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STRESZCZENIE

Pecherzyki zewnatrzkomorkowe (ang. extracellular vesicles, EVs) wydzielane s3 przez
wszystkie rodzaje zywych komorek w tym takze przez mikroorganizmy. Te nanometryczne
struktury sg bardzo bogate w wiele zwigzkoéw, ktore mogg wplywac na komorki ssacze, w tym
ludzkie. W niniejszej pracy doktorskiej skoncentrowano si¢ na pecherzykach produkowanych
przez drozdze probiotyczne Saccharomyces cerevisiae var. boulardii 1 Kluyveromyces

marxianus a takze bakterie Janthinobacterium lividum, ktore wytwarzaja wiolaceing.

Przetestowano rézne metody izolacji EVs z pltynnych hodowli mikroorganizméw, sposrod
ktérych wybrano ultrafiltracje, a takze okreslono wydajno$¢ produkcji EVs przez badane
mikroorganizmy. Nastepnie, przeprowadzono poréwnanie metod analizy wielkosci 1 liczby
EVs: NTA (ang. nanoparticle tracking analysis), NTA z barwnikami fluorescencyjnymi oraz
DLS (ang. dynamic light scattering) 1 okreslono, ze najbardziej wiarygodne wyniki uzyskano
przy uzyciu NTA w $wietle bialym. Pecherzyki zobrazowano przy uzyciu mikroskopii
elektronowej, natomiast wykorzystujac mikroskopie fluorescencyjng potwierdzono ich
integracj¢ z komorkami wyizolowanymi z jelita czlowieka (zaréwno prawidtowymi:
CCD841 CoN oraz CCD-18Co jak i nowotworowymi: HT-29 oraz HCT116). Na podstawie
testu MTT, barwienia fioletem krystalicznym oraz badania poziomu reaktywnych form tlenu
(ang. reactive oxygen species, ROS) wykazano, ze 24-godzinna inkubacja EVs drozdzowych
nie wplywala negatywnie na zadne spos$rod badanych linii komoérkowych. Jednak po
wydluzeniu czasu hodowli komorek, po 1-krotnej ekspozycji na pecherzyki, do 7 dni,
zaobserwowano spadek liczebnosci hodowli komorek nowotworowych oraz wzrost liczebnosci
prawidlowych linii komérkowych. Z wykorzystaniem cytometrii przeptywowej oraz qPCR
(ang. quantitative polymerase chain reaction) badano takze wplyw EVs na potencjat
nowotworowy komorek. Sprawdzono réwniez rozne metody tadowania zwigzkoéw do
pecherzykow, z ktorych wybrano pasywne tadowanie w obecno$ci zwigzku, minimalizujace
strat¢ pecherzykow. Potwierdzono przeniesienie tadunku egzogennego do komorek, a takze, ze
fadunek w postaci doksorubicyny pozostaje biologicznie aktywny po zatadowaniu do EVs

1 transporcie do komorek docelowych.

Podczas prowadzonych badan scharakteryzowano 3 szczepy mikroorganizmow jako
producentéw pecherzykéw zewnatrzkomérkowych. Ponadto w przypadku EVs drozdzy

probiotycznych wykazano ich pozytywny wptyw na komorki prawidtowe oraz zdolno$¢ do



hamowania rozwoju komorek nowotworowych. Wskazano takze nowe cele badawcze, ktore

w przysztosci moga da¢ odpowiedzi na poczynione w pracy doktorskiej obserwacje.

Stlowa kluczowe: pecherzyki zewnatrzkomorkowe, EVs, drozdze probiotyczne,
Saccharomyces boulardii, Kluyveromyces marxianus, Janthinobacterium lividum, wiolaceina,

systemy przenoszenia lekow



ABSTRACT

Extracellular vesicles (EVs) are secreted by all living cells, including microorganisms. These
nanometric structures contain various compounds that can influence mammalian cells,
including those in humans. This doctoral thesis focuses on extracellular vesicles produced by
the probiotic yeasts Saccharomyces cerevisiae var. boulardii and Kluyveromyces marxianus, as

well as the bacteria Janthinobacterium lividum, which produces violacein.

Multiple methods were tested for isolating EVs from liquid cultures of microorganisms, and
ultrafiltration was ultimately chosen. The efficiency of EV production by the tested
microorganisms was quantified. A comparison of methods for analyzing the size and number
of EVs was conducted, including NTA (Nanoparticle Tracking Analysis), NTA with fluorescent
dyes, and DLS (Dynamic Light Scattering). It was determined that the most reliable results
were obtained using NTA in white light. Electron microscopy was employed to image the
vesicles, and their integration with human intestinal cells - both normal (CCD841 CoN and
CCD-18Co) and cancerous (HCTI116 and HT-29) - was confirmed using fluorescence
microscopy. The MTT test, crystal violet staining, and the measurement of ROS (Reactive
Oxygen Species) were used to assess the effects of 24-hour incubation with yeast EVs on the
tested cell lines. Results indicated that this incubation did not adversely affect any of the cell
lines. However, after extending the incubation period to 7 days, a decrease in the number of
cancer cell cultures was observed, alongside an increase in the number of normal cell lines. The
impact of EVs on the tumorigenic potential of cells was also examined using flow cytometry
and qPCR (quantitative Polymerase Chain Reaction). Various methods for loading compounds
into vesicles were evaluated, with passive loading in the presence of the compound selected as
the most effective, minimizing vesicle loss. It was confirmed that exogenous cargo could be
transferred to cells and that doxorubicin remains biologically active after being loaded into EVs

and transported to target cells.

The studies conducted characterized three strains of microorganisms as producers of
extracellular vesicles. Notably, the EVs from probiotic yeast demonstrated a positive effect on
normal cells and an ability to inhibit the development of cancer cells. The thesis also outlines
new research goals that may provide further insights into the observations made throughout this

work.

Keywords: extracellular vesicles, EVs, probiotic yeast, Saccharomyces boulardii,

Kluyveromyces marxianus, Janthinobacterium lividum, violacein, drug delivery systems
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1. Cel oraz hipoteza badawcza pracy:

Hipoteza badawcza niniejszej rozprawy doktorskiej jest brak toksycznego wplywu EVs
wytwarzanych przez mikroorganizmy, takie jak drozdze probiotyczne i bakterie niepatogenne,
na komorki ludzkie (na przyktadzie modelu linii komorek jelitowych cztowieka) oraz
mozliwo$¢ ich wykorzystania jako no$nikéw zwigzkow biologicznie czynnych do tworzenia

DDS-EVs.

W celu weryfikacji bezpieczenstwa pecherzykdw w  potencjalnych terapiach
przeciwnowotworowych, badania skupily si¢ na wplywie, jaki EVs wywieraja na komorki
ludzkie. Oprécz badan na natywnych EVs, przeprowadzono rdwniez ich obciazenie egzogenne.
Po wyizolowaniu EVs z kultur mikroorganizméw poddano je dziataniu réznych czynnikow,
ktore indukowaty przenikanie zwigzkéw do pecherzyka lub reorganizacje EVs potaczong
z zamknigciem zwigzkow w ich wnetrzu. Modelowym zwigzkiem wykorzystanym w badaniach
byla doksorubicyna — lek cytostatyczny  stosowany obecnie w terapiach

przeciwnowotworowych.
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2. Wstep

2.1.Pecherzyki zewnatrzkomorkowe
2.1.1. Podstawowe informacje

Pecherzyki zewnatrzkomorkowe (ang. Extracellular Vesicles, EVs) sa malymi, kulistymi
strukturami otoczonymi dwuwarstwa lipidowa, ktéore w sposob naturalny wydzielane sa do
otoczenia przez wszystkie rodzaje komorek. Historia ich odkrycia sigga lat 40. XX wieku, kiedy
po raz pierwszy zauwazono je we krwi . Poczatkowo byly one uwazane za produkty degradacji
komorkowej, jednak juz w latach 80. potwierdzono, ze nie sg to zadne pozostatosci komorkowe,
lecz egzosomy, ktore petnig kluczowe funkcje w komunikacji miedzykomorkowej. Wowczas
zaczeto rozumied, ze biorg one udzial w przekazywaniu sygnaldw i materialu genetycznego
migdzy komorkami. Przez kolejne dekady badania nad EVs rozwijaly si¢ dynamicznie, co
doprowadzito do identyfikacji kolejnych typoéw pecherzykow, takich jak mikropgcherzyki

iciatka apoptotyczne 7.

Bezsprzecznie wickszos¢ wiedzy dotyczacej pecherzykow
zewnatrzkomoérkowych pochodzi wtasnie z badan nad EVs produkowanymi przez komorki
ludzkie. Jednak badania nad analogicznymi strukturami produkowanymi przez

mikroorganizmy trwaja nieprzerwanie od blisko 50 lat 3.

Obecnie wiadomo, ze pecherzyki zewnatrzkomodrkowe stanowia silnie heterogennag grupe
nanoczastek zardwno pod wzgledem wielkos$ci, sktadu jak i transportowanego tadunku. Owa
réznorodno$¢ ich obcigzenia biologicznego jest zwigzana, z faktem, Zze powstaja one poprzez
enkapsulacje czesci cytozolu komodrkowego w dwuwarstwie lipidowe] tworzacej btone
komoérkows. EVs petnig bardzo wazng role w interakcjach miedzy komorkami tego samego
gatunku (np. przy tworzeniu biofilmu lub transferu genéw). Co wiecej pgcherzyki posrednicza
takze w komunikacji pomi¢dzy komoérkami réznego rodzaju, np. EVs komorek
prokariotycznych 1 odbierajace je komorki eukariotyczne (m.in. podczas modulacji odpowiedzi

immunologicznej) ¢.

Klasyfikacja pecherzykow zewnatrzkomorkowych oparta jest nie tylko na ich wielkosci, ale
takze na sposobie ich powstawania. W zwigzku z tym mozna wyrdzni¢: egzosomy (mate
o $rednicy 60 — 80 nm oraz duze w zakresie 90 — 120 nm), mikropecherzyki (0,1 — 1 pm), ciatka
apoptotyczne (struktury wydzielane przez komoérki ssacze w fazie apoptozy, ktére maja okoto
0,05 — 5 pm $rednicy), a w przypadku komorek nowotworowych takze onkosomy

(110 um) *1°,
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Badania nad pgcherzykami zewnatrzkomoérkowymi z roku na rok sg coraz bardzo szybko
postepuja, co mozna zauwazy¢ chociazby korzystajac z prostego wyszukiwania w bazie

PubMed — https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/ (Rys. 1.).
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Rysunek 1, Wyniki przeszukiwania bazy artykutow PubMed pod kqtem publikacji dotyczqcych ogdlnie pecherzykow
zewngqtrzkomorkowych oraz EVs produkowanych przez konkretny rodzaj komorek: nowotworowych, bakteryjnych

lub drozdzowych. Dane dostgpne na dzien 26.12.2024.

Intensywny rozwdj tego tematu badawczego jest w duzej mierze zwigzany z komorkami
ludzkimi 1 produkowanymi przez nie pecherzykami, poniewaz ze wzgledu na swoj tadunek
upatruje si¢ w nich zastosowania jako biomarkerow ro6znych chordéb, w tym
nowotworowych "1, Pomimo tak szybkiego rozwoju tej galezi badawczej wcigz stabo
poznane pozostaja pecherzyki mikroorganizméw, w tym drozdzy a najstabiej pgcherzyki
drozdzy probiotycznych. W 2022 roku opublikowano na ich temat 1 prace oryginalng '’, a do

tej pory (koniec 2024 roku) jest ich zaledwie 5 172!,

2.1.2. Biogeneza pecherzykow zewnatrzkomorkowych

Obecnie dos¢ dobrze opisane sa 4 drogi powstawania gtownych typow pecherzykow, ktore

zostaly zilustrowane na ponizszym Rys. 2 22,
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Rysunek 2. Schemat biogenezy pecherzykéw zewngtrzkomérkowych, opracowany na podstawie 22,

Pierwsza ze $ciezek jest endosomalna droga biogenezy (ang. endosomal sorting complex
required for transport, ESCRT-dependent pathway), w wyniku ktoérej komoérki wytwarzaja
i uwalniajg egzosomy. Poczatkowo, poprzez endocytoze i dojrzewanie endosomow, wewnatrz
komorki powstajg ciatka wielopecherzykowe (ang. Miltivesicular Bodies, MVBs). Nastepie
dochodzi do fuzji MVBs z btong komorkowa 1 nastgpuje uwolnienie egzosomow do przestrzeni

miedzykomorkowej 222,

Mikropecherzyki  powstaja  natomiast na  drodze  niezaleznej od  ESCRT
(ang. ESCRT-independent pathway). Proces ten przypomina pagczkowanie drozdzy i polega na

utworzeniu si¢ pecherzyka bezposrednio z btony komérkowej 2224,

Kolejng $ciezke powstawania EVs zaobserwowano u komoérek przechodzacych proces
kontrolowanej $mierci, gdzie pgcherzyki — ciatka apoptotyczne powstaja wskutek fragmentac;ji

komorki podczas programowanej $mierci 22,

Istnieje jeszcze jeden typ pecherzykéw — onkosomy, jednak jest on bardzo specyficzny
i wydzielany tylko przez komoérki nowotworowe. EVs te sa wytwarzane w wyniku
dynamicznego procesu paczkowania blony komoérkowej komorek nowotworowych, co
prowadzi do uwolnienia pecherzykéw (100 — 400 nm) do przestrzeni zewnatrzkomoérkowe;j 2°.
Te pgcherzyki maja znacznie wigksze rozmiary w porownaniu do egzosomow 1 moga przenosic
onkoproteiny, RNA oraz inne molekuly biologicznie aktywne, ktore wspieraja rozwdj

22,24

1 progresj¢ nowotworu Onkosomy odgrywaja kluczowa rolg¢ w mikrosrodowisku
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nowotworowym, gdzie uczestniczag w przekazywaniu sygnalow proonkogennych migdzy
komorkami, promujac angiogenezg, proliferacj¢ oraz migracj¢ komorek rakowych. Dzigki
swoim specyficznym wlasciwosciom, onkosomy sg obiektem intensywnych badan jako

potencjalne biomarkery diagnostyczne oraz cele terapeutyczne w walce z nowotworami 2’.

Niedawne badania wykazaty istnienie jeszcze jednego typu pecherzykdéw wydzielanych przez
komorki migrujgce (np. komoérki uktadu odpornosciowego, nowotwory przerzutowe czy tez
podocyty), a mianowicie migrasoméw o Srednicy okoto 0,5 — 3 pum. Mechanizm ich
powstawania nie jest jeszcze w pelni poznany, ale juz wiadomo, Ze jest on zwigzany ze
zdolnosciag komorek do przemieszczania si¢ oraz wystgpowaniem na ich powierzchni
czasteczek, takich jak integryny, tetraspaniny (ang. tetraspanins, TSPAN) i cholesterol 2%, Po
odebraniu ze $rodowiska czynnika stymulujacego komorke, nastgpuje agregacja integryn na
spodniej stronie btony komorkowej, powodujac silne przyleganie pewnego obszaru komorki
do macierzy zewnatrzkomorkowej 1 jest prawdopodobnie inicjacja powstawania

migrasomoéw 28 (Rys. 3.).
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enriched microdomain WZBOGACONA enriched macrodomain
W TETRASPANINY W TETRASPANINY
TEM TEMA
(1) (2) (3)
ASOCIACIA POWIEKSZENIE OBJETOSCI ODDZIELENIE SIE
MIGRASOM
" - \
— pEEES A 4 :
- = i1 Z. ) =
ang. pairing ang. swelling ang. detaching

Rysunek 3. Schemat powstawania migrasomow, na podstawie *°.

2.1.3. Mechanizmy pobierania EVs ze srodowiska przed komorki

EVs transportuja migdzy komorkami rozne sygnaly. Dotychczas zdefiniowano kilka
mechanizmow, dzieki ktorym komorki ssacze pobieraja je ze srodowiska (Rys. 4.). Uwaza si¢
takze, ze nie odbywa si¢ to na drodze selektywnej $ciezki, lecz ma to charakter mieszany
poprzez aktywacje rdéznych sposobow internalizacji pgcherzykéw z  przestrzeni
migdzykomoérkowej. Okreslono, ze wychwyt EVs moze nastepowaé miedzy innymi poprzez
endocytoze zalezng od klatryny lub kaweoliny. Endocytoza zalezna od klatryny (ang. clathrin-
mediated endocytosis, CME) 3°? to proces, ktory rozpoczyna si¢ od tworzenia wpuklen btony

komorkowe] wyscielanych biatkiem klatryng. Wglebienia te powstaja w miejscach, gdzie
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receptory btonowe zwigzaty specyficzne ligandy. Dotek poglebia si¢, az do oderwania si¢ od
btony komorkowej, w wyniku czego powstaje pecherzyk pokryty klatryng. Nastepnie klatryna
zostaje usunigta, a pecherzyk dalej transportowany jest w glagb komorki do wczesnych
endosomow, gdzie nast¢puje uwolnienie 1 sortowanie pobranego materialu. Natomiast
endocytoza zalezna od kaweoliny (ang. caveolin-dependent endocytosis, CDE) 303233
rozpoczyna si¢ w miejscach zwanych kaweolami, czyli domenach tratw glikolipidowych
w btonie komorkowej, ktore s3a bogate w cholesterol, sfingolipidy oraz biatko
strukturalne — kaweoling. Pecherzyk zewnatrzkomorkowy wceiggany jest do wnetrza komorki
poprzez stopniowa deformacje btony komoérkowej, ktora postepuje az do utworzenia si¢ matych
pecherzykow kaweolinowych w blonie plazmatycznej. Nastepnie sg one odrywane
1 transportowane do wnetrza komorki, gdzie moga taczy¢ sie¢ z innymi kompartmentami

wewnatrzkomorkowymi, takimi jak endosomy lub aparat Golgiego.

EVs moga dostawa¢ si¢ do wnetrza komodrki rdwniez poprzez fagocytoze

) 3436 _ mechanizm wykorzystywany przez komorki do wychwytu

(ang. phagocytosis
wigkszych czastek zewnatrzkomorkowych. Jest on gldwnie spotykany u makrofagdw, neutrofili
i niektorych komodrkach dendrytycznych, ktore wykorzystuja go do pochtaniania czastek, takich
jak bakterie 1 fragmenty apoptotyczne. Fagocytoza rozpoczyna si¢ od kontaktu EVs
z receptorami na powierzchni komorki. Nastepnie tworza sie¢ wglebienia blonowy, ktore
otaczaja czastk¢ 1zamykaja ja w pecherzyku fagocytarnym. W kolejnym kroku taczy sie
z lizosomem, gdzie zawarto$¢ pgcherzyka zewnatrzkomorkowego jest trawiona przez enzymy

lizosomalne.

EVs moga by¢ pobierane przez komorke takze na drodze makropinocytozy
(ang. macropinocytosis) >33, Proces ten jest niezalezny od receptora, ale uzalezniony od
aktywnosci pompy sodowo-protonowej (ang. Na'/H" exchanger) oraz wymagajacy takze
obecnosci cholesterolu do restrukturyzacji cytoszkieletu aktynowego. Makropinocytoza moze
nastgpowaé poprzez generowanie wklestych falbanek btonowych badz tez wypustek
btonowych, ktore rozciagaja si¢ od komorki az za pgcherzyk, gdzie taczg si¢ ze soba, zamykajac

go w tzw. makropinosomie.

Fuzja membrany komorkowej z pecherzykiem (ang. plasma membrane fusion) to kolejny
proces, w ktorym EVs moga dostarcza¢ swoj tadunek biologiczny do komorki poprzez
potaczenie ich blony z btona komoérkowa na drodze internalizacji 32°%*’. Ten bezposredni

kontakt miedzy dwiema dwuwarstwami lipidowymi generuje powstanie trzonu fuzyjnego,
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ktory dalej rozszerza si¢ umozliwiajac utworzenie poru, w ktérym mieszajg si¢ dwa

4

hydrofobowe rdzenie *'. Stwierdzono takze, ze zachodzeniu fuzji sprzyja obnizenie pH

srodowiska do ok. 6,0 4°.

Zaobserwowano rowniez, ze interakcja pecherzykow z tratwami lipidowymi (ang. lipid rafts)
moze skutkowa¢ wychwytem EVs przez komérke 322¢. Sg to mate, dynamiczne obszary blony
komorkowej, wzbogacone w cholesterol, sfingolipidy 1 specyficzne biatka zakotwiczone
w glikozylofosfatydyloinozytolu (ang. glycosylphosphatidylinositol, GPI) *. Dzigki
unikalnemu skladowi lipidowemu, tratwy charakteryzuja si¢ wyzsza gestoscia
i uporzadkowang strukturg w poréwnaniu z pozostala czescig btony. Ta odmienna organizacja
sprawia, ze sg one miejscem preferencyjnego skupiania si¢ wielu biatek sygnatowych
1 receptorow, co wigcej moga one takze wpltywaé na pltynno$¢ btony i transport bialek.
Interakcja pgcherzykow z mikrodomenami lipidowymi moze prowadzi¢ do sortowania
specyficznych biatek oraz do kierowania pecherzykow w konkretne obszary w komorce.
Dynamika tratw, czyli ich zdolno$¢ do taczenia si¢ i rozdzielania, umozliwia szybkie

reagowanie komorki na zmieniajace sie warunki §rodowiska 4.
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Rysunek 4. Schemat przedstawiajgcy mechanizmy pobierania EVs ze srodowiska wykorzystywane przez komorki

ssacze, na podstawie 3°.
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2.1.4. Metody izolacji EVs z probek biologicznych

Istnieja rézne metody izolacji pecherzykdéw zewnatrzkomorkowych, dzigki czemu mozna
dobra¢ odpowiednig technike pod posiadang probke, wyposazenie laboratorium lub tez
badanie, ktore sa planowane. Ponizej omowiono najczesciej wykorzystywane techniki izolacji

EVs (Rys. 5.).

BN N N N EE .

— E A - EVs -
? Probka PEG /~_\Prébka o, kulki-EVs
wirowanie { j
sacharoza 'EVs EVs " .
/ jodiksanol n"lem r?na EV kulki
filtracyjna magnetyczne

Rysunek 5. Podstawowe metody wykorzystywane do izolacji pecherzykéw zewngtrzkomdrkowych, na podstawie #.

Ultrawirowanie (ang. ultracentrifugation, UC) — metoda obecnie uznawana za ztoty standard
izolacji pecherzykow zewnatrzkomorkowych. Opiera si¢ ona na roznicach w gestosci
i rozmiarze EVs oraz innych sktadnikow probki. Wykonanie polega na poddaniu probki serii
wirowan przy rosnacych predkosciach, co pozwala na sekwencyjne osadzanie roznych frakc;ji.
W zwigzku z tym mozliwe jest usuni¢gcie komorek, ich fragmentéw, a takze cialek
apoptotycznych. Warto jednak nadmienié, ze ultrawirowanie jest czasochlonng metodg
wymagajaca specjalistycznego sprzetu pozwalajgcego na wirowanie probek z predkoscia
100000x g 4446,

Wirowanie w gradiencie gestosci (ang. density gradient centrifugation, DG) — metoda oparta
na utworzeniu w probéwce wirowkowej faz o roznej gestosci. Gradient ten moze by¢ ciagly
lub nieciagly i jest najczgsciej tworzony z wykorzystaniem substancji takich jak sacharoza czy
jodiksanol. Gradienty przygotowuje si¢ samodzielnie od najwyzszej do najnizszej gestosci,
dobierajac fazy, w taki sposdb, aby moc oddzieli¢ pozadang frakcje. Podczas wirowania,
czasteczki migrujag w dot gradientu az osiggng warstwe o gestosci rownej wilasnej gestosci,
gdzie si¢ zatrzymujg. W ten sposob rdzne typy czasteczek zostaja rozdzielone w postaci

wyraznych pasm 44

Ultrafiltracja (ang. ultrafiltration, UF) — technika polegajgca na wykorzystaniu membran
o odpowiednio dobranej wielkosci porow, najczesciej w zakresie 10 — 100 nm. Po nadaniu na
filtr prébki umieszcza si¢ go w wiréwcee, w ktorej rozdziat nastepuje pod wplywem dziatajace;j
sity odsrodkowej lub tez pod membrang generuje si¢ podci$nienie. Wszystko co jest mniejsze

niz $rednica uzytych poréw przechodzi przez membrane, na ktorej zatrzymywane 1 zatezane sg
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jedynie wieksze czastki, takie jak pecherzyki. Mozna takze zastosowac uktad filtrow o réznych

$rednicach porow, dzieki czemu uzyska sie frakcje EVs o konkretnym zakresie wielkosci 5%,

Chromatografia wykluczania na sitach molekularnych (ang. size-exclusion chromatography,
SEC) — metoda bazujaca na kolumnach wypetnionych porowatym zelem, w ktorym dochodzi
do rozdzialu mieszaniny pod katem wielkos$ci czastek i ich zdolno$ci do przenikania przez jego
pory. Czasteczki wicksze od porow zelu sg wykluczane z porow 1 przemieszczajg si¢ przez
kolumng¢ w przestrzeni mi¢dzyczasteczkowej, eluujac jako pierwsze. Mniejsze czasteczki moga

natomiast wnikaé do poréw zelu, co wydhuza ich czas retencji 480,

Precypitacja z wykorzystaniem polimerow (ang. polimer precipitation, PP) — metoda bazujaca
na wytraceniu pecherzykow z probki za pomoca roznych czynnikéw chemicznych takich jak,
np. silnie hydrofobowy polimer — polietylenoglikol (ang. poly-ethylene glycol, PEG).
Zasadnicza wadg tej metody jest mozliwa koagulacja bialek oraz wspoétwytracanie innych

czasteczek, ktore beda zanieczyszczaty probke 43!,

Immuno-przechwytywanie (ang. immunocapture, 1C) — polega na uzyciu kulek magnetycznych
optaszczonych przeciwciatami specyficznymi dla markeréw powierzchniowych EVs.
W wyniku specyficznego wigzania antygen-przeciwciato, EVs zostaja zwigzane z kulkami
magnetycznymi, co umozliwia ich tatwe oddzielenie od pozostatych sktadnikéw probki za
pomoca magnesu. Niestety nie jest to metoda uniwersalna, poniewaz wigkszo$¢ dostepnych
komercyjnie przeciwcial jest dedykowana dla probek ludzkich badZz mysich. Brakuje

przeciwciat dla probek mikrobiologicznych 4432734,

2.1.5. Charakterystyka EVs

Tak réznorodna grupa, jaka stanowia pecherzyki zewnatrzkomérkowe, wymaga
zroznicowanych 1 niezwykle precyzyjnych technik detekcji 1 ogdlnej charakterystyki, w tym
zbadania rozmiaru oraz oceny powierzchni pecherzykow. Do badania EVs jedng z najczesciej
wykorzystywanych technik jest analiza $ledzenia nanoczastek (ang. Nanoparticle Tracking
Analysis, NTA), ktora przeprowadzana jest w przeptywie i pozwala na pomiar wielko$ci oraz
stezenia EVs w probkach. Technika ta wykorzystuje $wiatto do §ledzenia ruchu czastek
W roztworze, co pozwala na okreslenie ich rozmiaru na podstawie ruchoéw Browna >*°°, Rownie
czgsto wykorzystywane jest takze dynamiczne rozpraszanie $wiatta (ang. Dynamic Light

Scattering, DLS) pozwalajace na oceng wielkos$ci 1 dystrybucji EVs w roztworze na podstawie
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analizy fluktuacji intensywnos$ci $wiatta rozproszonego przez pe¢cherzyki poruszajace si¢
w wyniku ruchéw Browna, w probee statycznej >°. Wspomniane techniki stuza gtéwnie do
analizy wielko$ci 1 gegstosci EVs w probce, natomiast do oceny ich powierzchni
wykorzystywana jest mikroskopia elektronowa (ang. Electron Microscopy, EM) **>7. Pozwala
ona na wizualizacj¢ pecherzykow z bardzo wysoka rozdzielczo$cia, przy czym transmisyjna
mikroskopia elektronowa (ang. transmission electron microscopy, TEM) umozliwia
obserwacj¢ wewnetrznej struktury EVs, natomiast skaningowa mikroskopia elektronowa

(ang. scanning electron microscopy, SEM) daje informacje o powierzchni tych nanostruktur 7.

Przytoczone powyzej techniki jednak nie wyczerpuja mozliwosci badawczych. Niektorzy
naukowcy sprawdzaja takze potencjat blonowy EVs (potencjat zeta, ang. Zeta Potential, ZP)
839 lub wykorzystuja mikrowage kwarcowa (ang. Quartz Crystal Microbalance with
Dissipation monitoring, QCM-D) ¢! cytometrie przeptywowa (ang. Flow Cytometry, FC) >*
czy tez mikroskopie sit atomowych (ang. Atomic Force Microscopy, AFM) %264,

2.1.6. Natywny tadunek EVs

Pecherzyki zewnatrzkomorkowe w zaleznos$ci od typu produkujacej je komorki i warunkow
srodowiska, maja bardzo zréznicowany natywny tadunek (Rys. 6.), ktéry wplywa na ich
funkcje i zastosowania %7, EVs komoérek ludzkich swoimi komponentami odzwierciedlajg

stan komorki macierzystej 1986

a ponadto biorg udzial w wielu procesach zaroéwno
fizjologicznych jak 1 patologicznych, do ktérych mozna zaliczy¢: odpowiedZ immunologiczna,
procesy zapalne, nowotworzenie, regeneracj¢ tkanek oraz progresj¢  chordb

15,70

neurodegeneracyjnych Natomiast pecherzyki zewnatrzkomérkowe pochodzenia

mikrobiologicznego petnig kluczowe role w:

e interakcjach patogen-gospodarz, czyli procesie patogenezy, w ktorym EVs przenosza
czynniki wirulencji, takie jak toksyny 1 enzymy proteolityczne, ktére pomagaja
mikroorganizmom w przetamywaniu barier ochronnych gospodarza i wywolywaniu
chordob "-73;

e komunikacji, czyli przekazywaniu sygnalow miedzy mikroorganizmami, w tym
quorum sensing, ktdre pozwalaja bakteriom na koordynacj¢ zachowan grupowych
w odpowiedzi na gestos¢ populacji, takich jak tworzenie biofilméw czy produkcja

substancji przeciwdrobnoustrojowych 7>-77;
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e utrzymaniu homeostazy mikrobiomu i odpowiedzi na stres — EVs moga zawiera¢ biatka
szoku cieplnego 1 inne czynniki ochronne, ktére pomagaja im przetrwac
w niesprzyjajacych warunkach $rodowiska, takich jak wysoka temperatura, obecnos¢
antybiotykow czy zmiany pH 7>77>78;

o transferze gendéw — EVs moga przenosi¢ materiat genetyczny miedzy

mikroorganizmami, co umozliwia horyzontalny transfer gendéw i przyczynia si¢ do

rozprzestrzeniania sie cech takich jak oporno$¢ na antybiotyki ”°
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Rysunek 6. Schemat przedstawiajgcy zroznicowanie natywnego tadunku biologicznego pecherzykow

zewngtrzkomorkowych w zaleznosci od produkujgcych je komérek mikroorganizméw, na podstawie 5

Do jednej z najliczniejszych grup sktadnikéw EVs nalezy zaliczy¢ biatka 3032, W przypadku
pecherzykow ssaczych nalezy ws$rdod nich wymieni¢ enzymy, bialka powierzchniowe
1 strukturalne, regulatory sygnatowe oraz tetraspaniny (zwtaszcza CD9, CD63, CD81), ktore
uczestniczg w procesach adhezji 1 fuzji migdzykomodrkowej, a takze biatka szoku cieplnego
(ang. heat shock proteins, HSP), ktore petnia funkcje ochronne 33**. Z kolei do biatek obecnych
w EVs mikrobiologicznych nalezy zaliczy¢ enzymy hydrolityczne, toksyny, biatka adhezyjne,
biatka sygnalizacyjne, a takze bialka zwigzane z odporno$cig na antybiotyki 338, Badanie
sktadu biatkowego EVs przeprowadzane jest bardzo czegsto z wykorzystaniem spektrometrii
mas (ang. Mass Spectrometry, MS), sprzezonej z ro6znymi metodami rozdziatu mieszaniny
biatek w probce. Duzg popularnoscig podczas badania proteomu cieszy si¢ chromatografia
cieczowa sprzgzona z tandemowa spektrometrig mas (ang. Liquid Chromatography-Tandem

Mass Spectrometry, LC-MS/MS), pozwalajaca na rozdzielanie mieszanin molekularnych, ich
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identyfikacje oraz kwantyfikacje ¥°°. Oprécz niej wykorzystuje sie rowniez jonizacje laserowa
wspomagang matrycg potaczong z analiza czasu przelotu (ang. Matrix-Assisted Laser
Desorption/lonization Time of Flight Mass Spectrometry, MALDI-TOF MS) 192
spektrometri¢ mas sprz¢zong z jonizacja elektrosprejowa (ang. Electrospray lonization Mass
Spectrometry, ESI-MS) *** oraz elektroforeze kapilarng w potaczeniu ze spektrometrig mas
(ang. Capillary Electrophoresis-Mass Spectrometry, CE-MS) °>%¢. Metody te w polaczeniu
z przeszukiwaniem baz peptydéw pozwalaja na identyfikacje 1 ilosciowg analiz¢ biatek
wchodzacych w sktad EVs /. W przypadku probek ludzkich podczas poszukiwania

konkretnych bialek markerowych czesto stosuje sie takze Western blotting™.

Bardzo duzo informacji o pgcherzykach zewnatrzkomoérkowych dostarczajg tez badania ich
transkryptomu °7%%, Badanie kwaséw nukleinowych ®! transportowanych w EVs jest sposobem
na poznanie ich funkcji biologicznych **°7. W przypadku materiatu pochodzenia ludzkiego
mozemy znalez¢ w nich rézne formy RNA (mRNA, miRNA, tRNA i rRNA), ktéore moga
modulowaé ekspresje genow w komorkach docelowych, wptywajac na ich funkcjonowanie
i metabolizm *°. Z kolei pecherzyki mikrobiologiczne mogg zawiera¢ DNA, np. plazmidy,
zawierajace m.in. geny opornosci na antybiotyki, co ma kluczowe znaczenie dla adaptacji

i ewolucji mikroorganizméow .

Kolejng bardzo liczng grupg zwigzkéw wykrywanych w EVs sg lipidy 83219 W przypadku
pecherzykow z materiatu ludzkiego sg to gtownie fosfolipidy, cholesterol i sfingolipidy, ktore
tworzg strukturalng baze¢ btonowa pecherzykow 1 sg kluczowe dla ich integralnos$ci strukturalne;
oraz funkcjonalnej '°'192, Natomiast w przypadku EVs produkowanych przez, np. bakterie
Gram-ujemne wykrywane s3 lipopolisacharydy (ang. [lipopolysaccharide, LPS) oraz
fosfatydyloetanoloaminy, ktore sg charakterystyczne dla zewnetrznej btony komoérkowej tych

drobnoustrojow 7.

Natywny ladunek pecherzykéw nie jest ograniczony do wymienionych 3 grup zwiazkow.

80-82 80,82

Oprocz nich EVs moga one zawieraé barwniki 8-%2, polisacharydy %2, czynniki wzrostu 1%,

toksyny ', trudno rozpuszczalne metabolity bioaktywne metabolity takie jak wiolaceina '°+1%°
a takze czasteczki sygnatowe, ktore wptywaja na funkcjonowanie komérek docelowych *°.
W ich badaniu bardzo przydatna moze okazac¢ si¢ spektroskopia Ramanowska, ktéra umozliwia

analize chemiczng EVs na poziomie pojedynczej czastki '%.
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2.1.7. Mozliwosci modyfikacji EVs

Pecherzyki zewnatrzkomoérkowe maja duzy potencjal by sta¢ si¢ narzedziami
m.in. w dostarczaniu lekoéw, terapii genowej oraz diagnostyce. Ma to zwigzek z ich naturalnymi
zdolno$ciami do przenoszenia tadunkéw biologicznych. Wprowadzanie dodatkowego,
zaplanowanego tadunku do EVs pozwala na zwigkszenie ich funkcjonalno$ci oraz
dostosowanie do specyficznych zastosowan medycznych '°71% Mozna to osiagnaé korzystajac

z kilku typoéw metod, do ktorych naleza metody fizyczne, chemiczne i biologiczne.

Do pierwszej grupy zaliczana jest m.in. inkubacja pgcherzykoéw w obecnosci tadunku. Jest to
najprostsza technika, ktéra bazuje na pasywnym wchlanianiu przez pecherzyki tadunku ze
srodowiska, w ktorym zostaly umieszczone. Efektywnos$¢ tej metody jest zalezna od
wlasciwosci fizykochemicznych tadunku oraz samych EVs '%. Bardziej inwazyjng technikg
jest elektroporacja wykorzystujaca krotkotrwate impulsy elektryczne w celu utworzenia
w blonie porow, przez ktére ladunek dostaje si¢ do wnetrza pecherzyka. Metode ta
wykorzystuje si¢ do wprowadzania m.in. RNA, DNA i biatek. Jednak nalezy mie¢ na uwadze,
ze parametry elektroporacji, takie jak napigcie i czas trwania impulsu, wymagaja optymalizacji,
aby zminimalizowaé uszkodzenia blony EVs . Kolejng metoda fizyczng jest sonikacja,
podczas ktorej blona EVs podlega destabilizacji wskutek dziatania fal ultradzwigkowych.
Utatwia to wprowadzenie np. czastek hydrofobowych, ktore trudno zatadowaé¢ do EVs innymi
technikami. Sonikacj¢ wykorzystuje si¢ takze, aby przeprowadzi¢ fuzje pecherzykow

z nanoczastkami, w wyniku ktorej powstaja hybrydowe systemy dostarczania lekow %!,

W przypadku metod chemicznych takich jak pegylacja wykorzystywane sg polimery takie jak
glikol polietylenowy (PEG). Jego czasteczki sg przytaczane do powierzchni EVs, co nie tylko
zwigksza stabilno$¢ ich struktury, wydtuza czas poltrwania w krwiobiegu, ale takze zmniejsza
ich immunogenno$¢, co jest istotne w kontekécie terapii !'>!!3. Natomiast koniugacja EVs
z ligandami bazuje na chemicznym przylaczeniu czasteczek, ktdre specyficznie wiaza si¢
z receptorami na powierzchni EVs. Powoduje to zwigkszenie efektywnosci dostarczania
fadunku do komoérek docelowych, np. koniugacja przeciwcial monoklonalnych, ktére wiaza sie
z okre$lonymi receptorami na komérkach nowotworowych !'*115, Szerokie zastosowanie maja
takze chemiczne modyfikacje lipidéw. Poprzez wprowadzenie do blony pecherzykow
zewnatrzkomorkowych  specyficznych lipidow, mozna wpltywa¢ na stabilnos¢, fuzje

z komorkami docelowymi oraz wlasciwosci farmakokinetyczne EVs, np. wprowadzenie
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lipidow kationowych moze zwigkszy¢ efektywno$¢ dostarczania RNA do komorek

docelowych 16117,

Wykorzystujac narzedzia biologii molekularnej mozna zmieni¢ komorki produkujace EVs tak,
aby dochodzito u nich do ekspresji bialek fuzyjnych. Utworzone w ten sposéb chimery
biatkowe wbudowywane sg w btong EVs. Co wigcej biatka te mogg zawiera¢ fragmenty m.in.
odpowiedzialne za rozpoznawanie specyficznych receptorow na powierzchni komorek
docelowych, przez co zwigkszona zostaje efektywno$¢ dostarczania tadunku
terapeutycznego !'®. Poprzez genetyczne modyfikacje komorek produkujacych EVs mozna
réwniez przeprowadza¢ biogeneze kontrolowang. Polega ona na manipulacji szlakami
biogenezy pecherzykow i1 wykorzystywana jest, aby nie tylko zwiekszy¢ wydajnos¢ ich

produkcji, ale réowniez kontrolowa¢ ich tadunek '1%:12°,

2.2.Probiotyki 1 produkowane przez nie EVs
2.2.1. Warunki probiotycznosci mikroorganizmow

Probiotykami nazywa si¢ zywe mikroorganizmy, ktore przynosza korzysci zdrowotne dla
gospodarza. Wspieraja one roznorodne funkcje fizjologiczne oraz chronig przed wieloma
chorobami. Aby mikroorganizm zostatl uznany za probiotyczny, musi spetnia¢ okreslone

kryteria '*! wymienione ponizej.

1. Bezpieczenstwo — mikroorganizmy probiotyczne musza by¢ bezpieczne dla ludzi i nie
moga wywotywac chordb ani produkowac toksyn. Wiekszo$¢ probiotykdéw to bakterie
kwasu mlekowego, takie jak Lactobacillus sp. 1 Bifidobacterium sp., ktore sg naturalnie
obecne w ludzkim przewodzie pokarmowym i wykazujg niskg patogenno$¢ %2,

2. Stabilnos¢ — w produkcie, podczas przechowywania, a takze po spozyciu przez
cztowieka. Oznacza to, ze mikroorganizmy muszg przetrwac procesy technologiczne,
takie jak suszenie, liofilizacja, a takze przechowywanie w ro6znych warunkach
temperatury 1 wilgotno$ci. Ponadto musza dotrze¢ do jelita zywe, czyli musza by¢
odporne na dziatanie kwasu Zoladkowego, soli zolciowych oraz enzymow
trawiennych 2.

3. Przyleganie do komodrek nabtonka jelitowego — muszg produkowac¢ odpowiednie biatka

adhezyjne, ktore umozliwiaja im przyczepianie si¢ do komorek jelitowych. Cecha ta
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pozwala probiotykom na kolonizacj¢ jelit i konkurencje z patogenami o nisz¢ i sktadniki
odzywcze 2.

4. Aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa wobec patogenow — produkcja réznorodnych
substancji przeciwdrobnoustrojowych, takich jak kwas mlekowy, bakteriocyny czy
nadtlenek wodoru ktére hamujg wzrost patogendw takich jak bakterie chorobotworcze,
wirusy i grzyby 124125,

5. Korzysci zdrowotne dla gospodarza — potwierdzone i udokumentowane w badaniach
klinicznych, takie jak:

e wspieranie procesOw trawienia 1 wchlaniania skladnikéw odzywczych
w przewodzie pokarmowym oraz dostarczanie witaminy K, witamin z grupy B
i kwasu foliowego;

e modulacj¢ uktadu odpornosciowego poprzez indukcje zwigkszonej produkcji
przeciwcial, cytokin przeciwzapalnych i stymulowanie aktywno$ci komorek
NK (ang. natural killer cells), pomagajac w walce z infekcjami i zmniejszajac
ryzyko rozwoju choréb autoimmunologicznych i alergii;

e lagodzenie objawow choréb przewlektych poprzez wptywanie na metabolizm
glukozy 1 lipidow oraz na zmniejszenie stanu zapalnego, co moze przynosic¢

korzy$ci osobom cierpigcym na cukrzyce, otylo$¢, choroby sercowo-

naczyniowe 1 choroby neurodegeneracyjne.

Probiotyki sa w gltéwnie kojarzone z bakteriami z typu Firmicutes, a konkretniej z gatunkami
z rodzajow Lactobacillus 1 Bifidobacterium. Nalezy jednak pamieta¢, ze do probiotykow
klasyfikowane s3 rowniez inne mikroorganizmy, m.in. bakterie z rodzajow Enterococcus,
Streptococcus, Pediococcus, Leuconostoc, Bacillus a takze Escherichia coli oraz drozdze

Saccharomyces 'S

Przyktadem mikroorganizmu zaliczanego do tej ostatniej grupy jest Saccharomyces cerevisiae
var boulardii '*’. Najlepiej poznany i przebadany jest szczep CNCM 1-745, ktéry zostat
wyizolowany w 1923 roku ze skérek owocoéw tropikalnych przez francuskiego mikrobiologa,

128,129

Henriego Boularda Obecnie jest on komercyjnie dostgpnym probiotykiem

produkowanym przez Biocodex Laboratories (https://www.biocodex.pl/pl/biocodex-na-

swiecie/nasze-dziedzictwo/; dostep: 01.01.2025). Szczep ten wykazuje si¢ duza skutecznoscia

w zapobieganiu i leczeniu biegunek wywotanych przez antybiotyki, a takze infekcje bakteryjne

(Clostridioides dificille) oraz wirusowe *%!3!. S. boulardii wspiera kondycje jelit cztowieka nie
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tylko poprzez utrzymanie rownowagi mikroflory jelitowej i ochrone przed patogenami 227134,

ale takze poprzez poprawe wchianiania sktadnikow odzywczych takich jak witaminy 3137,

Innym gatunkiem drozdzy, ktory przycigga uwage badaczy ze wzgledu na jego potencjalne
wlasciwosci probiotyczne jest Kluyveromyces marxianus. Jest to gatunek izolowany
z produktow mlecznych, gtéwnie kefirow 3313 Wykazuje on zdolnosé do przylegania
do komorek jelitowych, co jest kluczowe dla dzialania probiotycznego. Co wigcej
zaobserwowano, ze potrafi wspiera¢ uklad odpornosciowy i zmniejsza¢ stan zapalny.
Wykazano bowiem jego zdolno$¢ do modulacji odpowiedzi immunologicznej poprzez
regulacje produkcji cytokin prozapalnych, w tym zmniejszenia ich poziomu po indukcji
bakteryjnymi lipopolisacharydami (ang. lipopolysaccharides, LPS). Korzystny wptyw tych
drozdzy wykazano takze w badaniach nad mikroflorg jelitowa, poprzez zwickszenie
koncentracji bakterii z rodzaju Bifidobacterium oraz ilosci krotkotancuchowych kwasow
thuszczowych (takich jak octan i propionan) wptywaja one na jej sktad i funkcjonowanie ',
K. marxianus produkuje réwniez substancje hamujace wzrost bakterii chorobotworczych
(m.in. Candida albicans czy Listeria monocytogenes), chroniagc w ten sposob jelita przed

infekcjami 141142,

2.2.2. EVs mikroorganizmow probiotycznych jako nowe postbiotyki

Drozdze probiotyczne, odgrywaja kluczowa rolg we wspieraniu zdrowia ludzkiego. Podobnie
ma to miejsce w przypadku wydzielanych przez nie pecherzykow zewnatrzkomorkowych,
ktore majg unikalny sktad 1 przyczyniajg si¢ do wtasciwosci probiotycznych produkujacych je
drozdzy. Potencjalnie moga wigc zapewnia¢ podobne korzysSci jak zywe probiotyki 1 znalez¢
zastosowanie w roznych obszarach, w tym w przemysle spozywczym i1 biomedycynie. Na
podstawie wynikéw badan prowadzonych nad EVs produkowanymi przez bakterie
probiotyczne mozna uznaé, ze wpasowuja sie one w definicje ,postbiotyku” 43144,
Migdzynarodowe Stowarzyszenie Naukowe Probiotykéw i Prebiotykow (ang. International
Scientific Association for Probiotics and Prebiotics, ISAPP) wydato bowiem definicj¢, wedlug
ktorej postbiotykiem jest preparat nieozywionych mikroorganizmdw i/lub ich sktadnikow, ktore

przynosza korzysci zdrowotne gospodarzowi 1414,

Badania nad EVs produkowanymi przez drozdze probiotyczne nie sg jeszcze tak popularne jak
w przypadku bakterii. Dla tych ostatnich mozna przytoczy¢ wiele przyktadéw, w tym niedawne

badania nad Lactobacillus acidophilus ATCC 53544. Wykazano w nich, ze bakterie moga
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dostarcza¢ bakteriocyny za posrednictwem pecherzykéw zewnatrzkomorkowych 1 w ten
sposdb zabija¢ inne bakterie '47'*¥. Moze to okazaé¢ si¢ bardzo obiecujacy alternatywa dla
stosowania antybiotykoéw, zwtaszcza podczas leczenia chorob zakaznych wywotywanych przez

bakterie oporne na antybiotyki '4%1%0,

Na przykladzie produkowanych przez Lacticaseibacillus rhamnosus GG (dawniej
Lactobacillus rhamnosus GG) pgcherzykdéw zaobserwowano, ze zwickszaja one proliferacje
1 migracje komorek srédbtonka (HUVEC) oraz keratynocytow (HaCaT). Wykazano takze ich
pozytywny wptyw in vitro, gdzie poprzez zwigkszenie proliferacji komorek i angiogeneze
wywolaly przyspieszong reepitelializacje naskorka, tworzenie tkanki ziarninowej oraz
odktadanie si¢ bialek macierzy zewnatrzkomodrkowej, prowadzac w ten sposob do zamkniecia
rany '°152, Natomiast pecherzyki z Lactobacillus druckerii nie tylko przyspieszaja gojenie si¢

zapobiegajg tworzeniu sie¢ blizn '3,

Pecherzyki z Latilactobacillus sakei (dawniej Lactobacillus sakei) indukuja komorki
dendrytyczne z kepki Peyera (produkujace prozapalng interleuking 6, IL-6) do produkcji takze
IgA. Ponadto pecherzyki z Lactobacillus plantarum JCM8341, zaindukowaty komorki Raw264
do produkcji prozapalnych interleukin (IL-1 oraz IL-6), oraz przeciw-zapalnych (IL-10, IF-y
oraz [L-12), ktore biorg udzial w réznicowaniu pierwotnych pomocniczych limfocytéw T typu

3 (Th3) do pomocniczych limfocytow T typu 1 (Th1)!>2.

