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1. Wykaz stosowanych skrótów 

 

AKT – inaczej PKB – protein kinase B (kinaza białkowa B) 

BMI – body mass index (wskaźnik masy ciała) 

CALN – calcineurin (kalcyneuryna) 

DAG – diglyceride (digliceryd) 

eNOS – endothelial nitric synthase (śródbłonkowa syntaza tlenku azotu) 

ERK1 – extracellular signal-regulated kinase 1  

(kinaza regulowana sygnałem zewnątrzkomórkowym 1) 

ERK1/2 – extracelluar signal-regulated kinase 2  

(kinaza regulowana sygnałem zewnątrzkomórkowym 2) 

FAK – focal adhesion kinase (kinaza płytek przylegania) 

FGF – fibroblast growth factor (czynnik wzrostu fibroblastów) 

FOXO1 – forkead box protein O1 (czynnik transkrypcyjny FOXO1) 

FOXO3a – forkead box protein O3a (czynnik transkrypcyjny FOXO3a) 

IDF – Internation Diabetes Federation (Międzynarodowa Federacja Diabetologiczna) 

IP3 – inositol trisphosphate (trifosforan inozytolu) 

Ki-67 – marker of proliferation Kiel 67 (marker proliferacji komórkowej Kiel 67) 

LEPR – leptin recetor (receptor dla leptyny) 

MAP – mitogen-activated protein kinase (kinaza aktywowana mitogenem) 

MetS – metabolic syndrome (zespół metaboliczny) 

mRNA – messenger RNA (matrycowe RNA) 

mTOR – mammalian target of rapamycin (ssaczy cel rapamycyny) 

NFAT – nuclear factor od activated T-cells  

(czynnik jądrowy aktywowanych limfocytów T) 

NO – nitric oxide (tlenek azotu) 

NRP-1 – neuropilin 1 (neuropilina 1) 

p38 – protein 38 mitogen-activated protein kinase (kinaza aktywowana mitogenem p38) 

PI3K – phosphoinositide 3-kinase (kinaza 3-fosfatydyloinozytolu) 

PIP3 – phosphatidylinositol (3,4,5) – trisphosphate  

(5'-fosforan (3,4,5)-trifosforanu fosfatydyloinozytolu) 

PKC – protein kinase C (kinaza białkowa C) 

PLCƔ – phospholipase C (fosfolipaza C) 
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PTEN – phosphatase and tensin homog deleted on chromosome ten  

(homolog fosfatazy i tensyny, ulegający delecji w chromosomie 10)  

PXN – paxillin (paksylina) 

RAF-1 – proto-oncogene serine/threonine-protein kinase c-RAF  

(specyficzna kinaza serynowo-treoninowa) 

SRC – proto-oncogene tyrosine protein kinase SRC (specyficzna kinaza tyrozynowa) 

STAT – signal transducer and activator of transcription  

(przekaźnik sygnału i aktywator transkrypcji) 

VEGF – vascular endothelial growth factor (naczyniowo-śródbłonkowy czynnik wzrostu) 

VEGF-A - vascular endothelial growth factor A  

(naczyniowo-śródbłonkowy czynnik wzrostu A) 

VEGF-B – vascular endothelial growth factor B  

(naczyniowo-śródbłonkowy czynnik wzrostu B)  

VEGF-C – vascular endothelial growth factor C  

(naczyniowo-śródbłonkowy czynnik wzrostu C) 

VEGF-D – vascular endothelial growth factor D  

(naczyniowo-śródbłonkowy czynnik wzrostu D) 

VEGFR – vascular endothelial growth factor receptor  

(receptor dla naczyniowo-śródbłonkowego czynnika wzrostu) 

VEGFR-1 – vascular endothelial growth factor receptor type 1  

(receptor dla naczyniowo-śródbłonkowego czynnika wzrostu typ 1) 

VEGFR-2 – vascular endothelial growth factor  receptor type 2  

(receptor dla naczyniowo-śródbłonkowego czynnika wzrostu typ 2) 

VEGFR-3 – vascular endothelial growth factor  receptor type 3  

(receptor dla naczyniowo-śródbłonkowego czynnika wzrostu typ 3) 

VE-kadheryna – vascular endothelial kadherin (kadheryna śródbłonka naczyniowego)  

WHO –  World Health Organization (Światowa Organizacja Zdrowia) 

WOBASZ - Wieloośrodkowe Ogólnopolskie Badanie Stanu Zdrowia Ludności 

ZDF –  Zucker Diabetic Rat (szczurzy model cukrzycy) 
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2. Streszczenie w języku polskim 

 

 Zespół metaboliczny (MetS) definiowany jest jako zespół współistniejących 

schorzeń, takich jak otyłość, zaburzenia gospodarki węglowodanowej oraz lipidowej, 

insulinooporność oraz podwyższone wartości ciśnienia tętniczego. MetS stanowi istotny 

problem chorobowy, gdyż dotyka co trzeciej kobiety oraz blisko 40% mężczyzn w Polsce. 

