Nr rejestracyjny: 2019/32/T/ST5/00417; Kierownik projektu: mgr Anna Elzbieta Drozdz

Panowanie nad homeostazg naszego organizmu nie bytoby mozliwe bez dobrze rozwinigtego wewngtrznego
systemu przekazywania informacji pomiedzy roznymi komoérkami na dalekie odleglosci, do innych tkanek,
narzagdow, czy organow. Nosnikami tych informacji w organizmach zywych sa mikropecherzyki
zewngtrzkomorkowe. Mikropgcherzyki sa roznicowang grupa kulistych czgsteczek utworzonych z dwuwarstw
lipidowych. Najmniejszych z nich — egzosomy, ktorych $rednica miesci si¢ w przedziale 30 -100 nm powstajg we
wnetrzu komorki, w ciatkach wielopecherzykowych i z nich uwalniane sg do przestrzeni zewnatrzkomorkoweyj.
W zaleznos$ci od tego, z jakiej komorki pochodzg roznig si¢ sktadem, wielkoscig oraz koncentracjag w ptynach
ustrojowych. Mikropecherzyki niosag w sobie informacje zakodowane w postaci réznego sktadu lipidowego,
biatkowego  oraz za  pomocg  kwasow  nukleinowych - RNA i DNA.  Jednym
z najwazniejszych z nich sg czasteczki miRNA, ktore sg krotkimi (17-20 nukleotydéw) fragmentami RNA,
posiadajacymi zdolnos¢ regulacji ekspresji genow.

W ramach projektu planowana jest synteza i charakterystyka sztucznych egzosomoéw do celowanego dostarczania
miRNA do komdrek $rodbtonka na modelu cukrzycy. Jednymi z najwazniejszych powiklan cukrzycy sa
powiktania mikronaczyniowe, uszkadzajace drobne naczynia krwiono$ne. Komorkami w najwigkszym stopniu
uszkodzonymi w  wyniku  podwyzszonych  pozioméw  glukozy sa  komodrki  $rédbtonka.
W wyniku ich uszkodzenia dochodzi do pojawienia si¢ szeregu zmian funkcjonalnych, biochemicznych oraz
strukturalnych, objawiajacych si¢ obnizong proliferacja komoérek, zaburzong migracja oraz uposledzonym
gojeniem si¢ ran. Badania wykazaty, ze zmianom tym towarzyszg zmiany w poziomie miRNA. Jednym
z miRNA, ktérego poziom jest podwyzszony jest miR-221-3p. Udowodniono, ze mozliwe jest blokowanie
aktywnosci tej czasteczki, co prowadzi do pobudzenia migracji komorek $rodbtonka hodowanych w warunkach
hiperglikemicznych. W zaprojektowanym przeze mnie nosniku czasteczka ta bedzie wprowadzona do sztucznych
egzosomow. Dzigki temu, ze sztuczne egzosomy zostang pokryte biatkiem Del-1 (Developmental endothelial
locus -1), ktore jest wydzielane przez komorki $rodbtonka i taczac si¢ z mikropgcherzykami posredniczy
w procesie wnikania tych czasteczek do komorek badany uktad bedzie specyficznie je rozpoznawat.

W ramach prowadzonych badan sztuczne egzosomy pokryte biatkiem sg poddawane charakterystyce strukturalnej
oraz funkcjonalnej. Badane sg takie parametry uktadu jak: wielko$¢, rozktad wielkosci, morfologia, wartosé
fadunku powierzchniowego, czy stabilno$¢ uktadu. Dodatkowo przeprowadzone sg badania wpltywu
oddzialywania z biatkami osocza na wilasciwosci analizowanych uktadow. Uklady te sa przeznaczone do
zastosowan terapeutycznych, dlatego jednym z etapoéw analizy jest sprawdzenie czy nie majg one wiasciwosci
cytotoksycznych. W kolejnych etapach badan, z posrdéd réznych kompozycji zostanie wybrana grupa
o najlepszych wlasciwosciach. Do tych uktadéw wprowadzany bedzie fragment inhibitora miR-221-3p (anty-miR-
221-3p), a uktad bedzie poddany testom funkcjonalnym. Zostanie zbadane pobieranie sztucznych egzosoméw
przez komorki $rodbtonka. Testy bedg rowniez obejmowaty badanie wplywu anti-miR-221-3p na zachowanie si¢
komorek — ich migracje oraz zdolno$¢ tworzenia nowych naczyn krwiono$nych — angiogeneze. Sprawdzony
zostanie takze wplyw czasteczki na poziom zewnatrzkomorkowych enzymoéw — metaloproteinaz, ktorych
podwyzszony poziom obserwowany jest w cukrzycy oraz ekspresja genow, ktore sg pod kontrolg blokowanego
MiRNA. Taki sam zestaw testow zostanie przeprowadzony z uzyciem naturalnych egzosomow wyizolowanych
z medium hodowlanego komoérek s$rodblonka. Testy te beda mialy na celu okreslenie rdznic
w wydajnosci dostarczania substancji czynnych przez sztuczne egzosomy w poréwnaniu do naturalnych.
Doktadna charakterystyka roznych kombinacji uktadu pozwoli ocenié, jak zmiany sktadu lipidowego wplywaja
na oceniane parametry czastek, dodatkowo pozwola wybra¢ kompozycje najbardziej pozadana ze wzgledu na
dostarczanie biologicznie aktywnych czasteczek. Badania pozwola rowniez oceni¢ aktywno$¢ biologiczng
sztucznych egzosomow.



