Przedstawiony Projekt jest wynikiem wsp6tpracy zespotdw naukowcow przy realizacji grantu ,.Zastosowanie pochodnych
poliizoprenoidéw jako nosnikéw lekow i regulatorow metabolizmu”. Alkohole poliizoprenoidowe (poliprenole i dolichole) sa to
naturalnie wystepujace dtugotaricuchowe zwiazki, zbudowane z jednostek izoprenowych. Te liniowe polimery petnig wiele
funkcji, takich jak glikozylacja i prenylacja biatek, czy zwiekszanie przepuszczalnosci bton modelowych. Przedmiotem wyzej
wymienionego konsorcjum byty kationowe, poét-syntetyczne pochodne alkoholi poliizoprenoidowych (amino-prenole). Uzyskane
wyniki potwierdzity, ze badane zwiazki posiadajg lipofekcyjne wiasciwosci (badania in vitro oraz in vivo), czyli utatwiajg
przenoszenie materiatu genetycznego do komdrek, stad pomyst na ich zastosowanie jako sktadnikéw mieszanin do transfekcji.
Dodatkowo potwierdzono takze, ze badane pochodne nie sg toksyczne (badania in vivo na szczurach oraz in vitro na hodowlach
komorkowych).

W proponowanym projekcie chcielibysmy zbadaé dwa réwnorzedne zagadnienia:

1. Poréwnanie skutecznosci nowo zaprojektowanych mieszanin lipofekcyjnych zawierajgcych kationowe pochodne alkoholi
poliizoprenoidowych do komercyjnie dostepnego reagenta do transfekcji w terapii celowanej, w warunkach in vivo.

Terapia genowa, ktéra polega na wprowadzaniu obcego materiatu genetycznego do komorek pacjenta w celu naprawy lub
suplementacji niedoboréw powstatych wskutek dziatania genéw odpowiedzialnych za rozw6j danej choroby, jest niezwykle
obiecujacg i szybko rozwijajaca sie strategig leczenia wielu choréb. Najwiekszym wyzwaniem w stosowaniu terapii genowej
jest skonstruowanie efektywnych i przede wszystkim bezpiecznych dla pacjenta nosnikdw materiatu genetycznego. Uzycie
wektoréw wirusowych, uwazanych za efektywne w dostarczaniu DNA do komérek gospodarza, obarczone jest ogromnym
ryzykiem, ze wzgledu na ich wysoka toksyczno$¢, mozliwo$¢ wystapienia stanéw zapalnych, czy odpowiedzi immunologicznej
organizmu gospodarza. Wektory nie-wirusowe sg znacznie bezpieczniejsze, jednak te, ktore zostaty do tej pory opracowane
charakteryzuja sie znacznie nizsza skutecznoscig niz wirusowe.

Otrzymanie skutecznych no$nikéw materiatu genetycznego wydaje sie byé niezwykle istotne dla rozwoju wielu dziedzin, takich
jak medycyna (opracowanie modeli wielu choréb, nosniki genéw w terapii genowej), czy biologia molekularna (badania_funkcji
gendéw, requlaciji ich ekspresji i/lub aktywnosci biatek).

2. Zbadanie czy lokalnie zwiekszony poziom ekspresji genu odpowiedzialnego za synteze VEGF-A w rdzeniu nerki (obszarze
predysponujacym do rozwoju nadcisnienia) obnizy cisnienie krwi tetniczej szczuréw spontanicznie nadcisnieniowych (SHR)?

W proponowanym projekcie chcieliby$my zastosowaé innowacyjne mieszaniny lipofekcyjne, oparte na amino-prenolach, do
wprowadzenia plazmidowego DNA kodujgcego czynnik wzrostu $rddbtonka naczyniowego typu A (VEGF, ang. vascular
endothelial growth factor) oraz biatko reporterowe GFP (ang. Green Fluorescence Protein) pozwalajgce na jego wizualizacje u
szczur6w spontanicznie nadcisnieniowych (SHR) oraz zbada¢ jak zwiekszony poziom ekspresji VEGF-A wptywa na cisnienie
krwi tetniczej oraz hemodynamike i czynno$¢ nerek.

