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Stownik skrotow

CHOL (ang. cholesterol) — cholesterol,

EV (ang. extracellular vesicles) — pgcherzyki zewnatrzkomorkowe,

HDL (ang. High Density Lipoprotein) - lipoproteiny o wysokiej gestosci (tzn. ,,dobry cholesterol”),
ILVs (ang. intraluminal vesicles) - prekursory egzosomow,

LVHFD (ang. Low Vacuum Hydrostatic Filtration Dialysis) — hydrostatyczna dializa filtracyjna o
niskim ci$nieniu prozniowym,

LDL (ang. Low Density Lipoprotein) - lipoproteiny o niskiej gestosci (tzn. ,,zty cholesterol”),
LMIG (ang. Liquid Metal lon Gun) — dziato jonowe cieklego metalu,

LVF (ang. low vacuum filtration) — filtracja niskoprézniowa,

MYV (ang. microvesicles) — mikropecherzyki (ektosomy),

MYVBs (ang. multivesicular bodies) - ciatka wielopecherzykowe,

NTA (ang. nanoparticle tracking analysis) - analiza $ledzenia nanoczastek,

PC (ang. phosphatidylcholine) — fostatydylocholina,

PE (ang. phosphatidylethanolamine) — fosfatydyloetanoloamina,

PE-O (ang. polyethylene oxide) — tlenek polietylenu,

PS (ang. phosphatidylserine) — fosfatydyloseryna,

RPS (ang. resistive pulse sensing) - rezystancyjne wykrywanie impulséw,

SIMS (ang. Secondary lon Mass Spectrometry) — spektrometria mas jonéw wtornych,

SM (ang. sphingomyelin) — sfingomielina,

ToF (ang. Time of Fligth) - analizator czasu przelotu



Streszczenie

Niniejsza praca ma na celu przedstawienie wynikéw wykorzystujacych spektrometrig
masowg jondw wtérnych z analizatorem czasu przelotu (ToF-SIMS) do analizy sktadu lipidowego
pecherzykéw zewnatrzkomorkowych, pochodzacych z ludzkich komorek beta trzustki hodowanych
w warunkach hiperglikemii. ToF-SIMS jest czula metoda spektrometryczng, stosowang do
jakosciowego okreslania sktadu powierzchni. Dzigki jej zaawansowanemu rozwojowi, zostata
zaadoptowana do badan biologicznych, gdzie wykorzystywana jest przede wszystkim do analizy
lipidow oraz protein.

Zawartos¢ prenoli i steroli w pecherzykach zewnatrzkomorkowych komorek beta trzustki
jest regulowana wieloma czynnikami S$rodowiskowymi, jak 1 genetycznymi. W czgdci
eksperymentalnej, czynnikiem wywotujacym widoczne zmiany sktadu lipidowego byty warunki
hiperglikemiczne.

Z przeprowadzonej jednoczynnikowej analizy wariancji ANOVA oraz testu Tukey’a wynika,
iz dla wszystkich wybranych jonow dla prenoli i steroli wystgpuja istotne rdznice statystyczne
pomiedzy $rednimi warto§ciami intensywnosci dla warunkoéw normalnych oraz hiperglikemicznych
przy p=0,05.

Przeprowadzona analiza potwierdzita, iz wykorzystana technika ToF-SIMS jest skuteczna,
za$ jej zaawansowany rozwoj sprawit, iz jest coraz czg¢$ciej stosowana do badan biologicznych,

gdzie wykorzystywana jest przede wszystkim do analizy lipidéw oraz protein.



Abstract

The aim of the dissertation is to present the results of the research using secondary ion mass
spectrometry with a time-of-flight analyzer (ToF-SIMS) to analyze the lipid composition of
extracellular vesicles collected from human pancreatic B-cells and cultured in hyperglycemia. ToF-
SIMS is a sensitive spectrometric method used for the qualitative determination of surface
composition. Thanks to advanced development, ToF-SIMS has been adapted to biological research,
where it is used primarily for the analysis of lipids and proteins.

The content of prenols and sterols in the extracellular vesicles of pancreatic B-cells is
regulated by many environmental and genetic factors. The experimental part of the research
indicates that hyperglycemic conditions were the factor causing noticeable changes in lipid
composition.

The results of the one-way ANOVA and Tukey’s tests show that for all ions selected for
prenols and sterols there are significant statistical differences between the mean intensity values
received at p>0,05 under normal and hypoglycemic conditions.

The conducted analysis confirmed that the ToF-SIMS is an effective method which, thanks
to its developmental advances, is more and more often used in biological research, in particular for

lipid and protein analysis.



Wstep

Niniejsza praca, pt. ,,Analiza pochodnych steroli i prenoli w probkach pecherzykow
zewngtrzkomorkowych metodg spektrometrii masowej ToF-SIMS”, ma na celu przedstawienie
wynikow analizy skladu lipidowego pecherzykéw zewnatrzkomorkowych, pochodzacych
z ludzkich komorek beta trzustki hodowanych w warunkach hiperglikemii. Komorki te znajduja sie
w centrum wysepek trzustkowych. Cechuja si¢ okraglymi, pecherzykowatymi jadrami, rozwinigta
siateczkg $rddplazmatyczng szorstka oraz wydzielaniem licznych, bioaktywnych peptydow oraz
struktur biologicznych takich jak pecherzyki wydzielnicze np. zawierajace insuling.

W przeprowadzonym eksperymencie zastosowano hiperglikemiczne warunki hodowli
komorek, w ktorych stezenie glukozy w roztworze bylo rowne 25 mM. Do zbadania sktadu
lipidowego zastosowano spektrometri¢ masowa jonéw wtornych z analizatorem czasu przelotu
(ToF-SIMS), aktualnie sukcesywnie wykorzystywang do charakterystyki lipidow w uktadach
biologicznych.



Czes¢ teoretyczna

1. Pecherzyki zewnatrzkomorkowe

1.1. Podzial i charakterystyka

Pecherzyki zewnatrzkomoérkowe sg matymi, heterogennymi, wydzielniczymi pecherzykami
nalezacymi do grupy mikropecherzykow btonowych (EV, ang. extracellular vesicles) [1,2]. Ich
struktura ograniczona jest dwoma warstwami lipidowymi, stanowigc bariere¢ dyfuzyjng oraz
zapewniajac  integralno$¢  $rodowiska  wewnatrzkomoérkowego.  Dwuwarstwa  lipidowa
odpowiedzialna jest rowniez za zakotwiczanie bialek, a takze przekazywanie sygnatu [3].

Opisywana grupa struktur biologicznych, do ktorej naleza egzosomy, ektosomy oraz ciatka
apoptyczne, aktualnie postrzegana jest jako grupa nowych, istotnych mediatoréw w komunikacji
migdzykomodrkowej, uczestniczacych w procesach fizjologicznych oraz patologicznych [4].

Egzosomy — najmniejsze wsrod pegcherzykow, o ksztatcie sferycznym, mierza od 30 do 100
nm. Zawieraja w swoim sktadzie biatka, mRNA, mikroRNA oraz lipidy [1,4]. Moga one stuzy¢
jako wektor dla zakaZnych czasteczek, np. HIV, prionow. Pecherzyki te transportujg wiele
makroczasteczek z jednej komorki do drugiej wraz z udzialem pecherzykow o niewielkich
rozmiarach. Egzosomy moga by¢ rowniez nosnikami lipidow, DNA, RNA, bialek, a takze matych,
bioaktywnych czastek takich jak mikroRNA [4].

