 25 (4, B) Zdjecia wybarwionych komorek HCM: biatko F-aktyny (wybarwione na kolor czerwony), HIF-
lo. (wybarwiono na kolor zielony) oraz jgdra komorkowe (wybarwione na kolor niebieski) hodowanych na
plytkach polistyrenowych (kontrola) oraz matach nanowloknistych z PCL i PU w warunkach normoksji (21 % O;),
(4) 6 h hipoksji (1 % O3) i (B) 6 h hipoksji + 24 h reoksygenacji. Pod zdjeciami znajdujq si¢ wykresy
przedstawiajgce ulozenie filamentow aktynowych wzgledem siebie w tych hodowlach. Rozklad kqta odchylenia
widkien od zalozonego ukierunkowania dla widkien aktynowych oceniony przy uzyciu oprogramowania ImageJ.
Poziom biatka HIF-1a w komorkach HCM po (C) hipoksji i (D) po hipoksji + reoksygenacji (H/R) zbadany na
podstawie wzglednej intensywnos¢ fluorescencyjnej. *- p<0,05- statystycznie istotne roznice w porownaniu do
kontroli hodowanej w warunkach normoksji, === - p<0,05 - réznice istotne statystycznie pomiedzy grupami. n>3.
Skala 50 um.

Analogiczne badania przeprowadzono z wykorzystaniem komorek iPSC-CM, aby
porownac¢ odpowiedz na poziomie komérkowym dwoéch typoéw ludzkich kardiomiocytow po
niedotlenieniu i H/R. Metabolizm iPSC-CM podobnie jak kardiomiocytow ptodowych oparty
jest gléwnie na beztlenowe;j glikolizie, w zwigzku z czym sg bardziej odporne na niedotlenienie
niz dojrzate kardiomiocyty [144]. Zatem, ich odpowiedZ na niedotlenienie i H/R moze by¢ inna

niz w przypadku komorek HCM.

Barwienie F-aktyny 1 HIF-1ao w komoérkach iPSC-CM przedstawiono na rycinie 26 A
1 B. W przypadku komoérek hodowanych na plytce polistyrenowej w warunkach normoksji
zaobserwowano wiekszy odsetek rownolegle ulozonych filamentéw aktynowych (58 %
filamentéw aktynowych utozonych jest w zakresie kata od -30° do +30°), w poréwnaniu do
komorek poddanych hipoks;ji na ptytkach polistyrenowych i matach nanowldknistych z PU (dla
PS 42 %, dla PU 50 % filamentow aktynowych utozonych w zakresie kata od -30° do +30°).
Moze to wskazywa¢ na uszkodzenie komoérek hodowanych w warunkach niedotlenienia.
Z kolei, dla hodowli iPSC-CM prowadzonej na matach nanowldknistych z PCL po
niedotlenieniu nie zauwazono zwigkszonych zaburzen w utozeniu filamentow aktynowych (dla
PCL 57 % filamentow aktynowych uloZzonych jest w zakresie kata od -30° do +30°).
Zauwazono spadek poziomu czynnika HIF-1a w komodrkach iPSC-CM poddanych hipoksji,

w poréwnaniu do hodowli prowadzonej w warunkach normoksji (Ryc. 26 C).
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W kolejnym etapie badan przeprowadzono hodowle komorek iPSC-CM w warunkach
hipoksji 1 reoksygenacji (H/R). W tym przypadku komoérki hodowane na plytkach
polistyrenowych 1 matach nanowldknistych z PCL wykazywaty wigkszy odsetek filamentow
aktynowych utozonych pod tym samym katem (réwnolegle utozone) podczas gdy dla komoérek
hodowanych na matach nanowtoknistych z PU wzrdst odsetek nieuporzadkowanych
filamentow
(29 % filamentéw aktynowych utozonych jest w zakresie kata od -30° do +30°). Ponadto,
zaobserwowano wzrost poziomu czynnika HIF-la dla komorek po H/R hodowanych na
ptytkach polistyrenowych 1 matach nanowtoknistych z PCL (dla hodowli na ptytkach
1,5 - krotny, a dla PCL 1,3-krotny) w poréwnaniu do kontroli (Ryc. 26 D). W przypadku
komorek iPSC-CM hodowanych na matach nanowldknistych z PU, réwniez obserwowano
wzrost poziomu HIF-1a po H/R w poréwnaniu do tego samego typu hodowli po hipoksji.
Jednak byl on znacznie nizszy niz poziom tego biatka w komodrkach utrzymywanych
w warunkach normoksji. Porownujac wyniki dla komoérek iPSC po hipoksji i H/R nie
stwierdzono istotnych réznic w utozeniu wtdkien aktynowych w komoérkach. Natomiast poziom
biatka HIF-lo zmieniat si¢ znaczaco w zaleznosci od podloza i warunkéw prowadzenia
hodowli. Zaobserwowano wzrost poziomu biatka HIF-1a po H/R na matach nanowtoknistych,
w poréwnaniu do hodowli po samej hipoksji, jednak brakuje jednoznacznego wyjasnienia tego

mechanizmu dla komorek iPSC-CM w modelach 3D in vitro.

Poréwnujac funkcjonowanie komorek HCM i1 iPSC-CM hodowanych na matach
nanowtoknistych, zauwazono uszkodzenia filamentéw aktynowych po niedotlenieniu 1 H/R,
jednak dezorganizacja utozenia wtokien F-aktyny rézni si¢ w zalezno$ci od rodzaju hodowli
1 zastosowanych mat nanowtoknistych. Wykazano, Ze struktura filamentéw aktynowych byta
najbardziej zaburzona dla komoérek HCM hodowanych na matach z PCL, podczas gdy dla
komorek iPSC-CM w hodowli prowadzonej na matach nanowtoknistych z PU. Ponadto,
komoérki HCM 1 1PSC-CM r6znig si¢ zmianami na poziomie biatka HIF-1a, co moze wynikaé

z odmiennej fizjologii komorek i ich odpowiedzi na niedotlenienie i hodowle w modelu 3D.

101



(A)

Udziat F-aktynowych

filamentoéw [%)]

(B)

UdziatF-aktynowych

filamentow [%]

iPSC-CM

Kontrola normoksja 6h  Kontrola hipoksja 6h PCL hipoksja 6h PU hipoksja 6h

=]
N}
w
I
©
=
e
R
3
.
25
20
15 15 15 15
10 10 10 10
s s s
0 0
*«:é’ >‘;,'s°¥\" °°"‘,s°°> ‘,@@‘\ . ‘Pj\:,.sé’&i’ s;» v‘q & (’5°°>‘",’h°@1’\4P f‘\"{‘s@@i’ 's;~1’<, & ‘:Pg) ‘,,9@‘\"‘\‘, 4"1 9»})"95‘; '4,°° ~§s°) ‘,s?@. of
Kat[°] Kat [°] Kat [°] Kat[°]

Kontrola normoksja 30h Kontrola H/R PCLH/R PU H/R

F-aktyna

25 25 25 3
20 20 20 20
15 15 15 15
10 10 10 10

s s s

N SO H & SIPCI I o *
FELPTTEPFLES FELSPTSEPL LSS I EPSLES ISP

Kat[°] Kat[°] Kat[°] Kat[°]

102



(C) HIF-1a (D) HIF-1a

* *

2 * 2 * *
=15 “1s [ ]
[ * g
5 1 ] | [
4 I * & 1 *
© o
R I 0

*

g 0.5 205 I
° °
< | | +4

0 0

Kontrola Kontrola PCL PU Kontrola Kontrola  PCLH/R PU H/R

normoksja 6h hipoksja 6h hipoksja 6h hipoksja 6h normoksja 30h H/R

Rycina 26 (A, B) Zdjecia wybarwionych komorek iPSC-CM: biatko F-aktyny (wybarwione na kolor czerwony),
HIF-1a (wybarwione na kolor zielony) oraz jqdra komorkowe (wybarwione na kolor niebieski) hodowanych na
plytkach polistyrenowych (kontrola) oraz matach nanowloknistych z PCL i PU w warunkach normoksji (21 % O;),
(A4) 6 h hipoksji (1 % O;) i (B) 6 h hipoksji + 24 h reoksygenacji. Pod zdjeciami znajdujq sie¢ wykresy
przedstawiajgce ulozenie filamentow aktynowych wzgledem siebie w tych hodowlach. Rozklad kqta odchylenia
wldkien od zatozonego ukierunkowania dla wiokien aktynowych oceniony przy uzyciu oprogramowania ImageJ.
Poziom biatka HIF-1o w komorkach iPSC-CM po (C) hipoksji i (D) po hipoksji + reoksygenacji (H/R) zbadany
na podstawie wzglednej intensywnos¢ fluorescencyjnej. *- p<0,05- statystycznie istotne roznice w porownaniu do
kontrolnej hodowanej w warunkach normoksji, ——= - p<0,05 - réznice istotne statystycznie pomiedzy grupami.
n>3. Skala 50 um.

