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Streszczenie

Wstep: Niewydolnos$¢ serca o podtozu choroby niedokrwiennej serca staje sie coraz wiekszym proble-
mem wspoiczesnej kardiologii. Remodeling miesnia sercowego zachodzi szczegdlnie intensywnie
w wielonaczyniowej chorobie wiefcowej, a zwtaszcza po zawale, ktory jest szczegélnie silnym czynni-
kiem stymulujgcym widknienie. Mikromacierze oligonukleotydowe pozwalajg na jednoczasowa ocene
aktywnosci tysiecy genow i okreslenie profilu ekspresji typowego dla danej patologii i potencjalnie po-

zwala na dostosowanie indywidualnej terapii u danego pacjenta.

Celem pracy byfa ocena metoda mikromacierzy oligonukleotydowych profilu ekspresji genéw zwigza-
nych z procesem fibrozy w miokardium chorych: z przebytym zawatem, z zaawansowana chorobg wien-

cowa oraz u osoby bez choroby niedokrwiennej serca.

Materiat i metody: Analizie poddano uszka prawego przedsionka pochodzace od 3 chorych uzyskane
w trakcie operacji kardiochirurgicznej w krazeniu pozaustrojowym. Po izolacji RNA z tkanki, za pomoca
mikromacierzy Affymetrix HG-U133A oceniano ekspresje 475 gendéw zaangazowanych w proces witok-

nienia. Podobienstwo transkryptoméw chorych poréwnano metodg klasteryzacji hierarchiczne;j.

Wyniki i wnioski: Na podstawie metody klasteryzacji hierarchicznej wykazano, ze profil ekspresji bada-
nych genéw w miokardium pacjenta po zawale rézni si¢ od transkryptomdw pozostatych prébek. Dalsza
analiza wykazata, ze geny ENG, GSN, CTGF i NPPB wykazaty nadekspresje, a gen SGK obnizong ekspre-
sje w prébce chorego po zawale w odniesieniu do klasteryzujacych wspdlnie pozostatych probek.

Stowa kluczowe: mikromacierze oligonukleotydowe, widknienie, zawat serca
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Abstract

Introduction: Heart failure associated with ischemic heart disease (IHD) is becoming a significant clinical
issue. Myocardial remodeling of ischemic etiology tends to result from advanced coronary artery dis-
ease (CAD), and especially myocardial infarction which is an extremely potent stimulus of fibrosis. Oligo-
nucleotide microarray analysis allows simultaneous evaluation of the activities of thousands of genes.
The method enables one to determine expression profiles of genes typically involved in a given pathol-
ogy, and allows one to develop an individual treatment strategy depending on the result obtained.
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The purpose of the study was to use oligonucleotide microarrays to determine expression profiles of
genes associated with myocardial fibrosis in a patient with advanced CAD and a history of myocardial
infarction, another presenting advanced CAD with no history of myocardial infarction, as well as a sub-
ject with normal coronary vessels.

Material and metods: Tissue samples were obtained during elective surgery from the right cardiac
auricles of three patients. The expression of 475 genes involved in fibrosis was assessed using the
Affymetrix HG-U133A microarray. The patients’ transcriptomes were compared using hierarchical clus-
terization.

Results and conclusions: Differentiating genes were determined using regression analysis and a Bland-
Altman graph analysis. Hierarchical clusterization demonstrated that the profile of gene expression in
postinfarction myocardium was different from those in the remaining specimens. Further analysis showed
that ENG, GSN, CTGF, and NPPB genes were the differentiating transcripts overexpressed in post-Ml,
whereas serum/glucocorticoid regulated kinase (SGK) was underexpressed.

