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ANOTACIJA

Audzgju sekretetas ekstracelularas vezikulas (EV) ir viens no komunikacijas veidiem
starp audzgju Stinam un mikrovidi. Audzg&ju mikrovidé Iidzdarbojas vairakas Stinas, taja skaita
arT makrofagi un monociti. Darba mérkis ir izpétit kolorektala audz&ja SW480 un SW620
Stnu Iniju normoksijas un hipoksijas apstaklos sekretéto EV uznemsanu THP-1 §tinu Iinijas
monocttos un ietekmi uz tiem. Darba tika pielietotas pliismas citometrijas, fluorescentas un
fazu kontrasta mikroskopijas metodes. legttie rezultati liecina, ka THP-1 Siinas uznem EV
kaveolina atkarigas endocitozes cela. THP-1 Sunu diferenciacijas procesa SW480 un SW620
Stnu Iiniju sekretétas EV paaugstina CD14 markiera ekspresiju uz monocitu, MO un M1

makrofagu virsmas.

Atslégvardi: monociti, makrofagi, audzgjs, ekstracelularas vezikulas, endocitoze,

pliismas citometrija.



ANNOTATION

Extracellular vesicles (EVs) play an important role in cell-to-cell communication.
Tumor-derived EVs can influence the tumor microenvironment. Monocytes and macrophages
are part of the tumor microenvironment. The aim of this study was to investigate colorectal
SW480 and SW620 cancer cell line’s normoxic and hypoxic condition secreted EV uptake by
THP-1 cells and EV effect on monocytes differentiation. In our research we have used flow
citometry, fluorescent microscopy and phase-contrast microscopy methods. The results show
that THP-1 cells take up EVs by a caveolin-mediated endocytic pathway. Tumor-derived EVs

increase CD14 marker expression on monocytes, MO and M1 macrophages surfaces.

Key words: monocytes, macrophages, tumor, extracellular vesicle, endocytosis, flow
cytometry.
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APZIMEJUMI

TAMSs — véza makrofagi (tumor-associated macrophages)

CAFs - véza fibroblasti (cancer-associated fibroblasts)

NK - dabigas galétajstnas

EV - ekstracelularas vezikulas

TGF-p - transformg&josais augsanas faktors beta (transforming growth factor beta)
VEGF - vaskularais endotglija augSanas faktors (vascular endothelial growth factor)

IL - interleikins



IEVADS

Misdienu pasaulé onkologiskas slimibas ir loti nopietna probléma, jo tas ir otrais péc
izplatibas biezakais naves c€lonis (pirmo vietu ienem kardiovaskularas slimibas), aptuveni
16% cilvéku visa pasaulé mirst no patologijam, kas ir saistitas ar audzg&ju attistibu (2015. gada
audz€ju izraisitas naves sastadija 8,8 miljons gadijumu). Statistika ir bied&josa - katram
treSajam Zemes iedzivotajam dzives gaita ir iesp&ja saslimt ar v€zi. Audzgji ir ne tikai globala
veselibas probléma, bet arT ekonomikas probléma — 2010. gada onkologijai tika patéréts 1,16

triljons ASV dolaru (1).

Mums varétu rasties iespaids, ka audzgji ir tikai miisdienu cilvéku probléma, bet pirmais
dokumentétais véza apraksts ir nacis no Senas Egiptes - Edvina Smita papirusa, kas ir
datgjams ar 2500. gadu pirms masu &ras, Imhoteps apraksta kriits vézi, kuru vin$ sauc par

piebrieduso kriits masu un raksta, ka arstéSanas iesp&jas nav (2).

