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Wprowadzenie

Pecherzyki zewnatrzkomoérkowe (EVs)
sa obecnie jednymi z najbardziej intensyw-
nie badanych czasteczek pozakomérkowych
jako potencjalne biomarkery choréb. Jako
EVs okre$lamy oblonione struktury o roz-
nym pochodzeniu, rozmiarze i mechani-
zmach powstawania. Mozemy je poréwnac
do przesytek pocztowych, ktére przez trans-
fer biatek, lipidow i kwaséw nukleinowych
wplywaja na komunikacje miedzy komor-
kami i pozwalaja na wglad w ich stan me-
taboliczny.

W projekcie realizowanym w Katedrze
i Zakladzie Biochemii, we wspdtpracy z Za-
ktadem Fizjologii Doswiadczalnej i Klinicz-
nej oraz Klinikq Diabetologii i Chor6b We-
wnetrznych UCK WUM badamy znaczenie
EVs w rozwoju powiklan cukrzycy typu 2
oraz ich potencjalne zastosowanie w dia-
gnostyce i terapii. W ciagu ostatnich 35 lat
liczba chorych na cukrzyce zwigkszyla sie
na Swiecie ponad 3,5-krotnie, a w Polsce
wynosi ona ponad 3 miliony pacjentéw.
Narastajaca epidemia cukrzycy implikuje
wzrost liczby chorych z powiklaniami ser-
cowo-naczyniowymi. Stan przedcukrzyco-
wy i cukrzyca zwiekszaja ryzyko rozwoju
lub nasilenia objaw6w niewydolnosci ser-
ca, ktéra wystepuje u ok. 30% pacjentow
leczacych sie z powodu cukrzycy. Zmiany
w mikrokrazeniu spowodowane dysfunkcja
srédblonka w przebiegu cukrzycy indukuja
niedotlenienie komorek miesnia sercowego,
co prowadzi do zwldknienia $rédtkankowe-
go oraz przebudowy komorek naczyn i ser-
ca. Badania obserwacyjne i przedkliniczne
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Zespot badawczy realizujqcy projekt “Wptyw profilu molekularnego egzosoméw na patomechanizm
kardiomiopatii cukrzycowej” pod kier. lek. Mitosza Majki (pierwszy z lewej)

wskazuja na mozliwo$¢ rozwoju niewy-
dolnosci serca pod postacia kardiomiopatii
cukrzycowej, ktora cechuje sie brakiem to-
warzyszacych czynnikéw ryzyka, jak nadci-
$nienie tetnicze czy choroba wieficowa.

Opis projektu

Obecny obraz cukrzycy wykracza poza
tradycyjne postrzeganie hiperglikemii jako
gtéwnego problemu tej choroby, a najnow-
sze wytyczne Swiatowych towarzystw wska-
zuja na odrebna grupe pacjentéw, u ktérych
akcent w leczeniu powinien by¢ postawiony
na redukcje powiktan, w tym na kardiopro-
tekcje. Poznanie czynnikéw molekularnych,
ktére przemawiaja za zwiekszonym ryzy-
kiem rozwoju powiklan sercowo-naczynio-
wych u pacjentéw, przyczyni sie do lepszej
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diagnostyki i opracowania personalizowanej
terapii od wczesnych etap6w leczenia. Uwa-
zamy, ze zmiany w profilu molekularnym
EVs, i zaburzona komunikacja miedzyko-
moérkowa z ich udziatem, moga by¢ nie tylko
waznym elementem rozwoju zaburzen funk-
cji komorek serca, ale takze postuzy¢ do dia-
gnostyki i oceny ryzyka powiklan.

Oczekiwane korzysci z projektu
Obecne na blonie EVs markery oraz
sklad molekularny zalezny od ich pocho-
dzenia sprawiaja, ze stanowia one wglad
w stan metaboliczny komdrek. Monito-
rowanie zmian w profilu molekularnym
EVs moze by¢ wykorzystane do $ledzenia
progresji i diagnostyki choréb w tzw. ptyn-
nej biopsji. Naszym celem jest zbadanie
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przydatnosci EVs w ocenie metabolizmu
komérek w cukrzycy typu 2. Poniewaz
szczeg6lna role w rozwoju tej choroby
odgrywaja zaburzenia metaboliczne i nad-
miar tkanki thiszczowej, opracowywane
przez nas metody majaq pozwoli¢ na izola-
cje z osocza EVs, pochodzacych z tej tkan-
ki, a nastepnie zbadanie zmian w ich pro-
filu molekularnym metodami proteomiki
i transkryptomiki.