Choroba nadcisnieniowa stanowi bardzo powazny, og6lnoswiatowy problem ze wzgledu na ogromng czestotliwo$¢ wystepowania
oraz towarzyszace jej ryzyko wystepowania wielu chordb towarzyszacych, takich jak przewlekia choroba nerek, choroba
niedokrwienna serca, lecz takze udar, czy schorzenia mézgowo-naczyniowe. Znajomo$¢ zrdéznicowanej patogenezy
nadci$nienia wciaz jest niepetna, co ogranicza mozliwosci precyzyjnej diagnozy a wiec i przyczynowej terapii.

Wyniki wielu ostatnich badarn wskazujg na istotng role VEGF w przeciwdziataniu chorobie nadcisnieniowej. VEGF jest waznym
regulatorem roznych funkcji fizjologicznych, wplywajac na procesy angiogenezy, proliferacji i limfangiogenezy. Pierwsze
doniesienia dotyczace zwigzku VEGF i nadci$nienia pojawily sie wraz z wprowadzeniem jego inhibitoréw do terapii
antynowotworowej. Neoangiogeneza jest Kkluczowym zjawiskiem umozliwiajagcym wzrost i wystepowanie przerzutéw
nowotworéw, stad jej inhibitory (w tym blokery $ciezki sygnatowej VEGF) zostaty niedawno wprowadzone do terapii
przeciwnowotworowej. Najczesciej wystepujagcym skutkiem ubocznym podczas leczenia inhibitorami VEGF jest nadcisnienie
tetnicze, ale jego mechanizm nadal jest nie do korfca poznany. Wskazuje sie, ze VEGF reguluje srodbtonkowa syntaze tlenku
azotu (eNOS) odpowiedzialng za synteze tlenku azotu (NO), a jego niedostateczna produkcja prowadzi do systemowego skurczu
naczyn i wzrostu cisnienia krwi. Jako kolejng przyczyne wymienia sie zmniejszenie liczby matych tetnic i tetniczek, pojawiajace
sie po leczeniu inhibitorami VEGF-A. U dorostych z wysokim ci$nieniem krwi (szczeg6lnie z genetycznymi predyspozycjami do
nadcisnienia) zubozone mikrokrazenie (ang. microvascular rarefaction) wystepuje powszechnie na skutek upo$ledzonego procesu
angiogenezy.

Przestanka do stworzenia projektu sg takze wyniki badan wiasnych przeprowadzonych w Zaktadzie Fizjologii Nerek i Pltynow
Ustrojowych, w ktdrych stwierdzono obnizony przeptyw krwi oraz zmniejszong immunoreaktywno$¢ VEGF-A w rdzeniu nerki u
szczur6bw spontanicznie nadcisnieniowych, w poréwnaniu do szczuréw normotensyjnych. Znaczna liczba opisanych
mechanizmOw protekcyjnych, szczeg6lnie lokalizowanych w rdzeniu nerki, $wiadczy o istotnym udziale tego obszaru w kontroli
cisnienia tetniczego. Wydaje sie wiec, ze zmniejszona immunoreaktywnos¢ VEGF-A w rdzeniu nerki moze by¢ czynnikiem
predysponujacym do rozwoju nadcisnienia.

Préba wyjasnienia, w badaniach podstawowych, czy wzmocnienie ekspresji VEGF-A w rdzeniu nerki zwiekszy jego ukrwienie i
obnizy ci$nienie krwi wydaje sie by¢ niezwykle obiecujaca dla rozwoju wiedzy o tym ztozonym procesie chorobowym.

Planowane badania

W niniejszym Projekcie planujemy skonstruowanie odpowiedniego plazmidu kodujacego biatko VEGF-A oraz biatko reporterowe
GFP, a nastepnie podanie go szczurom spontanicznie nadcisnieniowym SHR, uzywajac obok nosnika dostepnego komercyjnie,
innowacyjnych mieszanin do transfekcji opartych na amino-prenolach.

