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Streszczenie

Zjawisko tworzenia si¢ pozytonium w materiale biologicznym niesie za soba nowe mozliwosci
dla diagnostyki medycznej. W niniejszej pracy zaprezentowano metode¢ wyznaczania czasu zy-
cia pozytonium w mikropecherzykach wyizolowanych z hodowli komoérek beta-trzustki technika
filtracji niskoprézniowej potaczonej z ultrawirowaniem. Koncentracje pecherzykéw w przygoto-
wanych prébkach zbadano za pomoca analizatora czastek qNano, ktérego dziatanie opiera si¢ na
technologi TRPS (ang. Tunable Resistive Pulse Sensing). Przed przystapieniem do wlasciwych
pomiaréw, spektrometr czasu zycia pozytonium odpowiednio dostosowano, m.in. wyposazajac
go w termostat precyzyjnie kontrolujacy temperature w uktadzie. Wykonano seri¢ pomiar6w
celem sprawdzenia stabilnoSci temperaturowej i otrzymano krzywa kalibracyjna, na podstawie
ktérej mozliwe jest dokladne okreslenie temperatury prébki podczas przeprowadzanego pomiaru.
Zrédto pozytonéw dodatkowo zabezpieczono przed przeciekaniem, ktére moze mieé miejsce
przy badaniach z prébkami cieklymi. Wykorzystano w tym celu parafilm, dla ktérego czas zycia
pozytonium zmienia si¢ wraz z temperaturg, co zostalo uwzglednione w analizie danych.
Zbadano czas zycia pozytonium w mikropecherzykach pochodzacych z hodowli prowadzonych
w warunkach normoglikemii i hiperglikemii. Wyniést on odpowiednio 1,80 ns oraz 1,77 ns,

tym samym nie rézniac si¢ znaczaco od czasu zycia wyznaczonego w buforze PBS, w ktérym
mikropecherzyki byly zawieszone (v = 1, 80 ns). Na podstawie uzyskanych wynikéw mozna
wnioskowad, ze do prowadzenia badan nad mikropecherzykami z wykorzystaniem zaprezentowa-

nej metody konieczne jest, aby probki charakteryzowatly si¢ wyzsza koncentracja pgcherzykow.

Abstract

The phenomenon of positronium formation in biological material brings new possibilities for
medical diagnostics. This thesis presents a method for determining mean positronium lifetme in
microvesicles isolated from the culture of beta-pancreatic cells using low-vacuum filtration tech-
nique combined with the ultracentrifugation. The concentration of microvesicles in the prepared
samples was tested with qNano particle analyzer, the operation of which is based on the TRPS
(Tunable Resistive Pulse Sensing) technology. Before starting the actual measurements, Posi-
tron Annihilation Lifetime Spectrometer was adjusted accordingly, e.g. by equipping it with a
thermostat which allows to precisely control the temperature in the system. A series of measure-
ments was performed to check the temperature stability and a calibration curve was obtained, on

the basis of which it is possible to accurately determine the temperature of the sample during the



measurement. The positron source was additionally secured against leakage, which may occur
when testing with liquid samples. Parafilm was used for this purpose, the positronium lifetime in
it changes with temperature, what was taken into account in data analysis.

The positronium lifetime in microvesicles cultured under normoglycemic and hyperglycemic
conditions was investigated. The values were 1.80 ns and 1.77 ns respectively, thus not signifi-
cantly different from the lifetime determined in the PBS buffer in which microvesicles were su-
spended (7 = 1.80 ns). On the basis of the obtained results, it can be concluded that to conduct
research with microvesicles using the presented method, it is necessary that the samples have a

higher concentration of vesicles.



Lista stosowanych skrotow
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Ps pozytonium (ang.positronium)
RNA kwas rybonukleinowy (ang. ribonucleic acid)

TRPS technologia wykrywania impulséw wykorzystywana w analizatorze gNano (ang.

tunable resistive pulse sensing)



1. Wstep

1.1 Spektroskopia Czasu Zycia Pozytonium

PALS (ang. Positronium Annihilation Lifetime Spectroscopy) to niezwykle precyzyjna, niede-
struktywna technika, ktéra umozliwia charakterystyke ré6znorodnych materiatéw w skali nano
oraz sub-nano [3].

Zrédlem pozytonéw w metodzie PALS jest rozpad promieniotwérczy B* izotopu > Na:
éX — §_1Y+eJr + Ve, €))

gdzie A - liczba masowa, Z - liczba atomowa, X 1 Y sa pierwiastkami odpowiednio przed oraz po
rozpadzie, jako e* oznaczono pozyton, natomiast v, to neutrino elektronowe.

Tak otrzymane czastki moga tworzy¢ z elektronami oSrodka stan zwiazany — pozytonium (Ps).
Jego powstanie mozna opisa¢ rozwazajac tzw. “model kropelkowy’ (ang. *blob model’), w kt6-
rym pozyton uwigziony zostaje w "kropli’, gdzie dochodzi do oddzialywania poprzez rozpra-
szanie elastyczne oraz jonizacje otaczajacych molekut [3]. Podobnie jak elektron z protonem
Tacza si¢ tworzac woddr, tak tez w wyniku jego polaczenia ze swojg antyczastka — pozytonem,
powstaje metastabilny atom, dla ktérego wyrézniamy dwa stany spinowe: singletowy oraz try-
pletowy. Energia wiazania dla pozytonium jest dwukrotnie mniejsza niz energia wigzania w ato-
mie wodoru, z powodu o potowe mniejszej masy zredukowanej Ps, ktora w przyblizeniu wynosi
u = 4,55 -1073! kg [4]. Dla kolejnych pozioméw energetycznych wyznaczy¢ ja mozna na pod-
stawie ze wzoru:

Ea(Ps) = =23 ev. @
n

gdzie n jest liczba kwantowa oznaczajaca poziom energetyczny uktadu pozytonium [3]. Ze sta-
nem singletowym, nazywanym para-pozytonium (para-Ps; p-Ps), mamy do czynienia gdy spiny
obu czastek sg skierowane przeciwnie, dajac sumarycznie zerowy kret. Czas zycia p-Pa jest
bardzo krétki, w prézni wynosi okoto 125 ps i tylko nieznacznie si¢ zmienia. Pozytonium w

tym stanie rozpada si¢ zwykle na dwa kwanty gamma, rozchodzace si¢ pod katem 180 stopni
(rys.1A). Podobnie przebiega¢ bedzie proces bezposredniej anihilacji pozytonu z elektronem bez

utworzenia stanu zwiazanego:
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Rysunek 1. Pozytonium w stanie A) para i B) orto. Ponizej schematy rozpadu, odpowiednio na dwa
kwanty y (kazdy o energii 511 keV) rozchodzace si¢ pod katem 180 stopni dla p-Ps oraz trzy kwanty y w
przypadku o-Ps. Energia oraz katy pomiedzy promieniami y wynikaja z zasad zachowania energii i pedu.

e +et > y+y 3)

Orto-pozytonium (ortho-Ps; 0-Ps), a wigc stan trypletowy, charakteryzuje si¢ dtuzszym Srednim
czasem zycia, w prozni wynoszacym ok. 142 ns [1]. Wypadkowy spin takiego uktadu jest nie-
zerowy i wynosi 71, a na skutek anihilacji moze doj$¢ do emis;ji trzech kwantéw gamma (rys.1B).
o-Ps anihiluje gléwnie poprzez kolizje z otaczajacymi elektronami oSrodka, jest to tzw. proces
"pick-off” (ang. pick-off annihilation) [2].