W projekcie poSwiecamy gtéwna uwa-
ge tytulowym egzosomom, czyli EVs
pochodzacym z ukladu endosomalnego
komorki, reprezentujacych populacje ma-
tych EVs o wielkosci ponizej 200 nm.,
jednakze planujemy zbadanie takze in-
nych podtypéw. Coraz wieksza uwage
zwraca sie na duze EVs o wielko$ci po-
wyzej 200 nm. oraz ich znaczenie w pa-
tofizjologii i diagnostyce réznych choréb.
Roéznice miedzy tymi populacjami EVs
byty dotychczas pomijane przez badaczy
w wyniku trudno$ci w doktadnej separacji
czasteczek. Optymalizacja metod izolacji
EVs w kierunku wiekszej specyficznosci
wigze sie z wieloma wyzwaniami na roz-
nych etapach projektu. Pierwszym jest
usprawnienie metod izolacji EVs, ktére
pozwolg na sprawna separacje ich podty-
pow oraz oczyszczenie od pozakomorko-
wych czasteczek nieoblonionych, takich
jak lipoproteiny. Nastepnym wyzwaniem
bedzie wykrycie réznic w ekspresji cza-
steczek, ktére moga by¢ obecne w EVs
w zaledwie pojedynczej kopii. Sa to m.in.

czasteczki microRNA - krétkich, nieko-
dujacych kwaséw nukleinowych wply-
wajacych na regulacje ekspresji gendw.
Badania te sq mozliwe dzieki wdraza-
nym przez zesp6t dr hab. Malgorzaty
Czystowskiej-Kuzmicz metodami trans-
kryptomiki, proteomiki oraz metabolo-
miki, realizowanymi dzieki wspdtpracy
z o$rodkami w kraju i za granica. Pozwa-
laja one poznac¢ fenotyp biologiczny EVs
z ogromng dokladnos$cia, jednak wyma-
gaja bardzo uwaznego przygotowania
probek i implikujg ogromna ilo$¢ danych
bioinformatycznych do opracowania. Wy-
maga to stosowania innowacyjnej apara-
tury oraz oprogramowania i zoptymali-
zowanych metod ekstrakcji pozadanych
czasteczek. Wyzwanie stanowi takze anali-
za funkcji EVs w modelu in vitro, w ktérym
badamy ich wptyw na zaburzenia funkcji
komorek srédbtonka naczyn i komoérek mie-
$nia sercowego. Naprzeciw temu wyzwaniu
wychodza nowe techniki opracowywane
przez zespot. Nie sposéb nie wspomniec¢
w tym miejscu o ogromnym udziale studen-
téw z SKN EVIONA pod przewodnictwem
Jakuba Tomaszewskiego. W ramach reali-
zowanego przez nich grantu z programu
,»SKN Tworza Innowacje” MNiSW, studen-
ci SKN EVIONA sa ogniwem wspotpracy
z Srodowiskowym Laboratorium Lasero-
wych Technik Mikroskopowych IMDiK,
w ramach ktérej opracowywany jest nowy
protokét obrazowania EVs przy pomocy
inzynierii genetycznej i mikroskopii konfo-

kalnej. Liczne wspoiprace z zespotami z ca-
tego Swiata oraz mulitdyscyplinarny zespot,
z wiedza i doSwiadczeniem nie tylko biolo-
giczno-technicznym, ale réwniez klinicz-
nym, pozwalaja nam realizowa¢ zadania
i tworzy¢ innowacyjne rozwigzania w ob-
szarze biotechnologicznym. Jednym z na-
szych zalozen jest automatyzacja procesoéw
izolacji i analizy EVs, co jest kluczowe dla
ich przyszlego zastosowania w warunkach
klinicznych. Dlatego realizowany przez
nas projekt ma na celu nie tylko scharakte-
ryzowanie zmian w profilu EVs i zbadanie
ich roli w rozwoju niewydolnosci serca
w cukrzycy, ale takze opracowanie nowa-
torskich metod, ktére beda krokiem w kie-
runku implementacji rozwigzan w diagno-
styce klinicznej i rozwoju zastosowania
EVs jako ptynnej biopsji w chorobach cy-
wilizacyjnych.

Sktad zespotu projektowego
Projekt jest finansowany ze srodkéw Mi-
nistra Edukacji i Nauki w ramach Programu
,Perlty Nauki”. Realizowany bedzie przez
zespot badaczy w skladzie: lek. Mitosz Maj-
ka — Doktorant w Katedrze i Zakladzie Bio-
chemii, Kierownik Projektu; dr hab. Mat-
gorzata Czystowska-Kuzmicz — Kierownik
Pracowni Mikropecherzykéow i Adiunkt
w Katedrze i Zakladzie Biochemii, Opie-
kunka Merytoryczna Projektu; dr Katarzyna
Czarzasta — Adiunkt w Katedrze i Zakla-
dzie Fizjologii Do$wiadczalnej i Klinicznej,
Opiekunka Pomocnicza Projektu. ll
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