Zaburzenia F-aktyny moga wskazywacé, ze kardiomiocyty ulegaja Smierci apoptyczne;.
W celu potwierdzenia tej hipotezy zbadano odsetek komodrek zywych, apoptycznych
i nekrotycznych. Hodowla komérek HCM w warunkach niedotlenienia lub niedotlenienia
z reoksygenacja spowodowala znaczny wzrost liczby komorek apoptycznych w hodowlach
prowadzonych na matach nanowtoknistych (Ryc. 27). Procent apoptycznych komérek HCM
wynosit 5,3 % dla hodowli prowadzonej na ptytkach PS w warunkach normoksji. Z kolei
w hodowli prowadzonej w warunkach hipoksji wynosil on kolejno: 8,1 % dla hodowli na
ptytkach PS, 24,0 % dla hodowli na matach z PCL, 21,8 % dla hodowli na matach
nanowtoknistych z PU (Ryc. 27 C). Z kolei w badaniach dotyczacych analizy hipoksji
1 reoksygenacji procent apoptycznych komérek HCM wynosit: 3,2 % dla hodowli prowadzonej
na ptytkach PS w warunkach normoksji, 8,6 % dla komoérek po H/R hodowanych na plytkach
PS, 29,6 % dla hodowli po H/R prowadzonej na matach nanowtoknistych z PCL, 23 % dla
hodowli po H/R prowadzonej na matach z PU (Ryc. 27 D).

Komorki iPSC-CM sg niedojrzatymi kardiomiocytami, ktére moga by¢ mniej wrazliwe
na warunki beztlenowe 1 jednoczesnie ulega¢é w wigkszym stopniu $mierci nekrotycznej
w poréwnaniu do dorostych kardiomiocytéw [120], [145]. Hodowla iPSC-CM na ptytkach
polistyrenowych w warunkach niedotlenienia spowodowala wzrost liczby komorek
nekrotycznych (10,5 %) (Ryc. 28 A). W przypadku hodowli prowadzonych na matach

nanowtoknistych z PCL 1 PU nekrozie uleglo 3,6 % komorek. Zauwazono, ze w hodowlach
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komorek iPSC-CM na matach nanowtoknistych po hipoksji 1 H/R byt znacznie nizszy odsetek
komorek nekrotycznych w poréwnaniu do hodowli na ptytkach PS poddanych hipoksji i H/R.
Podobnie jak w przypadku komoérek HCM, zauwazono wzrost liczby apoptycznych komorek
1iPSC-CM hodowanych w warunkach niedotlenienia (wynosit on 15,7 %, 28,3 % 1 25,9 % dla
hodowli prowadzonej odpowiednio na ptytkach PS, na matach z PCL i na matach z PU)
w poréwnaniu z hodowlg prowadzong w warunkach normoksji na ptytkach PS (4,1 %) (Ryc. 28
A 1 C). W przypadku badan z wykorzystaniem H/R, liczba apoptycznych komoérek iPSC-CM
wynosita 4,7 % dla normoksji, 16,1 % dla hodowli na PS po H/R, 25,5 % dla hodowli na matach
z PCL po H/R 1 30,1 % dla hodowli na matach z PU po H/R (Ryc. 28 B i D). Niedotlenienie
indukuje apoptozg¢ dorostych kardiomiocytéw w warunkach in vivo [146]. Na podstawie
uzyskanych wynikow zaobserwowano, ze dla hodowli prowadzonych na matach
nanowtoknistych zwigksza si¢ liczba komorek ulegajacych apoptozie po hipoksji i H/R

w poréwnaniu z hodowlg prowadzong na plytkach polistyrenowych.

Zaobserwowano, ze zarowno w hodowli komérek HCM jak i iPSC-CM prowadzonych
na matach nanowtoknistych poddanych hipoksji 1 hipoksji z reoksygenacja wzrasta liczba
komorek apoptycznych w porownaniu do hodowli prowadzonej na plytkach polistyrenowych.
Dodatkowo, w hodowlach po H/R zaobserwowano wyzszy odsetek komorek apoptycznych

w poroéwnaniu do hodowli poddanych hipoksji, jednak rdznica ta nie byta istotna statystycznie.
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Rycina 27 Wyniki oznaczenia typu smierci komorkowej dla linii komorkowej HCM po 6 h hipoksji (A, C) lub
hipoksji z reoksygenacjq (6/24 h) (B, D) hodowanych na matach nanowitoknistych z PCL i PU oraz na plytkach
polistyrenowych (kontrola poddana hipoksji lub H/R) w poréwnaniu do komorek hodowanych w warunkach
normoksji. *- p<0,05- statystycznie istotne roznice w porownaniu z kontrolg hodowang w warunkach normoksji,

= - p<0,05 istotne réznice pomiedzy grupami. n>3. Skala 100 um.
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Rycina 28 Wyniki oznaczenia typu Smierci dla komodrek iPSC-CM po 6 h hipoksji (A, C) Ilub hipoksji
z reoksygenacjq (6/24 h) (B, D) hodowanych na matach nanowtoknistych z PCL i PU oraz na plytkach
polistyrenowych (kontrola poddana hipoksji lub H/R) w poréwnaniu do komorek hodowanych w warunkach
normoksji. *- p<0,05- statystycznie istotne réznice w poréwnaniu z kontrolg normoksji, == - p<0,05 statystycznie

istotne roznice miedzy grupami. n>3. Skala 100 um.

106



W celu sprawdzenia i porownania zmian w funkcjonowaniu ludzkich kardiomiocytow
poddanych hipoksji oraz H/R hodowanych na matach nanowldknistych i1 ptytkach
polistyrenowych (kontrola) przeprowadzono analiz¢ ekspresji genéw; czynnika indukowanego
niedotlenieniem 1-alfa (HIF-Ia), kinazy biatkowej aktywowanej mitogenami 4 (MAP4K),
TNNT2, SERCA2 i SCN5A. Wybrane geny zwigzane s3 migdzy innymi ze zmianami
i zaburzeniami zachodzacymi w CM spowodowanymi niedotlenieniem. Zmiany w ekspresji
HIF-1a sa odpowiedzig kardiomiocytow na niedotlenienie i s zaangazowane w wyzwalanie
szeregu procesOw patofizjologicznych [147]; MAP4K jest odpowiedzialny za regulacj¢ stresu
oksydacyjnego, indukcj¢ stanu zapalnego 1 $mieré komorki [148]; TNNT2 reguluje skurcze
kardiomiocytow [ 149], zmiany w ekspresji gendw kodujacych kanaty jonowe (takie jak SCN5A4
i SERCA2) moga wskazywaé na zaburzenia potencjalu btonowego [58], [150]. Do tego
1 dalszych etapow badan zostalty wybrane maty nanowldokniste z PU. W hodowli komdrkowej
prowadzonej na matach nanowloknistych z PCL izolowano $ladowe ilosci materiatu
genetycznego. Moze to prowadzi¢ do problemow z detekcja i btednej interpretacji danych
w dalszych etapach RT-PCR, dlatego na tym etapie zrezygnowano z prowadzenia analizy

ekspresji gen6w dla hodowli na matach nanowtoknistych z PCL.

Wykazano, ze ekspresja wickszosci badanych genéw zmniejszyta si¢ (dla genéw HIF-
lo, MAP4K, SERCA2, SCN5A4) dla hodowli komérek HCM po hipoksji (Ryc. 29 A)
w porownaniu do komoérek hodowanych w warunkach normoksji. Dodatkowo, najwigkszy
spadek ekspresji HIF-10, MAP4K, SERCA2 1 SCN5A4 zaobserwowano w hodowli prowadzonej
na matach nanowldknistych z PU. W przypadku genu TNNT2, jego ekspresja wzrosta
2,4 - krotnie dla hodowli prowadzonej na ptytkach polistyrenowych 1 1,3-krotnie dla hodowli
prowadzonej na matach nanowtoknistych z PU poddanych hipoksji w poréwnaniu do hodowli

prowadzonej w warunkach normoks;ji.

Analogiczne badania przeprowadzono dla hodowli HCM poddanych hipoksji
i reoksygenacji. W tym przypadku ekspresja TNNT2, MAP4K oraz SERCA?2 byla wyzsza dla
hodowli komorek prowadzonej na matach nanowtdknistych PU w poréwnaniu do hodowli na
ptytkach PS prowadzonej zarowno w warunkach normoksji jak i H/R. Jednak ekspresja genu
TNNT?2 dla hodowli po H/R na matach nanowtoknistych PU byta nizsza w poréwnaniu do
hodowli prowadzonej w warunkach niedotlenienia. Na podstawie literatury wzrost ekspresji
genu MAP4K $wiadczy¢ moze o zwigkszonym stresie oksydacyjnym po H/R [151]. Ekspresja
innych genow (HIF-la 1 SCN54) zmniejszyla si¢ dla hodowli prowadzonej na matach
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nanowldknistych 1 ptytkach polistyrenowych po H/R w porownaniu do hodowli komorek

prowadzonej w warunkach normoks;ji.
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Rycina 29 Analiza ekspresji genow dla komorek HCM hodowanych na plytkach polistyrenowych i matach
nanowtoknistych z PU w warunkach (A) hipoksji i (B) hipoksji z reoksygenacjq dla: HIF-1a, MAP4K, TNNT2,
SERCA2 i SCN5A. * - p<0,05 - statystycznie istotne rozmice okreslono przez porownanie z komorkami

hodowanymi na plytkach polistyrenowych (kontrola hodowana w warunkach normoksji). == - p<0,05 - réznice

istotne statystycznie pomigdzy grupami. n=3.
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Nastepnie, przeprowadzono analize ekspresji genow HIF-lo, MAP4K, TNNT2,
SERCA2 1 SCN5A dla hodowli niedojrzalych ludzkich kardiomiocytow (iPSC-CM)
prowadzonej na matach nanowldknistych z PU poddanych hipoksji i H/R (Ryc. 30). Celem tego
badania byto poroéwnanie funkcjonowania réznych typow kardiomiocytow w modelach 3D,
z zastosowaniem mat nanowtoknistych w warunkach niedotlenienia i H/R. Zaobserwowano, ze
ekspresja wszystkich badanych genoéw jest nizsza dla hodowli prowadzonej w warunkach
niedotlenienia na matach nanowtoknistych i plytkach polistyrenowych w poréwnaniu do
kontroli (normoksja PS). Ekspresja wszystkich badanych genéw w hodowlach komorek
iPSC-CM na matach nanowtoknistych z PU 1 na ptytkach polistyrenowych poddanych H/R
wzrasta w poréwnaniu do komodrek poddanych hipoksji. Poziom ekspresji genéw dla
kardiomiocytow po H/R jest zblizony do poziomu ekspresji dla kontroli hodowanych w

warunkach normoks;ji.

