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2 WSTEP

Ekspozycja komorek i tkanek na dziatanie krotkich impulséw elektrycznych o amplitudzie
wystarczajacej do zwigkszenia przepuszczalnos$ci blon biologicznych, najczg$ciej zwana
elektroporacja czy elektropermabilizacja, to technika stosowana w wielu dziedzinach
naukowych, obecnie gtownie z zakresu biologii i medycyny. Celem stosowania tej techniki
jest umozliwienie lub utatwienie pokonania bariery jaka jest btona komodrkowa przez
bioczasteczki, ktore w fizjologicznych warunkach, ze wzglgdu na rozmiar, strukturg czy
tadunek elektryczny, nie moglyby przez nig przenikna¢. Zastosowanie odpowiednio
dobranego pola elektromagnetycznego skutkuje powstaniem w btonach biologicznych
przestrzeni hydrofilowych zwanych porami, ktore stanowig dodatkowe, ale itymczasowe
miejsca wnikania roéznych molekul. To elektroporacja byta ijest w wielu badaniach
i eksperymentach kluczem do sukcesu w terapiach przeciwnowotworowych lub genowych
w ktorych gldwng przeszkoda byto dostarczenie w nienaruszonym stanie czgsteczki czy to

leku czy RNA do miejsca docelowego, czyli trudnodostepnego wnetrza komorki.

Elektroporacja niewatpliwie powoduje stres komorkowy i ma nie tylko wpltyw na btong
elektroporowanej komorki, ale roéwniez na jej liczne struktury wewnetrzne. Impulsy
elektryczne prowadza do powstania wewnatrz- i zewngtrzkomorkowych reaktywnych form
tlenu, ktére utleniajg lipidy przez co zamienia si¢ sktad 1 wlasciwosci zaréwno bton
komorkowych jak i dwuwarstw lipidowych organelli. Podobnie dziata na inne struktury
biatkowe wtym na kanaly jonowe wplywajac tym samym negatywnie na rownowage
osmotyczng komorki oraz na sam cytoszkielet zaburzajac jego trojwymiarowe struktury.
Wplyw impulsow elektrycznych na elektroporowane komorki przeklada si¢ na zmiany
w procesach komunikacji miedzy komérkami na poziomie molekularnym i w horyzontalnym
transferze czastek biologicznych. Tak jak w przypadku innych bodzcow stresogennych, takich
jak niskie pH, sita mechaniczna czy zbyt wysoka temperatura, elektroporacja powoduje
odpowiedz komorkowa i1 wydzielanie substancji sygnatowych. Sygnalizacja komodrkowa
moze przybiera¢ rézne postaci, w zaleznosci od zasiegu oddzialywania czgsteczek. Jedng
znich s3 mikropgcherzyki pozakomorkowe, ktore ze wzgledu na swoja budowa, ktora
pozwala na ochron¢ delikatnych molekut, sg no$nikami roznorakich informacji, ktéore moga
zosta¢ przekazane zaré6wno do sgsiadujgcych komorek jak i odleglejszych struktur. Sg one

wydzielane przez wszystkie rodzaje komorek, zarowno te prawidlowe jak i patologiczne. Ich



ilo$§¢ irodzaj przenoszonej informacji molekularnej jest odzwierciedleniem tego, czego

komorka doswiadczyta.

Wiemy juz, ze zastosowanie m.in. impulsow elektrycznych powoduje nadprodukcije
mikropecherzykow  pozakomorkowych przez komorki, co jest obecnie chetnie
wykorzystywane w ich masowej produkcji, np. jako nosnikow lekow czy jako wektorow
dostarczajacych RNA ze wzgledu na ich budowe i wlasciwos$ci biologiczne, ktore utatwiaja
dostarczanie fadunku do wnetrza komorek docelowych ato czesto przesadza o sukcesie
terapii. Sama elektroporacja jest roOwniez wykorzystywana w procesach napelniania tych
btoniastych struktur poprzez utworzenie tymczasowych poréw wich btonie, ktore

umozliwiajg wniknigcie terapeutyku.

Nie zostato jednak doktadnie zbadane w jaki sposob kliniczne zastosowanie elektroporacji
w  onkologii wptywa na  wydzielanie  mikropecherzykow  pozakomorkowych
Z elektroporowanych komorek nowotworowych. Czy parametry stosowane w klinice, tak
drobiazgowo dobierane, aby skuteczno$¢ elektrochemioterapii czy elektroporacji
nicodwracalnej byla jak najwyzsza, istotnie powoduja zwigkszong  sekrecje
mikropecherzykoéw. Czy takie impulsy elektryczne powoduja, ze uwalniane mikropgcherzyki
maja odmienny profil proteomiczny, wplywajac tym samym na skuteczno$¢ terapii

przeciwnowotworowej i dalszym przebiegu choroby.



2.1 ELEKTROPORACJA

Pierwsze doniesienia na temat wykorzystania zewngtrznego pola elektrycznego do
permabilizacji, czyli zwigkszenia przepuszczalno$ci blon biologicznych pochodzg z
wczesnych lat 70 ubieglego stulecia, kiedy to prof. Eberhard Neumann i prof. Kurt Rosenheck
potwierdzili eksperymentalnie, ze impulsy elektryczne powoduja przejSciowe zmiany
W przepuszczalno$ci bton pecherzykow (1). Sam termin ,,elektroporacja” pojawit si¢ po raz
pierwszy na poczatku lat 80 XX. w kolejnej z prac prof. Neumanna i pozwolit zrozumie¢
nature tej techniki polegajacej na tworzeniu si¢ poréw w btonie cytoplazmatycznej komorki
poddanej wplywowi pola elektrycznego (2). Zaproponowanie tego wyrazenia pomogto
rowniez w ujednoliceniu jezyka dotyczacego tej techniki i utatwito jej szerokie uznanie
i zastosowanie w $rodowisku naukowym. Obecnie elektroporacje, inaczej permabilizacjg,
definiuj¢ si¢ jako technike wykorzystujaca krotkie impulsy elektryczne 0 wysokim napigciu
do utworzenia tymczasowych porow w btonach cytoplazmatycznych dzigki ktorym czasteczki
takie jak biatka, chemioterapeutyki i DNA czy RNA moga przedosta¢ si¢ do wnetrza komorki
(3). Jest to jednak nadal bardzo ogolne sformutowanie, nieodnoszace si¢ w peini do

wszystkich podtypow tej techniki.

Gltowna zaletg elektroporacji ceniong przez naukowcow wielu dziedzin jest uniwersalnos¢
(4). Poddane dziataniu pola elektrycznego moga by¢ wszystkie struktury, ktore posiadaja
dwuwarstwe lipidowa, czyli zarowno proste btoniaste pecherzyki jak 1 komorki kazdego typu
w dowolnej konfiguracji: w zawiesinie, adherentne do podtoza czy tez formujace struktury

trojwymiarowe jak sferoidy czy cale tkanki.

Elektroporacje wykonuje si¢ przy uzyciu elektroporatoréw, specjalnie zaprojektowanych
urzadzen, ktore umozliwiajg dostarczenie impulsow elektrycznych o okreslonym napigciu,
ilosci i amplitudzie do komorek i tkanek, umozliwiajac tym samym naukowcom i klinicystom
pelna kontrol¢ podczas permabilizacji blon, czynigc sama elektroporacje wydajng oraz
bezpieczng (5). Oprocz dobrania parametrow elektroporacji do rodzaju elektroporowanej
struktury i pozadanego efektu, kluczowe znaczenie dla skutecznej elektroporacji ma roéwniez
dobor elektrod. W badaniach in vitro najczgséciej sa stosowane kuwety z wbudowanymi we
wnetrzu dwoma elektrodami stuzace do elektroporacji komorek w zawiesinie lub w postaci
elektrody kontaktowej ktora przyktada si¢ do powierzchni z wczes$niej przygotowanymi

adherentnymi komorkami.



2.1.1 Podzial elektroporacji

Elektroporacj¢ mozna podzieli¢ na kilka typéw w oparciu o rézne kryteria, w tym czas
trwania i sita impulséw elektrycznych, skalg, w jakiej jest stosowana oraz specyficzne
zastosowania, do ktorych jest uzywana (6). Tradycyjnym podziatlem uzywanym w klinice jest
ten oparty na koncowym efekcie elektroporacji komorek, ktory jest zalezny od przyjetych

parametrow(7). W tym podziale wyrdzniamy:

- Elektroporacje odwracalng (z ang. Reversible electroporation — RE) w ktorej sa
wykorzystywane impulsy elektryczne rzedu kilkuset do kilku tysigcy V/ecm i na tyle silne, aby
permabilizacja btony komorkowej byla mozliwa jedynie tymczasowo przy jednoczesnym
zachowaniu zywotnosci komodrek. Celem RE jest wprowadzenie do komorki réznych
czasteczek, ktore w warunkach prawidlowych nie pokonalyby bariery w postaci btony

cytoplazmatycznej.

- Elektroporacje nieodwracalng (z ang. Irreversible electroporation — IRE), ktora
bezposrednio powoduje $mier¢ komoérki poprzez trwate uszkodzenie jej btony komodrkowe;j
(8). Warunkiem jest zastosowanie impulséw elektrycznych o duzym nate¢zeniu (zazwyczaj

powyzej tysigca V/em) i/lub dlugiego czasu dzialania pola elektrycznego.

2.1.1.1 Elektrochemioterapia

Szczegdlnym rodzajem elektroporacji odwracalnej jest elektrochemioterapia (z ang.
Electrochemotherapy - ECT), ktorej celem jest jak najwydajniejsze podanie leku do wnetrza
komorek nowotworowych, tym samym wielokrotnie, nawet do kilku tysigcy razy,
zwickszajac efekt jego dziatania i skutecznos$¢ terapii (9,10). Jest ona obecnie jedng
Z najcze$ciej wybieranych  strategii  w leczeniu nowotworow  lekoopornych, czyli
0 zmniejszonej wrazliwosci na dedykowane cytostatyki. W tym rodzaju elektroporacji
intencjonalnie nie sg stosowane wysokie parametry elektroporacji, ktore doprowadzilyby
bezposrednio do $mierci komoérki a takie, ktore jedynie ,,utoruja” droge leku do wnetrza
komorki (11). Leku, ktory ze wzgledu na swoja budoweg, wielko$¢ czy wiasciwosci

hydrofilowe, nie przekroczy samodzielnie bariery, jaka jest blona komorkowa.

Mnogo$¢ rodzajow nowotworow | pomystow na terapie sktonita naukowcoéw zajmujacych
si¢ elektroporacjg i ECT do uporzadkowania i ujednolicenia wiedzy tak, aby mogta mie¢ ona
zastosowanie  w warunkach  klinicznych. W migdzynarodowym projekcie = ESOPE
(Europejskie standardowe procedury operacyjne dla elektrochemioterapii i elektrogenetyki —

zang. European standard operating procedures for electrochemotherapy and



electrogenetherapy) zebrano, na podstawie wieloletnich badan in vitro i in vivo, najwazniejsze
procedury, ktore zapewnialy jednocze$nie wysoka skutecznos$¢ terapii z wykorzystaniem
impulsow elektrycznych jak i bezpieczenstwo pacjenta (12). Pod uwage wzigto rodzaj
nowotworu, zastosowanego leku, jego drogi podania oraz wykorzystywanego sprzetu.
Efektem prac bylo ustalenie standardowych procedur operacyjnych, wtym doboru
elektroporatorow i elektrod, iwskazanie parametrow elektroporacji jako wiodacych (13).
Najczesciej mianem ,,protokotu ESOPE” w ECT okresla si¢ wykorzystanie 8 prostokatnych
pulsow elektrycznych trwajacych 100 us, 0 czestotliwosci 1 Hz, przy czym natezenie pola
elektrycznego zazwyczaj miesci si¢ w granicach 500-2000kV/cm (14,15).

Obecnie ECT jest stosowana standardowo w nowotworach skornych i podskornych, ale
jest réwniez skuteczna w przypadku kazdego rodzaju guzow litych, szczegdlnie tych
nieoperacyjnych, znajdujacych si¢ w bliskim sasiedztwie delikatnych struktur jak wigksze
naczynia krwionosne czy nerwy (16). Gtowng przeciwnoscig terapii jest anatomia, ktora
dyktuje rozmieszczenie elektrod iobszar dziatania pola elektrycznego. Najwigksza
skuteczno$¢ tej terapii obserwujemy w leczeniu czerniaka, migsakow Kaposiego
i gladkokomorkowych, rozsianego raka piersi oraz innych nowotworéw glowy i Szyi.
Cytostatykami o udowodnionej najwyzszej skutecznosci stosowanymi w tego rodzaju terapii
sg bleomycyna i cisplatyna (17). Sg one podawane pacjentowi dozylnie lub miejscowo do
guza anastepnie po Kilku minutach wykonywana jest elektroporacja. Zabieg moze byc¢
wykonywany W znieczuleniu miejscowym lub ogdélnym i charakteryzuje si¢ niewielkimi
skutkami ubocznymi choéby ze wzgledu na to, ze wprowadzanie elektrod powoduje
niewielkie rany, ktore nie sg glebsze jak kilka centymetrow, a stgzenie podawanego
chemioterapeutyku jest wielokrotnie nizsze niz ma to miejsce w klasycznej chemioterapii
(15).



2.1.2 Wplyw elektroporacji na struktury wewnatrzkomorkowe

2.1.2.1 Zjawisko tworzenia si¢ porow

Btony biologiczne, zgodnie z modelem ptynnej mozaiki, sktadajg si¢ przede wszystkim
z przestrzennie zorientowanych fosfolipidow, ktore samoorganizujg si¢ w ptynng dwuwarstwe
stanowigcg miejsce zakotwiczenia si¢ bialek, ktére w sposob selektywny kontroluja
przezblonowy transport jondéw iczgsteczek (18,19). Sama dwuwarstwa jest stabo
przepuszczalna dla czgsteczek o charakterze hydrofilowym ze wzgledu na jej
charakterystyczng amfifilowa strukture, jednakze niekowalencyjne oddzialywania pomiedzy
lipidami powoduja, ze ciaglo$¢ dwuwarstwy zostaje miejscowo zaburzona przez utworzenie
porow wodnych (19,20). Wystgpowanie porow w blonie jest zjawiskiem naturalnym choé
rzadkim, bo energochtonnym, ktore wynika m.in. Zzjej niestabilno$ci i asymetrii,
przypadkowym rozktadzie biatek zdolnych do dyfuzji bocznej oraz pasywnym przenikaniem
czasteczek obdarzonych tadunkiem przez membrang. Prawdopodobienstwo utworzenia si¢
porow znacznie wzrasta w obecnosci niektoérych detergentéw lub pod wplywem sit
zewnetrznych, w tym sity mechanicznej czy pola elektrycznego (21). Poprzez modelowanie
molekularne i eksperymenty in vitro potwierdzono, ze pory indukowane przez obecnos¢ pola
elektrycznego powoduja zmiany strukturalne prowadzace do zwigkszonej przepuszczalnosci
btony komodrkowej iwzrostu mierzonego pradu elektrycznego przeplywajacego przez

membrang (22,23).

2.1.2.2 Wplyw EP na organelle i cytoszkielet

Elektroporacja wptywa nie tylko na bton¢ komodrkows, ale rowniez na inne, kluczowe
organella o btoniastej strukturze. W zalezno$ci od zastosowanych parametrow, wpltyw
impulséw na elementy strukturalne komoérki moze by¢ bezposredni lub posredni. Pory moga
utworzy¢ si¢ w blonach organelli tylko w przypadku zastosowania nanosekundowych
impulsow o wysokim napieciu, ktére sg na tyle krotkie, aby nie doszto do uszkodzen
termicznych, i na tyle silne, aby pokona¢ dodatkowa barierg, jaka stanowi btona komoérkowa
i cytozol (24-27). Jednoczesnie, utworzonych poréw jest wiecej, ale majg mniejszg $rednice
niz w przypadku klasycznej elektroporacji. Stosowanie nanosekundowego impulsowego pola
elektrycznego (ang. Nanosecond pulsed electric field — nsPEF) umozliwia wiec bezposredni
wplyw na wewngtrzne elementy strukturalne komorki, prowadzac do zwigkszonej

przepuszczalnosci ich bton co objawia si¢ przyktadowo w mitochondriach depolaryzacja bton
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i uwolnieniem przez utworzone pory cytochromu C, w lizosomach uwolnieniem réznych
enzymow a W przypadku siateczki endoplazmatycznej — uwolnieniem jonéw wapnia co moze
prowadzi¢, odmiennie niz w przypadku IRE, do wywotania stresu oksydacyjnego
i, w konsekwencji, apoptozy komoérki (28-30). Z kolei konwencjonalna elektroporacja
0 parametrach najczesciej stosowanych w elektrochemioterapii (8 impulsow, 100 us, 1 Hz)
powoduje zachwianie rownowagi osmotycznej komorki, niekontrolowany napltyw i odplyw
jonow, prowadzac do zmian w sktadzie cytozolu czy wartosci pH, zaburzenia dziatania pomp

protonowych, posrednio wplywajgc na srodowisko wewnetrzne komorki (31).

100 kV/em g ;
[ Apoptoza
F¢— nsPEF —
= s
g 10kViemg Nekroza
2 C Obszar :
S :
8 i malo :
g poznany :
s [ :
Z. Przezycie ;
4+« IRE— »
1 kV/em <« ECT»!
' Przezycie
0,1 kV/em R BT lluﬂ_LLLl.ldl_l_l.u.uﬂ_l_l.l.uﬂ_l_l.l.mﬂ
I'ns 1ps 1ns Is

Czas trwania impulsu elektrycznego

Rycina 1 "Mapa" w postaci wykresu w postaci wykresu logarytmicznego obrazujqca efekty elektroporacji, ktore
sq zalezne od zastosowanego natgzenia pola elektrycznego i czasu trwania impulsu. Zmodyfikowano na

podstawie (30)

Cytoszkielet, sktadajacy si¢ z mikrofilamentow aktynowych, mikrotubul, filamentow
posrednich i septyny, zapewnia komoérce wytrzymato$¢ mechaniczng i stanowi rusztowanie
dla organelli (32). Nadaje on komorce ksztalt iobjetos¢, umozliwia jej kurczenie si¢
I zapewnia wsparcie blonie komorkowej. Podstawowe funkcje komorki, takie jak proliferacja,
migracja, sygnalizacja komorka-komorka czy komorka-srodowisko, nie bylyby mozliwe bez

cytoszkieletu komorki. Elektroporacja zaburza strukture biatek cytoszkieletu poprzez zmiang
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ich konformacji i elektroforez¢ a przy tym powoduje obrzek komorki i zmiany w stezeniu
Ca?" w cytozolu, co prowadzi do naprezen a nawet naderwan sieci tych wtoknistych struktur
(33-35). Komorka, ktora regeneruje si¢ po dziataniu pola elektrycznego ma zwigkszone
zapotrzebowanie na energi¢, co moze powodowac¢ wyczerpanie si¢ ATP a to rowniez wptywa
niekorzystnie na polimeryzacje wtokien aktynowych (36). Na strukture i funkcje cytoszkieletu
wplywaja tez wytworzone przez dziatanie stresora wolne rodniki i aktywacja receptorow
zwigzanych z blong komoérkowa. Skala tych zjawisk jest zalezna od przytozonego napigcia
i W wickszosci przypadkow odwracalna, poniewaz cytoszkielet moze si¢ by¢ odbudowany
(37).

