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Streszczenie

Pecherzyki zewngtrzkomorkowe (EV) to heterogeniczne pecherzyki blonowe
o wielkosci 30-5000 nm, ktore transportujg biatka, nieckodujace RNA (miRNA), lipidy

i metabolity. Gtowne populacje obejmuja egzosomy, ektosomy i ciata apoptotyczne.

Moja rozprawa doktorska koncentruje si¢ na aspektach teoretycznych oraz
doswiadczalnych charakterystyki wtasciwosci fizycznych, molekularnych i biologicznych

dwoch subpopulacji EV: egzosomow i ektosomow.

Celem pracy doktorskiej byto porownanie rozktadu wielkosci EV uzyskanych
w roznych warunkach wirowania roéznicowego, w tym ultrawirowania z wynikami
opracowanymi na podstawie modelu teoretycznego. W oparciu o te wyniki wybrano
najbardziej odpowiednie parametry do izolacji EV (dla ektosoméw 18.000xg i 150.000xg
dla egzosoméw) i zbadano wiasciwosci molekularne i biologiczne izolowanych EV.
Badania biologiczne zostaly przeprowadzone na dwoch unie$miertelnionych liniach
komorek $rodbtonka (TIME i HUVEC) w modelu cukrzycy in vitro (25mM D-glukozy)
oraz w warunkach prawidlowych (5mM D-glukozy). Jako kontrole osmomolarng

zastosowano 5mM L-glukoze, ktérej komorki nie metabolizuja.

Do charakterystyki wtasciwosci fizycznych postuzono si¢ metodami fizycznymi:
transmisyjna mikroskopia elektronowa (TEM), dostrajana konduktometria pulsowa (TRPS)
oraz mikroskopia konfokalna i fluorescencyjna. Metodami molekularnymi byly ilosciowa
reakcja tancuchowej polimerazy (QPCR) i metoda Western blot, do metod biologicznych

zaliczaly sig¢ test krzepnigcia i cytometria przeptywowa.

Uzyskane wyniki wskazujg na to, ze EV izolowane opracowang w pracy doktorskiej
metoda wirowania rdznicowego z komorek $rodbtonka wykazuja rézne wilasciwosci
biologiczne (fibrynolityczne), co sugeruje ich potencjalng role w powiktaniach
cukrzycowych, tj. retinopatii. Wiasciwosci te maja zwigzek ze Sciezka sygnalizacyjng Wnt
w komorkach, przez co udowodnitam ze EV odgrywaja wazng rol¢ w procesach

komunikacji miedzykomorkowe;.

Stowa kluczowe: pecherzyki zewnatrzkomoérkowe, wirowanie roznicowe, fibrynoliza



Abstract

Extracellular vesicles (EVs) are heterogeneous 30-5000 nm membrane vesicles that
transport proteins, non-coding RNAs (miRNAs), lipids and metabolites. Major populations

include exosomes, ectosomes and apoptotic bodies.

My doctoral dissertation focuses on theoretical and experimental aspects of the
physical, molecular and biological characteristics of two EV subpopulations: exosomes

and ectosomes.

The aim of my PhD dissertation was to compare the distribution of EVs obtained under
different conditions of differential centrifugation, including ultracentrifugation, with the
results developed on the basis of a theoretical model. Based on these results, the most
appropriate parameters for EV isolation (for ectosomes 18.000xg and 150.000xg for
exosomes) were selected and molecular and biological properties of isolated EVs were
examined. Biological studies were performed on two immortalized endothelial cell lines
(TIME and HUVEC) in a model of diabetes in vitro (25mM D-glucose) and normal
conditions (5mM D-glucose). As osmomolar control, not metabolized by cells L-glucose

in concentration of 5mM was used.

The following physical methods were used to characterize the physical properties:
Transmission Electron Microscopy (TEM), Tuneable Resistive Pulse Sensing (TRPS) as
well as confocal and fluorescence microscopy. Molecular methods included quantitative
polymerase chain reaction (QPCR) and the western blot method, biological methods

included coagulation test and flow cytometry.

The obtained results indicate that EVs isolated by differential centrifugation from
endothelial cells exhibit varied biological (fibrinolytic) properties, suggesting their
potential role in diabetic complications, i.e. retinopathies. It is likely that such properties
are related with the Wnt signaling pathway and play an important role in biological

processes and cell-to-cell communication.

Key words: Extracellular vesicles, differential centrifugation, fibrynolysis



CZESC TEORETYCZNA



Wykaz zastosowanych skrotow:

AcA (z tac. acidum aminocaproicum) — Kwas g-aminokapronowy

AP2 (z ang. adapor protein 2) — biatko adaptorowe 2

APC (z ang. Adenomatous polyposis coli) — biatko gruczolakowatego polipa okr¢znicy
Apro (z ang. Aprotinin) — aprotynina

ARF6 (z ang. ADP-ribosylation factor 6) — czynnik 6 uczestniczacy w ADP-rybozylacji
biatek

ARRDCI1 (z ang. Arrestin Domain-Containing protein 1) — biatko-1 zawierajgce domene
arestyny

bFGF (z ang. basic Fibroblast Growth Factor)- podstawowy czynnik wzrostu fibroblastow

BMEC (z ang. Brain Microvascular Endothelial Cells) — komorki §rodbtonka mikronaczyn
mozgu

BSA (z ang. Bovine serum albumin) — surowicza albumina wotowa

Cdc42 (z ang. Cell division control protein 42) — biatko 42 kontrolujace podziaty
komoérkowe

cDNA (z ang. complementary DNA) — komplementarne DNA

CKla (z ang. Casein kinases 1a) — kinaza kazeinowa la

cycD1 (z ang. cyclin D1) — cyklina D1

DLS (z ang. Dynamic Light Scattering) — Dynamiczne rozproszenie $wiatla
DNA (z ang. deoxyribonucleic acid) — kwas deoksyrybonukleotydowy

DR (z ang. Diabetic Rethinopathy) — retinopatia cukrzycowa

Dvl (z ang. Dishevelled) - biatko odpowiedzialne za wigzanie aksyny do kompleksu
receptorowego Frizzled/LRP

ECM (z ang. extracellular matrix) — macierz zewnatrzkomérkowa

ERK (z ang. Extracellular signal-Regulated Kinases) — kinaza regulowana zewnatrz-
komoérkowo

ESCRT (z ang. Endosomal Sorting Complexes Required for Transport) — endosomalny
kompleks sortujacy

EVs (z ang. Extracellular Vesicles) — pecherzyki zewnatrzkomorkowe

Fz (z ang. Frizzled) — Frizzled receptor



GAPDH (z ang. Glyceraldehyde-3-Phosphate Dehydrogenase) — Dehydrogenaza aldehydu
3-fosfoglicerynowego

GPI (z ang. Glycosylphosphatidylinositol) — Glikozylofosfatydyloinozytol
GSK3beta (z ang. Glycogen synthase kinase 3f) — Kinaza syntazy glikogenu 3 beta
HIF1 (z ang. Hypoxia-Inducible Factor 1) — Czynnik indukowany hipoksja 1

HUVEC (z ang. Human Umbilical Vein Endothelial Cells) — Ludzkie komorki $srodbtonka
zyly pepowinowe;j

ICAM-1 (z ang. Intercellular Adhesion Molecule-1) — czasteczka adhezji
mie¢dzykomorkowej

ILVs (z ang. Intraluminal Vesicles) — pecherzyki $wiatta endosomu
LALS (z ang. Large Angle Light Scatter) — duzy kat rozproszenia $wiatla
LDL-1 (z ang. Low-Density Lipoprotein 1) — lipoproteiny niskiej gestosci 1

LEF (z ang. Lymphoid enhancer-binding factor 1) - czynnik 1 wigzacy wzmacniacz
limfatyczny

LRP-1 (z ang. LDL-receptor-related protein 1) - biatko zwigzane z receptorem LDL 1
MALS (z ang. Middle Angle Light Scatter) - $redni kat rozproszenia $wiatta

MC (z ang. Monte Carlo) - symulacje Monte Carlo

MiRNA (z ang. micro RNA) - mikro RNA

MLC (z ang. Myosin Light Chain)- lekki tancuch miozyny

MLCK (z ang. Myosin Light Chain Kinase)- kinaza lekkiego tancucha miozyny

MMP (z ang. Matrix Metalloproteinases) - metaloproteinazy macierzy pozakomoérkowe;j
MRNA (z ang. messenger RNA) - informacyjne RNA

MtRNA (z ang. mitochondrial RNA) - mitochondrialne RNA

MVB (z ang. Multivesicular Bodies) - ciata wielopecherzykowe

NcRNA (z ang. non-coding RNA) - nie kodujace RNA

NTA (z ang. Nanoparticle Tracking Analysis) - Analiza trajektorii nanoczastek

PAI-1 (z ang. Plasminogen Activator Inhibitor 1) - inhibitor aktywatora plasminogenu 1
PAI-2 (z ang. Plasminogen Activator Inhibitor 2) - inhibitor aktywatora plasminogenu 2

PBS (z ang. Phosphate Buffered Saline) - buforowana fosforanem sdl fizjologiczna



PKCB (z ang. Protein Kinase C f) - kinaza biatkowa C [3
PLD (z ang. Phospholipase D) - fosfolipaza D

PP2A (z ang. Protein phosphatase 2) - Biatka fosfatazy 2
PPP (z ang. Platelet-Poor Plasma)- osocze ubogoptytkowe

proMMP (z ang. proenzyme Matrix Metalloproteinase-7) - proenzym metaloproteinazy 7
macierzy pozakomodrkowej

pro-uPA (z ang. pro- Urokinase-type Plasminogen Activator) - zymogen urokinazowego
aktywatora plazminogenu

RNA (z ang. Ribonucleic acid) - kwas rybonukleinowy

RORZ2 (z ang. Receptor Tyrosine Kinase Like Orphan Receptor 2) - Transbtonowy receptor
Kinazy tyrozynowej

Ryk (z ang. Related to Receptor Tyrosine Kinase ) - zalezna od receptora kinaza tyrozynowa
SALS (z ang. Small Angle Light Scatter) - maty kat rozproszenia $wiatta

sc-UPA (z ang. single chain Urokinase Plasminogen Activator) - jednotancuchowy
urokinazowy aktywator plazminogenu

Sp1l (z ang. Specificity protein 1) - biatko specyficznos$ci 1

TCF (z ang. T-cell factor) — czynnik transkrypcyjny komoérek T

TEM (z ang. Transmission Electron Microscopy) — transmisyjny mikroskop elektronowy
TERT (z ang. Telomerase Reverse Transcriptase) - odwrotna transkryptaza telomerazy
TF (z ang. Tissue Factor) - czynnik tkankowy

TGFB (z ang. Transforming Growth Factor f) - transformujacy czynnik wzrostu 3

tPA (z ang. tissue-type Plasminogen Activator) - tkankowy aktywator plazminogenu

TRPS (z ang. Tunable Resistive Pulse Sensing) - Przestrajalne rezystancyjne wykrywanie
impulsu

TSG101 (z ang. Tumor Susceptibility 101 Gene) - gen podatnosci na nowotwory 101

uPA (z ang. Urokinase-type Plasminogen Activator ) — urokinazowy aktywator
plazminogenu

UPAR (z ang. urokinase-type Plasminogen Activator Receptor) - receptor dla
urokinazowego aktywatora plazminogenu
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VEGF (z ang. Vascular Endothelial Growth Factor) - czynnik wzrostu $rédbtonka
naczyniowego

Wnt (z ang. z polgczenia stow Wingless i Int) - szlak sygnalizacyjny Wnt, nazwa pochodzi
z polaczenia nazw dwdch genow muszki owocoOwki: Wingless i Int
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1. Pecherzyki zewnatrzkomorkowe (EV)

Komunikacja migdzykomérkowa odgrywa istotng role w procesach zachodzacych
w organizmach wielokomérkowych. Mozna wyrézni¢ komunikacje zachodzaca w sposéb
bezposredni poprzez kontakt komorka-komorka, transport wydzielonych substancji (m.in.
hormonoéw) oraz transport pecherzykow zewnatrzkomoérkowych (z ang. Extracellular Vesicles
— EVs) [!]. Sa to heterogeniczne blonowe pecherzyki wielkosci 30-5000 nm, ktére
transportuja miRNA, niekodujagce RNA, biatka, lipidy oraz metabolity. W zaleznos$ci od
sposobu powstawania oraz ich wielkosci wyrdzniamy: cialka apoptotyczne, ektosomy oraz
egzosomy (Ryc.1). Pecherzyki te wytwarzane s3 w warunkach fizjologicznych przez komorki
réznego pochodzenia oraz po aktywacji/stymulacji, a takze w warunkach patologicznych [>2].
Ich obecno$¢ dotychczas wykazano w ptynach ustrojowych, tj. krew [*], ptyn mdzgowo-

rdzeniowy [°], mocz [®7], mleko [®9], sperma [**!], ptyn otrzewnowy[*?], $lina [**], ptyn

owodniowy [**] oraz zot¢ [*°].

Rysunek 1 Schemat powstawania ektosomdéw oraz egzosomdéw. Przygotowano w oparciu o rysunek wykonany przez E.
Stepien [1°].
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Tabela 1Poréwnanie trzech populacji pecherzykéw zewngtrzkomdrkowych.

Egzosomy Ektosomy Cialka
apoptotyczne

Wielko$é [nm] 30-100 [*1 100-1000 [*] >500 [*]
Morfologia Jednorodny  ksztalt | Niejednorodne, Niejednorodne,

dyskoidalny [*'] nieregularne [*'] nieregularne [*']
Pochodzenie Szlak Odpaczkowanie Uwypuklenie blony

endolizosomalny, btony  komérkowej | komorkowej [1]

ciatka 1

wielopecherzykowe

[']

Gestos¢
wypornosciowa

[a/mL]

1.13-1.19 [

1.25-1.30 [*8]

1.16-1.28 []

Metody izolacji

Ultrawirowanie w
gradiencie  gestosci
(100.000-200.000xg),
Immunoprecypitacja
(np. Exoquick zestaw

z Invitrogenu) [*']

Ultrawirowanie

(10.000-80.000xg)
[19,20]

Brak
standaryzowanych

protokotow [#]

Molekularne mMRNA, miRNA, nc | mMRNA, miRNA, nc | Frakcje  jadrowe,
,»Ccargo” RNA, mtDNA [?22%] | RNA, mtDNA [**2°] | organelle
komorkowe
Markery Tetraspaniny  (CD9, | Integryny, selektyny, | Aneksyna V,
CD63, CD81, CD82), | CD40, flotylina-2, | fosfatydyloseryna,
TSG101, Alix, | aneksyna V histony
flotylina, [Y7] [17] [26:27:28)
Lipidy Ceramid, cholesterol, | Cholesterol [3?2%] Fosfatydyloseryna
sfingomielina i [*7]
kwas lizofosfatydowy
[29,30,31]
Biogeneza Egzocytoza ciatek | Paczkowanie Odpaczkowanie
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wielopgcherzykowych

za posrednictwem
kompleksu  ESCRT
lub

sfingomielinazy oraz
uwolnienie
Rab-GTPase i biatka
SNARE [734]

przez

I rozszczepienie
btony plazmatycznej
przez wapn

wewnatrzkomorkowy
[17,35]

z btony komodrkowe;j

[]
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1.1. Egzosomy

Egzosomy sg uwalniane przez komorki na drodze egzocytozy z okreslonego typu pdznego
endosomu o nazwie cialo wielopecherzykowe (MVB z ang. MultiVesicular Bodies). Ciata te
zawierajg uprzednio wytworzone egzosomy, zdefiniowane jako pecherzyki §wiatta endosomu
(ILV z ang. IntraLuminal Vesicles) przed egzocytoza, ktére sg generowane przez
paczkowanie w $wietle btony poznych endosoméw [*°]. Egzosomy sa mniejsze od
ektosomoéw (0d 30 do 100 nm), a ze wzgledu na ich endosomalne pochodzenie, zazwyczaj
zawieraja bialka zaangazowane W transport btonowy i fuzje, sktadniki ESCRT (eskortyny)
i tetraspaniny (CD63, CD9 i CD81) [*].