Do utworzenia pozytonium doj$¢ moze jedynie w obszarach o matej lub zerowej gestosci elek-
tronowej, czyli w tzw. ‘wolnych objetosciach’ (ang. ‘free volumes’ lub ‘voids’) [3]. Czas zy-
cia orto-pozytonium jest bezpoSrednia miarg wielkoSci wspomnianych przestrzeni za sprawa
wystepowania proceséw ‘pick-off’, natomiast intensywnos$¢ o-Ps niesie informacje o ich zaggszczeniu
[2]. Spektroskopia Czasu Zycia Pozytonium jest technika czesto wykorzystywana do badania
materiatéw takich jak polimery czy inne tworzywa porowate. Do wytworzenia pozytonium do-
chodzi réwniez w cieczach, w przypadku prébek biologicznych sa to np. roztwory wodne lub
btony biologiczne. W przestrzeniach pomigdzy czasteczkami Sredni czas zycia o-Ps spada do
wartoSci rz¢du kilku nanosekund [3]. Zmiana czasu zycia pozytonium pozwala na obserwacje
nawet bardzo niewielkich zmian w strukturze prébki, co niesie za soba obiecujgca perspektywe

wykorzystania opisywanej techniki w badaniach biomedycznych.
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Rysunek 2. Pozytony w polimerach, ktérych struktura charakteryzuje si¢ obecnoscig pustych przestrzeni,
tworzg z elektronami stan quasi-zwiazany, nazywany pozytonium. Na skutek proceséw ’pick-oft’, Ps osta-
tecznie ulega anihilacji z elektronem sgsiednich atoméw, co zachodzi zwykle w czasie kilku ns. Proces
ten mozna skorelowac z wielkoscia promienia pustej przestrzeni korzystajac z pétempirycznego réwnania
Tao-Eldrup [8].

1.2 Pecherzyki zewngtrzkomorkowe

Pecherzyki zewnatrzkomoérkowe (ang. Extracellular Vesicles, EVs) to niewielkie (30 nm - 5 pm)
sferyczne struktury, z btona w postaci dwuwartstwy lipidowej, ktére sa uwalniane przez r6zne
typy komoérek. Przez dlugie lata byly niedoceniane, opisywane mianem ’$mieci’ lub ’odpadéw’
komérkowych. Dzi§ po§wigcane jest im wiele uwagi, gtéwnie ze wzgledu na ich udziat w komu-
nikacji miedzykomoérkowej, progresji nowotwordéw i mozliwym zastosowaniu jako biomarkeréw
lub systeméw dostarczania lekéw [11]. ZnaleZ¢ je mozna w wielu ptynach ustrojowych takich
jak np.: mocz, krew, §lina, ptyn mézgowo-rdzeniowy, ptyn owodniowy oraz mleko. Zaréwno
mechanizm uwalniania, jak i przenoszony przez nie tadunek jest stosunkowo zréznicowany, co
pokazano w tabeli 1. Pecherzyki zewnatrzkomérkowe mozemy grupowac¢ na podstawie rézno-
rodnych parametréw, najczesciej stosuje si¢ klasyfikacje ze wzgledu na rozmiar. Wyrézniamy

w ten spos6b egzosomy, ektosomy oraz ciatka apoptotyczne (tab.1), jednak w obszarze nazew-
nictwa nadal pozostaje pewna niejednoznaczno$¢. Pecherzyki ogétem czasami nazywane sa
mikropecherzykami blonowymi i dzielone na egzosomy, mikrofragmenty btonowe i ciatka apop-

tyczne. Zdarza si¢ réwniez, ze zamiennie stosowane sg okre§lenia ektosomy i mikropecherzyki.
Najmniejszymi pecherzykami sa egzosomy, ktérych biogeneza rozpoczyna si¢ procesem endo-

cytozy, tj. wpuklaniem si¢ btony komérkowej do Swiatta komdrki. W ten sposéb powstaja endo-

somy, ktére nastepnie przemieszczaja sie¢ w gtab komoérki zyskujac miano péZznych endosoméw, a
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Egzosomy

Ektosomy

Cialka apoptyczne

Rysunek 3. Schematycznie zobrazowane mechanizmy powstawania réznych typéw EVs [9].

Tabela 1. Charakterystyka populacji EVs ze wzgledu na ich Srednice, biogeneze, role fizjologiczna, ta-

dunek i typowe markery [6].

Egzosomy Ektosomy

Cialka apoptyczne

Srednica 30 - 100 (nm) 100 - 1000 (nm)

paczkowanie do Swiatta
péZnych endosoméw,

nastepnie btona ciatek bezposrednio przez

Mechanizm uwalniania paczkowanie blony

wielopecherzykowych .
ulega fuzji z blona plazmatycznej
plazmatyczna
Rola komunikacja komunikacja
mi¢dzykomoérkowa mi¢dzykomoérkowa
Ladunek DNA, RNA, biatka DNA, RNA, biatka

tetraspaniny, CD9, CD63,
Markery CD81, Hsp70, Hsp90,
Alix, Tsg 101, flotylina

integryny, se-
lektyny, Arf-6

1000 - 5000 (nm)

w wyniku apop-
tozy komorki

ulatwienie fagocytozy

organelle komérkowe,
frakcje jadrowe

trombospondyna i C3b

ich btona ulega tzw. wewngetrznemu pecherzykowaniu [7]. Nastepstwem tego oraz internalizacji

w Swietle endosomu powstaja pecherzyki ILVs (ang. intraluminal vesicles), ktére sa prekurso-

rami egzosomow [7]. Endosomy gromadzace w swoim wnetrzu pecherzyki ILVs okreSla si¢ mia-

nem cialek wielopecherzykowych MVBs (ang. multivesicular bodies), a ich btona ulega fuzji z

btona komérki [7]. ZawartoS§¢ natomiast zostaje uwolniona do przestrzeni zewnatrzkomérkowe;j -
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zachodzi proces egzocytozy. Egzosomy sa wzbogacone w biatka zawarte w ciatkach wielopecherzykowych
(Alix, TSG101), a takze te biorace udzial w transporcie blfonowym (aneksyny, flotyliny, GTPazy),

adhezji komérkowe;j (integryny) oraz tetraspaniny (CD9, CD63, CD81, CD82) czy biatka szoku

cieplnego (HSP60, HSP70, HSP90) [6]. W ich sktadzie mozemy wyrdznié takze lipidy, co bylo
przyczynkiem do badai w mojej pracy. Sa to gléwnie ceramid, cholesterol, fosfatydyloseryna

(PS) i sfingolipidy [6]. Réwniez btona ektosoméw zawiera rézne typy lipidow, sa to: PS (3,63%),

TSG101 Kwasy nukleionowe
(DNA, RNA)

Flotylina-1

Aminokwasy

L ]
:.‘0
Metabolity §X

Biatka Cholesterol

transmembranowe ||

Rysunek 4. Schemat budowy egzosomu, na ktérym: CD81,CD9,CD63 - rézne rodzaje glikopro-
tein,antygenow; flotylina-1 - biatko blonowe; TSG101 - polipeptyd odgrywajacy wazng role w utrzyma-
niu stabilno$ci genomu i w regulacji cyklu komérkowego; HSP70,HSP90 - biatka z rodziny biatek szoku
cieplnego; ALIX - biatko biorgce udzial w regulacji proceséw komdrkowych takich jak np. sygnalizacja
proapoptotyczna [14][15].

fosfatydylocholina (PC, 59,2%), sfingomielina (20,6%), fosfatydyloetanoloamina (PE, 9,4%) i
lizofosfolipidy (<2%) [12]. Zaréwno w tym przypadku, jak i dla cialek apoptycznych, mecha-
nizm powstawania jest mniej skomplikowany. Sa one uwalniane do §rodowiska zewnetrznego w
procesie paczkowania, a wigc szlak ich biogenezy nie obejmuje tworzenia ILVs. Powstawanie i
zapelnianie pgcherzykéw zachodzi bezposrednio podczas uwypuklania btony komérkowej [7].
Pecherzyki zewnatrzkomdrkowe petnia znaczaca role w wielu procesach fizjologicznych, w tym
komunikacji migdzykomorkowej, adhezji, koagulacji, angiogenezie czy przebudowie naczyn
krwiono$nych [13]. EVs przenosza swdj tadunek do komérek docelowych poprzez interakcje
ligand/receptor, fuzje lub internalizacje, co chroni tadunek przed enzymatyczna degradacja [5].
Dzieki takim wtasciwoSciom, pecherzyki moga stuzyc jako wskazniki diagnostyczne oraz stanowia

obiecujaca perspektywe dla usprawnienia sposobu dostarczania lekéw.
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1.3 Wykorzystanie PALS do badan ukladéw koloidalnych i bion
biologicznych.