Jednym z tatwo dostrzegalnych efektéw elektroporacji komorek adherentnych jest zmiana
ich ksztattu. Obserwowane pod mikroskopem komorki stajg si¢ bardziej zaokraglone i czesto
tatwiej odrywaja si¢ od dna naczynia hodowlanego. Jest to spowodowane cze$ciowo
obrzekiem komorek, ale rowniez degradacja miejsc adhezyjnych (38). Zastosowanie
impulséw elektrycznych wptywa réwniez na potaczenia miedzykomorkowe 1 biatka
adhezyjne, co zmniejsza integralno$¢ utworzonej przez komorki monowarstwy (39,40).
Patrzac przez pryzmat onkologii, wszelkie zmiany w polaczeniach typu komorka-komorka
maja krytyczne znaczenie w progresji i rokowaniach choréb nowotworowych. Oslabione
potaczenia sprzyjaja migracji komorek i tworzenia nowych ognisk choroby, czyli przerzutow
(412).
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2.2 MIKROPECHERZYKI POZAKOMORKOWE

W mysl idei i wspolczesnej interpretacji teorii komorkowej, ,.komodrka jest podstawowsa
jednostkg strukturalng 1 funkcjonalng kazdego organizmu”, praca tkanek, organow
a ostatecznie catego ciata, zalezy od zdolnosci tych pojedynczych komoérek do skutecznego
porozumiewania si¢ (42). Komunikacja migdzykomorkowa jest niezb¢dna do koordynowania
zlozonych procesow biologicznych, umozliwiajac komdrkom reagowanie na otoczenie,
utrzymywanie homeostazy i wykonywanie wyspecjalizowanych funkcji. W mikroskopijnym
$wiecie interakcji komorkowych istnieje sposoéb komunikacji wykraczajacy poza tradycyjne,
znane od dziesigcioleci, metody, gdzie ,,wiadomo$¢” jest przekazywana poprzez kontakt
komorka-komorka dzigki bezposredniej wymianie metabolitow czy wydzielanych do
przestrzeni miedzykomoérkowej zwigzkow chemicznych. Mowa 0 mikropgcherzykach
pozakomoérkowych (ang. Extracellular vesicles - EVS), matych ,nanokontenerach” jak to
okreslita prof. Zofia Biclanska-Osuchowska, ktére przez lata byly rozpatrywane jako sposob
komorki na pozbycie si¢ zbednych produktow przemiany materii czy zniszczonych
fragmentow komorkowych (43). Dzi§ juz wiemy, ze stanowig one wyjatkowy sposob
komunikacji na bliskie i dalekie odlegtosci. Potwierdzily to badania, w ktorych wykazano, ze
inne komorki pobieraja EVs ije internalizujg aich zawarto§¢ ma dziatanie biologiczne

(44,45).

2.2.1 Budowa i zawarto$¢ pozakomérkowych mikropecherzykow

Termin ,,mikropgcherzyki pozakomoérkowe” (EVS) zostat zaproponowany w 2011 r.
a pozniej poparty przez Migdzynarodowe Towarzystwo Pecherzykow Pozakomodrkowych
(ang. International Society for Extracellular Vesicles - ISEV) i odnosi si¢ do heterogeniczne;j
grupy uwalnianych przez komorki kulistych czastek, ktore sa ograniczone przez
dwuwarstwowg blone biologiczng (46,47). Blona ta sprawia, ze EVs sa wyjatkowymi
no$nikami — dzieki niej tadunek jest chroniony przed srodowiskiem zewnetrznym przez co
moze by¢ transportowany na dalekie odlegto$ci w organizmie. Zawiera ona tez wazne bialka,
ktére sa rozpoznawane przez komorke-biorce, umozliwiajac EVs wnikniecie do jej wnetrza.
Cho¢ EVs powstaja w roznych procesach komoérkowych, majg wspdlne biatka blonowe,
ktorymi sa tetraspaniny CD9, CD63 oraz CD81 (48). Sa one najczesciej oznaczanymi
markerami potwierdzajacymi obecno$¢ EVs w materiale biologicznym. Budowg EV

I strukture rozmieszczenia niektorych biatek powierzchniowych ukazuje schemat (Rycina 2).
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Rycina 2 Struktura pozakomorkowego mikropecherzyka z przyktadowymi biatkami powierzchniowymi i
wewnetrznym cargo.

Ladunek, czyli tzw. cargo EVs rozni si¢ W zaleznosci od ich rodzaju i biogenezy, ale zawsze
odzwierciedla typ istan fizjologiczny komorki, z ktorej si¢ wywodzi (43). Do tej pory
przeprowadzono wiele badan, ktorych celem bylo szczegbtowe scharakteryzowanie
zawartosci EVs. Zaowocowaly one stworzeniem publicznie dostepnych baz danych
tj. Exocarta, Vesicpedia czy EVpedia (Rycina 3). Wiemy juz, ze wszystkie EVs zawierajg w
sobie rozne biatka, lipidy i kwasy nukleinowe. Na szczegdlna uwage zastuguje czasteczka
RNA, ktora jest niezbedna do wiekszosci funkcji biologicznych a przy tym bardzo labilna.
Wszystkie jej rodzaje sa obecne we wnetrzu EV, transporterze wydaje si¢ stworzonym do
ochrony przed RNAzami tego delikatnego materialu genetycznego. Za pomoca réznych
technik potwierdzono obecnos$¢ nie tylko mMRNA, miRNA i rRNA, ale rowniez fragmenty
tRNA czy dlugie i krotkie niekodujace RNA. Idac tym tropem, mozna stwierdzi¢, ze EVS
moga uczestniczy¢ w poziomym transferze genéw w komorkach somatycznych (49). Jednak
to, jak iogolny wniosek, ze EVs specyficznie i selektywnie transportujg informacje
biologiczne do innych komorek, opiera si¢ w duzej mierze na przypuszczeniach i poszlakach
(50). Cho¢ udowodniono, ze biorg udzial w komunikacji migdzykomorkowej, to sposob
W jaki czgsteczki sygnatowe sg pakowane do powstajacych pecherzykow i jak regulowany

jest ich transport do wyznaczonego miejsca, pozostaje nadal niewyjasnione.

Szeroko opisywanym w naukowe;j literaturze podzialem EVs jest ten ze wzgledu na

wielko$¢ czasteczek iich pochodzenie. Wyrdznia si¢ trzy gltowne kategorie: egzosomy,

14



mikropecherzyki i ciatka apoptotyczne. Klasyfikacja ta jest jednak niedoskonata, poniewaz
poszczegbdlne podgrupy mikropecherzykow pozakomoérkowych zbytnio sie ,,zazebiaja”, co
czesto uniemozliwia ich jednoznaczng identyfikacj¢ bez szeregu badan i analiz. Sama izolacja
EVs z komorek czy supernatantu, jest procedurg dalekg od idealnej, nie pozwala otrzymac w
pelni jednolitego materiatu. ISEV zaleca wigc autorom prac badawczych postugiwanie si¢
terminami, ktore jednoznacznie nie wskazuja na egzosomy czy mikropecherzyki, tylko
opisuja wielko$¢ tych nano$nikow, np. mate/duze EVs (odpowiednio 0 mniejszej lub wigkszej
$rednicy jak 100 nm), ich sktad biochemiczny (obecnos¢ lub brak charakterystycznych
antygenow roznicowania komorkowego) oraz pochodzenie. Na potrzeby tej pracy
pozostaniemy przy podziale wyzej zaproponowanym nazewnictwie, poniewaz bedzie to

wystarczajace do zrozumienia charakteru i celu przeprowadzonych badan.

Apoptoza (1,0%) Wizrost i/lub utrzymanie komorek (4,6%)
OdpowiedZ immunologiczna (2,4%)
N .
Inne funkcije (23,9%)
Komunikacja komérkowa (15,1%) ARFS
acy i 170 Rab22
RhoA N “

Transport (5,2%)
ARF6 ~
ARF1 —

Rab22
Metabolizm bialek (5,6%) _/
S~ Szlaki energetyczne (7,1%)

Transdukeja sygnalow (16,1%) /
RhoA . . i .
Regulacja metabolizmu zasad azotowych, nukleozydow,

iEE? nukleotyddw i kwasow nukleinowych (11,6%)

Rab22

Szlaki metaboliczne (7,4%)

Rycina 3 Funkcje biologiczne cargo EVs zidentyfikowane w bazie danych Vesiclepedia. Zmodyfikowano na
podstawie (81).
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2.2.1.1 Egzosomy

Egzosomy (ang. Exosomes — EXSs) to podtyp pozakomoérkowych mikropecherzykow
0 $rednicy 30-100 nm, ktére sg wydzielane przez komorki do przestrzeni migdzykomorkowe;.
Gtowng cecha odrdzniajaca je od innych EVs to ich biogeneza, ktora jest zlozonym,
wieloetapowym procesem zachodzagcym we wnetrzu komorki, w ktory zaangazowany jest
kompleks biatkowy ESCRT (ang. Endosomal sorting Complex Required for Transport).
Pierwszy etap obejmuje wpuklenie si¢ btony komoérkowej do $wiatta komorki i utworzenie
wczesnych endosomow, ktdre nastepnie dojrzewaja do poéznych endosomoéw nazywanych
réwniez ciatkami wielopecherzykowymi (ang. Multivesicular body — MVB), poprzez szereg
etapow dojrzewania, ktore obejmujg zmiany w ich sktadzie i funkcji. W obrgbie MVBs czgs¢
btony endosomalnej zaczyna paczkowaé¢ w liczne pegcherzyki nazywane ILV (ang.
Intraluminal Vesicle) do ktorych jest selektywnie tadowane cargo. Gdy MVB sa w petni
uformowane izawieraja ILV, ulegaja fuzji z blong plazmatyczng komorki i nastepuje

uwalnianie pecherzykéw, od tego momentu nazywanych juz egzosomami (51).

2.2.1.2 Mikropecherzyki

Rozmiar mikropecherzykow (ang. Microvesicles — MVEs), zwanych takze
ektosomami czy mikroczasteczkami, waha si¢ zazwyczaj w granicach od 100 do 1000 nm
(52). Jednakze, w przeciwienstwie do EXs, MVES powstaja w wyniku bezposredniego
paczkowania z btony komodrkowej, nie maja one goérnego limitu wielko$ci i moga miec
$rednice nawet kilku mikronéw (53). Tworzenie MVEs jest odpowiedziag komorki na bodzce
pochodzace z §rodowiska wewnetrznego 1 zewngtrznego, ktore powoduja przeplyw jonow
Ca?', aktywacje kinaz biatkowych imiejscowe zmiany w blonie komoérkowej zwiazane
z redystrybucjg ~ fosfolipidow i fosfatydyloseryny  dzigki  flipazom i  flopazom
aw konsekwencji skurczem bialek cytoszkieletu iuformowaniem mikropgcherzyka (54)
(Rycina 4). Dowodem na brak przypadkowosci tworzenia MVEs jest charakter jego btony,
ktora, mimo ze jest fragmentem plazmolemmy komorki, rézni si¢ od niej sktadem (55).
Dodatkowo wazng informacja stanowi fakt, ze we wnetrzu MVEs moga znajdowac¢ si¢ mate

organelle oraz inne sktadniki cytoplazmy komorki tj. biatka czy nawet enzymy (56).
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Rycina 4 Biogeneza egzosomow (EXs) i mikropecherzykow (MVs). Zmodyfikowano na podstawie (57)

2.2.1.3 Cialka apoptotyczne

Ciatka apoptotyczne (ang. Apoptotic Bodies - ApoBDs) s3 matymi, btonowymi
fragmentami komorek powstajacymi w wyniku procesu apoptozy, czyli zaprogramowanej
Smierci komorki. W trakcie apoptozy komorka przechodzi przez charakterystyczne zmiany
morfologiczne, takie jak kondensacja chromatyny, fragmentacja jadra komorkowego,
obkurczanie si¢ komorki oraz reorganizacja cytoszkieletu. Na jej koncowym etapie, komorka
dzieli si¢ na mniejsze fragmenty, czyli ApoBDs. Ich rozmiar jest relatywnie niewielki, zwykle
0 $rednicy od 0,5 do 2 um, podobny do ptytek krwi. Jak inne EVs, sg one otoczone podwdjng
warstwg lipidowa, ktora chroni zawarte w nich komponenty przed rozlaniem si¢ do

srodowiska zewngtrznego.
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2.2.2 Uwalnianie EVs i dystrybucja

Wytworzone przez komoérki EVs trafiaja do przestrzeni migdzykomodrkowej, pdzniej
do $wiatta naczyn krwiono$nych i limfatycznych, gdzie sa biernie transportowane i docieraja
do odlegtych miejsc w organizmie. Samo uwalnianie EVs jest szybkie izwigzane z
cytozolowym stezeniem jonow wapniowych oraz aktywacja kinaz komorki ,,rodzicielskiej”
(54). Jest to proces nieustanny, ale wplyw maja na niego rdznego rodzaju procesy
patologiczne jak stan zapalny czy rozwoj nowotworu — wtedy pula krgzacych w organizmie
EVs si¢ zwicksza (58). EVs moga by¢ pobierane przez komorke docelowa poprzez taczenie
si¢ z jej blong w procesie endocytozy, fagocytozy lub poprzez fuzje. Interakcja moze nastgpic
rOwniez na zasadzie przylegania poprzez potaczenie receptorow plazmolemmy komorki
docelowej z rozpoznanym ligandem na powierzchni EVs lub przez czasteczki adhezji
komorkowej (ang. Cell adhesion molecules - CAMs) (59). Wszystkie te opisane procesy
wymagajg naktadéw energii. W jednej tej samej komorce internalizacja EVs moze zachodzié¢
rownoczesnie i na wiele réznych sposobow. Udowodniono w badaniach in vitro, ze potrzeba
mniej jak 30 minut, aby EVSs z przestrzeni migdzykomorkowej trafity do wngtrza komorek,
gdzie sg wykrywalne przez minimum 24 godziny (60). Po przedostaniu si¢ do $rodka komorki
docelowej, EVs staja sie czeScig systemu transportu srodkomorkowego — swoje cargo moga
uwalnia¢ po potaczeniu si¢ z blonami endosoméw biorcy lub bezposrednio do cytozolu,

przyczyniajac si¢ do aktywacji roznych szlakow biologicznych (61).
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2.2.3 EVsarozwdoj i progresja nowotworu

Wiedzac, ze EVS sg czescig wielkiej machinerii jakg jest komunikacja
miedzykomodrkowa, zrozumienie roli tych pecherzykdéw moze rzuci¢ $wiatto na patogeneze
wielu chorob, w tym nowotworowych. Wydzielane przez komoérki guza, wptywaja na rozwoj
nie tylko innych komérek nowotworowych, ale rowniez na catg nisze, czyli mikrosrodowisko
komorek nowotworowych na ktore sktada sie przede wszystkim macierz zewnatrzkoméorkowa
(ang. Extracellular matrices - ECM) oraz okoliczne komorki nienowotworowe, ale zwigzane
zguzem (ang. Tumor-associated cells - TAC): fibroblasty, mezenhymalne komorki
macierzyste, komorki sroédbtonka krwi, komorki $rodbtonka limfatycznego oraz komorki

uktadu odpornosciowego.

Mozemy wyr6ézni¢ trzy glowne mechanizmy dziatania EVs zwigzane z progresja

nowotworu (62):

1. Oddzialywanie EVS z komoérkami uktadu odpornosciowego.

2. Wplyw dostarczanego przez EVs cargo (glownie w postaci miRNA, mRNA
i biatek).

3. Udziat EVs jako mediatorow w procesach inwazji, przerzutowania

i lekoopornosci.

Aktywno$¢ immunomodulacyjna EVs obejmuje m.in. supresj¢ odpowiedzi zarowno
komorkowej jak 1ihumoralnej. Majg zdolno$¢ indukowania apoptozy i jednoczesnie
hamowania proliferacji limfocytow T poprzez znajdujace si¢ na EVs ligandy FasL i TNF oraz
regulacje szlaku PI3K/AKT, (prowadza do defosforylacji AKT, zwigkszajac ekspresje
proapoptotycznego BAX i zmniejszajac Bcel-2, Bel-xL i MCL-1) (63). Przyczyniajg si¢ tez do
polaryzacji makrofagdw zwigzanych z guzem (ang. Tumor-associated macrophages - TAMS)
czego efektem jest promowanie rozrostu nowotworu i uposledzajg funkjonowanie komorek
NK wptywajac negatywnie na ekspresje receprora NKG2D, ktory jest kluczowy dla zabijania
komorek nowotworowych (64,65). Ponadto EVs wykazujg ekspresje CD39 i CD73, co
prowadzi do produkcji znanej czasteczki immunosupresyjnej, adenozyny (ADO),
aw konsekwencji do niepohamowanego postepu choroby nowotworowej (66). Takie
kompleksowe i wielokierunkowe dzialanie EVs na komorki uktadu odpornosciowego

powodujg, ze zarowno komorki nowotworowe jak i1 TAC ,uciekajg” spod nadzoru
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immunologicznego, uniemozliwiajagc tym samym peing odpowiedz organizmu na obecno$¢

nowotworu.

EVs maja rowniez zdolnos¢ ,,przeprogramowywania” komoérek docelowych, poniewaz
W swoim cargo posiadajg rézne kwasy nukleinowe. Analiza proteomiczna EVs potwierdzita,
ze mikropgcherzyki pozakomérkowe przenosza rowniez takie protoonkogeny jak KRAS czy
zmutowany EGFR, ktore powoduja niekontrolowany wzrost komorek nowotworowych
(67,68). Roéwniez mikropecherzykowa metaloproteinaza MMP3 przekazywana jest innym
komorkom co przyczynia si¢ do promowania migracji i1 inwazji komorek nowotworowych
(69). LncRNA obecne w EVs wplywaja na angiogeneze¢ guza oraz zwigkszong adhezj¢
komorek $rodbtonka, co réwniez jest ztym rokowaniem (70,71). Podobnie nadeskpresja
mikropecherzykowego miR-92q pochodzacego z komoérek nowotworowych wplywa na
komoérki $rodbtonka, powodujac ich migracje i zapoczatkowywanie nowych naczyn

krwionos$nych (72).

Pochodzace z guza EVs biorg udzial niemal w kazdym etapach inwazji komoérek
nowotworowych i tworzenia przerzutdow. Maja zdolno$¢ pobudzania proliferacji poprzez
aktywacje fosforylacji Akt czy wydzielanie biatek szoku cieplnego (ang. Heat shock proteins,
HSP) oraz surwiwiny. Podobnie wspieraja aktywng i ukierunkowana migracj¢, podobna do
diapedezy leukocytow, komorek nowotworowych przez tkanki poprzez wydzielanie EVs na
»czele” komorki, ktore destabilizujg okoliczne struktury tkankowe ielementy macierzy
pozakomorkowej tj. kolagen, lamina i fibronektyna (73,74). Co ciekawe, sama migracja EVs
w organizmie iwydzielane przez nich interleukiny powoduja, na zasadzie chemotaksji,

rekrutacje komoérek nowotworowych do odleglejszych narzadow a nawet weztoéw chionnych
(75,76).

