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Streszczenie w jezyku polskim

Hemoglobina (Hb) to biatko znajdujace sie w erytrocytach, ktérego gtéwna
funkcjg jest transport tlenu i dwutlenku wegla w organizmie. Kiedy Hb zostaje uwolniona
z erytrocytéw do krazenia lub do otaczajgcych tkanek, moze wykazywac wtasciwosci
cytotoksyczne, prozapalne i prooksydacyjne. Znaczgce ilosci Hb sg uwalniane podczas
fizjologicznej lizy erytrocytow, ponadto nadmierna hemoliza towarzyszy wielu
wrodzonym i nabytym chorobom. Fizjologicznie do 10% erytrocytéw moze ulegacd lizie
w krazeniu, zwfaszcza w S$ledzionie, gdzie odbywa sie usuwanie starzejgcych sie
erytrocytow. Kanonicznie, wolna Hb jest wychwytywana przez osoczowe biatko ostrej fazy
- haptoglobine. Kompleksy Hb-haptoglobina sg wigzane przez receptor CD163 obecny
na makrofagach s$ledziony i watroby, gdzie Hb jest degradowana. Jednak warunki
hemolityczne mogg prowadzi¢ do wyczerpania populacji tych makrofagéw, a takze
niedoboru haptoglobiny, co sugeruje istnienie alternatywnych mechanizméw usuwania
Hb. Dotychczas nie zostaty opisane inne sposoby usuwania wolnej Hb.

Celem niniejszej pracy byto zidentyfikowanie i zbadanie nowej drogi wychwytu
wolnej Hb w watrobie, niezaleznej od haptoglobiny i receptora CD163. Badania
przeprowadzono na modelu mysim oraz na hodowlach komérek pierwotnych uzyskanych
z mysiej watroby. Aby jak najlepiej nasladowac¢ warunki fizjologiczne, w eksperymentach
wykorzystano Hb izolowang z mysiej krwi. Losy Hb i jej biodystrybucje w organizmie
$ledzono za posrednictwem znakowania fluorescencyjnego z wykorzystaniem barwnika
Alexa Fluor lub znakowania izotopem jodu.

Badania przeprowadzone z wykorzystaniem podanych dozylnie liposomow
kwasu klodronowego i fluorescencyjnie znakowanej Hb wykazaty, ze Hb akumuluje sie
gtownie w watrobie niezaleznie od obecnosci makrofagédw. Za pomocg cytometrii
przeptywowe] i mikroskopii konfokalnej zaobserwowano, ze sinusoidalne komorki
Srodbtonka watroby (LSEC) s gtéwng populacja komoérek watroby odpowiedzialng
za wychwyt wolnej Hb, zarédwno w niskich, jak i wysokich stezeniach. Co ciekawe,
wykazano, ze LSEC nie posiadajg na swojej powierzchni receptora CD163
odpowiedzialnego za wychwyt kompleksu Hb-haptoglobina, a wolna Hb
byta wychwytywana efektywniej niz Hb zwigzana z haptoglobing. Barwienie pierwotnych

LSEC z wykorzystaniem markera wczesnych endosomow (EEA1) i fluorescencyjnie
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znakowanej Hb wykazato obecno$¢ Hb w wewnatrzkomoérkowych pecherzykach
o wielkosci charakterystycznej dla makropinosoméw. Zaobserwowano takze
kolokalizacje Hb i dekstranu bedgcego markerem fazy ptynnej, ktéra ulega wychwytowi
w makropinosomach. Dodatkowo wykazano, ze inhibitor makropinocytozy (EIPA)
spowodowat zahamowanie pobierania Hb przez LSEC, w przeciwienstwie do inhibitora
endocytozy (CPZ). Uzyskane wyniki wskazujg, ze w warunkach fizjologicznych LSEC
sg gtéwng populacjg komérek odpowiedzialng za wychwyt wolnej Hb, ktdrg pobieraja

za pomocg makropinocytozy.
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Streszczenie w jezyku angielskim

Identification of the novel route for hemoglobin clearance in the liver.

Hemoglobin (Hb) is a protein found in red blood cells that transports oxygen
and carbon dioxide throughout the body. When released from erythrocytes into the
circulation or surrounding tissues, Hb can exhibit cytotoxic, pro-inflammatory and pro-
oxidative properties. Some amounts of Hb are released during the physiological lysis
of erythrocytes, and excessive hemolysis accompanies many congenital and acquired
diseases. Physiologically, up to 10% of erythrocytes can be lysed in the circulation,
especially in the spleen where the removal of senescent erythrocytes takes place.
Canonically, free Hb is bound by the plasma acute-phase protein- haptoglobin.
Hb- haptoglobin complexes are bound by the CD163 receptor present on spleen and liver
macrophages, where Hb is degraded. However, hemolytic conditions can lead
to saturation of these mechanisms including macrophages and haptoglobin, suggesting
alternative mechanisms for Hb clearance. To date, no other mechanisms of removing free
Hb have been described.

The aim of this study was to identify and investigate a novel pathway of free Hb
uptake in the liver, that is independent of haptoglobin and the CD163 receptor. The study
was performed in a mouse model and in primary cell cultures obtained from mouse liver.
In the experiments, we used Hb isolated from mouse blood to mimic physiological
conditions. To track Hb in the body, the protein was fluorescently labeled with Alexa Fluor
or an iodine isotope.

Studies using intravenous administration of clodronic acid liposomes, which
depletes tissue macrophages, and fluorescently labeled Hb have shown that Hb
accumulates primarily in the liver, regardless of the presence of macrophages. Using flow
cytometry and confocal microscopy, liver sinusoidal endothelial cells (LSECs) were
observed to be the major liver cells population responsible for the uptake of free Hb
at both low and high concentrations. Interestingly, it was shown that LSECs do not have
the CD163 receptor on their surface, and that free Hb was captured more effectively than
the Hb-haptoglobin complex. Staining of primary LSECs with the early endosome marker

(EEA1) and fluorescently labeled Hb showed the presence of Hb in macropinosome-sized
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intracellular vesicles. Co-localization of Hb and dextran, a marker of the liquid phase,
which is taken wup in macropinosomes, was also observed. In addition,
the macropinocytosis inhibitor (EIPA) was shown to inhibit Hb uptake by LSECs,
in contrast to the endocytosis inhibitor (CPZ). The obtained results indicate that under
physiological conditions LSECs are the major liver cell population responsible

for the uptake of free Hb, which they sequester by macropinocytosis.
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1. Wstep

1.1 Budowa mikroskopowa watroby

Watroba jest organem o charakterze gruczotowym, ktéry odgrywa integralnag
role w realizacji podstawowych funkcji biologicznych, takich jak detoksykacja organizmu
oraz synteza biatek i substancji biochemicznych kluczowych dla proceséw trawienia
i wzrostu. Jego dodatkowe funkcje w kontekscie metabolizmu obejmujg monitorowanie
gromadzenia glikogenu, katabolizm erytrocytéw oraz produkcje hormonéw [1].
Zrdznicowanie komorek watroby umozliwia wyodrebnienie dwdch podstawowych typdow:
komorki parenchymalne, zwane hepatocytami oraz komodrki nieparenchymalne,
do ktérych zalicza sie: komorki Browicza-Kupffera (ang. Kupffer cells, KC), sinusoidalne
komorki srodbtonka watroby (ang. liver sinusoidal endothelial cells, LSEC), komorki
gwiazdziste (ang. hepatic stellate cells, HSC), cholangiocyty, komérki progenitorowe
watroby oraz komorki immunologiczne (limfocyty, monocyty, neutrofile, komorki
dendrytyczne) [2].

Hepatocyty stanowig okoto 80% ogdlnej populacji komorek watroby. Typowo
uktadajg sie w pojedyncze pasma komoérek, ktére wychodzg promieniscie od zyly
centralnej, formujgc zrazik watrobowy (tac. lobulus hepatis) (Ryc. 1). W strukturze
hepatocytu mozna wyrdzni¢ biegun naczyniowy, skierowany w strone naczynia
zatokowego, oraz biegun z6tciowy, formujgcy btone kanalika z6tciowego [3]. Hepatocyty
sg odpowiedzialne za procesy takie jak: metabolizm weglowodandw, lipidow i biatek,
detoksykacja i aktywacja komdrek odpornosciowych, ktére majg na celu utrzymanie
homeostazy watroby. Miedzy innymi, hepatocyty konstytutywnie wytwarzaja i wydzielaja
biatka uktadu dopetniacza, utrzymujg ich odpowiednio wysokie stezenie w surowicy,
co przyczynia sie do ich znaczacej roli w odpornosci nieswoistej [4].

Naczynia zatokowe watroby sg wyscielone nieparenchymalnymi komadrkami
LSEC, pomiedzy ktérymi zlokalizowane sg komoérki KC, petnigce role rezydentnych
makrofagéw. Komoérki gwiazdziste rozmieszczone sg w przestrzeni Dissego, bedgcej
przestrzenig pomiedzy Srédbtonkiem i mikrokosmkami hepatocytow wypetniong osoczem
(Ryc. 1). W stanie fizjologicznym, komorki gwiazdziste s uspione, natomiast w odpowiedzi

na uszkodzenie tkanki, ulegajg aktywacji i angazujg sie w proces witdknienia [2].
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LSEC Sxiil . il Appail] i
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Rycina 1. Budowa zrazika i zatoki watrobowej. Watroba charakteryzuje sie budowg zrazikowa. Zraziki
zbudowane sg z promieniscie utozonych hepatocytéw (kolor rézowy). Na kazdym wierzchotku zrazika
znajduje sie tzw. triada watrobowa, w ktdrej sktad wchodza: przewdd z2étciowy (kolor zielony), zyta wrotna
(kolor niebieski) i tetnica watrobowa (kolor bordowy). Krew sptywa z zyty wrotnej i tetnicy watrobowej
przez naczynia zatokowe do zyty centralnej, ktéra przebiega przez srodek zrazika (kolor niebieski). Naczynie
zatokowe wyscielone jest ptaskimi komérkami LSEC zawierajgcymi pory-tzw. fenestracje (kolor fioletowy).
Pomiedzy komoédrkami LSEC znajdujg sie KC (kolor niebieski), ktérych wypustki mogg penetrowac
do przestrzeni Dissego. W przestrzeni Dissego, wypetnionej osoczem, znajdujg sie nieaktywne komorki
gwiazdziste (kolor z6tty).

Kazdy z ptatéow watroby skfada sie z szesciokatnych zrazikdw. Na kazdym
wierzchotku zrazika umiejscowiona jest triada watrobowa, sktadajgca sie z zyty wrotnej,
przewodu zétciowego i tetnicy watrobowej (Ryc. 1). W zraziku watrobowym, krew bogata
w skfadniki odzywcze pochodzace z zyty wrotnej miesza sie z utlenowang krwig z tetnicy

watrobowej. Nastepnie przeptywa przez rozgateziong sie¢ wiosowatych naczyn
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zatokowych (tworzacych kapilarng sieé¢ naczyn watroby) miedzy beleczkami hepatocytéw,

a pbzniej przez zyte centralng i zyte watrobowa, po czym uchodzi do zyty gtéwnej [5].

Watroba charakteryzuje sie podwdjnym systemem ukrwienia: prawa i lewa tetnica
watrobowa transportujg natlenowang krew do watroby, podczas gdy zyta wrotna przenosi
krew zylng z przewodu pokarmowego do watroby. Krew zylna z przewodu pokarmowego
sptywa do zyt krezkowych goérnej i dolnej; te dwa naczynia tgczg sie nastepnie z zytg
Sledzionowa tuz za szyjka trzustki, tworzgc zyte wrotna. Ta z kolei dzieli sie na prawg i lewa

gataz, z ktérych kazda zaopatruje mniej wiecej potowe watroby [6].

Unaczynienie watroby charakteryzuje sie nietypowym wzorcem w poréwnaniu
do innych narzaddéw, wynikajgcym z jednoczesnego doptywu krwi tetniczej i zylnej. Krew
natlenowana, docierajgca bezposrednio z aorty przez tetnice watrobowg stanowi jedynie
25% catosci naptywajgcej krwi. Pozostate 75% to krew czesciowo odtlenowana, bogata
w skfadniki odzywcze pochodzace z rdznych narzadéw uktadu pokarmowego,
dostarczane przez zyte wrotng [7]. Ta mieszanina krwi przeptywa przez zatoki watrobowe,
przemieszczajgc sie wzdtuz linii hepatocytow. Charakterystyczne utozenie hepatocytow
wokét zyty centralnej utatwia drenaz przefiltrowanej i modyfikowanej krwi do zyty
watrobowej i ostatecznie do zyty gtdwnej dolnej. Istotne jest to, ze taka organizacja
sprawia, ze hepatocyty sg jednymi z pierwszych komodrek, ktére majg kontakt
z substancjami wchfanianymi przez jelita, niezaleznie od ich wartosci odzywczej
czy toksycznosci [6].

Watroba petni kluczowg role w mechanizmach obronnych organizmu.
Znajdujaca sie w niej rozlegta sie¢ naczyn wtosowatych zawiera najskuteczniejszy system
komdrek zmiatajgcych w organizmie, do ktérego nalezg KC (najwiekszy rezerwuar
makrofagéw rezydujgcych w organizmie) i komérki LSEC. Przez dekady dominowato
przekonanie, ze KC znajdujace sie w Swietle zatok, sg jedynymi komérkami watroby
odpowiedzialnymi za usuwanie materiatu krwiopochodnego [8]. Jednakze, seria badan
przeprowadzonych w latach 80. i 90. podwazyta ten poglad, wskazujac, ze wiele
fizjologicznych makroczgsteczek i koloidow jest usuwanych gtéwnie przez LSEC, a jedynie
w niewielkim stopniu przez KC [9] [10]. Obecnie przyjmuje sie, ze zaréwno LSEC jak i KC
razem tworza watrobowy system zmiatajacy, przy czym LSEC sg przystosowane

do endocytozy nanoczgstek (< 200 nm), koloidéw i makroczgsteczek za posrednictwem
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klatryny, a KC s3 odpowiedzialne za eliminacje wiekszych sktadnikéw [11]. Odkrycie
podziatu funkcji oczyszczania krwi pomiedzy tymi komérkami sugeruje, ze LSEC sg wysoce
wyspecjalizowanym s$rddbtonkiem o cechach wspdlnych z KC, zaréwno na ptaszczyznie

funkcjonalnej, jak i molekularnej [12].

1.1.1 LSEC

Sinusoidy to specyficzne naczynia zatokowe o s$rednicy 5-10 um, ktdre
s3 wyscielone komodrkami $rédbtonka zatok watroby (LSEC). Dzieki obecnosci
transbtonowych poréow nazywanych fenestracjami (Srednica od 50 do 200 nm), tworza
swoiste sito umozliwiajgce transport substancji pomiedzy naczyniem a hepatocytami [13].
Zidentyfikowano dwie populacje komoérek prekursorowych dla LSEC: komorki
progenitorowe pochodzgce ze szpiku kostnego, ktére sg rekrutowane do watroby po
urazie lub czesciowej hepatektomii, oraz rezydentne komorki progenitorowe,
odpowiedzialne za prawidiowe rdéznicowanie sie LSEC, zaréwno w zdrowej jak
i uszkodzonej tkance [14][15]. LSEC cechujg sie unikalnoscia pod wzgledem
morfologicznym i funkcjonalnym. Jedng z istotnych rdznic w odrdznieniu od innych
komdrek srédbtonka jest ekspresja biatka CD45 na powierzchni ponad 80% LSEC.
Obecnos¢ CD45 wskazuje, ze LSEC nie pochodzg z populacji srédbtonowych komorek
progenitorowych CDA45°, zidentyfikowane] jako populacja prekursorowa dla innych
komorek srédbtonka [16][17].

Komérki LSEC s najliczniejszg populacjg nieparenchymalnych komodrek
w watrobie ssakéw [18], ktére wraz z komdrkami KC oraz komadrkami dendrytycznymi
tworzg ukfad siateczkowo-sréddbtonkowy. Jego funkcjg jest pobieranie antygendow
i wzorcow molekularnych zwigzanych z patogenami (PAMP) oraz degradacja produktow
i toksyn z krwi zatokowej [19]. LSEC stanowig bariere miedzy hepatocytami a naczyniami
zatokowymi watroby, co ma kluczowe znaczenie dla utrzymania homeostazy
immunologicznej i metabolicznej [20].

Komorki LSEC sg unikalne, z uwagi na fakt ze nie posiadajg btony podstawnej,
co utatwia przeptyw substancji bezposrednio do przestrzeni Dissego, gdzie dochodzi

do ich absorbcji przez mikrokosmki hepatocytéw [20] [21]. Kombinacja obecnosci
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fenestracji, braku diafragmy i btony podstawnej sprawia, ze s one najbardziej
przepuszczalnymi komérkami srodbtonka w organizmach ssakéw [22]. LSEC nie tylko
tworzg bariere strukturalng w obrebie zatok watrobowych, ale petnig takze istotne
funkcje fizjologiczne i immunologiczne, w tym filtracje, endocytoze, prezentacje antygenu
oraz rekrutacje leukocytéw [20]. Dane literaturowe sugerujg, ze LSEC s3 populacjg
komodrek niemieloidalnych, zdolng do prezentacji krzyzowej egzogennych antygendw.
Kontrastujgc z prezentacjg krzyzowag antygendw przez profesjonalne komorki
prezentujgce, prezentacja przez LSEC prowadzi zazwyczaj do wytworzenia tolerancji
immunologicznej [23]. Niemniej jednak, pod wptywem stanu zapalnego lub patogendw,
takich jak wirus HBV, LSEC mogag przejs¢ ze stanu tolerogennego do stanu
immunogennego, aktywujac przy tym cytotoksyczne limfocyty T [24].

Cechg rdéznigcg komoérki LSEC od innych komdrek srodbtonkowych, jest wysoka
zdolnos$¢ do endocytozy. Sprawnie funkcjonujacy proces endocytozy klatrynozaleznej
czagsteczek zaréwno egzogennych, jak i endogennych jest mozliwy dzieki ekspresji
receptorow zmiatajgcych oraz receptoréw endocytozy takich jak: stabilina-1 (Stab1),
stabilina-2 (Stab2) oraz receptory dla mannozy [25]-[27] (Ryc. 2). Ligandy poddawane
internalizacji sg szybko transportowane i degradowane w endolizosomach. LSEC
odgrywaja takze kluczowg role w odpornosci nieswoistej poprzez ekspresje receptoréw
Toll-podobnych (TLR), ktére rozpoznajg i usuwajy czasteczki zawierajagce wzorce
molekularne zwigzane z patogenami (PAMP) i struktury molekularne zwigzane
z uszkodzeniem wtasnych tkanek (DAMP). Na powierzchni LSEC obecne s3 receptory
gtownego kompleksu zgodnosci tkankowej klasy | (MHC 1), ktére prezentujg antygeny
limfocytom T CD8" i receptory gtéwnego kompleksu zgodnosci tkankowej klasy Il (MHC 11),
ktore prezentujg antygeny limfocytom T CD4* [27] (Ryc. 2). Ze wzgledu na ograniczong
ilos¢ mitochondriow, komérki LSEC prowadzg metabolizm beztlenowy, a wytworzony

mleczan moze by¢ wykorzystywany jako zrédto energii dla hepatocytéw [11][28].
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Rycina 2. Receptory powierzchniowe LSEC. Na podstawie [27] Opis w tekscie.

Chociaz rola w filtrowaniu i oczyszczaniu krwi byta wczesniej przypisywana KC
[29], najnowsze dane literaturowe sugerujg, ze dziatanie komadrek LSEC i KC uzupetnia sie
w tym procesie. LSEC specjalizujg sie w endocytozie zaleznej od klatryny rozpuszczalnych
makroczasteczek i nanoczgstek, podczas gdy wieksze czgstki, takie jak bakterie
oraz martwe i umierajgce komodrki sg usuwane przez KC za pomocy fagocytozy.
W  wychwytywaniu rozpuszczalnych makroczgsteczek w LSEC posredniczy szereg
receptorow endocytozy, przy czym najlepiej zbadanymi s3 wspomniane wczesniej
receptory dla mannozy, Stabl i Stab2 [11] [30].

Badania poréwnawecze sugerujg, ze komorki LSEC ptakdéw, gadéw i ptazéw petnig
podobne funkcje jak u ssakow [31], natomiast u ryb LSEC posiadajg fenestracje i tworzg
filtr [32], lecz nie wykazujg znacznej aktywnosci w procesie endocytozy. Zamiast tego,
komoérki srédbtonka o funkcjach zmiatajgcych, podobnych do ssaczych komoérek LSEC,

zlokalizowane sg w nerkach, sercu lub skrzelach ryb [31].
1.1.2 Komorki Browicza-Kuppfera

Komorki KC, poczatkowo odkryte przez von Kupffera jako ,komérki gwiazdziste”,
stanowig okoto 80% catkowitej populacji makrofagow w organizmie oraz okoto 15%

komédrek watroby [33]. KC to makrofagi specyficzne dla watroby, ktére przylegajg
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do komodrek $rédbtonka wyscielajgcego zatoki watrobowe. Komoérki te wykazujg
morfologie ameboidalng, wyposazone sg w mikrokosmki i pseudopodia wystajgce
we wszystkich kierunkach, ktére uczestnicza w endocytozie czastek [34]. Zrédiem
populacji KC jest pecherzyk zottkowy, gdzie komdrki prekursorowe rdznicujg sie
w makrofagi ptodowe. Gdy dostang sie do krwioobiegu, migrujg do watroby ptodowe;j
i tam rdznicuja sie w KC. W typowych warunkach KC sg dtugowieczng populacja zdolng
do samoodnowy [35]. Niemniej jednak, gdy populacja rezydentnych KC zostanie
wyczerpana, mogg one roznicowac sie z monocytéw pochodzacych ze szpiku kostnego.
W odrdznieniu od innych makrofagéw tkankowych, ktére muszg by¢ stale odnawiane
przez kragzgce monocyty, KC pochodzgce z monocytéw sg zdolne do samoodnowy [36].

Dzieki swojemu strategicznemu pofozeniu po stronie Swiatta srédbtonka zatok
watrobowych, komérki KC sg idealnie umiejscowione do wykonywania ich gtéwnej funkcji
w stanie spoczynkowym, czyli filtrowania krwi wptywajacej do watroby zaréwno z zyty
wrotnej, jak i tetnicy watrobowej [29]. KC sg pierwszymi komdrkami, ktére nawigzuja
kontakt z materiatami wchtanianymi z przewodu pokarmowego takimi jak endotoksyny
i czastki state, ktore naptywajg do watroby z krwig przez zyte wrotng, co sprawia,
Ze sg uwazane za ostatni komponent bariery jelitowej [37]. Komérki KC odgrywajg istotng
role tolerogenng, pozwalajgc unikngé¢ indukcji odpowiedzi immunologicznej
na nieszkodliwe antygeny, takie jak sktadniki odzywcze pochodzgce z jelit i antygeny
ze starych lub martwych komoérek, ktdre zostaty usuniete z krwioobiegu.