Key words: oligonucleotide microarray, fibrosis, myocardial infarction
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Wstep

Niewydolno$¢ serca, ktérej podtozem jest kardiomio-
patia niedokrwienna, stanowi w krajach rozwinietych co-
raz istotniejszy problem kliniczny [1]. Stanem predys-
ponujgcymi do rozwoju niekorzystnego remodelingu mies-
nia sercowego o etiologii niedokrwiennej sa: zaawanso-
wana choroba niedokrwienna serca, a w szczegdlnosci
zawat serca, bedacy szczegdlnie silnym stymulatorem
widknienia. W proces rozwoju kardiomiopatii zaangazo-
wane sg jednak liczne mechanizmy prowadzace do nie-
korzystnej przebudowy — rézne patomechanizmy ule-
gaja aktywacji w zaleznosci od przyczyny kardiomiopa-
tii [2], a ich ztozonos$¢ | wzajemne interferencje w znacz-
nym stopniu utrudniaty badania nad tymi zjawiskami.

W ostatnich latach pojawito sie nowe narzedzie
w medycynie molekularnej — mikromacierze oligonukle-
otydowe, pozwalajgce na jednoczasowa ocene aktywno-
$ci setek badz tysiecy gendw, ktére podejrzewa sie
o udziat w zjawisku. Narzedzia te dajg mozliwo$¢ opraco-
wania profili ekspresji genéw typowych dla danej pato-
logii oraz na indywidualizacje podejscia do pacjenta
w zaleznosci od profilu [3].

Celem niniejszej pracy byta ocena profilu ekspresji
genoéw zwigzanych z widknieniem w miokardium chorych
z przebytym zawatem, z zaawansowang chorobg wien-
cowa (bez przebytego zawatu mie$nia sercowego) oraz
u osoby bez zmian w naczyniach wiencowych metoda
mikromacierzy oligonukleotydowych.

Materiat i metody

Pacjenci

Analizie poddano uszka prawego przedsionka pocho-
dzace od 3 chorych (tab. 1) operowanych w trybie pla-
nowym w | Klinice Kardiochirurgii Slaskiego Uniwersy-
tetu Medycznego w Katowicach. U wszystkich pacjen-
tow wykonano EKG, UKG, koronarografie, morfologie
krwi z rozmazem oraz oznaczono troponine |, CK, CK-MB.
U chorej z zaawansowang chorobg wiencowa (probka 7)
oraz chorego zaawansowang dtawicg po przebytym za-

Introduction

In developed countries cardiac insufficiency associ-
ated with ischemic heart disease (IHD) is becoming more
and more a significant clinical issue [1]. Myocardial re-
modeling of ischemic etiology tends to result from ad-
vanced coronary artery disease (CAD), and especially
myocardial infarction, which has been recognized as an
extremely potent stimulator of fibrosis. Depending on the
cause of myocardiopathy, its pathogenesis involves the
activation of numerous mechanisms of disadvantageous
remodeling [2]. Moreover, their complexity and mutual
interference has significantly hindered investigations of
their possible roles.

However, in recent years new research modalities
have emerged in the expanding field of molecular medi-
cine. Oligonucleotide microarray analysis allows simul-
taneous evaluation of the activities of hundreds or even
thousands of genes implicated in a given process. This
method also enables a researcher to determine expres-
sion profiles of genes typically involved in a given pa-
thology, and to develop an individual treatment strategy
depending on the profile obtained [3].

The purpose of the present study was to use oligo-
nucleotide microarray analysis to determine expression
profiles of genes associated with myocardial fibrosis in
a patient with advanced CAD and a history of myocar-
dial infarction, another presenting advanced CAD and
no history of myocardial infarction, as well as a subject
with normal coronary vessels.