W tej grupie pacjentów szczególnie zwiększone jest ryzyko zdarzeń sercowo-

naczyniowych oraz obserwowany jest rozwój niewydolności serca z zachowaną frakcją 

wyrzutową. W patogenezie powikłań sercowo-naczyniowych w MetS ważną rolę odgrywa 

postępująca dysfunkcja komórek śródbłonka naczyniowego w sercu, a co za tym idzie, 

mikrokrążenia. Objawy MetS, takie jak hiperglikemia, hipercholesterolemia,  

czy nadciśnienie, mają negatywny wpływ na metabolizm komórek śródbłonka poprzez 

indukcję stanu zapalnego, zaburzenia w gospodarce wolnymi rodnikami, czy deregulację 

produkcji NO. Powyższe zmiany prowadzą do sztywnienia ściany naczyń, zwiększonej 

przepuszczalności bariery naczyniowej i upośledzenia procesów angiogenezy. Rezultatem 

jest upośledzenie krążenia, prowadzące do obrzęku, włóknienia i niewydolności serca. 

Celem prac było określenie roli, jaką odgrywa sygnalizacja VEGF/VEGFR-2  

w odpowiedzi angiogennej śródbłonka oraz regulacji przepuszczalności mikronaczyń 

miokardium w MetS na modelu myszy db/db, które wykazują cechy zespołu 

metabolicznego.  

Jako model do doświadczeń wykorzystano myszy db/db, które na skutek 

spontanicznej mutacji nie posiadają funkcjonalnego receptora dla leptyny. Zwierzęta  

te nie kontrolują apetytu, a co za tym idzie rozwijają otyłość, cukrzycę  

i hipercholesterolemię. Myszy karmione były standardową paszą i w 21. tygodniu życia 

pobrano od nich serce oraz aortę. Aby potwierdzić występowanie cech zespołu 

metabolicznego u zwierząt doświadczalnych, w odstępach tygodniowych były  

one poddawane ważeniu i mierzono poziom glikemii. Gęstość naczyń krwionośnych, 

receptora dla VEGF i VE-kadheryny w miokardium oceniana była z wykorzystaniem 

barwień immunohistochemicznych i mikroskopii konfokalnej. Ultrastrukturę komórek 

śródbłonka w miokardium, ze szczególnym uwzględnieniem połączeń między komórkami 

śródbłonka i liczebności pęcherzyków transcytotycznych oceniano w transmisyjnym 

mikroskopie elektronowym. Następnie z miokardium na drodze enzymatycznej  

i przy zastosowaniu techniki sortowania na kolumnie magnetycznej wyizolowano komórki 

śródbłonka naczyniowego i przeprowadzono analizę ekspresji wybranych mRNA  
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(między innymi VEGF-A, VEGF-B, VEGFR-2, AKT, SRC, ERK1, VE-kadheryna) 

używając techniki Real-Time PCR. Ponadto wykonano test stymulacji krążków aortalnych 

w celu oceny potencjału angiogennego śródbłonka.  

W badaniach wykazano, że mysz db/db karmiona paszą standardową szybko 

przybiera na wadze, a pomiary stężenia glukozy wykazały hiperglikemię, jednakże różnice 

pomiędzy osobnikami w obrębie jednej grupy były znaczące. W miokardium myszy db/db 

obserwowano zmniejszoną liczba mikronaczyń krwionośnych w stosunku do zwierząt 

kontrolnych. Ponadto w analizie ultrastruktury naczyń mikrokrążenia w koniuszkowej 

części serca zaobserwowano zwiększenie przestrzeni pomiędzy komórkami śródbłonka 

naczyniowego oraz spadek intensywności transportu pęcherzykowego, co może 

wskazywać na rozszczelnienie bariery naczyniowej. Wykazano, że ekspresja mRNA  

dla VEGF-A i VEGFR-2 jest zwiększona w izolowanych komórkach śródbłonka 

naczyniowego myszy db/db, natomiast analiza immunohistochemiczna gęstości ekspresji 

VEGFR-2 w komórkach śródbłonka wykazała, że dochodzi do jej zmniejszenia w całym 

sercu, w szczególności w obszarze przegrody międzykomorowej. Wykazano,  

że w izolowanych komórkach śródbłonka naczyń serca dochodzi do zwiększenia ekspresji 

mRNA dla kluczowych białek zaangażowanych w przekazywanie sygnału 

wewnątrzkomórkowego regulującego angiogenezę (szlak kinazy AKT i MAP)  

oraz przepuszczalność bariery naczyniowej (szlak kinazy SRC); kiedy analizę 

przeprowadzono na fragmencie tkanki miokardium różnic w ekspresji nie obserwowano. 

Jednocześnie wykazano na drodze barwienia immunohistochemicznego, że w obszarze 

lewej komory dochodzi do spadku ekspresji VE-kadheryny w komórkach śródbłonka serca 

myszy db/db. Test krążków aortalnych wykazał, że komórki śródbłonka myszy db/db mają 

mniejszy potencjał angiogenny, gdyż po pobudzeniu przez VEGF-A wytwarzają mniej 

naczyniopodobnych struktur niż aorty myszy z grupy kontrolnej. 