Ektosomy, zwane rowniez mikrofragmentami blonowymi (MV, ang. microvesicles) mierza
od 100 do 1000 nm. Sg wydzielane na zewnatrz komodrki przez btone komorkowa. W ich skiad
wchodzg biatka, fosfolipidy, mRNA oraz mikroRNA [4,5]. Ektosomy odgrywaja istotng role
w leczeniu onkogennym, progresji nowotworu, jego inwazji oraz przerzutach [6].

Cialka apoptyczne, bedace najwigkszymi w tej grupie obiektami, mierzg od 1000 do 4000
nm. Sg uwalniane z komoérki podczas procesu apoptozy. Struktura ciatka apoptycznego zbudowana
jest z blony komorkowej, wewnatrz ktdrej znajduja si¢ fragmenty cytoplazmy, organelle

komorkowe oraz resztki chromatyny [2,5]. Cialka apoptyczne utatwiaja fagocytoze [7].

1.2. Powstawanie EVs

Procesy powstawania i wydzielania poszczegdlnych frakcji EVs sa rézne. Biogeneze
pecherzykéw zewnatrzkomorkowych — egzosomoéw, rozpoczyna proces endocytozy. Proces ten
polega na inwaginacji blony komodrkowej do wnetrza komorki, co skutkuje tworzeniem sig
wczesnych endosoméw. Jak widaé na Rys. 1, powstate w ten sposob struktury przemieszczaja si¢
do wnetrza komorki, stajac si¢ tzw. poZmymi endosomami, za$ ich btona ulega wewnetrznemu

paczkowaniu.



W wyniku internalizacji w $wietle pecherzyka zewnatrzkomorkowego powstaja nastgpnie
prekursory egzosomow (ILVs, ang. intraluminal vesicles). Na tym etapie ich wngtrze wzbogacane
jest substancjami biologicznymi tj. kwasami nukleinowymi, proteinami oraz innymi substancjami,

ktore sg charakterystyczne dla komorek rodzicielskich [2].

Pecherzyki ILVs, zgromadzone we wngtrzu endosomoéw, nazywamy ciatkami
wielopecherzykowatymi (MVBs, ang. multivesicular bodies). Ich btona przytacza si¢ do btony
komorkowej komorek rodzicielskich, natomiast transportowana zawartos¢ MVBs opuszcza
przestrzen wewnatrzkomorkowa 1 przenika do przestrzeni zewnatrzkomorkowej. Efektem
koncowym jest uwolnienie egzosomow do przestrzeni zewnatrzkomodrkowej, proces ten nosi miano
egzocytozy [2].

blona komorkowa

|

endocytoza
przestrzen
wewngtrzkomorkowa

pecherzyki

ILVs
egzocytoza

ciatko wielopecherzykowate (MVBs)

-
przestrzen o« .

zewnatrzkomorkowa endosomy .
—_—)

Rys. 1. Schemat biogenezy egzosomow, narysowany na podstawie [2], wykonany przy uzyciu programu Dia.

Rys. 2 prezentuje powstawanie ektosomow na drodze paczkowania, czyli uwypuklen blony
komorkowej. Do wnetrza ektosomoéw przedostaja si¢ m.in. proteiny oraz kwasy nukleinowe.
Pecherzyki te odlaczaja si¢ od btony komodrkowej, a nastepnie przemieszczajg si¢ na zewnatrz

komorki [2].
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btona komorkowa

|

4———— Dprzestrzen
wewnatrzkomorkowa
paczkowanie
przestrzen
U zewnatrzkomorkowa

ektosomy ———— O O

Rys. 2. Schemat biogenezy ektosoméw, narysowany na podstawie [2], wykonany przy uzyciu programu Dia.

Ciatka apoptyczne powstaja na drodze zaprogramowanej $mierci komorki, okreslanej
apoptoza (Rys. 3). Opisywane struktury sa otoczonymi btong komoérkowa fragmentami cytoplazmy,

wewnatrz ktorych znajduja si¢ organelle oraz resztki chromatyny [2].

btona komoérkowa

_ organella komoérkowe
apoptoza i

v

organella komérkowe ciatka apoptyczne

Rys. 3. Schemat biogenezy ciatek apoptycznych, narysowany na podstawie [2], wykonany przy uzyciu programu Dia.

1.3. Metody izolacja EVs

Mikropegcherzyki zewnatrzkomérkowe w warunkach in vitro sa wydzielane przez komorki
do srodowiska zewngtrznego (np. do pozywki hodowlanej). W warunkach in vive zachodzi sekrecja
EVs do przestrzeni miedzykomérkowej lub plynéw ustrojowych. W celu wyizolowania
mikropecherzykéw zewnatrzkomorkowych, nalezy pobra¢ medium hodowlane, ktére zawiera EVs,
przyktadowo moze to by¢ ptyn z tkanki, mocz lub inne plyny. Nastgpnie pobrang probke nalezy
podda¢ wirowaniu, w celu usuni¢cia komorek, fragmentow komorek oraz ciat apoptotycznych [7].
Niezwykle istotne sg rowniez informacje na temat metody pobierania pozywki oraz warunkéw

hodowli przed eksperymentem [8].
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Calkowita izolacja mikropecherzykow btonowych, z innych wspotistniejacych struktur
z medium hodowlanego, jest duzym wyzwaniem, a w wielu sytuacjach jest praktycznie niemozliwa.
Jedng z pierwszych metod separacji oraz koncentracji mikropecherzykoéw btonowych bylo
ultrawirowanie roznicowe. Efektem zastosowanego ultrawirowania jest powstanie osadu, ktory
zawiera frakcje zar6wno ektosomoéw, jak i egzosomoéw. Nastepnie aplikowano takie metody jak:
gradient gestos$ci, wytracanie, filtracja, wykluczanie wielko$ci, chromatografia czy tez
immunoizolacja. W celu uzyskania mozliwie najwigkszej skutecznos$ci separacji mikropecherzykow
w wielu przypadkach stosuje si¢ kilka metod separacyjnych w trakcie jednego eksperymentu [8].
Wciaz modyfikowane i ulepszane s3 zaréwno techniki sekwencyjnego wirowania, jak rowniez
optymalizuje si¢ nowe metody, tj. metody kolumnowe, chromatograficzne, precypitacyjne itd.

Okreslenie ilosci wyizolowanych mikropecherzykéw blonowych, bedace kolejnym etapem
w procedurze izolacji tych struktur, jest rowniez procesem skomplikowanym. Przyktadowo
w przypadku pecherzykdéw pochodzacych z moczu, objetos¢ zalezy od warunkow istniejacych
przed pobraniem materiatu, tj. chociazby spozycie ptynow przez dawcge moczu. Powoduje to
konieczno$¢ zastosowania dodatkowych parametrow normalizujacych, np. poziom kreatyniny lub
tez albuminy w moczu pacjenta [8].

Do ilo$ciowego okreslenia EV mozna wykorzysta¢ kwantyfikacj¢ bialek, lipidow czy tez
kwasoéw nukleinowych. Nalezy jednak mie¢ na uwadze, iz zadna z oszacowanych warto$ci
wewnetrznych struktur nie jest bezposrednio skorelowana z liczbg EVs.

Metodami z powodzeniem stosowanymi do okreslenia liczby EVs sg rowniez:

- analiza $ledzenia nanoczastek (NTA, ang. nanoparticle tracking analysis),

- cytometria przeplywowa,

- rezystancyjne wykrywanie impulsow (RPS, ang. resistive pulse sensing).

