Nr rejestracyjny: 2019/33/B/NZ3/01004; Kierownik projektu: dr hab. Ewa tucja Stepien

Zalezno$¢ miedzy skladem molekularnym pecherzykéw zewngtrzkomoérkowych srodblonka i
beta trzustki a ich rolg w cukrzycowej dysfunkcji srédblonka - wplyw na wlasciwosci blony
komorek docelowych

Jest to interdyscyplinarny projekt badajacy rol¢ uwolnionych nano- i mikrofragmentow bton
komoérkowych w dysfunkeji naczyn krwiono$nych spowodowanej cukrzycg. Nano- i mikrofragmenty
bton komorkowych zwane réwniez pgcherzykami zewnatrzkomorkowymi (EV) sa klasyfikowane
wedtug ich roznic w wielkosci (Srednicy) i mechanizmie ich powstawania: egzosomy (Ex) o $rednicy
od 30 do 100 nm, rowniez ektosomy nazwane mikroczasteczki (MV) o $rednicy od 100 nm do 1 pm i
ciata apoptotyczne (AB) o rozmiarach od 1 do 5 pm. Sg on uwalniane przez rézne komorki, takie jak
komorki krwi, komorki $rodbtonka (komorki wyscietajace naczynia krwiono$ne), komorki
gruczotowe lub nowotworowe i wiele innych. EV sg obecne we wszystkich ptynach ustrojowych, w
tym we krwi, moczu, §linie, plynie owodniowym, a nawet tzach. Moga przenosi¢ wiele biomolekut,
takich jak biatka, lipidy, krotkie fragmenty kwasoéw nukleinowych (gtownie RNA). W tym projekcie
chcemy zbada¢ zawarto$¢ lipidow i1 bialek EV wytwarzanych przez hiperglikemiczne komorki
srédbtonkowe 1 trzustkowe.

Hiperglikemia jest stanem, w ktorym stezenie glukozy (prostego cukru) przekracza normalny poziom.
W warunkach laboratoryjnych (in vitro) mozemy stosowac hiperglikemie, gdy stezenie glukozy
wynosi 25 mM w porownaniu do warunkéw normoglikemicznych, gdy st¢zenie glukozy wynosi 5
mM. W sytuacji klinicznej hiperglikemie obserwuje sie u pacjentéw z cukrzycg lub nietolerancijg
glukozy. Cukrzyca jest bardzo niebezpieczng i1 podstepna choroba. W Polsce prawie 10% populacji
cierpi na cukrzyce (okoto 3 mln 0sob), jedna trzecia z nich nie wie o0 swojej chorobie, poniewaz nigdy
nie byta badana. Normalne stezenie cukru we krwi wynosi okoto 1 tyzeczki u przecigtnego
mezczyzny. U pacjentdw z nietolerancja glukozy stezenie cukru we krwi moze przekroczy¢ poziom 7
mM lub nawet wiccej. Utrzymujacy sie¢ podwyzszony poziomu glukozy we krwi prowadzi do
toksycznosci glukozy, ktora przyczynia si¢ do dysfunkcji komorek s$roédblonka (ECD) i chorob
pogrupowanych, jako powiktania cukrzycowe.

W stresie, warunki hiperglikemiczne, komoérki srodbtonka moga uwalnia¢ wiecej EV 1 tych o roznej
zawartosci molekularnej, w tym 0 zmienionym sktadzie lipidow i taduneku biatka. Za pomoca
wspotczesnych metod, w tym spektrometrii mas (spektrometria mas wtornych jonow - SIMS,
spektrometria mas - MS) i rutynowych metod biochemicznych, planujemy oszacowaé zawartos¢
lipidow na pojedynczym poziomie EV. Takie podej$cie wymaga uzycia bardzo czutego i wysokiej
rozdzielczosci oprzyrzadowania, a SIMS doskonale pasuje do tej analizy. Zmieniona zawartos$¢
lipidow wptywa takze na organizacj¢ lipidow btonowych, co chcemy rowniez zbada¢ za pomoca
bardzo nowatorskiego podejscia: spektroskopii czasu zycia positronium (PALS). Jest to technika,
ktéra pozwala nam wykazac rdznice w organizacji lipidow w EV.

Mechanizmy internalizacji EV do komoérek $rodbtonka i ich wptyw na ECD zostang zbadane za
pomocg nowatorskiej techniki mikroskopii fluorescencyjnej o wysokiej rozdzielczosci o nazwie STED
(Stimulated Emission Depletion). Ta technika nagrodzona Nagroda Nobla w dziedzinie chemii w 2014
r. pozwoli nam zbada¢, w jaki sposéb EV moga wchodzi¢ do komoérek srodbtonka. Wptyw EV na
komorki srodbtonka bedzie badany jako zmiany plynnosci btony komorkowej, powodujac ich
dysfunkcje przez mozliwe interakcje lipid-biatko i kanal w dystrybucji kanatow jonowych lub
reaktywnosci. W tej czgéci nasze badania beda obejmowaé metody elektrofizjologiczne na poziomie
komoérkowym.
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