W kontekscie nieswoistej odpowiedzi immunologicznej, KC odgrywaja kluczowa
role, a ich lokalizacja w zatokach watrobowych umozliwia efektywng fagocytoze
patogendéw pochodzgcych z krgzenia wrotnego lub tetniczego. W efekcie, KC odgrywaja
role przeciwzapalng, zapobiegajgc przemieszczaniu sie substancji pochodzacych z jelit
przez zatoki watroby. Co wiecej, KC sg takze odpowiedzialne za usuwanie z krazenia
ogdlnoustrojowego martwych i obumierajgcych erytrocytdow, funkcje, ktérg réwniez

petnig makrofagi $ledzionowe [38].

1.2 Hemoglobina

Hemoglobina (Hb) jest biatkiem zawierajgcym Zzelazo, ktére wigze tlen i odgrywa

kluczowg role w jego transporcie z ptuc do tkanek, odpowiada takze za transport
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dwutlenku wegla z tkanek do ptuc. Na poziomie strukturalnym, Hb jest tetramerem
sktadajagcym sie z czterech podjednostek (gr. a, B, y, 6). Kazda z tych podjednostek
zbudowana jest z fancucha globinowego oraz zawiera grupe prostetyczng - hem.
W przypadku oséb dorostych, ponad 95% hemoglobiny wystepuje w formie HbA (a2p2).
Dodatkowo, HbA; (a262) stanowi okoto 2,2—3,5%, natomiast ptodowa HbF stanowi mniej
niz 1% hemoglobiny zdrowej osoby dorostej. U noworodkéw HbF (a2y2) stanowi 50-95%
catkowitej hemoglobiny, jednak jej poziom zaczyna spadaé po okoto szesciu miesigcach,
kiedy to zaczyna sie produkcja HbA. Znaczgco wieksze powinowactwo HbF do tlenu
w poréwnaniu do HbA utatwia transfer tlenu w tozysku miedzy krazeniem matki
i ptodu [39].

Podjednostki a i B sktadajg sie odpowiednio z 7 i 8 helis, ktére sg okreslane jako
A—H. W kazdej podjednostce hem umieszczony jest pomiedzy helisami E i F [40]. Synteza
hemu zachodzi w cytozolu i mitochondriach erytrocytéow, natomiast taiicuchy globin
s3 syntetyzowane w cytozolu erytrocytéw. Hem sktada sie z pierscienia protoporfiryny
i centralnie zlokalizowanego jonu zelaza w formie zredukowanej (Fe?*) [41]. Czgsteczka
tlenu moze by¢ przytaczona tylko przez hemoglobine zawierajgcg zredukowang forme
zelaza (Fe?*). Jon zelaza tworzy sze$¢ wigzan w obrebie grupy hemowej. Cztery z nich wigza
atomy azotu, jedno jest skierowane do tzw. histydyny proksymalnej (F8), a ostatnie wigze
tlen [42].

Hemoglobina charakteryzuje sie obecnosciag dwoch stanéw konformacyjnych:
stanu T (ang. tense-napieta) oraz stanu R (ang. relaxed-rozluzniona). Kluczowg rdznica
miedzy tymi dwoma stanami jest ich powinowactwo do wigzania czgsteczek tlenu.
W stanie niezwigzanym 1z tlenem, deoksyhemoglobina wystepuje w stanie T,
gdzie powinowactwo do tlenu jest stosunkowo niskie. Wigzanie pierwszej czgsteczki
tlenu indukuje zmiane konformacyjng, ktéra prowadzi do destabilizacji stanu T, co z kolei
utatwia przejécie pozostatych podjednostek do stanu R, cechujgcego sie wysokim
powinowactwem do tlenu. Powoduje to, ze po zwigzaniu pierwszej czgsteczki tlenu,
kolejne (druga, trzecia, czwarta) mogg tgczy¢ sie z hemoglobing z coraz wiekszym
powinowactwem. Ta unikalna zdolno$¢ hemoglobiny do zmiany konformacji w celu
przyfaczenia tlenu nazywana jest kooperatywnoscia i pozwala na efektywne

wigzanie O; [43].
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1.2.1 Hemoliza i metabolizm wolnej Hb

Erytrocyty (ang. red blood cells; RBC), s3 komdrkami krwi zawierajgcymi
hemoglobine i sg wytwarzane w szpiku kostnym kosci dtugich, takich jak kos¢ udowa i kos¢
ramienna, oraz kosciach ptaskich, takich jak mostek i zebra [41]. Erytropoeza, czyli proces
tworzenia erytrocytow, jest kontrolowany przez poziom erytropoetyny, hormonu
uwalnianego przez nerki w reakcji na niedotlenienie komdrkowe. Hb moze by¢ uwalniana
z RBC do osocza i Srodowiska pozakomdérkowego podczas hemolizy lub uszkodzenia tkanki
(Ryc. 3). Hemoliza to rozpad krwinki czerwonej, skutkujgcy uwolnieniem hemoglobiny
do osocza. Mozna jg rowniez okresli¢ jako nekroze erytrocytdw, co jest zjawiskiem
naturalnym pod koniec cyklu zycia kazdego erytrocytu [44].

Dane literaturowe wskazujg, ze w spoczynkowym stanie fizjologicznym
cztowieka, okoto 10% RBC moze ulegaé lizie w naczyniach krwionos$nych, uwalniajac
w ten sposdb Hb [45] [46]. Niektdre stany chorobowe, w tym anemie dziedziczne takie
jak niedokrwistos¢ sierpowatokrwinkowa lub talasemia, autoimmunologiczne choroby
hemolityczne lub infekcje, charakteryzujg sie ostabiong stabilnoscig erytrocytow
i zwiekszonym ryzykiem hemolizy [46][47]. Hemoliza jest takie obserwowana
po przetoczeniach krwi. Dane literaturowe sugerujg, ze wydtuzenie okresu
przechowywania miedzy pobraniem krwi a transfuzjg, prowadzi do zwiekszonej hemolizy
poprzetoczeniowej [48][49].

Wyrdzniamy dwie formy hemolizy: wewnatrznaczyniowa, podczas ktorej
erytrocyty sg niszczone w obrebie krazenia krwi, prowadzgc do uwolnienia
pozakomérkowej Hb do krwiobiegu, oraz hemolize pozanaczyniowg, w ktérej RBC
sg fagocytowane w uktadzie monocytarno-makrofagowym w watrobie i sledzionie.
Hemoliza skutkuje uwolnieniem i zwiekszonym stezeniem pozakomérkowej formy hemu
w osoczu krwi, a tym samym zaburza dziatanie fizjologicznych mechanizméw
odpowiedzialnych za usuwanie wolnego hemu [50].

Wczesne patofizjologiczne reakcje na obecnos¢ zewnatrzkomérkowej Hb
W 0soczu obejmujg wzrost cisnienia krwi oraz prooksydacyjng toksycznos¢, objawiajgca
sie w naczyniach krwionosnych i nerkach. Hb tatwo rozpada sie na heterodimery,
ktore sg wystarczajaco mate, aby przedostac sie do tkanek takich jak nerka czy sciany

naczyn [51]. Negatywne skutki kliniczne zwigzane z hemolizg wewnatrznaczyniowg
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wynikajg z zdolnosci wolnej Hb do wigzania tlenku azotu (NO), ktéry reguluje napiecie
miesni gtadkich naczyn, hamuje agregacje ptytek krwi oraz adhezje leukocytéw
do srédbtonka [52]. Proces ten prowadzi do zwezenia naczyn, zaburzenia przeptywu krwi,
nasilenia stanu zapalnego, agregacji ptytek krwi i w efekcie do uszkodzenia narzadow [53].
W wiekszosci wolna Hb pozostaje we krwi w formie zredukowanej (Fe?*), zdolnej
do wigzania NO. Jednak w warunkach zwiekszonego stresu oksydacyjnego, Hb moze ulec
autooksydacji do methemoglobiny (Fe3*) lub feryllohemoglobiny (Fe*"). Utlenienie
methemoglobiny powoduje destabilizacje potgczenia pomiedzy hemem a globing, hem
inkorporuje sie w btony komérkowe i lipoproteiny, gdzie wywotuje peroksydacje lipidow
prowadzac do uszkodzenia tkanek [54]. Wolna Hb jest gtdwnie eliminowana z krwi przez
nerki, co sprawia, ze sg one najbardziej narazonym narzadem podczas hemolizy
wewnatrznaczyniowej. Po filtracji, postepujace zakwaszenie moczu przyspiesza utlenianie
Hb, destabilizacje strukturalng globiny i uwalnianie hemu [55]. Efekty widoczne w nerkach
obejmujg m.in. odktadanie sie globiny w postaci wateczkéw biatkowych w osadzie moczu
oraz uszkodzenia kanalikow nerkowych [46].

Systemy detoksykacyjne, ktére ograniczajg szkodliwos$¢ uwolnionej zawartosci
erytrocytdw opierajg sie na dziataniu rozpuszczalnych biatek osocza, wsrdd ktérych
najwazniejsze to haptoglobina (Hp) i hemopeksyna (Hx). Zaréwno Hp, jak i Hx sg biatkami
ostrej fazy, ktérych synteza jest indukowana podczas infekcji lub standw zapalnych
aby zminimalizowa¢ uszkodzenia tkankowe i wspoméc proces ich regeneracji [46].
W momencie uwolnienia Hb z erytrocytéw, pierwszg liniag obrony jest Hp, ktdéra
nieodwracalnie wigze sie z wolng Hb [56]. Powstaty kompleks jest szybko usuwany
z krazenia poprzez endocytoze z udziatem receptora CD163, obecnego na powierzchni
komérek KC, nastepnie jest degradowany w watrobie. Proces ten skutkuje obnizeniem
stezenia Hp w osoczu. CD163 jest biatkiem btonowym wystepujgcym na powierzchni
makrofagdéw, w tym makrofagéw sledzionowych i watrobowych. Wewnatrz makrofagow,
hem jest uwalniany z globiny i rozktadany przez oksygenaze hemowg-1 (ang. heme
oxygenase-1, HO-1) do zelaza, tlenku wegla i biliwerdyny, ktdra nastepnie ulega redukcji
do bilirubiny. Zelazo jest eksportowane z komérki przez ferroportyne lub przechowywane
w kompleksie z ferrytyna (Ryc. 3).

W  przypadku hiperhemolizy Iub przewlektej hemolizy, obecnos¢

pozakomérkowej hemoglobiny w osoczu moze przecigzy¢ ten system detoksykacyjny,

28



powodujgc zwiekszone zuzycie endogennego NO i tworzenie sie methemoglobiny
(hemoglobiny zawierajgcej utleniong forme zelaza- Fe3*), z ktérej uwalniany jest wolny
hem. Wolny hem wptywa na zwiekszone zuzycie NO i zwezenie naczyn krwionosnych
poprzez zwiekszenie ekspresji czgsteczek adhezyjnych i aktywacje $rédbtonka, petnigc
jednoczesnie role prozapalnego ligandu receptordw nieswoistej odpowiedzi
immunologicznej (np. TLR4). Proces ten sprzyja rowniez rekrutacji komorek zapalnych,
agregacji ptytek krwi i utlenianiu lipoprotein [57].

Hemopeksyna (Hx) petni kluczowa role w ograniczaniu toksycznosci hemu, przez
formowanie z nim stabilnego kompleksu biatkowego. Dzieki temu mechanizmowi, Hx
zapobiega interkalacji hemu do bton komdérkowych oraz lipoprotein osocza,
gdzie mogtaby uczestniczyé w reakcjach z nadtlenkami organicznymi, czego efektem
jest generowanie reaktywnych form tlenu w przestrzeniach tkankowych. Kompleks hem-
Hx jest usuwany gtéwnie przez hepatocyty w procesie endocytozy za posrednictwem
receptora LDL (ang. low density lipoprotein receptor-related protein 1; LRP 1) (Ryc. 3).
Nalezy zauwazyé, ze LRP1 ulega ekspresji nie tylko przez hepatocyty, ale réwniez
przez inne typy komarek, takie jak makrofagi, neurony i syncytiotrofoblasty. Rola tych
typow komorek, jak réwniez ewentualne udziat alternatywnych receptoréw w eliminacji
kompleksu hem-Hx, pozostaje do dalszych badan [58]. Hx dodatkowo dziata poprzez
hamowanie aktywacji receptoréw odpornosciowych i procesdw zapalnych w naczyniach.
Wigzanie hemu przez Hx tagodzi negatywne efekty hemu na $rédbtonek naczyniowy,
zabezpieczajgc tym samym przed procesami oksydacyjnymi w  przestrzeni
zewnatrzkomérkowej. W ten sposdb zapobiega stanom zapalnym oraz ekspresji
czgsteczek adhezyjnych. Potaczenie wihasciwosci Hp i Hx pozwalajg kompleksom Hb-Hp
i hem-Hx krazy¢ we krwi w mniej toksycznej formie, az do momentu ich eliminacji przez
odpowiednie receptory zmiatajgce [59].

Podstawowym celem hemolizy pozanaczyniowej jest eliminacja krazacych
erytrocytow, ktére ulegly procesowi starzenia. W trakcie tego typu hemolizy, zawartos¢
krwinek czerwonych, gtéwnie Hb, nie jest uwalniana bezposrednio do osocza, poniewaz
krwinki ulegajg lizie wewngatrz makrofagdéw. Jednak niedawna publikacja sugeruje,
ze niektodre stare erytrocyty unikajg erytrofagocytozy i ulegaja lizie lokalnie w $ledzionie,

uwalniajgc w ten sposéb hemoglobine (Hb) do krgzenia [45].
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Rycina 3. Systemy detoksykacyjne wolnej Hb. Hb jest uwalniana z erytrocytéw do osocza podczas hemolizy
lub uszkodzenia tkanki. Wolna Hb jest wigzana przez haptoglobine (Hp), kompleks Hb-Hp podlega
endocytozie przez receptor CD163 na makrofagach. W makrofagu hem jest uwalniany z globiny i rozktadany
przez HO-1 do biliwerdyny, CO i zelaza. Zelazo (Fe?*) magazynowane jest w kompleksach ferrytynowcyh
lub eksportowane poza komorke i transportowane przez transferyne do wykorzystania w erytropoezie.
Hem moze by¢ wigzany przez hemopeksyne (Hx), kompleks hem-Hx endocytowany jest przez receptor LRP1
obecny na makrofagach i hepatocytach.

Produkty degradacji Hb pochodzace z tego procesu sg odzyskiwane i poddawane
recyklingowi. W szczegdlnosci zelazo pochodzace z hemoglobiny jest przechowywane
wewngatrzkomérkowo w kompleksach ferrytyny, lub uwalniane z powrotem do osocza,
gdzie wigzane jest przez transferyne i dalej moze zosta¢ wykorzystywane do erytropoezy
(Ryc. 3). W krazeniu, zelazo (Fe?*) jest przenoszone przez transferyne, ktdra wigze je

z wysokim powinowactwem i zapobiega tworzeniu reaktywnych form tlenu [60].
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W stanie homeostazy, tempo eliminacji erytrocytow jest zréwnowazone
z tempem ich produkcji, co prowadzi do utrzymania rownowagi pomiedzy generowaniem
produktdw degradacji a ponownym ich wykorzystaniem. Ten proces ulega jednak
intensyfikacji po przetoczeniu krwi, gdzie statystycznie do 25% przetoczonych RBC moze
zostac usunietych z krgzenia [48].

Klinicznie dziatania niepozadane transfuzji wynikaja z pofaczenia hemolizy
wewnatrz- i poza-naczyniowej, a takze sg efektem ztozonych zmian biochemicznych
i strukturalnych zachodzacych podczas przechowywania krwi pomiedzy jej pobraniem
a przetoczeniem (ang. storage lesion) [50] [61]. Uszkodzone lub starzejgce sie erytrocyty
mogaq z czasem gromadzic sie jako populacja niskiej jakosci w przechowywanych workach
z krwig. Podczas przetaczania dtuzej przechowywanej krwi mozliwe jest wystgpienie ostrej
hemolizy. Wiekszo$¢ RBC uszkodzonych podczas przechowywania jest bardzo szybko
usuwana z krazenia (w ciggu pierwszej godziny po transfuzji), co powoduje nadmierng
szybko$¢ dostarczania zelaza hemowego do makrofagdéw siateczkowo-sréodbtonkowych.
W rezultacie, tempo uwalniania zelaza do krgzenia moze przewyzszyé szybko$é jego
wychwytu przez transferyne, powodujgc krgzenie zelaza niezwigzanego z transferyng
(gtdwnie Fe3*), ktére jest wysoce toksyczne [48] [49] [60].

Makrofagi miazgi czerwonej $ledziony (ang. red pulp macrophages, RPM)
posredniczag w obrocie miliarddw starzejgcych sie erytrocytéw dziennie, jednakze
molekularne mechanizmy zaangazowane w ich rozpoznawanie i pdzniejszg degradacje
przez RPM nie sg w petni poznane [62] [63]. Badania wykazaty, ze specyficzne czgsteczki
adhezyjne erytrocytow, ktére sg aktywowane na starzejgcych sie erytrocytach, powodujg
ich interakcje z biatkami macierzy zewnatrzkomoérkowej w sledzionie. Ta interakcja
prowadzi do kurczenia sie erytrocytéw i ostatecznie do hemolizy. Zaobserwowano,
ze sledziona jest nasycona pozostatosciami bton erytrocytow, ktdre utracity zawartosc
hemoglobiny i s3 wychwytywane, a nastepnie degradowane przez RPM. Proces ten
stanowi, obok erytrofagocytozy, dodatkowy sposéb usuwania starzejgcych sie
erytrocytéow, ktéry moze wyjasnia¢ pozorng rozbiezno$é w poziomie obserwowanej
i przewidywanej erytrofagocytozy w RPM. Jak wspomniano powyzej ostatnie badania
sugerujg, ze czesc¢ starzejgcych sie erytrocytow nie podlega erytrofagocytozie, ale lokalnie

ulega lizie w $ledzionie, uwalniajgc Hb [45].
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1.3 Makropinocytoza

Makropinocytoza jest formga endocytozy, charakteryzujgca sie niespecyficznym
wewnatrzkomérkowym wchtanianiem duzych ilosci ptynu pozakomérkowego. Odrdznia
ja to od fagocytozy, ktéra jest inicjowana bezposrednio przez interakcje miedzy
receptorami powierzchniowymi komorki a ich odpowiednimi ligandami. Proces
makropinocytozy jest indukowany przez marszczenie sie btony komérkowej, ktére
jest indukowane przez dynamiczng przebudowe cytoszkieletu aktynowego [64].
Marszczone btony formujg struktury o ksztatcie miseczek, ktére zamykajg sie na swoich
dystalnych koncach, tworzgc stosunkowo duze (0,2-5 um) endosomy, okreslane
makropinosomami. Makropinosomy mogg powstawacé spontanicznie lub by¢ indukowane
przez czynniki wzrostu, chemokiny lub pobudzenie receptoréw Toll-podobnych [65].
W procesie tym kluczowg role odgrywa cytoszkielet aktynowy i zwigzane z nim biatka.
Przyktadem sg biatka z rodziny Rho, w tym GTPaza Cdc42, odgrywajaca kluczowg role
w regulacji cytoszkieletu aktynowego, aktywujgc kinaze Pakl zlokalizowang w miejscach
marszczenia sie bfony. Proces ten umozliwia formowanie sie makropinosomoéw w wyniku
przemodelowania aktyny [66] [67]. Makropinocytoza rdzni sie znaczgco od lepiej opisanej
mikropinocytozy, ktéra obejmuje endocytoze pecherzykéw pokrytych klatryng
oraz matych nieoptaszczonych pecherzykéw. Ze wzgledu na stosunkowo duze rozmiary
makropinosomow, stanowig one efektywny mechanizm do nieselektywnej endocytozy
rozpuszczonych makroczgsteczek [68]. Proces makropinocytozy jest intensywnie badany
w kontekscie komédrek prezentujgcych antygen, takich jak makrofagi i komorki
dendrytyczne, cho¢ wiele innych typow komodrek, w tym komorki srédbtonka, wykazuje
zdolnos¢ do tego procesu [69].

Pomimo znaczenia procesu makropinocytozy dla fizjologii, mechanizmy
molekularne lezgce u jej podstaw pozostajg tylko czesciowo poznane. Jest to gtéwnie
wynik trudnosci w badaniu tego procesu. W przeciwiedstwie do pecherzykéw
zaangazowanych w endocytoze klatrynozalezng, makropinosomy nie wykazujg widocznej
specyficznej struktury ptaszcza, a zadne unikalne czasteczki obecne na btonach
makropinosomow nie zostaty dotad zidentyfikowane [70]. Zamiast tego makropinosomy

sg zazwyczaj znakowane znacznikami fazy ptynnej, ktdre sg internalizowane gtéwnie,
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przez makropinocytoze, takimi jak dekstran i albumina [69]. Dodatkowg trudnoscia
w badaniu makropinocytozy jest brak zwigzkéw specyficznie hamujgcych ten proces.
Powszechnie stosowane w tym celu zwigzki hamujg polimeryzacje aktyny, ktéra
jest niezbedna dla formowania sie makropinosomoéw, ale jednocze$nie hamujg inne typy

endocytozy oraz wiele innych proceséw komérkowych [71].

