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Streszczenie w jezyku polskim

Hemoglobina (Hb) to biatko zawierajace zelazo, ktore bierze udzial w transporcie
tlenu oraz dwutlenku wegla. Hb pelni swojg fizjologiczng funkcje wewnatrz erytrocytow,
natomiast wolna Hb wykazuje wiasciwosci prooksydacyjne i prozapalne. Z tej przyczyny,
aby zapobiec negatywnym skutkom obecnosci wolnej Hb, w organizmie istnieje swoisty
system detoksykacyjny: pozakomorkowa Hb jest wigzana przez osoczowe biatko —
haptoglobing, a nastepnie wychwytywana przez receptor CD163 na makrofagach, gdzie Hb
jest degradowana do aminokwaséw, tlenku wegla, zelaza i bilirubiny. Stanowi
to podstawowy sposob przetwarzania Hb w makrofagach. W badaniach naszego zespotu
zaobserwowano nowy sposob procesowania Hb, ktory polega na transferze Hb

z makrofagow do innych komorek, w tym komoérek nowotworowych.

Celem niniejszej pracy byla weryfikacja pobierania Hb przez makrofagi,
scharakteryzowanie nieopisanego do tej pory zjawiska transferu Hb oraz zbadanie
mechanizmu przekazywania Hb z makrofagow do komoérek nowotworowych. Wigkszos¢
eksperymentow przeprowadzono na makrofagach roéznicowanych z monocytarnej linii
THP-1 oraz liniach nowotworowych MDA-MB 231 i SKOV3, wykorzystywano rowniez
ludzkie makrofagi roznicowane z monocytow krwi, mysie makrofagi réznicowane

Z komorek szpikowych oraz linig RAW264.7

Uzyskane wyniki wskazuja, ze spos$rod jednojadrzastych komorek krwi Hb byta
pobierana wylacznie przez monocyty krwi. Wszystkie badane makrofagi - ludzkie oraz
mysie, pierwotne komorki oraz ustalone linie komorkowe - pobieraty Hb. Wyniki
przeprowadzonych do$wiadczen sugerujg, ze pobieranie Hb przez makrofagi moze

przebiegac bez udziatu haptoglobiny i receptora CD163.

Przekazywanie Hb z makrofagéw do komoérek nowotworowych zaobserwowano
przy uzyciu cytometrii przeptywowej, mikroskopii konfokalnej oraz spektroskopii
korelacji fluorescencji. Wszystkie badane makrofagi przekazywaly Hb do komorek
nowotworowych. Proces przekazywania Hb narastat w czasie. Z przeprowadzonych
doswiadczen wynika, ze przekazywanie Hb jest procesem unikatowym dla biatka,
poniewaz inne biatko pobierane przez makrofagi — surowicza albumina bydleca — nie byto
przekazywane do komorek nowotworowych. Ponadto, Hb byta przekazywana migdzy
makrofagami, co swiadczy o tym, ze transfer Hb nie jest selektywny pod wzgledem

komoérek nowotworowych.
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W ramach niniejszej pracy doktorskiej wykluczono zaangazowanie tunelujacych
nanorurek w przekazywaniu Hb. Wykazano udzial mechanizmu sekcyjnego — Hb byta
przekazywana przez medium hodowlane. Ostatecznie udowodniono, ze Hb jest wydzielana
przez makrofagi w pecherzykach zewnatrzkomoérkowych, ktore sg pobierane

przez komorki nowotworowe.

Wydaje sig, ze wydzielanie Hb przez makrofagi moze by¢ zaangazowane W proces
gospodarki zelazem. Alternatywnie, uwalnianie Hb z makrofagéw natadowanych tym
biatkiem moze by¢ mechanizmem chronigcym komorke przed ferroptoza, czyli $miercia
zalezng od zelaza. Mechanizm przekazywania Hb z makrofagow do komorek
nowotworowych mozna wykorzysta¢ w komorkowej terapii przeciwnowotworowej,
w ktorej lek bedzie przylaczony do Hb, w takiej formie zaladowany do makrofagow,
anastepnie podany choremu. W potencjalnej terapii makrofagi migrujace do guza

nowotworowego przekaza lek skoniugowany z Hb do komodrek nowotworowych.

Podsumowujac, w niniejszej pracy opisano nowe zjawisko przekazywania Hb
z makrofagobw  do  komodrek  nowotworowych za  pomoca  pecherzykow
zewnatrzkomorkowych. Zaobserwowanie tego nieznanego do tej pory procesu sktania

do kontynuowania badan nad metabolizmem Hb.
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Streszczenie w jezyku angielskim

Investigation of Hb uptake by macrophages and its transfer to cancer cells.

Hemoglobin (Hb) belongs to the group of iron-binding proteins and is involved
in the transport of oxygen and carbon dioxide. Hb performs its physiological function
inside erythrocytes, whereas free Hb shows prooxidative and proinflammatory properties.
Therefore, to prevent negative consequences of free Hb, a specific detoxification system
exists in the body: extracellular Hb is bound by serum protein haptoglobin and taken up
by CD163 receptor on macrophages, where Hb is degraded to amino acids, carbon
monoxide, iron, and bilirubin. This constitutes a fundamental manner of Hb processing
in macrophages. Our group has observed that Hb can be transferred from macrophages

to other cells, including cancer cells.

This study aimed to verify uptake of Hb by macrophages, as well as to characterize
the new phenomenon of Hb transfer and to investigate the molecular mechanism of Hb
transfer. Most of the experiment was carried out using macrophages differentiated from
monocytic cell line THP-1 and cancer cell lines MDA-MB 231 and SKOV3, as well as
human macrophages differentiated from blood monocytes, murine macrophages

differentiated from bone marrow cells and cell line RAW 264.7

Obtained results indicate that among peripheral blood mononuclear cells only
monocytes took up Hb. All tested macrophages - human and murine, primary cells and cell
lines — took up Hb. Results suggest that macrophages can uptake Hb independently
of haptoglobin and CD163 receptor.

Transfer of Hb from macrophages to cancer cells was verified using flow cytometry,
confocal microscopy, and fluorescence correlation spectroscopy. All examined
macrophages were able to transfer Hb to cancer cells. Transfer of Hb grew with time.
Results of experiments indicate that transfer of Hb is protein-unique since other protein —
bovine serum albumin - which is taken up by macrophages, is not transferred to cancer
cells. Hb transfer is not restricted to cancer cells as Hb was transferred between

macrophages.

In this study we excluded the engagement of tunneling nanotubes in Hb transfer.

We showed that secretion mechanism is involved in Hb transfer as Hb was transferred
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through culture medium. Finally, we proofed the release of Hb by macrophages

in extracellular vesicles and then its uptake by cancer cells.

Due to the presence of iron in the Hb molecule, the process of Hb secretion
by macrophages can be considered as an element of iron recycling. Alternatively,
the release of Hb from macrophages loaded with this protein seems to protect the cell from
ferroptosis, an iron-dependent cell death. The mechanism of Hb transfer from macrophages
to cancer cells can be used in cellular anti-cancer therapy, in which the drug will be linked
to Hb, loaded into macrophages, and then administered to the patient. In a potential therapy,
macrophages will migrate to the tumor site and will deliver the Hb-conjugated drug

to the cancer cells.

To conclude, this study describes a new phenomenon of Hb transfer
from macrophages to cancer cells through extracellular vesicles. The observation of this
so far unknown process prompts the continuation of research on Hb metabolism.
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1. WSTEP

1.1 Makrofagi

Makrofagi, zwane komérkami zernymi, sg komoérkami jednojadrzastymi, ktorych nazwa
pochodzi od ich zdolno$ci do fagocytozy (paxpdc (makros) = duze, payeiv (phagein) =
jesc). Dzigki wiasciwosciom fagocytarnym makrofagi petnig wazne funkcje w odpowiedzi
uktadu odpornosciowego oraz homeostazie tkankowej poprzez odpowiednio zabijanie
patogenow oraz usuwanie martwych komorek i ich pozostatosci. Oprocz tego, makrofagi
tkankowe przejawiaja réznorodne narzadowo-swoiste funkcje, ktére sa indukowane
I utrzymywane przez specyficzne dla tkanki czynniki srodowiskowe [1][2]. Tkankowe
makrofagi powstaja w zyciu ptodowym i majg zdolno$¢ do proliferacji lub roéznicujg si¢
Z monocytow powstajacych w szpiku kostnym. Wyjatek stanowig makrofagi mozgu, ktore
w stanach fizjologicznych nie pochodza z monocytow z powodu istnienia bariery Krew

mozg [3].

W odpowiedzi na czynniki zewngtrzne makrofagi zmieniaja profil ekspresji genow,
a Co za tym idzie fenotyp i wlasciwos$ci, a proces ten nazywamy polaryzacjg. Zmiany w
polaryzacji zachodza w sposob ciagly, co $wiadczy o plastycznosci tych komorek.
Klasyczny, umowny podziat, zaktada polaryzacje makrofagéw w dwoch kierunkach: M1
(klasyczna) i M2 (alternatywna) (Ryc. 1). Polaryzacja w kierunku M1 zachodzi
w odpowiedzi na interferon gamma (IFN-y) oraz ligandy receptoréw Toll-podobnych
(TLR, ang. Toll-like receptors), takich jak lipopolisacharyd (LPS). Makrofagi M1
charakteryzuja si¢ zwiekszong zdolnos$cig bakteriobdjcza lub przeciwnowotworowa oraz
wydzielaniem duzej ilosci cytokin i mediatorow prozapalnych, takich jak interleukina-1
(IL-1), IL-6, IL-12, IL-23, czynnik martwicy nowotworu alfa (TNF-a, ang. tumor necrosis
factor alpha) oraz tlenek azotu, rodniki tlenowe i enzymy proteolityczne. Klasycznie
zaktywowane makrofagi uczestniczg w rozwoju odpowiedzi immunologicznej typu Thl
I Th17. Dodatkowo, makrofagi M1 zwickszaja na swojej powierzchni ekspresje czasteczek
MHC klasy II oraz czgsteczek kostymulujagcych CD80/86, co usprawnia ich funkcje
prezentacji antygenow [4][5]. Makrofagi M1 sg niezbednym elementem obrony organizmu
przed zakazeniami, jednak ich aktywacja musi by¢ $ciSle regulowana, poniewaz
dhugotrwata aktywacja moze prowadzi¢ do uszkodzenia tkanek. Makrofagi M1 sa
kluczowymi mediatorami w chorobach autoimmunizacyjnych, takich jak reumatoidalne

zapalenie stawOw 1 nieswoiste zapalenie jelit [6].
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iNOS, TNF-a, 1I-1, IL-6, T IL-10, Arg-1, CD206 T

IL-12, IL-23, MCP-1, INF-y CD204, TGF-B, VEGF, Ym1

Makrofagi M1 sg prozapalne, dziatajg Makrofagi M2 dziatajg immunoregulujaco,
przeciwnowotworowo, sg zwigzane sg zwigzane z przebudowa macierzy
z odrzuceniem przeszczepu pozakomorkowej i tolerancjg na przeszczep

Rycina 1. Polaryzacja makrofagow w kierunku M1 i M2. Na podstawie [7]. Opis w tekscie.

Makrofagi M2, aktywowane alternatywnie, maja wiasciwosci przeciwzapalne
I kontrolujg procesy naprawcze tkanek. Ich polaryzacja jest wynikiem stymulacji IL-4 i IL-
13. Biorg udziat w procesach regeneracyjnych, wtoknieniu, miazdzycy, angiogenezie oraz
odpowiedzi typu Th2, w tym przeciwpasozytniczej [8][5]. Makrofagi M2 wydzielaja
znaczne iloéci cytokin immunosupresyjnych, takich jak IL-10 i transformujacy czynnik
wzrostu beta (TGF-B, ang. transforming growth factor beta). Waznymi markerami
makrofagéw M2 sa: arginaza 1 (Arg-1), IL-4R (receptor dla IL-4), czasteczka CD206
(receptor mannozowy), biatko Retlna (Fizz1) oraz eozynofilowe biatka z rodziny chitynaz
(Ym1, Ym2) [4][9]. Dodatkowo, wsrod makrofagow M2, wyrdznia si¢ 3 podgrupy: M2a,
M2b i M2c. Polaryzacja M2a jest stymulowana przez IL-4, 1L-13 lub podczas infekcji
grzybiczych oraz pasozytniczych 1 jest zwigzana z odpowiedzig immunologiczng typu Th2.
Makrofagi M2b sa aktywowane przez kompleksy immunologiczne oraz ligandy TLR
lub IL-1. Makrofagi M2b produkujg zwigkszong ilo$¢ IL-10, natomiast zmniejszajg
produkcje IL-12, a takze zwigkszajg ekspresj¢ czasteczek zaangazowanych w prezentacje
antygenow (MHC klasy I, CD80/86). Makrofagi M2c roznicuja si¢ pod wptywem IL-10
oraz TGF-B i przyczyniaja si¢ do przebudowy tkanek i wytwarzania macierzy

zewnatrzkomoérkowej [10].

W  polaryzacj¢ makrofagbw zaangazowanych jest wiele czynnikéw

transkrypcyjnych. Makrofagi M1 wykazuja ekspresje czynnikow transkrypcyjnych, takich
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jak NF-xB (ang. nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells), AP-1
(ang. activator protein-1), przekaznik sygnatowy i aktywator transkrypcji STATI1 (ang.
signal transducer and activator of transcription) oraz czynnik regulujacy interferon IRF-5
(ang. interferon regulatory factor). Makrofagi M2 wykazuja ekspresjc STAT6, IRF-4,
receptora aktywowanego przez proliferatory peroksysomow PPAR-y (ang. peroxisome
proliferator-activated receptor) i biatko wigzace element odpowiedzi na CAMP, CREB
(ang. CAMP response element-binding protein). Te czynniki transkrypcyjne wzajemnie
na siebie oddziatuja i reguluja aktywacje makrofagow w kierunku okreslonego fenotypu.
Kooperacja migdzy nimi ma kluczowe znaczenie w pro- lub przeciwzapalnych funkcjach

makrofagbw, a utrata stanu rownowagi moze by¢ szkodliwa dla organizmu [7].

Za pomocg innego podziatu, biorgcego pod uwage funkcje, wyroznia si¢: makrofagi
bioragce udzial w obronie organizmu (prozapalne), makrofagi biorgce udziat w procesach
naprawczych oraz makrofagi o funkcjach regulatorowych (Ryc. 2) [11]. Podziat ten mozna
zobrazowac za pomocg barwnego kola i przenikajacych si¢ barw, co dobrze ilustruje ptynne
zmiany w fenotypie makrofagow, a takze istnienie makrofagéw o cechach posrednich.
Przyktadem takich makrofagéw sa makrofagi towarzyszace nowotworom (ang. tumor
associated macrophages, TAM). Sa to komorki stanowigce jeden z glownych
komponentow guzéw nowotworowych. W wigkszosci wypadkéw duzy naciek
makrofagéw Sprzyja rozwojowi nowotworu poprzez promowanie angiogenezy
oraz regulacj¢ procesow immunologicznych, w tym rekrutacj¢ i aktywacj¢ limfocytow

[12].

Makrofagi prozapalne
M1

Makrofagi biorgce udziat
w procesach naprawczych
M2

Makrofagi o funkcjach
regulatorowych

Rycina 2. Schematyczne przedstawienie roznorodnosci fenotypowej makrofagéw. Na podstawie [11].
Kolorem czerwonym oznaczono makrofagi prozapalne, kolorem niebieskim makrofagi biorace udziat
W procesach naprawczych, a kolorem zielonym makrofagi o funkcjach regulatorowych. Kolor bfgkitny moze
reprezentowa¢ makrofagi towarzyszace nowotworom (TAM), ktore maja wiele cech makrofagéw
regulatorowych, ale maja rowniez pewne cechy makrofagéw M2. Innym przyktadem sg makrofagi M2 u os6b
otylych, ktére moga przechodzi¢ w kierunku klasycznego fenotypu aktywowanych makrofagow (kolor
rézowy).
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1.2 Hemoglobina: budowa, funkcje i wtasciwosci

Hemoglobina (Hb) to gtowne biatko wystepujace w erytrocytach. Podstawows funkcjg Hb
W erytrocytach jest wigzanie i transport tlenu z ptuc do tkanek oraz dwutlenku wegla
z tkanek do ptuc. Strukturalnie, Hb jest tetramerem zbudowanym z dwoch par
podjednostek. Podjednostki Hb nazywane sg literami greckiego alfabetu (np. a, B, v, 9).
Prawidtowa Hb dorostych to w wigkszosci HbA (02p2). Dodatkowo, we krwi dorostych
wystepuje do 2,5% HbA2 (0282) oraz do 2% ptodowej HbF (02y2). Kazda podjednostka
Hb jest zbudowana z tancucha biatkowego (globiny) oraz grupy prostetycznej - hemu,
zawierajace] zelazo (Fe) [13][14]. U ludzi, geny kodujace a-globing i B-globing sa
zlokalizowane odpowiednio na chromosomie 16 i 11. Do tej pory odkryto ponad 1000
wariantow ludzkiej hemoglobiny wynikajacych gtownie z mutacji punktowych w genach
globin, ktére zmieniajg strukture i wlasciwosci biochemiczne hemoglobiny, a efekty
fizjologiczne tych wariantow wahaja si¢ od nieznacznego do cigzkiego [15]. Lancuch
globiny zbudowany jest z 7-8 a-helis, nazwanych A-H, ktore tworzg strukture globularna.
Hem jest potozony migdzy dwiema histydynami: E7 i F8, z ktorych F8 (tzw. histydyna
proksymalna) wigze si¢ z atomem zelaza [16]. Hem sktada si¢ z czg$ci organicznej,
protoporfiryny, oraz atomu zelaza wigzacego tlen. Protoporfiryna jest zbudowana
z czterech pierScieni pirolowych tworzacych pierscien tetrapirolowy, do ktorego
przytaczone sg tancuchy boczne (metylowe, winylowe i kwasu propionowego) [17]. Tylko

Hb zawierajaca zredukowana forme zelaza (Fe?*) moze zwigza¢ atom tlenu. [15].

Powstawanie Hb rozpoczyna si¢ w prekursorach erytrocytow w szpiku kostnym
I jest kontynuowane do etapu retikulocytow wystepujacych we krwi. Synteza hemu sktada
si¢ z o$miu reakcji enzymatycznych, z ktoérych potowa zachodzi w mitochondriach,
apotowa w cytozolu. Ostatni etap stanowi inkorporacja zelaza majaca miejsce
w mitochondriach, po czym hem jest transportowany do cytozolu. Kazda czgsteczka hemu
taczy si¢ niekowalencyjnie z globing syntetyzowana przez rybosomy, tworzac

podjednostke zwang tancuchem Hb. Cztery tancuchy budujg tetramer Hb [18][19][20].

Hb wystepuje w dwoch formach: T (ang. tense-napieta) oraz R (ang. relaxed-
rozluzniona). Hb niezwigzana z tlenem, deoksyhemoglobina, jest w formie T. Gdy jedna
czasteczka tlenu wigze si¢ z jedna podjednostka Hb, dochodzi do zmian konformacyjnych:
atom zelaza wsuwa si¢ w ptaszczyzng hemu, pociagajac za sobg histydyne proksymalna.

Dochodzi do zerwania wigzan jonowych miedzy podjednostkami, struktura zaczyna si¢
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rozluzniaé¢, co pdzniej utatwia czasteczkom tlenu zwigzanie si¢ z jednym z pozostatych
niezajetych miejsc. Hb, w ktorej wszystkie cztery miejsca sg zajete tlenem jest w formie R
i jest nazywana oksyhemoglobing. Po odlaczeniu czasteczki tlenu, struktura hemoglobiny
ulega nieznacznym zmianom, aby utatwi¢ uwalnianie kolejnych czasteczek tlenu.
Ta wlasciwos$¢ hemoglobiny, dzigki ktorej jest ona w stanie nieznacznie zmienia¢ swojg
strukture w celu promowania wigzania i uwalniania tlenu, znana jest jako kooperatywnos¢.

Ta whasciwos¢ sprawia, ze Hb jest idealng czasteczka do transportu tlenu [13][17].

Uwolnieniu O, w tkankach towarzyszy wigzanie COz. CO, przylacza sie
do koncowych grup aminowych globiny tworzac wigzania karbaminianowe. Hb
odpowiada za transport okoto 15% CO2, pozostala czes¢ jest transportowana jako kwas
weglowy lub rozpuszczona w osoczu [17][16]. Do gazow transportowanych przez Hb
nalezg réwniez NO i CO, ktore petnig funkcje czasteczek sygnalowych [21]. Oprocz
transportu gazow oddechowych, Hb bierze udzial w regulacji rownowagi kwasowo-

zasadowej poprzez wigzanie kationu wodorowego (H") [14].

Obok cech umozliwiajacych skuteczny transport tlenu, Hb posiada wilasciwosci,
ktore czynig jg czgsteczkg niebezpieczng dla komorek 1 tkanek organizmu.
Oksyhemoglobina (Fe?") moze ulec autooksydacji do methemoglobiny (Fe**) (Ryc. 3),
ktdra nie moze zwigzac¢ tlenu. Mimo tego, ze oksyhemoglobina jest stabilna, to okoto 3%
Hb ulega spontanicznej autooksydacji, co jest przyspieszone w warunkach niedotlenienia
[22]. Mechanizmem zabezpieczajacym przed nadmierng autooksydacja sg enzymy
redukujace obecne w erytrocycie: reduktaza NADH cytochromu b5 oraz reduktaza
methemoglobiny [23]. Po wysyceniu mechanizmoéw antyoksydacyjnych wewnatrz
erytrocytu, a takze podczas hemolizy, Hb ulega kolejnym reakcjom oksydacyjnym.
Methemoglobina reaguje z nadtlenkiem wodoru (H20z2), powstatym glownie pod wplywem
tkankowej oksydazy NADPH lub dysmutazy ponadtlenkowej (ang. superoxide dismutase,
SOD). W kaskadzie kilku reakcji powstaja: ferrylohemoglobina [FerrylHb(Fe*")],
methemoglobina [MetHb(Fe3*)], oksyferrylohemoglobina [OksyferrylHb(Fe**)'] (Ryc. 3).
[24][25][26]. Nastepnie dochodzi do rozpadu Hb, uwolnienia hemu i precypitacji globiny
[27]. Natomiast, wolne Zelazo moze bra¢ udziat w reakcji Fentona, czego nastgpstwem jest
generowanie rodnika hydroksylowego (HO®). Podczas hemolizy, produkty oksydacji
i rozpadu Hb, w tym reaktywne formy tlenu (RFT), sa szczegdlnie grozne, poniewaz
znajduja si¢ w bezposrednim sasiedztwie srodblonka naczyniowego, a takze przechodza

do tkanek, gdzie bezposrednio oddziatujg na biatka i lipidy [21]. Utlenione formy Hb
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uszkadzaja $rodblonek naczyn i wywotuja reakcje zapalna [28]. Hem Fe3* (hematyna),
ktory tatwo oddysocjowuje od biatka, jest wysoce lipofilny, inkorporuje w btony komoérek
oraz lipoproteiny [22][29]. Hematyna jest czasteczka indukujaca stan zapalny, przyczynia
si¢ do zmian miazdzycowych (poprzez utlenianie LDL) [30][31] oraz uszkodzenia nerek
[32]. Dodatkowo, w przestrzeni naczyniowej, wolna Hb wigze tlenck azotu (NO),
ograniczajac jego biodostepnos¢ jako czasteczki sygnatowej, modulujgcej napiecie
naczyniowe, hamujacej agregacje plytek i ekspresje molekut adhezyjnych, co w rezultacie
uposledza czynno$¢ naczyn [21]. Prooksydacyjne, prozapalne i cytotoksyczne dziatanie
wolnej hemoglobiny, hemu i Fe sg odpowiedzialne za szereg niekorzystnych objawow
klinicznych, w tym zaburzenia zotadkowo-jelitowe, sercowo-naczyniowe, ptucne,

moczowo-plciowe, nerkowe i hematologiczne [33][34].

OksyHb(Fe?*)

autooksydacja
SOD, reduktazy
oksydaza NADPH erytrocytow

o
0,

tHb(Fe3*) [ FerrylHb(Fe*)
H,0 0,"
+0," stan zapalany,
uszkodzenie srodbtonka
degradacja hemu, H,0 ~ OksyFerrylHb(Fe®)*

zelazo

stan zapalany,
oxLDL, miazdzyca,

RFT

Rycina 3. Reakcje oksydacyjne Hb i ich nastepstwa. Objasnienie w tek$cie. RTF-reaktywne formy tlenu,
oxLDL-utlenowane lipoproteiny o niskiej gestosci (ang. oxidized low-density lipoprotein), SOD- dysmutaza
ponadtlenkowa (ang. superoxide dismutase), ferrylHb(Fe*)-ferrylohemoglobina, metHb(Fe%*)-
methemoglobina,  oksyferrylHb(Fe**)'-oksyferrylonemoglobina, ~HO'-rodnik  hydroksylowy, O:"-
anionorodnik ponadtlenkowy, H,O»-nadtlenek wodoru.

W zwiazku z licznymi negatywnymi skutkami obecnosci wolnej Hb, istnieje szereg
mechanizmow neutralizujacych tg posta¢ Hb (Ryc. 4). Kluczowymi czgsteczkami
W procesie usuwania Hb uwolnionej z erytrocytow sa haptoglobina (Hp) oraz receptor
CD163. Haptoglobina jest biatkiem osocza o wysokim powinowactwie do Hb, ktore wigze
nieodwracalnie Hb, co blokuje jej wilasciwosci utleniajgce, uniemozliwia penetracje
do tkanek, w tym filtracj¢ nerkowa [35][36][37][38]. Kompleks Hp-Hb krazy w osoczu
do czasu zwigzania z receptorem CD163 obecnym na monocytach/makrofagach, gdzie

podlega degradacji [39][40]. Czasteczki globiny ulegajg proteolitycznej degradacji przez
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lizosomalne enzymy proteolityczne (np. katepsyna D) lub enzymy cytozolowe (glioksalaza
1) do aminokwaséw [41]. Uwolniony hem indukuje ekspresj¢ szeregu gendéw, w tym
enzymu oksygenazy hemowej-1 (ang. heme oxygenase-1, HO-1), ktora rozktada hem
do zelaza, CO oraz biliwerdyny (ang. biliverdin reductase, BVR). Biliwerdyna jest
metabolizowana do bilirubiny przez reduktaze biliwerdyny. Zelazo jest magazynowane

w ferrytynie lub eksportowane poza makrofag przez ferroportyne-1 [42][43][44][45].