Zmiany w ekspresji gendow w komorkach iPSC-CM po niedotlenieniu i H/R moze by¢
spowodowana tym, ze s3 one mniej wrazliwe na warunki niedotlenienia w poréwnaniu do
dojrzatych kardiomiocytow, co moze ogranicza¢ ich odpowiedz komorkowa na zmiang
warunkow hodowli [152]. Ponadto, reoksygenacja moze przywraca¢ rownowage metaboliczng
i stymulowa¢ procesy naprawcze, ktore prawdopodobnie oddziatuja na przywracanie

prawidtowego poziomu ekspresji gendw sprzed niedotlenienia [145].
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Rycina 30 Analiza ekspresji genow dla komorek iPSC-CM hodowanych na plytkach polistyrenowych i matach
nanowioknistych z PU (A) w warunkach hipoksji i (B) hipoksji z reoksygenacjq dla genow HIF-1a, MAP4K,
TNNT2, SERCA2 i SCN5A. * - p<0,05 - statystycznie istotne roznice okreslono przez porownanie z komorkami
hodowanymi na phytkach polistyrenowych (kontrola hodowana w warunkach normoksji). n=3.
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3.3.2. Podsumowanie i dyskusja wynikow
W  ramach powyzszego etapu badan analizowano  wplyw  hipoksji
1 hipoksji/reoksygenacji (H/R) na funkcjonowanie kardiomiocytow hodowanych w modelach
3D (na matach nanowtdknistych) i w hodowlach dwuwymiarowych (na ptytkach
polistyrenowych). W badaniach wykorzystano dwa typy ludzkich komorek serca, komercyjnie
dostepng lini¢ pierwotnych ludzkich kardiomiocytow - HCM oraz ludzkie kardiomiocyty
uzyskane przez roznicowanie indukowanych pluripotencjalnych komorek macierzystych

- 1IPSC-CM.

Komorki HCM sg pierwotnymi ludzkimi kardiomiocytami, podobnymi do dojrzatych
kardiomiocytow pod wzgledem morfologii 1 fizjologii. Ponadto, metabolizm tych komorek
opiera si¢ na utlenianiu kwasow thuszczowych, a nie na glikolizie, jak w komoérkach ptodowych
[126]. Jednak komorki te nie kurcza sig, a ich zastosowanie jest ograniczone ze wzglgdu na
liczbe pasazy, ktore mozna wykona¢ [21], [118]. Zatem opracowanie protokotu, ktory
umozliwia ich efektywne otrzymanie komorek iPSC-CM umozliwilo nieograniczony dostep do
ludzkich kardiomiocytow bez wzbudzania zastrzezen etycznych. Komorki iPSC-CM sa coraz
czesciej wykorzystywane w badaniach nad medycyng regeneracyjng [45], [64], pomimo ich
réznic w stosunku do dojrzatych kardiomiocytéw. Wykorzystanie iPSC-CM daje szans¢ na

terapie personalizowang dla wybranego pacjenta [153].

Znane sg prace, w ktorych badano odpowiedZ komoérkowa na warunki niedotlenienia
1 ponownego natlenienia [16]. Przeprowadzono hodowlg 1 analiz¢ odpowiedzi komorek serca
(ludzkich 1 szympansich komoérek iPSC-CM) w warunkach niedotlenienia 1 ponownego
natlenienia [16]. OdpowiedZ komoérkowa i ekspresja genow dla kardiomiocytéw pochodzacych
z roznych gatunkéw poddanych hipoksji z reoksygenacja byta zblizona. Brakuje jednak badan,
w ktorych sprawdzono oddzialywanie hipoksji na hodowlg¢ ludzkich kardiomiocytow
roznigcych si¢ morfologia, fizjologia 1 zrodlem pochodzenia (komorki pierwotne vs. komorki
zroznicowane). Celem niniejszych badan bylo sprawdzenie czy komérki HCM 1 iPSC-CM
wykazuja r6znice w odpowiedzi na niedotlenienie na matach nanowtoknistych. Dotychczasowe
badania potwierdzity, ze hodowla komorek serca na matach nanowtdknistych ma wptyw na ich
morfologie, stymuluje adhezje 1 proliferacje [88], [91]-[93], dlatego tez zatozono, ze moga

wplywac na funkcjonowanie komoérek w niedotlenieniu.

Zaobserwowano, ze zarowno w komodrkach HCM, jak 1 iPSC-CM poddanych hipoks;ji,

filamenty F-aktyny ulegaja dezorganizacji w hodowli prowadzonej na matach nanowloknistych
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1 plytkach polistyrenowych. Taka samg zalezno$¢ zaobserwowano w przypadku hodowli
prowadzonej na matach nanowldknistych po H/R. Zgodnie z literatura, zaburzona organizacja
struktury cytoszkieletu dorostych kardiomiocytow po niedotlenieniu i H/R wskazuje na
uszkodzenie komorek [154]. Wzrost poziomu biatka HIF-1a jest konsekwencja obnizonego
poziomu tlenu w komoérkach i1 wystgpienia stresu komorkowego [21]. W badaniach
przedstawionych w tym rozdziale zaobserwowano wzrost poziomu HIF-1a w hodowlach HCM
prowadzonych na matach nanowtoknistych po hipoksji. Z kolei w przypadku komorek
1PSC-CM zaobserwowano spadek poziomu biatka HIF-1ao w hodowlach poddanych hipoks;ji.
W literaturze spadek poziomu biatka HIF-1a moze by¢ réwniez regulowany przez szlaki
niezalezne od tlenu [155], [156]. Obnizenie poziomu HIF-1a thumaczy si¢ tym, ze moze by¢ on
spowodowany stresem komorkowym wywotanym naprezeniami mechanicznymi podtoza
hodowlanego [155]. Na naprezenie mechaniczne moze wptywac elastyczno$¢ podtoza, na
ktorym hodowane s3 kardiomiocyty [157]. W badaniu zastosowano maty nanowtokniste z PU
1 PCL roznigce si¢ elastyczno$cig. Hodowla komérkowa iPSC-CM na matach nanowtdknistych
z PU o mniejszej elastycznosci moze powodowaé wzrost stresu komérkowego zwigzanego
z wigkszymi napr¢zeniami mechanicznymi, co moze wplywacé na obnizenie poziomu biatka
HIF-1a w porownaniu do hodowli prowadzonej na matach nanowtoknistych z PCL o wigkszej
elastycznosci. Na podstawie wynikow przedstawionych w powyzszym rozdziale zauwazono,
ze w komorkach HCM poddanych niedotlenieniu, poziom biatka HIF-1a r6zni si¢ od ekspresji
genu HIF-1a. Gen HIF-1o ulega aktywacji w warunkach niedotlenienia, jednak jego ekspresja
gwaltownie spada po ponownym kontakcie komorek z tlenem [20]. Z kolei biatko HIF-1a
pozostaje stabilne dtuzej [158], co umozliwito jego obserwacj¢ po wybarwieniu biatka

w hodowlach komoérkowych [20].

Niedotlenienie w dorostej ludzkiej tkance serca powoduje apoptoze kardiomiocytow
[159]. Przeprowadzono badania sprawdzajace odsetek komorek zywych, apoptycznych
1 nekrotycznych. Potwierdzono wzrost liczby komoérek apoptycznych HCM 1 iPSC-CM
w hodowli prowadzonej na matach nanowldknistych poddanych niedotlenieniu i H/R
w poréwnaniu do hodowli na plytkach polistyrenowych. Dodatkowo, zaobserwowano
niewielki wzrost liczby uszkodzonych komorek po H/R w poréwnaniu do komorek HCM
11PSC-CM po niedotlenieniu. Moze by¢ to wywolane reoksygenacja, ktéra powoduje ponowne
dostarczeni tlenu do kardiomiocytow, jednoczesnie uruchomiajgc mechanizmy komorkowe,
ktére wywotuja zaburzenia w funkcjonowaniu kardiomiocytow [160]. Z tego powodu komorki

