Nr rejestracyjny: 2020/39/B/NZ5/02305; Kierownik projektu: dr Anna Bar

Komorki $rodblonka tworza najwickszy narzad wewnatrzwydzielniczy w organizmie, pokrywajacy
ogromne, wewnetrzne powierzchnie catego uktadu sercowo-naczyniowego. Z kolei dysfunkcja srodblonka (DS)
jest cechg charakterystyczng wielu chordb i moze by¢ traktowana jako barometr ryzyka sercowo-naczyniowego.
Ponadto badania nad rozwojem DS u myszy in Vivo, stanowigcych podstawowy model
w badaniach przedklinicznych, maja zasadnicze znaczenie dla lepszego zrozumienia roli komoérek srédbtonka w
progresji choroby, wskazania lekow o szkodliwym lub korzystnym wptywie na $rodbtonek lub identyfikacji
wrazliwych parametrow DS. Obecnie rézne testy sa wykorzystywane do oceny fenotypu srodblonka,
ale wickszo$¢ z nich nie nadaje sie do wezesnego wykrywania DS. Jednak opierajac si¢ na naszych wstepnych
wynikach, stawiamy hipoteze, ze spoérod wielu metod pomiaru DS, ocena zmian przepuszczalnoéci moze
stanowi¢ jedno z najbardziej czutych narzedzi do wykrywania zmian w fenotypie $rodblonka, ale ta Sciezka nie
byta dalej badana i stanowi przedmiot niniejszego projektu. Liczba publikacji opisujacych przedkliniczne
badania przepuszczalno$ci srodbtonka in vivo u myszy jest ograniczona ze wzgledu na konieczno$¢ stosowania
specjalistycznych narzedzi i metodologii. Jedna z metod umozliwiajacych wykrycie zmian przepuszczalnosci
srodbtonka in vivo jest ocena akumulacji gadolinowego $rodka kontrastowego (SK) w $cianie naczynia, metoda
obrazowania magnetyczno-rezonansowego (MRI). Jednak nadal brakuje wrazliwych SK, ktore sa
wychwytywane przez $rodblonek w podobny sposob jak lipoproteiny o malej gestosci (LDLs), nasladujac
patofizjologiczne procesy, we wczesnym stadium zwigkszonej przepuszczalnosci srodbtonka, w miazdzycy
tetnic.

Zatem, ogolnym celem tego projektu jest: po pierwsze, opracowanie zoptymalizowanej, opartej na MRI
metodologii oceny przepuszczalno$ci srodbtonka w modelach mysich in vivo, a po drugie wykorzystanie tej
ulepszonej metody do scharakteryzowania zmian przepuszczalno$ci srédbtonka in vivo wywotanych rozwojem
choroby i w odpowiedzi na farmakoterapig.

Akumulacja LDL w warstwie btony wewngtrznej tetnic stanowi kluczowy etap w rozwoju miazdzycy,
dlatego w niniejszym projekcie optymalizacja SK bedzie polega¢é na opracowaniu LDL-mimetycznego
liposomalnego SK, w celu zwickszenia lokalnego stezenia SK w $cianie naczynia, wchtanianego podobnie jak
LDL podczas zwigkszonej przepuszczalnosci §rodbtonka, w bardzo wezesnej fazie DS. W szczegdlnosci zostana
zmodyfikowane parametry fizykochemiczne liposoméw, w tym rozmiar, sktad, tadunek powierzchniowy lub
dostgpno$¢ powierzchni. Ponadto, w ramach optymalizacji, do liposomoéw zostanie przylaczony peptyd
mimetyczny apolipoproteing B100 (glowne biatko LDL). Podczas tych badan zostanie rowniez zidentyfikowany
mechanizm wychwytu SK w $écianie naczynia. Alternatywnie do obrazowania MR zwickszonej
przepuszczalnosci  $rddblonka  wykrywanej  jako  zwigkszony  sygnat od  nagromadzonych
w $cianie naczynia liposomow obcigzonych gadolinem, zastosowane zostanie rowniez obrazowanie liposomow
obcigzonych 19-fluorem (*°F), co moze zapewni¢ bardziej czuly sposob wykrywania zmian przepuszczalno$ci
srodblonka, z powodu braku sygnatu tta 19F w organizmie. W drugiej czgséci projektu zoptymalizowana
metodologia zostanie wykorzystana do oceny progresji zwiekszonej przepuszczalnosci srodbtonka u myszy
E3L.CETP, unikalnego mysiego modelu tagodnej hiperlipidemii, ktory wykazuje ludzki metabolizm lipoprotein
i reprezentujacego klinicznie istotny model DS. U myszy E3L.CETP dtugotrwatly rozwéj DS podsumowuje
powolny postep DS u ludzi z zaleznymi od wieku zmianami w $rodblonku, przyspieszonymi przez tagodna
hiperlipidemi¢. Nasze podejscie pozwoli okresli¢, czy ocena zwickszonej przepuszczalnosci $rodblonka
umozliwia najwczesniejsze wykrycie DS, poprzedzajac inne cechy DS. Zoptymalizowana metodologia MRI
przepuszczalnosci $rodblonka zostanie réwniez wykorzystana do przeprowadzenia badania in vivo,
weryfikujacego wplyw aktywatoréw czynnika jadrowego 2 (Nrf2) na przepuszczalnos¢ srodblonka, ktore
pomimo korzystnego wptywu na $rodbtonek, obserwowanego jako zmniejszenie produkcji reaktywnych form
tlenu, wykazaly zréznicowany wpltyw na funkcj¢ bariery $rodblonkowej w ludzkim $rodbtonku
mikronaczyniowym. Ponadto zbadana zostanie rola szlakéw endoteliny-1 i Nrf2 w regulacji przepuszczalno$ci
$rodblonka przez aktywatory Nrf2, czego dotychczas nie przeprowadzono.

Prezentowany projekt, poza walorami poznawczymi, ma rowniez znaczenie metodologiczne. Badania
przeprowadzone w ramach tego projektu dostarcza, metodologii istotnej z punktu widzenia patofizjologii, ktora
pozwoli na wczesne wykrywanie DS, obszernych wynikéw zwickszajacych nasza wiedze na temat znaczenia
przepuszczalnosci $rodblonka jako markera wezesnego rozwoju DS in vivo, wyjasnia mechanizmy wychwytu
LDL-mimetycznego liposomalnego SK i zweryfikuja opracowana metode w badaniach z udzialem myszy.
Zgodnie z nasza najlepsza wiedza, tego typu badania zostang przeprowadzone po raz pierwszy z wykorzystaniem
najnowoczesniejszych metodologii, unikalnych modeli mysich i w sumie otworza nowe perspektywy
translacyjne.



