STRESZCZENIE

Rola czerwonych krwinek (ang. red blood cells, RBCs), zaréwno w procesach fizjologicznych
jak i patologicznych, znacznie wykracza poza ich podstawowg funkcje transportera gazéw
oddechowych. RBCs sg czescig wielu mechanizmdw, takich jak regulacja przeptywu krwi, co jest
istotne zwitaszcza w mikrokrazeniu. Uznanie roli RBCs jako regulatoréw mikronaczyniowego
przeptywu krwi sugeruje, ze komérki te mogtyby staé sie celem terapeutycznym, otwierajac droge
do opracowania nowatorskich strategii leczenia niektérych chordb. Z tego punktu widzenia
znaczenie charakteryzacji wtasciwosci RBCs i badania ich zmian w réznych procesach
patologicznych jest niezwykle istotne. Rozmaite choroby wywotujg zmiany i uposledzenie funkcji
erytrocytow. Zmodyfikowany sktad i struktura btony komdérkowej, obnizony poziom
wewnatrzkomdrkowego trifosforanu adenozyny (ATP), zmieniona struktura hemoglobiny (Hb),
upos$ledzone mechanizmy uwalniania ATP, itp. mogg przyczynia¢ sie do powstania zmian
chorobowych, a nawet nasila¢ zmiany wywotfane niektérymi czynnikami chorobowymi. Dlatego
tez nadrzednym wyzwaniem niniejszej rozprawy doktorskiej byto scharakteryzowanie i
zrozumienie wptywu hipercholesterolemii i miazdzycy na wfasciwosci krwinek czerwonych z
uwzglednieniem ptci i wieku, w celu utorowania drogi dalszym badaniom, ktére mogg prowadzi¢

do opracowania nowych metod leczenia miazdzycy.

Miazdzyca tetnic zwigzana jest z akumulacjg lipiddw w bfonie wewnetrznej naczyn
krwionosnych i charakteryzuje sie tworzeniem tzw. blaszek miazdzycowych. W rozwoju blaszek
miazdzycowych istotng role odgrywajg takie komorki, takie jak: makrofagi, komérki miesni
gtadkich, leukocyty, erytrocyty, itp. Rola RBCs zostata zdefiniowana jako opierajgca sie gtéwnie o
ich udziat w akumulacji lipidéw poprzez wynaczynienie RBCs i ich hemolize w obrebie blaszki.
Jednak ich inne mozliwe role, a takie wptyw miazdzycy na same RBCs nadal wymagajg
poswiecenia uwagi. Z tego powodu niniejsza rozprawa koncentruje sie na analizie zmian
mechanicznych, biochemicznych i metabolicznych krwinek czerwonych w mysim modelu

miazdzycy, w poréwnaniu z kontrolg typu dzikiego, z uwzglednieniem tak wieku, jak i ptci zwierzat.

Plan badawczy rozprawy doktorskiej oraz realizacja badan zostata podzielona na cztery etapy

i pozwolita autorowi zweryfikowac cztery nastepujace hipotezy gtéwne:



1) Podstawowe wewngtrzkomorkowe i zewngtrzkomorkowe poziomy ATP sq skorelowane ze
specyficznymi zmianami RBCs obserwowanymi u samcow i samic myszy ApoE/LDLR 7~ w réznych

etapach progresji miazdzycy.

2) Nieodwracalne zmiany struktury drugorzedowej biatek w cytozolu RBCs u myszy ApoE/LDLR 7

majq wptyw na zmiany poziomu 2,3-DPG oraz zmiany profilu ATP.

3) Zmiany cytozolu i bton komdrkowych RBCs majg wptyw na uwalnianie ATP i dlatego oba te

czynniki zalezq od stadium progresji miazdzycy.

4) Indukowane niedotlenieniem uwalnianie ATP z krwinek czerwonych u myszy ApoE/LDLR 7~ nie
jest ostabione, a moze nawet wzrastac i przyczyniac sie do mechanizmu, ktory skutkowat opisang

wczesniej wyzszq zdolnoscig wysitkowq.