HCM po H/R wykazywaly wzrost ekspresji genu MAP4K, ktory jest wskaznikiem stanu
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zapalnego w komorce [161]. Ekspresja genu 7TNNT2 wzrasta dla komorek HCM po
niedotlenieniu, jednak dla iPSC-CM spada. Gen TNNT2 koduje sercowg troponine T, ktora
reguluje funkcj¢ kardiomiocytow m.in. w warunkach niedotlenienia. Spadek ekspresji genu
TNNT2 w niedojrzalych komorkach iPSC-CM moze by¢ wywolany tym, ze ptodowe
kardiomiocyty jako gltowny szlak pozyskania energii przyjmujg glikolize beztlenowsg, co
powoduje zmniejszong ekspresje sercowej troponiny T [162]. Z kolei, dojrzate kardiomiocyty,
wykorzystuja fosforylacje oksydacyjng jako zrodlo energii i poziom sercowej troponiny T
podczas hipoksji wzrasta [162] — tak bylo réwniez w przypadku komorek HCM. W wyniku
niedotlenienia serca aktywowane sg szlaki metaboliczne, ktore zmniejszajg zapotrzebowanie
na tlen i chronig kardiomiocyty przed negatywnymi skutkami jego braku [27]. Dluzszy brak
tlenu moze powodowa¢ zmniejszenie aktywnosci dehydrogenazy pirogronianowej, co z kolei
powoduje konwersj¢ pirogronianu do mleczanu [19]. Nagromadzenie mleczanu
w kardiomiocytach wigze si¢ z zakwaszeniem S$rodowiska komoérkowego, co prowadzi
do zaburzen wigzania wapnia z troponing. Tlen jest niezb¢dny do przezycia komorek, ale
reoksygenacja wywotuje réwniez zmiany, ktore moga negatywnie wptywacé na funkcjonowanie
kardiomiocytow np. przyczynia si¢ do akumulacji w komorkach serca, jonéw Na™ zamiast H.
To aktywuje pompy odpowiedzialne za wymiang jonéw Na' na Ca**. Zmiany te powoduja
destabilizacje w transporcie jonow co skutkuje zaburzeniami potencjatu blonowego. Moze to
indukowac¢ spadek poziomu ekspresji SCN5A4 [58]. Z kolei ekspresja genu SERCA2 (kodujacy
biatko odpowiedzialne za przenoszenie jondéw wapnia z cytozolu do retikulum
sarkoplazmatycznego) spada podczas niedotlenienia serca (rowniez powodujaca akumulacje
Ca®"). Przywrdcenie dostepnosci tlenu do komorek zwieksza ekspresje tego genu, zapobiegajac

rozwojowi zaburzen zwigzanych z kurczeniem 1 rozkurczaniem si¢ CM [150].

Przeprowadzone badania potwierdzily, ze zardwno pierwotne komorki HCM, jak
1 niedojrzate komorki iPSC-CM wykazuja rézne mechanizmy adaptacyjne do warunkéw
hipoksji 1 reoksygenacji. Niedotlenienie komorek HCM, ktore zostaly wyizolowane z tkanki
serca dorostego cztowieka, aktywuja szlaki zapalne i metaboliczne umozliwiajace przetrwanie.
Z kolei komorki iPSC-CM, ze wzgledu na swdj niedojrzaty fenotyp i odmienny metabolizm,
wykazujg mniejszg wrazliwo$¢ na niedotlenienie, co skutkuje zmniejszong ekspresja genow
zwigzanych z funkcjg kardiomiocytéw. Jednoczesnie komorki te ulegajg w wigkszym stopniu
Smierci nekrotycznej w poréwnaniu do dorostych kardiomiocytéw. Wykazano, Zze maty
nanowtokniste wptywaja na funkcjonowanie ludzkich kardiomiocytow HCM 1 iPSC-CM

hodowanych w warunkach niedotlenienia oraz niedotlenienia z reoksygenacjg. Zastosowanie
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mat nanowldknistych w modelach 3D in vitro umozliwia badanie niedotlenienia. Uzyskane
wyniki potwierdzily, ze odpowiedZ komoérkowa kardiomiocytow hodowanych na matach
nanowtoknistych ro6zni si¢ od hodowli na plytkach polistyrenowych i moze by¢ zblizona do
odpowiedzi kardiomiocytow w warunkach in vivo. Podsumowujgc, w ramach powyzszych
badan uzyskano modele in vitro oparte na wykorzystaniu mat nanowtoknistych, w ktérych
porownano funkcjonowanie dwoch typow ludzkich kardiomiocytéw hodowanych
w warunkach niedotlenienia i H/R. Badania te moga wspiera¢ opracowanie modeli in vitro,
ktore beda nasladowa¢ funkcjonowanie ludzkiej tkanki serca w patofizjologicznych
warunkach. Wyniki badan przedstawione w powyzszym rozdziale staly si¢ przedmiotem

publikacji naukowej [118].

3.4. Badanie wplywu mat nanowloknistych na regeneracj¢ ludzkich
kardiomiocytow po hipoksji z wykorzystaniem komdrek
macierzystych

Na podstawie wynikdw uzyskanych we wczesniejszych badaniach potwierdzono, ze
maty nanowtdkniste wptywaja na funkcjonowanie komorek serca poddanych niedotlenieniu.
Dodatkowo, zaobserwowane zmiany w odpowiedzi ludzkich kardiomiocytow hodowanych na
matach mogly by¢ bardziej podobna do odpowiedzi komoérkowej na niedotlenienie
w warunkach in vivo niz hodowle na plytkach polistyrenowych. Na podstawie badan
przedstawionych w literaturze, kardiomiocyty maja znikoma mozliwo$¢ do proliferacji.
Powoduje to, ze w przypadku choroby serca w wigkszosci spowodowanych niedotlenieniem
(np. zawatl serca) uszkodzone CM zastgpowane sg fibroblastami, co z kolei przyczynia si¢ do
utworzenia tkanki bliznowatej, ktora ogranicza zdolno$¢ serca do prawidtowego
funkcjonowania 1 skurczu [3], [12]. Z tego powodu badania nad regeneracja uszkodzonych

kardiomiocytow maja szczego6lne znaczenie kliniczne.

Celem niniejszego badania bylo przeprowadzenie wspo6thodowli ludzkich
kardiomiocytow poddanych dzialaniu hipoksji wraz z komdrkami macierzystymi na matach
nanowloknistych. W tym celu zastosowano wczesniej wybrane maty z poliuretanu. Zatozono,
ze maty nanowtokniste stanowi¢ mogg czynnik strukturalny wptywajacy stymulujgco na

regeneracj¢ ludzkich kardiomiocytéw w hodowli z komdrkami macierzystymi.

3.4.1. Wspothodowla kardiomiocytow z komorkami macierzystymi
Brakuje doniesien literaturowych potwierdzajacych w jaki sposdb wspothodowla
komorek macierzystych (iPSC) wptywa¢ moze na uszkodzone (w wyniku dziatania hipoksji)

ludzkie kardiomiocyty. Ponadto, brakuje badan z wykorzystaniem hodowli ludzkich
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kardiomiocytow z komorkami macierzystymi. W zwigzku z tym, w pierwszym etapie badan
sprawdzono czy utworzenie wspothodowli komoérek iPSC z réznymi typami ludzkich
kardiomiocytow (HCM lub iPSC-CM) jest mozliwa oraz dobrano odpowiednie medium
hodowlane. W tym celu, po 72 h hodowli komérek HCM/iPSC lub iPSC-CM/iPSC (zgodna
z procedurg opisang w metodyce pracy), wykonano obserwacje mikroskopowe zywych
i martwych komoérek. Hodowla komoérek HCM/iPSC bylta prowadzona w pozywkach ES8
(stosowanej do hodowli komorek iPSC) lub DMEM/F12 (stosowanej do hodowli komorek
HCM). Z kolei dla hodowli komoérek iPSC-CM z komorkami iPSC wykorzystano pozywke E8
lub RPMI/B27 (stosowang do hodowli komérek iPSC-CM). Zaobserwowano, ze komorki
HCM/iPSC hodowane w medium E8 i DMEM/F12 tworzyly agregaty i nast¢pnie ulegaty
odklejeniu od podtoza (Ryc. 31). Z kolei w przypadku wspothodowli komoérek iPSC/iPSC-CM,
komorki byly rozplaszczone na podtozu hodowlanym i wykazywaly wysoka zywotnosé¢
(Ryc. 32) zarowno w przypadku zastosowania medium hodowlanego RPMI/B27 jak rowniez
E8. W zwiazku z tym, do dalszej czgsci badan wybrano wspothodowle komoérek iPSC/iPSC-
CM. Do hodowli zastosowano medium hodowlane RPMI/B27 bez insuliny migdzy innymi ze
wzgledu na to, ze jest to medium stosowane do rdznicowania komodrek iPSC do
kardiomiocytow. Zatem moze to wspomodc roznicowanie komorek iPSC utrzymywanych we

wspothodowli z komodrkami iPSC-CM.
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Wspothodowla HCM i iPSC
Medium E8 Medium DMEM/F12

Rycina 31 Zdjecia wspothodowli komorek HCM i iPSC hodowanych w medium hodowlanym E8 lub DMEM/F12
przez 72 h. Powigkszenie 4x i 10x. Zdjecia komorek wybarwionych kalceing-AM (komdrki wybarwione na zielono
— zywe) i jodkiem propidyny (komorki wybarwione na czerwono — martwe) po 72 h. Skala 100 yum.
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Wspothodowla iPSC-CM i iPSC

Medium E8 Medium RPMI1/B27

Rycina 32 Zdjecia wspothodowli komorek iPSC-CM i iPSC hodowanych w medium E8 lub RPMI/B27 po 72 h.
Powigkszenie 4x i 10x, zdjecia komorek wybarwionych kalceing-AM (komorki wybarwione na zielono — Zywe)
i jodkiem propidyny (komorki wybarwione na czerwono — martwe) po 72 h. Skala 100 um.

Przeprowadzono badania potwierdzajace, ze po dodaniu do kardiomiocytow komorek
iPSC, sa one obecne we wspothodowli. Komoérki macierzyste sa wrazliwe na $rodowisko
hodowli, a niekorzystne warunki inkubacji mogg przyczyniac si¢ np. do odklejania komoérek od
podioza. W celu sprawdzenia czy warunki wspothodowli sprzyjaja adhezji komoérek iPSC,

najpierw do dotkow hodowlanych wysiano nieznakowane komorki iPSC-CM 1 hodowano
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jeprzez 48 h. Nastgpnie, dodano komorki iPSC wyznakowane barwnikiem
wielopokoleniowym (CellTracker) i kontynuowano hodowle przez kolejne 24 h. Jak
przedstawiono na rycinie 33, komoérki iPSC (widoczne jako komorki wybarwione na zielono)

optaszczaja podloze hodowlane i tworzg wspothodowle z iPSC-CM.

