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I. Wstęp 

Rola śródbłonka w utrzymaniu homeostazy naczyniowej 

Śródbłonek naczyniowy, który można uznać za największy narząd 

wewnątrzwydzielniczy człowieka, produkuje i uwalnia liczne substancje wpływające  

na przeciwstawne procesy, zapewniające utrzymanie homeostazy naczyniowej [1]. 

Prawidłowo funkcjonujący śródbłonek bierze udział w regulacji tonusu naczyń krwionośnych, 

przepuszczalności ściany naczynia, proliferacji i migracji komórek mięśni gładkich,  

w procesach zapalnych i immunologicznych, jak również wpływa na krzepnięcie i fibrynolizę 

[2–5]. W przypadku dysfunkcji śródbłonka dochodzi do zaburzenia homeostazy ustroju, 

przejawiającej się upośledzeniem odpowiedzi rozkurczowej i zwiększoną przepuszczalnością 

naczynia, upośledzeniem właściwości naczynioprotekcyjnych oraz aktywacji procesów pro-

zakrzepowych oraz pro-zapalnych śródbłonka [6–8]. Procesy związane z dysfunkcją 

śródbłonka są początkowym etapem wielu chorób, między innymi miażdżycy [9], 

nadciśnienia [10], niewydolności serca [11] i innych patologii bezpośrednio niezwiązanych  

z układem sercowo-naczyniowym, takich jak np. przerzutowość nowotworowa [12].  

Śródbłonek naczyniowy uwalnia między innymi związki o działaniu relaksacyjnym 

na mięśniówkę naczyń oraz czynniki powodujące ich obkurczenie [13]. Jednym  

z podstawowych czynników rozkurczających naczynia krwionośne jest tlenek azotu (NO), 

powstający z L-argininy przy udziale śródbłonkowej syntazy tlenku azotu (eNOS) [14].  

W odpowiedzi na siły ścinające działające na ścianę naczyń, powstające pod wpływem 

przepływającej krwi, uwolniony z komórek śródbłonka NO przenika do komórek mięśniówki 

naczyń, gdzie aktywuje rozpuszczalną cyklazę guanylową, katalizującą powstawanie 3’5’ 

cyklicznego monofosforanu guanozyny (cGMP) [15]. Ten z kolei warunkuje relaksację 

mięśniówki gładkiej na drodze zależnej od aktywności kinaz białkowych, fosforylacji 

transmembranowych białek transportowych oraz regulacji aktywności kinaz łańcuchów 

lekkich miozyny (MLCK) [6]. Ponadto NO hamuje adhezję leukocytów do śródbłonka [16], 

agregację i adhezję płytek krwi [17], migrację [18] i proliferację [19] komórek mięśni 

gładkich, jednocześnie stymulując też proliferację i podziały komórek śródbłonka, co jest 

istotne podczas odbudowy ściany uszkodzonego naczynia [13]. Kolejnym czynnikiem 

wazorelaksacyjnym jest śródbłonkowy czynnik hiperpolaryzujący (EDHF), powodujący 

między innymi otwarcie kanałów potasowych komórek mięśni gładkich, co prowadzi  

do zwiększonego wypływu jonów potasu i hiperpolaryzacji ich błony komórkowej [20]. 



3 

 

 

Działanie NO jest wspomagane również przez produkowaną i uwalnianą ze śródbłonka 

prostacyklinę (PGI2), aktywującą receptory IP na powierzchni komórek mięśni gładkich lub 

płytek krwi. Podobnie jak NO, PGI2 może regulować relaksację naczyń krwionośnych, jednak 

działanie to jest drugorzędne w stosunku do jej silnego działania przeciwpłytkowego [13,21]. 

Związkiem działającym przeciwnie do PGI2 jest tromboksan A2 (TXA2), 

produkowany głównie przez płytki krwi, powodujący silne obkurczenie naczyń, wzmożoną 

agregację płytek krwi oraz proliferację mięśniówki naczyń [22]. Do grupy śródbłonkowych 

związków obkurczających naczynia zalicza się również czynnik aktywujący płytki krwi 

(PAF) [23], angiotensynę II (Ang II) [24] oraz endotelinę 1 (ET-1) [25]. ET-1 oddziałuje  

z dwoma homologicznymi receptorami endotelin: A (ETA), którego stymulacja przez szlak 

fosfolipazy C prowadzi do skurczu i proliferacji mięśniówki gładkiej naczyń krwionośnych 

oraz B (ETB), którego pobudzenie sprzyja uwalnianiu NO i PGI2 przez śródbłonek [25].  

Śródbłonek naczyniowy jest również głównym regulatorem selektywnej wymiany 

substancji rozpuszczonych i komórek pomiędzy płynącą krwią a otaczającymi tkankami [26]. 

Transport małych cząsteczek przez warstwę śródbłonka zachodzi zgodnie z gradientem 

stężeń. Natomiast przejście większych cząsteczek i komórek może zachodzić jedynie poprzez 

pęcherzyki i receptory z udziałem prawidłowo funkcjonującego śródbłonka lub pomiędzy 

komórkami, gdy połączenia ścisłe śródbłonka ulegają upośledzeniu [27]. W warunkach 

patologicznych [28], a także pod wpływem starzenia [29], przepuszczalność śródbłonka 

wzrasta, przyczyniając się w szczególności do rozwoju blaszki miażdżycowej, której 

powstawanie jest silnie związane z transmigracją leukocytów oraz akumulacją lipoprotein 

niskiej gęstości w ścianie naczynia [30].  

Metody oceny czynności śródbłonka naczyniowego u ludzi 

Ocena fenotypu śródbłonka naczyniowego w warunkach klinicznych, najczęściej 

wykonywana jest na podstawie detekcji pro-zapalnych i pro-zakrzepowych markerów 

biochemicznych dysfunkcji śródbłonka w osoczu, takich jak na przykład: czynnik von 

Willebranda (vWf) [31], rozpuszczalna trombomodulina (sTM) [32], rozpuszczalna, 

naczyniowa cząsteczka adhezyjna (sVCAM-1) oraz międzykomórkowa cząsteczka adhezyjna 

(sICAM-1) lub rozpuszczalna E-selektyna [33]. Należy jednak podkreślić, iż upośledzony 

rozkurcz naczyń krwionośnych, zależny od NO, ma szczególne znaczenie w badaniach 

klinicznych, ze względu na wartość prognostyczną tej odpowiedzi, w przewidywaniu 

niekorzystnych zdarzeń sercowo-naczyniowych [34,35]. Ocena śródbłonkowo-zależnego 
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rozkurczu u ludzi, opiera się na pomiarach zmian średnicy naczynia w odpowiedzi  

na stymulację farmakologiczną. W tym celu wykorzystuje się między innymi techniki 

angiograficzne [36] oraz dopplerowskie pomiaru przepływu krwi [37] w naczyniach 

wieńcowych lub obwodowych, w odpowiedzi na podanie agonistów zależnych 

(acetylocholina, bradykinina), bądź niezależnych od śródbłonka (nitroprusydek sodu).  

Ze względu na inwazyjny charakter, metody te nie znajdują jednak zastosowania w codziennej 

praktyce [38].  

Wśród metod nieinwazyjnych oceny czynności śródbłonka wyróżnić można 

tonometrię aplanacyjną, umożliwiającą ocenę fali tętna (PWA) [39] oraz ocenę propagacji fali 

tętna (PWV) [40], dostarczających informacji na temat sztywności ściany naczynia [41],  

a także obwodową tonometrię tętniczą wykorzystującą zjawisko reaktywnej hiperemii (RH-

PAT). Przeprowadzone badania wykazały zależność między upośledzeniem właściwości 

wazomotorycznych śródbłonka, a obniżoną wartością wskaźnika RH-PAT u pacjentów  

z wczesną miażdżycą tętnic wieńcowych [42] oraz u kobiet z chorobą niedokrwienną serca 

[43].  

Pomimo kilku dostępnych metod opisanych powyżej, złotym standardem  

w diagnostyce dysfunkcji śródbłonka jest ocena śródbłonkowo-zależnego rozkurczu 

wywołanego nagłym wzrostem przepływu krwi (FMD), w następstwie krótkotrwałej okluzji 

tętnicy. Najczęściej pomiary FMD wykonywane są przy pomocy ultrasonografii (USG)  

w tętnicy ramiennej. Wykazano również korelację pomiędzy wynikami FMD uzyskanymi  

u zdrowych ochotników, przy użyciu standardowej techniki USG, a obrazowaniem 

magnetyczno-rezonansowym (MR) [44]. Podczas wzmożonego przepływu krwi, siły 

ścinające działające na ścianę naczynia, wyzwalają procesy na poziomie komórkowym, 

prowadzące do aktywacji śródbłonkowej syntazy tlenku azotu, a tym samym do uwolnienia 

NO [45]. Wykazano, że ocena czynności śródbłonka za pomocą FMD ma wartość 

prognostyczną w przewidywaniu niekorzystnych zdarzeń sercowo-naczyniowych [46].  

Nieinwazyjna technika oparta na metodzie obrazowania MR wydaje się być 

odpowiednia nie tylko do oceny FMD [47], ale również oceny innych parametrów mogących 

pośrednio świadczyć o dysfunkcyjnym fenotypie śródbłonka naczyniowego, takich jak 

sztywność czy rozciągliwość aorty [48,49], a także PWV [50,51].  

Technologia obrazowania MR umożliwia zatem ocenę fenotypu śródbłonka  

w warunkach klinicznych, niestety dostęp do tego typu aparatury jest wciąż ograniczony.  
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W ostatnim czasie pojawiają się jednak publikacje pokazujące, że tego rodzaju ocena może 

być z powodzeniem prowadzona również w badaniach eksperymentalnych z udziałem 

zwierząt. Opracowana przez autorkę niniejszej pracy doktorskiej metodyka, wpisuje się w ten 

nowy nurt badań nad zastosowaniem obrazowania MR do oceny czynności śródbłonka  

u zwierząt doświadczalnych [8]. 