Otrzymane wyniki mogą sugerować, że w MetS dochodzi do istotnego 

upośledzenia odpowiedzi angiogennej komórek śródbłonka serca, zależnej od szlaku 

sygnałowego VEGF-VEGFR-2. Ponadto analiza izolowanych komórek śródbłonka 

pozwala przybliżyć mechanizmy, które regulują proces angiogenezy i przepuszczalności 

naczyń krwionośnych u myszy db/db, co nie jest możliwe, kiedy podobne badania 

prowadzi się na fragmencie miokardium. Uzyskane wyniki mogą być wstępem do dalszych 

badań nad dysfunkcją mikrokrążenia w MetS, a co za tym idzie w przyszłości mogą się 

przyczynić do opracowania nowych metod diagnostycznych i terapeutycznych 

niewydolności serca w zespole metabolicznym. 
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3. Streszczenie w języku angielskim (wraz z angielską wersją tytułu rozprawy) 

 

The role of VEGF/VEGFR-2 signaling in the regulation of endothelial angiogenic 

response and microvascular permeability in the myocardium in a mouse model  

of metabolic syndrome 

 

Metabolic syndrome (MetS) is defined as a set of coexisting abnormalities,  

such as obesity, carbohydrate and lipid metabolism disorders, insulin resistance  

and elevated blood pressure. MetS is a significant disease problem as it affects every third 

woman and nearly 40% of men in Poland. In this group of patients the risk of cardiovascular 

events is particularly increased and the development of heart failure with preserved ejection 

fraction is observed.  In the pathogenesis of cardiovascular complications in MetS,  

an important role is played by the progressive dysfunction of vascular endothelial cells  

in the heart and, consequently, of the microcirculation. Symptoms of MetS,  

such as hyperglycemia, hypercholesterolemia, or hypertension, have a negative impact on 

the metabolism of endothelial cells by inducing inflammation, disturbances  

in the metabolism of free radicals, and deregulation of NO production.The above changes 

lead to stiffening of the vascular wall, increased permeability of the vascular barrier  

and impaired angiogenesis processes. The result is impaired circulation, leading to edema, 

fibrosis, and heart failure. 

The aim of the study was to determine the role of VEGF/VEGFR-2 signaling  

in the endothelial angiogenic response and the regulation of myocardial microvascular 

permeability in MetS in the db/db mouse model, which exhibits features of the metabolic 

syndrome. 

The db/db mouse was used as a model for the experiments, which, due to  

a spontaneous mutation, lacks a functional leptin receptor. These animals do not control 

their appetite and therefore develop obesity, diabetes and hypercholesterolemia. The mice 

were fed standard feed and at 21 weeks of age their heart and aorta were collected.  

To confirm the presence of features of the metabolic syndrome in experimental animals, 

they were weighed at weekly intervals and their glycemia levels were measured.  

The density of blood vessels, VEGF receptor and VE-cadherin in the myocardium was 

assessed using immunohistochemical staining and confocal microscopy. The ultrastructure 

of endothelial cells in the myocardium, with particular emphasis on junctions between 

endothelial cells and the number of transcytotic vesicles, was assessed using a transmission 
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electron microscope. Then, vascular endothelial cells were isolated from the myocardium 

using an enzymatic method and a magnetic column sorting technique, and an analysis  

of the expression of selected mRNAs (including VEGF-A, VEGF-B, VEGFR-2, AKT, 

SRC, ERK1, VE-cadherin) was performed using the Real-Time PCR. Additionally,  

an aortic ring assay was performed to assess the angiogenic potential of the endothelium. 

The study showed that db/db mice fed standard diet quickly gained weight, and 

glucose measurements showed hyperglycemia, but the differences between individuals 

within one group were significant. A reduced number of blood microvessels was observed 

in the myocardium of db/db mice compared to control animals. Moreover, the ultrastructure 

analysis showed an increase in the space between vascular endothelial cells and a decrease 

in the intensity of vesicular transport in the apical region of the heart, which may indicate 

a weakening of the vascular barrier. VEGF-A and VEGFR-2 mRNA expression was shown 

to be increased in isolated vascular endothelial cells of db/db mice,  

while immunohistochemical analysis of VEGFR-2 expression density in endothelial cells 

showed that it was decreased throughout the heart, especially in the interventricular septum 

area. It has been shown that in isolated cardiac endothelial cells there is an increase  

in the expression of mRNA for key proteins involved in the transmission of intracellular 

signals regulating angiogenesis (AKT and MAP kinase pathway) and vascular barrier 

permeability (SRC kinase pathway); when the analysis was performed on a fragment of 

myocardial tissue, differences in expression were not observed. At the same time, 

immunohistochemical staining showed that there is a decrease in VE-cadherin expression 

in the cardiac endothelial cells of db/db mice in the left ventricular area. The aortic ring 

assay showed that the endothelial cells of db/db mice have a lower angiogenic potential 

because they produce fewer vascular-like structures when stimulated by VEGF-A than the 

aortas of control mice. 