Cilvécei jau sen ir pazistamas onkologijas slimibas, bet to arst€Sanas iesp&jas bija loti
ierobezotas, un slimibas c€loni nebija zinami. 20. gadsimta sakas audzgju intensiva izpéte,
kura turpinas arf tagad. Sobrid atklati daudzi slimibas céloni, véza attistibas mehanismi, bet
joprojam $aja sfera paliek daudz neizskaidrota un nezinama. Tap&c miisdienas pétijumi
intensivi turpinas. Pirms tam audzgjus apskatija ka veselu neatkarigu veidojumu, bet p&dgja
laika uzmaniba tiek veltita véza un apkart€jo Stinu savstarpgjas mijiedarbibas izpétei. Audz&ju
sekretétas ekstracelularas vezikulas (EV) ir viens no komunikacijas veidiem starp audzgju
Sunam un mikrovidi. Audzgju mikrovide lidzdarbojas vairakas Siinas, taja skaita art makrofagi

un monociti (3).

Bakalaura darba meérkis ir izpétit kolorektala audzeéja SW480 un SW620 Stnu liniju
normoksijas un hipoksijas apstaklos sekretéto EV uznemSanu THP-1 $iinu linijas monocitos

un ietekmi uz tiem.

Darba uzdevumi:

1. apgit monocTttu §tnu kultivésanu in vitro

2. apgit audzgju ekstracelularo vezikulu iezim&Sanu ar fluorescentu iezimi

3. noteikt kolorektala audzgja stinu Imiju SW480 un SW620 normoksijas un hipoksijas
apstaklos sekreteto ekstracelularo vezikulu uznemSanu THP-1 linijas monocitu $iinas

ar pliismas citometrijas un fluorescentas mikroskopijas metodi



4. noteikt mehanismu audz€ju ekstracelularo vezikulu uzpemsSanai THP-1 monocitu
Stnas ar pliismas citometrijas metodi

5. noteikt audz&ju ekstracelularo vezikulu ietekmi uz virsmas markieru CD14, CD206
un HLA-DR ekspresiju monocitu-makrofagu diferencéSanas procesa ar pliismas
citometrijas metodi

6. noteikt audz€ju ekstracelularo vezikulu ietekmi uz S$tnu morfologiju monocitu-

makrofagu diference$anas procesa ar fazu kontrasta gaismas mikroskopijas metodi
Bakalaura darbu veido 4 dalas:

literatiiras apraksts
materiali un metodes

rezultati un diskusija

L npoE

secinajumi

Bakalaura darbs sastav no 70 Ipp, un rakstiSanas procesa tika izmantoti vairaki
informacijas avoti: publikacijas no zurnaliem, gramatas anglu un latvieSu valoda, LU

izstradats bakalaura darbs un elektroniskie informacijas avoti.



1. LITERATURAS APSKATS

1.1.Audzgji

Audzgji ir audu masa, kas patvaligi aug un nepaklaujas organisma regulacijai. Audz&jus
iedala labdabigos un laundabigos audzg&jos. Ir svarigi biit sp€jigam atskirt So divu audzgju
tipus, tas ietekm@ terapijas izvéli un paredz&to iznakumu. Labdabigie audzgji ir veidoti no
augsti diferencé€tam Siinam, ir atdaliti no veseliem audiem, neveido metastazes un aug

salidzinosi Iéni. Bet laika gaita labdabigs audzgjs var parveérsties laundabiga (4).

Laundabigajiem audz€jiem ir raksturigas vairakas pazimes: infiltrativa un atra augSana,
metastazu veidoSana, iespieSanas apkart€jos audos. Laundabigo audzgju Siinas ir diferencetas
dazadas pakap€s — ir sastopamas gan augsti diferencétas Siinas, gan mazdiferencétas $iinas.
Mazdiferencétas Stinas sauc par anaplastiskajam $tinam, tas nesp&j veikt savas funkcijas. Vél
laundabigajiem audzg&jiem ir raksturigs $tnu pleiomorfisms — $inas ir dazada lieluma, tas
atSkiras no audu raksturigajam Stunam. Audz€ju Siinas kodols parasti ir palielinats, tam ir
nepareiza forma, $iina var saturét ari vairakus kodolus un kodolinus. Kodolu-citoplazmas
attieciba ir tuva 1:1, kamér normalas $unas ta ir 1:4, vai 1:6. Morfologiskas pazimes
histologiskaja preparata ir viens no biutiskakajiem parametriem diagnozes uzstadiSanai un
laundabiga audz&ja noteiksanai (5). Normalo $tinu un véza $tinu salidzinajums ir atainots 1.1.

attela.