Metody oceny czynności śródbłonka naczyniowego w warunkach eksperymentalnych 

Rozwój metod pozwalających na ocenę stanu śródbłonka in vivo w modelach 

zwierzęcych jest kluczowy dla badań przedklinicznych, oceniających skuteczność 

farmakoterapii śródbłonka. Mysie modele chorób sercowo-naczyniowych są coraz częściej 

wykorzystywane w celu lepszego poznania mechanizmów patologii, a także opracowania 

nowych metod oceniających progresję tychże chorób. Jednak ocena podstawowych cech 

dysfunkcji śródbłonka w modelach mysich, głównie ze względu na rozmiar mysich naczyń 

krwionośnych [52], jest związana z wymogiem wysokiej rozdzielczości czasowo-

przestrzennej, spełnionym przez nowoczesne, przedkliniczne systemy obrazowania MR.  

W szczególności, technika obrazowania MR może być wykorzystana do oceny czynności 

śródbłonka, nawet w naczyniach krwionośnych o niewielkiej średnicy, przy bardzo szybkiej 

częstości pracy serca myszy. Obrazowanie MR pozwala również na ocenę zmian 

przepuszczalności naczyń, ze względu na możliwość zastosowania gadolinowych środków 

kontrastowych, co stanowi istotne uzupełnienie wyników pomiaru czynności śródbłonka, 

uzyskanych na podstawie badań zależnego od śródbłonka rozkurczu naczyń krwionośnych. 

Dodatkową zaletą obrazowania MR w badaniach naczyniowych jest możliwość 

równoczesnego badania naczyń krwionośnych, zarówno centralnych, jak i obwodowych. 

Jak dotąd opublikowano zaledwie kilka prac opisujących ocenę fenotypu śródbłonka 

naczyniowego u zwierząt eksperymentalnych, z użyciem technik obrazowania MR in vivo. 

Opublikowane prace opisują przede wszystkim możliwość zastosowania obrazowania MR   

do oceny czynności śródbłonka in vivo, w oparciu o analizę PWV i ocenę śródbłonkowo-

zależnego rozkurczu naczyń. Wykazano, że obrazowanie MR nadaje się do oceny PWV  

i grubości ściany aorty u myszy ApoE-/-, dostarczając wczesnych informacji na temat lokalnej 

progresji miażdżycy, tuż przed pojawieniem się dobrze rozwiniętej blaszki miażdżycowej 

[53]. Do oceny progresji morfologicznych i mechanicznych zmian, związanych z rozwojem 

miażdżycy, w mysich aortach przy pomocy obrazowania MR in vivo wykorzystać można 

również takie parametry jak prędkość przepływu krwi, powierzchnia przekroju ściany lub 

rozciągliwość naczynia [54]. Obrazowanie MR umożliwia ponadto ocenę  śródbłonkowego 
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naprężenia ścinającego (ESS), którego zmiany świadczą o początku aterogenezy [55]. Opartą 

na obrazowaniu MR ocenę ESS przeprowadzono również w mysim modelu stabilnej  

i niestabilnej blaszki miażdżycowej [56], pokazując że prędkość przepływu krwi i ścienne 

naprężenia ścinające mają różne wartości w zależności od miejsca w układzie naczyniowym, 

co dostarcza cennych informacji na temat zaburzeń przepływu laminarnego, tak istotnego  

w patogenezie miażdżycy.  

Pomimo dostępności wielu różnych parametrów opisujących czynność śródbłonka 

naczyniowego in vivo, śródbłonkowo-zależny rozkurcz naczynia, wywołany acetylocholiną 

lub innymi związkami powodującymi wazodylatację, jest wciąż najczęściej używaną metodą 

służącą do wykrywania dysfunkcji śródbłonka w badaniach eksperymentalnych, zarówno  

in vivo, jak i w izolowanych naczyniach ex vivo. W wielu badaniach wykorzystujących różne 

podejścia oparte na obrazowaniu MR, oceniano zależny od śródbłonka rozkurcz,  

na przykład w naczyniach mózgowych u szczurów z nadciśnieniem tętniczym [57] oraz  

w pniu ramienno-głowowym i tętnicy szyjnej u  myszy ApoE-/- przebywających na diecie 

wysokotłuszczowej [58]. W zaawansowanym stadium rozwoju dysfunkcji śródbłonka, 

odpowiedź na acetylocholinę wywołuje paradoksalny skurcz naczyń, tak jak to również 

opisywano w badaniach u ludzi [36].  

Biorąc pod uwagę, że wzrost przepuszczalności śródbłonka stanowi ważną cechę 

dysfunkcji śródbłonka, która w konsekwencji przyczynia się do rozwoju miażdżycy, 

wykazano, że metoda oparta na obrazowaniu MR in vivo z użyciem gadolinowych środków 

kontrastowych połączonych z albuminą, umożliwia ocenę zmian przepuszczalności 

śródbłonka w naczyniach krwionośnych świń [59]. Wykazano również, że w metodzie opartej 

na obrazowaniu MR in vivo, gadolinowe środki kontrastowe mogą być stosowane  

do wykrywania zmian miażdżycowych w ścianie naczyń krwionośnych królików [60]. 

Zgodnie z wiedzą autorki niniejszej pracy doktorskiej, istnieją jednak tylko trzy prace, 

pokazując możliwość oceny zmian przepuszczalności śródbłonka opartej na obrazowaniu MR 

in vivo u myszy. Wykazano w nich, że nieinwazyjna ocena przepuszczalności śródbłonka  

z użyciem gadolinowych środków kontrastowych połączonych z albuminą, może być  

z powodzeniem stosowana w celu wykrycia zwiększonej przepuszczalności u myszy ApoE-/- 

przebywających na diecie wysokotłuszczowej [58], zwiększonej przepuszczalności  

po wywołanym chirurgicznie uszkodzeniu komórek śródbłonka u myszy dzikich i NOS3−/− 

[61], jak również zmniejszonej przepuszczalności śródbłonka u myszy ApoE-/- 
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przebywających na diecie wysokotłuszczowej, leczonych jednocześnie Minocykliną  

i Ebselenem [62].  

Nadal brakuje jednak kompleksowych metod opartych na obrazowaniu MR, 

pozwalających na szybką i jednoczesną ocenę głównych cech dysfunkcji śródbłonka,  

czyli upośledzonego rozkurczu zależnego od śródbłonka i wzrostu przepuszczalności,  

w modelach mysich in vivo. W konsekwencji brakuje prac, opisujących wczesne i późne etapy 

rozwoju cech dysfunkcji śródbłonka, w mysich modelach chorób układu sercowo-

naczyniowego in vivo, co jest istotnym punktem wyjścia dla dalszych badań nad nowymi 

mechanizmami farmakoterapeutycznymi śródbłonka naczyniowego.  
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II. Cel badań 

Celem badań było zastosowanie metodyki, umożliwiającej obrazowanie magnetyczno-

rezonansowe (MR) dwóch głównych cech dysfunkcji śródbłonka in vivo u myszy [8], czyli 

upośledzonego zależnego od śródbłonka rozkurczu naczyń krwionośnych i zwiększonej 

przepuszczalności ściany naczynia, do 1) oceny progresji dysfunkcji śródbłonka, 2) 

monitorowania skutków farmakoterapii śródbłonka oraz 3) badania wpływu wprowadzonej 

modyfikacji genetycznej na fenotyp śródbłonka w modelach mysich in vivo.  

W niniejszej pracy doktorskiej zastosowano metodykę oceny fenotypu śródbłonka,  

z wykorzystaniem techniki obrazowania MR, opisaną w pracy, która nie wchodzi w cykl prac 

stanowiących rozprawę doktorską: 

Retrospectively gated MRI for in vivo assessment of endothelium-dependent vasodilatation 

and endothelial permeability in murine models of endothelial dysfunction. Bar A., Skorka 

T., Jasiński K., Sternak M., Bartel Ż., Tyrankiewicz U., Chlopicki S. NMR  Biomed. 2016 Aug; 

29(8):1088-97. doi: 10.1002/nbm.3567. (IF pięcioletni = 3,420; Punktacja MNiSW = 35). 

Rozprawę doktorską natomiast stanowi cykl trzech, niżej wymienionych, 

opublikowanych prac naukowych: 

1. Degradation of glycocalyx and multiple manifestations of endothelial dysfunction 

coincide in the early phase of endothelial dysfunction prior to atherosclerotic plaque 

development in ApoE/LDLR-/- mice. Bar A., Targosz-Korecka M., Suraj J., Proniewski B., 

Jasztal A., Marczyk B., Sternak M., Przybyło M., Kurpińska A., Walczak M., Kostogrys R.B., 

Szymonski M., Chlopicki S. J Am Heart Assoc. 2019, 19;8(6): e011171 doi: 

10.1161/JAHA.118.011171. (IF pięcioletni = 5,096; Punktacja MNiSW = 40).  

2. Functional and biochemical endothelial profiling in vivo in a murine model of endothelial 

dysfunction; comparison of effects of 1-Methylnicotinamide and angiotensin-converting 

enzyme inhibitor. Bar A., Olkowicz M., Tyrankiewicz U., Kus E., Jasinski K., Smolenski 

R.T., Skorka T., Chlopicki S. Front Pharmacol. 2017 Apr; 10; 8:183. doi: 

10.3389/fphar.2017.00183. (IF pięcioletni = 4,439; Punktacja MNiSW = 40). 