Opisano takze inne biatko 0socza, biatko pokrewne do haptoglobiny
(ang. haptoglobin-related protein, Hpr), ktore wigze Hb, ale nie powoduje wigzania
z receptorem CD163 [46]. W sytuacji wysycenia Hp, kiedy dochodzi do utlenienia Hb
i uwolnienia hemu, druga lini¢ obrony stanowi biatko hemopeksyna (ang. hemopexin,
Hpx), wiazaca wolny hem. Powstaty kompleks jest endocytowany przez receptor CD91

wystepujacy na réznych komorkach, w tym makrofagach, hepatocytach i neuronach [47].
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Rycina 4. Mechanizmy detoksykacyjne wolnej Hb. Na postawie [48]. Podczas hemolizy i uszkodzenia
tkanek, Hb moze by¢ uwolniona z erytrocytow do osocza i przestrzeni pozakomorkowej. Wolna Hb wiaze
si¢ z haptoglobing (Hp), po czym kompleks Hb-Hp jest endocytowany przez receptor CD163 obecny
na makrofagach. W lizosomach makrofagéw Hb podlega degradacji do aminokwaséw i hemu, natomiast
receptor CD163 ulega recyklingowi do btony plazmatycznej. Hem jest metabolizowany do biliwerdyny, CO
i Fe przez oksygenaz¢ hemowa-1 (HO-1). Reduktaza biliwerdyny (BVR) konwertuje biliwerdyne
do bilirubiny. Fe jest magazynowane w ferrytynie lub eksportowane, a nastepnie transportowane przez
transferyne i wykorzystywane w erytropoezie. Dodatkowy mechanizm detoksykacyjny stanowi
hemopeksyna (Hpx), ktora wigze hem uwolniony z methemoglobiny, a nastepnie kompleks Hpx-hem podlega
endocytozie przez receptor CD91.
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1.3 Rola makrofagéw w metabolizmie hemoglobiny

Makrofagi petnig istotna rol¢ zarowno w syntezie, jak i rozkladzie Hb, poprzez udziat
W powstawaniu i usuwaniu erytrocytow oraz metabolizmie zelaza. Makrofagi szpiku
kostnego sg zrodtem sygnatow do proliferacji i roznicowania dla prekursoréw erytrocytow
oraz zrodlem zelaza niezbednego do syntezy Hb [49][45][50]. Co wazne, wickszos¢ zelaza
(90%) do syntezy Hb pochodzi z recyklingu zelaza majacego poczatek w makrofagach
metabolizujacych Hb [51].

W prawidlowych warunkach, okoto 10% catkowitej hemoglobiny jest usuwana
zapomocg Hp/CD163, a okolo 90% w procesie erytrofagocytozy (Greer et al., 2018).
Erytrofagocytoza to proces pobierania i rozktadu starzejacych si¢ erytrocytéw, zachodzacy
w makrofagach, glownie w $ledzionie, watrobie i szpiku kostnym, przy czym udziat
poszczegolnych organdw w tym procesie nie jest do konca okreslony [52][45].
W przebiegu erytrofagocytozy, fagosom zawierajacy erytrocyt taczy sie z lizosomem,
tworzac erytrofagolizsosom, w ktorym erytrocyt ulega degradacji [45]. Oszacowano,
ze 1 makrofag jest w stanie rozlozy¢ 1 erytrocyt/dzien bez negatywnych skutkdw,
natomiast zwigkszona erytrofagocytoza moze by¢ niekorzystna dla makrofagéw [53].
Nasilona erytrofagocytoza powoduje zalezng od zelaza $mier¢ makrofagéow S$ledziony
(ferroptoze), co jest kompensowane proliferacja makrofagow rezydujacych oraz rekrutacja
monocytéw [54]. Wolna Hb pojawiajaca si¢ we krwi, jest katabolizowana glownie
W watrobie, w umiarkowanym stopniu w szpiku kostnym, a takze w malym stopniu

w $ledzionie [55].

Czasteczka btonowa makrofagdw bioracg udziat w metabolizmie Hb jest CD163.
CDI163 jest blonowym receptorem nalezagcym do grupy receptoréw zmiatajacych (ang.
scavenger receptor) wystepujacym na monocytach i tkankowych makrofagach [56][57].
Ekspresja CD163 wzrasta podczas réznicowania monocytow do makrofagow [58].
Dodatkowo, ekspresja CD163 jest stymulowana czynnikami prozapalnymi, takimi jak
interleukina-6 (IL-6) oraz przeciwzapalnymi, jak glikokortykoidy i IL-10 [59][60].
Czasteczka CD163 odpowiada za wigzanie kompleksu Hb-Hp [39]. Zwigzanie Hb
przez Hp zwigksza powinowactwo Hb do CD163 [61]. Wolna Hb jest rowniez wigzana
przez CD163 z mniejszym powinowactwem do tego receptora [62]. Dane literaturowe
wskazuja, ze brak Hp u myszy powoduje nasilenie negatywnych skutkéw hemolizy [63].

Z drugiej strony, u myszy zwigzanie Hb przez Hp nie powoduje zwigkszonego
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powinowactwa do CD163, ktory w tym uktadzie odpowiada tylko cz¢sciowo za usuwanie
Hb [64]. Przyktadem niekonwencjonalnego sposobu utylizacji Hb u myszy jest endocytoza
kompleksu Hb z rozpuszczalng formg CD163 (sCD163) oraz immunoglobulinami klasy G
(sCD163-Hb-1gG) za posrednictwem receptora Fcy przez monocyty/makrofagi, a takze
komorki srodbtonka [65].

Szczegolnie wazng populacja komoérek w metabolizmie Hb sa makrofagi miazgi
czerwonej $ledziony, o fenotypie F4/80M"CD68*CD11b'"", ktérych réznicowanie zachodzi
pod wptywem czynnika transkrypcyjnego Spi-C. Komorki te charakteryzujg sie Wysoka
ekspresja gendéw kodujacych czasteczki bioragce udziat w metabolizmie Hb: CD163,
oksygenazy hemowej, ferroportyny [66].

Rol¢ makrofagbw w metabolizmie Hb podkreslaja obserwacje kliniczne
toksycznego przebiegu epizodow hemolizy wewnatrznaczyniowej u pacjentow
pediatrycznych z ostrg bialaczka szpikowa, leczonych lekiem cytotoksycznym
skoniugowanym z przeciwciatem anty-CD33 (gemtuzumabem ozogamycyny). Lek ten,
oprocz zabijania komorek biataczkowych, dziata cytotoksycznie réwniez na makrofagi
watroby, $ledziony 1 szpiku kostnego, ktore majg na swojej powierzchni zarowno receptor
CD33, jak i CD163. Zastosowanie tej terapii powoduje ograniczenie mechanizmow
detoksykacyjnych Hb, o czym §wiadczy podwyzszony poziom Hb, Hp oraz zmniejszany

poziom bilirubiny we krwi [67].
1.4 Mechanizmy transportu miedzykomérkowego

Komunikacja migdzykomoérkowa jest istotng cecha organizméw wielokomoérkowych.
Do niedawna uwazano, ze komunikacja pomiedzy komoérkami zachodzi wylacznie poprzez
cytokiny, chemokiny, hormony, czynniki wzrostu, a takze transfer sygnatow poprzez
migdzykomorkowe polaczenia szczelinowe. W ciggu ostatnich dwoch dekad odkryto nowe
struktury takie jak pecherzyki zewnatrzkomorkowe (egzosomy, mikropecherzyki)
I tunelujace nanorurki, co znacznie poszerzyto wiedze na temat mechanizmow komunikacji

migdzykomorkowe;.
1.4.1 Potaczenia szczelinowe

Potaczenia szczelinowe (ang. gap junctions) sa waskimi kanatami taczacymi elektrycznie
I metabolicznie sasiadujace komorki. Pozwalajg one na wyming matych czasteczek 0 masie
do 1 kDa, takich jak Ca?*, K*, cAMP, ATP, IPs, glukoza i kwas glutaminowy [68][69][70].
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Potaczenia szczelinowe sg zbudowane z koneksyn, biatek zawierajacych dwie
zewnatrzkomoérkowe domeny (E1 i E2), cztery hydrofobowe domeny btonowe (M1-M4)
oraz trzy domeny cytoplazmatyczne, w tym koniec aminowy i karboksylowy. Koneksyny
tworza heksagonalny pierscien (konekson) (Ryc. 5). Dwa koneksony pochodzace od
sgsiadujacych komorek tworzg potaczenie szczelinowe. Natomiast jeden konekson
wystepujacy na blonie komoérkowej (ang. hemichannels) pozwala na kontakt cytoplazmy
Z macierzg pozakomorkowa. Polgczenia szczelinowe czesto wystepuja w grupach (ang.
gap junction plaque) [71][70]. Potaczenia szczelinowe sg strukturami dynamicznymi,
awymiana molekut zachodzi tylko wtedy, kiedy kanat jest otwarty. Otwieranie
i zamykanie kanatu jest skutkiem odwracalnych zmian konformacyjnych koneksyn
w koneksonie. Bramkowanie kanatu jest kontrolowane przez wiele czynnikow, takich jak
stezenie wapnia W cytoplazmie, pH, potencjat bton, czy modyfikacje potranslacyjne biatek
[72][73][74].

kanat zamkniety kanat otwarty
cytoplazma komorki A
konekson __ Zmiana
(komérka A) i btona komérkowa
potaczenie _ » L. .
szczelinowe | - przestrzen miedzykomaorkowa
(:;;Zﬁznm . btona komérkowa
l cytoplazma komorki B

koneksyna

Rycina 5. Schemat polaczenia szczelinowego. Opis w tekscie.

Biorac pod uwagg niska specyficznos$¢ potaczen szczelinowych, ktére umozliwiaja
transfer szerokiej gamy czasteczek, nie jest zaskakujgce, ze sg one zaangazowane
w roznorodne funkcje fizjologiczne w roznych typach komorek. Polaczenia te sa
szczegblnie wazne w komunikacji migedzykomodrkowej podczas embriogenezy, a takze
w funkcjonowaniu dojrzatych narzadow, np. serca [73]. Nasze zrozumienie roli potaczen
szczelinowych jest wzbogacane przez kolejne doniesienia o ludzkich chorobach
spowodowanych mutacjami w genach kodujacych koneksyny [75].

1.4.2 Tunelujace nanorurki

Tunelujace nanorurki (ang. tunneling nanotubes, TNTS) sa cienkimi wypustkami
komorkowymi zawierajgcymi aktyng, o $rednicy od 20 do 500 nm 1 dlugosci do 100 um

(Ryc. 6). Opisane zostaty po raz pierwszy w szczurzych komorkach guza chromochtonnego
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PC12 [76]. TNTSs tworzg potgczenia miedzy komorkami tego samego typu (homotypowe)
lub r6znego typu (heterotypowe). Nie ograniczajg si¢ do jednej pary komorek, lecz tworza
sie¢ potaczen. Czasami TNTs bywaja rozgatezione [77][76][78][79][78]. Wiele réznych
typow komorek tworzy TNT in vitro. Natomiast in vivo po raz pierwszy TNTs
zobrazowano pomiedzy komorkami dendrytycznymi w mysiej rogéwce [80]. Osswald

et al. opisali struktury podobne do TNTs w nowotworach mézgu u myszy [81].

A
kwas

biatko & 3 :
herzyk i & nukleinowy  Ca?* 20-500mm
pecherzy =

mitochondrium endosomalny bak{eria

Y
do 100 um

Rycina 6. Schemat tunelujacej nanorurki oraz przyklady transportowanych przez nia obiektéow. Opis
w tekscie.

Wykazano, ze za pomoca TNT komoérki moga transferowaé roéznego rodzaju
material cytoplazmatyczny, taki jak priony [82], wirusy [83][84], sygnaty apoptotyczne
[85], wapn [78], pecherzyki wewnatrzkomorkowe oraz organelle takie jak mitochondria
i lizosomy [76][79]. Ponadto, podczas elongacji TNT, biatka powierzchniowe btony
oraz bakterie przylegajace do blony komorki moga przemieszcza¢ si¢ do komorki
docelowej [86][87][83]. Co wazne, transfer miedzy komorkami moze by¢ dwukierunkowy
[87].

TNTs nie sg strukturami jednorodnymi, nawet TNTs pochodzace od jednej komorki
mogg rozni¢ si¢ morfologicznie. W makrofagach opisano dwa rodzaje TNT: ciensze,

zawierajace aktyne oraz grubsze (>0,7 um), zawierajace zarowno aktyne, jak i mikrotubule.
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Te dwa rodzaje TNTs roznig si¢ takze funkcja, wiekszy materiat (lizosomy, mitochondria)
jest transportowany tylko przez TNTs zawierajgce mikrotubule [87]. Obecnos¢ widkien
mikrotubulowych moze zapewnia¢ wigkszg sztywnos$¢ 1 wytrzymatosé TNTSs [88]. TNTs
sg strukturami dynamicznymi, a ich formowanie de novo zachodzi juz w kilka minut
po wysianiu do naczynia hodowlanego, w zalezno$ci od rodzaju komorek i warunkow
hodowli. Polaczenia miedzy komorkami trwajg od minut do godzin, z przewaga tych kroce;j
trwajacych, jednak opisywano rowniez TNTs utrzymujace si¢ do nawet 24-48h
[76][89][79]. TNTs sa strukturami bardzo delikatnymi, wrazliwymi na czynniki fizyczne
(dtugotrwata ekspozycja na $wiatto w mikroskopie) i chemiczne (utrwalanie) [76].
Do tej pory nie jest znany marker TNT, dlatego ich identyfikacje opiera si¢ na rozpoznaniu
cech morfologicznych [88]. Dupont et al. zaproponowat trzy cechy fenotypowe definiujace
TNT: (i) potaczenie migdzy co najmniej dwiema komorkami, (ii) zawarto$¢ aktyny (iii)
i brak kontaktu z podtozem [90]. Ta ostatnia cecha odréoznia TNT od podobnych
cytoplazmatycznych struktur, takich jak filopodia i cytonemy [76].

Istnieja dwa modele tworzenia TNTs. Pierwszy model zaktada elongacj¢ wypustek
komorkowych zawierajacych aktyne, takich jak filopodia, w kierunku drugiej komorki.
Prawdopodobnie, podobnie jak w wypadku wydtuzania filopodiéw, dochodzi do zalezne;j
od GTPazy Cdc42 polimeryzacji aktyny [91]. Po zblizeniu do komoérki docelowej, czotowy
fragment tworzacego si¢ TNT kontaktuje si¢ z btona komorki docelowej, w czym udziat
moga bra¢ czasteczki adhezyjne [76]. Drugi mechanizm powstawania TNTS rozpoczyna
si¢ bezposrednim kontaktem komodrek w formie synapsy lub fuzji bton, po czym w trakcie
oddalania si¢ od siebie komorki tworzg migdzy soba kanat, czyli TNT. Oba mechanizmy
nie wykluczajg si¢ i moga dotyczy¢ tych samych komorek [92][90]. Molekularny
mechanizm odpowiedzialny za formowanie TNTs nie jest do konca poznany. Liczne
doniesienia naukowe wskazuja, ze precyzyjny mechanizm tworzenia TNT zalezy od typu
komorki. Polimeryzacja aktyny wydaje si¢ by¢ procesem uniwersalnym w tworzeniu
TNTs, poniewaz hamowanie polimeryzacji aktyny przy uzyciu cytochalazyny D czy
latrunkuliny hamuje TNTs [76][82][89][93][87]. Hase et al. zaproponowat biatko M-Sec
jako marker i gtowny czynnik regulujacy formowanie TNTs w makrofagach i komorkach
HeLa [94].

Definicja TNT wskazuje, ze sa to kanaty otwarte, jednak okazuje si¢, ze kanaty
TNT nie musza zapewnia¢ swobodnego potaczenia cytoplazm komorek, a inny rodzaj

kontaktu. Przyktadem sg komorki linii Jurkat wywodzacej sie¢ z limfocytow T, ktora
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transmituje wirusa HIV uzywajagc TNTs bez fuzji blon, zaleznie od receptora CD4,
prawdopodobnie na skutek trogocytozy koncowej czesci TNT zakazonej komorki przez
komorke niezakazong [83]. Innym przyktadem jest sytuacja kiedy po ustaniu bezposredniej
interakcji miedzy komorka NK a komodrka docelowa i rozdzieleniu komorek, zostaje
utworzone polaczenie TNT, na ktérego koncu wystepuje synapsa, w ktorej wystepuje
zageszezenie receptorow aktywujacych, co pozwala na wyzwolenie cytotoksyczno$ci
komorki NK [95]. Co wigcej, wyniki badan wskazujg na udzial potaczen szczelinowych
wystepujacych na  koncu TNT w  przekazywaniu sygnalu  elektrycznego
mie¢dzy komorkami. Wydaje si¢, Zze polaczenia szczelinowe moga by¢ preferowanym

miejscem powstawania TNT w trakcie oddalania si¢ od siebie komorek [96].

Tworzenie TNTs jest promowane przez czynniki prozapalne, takie jak obecnosé¢
lipopolisacharydu (LPS) [80], TNF-a, INFy, PMA [97]. Tworzenie TNTSs jest stymulowane
w komorkach zakazonych wirusem HIV [98]. Do innych czynnikéw indukujacych TNTs
nalezy aktywacja ligandem dla receptora $mierci Fas (FasL) [85], H2O2 oraz warunki
glodzenia komorek (braku surowicy). Tworzenie si¢ TNTS w odpowiedzi na H.O> zachodzi
poprzez aktywacje czynnika transkrypcyjnego p53 oraz szlaku PI3K/Akt/ mTor [99]. TNTs
tworzg si¢ takze w odpowiedzi na warunki stresowe charakterystyczne dla nowotwordw,
takie jak hipoksja [100], kwasne $rodowisko [101], a takze moga by¢ indukowane
po ekspozycji na chemioterapeutyki [102].

TNTs stuzg komérkom do transferu réznych czgsteczek, organelli czy sygnatow,
ktore sg istotne w homeostazie, ale majg tez udzial w patogenezie wielu chorob [103].
Przykladem jest transfer mitochondriow migdzy komoérkami nowotworowymi,
ktory wzmagat inwazyjnos¢ komorek [104], czy transfer czasteczek miRNA z komorek
nowotworowych do endotelialnych powodujacy zmiang¢ fenotypu komoérek endotelialnych
na sprzyjajacy przerzutom [105]. Ponadto, przez TNTs transportowane sa mitochondria
lub biatka o charakterze cytoprotekcyjnym, ktoére mogg powodowacé oporno$¢ na leki
stosowane w terapii przeciwnowotworowej [106][107][108]. TNTs sa strukturami,
zapomocg  ktorych  rozprzestrzeniaja  si¢  czynniki  chorobowe  schorzen
neurodegeneracyjnych, takie jak priony [82], Huntingtyna [109], a-synukleina, [110],
amyloid [99] i biatko Tau [111]. Co wigcej, TNTSs stanowig droge ekspansji wirusow [98]
I bakterii [87].
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Z drugiej strony, TNTSs nie tylko biorg udzial w progresji i rozprzestrzenianiu si¢
chorob, ale mogg utatwia¢ przekazywanie substancji terapeutycznych [102]. Guo et al.
opisali nowa terapi¢ przeciwnowotworowa, w ktorej doksorubicyna przekazywana jest
z makrofagow do komorek nowotworowych za pomocg TNTs [112]. Dodatkowo, TNTs
stuza jako droga rozprzestrzeniania si¢ wirusOw onkolitycznych i1 czynnej formy leku

aktywowanej przez wirusowe kinazy [113].

Doktadniejsze zrozumienie mechanizmu powstawania TNT moze by¢ korzystne
dla opracowania terapii chorob, w ktorych TNT odgrywajg zasadnicza role, w tym chordb
nowotworowych, wirusowych i neurodegeneracyjnych. Przyktadem moze by¢ tolytoksyna
z Scytonema sp., ktora znaczaco zmniejszyta liczbe TNTs (bez globalnego uszkodzenia
aktyny) i zahamowata transfer mitochondriow i a-synukleiny, ktére przyczyniaja sie

odpowiednio do progresji nowotwor6éw i choroby Parkinsona [114]

1.4.3 Pecherzyki zewnatrzkomérkowe

Pecherzyki zewnatrzkomorkowe (ang. extracellular vesicles, EVs) sg btonowymi
strukturami pochodzenia komoérkowego o wielkosci od 30 nm do 2000 nm [115]. Pierwsze
doniesienie na temat EVs dotyczyto wydzielanych przez aktywowane ptytki krwi struktur
o whasciwosciach prokoagulacyjnych, nazwanych ptytkowym pytem (ang. platelet dust)
[116]. Od tamtego czasu sukcesywnie odkrywano, ze EVs sg wydzielane przez niemal
wszystkie komorki, zwlaszcza ustalone linie komorkowe réznego pochodzenia, w tym
komorki uktadu odpornosciowego, uktadu nerwowego, komoérki endotelialne, komorki
nowotworowe, a takze komorki macierzyste. Dodatkowo, EVs zostaly wyizolowane
Z plynow ciata, takich jak osocze, mocz, nasienie, poptuczyny oskrzelowo-pecherzykowe,
mleko, plyn owodniowy, z61¢ oraz wysiek nowotworowy, co $wiadczy o tym,

ze wydzielanie EVs jest zjawiskiem naturalnie wystepujacym w organizmie [117][118].

Pecherzyki zewnatrzkomorkowe (EVs) sg niejednorodng grupg struktur, do ktorej
nalezg egzosomy (ang. exosomes), mikropecherzki (ang. microvesicles, MVs) oraz ciatka
apoptotyczne. Ich klasyfikacja opiera si¢ na mechanizmie powstawania oraz wielkosci,
ale r6znig si¢ takze pod wzgledem innych cech, co zostato podsumowane w Tabeli 1. Warto
zaznaczy¢, ze Wraz z nowymi doniesieniami naukowymi ich nomenklatura ulega
dynamicznym zmianom. Pomimo znaczacego postepu w tej dziedzinie, terminy
»egzosomy” 1 ,mikropecherzki” sa stosowane zamiennie, dlatego czgsto uzywa si¢

wspolnego okreslenia ,,pgcherzyki zewnatrzkomorkowe™ dla tych dwoch struktur [115].
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MVs powstaja poprzez uwypuklenie btony 1 oderwanie od komorki
(,,paczkowanie”) (Ryc. 7), przez co btona MV ma zblizony sktad do btony plazmatycznej
komorki, z ktorej pochodzi, co pozwala na identyfikacj¢ pochodzenia MVs za pomoca
swoistych markerow blonowych [115]. MVs majg w swoim sktadzie biatka o r6oznych
funkcjach, takie jak metaloproteinazy macierzy pozakomoérkowej (ang. matrix
metalloproteinases, MMPs), glikoproteiny (GPIb, GPlIb-Illa oraz selektyna P) integryny
(Mac-1), receptory (EGFR) oraz komponenty cytoszkieletu, takie jak -aktyna i a-aktynina
4 [119]. Uwalnianie MVs jest zalezne od jondw wapnia, ktore wpltywaja na enzymy
odpowiedzialne za organizacj¢ lipidow w zewngtrznej i wewngetrznej warstwie btony
komorkowej. Wapn aktywuje flipazy oraz hamuje flopazy i skramblazy, co powoduje
zmian¢ uktadu lipidow w blonie oraz zerwanie wigzan miedzy cytoszkieletem
a fosfolipidami. Dodatkowo, wapn aktywuje kalpaniny oraz gelsoniny, ktore tng biatka
wigzace aktyne. Wszystkie te zmiany umozliwiaja uwypuklenie i rozerwanie btony

komorkowej, co jest potrzebne do uwolnienia MVs [120].

Biogeneza egzosomow jest procesem ztozonym i rozpoczyna si¢ od powstawania
uwypuklen w blonie pdznych endosoméw do ich wnetrza (Ryc. 7). Skutkuje
to utworzeniem ciatek wielopecherzykowych (ang. multivesicular body, MVB).
W tworzeniu i transporcie MVB bierze udziat kompleks biatek ESCRT (ang. endosomal
sorting complex required for transport) oraz biatka z rodziny Rab: Rab11, Rab27a, Rab27b
oraz Rab35. Egzosomy sa uwalniane poza komorke poprzez egzocytoze, fuzje MVB
Z blona komorkowa, co zachodzi przy udziale transbtonowego kompleksu biatkowego
SNARE (ang. soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor attachment protein receptor).
Taki mechanizm powoduje, ze btona komoérkowa egzosomow jest réozna od blony
komorkowej komorki rodzicielskiej [121][122]. Niezaleznie od pochodzenia, wsrod biatek
egzosomow mozemy wyr6zni¢ biatka zaangazowane w tworzenie MVB (Alix, TSG101),
transport 1 fuzje bton (aneksyny, flotiliny, GTPazy), adhezje (integryny), prezentacje
antygenow (ang, major histocompatibility complex, MHC), tetraspaniny (CD9, CD63,
CD81, CD82), biatka szoku cieplnego (ang. heat shock proteins, np. HSP70, HSP90)

oraz biatka zwigzane z lipidami [119].

We wnetrzu EVs transportowane sg czasteczki DNA, RNA, biatka, lipidy
I metabolity komorkowe [119]. EVs chronig swoja zawartos¢ przed degradacja

enzymatyczng w czasie drogi w przestrzeni pozakomorkowej [126]. Zbior informacji
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na temat sktadu EVs jest sukcesywnie powigkszany i aktualizowany w bazach danych,

takich jak EVpedia, ExoCarta oraz Vesiclepedia.

Tabela 1. Charakterystyka pecherzykéw zewnatrzkomorkowych. Na podstawie [115], zmodyfikowano.

