Miazdzyca jest przewlektg chorobg zapalna, zapoczatkowang przez odktadanie sie w $cianie naczyn lipoprotein zawierajacych
apolipoproteine B, ktore ulegajac patologicznym modyfikacjom oraz degradacji, jako DAMPs (ang. damage-associated molecular
patterns) inicjujq i nasilaja reakcje zapalng w Scianie naczyn. Uczestnicza w niej trzy gtéwne typy komorek: komérki srédbtonka,
miesnie gtadkie i monocyty. Wywodzace sie z monocytéw makrofagi inicjujg procesy uszkodzenia i $mierci komorek, produkujac
caty wachlarz mediatoréw uwazanych za kluczowe motory napedowe aterogenezy oraz progresji zmian w kierunku niestabilnych
blaszek miazdzycowych.

Postep ostatnich dziesiecioleci badan nad miazdzyca zaowocowat wdrozeniem do terapii wielu lekéw np. lekéw obnizajacych
poziom cholesterolu we krwi (statyn), ktére wyraznie poprawity obraz kliniczny pacjentéw, przedtuzyty czas zycia i polepszyty
jego jakos¢. Waznym problemem klinicznym pozostaje jednak wciaz znaczna grupa chorych, ktéra nie w petni odpowiada na
leczenie standardowe. Dla takich chorych potrzebne sa nowe scenariusze farmakoterapii, oparte na innych mechanizmach
dziatania.

Dla takich chorych potrzebne sg nowe scenariusze farmakoterapii, oparte na innych mechanizmach dziatania, prowadzace do
zmniejszenia progresji aterogenezy lub jej modyfikacji w kierunku tworzenia si¢ stabilnych zmian miazdzycowych. Zatozenia
takiego podejscia mogtaby spetnia¢ strategia farmakologicznego modulowania funkcji makrofagéw poprzez hamowanie w nich
aktywnosci dipeptydylo proteaz (DPP).

Najlepiej znanym przedstawicielem rodziny tych biatek jest DPPIV, ktérej inhibitory weszty do klinicznego zastosowania w
leczeniu cukrzycy typu drugiego. Pozostate biatka rodziny obejmujg izoformy DPP8 i DPP9 oraz biatko FAP (ang. fibroblast
acivation protein), ktorych funkcje i biologiczne znaczenie w komorce pozostajg w wigkszosci nieznane. Istotne, ze DPP8/9
podlegaja silnej ekspresji w obszarach blaszek miazdzycowych bogatych w makrofagi, odpowiadajac za wiekszos$¢ aktywnosci
rodziny DPP. Zahamowanie DPP8/9 zmniejsza aktywno$¢ pro-zapalnego fenotypu makrofagéw (M1), przy braku wptywu na
komorki o fenotypie M2. zwieksza réwniez podatno$¢ makrofagéw na bodzce wywotujace ich kontrolowang, ,,niezapalng” Smier¢
- apoptoze. Zaréwno hamowanie aktywnosci makrofagdw M1, jak i zwiekszenie ich bezpiecznego usuwania ze zmian
miazdzycowych moga przektadaé sie na przeciwdziatanie aterogenezie i/lub zwiekszenie stabilnosci blaszek miazdzycowych.
Celem prezentowanego projektu jest mozliwie najpetniejsze zbadanie roli peptydaz DPP8/9 w regulowaniu funkcji makrofagéw
in vitro, oraz zbadanie potencjatu przeciwmiazdzycowego farmakologicznego hamowania DPP8/9 in vivo w eksperymentalnym
modelu miazdzycy (u myszy apoE-knockout).

W niniejszym projekcie proponujemy zastosowanie najnowszych technik badawczych do nowatorskiego i jak najszerszego
zbadania roli dipeptydylo peptydaz 8/9 w makrofagach. Wykorzystamy metody proteomiki ilosciowej (iTRAQ) do zbadania
wptywu inhibitora DPP8/9 (zwiazku 1G244) na jakosciowe i ilosciowe zmiany w zakresie proteomu makrofagow, jak i
wszystkich biatek wydzielanych prze makrofagi do medium hodowlanego (sekretom). Wspétczesne metody proteomiki, oparte na
chromatografii cieczowej i spektrometrii mas pozwalajg na identyfikacje i analize ilosciowg setek, a nawet tysiecy biatek
jednoczesnie. Potencjat tych nowoczesnych metod analizy skomplikowanych mieszanin biatek dalece wykraczajg poza
mozliwosci wykorzystywanych czesto analiz celowanych (Western blot, ELISA), ograniczonych zwykle do kilkunastu znanych
markeréw (np. cytokiny). Identyfikacja zmian w ekspresji tysiecy biatek w komorce pozwala na znaczne poszerzenie obszaru
analizy i ptynacych z niego wnioskéw. Dodatkowo wykorzystamy metode TAILS do proteomicznej oceny aktywnosci DPP8i 9
poprzez zbadanie ich naturalnych substratéw. Badania poszerzy dogtebna charakterystyka morfologii blaszek miazdzycowych
oraz fenotypu i aktywnosci markofagéw metodami immunohistochemii, cytometrii przeptywowej, imunoblotingu i RT-PCR.