Normalo un véza Siinu
salidzinajums

Normala Véza Siina
stina

Citoplazma
Kodols
Kodolin$

Hromatins

- Daudz citoplazmas - Maz citoplazmas

- Viens kodols - Vairaki kodoli

- Viens kodolin$ - Vairaki kodolini

- Sikas struktiiras hromatins - Rupjas struktiras hromatins

1.1.att.Veselu §iinu un audzgju Siinu salidzinajums. Attéls ar izmainam (6)
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Stinu nekontroléta dalidana ir izskaidrojama ar defektivo génu darbibu, kas var rasties
no génu punktveida mutacijam, génu amplifikacijas vai hromosomu translokacijas, bet
biezakais audzgja iemesls tomer ir mutacijas. Mutacijas var biit iedzimtas, var rasties dzives
gaita kancerogénu faktoru ietekm& un var bit saistitas ar novecoSanas procesiem, kad
organisms nespéj pietickami labi salabot DNS bojajumus (4,7). Mutacijas, kas ir saistitas ar

neoplaziju, var veidoties divu veidu génos: proto-onkogénos vai audzgju supresorgénos (8).

Proto-onkogéni ir géni, kas kodé proteinus, kuri savukart kontrole¢ S§tinu daliSanos,
diferenciaciju un apoptozi. Audzg&ju gadijuma proto-onkogeni parveérsas par onkog€niem, un
kodeé defektivus proteinus, kurus sauc par onkoproteiniem, un proteini nepaklaujas organisma
kontrolei. Kopuma ir aprakstiti vairak neka 100 proto-onkogéni. Zinatnes literatiira nepastav
vienota proto-onkogénu klasifikacija, bet tomér génus biezi iedala péc kod&tu proteinu

funkcionalas nozimes (1.1.tabula) (7,9,10).
1.1.tabula

Proto-onkogénu iedalijums un audzgji, kas ir saistiti ar proto-onkogénu mutacijam (7,9,10)

Funkcionalais iedalijums Gena piemérs | Geéna kodéts proteins Audzgjs
Insulinam Iidzigs
Géni, kas kode augSanas augsanas faktors 1 Prostatas, krtts
IGF1 géns o )
faktorus (IGF1 —insulin like audzgjs
growth factor 1)
Her2/neu
Géni, kas kode augSanas ] ) )
c-erbB géns (tirozinkinazes Krits audzg&js
faktoru receptorus
receptors)
Dazadu veidu
Geéni, kas kode GTPazes c-ras (Kras) .
Ras proteins audzgji, 30% no
proteinus gens . .
visiem audzg€jiem
. . BCR-ABL géns .
Géni, kas kodg citoplazmas ) N Hroniska
(Filadelfijas ABL tirozinkinaze ] ]
tirozinkinazes mieloleikoze
hromosoma)
Geéni, kas kodée RAF1 serina/treonina melanoma,
. RAF1 géns . ‘ .
sertna/treonina kinazes kinaze kolorektalais audzgjs
Géni, kas kode Myc transkripcijas Plausu, nervaudu
o C-myc gens )
transkripcijas faktorus faktors audzgjs




Audzg€ju supresorgéni kod€ proteinus, kas atbild par Stinu proliferacijas kontroli un par
DNS reparaciju. Notiekot izmainam Sajos génos, Stnu daliSanas un DNS reparacija netiek
vairs kontroléta. Pirmais aprakstitais audz&ju supresorgéns ir Rb géns, kuras mutacijas dél
attistas iedzimta retinoblastoma. Mutétas aléles esamiba APC géna predisponé individu uz
kolorektala audzgja attistibu. Lielakajai audzgju dalai (vairak par 50% no visiem audzgjiem) ir

mutéts TP53 géns, kas arT pieder pie audz&ju supresorgéniem (11).