Rodzaj Charakterystyka
pgcherzykow Powstawanie | Wielkos¢  Markery btonowe Zawarto$§¢
Fuzia ciatek MRNA, miRNA, [137]
Eqz0s0m wiok | 30.160 Tetraspaniny: ncRNA, biatka | [124]
g y AN - CD81, CD82, CD3, | cytoplazmatyczne i
e 2 CD63, CD9 blonowe, MHC
komorkowa
klasy Il
. MRNA, miRNA, [120]
Mikropecherzyki Uwypuklenie 50-1000 Markery blony ncRNA, biatka
blony plazmatycznej .
(MVs) . . nm L. 2o = | cytoplazmatyczne i
komorkowej komorki wyjsciowej
btonowe
. Uwypuklenie ) Organelle [125]
Ciatka btony komorki 500-2000 fosfatydyloseryna komorkowe, frakcje
apoptotyczne . nm .
apoptotycznej jadrowe

Biatka moga by¢ w sposob selektywny pakowane do EVs, czego przykladem
jestroznica w skladzie migdzy cytokinami zwigzanymi z EVs, a cytokinami
rozpuszczalnymi wydzielanymi przez te same komorki [127]. Szereg badan wskazuje,
ze komoérki modulujg sktad EVs w odpowiedzi na czynniki zewnetrzne, takie jak hipoksja,
szok cieplny, stres oksydacyjny oraz czynniki wewngtrzne, takie jak zakazenie wirusowe.
Jednak mechanizm sortowania nie jest do konca poznany [128]. W sortowaniu RNA
do EVs sugeruje si¢ udzial biatek wigzacych RNA (ang. RNA-binding protein, RBP),
takich jak YBX, KRAS, hnRNPA2B1, SYNCRIP, HuR oraz ELAVL1 [129]. Jednak
selektywnos¢ sktadu EVs nie musi by¢ zasada uniwersalna, co pokazano na przykladzie
prawie niezmienionego sktadu miRNA w EVs uwalnianych z komorek trofoblastu

w warunkach normalnych i hipoksji [130].

EVs moga oddziatywaé na komoérke docelowa w sposob plejotropowy (Ryc. 7).
Po pierwsze, EVs moga by¢ pobierane droga endocytozy. Ponadto, w wyniku fuzji z blong
komorki docelowej, EVs moga transferowac receptory lub czasteczki adhezyjne, a takze
uwalnia¢ swojg zawartos¢ do cytoplazmy komorki docelowej. Dodatkowo, biatka 1 lipidy
na powierzchni EVs moga aktywowac receptory na komorce docelowej [131]. Pobieranie
EVs jest procesem wymagajacym energii oraz nieuszkodzonego cytoszkieletu.
Co ciekawe, zwykle jedna komoérka uzywa wigcej niz jednego mechanizmu pobierania

EVs. Pobieranie EVs prze komorke docelowg utatwiajg interakcje miedzy biatkami, takimi
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jak tetraspaniny, integryny, proteoglikany, lektyny. Interakcje biatkowe, np. interakcje typu
ligand-receptor majg wplyw na specyficznos¢ pobierania EVs [126]. Okazuje sie, ze dane
EVs nie s3 w rownym stopniu pobierane przez rézne komorki, co §wiadczy o pewnej
specyficznoséci komorkowej [132]. Mozliwe, ze niektore komorki przyciagaja krazace EVs,
podczas gdy inne ,,0odrzucaja” je, pasywnie lub aktywnie, co wptywa na interakcje EVs

z powierzchnig komorki i ich pdzniejszg internalizacj¢ [129].

pozny
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Rycina 7. Powstawanie pecherzykéw zewnatrzkomorkowych i dzialanie na komoérke docelowa.
Na postawie [115], zmodyfikowano. Opis w tekscie.

Po dotarciu do cytoplazmy komoérki docelowej, zawarto§¢ EVs w postaci
aktywnych czasteczek mRNA oraz miRNA moze regulowac ekspresje bialek i genow
[133]. Dodatkowo, EVs moga stymulowac¢ okreslone szlaki sygnalowe w komorce
docelowej. Zdolnos¢ EVs do regulacji transkryptomu oraz do zmiany synalow
wewnatrzkomorkowych pozwala indukowa¢ zmiang fenotypowa komorki docelowe;j
[126]. Ma to duze znaczenie w progresji nowotworu, poniewaz wychwyt EVs
pochodzacych z komérek nowotworowych przez komorki nienowotworowe moze zmienic¢
ich fenotyp z prawidtowego na nowotworowy [134].

EVs odgrywaja kluczowa rolg w regulacji fizjologicznych procesow, takich jak

homeostaza komorek macierzystych [135], regeneracja tkanek [136] i krzepnigcie krwi
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[137]. W mézgu oprocz klasycznej neurotransmisji synaptycznej, neurony komunikujg sie
poprzez wydzielanie EVs, ktore moga przyczynia¢ si¢ do szeregu funkcji
neurobiologicznych, w tym plastyczno$ci synaptycznej. Przyktadem jest zwigkszone
uwalnianie EVs zawierajacych receptory neuroprzekaznikow przez neurony korowe

W nastepstwie zwiekszonej aktywnosci glutaminergicznej [138][139].

MVs wptywaja na odpowiedz immunologiczng na wielu jej etapach, w tym
na etapie prezentacji antygenow. Komorki dendrytyczne moga prezentowaé antygeny
patogenow lub antygeny nowotworowe, pochodzace z egzosoméw uwolnionych
odpowiednio z komoérek zakazonych lub nowotworowych. Ponadto moga wykorzystywac
pobrane z MVs kompleksy MHC-antygen w procesie prezentacji. Z drugiej strony,
egzosomy uwalniane przez komorki prezentujagce antygen, maja na swojej powierzchni
MHC i moga bezposrednio aktywowa¢ limfocyty T [140][141][142][143]. EVs stuzg
wymianie roznych informacji migedzy komorkami ukladu odporno$ciowego
oraz docelowymi, co wptywa aktywujaco lub hamujaco na odpowiedz immunologiczna.
Makrofagi zakazone M. avium moga wydziela¢ egzosomy zawierajace peptydy,
aktywujace w niezakazonych makrofagach receptory Toll-podobne (TLR) i stymulujace
w nich odpowiedZz zapalng [144]. Natomiast egzosomy pochodzgce z komorek
nowotworowych majg wlasciwo$ci immunosupresyjne, moga hamowac proliferacje
limfocytow T oraz komorek NK, promowac réznicowanie limfocytéw T regulatorowych
oraz mieloidalnych komorek supresorowych, co przyczynia si¢ do progresji nowotworu
[122].

Oprocz  udzialu w  progresji  nowotworow, EVs przyczyniajg si¢
do rozprzestrzeniania wirusoéw, takich jak HIV, np. poprzez transfer receptora CCR5
na uprzednio niewrazliwe na zakazenie HIV komorki CCRS5™[145]. Co wigcej EVs maja
udziat w rozwoju choréb neurodegeneracyjnych poprzez transfer peptydow amyloidowych
1 a-synukleiny, ktére bezposrednio przyczyniaja si¢ odpowiednio do choroby Alzheimera

i choroby Parkinsona, a takze prionow [146][147][148].

Bioragc pod uwage udziat w réznych stanach chorobowych, EVs oraz ich
komponenty stanowig nowy cel terapeutyczny. Ponadto, same EV mogg by¢ wykorzystane
bezposrednio w terapii, np. w regeneracji tkanek, czy jako czynniki immunomodulujace
[115]. Przyktadem moze by¢ wykorzystanie EVs uwalnianych z mezenchymalnych

komorek macierzystych (ang. mesenchymal stem cells, MSCs) do regeneracji mig$nia
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sercowego po zawale [149], czy EVs z komoérek dendrytycznych stymulowanych
antygenami nowotworowymi w immunoterapii nowotworéw [150]. Rosngca w ostatnich
latach liczba badan wskazuje, ze oprocz wykorzystywania EVs jako jednostek
terapeutycznych samych w sobie, EVs moga postluzy¢ jako biologiczne no$niki
do skutecznego dostarczania lekow do komorek docelowych, w tym przez rézne bariery
biologiczne. Zaleta EVs jest brak immunogenno$ci (EVs izolowane od pacjenta)
oraz zmniejszona toksycznos$¢ leku zamknigtego w poréwnaniu do wolnego, natomiast
wsrod wad nalezy wymieni¢ trudnosci w izolacji oraz niski uzysk [151]. EVs probuje si¢
stosowa¢ jako nos$niki lekéw cytotoksycznych, czego przykladem jest enkapsualcja
doksorubicyny do egzosomow (exoDOX) pozwalajaca na uzyskanie lepszego efektu
terapeutycznego przy zmniejszonej kardiotoksycznosci [152] oraz = egzosomy
z palitakselem (exoPTX), ktore wykazywaty zwigekszony tropizm i wigkszg skutecznosé¢ w

leczeniu przerzutow ptucnych opornych wielolekowo [153]

W zwigzku z obecnoscig EVs w plynach ustrojowych oraz faktem, ze sktad MVs
jest pewnym odzwierciedleniem rodzaju i stanu fizjologicznego komorki rodzicielskiej,
MVs probuje sie wykorzysta¢ jako biomarkery w diagnostyce chordb takich jak
nowotwory, choroby neurodegeneracyjne, autoimmunologiczne, uszkodzenia narzadow,

W tym zawal mig$nia sercowego [151][154].
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2. ZALOZENIA | CELE PRACY

Hb jest biatkiem wystepujacym w krwinkach czerwonych, biorgcym udziat w transporcie
gazdéw oddechowych: tlenu i dwutlenku wegla. W zwiagzku z pelnieniem waznej funkcji
w organizmie, Hb jest czasteczka szczegdtowo zbadang. Zgodnie z dotychczasowg wiedza,
pozakomoérkowa Hb jest wychwytywana przez makrofagi, gdzie ulega degradacji. Jednak
w badaniach naszego zespotu zaobserwowalismy, ze w warunkach in vitro Hb moze by¢
przekazywana z makrofagéw do komorek nowotworowych, co stanowi nowe zjawisko,
rozne od kanonicznego. Proces przekazywania Hb jest podstawa nowego, badanego
przez nasz zespol systemu dostarczania lekéw w terapii przeciwnowotworowe;j,

w ktérym wykorzystujemy makrofagi jako nosniki lekow skoniugowanych z Hb.
Celem pracy doktorskiej byto:

e zbadanie pobierania Hb przez makrofagi;

e weryfikacja procesu przekazywania Hb z makrofagéw do komoérek
nowotworowych réznymi metodami;

e sprawdzenie przekazywania Hb miedzy makrofagami;

e scharakteryzowania procesu przekazywania Hb;

e zbadanie mechanizmu przekazywania Hb z makrofagéw do komorek

nowotworowych.
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3. MATERIALY | METODY

3.1 Hodowla komdrkowa

W  doswiadczeniach wykorzystano nastepujgce linie komorkowe  zakupione
w Amerykanskiej Kolekcji Hodowli Komorkowych, ATCC (ang. American Type Culture
Collection) lub Imanis:

e Judzka linia komorek ostrej biataczki monocytarnej THP-1 (ATCC® TIB-202™)
e mysia linia makrofagowa RAW 264.7 (ATCC® TIB-71™)

e ludzka linia nowotworu sutka MDA-MB-231(ATCC® HTB-26™)

e ludzka linia raka jajnika SKOV-3 (ATCC® HTB-77™)

e ludzka linia raka jelita grubego LoVo (ATCC ® CCL-229™)

e ludzka linia raka szyjki macicy HeLa (ATCC® CCL-2™)

e mysia linia gruczolakoraka okreznicy CT26.WT (ATCC® CRL-2638™)

e mysia linia nowotworu sutka 4T1-Fluc-Neo (Imanis, CL020).

Mysia linia nowotworu sutka E0771-LG zostata pozyskana dzieki uprzejmosci Dr.

Takanori Kitamura z Uniwersytetu w Edynburgu.

Wszystkie czynno$ci zwigzane z hodowla komoérkowa wykonywano w warunkach
sterylnych, w komorach z laminarnym przeptywem powietrza i filtrami HEPA. Hodowle
prowadzono w inkubatorach (NuAire) zapewniajacych standardowe warunki: 37°C, 5%
CO2 oraz wilgotnos$¢ 95%. Komoérki THP-1, MDA-MB-231, SKOV-3, CT26.WT, E0771-
LG oraz 4T1-Fluc-Neo hodowano w pozywce RPMI-1640 (Sigma-Aldrich), natomiast
komorki RAW 264.7, LoVo i HeLa hodowano w pozywce DMEM z zawartosciag glukozy
4,5 g/l (Corning). Pozywki hodowlane wzbogacono o 10 % ptodowa surowice bydleca,
FBS (ang. fetal bovine serum, HyClone) oraz mieszaning antybiotykow: 100 1.U./ml
penicyliny i 100 pg/ml streptomycyny (Sigma-Aldrich). Dodatkowo, do pozywki
hodowlanej dla komorek 4T1-Fluc-Neo dodawano 0,1 mg/ml genetycyny (Gibco),
natomiast do pozywki hodowlanej dla komoérek THP-1 dodawano 0,05 mM 2-
mercaptoetanolu (Gibco).

Komorki rosngce w zawiesinie (THP-1) utrzymywano w gestosci 0,2-1 min/1 ml
pozywki i pasazowano co 2-3 dni. Komorki przenoszono do probowek, wirowano (400 rcf,
5 minut, 4°C), a nastgpnie zawieszano w odpowiedniej ilosci §wiezej pozywki hodowlanej.

Komoérki adherentne hodowano do osiaggnigcia konfluencji 80% i pasazowano co 2-3 dni.
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W celu odklejenia komorek od powierzchni naczynia hodowlanego, usuwano pozywke
znad komorek, komorki przeptukiwano roztworem PBS (ang. phosphate-buffered saline),
a nastgpnie dodawano roztwor trypsyny z EDTA (Sigma) i inkubowano przez kilka minut
w temp. 37°C. Trypsyng inaktywowano poprzez dodanie swiezej pozywki. Taka zawiesing
wirowano (400 rcf, 5 minut, 4°C), a nastepnie zawieszano w odpowiedniej iloSci $wiezej
pozywki hodowlanej. Wyjatek stanowila linia RAW264.7, ktorej komorki odklejano
za pomocg skrobaka (Gibco).

Do liczenia komorek oraz oceny zywotnosci wykorzystywano biekit trypanu.
Zawiesing komoérek mieszano z roztworem biekitu trypanu 1:1, a nastgpnie umieszczano
w specjalnej ptytce (NanoEnTek) i wprowadzano do automatycznego licznika komoérek

EVE Automated Cell Counter (NanoEnTek).

Do mrozenia komoérki byly zawieszane w pozywce hodowlanej z dodatkiem 5-10%
DMSO. Zawiesina komodrek byla przenoszona do kriotubek, ktore byly umieszczane
W pojemniku  zapewniajacym powolng zmiang¢ temperatury 1 przechowywane
wtemperaturze -80°C przez 24-48 h, a nastgpnie przenoszone do pojemnikéw z ciektym
azotem w celu dlugoterminowego przechowywania. Komoérki —przeznaczone
do rozmrozenia byly wyjmowane z pojemnikow zawierajgcych ciekly azot i rozmrazane
w temperaturze 37°C. Nastepnie zawiesina komorek byla przenoszona do probowki
z medium hodowlanym, wirowana (400 rcf, 5 minut, 4°C) w celu usuni¢gcia DMSO,

po czym komorki byty zawieszane w §wiezym medium hodowlanym.

Wszystkie linie komorkowe byly regularnie sprawdzane pod katem obecno$ci
zakazenia bakteriami Mycoplasma spp. technikg PCR. Jedynie komorki niezakazone byty

wykorzystywane w do$wiadczeniach.

3.2 Izolacja jednojadrzastych komérek krwi obwodowej

Komoérki jednojadrzaste krwi obwodowej, PBMC (ang. peripheral blood mononuclear
cells) izolowano z kozuchow leukocytarno-ptytkowych pozyskanych z krwi anonimowych,
zdrowych dawcow =z Regionalnego Centrum Krwiodawstwa i Krwiolecznictwa
w Warszawie. Zawiesina komorek byta rozcienczana PBS 1:1, nawarstwiana na ptyn
gradientowy Lymphoprep™ (STEMCELL Technologies), a nastgpnie wirowana
z wylgczonym hamulcem wiréwki (750 rcf, 30 minut, temp. pokojowa). Komorki
jednojadrzaste zebrane pipeta pasterowska ze $rodkowej warstwy, byly plukane

dwukrotnie PBS (400 rcf, 5 minut, 4°C), po czym liczone. Do liczenia zawiesing komorek
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mieszano z ptynem Tiirka w proporcji 1:9, a nast¢pnie umieszczano w hemocytometrze
Biirkera. Ptyn Tiirka zawiera kwas octowy, ktory powoduje lize erytrocytow, oraz fiolet
krystaliczny, ktory barwi jadra leukocytow na niebiesko. Zliczano komorki z 25 matych
kwadratéw, a nastepnie obliczano liczb¢ komoérek w 1 ml, ze wzoru uwzgledniajacego

rozmiar hemocytometru i rozcienczenie komorek ptynem Tiirka:

Liczba komoérek w 25 polach x 100 000 = liczba komorek 1 ml.

3.3 Izolacja monocytéw z jednojadrzastych komérek krwi obwodowej

Monocyty CD14+CD16- izolowano z PBMC przez negatywng selekcje
immunomagnetyczng przy uzyciu zestawu EasySep™ Human Monocyte Isolation Kit
(STEMCELL Technologies) zgodnie z protokotem producenta. W skrocie, komorki byty
zawieszane w buforze PBS zawierajacym 1 mM EDTA i 2 % FBS, po czym dodawano
mieszaning biotynylowanych przeciwcial znakujacych glowne biatka powierzchniowe
charakterystyczne dla komorek innych niz monocyty. Nastepnie dodawano mieszaning
kulek magnetycznych optaszczonych streptawidyna, po czym probowke z zawiesing
komoérkowa umieszczano w magnesie. W wyniku oddzialywania biotyny i streptawidyny,
komorki zwigzane z przeciwcialami podlegaly odsortowaniu na magnesie, natomiast

monocyty pozostawaty niezwigzane w zawiesinie.

3.4 Izolacja mysich komérek szpikowych

Komorki szpikowe izolowano z kosci udowych i piszczelowych 6-8 tygodniowych samic
myszy szczepu BALB/c. Wypreparowane kosci z odcietymi nasadami umieszczano
W specjalnie przygotowanej probowce typu Eppendorf, w ktorej uprzednio umieszczono
koncowki do pipety automatycznej przyciete tak, aby kos¢ zachowata pionowa orientacje
i uniemozliwi¢ jej kontakt z dnem probowki. Probowki z ko§émi wirowano (1000 rcf,
1 minuta, temp. pokojowa), co pozwolito na pozyskanie szpiku na dnie probowki typu
Eppendorf. Komoérki zawieszano w buforze do lizy erytrocytow ACK Lysing Buffer
(Gibco), inkubowano przez 5 minut w temperaturze pokojowej i filtrowano przez sitko
komorkowe o $rednicy poréw 70 um, po czym ptukano PBS i wirowano (400 rcf, 5 minut,

4°C). Uzyskane komorki szpikowe réznicowano do makrofagéw (rozdziat 3.5).

3.5 Réznicowanie komoérek do makrofagéw

W celu réznicowania komorek linii THP-1 do makrofagéw, komorki wysiewano na 10-cm

szalki Petriego w ilo$ci 6 mIn w 10 ml standardowej pozywki dodatkiem 100 ng/ml octanu
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mirystynianu forbolu, PMA (ang. Phorbol 12-myristate 13-acetate) i inkubowano przez
24 h (37 °C, 5% COz). Po tym czasie pozywke hodowlang wymieniano na $wiezg, bez
dodatku PMA i hodowano przez kolejne 24 h (37 °C, 5% COy).

W celu roznicowania ludzkich monocytow izolowanych z krwi, komorki
wysiewano na 10-cm szalki Petriego w ilosci 5 min w 10 ml pozywki Macrophage
Generation Medium DXF (PromoCell) z dodatkiem mieszaniny suplementéw (PromoCell)
oraz 50 ng/ml ludzkiego czynnika stymulujagcego wzrost kolonii makrofagow, M-CSF,
(ang. macrophage colony-stimulating factor, PromoCell). Komorki hodowano przez 7 dni

(37°C, 5% CO2), przy czym w dniu 4. wymieniano pozywke hodowlang na swieza.

W celu réznicowania mysich komorek szpikowych do makrofagéw, komorki
wysiewano na 10-cm szalki Petriego w ilosci 2 min w 5 ml pozywki hodowlanej DMEM/F-
12, GlutaM AX™ Supplement (Gibco) z dodatkiem 10% FBS, antybiotykami (100 1.U./ml
penicyliny, 100 pg/ml streptomycyny) oraz 20% pozywki kondycjonowanej znad mysich
fibroblastow 1.929 i inkubowano przez 7 dni (37 °C, 5% COy), przy czym w dniu 3.

dodawano 5 ml §wiezej pozywki.

Zroznicowane makrofagi odklejano od powierzchni naczynia hodowlanego
przy uzyciu odczynnika CellStripper® (Corning), ptukano PBS i wykorzystywano

do do$wiadczen.

3.6 Koniugacja biatek z barwnikami fluorescencyjnymi

Koniugacje prowadzono z wykorzystaniem estrow N-hydroksy-sukcynimidu
(NHS) barwnika fluorescencyjnego Alexa Fluor™ 488 (Invitrogen) lub Alexa Fluor™ 568
(Invitrogen) oraz barwnikiem Alexa Fluor™ 568 (Invitrogen) zawierajacym grupe
maleimidowa (Tab. 2). Grupa NHS barwnika wykazuje reaktywnos¢ z grupami
aminowymi obecnymi w biatku tworzac trwale wigzanie amidowe (Ryc. 8), natomiast
grupa maleimidowa barwnika wykazuje reaktywnos$¢ z grupami sulthydrylowymi bialka,

w wyniku czego powstaje stabilne wigzanie tioeterowe (Ryc. 9).

Hb (Sigma lub LEE Biosolution) lub surowicza albuming wolowa (ang. bovine
serum albumin, BSA) (Biosera) rozpuszczano w 0,1 M NaHCO3 o pH 8,3. Ester NHS
barwnika Alexa Fluor™ rozpuszczano w DMSO, a nastepnie rozcienczano 0,1 M NaHCO3
o pH 8,3. Roztwor fluorochromu i roztwor biatka mieszano w stosunku objetosciowym 1:1,

przy zachowaniu stosunku molowego fluorochromu do biatka 2,5: 1. Mieszaning
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inkubowano przez 45 minut w temperaturze pokojowej z cigglym mieszaniem, a nastgpnie
phlukano 1 zat¢zono przy uzyciu specjalnych probowek filtracyjnych Amicon® Ultra-15
(Merck Millipore) z porami 10 kDa wobec 0,1 M NaHCOs pH 8,3. Probowki filtracyjne
pozwolily na jednoczesne oczyszczanie koniugatu od wolnego fluorochromu

oraz zatezanie koniugatu.

Tabela 2. Koniugacja bialek z barwnikami fluorescencyjnymi.

grupa grupa stosunek molowy

fluorochrom funkcyjna funkcyjna bufor reakcyjny fluorochrom : biatko V:s;lliz'kil
fluorochromu biatka w reakcji )
45 minut
T™ ’
Alexa Fluor ester NHS grupy 0,1 M NaHCOs3 25:1 temp.
488 aminowe pH 8,3 .
pokojowa
45 minut
T™ !
Alexa Fluor ester NHS grupy 0,1 M NaHCO3 25:1 temp.
568 aminowe pH 8,3 .
pokojowa
25 mM HEPES,
grupy 10 mM
Alexa Fluor™ - (NH4)S0Oq4, 10 . 3 godziny,
568 maleimid sulgrxgryl mM metionina, 5:1 4°C
0,1 mM EDTA,
pH 7

0 o 0
N NH, H7-9 N
oH 7-
°© o + ' NH " o7

Stabilny koniugat

(wigzanie amidowe) NHS

Alexa Fluor-NHS Grupa aminowa biatka

Rycina 8. Schemat reakcji fluorochromu zawierajacego ester NHS z bialkiem.

Stabilny koniugat

Alexa Fluor-maleimid  Grupa sulfhydylowa biatka
(wigzanie tioeterowe)

Rycina 9. Schemat reakcji fluorochromu zawierajacego maleimid z bialkiem.

Alternatywnie, Hb rozpuszczono w buforze (25 mM HEPES, 10 mM (NH4)SOg,
10 MM metionina, 0,1 mM EDTA, pH 7). Maleimid Alexa Fluor™ rozpuszczono
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w DMSO, dodano do roztworu Hb przy zachowaniu 5-krotnego nadmiaru molowego
fluorochromu wobec biatka. Mieszaning inkubowano przez 3 godziny w 4°C, a nastgpnie
plukano i zat¢zono przy uzyciu specjalnych probowek filtracyjnych Amicon® Ultra-15
(Merck Millipore) z porami 10 kDa wobec 0,1 M NaHCO3 pH 8,3.

Stezenie Hb obliczano na podstawie Prawa Lamberta-Beera i molowego
wspdtczynnika absorpcji hemu (167000 M?*-cm™) przy 405 nm. Stezenie molowe

obliczano ze wzoru:
c=A:(e-)),

gdzie:
C - stezenie [M]
A - absorbancja roztworu Hb przy 405 nm
£-167000 [M *.cm 7]
| - grubo$¢ warstwy absorbujacej [cm].
Stezenie BSA mierzono na spektrofotometrze NanoDrop 2000 (Thermo Fisher

Scientific) przy uzyciu modutu dla biatek.