Innym przyktadem wptywu EVs pochodzenia probiotycznego jest zastosowanie pecherzykoéw
z L. plantarum, ktérych dodatek zapobiega urazom na skutek niedokrwienia moézgu. Redukcja
apoptozy neuronow zostata potwierdzona in vitro a takze in vivo w organizmie myszy, gdzie
zaobserwowano rowniez, ze EVs pokonaty nie tylko caly organizm (od miejsca podania, czyli

zyle ogonowg az do mozgu) ale takze bariere krew-mozg >,

Na podstawie przytoczonych przyktadéw mozna zaktadaé, ze badania nad pecherzykami
zewnatrzkomorkowymi produkowanymi przez drozdze probiotyczne rowniez beda
wykazywaty bardzo réznorodny i pozytywny wptyw na organizm. Ich unikalne wiasciwosci,
nadaja im ogromny potencjal do wykorzystania w réznych dziedzinach, w tym takze

w biomedycynie.
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2.3.Bakterie niepatogenne, produkowane przez nie zwigzki bioaktywne 1 ich
pecherzyki zewnatrzkomorkowe

Niezwykle interesujacym zagadnieniem w kontekscie pecherzykow zewnatrzkomoérkowych
jest wykorzystanie mikroorganizmow niepatogennych dla cztowieka 1 produkujacych tym
samym roézne wigzki aktywne. Takim przykladem jest Janthinobacterium
lividum — Gram-ujemna bakteria z rodziny Oxalobacteraceae '>. Te bakterie mozna znalez¢

156,157

w roznorodnych $rodowiskach naturalnych, takich jak gleba, stodka woda , a takze na

powierzchniach roélin oraz u organizméw zwierzat wodnych, takich jak salamandry 34159,

J. lividum wyr6znia si¢ sposrod wielu mikroorganizméw swoja zdolnoscia do produkcji
wiolaceiny — intensywnego fioletowego pigmentu, ktory wykazuje silne wilasciwosci
przeciwdrobnoustrojowe (zarOwno przeciwko wielu bakteriom Gram-dodatnim jak
i Gram-ujemnym), przeciwgrzybicze i przeciwwirusowe '°*19 Ponadto badania naukowe
sugeruja, ze wiolaceina moze mie¢ wilasciwosci przeciwnowotworowe, co czyni ja
obiecujacym kandydatem do dalszych badan w dziedzinie onkologii '°>!%166 Ze wzgledu na
swoje wszechstronne wlasciwosci biologiczne wiolaceina jest bardzo obiecujagcym narzedziem

do roéznych zastosowan medycznych i przemystowych, jako barwnik lub dodatek do wtokien
162,167-169

J. lividum ogolnie uznaje si¢ za bakteri¢ niepatogenng i nie jest ona zwigzana z zadnymi
znanymi chorobami u ludzi. Jednak w historii odnotowano kilka przypadkow wystepowania
tych bakterii u hospitalizowanych chorych "*!"!. Ze wzgledu na powszechne wystepowanie
J. lividum w $rodowisku, prawdopodobienstwo, ze cztowiek nie spozyje tych bakterii z woda
lub pozywieniem jest znikome. Sprawia to, ze ryzyko zakazenia i postgpujacych powiklan
chorobowych mozna jednak uzna¢ za niewielkie. Wspomniane przypadki stanowig zaledwie
2 doniesienia literaturowe dotyczace chorob, w ktorych zidentyfikowano J. [ividum
w przeciagu przeszto 30 lat. Jednakze, aby jeszcze bardziej zminimalizowaé ewentualne ryzyko
powiklan, mozna zastosowac nie cale mikroorganizmy, a produkowane przez nie pgcherzyki

zewnatrzkomoérkowe, ktore zawieraja wiolaceing 104105:169:172,

2.4.Mozliwe praktyczne zastosowania pecherzykow zewnatrzkoméorkowych

Pecherzyki zewnatrzkomorkowe sga obecnie bardzo intensywnie badane i majg potencjat
komercyjny, ale nie sg jeszcze szeroko wykorzystywane w praktyce kliniczne;j. Istnieje jednak

wiele badan i klinicznych prob, ktore wykazaly ich potencjalne zastosowania w terapii
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1 diagnostyce. Na przyktad, EVs sg badane jako nosniki lekéw, biomarkery diagnostyczne oraz
narzedzia terapeutyczne w regeneracyjnej medycynie '“!7>174 Wartosciowe zastosowania EVs
zarbwno w przemysle biotechnologicznym jak i diagnostyce juz sg zauwazalne, ale petna
komercjalizacja nie jest jeszcze mozliwa zaréwno ze wzgledu na wcigz rozwijajacg si¢

technologie ich wytwarzania jak i brak regulacji prawnych w ich zakresie '”°.

Jednak diagnostyka nie jest jedynym obszarem, nad ktérym pracujg zespoly z calego $wiata.
Potencjat zastosowan EVs jest ogromny. Ze wzgledu na ich zdolno$¢ do transportowania
réznych substancji, EVs sg badane jako potencjalne nosniki lekéw oraz jako sktadniki nowych
szczepionek %18 Ponadto, dokladne poznanie mechanizmoéw dziatania EVs moze przyczynié
si¢ do opracowania nowych strategii zwalczania infekcji bakteryjnych, w tym wykorzystania
jako nosnikow roznych terapeutykow 8. Zastosowanie to ma zwigzek z ich struktura, ktora jest
bardzo podobna do liposoméw, czyli syntetycznych struktur lipidowych obecnie
wykorzystywanych w systemach dostarczania lekow (ang. Drug Delivery Systems, DDS) 3. Co
wigcej trwajg prace, aby moc wykorzystywaé pecherzyki w  walce z chorobami
nowotworowymi. Ma to poniekad przypomina¢ stosowang obecnie (takze w Polsce) terapie
chimerycznymi komoérkami CAR-T, jednak potencjalnie moze mie¢ szersze zastosowanie,

W tym takze do guzoéw litych 17°.

Ze wzgledu na bardzo duzy potencjal aplikacyjny samych mikroorganizméw probiotycznych
takze 1 struktury przez nie produkowane powinny mie¢ mozliwo$¢ wykorzystania. Wykazano
bowiem, ze EVs z L. plantarum dzialaja jako mediatory odpowiedzi immunologicznej oraz

majg dziatanie przeciwzapalne %0,

Nalezy jednak pamigtac, ze stosowanie pecherzykow zewnatrzkomorkowych (EVs) wigze sie

z kilkoma wyzwaniami i1 ograniczeniami, ktore musza by¢ rozwigzane przed ich szeroka
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komercjalizacja (https://wwwifdagov/regulatory-information/search-fda-guidance-

documents/regulation-human-cells-tissues-and-cellular-and-tissue-based-products-hctps-

small-entity-compliance; dostep: 26.12.2024).

Izolacja EVs jest skomplikowana ze wzglgedu na ich maty rozmiar i r6znorodnos¢ struktury.
Niestety, brak standardowych metod izolacji sprawia, ze uzyskiwane wyniki mogg by¢
zrdznicowane 1 trudne do reprodukcji/odtworzenia, a wytworzone/koncowe produkty moga si¢
od siebie znaczaco roznié 132, Co wiecej, nie wydano jeszcze jednolitych standardéw i regulacji

prawnych dotyczacych nie tylko samej izolacji, ale rowniez analizy i stosowania EVs.
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W zwigzku z tym ich szerokie zastosowanie w praktyce klinicznej, jest w tym momencie nie

tylko utrudnione, lecz wrecz niemozliwe 33,

W przypadku réznych terapii bezpieczenstwo potencjalnego produktu jest kluczowe.
W zwiazku z tym, trzeba mie¢ wigc na uwadze, ze EVs moga zawiera¢ substancje potencjalnie
niebezpieczne dla zdrowia, takie jak wirusy lub geny, ktére moga wywotywaé u pacjentow

odpowiedzi immunologiczne (https://www.fda.gov/vaccines-blood-biologics/safety-

availability-biologics/public-safety-notification-exosome-products;  dostep:  01.01.2025).

Niemniej istnieje takze ryzyko, ze same EVs moga wywotywaé niepozadane reakcje

immunologiczne i tym samym trudne do przewidzenia skutki uboczne 34,

Pod samym katem produkcyjnym, w przemysle farmaceutycznym istnieje wiele regulacji
1 wymagan, ktére podniosg koszty wytwarzania samych pecherzykow. Natomiast produkcja
EVs obcigzonych konkretnym tadunkiem obecnie jest juz czasochtonna i1 kosztowna, co moze
ogranicza¢ ich dostepnos$c¢ i zastosowanie w praktyce klinicznej. Rozwdj bardziej efektywnych
1 tanich metod produkcji i modyfikacji pecherzykow jest wigc kluczowa dla ich szerokiego

wykorzystania !,

Kolejnym niezwykle istotnym aspektem jest skuteczno$¢ terapeutyczna EVs. Obecnie jest ona
jeszcze w trakcie badan, jednak przed ich komercjalizacja niezbedne jest potwierdzenie
1 udokumentowanie nie tylko skutecznosci ich zastosowania, ale rdwniez bezpieczenstwa
w réznych aplikacjach medycznych '*¢. Same dostarczenie EVs w konkretne miejsce ich
dziatania moze by¢ trudne w organizmie, zwlaszcza w przypadku glebokich tkanek lub
uktadow narzadowych. W zwigzku z tym trzeba mie¢ na uwadze, ze wykorzystanie EVs
w praktyce klinicznej prawdopodobnie bedzie wymagato zaawansowanych strategii

terapeutycznych 87-188,
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3. Materialy i metody

3.1.Materialy

3.1.1. Materiat biologiczny

a) mikroorganizmy

Saccharomyces boulardii (obecnie Saccharomyces
cerevisiae var. boulardii) CNCM 1-745

drozdze  probiotyczne ozywione z liofilizatu
mikroorganizmow komercyjnie dostgpnego w sprzedazy
jako lek probiotyczny pod nazwa ENTEROL firmy
BICODEX. W niniejszej pracy szczep ten nazywany jest
w wersji skréconej jako ,,Sb”.

Komorki tego gatunku przyjmuja ksztatt
kulisto-elipsoidalny o §redniej wielkos$ci 5,15+0,79 pm
w trakcie wzrostu w pozywce pelnej YPD w temp. 37°C

i produkuja niewielkie ilo$ci ciatek lipidowych (Rys. 7.).

Kluyveromyces marxianus WUT240

drozdze wyizolowane w 2017 roku zprobki mleka
klaczy z Kirgistanu, wchodzace w sktad kolekcji Katedry
Biotechnologii Srodkéw Leczniczych i Kosmetykow,
Wydziatu Chemicznego Politechniki Warszawskie; —
Warsaw University of Technology Yeast Culture
Collection

(https://wutyeastcollection.pw.edu.pl/strain/WUT240).

W niniejszej pracy powolujac si¢ na ten szczep

wykorzystywany jest skrot ,,WUT240”.
Komorki maja ksztalt elipsoidalny o $redniej dlugosci

5,35+0,64 um oraz szerokosci 3,39+0,56 um. Ponadto,

w czasie hodowli w pozywce pelnej YPD przy 37°C,
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Rysunek 7. Zdjecie  mikroskopowe

preparatu drozdzy S. boulardii CNCM
1-745, po wybarwieniu cialek lipidowych
(ang. lipid droplets) z wykorzystaniem
barwnika Oil Red O (badania wiasne).
Skala 10 um.

Rysunek 8.

Zdjecie
preparatu drozdzy K. marxianus WUT240,

mikroskopowe

po  wybarwieniu  cialek  lipidowych
(ang. lipid droplets) z wykorzystaniem
barwnika Oil Red O (badania wiasne).
Skala 10 pm.


https://wutyeastcollection.pw.edu.pl/strain/WUT240

charakteryzuja si¢ do$¢ wysoka produkcja ciatek
lipidowych (Rys. 8.).

Janthinobacterium lividum KP16

bakterie wyizolowatam w 2016 r. z probki wody
zaczerpnigtej ze studni glebinowej w Nadarzynie koto
Warszawy, Polska. Szczep zostal zdeponowany w 2024 r.
w Polskiej Kolekcji Mikroorganizméw (ang. The Polish
Collection of Microorganisms, PCM) przy Instytucie
Immunologii 1 Terapii Dos$wiadczalnej Polskiej
Akademii Nauk we Wroctawiu, Polska. Pelna nazwa
szczepu zgodna ze zgloszeniem rejestracyjnym w PCM
to  Janthinobacterium  lividum  PCM  3520.
W przeprowadzonych badaniach przywolywano ten

szczep poprzez forme skrocong ,,VIO™.

Gram-ujemne pateczki, ktore w hodowli w 2 LB przy
20°C, maja Srednie wymiary: 2,45+0,43 um dlugosci na
0,53+0,07 um szerokosci (Rys. 9.).

b) linie komorkowe

HT-29 (ATCC: HTB-38 ™)

linia  nowotworowych  komorek  adherentnych
o morfologii nabtonkowej (Rys. 10.), wyizolowana
z pierwotnego guza pobranego od pacjentki cierpiacej na

gruczolakoraka jelita grubego.
Warunki hodowli: 37°C, 5% CO2 medium McCoy’s 5A

z10% FBS i1 1% antybiotykow (100 U/mL penicyliny
oraz 0,1 mg/mL streptomycyny).
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Rysunek 9.  Zdjecie  mikroskopowe
preparatu bakterii J. lividum PCM 3520,
po barwieniu metodq Grama (badania
wiasne). Skala 10 pum.

Rysunek  10. Zdjecie mikroskopowe
hodowli komorek HT-29 (badania wiasne).
Skala 100 um.



HCT116 (ATCC: CCL-247 ™)
linia nowotworowych komorek adherentnych raka
nablonkowego (Rys. 11.), wyizolowana z probki

pobranej od pacjenta cierpigcego na raka jelita grubego.

Warunki hodowli: 37°C, 5% CO; medium McCoy’s SA
z10% FBS 1 1% antybiotykow (100 U/mL penicyliny
oraz 0,1 mg/mL streptomycyny).

CCD841 CoN (ATCC: CRL-1790 ™)

linia prawidlowych komorek adherentnych o morfologii
nablonkowej (Rys. 12.), wyizolowane z prawidtowe;j
tkanki ludzkiego jelita grubego pobranej od ptodu pici
zenskiej w 21. tygodniu cigzy.

Warunki 37°C, 5% CO2 medium MEM
z 10% FBS, 1% L-glutaming (2 mM) i 1% antybiotykow

hodowli:

(100 U/mL penicyliny oraz 0,1 mg/mL streptomycyny).

CCD-18Co (ATCC: CRL-1459 ™)

linia prawidtowych komoérek adherentnych o morfologii
fibroblastow (Rys. 13.), wyizolowana z prawidlowej
tkanki jelita grubego pobranej od 2,5-miesigcznej

dziewczynki.

Warunki hodowli: 37°C, 5% CO; w medium MEM
z 10% FBS, 1% L-glutaming (2 mM) 1 1% antybiotykow
(100 U/mL penicyliny oraz 0,1 mg/mL streptomycyny).

Rysunek  11. Zdjecie mikroskopowe
hodowli  komorek HCTII6 (badania
wlasne). Skala 100 um.

Rysunek  12. Zdjecie mikroskopowe
hodowli komorek CCD841 CoN (badania
wlasne). Skala 100 um.

Rysunek  13.

Zdjecie
hodowli komorek CCD-18Co (badania
wiasne). Skala 100 um.

mikroskopowe

Linie komorek jelitowych zakupione zostaty z ATCC (ang. American Type Culture Collection),

ktérego dystrybucja na terenie Polski zajmuje si¢ firma LGC, ze $rodkoéw pozyskanych przez

dr hab. Jolant¢ Mierzejewska, prof. uczelni w ramach grantu BIOTECHMED-2 Advanced.
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LUVA (Immortalized Human Mast Cells)

komoérki  tuczne  (mastocyty) o  mieszanych
wlasciwosciach wzrostu (zarOwno zawiesinowe jak
i adherentne) (Rys. 14.), uzyskane spontanicznie
z nietransformowanych komorek macierzystych ukladu
krwiotworczego CD34", ktore hodowano z czynnikiem

wzrostu komorek macierzystych oraz interleukinami.

Warunki hodowli: 37°C, 5% CO2 w medium IMDM
z10% FBS i 1% antybiotykow (100 U/mL penicyliny
oraz 0,1 mg/mL streptomycyny).

Rysunek 14. Zdjecie mikroskopowe
hodowli komorek LUVA (badania wiasne).
Skala 100 um.

Badania na tej linii mogty zosta¢ przeprowadzone i zamieszczone w niniejszej pracy dzigki

zyczliwosci Pani dr inz. Anny Sobiepanek z Katedry Biotechnologii Srodkéw Leczniczych

1 Kosmetykow, Wydzialu Chemicznego, Politechniki Warszawskie;.

3.1.2. Bufory, roztwory 1 podtoza hodowlane wykorzystywane w pracy:

W ponizszej Tabeli 1. Zestawiono sktady oraz podstawowe informacje o buforach i mediach

wykorzystywanych w pracy.

Tabela 1. Skiad i warunki przechowywania buforow, roztworow oraz poditoz hodowlanych wykorzystywanych

w metodach badawczych.

roztwor sktad / przygotowanie kon.c owe
stezenie
EDTA 93,059 kwasu wersenowego | [0,5 M]
pH 8,0 (ang. ethylenediaminetetraacetic acid, EDTA; E6511,
Sigma Aldrich)
400 mL wody Mili-Q
Wykorzystujqc 1 M zasade sodowg (NaOH; PA-03-9101-X,
POL-AURA) doprowadzono pH roztworu do wartosci 8,0.
Nastepnie dopetniono roztwor wodg Mili-Q do 500 mL
| poddane sterylizacji za pomocq autoklawu (121°C,
20 min). Roztwor przechowywano w RT.
72 LB 1,25 g podtoza LB Broth (Miller; BioShop), w tym:
0,25 g ekstrakt drozdzowy [0,25%]
0,5 g trypton [0,5%]
0,5 g NaCl [0,5%]
100 mL wody Mili-Q
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72 LBagar

1,25 g podtoza LB Broth (Miller; BioShop), w tym:

0,25 g ekstrakt drozdzowy [0,25%]
0,5 g trypton [0,5%]
0,5 g NaCl [0,5%]
2 g agaru mikrobiologicznego (ABO03, Biomaxima) [2%]
100 mL wody Mili-Q
10x bufor do 15,14 g zasady Tris (TRS001.1, BioShop) [0,25M]
elektroforezy 72,00 g glicyny (GLN001.1, BioShop) [1,92 M]
| transferu 500 mL wody Mili-Q
Przy uzyciu 1 M zadady sodowej (NaOH; PA-03-9101-X,
POL-AURA) doprowadzono pH buforu do wartosci 8,3.
Stezony roztwor przygotowywano wczesniej i trzymano
w temperaturze pokojowej (ang. room temperature, RT).
1x PBS komercyjny bufor 1x PBS (392-0442, VWR)
50x bufor do 242 g zasady Tris (TRS001.1, BioShop) [2M]
elektroforezy RNA | 57,1 mL bezwodnego kwasu octowego (693870115, [1M]
(50x TAE) cz.d.a., POCH S.A)
100 mL 0,5 M EDTA pH 8,0 [50 mM]
1000 mL wody DEPC
Roztwor przechowywano w RT. Przed wykonaniem
elektroforezy, bufor rozcienczano w wodzie DEPC:
10 mL 50x TAE (Tris-octan-EDTA)
490 mL wody DEPC
Koncowe stezenie komponentow w buforze IxTAE: 40 mM
Tris, 20 mM kwas octowy, 1 mM EDTA.
5x bufor 0,4 g dodecylosiarczanu sodu (ang. sodium dodecyl [4%]
nieredukujacy do sulfate, SDS; SDS001.1, BioShop)
elektrofore_zy 2,5 mg biekitu bromofenolowego (BRO777, EPRO) [0,01%]
(zymografia) 2,00 mL 100% glicerolu (114433204, CHEMPUR) [20%]
1,25 mL 1 M Tris-HCI, pH 6,8 (E0270, EURX) [125 mM]
6,75 mL wody Mili-Q
Przygotowany bufor podzielono na porcje po 0,5 mL
i przechowywano w -20°C.
AO/Pi 0,4 uL 5 mg/mL oranzu akrydyny [2 ug/mL]
2,0 uL 1 mg/mL jodku propidyny [2 ng/mL]
997,6 uL DPBS
Mieszaning barwnikow przygotowywano tuz przed uzyciem
i trzymano w ciemnosci.
APS 1 g nadsiarczanu amonu (ang. ammonium persulfate, APS; | [10%]

A3678, Sigma Aldrich)
10 mL wody Mili-Q
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Rozpuszczono 1 g APS w 10 mL wody Mili-Q i intensywnie
mieszano na worteksie. Nastepnie przygotowany roztwor
podzielono po 200 ulL do probowek 1,5-mL typu Eppendorf
I przechowywano w -20°C.

biekit trypanu 40 mg biekitu trypanu (T0887, Sigma Aldrich) [0,4%]
10 mL wody Mili-Q
Po rozpuszczeniu roztwor filtrowano przez filtr PES
o porach 0,2 um i przechowywano w RT.
BSA 10 mg surowiczej albuminy bydlecej (ang. bovine serum [10
albumin, BSA; ALB001.100, BioShop) mg/mL]
1 mL DPBS
Albumine rozpuszczono w DPBS poprzez delikatne
pipetowanie gora-dot, aby nie spieni¢ roztworu. Roztwor
przechowywano w -20°C.
Rozcienczenia robocze roztworu do krzywej standardowej
(oznaczanie stezenia biatek w probkach) przygotowywano
tuz przed uzyciem poprzez odpowiednie rozcienczenie
w buforze RIPA.
bufor do 100 mL 10x buforu do elektroforezy i transferu [250 mM
elektroforezy Tris, 192
mM
glicyna]
10 mL 10% SDS [0,1%)]
890 mL wody Mili-Q
bufor do inkubacji  |2,50 mL Tritonu X-100 (TRX506.500, BioShop) [1%]
i aktywacji 12,50 mL 1 M Tris-HCI, pH 7,5 (E0272, EURX) [50 mM]
enzymow po 625 uL 2 M CaCl, [5 mM]
elektroforezie 2.5 uL 0.1 M ZnCl; [1 M)
w zymografii 234,37 mL wody Mili-Q
Bufor przygotowywano tuz przed uzyciem.
bufor do transferu 100 mL 10x buforu do elektroforezy i transferu [250 mM
bialek z zelu Tris, 192
poliakrylamidowego mM
na membrang glicyna]
200 mL alkoholu metylowego (621990110, cz.d.a., [20%]
POCHS.A)
700 mL wody Mili-Q
bufor pluczacy do 6,25 mL 100% Tritonu X-100 (TRX506.500, BioShop) [2,5%]
zymografii 12,50 mL 1 M Tris-HCI, pH 7,5 (E0272, EURX) [50 mM]
625 uL 2 M CaCl> [5 mM]
2,5uL 0,1 M ZnCl; [1uM]
230,62 mL wody Mili-Q
Bufor przygotowywano tuz przed uzyciem.
bufor RIPA 0,6 mg chlorku sodu (59625, Sigma Aldrich) [0,006%]
1,8 mg ortowanadianu sodu (567540, Sigma Aldrich) [0,018%)]
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25,0 mg deoksycholanu sodu (ang. desoxycholic acid
sodium salt, DOC; 264101, Sigma Aldrich)

0,5mL 1 M Tris-HCI pH 7,6 (ROCKMB-003, VWR)
0,1 mL Nonidetu P-40 (NP-40; 56741, Sigma Aldrich)
20 uL 0,5 M EDTA pH 8,0

9,38 mL wody Mili-Q

Tuz przed uzyciem do buforu dodawano inhibitory proteaz
(SigmaFAST Protease Inhibitor Coctail Tablet, EDTA free;
S8830, Sigma Aldrich), do koncowego stezenia 1%.

[0,25%]

[50 mM]
[1%]
[1 mM]

chlorek cynku

13,6 mg ZnCl (208086, Sigma Aldrich)
1 mL wody Mili-Q

Przygotowany roztwor podzielono na 0,2-mL porcje
| zamrozono w -20°C.

[0,1 M]

chlorek wapnia

333 mg CaCl (C1016, Sigma Aldrich)
1,5 mL wody Mili-Q

Przygotowywany zawsze tuz przed uzyciem.

[2M]

dcFDA

609,11 mg dcFDA (ang. 2',7'-dichlorofluorescin
diacetate; 287810, Sigma Aldrich)
50 mL DMSO (363550117, POCH S.A))

Roztwor podzielono na mniejsze porcje i przechowywano
w -20°C.

Tuz przed uzZyciem roztwor rozcienczano do 10 uM
w odpowiednim czystym medium hodowlanym.

[25 mMM]

DiO

1 mg nadchloranu 3,3’-dioktadecyloksakarbocyjaniny
(ang. 3,3 ’-dioctadecyloxacarbocyanine perchlorate, DiO;
MERCK)

1 mL DMSO (363550117, POCH S.A.)

Roztwor przechowywano w 4°C.

[1,13 M]

DOC

15 mg deoksycholanu sodu (ang. desoxycholic acid sodium
salt, DOC; 264101, Sigma Aldrich)
10 mL wody Mili-Q

Po przygotowaniu roztwor, w probowce szczelnie owinigtej
parafilmem, przechowywano w 4°C.

[0,15%]

doksorubicyna

5 mg chlorowodorku doksorubicyny (ang. doxorubicin,
DOX; PA-03-4969-A, POL-AURA)
1,25 mL sterylnej wody Mili-Q

[4 mg/mL]

6 mg chlorowodorku doksorubicyny (PA-03-4969-A,
POL-AURA)
3 mL sterylnej wody Mili-Q

Roztwory doksorubicyny podzielono na ok. 0,4-mL porcje
I przechowywano w ciemnych 1,5-mL probowkach, w 4°C.

[2 mg/mL]

1xDPBS

10 mL 10x DPBS (s6l fizjologiczna buforowana
fosforanem Dulbecco, 392-0440, VWR)

90 mL sterylnej wody Mili-Q
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DPBST

100 mL 10x DPBS (392-0440, VWR)

1 mL Tweenu 20 (655204, MERCK) [0,1%]
900 mL wody Mili-Q

DTT 23,2 mg ditiotreitolu (ang. dithiothreitol, DTT; 2010, [0,1 M]
A&A Biotechnology)
1,5 mL wody Mili-Q
Roztwor intensywnie mieszano w 2,0-mL probowce typu
Eppendorf, a nastgpnie podzielono na  porcje
I przechowywano w -20°C.

dwuoctan 5 mg dwuoctanu fluoresceiny (ang. fluorescein diacetate, | [5 mg/mL]

fluoresceiny FDA; F7378, Sigma Aldrich)
1 mL acetonu (102480411, POCH S.A))
Roztwor przechowywano w -20°C.

FDA/Pi 2,4 uL 5 mg/mL dwuoctanu fluoresceiny [8 ug/mL]
4,5 uL 1 mg/mL jodku propidyny [3 ng/mL]
1493,1 uL DPBS
Mieszanine barwnikow przygotowywano tuz przed uzyciem
i trzymano w ciemnosci.

fiolet krystaliczny 0,25 g fioletu krystalicznego (ang. crystal violet, CV;| [0,05%]
CO0775, Sigma Aldrich)
5 mL alkoholu metylowego (621990110, cz.d.a.; [1%]
POCH S.A)
495 mL wody Mili-Q
Po rozpuszczeniu fioletu, roztwor przefiltrowano przez
membrang PES o porach 0,45 um i przechowywano w RT.

fiolet krystaliczny do | komercyjny roztwor fioletu krystalicznego do barwienia

barwienia Grama met. Grama (20201304, KOLCHEM)
Roztwor przechowywano w RT.

GSH 46,09 mg glutationu (ang. glutathion, GSH; G6013, Sigma | [150 mM]
Aldrich)
1 mL wody Mili-Q
Roztwor przechowywano w 4°C przez okres do 3 tygodni.
Roztwor rozcienczano do 5 mM tuz przed uZyciem
W odpowiednim petnym medium hodowlanym.

Hoechst33342 komercyjny roztwér Hoechst33342 (H3570, Invitrogen) [/10

mg/mL

Roztwor przechowywano w 4°C, a tuz przed uzyciem o]
rozcienczano go DPBS do stezenia 0,5 ug/mL.

IMDM* 89 mL IMDM (L0190-500, Biowest) [89%]
10 mL FBS (10270-106, Gibco) [10%]
1 mL roztworu penicyliny-streptomycyny (P4333-100ML, [1%]

Sigma Aldrich)
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jodek propidyny

1 mg jodku propidyny (PP1777, EPRO)
1 mL wody Mili-Q

Roztwor przechowywano w 4°C.

[1 mg/mL]

McCoy’s 5A*

89 mL McCoy’s 5A (L0210-500, Biowest)
10 mL FBS (10270-106, Gibco)

1 mL roztworu penicyliny-streptomycyny (P4333-100ML,
Sigma Aldrich)

[89%]
[10%]
[1%]

MEM*

88 mL MEM (L0430-500, Biowest)

10 mL FBS (10270-106, Gibco)

1 mL roztworu penicyliny-streptomycyny (P4333-100ML,
Sigma Aldrich)

1 mL roztworu L-glutaminy (25030-081, Gibco)

[88%]
[10%]
[1%]

[1%]

mieszanina do
rozdzialu TLC

5 mL acetonu (111024800, CHEMPUR)
5 mL chloroformu (112344305, CHEMPUR)
50 pL 25% amoniaku (111349637, CHEMPUR)

Aceton, chloroform i amoniak zmieszano ze sobg
wstosunku  1:1: 0,01. Mieszaning przechowywano
W ciemnej,  szczelnie — zamknigtej i zabezpieczonej
parafilmem butelce.

MTT

5 mg bromku 3-(4,5-dimetylo-2-tiazolilo)-2,5-difenylo-
2H-tetrazoliowego (ang. (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide), MTT; 158990050, Sigma
Aldrich)

1 mL DPBS

[5 mg/mL]

nadtlenek wodoru

30 mL 30% nadtlenku wodoru (118851934, CHEMPUR)
270 mL wody Mili-Q

Doktadnie wymieszano zawartos¢ butelki, roztworu
uzywano do usuwania nukleaz z zestawu do elektroforezy
kwasow nukleinowych (maksymalnie 3-krotnie), gotowy
roztwor przechowywano w 4°C.

[3%]

Nile Red

2,5 mg Nile Red (7726, Carl Roth GmbH + Co. KG)
1 mL acetonu (102480411, POCH S.A))

Podczas  barwienia rozcienczono stezony  barwnik
26-krotnie poprzez zmieszanie go z barwiong probkg EVS

(100 uL probki EVs + 4 uL 2,5 mg/mL Nile Red).

[2,5
mg/mL]

NP-40

0,1 mL Nonidetu P-40 (NP-40; 56741, Sigma Aldrich)
0,9 mL wody Mili-Q

[10%]

OilRed O

10 mg Oil Red O (00625, Sigma Aldrich)

10 mL alkoholu izopropylowego (751500111, cz.d.a;
POCHS.A)

Tuz przed uzyciem alkoholowy roztwor Oil Red O mieszano
z wodg Mili-Q w stosunku 3:2 i przefiltrowano przez
membrang PES 0,2 um.

[1%]
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oranz akrydyny 5 mg oranzu akrydyny (ang. acridine orange, AO; A6014, | [5 mg/mL]
Sigma Aldrich)
1 mL wody Mili-Q
Roztwor przechowywano w 4°C.

paraformaldehyd 10 g paraformaldehydu (8.18715, Sigma Aldrich) [10%]
100 mL DPBS
Roztwor  przygotowywano w 60°C mieszajgc go na
mieszadle magnetycznym przez 30 min. Nastepnie
porcjowano go i przechowywano w 4°C. Tuz przed uzyciem
rozcienczano roztwor przy uzyciu DPBS do uzyskania
koncowego stezenia paraformaldehydu 3,7%.

PEG6000 10 g glikolu polietylenowy 6000 (ang. polyethylene glycol | [20%]
with an average molecular weight of 6000, PEG6000;
81260, Sigma Aldrich)
50 mL DPBS
Po catkowitym rozpuszczeniu PEG6000 w DPBS, roztwor
przefiltrowano  przez  membrang PES 0,2 um
| przechowywano w 4°C.

PKH67 komercyjny etanolowy roztwor barwnika PKH67 [1 mM]
(MINI67, Sigma Aldrich)
Komercyjny roztwor przechowywano w 4°C.

ptyn Lugola (jodyna) | roztwér wodny jodu; synonim: Ptyn Lugola (1 g ptynu
zawiera: jod — 10 mg, jodek potasu — 20 mg)
(EAN: 5909990011698, Wytwornia Euceryny
Laboratorium Farmaceutyczne ,,COEL”)
Roztwor przechowywano w RT.

rozdzielajacy zel 1,145 mL wody Mili-Q

poliakrylamidowy |1 250 mL 1,5 M Tris-HCI pH 8,8 (CHMP15TRISS8.8, [375 mM]

do SDS-PAGE VWR)
2,500 mL 30% Akrylamid/Bis-akrylamid (37,5:1) [15%)]
(ACR010.500, BioShop)
0,050 mL 10% SDS [0,1%]
0,050 mL 10% APS [0,19%]
0,005 mL N,N,N',N'-tetrametyloetylenodiamina (ang. [0,01%]
N,N,N’,N'-tetramethylethylenediamine, TEMED; T9281,
Sigma Aldrich)

zageszczajacy zel 1,405 mL wody Mili-Q

poliakrylamidowy 0,625 mL 0,5 M Tris-HCI pH 6,8 (AB355082, Linegal [125 mM]

do SDS-PAGE Chemicals)
0,417 mL 30% Akrylamid/Bis-akrylamid (37,5:1) [5%)]
(ACR010.500, BioShop)
0,025 mL 10% SDS [0,1%]
0,025 mL 10% APS [0,1%]
0,003 mL TEMED (79281, Sigma Aldrich) [0,01%)]
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Podane ilosci odczynnikow wystarczajq na wylanie 1 Zelu
o grubosci 0,1 cm, w ktorym 72,5 — 75,0% objetosci
(4,25 — 4,40 mL) stanowi zel rozdzielajgcy.

Zmontowano uktad do wylewania zeli poliakrylamidowych.
Tuz przed wylaniem zeli zmieszano ich sktadniki (oprocz
APS oraz TEMED) i delikatnie wymieszano poprzez
odwracanie probowki (bez spieniania zawartosci).
Nastepnie dodano APS oraz TEMED i w ten sam sposob
wymieszano sktadniki. Miedzy oczyszczone i odtluszczone
szkietka wylano Zel rozdzielajgcy, nastepnie delikatnie
I powoli nalano na niego ok. 0,5-cm warstwe alkoholu
izopropylowego. Pozostawiono uktad na ok. 30 min w RT,
aby zel spolimeryzowal. Nastepnie zlano alkohol
| osuszono brzegi szkielek recznikiem papierowym.
Przygotowano Zel zageszczajgcy, w ten sam sposob co zel
wczesniej iwylano do na juz spolimeryzowany zel
rozdzielajgcy. W uktadzie umieszczono takze separator
tworzgcy studzienki zZelu. Uklad ponownie pozostawiono
W RT na ok. 30 min. Po spolimeryzowaniu, zel mozna byto
wykorzysta¢ od razu do rozdziatu elektroforetycznego
biatek lub zawing¢ w recznik papierowy zwilzony wodg
Mili-Q i przechowywaé w woreczku strunowym w 4°C
przez maksymalnie 2 dni.

rozdzielajacy zel

0,728 mL wody Mili-Q

poliakrylamidowy | 1,250 mL 1,5 M Tris-HCI pH 8,8 (CHMP15TRIS8.8, [375 mM]
do zymografii VWR)
1,667 mL 30% Akrylamid/Bis-akrylamid (37,5:1) [10%)]
(ACR010.500, BioShop)
1,250 mL 4 mg/mL zelatyny [1 mg/mL]
0,050 mL 10% SDS [0,1%]
0,050 mL 10% APS [0,1%]
0,005 mL TEMED (79281, Sigma Aldrich) [0,01%]
zageszczajacy zel 1,489 mL wody Mili-Q
poliakrylamidowy | 0,625 mL 0,5 M Tris-HCI pH 6,8 (AB355082, Linegal [125 mM]
do zymografii Chemicals)
0,333 mL 30% Akrylamid/Bis-akrylamid (37,5:1) [4%]
(ACR010.500, BioShop)
0,025 mL 10% SDS [0,1%]
0,025 mL 10% APS [0,1%]
0,003 mL TEMED (T9281, Sigma Aldrich) [0,01%]

Podane ilosci odczynnikow wystarczajg na wylanie 1 zZelu
o grubosci 1 mm, w ktorym 72,5 — 75,0% objetosci
(4,25 — 4,40 mL) stanowi zel rozdzielajgcy.
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Zmontowano uktad do wylewania zZeli poliakrylamidowych.
Tuz przed wylaniem zeli zmieszano ich sktadniki (oprocz
APS oraz TEMED) i delikatnie wymieszano poprzez
odwracanie probowki (bez spieniania zawartosci).
Nastepnie dodano APS oraz TEMED i w ten sam sposob
wymieszano sktadniki. Miedzy oczyszczonymi
| odttuszczonymi plytkami szklanymi umieszczono warstwe
zelu rozdzielajgcego, a na nig powoli nalano ok. 5-mm
warstwe alkoholu izopropylowego. Pozostawiono uktad na
ok. 30 min w RT, aby zel spolimeryzowal. Nastegpnie
usunieto alkohol i osuszono brzegi plytek szklanych
recznikiem papierowym. Przygotowano mieszaning zelu
zageszczajgcego, w ten sam Sposob co wczesniej
i umieszczono jg na juz spolimeryzowanym  Zelu
rozdzielajgcym. W warstwie zageszczajgcej umieszczono
takze grzebien tworzqcy studzienki w zelu. Uktad ponownie
pozostawiono w RT na ok. 30 min. Po spolimeryzowaniu,
zel mozna bylo wykorzysta¢ od razu do rozdziatu
elektroforetycznego biatek lub odpowiednio zabezpieczony
przed utrata wilgoci, przechowa¢ w 4°C przez
maksymalnie 2 dni.

roztwor barwiacy do | 0,1 g blekitu brylantowego Coomassie R-250 [0,1%]
membrany po (CBB250.100, BioShop)
transferze 40 mL alkoholu metylowego (621990110, cz.d.a., [40%]
POCH S.A)
1 mL kwasu octowego (568760114, cz.d.a., POCH S.A.) [1%]
59 mL wody Mili-Q
roztwor barwiacy do | 0,5 g blekitu brylantowego Coomassie R-250 [0,5%]
zymografii (CBB250.100, BioShop)
40 mL alkoholu metylowego (621990110, cz.d.a., [40%]
POCH S.A.)
10 mL kwasu octowego (568760114, cz.d.a., POCH S.A.) | [10%]
50 mL wody Mili-Q
roztwor barwiacy do | 0,25 g biekitu brylantowego Coomassie R-250 [0,25%]
zeli (CBB250.100, BioShop)
poliakrylamidowych |40 mL alkoholu metylowego (621990110, cz.d.a., [40%]
po elektroforezie POCHS.A)
10 mL kwasu octowego (568760114, cz.d.a., POCH S.A.) | [10%]
50 mL wody Mili-Q
roZtwor 200 mL alkoholu metylowego (621990110, cz.d.a., [40%]
odbarwiajacy do POCH S.A)
zymografii 50 mL kwasu octowego (568760114, cz.d.a., POCH S.A.) | [10%]
250 mL wody Mili-Q
roZtwor 225 mL alkoholu metylowego (621990110, cz.d.a., [45%)]
odbarwiajacy do zeli |POCH S.A))
poliakrylamidowych |50 mL kwasu octowego (568760114, cz.d.a., POCH S.A.) | [10%]

225 mL wody Mili-Q
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roztwor zelatyny

6,0 mg zelatyny (EAN: 5900552000365, Gellwe)
1,5 mL wody Mili-Q

Roztwor przygotowano tuz przed uZyciem, poprzez
podgrzewanie zelatyny w mikrofali. Co ok. 5 sek mieszano
zawartoscig probowki, az do momentu catkowitego
rozpuszczenia zelatyny. Nie dopuszczono do zagotowania
probki.

[4 mg/mL]

sacharoza

1,37 g sacharozy (A3935, AppliChem GmbH)
10 mL wody Mili-Q

Po rozpuszczeniu roztwor przefiltrowano przez membrane
PES o porach 0,2 um i przechowywano w 4°C.

[400 mM]

safranina

komercyjny roztwoér Safraniny O — roztwor do
mikroskopii (30201308, KOLCHEM)

Roztwor przechowywano w RT.

SDS

10 g dodecylosiarczanu sodu (ang. sodium dodecyl
sulfate, SDS; SDS001.1, BioShop)

100 mL wody Mili-Q

Rozpuszczono 10 g SDS w 70 — 80 mL wody Mili-Q,
podgrzano roztwor do 70°C i mieszano do catkowitego
rozpuszczenia SDS. Nastgpnie dopetniono roztwor wodg
Mili-Q do koncowej objetosci 100 mL. Przygotowany
roztwor przechowywano w RT.

[10%]

t-BHP

25 uL 70% wodoronadtlenku tert-butylu (ang. tert-Butyl
hydroperoxide, t-BHP; 458139, Sigma Aldrich)

3,8585 mL wody Mili-Q

Roztwor przechowywano w 4°C przez okres do 3 tygodni.
Rozcienczenie robocze roztworu (100 uM)
przygotowywano tuz przed uzyciem poprzez rozcienczenie
w odpowiednim petnym medium hodowlanym.

[50 mM]

TCA

5g kwasu trichlorooctowego (ang. trichloroacetic acid,
TCA,; PA-03-7416-K, POL-AURA)
5 mL wody Mili-Q

[100%]

23 mL 100% TCA (PA-03-7416-K, POL-AURA)
27 mL wody Mili-Q

Roztwory przechowywano w 4°C w szczelnie zamknigtej
I zabezpieczonej parafilmem 50-mL probowce.

[46%]

woda DEPC

0,5 mL piroweglanu dietylu (ang. diethylpyrocarbonate,
DEPC; DEP001.50, BioShop)
500 mL wody Mili-Q

Doktadnie wymieszano zawartos¢ butelki i 2-Krotnie
poddano wode sterylizacji za pomocq autoklawu (121°C,
20 min).

[0,1%]
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YPD 1 g ekstraktu drozdzowego (PB06, Biomaxima) [1%]

2 g peptonu bakteriologicznego (PB01, Biomaxima) [2%]
2 g D-glukozy (GLU501.1, BioShop) [2%]
100 mL wody Mili-Q

YPDagar 1 g ekstraktu drozdzowego (PB06, Biomaxima) [1%]
2 g peptonu bakteriologicznego (PB01, Biomaxima) [2%]
2 g D-glukozy (GLU501.1, BioShop) [2%]
2 g agaru mikrobiologicznego (ABO03, Biomaxima) [2%]
100 mL wody Mili-Q

zel agarozowy do | 0,2 g agarozy (BIO STANDARD, PRONA) [1%]

elektroforetycznego |196 mL wody DEPC

rozdzialu RNA 0.4 mL 50x TAE

Do 50-mL probowki wirowkowej typu Falcon, odwazono
agaroze i wlano 20 mL swiezo przygotowanego buforu
IXTAE. Zel podgrzewano w mikrofali az do momentu
catkowitego rozpuszczenia agarozy. Po przestudzeniu
roztworu do ok. 60°C dodano 1 ul 10 mg/mL bromku
etydyny (ang. Ethidium Bromide, EtBr; ETB444.1,
BioShop) i delikatnie wymieszano. Nastepnie wylano
roztwor na uprzednio wymoczone w 3% roztworze H>O»
I osuszone saneczki, a W roztworze umieszczono
tzw. grzebien tworzqcy dotki. Po zastygnieciu agarozy,
grzebien zostal usuniety i zalewano Zel swiezo
przygotowanym buforem 1xXTAE.

3.1.3. Startery do qPCR:

W Tabeli 2. zestawiono sekwencje oraz dane dotyczace starterow wykorzystywanych podczas
qPCR.  Wigkszo§¢  par  starterow  zostala ~wybrana z  bazy  PrimerBank

(https://pga.mgh.harvard.edu/primerbank/index.html; dostep: 01.01.2025) zgodnie

z ponizszymi kryteriami:

- dlugos¢ sekwencji starterow: 18 — 30 nukleotydow,

- temperatura topnienia starterow: 60 — 64°C oraz roznica w temperaturze topnienia
w obrgbie pary starterow < 2°C,

- zawartos¢ par GC w sekwencji: 35 — 65% oraz brak regionow skladajace sig
z 4" nastepujacych po sobie reszt G,

- wielkos$¢ produktu (amplikonu): 70 — 150 nukleotydow.
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Tabela 2. Zestawienie informacji dotyczgcych starterow wykorzystywanych w trakcie badan, w przypadku, gdy
para starterow zostata wybrana z bazy PrimerBank w nawiasie, pod nazwg celu molekularnego, wpisano numer
indentyfikacyjny z bazy.

moleiflllamy starter sekwencja (5° = 3°) [Go/(()j] [;frcn] am%);g{on
189 Fw | AGGGCTGCTTTTAACTCTGGT 47,6 | 62,7
GAPDH 206
Rv | CCCCACTTGATTTTGGAGGGA 52,4 | 63,1
MMP-2 Fw | TACAGGATCATTGGCTACACACC |47,8 | 61,7 %0
(ID: 189217851cl) Rv | GGTCACATCGCTCCAGACT 57,9 | 61,1
MMP-9 Fw | TGTACCGCTATGGTTACACTCG 50,0 | 61,5 o7
(ID: 74272286¢1) Rv | GGCAGGGACAGTTGCTTCT 57,9 | 61,9
TIMP1 Fw | CTTCTGCAATTCCGACCTCGT 52,4 | 62,4 0
(ID: 73858576¢1) Rv | ACGCTGGTATAAGGTGGTCTG 52,41 61,3
TIMP?2 Fw | GCTGCGAGTGCAAGATCAC 57,9 | 61,5 109
(ID: 73858577¢2) Rv | TGGTGCCCGTTGATGTTCTTC 52,4 62,9
TIMP3 Fw | CATGTGCAGTACATCCATACGG 50,0 | 60,8 100
(ID: 75905820c1) Rv | CATCATAGACGCGACCTGTCA 52,41 61,6
~ Fw — od ang. Forward primer
M Rv — od ang. Reverse primer
3.2.Aparatura:
Aparat do wizualizacji zeli 1 G:BOX Chemi XT4 (Syngene) wraz z oprogramowaniem
membran GenSys, wersja 1.4.3.0
Cieplarka stacjonarna Heratherm IMC18I, Thermo Scientific
Cytometr przeptywowy FACSVerse, BD z oprogramowaniem BD FACSuite,

(Zaktad Immunologii, Wydzial Biologii wersja 1.2.; wraz z komputerem z oprogramowaniem
Uniwersytetu Warszawskiego) FCAP Array wersja 3

Czytnik ptytek wielodotkowych  Synergy H4 Hybrid plate reader (BioTek Instruments)
z oprogramowaniem Genb, wersja 3.09.

DLS ZETASIZER Nano series, Nano - ZS wraz
z oprogramowaniem Zetasizer Software, wersja 7.12.

Inkubator do hodowli linii HF90 Heal Force

komoérkowych z podiaczeniem

CO,
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Inkubator mikrobiologiczny z

wytrzasaniem

SI-600R, Lab Companion

Inkubator stacjonarny

BD53, BINDER

Kotyska laboratoryjna

Rocker-Shaker MR-12, bioSan

Komora laminarna

Mars 1200, Scanlaf

Lodowko-zamrazalka

CANDY

Mikroskop fluorescencyjny

Nikon Eclipse Ni z kamera oraz oprogramowaniem NIS

Elements Basic Research, wersja 5.30.04

Mikroskop odwrdcony

OLYMPUS CKX41 z kamera OLYMPUS S.C.50 oraz

oprogramowaniem cellSens Standard 2.1

Miniciemnia z lampami UV

CN-6, VILBER; z lampa 254 nm oraz 365 nm

NTA

NanoSight Pro, Malvern Panalytical Ltd.
z oprogramowaniem NS XPLORER v 1.1.0.6 i pompa
strzykawkowa Malvern OEM Module 986778, Harvard
Apparatus

Pompa proézniowa

LABOPORT N 810.3 FT.18, KNF Neuberger

Skaningowo-transmisyjny

mikroskop elektronowy, STEM
(Dziaf Diagnostyki Medycznej, Centrum
Zaawansowanych Materiatow i
Technologii CEZAMAT Politechniki

Warszawskiej)

Hitachi SU8230

Spektrofluorymetr

JASCO FP-88550 wraz z termostatem cyrkulacyjnym
CD-200F, Julabo oraz oprogramowaniem Spectra

Manager wersja 2.5.

Spektrofotometr

SPECORD 200 Plus, Analytik Jena AG
z oprogramowaniem WIinASPECT PLUS, wersja 4.2.0.0.

Spektrofotometr UV/VIS do

mikroobjetosci

NanoDrop OneC, Thermo Scientific; oprogramowanie
wersja 2.2.0.16

Suszarka laboratoryjna

OV2, Biometra

System LC-MS
(Srodowiskowej Pracowni Spektrometrii
Mas, Instytut Biochemii i Biofizyki
Panstwowej Akademii Nauk)

Evosep One (Evosep Biosystems) sprzgzony ze
spektrometrem mas Orbitrap Exploris 480 (Thermo Fisher
Scientific) poprzez zrédto jondw Flex nanoESI (Thermo

Scientific)
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Termoblok

Dry Block Thermostat Bio TDB-100, bioSan

Termocykler do real-time PCR

CFX Opus 96 Real-Time PCR System, BIO-RAD
z oprogramowaniem Bio-Rad CFX Maestro 2.2
(5.2.008.0222)

Transmisyjny mikroskop

elektronowy, TEM

(Pracownia Mikroskopii Elektronowej,

Instytut Biologii Doswiadczalnej im. M.
Nenckiego Polskiej Akademii Nauk)

JEM 1400, JEOL Ltd.

Urzadzenie do elektroporacji

MicroPulser Electroporator, BIO-RAD

Urzadzenie do obrazowania

komorek

Fluorescent Cell Imager ZOE Fluorescent Cell Imaging
System, Bio-Rad
CELLOGER NANO (jasne pole, fluorescencja zielona,
4X), CURIOSIS

Wirdéwka

Centrifuge 5804R, Eppendorf
D2012 plus, Chemland
miniSpin, Eppendorf
MPW-351R, MPW
MPW-56, MPW

Wiréwka do ExoDISC

ExoDiscovery, LabSpinner

Worteks

Multi-Vortex V-32, bioSan
MX-S, Chemland

D-6012, neoLab

SU1900, sunlab

Wyparka

Laborota 4000, Heidolph z pompa prézniowa: PL-2, AGA
LABOR

Wytrzasarka do ptytek

wielodotkowych

Mini-Shaker PSU-2T, bioSan

Wytrzasarka laboratoryjna

KS 4000 ic control, IKA

Zamrazalka niskotemperaturowa

ULT 70086, Infrico medcare

Zestaw do elektroforezy i

transferu

Mini-PROTEAN® Tetra Cell, Mini Trans-Blot® Module
z zasilaczem PowerPac™ HC Power Supply (1658035,
BIO-RAD)
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Zestaw do Slot-blot aparat Bio-Dot SF (1706542, BIO-RAD) wraz z pompa
prozniowag LABOPORT N 810.3 FT.18 (KNF Neuberger)

Zestaw do elektroforezy kwasow  Mupid-One Electrophoresis System, ADVANCE

nukleinowych

Zestaw do wysokosprawnej Network Chromatography Interface NCI 900, PE
chromatografii cieczowej NELSON; 785A UV/VIS Detector, PERKIN ELMER,;
(HPLC) Series 200 Pump, PERKIN ELMER; 600 Series LINK,

PE NELSON wraz z oprogramowaniem: TotalChrom
Workstation (TCNav) wersja 6.3.2, PerkinElmer Inc.

3.3.Metody:

3.3.1. Hodowle mikroorganizmdw:

Hodowle drozdzy (Sb oraz WUT240) rozpoczeto od wysiania mikroorganizmow, z banku
szczepow przechowywanego w -80°C, na ptytki ze statym podltozem agarowym YPD.
Nastepnie inkubowano je przez 24 h w 37°C. Po tym czasie szalki przechowywano w 4°C,

przez okres do 1 miesigca.

Hodowle wglebne drozdzy prowadzono przez zaszczepienie 10 mL ptynnego medium YPD,
pojedyncza kolonig drozdzowa pobrang, w warunkach sterylnych, z szalki. Hodowle

prowadzono przez 16 — 24 h w 37°C, w inkubatorze z wytrzasaniem 240 rpm.

W przypadku bakterii J. lividum materiat z fiolek przechowywanych w -80°C wysiewano na
podtoze '2 LBagar 1 umieszczano na 5 dni w 20°C. Po tym czasie szalki przechowano
w warunkach chlodniczych. Natomiast hodowle ptynng w 100 mL medium 2 LB prowadzono
poprzez zaszczepienie pozywki pojedyncza kolonia 1 inkubacja przez 2 — 5 dni w 20°C przy

wytrzasaniu 120 rpm.