Material and methods

Patients

The tissue samples used were sections from the right
cardiac auricles obtained during elective surgery per-
formed in 3 patients of the First Department of Cardiac
Surgery (Medical University of Silesia, Katowice); all three
were operated on using a cardiopulmonary bypass sys-
tem (Tab. 1). The patients selected for our study had an
ECG, echocardiography, coronary angiography, com-
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Tabela I. Charakterystyka pacjentow
Table I. Patients’ characteristics

Prébka Ple¢/Gender Wiek/Age Diagnoza/Diagnosis Zawal/MI [history] NT/AH Palenie tytoniu

Sample Smoking

2 M/M 57 Dusznica stabilna, po zawale Tak/Yes Tak/Yes Nie/No

Stable angina, post-MI

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

1" K/F 63 Stenoza mitralna Nie/No Nie/No Nie/No
Mitral stenosis

MI (myocardial infarction) — zawat serca; AH (arterial hypertension) — nadci$nienie tetnicze; M (male) — mezczyzna; F (female) — kobieta

wale $ciany dolnej (okluzja prawej tetnicy wiencowej)
(prébka 2), przeprowadzono operacje pomostowania tet-
nic wiencowych. U chorej ze stenozg mitralng (prébka
11) wykonano operacje wymiany zastawki mitralnej.
Wszystkie operacje przeprowadzone byty w krazeniu po-
zaustrojowym.

Podczas zabiegu w krgzeniu pozaustrojowym rutyno-
wo zostaje usunigta cze$¢ prawego przedsionka, ktora
nastepnie sie wyrzuca. Ten fragment tkanki zostat, za
zgodg uczestnikdw, wykorzystany do badan genetycz-
nych. Probki bezposrednio po pobraniu umieszczono
w ciektym azocie, a nastepnie przechowywano w tem-
peraturze -70°C do czasu analizy.

Ekstrakcja kwaséw rybonukleinowych

Ekstrakcji mMRNA dokonano przy uzyciu odczynnika
do izolacji catkowitego RNA — Trizol™ (Invitrogen). Po
wyizolowaniu kwasu rybonukleinowego, RNA oczyszcza-
no poprzez trawienie DNazg | na kolumnach zestawu
RNeasy Mini Kit firmy Qiagen. Wydajno$¢ ekstrakcji oce-
niano spektrofotometrycznie przy pomocy spektrofoto-
metru Gene Quant Il. Jako$¢ catkowitego RNA, cDNA
i cRNA zostata oceniona technikg elektroforezy w 1,2%
zelu agarozowym.

Aktywnos¢ transkrypcyjna genéw wyznaczona
technikg mikromacierzy oligonukleotydowych

Catkowite RNA (8 mg) wyizolowane z komoérek pra-
wego przedsionka zostafo wykorzystane do syntezy dwu-
niciowego cDNA (/nvitrogen SuperScript Choice Sys-
tem). W kolejnym etapie syntetyzowano cRNA — wyzna-
kowane biotyna (reakcja transkrypcji in vitro, Enzo kit).
Biotynylowany cRNA zostat pofragmentowany, a nastep-
nie zhybrydyzowany z mikromacierzg Test3 oraz HG-
-U133A (Affymetrix) i znakowany kompleksem strepta-
widyna-fikoerytryna. Intensywnos$c¢ fluorescencji byta
analizowana przy uzyciu skanera GeneArray Scanner
G2500A. Analiza otrzymanych wynikéw zostata przepro-
wadzona z wykorzystaniem programow MicroArray Su-
ite 5.0 i Data Mining Tool (Affymetrix).

Analiza statystyczna

Sposréd 22 283 transkryptow, ktérych aktywnosé
transkrypcyjng mozna analizowac¢ z zastosowaniem mi-
kromacierzy oligonukleotydowej HG-U133A Affymetrix
wyszukano numery (tzw. ID) genéw zwigzanych z proce-

plete blood count and leukocyte differential count per-
formed, while plasma levels of troponine I, CK and CK-
-MB were also assessed. The patient with advanced CAD
(sample 7), and the patient with advanced angina and
a history of inferior wall myocardial infarction caused by
right coronary artery occlusion (sample 2) received coro-
nary bypass grafts. Another patient, with mitral stenosis
and normal coronary angiography results (sample 11)
underwent a mitral valve replacement (Tab. I).