Aby osiggnac¢ nadrzedny cel pracy i potwierdzi¢ postawione hipotezy badawcze, na poczatku
badan skoncentrowano sie na charakterystyce wybranych witasciwosci biochemicznych,
mechanicznych i funkcjonalnych RBCs. W tym celu zbadano morfologie i odksztatcalno$é RBCs,
profil lipidowy osocza, ekspresje fosfatydyloseryny (PS) na powierzchni btony komérkowej RBCs,
zmiany biochemiczne w btonach oraz zmiany w drugorzedowej strukturze biatek cytozolu RBCs,
profilu ATP dla RBCs (podstawowy wewngatrzkomérkowy, podstawowy zewnatrzkomorkowy i
uwolnione ATP), itp. Wszystkie parametry scharakteryzowano zaréwno u samic, jak i samcéw
myszy ApoE/LDLR”-w wieku 8 i 24 tygodni i poréwnano z parametrami zwierzat kontrolnych,
stosujgc zarowno klasyczne techniki pomiarowe, w tym pomiary ektacytometryczne, pomiary
morfologii krwi, pomiary biochemiczne, analize gazometryczng, itp. oraz techniki spektroskopii
oscylacyjnej, takie jak spektroskopia rozpraszania ramanowskiego (RS) i spektroskopia
absorpcyjna w podczerwieni (FTIR). Spektroskopia oscylacyjna umozliwita detekcje nowych zmian
biochemicznych w btonach komdérkowych oraz okreslenie zmian struktury drugorzedowej biatek
w badanych krwinkach czerwonych. W trakcie interpretacji wynikow dla badanych parametrow

RBCs uwzgledniono poziom progresji choroby, pte¢ oraz wiek zwierzat.

Dostepna literatura pokazuje, ze poprzednio dokonano juz opisu niektérych parametrow RBCs
u samcéw myszy ApoE/LDLR 7~ badanych w niniejszej rozprawie. Podjete badania dostarczyty

jednak nowej wiedzy, rozszerzajac analize réwniez o ptec¢ zwierzat. Po raz pierwszy okreslono i



udokumentowano podstawowe wewngtrzkomérkowe i zewnatrzkomérkowe poziomy ATP w
krwinkach czerwonych u myszy ApoE/LDLR - oraz zbadano i przeanalizowano ich zwigzek z
przedstawionymi powyzej cechami mechanicznymi i biochemicznymi krwinek czerwonych.
Uzyskane wyniki sugerujg, ze podstawowe wewnatrzkomoérkowe poziomy ATP w krwinkach
czerwonych odzwierciedlajg trendy zmian obserwowanych dla: zewnatrzkomdrkowych
pozioméw ATP, ekspresji PS na powierzchni bton komdrkowych oraz sredniej objetosci
erytrocytdw MCV; ale nie wykazano bezposredniego zwigzku w trendach obserwowanych dla
parametréw: HGB, MCH, MCHC i odksztatcalnosci. Rola i znaczenie ATP we wszystkich wyzej
wymienionych parametrach czynnosciowych erytrocytéw jest bezdyskusyjna, chociaz
przedstawione wyniki nie wskazujg na bezposredni zwigzek miedzy wewngtrzkomérkowym
poziomem ATP, a niektorymi z badanych witasciwosci. Taki wynik moze sugerowaé, ze niektore
funkcje krwinek czerwonych wymagajag mniejszej ilosci ATP, dlatego nie mozna ich byto
zanalizowad bez dodatkowych eksperymentéw. Co wiecej, wyniki rozprawy doktorskiej dowodzg,
ze zmiany byly zalezne od pici i sg argumentem przemawiajacym za potrzebg rozwazania pfici

zwierzat laboratoryjnych jako zmiennej fizjologii RBCs.