Wydajnos¢ koniugacji sprawdzano przy uzyciu spektroskopii masowej
w Srodowiskowym Laboratorium Spektrometrii Mas dziatajagcym w Instytucie Biochemii

i Biofizyki Polskiej Akademii Nauk.
3.7 Modyfikacja komdrek za pomocg siRNA

Do zmniejszenia iloéci biatka M-Sec (TNFAIP2) w komodrkach wykorzystano
czasteczki siRNA, czyli matych interferencyjnych RNA (ang. small interfering RNA). Sa to
sekwencje komplementarne do danego mRNA, ktore po przyltaczeniu powodujg degradacje
mRNA. W doswiadczeniach wykorzystano czasteczki siRNA zakupione w ThermoFisher

Scientific:

e Silencer® Select TNFAIP2 (assay ID s14256)

e kontrola negatywna-Silencer® Select Negative Control #1

Komorki wykorzystywano do inkubacji z Hb i kohodowli, przy czym czes¢
komorek zachowywano do sprawdzenia wydajnos$ci zmniejszenia ilo$ci biatka metoda

Western blot.
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3.7.1 Elektroporacja komdrek THP-1

Komoérki THP-1 przenoszono do probowek i1 wirowano (400 rcf, 5 minut, 4°C). 2 mln
komorek zawieszano w 0,4 ml pozywki Opti-MEM (Gibco) bez dodatku surowicy,
nastepnie dodawano siRNA w takiej ilo$ci, aby stezenie koncowe wynosito 250 nM. Catosé
mieszaniny przenoszono do specjalnych 4-mm kuwet (Bio-Rad) i umieszczano
w elektroporatorze Gene Pulse Xcell (Bio-Rad), po czym generowano impuls elektryczny
przy parametrach aparatu: Square wave; 260 V; 10 ms x 3. Niezwlocznie po zakonczeniu
procedury, komoérki przenoszono do 2 ml ogrzanej uprzednio pozywki RPMI-1640
wzbogaconej 0 10% FBS, antybiotyki (100 1.U./ml penicylina, 100 pg/ml streptomycyna)
oraz 100 ng/ml PMA i hodowano w standardowych warunkach (37 °C, 5% CO,).
Po 24 godzinach pozywke zbierano, komorki ptukano PBS i dodawano $wiezg pozywke
bez PMA i hodowano przez kolejne 24 godziny. Po tym czasie komoérki wykorzystywano
w eksperymentach.

3.7.2 Transfekcja komdrek MDA-MB 231 za pomocg Lipofektaminy

Komorki nowotworowe MDA-MB 231 wysiewano w liczbie 240 tys. na dotek ptytki 6-
dotkowej, W pozywce hodowlanej RPMI-1640 wzbogaconej o 10% FBS oraz antybiotyki
i hodowano w standardowych warunkach (37 °C, 5% COz). Po 24 godzinach
przygotowywano siRNA: najpierw rozcienczano siRNA w 200 ul pozywki Opti-MEM.
Niezaleznie, do 200 pl pozywki Opti-MEM dodawano 4 pul Lipofektaminy
(Lipofectamine® RNAiMAX Reagent, ThermoFisher Scientific). Nastepnie mieszaniny
inkubowano przez 5 min. w temp. pokojowej, po czym taczono je i inkubowano
przez 20 min. w temp. pokojowej. Pozywke znad komorek nowotworowych usuwano,
komorki plukano PBS, dodawano 1,6 ml pozywki DMEM bez dodatku surowicy
I przygotowang mieszaning siRNA oraz Lipofektaminy. Koncowe st¢zenie siRNA
skierowanego przeciw M-Sec wynosito 20 nM, natomiast sSiRNA kontrolnego 50 nM.
Komoérki hodowano przez 24 godziny, po czym usuwano pozywke, plukano PBS
I dodawano $wiezg pozywke RPMI. Komorki hodowano przez nastgpne 24 godziny

i wykorzystywano w eksperymentach.

3.8 Inkubacja komoérek z biatkami

Komorki odklejano od powierzchni naczynia hodowlanego, ptukano PBS (400 rcf, 5 minut,
4°C) i liczono. Nastepnie zawieszano w roztworze biatka-Alexa Fluor™ o stezeniu

1 mg/ml (lub innym st¢zeniu, jesli wymagalo tego doswiadczenie) w stalej proporcji
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10 mln komorek na 1 ml roztworu biatka. Roztwor biatka byl przygotowany w pozywce
hodowlanej, bez dodatku FBS. Zawiesing inkubowano przez 1h (37 °C, 5% CO.), po czym
ptukano trzykrotnie PBS (400 rcf, 5 minut, 4°C). Nastgpnie komorki liczono

I wykorzystywano do doswiadczen.

3.9 Monohodowle i kohodowle komérkowe
3.9.1 Przygotowanie makrofagéw

Do badania przekazywania Hb lub BSA, makrofagi inkubowano z roztworem biatka-Alexa
Fluor™ zgodnie z opisem w rozdziale 3.8. Do badania transferu pecherzykow
wewnatrzkomorkowych, makrofagi bedace na szalce barwiono fluorescencyjnym,
lipofilnym barwnikiem DiD (Invitrogen). Usuwano pozywke znad komorek, ptukano PBS,
po czym dodawano roztwor DiD w stezeniu 5 pg/ml i inkubowano przez 30 min (37 °C,
5% CO>). Po tym czasie usuwano roztwor barwnika, ptukano PBS, a nast¢pnie dodawano
$wiezg pozywke hodowlang i inkubowano (37 °C, 5% CO.) przez kolejne 16 godzin. Przed

wysiewaniem kohodowli komorki odklejano i liczono.

3.9.2 Przygotowanie komoérek nowotworowych

W celu odréznienia od makrofagéow, przed wysianiem do eksperymentu, komorki
nowotworowe barwiono fluorescencyjnie przy uzyciu CellTrace™ Violet Cell
Proliferation Kit (Invitrogen) lub CellTrace™ Far Red Cell Proliferation Kit (Invitrogen)
zgodnie z protokotem producenta, w stezeniu koncowym barwnika, odpowiednio, 2,5 uM
lub 1 uM. Alternatywnie, komorki nowotworowe barwiono przy uzyciu CellTracker™
Orange CMTMR (Invitrogen) zgodnie z protokotem producenta, w st¢zeniu koncowym
barwnika 5 pM. Po krotce, komoérki odklejano trypsyna z dodatkiem EDTA, ptukano PBS
(400 rcf, 5 minut, 4°C) 1 liczono. Nastgpnie komorki zawieszano w roztworze barwnika
inkubowano przez 20 min (37 °C, 5% CO3). Po tym czasie do mieszaniny dodawano $§wieze
medium hodowlane zawierajace FBS, ktory wigzat wolny barwnik, po czym inkubowano
przez kolejne 5 minut (37 °C, 5% CO3). Nastepnie komoérki wirowano (400 rcf, 5 minut,

4°C) i liczono.
3.9.3 Opracowanie warunkéw kohodowli

Makrofagi i komodrki nowotworowe wysiewano w stosunku 2:1 w pozywce hodowlanej
RPMI-1640 wzbogaconej o0 5% FBS oraz antybiotyki (100 1.U./ml penicylina, 100 pg/ml

streptomycyna) i hodowano w standardowych warunkach (37 °C, 5% CO2) w naczyniu
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hodowlanym (Ryc. 10A). W wypadku kohodowli z makrofagami pochodzenia szpikowego
(BMDM), do pozywki dodawano 5 mg/ml M-CSF.

Dodatkowo, podczas kohodowli wykorzystywano nast¢pujace zwigzki dodawane

do pozywki hodowlanej, ktére zostaty wymienione w Tabeli 3.

Tabela 3. Zwiazki wykorzystywane podczas kohodowli.

Nazwa zwiazku Producent Stezenie koncowe

mone_nzyna BD Inhibitor Wewnqtrzkf)mérkowego 1-1000
(Golgi Stop) transportu biatek
brefelc_iyna A BD Inhibitor wewnqtrzk?mérkowego 1:1000
(Golgi Plug) transportu biatek
cytochalazyna D Life Technologies inhibitor polimeryzacji aktyny 2 uM
latrunkulina B Sigma inhibitor polimeryzacji aktyny 1 uM
nokodazol Sigma inhibitor polimeryzacji mikrotubul 2 uM
CK666 Sigma inhibitor Arp2/3 40 uM
ML141 Sigma inhibitor GTPazy Cdc42 10 uM
H1152 Merck inhibitor Rho-zaleznej kinazy ROCK 20 uM
Y27632 Sigma inhibitor Rho-zaleznej kinazy ROCK 10 um
rhosin Merck inhibitor Rho 30 uM

Do dos$wiadczen majacych na celu zbadanie komorek w kohodowli
bez bezposredniego kontaktu, zastosowano ptytki Transwell®. Na dno ptytek wysiewano
komorki nowotworowe, natomiast makrofagi wysiewano na membrang insertu (Ryc. 10B).
Membrana posiada pory o Srednicy 1 um, co pozwala na wymian¢ pozywki miedzy dolng

a gorng czescia plytki.

@ makrofagi

@® komodrki nowotworowe

membrana z porami o srednicy 1 um

Rycina 10. Schemat wysiewania komorek do kohodowli. A. Kohodowla z zachowaniem bezposredniego
kontaktu miedzy makrofagami a komodrkami nowotworowymi. B. Kohodowla na ptytkach Transwell®,
bez bezposredniego kontaktu miedzy makrofagami a komorkami nowotworowymi.

Do analizy z wykorzystaniem spektroskopii korelacji fluorescencji, makrofagi
réznicowane z linii THP-1 przygotowywano zgodnie z opisem w rozdziale 3.8 z jedna

zmiang: makrofagi inkubowano w mieszaninie 10 pg/ml Hb-Alexa Flor 568 i 990 pg/ml

44



nieznakowanej Hb (w sumie, st¢zenie Hb wynosito 1 mg/ml). Komérki MDA-MB-231
odklejano trypsyng z dodatkiem EDTA, ptukano PBS (400 rcf, 5 minut, 4°C) 1 liczono.
Nastepnie 5 x 10* makrofagéw THP-1i 2,5 x 10* komorek MDA-MB-231 wysiewano na 8-
studzienkowe szklane plytki (ibidi) w 300 pl pozywki RPMI-1640 wzbogaconej 0 5% FBS
oraz antybiotyki (100 LU./ml penicylina, 100 pg/ml streptomycyna) i hodowano
w standardowych warunkach (37 °C, 5% COy).

3.9.4. Medium kondycjonowane

W dniu ,,0” makrofagi inkubowane z Hb (zgodnie z podrozdzialem 3.8)
oraz komorki nowotworowe wysiewano jako monohodowle w pozywce hodowlanej
RPMI-1640 wzbogaconej o 5% FBS oraz antybiotyki (100 I.U./ml penicylina, 100 ug/ml
streptomycyna) na dotki plytki 24-dotkowej. Dodatkowo, wysiewano kohodowle
makrofagéw inkubowanych uprzednio z Hb z komoérkami nowotworowymi (zgodnie
Z podrozdziatem 3.9.3). Komorki hodowano w standardowych warunkach (37 °C, 5% CO>)
przez 24 godziny. Po tym czasie, w dniu ,,1”, medium znad komoérek nowotworowych
usuwano, a medium znad makrofagéw oraz kohodowli zbierano i wirowano (1000 rcf, 10
min.), nastepnie dodawano do komoérek nowotworowych. Komorki z kohodowli
analizowano przy uzyciu cytometrii przeptywowej. Po kolejnych 24 godzinach hodowli
(dzien ,,3”) komorki nowotworowe zbierano i1 analizowano przy uzyciu cytometrii

przeplywowe;.
3.10 Izolacja pecherzykéw zewngtrzkomérkowych (EVs)

W  celu wyizolowania pecherzykow zewnatrzkomoérkowych wydzielanych
przez makrofagi THP-1, komorki te inkubowano z Hb lub Hb sprzezona z AF488 (zgodnie
z podrozdziatem 3.8), a nastgpnie wysiewano w liczbie 20-30 mIn w pozywce bez dodatku
surowicy i hodowano w standardowych warunkach (37 °C, 5% CO2) przez 24 godziny.
Po tym czasie zbierano pozywke znad komorek i wirowano (400 rcf, 10 minut, temp.
pokojowa). Kolejnym etapem bylo zageszczenie pozywki poprzez wirowanie (4000 rcf,
37°C) w specjalnych probowkach wirowkowych z membranag, ktora zatrzymuje czasteczki
wicksze niz 100 kDa (Amicon® Ultra-15 Centrifugal Filter Unit, Merck Millipore)
do uzyskania objetosci 1 ml. Z tak przygotowanych probek izolowano pecherzyki
zewnatrzkomorkowe. Izolacja byta wykonywana przez mgr Magdaleng Dhugotecka
i dr Matgorzate Czystowska-Kuzmicz z Zaktadu Biochemii Wydziatu Farmaceutycznego
WUM. W skrocie, probki wirowano (2000 rcf, 10 minut, temp. pokojowa) w celu pozbycia
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si¢ pozostatosci komorek, po czym supernatant jeszcze raz wirowano (10000 rcf, 30minut,
4°C), aby pozby¢ sie wickszych mikropgcherzykéw 1 ciatek apoptotycznych.
Tak przygotowane probki poddawano frakcjonowaniu zaleznemu od rozmiaru
na kolumnach (ang. Size Exclusion Chromatography - SEC). Jako eluent uzyto PBS,
zbierano frakcje o objetosci 1 ml. Pierwsze trzy frakcje odrzucano, natomiast frakcje 4-6
poddawano analizie NTA (ang. Nanoparticle Tracking Analysis) aparacie ZetaView
PMX220 (Particle Metrix). Analiza NTA pozwala na pomiar wielosci 1 stezenia
pecherzykow, w tym znakowanych fluorescencyjnie.

3.10.1 Pobieranie pecherzykéw zewnatrzkomérkowych przez komérki nowotworowe

Komorki nowotworowe linii SKOV-3 i MDA-MB-231 wysiewano w liczbie 300 tys.
na dotek ptytki 24-dotkowej i hodowano w standardowych warunkach (37 °C, 5% COy)
przez 24 godziny. Nastgpnie pozywke wymieniano na $wieza, zmieszang z frakcja EVs
w stosunku objetosciowym 1:1, po czym i hodowano prze kolejne 24 godziny.

Po tym czasie, komorki przygotowywano do analizy metodg cytometrii przeptywowe;.

3.11 Cytometria przeptywowa

Po uptynigciu odpowiedniego czasu kohodowli (2-48 h.), komoérki odklejano trypsyna
Z dodatkiem EDTA, plukano PBS (400 rcf, 5 minut, 4°C), po czym zawieszano
w roztworze barwnika Zombie NIR™ Fixable Viability Kit (BioLegend, 1:400)
pozwalajacego oceni¢ zywotno$¢ i inkubowano przez 20 minut w temperaturze pokojowej.
Nastepnie ptukano PBS (400 rcf, 5 minut, 4°C) i zawieszano w buforze BD FACSFlow™.
Alternatywnie, komérki po odklejeniu i ptukaniu PBS zawieszano w BD FACSFlow™
zawierajacym inny barwnik pozwalajacy oceni¢ zywotnos¢ DRAQ7 (BioLegend, 1:400)
lub buforze BD FACSFlow™ bez dodatkéw. Tak przygotowane komorki analizowano
przy pomocy cytometru przeptywowego FACSAria (BD) lub FACSCanto Il (BD). Dane
Z cytometru analizowano za pomoca oprogramowania FlowJo. Na Rycinie 11
przedstawiono schemat bramkowania komoérek w doswiadczeniach oceniajgcych

przekazywanie Hb.
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Rycina 11. Strategia bramkowania komorek po kohodowli. Pierwszy krok stanowito zabramkowanie
komoérek na podstawie parametrow rozproszenia czotowego, FSC (ag. forward scatter) i rozproszenia
bocznego SSC (ang. side scatter), oceniajgcych odpowiednio rozmiar i ziarnisto$¢ komorek. Nastepnie
oddzielono makrofagi od komérek nowotworowych na podstawie fluorescencji barwnika CellTrace Violet ™,
ktorym barwiono komorki nowotworowe. W kolejnym etapie w obu populacjach wyodrebniono komorki
pojedyncze (FSC-A/FSC-H), nastepnie zywe na podstawie fluorescencji barwnika Zombie NIR lub DRAQ7
(barwniki te wnikaja do komoérek martwych). W tak wyodrebnionej populacji oceniono fluorescencj¢ Hb.

PBMC po inkubacji z Hb-Alexa Fluor™ zgodnie z rozdziatem 3.8, zawieszano
W roztworze barwnika pozwalajacego oceni¢ zywotno$¢ Zombie NIR™ Fixable Viability
Kit (1:400), inkubowano przez 20 minut w temperaturze pokojowej, po czym ptukano PBS
(400 rcf, 5 minut, 4°C). Nastepnie komorki wybarwiono stosujac nastepujace przeciwciata
sprzegniete z fluorochromami: anty-CD56-PE, anty-CD19-PE-Cy7, anty-CD14-APC
i anty-CD3-BD Horizon™ BV421. Komorki inkubowano z przeciwciatami przez 20 min.
w temperaturze pokojowej. Po inkubacji komorki przeptukiwano PBS, zawieszano

w buforze BD FACSFlow™ i analizowano.
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3.11 Mikroskopia konfokalna

Do obrazowania z uzyciem mikroskopu konfokalnego komorki wysiewano na 12-mm
szkietka nakrywkowe (Paul Marienfeld) umieszczone w 24-studzienkowej plytce
do hodowli komoérkowej lub na szkietka mikroskopowe systemu Lab-Tek™ II (Thermo
Scientific). W razie potrzeby, po odpowiednim czasie, komorki utrwalono za pomoca 3,5%
paraformaldehydu i barwiono. W kolejnym kroku szkietka inkubowano w roztworze
do permeabilizacji o zawierajacym 0,1% saponiny (Sigma), 0,2% zelatyny (Sigma)
i 5 mg/ml BSA (SeraCare) w PBS. Nastepnie szkietka inkubowano w 40 nM roztworze
falloidyny sprzezonej z fluorochromem Atto 390, (Sigma), ktéra barwi aktyne,
przez 30 min w temperaturze pokojowej, po czym szkietka ptukano PBS. Szkietka
nakrywkowe przyklejano na szkietka podstawowe (Paul Marienfeld) przy uzyciu
odczynnika ProLong™ Gold Antifade Mountant (Life Technologies). Komorki

obrazowano za pomoca mikroskopu konfokalnego Leica lub Nikon Al.

3.12 Spektroskopia korelacji fluorescencji

Analiza przy uzyciu spektroskopii korelacji fluorescencji (FCS, ang. fluorescence
correlation spectroscopy) przeprowadzono we wspotpracy z mgr inz. Anetg Karpinska
oraz dr inz. Karing Kwapiszewska z Zespotu Badawczego Fizykochemii Migkkiej Materii
Instytutu Chemii Fizycznej Polskiej Akademii Nauk. FCS to metoda stuzagca do badania
czasteczek fluorescencyjnych w zywych komorkach, polegajaca na pomiarze
wspotczynnika dyfuzji. W do$wiadczeniach uzyto modelu lepkosci cytoplazmy
opracowanego w Instytucie Chemii Fizycznej [155][156]. Na podstawie tego modelu,
dla czasteczki o znanym promieniu hydrodynamicznym, mozna przewidzie¢ wspotczynnik
dyfuzji w cytoplazmie komorki. Wspotczynnik dyfuzji Hb-Alexa Fluor 568 mierzono w
roztworach: RPMI-1640 i 0,1 M NaHCOs. Lepkos¢ RPMI bez surowicy i 0,1 M NaHCO3
oszacowano na podstawie poréwnania wspotczynnika dyfuzji rodaminy B w badanych
roztworach i wody. Pomiary dla tetrameru Hb zostaty wykonane w RPMI-1640, natomiast
dla dimeru i monomeru w 0,1 M NaHCOs. Otrzymane krzywe autokorelacji dopasowano
w model dyfuzji prostej, jednosktadnikowej. Promien hydrodynamiczny obliczono przy
uzyciu rownania Stokes’a-Sutherland’s-Einstein’a. Do oceny lepkosci komorek MDA-
MB-231 wykorzystano koniugaty dextranéw z TRITC: TRITC-dex 4,4 kDa oraz TRITC-
dex 155 kDa (Sigma-Aldrich). Otrzymane wyniki porownano z krzywa lepkosci zaleznej
od skali otrzymang eksperymentalnie dla komoérek Hela. Na podstawie uzyskanych
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wynikow zatozono, ze model otrzymany dla komoérek HelLa moze mie¢ zastosowanie
dla komorek MDA-MB-231. Wspotczynniki dyfuzji poszczegolnych form Hb-Alexa Fluor
568 obliczono na podstawie opracowanego modelu:

) )

Nefr = NoA exp

gdzie:

neff — efektywna lepkos¢ cytoplazmy;

No— lepkos¢ wody;

A — wspotczynnik, rowny 1.3 + 0.3 w komodrkach HeLa;

& — charakterystyczna skala dtugosci, rowna 3.16 + 0.14 w komorkach HeLa;
RH — charakterystyczna skala dlugos$ci, réwna 12.9 + 2.3 w komorkach HelLa;
a — wyktadnik, rowny 0.62 £ 0.07 w komorkach HeLa

rp,— promien hydrodynamiczny prébnika.

Analize¢ FCS w cytoplazmie komoérek MDA-MB-231 prowadzono
po 4 i 6 godzinach kohodowli z makrofagami THP-1 inkubowanymi uprzednio z Hb-Alexa
Fluor 568, zgodnie z opisem w rozdziale 3.9.3. Komoérki nowotworowe rozr6zniono
od makrofagow na podstawie cech morfologicznych: ksztattu i adherencji komorek.
Pomiarow dyfuzji dokonano w cytoplazmie wrzecionowatych komorek przyklejonych

do podtoza. Krzywe autokorelacji FCS uzyskane dla Hb-Alexa Fluor 568 w cytoplazmie

MDA-MB-231 zostaty dopasowane do dwusktadnikowego modelu normalnej dyfuzji.

Pomiary FCS prowadzono przy uzyciu mikroskopu konfokalnego Nikon Eclipse
TE2000U w potaczeniu z zestawem FCS PicoHarp 300. Pomiary prowadzono w komorze

Okolab w temperaturze 36°C.

3.13 Western blot
3.13.1 Przygotowanie prébek

Komorki rozpuszczano w buforze lizujacym zawierajagcym 1% Triton-X100, 10% glicerol,
150 mM NaCl, 5mM EDTA, 50 mM HEPES o pH = 7,4 z dodatkiem z inhibitoréw proteaz
(cOmplete ULTRA Tablets, Roche). Liz¢g prowadzono przez 30 minut na lodzie,
kilkukrotnie mieszajac. Nastepnie probki byly wirowane (16000 rcf, 10 minut, 4°C),
po czym supernatant byl przenoszony do nowych probowek. Stezenie biatka oceniano przy
uzyciu zestawu Pierce™ BCA (Thermo Scientific), ktéry dziata na zasadzie redukcji Cu?*
do Cul* przez biatka w $rodowisku alkalicznym, a nastepnie detekcji kolorymetrycznej

kationu miedziawego (Cu'*) za pomoca kwasu bicynchoninowego (BCA). Procedure
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wykonano zgodnie z protokotem producenta. W skrocie, do dotka ptytki 96-dotkowe;
dodawano 9 pl wody, 1 ul lizatu biatkowego i 200 ul odczynnika roboczego z zestawu,
nastepnie doktadnie mieszano i inkubowano (30 minut, 37°C). Pomiaru absorbancji
dokonywano przy dtugosci fali 562 nm za pomocg czytnika Asys UVM340 (Biochrom).
Do obliczen wykorzystywano krzywa wzorcowg wykonang przez oznaczanie st¢zenia
biatka w kolejnych rozcienczeniach BSA. Probki zawierajace jednakowa ilo$¢ biatka
(30 ng) zawieszano w buforze Laemmli (60 mM Tris-HCI pH 6,8, 2% SDS, 10% glicerol,
5% P-merkaptoetanol, 0,01% bigkit bromofenolowy) i gotowano przez 10 minut

w temperaturze 95°C.

3.13.2 Elektroforeza biatek w zelu poliakrylamidowym w warunkach denaturujacych (SDS-
PAGE)

Elektroforeze biatek prowadzono w warunkach denaturujacych (SDS-PAGE). Uzywano
4% zelu zageszczajacego 1 12% zelu rozdzielajacego, przygotowanych zgodnie z Tabelg 4.
Probki oraz marker mas molekularnych bialek PageRuler ™ Prestained Protein Ladder
(Thermo Scientific) zatadowano na przygotowany uprzednio zel. Elektroforeze
prowadzono w buforze (25 mM Tris-HCI, 192 mM glicyna, 0,1% SDS, pH ~ 8,3)
przy 90 V, po czym po przejsciu probek do zelu rozdzielajacego zwigkszano napigcie
do 120 V.

Tabela 4. Sklad zeli poliakrylamidowych.

. Zel zageszczajacy Zel rozdzielajacy
Odczynnik 4% 12%
Woda 1,3ml 2,6 ml
40% akrylamid/Bis-akrylamid 0,25 ml 3ml
1 M Tris-HCI pH 8,8 2 0,4% SDS - 2,5 ml
1 M Tris-HCI pH 6,8 2 0,4% SDS 0,65 ml -
10% APS 150 pl 400 pl
TEMED 5l 10 pl

3.13.3 Transfer biatek na membrane i detekcja biatek

Nastepnie biatka przeniesiono z Zelu na membrang nitrocelulozowa w buforze (25 mM
Tris-HCI, 192 mM glicyna, pH ~ 8,3, 20% (v/v) alkohol metylowy) przy 200 mA
przez 120 min. W celu zablokowania niespecyficznego wigzania przeciwcial, membrang
inkubowano w 5% roztworze odttuszczonego mleka w roztworze TBST (10 mM Tris-HCI,
150 mM NaCl, pH~7,4, 0,05% (v/v) Tween-20) przez 1 godzing w temp. pokojowej.