Amfifilowe czasteczki, ktdre silnie oddziatuja zaréwno z czasteczkami rozpuszczalnikéw polar-
nych (np. wody), jak i niepolarnych (np. weglowodoréw), moga podlega¢ procesom samoorga-
nizacji tworzac ztozone uporzadkowane nanostruktury. Powstaja w ten sposéb struktury o syme-
trii jedno, dwu lub tréjwymiarowej z nieprzecinajacymi sie¢, rozdzielonymi domenami hydrofo-
bowymi i hydrofilowymi. Dzigki bogatemu mezomorfizmowi, te samoorganizujgce si¢ struktury
(micele, lamele, dwuciagte fazy szescienne i heksagonalne) sa przedmiotem ogdlnego zaintere-
sowania i maja duze znaczenie m.in. dla zastosowan farmaceutycznych. Tworzace si¢ struktury
(4. mezomorfizm lub zachowanie fazowe) odzwierciedlaja optymalne upakowanie amfifilowych
czasteczek, wynikajace z ksztattu molekularnego, efektu hydrofobowego i parametréw srodowi-
skowych.

W ciagu ostatnich kilkudziesigciu lat, systemy ztozone z miceli, pecherzykéw, czy liposomow, w
ktérych sktad wehodza endogenne fosfolipidy, byly szeroko wykorzystywane do modelowania or-
ganizacji blon biologicznych [22][23][24]. Jednym z cz¢Sciej wybieranych do tych badan fosfo-
lipidem jest DPPC (1,2-dipalmitoilo-sn-glicero-3-fosfocholina), ktéry jest gtéwnym sktadnikiem
bton biologicznych i jego diagram fazowy jest dobrze opisany. Zaréwno zmiany sktadu lipido-
wego, jak i temperatura moga modyfikowa¢ molekularne upakowanie w dwuwarstwie powodujac

zmiany w ptynnoSci uktadu i rozmieszczeniu wolnych objetosci (rys.5) [2].

tT °C tT °C

Rysunek 5. Schemat obrazujacy zwigkszona ilo§é wolnych objetosci w dwuwarstwie lipidowej przy pod-
wyzszonej temperaturze. Czerwone kétka reprezentuja czasteczki o-Ps (opracowanie wlasne na podstawie

(2D.

Jednym z godnych uwagi artykutéw w tej dziedzinie jest praca Sane et al. [22], w ktérej pomiary
PALS zestawione z obliczeniami atomistycznymi zostaty wykorzystane do pomiaru zmian wol-
nych objetosci w wielowarstwowych pecherzykach (MLVs) DPPC lub palmitoilooleoilofoso-
pahtydylocholiny (POPC) z cholesterolem. Wyniki uzyskane na podstawie czterosktadnikowej
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analizy widm PALS dla systemu DPPC-woda sugeruja, ze rozklady czasu zycia pozytonium
dziela si¢ na dwie rézne grupy ponizej i powyzej temperatur przejscia z fazy zelu do fazy plyn-
nej. Dodanie cholesterolu do MLV POPC spowodowato skrécenie czasu zycia oPs, co ttuma-
czono zmniejszeniem frakcji wolnych objetosci.

Rozwazajac wezesniej wspomniane zastosowania EVs m.in. jako systemy dostarczania lekéw,
wazne jest, aby zrozumie¢ jak rozmiary i rozmieszczenie wolnych objetosci zalezg od warunkéw
termodynamicznych oraz sktadu czasteczkowego probki. Przepuszczalno$¢ oraz dyfuzja matych
czasteczek, takich jak leki, wigze si¢ z lokalnymi zmianami krzywizny oraz upakowaniem mo-
lekularnym czasteczek dwuwarstwy blony. Spektroskopia czasu zycia pozytonium jest w stanie
dostarczy¢ informacji o wynikajacych z tych zmian wielko$ciach i rozmieszczeniu pustych prze-
strzeni in situ na poziomie molekularnym [22][23].

Waznym aspektem badan jest przeprowadzenie eksperymentu z mozliwie jak najmniejsza ingerencja
w stan badanego materiatu. Stosowane dotychczas techniki sa w duzej mierze oparte na sondach,
takich jak markery fluorescencyjne, ktére nieuchronnie wplywaja na stan badanej prébki. Alter-
natywnie, stosowane sa takze techniki wykorzystujace rozpraszanie promieni rentgenowskich i
neutronéw. Dostarczajg one informacji o gestosci elektronowej, ktére moga da¢ pewien wglad w
rozktad wolnych objetosci w prébcee, jednak nie charakteryzuja ich lokalnego rozmieszczenia co
ma decydujace znaczenie w zrozumieniu komérkowych proceséw biofizycznych takich jak np.
zjawisko dyfuzji [22].

Rozw6j modeli matematycznych wykorzystywanych do analizy widm PALS oraz znaczne postepy
w badaniach pozwolily na zwigkszenie wiarygodnosci informacji uzyskiwanych metoda Spektro-
skopii Czasu Zycia Pozytonium. Uzyteczno$¢ tej techniki w badaniach systeméw biologicznych
zostata potwierdzona w wielu publikacjach, jednak nadal pozostaje szeroki, niezbadany zakres
potencjalnych zastosowan PALS, m.in. zwigzany z tematyka mikropecherzykéw zewnatrzkomérkowych

i ich obiecujacych zastosowan.
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2. Cel pracy

Celem pracy bylo opracowanie metody oznaczania czasu zycia pozytonium w EVs wyizolowa-

nych z pozywki hodowlanej znad komérek beta-trzustki linii 1.1B4.

EVs sa nosnikami wielu aktywnych czasteczek takich jak np. biatka czy lipidy i stanowig gtéwny
element komunikacji miedzykomérkowej. Ze wzgledu na ich potencjat funkcjonalny oraz moz-
liwos¢ praktycznego wykorzystania w diagnostyce wielu chordb, istotne jest doktadne pozna-

nie tych struktur biologicznych. Technika PALS, ktérej wykorzystanie w tym obszarze badan

nie zostalo dotad opisane, stanowi obiecujace narzedzie do bezposredniego pomiaru tych struk-
tur w skali mikro i nanometréw, pod wzgledem istnienia, koncentracji oraz wielkoSci wolnych

objetosci.
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3. Materialy i metody

3.1 Hodowla komorkowa

Anatomicznie trzustka zbudowana jest z wysp Langerhansa, ktore sa skupiskami 5 r6znych ty-
péw komérek endokrynnych wydzielajacych hormony do krwi. Jednym z nich sa komoérki beta
produkujace insulin¢ - hormon regulujacy poziom glukozy we krwi. NieprawidtowoSci zwigzane
z ich funkcjonowaniem moga prowadzi¢ do réznego rodzaju choréb, z ktérych najbardziej powszechna
jest cukrzyca.

Pecherzyki zewnatrzkomoérkowe, bedace obiektem badan opisywanych w tej pracy, pozyskano

z hodowli komdrkowej linii 1.1B4. Linia ta powstala poprzez polaczenie metoda elektrofuzji
pierwotnej hodowli ludzkich wysepek trzustki z linia komérkowa PANC-1 (ludzkiego raka prze-
wodowego trzustki) [10]. Metoda immunocytochemii wykazano, ze komérki 1.1B4 wydzielaja
m.in. insuling, glukokinaze¢ i IAPP (ang. Islet amyloid polypeptide). Charakteryzuje je réwniez
ekspresja transportera glukozy GLUT]1 [10].

Do hodowli komérkowej stosowano pozywke RPMI 1640 (nr kat. 21875091 Gibco ™) z do-
datkiem 10% ptodowej surowicy bydlecej (nr kat. 10500064 Gibco ™), 2 mM L-glutaminy (nr
kat. 25030081 Gibco ™), 100 U/ml penicyliny i 0,1 g/l streptomycyny (nr kat. 15140122 Gibco
™) Komorki wysiewano na szalke T75c¢m? i hodowano w 37°C i atmosferze 5% CO,. Szalki

z rosngcymi na podiozu komérkami obserwowano codziennie pod mikroskopem i pasazowano
po osiagni¢ciu okoto 80% konfluencji. W tym celu, po usuni¢ciu medium, komérki dwukrotnie
przemywano PBS bez jonéw Ca?*, Mg?* (nr kat. 10010015 Gibco ™) i inkubowano z 0,25%
trypsyna - EDTA (nr kat. 25200072 Gibco ™) przez 10 minut. Po uwolnieniu komérek od pod-
foza, trypsyn¢ inaktywowano poprzez dodanie pozywki z surowica i zawiesing komorek prze-
noszono do probéwki, a nastgpnie wirowano z przyspieszeniem odSrodkowym 260 X g przez

10 minut (g - przyspieszenie ziemskie réwne 9,80665 sﬂz). W kolejnym kroku pelet byl zawie-
szany w §wiezej pozywce, komorki liczono z wykorzystaniem barwnika Trypan Blue i licznika
automatycznego LUNA II (20 ul barwnika i 20 ul zawiesiny komoérek zostato rozpipetowane i

przeniesione na ptytke licznika). Nastepnie komorki wysiano do nowych szalek.