The excision of the right cardiac auricle is routinely
performed during a surgical procedure with extracorpo-
real circulation; the specimen is then disposed of. By
consent of the study subjects and Bioethics Committee
at the Medical University of Silesia, the tissue was used
in genetic research. Immediately after collection, tissue
samples were placed in liquid nitrogen, and then stored
for analysis at a temperature of —-70°C.

RNA extraction

The investigations were carried out on Trizol™
(Invitrogen)-extracted mRNA, which was then purified
and digested with DNase | on the RNeasy Mini Kit from
Qiagen. Extraction efficiency was assessed with Gene
Quant Il 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 cardiac
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 subsequently frag-
mented and hybridised onto Test 3 and HG-U133A
(Affymetrix) microarrays. Following that, streptovidine-
phycoeritrine complex labelling was used; fluorescence in-
tensity was measured with a GeneArray Scanner G2500A.
A result analysis was carried out using MicroArray Suite 5.0
and Data Mining Tool (Affymetrix).

Statistical analysis

Among 22,283 transcripts whose activity can be ana-
lyzed using HG-U133A Affymetrix microarrays, fibrosis-as-
sociated gene IDs were sought (475 transcripts). The simi-
larity of the patients’ transcriptomes was compared using
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Sample 7 and 11
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Rycina 1. Geny réznicujace
Figure 1. Differentiating genes

sem wtoknienia (475 transkryptow). Nastepnie przy udzia-
le programu Cluster 3.0 poréwnano podobienstwo trans-
kryptomdw chorych metoda klasteryzacji hierarchicznej
(aglomeracja z miarg Euklidesa), ktéra pozwolita podzie-
lic badang grupe na dwie podgrupy. W celu znalezienia
gendéw roznicujgcych podgrupy zastosowano regresje
liniowa z 99-procentowym obszarem prognozy (,kryte-
rium statystyczne”), na ktére natozono ,kryterium biolo-
giczne”, ktére zdefiniowano jako 2-krotny wzrost lub ob-
nizenie ekspresji danego genu w analizowanych pré-
bach. Za geny roznicujace zostaty uznane tylko te, ktére
znalazty sie poza obszarem najszerszym.

Wyniki

Na podstawie metody klasteryzacji hierarchicznej
wykazano, ze profil ekspresji badanych genéw w prébce
numer 2 odbiega od transkryptomdéw pozostatych pro-
bek. Na podstawie krzywej regresji oraz zdefiniowanego
kryterium biologicznego wykazano, ze transkryptami roz-
nicujgcymi sg geny ENG, GSN, CTGF i NPPB (tab. I) wy-
kazujgce nadekspresje w prébce nr 2 oraz gen SGK, wy-
kazujgcy wyzszg ekspresje w klasteryzujagcych wspolnie
probkach 7 11 (ryc. 1).

Dyskusja

Wyniki niniejszego badania wskazuja, ze profil eks-
presji gendw zwigzanych z wiéknieniem jest wyraznie
rézny w miokardium pozawatowym w poréwnaniu z mio-
kardium chorego z przewlektym niedokrwieniem oraz
mig$niowka serca pacjenta bez choroby niedokrwiennej
serca. Analiza klasteryzacji wykazata, ze profile ekspresji
genéw fibrozy sg bardziej jednorodne w grupie bez za-

Sample 2

hierarchical clusterization (agglomeration including the Eu-
clidean distance; Cluster 3.0), which resulted in dividing them
into two subgroups. In order to identify the subgroup-dif-
ferentiating genes, linear regression analysis was used with
a 99 per cent prognosis area (statistical criterion) with a bio-
logical criterion superimposed. The latter was defined as
a twofold increase or decrease of a given gene expression
in the specimens analyzed. Only those genes were consid-
ered as differentiating which were beyond the criteria.

