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Model zwierzecy w badaniach
interdyscyplinarnych[]

;ui Zastanawialiscie sie kiedys, jak to sie dzieje, ze tak wielu ludzi na swiecie ma

problemy z krazeniem i wadami serca? Oczywiscie powiecie, ze to przez zte odzywianie, niezdrowy
tryb zycia, stres i pewnie bedziecie mieli racje. Jednak czy wszyscy mamy takie same szanse ,na
starcie”? Na pewno nie. Mamy rézne geny, ktore determinuja nasza podatnos¢ na choroby uktadu
krazenia. Wiele laboratoriow na swiecie zajmuje sie ich szukaniem i okreslaniem ich wplywu na
nasza podatnosc. Nie jest to jednak pelny obraz sytuacji. Mozemy przez cale zycie przestrzegad
bardzo zdrowej diety i nie wykazywac¢ obciazenia genetycznego, a jednak mie¢ ktopoty z krazeniem.

Zrédet tego problemu trzeba szuka¢ w naszym zyciu, ale ptodowym...[]

Jednym z winowajcéw moze by¢ niedorozwiniete tozysko, gtéwne zrédlo wewnatrzmacicznego
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ograniczenia wzrostu (ang. IUGR). Dziecko dotkniete tym schorzeniem rodzi sie zazwyczaj mniejsze
niz normalnie rozwijajace sie pociechy. W trakcie zycia ptodowego zmniejsza sie dostep tlenu oraz
sktadnikow odzywczych. Jesli nie jest to dramatyczne ograniczenie, ptéd reorganizuje swdj system
krazenia, aby moc sobie poradzi¢ z patologiczna sytuacja. Niestety zmiany, ktére w trakcie rozwoju
ptodowego ratuja rozwijajacy sie organizm, w dorostym zyciu moga sie okaza¢ bardzo niebezpieczne.
Dodatkowym problemem staje sie chroniczne niedotlenienie moézgu, ktére moze skutkowad
op6znionym rozwojem mentalnym w przysztosci.[]

Krolik tez czlowiek[]

Wykrycie dziecka z IUGR jest trudne i wymaga wnikliwej obserwacji ciazy. Do zrozumienia
charakteru schorzenia niezbedne jest uzycie skomplikowanych metod wizualizacji cigzy oraz dobrego
poznania molekularnego podtoza zjawiska. Wspotpraca ludzi z réznych dziedzin nauki jest niezbedna
do zbadania zjawiska.[]

Miatem niewatpliwa przyjemnos¢ by¢ cztonkiem takiej wlasnie interdyscyplinarnej grupy podczas
pobytu badawczego w ramach stypendium Marie Curie dla mtodych naukowcéw w pieknej
Barcelonie. Moja grupa sktadala sie z lekarzy, fizykow, inzynierow oraz biologéw molekularnych.
Nalezatem do tych ostatnich. Naszym zadaniem bylo rozwiniecie modelu potrzebnego do badania
zjawiska wewnatrzmacicznego ograniczenia wzrostu. Najlepszym kandydatem okazat sie krélik. Tak,
to mite puchate stworzenie ma budowe tozyska podobna do ludzkiego.[]

Model zwierzecy stal sie niezbedny do badania wewnatrzmacicznego ograniczenia wzrostu.
Umozliwia on kontrolowane i powtarzalne pomiary pracy serca, potaczone z badaniami na poziomie
molekularnym. Macica u krolikow sktada sie z dwdch rogow, a ptodéw w jednym rogu moze by¢ od
kilku do nawet dziesieciu. W celu odtworzenia sytuacji stresowej ograniczenia doptywu krwi przez
tozysko, w jednym rogu wszystkie naczynia krwionosne byty podwiazywane, tak aby doptyw krwi do
ptodu zmniejszyt sie o ok. 40-50 proc. Zaleta tej metody jest obecnosé zwierzat kontrolnych
w drugim rogu macicy, tak wiec sa to zwierzeta, ktore takze przeszly inwazyjna operacje matki, ale
nie sa poddane ograniczeniu doptywu krwi w rozwoju ptodowym. Wstepne wyniki echokardiografii
z uzyciem opisanego modelu ujawnily nieprawidtowosci w fazie rozkurczowej pracy serca (diastole)
rozwijajacych sie ptodow. Hipoteza, ktéra wynikta z tych badan zaktadata, ze na tym etapie, na
poziomie komorkowym, rozkurczenie miesnia sercowego opiera sie w najwiekszym stopniu na
gospodarce wapnia.[]