Tworzenie ILV podczas konwersji p6znych endosoméw do MVB wiaze si¢ z akumulacja
na poziomie tworzacego si¢ pecherzyka roznych lipidow, w tym ceramidu, cholesterolu oraz
sfingomielin. Wiadomo, iz ceramindy odgrywaja wazng rol¢ w paczkowaniu pecherzykow
[*3*°]. Rosnacy ILV jest zaladowany biatkami, lipidami i RNA. Inny proces, ubikwitynacja
zostal zaproponowany jako kluczowy do upakowania specyficznych bialek do ILV.
Ubikwitynowane biatka sa dostarczane do pecherzyka przez potaczone dzialanie czterech
kompleksow ESCRT i zwigzanego z nimi kompleksu AAA ATPazy Vps4 [36:40 4],
Dodatkowo, w celu selekcji tadunku, kompleksy ESCRT regulujg rowniez przebudowg btony
wymagana do paczkowania ILV [*®]. Aktywnosé¢ ESCRT nie jest konieczna dla tworzenia
pecherzykéw 1 podgrupy ILV moga by¢ generowane w niezaleznym od ESCRT,
stymulowany lipidami sposob [“0%+42]. Podczas egzocytozy, pecherz éciskajacy w $wietle
MVB jest podtrzymywany przez polimeryzacj¢ cytoszkieletu aktynowego, ktora z kolei jest
regulowana przez kilka matych GTPaz, w tym ARF6, Cdc42, i czlonkow rodziny Rab.
Ostatni etap biogenezy egzosomow, egzocytoza ILV, jest nadal stabo poznana, ale
zidentyfikowano kilka molekularnych czasteczek zaangazowanych w ten proces, w tym mate
GTPazy z rodziny Rab (Rab11, Rab27 i Rab35) i kompleks SNARE [*¢].
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internalizacja
zalezna od kaweolin

ESCRT/ALIX/syntenina

Rysunek 2 Biogeneza egzosoméw. Rysunek przygotowany w oparciu o rysunek wykonany przez 1.J. McGough [*®].
Egzosomy powstajg 7 endosomalnego kompartmentu komorki. Po internalizacji endosomy przemieszczajg si¢ do
wnetrza komorki i tgczq ze sobg tworzgc RAB5-dodatnie wczesne endosomy. Wewnetrzne pgczkowanie blony
endosomalnej jest napedzane przez kompleks ESCRT lub domeny bogate w ceramid, co prowadzi do tworzenia
pecherzykéw Swiatta endosomow, ktore sq nazywane poznymi endosomami lub ciafami wielopecherzykowymi
(MVB). Ladunek, inaczej nazywany cargo, moze by¢ nastgpnie skierowany do lizosomu (gdzie ulega degradacji
w kwasnym lizosomalnym Srodowisku [**]) lub MVB mogq by¢ transportowane do blony plazmatycznej (poprzez
aktywnos¢ RABI1, 27 lub 35), gdzie ulegajq fuzji z blong komorkowg za posrednictwem bialek SNARE, takich
jak YKT6 i VAMP?7, co skutkuje uwolnieniem egzosomoéw do przestrzeni zewngtrzkomorkowej (egzocytoza).
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1.2. Ektosomy

Ektosomy (inaczej nazwane onkosomami, mikropecherzykami) sg pecherzykami
wielkosci 100 do 1000 nm, ktére powstaja z komodrek poprzez uwypuklenie btony
komorkowej. Po raz pierwszy zostaly opisane w 1967 roku przez Petera Wolfa, ktory opisat
prokoagulacyjne pochodne ptytek krwi, pierwotnie nazwane , pytem ptytkowym” (z ang.

., platelet dust”), obecnie nazywane mikropecherzykami pochodzgcymi z ptytek krwi (PMP
z ang. platelet-derived mirovesicles) [*°].

E-selektyny adhezja
) ‘ TF 5 migracja
oagulacja \ \ PE-CAM  r4znicowanie
fibrynoliza ™ 000000 00X
rﬂx : I-CAM

iy
\k\\\\
o V-CAM1
UPA/tPA f“‘} 2 A
uPAR G 7\ ) VE-kadheryny
MII/IP o N
uPA/tPA ‘\ ‘&‘ B
31 "miRNA oéﬁ?g— ¢ sfingomielinaza
: ? M \k { Ca?
A S SHS x; anat Ca?*
T-kadhereny \\\ § WV&&@ HROA apoptoza
il e & zywotnoéé
angiogeneza 2 oksydaza NADPH
regeneracja VE-kadheryny eNOS ’

wazorelaksacja

Rysunek 3 Schemat budowy ektosomu. Opracowany w oparciu o rysunek wykonany przez E. Stepier [*9].

Ektosomy sa uwalniane przez paczkowanie btony plazmatycznej w drodze mechanizmu
opartego 0 przebudowe cytoszkieletu. Kilka czasteczek tworzacych cargo jest selektywnie
wbudowywanych w btong oraz upakowywanych do powstajacego pecherzyka, w tym lipidy
(tj. cholesterol i ceramid), kwasy nukleinowe (tj. mMRNA i miRNA), biatka i inne czasteczki
bioaktywne. Dodatkowo pecherzyki te charakteryzuja si¢ obecnos$cig swoistych antygendéw
powierzchniowych btony komorkowej, ktore pozwalaja doktadnie zidentyfikowac ich

pochodzenia komorkowego.
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Biogeneza ektosomow wymaga skomplikowanych procesoOw wspomagajacych transport
cargo, segregacje lipidow i1 uwolnienie pecherzykow. Zmiany lokalnego sktadu lipidow
I rekrutacja translokazy fosfolipidowej przyczyniaja si¢ do powstania krzywizny blony
plazmatycznej, ulatwiajac tym samym wytwarzanie pecherzykow [4']. Badania prze-
prowadzone w 2015 roku przez Coccuci i wsp. wykazaly, ze sktadnik endosomalnego
kompleksu sortujacego wymagany do transportu (ESCRT), ktory odgrywa gltéwnag rolg
w transporcie endosomalnym oraz biogenezie egzosomow, roéwniez bierze udziat
w uwalnianiu ektosomow [“®]. Gen podatnosci na nowotwory 101 (TSG101 z ang. Tumor
Susceptibility Gene 101), skladnik kompleksu ESCRT 1, wspomaga paczkowanie
pecherzykow poprzez interakcje z biatkiem-1 zawierajacym domeng arestyny (ARRDC1
z ang. Arrestin Domain-Containing protein 1). Ponadto kompleks Il ESCRT jest
zaangazowany w pozne fazy biogenezy ektosomow i posredniczy w oderwaniu pecherzyka od

blony plazmatycznej [*°].

Biatka tworzace cargo sa wybierane i sortowane na roézne sposoby. Modyfikacje biatek
zakotwiczonych w btonie plazmatycznej, takie jak mirystoilacja i palmitylacja, przyczyniaja
si¢ do kierowania wysoce oligomerycznego biatka do domen paczkowania ektosomow.
Ponadto r6zne biatka, w tym czynnik difosforanu adenozyny i rybozylacji 6 (ARF6 z ang.
ADP-Ribosylation Factor 6), biatko 22a zwigzane z Ras, rozpuszczalny w pecherzykach
receptor biatka przylaczeniowego NSF, biatko btonowe 3 zwigzane z pecherzykiem,
wewngetrzny antygen T-komorkowy 1 1 Argonaute 2, moga by¢ zaangazowane w transport
biatek i kwaséw nukleinowych do ektosoméw, w zaleznosci od funkcji komorki oraz bodzca

powodujacego powstanie pecherzykow [*°].

Uwolnienie ektosomoéw z btony plazmatycznej jest wspomagane przez zalezny od ATP
skurcz struktur cytoszkieletu aktyny/miozyny, ktoéry jest podtrzymywany przez wzrost
stezenia Ca** w cytozolu [**°°]. Biatko ARF6 reguluje réwniez t¢ maszyneri¢ aparatu
kurczliwego odpowiedzialng za uwolnienie ektosoméw. ARF6 kontroluje lokalizacje kinazy
lekkiego tancucha miozyny (MLCK z ang. Myosin Light-Chain Kinase ), poprzez aktywacje
ERK (z ang. Extracellular signal-Regulated Kinases ) i fosfolipazy D (PLD z ang.
Phospholipase D), prowadzacg do fosforylacji tancucha lekkiego miozyny (MLC z ang.

Myosin Light Chain) i aktywacji skurczu cytoszkieletu w rejonie paczkowania pgcherzykow

[51].
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1.3. Cialka apoptotyczne

Ciata apoptotyczne stanowig grupe najwigkszych mikropecherzykow rzedu wielkosci
500-5000 nm, ktére powstaja podczas zaprogramowanej $mierci komorki (apoptozy).
W koncowych etapach apoptozy, zawarto§¢ komodrki jest upakowywana w ciatkach
apoptotycznych, ktoére sa uwalniane poprzez uwypuklenie blony komodrkowej (z ang.
membrane blebbing), a nastepnie pochtaniane przez komorki fagocytujace [%?]. Taka
fragmentacja komorki do ciatka apoptotycznego jest zaangazowana W usuwanie umierajacej
komorki [°®]. Dodatkowo ciatka apoptotyczne uczestnicza w komunikacji miedzykomorkowej
dostarczajac ich zawarto$¢ do komorek biorcy [°#%°]. Tworzenie ciatek apoptotycznych przez
umierajace komorki wplywa na regulacje immunologiczng 1 odgrywa wazng role w stanach

patologicznych, w tym autoimmunizacja i nowotwory [°].
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1.4.  Oddzialywania mikrope¢cherzykow z komorkami docelowym

Rola i funkcje mikropecherzykow w procesach fizjologicznych i patologicznych sa
uzaleznione od ich zdolno$ci do oddzialywania z komorkami docelowymi, aby dostarczy¢ ich
zawartos¢ biatek, lipidow i RNA (Ryc. 4.). Swoistos¢ komoérek docelowych dla wigzania
egzosomow (lub innych mikropecherzykow) najprawdopodobniej jest wyrazona przez
czasteczki adhezyjne t.j. integryny, ktore obecne sa na powierzchni mikropecherzykow.
Dodatkowo wydaje si¢, ze roznice w budowie egzosomalnych kompleksow tetraspaniny
wplywaja na wybér komorek docelowych w warunkach in vitro i in vivo [°],
prawdopodobnie poprzez modulowanie funkcji biatek skojarzonych, w tym czasteczek
adhezyjnych (t.j. integryny) [*].

EKTOSOM

KOMORKA DONOROWA

Rysunek 4 Schemat transferu RNA oraz bialek przy uzyciu mikropecherzykéw. Przygotowane w oparciu o rysunek
przygotowany przez G Raposo [Y]. Biatka zwigzane z blong (tréjkqty) oraz przezblonowe (prostokqty) i RNA (zakrzywione
symbole) sq selektywnie wigczane

Po zwigzaniu z komoérkami docelowymi, mikropgcherzyki moga pozostaé stabilnie
zwigzane z btong plazmatyczng lub dysocjowaé, bezposrednio “zlewaé si¢” z btong
plazmatyczng lub by¢ internalizowane przez odrebne szlaki endocytarne (Ryc. 4). Po endo-

cytozie mikropegcherzyki moga potaczy¢ sie z endosomalng btong ograniczajgca lub zostac
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ukierunkowane do lizosomow w celu degradacji. Wykrywanie fuzji matych
mikropecherzykéw z btong plazmowa przy uzyciu mikroskopii fluorescencyjnej w zywych
komorkach jest ograniczone rozdzielczo$ciag 1 szybka dynamiky zdarzen fuzji. Niemniej
jednak bezposrednie dowody fuzji egzosomdéw z docelowymi btonami komodrkowymi
otrzymano przez znakowanie egzosomOw barwnikiem lipofilowym R18, w ktérym samo-
wygaszanie jest lagodzone po rozcieficzeniu na skutek fuzji [*° ], co objawia sie
wzrostem fluorescencji komoérek docelowych. Badania Morelli, Barr¢s i Tian dostarczyty
dowodéw na nagromadzenie przechwyconych mikropgcherzykéw w przedziatach
endocytarnych lub fagocytarnych, z wychwytem zaleznym od cytoszkieletu aktynowego,

aktywnoéci 3-kinazy fosfatydyloinozytolu i funkcji dynaminy-2 [6° 6162,
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2. Fibrynoliza

Fibrynoliza jest podstawowym procesem fizjologicznym prowadzacym do lizy skrzepu
krwi poprzez rozpuszczenie wiokien fibrynowych. Stan rownowagi pomiedzy fibrynoliza
a procesami krzepniecia jest glownym elementem niezbednym do utrzymania ptynnosci krwi
poprzez zapobieganie nadmiernemu tworzeniu skrzepéw hemostatycznych i w konsekwencji

zamykaniu naczynia.

Sktadniki uktadu fibrynolitycznego i produkty degradacji fibryny biora udziat w wielu
procesach biologicznych, w tym w agregacji ptytek krwi [%*], angiogenezie [%4], migracji
komorek [%°], owulacji [%] i przebudowie tkanki [¢]. Fizjologiczna rola sktadnikow uktadu
fibrynolitycznego zalezny od ich pochodzenia (produkty degradacji fibryny) oraz lokalizacji

(btona komérkowa) [®8].

Kluczowym biatkiem w fibrynolizie jest plazminogen - proenzym, ktory przeksztalca sie
w aktywng plazming jako produkt koncowy systemu aktywacji plazminogenu. Uktad ten
sktada sie z szeregu proteaz serynowych, inhibitoréw i kilku biatek wigzacych [*°]. Plazmina
wykazuje szeroki zakres aktywnosci proteolitycznych, celuje w fibrynogen 1 fibryne, ale takze
w skladniki macierzy zewnatrzkomérkowej (m.in. fibronektyna, trombospondyna,
witronektyna), czynniki wzrostu (m.in. TGF-B, bFGF) odgrywajace istotng role jako
mediatory zapalenia, oraz biatka ukladu wrodzonej odpornosci [°]. Ponadto plazmina
aktywuje kilka proenzymoéw, takich jak pro-tPA (pro-tkankowy aktywator plazminogenu),
pro-uPA (aktywator plazminogenu typu pro-urokinazy), plazminogen (autoaktywacja)

i Zymogeny metaloproteinazy (proMMP) [717273].

Wewnatrznaczyniowa aktywacja fibrynolizy jest przeprowadzana glownie przez tPA
(tkankowy aktywator plazminogenu) zachodzi na powierzchni fibryny. Innym aktywatorem
plazminogenu jest urokinaza (UPA) wytwarzana przez monocyty, makrofagi lub komorki
nabtonka uktadu moczowego, ktéra uczestniczy gtéwnie w proteolizie pozanaczyniowej [4].
Pula aktywnego enzymu jest rowniez kontrolowana przez inhibitory aktywatora
plazminogenu, takie jak PAI-1 i PAI-2 ["®]. Plazmina jest hamowana wylacznie przez dwa

biatka: a2-antyplazmine i 02-makroglobuline ["°].

W warunkach fizjologicznych uPA jest syntetyzowany glownie przez komorki

nabtonkowe, srédbtonkowe i migséni gladkich, fibroblasty i monocyty/makrofagi. Wytwarzany
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jest jako nieaktywny zymogen (pro-uPA) w postaci jednotancuchowego aktywatora
plazminogenu typu urokinazy (sc-uPA), majacy niska aktywnos$¢ proteolityczng, ktory po
dwuetapowym cieciu proteolitycznym staje sie aktywna forma dwutancuchows (tc-uPA) [7].
Aktywno$¢ Sc-uPA jest konieczna do wytwarzania matych iloéci plazminy, ktéra hydrolizuje
sc-UPA do tc-uPA. Obie formy uPA wykazujg zwiekszong aktywnos$¢ proteolityczng po
zwigzaniu ze specyficznym receptorem (uPAR), ktory jest obecny na powierzchni komorki
[67 76 77]. Zwickszong synteze uPA obserwuje sie w komorkach nowotworowych,
w szczegolnosci w nowotworach ztosliwych szyjki macicy, jajnikdéw, tarczycy i piersi, co
uwazane jest za biomarker diagnostyczny i prognostyczny [/ 7778798081 W przeciwienstwie
do tego, niedobor uPAR ma znaczacy wplyw na akumulacj¢ fibryny w tkance, prowadzac do
zmniejszenia ruchliwosci komoérek $rodbtonka, uposledzonej angiogenezy, niedotlenienia

konczyn oraz owrzodzen [628384],

Natychmiast po aktywacji uPA (wolnej lub zwigzanej z uPAR) enzym taczy si¢ z PAI-1
(inhibitor 1 aktywatora plazminogenu 1), tworzac niecaktywny kompleks uPA/PAI-1/uPAR,
ktory jest pobierany przez biatko zwigzane z receptorem LDL 1 (LRP-1), co stanowi
mechanizm zalezny od klatyny [%°]. Wewnatrz komorki, resztkowy kompleks uPA / PAI-1
jest transportowany do lizosoméw, gdzie ulega degradacji, jednak czasteczka uPAR jest
zawracana do pecherzykéw podobnych do makropinosoméw i przedziatdéw endosomalnych,

gdzie moze by¢ transportowana na powierzchnie komorki i Wiazaé inng urokinaze [°].

Receptor dla urokinazowego aktywatora plazminogenu, znany réwniez jako CD87, jest
glikoproteing, przylaczong do blony komorkowej przez kotwice glikozylofosfatydylo-
inozytolu (GPI) [#7]. Ten jednotancuchowy (313 a.a.) peptyd sktada sie z trzech domen
o roznych funkcjach biologicznych: D1 — domena wiazaca N-koncowy fragment urokinazy

(ATF), domeny D2 i D3 - kontrolujace oddzialywanie uPAR z witronektyna [%8].

Krotki tancuch aminokwasowy, region tacznikowy D1/D2 ma wiasciwosci podobne do
chemokin, gdy jest ciety przez MMP, plazmine, chymotrypsyne i uPA ["®]. Ekspresja uPAR
zostala zaobserwowana w wigkszo$ci prawidlowych komorek, jak rowniez w komorkach
nowotworowych [39:%]. uPAR posredniczy w wielu procesach komérkowych, takich jak

angiogeneza, przerzuty, adhezja komorek, inwazja i zapalenie [173Blad! Nic zdefiniowano zakladki.]
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Rysunek 5 Przestrzenny model uPAR z przylgczong czgsteczkq uPA, przygotowany w oparciu o strukture krystaliczna
okreslong z rozdzielczoscig 1,9 A (kod PDB: 2FD6).
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Rysunek 6 Funkcjonalne interakcje UPAR-uPA w fizjologii komdrki. Przygotowano w oparciu o rysunek wykonany przez M
Durak-Kozica [*].