3.2 Izolacja mikropecherzykow

Aby uzyskaé wlasciwa probke do dalszej analizy, EVs nalezato wyizolowaé. W tym celu, me-
dium zebrane znad komérek 1.1B4 umieszczono w probéwkach typu falkon o pojemnosci 50 ml
i wirowano przez 10 minut z przyspieszeniem odSrodkowym réwnym 400 X g w temperaturze

4°C. Nastepnie zlano nadsacz i wirowano go przez kolejne 25 minut z przyspieszeniem 3100 X

18



g, rowniez w temperaturze 4°C. Czynnosci te skladaja si¢ na pierwszy etap izolacji, ktérego ce-
lem jest usuni¢cie z prébki niepozadanego materiatu takiego jak luZzno zawieszone w medium
komorki lub ich fragmenty oraz inne wigksze zanieczyszczenia.

Kolejnym etapem izolacji byta niskoprézniowa filtracja na membranach (ang. low-vacuum filtra-

tion, LVF). Schemat oraz zdjecie ukfadu filtracyjnego przedstawiono na rysunku 6.

Rysunek 6. Schemat uktadu do filtracji niskoprézniowej (po lewej) [6] oraz zdjecie rzeczywi-
stego uktadu, ktéry byt wykorzystywany przy izolacji EVs (po prawej).

Elementy sktadowe systemu (zgodnie z oznaczeniami na rys.5) to kolejno:

(a) zamkniety zbiornik na ciecz, ktory pozwala zachowac sterylne warunki izolacji; jego

objetos¢ mozna dopasowywac w zaleznosci od ilosci probki

(b) 13cznik, bedacy elementem posrednim migdzy zbiornikiem cieczy i reszta uktadu, w tym

przede wszystkim membrana dializacyjna

(c) membrana dializacyjna, na ktérej osadzaja si¢ izolowane czasteczki splywajace z umiesz-
czonego powyzej zbiornika cieczy; w zaleznoSci od dobrania rozmiaru poréw membrany,

izolowane sa wybrane wielkoSci czastek

(d) komora podci$nieniowa, stanowiaca réwniez zbiornik magazynujacy ciecz przefiltrowang

przez membrang

(e) zacisk, zamykajacy membran¢ dializacyjna u dotu
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(f) pompa, czyli urzadzenie zapewniajace podci$nienie w uktadzie, co przyspiesza proces

izolacji i pozwala ograniczy¢ wplyw czasu na zmiany w probce.

Po wstepnym odwirowaniu medium, probki umieszczono w pojemniku na ciecz i przesaczono
przez membrang dializacyjna przy podci$nieniu wynoszacym -0,4 bara. LVF przeprowadzono
na membranie dializacyjnej (nr kat. 131486, Spectra / Por Biotech) z MWCO (odciecie masy
czasteczkowej) 1000 kDa. Srednice poréw tej membrany zawieraja si¢ w przedziale od 20,59 nm
do 51,05 nm [6]. Gdy na koficu membrany pozostata niewielka (ok. 2 ml) ilo$¢ cieczy, przemy-
wano ja 10-15 ml wody dejonizowanej, w celu zebrania czystej probki z EVs (pozbawionej FBS,
medium, czy innych zanieczyszczen, ktére moglyby zaburzaé pdézniejsza analiz¢). Otrzymana

w ten sposob zawarto$¢ membrany przeniesiono do probéwek wiréwkowych typu Ependorff.
Prébki wirowano z przyspieszeniem 7000 X g przez 20 minut (w temperaturze 4°C), w celu po-
zbycia si¢ ewentualnych odpadéw komoérkowych, cialek apoptotycznych itp. Zlany po odwiro-
waniu nadsacz, stanowiacy wlasciwa probke, przechowywano w temperaturze -80°C do czasu

rozpoczecia dalszej analizy.

zebranie medium z
hodowli komérkowej

400xg = 3100xg =
. L 10 min - 25 min > |

= \i gNano filtracja
|
PC

v

—
=
\ FP
— |
i — — 7000xg °©
20 min ‘
O s -«— — o
FP v v
gNano

@

Rysunek 7. Schemat opisujacy poszczegdlne kroki preparaciji i analizy prébki pochodzacej z hodowli
komorek beta trzustki (opracowanie wlasne na podstawie [6]).
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3.3 Uklad PALS

3.3.1 Zrodlo pozytonéw.

Jako 7rédto pozytonéw wykorzystano izotop sodu-22 w postaci roztworu >>NaCl, uszczelnio-
nego pomiedzy dwoma arkuszami folii Kapton o grubosci 6 um. Aktywno$¢ Zzrédta wynosita
1,5 MBq. Aby mozliwe bylo badanie prébek ciektych (pecherzyki zawieszone w buforze) bez
ryzyka przeciekania izotopu przez Kapton, Zrédlo zostalo dodatkowo owini¢te Parafilmem firmy
Bionovo (rys.8). Jest to folia uszczelniajaca, ktéra sktada si¢ gléwnie z poliolefin i woskéw pa-
rafinowych i jest odporna (nawet do 48 godzin) na wiele substancji polarnych, tj. roztwory soli,

kwasy nieorganiczne czy roztwory zasadowe.

B s Sy : 5 O e 2
Rysunek 8. Parafilm wykorzystywany do uszczelnienia 7rédta; folia ta charakteryzuje si¢ duza
plastycznoscig, dlatego mozliwe jest rozciggniecie jej nawet do bardzo cienkiej warstwy.

22Na jest izotopem o okresie pSttrwania wynoszacym 2,6 roku, ktéry rozpada sie poprzez rozpad
Bt do neonu-22 w stanie wzbudzonym, z jednoczesng emisja pozytonu oraz neutrina elektrono-
wego. Izotop ten jest powszechnie stosowany w badaniach PALS, poniewaz oprdcz pozytonu,
emituje réwniez kwant gamma o energii 1274 keV, czyli kwant deekscytacyjny (rys.9), zgodnie z

faficuchem reakcji:
22 2257, + 22 +
1Na — gNe + e"+ve > gNe+y+ e +v, . 4

Kwanty gamma, pochodzace z deekscytacji %%N ", wysylane sa Srednio 3,7 ps po emisji pozy-
tonu [16]. Poniewaz emisja kwantu gamma 1274 keV nast¢puje niemalze jednocze$nie z produkcja

pozytonu, czas ten przyjmuje si¢ jako moment rozpoczecia tworzenia si¢ pozytonium.
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Rysunek 9. Uproszczony schemat rozpadu 2*Na [17].

E,= 1274 keV

3.3.2 Spektrometr czasu zycia pozytonium.

Badania materiatu biologicznego wymagaja specyficznych warunkéw, dlatego tez uktad pomia-
rowy musial zosta¢ odpowiednio zmodyfikowany i rézni si¢ od standardowego spektrometru
PAL, wykorzystywanego do badari materiatowych. Do opracowania metody oznaczania czasu
zycia pozytonium w mikropecherzykach wykorzystano uktad, ktérego schemat przedstawiono na

rysunku 10. Jego sktadowe elementy to przede wszystkim dwa fotopowielacze (FP) H3378-51

gérna czes¢ komory

prébka

. (] Zrédio 2Na
N\ = obrecz

]

FP

DSF dolna cze$¢ komory
| ]
CON P
C 1 |
2 |
TR
PC
DSF

TERMOSTAT

Rysunek 10. Schemat uktadu PALS oraz konstrukcji komory pomiarowe;j.