The obtained results may suggest that in MetS there is a significant impairment  

of the angiogenic response of cardiac endothelial cells, which is dependent on  

the VEGF-VEGFR-2 signaling pathway. Moreover, the analysis of isolated endothelial 

cells allows us to elucidate the mechanisms that regulate the process of angiogenesis  

and blood vessel permeability in db/db mice, which is not possible when similar studies  

are carried out on a fragment of the myocardium. The obtained results may be  

an introduction to further research on microcirculation dysfunction in MetS, and thus  

in the future they may contribute to the development of new diagnostic and therapeutic 

methods for heart failure in MetS. 



13 

 

4. Wprowadzenie 

 

4.1 Zespół metaboliczny 

 

Zespół metaboliczny definiowany jest jako zespół współistniejących schorzeń, takich 

jak otyłość, zaburzenia gospodarki węglowodanowej i lipidowej, insulinooporność  

oraz podwyższone wartości ciśnienia tętniczego. Zgodnie z wytycznymi WHO głównym 

kryterium rozpoznania MetS jest otyłość oraz występowanie dwóch z trzech: nadciśnienia, 

hiperglikemii lub hipercholesterolemii. Badania nad MetS wydają się szczególnie 

interesujące, gdyż rozpowszechnienie tej jednostki chorobowej dynamicznie się zwiększa, 

szczególnie w krajach rozwiniętych i dotyczy mniej więcej 1/3 całej populacji [1].  

W Polsce częstość występowania MetS była oceniana w badaniach WOBASZ.  

Jak wskazują wyniki danych, zbieranych w latach 2013-2014, problem ten dotyczy  

32,8% kobiet oraz 39% mężczyzn. Istotniejsze natomiast jest to, że na przestrzeni około  

10 lat w porównaniu z danymi z badania WOBASZ I zachorowalność wzrosła  

o 3,3% u kobiet oraz o 8,8% u mężczyzn [2].  

Definicja MetS zmieniała się na przestrzeni lat. Szczególną uwagę zwracano na otyłość, 

zwłaszcza typu brzusznego, obecność nadciśnienia tętniczego, podwyższoną glikemię  

czy zaburzenia lipidowe. Poszczególne progi, które były brane jako punkty odcięcia różnią 

się w zależności od kryteriów przyjętych przez WHO czy IDF [3]. W Polsce obowiązują 

ustalenia z 2022 roku, wedle których do rozpoznania MetS kwalifikuje obwód talii powyżej 

88 cm u kobiet oraz powyżej 102 cm u mężczyzn lub BMI ≥30 kg/m2, oraz obecności 

dwóch z trzech zaburzeń, takich jak cukrzyca lub stan przedcukrzycowy, podwyższone 

stężenie cholesteroli oraz wysokie ciśnienie tętnicze [4]. 

 

4.2. Modele zwierzęce MetS 

 

W badaniach nad MetS stosuje się modele zwierzęce trzech rodzajów, w których 

objawy zespołu są wynikiem mutacji genetycznej, karmienia specjalnie dobraną paszą  

lub podawania leków, mających indukować zaburzenia metaboliczne. W modelu 

indukowanym dietą najczęściej stosowana są mieszanki paszowe z dodatkiem 

węglowodanów, jakich jak fruktoza czy sacharoza, lub diety wysokotłuszczowe,  

lub mieszanki powyższych. Wśród leków stosuje się glikokortykosteroidy lub leki 

przeciwpsychotyczne. Obie powyższe metody indukcji MetS są czasochłonne, dlatego 
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często stosowane są również modele oparte na mutacjach genetycznych, takie jak myszy 

db/db czy szczury ZDF [5]. 

 

4.3. Myszy db/db z mutacją spontaniczną w receptorze dla leptyny  

 

Myszy db/db wykazują spontaniczną mutację w receptorze dla leptyny, co powoduje 

jego inaktywację. Centralne zaburzenia sygnalizacji leptyna – LEPR rozregulowują 

ośrodek sytości w mózgu, w wyniku czego dochodzi do pojawienia się u tych zwierząt 

otyłości, zaburzeń gospodarki węglowodanowej i hipercholesterolemii. Ponadto zmiany 

metaboliczne u tych zwierząt wywołują także zmiany morfologiczne i funkcjonalne  

w mięśniu sercowym, prowadząc do postępującej niewydolności tego narządu [6]. 

Leptyna odgrywa kluczową rolę w homeostazie energetycznej przez wpływ na ośrodki 

głodu i sytości w podwzgórzu. Ponadto ta adipokina, która jest głównie produkowana  

w tkance tłuszczowej żółtej, wywiera liczne efekty obwodowe, gdyż wiele typów komórek 

posiada receptory dla tego białka. Udział obwodowej sygnalizacji leptyna - LEPR opisano, 

między innymi, w układzie rozrodczym, odpornościowym i sercowo-naczyniowym [7].  

U pacjentów z MetS obserwowane jest podwyższone stężenie leptyny w surowicy. 