Dodatkowo, uPAR stymuluje aktywno$¢ promotora reagujacego na TCF i transaktywacje
genow uPA i cykliny D-1, a takze wykazano nadekspresje UPAR i uPA w blaszkach
miazdzycowych. Inne dane wskazuja, ze VEGF (czynnik wzrostu §rédblonka naczyniowego)
stymuluje ekspresje uPA przez indukcje przepuszczalnosci komorek srodblonka w wyniku

aktywacji systemu uPA/uPAR poprzez sygnalizacj¢ beta-kateniny. Co ciekawe,
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przepuszczalno$¢ indukowana przez uPA jest szybka w poréownaniu z dwustopniowa
przejsciowa przepuszczalno$cia wywolang przez VEGF. W op6znionej fazie dysfunkcji
srédblonka obserwowano podwyzszenie ekspresji uPAR z jednoczesng translokacja beta-
kateniny do jadra komérkowego i obnizeniem poziomu biatka typowego dla ztgczy $cistych -
okludyny [®?]. Mechanizmy odpowiedzialne za indukowana przez VEGF przepuszczalno$é
srodbtonka obejmujg fenestracje z powodu przegrupowania VE-kadheryny, fosforylacji beta-
kateniny, tyrozyny i cytoszkieletu aktynowego [**]. Wyniki te sugeruja, ze $ciezki u-PA / u-

PAR 1 Wnt sg S$cisle powigzane w sposob nie do konca znany.

Badania przeprowadzone przez Stepien 1 wsp. wykazaly, ze uwalnianie
zewnatrzkomoérkowych pecherzyki srodblonkowych (EV) mozna uznaé za cechg patologii
naczyniowej [*°]. Szczegolnie populacja ektosoméw jest bardzo aktywne w przenoszeniu
czynnikow prokoagulacyjnych i fibrynolitycznych, w tym czynnika tkankowego (TF),
fosfatydyloseryny lub uPAR [%9:%]. Chociaz aktywno$¢ uPAR w dysfunkcji $rodbtonka
zostala wczes$niej opisana 1 udokumentowano jej role w modulacji odpowiedzi
angiogenetycznej mikropecherzykow $rodblonka [°%7]. Komérki $rodblonka zapewniaja
powierzchni¢ katalityczng dla przeksztatcenia plazminogenu w plazming przez ekspresje
kompleksu uPA/uPAR, a tym samym zmniejszenie aktywno$ci kinazy in vivo na
dysfunkcyjnych komorkach $rodblonka przez uwalnianie MV zawierajacych uPAR, co
zamienia wy$cioltke naczyniowa do patologicznego stanu prozakrzepowego [*°]. Przeciwnie,
wzrost rozpuszczalnego UPAR obecnego na MVs pochodzenia $rodbtonkowego, przyczynia
si¢ do fibrynolitycznej i proangiogennej aktywnosci MV [¥]. To wzajemne oddziatywanie
MV-uPAR moze wyjasnia¢ mechanizm molekularny zwigzany ze zwigkszonym ryzykiem

powiklan naczyniowych u pacjentow z cukrzyca.
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3. Szlak sygnalizacyjny Wnt

Szlak sygnalizacyjny Wnt jest szlakiem badanym od przeszto 30 lat. Bialka
zaangazowane w ten szlak sg konserwatywne ewolucyjnie i obecne w komorkach roznych
organizméw: od ukwiatow morskich po komorki ludzkie, sugerujac, ze $ciezki Wnt regulujg
podstawowe procesy komodrkowe. Potwierdzajg to badania wykazujace, ze sygnalizacja Wnt
reguluje rozw6j embrionu poprzez modelowanie osi ciala, specjalizacj¢ komorek, migracje,
polaryzacje, proliferacje i roéznicowanie [*®]. Mutacje wystepujace w obrebie bialek Wnt
prowadza do nieprawidlowosci w kosciach [*°], budowie serca i migéni szkieletowych [*%],

moga prowadzié¢ do rozwoju raka, cukrzycy [*°}] lub otytosci [*%].

Najwazniejszymi komponentami, ktore inicjuja kaskade Wnt, sa biatka rodziny
receptorow transbtonowych Fz (Frizzled). Jest to grupa ko-receptorow, najwazniejsze z nich
to biatko zwigzane z receptorem lipoproteinowym (LRP)-5/6, receptorowa kinaza tyrozynowa
(Ryk) i transbtonowy receptor kinazy tyrozynowej (ROR2). Kluczowym biatkiem aktywacji
szlaku Wnt jest fosfoproteina cytoplazmatyczna Disheveled (Dvl), ktéra dziata jako
molekularny przetacznik do wyboru, ktora ze $ciezek Wnt zostanie aktywowana. Zbudowana
jest z trzech domen: DIX (koncowy aminowy), PDZ (centralny) i DEP (koncowy
karboksylowy) [*%2].

Szlaki sygnalizacyjne Wnt mozna podzieli¢ na dwie grupy: zalezne od beta-kateniny
(inna nazwa szlak kanoniczny) oraz niezalezne od beta-kateniny (niekanoniczny szlak).

W niniejszej pracy skupiono si¢ na pierwszym rodzaju sygnalizacji Wnt.

Beta-katenina odgrywa dwie kluczowe role w komorkach, a mianowicie jest czescig
uktadu kotwiczacego kadheryne posredniczacego w interakcjach miedzy komorkami oraz
dziala jako koaktywator transkrypcji w jadrze komoérkowym. Podczas nieobecnosci ligandow
Wnt, nadmiar beta-kateniny jest rozkladany przez kompleks biatkowy sktadajacy sie¢
z aksyny, biatka APC, fosfatazy biatkowej 2A (PP2A), kinazy syntazy glikogenu 3 (GSK3)
i kinazy kazeinowej 1a (CK1a) [*%9].
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Rysunek 7  Szlak sygnalizacyjny Wnt podczas nicobecnosci liganda (A) oraz po przylaczeniu ligandu Wnt (B).
Przygotowaniu w oparciu o rysunek wykonany przez M. Durak-Kozica [*%4].

Po zwigzaniu ligandu Wnt z receptorem Fzd oraz jednoczesnej aktywacji koreceptora
LRP 5/6 dochodzi do rekrutacji aksyny do blony plazmatycznej, co skutkuje rozpadem
kompleksu degradacji beta-kateniny. Dodatkowo, aktywowany Dvl dezaktywuje GSK-3.
Dzigki inaktywacji aksyny oraz GSK-3, beta-katenina nie ulega degradacji, natomiast jest
transportowana do jadra komoérkowego, gdzie dziata jako koaktywator dla czynnikow

transkrypcyjnych LEF/TCF i aktywuje geny docelowe [*%°].

3.1.  Rola szlaku sygnalizacyjnego Wnt zaleznego od beta-kateniny w $rédblonku.

Wysokie stgzenia glukozy (10-20 mM) zaktdcajg potaczenia przylegania §rodblonka przez
dysocjacje kompleksu VE-kadheryny/beta-kateniny poprzez aktywacje szlaku Wnt/beta-
katenina. W procesie tym posredniczy fosforylacja tyrozyny VE-kadheryny przez PKC-f
i MLC [*°]. Blokowanie domeny E1E2 koreceptora LRP6, ttumi akumulacje beta-kateniny
i nadekspresje VEGF, ICAM-1 i TNFo indukowanych przez wysokie stezenia glukozy
w komorkach s§rodblonka siatkéwki. Sugeruje to, ze przeciwciata blokujace szlak
sygnalizacyjny Wnt zalezny od beta-kateniny moga chroni¢ przed przeciekaniem naczyn
1 zapaleniem siatkowki w modelach retinopatii cukrzycowej (DR) Przeciwciata te byloby

stosowa¢ jako S$rodki terapeutyczne w potaczeniu z innymi lekami antyangiogennymi.
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Prawdopodobnym mechanizmem molekularnym bedgcym u podstaw tego jest regulacja
ekspresji genow docelowych beta-kateniny i TCF/LEF, w tym myc i cycD1, ktore zwigkszaja

zywotno$é, proliferacje i migracje komérek naczynin [107108.109],

Inng waznag czasteczka taczaca sygnalizacje Wnt z dlugowiecznosciag komorek jest
sktadnik biatkowy kompleksu telomerazy, tj. odwrotna transkryptaza telomerazy (TERT),
ktora zapewnia aktywno$¢ odwrotnej transkryptazy telomerazy i1 jest odpowiedzialna za
syntezg DNA na koncach chromosoméw. TERT jest niezbedny do utrzymania stabilno$ci
genomu i nie$miertelno$ci komorek. Duza aktywnos¢ telomerazy jest wykrywana w wielu
nowotworach ludzkich, podczas gdy w komoérkach somatycznych utrzymuje si¢ na niskim
poziomie [*'°]. Podczas gdy niekontrolowana zywotno$¢ komorek lezy u podstaw wielu
stanow zwigzanych z cukrzyca, takich jak miazdzyca, retinopatia i nefropatia cukrzycowe,
regulacja aktywnosci telomerazy jest atrakcyjnym podejsciem W rozwoju nowych strategii
terapeutycznych dla tych choréb. Model badawczy zastosowany w niniejszej pracy badawczej

stanowig dwie uniesSmiertelnione linie komérkowe srodblonka.
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4. Teoretyczny model do analizy izolacji pecherzykow zewnatrz-
komorkowych (EVs) z wykorzystaniem technik wirowania réznicowego:

Wirowanie réznicowe jest technikg fizyczna, ktora znalazta szerokie zastosowanie w
badaniach biologicznych do izolacji oraz oczyszczania roznych obiektéw biologicznych,
takich jak komorki, wirusy, organelle wewnatrzkomoérkowe, biatka i kwasy nukleinowe, ktore
mogg by¢ rozproszone w plynach ustrojowych i innych zawiesinach, takich jak np. lizaty
komorkowe czy nadsgcz z hodowli komorkowych. Na skutek wirowania czastki, ktoére maja
wyzszg gesto$¢ od rozpuszczalnika opadaja (sedymentuja), a te o nizszej gestosci niz gestosé

ulegaja flotacji [1!1].

Podczas wirowania z predkoscia katowa w na czgsteczke o masie m dziataja trzy sity:

1. Sita od$rodkowa: F =mw’R
2. Tarcie dynamiczne (sita Stokesa): T = -6mnrev
3. Sita wyporu: W = Vpsona

Warunek rownowagi sit F + W + T = 0 prowadzi do nast¢pujacego roOwnania (rdwnanie
Svedberga):

dR d? )
V= E = geffm(p = Psotv); Gefr = W R (D

gdzie:
m - masa czasteczki
o - predkos¢ katowa wirowania
R - odleglos¢ od osi obrotu
n - lepkos¢ dynamiczna medium
r.- promien czasteczki (kuli)
v - predkos¢ czasteczki wzgledem medium
V - objetos¢ czasteczki
Psolv - gestos¢ medium
a- przyspieszenie odsrodkowe
d - $rednica aerodynamiczna czasteczki d = 2r¢
p - gestosé czasteczki

geft - sita odsrodkowa (przyspieszenie)
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A - wspotczynnik nachylenia

Roéwnanie (1) mozna zapisa¢ w nastepujacej formie:
dR d?

— = AR; A =sw? s

dt = @ (.0 - psolv) (2)

Wspotczynnik s jest stala, inaczej wspotczynnikiem sedymentacji. Rozwigzanie rownania (2)

przedstawia si¢ nastgpujaco:

R(t) = R(0)e’t (3)

co wskazuje, ze wspéirzedna promieniowa czagsteczki rosnie wyktadniczo w czasie. Stata
Svedberga jest miarg szybko$ci osadzania si¢ czastki si¢ z roztworu lub zawiesiny pod
indukowanym polem grawitacyjnym wiréwki. Czasteczka o wspotczynniku sedymentacji 1 S
(10713 5) bedzie przemieszczaé sie z predkoscia 1 mm na sekunde (10°° m s71) pod wptywem

przyspieszenia 10° g (107" m s72) [**2].

W probkach biologicznych mieszanina czastek stanowi zazwyczaj wielosktadnikowa
(heterogenng) mieszaning czastek, ktore réznig sie pod wzgledem wielkosci 1 gestosci,

a zatem takze szybkos$ci sedymentacji.

Wirowanie réznicowe polega na zastosowaniu kilku nastepujacych po sobie cyklow
wirowania o narastajagcym przyspieszeniu w celu selektywnej sedymentacji czastek o roznych
wlasciwosciach (gestos¢, $rednica). Poniewaz nastepujace po sobie wirowania rdznig si¢
zastosowanym przyspieszeniem odsrodkowym oraz czasem trwania, kolejne cykle wirowania
pozwalajg na wyizolowanie coraz mniejszych obiektow z zawiesiny na drodze sedymentacji.
Pozostale w nadsgczu (supernatancie) sg mniejsze pod wzglgdem wielkosci lub maja mniejsza
gesto§¢. Majac na uwadze jednorodng dystrybucje wszystkich czastek w probowce
wirowniczej oraz rozne odlegtosci czastek od osi obrotu, nalezy liczy¢ si¢ z jednoczesnym
osadzaniem roznych, pod wzgledem wielkosci, czasteczek w pelecie (matych i wigkszych),

i ich strata podczas kolejnych powtarzajacych sie cykli [**].

Wirowanie roznicowe jest wydajne tylko wowczas, gdy sa sedymentowane czgsteczKi

roznigce si¢ znacznie wspdiczynnikiem sedymentacji, natomiast w przypadku niewielkich
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réznic we wspotczynniku sedymentacji rozdzielanych obiektoéw dochodzi do obnizenia

efektywnosci wirowania [*11].

Na potrzeby badan wykonanych do niniejszej pracy doktorskiej do analizy
modelowania warunkow izolacji mikropecherzykow wykorzystano model opisany przez
Mikhaila A. Livshitsa et al. [**]. Model Livshitsa uwzglednia nastepujace punkty
zastosowane w rownaniach 1 wykorzystane do dalszych rozwazan: parametry geometryczne

modelu wirnika, predkos¢ katowa (w), czas wirowania (t) oraz lepkos¢ roztworu (7).

Wprowadzony przez Livshitsa model teoretyczny pozwala na oceng¢ proporcji
osadzonych mikropgcherzykow o okreslonych rozmiarach (30-1000 nm) i gestosciach (1,08-
1,15 g/cm?®) [*11]. Na podstawie rownan (1 — 3) oraz zaleznosci geometrycznych dla rotorow
stalokatowych typu FA (ang. fixed angle) (Rys.1) w pracy [*'!] autorzy okredlili ,,wydajnosé”
procesu wirowania Pelleted (d) tzn. utamek czastek o $rednicy d, ktora po czasie t pokona

odlegto$¢ Lsed:

2 vt vt vt \?
Pelleted(d) = —| arcsin + 1- ( > 4)
T Lsed Lsed Lsed

Rysunek 8 Schemat przedstawiajagcy rozklad gestosci w zalezno$ci od promienia w rotorze stalokgtowym (FA).
Przygotowano w oparciu o rysunek wykonany przez MA Livshitsa [1].

W statych, okreslonych warunkach wirowania (niezmienna predkos$¢ obrotowa i sktad
medium) predkos¢ sedymentacji czastek (p — czasteczka wirowana) jest okreslona wytacznie
poprzez wtlasnosci fizyczne czastki. Czastka o gestosci wigkszej niz gestos¢ medium
przesuwa si¢ w kierunku zgodnym z kierunkiem dziatania sity odsrodkowej, podczas gdy

czastka 1zejsza niz medium "unosi si¢" w kierunku przeciwnym do sity odsrodkowe;.
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W przypadku zblizonych gestosci, wieksze czasteczki migruja szybciej [*]. Zaleznos¢ ta

przedstawia réwnanie (2).

W badaniach biologicznych techniki wirowania stosuje si¢ gtéwnie do oddzielania
réznych obiektow wedhug ich wielkosci (wirowanie rdznicowe i strefowe) lub ich gestosé
(wirowanie izopykniczne). W opracowanej na potrzeby niniejszej pracy doktorskiej
procedurze izolacji pgcherzykéw zewnatrzkomorkowych (EV) dokonano frakcjonowania

czastek (EV) wedhug wielkosci, stosujac metode wirowania réznicowego [*11].

Doktadny opis metody izolacji EV, pomiar ich wielkosci i stezenia oraz analize

wynikow opisano w czesci metodycznej w rozdziale 10.
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5. Metoda Monte Carlo

Metoda Monte Carlo (MC) shuzy do modelowania wynikéw w procesach, ktérych
ostatecznego rezultatu nie mozna tatwo przewidzie¢ za pomoca obliczen analitycznych.
Symulacji MC mozna uzy¢ do rozwigzania szeregu probleméw, praktycznie
w kazdej dziedzinie: w naukach przyrodniczy, finansach czy inzynierii [*'*]. Modelowanie
MC zastosowano w badaniach biologicznych i biofizycznych takich jak symulacja procesow

biologicznych oraz sygnalizacja komorkowa [114].

Istnieje wiele metod MC, ale wszystkiec majg wspdlng ceche polegajaca na generowaniu liczb
losowych w celu rozwigzania problemow o charakterze deterministycznym. Symulacje MC
przeprowadza si¢, zastepujac konkretne parametry zmiennymi wylosowanymi z zadanego
rozktadu prawdopodobienstwa. Nastepnie oblicza si¢ wielokrotnie wyniki, za kazdym razem
przy uzyciu innego zestawu wartosci. Zastosowanie zmiennych losowych o okres§lonym
rozktadzie prawdopodobienstwa umozliwia bardziej realistyczne modelowanie rzeczywistych

procesoéw od np. postugiwania sie¢ wylacznie wartosciami $rednimi parametrow [117].

