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Streszczenie
Wstęp: Transformujący czynnik wzrostu beta (TGF-b, transforming growth factor beta) jest jedną z klu-
czowych cytokin biorących udział w procesie włóknienia, w tym przebudowy miokardium po zawale
serca. Celem pracy była ocena metodą mikromacierzy oligonukleotydowych profilu ekspresji genów
rodziny TGF-b w miokardium chorych: po przebytym zawale, z zaawansowaną chorobą wieńcową oraz
u osoby bez choroby niedokrwiennej serca.
Materiał i metody: Spośród 22 283 transkryptów analizowanych za pomocą mikromacierzy HG-U133A
Affymetrix badano geny związane z TGF-b i jego ścieżkami sygnałowymi. Wyłoniono następujące geny
różnicujące: ENG, TGFBRII oraz NPR1 (ANP-GC-A).
Wyniki: Zwiększoną ekspresję genów różnicujących stwierdzono w miokardium pozawałowym w po-
równaniu z pozostałymi próbkami, potwierdzając w ten sposób rolę mechanizmów TGF-b — zależnych
w remodelingu pozawałowym.
Wnioski: Uzyskane półilościową techniką mikromacierzy oligonukleotydowych wstępne wyniki wyma-
gają potwierdzenia metodą ilościowej reakcji łańcuchowej polimerazy w czasie rzeczywistym (QRT-PCR,
quantitative real time polymerase chain reaction) po zebraniu odpowiednio dużej grupy chorych.

Słowa kluczowe: TGF-b, mikromacierze, remodeling pozawałowy
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Abstract
Introduction: Transforming growth factor beta (TGF-b) is one of the most important cytokines which
participate in fibrotic processes, including post-MI fibrosis. The purpose of this research was to deter-
mine TGF-b family gene expression profiles in the myocardium of patient after a myocardial infarction
and to compare the results to a trancriptome in multivessel coronary artery disease (with no history of
MI) and a subject with normal coronary vessels.
Material and methods: After a statistical analysis of 22,283 transcripts analyzed using HG-U133A Af-
fymetrix microarrays, the differentiating transcripts were, i.e. ENG, TGF-BRII and NPR1 (ANP-GC-A).
Results: Although in the post-MI myocardium the differentiating genes were overexpressed, they were
downregulated in the myocardium with no MI history, thus suggesting a role for TGF-b in post-infarction
cardiac remodeling.
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Conclusions: The preliminary and, in our opinion, interesting semi-quantitative results of the oligonucle-
otide microarray technique need confirmation through a quantitative real time-polymerase chain reac-
tion (QRT-PCR), as well as being based on a larger group of patients.

Key words: TGFb, microarrays, myocardial remodeling
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Wstęp

Transformujący czynnik wzrostu beta (TGF-b) jest cy-
tokiną o licznych, dobrze poznanych funkcjach w proce-
sach fizjologicznych i patologicznych, takich jak wzrost
i różnicowanie komórek, zapalenie, nowotworzenie,
miażdżyca, angiogeneza, procesy naprawy tkanek oraz
włóknienie [1, 2].

Układ receptorowy TGF-b obejmuje 2 receptory błono-
we: TGF-b RI i RII, które ulegają pobudzeniu po połączeniu
liganda z koreceptorem TGF-b RIII (betaglikanem lub endo-
gliną), jedynie pośrednio zaangażowanym w transdukcję
sygnału [3, 4]. Ostateczny efekt przyłączenia ligandu zależy
w dużym stopniu od proporcji tych receptorów. Wysoka eks-
presja receptora typu II promuje efekt wazoprotekcyjny, prze-
ciwzapalny i przeciwmiażdżycowy. Nadekspresja indukowal-
nego TGF-bRI z kolei promuje zjawiska patologiczne, takie
jak włóknienie [2, 5–9]. W świetle powyższych danych pro-
cesy TGF-b-zależne w niedokrwionym miokardium wydają
się być szczególnie interesujące, zwłaszcza w aspekcie włók-
nienia i neowaskularyzacji niedokrwionego miokardium.