W kolejnym etapie membran¢ inkubowano z przeciwcialem pierwszorzedowym
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skierowanym przeciwko badanemu biatku. Inkubacje prowadzono przez 16 godzin w 4°C.
Nastepnie membran¢ ptukano TBST 1 inkubowano z drugorzedowym przeciwciatem
sprz¢zonym z peroksydazg chrzanowa (HRP, ang. horseradish peroxidase) skierowanym
przeciwko fragmentowi Fc przeciwciata pierwszorzedowego w rozcienczeniu 1:10000
W 5% roztworze odtluszczonego mleka w TBST przez 1 godzing w temp. pokojowe;.
Przeciwciatlo pierwszorzedowe przeciwko podjednostce B Hb (Cell Signaling)
przygotowano w rozcienczeniu 1:1000 w 5% roztworze BSA w TBST, natomiast
przeciwcialo przeciwko M-Sec przygotowano w rozcienczeniu 1:1000 w 5% roztworze
odttuszczonego mleka w TBST. W celu wykrycia aktyny, bton¢ inkubowano
ze sprzgzonym z HRP przeciwciatem skierowanym przeciwko p-aktynie (Sigma-Aldrich)
w rozcienczeniu 1:25000 w 5% roztworze odtluszczonego mleka w TBST przez 45 min.
wtemp. pokojowej.  Reakcja  chemiluminescencyjna  zostala  prowadzona
przy uzyciu substratu SuperSignal™ West Pico PLUS (Thermo Scientific), zgodnie
z protokotem producenta. Sygnat chemiluminescencji odczytywano za pomoca

ChemiDoc™ Touch Imaging System (Bio-Rad).

3.14 Wyznaczanie poziomu ekspresji gendw metodga reakcji taricuchowej
polimerazy w czasie rzeczywistym (qPCR)

3.14.1 Izolacja catkowitego RNA z komérek

RNA izolowano za pomoca zestawu NucleoSpin® (MACHEREY-NAGEL) zgodnie
z protokotem producenta. Stezenie oraz czysto$¢ oceniano przy uzyciu spektrofotometru

NanoDrop 2000 (Thermo Scientific). RNA przechowywano w temperaturze -80°C.
3.14.2 Reakcja odwrotnej transkrypcji

Reakcje odwrotnej transkrypcji wykonywano za pomoca zestawu High Capacity cDNA
Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems), zgodnie z protokotem producenta.
Do reakcji uzyto 1 pg RNA przygotowanego w 10 ul wody wolnej od nukleaz. Do RNA
dodawano mieszaning reakcyjng skladajaca si¢ ze starterow, enzymu odwrotne]
transkryptazy MultiScribe™, trojfosforanéw deoksyrybonukleotydow (dNTP) i buforu.
Reakcja odwrotnej transkrypcji byta prowadzona w termocyklerze MasterCykler
(Eppendorf) i sktadata si¢ z trzech etapow:

1. 10 min. w temp. 25°C.
2. 120 min. w temp. w 37°C
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3. 5 min. w temp. w 85°C.

cDNA otrzymane po reakcji chtodzono do 4°C i przechowywano w temperaturze -20°C.

3.14.3 Reakcja PCR w czasie rzeczywistym

Zbadanie ekspresji genu CD163 oraz genu referencyjnego GAPDH zostalo
przeprowadzone z wykorzystaniem nastepujacych zestawow TagMan™ Gene Expression
Assays (Applied Biosystems) zawierajgce par¢ specyficznych starterow oraz specyficzng

sond¢ fluorescencyjna:

. mysi gen CD163: MmM00474091 _m1

. ludzki gen CD163: CD163 Hs00174705_m1

. mysi gen GAPDH: GAPDH Mm99999915 g1
. mysi gen GAPHD: GAPDH Hs02558991 g1.

Do reakcji uzyto 5 pl 10-krotnie rozcienczonego cDNA, 1 pl zestawu ze starterami i sonda,
4 ul wody wolnej od nukleaz oraz 10 pl mieszaniny reakcyjnej TagMan™ Universal
Master Mix I1, with UNG (Applied Biosystems), zawierajacej polimeraz¢ DNA AmpliTaq
Gold®, trojfosforany deoksyrybonukleotydéw (dNTP), dUPT, fluorescencyjny barwnik
referencyjny, glikozylaz¢ uracylowg DNA (UNG, ang. uracil-DNA glycosylase)
oraz bufor. Reakcja zostala przygotowana w 96-dotkowej ptytce do PCR (Roche),
byta prowadzona w termocyklerze LightCycler® 480 (Roche). Warunki reakcji

przedstawia Tabela 5.

Tabela 5. Warunki reakcji PCR w czasie rzeczywistym.
reakcja PCR

inkubacja aktywacja amplifikacja
UNG polimerazy 40 cykli
denaturacja wydluzanie nici DNA
Temperatura [°C] 50 95 95 60
Czas [mm:ss] 2:00 10:00 0:15 1:00

3.15 Analiza statystyczna oraz opracowanie graficzne

Analize statystyczng wykonywano w programie GraphPad Prism 7. Stosowano test t-
Studenta lub 1-czynnikowym testem ANOVA. Wyniki istotne statystycznie oznaczano
gwiazdkami w zalezno$ci od wartosci p: *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, **** p<0.0001,

a brak istotnoS$ci statystycznej oznaczano ,,ns”.
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Dane liczbowe przedstawiono graficznie za pomocg programu GraphPad Prism 7.
Do obrobki graficznej uzyto programu Inkscape. Do przygotowania rycin wykorzystywano

grafiki Servier Medical Art (smart.servier.com).
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4. WYNIKI

4.1 Zbadanie pobierania Hb przez jednojgdrzaste komérki krwi obwodowej.

W pierwszym ctapie doswiadczen zbadano, ktore jednojadrzaste komorki krwi obwodowej
(PBMC) pobieraja Hb. W tym celu, komorki wyizolowane od 10 réznych dawcow
inkubowano z Hb, a nastgpnie barwiono przeciwciatami monoklonalnymi i analizowano
za pomocg cytometrii przeptywowej. Wyrdzniono 5 populacji komorek: monocyty (CD3-
CD14+), limfocyty B (CD3-CDI19+), komoérki NK (CD3-CD56+), komorki NKT
(CD3+CD56+) oraz limfocyty T (CD3+CD56-). Sposrod badanych komorek,
tylko monocyty pobralty Hb (Ryc. 12). Obserwacje te sg zgodne z opisywang w literaturze

funkcja monocytow, ktoére wychwytuja wolng Hb wewnatrznaczyniowo [56].

40000 A

Rycina 12. Pobieranie Hb przez komérki jednojadrzaste krwi obwodowej. Komorki inkubowano
w roztworze Hb-AF488 o stezeniu 1 mg/ml przez 1 godzing, a nastgpnie zabarwiono barwnikiem
oceniajagcym zywotno$¢ oraz przeciwciatami monoklonalnymi (anty-CD3, anty-CD14, anty-CD19, anty-
CD56) i analizowano z wykorzystaniem cytometrii przeptywowej. Na wykresie przedstawiono $rednig
intensywnos$¢ fluorescencji (MFI) Hb w poszczegolnych populacjach komorek. Wyniki przedstawione sg
jako $rednia z 10 donoréw + SD.

4.2 Zbadanie pobierania Hb przez makrofagi.
4.2.1 Ocena pobierania Hb przez makrofagi.

W celu zbadania pobierania Hb przez makrofagi, wykorzystano pierwotne makrofagi
oraz linie komoérkowe: ludzkie makrofagi izolowane z monocytéw krwi obwodowe;j
(ang. monocyte-derived macrophages, MDM), mysie makrofagi pochodzenia szpikowego
(ang. bone marrow-derived macrophages, BMDM), makrofagi roznicowane z ludzkiej linii
monocytarne] THP-1 oraz komorki mysiej linii makrofagéw RAW 264.7. Komorki
inkubowano z fluorescencyjnie znakowang Hb, a nastepnie odsetek komorek, ktore pobraty

Hb, oceniano przy uzyciu cytometrii przeptywowej. Analiza wykazata, ze wszystkie
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badane makrofagi pobieraty Hb (Ryc. 13). Komorki po inkubacji z Hb obrazowano rowniez
przy uzyciu mikroskopu konfokalnego. Zaobserwowano Hb we wnetrzu komorek,

co potwierdzito, ze Hb jest pobierana przez badane makrofagi (Ryc. 14).

MDM BMDM THP-1 RAW 264.7

k [[] kontrola
ol N @ Hb

Liczba zliczen

Hb

Rycina 13. Pobieranie Hb przez makrofagi ocenione przy uzyciu cytometrii przeptywowej. Ludzkie
makrofagi izolowane z monocytow krwi obwodowej (MDM), mysie makrofagi pochodzenia szpikowego
(BMDM), makrofagi réznicowane z ludzkiej linii monocytarnej THP-1 oraz komoérki mysiej linii
makrofagbw RAW 264.7 inkubowano w roztworze Hb-AF488 o stezeniu 1 mg/ml przez 1 godzing,
anastepnie oceniano przy uzyciu cytometrii przeplywowej. Na wykresie przedstawiono przyktadowe
histogramy przedstawiajace zmiang fluorescencji komorek po pobraniu Hb-AF488.

BMDM

MDM

Rycina 14. Pobieranie Hb przez makrofagi ocenione przy uzyciu mikroskopii konfokalnej. Ludzkie
makrofagi izolowane z monocytow krwi obwodowej (MDM), mysie makrofagi pochodzenia szpikowego
(BMDM), makrofagi réznicowane z ludzkiej linii monocytarnej THP-1 oraz komoérki mysiej linii
makrofagéw RAW 264.7 inkubowano w roztworze Hb-AF488 o st¢zeniu 1 mg/ml przez 1 godzing,
a nastepnie barwiono i obrazowano przy uzyciu mikroskopu konfokalnego. Na rycinie przedstawiono
przyktadowe obrazy w uwidocznieniem Hb-AF488 (kolor zielony) oraz aktyny (kolor niebieski) lub blon
komorkowych (kolor czerwony). Skala przedstawia 10 um.

RAW 264.7

Dodatkowo, za pomoca techniki Western blot przeanalizowano lizaty komorkowe
otrzymane po inkubacji wybranych komoérek z Hb . W komoérkach mysiej linii makrofagow
RAW 264.7, komorkach linii monocytarnej THP-1, makrofagach réznicowanych z linii
THP-1 oraz mysich makrofagach pochodzenia szpikowego zobrazowano prazek

opowiadajacy Hb (Ryc. 15). Powyzsze wyniki §wiadczg o pobieraniu Hb przez makrofagi.
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Rycina 15. Pobieranie Hb przez monocyty i makrofagi ocenione przy uzyciu techniki Western blot.
Komorki mysiej linii makrofagéw RAW 264.7, komorki linii monocytarnej THP-1, makrofagi réznicowane
z linii THP-1 oraz mysie makrofagi pochodzenia szpikowego inkubowano w roztworze Hb-AF488 o st¢zeniu
1 mg/ml przez 1 godzing, po czym przeprowadzono analiz¢ Western blot na lizatach komodrkowych.
Na rycinie przedstawiono prazek opowiadajacy Hb oraz prazek odpowiadajacy aktynie (kontrola ilosci
naktadanego biatka).

Wolna Hb w surowicy jest wigzana przez Hp i kompleks Hb-Hp
jest wychwytywany przez receptor CD163 na monocytach/makrofagach [44].
W dotychczas opisanych doswiadczeniach, Hb pobierana przez komorki znajdowata si¢
w roztworze pozywki hodowlanj bez dodatku surowicy. W kolejnym etapie doswiadczen
zbadano, czy dodanie ludzkiej surowicy jako potencjalnego zrodta Hp, spowoduje
zwigkszenie pobierania Hb przez makrofagi roznicowane z linii THP-1. Dodanie 20%
ludzkiej surowicy do roztworu Hb nie wptyneto istotnie na pobieranie Hb prze makrofagi:
nie zmienit si¢ odsetek komorek pobierajacych Hb (Ryc. 16A) oraz nie zmienita si¢ $rednia

fluorescencja Hb w komoérkach (Ryc. 16B) w obu badanych stezeniach Hb.

B 150001

128 [ kontrola ns [ kontrola
% 1004 ns @ 20% surowicy Bl 20% surowicy
S 100004
o L
g 75 ns g
2 50- T
X 5000 +

254 ns

0 T T 0 T - T
0,2 mg/ml 1 mg/ml 0,2 mg/ml 1 mg/ml

Rycina 16. Wplyw ludzkiej surowicy na pobieranie Hb przez makrofagi. Makrofagi r6znicowane z linii
THP-1 inkubowano w roztworze Hb-AF488 o stezeniu 0,2 m mg/ml lub 1 mg/ml z dodatkiem 20% ludzkiej
surowicy lub w medium bez surowicy przez 1 godzing, a nastgpnie analizowano z wykorzystaniem cytometrii
przeptywowej. Wykresy przedstawiajg odsetek komorek, ktore pobraty Hb (A) oraz srednig fluorescencj¢ Hb
(MFI) w makrofagach (B). Wyniki przedstawione sa jako $rednia niezaleznych prob + SD (n=2). Ns-zmiana
nieistotna statystycznie (test t-Studenta).

W celu zbadania znaczenia receptora CD163 w pobieraniu Hb sprawdzono
ekspresje mRNA dla CD163 w komorkach linii monocytarnej THP-1 oraz makrofagach
przy uzyciu reakcji odwrotnej transkrypcji i techniki real-time PCR. Wartosci Cp 35
$wiadczg o niskiej ekspresji danego mRNA. Tylko makrofagi réoznicowane z linii THP-1

oraz ludzkie makrofagi ro6znicowane z monocytow krwi (MDM) wykazywaly ekspresje

56



CD163 na poziomie mMRNA (Tabela 6). Natomiast pozostale badane komorki (THP-1,
RAW 264.7 oraz BMDM) mialy warto§¢ Cp 35 dla CD163 lub wykazywaty brak
amplifikacji dla CD163 przy amplifikacji genu referencyjnego GAPDH (Cp ~ 20).
Powyzsze wyniki sugeruja, ze pobieranie Hb przez makrofagi moze by¢ niezalezne od Hp

i CD163.

Tabela 6. Zbadanie ekspresji CD163 na poziomie mRNA w wybranych komorkach. Wyniki
przedstawiajg warto$¢ punktu przecigcia krzywej amplifikacji produktu PCR (crossing point, Cp) dla CD163
oraz GAPDH (gen kontrolny). Wyniki przedstawione sg jako $rednia z niezaleznych prob (n=2). Wynik
reprezentatywny z dwoch eksperymentow.

Srednia warto$é Cp

Komorki ‘ CD163 GAPDH
THP-1 35 19,97
Makrofagi r6znicowane z THP-1 25,44 19,14
MDM 26,02 20,73
RAW 264.7 brak amplifikacji | 18,61
BMDM 35 20,18

4.2.2 Ocena pobierania Hb przez makrofagi w czasie.

W kolejnym do$wiadczeniu sprawdzono pobieranie Hb w czasie. Makrofagi r6znicowane
z linii THP-1 inkubowano z roztworem 1 mg/ml Hb przez 5, 10, 20, 40, 60 oraz 120 min,
a nastgpnie analizowano z wykorzystaniem cytometrii przeptywowej. Zaobserwowano
wzrost fluorescencji Hb w makrofagach wraz z wydtuzeniem czasu inkubacji z Hb (Ryc.

17).
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Rycina 17. Pobieranie Hb przez makrofagi w czasie. Makrofagi réznicowane z linii THP-1 inkubowano
w roztworze Hb-AF488 o stezeniu 1 mg/ml przez 5, 10, 20, 40, 60 oraz 120 min, a nastgpnie analizowano
z wykorzystaniem cytometrii przeptywowej. Na wykresie przedstawiono przyktadowe histogramy
przedstawiajace zmiang fluorescencji komorek po pobraniu Hb-AF488.
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4.3 Zbadanie przekazywania Hb z makrofagéw do komdrek nowotworowych.

W kolejnym etapie przeprowadzono kohodowle makrofagow inkubowanych z Hb
Z komorkami nowotworowymi. Makrofagi roznicowane z linii THP-1 inkubowano z Hb,
a nastgpnie wysiewano z komorkami nowotworowymi w stosunku 2:1. Przeprowadzono
kohodowle makrofagdw z 4 liniami nowotworowymi: HeLa, MDA-MB-231, SKOV-3
oraz LoVo. Komoérki nowotworowe byly uprzednio wybarwione zwigzkiem
fluorescencyjnym, co umozliwito rozréznienie dwoch populacji w analizie cytometryczne;j.
Zbadano, czy Hb jest obecna w komoérkach nowotworowych po 24-godzinnej kohodowli.
Analiza cytometryczna wykazata zmiang fluorescencji komorek nowotworowych w kanale
dla Hb-AF488 (Ryc. 18A), co $wiadczy o transferze Hb z makrofagow do komorek
nowotworowych. Transfer Hb z makrofagéw zaobserwowano we wszystkich badanych
liniach nowotworowych. Efektywno$¢ transferu Hb przedstawiono jako odsetek komorek
nowotworowych pozytywnych dla Hb (Ryc. 18B) oraz $rednig intensywnos¢ fluorescencji
(MFI) Hb (Ryc. 18C). Wartosci te byty najwyzsze w wypadku linii SKOV-3, co sugeruje,
ze transfer Hb z makrofagow jest najefektywniejszy w wypadku tej linii.
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Rycina 18. Transfer Hb z makrofagéw roznicowanych z linii THP-1 do komérek nowotworowych
oceniony przy uzyciu cytometrii przeplywowej. Makrofagi réznicowane z linii THP-1 inkubowano
w roztworze Hb-AF488 o stezeniu 1 mg/ml przez 1 godzine, kohodowano z komérkami nowotworowymi
(HeLa, MDA-MB-231, SKOV-3, LoVo) przez 24 godziny, a nastgpnie analizowano z wykorzystaniem
cytometrii przeplywowej. Na rycinie pokazano przykladowe wykresy kropkowe przedstawiajace zmiang
fluorescencji Hb w komoérkach nowotworowych (A), odsetek komorek nowotworowych pozytywnych dla Hb
(B) oraz $rednia intensywno$¢ fluorescencji (MFI) Hb w komoérkach nowotworowych. B, C. Wyniki
przedstawione sa jako $rednia z niezaleznych prob + SD (n=2). Wynik reprezentatywny z trzech
eksperymentow.

Makrofagi i komorki nowotworowe kohodowane przez 24 godziny obrazowano
rowniez z wykorzystaniem mikroskopii konfokalnej. W komodrkach nowotworowych
(czerwona fluorescencja) zaobserwowano sygnal pochodzacy od Hb (zielona
fluorescencja), co potwierdza transfer Hb z makrofagéw (niebieska fluorescencja) (Ryc.
19).
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Rycina 19. Transfer Hb z makrofagéw roznicowanych z linii THP-1 do komérek nowotworowych
oceniony przy uzyciu mikroskopii konfokalnej. Makrofagi réznicowane z linii THP-1 inkubowano
w roztworze Hb-AF488 o stgzeniu 1 mg/ml przez 1 godzing, kohodowano z komorkami nowotworowymi
(SKOV-3) przez 24 godziny a nastepnie obrazowano w przy uzyciu mikroskopii konfokalnej. Kolor zielony-
Hb, kolor czerwony-SKOV-3, kolor niebieski-makrofagi. Strzatki wskazuja przyktadowe komorki
nowotworowe, ktore pobraty Hb pochodzaca od makrofagow. Skala przedstawia 10 pm.

W kolejnym etapie sprawdzono, czy transfer Hb do komoérek nowotworowych
zachodzi roéwniez z innych makrofagow niz zbadane do tej pory makrofagi réznicowane
zlinii THP-1. W tym celu przeprowadzono kohodowle ludzkich makrofagow
réznicowanych z monocytow krwi z komorkami linii nowotworowych: HeLa, MDA-MB-
231, SKOV-3 oraz LoVo, a takze kohodowle komérek RAW 264.7 lub mysich
makrofagéw pochodzenia szpikowego z mysimi liniami nowotworowymi: 4T1, CT26
oraz EO771. Analiza cytometryczna wykazala, ze transfer Hb zachodzi we wszystkich
zbadanych uktadach, z ludzkich makrofagéw roznicowanych z monocytow krwi (Ryc.
20A), komorek RAW 264.7 (Ryc. 20B) oraz mysich makrofagéw pochodzenia szpikowego
(Ryc. 20C).
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Rycina 20. Transfer Hb z ludzkich makrofagéw réznicowanych z monocytow krwi, komorek RAW
264.7 oraz mysich makrofagéw pochodzenia szpikowego do komérek nowotworowych oceniony
przy uzyciu cytometrii przeplywowej. Makrofagi inkubowano w roztworze Hb-AF488 o stezeniu 1 mg/ml
przez 1 godzing, kohodowano z komdrkami nowotworowymi przez 24 godziny, a nastgpnie analizowano
z wykorzystaniem cytometrii przeptywowej. Na wykresie przedstawiono odsetek komodrek nowotworowych
pozytywnych dla Hb po kohodowli z makrofagami réznicowanymi z monocytow krwi, MDM (A), komorek
RAW 264.7 (B) oraz mysich makrofagdéw pochodzenia szpikowego, BMDM (C). Wyniki przedstawione sa
jako s$rednia z niezaleznych prob + SD. A. n=2; B, C. n=3. B, C-wyniki reprezentatywne z dwoch
eksperymentow.

Aby oceni¢ dynamike transferu Hb w czasie, przeprowadzano kohodowle
makrofagdw roznicowanych z linii THP-1 1 komoérek nowotworowych o ré6znym czasie
trwania: 2, 4, 8, 24 1 48 godzin. Odsetek komorek nowotworowych pozytywnych dla Hb

rost stopniowo wraz z wydtuzeniem czasu kohodowli (Ryc. 21).
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Rycina 21. Dynamika transferu Hb w czasie. Makrofagi réznicowane z linii THP-1 inkubowano
w roztworze Hb-AF488 o stgzeniu 1 mg/ml przez 1 godzing, kohodowano z komérkami nowotworowymi
SKOV-3 przez 2, 4, 8, 24 i 48 godzin, a nastepnie analizowano z wykorzystaniem cytometrii przeptywowej.
Na wykresie przedstawiono odsetek komoérek nowotworowych pozytywnych dla Hb. Wyniki przedstawione
sg jako $rednia z niezaleznych prob + SD (n=3). Wynik reprezentatywny z dwdch eksperymentow.

W kolejnym doswiadczeniu zbadano zalezno$¢ transferu Hb od stgzenia Hb podane;]
makrofagom. Makrofagi réznicowane z linii THP-1 inkubowano w roztworach Hb
o0 stezeniach: 0,1; 0,25; 0,5; 1 1 2 mg/ml przez 1 godzing, a nastgpnie kohodowano
z komérkami nowotworowymi przez 4 lub 24 godziny. Efektywno$¢ transferu Hb

okreslona na podstawie $redniej wartosci fluorescencji (MFI) Hb w komorkach
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nowotworowych rosta stopniowo wraz ze wzrostem st¢zenia Hb w obu badanych czasach
kohodowli (Ryc. 22).
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Rycina 22. Transfer Hb w zaleznos$ci od stezenia Hb podanej makrofagom. Makrofagi réznicowane
z linii THP-1 inkubowano w roztworach Hb-AF488 stezeniach: 0,1; 0,25; 0,5; 1 i 2 mg/ml przez 1 godzine,
kohodowano z komoérkami nowotworowymi MDA-MB-231 przez 4 lub 24 godziny, a nastgpnie analizowano
z wykorzystaniem cytometrii przeplywowej. Na wykresie przedstawiono $rednia intensywnos¢ fluorescencji
(MFI) Hb w komoérkach nowotworowych. Wyniki przedstawione sg jako $rednia z niezaleznych prob + SD
(n=3).

4.3.1 Zbadanie przekazywania Hb przy uzyciu spektroskopii korelacji fluorescenc;ji

W celu lepszego zrozumienia procesu przekazywania Hb wykorzystano spektroskopig
korelacji fluorescencji (ang. fluorescence correlation spectroscopy, FCS). W pierwszym
etapie dokonano analizy Hb-AF568 w roztworze. Wyliczono promien hydrodynamiczny
dla monomeru, dimeru i tetrameru Hb, otrzymano odpowiednio 1,85 nm, 2,15 nm i 2,77
nm (Tab. 7). Nastepnie obliczono przewidywane wspotczynniki dyfuzji dla Hb
w roztworze wodnym oraz w cytoplazmie komorek MDA-MB-231 (Tab. 7). W kolejnym
doswiadczeniu dokonano pomiaréw fluktuacji fluorescencji w cytoplazmie komorek
MDA-MB-231 po kohodowli z makrofagami inkubowanymi uprzednio z Hb-AF568.
Dopiero po uptywie 6 godzin od rozpoczecia kohodowli udato si¢ uzyska¢ odpowiednia
do dalszych pomiarow krzywag autokorelacji FCS. Krzywe autokorelacji FCS dopasowano

za pomocg dwusktadnikowego modelu normalnej dyfuzji.

Tabela 7. Przewidywane wspolczynniki dyfuzji dla Hb-AF568 w temperaturze 36° C.

tetramer Monomer
rp [nm] 2,77 2,15 1,85
Dag [um?2/s]* 116 149 173
Deyto [ums] 35,9+2,1 52,5429 65,3 +3,6

Analiza wykazala, ze wspotczynniki dyfuzji wykrytych sktadnikow byty
niejednorodne i1 odpowiadaly monomerom, dimerom, tetramerom oraz wigkszym

oligomerom obecnym w cytoplazmie (Ryc. 23). Uzyskana warto$§¢ mediany odpowiada
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promieniowi tetrameru Hb uzyskanemu w roztworze, co sugeruje, ze tetramer jest
dominujacg forma Hb w cytoplazmie MDA-MB-231 po kohodowli. Zaobserwowalismy
takze skladnik o niskim wspétczynniku dyfuzji i duzej zmienno$ci w zakresie od 3 um?/s
do 0,0001 pm?/s. Wartoéci te s charakterystyczne dla wspotczynnika dyfuzji matych
struktur blonowych, takich jak pecherzyki wewnatrzkomorowe, co $wiadczy o wigzaniu
Hb z btonami pecherzykow. Podsumowujac, metoda FCS potwierdzita transfer Hb
z makrofagow do komoérek MDA-MB-231. Ponadto, stwierdzono obecnos¢ Hb
w strukturach pecherzykowych oraz wykazano, ze gtowna forma obecna w komorkach

nowotworowych po transferze jest tetramer Hb.
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Rycina 23. Rozklad s$rednich wspoélczynnikow dyfuzji dla szybszego skladnika Hb-AF568
w cytoplazmie komérek MDA-MB-231. Makrofagi réznicowane z linii THP-1 inkubowano w roztworze
Hb-AF568 przez 1 godzing, kohodowano z komoérkami MDA-MB-231 przez 6 godzin, a nastepnie
analizowano z wykorzystaniem spektroskopii korelacji fluorescencji. Na wykresie zaznaczono kolorowymi
liniami przerywanymi przewidywane wspotczynniki dyfuzji dla réznych form Hb.