1.3.1 Wptyw kanonicznej Sciezki sygnatowej Wnt na makropinocytoze.

Dane literaturowe wskazujg, ze makropinocytoza moze by¢ indukowana przez
zalezng od B-kateniny (kanoniczng) Sciezke sygnatowg Wnt, poprzez aktywacje kinazy
Pakl [72] (Ryc. 4), lub poprzez szybka stymulacje transportu btonowego niezaleing
od syntezy nowych biatek [73]. Sciezka sygnatowa Wnt odpowiada za regulacje
proliferacji i réznicowania sie komadrek, a takze procesy embriogenezy. Stwierdzono, ze
w obecnosci Wnt, duze ilosci pakietdw zawierajgcych biatka i glikoproteiny, sg kierowane
do lizosomoéw poprzez fuzje z mniejszymi pecherzykami zawierajgcymi kinaze syntazy
glikogenu3B (GSK3p) i biatkowg etylotransferaze argininowg 1 (PRMT1), enzym niezbedny
dla kanonicznej Sciezki Wnt [73][74]. W kanonicznej $ciezce sygnatowej Wnt, zwigzanie
liganda Wnt do kompleksu receptoréw Frizzled-LRP5/6 (Fzd-LRP5/6), powoduje
zablokowanie aktywnosci biatkowego kompleksu naznaczajgcego B-katenine
do degradacji. Kompleks ten sktada sie z aksyny, APC (Adenomatus Polyposis Coli), CK1
(kinazy kazeinowej 1) i GSK3pB [75]. Czynnikiem istotnym dla inaktywacji tego kompleksu
jest PRMT1, ktéry odpowiada za metylacje argininy i sekwestracje GSK3B. Dzieki
zablokowaniu dziatania kompleksu biatkowego (aksyna/APC/CK1/GSK3B) B-katenina
nie jest degradowana i translokuje do jgdra komdrkowego, gdzie wigzac sie z czynnikami
transkrypcyjnymi z rodziny TCF/LEF, umozliwia ekspresje gendw docelowych $ciezki
sygnatowej Wnt [74]. W trakcie aktywacji Sciezki Wnt, mikropinocytoza receptora Fzd-
LRP5/6 powoduje sekwestracje GSK3B wewnatrz pecherzykéw. Gdy poziom GSK3pB
w cytozolu spada, kinaza Pak1 indukuje przebudowe aktyny co umozliwia formowanie sie
miseczek makropinocytarnych, ktére zamykajg i pochfaniajg makroczasteczki
z otaczajacego Srodowiska. Geny docelowe szlaku Wnt, ktore s3g odpowiedzialne
za aktywacje Pakl nie s3 jeszcze poznane, potencjalni kandydaci, ktdrzy zostali

zidentyfikowani to m.in. sam PAK1, RAB5 i PDK1 [72][76].
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Co ciekawe, obecnos$¢ liganddéw i receptoréw szlaku Wnt scharakteryzowano
w LSEC, co ma wptyw na formowanie sie subpopulacji hepatocytdéw i procesy regeneracji
watroby [77][78]. Ponadto, zidentyfikowano, ze czasteczka Wnt2 obecna w LSEC, dziata
jako komdrkowo specyficzny czynnik wzrostu, stymulujgcy krzyzowo szlak VEGF, ktory jest

kluczowy dla réznicowania sie LSEC [79].
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Rycina 4. Regulacja makropinocytozy przez kanoniczng Sciezke sygnatowg Whnt. Ligand Wnt wigze sie
do receptoréow Fzd/LRP5/6. Kompleks ten internalizowany jest za pomocy zaleznej od receptora
endocytozy. GSK3f oddysocjowuje od kompleksu naznaczajgcego B-katenine do degradacji (APC, CK1,
aksyna, GSK3pB) i jest sekwestrowana w matych pecherzykach w endosomie pdznym i transportowana
do lizosomu. Gdy poziom GSK3B w cytozolu spada, B-katenina translokuje do jadra komérkowego, gdzie
uruchamia sie transkrypcja gendéw docelowych $ciezki Wnt. PAK1 aktywuje podbtonowe mechanizmy
przebudowy aktyny umozliwiajgce formowanie makropinosomoéw, ktére zamykajg i pochtaniajg
makroczasteczki. Na podstawie [73] i [76] .
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2. Zatozenia i cele pracy

Hb uwalniana z erytrocytéw podczas hemolizy wigzana jest w osoczu
przez haptoglobine, nastepnie kompleks ten usuwany jest przez tkankowe
makrofagi obecne w watrobie i Sledzionie. Jednak inne drogi usuwania Hb moga
réowniez bra¢ udziat w tym procesie, zwtaszcza kiedy ta kanoniczna zostanie
wysycona. W przypadku, kiedy zbyt duza ilos¢ wolnej Hb wymyka sie spod nadzoru
mechanizméw antyoksydacyjnych, okoliczne tkanki sg narazone na zmiany
zwigzane ze stresem  oksydacyjnym. Dane literaturowe  sugerujg,
ze wychwytywanie wolnej hemoglobiny z krwi moze przebiegac inaczej niz dotad
sgdzono. Wsparciem dla tej hipotezy byta nasza nieoczekiwana obserwacja, ktéra
data poczatek temu projektowi, kiedy to po usunieciu makrofagéw z watroby,

nadal wiekszos¢ Hb byta wychwytywana przez ten organ.

Celem pracy doktorskiej byto zbadanie i scharakteryzowanie alternatywnego
mechanizmu wychwytu wolnej Hb w modelu mysim poprzez:
e zbadanie biodystrybucji Hb w narzagdach po deplecji makrofagdw,
e scharakteryzowanie gtdéwnej populacji komérek watroby odpowiedzialnej
za pobieranie Hb,
e okreslenie roli  gtdwnych  populacji komérek  watrobowych
w wychwycie Hb,
e zbadanie mechanizmu, za pomocg ktérego zidentyfikowana populacja

komorek pobiera Hb.
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3. Materiaty i metody

3.1 Zwierzeta doswiadczalne

Samice myszy Balb/c typu dzikiego zostaty zakupione w Centrum Medycyny
Doswiadczalnej Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku. Myszy utrzymywano
w warunkach standardowych (temperatura 22°C (£ 2°C), wilgotnos¢ 55 % (+ 5%), cykl
Swietlny wynosi 13 godzin $wiatta/11 godzin ciemnosci) w Zwierzetarni Zaktadu
Immunologii w Centrum Badan Przedklinicznych i Technologii w Warszawie
lub  w  Zwierzetarni Centrum Nauk Biologiczno-Chemicznych  Uniwersytetu
Warszawskiego. Wszystkie eksperymenty in vivo przeprowadzono na podstawie zgdd
wydanych przez Il Lokalng Komisje Etyczng ds. doswiadczen na zwierzetach w Warszawie
(WAW2/138/2019 WAW2/152/2020, WAW2/179/2021, WAW2/053/2022). Zgody
wydano na podstawie ustawy o ochronie zwierzat wykorzystywanych do celéw

naukowych lub edukacyjnych z dnia 15 stycznia 2015 r. (Dz. Ust. z 2019r.poz. 266).

3.2 Izolacja Hb

Hb izolowano Swiezej krwi od myszy. Krew obwodowg pobierano z serca, bezposrednio
po eutanazji do probdwek z litowg solg heparyny (Microvette 500, SARSTEDT). Nastepnie
krew wirowano (500 rcf, 5 minut), odrzucano frakcje osocza i kozuszek leukocytarny. Osad
ponownie zawieszano w PBS i wirowano (500 rcf, 5 minut), ptukanie powtarzane byto
4 razy. Nastepnie erytrocyty wirowano (3000 rcf, 5 minut), osad zawieszano w 20 ml
zimnej wody i inkubowano przez noc w 4°C. Na koniec roztwér wirowano (3000 rcf,
5 minut) i zatezano przy uzyciu jednostki filtrujgcej Amicon® Ultra-15 (Merck Millipore)
z porami 10 kDa do uzyskania objetosci 1 ml. Stezenie Hb mierzono technikg UV-VIS
za pomocg NanoDrop 2000 (Thermo Fisher Scientific) i obliczono na podstawie prawa

Beera— Lamberta i wspotczynnika ekstynkcji hemu (167000 M-1-cm-1) przy 415 nm.
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3.3 Koniugacja biatek z fluorochromem

Ester NHS barwnika Alexa Fluor™ 750 (AF750) lub 647 (AF647) (Thermo Fisher)
rozpuszczano w DMSO i rozciericzano w 0,1 M NaHCO3 pH 8,3. Biatka- Hb lub BSA (Sigma)
rozpuszczano w 0,1 M NaHCOs pH 8,3. Roztwory biatka i barwnika mieszano w stosunku
molowym biatka do barwnika 1:2,5 i inkubowano w 25°C w ciemnosci przez 2 godziny
z jednoczesnym wytrzgsaniem. Nastepnie koniugat ptukano buforem zawierajgcym 0,1 M
NaHCOsz pH 8,3 i zatezano przy uzyciu jednostki filtrujgcej Amicon® Ultra-15 (Merck
Millipore) z porami 10 kDa (4000 rcf, 15 minut) do objetosci 1 ml. Stezenie biatek mierzono
technikg UV-VIS za pomocg spektrofotometru NanoDrop 2000 (Thermo Fisher Scientific).
Stezenie Hb obliczono na podstawie prawa Beera-Lamberta i wspétczynnika ekstynkcji
hemu (167000 M-1-cm-1) przy 415 nm. Stezenie BSA mierzono przy uzyciu modutu
dla biatek. Skuteczno$é koniugacji potwierdzono za pomoca analizy spektrometrii mas.
Probki rozpuszczano w buforze 100 mM NaHCO3, 0.02% Tween 20, pH 8.0 i analizowano
za pomoca urzadzenia Q-ToF Premier ESI-MS (Waters) w Srodowiskowym Laboratorium

Spektrometrii Mas w Instytucie Biochemii i Biofizyki PAN w Warszawie.

3.4 Kompleksowanie Hb i Hp

Kompleksowanie Hb i Hp wykonano na podstawie [80]. Roztwory Hb-AF750 i haptoglobiny
(Hp) mieszano w stosunku molowym 1:4 (Hb-AF750:Hp) i inkubowano przez 30 minut
w 4 °C w ciemnosci. Nastepnie kompleks wirowano przy uzyciu jednostki filtrujgcej
Amicon® Ultra-0.5 (Merck Millipore) z porami 100 kDa (4000 rcf, 3 minuty). Procedura
ta pozwolita na ocene wydajnosci kompleksowania. Pomiary wykonane przy uzyciu
spektrofotometru NanoDrop 2000 (Thermo Fisher Scientific) nie wykazaty zawartosci
biatka w filtracie, co Swiadczy o skutecznosci reakcji. Jeden tetramer Hp (85kDa) wigze
dwa dimery Hb (64kDa), tak wiec gdyby kompleksowanie nie powiodto sie, biatko bytyby

obecne w przesaczu.
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3.5 Iniekcje

3.5.1 Iniekcje dozylne

Myszy umieszczano w klatce grzewczej na 5 minut. Nastepnie myszy kolejno przektadano
do unieruchamiacza (WITKO) w celu wykonania iniekcji dozylnej. Biatka i koniugaty
biatkowe podawano poprzez iniekcje do zyty ogonowej. W celu farmakologicznej deplecji
makrofagdw myszom wstrzykiwano dozylnie liposomy zawierajgce kwas klodronowy
(5ml/kg) (LIPOSOMA) na 24 godziny, myszom kontrolnym podawano kontrolne liposomy
bez kwasu klodronowego. Wszystkie iniekcje, o objetosci 100-200 ul, wykonywano

za pomocg strzykawki tuberkulinowej z wtopiong igtg o grubosci 27G (BD Biosciences).

3.5.2 Iniekcje dootrzewnowe

W doswiadczeniu z wykorzystaniem hemolizy indukowanej farmakologicznie, myszom
podawano dootrzewnowo fenylohydrazyne (ang. phenylhydrazine; PHZ) (Sigma) w PBS
(125 pg/g masy ciata) na 6 godzin, myszy kontrolne otrzymywaty dootrzewnowo PBS.
Iniekcje o objetosci 100 ul, wykonywano za pomocg strzykawki tuberkulinowej z wtopiong
igtg o grubosci 27G (BD Biosciences). Parametry krwi obwodowe] po podaniu PHZ
(hematokryt oraz ilos¢ erytrocytow we krwi) oznaczano wykorzystujgc analizator

hematologiczny Hemavet 950 (Drew Scientific).

3.6 Izolacja komorek z narzgdow

3.6.1 lzolacja komdérek nieparenchymalnych i hepatocytéw z watroby

Myszy usmiercano przez przedawkowanie S$rodkéw znieczulajgcych (mieszanina
Ketamina/Ksylazyna w soli fizjologicznej). W celu izolacji komérek nieparenchymalnych,
ptaty watroby pobierano i perfundowano PBS za pomocg pompy perystaltyczne;.
Nastepnie ptaty watroby rozdrabniano za pomocg nozyczek i trawiono enzymatycznie
w pozywce RPMI zawierajgcej kolagenaze typu IV (600 U, Merck) oraz DNAze (400 U,

Merck) przez 40 minut w 37°C z jednoczesnym wytrzgsaniem. Kawatki narzadu
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przepuszczano przez sitko do separacji komorek (o srednicy poréw 100 um) i ptukano PBS.
Zawiesine dwukrotnie wirowano w celu oddzielenia osadu hepatocytéw (50 rcf, 3 minuty).
Roztwér znad osadu hepatocytow zawierajacy komorki nieparenchymalne wirowano (750
rcf, 15 minut). Frakcje komdrek zawieszano w 500 pl PBS. W celu oczyszczenia komorek
nieparenchymalnych, po usmierceniu myszy watrobe perfundowano PBS lub kolagenaza
(Liver Digest Medium, ThermoFisher) przez ziyte gtdwng za pomocg pompy
perystaltycznej. Nastepnie watroby wycinano, rozdrabniano za pomocg nozyczek
i przepuszczano przez sitko do separacji komoérek o srednicy poréw 100 um. Zawiesine
dwukrotnie wirowano w celu oddzielenia osadu hepatocytéw (50 rcf, 3 minuty), komorki

nieparenchymalne pozostaty w roztworze.

3.6.2 lzolacja komorek $ledziony

Myszy usSmiercano przez przedawkowanie s$rodkédw znieczulajgcych (mieszanina
Ketamina/Ksylazyna w soli fizjologicznej). Sledzione rozdrabniano za pomocg nozyczek
i trawiono enzymatycznie w pozywce RPMI zawierajgcej kolagenaze typu IV (600 U,
Merck) oraz DNAze (400 U, Merck) przez 20 minut w 37°C z jednoczesnym wytrzgsaniem.
Nastepnie kawatki narzagdu przepuszczano przez sitko do separacji komdrek o $rednicy
poréw 100 um, wyptukano PBS i wirowano (500 rcf, 5 minut). Komérki zawieszano
w buforze do lizy erytrocytéw (ACK Lysing Buffer, Gibco), inkubowano przez 7 min.
w temperaturze pokojowej, po czym ptukano PBS i wirowano (500 rcf, 5 minut). Frakcje

komodrek zawieszano w 1 ml PBS.

3.6.3 lzolacja komadrek szpiku kostnego

Myszy usmiercano przez przedawkowanie S$rodkéw znieczulajgcych (mieszanina
Ketamina/Ksylazyna w soli fizjologicznej). Komérki izolowano z kosci udowych
i piszczelowych. Z wypreparowanych kosci odcinano nasady i umieszczano je pionowo,
w specjalnie przycietej koncowce do pipety automatycznej umieszczonej w probdwce
typu Eppendorf tak, aby kos¢ nie dotykata dna. Nastepnie probéwki wirowano (1000 rcf,
1 minuta), po czym uzyskany osad zawierajgcy komorki szpikowe zawieszano w buforze

do lizy erytrocytow (ACK Lysing Buffer, Gibco), inkubowano 5 min. w temperaturze
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pokojowej ifiltrowano przez sitko do separacji komérek o s$rednicy poréw 100 um.
Komorki ptukano PBS i wirowano (500 rcf, 5 minut), uzyskang frakcje komoérek zawieszano
w pozywce RPMI zawierajgcej kolagenaze typu IV (600 U, Merck) oraz DNAze (400 U,
Merck) i inkubowano przez 15 minut w 37°C z jednoczesnym wytrzgsaniem. Nastepnie

komorki ptukano PBS i wirowano (500 rcf, 5 minut).

3.6.4 lzolacja komoérek aorty

Myszy usSmiercano przez przedawkowanie srodkédw znieczulajgcych (mieszanina
Ketamina/Ksylazyna w soli fizjologicznej). Wypreparowang aorte rozdrabniano za pomocg
nozyczek i trawiono enzymatycznie (mieszanina: kolagenaza typu | 450 U/ml, kolagenaza
typu XI 125 U/ml, hialuronidaza typu I-s 60 U/ml, DNaza | 60 U/ml), przez 60 minut w 37°C
z jednoczesnym wytrzgsaniem. Nastepnie kawatki narzadu filtrowano przez 100 um sitko

do separacji komérek, ptukano PBS i wirowano (500 rcf, 5 minut).

3.7. Cytometria przeptywowa

Analize populacji komodrek z wyizolowanych organdw myszy przeprowadzano przy uzyciu
cytometrow przeptywowych BD LSRFortessa X-20 (BD Biosciences) lub BD Canto Il (BD
Biosciences). Sortowanie komédrek przeprowadzano przy uzyciu cytometru z funkcja
sortera BD FACSAria Il (BD Biosciences). Wyizolowane komorki zawieszano w roztworze
barwnika do oceny zywotnosci Zombie Aqua™ Fixable Viability Kit (1:400) i inkubowano
przez 20 minut w temperaturze pokojowej w ciemnosci, po czym ptukano PBS (500 rcf, 5
minut). Nastepnie komorki zawieszano w 5% roztworze surowicy szczurzej w celu
zablokowania niespecyficznego wigzania sie przeciwciat do receptoréw Fc. Po 15
minutowej inkubacji w 4°C dodawano mieszanine przeciwciat znakowanych
fluorochromami i inkubowano przez 40 minut w 4°C w ciemnosci. Nastepnie komorki
ptukano w PBS (500 rcf, 5 minut) i zawieszano w buforze BD FACSFlow™. Bezposrednio
przed analizg, zawiesine komorek przektadano do probdéwek z sitkiem o Srednicy porow

35um. Doktadne strategie bramkowania przedstawia rycina 5.
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Komorki watroby barwiono nastepujgcymi przeciwciatami znakowanymi fluorochromem:
anty-CD45 Pe-Cy7 (Biolegend) anty-F4/80 APC-Cy7 (Biolegend), anty-CD11b PerCP
(Biolegend), anty-CD146 PE (Biolegend), anty-CD31 FITC (Biolegend), anty-Ly6C APC
(eBioscience) oraz nieznakowanym pierwszorzedowym przeciwciatem kréliczym anty-
Stab2 (St John’s Laboratory). Po ptukaniu przeprowadzano barwienie drugorzedowym
przeciwciatem oslim anty-kréliczym IgG znakowanym AF-647 (Invitrogen) w rozcienczeniu
1:200 przez 30 minut, w 4°C. Po wyodrebnieniu pojedynczych i zywych komérek, komérki
LSEC bramkowano jako populacje o umiarkowanej ekspresji CD45, wysokiej ekspresji
Stab2 i CD146, catkowicie pozbawiong ekspresji F4/80. KC bramkowano jako populacje
z wysokg ekspresja CD45 i F4/80 i umiarkowang ekspresjg CD11lb. Monocyty
bramkowano jako populacje o wysokiej ekspresji CD45, CD11b i Ly6C. Wysortowano
dwie populacje komoérek watroby: KC (CD45*F4/80*CD11b*) i LSEC (CD45*Stab2*CD146%).

Komorki  $ledziony  barwiono  nastepujgcymi  przeciwciatami  znakowanymi
fluorochromem: anty-CD45 PerCP (Biolegend), anty-F4/80 PE (Biolegend), anty-CD11b
BrilliantViolet 605 (Biolegend), anty-CD45R/B220 Pacific Blue (Biolegend), anty-CD3
Pacific Blue (Biolegend), anty-Grl Pacific Blue (Biolegend), anty-Ter119 Pacific Blue
(Biolegend) i anty-CD31 PE-Cy7 (Biolegend). Po wyodrebnieniu pojedynczych i zywych
komodrek, makrofagi sledzionowe bramkowano jako populacje komoérek negatywna
dla CD3, Grl, B220 and Ter119, o wysokiej ekspresji CD45, F4/80 i umiarkowanej ekspresji
CD11b. Komérki srédbtonka sledziony bramkowano jako populacje negatywng dla CD45,
o wysokiej ekspresji CD31.

Komérki szpiku kostnego barwiono nastepujgcymi przeciwciatami znakowanymi
fluorochromem: anty-CD45 PerCP (Biolegend), anty-CD11b BrilliantViolet 605
(Biolegend), anty-VCAM PE (Biolegend), anty-CD45R/B220 Pacific Blue (Biolegend), anty-
CD3 Pacific Blue (Biolegend), anty-Grl Pacific Blue (Biolegend), anty-Ter119 Pacific Blue
(Biolegend) i anty-CD31 PE-Cy7 (Biolegend). Po wyodrebnieniu pojedynczych i zywych
komorek, makrofagi szpikowe bramkowano jako populacje komérek negatywng dla CD3,
Grl, B220 and Ter119, o wysokiej ekspresji CD45, VCAM i umiarkowanej ekspresji CD11b.
Komoérki sréodbtonka bramkowano jako populacje negatywng dla CD45, o wysokiej

ekspresji CD31.
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Komorki aorty barwiono nastepujgcymi przeciwciatami znakowanymi fluorochromem:
anty-CD45 PerCP (Biolegend) i anty-CD31 PE-Cy7 (Biolegend). Po wyodrebnieniu
pojedynczych i zywych komdrek, komorki sréodbtonka bramkowano jako populacje

komoérek negatywng dla CD45, o wysokiej ekspresji CD31.
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Rycina 5. Strategia bramkowania populacji komérek watroby (A), szpiku kostnego (B), sledziony (C)
i aorty (D). Komérki bramkowano na podstawie parametréw oceniajgcych rozmiar i ziarnistos¢ komérek-
rozproszenia czotowego (ang. forward scatter, FSC) i rozproszenia bocznego (ang. side scatter, SSC).
Nastepnie oddzielano komodrki pojedyncze (FSC-H/FSC-A) oraz zywe na podstawie fluorescencji barwnika
Zombie Aqua. Populacje komdrek w poszczegdlnych narzadach okreslano na podstawie fluorescencji
odpowiednich przeciwciat (opis w tekscie).
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3.8 Hodowle pierwotne komadrek watroby

Myszy usmiercano przez przedawkowanie $rodkéw znieczulajgcych (mieszanina
Ketamina/Ksylazyna w soli fizjologicznej), watroby poddawano perfuzji in situ
(5 ml/minute), przez zyte gtdéwng po przecieciu zyty wrotnej, przy uzyciu roztworu Liver
Perfusion Medium (Gibco). Po 15 minutach, perfuzje kontynuowano przy uzyciu roztworu
Liver Digest Medium (Gibco) przez kolejne 15 minut. Nastepnie watroby przenoszono
do roztworu Hepatocyte Wash Medium (Gibco), rozdrabniano za pomocg 2 ml pipet
serologicznych i filtrowano przez 100 um sitka do separacji komadrek. Zawiesine komédrek
nieparenchymalnych trzykrotnie wirowano (50 rcf, 3 minuty) w celu oddzielenia osadu
hepatocytdw, nadsgcz zawierajagcy komorki nieparenchymalne przenoszono na léd.
Roztwdr znad osadu wirowano (750 rcf, 15 minut, 4°C), frakcje komorek
nieparenchymalnych zawieszano w roztworze do lizy erytrocytéw (Biolegend),
inkubowano przez 5 minut i wirowano (750 rcf, 15 minut, 4°C). Komorki
nieparenchymalne zawieszano w pozywce Williams E Medium (Sigma), zawierajagcym 10%
FBS, 1% penicyliny/streptomycyny, 1% glutaminy (Gibco) oraz 10ug/ml insuliny (Sigma).
Komérki nieparenchymalne wysiewano na ptytkach 6-dotkowych uprzednio pokrytych
kolagenem typu | (Corning), w ilosci 300 000 komdrek/dotek. Po uptywie 3 godzin,
komorki ptukano dwukrotnie PBS i dodawano pozywke Williams E Medium zawierajgcg

4% FBS, 1% penicyliny/streptomycyny i 1% glutaminy.