3. The deletion of endothelial sodium channel α (αENaC) impairs endothelium-dependent 

vasodilation and endothelial barrier integrity in endotoxemia in vivo. Sternak M., Bar A., 

Adamski M.G., Mohaissen T., Marczyk B., Kieronska A., Stojak M.,  

Kus K., Tarjus A., Jaisser F., Chlopicki S. Front Pharmacol. 2018 Apr; 10;9:178.  

doi: 10.3389/fphar.2018.00178. (IF pięcioletni = 4,439 ; Punktacja MNiSW = 40). 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/29692722
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III. Streszczenie prac stanowiących podstawę rozprawy doktorskiej 

1. Degradation of glycocalyx and multiple manifestations of endothelial dysfunction 

coincide in the early phase of endothelial dysfunction prior to atherosclerotic plaque 

development in ApoE/LDLR-/- mice  

Bar A., Targosz-Korecka M., Suraj J., Proniewski B., Jasztal A., Marczyk B., Sternak M., 

Przybyło M., Kurpińska A., Walczak M., Kostogrys R.B., Szymonski M., Chlopicki S. J Am 

Heart Assoc. (Praca 1) 

Cel: Ocena progresji dysfunkcji śródbłonka w mysim modelu miażdżycy (myszy  

ApoE/LDLR-/-), przy użyciu metody obrazowania MR in vivo. 

Metodologia: Badania prowadzone były z wykorzystaniem samic myszy ApoE/LDLR-/-  

w wieku 4, 8 i 28 tygodni w porównaniu do 8-tygodniowych samic myszy kontrolnych 

(C57Bl/6). Myszy poddano obrazowaniu MR in vivo, w celu oceny śródbłonkowo-zależnej 

odpowiedzi rozkurczowej na podanie acetylocholiny w pniu ramienno-głowowym (BCA)  

i aorcie brzusznej, oceny śródbłonkowo-zależnej odpowiedzi rozkurczowej wywołanej nagłym 

wzrostem przepływu krwi (FMD) w tętnicy udowej oraz oceny zmian przepuszczalności 

śródbłonka w BCA z użyciem gadolinowego środka kontrastowego, umieszczonego  

w liposomie. W celu walidacji wyników in vivo, wykonano pomiary produkcji NO (EPR) oraz 

pokrycia i długości glikokaliksu (AFM) w aorcie ex vivo, a także stężenia biomarkerów 

dysfunkcji śródbłonka w osoczu (microLC/MS-MRM). 

Wyniki: U 4-8-tygodniowych myszy ApoE/LDLR-/-, charakteryzujących się brakiem dobrze 

rozwiniętej blaszki miażdżycowej, zaobserwowano upośledzony, śródbłonkowo-zależny 

rozkurcz w aorcie, a także zwiększoną przepuszczalność śródbłonka w BCA, przy zachowanej 

odpowiedzi FMD w tętnicy udowej, w porównaniu do myszy C57Bl/6. Wczesnym zmianom 

czynności śródbłonka u myszy ApoE/LDLR-/-, towarzyszyły również obniżona produkcja NO  

oraz redukcja powierzchni i długości glikokaliksu w aorcie ex vivo, a także wzrost stężenia 

biomarkerów dysfunkcji śródbłonka w osoczu (biomarkery: zwiększonej przepuszczalności 

śródbłonka – angiopoetyna 2 (Angpt-2); degradacji glikokaliksu - cząsteczka specyficzna dla 

komórek śródbłonka 1/endokan (ESM-1); zapalenia w śródbłonku - rozpuszczalna naczyniowa 

cząsteczka adhezyjna 1 (sVCAM-1); zaburzeń hemostazy - inhibitor aktywatora plazminogenu-

1 (PAI-1) i tkankowy aktywator plazminogenu (t-PA)). U 28-tygodniowych myszy 

ApoE/LDLR-/-, charakteryzujących się obecnością zaawansowanej blaszki miażdżycowej, 
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upośledzenie śródbłonkowo-zależnego rozkurczu w aorcie i BCA uległo dalszej progresji, 

obserwowanej jako paradoksalny skurcz naczyń, wraz z upośledzoną odpowiedzią FMD, 

wzrostem przepuszczalności śródbłonka, jak również dalszą redukcją długości i powierzchni 

glikokaliksu. 

Wnioski: W ramach pracy wykazano, że na wczesnym etapie rozwoju miażdżycy, 

wyprzedzającym pojawienie się dobrze rozwiniętej blaszki miażdżycowej, dysfunkcja 

śródbłonka u myszy ApoE/LDLR-/- jest wieloczynnikową odpowiedzią, obejmującą między 

innymi upośledzony, śródbłonkowo-zależny rozkurcz naczynia, zwiększoną przepuszczalność 

śródbłonka, zmniejszoną produkcję NO oraz redukcję powierzchni i długości glikokaliksu  

w aorcie, a także podwyższone stężenie wybranych biomarkerów dysfunkcji śródbłonka. 

Przeprowadzone badania wykazały, że zastosowanie metody obrazowania MR fenotypu 

śródbłonka in vivo umożliwia ocenę głównych cech zaburzonej czynności śródbłonka,  

na wczesnych i późnych etapach rozwoju dysfunkcji śródbłonka u myszy ApoE/LDLR-/- oraz 

że uzyskane wyniki in vivo są zgodne z wynikami otrzymanymi innymi metodami badania 

dysfunkcji śródbłonka ex vivo (EPR, AFM, microLC/MS-MRM).  

2. Functional and biochemical endothelial profiling in vivo in a murine model of 

endothelial dysfunction; comparison of effects of 1-Methylnicotinamide and angiotensin-

converting enzyme inhibitor 

Bar A., Olkowicz M., Tyrankiewicz U., Kus E., Jasinski K., Smolenski R.T., Skorka T., 

Chlopicki S. Front Pharmacol. 2017 (Praca 2) 

Cel: Ocena śródbłonkowego działania 1-metylonikotynamidu (MNA) w mysim modelu 

miażdżycy (ApoE/LDLR-/-), w porównaniu do inhibitora konwertazy angiotensyny 

(Perindopril), przy użyciu metody obrazowania MR in vivo. 

Metodologia: Efekty przeprowadzonej farmakoterapii, oceniane były na podstawie zmian 

czynności i przepuszczalność śródbłonka w pniu ramienno-głowowym (BCA), techniką 

obrazowania MR in vivo u 4-miesięcznych myszy ApoE/LDLR-/-, leczonych przez miesiąc lub 

dwa miesiące MNA (100 mg/kg/dzień), lub Perindoprilem (10 mg/kg/dzień), w porównaniu  

do nieleczonych myszy ApoE/LDLR-/-. Ocena czynności śródbłonka prowadzona była  

w oparciu o zmianę objętości BCA, po dootrzewnowym podaniu acetylocholiny, natomiast 

zmiany przepuszczalności śródbłonka na podstawie mapowania czasu relaksacji T1,  

po dożylnym podaniu gadolinowego środka kontrastowego, połączonego z albuminą. 
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Wyniki: U nieleczonych, 6-miesięcznych myszy ApoE/LDLR-/-, dootrzewnowe podanie 

acetylocholiny wywołało skurcz BCA wynoszący -7.2%. 2-miesięczne leczenie, zarówno 

MNA jak i Perindoprilem spowodowało przywrócenie prawidłowej, śródbłonkowo-zależnej 

odpowiedzi rozkurczowej BCA (rozkurcz: 4.5% oraz 5.5%, odpowiednio) oraz zmniejszenie 

przepuszczalności śródbłonka (o ok. 60% w przypadku terapii MNA jak i Perindoprilem).  

Wnioski: W przeprowadzonym badaniu wykazano, że 2-miesięczna terapia MNA (100 

mg/kg/dzień) wykazuje podobny efekt ochronny naczyń jak 2-miesięczna terapia 

Perindoprilem (10 mg/kg/dzień), który można uznać jako referencyjny związek poprawiający 

czynność śródbłonka [63]. Podsumowując, zastosowanie opracowanej metody obrazowania 

MR fenotypu śródbłonka in vivo umożliwia profilowanie śródbłonkowego działania związków, 

w celu wykazania ich korzystnego wpływu na fenotyp śródbłonka.  

3. The deletion of endothelial sodium channel α (αENaC) impairs endothelium-

dependent vasodilation and endothelial barrier integrity in endotoxemia in vivo 

Sternak M., Bar A., Adamski M.G., Mohaissen T., Marczyk B., Kieronska A., Stojak M., Kus 

K., Tarjus A., Jaisser F., Chlopicki S. Front Pharmacol. 2018 (Praca 3) 

Cel: Ocena wpływu zastosowanej modyfikacji genetycznej, prowadzącej do delecji 

śródbłonkowego kanału sodowego (αENaC), na NO-zależną odpowiedź rozkurczową naczynia 

i przepuszczalność śródbłonka, w warunkach fizjologicznych oraz w warunkach endotoksemii, 

u myszy z warunkową inaktywacją genu podjednostki αENaC (endo-αENaCKO), przy użyciu 

metody obrazowania MR in vivo. 

Metodologia: Ocena czynność śródbłonka prowadzona była u myszy endo-αENaCKO,  

w porównaniu do myszy kontrolnych, w warunkach fizjologicznych lub endotoksemii 

wywołanej lipopolisacharydem (LPS, z Salmonella typhosa, 10 mg/kg, i.p.). Wszystkie grupy 

poddano obrazowaniu MR in vivo,  w celu zbadania śródbłonkowo-zależnego rozkurczu naczyń 

krwionośnych, wywołanego przez acetylocholinę w aorcie, lub przez zwiększony przepływ 

krwi (FMD) w tętnicy udowej, a także zmian przepuszczalności śródbłonka w pniu ramienno-

głowowym (BCA) przy użyciu gadolinowego środka kontrastowego połączonego  

z albuminą.  