Metody stosowane do okreslania bezwzglednych wartosci rozmiaru oraz liczby EVs sg wcigz mato
czute 1 wymagaja dalszych ulepszef. Niemniej jednak, otrzymywane w ten sposéb dane moga
dostarczy¢ waznych informacji na temat ilosci czastek na okre§long objetos¢, jak rowniez
informowac o rozktadach wartosci wielkosci czastek [8].

Analiza NTA jest metodg stosowang do pomiaru stezen 1 wielkosci struktur
pecherzykowatych takich jak mikropecherzyki oraz egzosomy. Aplikacja trybu fluorescencyjnego
umozliwia roznicowanie oraz charakterystyke odpowiednio oznakowanych czastek. NTA bazuje na
analizie ruchéw Browna poruszajacych si¢ czastek. Laser oswietla badane czasteczki zawieszone
W cieczy, a pojawiajace si¢ rozblyski sa rejestrowane przez kamere, ktéra jest potgczona

z mikroskopem. Technika ta jest szybka, stosunkowo doktadna, tatwa w uzyciu oraz skuteczna [9].
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Cytometria przeptywowa pozwala zmierzy¢ oraz zanalizowa¢ w trakcie jednego pomiaru
wiele wilasciwosci fizycznych i1 biologicznych komorek, przeplywajacych przez wigzke $wiatta.
Dzigki tej technice mozna dokona¢ analizy wielkosci komorek, ziarnistosci oraz intensywnosci
fluorescencji. Pomiar tych parametréw jest mozliwy dzigki systemowi optyczno-elektrycznemu,
rejestrujgcemu  sposOb rozpraszania wigzki lasera przez komorki oraz emisje sygnalu
fluorescencyjnego [10].

Rezystancyjne wykrywanie impulséw (RPS) jest skuteczng metoda, pozwalajaca na
zliczenie czastek oraz okreslenie ich wielko$s¢ w roztworach elektrolitow. Czujniki RPS majg
szerokie spektrum funkcji o wysokiej czulo$ci 1 przepustowos$ci, dzigki czemu znajdujg czeste
zastosowanie w dziedzinie badan biomedycznych, a takze w diagnostyce klinicznej. Czujniki te

wykorzystuja zaleznos$¢ rezystancji metali badz pdiprzewodnikoéw od temperatury [11].

2. Dwuwarstwa lipidowa

Podstawowg jednostka btony komoérkowej jest struktura dwuwarstwy lipidowej, Rys. 4
1 Rys. 5. Tworza ja dwie warstwy fosfolipidow, skladajace si¢ z hydrofilowej glowy, ktora
umieszczona jest na zewnatrz btony oraz z hydrofobowego ogona, ktory umieszczony jest do
wewnatrz. Dwuwarstwa lipidowa jest odpowiedzialna za zakotwiczanie biatek, a takze
przekazywanie sygnatu. Do jej wlasciwosci zalicza si¢:
- ptynno$¢, ktdra zapewnia elastyczno$¢ oraz spojnos¢ btony,
- asymetrie,
- selektywng przepuszczalnos¢ [3].

Przestrzen
zewnatrzkomorkowa

hydrofilowa glowa ——
dwuwartswa
lipidowa
hydrofobowy ogon ——

Cytozol

Rys. 4. Budowa dwuwarstwy lipidowej, narysowany na podstawie [3], wykonany przy uzyciu programu Dia.
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Do trzech podstawowych funkcji blony komérkowej naleza:
- przekaz informacji ze §rodowiska zewnetrznego do wngtrza komorki,
- transport do wnetrza oraz na zewnatrz komorki czasteczek chemicznych,
- kontrola wzrostu, podziatu, a takze ruchéw komorki.
W skiad blony komorkowej wchodza: biatka, cukry oraz lipidy, ktore stanowig 30-40%
masy blony komorkowej [12].

CHOL PS PC SM PE PE-O

Pecherzyki gﬁ I I

zewnatrzkomorkowe

Rys. 5. Budowa dwuwarstwy lipidowej, narysowany na podstawie [13], wykonany przy uzyciu programu Dia.

2.1. Lipidy blonowe

Lipidy odgrywaja kluczowa rol¢ w procesach biochemicznych oraz metabolicznych, ktore
zachodza w komorkach. Nie tylko dostarczajg i magazynuja energie, lecz takze przekazuja sygnaty
oraz tworzg poOtprzepuszczalng barier¢ komorkowa w postaci dwuwarstwy lipidowej. Badania
z dziedziny lipidomiki coraz czes$ciej umozliwiaja zrozumienie skomplikowanych procesow
zachodzacych w strukturach biologicznych o fizjologicznych parametrach. Co istotniejsze,
dostarczaja cennych informacji o zmianach metabolicznych jakie towarzysza stanom
patologicznym, w tym chorobom metabolicznym 1 nowotworowym, umozliwiajgc tym samym

wczesng diagnostyke [14].
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Ze wzgledu na struktur¢ chemiczng, lipidy blonowe mozna podzieli¢ na pig¢ gtownych
grup:
- fosfolipidy, ktore wystepuja w blonie komorkowej wszystkich komorek (ich zawarto§¢ w btonie
komoérkowej stanowi od 62-70%),
- glikolipidy, ktore wystepuja w blonach biologicznych komorek roslinnych, zwierzecych oraz
bakteryjnych (ich zawarto$¢ w btonie komoérkowej wynosi ok. 8%),
- sfingolipidy, ktore wystepuja gléwnie w uktadzie nerwowym zwierzat,
- sterole, ktore wystepuja w btonach biologicznych komorek eukariotycznych,
- prenole, ktére podobnie jak sterole, wystgpuja w blonach komdrkowych komorek eukariotycznych

3, 12].

2.1.1. Fosfolipidy

Fosfolipidy wyst¢puja w blonach biologicznych komorek roslinnych oraz zwierzecych [12].
Sa czasteczkami amfipatycznymi, co oznacza iz maja cz¢$¢ hydrofilowa, tzw. glowe oraz czesé

hydrofobowa, tzw. ogon [3] (Rys. 6).
czgs¢ hydrofilowa

fosfolipidu (tzw. glowa)

czgs¢ hydrofobowa
Iimli:lipldu (tzw. ogon)

Rys. 6. Budowa fosfolipidow, narysowany na podstawie [3], wykonany przy uzyciu programu Dia.

Lipidy wchodzace w sktad tej grupy, pod wzgledem chemicznym, sa pochodnymi kwasu
fosfatydylowego, ktory w centralnej czesci zawiera czasteczke glicerolu. Schemat umieszczony na
Rys. 7 ilustruje estryfikacj¢ czasteczki dwoma kwasami tluszczowymi oraz kwasem fosforowym,

ktory nastepnie jest zestryfikowany aminoalkoholem [3].

CH,—O — CO—[reszta kwasu tliszczowego]

|
CH—-0 — CO —[reszta kwasu thuszczowego ]
|
CH,—O — PO—0O—[aminoalkohol]
|
OH

Rys. 7. Wzér strukturalny fosfolipidéw, narysowany na podstawie [15], wykonany przy uzyciu programu ChemSketch.
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Jedna z grup hydroksylowych kwasu fosfatydylowego w fosfolipidach blonowych estryfikuje
z dodatkowa grupa alkoholi, przez co w =zalezno$ci od rodzaju alkoholu otrzymujemy
np. fosfatydylocholing (PC, ang. phosphatidylcholine), fosfatydyloseryne (PS, ang.
phosphatidylserine) itd. Duza réznorodno$¢ fosfolipidow wynika z wystepowania réznych alkoholi

oraz roznego typu kwasow ttuszczowych, ktore sa przytaczane do glicerolu [12].