3.8.1 Inkubacja komodrek ze zwigzkami drobnoczgsteczkowymi

Komérki pierwotne watroby hodowano w pozywce Williams E Medium
zawierajgcej 4% FBS, poszczegdlne odczynniki dodawano do komérek 24h po wysianiu
na ptytki hodowlane. Fluorescencyjnie zabarwiong Hb (1pg/ml) i kompleks Hb:Hp (1ug

Hb/ml) dodawano do komérek na 1h.

W celu zbadania procesu makropinocytozy, komorki preinkubowano z inhibitorami
wymienionymi w Tabeli 1. Nastepnie, dodawano do komdrek fluorescencyjnie
zabarwiong Hb (1pg/ml) i inkubowano 10 minut. Komérki kontrolne inkubowano z DMSO.

Nastepnie komorki ptukano PBS, odklejano za pomocg roztworu akutazy (Gibco),
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wirowano (500 rcf, 5 minut, w temperaturze pokojowej), barwiono i analizowano

za pomocg cytometrii przeptywowej.

Tabela 1. Inhibitory wykorzystane w hodowli komérek.

INHIBITOR Producent Ceas ) Stezenie Dziatanie
inkubacji koncowe
Chloropromazina . . inhibitor endocytozy
(CPZ) Sigma-Aldrich Lh 2uM klatrynozaleznej
EIPA MedChemExpress 1h 25 UM inhibitor
makropinocytozy
Latrunkulina-A . . inhibitor polimeryzacji
LAT-A Tocris 30 min 1uM aktyny
inhibitor GTPazy
ML 141 Selleckhem 1h 10 uM Cdca?
PRI-724 Selleckhem 24 h 5uM inhibitor B-kateniny
Dextran Thermo Scientific 1h 1 mg/ml ma‘rker
makropinocytozy

3.9 Przygotowanie RBC poddanych szokowi cieplnemu

Myszy usSmiercono przez przedawkowanie srodkéw znieczulajgcych (mieszanina
Ketamina/Ksylazyna w soli fizjologicznej). Nastepnie krew pobrano poprzez naktucie
serca, zawieszono w 10% roztworze CPDA-1 (Sigma-Aldrich) i zwirowano (400 rcf, 15
minut, 4°C). Plazme filtrowano przez 0.1 um filtr i przechowywano w 4°C. Erytrocyty
zawieszono w buforze HBSS i oczyszczono z leukocytow przy uzyciu Lymphosep (Biowest).
Komérki ptukano buforem HBSS i inkubowano w temperaturze 48°C przez 30 minut
z jednoczesnym wytrzgsaniem. Do barwienia erytrocytéow wykorzystano zestaw PKH67
Green Fluorescent Cell Linker Midi Kit (Sigma-Aldrich). 1 x 10%° erytrocytéw zawieszono
w 1 ml rozpuszczalnika i zmieszano z kolejnym 1ml rozpuszczalnika zawierajgcego 4 uM
barwnika PKH-67. Mieszanine poddano inkubacji w ciemnosci, w 37°C przez 5 minut.
Nastepnie reakcje zatrzymano dodajgc 10 ml buforu HBSS zawierajgcego 2% FCS i 0.5%
BSA. Erytrocyty ptukano dwukrotnie buforem HBSS i rozcieficzano uprzednio pobrang
plazma, tak aby hematokryt wynosit 50%. Powyzsza procedura wykonywana byta
we wspdtpracy z mgr. Patrykiem Slusarczykiem z Laboratorium Homeostazy Zelaza
w Miedzynarodowym Instytucie Biologii Molekularnej i Komdrkowej w Warszawie.
Myszom podawano dozylnie 100 pl erytrocytow. Po godzinie myszy usmiercano przez

przedawkowanie $rodkéw znieczulajgcych (mieszanina Ketamina/Ksylazyna w soli
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fizjologicznej), ptaty watroby pobrano i perfundowano PBS za pomocg pompy

perystaltycznej i izolowano komérki nieparenchymalne jak opisano w podrozdziale 3.6.1.

3.10 Immunofluorescencja

3.10.1 Zbadanie pobierania Hb in vitro w hodowli pierwotnych komdrek watroby

Po 3 godzinach inkubacji w Williams E Medium bez FBS, do pierwotnych komdrek watroby
dodawano Hb-AF647 (1 pg/ml) na 1 godzine. Nastepnie komorki wyptukano PBS,
utrwalono w 4% roztworze paraformaldehydu i permeabilizowano w 0.1% roztworze
Triton X-100. Niespecyficzne wigzanie sie przeciwciat blokowano PBS zawierajgcym
i 5mg/ml BSA przez 1 h w temperaturze pokojowej. Komérki barwiono przeciwciatami
anty-Stab2 1:100 (St John’s Laboratory) i anty-F4/80 1:100 (Biolegend) przez noc w 4°C.
Nastepnie komorki ptukano PBS, a jgdra komdérkowe wybarwiono DAPI (Thermo Fisher).
Preparaty obrazowano przy uzyciu aparatu Opera Phenix Plus High-Content Screening
System we wspédtpracy z dr. Kamilem Jastrzebskim z Laboratorium Biologii Komorki

w Instytucie Biologii Molekularnej i Komdérkowej w Warszawie.

3.10.2 Zbadanie pobierania Hb przez komorki LSEC i KC za pomocg barwienia
immunohistochemicznego

Watrobe pobrang od myszy po 1 godzinie od iniekcji dozylnej Hb-AF647 utrwalano w 4%
paraformaldehydzie w 4 C° przez 24 godziny. Tkanki ptukano PBS (3 x 30 minut) i moczono
w 12,5%, nastepnie w 25% sacharozie, odpowiednio przez 1,5h i 48h. Prébki watroby
zatapiano w pozywce Cryomatrix (Epredia™), zamrazano w ciektym azocie, cieto
na skrawki 10 pum przy uzyciu kriomikrotomu (Leica) i przechowywano w -20°C. Przed
barwieniem skrawki pozostawiono w temperaturze pokojowej na 30 minut, obrysowane
Pap Pen Liquid Blocker (Ted Pella), nastepnie ptukano w PBS przez 10 minut
i permeabilizowano PBS/0,1% Triton X-100 (Thermo Fisher) przez 20 minut. Nastepnie
skrawki inkubowano w PBS/3% BSA (Bioshop) przez 2 godziny w temperaturze pokojowej,
w celu zablokowania niespecyficznego wigzania przeciwciat. Do wykrywania komodrek

LSEC, tkanki barwiono przeciwciatem anty-CD146 (Biolegend), natomiast w celu wykrycia
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komérek Kupffera, tkanki barwiono przeciwciatem anty-F4/80 (Biolegend). Przeciwciat
uzywano w rozcienczeniu 1:100 w PBS/3% BSA i tkanki barwiono przez 2 godziny
w temperaturze pokojowej. Hemoglobina byta skoniugowana z barwnikiem Alexa Fluor
647 (Thermo Fisher). Po inkubacji przeciwciat tkanki przemywano PBS/0,1% Triton X-100
(5 x 5 minut) w celu usuniecia niezwigzanego przeciwciata. Do barwienia jader, skrawki
inkubowano z Hoechst 33342 (Thermo Fisher) rozcieniczonym w PBS/0,1% Triton X-100
(stezenie korncowe — 1 pug/ml) przez 10 minut w temperaturze pokojowej. Nastepnie
skrawki ptukano PBS/0,1% Triton X-100 (3 x 5 minut), inkubowano w PBS przez 10 minut
i zamykano za pomocg ProLong™ Glass Antifade Mountant (Thermo Fisher). Preparaty
analizowano za pomocg mikroskopu konfokalnego Zeiss LSM 800 przy uzyciu obiektywu x
40 i oprogramowania Fiji. Preparaty z watroby i obrazowanie zostaty wykonane
we wsplfpracy z dr. Anetg Johczy z Laboratorium Homeostazy Zelaza

w Miedzynarodowym Instytucie Biologii Molekularnej i Komérkowej w Warszawie.

3.10.3 Obrazowanie makropinosomow za pomocg mikroskopu konfokalnego

Z zawiesiny komérek nieparenchymalnych usunieto makrofagi za pomocg kulek
magnetycznych anty-F4/80 (Anti-F4/80 MicroBeads UltraPure, mouse, Miltenyibiotec)
wg. protokotu producenta. Nastepnie komdrki wysiewano na okragte szkietka
nakrywkowe pokryte kolagenem (Corning) i utrwalano w 4% PFA przez 10 minut w 4°C,
po czym ptukano PBS. Nastepnie komérki permeabilizowano i blokowano przez 10 minut
(temp. pokojowa) w roztworze PBS zawierajgcym 0.1% saponiny, 0.2% zelatyny i 5 mg/ml
BSA. Po etapie blokowania, komorki inkubowano w roztworze PBS zawierajagcym 0.01%
saponiny, 0.2% zelatyny i przeciwciato anty-EEA1 1:1000 (Enzo Life Sciences), przez 1 h
w temperaturze pokojowej. Nastepnie komérki ptukano i inkubowano z drugorzedowym
oslim przeciwciatem anty-kréliczym 1gG sprzezonym z AF-488 1:500 (Thermo Fisher
Scientific), 1h w temperaturze pokojowej. Falloidyne sprzezong z fluorochromem Atto 390
1:500 (Sigma), ktéra barwi spolimeryzowang aktyne, dodano do roztworu podczas
barwienia przeciwciatem drugorzedowym. Komaérki ptukano PBS i przyklejano na szkietka
podstawowe przy uzyciu odczynnika Moviol (Sigma). Preparaty obrazowano za pomocg
mikroskopu konfokalnego Zeiss LSM 710 i analizowano w programach Fiji i ZEN 2011.

Obrazowanie makropinosoméw wykonano we wspotpracy z mgr. Martg Chwatek
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z Laboratorium Biologii Komérki w Miedzynarodowym Instytucie Biologii Molekularnej

i Komorkowej w Warszawie.

3.11 Pomiar ekspresji gendow metodg reakcji tarncuchowej polimerazy w czasie
rzeczywistym (gPCR )

Izolacje RNA przeprowadzano stosujgc odczynnik TRIzol™ (Thermo Scientific) do tkanek
i odczynnik TRIzol™ LS (Thermo Scientific) do wysortowanych komorek, zgodnie
z protokotami producenta. Czysto$¢ oraz stezenie RNA oceniano przy uzyciu
spektrofotometru NanoDrop2000 (Thermo Scientific). Do reakcji odwrotnej transkrypcji
uzywano 400 ng RNA, 1 ul zestawu starteréw oraz wody wolnej od nukleaz do catkowitej
objetosci 17,7 ul, mieszanine inkubowano w temperaturze 70°C przez 10 minut
i schtadzano do 4°C. Mieszanine reakcyjng, ktéra zawierata 0,3 pl odwrotnej
transkryptazy RevertAid H Minus (Thermo Scientific), 1 pl 10 mM roztworu dNTP i 5 pl
buforu reakcyjnego, dodawano do catkowitej objetosci reakcji 25 pul, reakcje prowadzono
w 42°C przez 60 minut. Otrzymany cDNA rozciericzano 9-krotnie i uzywano do iloSciowej
reakcji tanicuchowej polimerazy (qPCR). Do reakcji gPCR uzytwano 4 ul cDNA, 7,5 ul SG
gPCR Master Mix (2x) (Eurex), 1,5 ul 5 uM roztworu starteréw FORWARD i REVERSE oraz
wody wolnej od nukleaz do koricowej objetosci reakcji 15 pl. gPCR w czasie rzeczywistym
przeprowadzono przy uzyciu systemu LightCycler 96 Real-Time PCR System (Roche)
z etapem wstepnej inkubacji w temperaturze 95°C przez 600 s, a nastepnie
dwuetapowym 40-cyklowym protokotem amplifikacji (95°C 15 s, 60°C 60 s). Eksperyment
zostat przeprowadzony we wspdtpracy z mgr. Gabrielg Zurawska z Laboratorium
Homeostazy Zelaza w Miedzynarodowym Instytucie Biologii Molekularnej i Komoérkowej

w Warszawie.

Tabela 2. Startery wykorzystane w reakcji qPCR.

Gen ‘ Starter Fw (5'->3') Starter Rev (5'->3')
Ccl2 CATCCACGTGTTGGCTCA GATCATCTTGCTGGTGAATGAGT
Cd163 TCACTTCTCAGTGCCTCTGC CGCCAGTCTCAGTTCCTTCT
Hmox-1 AGGCTAAGACCGCCTTCCT TGTGTTCCTCTGTCAGCATCA

48



3.12 Pomiar biodystrybucji Hb-AF750 w organach ex vivo

Aby oceni¢ dystrybucje tkankowg Hb w organach, myszom podano dozylnie 10 ug
Hb- AF750. Po 1 godzinie myszy u$miercono i wypreparowano nastepujgce organy:
watrobe, sledzione, nerki, ptuca i serce. W celu monitorowaniu fluorescencji Hb-AF750
wypreparowane organy utozono na szalce Petriego i poddano obrazowaniu. Catkowita
fluorescencja w kanale obejmujgcym spektrum AF750 zostata zmierzona za pomoca
aparatu do bio-obrazowania Bruker in vivo-FX-PRO stosujgc oryginalne oprogramowanie
producenta. W celu pomiaru fluorescencji, zaznaczono organy jako wybrane obszary
zainteresowania (ang. Region Of Interest, ROI) i wygenerowano wartosci Sredniej
fluorescencji dla kazdego organu. Eksperyment wykonano w Centrum Nauk Biologiczno-

Chemicznych Uniwersytetu Warszawskiego.

3.13 Pomiar biodystrybucji Hb znakowanej 3|

3.13.1 Przygotowanie 3! -Hb

Reakcje jodowania prowadzono w obecnosci czynnika utleniajgcego I0DO-GEN
(1,3,4,6- tetrachloro-3a,6a-difenyloglikolurylu). Do probéwki pokrytej czynnikiem
utleniajgcym dodano kolejno: 200 upl [*U]Nal, 37 ul Hb (o stezeniu 136 mg/ml)
wyizolowanej jak opisano w podrozdziale 3.2 oraz 263 ul PBS. Mieszanine inkubowano
w temperaturze pokojowej przez 122 minuty. Nastepnie mieszanine oczyszczono
dwukrotnie na koncentratorze Vivaspin 500 o MWCO 10 kDa (6000 rcf, 10minut).
Po wirowaniu filtr wyptukano PBS. Nastepnie wykonano pomiary masy preparatu,
stezenia biatka, aktywnosci i czystosci uzyskanego produktu. Czystos¢ otrzymanego
produktu wyznaczono technikg chromatografii cienkowarstwowej (TLC). Stezenie biatka
zmierzono technikg UV-VIS za pomocga spektrofotometru NanoDrop One (Thermo Fisher
Scientific). Aktywno$¢ radiokoniugatow oznaczono w komorze jonizacyjnej AtomLab 500.
Probke umieszczono w 4°C na noc. Eksperyment zostat przeprowadzony we wspotpracy
z mgr. tukaszem Cheda z grupy badawczej Radiochemia dla Medycyny i Przemystu
w Centrum Nauk Biologiczno-Chemicznych Uniwersytetu Warszawskiego. Pomiar

aktywnosci izotopu 3!l wykonano w Instytucie Chemii i Techniki Jadrowej w Warszawie.
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3.13.2 Podanie i pomiar aktywnosci 13! -Hb

Myszom podano dozylnie *3'I-Hb (10 pg). Po 1 godzinie myszy u$miercono poprzez
dyslokacje kregdw poprzedzong sedacjg z wykorzystaniem izofluranu. Wypreparowano
nastepujace narzady: watrobe, sledzione, nerki, kos¢ udowg oraz aorte. Pobrane organy
zwazono i przekazano do Instytutu Chemii i Techniki Jagdrowej w celu pomiaru aktywnosci
131, Aktywno$é preparatu podanego zwierzetom oraz zwigzanego w tkankach zmierzono
powtarzajgc trzykrotnie pomiar, o czasie akwizycji 60 sekund, z wykorzystaniem

automatycznego licznika gamma WIZARD2 2480 (PerkinElmer).

3.14 Analiza statystyczna

Dane przedstawiono jako $rednig + SD. Liczbe myszy/prébek na grupe przedstawiono
na rycinach. Analize statystyczng przeprowadzono przy uzyciu oprogramowania
GraphPad Prism 9. Gdy poréwnywano dwie grupy, zastosowano test t-Studenta, podczas
gdy dla wiekszej liczby grup przeprowadzono 1-czynnikowy test ANOVA z rozszerzeniem
Tukeya dla poréwnan wielokrotnych, jak wskazano w opisach rycin. Istotne statystycznie
zmiany miedzy s$rednimi oznaczano gwiazdkami w zaleznosci od wartosci: *p<0.05,
**p<0.01, ***p<0.001, **** p<0.0001, brak istotnosci statystycznej oznaczano: ns.

Do przygotowania rycin wykorzystano program BioRender.
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4. Wyniki

4.1 Zbadanie biodystrybucji Hb u myszy po usunieciu makrofagow

W celu zbadania zaangazowania makrofagéw w wychwyt wolnej Hb, poréwnano
dystrybucje Hb u myszy po deplecji makrofagdéw i u myszy kontrolnych. Wykorzystano
powszechnie stosowang metode usuniecia makrofagéw za pomoca dozylnego podania
liposomow zawierajgcych toksyczny dla komodrek fagocytujacych kwas klodronowy.
Najpierw dokonano deplecji makrofagéw za pomocg liposoméw zawierajgcych kwas
klodronowy (5 ml/kg), myszom kontrolnym podawano kontrolne liposomy bez kwasu
klodronowego. Po 24 godzinach od deplecji, wyznakowang fluorescencyjnie hemoglobine
Hb-AF750 (10 ug/mysz) podawano dozylnie. Aby oceni¢ dystrybucje tkankowg Hb-AF750,
myszy usmiercono po 1 godzinie od nastrzykniecia i wypreparowano nastepujace organy:
watrobe, $ledzione, nerki i ptuca. Catkowita fluorescencja w kanale obejmujgcym
spektrum AF750 zostata zmierzona za pomocg aparatu do bio-obrazowania Bruker
in vivo- FX-PRO. Wyniki obrazowania wykazaty najwiekszy sygnat dla Hb w watrobie
i w nerkach w poréwnaniu z sercem, ptucami i $Sledziong (Ryc. 6A). Wedle przewidywan
najwyzszy poziom fluorescencji pochodzacej z wyznakowanej Hb-AF750 zostat
odnotowany w watrobie. Nieoczekiwanie, zaobserwowano brak spadku sygnatu
w watrobie pomimo deplecji makrofagéw (Ryc. 6B). Wynik ten sugeruje, ze inna
populacja komorek poza makrofagami watrobowymi (KC) jest odpowiedzialna za wychwyt

Hb, a potencjalnym kandydatem sg komérki srodbtonka zatok (LSEC).
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Rycina 6. Dystrybucja tkankowa podanej dozylnie Hb u myszy po deplecji makrofagow. Myszom
kontrolnym i myszom, ktérym wczesniej usunieto makrofagi za pomocga kwasu klodronowego, wstrzyknieto
10 pg Hb-AF750, 1 godzine pdzniej, myszy usmiercono, wyizolowano narzady i zmierzono ich fluorescencje
za pomocy aparatu Bruker in vivo FX-PRO A. reprezentatywne wyniki obrazowania organéw ex vivo
dla myszy kontrolnej i po usunieciu makrofagéw kwasem klodronowym. B. Wykres przedstawia srednig
fluorescencje Hb (MFI) w poszczegdlnych organach + SD (n=5). **<0.01 w odniesieniu do kontroli (test
t- Studenta).

Aby potwierdzi¢ deplecje makrofagéw z watroby (z myszy po procedurze opisanej
w wynikach przedstawionych na rycinie 6 A-B) organy zostaly rozdysocjowane
do zawiesiny pojedynczych komdrek poprzez proces enzymatycznej i mechanicznej

obrébki. Nastepnie komorki zabarwiono przeciwciatami znakowanymi fluorescencyjnie
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i analizowano za pomocy cytometrii przeptywowej. Sposréd komodrek watroby
wyrdzniono trzy gtéwne populacje: KC (CD45*F4/80*CD11b*), LSEC (CD45*Stab2*CD146%)
oraz hepatocyty (scharakteryzowane na podstawie parametrow SSC i FSC okreslajgcych
ziarnisto$¢ i wielkos¢ komoérek). Analiza cytometryczna potwierdzita skuteczng deplecje
makrofagéw (Ryc. 7 A-B). Jednoczesnie zabieg ten nie miat istotnego wptywu

na liczebnos¢ pozostatych dominujgcych populacji komérek LSEC (Ryc. 7C) i hepatocytow

(Ryc. 7D).
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Rycina 7. Weryfikacja deplecji makrofagéw w watrobie przy uzyciu liposoméw kwasu klodronowego.
Myszom podano dozylnie liposomalny kwas klodronowy (5 mg/kg), grupa kontrolna otrzymata puste
liposomy kontrolne. Po 24 godzinach myszy usmiercono, watroby wypreparowano i zabarwiono
przeciwciatami anty-CD45, anty- CD11b, anty-F4/80, anty-CD146 oraz anty-Stab2, nastepnie analizowano
za pomocyg cytometrii przeptywowej w celu potwierdzenia deplecji makrofagéow. A. Na rycinie
przedstawiono przyktadowe wykresy przedstawiajgce populacje KC w grupie kontrolnej i grupie badane;.
Na wykresach przedstawiono normalizowang Srednig wartos$¢ procentowg + SD (n=5) (B) komdrek KC, (C)
komorek LSEC oraz (D) hepatocytéw w grupie kontrolnej i w grupie badanej. **** p<0.0001 wzgledem grupy
kontrolnej (test t-Studenta).

