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Watroba jest narzagdem bardzo dobrze unaczynionym, przez ktéry przeptywa krew bogata w substancje
odzywcze z uktadu pokarmowego w objetosci dochodzacej do jednego litra na minute. Substancje odzywcze,
w tym czasteczki lipoprotein, rozprowadzane sg siecig drobnych naczyn wlosowatych nazywanych
sinusoidami watroby. Pierwsza warstwa komorek w sinusoidach watroby jest warstwa §rodbtonka. Komorki
srodblonka zatok watroby (LSEC) stanowig pojedynczg warstwe komorek oddzielajacych §wiatto naczynia
krwionosnego od pozostatych komoérek watroby, gtéwnie hepatocytow. W mowie potocznej watrobe czesto
nazywa si¢ filtrem krwi. Okreslenie to, jakkolwiek bardzo uogdlnione, znajduje uzasadnienie w morfologii
komodrek LSEC. Komorki te posiadaja fenestracje — transkomorkowe pory — ktore zebrane w grupy stanowig
sita dla czgsteczek zawieszonych w osoczu krwi. Fenestracje majg rozmiary od 50-300 nanometrow. Zatem
pasywny transport przez fenestracje do watroby, obejmuje tylko lipoproteiny mniejsze niz wielko$¢ porow.
Duze czastki, takie jak chylomikrony, pozostaja w osoczu, gdzie podawane sa dziataniu odpowiednich
enzymow. W zwigzku z tym, fenestracje w komoérkach LSEC stanowig aktywng bariere, pozwalajacg na
kontrolowany (ilo$¢ i wielkosc¢) przeptyw lipoprotein do i z watroby. W patologii watroby, wynikajacej m.in.
z otylos$ci, stanu zapalnego czy naduzywania alkoholu, liczba fenestracji spada, a co za tym idzie zaktécona
zostaje zdolno$¢ filtracyjna tego organu. Prowadzi to do hiperlipoproteinemii i w konsekwencji moze
prowadzi¢ do miazdzycy ichorob uktadu krazenia. Podsumowujgc, zaburzenia w porowatosci komorek
LSEC moga mie¢ konsekwencje w nieprawidtowym dziataniu uktadu pokarmowego i uktadu krazenia.
Pomimo ogromnego znaczenia funkcji pelnionej przez fenestracje w komorkach LSEC, wiedza na temat
procesoOw towarzyszacym zmianom w ilo$ci i wielkoSci fenestracji pozostaje szczatkowa. Jest to zwigzane
z ograniczeniami w technikach badawczych tych struktur. Jako, ze fenestracje sa mniejsze od dtugosci fali
$wiatta widzialnego (400 — 900 nanometréw) nie mozna ich dostrzec pod mikroskopem optycznym. Do tej
pory zeby je bada¢ konieczne bylo uzycie mikroskopii elektronowej. Ta wymaga jednak odpowiedniego
preparowania komoérek. Uniemozliwia to przezyciowe badanie dynamicznych zmian tych struktur.
W zwiazku z tym przez blisko 50 lat od odkrycia fenestracji, szybkos¢ proceséw zwigzanych ze zmianami
w ilosci 1 wielkosci fenestracji pozostawala w sferze hipotez. Wraz z rozwinigciem mikroskopii sit
atomowych (AFM) w badaniu fenestracji pojawily si¢ nowe, dotychczas bedace poza zasiggiem, metody
badania porowatosci komorek LSEC. W 2017 roku, z wykorzystaniem techniki opartej na mikroskopii
(AFM) nasz zespol po raz pierwszy zaprezentowat obrazy przedstawiajace fenestracje w zywych komorkach.
Obecnie metodologia rozwini¢ta przez autora niniejszego projektu pozostaje unikalng, umozliwiajaca
$ledzenie dynamicznych zmian fenestracji w czasie.

Obecne wyniki badan literaturowych, w tym nasze z uzyciem techniki AFM, wskazuja na ogromng role
cytoszkieletu w budowie fenestracji. Celem tego projektu jest zrozumienie roli cytoszkieletu w tworzeniu
i utrzymaniu fenestracji, a takze wplywu naczynioprotekcyjnych mediatorow na porowatos¢ Swiezo
izolowanych, zZywych, pierwotnych, mysich komérek LSEC in vitro. Badania beda prowadzone w
trzech modelach defenestracji komérek LSEC.

Mikroskopia AFM jest juz uzywana do oceny kondycji komoérek §rodbtonka z uzyciem innego markera —
nanomechaniki (elastycznosci, sztywnosci). Jako, ze zmiany w nanomechanice zwigzane sa rowniez ze
zmianami w budowie cytoszkieletu $rodbtonka i pozwalaja na wykrycie wezesnych zmian w kondycji tych
komorek, wlaczymy badania tego markera w prowadzonych eksperymentach. Obecnie brakuje doniesien
literaturowych dotyczacych wilasciwosci nanomechanicznych komorek LSEC. Dzigki prowadzonym
badaniom dostarczymy danych o zmianach elastycznosci i sztywnosci komoérek LSEC w odpowiedzi na
rozne czynniki. Co wigcej, dokonamy pierwszej korelacji zmian zachodzacych w porowatosci i
wlasciwosciach nanomechanicznych komoérek LSEC hodowanych na elastycznych podtozach na bazie
hydrozelu. Stawiamy hipoteze, ze porowato$¢ komorek LSEC jest regulowana przez naczynioprotekcyjne
mediatory (m.in. NO, PGI,, VEGF), dzialajace posrednio na cytoszkielet komorkowy.

Proponowane w niniejszym projekcie badania majg wyraznie nowatorski charakter. Przede wszystkim bgda
to pierwsze badania dynamicznych zmian obu markerow, tj. porowatosci i nanomechaniki, w reakcji na leki.
Ponadto potwierdzenie udzialu wybranych elementow cytoszkieletu w budowie fenestracji pozwoli na
zaprojektowanie terapii umozliwiajgcej przywrocenie porowatosci dysfunkcyjnej watroby. Jezeli zmiana
wlasciwosci mechanicznych podtoza bedzie wystarczajaca do zwigkszenia porowato$ci komorek, dostarczy
to pionierskich danych o regulacji fenestracji in vivo. Co wigcej, potaczona wiedza o zmianach w
porowato$ci i nanomechanice komoérek LSEC i wptywie mediatorow $rddbtonka na fenestracje zostanie
wykorzystana, jako platforma do badania toksycznosci i odwracalnosci dziatania lekéw na wyrafinowanym
poziomie w skali nano. Na koniec, badania dostarczg informacji o zmianach cytoszkieletu fenestracji w
czasie rzeczywistym. Interakcje zachodzace migdzy elementami stanowigcymi cytoszkielet w zywych
komorkach, zardéwno nienaruszonych, jak 1 wystawionych na dziatanie narzedzi farmakologicznych mozna
przetozy¢ na inne typy komorek. Pozwoli to na poznanie dynamiki cytoszkieletu LSEC oraz zrozumienie
mechanizméw regulujacych fenestracje, co ma bezposrednie znaczenie w leczeniu chorob watroby.