Pomyst wykorzystania procesu powtarzanego, losowego probkowania do
numerycznego 0szacowania nieznanych parametrow zostal po raz pierwszy zaproponowany
przez Stanistawa Ulama, polskiego matematyka, ktoéry opracowat algorytmy MC podczas
prac nad Projektem Manhattan. Wykorzystal on narz¢dzia losowego probkowania oraz

statystyki do lepszego zrozumienia ryzyka zwigzanego z procesami jadrowymi [1°].

Metod¢ Monte Carlo zastosowano w pracy doktorskiej do okreslenia optymalnych
warunkow sekwencyjnego wirowania EV: ektosomoéw oraz egzosoméw. Wedhug réwnania
(1) sedymentacja czastek zalezy od roznicy gestosci medium i EV oraz lepkosci medium.
O ile gesto$¢ medium jest kontrolowana i praktycznie zawsze rowna ~1 g/cm® to gestosé
samych EV moze przyjmowaé wartoéci z przedziatu 1.1 - 1.3 g/cm®, a lepko$¢ moze by¢
rowna: 1.0 - 1.5 cP. Za pomoca metody MC mozna zbada¢ wpltyw wspomnianych
parametrow fizycznych na wydajno$¢ wirowania (4) w zaleznos$ci od wybranej wartosci
wzglednej silty odsrodkowej RCF (z ang. Relative Centrifugal Force). Obliczenia
przeprowadzono przy zatozeniu, ze rozktady prawdopodobienstwa gestosci EV oraz lepkosci

medium sg jednorodne.
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6. Technologia TRPS

Technologia TRPS (z ang. Tunable Resistive Pulse Sensing) jest nowoczesng metoda
stosowang do pomiaru wielko$ci, koncentracji oraz potencjatu zeta () czasteczek
biologicznych oraz chemicznych zawieszonych w roztworze elektrolitu. W metodzie tej
wykorzystuje si¢ membrany poliuretanowe, ktdre zawierajg por o odpowiedniej $rednicy.
Stabilny prad jonowy jest ustalany przez dwie elektrody Ag/AgCl, ktére sa oddzielone
membrang poliuretanowa z nanoporem. Przylozenie odpowiedniego cisnienia zewng¢trznego
i napi¢cia na membranie z nanoporem umozliwia przejScie czasteczek przez por (Rys.9b ).
W momencie gdy mierzona czasteczka przechodzi przez nanopor, czasowo go blokuje
i prowadzi do spadku pradu rozpoznawanego jako tzw. ,,zdarzenie blokujace” (z ang.
blockade event). Wielkos¢ tej blokady (tzw. impuls rezystancyjny) jest proporcjonalna do
objetosci czasteczki, natomiast liczba takich impulséw przypadajaca na jednostke czasu

dostarcza informacji o stezeniu badanej probki [*1°].

nw ©®@ o‘ _

przestrajalny,

nanopor.

©

pomiar TRPS ==+

wynik TRPS

czas [s]

Rysunek 9 A.- Sprzet qNano, B. - Schemat przejsicia czasteczek przez nanopor na skutek przytozonego napiecia i cisnienia, C.
- Przyktadowy wynik pomiaru, na podstawie ktdérego mozna wyliczy¢ stezenie oraz $rednice czasteczek. Przygotowano w
oparciu o rysunek wykonany przez ELCJ Blundell [*2].

Opoér w porze jest okresSlany przez przewodnictwo elektrolitu 1 wielko$¢ poru, co

opisuje rbwnanie ponizej:
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gdzie:

R- opor cylindryczny pora
Lp — dlugo$¢ poru

Ds — mata $rednica nanoporu

Di- duza $rednica nanoporu

Ruch czasteczek przez nanopor jest uzalezniony od wielu czynnikow tj. ci$nienie, pole

elektyczne, geometria nanoporu.

Czestotliwos¢ pulsow J jest wyliczana w oparciu o teori¢ Nernsta-Plancka, ktora
definiuje przeptyw elektroosmotyczny, sity elektroforetyczne oraz przeplyw napedzany

ci$nieniem, jako komponenty J [11€].

Czestotliwos¢ pulsow J wyznaczong dzigki metodzie TRPS mozna opisaé

nastepujacym rownaniem:
] = ¢s*vy (6)

gdzie ¢s oznacza stezenie czgsteczek, a vp oznacza predkos¢ czasteczki translokujace;.
vp jest sumg predkosci przeptywu (vf), elektroforetycznej (ve) i elektroosmotycznej (vo), CO

mozna sumarycznie zapisa¢ w formie: vp= ve+ v + Vo.
Vp mozna opisa¢ rownaniem:

Q + SCCZqSteCZki g(pora

U, = Dy > 7 E + E (7)
n(3)
gdzie
3nD3AP
Q=—7F7~ (8
1281 (5.5,)
gdzie:
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n- lepkos$¢ kinematyczna
g- przenikalnos$¢ roztworu
C - zeta potencjat

AP- cis$nienie na por

E-pole elektryczne

38



7. Zeta potencjal

Potencjat Zeta ({ ) (Ryc.10) jest to potencjal elektrostatyczny wystepujacy na granicy
miedzy warstwg rozproszong i zwartg warstwg (znang roéwniez jako warstwa rufowa) uktadu
koloidalnego. Potencjat ten jest zwigzany z tadunkiem powierzchniowym czgsteczki 1 jest

uzywany jako wskaznik stabilno$ci koloidu.

czgsteczka z ujemnym
tadunkiem powierzchniowym

ptaszczyzna
poslizgu

@ warstwa
warstwa rufowa f—{ip—t—-oZproszoina_g
00 potencjat
powierzchniowy|

jat rufowy

otencjat zeta

potencjat
elektrostatyczny (mV)
2

od

Rysunek 10 Schematyczna definicja potencjalu zeta i podwojnej warstwy elektrycznej otaczajacej czastke w roztworze
elektrolitu. Przygotowaniu w oparciu o Malvern 2007.

Potencjat { charakteryzuje réwnanie Smoluchowskiego w formie:
(== ©)

gdzie:

€ - potencjat zeta

1N - lepko$¢ dynamiczna ptynu

u- ruchliwo$¢ czastek

e- stala dielektryczna
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Rownanie Smoluchowskiego pokazuje, ze potencjal ( czgsteczek mozna zmierzy¢ na
podstawie predkosci, bioragc pod uwage sity elektroosmotyczne oraz konwekcyjne, a takze
elektroforetyczng ruchliwo$¢ czasteczki [''°]. Ruchliwoéé elektroforetyczng czastki

1 V] definiuje si¢ jako szybko$¢ migracji czastki v [m s?]

natadowanej p [m? s
w jednostkowym polu elektrycznym o natezeniu E [V m™]: p =v/E. Szczegdtowy opis
wyznaczania potencjatu ( na podstawie rownan 7 i 8 na podstawie pomiaréw wykonanych

przy pomocy metody TRPS przedstawiony jest w pracy Vogela i Wilmotta [*1].
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8. Cytometria przeplywowa Apogee

Cytometria przepltywowa jest powszechnie stosowana metoda optyczng do analizy
komorek, w ktorej wykorzystuje si¢ zjawisko rozpraszania §wiatla i fluorescencji. Jednakze
konwencjonalne cytometry przeplywowe maja minimalny rozmiar detekcji wynoszacy 200—
500 nm, czyli ponad wielko$¢ egzosomow, dlatego sa nieskuteczne w odrdznianiu
mikropecherzykow, ktore sie réznig o 100 —200 nm lub mniej [1!811°]. W konwencjonalnej
cytometrii przeplywowej sygnat tla jest czesto wysoki (rzad wielkosci < 200 nm), ze wzgledu

na zanieczyszczenia czasteczkami buforu ostonowego.

Rysunek 11 Schemat dziatania cytometrii przeptywowej. Opracowane w oparciu o rysunek wykonany przez Kibria G [*2].

Probka wyizolowanych, wyznakowanych mikropecherzykéw przeptywa cienkim
strumieniem z gory do strefy pomiaru i jest otoczona ptynem ostonowym. Kazdy pgcherzyk
jest naswietlany zogniskowana wiazka lasera, co skutkuje rozproszeniem §wiatla oraz
wzbudzeniem fluorochroméw. Rozproszenie §wiatla jest wykrywane przez trzy detektory:
LALS (z ang. Largle Angle Light Scatter, 15-150°), MALS (z ang. Middle Angle Light
Scatter) oraz SALS (z ang. Small Angle Light Scatter, 0.5-5°).
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9. Cel pracy doktorskiej

Majac na uwadze ograniczenia wystgpujace podczas preparatyki izolacji homogennych
subpopulacji mikropgcherzykow (EV), gtdownymi celami mojej pracy doktorskiej byty:

1. Okreslenie parametréw wirowania roznicowego w celu wyizolowania dwoch czystych

subpopulacji pecherzykow zewnatrzkomoérkowych, w oparciu o model opracowany przez
Mikhaila A. Livshitsa

2. Opisanie wtasciwosci fizycznych wyizolowanych subpopulacji mikropecherzykow.

3. Zbadanie witasciwosci biologicznych (fibrynolitycznych) wyizolowanych mikro-
pecherzykow w warunkach hiperglikemii, w tym zbadanie ich wptywu na ekspresje genow
zwigzanych z fibrynoliza oraz szlakiem sygnalizacyjnym Wnt
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MATERIALY I METODY:
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10. Materialy i metody:

10.1. Hodowla komorek TIME oraz HUVEC.

Komérki TIME hodowano w pozywce podstawowej Vascular Cell Basal Medium
(PCS-100-030, ATCC) wzbogaconej o penicyling (100 U / ml), streptomycyne¢ (100 U / ml),
blastycydyne (12,5 pg / ml) i zestaw suplementéw Microvascular Endothelial Cell Growth
Kit-VEGF (ATCC PCS-110-041 ). Komérki HUVEC hodowano w pozywce podstawowej
Vascular Cell Basal Medium (PCS-100-030, ATCC) wzbogaconej o penicyling (100 U/ml),
streptomycyne (100 U/ml) i zestaw suplementéw Endothelial Cell Growth Kit-VEGF (ATCC
PCS-100-041). Komorki hodowano w inkubatorze zapewniajacym state warunki hodowli: 37
°C, 5% COg, wilgotnos¢ 95%.

Komorki inkubowane 48h do izolacji mikropecherzykéw hodowano z surowica
pozbawiong egzosomow (Gibco, A2720801) lub bez surowicy (test wlasciwosci

fibrynolitycznych mikropecherzykdow).

10.2. Przebieg doswiadczenia do porownania uzyskanych wynikow

z modelem teoretyczny.

W celu poroéwnania uzyskanych wynikow z modelem teoretycznym przeprowadzono
izolacje mikropecherzykéw przy roznych predkosciach wirowania. Wstepnie medium
odwirowano przez 30 minut przy 2.000 x g w celu usunigcia komoérek oraz ciatek
apoptotycznych. Uzyskane w ten sposob medium zawieralo populacje ektosomdéw oraz
egzosomOw. Ektosomy izolowano z medium hodowlanego poprzez wirowanie przy 3.000,
5.000, 7.000, 10.000, 12.000 i 18.000 x g przez 30minut w 4°C. Nastgpnie zebrany nadsacz
odwirowano przez 90 minut przy 150.000 x g w 4°C. Uzyskane osady mikropecherzykow

zawieszono w 100 ul PBS.
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Rysunek 12 Schemat izolacji mikropgcherzykdéw do poréwnania z modelem teoretycznym.

W badaniach uzyte zostaly dwie rézne wiréwki wyposazone w nastepujace rotory
stalokgtowe: S140-AT oraz FA-45-24-11. Podstawowe parametry rotoroéw zawiera Tab. 2.
W prezentowanym modelu obliczania przeprowadzono w oparciu o réwnanie (4). Zalozono,
ze wartosci gestosci mikropecherzykéw (p) oraz lepkosci medium (n) zawieraja si¢

w przedziatach takich jak w Tab. 2. 1 maja rozktad jednorodny.

Wyizolowane populacje mikropecherzykéw rozcienczono 2-krotnie i przefiltrowano
przez filtr o $rednicy pora 400 nm. W celu okreslenia rozktadu §rednic mikropecherzykow
wykorzystano technologie TRPS (opis ponizej) na aparacie qNano (Izon Science Ldt.)
wyposazonym w por NP100 (Izon Science Ldt.).

Modelowa wydajnos¢ dla ektosomow Pelletedexo okreslono bezposrednio z zaleznosci
(4), wykorzystujac parametry zdefiniowane w Tabeli 2. Dla egzosoméw wydajnos$¢ jest

rowna:

Pelleted = Pelletedgg,,(1 — Pelletedgyy,) (10)
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Tabela 2 Parametry rotoréw, wirowania oraz parametry fizyczne medium i Mikro-pecherzykow

S140-AT FA-45-24-11
Rmin [cM] 3,26 7,58
Rmax [cm] 4,79 11,07
0[] 35 45
Srednica probowki [cm] 0.75 0.85
p [g/cm®] 1.1+1.3% 1.1-+1.3%
psolv [9/cm?®] 1.0# 1.0#
n [cP] 1.0+1.5 1.0+ 1.5
Wzgledna sita odsrodkowa RCF 1500009 2000g + 18000g
T [min] 90 30

* zdefiniowano na podstawie publikacji [‘]

# warto$¢ lepkosci medium zaakraglono do 1cP w oparciu o dokonane pomiary
lepkosci

Wydajnosci wirowania, w oparciu o rownanie (4), oraz modelowe rozktady gestosci
dla okreslonych warto$ci wzglednej sity odsrodkowe] wyznaczono numerycznie w oparciu
o zalaczony w zalaczniku 1 program w jezyku Fortran. Rozklady gestosci obliczane sg na
podstawie wynikéw pomiarow g-Nano dla wstepnie odwirowanych mikropgcherzykéw (Rys.
11B). Program generuje wyniki dla wylosowanych, z wyspecyfikowanych przedziatow (Tab.
2), warto$ci gestosci mikropecherzykow oraz lepkosci medium. W obliczeniach zastosowano
generator liczb losowych o rozktadzie jednorodnym. Tekstowe pliki wynikowe zawieraja
warto$ci: wydajnosci wirowania, rozktady gestosci, deut of Oraz wylosowane gestosci 1 lepkosci
uzyte w obliczeniach. Na podstawie tych plikow wyniki przedstawiono graficznie przy

pomocy programu Grapher 11.

10.3. lzolacja EV.

Subkonfluentne hodowle komoérek TIME 1 HUVEC inkubowano przez 48h w medium

hodowlanym z dodatkiem 2% surowicy pozbawionej egzosomow. Nastepnie medium
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hodowlane zebrano do falkonéw i odwirowano przez 30 minut przy 2.000 x g w celu
usuni¢cia komoérek oraz ciatek apoptotycznych. Wstepnie odwirowane medium zwirowano
przez 30 minut przy 18.000xg w celu uzyskania peletu ektosomow. Zebrany nadsacz
odwirowano przez 90 minut przy 150.000 x g w 4°C w celu uzyskania peletu egzosomow.

Powstate osady ektosomow 1 egzosomow zawieszono w 100 ul PBS.

10.4. Pomiar wielkosci oraz koncentracji EV przy uzyciu metody qNano.

Rozktad wielkos$ci i stezenie EV zmierzono za pomoca technologii TRPS przy uzyciu
systemu qNano (Izon Science Ltd., Oxford, UK). Przyrzad skalibrowano przy uzyciu kulek
kalibracyjnych CPC100 i CPC200 (lzon Science) zgodnie z instrukcjami producenta.
Egzosomy mierzono stosujac nanopor NP100 (zakres analizy 50-330 nm; Izon Science)
z ci$nieniem 5 mbar. Ektosomy mierzono stosujac nanopor NP200 (zakres analizy 85-500
nm; Izon Science) z ci$nieniem 1 mbar. Ustawiono napigcie i rozcigganie, aby uzyskac
stabilny prad miedzy 100-120 nA. Probki analizowano przez 3 minuty badz do czasu
wykonania pomiaru na 500 obiektach. Przetwarzanie i analiza danych zostaty przygotowane

na oprogramowaniu Izon Control Suite v2.2 (Izon Science).

10.5. Pomiar Zeta-potencjalu mikropecherzykow przy uzyciu metody qNano.

W celu zmierzenia z { potencjatu dla ektosomow (izolowane przy 18 000xg) oraz
egzosomOw skalibrowano nanopor przy trzech réznych napigciach (V1,V2,V3) oraz dwoch
réznych ci$nieniach (P1,P2). Probki mikropecherzykdw zmierzono przy napigciu V2
1 ci$nieniu P2.

Tabela 3 Wartosé cisnienia i napiecia przy przeprowadzonej kalibracji nanoporu.

Kalibracja Cis$nienie [mbar] Napiecie [mV]
V1P2 0,1 0,94
V1P1 1,1 0,94
V2P1 1,1 0,76
V3P1 1,1 0,60
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10.6. Wizualizacja mikropecherzykéw przy uzyciu transmisyjnego
mikroskopu elektronowego (TEM).

Pelet egzosoméw i ektosomow utrwalono 2,5% aldehydem glutarowym (Sigma Aldrich,
nr kat. G5882) w 0,1 M buforze kakodylowym (Sigma Aldrich, nr kat. C0250), a nast¢pnie
utrwalano przez 1 godzing w 1% roztworze tlenku osmu. Probki nastgpnie odwodniono,
przepuszczajac przez stopniowang seri¢ etanolu 1 zatopiono w zywicy epoksydowej PolyBed
812 w 68 °C (Polyscience, Inc., nr kat. 08791-500). Ultracienkie (65-70 nm) skrawki
umieszczono na siatkach miedzianych o wielkosci 300 oczek pokrytych folig formvar.
Skrawki kontrastowano stosujac octan uranylu i cytrynian ofowiu. Obserwacje
przeprowadzono na mikroskopie elektronowym (JEOL JEMZ2100HT, Jeol Ltd, Tokio,
Japonia) przy napicciu przyspieszajacym rownym 80 kV. Srednice mikropecherzykow

wyznaczono manualnie w programie Fiji.