2.1.2. Glikolipidy

Glikolipidy wystepuja w blonach biologicznych komorek roslinnych, zwierzecych oraz
bakteryjnych [14]. Podstawowa jednostkg strukturalng glikolipidéw jest ceramid, tzw. sfingozyna,
ktora jest polaczona z kwasem thuszczowym wigzaniem amidowym, Rys. 8. Grupa hydroksylowa
sfingozyny taczy si¢ z cukrem (przewaznie glicerolem) wigzaniem glikozydowym. Ceramidy maja
duze znaczenie w wielu procesach biologicznych [12]. Lipidy wchodzace w sktad tej grupy
usztywniajg powierzchni¢ btony oraz uczestniczg w transporcie elektronéw na drodze fotosyntezy
zachodzace] u roslin, jak rowniez sg istotnym przeno$nikiem informacji w komunikacji

migdzykomoérkowej [3, 16].

HO-CH-CH =CH — [reszta kwasu thuszczowego]

CH-NH- (l%— [reszta kwasu thuszczowego]

O
CH ;- O— [reszta sacharydowal]

Rys. 8. Wzor strukturalny glikolipidow, narysowany na podstawie [15], wykonany przy uzyciu programu ChemSketch.

2.1.3. Sfingolipidy

Stingolipidy wystepuja gléwnie w komorkach uktadu nerwowego, tworzac tzw. mieling,
czyli otoczke aksonow, ktoéra jest odpowiedzialna za przekazywanie impulsu nerwowego [3, 16].
Podstawowym elementem strukturalnym sfingolipidow jest dlugi tancuch aminoalkoholu —
sfingozyna (Rys. 9). Czasteczki sfingolipidow wykazuja amfipatycznos$¢, zas ich cylindryczny
ksztatt powoduje tworzenie dwuwarstwy lipidowej w wodzie. Lipidy te zgromadzone sg gtéwnie po
zewngtrznej stronie blony plazmatycznej. Sfingolipidy mozna podzieli¢ na podgrupy sfingomielin

oraz glikolipidoéw [3, 12, 16].

CH3- (CH,),; CH-CH —(le —(le— CH,—OH
OH NH,
Rys. 9. Wz6r strukturalny sfingozyny, narysowany na podstawie [12], wykonany przy uzyciu programu ChemSketch.
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2.1.4. Sterole

Sterole zbudowane sg ze steranu, ktory sktada si¢ z polaczonych ze sobg czterech pierscieni
weglowych, stanowigcych rdzen czasteczki, Rys. 10. Z jednej strony czasteczki moze byc¢
przytaczony kwas thuszczowy, za$ z drugiej — grupa hydroksylowa. Steran, dzigki swojej budowie,

warunkuje sztywnos$¢ btony [16, 17].

Rys. 10. Wzor strukturalny steranu, narysowany na podstawie [16], wykonany przy uzyciu programu ChemSketch.

Lipidy z tej grupy wystepuja w blonie komorek eukariotycznych. W komorkach
zwierzecych, najczesciej wystepujacym sterolem blonowym jest cholesterol, w komodrkach
ro$linnych — sitosterol, za§ w komorkach grzybow — ergosterol. Sterole btonowe odpowiadaja

za wrazliwo$¢ na zmiang¢ temperatury btony, a takze jej ptynnos¢ [3].

2.1.4.1. Cholesterol

Cholesterol, przedstawiony na Rys. 11, wystepuje wylacznie u eukariontow. Duza ilosé
cholesterolu zlokalizowana jest w btonie komorkowej mielinowych widkien nerwowych oraz
erytrocytow. W btonach plazmatycznych zawarto$¢ cholesterolu jest wyzsza, w pordwnaniu
z blonami wewnatrzkomorkowymi. Réwnocze$nie wraz z wysokg zawartoscig cholesterolu
w blonie, zmniejsza si¢ jej ptynnosci. Wpltywa on réwniez na przepuszczalno$¢ oraz stabilnosé
btony [15].

Czasteczka cholesterolu ogranicza ruchy boczne, a takze uwidacznia dyfuzj¢ bocznag lipidow
w blonie. W komorkach, w ich cytoplazmie, obecny jest w zestryfikowanej formie z kwasami
thuszczowymi. Cholesterol czynnie uczestniczy w szlakach transdukcji sygnatu, a takze przyjmuje
posta¢ prekursora dla duzej ilosci czasteczek sygnatowych. Towarzyszy rowniez w procesach, ktore
regulujg tworzenie synaps, a takze jest substratem dla hormondéw steroidowych (kortyzolu,
witaminy D, testosteronu, progesteronu, a takze soli zétciowe;j) [16, 17].

Produkcja cholesterolu z acetylo-CoA zachodzi w siateczce $rddplazmatycznej 1 jest
kontrolowana poprzez regulacj¢ reduktazy HMG-CoA, za$ aktywnos$¢ tego zwigzku jest

modyfikowana poprzez regulacje poziomu cholesterolu egzogennego [16, 17].
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Zbyt duza ilo$¢ cholesterolu w surowicy krwi jest czynnikiem ryzyka zawatu serca [18].
Dzieje si¢ tak przez zmiany miazdzycowe, a wigc odktadanie si¢ cholesterolu w naczyniach
krwiono$nych. Zmiany miazdzycowe s3 spowodowane nieprawidtlowym funkcjonowaniem
mechanizmu, ktory wychwytuje cholesterol poprzez lipoproteiny o niskiej gestosci, tzw. ,,zty
cholesterol” (LDL, ang. Low Density Lipoprotein). ROwnocze$nie lipoproteiny o wysokiej gestosci,
tzw. ,dobry cholesterol” (HDL, ang. High Density Lipoprotein), zapobiegaja odktadaniu
cholesterolu w tetnicach. Cholesterol egzogenny jest przyjmowany z pozywieniem, wystepuje
powszechnie w produktach zwierzecych, gldownie w migsie [16, 17]. Dla cztowieka wartos$¢ srednia
cholesterolu egzogennego wynosi od 0,5 g/dzien do 1 g/dzien, za$§ cholesterolu endogennego od
2 do 2,5 g/dzien [18].

CH,

Rys. 11. Wzor strukturalny cholesterolu, narysowany na podstawie [19], wykonany przy uzyciu programu ChemSketch.

2.1.5. Prenole

Prenole powstaja w wyniku syntezy zwigzkow, zbudowanych z pieciu atomoéw wegla —
difosforanu izopentenylu oraz difosforanu dimetyloallilu. Proste izoprenoidy powstaja w wyniku
syntezy kolejnych jednostek izoprenowych (grup pigcioweglowych).

