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Choroba niedokrwienna serca jest gléwng przyczyna $miertelnosci na catym $wiecie. W samej
Europie schorzenie to odpowiada co roku za $mier¢ 1.8 miliona ludzi, co stanowi blisko 20% wszystkich
odnotowanych na tym kontynencie zgonow. Gtéwnym symptomem tej choroby jest atak serca, ktory w
rezultacie moze prowadzi¢ do niewydolnosci organu. W czasie ataku serca duza liczba komoérek budujacych
ten miesien (kardiomiocytéw) zostaje nieodwracalnie utracona. W przypadku pacjentéw, ktorzy przezyli
atak serca, masowa $mier¢ kardiomiocytow indukuje stan zapalny w czasie, ktorego aktywowane sa
mechanizmy naprawcze. Niestety, serce dorostego czlowiecka wykazuje bardzo mate mozliwosci
regeneracyjne, a aktywowane mechanizmy naprawcze indukuja rekrutacje i aktywacje fibroblastow,
komoérek odpowiedzialnych za produkcje macierzy zewnatrzkomoérkowej i kolagenu. Prowadzi to do
zastapienia utraconego miokardium bogata w kolagen tkanka bliznowata. Pomimo tego, ze powstata blizna
stabilizuje rang, to réwnoczesnie oslabia ona pracg serca z powodu niekorzystnego wplywu na jego
kurczliwo$¢. Niezdolno$¢ serca do odbudowania puli utraconych komorek prowadzi w dluzszej
perspektywie do nieodwracalnej niewydolnosci tego organu. Jak dotad jedynym, skutecznym sposobem
leczenia niewydolnosci serca jest jego przeszczep, jednak poszukiwane sg rowniez nowe, alternatywne
metody. Jednym z rozwigzan jest zidentyfikowanie wystepujacych w przyrodzie przykladow wydajnej
regeneracji narzadow oraz wnikliwe zbadanie mechanizméw lezacych u jej podstaw. Zdobyta w ten sposob
wiedza moze by¢ wykorzystana w leczeniu niewydolno$ci serca u ludzi, poprzez zastosowanie
odpowiednich bodzcoéw regeneracyjnych. W przeciwienstwie do ssakow, nizsze kregowce w tym danio
pregowany (Danio rerio) posiadaja niezwykla zdolno$¢ do regeneracji uszkodzonego serca. Danio
pregowany moze w pelni zregenerowac swoje serce po uszkodzeniu do 20% jego komory. Po urazie obszar
rany zostaje uszczelniony skrzepem krwi, ktory po uptywie 7-9 dni jest stopniowo zastgpowany nowymi
kardiomiocytami. Po dwoch miesigcach wielko$¢ i ksztatt komory, jak rowniez zdolno$¢ narzadu do
pompowania krwi, powracaja do stanu sprzed urazu. U danio pregowanego nowe kardiomiocyty powstaja z
komorek serca, ktore sg juz wyrdznicowane (wyspecjalizowane). Przeprowadzone badania wykazaty, ze
biatka regulujace rozwdj serca w okresie embrionalnym odgrywaja rowniez istotng rolg¢ w procesach
regeneracyjnych. Wiodaca role w regulacji odbudowy uszkodzonego miokardium odgrywaja Hand2 i Gata4,
nalezace do rodziny biatek odpowiedzialnych za ,wlaczanie” ekspresji genow zaangazowanych w rozne
procesy biologiczne. Niemniej jednak nasze rozumienie tego, w jaki sposob Hand2 i Gata4 reguluja proces
regeneracji serca pozostaje nadal w znacznym stopniu niekompletne, poniewaz wiele genow kontrolowanych
przez te biatka nie zostato jeszcze zidentyfikowanych.

Trudnos$ci w wyjasnieniu procesoéw biologicznych wynikajg gléwnie z ich bardzo ztozonej natury —
liczne czynniki genetyczne oddziatuja ze sobg na réznych etapach rozwoju, w roznych lokalizacjach
subkomoérkowych. Z tego powodu uwazamy, ze w badaniu proceséw biologicznych konieczne jest
zastosowanie podejscia umozliwiajacego rownoczesng analize wielu czynnikow. W zwigzku z tym
proponujemy scharakteryzowanie procesu regeneracji serca u danio pregowanego poprzez zastosowaniu
metodologii genomiki, ktora pozwala na obserwowanie r6znych oddziatywan biologicznych, zachodzacych
w tym samym czasie. W naszym projekcie proponujemy wykorzystanie technologii sekwencjonowania
nowej generacji (ang. NGS). W celu zidentyfikowania genow, ktorych ekspresja w komorkach
pochodzacych z uszkodzonego, jak i regenerujacego si¢ serca, regulowana jest przez Hand2 i Gatad
zastosujemy technike immunoprecypitacji chromatyny w polaczeniu z NGS (ang. ChlIP-seq). Analizy
przeprowadzone zostang dla czterech punktow czasowych: kilkanascie godzin po uszkodzeniu serca, kiedy
procesy regeneracyjne sg jeszcze stabo zaindukowane, 7 i 14 dni po uszkodzeniu, gdy regeneracja jest
znaczgca oraz 2 miesigce po uszkodzeniu, kiedy migsien sercowy jest juz w petni odbudowany. W celu
realizacji proponowanego projektu, wygenerujemy linie danio pregowanego, ktore beda produkowaty biatka
Hand2 i Gata4 z przytaczonym krotkim peptydem, co utatwi ich ,,wylowienie” z lizatu komérkowego.
Nastepnie porownamy zidentyfikowane geny zaangazowane w proces regeneracji u dorostych osobnikow
danio pregowanego, ktore sa celami naszych czynnikow transkrypcyjnych, z genami zaangazowanymi w
rozwoj serca ryby w okresie embrionalnym oraz danymi uzyskanymi z badan prowadzonych na
regenerujacych si¢ sercach nowonarodzonych myszy.

Nasze badania stanowig rewolucyjne podejScie do tematu regeneracji i pozwolg na szczegdlowa
analize molekularnych mechanizméw kontrolujgcych odbudowe serca. Poznanie miejsc wigzania Hand2 i
Gata4 w obrgbie calego genomu oraz identyfikacja aktywowanych elementow regulatorowych
(wzmacniaczy transkrypcji) pozwoli na poznanie celow tych czynnikéw transkrypcyjnych oraz wyjasnienie
sieci gendéw regulujgcych niezwykle wydajng regeneracje serca u dorostych osobnikow danio pregowanego.
Zrozumienie, w jaki sposob organizm ten odbudowuje uszkodzony organ pozwoli nam zblizy¢ sie do
rozwoju potencjalnych terapii w leczeniu uszkodzonego serca ludzkiego poprzez dostarczenie
zidentyfikowanych u niego bodzcow regeneracyjnych. Zdobyta wiedza bedzie miata ogromne znaczenie
poniewaz pilnie potrzebne sa terapie, ktore umozliwig przezycie pacjentOw po zawale serca, pozwolg na
wymiang¢ uszkodzonego miokardium i petng rekonwalescencje po przebytej chorobie.