Wybarwione iPSC we
wspoéthodowliz
niewybarwionymiiPSC-CM

-
“

Niewybarwione komorki WybarwioneiPSC

Rysunek 33 Zdjecia wspothodowli komorek iPSC wybarwionych CellTracker z komorkami iPSC-CM po 24 h.
Skala 100 um.

3.4.2. Wspothodowla komorek iPSC-CM poddanych hipoksji z komoérkami iPSC
na matach nanowléknistych

Celem tego etapu badan bylto sprawdzenie funkcjonowania ludzkich komoérek iPSC-CM
poddanych niedotlenieniu we wspothodowli z komoérkami iPSC. Dodatkowo, zastosowano
czynnik strukturalny, maty nanowtokniste z PU, mogacy wpltywaé na funkcjonowanie
i dojrzewanie komorek serca, co udowodniono w toku wczesniej prowadzonych badan.
Zatozono, ze komorki hodowane na matach nanowtdknistych beda wplywac stymulujaco na
pracg komorek iPSC-CM utrzymywanych we wspothodowli z komoérkami iPSC. W pierwszym
etapie sprawdzono zywotno$¢ komorek iPSC-CM poddanych hipoksji wspdothodowanych
z komoérkami macierzystymi, w krotko- (24 h) i dlugoterminowej (10 dni) hodowli.
Dodatkowo, oznaczono procent komodrek apoptycznych i nekrotycznych. Jako kontrole
zastosowano wspothodowle komoérek iPSC-CM hodowang w warunkach normoksji
z komorkami iPSC, prowadzong na plytkach polistyrenowych (dalej nazywana skrotowo
1PSC - CM po normoksji/iPSC na PS). W celu zaobserwowania r6znic pomigdzy hodowla
komorek prowadzong w warunkach normoksji 1 hipoksji zastosowano wspothodowle komorek
iPSC-CM poddana hipoksji z komoérkami iPSC, na ptytkach polistyrenowych (dalej nazywana
iPSC-CM po hipoksji/iPSC). Z kolei, aby oceni¢ wplyw czynnika strukturalnego na komorki,
zastosowano wspothodowle komorek iPSC-CM poddanych hipoksji z komérkami iPSC, ktorg
hodowano na matach nanowtoknistych z PU (dalej nazywana iPSC-CM po hipoksji/iPSC na
PU).
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Zauwazono, ze zaréwno po 24 h jak 1 10 dniach we wszystkich badanych wariantach
hodowli (iPSC-CM z iPSC) komorki wykazuja wysoka zywotnos¢, wynoszaca powyzej 80 %
(Ryc. 34). Po 24 h, liczba zywych komodrek we wspothodowli, gdzie komorki iPSC-CM
poddano niedotlenieniu byta jednak nizsza (dla hodowli na PS wynosita 85 %, dla nanowtdkien
z PU 83 % zywych komorek), w poréwnaniu do kontroli (93 %). Podobng zaleznos¢
obserwowano w 10-dniowej hodowli: kontrola — 95 %, iPSC-CM po hipoksji/iPSC na PS —
90 %, iPSC-CM po hipoks;ji/iPSC na matach nanowldknistych z PU — 87 %. Wzrost liczby
zywych komorek po dtugoterminowych hodowlach moze wynika¢ z proliferacji komoérek iPSC.
We wspothodowlach, w ktorych iPSC-CM poddano hipoksji, po 24 h obserwowano wigcej
komorek apoptycznych niz nekrotycznych. Z kolei, w hodowlach 10-dniowych
zaobserwowano wigkszg liczb¢ komorek nekrotycznych niz apoptycznych, w szczego6lno$ci
w hodowli prowadzonej na matach nanowldknistych z PU (Ryc. 34). Dla iPSC-CM po
hipoks;ji/iPSC na PS po 24 h, procent komorek apoptycznych wynosit 11 %, a nekrotycznych
2 %, z kolei po 10 dniach odsetek komodrek nekrotycznych wynosit 5 %. Dla komorek iPSC-
CM po hipoksji/iPSC na matach nanowtoknistych z PU odsetek komorek apoptycznych dla
hodowli 24 h wynosit 15 %, a komorek nekrotycznych 2 %, z kolei po 10 dniach 4 % stanowity
komorki apoptyczne, a 10 % komorki nekrotyczne. Na podstawie przeprowadzonych badan
potwierdzono, ze warunki niedotlenienia negatywnie wptywaja na funkcjonowanie komorek
1PSC-CM, jednak zywotnos$¢ wspothodowli z komorkami iPSC jest wysoka. Warunki hodowli
w hipoksji zostaty odpowiednio dobrane (m. in. czas hodowli, ilo$¢ tlenu, medium hodowlane),
co pozwolilo na uzyskanie $mierci cz¢$ci populacji komoérek (w wyniku apoptozy lub nekrozy),
a tym samym potwierdzito uzyskanie modelu badawczego dobrze nasladujacego warunki
panujace w niedotlenionej tkance serca. Dodatkowo, zaobserwowano znaczny wzrost liczby
komorek nekrotycznych we wspothodowli prowadzonej na matach nanowldknistych z PU
w dtugoterminowej hodowli. Moze to wynika¢ np. z tréjwymiarowej struktury mat, gdzie

komorki martwe umieszczone pomig¢dzy widknami nie byty odmywane w trakcie hodowli.
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Rycina 34 Wyniki oznaczenia typu Smierci komorek (4, C) po 24 h hodowli w normoksji (kontrola) na plytkach
polistyrenowych, iPSC -CM po hipoksji/iPSC na plytkach polistyrenowych oraz iPSC -CM po hipoksji/iPSC na
matach nanowitoknistych z PU lub (B, D) po 10 dniach hodowli w normoksji (kontrola) na plytkach
polistyrenowych, iPSC -CM po hipoksji/iPSC na plytkach polistyrenowych oraz iPSC -CM po hipoksji/iPSC na
matach nanowléknistych z PU. *- p<0,03- statystycznie istotne réznice w poréwnaniu z kontrolg normoksji, —=—
- p<0,05 - roznice istotne statystycznie pomiedzy grupami. n>3. Skala 100 um.

W kolejnym etapie badan okre§lono poziom biatka OCT4 [163] (marker komorek
iPSC), ktore reguluje prac¢ indukowanych pluripotencjalnych komorek macierzystych oraz
biatka cTnT2 (marker kardiomiocytow) uczestniczace w regulacji funkcjonowania
kardiomiocytow (Ryc. 351 36) [129] we wspothodowli 24 h i 10 dniowej. Mialo to na celu
oszacowanie czy w trakcie prowadzenia hodowli zmienila si¢ proporcja komorek
iPSC vs. iIPSC-CM. Podczas roéznicowania iPSC w kardiomiocyty w komorkach powinien

zmienia¢ si¢ poziom biatek - poziom troponiny T powinien rosnaé, a OCT4 malec.

Zaobserwowano, ze dla 24 h hodowli, poziom bialkka OCT4 byl znaczaco wyzszy
w komoérkach we wspothodowli iPSC-CM  po hipoksji/iPSC  (1,77-krotny  wzrost)
w porownaniu do kontroli i hodowli prowadzonej na matach nanowtoknistych z PU. Réwniez
poziom biatka OCT4 w komorkach we wspdthodowli na matach nanowtdknistych byt wyzszy
(1,14-krotnie) w porownaniu do kontroli. Zmiana ta jednak nie byla istotna statystycznie.
Dodatkowo, zauwazono, ze w przypadku wspothodowli, w ktoérych komoérki iPSC-CM byty
poddane hipoksji, biatko OCT4 zmienia lokalizacje w komoérkach. Dla kontroli (hodowla
prowadzona w warunkach normoksji) biatko OCT4 gromadzito si¢ gléwnie w jadrach
komorkowych, podczas gdy we wspothodowlach, w ktorych kardiomiocyty poddano
niedotlenieniu, biatko OCT4 w komorkach iPSC byto widoczne przede wszystkim
w cytoplazmie komorkowej. W przypadku cTnT2 poziom biatka dla wszystkich badanych
wspothodowli byt podobny.

Nastepnie, przeprowadzono analiz¢ poziomu biatek OCT4 i ¢cTnT2 w komorkach we

wspothodowlach prowadzonych przez 10 dni. Zaobserwowano, ze poziom biatka OCT4
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zmniejszyt si¢ w komorkach we wspothodowlach, w ktorych iPSC-CM zostaly poddane
hipoksji. Dodatkowo, w przeciwienstwie do hodowli krotkoterminowej mozna zauwazyc¢, ze
dla wspothodowli iPSC-CM po hipoksji/iPSC, biatko OCT4 wystepuje w iPSC wylacznie
w jadrach komorkowych. Zauwazono rdwniez znaczny wzrost poziomu biatka ¢TnT2
w komorkach dla hodowli iPSC-CM po hipoksji/iPSC hodowanych na PS (1,4-krotnos¢
kontroli). Dla wspothodowli prowadzonej na matach nanowtoknistych z PU, poziom biatka

cTnT2 w komdrkach byt podobny do poziomu troponiny T w kontroli.
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Rycina 35 (A) Zdjecia komorek z wybarwionymi biatkami OCT4 (kolor czerwony), troponiny T (kolor zielony)
ijgdra komorkowe (kolor niebieski) we wspothodowli iPSC-CM/iPSC oraz (B) wzgledna intensywnosé
fluorescencji po 24 h hodowli w warunkach normoksji na plytkach polistyrenowych (kontrola), iPSC -CM po
hipoksji/iPSC na plytkach polistyrenowych oraz iPSC -CM po hipoksji/iPSC na matach nanowtoknistych z PU.
Skala 20 um. * - p<0,05 - statystycznie istotne roznice okreslono przez porownanie z komorkami hodowanymi na
plytkach polistyrenowych w warunkach normoksji (kontrola). == - p<0,05 - réznice istotne statystycznie
pomiedzy grupami.
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Rycina 36 (A) Zdjecia komorek z wybarwionymi biatkami OCT4 (kolor czerwony), troponiny T (kolor zielony)
ijgdra komorkowe (kolor niebieski) we wspothodowli iPSC-CM/iPSC oraz (B) wzgledna intensywnosé
fluorescencji po 10 dniach hodowli w warunkach normoksji na plytkach polistyrenowych (kontrola), iPSC -CM
po hipoksji/iPSC na plytkach polistyrenowych oraz iPSC -CM po hipoksji/iPSC na matach nanowtoknistych z PU.
Skala 20 um. * - p<0,05 - statystycznie istotne roznice okreslono przez porownanie z komorkami hodowanymi na
plytkach polistyrenowych w warunkach normoksji (kontrola). —= - p<0,05 - réznice istotne statystycznie
pomiedzy grupami.