Wyniki: W warunkach podstawowych zaobserwowano upośledzenie śródbłonkowo-zależnej 

odpowiedzi na podanie acetylocholiny w aorcie, a także odpowiedzi FMD w tętnicy udowej  

u myszy endo-αENaCKO w porównaniu do myszy kontrolnych. Upośledzenie śródbłonkowo-
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zależnej odpowiedzi, zarówno w aorcie jak i tętnicy udowej u myszy endo-αENaCKO  

w porównaniu do myszy kontrolnych, było bardziej zaawansowane w grupach traktowanych 

LPS. W warunkach endotoksemii, u myszy endo-αENaCKO obserwowano ponadto wzrost 

przepuszczalności śródbłonka, która nie ulegała zmianom u myszy endo-αENaCKO  

w warunkach fizjologicznych. 

Wnioski: W przeprowadzonym badaniu wykazano, że w warunkach fizjologicznych αENaC 

bierze udział w regulacji śródbłonkowo-zależnej odpowiedzi rozkurczowej naczyń, podczas 

gdy w warunkach patofizjologicznych przyczynia się do zachowania integralności bariery 

śródbłonka. Otrzymane wyniki sugerują, że aktywacja, a nie sugerowana wcześniej inhibicja 

αENaC, może być korzystna dla poprawy czynności śródbłonka. Podsumowując, zastosowanie 

opracowanej metody obrazowania MR fenotypu śródbłonka in vivo umożliwia detekcję 

dysfunkcji śródbłonka, wywołaną przez endotoksemię i nadaje się również do fenotypowania 

czynności śródbłonka w mysich modelach z modyfikowanym genetycznie śródbłonkiem.  
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IV. Dyskusja 

Dysfunkcja śródbłonka towarzyszy rozwojowi wielu chorób, nie tylko układu sercowo-

naczyniowego [9–12], a farmakoterapia ukierunkowana na leczenie dysfunkcji śródbłonka 

stanowi nowatorskie podejście w ich leczeniu [63]. Wciąż jednak brakuje metod pozwalających 

na szybką i wiarygodną ocenę fenotypu śródbłonka w modelach mysich in vivo, stanowiących 

podstawowy model w badaniach przedklinicznych w biomedycynie.  

Prace stanowiące podstawę rozprawy doktorskiej opisują zastosowanie opracowanej 

metodyki obrazowania MR czynności śródbłonka u myszy in vivo [8], do oceny progresji 

dysfunkcji śródbłonka in vivo w mysim modelu miażdżycy (myszy ApoE/LDLR-/-) (Praca 1), 

oceny skuteczności farmakoterapii dysfunkcji śródbłonka z użyciem MNA w porównaniu  

do referencyjnego leczenia Perindoprilem, w mysim modelu miażdżycy (myszy  

ApoE/LDLR-/-) (Praca 2) oraz oceny wpływu wprowadzonej modyfikacji genetycznej 

prowadzącej do delecji śródbłonkowego kanału sodowego alfa (αENaC) na czynność 

śródbłonka, w warunkach fizjologicznych oraz w endotoksemii, u myszy z warunkową 

inaktywacją genu podjednostki αENaC (endo-αENaCKO) w śródbłonku naczyniowym  

(Praca 3).  

Wyniki tych prac pokazują, że metodologia obrazowania MR czynności śródbłonka  

in vivo pozwala na detekcję głównych cech zaburzonej czynności śródbłonka na wczesnych  

i późnych etapach rozwoju dysfunkcji śródbłonka w mysich modelach chorób układu krążenia. 

Jednocześnie wykazano, że zastosowanie opracowanej metodyki umożliwia profilowanie 

śródbłonkowego działania związków oraz detekcję upośledzenia czynności śródbłonka 

wywołaną modyfikacją genetyczną w śródbłonku, w warunkach doświadczalnych in vivo.   

Metodologia 

W niniejszej rozprawie doktorskiej, zastosowano metodykę obrazowania MR fenotypu 

śródbłonka in vivo [8], pozwalającą na kompleksową ocenę głównych cech dysfunkcji 

śródbłonka w modelach mysich in vivo, a w szczególności ocenę: śródbłonkowo-zależnej 

odpowiedzi na podanie acetylocholiny w różnych naczyniach, w których obrazowanie MR było 

możliwe, śródbłonkowo-zależnej odpowiedzi na wzrost przepływu krwi (FMD) w tętnicy 

udowej oraz zmian przepuszczalności śródbłonka ocenianych za pomocą gadolinowych 

środków kontrastowych połączonych z albuminą lub unikatowego preparatu gadolinu 

umieszczonego w liposomie (Rycina 1).  
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Rycina 1. Metodologia oceny czynności i przepuszczalności śródbłonka z użyciem obrazowania 

magnetyczno-rezonansowego (MR) in vivo. Ocena śródbłonkowo-zależnej odpowiedzi naczynia prowadzona 

jest w odpowiedzi na podanie acetylocholiny (16.6 mg/kg m.c., i.p.) w naczyniach wychodzących z łuku aorty (1)  

i w aorcie (2) lub w odpowiedzi na zwiększony przepływ krwi (FMD), wywołany chwilową okluzją naczynia,  

w tętnicy udowej (3), w oparciu o zmianę pola przekroju poprzecznego naczynia (1A) lub objętości (1,2,3). 

Okluzja naczynia używana w ocenie FMD, wykonywana jest przy pomocy opracowanego w ramach badań zacisku 

naczynia (3A, VO), składającego się z połączonych słomek (a) z plastikową osłoną (b), strzykawki (c) i żyłki 

wędkarskiej (d) połączonej z tłokiem strzykawki (e). Przepuszczalność śródbłonka oceniana jest na podstawia 

zmian czasu relaksacji T1, po podaniu środka kontrastowego na bazie gadolinu (Galbumina, 25 mg/ml , 4.5 ml/kg, 

i.v.) lub gadolinu umieszczonego w liposomie (Gadodiamid , 287 mg/ml, 4.5 ml/kg, i.v.). 

Opracowana metodologia obrazowania MR [8], opiera się na retrospektywnej sekwencji 

IntraGate™ 3D FLASH. Niewątpliwie, ważną zaletą opracowanej metody, jest możliwość 

retrospektywnej rekonstrukcji obrazów z 3D zestawów danych, pozwalająca między innymi  

na zastąpienie stosowanej analizy 2D przekroju poprzecznego naczynia, analizą zmian 

objętości 3D. Stosowana sekwencja nie wymaga zewnętrznego bramkowania sygnału, przy 

pomocy dodatkowych urządzeń, gdyż wykorzystuje bramkowanie wewnętrzne, poprzez 

zastosowanie dodatkowej warstwy – nawigatora, umieszczonej w obszarze serca 
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pozwalającego na śledzenie rytmu pracy serca [64]. Pomiar amplitudy sygnału  

z obszaru serca jest również podatny na ruchy związane z oddechem. Zaburzenia danych 

powodowane przez opisane procesy fizjologiczne można usunąć na etapie przetwarzania 

końcowego danych (retrospektywna rekonstrukcja danych), co minimalizuje ilość artefaktów 

pojawiających się na obrazie. Tego typu bramkowanie ma szczególne znaczenie przy 

pomiarach odpowiedzi naczyń na podanie związków (takich jak acetylocholina), 

powodujących zaburzenie pracy serca oraz oddechu myszy. Rekonstrukcja retrospektywna 

umożliwia również zmianę liczby klatek rejestrujących pracę serca (tryb cine), co zapewnia 

wysoką rozdzielczość czasową pomiarów.  

W ramach cyklu prac stanowiących niniejszą rozprawę doktorską, ocena rozkurczu 

naczynia po podaniu acetylocholiny została wykonana w pniu ramienno-głowowym (BCA), 

lewej tętnicy szyjnej wspólnej oraz w aorcie. Wykazano, że badana odpowiedź naczynia  

na podanie acetylocholiny in vivo jest niezależna od wpływu acetylocholiny na częstość pracy 

serca myszy [8]. Standardowy protokół pomiarowy obrazowania MR fenotypu śródbłonka  

in vivo, opisany w pracy Bar i wsp. [8], został rozszerzony o ocenę śródbłonkowo-zależnego 

rozkurczu stymulowanego wzrostem przepływu krwi (FMD), stanowiący złoty standard w tego 

typu pomiarach u ludzi [65]. Zastosowanie tego typu techniki u myszy otwiera nowy teren   

dla badań translacyjnych.  

Na uwagę zasługuje fakt, że jak dotąd niewiele doniesień opisuje ocenę FMD u małych 

zwierząt eksperymentalnych i stosuje w tym celu ultrasonografię [66,67] lub optyczną 

tomografię koherencyjną [68,69]. Opracowana w ramach niniejszej pracy doktorskiej ocena 

FMD, oparta na pomiarach obrazowania MR, nie wymaga operacyjnego odsłonięcia naczynia, 

co umożliwia nieinwazyjne obrazowanie tętnicy udowej u myszy. Ponadto ocena FMD może 

być przeprowadzona równocześnie z oceną odpowiedzi wywołanej przez acetylocholinę,  

co pozwala uzyskać funkcjonalną odpowiedź z dwóch różnych naczyń, w odpowiedzi na różne 

bodźce, podczas jednego, krótkiego zestawu pomiarów opartych na obrazowaniu MR.  

W ramach oceny FMD, w celu wywołania chwilowej okluzji naczynia, zastosowano specjalny 

zacisk, umożliwiający wykonanie okluzji naczynia u myszy przebywającej wewnątrz 

tomografu MR (Rycina 1A). 