Wkroczytem w ten projekt wlasnie w tym miejscu, urzeczony wizja badan, ktére miaty pomdc
normalnie sie rozwija¢ dzieciom z IUGR i jednoczesnie przerazony perspektywa pracy z kroélikami.
Smutny los poswiecanych zwierzat, ktére dopiero co przyszly na swiat, nie powinien nigdy
przestania¢ istotnego celu, jakim jest pomoc wielu rodzinom w szybszym diagnozowaniu oraz
stworzeniu dobrej metody leczenia chorych dzieci. Zaleta modelu zwierzecego jest to, ze daje on
duza pule jednorodnego materiatu (mamy do czynienia ze zwierzetami z hodowli wsobnej), do
ktérego mozna ,zajrze¢” metodami biologii molekularnej. W badaniach skoncentrowali$my sie na
biatkach zaangazowanych w gospodarke wapniem, giéwnie na wymienniku jonowym
sodowo-wapniowym NCX oraz ATP-azie wapniowo-zaleznej SERCA. Sa to gtdwnie biatka
odpowiedzialne za obnizenie poziomu wolnego wapnia w fazie rozkurczu komoérek miesnia
sercowego i zaburzenie ich pracy mogtoby ttumaczy¢ wyniki echokardiografii, o ktérej pisatem
wczesniej.[]

Badania NCX oraz SERCA pobiegly trzytorowo: ilosSciowa ocena poziomu biatek w komoérkach
mies$nia sercowego kontrolnego w poréwnaniu do IUGR przy zastosowaniu metody Western blot;
lokalizacja biatek oceniana metoda immunohistochemii; badanie funkcji/wydajnosci systemu
wchlaniania wapnia przez NCX i SERCA za pomoca mikroskopii konfokalnej w komdérkach miesnia
sercowego.[]

Czas relaksacji[]



Chciatbym sie skupi¢ na ostatnim punkcie. Grupa naukowa z przepieknego zabytkowego szpitala
Santa Pau (nadmienie, Ze jest on wpisany na liste zabytkéw UNESCO, co pozwalalo mi na prace
w niezwyklej secesyjnej zabudowie, przypominajacej bardziej katedre niz szpital) rozwineta
i pozwolita nam uzywac protokét do przyzyciowej stymulacji elektrycznej komorek miesnia
sercowego.[]

Kardiomiocyty uzyskiwane byly z serc nowo narodzonych krélikéw tego samego dnia poprzez ztozong
procedure izolacji zmodyfikowana metoda Langendorfa. W tym samym dniu komorki byty
wybarwiane znacznikiem FLUO-4, ktory wigze wolne kationy wapnia w cytozolu komorek. Podczas
stymulacji elektrycznej, dzieki zastosowaniu tego fluorescencyjnego barwnika, mozliwa jest
obserwacja natezenia wapnia w komorce, a dzieki zastosowaniu techniki mikroskopii konfokalnej
jesteSmy w stanie zobaczy¢ ten proces w dowolnej plaszczyznie badanej komoérki. Stosujac rézne
czestosci stymulacji elektrycznej jesteSmy w stanie odtworzy¢ warunki normalnej pracy serca, jak
i warunki stresowe (wysokie czestotliwosci). Znacznik FLUO-4 emituje fluorescencje, jesli zostanie
pobudzony przez wiazke lasera. Najwiecej wolnego wapnia, ktéry zostaje wprowadzony do
cytoplazmy komorki, znajduje sie w fazie skurczu komorki, nastepnie bardzo szybko nastepuje
rozkurczenie, ktére wigze sie ze spadkiem poziomu badanego jonu. Zmiany stezenia wapnia sa
odwzorowane przez zmiany poziomu $wiecenia znacznika FLUO-4. Efektem i gtdwnym obiektem
badan po tego rodzaju badaniu dynamiki gospodarki wapnia jest wykres zaleznosci fluorescencji od
czasu po stymulacji. Ocenili$my kilka parametréw, ktére mialy ujawnic¢ réznice pomiedzy badanymi
komérkami (Rys. 1).[]

Najwazniejszym parametrem dla nas byt czas relaksacji (RT) i jak mieliSmy nadzieje potwierdzic,
czas ten byt dluzszy w przypadku komérek ze zwierzat IURG. Jest to dowod na to, ze proces
oprozniania kardiomiocytéw z wapnia jest mniej efektywny w przypadku zwierzat dotknietych
choroba. Warto tu nadmieni¢, ze analiza wynikdw okazata sie bardzo ztozona i byta mozliwa dzieki
bliskiej wspotpracy z informatykami i inzynierami z naszej grupy naukowej.[]

Kanaly jonowe[]