Hammamatsu i scyntylatory cylindryczne BaF; (S) o §rednicy 38 mm i wysoko$ci 25 mm firmy
Scionix, zasilane z zasilacza wysokiego napiecia CAEN SY4527.
Sygnaty z fotopowielaczy sa ttumione (co na schemacie oznaczone zostalo litera O) i dostarczane

do dyskryminatora statej frakcji LeCroy 608C (DSF), w ktérym dla sygnaléw z réznych detekto-
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réw ustawione sa odpowiednie progi. Na pierwszym detektorze stosowany jest wysoki prog, aby
zarejestrowac tylko kwant gamma o energii 1274 keV (sygnat START). W przypadku drugiego,
niski prég pozwala zarejestrowac kwant anihilacjyjny (sygnat STOP). Na module koincydencji
LeCroy 622 (CON) ustawione zostato okno czasowe koincydencji wynoszace 110 ns. Dane zbie-
rane s3 za poSrednictwem plyty ewaluacyjnej DRS4 (ang. digitised evaluation board). Detektory
ustawione sg rownolegle (pod katem 180 stopni), co pozwala na uzyskanie wysokiej statystyki

rejestrowanych kwantéw gamma zaréwno o energii 511 keV, jak i 1274 keV. Ponadto, podczas

Rysunek 11. Zdjecie uktadu podczas pomiaru (na lewo); odsuniety gérny detektor odstaniajacy komore
umieszczona w podstawce (na prawo). Temperatura podstawki kontrolowana jest przy pomocy termostatu
oraz systemu przewodéw doprowadzajacych chtodziwo.

pomiaru Zrédto jest przesuni¢te wzgledem osi srodka pomiedzy detektorami o odlegtos¢ wieksza
niz promien scyntylatora, co geometrycznie uniemozliwia rejestracje kwantéw anihilacyjnych

przez oba detektory i pozwala rejestrowad jedynie pary kwantéw gamma (deekscytacji i anihila-
cji).

Komora pomiarowa zostata specjalnie skonstruowana tak, aby mozliwe byto przeprowadzenie
pomiaru nawet z niewielka ilo$cig prébki, co ma duze znaczenie przy badaniach mikropecherzykow,
ktérych izolacja w wigkszej skali jest kosztowna i czasochtonna. Zdjecia komory przedstawiono

na rysunku 12. Ma ona ksztalt sferyczny o promieniu 7mm, a catkowita pojemno§¢ komory wy-
nosi 200 pym (100 um prébki umieszczane jest w czeSci dolnej, kolejne 100 ym wprowadzone

zostaje do cze¢sci gornej).
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Rysunek 12. Komora pomiarowa; rozmontowana z widocznymi poszczegdlnymi elementami:
cze$¢ goérna i dolna komory, obrecz oraz Sruby mocujace (po lewej); Zrédto przymocowane do
gbrnej czgéci komory (Srodek); catkowicie zmontowana komora po natozeniu cze¢sci gérnej na
dolna (po prawej).

3.3.3 Analiza sygnatéw.

Fotopowielacze konwertuja fotony ze scyntylatorow w sygnat elektryczny bedacy zaleznoScia
napie¢cia od czasu na danym kanale oscyloskopu. Z wykorzystaniem autorskiego programu “Read
Binary” (K. Dulski, J-PET collaboration), na podstawie pojedynczego sygnatu obliczany jest
zdeponowany tadunek oraz amplituda sygnatu. WielkoSci te sa niezbedne do rozréznienia kwan-
tow gamma anihilacji i deekscytacji, a takze do wyznaczania réznicy czasu mi¢dzy sygnatami
pochodzacymi z dwéch fotopowielaczy, a zatem czasu zycia pozytonium. Sygnaty sg probko-
wane w dyskretnych punktach, tak jak to przedstawiono na rysunku 13. Piedestal sygnatu obli-
czany jest jako warto$¢ Srednia z 10 punktéw, pomijajac pierwsze 20 punktéw od lewej strony
widma. Amplituda jest obliczana jako minimalna warto$¢ sygnalu. W celu oszacowania czasu
przy danym napi¢ciu do krawedzi sygnatu dopasowywana jest funkcja liniowa w zakresie od
30% do 80% amplitudy. Czas (t) wyznacza si¢ jako przeciecie dopasowanej linii z poziomem
napiecia odpowiadajacym 10% amplitudy. Pole powierzchni pod sygnalem determinuje wartos$¢

zdeponowanego fadunku zgodnie z zalezno$cia:

[ U(nat
Q—/—R ; o)

gdzie U(t) to napigcie sygnalu, a R jest rezystancja danego kanatu na ptycie DRS4, ktdra jest
stata dla wszystkich pomiaréw i wynosi 50 2. W celu zwiekszenia statystyki we wlasciwym ob-
szarze, stosowane sa rézne progi wyzwalania. Dla detektora przypisanego do rejestracji kwantu
gamma deekscytacji, prég wynosi -67 mV, a dla detektora przeznaczonego do rejestracji kwantu
gamma anihilacji, prég jest ustawiony na -22 mV. Wartos$ci progowe oszacowano eksperymental-
nie na podstawie pomiaréw widm sodu w pelnym zakresie energii [25].

Czas zycia pozytonium jest wyznaczany przy pomocy programu "PALSAvalanche"(K. Dulski,
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Rysunek 13. Przyktadowa para sygnatéw z obu detektoréw. Kolorem zielonym oznaczono pie-
destat sygnatu, z6tta linia wskazuje amplitude sygnatu, a niebieskie linie wyznaczaja wysokos¢
sygnatu dla 30% i 80% amplitudy.

J-PET collaboration). Eksperymentalny rozktad widma czasu zycia pozytonium w przypadku

pojedynczej sktadowej (), mozna aproksymowac funkcja:

2

F(t;t,t9,0) = %exp(;——?_z - t;to)(erf(ﬁ) - erf(ﬁ)), (6)

gdzie t( — przesuniccie (offset) czasu detektora, o - rozdzielczo$¢ aparatu, t - réznica czasu miedzy

detektorami, 7 - §redni czas Zycia pozytonium, a erf jest funkcja bledu zdefiniowana:

erf(t) = % /Ox exp(—s?) ds. @)

Do widma dopasowywano cztery podstawowe sktadowe (n, = 4) odpowiadajace czasowi zycia i
intensywnosci:

71, I - anihilacja para-Pozytonium

T, I» - anihilacja wolnych pozytonéw w prébce

7, I - anihilacja pozytonéw w materiale Zrédta (folia Kapton)

13, I3 - anihilacja orto-Pozytonium.

W celu okreslenia rozktadu Sredniego czasu zycia pozytonium nalezy zatozy¢ dyskretny rozktad

wolnych przestrzeni (a wigc dyskretny udzial poszczegdélnych sktadnikéw o Srednim czasie zycia)
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Rysunek 14. Przyktadowe widmo czasu zycia pozytonium w poszerzonej skali. Nalozone linie
oznaczaja rozktady poszczegdlnych sktadowych wynikajace z dopasowania réwnania (8). Ko-
lorem czerwonym oznaczono dopasowana funkcje, zielonym rozktad p-Ps, zZ6ttym — anihilacje
w materiale Zrédtowym, turkusowym — anihilacje wolnych pozytonéw w prébce, niebieskim —
anihilacje o-Ps, a kolorem fioletowym zaznaczono poziom tla.

i dopasowac nastepujaca funkcje:
nr
f() =yo+zli-F(t;Ti;to;0), ®)

i=1

gdzie yq - poziom tla, n, - liczba skladnikéw, I; - intensywnos¢ i-tej sktadowej, 7; - Sredni czas
zycia i-tej sktadowej, a F'(¢; 7y, tg, o) jest funkcja wyrazona réwnaniem (6).

Czas zycia oraz intensywno$¢ sktadnika zwiazanego z anihlacjami w materiale Zréda (7y, I)
oraz czas zycia p-Ps zostaly stale ustalone w analizie i odpowiadaja im wartos$ci odpowiednio
0,374 ns, 10% i 0,125 ns [3]. Wszystkie pozostale komponenty zostaty potraktowane jako wolne
parametry w dopasowaniu réwnania (8) do danych eksperymentalnych. Na rys. 14 przedsta-

wiono przyktadowe widmo czasu zycia pozytonium z dopasowaniem odpowiednich funkcji.

3.3.4 Kontrola temperatury w ukladzie.

Uktad wyposazony zostat rowniez w termostat Lauda LOOP L100, pozwalajacy na sterowa-
nie temperatura probki w zakresie 4-80°C z doktadnoscia do 0,1°C. Za poSrednictwem tego
urzadzenia oraz systemu przewodéw, do izolowanego termicznie uchwytu, w ktérym umiesz-

czana jest komora z prébka, doprowadzane jest chtodziwo (rys.11). Przeprowadzono precyzyjna
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kalibracje temperaturowa z wykorzystaniem multimetru cyfrowego Rigol DN3064 i czujnika
rezystancyjnego PT100, ktéry umieszczany byl w uchwycie oraz wewnatrz komory testowej
wypetnionej woda destylowana (skonstruowanej na wzér wlasciwej komory pomiarowej, lecz

umozliwiajacej wprowadzenie do jej wnetrza czujnika). Czujnik PT100 wykonany jest z pla-

£ W= Baa (\.