Oprócz oceny śródbłonkowo-zależnej odpowiedzi rozkurczowej, opracowana 

metodologia obrazowania MR fenotypu śródbłonka in vivo, umożliwia ilościową ocenę 

przepuszczalności śródbłonka z użyciem mapowania czasu relaksacji T1 i gadolinowych 

środków kontrastowych. Wraz ze wzrostem przepuszczalność naczynia, nieszczelne połączenia 
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międzykomórkowe śródbłonka umożliwiają akumulacje w ścianie naczynia cząsteczek 

lipoprotein o niskiej gęstości oraz transmigrację leukocytów, które są krytyczne w powstawaniu 

blaszki miażdżycowej [28]. Ten sam mechanizm rozszczelnienia dysfunkcyjnego śródbłonka, 

prowadzi do gromadzenia środków kontrastowych w ścianie uszkodzonego naczynia [59,60], 

a to skutkuje lokalnym skróceniem czasu relaksacji T1, umożliwiając wykrycie zmian  

za pomocą obrazowania MR.  

W ramach opracowanej metody pomiaru zmian przepuszczalności śródbłonka, 

zastosowano autorski parametr (Npx50) umożliwiający niezależną od operatora ocenę liczby 

pikseli (wokół ściany naczynia), dla których czas T1 zmienił się o co najmniej 50% (przyjęty 

próg został oszacowany eksperymentalnie). Ponadto w przeprowadzonych badaniach,  

po raz pierwszy wykazano, że pomiary zmian przepuszczalności mogą być wykonywane 

również z użyciem gadolinu umieszczonego w liposomie [70] (Praca 1).  

Większość gadolinowych środków kontrastowych MRI to małe, nieukierunkowane 

związki, które pasywnie przenikają do ściany naczynia z szeroką, nieswoistą biodystrybucją 

[71] lub gadolin kowalencyjnie związany z albuminą (GD-albumina). Takie podejście pozwala 

na zwiększone wzmocnienie kontrastowe ściany naczynia, ale nadal jest ono niewielkie  [8,72]. 

Stosowane w Pracy 1 liposomy o małych rozmiarach (110 nm), wypełnione gadolinem, 

stanowią alternatywę dla tego rodzaju środków kontrastowych, pozwalając na wykrywanie 

zmian przepuszczalności śródbłonka w oparciu o obrazowanie MR. Taki preparat kontrastowy 

powinien być mniej toksyczny, niż klasyczne środki kontrastowe oparte o gadolin,  

a w przyszłości poprzez modyfikację liposomu, może być również celowany do śródbłonka  

i ściany naczynia.  

Progresja dysfunkcji śródbłonka w mysim modelu miażdżycy (myszy 

ApoE/LDLR-/-) 

Upośledzenie śródbłonkowo-zależnej odpowiedzi rozkurczowej naczynia oraz 

zwiększona przepuszczalność stanowią ważne dwie patofizjologiczne komponenty dysfunkcji 

śródbłonka. Celem Pracy 1 była ocena zmian w czynności oraz przepuszczalności śródbłonka 

naczyniowego, przy użyciu metody obrazowania MR, we wczesnej fazie rozwoju miażdżycy 

(wyprzedzającej pojawienie się dobrze rozwiniętej blaszki miażdżycowej) w porównaniu  

do później fazy miażdżycy tętnic, charakteryzującej się obecnością zaawanasowanej blaszki 

miażdżycowej, odpowiednio u 4, 8 i 28-tygodniowych myszy ApoE/LDLR-/-. Dodatkowo  
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wykonano pomiary produkcji NO (EPR) oraz pokrycia i długości glikokaliksu (AFM) w aorcie 

ex vivo, a także stężenia biomarkerów dysfunkcji śródbłonka w osoczu (microLC/MS-MRM). 

Zastosowanie unikatowej metody obrazowania MR fenotypu śródbłonka in vivo, wraz 

z innymi metodami oceny dysfunkcji śródbłonka ex vivo,  po raz pierwszy pozwoliło wykazać 

w Pracy 1, że na wczesnym etapie rozwoju miażdżycy, dysfunkcja śródbłonka u 4-8-

tygodniowych myszy ApoE/LDLR-/- jest wieloczynnikową odpowiedzią, obejmującą między 

innymi upośledzony, śródbłonkowo-zależny rozkurcz naczynia, zwiększoną przepuszczalność 

śródbłonka, zmniejszoną produkcję NO oraz zmniejszoną powierzchnię i długość glikokaliksu 

w aorcie, a także podwyższone stężenie wybranych biomarkerów dysfunkcji śródbłonka. 

W Pracy 1 fenotyp śródbłonka myszy ApoE/LDLR-/-, oceniany był na różnych etapach 

rozwoju miażdżycy, definiowanych na podstawie wielkości blaszki miażdżycowej. 

Przeprowadzona ocena wielkości blaszki, była zgodna z wynikami pracy Csanyi i wsp. [73]  

i wykazała, że u myszy ApoE/LDLR-/-, karmionych standardową dietą, dobrze rozwinięta 

blaszka miażdżycowa wykrywana jest u myszy powyżej 8-10 tygodnia życia. 

We wcześniejszych badaniach, ocena dysfunkcji śródbłonka była wielokrotnie 

przeprowadzana w mysich modelach miażdżycy [74–76], na podstawie NO-zależnej 

odpowiedzi rozkurczowej naczynia, w izolowanych naczyniach ex vivo. Najczęściej 

wykorzystywanym mysim szczepem w tych pracach, był szczep ApoE-/- [77], w którym 

dysfunkcja śródbłonka wykrywana była często w późnym stadium rozwoju miażdżycy [75,78]. 

Upośledzenie NO-zależnej relaksacji,  mierzone klasycznymi metodami w układzie izolowanej 

aorty ex vivo,  zaobserwowano natomiast już u 8-tygodniowych myszy szczepu ApoE/LDLR-/-, 

charakteryzujących się silną hipercholesterolemią, z podwyższonym poziomem całkowitego 

cholesterolu, LDL i HDL [73].  

W Pracy 1 wykazano, że wieloczynnikowy charakter dysfunkcji śródbłonka, pojawia 

się już u 4-8-tygodniowych myszy ApoE/LDLR-/-, znacznie wcześniej przed rozwojem dobrze 

zdefiniowanej blaszki miażdżycowej. Wykrycie wczesnego upośledzenia funkcji śródbłonka, 

w modelu ApoE/LDLR-/- , było możliwe ze względu na zastosowanie techniki obrazowania MR 

w różnych naczyniach, w których wykazano niejednorodny rozwój dysfunkcji. 

Najwcześniejsze zmiany w czynności śródbłonka obserwowano jako upośledzony 

śródbłonkowo-zależny rozkurcz, indukowany acetylocholiną u 4-tygodniowych myszy 

ApoE/LDLR-/-, w aorcie brzusznej. Pomimo pojawiającej się jedynie tendencji w spadku 

poziomu odpowiedzi rozkurczowej na podanie acetylocholiny w pniu ramienno-głowowym 
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(BCA) u 8-tygodniowych myszy ApoE/LDLR-/-, wzrost przepuszczalności BCA obserwowany 

był już w 4. tygodniu życia myszy. Z kolei opóźnienie upośledzenia odpowiedzi rozkurczowej  

w tętnicy udowej, obserwowane u 28-tygodniowych myszy, może wskazywać na inne 

mechanizmy zaangażowane w odpowiedź FMD u myszy ApoE/LDLR-/- [79], w porównaniu 

do odpowiedzi wywołanej przez acetylocholinę w aorcie.  

Pomiary in vivo obrazowania MR, wykazały więc heterogenną odpowiedź śródbłonka 

naczyniowego, którą dobrze byłoby wykazać również w badaniach z użyciem izolowanych 

naczyń ex vivo. Nie można wykluczyć, że w odpowiedź FMD zaangażowane są inne 

mechanizmy rozkurczające naczynia. Oprócz dwóch głównych związków (NO, prostacyklina), 

relaksację naczynia powodować może grupa czynników określanych jako śródbłonkowe 

czynniki hiperpolaryzujący (EDHFs) [80,81]. EDHFs powodują relaksację naczynia poprzez 

aktywację kanałów potasowych komórek mięśni gładkich, co prowadzi do zwiększonego 

wypływu jonów potasu i hiperpolaryzacji ich błony komórkowej [20]. Relaksacja z udziałem 

EDHFs może zachodzić również poprzez aktywację kanałów potasowych komórek śródbłonka, 

za pośrednictwem połączeń mio-endotelialnych (połączenia szczelinowe, ”gap junction”) 

[82,83]. Chemiczne mediatory zależnej od EDHF relaksacji, różnią się w zależności od łożyska 

naczyniowego i badanego gatunku. Wykazano, że w tętnicach wieńcowych różnych gatunków, 

między innymi ludzi, rolę EDHFs pełnią między innymi kwasy epoksyeikozatrienowe (EET) 

[84,85]. Ponadto w relaksację, zależną od EDHF, szczurzych tętnic wątrobowych 

zaangażowane są jony K+ [86], natomiast w mysich i ludzkich tętnicach krezkowych,  

w odpowiedzi tej pośredniczy również H2O2 [87,88]. Potrzebne są jednak dalsze badania, aby 

wykazać, że odpowiedź FMD w tętnicy udowej, u myszy ApoE/LDLR-/- jest niezależna od 

śródbłonkowego NO i dlatego odpowiedź FMD ulega upośledzeniu później, niż odpowiedź na 

acetylocholinę.   