53



4.1.1 Zbadanie biodystrybucji Hb w komodrkach srédbtonkow zatokowych w réznych
organach

W kolejnym etapie biodystrybucje Hb zbadano w réznych organach, w ktérych obecny jest
$rodbtonek zatok, z wykorzystaniem Hb wyznakowanej izotopem 311, Myszom po deplec;ji
makrofagéw i myszom kontrolnym podano dozylnie '3!I-Hb (10 ug/mysz). Po uptywie
1 godziny, myszy usmiercono i wypreparowano nastepujgce organy: watrobe, sledzione,
nerki, aorte i ko$¢ udowa. Pobrane organy zostaty zwazone i przekazane do Instytutu
Chemii i Techniki Jagdrowej w celu pomiaru aktywnosci izotopu 3. Wyniki ponownie
wykazaty najwyzszy poziom sygnatu 13!I-Hb w watrobie (Ryc. 8A). Nie zaobserwowano
roznicy w sygnale po dodaniu kwasu klodronowego, co potwierdza wyniki otrzymane
z fluorescencyjnie wyznakowang Hb i sugeruje, ze makrofagi nie sg gtdwng populacjg
odpowiedzialng za wychwyt Hb w watrobie. Dodatkowo, wychwyt fluorescencyjnie
wyznakowane]j Hb przez komorki srédbtonkéw zatokowych ze Sledziony, watroby i szpiku
kostnego zbadano za pomocg cytometrii przeptywowej. Kontrolnie, zbadano takze
Srédbtonek nie-zatokowy z aorty. Myszom podano dozylnie Hb-AF750 (10 pg/mysz)
na 1 godzing. Po tym czasie, myszy usmiercono, organy wypreparowano i poddano
obrébce w celu uzyskania zawiesiny pojedynczych komdrek. Nastepnie komorki
zabarwiono przeciwciatami znakowanymi fluorescencyjnie i analizowano za pomoca
cytometrii przeptywowej. Komorki srddbtonka zatok $ledziony, szpiku kostnego
i sréodbtonka aorty scharakteryzowano jako CD45 CD31*, natomiast komadrki srédbtonka
zatok watroby, czyli LSEC, jako CD45*Stab2*CD146*. Najwyzszy poziom fluorescencji Hb
zaobserwowano w komérkach LSEC w pordwnaniu do srédbtonkéw zatok pozostatych

organow i kontrolnego $srédbtonka aorty (Ryc. 8B).
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Rycina 8. Wychwyt Hb przez organy posiadajace komorki srodbtonka zatok. A. Myszom kontrolnym
i myszom, ktérym wczeéniej usunieto makrofagi za pomoca kwasu klodronowego, wstrzyknieto *3!I-Hb,
1 godzine pdiniej wyizolowano narzady i wykonano w nich pomiar aktywnosci izotopu *3!l. Na wykresie
przedstawiono Srednig z 3 pomiaréw CPM (counts per minute) + SD (n=4-5) dla poszczegdlnych organdw.
**%<0.001 wzgledem grupy kontrolnej (test t-Studenta). B. Reprezentatywne histogramy przedstawiajgce
wychwyt Hb-AF750 przez rdézne populacje komdrek. Myszom podano dozylnie Hb-AF750, po 1 godzinie
watroby wypreparowano, perfundowano, barwiono i poddano analizie metodg cytometrii przeptywowe;j.
Zawartos¢ Hb analizowano w komaérkach srédbtonka zatok: (1) Sledziony (CD45°CD31%), (2) watroby-LSEC
(CD45*Stab2*CD146%), (3) szpiku kostnego (CD45CD31*) i (4) w komdrkach nie-zatokowego srdédbtonka
aorty (CD45CD31%).




4.2 Charakterystyka populacji komorek watroby odpowiedzialnych za wychwyt
Hb

Celem kolejnego doswiadczenia byto potwierdzenie roli populacji nieparenchymalnych
komodrek watroby w wychwycie Hb. Akumulacja wolnej Hb zostata poréwnana zaréwno
we frakcji parenchymalnej (hepatocytach), jak i nieparenchymalnej (LSEC, komorki
immunologiczne) po uptywie 1 godziny. Do okreslenia populacji komérek w watrobie
wykorzystano cytometrie przeptywowga. Myszom podano dozylnie Hb-AF750 (10 pg/mysz)
na 1 godzine, nastepnie myszy usmiercono. Z wypreparowanych watrob wyizolowano
komérki nieparenchymalne i hepatocyty jak opisano w podrozdziale 3.6.1. Wsréd
komdrek nieparenchymalnych scharakteryzowano 3 gtéwne populacje: KC
(CD45*F4/80*CD11b*) monocyty (CD11b*Ly6C*) i LSEC (CD45*Stab2*CD146"). Hepatocyty
scharakteryzowano na podstawie parametrow SSC i FSC okreslajgcych ziarnistosc
i wielkos¢ komodrek. Aby szczegdtowo okresli¢ populacje komoérek odpowiedzialng
za najbardziej efektywny wychwyt wolnej Hb, akumulacje Hb-AF750 obserwowano
w nastepujgcych populacjach komoérek: parenchymalnych, wszystkich
nieparenchymalnych, CD45*, CD45", monocytach, KC, Stab* CD146" oraz LSEC (Ryc. 9A-B).
Zaobserwowano, ze w poréwnaniu z innymi populacjami komérek watroby komdrki LSEC

wykazywaty sie najwyzszym poziomem fluorescencji pochodzgcym z Hb.
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Rycina 9. Wychwyt Hb przez poszczegélne populacje komérek watroby. Myszom wstrzykiwano
dozylnie Hb-AF750 (10 pg/mysz). 1 godzine pdiniej watroby wycinano, perfundowano, barwiono
i analizowano za pomocg cytometrii przeptywowej. A. Schemat bramkowania populacji komédrek.
B. Reprezentatywne histogramy przedstawiajgce wychwyt Hb przez rézne populacje komdrek watroby:
(1) parenchymalne [hepatocyty] i (2) komdrki nieparenchymalne. Sposrdd komorek
nieparenchymalnych wyrézniono: (3) komérki CD45", (4) komdrki CD45*, (5) monocyty, (6) komérki
Kupffera, (7) komorki Stab*CD146™ oraz (8) komérki LSEC.

57



4.3 Zbadanie pobierania Hb w czasie przez gtdwne populacje komadrek
w watrobie

W kolejnym doswiadczeniu zbadano pobieranie Hb w czasie przez trzy gtéwne populacje
komérek watroby: LSEC, KC i hepatocyty. Akumulacje Hb-Af750 (10 pg/mysz) podane;j
dozylnie mierzono w dwdéch punktach czasowych po uptywie 1 i 24 godzin za pomoca
cytometrii  przeptywowej. Z wypreparowanych watréob wyizolowano komoérki
nieparenchymalne i hepatocyty jak opisano w podrozdziale 3.6.1. Wsréd komodrek
nieparenchymalnych scharakteryzowano nastepujgce populacje: KC
(CD45*F4/80"CD11b*) i LSEC (CD45*Stab2*CD146"). Odsetek komdrek LSEC pozytywnych
dla Hb z czasem spadt o potowe-z srednio 80% do 40%, w przypadku KC z srednio 40%
do 2 % iw hepatocytach z srednio 20% do 2% (Ryc. 10A). Zaobserwowano spadek sredniej
fluorescencji Hb wraz z czasem dystrybucji we wszystkich typach badanych komérek (Ryc.
10B-C). LSEC wychwycity wolng Hb z najwyiszg wydajnoscia w poréwnaniu z KC

i hepatocytami w obydwéch punktach czasowych.
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Rycina 10. Kinetyka pobierania Hb przez gtéwne populacje komoérek watroby. Myszom wstrzykiwano
dozylnie Hb-AF750. Po uptywie 1 i 24 godzin watroby wypreparowano, perfundowano, barwiono i komdrki
poddano analizie metody cytometrii przeptywowej. Zawartos¢ Hb analizowano w komdrkach LSEC
(CD45*Stab2*CD146%), KC (CD45*F4/80*CD11b*) i hepatocytach. A. Na wykresach przedstawiono s$rednig
wartos¢ procentowg = SD (n=5- 6) komdrek pozytywnych na Hb i B. srednig fluorescencje + SD Hb (MFI)
w LSEC, KC i hepatocytach ***<0.001 ****<0.0001 (1-czynnikowa ANOVA z korektg Tukey’a).
C. Reprezentatywne histogramy Hb w LSEC, KC i hepatocytach .
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4.4 Zbadanie wychwytu Hb in vitro w hodowli pierwotnych komadrek watroby

W kolejnym doswiadczeniu sprawdzono pobieranie Hb in vitro w hodowli pierwotnych
komédrek watroby. Hodowle pierwotne komérek watroby prowadzone byty jak opisano
w podrozdziale 3.8. Po 3 godzinach inkubacji w Williams E Medium bez FBS, do komdrek
dodawano Hb-AF647 (1pg/ml) na 1 godzine. Nastepnie komérki wyptukano PBS,
utrwalono w 4% roztworze paraformaldehydu i permeabilizowano w 0.1% roztworze
Triton X-100. Komérki barwiono przeciwciatami anty-Stab2 i anty-F4/80, aby rozréznié
komorki LSEC i KC. Jgdra komdérkowe wybarwiono DAPI (Thermo Fisher) i preparaty
obrazowano przy uzyciu aparatu Opera Phenix Plus High-Content Screening System.
W komérkach LSEC (kolor zielony) zaobserwowano wiekszy sygnat pochodzgcy od Hb-

AF750 (kolor czerwony) niz w KC (kolor niebieski) (Ryc. 11).

Rycina 11. Wychwyt Hb przez komorki LSEC ex vitro w hodowli pierwotnych komdrek watroby.
Do komérek dodawano Hb-AF647 (1ug/ml) na 1 godzine, nastepnie komérki barwiono przeciwciatami anty-
Stab2 i anty-F4/80 i obrazowano przy uzyciu aparatu Opera Phenix Plus High-Content Screening System.
Kolor zielony-LSEC, kolor niebieski-KC, kolor czerwony-Hb. Strzatka wskazuje przyktadowg komodrke LSEC,
ktora pobrata Hb. Skala przedstawia 10 um.
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4.5 Zbadanie pobierania Hb przez komorki LSEC i KC za pomocg barwienia
immunohistochemicznego

W celu potwierdzenia pobierania wolnej Hb przez komérki LSEC i KC wykonano barwienie
immunohistochemiczne skrawkéw watroby pobranych po 1 h od nastrzykniecia dozylnego
Hb. Preparaty przygotowano jak opisano w podrozdziale 3.10.2. W celu wykrycia komdrek
LSEC, komorki barwiono przeciwciatem anty-CD146, komodrki KC zabarwiono
przeciwciatem anty-F4/80. Analiza potwierdzita wystepowanie sygnatu pochodzgcego
z Hb-AF647 (kolor czerwony) zaréwno w komodrkach LSEC (CD146+) (Ryc. 12A) jak i KC
(F4/80+) (Ryc. 12B). llosciowa wartos¢ sygnatu w poszczegdlnych komaérkach nie byta

analizowana.
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Rycina 12. Pobieranie Hb przez komarki LSEC i KC. Myszom podano dozylnie Hb-AF647 (10 pg) lub PBS na
1 godzine, nastepnie watroby wycieto i przygotowano preparaty histologiczne. A. Komorki LSEC barwiono
przeciwciatem anty-CD146 (kolor zielony); B. KC barwiono przeciwciatem anty-F4/80 (kolor zielony). Kolor
czerwony- Hb-AF647, kolor niebieski-jagdra komdrkowe. Preparaty obrazowano przy uzyciu mikroskopu
konfokalnego Zeiss LSM 800. Strzatki wskazujg przyktadowe komoérki, ktére pobraty Hb (po lewej stronie
pokazane w powiekszeniu). Skala przedstawia 20 um.

62



4.6 Zbadanie ekspresji receptora CD163 w LSEC i KC

Wedtug danych literaturowych wychwyt wolnej hemoglobiny z krwi przebiega poprzez
spontaniczne tworzenie sie kompleksu Hb-Hp, a nastepnie przez wychwyt tego kompleksu
przez receptor CD163 obecny na makrofagach i monocytach. W celu zbadania znaczenia
receptora CD163 w pobieraniu wolnej Hb zmierzono bazalng ekspresje genu Cd163 w LSEC
i KC. Badane populacje zostaty wyodrebnione na podstawie barwienia, nastepnie
wysortowane przy uzyciu cytometru z funkcjg sortera. Z komoérek wyizolowano RNA
i zmierzono poziom ekspresji Cd163 za pomocg gqPCR. Z dwdch typow badanych komérek
tylko KC wykazaty ekspresje Cd163 (Ryc. 13) co sugeruje, ze pobieranie Hb przez LSEC nie

jest skorelowane z ekspresjg receptora CD163.
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Rycina 13. Poziom ekspresji genu €Cd163 w komadrkach LSEC i KC. Analize gPCR wykonano na komdérkach
LSEC i KC wysortowanych z mysiej watroby za pomocg cytometru z funkcjg sortera. Populacje komdrek
scharakteryzowano na podstawie markerow powierzchniowych: LSEC (CD45*Stab2*CD146%), KC
(CD45*F4/80*CD11b*). Wykres przedstawia Srednig relatywng ekspresje genu Cd163 dla LSECi KC + SD (n=3)
*p<0.1 (test t_Studenta).
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4.7 Zbadanie wptywu obecnosci Hp na pobieranie Hb przez komorki LSEC i KC

Zgodnie z literaturg, wolna Hb w surowicy jest wychwytywana przez Hp i sekwestrowana
przez receptor CD163 obecny na makrofagach. Jednak przedtuzone warunki hemolityczne
prowadzg do wysycenia tego mechanizmu spadku poziomu Hp. Ponadto fagocytoza
uszkodzonych RBC i wychwyt Hb prowadzg do wyczerpania makrofagow
odpowiedzialnych za odzyskiwanie zelaza. Co wiecej wykazano, ze Hb moze by¢ réwniez
sekwestrowana niezaleznie od CD163 Iub Hp [56][80]. Nadal jednak
nie scharakteryzowano, ktére mechanizmy s3 odpowiedzialne za niezalezne od
makrofagéw drogi usuwania wolnej Hb. W kolejnym doswiadczeniu zbadano, czy
pobieranie Hb przez komérki LSEC i KC jest zalezne od obecnosci Hp. Pobieranie Hb
i kompleksu Hb:Hp sprawdzono in vivo oraz in vitro. Myszom podano dozylnie Hb-AF750
(1 pg/mysz) lub kompleks Hb-AF750:Hp uprzednio skompleksowany w stosunku
molowym 1:4 (1 pg Hb /mysz) (jak opisano w podrozdziale 3.4), nastepnie wybrane
populacje komérek watroby (LSEC i KC) analizowano przy uzyciu cytometrii przeptywowe;j.
Analiza ta wykazata znaczacy wychwyt Hb przez LSEC w poréwnaniu do kontroli, zaréwno
dla kompleksu Hb:Hp jak i Hb (Ryc. 14A). W przypadku KC réwniez zaobserwowano
akumulacje kompleksu Hb:Hp i Hb, ale w mniejszym stopniu niz dla LSEC (Ryc. 14B). Nie
zaobserwowano znaczacej réznicy w wychwycie pomiedzy kompleksem Hb:Hp i Hb
w obydwodch rodzajach komérek, co wskazuje na brak zaleznosci pobierania Hb od jej

skompleksowania z Hp.
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Rycina 14. Porownanie pobierania Hb i kompleksu Hb:Hp przez komaérki LSEC i KC in vivo. Hb lub kompleks
Hb:Hp podano myszom dozylnie. Po 1 godzinie watroby watroby wypreparowano, perfundowano, barwiono
i komorki poddano analizie metodg cytometrii przeptywowej. Komoérki zabarwiono przeciwciatami anty-
CDA45, anty-CD11b, anty-F4/80, anty-CD31, anty-CD146 i anty-Stab2. Rycina przedstawia procent komérek
A. LSEC i B. KC pozytywnych na Hb po podaniu Hb-AF750 i kompleksu Hb:Hp oraz C. reprezentatywne
histogramy dla LSEC i KC. ns-zmiana nieistotna statystycznie **p<0.01****p<0.0001 (1-czynnikowa ANOVA
z korektg Tukey’a).

Eksperyment in vitro przeprowadzono w hodowli komérek pierwotnych watroby.
Hodowle pierwotne komérek watroby prowadzone byty jak opisano w podrozdziale 3.8.
Komoérki inkubowano z Hb-AF750 (1 pg/ml) lub Hb-AF750:Hp (1 pg Hb /ml) przez
1 godzine. Analiza cytometryczna komdrek, wykazata bardziej efektywny wychwyt wolnej
Hb niz kompleksu Hb:Hp, zaréwno przez LSEC (Ryc. 15A) jak i KC (Ryc. 15B). Rdznica

pomiedzy akumulacjg kompleksu Hb:Hp a Hb jest znaczgca dla obydwéch typdw komorek.
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Powyzisze wyniki sugerujg, ze pobieranie Hb ex vivo przez komorki LSEC i KC nie jest

wzmagane przez Hp, a moze by¢ nawet hamowane przez jej obecnosé.
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Rycina 15. Poréwnanie pobierania Hb i kompleksu Hb:Hp przez komérki LSEC i KC in vitro. Komorki
pierwotne watroby inkubowano w roztworze Hb lub Hb:Hp przez 1 godzine, nastepnie zabarwiono
przeciwciatami anty-CD45, anty-F4/80, anty-CD146 oraz anty-Stab2 i analizowano przy uzyciu cytometrii
przeptywowej. Rycina przedstawia srednig fluorescencje Hb-AF750 (MFI) w A. LSEC i B. KC + SD (n=3)
*p<0.05 ** p<0.01 ***<0.001 (1-czynnikowa ANOVA z korektg Tukey’a).

4.8 Zbadanie efektu wolnej Hb na homeostaze watroby

W kolejnym etapie okreslono z jakg kinetyka zachodzg zmiany fizjologiczne w watrobie po
podaniu Hb. W tym celu zbadano efekt wolnej Hb na poziom ekspresji genéw Hmox-1
i Ccl2 oraz infiltracje monocytédw w watrobie w réznych punktach czasowych: po 2, 5, 15
i 24 godzinach po podaniu Hb. Myszom podano dozylnie 10 mg Hb- dawke odpowiadajgca
ilosci Hb wydzielonej podczas hemolizy z erytrocytéw zawartych w 100 pl krwi, myszy
kontrolne otrzymaty PBS, w odpowiednich punktach czasowych myszy usmiercono
i wypreparowano watroby. Prawy tylny ptat watroby zamrozono w - 20 °C i poddano
procedurze izolacji RNA jak opisano w podrozdziale 3.11. Poziom ekspresji genow
mierzono za pomocy reakcji taricuchowej polimerazy w czasie rzeczywistym (gqPCR).
Pozostate pfaty watroby perfundowano i wyizolowane komodrki poddano analizie
za pomocyg cytometrii przeptywowej. Analiza cytometryczna wykazata wzmozong
rekrutacje monocytéw w watrobie po 2-godzinnej dystrybucji Hb, natomiast w kolejnych

punktach czasowych zaobserwowano spadek odsetku monocytow w watrobie (Ryc. 16A).
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Podobng tendencje zaobserwowano w zmianie ekspresji gendw Hmox-1 i Ccl2, jednak
dla Ccl2 nie byfa ona istotnie rézna od kontroli. Poziom ekspresji najbardziej wzrdst po
2- godzinnej dystrybucji Hb i z czasem nastepowat jego spadek zaréwno w przypadku Ccl2
(Ryc. 16B) jak i Hmox-1 (Ryc. 16C). Przejsciowo podwyzszony odsetek monocytéw
i zwiekszona ekspresja Ccl2 moze sugerowac przejSciowy stan zapalny w watrobie
podanej ekspozycji przez wolng Hb. Wychwyt Hb w watrobie wptynat takze na indukcje
transkrypcji enzymu katabolizujgcego hem- Hmox-1, co stanowi potwierdzenie

uruchomienia w komarkach proceséw przetwarzania Hb.
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Rycina 16. Kinetyka zmian w homeostazie watroby w odpowiedzi na podanie wolnej Hb. Myszom
podano dozylnie 10 mg Hb lub PBS. Po 2, 5, 15 i 24 godzinach, myszy usmiercono, wypreparowane watroby
analizowano za pomocg cytometrii przeptywowej (A) oraz qPCR (B, C). A. Na wykresie przedstawiono
Srednig warto$¢ procentowg = SD (n=3-4) monocytéw w watrobie w réznych punktach czasowych ***
p<0.001 (1- czynnikowa ANOVA z korektg Dunnetta). Wyniki przedstawiajg relatywng ekspresje genéw (B)
Ccl2 i (C) Hmox-1 w watrobie wzgledem genu referencyjnego Rp/19 + SD (n=3-4)**** p<0.0001 (1-
czynnikowa ANOVA z korektg Tukey’a).
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4.9 Zbadanie efektywnosci pobierania Hb przez komorki srédbtonka i makrofagi
w watrobie i sledzionie w zaleznosci od dawki