Wptyw EVs pochodzacych z guza na inne komorki, szczeg6lnie te zwigzane z nisza
nowotworu jak komorki endotelialne czy fibroblasty, zostal udowodniony w wielu pracach
ima rownie duze znaczenie w progresji nowotworu co wplyw na same komorki
nowotworowe. EVs nie tylko moga pobudza¢ do waskularyzacji mikrosrodowiska ale
réwniez potrafig ,,rozszczelnia¢” naczynia krwionosne, co zwigksza prawodopodobienstwo
wystapienia przerzutdw, poprzez uwalnianie takich biatek jak SERPINA1, SERPINF2 czy
MMP9 (74). Cargo EVs zawiera réwniez czynniki wzrostu tj, FGF, TGF- i VEGF, ktore
powodujg ekspansje catej niszy (77).
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EVs pochodzace zkomorek nowotworowych rowniez majg swodj udzial w ich
lekoopornosci. Potrafia ,,wylapywac” krazace czasteczki chemioterapeutyku i przenosi¢
w odleglejsze miejsca przez co jego realne stgzenie w mikrosrodowisku guza jest mniejsze
(75,76). Cze$¢ EVs, ktore sg internalizowane przez komorki docelowe, jest degradowana
razem z lekiem przez lizosomy. Wreszcie same EVs, ze wzgledu na receptory, ligandy i inne
biatka powierzchniowe, wykazuja podobienstwo molekularne z komoérkami nowotworowymi
z ktorych pochodza, przez co same stajg si¢ celem lekdw, posrednio chronigc tym samym
komorki guza (78). Potwierdzono tez, ze EVs posrednicza rowniez w transferze
lekoopornosci do wrazliwych na leki komoérek nowotworowych (79,80). Za posrednictwem
przenoszonej przez nich glikoproteiny P (P-gp, MDR-1 lub ABCB1) lub kodujacej jej RNA,
przyczyniajac si¢ do powstawania nowych pomp aktywnie usuwajacych czasteczki lekow,

zapobiegajac tym samym jego akumulacji we wnetrzu komoérek nowotworowych.

21



3 CEL | ZALOZENIA PRACY

Glownym celem niniejszej rozprawy doktorskiej bylo zbadanie wptywu
konwencjonalnej elektroporacji na profil uwalnianych mikropgcherzykoéw (MVEs) u komoérek

nowotworowych i prawidtowych.
W toku prowadzonych eksperymentéw okreslono nastepujace cele szczegdtowe:

Cel szczegolowy nr. 1: Analiza wplywu elektroporacji na integralno$¢ bton komdrkowych

I transport dwukierunkowy u komorek linii A375, Me45 oraz HaCaT.

Cel szczegélowy nr. 2: Weryfikacja skuteczno$ci wirowania sekwencyjnego jako metody
izolacji mikropecherzykéw oraz potwierdzenie obecnosci MVEs w supernatancie

elektroporowanych komorek.

Cel szczegolowy nr. 3: Ocena ilosciowa i jakosciowa mikropgcherzykow pozyskanych od
komorek poddanych elektroporacji z uzyciem pola elektrycznego o natezeniu 800, 1200 oraz

1600 V/cm.

Cel szczegélowy nr. 4: Zbadanie wplywu wyizolowanych MVEs na zdolno$ci proliferacyjne

i migracyjne innych komoérek czerniaka i keratynocytow.

Cel szczegotowy nr. 5: Analiza zmian ekspresji wybranych biatek powierzchniowych
i aktywnos$ci enzymow bioracych udzial w procesach adhezji i migracji komoérkowej pod

wptywem badanych MVEs.

Spodziewanym  efektem realizowanych badan byto opracowanie metod
umozliwiajacych ~ wyizolowanie i scharakteryzowanie  mato  poznanej  podgrupy
mikropgcherzykéw pozakomorkowych (EVs) jakimi s3 MVEs. Dotychczas nie podjeto wielu
badan skupiajacych si¢ na tym rodzaju struktur, szczegdlnie w polaczeniu z elektroporacija.
Obecnie, w kontekscie badan naukowych, znaczna cze$¢ spotecznosci naukowej skupia si¢ na
badaniu egzosomdéw, najmniejszych nam znanych EVs. W odpowiedzi na potrzebe glebszego
zrozumienia pelnego przekroju mikropgcherzykéw pozakomorkowych, niniejsza praca
koncentruje si¢ na MVEs, co pozwoli uzupetni¢ luki w obecnej wiedzy na temat
mikropecherzykow, szczeg6lnie tych pochodzacych z ,leczonych” elektroporacja komorek

nowotworowych.
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Podjete w ramach pracy badania przyczynig si¢ do rozwoju skuteczniejszych i przede
wszystkim bezpieczniejszych dla pacjenta metod leczenia nowotwordéw dzigki zrozumieniu
wplywu impulsow elektrycznych stosowanych w elektroporacji i elektrochemioterapii na
komunikacje migdzykomodrkowa na poziomie molekularnym oraz na rdzne procesy zwigzane

Z progresja chorob onkologicznych.
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4 MATERIALY I METODY

4.1 MATERIALY

Do doswiadczen uzyto nastgpujacych linii komorkowych:
- A375 — komorki czerniaka ludzkiego
- Me45 — komorki czerniaka ludzkiego
- HaCaT — keratynocyty naskorka

Linia A375 to linia komérkowa o morfologii nablonkowe;j, ktora zostata wyizolowana
z guza pierwotnego 54-letniej pacjentki z czerniakiem ztosliwym skory. Komorki tej linii sg
adherentne i przyjmuja ksztatt wielokatny lub wrzecionowaty, wykazuja rowniez stosunkowo
szybkie tempo wzrostu, z czasem podwojenia wynoszacym okoto 24 godziny. Cechg
charakterystyczng tej linii jest obecno$¢ klinicznie istotnej mutacji BRAF Val600Glu.
Komorki nowotworowe posiadajace ten gen produkuja zmutowang forme¢ biatka BRAF, ktore
wptywa na szlak sygnatowy kinazy MAP, prowadzac do jego nadaktywnos$ci. Efektem tego
jest niekontrolowany podziat i wzrost komorek, co przektada si¢ na obraz kliniczny —
poczatek choroby charakteryzuje si¢ agresywnym przebiegiem. Potwierdzenie obecnos$ci
mutacji BRAF u pacjentow onkologicznych umozliwia zastosowanie lekow celowanych,

czyli inhibitorow BRAF.

Komorki linii Me45 pochodzg od 35-letniego pacjenta chorujgcego na czerniaka
ztosliwego. Zostaty one pobrane z guza przerzutowego umiejscowionego w wezle chtonnym.
Charakteryzuja si¢ morfologia nabtonkowa jako komorki wielokatne, ztendencja do
tworzenia gestych monowarstw w hodowli invitro aich czas wzrostu jest umiarkowany —

czas podwojenia liczby komoérek wynosi migdzy 24 a 48 godzin w optymalnych warunkach.

Linia HaCaT to samoistnie unie$miertelniona linia komoérkowa keratynocytow
ludzkich, prawidtowych komoérek dominujacych w naskérku, ktore nabyly zdolnos$¢ do
nieograniczonej proliferacji bez wprowadzania do nich genéw wirusowych czy onkogenow.
Komorki zostaty pozyskane od 62-letniego pacjenta. w warunkach invitro tworza geste

monowartstwy a ich ksztatt jest zblizony do szescianu.
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Linie komérkowe A375 i Med45 wybrano jako reprezentatywne modele ludzkiego
czerniaka, podczas gdy komorki HaCaT wybrano jako reprezentatywne dla prawidtowych

ludzkich keratynocytéw, co umozliwia analize poréwnawcza miedzy komorkami

A e ! s B G BT s - / 7

Fotografia 1 Komdrki linii A375, Me45 oraz HaCaT (od lewej). Zdjecia wykonano przy uzyciu mikroskopu
odwréconego (Leica) przy powigkszeniu 5-krotnym.

nowotworowymi i normalnymi. Wszystkie linie zaprezentowano ponizej (Fotografia 1).

Linie komorkowe A375 oraz HaCaT zostaly pozyskane z banku komoérek ATCC®
(ang. American Type Culture Collection) i dostarczone w formie zamrozonej. Linia
komoérkowa Me45 zostata podarowana przez Pracowni¢ Radiobiologii Narodowego Instytutu
Onkologii im. M. Sklodowskiej-Curie w Gliwicach, gdzie zostala wyprowadzona

i scharakteryzowana w 1997 r.

411 Hodowla komérkowa

Opisane powyzej linie komoérkowe hodowano w takich samych, standardowych
warunkach (37°C, 5% CO2) w inkubatorze w pozywce DMEM (ang. Dulbecco's Modified
Eagle Medium) (Sigma-Aldrich) wzbogaconej o0 10% FBS (Gibco), 1% L-glutaming,
1% penicyling i streptomycyn¢ (Sigma-Aldrich). Medium hodowlane byto zmieniane na
$wieze S$rednio raz na dwa dni, do czasu osiggnigcia 80-90% konfluencji. Komorki
pasazowano zapomocg roztworu 0,25% trypsyny-EDTA (Thermo Fisher Scientific),
odptukiwano w pozywce, odwirowywano (5 min, 1500 RPM) w wiréwce Centrifuge 5430 R
(Eppendorf) i przenoszono do nowej butelki hodowlanej wilosci zapewniajacej ich
optymalny wzrost irozwoj. Ilo§¢ komoérek okreslano pod mikroskopem $wietlnym
odwroconym CKX41 (Leica) na ptytkach Kova (KOVA® Glasstic Slide 10 with Grid
Chamber, HYCOR).
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Oile nie wskazano inaczej, we wszystkich doswiadczeniach komorki czerniaka

i keratynocyty hodowano W wyzej opisanej pozywce.

Wszystkie linie komorkowe byly regularnie testowane pod katem zakazenia mykoplazmag
przy uzyciu zestawu MycoBlue Mycoplasma Detector (Vazyme). Do eksperymentow
uzywano komorek, ktére byly w fazie wzrostu logarytmicznego wyktadniczego, aby byty
fizjologicznie jednolite i 0 wysokiej zywotnosci dla odzwierciedlenia normalnych funkcji

komorkowych.
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4.2 METODY

4.2.1 Warunki elektroporacji

We wstepnych testach zywotnosci i wyptywu kalceiny, komoérki z grupy badanej
poddano ekspozycji na pole elektromagnetyczne przy uzyciu systemu do elektroporacji
obejmujacego elektroporator BTX ECM 830 (BTX Harvard Apparatus, Syngen Biotech,) oraz
specjalistyczne kuwety o rozmiarze szczeliny 4 mm (VWR International). w przypadku
pozostalych eksperymentéw uzywano elektrody kontaktowej The Petri Pulser™ 2 mm (BTX
Harvard Apparatus, Syngen Biotech,), przeznaczonej do elektroporacji komorek
adherentnych in situ. Parametry ekspozycji (nat¢zenie pola elektrycznego, liczba impulsow,
czas ich trwania i czestosc) zostaty dobrane na podstawie dostepnych danych literaturowych
i standardowych procedur ESOPE. Dla zachowania optymalnych i powtarzalnych warunkow
elektroporacji komorki byly przeptukiwane sterylnym buforowanym roztworze soli

fizjologicznej (PBS) bez jonow Ca?" i Mg?* oraz buforem do elektroporacji.

We wszystkich eksperymentach uzyto buforu do elektroporacji sktadajacego si¢ z: 10 mM
HEPES (Sigma-Aldrich), 250 mM sacharoza (Chempur),1 mM MgCl, (Sigma-Aldrich)

rozpuszczonych w wodzie MilliQ.

4.2.2 Test zywotnosci i proliferacji - wplyw elektroporacji na komorki

Aby oceni¢ aktywnos$¢ enzymatyczng procesOw utleniania i redukcji, $wiadczacych
posrednio o ilosci komorek, dla kazdej linii komérkowej zostat wykonany test z uzyciem
odczynnika PrestoBlue™, roztworu na bazie resazuryny (Thermo Fisher Scientific). Komorki
linii A375, Me45 oraz HaCaT zawieszano w stezeniu 1 x 10° kom/mL w 300 pl buforu do EP
i elektroporowano w kuwetach 4mm a nastgpnie wysiewano na czarne ptytki 96-dotkowe
z przezroczystym dnem w ilosci 2,5 x 10° komérek/dotek by po 24 i72 godzinach dodaé
odczynnik PrestoBlue™ rozpuszczony wedlug zalecen producenta w medium hodowlanym
w stosunku 1:10. Po 10-minutowej inkubacji (37°C, 5% CO2) mierzono poziom fluorescencji
przy dtugosci fali 590-615 nm na czytniku GloMax Discover (Promega). Otrzymane wyniki

analizowano wedtug ponizszego wzoru:

] , . Srednia warto$¢ fluorescencji komérek poddanych EP
% zywotnosci = —; - — — - X 100%
$rednia wartos¢ fluorescencji komorek kontrolnych

Istotno$¢ statystyczng wyznaczono jednoczynnikowg analizg wariancji (test ANOVA)

oraz testem Dunnetta.
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4.2.3 Badanie wydajnosci elektroekstrakcji
Aby oceni¢ jak elektroporacja wpltywa na integralno$¢ bton komoérkowych
I dwukierunkowy transport przezblonowy zbadano wydajnos¢ wyplywu kalceiny

Z elektroporowanych komoérek dwoma niezaleznymi metodami.

Acetoksymetylokalceina (kalceina AM) (Sigma-Aldrich) to zwiazek, ktory wnika do
wnetrza zywych komorek bez naruszania ich blony komodrkowej. w cytoplazmie jest
hydrolizowany przez wewnatrzkomoérkowe esterazy i przeksztatlcany w fluorescencyjng
kalceing. Elektroekstrakcje kalceiny oceniano na podstawie spadku $redniej intensywnosci

zielonej fluorescencji (ang. Green Image Mean — GIM) badanych komorek.

4.2.3.1 Analiza fluorescencji z wykorzystaniem systemu Incucyte®

Elektroekstrakcja kalceiny zostala okreslona iloSciowo przy pomocy systemu
Incucyte® (Sartorius) do obrazowania zywych komorek w czasie rzeczywistym. Komorki
linii A375, Me45 oraz HaCaT wysiano na 6-dotkowe ptytki w ilosci 2 x 10° komorek/dotek
i pozostawiono w inkubatorze na noc. Nastgpnego dnia usuni¢to medium hodowlane, komorki
przemyto dwukrotnie sterylnym PBS i dodano DMEM z kalceina, ktorej koncowe stezenie
wynosito 2 uM. Komorki barwiono przez godzing w inkubatorze. Po tym czasie pozostatosci
kalceiny wraz z supernatantem usuni¢to a komorki trzykrotne przeptukano roztworem PBS
i raz buforem do elektroporacji. Elektroporacja zostala wykonana przy uzyciu elektrody
kontaktowej Petri Pulser™ a HEPES odciagnieto i dodano pozywke hodowlana. Ptytki
z komoérkami przeniesiono do urzadzenia Incucyte®, ktore znajdowato si¢ w inkubatorze dla
zachowania optymalnych warunkéw. Szacunkowy czas potrzebny na przygotowanie komoérek
od momentu dostarczenia komorkom impulsow elektrycznych do rozpoczecia pomiardw
wynosit nie wigcej niz 10 minut. Wyptyw kalceiny byt monitorowany w czasie rzeczywistym
na przestrzeni dwoch godzin a srednig intensywnos¢ fluorescencji mierzono automatycznie co

20 minut.

4.2.3.2 Cytometria przeplywowa

Aby wybarwi¢ komorki kalceing, odciggnigto pozywke 1komorki przeplukano
dwukrotnie PBS. Do naczynia hodowlanego dodano $§wiezego medium zawierajacego
kalceing w stezeniu 2 pM. Po godzinnej inkubacji komoérki ostroznie poddano trypsynizacji,
zwirowano (5 min, 2000 RPM) i zawieszono w buforze do elektroporacji. Gesto$¢ komorek
w kuwecie do elektroporacji wynosita 2 x 10° komérek/mL. Po dostarczeniu impulséw
elektrycznych komorki ponownie zwirowano izawieszono w PBS. Sygnat zielonej

fluorescencji pochodzacej od kalceiny obecnej w komdrkach oceniano przy uzyciu cytometru
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przeptywowego CyFlow CUBE-6 (Sysmex). Fluorescencje kalceiny mierzono przy uzyciu
lasera wzbudzajacego o dlugosci fali A=488 nm, awykrywano detektorem FL-1
(A=525/50 nm).
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4.2.4 1Izolacja mikropecherzykow (MVEs)
Procedura izolacji MVEs opierala si¢ na metodzie sekwencyjnego wirowania, ktora
zostala zaproponowana przez dr Federike Felicetti z pominigciem ostatniego etapu, czyli

ultrawirowania (81).

W procedurze izolacji mikropecherzykéw uzyto medium hodowlanego w ktérego

skladzie znajdowala sie specjalistyczna surowica bydleca wolna od egzosoméw (Gibco).

Komérki w pierwszej kolejno$ci wysiewano na ptytki 6-dotkowe (Coring) w ilosci
1 x 10° komoérek/dotek. Nastepnego dnia komorki elektroporowano elektroda kontaktowa i po
dodaniu medium hodowlanego przenoszono do inkubatora na 24 godziny. Pierwszy etap
izolacji obejmowatl wstepne wirowanie supernatantu w proboéwkach typu Eppendorf
(2000 x g; 20 min; 4°C) celem pozbycia si¢ pozostatosci komorkowych. Nastepnie
supernatant przenoszono do czystych probowek i powtdrnie wirowano (10 000 x g; 20 min;
4°C). Uzyskany w ten sposob pellet zawieral pozadane MVEs, ktory nastepnie zawieszano
w sterylnym PBS lub DMEM. Schemat ilustrujacy izolacje¢ MVEs znajduje si¢ ponizej
(Rycina 5).

0 Elektroporacja komorek elektroda
kontaktowg Petri Pulser™

Elektroda

Dno plytki 6-dotkowej

5 ’ k O gl z komorkami
T W TR T S o

Supernatant zebrany znad Supernatant jest
komorek przeniesiono do przenoszony do nowej «———
probowki | probowki
2000x g B 10000x g
20 min 20 min
4°C 4°C

.m"'
= f; ®“Pellet z fragmentami

e Izolacja MEVs metoda komorek jest odrzucany
sekwencyjnego wirowania

Rycina 5 Proces izolacji MVES z supernatantu elektroporowanych komaérek.
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Wart podkreslenia jest fakt, ze do wszystkich dalszych eksperymentéw byly uzywane

$wiezo izolowane mikropgcherzykow, material biologiczny nie byt zamrazany.