Rysunek 15. Uktad do testéw stabilnoSci temperaturowej oraz pomiaréw kalibracyjnych; calosé

uktadu, w tym spektrometr PAL oraz wykorzystywany miernik Rigol DN3064 (po lewej); termo-
stat Lauda LOOP L100 (Srodek); zblizenie na uchwyt, w ktérym umieszczono komora testowa z

czujnikiem podtaczonym do miernika (po prawej).

tyny, ktérej oporno$¢ wynosi 100 oméw (w temperaturze 0°C). Platyna charakteryzuje si¢ dodat-
nim wspdtczynnikiem temperaturowym opornosci: oporno$¢ wzrasta wraz temperaturg. Zmiana
opornosci jest funkcja temperatury (0,39 £2/1°C) [18]. Zdjecia uktadu do testéw stabilnosci tem-
peraturowej oraz pomiaréw kalibracyjnych przedstawiano na rysunku 15.

Przed przystapieniem do wlasciwych pomiaréw kalibracyjnych, doktadnie sprawdzona zostata
stabilnos$¢ temperaturowa uktadu. Gdy wyeliminowano wplyw otoczenia na temperature w ko-
morze, wykonano seri¢ pomiaréw umozliwiajacych stworzenie krzywej kalibracyjnej, ktéra po-
zwala precyzyjnie okre§li¢ temperature probki przy danych ustawieniach termostatu. Wyniki

stabilnoS$ci temperaturowej uktadu oraz kalibracji przedstawiono w kolejnym rozdziale.

3.4 Analizator czastek gNano.

Do wyznaczenia koncentracji probki z wyizolowanymi EVs wykorzystano urzadzenie dzialajace
na zasadzie TRPS (ang. Tunable Resistive Pulse Sensing). Technologia TRPS opiera si¢ na po-
miarze zmiany rezystancji podczas przechodzenia badanego obiektu przez por o rozmiarze w
skali nano lub mikro, ktéry umieszczony jest w membranie wykonanej z poliuretanu (rys.17)
[20].

Badane czastki przechodza przez por dzigki zastosowaniu kombinacji napiecia i ciSnienia. Kazdy
przechodzacy obiekt powoduje wystapienie tzw. blokady, ktéra jest rozpoznawana przez opro-

gramowanie. Na podstawie odpowiednich parametréw tej blokady wyznaczane sa wlasnosci
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Rysunek 16. Wykorzystywany analizator czgstek qNano firmy IZON.

nakrpaia —*

gémna komdrka
na pdyn —

dioina komarka

na pdyn

Rysunek 17. Budowa komory analizatora (po lewej); przykladowy nanopor umieszczony na po-
liuretanowej membranie (po prawej) [21].

czastek takie jak wielko$¢, tadunek na powierzchni czy koncentracja badanych czastek.

Nieprzewodzacy elastyczny nanopor oddziela gérng komorke od dolnej. Podajac napigcie przez
pory przebite w nanoporze, wytwarzany jest prad elektryczny. Gdy pecherzyki zewnatrzkomdrkowe
przemieszczaja si¢ przez nanopor, zmienia si¢ przeplyw jonéw co wykrywane jest jako impuls
rezystancyjny (rys. 18). Rozmiar otworu w nanoporze mozna regulowac¢ poprzez rozcigganie,

zwigkszajac lub zmniejszajac odlegto$¢ migdzy przeciwlegltymi ramionami instrumentu. Wiel-
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Rysunek 18. Czastki przechodza przez nanopor pod wplywem przylozonego napigcia; technika
gNano mierzone s3 trzy parametry: wysokoS¢ sygnatu (ang. blockade magnitude)— proporcjo-
nalna do objetosci mierzonej czastki, szeroko$¢ sygnatu (ang. blockade duration)— wykorzysty-
wana do obliczenia tadunku na powierzchni kazdej czastki, czestotliwos$¢ sygnatéw (ang. bloc-
kade frequency) — wykorzystywana do okreslenia koncentracji (pokazane na podstawie przykta-
dowych wynikéw gqNano) [19][20].

kos$¢ pojedynczego impulsu rezystancyjnego jest proporcjonalna do objetosci czastki (wieksze
impulsy oznaczaja wigksze czastki), natomiast cze¢stotliwo$¢ pojawiania si¢ impulséw niesie in-

formacje o koncentracji probki.

29



4. Wyniki

4.1 Kalibracja temperaturowa.

Pierwszym krokiem przed wyznaczeniem krzywej kalibracyjnej bylo zbadanie proceséw narasta-
nia oraz obnizania temperatury w uktadzie. Wyniki pomiaréw obnizania temperatury za posred-
nictwem termostatu do T;e,me = 8°C oraz podwyzszania temperatury do T;erme = 50°C startujac

od T = 21,5 °C (» temp. pokojowa), przedstawiono na rysunku 19.
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Rysunek 19. Wykresy zaleznosci temperatury na termostacie oraz wewnatrz komory pomiarowej od
czasu przy: (a) obnizaniu temperatury od Tyermo = 21,5°C do Tyermo = 8°C oraz (b) podwyzszaniu
temperatury od Tyermo = 21,5°C do Tiermo = S0°C.

Ponadto dla temperatur komory w okolicach 10°C, 37°C oraz 50°C przeprowadzono diuzsze po-
miary (po uprzedniej stabilizacji), celem sprawdzenia stabilno$ci temperaturowej uktadu. Wyniki

przedstawione zostaty na rysunku 20.
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Rysunek 20. Wykresy prezentujace stabilno$é temperatury wewnatrz komory pomiarowej w obszarze
temperatur bliskich 10°C, 37°C oraz 50°C, ktérym odpowiadaja ustawienia termostatu odpowiednio: (a)
8,3°C, (b) 39,1°C, (c) 53,0°C.

Kolejne wykresy przedstawiaja wlasciwe pomiary (rys.21), na podstawie ktérych wyznaczono
ostateczna krzywa kalibracyjna (rys.22). W tabeli 2 zestawiono warto$ci liczbowe Srednich tem-

peratur osiggni¢tych w komorze po ustabilizowaniu oraz maksymalne réznice temperatur dla
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danych ustawienl termostatu pomiedzy pomiarami przeprowadzonymi w trzech réznych dniach.
Za kazdym razem, temperatur¢ w komorze wypelnionej woda destylowang mierzono w sposéb
ciagly przez ponad 12 godzin w odst¢pach 30 sekundowych. Co 70 minut temperatur¢ na termo-

stacie zmieniano o 2 stopnie, zaczynajac od 20°C i koriczac na 40°C.

Temperatura (°C)

Temperatura (°C)
Temperatura (°C)

P %% %% %% %% %% %% %Y VBB %% % %Y 2P %% %% %% %% %
Czas (min) Czas (min) Czas (min)

(a) (b) (0

Rysunek 21. Wykresy przedstawiajace wyniki pomiaréw temperatury wewngtrz komory pomiarowej
wypelnionej woda destylowana przeprowadzone w trzech réznych dniach. Co 70 minut temperature na
termostacie podwyzszano o 2 stopnie, zaczynajac od 20°C i koriczac na 40°C.

Tabela 2. Srednie warto$ci temperatury osiagnietej wewnatrz komory pomiarowej dla zadanych na ter-
mostacie wartoSci z przedziatu 20-40°C; wyniki na podstawie pomiaréw przeprowadzonych w trzech réz-
nych dniach. W kazdym kroku $rednia obliczana byta na podstawie n=120 pomiaréw.

