Nr rejestracyjny: 2021/43/D/ST4/02872; Kierownik projektu: dr inz. Weronika Maria Hewelt-Belka

Pecherzyki zewnatrzkomorkowe (EV) to mate pecherzyki wytwarzane przez komorki eukariotyczne i
prokariotyczne, otoczone dwuwarstwowg blong i transportujace wiele bioaktywnych czgsteczek. Pecherzyki
zewnatrzkomorkowe ciesza si¢ duzym zainteresowaniem ze wzgledu na ich istotng role¢ w komunikacji
miedzykomorkowej, regulacji epigenetycznej i mozliwosci zastosowania w diagnostyce i terapii. 1zolacja i
rozdzielenie EV zwykle obejmuje zlozone i wieloetapowe procedury, ktore skutkuja otrzymaniem
niejednorodnej frakcji EV 0 nieznanym pochodzeniu. Naktadajacy si¢ zakres rozmiaru EV, podobna
morfologia i zmienny sktad chemiczny stanowig wyzwanie dla precyzyjnego rozddzielenia subpopulacji EV.
Nowe metody analityczne do izolacji, rozdzielenia i charakteryzowania EV sa niezbedne, aby rzucié¢ swiatto
na ich réznorodnos¢ strukturalna, role fizjologiczne i patologiczne oraz przyszte zastosowania diagnostyczne
i terapeutyczne.

Celem tego projektu jest zbadanie mozliwosci wynikajgcych z zastosowania jedno- i dwuwymiarowej
wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC) do izolacji i frakcjonowaniu pegcherzykéw
zewnatrzkomorkowych. Solidne i wydajne techniki wysokosprawnej chromatografii cieczowej, zwlaszcza
faczone ze spektrometrig mas, moga przyspieszy¢ podstawowe badania i kontrole jako$ci preparatow lekdw
zawierajacych EV.

W ramach projektu planowane jest i) opracowanie nowej metody HPLC opartej na chromatografii
oddziatywan hydrofobowych (HIC) do efektywnej izolacji i separacji subpopulacji EV; ii) opracowanie
metody z uzyciem dwuwymiarowej chromatografii cieczowej wykorzystujacej dwa z trzech ortogonalnych
trybow separacji opartych na hydrofobowosci, wielkosci i wlasciwosciach jonowych do kompleksowej
separacji frakcji EV; iii) opracowanie metody LC-Q-TOF do badania sktadu lipidowego frakcji EV. Do
opracowania metody jako probki biologiczne zostang wykorzystane EV pozyskane z ludzkiej surowicy i
komorek cyjanobakterii. Frakcje subpopulacji EV  zostang scharakteryzowane za pomocg
najnowoczesniejszych technik, takich jak mikroskopia elektronowa, western blot i analiza S$ledzenia
nanoczastek, przez wspolpracujacych ekspertow.

Glowna innowacja projektu jest wprowadzenie i ocena mozliwosci zastosowania nowego mechanizmu
rozdzielenia do izolacji EV. W chromatografii oddziatywan hydrofobowych (HIC), subpopulacje EV zostang
rozdzielone na podstawie roznic w sktadzie lipidow btonowych, a tym samym ich biogenezy — co obecnie nie
jest mozliwe za pomocg konwencjonalnych metod stosowanych w badaniach EV. Zastosowanie HIC to nowa
koncepcja oddzielania natywnych EV w oparciu o réznice w hydrofobowosci ich bton. Potencjalne roznice w
sktadzie lipidowym populacji EV moga umozliwi¢ ich szybkie i dogodne rozdzielenie i izolacjg¢. Oceniona
zostanie rowniez zdolno$¢ HIC do oddzielania EV od innych sktadnikow ludzkiej surowicy.

W kolejnym etapie projektu planowane jest zwigkszenie zdolnosci rozdzielczej metody 1D-LC HIC, poprzez
wdrozenie techniki 2D-LC, co pozwoli na szczegétowy wglad w heterogeniczno$¢ populacji EV i nie jest
obecnie mozliwe przy stosowanie konwencjonalnych metod. Kombinacje trybow chromatograficznych
zostang przetestowane w celu oceny i porownania rozdzielczosci trybéw 1D i 2D w analizie subpopulacji EV.
Rozdzielczo$¢ opracowanych metod zostanie poréwnana z powszechnie stosowanymi metodami, takimi jak
ultrawirowanie.

Dodatkowo frakcje EV uzyskane podczas jedno- i dwuwymiarowych analiz LC zostang przeanalizowane za
pomocg wysokosprawnej chromatografii cieczowej potaczonej z wysokorozdzielcza spektrometrig mas w celu
zbadania doktadnego sktadu lipidow otrzymanych subpopulacji EV. Poniewaz sktad lipidowy EV i ich funkcja
biologiczna pozostaja stosunkowo niejasne, bardzo wazne jest dostarczenie narzedzi umozliwiajgceych analizg
lipidomiczng poszczegdlnych subpopulacji EV.

Opracowane w ramach tego projektu metody izolacji, rozdzielania i charakteryzacji EV przyczynia si¢ do
uzyskania glebszego wgladu w sktad i biologi¢ EV, stajac si¢ dobrze ugruntowanymi i szeroko stosowanymi
metodami izolacji i rozdzielenia subpopulacji EV.