Powoduje to oporność na stymulację leptyną nie tylko receptorów zlokalizowanych  

w podwzgórzu, ale także innych komórkach organizmu. Oporność na leptynę zwiększa 

predyspozycję do wystąpienia otyłości, co z kolei dalej podnosi poziom tego hormonu  

we krwi i prowadzi do pogłębienia istniejącej oporności na leptynę [8]. Ponadto są również 

dane, które sugerują, że do niewrażliwości receptorów na leptynę dochodzi  

w kardiomiocytach [9]. U pacjentów z otyłością zmiany w szlakach sygnałowych 

zależnych od leptyny zachodzą również na poziomie komórkowych. W śródbłonku,  

w stanie ciągłej stymulacji przez podwyższone stężenie leptyny, zmniejsza się gęstość 

receptorów LEPR, co powoduje upośledzoną odpowiedź tych komórek na stymulację 

leptyną. Nieprawidłowe działanie leptyny skutkuje intensywniejszym rozwojem 

przewlekłego stanu zapalnego oraz miażdżycy, jednak mechanizmy molekularne, które 

regulują te procesy nie zostały dokładnie opisane, szczególnie w naczyniach mikrokrążenia 

serca [10]. 
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4.4. Śródbłonek naczyniowy w MetS 

 

Diagnozowanie i monitorowanie pacjentów z MetS ma istotne znaczenie, chociażby  

z tego powodu, że w tej grupie szczególnie wzrasta ryzyko zdarzeń sercowo-naczyniowych 

i zgonu z powodu niewydolności serca [11]. Wdrożenie odpowiednich modyfikacji stylu 

życia oraz adekwatnego leczenia farmakologicznego istotnie to ryzyko zmniejsza [4]. 

Współistnienie otyłości, cukrzycy oraz zaburzeń lipidowych powoduje uszkodzenie wielu 

narządów, w szczególności serca [12, 13]. W MetS dochodzi między innymi do przerostu 

kardiomiocytów, zwiększonej produkcji wolnych rodników, pogorszenia funkcjonowania 

mikrokrążenia wieńcowego, a w konsekwencji obrzęku śródtkankowego. Wszystkie  

te zjawiska przyczyniają się do indukcji włóknienia, a w konsekwencji do zwiększenia 

sztywności ścian serca [14]. Ponadto uszkodzeniu ulegają również komórki śródbłonka 

naczyniowego. W MetS obserwowane jest upośledzenie funkcji śródbłonka spowodowane 

wzrostem stężenia wolnych rodników, wzrostem ekspresji cząsteczek adhezyjnych 

związanych ze stanem zapalnym i spadkiem stężenia NO. W mikrokrążeniu obserwuje się 

również szereg zmian morfologicznych, takich jak pogrubienie błony podstawnej  

oraz spadek gęstości kapilar [15]. W konsekwencji wyżej opisanych zmian dochodzi  

do zmniejszenia zaopatrzenia komórek serca w składniki odżywcze oraz tlen,  

a także obserwowany jest naciek zapalny oraz zwiększona liczba makrofagów [16, 17]. 

Prowadzi to do rozwoju charakterystycznej dla zespołu metabolicznego rodzaju 

niewydolności serca z zachowaną frakcją wyrzutową lewej komory [18]. 

 

4.5. Regulacja angiogenezy - oś VEGF-VEGFR 

 

W procesie powstawania naczyń krwionośnych kluczową rolę odgrywają czynniki 

proangiogenne jakie jak VEGF czy FGF oraz receptory dla tych czynników wzrostu. 

Ponadto istotne są również inne białka kostymulujące np. neuropilina Rodzina VEGF 

składa się z pięciu cząsteczek – VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D oraz łożyskowego 

czynnika wzrostu, które wiązać się mogą z trzema receptorami – VEGFR-1, VEGFR-2 

oraz VEGFR-3. Zarówno ligandy, jak ich receptory, mogą wywierać działanie  

pro- i antyangiogenne, dlatego też regulacja angiogenezy wymaga ścisłego  

ich współdziałania [19]. Aktywacja tych receptorów powoduje pobudzenie 

wewnątrzkomórkowych przekaźników. Wśród nich za regulowanie odpowiedzi 

angiogennej, poprzez stymulowanie podziałów komórkowych, migrację komórek  
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czy tworzenie nowych wypustek odpowiada szlak zależny od kinazy AKT oraz MAP. 

Natomiast zmiany w połączeniach komórkowych, a poprzez to, w ich przepuszczalności, 

są głównie zależne od aktywacji kinazy SRC i AKT [20]. 

VEGFR-1 najsilniej wiąże VEGF-A, aczkolwiek jego aktywacja jest słabsza  

w porównaniu do VEGFR-2, co sprawia, że biologiczny efekt, wywierany przez VEGFR-

A jest słabszy [21]. Kaskada inicjowana przez interakcję VEGF-A/VEGFR-1 nie jest  

w stanie zainicjować angiogenezy, ale jest kluczowa dla dojrzewania nowo powstających 

naczyń i ich stabilizacji [22, 23]. Jako produkt alternatywnego składania, powstaje również 

skrócona, rozpuszczalna forma tego receptora, której zadaniem jest „wyłapywanie”  

VEGF-A i zmniejszanie jego biodostępności [24, 25].  