Celem niniejszej pracy była ocena profilu ekspresji
genów rodziny TGF-b w miokardium chorych po przeby-
tym zawale, z zaawansowaną chorobą wieńcową (bez
zawału serca w wywiadzie) oraz u osoby bez zmian
w naczyniach wieńcowych, wykonana metodą mikroma-
cierzy oligonukleotydowych.

Materiał i metody

Pacjenci
Analizie poddano uszka prawego przedsionka pocho-

dzące od 3 chorych (tab. I) operowanych w trybie plano-
wym w I Klinice Kardiochirurgii Śląskiego Uniwersytetu
Medycznego w Katowicach. U wszystkich pacjentów
wykonano EKG, UKG, koronarografię, morfologię krwi
z rozmazem oraz oznaczono troponinę I, CK, CK-MB.
U chorej z zaawansowaną chorobą wieńcową (próbka 7)
oraz u chorego z zaawansowaną dławicą po przebytym
zawale ściany dolnej (niedrożność prawej tętnicy wień-
cowej) (próbka 2), przeprowadzono operację pomosto-
wania tętnic wieńcowych. Natomiast u chorej ze zwęże-
niem zastawki mitralnej (próbka 11) wykonano operację
wymiany tej zastawki mitralnej. Wszystkie operacje prze-
prowadzone były w krążeniu pozaustrojowym.

Podczas zabiegu w krążeniu pozaustrojowym rutyno-
wo została usunięta część prawego przedsionka, którą
następnie wyrzucano. Ten fragment tkanki został, za
zgodą uczestników, wykorzystany do badań genetycz-

Introduction

The diverse effects of TGF-b on physiological and
pathological processes have been widely recognized and
involve cell growth and differentiation, inflammation,
carcinogenesis, fibrosis, tissue repair, atherogenesis and
angiogenesis [1, 2].

The cell TGF-b signaling system consists of mem-
brane type I and II receptors and a type III coreceptor
(betaglycan and endoglin). Receptors RI and RII are re-
sponsible for betaglycan- or endoglin-modulated signal
transmission, which themselves do not participate in sig-
naling pathways [3, 4]. Depending on signal transmis-
sion by the two receptors, two diverse and contradic-
tory functions of TGF-b have been observed. When the
type II receptor is overexpressed, protective effects can
be observed in the cardiovascular system (vasoprotection,
antiatherosclerotic and anti-inflammatory actions). In the
case of RI enhancement, pathologies such as fibrosis
excess can be found [2, 5–9]. Considering the above, the
role of the TGF-b system in tissues increased with is-
chemia, as well as its potential effect on myocardial re-
modeling, especially on fibrosis and neovascularisation,
seems very interesting.

The purpose of the present study was to determine
TGF-b family gene expression profiles in patients with
multivessel coronary artery disease. An additional aim
was a comparative analysis of the results obtained from
patients with multivessel coronary artery disease, but
presenting no history of MI, with those presenting ad-
vanced CAD and a history of myocardial infarction, as
well as with a subject with normal coronary vessels.

Material and methods

Patients
Our study subjects comprised two patients selected

for surgical management of coronary artery disease, and
one patient with normal coronary vessels on coronary
angiography who had undergone mitral valve surgery
(Tab. I). All subjects had an ECG, echo, coronary angiog-
raphy, complete blood count and leukocyte differential
count perfomed while plasma levels of troponine I, CK
and CK-MB were also assessed. The investigated tissue
samples were sections from the right cardiac auricles
obtained during elective surgery performed in the First
Department of Cardiosurgery (Medical University of
Silesia, Katowice). The patient with advanced CAD
(sample 7), and the patient with a history of inferior wall
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nych. Próbki bezpośrednio po pobraniu umieszczono
w ciekłym azocie, a następnie przechowywano w temp.
–70°C do czasu analizy.

Ekstrakcja kwasów rybonukleinowych
Ekstrakcji mRNA dokonano przy użyciu odczynnika do

izolacji całkowitego RNA — Trizol™ (Invitrogen). Po wy-
izolowaniu kwasu rybonukleinowego RNA oczyszczano po-
przez trawienie DNazą I na kolumnach zestawu RNeasy
Mini Kit firmy Qiagen. Wydajność ekstrakcji oceniano spek-
trofotometrycznie za pomocą spektrofotometru Gene
Quant II. Jakość całkowitego RNA, cDNA i cRNA została
oceniona techniką elektroforezy w 1,2% żelu agarozowym.