W celu potwierdzenia zmian zachodzacych we wspéthodowlach $wiadczacych
o roznicowaniu iPSC w kardiomiocyty przeprowadzono analize¢ ekspresji gendw: Nanog
kodujacy biatko o tej samej nazwie i1 uczestniczacy w utrzymywaniu pluripotencjalnos$ci
komorek [164], GATA4 kodujace biatkko GATAA4, ktére bierze udzial w rozwoju serca,
w roéznicowaniu komoérek macierzystych w komorki serca oraz uczestniczy w naprawach
dorostej tkanki serca [165], TNNI3, MAP4K oraz SERCA2 - uczestnicza W rozwoju

kardiomiocytow oraz w ich funkcjonowaniu. W celu poréwnania zmian zachodzacych we

wspothodowlach, badania ekspresji byly prowadzone dla 24 h i 10 dniowej hodowli (Ryc. 37).

W hodowli prowadzonej przez 10 dni zauwazono, ze ekspresja genu Nanog i TNNI3
byla nizsza dla wspothodowli, w ktorych kardiomiocyty zostaly poddane niedotlenieniu.
Ekspresja Nanog dla wspothodowli iPSC-CM po hipoksji/iPSC na PS wynosita 0,7 - krotno$ci
kontroli, z kolei dla wspothodowli na PU wynosita 0,1 — krotnosci kontroli. Ekspresja TNNI3
dla hodowli iPSC-CM po hipoksji/iPSC na PS wynosita 0,9 - krotnosci kontroli, a dla
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wspothodowli iPSC-CM  po hipoksji/iPSC na PU 04. W przypadku genu GATA4
zaobserwowano znaczacy wzrost jego ekspresji dla hodowli iPSC-CM po hipoksji/iPSC na
PS - 1,9 razy wigkszy niz w kontroli. Podobnie dla genu SERCA2. W przypadku wspothodowli
prowadzonych na matach nanowtoknistych zarowno ekspresja GATA4 1 SERCAZ2 byta znacznie

nizsza niz w kontroli.

Nastepnie, poréwnano zmiany w ekspresji genéw pomiedzy hodowlg krotko-
1 dlugoterminowg (Ryc. 37 B). Celem analizy bylo sprawdzenie czy w prowadzonych
hodowlach nastgpuje na roéznicowanie 1 dojrzewanie komoérek we wspothodowli
iPSC-CM/iPSC, a takze na potencjalng stymulacje mechanizméw naprawczych
kardiomiocytow w odpowiedzi na hipoksje w trakcie trwania hodowli. W przypadku hodowli
iPSC-CM po hipoksji/iPSC na matach nanowldknistych z PU, ekspresja wszystkich wybranych
gen6w spadata. Nie znaleziono jednak doniesien literaturowych, ktore ttumacza jakimi
mechanizmami komoérkowymi moze to by¢ spowodowane. W przypadku hodowli iPSC-
CM/iPSC w normoksji na PS oraz iPSC-CM po hipoksji/iPSC na PS rowniez zauwazono
znaczny spadek ekspresji genu Nanog. Moze to wynika¢ z rdznicowania si¢ komorek
macierzystych w kardiomiocyty, w szczegdlnosci, ze dla obu typow wspothodowli widoczny
jest wzrost ekspresji gendéw uczestniczacych w réznicowaniu komodrek macierzystych
w kardiomiocyty (GATA4, TNNI3 oraz SERCA2). Gen GATA4 jest kluczowym czynnikiem
biorgcym udziat w kardiogenezie, ktory uczestniczy takze w procesach naprawczych w doroste;j
tkance serca [165]. Znaczny wzrost jego ekspresji moze $wiadczy¢ o roznicowaniu komorek
1PSC oraz wskazywac na potencjalng stymulacje mechanizméw naprawczych zachodzacych w
kardiomiocytach. Dodatkowo, wzrasta ekspresja genu MAP4K. W literaturze zostato
potwierdzone, ze rodzina kinaz MAPK reguluje fosforylacje GATA4 1 jej aktywno$¢. Wzrost
poziomu MAPK i fosforylacja GATA4 moze by¢ reakcja na uszkodzenia tkanki serca oraz
powodowa¢ stymulacje mechanizméw naprawczych kardiomiocytéw [165]. Na podstawie
badan przedstawionych na tym etapie, zaobserwowano wzrost MAP4K 1 GATA4 dla
wspothodowli iPSC-CM/iPSC w normoksji 1 iPSC-CM po hipoksji/iPSC na PS (Ryc. 37 B).
Dodatkowo, porownujac hodowle prowadzong w warunkach normoksji 1 hipoksji,
zaobserwowano, ze ekspresja tych genoéw jest wyzsza w przypadku wspothodowli, w ktorej
komorki iPSC-CM poddane byty hipoksji (ekspresja GATA4 wynosita 3,7 - 1 6,2 - krotnoSci
kontroli kolejno dla normoksji i hipoksji kardiomiocytow; MAP4K — 1,7 - 1 1,8 - krotnos¢
kontroli kolejno dla normoksji i hipoksji kardiomiocytéw). Moze to $wiadczy¢ o uruchomieniu

mechanizmow naprawczych w komorkach [165]. Dodatkowo, we wspothodowlach
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prowadzonych na ptytkach PS, zauwazono wzrost ekspresji SERCA2 i TNNI3 w kolejnych
dniach hodowli (wzrost ekspresji tych gendéw $wiadczy o rozwoju 1 dojrzewaniu
kardiomiocytow tak jak dyskutowano w rozdziale 3.2.). Porownujac hodowle 10-dniowa i 24
h zaobserwowano wyzszy wzrost ekspresji genu TNNI3 dla wspothodowli prowadzone] w
warunkach normoksji na PS (1,7 razy) niz wspothodowli po hipoksji (dla PS — 1,3;
dla PU - 0,7). Z kolei najwyzsza ekspresje SERCA2 uzyskano we wspothodowli iPSC-CM po
hipoksji/iPSC na PS (1,6 krotno$¢ kontroli).

Podsumowujac, wyniki moga wskazywac¢ na réznicowanie i dojrzewanie komoérek we
wspothodowli iPSC-CM/iPSC na PS, a takze na potencjalng stymulacje mechanizméw
naprawczych kardiomiocytow w odpowiedzi na hipoksje. Jednak, hodowla na matach
nanowtoknistych z PU wykazuje nizsza ekspresj¢ gendw zwigzanych z kardiogeneza
1 dojrzewaniem kardiomiocytow w porownaniu do hodowli na PS. Z tego powodu wymagane
sa dalsze badania jak np. wydluzenie hodowli, aby sprawdzi¢ czy moze to spowodowac
réznicowanie komorek macierzystych w komoérki serca oraz doktadniejsze badanie

mechanizmow komorkowych oraz zmian zachodzacych podczas wspothodowli.
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Rycina 37 (A) Analiza ekspresji genow dla wspothodowli prowadzonej w warunkach normoksji (kontrola) na
plytkach polistyrenowych, iPSC -CM po hipoksji/iPSC na plytkach polistyrenowych oraz iPSC -CM po
hipoksji/iPSC na matach nanowloknistych z PU: po 10 dniach hodowli dla Nanog kodujgcy Nanog, GATA4
kodujgcy GATA4, TNNI3 kodujgcy troponing I, SERCA2 kodujqcy ATPaz¢ wapniowg typu 2. * - p<0,05
- statystycznie istotne roznice okreslono przez porownanie z komorkami hodowanymi na plytce polistyrenowej

Krotnosé kontroli [-]
Krotnos¢ kontroli [-]

(kontrola normoksji). *z linig poziomq - p<0,05 - statystycznie istotne roznice migdzy grupami. n=3. (B) Analiza
ekspresji genow w odniesieniu porownujgc hodowle 10 dni do 24h dla Nanog, GATA4, TNNI3, MAP4K i SERCA2.
* - p<0,05 - statystycznie istotne roznice okreslono przez porownanie do 24 h hodowli. n=3.

3.4.3. Podsumowanie i dyskusja wynikow
Obecne leczenie zawatu mig$nia sercowego opiera si¢ na fagodzeniu objawdw i brakuje
metod, ktore skutecznie regeneruja uszkodzong tkanke¢ serca u dorostego cztowieka. Z tego
powodu coraz wigkszym zainteresowaniem ws$rdod naukowcow cieszy si¢ wykorzystanie
ludzkich indukowanych pluripotencjalnych komorek macierzystych, ktore maja mozliwos¢
réznicowania si¢ we wszystkie komoérki w ludzkim organizmie, rowniez w kardiomiocyty.