VEGFR-2 jest kluczowy w inicjacji wczesnych etapów angiogenezy i waskulogenezy 

[26]. Receptor ten wykorzystuje aktywność koreceptorów – neuropilin, a szczególnie 

neuropiliny 1. Kompleks VEGFR-2/NRP-1 ma sześciokrotnie większą aktywność niż sam 

VEGFR-2 [27]. VEGFR-2 może również tworzyć heterodimery z VEGFR-1, co będzie 

modulowało odpowiedź na pobudzenie przez VEGF-A [28]. Podobnie jak VEGFR-1, 

również VEGFR-2 może występować w skróconej, rozpuszczalnej formie [29].  

VEGFR-3 jest receptorem zaangażowanym we wzrost naczyń limfatycznych, chociaż 

ma również udział w angiogenezie naczyń krwionośnych [30, 31]. Może on tworzyć 

heterodimery z VEGFR-2, co reguluje początkowe etapy angiogenezy [32]. 

Główne szlaki regulujące angiogenezę i przepuszczalność naczyń zostały przedstawione 

na Rycinie 1. 

 

 

Rycina 1. Główne szlaki zależne od VEGF i VEGFR, regulujące angiogenezę  

i przepuszczalność naczyń. Za J Vasc Res 2024;61:151–159, DOI: 10.1159/000538361. 
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4.6. Kaskady sygnałowe związane z receptorem VEGFR-2 

 

Pobudzenie receptora VEGFR-2 inicjuje cytoplazmatyczną kaskadę sygnałową. 

Najlepiej poznanymi szlakami, transmitującymi sygnał w tym układzie są: (1) szlak 

zależny od fosfolipazy C/kinazy ERK1/2, (2) ścieżka kinaza PI3K/kinaza B/kinaza mTOR 

oraz (3) szlak kinazy SRC. Dodatkowo aktywacja VEGFR-2 może pobudzać kinazę p38 

(MAPK) oraz białka STAT [20]. 

W procesie angiogenezy postnatalnej kluczową rolę odgrywa ścieżka związana  

z kinazą ERK1/2 [33-35]. Z kolei szlak zależny od kinazy B (AKT) reguluje przeżywalność 

komórek śródbłonka i ich zdolność do ruchu [36]. Ścieżka zależna od kinazy SRC może 

także bezpośrednio oddziaływać z VE-kadherynami, powodując ich internalizację  

lub degradację, co zwiększa przepuszczalność ściany naczynia [28].  

 

4.7. Zaburzenia angiogenezy w MetS 

 

Nieprawidłowe tworzenie nowych naczyń krwionośnych z wcześniej istniejących 

struktur w MetS jest opisywane w literaturze, natomiast mechanizmy molekularne,  

które warunkują upośledzoną angiogenezę nie są dokładnie poznane [37, 38]. U pacjentów 

chorujących na MetS obserwuje się istotne zwiększenie stężenia VEGF w surowicy krwi, 

a co więcej, stężenie to pozytywnie koreluje z BMI, otyłością brzuszną i ogólnym 

poziomem tkanki tłuszczowej [39, 40]. Większe stężenie VEGF obserwowane jest również 

u pacjentów, u których już wystąpiły komplikacje naczyniowe lub obserwuje się 

nadciśnienie [41, 42]. Mimo tego tworzenie się krążenia obocznego u pacjentów z MetS 

po zawale jest upośledzone [43]. Może to świadczyć o zaburzonej sygnalizacji w kaskadzie 

VEGF-VEGFR. 

Pomimo wyższego stężenia ligandów dla VEGFR w surowicy chorych na MetS  

nie obserwuje się u nich zwiększonej angiogenezy, a raczej zanik naczyń krwionośnych 

[17, 44]. Jedną z hipotez, która mogłaby tłumaczyć ten fenomen, jest spadek ekspresji 

receptorów dla VEGF, idący w parze ze zwiększonym stężeniem rozpuszczalnych form 

tych receptorów, które działają jak receptory wabikowe, zmniejszając biodostępność 

VEGF [29]. Hiperlipidemia może też powodować podwyższenie ekspresji receptora 

VEGFR-1, który negatywnie reguluje angiogenezę i może zwiększać przepuszczalność 

naczyń, co obserwowano na modelach danio pręgowanego [45].  
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4.8. Zaburzenia kaskad sygnałowych związanych z pobudzeniem  

VEGFR-2 w MetS. 

 

Informacje dotyczące zaburzeń w ekspresji i funkcjonowaniu cząsteczek 

przekazujących sygnał z receptora VEGFR w MetS są bardzo skąpe. U myszy db/db  

i szczurów ZDF obserwuje się aktywację ERK1/2 w całym miokardium, natomiast 

aktywność kinazy B/Akt istotnie spada, jednakże w badaniach tych nie uwzględniono 

izolowanych komórek śródbłonka [46, 47]. Natomiast w modelu świńskim takich zmian 

nie obserwowano [48]. Obniżona aktywność kinazy B/AKT obserwowana jest również  

u zwierząt, u których MetS jest indukowany dietą [49, 50].  