Celem kolejnego doswiadczenia byto sprawdzenie czy wychwyt Hb przez LSEC i KC
jest zalezny od dawki Hb. Dodatkowo sprawdzono efektywno$é¢ wychwytu Hb przez
sinusoidalne komdrki srédbtonka i RPM w sledzionie. Myszom podano dozylnie Hb- AF750
w 3 réznych dawkach: 1 pg/mysz-czyli dawke ponizej zdolnosci wigzania do Hp, dawke
posrednig 10 pug/mysz i 10 mg/mysz (w tym 100 pg Hb byto wyznakowane AF750)- dawke
ktéra odpowiada ilosci Hb wydzielonej podczas hemolizy z erytrocytéw zawartych w 100
ul krwi. Myszy kontrolne otrzymaty PBS. Po 1 godzinie myszy usmiercono, watroby
i $ledziony wypreparowano i poddano obrébce w celu uzyskania zawiesiny komoérkowej,
nastepnie zabarwiono i analizowano za pomocg cytometrii przeptywowej. W watrobie
pobieranie Hb poréwnano pomiedzy komérkami LSEC (CD45*CD31*CD146*Stab2*) i KC
(CD45*CD11b*F4/80*). W sledzionie wychwyt Hb analizowano w populacji komoérek
$rédbtonka (CD45°CD31*) i RPM (CD45*CD11b*F4/80%). Komorki LSEC osiggnety wysoka
wartos¢ Sredniej fluorescencji (MFI) dla Hb-AF750 (ryc 12a) we wszystkich trzech
analizowanych stezeniach Hb. Analiza wykazata takze, ze w przypadku LSEC, odsetek
komodrek pobierajacych Hb, nie jest zalezny od dawki Hb (Ryc. 17B), natomiast akumulacja
Hb przez KC rosta wraz ze wzrostem dawki wolnej Hb (Ryc. 17D). Jednakze KC nigdy
nie osiggnety sredniej fluorescencji na poziomie zblizonym do LSEC (Ryc. 17A i C).
W przypadku komdrek srdodbtonka sledziony, wychwyt Hb stopniowo wzrastat wraz
z podang dawkg (Ryc. 17 E i F), jednakze ten wzrost osiggat jedynie znikome wartosci
w poréwnaniu do KC, a zwtaszcza w porédwnaniu do LSEC. RPM braty udziat w wychwycie
Hb tylko przy podaniu najwiekszej dawki (Ryc. 17 G i H). Wyniki sugerujg, ze w poréwnaniu
z innymi komdrkami, LSEC sg najbardziej wydajne w pobieraniu Hb w nizszym zakresie
stezen, a kiedy pojawia sie wiecej Hb, np. podczas hemolizy, to w proces ten angazujg sie

takze KC, RPM oraz komorki $rédbtonka sledziony.
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Rycina 17. Efektywnosé pobierania Hb przez komérki srédbtonka i makrofagi w watrobie i $ledzionie,
w odniesieniu do podanej dawki. Myszy otrzymaty dozylnie Hb-AF750 w dawkach: 1 ug/mysz, 10 ug/mysz
i 10 mg/mysz. Po 1 godzinie z organdw wyizolowano komarki i poddano analizie cytometrycznej. Pobieranie
Hb zbadano w LSEC (CD45*CD31*CD146*Stab2*), KC (CD45*CD11b*F4/80%), komdrkach srédbtonka Sledziony
(CD45°CD31*) i RPM (CD45*CD11b*F4/80*). Na wykresach przedstawiono $rednig warto$¢ fluorescencji dla
Hb + SD (n=4-5) w A. LSEC C. KC E. komodrkach srédbtonka Sledziony i G. RPM oraz srednig wartosc
procentowg + SD (n=4-5) komorek pozytywnych na Hb: B. LSEC D. KC F. komdrkach srodbtonka sledziony
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i H. RPM *** <0.001 **** p<0.0001 (1-czynnikowa ANOVA z korektg Tukey’a).
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4.10 Poréwnanie dziatania endogennej i egzogennej Hb na profil ekspresji genu
Hmox-1 w komorkach LSEC i KC

W kolejnym doswiadczeniu zweryfikowano czy indukowana liza erytrocytéw in vivo
powoduje takie same zmiany ekspresji genu Hmox-1 w komaérkach watroby jak podanie
wolnej Hb. Dziatanie egzogennej Hb (izolowanej z krwi dawcéw) poréwnano z Hb
endogenng, wydzielang z lizujgcych in vivo erytrocytéw. W tym celu wykorzystano
klasyczny model niedokrwistosci hemolitycznej, w ktérym uwalnianie Hb z erytrocytow
jest indukowane poprzez podanie fenylohydrazyny (ang. phenylhydrazine; PHZ). Myszom
podano dootrzewnowo PHZ (125 pg/g masy ciata), myszy kontrolne otrzymaty PBS.
Po 6 godzinach myszy usmiercono, watroby wycieto, perfundowano i poddano obrébce
w celu wysortowania komérek LSEC i KC. Nastepnie z komédrek wyizolowano RNA
i poddano analizie. Ekspresje genu Hmox-1 analizowano za pomocg reakc;ji tancuchowej
polimerazy w czasie rzeczywistym. Zaobserwowano znaczny wzrost ekspresji genu
Hmox- 1 zaréwno w LSEC (Ryc. 18A) jak i w KC (Ryc. 18B) w poréwnaniu do kontroli,
podobnie jak w przypadku egzogennej Hb, ktérej podanie spowodowato wzrost ekspres;ji

Hmox1 w watrobie (Ryc. 16C).
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Rycina 18. Poziom ekspresji genu Hmox-1 po chemicznej indukcji niedokrwistosci przy uzyciu PHZ.
Myszom podano dootrzewnowo PHZ (125 pg/g masy ciata), myszy kontrolne otrzymaty PBS. Po 6 godzinach
myszy usmiercono, watroby wycieto i wysortowano z nich LSEC oraz KC. Ekspresje Hmox-1 analizowano
za pomocy gPCR. Na wykresach przedstawiono $rednig relatywna ekspresje genu Hmox-1 + SD (n=5)
w A. LSECiw B. KC. ¥***p<0.0001 (test t-Studenta).

Aby potwierdzi¢ skutecznos¢ dziatania PHZ, myszom pobrano krew i zbadano stosunek
objetosciowy erytrocytow do krwi petnej (hematokryt) oraz ilos¢ erytrocytéw (RBC)

we krwi. Analiza wykazata spadek poziomu hematokrytu o 20% (Ryc. 19A), a takze
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zmniejszong zawartos¢ erytrocytow we krwi u myszy (Ryc. 19B), ktérym podano PHZ

w poréwnaniu z kontrolg, co potwierdzito efektywng indukcje hemolizy przez PHZ.
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Rycina 19. Indukcja lizy erytrocytéw po podaniu PHZ. Myszom podano dootrzewnowo PHZ (125 pg/g masy
ciata), myszy kontrolne otrzymaty PBS. Po 6 godzinach pobrano krew i zmierzono w niej poziom hematokrytu
oraz zawarto$¢ RBC. Wykresy przedstawiajg: (A) sredni poziom hematokrytu + SD i (B) $rednig ilos¢ RBC
na 1 pl krwi = SD (n=2-4) (B) (n=2-4) **p<0.1***p<0.001 (test t-Studenta).
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4.11 Specyficznos¢ wychwytu Hb przez LSEC

Celem kolejnego doswiadczenia byto sprawdzenie czy wychwyt Hb przez LSEC jest
charakterystyczny tylko dla Hb. Akumulacje Hb poréwnano z innym biatkiem- albuming
surowicy bydlecej (BSA). Koniugaty Hb-AF750 i BSA-AF750 (10 pug/mysz) podano myszom
dozylnie. Po uptywie 1 godziny myszy usmiercano, watroby wycinano, perfundowano
i komorki analizowano metodg cytometrii przeptywowej. Akumulacje biatek mierzono
w 2 populacjach komoérek: LSEC (CD45'CD146*Stab2*) i KC (CD45*CD11b*F4/80%).
Komérki LSEC efektywnie pobraty zaréwno Hb jak i BSA, w odsetku zblizonym do 95% (Ryc.
20A), jednak srednia fluorescencja LSEC jest znaczaco wyzsza dla Hb niz dla BSA,
co wskazuje na wyzszg wydajno$é pobierania Hb w poréwnaniu do BSA (Ryc. 20B).
W przypadku KC, podobnie jak we wczesniejszych wynikach, okoto 50% komdrek pobrato
Hb, natomiast tylko 30% komérek pobrato BSA. Srednia fluorescencja KC zaréwno dla Hb
jak i BSA jest okoto czterokrotnie nizsza niz komodrek LSEC, co sugeruje, ze wychwyt biatek

jest wydajniejszy w wykonaniu LSEC.
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Rycina 20. Wychwyt Hb i BSA przez komoérki LSEC i KC. Myszom wstrzykiwano dozylnie 10 pug Hb lub BSA
skoniugowanych z AF750. Po uptywie 1 godziny watroby wycieto, perfundowano i poddano analizie metoda
cytometrii przeptywowej. Komérki zabarwiono przeciwciatami anty-CD45, anty-F4/80, anty-CD146 i anty-
Stab2. Wykresy przedstawiajg: (A) odsetek komdrek LSEC i KC, ktdre pobraty Hb lub BSA oraz (B) srednig
fluorescencje (MFI) dla biatek-Hb i BSA. Wyniki przedstawione sg jako S$rednia + SD (n=4).
**p<0.1***p<0.001 ****p<0.0001 (test t- Studenta).
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4.12 Pordéwnanie wychwytu Hb i RBC poddanych stresowi cieplnemu

Obecnos¢ uszkodzonych czerwonych krwinek jest charakterystyczna dla nabytych
i genetycznych choréb hemolitycznych, takich jak hemoliza polekowa czy anemia
sierpowata. W takich warunkach we krwi pojawiajg sie zaréwno zniszczone krwinki
czerwone, jak i wolna hemoglobina. W kolejnym doswiadczeniu sprawdzono jakie
sg réznice w wychwycie uszkodzonych RBC (poddanych stresowi cieplnemu) i wolnej Hb.
Myszom podano dozylnie- osobno lub jednoczesnie, Hb-AF750 (10 pug/mysz) i erytrocyty
poddane stresowi cieplnemu, uprzednio zabarwione PKH-67 (RBC-PKH). Zestawienie grup
doswiadczalnych przestawiono w Tabeli 3. Po 1 godzinie myszy u$miercono,
wypreparowane watroby perfundowano i komoérki analizowano metoda cytometrii
przeptywowej. Poréwnano wychwyt Hb i RBC pomiedzy LSEC i KC. Srednio 60% LSEC
pobrato wolng Hb jak i Hb podang razem z RBC, w przypadku KC byto to 15-20% (Ryc. 21A).
Zgodnie z wczesniejszymi wynikami, zaobserwowano takze wyzszg srednig fluorescencje
(MFI) dla Hb w LSEC w poréwnaniu do KC (Ryc. 21B). W przypadku RBC-PKH, bardziej
wydajna akumulacja nastgpita w KC: srednio 20% KC pobrato same RBC, a srednio 25%
RBC podane z Hb (Ryc. 21C). Réwniez srednia fluorescencja (MFI) dla RBC-PKH bytg wyzsza
w KC niz w LSEC (Ryc. 21D). Analiza wykazata wyrazne réznice w funkcjach komérek LSEC
i KC, gdzie zgodnie z danymi literaturowymi [81], KC pochtaniajg erytrocyty poddane

stresowi cieplnemu, podczas gdy LSEC pochtaniajg wolng Hb.

Tabela 3. Zestawienie grup doswiadczalnych.
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Rycina 21. Wychwyt Hb i zniszczonych erytrocytow przez komorki LSEC i KC. Myszom wstrzykiwano
dozylnie Hb-AF750 lub/i erytrocyty poddane szokowi cieplnemu (RBCs) zabarwione PKH. Po 1 godzinie
myszy usmiercono, watroby wypreparowano a komorki poddano analizie cytometrycznej. Komorki
zabarwiono przeciwciatami anty-CD45, anty-F4/80, anty-CD146 i anty-Stab2. Wyniki przedstawiono jako
sredni odsetek komdrek pozytywnych na A. Hb i C. PKH w odniesieniu do kontroli (PBS) oraz srednig
fluorescencje dla B. Hb i D. PKH + SD (n=4) **p<0.1***p<0.001 ****p<0.0001 (1-czynnikowa ANOVA
z korektg Tukey’a).
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4.13 Zbadanie pobierania Hb przez LSEC za pomocg makropinocytozy

W kolejnym etapie zbadano udziat procesu makropinocytozy w pobieraniu Hb przez
komorki LSEC. W tym celu nieparenchymalne komorki pierwotne watroby inkubowano
z inhibitorami: endocytozy klatrynozaleznej (Chloropromazine, CPZ), makropinocytozy
(EIPA), polimeryzacji aktyny (Latrunculin-A, LAT-A), GTPazy Cdc42 (ML 141) i B-kateniny
(PRI-724). Po inkubacji z inhibitorami, do komérek dodawano Hb-AF-750. Nastepnie,
pobieranie Hb przez komdrki nieparenchymalne oceniano za pomocg cytometrii
przeptywowej w populacji LSEC (CD459™mCD31MStab2"CD146M). Zaobserwowano
zdecydowanie mniejszy wychwyt Hb wkomodrkach, w ktérych zablokowano
makropinocytoze (inhibitor EIPA), niz w przypadku komérek, w ktérych zablokowano
endocytoze klatrynozalezng (inhibitor CPZ) (Ryc. 22A i B). Inhibicja polimeryzacji aktyny
(Latrunculin-A, LAT-A) oraz zahamowanie GTPazy Cdc42 (ML 141) miato istotny efekt
na zahamowanie pobierania Hb, jednak byt on mniejszy niz w przypadku zahamowania
makropinocytozy. Dodatkowo wykazano, ze internalizacja Hb byta czesciowo zalezna
od przebudowy aktyny, procesu niezbednego dla formowania sie makropinosomdéw oraz

kanonicznej Sciezki Wnt, ktdra bierze udziat w aktywacji makropinocytozy (Ryc. 22A i B).
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Rycina 22. Wptyw inhibitoréw endocytozy i makropinocytozy na pobieranie Hb zbadany za pomoca
cytometrii przeptywowej. Komarki nieparenchymalne inkubowano z inhibitorami endocytozy (CPZ),
makropinocytozy (EIPA), polimeryzacji aktyny (LAT-A), GTPazy Cdc42 (ML 141) i B-kateniny (PRI-724),
nastepnie do komérek dodawano Hb-AF647. Po inkubacji z Hb, komdrki zabarwiono przeciwciatami anty-
CD45, anty-CD31, anty-Stab2, anty-CD146 i poddano analizie za pomocg cytometrii przeptywowej. A. Na
wykresach przedstawiono s$rednig fluorescencje + SD Hb (MFI) w LSEC i B. srednig wartos¢ procentowg + SD
komérek pozytywnych na Hb. (n=6) *<0.1 **<0.01 ***<0.001 ****<0.0001 (1-czynnikowa ANOVA z korektg

Tukey’a).
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Wychwyt Hb w komadrkach pierwotnych inkubowanych z inhibitorami makropinocytozy
(EIPA) i endocytozy klatrynozaleznej (CPZ) obrazowano takie z wykorzystaniem
mikroskopii konfokalnej. W LSEC (kolor zielony) inkubowanych z CPZ (Ryc. 23A)
zaobserwowano wiecej sygnatu pochodzgcego od Hb (kolor czerwony) niz w przypadku
LSEC (kolor zielony) inkubowanych z EIPA (Ryc. 23B), co sugeruje, ze w przypadku kiedy

proces makropinocytozy jest zahamowany, LSEC nie mogg efektywnie pobrac¢ Hb.

A +CPZ B +EIPA
/Hb / /Hb/

Rycina 23. Wptyw inhibitora makropinocytozy na pobieranie Hb zobrazowany za pomoca mikroskopii
konfokalnej. Komorki nieparenchymalne inkubowano z inhibitorem endocytozy (CPZ) (A) lub inhibitorem
makropinocytozy (EIPA) (B), nastepnie do komodrek dodawano Hb-AF647 (kolor czerwony). Komorki
utrwalano i barwiono przeciwciatem anty-STAB2 (kolor zielony) oraz barwnikiem Hoechst (kolor niebieski) i
obrazowano za pomocg mikroskopii konfokalnej. Skala przedstawia 20 pum.

W kolejnym doswiadczeniu zbadano, czy po pobraniu Hb w LSEC obecne sg pecherzyki
makropinocytarne - makropinosomy. W tym celu wykonano dwa eksperymenty
z pierwotnymi LSEC, dodatkowo oczyszczonymi z KC za pomoca kulek magnetycznych
optaszczonych anty-F4/80. W pierwszym eksperymencie, watrobowe komérki pierwotne,
pozbawione KC, inkubowane byty z Hb-AF647 przez 1 h. Nastepnie komoérki utrwalano
i zabarwiono przeciwciatem anty-EEA1 (ang. Early Endosome Antigen 1), ktére wyznacza
wczesne endosomy. W drugim eksperymencie, po inkubacji komoérek z Hb-AF647,

komdérkom podano marker fazy ptynnej makropinosomow- dekstran. Nastepnie komaorki
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utrwalono i zabarwiono przeciwciatem anty-Stab2, wszystkie preparaty obrazowano przy
uzyciu mikroskopii konfokalnej. Barwienie LSEC markerem wczesnych endosomoéw,
wykazato obecnos¢ wielu wewngtrzkomérkowych pecherzykéw o rozmiarze
odpowiadajgcym makropinosomom (1-2 um) (Ryc. 24A kolor zielony). Zaobserwowano,
ze Hb-AF647 byta zamknieta w takich pecherzykach, chociaz niewyfacznie (Ryc. 24A kolor
niebieski). Wyniki wykazaty takze kolokalizacje Hb-AF647 (kolor czerwony) z dekstranem
(kolor zielony) (Ryc. 24B). Powyisze wyniki sugerujg, ze LSEC mogg wykorzystywac

makropinocytoze, jako mechanizm wychwytu wolnej Hb.
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Rycina 24. Pobieranie Hb za pomocg makropinocytozy. A. lokalizacja Hb-AF647 w pecherzykach zostata
zobrazowana w pierwotnych komérkach nieparenchymalnych oczyszczonych z KC. Strzatka wskazuje sygnat
Hb-AF647 (kolor niebieski) zlokalizowany w pecherzyku zabarwionym EEA1 (kolor zielony) i aktyng (kolor
biaty). B. kolokalizacje Hb-AF746 i dekstranu zobrazowano w komérkach LSEC zabarwionych przeciwciatem
anty-Stab2 (kolor biaty). Strzatki wskazujg nachodzgce na siebie sygnaty Hb-AF647 (kolor czerwony)
i dekstranu (kolor zielony) przedstawione na zdjeciu z natozonymi kanatami (powyzej) i na rozdzielonych
kanatach (ponizej). Skala przedstawia 20 pm.
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5. Dyskusja

W warunkach fizjologicznych hemoliza zachodzi w niewielkim stopniu
w Sledzionie, powodujgc ciggte uwalnianie niewielkich ilosci pozakomdrkowej Hb
do krazenia wrotnego. Natomiast w warunkach patofizjologicznych, takich jak anemie
dziedziczne i infekcje hemoliza moze miec znacznie wiekszg intensywnos$é, uwalniajac
wyzisze stezenia wolnej Hb. Produkty pochodzgce z hemolizy mogg by¢ szybko
neutralizowane przez liczne systemy obronne, w tym biatka osoczowe Hp i Hx, ktére
wychwytujg odpowiednio hemoglobine i hem. Mechanizmy te zapobiegajg szkodliwemu
dziataniu wolnej Hb, ktéra ma zdolnosci prooksydacyjne i prozapalne, co moze prowadzic¢
do uszkodzenia tkanek. Role w detoksykacji Hb przypisuje sie makrofagom, ktére
s3 odpowiedzialne za sekwestracje komplekséw Hb-Hp za pomoca receptora CD163 [82].
Jednakze to niejedyny mechanizm odpowiedzialny za wychwyt wolnej Hb.

Komérki srodbtonka zatok watroby (LSEC) s najliczniejszg populacja
nieparenchymalnych komérek watroby. LSEC nie tworzg zwyktej bariery w obrebie naczyi
zatokowych, ale petnig wazne funkcje fizjologiczne i immunologiczne, w tym odpowiadaja
za filtracje, endocytoze, prezentacje antygenu i rekrutacje leukocytéw [22]. Ponadto LSEC
inicjujg i podtrzymujg mechanizmy regeneracji watroby poprzez wydzielanie czynnikéw
wzrostu HGF i Wnt2 [83]. W warunkach fizjologicznych LSEC regulujg napiecie naczyn
watrobowych, przyczyniajgc sie do utrzymania niskiego cisSnienia wrotnego pomimo
znacznych zmian w przeptywie krwi przez watrobe zachodzgcych podczas trawienia. LSEC
utrzymujg w uspieniu komérki gwiazdziste watroby, zapobiegajac zwezaniu sie naczyn
krwionos$nych i procesowi zwitdknienia [21]. Zdolno$¢ LSEC do wychwytywania
makroczgsteczek takich jak zdenaturowany kolagen, lipopolisacharydy, wirusy, kompleksy
immunologiczne i LDL jest niezbedna do utrzymania homeostazy w watrobie. Biorgc pod
uwage te wielofunkcyjne witasciwosci, LSEC wykazujg unikalne cechy strukturalne
i fenotypowe, ktére odrdzniajg je od srodbtonka naczyn obecnego w innych narzgdach
[13].

W niniejszej pracy zidentyfikowano nowg i nieopisang dotychczas
homeostatyczng role LSEC, mianowicie pokazano, ze sg one gtdwng populacjg komdrek
odpowiedzialng za wychwyt wolnej Hb, ktdorg pobierajg poprzez makropinocytoze.

Mechanizm wychwytu Hb przebiega odmiennie do tego wystepujacego w makrofagach
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i jest on niezalezny od Hp czy receptora CD163. Ponadto wykazano, ze LSEC biorg udziat

w metabolizmie pobranej Hb i sg zdolne do jej degradacji.