10.7. Analiza wlasciwosci fibrynolitycznych wyizolowanych mikropecherzykow.

Probki krwi pelnej pobranej na antykoagulant — cytrynian sodu- pobrano od
ochotnikow i dwukrotnie odwirowano przy 2.500 x g przez 15 minut, aby uzyska¢ osocze
ubogie w ptytki krwi (PPP). Osocze zebrano i przechowywano w -4° C. Probke osocza
o objetosci 25 ul zmieszano z 75 ul buforu (0,05 mol/l Tris-HCI, 0,1 mol/l NaCl, pH 7,4)
i 50 pl mieszaniny aktywacyjnej (koncowe stezenia: 0,01 U/ml trombiny i 7,5 mmol/L Ca?").
Absorbancje przy dlugosci fali 340nm odczytywano co 2 minuty przez 2 godziny w 37°C za
pomocg czytnika mikroptytek BIO-TEK ELX-808. Nast¢pnie dodano 12 pg egzosomoéw lub
ektosomoéw (izolowanych z plytki 6-studzienkowej) do nowo utworzonego skrzepu osocza,
z dodatkiem inhibitoréw: kwasu g-aminokapronowego (100 mM; Sigma-Aldrich) lub
aprotyniny (2,2 mM; Sigma Aldrich), lub bez nich. W celu uzyskania kontroli pozytywnej, do
skrzepu osocza dodano uPA (100 jednostek, uPA z ECM®600, Sigma Aldrich) zamiast

egzosomow 1 ektosomow. Gestos¢ optyczng (OD) mierzono przy 350 nm co 20 minut przez

24 godziny w 37°C za pomocg czytnika mikroptytek BIO-TEK ELx-808.

Procent retencji skrzepu obliczono stosujac nastgpujaca zalezno$¢:

OD po Oh—0D po 24h
OD po 0h—0D osocze

100 — (( ) * 100 (11)

OD osocze odnosi si¢ do kontroli zawierajacej tylko ludzkie osocze.
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10.8. Analiza aktywnosSci urokinazy (uPA) w EV.

Aktywnos$¢ uPA mierzono w ektosomach i egzosomach izolowanych hodowli komoérek
wykonanych na ptytce 6-studzienkowej po 48 godzinach inkubacji z 5 mM D-glukoza, 25
MM D-glukoza lub 5 mM D-glukozg z 5 mM L-glukoza przy uzyciu komercyjnie dost¢pnego
zestawu UPA Activity Assay Kit (Sigma Aldrich, ECM600).

10.9. Analiza ekspresji UPAR oraz beta-kateniny w lizatach komérkowych

oraz EV zmierzona metodg western blot.

Ekstrakty biatkowe z komoérek (15pg biatka), ektosomoéw i egzosomoéw (oba 10 pg biatka)
rozcienczono w stosunku 1: 1 buforem Laemmli'ego (62,5 mMTris-HCI, pH 6,8, 1 mM
EDTA, 10% glicerolu, 2% SDS, 0,025% biekitu bromofenolowego z 5% B-merkaptoetanolu)
i rozdzielono metodg elektroforezy SDS-PAGE przy uzyciu 10% zeli biatkowych Mini-
PROTEAN TGX (BioRad) i przeniesiono na membrany PVDF przy uzyciu aparatu Bio-Rad
Mini-Protean 3 (Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, CA, USA). Bloty blokowano przez noc
w 1% BSA w buforze TBS/Tween (0,05 M Tris-HCI, 0,15 M NacCl, 0,1% Tween 20, pH 7,5)
i inkubowano przez 1 godzing z pierwszorzedowymi przeciwcialami swoistymi wobec uPAR
(Santa Cruz, Sc-376494) oraz beta-kateninie (Cell Signalling, 9562). Przeciwciata 1 rzedowe
rozcienczono w stosunku 1:500 w 1% BSA w buforze TBS/Tween. Po inkubacji
z pierwszorzedowym przeciwcialem blony przemyto trzy razy buforem Tween/TBS
1 inkubowano przez 1 godzing z odpowiednim skoniugowanym z HRP drugorzegdowym
przeciwciatem (Anti-Mouse lub anti-rabbit IgG-POD, Lumi-Light kit Roche) rozcieficzonym
1: 250 w 1 % BSA w buforze TBS / Tween. Po tym btony inkubacyjne przemyto 3x
w buforze TBS/Tween i 3x w buforze TBS (0,05 M Tris-HCI, 0,15 M NacCl, 0,1%).

Wszystkie przeciwciata stosowano zgodnie z protokotami producenta.

Immunopozytywne prazki wizualizowano stosujagc Lumi-light Reagent (Roche)
1 ChemiDoc ™ XRS + System (Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, CA, USA). Wzgledne
poziomy ekspresji biatka okreslono za pomoca oprogramowania ImageLab (BioRad).
Poszczegdlne poziomy biatka normalizowano do calkowitej intensywno$ci pasm na danej

linii rozdziatu w Zelu po elektroforezie.
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10.10. Analiza ekspresji markerow powierzchniowych EV przy uzyciu

cytometrii przeplywowe;j.

Markery powierzchniowe EV wyizolowanych V4 komorek TIME
i HUVEC wykrywano za pomocg Ccytometru przeptywowego Micro Apogee AS50
(ApogeeFlow Systems, HemelHempstead, Wielka Brytania) po wybarwieniu przeciwciatami:
anty-CD81 (BioLegend, ABIN2472719), anty-CD63 (BioLegend, ABIN1998604), anty-
CD151 (BioLegend, ABIN2478583), anty-Wnt3a (BioLegend, ABIN4219643) i aneksyna V
(Invitrogen, A35122) z buforem wigzgcym ancksyne (Invitrogen, V13246). Jako kontrole
izotopowg zastosowano przeciwciata: mysie IgG1 FITC / IgG1 PE / IgG1 PE-Cy5 IsotypeCitrl
Cocktail (BioLegend, 319201) i FITC mysie 1gG2b Isotype Ctrl Antibody (BioLegend,
401206). Wszystkie przeciwciala wirowano przez 5 minut przy 18.890 x g w celu usunigcia
agregatow barwnikow. Ektosomy 1 egzosomy zawieszone w PBS (Sigma) inkubowano
z wybranymi przeciwciatami przez 30 minut w ciemno$ci. Procent pozytywnych zdarzen
(ROI % of event) obliczono za pomocg oprogramowania Apogee Histogram (ApogeeFlow

Systems).

10.11. Wizualizacja internalizacji EV przy uzyciu mikroskopii konfokalnej.

Mikropecherzyki wybarwiono PKH26 (Sigma, PKH26GL ) zgodnie z procedurg opisang
w publikacji Durak-Kozica M et al. [*?]. Do peletu mikropecherzykéw (populacja
pecherzykéw po wirowaniu 150.000 X g, z omini¢gciem etapu 18.000 X g) dodano 0,1 pl
PKH26 i 49,9 ul rozcienczalnika C, i inkubowano przez 20 minut w temperaturze pokojowej.
Jako kontrole negatywna zastosowano probke bez mikropgcherzykow, w celu okreSlenia
przeniesienia barwnika PKH26. Po inkubacji z barwnikiem, probki zablokowano 50 pl 1%
BSA rozcienczonym w 900 ul PBS i ultrawirowano przez 90 minut przy 150.000 x g w 4°C.
Po tym etapie supernatant usuni¢to 1 osad mikropecherzykéw zostat przemyty w 1 ml PBS
1 ponownie ultrawirowany. Osad zawierajacy mikropecherzyki wyznakowane PKH26

ponownie zawieszono w 1 ml pozywki do hodowli komoérkowe;.

Do badan internalizacji mikropecherzykéw, komorki TIME i HUVEC hodowano
w szalkach ze szklanym dnem do osiggnigcia 50% konfluencji. Pozywke zawierajaca
mikropgcherzyki dodano do komérek na 24 godziny inkubacji. Hodowle nastepnie przemyto

3 razy PBS i utrwalono zimnym (-20°C) acetonem przez 5 minut w - 20° C. Barwienie DAPI
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(Sigma, D9542) zastosowano do wizualizacji jader. Internalizacje EV obserwowano
1 rejestrowano przy uzyciu mikroskopu konfokalnego Zeiss LSM 710 z obiektywem Plan-
Apochromat 40 x NA 1.4 (Carl Zeiss Microscopy GmbH) z imersja olejows. Do wzbudzenia
fluorescencji stosowano lasery 405 nm (DAPI) i 561 nm (PKH26). Obrazy zbierano przy
wielkosci voksela 0,209 x 0,209 x 0,436 um, odpowiednio w bocznych i osiowym
kierunkach, z osiowym zakresem akwizycji ustawionym na pokrycie catej komorki

w pojedynczym obrazie (9,16 — 23,11 pm).

10.12. Wizualizacja uPAR i beta-kateniny w komorkach przy uzyciu

mikroskopii fluorescencyjne;j.

Komorki wysiewano na szalki ze szklanym dnem w liczbie 600.000 na szkietko.
Nastepnie po inkubacji z D-glukoza lub/i L-glukoza, komorki przeptukano 3-krotnie PBS
z jonami Ca?" i Mg?". Komoérki utrwalano zimnym (4°C) acetonem przez 3 minuty
w temperaturze 4°C. Nast¢pnie komorki przeplukano 3-krotnie PBS-em. Niespecyficzne
wigzania zablokowano poprzez inkubacje przez 20 minut 0,1% BSA. Po inkubacji komorki
przeptukano 3-krotnie PBS-em. Na szkietko nakropiono po 20ul przeciwciata 1 rzgdowego
anty-uPAR (Santa Cruz, sc-376494) (rozcienczenie 1:500) i anty-beta-katenina (Sigma,
C2206) (rozcienczenie 1:2000). Inkubacja w komorze wilgotno$ciowej przez catag noc
(temperatura 4°C). Po inkubacji z przeciwciatami pierwszorzedowymi komorki przeptukano
3-krotnie PBS. Nastepnie na szkietko nakropiono po 20 pl przeciwciata Il rzedowego sc-2780
(Santa Cruz) i sc-2010 (Santa Cruz). Oba przeciwciala rozcienczono w stosunku 1:400
w PBS. Inkubacj¢ przeprowadzono w komorze wilgotnosciowej przez 45minut (temperatura
37°C), nastepnie komorki przeptukano 3-krotnie PBS. Cytoszkielet wybarwiono roztworem
falloidyny Alexa Fluor 488 poprzez 30-minutowa inkubacje. Po inkubacji komorki
przeptukano PBS 1 wybarwiono jadra komorkowe poprzez 15minutowg inkubacje
z roztworem DAPI. Po inkubacji komorki przeptukano 4-krotnie PBS po 5 minut na
platformie bujanej. Wybarwione komorki umieszczono w PBS. Preparaty ogladano przy

uzyciu mikroskopu fluorescencyjnego Zeiss Axio Observer.Z1.

10.13. Analiza ekspresji UPAR, beta-kateniny, LEF1, RUNX w komérkach
przy uzyciu metody qPCR.
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Izolacje catkowitego RNA 1 synteze¢ cDNA przeprowadzono stosujac odpowiednio
zestawy Agilent Total RNA MiniPrep Kit oraz Agilent Affinity Script cDNA Synthesis Kit
zgodnie z protokotami producenta. Amplifikacje przeprowadzono przy uzyciu termocyklera
(BioRad) 1 starterow TagMan (Hs00958880 ml, Hs00355045 ml, Hs01547250 ml,
Hs01047719_ml1, Hs02558380 s1, Hs01047973 ml, Hs01091094 ml) w potaczeniu
z TagMan Fast Advanced Master Mix (Thermo Fisher Scientific), zgodnie z instrukcja
producenta. Wzgledna ekspresja gendw zostala znormalizowana poziomu ekspresji
endogennego genu odniesienia GAPDH (Thermofisher, Human GAPD Endogenous Control,
numer 4333764T) (ACq) i przeksztalcona do wzglednej ekspresji przy uzyciu metody 2-
AACq. Wyniki sg wyrazone jako wartosci wzgledne (RQ).

10.14. Analiza statystyczna.

Program OriginPro 2017 (OriginLab Corporation, Northampton, USA) zostat
wykorzystany do przeprowadzenia analizy statystycznej oraz przygotowania wykresow.
Wykresy przedstawiajg warto$¢ $rednig + odchylenie standardowe. Wyniki opracowano
statystycznie poprzez zastosowanie jednoczynnikowej analizy wariancji ANOVA z testem

post-hoc Tukey. Warto$¢ p<0,05 byla uznawana za istotng statystycznie (*).
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WYNIKI
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11. Porownanie wynikow z doswiadczen z modelem teoretycznym

11.1. Opracowanie modelu teoretycznego oraz weryfikacja modelu
teoretycznego za pomoca eksperymentu zliczania wielkoSci
mikropecherzykow.

Wyniki obliczenh wydajnosci dla danej wartosci gestosci mikropecherzykow (ektosomow
i egzosomoéw) 1,15 g/cm? oraz lepkosci rozpuszczalnika 1,03 cP dla ektosomow i egzosomow
przedstawia Ryc. 13A. Najwyzsza wydajnos¢ osadzania si¢ ektosomow mozemy zaobserowac
podczas wirowania przy 18.000 x g, jednoczesnie obserwujac najwigksze odcigcie wielkosci

dla egzosomow.

Na Ryc. 13B przedstawiony jest wyjsciowy rozktad srednic mikropecherzykéw po
wirowaniu przy 2.000 x g zmierzony przy uzyciu technologii TRPS. Ryciny 13C i 13D
obrazuja wplyw zmian gesto$ci 1 lepko$ci na wydajno$§¢ wirowania. Wartos$ci gestosci
i lepkosci losowane byly z przedzialéw z Tabeli 2, przy zatozeniu, ze zar6wno warto$ci
gestosci jak 1 lepkosci pochodza z rozkladu jednorodnego. Na rycinie 13C mozna zauwazy¢,
ze wirowanie przy 18.000 x g jest wartoscig graniczng powyzej ktorej wydajnosé
sedymentacji ektosomow nie zalezy od wilasciwosci fizycznych pecherzykow (gestosc) oraz
rozpuszczalnika (lepko$¢). Wirowanie powyzej 18.000 x g wigzatoby si¢ z silng redukcja
koncentracji wyizolowanych egzosoméw, jednakze mozna zauwazy¢, iz przy tych
parametrach wirowania powinno si¢ uzyska¢ najczystsza populacj¢ egzosomOw poprzez

odcigcie wielkosci pgcherzykow powyzej 100 nm.

Ryciny 14 i 15 przedstawiaja porownanie przewidywan teoretycznych z pomiarami
srednic mikropgczerzykow wykonanych przy pomocy metody TRPS. Biad pomiarowy
okreslenia srednicy EV przy pomocy metody qNano rowny +10 nm, okreslono na podstawie
danych zawartych w pracy [*??]. Dla obliczen teoretycznych na rysunkach przedstawiono
zakres warto$ci koncentracji obliczonych w losowaniach. Rycina 14 pokazujg, ze wirowanie
przy 12.000 x g i 18.000 x g pozwala uzyska¢ populacj¢ ektosomow najbardziej zblizona do
modelu teoretycznego. Podczas gdy na rycinie 15 mozena zauwazy¢, ze populacje
egzosomoOw wyizolowane z nadsaczy z wirowan przy nizszych warto$ciach x g (5.000 —
10.000 x g) sa bardziej zblizone do wynikéw uzyskanych z modelu teoretycznego. Na
podstawie wynikow zaprezentowanych w tej czgsci pracy doktorskiej, zdecydowatlam si¢

wirowaé ektosomy do pozostatej czg¢sci badan przy wartosci 18.000 X g.
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Rysunek 13A — Wydajnosci wirowania obliczone na podstawie modelu dla ektosoméw (linia ciagta) i egzosoméw (linia
przerywana) obliczone z zalezno$ci (4) i (5) na podstawie danych zawartych w Tab.2, B — wyjsciowy rozktad koncentracji
mikrop¢cherzykdéw wyznaczony dzigki pomiarom gqNano, C i D przewidywane na podstawie modelu rozktady koncentracji
ektosomoéw i egzosoméw. Obszary dla poszczegdlnych wartosci wzglednej sity odsrodkowej zawarte sa pomiedzy

najwyzszym i najnizszym z zaznaczonych punktow pomiarowych.
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Rysunek 14 Poréwnanie wynikéw modelowych z pomiarami gNano (TRPS) dla ektosoméw. Btad pomiarowy przedstawiony
na rysunku wynosi +10 nm.
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Rysunek 15 Poroéwnanie wynikoéw modelowych z pomiarami qNano (TRPS) dla egzosoméw. Btad pomiarowy oszacowano
na+10 nm.

11.2. Pomiar Zeta-potencjalu ektosomow oraz egzosoméw wyizolowanych
z komorek TIME.

Zmierzony { -potencjal dla ektosoméw wynosit -9,3 + 0,7mV, a dla
egzosomow -11,35 + 1,9mV [Ryc.16].
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Rysunek 16 Zalezno$¢ wielkosci czasteczek od ¢ -potencjatu. A. Ektosomy, B. Egzosomy.