Srednia temperatura w komorze [°C]

Temperatura zadana , , , Maks. réznica
na termostacie[°C] DZIEN1 DZIEN 2 DZIEN3 pomiedzy dniami
Temp. Odchyl.st. Temp. Odchyl.st. Temp. Odchyl. st.
20 19,999 0,012 20,029 0,016 20,062 0,004 0,063
22 21,872 0,002 21,905 0,011 21,927 0,005 0,055
24 23,754 0,004 23,788 0,007 23,788 0,003 0,034
26 25,670 0,015 25,670 0,006 25,674 0,003 0,004
28 27,563 0,008 27,565 0,009 27,581 0,005 0,017
30 29,472 0,004 29,445 0,006 29,480 0,007 0,035
32 31,372 0,005 31,331 0,010 31,348 0,004 0,041
34 33,216 0,016 33,218 0,003 33,229 0,008 0,013
36 35,119 0,010 35,111 0,005 35,112 0,004 0,008
38 37,017 0,005 37,000 0,009 37,025 0,009 0,025
40 38,932 0,006 38,900 0,009 38,932 0,006 0,032
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Rysunek 22. Krzywa kalibracyjna wykreslona na podstawie powtarzalnego pomiaru (rys.21), opisujaca
zalezno$¢ temperatury osiggnietej wewnatrz komory pomiarowej dla zadanej na termostacie wartosci.

4.2 Koncentracja EVs w probkach.

Badano dwie prébki EVs zawieszonych w PBS:

1. pecherzyki pochodzace z hodowli komérek prawidtowych beta-trzustki prowadzonej w warun-
kach normoglikemii - NG,

2. pecherzyki pochodzace z hodowli komérek prawidtowych beta-trzustki prowadzonej w warun-
kach hiperglikemii - HG.

W drugim przypadku (HG), prébka o pierwotnej koncentracji zostata rozcieniczona (PBS) i po-
dzielona na trzy oddzielne prébki o nizszej koncentracji, przeznaczone do pomiaréw PALS.
USrednione wyniki pomiaréw gNano (z trzech powtdrzen w przypadku kazdej prébki) zesta-
wiono w tabelach 3 i 4.

Tabela 3. Wyniki qNano dla prébek NG i HG przed pomiarem PALS.

NG HG
Srednia koncentracja EVs (czastki/ml) 9 %1010 6,9 x10'0
Srednia $rednica pecherzyka (nm) 187 185
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Tabela 4. Wyniki gNano dla prébek NG i HG po pomiarze PALS.

NG HG_1 HG_2 HG_3
Srednia koncentracja EVs 3.3 %1010 4.5 %1010 2.0 1010 2.0 %1010
(czastki/ml) ’ ’ ’ ’
Srednia $rednica pecherzyka 300 )78 280 789
(nm)

4.3 Pomiary PALS.
4.3.1 Parafilm.

Usrednione na podstawie trzech powtdérzeft wyniki pomiaréw czasu zycia oraz intensywnosci dla
parafilmu zaprezentowano w tabeli 5. Zaleznos$¢ czasu zycia o-Ps i intensywnoSci tej sktadowej
od temperatury obrazuje wykres przedstawiony na rys. 23. Przykladowe widmo z tych pomiaréw
zostato juz wczesniej zaprezentowane na rys. 14. Czas trwania pojedynczego pomiaru to ok. 60
min (dla statystyki 1 mln zdarzerl). Przedstawione niepewno$ci pomiarowe sa odchyleniem stan-
dardowym dla Sredniej z trzech pomiaréw. Czas Zycia oraz intensywno$¢ sktadnika zwiazanego
z anihilacjami w materiale Zrédta (7, I5), jak réwniez czas zycia p-Ps (71), zostaly stale usta-
lone w analizie. Ich wartosci to odpowiednio 7y = 0,374 ns, Iy = 10% oraz 71 = 0,125 ns. Inten-
sywno$¢ anihilacji p-Ps (/1) w przypadku kazdego pomiaru wynosita §rednio ok. 20%. Pomiary
przeprowadzono w temperaturach z zakresu 22-40°C, w komorze znajdowato si¢ jedynie Zrédto

owini¢te parafilmem (brak prébki).

Tabela S. Srednie wartoSci czasu zycia pozytonium oraz intensywnosci wraz z niepewno§ciami pomiaro-
wymi na podstawie pomiar6w parafilmu w réznych temperaturach.

Temperatura (°C) 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40
Wolne pozytony 7 (ns) 0219 0221 0,220 0220 0,222 0220 0,219 0219 0,220 0,221
Niepewno$¢ pom. 0,002 0,001 0,001 0,003 0,001 0,002 0,002 0,002 0,001 0,002
Intensywnos¢ I (%) 842 814 828 822 802 822 826 832 823 826
Niepewnos¢ pom. 24 14 20 24 09 26 21 22 07 15
Czas zycia o-Ps 3(ns) 223 222 240 233 235 237 242 221 236 250
Niepewnos¢ pom. 0,12 0,12 020 0,12 006 022 007 002 005 0,05
Intensywnos¢ I3 (%) L19 1,19 1,15 122 132 120 1,16 120 1,18 132
Niepewnos¢ pom. 0,05 002 002 006 004 0,10 001 006 005 0,04
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Rysunek 23. Wykresy przedstawiajace czas zycia o-Ps (na lewo) i intensywno$¢ tej sktadowej
(na prawo) w funkcji temperatury.

4.3.2 PBS.

Przed przystagpieniem do pomiaréw z wlasciwymi probkami zbadano czas zycia oraz intensyw-
no$¢ o-Ps w buforze PBS, w ktérym zawieszone byly EVs (tab.6). Pomiary przeprowadzano w
temperaturze 22°C. Tak jak poprzednio, czas zycia oraz intensywno$¢ sktadnika zwigzanego z
anihilacjami w materiale Zrédta oraz czas zycia p-Ps, zostaly stale ustalone w analizie. Dodat-
kowo, jako wartos¢ stata przyjeto skfadowe 7, oraz I, pochodzace od anihilacji w parafilmie.
Zgodnie z tabela 5, dla T = 22°C wynosza one odpowiednio 2,23 ns i 1,19%. Intensywnos¢ skia-

dowej anihilacji p-Ps wynosita ok. 20% w kazdym pomiarze.
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Tabela 6. Srednie wartosci czasu zycia pozytonium oraz intensywnosci wraz z niepewno$ciami pomiaro-
wymi na podstawie pomiaréw PBS w temperaturze 22°C.

Wolne pozytony 7, (ns) 0.376
Niepewno$¢ pom. 0,010
Intensywnos¢ I, (%) 61.45
Niepewno$¢ pom. 2,06
Czas zycia 0-Ps 13(ns) 1.80
Niepewno$¢ pom. 0,02
Intensywnos¢ I3 (%) 16,21
Niepewnos¢ pom. 0,95

Histogram from the data
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Rysunek 24. Przyktadowe widmo czasu zycia pozytonium dla buforu PBS z natozonymi liniami
oznaczajacymi rozklady poszczegélnych sktadowych wynikajacych z dopasowania réwnania (8). Kolo-
rem czerwonym oznaczono dopasowang funkcje, zielonym rozktad p-Ps, granatowym - anihilacje wolnych
pozytonéw, z6itym — anihilacje w materiale Zrédtowym, turkusowym — anihilacje w parafilmie, fioleto-
wym — anihilacje o0-Ps, a kolorem szarym zaznaczono poziom tla.
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4.3.3 ProbkizEVs.

Dla prébki NG o pierwotnej koncentracji 9x10'° czastek/ml, pochodzacej z hodowli prowadzo-
nej w warunkach normoglikemii, pomiar przeprowadzono w T = 22°C i powtdérzono go dwu-
krotnie (bez otwierania komory). Prébke HG, o pierwotnej koncentracji 6,9 x10'? czastek/ml
rozcieficzono i podzielona na 3 oddzielne prébki o koncentracji 2,1 x10'° czastek/ml. Dla kaz-
dej z nich przeprowadzono pojedynczy pomiar w T = 22°C. USrednione wyniki dla EVs wyizo-
lowanych z hodowli w warunkach NG oraz HG zawarto w tabeli 7. Czas zycia oraz intensyw-
nos¢ sktadnika zwiazanego z anihilacjami w materiale Zrédla, czas zycia p-Ps oraz sktadowe
pochodzace od anihilacji w parafilmie byty stale ustalone podczas analizy, identycznie jak w
przypadku pomiaru PBS. Intensywnos¢ sktadowej anihilacji p-Ps dla tych pomiaréw wynosita

ok. 23% .

Tabela 7. Srednie wartosci czasu zycia pozytonium oraz intensywnosci wraz z niepewno$ciami pomiaro-
wymi na podstawie pomiaréw probek wyizolowanych EVs zawieszonych w PBS.