Aktywność transkrypcyjna genów wyznaczona
techniką mikromacierzy oligonukleotydowych

Całkowite RNA (8 mg) wyizolowane z komórek prawego
przedsionka zostało wykorzystane do syntezy dwuniciowe-
go cDNA (Invitrogen SuperScript Choice System). W kolej-
nym etapie syntetyzowano cRNA wyznakowane biotyną (re-
akcja transkrypcji in vitro, Enzo kit). Biotynylowany cRNA
został pofragmentowany, a następnie poddany hybrydzie
z mikromacierzą Test3 oraz HG-U133A (Affymetrix) i znako-
wany kompleksem streptawidyna–fikoerytryna. Intensyw-
ność fluorescencji była analizowana z użyciem skanera Ge-
neArray Scanner G2500A. Analiza otrzymanych wyników
została przeprowadzona z wykorzystaniem programów Mi-
croArray Suite 5.0 i Data Mining Tool (Affymetrix).

Analiza statystyczna
Spośród 22 283 transkryptów, których aktywność trans-

krypcyjną można analizować z zastosowaniem mikroma-
cierzy oligonukleotydowej HG-U133A Affymetrix, wyszu-
kano numery (tzw. ID) genów związanych z TGF-b i jego
ścieżkami sygnałowymi. Następnie przy udziale programu
Cluster 3.0 porównano podobieństwo transkryptomów
chorych metodą klasteryzacji hierarchicznej (aglomeracja
z miarą Euklidesa), która pozwoliła podzielić badaną grupę
na dwie podgrupy. W celu znalezienia genów różnicujących
podgrupy zastosowano regresję liniową z 99% obszarem
prognozy („kryterium statystyczne”) oraz „kryterium biolo-
giczne”, które zdefiniowano jako 2-krotny wzrost lub obni-
żenie ekspresji danego genu w analizowanych próbach. Za
geny różnicujące zostały uznane tylko te, które znalazły się
poza obszarem najszerszym.

myocardial infarction caused by a right coronary artery
occlusion (sample 2) received coronary bypass grafts.
The patient with mitral stenosis and a normal coronaro-
angiography result (sample 11) had undergone a mitral
valve replacement. All three subjects were operated on
with the use of a cardiopulmonary bypass system.

Excision of right cardiac auricle is routinely performed
during a surgical procedure with extracorporeal circula-
tion; the specimen is usually disposed of. By consent of
the study subjects, and Bioethic Committee at the Medi-
cal University of Silesia the tissue was used in genetic
research. Immediately after collection, tissue samples
were placed in liquid nitrogen, and then stored for analy-
sis at a temperature of minus 70oC.

RNA extraction
The investigations were carried out on TrizolTM

(Invitrogen)-extracted mRNA, which was then purified
and digested with DNase I on the RNeasy Mini Kit from
Qiagen. The extraction efficiency was assessed with
Gene Quant II spectrophotometry. The quality of total
RNA, cDNA, and cRNA was determined in 1.2% agarose
gel electrophoresis.

Transcriptive activity of the genes determined
using oligonucleotide microarray

About 8 mg of total RNA extracted from the right car-
diac auricle was used in the synthesis of double-stranded
cDNA (Invitrogen SuperScript Choice System). The next
stage of the process was the synthesis of biotin-labelled
cRNA (in vitro transcription, Enzo kit), which was subse-
quently fragmented and hybridised onto Test 3 and HG-
U133A (Affymetrix) microarrays. Following that,
streptovidine-phycoeritrine complex labelling was used;
fluorescence intensity was measured with a GeneArray
Scanner G2500A. A result analysis was carried out us-
ing MicroArray Suite 5.0 and Data Mining Tool
(Affymetrix).

