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Krytyczne niedokrwienie korczyn dolnych (CLI) stanowi powszechny problem zdrowotny
charakteryzujacy sie wysokim wspodtczynnikiem zachorowalnosci i Smiertelnosci. Zgodnie z danymi w
pismiennictwie Srednia zapadalnos$¢ siega 220 nowych przypadkéw na milion mieszkancéw rocznie.
Wspotczynnik Smiertelnosci pacjentéw z CLI Wynosi 25%
w ciggu rocznej obserwacji. U poditoza choroby lezy zaburzenie przeptywu krwi tetniczej
w konczynach, wywotane zmianami miazdzycowymi, a bezposrednig konsekwencjg zwezenia Swiatta
naczyn jest niedokrwienie prowadzace do znacznego obnizenia  poziomu tlenu
w tkankach. Niedotlenienie jest jednym z istotnych bodZcéw aktywujgcych powstawanie nowych
naczyn krwionosnych w procesie angiogenezy. Pomimo warunkéw hipoksji panujgcych w
niedokrwionych naczyniach proces tworzenia nowych naczyid krwionosnych chorych na CLI jest
zaburzony. Niedostateczna angiogeneza w odpowiedzi na niedotlenienie jest efektem ztozonych
mechanizméw obejmujacych wspdtdziatanie licznych komérek, czynnikdow wzrostu oraz sktadnikéw
macierzy zewnatrzkomérkowej. Zahamowanie tworzenia nowych naczyn krwionosnych jest przyczyng
postepujgcej martwicy tkanek
i najczesciej prowadzi do amputacji koriczyny, a nawet zgonu pacjenta. Problem zaburzonej
angiogenezy w chorobie niedokrwiennej koriczyn dolnych nie jest w petni wyjasniony. Doniesienia
literaturowe obejmujace zagadnienia molekularnych aspektow angiogenezy
w chorobie CLI sg czesto niespdjne, a nawet sprzeczne i Swiadczg o skomplikowanym charakterze tego
procesu. Zastosowanie optymalnego leczenia wymaga doktadnego poznania patomechanizmu
choroby, dlatego badania nad czynnikami regulujgcymi proces angiogenezy stwarzajg nowe mozliwosci
terapeutyczne. Wykorzystanie proangiogennych czynnikdw wzrostowych w terapii krytycznego
niedokrwienia koriczyn dolnych budzi ogromne nadzieje, ale rowniez niesie ze sobg wiele obaw. Z tego
wzgledu uzasadnionym jest podjecie badan majacych na celu zrozumienie molekularnych podstaw
rozwoju tej choroby.

Celem pracy byta identyfikacja czynnikdéw i mechanizmoéw ich regulacji, ktére mogg mieé istotne
znaczenie w patomechanizmie CLI. Zadaniem niniejszej pracy byto okreslenie poziomu ekspresji gendw
u chorych na CLI i préba wyodrebnienia tych o potencjalnym znaczeniu dla rozwoju choroby. W
dalszych etapach badan zmierzano do ustalenia epigenetycznego mechanizmu regulacji kluczowego
czynnika proangiogennego, jakim jest czynnik wzrostu srédbtonka naczyn (VEGF-A).

Model badawczy stanowity fragmenty tetnic podkolanowych pobrane od pacjentéow
z krytycznym niedokrwieniem konczyn podczas amputacji koriczyny oraz od zdrowych dawcéw w
czasie pobran wielonarzagdowych. Badania in vitro przeprowadzono na modelu komodrek