Zmiany zalezne od stadium choroby, ptci i wieku w profilu lipidowym bton komdérkowych RBCs
oraz zmiany struktury drugorzedowej biatek w cytozolu RBC obserwowane u myszy ApoE/LDLR /-
w poréwnaniu z odpowiednig grupg kontrolng zostaty kompleksowo scharakteryzowane dzieki
zastosowaniu technik spektroskopii oscylacyjnej: RS i FTIR. Dodatkowo okreslono poziom 2,3-DPG
w krwinkach czerwonych i przedstawiono jego mozliwy zwigzek ze zmianami struktury
drugorzedowej Hb dla kazdej z badanych grup. Wyniki wykazaty silny zwigzek miedzy poziomem
nienasyconych lipidow bfton komdrkowych RBCs, a jej ptynnoscig, tj. odksztatcalnoscig, co
potwierdza poprzednie doniesienia literaturowe. Mozna jednak bezpiecznie zatozy¢, ze poziomy
nienasyconych lipidéw nie sg jedyng zmienng wptywajacg na odksztatcalno$¢ RBCs. Znacznie
wyzszy catkowity poziom lipidéw u samic i samcéw myszy ApoE/LDLR 7~ w poréwnaniu z grupa
kontrolng w tym samym wieku najprawdopodobniej wynikat z akumulacji lipidéw w btonach
krwinek czerwonych ze wzgledu na ich silng korelacje z profilem lipidowym osocza. Opisane
zmiany w profilu lipidowym bton komdrkowych RBCs byty gtéwnie zwigzane z

hipercholesterolemig u myszy ApoE/LDLR 7-, chociaz obserwacja ta nie wyjasnia wszystkich



ustalen. Dane te potwierdzajg hipoteze, ze profil lipidowy bton komérkowych RBCs zalezy od

wielu czynnikow.

W rozprawie doktorskiej wykazano, ze RBCs izolowane od myszy ApoE/LDLR 7~ przejawiaty
znaczace zmiany w drugorzedowej strukturze cytozolu erytrocytdow, zwigzanego gtéwnie ze
zmianami w strukturze Hb, w poréwnaniu do zwierzat kontrolnych. Nie zaobserwowano zmian ze
wzgledu na pfte¢ w drugorzedowej strukturze Hb w krwinkach czerwonych izolowanych od
miodych myszy kontrolnych i myszy ApoE/LDLR”-. W przeciwieAstwie do tego, starsze grupy
myszy wykazywaty réznice zwigzane z pfcig, tj. 24-tygodniowe samce myszy ApoE/LDLR
wykazywaty statystycznie istotny wzrost zmian w drugorzedowej strukturze Hb w poréwnaniu z
24-tygodniowymi samicami ApoE/LDLR”". Wskazuje to na wyzsza oporno$¢ zenskich krwinek
czerwonych na wtdrne zmiany strukturalne w Hb spowodowane miazdzycg u starszych zwierzat.
Taka tendencja jest zgodna z poziomami 2,3-DPG, gdzie nie zaobserwowano zadnych rdznic
zwigzanych z ptcig dla mtodych mysich RBCs zaréwno u myszy kontrolnych, jak i ApoE/LDLR 7.
Ponadto, podobnie do zmian struktury drugorzedowej Hb, zmiany zwigzane z ptcig w stezeniu 2,3-
DPG zostaty zidentyfikowane u 24-tygodniowych samcéw myszy ApoE/LDLR -, ktére wykazaty
znacznie wyisze poziomy w poréwnaniu z dopasowanymi wiekowo samicami ApoE/LDLR”.
Potwierdza to hipoteze, ze istnieje korelacja miedzy zmianami w drugorzedowej strukturze Hb, a
poziomami 2,3-DPG w RBCs u myszy ptci meskiej i zeriskiej (zarowno kontrolnych, jak i ApoE/LDLR"
). Im wyzszy poziom 2,3-DPG w RBCs, tym wieksze zmiany struktury drugorzedowej ich biatek
cytozolu lub odwrotnie. RBCs myszy ApoE/LDLR”" przejawiaty wieksza zdolno$é przenoszenia
tlenu pomimo wyzszych pozioméw 2,3-DPG. Dodatkowo, poniewaz poprzednio wykazano, ze
opisane powyzej zmiany w drugorzedowej strukturze biatka Hb u myszy ApoE/LDLR - mogg by¢
nieodwracalne, zasugerowano réwniez, ze poziomy 2,3-DPG w krwinkach czerwonych sa
zwiekszone w ramach mechanizmu kompensacyjnego w odpowiedzi na takie nieodwracalne

zmiany struktury biatkowej.