Aktywacja osi VEGF/VEGFR-2/kinaza SRC może prowadzić do fosforylacji  

VE-kadheryny, co powoduje rozpad połączeń międzykomórkowych i zwiększa 

przepuszczalność naczyń krwionośnych [51]. Na modelu świńskim, w którym MetS  

był indukowany dietą, obserwowano spadek ekspresji VE-kadheryny po zawale serca [52].  

Zaburzenia szlaków sygnałowych regulujących angiogenezę i przepuszczalność naczyń  

w MetS zostały przedstawione na Rycinie 2. 

 

 

 

 

Rycina 2. Zaburzenia głównych szlaków zależnych od VEGF i VEGFR regulujących 

angiogenezę i przepuszczalność naczyń w MetS. Za J Vasc Res 2024;61:151–159,  

DOI: 10.1159/000538361. 



19 

 

5. Założenia i cel pracy  

 

Mając na uwadze rozpowszechnienie oraz rozwój chorób sercowo-naczyniowych  

u pacjentów z MetS wykonywane doświadczenia miały w głównej mierze stanowić próbę 

ustalenia mechanizmów w których dochodzi do pojawienia się niewydolności serca. 

Niewydolność serca jest efektem wieloczynnikowych zmian w morfologii  

i funkcjonowaniu tego narządu, ale zaburzenia, powodujące te zmiany są ciągłym 

przedmiotem badań. Poniższe prace skupiają się na jednym z ważniejszych aspektów tego 

zjawiska, czyli zaburzeniach w funkcjonowaniu śródbłonka naczyniowego w miokardium 

u pacjentów z MetS. Powszechnie wiadomo, że zaburzenia mikrokrążenia są wstępem  

do patologicznej przebudowy miokardium – zmniejszona liczba kapilar, wzrost  

ich przepuszczalności prowadzi do obrzęku śródtkankowego, co z kolei indukuje 

włóknienie i sztywnienie ściany serca, upośledzając jego kurczliwość.  

Celem prac było określenie roli jaką odgrywa sygnalizacja VEGF/VEGFR-2  

w odpowiedzi angiogennej śródbłonka oraz regulacji przepuszczalności mikronaczyń 

miokardium myszy db/db. 

 

 Zaplanowane doświadczenia miały za zadanie określić: 

 

1. Jak zmienia się gęstość naczyń krwionośnych oraz ultrastruktura śródbłonka  

w sercach myszy z MetS? 

2. Do jakich zmian dochodzi w ekspresji wybranych mRNA dla białek wchodzących 

w skład głównych kaskad sygnałowych, związanych z osią VEGF/VEGFR-2  

w izolowanych komórkach śródbłonka naczyń serca myszy db/db? 

3. Jak zmienia się gęstość receptora VEGFR-2 i VE-kadheryny w śródbłonku serc  

u myszy db/db? 

4. Czy potencjalne zmiany ekspresji wybranych mRNA dla białek wchodzących  

w skład głównych kaskad sygnałowych, związanych z osią VEGF/VEGFR-2,  

będą miały wpływ na odpowiedź angiogenną śródbłonka myszy db/db? 
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6. Kopie opublikowanych prac 

 

6.1. Praca: Cardiac Vessel Remodeling Associated with Vessel Rarefaction:  

A Possible Underlying Mechanism May Result from a Poor Angiogenic Response  

to Altered VEGF Signaling Pathways 

 

Wybrane do cyklu prace spójnie przedstawiają tematykę związaną z zaburzeniami, 

jakie są obserwowane w komórkach śródbłonka w sercu w warunkach MetS. Publikacja 

Cardiac Vessel Remodeling Associated with Vessel Rarefaction: A Possible 

Underlying Mechanism May Result from a Poor Angiogenic Response to Altered 

VEGF Signaling Pathways jest przeglądem dostępnej literatury w zakresie zmian  

w szlaku sygnałowym zależnym od receptora VEGFR-2 w śródbłonku. Przedstawiono  

w nim podstawowe informacje odnośnie czynników wzrostu regulujących angiogenezę,  

a w szczególności VEGF-A. Ponadto opisano budowę oraz sposób aktywacji receptorów 

dla VEGF oraz receptorów drugiego rzędu, które pobudzane są przez ich stymulację. 

Główną część pracy poświęcono przedstawieniu zmian, które zostały dotychczas opisane 

w literaturze w kontekście szlaku sygnałowego zależnego od VEGF/VEGFR. Szczegółowo 

zostały opisane zaburzenia regulujące angiogenezę oraz przepuszczalność naczyń 

krwionośnych, co podsumowano na rycinie w publikacji.  
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6.2. Praca: Expression of mRNA for molecules that regulate angiogenesis, 

endothelial cell survival, and vascular permeability is altered in endothelial cells isolated 

from db/db mouse hearts. 

 

Dzięki rzetelnemu przygotowaniu teoretycznemu możliwe było wykonanie 

doświadczeń, których wyniki zostały zaprezentowane  w publikacji Expression of mRNA 

for molecules that regulate angiogenesis, endothelial cell survival, and vascular 

permeability is altered in endothelial cells isolated from db/db mouse hearts. 