Statistical analysis
Among 22,283 transcripts analysed using HG-U133A

Affymetrix microarrays, TGF-b family gene IDs were
sought. The similarity of the patients’ transcriptomes was
compared using hierarchical clusterisation (agglomera-
tion including the Euclidean distance; Cluster 3.0), which

Tabela I.Charakterystyka badanych chorych
Table I. Investigated patients’ characteristics

PróbkaPróbkaPróbkaPróbkaPróbka PłećPłećPłećPłećPłeć WiekWiekWiekWiekWiek DiagnozaDiagnozaDiagnozaDiagnozaDiagnoza Przebyty zawałPrzebyty zawałPrzebyty zawałPrzebyty zawałPrzebyty zawał Palenie tytoniuPalenie tytoniuPalenie tytoniuPalenie tytoniuPalenie tytoniu
SampleSampleSampleSampleSample SexSexSexSexSex AgeAgeAgeAgeAge DiagnosisDiagnosisDiagnosisDiagnosisDiagnosis History of MIHistory of MIHistory of MIHistory of MIHistory of MI SmokingSmokingSmokingSmokingSmoking

2 M/M 57 Dusznica stabilna, stan po zawale Tak/Yes Nie/No
Stable angina, post-MI

7 K/F 65 Dusznica stabilna Nie/No Nie/No
Stable angina

11 K/F 63 Stenoza mitralna Nie/No Nie/No
Mitral stenosis

MI (myocardial infarction) — zawał serca; M (male) — mężczyzna; F (female) — kobieta
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Wyniki

Na podstawie metody klasteryzacji hierarchicznej wy-
kazano, iż profil ekspresji badanych genów w próbce
numer 2 odbiega od transkryptomów pozostałych pró-
bek. Na podstawie krzywej regresji oraz zdefiniowanego
kryterium biologicznego wykazano, że transkryptami róż-
nicującymi są geny endogliny (ENG), receptora II typu
dla TGF-b (TGF-BRII) i receptora peptydu natriuretycz-
nego typu A (NPR1) wykazujące nadekspresję w próbce
numer 2 w porównaniu z klasteryzującymi wspólnie prób-
kami 7 i 11 (ryc. 1).

Dyskusja

Profil ekspresji genów związanych z TGF-b okazuje się
być znamiennie różny w miokardium chorego po zawale
w porównaniu z pozostałymi analizowanymi próbkami
(choroba wieńcowa oraz wada zastawki mitralnej bez
zmian w naczyniach wieńcowych). Wykazano istotną na-
dekspresję transkryptów ENG, TGF-BRII i NPR1 (ANP-GC-
-A) w tkance miokardium chorego po zawale w porów-
naniu z pozostałymi.

Znany jest potencjalny efekt profibrotyczny TGF-b
poprzez aktywację receptora typu I. Z drugiej jednak stro-
ny, TGF-b wywiera też liczne działania korzystne w ukła-
dzie naczyniowym. Jednym z mechanizmów decydują-
cych o tym, który efekt będzie dominował, jest udział
odpowiedniego koreceptora (receptora typu III), jakim
między innymi jest endoglina.

resulted in dividing them into two subgroups, i.e., subgroup
A: samples 7 and 11, and subgroup B: sample 2. In order
to identify the subgroup-differentiating genes, linear regres-
sion analysis was used with a 99 per cent prognosis area
(statistical criterion) with a biological criterion superim-
posed. The latter was defined as a twofold increase or de-
crease of a given gene expression in the specimens
analysed. Only those genes were considered as differenti-
ating which did not met the set criteria.

Results

Based on hierarchical clusterisation, the profile of gene
expression in specimen 2 was demonstrated to be differ-
ent from the transcriptomes of the remaining specimens.
Regression curves and the biological criterion showed that
the differentiating transcripts were endoglin (ENG), trans-
forming growth factor beta type II receptor (TGF-BRII) and
natriuretic peptide receptor 1 [NPR1 (ANP-GC-A)] genes,
which showed at least a twofold expression increase in
specimen 2 as compared to the other two samples (Fig. 1).