progenitorowych srodbtonka HEPC-CB.2 oraz komadrkach srédbtonka mikronaczyn skéry HSKMEC.
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Przeprowadzone badania wykazaty, ze w tetnicach podkolanowych pacjentéw z CLI wystepuje
zwiekszona ekspresja czynnikdw prozapalnych takich jak IFNB1, IL12A, IFNG oraz MMP9 i TLR1, 3, 5,
przy jednoczesnym braku aktywacji kluczowych cytokin proangiogennych m.in. VEGF-A, HGF, FGF-2 i
HIF1A iich receptoréw. W kolejnych etapach pracy podjeto probe zbadania czy za hamowanie ekspresji
VEGF-A mogg odpowiadac czynniki epigenetyczne. W tym celu przeprowadzono analizy poziomu
ekspresji wybranych mikroRNA oraz zbadano profil metylacji promotora VEGF-A. U pacjentéw z CLI
odnotowano podwyzszony poziom mikroRNA 93, 126 oraz 29c, dla ktérych docelowym transkryptem
jest VEGF-A. Uzyskane rezultaty wskazujg, ze VEGF-A moze by¢ takze regulowany takze na drodze
metylacji genomowego DNA. W materiale pobranym od chorych na CLI zaobserwowano podwyzszony
stopiert metylacji promotora VEGF-A, ze szczegdlnym uwzglednieniem fragmentéw -1217/-1207 i -
1047/-1018, w ktdrych odnotowano najwiecej hipermetylowanych miejsc CpG.

W prezentowane] pracy doktorskiej zmierzano réwniez do ustalenia epigenetycznego mechanizmu
regulacji genu VEGF-A na modelu hodowli komdrkowych in vitro. Stwierdzono, ze komérki
progenitorowe srodbtonka HEPC-CB.2 charakteryzujg sie nizszym stopniem globalnej metylacji DNA niz
dojrzate komorki $rdédbtonka mikronaczyn skory HSkMEC,
a poziom totalnej metylacji DNA znaczgco wzrasta podczas niedotlenienia w obydwu liniach
komérkowych. Badania nad regulacja epigenetyczng prowadzono przy uzyciu inhibitora
metylotransferaz DNA - 5aza-2’-deoksycytydyny, donora grup metylowych -
S-adenozylometioniny oraz inhibitora deacetylaz histondw - trichostatyny A. Otrzymane wyniki
wskazujg, ze produkcja VEGF-A jest zalezna od stezenia tlenu oraz poziomu metylacji DNA w
komarkach HEPC CB.2 oraz HSKMEC. llos¢ mRNA i stezenie wydzielanego przez komorki biatka VEGF-A
wzrasta w wyniku obnizenia poziomu metylacji DNA w warunkach hipoksji. Zahamowanie deacetylacji
histondw nie wptywa na poziom ekspresji genu VEGF-A w komadrkach progenitorowych HEPC-CB.2,
natomiast w dojrzatych komérkach srédbtonka HSKMEC powoduje zwiekszenie produkcji VEGF-A w
warunkach hipoksji. Demetylacja DNA w komdrkach HEPC-CB.2 prowadzi do obnizenia ekspresji
miR93, miR15a, miR16.1 oraz miR17, ktére sg kluczowe dla regulacji ekspresji VEGF-A. Analiza profilu
metylacji fragmentu promotora VEGF-A wykazata, ze stopierh metylacji promotora nie koreluje z iloscig
produkowanego VEGF-A przez komérki HskMEC i HEPC CB.2. Ponadto zaobserwowano, ze obnizenie
metylacji genomowego DNA dziata stymulujgco na wtasciwosci angiogenne komdérek HEPC-CB.2 in
vitro, m.in. poprzez indukcje transkrypcji cytokin proangiogennych takich jak VEGF-A, HGF, ANGPT1.
Podsumowujac, uzyskane rezultaty swiadcza, ze do najefektywniejszej aktywacji transkrypcji VEGF-A
dochodzi w warunkach hipoksji oraz w wyniku zahamowania procesu metylacji DNA. Otrzymane wyniki
majg charakter poznawczy i wskazujg na nowe kierunki badan, ktére mogg przyczynic sie do lepszego

zrozumienia patomechanizmu krytycznego niedokrwienia konczyn dolnych. Charakterystyka
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molekularnych i epigenetycznych mechanizméw regulacji VEGF-A moze umozliwi¢ stworzenie

ukierunkowanej, skutecznej terapii CLI.
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