W pierwszym etapie oceniana bedzie sama efektywno$¢ transfekcji na podstawie intensywnosci fluorescencji wprowadzonego
biatka GFP. W tym celu badane mieszaniny zawierajace plazmidowe DNA kodujace jedynie GFP, zostang podane szczurom w
uspieniu droga dotetniczg w okolice nerek. Szczury zostang wybudzone i po uptywie 48 h odpowiednie narzady zostang pobrane
przyzyciowo (nerki, serce, watroba). Po zhomogenizowaniu czesci tkanek efektywno$¢ transfekcji bedzie oceniana metoda
cytometrii przeptywowej i poréwnywana do skutecznosci komercyinie dostepnych preparatow.




W kolejnym etapie planujemy podanie wybranych lipofektantéw z plazmidowym DNA kodujacym biatko VEGF-A oraz biatko
reporterowe GFP wprost do rdzenia nerek szczuréw SHR. Szczury zostang uspione (narkoza krétkoterminowa), a nastepnie za
pomoca specjalnych mikrokaniul umieszczonych w rdzeniach obu nerek zostang podane odpowiednie lipofektanty wraz z DNA.
Taka celowana terapia wydaje sie by¢ bardzo korzystna, poniewaz chcielibysmy wzmocni¢ ekspresje VEGF-A wylacznie w
rdzeniu nerki — obszarze, ktdry wydaje si¢ kluczowy dla regulacji cisnienia krwi. Szczury zostang wybudzone i obserwowane
przez 7,14 oraz w kolejnej grupie przez 21dni. Planowane sg cotygodniowe obserwacje w klatkach metabolicznych, potaczone ze
zbiérka moczu; raz w tygodniu bedzie pobierana prébka krwi. Cisnienie krwi we wszystkich grupach szczurdéw bedzie
monitorowane metoda telemetryczng. Po doswiadczeniach chronicznych planujemy u czesci zwierzat przeprowadzi¢ krotka
obserwacje hemodynamiki i czynnosci nerek w uspieniu. Pozostata cze$¢ szczuréw bedzie uspiona i odpowiednie tkanki beda
pobrane w celu oceny efektywnosci transfekcji na podstawie intensywnosci fluorescencji biatka GFP oraz do badan
histologicznych, morfometrycznych, biochemicznych.

W zebranym materiale (tkanki, mocz, krew) zamierzamy oznaczy¢ réznego typu substancje zaangazowane w kontrole cisnienia
krwi (stezenie jondw, tlenku azotu), markery uszkodzenia nerek (mikroalbuminuria, kreatynina), jak i sam poziom VEGF-A
(ilosciowo i jakosciowo). Ze wzgledu na angiogenng aktywno$¢ VEGF-A planujemy oszacowa¢ zmiany w unaczynieniu
poszczegélnych narzadéw (przy uzyciu mikroskopu konfokalnego i znakowania specyficznego dla angiogenezy).

W ostatnim etapie podejmiemy probe dtugotrwatego wzmacniania ekspresji VEGF-A przy uzyciu wyselekcjonowanej mieszaniny
do transfekcji podanej za pomoca mini-pomp osmotycznych, wprost do rdzenia nerki szczurom SHR. Takg infuzje umozliwiajg
zestawy firmy Alzet® (ALZET Brain Infusion Kits) do ciaggtych infuzji roztworow.

Zaproponowane w niniejszym Projekcie interdyscyplinarne badania nad innowacyjnymi nosnikami materiatu
genetycznego w celu lokalnego zwiekszenia ekspresji VEGF-A w rdzeniu nerki i sprawdzenia jego wptywu na cisnienie
krwi tetniczej szczuréw SHR, w razie powodzenia, nie tylko mogg poméc w catkowitym zrozumieniu podstawowych
mechanizmOéw zr6znicowanej patogenezy nadci$nienia, ale réwniez otrzymanie skutecznego narzedzia w postaci
efektywnych mieszanin do transfekcji, co pozwoli na rozwdj wielu dziedzin takich jak biologia molekularna czy medycyna.