Na z6tto zaznaczono graniczng maksymalng warto$¢ mikropecherzykow wyznaczona
w modelu teoretycznym. Srednia warto$¢ { -potencjatu po uwzglednieniu tej informacji ulega

zmianie i dla egzosoméw wynosi -17,05 + 0,79mV a dla ektosomoéw -9,53 + 0,52mV.
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12. Charakterystyka mikropecherzykéw

12.1. Zobrazowanie mikropecherzykéw przy uzyciu transmisyjnego
mikroskopu elektronowego.

W celu zobrazowania wyizolowanych populacji ektosoméow 1 egzosomow
wykorzystano transmisyjna mikroskopi¢ elektronowa (z ang. TEM). Przyktadowe zdjecia

mikropgcherzykow przedstawiono ponize;.

AT

Rysunek 17 Przyktadowe zdjecia ektosoméw (A,C) i egzosoméw (B,D) wyizolowanych z linii komoérkowej TIME (A,B) oraz
HUVEC (C,D).
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Rysunek 18 Rozktad wielkosci ektosomow (A,C) i egzosomoéw (B,D) wyizolowanych z linii komorkowej TIME (A,B) oraz
HUVEC (C,D) z dopasowaniem LogNormal zaznaczonym na czerwono.

Analiza zdje¢ pecherzykdéw wyizolowanych z linii komérkowej TIME oraz HUVEC
wykazata rozmiar zardwno ektosomow jak i egzosomow w granicy 10 - 400 nm. Uzyskane
zdjecia wykazaly heterogeniczno$¢ uzyskanych populacji pecherzykow. Zaobserwowano
charakterystyczng dla mikropgcherzykow podwdjng btone (Rys.19). Dopasowanie
wielopikowej funkcji Log-normal wskazato obecnos¢ dwoch gtéwnych populacji ektosomow
wyizolowanych z linii komérkowej TIME, wynoszacych 69,35 i 181,14 nm. Dla tej samej
linii komoérkowej wykazano obecno$¢ czterech gtownych populacji egzosomow wynoszacych

71.06, 122.85, 199.66 oraz 345.22 nm. Natomiast w przypadku linii komérkowej] HUVEC
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wykazano pojedyncze, glowne populacje egzosomow (108,28 nm) oraz ektosomow

(108,74nm).

Rysunek 19 Podwdjna btona komoérkowa mikropgcherzykow widoczna w mikroskopii TEM na przyktadzie probki
egzosomow TIME.
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13.

Ocena wlasciwosci biologicznych mikropecherzykow

13.1. Pomiar wielkosci mikropecherzykow izolowanych z hodowli normo-

i hiperglikemicznych w oparciu o metod¢ qNano.

Badania przeprowadzone na linii komérkowej HUVEC wykazaty, ze hiperglikemia (25

MM D-glukoza) powoduje zwigkszong sekrecje ektosomow 1 egzosomow w porownaniu do

warunkéw kontrolnych (normoglikemia = 5 mM D-glukoza) oraz zwigksza $rednig wielko$¢

egzosomOw. Kontrola osmomolarna (5 mM L-glukoza) zmniejsza wartos¢ modalng

ektosoméw (Ryc.20).

Badania przeprowadzone na linii komodrkowej TIME wykazaly wzrost sekrecji

egzosomow w warunkach hiperglikemicznych oraz spadek sekrecji zarowno egzosoméw jak

i ektosoméw w warunkach kontroli osmomolarnej (Ryc.20).
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Rysunek 20 Wykresy koncentracji (A,D), $redniej wielkosci (B,E) oraz wartosci modalnej (C,F) mikropgcherzykow
izolowanych odpowiednio z HUVEC (A,B,C) oraz TIME (D,E,F) izolowanych z warunkéw normoglikemicznych,
hiperglikemicznych oraz kontroli osmomolarnej.
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13.2. Pomiar wlasciwosci fibrynolitycznych mikropecherzykow.

W celu zbadania aktywnosci fibrynolitycznej wyizolowanych mikropecherzykow,
zmierzono ich zdolno$¢ do trawienia skrzepu powstatego poprzez inkubacj¢ osocza
ubogoplytkowego z trombing (Ryc. 21.). Pozytywng kontrol¢ stanowito dodanie urokinazy
(uPA) w zamian za EV.

Zdecydowana wigkszo$¢ receptorow plazminogenu wykorzystuje karboksy- koncowa
reszt¢ lizyny do wigzania domen wigzacych lizyn¢ plazminogenu i tPA. Z tego wzgledu
wykorzystalismy dwa zwigzki antyfibrynolityczne, w celu charakteryzacji aktywnosci
fibrynolitycznej EV: kwas - aminokapronowy (AcA), ktory blokuje aktywacje plazminogenu
poprzez zablokowanie oddzialywan karboksy-koncowej reszty lizyny fibryny i receptoréw
plazminogenu z domeng kringle plazminogenu, ktéra wigze lizyn¢ oraz aprotyning (apro),

ktora jest potencjalnym inhibitorem miejsc aktywnych plazminogenu.

Obie populacje EV wyizolowane z wykorzystanych linii komdrkowych wykazuja
aktywnosc¢ fibrynolityczng, ktora zostaje zahamowana po dodaniu apro oraz AcA (Ryc.21).

Wyzsza aktywno$¢ fibrynolityczng wykazuje populacja ektosomow.
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Rysunek 21 A. Turbidymetryczny test tworzenia skrzepu. B. Aktywno$¢ fibrynolityczna urokinazy. C.D. Aktywnosé
fibrynolityczna egzosoméw i ektosoméw wyizolowanych z komoérek §rédbtonka (HUVEC i TIME odpowiednio).

13.3. Aktywnos$¢ urokinazy w mikropecherzykach.
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Rysunek 22 Aktywno$¢ uPA w EV wyizolowanych z TIME (A) oraz HUVEC (B).

Aktywno$¢ urokinazy wykazano w obu populacjach EV izolowanych z TIME

1 HUVEC, zaznaczajac wyzszy poziom w probkach ektosomow.

W przypadku EV izolowanych z linii komoérkowej TIME zaobserwowano spadek

aktywnosci uPA dla ektosomoéw izolowanych z warunkow hiperglikemicznych oraz kontroli
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osmomolarnej. Ektosomy izolowane z komoérek HUVEC hodowanych w warunkach kontroli

osmomolarnej wykazujg wzrost aktywnosci uPA.

13.4. Analiza markeréw powierzchniowych przy uZyciu cytometrii
przeptywowej Apogee
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Rysunek 23 Przyktadowe wykresy z cytometrii przeptywowej do analizy markeréw powierzchniowych. A Kalibrator, B.
Ektosomy bez barwienia, C. Kontrola izotypowa 1gG1, D. kontrola izotopowa 1gG2, E. CD87, F. CD63, G. CD151, H.
aneksyna V, I. Wnt3a.

Analiza cytometryczna wykazata obecno$¢ uPAR na powierzchni obu populacji
mikropecherzykow. Ponadto ligand szlaku sygnalizacyjnego Wnt zaleznego od beta-kateniny,

Wnt3a jest rowniez obecny na powierzchni obu frakeji pecherzykow.
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Analiza markerow tj. CD63, CDI151 oraz aneksyny V potwierdzity obserwacje

uzyskane z pomiardw przy uzyciu mikroskopu transmisyjnego, wskazujac krzyzowe

zanieczyszczenie populacji.

Dodatkowo zaobserwowano zroznicowane dziatanie hiperglikemii na ekspresje

markerow powierzchniowych. Badania przeprowadzone na linii komérkowej TIME wykazaty

spadek liczby uPAR-pozytywnych pecherzykow wyizolowanych z warunkéw hiper-

glikemicznych, natomiast wzrost liczby Wnt3a-pozytywnych ektosoméw i spadek Wnt-3a -

pozytywnych egzosomow.
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ekspresja Wnt3a na powierzchni mikropecherzykow [%]
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Rysunek 24 Analiza % ekspresji uPAR (A), aneksyny V (B), CD151 (C), CD63 (D) oraz Wnt3a (E) na powierzchni
mikropecherzykow izolowanych z linii komérkowej TIME.

Badania przeprowadzone na EV izolowanych z linii komoérkowej HUVEC wykazaty
spadek liczby uPAR-pozytywych ektosoméw oraz wzrost liczby Wnt-3a-pozytywnych

ektosomow 1 spadek Wnt-3a pozytywnych egzosomow w warunkach hiperglikemicznych.

A. B.

20 4 * _
X
— * °;.1,2 E|
X
z . g
2 K10
£ 15 N1
9]
; 3
S T T + T [od
@ i L T T 508+
& I
£ 104 E
S 206+
£ £
[§ N
g L2044
2 5 s
<]
g a \
©
2 €0,24
> >
oo}
a g >
o © © g\o 0
© © © © i
'% e S § S S § 2 © @
X = 4 = [0) I © N ] © N
o 3 < E] 3 < E] Q N N y N N 3
5 > 2 > > 2 > g g g £ g g £
2 a i ) a I o 3 3 2 3 3 3
(] s s = s s = > 2 > It 2 > a
£ E & £ € 5 3 o a a) A
£ £ £ £
Ektosomy Egzosomy % o} [} o ) o} 0
Ektosomy Egzosomy

66



*
*
R10- I
3 1
3 1
N 8+
19}
<
5]
jod
S
g |
E |
.E
G 41
N
2 1
2 -
[o] T
a 29 Il
©
c
-
2 0
L
Q ] ©
o g g N g g N
o £ £ 2 g £ 2
0 E E] 2 El > 2
o > E) 2 > E) 2
a fa} 4 o fa} 4 o)
7] = =
= = b3 =
s £ £ E = £ E
0 wn o n n N
Ektosomy Egzosomy
E. . .
* *
<
= * -
> 15 T
2 =
>
IS
o
S
jog T
S 10 T T
=
£ 1 !
c
=
8
g ®7
3
o
o
©
i=
3
E 0 @ o
= g I N g g y
o g g 2 g g 2
8 % 3 K £l E) 2
S a 3 S a 3 =
) = = = =
< 3 £
@ 5 5 I 5 5 I
Ektosomy Egzosomy

§

3 154 :

0

X

>

N *

[}

ﬁ *

& T

g T

<

T T T

€

< T T

% e

s °]

2

o

Q

©

c

8o

Q o @

@) g S N o g g

@ S S g 9 S g

) 3 3 32 3 E 2

9 kS 3 2 d % g

a o 4 o a 4 o

7] s =
s 2 = =

® £ £ E € £ &
(12 n ~ n n «Q

Ektosomy Egzosomy

Rysunek 25 Analiza % ekspresji uUPAR (A), aneksyny V (B), CD151 (C), CD63 (D) oraz Wnt3a (E) na powierzchni
mikropegcherzykow izolowanych z linii komérkowej HUVEC.

14. Ekspresja
wyizolowanych mikropecherzykach.

uPAR

i beta-kateniny w komorkach

oraz

Analiza ekspresji biatka w lizatach komorkowych oraz z EV wykazata obecnos¢ uPAR

oraz beta-kateniny we wszystkich wymienionych frakcjach.

Hiperglikemia zwigksza ekspresje uPAR w ektosomach oraz obniza ekspresje tego

receptora w egzosomach pochodzacych z linii komdrkowej TIME (Ryc. 26.). Odwrotng

zalezno$¢ zaobserwowano dla pecherzykow wyizolowanych z linii komorkowej HUVEC

(Ryc.27.).
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Rysunek 26 Ekspresja uPAR w komorkach i pgcherzykach linii komorkowej TIME.

Zwigkszong ekspresj¢ beta-kateniny w obu populacjach pgcherzykéw wyizolowanych

w warunkach hiperglikemicznych zaobserwowano w przypadku linii komorkowej TIME,

podczas obnizenie ekspresji tego biatka wykazano w hiperglikemicznych pgcherzykach

izolowanych z HUVEC.
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Rysunek 27 Ekspresja beta-kateniny w komoérkach i pecherzykach linii komérkowej TIME.

5mM D-glukoza 5mM L-glukoza

Komorki

25mM D-glukoza

— N —

Ektosomy

Egzosomy

69



*

1
]*

- T
S T T
5] .
S I
<5
IS
o
=
>
w B
c -
by =S
o
X
2 2+
?
o] +
@ T ==
0
L] ¢ ]
s §| 8| 8|8 |8 |8 8|8
|22 2| 2|22 2|z
Dl 22| 22|
o 2 o [a) 4 o [a) U &)
= = = = = = = = =
= £ £ £ £ g = £ E
Irs} g} 9 [rs] 5 2 Ire] 5 D
komorki ektosomy egzosomy

Rysunek 28 Ekspresja uPAR w komorkach i pecherzykach linii komorkowej HUVEC.
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Rysunek 29 Ekspresja beta-kateniny w komoérkach i pecherzykach linii komérkowej HUVEC.
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15. Wizualizacja internalizacji EV.

Przeprowadzone barwienie internalizacji EV wybarwionych PKH26 potwierdza
internalizacj¢  mikropecherzykow  $rodbtonkowych. EV  izolowane =z  warunkéw
hiperglikemicznych wykazuja zmniejszong internalizacj¢ do komorek hodowanych
w normoglikemii, w odniesieniu do EV izolowanych z normoglikemii oraz kontroli
osmomolarnej. EV zlokalizowane sg w calej cytoplazmie, z najwigckszym zageszczeniem

w okolicy okoto jadrowe;.

SmM D-glukoza 5mM L-glukoza 25mM D-glukoza

Mikropecherzyki
(PKH26)

Jadro komoérkowe
(DAPI)

PKH26+DAPI
_toum |

Rysunek 30 Internalizacja EV izolowanych z komorek TIME.
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PKH26+DAPI

Rysunek 31 Internalizacja EV izolowanych z komérek HUVEC.

16. Ocena kolokalizacji uPAR i beta-kateniny.

Barwienie komorek linii TIME wykazalo rozmieszczenie uPAR na catej powierzchni
komorki, z najmniejsza koncentracja w okolicach jadra komorkowego, beta-katenina

zlokalizowana jest w okolicach ztacz komérkowych.

Natomiast w przypadku linii komérkowej HUVEC wykazano obecnos¢ uPAR w obrebie
btony komorkowej z najwickszym zageszczeniem w okolicach jadra, beta-katenina obecna

jest w zlaczach szczelinowych oraz w cytoplazmie.
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W przypadku obu linii komorkowych nie zaobserwowano kolokalizacji miedzy beta-

katening i uPAR.

SmM D-glukoza 5mM L-glukoza 25mM D-glukoza

uPAR

beta-katenina

cytoszkielet

Jadro
komorkowe
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Rysunek 32 Barwienie fluorescencyjne uPAR oraz beta-kateniny na komoérkach HUVEC hodowanych w warunkach normo-
oraz hiperglikemii oraz kontroli osmomolarnej.
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Rysunek 33 Barwienie fluorescencyjne uPAR oraz beta-kateniny na komoérkach TIME hodowanych w warunkach normo-
oraz hiperglikemii oraz kontroli osmomolarnej.

17. Analiza ekspresji gendw zwigzanych ze  szlakiem
sygnalizacyjnym Wnt

Hiperglikemia zwicksza ekspresje genu PLAUR, CTNB1 oraz GSK-3f, oraz obniza
ekspresj¢ genu LEF1 w komorkach linii TIME.
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Rysunek 34 Ekspresja genéw w warunkach normoglikemii, hiperglikemii oraz kontroli osmomolarnej dla linii komoérkowej
TIME. A. PLAUR, B. CTNB1, C.GSK-38, D. LEFI,

Pomiar ekspresji genéw w komorkach HUVEC hodowanych w warunkach
hiperglikemicznych wykazal, wzrost ekspresji genu PLAUR oraz GSK-3f, natomiast spadek
ekspresji CTNB1 oraz LEF-1.
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HUVEC. A. PLAUR, B. CTNB1, C.GSK-38, D. LEF1,
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18. DYSKUSJA

W swojej pracy doktorskiej skupitam si¢ na dwoch gtownych zalozeniach pracy:
okresleniu parametrow izolacji subpopulacji mikropecherzykdéw oraz analizie wlasciwosci

fibrynolitycznych pecherzykoéw pochodzenia srédbtonkowego.

18.1. Izolacja mikropecherzykow.

Dotychczas opracowano wiele metod izolacji mikropgcherzykow tj. ultrawirowanie,
wirowanie réznicowe, precypitacja, filtracja, chromatografia, techniki mikroprzeptywowe
oraz wychwyt pecherzykow z wykorzystaniem swoistych przeciwciat przeciwko markerom

powierzchniowym.

W swojej pracy doktorskiej zastosowatam parametry wirowania od 3.000 do 18.000
xg dla ektosomow, ktore wykazaty zblizone rozktady uzyskanych pgcherzykow w odniesieniu
do danych teoretycznych wyliczonych w oparciu o model Mikhail A. Livshits. Najwigksza
rozbiezno$¢ uzyskano dla wirowania 10.000xg. Natomiast najwigksze rozbieznosci dla
populacji egzosomoéw uzyskatam dla nadsaczy otrzymanych po wirowaniu przy 18.000 x g.
Wykonana przeze mnie charakterystyka EV (ocena rozktadow wielkosci EV) wykazala
krzyzowe zanieczyszczenie dwoch subpopulacji pecherzykoéw. Potwierdzenie niniejszych
obserwacji uzyskatam poprzez analize zdje¢ z mikroskopu transmisyjnego oraz analize

ekspresji biatek markeréw powierzchniowych.