Ze wzgledu na liczbe jednostek izoprenowych wyrdzniamy m.in. karotenoidy, zbudowane
z o$miu grup pigcioweglowych, wystepujace jako zotty, pomaranczowy, badz czerwony barwnik
u roslin. Zwiazki z tej grupy lipidowej charakteryzujg si¢ dziataniem przeciwutleniajagcym, silnie
absorbujg swiatlo oraz sg prekursorami witaminy A. Do izoprenoidéw naleza roéwniez politerpeny,
ktore zawierajg wigcej niz czterdziesci atomow wegla. Przyktadem politerpendw jest m.in. kauczuk.
Kolejnymi waznymi grupami czgsteczek sa chinony oraz hydrochinony. Do hydrochinon zaliczamy

witamine E, K, a takze ubichinon [14, 15].
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2.1.5.1. Witamina E

Do grupy zwigzkow okre§lanych mianem witaminy E wchodzg tokoferole oraz tokotrienole,
ktére sa rozpuszczalne w tluszczach. Zwigzki te, w organizmie czlowieka, s3 niezbednym
sktadnikiem pokarmowym, w szczegdlnosci a-tokoferol, przedstawiony na Rys. 12. Gléwnga cechg
tych zwigzkéw sa ich zdolnos$ci przeciwutleniajgce. Dzigki temu chronig 1 warunkujg wilasciwag
strukture bton biologicznych, zapewniaja rowniez syntezg lipidow, przeciwdzialaja chorobom
uktadu krazenia, a takze maja wplyw na prawidtowe krzepnigcie krwi.

Niedobor witaminy E skutkuje zwigkszonym katabolizmem nienasyconych kwasow
thuszczowych, przyczyniajacy sie do nieprawidtowego funkcjonowania bton komorkowych, a takze
zanik migéni, badz uszkodzenie nerwoéw. Odpowiedni poziom witaminy E w organizmie
przeciwdziata chorobie Alzheimera, gdyz hamuje ona tworzenie widkien B-amyloidowych, a takze
znacznie obniza ich toksyczne dziatanie na neurony [14, 15].

Witaming E mozna naturalnie pozyska¢ z pozywienia m.in. ze stonecznika, z orzechow

ziemnych, badz laskowych, migdalow, pomidoréw czy szpinaku [14, 15].

CH,
CH,
\o
CH, CH, CH,
/ J 2

/ \ CH3

HO CH,

Rys. 12. Wzo6r strukturalny a-tokoferolu, narysowany na podstawie [14, 15], wykonany przy uzyciu programu
ChemSketch.

3. Spektrometria Masowa ToF-SIMS

Spektrometria masowa z analizatorem czasu przelotu (ToF-SIMS, ang. Time of Fligth —
Secondary Ilon Mass Spectrometry) jest czula metoda spektrometryczng, stosowang do
jakos$ciowego okreslania sktadu powierzchni. Dzigki jej zaawansowanemu rozwojowi, zostata
zaadoptowana do badan biologicznych, gdzie wykorzystywana jest przede wszystkim do analizy
lipidéw oraz protein [20].

Technike ToF-SIMS stosuje si¢ od lat 90-tych do okre$lania sktadu oraz rozmieszczenia
przestrzennego lipidéw w btonach komoérkowych i tkankach. Otrzymane dotychczas informacje
umozliwity szersze zrozumienie wielu procesow biologicznych oraz role, jaka w tych procesach

odgrywaja lipidy zar6wno w stanach fizjologicznych, jak 1 w tworzeniu nowych stanow
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patologicznych. Brunelle i wspolpracownicy zauwazyli poprawe wrazliwosci techniki ToF-SIMS
w analizie lipidow [14, 21].

Uktad eksperymentalny, wchodzacy w sklad spektrometrii masowej ToF-SIMS,
przedstawiony na Rys. 13, sktada si¢ ze: zrodia jondw, z ktérego wigzka pierwotnych jondéw pada
na badang probke, analizatora mas, gdzie analizowane sg wtorne jony, wyemitowane z probki oraz
detektora, zliczajacego zarejestrowane jony.

W przypadku analizy probek biologicznych, jako zrodlo pierwotnych jonow zazwyczaj
uzywa si¢ klastrow jonu metalu (ztota lub bizmutu), ktore sg generowane z cieklo-metalicznego
dziata (LMIG, ang. Liquid Metal Ion Gun) [16]. W praktyce polega to na umieszczeniu rozgrzanego
metalu, ktory sie topi oraz przedostaje si¢ na koniec ,,iglty”, do ktérej przytozone wysokie napiecie
powoduje, iz powstaje stozek Taylora, skad ewaporuja jony pierwotne [16].

Zjonizowane klastry zlota lub bizmutu umozliwiajg generowanie w badanej strukturze
mniejszych uszkodzen molekularnych, wigkszego rozproszenia energii w badanej objgtosci probki,
co w znacznym stopniu umozliwia minimalizacj¢ zniszczen w strukturze molekularnej,
a ostatecznie zwigkszenie sygnatu pochodzacego od duzych czasteczek molekularnych. Procedura
ta umozliwita zwickszenie czutosci techniki ToF-SIMS na macierzyste jony takich czgsteczek jak
lipidy, stajac si¢ narzgdziem do badania powierzchni materiatow biologicznych [14].

Zaletg techniki ToF-SIMS jest niewatpliwie wysoka rozdzielczo$¢ (dochodzi nawet do
50 nm), jednak metoda ta ma zastosowanie gtownie w analizie czastek o masach mniejszych od m/z
1000 (im wigkszy stosunek masy czasteczkowej jonu do tadunku elektrycznego jonu, tym

analizowany jon porusza si¢ wolniej) [16].

Jony jony analizator widma obrazy
pierwotne wtorne ToF masowe ToF-SIMS

0 00 SO

Probka

Rys. 13. Schemat dziatania techniki ToF-SIMS, narysowany na podstawie [22], wykonany przy uzyciu programu Dia.
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3.1. Analizator czasu przelotu (ToF)

Analizator czasu przelotu (ToF, ang. Time of Fligth) cechuje si¢ wysoka czuloscig (<20
ppm). Dzigki pomiarowi czasu przelotu jonu przez obszar o zadanej dtugosci w polu elektrycznym,
mozna dokona¢ separacji jonu o konkretnym stosunku masy emitowanego jonu wtdrnego (m) do

jego tadunku (z). Energia kinetyczna jonu (Ej) jest rOwna:
E, =zU =%mv2 (1)

Gdzie: z - tadunek jonu, m — masa jonu, U — potencjal przyspieszajacy jony, v — predkos¢ jonu,

okreslona wzorem:

b4 (2)
t
Gdzie: d - dlugos$¢ analizatora, ¢ — czas przelotu jonu. Gdy do wzoru 1 wstawimy wzor na predkosé,
otrzymamy:
m 22Ut
L 3)
z d
dzigki czemu mozna wyznaczy¢ czas przelotu jonu, ktéry wyrazony jest wzorem:
t=d, |- 4)
2zU

Powyzsze réwnanie pokazuje proporcjonalno$¢ czasu przelotu jonu (7) do pierwiastka
z masy jonu (m), przez co lzejsze jony (o matej masie) poruszajg si¢ szybciej od ciezszych jonow

(o duzej masie), w zwigzku z czym szybciej docierajg do detektora, co pokazano na Rys. 14 [20].

obszar przyspi

zrodto i rerich obszar ToF detektor I
|
—_ _ >
e —_—
|
—_— _
I E ‘ o

Rys. 14. Schemat ukazujgcy dziatanie detektora ToF (tryb liniowy), narysowany na podstawie [20], wykonany przy

uzyciu programu Dia.
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ToF jest uniwersalnym analizatorem o zakresie mas od 0 kDa do 10 kDa (tryb reflektronu)
oraz od 0 kDa do 500 kDa (tryb liniowy) W trybie liniowym przewaznie uzyskuje si¢ gtéwne piki
poprzez usrednienie pikéw izotopowych, z tego powodu wigkszos¢ analizatorow ToF zaopatrzona
jest w reflektron. Dzieki wydluzeniu swobodnej drogi dryfu jondéw, uzyskuje si¢ wicksza
rozdzielczo$§¢ pomiaru mas czastek (nawet do 10 kDa). Reflektron w swojej budowie zawiera
elektrody pier§cieniowe, ktore posiadaja wzrastajacy potencjal i sg ustawione wspotosiowo (znak
pola reflektronu réwna si¢ znaku jonow). Wydluzenie czasu przelotu jonéw, za czym idzie wzrost
stopnia separacji jonow, skutkuje otrzymaniem widma izotopowego, a tym samym zwigksza si¢
rozdzielczo§¢ pomiaru [20]. Schemat ukazujacy dziatanie detektora ToF (tryb reflektronu)

przedstawiono na Rys. 15.

zrodto obszar ToF

reflektron

@
n
1 detektor 11

o —
I
L

Rys. 15. Schemat ukazujacy dziatanie detektora TOF (tryb reflektronu), narysowany na podstawie [20], wykonany przy

uzyciu programu Dia.