Prébka NG HG
Wolne pozytony 7> (ns) 0,356 0,363
Niepewnos¢ pom. 0,004 0,003
Intensywnos¢ 1, (%) 57,74 61,22
Niepewno$¢ pom. 0,15 0,92
Czas zycia 0-Ps 13(ns) 1.802 1,77
Niepewno$¢ pom. 0,002 0,02
Intensywnos¢ I3 (%) 19.31 15.40
Niepewno$¢ pom. 0,18 0,37
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Rysunek 25. Przyktadowe widmo czasu zycia pozytonium dla prébki NG z natozonymi liniami

oznaczajacymi rozklady poszczegélnych sktadowych wynikajacych z dopasowania réwnania (8). Kolo-
rem czerwonym oznaczono dopasowang funkcje, zielonym rozktad p-Ps, granatowym - anihilacje wolnych
pozytonéw, z6itym — anihilacje w materiale Zrédtowym, turkusowym — anihilacje w parafilmie, fioleto-

wym — anihilacje o0-Ps, a kolorem szarym zaznaczono poziom tla.
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Rysunek 26. Przyktadowe widmo czasu zycia pozytonium dla prébki HG z natozonymi liniami

oznaczajacymi rozklady poszczegdlnych sktadowych wynikajacych z dopasowania réwnania (8). Kolo-
rem czerwonym oznaczono dopasowana funkcje, zielonym rozktad p-Ps, granatowym - anihilacje wolnych
pozytondéw, z6itym — anihilacje w materiale Zrodtowym, turkusowym — anihilacje w parafilmie, fioleto-

wym — anihilacje 0-Ps, a kolorem szarym zaznaczono poziom tla.
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5. Dyskusja

Celem niniejszej pracy byto opracowanie metody oznaczania czasu zycia pozytonium w EVs
pochodzacych z hodowli komérek prawidtowych beta-trzustki i cel ten w znacznym stopniu

udato si¢ zrealizowac.

Uzupetnienie uktadu PALS o termostat Lauda wigzalo sie z koniecznoScig przeprowadzenia serii
pomiaréw celem sprawdzenia stabilnosci temperaturowej uktadu oraz wyznaczenia krzywej kali-
bracyjnej. Temperatura osiggana wewnatrz komory pomiarowej réznifa si¢ od tej zadanej na ter-
mostacie, w szczegdlnosci dla temperatur dalekich od temperatury pokojowej. Dtuzsze pomiary
(rys.20) pokazaty jednak, ze po osiagnieciu danej temperatury, utrzymywala si¢ ona na stabilnym
poziomie nawet przez czas przekraczajacy dtugos¢ trwania pojedynczego pomiaru PALS (60
min). Pomiary stabilnos$ci w temperaturach bliskich 10 oraz 37 stopniach Celsjusza (trwajace ok.
90 minut) pokazaly, ze wahania temperatury w komorze wynosza mniej niz 0,1°C. Dla dluzszego
pomiaru (ok. 150 min) w okolicy temperatury 50°C, wahania wyniosty okoto 0,2°C. Dobra sta-
bilno$¢ temperaturowa uktadu potwierdzaja rowniez niewielkie réznice pomiedzy temperaturami
osiggnietymi wewnatrz komory w réznych dniach, co zaprezentowano w tabeli 2. Dla catej serii
pomiaréw przeprowadzonych w trzech réznych dniach, réznice pomi¢dzy konkretnymi tempera-

turami wynosza mniej niz 0,1°C.

Pomiary z wykorzystaniem analizatora qNano pozwolily okresli¢ koncentracje oraz Srednia wiel-
kos¢ EVs w badanych prébkach. Wyniki pomiaréw przeprowadzonych bezposrednio po izola-

cji pecherzykow (tab.3) wykazaly standardowa koncentracje EVs w probce przeznaczonej do
dalszych badan, poréwnywalna z koncentracjami prébek opisywanych przez dr A. Kaminska w
[5]. W przypadku prébki HG, ktéra zostata rozdzielona na trzy osobne prébki o koncentracji 2,1
x10'0 czastek/ml (wartos¢ ta zostata obliczona z proporcji, bazujac na tab.3), jeden wynik po po-
miarze wskazuje na wyzsza koncentracje EVs niz wyznaczona rachunkowo koncentracja przed
pomiarem. Przyczyna tego bylo prawdopodobnie nieprawidtowe rozmieszanie prébki przed po-
miarem gNano, co mogto spowodowaé sfatszowanie wyniku. Pozostate wyniki qNano dla prébek
odzyskanych po pomiarach PALS (tab.4) cechuja si¢ nizsza wartos$cia koncentracji w poréwnaniu
z wynikami uzyskanymi dla prébek przed pomiarem PALS. Réznice te wynikaja najprawdopo-
dobniej z trudnosci w precyzyjnym zebraniu catoSci probki z wnetrza komory pomiarowej. W
przypadku obu prébek, spadek koncentracji jest niewielki i nie powoduje zmiany rzedu wielkoSci

Sredniej liczby pecherzykéw zawieszonych w 1 ml PBS.
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Podczas wstepnych pomiaréw parafilmu technika PALS zaobserwowano zalezno$¢ czasu zycia
0-Ps od temperatury. Aby odpowiednio dopasowac stala warto$¢ tego sktadnika w analizie widm
pomiarowych wlasciwych préobek, przeprowadzono seri¢ pomiaréw, ktére potwierdzity tendencje
do wzrostu warto$ci czasu zycia o-Ps w parafilmie wraz z rosnaca temperatura (rys. 23). Punkty
pomiarowe nie tworza jednak idealnie liniowej zaleznoSci. W temperaturach 36°C i 38°C czas
zycia jest nieoczekiwanie niski. Intensywno$¢ sktadowej pochodzacej od anihilacji o-Ps w para-
filmie utrzymuje si¢ na wzglednie stalym poziomie niezaleznie od temperatury. Jej wartoS¢ jest
bardzo niska, wynosi ok. 1,2%, co §wiadczy o dobrym rozciagnieciu parafilmu i uzyskaniu bar-

dzo cienkiej warstwy pokrywajacej Zrédto.

Czas zycia o-Ps dla prébek z EVs pochodzacymi z hodowli prowadzonej w warunkach NG i HG
wyniést odpowiednio 1,802(002) ns oraz 1,77(02) ns i nie rézni si¢ znaczaco od czasu zycia o-Ps
zbadanego w czystym buforze PBS, gdzie warto$¢ ta wyniosta 1,80(02) ns. Zgodnie z wynikami
opisanymi w pracy [26], jest to czas zycia charakterystyczny dla czystej wody. Catkowity czas
zycia jest silnie zwigzany z procentem wagowym wody w prébce i moze to skutkowac tym, ze
czas zycia mierzony w rozcieficzonych substancjach rozpuszczonych bedzie zblizony do czasu

zycia mierzonego w czystej wodzie (~1,8 ns).
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6. Wnioski

Bazujac na pomiarach temperaturowych oméwionych w poprzednich rozdziatach mozemy wnio-
skowac¢ poprawnos¢ krzywej kalibracyjnej przedstawionej na rysunku 22 i z dobra doktadnoScia
okresli¢ temperature probki znajdujacej sie w komorze podczas trwania petnego pomiaru PALS.
Zaproponowanym uzupetnieniem techniki PALS byt analizator czastek qNano. W ramach tej
pracy pokazano mozliwo$¢ precyzyjnego wyznaczania koncentracji wyizolowanych EVs w ba-
danych prébkach. Bylo to szczegdlnie wazne, poniewaz koncentracja EVs okazala si¢ by¢ waz-
nym parametrem, od ktérego zalezy mozliwo$¢ poprawnego zbadania czasu zycia pozytonium w
mikropecherzykach. Dodatkowo, sprawdzajac koncentracje probki zaréwno przed, jak i po po-
miarze PALS, pokazano, ze jest to technika niedestruktywna wzgledem pecherzykow zewnatrz-
komérkowych.

Na podstawie uzyskanych wynikéw nie mozna jednoznacznie stwierdzié, czy otrzymane wartosci
czasu zycia 0-Ps w badanych prébkach pochodzg od EVs, czy zaobserwowano jedynie sygnat od
buforu PBS. Dla ustalenia tego konieczne jest przeprowadzenie dalszych pomiaréw, z prébkami

o wyzszej koncentracji EVs.
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