425 Weryfikacja mikropecherzykow pozakomérkowych przy uzyciu testu ELISA

Aby potwierdzi¢, ze material wyizolowany podczas sekwencyjnego wirowania to
rzeczywiscie MVEs, wykonano test immunoenzymatyczny (ELISA) przy uzyciu zestawu
Human CD63 ELISA Kit (ThermoFisher Scientific). CD63 to glikoproteina z rodziny
tetraspanin powszechnie wyst¢pujgca na powierzchni pgcherzykow wydzielniczych réznych

typow komorek, w tym mikropecherzykow pozakomorkowych.

Z kazdej probki zawierajacej MVEs wykonano podwojng probe, zawiesin nie
rozcienczano. Badane probki, standardy i1 kontrole przeniesiono do dotkow na ptytce pokrytej
przeciwcialem specyficznym dla ludzkiego CD63 ipoddano catonocnej inkubacji
w temperaturze 4°C, aby umozliwi¢ zwigzanie CD63 z przeciwciatem. Dotki przemywano
trzykrotnie dostarczonym buforem do przemywania, aby usunaé¢ niezwigzany materiat.
Nastepnie do wszystkich dotkow dodano biotynylowane przeciwcialo dla CD63. Tak
przygotowang ptytke inkubowano w 37°C przez godzing. Po ponownym przemyciu dotkéw
buforem dodano koniugat streptawidyny-HRP, a nastgpnie roztwor substratu i pozostawiono
reakcje do rozwoju w ciemnosci przez 30 minut. Reakcj¢ zatrzymano za pomoca roztworu

przerywajacego reakcje dostarczonego w zestawie.

Absorbancje mierzono przy dlugosci fali A=450 nm za pomoca czytnika mikroplytek
GloMax Discover (Promega). Otrzymane wartosci odczytywano wzgledem krzywej
wzorcowe] uzyskanej na podstawie uzytych standardéw o wzrastajacym stezeniu CD63.

Stezenie biatka wyrazono w pg/mL.

4.2.6 Obrazowanie mikropecherzykow przy uzyciu transmisyjnej mikroskopii elektronowe;j
(TEM)
Celem potwierdzenia obecnosci oraz okreslenia morfologii wyizolowanych

mikropgcherzykdw, zastosowano transmisyjng mikroskopie elektronowa (TEM).

Wyizolowane mikropecherzyki utrwalano w 2,5% buforowanym glutaraldehydzie
o pH 7,2 i kontrastowano z 2% tetratlenkiem osmu w ciemnos$ci przez 2 godziny. Po tym
czasie komorki przemyto buforem i kontrastowano z 2% octanem uranylu przez 12 godzin.
Nastepnego dnia probki przeprowadzono przez alkoholowy szereg odwadniajacy i zatapiano
w zywicy epoksydowej. Po polimeryzacji przygotowano ultracienkie sekcje na

ultramikrotomie (Leica). Tak przygotowane skrawki o grubosci 60 nm umieszczono na
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siatkach miedzianych (400 Mesh). Obrazowanie wykonano przy uzyciu transmisyjnego
mikroskopu elektronowego JEM-F200 (Jeol). MVEs obserwowano przy réznych
powigkszeniach (np. w zakresie od 10 000x do 100 000%), aby oceni¢ ich rozmiar, ksztalt

i morfologi¢ powierzchni.

Obrazy uzyskane z TEM analizowano przy uzyciu programu ImagelJ, aby zmierzy¢
srednice MVEs 1 oceni¢ ich ultrastrukturg. Wybrano reprezentatywne obrazy do wiaczenia do
rozprawy, aby zademonstrowa¢ rozmiar icechy morfologiczne wyizolowanych

mikropecherzykow zewnatrzkomorkowych.
4.2.7 Ocenailo$ciowa i jakoSciowa mikropecherzykow

4271 Cytometria przeplywowa

Cytometria przeptywowa zostata uzyta do pomiaru rozkladu wielkosci 1 ilosci MVEs
wyizolowanych z supernatantu znad elektroporowanych komoérek. Analize przeprowadzono
przy uzyciu cytometru przeptywowego CytoFLEX (Beckman Coulter) wyposazonego

W niebieskie (A=488 nm) i fioletowe (A=405 nm) lasery jako zrodta wzbudzenia.

Przed gléwna analiza cytometr przeptywowy zostal skalibrowany przy uzyciu
mieszanki kulek referencyjnych ApogeeMix (Apogee Flow Systems Inc.). ApogeeMix sktada
si¢ z kulek krzemionkowych o $rednicach 180, 240, 300, 590, 880 11300 nm, wraz
z zielonymi fluorescencyjnymi kulkami polistyrenowymi o $rednicy 110 nm. Te kulki
kalibracyjne maja wspotczynnik zatamania $wiatla podobny do wspdlczynnika czastek
biologicznych, co zapewnia doktadne okreslanie rozmiaru MVEs. Kalibracje przeprowadzono

w celu ustalenia bramek wielkosci i zapewnienia precyzji pomiaru.

MVEs  wyizolowano zgodnie zprocedurg opisang w sekcji  lzolacja
mikropecherzykow. Aby umozliwi¢ ich wykrywanie metodg cytometrii przeptywowe;,
wykonano dodatkowy etap barwienia. Pellety zawierajagce MVEs zawieszono w 50 ul PBS
I barwiono kalceing-AM (stezenie koncowe zwigzku to 2 uM). Mikroczastki inkubowano
przez 30 minut w 37°C, umozliwiajagc barwnikowi wnikniecie do wnetrza nanoczastek. Po
tym czasie dodawano 450 pl PBS. Probki trzymano na lodzie i chroniono przed dziataniem

Swiatta widzialnego.
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Przeprowadzono dwa rodzaje analiz:

4.2.7.1.1 - Analiza rozktadu wielkosci MVEs:

Dla kazdej probki zarejestrowano 10* zdarzen w celu okreslenia rozktadu wielkosci
mikropecherzykoéw przy szybko$ci przeptywu 2 pL/min, aby zminimalizowa¢ ich agregacje.
Bramki wielkos$ci zdefiniowano na podstawie kalibracji z kulkami ApogeeMix, co umozliwito

kategoryzacj¢ mikropecherzykow wedtug zakresow wielkosci.

4.2.7.1.2 - Analiza ilosciowa MVEs:
Liczba MVEs zostata okreslona ilosciowo w stalej objetosci 5 pl. Oszacowano zmiany
w stezeniu mikropgcherzykow przy roznych parametrach elektroporacji i w roznych punktach

czasowych po izolacji.

Dane analizowano przy uzyciu oprogramowania CytExpert, wersja 2.6 (Beckman
Coulter), gdzie rozktad wielkosci obliczono na podstawie danych kalibracyjnych. Okreslono
procent mikropecherzykéw w kazdej kategorii wielko$ci, a catkowita liczb¢ MVEs
znormalizowano do objetosci probki, aby umozliwi¢ ilosciowe poroéwnania mi¢dzy réznymi
warunkami. Wykorzystanymi testami statystycznymi byla jednoczynnikowa analiza wariancji

i test Dunetta.

4.2.7.2 Dynamiczne rozpraszanie swiatla (DLS)

Do oceny rozktadu wielkosci MVEs wyizolowanych z kondycjonowanej pozywki
komorek A375 zastosowano dynamiczne rozpraszanie $wiatla laserowego (DLS). DLS jest
szeroko stosowang technikg pomiarowa stuzaca do charakteryzowania wielkosci czastek
w zawiesinie i umozliwia analize czastek w zakresie wielkosci od 0,3 nm do 10 000 nm. Jest
ona odpowiednia do analizy i charakterystyki nanoczastek takich jak mikropecherzyki
pozakomorkowe. Technika ta opiera si¢ ona na ruchach Browna czastek - oznacza to, ze
czastki, ktére sa mniejsze poruszaja si¢ szybciej, podczas gdy wicksze wolniej. Swiatto
rozproszone przez MVEs zawiera informacje o szybkosci dyfuzji, a tym samym o rozktadzie
ich wielkosci. Pomiary wykonano przy uzyciu analizatora Zetasizer Nano ZS (Malvern
Instruments), wyposazonego w laser He-Ne 0A=633 nm ikacie detekcji 173° (tryb
rozpraszania wstecznego). MVEs wyizolowano metoda wirowania sekwencyjnego opisang
w podrozdziale Izolacja mikropecherzykow, ktére nastgpnie zawieszono w 1 mL w PBS.
Probki doktadnie wymieszano metodg aspiracyjng w celu usunigcia agregatow przed analiza

I pozostawiono do osiggnigcia przez nich temperatury pokojowej. Do pomiaréw uzyto kuwet
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polistyrenowych (Sarstedt) o pojemnosci 4,2 mL. Dla kazdej probki wykonano co najmniej
trzy pomiary, przy czym kazdy z nich sktadat si¢ z 15 serii 10-sekundowych akwizycji.
Analize danych przeprowadzono przy uzyciu oprogramowania Zetasizer (wersja 3.3, Malvern
Instruments), ktoére oblicza $rednice hydrodynamiczng ($rednia Z) i wskaznik

polidyspersyjnosci (PDI) na podstawie intensywnoS$ci rozproszonego Swiatta.

4.2.8 Testy zywotnosci i proliferacji - wplyw MVEs na komérki

Aby oceni¢ wptyw mikropecherzykow na wzrost i rozw6j] komoérek badanych linii,
wyizolowano MVEs wg. procedury przedstawionej w podrozdziale lzolacja
mikropecherzykow pozakomorkowych. W migdzyczasie nasadzono komoérki na czarne ptytki
96-dotkowe z przezroczystym dnem wilosci 2,5 x 10° komérek/dotek. Nastepnego dnia
wymieniono medium hodowlane znad komorek na §wieze i wraz z nim dodano wyizolowane
MVEs. Po 72 godzinach wykonano test PrestoBlue™, aby oceni¢ jak wzbogacone o MVES
medium wplyneto na zdolno$¢ proliferacyjng komorek. Dane otrzymane po odczytaniu

fluorescencji analizowano wedlug ponizszego wzoru.

. , . Srednia warto$¢ fluorescencji traktowanych EVs komérek
% ZywotnoS$ci = — - — — — X 100%
$rednia warto$¢ fluorescencji komorek kontrolnych

4.2.8.1 Testzarastania ran do oceny migracji i proliferacji komorek

Przeprowadzono test gojenia ran w celu oceny wptywu izolowanych MVEs na
zdolno$¢ migracyjng i proliferacyjng komorek linii A375, Me45 oraz HaCaT. Badanie to
monitoruje zamykanie si¢ przerwy wolnej od komoérek w czasie jako wskaznik migracji

i proliferacji komorek.

Komorki przeznaczone do izolacji znich MVEs zostaly wysiane wiloéci 1 x 10°
komorek/dotek i poddane EP elektroda kontaktowa zgodnie z opisem w rozdziale Warunki
elektroporacji. Po 24 godzinach zebrano supernatant znad komorek, a MVEs zostaty
wyizolowane zgodnie zprocedurg opisang w rozdziale Izolacja mikropecherzykow
pozakomorkowych. W miedzyczasie  przygotowano  24-dotkowa plytke  (Coring)
z przyklejonymi na dnie dotkow silikonowymi insertami (Ibidi) ktére wypelniono zawiesing
komorek o gestosci 3-7 x 10° w zaleznosci od linii komoérkowej, aby utworzyty one na dnie
studzienki monowarstwe. Po 24-godzinnej inkubacji inserty zostaly ostroznie odklejone
dzigki czemu utworzyta si¢ 500 nm przerwa pomiedzy przyklejonymi komorkami.
Wyizolowane MVEs zawieszono w §wiezym medium idodano do komorek. Kontrolg
stanowily komorki bez dodatku mikropecherzykow. Zamykanie si¢ rany monitorowano,
wykonujac zdjgcia mikroskopem CKX41 (Leica) co 4 godziny.
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Procent zamknigcia rany obliczono jako funkcj¢ czasu za pomocg oprogramowania
Imagel/Fiji wyposazonego we wtyczke Wound Healing Size Tool. Poczatkowy obszar rany
(t=0) ipozostaly obszar rany w kazdym punkcie czasowym zostaly skwantyfikowane,

a procent zamknigcia rany obliczono w nastepujacy sposob:

Lo poczatkowe pole powierzchni rany — pole powierzchni rany w czasie t
% zarosniecia ran = - - X 100%
poczatkowe pole powierzchni rany

Do celow statystycznych wykorzystano dwukierunkowg analize wariancji (ANOVA)

Z testem wielokrotnych porownan Bonferroniego.

4.2.8.2 Analiza impedancji przy uZyciu systemu RTCA-iCELLigence™

Analiza komoérek w czasie rzeczywistym (ang. real-time cell analysis - RTCA) oparta
na pomiarze impedancji zostata przeprowadzona w celu oceny wptywu MVESs na proliferacje
i zachowanie komorek linii A375, Me45 i HaCaT. System RTCA-iCELLigence™ (ACEA
Biosciences, Inc.) zostal uzyty do cigglego monitorowania zmian impedancji komorkowe;j,
czyli przeptywu elektronéw i jondw na powierzchni czujnikow, ktory jest zalezny od zmian
wlasciwoséci komorek ikoreluje zich przezywalnoscia, liczebnoscig, morfologia oraz
stopniem adhezji. Zmiana impedancji wyrazana jest jako warto$¢ indeksu komorekowego
(ang. Cell Index - Cl) i definiuje si¢ ja jako
cl = Li- ZyQ

15 Q

gdzie Zo jest oporem tla dotka mierzong dla samego medium hodowlanego, a Z; jest

oporem mierzonym w dowolnym czasie (t) przy obecnosci komorek.

Komorki wysiano na plytke E-Plate (ACEA Biosciences) wilosci 2 x 10
komorek/dotek. Nastgpnie plytkg umieszczono w systemie RTCA-iCELLigence™
w inkubatorze, a pomiary impedancji rozpoczeto w celu zarejestrowania warto$ci bazowych
indeksu komoérkowego (CI). Po ustaleniu jego stabilnego poziomu, do dotkoéw na ptytkach
dodano wyizolowane mikropecherzyki. Kontrole stanowitly komorki, ktoére niepoddano
dziataniu MVEs. System RTCA-iCELLigence™ stale monitorowat indeks komorekowy (CI)

w 15 minutowych odst¢pach czasowych przez 96 godzin.

Dane analizowano przy uzyciu oprogramowania RTCA Software Pro (ACEA

Biosciences). Warto$ci indeksu komoérkowego normalizowano do odczytu bazowego
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wykonanego przed dodaniem MVEs, aby uwzgledni¢ wszelkie poczatkowe roznice
w gestosci wysiewu komorek. Wyniki przedstawiono na wykresie jako indeks komorkowy
(C1) w funkcji czasu, aby poréwnaé¢ wptyw MVEs na zachowanie komorek w porownaniu

z warunkami kontrolnymi.

4.2.8.3 Oznaczanie catkowitej kinazy adhezji ogniskowej (FAK) za pomocq testu ELISA

Aby oznaczy¢ ilos¢ catkowitej kinazy ogniskowo-adhezyjnej (ang. Focal Adhesion
Kinase - FAK) w komorkach, ktore byly inkubowane przez 48h z wyizolowanymi MVEs,
wykorzystano zestaw Human FAK (Total) ELISA Kit (ThermoFisher Scientific). FAK jest
kinazg tyrozynowa zaangazowang w regulacje adhezji komorek, migracji i sygnalizacji
wewnatrzkomorkowej, a jej aktywno$¢ jest powigzana z rozwojem nowotwordw, inwazja

i przerzutami.

Komorki z plytki $ciagnigto za pomoca skrobaczek do kultur komodrkowych
a nastepnie wykonano ich lizaty wedtug instrukcji producenta. Wszystkie probki analizowano
w dwobch powtdrzeniach, a lizaty nie byly rozcienczane. Probki, przygotowane standardy
i kontrole przeniesiono do dotkéw na plytce pokrytej przeciwcialem wychwytujagcym
i dodano przeciwciatlo specyficzne dla FAK, a nastgpnie inkubowano przez 3 godziny
w temperaturze pokojowej, aby umozliwi¢ wigzanie biatka z przeciwciatem. Po zakonczeniu
inkubacji dotki przemywano buforem dotaczonym do zestawu, usuwajac niezwigzane biatka.
Nastepnie dodano wyznakowane drugorzedowe przeciwcialo sprzgzone z peroksydazg
chrzanowg (HRP), aptytke¢ inkubowano przez 30 minut w temperaturze pokojowej. Po
ponownym przemyciu dotkéw dodano stabilizowany chromogen. Reakcj¢ pozostawiono do
rozwinigcia w ciemnosci przez 30 minut, po czym zatrzymano j3 za pomoca roztworu

przerywajacego, dotaczonego do zestawu.

Absorbancje mierzono przy dlugosci fali A=450 nm za pomoca czytnika mikroptytek
GloMax Discover (Promega). Wyniki pordwnano zkrzywa kalibracyjng utworzong na
podstawie standardéw o znanym st¢zeniu FAK. Ostateczne stezenie FAK w probkach
wyrazono w ng/mL. Otrzymane dane poddano analizie statystycznej z wykorzystaniem

jednoczynnikowej analizy wariancji (test ANOVA) i testem Dunetta.

4.2.8.4 Oznaczanie poziomow E-kadheryny i N-kadheryny metodg cytometrii przeplywowej

W celu oznaczenia poziomow ekspresji E-kadheryny (CD324) oraz N-kadheryny
(CD325) w probkach komoérkowych zastosowano cytometri¢ przeplywows, wykorzystujac
przeciwciala sprzezone z fluorochromami oraz cytometr BD FACSCanto (Becton Dickinson).
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Ekspresj¢ N-kadheryny oznaczono za pomoca przeciwciata skierowanego przeciwko
ludzkiemu CD325 (BioLegend), natomiast ekspresj¢ E-kadheryny oznaczono przy uzyciu
przeciwciata przeciwko ludzkiemu CD324 (BioLegend).

Probki komorkowe poddano procesowi inkubacji z odpowiednimi przeciwciatami
wcelu zwigzania specyficznych epitopdw na powierzchni komorek. w przypadku
przeciwciala anty-N-kadheryna (CD325) sprzezonego z PE (fikoerytryng), uzyto lasera o
A=488 nm, a do przeciwciata anty-CD324 sprz¢zonego z APC (allofikocyjaning) uzyto lasera
o A=633 nm. wcelu detekcji fluorescencji odpowiednich fluorochroméw wykorzystano
dedykowane kanaly dla PE (A=585/42 nm) oraz APC (A=660/20 nm). Uzyskane dane
analizowano z uzyciem oprogramowania BD FACSDiva, co pozwolito na ilosciowa oceng
poziomu ekspresji obu kadheryn w badanych probkach. Istotno$é statystyczng w odniesieniu
do komorek kontrolnych danej linii wyznaczono jednoczynnikowg analizg wariancji (test

ANOVA) i testem Dunnetta.
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5 WYNIKI

5.1 TEST ZYWOTNOSCI I PROLIFERACJI - WPLYW ELEKTROPORACJI NA KOMORKI
Przezywalno$¢ komorek linii A375, Me45 i HaCaT byla mierzona za pomocg testu
PrestoBlue® po 24 172 godzinach od zastosowania elektroporacji. Komoérki poddano
dziataniu 8 impulsow elektrycznych, przy czym kazdy trwat 100 ups a czestotliwosci
powtarzania wynosita 1 Hz. Do eksperymentéw wybrano nast¢pujace natezenia pola
elektrycznego: 800, 1200 oraz 1600 V/cm. Celem przeprowadzonych badan bylo
potwierdzenie wykonania odwracalnej elektroporacji, czyli takiej, przy ktorej przezywalnos¢
komoérek wynosita nie mniej niz 80% w poréwnaniu do niepoddanych dziataniu pola

elektrycznego komorek, ktore stanowity kontrole.
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Rycina 6 Przezywalnosé¢ komorek linii A375, Me45 i HaCaT wyznaczono testem PrestoBlue® po 24 (a) i 72
godzinach (b) od zastosowania elektroporacji wyrazona jako procent komorek kontrolnych. Stupki bledéw to +
SD dla n=3. Istotnos¢ statystyczng w odniesieniu do komorek kontrolnych danej linii wyznaczono
jednoczynnikowq analizq wariancji (test ANOVA) i testem Dunnetta, gdzie ** statystycznie istotne dla p < 0,01,
***dlap =0,001i ****dla p <0,001.