4.4 Zbadanie przekazywania Hb z makrofagéw do makrofagow.

W nastepnym etapie przeprowadzono kohodowl¢ makrofagéw inkubowanych z Hb
(,dawcy”) z makrofagami nieinkubowanymi z Hb (,,biorcy”), ktére byly uprzednio
zabarwione fluorescencyjnie w celu rozréznienia tych dwodch populacji makrofagow
podczas analizy cytometrycznej. Odsetek makrofagow ,,biorcow” pozytywnych dla Hb

osiggnat 100% po kohodowli (Ryc. 24), co $wiadczy o transferze Hb mi¢dzy makrofagami.
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Rycina 24. Transfer Hb z makrofagéw do makrofagow. Mysie makrofagi pochodzenia szpikowego
(,dawcy™) inkubowano w roztworze Hb-AF488 o stgzeniu 1 mg/ml przez 1 godzing, 2z uprzednio
zabawionymi fluorescencyjnie makrofagami pochodzenia szpikowego (,,biorcy”) przez 24 godziny,
a nastepnie analizowano z wykorzystaniem cytometrii przeptywowej. Na wykresie przedstawiono odsetek
mysich makrofagéw (biorcow) pozytywnych dla Hb. Wyniki przedstawione sg jako $rednia z niezaleznych
prob = SD (n=2-3).

4.5 Zbadanie pobierania BSA przez makrofagi i przekazywania BSA z makrofagow
do komérek nowotworowych.

Kolejne do$wiadczenia mialy na celu sprawdzenie czy transfer Hb jest procesem
unikatowym dla tego bialka. Zbadano, czy inne bialko - BSA bedzie pobierane
przez makrofagi i przekazywane komoérkom nowotworowym. W tym celu inkubowano
makrofagi w roztworze Hb lub BSA o stezeniu 1 mg/ml przez 1 godzing, a nastepnie
kohodowano z komorkami nowotworowymi przez 24 godziny, po czym przeprowadzono
analize z wykorzystaniem cytometrii przeplywowej. Zarowno makrofagi réznicowane
z linii THP-1 (Ryc. 25A), jak i komorki RAW 264.7 (Ryc. 25B) efektywnie pobraty BSA
w odsetku zblizonym do 85%. Analiza komorek nowotworowych po kohodowli wykazata,
ze w przeciwienstwie do transferu Hb, transfer BSA zachodzi w bardzo matym stopniu
(transfer z makrofagéw roznicowanych z linii THP-1, Ryc. 26A-B) lub nie zachodzi wcale
(transfer z RAW 264.7, Ryc. 26C-D).
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Rycina 25. Pobieranie BSA przez makrofagi. Makrofagi inkubowano z w roztworze Hb-AF488 lub BSA-
AF488 o stezeniu 1 mg/ml przez 1 godzing, kohodowano z komérkami nowotworowymi przez 24 godziny,
a nastgpnie analizowano z wykorzystaniem cytometrii przeptywowej. Wykresy przedstawiaja odsetek
makrofagéw roéznicowanych z linii THP-1 (A) oraz komorek RAW 264.7 (B), ktore pobraty Hb lub BSA.
Wyniki przedstawione sa jako $rednia z niezaleznych prob + SD (n=6). **** p<0.0001 (test t-Studenta).
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Rycina 26. Transfer BSA z makrofagéw do komorek nowotworowych. Makrofagi inkubowano
w roztworze Hb-AF488 lub BSA-AF488 o stezeniu 1 mg/ml przez 1 godzing, kohodowano z komorkami
nowotworowymi przez 24 godziny, a nastgpnie analizowano z wykorzystaniem cytometrii przepltywowe;.
Na wykresach przedstawiono odsetek komorek nowotworowych pozytywnych dla Hb lub BSA po kohodowli
z makrofagami ré6znicowanymi z linii THP-1 (A) lub komoérkami RAW 264.7 (C). Wyniki przedstawione sa
jako $rednia z niezaleznych prob + SD (n=3). Wynik reprezentatywny z dwoch eksperymentow. *** p<0.001,
**** n<0.0001 (test t-Studenta). B, D. Przyktadowe wykresy kropkowe pokazujace zmiane fluorescencji Hb
lub BSA w komorkach nowotworowych po kohodowli z makrofagami réznicowanymi z linii THP-1 (B) lub
komorkami RAW 264.7 (D).
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4.6 Zbadanie mechanizmu przekazywania Hb z makrofagéw do komadrek
nowotworowych

4.6.1 Zbadanie wptywu bezposredniego kontaktu miedzy komérkami na przekazywanie
Hb

W nastgpnym etapie zbadano jaki mechanizm jest odpowiedzialny za transfer Hb
z makrofagow do komorek nowotworowych. Do$wiadczenia rozpoczeto od sprawdzenia
znaczenia bezposredniego kontaktu miedzy komoérkami. Przeprowadzono krotka
(4 godziny) kohodowle makrofagéw roéznicowanych z linii THP-1, inkubowanych
uprzednio z Hb, z komérkami nowotworowymi liniit MDA-MB-231 oraz SKOV-3 w roznej
gestosci komorek. Analiza cytometryczna wykazata, ze im wigksza gesto§¢ komorek, tym

wickszy odsetek komorek nowotworowych pozytywnych dla Hb (Ryc. 27).
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Rycina 27. Wplyw gestosci komorek w kohodowli na przekazywanie Hb. Makrofagi roznicowane z linii
THP-1 inkubowano w roztworze Hb-AF488 o stezeniu 1 mg/ml przez 1 godzing, kohodowano z komérkami
nowotworowymi (MDA-MB-231, SKOV-3) przez 4 godziny, a nastgpnie analizowano z wykorzystaniem
cytometrii przeptywowej. Komoérki byly wysiewane w ilo$ciach podanych na wykresie, w proporcji 2:1
(makrofagi : komoérki nowotworowe). Na wykresie przedstawiono odsetek komorek nowotworowych
pozytywnych dla Hb. Wyniki przedstawione sg jako $rednia z niezaleznych prob + SD (n=2-3). *p<0.05,
**p<0.01, **** p<0.0001 (1-czynnikowa ANOVA z korekta Tukey’a).

W nastepnym do§wiadczeniu komorki do kohodowli wysiewano z zachowaniem
bezposredniego kontaktu lub na ptytki ze specjalnym filtrem-membrang z porami
0 Srednicy 1 pm, ktora uniemozliwia bezposredni kontakt miedzy komoérkami, ale pozwala
na wymian¢ medium hodowlanego (Ryc. 10B). Brak bezposredniego kontaktu niemal
zupetlnie zahamowat przekazywanie Hb z makrofagéw roznicowanych z linii THP-1
do obu badanych linii nowotworowych: MDA-MB-231 oraz SKOV-3 (Ryc. 28). Wyniki
te sugeruja, ze bliski kontakt miedzy makrofagami a komérkami nowotworowymi wptywa

istotnie na efektywno$¢ transferu Hb.
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Rycina 28. Wplyw bezposredniego kontaktu na przekazywanie Hb. Makrofagi réznicowane z linii THP-
1 inkubowano w roztworze Hb-AF488 o stezeniu 1 mg/ml przez 1 godzing, kohodowano z komoérkami
nowotworowymi (MDA-MB-231, SKOV-3) przez 24 godziny, a nastgpnie analizowano z wykorzystaniem
cytometrii przeptywowej. Komoérki byly wysiewane standardowo (kontakt bezposredni), lub na ptytki
Transwell® (brak bezposredniego kontaktu). Na wykresie przedstawiono srednig intensywnos¢ fluorescencji
(MFI) Hb w komoérkach nowotworowych. Wyniki przedstawione sg jako $rednia z niezaleznych prob £ SD
(n=2-3). *** p<0.001, **** p<0.0001 (test t-Studenta).

4.6.2 Zbadanie wptywu blokowania potencjalnego receptora dla Hb na komdrkach
nowotworowych na przekazywanie Hb.

Aby zbada¢ znaczenie potencjalnego receptora dla Hb na komorkach nowotworowych w
procesie przekazywania Hb, prowadzono kohodowle w obecnosci wolnej, nieznakowane;j
Hb, co miato na celu wysycenie tego receptora. Zaobserwowano, ze obecnos¢ wolnej Hb
w medium podczas kohodowli nie wptyneta na efektywnos¢ transferu Hb, ocenionej

na podstawie $redniej fluorescencji (MFI) Hb w komorkach nowotworowych (Ryc. 29).
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Rycina 29. Wplyw blokowania potencjalnego receptora dla Hb na komérkach nowotworowych
na przekazywanie Hb. Makrofagi réznicowane z linii THP-1 inkubowano w roztworze Hb-AF488
0 stezeniu 1 mg/ml przez 1 godzing, kohodowano z komédrkami nowotworowymi (MDA-MB-231, SKOV-3)
przez 4 godziny w standardowym medium lub medium z dodatkiem 1 mg/ml nieznakowanej Hb, a nast¢pnie
analizowano z wykorzystaniem cytometrii przeptywowej. Na wykresie przedstawiono §rednig intensywnos$é
fluorescencji (MFI) Hb w komérkach nowotworowych. Wyniki przedstawione sg jako $rednia z niezaleznych
prob = SD (n=2-3). Wynik reprezentatywny z dwoch eksperymentéw. Ns-zmiana nieistotna statystycznie
(test t-Studenta).
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4.6.3 Zbadanie wptywu blokowania wewnatrzkomadrkowego transportu biatek na
przekazywanie Hb.

Analiza przekazywania Hb z wykorzystaniem spektroskopii korelacji fluorescencji
sugerowala lokalizacj¢ Hb w pecherzykach wewnatrzkoméorkowych. Do zbadania roli
wewnatrzkomérkowego transportu btonowego w przekazywaniu Hb, wykorzystano
monenzyng oraz brefeldyng A, ktore hamujg odpowiednio degradacj¢ w lizosomach
I transport bialek z siateczki $rodplazmatycznej do aparatu Golgiego. Wykazano,
ze przekazywanie Hb podczas kohodowli prowadzonej w obecnosci brefeldyny A

lub monenzyny jest znaczaco zmniejszone (Ryc. 30).
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Rycina 30. Wplyw blokowania wewnatrzkomoérkowego transportu bialek na przekazywanie Hb.
Makrofagi roéznicowane z linii THP-1 inkubowano w roztworze Hb-AF488 o stezeniu 1 mg/ml
przez 1 godzing, kohodowano z komoérkami nowotworowymi (MDA-MB-231, Hela) przez 4 godziny
w medium z dodatkiem brefeldyny A lub monenzyny, a nastgpnie analizowano z wykorzystaniem cytometrii
przeptywowej. Na wykresie przedstawiono odsetek komodrek nowotworowych pozytywnych dla Hb,
znormalizowany wobec kontroli. Wyniki przedstawione sg jako $rednia z niezaleznych prob £+ SD (n=2-3).
Wynik reprezentatywny z dwoch eksperymentow. *** p<0.001, **** p<0.0001 (1-czynnikowa ANOVA
korekta Dunnetta).

4.6.4 Zbadanie wptywu gtodzenia na przekazywanie Hb.

W kolejnym etapie przeprowadzono kohodowle makrofagéw, inkubowanych uprzednio
zHb, z komorkami nowotworowymi w pozywce hodowlanej bez surowicy,
po czym dokonano analizy cytometrycznej. W warunkach obnizonej zawartosci surowicy
(glodzenie), zaobserwowano zwigkszony transfer Hb do obu badanych linii

nowotworowych (Ryc. 31).
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Rycina 31. Wplyw glodzenia komérek na przekazywanie Hb. Makrofagi réznicowane z linii THP-1
inkubowano w roztworze Hb-AF488 o stezeniu 1 mg/ml przez 1 godzing, kohodowano z komoérkami
nowotworowymi (MDA-MB-231, SKOV-3) przez 24 godziny w standardowym medium (kontrola) lub
medium bez dodatku surowicy (glodzenie), a nastgpnie analizowano z wykorzystaniem cytometrii
przeptywowej. Na wykresie przedstawiono $rednig intensywnos$¢ fluorescencji (MFI) Hb w komorkach
nowotworowych. Wyniki przedstawione sg jako $rednia z niezaleznych préb + SD (n=3). ** p<0.01 (test t-
Studenta).

4.6.5 Zbadanie roli cytoszkieletu na przekazywanie Hb.

4.6.5.1 Zbadanie wptywu hamowania polimeryzacji aktyny i polimeryzacji mikrotubul
na przekazywanie Hb.
W nastgpnych doswiadczeniach zbadano rol¢ aktyny i mikrotubul w mechanizmie

przekazywania Hb. W tym celu wykorzystano dwa inhibitory polimeryzacji aktyny
(cytochazyna D, latrunkulina) oraz jeden inhibitor polimeryzacji mikrotubul (nokodazol).
Przeprowadzono kohodowle makrofagéw, inkubowanych uprzednio z Hb, z komoérkami
nowotworowymi w obecno$ci wymienionych wyzej inhibitorow, a nastepnie dokonano
analizy komorek z wykorzystaniem cytometrii przeptywowej. Wykazano, ze zahamowanie
polimeryzacji aktyny podczas kohodowli niemal catkowicie zablokowato przekazywanie
Hb w wypadku obu badanych inhibitorow: cytochalzyny D i latrunkuliny i dwoch linii
komorek nowotworowych (Ryc. 32). Zastosowanie inhibitora polimeryzacji miktotubul,
nokodazolu, zmniejszyto przekazywanie Hb z makrofagbw do komérek MDA-MB-231
0 okoto 50%, a do komdrek SKOV-3 o okoto 25% (Ryc. 32).
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Rycina 32. Wplyw blokowania polimeryzacji aktyny i mikrotubul na przekazywanie Hb. Makrofagi
réznicowane z linii THP-1 inkubowano w roztworze Hb-AF488 o stezeniu 1 mg/ml przez 1 godzing,
kohodowano z komorkami nowotworowymi (MDA-MB-231, SKOV-3) przez 4 godziny w medium
z dodatkiem cytochalazyny D (2 uM), latrunkuliny B (1 pM) lub nokodazolu (2 puM), a nastgpnie
analizowano z wykorzystaniem cytometrii przeptywowej. Na wykresie przedstawiono odsetek komorek
nowotworowych pozytywnych dla Hb, znormalizowany wobec kontroli. Wyniki przedstawione sa
jako érednia z niezaleznych prob + SD (n=2-3). Wynik reprezentatywny z dwoch eksperymentow. ***
p<0.001, **** p<0.0001 (1-czynnikowa ANOVA korekta Dunnetta).

4.6.5.2 Zbadanie wptywu hamowania wybranych mediatoréw polimeryzacji aktyny.
Aktyna jest zaangazowana w wiele procesdéw komorkowych. Aby lepiej zrozumie¢ role
cytoszkieletu aktynowego w procesie przekazywania Hb, zbadano wptyw wybranych
mediatorow  polimeryzacji  aktyny. Przeprowadzono kohodowle makrofagéw,
inkubowanych uprzednio z Hb, z komorkami nowotworowymi w obecnosci wybranych
inhibitorow szklakow polimeryzacji aktyny, a nastepnie komorki analizowano przy uzyciu
cytometrii przeptywowej. Zahamowanie Arp2/3, biatka bioracego udziat w nukleacji
aktyny, umiarkowanie zmniejszyto transfer Hb do obu badanych linii nowotworowych
(Ryc. 33). Do zablokowania dzialania GTPazy Cdc42 wykorzystano inhibitor ML141.
Zahamowanie GTPazy Cdc42, ktorej aktywacja prowadzi do tworzenia filopodiow,
nie wptyneto na przekazywanie Hb z makrofagow do komorek linii MDA-MB-231,
natomiast zwigkszyto przekazywanie Hb z makrofagéw do komorek linii SKOV-3 (Ryc.
33). Transfer Hb z makrofagow do komoérek nowotworowych obu linii nowotworowych
zostal znaczaco zwigkszony w obecnosci dwoch badanych inhibitorow Rho-zaleznej
kinazy (ROCK, ang. Rho-associated protein kinase), H1152 oraz Y27632 (Ryc. 33).
Obecnos¢ inhibitora Rho, Rhosin, podczas kohodowli, nieznacznie zmniejszyta transfer Hb
do komorek MDA-MB-231, natomiast nie wplyneta na transfer do komoérek SKOV-3 (Ryc.
33).
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Rycina 33. Wplyw blokowania wybranych mediatoréw polimeryzacji aktyny na przekazywanie Hb.
Makrofagi roznicowane z linii THP-1 inkubowano w roztworze Hb-AF488 o stezeniu 1 mg/ml
przez 1 godzing, kohodowano z komoérkami nowotworowymi (MDA-MB-231, SKOV-3) przez 4 godziny
w medium z dodatkiem CK666 (40 uM), ML14 1(10 pM), H1152 (20 uM), Y27632 (10 pM) lub Rhosin
(30 uM), a nastepnie analizowano z wykorzystaniem cytometrii przeptywowej. Na wykresie przedstawiono
odsetek komorek nowotworowych pozytywnych dla Hb, znormalizowany wobec kontroli. Wyniki
przedstawione sa jako S$rednia z niezaleznych prob + SD (n=2-3). Wynik reprezentatywny z dwoéch
eksperymentow. *p<0.05, *** p<0.001, **** p<0.0001 (1-czynnikowa ANOVA korekta Dunnetta).

4.6.6 Zbadanie roli TNT w przekazywaniu Hb.

4.6.6.1 Ocena wystepowania Hb w TNT miedzy makrofagami a komadrkami
nowotworowymi.

Jednym z sposobow komunikacji migdzykomorkowej, w ktorym aktyna odgrywa istotng
role, jest tworzenie nanorurek tunelowych (ang. tunneling nanotubes, TNT) [157]. W celu
zbadania tworzenia si¢ TNT pomiedzy makrofagami a komérkami nowotworowymi,
dokonano obrazowania komorek po 24 godzinach kohodowli za pomoca mikroskopii
konfokalnej. Za pomoca barwnika falloidyny uwidoczniono aktyng¢. W kohodowli
zaobserwowano potaczenia o cechach TNTs miedzy makrofagami THP-1 a komoérkami
nowotworowymi: polgczenia bogate w aktyne i nie przylegajace catkowicie do podtoza.
Cechy te sg zgodne z definicja okreslong przez Dupont et al., TNT t3czg co najmniej dwie
komorki, zawieraja aktyne i nie dotykaja podtoza [90]. Obrazowanie wykazato, ze Hb
wystepowala W tych potaczeniach miedzy komodrkami, lecz rzadko (Ryc. 34). Warto
zaznaczy¢, ze polaczenia TNT sg wrazliwe na czynniki chemiczne [76], dlatego procedura

przygotowania komorek (utrwalenie) mogta uszkodzi¢ czes$¢ potaczen.

71



Rycina 34. Ocena wystepowania Hb w polaczeniach komorkowych. Makrofagi réznicowane z linii THP-
1 inkubowano w roztworze Hb-AF488 o st¢zeniu 1 mg/ml przez 1 godzing, kohodowano z komoérkami
nowotworowymi (SKOV-3) przez 24 godziny, a nastepnie obrazowano w przy uzyciu mikroskopii
konfokalnej. Kolor zielony-Hb, kolor czerwony-SKOV-3, kolor niebieski-aktyna. Strzatkami oznaczono Hb
w potaczeniach typu TNT. Skala przedstawia 20 pm.

4.6.6.2 Zbadanie wplywu mechanicznego uszkodzenia TNT na przekazywanie Hb.
Z powodu wrazliwo$ci TNT na mechaniczne uszkodzenia, tworzenie TNT jest zaburzone

podczas hodowli prowadzonych w warunkach delikatnego wytrzasania [83][158][159].

W celu zbadania wptywu mechanicznego uszkodzenia TNT na przekazywanie Hb,
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poréwnano efektywnos¢ przekazywania Hb w kohodowli przeprowadzanej w warunkach
delikatnego wytrzgsania z kohodowlag prowadzong w warunkach standardowych
(statycznych). Analiza cytometryczna wykazata, ze mechaniczne uszkodzenie TNT nie
wplywa w sposob istotny statystycznie na efektywnos¢ przekazywania Hb z makrofagow
do komoérek nowotworowych. Wynik przedstawiono jako porownanie wzglednej, Sredniej

fluorescencji Hb w komorkach nowotworowych (Ryc. 35).
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Rycina 35. Wplyw mechanicznego uszkodzenia TNT (wytrzasanie) na przekazywanie Hb. Makrofagi
roznicowane z linii THP-1 inkubowano w roztworze Hb-AF488 o stezeniu 1 mg/ml przez 1 godzing,
kohodowano z komérkami nowotworowymi (MDA-MB-231, SKOV-3) przez 24 godziny w standardowych
warunkach lub z wytrzagsaniem (250 rpm). Na wykresie przedstawiono $rednig intensywnos$¢ fluorescencji
(MFI) Hb w komorkach nowotworowych. Wyniki przedstawione sg jako Srednia z niezaleznych prob +£ SD
(n=3). Ns-zmiana nieistotna statystycznie (test t-Studenta).

4.6.6.3 Zbadanie wptywu wyciszenia biatka M-Sec na przekazywanie Hb.
Biatlko M-Sec zostatlo opisane w literaturze jako regulator powstawania TNT w

makrofagach [94] oraz komorkach nowotworowych [160][161]. W celu zbadania
znaczenia biatka M-Sec w przekazywaniu Hb, obnizono ilos¢ mRNA kodujacego M-Sec
w makrofagach oraz komodrkach nowotworowych za pomocg siRNA. Przy uzyciu metody
Western blot oceniono, ze wprowadzenie do komorek swoistych czasteczek siRNA
spowodowato znaczace zmniejszenie ilosci M-Sec w makrofagach oraz niemal catkowity
brak M-Sec w komorkach nowotworowych (Ryc. 36). Komorki ze zmniejszong iloscig M-
Sec wykorzystano w kohodowli i zbadano przekazywanie Hb. Zaobserwowano, ze
zmniejszenie ilosci M-Sec, zar6wno w makrofagach, jak 1 w komorkach nowotworowych

nie ma wplywu na przekazywanie Hb (Ryc. 37).
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Rycina 36. Ocena ilo$ci bialka M-Sec w komoérkach technika Western blot. Lizaty biatkowe makrofagow
réznicowanych z linii THP-1 oraz komérek MDA-MB-231 traktowanych siRNA swoistym wobec M-Sec
oraz siRNA kontrolnym. Na rycinie przedstawiono prazek opowiadajacy M-Sec oraz prazek odpowiadajacy
aktynie (kontrola ilo$ci naktadanego biatka).
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Rycina 37. Wplyw zmniejszenia ilo$ci bialka M-Sec na przekazywanie Hb. Makrofagi r6znicowane z linii
THP-1 inkubowano w roztworze Hb-AF488 o stezeniu 1 mg/ml przez 1 godzine, kohodowano z komorkami
nowotworowymi (MDA-MB-231) przez 24 godziny, a nastgpie analizowano przy uzyciu cytometrii
przeptywowej. Na wykresie przedstawiono odsetek komorek nowotworowych pozytywnych dla Hb. Wyniki
przedstawione sg jako $rednia z niezaleznych prob + SD (n=2). Brak istotnosci statystycznej migdzy grupami
otrzymano wykorzystujac 1-czynnikowy test ANOVA z korekta Tukey’a.

4.6.7 Zbadanie roli wewnatrzkomérkowych pecherzykdéw w przekazywaniu Hb.

4.6.7.1 Ocena przekazywania pecherzykéw wewngtrzkomorkowych miedzy makrofagami
a komdrkami nowotworowymi.
W celu zbadania przekazywania pe¢cherzykdéw wewnatrzkomorkowych z makrofagow

do komoérek nowotworowych per se, wykorzystaliSmy lipofilny barwnik DiD, ktory jest
wykorzystywany do $ledzenia transportu bton i pgcherzykow [87]. Makrofagi roznicowane
z linii THP-1, zabarwione barwnikiem DiD kohodowano z komérkami nowotworowymi
przez 4h, a nastgpnie dokonano analizy w wykorzystaniem cytometrii przeplywowe;.
W komoérkach nowotworowych zaobserwowano sygnatl fluorescencyjny DiD (Ryc. 38),
co sugeruje transfer pecherzykow wewnagtrzkomoérkowych z makrofagéw do komorek

nowotworowych.
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Rycina 38. Ocena przekazywania pecherzykow wewnatrzkomérkowych z makrofagow do komorek
nowotworowych. Makrofagi réznicowane z linii THP-1 zabarwiono przy uzyciu DiD, kohodowano
z komoérkami nowotworowymi (SKOV-3) przez 4 godziny, a nastgpnie analizowano z wykorzystaniem
cytometrii przeplywowej. Na wykresie przedstawiono przyktadowe histogramy przedstawiajace zmiang
fluorescencji komorek w kanale dla DiD.

4.6.7.2 Zbadanie pobierania Hb z medium kondycjonowanego.

W kolejnym etapie zbadano, czy Hb jest wydzielana przez makrofagi do pozywki,
a nastgpnie pobierana przez komodrki nowotworowe. W tym celu zebrano pozywke
znad 24-godzinnej hodowli makrofagow inkubowanych z Hb, a nast¢pnie dodawano ja
do uprzednio wysianych komorek nowotworowych na kolejne 24 godziny, po czym
komorki nowotworowe analizowano przy uzyciu cytometru przeptywowego. Pobieranie
przez komorki nowotworowe Hb wydzielonej z makrofagobw porownywano
z przekazywaniem Hb w kohodowli. Dodatkowo, zebrano medium znad kohodowli
makrofagéw inkubowanych z Hb i komoérek nowotworowych, po czym dodawano
na 24 godziny do komorek nowotworowych. Zaobserwowano, ze odsetek komorek
nowotworowych pozytywnych dla Hb byt taki sam w wypadku Hb pobranej z medium
kondycjonowanego jak w kohodowli i wynosit 100% (Ryc. 39). Srednia fluorescencja Hb
w komorkach nowotworowych SKOV-3 inkubowanych z medium kondycjonowanym
znad makrofagéw byta wyzsza niz komorek nowotworowych po kohodowli 1 po inkubacji
z medium znad kohodowli (Ryc. 39). W wypadku komoérek MDA-MB-231, s$rednia
fluorescencja Hb byta najwyzsza po kohodowli z komoérkami inkubowanymi z Hb (Ryc.
39).