Kopuma var pateikt, ka izmainam genétiskaja aparata ir liela nozime audzgja attistiba,
bet tomér audzgjs ir multifaktoriala slimiba, un lielu lomu spé€le ar1 arjas vides faktori.
Gengétiskas izmainas var predisponét cilveku uz véza attistitibu, bet tas nenozimée, ka audzgjs
obligati attistisies. Tap&c pasaul€ arsti vérS uzmanibu uz kaitigo ar€jo faktoru likvidéSanu
cilveka dzive, jo ir vieglak ietekmét aréjos faktorus, neka genétiskas izmainas. Arstgjot
neoplaziju, izmanto 3 galvenas metodes: Kkirurgisko izgrieSanu, staru terapiju un
medikamentozo arst€Sanu. Ta ka katrs audzgjs ir loti individuals, ir griiti izstradat arstéSanas

strat€giju, Saja joma liela nozime ir individualiz&tai medicinai un farmakoterapijai (5).

Viens no biezak sastopamajiem audzg&jiem ir kolorektalais vézis. PEc pasaules statistikas
raditajiem kolorektalais audzgjs ir treSais péc izplatibas audzg€ju veids virieSiem, un otrais-
sievietém (1). Latvija kolorektalais vézis veido 10% no visiem diagnosticétiem audz&jiem
(12). Latvija, lai mazinat mirstibu no kolorektalajiem audzgjiem, veic kolorektala véza
organizéto skriningdiagnostiku. Diagnostikas pamata ir slépto asinu izmekl&Sana
izkarnTjumos reizi gada pacientiem no 50 gadu vecuma. Statistika uzrada, ka laika veiktais

skrinings mazina mirstibu no kolorektala audz&ja par 33% (13).

Zinatnieki savos p&tijumos in Vvitro izmanto izol&tas kolorektalo audzgju §tnu Iinijas. Uz
doto bridi no kolorektalajiem audzgjiem ir izol€tas vairak neka 60 atseviSkas Stinu linijas,
kuram ir atSkirigas biokimiskas un genétiskas ipasibas (14). Bakalaura darba tika izmantotas

ekstracelularas vezikulas no SW480 un SW620 kolorektala audzgja $tinu Itnijam.

SWA480 stinu Iinija ir izoléta no primaras adenokarcinomas, SW620 Stinu linija ir iegiita
no limfvada audiem, kur v&zis nonak ar metastazu palidzibu. Abas $tinu linijas ir aneiploidas
(ir palielinats hromosomu skaits, salidzinot ar veselu $tinu) un ekspresé uz savas virsmas
karcinoembrialo antigénu (CEA). SW480 un SW620 Stnu linijas ir atklatas mutacijas TP53,
Kras génos un mikrosatelitu nestabilitate (15,16). P&tot Stinu Iinijas gaismas mikroskopa, var
redzet, ka SW480 Stinas aug nelielos sakopojumos (salinas), dazviet ir sastopamas arl
atseviSkas bipolaras Stinas. SW620 $iinam ir tendence veidot mazak sakopojumus, preparata ir

vairak mazo sferisko un bipolaro Stinu. Elektronmikroskopa SW480 Stinas ir poligonalas
9



formas un uz $tnu virsmas biezi var novérot vicinas. SW620 S$tnas ir vairak diferencétas,
salidzinot ar SW480 §tinam, jo tam ir izodiametriska forma, un vicinas nav konstatétas uz
Stnu virsmas (1.2.attels). Pétijuma, kas norisinajas ASV 1976. gada, ir pieradits, ka, injicgjot
SW480 un SW620 iinas (injicgto $linu skaits 6x10° - 1x107) pelem mugura vai véderdala,
bez-timusa pelem (Nu pelém) attistas audzgjs, kur§ histologiski ir loti Iidzigs cilvéka

kolorektalajam audzgjam (16).