Po 24 godzinach od EP przezywalnos$¢ linii A375 wyniosta kolejno: 99,11 + 2,47% (800
V/em); 101,26 + 1,81% (1200 V/em); 101,12 + 6,44% (1600 V/cm) (Rycina 6a). Dla linii
Me45: 100,17 + 2,11% (800 V/cm); 101,09 + 1,33% (1200 V/cm); 96,48 + 1,19% (1600
V/cm). Dla linii HaCaT: 99,90 + 4,32% (800 V/cm); 98,89 + 2,06% (1200 V/cm); 99,72 +
2,19% (1600 V/cm). Roznice w przezywalno$ci pomiedzy kontrola a zastosowanymi
parametrami elektroporacji nie byty istotne statystycznie. Analiza wykonana 72 godziny od

EP ujawnila, iz przezywalno$¢ linii A375 wyniosta nastepujaco: 100,28 £ 2,17% (800 V/cm);
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99,01 + 0,36% (1200 V/cm); 85,41 + 0,39% (1600 V/ecm) (Rycina 6b). Dla linii Me45:
103,36 + 2,38% (800 V/cm); 98,38 + 2,12% (1200 V/cm); 84,76 = 1,41% (1600 V/cm).
Z kolei dla linii HaCaT: 94,29 + 1,12% (800 V/cm); 96,35 + 1,49% (1200 V/cm); 98,25 +
2,31% (1600 V/cm). Zastosowane parametry nie spowodowaty wiekszego niz o 17,24%
(linia A375, parametr 1600 V/cm) spadku przezywalnosci u wszystkich badanych linii

komorkowych, potwierdzajac tym samym wykonanie elektroporacji odwracalne;.

5.2 BADANIE WYDAJNOSCI ELEKTROEKSTRAKCJI

5.2.1 Analiza fluorescencji z wykorzystaniem systemu Incucyte®

W celu obserwacji, jak pole elektryczne dziatajace na komdrke nowotworowa wptywa
na jej transport odkomérkowy, wykonano elektroekstrakcjg. Wybarwione kalceing komorki
poddano EP przy uzyciu réznych natgzen pola elektrycznego (800 V/em, 1200 V/em 1 1600
V/cm), zgodnie z protokotem ESOPE, a nastepnie monitorowano przez 2 godziny, uzywajac
systemu do przyzyciowego obrazowania komorek Incucyte®. Zmiany wartoSci Sredniej
intensywnosci fluorescencji (ang. Green Image Mean — GIM) odczytywano co 20 minut.
Spadek fluorescencji odpowiada uwalnianiu kalceiny z cytozolu komoérki, co wskazuje na

permabilizacje btony komorkowe;.
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Rycina 7 Analiza wydajnosci elektroekstrakcji kalceiny z komérek linii A375 po zastosowaniu
impulsow elektrycznych. Kontrolg stanowiq komorki nieelektroporowane.
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W przypadku komorek linii A375 obserwuje si¢ stopniowy spadek intensywnosci
fluorescencji przy wszystkich zastosowanych parametrach elektroporacji (Rycina 7).
Kontrola (tj. komorki niepoddane dziataniu EP) wykazuje stopniowy spadek fluorescencji
w czasie trwania eksperymentu, co odpowiada naturalnemu uwalnianiu barwnika. Natomiast,
komorki wystawione na dziatanie zewngtrznych impulséw elektrycznych wykazuja
wyrazniejsze obnizenie sygnalu fluorescencji, przy czym wyzsze przylozone napigcie pola
elektrycznego koreluje ze zwickszonym uwalnianiem zielonej kalceiny. W sytuacji
zastosowania parametréw 800 1 1200 V/cm s$rednia intensywnos¢ fluorescencji szybko maleje
W ciggu pierwszej godziny, po czym stabilizuje si¢ w granicach 30-32 GIM. Przy najwyzszym
stosowanym napigciu obserwuje si¢ podobng tendencje, jednak intensywnos¢ fluorescencji

pozostaje nieco nizsza w porownaniu do pozostatych parametrow.

W komorkach linii Me45 uwalnianie fluorescencyjnej kalceiny jest mniej intensywne
W poréwnaniu z pozostatymi badanymi liniami komorkowymi, przy czym wszystkie warunki

EP wykazujg bardziej stopniowy spadek sygnatu (Rycina 8).
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Rycina 8 Analiza wydajnosci elektroekstrakcji kalceiny z komérek linii Me45 po zastosowaniu impulséw
elektrycznych. Kontrole stanowig komorki nieelektroporowane.
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Widoczne stale obnizenie intensywnosci fluorescencji u komorek kontrolnych
utrzymuje si¢ na wysokim poziomie przez caty 2-godzinny okres obserwacji. Zastosowanie
parametrow 800 i 1200 V/cm skutkowalo znaczaco nizszg wartos$cig odczytanej fluorescencji
kalceiny w poréwnaniu do komorek kontrolnych. Efekt ten sugeruje prawdopodone
uwalnianie kalceiny na skutek permeabilizacji dwuwarstwy lipidowej spowodowanej
przylozonym napigeciem. W przypadku najwyzszego zastosowanego (1600 V/cm) obserwuje
si¢ najnizsza warto$¢ fluorescencji, ktéra utrzymuje si¢ w czasie trwania eksperymentu.
Wskazuje to na najsilniejszy wptyw tego protokotu EP na intensywno$¢ permeabilizacji btony

komorkowej

Dla linii komoérkowej HaCaT zaobserwowano podobny trend uwalniania kalceiny
z komorek grupy kontrolnej oraz tych, u ktorych zastosowano parametry 800 i 1200 V/cm
(Rycina 9). Najwyzsze badane natgzenie pola elektrycznego (1600 V/ecm) powoduje
natychmiastowa i niemal catkowita utrat¢ barwnika fluorescencyjnego przez komorki, bliska

wartos$ci jakg prezentujg komorki niebarwione (41 i 32 GIM).
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Rycina 9 Analiza wydajnosci elektroekstrakcji kalceiny z komdrek linii HaCaT po zastosowaniu impulséw
elektrycznych. Kontrolg stanowig komorki nieelektroporowane.
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Zaprezentowane dane wskazuja, ze odwracalna elektroporacja powoduje uwalnianie
przez komorki kalceiny aefekt jest =zalezy od zastosowanego napigcia. Zgodnie
Z przewidywaniami, wyzsze napi¢cia prowadza do zwigkszonej permabilizacji btony
komorkowej, o czym S$wiadczy redukcja sygnaty pochodzacego od barwnika

fluorescencyjnego.

5.2.2 Cytometria przeplywowa

W celu potwierdzenia wczesniej otrzymanych wynikow dokonano pomiaru
wewnatrzkomérkowej  fluorecencji  kalceiny dokonano przy pomocy cytometrii
przeptywowej. Ponizsze histogramy ukazuja intensywno$¢ fluorescencji dla badanych linii
komorkowych: A375, Me45 oraz HaCaT. Odczyty zostaly wykonane w dwoch punktow
pomiarowych: czas 0 oraz 2 godziny od zastosowania impulsow elektrycznych, przy réznych

napigciach pola elektrycznego (800, 1200 i 1600 V/cm) (Rycina 10).
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Rycina 10 Histogramy obrazujgce efektywnosé elektroekstrakcji tuz po zastosowaniu elektroporacji (gérny rzqd)
oraz 2 godziny pozniej (dolny rzqd). Kontrolg stanowity komorki nie poddane dziataniu pola elektrycznego.
Linia A375 wykazuje spadek intensywnosci fluorescencji bezposrednio po
zaaplikowaniu zewngtrznych impulséw elektrycznych. W szczegélno$ci przy parametrze
1600 V/cm, co wskazuje na uwolnienie kalceiny przez utworzone w btonie komoérkowej pory.
Warunki 800 oraz 1200 V/cm wskazujg nieznacznie mniejszg zmiang w fluorescencji, co

sugeruje mniejsza permabilizacje btony komdrkowej. Po dwoch godzinach od wykonanej EP
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histogramy spadek intensywnosci sygnalu fluorescencji, co potwierdza postepujace

uwalnianie kalceiny z komorki.

Podobnie, jak w przypadku linii A375, u elektroporowanych komorek linii Me45
zauwazalne jest zmniejszenie intensywnosci fluorescencji tuz po zastosowaniu impulséw
elektrycznych w poréwnaniu do kontroli. Histogramy obrazujace 2 godzing eksperymentu
ukazuja, ze natezenie pola elektrycznego o wartosci 1600 V/cm powoduje najwickszy spadek
intensywnosci  fluorescencji komorek. W przypadku pozostatych parametrow, sygnat

utrzymuje si¢ na podobnym poziomie jak u komoérek w grupie kontrolnej.

Keratynocyty, poréwnywalnie do komodrek czerniaka, rowniez wykazuja najwigkszy
spadek intensywnosci fluorescencji po zastosowaniu najwyzszego parametru. Rdznice te

jednak sg najmniejsze, szczegdlnie w przypadku pomiaru po 2 godzinach od EP.

Dane uzyskane zaréwno dzigki systemowi IncuCyte®, jak i cytometrii przeptywowej
ukazuja wyrazng tendencje do zwigkszania uwalniania kalceiny z badanych komoérek wraz ze
wzrostem przylozonego napigcia. Oba eksperymenty wykazaly roéwniez, ze komorki

poszczeg6lnych linii wykazujg r6zng wrazliwos¢ na impulsy elektryczne.
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5.3 WERYFIKACJA MIKROPECHERZYKOW POZAKOMORKOWYCH PRZY UZYCIU TESTU
ELISA

Analiza ilo$ciowa czasteczki CD63, tetraspaniny powszechnie stosowanej jako marker
pozakomoérkowych mikropgcherzykow, zostata wykonana testem immunoenzymatycznym
ELISA. Przedstawione na wykresach wartosci ukazujg jaka ilo$¢ biatka CD63 zostata
zmierzona w probkach zawierajacych MVEs wyizolowanych z supernatantu 1 x 10° komoérek
po 24 godzinach od ekspozycji na zewngtrzne impulsy elektryczne (Rycina 11). Glownym

celem przeprowadzonego badania bylo potwierdzenie obecnosci w probkach czasteczek
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Rycina 11 Srednie stezenia markera CD63 w probkach zawierajgcych MVEs wyizolowane z elektroporowanych
komorek linii A375, Me45 oraz HaCaT. Kontrole stanowilty MVEs pochodzqgce z komorek nieelektroporowanych.
Stupki bledow to + SD dla n=2. Istotnos¢ statystyczng w odniesieniu do komdrek kontrolnych danej linii
wyznaczono jednoczynnikowq analizq wariancji (test ANOVA) i testem Dunnetta, gdzie ** statystycznie istotne
dlap <0,01.

CD63 pozytywnych.

W przypadku linii A375, pomimo, iz rdznice nie sg istotne staty, mozna zauwazyc¢
wzrost stezenia markera CD63 we wszystkich trzech badanych parametrach elektroporacji
(800, 1200 i 1600 V/cm) w porownaniu do kontroli. Stezenia biatka wyniosty kolejno: 154,38
+31,04; 161,23 £ 23,111 153,22 + 4,07 pg/mL. Podobna sytuacja ma miejsce dla linii Me45
— nieznaczny wzrost stezenia jest widoczny, lecz nie ma on statystycznego znaczenia.

Stezenia CD63 wynosily kolejno: 100,45 +4,07; 114,72 £ 14,651 139,36 £ 23,61 pg/mL.

W przeciwienstwie do linii komoérek czerniaka, linia keratynocytéw HaCaT wykazuje
statystycznie istotny wzrost st¢zenia badanego markera w przypadku parametrow 1200 oraz

1600 V/cm i wynosity odpowiednio 199,71 + 5,74 oraz 190,40 = 7,60 pg/mL. Stezenie
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czasteczki CD63 w probkach pochodzacych od komorek, ktore byty poddane dziataniowi
pola elektrycznego o natezeniu 800 V/cm wynosito 159,58 £ 0,66 pg/mL.

Podsumowujac, we wszystkich liniach zaobserwowano wzrost stezenia markera CD63
w prébkach zawierajacych MVEs pochodzacych od elektroporowanych komérek. Swiadczyé
to moze o zwigkszonym uwalnianiu mikropecherzykow wskutek ekspozycji na zewnetrzne

impulsy elektryczne i/lub zwigkszong ekspresje tego markera na powierzchni MVE:s.

5.4 OBRAZOWANIE MIKROPECHERZYKOW PRZY UZYCIU TRANSMISYJNEJ MIKROSKOPII
ELEKTRONOWEJ (TEM)

Transmisyjna mikroskopia elektronowa zostala wykorzystana do wizualizacji MVEs
wyizolowanych z supernatantow komorek czerniaka linii A375 oraz Me45, po EP przy uzyciu
trzech roznych natezen pola elektrycznego (800, 1200 i 1600 V/cm). MVEs wyizolowano,
stosujagc metod¢ wirowania sekwencyjnego 24 godziny od chwili dostarczenia impulséw
elektrycznych. Celem bylo potwierdzenie skutecznos$ci wykorzystanego protokotu izolacji

oraz wizualna ocena rozktadu wielko$ci MVEs.

Wykonane zdjgcia pokazuja bardzo zrdéznicowane populacje MVEs pod wzgledem
wielkosci dla badanych linii komérkowych we wszystkich warunkach EP. Jak ukazano
ponizej (Rycina 12), srednice tych mikropecherzykow wahaty si¢ od 150 do 1100 nm. Tak
szeroka rozpigtos¢ wielkosci tych struktur ukazuje jak wysoce heterogeniczne sg ich
populacje. Sugeruje rowniez, iz EP nie wptywa selektywnie na wielko$¢ uwalnianych przez

komorki MVEs.
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Rycina 12 Obrazy z transmisyjnego mikroskopu elektronowego ukazujgce wyizolowane MVEs pochodzgce od linii A375 (gorny rzqd) i Me45 (dolny rzqd) 24
godz. po wykonaniu EP. Widoczna na zdjeciach skala odpowiada 500 nm. Pomiary srednic (nm) poszczegélnych MVEs wykonano w programie ImageJ (wersja
1.53C, https://imagej.net/).

46


https://imagej.net/

Ukazane na zdjeciach wykonanych transmisyjnym mikroskopem elektronowym
MVEs wykazuja we wszystkich probkach ogdlnie nienaruszong morfologi¢, co wskazuje, ze
wybrana metoda ich izolacji zachowata ich strukture i integralno$¢. Jest to kluczowa

informacja w aspekcie dalszych zaprezentowanych analiz testow funkcjonalnych.
5.4.1 Ocena ilosciowa i jakosciowa mikropecherzykéow

5.4.2 Analiza iloSciowa MVEs

Aby oceni¢ w jakim stopniu zastosowanie EP wplywa na uwalnianie przez komorki
nowotworowe MVEs, wybarwione kalceing mikropgcherzyki poddano analizie
cytometrycznej. MVEs izolowano 2 i 24 godziny po wykonaniu elektroporacji, a nastepnie
zawieszano w PBS iinkubowano z barwnikiem. Ponizsze wykresy przedstawiajag pomiar
ilosciowy MVEs w 1 uL badanej probki. (Rycina 13).
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Rycina 13 llos¢ MVEs pozyskanych po 2 (@) i24 godzinach (b) od elektroporacji réznymi parametrami.
Istotnos¢ statystyczng w odniesieniu do komorek kontrolnych danej linii wyznaczono jednoczynnikowg analizq
wariancji (test ANOVA) i testem Dunetta, gdzie * statystycznie istotne dla p< 0,005, ** dlap < 0,01, ¥***dla p =
0,001 ****dia p <0,001.

Po 2 godzinach od zastosowania EP ilo§¢ MVEs uwalnianych przez komorki
czerniaka wzrosta w wigkszo$ci badanych parametréw. Linia A375 ukazata najwigksza
réznice wilosci MVEs wstosunku do mikropgcherzykéw izolowanych z komorek
nietraktowanych  w przypadku  parametru 1600 V/cm.  Liczba  wyizolowanych
mikropecherzykow wynosita kolejno: 14732,25 + 1172,79 (0 V/em) 1 18991,55 + 1214,65
(1600 V/cm), co przektada si¢ na jej 28,91% wzrost. W przypadku linii Me45 wyrdzniajacym
si¢ parametrem jest 1200 V/cm, gdzie ilo§¢ MVEs zwigkszyla si¢ az o 57,54% (7781,95 +
481,39 dla 0 V/cm 12260 + 698,80 dla 1200 V/cm). Wzrost ilosci MVEs istotny
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statystycznie zaobserwowano rowniez po zastosowaniu pola elektrycznego o natezeniu 800

V/em (10269,25 + 736,97) i 1600 V/em (10198,60 + 698,80).

Liczba MVEs wyizolowanych po 2 godzinach z elektroporowanych uprzednio
komorek linii HaCaT byta nizsza, jak tych pochodzacych z komoérek niewystawionych na
dzialanie impulséw elektrycznych, w przypadku parametru 800 V/cm spadek wynosit nawet

29,53% (13789,65 + 1445,12 dla 0 V/cm oraz 9717,05 + 349,07 800 V/cm).

W dobe po elektroporacji komorek ilos¢ wyizolowanych MVEs znaczaco si¢
zwigkszyla wniemal kazdym zbadanych warunkéw EP, we wszystkich liniach
komorkowych. Wyjatkiem byt parametr 800 V/cm zastosowany u linii Me45 i HaCaT —
wtym przypadku zaobserwowano niewielki spadek liczby MVEs w stosunku
mikropecherzykéw pochodzacych od komorek kontrolnych (Me45: 22985,67 + 1144,65
1 18665,07 + 687,65; HaCaT: 31278,87 + 873,72 125214,40 + 1696,38). Dla linii A375
oraz HaCaT parametrem ukazujagcym najwi¢ksza zmiang byto 1200 V/cm. Po 24 godzinach
od EP z komoérek czerniaka i keratynocytow wyizolowano ok. 2-krotnie wigcej MVEs niz
z komoérek nieelektroporowanych (linia A375: 19679,2 + 2081 141811,40 + 3024; linia
HaCaT: 31278,87+ 873,721 53085,53 + 573,94). [los¢ MVEs pozyskanych od komoérek Me45
po zastosowaniu 1600 V/ecm réwniez zwickszyla sie¢ ok 2-krotnie (22985,67 + 1144,65
1 43806,73 + 1726,55).