Dysfunkcyjny fenotyp śródbłonka u myszy ApoE/LDLR-/-, pojawiający się na bardzo 

wczesnym etapie odpowiedzi na działanie hipercholesterolemiczne, charakteryzował się 

upośledzoną produkcją NO, mierzoną metodą EPR [89] oraz zmniejszoną powierzchnią  

i długością glikokaliksu, mierzonych metodą AFM [90] w aorcie ex vivo, a także zwiększonym 

stężeniem osoczowych biomarkerów dysfunkcji śródbłonka (biomarkery: zwiększonej 

przepuszczalności śródbłonka - Angpt-2; degradacji glikokaliksu - ESM-1; zapalenia  

w śródbłonku - sVCAM-1; zaburzeń hemostazy - PAI-1 i t-PA), ocenianych na podstawie 

pomiarów microLC/MS-MRM [91].  
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Na podstawie wyników otrzymanych w Pracy 1, podjęto próbę odpowiedzi na pytanie 

czy uszkodzenie glikokaliksu wyprzedza [92], czy raczej pokrywa się z pojawieniem innych 

cech dysfunkcji śródbłonka, zgodnie z wcześniej zgłoszoną koncepcją błędnego koła [93].  

Na podstawie dostępnej literatury, w Pracy 1 opisano liczne mechanizmy, pokazujące  

że uszkodzenie glikokaliksu może przyczyniać się do rozwoju dysfunkcji śródbłonka,  

a w konsekwencji miażdżycy, natomiast z drugiej strony, procesy te mogą wzajemnie sprzyjać 

uszkodzeniu glikokaliksu. W sumie uzyskane w Pracy 1 wyniki oraz ostatnio przedstawiona 

hipoteza [93], sugerują, że degradacja glikokaliksu współistnieje, a nie wyprzedza 

występowanie innych cech dysfunkcji śródbłonka. 

Z przeprowadzonych badań składających się na Pracę 1, wynikają dwa istotne wnioski 

dla diagnostyki i farmakoterapii śródbłonka. 

Po pierwsze, tylko niektóre z cech dysfunkcji śródbłonka, obserwowane u myszy 

ApoE/LDLR-/- mają charakter progresywny i mogą stanowić rzetelną formę diagnostyki 

progresji dysfunkcji śródbłonka (paradoksalny skurcz w aorcie, postępujący wzrost 

przepuszczalności w BCA oraz zmniejszenie długości i pokrycia glikokaliksem). 

Po drugie, biorąc pod uwagę złożoną naturę wczesnej fazy rozwoju dysfunkcji 

śródbłonka w miażdżycy wydaje się, że korekcja pojedynczego mechanizmu byłaby 

niewystarczająca, do wyleczenia dysfunkcji śródbłonka.  

Podsumowując, na podstawie otrzymanych wyników, z zastosowaniem unikatowej 

metody obrazowania MR fenotypu śródbłonka in vivo, uzupełnionej o pomiary: produkcji NO 

(EPR) oraz powierzchni i długości glikokaliksu (AFM) w aorcie ex vivo; a także stężenia 

biomarkerów dysfunkcji śródbłonka w osoczu (microLC/MS-MRM), po raz pierwszy 

wykazano, że dysfunkcja śródbłonka w miażdżycy tętnic, nawet na bardzo wczesnym etapie 

rozwoju, jest wieloczynnikowym zjawiskiem, obejmującym miedzy innymi upośledzony, 

śródbłonkowo-zależny rozkurcz naczynia, zwiększoną przepuszczalność śródbłonka, 

zmniejszoną produkcję NO oraz zmniejszoną powierzchnię i długość glikokaliksu w aorcie,  

a także podwyższone stężenie biomarkerów dysfunkcji śródbłonka w osoczu. 

Wpływ leczenia 1-metylonikotynamidem (MNA) na fenotyp śródbłonka in vivo  

w mysim modelu miażdżycy (myszy ApoE/LDLR-/-) 

Liczne prace pokazują, że 1-metylonikotynamid (MNA) posiada aktywność 

terapeutyczną, po podaniu egzogennym, mimo że do niedawna uważany był za nieaktywny 

metabolit nikotynamidu [94]. W badaniach z użyciem izolowanych naczyń ex vivo, wykazano 
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również, że MNA charakteryzuje się aktywnością naczynioprotekcyjną u myszy [95,96],  

nie opisano jednak do tej pory wpływu MNA na fenotyp śródbłonka w badaniach in vivo. Biorąc 

pod uwagę, że ocena czynności śródbłonka in vivo w modelach mysich jest niezbędna  

do przedklinicznego profilowania związków naczynioprotekcyjnych, celem Pracy 2 było 

zastosowanie opracowanej metody obrazowania MR do oceny skutków działania  

MNA na fenotyp śródbłonka in vivo, w mysim modelu miażdżycy (ApoE/LDLR-/-),  

w porównaniu do inhibitora konwertazy angiotensyny (Perindopril), wykazującego istotne 

działanie naczynioprotekcyjne, w różnych modelach eksperymentalnych, w tym w miażdżycy 

[63]. Zastosowanie unikatowej metody obrazowania MR fenotypu śródbłonka in vivo 

pozwoliło wykazać, że 2-miesięczna terapia MNA (100 mg/kg/dzień) wykazuje podobny efekt 

ochronny naczyń, jak 2-miesięczna terapia Perindoprilem (10 mg/kg/dzień), obserwowany jako 

odwrócenie indukowanego acetylocholiną skurczu naczynia w odpowiedź rozkurczową oraz 

zmniejszenie przepuszczalności śródbłonka.  

W Pracy 2 pokazano, że u nieleczonych, 6-miesięcznych myszy ApoE/LDLR-/-, 

dootrzewnowe podanie acetylocholiny wywołuje skurcz BCA, co najprawdopodobniej mogło 

być spowodowane odpowiedzią zależną od muskarynowego receptora mięśni gładkich, tak jak 

to opisano w ludzkich naczyniach z dysfunkcją śródbłonka [36]. Zastosowanie MNA lub 

Perindoprilu, skutkowało poprawą czynności śródbłonka, obserwowaną jako odwrócenie 

nieprawidłowej odpowiedzi skurczowej BCA w odpowiedź rozkurczową naczynia, a także  

spadek przepuszczalności śródbłonka. Na podstawie porównania otrzymanych w Pracy 2 

wyników oceny rozkurczu BCA po podaniu acetylocholiny u myszy ApoE/LDLR-/- po  

2-miesięcznym leczeniu MNA (zmiana objętości BCA: 4.5%) lub Perindoprilem (zmiana 

objętości BCA: 5.5%), do oceny rozkurczu BCA u 5-miesięcznych myszy C57BL/6J (zmiana 

objętości BCA: 9.3%), przedstawionej w innej pracy [8], wydaje się że poprawa śródbłonkowo-

zależnego rozkurczu w przypadku obu związków jest znacząca, lecz nie całkowita. Pomimo, 

że dwumiesięczna terapia MNA lub Perindoprilem skutkowała w poprawie czynności 

śródbłonka o podobnym nasileniu, miesięczny efekt stosowanych terapii był mniejszy  

w przypadku leczenia z użyciem MNA.  

Ponadto w Pracy 2 wykazano, że obserwowana za pomocą technik obrazowania 

fenotypu śródbłonka MR in vivo, poprawa czynności śródbłonka przez MNA i Perindopril, była 

w obydwu przypadkach związana z zahamowaniem klasycznej ścieżki układu renina-

angiotensyna (RAS): konwertaza angiotensyny (ACE)/ angiotensyna II (AngII)/ receptor 

angiotensynowy typu 1 (AT1R) i jednoczesnej aktywacji przeciwstawnie działającej ścieżki 
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RAS: konwertaza angiotensyny 2 (ACE2)/ angiotensyna 1-7 (Ang(1-7))/ receptor Mas. Liczne 

badania pokazują, że układ RAS odgrywa kluczową rolę w inicjacji i progresji miażdżycy, 

której na wczesnych etapach towarzyszy rozwój dysfunkcji śródbłonka oraz że równowaga 

pomiędzy dwoma główmy osiami układu RAS (ACE/AngII i ACE2/Ang-(1-7)) jest ważnym 

wyznacznikiem szkodliwego lub korzystnego działania tego układu [97–99].  

Wyniki przedstawione w Pracy 2, wskazujące na to, że śródbłonkowy profil działania 

MNA jest podobny do śródbłonkowego profilu działania Perindoprilu in vivo, pozwalają 

zrozumieć na nowo skuteczność terapeutyczną MNA opisaną wcześniej [104–113]. 

Otrzymane wyniki mogą sugerować, że wywołane przez MNA przesunięcie równowagi między 

osiami układu RAS w kierunku osi wywołującej efekt naczynioochronny, przyczynia się  

do poprawy czynności śródbłonka lub alternatywnie może być jedynie ważną patofizjologiczną 

cechą poprawy czynności śródbłonka. W badaniach ex vivo w układzie izolowanych naczyń 

wykazano, że poprawa NO-zależnej czynności śródbłonka przez MNA, może być również 

związana z aktywacją funkcji zależnej od prostacykliny (PGI2) [96]. Ponadto wykazano,  

że korzyści kliniczne przewlekłego hamowania ACE przez Perindopril, oprócz blokady 

systemowej i tkankowej formy Ang II, mogą wynikać częściowo z podwyższonego poziomu 

bradykininy, która prowadzi do zwiększonej biodostępności NO [100] i jest głównym 

mediatorem przeciwzakrzepowego działania ACE-I [63,101,102]. Nie można wykluczyć 

zatem, że za poprawę NO-zależnej czynności śródbłonka przez Perindopril, obserwowany  

w Pracy 2, są zaangażowane ścieżki zależne zarówno od Ang-II, jak i bradykininy. Potrzebne 

są jednak dalsze badania, aby zbadać czy te same mechanizmy zaangażowane  

są w działanie MNA. 

W przeprowadzonym w Pracy 2 badaniu, pokazano zatem, że terapia MNA  

i Perindoprilem osłabia różne powiązane ze sobą zmiany biochemiczne, które są ściśle 

związane z dysfunkcyjnym fenotypem śródbłonka, takie jak nadmierna aktywacja ACE lub 

podwyższony poziom ADMA i ten profil działania może przyczyniać się do 

naczynioprotekcyjnych efektów działania tych związków. 