3 - SW480 sunu linija gaismas mikroskopa (H&E, x 350 palielinajums)
4 - Sina no SW480 $unu Inijas elektronmikroskopa (x S000 palielinajums)
5 - SW620 sunu linija gaismas mikroskopa (H&E, x 350 palielinajums)
6 - Siina no SW620 $unu Iinijas elektronmikroskopa (x S000 palielinajums)

1.2.att. SW480 un SW620 $iinu linijas gaismas mikroskopa un elektronmikroskopa (16)
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1.2.Audzéju mikrovide

Cilveka organisma visi procesi ir saistiti sava starpa, un ar1 audzgjs neeksiste izoleti
viens pats, bet audz€ja Siinas mijiedarbojas ar blakuseso$ajam Stnam, kuras veido audzgja
mikrovidi. Pie audz€a mikrovides Stnam pieskaita vairakas hematopoétiskas un

mezenhimalas izcelsmes Stinas (1.3.attels) (17).

Hematopogtiskas izcelsmes
[ Sunas Dendritiska 1
e * Tuklas $nas B 30nas e Makrofagi ~ eCTL eTreg o DCNANUSKAS  ypsC

* Eozinofili

oNK Siinas
o Trombictti

Sinas

Audzéju mikrovide

Wi
v,

o

>
e
.-
AT
L S

D 4
o Periciti

Mezenhimalas izcelsmes Sianas I: * Fibroblasti

1.3.att. Audz€ju mikrovide. Attéls ar izmainam (17)
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Fibroblasti ir viena no audzgju stromas veidojoSajam sastavdalam. Dazos audzgjos
fibroblasti var veidot skaitliski lielaku populaciju neka audzgja Stinas. Fibroblasti, kas atrodas
audz&ju mikrovidg, ir aktiveti un fenotipiski atSkiras no veselu audu fibroblastiem. Aktivétos
fibroblastus, kas atrodas audz&ju mikrovidé, sauc par véza fibroblastiem (cancer-associated
fibroblasts - CAFs). CAFs sinam lidzigi ka miofibroblastiem ir varpstveidiga $tinu forma
(18). Pateicoties Tpatn&jajai formai, ka ari a-gludo muskulaudu aktina (a-smooth muscle actin
- a-SMA) ekspresijai uz $tnu virsmas, zinatnieki spgj identificét aktivétos fibroblastus (19).
Tas ir svarigi, jo CAFs §tnam ir nozimiga loma audz&ju attistiba un paslaik aktivétie
fibroblasti tiek plasi pétiti. CAFs veicina audz€ja augSanu, proliferaciju, invaziju un
metastazé$anu, izdalot augSanas faktorus, citokinus, hemokinus un sagraujot ekstracelulara
matriksa proteinus (20). Aktivétie véza fibroblasti sekmé ari angioneogenézi, sekret&jot
interleikinu 6 (IL-6), kas veicina vaskulara endotélija augSanas faktora (vascular endothelial
growth factor —~VEGF) izdalisanos. VEGF jau tiesa veida stimulé jaunu asinsvadu izveidi
(21). 2009. gada zinatnieku grupa sava pétijuma konstatéja, ka véza $tinas inducé Varburga
efektu aktivétos fibroblastos. Tas nozimé, ka CAFs $tinas par domingjoSo energijas ieguves
veidu parveérsas anaeroba glikolize. Rezultata pastiprinati veidojas laktats un piruvats, kurus
véza fibroblasti sekreté apkartéja vidé un kurus audz&ju $tinas uznem un izmanto ka energijas
iegisanas avotu. So paradibu, kad CAFs $iinas apgada véza §iinas ar energijas avotu, nosauca
par reversivo Varburga efektu (22). Véza fibroblasti ietekmé audzg&ja rezistenci pret zalem
trijos veidos: veidojot mehanisku barjeru, izdalot vairakas vielas (piem. karboanhidrazi 9) un
palielinot intersticijas $kidruma spiedienu (interstitial fluid pressure - IFP) caur trombocitu
atvasinajumu augsanas faktora (platelet-derived growth factor — PDGF) receptoriem (23).
Apskatot visas augstak minétas CAFs funkcionalas darbibas, var secinat, ka aktivetajiem

fibroblastiem ir liela nozime audz&ju mikrovide notiekoSajiem procesiem.