Results

Based on hierarchical clusterisation, it was demon-
strated that the profile of gene expression in specimen
2 was shown to be different than that determined in the
remaining specimens. Regression curves and the bio-
logical criterion showed that ENG, GSN, CTGF, and NPPB
genes were the differentiating transcripts overexpressed
in specimen 2, whereas serum/glucocorticoid regulated
kinase (SGK) was shown to have higher expression in
specimens 7 and 11 (Fig. 1).

Discussion

The results of our study indicate differences in fibro-
sis-associated gene expression profiles between advanced
CAD/post-MI myocardium, advanced CAD/non-MI myo-
cardium, and a non-ischemic myocardium. Clusterization
analysis revealed that expression profiles of the above-
mentioned genes were more homogenous for advanced
CAD/non-MI, and non-ischemic myocardium than for ad-
vanced CAD/post-MI. This might suggest that myocardial
infarction predisposes one to fibrosis more significantly
than does advanced chronic ischemia.
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watu (zaawansowana MIC i chory bez MIC) niz w parze
obejmujgcej zaawansowang MIC z przebytym zawatem
i MIC bez zawatu. Sugeruje to, ze zawat serca bardziej
predysponuje do wtdknienia niz nawet przewlekte za-
awansowane niedokrwienie.

Szczego6towa analiza transkryptéw zwigzanych z wték-
nieniem w pozawatowym sercu zwrdécita uwage na istot-
ne znaczenie w tym procesie 5 z 475 analizowanych ge-
noéw, z ktérych 4 wykazaty w miokardium pozawatowym
nadekspresje, a jeden — obnizong aktywnos¢.

Jednym z kluczowych mechanizméw prowadzacych
do wtdknienia w pozawatowym remodelingu jest akty-
wacja transformujgcego czynnika wzrostu beta (TGF-3,
transforming growth factor beta) oraz jego receptorow
(zwfaszcza receptora I) [4]. Mimo ze w badanym miokar-
dium pozawatowym gen samego TGF-3 nie wykazat na-
dekspresji, obserwowano ekspresje genu receptora typu
Il (endoglin), ktéry ,wychwytuje” z otoczenia ligand dla
receptoréw bfonowych i w ten sposéb moduluje skutecz-
nos$¢ TGF-8. Co interesujace, receptor ten jest jednym
z celéw dziatania inhibitoréw konwertazy angiotensyny [5]
— lekéw o uznanym dziataniu hamujgcym remodeling
pozawatowy. Poza TGF-gRIII (endoglin) o aktywacji ukta-
du TGF-8 w badanym miokardium $wiadczy réwniez po-
$rednio wzmozona ekspresja czynnika wzrostu tkanki
tacznej (CTGF, connective tissue growth factor) — jed-
nego z podstawowych efektoréw profibrotycznego dzia-
tania TGF-8 [6]. Z drugiej jednak strony obserwowano
takze nadekspresje genu dla prekursora peptydu natriu-
retycznego typu B, ktéry wywiera dziatanie przeciwne do
TGF-g w widkniejacym miokardium [7]. Swiadczy to réw-
niez o aktywnych procesach przeciwdziatajgcych nieko-
rzystnej przebudowie migénia sercowego.

Poza ukfadami $cisle zwigzanymi z procesem widknie-
nia w pozawafowym myocardium dochodzi réwniez do
degradacji obumartej miesniowki serca. Jednym z biatek
petnigcych taka funkcje jest gelsolina (GSN, gelsolin) zaj-
mujaca sie degeneracjg filamentow aktyny [8]. W badane;j
probce obserwowano réowniez nadekspresje genu GSN.

Jedynym rdéznicujagcym genem wykazujacym nizszg
ekspresje w badanym pozawafowym miokardium jest
gen SGK (serum/glucocorticoid regulated kinase) — ki-
nazy aktywowanej gtéwnie przez aldosteron (ukfad RAA
— renina—angiotensyna-aldosteron). Wiadomo, ze na-
tywnie SGK ma swdj udziat w zaleznej od aldosteronu
hypertrofii mie$nia sercowego oraz hamowaniu apopto-
zy [9]. Spadek ekspresji genu tej kinazy moze w tym przy-
padku wynika¢ jednak z zahamowania uktadu RAA (po-
zawatowa terapia inhibitorem konwertazy angiotensyny).