Hodowle bakterii na inokulum produkcyjne prowadzono w 20 mL medium ‘2 LB
umieszczonych w 300-mL kolbie Erlenmeyer’a. Trwata ona 2 dni (20°C, wytrzasanie 110 rpm),
po ktérych wymieszano hodowle z glicerolem (osiggajac koncowe stezenie 17%). Otrzymang

mieszaning podzielono na kriofiolki po 1,5 mL zawiesiny w kazdej 1 zamrozono w -80°C.
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3.3.2. Hodowle linii komérkowych:

Linie komérkowe hodowano w dedykowanych dla nich mediach z 10% dodatkiem surowicy
1 1% antybiotykéw (penicyliny oraz streptomycyny) w inkubatorze utrzymujacym state
warunki (37°C, 5% CO; oraz 95% wilgotnos$ci). Rutynowe pasaze wykonywano, gdy hodowle
osiggaly ok. 80 — 90% konfluencji. Wtedy odbierano zmetabolizowane medium hodowlane,
komorki przemywano sterylnym DPBS (bez jondw wapnia i magnezu) i odklejano od
powierzchni naczyn hodowlanych z wykorzystaniem 0,25% trypsyny (25200072, Gibco)
(ok. 5 min, 37°C). W przypadku komorek LUVA odebrane medium poddawane byto wirowaniu
(5 min, 200% g) i potaczone z komoérkami, ktore zostaty zebrane z naczynia hodowlanego.
Neutralizacje trypsyny przeprowadzano poprzez dodanie pelnego medium hodowlanego
w objetosci rownej ilosci dodanego enzymu. Zawiesing komorek przeniesiono do probowki
wirowkowej i poddano wirowaniu (5 min, 200% g) w celu oddzielenia biomasy komorkowe;.
Nastepnie komorki zawieszano w DPBS, w celu wyznaczenia ich ilo$ci, a zawiesing ponownie
poddawano  wirowaniu.  Liczbe  komoérek  obliczano  wykorzystujac ~ komore
hemocytometryczna, w ktérej umieszczano zawiesing komorek wymieszang 1:1 z 0,4%
biekitem trypanu (barwi komoérki martwe na niebiesko). W celu wyznaczenia liczby komorek

1 ich zywotno$ci korzystano z ponizszych wzoréw (1) oraz (2).

liczba komoérek zywych . .
YWY . 10% - 2 - rozcieficzenie - V (1)

liczba komérek = , -
liczba pél

10* — mnoznik umozliwiajacy przeliczenie gestosci komorek z 1 pL na 1 mL
2 —uwzglednienie rozcienczenia 1:1 z bigkitem trypanu
rozcienczenie — krotno$¢ ewentualnego rozcienczenia probki, jesli byly trudnosci z jej
zliczeniem
I — objetos¢ zawiesiny komorek [mL]
liczba komérek zywych

zywotno$¢ komorek [%] = -100% )

catkowita liczba komoérek

Po zwirowaniu komorki zawieszano w odpowiedniej objetosci dedykowanego dla nich pelnego
medium hodowlanego, wysiewano do naczyfn hodowlanych i umieszczano w inkubatorze do

hodowli linii komdrkowych.
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3.3.3. Sterylizacja chemiczna wirowkowych filtrow membranowych

Na membrany naniesiono maksymalng mozliwg objeto$¢ 70% roztwor alkoholu etylowego
1 pozostawiono na 30 — 45 min w RT. Po tym czasie przeprowadzono wirowanie (8 min,
3200x% g). przesacz odrzucono a na membrany naniesiono maksymalng mozliwg objetos¢
sterylnej wody Mili-Q i1 ponownie zwirowano (8 min, 3200x g). Plukanie woda
przeprowadzono lacznie 3-krotnie. Jesli filtry nie byly wykorzystywane od razu zalano je
sterylng wodg 1 umieszczono w 4°C. Tuz przed uzyciem zwirowano filtry (8 min, 3200x g),
odrzucono wodg i przygotowano membrane do dalszej pracy poprzez jej przemycie DPBS. Po
zwirowaniu DPBS odrzucono ana membran¢ naniesiono supernatant z hodowli

mikroorganizmow.

Od momentu ich pierwszego zmoczenia, nie dopuszczono do wyschnigcia membran.

3.3.4. Podstawowa charakterystyka mikroorganizméow:

e Barwienie drozdzowych ciatek lipidowych (ang. lipid droplets) z wykorzystaniem

barwnika Oil Red O

Pobrano po 500 pL hodowli nocnej (prowadzonej zgodnie z opisem 3.3.1.) drozdzy Sb oraz
WUT240, zwirowano (1 min, 1000% g), usuni¢to ptyn, a osad komorkowy zawieszono
w 500 uL DPBS w celu usunigcia resztek pozywki. Zawiesiny komoérek ponownie zwirowano
(w tych samych warunkach) 1 powtérzono ptukanie DPBS. Po ponownym zwirowaniu probek,
osady drozdzowe zawieszono w 100 pL §wiezo przygotowanego barwnika Oil Red O. Prébki
inkubowano w ciemnosci i RT przez 15 min. Nastgpnie 3-krotnie przemyto komorki DPBS,
aby usuna¢ niezwigzany barwnik. Na koniec zawieszono osady drozdzowe w 250 uL. DPBS,
naniesiono 10 pL probek na szkielka podstawowe 1 zakryto szkietkami nakrywkowymi. Na
preparaty naniesiono po kropli olejku immersyjnego 1 ogladano je pod mikroskopem

z obiektywem 100x. Wykonano zdje¢cia preparatow w $wietle biatym.
e Barwienie komorek bakteryjnych metodg Grama

W warunkach sterylnych pobrano z szalki pojedyncza koloni¢ bakteryjng J. [lividum,
przeniesiono ja do 1,5-mL probowki zawierajacej 0,5 mL DPBS. Material zawieszono
w buforze poprzez intensywne mieszanie na worteksie. Nastepnie szkietko podstawowe

odtluszczono 70% alkoholem etylowym 1 naniesiono na nie 10 pL zawiesiny bakteryjnej. Za
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pomoca jednorazowej koncoéwki do pipety automatycznej rozprowadzono material po mozliwie
najwigkszej powierzchni szkietka podstawowego. Nastgpnie wykonany rozmaz wysuszono
przy palniku oraz termicznie utrwalono preparat w jego ptomieniu. Na szkietko naniesiono
0,5 mL 0,1% fioletu krystalicznego i inkubowano 2 min w temperaturze pokojowej. Nastgpnie
splukano barwnik woda Mili-Q, naniesiono na szkietko 0,5 mL ptynu Lugola i odczekano
1,5 min. Ponownie splukano preparat woda Mili-Q i naniesiono 0,5 mL acetonu na 30 sek.
Sptukano rozpuszczalnik woda Mili-Q 1 przystgpiono do barwienia safraning (0,5 mL 0,4%
roztworu safraniny), ktérg po 2 min sptukano wodg, a szkietko pozostawiono do wyschnigcia.
Na suche szkietko naniesiono krople olejku imersyjnego i ogladano preparat pod obiektywem

100x.

3.3.5. Mikrobiologiczna produkcja pecherzykow zewnatrzkomérkowych (EVs)
e Hodowla drozdzy

Wstepng hodowle wgtebna (przeprowadzono zgodnie z 3.3.1.) w 100-mL kolbie Erlenmeyer’a
zawierajacej 10 mL plynnego medium YPD. Wtasciwa hodowle produkcyjng zatozono po
24 h poprzez rozcienczenie 3 mL hodowli wstepnej w 150 mL medium YPD (w 300-mL kolbie
Erlenmeyer’a), uzyskujac hodowle o startowym ODgoo ~ 0,200. Hodowle prowadzono przez
24 h w 37°C 1 wytrzasaniu z predkoscig 240 rpm. Po tym czasie ustalono gestos¢ komorek
w hodowli poprzez pobranie 100 pL probki z hodowli drozdzy i 1000-krotne jej rozcienczenie
w DPBS. Nastgpnie 10 pL rozcieficzonej zawiesiny komoérek naniesiono na
komor¢ hemocytometryczng, zliczono komodrki 1 wykorzystujac ponizsze réwnanie

(1) wyznaczono gestos¢ zawiesiny komorek drozdzowych.

Rownoczes$nie wyznaczono zawarto$¢ suchej biomasy w hodowli drozdzy metoda wagowa.
Za pomocg pipety serologicznej przeniesiono calg objetos¢ hodowli (jednoczesnie notujac
zebrane objetosci) do uprzednio zwazonych 50-mL probowek wirowkowych i zwirowano
(10 min, 4°C, 6000x g). Supernatant odebrano w warunkach sterylnych do dalszej izolacji
pecherzykéw — EVs, natomiast biomase drozdzowa wysuszono przez noc w 65°C. Nastepnie
proboéwki ponownie zwazono, aby wyznaczy¢ mase suchej biomasy drozdzowej zebranej

z okreslonej objetosci hodowli.
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e Hodowla bakterii

Wiasciwg hodowle produkcyjng zalozono poprzez rozmrozenie i rozcienczenie 1 kriofiolki
(przygotowanej uprzednio zgodnie z 3.3.1.) w 100 mL uprzednio ogrzanego do 20°C medium
%2 LB (w 500-mL kolbie Erlenmeyer’a). Hodowle prowadzono przez 5 dni w 20°C
z wytrzasaniem z predkoscig 110 rpm. Po tym czasie, pobrano 100 pL z hodowli bakterii,
rozcienczono 10000-krotnie w DPBS 1 przy uzyciu hemocytometru oraz wzoru (1) wyznaczono

okreslono liczbe komorek bakteryjnych w hodowli.

Podobnie jak w przypadku hodowli drozdzy cala objetos¢ zawiesiny bakteryjnej przeniesiono
do probdéwek wirdwkowych, poddano wirowaniu (15 min, 4°C, 47808% g) 1 osad komorkowy

WYySsuszono.

3.3.6. Izolacja EVs, pochodzenia mikrobiologicznego:
o zewnatrzkomorkowe pecherzyki drozdzowe (Rys. 15.)

Po 24 h, hodowle wiasciwag drozdzy zwirowano (10 min, 4°C, 6000x g), a biomase
przeznaczono na wyznaczenie wydajnosci produkcji EVs przez drozdze (zgodnie z punktem
3.3.5.). Odebrany w warunkach sterylnych supernatant przeniesiono na filtr butelkowy PES
o porach srednicy 0,2 um (PES Filter Unit, VWR International) 1 przefiltrowano, aby usuna¢
pozostale, drobne zanieczyszczenia komodrkowe. Nastgpnie uzyskany przesacz zostat
zaggszczony przy uzyciu wirdwkowych filtrow membranowych o punkcie odcigcia 100 kDa
(Amicon Ultra — 15, membrana z regenerowanej celulozy; UFC910024, MERCK) (8 min, 4°C,
3200% g). Po kazdym cyklu wirowania nadsgcz zgromadzony nad filtrem 1 zawierajacy EVs,
byt odbierany 1 zbierany do 15-mL probowki wirowkowej typu Falcon umieszczonej na lodzie.
Po przefiltrowaniu calego medium pohodowlanego zmierzono objetos¢ uzyskanej frakceji
pecherzykéw. Nastepnie frakcje ta rozcienczono sterylnym DPBS do objetosci koncowe;j
15 mL, przeniesiono na filtr wir6wkowy 1 zwirowano. Przeprowadzono 3-krotne ptukanie
frakcji EVs z wykorzystaniem sterylnego DPBS poprzez rozcienczanie 1 zat¢zanie frakcji. Po
ostatnim ptukaniu zmierzono objeto$¢ frakcji EVs i rozcienczono ja sterylnym DPBS do
objetosci jaka uzyskano z zatezania medium pohodowlanego (objetos¢ frakcji tuz przed
ptukaniem). Ostatecznie uzyskang zawiesing pecherzykow podzielono na 0,5-mL porcje

1 przechowywano w -80°C.
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Rysunek 15. Schemat przedstawiajgcy sposob w uproszczony prace z hodowlg drozdzowq (procedura w punkcie
3.3.5. — hodowla drozdzy) a takze izolacje EVs-Sb oraz EVs-WUT240 (procedura w punkcie

3.3.6. — zewngtrzkomorkowe pecherzyki drozdzowe). Grafike przygotowano wykorzystujqgc
https://www.biorender.com/.

e zewnatrzkomorkowe pegcherzyki bakteryjne (Rys. 16.)

Po 5 dniach hodowle bakterii zwirowano (15 min, 4°C, 47808 g), a biomas¢ przeznaczono na
wyznaczenie wydajnos$ci produkcji pecherzykow przez bakterie (zgodnie z punktem 3.3.5.) lub
izolacj¢ wiolaceiny (zgodnie z punktem 3.3.9.). Supernatant przefiltrowano przez filtr
butelkowy PES o porach $rednicy 0,2 um, aby usuna¢ pozostale drobne zanieczyszczenia
komorkowe. Uzyskany przesacz zostal zaggszczony przy uzyciu wirdwkowych filtrow
membranowych o punkcie odcigcia 100 kDa (Amicon Ultra — 15) (20 min, 4°C, 4900% g).
Izolacje pecherzykéw wykonano w ten sam sposob jak w przypadku EVs drozdzowych. Po
ostatnim ptukaniu pobrano probke o objetosci 20 uL w celu oznaczenia st¢zenia wiolaceiny
(metoda: 3.3.10.). Ostatecznie uzyskang zawiesing pecherzykow rozdzielono, do 1,5-mL

probowek, na porcje po 0,5 mL 1 zamrozono w -80°C.
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Rysunek 16. Schemat przedstawiajgcy w uproszczony sposob prace z hodowlg bakteryjng (procedura w punkcie
3.3.1. — hodowla bakterii), izolacje EVs-VIO (procedura w punkcie 3.3.6. — zewnqtrzkomorkowe pecherzyki
bakteryjne) oraz izolacje Ex-VIO (procedura w punkcie 3.3.9.). Grafike przygotowano wykorzystujgc
https://www.biorender.com/.

3.3.7. Inne przetestowane metody izolacji EVs:

Ciecze po hodowli mikroorganizméw oddzielono od biomasy i przefiltrowano tak jak to
opisano w punkcie 3.3.6. Z kazdej z nich zachowano probke przed izolacja 1 wraz z reszta
zmierzono je z wykorzystaniem NTA, aby wyznaczy¢, ile pecherzykow bylo w cieczy przed

poddaniem jej roznym metodom izolacji.
e Metoda wykorzystujaca zestaw ExoPRISM™

Zestaw ExoPRISM™ (ExoPRISM™ EV isolation Kit for CCS and Urine;
EP-CU020(SAMPLE), LabSpinner) przeznaczony jest do izolacji pecherzykow z medium po
hodowli komorek ssaczych (ang. Cell Culture Supernatant, CCS) oraz z prébek moczu. Do
15-mL proboéwek przeniesiono po 2 mL przesaczu po hodowli Sb oraz WUT240. Nastepnie
dodano do nich po 2 mL Odczynnika B (zawierajacego czynnik stracajacy EV), wymieszano
poprzez 10-krotne odwrdcenie probowek 1 pozostawiono na 10 min w RT. Po tym czasie

probowki zwirowano (10 min, RT, 10000x g), a uzyskany ,,0sad” byl niewidoczny golym
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okiem. Doktadnie odebrano ciecz znad dna probowki, a nastgpnie dodano do nich po 0,2 mL
odczynnika C (bufor ptuczacy) i obmyto nimi wewngtrze Scianki probowki, aby ponownie
zawiesi¢ EVs. Zawiesing przeniesiono na wiréwkowy filtr membranowy o punkcie odcigcia
10 kDa (Amicon Ultra — 0,5, membrana z regenerowanej celulozy; UFC501096, MERCK).
Nastepnie do 15-mL probéwki dodano jeszcze 0,1 mL odczynnika C, obmyto S$cianki,
przeniesiono roztwoér na filtr wiréwkowy i1 zwirowano (10 min, RT, 10000x g). Nastgpnie
odrzucono przesacz, a do zatrzymanych na membranie EVs dodano 0,2 mL odczynnika C.
Ponownie zwirowano filtry (10 min, RT, 10000% g), odrzucono przesacz i zawieszono EVs
w 0,4 mL DPBS. Probki odwirowano (10 min, RT, 10000% g), przesacz odrzucono, zmierzono
objetos¢ frakcji zatrzymanej na filtrze — zawierajacej EVs i sprawdzono ich ilo$¢ na podstawie

pomiarow NTA.
e Metoda wykorzystujaca ExoDISC-20

ExoDISC-20 (EX-D0020, LabSpinner) jest to dysk do izolacji EVs zaprojektowany przez firme
LabSpinner. Dysk sktada si¢ z 6 niezaleznych od siebie obszardéw izolacyjnych, dzigki czemu
mozliwa jest izolacja 6 probek jednoczes$nie (Rys. 17.). Przez ,,otwdr do nadawania probki
i buforé6w”, na 3 kolejne obszary do izolacji, naniesiono po 1 mL Priming buffer, aby zwilzy¢
membrang zatrzymujaca EVs. Nastepnie umieszczono dysk w dedykowanej do niego wirdwce
ExoDiscovery, Lab Spinner. Wybrano zaktadke ExoDisc-H, a nastgpnie program Prime, ktory
zatrzymano r¢eznie po 30 sek. Po tym czasie sprawdzono szczelno$¢ membrany 1 umieszczono
dysk w wiré6wce. Ponownie uruchomiono program Prime, ktory zakonczyt si¢ samoczynnie po

1,5 min.

Przez ,,otwoér do nadawania probki i buforéw” (na Rys. 17. zaznaczono na fioletowo)
wprowadzono 1 mL przesgczu z hodowli kolejnych mikroorganizméow (Sb, WUT240 oraz VIO)
1 umieszczono dysk w wirdwce. Z tej samej zakladki ExoDisc-H wybrano 5-min program
Enrich. Gdy dysk si¢ zatrzymat, a ,,komora nadawcza” (na Rys. 17. zaznaczona na zielono)
byta pusta naniesiono do niej kolejny 1 mL przesaczu z hodowli. Powtoérzono wirowanie, a po
5 min przez ,,otwor do usuwania przesaczy” (na Rys. 17. zaznaczono na czerwono) oprézniono
»komore¢ zbiorcza przesaczy” (na Rys. 17. zaznaczono na kolor biekitny). Nastgpnie jeszcze
3-krotnie powtorzono tadowanie EVs (facznie przefiltrowano 5 mL przesaczu z hodowli
drozdzy i 3 mL przesaczu z hodowli bakterii) i oprézniono (w ten sposéb co wezesniej) komore

zbiorczg przesaczy.
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Przystapiono do odptukania medium po hodowli mikroorganizmoéw z probek. W tym celu przez
,0twor do nadawania probki i bufor6w” naniesiono na dysk 1 mL DPBS. Na wirdwce
w zaktadce ExoDisc-H wybrano program Wash. Po 5 min naniesiono kolejny 1 mL DPBS,
zwirowano 1 powtorzono ptukanie po raz 3-ci. Po ostatnim zwirowaniu znad ,,komory filtracji
tangencjalnej — TFF” (na Rys. 17. zaznaczono na kolor ciemno niebieski) odklejono
zabezpieczenie i odblokowano ,,otwor do odebrania zat¢zonej probki” (na Rys. 17. zaznaczono
na z6io). Zmierzono objetosci zebranych probek 1 poddano je pomiarom z wykorzystaniem

NTA.

otwor do nadawania prébki i buforéw

komora nadawcza buforu / probki

otwér do odebrania zatezonej prébki
komora filtracji tangencjalnej - TFF

komora zbiorcza przesgczy

| otwor do usuwania przesaczy

obszar izolacji pojedynczej probki

Rysunek 17. Schemat przedstawiajgcy ExoDISC-20. Zrédto: https://www.exodiscovery.com/exodisc.

e Stracanie EVs z wykorzystaniem czynnikéw precypitujacych

Do 15-mL probowek przeniesiono przefiltrowany uprzednio przesacz z hodowli drozdzy (Sb
lub WUT240) lub bakterii (VIO) w ilosci zgodnej z Tabelg 3. Nastepnie do kazdej probowki
dodano jednego z testowanych czynnikow stracajacych, czyli PEG6000 (wymieniany
wielokrotnie w literaturze naukowej >'1°%1°!) oraz odczynnik B z zestawu ExoPRISM, ktéry
jest najprawdopodobniej elektrolitem o matej masie czasteczkowej (na podstawie znikomych
informacji na temat zestawu izolacyjnego podanych przez producenta) i indukuje wytracanie
EVs poprzez modulacj¢ sity jonowej (ang. precipitation by ionic strength modulation).

Objetosci odczynnikow indukujacych wytracanie zestawiono w ponizszej Tabeli 3.
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Tabela 3. W ponizszej tabeli zestawiono objetosci probek oraz czynnikow precypitacyjnych (20% PEG6000 — PEG
oraz odczynnik precypitujqcy B z zestawu ExoPRISM firmy LabSpinner —,,B”).

przesacz z czynnik przesacz z czynnik
—— el
Sb/WUT240 | PEG™ | ,B”* VIO PEG" | ,B”*
2,5% PEG 4°C 4,00 1,00 - 4,00 1,00 -
5,0% PEG _4°C 3,00 1,00 - 1,50 0,50 -
10,0% PEG_4°C 2,00 1,00 - 1,50 0,75 -
5,0% PEG_RT 3,00 1,00 - 1,50 0,50 -
10,0% PEG_RT 2,00 1,00 - 1,50 0,75 -
EVs:B 10:1 4°C 5,00 - 0,50 n.d. - -
EVs:B 5:1 4°C 5,00 - 1,00 n.d. - -
EVs:B 5:2 4°C 5,00 - 2,00 n.d. - -
EVs:B_10:1 RT 5,00 - 0,50 n.d. - -
EVs:B_5:1 RT 5,00 - 1,00 n.d. - -
n.d. — nie dotyczy
~20% PEG6000 w DPBS

* odczynnik B z zestawu ExoPRISM, LabSpinner

Po dodaniu do probowek czynnikdéw precypitujacych, wymieszano zawartos¢ poprzez ich
10-krotne odwrocenie. Nastgpnie probéwki pozostawiono na noc odpowiednio w temperaturze
pokojowej (RT, ok. 20°C) lub w temperaturze 4°C. Nastepnie wszystkie probki zwirowano (1 h,
4°C, 10440x% g). Niestety osad nie byl widoczny okiem nieuzbrojonym, dlatego tez delikatnie
odebrano ciecz wzdtuz przeciwleglej $cianki probowki niz ta, przy ktorej powinien zebrac si¢
osad z pecherzykami. Do kazdej probowki dodano po 500 pL DPBS i wymieszano ich
zawartos$¢ poprzez kilkukrotne pipetowanie gora-dot. Nastgpnie zmierzono objetosci probek

1 poddano je pomiarom na NTA.

3.3.8. Wyliczanie wydajnosci izolacji pecherzykow zewnatrzkomorkowych

Wydajno$¢ izolacji pgcherzykow zewnatrzkomorkowych obliczono na podstawie wykonanych
pomiard6w NTA. Przed przeprowadzeniem izolacji réznymi metodami pomiarom zostaly
poddane media po hodowli badanych mikroorganizméw. Na podstawie uzyskanych wynikow
oraz objetosci cieczy poddanej izolacji w kazdej z testowanych metod (Amicon — 225 mL
medium po hodowli drozdzy oraz 100 mL medium po hodowli bakterii; ExoPRISM — 2 mL;
ExoDISC — 5 mL medium po hodowli drozdzy oraz 3 mL po hodowli bakterii;
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precypitacja — zgodnie z Tab. 3.) obliczono, ile teoretycznie mozna by uzyska¢ EVs, gdyby
wydajnos¢ izolacji wyniosta 100%. Nastepnie na podstawie wynikow pomiaréw NTA probek
uzyskanych po izolacji oraz objetosci zebranych frakcji zawierajacych EVs wyznaczono
rzeczywistg uzyskang ilo$¢ pecherzykéw, a wydajnos¢ metod obliczono korzystajac ze

wzoru (3).

teoretyczna maksymalna liczba EVs

wydajnosc izolacji = -100% (3)

rzeczywisty usysk

3.3.9. Ekstrakcja wiolaceiny z biomasy bakteryjnej

Biomas¢ bakteryjng, oddzielong od medium pohodowlanego (zgodnie z punktem 3.3.6.),
w 50-mL probowce wirowkowej zalano 20 mL alkoholu metylowego (cz.d.a.) i zawieszono
poprzez intensywne wymieszanie na worteksie. Nastepnie umieszczono jg na 30 min w RT
(~25°C) na wytrzasarce laboratoryjnej nastawionej na 150 rpm. Po tym czasie zwirowano
biomase (15 min, 47808 g) i odebrano fioletowa frakcje alkoholowa, tak aby nie wzburzy¢
osadu bakteryjnego. Nastepnie biomas¢ zalano kolejna porcja alkoholu metylowego,
zawieszono poprzez intensywne mieszanie na worteksie 1 inkubowano na wytrzasarce. Kroki
ekstrakcji 1 wirowania powtarzano az do momentu wizualnego odbarwienia biomasy

1 uzyskania bezbarwnej frakcji alkoholowej

Odbierane po ekstrakcji porcje alkoholu metylowego zawierajace wiolaceing zbierano w kolbie
okraglodennej, ktorg trzymano zamknigta na lodzie. Po zakonczeniu ekstrakcji catkowicie
odparowano alkohol na wyparce z pompa prézniowa. Uzyskany osad rozpuszczono
w mozliwie najmniejszej objetosci alkoholu metylowego. Pobrano niewielka (ok. 50 pL)
probke ekstraktu wiolaceiny, na oznaczenie stezenia zwigzku (metoda 3.3.10.), a reszte Ex-VIO

podzielono na porcje po ok. 0,5 mL i przechowywano w -80°C.

3.3.10. Pomiar stgzenia wiolaceiny w probkach metanolowego ekstraktu z biomasy
bakteryjnej (Ex-VIO) oraz wyizolowanych pecherzykéw zewnatrzkomorkowych
(EVs-VIO)

Probki Ex-VIO oraz EVs-VIO wyjs$ciowo rozcienczono ok. 50 — 100-krotnie, tak aby uzyskac
delikatnie fioletowe zabarwienie. Intensywnos$¢ fioletowego zabarwienia mierzono przy
pomocy spektrofotometru, przy diugosci fali 577 nm. Probki rozcienczano do momentu

osiggniecia absorbancji w zakresie 0,100 — 0,150 AU. Tak waski zakres wybrano, aby
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uzyskiwane wyniki charakteryzowaty si¢ jak najmniejszymi rozbieznos$ciami. Jako probe $lepa

wykorzystano czysty alkohol metylowy.

Stezenie zwigzku wyznaczano wykorzystujac podstawowe prawo spektrometrii absorpcyjnej

192 réwnanie (4):

A=¢-1l-C (4)
A — absorbancja [-]

& — molowy wspotczynnik absorpcji L , dla wiolaceiny przy A = 577nm, ey = 1,7 -
y P mol-cm

104 L 103
mol-cm

[ — dhlugos¢ drogi optycznej [cm] (w przypadku uzywanej kuwety spektrofotometrycznej [ =

1cm)

. . l
C — stezenie molowe zwigzku [%]

Po przeksztalceniu i uwzglednieniu rozcienczenia probki, otrzymujemy réwnanie (5):

A ., .
Cyio = -, Trozcieficzenie - My;o 5)

. . . . g

Cy1o — stezenie wiolaceiny n

My;o — masa molowa wiolaceiny [ﬁ], My;o = 343,3 [ﬁ] [CAS: 548-54-9; PubChem CID:

11053; https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/11053; Computed by PubChem 2.2
(PubChem release 2021.10.14)]

3.3.11.Poréwnanie widm fluorescencji wiolaceiny w probkach metanolowego
ekstraktu z biomasy bakteryjnej (Ex-VIO) oraz wyizolowanych pecherzykow
zewnatrzkomorkowych (EVs-VIO)

Przygotowano 100-krotne rozcienczenia probek EVs-VIO oraz Ex-VIO w alkoholu
metylowym. Przeniesiono po 1 mL kazdego z rozcienczen do kwarcowych celek pomiarowych
(High Precision Cell 10x10mm; 101-10-40, Hellma Analytics) i umieszczono je w komorze

pomiarowej aparatu FP-8550. Uruchomiono oprogramowanie ,,Spectra manager”, wybrano
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zaktadk¢ umozliwiajacag wykonanie pomiaru 3D (,,3-D Spectra Measurement”) oraz zakres
dhugosci fali wzbudzenia: 350 — 400 nm. Sygnal zbierano w zakresie 360 — 700 nm. Zebrane
wyniki wizualizowano 1 analizowano w zakladce ,,/nterval Data Analysis”. Na podstawie
intensywnos$ci zebranych widm emisyjnych wybrano dtugo$¢ fali wzbudzenia, dla ktorej

uzyskano najwyzsze wartos$ci fluorescencji, czyli A=360 nm.

3.3.12. Poréwnanie widm absorpcyjnych i transmisyjnych wiolaceiny w probkach
metanolowego ekstraktu z biomasy bakteryjnej (Ex-VIO) oraz wyizolowanych

pecherzykoéw zewnatrzkomorkowych (EVs-VIO)

Probki EVs-VIO oraz Ex-VIO rozcienczono 100-krotnie w alkoholu metylowym, aby uzyskac
absorbancje¢ przy A=577 nm w okolicach 0,100 — 0,150 AU. Przeniesiono po 1 mL kazdego
zrozcienczen do kuwetek spektrofotometrycznych 10x10x48 mm (67.754, Sarstedt)
1 umieszczono je w spektrofotometrze. Uruchomiono oprogramowanie ,,WinASPECT PLUS”,
w ustawieniach protokotu wybrano zaktadke ,,Mode” umozliwiajacg wykonanie widma UV-Vis
(Meas. Mode: Spectral Scan) przy dlugosciach fali w zakresie 300 — 700 nm, przesuni¢ciu fali
o 1 nm i predkosci odczytu 50 nm/s (Range [nm]: 300 — 700; Delta lambda [nm]: 1,0; Speed
[nm/s]: 50). Podczas pomiaru zebrano dane absorbancji oraz transmitancji $wiatta przy
przejsciu przez probke. Jako probe slepa wykonano takze pomiar dla czystego alkoholu
metylowego, w ktorym rozcienczane byly probki EVs-VIO oraz Ex-VIO. Zebrane dane

program przedstawit w postaci wykresow absorbancji i transmitancji w funkcji dtugosci fali.

3.3.13. Cienkowarstwowa chromatografia cieczowa (ang. Thin Layer Chromatography,
TLC) wiolaceiny zawartej w metanolowym ekstrakcie z biomasy bakteryjnej

(Ex-VIO) oraz bakteryjnych pecherzykach zewnatrzkomorkowych (EVs-VIO)

Probki EVs-VIO oraz Ex-VIO rozcienczono 20-krotnie w alkoholu metylowym (5 pL probki
+ 95 uL MeOH), intensywnie wymieszano na worteksie oraz zwirowano (2 min, 11900x g).
Nastepnie za pomocg kapilary naniesiono okoto 20 pL kazdej z probek na ptytke TLC z Zelem
krzemionkowym 60, pokryta fluorescencyjnym indykatorem F254 (1.05554.0001; TLC Silica
gel 60 Fzss, MERCK). Plytke umieszczono w komorze chromatograficznej z ukladem
aceton:chloroform:amoniak — 1:1:0,01. W momencie wyjecia plytki z komory po jej

rozwini¢ciu, zaznaczono punkt koncowy, ktorym bylo czoto ukladu. Wykonano zdjgcia
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pogladowe ptytki w §wietle widzialnym oraz w miniciemni przy wykorzystaniu lamp UV
o dlugosciach fali 254 nm oraz 365 nm (CN-6, VILBER). Wyznaczono wartosci
wspotczynnikow retencji (ang. retention factor, Rf) zwigzkow widocznych w postaci prazkow,

zgodnie rownaniem (6):

odlegtosci przebyta przez zwigzek

Rf = (6)

odlegtos¢ przebyta przez czoto rozpuszczalnika

3.3.14. Wysokosprawna chromatografia cieczowa (ang. high-performance liquid
chromatography, HPLC) do analizy Ex-VIO oraz komercyjnego wzorca

wiolaceiny

Probke Ex-VIO oraz komercyjnego wzorca wiolaceiny (Violacein from J. [lividum;
V9389 1IMG, Sigma Aldrich) rozcienczono 250-krotnie w alkoholu metylowym i zwirowano
(5 min, 11900x% g), aby upewnic si¢, ze wszystkie zanieczyszczenia state z probki nie zostang
przeniesione na kolumne¢. Uruchomiono chromatograf cieczowy, odpowietrzono uktad
i przygotowano kolumne ze ztozem C18 (COSMOSIL 5C18-MS-II Packed column, 1204,
5 pm, 4,6 mm ID x 250 mm; CO-38020-41, Nacalai Tesque) do pracy, poprzez jej przeptukanie.
Nastgpnie przygotowano uklad do pracy poprzez napetnienie kolumny mieszaning
woda:alkohol metylowy — 50:50. Wprowadzono program liniowego gradientu alkoholu
metylowego (Tab. 4.) w czasie, przy przeptywie 1 mL/min i zbieraniu sygnatu przy dtugosci

fali A=575 nm. Nastgpnie nastrzyknigto probki i przeprowadzono analizy.

Tabela 4. Wykorzystany program gradientowego wzrostu stezenia alkoholu metylowego podczas rozdziatu i analizy
na HPLC.

czas [mm:ss] proporcja fazy ruchomej
krok
fo% programu od do H>O MeOH
1 00:00 00:30 50 50
2 00:30 35:00 25 75

Analiza HPLC postuzyta jedynie do poréwnania widm ekstraktu z biomasy bakterii oraz
wzorca komercyjnego. Okre$lanie stezen wiolaceiny w probkach wykonywano przy

uzyciu/wykorzystaniu spektrofotometru (metoda 3.3.10.).
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3.3.15. Dynamiczne rozpraszanie $wiatta — DLS

Technika wykorzystana do oszacowania dystrybucji wielkosci EVs w probkach stacjonarnych.
Probki EVs-Sb oraz EVs-WUT240 przed pomiarem byty 20-krotnie rozcienczane (50 uL EVs
drozdzowych + 950 uL DPBS), natomiast probki EVs-VIO trzeba byto rozcienczy¢ 250-krotnie
w DPBS (4 puL EVs bakteryjnych + 996 uL. DPBS). Rozcienczong probke pecherzykow
umieszczano w plastikowej kuwecie spektrofotometrycznej 10x10x48 mm (67.754, Sarstedt)
w objetosci minimum 1 mL, zamykano dedykowanym przykryciem kuwety i umieszczano
w celce pomiarowej urzadzenia z nastawiong temperaturg inkubacji 25°C. Nastepnie
wprowadzano dane pomiaru:

- typ pomiaru: rozmiar (Size).

- material badany: biatka (protein; wspotczynnik zalamania §wiatta: 1,450; absorpcja:
0,001) — ze wzgledu ma brak precyzyjniejszego wzorca w oprogramowaniu
urzadzenia wybrano ,,biatka”, ktére stanowig bardzo duzy tadunek pgcherzykow
zewnatrzkomoérkowych,

- nos$nik probki: PBS (temperatura: 25°C; lepkos$¢: 0,9061 cP; wspdiczynnik

zalamania $wiatla: 1,332),
2
- ustawienia ogdlne: parametr A: 0,428; parametr K: 7,67 - 107> [%] (ustawienie

parametréw rownania Mark’a-Houwink’a, pozwala na wyliczenie masy
molekularnej czasteczek z wykorzystaniem DLS),

- temperatura: 25°C; czas stabilizacji: 60 sek,

- typ kuwety pomiarowej: plastikowa kuweta o wymiarach 10x10x48 mm (67.754,
Sarstedt),

- kat pomiaru: 173° Backscatter (NIBS default) — Non-Invasive Back-Scatter
Technology,

- czas trwania pomiaru: ustawienie manualne; liczba powtérzen w ramach
pojedynczego pomiaru (runs): 11; czas pojedynczego powtorzenia: 10 sek,

- liczba pomiarow kazdej probki: 3 bez opdznienia migdzy kolejnymi powtdrzeniami

- model analizy: ogdlnego przeznaczenia o normalnej rozdzielczosci (odpowiedni dla

wiekszosci no$nikow 1 emulsji).
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3.3.16. Analiza $ledzenia nanoczastek — NTA

Rozktad wielkosci i stezenia EVs w probkach mierzona byta z wykorzystaniem NanoSight Pro.
Kazda probka mierzona byta w 10 niezaleznych powtorzeniach technicznych na podstawie
zebranych filmikow (750 klatek) w ponizszych warunkach:

- czynnik rozcienczajacy: woda,

- temperatura: 24,0 — 25,1°C,

- lepkos¢: 0,9100 — 0,8869 cP,

- predkos¢ przeptywu probki: 2,5 uL/min,

- czas ekspozycji: 29,5 — 31,2 ms,

- kontrast (contrast gain) — 4,5 —5,5,

- sposob detekcji: Swiatlo biate (light scatter filter).
Przed pomiarem, kazda probka rozcienczana byta 1x PBS (fabrycznie filtrowanym przez filtr
0,1 um), aby otrzyma¢ srednio 50 — 80 EVs na klatk¢ wykryta w danym momencie przez
kamerg. W przypadku EVs drozdzowych probki rozcienczane bylty 100 — 500-krotnie, podczas
gdy EVs bakteryjne wymagaty wigkszych rozcienczen w zakresie 1000 — 16000-krotnie.
Zebrane przez urzadzenie dane analizowane byly przy wykorzystaniu dedykowanego
oprogramowania NS XPLORER v 1.1.0.6, zgodnie z modelem dystrybucji FTLA, ktory

zapewnit najlepsze dopasowania pomiaréw technicznych tej samej probki.

3.3.17. Analiza $ledzenia czastek wybarwionych lipofilowymi barwnikami

fluorescencyjnymi (DiO oraz PKH67).

Barwienie EVs mikrobiologicznych barwnikami lipofilowymi:

Roztwor DiO (1 mg/mL) oraz komercyjny barwnik PKH67 (1 mM) rozcienczono w 1x PBS
odpowiednio 250- lub 500-krotnie. Nastepnie do 450-uL probek EVs dodano 50 pL jednego
z barwnikow, wymieszano na worteksie i inkubowano przez 30 min w RT oraz ciemnosci.
Przed pomiarami na NTA barwione probki rozcienczono 2-krotnie w 1x PBS uzyskujac

koncowe stezenia barwnikow 0,4 pg/mL (454 nM) DiO oraz 100 nM PKH67.

Analiza wybarwionych EVs przy uzyciu NTA:

Rozktad wielkosci 1 stezenia EVs w probkach mierzona byla z wykorzystaniem NanoSight Pro

wyposazonego w niebieski laser, 488 nm oraz detektor 500 nm. Kazda probka mierzona byta
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w 2 kanatach — $wietle biatym (/ight scatter filter) oraz we fluorescencji. Na pojedynczg analiz¢
sktadato si¢ 10 niezaleznych powtodrzeniach technicznych na podstawie zebranych filmikéw
(150 klatek) w ponizszych warunkach:

- czynnik rozcienczajacy: woda;

- temperatura: 29,2 — 30,4°C,

- lepkos¢: 0,8084 — 0,7882 cP,

- predkos¢ przeptywu probki: 2,5 uL/min,

- czas ekspozycji: 7,3 — 40,0 ms,

- kontrast (contrast gain) — 1,0 —7,5.
Zebrane przez urzadzenie dane analizowane byly przy wykorzystaniu dedykowanego
oprogramowania NS XPLORER, zgodnie z modelem dystrybucji RAW, ktoéry zapewnit

najlepsze dopasowania pomiaréw technicznych tej samej probki.

3.3.18. Obrazowanie EVs z wykorzystaniem skaningowo-transmisyjnej mikroskopii

elektronowej (ang. Scanning Transmission Electron Microscopy, STEM)

Aby zobrazowa¢ morfologie wyizolowanych EVs mikrobiologicznych wykorzystano
mikroskop Hitachi SU8230 wyposazony w detektor skaningowo detekcyjny mikroskopii
elektronowej (STEM) w Centrum Zaawansowanych Materiatlow i1 Technologii CEZAMAT
Politechniki Warszawskiej z pomoca dr. inz. Macieja Trzaskowskiego. Probki EVs
rozcienczono 100-krotnie w Mili-Q, 1 przeprowadzono podwoédjne barwienie negatywowe
z wykorzystaniem UranyLess/cytrynian olowiu (DELTA Microscopies). Na parafilmie
umieszczano w postaci kropli po 20 pL cieczy (kolejno: probek, ddH>O, UranyLess oraz
cytrynianiu olowiu) 1 zanurzano w nich miedziang siatke pokryta koronkowa powtoka weglowa
(Agar Scientific) zgodnie z ponizszymi etapami >':

> 1,5 min inkubacji na kropli probki wyizolowanych EVs,

> 1,0 — 1,5 min inkubacji na kropli odczynnika UranyLess,

> 20 sek inkubacji na kropli wody Mili-Q — ptukanie siatki,

> 1,0 min inkubacji na kropli cytrynianu otowiu (wzdér sumaryczny:

(CsHs507)2Pbs - 3H,0),

> 20 sek inkubacji na kropli wody Mili-Q — ptukanie siatki.

Tak przygotowang siatke suszono na powietrzu przez okoto 1 min. 1 umieszczano w kolumnie

mikroskopu elektronowego. Probki obrazowane byly przy napieciu roboczym 30 kV.
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3.3.19. Obrazowanie EVs z wykorzystaniem transmisyjnej mikroskopii elektronowe;j

Probki EVs mikrobiologicznych przekazano do Laboratorium Mikroskopii Elektronowe;j
w Instytucie Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego Polskiej Akademii Nauk, gdzie

wykonano obrazowania zgodnie z metodyka laboratorium '%.

Probke pecherzykoéw zewnatrzkomorkowych umieszczono na miedzianej siatce (o 200 oczkach
pokrytej warstwa formwaru oraz wegla) i inkubowano ja w temperaturze pokojowej przez
20 min. Nastepnie osuszono siatke na bibule i przystgpiono do utrwalania EVs w 1%
glutaraldehydzie w DPBS (5 min, RT). Po tym czasie siatke 10-krotnie przemyto woda
destylowang 1 wybarwiono 2% wodnym roztworem octanu uranylu (5 min, RT, ciemnos¢).

Nadmiar octanu uranylu usuni¢to bibulg i pozostawiono siatke do wyschniecia (24 h, RT).

3.3.20. Izolacja bialek z EVs, elektroforeza SDS-PAGE oraz analiza Western blot w celu

wykrycia drozdzowej kinazy pirogronianowej

Izolacja bialek z EVs

EVs mikrobiologiczne zageszczono z poczatkowej objetosci 1,1 mL do 90 puL w przypadku
EVs-Sb oraz EVs-WUT240 oraz 155 pL w przypadku EVs-VIO. Nastepnie do kazdej z probek
dodano po 50 puL 10% NP-40 oraz 5 uLL mieszaniny inhibitoréw proteaz i dopetniono ultraczysta
woda do koncowej objetosci 500 pL. Probki intensywnie wytrzgsano w 4°C przez 30 min.
Nastepnie, zgodnie z metodyka '*4, dodano po 50 uL 0,15% DOC, intensywnie wymieszano na
worteksie i inkubowano przez 15 min w temperaturze pokojowej. Po tym czasie do probek
dodano po 25 puL 100% TCA 1 wymieszano przy uzyciu worteksu. Stragcanie uwolnionych biatek
przeprowadzono w 2 nastepujacych po sobie etapach: (1) inkubacja w 4°C przez noc (okoto
16 h) oraz (2) 15 min inkubacja w -20°C. Nastepnie zwirowano probki (15 min, 4°C,
10000x g). Supernatant odrzucono, natomiast osad biatkowy przemyto (bez zawieszania)
500 pL lodowatego acetonu (-20°C). Ponownie zwirowano probki (5 min, 4°C, 10000 g)

1 odrzucono supernatant.

Probki drozdzowych EVs pozostawiono w otwartych probowkach, aby wyschty
w temperaturze pokojowej. Nastepnie biatka rozpuszczono w 40 pL buforu RIPA. Probki biatek
z EVs-VIO 5-krotnie przemyto lodowatym acetonem, aby zredukowac ilo$¢ wytraconej

wiolaceiny. Po ostatnim ptlukaniu usuni¢to rozpuszczalnik, a probke pozostawiono do
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wyschnigcia. Na koniec podobnie jak probki drozdZzowe, biatka z bakteryjnych EVs zawieszono

w 40 puL buforze RIPA.

Oznaczanie stezenia biatek w probkach:

Do oznaczania st¢zenia biatek w probkach wybrano metodg ich stracania z wykorzystaniem
TCA. Jako odniesienie wykorzystano albuming bydlgca (BSA) o wyjsciowym stezeniu
10 mg/mL, ktorg wykorzystano do zrobienia krzywej standardowej. Punkty o znanych
stezeniach (0, 100, 250, 500, 750, 1000, 1500 oraz 2000 ng BSA/mL) uzyskano rozcienczajac
wyjsciowy roztwor (10 mg/mL) albuminy w buforze RIPA. Nastgpnie do dotkow ptlytki
96-dotkowej naniesiono, w 3 powtdrzeniach technicznych, po 5 pL kazdej z probek oraz
kazdego ze standardéw 1 dodano do nich po 50 uL 46% TCA. Zawarto$¢ dotkdw wymieszano
na wytrzasarce do ptytek wielodotkowych. Inkubacje prowadzono w temperaturze pokojowe;j
w ciemnosci przez 15 min. Na koniec, przy uzyciu spektrofotometru i fali o dtugos$ci A=570 nm,
odczytano metnos¢é wytraconego w dotkach biatka. Z uzyskanych wynikow dla krzywej
standardowej wykre§lono wykres zalezno$ci absorbancji przy A=570 nm — zmienna ‘y’,
odpowiadajacej zmetnieniu probek, od stezenia biatka w probce [pg/mL] — zmienna ‘x’.
Stosujac regresje liniowa wyznaczone zostato rdwnanie prostej, dla tej zaleznosci. Stezenie
biatka w probkach wyznaczono stosujac rownanie (7):

_ __ Yprobki—b
Yprobki = A" Xprébki +b - Xprébki = @ (7)

gdzie:

Xprebki — Stezenie biatek w probee [ug/mL]

Yprebki — absorbancja danej probki przy A=570 nm [-]
a — wspotczynnik nachylenia krzywej standardowej

b — punkt przecigcia krzywej standardowej z osig Y

Elektroforetyczny rozdzial bialek w warunkach denaturujacych (SDS-PAGE)

Aby przeprowadzi¢ rozdzial bialek w polu elektrycznym przygotowano 2 zZele

poliakrylamidowe o jednakowym ukladzie probek.

Bezposrednio przed elektroforeza przygotowano probki poprzez zmieszanie 30 pg biatek
wyizolowanych z badanych EVs oraz wzorca biatka Pyk1-His o masie ~60 kDa (oczyszczone

biatko wyprodukowane w E. coli BL21 po zaindukowaniu ekspresji CDC19s. cerevisiae W pET28;
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dr hab. J. Mierzejewska) z 4x buforem obcigzajacym (4x Protein Loading Buffer Plus;
E0269-01, EURx) i woda Mili-Q — catkowita objetos¢ probki wynosita 32 pL. Przygotowane
probki wraz z komercyjnym wzorcem mas (PageRuler Prestained Protein Ladder; 26616,
Thermo Scientific) zdenaturowano w termobloku (5 min, 95°C). Po tym czasie przeniesiono je
5 min na 16d 1 zwirowano (2 min,12528x g). Nastepnie przygotowane 2 zele poliakrylamidowe
umieszczano w aparacie do elektroforezy firmy Bio-Rad, ktory wypetniono buforem do
elektroforezy. Do kieszonek w zelu naniesiono po 16 pL kolejnych probek biatek
wyizolowanych z EVs, komercyjny wzorzec wielkosci biatek — 4 pl oraz wzorzec biatka
Pyk1-His. Puste dotki wypetniono woda zmieszang z buforem obcigzajacym, aby zachowac

réwny tor rozdziatu probek.

Elektroforeze prowadzono 2-etapowo: (1) zageszczenie bialek — 15 min przy napieciu 50 V,
czyli do momentu az probki znajda si¢ na granicy zelu zaggszczajacego i rozdzielajacego;
(2) rozdziat biatek — 50 min przy napigciu 200 V, elektroforeze zatrzymywano w momencie,

gdy czoto probek znajdowato sie 3 — 5 mm przed dolng krawedzig szkietka.

Wizualizacja prazkow bialkowych w zelu kontrolnym

Po zakonczeniu rozdzialu, jeden z przygotowanych zeli zostal zabarwiony roztworem
Coomassie Brilliant Blue R-250 (15 — 20 min na kolysce laboratoryjnej w RT). Niezwigzany
z zelem barwnik zostal usunigty poprzez przemycie woda a nastgpnie umieszczono w buforze
odbarwiajacym (na kotysce laboratoryjnej w RT) do momentu uzyskania wyraznych

niebieskich prazkow pochodzacych od zabarwionych biatek.

Transfer biatek z zelu poliakrylamidowego na membrane

Aktywowano membrang PVDF (Immobilon®-P PVDF Membrane; IPVH00010, MERCK)

w czystym alkoholu metylowym przez 45 sek, a nastgpnie kondycjonowano w zimnym buforze
do transferu (5 min, RT, kolyska laboratoryjna). Komore do transferu umieszczono
w plastikowym pudetku, obtozono lodem 1 calo$¢ ustawiono na mieszadle magnetycznym.
Nastepnie do srodka komory wlozono element mieszajacy oraz zamrozony wktad termiczny,
wlano uprzednio schiodzony bufor do transferu do 2 wysoko$ci komory 1 uruchomiono
mieszanie. W migdzy czasie do osobnego naczynia wlano zimny bufor do transferu
1 zamoczono w nim gabki i bibuly. Przystagpiono do zmontowania ,.kanapki transferowej”

wedtug ponizszej kolejnosci:
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CZARNA STRONA KASETY TRANSFEROWE] (-)
gabka
bibuta
zel po elektroforezie
uprzednio zaktywowana membrana PVDF
bibuta
gabka
PRZEZROCZYSTA STRONA KASETY TRANSFEROWEI (+)

Kasete przed zamknigciem na zacisk 2-krotnie odpowietrzono za pomocg watka: (1) po
natozeniu bibuly na membrang PVDF oraz (2) po ulozeniu ostatniej gabki. Nastepnie
umieszczono ja w komorze do transferu (czarng strong kasety do katody) i uruchomiono
przeplyw pradu o stalym natezeniu 400 mA. Transfer prowadzono 90 min, kontrolujac ilo$¢
lodu w ptaszczu chtodzacym komore do transferu. Po zakonczonym transferze rozmontowano
uktad, a membran¢ utozono ,,biatkami do gory” w buforze DPBST na 15 min. Nast¢pnie

wymieniono bufor na nowy 1 inkubowano kolejne 10 min na kotysce laboratoryjnej w RT.