75



1.59
kohodowla

medium kondycjonowane (THP-1)
medium kondycjonowane (kohodowla)
medium kontrolne

1.0

00RO

komorki Hh+
[znormalizowane wobec kontroli]

0.5

0.0--— T T T
SKOV3 MDA-MB 231

*

*H

60001

kohodowla
medium kondycjonowane (THP-1)
medium kondycjonowane (kohodowla)

4000' ok
B medium kontrolne
2000 H H
0 T T T T . m T

SKOV3 MDA-MB 231

Oom0

Hb [MFI]

Rycina 39. Ocena pobierania Hb z medium kondycjonowanego. Makrofagi r6znicowane z linii THP-1
inkubowano w roztworze Hb-AF488 o stezeniu 1 mg/ml przez 1 godzing, po czym hodowano jako hodowle
samych makrofagéw lub kohodowano z komoérkami nowotworowymi (SKOV-3 lub MDA-MB-231).
Po 24 godzinach medium znad hodowli zbierano i transferowano do uprzednio wysianych komorek
nowotworowych na 24 godziny. Komorki poddano analizie przy uzyciu cytometrii przeptywowej.
Na wykresie przedstawiono odsetek komorek nowotworowych pozytywnych dla Hb (A) i S$rednia
intensywnos$¢ fluorescencji (MFI) Hb w komodrkach nowotworowych (B). Wyniki przedstawione sg jako
srednia z niezaleznych prob + SD (n=2-3). *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 (1-czynnikowy test ANOVA
z korekta Tukey’a).

4.6.7.3 Izolacja pecherzykéw zewngqtrzkomdrkowych z medium kondycjonowanego.

Aby sprawdzi¢, czy Hb jest wydzielana przez makrofagi w formie pecherzykow
zewnatrzkomorkowych, dokonano izolacji frakcji EVS z pozywki zebranej znad 24-
godzinnej hodowli makrofagow inkubowanych uprzednio z Hb-AF488. Dodatkowo
izolowano EVs z pozywki znad makrofagdéw kontrolnych oraz makrofagéw inkubowanych
Zz nieznakowang Hb. Wyizolowane frakcje pecherzykow poddano analizie NTA.
Wykazano, ze w medium znad makrofagow inkubowanych z Hb-AF488 stezenie EVs
wynosi rednio 2,02 x 10% ml, natomiast w pozywce znad makrofagéw kontrolnych 2,76
x 108/ ml, a wypadku makrofagéw inkubowanych z nieznakowana Hb 1,08 x 108/ ml (Ryc.
40A). Podczas analizy NTA wykazano, ze §rednica EVs wynosi 130 nm, 136 nm oraz 128,1
nm w pozywce zbieranej znad odpowiednio: makrofagow inkubowanych z Hb-AF488,
nieznakowang Hb oraz makrofagow kontrolnych (Ryc. 40B). Nastepnie, na podstawie

fluorescencji oceniono stgzenie EVs zawierajacych Hb. Tylko w pozywce
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znad makrofagdéw inkubowanych z Hb-AF488 wystepowaty pecherzyki z fluorescencyjng
Hb. Ich stezenie wynosito Hb 1.54 x 10® pecherzykéow/ml (Ryc. 41A), natomiast ich
Srednica to $rednio 171,5 nm (Ryc. 41B). Pecherzyki wykazujace fluorescencje stanowity

7,12 % wszystkich pecherzykow wydzielanych przez te makrofagi (Ryc. 42).
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Rycina 40. Charakterystyka pecherzykow zewnatrzkomorkowych. Makrofagi roznicowane z linii THP-
1 inkubowano w roztworze Hb lub Hb-AF488 o stezeniu 1 mg/ml przez 1 godzing, po czym hodowano
przez 24h. Pozywke znad makrofagéw kontrolnych, inkubowanych z Hb oraz inkubowanych z Hb-AF488
zbierano, a nastepnie izolowano z niej pecherzyki zewnatrzkomorkowe i poddawano analizie NTA.
Na wykresie przedstawiono stezenie EVs w pozywce (A) oraz $rednice EVs (B). Wyniki przedstawione sa
jako $rednia z 9 powtorzen technicznych = SD. **p<0.01 (1-czynnikowy test ANOVA z korekta Tukey’a).
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Rycina 41. Charakterystyka pecherzykéw zewnatrzkomérkowych zawierajacych Hb. Makrofagi
réznicowane z linii THP-1 inkubowano w roztworze Hb lub Hb-AF488 o stezeniu 1 mg/ml przez 1 godzing,
po czym hodowano przez 24h. Pozywke znad makrofagow kontrolnych, inkubowanych z Hb
oraz inkubowanych z Hb-AF488 zbierano, a nastepnie izolowano z niej pecherzyki zewngtrzkoméorkowe
i poddawano analizie NTA. Na wykresie przedstawiono stezenie fluorescencyjnych EVs w pozywce (A) oraz

$rednice fluorescencyjnych EVs (B). Wyniki przedstawione sg jako $rednia z 9 powtdrzen technicznych =+
SD.
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Rycina 42. Odsetek pecherzykow fluorescencyjnych. Makrofagi roznicowane z linii THP-1 inkubowano
w roztworze Hb lub Hb-AF488 o stezeniu 1 mg/ml przez 1 godzing, po czym hodowano przez 24h. Pozywke
znad makrofagéw kontrolnych, inkubowanych z Hb oraz inkubowanych z Hb-AF488 zbierano, a nast¢pnie
izolowano z niej pecherzyki zewnatrzkomoérkowe i poddawano analizie NTA. Na wykresie przedstawiono
odsetek pecherzykow fluorescencyjnych w puli wszystkich pecherzykoéw. Wyniki przedstawione sa jako
$rednia z 9 powtdrzen technicznych + SD.

4.6.7.4 Zbadanie pobierania pecherzykdw zewngtrzkomorkowych wydzielanych przez
makrofagi w komdrkach nowotworowych.

W kolejnym etapie wyizolowane pgcherzyki z pozywki znad hodowli makrofagéw (frakcja
5) podano komorkom nowotworowym i hodowano przez 24 godziny. Po uptywie
tego czasu, komorki poddano analizie cytometrycznej. Zaobserwowano, ze zardwno
komorki nowotworowe SKOV-3, jak i MDA-MB-231 pobraty pecherzyki z Hb, o czym
$wiadczy zmiana S$redniej fluorescencji w tych komorkach (Ryc. 43B). Analiza
cytometryczna wykazata, ze 97% komorek linii SKOV-3 i 87% komoérek MDA-MB 231
pobrato EVs z Hb z medium (Ryc. 43A).
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Rycina 43. Pobieranie pecherzykow zewngtrzkomérkowych zawierajacych Hb przez komorki
nowotworowe. Wyizolowang frakcje 5. pecherzykow zewngtrzkomorkowych podano komodrkom
nowotworowym linii SKOV-3 i MDA-MB 231 na 24 godziny, po czym komorki analizowano przy uzyciu
cytometru przeplywowego. Na wykresie przedstawiono odsetek komoérek nowotworowych pozytywnych
dla Hb (A) oraz $rednig intensywno$¢ fluorescencji (MFI) Hb w komdrkach nowotworowych (B). Wyniki
przedstawione sg jako $rednia z niezaleznych prob + SD (n=2).
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5. DYSKUSJA

Hemoglobina (Hb) to biatko o najwyzszym stezeniu we krwi (fizjologicznie 13-17
g/dl [162]) . Jest niezwykle waznym biatkiem, odpowiadajagcym za podstawowy proces,
czyli oddychanie (respiracj¢). Dzigki swojej strukturze i unikatowym wiasciwosciom
biochemicznym jest idealnym no$nikiem tlenu i dwutlenku wegla. Dla prawidtowego
funkcjonowania organizmu i wydolnej wymiany gazowej kluczowa jest odpowiednio
wysoka zawarto$¢ Hb wewnatrz krwinek czerwonych, natomiast obecno$¢ Hb poza
komorkami jest zjawiskiem niepozadanym. Jest to konsekwencjg toksycznych,
prozapalnych i prooksydacyjnych wtasciwosci wolnej Hb oraz uwolnionego z niej hemu,
ktore prowadza do uszkodzenia tkanek i rozwoju stanow chorobowych [33]. W zwiazku
z tym, w organizmie istnieje uktad biatek i receptorow majacy na celu szybkie i skuteczne
usunigcie Hb z przestrzeni pozakomorkowej. Podstawowym sposobem zneutralizowania
Hb jest zwigzanie jej przez obecna w osoczu haptoglobing (Hp). Nastgpnie kompleks Hb-
Hp ulega endocytozie przez receptor CD163 wystepujacy na monocytach i makrofagach.
W komorkach tych Hb podlega degradacji w lizosomach do globiny oraz hemu, ktore sa
rozktadane do odpowiednio: aminokwaséw oraz biliwerdyny, tlenku wegla i zelaza
[44][39]. Jest to kanoniczny szlak metabolizmu Hb, ktory zapewnia ochrong
przed niekorzystnymi skutkami obecnosci wolnej Hb, pojawiajacej si¢ miedzy innym
po hemolizie. W niniejszej pracy po raz pierwszy pokazano nieopisany do tej pory szlak
przetwarzania Hb w makrofagach, w ktérym Hb nie jest degradowana, a przekazywana

do sgsiadujacych komorek, w tym takze komorek nowotworowych.

5.1 Pobieranie Hb przez makrofagi

Obecna we krwi, zwigzana z Hp, pozakomodrkowa Hb jest wychwytywana przez monocyty
krwi [56] oraz makrofagi watroby i Sledziony, ktore majg duzg ekspresj¢ receptora CD163
[163][39]. W pierwszej czgsci niniejszej pracy pokazano, ze sposréd PBMC, tylko
monocyty wychwytywaty Hb (pomimo nieobecnosci Hp w medium) (Ryc. 12), natomiast
wszystkie badane makrofagi (ustalone linie komorkowe oraz komorki pierwotne, ludzkie
oraz mysie) efektywnie pobieraly Hb (Ryc. 13-15), co potwierdza dane literaturowe.
Warto zaznaczy¢, ze we wszystkich do$wiadczeniach komoérkom podawano Hb
bez dodatku Hp, a obecnos¢ ludzkiej surowicy jako zrédta Hp nie zwigkszyta pobierania
Hb przez makrofagi (Ryc. 16). Co ciekawe, niektore z badanych w niniejszej pracy

makrofagéw efektywnie pobieralty Hb mimo braku lub niskiego poziomu mRNA
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dlareceptora CD163 (Tab. 6). Wyniki te sugeruja, ze Hb moze by¢ pobierana
przez makrofagi w sposob niezalezny od Hp oraz CD163. Aby to potwierdzi¢ potrzebne sg
dodatkowe badania, w tym sprawdzenie jak wyciszenie genu dla CD163 wplynie
na pobieranie Hb. Droga pobierania Hb w naszych do$wiadczeniach moze ro6znié si¢
od kanonicznej ze wzgledu na podawane stezenie Hb, ktore wynosito 1 mg/ml.
W warunkach fizjologicznych poziom Hp w surowicy jest wysycony przy 0.5-1.5 mg/ml
wolnej Hb [164]. Inne zrédlo podaje, ze pobieranie Hb przez makrofagi jest znacznie
zwigkszone przez obecno$¢ Hp przy niskich stezeniach Hb wynoszacych okoto 1 pg/ml,
ale nie przy stezeniach wigkszych niz 100 pg/ml [62], co wskazuje ze w naszych warunkach
Hp moze nie mie¢ tak duzego znaczenia w pobieraniu Hb. Z Schaer i wsp. wykazali,
7e niezwigzana natywna oraz chemicznie zmodyfikowana Hb moze by¢ pobierana
Z udziatem receptora CD163, jednak powinowactwo takiej Hb jest nizsze niz kompleksu
Hb-Hp [62]. Badany przez nas mechanizm moze stanowi¢ uzupetnienie podstawowego
mechanizmu detoksykacji Hb, ktory bedzie wazny w wypadku masywnej hemolizy
i wysyceniu Hp we krwi. Z dotychczasowych badan wynika, ze W przeciwienstwie
do uktadu ludzkiego, u myszy utworzenie kompleksu Hb-Hp nie zwigksza powinowactwa
do CD163 [64]. Mimo tego, brak Hp przyczynia si¢ do nasilenia uszkodzen tkanek
zwigzanych z hemolizg [63]. Wykazano rowniez, ze delecja CD163 u myszy nie zmienia
znaczaco kinetyki usuwania Hb [64]. Co wigcej, brak CDI163 byl powigzany
ze zmniejszeniem uszkodzenia tkanek w fazie ostrej po krwotoku §rodmézgowym [165].
Swiadczy to o istnieniu dodatkowych mechanizméw detoksykacyjnych. Przyktadem jest
pobieranie przez makrofagi i komorki srodbtonka kompleksu Hb, rozpuszczalnej formy
CD163 oraz immunoglobuliny IgG (Hb-sCD163-1gG) przy udziale receptora FCcyR [65].
Innymi znanymi receptorami dla Hb jest F1-ATPaza na hepatocytach [166] oraz megalina
i kubulina w proksymalnych kanalikach nerkowych [167]. Bardzo prawdopodobne,
ze do pobierania Hb makrofagi wykorzystuja inny receptor lub jako komorki zerne,
zaopatrzone w peten zestaw rodzajow endocytozy, wykorzystujag w tym celu fagocytoze.
Wyrazne r6znice w mechanizmach detoksykacyjnych Hb u ludzi i myszy powoduja,
ze nalezy z ostroznoscia przenosi¢ wyniki badan dotyczacych metabolizmu Hb z modelu

mysiego na cztowieka [168].
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5.2 Wykorzystanie procesu przekazywania Hb w nowym systemie dostarczania
lekéw

Jednym z problemow wspotczesnej onkologii jest niska skutecznos¢ leczenia guzow litych,
gltéwnie z powodu niewystarczajacej selektywnosci terapii. Jedynie bardzo maty odsetek
podanej dawki leku (czgsto ponizej 0,1%) dociera do guza 1 powoduje zabicie komoérek
nowotworowych, natomiast pozostata cz¢s¢ powoduje efekty uboczne w zdrowych
tkankach [169]. Stad, interesujaca strategig jest poszukiwanie nowych, skuteczniejszych
systemow dostarczania lekow do guzéw litych. Opisane w niniejszej pracy zjawisko
przekazywania Hb z makrofagdbw do komoérek nowotworowych mozna wykorzystaé
W terapii przeciwnowotworowej jako sposob dostarczania lekow. W potencjalnej terapii,
lek bylby przylaczany do Hb. Kompleks ten bytby zaladowany do makrofagow
roznicowanych z monocytow krwi chorego. Tak przygotowane komorki po podaniu
choremu beda migrowaly do guza nowotworowego i tam przekazywaly kompleks

(z lekiem) do komorek mikrosrodowiska nowotworu.

Makrofagi sa badane jako nosniki lekéw z uwagi na ich wlasciwosci fagocytarne
umozliwiajace pochtoniecie duzej ilosci czasteczek. Dodatkowo, maja zdolnos¢
do migracji w kierunku nowotworu, przechodzenia przez naczynia krwionosne oraz
penetracji regionow hipoksyjnych guza [169]. Makrofagi jako nos$niki testowano
w kontekscie roznych lekow, w tym nanoczastek ztota (gold nanoshells) w fototerapii
glejaka [170], wirusa onkolitycznego w leczeniu raka prostaty [171], paklitakselu
enkapsulowanego w nanoczgsteczkach w leczeniu raka piersi [172] oraz doksorubicyny
w przerzutowym raku jajnika [112]. Z drugiej strony Hb, podobnie jak inne biatka wigzace
zelazo, jest kandydatem do transportu lekow [173]. Terapie z wykorzystaniem koniugatow
Hb wynikaja bezposrednio z mechanizmu jej usuwania z krwi 1 celuja
w monocyty/makrofagi oraz watrobg. Zaleta Hb jako nosnika jest duza réznorodnosc¢
W przylaczeniu potencjalnych lekow: wigzania kowalencyjne do amin lub cystein,
niekowalencyjne, wodorowe, oddziatywania van der Waalsa i hydrofobowe, a takze
mozliwo$¢ substytucji hemu na inng czasteczke [173]. Pierwszym lekiem koniugowanym
z Hb byla rybawiryna, lek przeciwwirusowy stosowany w skojarzeniu z interferonem y
w leczeniu wirusowego zapalenia watroby typu C, ktorego dawkowanie jest ograniczone
przez skutki uboczne [174]. Brookes i wsp. zsyntetyzowatl koniugat Hb z 6-7 czasteczkami
rybawiryny w przeliczeniu na tetramer Hb [174]. Koniugat ten hamowat wzrost mysiego

wirusa watroby typu 3 efektywniej niz wolna rybawiryna, a dodatkowo wykazywat

82



przeciwwirusowe dziatanie in vivo, co opisano jako wydluzone przezycie zwierzat,
zmniejszony poziom wirusa oraz lepsze wyniki w ocenie histopatologicznej choroby [175].
Zhengjie 1 wsp. opracowali metode usuniecia hemu z Hb i wprowadzenie w jego miejsce
paklitakselu, co skutkowalo utworzeniem agregatow o kontrolowanej $rednicy.
W przeliczeniu na tetramer Hb, udato si¢ wprowadzi¢ okoto 33 czasteczek leku.
Co ciekawe, modyfikacja ta nie zmienita wigzania do receptora CD163, a po podaniu
dozylnym kompleks kumulowal si¢ w watrobie i $ledzionie [176]. Interesujacym
podejsciem leczenia obszaréw hipoksyjnych guzéw bylo utworzenie liposomow,
ktére byty zatadowane jednoczesnie Hb i doksorubicyna, a takze miaty Hb na powierzchni.
Hb wystepujaca na powierzchni zwigkszata selektywnos¢ wychwytu przez komorki
nowotworowe, natomiast Hb znajdujaca si¢ wewnatrz byta nosnikiem tlenu, co przyczynito
si¢ do zmniejszenia hipoksji w guzie oraz zwigzanej z hipoksja chemioopornosci [177].
Wychwyt Hb przez monocyty/makrofagi wykorzystano w terapii biataczki monocytarnej,
w ktorej zastosowano koniugat Hb z kwasem dichlorooctowym [178]. Podobnie,
aby zwigkszy¢ wychwyt liposoméw przez makrofagi, przytaczono Hb do ich powierzchni
[179]. Warto doda¢, Zze obecnie jedna z terapii testowanych w badaniach klinicznych
u chorych z rakiem watroby (NCT03908840) wykorzystuje Hb jako no$nik leku: koniugat
Hb z floksurydyna (TBI 302).

Nieopublikowane wyniki naszego zespolu $§wiadcza o tym, ze do Hb mozna
przytaczac¢ leki cytotoksyczne, takie jak aurystatyna, derukstekan i mertansyna. Co wigcej,
w zwiazku w wystepowaniem w wiekszosci guzow litych makrofagow sprzyjajacych
rozwoju nowotworéw (M2), w proponowanym systemie dostarczania lekow mozna
rowniez wykorzysta¢ zjawisko przekazywania Hb do makrofagdéw. Za pomoca czasteczek
immunostymulujacych przytaczonych do Hb mozna wpltywaé na roznicowanie si¢

makrofagéw w kierunku prozapalnych M1.

5.3 Proces przekazywania Hb z makrofagéw do komdrek nowotworowych

W niniejszej pracy pokazano nieopisane do tej pory zjawisko przekazywania Hb
z makrofagéw do komoérek nowotworowych. Proces ten pokazano przy uzyciu cytometrii
przeptywowej (Ryc. 18) oraz przy uzyciu mikroskopii konfokalnej (Ryc. 19), a takze
potwierdzono za pomoca spektroskopii korelacji fluorescencji (FCS) (Ryc. 23). FCS to
metoda stosowana do badania czasteczek w zywych komodrkach poprzez pomiar

wspolczynnika dyfuzji biatka w komorce i1 Opiera si¢ na modelu lepkosci cytoplazmy
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[155][180][156]. Dzig¢ki wykorzystaniu FCS moglismy okresli¢, czy przekazywana
czasteczka jest samym fluorochromem, czy Hb skoniugowang z fluorochromem. Metoda
ta niejako uniezaleznila nasze obserwacje od fluorochromu, poniewaz pozwolila na pomiar
wielkosci czasteczki. FCS postuzyt do potwierdzenia zjawiska przekazywania Hb. Jednak
W wigkszosci eksperymentow zastosowano cytometri¢ przeptywowa z uwagi na szybkos¢
i powtarzalno$¢ wynikéw oraz mozliwos¢ badania Kilku populacji komérek w badanej

probcee.

Korzystajac z metody FCS obliczyliSmy promienie tetrameru (2,77 nm), dimeru
(2,15 nm) i monomeru Hb (1,85 nm) w roztworach, ktére sg podobne do promieni
uzyskanych przy uzyciu dynamicznego rozpraszania $wiatta (DLS), ktéore wynosza
odpowiednio 2,81 nm, 2,11 nm i 1,58 nm [181]. Jedynie promieni monomeru roézni sig
mi¢dzy metodami, jednak moze to wynika¢ z ograniczenia detekcji metody FCS,
stad warto$¢ 1,85 nm moze by¢ §rednig z dwoch sktadowych: dimerow i monomeréw. Za
pomoca FCS stwierdzilismy obecno$¢ monomerdow, dimeréw 1 tetrameréw Hb
w cytoplazmie MDA-MB-231 po kohodowli z makrofagami inkubowanymi uprzednio
z Hb. Mediana wspotczynnika dyfuzji wskazywata, ze tetramer jest dominujaca formg Hb
w cytoplazmie komorek nowotworowych (Ryc. 23). Ponadto pewna frakcja Hb
wykazywata nizszy wspolczynnik dyfuzji, co sugeruje wigzanie Hb z matymi
wewnatrzkomorkowymi  strukturami btonowymi, takimi jak blony pecherzykow

wewnatrzkomorkowych.

Wszystkie badane makrofagi przekazywaly Hb do komoérek nowotworowych
roznego pochodzenia, co $wiadczy o powszechno$ci tego zjawiska (Ryc. 18, 20).
Do dalszych do§wiadczen wybrano makrofagi roznicowane z linii THP-1, poniewaz jest to
model ludzki, uniezalezniony od zmiennej, jaka s3 rézne osoby bedace donorami
leukocytow do izolowania monocytéw, a dodatkowg zaletg jest fatwos¢ w zastosowaniu

laboratoryjnym.

W kolejnym etapie niniejszej pracy dokonano szerszej charakterystyki badanego
procesu, w tym jego dynamiki. Transfer Hb z makrofagow do komoérek nowotworowych
jest procesem efektywnym, obserwowano nawet do 100% komodrek nowotworowych,
ktore otrzymaty Hb po kohodowli z makrofagami inkubowanymi uprzednio z Hb (Ryc.
18). Efektywnos$¢ transferu rozni si¢ migdzy komorkami nowotworowymi (Ryc. 18, 20),

dla przyktadu, najefektywniejszy transfer z makrofagébw THP-1 zaobserwowano
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do komoérek SKOV3 (Ryc. 18). Podobnie jak pobieranie Hb przez makrofagi (Ryc. 17),
tak i przekazywanie Hb (Ryc. 21) ro$nie w czasie, co 0zhacza, ze sg to procesy ciagle.
Jednak efektywnos$¢ transferu przestaje rosnaé po 24h. Co ciekawe, zjawisko
przekazywania Hb nie zalezy od st¢zenia Hb podanej makrofagom w badanym zakresie
(0,2-2 mg/ml) (Ryc. 22). Ponadto, Hb jest takze przekazywana z makrofagow
do makrofagow (Ryc. 24). Wyniki niniejszej pracy wskazujg, ze proces przekazywania Hb
jest specyficzny dla tego biatka, poniewaz inne biatko (BSA), ktére jest pobierane
przez makrofagi, nie podlega transferowi do wspéthodowanych komorek (Ryc. 25-26),
jednak nieopublikowane dotad wyniki naszego zespotu pokazuja, ze inne biatka, takie jak
ferrytyna, czy transferryna, réwniez sa przekazywane z makrofagow do komorek
nowotworowych. Natomiast transfer Hb nie jest zjawiskiem selektywnym pod wzgledem
komorek ,,akceptorow”, poniewaz Hb jest przekazywana nie tylko do komorek
nowotworowych, ale takze do makrofagow (Ryc. 24) oraz fibroblastow (wyniki nieopisane

W niniejszej pracy).
5.4 Mechanizm przekazywania Hb z makrofagéw do komérek nowotworowych

W zwiazku z niekonwencjonalnym charakterem procesu przekazywania Hb, w nastgpne;j
czesci skupiono si¢ na poznaniu mechanizmu przekazywania Hb. Wykazano, ze Hb jest

przekazywana za pomocg pgcherzykoéw zewnatrzkomorkowych.

Wsrdd zroznicowanej grupy pecherzykéw zewnatrzkomorkowych (poza ciatkami
apoptotycznymi) wyrdznia si¢ egzosomy 1 mikroczasteczki, ktore charakteryzuje inny
mechanizm powstawania. Jak nadmieniono we wstepie do niniejszej pracy, egzosomy
powstaja w ciatkach wielopgcherzykowych, natomiast mikropecherzyki jako uwypuklenie
btony komoérkowej. Przyjmuje sie, ze egzosomy sg mniejsze, maja Srednice 30-160 nm,
Z kolei mikroczasteczki majg wielo§¢ 50-1000 nm. Podziat ze wzgledu na rozmiar
pecherzykow jest niescisty, poniewaz zakresy naktadajg sie, a istniejg dowody na istnienie
mikroczasteczek o wielkosci egzosomow [182]. W konsekwencji tego, przy braku
dostatecznych dowodoéw na mechanizm powstawania, w literaturze czgsto stosuje si¢
zbiorcze okreslenie pecherzyki zewnatrzkomorkowe. Podobnie, w niniejszej pracy,
mechanizm powstawania nie zostal zbadany, dlatego uzyto nazwy pecherzyki

zewnatrzkomorkowe.