Discussion

Expression profiles of TGF-b family genes were shown
to be significantly different in the post-infarction myo-
cardium, when compared to the other two samples (CAD
and mitral valve defect with no coronary disease). The
differentiating transcripts, i.e., ENG, TGF-BRII and NPR1
(ANP-GC-A) genes, were over expressed in the post-MI

Rycina 1. Geny różnicujące chorych: z zaawansowaną chorobą wieńcową, po przebytym zawale i osobę zdrową na podstawie
analizy regresji liniowej; linie przerywane oznaczają  95% obszar prognozy, natomiast linie ciągłe oznaczają 2-krotny
wzrost lub obniżenie ekspresji

Figure 1. Genes differentiating  coronary artery disease patients, myocardial infarction patients and healthy subject: dashed lines
mark  95% prognosis area, continuous lines  mark  two-fold expression increase or decrease.
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Wyniki analizy mikromacierzy oraz charakterystyka
genów różnicujących nasuwają hipotezę, że w miokar-
dium pozawałowym dochodzi do nadekspresji tych ge-
nów związanych z TGF-b, które są zaangażowane w pro-
cesy naprawcze, przeciwdziałające niekorzystnemu re-
modelingowi i włóknieniu mięśnia sercowego.

W zdrowym mięśniu sercowym ekspresja endogliny
jest niska. W przeprowadzonym przez nas badaniu wstęp-
nym ekspresja genu endogliny w tkance pozawałowej była
wysoka. Jak wspomniano, endoglina wiąże się z ligandem
i wpływa na kaskadę pobudzenia receptorowego i we-
wnątrzkomórkowego zależnego od TGF-b [9]. Gen endo-
gliny, podobnie jak TGF-b i jego receptory błonowe, wy-
kazuje zwiększoną ekspresję w odpowiedzi na uszkodze-
nie niedokrwienne tkanek, prowadząc do angiogenezy.
Podobne zjawisko występuje w tkankach, w których an-
giogeneza zachodzi intensywnie, w tym w nowotworach,
gojącej się ranie oraz obszarach zawałowych [10]. Taki
wpływ endogliny leży u podstaw hipotezy, w myśl której
jest ona czynnikiem redukującym skutki niedokrwienia
i stymulującym angiogenezę. Ponadto efektem działania
endogliny w odpowiedzi tkanek na stymulację TGF-b jest
spadek syntezy składników macierzy zewnątrzkomórko-
wej. Prowadzi to do hamowania włóknienia i niekorzyst-
nego remodelingu, a także ma znaczenie w hamowaniu
procesów patologicznych w chorobach nerek, skleroder-
mii czy w uszkodzeniach popromiennych [11–13].

W miokardium pozawałowym obok endogliny wykaza-
no nadekspresję TGF-bRII. Jak wspomniano, nadekspresja
TGF-b i jego receptorów może przemawiać za nasiloną an-
giogenezą [12, 13]. Znany jest także korzystny wpływ TGF-b
poprzez aktywację receptora typu II. Zwiększona ekspre-
sjaa RII hamuje włóknienie i przebudowę miokardium ko-
mory w modelach eksperymentalnych zawału oraz prze-
mawia za lepszą kurczliwością komory [7, 8].

W miokardium po zawale stwierdzano także zwięk-
szoną ekspresję NPR1 (ANP-GC-A, atrial natriuretic pep-
tide receptor A). Produkt białkowy tej rodziny genów —
ANP (przedsionkowy peptyd natriuretyczny) jest marke-
rem o znaczeniu diagnostycznym i prognostycznym
u chorych z zawałem i niewydolnością krążenia. Recep-
tor ANP odgrywa istotną rolę ochronną w hamowaniu
remodelingu. ANP-cGMP hamuje proliferację fibrobla-
stów i produkcję macierzy międzykomórkowej (w tym ko-
lagenu) poprzez hamowanie endoteliny i kinaz RAS. Na
modelach zwierzęcych dowiedziono, że ANP redukuje ob-
szar zawałowy [14–17]. Nadekspresja ANP może dowo-
dzić aktywacji procesów naprawczych po zawale i jest kolej-
nym czynnikiem zmniejszającym uszkodzenia po zawale.