Po scharakteryzowaniu réznych cech biochemicznych i mechanicznych mysich krwinek
czerwonych z zastosowaniem multimodalnych technik pomiarowych, zbadano i wyjasniono inng
wazng ceche krwinek czerwonych, tj. zdolnos¢ uwalniania ATP w odpowiedzi na rézne bodice.

Uwalnianie ATP z krwinek czerwonych nastepuje w odpowiedzi na réoznorakie bodzce fizjologiczne



i farmakologiczne. Wczesniejsze badania wykazaty, ze uwalnianie ATP z krwinek czerwonych jest
uposledzone w réznych chorobach. Niemniej jednak, zgodnie z naszg najlepsza wiedzg, nigdy nie
opisano analizy uwalniania ATP z krwinek czerwonych w jakimkolwiek modelu miazdzycy. W
zwigzku z tym scharakteryzowano uwalnianie ATP z krwinek czerwonych w odpowiedzi na rézne
bodzce i kolejno skorelowano z wczesniej zbadanymi w pracy zmianami parametréw krwinek
czerwonych. Ponadto zbadano ekspresje biatek PANX1 i VDAC1 na powierzchni bton
komodrkowych RBCs.

Badania nad specyfikg uwalniania ATP z krwinek czerwonych rozpoczeto od sprawdzenia
efektu iloprostu (ILO) przy zastosowaniu stezen leku ponizej LDso i w zakresie poziomow
terapeutycznych. Rezultaty wskazujg, ze terapeutyczne stezenia ILO nie powodowaty silnego
uwalniania ATP z krwinek czerwonych w zadnej z badanych grup myszy. Ponadto stwierdzono, ze
ekspresja VDAC1 na powierzchni bton komérkowych RBCs jest na podobnym poziomie. Nastepnie
zastosowano inny bodziec farmakologiczny - koktajl 3V (zawiera 10 uM izoproterenolu, analogu
receptora B-adrenergicznego, 30 uM forskoliny, aktywatora cyklazy adenylowej oraz 100 uM
papaweryny, inhibitora fosfodiesterazy), w celu oceny stabilnosci cAMP - zaleznego uwalniania
ATP z RBCs. Sktadniki koktajlu 3V miaty spowodowac zwiekszenie stezenia cAMP w RBCs, co
prowadzitoby do uwolnienia ATP za posrednictwem kanatéw PANX1. Wyniki badan wskazuja, ze
indukowane 3V uwalnianie ATP z krwinek czerwonych nie jest ostabione w zadnej z badanych
grup, jak réwniez nie wykazano rézinicy miedzy poszczegdlnymi grupami. Pomimo iz po
zastosowaniu koktajlu 3V nastgpito uwalnianie ATP z krwinek czerwonych, dane te nie pozwolity
na indywidualng ocene wptywu kazdego ze sktadnikéw koktajlu 3V. Mozna jednak wnioskowac,
ze aktywnos¢ cyklazy adenylylowej i wczesniejszych elementéw szlaku transdukcji sygnatu jest
nienaruszona oraz ze wzrost cAMP stymuluje uwalnianie ATP z krwinek czerwonych we

wszystkich badanych grupach zwierzat.

Kolejnym etapem byto zastosowanie niedotlenienia jako bodZca fizjologicznego, aby
przetestowac hipoteze, ze wywotane niedotlenieniem uwalnianie ATP z krwinek czerwonych u
myszy ApoE/LDLR " nie jest upo$ledzone i moze by¢ nawet wieksze u myszy ApoE/LDLR 7, jak i
potwierdzi¢ opisang wczes$niej obserwacje $wiadczacg o wyzszej wydolnosci wysitkowej tych

zwierzgt w poréwnaniu z grupg kontrolng w tym samym wieku. Wyniki rozprawy, wskazujace, ze