Dzigki temu maja one potencjal do wykorzystania ich w przyszio§ci w medycynie
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regeneracyjnej i kardiologii. Nadal poszukuje si¢ odpowiednich modeli in vitro ludzkiej tkanki
serca, ktore beda odzwierciedlaé jej strukture i funkcjonowanie. Ze wzgledu na wlasciwosci
strukturalne 1 funkcjonalne mat nanowtoknistych, dzigki ktérym nasladuja macierz
zewnatrzkomorkowg tkanki serca, zatozono, ze ich zastosowanie moze wplywac¢ na funkcje

komorek serca poddanych hipoksji oraz wspomagac roznicowanie komodrek macierzystych.

W  przeprowadzonych badaniach sprawdzono zywotno$¢ komoérek w  krotko-
1 dlugoterminowej hodowli. Potwierdzono wysoka zywotno$¢ komorek dla kazdej badanej
wspothodowli. W dlugoterminowej hodowli nie obserwowano spadku liczby zywych komorek.
Zauwazono jednak, ze zmienia si¢ liczba komorek apoptycznych i nekrotycznych dla
wspothodowli, w ktorych komorki iPSC-CM poddano hipoksji. Komorek apoptycznych byto
wiecej w krotkoterminowej hodowli, podczas gdy liczba komorek nekrotycznych wzrosta
w dlugoterminowej. Szczegdlnie byto to zauwazalne dla komorek hodowanych na matach
nanowtoknistych z PU. Komoérki w hodowli na matach rosng wzdhuz nanowldkien przyjmujac
strukture trojwymiarowa. Po przeprowadzeniu hipoksji, komorki mogg obumieraé i pozostawac
w strukturze mat nanowloknistych. Martwe komoérki moga uwalnia¢ czynniki prozapalne
[166]. Pomimo, ze ilo§¢ komodrek nekrotycznych w pordéwnaniu do komodrek zywych jest
znacznie mniejsza, to jest to typ smierci komorkowej, ktéry w warunkach in vivo powoduje
powstawanie standw zapalnych [167]. Z kolei, na plytkach polistyrenowych komorki
hodowane s3 w monowarstwie (hodowla 2D) co umozliwia tatwe usunigcie martwych komorek

[166].

Do utrzymania pluripotencjalnosci wymagany jest odpowiedni poziom biatek takich jak
OCT4, Nanog i Sox2 [119]. Zmiana w ich poziomie powoduje embriogeneze [119]. Podczas
réznicowania komodrek iPSC w kardiomiocyty zmniejsza si¢ poziom bialek 1 genow
zwigzanych z pluripotencja takich jak: OCT4, Nanog 1 Sox2. W trakcie rdéznicowania
embrionalnych komorek macierzystych poziom biatka Nanog spada [119]. Mechanizm
dziatania biatka OCT4 nie jest dobrze poznany, wiadomo jednak, ze w bardzo wczesnej fazie
réznicowania komorek iPSC zmienia si¢ poziom OCT4. Jesli poziom tego biatka w komoérkach
spada do < 50 % w poréwnaniu do niezréznicowanych komorek iPSC to komorki réznicujg si¢
w egzoderme. Jesli poziom OCT4 wzrasta o 50 % to komorki rdznicujg si¢ do mezodermy
iendodermy. Dodatkowo, w komorkach iPSC, biatko OCT4 pozostaje w jadrach
komorkowych, jednak we wczesnym stadium réznicowania komorek iPSC, OCT4 moze
przemieszcza¢ si¢ miedzy jadrem komorkowym, a cytoplazmg komoérkowa (dynamika

nucleocytoplazmatyczna) [168]. W ramach przeprowadzonych badan, przedstawionych
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w powyzszym rozdziale zaobserwowano, ze we wspothodowlach po 24 h, w ktorych komorki
iPSC-CM zostaly poddane niedotlenieniu, poziom biatka OCT4 jest wyzszy niz w komodrkach
hodowanych w warunkach normoks;ji. Natomiast po 10 dniach hodowli poziom biatka OCT4
we wspothodowli z komoérkami iPSC-CM poddanymi hipoksji jest nizszy w porownaniu do
kontroli (hodowla komorek w normoks;ji). Dodatkowo, dla 24 h hodowli komoérek iPSC-CM
po niedotlenieniu/iPSC, biatko OCT4 znajduje si¢ zarowno poza jadrem komoérkowym jak
i w nim. Dodatkowo, dla 10-dniowej hodowli dla kokultury iPSC-CM po niedotlenieniu/iPSC
na PS wzrasta poziom biatka ¢cTnT2 w poréwnaniu do innych hodowli, co §wiadczy¢ moze

o roznicowaniu komorek.

Przeprowadzono réwniez analizg ekspresji genow, ktérych ekspresja powinna zmieniac
si¢ podczas roznicowania komorek macierzystych w kierunku kardiomiocytow, dla krotko-
1 dlugoterminowej wspothodowli komoérek iPSC-CM/iPSC. Zauwazono, ze w hodowli
iPSC - CM po hipoksji/iPSC na matach nanowtdknistych z PU spada poziom OCT4 (OCT4),
jak 1 ekspresja wszystkich badanych genow, w tym charakterystycznych dla pluripotencji.
W literaturze nie ma jednoznacznego wyjasnienia z czego taka tendencja moze wynikac. Jedna
Z przyczyn jest mozliwo$¢, ze komorki nekrotyczne obecne w hodowli powoduja powstanie
stanu zapalnego i obnizenie ekspresji genow charakterystycznych dla kardiomiocytow. Druga
mozliwoscig jest to, ze komorki macierzyste pod wplywem m.in. takich czynnikow jak
(mikro$rodowisko po niedotlenieniu, hodowla 3D, typ biomateriatu) rozpoczely réznicowanie
w inny typ komodrek, co moglo spowodowaé spadek ekspresji genow, takze
charakterystycznych dla pluripotencjalnych komorek macierzystych. Niemniej jednak, nie sg
to jednoznaczne wnioski 1 wymagaja one dalszych badan sprawdzajacych funkcjonowanie

iPSC na matach nanowtoknistych.

Podsumowujac, na tym etapie badan przeprowadzono wspothodowle komorek iPSC-
CM z komoérkami iPSC w warunkach normoksji na PS, komorek iPSC-CM po hipoks;ji
z komorkami iPSC na PS oraz komoérek iPSC-CM po hipoksji z komoérkami iPSC na matach
nanowtoknistych z PU. Wyniki moga wskazywac¢ na réznicowanie i dojrzewanie komorek we
wspothodowli iPSC-CM/iPSC na PS, a takze na potencjalng stymulacje mechanizmow
naprawczych kardiomiocytéw w odpowiedzi na hipoksje. Jednak na tym etapie wymagane sg
dalsze badania, aby uzyskac potwierdzenie czy maty nanowldkniste moga by¢ wykorzystywane
jako modele komdrkowe 3D, do badan nad regeneracja komoérek iPSC-CM poddawanych
hipoksji. Dodatkowo, badania byly prowadzone na niedojrzatych iPSC-CM i w dalszych

perspektywach nalezaloby sprawdzi¢ jak dojrzate kardiomiocyty funkcjonuja w hodowli
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prowadzonej w warunkach niedotlenienia 1 we wspothodowli z komoérkami iPSC na matach
nanowtoknistych. Wyniki przedstawionych badan w niniejszym rozdziale sa elementem

przygotowywanej publikacji.

III. Podsumowanie i wnioski

Choroby uktadu krazenia powoduja najwigksza liczbe zgondéw wsrod ludzi na catym
swiecie. W rezultacie potrzebne sg badania majgce na celu znalezienie skutecznej metody
leczenia chorob serca. W zwigzku z tym, istnieje potrzeba cigglego doskonalenia modeli
komoérkowych in vitro, ktére beda odpowiednio nasladowaé zlozong pracg tkanki serca.
W obecnych badaniach wigkszo§¢ modeli in vitro wykorzystuje niedojrzate komoérki serca
o innej morfologii i fizjologii niz doroste kardiomiocyty. Konwencjonalne modele hodowli 2D
wykorzystujace ptytki hodowlane nie odzwierciedlaja warunkow panujacych w natywnej
tkance serca oraz zlozonej i trojwymiarowej struktury tkanki serca. Dlatego tez coraz wigcej
badan prowadzonych jest z wykorzystaniem mat nanowldknistych, ktére strukturalnie
i mechanicznie przypominaja macierz zewnatrzkomodrkowa serca. Ponadto, w oparciu
o wczesniejsze badania udowodniono, Ze maty nanowldkniste wplywaja na ulozenie,
morfologie, proliferacj¢ i dojrzewanie komorek serca [132], [136], [140], [141], [169]-[172].
Maty nanowldkniste sg stosowane jako podtoze do hodowli komorek serca, brakuje jednak
opracowan nad wptywem wlasciwosci fizykochemicznych mat, takich jak Srednica wtokien,
elastycznos¢ i1 rodzaj biomateriatu, na funkcjonowanie kardiomiocytow [98], [100], [106].

W ramach obecnej rozprawy doktorskiej zastosowano rézne maty nanowtdkniste jako
podtoza do hodowli 1 badania komorek serca. Okreslono rowniez jak rézne wlasciwosci
fizykochemiczne mat nanowldknistych wplywaja na funkcjonowanie komodrek serca

oraz komorek macierzystych w warunkach fizjologicznych oraz patofizjologicznych.

