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Raman4Cell2Cell: Odkrywanie wzajemnych interakcji leukocytow i komodrek srodbtonka za pomoca
(stymulowanego) obrazowania ramanowskiego

Nasze ciato zachowuje si¢ jak orkiestra muzyczna z r6znymi sekcjami instrumentalnymi, ktore mozna przypisac¢ do
r6znych uktadow (krazenia lub limfatycznego) w ludzkim ciele. Odpowiednie wspotdziatanie i komunikacja wszystkich
uktadow jest bardzo wazna dla prawidtowego funkcjonowania organizmu. Wraz z rozwojem cywilizacji zmienia si¢
srodowisko, ktore moze wptywaé na nasza orkiestracj¢ w ciele, powodujac pewne zaburzenia, zwane chorobami
cywilizacyjnymi. Dotykaja one bardzo duzego odsetka populacji i sa obecnie uwazane za odpowiedzialne za okoto 80%
przedwezesnych zgonéw ludzi. Rozwoj chorob cywilizacyjnych — jous 'f:‘c"zay‘;f’a
zwigzany jest z przewleklym stanem zapalnym komorek, '
w ktorym kluczowe znaczenie ma komunikacja miedzy Tomenic
leukocytami (Leu) a komoérkami $rodblonka (ECs). Te interakcje =\ (R Sy
komorka-komorka w stanie zapalnym odbywaja si¢ nie tylko
poprzez wysylanie sygnatow miedzykomorkowych, ale w wielu
przypadkach réwniez poprzez bezposredni kontakt miedzy tymi
komoérkami, a proces ten nazywany jest transmigracja. Proces ten

jest bardzo ztozony i mozna go podzieli¢ na kilka etapow: @
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réznicowanie komoérek macierzystych w wybrane podtypy Leu,

toczenie, aktywacje¢, adhezj¢ do ECs i migracja do narzadow

przez warstwg komorek $rodblonka (ryc. 1). Gléwnym celem Komérki piankowe

tego projektu jest wyjasnienie interakcji i wzajemnego wplywu

leukocytow i komorek $rodbtonka podczas stanu zapalnego przy
uzyciu technik spektroskopii ramanowskiej in situ (RS).

Leu odgrywaja kluczowa role w uktadzie odporno$ciowym, zarowno adaptacyjnym, jak i wrodzonym. Aby staty si¢
one w pelni funkcjonalnymi komorkami zdolnymi do walki z komoérkami docelowymi, konieczna jest ich aktywacja
w odpowiedzi na czynniki odpowiedzi immunologicznej. Obecnie aktywacja limfocytow T zostata zaproponowana
w terapii CAR-T, ktora jest wysoce zaawansowang i spersonalizowang formg immunoterapii nowotworéw. Rdzne
subpopulacje Leu sg zaangazowane w rézne odpowiedzi zapalne, np. limfocyty T w miazdzycy, a monocyty w chorobie
wiencowej, i w tych procesach prowokowana jest ich migracja przez $rodblonek do miejsc zapalnych. Srodbtonek to
pojedyncza warstwa komorek wyscietajaca wnetrze naczyn, petnigca wiele funkcji i zadan. Wszelkie zaburzenia
w prawidlowym funkcjonowaniu ECs wptywaja na funkcjonowanie catego uktadu krwionosnego, poniewaz wiele
chorob, takich jak rak, cukrzyca czy miazdzyca, jest $cisle powigzanych z dysfunkcja $rodblonka. Co wigcej,
aktywowany stanem zapalnym Leu moze wplywac¢ na stan ECs, co w diluzszej perspektywie moze prowadzi¢ do
uposledzenia funkcjonowania uktadu krazenia. Lipidy i karotenoidy sg szczegélnie waznymi substancjami
zaangazowanymi w procesy zapalne, a ich rola w tych procesach jest dobrze znana. Niemniej jednak ich zmiany
metaboliczne nadal pozostaja niewyjasnione.

Hipotezy postawione w ramach tego projektu sa nastepujace: i/ stymulacja stanu zapalnego in vitro w modelach
ECs chordb cywilizacyjnych aktywuje wybrane Leuk, a ich aktywacja zachodzi na rdézne sposoby; ii/ obecnosé
karotenoidow w komorkach Leu zmienia wydajno$¢ ich transmigracji przez ECs; iii/ wydajnos¢ transmigracji Leu rozni
si¢ w komorkach prawidtowych i komorkach narazonych na egzogenne tluszcze. Hipotezy s rowniez silnie
skorelowane z okreslonymi celami, ktore obejmujg: 1/ zbudowanie Spektroskopowego Atlasu Leukocytow - wybrane
zostang unikalne markery spektroskopowe dla wybranych podtypow Leu; 2/ zidentyfikowanie spektroskopowych
markerow aktywacji Leu i zmian biochemicznych w procesie adhezji/transmigracji przez ECs w stanach zapalnych; 3/
okreslenie zmian w procesie aktywacji Leu indukowanych stanem zapalnym w ECs; 4/ §ledzenie zmian w wymianie
karotenoidow i lipidow pomigdzy Leu i ECs w procesie transmigracji z wykorzystaniem RS.

Obecnie do badania interakcji komorka-komorka wykorzystuje si¢ wiele technik, takich jak mikroskopia
fluorescencyjna, transmisyjna mikroskopia elektronowa, cytometria przeptywowa czy spektrometria mas. Jednak, co
warto podkresli¢, metody te dostarczajg informacji jedynie o globalnych zmianach w komorkach, takich jak lipidowos¢
komorek czy obecno$¢ biatek/receptorow na powierzchni komorek. Aby w pelni zrozumie¢ te procesy, wymagane sa
petne informacje molekularne, morfologiczne i metabolomiczne. Taki zestaw informacji mozna uzyska¢ za pomoca
szeregu technik ramanowskich in situ (RS, stymulowane rozpraszanie ramanowskie - SRS, koherentna anty-
Stokesowska spektroskopia ramanowska - CARS) w potaczeniu z innymi uznanymi metodami (mikroskopia
fluorescencyjna i cytometria przeptywowa). W projekcie zaplanowano charakterystyke 3M Raman (molekularna,
morfologiczng i metaboliczng) zaréwno Leu, jak i ECs podczas ich komunikacji. Oceniana begdzie zdolno$¢ do wymiany
i transportu substancji (karotenoidow i lipidow) pomigdzy Leu i ECs, a takze ocena zmian jako$ciowych w znakowanych
lipidach. Spektroskopia Ramana dostarcza szczegétowych informacji o sktadzie 1 pozwala sledzi¢ zmiany w czasie w
pojedynczych komoérkach.

Badania nad komunikacjg miedzykomérkowa miedzy Leu 1 ECs, w tym transportem mi¢dzykomorkowym, sg
innowacyjnym podej$ciem, ktore przyczyni si¢ do lepszego zrozumienia mechanizmu procesow zapalnych zwigzanych
z wybranymi chorobami cywilizacyjnymi. Moze to przyczyni¢ si¢ do opracowania nowych strategii leczenia,
szczegblnie w przypadku przewlektych standw zapalnych, ktore nadal stanowiag wyzwanie w leczeniu.
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Rys 1. Schemat transmigracji leukocytu (Created with BioRender.com).