Analizator ToF charakteryzuje si¢ sprawnym skanowaniem calkowitego zakresu mas.
Obszerny zakres mas umozliwia wykorzystanie analizatora ToF do analizy peptydow, metabolitow,

polimerow, a takze duzych biatek [20].
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Cze$¢ eksperymentalna

Czes¢ eksperymentalna pracy obejmuje opis prac o charakterze doswiadczalnym wraz
z przedstawieniem, interpretacja oraz dyskusja wynikow dotyczacych podjetego tematu
badawczego.

Opis eksperymentu umieszczono w czterech podrozdzialach zawierajacych informacje
o materiale biologicznym uzytym do badan, izolacji materiatu biologicznego, przebiegu
eksperymentu, zastosowanej metodzie badawczej oraz analizie statystycznej wynikow.

Gloéwna czg$¢ pracy eksperymentalnej byla realizowana przy uzyciu aparatury ToF-SIMS.
Omowiony zostal sposob przygotowania danych dos§wiadczalnych z udzialem statystycznych metod

analizy wynikoéw, w celu charakterystyki grup lipidowych w badanych probkach.

4. Materialy i metody

4.1. Hodowla komérek

W doswiadczeniu wykorzystano komorki linii beta trzustki (1.1B4), zakupionej w firmie
Sigma Aldrich (Merck KGaA, Darmstadt, Niemcy). Komorki utrzymywano w pozywce RPMI 1640
(Merck KGaA, Darmstadt, Niemcy) uzupetionej 10% ptodowa surowica bydleca (FBS) (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, USA), 5% 2 mM L-glutaming (Sigma-Aldrich, Darmstadt,
Niemcy) wraz z antybiotykami: 100 pg/ml streptomycyny i 100 jednostek/ml penicyliny (nr kat.
11074440001, oba z Sigma-Aldrich, Darmstadt, Niemcy).

Wykorzystane w doswiadczeniu linie komoérkowe hodowano jako monowarstwy na szalkach
Petriego o $rednicy 100 mm w warunkach 37°C oraz 5% CO, w nawilzanym inkubatorze do
osiggniecia 80% konfluencji.

Potowe komorek hodowano w warunkach normoglikemicznych (5 mM glukozy), podczas

gdy inne komorki hodowano w warunkach dtugotrwatej (3 pasaze) hiperglikemii (25 mM glukozy).

4.2. I1zolacja EVs

Komorki hodowano przez 24 godziny w pozywce RPMI 1640 bez FBS uzupeinionej
L-glutaming 1 antybiotykami. Tak przygotowane szalki umieszczono w inkubatorze.
Kondycjonowang pozywke zebrano i odwirowano przy 400 x g (10 min), 3100 x g (25 min) i 7000
x g (20 min) w celu usunigcia pozostatosci komoérek. Roztwor znad osadu zebrano po uprzednim
wirowaniu 1 zageszczono przy uzyciu hydrostatycznej dializy filtracyjnej o niskim cis$nieniu
prézniowym (LVHFD, ang. Low Vacuum Hydrostatic Filtration Dialysis). Za pomoca dializacyjnej

membrany celulozowej (nr kat. 131486, Spectra/Por Biotech) z odcieciem masy czasteczkowe;j
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1000 kDa stgzenie probki osiagneto 3 ml. Nastepnie probke przemyto 100 ml wody

demineralizowane;.

4.3. Przygotowanie prébek do analizy ToF-SIMS

Przygotowano podtoza krzemowe o wymiarach 1 x 1 cm? z wafli krzemowych. Kazde
podtoze oczyszczono kolejno toluenem i etanolem przez 10 min za pomoca myjki ultradzwickowej
1 wysuszono pod strumieniem N,. Na tak przygotowane substraty naniesiono pecherzyki
zewnatrzkomorkowe o objetosci 30 pl.

Ostatecznie, naniesienie EVs przeprowadzono przez inkubacj¢ z roztworem EVs
zawieszonych w buforze PBS, o koficowym stezeniu rownym 3-10° czastek/ml, przez 1 godzing,
a nastepnie przemycie buforem PBS. Przed pomiarem wszystkie probki przeptukano wodg

destylowang i wysuszono w strumieniu N».

4.4. Analiza ToF-SIMS

Do przeprowadzenia pomiaréw wykorzystano system dynamicznej 1 statycznej
spektrometrii mas wtérnych jondw z analizatorem czasu przelotu ToF-SIMS 5 (ION-ToF GmbH,
Miinster, Niemcy), znajdujacym si¢ w Instytucie Fizyki Uniwersytetu Jagiellonskiego.

Jako zrodto pierwotnych jonow zastosowano dziato bizmutowe LMIG. Dla wszystkich
wykonanych pomiaréw jonami bombardujacymi powierzchnie probek byty klastry Bi;™ (30 keV).
Wybdr takiego dziata zostat podyktowany analiza danych literaturowych. Ten typ klastréw
umozliwia generowanie zwickszonego sygnatu jonowego z materialdow molekularnych, co znaczaco
zwigksza czuto$¢ techniki ToF-SIMS dla jonéw molekularnych lipidow [12]. Zakres masowy
podlegajacy analizie wynosit od 0 do 900 amu. Cis$nienie gazoéw resztkowych w komorze
spektrometru utrzymywano na poziomie 10® mbar w trakcie wykonywania pomiarow. Analize
sktadu lipidowego wykonano w statycznym modzie pracy spektrometru, co umozliwia otrzymanie
szczegotowej informacji o sktadzie chemicznym powierzchni badanego materiatu.

W celu neutralizacji powstajacego tadunku na powierzchni probki, w przerwie migdzy
dwoma impulsami pochodzacymi ze Zrdédla pierwotnych jondw, zastosowano niskoenergetyczne
dziato elektronowe. W przedstawianym cyklu prac eksperymentalnych wykonane eksperymenty
przeprowadzono w tym samym czasie 1 takich samych warunkach.

Do analizy ToF-SIMS probek mikropecherzykow wykorzystano holder, na ktérym
umieszczono rownocze$nie wszystkie mierzone probki, po dwie z badanych dwoéch grup
pomiarowych. W pierwszym kroku wykonano analize powierzchniowa na obszarze 150x150 pm?

dla ujemnie oraz dodatnio natadowanych wtérnych jonow.
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Kalibracj¢ kazdego zmierzonego widma wykonano za pomoca sygnatéw zidentyfikowanych
od nastepujacych jonow dodatnich: HY, H,", CH*, CH,, CH;" oraz C;H,", natomiast
w przypadku widm jonow ujemnie natadowanych za pomocg pikow C-, CH-, CH,, C,, C,H".
Odtworzenie przeprowadzonych pomiardw oraz wstepng analize umozliwit program SurfaceLab
7.2.