Majac potwierdzenie naszej teorii o zaburzeniu gospodarki wapniowej, trzeba byto sie zastanowié, co
jest zrodiem tych zmian. Biatka moga odmiennie dziata¢ w réznych komérkach z réznych powodow
(Rys. 2).00

Poziom biatek, jak wczesniej wspominatem, byt badany metoda Western blot. Nie wykryliSmy
istotnych réznic miedzy komdrkami kontrolnymi i [UGR. Lokalizacja biatek byla badana metoda
immunohistochemii klasycznej oraz z zastosowaniem mikroskopii konfokalnej. OdkryliSmy réznice
w ulozeniu kanaléw jonowych SERCA we witdknach miesniowych. Efektywnos$é systemu
oprozniajacego komdrke z wapnia jest z duzym

prawdopodobienstwem nie tylko uzalezniona od ilosci biatek (ich poziomu ekspresji) bioracych udziat
w tym procesie, ale réwniez od ich utozenia w komoérce. Wzor utozenia tych kanaléw zmienia sie
w trakcie zycia ptodowego. Mozna by spekulowa¢, czy inna lokalizacja nie jest strategia przetrwania
dla tych komoérek i umozliwia normalne funkcjonowanie przy niedostatku tlenu i sktadnikow
odzywczych. Pytanie tylko, czy te zmiany sa przenoszone do pdzniejszego etapu zycia i czy nie
stanowia niebezpiecznego obcigzenia z okresu ptodowego. Badania na starszych kroélikach, ktore
dotkniete byly IUGR, sa juz zaplanowane i moze odpowiedza na te pytania.[]

Odnoszac sie jeszcze do rysunku drugiego trzeba wspomniec¢ o stanie funkcjonalnym. Nie jest niczym
zaskakujacym, ze biatka dziataja w sieci niezwykle skomplikowanych powigzan funkcjonalnych. Moga
wplywaé na siebie poprzez modyfikacje chemiczne, takie jak fosforylacja, a takze oddziatujac
bezposrednio, zmieniajac konformacje biatka. Istnieje wiele opisanych biatek oddziatywujacych na
kanaty jonowe. Ich poziom zostal sprawdzony poprzez mikromacierze, ktére okreslaja ekspresje
danego genu w badanej tkance. Poziom transkryptu (mRNA) interesujacych biatek zostat poréwnany
i jest w trakcie analizy prowadzonej przez oddanych sprawie bioinformatykdw.[]



Najwazniejszy w tej mojej pierwszej powaznej przygodzie naukowej jest fakt, ze udato sie na
poziomie komoérki udowodni¢ pierwotna hipoteze z badan lekarzy. Model zwierzecy ponad wszelka
watpliwosé udowodnit swoja skutecznosc¢ i moze dojscie do tych wnioskéw i postep w badaniu
wewnatrzmacicznego ograniczenia wzrostu bytyby niemozliwe bez tej mozliwosci. W ostatnich latach
poczyniono olbrzymie postepy w ograniczeniu liczby badan z uzyciem zwierzat i uwazam, ze to
bardzo dobrze. Istnieja pewne dziedziny, jak na przykltad toksykologia, gdzie z duzymi sukcesami
zastepuje sie badania na zwierzetach eksperymentami na kulturach komoérkowych. Jednak nie da sie
ukry¢, ze wciaz pewnych odpowiedzi nie uzyskamy nie uzywajac modeli eksperymentalnych
z uzyciem zwierzat. Badania nad wewnatrzmacicznym ograniczeniem wzrostu jest jednym z takich
przyktadéw, w ktérym sama wiedza kliniczna nie daje odpowiedzi na podstawowe pytania dotyczace
tego schorzenia. Polaczenie doswiadczen lekarzy, inzynieréw, informatykéw i biologéw dato swietne
rezultaty i przekonalo mnie do idei badan interdyscyplinarnych. Sama idea wyjazdéw w ramach
programdw takich jak Marie Curie znacznie poszerza horyzonty, pozwala pracowa¢ w niezwyktym
miedzynarodowym srodowisku naukowym oraz zdoby¢ doswiadczenie, ktore okazuje sie nieocenione
w pdzZniejszej pracy.[]

Chciatem podziekowa¢ wszystkim moim wspdtpracownikom, kolegom oraz opiekunom mojej pracy
naukowej wykonanej w Barcelonie. Zawsze beda to dla mnie jedne z najpiekniejszych wspomnien
z mojej kariery zawodowej.[]

Autor: Mgr inz. Bartosz Wajtas, biotechnolog, doktorant Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego.

Zrédto: http:/forumakademickie.pl
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