W pierwszym etapie badan opisanych w pracy sprawdzono jak maty nanowldkniste
o r6znych wiasciwosciach fizykochemicznych (wykonane z polimeréw PCL i PU) wplywaja
na zywotno$¢, ulozenie, morfologi¢, ekspresje¢ genéw 1 dojrzewanie komorek serca
pochodzacych z réznych gatunkéw. Do badan wybrano szczurze kardiomioblasty (H9c2)
wyizolowane z komory serca, uniesSmiertelnione mysie kardiomiocyty (HL-1) wyizolowane
z przedsionka serca, pierwotne ludzkie kardiomiocyty (HCM) oraz ludzkie kardiomiocyty
zrdznicowane z indukowanych pluripotencjalnych komoérek macierzystych (iPSC-CM).
Analizowano krotko- (24 h) 1 dlugoterminowg (10 dni) hodowle na matach nanowtoknistych.

Na podstawie wynikoOw potwierdzono, ze badane maty nanowldkniste nie wplywajg
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niekorzystnie na zywotno$¢ wszystkich badanych typow komorek serca. Dodatkowo,
zaobserwowano, ze hodowla komorek na rownolegle utozonych wtdknach o wigkszej §rednicy
(~500 nm) sprzyja uzyskaniu morfologicznie dojrzalszych komorek serca. Zauwazono rowniez,
ze rodzaj biomateriatu, z ktorego zostaty wyprodukowane maty nanowtokniste moze stanowic
czynnik wplywajacy na zmian¢ morfologii, ekspresji genéw i poziomu biatek zwigzanych
z dojrzewaniem komorek serca. Niemniej jednak trudno jest jednoznacznie okresli¢, ktore maty
nanowtokniste sa bardziej odpowiednie do hodowli danego typu komorek serca. Badania
wskazujg, ze zastosowanie odpowiednio dobranych mat nanowtoknistych pozwala uzyskac
bardziej dojrzate fenotypowo komorki serca niz w standardowych warunkach hodowli na
ptytkach polistyrenowych. Wyniki te wspomagaja badania nad poznaniem rdznic
migdzygatunkowych w odpowiedzi kardiomiocytdow na typ zastosowanego biomateriatu,
Srednice 1 elastyczno$¢ mat nanowtoknistych. Dodatkowo, praca moze pomdc w badaniach
ukierunkowanych na zrozumienie 1 wyjasnienie rozbieznosci miedzy mechanizmami
komoérkowymi gryzoni i cztowieka oraz przy wyborze nanowtokien, ktére skutecznie wespra

uzyskanie ludzkich dojrzatych kardiomiocytéw w modelach in vitro.

Potwierdzono, ze maty nanowldkniste stanowig czynnik strukturalny wptywajacy na
funkcjonowanie komorek. Uzyskano modele komérkowe in vitro blizsze w nasladowaniu
morfologii 1 fizjologii dorostych kardiomiocytow w poréwnaniu do hodowli prowadzonych na
ptytkach polistyrenowych. Z tego powodu, w kolejnym etapie badan wykorzystano maty
nanowtokniste PCL i PU do badan nad fizjologia ludzkich kardiomiocytéw w warunkach
niedotlenienia oraz niedotlenienia z reoksygenacja. Doniesienia literaturowe wskazujg na
istotny wplyw niedotlenienia na prace kardiomiocytéw. Jest to czynnik wpltywajacy na
obumieranie kardiomiocytoéw i wywotuje rozwoj chorob serca. Zbadanie wplywu hipoksji na
kardiomiocyty przyczyni si¢ do opracowania efektywniejszych metod leczenia i ochrony
migsnia sercowego przed uszkodzeniami zwigzanymi z niedotlenieniem. Do hodowli
zastosowano dwa typy ludzkich kardiomiocytow: pierwotne komérki HCM oraz niedojrzate
komorki iPSC-CM. Badania potwierdzily, Ze maty nanowltokniste maja wplyw na
funkcjonowanie kardiomiocytdw po niedotlenieniu i po H/R. Analizowano zmiany w poziomie
HIF-1a, ekspresje genéw wplywajacych na prace komorek serca, reorganizacje filamentow
aktynowych budujacych cytoszkielet komorek oraz typ smierci komorkowej. Zaobserwowano
réznice w odpowiedzi na niedotlenienie i reoksygenacj¢ pomigdzy HCM i iPSC-CM, ktore
moga wynika¢ z odmiennej fizjologii. Uzyskane wyniki potwierdzily, Zze odpowiedz

kardiomiocytow hodowanych na matach nanowtdoknistych ro6zni si¢ od odpowiedzi komorek
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w hodowli na ptytkach polistyrenowych i moze by¢ zblizona do odpowiedzi kardiomiocytow

w warunkach in vivo.

W badaniach nad chorobami uktadu sercowego-naczyniowego waznym aspektem jest
zastosowanie medycyny regeneracyjnej w tym wykorzystanie komorek macierzystych.
Zastosowanie ludzkich komorek pluripotencjalnych (iPSC) w badaniach nad regeneracja
uszkodzonej tkanki serca cieszy si¢ coraz wigkszym zainteresowaniem wsréd naukowcow.
Wykorzystanie iPSC umozliwia stosowanie komorek o wiasciwosciach charakterystycznych
dla pluripotencjalnych komoérek macierzystych, bez zastrzezen etycznych, poniewaz sg one
uzyskiwane z komodrek somatycznych, a nie z zarodkéw. Komorki iPSC mozna réznicowad
w kardiomiocyty (iPSC-CM), ktore znajduja szerokie zastosowanie w inzynierii tkankowej
serca. Dodatkowo, wykorzystanie iPSC-CM umozliwia tworzenie spersonalizowanych modeli
komorkowych. Jednak nadal niewiele jest doniesien opisujacych wykorzystanie biomateriatow

do hodowli komoérek macierzystych i ludzkich kardiomiocytow.

Z badan przedstawionych w literaturze wynika, ze kardiomiocyty maja znikomgag
mozliwos¢ do proliferacji Zatem, w przypadku choréb serca w wigkszosci spowodowanych
niedotlenieniem (np. zawal serca), uszkodzone CM zastepowane sg fibroblastami, co z kolei
przyczynia si¢ do tworzenia tkanki bliznowatej, ktéra ogranicza zdolno$¢ serca do
prawidtowego funkcjonowania [3], [12]. Z tego powodu badania nad regeneracja
uszkodzonych kardiomiocytow maja szczegélne znaczenie kliniczne. W ostatnim etapie
rozprawy doktorskiej analizowano funkcjonowanie ludzkich kardiomiocytow po
niedotlenieniu we wspothodowli z komorkami macierzystymi 1 hodowanych na matach
nanowtoknistych. W ramach badan wykazano, ze mozliwe jest prowadzenie wspothodowli
ludzkich kardiomiocytow poddanych niedotlenieniu wraz z komorkami macierzystymi.
Sprawdzono zywotno$¢ komorek w krétko- (24 h) 1 dtugoterminowej (10 dni) wspothodowli.
Dodatkowo, oznaczono procent komorek apoptycznych 1 nekrotycznych. Przeprowadzono
réwniez analiz¢ ekspresji gendw oraz poziomu biatek, ktore biorg udzial w regulowaniu
indukowanych pluripotencjalnych komorek macierzystych oraz réznicowaniu komorek
macierzystych w kardiomiocyty, jak rowniez sg zaangazowane w funkcje naprawcze komorek
serca oraz wplywaja na prace kardiomiocytow. Wykazano, ze wszystkie wspothodowle
cechowaly si¢ wysoka zywotnoscig komodrek. Zaobserwowano zwigkszong liczbg¢ komorek
apoptycznych po 24 h, jednak po 10 dniach wspothodowli wzrosta liczba komorek
nekrotycznych, zwlaszcza w hodowlach prowadzonych na matach nanowtoknistych. Wyniki

moga wskazywac¢ na roznicowanie i dojrzewanie komorek we wspoéthodowlach na ptytkach
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polistyrenowych, a takze na potencjalng stymulacj¢ mechanizméw naprawczych w komoérkach
kardiomiocytow w odpowiedzi na hipoksje. Zaobserwowano w hodowli prowadzonej na
matach nanowtoknistych nizsza ekspresj¢ genéw zwigzanych z kardiogeneza i dojrzewaniem
kardiomiocytow w porownaniu do hodowli na PS. W zwiazku z tym, na tym etapie wymagane
sg dalsze prace, aby uzyska¢ potwierdzenie czy maty nanowtokniste moga by¢ wykorzystywane
do modeli komorkowych 3D, do badan nad regeneracja komoérek iPSC-CM poddawanych
hipoksji.

W ramach przeprowadzonych badan potwierdzono, ze zastosowanie mat
nanowtoknistych umozliwia opracowanie modelu komoérkowego in vitro odwzorowujacego
mikrosrodowisko tkanki serca lepiej niz standardowe hodowle dwuwymiarowe (2D).
Opracowane modele moga postuzy¢ do badania mechanizméw komoérkowych w warunkach
fizjologicznych 1 patofizjologicznych (w warunkach niedotlenienia) oraz wplywu komorek
macierzystych na regeneracj¢ komorek serca. Dodatkowo wykazano, ze ludzkie komorki
macierzyste moga zosta¢ zastosowane do wytworzenia modeli komérkowych in vitro i moga

by¢ wykorzystywane w badaniach nad regeneracja kardiomiocytow.
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Spis tabel

Tabela 1 Poréwnanie wlasciwosci kardiomiocytow dojrzatych, uzyskanych z indukowanych
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