Porownujac oba czasy inkubacji (2 i 24 godziny) po wykonaniu EP mozna zauwazyc¢,
ze pod wpltywem stresora, komorki na przestrzeni doby produkuja generalnie znacznie wigce]
MVEs, jak komorki grup kontrolnych. Srednio wzrost ten jest niemalze 2,5-krotny

w stosunku do krotszego czasu inkubacji.

5.4.3 Analiza rozkladu wielko$ci MVEs

W celu doktadnego okreslenia wielko$¢ wyizolowanych MVEs w czasie 2 i 24 godzin
od EP, wykonano cytometri¢ przeplywowa zuzyciem zestawu kulek kalibracyjnych
ApogeeMix. Pozwolilo to przypisa¢ MVEs do poszczegdlnych podgrup, bazujac na ich

$rednicy oraz przeanalizowac ich rozktad wielkosci (Rycina 14).
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Rycina 14 Rozktad wielkosci MVEs pochodzqcych od komdrek linii A375 (a), Med5 (b) oraz HaCaT (c)
W zaleznosci od zastosowanego parametru EP. MVEs wyizolowano po 2 i24 godzinach od zastosowania
impulsow elektrycznych.

Przeprowadzone pomiary nie ukazaly znaczacych zmian w rozktadzie wielkosci
MVEs podczas poréwnywania parametrow EP w obrebie jednej linii, jak ipomigdzy
badanymi liniami komorkowymi. Nie wykazano réwniez wyrazniej tendencji do tworzenia
MVEs o okreslonej s$rednicy. Nie zaobserwowano takze istotnych zmian po zestawieniu
danych uzyskanych po 2 i24 godzinach od EP. Przeprowadzona analiza cytometryczna
wykazata, ze najwicksza populacje tworzyty mate mikropecherzyki (180-300 nm), stanowigc
srednio 83,36% =+ 3,90 wszystkich uzyskanych MVEs, biorac pod uwage trzy linie

komorkowe.

Znikoma 1lo$¢ mikropgcherzykow pozakomorkowych o wielkosci < 110 nm
potwierdza brak obecno$ci egzosomoéw w analizowanych probkach atym samym sukces

zastosowanego protokotu izolacji samych MVEs.
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5.4.4 Dynamiczne rozpraszanie Swiatla (DLS)

Wielkos¢ MVEs uzyskanych po izolacji z supernatantu znad komoérek analizowano
rowniez metodg DLS (Rycina 15). Pomiary $rednicy mikropgcherzykow, izolowanych 2
godziny po przeprowadzeniu EP badanych komorek w duzej mierze pokrywaty sie z danymi
uzyskanymi poprzez cytometri¢ przeptywowa. W obu przypadkach nie zaobserwowano
wigkszych odstgpstw w wielkosci MVEs w stosunku do grup kontrolnych. Wyniki
$wiadczyly tez o heterogenicznosci roztwordéw, ze wzgledu na zréoznicowanie rozmiary tych

btoniastych struktur.
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Rycina 15 Analiza wielkosci MVEs technikq dynamicznego rozpraszania swiatta (DLS)
pochodzqcych z komorek linii A375 (a), Me45(b) i HaCat (c). Wykresy zostaly
wygenerowane W dedykowanym programie Zetasizer software (wersja 3.30). Wielkos¢
., Intensity (Percent)” ukazuje jak rozne rozmiary badanych czgstek przyczyniajq sie do
ogolnej intensywnosci rozproszenia swiatla, co pozwala na analize ich rozkladu wielkosci
W badanej probce.
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Na postawie otrzymanych danych z urzadzenia Zetasizer ustalono, iz Srednica MVEs
wahata si¢ pomiedzy 200 a 600 nm. Najliczniejsza grupe stanowily mikropecherzyki o
wielkos$ci miedzy 300 a 400 nm. Ponownie, nie zanotowano obecnosci czasteczek o wielko$ci

zblizonej do egzosomow.

Warto podkresli¢, ze pomiary uzyskane metoda DLS nalezy interpretowac ostroznie,
szczegblnie w przypadku pomiardw roztwordw zawierajacych bardzo zrdznicowanej
wielkosci czasteczki. W niniejszej pracy nie zaprezentowano wynikoOw pomiarow wielkosci
MVEs izolowanych 24 godziny po EP, poniewaz odczytany przez urzadzenie indeks
polidyspresyjnosci (ang. Polydispersity index — PI) probek byt zbyt wysoki. Obecne
w zawiesinie MVEs byly zbyt zr6znicowane pod wzgledem morfologicznym, aby otrzymane
pomiary mozna bylo uzna¢ za wiarygodne. Same mikropgcherzyki mogly tworzy¢ agregaty,
czego dowodem jest widoczny na wykresie niewielki pik przy parametrze 800 V/cm u linii
A375, oznaczajacy obecnos¢ czasteczek o wielkosci ok. 5500 nm (Rycina 10). Ponadto,
urzadzenie Zetasizer moze wykona¢ pomiar MVEs uszkodzonych czy nawet ich fragmentow,
podczas gdy dane pochodzace =z cytometrii przeptywowej opieraja si¢ na zmianie
acetoksymetylokalceiny w kalceing w obecnosci enzymoéw znajdujacych si¢ w cytozolu.
Oznacza to, ze by MVEs mogly zostaé przeanalizowane przez cytometr, ich struktura
powinna pozosta¢ kulista inienaruszona, aby wewnatrzpecherzykowe esterazy mogly
przeksztalci¢ zastosowany odczynnik w jego fluorescencyjng forme¢. To moze czgsciowo

wyjasnia¢ odstepstwa w pomiarach pomi¢dzy metoda DLS a analizg cytometryczna.

5.45 Testy zywotnosci i proliferacji - wplyw MVEs na komorki
Celem okreslenia jak otrzymane MVEs wptywaja na wzrost 1 rozw0j innych komorek
tej samej linii, wykonano test PrestoBlue™ przy zastosowaniu 72-godzinnego czasu

inkubaciji.

Supernatant niczym nietraktowanych komoérek nasadzonych na ptytke 96-dotkowa
zostal wzbogacony o mikropecherzyki wyizolowane z medium znad komorek
nieelektroporowanych lub elektroporowanych na plytce 6-dotkowej elektroda kontaktows.
Kontrole stanowity komorki, ktorych supernatant nie zawieral dodatku MVEs. Eksperyment

zostal ograniczony do traktowania MVEs komorek tej samej linii, z ktorej one pochodzity.

W przypadku linii nowotworowych A375 oraz Me45 nastapil wzrost proliferacji

komorek po dodaniu do medium MVEs kolejno o 18,59 122,65% w stosunku do komorek
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grup kontrolnych. W przyapdku linii prawidtowych keratynocytéw HaCaT zanotowano
niewielki spadek w wysokosci 9,01% (Rycina 16).

Poréwnujac przezywalno$¢ komorek czerniaka, ktore byly poddane dziataniu MVEs
z komorek elektroporowanych lub nieelektroporowanych, mozna zauwazy¢, ze zastosowanie
impulséw elektrycznych spowodowato uwalnianie MVEs, ktére dziatalty hamujaco na
proliferacje. Oceniajac linie¢ A375, zanotowano spadek przezywalnosci we wszystkich
badanych prdobach, ale istotnie statystyczna jest zmiana po inkubacji komorek z MVES
pochodzacymi od komorek elektroporowanych parametrem 1200 V/cm, ktora wynosita
20,42%. Z kolei ulinii Me45 napigcie zastosowanego pola elektrycznego nie miato
wigkszego znaczenia — MVES wyizolowane z komorek elektroporowanych parametrami 800,
1200 oraz 1600 V/cm spowodowaly podobne zmniejszenie przezywalnosci komorek kolejno

022,29; 21,78 i 21,36%.
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Rycina 16 Przezywalnos¢ komdrek linii A375, Me45 oraz HaCaT wyznaczona testem PrestoBlue po 72
godzinach od dodania MVEs do supernatantu badanych komorek. Istotnosé statystyczng w odniesieniu do
komdrek kontrolnych (Kontrola) i komérek traktowanych MVEs z nieelektroporowanych komérek (MVEs — bez
EP) wyznaczono dwuczynnikowq analizq wariancji (test ANOVA) i testem Tukeya, * statystycznie istotne dla p<
0,005, **dlap <0,01, ***dla p = 0,001 i ****dla p <0,001.

Podsumowujac, MVEs wyizolowane z komorek czerniaka poddanych elektroporacji
wykazuja efekt przeciwny, hamujac roliferacje, jak mikropecherzyki pochodzace
y 14 p y Jjacy p 195 ] pe yki p 9

Z komorek nietraktowanych impulsami elektrycznymi. Podobnej tendencji nie zauwazono



U keratynocytow, a otrzymane wyniki 1irdznice pomigdzy probami, byly nieistotne

statystycznie.

5.4.6 Test zarastania ran do oceny migracji i proliferacji komérek

Aby okresli¢ wplyw wyizolowanych MVEs na wlasciwosci biologiczne, takie jak
migracja i proliferacja komorek, przeprowadzono test zarastania rany (ang. Wound-healing
assay). Analizowane komoérki nowotworowe i keratynocyty zostalty poddane dziataniu
uprzednio wyizolowanych MVES z supernatantu znad komorek elektroporowanych jak
i niepoddanych dziataniu EP. Kontrole stanowity komorki nietraktowane mikropgcherzykami.
Zdjecia migrujacych komodrek byty wykonywane do momentu zaro$nigcia przerwy miedzy
komorkami grupy kontrolnej przyklejonymi do dna dotka ptytki 24-dotkowej (Ryciny 13, 14
i 15).

Analiza wykonanych mikroskopem zdje¢ wykazata, ze MVEs pochodzace z komorek
elektroporowanych powoduja ostabienie zdolnosci migracyjnych i proliferacyjnych komoérek
czerniaka obu linii (Rycina 17). W przypadku linii komodrkowej A375, roznice istotne
statystycznie zanotowano mi¢dzy komodrkami traktowanymi MVEs pochodzacymi z komorek
elektroporowanych atymi z komorek nieelektroporowanych juz w 8 godzinie obserwacji.
w przypadku linii Me45 podobna sytuacja byta zauwazalna dla parametrow 800 i 1200 V/cm
réwniez przez niemal caly czas trwania pomiaréw. Dla pozostatych parametréw widocznych

na wykresach roznice nie byty statystycznie istotne.
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Rycina 17 Analiza ilosciowa zdolnosci komérek linii A375, Me45 i HaCaT do migracji i proliferacji. Komérki
inkubowano z wyizolowanymi MVEs ianalizowano przy pomocy programu ImageJ (wersja 1.53C,
https://imagej.net/). Do celéw statystycznych wykorzystano_dwukierunkowg analize wariancji (ANOVA) z testem
wielokrotnych porownan Bonferroniego. * statystycznie istotne dla p< 0,005, **dla p < 0,01, *** dla p = 0,001
i **** dlg p <0,001.
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antro]a

MVEs - bez EP

MVEs - 1600 V/cm MVEs - 1200 V/em MVES - 800 V/em

Rycina 18 Zdjecia wykonane mikroskopem odwréconym (Leica) obrazujgce migracje komorek linii
A375 podczas 24-godzinnego testu zarastania rany. Analiza zostata wykonana programem ImageJ
(wersja 1.52) z dedykowanym rozszerzeniem ,, Wound healing size tool”.
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Kontrola

MVEs - bez EP

-1600 V/em MVEs - 1200 V/cm  MVEs - 800 V/em

Ecina 19 Zdjgzca ykonane mikrskop odrcnym (Leica) obraujqce migracje komérek linii
e poaczas -godzinnego testu zarastania rany. Analiza zostata wykonana programem lmage
Me45 pod 72 -godzinneg ] y. Anali. ta wyke g | J
wersja 1. Z dedykowanym rozszerzeniem ,, Wound healing size tool”.
1.52) z dedyk )y Wound healing !
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Rycina 20 Zdjecia wykonane mikroskopem odwréconym (Leica) obrazujgce migracje komorek linii HaCaT
podczas 24-godzinnego testu zarastania rany. Analiza zostata wykonana programem ImageJ (wersja 1.52)
Z dedykowanym rozszerzeniem ,, Wound healing size tool”.

MVEs -1600 V/em MVEs-1200 V/cm MVEs - 800 V/em
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W przypadku keratynocytdw nie zanotowano wyraznego spowolnienia wzrostu czy
ruchu komorek, tak jak to miato miejsce u komoérek linii nowotworowych. Jedyny wpltyw
MVEs byl zauwazalny na poczatku eksperymentu, jednak w kolejnych godzinach wzrost

komorek wszystkich badanych wariantow byt porownywalny.

5.4.7 Analiza impedancji przy uzyciu systemu RTCA-iCELLigence™

Na ponizszych wykresach przedstawiono wyniki pomiarow impedancji komorkowe;j
linii A375, Me45 oraz HaCaT. Celem badania byto okreslenie wptywu MVEs na badane
komorki w kontek$cie migracji, zdolnosci proliferacyjnych i adhezyjnych oraz odziatywan
komorka-komorka oraz komoérka-podtoze. System RTCA-iCELLigence wykrywa wahania
impedancji pochodzaca z reakcji miedzykomorkowych na elektrodach jako zmiang indeksu
komorkowego (ang. cell index; CI). Im wyzszy wspotczynnik proliferacji i adhezji komorek,

tym wigkszy jest wzrost impedancji.

W okoto 17 godzinie eksperymentu, po catkowitym przylgnieciu komorek do podtoza
Z elektrodami, do supernatantow dodano wyizolowanie uprzednio MVEs, co jest widoczne na
wykresach w postaci charakterystycznego uskoku (Rycina 21). Uzyskane dane dotyczace linii
A375 oraz HaCaT potwierdzaja, ze obecnos$¢ poelektroporacyjnych MVEs w supernatancie
komorek powoduje spadek impedancji komorkowej w porownaniu do grupy kontrolnej.
Jednakze, dynamika tego spowolnienia jest odmienna u tych linii. W przypadku komorek
czerniaka do spadku CI dochodzi tuz po dodaniu mikropecherzykow i trend ten utrzymuje si¢
przez caly czas trwania eksperymentu. Z kolei na keratynocyty MVEs dzialaja z opdZnieniem.
Roznica w impedancji widoczna jest dopiero w ok. 30 godzinie i najwyrazniejsza jest tuz
przed osiagni¢ciem przez komorki maksymalnej konfluencji. Co ciekawe, w obu przypadkach
obecnos¢ MVEs pozyskanych od komorek nieelektroporowanych réwniez dziata hamujaco na
procesy biologiczne komorek, cho¢ w mniejszym stopniu. Komorki potraktowane takimi
mikropecherzykami wykazuja rowniez szybsze osiaggnigcie maksimum indeksu komérkowego
i jego bardziej gwaltowny, stromy spadek, co posrednio oznacza zwigkszong zdolnosc
komoérek do odrywania si¢ od innych komodrek 1podtoza na koncowych etapach

eksperymentu.
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Wyniki otrzymane dla linii Me45 ukazuja pewng niewrazliwo$¢ komorek na wplyw

MVEs. Podobny poziom indeksu komorkowego we

wszystkich badanych wariantach jest

oznaka braku wyraznych zmian w adhezji i migracji komorek.
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Rycina 21 Analiza zmian impedancji komérkowej linii A375, Me45 oraz HaCaT. Wykresy zostaly

wygenerowane w dedykowanym programie iCELLigence.

5.4.8 Oznaczanie calkowitej kinazy adhezji ogniskowej (FAK) za pomocg testu ELISA

Aby okresli¢, jak zmienia si¢ stezenie catkowitej kinazy ogniskowo-adhezyjnej (ang.

focal adhesion kinase; FAK) w komorkach, ktore

byly inkubowane przez 48 godz.

z wyizolowanymi MVEs, wykonano test immunoenzymatyczny typu ELISA. Enzym ten jest

kluczowym uczestnikiem szlakéw sygnatowych regulujacych adhezje i wzrost komorek. Jego

bazowy poziom posrednio obrazuje zdolnosci komorki do migracji i inwazji jak rowniez do

przenikania przez srédblonek naczyn.
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Na podstawie wykresow obrazujacych stezenie FAK w lizatach komoérek kontrolnych
linii A375, Me45 oraz HaCaT mozna wywnioskowaé, ze linig o najwiekszej zdolnosci do
aktywnego poruszania si¢ jest linia czerniaka z guza pierwotnego (Rycina 22). Stezenie tej
kinazy w komoérkach A375 (55,29 + 5,76 ng/mL) jest ponad 2-krotnie wyzsze jak u linii
Me45 (25,35 + 2,50 ng/mL). Keratynocyty cechuje najmniejsza jej zawartos¢, czyli 2,63 +
0,16 ng/mL, Bliskie granicy oznaczalnosci (1,6 ng/mL) wtym teScie

immunoenzymatycznym.
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Rycina 22 Analiza ilosciowa kinazy ogniskowej (FAK) w lizatach komérek poddanych dziataniu MVEs
pochodzgcych z komorek nieelektroporowanych (MVEs - bez EP) oraz z komérek elektroporowanych réznymi
parametrami.  IstotnoS¢ statystyczng wyznaczono dwuczynnikowq analizq wariancji (test ANOVA) i testem
Tukeya, * statystycznie istotne dla p< 0,005.

Oceniajac wptyw MVEs pochodzacych z elektroporowanych i nieelektroporowanych
komorek, mozna zauwazy¢, ze oba rodzaje tych mikropecherzykéw powoduja obnizenie
poziomu FAK. W przypadku linii A375, réznica pomigdzy nimi nie jest istotna statystycznie,
biorgc pod uwage wszystkie parametry EP. Widoczny jest jednakze spadek stezenia FAK
przy wartosciach 800 V/cm oraz 1600 V/cm. Poziom kinazy u komorek traktowanych MVEs
izolowanych z supernatantu komorek niepoddanych dziataniu pola elektrycznego i MVES

pochodzacych z komorek traktowanych parametrem 1200 V/cm jest zblizony.

U komorek linii Me45 wykonanie EP przed izolacja MVEs nie mialo wigkszego
znaczenia — wptyw pecherzykow na FAK we wszystkich badanych wariantach byt podobny,
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stezenie enzymu wahalo si¢ miedzy 19,69 a 23,46 ng/mL. Podobna zalezno$¢ widoczna jest
réwniez ulinii HaCaT, gdzie réznice pomigdzy wynikami poszczegdlnych grup byly

niezauwazalne i statystycznie nieistotne.