Po wykonaniu pomiaréw na powierzchniach 150x150 pm? dla ujemnie oraz dodatnio
natadowanych wtérnych jondéw, dokonano edycji otrzymanych widm. Na podstawie obrazdéw
emisyjnych, otrzymanych dla prenoli i steroli, wybrano wtérne powierzchnie, z ktoérych uzyskano
widma uzyte do analizy porownawcze;.

Przeprowadzono analize statystyczng otrzymanych wynikéw, okreslajac wartosci Srednie,
odchylenia standardowe dla danej grupy oraz jednoczynnikowg analize¢ wariancji ANOVA. Do
okreslenia istotno$ci rdznic pomigdzy wartoSciami srednimi dla obu grup zastosowano test Tukey’a.
Do wykonania jednoczynnikowej analizy wariancji ANOVA oraz wszystkich prezentowanych

wykreséw wykorzystano program OriginPro 2020b.

5. Wyniki z dyskusja

5.1. Sterole

Cholesterol jest najlepiej poznanym lipidem w grupie steroli, a jego prawidtowy poziom jest
niezwykle istotny w fizjologicznym funkcjonowaniu uktadu biologicznego. Wykazano, iz
metabolizm cholesterolu u 0séb chorych na cukrzyce rdzni si¢ od tego u osob bez cukrzycy. Wynika
to ze zmian w syntezie cholesterolu oraz modyfikacji jego poziomu przez insuling. Stwierdzono, ze
skuteczna utrata masy ciata u osoéb z cukrzyca poprawia efektywnos$¢ wchtaniania cholesterolu
1 markerow insulinoopornosci, a przede wszystkim ma wptyw na efektywno$¢ wchtaniania
cholesterolu [23]. Simonen 1 wspotpracownicy wykazali jednowymiarowy zwigzek migdzy
poziomem glukozy we krwi, a synteza cholesterolu, co oznacza, iz obnizenie poziomu glukozy we
krwi zmniejsza syntezg cholesterolu 1 zwigksza jego wchlanianie [24].

Majac na uwadze powyzej wskazane zalezno$ci przeprowadzono analiz¢ porownawcza
poziomu $rednich warto$ci intensywnosci dla dwoch analizowanych grup badawczych. Otrzymane
wyniki zaprezentowano na Rys. 16 A i B W celu weryfikacji r6znic miedzy dwoma warunkami
eksperymentalnymi, przeprowadzono jednoczynnikowg analiz¢ ANOVA, a takze test Tukey’a.
Otrzymane istotne statystycznie rdznice mi¢dzy $rednimi, znormalizowanymi intensywnosciami dla

okreslonych mas przy p>0,05, przedstawiono na Rys. 16 A i B symbolem *.
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Rys. 16. Srednie, znormalizowane intensywnosci charakterystycznych pikéw w polaryzacji A) ujemne;j dla steroli,
B) dodatniej dla steroli. Symbol * przypisany jest §rednim warto$ciom, dla ktérych wykazano istotne réznice przy

p=0,05.

Rys. 16A ilustruje, jak ksztaltuje si¢ $rednia, znormalizowana intensywnosci dla trzech mas: m/z
79,96 [fragm. cholesterolu], m/z 385,34 [jon macierz. cholesterolu], m/z 465,31 [jon macierz.
siarczanu cholesterolu]. Dla wszystkich zwigzkow widoczne jest zrdznicowanie $rednich,
znormalizowanych intensywnos$ci w badanych warunkach.

Dla pigciu mas: m/z 95,09 [fragm. cholesterolu], m/z 147,09 [fragm. cholesterolu], m/z
161,13 [fragm. cholesterolu], m/z 369,36 [fragm. cholesterolu], m/z 386,36 [jon macierz.
cholesterolu], przedstawionych na Rys. 16B, widoczna jest istotna statystycznie rdznica $rednich,
znormalizowanych intensywno$ci w badanych warunkach. Analizujac powyzszy wykres mozna
zaobserwowaé, iz w warunkach normalnych $rednia warto$¢ intensywnos$ci jest nizsza, niz
w warunkach hiperglikemii.

Przeprowadzona analiza wskazuje, iz dla wszystkich charakterystycznych jonow
z grupy steroli w polaryzacji ujemnej — fragmentu cholesterolu, jonu macierzystego siarczanu
cholesterolu oraz jonu macierzystego cholesterolu, wystepuje istotna statystycznie roznica miedzy
badanymi warunkami.

Opierajac si¢ na wynikach, umieszczonych na powyzszych rysunkach, mozna stwierdzi¢, iz
warunki hiperglikemiczne majg istotny wplyw na zawarto$§¢ cholesterolu w pecherzykach
zewnatrzkomoérkowych izolowanych komorek beta trzustki. Aktualne wytyczne, oparte na analizie
danych statystycznych, wzywaja do agresywnej strategii leczenia w celu obnizenia poziomu
cholesterolu, ci$nienia krwi i poziomu glukozy u pacjentéw z cukrzyca, za§ dane dotyczace leczenia

wysokiego poziomu trojglicerydéw 1 niskiego poziomu cholesterolu pozostaja niejednoznaczne
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[25]. Wiadomo, ze HDL jest odwrotnie skorelowany z chorobami uktadu krazenia ze wzgledu na
réznorodne funkcje przeciwmiazdzycowe. Funkcje te obejmuja wyptyw cholesterolu i odwrotny
transport cholesterolu, dzialanie przeciwutleniajace oraz przeciwzapalne. Jednakze wykazano, iz
HDL ulega utracie funkcji w kilku stanach patofizjologicznych, takich jak odpowiedz ostrej fazy,
otyto$¢ czy przewlekle choroby zapalne. Wykazano rowniez, ze niektore z tych chorob sg zwigzane
ze zwigkszonym ryzykiem chordb sercowo-naczyniowych. Jedng z takich choréb, ktora jest
zwigzana z dysfunkcjag HDL 1 przyspieszong miazdzycg tgtnic, jest cukrzyca, choroba, w ktorej
czasteczka HDL podlega r6znym modyfikacjom strukturalnym, ktéore powodujg znaczace zmiany

w jej funkcji. [26]

5.2. Prenole

Witamina E, bgdaca niezbednym sktadnikiem pokarmowym, w szczegodlnosci a-tokoferol,
chroni oraz warunkuje wiasciwg strukture bton biologicznych, zapewnia syntezg lipidow,
przeciwdziata chorobom uktadu krazenia, a takze ma wpltyw na prawidtowe krzepniecie krwi.
U cukrzykow witamina E powoduje obnizenie poziomu glukozy oraz cholesterolu we krwi, a takze
spowalnia choroby niedokrwienne serca. Chorzy na cukrzyc¢ maja wigksze zapotrzebowanie na
wit. E, gdyz poprawia ona aktywno$¢ insuliny oraz zmniejsza tolerancj¢ glukozy. Annand i Vaishali
Jain wykazali, iz pacjenci przyjmujacy suplementacje witaminy E mieli op6zniony rozwdj
1 powolny postep powiklan cukrzycowych [27]. Stwierdzono réwniez, iz witamina E poprawia stres
oksydacyjny oraz funkcje watrobowo-komorkowe. Insulinooporno$¢ rowniez si¢ poprawia, jednak
efekt ten wydaje si¢ przemijajacy [28].