Najczgsciej stosowang technikg izolacji egzosomow jest ultrawirowanie przy
przyspieszeniach rzedu 100.000 - 200.000xg [*?3124], natomiast dla ektosoméw wirowanie
przy 10.000 - 20.000 x g ['%°]. Wyniki uzyskane pzreze mnie z pomiaréw qNano, analiz
cytometrii przeplywowej, western blot oraz TEM wskazuja na krzyzowe zanieczyszczenie
probek, a wiec rowniez sedymentacje egzosomdw przy nizszych predkosciach. Roéwniez
badania przeprowadzone przez Dennis K. Jeppesen i wsp. ['?®] wykazaly sedymentacie

egzosomoOw przy nizszych parametrach wirowania tj. 33 000 X g.

Podczas pracy z probkami pecherzykow zewnatrzkomorkowych najwiekszym
ograniczeniem jest czuto$¢. NajczeSciej stosowanymi metodami do analizy wielkosSci
mikropegcherzykow jest NTA (z ang. Nanoparticle Tracking Analysis) oraz DLS ( z ang.
Dynamic Light Scaterring), ktore opieraja si¢ na analizie ruchoéw Browna poruszajacych si¢
molekut [127128], Limit wielkoéci czgsteczek wykrywanych przy pomiarach wykonywanych
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z zastosowaniem wspomnianych powyzej metod wynosi 1-1.000 nm i 30-1.000 nm, dla DLS
oraz NTA odpowiednio. Nalezy mie¢ na uwadze, ze dolna granica wykrywalnos$ci zalezy od
wspotczynnika zalamania $wiatla badanych nanoczastek [!2°]. W prezentowanej pracy
przeprowadzitam pomiary przy uzyciu qNano (TRPS), jest coraz czeSciej wykorzystywana
metoda do analizy wielko$ci, st¢zenia oraz (-potencjatu EV a takze naoczastek, liposoméw
itp. [**°]. Na korzy$¢ niniejszej metody przemawia niewielka objeto$é analizowanej probki
oraz mozliwo$¢ dokladniejszego rozdzielenia czasteczek réznej wielkosci. Jednakze
praktycznym ograniczeniem pomiaru probek biologicznych za pomocg TRPS jest zatykanie
poréw. Do zatkania poréw moga si¢ przyczyni¢ gromadzace biatka o wysokiej masie
czasteczkowej, (takich jak czynnik von Willebranda, fibrynogen) lub obecnos¢ czastek
o $rednicy wigkszej niz pory (m.in. cialka apoptotyczne, fragmenty komorek, agregaty

pecherzykow) [131].

W celu zbadania stabilnosci wyizolowanych subpopulacji mEV zmierzono (-
potencjal. Uzyskane warto$ci -9,3 + 0,7 mV dla ektosomow, a dla egzosomow -11,35+1,9mV
wykazujg tendencje do agregujacji EV. Wartos¢ -10 mV jest powszechnie uznawana za
minimalna warto$¢ progowa dla stabilnosci probki w dyspersji [**?]. Ujemna warto$é
zmierzonego parametru wynika z obecno$ci fosfatydyloseryny na zewnetrznej powierzchni
mikropecherzykow [133134], Uzyskane wyniki sg zblizone do danych uzyskanych przez Duc
Bach Nguyena i wsp. , ktorzy wykazali potencjat ( EV wyizolowanych z czerwonych
krwinek w granicy -10 mV [**°].

W przeciwienstwie do wirowania izopynicznego 1 strefowego, wirowanie rdéznicowe
rozpoczyna umieszczenia zawiesiny jednorodnie rozmieszczonych czastek w probowce do
wirowania. Juz podczas pierwszego wirowania, nawet po zastosowaniu niewielkich predkos$ci
katowych (sily odsrodkowej rzedu 2.000 x g) pewien odsetek matych czastek znajdujacych
si¢ w poblizu dna proboéwki nieuchronnie opada razem z wigkszymi czastkami. Ta
jednoczesna sedymentacja prowadzi do zmniejszenia koncowej wydajnosci izolacji
mniejszych czastek. Jednakze niektore duze czastki, poczatkowo zlokalizowane w poblizu
menisku probowki wirowniczej, moga nie opas¢ na dno probéwki w okreslonym czasie, przez

co stanowi¢ bedg zanieczyszczenie osadu mniejszych czasteczek przy kolejnym wirowaniu

[111].

Stopien zanieczyszczenia jest zalezny od wzglednej predkosci sedymentacji (V)
r6znych populacji czastek oraz warunkéw wirowania. Protokét wirowania réznicowego

mozna skutecznie zoptymalizowa¢ poprzez dobor odpowiednich predkosci wirowania oraz
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czasu wirowania, aby uzyska¢ zarowno wysokg wydajnos¢, jak i czysto$¢ wyizolowanych
populacji. Proces optymalizacji jest mniej skuteczny, gdy wystepuja niewielkie roznice we

wspotczynnikach sedymentacji migdzy roznymi frakcjami czastek (Segzo =~ Sekto).

W oparciu o dane umieszczone w tabeli 1 (tzn. zakres wielkosci obu populacji
mikropecherzykoéw) oraz wzor 2, wyliczono wspotczynnik sedymentacji dla obu frakcji EV.
Warto$¢ Segzo miesci si¢ w zakresie od 72,8 do 1.160 S, natomiast warto$¢ Seko 0d 809 do
81.000 S. Nalozenie si¢ zakresu wartosci wspotczynnika sedymentacji dla obu populacji EV

powoduje zanieczyszczenie krzyzowe probek, co wykazatlam w mojej pracy doktorskie;.

W takich przypadkach, w zalezno$ci od warunkow wirowania, albo wydajno$¢ matych
czastek bedzie niska (przy wyzszych RPM i / lub dluzszym wirowaniu zapewniajacym
catkowita sedymentacje wigkszych czastek podczas pierwszych etapéw wirowania) lub
koncowy osad matych czastek zostanie zanieczyszczony krzyzowo wigkszymi czastkami
(w tagodnych warunkach w pierwszym wirowaniu, tzn. nizsze RPM i / lub krotsze czasy

wirowania) [**1].

Protokét wirowania nalezy dostosowac tak, aby uwzgledniat zarowno wiasciwosci
rotoréw (R, k), jak i charakterystyke czastek, ktore majg by¢ rozdzielone (gestos¢ i promien).
Oddzielenie egzosomow od duzych obiektow (tj. komorki, fragmenty komorek, ciatek
apoptotycznych ) jest stosunkowo proste ze wzgledu na duza roéznice wielkosci. Natomiast
rozdzielenie egzosomow (30 - 120 nm) i ektosomoé6w (100-1000nm ) jest trudniejsze ze
wzgledu na bliskie podobienstwo ich wielkosci. Dlatego rozdzielenie populacji EV przez

wirowanie roznicowe jest trudne i nieefektywne [*'].

Wartos$ci gesto$ci mikropgcherzykoéw sa zblizone do gestosci biatek, co sugeruje ze
w trakcie wirowania razem z pecherzykami osadzaja si¢ biatka tj. albumina lub fibrynogen.
Przy uzyciu napisanego programu do mojej pracy doktorskiej wyliczytam wydajnos¢
sedymentacji zwini¢te] oraz rozwini¢te] formy wyzej wymienionych biatek. Istnieje
niewielkie prawdopodobienstwo osadzenia albuminy (66,5 kDa) w ktorejkolwiek frakcji
mikropecherzykoéw, rowniez wydajno$¢ osadzania fibrynogenu jest niewielka, gdyz

roztworach wystepuje on w formie zwinietej [*3°].

W oparciu o uzyskane wyniki modelowania, do dalszych badan postuzytam sig
metoda wirowania przy 18.000 x g do izolacji ektosomoéw oraz ultrawirowanie przy 150.000

X g do izolacji egzosomow. Analiza TEM wykazata zréznicowang morfologi¢ EV. Zar6wno
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egzosomy, jak i ektosomy wyizolowane z linii komérkowej TIME charakteryzowaty sie
bardziej regularnym, owalnym ksztattem w poréwnaniu do pecherzykéw wyizolowanych
z drugiej linii komorkowej. Zblizony ksztalt pgcherzykow zaobserwowali rowniez inni

badacze pracujac na linii komérkowej srodblonka oraz ludzkiej linii leukemicznej [¢%7].

Zanieczyszczenie EV  potwierdzita rowniez analiza ekspresji  markeréw
powierzchniowych tj. CD63 i CD151(markery egzosomalne) oraz aneksyna V (marker
ektosomalny). W swych badaniach, L. Durrieu i wsp. rowniez wykazali ektosomalne
zanieczyszczenie probek egzosomoéw, wykazujac ekspresje markera egzosomalnego ARF6
w probkach EV izolowanych metodg ultrawirowania z kilku linii komérkowych nowotworu
piersi [*%®]. Natomiast badania przeprowadzone przez G. K. Patel, i wsp. nie wykazaly
obecnos$ci markera ektosomalnego w probce egzosomow uzyskanych metoda ultrawirowania.
Roéznica ta mogta wynika¢ z zastosowania innych parametrow wirowania oraz badan
prowadzonych na innym typie komorek [**°]. W tej samej pracy badacze zaobserwowali silng

ekspresj¢ biatka ARF w probee egzosomow izolowanej zestawem Invitrogen.

18.2. Charakterystyka mikropecherzykow.

Przeprowadzona analiza metoda TRPS wykazata zréoznicowany wptyw hiperglikemii na
sekrecje EV. Koncentracja egzosoméw wzrosta w obu przypadkach, jednakze jedynie dla linii
komoérkowej HUVEC zaobserwowano wzrost st¢zenia wydzielanych ektosoméw. Dodatkowo
dla egzosomow izolowanych z HUVEC zaobserwowano wzrost s$redniej wielkosci

pecherzyka.

Wzrost sredniej wielko$ci egzosomow w warunkach hiperglikemicznych zaobserwowata
M. Garcia-Contreras i wsp. jednakze wykazali nizsze st¢zenie egzosomow wzgledem kontroli
[19]. Roznica mogla byé zwigzana z innym rodzajem materialu biologicznego, metoda
izolacji i pomiaru wielko$ci. Grupa badawcza E. Stepien i1 wsp. rOwniez pracujac na osoczu
pacjentow z cukrzyca nie potwierdzita obserwacji M. Garcia-Contreras, nie zaobserwowano
wptywu wysokiej dawki glukozy na koncentracje pecherzykow oraz $rednig wielkosé [141].
Natomiast wzrost stgzenia uwalnianych egzosomoéw zaobserwowano w komorkach

trofoblastu hodowanych w warunkach wysokiej dawki glukozy [42].

Przeprowadzone pomiary cytometryczne oraz western blot wykazaty obecno$¢ uPAR oraz
beta-kateniny na powierzchni oraz wewnatrz WV. Obecno$¢ receptora dla uPA na

pecherzykach izolowanych z komorek §rédblonka wykazat juz R. i wsp. [*'].
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Pomiary cytometryczne potwierdzily obecnos¢ ligandu Wnt3a na powierzchni ektosomow
oraz egzosomow. W obu liniach komérkowych wykazano wzrost ilosci Wnt3a-pozytywnych
ektosoméw 1 spadek ilosci Wnt3a-pozytywnych egzosomoéw w warunkach hiper-
glikemicznych, co sugeruje, iz szlak sygnalizacyjny Wnt moze by¢ zwigzany z procesem
powstawania mikropecherzykow. Obecnos¢ ligandow Wnt na powierzchni  mikro-
pecherzykow wykazano réwniez na pgcherzykach izolowanych ze spolaryzowanych komoérek
nablonkowych [**], ssaczych komorkach progenitorowych ['#4] oraz ludzkich fibroblastach

serca [*49].

18.3. Ocena wlasciwosci fibrynolitycznych mikropecherzykow.

Przeprowadzony test skrzepu potwierdzil fibrynolityczng aktywnos¢ EV.
W przypadku pecherzykdéw obu linii komorkowych wyzsza aktywno$cig charakteryzowaly sie
ektosomy w poroéwnaniu do egzosomow. Hiperglikemia w zréznicowany sposob

modyfikowata aktywno$¢ pgcherzykow.

Ektosomy oraz egzosomy wyizolowane z hiperglikemicznej hodowli komorek
HUVEC charakteryzuja si¢ wyzsza aktywnos$cig fibrynolityczng w pordéwnaniu do EV
normoglikemicznych. Nie zaobserwowano niniejszej zalezno$ci w odniesieniu do EV
izolowanych z linii komorkowej TIME. Zalezno$¢ widoczna w przypadku EV izolowanych
z HUVEC jest trudna do wyjasnienia przy obecnym stanie wiedzy, poniewaz przy cukrzycy
dochodzi do wzrostu poziomu czynnikéw prokoagulacyjnych w osoczu, ktéremu towarzyszy
zmniejszona zdolno$é¢ fibrynolityczna [¢]. Jorneskog i wsp. jako pierwsi opublikowali
zmodyfikowana struktur¢ skrzepu w cukrzycy. Zaobserwowali, ze skrzepy osocza od
pacjentow z T1DM charakteryzuja si¢ zmniejszong przepuszczalno$¢ w pordéwnaniu do
kontroli, co wskazuje na bardziej zwartg strukture, ktora jest niezalezna od obecnosci

powiktan mikronaczyniowych [**7].

Aktywnos¢ fibrynolityczng wzgledem czystego skrzepu fibrynologicznego dla obu
populacji EV wykazali rowniez Ludovic Durrieu i wsp. Zahamowanie aktywnosci
fibrynolitycznej mikropgcherzykow przez Apro i e-ACA, ktore wykazaliSmy w naszych
badaniach oraz we wspomnianej wyzej pracy sugeruje, ze aktywnos¢ plazminy promowana
przez mikropecherzyki odbywa si¢ poprzez karboksy-koncowa lizyn¢ receptora
plazminogenu [**¥]. Jednakze fibrynolityczne dzialanie na skrzep osocza zaobserwowano

jedynie dla egzosomoéw izolowanych z linii komérkowej MDA-MB-231. Majac na uwadze
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zroznicowang struktur¢ skrzepu fibrynowego utworzonego z osocza oraz fakt, ze jest on
otoczony inhibitorami aktywatora plazminogenu (tj. PAI-1, a2-antyplazmina), nalezy wziac¢
pod uwage mozliwos¢, iz nie wszystkie EV w warunkach fizjologicznych beda wykazywaé
aktywno$¢ fibrynolityczng. Co wazniejsze autorzy nie wykazali wzrostu niniejszej

aktywnosci wraz ze wzrostem zto§liwoséci komoérek nowotworowych [*%8].

Przeprowadzony test kolorymetryczny wykazat aktywnos$¢ urokinazy w préobkach EV.
Ektosomy obu linii komoérkowych charakteryzowaly si¢ wyzsza aktywno$cig urokinazy.
Hiperglikemia natomiast zwigkszata aktywno$¢ w ektosomach izolowanych z HUVEC,
podczas gdy zmniejszata aktywnos$¢ w linii komorkowej TIME. Liliana Endo-Munoz rowniez
wykazal aktywnos$¢ urokinazy w egzosomach wyizolowanych z metastatycznych komorek
osteosarkomy. Aktywnos¢ tych egzosoméw byta 100 -1000 razy wyzsza w porownaniu do
uzyskanych przez nas wynikow, co moze by¢ zwigzane z inng metodyka izolacji egzosomow

oraz rodzajem linii komoérkowej [148].

18.4. Internalizacja mikropecherzykow.

Komorki $rodblonka sg komorkami naczyniowymi o wiasciwosciach parakrynnych
i autokrynnych. Poprzez sekrecje EV przyczyniaja si¢ do procesu krzepnigcia, jak
i fibrynolizy. Odpowiadaja réwniez na roézne sygnaly pro- i przeciwzapalne [*°]. Po
internalizacji egzosomy pochodzace ze §rodbtonka maja korzystny lub szkodliwy wplyw na
docelowe komorki $rodblonka poprzez poprawg ich angiogennych wiasciwosci Iub

utrzymanie patogennego fenotypu [*°%1°1].

Dotychczas przeprowadzone badania eksperymentalne wykazuja, ze EV zawieraja
rézne bioaktywne lipidy, biatka, miRNA, a nawet mRNA, ktére przenosza migdzy
komoérkami uczestniczacymi w komunikacji migdzykomoérkowej [24910:152.153,154.1  Ev
i moga by¢ internalizowane przez komorki przy wykorzystaniu réznych endocytarnych
szlakéw (np. endocytoza zalezna od klatriny [1°>1°°]) i szlakow niezaleznych od klatryny (np.
makropinocytoza [°7:1%8:159]  fagocytoza [*°710], pobieranie za posrednictwem kaweoliny
[157:161,162.163] "internalizacja za posrednictwem tratwy lipidowej [164165166]), Glikoproteiny (tj.
HSPG [*7]) i biatka (tj. tetraspaniny [168169170.171] “integryny [*/217%]) obecne na powierzchni
EV i na powierzchni komoérek docelowych sa znane z okreslania mechanizmu wychwytu.
Jednakze doktadne molekularne mechanizmy internalizacji EV i ich dalsze losy sa nadal

nieznane.
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Przeprowadzone przez nas eksperymenty potwierdzity zdolno$¢ EV do
internalizacji. Gtéwna lokalizacja pecherzykow po przytaczeniu si¢ do komoérek docelowych
byly okolice okotojadrowe. Wyniki te sa zgodne z wynikami uzyskanymi przez Mantel
1 wsp.. ktorzy zaobserwowali okotojadrowa lokalizacj¢ mikropecherzykow pochodzacych
z czerwonych krwinek w komorkach srodbtonka szpiku kostnego (BMEC) [*74]. Lombardo

i in. rOwniez zaobserwowali internalizacj¢ $rédbtonkowych EV przez komorki $rodbtonka

[175]_

18.5. Wplyw hiperglikemicznej dawki D-glukozy na kolokalizacje uPAR/
beta-katenina oraz ekspresje gendw zwiazanych z fibrynoliza oraz
szlakiem sygnalizacyjnym Wnt.