5.4.9 Oznaczanie poziomoéw E-kadheryny i N-kadheryny za pomocg cytometrii

przeplywowej

Komorki linii A375, Me45 oraz HaCaT poddano analizie cytometrycznej pod katem
obecno$ci E- i N-kadheryny. Sg to bialka adhezyjne uczestniczace w oddzialywaniach
miedzykomorkowych. Komorki inkubowano z wyizolowanymi MVEs przez 48 godz.,
a nastepnie poddano analizie. Na kolejnych rycinach przedstawiono wykresy obrazujace

zbiorczo ekspresje badanych markerow powierzchniowych (Rycina 23 i Rycina 24Rycina 23).
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Rycina 23 Analiza ilosciowa E-kadheryny w komoérkach linii A375, Me45 oraz HaCaT inkubowanych
Z wyizolowanymi  MVEs  pochodzgcymi  z komérek nieelektroporowanych (MVEs - bez EP) oraz
elektroporowanych roznymi natezeniami pola elektrycznego. Istotnos¢ statystyczng wyznaczono dwuczynnikowgq
analizqg wariancji (test ANOVA) i testem Tukeya, * statystycznie istotne dla p< 0,005, ** dla p < 0,01, ***dla p
=0,001i **** dlg p <0,001.
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W przypadku E-kadheryny réznice w jej ekspresji widoczne sg przede wszystkim
u linii HaCaT. W poréwnaniu do komorek kontrolnych (2178 + 13,86 MFI), odnotowalismy
spadek $redniej intensywnosci fluorescencji (MFI) pochodzacej od wyznakowanych
przeciwcialem anty-E-kadheryna komorek, ktore byty poddane dziataniu MVEs od komorek
nieelektroporowanych oraz elektroporowanych parametrami 1200 i 1600 V/cm (kolejno
1940,67 + 13,86; 1876,67 + 4,16; 1547,67 £ 35,35 MFI). Elektroporacja komodrek parametrem
800 V/cm spowodowata, ze wyizolowane z nich MVEs spowodowaly zwigkszong ekspresj¢
Ekadheryny na powierzchni traktowanych nimi komorek (2235 + 13,11 MFI), poréwnywalng

do komorek kontrolnych.

U komorek czerniaka jedyna zmiang istotng statystycznie w ekspresji E-kadheryny
mozemy zaobserwowac u linii Me45 przy parametrze 800 V/cm w poréwnaniu do komorek
traktowanych MVEs z komorek nieelektroporowanych (813,67 = 40,87; 903 + 18,36 MFI).
Roznice w ekspresji E-kadheryny w obrgbie linii A375 byly nieistotne statystycznie.

W przypadku N-kadheryny, u linii A375 zanotowano wzrost jej ekspresji, szczegolnie
W poréwnaniu komorek inkubowanych z MVEs pochodzacymi z komorek
nieelektroporowanych (2519 + 161,28 MFI) do tych z komérek elektroporowanych kazdym
Z badanych natgzen pola elektrycznego (3309 + 69,35; 3381,33 + 42,1; 3249,67 + 22,37
MFI). Odwrotna sytuacja miata miejsce u linii Me45. W jej przypadku nie zaobserwowano

zadnych zmian, ktdre bytyby istotne statystycznie.

Najwieksze wahania w ekspresji N-kadheryny, podobnie jak i E-kadheryny, widoczne
sg u linii HaCaT. Obecnos¢ MVEs spowodowala gwaltowny jej wzrost, co stanowi duzy
kontrast w stosunku do innych badanych linii komérkowych. W poréwnaniu do komodrek
kontrolnych, sygnat pochodzacy od wyznakowanych przeciwcial anty-N-kadherynie wzrost
068,82% ukomodrek rosnacych wobecnosci MVEs pochodzacych  z komorek
nieelektroporowanych. Zastosowanie elektroporacji spotegowalo ekspresje tego markera
jeszcze 0 11,61% (800 V/cm), 19,03 (1200 V/cm) i 26,60% (1600 V/cm). Zestawiajac ze sobg
wyniki dla linii HaCaT, mozna zauwazy¢ pewna zaleznos$¢ — spadek poziomu E-kadheryny
wigze si¢ ze wzrostem ekspresji N-kadheryny. Ponadto, im wyzszy zastosowany parametr

elektroporacji tym to powigzanie bylo bardziej wyrazne.

Podsumowujac, wplyw MVEs od nieelektroporowanych i elektroporowanych

komorek na ekspresje kadheryn byt odmienny w przypadku kazde;j linii.
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Rycina 24 Analiza ilosciowa E-kadheryny w komorkach linii A375, Me45 oraz HaCaT inkubowanych
Z wyizolowanymi  MVEs  pochodzqcymi  z komérek — nieelektroporowanych (MVEs - bez EP) oraz
elektroporowanych roznymi natezeniami pola elektrycznego. Istotnosé statystyczng wyznaczono dwuczynnikowq
analizqg wariancji (test ANOVA) i testem Tukeya, * statystycznie istotne dla p< 0,005, ** dla p < 0,01, *** dla p
=0,001i ****dla p <0,001.
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Rycina 25 Wykresy typu dot-plot przedstawiajqce ekspresje E-kadheryny (APC-A +) iN-kadheryny (PE-A +) W komdrkach linii A375 traktowanych MVEs
Z nieelektroporowanych komorek (MVEs — bez EP) oraz z komorek traktowanych polem elektrycznym o natezeniu 800 (MVEs — 800 V/icm), 1200 (MVEs — 1200 V/cm) i 1600
Vicm (MVEs — 1600 V/cm).
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Kontrola MVEs - bez EP MVESs - 800 V/cm MVEs - 1200 V/cm MVEs - 1600 V/cm
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Rycina 26 Wykresy typu dot-plot przedstawiajgce ekspresje E-kadheryny (APC-A +) iN-kadheryny (PE-A +) W komérkach linii Me45 traktowanych MVEs
Z nieelektroporowanych komorek (MVEs — bez EP) oraz z komdrek traktowanych polem elektrycznym o nategzeniu 800 (MVEs — 800 V/cm), 1200 (MVEs — 1200 V/cm) i 1600
Vicm (MVEs — 1600 V/cm).
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Rycina 27 Wykresy typu dot-plot przedstawiajgce ekspresje E-kadheryny (APC-A +) i N-kadheryny (PE-A +) W komdrkach linii A375 traktowanych MVEs
Z nieelektroporowanych komorek (MVEs — bez EP) oraz z komdrek traktowanych polem elektrycznym o natezeniu 800 (MVEs — 800 V/cm), 1200 (MVEs — 1200 V/cm)
i 1600 V/cm (MVEs — 1600 V/cm).
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6 DYSKUSJA

Odwracalna elektroporacja (EP) to dobrze poznana metoda, ktéora umozliwia
tatwiejsze wprowadzenie leku lub materiatu genetycznego do komorki, nie wptywajac na jej
zywotnos$¢ (82). Elektrochemioterapia (ECT) odnosi si¢ do leczenia skojarzonego, czyli
polaczenia EP i podawania leku przeciwnowotworowego, w celu zwickszenia jego st¢zenia
wewnatrz komorki, a tym samym spotegowania efektow jego dziatania. Jako mato inwazyjne
leczenie, ECT zyskuje na popularno$ci w Stanach Zjednoczonych (USA) i Europie
Zachodniej, co jest rowniez wynikiem dynamicznego postepu technologicznego oraz
nieustajacych badan naukowych, dzigki ktorym mozliwe jest jej ciagle udoskonalanie w
praktyce klinicznej. Co ciekawe, w Polsce ECT jest rowniez bardzo popularna w weterynarii,
stajgc si¢ terapig pierwszego rzutu ze wzglgdu na wysoka skutecznos¢ i niskie koszty leczenia
(83,84).

Jednakze stosowanie impulsow elektrycznych w ECT ma na celu nie tylko
spowodowanie zwigkszonej akumulacji leku wewnatrz komoérek poprzez ulatwione
przenikanie przez blony biologiczne. Btedne jest zalozenie, ze S$mier¢ komorek
nowotworowych ijej rodzaj zaleza jedynie od rodzaju podawanego leku ijego sposobu
dziatania. Innymi glownymi mechanizmami przyczyniajacymi si¢ do sukcesu terapii i jej
synergistycznego charakteru jest wptyw pola elektrycznego na naczynia krwiono$ne oraz na
indukowanie odpowiedzi immunologicznej(85). Ekspozycja guza na EP wywotuje zjawisko
okreslane jako blokada naczyniowa (86). Po dozylnym podaniu chemioterapeutyku,
anastgpnie wykonaniu EP, dochodzi do lokalnego skurczu naczyn krwiono$nych
I zmniejszenia przeptywu krwi w obrgbie obszaru ablacji, co powoduje miejscowa
koncentracj¢ leku ijednoczesnie ogranicza jego rozprzestrzenianie si¢ po organizmie (87).
Dodatkowo dochodzi do niedokrwienia i niedotlenienia tkanki nowotworowej. Sumujac te
i inne efekty samej EP, impulsy elektryczne dostarczane do tkanek tworza mikrosrodowisko
zapalne, ktére utatwia m.in. infiltracje i rekrutacje komoérek uktadu odpornosciowego, co ma
kluczowe znaczenie dla dlugoterminowej efektywnosci terapii(88). Badania eksperymentalne
potwierdzajag wystepowanie nie tylko apoptozy, ale réwniez nekroptozy i immunogennej

$mierci komorkowej (ang. immunogenic cell death - ICD), ktéra aktywuje i podtrzymuje
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odpowiedz immunologiczng przeciwko komoérkom nowotworowym (89-91). Odkrycie
I potwierdzenie tego wielokierunkowego dzialania impulsow elektrycznych na komorki
nowotworowe poskutkowato pewnym trendem ws$rdod naukowcoOw zajmujacych si¢ ta
tematyka i odzwierciedla rosngce przekonanie, ze poznanie molekularnych mechanizmow
Smierci komoérkowej 1 odpowiedzi immunologicznej moze by¢ kluczowe dla rozwoju

skuteczniejszych metod leczenia onkologicznego (85,92).

Jednym z najczesciej leczonych metoda ECT nowotwordéw ztosliwych jest czerniak,
glownie ze wzgledu na jego czeste umiejscowienie w skorze (93-95). Umozliwia to
klinicystom wykonanie mato inwazyjnego zabiegu dzigki przezskornym elektrodom
I fatwemu dozylnemu czy $rodguzowemu podaniu chemioterapeutyku. Ekspozycja komorek
nowotworowych na impulsy elektryczne potaczona z chemioterapia wigze si¢ rOwniez
z niewielkim uszkodzeniem skory i minimalnym bliznowaceniem w przeciwienstwie do
czesto stosowanej resekcji czerniaka (96). Co najwazniejsze, umozliwia leczenie litych
I rozsianych nowotworow, ktore sg nieoperacyjne ze wzgledu na stopien zaawansowania czy
umiejscowienie blisko delikatnych struktur, takich jak wazniejsze naczynia krwiono$ne

i nerwy.

Elektrochemioterapia jest uznawana nie tylko za skuteczng metode¢ leczenia rdznego
rodzaju nowotworow, ale tez za stosunkowo bezpieczng dla pacjenta. Gtoéwne efekty uboczne,
ktore moga wptynac na proces leczenia pacjenta i jego dalsza rekonwalescencje, sa zwigzane
z aplikacja impulsow elektrycznych. Jak w przypadku kazdej inwazyjnej metody, przezskorna
aplikacja zawsze wigze si¢ z ryzykiem infekcji 1 krwawienia, co rowniez moze prowadzi¢ do
pojawienia si¢ uczucia dyskomfortu lub nawet bolu u pacjenta. Elektroporacja tkanek to tez
ryzyko pojawienia si¢ miejscowych, mimowolnych skurczow miesni (97). W rzadkich
przypadkach stosowanie impulséw moze wptywac na rytm serca, szczeg6lnie gdy procedura

jest wykonywana w jego bliskiej okolicy w klatce piersiowej (98,99).

Niniejsza rozprawa stanowi potaczenie dwoch wyzej przedstawionych kwestii:
bezpieczenstwa stosowania elektrochemioterapii  w ujgciu  komoérkowo-molekularnym.
W ramach pracy podjeta zostata proba wyjasnienia, jak stosowanie odwracalnej elektroporacji
wpltywa na komunikacje¢ miedzy komorkami nowotworowymi iich procesy biologiczne.
Tematyka zostala zawezona do kwestii no$nikow informacji migedzykomorkowej, jakimi sg
mikropecherzyki pozakomorkowe (EVs). Ze wzgledu na wcigz duza réznorodnos¢ tych
mediatorow, eksperymenty ograniczono do struktur o Srednicy powyzej 100 nm, czyli
mikropecherzykow (MVEs), struktur mniej badanych ipoznanych niz egzosomy (EXs).
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Jednym z gtéwnych powodow byto tez zbadanie EP odwracalnej, ktora wpltywa przede

wszystkim na bton¢ komérkowa, czyli miejsce powstawania MVEs.

We wstepnych badaniach udato si¢ potwierdzi¢ zastosowanie odwracalnej EP na
komorkach czerniaka linii A375 i Me45 oraz keratynocytach linii HaCaT. Parametry EP
zastosowane w przeprowadzonych badaniach zostaly starannie dobrane na podstawie
przegladu literatury naukowej iwytycznych European Standard Operating Procedures of
Electrochemotherapy (ESOPE). Wykorzystano dane zbadan in vitro, jak rowniez
uwzgledniono obserwacje z przypadkow klinicznych, gdzie ECT byla stosowana u pacjentow
z czerniakiem (93,94,96,100). W przeprowadzonym tescie PrestoBlue ™ najwigkszy spadek
przezywalnosci komorek czerniaka (0 17,24%), zgodnie z oczekiwaniem, zanotowano
dopiero po 72-godzinej inkubacji w przypadku stosowania pola elektrycznego o najwyzszym

wybranym natezeniu 1600 V/em u linii A375.

Najczesciej EP jest stosowana jako technika umozliwiajagca pokonanie bariery jaka sa
btony biologiczne, co umozliwia wprowadzenie r6znego rodzaju czasteczek hydrofobowych
do wnetrza komorki. Niemniej jednak utworzenie poréw umozliwia komoérce wymiang
substancji dwukierunkowo, zgodnie ze zjawiskiem dyfuzji. Wykonanie elektroekstrakcji
potwierdzito to twierdzenie oraz dostarczylo dowodow, ze jej intensywno$¢ jest rozna
W zalezno$ci od zastosowanego napigcia pola elektrycznego, zazwyczaj zwigksza si¢ wraz ze
wzrostem natezenia pola elektrycznego. Podobne rezultaty uzyskali Satkauskas i wsp., ktorzy
zbadali wplyw natgzenia pola elektrycznego, liczby impulsow i czasu ich trwania (101).
Potwierdzili, ze wydajnos$¢ elektroekstrakcji kalceiny jest tym wyzsza, im bardziej szkodliwe
byty warunki elektroporacji dla badanych komoérek. Wyniki uzyskane dzigki systemowi
Incucyte® wskazuja rdwniez, ze dynamika wyptywu kalceiny z wnetrza komorki rézni sig
miedzy badanymi liniami komorkowymi. Prawdopodobnie jest to uwarunkowane unikalnymi
cechami budowy komorki, w tym jej ksztattu i rozmiaru, charakterem cytoszkieletu i biatek
powierzchniowych, ktore tez ulegaja zmianom pod wplywem przykladanego pola

elektrycznego (102,103).

Izolacja mikropecherzykow pozakomorkowych wcigz stanowi wyzwanie dla wielu
badaczy zajmujacych si¢ ta tematyka. Mimo ogromnej liczby artykutéw i badan, wciaz
brakuje znormalizowanego i zwalidowanego protokotu dla kazdego rodzaju EVs. Cho¢
wirowanie sekwencyjne pozostaje najczesciej stosowang metoda oczyszczania MVEs, wigze
si¢ zkilkoma ograniczeniami, tj. niska wydajnoscia pozyskiwanego materialu
I zanieczyszczeniami pozostalosciami komorek (104). Wplyw na koncowy efekt maja przede
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wszystkim predkos$¢ wirowania, jego czas, temperatura izolacji, a takze typ wykorzystywane;j
wirdwki (105). Parametry te sa dostosowywane do materialu biologicznego i rodzaju

komorek od ktorych sa pozyskiwane MVEs (106).

W ramach tej pracy wykorzystano protokot izolacji zaproponowany przez dr Federike
Felicetti z dwoma zmianami: zakonczeniem izolacji po drugim wirowaniu i zebraniu
powstalego peletu MVEs oraz utrzymywaniem statej temperatury 4°C podczas catlej
procedury (81). Wyniki cytometrii przeptywowej z wykorzystaniem kulek kalibracyjnych
ApogeeMix i kalceiny, zdjecia wykonane dzigki transmisyjnej mikroskopii elektronowej oraz
analiza ilo§ciowa czasteczki CD63 potwierdzity, ze wykorzystany protokét pozwolit uzyskac
zamkniete bloniaste struktury o wielkosci MVEs. Ponadto, badania te pozwolity uzyskac¢

oglad na wielko$¢ 1 morfologie tych struktur, ukazujac, jak bardzo jest to heterogeniczna

grupa.

W obecnym stanie wiedzy brakuje jednoznacznych dowodow naukowych na temat
wptywu EP na uwalnianie mikropecherzykow pozakomoérkowych. Chociaz istnieja badania
wskazujace na potencjalne zwiazki miedzy elektroporacja a mechanizmami transportu
wewnatrz- | zewnatrzkomorkowego, sg to gldéwnie doniesienia na temat lizosoméw i innych
wewnatrzkomorkowych pecherzykow wydzielniczych (107,108). Analiza cytometryczna
MVEs wykonana po 2 i24 godzinach od zastosowania EP na komoérkach, z ktorych
pozyskiwano mikropgcherzyki, ukazata wyrazng zalezno$¢ miedzy ich iloscig a wielkos$cia
wykorzystywanego nat¢zenia pola elektrycznego. Zespol Andrew, badajac wplyw
uszkodzenia btony komorkowej na egzocytoze lizosomalng, doszedt do podobnych wnioskow
— dziatanie impulsow elektrycznych powoduje zaburzenia w tym procesie 1 skutkuje
zwigkszonym uwalnianiem lizosoméw, proporcjonalne do stopnia uszkodzenia btony
biologicznej (108). Poréwnujac do siebie wyniki uzyskane po 2 i po 24 godzinach od EP,
widoczne jest statystycznie istotne zwigkszenie si¢ liczby MVEs w porownaniu do kontroli.
To sugeruje, ze sama EP stymuluj¢ komoérke do zwigkszonego uwalniania MVEs nie tylko
podczas permabilizacji blony komodrkowej ijej powtdrnej reorganizacji, ale rowniez po
zaniku bezposredniego dzialania impulséw elektrycznych, co obrazuje ich utrzymujaca si¢

,hadprodukcje”.

Wynik cytometrii przeptywowej dostarczyt réwniez dowodoéw, ze zastosowanie
impulsow elektrycznych nie ma wigkszego wplywu na Srednicg uwalnianych przez komorki
MVEs. We wszystkich badanych liniach nie zanotowano istotnych statystycznie odstepstw
w wielko$ci w porownaniu do mikropecherzykéw uwalnianych zkomorek kontrolnych.
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Zblizone pomiary uzyskano rowniez technikg DLS. W obu przypadkach uzyskane dane
wskazywaly, ze najliczniejsza grupg stanowiag MVEs o rozmiarach mniejszych niz 400 nm,
a uzyskany rozklad wielko$ci o heterogenicznosci badanych struktur, co réwniez jest

widoczne na zdj¢ciach wykonanych transmisyjnym mikroskopem elektronowym (Rycina 12).