Western blot

Po wyplukaniu membrany z buforu do transferu, przystapiono do jej blokowania przy
wykorzystaniu buforu DPBST z 2% mlekiem odtluszczonym (mleko w proszku odtluszczone
granulowane; EAN: 5900691-033217, Spotdzielnia Mleczarska w Gostyniu) 1 umieszczono ja
na 1 h na kolyske laboratoryjng w RT. Nastepnie przygotowano rozcienczenie kroliczego
poliklonalnego przeciwciata I-rzedowego anty-Pyk1 (1:30000) > w DPBST z 2% mlekiem
odttuszczonym. Membran¢ przeniesiono do suchej sterylnej szalki Petriego, umieszczono
w 4°C 1 rozprowadzono na niej przygotowany roztwor przeciwciata. Szalke zabezpieczono
parafilmem przed odparowaniem i pozostawiono w warunkach chtodniczych na noc (ok. 16 h,
4°C). Nastepnie membrane 2-krotnie przemyto buforem DPBST z 2% mlekiem (2x 15 min na
kotysce laboratoryjnej w RT). Przygotowano rozciefnczenie koziego anty-krdliczego
poliklonalnego przeciwciata Il-rzedowego sprzezonego =z peroksydaza chrzanowa
(ang. horseradish peroxidase, HRP; P 0448, Dako) (1:2000) w DPBST z 2% mlekiem
odtluszczonym. Membrang inkubowano z przeciwcialem na kotysce laboratoryjnej przez
1 h w RT. Detekcje miejsc zwigzania przeciwciat z biatkiem przeprowadzono wykorzystujac
zestaw na chemiluminescencji (SuperSignal West Pico PLUS Chemiluminescent Substrate;

34580, Thermofisher). Tuz przed wizualizacja, stosujac si¢ do instrukcji producenta, zmieszano
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réwne objetosci odczynnika zawierajacego luminol oraz drugiego zawierajacego nadtlenek
(Peroxide Solution) i dodano mieszaning na membrang. Inkubacj¢ prowadzono w ciemnosci,
przez 5 min w RT. Po tym czasie przemyto membran¢ w wodzie Mili-Q 1 wykorzystujac aparat

G:BOX zebrano sygnat chemiluminescencyjny.

3.3.21. Spektrometria masowa biatek wyizolowanych z EVs

Przygotowanie probek

Po 3 probki EVs (pochodzace z niezaleznych hodowli 1 izolacji) o objetosci 400 pL. zmieszano
ze 100 pL 100% TCA (EVs drozdzowe) lub 150 pL 100% TCA + 0,15% DOC (2:1)
1 intensywnie mieszano na worteksie przez 10 min w 4°C a nastepnie inkubowano w tej same;j
temperaturze przez kolejne 30 min. Probki zwirowano (5 — 15 min, 4°C, 15000x g), odrzucono
supernatant, a osady biatkowe przemyto 3-krotnie lodowatym acetonem, aby usungé jak

najwiecej TCA. Pozostaty po ptukaniu aceton odparowano w kilka minut w 37°C.

Analiza LC-MS/MS

Osady biatkowe zamrozono i przekazano do Srodowiskowej Pracowni Spektrometrii Mas
dzialajace; w Instytucie Biochemii 1 Biofizyki Panstwowej Akademii Nauk, gdzie zostaty

wykonane analizy LC-MS/MS.

Biatka z EVs drozdzowych rozpuszczono w 50 pL 100 mM wodoroweglanu amonu, nastgpnie
dodano do nich 1 pg trypsyny (Promega) i inkubowano prébki przez noc w 37°C. Po
zakonczeniu trawienia rozcienczono probki 50 mM  roztworem wodoroweglanu
trietyloamoniowego (ang. triethylammonium bicarbonate, TEAB) do koncowej objetosci
100 pL i zakwaszono kwasem mréwkowym (ang. formic acid, FA) do st¢zenia koncowego

0,1%.

Natomiast osady biatkowe z EVs-VIO rozpuszczono w 50 pL 20% 2,2,2-trifluoroetanolu
w 100 mM wodorowgglanie amonu, nastgpnie dodano do nich 1 pg trypsyny i1 inkubowano
probki przez noc w 37°C. Po trawieniu probki zostaly poddane oczyszczaniu z wykorzystaniem
jednopunktowej, stalo-fazowej metody przygotowani probek (SP3). W tym celu wykorzystano
hydrofilowe oraz hydrofobowe kulki magnetyczne (09-981-121 oraz 09-981-123, GE
Healthcare), ktore zmieszano ze soba w rownej ilo$ci. Nastgpnie kulki 3-krotnie przemyto woda

0 stopniu czystosci odpowiednim do przeprowadzenia spektrometrii mas (MS grade). Na
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koniec zawieszono kulki uzyskujac stezenie 10 pg/puL i dodano je do probek. Oczyszczone
peptydy wymyto uzywajac 2% acetonitrylu w wodzie MS grade. Roztwér odparowano
w koncentratorze prozniowym SpeedVac i zawieszono, poprzez sonikacje, w 80 uLL mieszaniny
0,1% kwasu trifluorooctowego 1 2% acetonitrylu. Probki poddano analizie za pomoca systemu
LC-MS/MS, wykorzystujac jednorazowe kolumny Evotips C18 (Evotips C18 trap columns,
Evosep Biosystems). Najpierw kolumny aktywowano 25 pL rozpuszczalnika B, czyli 0,1%
kwasu mrowkowego w acetonitrylu (wirowanie: 1 min, 600% g), a nastepnie 2 min inkubacji
w 2-propanolu. Po aktywacji, kolumny ustabilizowano przez przepuszczenie 25 pL
rozpuszczalnika A, czyli 0,1% kwasu mrowkowego w wodzie i zwirowano (1 min, 600x g).
Nastepnie naniesiono na kolumny po 20 pL kazdej probki i zatadowano na fazg stata poprzez
zwirowanie (1 min, 600% g). Zwigzane na kolumnie peptydy przemyto dwukrotnie 100 pL

(wirowanie: 1 min, 600x g) i pokryto 200 pL rozpuszczalnika A.

Chromatografi¢ przeprowadzono przy przeptywie 250 nL/min, stosujagc 88-min gradient na
kolumnie analitycznej EV1106 (Dr Maisch C18 AQ, kulki 1,9 pm, $rednica wewngtrzna
150 pm, dlugo$¢ 15 cm, Evosep Biosystems). Dane zbierano w trybie dodatnim (Positive mode)

za pomocg metody zaleznej od danych, stosujac nastepujace parametry:

- MSI1: rozdzielczos¢ 60000; znormalizowany cel AGC 300%; maksymalny czas
wstrzykiwania: Auto; zakres skanowania — 300 — 1600 m/z,

- MS2: rozdzielczo$¢ 15000; znormalizowany cel AGC standardowy; maksymalny czas
wstrzykiwania: Auto,

- do analizy MS/MS brano pod uwage 40 najlepszych prekursorow w oknie izolacji
1,6 m/z,

- wykluczenie dynamiczne: 20 sek; tolerancja masy: =10 ppm,

- prekursory rozdrobniono w trybie HCD przy znormalizowanej energii zderzenia 30%,

- napiecie natrysku: 2,1 kV,

- poziom RF lejka: 40,

- temperatura podgrzewanej kapilary: 275°C.

Analiza wynikow

Dane uzyskane z analiz MS/MS zostaly przetworzone za pomocg oprogramowania Mascot
Distiller (wersja 2.4.2.0, Matrix Science). Masy peptydow 1 widma fragmentacji zostaly

porownane z bazami danych Saccharomyces Genome Database (SGD, 2016) —dla EVs-Sb oraz
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NCBIprot - dla Kluyveromyces marxianus lub Janthinobacterium lividum odpowiednio dla
EVs-WUT240 lub EVs-VIO. W tym celu wykorzystano wyszukiwarke Mascot — Mascot
Daemon (wersja 2.4.0, Matrix Science) oraz Mascot Server (wersja 2.4.1, Matrix Science), przy

ponizszych zatozeniach wyszukiwania:

specyficzno$¢ enzymu: trypsyna,

- tolerancja masy peptydow: 5 ppm,

- tolerancja masy fragmentéw: 0,01 Da,

- modyfikacja stata: metylacja cysteiny,

- modyfikacja zmienna: oksydacja metioniny,
- masa biatka: nieograniczona,

- maksymalna liczba miejsc nieprzecigtych: 2.

W przypadku probek EVs-Sb oraz EVs-VIO wyniki zostaty zdeponowane w ProteomeXchange
Consortium poprzez repozytorium PRIDE (EVs-Sh: PXD042660; EVs-VIO: PXD050374).

Aby znalez¢ biatka wspolne dla 3 powtorzen biologicznych lub tez porownania wynikow
Z literaturg wykorzystano narzgdzie online w postaci generatora wykresow Vienn’a

(https://www.biovenn.nl/; dostep: 26.12.2024).

3.3.22. Pomiar potencjatu elektrokinetycznego btony komdrkowej (potencjatu zeta, {)

Zeta potencjat EVs oraz zmiany w ladunku btonowym komorek pod wplywem EVs
sprawdzano przy uzyciu Zetasizer Nano. Komorki HT-29, HCT116 oraz CCD-841 CoN
odklejono od powierzchni naczyn hodowlanych, zliczono i rozcienczono w DPBS do gestosci
7,5-10° komérek/mL '°. Nastepnie przygotowano 4 proboéwki dla kazdej z testowanych linii
1 umieszczono w nich po 400 pL przygotowanych zawiesin komoérek (w kazdej z prob byto
3,0-10° komorek), do ktérych dodano kolejno: (1) 600 uL. DPBS, (2) 600 pL EVs-Sb w DPBS
(1,0-10° EVs/komoérke), (3) 600 uL EVs-WUT240 w DPBS (1,0-10° EVs/komoérke) oraz
(4) 600 puL 0,5 uM EVs-VIO rozcienczonych w DPBS. Probowki intensywnie wymieszano na
worteksie 1 umieszczono na 60 min w inkubatorze (37°C). Co 10 min delikatnie mieszano
zawarto$¢ probowek, poprzez kilkukrotne odwracanie ich do gory dnem. Po zakonczeniu
inkubacji probki zwirowano. Osad komoérkowy zawieszono w 1 mL 1x PBS, w catosci

przeniesiono do kuwety pomiarowej z elektrodami (Folded capillary cells; DTS1060,

75


https://www.biovenn.nl/

MALVERN Instruments) i wykonywano pomiary potencjatu btonowego komorek, zgodnie

Z ponizszymi parametrami:

- typ pomiaru: potencjat zeta (Zeta Potential),

- materiatl badany: biatka (protein; wspotczynnik zatamania §wiatta: 1,450; absorpcja:
0,001) — ze wzgledu ma brak precyzyjniejszego wzorca w oprogramowaniu
urzadzenia wybrano ,,biatka”, ktére stanowig bardzo duzy tadunek pgcherzykow
zewnatrzkomoérkowych,

- nosnik probki: PBS (temperatura: 25°C; lepkos$¢: 0,9061 cP; wspolczynnik
zatamania $wiatla: 1,332; stata dielektryczna: 78.,5),

- ustawienia og6lne: model Smoluchowskiego; parametr F(ka): 1,50,

- temperatura: 25°C; czas stabilizacji: 60 sek,

- typ kuwety pomiarowej: kapilarna, Green Cell,

- kat pomiaru: 173° Backscatter (NIBS default) — Non-Invasive Back-Scatter
Technology,

- czas trwania pomiaru: ustawienie manualne; liczba powtérzen w ramach
pojedynczego pomiaru (runs): 11; czas pojedynczego powtorzenia: 10 sek,

- liczba pomiaréw kazdej probki: 3 bez opdznienia mi¢dzy kolejnymi powtdrzeniami,

- model analizy: automatyczny.

3.3.23. Test na aktywnos$¢ metaboliczng komorek (ang. MTT assay)

Komorki HT-29 oraz HCT116 wysiano na ptytke 96-dotkowa w ilosci 5,0-10° komorek/dotek
w pelnym medium McCoy’s 5A". Ze wzgledu na znacznie wigksze rozmiary (w poroéwnaniu
z komorkami nowotworowymi) komorki prawidtowe CCD841 CoN wysiano na takg samg
ptytke w mniejszej ilosci (2,5:10° komérek/dotek) w pelnym medium MEM'. Komoérki
umieszczono w inkubatorze (37°C, 5% CO», 95% wilgotnosci) na 24 h. Po tym czasie
przygotowano rdézne stezenia EVs w pelnym medium hodowlanym. Aby zachowaé
odpowiednig proporcje liczby pecherzykoéw przypadajacych na pojedyncza komorke,
przygotowano 2 zestawy roznych stezen EVs: 9,0-107, 9,0-10%, 4,5-10° i 9,0-10° EVs/mL
w medium McCoy’s SA" (dla komorek HT-29 i HCT116); oraz 4,5-107, 4,5-10%, 2,3-10°
i4,5:10° EVs/mL w podlozu MEM" (dla komoérek CCD841 CoN). Wymieniono medium
hodowlane na $wieze, zawierajace EVs (100 pL/dotek) i prowadzono hodowle w jednakowych

warunkach przez kolejne 24 h. Nastepnego dnia przygotowano rozcienczenia soli MTT
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w odpowiednich pozywkach (1 mg/mL w MEM — CCD841 CoN oraz 0,5 mg/mL w McCoy’s
5A — HT-29, HCT116). Medium hodowlane z EVs zostalo odebrane z dotkow, a komorki
delikatnie przemyto DPBS (100 pL/dotek). Do kazdego dotka dodano 100 pL medium
McCoy’s 5A z 0,5 mg/mL soli MTT (w przypadku komérek HT-29 oraz HCT116) lub 100 uL
medium MEM z 1,0 mg/mL soli MTT (w przypadku komérek CCD841 CoN). Komorki
umieszczono w inkubatorze (w tych samych co wcze$niej warunkach) na kolejne 2 h. Nastgpnie
medium odebrano z dotkow, a komorki delikatnie przemyto DPBS (100 pL/dotek). Odebrano
DPBS i do kazdego dotka dodano po 50 uL czystego DMSO (423635509, CHEMPUR). Ptytke
z komorkami umieszczono w nieprzezroczystym pojemniku, aby zapewni¢ ciemnos¢
i inkubowano w RT przez 5 min. na kotysce laboratoryjnej. Po tym czasie za pomocg czytnika
ptytek zmierzono absorbancje przy dlugosci fali 570 nm.

Aktywnos¢ metaboliczng komoérek hodowanych w obecnos$ci EVs mikrobiologicznych
wyznaczono jako procent aktywno$ci metabolicznej komorek kontrolnych (hodowanych

w pelnym medium bez dodatkowych czynnikow), stosujac réwnanie (8).

absorbancjagomsrek pod wptywem EVs 100% (8)
absorbancjagomeérek kontrolnych

aktywno$¢ metaboliczna =

3.3.24. Test na poziom produkcji reaktywnych form tlenu (ang. Reactive Oxygen

Species assay, ROS)

Bazujac na metodyce '°’, badane komérki oraz EVs w mediach hodowlanych przygotowano
zgodnie z metodyka opisang w 3.3.23. Oprocz nich przygotowano takze kontrole pozytywna
(100 uM t-BHP) oraz negatywna (5 mM GSH) generowania ROS przez komorki (wyniki
kontroli stanowig Zalacznik 1.), a takze 20 uM roztwér dcFDA w odpowiednich mediach
hodowlanych Medium hodowlane z dotkow zostato odebrane, a komoérki delikatnie przemyto
DPBS (100 pL/dotek). Nastgpnie do kazdego dotka dodano po 100 pL $wiezo przygotowanego
20 puM roztworu dcFDA w odpowiednim dla komorek medium (McCoy’s SA/MEM)
1 umieszczono je ponownie w inkubatorze (w ciemnosci 1 37°C) na 1 h. Po tym czasie z dotkéw
odebrano medium z dcFDA 1 delikatnie przemyto komorki DPBS (100 pL/dotek). Do dotkéw
dodano po 100 pL §wiezo przygotowanych wariantow testowych w odpowiednich dla komoérek
mediach (McCoy’s SA/MEM"): 100 uM t-BHP, 5 mM GSH oraz rdzne stezenia EVs
mikrobiologicznych. Komoérki umieszczono w inkubatorze na kolejne 24 h. Nastepnego dnia
za pomocg czytnika ptytek Synergy H4 Hybrid zmierzono intensywnos$¢ fluorescencji przy
485+9/535+9 nm (wzbudzenie/emisja).
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Poziom  produkcji ROS  przez  komodrki  hodowane w  obecnosci  EVs
mikrobiologicznych/kontroli pozytywnej/kontroli negatywnej wyznaczono jako procent
poziomu produkcji ROS przez komorki kontrolne (hodowane w pelnym medium bez

dodatkowych czynnikéw), rownanie (9).

intensywnos$¢ fluorescencjigomorek pod wptywem EVs/t—BHP/GSH -100% (9)
intensywnos¢ fluorescencjixomerek kontrolnych

poziom produkcji ROS =

3.3.25. Barwienie fioletem krystalicznym, wyznaczanie zmian w liczebno$ci proby

(ang. Crystal Violet assay, CV)

Plytki z komoérkami po spektrofotometrycznym odczycie fluorescencji (punkt 3.3.23.) zostaty
wykorzystane do oznaczenia zmian liczebnosci hodowli. W tym celu z dotkéw odebrano
medium hodowlane, a komorki delikatnie przemyto DPBS (100 pL/dotek). Po czym do
kazdego dotka dodano 50 pL 3,7% paraformaldehydu w DPBS 1 inkubowano ptytke
w ciemnos$ci przez 15 min w RT. Usuni¢to PFA, a komorki delikatnie przemyto DPBS
(100 pL/dotek), a nastgpnie dodano po 50 puL 0,05% roztworu fioletu krystalicznego. Plytki
delikatnie bujano na kotysce laboratoryjnej w RT przez 45 — 60 min. Po czym odebrano barwnik
z dotkow 1 delikatnie przemyto komorki, najpierw DPBS (300 pL/dotek), a nastepnie 2-krotnie
woda Mili-Q. Przy kazdym z plukan pozostawiono plytke w RT na 5 min na kotysce
laboratoryjnej. Po wyptukaniu niezwigzanego barwnika, pozostawiono plytke w RT do
wyschniecia. Nastgpnego dnia do kazdego dotka dodano 50 pL czystego alkoholu metylowego
1 umieszczono plytke na 5 min na kotysce laboratoryjnej. Po tym czasie odczytano absorbancje
w dotkach przy uzyciu czytnika ptytek i1 przy dtugosci fali 570 nm, a liczebnos¢ hodowli

wyznaczono jako procent liczebnosci hodowli kontrolnej ze wzoru (10).

absorbancjaxomsrek pod wptywem EVs -100% (10)

liczebnos¢ hodowli = -
absorbancjagomerek kontrolnych

3.3.26.Barwienie EVs lipofilowym barwnikiem Nile Red oraz potwierdzenie

przeniesienia barwnika miedzy pecherzykiem a komorka ludzka

Barwienie EVs Nile Red

Roztwor wyjsciowy Nile Red w acetonie (2,5 mg/mL) rozcienczono 26-krotnie, poprzez
dodanie 4 pL barwnika do 100 uL EVs mikrobiologicznych w DPBS (po 2,8-10° EVs/mL).
Jednoczesnie przygotowano kontrole oczyszczania (4 uL Nile Red + 100 uL. DPBS). Probki

wymieszano na worteksie, delikatnie zwirowano 1 inkubowano przez 15 min w ciemnosci,
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w RT. Nastepnie przeniesiono probki na filtry wir6wkowe o punkcie odciecia 10 kDa
1 zwirowano (15 min, 14000% g). Odrzucono przesacz, a zatrzymane na filtrach EVs przemyto
6-krotnie 400 uL DPBS, aby sptukaé niezwigzany barwnik. Plukanie probek wykonano poprzez
nastepujace po sobie dodawanie 400 uL. DPBS, wirowanie (15 min, 14000x g) i odrzucenie
przesaczu. Po ostatnim ptukaniu, odwrocong do géry dnem, kolumienke umieszczono w nowe;j
2,0-mL probéwece i zebrano probke poprzez odwrdécone wirowanie tzw. reverse spin (2 min,
1000x g). Nastgpnie, za pomocg pipety automatycznej, zmierzono obje¢tos¢ zebranej z filtra
frakcji zawierajacej wybarwione pecherzyki (EVs NR) idodano DPBS do poczatkowej
objetosci 100 pL. Kontrola oczyszczania w postaci DPBS z Nile Red byta niezbedna do oceny

czy caly barwnik nie zwigzany z EVs zostal wymyty.

Inkubacija komorek eukariotycznych z EVs NR

Dzien przed barwieniem EVs na sterylne szkietka o 910 mm (Microscope Cover Glasses
10 mm @; 0111500, Paul Marirnfeld GmbH) umieszczone w ptytce 24-dotkowej wysiano
komorki HT-29, HCT116, CCD-18Co oraz CCD841 CoN w ilosci 2,5-10* komoérek/dotek
(w objetosci 400 pL pelnego medium hodowlanego). Ptytki umieszczono w inkubatorze (37°C,
5% COz, 95% wilgotnosci) na 24 h.

Nastepnego dnia przygotowano media hodowlane z EVs NR poprzez 10-krotne rozcienczenie
nastepujacych czynnikow w odpowiednim pelnym medium hodowlanym: (1) DPBS,
(2) EVs-Sb_NR, (3) EVs-Sb, (4) EVs-WUT240 NR, (5) EVs-WUT240, lub (6) EVs-VIO_NR
czy (7) EVs-VIO (rozcienczonych w DPBS tak aby koncowe stezenie wiolaceiny w dotku
wynosito 0,5 uM), a takze (8) DPBS NR (jako kontrole procesu oczyszczania). Nastepnie
odebrano znad komorek cale medium 1 dodano do kazdego dotka po 250 puL mediow
zawierajagcych EV_NR, DPBS NR lub DPBS (jako kontrol¢ negatywng barwienia). Plytki

umieszczono w inkubatorze na kolejne 24 h.

Utrwalanie preparatow i1 barwienie chromatyny

Po zakonczonej inkubacji odebrano znad komorek medium hodowlane i1 przemyto komorki
DPBS (400 pL/dotek). Odebrano DPBS 1 delikatnie dodano na dotki po 250 pL 3,7%
paraformaldehydu w DPBS. Plytk¢ inkubowano przez 20 min w ciemnos$ci i RT. Nastepnie
odebrano roztwor utrwalajacy, naniesiono po 250 pL 0,5 pg/mL Hoechst 33342 w DPBS

1 ponownie trzymano plytke w zaciemnieniu przez 20 min. Nastepnie odebrano roztwor
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barwnika, 2-krotnie przemyto komoérki DPBS (2x 5 min w RT i zaciemnieniu). Na koniec
dodano do dotkéw po 500 pL sterylnej wody Mili-Q. Tak przygotowane preparaty

przechowywano w 4°C i ciemnosci przez maksymalnie 7 dni.

Dokumentacija fotograficzna

Szkietka z utrwalonymi preparatami ogladano na mikroskopie fluorescencyjnym przy
600-krotnym powigkszeniu (obiektyw 60x — Nikon, Plan Fluor objective lens
60%/0.85 00/0.11 —0.23 WD 0.40-0.31 B oraz okular 10x) w §wietle:

(1) bialym (DIC),

(2) niebieskim (wzbudzenie: FF01-392/23 nm, emisja: FF02-447/60 nm) — Hoechst 33342,

(3) czerwonym (wzbudzenie: FF01-554/23 nm, emisja: FF02-609/54 nm) — NR,

(4) zielonym (wzbudzenie: FF01-474/27 nm, emisja: FF02-525/45 nm) — wiolaceina.

3.3.27. Ladowanie EVs doksorubicyng (EVs DOX) oraz oranzem akrydyny (EVs_ AO)

1 potwierdzenie przeniesienia fadunku do wnetrza komoérek ludzkich

tadowanie EVs doksorubicyng (EVs_DOX)

Do probéwek 1,5-mL zawierajacych po 500 uL: (1) EVs-Sb, (2) EVs-WUT240 lub (3) 500 puL
sterylnego DPBS (kontrola oczyszczania) dodano po 500 pL 2,5 mg/mL doksorubicyny. Probki
wymieszano na worteksie i1 delikatnie zwirowano (30 sek.), aby zebra¢ ciecz ze $cianek
probowki. Nastepnie probki inkubowano w 4°C w ciemnosci przez 20 h. Kolejnego dnia probki
wymieszano na worteksie 1 wirowano (5 min, 11400x g, RT). Aby usuna¢ niezatadowang do
EVs doksorubicyne, probki przeniesiono na filtr wirowkowy o punkcie odcigcia 50 kDa
i wirowano (15 min, 14000% g, RT). Przesacz zawierajacy niezaladowana doksorubicyne
odrzucono i dodano na pecherzyki 500 uL DPBS. Ponownie odrzucono przesacz a ptukanie
powtarzano, az znikngto rézowo-pomaranczowe zabarwienie probek, czyli przeprowadzano
lacznie min. 5 plukan. Za pomocag pipety automatycznej zmierzono objetos¢ frakeji
pecherzykowych zatrzymanych na membranach 1 dopelniono je DPBS do poczatkowe;j
objetosci 400 pL.
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FLadowanie EVs-WUT240 oranzem akrydyny

Do dwoch probowek 1,5-mL zawierajacych (1) 500 uL EVs-WUT240 lub (2) 500 pL
sterylnego DPBS (kontrola oczyszczania) dodano 500 pL oranzu akrydyny o stgzeniu
125 pg/mL. Probki krotko wymieszano na worteksie 1 delikatnie zwirowano, aby zebra¢ ciecz
ze Scianek probowek. Stezenie robocze oranzu akrydyny podczas ladowania wynosito
62,5 pg/mL. Nastgpnie umieszczono probki w ciemnosci w 4°C na okoto 20 h. Po tym czasie
probki wymieszano na worteksie 1 zwirowano (5 min, 11400x g, RT). Aby usung¢ niezwigzany
oranz akrydyny, probki przeniesiono na wir6wkowe filtry membranowe o punkcie odcigcia
10 kDa (Amicon Ultra — 2, membrana z regenerowanej celulozy; UFC201024, MERCK)
(15 min, 14000x g, RT). Odrzucono przesacz, a do EVs-WUT240, ktére zostaly zatrzymane na
filtrze dodano 500 pL sterylnego DPBS. Ponownie zwirowano probke. Etapy odrzucania
przesaczu, dodawania DPBS oraz wirowania stanowity proces oczyszczania EVs-WUT240
z niezwigzanego zwigzku i przeprowadzono je tacznie 5-krotnie. Po ostatnim ptukaniu
odwrécony filtr umieszczono w nowej, sterylnej probowce o objetosci 2 mL i zwirowano
(2 min, 1000x g, RT), aby zebra¢ probke zatrzymang na tym filtrze. Sprawdzono objetos¢
odzyskanej probki rozcienczono ja taka objetoscig sterylnego DPBS, aby uzyska¢ 500 pL
EVs-WUT240_ AO.

Inkubacija komorek ludzkich z EVs DOX oraz EVs-WUT240 AO

Inkubacje EVs DOX 1 EVs-WUT240 AO z ludzkimi komoérkami przeprowadzono zgodnie
z procedurg dla EVs-NR, opisang w punkcie 3.3.26.
Kontrolg pozytywna byla wolna doksorubicyna i oranz akrydyny o koncowych st¢zeniach

w dotkach z komorkami odpowiednio 0,125 mg/mL i 1 pg/mL.

Dokumentacja fotograficzna

Obserwacje 1 dokumentacje¢ fotograficzng prowadzono, tak jak w punkcie 3.3.26., na
mikroskopie fluorescencyjnym przy 600-krotnym powigkszeniu w 4 kanatach $wietlnych:
biatym — DIC, niebieskim — Hoechst 33342, czerwonym — DOX, zielonym — AO oraz

wiolaceina.
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3.3.28. Inne przetestowane metody wprowadzania do EVs doksorubicyny

e clektroporacja

Do sterylnych probowek 1,5-mL przeniesiono 300 puL 0,17 mg/mL DOX i dodano po 100 pL
EVs drozdzowych (EVs-Sb oraz EVs-WUT240). Jako kontrolg negatywng procesu fadowania
oraz oczyszczania przygotowano probke, w ktorej zamiast 100 uL. EVs dodano 100 uL. DPBS.

Mieszaniny delikatnie wymieszano poprzez pipetowanie gora-dot i przeniesiono do sterylnych
kuwet do elektroporacji (Gene Pulser Cuvettes mini pack — 0,2 cm gap; 1652082, BIO-RAD).
Probki kolejno umieszczano w elektroporatorze i wykonano pojedynczy impuls (250 V;
0,8 ms). Nastepnie zebrano probki 1 przeniesiono mieszaniny na wirowkowe filtry
membranowe o punkcie odcigcia 10 kDa (Amicon Ultra — 0,5; UFC501096, MERCK)
i zwirowano probki (15 min, 14000x g, RT). Odrzucono przesacz zawierajacy wolng
doksorubicyne i 5-krotnie przemyto pegcherzyki 500 pL DPBS. Po ostatnim ptukaniu,
odwrdcony filtr umieszczono w nowej, sterylnej o objetosci 2 mL i zwirowano (2 min, 1000% g,
RT), aby zebra¢ probke zatrzymang na tym filtrze. Sprawdzono objetos¢ odzyskanej probki
1 rozcienczono ja taka objetoscia sterylnego DPBS, aby uzyska¢ 100 uL EVs DO Xelektroporacja-

e clektroporacja i nastepujace po niej fadowanie bierne

Pierwszy krok fadowania (wlacznie z elektroporacja) wykonano zgodnie z procedura opisana
w punkcie 3.3.28. podpunkt elektroporacja. Nastgpnie zebrano probki 1 przeniesiono
mieszaniny do sterylnych 1,5-mL probowek, zabezpieczono je folig aluminiowg i umieszczono
na noc (okoto 16 h) w 4°C. Nastgpnego dnia zawartos¢ probéwek przeniesiono na wirowkowe
filtry membranowe o punkcie odcigcia 10 kDa i oczyszczono tak jak opisano w punkcie 3.3.28.
podpunkt elektroporacja. Sprawdzono objetos¢ odzyskanej probki rozcienczono ja taka

objetoscig sterylnego DPBS, aby uzyska¢ 100 pL EVs_DOX clektroporacja + bieme-
e ladowanie bierne w obecno$ci sacharozy

Pod komorg laminarng, do probowek 1,5-mL przeniesiono po 100 pL 4 mg/mL lub 2 mg/mL
DOX, do ktérych dodano 100 pL. EVs drozdzowych oraz 200 puL. 400 mM sacharozy. Jako
kontrole negatywna procesu tadowania oraz oczyszczania przygotowano probke, w ktorej
zamiast 100 uL EVs dodano 100 pL DPBS. Probki wymieszano na worteksie i delikatnie
zwirowano, aby zebra¢ ciecz ze $cianek probowek. Nastepnie owinigto je folig aluminiowa

1 umieszczono na noc (okoto 16 h) w 4°C.
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Po zakonczonej inkubacji, probki przeniesiono na wirdbwkowe filtry membranowe o punkcie
odcigcia 10 kDa i oczyszczono tak jak opisano powyzej. Na koniec sprawdzono objgtosc¢
odzyskanej probki i1 rozcienczono ja taka objetoscig sterylnego DPBS, aby uzyska¢ 100 pL
EVs_ DOX sacharoza-

3.3.29. Monitorowanie szybkosci wchtaniania EVs-WUT240 AO oraz EVs NR przez

komorki eukariotyczne

Komérki (HT-29, HCT116 oraz CCD841 CoN) wysiano na plytke 24-dotkowa po
2,5-10* komoérek/dotek w 400 pL odpowiedniego, petnego medium hodowlanego. Plytke
z komoérkami umieszczono w inkubatorze na 24 h (37°C, 5% CO», 95% wilgotnosci).
Nastepnego dnia przygotowano media hodowlane z EVs-WUT240 AO w ilosci
5,0-10° EVs/komérke oraz EVs-VIO NR o 50 uM steZeniu wiolaceiny. Usunigto medium znad
komorek i dodano po 250 pL/dotek medidow z pecherzykami.

Zaraz po dodaniu mediow do dotkow, ptytke umieszczono na urzadzeniu do obrazowania, ktore
umieszczone bylo w inkubatorze do hodowli komoérek — Celloger Nano (CURIOSIS) lub
w temperaturze pokojowej — ZOE (Bio-Rad).

Zdjecia na Celloger wykonywane byly automatycznie co 15 min w $wietle bialym oraz
w zielonej fluorescencji (CWL/BW [nm] — wzbudzenie: 480/30; emisja: 535/40). Natomiast
zdjecia wykonywane przy uzyciu ZOE robione byly co ok. 60 sek przez 5 min. Urzadzenie
pracowato w 3 trybach: §wiatlo biate; zielona fluorescencja (CWL/BW [nm] — wzbudzenie:
480/17; emisja: 517/23); oraz czerwona fluorescencja (CWL/BW [nm] — wzbudzenie: 556/20;
emisja: 615/61).

CWL - (ang. center wavelength, CWL) — oznacza -centralng/Srednig dtugos¢ fali
promieniowania
BW — (ang. bandwidth, BW) — oznacza szeroko$¢ pasma, czyli zakres dtugosci fal, w ktorym

skupiona jest wigkszos$¢ energii promieniowania

3.3.30. Wyznaczenie wydajnosci tadowania doksorubicyny (DOX) oraz oranzu

akrydyny (AO) do EVs

Przygotowano szereg stezen oranzu akrydyny oraz doksorubicyny w wodzie Mili-Q do

wyznaczenia krzywej wzorcowej. Probek DPBS, EVs, EVs AO, DPBS AO, EVs DOX oraz
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DPBS DOX nie rozcienczano. Na dotki ptytki 96-dotkowej naniesiono, w 3 powtorzeniach
technicznych, po 100 pL. wzorcéw i probek, a czytnikiem plytek rejestrowano intensywnos¢

fluorescencji zwigzkow:

(1) oranz akrydyny: 0; 0,005; 0,010; 0,025; 0,050; 0,100; 0,250; 0,500; 1000 [ng/mL]
(wzbudzenie: 495+9 nm/ emisja: 518+9 nm) — linia trendu: wielomianowa, stopien: 2,
(2) doksorubicyna: 0; 0,1; 0,25; 0,5; 1,0; 2,5 [ug/mL] (wzbudzenie: 470+9 nm/ emisja:

595+9 nm) — linia trendu: liniowa.

Na podstawie przygotowanych krzywych standardowych intensywnosci fluorescencji
uzyskane dla probek odczyty przeliczono na st¢zenia zwigzkéw (AO lub DOX). Natomiast
wydajnos¢ tadowania wyliczono poprzez odniesienie uzyskanych stgzen do wyjsciowych

stezen zwigzkow uzytych podczas tadowania (AO — 62,5 pg/mL; DOX — 1 mg/mL).

3.3.31. Hodowla dtugoterminowa (ang. LongTerm assay)

Komorki (CCD-18Co, CCD841 CoN, HT-29 oraz HCT116) wysiano na butelki hodowlane
o powierzchni 25 cm? (T25) w iloéci 1,0-10° komoérek na butelke, w objetosci 5 mL petnego
medium hodowlanego (odpowiednio MEM™ lub McCoy’s 5A"). Butelki umieszczono na
24 h w inkubatorze (37°C, 5% CO2, 95% wilgotnosci). Po tym czasie medium zastgpiono 2 mL
odpowiedniego pelnego medium hodowlanego zawierajacego EVs mikrobiologiczne w ilosci
1,0-10° EVs/komérke (w przypadku EVs-Sb oraz EVs-WUT240) Iub EVs-VIO
odpowiadajacych 0,5 uM wiolaceiny. Hodowle kontrolne znajdowaty si¢ w tych samych
warunkach z tg réznica, Zze medium pozbawione byto EVs. Komorki hodowano przez 7 dni,
przy czym w 5-tym dniu hodowli do butelek hodowlanych dodano po 2 mL odpowiedniego
pelnego medium hodowlanego (bez EVs). W dniu 7 wykonano zdj¢cia pogladowe hodowli
w Swietle bialym. Nastepnie przemyto komoérki DPBS 1 dodano po 1 mL 0,25% trypsyny.
Komorki umieszczono w inkubatorze na 5 — 10 min w celu dysocjacji enzymatycznej od
powierzchni naczynia. Po zakonczonej inkubacji trypsyn¢ zneutralizowano poprzez dodanie
I mL odpowiedniego pelnego medium hodowlanego i przeniesiono komoérki do 15-mL
probowki wirowkowej. Naczynia hodowlane przemyto 2-krotnie 2 mL DPBS, ktory zebrano
do tych samych probowek co zawiesiny komorek. Nastepnie zliczono catkowita liczbe

komorek, ktore byly w naczyniach hodowlanych wykorzystujac réwnanie (10).

zliczona liczba komoérek

-10*-6  (10)

catkowita liczba komérek [komoérek] = liczba pal
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10* — mnoznik umozliwiajacy przeliczenie gestoéci komoérek z 1 uLna 1 mL

6 — objetos¢ zawiesiny komorek uzyskanej z kazdego naczynia hodowlanego

3.3.32.Hodowla dlugoterminowa obcigzona doksorubicyng (ang. LongTerm-DOX

assay)

Na ptlytki 96-dotkowe (osobna ptytka na test MTT oraz wspolna na testy ROS 1 CV) wysiano
komorki (HT-29, HCT116, CCD841 CoN) w ilosci 2,0-10° komorek/dotek w 100 uL
odpowiedniego pelnego medium hodowlanego (McCoy’s 5A* lub MEM"). Ptytki umieszczono
w inkubatorze na 24 h (37°C, 5% CO; oraz 95% wilgotnosci).

Nastepnego dnia z ptytek przeznaczonych na oznaczanie poziomu reaktywnych form tlenu
odebrano medium, komorki przemyto DPBS 1 dodano po 100 pL $wiezo przygotowanego
20 uM roztworu dcFDA w odpowiednim dla komoérek medium (McCoy’s SA / MEM)
1 umieszczono je ponownie w inkubatorze (w ciemnos$ci i 37°C) na 1 h, zgodnie z wczesniej
opisang procedurg (3.3.24.).

W czasie inkubacji komodrek z dcFDA przygotowano media hodowlane zawierajace
zewnatrzkomorkowe pecherzyki mikrobiologiczne w ilosci 1,0-10° EVs_DOX przypadajacych
na pojedyncza komoérke (w przypadku EVs-Sb oraz EVs-WUT240) w 50 pL medium lub
EVs-VIO DOX odpowiadajacych 0,5 pM wiolaceiny. Kazdy z testowanych wariantow
wykonano w 3 powtdrzeniach technicznych. Ponadto zastosowano 2 rodzaje kontroli,
w ktérych komoérki hodowano: (1) w obecno$ci niezaladowanych EVs mikrobiologicznych,
dodanych w jednakowej ilosci jak EVs po zaladowaniu DOX oraz (2) bez dodatku
jakichkolwiek EVs.

Wszystkie testowane warianty umieszczono na tej samej ptytce i hodowano w jednakowych
warunkach przez 7 dni. W 5-tym dniu hodowli do wszystkich komoérek dodano po 50 pL
odpowiedniego pelnego medium hodowlanego bez EVs. Ostatniego, 7-ego dnia komorki
delikatnie przemyto DPBS 1 przeprowadzono testy MTT oraz ROS zgodnie z procedurami
opisanymi wczesniej (MTT — 3.3.23. aktywno$¢ dehydrogenazy mitochondrialnej oraz
ROS —3.3.24.) a takze barwienie FDA/Pi (procedura opisana w punkcie 3.3.41.). Po odczytaniu
intensywnosci fluorescencji z ptytki shuzacej do oznaczenia poziomu ROS, odebrano medium
hodowlane, przemyto komoérki DPBS, utrwalono je 3,7% PFA 1 wykonano test CV (zgodnie
z procedurg opisang w punkcie 3.3.25.).

85



3.3.33. Badanie tempa proliferacji komoérek (ang. BrdU assay)

Analogicznie jak podczas prowadzenia testow MTT (3.3.23.), ROS (3.3.24.) a takze CV
(3.3.25.), komorki HT-29 oraz HCT116 wysiano na plytke 96-dotkowg w ilosci
5,0-10° komorek/dotek w petnym medium McCoy’s SA*, natomiast komorki prawidtowe
CCD841 CoN wysiano na taka sama ptytke w mniejszej iloéci (2,5-10° komorek/dotek)
w pelnym medium MEM'. Komorki umieszczono w inkubatorze (37°C, 5% CO2, 95%
wilgotnosci) na 24 h. Po tym czasie przygotowano EVs-WUT240 oraz EVs-WUT240 DOX
w pelnym medium hodowlanym, tak aby na kazda komorke przypadato 1,0 - 10° pecherzykow
zewnatrzkomoérkowych. Przygotowano takze rozcienczenia samej doksorubicyny w peinych
mediach hodowlanych o stg¢zeniach 2 pg/mL (do traktowania komorek HT-29 oraz HCT116)
oraz 1 ug/mL (do traktowania komérek CCD841 CoN). Nastepnie wymieniono medium na
ptytkach hodowlanych na $wieze, zawierajace EVs, EVs-DOX lub czysta doksorubicyne
(100 pL/dotek) i umieszczono komoérki w inkubatorze na 2 h.

W tym czasie przygotowano roztwor roboczy BrdU, wykorzystujac BrdU Reagent z zestawu
BrdU Cell Proliferation Assay (2750, Merck), ktory rozcienczono 500-krotnie w odpowiednim
medium hodowlanym. Po 2 h od dodania EVs do kazdego testowanego dotka dodano po 10 pL
przygotowanego roztworu BrdU i umieszczono komorki ponownie w inkubatorze na kolejne
22 h.

Nastepnego dnia medium hodowlane zawierajace EVs zostato odebrane z dotkow, a na komorki
dodano po 100 pL roztworu do utrwalania — Fixing solution (wcze$niej ogrzanego do RT)
1 inkubowano ptytke przez 30 min w RT. W tym czasie przygotowano roztwor ptuczacy poprzez
50-krotne rozcienczenie 50X Plate Wash Concentrate w wodzie Mili-Q. Po zakonczonej
inkubacji odebrano roztwdr utrwalajacy, a komodrki 3-krotnie przemyto przygotowanym
buforem ptuczacym (1x 200 pL oraz 2x 150 pL buforu/dotek). Nastepnie odebrano z dotkow
bufor 1 dodano po 50 puL roztworu mysiego monoklonalnego przeciwciata I-rzedowego Anty-
BrdU, klon BU-1 (MAB3510, Merck), ktore uprzednio rozcienczono 7500-krotnie w DPBST.
Plytke inkubowano przez 1 h w RT. Nastepnie tak jak wczesniej przemyto komoérki buforem
phuczacym (1x 200 pL oraz 2x 150 pL buforu/dotek).

Pod koniec inkubacji komorek z przeciwciatem I-rzedowym przygotowano roztwor koziego
anty-mysiego przeciwciata Il-rzgdowego sprzgzonego z peroksydaza chrzanowa (Goat
anti-Mouse IgG, Peroxidase labeled). W tym celu przeciwciala z zestawu rozcienczono
2000-krotnie w Conjugate Diluent. Po odebraniu buforu po ostatnim plukaniu na dotki dodano

po 50 puL przygotowanego roztworu przeciwciata II-rzedowego 1 inkubowano ptytke 30 min
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w RT. Po tym czasie odebrano roztwoér przeciwciata i ponownie przeprowadzono 3-krotne
ptukanie buforem ptuczacym. Na koniec przemyto dotki 200 uL. wody Mili-Q. Usunig¢to wodg
1 osuszono doiki, poprzez potozenie ptytki do gory dnem na reczniku papierowym.

Do dotkéw dodano po 50 uL TMB (ang. tetramethylbenzidine) z zestawu, pltytk¢ umieszczono
W nieprzezroczystym pojemniku, aby zapewni¢ ciemnos$¢ i inkubowano w RT przez 30 min
(w wyniku reakcji peroksydazy chrzanowej z TMB powstaje produkt o niebieskim
zabarwieniu). Nastepnie zatrzymano reakcje poprzez dodanie do dotkéw po 50 pL buforu
hamujacego (Stop Solution), czyli 2,5 N kwasu siarkowego (VI). W wyniku zakwaszenia
nastgpuje zmiana zabarwienia z niebieskiego na zo6tte. Przy uzyciu czytnika plytek wykonano
odczyt absorbancji przy dlugosciach fali 450 oraz 550 nm.

Tempo proliferacji komodrek hodowanych w obecnosci EVs, EVs DOX Ilub wolnej
doksorubicyny wyznaczono jako procent tempa proliferacji komodrek kontrolnych

(hodowanych w pelnym medium bez dodatkowych czynnikow), réwnanie (11).

absorbancjagomorek pod wptywem EVs -100% (1 1)
absorbancjayomerek kontrolnych

tempo proliferacji =

3.3.34.Barwienie komorek oranzem akrydyny oraz jodkiem propidyny (barwienie

AO/Pi)

Sterylne szkietka nakrywkowe (Microscope Cover Glasses 10 mm g; 0111500, Paul Marirnfeld
GmbH) umieszczono w plytce 24-dotkowej. Do dotkow dodano komoérki w ilosci
2,5-10* komoérek/dotek (HT-29, HCT116 i CCD841 CoN) w 300 uL kompletnego medium
odpowiedniego dla komoérek (McCoy’s 5A" lub MEM'). Plytke umieszczono na
24 h w inkubatorze (37°C, 5% CO2, 95% wilgotnosci). Nastgpnego dnia przygotowano peine
media hodowlane z EVs mikrobiologicznymi w ilosci 1,0-10° EVs/komoérke (EVs-Sb lub
EVs-WUT240) w 250 pL medium. Dodano $wiezo przygotowane medium na komorki
i prowadzono hodowle przez 7 dni, podczas ktorej w 5-tym dniu dodano 200 pL pelnego
medium hodowlanego (bez EVs). Ostatniego, 7-ego dnia, komodrki poddano barwieniu AO/Pi.
Tuz przed barwieniem przygotowano mieszaning barwigca AO/Pi w DPBS (z roztworow
wyjsciowych AO: 5,0 mg/mL w DPBS; roztwér Pi: 1,0 mg/mL w DMSO), o kohcowym
stezeniu obu zwigzkoéw 2,0 pg/mL. Znad komoérek odebrano medium hodowlane i dodano po
250 pL przygotowanej mieszaniny. Barwienie prowadzono przez 30 min w ciemnosci i RT. Po
tym czasie odebrano barwniki i delikatnie przemyto komorki 300 pL. DPBS. Nastgpnie
odebrano bufor i dodano do komoérek 300 pL czystego DPBS.
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Wykorzystujac mikroskop fluorescencyjny przeprowadzono obserwacje przyzyciowe przy
600-krotnym powickszeniu w $wietle biatym (DIC), czerwonej fluorescencji (wzbudzenie:
FF01-554/23 nm, emisja: FF02-609/54 nm) — Pi, 1 zielonej fluorescencji (wzbudzenie:
FF01-474/27 nm, emisja: FF02-525/45 nm) — AO.

3.3.35.1zolacja mRNA z komorek ludzkich, odwrotna transkrypcja oraz qPCR

Hodowla komorek

Komérki HT-29, HCT116 oraz CCD841 CoN wysiano na ptytke 12-dotkowa w ilosci
5,0-10° komoérek/dotek w 1,5 mL odpowiedniego, kompletnego medium hodowlanego
(odpowiednio McCoy’s SA™ lub MEM™). Plytke umieszczono na 24 h w inkubatorze (37°C, 5%
CO2, 95% wilgotnosci). Nastepnego dnia przygotowano po 1,5 mL pelnych pozywek
hodowlanych z EVs mikrobiologicznymi w ilosci 1,0-10° EVs/komérke (EVs-Sb lub
EVs-WUT240) lub EVs-VIO odpowiadajacych 0,5 puM wiolaceinie. W hodowlach
wymieniono pozywki na §wiezo przygotowane i ponownie inkubowano plytki przez 24 h,
w tych samych warunkach. Po zakonczonej inkubacji, odebrano medium z EVs, komorki
delikatnie przemyto DPBS, dodano 0,5 mL 0,25% trypsyn¢ i umieszczono w inkubatorze
(37°C, 5% CO2, 95% wilgotnosci) na 10 min. Po tym czasie skontrolowano czy wszystkie
komorki zostaty odklejone od powierzchni naczynia. Dodano 0,5 mL odpowiedniego petnego
medium hodowlanego (McCoy’s 5A" / MEM") w celu neutralizacji dzialania enzymu.
Doktadnie zawieszono komorki przez pipetowanie gora-dot i przeniesiono je do probowek
1,5-mL, ktére wczesniej byty 2-krotnie poddane sterylizacji za pomoca autoklawu (121°C,

20 min).

Izolacja mRNA

Wszystkie koncowki do pipet i probowki, ktore wykorzystywano przy izolacji i pracy z RNA
byly wezesniej 2-krotnie poddane sterylizacji za pomocg autoklawu (121°C, 20 min).

Zamknigte probowki umieszczono na 5 min na lodzie. Nastgpnie zwirowano zawiesiny
komoérkowe (3 min, 4°C, 2000x g). Doktadnie odebrano ciecz znad biomasy i zawieszono
komorki w 500 pL. zimnego — wyjetego z lodowki — RNA Extracol (E3700-02, EURX) poprzez

intensywne wytrzasanie, a nast¢pnie probki zamrozono w -80°C.
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Aby przystapi¢ do dalszej izolacji mRNA, wyjeto probéwki z zamrazarki niskotemperaturowe;
1 rozmrazano je przez okoto 5 min w RT. Nastepnie dodano po 100 pL chloroformu (cz.d.a.;
234431116, POCH S.A.) i wymieszano zawarto$¢ probowek poprzez ich rgczne odwracanie
przez okoto 15 sek. Odstawiono probki na statyw (5 min w RT) 1 nast¢pnie zwirowano (10 min,
4°C, 20000% g). Ostroznie wyjeto proboéwki z wirdowki, aby nie wymieszaé faz i przeniesiono

gorng z nich (przezroczysta faz¢ wodng zawierajaca mRNA) do nowych probowek 1,5-mL.

Do kazdej probki dodano po 2 pL ko-precypitantu DNA/RNA (Vivid Violet DNA/RNA
Co-precipitate; E4502-01, EURx). Nastepnie dodano do nich takze po 250 puL
zimnego — wyjetego z -20°C — alkoholu izopropylowego (cz.d.a., 751500111, POCH S.A.)
1 wymieszano probowki poprzez ich reczne odwracanie. Nastgpnie umieszczono probki na
lodzie 1 pozostawiono je na 30 min. Probowki zwirowano (10 min, 4°C, 20000x g) by osadzi¢
na dnie probowki wytragcone RNA. Osad przemyto, poprzez dodanie 500 puL 75% lodowatego
(wyjetego z -20°C) alkoholu etylowego (396480111, POCH S.A.; w wodzie DEPC) i recznie
wymieszano zawarto$¢ probowki poprzez jej kilkukrotne odwrdcenie. Nastepnie zwirowano
probki (5 min, 4°C, 12000% g), odebrano supernatant i pozostawiono na dnie probowki osad do
wyschnigcia (otwarte probowki, ok. 10 min w RT). Osuszone RNA zawieszono w 10 uL wody
wolnej od nukleaz (Ambion™ Nuclease-Free Water; AM9937, Invitrogen) i pozostawiono na
5 min w RT. Po tym czasie probki wymieszano przez pipetowanie gora-dot i pobrano 2x 1 pL

do sprawdzenia ilo$ci 1 jakosci RNA. Pozostate 8 L. RNA zamrozono w -80°C.

