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POPULARNONAUKOWE STRESZCZENIE PROJEKTU

Nasz projekt ma na celu zbadanie wptywu eksendyny-4, leku stosowanego w leczeniu cukrzycy, na funkcje
fibroblastow (komorek tkanki fgcznej bioracych udzial w procesie gojenia ran) wyosobnionych ze skory zwierzat z
cukrzyca. Cukrzyca typu 2 jest chorobg cywilizacyjna, ktéra dotyczy szybko wzrastajacej liczby 0sob zarowno w
Polsce jak i na $wiecie. Jednym z najgrozniejszych zaburzen jest tzw. stopa cukrzycowa, ktora jest skutkiem
nieprawidlowego gojenia si¢ zranienia skory stopy, co czasem skutkujac amputacja. Kluczowa rolg w tworzeniu
blizny odgrywaja komoérki tkanki tacznej — fibroblasty. Wytwarzaja one skladniki tzw. macierzy
zewnatrzkomorkowej, np. kolagen i glikozaminoglikany. Po zranieniu fibroblasty przemieszczaja si¢ (migruja) do
wngtrza rany, namnazaja si¢ (proliferuja) i zaczynaja wytwarza¢ kolagen i glikozaminoglikany. Przebieg gojenia
jest kontrolowany m.in. przez enzymy - metaloproteinazy i ich tkankowe inhibitory (zwiazki hamujace aktywnosc)
oraz biatko C-reaktywne (CRP). Metaloproteinazy rozktadajg biatka macierzy, ktdre zastepowane sa przez inne
biatka wytwarzane przez fibroblasty. CRP hamuje gojenie ran. Wazng role regulacyjng w gojeniu ran odgrywaja
czynniki wzrostu, np. czynnik wzrostu $rédbtonka naczyn (VEGF), ktory pobudza aktywnos¢ komorek w trakcie
gojenia. Innymi czynnikami kontrolujacymi gojenie sg czasteczki mikroRNA. Cukrzyca uposledza wszystkie
funkcje fibroblastow i w sposob niekorzystny dla procesu gojenia zmienia aktywno$¢ metaloproteinaz, ich
inhibitorow, bialkka CRP i wytwarzanie VEGF oraz mikroRNA. Zaburzenia te s3 najwazniejsza przyczyna
uposledzonego gojenia ran, ale dotychczas nie odkryto w pelni zadowalajacej metody poprawienia czynnoSci
fibroblastow. Czynnikiem usprawniajacym funkcje fibroblastow moze by¢ hormon jelitowy, tzw. peptyd
glukagonopodobny-1 (GLP-1), ktorego obecnos¢ wykryto w skorze. Zwigzki podobne do tego hormonu, takie jak
eksendyna-4, uzywane sag w leczeniu cukrzycy. Wiadomo jednak réwniez o korzystnym wptywie GLP-1 i
eksendyny-4 na przyspieszenie gojenia owrzodzen skory u osob z cukrzyca, co moze zachodzi¢ przez wptyw na
czynnos$¢ fibroblastow. Dotychczas nie badano jednak wpltywu eksendyny-4 na czynnos$¢ fibroblastow skory w
warunkach cukrzycy. Dlatego celem planowanych badan jest sprawdzenie w jaki sposob eksendyna-4
wstrzykiwana szczuréw z wrodzong cukrzyca typu 2 zmienia istotne dla procesu gojenia ran funkcje fibroblastow
uzyskanych ze skory tych zwierzat i hodowanych nastgpnie poza organizmem (metoda ex vivo). Szczurom
wszczepione zostang siatki polipropylenowe podobne do tych, ktére stosuje si¢ w chirurgicznym leczeniu
przepukliny u ludzi. Nastepnie beda one otrzymywaty codziennie iniekcje eksendyny-4 lub 0.9 % roztworu NaCl
(szczury kontrolne) przez 4 tygodnie. W tym czasie mierzona bedzie ilo§¢ pokarmu zjadanego przez kazde zwierze
w ciggu doby, masa ciala i st¢zenie glukozy we krwi. Po 4 tygodniach szczury zostang uspione, a siatki
przero$nicte tkanka laczng zawierajaca fibroblasty zostang wyosobnione. Wyizolowane fibroblasty beda
namnazane w celu wykorzystania w dalszych badaniach. W dodatkowej serii badan zajmiemy si¢ mechanizmami
dziatania eksendyny-4 na ludzkie fibroblasty pobrane od ludzi z cukrzyca, tzn. zidentyfikujemy receptor, przez jaki
dziata na te komorki eksendyna-4, sprawdzimy, jakie zwigzki wytwarzane wewnatrz komorek fibroblastow
posrednicza w dziataniu tego hormonu na poszczegodlne funkcje fibroblastow oraz zbadamy wplyw eksendyny-4 na
ekspresje mikroRNA regulujacych gojenie. Wiedza o tych mechanizmach pozwoli stwierdzi¢, czy eksendyna-4
moglaby w przyszlo$ci znalez¢ zastosowanie nie tylko jako lek przeciwdziatajacy hiperglikemii ale tez
wspomagajacy utrudnione leczenie ran u ludzi chorych na cukrzycg. W obu seriach badan porownamy zdolno$é¢
fibroblastow do syntezy kolagenu i glikozaminoglikanéw. Uzywajac specjalnej komory podzielonej porowata
membrang (btong) na cze$¢ gorng i dolng zbadamy, czy eksendyna-4 zmienia zdolno$¢ migracji fibroblastow przez
te membrane. Dzigki hodowli fibroblastow z przeciwcialami wigzagcymi si¢ z naturalnymi substancjami
kontrolujagcymi procesy ,,samobojczej” $mierci komodrek (apoptozy) i naprawy DNA, wytwarzanymi przez
komorki, w oparciu o analizg probek w cytometrze przeptywowym, okreslimy czy eksendyna-4 wptywa na
apoptoze i1 procesy naprawcze struktury DNA fibroblastow. Metodami biologii molekularnej (tzw. reakcja
odwrotnej polimerazy w czasie rzeczywistym) zbadamy, czy eksendyna zmienia ekspresje (aktywno$¢) genow
metaloproteinaz, ich tkankowego inhibitora lub czynnika VEGF w hodowlach fibroblastow. Okreslimy réwniez
poziom metaloproteinazy, jej inhibitora i biatka CRP we krwi szczuréw, aby zbadaé, czy eksendyna-4 przywraca
korzystne stgzenie tych substancji zaburzone przez cukrzycg. W drugiej serii doswiadczen in vitro (wykonanej na
komorkach hodowanych poza organizmem), wykorzystujac fibroblasty uzyskane od ludzi z cukrzyca zajmiemy si¢
wyja$nieniem wewnatrzkomorkowych mechanizméw bezposredniego dziatania eksendyny-4 na fibroblasty. Pod
tym katem zbadany zostanie wptyw eksendyny na wszystkie funkcje fibroblastow, tj. wytwarzanie kolagenu i
glikozaminoglikanow, zywotno$¢, migracj¢ i proliferacj¢ oraz ekspresje wybranych czasteczek mikroRNA
kontrolujagcych fibroblasty. Dzigki temu sprawdzimy, czy czynniki te posredniczg we wptywie eksendyny-4 na ww.
funkcje fibroblastéw i uzyskamy dodatkowe informacje na temat sposobu dziatania tego leku na komorki. Wyniki
naszych doswiadczen wskaza, czy eksendyna-4 poprawia czynno$¢ fibroblastow w warunkach cukrzycy i czy
mogtaby znalez¢ zastosowanie w polepszeniu uposledzonego gojenia ran u 0sob chorych na cukrzyce.



