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Wstep W ostatnich latach rosngca liczba badan koncentruje si¢ na mikropgcherzykach — fragmentach btony
komorkowej, ktore petnig funkcje nosnikow sygnatow uwalnianych przez rézne typy komorek. W przypadku
erytrocytow struktury te okreslane sg jako pgcherzyki zewnatrzkomorkowe pochodzenia erytrocytarnego.
Podczas gdy wigkszos¢ aktualnych badan skupia si¢ na pecherzykach wydzielanych przez komorki
nowotworowe, stosunkowo niewiele wiadomo o mikropgcherzykach pochodzacych z ludzkich erytrocytow.
W trakcie przechowywania erytrocytow w warunkach banku krwi dochodzi do zmian strukturalnych,
biochemicznych i funkcjonalnych. Zmiany te moga stanowi¢ markery starzenia si¢ erytrocytow i
mikropecherzykéw oraz sa powiazane z powiklaniami poprzetoczeniowymi. Obecnie nie istnieje
wystandaryzowana metoda oceny biologicznej jakosci przechowywanych koncentratow krwinek czerwonych
(KKCz) poza konwencjonalnymi wskaznikami biochemicznymi. Obecno$¢ 1 charakterystyka
mikropecherzykow pochodzenia erytrocytarnego moga stanowi¢ nowy, klinicznie istotny biomarker jakosci
KKCz, co nadal pozostaje niezaspokojong potrzeba w medycynie transfuzjologicznej. Cel
Celem projektu jest scharakteryzowanie mikropecherzykow pochodzenia erytrocytarnego jako nowych
biomarkeréw starzenia si¢ erytrocytow oraz pogorszenia ich jako$ci w trakcie przechowywania, co w
konsekwencji moze przyczyni¢ si¢ do poprawy bezpieczenstwa przetoczen i optymalizacji protokotow
przechowywania krwi. W szczegdlnosci planujemy zbada¢ zmiany jako$ciowe i ilo§ciowe mikropecherzykow
uwalnianych w trakcie przechowywania koncentratow krwinek czerwonych, w kontekscie starzenia sig¢
erytrocytow w warunkach banku krwi. Analiza sktadu, markerow, liczby oraz parametréw morfometrycznych
tych mikropecherzykow moze stanowi¢ cenny wskaznik jakosci produktow krwiopochodnych i przyczyni¢ sig
do lepszego zrozumienia mechanizmoéw lezacych u podstaw roznych chordb. Stawiamy hipoteze, ze zmiany
w liczbie, morfologii i zawartoSci mikropecherzykow beda $cisle zalezne od czasu przechowywania
erytrocytow. Opis badan W projekcie mikropecherzyki pochodzenia erytrocytarnego bgda izolowane przy
uzyciu przeciwciala rozpoznajacego glikoforyne A (specyficzny marker erytrocytéw) oraz aneksyny V, ktora
wigze fosfatydyloseryne (sygnat ,,zjedz mnie” obecny na powierzchni pgcherzykéw). Umozliwi to ich
identyfikacje i analize¢ przy uzyciu cytometrii przeptywowej — dynamicznie rozwijajacej si¢ technologii
uznawanej za ,,zloty standard” w wykrywaniu mikropecherzykow. Ponadto, w celu uzyskania bardziej
szczegbtowego i wielowymiarowego obrazu, zastosowana zostanie cytometria spektralna. Technika ta
analizuje pelne spektra emisyjne fluorochroméw, co umozliwia jednoczesne oznaczanie wielu markeréw z
wyjatkowa precyzja 1 rozdzielczoscig. Utatwi to stworzenie szczegdlowe] mapy fenotypowej
mikropecherzykdéw na roéznych etapach przechowywania. Do precyzyjnego oznaczenia liczby i rozmiaru
mikropecherzykdéw wykorzystane zostang kulki kalibracyjne o znanym rozmiarze i stezeniu. Trojwymiarowe
obrazy mikropecherzykow oraz rozktad przestrzenny czasteczek powierzchniowych zostang uzyskane przy
uzyciu mikroskopii konfokalnej, natomiast szczegdtowe analizy ultrastrukturalne na poziomie nanometréw
przeprowadzone zostang z wykorzystaniem transmisyjnej mikroskopii elektronowej (TEM). Poza analizami
morfologicznymi i cytometrycznymi przeprowadzona zostanie analiza transkryptomiczna (RNA-seq), w celu
identyfikacji i charakterystyki rodzajéw RNA (mRNA, miRNA, IncRNA) obecnych w mikropgcherzykach
oraz oceny zmian w ich zawarto$ci w zaleznosci od czasu przechowywania. Projekt obejmuje rowniez analize
proteomiczng oparta na technikach spektrometrii mas, majaca na celu okreslenie sktadu biatkowego
mikropecherzykow. Pozwoli to na identyfikacj¢ bialek zaangazowanych w starzenie si¢ erytrocytow i
potencjalnych markerow jakosci KKCz. Ponadto oceniony zostanie wptyw mikropecherzykow na uktad
odpornosciowy. Mikropecherzyki mogg by¢ rozpoznawane i fagocytowane przez monocyty dzigki ekspozycji
fosfatydyloseryny i innych sygnalow ,,zjedz mnie”, co wpltywa na aktywacje¢ monocytow i wydzielanie
cytokin. W zwigzku z tym poziomy cytokin (zarbwno pro-, jak i przeciwzapalnych) zostang oznaczone metoda
immunoenzymatyczng ELISA w celu dokladnej oceny wlasciwosci immunomodulujgcych
mikropecherzykow. Glowne wyniki Wyniki analiz cytometrycznych, proteomicznych, mikroskopowych i
molekularnych umozliwig stworzenie kompleksowego obrazu zmian zachodzacych w mikropecherzykach
pochodzenia erytrocytarnego w trakcie przechowywania KKCz. Pozwoli to na lepsze zrozumienie procesow
starzenia si¢ erytrocytow oraz interakcji mikropecherzykow z komorkami uktadu odpornosciowego, w tym
mechanizméw fagocytozy przez monocyty. Uzyskane wyniki mogg doprowadzi¢ do opracowania
predykcyjnych markerdéw jakosci produktow krwiopochodnych, stworzenia nowych wytycznych dotyczacych
przechowywania KKCz oraz opracowania strategii ograniczajacych powiktania immunologiczne zwigzane z
transfuzja.