Niniejsza analiza jedynie częściowo określa procesy
zachodzące w pozawałowym miokardium. Efekty zwią-
zane z TGF wydają się być ważnymi, ale niejedynymi zja-
wiskami zachodzącymi w mięśniówce serca po zawale.
Należy pamiętać także, że omawiane wyniki pochodzą
z badań na mięśniówce przedsionka i mogą przebiegać
nieco odmiennie w miokardium komory. Tym niemniej
dają przybliżony wgląd w istotę procesu i równowagę
mechanizmów pro- i przeciwwłóknieniowych w pozawa-
łowym miokardium, zwłaszcza w obliczu faktu, że mięś-

myocardium and down regulated in the remaining speci-
mens.

Although a potential TGF-b-mediated effect on fibro-
sis through RI has been well recognized, on the other
hand, the beneficial role of the TGF-b family has also been
observed. One of the “switch” mechanisms of TGF-b ac-
tion may be the regulatory role of the type III receptor
(including endoglin).

Based on the results, character and roles of genes,
we hypothesize that differentiating genes’ profile ob-
tained for the infarcted myocardium might demonstrate
some enhancement of reparative and neovascularization
processes which protect the heart muscle against fibro-
sis and remodeling.

Althoug, it is known that the level of endoglin is low
in a normal myocardium, in our study, the post-MI sample
overexpressed the endoglin gene. Endoglin interacts with
TGF-b receptors on cell surfaces, and affects TGF-b-me-
diated signaling [9]. The expression of the endoglin gene,
as well as TGF-b and TGF-b receptors genes, increases
in response to ischemic tissue injury which might cause
augmented angiogenesis. The hypothesis is supported
by the fact that endoglin expression is found to be high
in the endothelium and tissues with a high intensity of
angiogenesis, such as tumors, healing wounds, and inf-
arcted tissues [10]. Thus, TGF-b and endoglin (in TGF-b
signaling pathways) could be proposed to reduce the
results of ischemic injury and to stimulate angiogenesis.
Endoglin influence on cellular response to TGF-b also in-
volves the reduction of the synthesis and accumulation
of extracellular matrix components (collagen I, fibronectin).
This leads to the inhibition of fibrosis and remodeling
within the myocardium (but also in kidney disease, scle-
roderma and following irradiation therapy) [11–13].

The upregulation of TGF-BRII was consistent with
the endoglin expression profile. As already mentioned,
the above-observed overexpression of TGF-b and its re-
ceptors in ischemic tissue injury might argue for en-
hanced reparative angiogenesis [12, 13]. The benefi-
cial effect of TGF-b family via type II receptor activation
has also been described by others; RII overexpression
attenuates fibrosis and remodeling in the infarcted myo-
cardium, thus improving the contractile function of the
left ventricle [7, 8].

Overexpression of NPR1 (atrial natriuretic peptide re-
ceptor A; ANP-GC-A) was also found in the infarcted myo-
cardium and is an acknowledged diagnostic and prognos-
tic marker in patients with myocardial infarction and heart
failure. Atrial natriuretic peptide receptor A plays a consid-
erably beneficial role in preventing myocardial fibrosis and
remodeling. The ANP-cGMP system suppresses fibroblast
proliferation and extracellular matrix production (including
collagen) by RAS and endothelin inhibition; ANP has been
found to reduce myocardial infarction size in animal mod-
els [14–17]. Overexpression of the ANP gene might sup-
port the reparative effects of ANP in the cardiovascular sys-
tem following myocardial infarction. ANP might be another
factor to minimalize ischemic injury and postinfarction re-
modeling.
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niówka komory jest materiałem trudnym do pozyskania
dla badań eksperymentalnych.

Wnioski

Analiza transkryptomu rodziny TGF-b wskazuje na
zwiększoną ekspresję genów zaangażowanych w proce-
sy przeciwdziałające niekorzystnemu remodelingowi
pozawałowemu. Podwyższona ekspresja genów recep-
tora II TGF-b, endogliny i ANP-cGMP świadczą o aktywa-
cji mechanizmów przynajmniej częściowo przeciwdzia-
łających licznym mechanizmom sprzyjającym włóknie-
niu w mięśniówce po zawale.

Uzyskane półilościową techniką mikromacierzy oligo-
nukleotydowych wstępne wyniki wymagają potwierdze-
nia metodą ilościowej reakcji łańcuchowej polimerazy
w czasie rzeczywistym po zebraniu odpowiednio dużej
grupy chorych.
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