Sprawdzenie ilosci 1 czysto$ci RNA:

Wykorzystujac NanoDrop oznaczono stezenie RNA w wyizolowanych probkach. Na
urzadzeniu wybrano program ,,RNA” i umieszczono 1 pL wody RNase/DNase-free na dolnej
koncowce pomiarowej 1 opuszczono rami¢ urzadzenia. Automatycznie uruchomit si¢ pomiar
proby Sslepej, nastgpnie oczyszczono koncdéwki pomiarowe i naniesiono kolejno po 1 pL

wyizolowanych probek. Po kazdym pomiarze oczyszczano koncowki pomiarowe urzadzenia.

Zebrano dane:

e A260/A230=1,9+2,1 (RNA uznaje si¢ za ,,czyste”, gdy warto§¢ wspotczynnika miesci
si¢ w zakresie 1,8 — 2,2; A260/A230 < 1,8 oznacza zanieczyszczenie EDTA,

polisacharydami, etanolem lub fenolem),
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o A260/A280 = 1,9 + 2,0 (RNA uznaje si¢ za ,,czyste”, gdy wartos¢ wspotczynnika
wynosi ~ 2,0; A260/A280 < 2,0 oznacza zanieczyszczenie biatkami badz fenolem lub
tez niskie stezenie RNA w probce),

e stezenia RNA [ng/uL].

Sprawdzenie jako$ciowe otrzymanych probek RNA

Oczyszczono zestaw do elektroforezy kwasow nukleinowych, poprzez wymoczenie go w 3%
nadtlenku wodoru przez minimum 30 min w RT. Nast¢pnie zlano nadtlenek wodoru i przemyto
wszystkie elementy w wodzie DEPC. Zmontowano uktad do elektroforezy i przygotowano 1%

zel agarozowy. Gdy zel stezal zalano go buforem 1XxTAE w wodzie DEPC.

Zmieszano 1 pL wyizolowanego RNA, 1 pL barwnika (6x Loading Buffer BLUE; E0260-01,
EURx) oraz 4 pL formamidu (F9037, Sigma-Aldrich). Przygotowane probki oraz 5 pL
znakowanego markera (Perfect Plus MWQ DNA Ladder; E3161-01, EURX) naniesiono w dotki
zelu agarozowego 1 przeprowadzono elektroforeze (100 V, 30 min). Po zakonczonym rozdziale

elektroforetycznym zel umieszczono w aparacie G:Box i wykonano zdjecie w UV-Vis.

Reakcja odwrotnej transkrypciji

Na podstawie zmierzonych na NanoDrop stezen, z kazdej probki pobrano po 1 ug RNA
1 dodano wody do koncowej objetosci 10,8 puL. Nastepnie do kazdej z prébowek dodano po
1,2 uL swiezo przygotowanej mieszaniny reakcyjnej 1 — MIX1 (Tab. 5.). Probki umieszczono
na 5 min w termobloku nagrzanym do 65°C, po tym czasie umieszczono probki na 2 min
w lodzie. Po schtodzeniu do probek dodano po 8,0 uL $wiezo przygotowanej mieszaniny
reakcyjnej 2 — MIX2 (Tab. 5.), wymieszano delikatnie na worteks i1 inkubowano przez 5 min
w 25°C a nastgpnie 60 min w 42°C. Reakcje zakonczono poprzez podgrzanie probek do 70°C
na 5 min. Otrzymane cDNA umieszczono na lodzie, pobrano 1 pL probki do pomiaru st¢zenia
na NanoDrop One® i przygotowano rozcienczenia w wodzie wolnej od RNaz o stezeniu

koncowym 100 ng/uL. Zardwno stgzone jak i1 rozcienczone cDNA przechowywano w -20°C.
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Tabela 5. Sklad mieszanin reakcyjnych 1 (MIX1) oraz 2 (MIX2) wykorzystywanych do reakcji odwrotnej
transkrypcji, a takze sktad mieszaniny reakcyjnej 3 (MIX3) wykorzystywanej do przeprowadzenia qPCR, wraz
z ilosciami poszczegolnych komponentow przypadajgcych na pojedynczg probke.

sktadnik mieszaniny Oll)jrgetgliijga
MIX1 startery losowe (Random Hexamer Primer — 100 uM) * 0,1 uL
(1,2 uL/ probke) | startery oligo(dT)is (100 uM) * 0,1 uL
dNTPs (10 mM) * 1,0 uL
MIX2 Bufor reakcyjny (5x) (250 mM Tris-HC1 - pH 8,3, 250 mM KCl, 40 L
(8,0 uL/ probke) | 20 mM MgCl,, 50 mM DTT) *
0,1 MDTT"* 2,0 uL
Inhibitor RNaz (RiboLock RNase Inhibitor — 20 U/uL) * 0,5 uL
Odwrotna transkryptaza (RevertAid RT — 200 U/uL) * 0,5 uL
Woda wolna od nukleaz * 1,0 uL
MIX3 woda wolna od RNaz * 2,0 uL
(9,0 uL/ reakejg) | RT PCR Mix SYBR® /A 5,0 uL
starter Przedni (10 uM) — 0,2 uL * + starter Wsteczny (10 uM) 20L
— 0,2 uL * w wodzie wolnej od RNaz — 1,6 pL » ’

* — odczynnik z zestawu RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit (K1622, Thermo Scientific)

# — odczynnik nie pochodzacy z zadnego zestawu

" — odczynnik z zestawu RT PCR Mix SYBR® (2008-1000, A& A Biotechnology)

Reakcja tancuchowa polimerazy w czasie rzeczywistym (ang. guantitative polymerase chain

reaction, QPCR)

W probowkach 1,5-mL przygotowano mieszaniny reakcyjne do przeprowadzenia qPCR.

Dlatego tez dla kazdego celu molekularnego przygotowano odrgbny MIX3, w sktad, ktorego

wchodzily odpowiednio dobrane startery. Do kazdego dotka 96-dotkowej plytki do PCR
(781366, Brand GmbH) naniesiono po 9 pL MIX3 i dodano do nich po 1 pL, 100 ng/uL cDNA.

Plytke zaklejono specjalng folia do qPCR (781391, Brand GmbH) i zwirowano (2 min,

1000x g). Nastgpnie umieszczono ja w aparacie do qPCR i uruchomiono program termiczny

(Tab. 6.).
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Tabela 6. Program termiczny qPCR dla celow molekularnych: GAPDH, MMP2, MMP9, TIMP1, TIMP?2 oraz
TIMPS3.

krok czas temperatura | liczba cykli
wstepna denaturacja 3 min 95°C 1
denaturacja 15 sek 95°C
rzylaczanie starterow, tzw. hybrydyzacja
preyia oLy 60 sek 50°C x 40
(ang. annealing)
wydhuzanie tancucha, tzw. elongacja 45 sek 72°C
krzywa topnienia produktu
0,5°C/5 sek 65°C —95°C 1

(ang. melting curve)

Analiza i interpretacja wynikoéw gPCR

Na podstawie analizy krzywej topnienia weryfikowano, czy powstal pojedynczy pik
swiadczacy o obecnosci 1 produktu. Nastepnie oprogramowanie CFX Maestro automatycznie
wyznaczato lini¢ progowa (treshold line), na podstawie, ktorej wyznaczone zostaty wartosci Cy,

(ang. Cycle threshold) bedace punktem przeciecia krzywej amplifikacji z uzyskang linia.
Obliczono ekspresj¢ badanych gendw metoda AAC:w ponizszych krokach,
Wyliczono $rednig warto$¢ C; dla:

- kazdego z testowanych genéw w probkach inkubowanych z EVs > TE
- genu referencyjnego (GAPDH) w probkach inkubowanych z EVs > HE
- kazdego z testowanych gendéw z hodowli kontrolnych » TC

- genu referencyjnego (GAPDH) w hodowlach kontrolnych > HC

Nastepnie obliczono warto$ci AC: dla:

- testowanych genow: ACTE =TE — HE (12)
- gendw referencyjnych: ACTC =TC — HC (13)
Oraz wartosci AAC: AAC; = ACTE — ACTC (14)
Ekspresje genow wyznaczono wykorzystujac wzor: ekspresja genu = 2784 (15)
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3.3.36. Zymografia

Przeprowadzenie hodowli i zebranie probek

Komorki (HT-29, HCT116 oraz CCD841 CoN) wysiano na plytke 24-dotkowa w ilosci
5,0-10° komorek/dotek i objetosci 400 uL odpowiedniego, pelnego medium hodowlanego
(McCoy’s SA" lub MEM"). Plytke umieszczono na 24 h w inkubatorze (37°C, 5% CO2, 95%
wilgotnosci).

Nastepnego dnia przygotowano media hodowlane (nie zawierajace FBS ani antybiotykéw)
z EVs mikrobiologicznymi w iloéci 1,0-10° EVs/komoérke (w przypadku EVs drozdzowych)
lub EVs bakteryjnymi odpowiadajacymi 0,5 uM stezeniu wiolaceiny. Odrzucono medium
hodowlane, komorki przemyto 2-krotnie 400 uL. DPBS i dodano po 200 uL. odpowiedniego dla
komoérek medium hodowlanego z EVs. Hodowle kontrolne poddane byly tym samym
warunkom, ale bez obecnosci EVs w medium hodowlanym. Ponownie umieszczono plytke
w inkubatorze na 24 h. Po zakonczonej inkubacji, ze wszystkich dotkéw, do osobnych
proboéwek zebrano cate medium hodowlane i zwirowano (15 min, 4°C, 13780% g) w celu
pozbycia si¢ z medium pozostalosci komorek. Medium znad osadu przeniesiono do nowych

probowek 1,5-mL i zamrozono w -80°C.

Przygotowanie probek biatkowych i przeprowadzenie elektroforezy

Media pohodowlane rozmrozono 1 wymieszano na worteksie. Nastgpnie pobrano po 16 pL
kazdej z probek 1 zmieszano je z 4 pL 5x nieredukujacego buforu obcigzajacego do probek.
Naniesiono probki do kieszonek w zZelu zageszczajacym 1 przeprowadzono rozdziat
elektroforetyczny w 2 etapach: (1) 15 min przy napigciu 50 V, a nastgpnie (2) 1,5 h przy
napieciu 100 V.

Wizualizacja wyniku zymografii

W  procedurze  wykorzystano nieco zmodyfikowang metode firmy Abcam

[https://docs.abcam.com/pdf/protocols/gelatin-zymography-protocol-mmp-9.pdf; dostep:

05.01.2025]. Uzyskany po elektroforezie, zel 2-krotnie przemyto poprzez 30-min inkubacje
w buforze pluczacym w RT i na kotysce laboratoryjnej. Nastepnie odebrano bufor ptuczacy,
a zel zalano buforem do inkubacji i umieszczono go na 10 min w 37°C. Po tym czasie

wymieniono bufor na §wiezy 1 ponownie umieszczono zele w 37°C. Inkubacje prowadzono
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przez 24 h, aby umozliwi¢ enzymom trawienie zelatyny. Nastepnie zel zalano buforem
barwigcym do zymografii i trzymano 45 min na kotysce laboratoryjnej w RT. Niezwigzany
barwnik zostal usuniety z zelu poprzez przemywanie go w wodzie Mili-Q, aby odmy¢
wiekszo$¢ barwnika z jego powierzchni. Po kilku minutach na kotysce laboratoryjnej odebrano
zabarwiong wodg¢ i zalano zel buforem odbarwiajagcym do zymografii. Pozostawiono zel na
kotysce laboratoryjnej RT na 30 min. Po tym czasie zlano bufor i zweryfikowano, czy pojawity
si¢ odbarwione obszary w zelu. Jesli tak, to zalano zel wodg Mili-Q, natomiast jesli nie to
wymieniano bufor odbarwiajagcy na $wiezy. Odbarwianie zeli prowadzono tak diugo, az
odbarwione prazki staty si¢ wyrazne. Nast¢gpnie wykonywano dokumentacje fotograficzng przy
wykorzystaniu G:Box. Na uzyskanych obrazach odwrdcono kolory, aby uzyska¢ ciemne prazki
na jasnym tle. Uzyskane prazki dla MMP-2 oraz MMP-9 analizowano pod katem powierzchni
(area) oraz intensywnosci zabarwienia (mean grey value) wykorzystujac oprogramowanie
Image] 1.54f. Aktywno$¢ MMP hodowli badanych zostala odniesiona do aktywnos$ci hodowli

kontrolne;j.

3.3.37.1zolacja bialek z komorek eukariotycznych, elektroforeza SDS-PAGE, analiza
Western blot oraz Slot blot

Izolacja frakcii biatkowej z komorek:

Komorki (HT-29, HCT116, CCD-18Co, CCD841 CoN oraz LUVA) wysiano w odpowiednich
dla nich pelnych mediach hodowlanych w ilo$ci 1,5-10% komérek na dotek ptytki 24-dotkowe;.
Plytke umieszczono w inkubatorze (37°C, 5% CO2, 95% wilgotnosci) na 24 h. Po tym czasie
z dotkéw odebrano medium, a komorki delikatnie przemyto DPBS. Nastepnie do kazdego
dotka dodano po 250 puL odpowiedniego medium (McCoy’s SA, MEM lub IMDM bez dodatku
FBS oraz antybiotykow) suplementowanego EVs mikrobiologicznymi w ilosci
1,0:10° EVs/komorke oraz EVs-VIO 0,5 uM stezeniu wiolaceiny. Hodowle prowadzono
w inkubatorze przez kolejne 24 h (37°C, 5% CO2, 95% wilgotnosci). Nastepnego dnia odebrano
medium, przemyto komorki DPBS i dodano na dotki po 150 pL 0,1% roztworu NP-40
z mieszaning inhibitorow proteaz (SigmaFAST Protease Inhibitor Coctail Tablet, EDTA free;
S8830, Sigma Aldrich), aby spowodowac lize komorek 1 uwolni¢ z nich biatka. Po czym ptytke
umieszczono na lodzie na kotysce laboratoryjnej na 30 — 45 min. Nastepnie z kazdego dotka
odebrano lizaty biatkowe i1 zebrano je w probowkach 1,5-mL, ktére poddano wirowaniu

(15 min, 4°C, 13780x g) w celu usunigcia nienaruszonych komorek 1 nierozpuszczonych
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fragmentow komoérkowych. Supernatanty przeniesiono do nowych probowek, a z kazdego
izolatu pobrano po 5 pL, aby oznaczy¢ stgzenie bialtka (zgodnie z procedura 3.3.20.) i reszte

zamrozono w -80°C.

Elektroforeza SDS-PAGE, transfer oraz analiza Western blot:

Kazda probke lizatu komorkowego naniesiono na 3 niezalezne zele poliakrylamidowe
1 przeprowadzono rozdzial elektroforetyczny biatek zgodzie w procedurg opisang w 3.3.20. Po
elektroforezie, jeden zel poddano barwieniu Coomassie w celu kontroli rozdziatu
elektroforetycznego. Dwa pozostate zele poddano procedurze transferu biatek na membrang.
Po przeprowadzeniu transferu zele poliakrylamidowe wybarwiono za pomoca Coomassie
Brilliant Blue R-250 zgodnie z 3.3.20, aby mie¢ pewnos$¢, ze proces zaszedt poprawnie.
Membrany z bialkami 2-krotnie przemyto w DPBST (15 min, kotyska laboratoryjna, RT)
i przeprowadzono blokowanie buforem DPBST z 5% odtluszczonym mlekiem. Nastepnie

pocieto je na podstawie markera mas, zgodnie z ponizszym schematem (Rys. 18.).
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Rysunek 18. Rozkiad wielkosci badanych interleukin (IL-4, IL-6, IL-8 oraz TNFa) i biatka kontrolnego (aktyna)
w odniesieniu do uzywanego markera mas bialek (26616, Thermo Scientific).

Kawatki membran umieszczono w buforze DPBST z rozcienhczonym przeciwcialem

[-rzgdowym:

e aktyna (MAS5-11869, Invitrogen) — mysie: rozcienczenie 1:5000 w DPBST z 2%
mlekiem;

o [L-4 (orb360766, Biorbyt) — krdlicze: rozcienczenie 1:1500 w DPBST z 2% mlekiem;
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o [L-6 (0rb239372, Biorbyt) — krdlicze: rozcienczenie 1:1500 w DPBST z 2% mlekiem;
e JL-8 (orb161453, Biorbyt) — krdlicze: rozcieficzenie 1:1500 w DPBST z 2% mlekiem;
e TNFa (orb129753, Biorbyt) — krolicze: rozcienczenie 1:1500 w DPBST z 2% mlekiem.

Inkubacje z przeciwciatami prowadzono przez noc w chtodni (ok. 4 — 10°C) z mieszaniem na
kotysce. Nastepnie zebrano przeciwciata, a membrany 3-krotnie (5 min, RT, na kolysce)
przemyto buforem DPBST z 2% mlekiem. W trakcie ptukan przygotowano rozcienczenia

przeciwciat [I-rzedowych:

e kozie anty-mysie z HRP (P0447, Dako); rozcienczenie 1:1000 w DPBST z 2% mlekiem;
e kozie anty-krolicze z HRP (P0448, Dako): rozcienczenie 1:1000 w DPBST z 2%

mlekiem.

Membrany umieszczono ponownie na kotysce laboratoryjnej na 1 h w RT. Po tym czasie
odebrano przeciwciala, a membrany 3-krotnie (5 min, RT, na kotysce) przemyto DPBST.

Nastepnie dodano substrat dla HRP i postepowano tak jak w punkcie 3.3.20.

Analiza Slot blot:

Calos¢ wyizolowanego z komorek biatka oraz zebrane znad nich medium po 24-h hodowli
z EVs, uzupeliono DPBS do objetosci 2,5 mL, rozcienczajac tym samym probki 20-krotnie.
Aktywacje membrany PVDF przeprowadzono tak jak w 3.3.20. a nastepnie zmontowano aparat

Bio-Dot SF zgodnie z ponizszym schematem:

SZABLON PROBEK (gora aparatu)
uprzednio zaktywowana membrana PVDF
bibuta
uszczelka
ptyta podtrzymujaca
KOLEKTOR PROZNIOWY Z PRZYEACZEM DO POMPY PROZNIOWE] (spod aparatu)

Po 500 pL kazdej z probek (uprzednio rozcienczonych DPBS) naniesiono na 5 kolejnych pol
aparatu (w rzg¢dzie) i uruchomiono pompe¢ proézniowa. Po zatgzeniu biatek rozmontowano
uktad, a membrang¢ poci¢gto na kolumny. Otrzymane paski inkubowano z przeciwciatami

1 wywotywano tak jak membrang po Western blot (podpunkt powyzej).
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3.3.38. Multipleksowa analiza wybranych analitow wykonywana metoda cytometrii

przeptywowej (ang. Cytometric Bead Array, CBA)

Przygotowanie probek:

Komoérki (HT-29, HCT116, CCD-18Co, CCD841 CoN oraz LUVA) wysiano w odpowiednich
dla nich petnych mediach hodowlanych w ilosci 1,5-10* komérek na dotek ptytki 24-dotkowe;.
Plytke umieszczono w inkubatorze (37°C, 5% CO2, 95% wilgotno$ci) na 24 h. Po tym czasie
z dotkdw odebrano medium, a komoérki delikatnie przemyto DPBS. Nastepnie do kazdego
dotka dodano po 250 puL odpowiedniego medium (McCoy’s SA, MEM lub IMDM bez dodatku
FBS oraz antybiotykdw) suplementowanego EVs mikrobiologicznymi w iloSci
1,0-10° EVs/komoérke. Hodowle prowadzono w inkubatorze przez kolejne 24 h (37°C, 5% CO»,
95% wilgotnosci). Po zakonczonej inkubacji z kazdego z dotkoéw odebrano medium do osobne;j
proboéwki 1,5-mL 1 je zwirowano (15 min, 4°C, 13780% g), aby pozby¢ si¢ z medium
pozostatosci komorek. Zebrany znad osadu supernatant przeniesiono do nowych probowek
1 zamrozono w -80°C. Probki poddano analizie cytometrycznej w ciggu 2 tygodni od
zakonczenia do§wiadczenia.

Natomiast komorki, ktére pozostaty przyklejone do powierzchni hodowlanej dotka
przeznaczono na bezzwloczng izolacje biatek z komorek zgodnie z metoda opisang w punkcie

3.3.37.

Analiza cytometryczna:

Do analizy stgzenia interleukin wykorzystano zestawy oparte na kulkach, na ktorych

wylapywane sg selektywnie interleukiny (Tab. 7.).

Tabela 7. Zestawienie informacji katalogowych o wykorzystanych do badania zestawach kulek wychwytujgcych.

cel nazwa zestawu nr katalogowy, producent
TNFo | BP CBAF'II:;?;?; 1;1(1; lirfi‘ggff‘éien“ﬁv“y 561516, BD Biosciences
IL-8 BD CBAF-IIeriurSneaglg;ﬁ lf::;gr;ejisgensitivity 561513, BD Biosciences
IL-6 BD CBAF-IIeriurSnea};g;;g lf::;gréie::i%ensmvny 561512, BD Biosciences
IL-4 BD CBAI;Ig(uISn;?g;g Il)E;ls}ilgr(;:l(?(liASSensitiVity 561510, BD Biosciences
bufory BD CBA Human Eér;hf?:rclegtSensitivity Master 561521, BD Biosciences
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a. Przygotowanie standardow

Zliofilizowane standardy dla IL-4, IL-6, IL-8 oraz TNFa przeniesiono do wspdlnej 15-mL
probowki 1 dodano 4 mL Assay Diluent. Standardy inkubowano 15 min w RT, a nastepnie
delikatnie wymieszano poprzez ich pipetowanie gora-dot. Przygotowano rozcienczenia
standardow zgodnie z ponizszym rysunkiem (Rys. 19. a.). W wyniku wykonania serii
3-krotnych rozcienczen otrzymano nast¢pujace stezenia interleukin: 200 000, 66 667, 22 222,
7407,2 469, 823, 274 oraz 0 fg/mL.

d.
iy
l_ po 400 pL
- || Assav
L~ ||DILUENT _
200 pL 200 pL 200 pL
stgzenie o S S TS S e |
wyjsciowe 200|uL 200 pL
1:3 1.9 1:27 1:51 1:243 1:729 0
J 200 uL
b INKUBACIA: 1 h, RT,
L]
A R +1mL
| poa75 pL kazdego po 47,5 pL 1 buforu ptuczacego
ze standardéw kazdej prabki —
T+ 95,0 uL odczynnika h ~ - wirowanie:
do detekeji ,B” ‘ |5 min, 200x g
1 +19,0 uL I 1
(ereszanmy kulele wirowanie: 200
) + u
. o= 5 min, 200x
@ ‘P@ g buforu ptuczacego
- = d
INKUBACIA: 2 h, RT | f+imt @ -
buforu ptuczacego .
+19,0 uL odczynm‘kal [

do detekgji A" @ 1 INKUBACIA: 2 h, RT ‘

Rysunek 19. Schemat przedstawiajgcy wykonanie testu z wykorzystaniem kulek cytometrycznych a. etap
przygotowania standardow stezen, b. etap wigzania interleukin na kulkach oraz ich detekcji. Grafike
przygotowano wykorzystujgc hitps://www.biorender.com/.
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b. Przygotowanie mieszaniny kulek:

Wszystkie kulki doktadnie wymieszano na worteksie (min. 15 sek), a nastgpnie w 5-mL

probowce przygotowano mieszaning:

3 135 uL Detection Reagent Diluent
+ 209 uL roztwor wyjsciowy kulek wychwytujacych /L-4
+ 209 pL roztwor wyjsciowy kulek wychwytujacych /2-6
+ 209 pL roztwor wyjsciowy kulek wychwytujacych 7L-8
+ 209 uL roztwor wyjsciowy kulek wychwytujacych TNFa

c. Przygotowanie odczynnika do detekcji ,,A”:

W trakcie uwadniania standardow, w 5-mL probdwce przygotowano odczynnik do detekcji

A 2.
29 .

3 135 uL Detection Reagent Diluent
+ 209 pL roztwor wyjsciowy IL-4 odczynnika do detekcji ,,A”
+ 209 pL roztwor wyjsciowy IL-6 odczynnika do detekcji ,,A”
+ 209 pL roztwor wyjsciowy IL-8 odczynnika do detekcji ,,A”
+ 209 uL roztwor wyjsciowy TNFa odczynnika do detekcji ,,A”

Przygotowany odczynnik przechowywano w 4°C i w ciemnosci az do uzycia.

d. Przygotowanie odczynnika do detekcji ,,B”:

W trakcie uwadniania standardow, uwodniono rowniez 3 fiolki liofilizatow FEnhanced
Sensitivity Detection Reagent “B” w 550 pL Detection Reagent Diluent kazda 1 pozostawiono
na 15 min w RT. Do 50-mL probéwki dodano 13,5 mL Defection Reagent Diluent oraz 1,5 mL

Enhanced Sensitivity Detection Reagent ,,B” 1 delikatnie wymieszano na worteksie.

e. Procedura wykonania testu (Rys. 19. b.):

Do probéwek okragtodennych przeznaczonych do pracy z cytometrem dodano po 47,5 pL
standardow oraz probek. Nastepnie dodano do nich po 19 pL mieszaniny kulek 1 delikatnie

wymieszano na worteksie. Probki inkubowano przez 2 h w RT, po czym do kazdej probowki

99



dodano po 19 pL odczynnik do detekcji ,,A”. Ponownie delikatnie wymieszano na worteksie
i inkubowano przez 2 h w RT. Nastepnie do wszystkich probéwek dodano po 1 mL buforu
phluczacego 1 zwirowano (5 min, 200x g). Ciecze odrzucono i nie odwracajagc probowki

osuszono jej brzeg na reczniku papierowym.

Do kazdej probowki dodano po 95 puL. odczynnika do detekcji ,,B”, delikatnie wymieszano na
worteksie 1 inkubowano przez 1 h w RT 1 ciemnosci. Po tym czasie do wszystkich probowek
dodano po 1 mL buforu ptuczgcego i ponownie zwirowano (5 min, 200% g). Na koniec probki
zawieszono w 300 pL buforu ptuczacego, wymieszano na worteksie i poddano analizie

cytometrycznej na cytometrze BD FACSVerse, BD Biosciences.

f. Analiza cytometryczna

Uzyskane z cytometru dane zanalizowano w oprogramowaniu FCAP Array (wersja 3), BD
Biosciences. Kazda z interleukin miata odczyt w innym polu zalezno$ci CBA NIR-A (CBA
Red-A). Byly to pozycje: A5 — IL-4; A9 — IL-8, A7 — IL-6 oraz C4 — TNFa. Na podstawie
odczytanych standardow oprogramowanie wyznaczylo krzywe standardowe dla kazdej
interleukiny niezaleznie. Byly to zaleznosci $redniej intensywnosci fluorescencji (ang. mean
fluorescence intensity, MFI) od dodanych stezen [fg/mL], dla ktorych zostalo zastosowane
dopasowanie 5-parametryczne logistyczne (ang. 5 Parameter Logistic, SPL). Dla kazdej

z analizowanych probek program przeliczat warto§¢ MFI na st¢zenie badanych interleukin.

3.3.39.Hodowla dlugoterminowa ko-kultury komorek prawidlowych oraz

nowotworowych (ang. Co-culture LongTerm assay)

Sterylne okragte, szkietka nakrywkowe (Microscope Cover Glasses 10 mm g; 0111500, Paul
Marirnfeld GmbH) umieszczono w dotkach 24-dotkowej ptywki hodowlanej. Wysiano do nich
po 1,0-10* komoérek prawidlowych (CCD841 CoN, CCD-18Co) i 2,0-10° komorek
nowotworowych (HT-29, HCT116) w 300 pL kompletnego medium MEM'. Plytke
umieszczono na 24 h w inkubatorze (37°C, 5% CO- oraz 95% wilgotnosci). Nastepnego dnia
medium hodowlane zostato wymienione na 250 pL kompletnego medium MEM* z EVs w ilo$ci
1,0-10° EVs/komérke (w przypadku EVs-Sb oraz EVs-WUT240). Kontrolne ko-kultury
prowadzone byly w tych samych warunkach, ale bez dodatku EVs mikrobiologicznych.

Hodowle prowadzono przez 7 dni, podczas ktérych w dniu 3., 5. oraz 7. wykonano zdjecia
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kontrolne ko-hodowli. W dniu 5-tym hodowli do wszystkich ko-kultur dodano 200 pL. medium
MEM". Ostatniego, 7. dnia ko-hodowli, komérki wybarwiono oranzem akrydyny, jodkiem
propidyny oraz Hoechst 33342 i1 przeprowadzono obserwacje mikroskopowe (metoda opisana

ponizej 3.3.40.).

3.3.40. Barwienie komorek AO, Pi oraz Hoechst 33342 (barwienie AO/Pi/H)

Pierwszy krok procedury oparto na metodyce barwienia AO/Pi opisanej w 3.3.34.

Po wybarwieniu probek odebrano barwniki, a komorki delikatnie przemyto 300 pL. DPBS.
Nastepnie dodano na nie po 250 uL. Hoechst 33342 rozcienczonego w DPBS do st¢zenia
koncowego 0,5 pg/mL. Probki inkubowano przez 30 min w ciemnosci i RT. Po tym czasie
odebrano barwnik i1 przemyto komorki w 500 uLL DPBS. Probki obserwowano na mikroskopie
fluorescencyjnym przy 600-krotnym przyblizeniu w 4 kanatach $wietlnych: biatlym — DIC,

niebieskim — Hoechst 33342, czerwonym — Pi, zielonym — AO.

3.3.41. Barwienie tzw. zywe/martwe komorki (barwienie FDA/P1)

Hodowl¢ komorek prowadzono przez 7 dni zgodnie z procedurg opisang w 3.3.32. W momencie
zakonczenia hodowli odebrano znad komoérek medium i przemyto komorki delikatnie DPBS,
nastepnie do kazdego dotka dodano po 90 pL czystego DPBS 1 dodano po 10 pL roztworu
roboczego barwnikow FDA/P1 (8 pg/mL / 3 pg/mL). Ptytke umieszczono w ciemnym pudetku

1 inkubowano przez 5 min w RT. Nastgpnie wykonano odczyt fluorescencji w dwoch kanatach:

e FDA (wzbudzenie: 490+9 nm/ emisja: 526+9 nm);

e Pi(wzbudzenie: 535+9 nm/ emisja: 635+9 nm).

Udzial zywych komoérek w populacji hodowanej w obecnosci EVs mikrobiologicznych
wyznaczono jako procent populacji zywych komorek kontrolnych (hodowanych w pelnym

medium bez dodatkowych czynnikdéw), rownanie (16).

IFU490/526k0mérekpodwp{ywemEVS . 100% (16)

udziat zywych komérek w populacji = TR 907526

komoérek kontrolnych

[FU*°%/526 _ intensywnos$¢é fluorescencji przy wzbudzeniu fal o dtugoéci 490 nm i detekcja emisji fali

o dtugosci 526 nm
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Natomiast udziat martwych komoérek w populacji hodowanej w obecnosci EVs
mikrobiologicznych wyznaczono jako procent populacji martwych komorek kontrolnych

(hodowanych w pelnym medium bez dodatkowych czynnikow), rownanie (17).

IFU535/635k0m6rek pod wptywem EVs
-100%  (17)

udziat martwych komorek w populacji = — ¢

komoérek kontrolnych

IFU535/635 _intensywnosé fluorescencii przy wzbudzeniu fala o dlugosci 535 nm i detekcja emisji fali

o dtugosci 635 nm
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4. Wyniki 1 dyskusja

Praca badawcza zostala podzielona na 3 etapy, ktore zobrazowano na Rys. 20. W pierwszym
z nich skoncentrowano si¢ na produkcji pecherzykow zewnatrzkomorkowych pochodzenia
mikrobiologicznego pozyskiwanych z drozdzy S. boulardii 1 K. marxianus oraz bakterii
J. lividum (Rozdziat 7.1.). Prace obejmowaly wybor metody izolacji EVs, warunkéw ich
przechowywania (zarowno krotko- jak i dlugoterminowego), a takze sposobu analizy wielkoS$ci
1 1ilosci tych struktur. Dodatkowo przeprowadzono charakterystyke proteomiczng,
awprzypadku  EVs-VIO  oceniono  takze  wydajnos¢  bioprodukcji  zwigzku
aktywnego — wiolaceiny. Drugi etap badan (Rozdzial 7.2.) obejmowat zbadanie wplywu
natywnych (niezaladowanych egzogennie) pecherzykdéw na komorki ssacze, na przyktadzie
linii komoérkowych jelita grubego czlowieka. W badaniach wykorzystano zaréwno model
komorek nowotworowych — HT-29, HCT116 jak 1 komorek prawidlowych — CCD841 CoN,
CCD-18 Co. Po potwierdzeniu interakcji EVs mikrobiologicznych z komoérkami ludzkimi
sprawdzono jaki wptyw moja one na ogélng kondycj¢ komoérek. W tym celu przeprowadzono
testy na aktywno$¢ metaboliczna, zywotnos$¢, liczebnos¢ hodowli, produkcje reaktywnych form
tlenu oraz wybranych interleukin (I1-4, IL-6, IL-8 oraz TNFa). Badania obejmowaty zardowno
krotko- jak i dlugookresowy wplyw EVs na komorki, testujac efekty po 24-h oraz 168-h
ekspozycji komorek na dziatanie EVs. W ostatnim etapie prac (Rozdziat 7.3.) sprawdzono
potencjat EVs pochodzenia mikrobiologicznego jako nowych no$nikoéw lekow. Etap ten
rozpoczeto od wyboru metody egzogennego tadowania EVs. Nastgpnie poréwnano wplyw,
krétko- oraz dtugookresowy, jaki wywiera na komorki zwigzek aktywny w postaci wolnej
(niezatadowany do EVs) oraz po zaladowaniu go do nosnika, jakim s3 EVs pochodzenia
mikrobiologicznego. Jako modelowy zwigzek wybrano stosowany w medycynie

cytostatyk — doksorubicyng.
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ETAP 1: Hodowla mikroorganizméw, produkcja, ETAP 2:
oczyszczanie i charakterystyka EVs Wptyw natywnych EVs na
ludzkie linie komorkowe

S ~

A\

J

ETAP 3: Ladowanie
Zwigzkdéw do EVs oraz
testowanie ich jako
nosniki lekow

Rysunek 20. Schemat przedstawiajgcy podzial pracy badawczej na kolejne etapy. Grafike przygotowano

wykorzystujqc https://www.biorender.com/.
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4.1.1zolacja 1 charakterystyka pecherzykow zewnatrzkomorkowych z hodowli

drozdzy S. boulardii i K. marxianus oraz bakterii J. lividum

4.1.1. Wybor metody izolacji EVs

Prace badawcze rozpoczeto od sprawdzenia opisywanych w literaturze technik izolacji EVs
z materiatu ludzkiego, czyli ultrafiltracji oraz precypitacji z PEG 2. Do testow wykorzystano
takze komercyjne zestawy ExoDISC oraz ExoPRISM dedykowane do izolacji EVs np. z moczu
oraz z medium po hodowli linii komérkowych in vitro. Niestety ze wzgledu na brak dostepu do
aparatury pozwalajacej na wirowanie probek z predkoscig ok. 100000% g, niemozliwe byto
przetestowanie metody opartej na ultrawirowaniu. W tabeli 8. przedstawiono wydajnos$ci
izolacji pegcherzykdéw zewnatrzkomérkowych z medium pohodowlanego mikroorganizmow.
Przedstawione warto$ci oznaczaja jaka czg$¢ pecherzykéw z hodowli udato si¢ odebraé
z filtrow po izolacji dang metoda w odniesieniu do maksymalnej ilosci EVs, ktoérag w teorii
mozna by uzyskaé przy 100% wydajnosci izolacji. Maksymalng ilo§¢ EVs, jakag mozna by
wyizolowa¢ obliczono na podstawie stezenia pecherzykdw w permeacie cieczy pohodowlane;j
po przefiltrowaniu jej przez filtr 0,2 pum. Stezenie EVs w probkach wyznaczono
z wykorzystaniem NTA. Ze wzgledu na ograniczong ilo$¢ zestawoéw ExoDISC oraz
ExoPRISM, ktore byly dostepne tylko w wersji demonstracyjnej podjeto decyzje
o ujednoliceniu ilosci wykonanych testow i1 przeglad metod zostat wykonany w 1 powtorzeniu

biologicznym dla kazdego z badanych mikroorganizmow.

Tabela 8. Zestawienie wydajnosci izolacji EVs z hodowli plynnych trzech mikroorganizmow - S. boulardii (Sb),

K. marxianus (WUT240) i J. lividum (VIO) z wykorzystaniem roznych metod (n=1).

mikroorganizm
metoda izolacji EVs £

Sb WUT240 VIO
Amicon 100 kDa 13,3% 12,8% 15,4%
ExoDISC 4,5% 11,5% 8,0%

ExoPRISM 0,3% 0,2% b.d.
2,5% PEG_ON 4°C 6,5% 1,2% 1,3%
5,0% PEG_ON 4°C 5,0% 0,7% 2,7%
10,0% PEG_ON 4°C 2,7% 0,3% 1,7%
5,0% PEG_ON RT 6,5% 0,9% 1,8%
10,0% PEG_ON RT 2,7% 0,6% 0,3%

*b.d. — brak danych
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Oprocz samej wydajnosci izolacji sa takze inne bardzo wazne czynniki i cechy, ktére

bezwzglednie nalezy wzig¢ pod uwagg, aby odpowiednio wybra¢ metodyke do dalszej pracy.

Kazda z metodyk, ktore przetestowano, oceniono i spisano ich najwigksze zalety oraz wady, co

zestawione zostato w Tabeli 9.

Tabela 9. Zestawienie zalet i wad testowanych metod izolacji EVs z plynnych hodowli bakterii i drozdzy

zalety

wady

Amicon

e prosta metodyka

eszybka w porownaniu do innych
testowanych metod

euniwersalna aparatura laboratoryjna
(wiréwka)

ekonieczna sterylizacja chemiczna
filtra przed izolacja

e koszt filtrow

ew zalezno$ci od mikroorganizmu
1 metabolitow obecnych w cieczy
pohodowlanej pory filtréw moga
ulega¢ blokadzie, co prowadzi do
obnizenia wydajnosci izolacji

ExoDISC

e prosta metodyka

e wysoki koszt materiatow

e ryzyko przebicia membrany podczas
odbierania zatgzonej probki

e potrzebna dedykowana wiréwka

ebardzo mata objetos¢ robocza
poddawana izolacji (1 mL na filtr na
cykl wirowania), zupelnie nie nadaje
si¢ do izolacji z probek o duzych
objetosciach

e czasochtonna procedura

ew zaleznoSci od mikroorganizmu
1 metabolitow obecnych w cieczy
pohodowlanej pory filtrow moga
ulega¢ blokadzie, co prowadzi do
obnizenia wydajnosci izolacji

ExoPRISM

emozna podda¢ procedurze izolacji
duze objetosci cieczy pohodowlanej
e sterylne odczynniki

e wysoki koszt
e czasochtonna procedura

euzyskane EVs s3 posklejane,
niezaleznie od przeprowadzonego
ptukania

e konieczne jest wprowadzenie etapu
oczyszczania z czynnika
stragcajacego
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Precypitacja |emozna podda¢ procedurze izolacji | e konieczna sterylizacja odczynnikdw
7 PEG duze objetosci cieczy pohodowlanej | przed izolacja
euzyskane EVs s3  posklejane
czynnikiem strgcajagcym
e konieczne jest wprowadzenie etapu
oczyszczania z czynnika
stragcajgcego

Pomimo wykonania tylko jednego powtorzenia Dbiologicznego dla  kazdego
z mikroorganizmow, czyli trzech niezaleznych prob biologicznych na réznych
mikroorganizmach, mozna zauwazy¢, ze najwyzszym odzyskiem EVs z cieczy pohodowlane;j
charakteryzuje si¢ ultrafiltracja z wykorzystaniem filtrow Amicon o punkcie odcigcia 100 kDa.
Metoda ta okazata si¢ takze najszybsza, najwygodniejsza oraz pozwalata na zachowanie
sterylnosci probek, dlatego tez to wiasnie ultrafiltracja zostala wytypowana do

przeprowadzenia wszystkich kolejnych izolacji i badan.

4.1.2. Testowanie warunkow przechowywania probek EVs

Po wyizolowaniu EVs waznym aspektem byt wybor metody ich przechowywania. Bazujac na
danych literaturowych %, probki EVs w DPBS, zaraz po izolacji byty dzielone na 0,5-mL
porcje 1 mrozone, bez dodatkowych czynnikéw, w -80°C. Podczas prowadzonych badan nad
rozprawg doktorska, pecherzyki przechowywane byly przez okres do 6 miesigcy, podczas
ktorych wykonywano kolejne badania biologiczne. Wczesniejsze podzielenie na niewielkie
porcje pozwolilo takze na uniknigcie sekwencyjnego zamrazania 1 rozmrazania duzych
objetosci zawiesiny pecherzykow. Gdy zamrozone probki si¢ konczylty wykonywano kolejne
izolacje EVs. Rownoczesnie podjeto si¢ takze przeprowadzenia badania pilotazowego, aby
sprawdzi¢ czy dodatek czynnikow krio-protekcyjnych, tj. DMSO oraz FBS moze wptynaé
pozytywnie na przechowywany materiat. W tym celu podczas jednej z izolacji pecherzykow
przygotowano szereg probek o jednakowym koncowym stezeniu EVs i1 przechowywano je
w -80°C przez 30 miesigcy. Po tym czasie probki rozmrozono i wykonano pomiary ich st¢zenia
1 wielkosci stosujac analize Sledzenia nanoczastek (NTA) (Tab. 10.). Ze wzgledu na pilotazowy
charakter = przeprowadzonego  badania,  przeglad  wariantbw  przechowywania
dhlugoterminowego zostat wykonany w 1 powtoérzeniu biologicznym dla EVs z hodowli drozdzy

(Sb 1 WUT240) wyizolowanych w 2021 roku. Odzysk zostat wyznaczony w odniesieniu do
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wariantu, w ktorym pozostato najwigcej EVs, czyli do mrozenia w -80°C bez dodatku

czynnikow krio-protekcyjnych.

Tabela 10. Zestawienie stezen EVs drozdzowych w probkach przechowywanych przez 30 miesiecy w postaci

zamrozonej z oraz bez dodatkow krio-protekcyjnych. Przedstawione wyniki uzyskano w oparciu o pomiary NTA

m=1).

EVs-Sb EVs-WUT240
wariant dlugoterminowego tezenic Stezenic

przechowywania EVs [;Vs/mL] odzysk (EVs/mL] odzysk
-80°C 5,91-10' 100,0% 7,70-10' 100,0%
-80°C + 5% DMSO 2,90-10'° 49,1% 4,77-101° 61,9%
-80°C + 10% DMSO 1,30-10'° 22,0% 2,91-10'° 37,8%
-80°C + 50% FBS 4,75-101° 80,4% 5,91-10' 76,7%
-80°C + 50% FBS + 5% DMSO 4,67-101° 79,0% 3,44-10' 44.,7%
-80°C + 50% FBS + 10% DMSO | 4,01-10" 67,9% 3,20-10' 41,6%

Na podstawie wynikéw, uzyskanych z tego badania pilotazowego, potwierdzono, ze
najlepszym  sposobem na  dlugoterminowe  przechowywanie  zawiesiny EVs
mikrobiologicznych w DPBS jest ich zamrozenie, bez dodatkow krio-protekcyjnych,

1 przechowywanie w -80°C.

Kolejnym aspektem jaki nalezato rozwazy¢ bylo przechowywanie EVs po rozmrozeniu, czyli
przechowywanie krotkookresowe miedzy wykonywanymi doswiadczeniami. W tym celu
przygotowano rézne wyjsciowe koncentracje EVs 1 przechowywano je przez
24 h w 3 temperaturach — -20°C, 4°C oraz 37°C (Tab. 11.). Przeglad wariantow
przechowywania krdotkookresowego zostal wykonany, w sposob ilosciowy, w 1 powtdrzeniu
biologicznym dla EVs-Sb oraz EVs-WUT240. To badanie miato na celu sprawdzenie, czy EVs
po rozmrozeniu mozna w ogole przechowywac, czy tez do kazdego doswiadczenia najlepiej
uzywac nowej probki z zapasu zgromadzonego w -80°C po izolacji. Odzysk zostat wyznaczony

na podstawie wynikow z pomiar6w NTA w odniesieniu do wyj$ciowego stezenia EVs.
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Tabela 11. Zestawienie stezenia EVs w probkach przechowywanych przez 24 h w roznych rozcienczeniach oraz

w 3 wybranych temperaturach. Przedstawione wyniki uzyskano w oparciu o pomiary NTA (n=1).

temperatury przechowywania EVs przez 24 h od momentu ich

wyjsciowe rozmrozenia z -80°C

St‘?EZf,l;ie -20°C 4°C 37°C

1,0010° | 8,89-107 | 89% | 6,02:107 | 60% | 520107 | 52%
@ | 200-10° | 1,80-10° | 90% | 127-10° | 64% | 1,10-10° | 55%
= [ 100100 | 956108 | 96% | 757108 | 76% | 6,12:10° | 61%

2,00-10° | 1,9410° | 97% | 1,67-10° | 83% | 133-10° | 66%
S | 1,0010° | 126107 | 63% | 105107 | 52% | 9.55-10° | 48%
g 2,00-10° | 6,64-107 | 66% | 593107 | 59% | 520-107 | 52%
= [ 100100 | 168108 | 84% | 15410° | 77% | 122:10° | 61%
2| 200100 | 187100 | 93% | 16110° | 80% | 12310° | 61%

Zauwazono, ze im wigksza koncentracja EVs w probce, a takze im nizsza jest temperatura jej
przechowywania tym jest ona stabilniejsza. W zwigzku z tym, a takze aby unika¢ nadmiernej
degradacji EVs na skutek powtarzania cykli zamrazania i rozmrazania po rozmrazaniu EVs
z -80°C niezuzyte, nierozcienczone probki przechowywano maksymalnie przez 24 h w 4°C.

Warunki przechowywania ustalone na EVs drozdzowych zastosowano réwniez dla EVs-VIO.

4.1.3. Wydajnos¢ produkcji EVs przez mikroorganizmy

W badaniach analizowano 3 szczepy mikroorganizméw niepatogennych (2 szczepy drozdzy
probiotycznych oraz 1 szczep bakterii). Warto podkresli¢, ze wcze$niej nie byly one
scharakteryzowane pod katem produkcji pecherzykow zewnatrzkomérkowych w badanych,
w ramach rozprawy, warunkach hodowli. Aby pozna¢ ich predyspozycje do wytwarzania takich
struktur przeprowadzono hodowle mikroorganizméw, na podstawie ktorych oznaczono
(Tab. 12.): masg calkowitg suchej biomasy mikroorganizméw; liczbe komorek drozdzowych
1 bakteryjnych w prowadzonych hodowlach ptynnych; calkowita ilo§¢ EVs w medium
hodowlanym zaréwno tuz po oddzieleniu biomasy (przesacz po przefiltrowaniu supernatantu

z hodowli) jak 1 w probkach uzyskanych po izolacji i oczyszczaniu z wykorzystaniem
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membranowych filtrow wir6wkowych — Amicon o punkcie odcigcia 100 kDa. Hodowla
produkcyjna EVs w przypadku drozdzy prowadzona byta przez 24 h w 150 mL pozywki YPD,
natomiast w przypadku bakterii trwata ona 5 dni w 100 mL pozywki 2 LB.

Tabela 12. Zestawienie danych zebranych o kazdym z badanych mikroorganizmow jako producencie pecherzykow

zewngtrzkomorkowych (n=3).

mikroorganizm
analizowany parametr
Sb WUT240 VIO
uzysk EVs z 1 hodowli (3,20+0,59) -10' | (2,75+0,47) -10™ | (2,38+0,29) 10"
uzysk EVs z pojedynczej komorki 308+30 91+6 5198+378

uzysk EVs z 1g suchej biomasy (1,90+0,38) - 10" | (9,57+1,68) -10'" | (1,19+0,17) -10'*

stezenie EVs w probce po izolacji i

. 11 . 10 . 12
oczyszezaniu [EVs/mL] (1,00+0,03) -10"" | (5,09+0,11) -10"7 | (7,04+0,64) -10

Najwydajniejszym producentem EVs sposrod testowanych, okazata si¢ bakteria J. lividum.
Najprawdopodobniej jest to nieodtacznie skorelowane z czasem prowadzonej hodowli, ktory
jest S5-krotnie dluzszy niz hodowla drozdzy. Jednak nawiazujac do charakterystyki szczepus
(Rys. 21.), mozna uznaé, ze wzrost ggstosci biomasy bakteryjnej nastgpuje w ciggu pierwszych
24 h hodowli. Natomiast pozostate 4 dni to okres fazy stacjonarnej hodowli w trakcie, ktorego
ro$nie stezenie EVs w medium hodowlanym. W zwigzku z tym mozna szacowac, ze wydajno$¢
produkeji EVs, w teoretycznej hodowli skroconej do 24 h, wyniostaby ok. 1,0-10'?, a na
pojedyncza komorke przypadtaby produkcja ok. 1000 EVs. Sg to wartosci o rzad wielkosci
wigksze niz w przypadku S. boulardii, ktéry jest 10-krotnie wydajniejszym producentem

pecherzykow niz K. marxianus WUT240.

Ponadto na przyktadzie Sb, ktore hodowane stacjonarnie na ptytkach YPDagar (24 h, 37°C)
wyprodukowaty 400-krotnie mniej EVs w przeliczeniu na pojedyncza komorke drozdzowa
(3-10° komorek wyprodukowato ok. 2,3-10% pecherzykow, w przeliczeniu 100 komoérek
drozdzowych wyprodukowato ok. 77 EVs) 2°. Mozna zatem stwierdzi¢, ze hodowla ptynna tych

mikroorganizméw jest zdecydowanie wydajniejsza pod katem produkcji EVs.

Pomimo wskazanej réznorodnosci, mozna uzna¢ wszystkie badane mikroorganizmy za

interesujacych 1 wydajnych producentéw EVs.
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Rysunek 21. Tempo wzrostu bakterii J. lividum PCM 3520 w temperaturze 20°C i wytrzgsaniu 110 rpm.
Ciemnofioletowe punkty (powyzej 40 h) oznaczajq pojawienie si¢ barwy fioletowej w medium,
Swiadczqgcej o produkcji wiolaceiny (n=8§).