5.1 Biodystrybucja wolnej Hb w organach

Wolna Hb w surowicy jest sekwestrowana przez Hp i wychwytywana przez receptor
CD163 obecny na makrofagach $ledzionowych i watrobowych KC. Jednak przedtuzone
warunki hemolityczne prowadzg do wysycenia tego mechanizmu i spadku poziomu Hp
[54]. Ponadto fagocytoza uszkodzonych RBC i wychwyt Hb prowadzg do wyczerpania puli
makrofagéw odpowiedzialnych za odzyskiwanie zelaza. Co wiecej opisano, ze Hb moze
by¢ réowniez sekwestrowana niezaleznie od CD163 lub Hp [56] [80]. Nadal jednak
nie scharakteryzowano, ktére mechanizmy s3 odpowiedzialne za niezaleine
od makrofagéw drogi usuwania wolnej Hb. W pierwszej czesci niniejszej pracy zbadano
wptyw usuniecia makrofagéow tkankowych, za pomoca liposoméw zawierajgcych kwas
klodronowy, na pobieranie wolnej Hb przez watrobe, sledzione, nerki i ptuca. Za pomocg
bioobrazowania organdw, zaobserwowano, ze watroba zaabsorbowata Hb z najwiekszg
wydajnoscig niezaleznie od obecnosci makrofagéw (Ryc. 6), co potwierdza obserwacje
z naszej poprzedniej pracy opisane w Kiraga i wsp. 2020 [84]. Uzyskane wyniki sugeruja,
ze w watrobie istnieje inna populacja komadrek, ktéra moze przejgé role wychwytu wolnej
Hb w przypadku nieobecnosci makrofagdw. Nastepnie zbadano biodystrybucje podane;j
dozylnie wolnej Hb (uprzednio wyznakowanej radioizotopem *3!l) (Ryc. 8). Uzyskane
wyniki potwierdzity najwiekszg wydajnos¢ watroby w wychwycie Hb w pordéwnaniu
do innych organdw posiadajgcych naczynia zatokowe. Wyniki powyzszych
eksperymentow wykazaty takze efektywny wychwyt Hb w nerkach, co potwierdza
doniesienia literaturowe o ekspresji Hp w nerkach, (zwtaszcza w przypadku wysokich
dawek wolnej Hb), wskazujgce na ich zaangazowanie w przetwarzanie wolnej Hb [55],
[85]-[87]. W badaniach przeprowadzonych przez Etzerodt i wsp. zaobserwowano
podobng biodystrybucje Hb u myszy dzikich, gdzie Hb skoniugowana z barwnikiem
ATTO488 zostata pobrana z najwiekszg wydajnoscig przez watrobe i z nieco mniejsza

przez nerki [80].
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5.2 Komoérki odpowiedzialne za wychwyt wolnej Hb

Analiza cytometryczna komodrek wyizolowanych z organéw poddanych
bioobrazowaniu wykazata, ze liposomalny klodronat skutecznie spowodowat deplecje KC,
ale nie wptynat na liczebno$¢ dwdch innych dominujacych populacji komérek w watrobie-
hepatocytow i LSEC (Ryc. 7). Nie jest to zaskakujgcy wynik z uwagi na to, ze liposomy
z kwasem klodronowym sg narzedziem stosowanym z sukcesem od lat, do relatywnie
precyzyjnego i przejsciowego usuniecia komorek fagocytujgcych. W kolejnym etapie
zbadano zdolnosc¢ réznych populacji komérek watroby do wychwytu Hb. Zaobserwowano,
ze tylko dwie populacje komdrek pobraty Hb- KC i LSEC, przy czym LSEC byly w tym
procesie dwa razy bardziej efektywne niz KC, co zostato odzwierciedlone przez wyzszy
odsetek populacji pozytywny na Hb oraz ich wiekszg fluorescencje (Ryc. 10). Wedtug
literatury obecnosc¢ receptora CD163 na KC, pozwala odrézni¢ KC od pozostatych komérek
watroby, ale jego niskie poziomy ekspresji opisano takze w LSEC [12]. Aby to potwierdzic,
zbadano bazalng ekspresje genu Cd163 w pierwotnych KC i LSEC. Sposréd badanych
komorek, tylko KC wykazaty ekspresje genu Cd163 (Ryc. 13). Ponadto podanie myszom
kompleksu Hb/Hp nie zwiekszyto, ale nieznacznie zmniejszyto efektywnos¢ wychwytu Hb
zaréwno w KC jak i w LSEC (Ryc. 14). Podobne wyniki zostaty uzyskane w eksperymencie
in vitro, gdzie zaobserwowano bardziej efektywny wychwyt wolnej Hb niz kompleksu
Hb:Hp, zaréwno przez LSEC jak i KC (Ryc. 15). Wyniki te $wiadczg o tym, ze pobieranie Hb
w znacznym stopniu jest niezalezne od Hp i receptora CD163. Powyzisze obserwacje
potwierdzajg dotychczasowe dane, z ktérych wynika, ze u myszy wychwyt Hb
przez receptor CD163 jest niezalezny od formowania sie kompleksu Hb/Hp [80]. Etzerdot
i wsp. wykazali, ze wychwyt Hb u myszy Cd163**i u myszy Cd1637 byt na takim samym
poziomie. Ponadto, inna grupa badaczy zaobserwowata, ze brak Hp nie zaburzyt
pobierania wolnej Hb u myszy Hp7" [88]. Wedtug przytoczonych wyzej publikacji,
w przeciwienstwie do ludzkiej Hp, mysia Hp nie powoduje bardziej efektywnego
wychwytu Hb przez receptor CD163, ktéry prawdopodobnie odpowiada za pobieranie
tylko czesci wolnej Hb [80] [88]. Wczesniejsze badania wykazaty takze, ze wolna mysia Hb
pobierana przez zalezng od receptora endocytoze, hamuje wychwyt kompleksu Hb/Hp,
co moze $wiadczy¢ o ich wspdlnym miejscu wigzania do receptora CD163 [56]. Obecnie,

CD163 jest badany jako biomarker standw zapalnych i potencjalny cel terapeutyczny.
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Ze wzgledu na réznice w mechanizmach dotyczacych wychwytu Hb przez CD163
pomiedzy ukfadem ludzkim a mysim, translacja badani nie jest oczywista [80]. We
wczesniejszych badaniach role CD163 w wychwycie Hb stwierdzono gtdwnie przez
nadekspresje CD163 w komdrkach nabtonkowych, takich jak ludzkie embrionalne komaérki
nerki (HEK293) czy chomicze komérki jajnika (CHO). Nie sg to idealne modele dobrze
oddajace fizjologiczng funkcje tego receptora. Natomiast zaangazowanie CD163 w
ludzkich makrofagach badano przy uzyciu poliklonalnych przeciwciat blokujgcych CD163
[56][89], jednakie to podejscie mozie prowadzi¢c do szybkiej internalizacji
zopsonizowanego receptora razem z duzg iloscig btony komérkowej, powodujac
zahamowanie pobierania Hb np. przez zahamowanie makropinocytozy, ktéra wymaga
znacznych ilosci btony. Uzyskane przez nas wyniki nie wykluczajg wktadu makrofagéw
w wychwyt Hb w warunkach hemolitycznych, poniewaz zaobserwowano, ze wraz
ze wzrostem dawki Hb podanej do krazenia, wzrasta pobieranie Hb przez KC. W naszych
badaniach wychwyt Hb zweryfikowano in vivo pokazujac, ze LSEC jakosciowo i iloSciowo
przewyzszajg w tym zadaniu KC i makrofagi sledzionowe posiadajgce receptor CD163 (Ryc.
17). Pozostaje do ustalenia, w jakim stopniu wychwyt Hb za posrednictwem LSEC chroni
inne narzady w zaburzeniach hemolitycznych oraz czy funkcje LSEC sg zaburzone w takich

warunkach.

5.3 Srddbtonki

Wsréd organdéw charakteryzujgcych sie obecnoscig naczyn zatokowych, oprécz
watroby mozna wymienic takze $ledzione i szpik kostny. Zatokowe komorki Srédbtonka
tych organdw, podobnie jak w przypadku watroby, nie sg tylko ,biernymi” przewodami
dostarczajgcymi tlen i sktadniki odzywcze, ale wspierajg rozwdj i regeneracje organdéw
poprzez wydzielanie tkankowo specyficznych parakrynnych czynnikéw wzrostu [27].
Na przyktad komorki $rédbtonka szpiku kostnego wydzielajg ligand szlaku sygnatowego
Notch niezbedny do odtworzenia hematopoezy po chemioterapii i radioterapii [90].
Makrofagi rozmieszczone wzdtuz naczyn zatokowych odpowiadajg za wychwyt
egzogennych patogendw i zniszczonych komoérek. Ze wzgledu na role sledzionowych RPM
w metabolizmie Hb i usuwaniu martwych erytrocytdw, w niniejszej pracy poréwnano

zdolnos¢ do wychwytu Hb pomiedzy populacjami zatokowych komérek srédbtonkowych
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i makrofagéw w watrobie i $ledzionie. Wychwyt Hb zbadano takie w zatokowym
srodbtonku szpiku kostnego i nie-zatokowym s$rddbfonku aorty. Wykorzystujac
bioobrazowanie i cytometrie przeptywowg nie zaobserwowano akumulacji Hb
w komarkach szpiku kostnego i aorty (Ryc. 8). Badania wykazaty niezwyktg zdolnos¢ LSEC
do internalizacji Hb w pordéwnaniu z innymi analizowanymi typami komodrek, gdzie
dla LSEC w zaleznosci od dawki 80%-98% komodrek pobrato Hb. Zdolnos¢ wychwytywania
Hb przez KC i komoérki srodbtonka sledziony byta stopniowo zwiekszana wraz z dawka Hb,
podczas gdy RPM pobieraty Hb tylko przy najwyzszej podanej dawce (Ryc. 17). Powyzsze
dane sugerujg, ze LSEC funkcjonujg jako gtéwne komérki zmiatajgce wolng Hb, zaréwno
przy niskich jak i wysokich stezeniach. W przypadku wysokich dawek
Hb- odzwierciedlajgcych warunki hemolityczne, funkcja LSEC jest wspierana

przez makrofagi watroby i sledziony oraz komadrki srédbtonka Sledziony.

5.4 Makropinocytoza

Funkcje wychwytu substancji przez LSEC w naczyniach zatokowych
przypisywano dotychczas ich aktywnosci endocytarnej i powierzchniowej ekspresji
receptorow zmiatajgcych [25]-[27]. Zaprezentowane tutaj badania in vivo oraz na
komoédrkach pierwotnych pokazaty, ze LSEC pobierajg znaczniki fazy ptynnej takie jak
albumina (Ryc. 20) i dekstran (Ryc.24), co oznacza, ze sg one zdolne do makropinocytozy,
podobnie jak makrofagi i komodrki dendrytyczne, ktére w ten sposdb mogg pobieraé
antygeny prezentowane nastepnie na ich powierzchni [91]. Zaobserwowano, ze rozmiar
makropinosomow, w  ktdérych zlokalizowana jest Hb (Ryc. 24A), odpowiada
makropinosomom konstytutywnym, ktdre sg mniejsze niz te, ktére powstajg po stymulacji
komoérek [92]. W badaniach, w ktérych poréwnywano mechanizm wychwytu antygenu
przez komodrki dendrytyczne i LSEC pokazano, ze obydwa rodzaje komédrek pobieraty
dekstranialbumine z takg samg efektywnoscig [93] [94]. Wyniki te sugerujg, ze LSEC moga
takze internalizowa¢ antygeny za pomocg makropinocytozy. Wedtug literatury, komorki
srodbtonka wykazujg niski poziom makropinocytozy konstytutywnej [71], ale proces ten
moze by¢ stymulowany przez czynniki wzrostu lub patogeny. Jednym z przyktadow moze
by¢ badanie, w ktédrym pokazano, ze komodrki $rédbtonka aorty w odpowiedzi

na ptytkopochodny czynnik wzrostu (ang. PDGF) intensyfikujg proces marszczenia btony,
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ktory bazalnie jest niski [95]. Komorki srédbtonka mdézgu za pomocg makropinocytozy
internalizujg wirusa HIV-1 oraz bakterie Escherichia coli K1, natomiast komorki srodbtonka
zyly pepowinowej pobierajg w ten sposdéb wirusa miesaka Kaposiego [71]. Opisano
rowniez udziat makropinocytozy w pobieraniu koncowych produktéw glikacji biatek
(AGE’s) przez komorki srédbtonka nerek [96]. Zdolnos¢ LSEC do konstytutywnej
makropinocytozy opisana w tej pracy odréznia je od $rdédbtonkdw innych narzaddw,
w ktorych proces ten musi zosta¢ zainicjowany przez czynniki wzrostu lub obecnosc
patogendw. Ostatnie doniesienia naukowe sugerujg, ze ligandy Wnt powodujg niezalezng
od receptora endocytoze czasteczek takich jak BSA i dekstran, bedgce typowymi
markerami makropinocytozy [73] [74]. Sciezka sygnatowa Wnt reguluje wiele proceséw
podczas rozwoju embrionalnego, w tym angiogeneze i organogeneze oraz powigzana jest
z wieloma nowotworami, chorobami neurologicznymi oraz utrzymaniem gestosci kosci
u dorostych. Aby doszto do transdukcji sygnatu, ligandy Wnt sg endocytowane w sposdb
zalezny od klatryny [97]. Badania przeprowadzone na komérkach nowotworowych jelita
grubego, ktére charakteryzuje akumulacja B-kateniny w jadrze komdrkowym
oraz intensywna makropinocytoza, wykazaty, ze zablokowanie makropinocytozy
inhibitorem EIPA powoduje spadek ilosci jadrowej B-kateniny [76]. Akumulacja jadrowe;j
B-kateniny jest markerem aktywnego szlaku Wnt, zatem wyniki te pokazuja,
ze makropinocytoza jest istotnym procesem dla funkcjonowania tej sciezki sygnatowe;j.
Dodatkowo, badania przeprowadzone na embrionach Xenopus laevis wykazaty,
ze zahamowanie negatywnego regulatora Sciezki Wnt - GSK3B chlorkiem litu,
spowodowato utworzenie sie makropinosomow i ich szybki transfer do lizosomow. Wptyw
zahamowania GSK3B na makropinocytoze byt poréwnywalny to tego, ktdry uzyskano
poprzez stymulacje czynnikiem Wnt3a. Obserwacja ta potwierdza, ze ligandy Wnt
sekwestrujg GSK3B umozliwiajgc translokacje B-kateniny do jadra komorkowego
i uruchomienie transkrypcji genéw docelowych [98]. Badania przedstawione w niniejszej
pracy wykazaty, ze zablokowanie endocytozy klatrynozaleznej za pomocg CPZ,
nie wptyneto znaczaco na pobieranie Hb przez pierwotne komérki LSEC, natomiast
zahamowanie makropinocytozy inhibitorem EIPA znacznie zmniejszyto pobieranie Hb
(Ryc. 22 i 23). Dodatkowo inhibicja czynnikéw kluczowych dla Sciezki sygnatowej Wnt-
GTPazy Cdc42 i B-kateniny, takze miatfa istotny efekt na zahamowanie pobierania Hb

(Ryc. 22). Powyisze wyniki sugeruja, ze komorki LSEC pobieraja wolng Hb za pomocg
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makropinocytozy, ktdéra zalezna jest od dziatania kanonicznej Sciezki sygnatowej Wnt.
Lepsze poznanie mechanizmu, za pomocy ktérego sygnaling B-kateniny podtrzymuje
makropinocytoze w LSEC i sprawdzenie, czy jej blokada farmakologiczna ostabitaby

wychwyt Hb przez watrobe, wymaga dalszych badan.

5.5 Choroby hemolityczne

Kluczowg funkcjg Hb w erytrocytach jest wigzanie i transport tlenu z ptuc
do wszystkich tkanek organizmu w celu zaspokojenia ich potrzeb metabolicznych.
Hemoliza skutkujgca uwolnieniem wolnej Hb i hemu wystepuje w wielu stanach
chorobowych oraz podczas interwencji klinicznych, w tym w niedokrwistos$ciach
genetycznych i nabytych, takich jak niedokrwistos¢ sierpowatokrwinkowa, oparzenia,
krgzenie pozaustrojowe czy masowe transfuzje krwi. W wyniku ostrej hemolizy
wewnatrznaczyniowej, znaczne ilosci wolnej Hb przedostajg sie do osocza, co prowadzi
do stanu zwanego hemoglobinemia. Nadmiar wolnej Hb filtrowany jest przez nerki, ktére
nastepnie wydalajg Hb do moczu powodujgc hemoglobinurie [99]. Hemoglobinuria moze
prowadzi¢ do ostrej niedokrwiennej martwicy cewek nerkowych, wynikajgcej ze zdolnosci
wolnej Hb do wigzania tlenku azotu (NO), kluczowej czgsteczki regulujgcej napiecie
naczyniowe. Hemoglobina moze ulegac reakcjom utleniania, ktére wytwarzajg reaktywne
formy tlenu, potencjalnie powodujgc uszkodzenie komérek [55]. Obecnie stosowane
praktyki medycyny transfuzyjnej majg na celu zminimalizowanie powyzszych zagrozen.
Niedobér ludzkiej krwi do transfuzji osiggnat krytyczny poziom w wielu miejscach na catym
Swiecie, co generuje potrzebe opracowania zastepczych terapeutycznych nosnikéw tlenu
[100]. Chociaz nie istnieje powszechnie akceptowany lub zatwierdzony na catym Swiecie
substytut krwi, produkt bazujgcy na spolimeryzowanej Hb jest obecnie dopuszczony
do stosowania w Potudniowe]j Afryce, Rosji i w wyjatkowych przypadkach w USA [101].
Polimeryzacja czgsteczek Hb znaczgco zwieksza rozmiar pozakomdrkowej Hb
co minimalizuje ekstrawazacje i wptywa na wydtuzenie okresu péttrwania Hb w krazeniu
[102]. Istotnym zagadnieniem w kwestii stosowania takich terapeutykéw
sq patofizjologiczne zjawiska, ktére zalezne sg od stezenia pozakomodrkowej Hb

w krazeniu i w tkankach. Zdolnos$¢ do wychwytu wolnej Hb pochodzacej z fizjologicznej
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puli umierajacych erytrocytéw i tagodnej hemolizy jest jedng z funkcji Hp. W zaleznosci
od stopnia nasilenia hemolizy, poziom Hp w osoczu moze sie obnizy¢ czynigc
ten mechanizm detoksykacyjny nieskutecznym. W przypadku obnizenia sie poziomu Hp,
role w wychwycie wolnej Hb moga przejmowac¢ dodatkowe mechanizmy. Jak opisano
W niniejszej pracy, Hb moze by¢ pobierana przez LSEC za pomocg makropinocytozy lub
KC poprzez mechanizm niezalezny od formowania sie kompleksu Hb/Hp i jego wychwyt
przez receptor CD163 [80]. W przypadku nasilonej hemolizy w proces ten moga sie
angazowa¢ RPM i komorki srédbtonka $ledziony. Dawki Hb podane myszom, ktére
wykorzystano do badania tego procesu, zostaty dobrane tak, aby nie wysyci¢ naczyniowej
Hp. Wedtug danych literaturowych w warunkach fizjologicznych u myszy, poziom Hp
wysycony jest przy 50 pg wolnej Hb na 10 g masy ciata [80]. Niskie dawki Hb podane
myszom- 1 pg/mysz i 10 ug/mysz (czyli dawki ponizej stezen wysycajgcych Hp), pozwolity
na zbadanie wptywu Hp na pobieranie tego biatka. Efekty ostrej hemolizy uzyskano
podajgc myszom 10 mg Hb, czyli dawke ktéra odpowiada ilosci Hb wydzielonej podczas
hemolizy RBC zawartych w 100 ul krwi. Tak wiec podana Hb byta w nadmiarze w stosunku
do dostepnej Hp, co pozwolito na analize wychwytu zaréwno kompleksu Hb/Hp jak
i wolnej Hb.

Niedokrwistos¢ sierpowatokrwinkowa to wrodzona choroba spowodowana
nieprawidtowg budowg tancucha B w Hb. Tak zmodyfikowang Hb okresla sie jako HbS,
ma ona mniejsze powinowactwo do tlenu niz prawidtowa HbA. Niskie stezenie tlenu
powoduje polimeryzacje Hb, przez co erytrocyty przyjmujg sierpowaty ksztatt i sg sktonne
do szybszego rozpadu [103]. Pozakomdrkowa Hb ogranicza biodostepnos$¢ NO, powodujac
dysfunkcje srédbtonka i zwezenie naczyn krwionosnych. Uszkodzenie srédbtonka ma
kluczowe znaczenie dla patogenezy wielu powiktan niedokrwistosci
sierpowatokrwinkowej. Uszkodzenia watroby wynikajgce z obecnosci sierpowatych
erytrocytdw w naczyniach i niedotlenienia, sg wazng przyczyng smiertelnosci pacjentéw
z niedokrwistoscig sierpowatokrwinkowg [104].

Badania opisane w niniejszej pracy wykazaty, ze podanie wolnej Hb myszom,
powoduje naciek monocytéw w watrobie i wzrost poziomu ekspresji genu Ccl2 - cytokiny,
ktora rekrutuje monocyty, limfocyty T i komorki dendrytyczne w miejsca stanu zapalnego
(Ryc. 16B). Ponadto, po podaniu Hb w watrobie zaobserwowano wzrost ekspresji genu

Hmox1 kodujacego oksygenaze hemowa 1 -enzymu odpowiadajacego za rozpad hemu
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do zelaza, biliwerdyny i tlenku wegla (Ryc. 16C). Wzrost poziomu HO-1 jest takze
markerem stresu oksydacyjnego [105]. Wyniki te sugerujg, ze LSEC nie tylko pobierajg Hb,
ale takze biorg udziat w jej metabolizmie. W kontekscie choréb hemolitycznych, warto
bytoby doktadniej zbadaé czy wysoki poziom wychwytu Hb w LSEC powoduje w nich stres
oksydacyjny, ktéry razem z indukowanym stanem zapalnym moze przyczyniac¢ sie
do patologii sSrédbtonka w tych chorobach.

Zgodnie z literaturg, KC odpowiedzialne sg za usuwanie starzejgcych sie komorek
z watroby i krazenia. Gtédwnie proces ten dotyczy starzejgcych sie lub martwych RBC
i ptytek krwi [38], [106]. KC pochtaniajg RBC, degradujg ich komponenty i eksportujg
zelazo przez ferroportyne btonowa, ktdére nastepnie moze byé wykorzystane
do utworzenia nowych RBC [107]. Ponadto obecnos$¢ uszkodzonych RBC jest
charakterystyczna dla nabytych i dziedzicznych choréb hemolitycznych [54]. W niniejszej
pracy wykazano, ze uszkodzone przez stres cieplny RBC pobierane byty przez KC,
co potwierdza dane literaturowe. Ponadto, jednoczesne podanie Hb i RBC wykazato
wyrazny podziat zadan pomiedzy LSEC i KC-LSEC pobieraty gtéwnie wolng Hb, podczas gdy
KC odpowiedzialne byty za pobieranie uszkodzonych RBC (Ryc. 21). Nieopublikowane
badania naszego zespotu wykazaty, ze nieuszkodzone RBC zostaty pobrane gtdwnie przez
$ledzionowe RPM, natomiast za pobieranie gtéwnych produktéw hemolizy jakimi sg btony
RBC i Hb, odpowiedzialne sg odpowiednio KC i LSEC. Zgodnie z literaturg, wyniki te mogg
Swiadczy¢ o skutecznej fagocytozie nienaruszonych RBC przez sledzionowe RPM, podczas
gdy watroba odpowiedzialna jest za usuwanie produktéw hemolizy [45] [63].