Podsumowując, zastosowanie unikatowej metody obrazowania MR fenotypu 

śródbłonka in vivo, uzupełnionej o profilowanie biochemiczne szlaków ACE/ACE2 oraz  

L-Arginina/ADMA umożliwiło wykazanie w Pracy 2, że terapia MNA (100 mg/kg/dzień) 

skutkuje w odwróceniu indukowanego acetylocholiną skurczu naczynia w odpowiedź 

rozkurczową oraz w zmniejszeniu przepuszczalności śródbłonka, co po raz pierwszy zostało 
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wykazane w badaniu in vivo. Dodatkowo wykazano, że profil działania MNA (100 

mg/kg/dzień) był podobny do śródbłonkowego profilu działania Perindoprilu (10 mg/kg/dzień).  

Ocena wpływu delecji śródbłonkowego kanału sodowego alfa (αENaC) na fenotyp 

śródbłonka, u myszy z warunkową inaktywacją genu podjednostki αENaC (endo-

αENaCKO)  

Dotychczas przeprowadzone badania sugerują, że aktywność śródbłonkowego kanału 

sodowego (αENaC) przyczynia się do rozwoju sztywności śródbłonka [103], zaburzonej 

produkcji NO i wywołanej aldosteronem dysfunkcji śródbłonka w naczyniach przewodzących 

[104], a także zaburzenia funkcjonowania bariery komórek śródbłonka w mikrokrążeniu [105]. 

Rola αENaC w regulacji czynności śródbłonka nie jest jednak jednoznaczna, co może być 

związane z heterogenicznością śródbłonka w makro- i mikro-naczyniach. Ponadto 

dotychczasowe badania nad regulacją czynności śródbłonka przez αENaC, przeprowadzane 

były jedynie w warunkach ex vivo z użyciem izolowanych naczyń lub in vitro z użyciem 

hodowli komórkowych. Z tego względu, celem Pracy 3 była ocena wpływu delecji 

śródbłonkowego kanału sodowego (αENaC) na NO-zależną odpowiedź rozkurczową naczynia  

i przepuszczalności śródbłonka, w warunkach fizjologicznych oraz w warunkach endotoksemii, 

u myszy z warunkową inaktywacją genu podjednostki αENaC w śródbłonku (endo-αENaCKO), 

przy użyciu metody obrazowania MR in vivo.  

Zastosowanie unikatowej metody obrazowania MR fenotypu śródbłonka in vivo 

pozwoliło wykazać, że w warunkach fizjologicznych delecja αENaC wpływa na zaburzenie 

śródbłonkowo-zależnego rozkurczu naczyń wywołanego przez acetylocholinę lub przez nagły 

wzrost przepływu krwi, natomiast w warunkach patofizjologicznych, aktywacja αENaC 

przyczynia się do zachowania integralności bariery śródbłonka.  

Praca 3 po raz pierwszy wykazała, że śródbłonkowy αENaC pełni ważną rolę  

w regulacji przepuszczalności śródbłonka in vivo. Przepuszczalność śródbłonka ma szczególne 

znaczenie w licznych warunkach patofizjologicznych, w tym w endotoksemii [1,5]  

i w utrzymywaniu homeostazy oraz integralności narządów w organizmie. Wyniki Pracy 3, 

dotyczące wpływu ENaC na przepuszczalność śródbłonka, pozostają zgodne z badaniem 

przeprowadzonym z użyciem komórek śródbłonka mikro-naczyń płucnych [105], 

wykazujących wcześniej nierozpoznaną rolę αENaC, w utrzymywaniu prawidłowej funkcji 

kapilar płucnych. 
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Wyniki otrzymane w Pracy 3, wskazujące na to że delecja śródbłonkowego ENaC 

zaburza śródbłonkowo-zależne odpowiedzi rozkurczowe naczyń, są tylko częściowo zgodne z 

wynikami otrzymanymi wcześniej w pracy Tarjus i wsp. [106].  

Używając ten sam model (endo-αENaCKO), Tarjus i wsp. wykazał, że Benzamil 

(antagonista ENaC), obniża produkcję NO wywołany przez acetylocholinę i upośledza 

rozkurcz stymulowany przez wzrost przepływu krwi, przy jednocześnie zachowanym 

uwalnianiu NO pod wpływem acetylocholiny. Zatem, wyniki z pracy Tarjus i wsp. nie są 

zgodne z wynikami w Pracy 3 w odniesieniu do oceny rozkurczu naczyń wywołanego przez 

acetylocholinę, ale pozostają zgodne, w odniesieniu do oceny rozkurczu naczyń wywołanego 

przez nagły wzrost przepływu krwi (FMD).  

Należy jednak podkreślić, iż badania w Pracy 3 zostały przeprowadzone przy użyciu 

obrazowania MR fenotypu śródbłonka in vivo w naczyniach przewodzących, podczas gdy 

badania z pracy Tarjus i wsp. w naczyniach oporowych (tętnica krezkowa), w warunkach 

izolowanych naczyń ex vivo. Zatem, rozbieżności między wynikami oceny śródbłonkowo-

zależnej odpowiedzi rozkurczowej opisane powyżej, mogą wynikać po pierwsze  

z heterogenności śródbłonka w makro- i mikro-naczyniach, a po drugie z zastosowania różnych 

technik oceny czynności śródbłonka, stosowanych w obydwu badaniach. 

Biorąc pod uwagę, że udział NO w śródbłonkowo-zależnym rozkurczu jest znaczniejszy 

w większych naczyniach [84], wpływ delecji αENaC na indukowany acetylocholiną rozkurcz 

w naczyniach przewodzących i oporowych, może wynikać z różnego udziału NO  

w śródbłonkowo-zależnym rozkurczu wywołanym przez acetylocholinę.  

Pomimo tego, że badania w układach izolowanych naczyń krwionośnych ex vivo 

stanowią wciąż standardową technikę oceny śródbłonkowo-zależnego rozkurczu naczyń 

[73,95,107,108], wydaje się że obrazowanie MR in vivo może dostarczać bardziej 

fizjologicznej i kompleksowej oceny fenotypu śródbłonka. Klasyczne metody oceny czynności 

śródbłonka prowadzone są często z użyciem krążków naczyniowych umieszczanych  

na miografach drutowych (ang. wire myograph), co powoduje niefizjologiczne obciążenie  

i geometrię naczynia, a niekiedy powoduje również uszkodzenia śródbłonka [107,108]. Istnieją 

również techniki umożliwiające przeprowadzenie badań z użyciem większych fragmentów 

izolowanych naczyń, w warunkach fizjologicznego ciśnienia i przepływu z użyciem miografów 

ciśnieniowych (ang. pressure myograph) [109]. Pomimo proponowanych rozwiązań,  

są to nadal warunki jedynie zbliżone do warunków fizjologicznych, które nie zastąpią 
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fizjologicznego przepływu krwi i wpływu innych elementów pozanaczyniowych, obecnych 

 w trakcie pomiarów in vivo.  

Różnice w ocenie czynności śródbłonka za pomocą tych dwóch technik, mogą na 

przykład wynikać z pozbawienia izolowanych naczyń, stosowanych w klasycznych układach, 

okołonaczyniowej tkanki tłuszczowej (PVAT), która ma znaczący wpływ na czynność 

śródbłonka [110]. Wspomniane różnice mogą być szczególnie widoczne w mysich modelach, 

gdzie dysfunkcja śródbłonka indukowana jest przez dietę wysokotłuszczową.  

Kolejnym elementem pomijanym w badaniach śródbłonkowo-zależnej odpowiedzi 

rozkurczowej ex vivo, jest udział układu współczulnego w regulacji czynności śródbłonka. 

Układ współczulny jest zaangażowany w krótkoterminową regulacje napięcia naczyniowego  

i ciśnienia krwi, umożliwiając szybką adaptację do różnych warunków fizjologicznych  

za pomocą klasycznych odruchów autonomicznych, w celu utrzymania homeostazy sercowo-

naczyniowej [111]. Istnieje wiele dowodów sugerujących, że aktywność układu 

sympatycznego i czynność naczyniowa, są ze sobą pośrednio i bezpośrednio powiązane 

[112,113]. Wpływ układu sympatycznego na czynność śródbłonka może mieć szczególne 

znaczenie w nadciśnieniu tętniczym lub w niewydolności serca.  

Nie ma jednak jak dotąd prac, bezpośrednio porównujących klasyczną ocenę czynności 

śródbłonka w układzie izolowanych naczyń ex vivo z oceną obrazowania MR  

in vivo. Warto by tego typu badanie przeprowadzić, szczególnie w kontekście Pracy 3, bowiem 

wyniki przedstawione w Pracy 3, są sprzeczne z wynikami przedstawionymi w innych pracach 

w warunkach in vitro lub ex vivo [114–116], sugerującymi że stosowanie antagonistów ENaC 

(Amiloryd, Benzamil) zapobiega rozwojowi dysfunkcji śródbłonka. Należy jednak podkreślić, 

że Amyloryd i Benzamil charakteryzują się niespecyficznym działaniem wobec 

śródbłonkowego ENaC, co sprawia, że wyniki te budzą pewną wątpliwość [114]. Genetyczna 

delecja ENaC, została zastosowana jedynie w kilku publikacjach [103,105], a dopiero  

od niedawno opracowano model myszy endo-αENaCKO [106], wykorzystany w Pracy 3. Zatem 

podejście stosowane w Pracy 3, z zastosowaniem mysiego modelu endo-αENaCKO, stanowi 

selektywną i celowaną technikę inaktywacji ENaC w śródbłonku. Wyniki jednoznacznie 

sugerują, że aktywacja, a nie inhibicja αENaC może reprezentować nowe podejście, służące 

poprawie funkcji bariery śródbłonkowej naczyń włosowatych, nie tylko w zapaleniu płuc [105], 

ale także w endotoksemii. Wyciągnięcie takiego wniosku było możliwe nie tylko dzięki 

zastosowaniu unikatowego modelu mysiego (endo-αENaCKO), ale również badań obrazowania 

MR in vivo, które mogą dawać inne warunki niż badania in vitro lub ex vivo.  
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Podsumowując, zastosowanie unikatowej metody obrazowania MR fenotypu 

śródbłonka in vivo, umożliwiło wykazanie, że w warunkach fizjologicznych αENaC bierze 

udział w regulacji śródbłonkowo-zależnego rozkurczu naczyń, podczas gdy w warunkach 

patofizjologicznych przyczynia się do zachowania prawidłowej bariery przepuszczalności 

śródbłonka. Otrzymane wyniki sugerują, że aktywacja, a nie jak sugerowano wcześniej – 

inhibicja αENaC, może być korzystna dla poprawy czynności śródbłonka.  