4.1.4. Charakterystyka EVs na podstawie pomiaréw NTA oraz DLS

Obecnie, aby oceni¢ wielko$¢, liczbg oraz rozktad ilosci EVs w zaleznosci od ich wielko$ci
w probee, najczescie] wykorzystywane sa 2 techniki — DLS oraz NTA. W niniejszej pracy
wstepng charakterystyke¢ EVs pochodzenia mikrobiologicznego, wszystkich badanych
pecherzykow, wykonano przy uzyciu DLS. Na podstawie zebranych danych z pomiaru probki
stacjonarnej, dedykowane dla urzadzenia oprogramowanie wykresla zaleznosci intensywnosci
Swiatta rozpraszanego od wielkosci czastek badanego materiatu oraz estymuje ilo$¢ czastek
w probee. Na ponizszym Rys. 22. przedstawiono przyktadowe wyniki takich pomiarow jednego
powtorzenia biologicznego pecherzykow kazdego z badanych mikroorganizmow (Rys. 22.a.
EVs-Sb, b. EVs-WUT240, c. EVs-VIO). Niestety, technika DLS ma jednak swoje
ograniczenia, ktore wskazuja, Ze nie jest ona najlepszym wyborem do analizy prébek
biologicznych o nieujednoliconym skladzie. Mieszanina heterogenna jaka jest probka
pecherzykow zewnatrzkomorkowych o niejednorodnej srednicy w przeciwienstwie do np.
probek syntetycznych odbierana jest przez urzadzenie jako probka niewlasciwa, dla ktorej
wynik pomiaréw moze by¢ obarczony znacznym biedem. Roznica ta jest szczegodlnie widoczna
po wykonanej przez program estymacji ilo$¢ czastek w odniesieniu do ich Srednicy. Jego
nastepstwem sg uzyskiwane podczas pomiarow roznice, ktére zobrazowano na przyktadzie
EVs-VIO (Rys. 22. ¢. oraz d.) warto podkresli¢, ze takie same rozbieznosci obserwowano takze

w przypadku EVs-Sb oraz EVs-WUT240.
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Rysunek 22. Przykiadowe wykresy zaleznosci intensywnosci
czqgstek, wygenerowane przez DLS podczas analizy pecherzykow: a. EVs-Sb (3 powtdrzenia techniczne pomiaru),
b. EVs-WUT240 (3 powtorzenia techniczne pomiaru), c¢. EVs-VIO (4 powtorzenia techniczne pomiaru) oraz

d. wykres przedstawiajqcy estymacje ilosci czgstek w stosunku do ich wielkosci, wygenerowany przez DLS z tej

Swiatta rozpraszanego w zaleznosci od wielkosci

samej analizy co wykres c. Kolorami zaznaczono poszczegolne powtorzenia techniczne.

W Tabeli 13. zestawiono uzyskane S$rednie wartosci wielkosci EVs wyznaczone przez
oprogramowanie na podstawie intensywno$ci $wiatla rozpraszanego oraz iloSci czastek
w zaleznosci od ich wielkosci. Srednice EVs wskazane w obu przypadkach znacznie si¢ od

siebie roznily, co wprowadza watpliwosci, ktory wynik powinien zosta¢ uznany za wigzacy

oraz jaki jest rzeczywisty rozktad wielkosci nanoczastek w probce.
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Tabela 13. Zestawienie Srednicy EVs na podstawie DLS (nevs-sv=10, nevs.wur2e0=11, ngvs-vio=12).

analizowany parametr EVs-Sb | EVs-WUT240 | EVs-VIO

dominujacy pik pod wzgledem udziatu w

. e 260,3+55,3 187,2+44,9 108,9+22,9
intensywnosci $wiatta rozpraszanego [nm]

drugi pik pod wzgledem udziatu w

. L 25,655 18,3+4,28 nd.
intensywnosci §wiatla rozpraszanego [nm]

dominujacy pik pod wzgledem ilosci czastek

17,5+3,7 10,1£2,4 37,8+8,9
[nm]

* nd. — nie dotyczy

Pomiary w celu okreslenia rozktadu wielkosci badanych EVs w probkach przeprowadzono
réwniez przy uzyciu NTA. Urzadzenie rejestruje obraz mikroskopowy probek w przeptywie
oraz wykonuje pomiary rozpraszania §wiatta, na podstawie ktérych uzyskano rozklad stezenia
EVs w zalezno$ci od ich wielkos$ci, z dokladnoscia do 0,5 nm (Rys. 23.). Dane z pomiarow
zostaty dopasowane modelem dystrybucji FTLA (ang. Finite Track Length Adjustment), ktory
uwzglednia ograniczenia dlugos$ci $ciezki, jakie czastki moga przebywa¢ w polu widzenia
aparatu oraz pozwala na uzyskanie precyzyjnych wielkosci 1 st¢zenia czastek w probkach

polidyspersyjnych (https://www.malvernpanalytical.com/en/learn/knowledge-center/technical-

notes/tn241015-nanosight-size-distribution-flta-raw; dostep: 26.01.2024).
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Rysunek 23. Wykresy przedstawiajqce zaleznosci stgzenia EVs od ich Srednicy dla a. EVs-Sb, b. EVs-WUT240 oraz
¢. EVs-VIO. Dopasowanie, 10 pomiarow technicznych kazdej z probek, zgodnie z modelem dystrybucji FTLA

(nevs-s6=33, nevs-wur240=28, nevsvio=22).

Uzyskane na podstawie pomiarow NTA, wyniki §redniej wielkosci EVs w probce oraz srednica
dominujacej, pod wzglegdem ilosciowym, frakcji pecherzykow (Tab. 14.) byly do siebie
zdecydowanie bardziej zblizone niz wyniki uzyskane przy wykorzystaniu DLS, dzigki czemu
mozna je uzna¢ za wigzace i lepiej opisujace rozktad wielko$ci wyizolowanych pecherzykow.
Ponadto, w przypadku S. boulardii wielko$¢ EVs jest tez analogiczna wzgledem pecherzykow

wyizolowanych z wykorzystaniem ultrawirowania ($rednica ok. 142 nm) %°.

Zauwazono takze, ze wyniki uzyskane dla EVs drozdzowych przy uzyciu DLS sa zawyzone
w stosunku do wartosci wskazanych przez NTA, natomiast w przypadku EVs bakteryjnych jest
odwrotnie. Obserwacja ta jest rowniez zgodna z literaturg, gdzie badano EVs Pseudomonas
fluorescens (DLS: 109,61+11,71 nm vs NTA: 135,4+£52,8 nm), Staphylococcus aureus

(DLS: 118,96+31,53 nm vs NTA: 150,6+69,5 nm) oraz S. cerevisiae (DLS: 315,21+168,88 nm vs
NTA: 127,8+542 nm) '%.
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Tabela 14. Zestawienie wielkosci EVs na podstawie NTA oraz wyznaczenie Sredniego stezenia wiolaceiny

przypadajqcego na pojedynczy pecherzyk (nevssv=33, nevs-wur240=28, nevs-vio=22).

analizowany parametr EVs-Sb EVs-WUT240 EVs-VIO
srednia wielkos¢ EVs [nm] 158,4+15,6 144,8+17,2 150,5+1,2
dominujaca frakcja EVs [nm] 125,1+18,4 110,7+16,9 121,1+0,8
stezenie wiolaceiny [fM/EVs] nd. nd. 6,51+0,67

* nd. — nie dotyczy

Na podstawie danych uzyskanych przy wykorzystaniu NTA zauwazono, ze wielkosci EVs
drozdzowych i1 bakteryjnych sg do siebie bardzo zblizone pomimo réznic w wielkosci
mikroorganizmow je produkujacych (Sb — srednica komorki: ~5,15 pm; WUT240 — wymiary
komorki: ~5,35%3,39 um; VIO — wymiar komorki: ~2,45%0,53 um). Dla poréwnania wielkosci
EVs produkowanych przez drozdze S. cerevisiae — 127,8+54,16 nm czy tez bakterie
S. aureus — 150,6+69,5 nm, P, fluorescens — 135,4+52.8 nm ', Propionibacterium freudenreichii
— 84,8423 nm 2%, E. coli — 119,4+10,7 nm (szczep uropatogenny UPEC) oraz 160,6+16,9 nm

)201

(szczep probiotyczny Nisse roéwniez majg wymiary uniezaleznione od wielkos$ci komorek.

4.1.5. Wplyw fluorescencyjnych barwnikow lipofilowych na EVs

Urzadzenie NanoSight Pro umozliwia wykonywanie pomiarow NTA w 2 trybach detekcji
wykorzystujac (1) $wiatlo biate (Light scatter) lub (2) fluorescencj¢ (wzbudzenie laserem
488 nm; filtr emisyjny 500 nm). Aby zyska¢ pewnos¢, ze w badanych probkach znajduja si¢
struktury otoczone blong fosfolipidowa, wybrano 2 lipofilowe barwniki fluorescencyjne, ktore

po zwigzaniu z EVs mogtly zosta¢ wykryte przez urzadzenie:

e DiO (nadchloran 3,3'-Dioktadecyloksakarbocyjaniny, DiOCis(3)) barwnik o stezeniu
1 mg/mL przygotowany w DMSO (wzbudzenie/emisja: 484/501 nm),
e PKH67 (PKH67 Fluorescent Cell Linker Kits, Sigma-Aldrich) barwnik fabrycznie

rozpuszczony w alkoholu etylowym (wzbudzenie/emisja: 490/502 nm).

Wykonanie pomiarow NTA, po wybarwieniu EVs wspomnianymi barwnikami, w trybie
podwdjnej detekcji (zarowno w $wietle bialym jak 1 we fluorescencji) pozwolito na
potwierdzenie, Zze badane probki zawierajg czasteczki lipidowe. Jednoczes$nie zaobserwowano,

ze w probkach poddanych barwieniu, wielkosci oraz st¢zenie EVs byly zawyzone w stosunku
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do tych samych pegcherzykoéw bez inkubacji z barwnikiem. Ponadto wielkosci czastek uzyskane
z pomiaréw tej samej probki (analizowanej najpierw we fluorescencji, a nastgpnie w $wietle
biatym) znacznie si¢ od siebie roznity. Sugerowatoby to, ze ok. 10% probki moga stanowié
zanieczyszczenia nielipidowe. Testy wykonano 3-krotnie, zarowno na EVs drozdzowych jak
i bakteryjnych, i zaobserwowano pojawianie si¢ takich samych rozbieznosci oraz tendencji
w wynikach. Przedstawione ponizej rezultaty eksperymentu sa przyktadowe i pochodza
z jednego z powtorzen wykonanych z wykorzystaniem EVs-VIO (Rys. 24. oraz Tab. 15.). Dane
zestawione w tabeli zostaly pobrane z urzadzenia 1 w przeciwienstwie do wygenerowanych

wykresow, uwzgledniaja dodatkowo rozcienczenie probek.

Za prawdopodobne mozna by byto uznaé, gdyby ilo$¢ czastek wykryta we fluorescencji (po
barwieniu PKH67 lub DiO) byla nizsza niz w $wietle bialym dla probki niepoddanej barwieniu.
Oznaczaloby to, ze w probce wykrywane s3 takze struktury nieposiadajace btony lipidowe;.
Z drugiej strony w trybie pomiarow fluorescencji wykrywane czastki maja wigkszag $rednice,
co mogloby sugerowaé agregacj¢ lub taczenie si¢ mniejszych pgcherzykow. Jednak w takiej
sytuacji zaobserwowano by nizsze stg¢zenie EVs w probce po barwieniu niz w probce

niepoddanej dziataniu barwnikow.
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Rysunek 24. Rozktad wielkosci EVs-VIO w probce niebarwionej oraz probkach barwionych barwnikami
fluorescencyjnymi przy detekcji, przykiadowy wykres z jednego z pomiarow: a. w swietle bialym; b. we
fluorescencji. Wynik dla kazdej z probek sktada si¢ z automatycznej analizy 10 niezaleznych filmikow zgodnie
z modelem dystrybucji RAW (n=1).
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Tabela 15. Zestawienie wynikow pomiarow otrzymanych 2 metodami detekcji: (1) swiatlo biate oraz
(2) fluorescencja przy wzbudzeniu 488 nm i emisji 500 nm. Wyniki przyktadowe uzyskane dla jednego z powtorzen

biologicznych (n=1).

tezenic BV $rednia dominujaca
detekcja probka SIWZERIC BVS | Gielkos¢ EVs | w prébee frakcja
[EVs/mL]
[nm] EVs [nm]
Swiatlo biate EVs-VIO (5,33£0,59) 10" | 147,124 111,873
EVs-VIO DiO | (7,61037) <10 |  270,2+9,3 173,1+28,4
EVs-VIO PKH67 | (7,58+0,49) -10'! | 258 4+145 165,0+24,5
Fluorescencja | Evs-VIO DiO | (6,72+0,30) -10' | 451,8+73,0 191,9+38,9
(488/500 nm) | Eys-VIO PKH67 | (6,75+0,36) <10 | 347,4+18,5 173,3+24,0

Wykorzystanie barwnikow lipofilowych pozwolito na potwierdzenie, ze EVs sg strukturami
otoczonymi blong lipidowa. Réwnocze$nie wykorzystane barwniki lipofilowe powoduja
zmiany w stezeniu i wielko$ci EVs w badanych probkach. Aby moc doktadniej przeanalizowac
zaobserwowane roznice, mozna w przysztosci podda¢ probki, barwione i natywne, mikroskopii
elektronowej, ktora pozwoli na ocen¢ wizualng pecherzykow. Warto rowniez przetestowac

pecherzyki produkowane przez inne komorki, zarowno mikroorganizmy jak i komorki ludzkie.

Na podstawie przeprowadzonych badan uznano, ze zaobserwowane odmienne wartosci,
zardwno liczby jak 1 wielko$ci pecherzykow, dyskwalifikujg uzywanie trybu fluorescencyjnego
pomiard6w NTA jako wiarygodnej metody pomiarowej pgcherzykow zewnatrzkomorkowych.
W zwigzku z powyzszym wszystkie probki wykorzystywane w dalszych badaniach poddane
byly pomiarom NTA z detekcjg w §wietle biatym.

4.1.6. Ocena morfologii pecherzykdéw zewnatrzkomoérkowych z wykorzystaniem

mikroskopii elektronowej

Aby wuzyska¢ dokladng wizualizacje struktury oczyszczonych EVs podjeto decyzje
o zastosowaniu takze mikroskopii elektronowej, ktora jest waznym narz¢dziem pozwalajacym
na potwierdzenie, ze w preparatach znajduja si¢ czastki sferyczne. Dlatego tez probki EVs
zostaly poddane obrazowaniu z wykorzystaniem skaningowo-transmisyjnej mikroskopii

elektronowej (Rys. 25.).
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Rysunek 25. Zdjecia reprezentatywne badanych EVs mikrobiologicznych wykonanych przy uzyciu STEM.

W wyniku obrazowania przy pomocy STEM uwidoczniono pegcherzyki, jednak uzyskane
obrazy charakteryzowaly si¢ stabg rozdzielczo$cig. Dlatego tez, w celu dokladniejszej
wizualizacji, probki EVs przekazano do Pracowni Mikroskopii Elektronowej w Instytucie
Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego Polskiej Akademii Nauk, gdzie zlecono wykonanie
obserwacji przy uzyciu transmisyjnej mikroskopii elektronowej. Uzyskane zdjgcia (Rys. 26.)
pozwolily na potwierdzenie, ze w probkach znajduja si¢ pecherzyki zewnatrzkomodrkowe

otoczone blong biologiczna.

Rysunek 26. Zestawienie przykiadowych zdjec z transmisyjnej mikroskopii elektronowej (TEM), uzyskanych przy
120000-krotnym powigkszeniu.

Podczas przygotowywania preparatow na TEM, okazato si¢, ze gtownym problem bylo
osadzenie i utrzymanie EVs na miedzianej siatce pokrytej warstwa formwaru oraz wegla.
Pomimo zastosowania kilku modyfikacji metodyki pecherzyki odrywaty si¢ od powierzchni
siatki podczas kolejnych ptukan. Ponadto procedura przygotowania preparatoéw jest
wieloetapowa 1 bardzo inwazyjna, gdyz moze wptywaé zarowno na zmiany wielkosci 1 jak

1 morfologii probek biologicznych. W zwigzku z tym, w przeciwienstwie do niektorych
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publikacji 222% niemozliwy jest wiarygodny pomiar iloéci oraz wielkoéci EVs na podstawie

zdje¢ z mikroskopii elektronowe;.

4.1.7. Analiza proteomiczna tadunku mikrobiologicznych EVs

Kolejnym, waznym elementem badania pecherzykow zewnatrzkomoérkowych jest poznanie ich
fadunku biatkowego. W tym celu wyizolowano biatka ze wszystkich badanych EVs
1 przeprowadzono elektroforez¢ w zelach poliakrylamidowych w warunkach denaturujacych
(SDS-PAGE), ktore nastepnie wybarwiono roztworem Commasie Briliant Blue. Pozwolito to
na wizualizacje prazkoéw i poznanie rozktadu mas biatek tadowanych przez mikroorganizmy do
pecherzykow zewnatrzkomorkowych (Rys. 27. a. oraz Rys. 28. a.). Na ich podstawie
stwierdzono, ze bialka enkapsulowane zarowno w EVs-Sb jak i EVs-VIO sg rOwnomiernie
fadowane niezaleznie od ich masy. Zupelie inng sytuacje zauwazono w przypadku
EVs-WUT240, gdzie zaobserwowano silne zageszczenie bialek o masie w przedziale

70 — 100 kDa.

~25 W ~25 8

-

~15 ~154

Rysunek 27. a. Uktad prgzkow na zZelach poliakrylamidowych uzyskanych w wyniku elektroforezy (SDS-PAGE)
biatek wyizolowanych z EVs drozdzowych; b. Wizualizacja membrany PVDF uzyskanej w wyniku wykrywania
drozdzowej kinazy pirogronianowej (Pykl, ok. 56 kDa) w pecherzykach drozdzowych, za pomocg metody Western
blot.
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Probki wyizolowanych bialek wystano rowniez do laboratorium zajmujacego si¢ spektrometrig
mas (MS Lab Instytutu Biochemii i Biofizyki Polskiej Akademii Nauk). Uzyskane wyniki
z analizy LC-MS/MS biatek EVs-Sb (zdeponowane w PRIDE: PXD042660), zostaty
porownane z dostgpnymi rekordami w bazie Saccharomyces Genome Database (SGD).
Zidentyfikowano 543 biatka wspolne dla 3 préb biologicznych, opublikowane 2!. Natomiast
wyniki uzyskane dla EVs-WUT240, zostaty porownane z bazg NCBI, przy zawezeniu wynikow
do Kluyveromyces marxianus. Uzyskano w ten sposob liste 397 biatek wspdlnych dla
pecherzykéw z 3 niezaleznych hodowli tego szczepu (Zalacznik 2.). Wsrod bialek
wyizolowanych z pecherzykow obu szczepdw drozdzowych znaleziono kinaze pirogronianowg
(YALO38W — EVs-Sb, KAG0675125.1 — EVs-WUT240). Jest to enzym bioragcy udziat
w ostatnim etapie glikolizy, czyli przeksztatcaniu fosfoenolopirogronianiu w pirogronian 207-2%,
Ze wzgledu na wcezesniejsze prace zespotu nad tym biatkiem, mozliwe bylo rowniez wykonanie

Western blot w celu potwierdzenia obecnosci Pykl w bialkach wyizolowanych z EVs

drozdzowych (Rys. 27. b.).

W przypadku EVs-VIO, dane z analizy MS (zdeponowane w PRIDE: PXD050374) zostaty
poréwnane z bazg NCBI, zaw¢zong do taksonu Janthinobacterium lividum. W 3 powtorzeniach
biologicznych, udato si¢ zidentyfikowaé¢ 932 biatka wspolne dla wszystkich izolacji
(opublikowane w %), sposrod ktérych 77 to proteazy (Zalacznik 3.). Zostaly one sprawdzone
w bazie MEROPS 2% i pogrupowano na: peptydazy serynowe — 37, metaloproteinazy — 21,

karboksypeptydazy — 9, aminopeptydazy — 8, aminoacylazy — 1, aminohydrolazy — 1.
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Rysunek 28. a. Uklad prgzkéw na zelach poliakrylamidowych uzyskanych w wyniku elektroforezy bialek
wyizolowanych z EV-VIO.; b. Wynik zymografii przeprowadzonej na pecherzykach EVs-VIO, potwierdzajgcy
obecnos¢ w tych strukturach aktywnych proteinaz zdolnych do hydrolizy zelatyny.

Wsréd wykrytych za pomocag LC-MS/MS biatek wyizolowanych z EVs-VIO, zauwazono
rodziny biatek, ktére mozna posadza¢ o zdolnosé¢ do rozkladu zelatyny, tak jak np. S9 21° badz
kolagenu, gdyz zelatyna jest niczym innym jak czesciowo zdegradowanym kolagenem %1, Taka

aktywnos¢ enzymatyczng bialek z EVs-VIO potwierdzita wykonana zymografia (Rys. 28. b.).

4.1.8. Porownanie wiolaceiny z pecherzykow zewnatrzkomorkowych (EVs-VIO) oraz

z biomasy komorek bakteryjnych (Ex-VIO)

Wiolaceina jest produkowana jako nierozpuszczalny w wodzie >'> metabolit wtérny przez rézne

gatunki bakterii '3

, W tym przez J. lividum i1 kumulowana wewnatrz komorek oraz
eksportowana do $rodowiska w formie zamknigtej w EVs 1% W zwigzku z tym kolejnym
etapem badan byta analiza z jakg wydajno$ciag szczep J. lividum wydziela wiolaceing w EVs
oraz czy transportowany w ten sposob zwigzek zachowuje swoje wlasciwosci. W tym celu
przygotowano ekstrakt metanolowy wiolaceiny z biomasy komorkowej, a probki EVs-VIO
byly roztwarzane w czystym metanolu. Nastepnie porownywano jakosciowo i ilosciowo

uzyskane roztwory wiolaceiny.
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Na wstepie, korzystajac z probki komercyjnej wiolaceiny (V9389, Sigma Aldrich), wykonano
analiz¢ HPLC 1 poréwnano wynik z chromatogramem uzyskanym dla probki Ex-VIO
(Rys. 29.). Uzyskane piki pokrywaly si¢ ze soba $wiadczac o identycznosci sktadu
chemicznego oraz obecnosci wiolaceiny w probece Ex-VIO. Tego rodzaju zgodnos¢ potwierdza,
ze wiolaceina w probce Ex-VIO jest tozsama z komercyjnie dostgpnym produktem. Dlatego

w kolejnych eksperymentach zrezygnowano ze stosowania dodatkowej kontroli preparatu

komercyjnego.
70000
2+3 min 19 min 26 min
66000
- Wiolaceina
62000 komercyjna
o (Sigma-Aldrich,
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=
58000
n == Ex-\io
——h.
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Rysunek 29. Chromatogramy komercyjnie dostepnej wiolaceiny rozpuszczonej w alkoholu metylowym oraz

metanolowego ekstraktu wiolaceinowego z biomasy J. lividum PCM 3520 (Ex-VIO).

Badania probki EVs-VIO przy uzyciu HPLC nie wykonano, ze wzgledu na oczekiwane duze
ilodci biatek 1 lipidow, ktorych obecnos¢ mogtaby wptyna¢ na oznaczenie. W kolejnym kroku
wykonano chromatografi¢ cienkowarstwowa — TLC w uktadzie aceton:chloroform:amoniak
(1:1:0,01). Przedstawiona ptytka byta obrazowana w $wietle dziennym (Rys. 30.), natomiast
w $wietle ultrafioletowym o dtugosciach fali 254 oraz 365 nm nie zaobserwowano zadnych
dodatkowych frakcji. Zaobserwowano natomiast 2 fioletowe frakcje (dolna — wiolaceina; gérna
— deoksywiolaceina) co jest zgodne z literaturg. Jednak dodatek amoniaku do uktadu, ktory
poprawil rozdziat tych frakcji spowodowat takze przesunigcie wspdtczynnikow retencji
(ang. retention factor, Rf) widocznych prazkow, w poréwnaniu z danymi literaturowymi dla

uktadu aceton:chloroform (1:1) (Rfwiotaceina = 0,43; Rfgeoksywiotaceina = 0,58) *'*.
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Rysunek 30. Plytka do chromatografii cienkowarstwowej (TLC) ze ztozem SilicaGel60, przedstawiajgca rozdzial
ekstraktow zawierajgcych wiolaceing z pecherzykow (EVs-VIO) oraz z biomasy bakteryjnej (Ex-VIO). Alkohol

metylowy (MeOH) zostal umieszczony na plytce jako kontrola czystosci rozpuszczalnika, w ktorym rozpuszczona

byla wiolaceina.

Ponadto wykonano takze widma absorbancji i transmitancji przygotowanych prob (Rys. 31.).
Wykonane, przy dtugosci fali w zakresie 300 — 700 nm, skany absorbancji (okreslenie ilosci
swiatta pochlanianej przez badang probke) oraz transmitancji (okreslenie ilosci $wiatla
przechodzacego przez probke) EVs-VIO — 12,2 uM oraz Ex-VIO — 14,8 uM, nie wykazaty
réznic innych niz te wynikajace z rdéznicy w stezeniu zwigzku. Uzyskane widmo absorbancji
mozna bylo takZze poréwnaé z danymi literaturowymi 2! zyskujac kolejne potwierdzenie

obecnosci wiolaceiny w probkach.
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Rysunek 31. Widma (a.) absorbancji oraz (b.) transmitancji zebrane dla wiolaceiny zamknietej w pecherzykach

(EVs-VIO), izolowanej z biomasy bakteryjnej (Ex-VIO).
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Wykonano widma 3D intensywnosci fluorescencji obu preparatéw (Rys. 32.). Skan wykonano
przy fali wzbudzenia w zakresie 350 — 400 nm oraz zbierano sygnal emisji w zakresie
360 — 700 nm. Na podstawie uzyskanych danych wyznaczono dlugos¢ fali wzbudzenia
(Aex=360 nm) oraz emisji (Aem=430 nm). Otrzymane dane r6znig si¢ od tych znajdowanych
w literaturze, gdzie wiolaceina wykazywata wzbudzenie przy 575 nm i emisj¢ przy 675 nm,
jednak nalezy mie¢ na uwadze, rdéznice w zastosowanych rozpuszczalnikach

(we wspomnianym przypadku bylo to DMSO) 28, Takie roznice mozna zaobserwowaé

217,218

w przypadku wielu innych zwigzkow

1700
1500

1000

intensywnoscé fluorescencji, IF [-]
intensywnos¢ fluorescenciji, IF [-]

Rysunek 32. Widma 3D intensywnosci fluorescencji wiolaceiny z a. pecherzykow (EVs-VIO) oraz b. biomasy
bakteryjnej (Ex-VIO). Zakres dlugosci fali wzbudzenia 1.=350 — 400 nm, zakres dlugosci fali emisji
Lem=360 — 700 nm.

W przypadku wiolaceiny pordwnano, ile zwigzku bakterie taduja do EVs oraz ile kumuluja

w biomasie komorkowej (Tab. 16.).

Tabela 16. Zestawienie ilosci wiolaceiny otrzymanej z pecherzykow (EVs-VIO) oraz z biomasy bakteryjnej
(Ex-VIO) (n=3).

catkowity uzysk wiolaceiny ze 100 mL hodowli EVs-VIO Ex-VIO
[mg] 58,62+2,74 35,43+5,29
[mmol] 0,17+0,01 0,10+0,01

Calkowity uzysk wiolaceiny ze 100-mL hodowli J. /ividum PCM 3520 wynosi ok. 94 mg,
z ktérych 62,33% zwiazku jest natywnie enkapsulowane w EVs.
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4.2. Wptyw mikrobiologicznych EVs na linie komorkowe z jelita grubego

czlowieka

4.2.1. Potwierdzenie zdolnosci EVs do interakcji z komérkami ludzkimi (EVs-NR)

W celu potwierdzenia, ze EVs mikrobiologiczne mogg wchodzi¢ w interakcje z komorkami
ludzkimi wykorzystano lipofilowy barwnik fluorescencyjny — Nile Red, ktory dodano w ilosci
ok. 1,0 - 10° EVs drozdzowych w przeliczeniu na komérke lub EVs-VIO uzyskujac 0,5 pM
stezenie wiolaceiny. Wybarwione EVs sa bardzo stabo widoczne na przedstawionych
fluorescencyjnych obrazach mikroskopowych ze wzgledu na swoje niewielkie rozmiary oraz
stabg jednostkowa fluorescencje (Rys. 33.). Dopiero w momencie kontaktu z komorka ludzka,
nastepuje w jej obrebie kumulacja barwnika, ktorg bez problemu mozna zaobserwowa¢ pod
mikroskopem fluorescencyjnym. Podczas badan potwierdzono zdolno$¢ do interakcji
wszystkich badanych EVs z kazda z testowanych linii komorek jelitowych, co przedstawiono
na przyktadzie linii HT-29 oraz badanych EVs mikrobiologicznych (Rys. 34.). Istnieje wiele
mechanizméw wnikania EVs do komérek ssaczych 2'°. Niestety na tym etapie badan
niemozliwym bylo stwierdzenie w jaki sposéb mikrobiologiczne EVs integruja z komoérkami

ludzkimi.

Rysunek 33. Zdjecie poglgdowe prébki EVs-Shb_NR, potwierdzajqce ich stabq jednostkowq fluorescencje *'.
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Rysunek 34. Zestawienie zdje¢ z obserwacji mikroskopowych, przedstawiajgcych integracje EVs
mikrobiologicznych wybarwionych Nile Red do komorek ssaczych, na przykladzie linii HT-29. Jgdra komorkowe
zostaly wybarwione, jako punkty odniesienia, przy uzyciu Hoechst 33342. Kontrola negatywna zarowno w postaci
komorek nieinkubowanych z zadnymi EVs jak i inkubowanymi z EVs niebarwionymi nie wykazywaly czerwonej

fluorescencji, dlatego tez przedstawiono jedynie zdjecia poglgdowe. Skala 50 yum.
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Kolejnym parametrem, ktéry zbadano podczas charakterystyki wyizolowanych pecherzykow
byt ich potencjal blonowy. Zaobserwowano, ze badane pecherzyki charakteryzuja sie¢
niewielkim tadunkiem ujemnym (Tab. 17.). Doniesienia literaturowe pokazujg, ze zeta
potencjal EVs przyjmuje zréznicowane wartosci w zaleznosci od mikroorganizmu, ktory je
produkuje — Lachobacillus casei -0,5 mV 2?2, S. cerevisiae ok. -7,5 mV, P. fluorescens
ok. -15mV, S. aureus ok. -17 mV '°, L. johnsonii N6.2 -18,05 mV 22!, L. rhamnosus -19,4 mV
2 E coli -35 — -45 mV, Pediococcus pentosaceus ok. -45 mV badz tez dla
L. salivarius -45 — -50 mV 22, Za stabilne struktury, ktore nie ulegaja tatwo agregacji uznaje
sie czgstki o fadunku bliskim -20 mV i nizszym wang>®'>2, W zwigzku z tym, mozna si¢

spodziewaé, ze badane mikrobiologiczne EVs beda bardzo tatwo agregowaty.

Tabela 17. Wyniki pomiaru potencjatu zeta mikrobiologicznych pecherzykow zewngtrzkomorkowych w tym

stezeniu, ktore byto dodawane do komorek ludzkich (n=3).

EVs-Sb EVs-WUT240 EVs-VIO
Z [mV] -4,35+ (-0,73) -5,68+ (-0,22) -3,53+(-0,18)

Oprocz potencjatu btonowego pecherzykow, sprawdzono takze potencjal komorek oraz
komorek inkubowanych przez 60 min z pgcherzykami. Zaobserwowano niewielkie réznice

fadunku pomiedzy komorkami kontrolnymi 1 inkubowanymi z EVs (Rys. 35.).

z

£ 4

:m{ -6 B kontrola

N o W EVs-Sb

S 10 M EVs-WUT240
g

Elp— —m+

e

EI x EVs-VIO

HT-29 HCT116 CCD841 CoN

-14

Rysunek 35. Wykres przedstawiajqcy zmiany wartoSci zeta potencjatu blony komorek inkubowanych

z mikrobiologicznymi EVs; * istotnos¢ statystyczna na poziomie a=35,0%, w odniesieniu do hodowli kontrolnej

(n=3).

Tak jak wskazuje literatura, interakcja EVs z komorkami odbywa si¢ na podstawie réznych
mechanizmow 22, Gdyby selektywnie dochodzito do fuzji blon komérkowych powinna by¢

zauwazalna tendencja malejacego potencjatu zeta 22*. W zwigzku z brakiem takich obserwacji,
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uzyskane wyniki bardziej skltaniaja do stwierdzenia, Ze mikrobiologiczne pgcherzyki
zewnatrzkomoérkowe sa pobierane, przez komorki ludzkie najprawdopodobniej na drodze

endocytozy. Aczkolwiek, dominujacy mechanizm moze byé inny 2%

i trudny do
zaobserwowania w zaproponowanym uktadzie. Warto to doktadniej zbada¢, np. poprzez

wykorzystanie mikroskopii konfokalnej z wykorzystaniem barwnikow fluorescencyjnych.

4.2.2. Zbadanie wptywu pecherzykéw mikrobiologicznych na ogoélng kondycje

hodowli komoérkowych

Po potwierdzeniu interakcji EVs z komoérkami, dla kazdego rodzaju badanych pecherzykow
(EVs-Sb, EVs-WUT240 oraz EVs-VIO) sprawdzono jak ich ilos¢ wptywa na aktywnos$¢
metaboliczng 1 produkcje reaktywnych form tlenu, bedacych pierwsza reakcja stanu zapalnego

komorek oraz na catkowita liczebno$¢ testowanych hodowli.

W przypadku EVs-Sb po 24-h inkubacji nie zaobserwowano negatywnego ani pozytywnego
wptywu EVs na liczebno$¢ 1 aktywno$¢ metaboliczng badanych linii komoérkowych
(Rys. 36. a., c.). Jedynie w przypadku komorek linii HCT116 zaobserwowano zalezno$¢
stezenia EVs irosngcego poziomu ROS. Przy najwyzszej zastosowanej ilo$ci pecherzykow
(1,8-10° EVs/komoérke) zaobserwowano produkcje ROS na poziomie o 31% wyZszym niz
w hodowli kontrolnej (Rys. 36. b.). Istotnosci statystyczne poziomu produkcji ROS przez
komorki liniit CCD841 CoN dotycza zmian, ktore nie przekraczaja 20%.
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Rysunek 36. Wyniki testow (a. MTT, b. ROS, c. CV) przeprowadzonych po 24-h inkubacji z rozng ilosciqg EVs-Sb
przypadajgcych na pojedynczq komorke. Czarng, przerywang linig oznaczono poziomy odpowiedzi hodowli

kontrolnej; * istotnoS¢ statystyczna na poziomie 0.=5,0% w odniesieniu do hodowli kontrolnej (n=4).

Analogiczne badania przeprowadzono stosujac jako czynnik aktywny EVs-WUT240. W ich
przypadku po 24-h inkubacji nie zaobserwowano zmian ani ilo$ci komorek ani poziomu
produkcji ROS (Rys. 37. b., ¢.). Natomiast w przypadku aktywnos$ci metabolicznej komorek
zauwazono znaczne zmiany w zaleznosci od typu komodrek. Komorki prawidtowe
CCD841 CoN byly metabolicznie stymulowane w obecnos$ci EVs, w przeciwienstwie do
komoérek nowotworowych, w przypadku ktoérych odnotowano ponad 20% zahamowanie

metabolizmu w odniesieniu do kontroli (Rys. 37. a.).
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Rysunek 37. Wyniki testow (a. MTT, b. ROS, c¢. CV) przeprowadzonych po 24-h inkubacji z rézng iloscig
EVs-WUT240 przypadajqcych na pojedynczq komorke. Czarng, przerywang linig oznaczono poziomy odpowiedzi

hodowli kontrolnej; * istotnosc statystyczna na poziomie a=>5,0% w odniesieniu do hodowli kontrolnej (n=4).

Do dalszych badan wytypowano ilos¢ EVs drozdzowych jednakowa dla obydwu badanych
szczepow, ktora co prawda w przypadku EVs-WUT240 inicjowata bardzo wysokie
rozbiezno$ci aktywno$ci metabolicznej komorek w odniesieniu do kontroli, ale jednoczes$nie
nie stymulowala nadmiernej produkcji ROS. Byta to warto$¢ 9,2-10* EVs/komorke, ktora
zaokraglono do 1,0-10° EVs/komoérke. Najprawdopodobnie;j jest to duzy nadmiar w stosunku
do warunkéw fizjologicznych w organizmie cztowieka, gdzie mikrobiota sktada sig

226,227

z ok. 10"* — 10" mikroorganizméw co w poréwnaniu z iloscig komorek $rodbtonka

formujacych okreznice stanowi 1 — 10-krotny nadmiar 2292822 Przy uwzglednieniu, ze

230,231

ok. 90% mikrobioty stanowig bakterie Bacteroidetes spp. oraz Firmicutes spp. , adrozdze

232

stanowig niespetna 0,1% “*~ mozna szacowac, ze przy idealnym, rownomiernym roztozeniu na

pojedyncza komorke jelita przypadatoby raptem kilka EVs drozdzowych.

W przypadku EVs-VIO, za wiasciwe uznano, ze ilos¢ pecherzykow ma mniejsze znaczenie niz
koncowe stezenie wiolaceiny w nich zawartej. Podobnie jak w przypadku EVs drozdzowych

przeprowadzono testy aktywnosci metabolicznej, produkcji ROS oraz liczebnosci hodowli
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(Rys. 38.). W tym celu przygotowano szereg rozcienczen EVs-VIO oraz Ex-VIO, jako kontroli
dla dziatania samej wiolaceiny. Przetestowano stezenia wiolaceiny w zakresie 0,125 — 16 uM.
Biorac pod uwage ilo$¢ EVs-VIO 1 zawarto$¢ w nich wiolaceiny oszacowano, ze na pojedyncza
komoérke nowotworowa przypadato 7,0-10° — 8,0-10° EVs. Natomiast w przeliczeniu na
pojedyncza komorke prawidtowa byty to 2-krotnie wyzsze wartosci, gdyz ze wzgledu na ich
znacznie wicksze wymiary konieczne bylo wysianie o potowe mniejszej ilosci komorek

w naczyniach hodowlanych.
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Rysunek 38. Wyniki testow (a. MTT, b. ROS, c. CV) przeprowadzonych po 24

wiolaceiny zawartej w pecherzykach zewngtrzkomorkowych (EVs-VIO) oraz wyizolowanej z biomasy bakteryjnej

(Ex-VIO) zastosowanej jako odniesienie dla dziatania samego zwigzku. Czarng, przerywangq linig oznaczono

5,0% w odniesieniu do hodowli

rr

poziomy odpowiedzi hodowli kontrolnej; * istotnos¢ statystyczna na poziomie a

=4).

kontrolnej (n

W badanych stezeniach, wiolaceina wykazywala silne dziatanie zarowno na komorki

nowotworowe jak i komorki prawidtowe. Jednak jej wptyw znacznie r6znit si¢ w zaleznos$ci od
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postaci (EVs lub ekstrakt) w jakiej byta aplikowana. W zwiazku z tym, wyznaczono warto$¢

polowy efektywnej dawki (ang. half maximal effective concentration, ECso) (Tab. 18.).

Tabela 18. Wartosci ECsp wyznaczone na podstawie MTT (https://www.aatbio.com/tools/ec50-calculator,

wykorzystano 4-parametryczny model regresji).

ECso [uM] HT-29 HCT116 CCD841 CoN
EVs-VIO 4,60 1,09 1,16
Ex-VIO 1,96 0,81 0,40

Pomimo uzycia jednakowych stezen, wiolaceina zamknig¢ta w  pecherzykach
zewnatrzkomoérkowych wykazuje tagodniejsze dziatanie na komoérki niz wiolaceina zawarta
w metanolowym ekstrakcie z biomasy bakteryjnej. Zaobserwowana tendencja nie ma zwigzku
z obecnoscig alkoholu metylowego w hodowli komorkowej. Jego wpltyw wykluczono poprzez
zastosowanie dodatkowej kontroli negatywnej w postaci komodrek hodowanych w obecno$ci
jednakowego stezenia MeOH co w badanych wariantach z wiolaceing. Za to jest zgodna
z literatura, gdzie badano zaréwno wolng wiolaceing jak i enkapsulowang w nanoczastkach 23>,
Ze wzgledu na r6zng odpowiedz komorek 1 szeroki zakres warto$ci ECso (od ok. 1 uM dla
HCT116 oraz CCD841 CoN do ponad 4 uM dla HT-29) do dalszych testéw wybrano stezenie
wiolaceiny bedace 2-krotnie nizsze niz najnizsza warto$¢ ECso. EVs-VIO o stezeniu 0,5 pM
wiolaceiny, w przeliczeniu na ilo§¢ pecherzykow odpowiadajg iloSciom bliskim

2,8-10* EVs-VIO/komérka nowotworowa oraz 5,6-10* EVs-VIO/komoérka prawidtowa.

Do dalszych badan wybrano 1,0-10° EVs drozdzowych na komoérke, poniewaz zaréwno
w przypadku EVs-Sb jak 1 EVs-WUT240 jest to ilo§¢ materiatu, ktora zaczyna wptywac¢ na
kondycje komorek nowotworowych (pojawiaja si¢ istotne statystycznie spadki aktywnosci
metabolicznej) przy jednoczesnym praktycznie neutralnym wptywie na zmiany aktywnosci
metabolicznej komorek prawidlowych. Ponadto objetosci probek zawierajacych wskazang
ilos¢ pecherzykéw nie przekraczaja 5% calkowitej objetosci hodowli. Mozna uznad,
Ze generowane w ten sposob rozcienczenie medium hodowlanego nie ma znaczacego wplywu
na reakcje komorek. Niemniej, aby mie¢ pewnos$¢, ze tak jest, kontrola negatywna do kazdego
z prowadzonych badan byta hodowla, do ktérej dodano jednakowa objetos¢ buforu (DPBS),
w ktorym zawieszone byty EVs.
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Natomiast w przypadku EVs-VIO do dalszych testoéw wybrano 0,5 uM stezenie wiolaceiny, jest
to warto$§¢ odpowiadajaca okoto potowie wartosci ECso dla komoérek CCD841 CoN oraz
HCT116. Jest to takze stezenie blisko 9-krotnie nizsze niz warto$§¢ ECso dla komorek HT-29.
Zatozono, ze wybrane st¢zenie pozwoli zaobserwowaé rézne reakcje komorek. Aby moc
zbada¢ roznice wplywu miedzy pecherzykami zawierajagcymi wiolaceine a samg wiolaceing,
badania prowadzono rownolegle takze na ekstrakcie alkoholowym, Ex-VIO o jednakowym

stezeniu 0,5 uM.

4.2.3. Indukcja odpowiedzi dtugotrwatej (ang. LongTerm assay, LTa)

Ze wzgledu na uzyskane wyniki, ktore wskazywaly, ze komorki reaguja w pewnym stopniu na
obecno$¢ EVs w ciagu 24 h, wydluzono czas ekspozycji linii na badane czynniki.
Przeprowadzono testy dlugotrwatej odpowiedzi, czyli trwajacag 168 h hodowle komorek
ludzkich z EVs pochodzenia mikrobiologicznego. Przez pierwsze 3 dni hodowli nie
zaobserwowano roznic w odniesieniu do kontroli bez dodatku EVs do medium, jednak juz
w 5. dniu réznice w konfluencji prowadzonych hodowli byly zauwazalne. W ostatnim dniu

hodowli, komorki odklejono od powierzchni naczyn i zliczono (Rys. 39.).
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Rysunek 39. Liczba komorek w 7. dniu hodowli z pecherzykami pochodzenia mikrobiologicznego lub ekstraktem
zawierajgcym wiolaceing, w odniesieniu do liczby komorek w hodowli kontrolnej nietraktowanej (czarna

przerywana linia),; * istotnos¢ statystyczna na poziomie o.=3,0% w odniesieniu do hodowli kontrolnej (n=3).

W  przypadku pecherzykow drozdzowych zaobserwowano, wzrost liczby komorek
prawidtowych, co $wiadczy o ich pozytywnym wptywie na linie CCD841 CoN oraz
CCD-18Co. Jednocze$nie istotnie zmniejszyly one liczebno$ci hodowli komorek

nowotworowych, przy czym podczas 7-dniowego testu nie zaobserwowano zmian
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morfologicznych komorek, ktore mialyby swiadczy¢ o niesprzyjajacych warunkach hodowli.
Jednakze od dnia 5. obserwowano zwickszajaca si¢ ilos¢ komodrek nieprzytwierdzonych do
powierzchni hodowlanej, czyli najprawdopodobniej komoérek martwych. Mimo ich obecnosci,
wizualnie hodowle nie wygladaly jakby z dnia na dzien zmieniala si¢ ich konfluencja, co
sugerowaloby, ze EVs mikrobiologiczne moga powodowacé spowolnienie tempa podziatow

komorek nowotworowych.

W literaturze opisano przypadek 3-dniowej odpowiedzi monocytéw THP-1 na pegcherzyki
wyizolowane z hodowli wywotujacej malari¢ (Plasmodium falciparum). Nie zaobserwowano
duzych roznic w uzyskanych przez autoréow wynikach 23, dlatego tez jeszcze ciekawsze staja
si¢ wyniki uzyskane dla badanych pecherzykow drozdzy probiotycznych. W zwiazku z tym,
wykonano przyzyciowe barwienie AO/Pi (Rys. 40.), aby zweryfikowa¢ czy spowolnienie
w progresji hodowli jest takze skorelowane z fazg cyklu komérkowego, czyli czy komoérka nie

wkracza w faze apoptozy badZ nekrozy 3%,
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Rysunek 40. Hodowle ludzkich komorvek pod wplywem EVs-Sb oraz EVs-WUT240 poddane barwieniu
przyzyciowemu z wykorzystaniem oranzu akrydyny oraz jodku propidyny (AO/Pi) zarowno po 24 jak i po 168 h
ekspozycji komorek na EVs. Skala 50 pum.
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Podczas analizy uzyskanych z barwienia obrazéw zaobserwowano, ze w komorkach
nowotworowych po 7. dniach hodowli z EVs mikrobiologicznymi zacze¢to dochodzi¢ do
powolnej $mierci. Brak widocznych zmian morfologicznych sugeruje, ze komodrki weszty na
sciezke apoptozy. Natomiast, w przypadku komorek prawidlowych nie zaobserwowano
wzmozonego wchianiania jodku propidyny, ktory $wiadczylby o jakichkolwiek sktonnos$ciach

hodowli do $mierci.

Zupekie inny mechanizm zaobserwowano w przypadku hodowli traktowanych EVs-VIO oraz
Ex-VIO, w przypadku ktérych zmiany liczebno$ci powigzano ze zmianami morfologicznym.
Co wiecej dotyczyly one komoérek nowotworowych i nie zaobserwowano ich w obrebie
komorek prawidlowych (Rys. 41.). Wakuolizacja cytoplazmatyczna, ktdra zauwazono
w prowadzonych hodowlach, pojawia si¢ w komorkach ssaczych po narazeniu ich na dziatanie
roznych substancji chemicznych i czynnikéw bioaktywnych 237-23°. Wakuolizacja nastapita
niezaleznie czy wykorzystano w badaniach pecherzyki bakteryjne czy ekstrakt ze zwigzkiem,
co podkresla wptyw samej wiolaceiny. Ponadto zaobserwowano znaczne rdéznice w obrazach
mikroskopowych mi¢dzy badanymi liniami. Komorki linii bardziej metastatycznej (HCT116)
miaty widoczne drobne, ale za to bardzo liczne wakuole. Natomiast w komorkach drugiej
z badanych linii nowotworowych (HT-29) powstato znacznie mniej struktur jednak byly one
zdecydowanie wigksze. Ponadto w przypadku bardziej agresywnej liniit HCT116 wakuolizacja
nastapita 48 h szybciej niz w komorkach HT-29. Poczynione obserwacje wymagaja dalszych
badan nad wptywem wiolaceiny na zmiany zachodzace w komorkach oraz na sam proces

wakuolizacji.
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Rysunek 41. Wplyw wiolaceiny, o stezeniu 0,5 uM, na morfologi¢ komorek HT-29 oraz HCT116 i porownanie ich
do komorek CCD841 CoN. Czerwonymi strzatkami zaznaczono pojawiajqce sig¢ zmiany w obrebie blon

komorkowych. Skala 50 um.
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Aby sprawdzi¢, dlaczego =zaistnialy takie rdznice potraktowano komorki prawidlowe
i nowotworowe 10-krotnie wyzszym stezeniem wiolaceiny enkapsulowanej w postaci
EVs-VIO (5 uM). Czas ekspozycji zostat skrocony, gdyz celem nie byto usmiercenie komorek,
lecz sprawdzenie, gdzie kumuluje si¢ wiolaceina, ktora wykazuje zielong fluorescencje
(Rys. 42.). Zaobserwowano, ze w komorkach prawidlowych zwigzek rozklada sie
rownomiernie po calej cytoplazmie z wylaczeniem obszaru jadra komérkowego. Natomiast
w przypadku komoérek nowotworowych nastgpowata centralizacja wiolaceiny 1 jej kumulacja
wlasnie w obszarze jadra. Bylo to jednak badanie pilotazowe 1 aby wyciagna¢ wigcej wnioskow

nalezaloby to doktadniej sprawdzic.

CCD841 CoN

Rysunek 42. Linie komorkowe CCD841 CoN oraz HT-29 po 90 min inkubacji z 5 uM wiolaceing przenoszong przez
EVs-VIO_NR. Nile Red — czerwony, Hoechst 33342 — niebieski, wiolaceina — zielony. Zéttymi strzatkami

zaznaczono obszary, w ktorych skupilo sie najwiecej wiolaceiny. Skala 50 um.

4.2.4. Dhlugotrwala hodowla mieszana komorek prawidlowych oraz nowotworowych
przy ekspozycji na EVs drozdzowe, trwajacej 168 h (ang. Co-culture LongTerm
assay, CcLTa)

Zaobserwowane, podczas dtugotrwatej hodowli monokultur pod wpltywem EVs drozdZzowych,
roznice w liczebnosci komorek prawidtowych 1 nowotworowych sprawdzono takze w innym
uktadzie. Przygotowano hodowle mieszane, do ktorych roéwniez dodano probiotyczne
pecherzyki zewnatrzkomérkowe w iloéci 1,0-10° EVs/komoérke i prowadzono hodowle przez
7 dni (Rys. 43.). Aby utatwi¢ zaobserwowanie komorek prawidlowych, ktore ze wzgledu na
swoje znaczne rozptaszczenie na powierzchni naczynia hodowlanego sg stabo widoczne
w $wietle biatym, nalozono na zdjecia kolorowe maski w miejscach obserwacji odpowiednich

typow komorek, obraz oryginalny stanowi Zalacznik 4.
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Rysunek 43. Obraz kultur mieszanych, komorek prawidlowych i nowotworowych, po 168-h hodowli w obecnosci

EVs drozdzowych w odniesieniu do kontroli nietraktowanych pecherzykami zewngtrzkomorkowymi. Skala 100 um

Zaobserwowano znaczgce zahamowanie rozwoju komodrek nowotworowych, przy
jednoczesnym wzroscie liczby komoérek prawidtowych w obecnosci EVs drozdzowych. Ze

wzgledu na brak odpowiednich markeréw powierzchniowych, a takze brak dostepu do
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cytometru, nie byto mozliwe iloSciowe oznaczenie zaobserwowanych mikroskopowo réznic.
W zwiazku z tym, aby potwierdzi¢ zréznicowany wplyw EVs na testowane typy komorek

wykonano barwienie AO/Pi/H (Rys. 44. oraz Rys. 45.).