Przeprowadzone badania wykazatly brak wystepowania kolokalizacji migdzy uPAR oraz
beta-katening w komoérkach hodowanych we wszystkich warunkach hodowlanych.
Lokalizacja UPAR jest zgodna z wynikami uzyskanymi przez S. V. Brodsky’ego i wsp. [17],
F. Mahdi i wsp. [""] oraz JS Rao i wsp ['"®]. Lokalizacje beta-kateniny w zlaczach
szczelinowych potwierdzili rowniez A. Harazin i wsp. pracujgc na ludzkich komoérkach
srodbtonka moézgu [179] oraz Kwang-il Kim i wsp. pracujacy na linii komoérkowej HUVEC

[180].

Hiperglikemia zwigkszata ekspresje genu PLAUR w obu liniach komoérkowych. Podobna
zaleznoéé wykazano w hodowli linii komérkowej nowotworu piersi MDA-MB-231 [*%!] oraz
na mysim modelu cukrzycy wywolanym streptozotocyng [*8%]. Natomiast spadek ekspres;ji

UPAR zaobserwowano w ranach u pacjentéw z hiperglikemig [*%].

Przeprowadzone pomiary qPCR wykazaty zr6znicowany wptyw hiperglikemii na
ekspresj¢ CTNB1 w zaleznosci od linii komorkowej. Badania przeprowadzone przez Park SJ
i wsp. wykazaly indukcje cytoplazmatycznej redystrybucji beta-kateniny i zahamowanie
produkcji beta-kateniny na poziomie transkrypcyjnym i potranslacyjnym pod wptywem
hiperglikemii, co moze prowadzi¢ do rozwoju dysfunkcji nerek w stanach cukrzycowych

[184]_

Wyniki dla obu linii komoérkowych wykazaty wzrost ekspresji genu GSK-3p
i zahamowanie ekspresji genu LEF1. Su D i wsp zaobserwowali spadek fosforylacji GSK-3p
w kardiomiocytach hodowanych w warunkach wysokiego st¢zenia glukozy oraz tkankach

serca potomstwa szczuréw z cukrzyca in vitro i in vivo [*9].
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19.

1.

WNIOSKI

Mozliwe jest opracowanie protokotu izolacji EV w oparciu o model teoretyczny , przy
czym uzyskanie homogennych subpopulacji ektosoméw oraz egzosomdéw wymaga
walidacji w warunkach do$wiadczalnych oraz jest utrudnione ze wzgledu na niewielka
roéznice wielkosci (Srednica), a dodatkowo silne wilasciwosci agregujagce EV
(w przypadku EV izolowanych z komorek $rodbtonka).

Mikropecherzyki pochodzenia srodbtonkowego wykazuja wlasciwosci
fibrynolityczne, co sugeruje ich potencjalng rolg w fizjologicznym utrzymaniu
hemostazy oraz w rozwoju choroéb zwigzanych z dysfunkcja §rodbtonka.
Hiperglikemia wplywa nie tylko na produkcj¢ mikropecherzykow, ale rowniez
wychwyt (internalizacj¢) mikropgcherzykéw co moze si¢ wigza¢ z modyfikacja
ekspresji genow szlaku sygnalizacyjnego Wnt i UPAR

Hiperglikemia w zréznicowany sposob oddziatuje na komorki $rdédbtonka roznego
pochodzenia (tzn. $rodbtonek mikronaczyn/makronaczyn) modyfikujac ekspresje
genoéw 1 biatek zwigzanych ze szlakiem sygnalizacyjnym Wnt zaleznym od beta-

kateniny oraz fibrynoliza.
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20. SUPLEMENTY

20.1. Wydruk programu do modelu czesci teoretyczne;j.

Ze wzgledu na zalaczenie pelnego algorytmu na plytce, do suplementu zamieszczam
przydatne oznaczenia skrotow:

Real, Parameter :: Pi = 3.14159265359

Integer NbR I Tlosc rotordw
Real R_Max(2),R_Min(2),Fi_Tube(2),Theta(2) ! parametry [cm] ROTOR 1 i=1, ROTOR 2 i=2
Real dd,Deltad,d(2),d_START ! srednice mikropecherzykow [nm]
Real Ro,RoMax,RoMin,Ro_Solv ! gestosci mikropecherzykow i medium [g/em3],
Real EtaMax,EtaMin,Eta ! lepkosc medium [cP]
'1P=1dyn-sfcm2 =1 g-cm-1-s5-1, cP - centy Puaz
Real t(2) ! czas wirowania [min]
Real RPM(2), RPM_I(6) ! Tlosc obrotow na minute
Real Pell(2),Pell Res(6888,6), Pell Res@(6600,6) ! wydajnosc wirowania

Real R_AV(2),Delta_Ro,L(2),0mega2(2),v(2),X(2),Gen,NP2606(3060)
Real  MaxV(300,6), MinV(308,6), MaxVe(30@,6),MinVa(308,6)

Real D_CutOf(368,6), X Ro(300,6), X Eta(368,6)
Integer i,j,k,m,11

20.2. Wyniki wylosowanych wartosci gestosci mikropecherzykow
oraz lepkosci medium.

Lepko$¢ medium przy izolacji egzosomow:
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oD 0000000000000 E

Pell3

.143876E-01
.146436E-81
.118254E-81
.114546E-81
.181351E-81
.129154E-81
.132254E-81
.183857E-81
.182214E-81
.182862E-01
.182315E-81
.145426E-81
.132167E-81
.135231E-61
.145131E-61
.111884E-81
.124393E-81
.122141E-81
.121518E-81
.1459553E-81

0000000000000 000 M

Pells

.125873E-01
.143658E-01
.128898E-81
.146846E-81
.148498E-81
.113659E-81
.146846E-81
.185683E-81
.139631E-81
.118172E-81
.183633E-081
.149648E-01
.133336E-01
.135382E-81
.184647E-01
.1228082E-01
.127838E-81
.131876E-81
.184147E-81
.115881E-81

Gestosci egzosomoOw:

w0000 0000000000000

Lepkos¢ medium przy wirowaniu ektosomow:

Pell3

.114768E+81
.118898E+81
.125995E+81
.125469E+81
.121924E+81
.111982E+81
.125326E+81
.123923E+01
.124295E+81
L1172738E+81
.114859E+81
.114684E+81
.128686E+81
.115326E+81
.121578E+81
.118639E+81
L127766E+81
L117877E+81
.121895E+81
.125583E+81

e B o I v I oo B v B v I o I o TR v I o Y v I o B o TR oo T o R v T o I v Y v I

Pell5

.126687E+01
.127518E+01
.115946E+01
.113485E+01
.118851E+081
.118298E+01
.114983E+081
.128199E+01
.112444F+01
.123942E+01
.119882E+01
.116817E+01
.11e476E+01
.117962E+01
L118724E+01
.112784E+01
L122347E+01
.127693E+01
.123968E+01
.129487E+01

Pell7

oD 0000000000000 E

Lacn o B v B oo B v B oo B o Y o TR o T o Y v I o B TR oo T o R v T o v Y o T

.188558E-81
.185546E-81
.124855E-81
.146318E-81
.125827E-81
L141574E-81
.143426E-81
.118438E-81
.128378E-81
.126384E-81
.128362E-81
.188859E-81
.118638E-81
.144028E-81
.143782E-81
.114472E-81
.187549E-81
.183823E-81
.119628E -81
.123598E-81

Pell?

.116568E+01
.126544E4+01
.115751E+81
.124168E+081
.121949E+01
.116433E+01
.124838E+01
.112158E+81
.128273E+01
.114556E+81
.126946E+01
.124951E+81
.124485E+091
.118382E+081
.127159E+81
.127489E+01
.121962E+01
.119471E+01
.112496E+081
.113868E+01

Pelll@

a.
.149923E-81
.139333E-61
.126325E-81
.149111E-81
.145828E-81
.128183E-81
.149241E-81
.189165E-81
.134787E-81
.183525E-81
.133274E-61
.141389E-81
.142758E-81
.188739E-81
.187642E-81
.133943E-81
.135849E-81
.182424E-81
L117244E-81

0000000000000 000

124288E-01

Pellle

a.
.112614E+01
.115188E+81
.114552E+81
.125877E+81
.115749E+01
.127796E+01
.121433E+01
.128316E+01
.124315E+01
.114988E+01
L127391E+01
.123281E+01
.125391E+01
.128744E401
.120534E+01
.126872E+01
.123374E+01
.128766E+01
.128627E+01

o000 00000000000 0o

115887E+81

Pelll2
8

oD EeE00000000 0000 EE

Pelll2

@

2R E RS0 0000000000

Pelll8
.1334868E-81
.124941E-81
.112883E-81
.142878E-81
.189334E-81
.184794E -81
.184134E -81
.186288E-81
.181e37E-81
.1829459E-81
.113482E-81
.132158E-81
.125358E-81
.133487E-81
.145799E-81
.186824E-81
.142548E-81
.184839E -81
.134829E -81
.139277E-81

Pellls
.116168E+81
.114498E+81
.124762E+81
.115189E+81
.112969E+81
L118775E+81
.121275E+81
.124458E+81
.126939E+81
.124126E+81
.112473E+81
.125878E+81
.128126E+81
.122465E+81
.116634E+81
.118525E+81
.125528E+81
.128788E+81
.121233E+81
.118682E+81

oD 0000000000000 E

e B o I v I oo B v B v I o I o TR v I o Y v I o B o TR oo T o R v T o I v Y v I

.119417E-81
.128018E-81
.136781E-81
.188288E-81
.135889E-81
.188485E-81
.181383E-81
.122261E-81
.184725E-a1
.128778E-01
.1260869E-81
.186084E-81
.112888E-81
.145137E-81
.118218E-81
.138287E-01
.184913E-81
.188924E-a1
.122469E-81
.124897E-81

.119884E+01
.129298E+01
.116176E+01
.124486E+01
.124245E4091
.125112E+91
.115783E+01
.112856E+01
.128582E+01
L117548E+01
.128079E+01
.124488E+01
.1166868E+01
.117648E+01
.114163E+081
.126888E+01
.127688E+01
.116148E+01
.124649E401
L127523E401
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oD 0000000000000 EE

Pell3

.143876E-81
.146436E-81
.118254E-81
.114546E-81
.181351E-81
.129154E-81
.132254E-81
.1836857E-81
.182214E-81
.182862E-81
.182315E-81
.148426E-81
.132167E-81
.135231E-81
.1459131E-81
L111884E-81
.124393E-81
L122141E-81
.121518E-81
.1459553E-81

0000000000000 EE

Pells

.125873E-61
.143658E-81
.1280898E-81
.146046E-81
.148498E-81
.113659E-81
.146846E-01
.185683E-81
.139631E-01
.118172E-81
.183633E-81
.149648E-81
.133336E-61
.135382E-81
.1ede647E-81
.1228082E-81
.127838E-81
.131876E-81
.184147E-81
.115881E-81

Gestos¢ ektosomow:

oD 0000000000000 0033

Pell3

.114768E+01
.118898E+01
.129995E+81
.125469E+81
.121924E+01
.111982E+01
.129326E+01
.123928E+01
.124295E+81
L117278E+01
.114859E+01
.114684E+81
.128686E+01
.119326E+81
.121578E+01
.118639E+01
.127766E+01
L117877E+81
.121895E+01
.129588E+01

Lo I B B s B L B o B s s L v Y o L s i cw o T v s s s L v

Pell5

.126687E+01
L127518E+@1
.115946E+81
.113485E+@1
.118851E+@1
.118293E+@1
.114983E+81
.128199E+81
.112444F 481
.123942E+01
.115882E+01
.116817E+81
.118476E+81
.117962E+81
L118724E+01
L112784E+81
.122347E+01
.127693E+81
.123968E+01
.125487E+01

0000000000000 EE

oD 0000000000000 0033

Pell?

.188558E-81
.185546E-81
.124855E-81
.146318E-81
.125827E-81
.141574E-81
.143426E-81
.118438E-81
.128378E-81
.126384E-81
.128362E-81
.188859E -81
.118638E-81
.144828E -81
.143782E-81
L114473E-81
.187549E -81
.183823E-81
.119628E-81
.122598E-81

Pell?

.116568E+01
.126544E+01
.115751E+81
.124168E+01
.121949E+01
.116433E+01
.124838E+01
.112158E+81
.128273E+81
.114556E+01
.126946E+01
.124951E+81
.124485E+81
.118362E+81
.127159E+01
L127489E+01
.121962E+81
.119471E+81
.112496E+01
.113868E+01

Pelll® Pelll2 Pellls
8.124288E-081 @.133480E-01 g
8.149923E-81 8.124941E-01 g
8.139333E-81 8.112883E-01 g
8.126325E-081 @.142878E-01 g
8.149111E-81 8.189334E-01 g
8.145828E-81 8.184794E-01 g
8.128183E-081 8.184134E-01 g
8.149241E-81 @.186288E-01 g
8.189165E-81 @.181837E-01 g
8.134787E-81 8.182949E-81 a
8.183525E-81 8.113482E-81 a
8.133274E-81 8.132158E-81 a
8.141389E-81 8.129358E-81 a
8.142758E-81 8.133487E-81 a
8.188739E-81 8.149799E-81 a
8.187642E-81 8.186824E-81 a
8.133943E-81 8.142548E-81 a
8.135849E-81 8.184839E-81 a
8.182424E-81 8.134829E-81 a
8.117244E-81 8.139277E-81 a

Pelll® Pelll2 Pellls
@.115887E+01 8.116160E+01 g
8.112614E+81 8.114490E+01 a
8.115188E+81 8.124762E+01 e
8.114552E+81 8.119189E+01 e
@.125877E+01 8.112969E+01 g
@.115749E+01 8.118775E+01 g
8.127796E+81 8.121275E+81 e
8.121433E+81 8.124450E+01 e
8.128316E+081 8.126939E+81 @
@.124315E+01 8.124126E+01 g
@.114980E+01 8.112473E+01 g
8.127391E+81 8.129870E+01 e
8.123281E+01 8.128126E+01 e
@.125391E+01 8.122465E+81 5]
@.128744E+01 8.116634E+01 g
8.128534E+01 8.118525E+01 a
8.126872E+01 8.125520E+01 e
8.123374E+01 8.128760E+01 e
@.128766E+01 8.121233E+01 g
@.128627E+01 8.118682E+01 g

.119417E-81
.128018E-81
.136701E-81
.1802838E-81
.135889E-81
.188485E-81
.181383E-81
.122261E-81
.184725E-81
.128778E-81
.126869E-81
.1866884E -81
.112888E-81
.145137E-81
.118218E-81
.138287E-81
.184913E-81
.188924E -81
.122469E-81
.124897E-81

.115884E+@1
.129298E+81
.116176E+81
.124486E+81
.124245E+01
.125112E+@1
.115783E+81
.112856E+81
.1285682E+81
.117548E+@1
.128079E+01
.124488E+81
.116868E+81
.117648E+81
.114163E+@1
.126808E+01
.127688E+81
.116148E+81
.124649E+01
L1275253E+01

20.3. Obliczenia wydajnosci sedymentacji albuminy i fibrynogenu.

Przy uzyciu programu zataczonego do mojej pracy doktorskiej wyliczytam wydajnos¢

opadania biatek osocza do peletu podczas wirowan wybranych do izolacji mikropecherzykow

(Tab.2). Jako przyklady biatek wybralam albuming oraz fibrynogen, ktore charakteryzujg si¢
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zroznicowang masa wyrazong w kDa. Promien hydrodynamiczny bialek zwinietych oraz

rozwinigtych wyliczono przy uzyciu aplikacji [*8°].

Tabela 4 Masa oraz promien hydrodynamiczny albuminy oraz fibrynogenu.

Masa [kDa] Promien Promien
hydrodynamiczny hydrodynamiczny
biatka  zwinigtego | biatka rozwinigtego
[nm] [nm]

Albumina 66,5 3,48 8,53
Fibrynogen 340 5,93 21,6

Pomiary procentu osadzonego biatka wykonano przy zatozeniu iz ggsto$¢ biatka wynosi:

1.22,1.35 lub 1.43 g/cm?® [187.188.189]

Tabela 5 Odsetek zsedymentowanej albuminy i fibrynogenu przy wirowaniu 18.000xg oraz 150.000xg.

p[g/lcm3] | ds | Zsedymentowana albumina [%] | Zsedymentowany fibrynogen
[%]
Wirowanie 30min, 18 000 xg

( biatko zwiniete / biatko rozwiniete )
1,22 176 0/0 0/0.02
1,35 140 0/0 0/0.03
1,43 126 0/0.01 0/0.04

Ultrawirowanie, 90min, 150 000xg

( biatko zwiniete / biatko rozwniete )
1,22 31 0.01/0.09 5/0.57
1,35 24 0.02/ 0.08 0.14/0.85
1,43 22 0.02/0.17 0.9/0.97

Ze wzgledu na fakt podwdjnego wirowania, wydajno$¢ osadzania egzosomow wyliczono

w oparciu o0 wzor (5).
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Tabela 6 Odsetek zsedymentowanej albuminy i fibrynogenu po uwzglednieniu podwdéjnego wirowania.

Ultrawirowanie, 90min, 150 000xg z uwzglednieniem wzoru 5
( biatko zwiniete / biatko rozwniete )

0.01/0.09 0.05/0.56
0.02/ 0.08 0.14/0.82
0.02/0.17 0.09/0.93
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