Audzgju mikrovidé aktivi darbojas arT imiinSinas: monociti, makrofagi, dendritiskas
Stinas, neitrofili, limfociti, dabigas galétajStnas (naturalie killeri jeb NK §tinas) un mieloidas
izcelsmes supresorsiinas (myeloid-derived suppressor cells - MDSCs). Neskatoties uz to, ka
visam minétajam Stnam galvena funkcija ir imiinas atbildes nodroSinasana un organisma
aizsardziba, audz&ja ietekmé $iinas notiek izmainas, un imiin$tnas nevis iznicina vézi, bet
sekmgé to attistibu (17). Sanemot hemotakses signalus, piem. monocitu hemotakses proteinu-1
(monocyte chemotactic protein-1 MCP-1), monociti parvietojas uz iekaisuma vietu, kur tie
diferencg€jas par makrofagiem vai dendritiskajam Stinam. Audz&ju Stnu ietekm& monociti
parveidojas par M2 aktivétajiem makrofagiem, kurus sauc ari par véza makrofagiem (tumor-

associated macrophages - TAMs). Véza makrofagi veicina angiogengzi, audzgja invaziju un
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metastaz€Sanu, imiinas atbildes nomakSanu un matriksa parveidosanos (detalizétak M2

funkcionala darbiba ir aprakstita sadala TAMs) (24).

NK siinas p&tijumos neuzradija sp&ju veicinat audzgja attistibu, bet dabigas galétajsiinas
nepilda art savu citotoksisko darbibu audz&ju mikrovid@. Zinatnieki to izskaidro ar véza Stnu
izdalita transforméjosa augSanas faktora beta (transforming growth factor beta -TGF-f)
ietekmi uz NK $tnu darbibu (25). Savukart mieloidas izcelsmes supresor$unas —sekreté
slapekla oksida sintazi 2 (nitric oxide synthase 2 - NOS2) un arginazi 1 (ARG1), kuras
inhibgjosi iedarbojas uz citotoksisko T §tinu aktivaciju (26,27). MDSCs vél stimulé regulatoru
T stinu (T reg) veidoSanos un makrofagu polarizaciju par M2 makrofagiem (28,29). Ir atklats,
ka MDSCs ne tikai stimulé M2 veidoSanos, bet ar1 pasas mieloidas izcelsmes supresorsiinas
noteiktos apstaklos sp&j parveérsties par audz&ju makrofagiem (30). T reg Sinam ir divgjada
darbiba audz&ju mikrovid€ — tas var aktivét T un B limfocitus un veicinat pretvéza aktivitati
vai darboties imunsupresivi, izdalot interleikinu 10 (IL-10) un TGF-f (31). Krits véZza un
hepatocelularas karcinomas gadijuma T reg infiltracija audz&ju mikrovidé ir koreléjama ar
samazinatu izdzivosanas varbitibu, bet kolorektala véza gadijuma — ar paaugstinatu
izdzivosanas varbutibu. Tas atspogulo regulatoru T Stnu div€jadu darbibu un audu specifisko
ietekmi uz $tnu funkcijam (32,33,34). CD8+ citotoksiskas T $tnas spgj atpazit un noardit
véZa Stnas. CD8+ T §tnu atraSanas véZa audos ir saistita ar labveligo izarstéSanas prognozi
(35). CD4+ stinas jeb T helperus (Tw) var iedalit TH1 un Th2. TH1 sekreté iekaisuma citokinus
un nodrosina pretvéza darbibu. Thz savukart darbojas pret iekaisuma procesiem un veicina

audzgja attistibu. TH1 un T2 attieciba audos ir savstarpgji saistita ar audzgja stadiju un pakapi
(35; 36).