Podsumowujgc, w niniejszej pracy wykazano, Zze wbrew wczesniejszym
doniesieniom o dominujacej roli makrofagéw w wychwycie wolnej Hb, to LSEC sg gtéwna
populacjg komérek wykonujacg to zadanie. W przypadku ostrej hemolizy, kiedy uwalniane
sg duze ilosci Hb, LSEC wspierane sg w tej funkcji przez KC, RPM i komadrki srodbtonka
Sledziony. Ponadto wykazano, ze pobieranie Hb przez LSEC jest niezalezne od Hp
i receptora CD163, a proces ten zachodzi za pomocg makropinocytozy zaleznej od
kanonicznej $ciezki sygnatowej Wnt. Z uwagi na fakt, ze zjawisko to opisano w niniejszej
rozprawie po raz pierwszy, wymaga ono dalszych badan, m.in. nad tym jaka role mogg
petni¢ LSEC w detoksykacji Hb w warunkach hemolizy oraz jaki wptyw na patologie

$rodbtonka w chorobach hemolitycznych moze mie¢ wysoki poziom Hb w LSEC.
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6. Wnioski

Na podstawie analizy wynikdow uzyskanych w czesci doswiadczalnej niniejszej pracy,

wyciggnieto nastepujgce wnioski:

e LSEC sg gtéwng populacjg komorek watroby odpowiedzialng za pobieranie wolnej
Hb u myszy.

e LSEC pobierajg wolng Hb za pomocg makropinocytozy, w sposdb niezalezny od Hp
i receptora CD163.

e Usuwanie produktdw hemolizy zachodzi w watrobie, gdzie wystepuje specjalizacja
komédrkowa - KC sg odpowiedzialne za wychwyt zniszczonych RBC, a LSEC
za pobieranie wolnej Hb.

e LSEC biorg udziat w metabolizmie pobranej Hb.
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UCHWALA NR WAW?2/138/2019
z dnia 13 wrzes$nia 2019 .

Il Lokalnej Komisji Etycznej do spraw doswiadczen na zwierzetach w Warszawie

§1

Na podstawie art. 48 ust. 1 pkt. 1! ustawy z dnia 15 stycznia 2015r. o ochronie zwierzat
wykorzystywanych do celéw naukowych lub edukacyjnych (Dz. U. poz. 266), zwanej dalej ,,ustawg” po
rozpatrzeniu wniosku pt.: ,,Badanie farmakodynamiki wolnej hemoglobiny i jej lokalizacji komérkowe;j
w watrobie” z dnia 05 wrzesnia 2019 roku, ztozonego przez Warszawski Uniwersytet Medyczny, |
Wydziat Lekarski, adres: ul. Zwirki i Wigury 61, 02-091 Warszawa, zaplanowanego przez Tomasza
Rygiela?

przy udziale? -

Lokalna Komisja Etyczna:

WYRAZA ZGODE

na przeprowadzenie doswiadczen na zwierzetach w zakresie wniosku.

§2
W wyniku rozpatrzenia wniosku o ktérym mowa w §, Lokalna Komisja Etyczna ustalita, ze:

1. Wniosek nalezy przypisac do kategorii: [PB2] badania podstawowe, sercowo naczyniowy uktad
krgzenia krwi i limfy.

2. Najwyzszy stopien dotkliwosci proponowanych procedur to: umiarkowana.

3. Doswiadczenia bedg przeprowadzane na gatunkach lub grupach gatunkow?:

Gatunek Wiek/stadium Liczba
Mysz domowa BALB/c 8-12 tygodni 320

4. Dosdwiadczenia beda przeprowadzane przez: Tomasz Rygiel, Zofia Pilch, Marcin Skérzynski,
Zuzanna Sas, Tufodziecka Karolina, Agata Osiak, Damian Strzemecki.

5. Doswiadczenie bedzie przeprowadzane w terminie® od 23.09.2019 do 31.07.2023 r.

6. Doswiadczenie bedzie przeprowadzone w osrodku®: nie dotyczy.

7. Doswiadczenie bedzie przeprowadzone poza osrodkiem, w: CePT WUM, Banacha 1B, 02-004
Warszawa.

8. Uzyte do procedur zwierzeta dzikie zostang odtowione przez: nie dotyczy.

L Niewtasciwy zapis usungc

2 imie i nazwisko osoby, ktdra zaplanowata i jest odpowiedzialna za przeprowadzenie do$wiadczenia
3 Wypetni¢ w przypadku dopuszczenia do postepowania organizacji spoteczne;j.

4 Podaé liczbe, szczep/stado, wiek/stadium rozwoju

5 Nie dtuzej niz 5 lat



§3
Uzasadnienie:

Komisja ocenita wniosek zgodnie z kryteriami zawartymi w art. 47.1. ustawy z dnia 15 stycznia
2015 r. o ochronie zwierzat wykorzystywanych do celéw naukowych lub edukacyjnych (Dz. U. poz.
266). Po zapoznaniu sie z problematyka badawcza przedstawiong we wniosku komisja stwierdza, ze
przedstawiony projekt spetnia zasady dopuszczenia doswiadczen na zwierzetach. Na podstawie art.
107 § 4 ustawy z dnia 14 czerwca 1960 r. — Kodeks postepowania administracyjnego z pézniejszymi
zmianami (Dz. U. z 2017 poz. 1257) odstgpiono od sporzadzania uzasadnienia decyzji, gdyz uwzglednia
ona w cafosci zadanie strony.

&4

Integralng czes¢ niniejszej uchwaty stanowi kopia wniosku, o ktérym mowa w § 1.

(Pieczec lokalnej komisji etycznej) (POd/bIS P zewodmczacej komisji)

Pouczenie:

Zgodnie z art. 33 ust. 3iart. 40 ustawy w zw. zart. 127 § 1i 2 oraz 129 § 2 ustawy z dnia z dnia 14 czerwca
1960 r. Kodeks postepowania administracyjnego (Dz. U. 2017, poz. 1257 —tj.; dalej KPA) od uchwaty Lokalnej
Komisji Etycznej strona moze wnies$¢, za jej posrednictwem, odwotanie do Krajowej Komisji Etycznej do Spraw
Doswiadczen na Zwierzetach w terminie 14 od dnia doreczenia uchwaty.

Na podstawie art. 127a KPA w trakcie biegu terminu do wniesienia odwotania strona moze zrzec sie prawa do
jego wniesienia, co nalezy uczyni¢ wobec Lokalnej Komisji Etycznej, ktora wydata uchwate. Z dniem
doreczenia Lokalnej Komisji Etycznej oswiadczenia o zrzeczeniu sie prawa do wniesienia odwotania przez
ostatnig ze stron postepowania, decyzja staje sie ostateczna i prawomocna.

Otrzymuje:
1)  Uzytkownik,
2)  Organizacja spoteczna dopuszczona do udziatu w postepowaniu (jesli dotyczy)
3) a/a
Uzytkownik kopie przekazuje:
o Osoba planujaca doswiadczenie
. Zespot ds. dobrostanu



UCHWALA NR WAW2/152/2020

z dnia 16 grudnia 2020 r.

IT Lokalnej Komisji Etycznej do Spraw Doswiadczen na Zwierzgtach w Warszawie

§1

Na podstawie art. 48 ust. 1 pkt. 1! ustawy z dnia 15 stycznia 2015r. o ochronie zwierzat
wykorzystywanych do celéw naukowych lub edukacyjnych (Dz. U. z 2019 1. poz. 1392), zwanej dale]
,ustawg” po rozpatrzeniu wniosku pt.: ,,Badanie efektu biologicznego wolnej hemoglobiny na
komoérki watroby i rozwéj stanu zapalnego” z dnia 05 listopada 2020 roku, ztozonego przez:
Zaktad Immunologii Wydziatu Lekarskiego, Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego, adres: ul.
Jana Nielubowicza 5, 02-097 Warszawa, zaplanowanego przez Tomasza Rygla?

przy udziale? -

Lokalna Komisja Etyczna:

WYRAZA ZGODE

na przeprowadzenie doSwiadczen na zwierzetach w zakresie wniosku.

§2

W wyniku rozpatrzenia wniosku o ktérym mowa w § 1, Lokalna Komisja Etyczna ustalita, ze:

1. Whniosek nalezy przypisa¢ do kategorii: badania podstawowe, sercowo naczyniowy ukfad

krazenia krwi i limfy [PB2].

2. Najwyzszy stopien dotkliwos$ci proponowanych procedur to: umiarkowana.
3. Dos$wiadczenia beda przeprowadzane na gatunkach lub grupach gatunkéw*:

Gatunek Wiek/stadium rozwoju Liczba
Mysz domowa, szczep BALB/c 8-12 tyg. 328
Mysz domowa, szczep C57BL/6 knock-out (Hp-KO) 8-12 tyg. 30
Mysz domowa, szczep C57BL/6 8-12 tyg. 30

4. Doswiadczenia beda przeprowadzane przez: Tomasz Rygiel, Marcin Skorzyfiski, Zuzanna

Sas, Agata Osiak, Damian Strzemecki.

5. Doswiadczenie bedzie przeprowadzane w terminie’ od 21.12.2020 do 20.12.2024 r.

6. Doswiadczenie bedzie przeprowadzone w osrodku®: Zwierzetarnia Zaktadu Immunologii
Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego, Warszawa, ul. Banacha 1B.

7. Doswiadczenie bgdzie przeprowadzone poza oSrodkiem, w: nie dotyczy.

8. Uzyte do procedur zwierzeta dzikie zostang odtowione przez: nie dotyczy.

nie retrospektywnej-ra—pedstawie—art—>3

fs
l

L Niewtasciwy zapis usungc

2 imie i nazwisko osoby, ktéra zaplanowata i jest odpowiedzialna za przeprowadzenie doswiadczenia

3 Wypetni¢ w przypadku dopuszczenia do postepowania organizacji spoteczne;.
4 podac liczbe, szczep/stado, wiek/stadium rozwoju
5> Nie dtuzej niz 5 lat




§3

Uzasadnienie:

Komisja ocenita wniosek zgodnie z art. 47 ust. 1 1 2 ustawy z dnia 15 stycznia 2015 r. o ochronie
zwierzat wykorzystywanych do celéw naukowych lub edukacyjnych (Dz. U. z 2019 r. poz. 1392). Po
zapoznaniu si¢ z problematyka badawcza przedstawiona we wniosku komisja stwierdza, ze
przedstawiony projekt spetnia zasady dopuszczenia doSwiadczeri na zwierzetach pod katem oceny
etycznej. Na podstawie art. 107 § 4 ustawy z dnia 14 czerwca 1960 r. — Kodeks postgpowania
administracyjnego z pdézniejszymi zmianami (Dz. U. 2020 r. poz. 256) odstapiono od sporzadzania
uzasadnienia decyzji, gdyz decyzja jest zgodna z wnioskiem strony.

§4

Integralng czg¢$¢ niniejszej uchwaty stanowi kopia wniosku, o ktérym mowa w § 1.

Szkota Gtowna Gospodarstwa Wiejskiego PRZEWODNICZACA
w Warszawie Il Lokainej Komisji Etycznej

Il Lokalna Komisja Etyczna ds. Dok
ds. Doswiadczen na Zwierzgtach

fi na Zwierzetach przy SGGW
- 600 8
02-786 Wﬁ:{zaz";a‘sglggg’fg o I Prof. drfhab. foanna Gromadzka-

(Piecze¢ lokalnej komisji etycznej) (Podpis Przewodniczacej Komisji)

Pouczenie:

Zgodnie z art. 33 ust. 3 i art. 40 ustawy w zw. z art. 127 § 11 2 oraz 129 § 2 ustawy z dnia z dnia 14
czerwca 1960 r. Kodeks postepowania administracyjnego (Dz. U. 2017, poz. 1257 —tj.; dalej KPA) od uchwaty
Lokalnej Komisji Etycznej strona moze wnies¢, za jej posrednictwem, odwotanie do Krajowej Komisji
Etycznej do Spraw Doswiadczeri na Zwierzetach w terminie 14 od dnia dorgczenia uchwaty.

Na podstawie art. 127a KPA w trakcie biegu terminu do wniesienia odwotania strona moze zrzec si¢
prawa do jego wniesienia, co nalezy uczyni¢ wobec Lokalnej Komisji Etycznej, ktora wydata uchwate. Z
dniem doreczenia Lokalnej Komisji Etycznej o§wiadczenia o zrzeczeniu si¢ prawa do wniesienia odwotania
przez ostatnig ze stron postgpowania, decyzja staje si¢ ostateczna i prawomocna.

Otrzymuje:
1)  Uzytkownik,
2)  Organizacja spoleczna dopuszczona do udziatu w postgpowaniu (jesli dotyczy)
3) ala
Uzytkownik kopie przekazuje:
e Osoba planujaca doswiadczenie
U Zespét ds. dobrostanu



UCHWALA NR WAW2/179/2021
z dnia 22 grudnia 2021 r.

II Lokalnej Komisji Etycznej do Spraw Doswiadczeni na Zwierzgtach w Warszawie

§1

Na podstawie art. 48 ust. 1 pkt. 1! ustawy z dnia 15 stycznia 2015r. o ochronie zwierzat
wykorzystywanych do celéw naukowych lub edukacyjnych (Dz. U. z 2021 r. poz. 1331), zwanej dalej
,»ustawa” po rozpatrzeniu wniosku pt.: ,,Biodystrybucja i efekt dziatania na kom. watroby wolnej
hemoglobiny w organizmie” z dnia 09.11.2021 roku, zlozonego przez Zakltad Immunologii
Wydziatu Lekarskiego Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego, adres: ul. Jana Nielubowicza 5,
02-097 Warszawa, zaplanowanego przez Tomasza Rygla? przy udziale:? (nie dotyczy)

Lokalna Komisja Etyczna:

WYRAZA ZGODE

na przeprowadzenie doSwiadczen na zwierzetach w zakresie wniosku.

§2
W wyniku rozpatrzenia wniosku o ktérym mowa w § 1, Lokalna Komisja Etyczna ustalita, ze:
1. Whniosek nalezy przypisa¢ do kategorii: badania podstawowe, sercowo naczyniowy uktad
krazenia krwi i limfy [PB2].
2. Najwyzszy stopien dotkliwosci proponowanych procedur to: umiarkowana.
3. Doswiadczenia beda przeprowadzane na gatunkach lub grupach gatunkow?:

Gatunek Wiek/stadium rozwoju Liczba

Mysz domowa BALB/c 8 — 12 tygodni 90

1. Do$wiadczenia bgdg przeprowadzane przez: Tomasz Rygiel, Marcin Skoérzynski, Zuzanna
Sas, Cheda Lukasz, Paulina Hamankiewicz, Weronika Wargocka-Matuszewska.

2. Doswiadczenie bedzie przeprowadzane w terminie® od 01.01.2022 do 31.12.2025 .

3. Doswiadczenie bedzie przeprowadzone w o§rodku®: (1) Zwierzetarnia Zaktadu Immunologii
WUM, ul. Banacha 1B, budynek CBP, 02-091 Warszawa, (2) Zwierzetarnia w Centrum Nauk
Biologiczno-Chemicznych UW, ul. Zwirki i Wigury 101, 02-089 Warszawa.

4. Doswiadczenie bedzie przeprowadzone poza oSrodkiem, w: nie dotyczy.

5. Uzyte do procedur zwierzgta dzikie zostang odtowione przez: nie dotyczy.

6. Doswiadczenie zestanie/nie zostanie poddane ocenie retrospektywnej na—pedstawie-art—3

! Niewtasciwy zapis usungé

Zimie i nazwisko osoby, ktéra zaplanowata i jest odpowiedzialna za przeprowadzenie doswiadczenia
3 Wypetni¢ w przypadku dopuszczenia do postepowania organizaciji spotecznej.

4 Poda¢ liczbe, szczep/stado, wiek/stadium rozwoju

5 Nie dtuzej niz 5 lat



§3
Uzasadnienie:

Komisja ocenita wniosek zgodnie z art. 47 ust. 11 2 ustawy z dnia 15 stycznia 2015 r. o ochronie
zwierzat wykorzystywanych do celéw naukowych lub edukacyjnych (Dz. U. z 2021 r. poz. 1331). Po
zapoznaniu si¢ z problematyka badawcza przedstawiong we wniosku komisja stwierdza, ze
przedstawiony projekt spetnia zasady dopuszczenia doswiadczefi na zwierzetach pod katem oceny
etycznej. Na podstawie art. 107 § 4 ustawy z dnia 14 czerwca 1960 r. — Kodeks postgpowania
administracyjnego z pézniejszymi zmianami (Dz. U. 2020 r. poz. 256) odstapiono od sporzadzania
uzasadnienia decyzji, gdyz decyzja jest zgodna z wnioskiem strony.

§4

Integralng cz¢$¢ niniejszej uchwaty stanowi kopia wniosku, o ktérym mowa w § 1.

spodarstwa Wiejskiego PRZEWODNICZACA
rszawie Il Lokalnej Komisji Etyczne]
i3 a Zwierzetach przy SGBW

ALY | Prof. drfab. annaGromadzka-Ostmwska&
(Pieczeé lokalnej komisji etycznej) (Podpis Przewodniczacej Komisji)

Pouczenie:

Zgodnie z art. 33 ust. 3 i art. 40 ustawy w zw. z art. 127 § 11 2 oraz 129 § 2 ustawy z dnia z dnia 14
czerwca 1960 r. Kodeks postgpowania administracyjnego (Dz. U. 2017, poz. 1257 —tj.; dalej KPA) od uchwaty
Lokalnej Komisji Etycznej strona moze wnies$¢, za jej poSrednictwem, odwotanie do Krajowej Komisji
Etycznej do Spraw Doswiadczen na Zwierzgtach w terminie 14 od dnia dorgczenia uchwaty.

Na podstawie art. 127a KPA w trakcie biegu terminu do wniesienia odwotania strona moze zrzec si¢
prawa do jego wniesienia, co nalezy uczyni¢ wobec Lokalnej Komisji Etycznej, ktora wydata uchwate. Z
dniem doreczenia Lokalnej Komisji Etycznej o§wiadczenia o zrzeczeniu si¢ prawa do wniesienia odwotania
przez ostatnig ze stron postgpowania, decyzja staje si¢ ostateczna i prawomocna.

Otrzymuje:
1)  Uzytkownik,
2)  Organizacja spoleczna dopuszczona do udzialu w postgpowaniu (jesli dotyczy)
3) al/a
Uzytkownik kopie przekazuje:
e  Osoba planujaca do§wiadczenie
. Zesp6t ds. dobrostanu



UCHWALA NR WAW2/053/2022
z dnia 27 kwietnia 2022 r.

II Lokalnej Komisji Etycznej do spraw doswiadczen na zwierzetach w Warszawie

§1

Dziatajac na podstawie art. 51 ustawy z dnia 15 stycznia 2015r. o ochronie zwierzat
wykorzystywanych do celéw naukowych lub edukacyjnych (Dz. U. z 2019 r. poz. 1392), zwanej dalej
»ustawg” po rozpatrzeniu wniosku pt.: ,Biodystrybucja i efekt dziatania na kom. watroby wolnej
hemoglobiny w organizmie,” z dnia 12.04.2022 roku, ztozonego przez: Zaktad Immunologii
Wydziatu Lekarskiego Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego, adres: ul. Jana Nielubowicza 5,
02-097 Warszawa, zaplanowanego przez Tomasza Rygla!, a dotyczacego:

zgody na wykorzystanie dodatkowych zwierzat w procedurach

zgody na wprowadzenie do wniosku nowych lub zmodyfikowanych pojedynczych czynnosci
lub catych procedur

w ramach wydanej przez komisj¢ zgody uchwatag nt WAW2/179/2021 z dnia: 22.12.2021r.

WYRAZA ZGODE
na dokonanie zmian w zakresie okreslonym ponize;j.
§2
W wyniku rozpatrzenia wniosku o ktérym mowa w § 1, Lokalna Komisja Etyczna ustalila, ze:

1. Najwyzszy stopieri dotkliwosci proponowanych procedur po zatwierdzonych zmianach to:
tagodna.

2. Doswiadczenia beda przeprowadzane na dodatkowych gatunkach lub grupach gatunkéw:
Mysz domowa (Mus musculus), wiek: 5-6 tygodni: 40 osobnikow.

3. W procedurach doswiadczalnych wprowadza si¢ nastgpujgce zmiany: dodanie dwdch
dodatkowych grup do zmodyfikowanych procedur I i II (dodano jedng dodatkowg czynnosé
- podanie dozylne roztworu liposoméw w celu usuniecia tkankowych makrofagow).

4. Do$wiadczenie bedzie przeprowadzane w terminie?: nie dotyczy.

§3
Uzasadnienie:

Komisja ocenita wniosek zgodnie z kryteriami zawartymi w art. 51 ustawy z dnia 15 stycznia
2015 1. o ochronie zwierzat wykorzystywanych do celéw naukowych lub edukacyjnych (Dz. U. z
2019r. poz. 1392). Po ocenie wniosku komisja stwierdza, Ze przedstawiony wniosek zostat wtasciwie
uzasadniony i1 nie wzbudza zastrzezen etycznych.

Limie i nazwisko osoby, ktéra zaplanowata i jest odpowiedzialna za przeprowadzenie do$wiadczenia
2 Nie dhuzej niz 5 lat



Na podstawie art. 107 § 4 ustawy z dnia 14 czerwca 1960 r. — Kodeks postepowania
administracyjnego z pdzniejszymi zmianami (Dz. U. z 2017 poz. 1257) odstgpiono od sporzadzania
uzasadnienia decyzji, gdyz uwzglednia ona w catosci wniosek strony.

§4

Integralng cz¢$¢ niniejszej uchwaty stanowi kopia wniosku, o ktérym mowa w § 1

PRZEWODN!CZAQA
Il Lokahel Komisji Etycznej
ds. Doéwta en 1a Zw‘erzetach przy SGQW

/Pro dr ) nﬂ/a@romadgk/ nchia”"

(Pieczed lokalnej komisji etycznej) (Podpis ;rze odnlczqcej omisji)

Pouczenie:

Zgodnie z art. 33 ust. 3 1 art. 40 ustawy w zw. z art. 127 § 11 2 oraz 129 § 2 ustawy z dnia z
dnia 14 czerwca 1960 r. Kodeks postepowania administracyjnego (Dz. U. 2017, poz. 1257 —t.j.; dalej
KPA) od uchwaty Lokalnej Komisji Etycznej strona moze wnie$¢, za jej poSrednictwem, odwotanie
do Krajowej Komisji Etycznej do Spraw Doswiadczen na Zwierzgtach w terminie 14 od dnia
doreczenia uchwaty.

Na podstawie art. 127a KPA w trakcie biegu terminu do wniesienia odwotania strona moze
zrzec si¢ prawa do jego wniesienia, co nalezy uczyni¢ wobec Lokalnej Komisji Etycznej, ktéra
wydata uchwate. Z dniem dorgczenia Lokalnej Komisji Etycznej o§wiadczenia o zrzeczeniu si¢ prawa
do wniesienia odwotania przez ostatnia ze stron postgpowania, decyzja staje si¢ ostateczna i
prawomocna.

Otrzymuje:

1) Uzytkownik,
2)  Organizacja spoleczna dopuszczona do udziatu w postepowaniu (jesli dotyczy)
3) ala

Uzytkownik kopie przekazuje:

° Osoba planujaca doswiadczenie
e Zespét ds. dobrostanu