Biorgc pod uwage powyzsze dane przeprowadzono analiz¢ poréwnawczg poziomu $rednich
warto$ci intensywnosci dla dwoch analizowanych grup badawczych. Otrzymane wyniki
zaprezentowano na Rys. 17 A 1 B. W celu weryfikacji réznic migdzy dwoma warunkami
eksperymentalnymi, przeprowadzono jednoczynnikowa analiz¢ ANOVA, a takze test Tukey’a.
Otrzymane istotne réznice mi¢dzy $rednimi, znormalizowanymi intensywno$ciami dla okreslonych

mas przy p=>0,05, przedstawiono na Rys. 17 A i B symbolem *.
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Rys. 17. Srednie, znormalizowane intensywnosci charakterystycznych jonéw w polaryzacji A) ujemne;j dla prenoli,
B) dodatniej dla prenoli. Symbol * przypisany jest Srednim warto$ciom, dla ktérych wykazano istotne réznice przy

p=0,05.

Analizujac Rys. 17A, widoczne sg istotne statystycznie rdznice S$rednich, znormalizowanych
intensywnos$ci dla fragmentu o-tokoferolu (m/z 162,96), jonu macierzystego o-tokoferolu (m/z
428,74) oraz jonu macierzystego koenzymu Q9 (m/z 795,35) ze wzglgedu na badane warunki.

Dla czterech mas: m/z 165,06 [fragm. a-tokoferolu], m/z 203,05 [fragm. a-tokoferolu], m/z
205,07 [fragm. a-tokoferolu], m/z 430,42 [jon macierz. dla wit. E], przedstawionych na Rys. 17B,
widoczne s3 istotne statystycznie rdznice $rednich, znormalizowanych intensywnosci w badanych
warunkach. Dla fragmentow a-tokoferolu mozna zaobserwowac, iz w warunkach hiperglikemii
srednia warto$¢ intensywnos$ci jest nizsza, niz w warunkach normalnych. Jedynie dla jonu
macierzystego dla witaminy E, zalezno$¢ ta jest odwrotna.

W analizie zawierajacej koenzym Q9, uwzgledniono wyniki otrzymane dla trzech
charakterystycznych jonow w polaryzacji ujemnej prenoli. Dla fragmentu jonu macierzystego
a-tokoferolu (m/z 428,74) wykryto nieznaczng réznice miedzy $rednimi, znormalizowanymi
intensywnos$ciami, za$ dla pozostatych jondéw rdznica ta jest bardziej widoczna.

W analizie zawierajacej witaming E, uwzgledniono wyniki otrzymane dla czterech
charakterystycznych jonéw w polaryzacji dodatniej prenoli. Otrzymano istotne statystycznie
roznice pomigdzy Srednimi  wartoSciami intensywno$ci dla warunkéw normalnych oraz
hiperglikemicznych. Fragmenty o-tokoferolu maja wigksza intensywno$s¢ w warunkach
normalnych, za$ jon macierzysty dla witaminy E w warunkach hiperglikemii.

Opierajac si¢ na zamieszczonych wynikach mozna stwierdzi¢, iz warunki hiperglikemiczne

majg istotny wplyw na zawartos¢ witaminy E w badanych probkach pecherzykow
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zewnatrzkomoérkowych pochodzacych z komoérek beta trzustki. Wyniki te moga przyczyni¢ si¢ do
hipotezy, iz suplementacja witaminy E odgrywa istotng rol¢ w op6znianiu wystgpienia powiktan

cukrzycowych [27].

Podsumowanie

W polaryzacji ujemnej dla steroli, dla fragmentu cholesterolu, jonu macierzystego siarczanu
cholesterolu oraz jonu macierzystego cholesterolu, wystepuje istotna statystycznie roznica miedzy
badanymi warunkami.

W polaryzacji dodatniej dla steroli, w warunkach normalnych §rednia warto$¢ intensywnosci
jest nizsza, niz w warunkach hiperglikemii.

W polaryzacji ujemnej dla steroli, dla fragmentu jonu macierzystego a-tokoferolu (m/z
428,74) wykryto nieznaczng roéznic¢ migdzy Srednimi, znormalizowanymi intensywnosciami, zas$
dla pozostatych jondw rdznica ta jest bardziej widoczna.

W polaryzacji dodatniej dla prenoli, fragmenty o-tokoferolu maja wigksza intensywnos¢
w warunkach normalnych, za$ jon macierzysty dla witaminy E w warunkach hiperglikemii.

Zdolnos¢ komorek do wydzielania pecherzykow otoczonych podwdjng warstwa lipidowa
jest zjawiskiem wszechobecnym, proces ten jest obserwowany u zwierzat, bakterii, a takze u roslin
[13]. Réwnoczesnie lipidy odgrywaja dobrze zdefiniowana role w sygnalizacji 1 transkrypcji gendw,
jako paliwa metaboliczne oraz jako sktadniki strukturalne komorek [29]. Ich istota wzrasta tym
bardziej, iz na podstawie znanej zawartosci lipidowej mozna oceni¢ stan uktadu biologicznego.
W zwigzku z tym, analiza poréwnawcza przedstawiajaca zmiany zawartos$ci poszczegdlnych
lipidow moze rzuca¢ $wiatto na to, czy sktad lipidow w probce pasuje do oczekiwanego skladu
dwuwarstwy lipidow komorkowych, czy tez stanowi prognostyk zachodzacych stanow
patologicznych [13].

Ostatecznie charakterystyka lipidowa btony pe¢cherzykéw moze postuzy¢ do oceny stanu
fizjologicznego badanych pegcherzykow, komodrek wydzielajacych, jak 1 calego uktadu
biologicznego.

Biezace postepy w spektrometrii mas oferujag coraz wrazliwsze techniki analizowania
lipidéw w celu lepszego zbadania skladu lipidowego uktadu biologicznego [29]. Opisywana grupa
struktur biologicznych, do ktorej naleza egzosomy, ektosomy oraz ciatka apoptyczne, jest aktualnie
postrzegana jako nowe, istotne mediatory w komunikacji miedzykomoérkowej, uczestniczace
w procesach fizjologicznych oraz patologicznych. Zbadanie komunikacji miedzykomorkowe;,

prowadzonej przez egzosomy i mikropecherzyki, otworzylo nowa ere w rozpoznawaniu procesow
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patofizjologicznych. Zardwno egzosomy jak i1 mikropecherzyki, przyczyniaja si¢ do kilku
patofizjologii, tj. zapalenie, rozw0j guza czy miazdzyca. Jednak pecherzyki zewnatrzkomoérkowe
dzialaja rowniez pozytywnie w obrebie ukladu odpornosciowego w wezlach chionnych lub

w fizjologii mézgu poprzez m.in. aktywacj¢ neuronow [30].

Whioski

Najwazniejsze wnioski, ktore wynikaja z przeprowadzonych badan:

1. Z przeprowadzonej jednoczynnikowej analizy wariancji ANOVA oraz testu Tukey’a
jednoznacznie wynika, iz dla wszystkich wybranych jonow dla prenoli 1 steroli wystepuja
istotne statystycznie réznice pomiedzy Srednimi wartosciami intensywnosci dla warunkow

normalnych oraz hiperglikemicznych przy p>0,05.

2. Przeprowadzona analiza potwierdzila, iz wykorzystana technika ToF-SIMS jest skuteczna,
za$ jej zaawansowany rozwoj sprawil, iz jest coraz czesciej stosowana do badan
biologicznych, gdzie wykorzystywana jest przede wszystkim do analizy lipidow oraz

protein.
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