Svarigs process, kas veicina audzgja attistibu, ir angiogenéze. Audzgjs ir atkarigs no
baribas vielu un metabolismam nepiecieSamo vielu piegades, kuru veic jaunizveidotie
asinsvadi. V€za Siinas, fibroblasti un iminS$iinas, kas atrodas audz€ju mikrovid€, izdala
vaskularo endotélija augSanas faktoru. VEGF ir galvenais faktors, kas ietekmé angiogenézi.
Tacu ir konstatéts, ka jaunie asinsvadi ir neregularas formas, tadiem asinsvadiem ir raksturiga
nevienmériga izplatiba audz€ja audos un netipiskas sazaroSanas. Jaunizveidotos asinsvadus
nav iesp&jams iedalit arteriolas, vénulas vai kapilaros. Paaugstinats intersticijas Skidruma
spiediens, kas ir raksturigs jauniem audz€ju asinsvadiem, veicina hipoksijas attistibu un

papildus VEGF izdali (37,38).

Audzgju mikrovidei biezi ir raksturigi hipoksiski apstakli. Par hipoksiskiem apstakliem

uzskata pO2 mazaku par 15 mmHg, kad savukart normoksijas apstakli raksturojas ar pO>
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augstaku par 35 mmHg. Samazinats skabekla parcialais spiediens asinis bija noveérots
vairakos audzgjos: dzemdes kakla un kriits véza gadijumos, ka art smadzenu, galvas un kakla
audzgjos (39). Hipoksija veidojas no parmérigas metaboliskas slodzes un nepietickamas
jaunizveidoto asinsvadu darbibas, kas ir izskaidrojama ar asinsvadu strukturalajam
parmainam. Zinatnieki uzskata, ka hipoksija ir saistita ar audzgja agresivo darbibu un
rezistenci pret zalu vielam (40). Atbildé uz stresa apstakliem S$iinas izdala hipoksijas
inducétos faktorus (HIFs). HIFs ir transkripcijas faktori, kas ietekmé angiogenézi, glikozes
metabolismu, Stinas augSanu un diferenciaciju. Normoksijas apstaklos HIF tiek inaktivéti ar
hidroksilgrupas pievienoSanu pie prolina, kuru veic prolina hidroksilazes doména (prolyl
hydroxylase domain - PHD) proteini. Izveidots savienojums tiek paklauts degradacijai
proteasomas. Bet hipoksijas apstaklos samazinata Oz Iimena d€] samazinas enzimu
hidroksilésanas sp€ja. Rezultata palielinas HIFs Iimenis un hipoksijas inducéto faktoru efektu
izpausme (41). Hipoksijas apstaklos ir priekSroka izdzivoSanai $§tinam ar mutacijam, kas
noved pie mutéto Siinu proliferacijas. Hipoksija induc€ VEGF produkciju, kas sekmé jaunu
defektivo asinsvadu veidoSanos, kas vél vairak pastiprina hipoksijas attisttbu un VEGF izdali
(40). Ta ka hipoksija ir papildus faktors, kas ietekmé audzgja attistibu un ari $tnas, kas
atrodas audz@ju mikrovidé, bakalaura darba ietvaros tiek pétita gan normoksijas, gan

hipoksijas apstaklos sekretéto EV ietekme uz monocitu diferenciaciju.

1.3.Ekstracelularas vezikulas

Aprakstitaja audz&ju mikrovidé notiek nepartraukta SGinu savstarp&ja komunikacija.
Stinas var mijiedarboties ar signalmolekulu starpniecibu vai caur §iinu tie$o kontaktu. Viens
no komunikacijas veidiem, kas plasi ir pétits peéd€jos gados, ir ekstracelularo vezikulu (EV)
izdali$ana un uznemsana mérkstnas (42).