Zaobserwowano, ze komorki nowotworowe pod wptywem EVs zakumulowaly wigcej jodku
propidyny i mniej Hoechst33342, niz w hodowli kontrolnej, co oznacza, ze weszty one na
sciezke $mierci (tak jak miato to miejsce w przypadku hodowli monokultur). Komorki
prawidlowe ze wzgledu na ich znaczne rozptaszczenie znacznie trudniej byto zobrazowac
w obecnosci komodrek nowotworowych, od ktérych sygnatly fluorescencji byly zdecydowanie
silniejsze. Pomimo to w przypadku komodrek CCD841 CoN oraz CCD-18Co nie
zaobserwowano tak silnej reakcji jak u komorek HT-29 czy tez HCT116.
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Rysunek 44. Kultury mieszane (CCD-18Co wraz z komorkami HT-29) po 168-h hodowli pod wplywem EVs
drozdzowych poddane barwieniu przyzyciowemu z wykorzystaniem oranzu akrydyny oraz jodku propidyny (AO/Pi)
i Hoechst33342. Skala 50 um.
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+ EVs-WUT240 + EVs-Sb kontrola

- _— S

AuApidoud yapol AuApAnje zueso ZVEEE ISYI290H

Auojess zeiqo

Rysunek 45. Kultury mieszane (CCD-18Co wraz z komorkami HCT116) po 168-h hodowli pod wplywem EVs
drozdzowych poddane barwieniu przyzyciowemu z wykorzystaniem oranzu akrydyny oraz jodku propidyny (AO/Pi)
i Hoechst33342 do wybarwienia jgder komorkowych. Skala 50 pm.
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4.2.5. Wplyw pecherzykow na potencjal nowotworowy komoérek HT-29 oraz HCT116

Wybrane do badan komorki nowotworowe, HT-29 oraz HCT116, r6znig si¢ swoim potencjatem
metastatycznym. Zgodnie z literaturg w przeciwienstwie do linii HT-29, komérki HCT116 sg
bardzo agresywne i praktycznie nie posiadajg zdolnosci do réznicowania >*°. Wiedza na temat
udzialu metaloproteinaz w procesiec metastazy jest dosy¢ dobrze ugruntowana.
Metaloproteinazy, zwtaszcza MMP-2 oraz MMP-9, sg wskazywane jako istotne czynniki
biorace udziat w progresji nowotwordéw 2% W zwiazku z tym, aby zbada¢ potencjat EVs
mikrobiologicznych do hamowania rozwoju nowotworow sprawdzono jaki wptyw maja one na

aktywno$¢ metaloproteinaz, co zobrazowano poprzez wykonanie zymografii (Rys. 46.).
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Rysunek 46. Wyniki zymografii przedstawiajgce zmiany aktywnosci metaloproteinaz (a. MMP-2; b. MMP-9)
produkowanych przez hodowle stymulowane EVs w stosunku do hodowli kontrolnych; * istotnosc statystyczna na
poziomie 0=35,0%. Czarng przerywang liniq oznaczono poziom aktywnosci metaloproteinaz w hodowlach

kontrolnych (n=3).

Obawiano sig¢, ze proteolityczna zawarto$¢ EVs-VIO (wykazana wczesniej — Rys. 28. b.)
moglaby zaburza¢ wyniki uzyskiwane podczas zymografii. Aby to wykluczy¢ poréwnano
wplyw jaki maja na wynik EVs-VIO o 1 uM stezeniu VIO przygotowane tuz przed
elektroforeza oraz supernatant po hodowli komérek HCT116 w obecnosci takiego samego
stezenia VIO w EVs (Rys. 47.). Uzyskane wyniki potwierdzity, ze proteazy z EVs-VIO nawet
w 2-krotnie wyzszym stezeniu (niz uzywane w badaniach 0,5 uM) nie bgda pokrywaly si¢
z prazkami (po rozdziale w zelu poliakrylamidowym) metaloproteinaz produkowanych przez
komorki. Bowiem najaktywniejsze z proteaz w EVs-VIO zdolne do rozktadu Zelatyny sa
najwidoczniej biatkami o duzej masie czasteczkowej 1 lokalizuja si¢ wysoko na zelu

(>100 kDa), natomiast poszukiwane metaloproteinazy maja masy w zakresie 62 — 92 kDa 242,
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Rysunek 47. Przykiadowe wyniki zymografii przedstawiajqgce a. wptyw EVs-VIO oraz Ex-VIO na komorki HCT116

oraz b. swiezo przygotowane 1 uM rozcienczenie EVs-VIO.

Na podstawie wynikow zymografii nie zaobserwowano zadnego trendu zmian w aktywnosci
metaloproteinaz. Mimo to zauwazono pewne inhibicje (MMP-2 w HT-29 oraz MMP-9
w HCT116 pod wptywem EVs-VIO) oraz nadaktywnosci (MMP-9 w komoérkach HT-29 pod
wptywem EVs-WUT240 oraz MMP-9 w HT-29 i CCD841 CoN pod wplywem EVs-VIO).
Dodatkowo, sprawdzono takze ekspresj¢ gendow MMP2 oraz MMPY, a takze ich inhibitoréw
TIMPI-3 (ang. tissue inhibitors of metalloproteinases). Przeprowadzono hodowle, ktore
stymulowano obecno$cig EVs mikrobiologicznych i1 po 24 h ekstrahowano z nich RNA. Na
uzyskanym z reakcji odwrotnej transkrypcji cDNA przeprowadzono qPCR z wykorzystaniem
starterow selektywnych dla: MMP2, MMP9, TIMPI1, TIMP2, TIMP3 oraz GAPDH jako genu
referencyjnego (Rys. 48.).

Decyzj¢ o rozszerzeniu badan o inhibitory metaloproteinaz podj¢to ze wzgledu na ich zlozony
wpltyw na badane MMP-2 oraz MMP-9. Tak naprawde nie mozna wskaza¢ tylko jednego
inhibitora majacego wplyw specyficznie tylko na jedng metaloproteinaze¢. TIMP-1 wptywa na
aktywno$¢ réznych MMP (zwtaszcza MMP-1, MMP-3, MMP-7 a takze MMP-9) znacznie
wydajniej niz TIMP-2, z wyjatkiem MMP-2, na ktore ten inhibitor nie dziata. TIMP-2 hamuje
aktywno$¢ MMP-2 znacznie wydajniej niz inne TIMP, ale nie wptywa na MMP-9 224 Mozna
wiec przyjac, ze TIMP-1 wplywa na aktywno§¢ MMP-9, natomiast TIMP-2 na MMP-2. Jednak
nie sg to jedyne inhibitory majace wptyw na badane metaloproteinazy, gdyz TIMP-3 moze
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hamowa¢ zaréwno MMP-2 jak i MMP-9 2%, Co wiecej TIMP-3 wptywa nie tylko na

metaloproteinazy, ale takze na uwalnianie TNFa i IL-6 247248,
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Rysunek 48. Wyniki qPCR przedstawiajqce zmiany w ekspresji genow MMP2, MMP9, TIMP1, TIMP2 oraz TIMP3
w odniesieniu do ekspresji genu referencyjnego GAPDH po 24-h inkubacji komérek z a. 1,0-10° EVs-Sb/komorke;

b. 1,0-10° EVs-WUT240/komérke oraz ¢. 0,5 uM wiolaceiny w EVs-VIO; * istotnos$é statystyczna na poziomie
a=5,0% (n=4).
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Na podstawie uzyskanych wynikéw mozna zaobserwowac, ze EVs-Sb w komorkach HT-29
powoduje zahamowanie ekspresji badanych MMP oraz TIMP2 i TIMP3, a w komorkach
prawidlowych wzrost ekspresji MMP2 oraz TIMP2. Natomiast wptyw EVs-WUT240 byt
przeciwny, gdyz w badanych komorkach nowotworowych wykryto nadekspresje MMP2,
MMPY oraz TIMP3, a w przypadku HCT116 takze genow pozostatych dwoéch inhibitorow
MMP. W obecnosci EVs-VIO komorki wykazaty zmiany w ekspresji gendw i byty one bardziej
zréznicowane, gdyz zaobserwowano wzrost ekspresji MMP2, TIMP2 oraz TIMP3
w komorkach CCD841 CoN i znaczny wzrost TIMP3 w komorkach HCT116. Ponadto
odnotowano spadek ekspresji MMP2 w komorkach obu linii nowotworowych, a takze spadek

MMPY9 1 TIMP2 w HCT116 oraz spadek ekspresji badanych TIMP w HT-29.

W przypadku badan nowotwordéw analizowany jest poziom metaloproteinaz i ich inhibitorow,
ktory okresla si¢ gldéwnie na podstawie barwien preparatow histopatologicznych oraz analiz
ekspresji ich gendéw na podstawie RNA-Seq i wyznaczanego parametru log(FPKM+1)
(ang. Fragments Per Kilobase of transcript per Million mapped reads). Najczes$cie] mozna

spotkaé analize MMP2 wraz z TIMP2 oraz MMP9 z TIMP1 **-2%2,

Ze wzgledu na charakter przeprowadzonego badania, ekspresje genéw wyznaczono na
podstawie -AAC:.. W zwigzku z tym nie mozliwe bylo wyznaczenie analogicznych, co
logo(FPKM+1), zalezno$ci. Na podstawie uzyskanych z qPCR wartosci C: wyznaczono dla
MMP2, MMP9, TIMPI oraz TIMP2 warto$ci Crmormalizowane= CiZFPH-C%43% 3 nastepnie

TIMP?2
rm.

wyliczono wspotezynniki Anivp2rip2=Cznorm M2 -Cipmo oraz

_ MMP9 TIMP1
Avmpo/TiIMP1=Ci-znorm. -Ctznorm. .

Zgodnie z zasada, na ktorej oparty jest PCR, z kazdym cyklem termicznym ilo$¢ matrycy
zostaje podwojona. W zwiazku z tym, gdy liczba 2 zostanie podniesiona do potegi A, to
uzyskane warto$ci beda odzwierciedlaty ilu-krotnie rézni si¢ ilo$§¢ namnozonego materiatu
specyficznie dla MMP2 lub MMP9 oraz TIMP2 lub TIMPI. Wartosci uzyskane dla hodowli

traktowanych odniesiono do tych otrzymanych dla kontroli nietraktowanych (Tab. 12.).
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Tabela 19. Zestawienie warto$ci wspdtczynnikéw MMP2/TIMP2 oraz MMPY/TIMP1, wyznaczonych dla hodowli

traktowanych w odniesieniu do hodowli kontrolnych; * istotnos¢ statystyczna na poziomie a=5% (n=4).

analizowany pecherzyki
wspolezynnik d}(;)(c)lggsv iiio HT-29 HCT116 CCD841 CoN
EVs-Sb (78,2+9,6) % * (110,6+14,5) % (91,2+16,1) %
Asmap2/inp2 EVs-WUT240 (71,7£17,5) % * | (51,249,4) % * (90,8+17,9) %
EVs-VIO (45,3+8,0) % * (117,2+17,7) % | (51,0<11,4) % *
Ammpomivpr | EVs-Sb (102,2414,0) % | (93,2+12,6) % (97,5+4.9) %
EVs-WUT240 (92,8+14,1) % | (87,3«151)% | (106,9+7,9) %
EVs-VIO (109,2423,7) % | (88,8+14,8) % (95,0+6,7) %

Warto$ci wspotczynnikow MMPY/TIMPI nie rdznily si¢ znacznie w odniesieniu do kontroli,
natomiast w przypadku MMP2/TIMP2 zaobserwowano istotne statystycznie zmiany.
W przypadku linii HT-29 wszystkie badane pecherzyki wywolaly obnizenie wartosci
analizowanego wspolczynnika. Natomiast w przypadku linii HCT116 podobnag sytuacje

zaobserwowano tylko w przypadku, gdy do komorek dodano EVs-WUT240.

We wspomnianych wczeéniej publikacjach >**-2°? bazujacych na probkach klinicznych nie byt
badany poziom 7IMP3. Jednak na podstawie przeprowadzonych qPCR zaobserwowano
zmiany w ekspresji tego genu, ktore sa zroznicowane w zaleznosci od wykorzystanych EVs
oraz dotyczg jedynie komorek nowotworowych. Ponadto TIMP3 wptywa zar6wno na MMP-2
jak 1 MMP-9. W zwiazku z tym zasadne jest wlaczenie tego genu do kolejnych badan nad
ekspresja MMP oraz TIMP pod wptywem EVs mikrobiologicznych.

4.2.6. Produkcja interleukin  indukowana  obecnoscia EVs  pochodzenia

mikrobiologicznego

Komorki nabtonka wyScietaja jelito tworzac pierwszg barier¢ migdzy organizmem
a srodowiskiem zewnetrznym. Biorg one udziat w modulacji uktadu odpornosciowego jelit.
Komunikacja miedzy nimi a komoérkami odpornosciowymi jest kluczowa dla utrzymania
homeostazy 1 prawidlowego funkcjonowania organizmu. Przekazywanie odpowiedzi
immunologiczne] moze odbywac si¢ poprzez bezposredni kontakt komodrka-komorka lub
poprzez uwalnianie i rozpoznawanie roznych czasteczek zapalnych, takich jak IL-6, IL-8 czy

TNF-a. 228,253.
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W zwiazku z powyzszym, kolejnym zadaniem, byto sprawdzenie odpowiedzi komorek na
obecno$¢ EVs poprzez produkcje¢ cytokin prozapalnych IL-6, IL-8 i TNFa oraz przeciwzapalnej
IL-4. Zgodnie z opisang metodyka wykonano testy Western blot oraz Slot blot zaréwno na
medium po 24-h hodowli komérek z EVs mikrobiologicznymi jak i na biatkach wyizolowanych
z tych komorek. Niestety ani w jednym ani w drugim przypadku (pomimo czutej techniki
detekcji jaka jest chemiluminescencja), nie udato si¢ uzyska¢ odczytow dla badanych
interleukin. Dlatego tez uzyto znacznie czulsza multipleksowg metode cytometryczna, ktora
polega na zwigzaniu interleukin na selektywnych kulkach cytometrycznych oraz ich analizie.

Wybrana metodyka pozwolila na analiz¢ interleukin w zakresie st¢zen 274 — 200000 fg/mL.

Do badan zostaty uzyte dwie linie jelitowe komoérek prawidtowych, dwie jelitowe komodrek
nowotworowych 1 dodatkowo komorki LUVA, czyli mastocyty, ktdre znane sa ze swojego
udzialu w reakcjach ukladu odpornosciowego. Badane komorki wykazywaly réznice

w poziomie produkcji badanych cytokin (Rys. 49.).
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Rysunek 49. Zestawienie ilosciowego oznaczania interleukin (a. IL-6; b. TNFo, c. IL-8) w medium hodowlanym

po 24-h inkubacji komorek z mikrobiologicznymi EVs; * istotnos¢ statystyczna na poziomie a=35,0% (n=3).

Wszystkie badane komorki niezaleznie czy poddane dziataniu EVs czy tez nie, nie wykazywaty
produkcji IL-4 w zakresie detekcji zestawu. W przypadku komoérek LUVA dodatek EVs

mikrobiologicznych zaindukowat silny wzrost st¢zenia TNFa. Ta prozapalna cytokina
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uwalniana jest przez mastocyty po degranulacji >**. Jest to niezwykle ciekawe i warte
przeprowadzenia kolejnych badan, gdyz w literaturze mozna znalez¢ doniesienia, ze bakterie

probiotyczne, na przyktadzie L. rhamnosus, ostabiaja ten proces 2>>2%,

Komorki prawidlowe zostaly zastymulowane przez EVs drozdzowe do intensywnej produkcji
IL-6 oraz IL-8. Obydwie te interleukiny wspomagaja rozwdj i ekspansje nowotworow jelita
grubego 2°’, a w przypadku cytokiny 8 takze ich przerzuty 2°%. Jest to zupelnie inny obraz niz
uktad, ktorego spodziewano si¢ po zachowaniu komorek po 24 oraz 168 h inkubacji z EVs
mikrobiologicznymi. Zaré6wno w prowadzonych monokulturach (LTa, Rys. 39.) jak
i ko-kulturach (CcLTa, Rys. 43.) obserwowano zahamowanie wzrostu komorek
nowotworowych i ekspansje komorek prawidtowych. Zaobserwowane rozbiezno$ci sg godne

uwagi i1 dalszych badan nad wplywem EVs drozdzowych na czynnik transkrypcyjny NF-«xB.
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4.3. EVs jako nosniki lekow — egzogenne tadowanie zwigzkow do EVs oraz
testowanie ich jako no$nikéw do stworzenia DDS-EVs (ang. EVs-based

drug delivery system)
4.3.1. Ladowanie EVs zwigzkiem bioaktywnym:

Pecherzyki zewnatrzkomorkowe swoja budowa przypominajg syntetycznie otrzymywane
liposomy, ktére wykorzystywane sg jako systemy dostarczania lekéw, dlatego postanowiono
wykona¢ takze testy tadowania egzogennego EVs. Z racji tej, ze EVs-VIO sa juz wypehione
wiolaceing, do badan wybrano tylko pecherzyki drozdzowe. Jako modelowy zwigzek
wytypowano doksorubicyng¢ — obecnie wykorzystywany w chemioterapiach cytostatyk,
wykazujacy czerwong fluorescencje. Aby moc oceni¢ wydajnos¢ tadowania doksorubicyny do
EVs, konieczne bylo przygotowanie krzywej wzorcowej intensywnosci fluorescencji (IFU) od

stezenia zwigzku w roztworze (Rys. 50.).

y =2263,5x - 467
£ R?=0,9989 *

o
0 L

0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0
stezenie doksorubicyny [pg/mL]

Rysunek 50. Krzywa standardowa intensywnosci fluorescencji od stezenia doksorubicyny, opracowana w celu
wyznaczenia wydajnosci tadowania EVs tym zwigzkiem. Jako wzorzec wykorzystano komercyjny roztwor
doksorubicyny w stezeniu 2 mg/mL firmy EBEWE (Doxorubicin - Ebewe 2 mg/mL, EAN: 5909990429028, EBEWE
Pharma GmbH).

Po przeprowadzeniu tadowania wskazanymi ponizej (Tab. 20.) metodami dokonano pomiaru
fluorescencji w oczyszczonych EVs i przeliczono ja na zaladowang ilo$¢ zwiazku, ktora
nastepnie odniesiono do stezenia doksorubicyny zmieszane] z pgcherzykami. Jednocze$nie
wykorzystujgc NTA sprawdzono, ile EVs odzyskano po tadowaniu i oczyszczaniu ich ze

zwigzku pozostajacego w postaci wolnej w roztworze.
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Tabela 20. Zestawienie wydajnosci tadowania EVs drozdzowych doksorubicyng z wykorzystaniem roznych metod

m=1).

EVs-Sb DOX EVs-WUT240 DOX
metoda odzysk wydajnosé odzysk wydajnos¢
EVs tadowania EVs tadowania
1 mg/mL DOX/ ON, 4°C 71% 0,23% 50% 0,27%
I mg/mL DOX + 200 mM 12% 0,32% 16% 0,34%
sacharoza/ ON, 4°C ’ ere ° e
0,5 mg/mL DOX + 200 mM 14% 0.28% 129 0.30%
sacharoza/ ON, 4°C ? =070 ° u7e
0,125 mg/mL DOX (w tym 68,75%
probki to H>O) + impuls (250V; 12% 1,00% 5% 1,07%
0,8 ms) / ON, 4°C

Kazdy testowany wariant tadowania wykonywany byl wraz z kontrolg negatywna, czyli
zamiast zawiesiny EVs uzywany byl czysty DPBS, do ktorego dodawano roztwor

doksorubicyny i poddawano jednakowym inkubacjom oraz oczyszczaniu.

Sposrod testowanych metod najlepsza okazato si¢ tadowanie bierne poprzez inkubacje EVs
w roztworze doksorubicyny przez noc w warunkach chtodniczych. Nastgpnie poréwnano
badane EVs pod katem wydajnos$ci przyjmowania doksorubicyny. Zaobserwowano, ze EVs

drozdzowe wykazuja podobne wydajnosci 1 uzyskane stezenia zwigzku (Tab. 21.).

Tabela 21. Porownanie wydajnosci biernego {tadowania doksorubicyny do badanych pecherzykow

zewngtrzkomorkowych pochodzenia mikrobiologicznego (n=6).

EVs-Sb DOX | EVs-WUT240 DOX

stezenie doksorubicyny w EVs [pug/mL] 2,07+0,26 2,76+0,59

wydajnos¢ tadowania EV's doksorubicyng [%] 0,23+0,03 0,28+0,06

Pomimo, ze nie testowano metod, ktore moglyby zagwarantowa¢ duzo wyzsze wydajnosci
tadowania, takie jak np. sonikacja > to stezenia i jako§¢ pecherzykéw po tadowaniu byty
wystarczajace do przeprowadzenia do dalszych badan. Ponadto zatadowanie doksorubicyny do
EVs ukierunkowuje zwigzek do komorek, co zaobserwowano po inkubacji komorek
z EVs-Sb_DOX (stezenie doksorubicyny ok. 0,2 pg/mL) oraz wolng doksorubicyng o stezeniu

ok. 10-krotnie wyzszym niz zastosowane w EVs (Rys. 51.).
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Hoechst 33342 doksorubicyna obraz scalony

tadowanie bierne
HT-29

HCT116

tadowanie bierne —
HT-29

kontrola negatywna tadowania

HCT116

HT-29

Wolna doksorubicyna —
Kontrola pozytywna

HCT116

Rysunek 51. Poréwnanie wydajnosci wchianiania doksorubicyny z EVs-Sb_DOX w ilosci 2,0-10° EVs/komérke
oraz z roztworu o stezeniu zwigzku 2,0 ug/mL. Kontrola negatywna tadowania — DPBS _DOX. Skala 10 pum.

4.3.2. Wykorzystanie EVs pochodzenia mikrobiologicznego jako no$nikéw lekow

W celu potwierdzenia, ze EVs mikrobiologiczne maja potencjal, aby zosta¢ zastosowane jako
system dostarczania lekow nalezy zweryfikowac czy zwigzek testowy transportowany w ten
sposOb pozostaje aktywny. W tym celu egzogennie zatadowano badane pecherzyki drozdzowe
doksorubicyna (koncowe stezenie doksorubicyny ok. 0,22 pg/mL) i inkubowano z nimi ludzkie

komorki przez 24 h. Po czym zbadano ich aktywno$¢ metaboliczng (Rys. 52.). Aktywno$¢
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doksorubicyny po zaladowaniu do EVs drozdzowych, jest niewiele nizsza niz cytostatyku
w roztworze. Co wigcej wptyw doksorubicyny, dla obydwu badanych linii komorek
nowotworowych, nie r6zni si¢ migdzy wykorzystanymi pecherzykami (EVs-Sb DOX oraz
EVs-WUT240 DOX). W zwiazku z tym mozna upatrywa¢ w EVs cech uniwersalnego nosnika
i dlatego tez w kolejnych testach skoncentrowano si¢ na jednym z nich, czyli EVs-WUT240.
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Rysunek 52. Aktywnos¢ metaboliczna komorek (na podstawie testu MTT) po 24-h inkubacji z mikrobiologicznymi
EVs natywnymi oraz zatadowanymi doksorubicyng (EVs _DOX) i wolng doksorubicyng w stezeniu 0,25 ug/mL.
Czarng przerywang linig oznaczono poziom aktywnosci metabolicznej hodowli kontrolnej,; * istotnos¢ statystyczna
na poziomie a=35,0% wptywu EVs oraz EVs_DOX w stosunku do kontroli; ** istotnos¢ statystyczna na poziomie

a=35,0% wptywu EVs DOX w stosunku do EVs natywnych (n=3).

Na przyktadzie wiolaceiny zaobserwowano wczesniej (Rys. 38. oraz Tab. 18.), ze wplyw
zwigzku moze rdézni¢ si¢ w zaleznosci od formy w jakiej zostat on dodany do
komorek — w postaci ekstraktu czy tez zamknigtego w pegcherzykach. Dlatego tez dokonano
porownania wpltywu doksorubicyny w postaci wolnej (w roztworze o stezeniu 0,25 pg/mL)
oraz zatadowanej do pecherzykéw z zastosowaniem EVs-WUT240 DOX (stezenie
doksorubicyny ok. 0,22 ug/mL) (Rys. 53.).
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Rysunek 53. Porownanie wplywu doksorubicyny w roztworze oraz zatadowanej do EVs, na przykladzie
EVs-WUT240_DOX na a. intensywnos¢ proliferacji komorek (na podstawie testu BrdU), b. liczbe komorek (na
podstawie testu CV wykonanego na tej samej plytce co BrdU). Czarng przerywang liniqg oznaczono poziom
aktywnosci metabolicznej lub liczby komorek w hodowli kontrolnej; * istotnosc statystyczna na poziomie a.=35,0%

w odniesieniu do hodowli kontrolnej (n=3).

W przypadku doksorubicyny w roztworze, zaobserwowano zaro6wno spadek intensywnosci
proliferacji, jak rowniez spadek konfluencji komorek nowotworowych. Jednak w przypadku
EVs DOX pomimo poréwnywalnego spadku liczebnosci hodowli zaobserwowano wyzsza niz
w przypadku zastosowania doksorubicyny w roztworze, intensywnos¢ proliferacji. Uzyskany
wynik mégt by¢ jedynie nie w petni wyrazong odpowiedzig komodrek na obecno$¢ zwigzku

w hodowli.

4.3.3. Badanie odpowiedzi dtugoterminowe] komorek na obecnos¢ doksorubicyny

(ang. LongTermDOX, LTD)

W zwiazku z wezesniejszym testem (Rys. 52.) przeprowadzono rowniez badanie odpowiedzi
dlugoterminowej, czyli hodowle poddano trwajacej 168 h ekspozycji komoérek na EVs
pochodzenia mikrobiologicznego, ktore zostaly zatadowane doksorubicyng (Rys. 54.).
W eksperymencie jako wuklad modelowy zastosowano EVs-WUT240 DOX (stezenie
doksorubicyny ok. 0,22 pg/mL) oraz wolng doksorubicyne (0,25 pg/mL).
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Rysunek 54. Porownanie wplywu doksorubicyny w roztworze oraz zaladowanej do EVs, na przykladzie
EVs-WUT240_DOX (po 168 h inkubacji) na: a. aktywnos¢ metaboliczng komorek; b. liczbe komorek; c. udzial
zywych komorek; d. udzial martwych komorek. Czarng przerywang linig oznaczono poziom rejestrowane

w hodowli kontrolnej; * istotnosc statystyczna na poziomie 0=5,0% w odniesieniu do hodowli kontrolnej (n=3).

Zaobserwowano znaczace réznice w odpowiedzi pomiedzy komorkami nowotworowymi
a prawidlowymi, a takze pewne rozbiezno$ci w dziataniu doksorubicyny zatadowanej do EVs
oraz w postaci wolnej co pokrywa si¢ z literatura, gdzie wykorzystano komorki HEPG2, ktére
inkubowano z EVs wyizolowanymi z mleka i zatadowanymi doksorubicyng **°. Jednak
silniejszy wpltyw cytostatyku w roztworze jest zauwazalny takze w przypadku komorek
prawidlowych. W zwigzku z tym, mozna przyjaé, ze tadowanie doksorubicyny do drozdzowych
pecherzykow zewnatrzkomorkowych jest obarczone nieznaczng rdznica we wplywie tego
zwigzku na komorki, zwlaszcza w przypadku bardziej agresywnej linii nowotworowe;j
HCT116. Jednak to obecnos¢ EVs wpltywa w sposob korzystny na kondycje komorek
prawidtowych. Warto byloby takze przeprowadzi¢ analogiczne badania (MTT, CV, FDA, Pi
atakze dodatkowo ROS) na linii opornej na doksorubicyne i sprawdzi¢ na nich wplyw

drozdzowych EVs DOX.
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4.3.4. Monitorowanie tempa interakcji EVs z komdrkami przy wykorzystaniu oranzu

akrydyny oraz Nile Red

W celu zbadania tempa interakcji EVs z komorkami zdecydowano si¢ na zatadowanie do EVs
zwigzku wykazujacego zielong fluorescencje, oranzu akrydyny (AO). Zastosowano
analogiczny schemat postepowania jak w przypadku doksorubicyny, czyli tadowano zwigzek
do EVs metodg pasywna. Aby oceni¢ wydajnos¢ zatadunku AO do EVs, konieczne byto
przygotowanie krzywej wzorcowej intensywnosci fluorescencji (IFU) w zaleznosci od stezenia

zwigzku w roztworze (Rys. 55.).
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Rysunek 55. Krzywa standardowa intensywnosci fluorescencji od stezenia oranzu akrydyny, opracowana w celu

wyznaczenia wydajnosci tadowania EVs tym zwigzkiem chemicznym (n=3).

Do barwienia komorek wykorzystuje si¢ oranz akrydyny w stezeniu 2 pg/mL. Natomiast do
fadowania wykorzystano roztwor AO o stezeniu 125 pg/mL i rozcienczono go poprzez dodanie
rownej objetosci zawiesiny EVs. Dzieki temu stg¢zenie AO w trakcie fadowania wyniosto
62,5 ng/mL. Okazalo si¢, ze tadowanie tego barwnika zachodzi wydajniej niz w przypadku
doksorubicyny 1 w przypadku EVs-WUT240 zatadowano je z wydajnoscia (0,53+0,11) %,
uzyskujac stezenie (0,33+0,07) pg/mL. Istnieje prawdopodobienstwo, ze jest to skorelowane
z wielkoscig 1/lub strukturg fadowanych zwiazkéw. Doksorubicyna (CAS: 23214-92-8), ma

bowiem mase 543,5 g/mol [https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Doxorubicin; dostep:

09.01.2025], natomiast oranz akrydyny (CAS: 494-38-2) jest 2-krotnie mniejszy i ma masg¢
265,35 g/mol  [https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Acridine-orange;  dostep:
09.01.2025].

W celu zbadania tempa w jakim dochodzi do interakcji EVs z komoérkami, wykorzystano

automatyczny system obrazowania komorek z modutem fluorescencyjnym Celloger Nano,
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firmy CURIOSIS, ktory wypozyczono od firmy SANLAB. Do komorek dodano 5-krotnie
wiecej EVs AO niz uzywano w poprzednich do$wiadczeniach (zamiast 1,0-10° uzyto
5,0-10° EVs/komorke) i umieszczono na 90 min w inkubatorze (37°C). Zastosowany nadmiar
mial na celu jedynie skrocenie czasu, ktory jest potrzebny na zakumulowanie dawki, AO

(Rys. 56.), ktéra bedzie mozliwa do zaobserwowania.

CCD841 CoN HCT116 HT-29

B|0J3U0Y

ulw og

uiw 09

uiw 06

Rysunek 56. Zdjecia komérek w trakcie inkubacji z EVs-WUT240_AO, w ilosci 5,0-10° EVs/komdrke, przez 90 min
w 37°C. Urzgdzenie: Celloger Nano (CURIOSIS). Skala 200 um.
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Urzadzenie wykonywato zdjecia co 15 min, pozwolito to na zauwazenie, ze powyzej 60 min
inkubacji, intensywno$¢ fluorescencji praktycznie nie ulega juz zmianie. Dodatkowo
analogiczny eksperyment przeprowadzono z uzyciem urzadzenia ZOE (Bio-Rad), ktére
pozwalalo na uzyskanie lepszej jako$ci obrazu zarowno w $wietle bialym, a takze zielonej
1 czerwonej fluorescencji. Zaraz po dodaniu pecherzykow do komorek, inkubacj¢ prowadzono
w temperaturze pokojowej (Rys. 57.). Zauwazono, ze zastosowany 5-krotny nadmiar
pecherzykéw pozwolil na pojawienie si¢ stabilnego sygnatu fluorescencyjnego, tak naprawde

juz w ciggu 5 min.

Swiatto biate oranz akrydyny

CCD841 CoN
kontrola

CCD841 CoN
+ EVs-WUT240 AO
5 min

Rysunek 57. Komérki CCD841 CoN inkubowane w RT z EVs-WUT240 _AO w ilosci 5,0-10° EVs/komdrke.
Urzgdzenie: ZOE (Bio-Rad). Skala 100 um.

Na przyktadzie oranzu akrydyny zaobserwowano, ze pecherzyki bardzo szybko wchodza
w interakcj¢ z komorkami. Aby potwierdzi¢, ze nie jest to zalezne od mikroorganizmu
produkujacego dane pecherzyki przeprowadzono jednakowsa inkubacje z wykorzystaniem

EVs-VIO NR (Rys. 58.). Zastosowano 100-krotnie wyzsze stezenie wiolaceiny (50 uM), niz
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wykorzystywane do indukcji odpowiedzi komoérek m.in. przy testach MTT czy tez LTa, ze

wzgledu jej stabg zielong fluorescencj¢ uwidoczniong pod mikroskopem.

Swiatto biate Nile Red wiolaceina

CCD841 CoN
kontrola

CCD841 CoN
+ EVs-VIO_NR
2 min

CCD841 CoN
+ EVs-VIO_NR
5 min

Rysunek 58. Komorki CCD841 CoN inkubowane w RT z EVs-VIO_NR o 50 uM stezeniu wiolaceiny. Skala 100 um.

Zaobserwowano, ze juz po 2 min zaczety si¢ pojawia¢ oba sygnaly, czerwony od NR oraz
zielony od wiolaceiny w obrebie komorki. Intensywnosci fluorescencji wzrastaty z czasem,
jednak powyzej 5 min nie obserwowano juz ich zmian. Mozna wigc uzna¢, ze mechanizmy
pobierania EVs ze srodowiska i ich wielotorowos¢, zapewniajg bardzo szybkie 1 wydajne
dostarczenie tadunku do komorki. Jest to zgodne z literaturg, gdzie inkubowano EVs
z Plasmodium falciparum przez 5 min z komérkami THP-1. Po tym czasie odptukano komorki
i monitorowano je przez kolejne 72 h 2**. Samo pobieranie EVs ze $rodowiska zachodzito
bardzo szybko, bo nawet w trakcie zaledwie 150 sek. Jednak istniejg badania potwierdzajace,
ze szybko$¢ 1 wydajnos¢ tych procesow jest $cisle zwigzana z temperaturg. Przy zmianie z 37°C
na 4°C mozna zaobserwowa¢ gwaltowny spadek wydajnosci pobierania EVs ze srodowiska,

gdyz ze 100% spada ona ponizej 20% 2.
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5. Podsumowanie 1 perspektywy przysztych badan

Ostatnie 15 lat bylo okresem bardzo intensywnego badania pgcherzykow
zewnatrzkomorkowych (EVs) pod katem wykorzystania ich do badan diagnostycznych, a takze
jako potencjalne no$niki lekow. Zdecydowanie najwigksza wiedz¢ o EVs zdobyto poprzez
badanie struktur produkowanych przez komorki ssacze, zwtaszcza ludzkie. Celem badan
prowadzonych w ramach rozprawy doktorskiej byto scharakteryzowanie pecherzykow
zewnatrzkomorkowych wytwarzanych przez mikroorganizmy niepatogenne (bakterie
Janthinobacterium lividum, a takze drozdze probiotyczne Saccharomyces boulardii oraz
Kluyveromyces marxianus). Sposrdéd przetestowanych metod, do izolacji EVs wybrano
ultrafiltracj¢, natomiast stezenie 1 wielkosci pecherzykéw w probkach po izolacji mierzono
z wykorzystaniem NTA. Pozwolily one na okreslenie ilosci pecherzykow przypadajacych na
kazda z komorek w hodowli. Przy wykorzystaniu mikroskopii fluorescencyjnej potwierdzono,
ze pecherzyki zewnatrzkomorkowe pochodzenia mikrobiologicznego wchodzg w interakcje
z komoérkami z jelita grubego cztowieka. Na przyktadzie EVs-VIO potwierdzono, ze przenosza
one do komoérek docelowych swdj natywny tadunek — wiolaceing. Wykonane pomiary
potencjalu blonowego zaréwno samych EVs jak 1 komoérek przed oraz po inkubacji
z pecherzykami, potwierdzity ztozono$¢ mechanizmoéw pobierania tych nanostruktur ze
srodowiska. Aby lepiej przyjrze¢ si¢ drodze, na jakiej komorki pobierajg EVs nalezatoby
w przysztosci wykorzysta¢ mikroskopi¢ konfokalng. Podczas prowadzonych prac zbadano
sktad biatkowy pgcherzykow, jednak poszerzenie tych badan o analiz¢ kwaséw nukleinowych
1 lipidow mogtoby pomdc w okresleniu szlaku biogenezy tych EVs. W przypadku EVs-VIO
zweryfikowanie obecnosci LPS mogloby tez pozwoli¢ na okreslenie czy moglyby one by¢
kiedy§ wykorzystywane w terapiach jako no$niki wiolaceiny, czy tez indukowaly by

odpowiedz zapalng komorek.

Testy wpltywu natywnych pecherzykéw na komorki przeprowadzono w 2 wariantach
czasowych, czyli po 24- oraz 168-h inkubacji. Uzyskane z testow MTT, CV oraz ROS, wyniki
nie pokazaly ani pozytywnego ani tez negatywnego wptywu EVs na komorki w 1 dobie.
Jednakze obserwacja komorek po 1-razowej stymulacji pecherzykami, wydtuzona do 7 dni
pozwolita na zaobserwowanie r6znic w odpowiedzi komorek nowotworowych 1 prawidlowych.
Te znaczace rozbiezno$ci potwierdzono mikroskopowo zarowno w monokulturach jak
1 hodowlach mieszanych komodrek prawidlowych oraz nowotworowych. Niezmiernie cenne
byloby wykorzystanie w przysztosci cytometrii przeptywowej, aby okresli¢ liczebnosé

1 kondycje kazdej z populacji. Mozliwe byloby takze potwierdzenie §ciezki $mierci komorek.
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Wiele informacji dostarczyloby réwniez zbadanie starzenia komoérkowego oraz poziomu

ekspresji NF-kB.

W celu potwierdzenia, ze badane EVs mozna wykorzysta¢ do przetransportowania
konkretnego, celowego tadunku, prowadzono egzogenne tadowanie doksorubicyng. Wybrane
pasywne tadowanie w obecno$ci zwigzku, bylo wystarczajace do przeprowadzenia testow.
Jednak w przysztosci opracowanie protokotu o wigkszej wydajnosci tadowania egzogennego
EVs, przy jednoczesnym nieznacznym niszczeniu nanostruktur, moze przynies¢ wiele
dodatkowych informacji. Waznym aspektem przyszlych badan moze si¢ takze okazac
przygotowanie struktur hybrydowych naturalnych (EVs drozdzowe — EVs-VIO) lub
naturalno-syntetycznych (EVs drozdZzowe — liposomy). Naturalny tadunek EVs probiotycznych
sam w sobie ma duzy wptyw na komorki co moze w przysztosci znaczaco wptynaé na rozwoj

potencjalnych terapii opartych na pgcherzykach zewnatrzkomorkowych.
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7. Wykaz skrotow

rozwiniecie skrétu w jezyku

polskie ttumaczenie

angielskim

S5PL - 5 parameter logistic - S5-parametryczne logistyczne

AFM - atomic force microscopy - mikroskopia sit atomowych

AO - acridine orange - oranz akrydyny

APS - ammonium persulfate - nadsiarczan amonu

ATCC - American Type Culture Collection - Amerykanska Kolekcja Hodowli
Komorkowych

AU - absorbance units - jednostka absorbancji

BSA - bovine serum albumin - albumina z surowicy bydlece;j

BW - bandwidth - szeroko$¢ pasma, czyli zakres dlugosci

fal, w ktérym skupiona jest wigkszo$¢
energii promieniowania

CAR-T - chimeric antigen receptor T-cell

- zmodyfikowane (chimeryczne)
limfocyty T

CcLTa - co-culture long term assay - dlugotrwata hodowla mieszana komorek

prawidlowych oraz nowotworowych
CCS - cell culture supernatant - medium po hodowli komoérek ssaczych
CDE - caveolin-dependent endocytosis - endocytoza zalezna od kaweoliny

CE-MS - capillary electrophoresis-mass

- elektroforeza kapilarna w potaczeniu ze

spectrometry spektrometrig mas
CME - clathrin-mediated endocytosis - endocytoza zalezna od klatryny
CvV - crystal violet - fiolet krystaliczny
CWL - center wavelength - centralna dtugos¢ fali promieniowania
cz.d.a. - - - czyste do analiz
dcFDA - 2" 7"-dichlorofluorescin diacetate - dwuoctan 2', 7'-dichlorofluoresceiny
ddH>O - double deionized water - woda podwdjnie dejonizowana
DDS - drug delivery systems - systemach dostarczania lekoéw
DDS- - drug delivery systems based on EVs - systemOw dostarczania lekow opartych
EVs na EVs
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DEPC - diethylpyrocarbonate - piroweglanu dietylu

DG - density gradient centrifugation - wirowanie w gradiencie gestosci

DIC - differential interference contrast - kontrast interferencyjno-réznicowy

DiO - 3,3 -dioctadecyloxacarbocyanine - nadchloran 3,3’-

perchlorate dioktadecyloksakarbocyjaniny

DLS - dynamic light scattering - dynamiczne rozpraszanie §wiatla

dNTPs - deoxynucleotide triphosphates - trifosforany deoksyrybonukleotydowe

DOC - desoxycholic acid sodium salt - deoksycholanu sodu

DOX - doxorubicin - doksorubicyna

DPBS - Dulbecco's phosphate buffered saline - roztwor soli fizjologicznej buforowane;j
fosforanami, opracowany przez
Dulbecco

DTT - dithiothreitol - ditiotreitol

ECso - half maximal effective concentration - potowa dawki efektywnej

EDTA - ethylenediaminetetraacetic acid - kwas wersenowy

EM - electron microscopy - mikroskopia elektronowa

ESCRT - endosomal sorting complex required for - endosomalny kompleks sortujacy

transport niezbedny do transportu

ESI-MS - electrospray ionization mass - spektrometria mas sprz¢zona z jonizacja
spectrometry elektrosprejowa

EtBr - ethidium bromide - bromek etydyny

EVs - extracellular vesicles - pecherzyki zewnatrzkomorkowe

FA - formic acid - kwas mréwkowy

FBS - fetal bovine serum - ptodowa surowica bydleca

FC - flow cytometry - cytometria przeptywowa

FDA - fluorescein diacetate - dwuoctanu fluoresceiny

FPKM - fragments per kilobase of transcript per - fragmentéw na kilobazg transkryptu na

million mapped reads milion zmapowanych odczytow
FTLA - finite track length adjustment - uwzglednienie skonczonej dtugosci toru
GAPDH - glyceraldehyde-3-phosphate - dehydrogenaza aldehydu 3-
dehydrogenase fosfoglicerynowego
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GPI - glycosylphosphatidylinositol - glikozylofosfatydyloinozytol

GSH - glutathion - glutation

HPLC - high-performance liquid - wysokosprawna chromatografia
chromatography cieczowa

HRP - horseradish peroxidase - peroksydaza chrzanowa

HSP - heat shock proteins - biatka szoku cieplnego

IFU - intensity of fluorescence unit - jednostka intensywnosci fluorescencji

IFN-y - interferon-gamma - interferon-gamma

IgA - immunoglobulin A - immunoglobulina A

IMDM - Iscove's modified Dulbecco's medium - zmodyfikowane przez Iscove’a medium

do hodowli Dulbecco

ISAPP - International Scientific Association for - Migdzynarodowe Stowarzyszenie
Probiotics and Prebiotics Naukowe Probiotykow i Prebiotykow

LC- - liquid chromatography-tandem mass - chromatografia cieczowa sprzgzona

MS/MS  spectrometry z tandemowa spektrometrig mas

LPS - lipopolysaccharide - lipopolisacharyd

LTa - long-term assay - indukcja odpowiedzi dtugotrwalej, test

bazujacy na 7-dniowej hodowli komodrek

MALDI- - matrix-assisted laser desorption

- spektrometrii mas z uzyciem

TOF/MS  ionization—time-of-flight/mass desorpcji/jonizacji laserowe;j

spectrometry wspomaganej matrycg z analizatorem
czasu przelotu

MEM - minimum essential medium - medium minimalne do wzrostu komoérek

MFI - mean fluorescence intensity - $rednia intensywno$¢ fluorescencji

MMP - metalloproteinase - metaloproteinaza

MS - mass spectrometry - spektrometria mas

MTT - 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2, 5- - bromek 3-(4,5-dimetylo-2-tiazolilo)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide difenylo-2H-tetrazoliowy

MVBs - miltivesicular bodies - ciatka wielopecherzykowe

NF-xB - nuclear factor kappa-light-chain- - jadrowy czynnik transkrypcyjny NF
enhancer of activated B cells kappa B

NK - natural killer cells - komorki uktadu odpornosciowego,
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NP-40 - Nonidet P-40

- Nonidet P-40

NR - Nile Red

- czerwien nilu

NTA - nanoparticle tracking analysis

- analiza $ledzenia nanoczastek

OD600 - optical density at 600 nm

- gestos$¢ optyczna przy dtugosci fali
600 nm

PCM - Polish Collection of Microorganisms

- Polska Kolekcja Mikroorganizméow

PCR - polymerase chain reaction - reakcja tancuchowa polimerazy
PEG - poly-ethylene glycol - polietylenoglikol

PES - polyethersulfone - polieterosulfon

PFA - paraformaldehyde - paraformaldehyd

Pi - propidium iodide - jodek propidyny

PP - polimer precipitation - precypitacja z wykorzystaniem

polimerow

PVDF - polyvinylidene difluoride

- polifluorek winylidenu

QCM-D - quartz crystal microbalance with
dissipation monitoring

- mikrowaga kwarcowa z
monitorowaniem rozpraszania

qPCR - quantitative polymerase chain reaction - iloSciowa reakcja tahcuchowa
polimerazy

Rf - retention factor - wspotczynnik retencji

RIPA - radioimmunoprecipitation assay buffer - bufor do lizy komorek i rozpuszczania
biatek

ROS - reactive oxygen species - reaktywne formy tlenu

rpm - revolutions per minute - obroty na minute

RT - room temperature - temperatura pokojowa

Rv - reverse primer - starter odwrotny

Sb - Saccharomyces boulardii CNCM 1-745 - Saccharomyces boulardii CNCM I-745

SDS - sodium dodecyl sulfate - dodecylosiarczan sodu

SDS- - sodium dodecyl-sulfate polyacrylamide - elektroforeza w zelu

PAGE gel electrophoresis
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SEC - size-exclusion chromatography, - chromatografia wykluczania na sitach
molekularnych
SEM - scanning electron microscopy - skaningowa mikroskopia elektronowa
STEM - scanning transmission electron - skaningowo-transmisyjna mikroskopia
microscopy elektronowa

t-BHP - tert-butyl hydroperoxide

- wodoronadtlenk tert-butylu

TCA - trichloroacetic acid - kwas trichlorooctowy
TEAB - triethylammonium bicarbonate - wodoroweglan trietyloamoniowy
TEM - tetraspanin-enriched microdomain - mikrodomena wzbogacona
w tetraspaniny
TEM - transmission electron microscopy - transmisyjna mikroskopia elektronowa

TEMA - tetraspanin-enriched macrodomain

- makrodomena wzbogacona
w tetraspaniny

TEMED - N,N,N',N'-tetramethylethylenediamine

- N,N,N',N'-tetrametyloetylenodiamina

TFF - tangential flow filtration - filtracja o przeptywie stycznym
TIMPs - tissue inhibitors of metalloproteinases - tkankowe inhibitory metaloproteinaz
TLC - thin layer chromatography - cienkowarstwowa chromatografia

cieczowa

TMB - tetramethylbenzidine

- czterometylobenzydyna

TNFa - tumor necrosis factor alpha

- czynnik o martwicy nowotworow

TSPAN - tetraspanins

- tetraspaniny

Fw - forward primer - starter przedni

uC - ultracentrifugation - ultrawirowanie

UF - ultrafiltration - ultrafiltracja

VIO - Janthinobacterium lividum PCM3520 - Janthinobacterium lividum PCM3520

WUT240 - Kluyveromyces marxianus WUT240

- Kluyveromyces marxianus WUT240

YPD - yeast peptone dextrose medium - podtoze mkikrobiologiczne do wzrostu
drozdzy zawierajace ekstrakt
drozdzowy, pepton bakteriologiczny
1 dekstroze

VA Y - zeta potential - potencjal blonowy
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Tabela 21.

calculator, wykorzystano 4-parametryczny model regresji).......oocvevvveeriiveennnn. 133
Zestawienie wartosci wspotczynnikow MMP2/TIMP2 oraz MMP9/TIMPI1,
wyznaczonych dla hodowli traktowanych w odniesieniu do hodowli kontrolnych;

* istotno$¢ statystyczna na poziomie 0=5% (N=4). ......cceervrvviriieriiniinieeieeeen 148
Zestawienie wydajnosci ladowania EVs drozdzowych doksorubicyng z
wykorzystaniem rédznych metod (N=1). ........ccecvveiiriiiiiiiii 153

Poréwnanie wydajnosci biernego ladowania doksorubicyny do badanych
pecherzykow zewnatrzkomorkowych pochodzenia mikrobiologicznego (n=6).
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10. Spis zalagcznikow

Zatagcznik 1. Poziom produkcji ROS, badanych linii komoérek jelitowych, po 24-h inkubacji
z kontrolg pozytywna (100 uM t-BHP) oraz negatywna (5 mM GSH). Czarna,
przerywang linig oznaczono poziomy odpowiedzi hodowli kontrolnej; * istotnos¢
statystyczna na poziomie a=5, w odniesieniu do hodowli kontrolnej (n=10)... 196

Zatacznik 2. Biatka wspolne dla pecherzykow EVs-WUT240, wyizolowane z 3 niezaleznych

hodowli tego szczepu, tacznie 397 biatek. ........cccoevviiiiiiiiiiici 197
Zakacznik 3. Proteazy EVs-VIO, znalezione wérdd 932 biatek wspdlnych, 3 niezaleznych
hodowli tego szczepu, 1aCznie 77 Proteaz. .......ccocceevverieeiieiieesie e 208

Zakacznik 4. Obraz kultur mieszanych, komorek prawidlowych i nowotworowych, po 168-h
hodowli w obecnosci EVs drozdzowych w odniesieniu do kontroli
nietraktowanych pecherzykami zewnatrzkomorkowymi. Skala 100 um. Obraz
oryginalny (bez kolorowych pod§wietlen) w stosunku do Rys. 43................... 213
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11. Zalaczniki

Zatagcznik 1. Poziom produkcji ROS, badanych linii komoérek jelitowych, po 24-h inkubacji
z kontrolg pozytywna (100 uM t-BHP) oraz negatywna (5 mM GSH). Czarng, przerywang linig
oznaczono poziomy odpowiedzi hodowli kontrolnej; * istotno$¢ statystyczna na poziomie 0=5,

w odniesieniu do hodowli kontrolnej (n=10).

400% *
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150%
100%

50%

poziom produkcji ROS w odniesieniu do
kontroli

0%
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Zatacznik 2. Biatka wspolne dla pecherzykéw EVs-WUT240, wyizolowane z 3 niezaleznych
hodowli tego szczepu, tacznie 397 bialek.