Analiza ilo$ciowa biatka powierzchniowego CD63 dostarczyla istotnych danych
potwierdzajacych obecnos$¢ tych struktur w badanym materiale. Otrzymane wyniki ukazaty
roOwniez, ze stosowanie wyzszych parametrow zewnetrznego pola elektrycznego powoduje
zwickszenie jego stezenia i/lub ekspresji w badanych prébkach. Wczesniejsze badania
opisywane w literaturze wskazujg na korelacje pomigedzy wysokim poziomem czgsteczek
CD63-pozytywnych a gorszym rokowaniem u pacjentdéw onkologicznych, co sugeruje
potencjalng rol¢ MVEs we wplywaniu na agresywno$¢ nowotworu ijego zdolno$¢ do

metastazowania(109-111).

Celem dalszych przeprowadzonych w ramach tej rozprawy badan in vitro bylo
zamodelowanie sytuacji zachodzacej podczas elektroporacji guza czerniaka wykonywanej
w praktyce Klinicznej. W trakcie tego zabiegu, elektroporowane komorki nowotworowe
uwalniaja MVEs do przestrzeni miedzykomorkowej, co moze wpltywaé na biologiczne
funkcje, rozwoj 1 interakcje okolicznych komoérek nowotworowych. Badania te mialy na celu
okreslenie, czy mikropecherzyki moga modulowaé lokalne $rodowisko nowotworowe,

potencjalnie przyczyniajac si¢ do progresji choroby.

Zgodnie z oczekiwaniami, dane uzyskane w teScie PrestoBlue™ potwierdzity
doniesienia literaturowe, ze MVEs izolowane z nieelektroporowanych komorek linii A375
I Me45 powoduja zwickszenie si¢ proliferacji komorek o odpowiednio 18,59% i 22,65%.
Natomiast zastosowanie elektroporacji przed izolacja mikropgcherzykow doprowadzito do
zmniejszenia tego efektu, a nawet w niektorych przypadkach do jego odwrocenia, co byto
nieoczekiwanym wynikiem i jednocze$nie obiecujaca wiadomos$cig. Mimo Ze, jak zostato to
potwierdzone we wczesniejszych badaniach, uprzednia EP komorek, z ktorych pozyskuje sie
MVEs, powoduje zwigkszone ich wydzielanie, to charakter tych czasteczek jest odmienny

I prezentuje inne dzialanie biologiczne.

Celem dalszego badania wtasciwosci izolowanych MVEs, wykonano dwa
eksperymenty oceniajace ich wplyw na wilasciwosci migracyjne 1 adhezyjne komorek: test

zarastania rany oraz pomiar impedancji komorkowe;.
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Test zarastania rany potwierdzil wstgpne przypuszczenia o odmiennym, hamujacym
proliferacje 1imigracje, dzialaniu MVEs pozyskanych z elektroporowanych komorek
u wszystkich badanych linii, zarowno nowotworowych, jak i prawidlowych. Analiza zdj¢c
ukazata roznice pomiedzy badanymi warunkami juz w pierwszych godzinach trwania
eksperymentu (Rycina 17). Pomiary indeksu komoérkowego systemem RTCA-iCELLigence
potwierdzity wynik analizy migracji rowniez wskazujac na zmniejszenie mobilnosci komorek
w przypadku linii A375 i HaCaT. Na lini¢ Me45 wptyw MVEs w kontekscie od komorek

elektroporowanych byl marginalny.

Kolejnym z badan wykonanych w ramach tej rozprawy byla analiza poziomu
calkowitej kinazy ogniskowo-adhezyjnej (FAK). Otrzymane wyniki jednoznacznie
potwierdzity, ze obecno$¢ MVEs zarowno =z komodrek elektroporowanych, jak
i nieelektroporowanych, nie zwigksza stezenia tej kinazy, ktora jest jednym z kluczowych
enzymow, ktory reguluje sygnaty zwigzane z przetrwaniem komorek, cyklem komorkowym,
migracja iadhezja, a takze zformowaniem immunosupresyjnego mikrosrodowiska
nowotworowego. W przypadku linii A375 i Me45, poréwnujac efekty dzialania MVEs w
stosunku do komorek kontrolnych, zanotowano nawet obnizenie si¢ poziomu kinazy FAK, co
jest obiecujacym czynnikiem prognostycznym. Zmniejszenie aktywnosci FAK w komoérkach
nowotworowych moze przyczyni¢ si¢ do zmniejszonej migracji 1 inwazji komorkowe;j
poprzez wplyw na sygnalizacje miedzykomorkowa (112). Ponadto, FAK wplywa na
przezycie komorek nowotworowych przez modulowanie szlakéw sygnalizacyjnych takich jak
PI3K/AKT/mTOR, ktore s3a zwigzane 2z promowaniem wzrostu nowotworowego
I zapobieganiem apoptozie (113). Redukcja FAK moze wigc sprzyja¢ indukowaniu $mierci
komorkowej, co jest pozadanym efektem w leczeniu przeciwnowotworowym.
Udokumentowano tez, ze FAK wspotdziata z czynnikami wzrostu i roznymi komponentami
mikro$rodowiska, co sugeruje, ze zmniejszenie jego aktywnos$ci mogltoby modyfikowac
odpowiedz komorek na sygnaly z ich otoczenia, potencjalnie zmniejszajac ich zdolnosci

metastatyczne oraz opornos¢ na leczenie (114).

Badany analizg cytometryczng wplyw MVEs od nieelektroporowanych
i elektroporowanych komorek na ekspresje kadheryn byt odmienny w przypadku kazdej linii.
U linii A375 zmiany istotne statystycznie byly widoczne jedynie w ekspresji N-kadheryny
I potwierdzity, ze zastosowanie EP spowodowato jej zwigkszenie. Z kolei u drugiej linii
czerniaka, Me45, nie zauwazono zadnych jednoznacznych tendencji w ekspresji kadheryn.

Komorki linii HaCaT okazaly si¢ najbardziej podatne na dziatanie MVEs, azmiany

72



w ekspresji  badanych biatek transbtonowych byly $cisle powigzane =z zastosowanymi

impulsami elektrycznymi i nat¢zeniem zewngtrznego pola elektrycznego.

Wedlug danych literaturowych, zwigkszona ekspresja N-kadheryny u komorek
nowotworowych jest zwigzana z tendencja do tworzenia przerzutdw poprzez m.in. ulatwianie
komorkom migracji od guza pierwotnego i przeniknigcie do odleglych miejsc w organizmie
(115). W wielu przypadkach zwickszony poziom N-kadheryny jest zwigzany z procesem
zwanym przejsciem epitelialno-mezenchymalnym (ang. Epithelial-mesenchymal transition -
EMT) w ktorym to komorka o fenotypie epitelialnym upodabnia si¢ wygladem i zachowaniem
do komoérki mezenchymalnej, zyskujac wigksza mobilno$¢ i inwazyjno$¢(116). Utrata cech
epitelialnych zazwyczaj jest tez zwigzana z obnizong ekspresja charakterystycznych

markerow tj. klaudyn, okuldyn, kolagenu typu 1V, laminy oraz E-kadheryny.

Analizujagc 1 porownujac wyniki poziomdéw obu badanych kadheryn u HaCaT,
potwierdzono, ze pod wpltywem MVEs pochodzacych z komorek elektroporowanych,
dochodzi do redukcji ekspresji E-kadheryny i zwiekszenia ekspresji N-kadheryny (117).
Zjawisko to nosi nazwe zmiany kadherynowej (ang. cadherin switch) i jest szczegolnie istotne

w kontekscie EMT.

Wyniki uzyskane w ramach niniejszej rozprawy doktorskiej jednoznacznie wskazuja,
ze zastosowanie EP wplywa na charakter uwalnianych przez elektroporowane komorki
mikropecherzyki. Zestawiajac wyniki testow proliferacji, zarastania ran 1 pomiaréw
impedancji, wida¢ wyrazng u komorek tendencj¢ do spowolnienia Zywotnosci, migracji
i adhezji pod wptywem badanych mikropgcherzykow. Zjawisko to mozna poréwnaé do efektu
swiadka (bystander effect), ktory opisuje sytuacje, gdzie komorki niebezposrednio narazone
na dzialanie terapeutyczne (np. promieniowanie lub substancje chemiczne) rowniez wykazuja
zmiany wynikajace z ekspozycji pobliskich komoérek (118-120). W kontekscie elektroporacji
I MVEs, efekt $wiadka moze by¢ posredniczony wiasnie przez mikropecherzyki, ktore
transportujg czynniki sygnalizacyjne mi¢dzy komorkami, wpltywajac na ich zachowanie
nawet jesli nie byly bezposrednio elektroporowane. Otrzymane wyniki pochodzace od nich
wnioski sg spojne z praca Prevc i wsp., gdzie potwierdzono wystepowanie efektu §wiadka
u jednej z badanych linii komérkowych (120). Brak tego efektu w innych badanych liniach
komorkowych argumentowano ich nizszg elektrowrazliwoscia co sprowadza si¢ do wniosku,
ze zjawisko to jest zalezne od zastosowanych parametrow przyktadanego zewngtrznego pola

elektrycznego.
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Podsumowujgc, wyniki przeprowadzonych badan wskazuja, ze MVEs wydzielane
przez komoérki nowotworowe poddane elektroporacji, moga wywotywac efekt $wiadka,
wptywajac na zmiany w komorkach sasiadujacych. Obserwacja, ze mikropecherzyki moga
modulowa¢ srodowisko nowotworowe na odleglos¢, jest obiecujagcym odkryciem, ktére moze
mie¢ znaczace implikacje kliniczne. Co istotne, badania potwierdzaja bezpieczenstwo
stosowania ECT w konteks$cie braku zagrozenia powstawania nowych ognisk przerzutu, co
stanowi dobra wiadomo$¢ dla pacjentow. Niemniej jednak, niepokojagcym aspektem w
konteks$cie bezpieczenstwa stosowania terapii jest wystgpienie u linii HaCaT zmiany
kadherynowej, co moze sugerowac potencjalne zagrozenie zwigzane z wystgpieniem procesu
zwanego przej$ciem epitelialno-mezenchymalnym czyli ewentualng karcenogeneza komorek

prawidtowych. Konieczne jest wigc przeprowadzenie dalszych badan w tym kierunku.

Aby w pelni zrozumie¢ potencjal terapeutyczny i mechanizmy dziatania
mikropecherzykoéw, potrzebne sa tez badania na wigkszej liczbie irdznorodnosci typow
nowotworow. Ponadto, istotne bedzie zbadanie innych podgrup mikropecherzykow, takich
jak  egzosomy, ktore roéwniez mogg odgrywaé kluczowe role w komunikacji
migdzykomorkowej w kontek$cie nowotworowym oraz inne paramtery elektroporacji,
np.stosowane w klinice lub jeszcze w testach przedklinicznych jak nanosekundowe pole
elektryczne (ang. Nanosecond pulsed electric field — nsPEF). Rozszerzenie badan na te
obszary pozwoli na lepsze zrozumienie zlozonosci mechanizméw regulacyjnych
i potencjalnych $ciezek terapeutycznych, co jest niezbgdne do optymalizacji strategii leczenia

przeciwnowotworowego.
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7 WNIOSKI

Na podstawie wynikow otrzymanych w niniejszej pracy, sformulowano nastepujace

whnioski:

1. W badaniu zastosowano elektroporacj¢ przy uzyciu 8 impulsow elektrycznych, gdzie
kazdy z nich trwat 100 pus, a czestotliwo$¢ ich powtarzania wynosita 1 Hz przy
napig¢ciach 800, 1200 i 1600 V/cm. Zgodnie z oczekiwaniami, wybrane parametry
przyczynity si¢ do osiggnigcia elektroporacji odwracalnej, co potwierdza ich
skuteczno§¢ w indukowaniu tymczasowych zmian w przepuszczalnosci btony
komoérkowej bez trwatego uszkodzenia komorek.

2. Wybrany protokodt izolacji opierajacy si¢ na sekwencyjnym wirowaniu okazal si¢
skuteczng 1 efektywng metoda pozyskiwania mikropecherzykow (MVEs) o pozadane;j
wielkosci. Zastosowanie tego protokotu umozliwito selektywne oddzielenie MVEs od
innych skladnikow komorkowych, co znaczaco przyczynito si¢ do poprawy jakosSci
i powtarzalnosci uzyskanych probek. Przeprowadzone analizy potwierdzily, ze
uzyskane MVEs zachowuja swoje funkcjonalne wtasciwosci.

3. Elektroporacja odwracalna komorek, z ktorych izolowano MVEs, przyczynita si¢ do
ich zwiekszonego uwalniania. Zastosowane impulsy elektryczne nie miaty istotnego
wptywu na morfologi¢ oraz $rednicg tych struktur.

4. Badania przezywalnosci, migracji 1 adhezji komorek wykazaty, ze mikropgcherzyki
pochodzace z komorek poddanych elektroporacji wykazuja dziatanie hamujace na te
funkcje komorkowe w porownaniu do komorek kontrolnych, ktore nie byly
traktowane oraz do komodrek traktowanych mikropecherzykami z komorek
nieelektroporowanych. Zaproponowanym wytlumaczeniem tego zjawiska jest efekt
swiadka (ang. Bystander effect), ktory moze odpowiada¢ za obserwowane zmiany
W zachowaniu komorek.

5. Przeprowadzone analizy wykazaly, Ze mikropecherzyki izolowane z komorek
poddanych elektroporacji wptywaja na ekspresje kadheryn, poziom kinazy
ogniskowo-adhezyjnej (FAK) oraz eckspresje biatkka CD63 na powierzchni
komorkowej. Efekty te sg zalezne od parametru elektroporacji, takiego jak natezenie
pola elektrycznego oraz wykazujg zréznicowanie w zaleznosci od badanej linii

komorkowe;.
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8 STRESZCZENIE

Niniejsza rozprawa doktorska o tytule ,,Wplhw elektroporacji na transport
dwukierunkowy, procesy fizjologiczne oraz komunikacje miedzy komorkami nowotworowymi,
badania in vitro” koncentruje si¢ na analizie wplywu mikropecherzykoéw pozakomoérkowych
(MVEs), wydzielanych przez komorki nowotworowe poddane odwracalnej elektroporacji
(EP), na réznorodne procesy biologiczne zachodzgce w tkankach nowotworowych. Badania
przeprowadzono w kontekscie elektrochemioterapii (ECT), nowoczesnej metody leczenia
nowotworow, ktora taczy stosowanie impulsow  elektrycznych — z podawaniem
chemioterapeutykow, zwickszajac ich efektywno$¢ dzieki lepszemu przenikaniu przez btony

komorkowe.

W pierwszej czgSci pracy przedstawiono ogolng charakterystyke elektroporacji
i elektrochemioterapii, wskazujac na ich rosngca popularno$é¢ w leczeniu nowotwordow takich
jak czerniak, ze wzgledu na ich skuteczno$¢ i niskie koszty w poréwnaniu z tradycyjnymi
metodami  chirurgicznymi. Nastepnie skoncentrowano si¢ na mikropgcherzykach
pozakomorkowych, wskazujac, ze sg one istotnym medium komunikacji miedzykomorkowe;,
ktére moze modulowaé lokalne $rodowisko nowotworowe i przyczynia¢ si¢ do progresji

choroby.

W ramach badan eksperymentalnych analizowano wptyw EP na wydzielanie MVEs
przez linie komorek nowotworowych i prawidtowych, w tym keratynocyty (linia HaCaT) oraz
komorki czerniaka (linie A375 i Me45). Przeprowadzone testy, wtym cytometria
przeptywowa oraz analizy molekularne, wykazaty, ze EP moze zwigksza¢ wydzielanie
MVEs, ktore ro6znig si¢ zarowno sktadem, jak i potencjalnym wptywem na procesy takie jak
migracja, adhezja i proliferacja komorek. Zastosowanie EP przed izolacja MVEs skutkowato

modulacja tych procesow.

Dodatkowo, badania skupity si¢ na analizie ekspresji kadheryn oraz kinazy ogniskowo-
adhezyjnej (FAK), ktore sa kluczowymi markerami procesow migracyjnych i adhezyjnych
komorek nowotworowych. Wyniki wskazaty na zmniejszenie aktywnosci FAK oraz zmiany
w ekspresji  N-kadheryny po zastosowaniu EP, co moze mie¢ znaczgcy wplyw na

zmniejszenie zdolno$ci metastatycznych komoérek nowotworowych.

Podsumowujac, rozprawa dostarcza dowodow na to, ze elektroporacja moze byc¢

wykorzystywana nie tylko do zwigkszenia efektywno$ci chemioterapii, ale rowniez do

76



modulacji $rodowiska nowotworowego poprzez kontrole wydzielania i charakterystyk
mikropecherzykow pozakomoérkowych. Odkrycia te otwierajag nowe perspektywy dla terapii
onkologicznych, ktére moga wykorzystywac elektroporacje jako strategi¢ do regulowania

mikrosrodowiska nowotworowego i hamowania progresji choroby.
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9 ABSTRACT

This dissertation titled “Impact of Electroporation on Bidirectional Transport,
Physiological Processes, and Communication Between Cancer Cells: In Vitro Studies”
focuses on the analysis of the impact of extracellular microvesicles (MVES) released by
cancer cells subjected to reversible electroporation (EP) on various biological processes
occurring in tumor tissues. The study is contextualized within electrochemotherapy (ECT),
amodern cancer treatment method that combines the use of electric pulses with the
administration of chemotherapeutics, enhancing their efficacy by improving penetration

through cellular membranes.

The first part of the work presents a general characterization of electroporation and
electrochemotherapy, highlighting their growing popularity in the treatment of cancers such
as melanoma due to their effectiveness and low costs compared to traditional surgical
methods. The focus then shifts to extracellular microvesicles, pointing out that they are
a significant medium of intercellular communication, which can modulate the local tumor

environment and contribute to disease progression.

Experimental studies analyzed the impact of EP on the secretion of MVEs by both
cancerous and normal cell lines, including keratinocytes (HaCaT line) and melanoma cells
(A375 and Me45 lines). Conducted tests, including flow cytometry and molecular analyses,
showed that EP could increase the secretion of MVEs, which differ in both composition and
potential impact on processes such as cell migration, adhesion, and proliferation. Using EP

before isolating MVEs resulted in the modulation of these processes.

Additionally, the research focused on the analysis of cadherins and focal adhesion kinase
(FAK) expression, which are key markers of migratory and adhesive processes in cancer cells.
Results indicated a reduction in FAK activity and changes in N-cadherin expression following

EP, which may significantly impact the reduction of metastatic abilities of cancer cells.

In summary, the dissertation provides evidence that electroporation can be utilized not
only to enhance the efficacy of chemotherapy but also to modulate the tumor environment
through the control of the secretion and characteristics of extracellular microvesicles. These
findings open new perspectives for oncological therapies that could use electroporation as

a strategy to regulate the tumor microenvironment and inhibit disease progression.
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