Wykorzystując mysi model zespołu metabolicznego opartego na mutacji w receptorze  

dla leptyny (myszy db/db) skupiono się na zaburzeniach jakie są obserwowane  

w naczyniach krwionośnych w sercu.  Przeanalizowano obrazy morfologiczne  

przy zastosowaniu mikroskopii konfokalnej oraz ultrastrukturę w transmisyjnej 

mikroskopii elektronowej. Przeprowadzono analizę wybranych mRNA zaangażowanych 

w regulację angiogenezy oraz przepuszczalności naczyń krwionośnych w izolowanych 

komórkach śródbłonka. Przedstawiono zmiany ekspresji VE-kadheryny oraz VEGFR-2  

w endothelium poprzez analizę obrazów mikroskopii konfokalnej. Ponadto 

przeprowadzono test stymulacji krążków aortalnych myszy kontrolnych i db/db celem 

oceny odpowiedzi angiogennej śródbłonka.  
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7. Podsumowanie i wnioski  

 

Przeprowadzone doświadczenia pozwoliły uzyskać następujące wyniki: 

 

1.  U myszy db/db gęstość mikronaczyń w całym miokardium jest istotnie obniżona 

2.  W badaniu ultrastrukturalnym zaobserwowano powiększenie odstępu pomiędzy 

komórkami śródbłonka, a także zmniejszoną intensywność transportu przez 

komórkę (transcytozy), co jest oznaką rozszczelnienia bariery naczyniowej. 

Obserwacje były istotne statystycznie jedynie dla niektórych obszarów serca 

3.  Ekspresja mRNA dla VEGF-A, VEGF-B oraz receptorów VEGFR-1, VEGFR-2 

była istotnie zwiększona w izolowanych z serc myszy db/db komórkach 

śródbłonka. Efektu tego nie obserwowano, kiedy analizowano całe miokardium 

4.  Analiza poziomu ekspresji VEGFR-2 na skrawkach miokardium myszy db/db 

wykazała istotny statystycznie spadek gęstości tego receptora na komórkach 

śródbłonka, ale nie we wszystkich obszarach serca 

5.  Ekspresja mRNA dla PKCγβ2, PLCγ, RAF1, MEK, i ERK1/2 była zwiększona  

w izolowanych komórkach śródbłonka, natomiast ekspresja mRNA dla Ki-67, 

markera proliferacji, nie ulegała zmianie. Co ciekawe ekspresja mRNA dla  Ki-67 

ulegała zmniejszeniu w całym miokardium. 

6.  Ekspresja mRNA dla SRC, FAK, PXN, VE-kadheryny, AKT1, PI3K, eNOS, 

FOXO1, FOXO3a i PTEN była znacząco podwyższona w komórkach śródbłonka 

izolowanych z miokardium myszy db/db. 

7.  Zmniejszenie gęstości ekspresji dla VE-kadheryny na skrawkach z serca myszy 

db/db w komórkach śródbłonka wykazano jedynie dla lewej komory serca.  

8.  W teście krążków aortalnych wykazano, że aorty izolowane z myszy db/db  

w odpowiedzi na stymulację czynnikiem proangiogennym VEGF-A produkują 

znacząco mniej nowych pączków naczyniowych. 
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Na podstawie powyższych wyników sformułowano wnioski ogólne: 

 

1. W MetS dochodzi do obniżenia gęstości mikronaczyń w miokardium  

oraz ich zwiększonej przepuszczalności, co może być efektem zaburzeń  

w kaskadzie sygnalizacyjnej VEGF/VEGFR 

2. Izolacja komórek śródbłonka jest niezbędnym etapem analizy zaburzeń 

odpowiedzi angiogennej czy przepuszczalności naczyń, gdyż badanie całego 

miokardium daje wyniki zafałszowane przez obecność innych komórek  

3. Obniżona odpowiedź angiogenna śródbłonka w MetS może być wynikiem 

zaburzeń w kaskadzie sygnalizacyjnej VEGF/VEGFR  

4. Konieczne są dalsze prace w szczególności łączące interakcje pomiędzy innymi 

komórkami, aby dokładnie przedstawić mechanizm w jakim dochodzi do spadku 

gęstości naczyń i zwiększenia ich przepuszczalności w MetS 

5. Wyjaśnienie mechanizmów zaburzających odpowiedź angiogenną  

i zwiększających przepuszczalność naczyń w sercu w MetS może mieć potencjalne 

znaczenie praktyczne w profilaktyce, diagnostyce oraz leczeniu niewydolności 

serca w MetS już na wczesnych etapach tego schorzenia, dlatego dalsze 

prowadzenie badań w tym zakresie powinno być kontynuowane 
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8. Oświadczenia wszystkich współautorów publikacji  
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9.  Opinia Komisji Bioetycznej lub Etycznej 

 

 Zgodnie z ustawą  z dnia 15 stycznia 2015 r. o ochronie zwierząt wykorzystywanych 

do celów naukowych lub edukacyjnych, z uwagi na charakter wykonywanych prac, nie była 

wymagana zgoda Komisji Etycznej na przeprowadzenie doświadczeń z wykorzystaniem 

zwierząt w ramach niniejszej rozprawy doktorskiej.  
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