Numer
identyfikacyjny Nazwa bialka
bialka w NCBI

4TMB_A struktura krystaliczna starego zottego enzymu z Candida macedoniensis
AKUA4588 [Kluyveromyces marxianus]

AAD27873.1 prekursor inulinazy [Kluyveromyces marxianus]

AAS18310.1 beta-D-galaktozydaza [Kluyveromyces marxianus]

ACS83689.1 dekarboksylaza orotydyno-5-fosforanu [Kluyveromyces marxianus]

ADH1 YEAST |>sp/ADHI DROZDZE|

ANT3_HUMAN |>sp|/ANT3 CZLOWIEK]

AQY75503.1 dehydrogenaza ksylitolu [Kluyveromyces marxianus]

BAF43529.1 dehydrogenaza alkoholowa IV [Kluyveromyces marxianus]

BAP69369.1 syntaza argininobursztynianowa [Kluyveromyces marxianus]

BAP69370.1 prawdopodobna dipeptydylopeptydaza 3 [Kluyveromyces marxianus]

BAP69552.1 biatko syntezy $ciany komorkowej KRE9 [Kluyveromyces marxianus]

BAP69645.1 czynnik replikacji biatka A 1 [Kluyveromyces marxianus]

BAP69922.1 dehydrogenaza aldehydu aktywowana magnezem [Kluyveromyces
marxianus]

BAP70186.1 dekarboksylaza uroporfirynogenu [Kluyveromyces marxianus]

BAP70261.1 aminotransferaza aromatycznych aminokwasow 1 [Kluyveromyces
marxianus]

BAP70396.1 superrodzina rybosomalna L18e [Kluyveromyces marxianus]

BAP70602.1 hipotetyczne biatko KLMA 20625 [Kluyveromyces marxianus]

BAP70643.1 endoplazmatyczna oksydoreduktyna-1 [Kluyveromyces marxianus]

BAP70668.1 78 kDa homolog biatka regulowanego glukoza [Kluyveromyces marxianus]

BAP70942.1 dehydrogenaza izocytrynianowa [NADP] cytoplazmatyczna
[Kluyveromyces marxianus]

BAP70991.1 rybonukleozydodifosforanowa reduktaza maty tancuch 1 [Kluyveromyces
marxianus]

BAP70996.1 skwalenowa monooksygenaza [Kluyveromyces marxianus]

BAP71092.1 akonitanohydrataza [Kluyveromyces marxianus]

BAP71182.1 aminopeptydaza 2 [Kluyveromyces marxianus]

BAP71190.1 niezidentyfikowane biatko YMR152W [Kluyveromyces marxianus]

BAP71597.1 aminotransferaza asparaginianowa [Kluyveromyces marxianus]

BAP71609.1 biatko rybosomalne 40S S13 [Kluyveromyces marxianus]

BAP71665.1 przypuszczalna dehydrogenaza aryloalkoholowa YPL088W
[Kluyveromyces marxianus]

BAP71978.1 enzym odgateziajacy glikogen [Kluyveromyces marxianus]

BAP72063.1 biatko rybosomalne 60S L.10a [Kluyveromyces marxianus]

BAP72169.1 helikaza RNA zalezna od ATP DED1 [Kluyveromyces marxianus]

BAP72196.1 hipotetyczne biatko KMAR 50063 [Kluyveromyces marxianus]

BAP72231.1 syntetaza alanyl-tRNA [Kluyveromyces marxianus]

BAP72253.1 czynnik inicjacji translacji elF-2B podjednostka epsilon [Kluyveromyces
marxianus]
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BAP72598.1 inozytolo-3-fosforanowa syntaza [Kluyveromyces marxianus]
BAP72695.1 biatko szoku cieplnego SSB [Kluyveromyces marxianus]

BAP72929.1 biatko szoku cieplnego 70 homolog LHS1 [Kluyveromyces marxianus]
BAP73311.1 fosfomannomutaza [Kluyveromyces marxianus]

BAP73343.1 morfologia wakuoli i biatko dziedziczne 14 [Kluyveromyces marxianus]
BAP73422.1 biatko rybosomalne 60S .23 [Kluyveromyces marxianus]
BAP73894.1 beta-1,3-glukanozylotransferaza [Kluyveromyces marxianus]
CAA03900.1 endopoliglakturonaza, cze$ciowa [Kluyveromyces marxianus]
CA002396.1 dysmutaza ponadtlenkowa Cu/Zn [Kluyveromyces marxianus]

CAS1 BOVIN |>sp|CAS1_BOVIN]

CCAB89273.1 oksydoreduktaza tlenku azotu [Kluyveromyces marxianus]

K1C10_ HUMAN |>sp|K1C10 HUMAN]|

K1C9 HUMAN |>sp|K1C9 HUMAN]

K22E_HUMAN |>sp|K22E_HUMAN]|

K2C1_HUMAN |>sp|K2C1_HUMAN]

KAG0668490.1

NADPH-zalezna aldo-keto reduktaza [Kluyveromyces marxianus]

KAG0668540.1

prekursor biatka syntezy S$ciany komorkowej kre9 [Kluyveromyces
marxianus]

KAG0669056.1

izoforma 2 syntazy glikogenu [skrobi], czeSciowa [Kluyveromyces
marxianus]

KAG0669331.1

biatko wzrostu osmotycznego 1 [Kluyveromyces marxianus]

KAG0669412.1

NAD(P)H-zalezna reduktaza D-ksylozy (XR) [Kluyveromyces marxianus]

KAG0669487.1

biatko mmf1, mitochondrialne [Kluyveromyces marxianus]

KAG0669492.1

kwasna fosfataza pho5 [Kluyveromyces marxianus]

KAG0669816.1

mitochondrialna aminotransferaza aminokwaséw rozgat¢zionych (BCAA)
[Kluyveromyces marxianus]

KAG0670022.1

hipotetyczne biatko C6P43 003286 [Kluyveromyces marxianus]

KAG0670384.1

biatko rybosomalne 60S L7 [Kluyveromyces marxianus]

KAG0670417.1

hipotetyczne biatko C6P43 003047 [Kluyveromyces marxianus]

KAG0670691.1

kinaza elF2 alfa Hril [Kluyveromyces marxianus]

KAG0670714.1

hipotetyczne biatko C6P43 002901 [Kluyveromyces marxianus]

KAG0670749.1

czynnik elongacji translacji EF-1 alfa [Kluyveromyces marxianus]

KAG0670826.1

biatko rybosomalne PO (A0) (L10E) [Kluyveromyces marxianus]

KAG0670940.1

chaperonina [Kluyveromyces marxianus]

KAG0671258.1

hipotetyczne biatko C6P43 002582 [Kluyveromyces marxianus]

KAG0671286.1

synteza dolicholu-P-mannozy [Kluyveromyces marxianus]

KAGO0671294.1 |cystationina gamma-liaza cys3 [Kluyveromyces marxianus]
KAGO0671295.1 | 60S rybosomalne biatko P2-alfa, czgsciowe [Kluyveromyces marxianus]
KAGO0671314.1 |40S rybosomalne biatko S9 [Kluyveromyces marxianus]

KAG0671395.1

biatko kontrolujace podzial komoérek [Kluyveromyces marxianus]

KAG0672131.1

deoksyhypusyna syntaza [Kluyveromyces marxianus]

KAG0672155.1

nieistotna fosforylaza glikogenu [Kluyveromyces marxianus]

KAG0672312.1

czynnik inicjacji translacji elF-2 podjednostka beta [Kluyveromyces
marxianus]

KAG0672527.1

asparagina-ligaza tRNA [Kluyveromyces marxianus]

KAG0672544.1

NAD-zalezna dehydrogenaza izocytrynianowa [Kluyveromyces marxianus]

KAG0672567.1

hipotetyczne biatko C6P43_002047 [Kluyveromyces marxianus]
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KAG0672690.1

podjednostka alfa koatomeru [Kluyveromyces marxianus]

KAG0672842.1

70-kilodaltonowe biatko szoku cieplnego [Kluyveromyces marxianus]

KAG0672926.1

hipotetyczne biatko C6P43 001808 [Kluyveromyces marxianus]

KAG0672961.1

podjednostka B syntazy ATP wakuolarnej [Kluyveromyces marxianus]

KAG0673033.1

podjednostka A ATPazy sektora V1 transportujacej H(+) [Kluyveromyces
marxianus]

KAG0673058.1

eukariotyczny czynnik inicjacji translacji 5A [Kluyveromyces marxianus]

KAG0673086.1

1,3-beta-D-glukan syntaza [Kluyveromyces marxianus]

KAG0673138.1

hipotetyczne biatko C6P43 001564 [Kluyveromyces marxianus]

KAG0673203.1

biatko obrotu mRNA i sktadania rybosomu [Kluyveromyces marxianus]

KAG0673278.1

60S biatko rybosomalne L18A [Kluyveromyces marxianus]

KAG0673352.1

NADH-cytochrom b5 reduktaza [Kluyveromyces marxianus]

KAG0673446.1

biatko podobne do koroniny crnl [Kluyveromyces marxi

KAG0673461.1

biatko podjednostki rybosomalnej 40S S11A [Kluyveromyces marxianus]

KAG0673465.1

syntetaza cytozolowa serylo-tRNA [Kluyveromyces marxianus]

KAG0673547.1

biatko rybosomalne 60S L13 [Kluyveromyces marxianus]

KAG0673622.1

hipotetyczne biatko C6P43 001191 [Kluyveromyces marxianus]

KAG0673688.1

3-epimeraza fosforanu RYBULOZY [Kluyveromyces marxianus]

KAG0673753.1

ATPaza typu Obg [Kluyveromyces marxianus]

KAG0673763.1

ligaza asparaginianowo-tRNA dps1 [Kluyveromyces marxianus]

KAG0673798.1

hydrolaza glikozydowa, 17 [Kluyveromyces marxianus]

KAG0673863.1

sktadnik kompleksu TOM (translokaza btony zewnetrznej) [Kluyveromyces
marxianus]

KAG0673970.1

3-deoksy-7-fosfoheptulonian syntazy [Kluyveromyces marxianus]

KAG0674006.1

40S rybosomalne biatko S22 [Kluyveromyces marxianus]

KAG0674020.1

hipotetyczne biatko C6P43 000865 [Kluyveromyces marxianus]

KAG0674044.1

hipotetyczne biatko C6P43 000856 [Kluyveromyces marxianus]

KAG0674045.1

hipotetyczne biatko C6P43 000857 [Kluyveromyces marxianus]

KAG0674048.1

hipotetyczne biatko C6P43 000860 [Kluyveromyces marxianus]

KAG0674088.1

hipotetyczne biatko C6P43 000829 [Kluyveromyces marxianus]

KAG0674153.1

hipotetyczne biatko C6P43 000767 [Kluyveromyces marxianus]

KAG0674288.1

biatko rybosomalne 60S L43 [Kluyveromyces marxianus]

KAG0674302.1

hipotetyczne biatko C6P43 000667, czesciowe [Kluyveromyces marxianus]

KAG0674398.1

dehydrogenaza alkoholowa [Kluyveromyces marxianus]

KAG0674448.1

hipotetyczne biatko C6P43 000564 [Kluyveromyces marxianus]

KAG0674570.1

dehydrogenaza pirogronianowa E1, podjednostka beta [Kluyveromyces
marxianus]

KAG0674579.1

hipotetyczne biatko C6P43 000508 [Kluyveromyces marxianus]

KAG0674765.1

biatko rybosomalne 60S L38 [Kluyveromyces marxianus]

KAGO0674776.1

czynnik elongacji translacji 1 beta [Kluyveromyces marxianus]

KAG0674831.1

Zmienione dziedziczenie biatka mitochondrialnego 36, mitochondrialnego
[Kluyveromyces marxianus]

KAG0674875.1

hipotetyczne biatko C6P43 000256 [Kluyveromyces marxianus]

KAG0674918.1

biatko biosyntezy puryn dwufunkcyjnych adel [Kluyveromyces marxianus]

KAG0674965.1

guanozynodifosfataza [Kluyveromyces marxianus]

KAG0674968.1

izo-1-cytochrom ¢ [Kluyveromyces marxianus]

KAG0675070.1

biatko rybosomalne S24A [Kluyveromyces marxianus]
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KAG0675071.1

dehydrogenaza aldehydowa (NAD(P)(+)) ald5 [Kluyveromyces marxianus]

KAG0675119.1

syntaza 2-izopropylomalanu (alfa-izopropylomalan syntaza) (syntetaza
alfa-IPM) [Kluyveromyces marxianus]

KAG0675125.1

kinaza pirogronianowa [Kluyveromyces marxianus]

KAG0675265.1

mitochondrialne biatko no$nikowe fosforanu [Kluyveromyces marxianus]

KAG0675343.1

kinaza guanylanowa [Kluyveromyces marxianus]

KAG0675382.1

cel Sbf [Kluyveromyces marxianus]

KAG0675425.1

prekursor biatkowej disulfidowej izomerazy [Kluyveromyces marxianus]

KAG0675466.1

dehydrogenaza  sacharopiny (NADP+, tworzaca L-glutaminian)
[Kluyveromyces marxianus]

KAG0675585.1

biatko rybosomalne 60S L.30 [Kluyveromyces marxianus]

KAG0675616.1

hipotetyczne biatko C6P43 004791 [Kluyveromyces marxianus]

KAG0675638.1

hipotetyczne biatko C6P43 004769 [Kluyveromyces marxianus]

KAG0675648.1

izoleucyna-ligaza tRNA [Kluyveromyces marxianus]

KAG0675676.1

biatko hydrolazy glikozydowej 3 [Kluyveromyces marxianus]

KAG0675729.1

alfa-1,2-mannozylotransferaza ktrl [Kluyveromyces marxianus]

KAG0675776.1

leucyna aminopeptydaza 1 [Kluyveromyces marxianus]

KAG0675901.1

adenylosukcynaza adel3 [Kluyveromyces marxianus]

KAG0675905.1

biatko sortujace wakuolarne 1 [Kluyveromyces marxianus]

KAG0675928.1

czynnik elongacji EF-1 podjednostka gamma [Kluyveromyces marxianus]

KAG0675950.1

podjednostka cytochromu b dehydrogenaza bursztynianowa, Sdh3p
[Kluyveromyces marxianus]

KAG0676016.1

syntetaza pirofosforanu farnezylu [Kluyveromyces marxianus]

KAG0676050.1

hipotetyczne biatko C6P43 004524 [Kluyveromyces marxianus]

KAG0676110.1

podjednostka regulacyjna fosfatazy biatkowej PP2A B [Kluyveromyces
marxianus]

KAG0676138.1

sktadnik dehydrogenazy 2-oksoglutaranu E1 [Kluyveromyces marxianus]

KAG0676140.1

przypuszczalna wydzielana beta-glukozydaza siml [Kluyveromyces
marxianus]

KAG0676169.1

bifunkcyjna fosforybozyloaminoimidazolokarboksyamidowa
formylotransferaza/ cyklohydrolaza IMP [Kluyveromyces marxianus]

KAG0676170.1

biatko rybosomalne 60S L15 [Kluyveromyces marxianus]

KAG0676249.1

dehydrogenaza alkoholowa adh4 [Kluyveromyces marxianus]

KAG0676399.1

czynnik elongacji translacyjnej EF-1 alfa [Kluyveromyces marxianus]

KAG0676521.1

hipotetyczne biatko C6P43 004145 [Kluyveromyces marxianus]

KAG0676523.1

podjednostka biatka zamykajagcego aktyng F beta [Kluyveromyces
marxianus]

KAG0676769.1

egzonukleaza RNA 3 [Kluyveromyces marxianus]

KAG0676844.1

syntetaza treonylo-tRNA [Kluyveromyces marxianus]

KAG0676943.1

syntaza GMP (hydrolizujaca glutaming) [Kluyveromyces marxianus]

KAG0677007.1

hipotetyczne biatko C6P43 003651 [Kluyveromyces marxianus]

KAG0677009.1

fosforybozylotransferaza  hipoksantynowo-guaninowa [Kluyveromyces
marxianus]

KAG0677068.1

heksokinaza A [Kluyveromyces marxianus]

KAGO0677174.1

podjednostka a ATPazy sektora transportujacego H(+) VO [Kluyveromyces
marxianus]

KAG0677294.1

hipotetyczne biatko C6P43 003262 [Kluyveromyces marxianus]

KAG0677352.1

3-deoksy-7-fosfoheptulonianowa syntaza [Kluyveromyces marxianus]
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KAG0677400.1

biatko rybosomalne 60S L.25 [Kluyveromyces marxianus]

KAG0677548.1

biatko rybosomalne 60S L22A [Kluyveromyces marxianus]

KAG0677633.1

hipotetyczne biatko C6P43 002778 [Kluyveromyces marxianus]

KAGO0677677.1

kinaza biatkowa C-podobna 1 [Kluyveromyces marxianus]

KAG0677680.1

mitochondrialna dehydrogenaza glicerolu-3-fosforanu [Kluyveromyces
marxianus]

KAG0677682.1

domniemana podjednostka 5'-fosforanu  snz3

[Kluyveromyces marxianus]

syntazy pirydoksalu

KAG0677859.1

czynnik elongacji 2 [Kluyveromyces marxianus]

KAGO0677865.1

60S kwasne biatko rybosomalne P2 [Kluyveromyces marxianus]

KAG0677871.1

hipotetyczne biatko C6P43 002365 [Kluyveromyces marxianus]

KAG0677917.1

atp2, podjednostka beta sektora F1 mitochondrialnej syntazy ATP F1FO
[Kluyveromyces marxianus]

KAG0677930.1

hipotetyczne biatko C6P43 002285

KAG0678151.1

hipotetyczne biatko C6P43 001845 [Kluyveromyces marxianus]

KAG0678223.1

40S rybosomalne biatko S4 [Kluyveromyces marxianus]

KAG0678411.1

glukozo-6-fosforan 1-dehydrogenaza [Kluyveromyces marxianus]

KAG0678467.1

hipotetyczne biatko C6P43 001221 [Kluyveromyces marxianus]

KAG0678540.1

wakuolarna proteaza A [Kluyveromyces marxianus]

KAG0678636.1

hipotetyczne biatko C6P43 000948 [Kluyveromyces marxianus]

KAG0678682.1

biatko wigzace GTP Rhol [Kluyveromyces marxianus]

KAG0678692.1

syntetaza asparaginy [Kluyveromyces marxianus]

KAG0679049.1

kofilina [Kluyveromyces marxianus]

KAG0679099.1

hipotetyczne biatko C6P43 004705 [Kluyveromyces marxianus]

KAG0679115.1

peptydylo-prolilowa cis-trans izomeraza fpr2 [Kluyveromyces marxianus]

KAG0679253.1

hipotetyczne biatko C6P43 004224 [Kluyveromyces marxianus]

KAG0679266.1

hipotetyczne biatko C6P43 004237 [Kluyveromyces marxianus]

KAG0679336.1

galaktokinaza [Kluyveromyces marxianus]

KAG0679337.1

UDP-glukoza-4-epimeraza [Kluyveromyces marxianus]

KAG0679348.1

60S rybosomalne biatko L.20 [Kluyveromyces marxianus]

KAG0679417.1

mediator  podjednostki  transkrypcyjnej 6 polimerazy RNA I
[Kluyveromyces marxianus]

KAG0679515.1

hipotetyczne biatko C6P43 002598 [Kluyveromyces marxianus]

KAG0679519.1

hipotetyczne biatko C6P43 002602 [Kluyveromyces marxianus]

KAG0679521.1

hipotetyczne biatko C6P43 002604 [Kluyveromyces marxianus]

KAG0679596.1

Cys-Gly metalodipeptydaza [Kluyveromyces marxianus]

KAG0679691.1

arginaza, katabolizuje argining do ornityny i mocznika [Kluyveromyces
marxianus]

KAG0679734.1

hipotetyczne biatko C6P43 000062 [Kluyveromyces marxianus]

KAG0679902.1

40S rybosomalne biatko S25 [Kluyveromyces marxianus]

KAG0683577.1

dehydrogenaza alkoholowa [Kluyveromyces marxianus]

KAGO0685004.1 | hipotetyczne biatko C6P41 001146 [Kluyveromyces marxianus]

LALBA BOVIN |>sp|LALBA BOVIN]|

NP_009564.1 histon H3 [Saccharomyces cerevisiae S288C]

P07337.1 RecName: Full=Beta-glukozydaza; AltName: Full=Beta-D-glukozyd

glukohydrolaza; AltName: Full=Cellobiaza; AltName: Full=Gentiobiaza;
Flagi: Prekursor [Kluyveromyces marxianus]
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P84998.1 RecName: Full=Gliceraldehydo-3-fosforan dehydrogenaza 1;
Short=GAPDH 1 [Kluyveromyces marxianus]

Q01077.2 RecName: Full=Gliceraldehydo-3-fosforan dehydrogenaza 2;
Short=GAPDH 2 [Kluyveromyces marxianus]

Q07288.1 RecName: Full=Dehydrogenaza alkoholowa 1 [Kluyveromyces marxianus]

QGN13365.1 YJL171C [Kluyveromyces marxianus]

QGN13371.1 represywna kwasna fosfataza [Kluyveromyces marxianus]

QGN13376.1 biatko CWP1 [Kluyveromyces marxianus]

QGN13380.1 biatko CWP1 [Kluyveromyces marxianus]

QGN13391.1 biatko podobne do biatka szoku cieplnego SSE1 [Kluyveromyces
marxianus]

QGN13416.1 40S rybosomalne biatko S6 [Kluyveromyces marxianus]

QGN13463.1 przypuszczalna mannozylotransferaza KTR3 [Kluyveromyces marxianus]

QGN13490.1 biatko szoku cieplnego SSC1 [Kluyveromyces marxianus]

QGN13679.1 40S rybosomalne biatko S11 [Kluyveromyces marxianus]

QGN13715.1 metionylo-tRNA syntetaza [Kluyveromyces marxianus]

QGN13809.1 peroksyredoksyna tiolowa AHP1 [Kluyveromyces marxianus]

QGN13820.1 biatko RKM4 [Kluyveromyces marxianus]

QGN13849.1 UPF0508 biatko KLLA0A06237¢g [Kluyveromyces marxianus]

QGN13899.1 przypuszczalna 1-3-beta-glukanozylotransferaza GAS3 [Kluyveromyces
marxianus]

QGN13955.1 lizofosfolipaza [Kluyveromyces marxianus]

QGN13961.1 karboksylaza pirogronianowa 2 [Kluyveromyces marxianus]

QGN13996.1 endochitynaza [Kluyveromyces marxianus]

QGN14029.1 dehydrogenaza glicerolu-3-fosforanu [Kluyveromyces marxianus]

QGN14126.1 S-adenozylometioninowa syntetaza 2 [Kluyveromyces marxianus]

QGN14138.1 superrodzina SCP [Kluyveromyces marxianus]

QGN14148.1 hipotetyczne biatko FIM1 801 [Kluyveromyces marxianus]

QGN14161.1 mannoproteina $ciany komorkowej PST1 [Kluyveromyces marxianus]

QGN14245.1 przypuszczalna rodzina 17 glukozydazy SCW11 [Kluyveromyces
marxianus]

QGN14352.1 aminopeptydaza wakuolarna 1 [Kluyveromyces marxianus]

QGN14381.1 endo-1-3-beta-glukanaza [Kluyveromyces marxianus]

QGN14439.1 biatko wigzace nukleiny GU4 1 [Kluyveromyces marxianus]

QGN14445.1 ogolny korepresor transkrypcyjny TUP1 [Kluyveromyces marxianus]

QGN14460.1 tancuch ciezki klatryny [Kluyveromyces marxianus]

QGN14549.1 czynnik wymiany nukleotydéw SIL1 [Kluyveromyces marxianus]

QGN14601.1 peroksyredoksyna HYR1 [Kluyveromyces marxianus]

QGN14661.1 domniemana permeaza zalezna od ATP [Kluyveromyces marxianus]

QGN14723.1 proteinaza asparaginowa 3 [Kluyveromyces marxianus]

QGN14739.1 lanosteryno-14-alfa demetylaza [Kluyveromyces marxianus]

QGN14741.1 dysmutaza ponadtlenkowa [Kluyveromyces marxianus]

QGN14979.1 biatko rybosomalne 60S L5 [Kluyveromyces marxianus]

QGN15105.1 ligaza 1 dtugotancuchowych kwasow thuszczowych-CoA [Kluyveromyces
marxianus]

QGN15116.1 fosfoglukomutaza-2 [Kluyveromyces marxianus]

QGN15139.1 szaperon transportera wakuolarnego 2 [Kluyveromyces marxianus]

QGN15150.1 tRNA (cytozyna-5-)-metylotransferaza NCL1 [Kluyveromyces marxianus]
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QGN15164.1 biatko SSP120 [Kluyveromyces marxianus]

QGN15180.1 karbamoilotransferaza ornityny [Kluyveromyces marxianus]

QGN15396.1 biatko AXL2 [Kluyveromyces marxianus]

QGN15617.1 przypuszczalna glukozydaza SCW10 z rodziny 17 [Kluyveromyces
marxianus]

QGN15635.1 eukariotyczny czynnik inicjacji translacji 2A [Kluyveromyces marxianus]

QGN15799.1 biatko oporne na toksyny MRAKII hansenula [Kluyveromyces marxianus]

QGN15852.1 przypuszczalna aminopeptydaza Xaa-Pro [Kluyveromyces marxianus]

QGN15883.1 izomeraza triozofosforanu [Kluyveromyces marxianus]

QGN15954.1 syntetaza glutaminyl-tRNA [Kluyveromyces marxianus]

QGN16042.1 chaperon transportera wakuolarnego 4 [Kluyveromyces marxianus]

QGN16044.1 przypuszczalna glikozydaza CRH1 [Kluyveromyces marxianus]

QGN16130.1 biatko OM45 [Kluyveromyces marxianus]

QGN16196.1 biatko rybosomalne 60S L6-B [Kluyveromyces marxianus]

QGN16280.1 podjednostka beta syntazy kwasow tluszczowych [Kluyveromyces
marxianus]

QGN16333.1 biatko rybosomalne 40S S18 [Kluyveromyces marxianus]

QGN16397.1 (2R-3R)-2-3-dehydrogenaza butanodiolu [Kluyveromyces marxianus]

QGN16470.1 biatko podobne do biatka sec sixty one [Kluyveromyces marxianus]

QGN16516.1 biatko wigzace GTP GSP2 [Kluyveromyces marxianus]

QGN16556.1 aminotransferaza ornityny [Kluyveromyces marxianus]

QGN16589.1 biatko $ciany komorkowej CWP1 [Kluyveromyces marxianus]

QGN16626.1 mannoproteina Sciany komorkowej HSP150 [Kluyveromyces marxianus]

QGN16662.1 biatko RPS10A [Kluyveromyces marxianus]

QGN16686.1 biatko jaderkowe 56 [Kluyveromyces marxianus]

QGN16716.1 zalezny od ATP chaperon czasteczkowy HSC82 [Kluyveromyces
marxianus]

QGN16738.1 czynnik przezycia 1 [Kluyveromyces marxianus]

QGN16757.1 izomeraza mannozo-6-fosforanu [Kluyveromyces marxianus]

QGN16775.1 syntaza 2-izopropylomalanu [Kluyveromyces marxianus]

QGN16790.1 katalaza T [Kluyveromyces marxianus]

QGN16799.1 syntetaza valyl-tRNA [Kluyveromyces marxianus]

QGN16816.1 biatko montazowe v0 1 [Kluyveromyces marxianus]

QGN16901.1 syntetaza acetylo-koenzymu A 2 [Kluyveromyces marxianus]

QGN17030.1 sktadnik  acetylotransferazy  dihydrolipoyllysyny-reszty — kompleksu
dehydrogenazy pirogronianowej [Kluyveromyces marxianus]

QGN17069.1 biatko kontrolujgce podzial komorek 48 [Kluyveromyces marxianus]

QGN17071.1 zalezna od NADPH alfa-ketoamidowa reduktaza [Kluyveromyces
marxianus]

QGN17084.1 karboksylaza acetylo-CoA [Kluyveromyces marxianus]

QGN17091.1 liaza laktoiloglutationowa [Kluyveromyces marxianus]

QGN17093.1 podjednostka beta 6-fosfofruktokinazy [Kluyveromyces marxianus]

QGN17106.1 biatko syntezy Sciany komorkowej KNH1 [Kluyveromyces marxianus]

QGN17126.1 kinaza adenozyny [Kluyveromyces marxianus]

QGN17179.1 acetylo-CoA acetylotransferaza [Kluyveromyces marxianus]

QGN17296.1 YNL134C [Kluyveromyces marxianus]

QGN17426.1 alfa-1-2-mannozylotransferaza MNN2 [Kluyveromyces marxianus]
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QGN17488.1 tioredoksyna-2 [Kluyveromyces marxianus]

QGN17490.1 dekarboksylaza pirogronianowa [Kluyveromyces marxianus]

QGN17495.1 biatko palca cynkowego ZPR1 [Kluyveromyces marxianus]

QGN17550.1 biatko UTH1 [Kluyveromyces marxianus]

QGN17579.1 biatko flokulacji FLO9 [Kluyveromyces marxianus]

QGN17626.1 homocysteina S-metylotransferaza 2 [Kluyveromyces marxianus]

QGN17723.1 leukotrienowa hydrolaza A-4 [Kluyveromyces marxianus]

QGN17756.1 zuotyna [Kluyveromyces marxianus]

QGN17888.1 syntetaza glicylo-tRNA 1 [Kluyveromyces marxianus]

QGN17938.1 40S rybosomalne biatko S8 [Kluyveromyces marxianus]

QGN17972.1 26S proteaza regulacyjna podjednostka 6A [Kluyveromyces marxianus]

QGN18007.1 syntetaza leucylo-tRNA [Kluyveromyces marxianus]

QGN18161.1 liaza izocytrynianowa [Kluyveromyces marxianus]

QGN18423.1 przypuszczalna 2-metylocytrynianowa dehydrataza [Kluyveromyces
marxianus]

QGN18424.1 syntaza cytrynianowa 3 [Kluyveromyces marxianus]

RS27A_HUMAN | >sp|RS27A_HUMAN|

TRYP_PIG >sp|TRYP_PIG]|

XP_002999409.1

niezidentyfikowane biatko KLLAO E17601g [Kluyveromyces lactis]

XP_022673677.1

eukariotyczny czynnik inicjacji translacji elF-1 [Kluyveromyces marxianus
DMKU3-1042]

XP_022673764.1

glukan 1,3-beta-glukozydaza [Kluyveromyces marxianus DMKU3-1042]

XP_022673897.1

rybosomalne biatko podjednostki 60S L17 [Kluyveromyces marxianus
DMKU3-1042]

XP_022673980.1

enolaza [Kluyveromyces marxianus DMKU3-1042]

XP_022673986.1

dehydrogenaza  6-fosfoglukonianowa  [Kluyveromyces  marxianus

DMKU3-1042]

XP_022674053.1

kinaza fosfoglicerynianowa [Kluyveromyces marxianus DMKU3-1042]

XP_022674100.1

orotan fosforybozylotransferaza [Kluyveromyces marxianus
DMKU3-1042]

XP_022674125.1

biatko PRY1 [Kluyveromyces marxianus DMKU3-1042]

XP_022674149.1

podjednostka B kalcyneuryny [Kluyveromyces marxianus DMKU3-1042]

XP_022674175.1

kinaza difosforanu nukleozydu [Kluyveromyces marxianus DMKU3-1042]

XP_022674394.1

biatko rybosomalne 60S L.24 [Kluyveromyces marxianus DMKU3-1042]

XP_022674430.1

biatko rybosomalne S27 [Kluyveromyces marxianus DMKU3-1042]

XP_022674470.1

biatko BMH?2 [Kluyveromyces marxianus DMKU3-1042]

XP_022674501.1

adenylan kinaza 1 [Kluyveromyces marxianus DMKU3-1042]

XP_022674504.1

histon H2B.1 [Kluyveromyces marxianus DMKU3-1042]

XP_022674573.1

tancuch lekki miozyny 1 [Kluyveromyces marxianus DMKU3-1042]

XP_022674598.1

biatko rybosomalne 40S S2 [Kluyveromyces marxianus DMKU3-1042]

XP_022674618.1

beta-syntaza cystationiny [Kluyveromyces marxianus DMKU3-1042]

XP_022674635.1

hydroksymetylotransferaza  serynowa  [Kluyveromyces  marxianus
DMKU3-1042]

XP_022674667.1

biatko rybosomalne 60S L11 [Kluyveromyces marxianus DMKU3-1042]

XP_022674671.1

dhugi tancuch zasadowy sfingolipidow biatko PIL1 [Kluyveromyces
marxianus DMKU3-1042]

XP_022674815.1

biatko rybosomalne 40S S26-A [Kluyveromyces marxianus DMKU3-1042]

XP_022674881.1

biatko rybosomalne 60S L27-A [Kluyveromyces marxianus DMKU3-1042]
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XP_022675056.1

biatko rybosomalne 40S S3 [Kluyveromyces marxianus DMKU3-1042]

XP_022675214.1

biatko rybosomalne 60S L14-B [Kluyveromyces marxianus DMKU3-1042]

XP_022675261.1

biatko wiazace nukleotydy guaniny podjednostka beta-podobne biatko
[Kluyveromyces marxianus DMKU3-1042]

XP_022675419.1

prawdopodobna  glikozydaza CRH2 marxianus

DMKU3-1042]

[Kluyveromyces

XP_022675757.1

ketol-kwas reduktoizomeraza [Kluyveromyces marxianus DMKU3-1042]

XP_022675760.1

transaldolaza [Kluyveromyces marxianus DMKU3-1042]

XP_022675790.1

biatko rybosomalne 60S L12 [Kluyveromyces marxianus DMKU3-1042]

XP_022675813.1

adenozylohomocysteinaza [Kluyveromyces marxianus DMKU3-1042]

XP_022675950.1

biatko szoku cieplnego 104 [Kluyveromyces marxianus DMKU3-1042]

XP_022675953.1

dehydrogenaza alkoholowa 1 [Kluyveromyces marxianus DMKU3-1042]

XP_022675966.1

oksydaza  koproporfirynogenu 11l [Kluyveromyces  marxianus
DMKU3-1042]

XP_022675973.1

syntetaza lizyl-tRNA [Kluyveromyces marxianus DMKU3-1042]

XP_022675979.1

biatko szoku cieplnego 26 [Kluyveromyces marxianus DMKU3-1042]

XP_022676039.1

biatko rybosomalne 40S S28 [Kluyveromyces marxianus DMKU3-1042]

XP_022676183.1

fosforybozylotransferaza ATP [Kluyveromyces marxianus DMKU3-1042]

XP_022676233.1

aldolaza fruktozo-bisfosforanowa [Kluyveromyces marxianus
DMKU3-1042]

XP_022676401.1

mata powloka COPII GTPaza SARI
DMKU3-1042]

[Kluyveromyces marxianus

XP_022676419.1

peroksyredoksyna TSA1 [Kluyveromyces marxianus DMKU3-1042]

XP_022676469.1

dehydrogenaza alkoholowa [Kluyveromyces marxianus DMKU3-1042]

XP_022676483.1

biatko rybosomalne 40S S12 [Kluyveromyces marxianus DMKU3-1042]

XP_022676639.1

40S biatko rybosomalne S1 [Kluyveromyces marxianus DMKU3-1042]

XP_022676663.1

60S biatko rybosomalne L.26-B [Kluyveromyces marxianus DMKU3-1042]

XP_022676687.1

czynnik cytozolowy SEC14 [Kluyveromyces marxianus DMKU3-1042]

XP_022676836.1

czynnik transportu jadrowego 2 [Kluyveromyces marxianus DMKU3-1042]

XP_022676918.1

deoksyurydyno-5'-trifosforan ~ nukleotydohydrolaza  [Kluyveromyces
marxianus DMKU3-1042]

XP_022676932.1

60S biatko rybosomalne L2 [Kluyveromyces marxianus DMKU3-1042]

XP_022676959.1

peptydylo-prolilowa cis-trans izomeraza [Kluyveromyces marxianus
DMKU3-1042]

XP_022676961.1

asparaginian-semialdehyd dehydrogenaza [Kluyveromyces marxianus

DMKU3-1042]

XP_022677010.1

ubikwityna-40S rybosomalne biatko S27a [Kluyveromyces marxianus
DMKU3-1042]

XP_022677107.1

biatko PET10 [Kluyveromyces marxianus DMKU3-1042]

XP_022677154.1

40S rybosomalne biatko SO [Kluyveromyces marxianus DMKU3-1042]

XP_022677215.1

nieorganiczna pirofosfataza [Kluyveromyces marxianus DMKU3-1042]

XP_022677235.1

podjednostka d syntazy ATP [Kluyveromyces marxianus DMKU3-1042]

XP_022677251.1

dehydrogenaza jabtczanowa [Kluyveromyces marxianus DMKU3-1042]

XP_022677308.1

cytochrom b5 [Kluyveromyces marxianus DMKU3-1042]

XP_022677375.1

tancuch alfa syntetazy fenyloalanylo-tRNA [Kluyveromyces marxianus
DMKU3-1042]

XP_022677387.1

biatko rybosomalne 40S S20 [Kluyveromyces marxianus DMKU3-1042]
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XP_022677492.1

dehydrogenaza marxianus

DMKU3-1042]

dihydrolipoylowa [Kluyveromyces

XP_022677496.1

niezidentyfikowane biatko KLMA 60424 [Kluyveromyces marxianus
DMKU3-1042]

XP_022677509.1

biatko rybosomalne 40S S5 [Kluyveromyces marxianus DMKU3-1042]

XP_022677513.1

podjednostka gamma czynnika inicjacji translacji eukariotycznej 2
[Kluyveromyces marxianus DMKU3-1042]

XP_022677574.1

czynnik rybozylacji ADP [Kluyveromyces marxianus DMKU3-1042]

XP_022677598.1

biatko rybosomalne 60S L16-A [Kluyveromyces marxianus DMKU3-1042]

XP_022677606.1

biatko rybosomalne 60S L9-B [Kluyveromyces marxianus DMKU3-1042]

XP_022677614.1

biatko wydzielane protoplastu 2 [Kluyveromyces marxianus DMKU3-1042]

XP_022677657.1

biatko rybosomalne 60S L10 [Kluyveromyces marxianus DMKU3-1042]

XP_022677674.1

tancuch beta tubuliny [Kluyveromyces marxianus DMKU3-1042]

XP_022677699.1

guanylotransferaza mannozo-1-fosforanu [Kluyveromyces marxianus
DMKU3-1042]

XP_022677729.1

eukariotyczny czynnik inicjacji translacji 5 [Kluyveromyces marxianus
DMKU3-1042]

XP_022677754.1

podjednostka alfa syntazy ATP [Kluyveromyces marxianus DMKU3-1042]

XP_022677762.1

biatko rybosomalne 60S L32 [Kluyveromyces marxianus DMKU3-1042]

XP_022677796.1

(DL)-glicerol-3-fosfataza 1 [Kluyveromyces marxianus DMKU3-1042]

XP_022677840.1

niezidentyfikowane biatko KLMA 70227 [Kluyveromyces marxianus
DMKU3-1042]

XP_022677905.1

biatko rybosomalne 40S S23 [Kluyveromyces marxianus DMKU3-1042]

XP_022677940.1

bialko chromosomalne niehistonowe 6 [Kluyveromyces marxianus
DMKU3-1042]

XP_022677941.1

antygen jadrowy proliferujacych komorek [Kluyveromyces marxianus
DMKU3-1042]

XP_022677961.1

biatko rybosomalne 60S L19 [Kluyveromyces marxianus DMKU3-1042]

XP_022678048.1

biatko sfingolipidowe o dlugim fancuchu reagujace na zasady LSP1
[Kluyveromyces marxianus DMKU3-1042]

XP_022678110.1

biatko wigzace FK506 1 [Kluyveromyces marxianus DMKU3-1042]

XP_022678116.1

dehydrogenaza gliceraldehydu-3-fosforanu 3 [Kluyveromyces marxianus
DMKU3-1042]

XP_022678193.1

podjednostka dehydrogenazy izocytrynianowej [NAD] 1 [Kluyveromyces
marxianus DMKU3-1042]

XP_022678217.1

biatko btony zewnetrznej mitochondrialnej poryna 1 [Kluyveromyces
marxianus DMKU3-1042]

XP_022678274.1

biatko rybosomalne 40S S7-A [Kluyveromyces marxianus DMKU3-1042]

XP_022678340.1

kalmodulina [Kluyveromyces marxianus DMKU3-1042]

XP_022678343.1

syntaza spermidyny [Kluyveromyces marxianus DMKU3-1042]

XP_022678358.1

czynnik elongacji 1-alfa [Kluyveromyces marxianus DMKU3-1042]

XP_022678383.1

deaminaza cytozyny [Kluyveromyces marxianus DMKU3-1042]

XP_022678396.1

metylotransferaza 5-metylotetrahydropteroyltriglutaminianowej
homocysteiny [Kluyveromyces marxianus DMKU3-1042]

XP_022678414.1

biatko szoku cieplnego SSA3 [Kluyveromyces marxianus DMKU3-1042]

XP_022678452.1

dehydrogenaza bursztynianowa [ubichinon] podjednostka
zelazowo-siarkowa [Kluyveromyces marxianus DMKU3-1042]

XP_022678457.1

biatko rybosomalne 60S L8-B [Kluyveromyces marxianus DMKU3-1042]

206




XP_451869.1

biatko rybosomalne 40S S14 [Kluyveromyces lactis]

XP_454176.1

biatko rybosomalne 40S S29 [Kluyveromyces lactis]
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Zakacznik 3. Proteazy EVs-VIO, znalezione wérdd 932 biatek wspdlnych, 3 niezaleznych

hodowli tego szczepu, tacznie 77 proteaz.

Numer identyfikacyjny biatka w
NCBI

Nazwa bialka

EZP35445.1; WP_200873071.1

prolina oligopeptydaza biatko rodzinne; peptydaza
rodziny S9

EZP38031.1; TNC74560.1;
WP_070257802.1; WP_072457409.1;
WP_128140921.1; WP_223279037.1;
WP_231958558.1; WP_235194269.1;
WP_240943640.1

peptydylo-dipeptydaza Dcp; metalopeptydaza
rodziny M3

EZP39241.1; OEZ64323.1;

SFX10051.1; STR26656.1;

WP_034752046.1; WP_034789067.1;
WP_070254075.1; WP_070346494.1;
WP_071076271.1; WP_072452597.1;
WP_128143293.1; WP_139090092.1;
WP_166449196.1; WP_176386276.1

peptydaza M23B; aktywator hydrolazy mureiny
NlpD prekursor; biatko lipoporowe NlpD;
aktywator hydrolazy mureiny NIpD prekursor;
biatko rodziny peptydoglikanowej DD-metallo-
amidopeptydazy

EZP41083.1; KHA75948.1;
OFJ47186.1; QKY06044.1;
TNC79081.1; WP_070254466.1,
WP_072453666.1;, WP_092604864.1,
WP_128089305.1; WP_128141616.1,
WP_166448680.1;, WP_223278700.1,
WP_231958252.1;, WP_235194181.1,
WP_240317731.1; WP_244965215.1

hipotetyczne biatko BW37 01032/ NC77 26160/
BA896 022390 / G3257_15595 / FHI169_00500;
peptydaza rodziny S1

EZP42030.1; SFY05987.1;
STR26152.1; TNC76157.1

oligopeptydaza A; oligopeptydaza A,
metalopeptydaza rodziny M3

KHA76869.1; OHV95206.1;

WP_115057416.1; WP_128140498.1;
WP_139090111.1; WP_139174753.1;
WP_139248353.1; WP_152546496.1;
WP _152615293.1; WP_166449606.1;
WP_176381936.1; WP_211551605.1

peptydaza M19; dipeptydaza

KHA79982.1; OHV97357.1;
WP_051991010.1; WP_052139952.1;
WP_070255333.1; WP_072452887.1;
WP _081344519.1; WP_128142575.1;
WP_139089826.1; WP_166448067.1

peptydaza serynowa; serynowa endoproteaza
rodziny DegQ
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KHA80430.1; OHV98805.1,;
QKY06292.1; SFY30746.1;
STR25432.1; TNC77168.1;
WP_070254893.1; WP_072457377.1,
WP_128143201.1; WP_176386333.1,;
WP_222838423.1; WP_223278857.1,
WP_231958624.1; WP_235194137.1,
WP_240317568.1;, WP_240943453.1,
WP_242428244.1; WP_244965331.1

peptydaza rodziny S9; dipeptydylo
aminopeptydaza/acylaminoacyl peptydaza;
prekursora peptydazy tri-prolinowej; biatko
hipotetyczne

OHV95259.1; WP_071079046.1

peptydaza M13; metalopeptydaza rodziny M13

OHV96828.1; QKY06033.1;
WP_115057479.1; WP_128139395.1,;
WP_139091809.1; WP_139248278.1,
WP_152546435.1; WP_152615171.1,;
WP_170840491.1;, WP_205711460.1,
WP_211549394.1

prolina endopeptydaza; peptydaza rodziny S9;
serynowa peptydaza rodziny proliny
oligopeptydazy

OHV98876.1; WP_071075763.1

dipeptydylo aminopeptydaza/acylaminoacyl-
peptydaza; peptydaza rodziny S9

OHV99167.1; WP_081344375.1

proteaza 2; peptydaza rodziny S9

QKY01582.1

serynowa peptydaza rodziny S8

QKY05800.1; WP_070258533.1;
WP_072455825.1; WP_176374496.1

serynowa endopeptydaza rodziny Do

QKY06248.1; WP_205412510.1;
WP_211548215.1; WP_217495237.1

metaloproteaza cynkowa

SFX18540.1; STR27330.1;
WP_175560445.1; WP_181878062.1

prolina oligopeptydaza; prolina endopeptydaza;
serynowa peptydaza rodziny proliny
oligopeptydazy

SFX93284.1; TNC77056.1;
WP_072455007.1; WP_223278879.1

hipotetyczne biatko SAMNO03097694 3819; biatko
rodziny desukcynylaze/glutaminowe
desuccinylaze/karboksylopeptydaza
ASPARTOAselaza; metalopeptydaza rodziny M14

STQ92967.1; WP_181877929.1

bialko translokacyjne TolB; peptydaza rodziny S9

STQ93570.1; TNC77710.1;
WP_223278829.1

obojetna endopeptydaza; metalopeptydaza rodziny
M13

STQ93990.1; WP_034753865.1;
WP_034780920.1;, WP_070257798.1,
WP_071075008.1; WP_072457422.1,
WP_139092021.1; WP_166448579.1,
WP_176374378.1; WP_176381325.1,
WP_211552185.1

prekursora peptydazy tri-Prolinowej; peptydaza
rodziny S9; serynowa peptydaza rodziny proliny
oligopeptydazy

STR18323.1; WP_034783521.1;
WP_051991357.1;, WP_070258587.1,
WP_072455787.1; WP_139091427.1,

peptydaza przetwarzajgca C-terminus; peptydaza
rodziny S41
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WP_166445961.1; WP_176374508.1,
WP_176381574.1; WP_211548952.1

STR18644.1; WP_128141401.1,;
WP_240943690.1

przewidywana proteaza z domeng PDZ na koncu
C-terminalnym; metalopeptydaza rodziny M61

STR25721.1; TNC77195.1;
WP_128143225.1; WP_223278875.1

przypuszczalna serynowa proteaza HtrA; serynowa
proteaza; proteaza serynowa rodziny S1C

STR26079.1; WP_034747230.1;
WP_071075703.1

aminopeptydaza N; metalopeptydaza rodziny M1

STR27488.1

aminopeptydaza argininowa

TNC72565.1; WP_189396722.1

peptydaza rodziny S9

TNC77202.1; WP_223278880.1

metaloproteaza cynkowa

WP_010393154.1; WP_034749404.1,
WP_034784685.1;, WP_070254356.1,
WP_071079539.1; WP_166448131.1,
WP_176381779.1

metalopeptydaza rodziny M48

WP_010401483.1; WP_035822333.1

cytozolowa karboksylopeptydaza typu M14

WP_010401848.1; WP_034745584.1;
WP_034778896.1; WP_070254752.1;
WP _128141667.1; WP_166446559.1;
WP_176385816.1

peptydaza rodziny S46

WP_029496285.1

peptydaza rodziny S9

WP_034748503.1; WP_071077442.1,
WP_072453712.1; WP_205711463.1

metalopeptydaza rodziny M13

WP_034751007.1; WP_034787304.1

endopeptydaza La

WP_034751540.1; WP_034782204.1,
WP_072454512.1

aminopeptydaza leucynowa

WP_034751575.1

podjednostka ATP-zaleznej proteazy ClpA

WP_034752897.1; WP_034783717.1,
WP_070258411.1; WP_070346021.1,;
WP_071079927.1; WP_072455924.1,
WP_128140939.1; WP_139091347.1,
WP_166446047.1

prolina aminopeptydaza

WP_034753065.1; WP_034783551.1

podjednostka HslV ATP-zaleznej proteazy

WP_034753163.1; WP_034783265.1,
WP_070259943.1; WP_070345922.1,
WP_072457716.1; WP_211552320.1

metalopeptydaza rodziny M1;
aminopeptydaza/hydrolaza rodziny M1

WP_034754313.1; WP_071075112.1

karboksylopeptydaza D-alanylo-D-alanylow

WP_034757284.1, WP_034782876.1,
WP_035817675.1;, WP_070259080.1,
WP_070346953.1;, WP_071077989.1,
WP_166447773.1; WP_176375297.1,
WP_176382949.1; WP_211547409.1

peptydaza sygnatowa |
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WP_034779135.1

serynowa peptydaza rodziny proliny
oligopeptydazy

WP_034783705.1; WP_070258425.1,;
WP_070279981.1; WP_176374466.1

peptydaza rodziny M13

WP_034783771.1; WP_070258375.1,;
WP_139091329.1; WP_176374450.1,
WP_176381478.1

biatko rodziny aminopeptydazy P

WP_034785509.1; WP_070260283.1;
WP_176376239.1; WP_176385128.1;
WP_211550940.1

peptydaza rodziny S9

WP_034789119.1; WP_139089978.1,
WP_166449173.1; WP_176376222.1

cytozolowa karboksylopeptydaza typu M14

WP_051990851.1

peptydaza rodziny S9

WP_051991359.1

metalopeptydaza rodziny M14

WP_070254569.1; WP_071075445.1,
WP_211548250.1

biatko rodziny peptydazy Xaa-Pro

WP_070254756.1

peptydaza rodziny M14

WP_070254820.1

metalopeptydaza rodziny M20

WP_070258958.1

metalopeptydaza rodziny M56

WP_070259875.1

serynowa peptydaza rodziny S8

WP_070346386.1

peptydaza rodziny S9

WP_071075155.1

metalopeptydaza rodziny M20

WP_071079808.1

metalopeptydaza rodziny M14

WP_071079917.1

peptydaza rodziny M13

WP_072455499.1

peptydaza rodziny S9

WP_072457298.1

peptydaza rodziny M14

WP_128140592.1; WP_139092017.1

metalopeptydaza rodziny M3

WP_128142051.1

aminopeptydaza N

WP_128142136.1

peptydaza rodziny S9

WP_128142160.1

peptydaza rodziny S41

WP_139089785.1

serynowa peptydaza rodziny proliny
oligopeptydazy

WP_139091038.1

peptydaza rodziny S9

WP_166446345.1

metalopeptydaza rodziny M4

WP_166448559.1

peptydaza rodziny S9

WP_166448574.1

metalopeptydaza rodziny M3

WP_166448930.1

peptydaza rodziny S9

WP_166449361.1

aminopeptydaza N

WP_175560535.1; WP_181878025.1,
WP_189396608.1, WP_200872980.1,
WP_205711586.1; WP_211547888.1

metalopeptydaza rodziny M3

WP_176374374.1

metalopeptydaza rodziny M3

WP_176376642.1

peptydaza rodziny M14
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WP_176381739.1

serynowa peptydaza rodziny S8

WP_176385307.1

peptydaza rodziny S41

WP_211550600.1

serynowa peptydaza rodziny proliny
oligopeptydazy

WP_217653672.1

metaloproteaza cynkowa

WP_219887357.1

serynowa peptydaza rodziny S8
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Zakacznik 4. Obraz kultur mieszanych, komorek prawidlowych i nowotworowych, po 168-h
hodowli w obecnosci EVs drozdzowych w odniesieniu do kontroli nietraktowanych
pecherzykami zewnatrzkomorkowymi. Skala 100 um. Obraz oryginalny (bez kolorowych
podswietlen) w stosunku do Rys. 43.

kontrolne CCD841 CoN CCD841 CoN
monokultury + HCT116 + HT-29

e|0J3UOY

qs-sA3

OVZLNM-SA3
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