Pierwszym argumentem wskazujagcym na mechanizm sekrecyjny byto stwierdzenie

obecnosci Hb w strukturach pgcherzykowych za pomocg FCS. W pomiarach przy uzyciu
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FSC zaobserwowano obecno$¢ fluorescencji w strukturach pecherzykowych komorek
nowotworowych  kohodowanych z  makrofagami  inkubowanymi  uprzednio
z fluorescencyjng Hb. Dopiero po kilku godzinach zaobserwowano fluorescencje
w cytoplazmie poza pecherzykami. Kolejna przestankg byto wykazanie przekazywania Hb
poprzez medium kondycjonowane znad makrofagéw, co oznaczato, ze Hb jest wydzielana
do medium, a nast¢pnie pobierana prze komoérki nowotworowe (Ryc. 39). Nastepnie, Z
medium znad makrofagéw inkubowanych uprzednio z Hb, wyizolowano frakcje
pecherzykow przy pomocy chromatografii. Pecherzyki z medium zebranego
znad makrofagow THP-1 inkubowanych z Hb-AF488 miaty wielkos¢ 130 nm (Ryc. 40B),
a ich stezenie wynosito 2,02 x 10° pecherzykéw/ml (Ryc. 40A). Wsrod tych pecherzykow
7,12 % stanowity pecherzyki z Hb (Ryc. 42). Pecherzyki zewnatrzkomorkowe zawierajace
Hb zostaty pobrane przez komorki nowotworowe (Ryc. 43). Przekazywanie pecherzykow
mi¢dzy makrofagami a komorkami nowotworowymi per se, pokazano rOwniez przy uzyciu
barwnika lipofilnego DiD, ktory jest uzywany jako marker bton komoérkowych (Ryc. 38).
Niewykluczone, ze cz¢$¢ Hb moze by¢ wydzielana niezaleznie od pgcherzykow i w takiej
formie pobierana przez komorki. Kontrargumentem do tej hipotezy jest brak zahamowania
przekazywania Hb w obecnosci wolnej Hb, co oprocz uniezaleznienia procesu
przekazywania Hb od potencjalnego receptora dla Hb, sktania ku wnioskowi, ze wolna Hb
nie jest gldowng forma pobierang przez komorki nowotworowe w kohodowli (Ryc. 27).
Dodatkowo, przekazywanie Hb bylo zablokowane w kohodowli prowadzonej
z wykorzystaniem membrany Transwell® (Ryc. 28), co réwniez sktania ku wnioskowi,
ze pecherzyki stanowig dominujaca forme Hb przekazywanej z makrofagow.
Nieopublikowane wyniki naszego zespotu wskazujg, ze wolna Hb jest pobierana
przez komorki nowotworowe, jednak opisanie pobierania wolnej Hb przez rézne rodzaje
komorek nie bylo przedmiotem niniejszego projektu, dlatego te wyniki nie zostaly

dotaczone do dysertacji.

Technikg najczgséciej stosowang do analizy EVS jest cytometria przeplywowa.
Pozwala na pomiar kilku fluorescencji jednocze$nie, a dodatkowa zaleta jest szybkos¢
pomiaru. Jej wada jest jednak limit detekcji, ktory w tradycyjnych cytometrach wynosi
270 nm-600 nm, natomiast tylko dedykowane cytometry (A50-Micro; Apogee, UK)
pozwalaja na analiz¢ czasteczek 0 rozmiarze 150-190 nm. Z kolei mikroskopia
elektronowa, ktéra pozwala na ocen¢ wielkosci i morfologii EVs, jest czasochionna,

aw czasie procedury przygotowania materialu czgsto generowane sg artefakty.
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W niniejszej pracy wykorzystano NTA (ang. Nanoparticle Tracking Analysis), ktora jest
technikg pozwalajaca na detekcje czasteczek ponizej 100 nm, a dodatkowo pozwala
na odczyt fluorescencji. Wielkos¢ EVs jest okreslana na podstawie szybkosci ruchow
Browna w cieczy. Dane literaturowe wskazuja, ze z uwagi na rzetelno$¢ i powtarzalnosé

pomiardw, NTA moze by¢ narzedziem wykorzystywanym do rutylowej analizy EVs
[183][184][185].

W niniejszym projekcie wykonywano proby wyjasnienia roli cytoszkicletu
aktynowego oraz mikrotubul w procesie przekazywania Hb. Reorganizacja cytoszkieletu
ma duze znaczenie podczas paczkowania i uwalniania btony w czasie tworzenia MVs
lub przemieszczania si¢ MVB w kierunku btony komoérkowe;j, a takze podczas pobierania
EVs [186][182][126]. W badaniach Khan’a i wsp. zastosowanie cytochalazyny D,
hamujacej polimeryzacje aktyny, zmniejszylo wydzielanie egzosomow zawierajacych
anty-apoptotyczne biatko surwiwing z komorek linii HeLa, Pancl i PC3 [187]. Z drugiej
strony, ograniczenie funkcji cytoszkieletu przez cytochalzyng D zmniejszyto pobieranie
EVs przez szereg komorek [126], w tym pobieranic egzosomoéw przez komorki
dendrytyczne [188] i EVs przez monocyty [145]. Cytochalazyna D oraz latrunkulina
blokowaty pobieranie egzosomow przez makrofagi [189] oraz komérki HUVEC [190].
W niniejszej pracy wykazano, ze zablokowanie polimeryzacji aktyny przez traktowanie
kohodowli cytochalzyng D lub latrunkuling prawie catkowicie zahamowato przekazywanie
Hb z makrofagéw do komorek nowotworowych (Ryc. 32). Efekt ten moze wynikaé
zardwno ze zmniejszania wydzielenia, jak i pobierania EVs przy niefunkcjonujacej aktynie.
Jak opisano w literaturze, wewnatrz komorek, pecherzyki moga przemieszczaé si¢
na zasadzie dyfuzji lub wzdluz widkien aktyny, czy mikrotubul [191]. Svensson i wsp.
wykazali, ze po internalizacji przez komorke docelowa, egzosomy poruszaja si¢
po mikrotubulach, a blokowanie ich polimeryzacji przy uzyciu nokodazolu hamuje
mobilno$¢ pecherzykow [190]. W naszych badaniach przekazywanie Hb byto zahamowane
w obecno$ci nokodazolu (Ryc. 32), co potwierdza, ze mikrotubule sg istotne
w tym procesie. Jednak w przeprowadzonych przez nas doswiadczeniach nie mozna
oddzieli¢ wptywu inhibitoréw na poszczego6lne komorki: dawcow i biorcow Hb, co jest
pewnym ograniczeniem, poniewaz uniemozliwia to okreSlenie, czy dziatanie danego
zwigzku wynika z jego wplywu na uwalnianie czy na pobieranie Hb. Dodatkowo,
zahamowane struktury, takie jak aktyna, sg uniwersalne dla wielu proceséow w komorce.

W zwigzku z tym, aby bardziej szczegoétowo opisa¢ mechanizm przekazywania Hb,
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wykorzystano inhibitory wybranych mediatorow polimeryzacji aktyny. Jednak skutki ich
dziatania nie sg jednoznaczne, ich wptyw na przekazywanie Hb jest zalezny od komodrek
nowotworowych (Ryc. 33). Wyjatek stanowia zwigzki Y27632 i H1152 hamujace kinaze
ROCK, ktoére istotnie zwigkszaly przekazywanie Hb (Ryc. 33). Warto zauwazyc¢,
ze Y27632 jest znanym inhibitorem wydzielania EVs [182]. Z drugiej strony, istniejg
doniesienia literaturowe, ktore wskazujg, ze zahamowanie ROCK, wplywajacej
na tworzenie wiokien stresowych (ang. stress fibers), moze zwigkszaé¢ pulg wolnej G-
aktyny na korzys$¢ innych struktur aktynowych, np. TNT [192]. Mozliwe, ze takie zjawisko
zadziatalo w naszych doswiadczeniach — wolna G-aktyna postuzyta do tworzenia EVs.
W niniejszej pracy wykorzystano réwniez inhibitory transportu blonowo-pecherzykowego
w komorce: monenzyne i1 brefeldyne A, ktorych uzycie spowodowato zhamowanie
przekazywania Hb (Ryc. 30). Wedtug dostepnych danych literaturowych, monenzyna
zwigksza uwalnianie egzosomow [193] lub nie ma wptywu na wydzielanie egzosomoéw
[187], co jest rozbiezne z naszymi wynikami. Prawdopodobnie jest to rezultat szerokiego

spektrum dziatania wykorzystanego inhibitora lub r6znych modeléw eksperymentalnych.

Cickawa obserwacja bylo zablokowanie przekazywania Hb w kohodowli
na membranach Transwell® (Ryc. 28). Wskazywato to0 na mechanizm zalezny
od bezposredniego kontaktu miedzy komérkami (np. TNTS), a nie rodzaj sekrecji. Takiego
rodzaju doswiadczenia sg powszechnie stosowane w celu odroznienie komunikacji
zapomoca pecherzykow zewnatrzkomoérkowych i TNTs. Jednak dane literaturowe
wskazuja, ze TNTs mogg penetrowaé przez 0,4 um pory w membranie Transwell®,
a z drugiej strony ta sama membrana Transwell® moze hamowac transfer egzosomow
nawet o 85% [183]. Przechodzenie egzosomoéw moze zaleze¢ od wielkosci porow
w membranie. Pokazano, ze transfer matych czasteczek RNA (ang. small RNA)
w egzosomach z limfocytow B do komoérek dendrytycznych jest zahamowany
w kohodowli prowadzonej przez membran¢ o porach 0,4 pm, natomiast zachodzi
przez pory o $rednicy 1 pm. Mimo tego, ze egzosomy majg wielko$¢ 30-160 nm, to moga
wystepowac w Klasterach i agregatach [194], co moze wptywac na ich transfer przez pory
membrany. Co prawda zastosowana w naszych doswiadczeniach membrana o $rednicy
1 um nie powinna uniemozliwi¢ przenikania pgcherzykow o wielkosci 130 nm, to jednak
fizyczne odsuniecie populacji produkujacej pecherzyki i biorcéw pecherzykéw mogto
spowodowa¢ wyrazne zahamowanie transferu Hb. Powyzsze dane sugeruja,

ze wykorzystanie membrany Transwell® w rozréznieniu TNTs 1 EVs nie jest jednoznaczne

88



w interpretacji. Podobne przestanki w kierunku mechanizmu wymagajgcego
bezposredniego kontaktu wynikajg z faktu, 1z transfer Hb ro$nie wraz z gestoscig komorek
(Ryc. 27). Jednak w kontekécie pecherzykow zewnatrzkomorkowych mozna
to wyttumaczy¢ wigksza liczbg wydzielanych pecherzykéw w wypadku wigkszej liczby
komorek oraz mniejszym dystansem mig¢dzy donorami, a akceptorami Hb przy gestszej
kohodowli. Dodatkowo, czynniki takie jak gestos¢ komorek, stymulacja komorek
zwigzkami egzogennymi, zmiana warunkéw hodowli moga mie¢ potencjalny wptyw
na wydzielanie EVs — liczbe i sktad [195]. W naszych badaniach zaobserwowali$my,
ze brak surowicy w pozywce w trakcie kohodowli (gtodzenie) zwigksza transfer Hb. Moze
to wynika¢ ze zwigkszonego uwalniania EVs w tych warunkach. Li i wsp. pokazali,
ze W warunkach gtodzenia komorki neuroblastomy N2a uwalniajg wigkszg liczbe EVs
w porownaniu do hodowli z surowicg [196]. Z drugiej strony, sktadniki surowicy moga

interferowac z procesem pobierania EVs przez komorki nowotworowe.

Jak wspomniano we wstepie niniejszej pracy (podrozdzial 1.4), oprocz
pecherzykow zewnatrzkomorkowych, do waznych sposobow komunikacji zalicza si¢
potaczenia szczelinowe oraz TNTS. Hb, jako czasteczka o masie powyzej 1 kDa, z definicji
nie jest transferowana przez potaczenia szczelinowe [68]. Zbadanie znaczenia TNTs
stanowi uzupelnienie powyzej skomentowanych wynikéw. Przy uzyciu mikroskopii
konfokalnej wykazano, ze miedzy makrofagami a komorkami nowotworowymi sa
tworzone bogate w aktyne cienkie struktury, ktore mozna okresli¢ jako TNTS, aczkolwiek
tylko sporadycznie obserwowano w nich Hb (Ryc. 34). Co wigcej, zastosowanie
wytrzasania kohodowli, ktére mechanicznie uszkadza TNTs [83][158][159], nie wptyngeto
na efektywno$¢ transferu (Ryc. 35), co potwierdza niezalezno$¢ przekazywania Hb
od TNTSs. Dopetnieniem badania roli TNTs byta ocena znaczenia biatka M-Sec, regulatora
tworzenia TNTs [94][161][160]. Zaobserwowano, ze zmniejszenie ilosci M-Sec,
w makrofagach i/lub w komoérkach nowotworowych nie zaburzyto wydajnosci transferu
Hb (Ryc. 37). Podsumowujac, wyniki opasujace transfer Hb sugeruja, ze niecata pula
pobranej przez makrofagi Hb jest degradowana. Przeciwnie, znaczna frakcja Hb jest
uwalniana  z  makrofagéw,  przynajmniej czgSciowo ~ w  pecherzykach
zewnatrzkomorkowych. Nastepnie uwolniona Hb jest pobierana przez komorki obecne
W bezposrednim sgsiedztwie makrofagow, w ktorych po kilku godzinach Hb jest uwalniana

z pecherzykow do cytoplazmy.
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W niniejszej pracy udowodniliémy transfer jednego biatka, jednak
nie wykluczyliSmy jednoczesnego transferu innych bialek wewnatrz pecherzykow,
poniewaz transfer pecherzykéw umozliwia transfer zestawu biatek [107]. Kolba i wsp.
pokazali, ze wsrod bialek przenoszonych w pecherzykach z komorek zrebu do komoérek
biataczkowych byly dwa tancuchy embrionalnej Hb: y i ¢ [107]. Co ciekawe, zgodnie
Z bazg Exocarta fancuchy hemoglobiny znaleziono w egzosmach izolowanych z moczu
(al, 02, B, v1,v2, 9, €), osocza (al, a2, B, 8) oraz w egzosomach wydzielanych przez rozne

komorki nowotworowe (al, a2, B, v1, y2, d, €) i grasice (al, a2, B, v1, y2).
5.5 Przekazywanie Hb a gospodarka zelazem

Dzienne zuzycie zelaza do syntezy Hb w szpiku kostnym wynosi 20-25 mg.
W jelitach dziennie absorbowany jest 1-2 mg zelaza pochodzacego z diety. W poréwnaniu
do zapotrzebowania, zelazo wchtonigte w jelicie stanowi niewielkg cz¢$¢ 1 kompensuje
jedynie wutrate zelaza =z naskérkiem, nablonkiem jelitowym 1 krwawieniem
menstruacyjnym. W zwigzku z tym, utrzymanie homeostazy zelaza na poziomie
ogolnoustrojowym wymaga 0dzysku zelaza, a kluczowg rolg w tym procesie odgrywaja
makrofagi [197]. Z uwagi na obecnos$¢ zelaza w Hb, wydaje sig, ze opisany w niniejszej
pracy proces uwalniania i transferu Hb moze mie¢ znaczenie w obiegu zelaza. Jednak
przypuszczenia te mozemy ograniczy¢ jedynie do sytuacji hemolizy, ktora jest
charakterystyczng cecha kliniczng kilku choréb. Przyktadami sa anemia sierpowata,
w przebiegu ktorej stezenie wolnej Hb w osoczu miesci si¢ w zakresie 0,01-0,41 mg/mi
oraz nocna napadowa hemoglobinuria, w przebiegu ktorej stezenie wolnej Hb wynosi 0,5-
2 mg/ml, a w czasie epizodu hemolitycznego moze wynosi¢ nawet 10 mg/ml [34].
U wielokrotnie dializowanych pacjentow stezenie wolnej Hb moze mie¢ wartos¢ 30 mg/ml
[34], natomiast u pacjentow wentylowanych mechanicznie obserwuje si¢ stezenie wolnej
Hb powyzej 1 mg/ml [198]. Wysoka warto$ci wolnej Hb (20 g/ml) wystepuje takze
U pacjentOw z posocznicg i wigze si¢ niezaleznie z ryzykiem zgonu [199]. Stosowane
przez nas stezenie Hb podczas inkubacji z makrofagami wynosito 0,1-1 mg/ml i miesci si¢
w  wystepujacym podczas hemolizy zakresie. W zwiazku z tym nasz uklad

eksperymentalny mozna odnie$¢ do sytuacji obecnej w niektorych stanach patologicznych.

Pozyskiwanie Zelaza zalezy do rodzaju komorki i zachodzi réznymi drogami,
gtownie przez transferyne/receptor transferynowy, transporter metali dwuwarto§ciowych

(DMT1, ang. divalent metal transporter-1), erytrofagocytoze, receptory CD163 i CD91.
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Natomiast zelazo jest eksportowane przez wigkszos¢ komorek za pomocg ferroportny
[200][201]. Doniesienia literaturowe wskazuja, ze wydzielanie hemu [202] i ferrytyny
[203] stanowi alternatywny sposob wyplywu zelaza z komorek. Opisane w niniejszej pracy
wydzielanie Hb wydaje si¢ stanowi¢ kolejng forme¢. Hem jest eksportowany z makrofagow
przez receptor FLVCRL1 [202]. Wydaje si¢, ze eksport hemu z makrofagow jest kluczowy
przede wszystkim w wewnatrzkomorkowej homeostazie hemu w makrofagach, ktorych
funkcja jest pobieranie hemu. Dodatkowo, sama czasteczka hemu ma wplyw
naroznicowanie i funkcje makrofagow. Niemniej, Konieczno$¢ eksportu hemu jest
zjawiskiem dyskusyjnym, poniewaz makrofagi posiadaja mozliwos¢ syntezy
oraz degradacji hemu, a dodatkowo, jak wspomniano we wstepie (podrozdziat 1.2), hem
jest czasteczka o wilasciwosciach prozapalnych i prooksydacyjnych, w zwigzku z tym jego
obecno$¢ W przestrzeni pozakomorkowej jest potencjalnie niebezpieczna [204]. Jednak,
badania Quigley 1 wsp. potwierdzaja, ze eksport hemu jest wazny w ujeciu
ogdlnoustrojowym, wykazano bowiem, ze brak genu dla receptora FLVCRI1 upo$ledza
recykling Zelaza i uniemozliwia prawidtowa hematopoeze [202][205]. Z drugiej strony,
wydzielanie ferrytyny jest potwierdzone przez jej obecnos¢ W surowicy, ptynie moézgowo-
rdzeniowym i mazi stawowej. Komorkami wydzielajacymi ferrytyne sa glownie
makrofagi, a wydzielanie jest zwigkszone po erytrofagocytozie lub podaniu zelaza
[206][207]. Ferrytyna jest wydzielana z makrofagow dwiema drogami: wydzielnicze
lizosomy/autofagoosmy lub w egzosomach [208]. Podobnie, Hb jest wydzielana
Z makrofagow w formie pecherzykow zewnatrzkomorkowych. Tak jak w wypadku Hb,
zjawisko wydzielania ferrytyny nie jest do konca wyjasnione. Ferrytyna wydzielana
przez komorki w hodowli in vitro jest bogata w podjednostke H, a ferrytyna w osoczu
uboga w podjednostke H [203]. Swiadczy to o tym, ze komérki wydzielajace osoczowa
ferrytyng nie sg zidentyfikowane lub ferrytyna bogata w podjednostk¢ H jest pobierana
przez komorki znajdujace si¢ w poblizu makrofagow [206]. Hipotezg te potwierdza
zaobserwowane przez nasz zespot, nieopublikowane do tej pory zjawisko przekazywania
ferrytyny z makrofagdéw do sgsiadujacych komorek (makrofagow, komorek prawidlowych
I nowotworowych). Mozliwe, ze ferrytyna H jest przekazywana w egzosoamch i w zwigzku
z tym nigdy nie znajduje si¢ w stanach fizjologicznych jako wolna ferrytyna w osoczu
[208]. Mimo tego, ze ferrytyna surowicza jest uboga w podjednostke H, a co za tym idzie
uboga w zelazo, wydaje si¢ mie¢ udziat w miedzytkankowej dystrybucji zelaza, zwlaszcza
lokalnie lub miedzy komorkami wyspecjalizowanymi w pobieraniu (makrofagi)

I magazynowaniu zelaza (hepatocyty) oraz gtéwnymi konsumentami zelaza (prekursory
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erytropoezy) [203][206]. Sibille i wsp. wykazat, ze ferrytyna uwolniona z makrofagow jest
pobierana przez hepatocyty, co zwigksza w nich pule zelaza, jednak w swoich badaniach
nie przeprowadzili kohodowli komorek [209]. Natomiast w literaturze opisano bezposredni
transfer ferrytyny z makrofagéw do prekursordow erytropoezy, co stanowito zrédlo zelaza
w wypadku niedostatku transferryny [49]. Badania Schonberg’a i McTigue’a sugeruja,
ze W tkance mozgowej komorki mikrogleju wydzielajg ferrytyne, ktora stanowi zrodto
zelaza niezbgednego do rozwoju i1 dojrzewania oligodendrocytow [210]. Transfer
fluorescencyjnej ferrytyny z makrofagow do komoérek NG2 (komorki progenitorowe
oligodendrocytow) pokazano in vivo w modelu mysim [211]. Mukherjee i wsp. wykazali,
ze oligodendrocyty wydzielaja ferrytyng w dwodch pulach:  pozapecherzykowej
I Wzwigzane] z pecherzykami zewnatrzkomorkowymi. Proces ten ma charakter
neuroprotekcyjny, poniewaz zaktocenie wydzielania pecherzykow lub zmniejszenie ilo$ci
ferrytyny w oligodendrocytach powoduje utrate neuronow oraz uszkodzenie oksydacyjne

tkanki mézgowej [212].

Podsumowujac, transfer bialek i1 czasteczek wigzacych zelazo jest wazny
dla prawidtowej gospodarki zelazem, a transfer Hb migedzy komorami wydaje si¢ by¢ jej

potencjalnym elementem.

By¢ moze eksport Hb zawierajacej zelazo jest mechanizmem chronigcym
przetadowaniem Hb/hemem/Zelazem 1 ferroptoza. Ferroptoza jest zaleznym od Zelaza
rodzajem programowanej $mierci komorki. Po raz pierwszy zostata opisana w 2012 roku
[213]. Ferroptoza nastepuje w wyniku peroksydacji lipidow przez wolne rodniki tlenowe
generowane z udziatem zelaza [214]. W przeciwienstwie do apoptozy, podczas ferroptozy
dochodzi do uwolnienia zawartosci wnetrza komorki w wyniku przerwania cigglosci btony,
uwolnienia czgsteczek DAMP, czyli wzorcow molekularnych zwigzanych z uszkodzeniem
(ang. damage-asociated molecular patterns) [214]. Sugeruje to, ze wystepowanie tego
rodzaju $mierci nie jest oboj¢tne dla otoczenia, przeciwnie, wzbudza odpowiedz uktadu
odpornosciowego 1 rozwoj zapalenia. Liczne badania wskazuja, ze Hb moze indukowac
$mier¢ komorek. W wypadku masywnej hemolizy, dochodzi do przetadowania zdolnosci
detoksykacyjnych rezydualnych makrofagow watroby (komoérek Kupffera) i ich $mierci,
W wyniku czego dochodzi do rekrutacji monocytéw ze szpiku 1 roéznicowania ich
w makrofagi [52]. Podobnie w $ledzionie, podczas zwigkszonej erytrofagocytozy
nastepujacej po transfuzji nieprawidtowo dlugo przechowywanych RBC dochodzi

do ferroptozy makrofagéw miazgi czerwonej. Mechanizm kompensujgcy stanowi
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proliferacja pozostalych makrofagéw oraz rekrutacja monocytow ktore wyrdznicujg si¢
w dojrzate makrofagi [54]. Dodatkowo, Li i wsp. pokazali, ze dlugotrwata ekspozycja
na Hb powoduje ferroptozg w komorkach mirogleju. To wiasnie akumulacja Zelaza
pochodzacego z Hb indukowata peroksydacje lipidow, ferroptoze komorek, a nastepnie
uwolnienie czgsteczek prozapalnych i uszkodzenie neurondow [215]. Wydaje si¢ zatem,
ze Usunigcie Hb z makrofagdéw pozwala na zmniejszenie obcigzenia zelazem
oraz na wydtuzenie przezycia makrofagow. W niniejszej pracy pokazano, ze makrofagi
przekazuja Hb innym makrofagom. Uwalnianie Hb pozwala na podziat obciazenia zelazem
pomiedzy komorki sagsiadujace, a dodatkowo eksport w formie pecherzykow chroni

do pewnego stopnia przed dziataniem wolnej Hb.

Podsumowujac, w niniejszej pracy wykazano, ze Hb moze by¢ przekazywana
Z makrofagow do sagsiadujacych komorek w formie zewnatrzkomorkowych pecherzykow.
Ze wzgledu na fakt, Ze jest to proces opisany po raz pierwszy w niniejszej pracy, jego lepsze

poznanie wymaga dalszych badan.
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6. WNIOSKI

Na podstawie wynikow uzyskanych w czesci doswiadczalnej niniejszej rozprawy doktorskiej

wyciagnieto nastepujgce wnioski:

e Sposrod jednojadrzastych komorek krwi obwodowej tylko monocyty pobieraja Hb.

e Do efektywnego pobierania Hb przez makrofagi nie jest konieczna ekspresja
CD163 i obecnos¢ haptoglobiny.

e Hb jest wydzielana z makrofagdw w formie zewnatrzkomérkowych pecherzykow.

e Hb zawarta w pegcherzykach zewnatrzkomérkowych moze byé przekazywana
z makrofagdéw do sasiadujacych komorek, w tym komoérek nowotworowych.

e Mechanizm przekazywania Hb z makrofagow do komoérek nowotworowych mozna

wykorzysta¢ w nowej komorkowej terapii przeciwnowotworowej.
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