Przedstawione dane prezentujg z pewnoscig tylko
cze$¢ mechanizmoéw zaangazowanych w pozawatowe
wtoknienie, a niniejsze doniesienie ma charakter badan
wstepnych. Co wiecej, omawiane wyniki pochodza z ba-
dan na migsnidwce przedsionka i moga przebiegac¢ ina-
czej w miokardium komory [10, 11]. Tym niemniej daja
przyblizony wglad w istote procesu wtéknienia migsniow-
ki serca, zwtaszcza ze miesniéwka komor jest materia-
tem trudnym do pozyskania dla badan eksperymental-
nych. Potrzebne sa szersze badania prowadzace do wy-

A detailed analysis of fibrosis-associated transcripts
in the post-MI specimen demonstrated that 5 of the 475
genes were significantly involved in those pathologies.
Four of those showed overexpression while one dis-
played underexpression.

One of the key-mechanisms underlying the process
of fibrosis in post-MI remodeling is the activation of
transforming growth factor beta (TGF-B) and its recep-
tors (and especially RI) [4]. Although no TGF-8 gene
up-regulation was found in the post-MI myocardium,
overexpression of the TGFR-ARIII gene (endoglin) was
demonstrated. The latter is engaged in ligand uptake
for membrane receptors, and thus modulates TGF-g sig-
naling. Interestingly, the receptor is also known to be
a target of angiotensin-converting enzyme inhibitors —
drugs recognized to play a regulatory role in post-Ml
remodeling [5]. Apart from TGF-ARIIl overexpression,
TGF-B activation in the post-MI myocardium is also evi-
denced, although indirectly, by the up-regulation of
connective tissue growth factor. Moreover, CTGF has
been proposed as a mediator of the profibrotic action
of TGF-8 [6]. On the other hand, the overexpression of
gene NPPB (natriuretic peptide precursor B) has also
been observed, which exerts TGF--opposite effects [7].
This would suggest the activation of processes which
reduce disadvantageous remodeling after myocardial
infarction.

Fibrosis is not the only process in a post-MI myocar-
dium. Degradation of the necrotic scar also occurs
through actin-filament-severing proteins such as gelsolin
(GSN) [8]. Gelsolin overexpression was actually found in
our post-MI specimen.

The only differentiating gene whose expression was
down-regulated in the same specimen was the gene for
SGK. Serum/glucocorticoid-regulated kinase is mainly
activated through aldosterone (RAA, the rennin-angio-
tensin-aldosterone system), and is involved in aldoster-
one-dependent myocardial hypertrophy, and the inhibi-
tion of apoptosis [9]. SGK gene underexpression in our
post-MI specimen might have resulted from RAA sys-
tem inhibition (.e. post-MI therapy with an angiotensin
converting enzyme inhibitor).

The results represent only some of the mechanisms
involved in post-Ml fibrosis, and should certainly be con-
sidered as preliminary. Moreover, the results obtained
represent the processes taking place in the myocardium
of atria, which may differ from the processes in ventricles
[10, 11], where the remodeling is more pronounced and
clinically much more important. Nevertheless, they can
still give an approximate insight into the problem, while
the tissue samples from human ventricle myocardium
are difficult to obtain for experimental purposes. Consid-
ering the limitations, further studies are necessary to
select the processes most important to become targets
for anti-fibrotic therapies.

Condlusions

1. Expression analysis of fibrosis-associated genes has
revealed their post-MI upregulation, which might sug-
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selekcjonowania proceséw o0 najwyzszym znaczeniu
i stwarzajgcych mozliwosci ingerencji w te mechanizmy
celach terapeutycznych.
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