Podsumowanie 

Prace stanowiące rozprawę doktorską są spójne tematycznie i opisują możliwość 

zastosowania opracowanej metody obrazowania MR fenotypu śródbłonka in vivo, do oceny 

fenotypu śródbłonka w mysich modelach chorób układu krążenia. W szczególności wykazano, 

że zastosowana metoda obrazowania MR in vivo, uzupełniona o pomiary biochemiczne, 

pozwala zdefiniować wczesne i późne etapy rozwoju głównych cech dysfunkcji śródbłonka  

u myszy in vivo. Dodatkowo zastosowanie tego typu metodyki umożliwia detekcję korzystnego 

oraz szkodliwego działania na śródbłonek, wynikającego z zastosowanej farmakoterapii 

śródbłonka lub zastosowanej w śródbłonku modyfikacji genetycznej. Opracowana, 

wieloparametrowa metoda obrazowania MR fenotypu śródbłonka in vivo, może być zatem  

z powodzeniem stosowana w badaniach przedklinicznych z użyciem mysich modeli chorób 

sercowo-naczyniowych. Ocena obrazowania MR, w połączeniu z innymi metodami oceny 

biochemicznej fenotypu śródbłonka, pozwala na wgląd w mechanizmy dysfunkcji śródbłonka 

i ocenę skuteczności nowych terapii ukierunkowanych na poprawę czynności śródbłonka  

w warunkach doświadczalnych in vivo.   
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VI. Streszczenie rozprawy doktorskiej 

Dysfunkcja śródbłonka towarzyszy rozwojowi wielu chorób, nie tylko układu sercowo-

naczyniowego i ma znaczenie patofizjologiczne, prognostyczne i terapeutyczne. Wciąż jednak, 

brakuje metod pozwalających na szybką i wiarygodną ocenę fenotypu śródbłonka w modelach 

mysich in vivo, stanowiących podstawowy model w badaniach przedklinicznych  

w biomedycynie.  

Celem badań było zastosowanie metodyki obrazowania MR dwóch głównych cech 

dysfunkcji śródbłonka in vivo, czyli upośledzonego śródbłonkowo-zależnego rozkurczu  

i zwiększonej przepuszczalności naczynia, do 1) oceny progresji dysfunkcji śródbłonka,  

2) monitorowania skutków farmakoterapii śródbłonka oraz 3) badania wpływu wprowadzonej 

modyfikacji genetycznej na fenotyp śródbłonka w modelach mysich in vivo. 

Rozprawę doktorską stanowi cykl trzech opublikowanych prac naukowych: 

W Pracy 1 wykazano, że młode myszy ApoE/LDLR-/-, charakteryzujące się brakiem 

dobrze rozwiniętej blaszki miażdżycowej, rozwijają wczesną dysfunkcję śródbłonka, będącą 

wieloczynnikową odpowiedzią, obejmującą między innymi upośledzony, śródbłonkowo-

zależny rozkurcz naczynia, obniżoną produkcja NO oraz zmniejszoną powierzchnię i długość 

glikokaliksu w aorcie, zwiększoną przepuszczalność śródbłonka w pniu ramienno-głowowym, 

a także podwyższone stężenie wybranych biomarkerów dysfunkcji śródbłonka. 

Na podstawie wyników Pracy 2 stwierdzono, że 2-miesięczne leczenie MNA (100 

mg/kg/dzień), skutkuje w poprawie upośledzonego, śródbłonkowo-zależnego rozkurczu 

naczynia, jak również obniżeniu przepuszczalności śródbłonka u myszy ApoE/LDLR-/-,  

w porównaniu do nieleczonych myszy ApoE/LDLR-/-. Ponadto wykazano, że MNA posiada 

podobną aktywność naczynioochronną do Perindoprilu (10 mg/kg/dzień), który można uznać 

jako referencyjny związek poprawiający czynność śródbłonka [63].  

W Pracy 3 wykazano, że delecja śródbłonkowego kanału sodowego (αENaC),  

ma istotny wpływ na upośledzenie śródbłonkowo-zależnego rozkurczu naczynia u myszy endo-

αENaCKO w warunkach fizjologicznych, ze znacznie silniejszym efektem w warunkach 

patofizjologicznych. Ponadto wykazano, że obecność αENaC w śródbłonku przyczynia się  

do zachowania prawidłowej przepuszczalności śródbłonka w warunkach endotoksemii. 

Prace stanowiące niniejszą rozprawę doktorską pokazują, że opracowana metodologia 

obrazowania MR czynności śródbłonka in vivo, jest metodą pozwalającą na wykrycie głównych 
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cech zaburzonej czynności śródbłonka, czyli upośledzonego zależnego od śródbłonka 

rozkurczu naczyń krwionośnych i zwiększonej przepuszczalności, na wczesnych i późnych 

etapach rozwoju dysfunkcji śródbłonka w mysich modelach chorób układu krążenia, co zostało 

potwierdzone przez inne metody oceny fenotypu śródbłonka ex vivo. Ponadto wykazano 

użyteczność opracowanej techniki w monitorowaniu skuteczność farmakoterapii śródbłonka, 

jak i badaniu wpływu wprowadzonych modyfikacji genetycznych na fenotyp śródbłonka. 

Opracowana metodyka obrazowania MR fenotypu śródbłonka in vivo, uzupełniona o pomiary 

biochemiczne, umożliwia rozwój badań nad rolą śródbłonka w progresji chorób oraz badań nad 

nowymi mechanizmami farmakoterapeutycznymi in vivo. 
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VII. Abstract of PhD thesis 

Endothelial dysfunction accompanies development of many diseases, not exclusive to 

the cardiovascular system and has pathophysiological, prognostic and therapeutic significance. 

However, there are still no methods for fast and reliable evaluation of the endothelial phenotype 

in murine models in vivo, which are the basic model in preclinical studies in biomedicine. 

The aim of the studies was to apply the method of magnetic resonance imaging (MRI) 

of two main features of endothelial dysfunction in vivo, including impaired, endothelium-

dependent vasodilatation and increased vascular permeability, for 1) assessment of the 

progression of endothelial dysfunction, 2) monitoring the efficacy of endothelium-targeted 

therapy and 3) to the study of the effects of  the introduced genetic modification on the 

endothelial phenotype. 

PhD thesis consist of 3 published research papers: 

Paper 1 shows, that in young ApoE/LDLR-/- mice, endothelial dysfunction even at the 

very early stage (i.e. significantly prior to well-defined atherosclerotic plaque development),  

is a multifactorial response, involving impairment of endothelium-dependent vasodilation, 

diminished vascular NO production as well as glycocalyx coverage and length in the aorta, 

increased endothelial permeability in the brachiocephalic artery and increased plasma 

concentration of selected biomarkers of endothelial dysfunction. 

Paper 2 demonstrates improvement of impaired endothelium-dependent vasodilatation 

as well as decrease in endothelial permeability in ApoE/LDLR-/- mice, treated with MNA (100 

mg/kg/day) for 2 months, in comparison to untreated ApoE/LDLR-/- mice. Furthermore,  

it was demonstrated that 2-month treatment with MNA (100 mg/kg/day) displayed a similar 

profile of vasoprotective effect as 2-month treatment with Perindopril (10 mg/kg/day), which 

can be considered as a reference compound that improves endothelial function [63]. 

Paper 3 shows, that deletion of epithelial sodium channel (αENaC) plays a crucial role 

in regulation of endothelium-dependent vasodilatation in endo-αENaCKO mice in physiological 

conditions, what is more pronounced in pathophysiological conditions. Moreover, it was 

demonstrated that presence of αENaC in endothelium contributes to preservation of proper 

endothelial permeability during endotoxemia. 

Papers included in the PhD dissertation show, that the developed MRI-based 

methodology for assessment of endothelial function in vivo, is a sensitive and reliable method, 
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which allow for detection of main features of endothelial dysfunction, including impaired 

endothelium-dependent vasodilatation and increased permeability, at an early and late stages of 

endothelial dysfunction in murine models of cardiovascular disease, as was confirmed by other 

methods for assessment of endothelial phenotype ex vivo. Moreover, it was demonstrated that 

the developed methodology allows for monitoring the efficacy of endothelium-targeted therapy 

as well as to study of the effects of introduced genetic modification on the endothelial 

phenotype. Therefore, the developed MRI-based methodology for assessment of endothelial 

function in vivo, complemented by biochemical measurements, is essential for better 

understanding of the role of endothelial cells in the progression of disease and on the efficacy 

of novel pharmacotherapeutic mechanisms in the treatment of endothelial dysfunction in vivo. 
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VIII. Publikacje stanowiące podstawę rozprawy doktorskiej 
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