indukowane hipoksjg uwalnianie ATP z krwinek czerwonych u myszy ApoE/LDLR /- byto wieksze
w poréwnaniu z kontrolg w tym samym wieku, dostarcza dowoddw na poparcie proponowane;j
hipotezy. Dodatkowo, analiza Western Blot sugeruje wyzszy poziom ekspresji biatek PANX1 na
btonie RBCs u myszy ApoE/LDLR -, co jest zgodne z wiekszym uwalnianiem ATP z RBCs
indukowanym hipoksjg u tych zwierzat w poréwnaniu z ich kontrolami w tym samym wieku. Co
wiecej, indukowane niskim pH uwalnianie ATP z RBCs wykazywato prawie identyczne tendencje,
co uwalnianie ATP wywotane hipoksjg. Ponadto, wyniki sugerujg potencjalng role niskiego pH w
zwiekszeniu zdolnosci wysitkowej u myszy ApoE/LDLR 7-. Niemniej jednak potrzebne s3 dalsze
badania, ktére nie mieszczg sie w zakresie niniejszej rozprawy, aby wyjasni¢ catg Sciezke
sygnatowga. Warto zauwazy¢, ze dogtebna analiza tych szlakéw i ich elementéw moze sprawic, ze
RBCs beda wyjatkowym celem terapeutycznym dla opracowania nowych strategii leczenia

miazdzycy, a takze innych choréb naczyniowych.

Na koncu rozprawa zawiera réwniez czes¢ aplikacyjng, ktéra obejmuje prototypowanie
innowacyjnego urzadzenia do oceny indukowanego deformacjg uwalniania ATP z krwinek
czerwonych (DIAR). Zasadnos¢ niniejszego aspektu pracy wynikata z braku na rynku testu lub tez
standardowej metody do oceny poziomu uwalniania ATP z erytrocytdw indukowanego
odksztatcaniem erytrocytéw. Zaprojektowany prototyp DIAR wraz z opracowang metodologia

pomiardw zostat przedstawiony w zgtoszeniu patentowym.

Podsumowujgc, niniejsza rozprawa doktorska koncentruje sie na wykorzystaniu
multimodalnego podejscia pomiarowego, z zastosowaniem technik zardwno klasycznych jak i
spektroskopowych do analizy i charakteryzowania réznych wtasciwosci krwinek czerwonych w
mysim modelu miazdzycy. Wykazano, ze hipercholesterolemia i miazdzyca majg wptyw na
wybrane cechy i funkcje RBCs. Ponadto dowiedziono, ze pte¢ i wiek zwierzat to czynniki
wptywajgce na niektdre z przedstawionych zmian biochemicznych i mechanicznych krwinek
czerwonych. Wykorzystanie technik spektroskopii oscylacyjnej umozliwito ocene profilu
lipidowego bton komdrkowych RBCs, jak i drugorzedowej struktury hemoglobiny. Oprdcz tego
rozprawa doktorska pozwolita na wielopoziomowg analize uwalniania ATP, przy zastosowaniu
réoznych bodzcéw fizjologicznych i farmakologicznych. Dodatkowo wybrane funkcje RBCs, tj.:

odksztatcalnos¢ RBCs, ekspresja PS na powierzchni bton komdrkowych, profil lipidowy bton



komdrkowych RBCs, zmiany w drugorzedowej strukturze biatka, wewngatrzkomérkowy poziom
ATP RBCs, uwalnianie ATP z RBCs, itp., badano dla RBCs izolowanych z myszy ApoE/LDLR /- w celu
scharakteryzowania wptywu hipercholesterolemii i miazdzycy, jak rowniez wptywu ptci i wieku na
te parametry. Nowatorska wiedza zdobyta podczas wykonywania przedtozonego doktoratu
przyczyni sie do poszerzenia wiedzy na temat charakterystyki erytrocytéw w kontekscie progresji
miazdzycy. Odkrywajac i rozumiejgc, w jaki sposdb hipercholesterolemia i miazdzyca wptywajg na
funkcje RBCs, mozna z kolei opracowac nowe strategie terapeutyczne ukierunkowane na RBCs,

aby w przysztosci wypracowac innowacyjne podejscia lecznicze.