Ekstracelularas vezikulas ir ar membranu norobezoti puslisi, kurus prokariotu un
eikariotu Stinas izdala ekstracelularaja vidé. Pirmo reizi EV aprakstija pirms 30 gadiem, bet
ilgu laiku pastavéja uzskats, ka EV neveic biologiski nozimigas funkcijas organisma (43,44).
Zinatnieki mainija savu viedokli, kad 1996. gada pétijuma tika pieradits, ka EV sp&j stimulét
ieglitas imiinsisteémas atbildreakcijas (45). No ta laika tika veikti vairaki pétijumi ar merki
noskaidrot EV lomu organisma un ietekmi uz citam stinam. EV ir izol€tas no vairakiem
kermena Skidrumiem: no urina, no amniotiska Skidruma, no bronhoalveolaras lavazas
(bronchoalveolar lavage) skidruma, no kriits piena, no asinfm un no sickalam (46).

Ekstracelularas vezikulas var saturét nukleinskabes, proteinus un lipidus (47). EV saturs ir
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atkarigs no vezikulu producgjosam Stnam. Piemé&ram, plausSu epit€lija Stnas izveido EV,
kuras satur surfaktanta proteinus (48). Ekstracelularas vezikulas var iedalit péc izcelsmes:
neitrofili un monociti sekreteé ektosomas, endot€lija Stnas izdala mikrodalinas
(microparticles), no séklas skidruma izdala prostatosomas, kardiomiociti izplata kardiosomas.
Bet biezak izmantotais iedaliSanas veids ir klasificESsana péc biogenézes. Izskir eksosomas,
mikrovezikulas un apoptotiskos kermeniSus. Atskiribas starp trim veidiem ir uzskaititas 1.2.

tabula (49).

1.2.tabula
Ekstracelularo vezikulu klasifikacija péc biogenézes. Tabula ar izmainam (49)
Vezikulu Ipasibas
veids Veidosanas Izmérs Virsmas markieri Sastavs
Tetraspanins
(TSPAN29 un
TSPAN30);
Endolizosomu cela; programmgtas Stnas
multivezikularo naves 6-mijiedarbibas MRNS,
kermeniSu proteins (programmed mikroRNS un
Eksosomas intraluminala 40-120 nm | cell death 6-interacting citas
veidos$anas un protein - PDCD6IP); nekodg&josas
sapliisana ar $iinas audzg€ju uzneémibas RNS, proteini
membranu géna 101 proteins
(tumour susceptibility
gene 101 protein -
TSG101)
MRNS,
) Stinu membranas mikroRNS un
Mikro- 50-1000 Integrini, selektini, )
] 1zvirziSanas rezultata ] citas
vezikulas nm CDA40 ligands '
uz aru nekodgjosas
RNS, proteini
o Apoptiskas §tinu Kodola
Apoptiskie 500-2000 L .
membranas Fosfatidilserins frakcijas, Stinu
kermenisi nm
sadaliSanas rezultata organoidu dalas

Ekstracelularas vezikulas, nodros$inot starpsiinu komunikaciju, sp€j ietekmeét citas Siinas.

EV var iedarboties uz mérk§inam divos veidos - saistities ar virsmas receptoru vai
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endocitozes cela nokliit Stna, kur notiek ekstracelularo vezikulu satura atbrivoSana. Ir
iesp&jami vairaki veidi, ka EV saturs nokliist meérksiina: var notikt vezikulas sapltiSana ar
plazmatisko membranu, fagocitoze, makropinocitoze, klatrina atkariga endocitoze, kaveolina
atkariga endocitoze vai lipidu plostu (lipid raft) ierosinata endocitoze (1.4.attels) (50).

Ekstracelularo vezikulu membrana var sapliist ar mérkStinas plazmatisko membranu,
tada veida nogadajot EV saturu $tna. Bet zinatnieki tomér uzskata, ka biezak notiek EV
endocitoze, neka ekstracelularo vezikulu membranas sapliiSana ar S$iinas plazmatisko
membranu. To apstiprina vairaki pétijumi, kur $tinam, kultivétam 4°C, samazinajas spé&ja
uznemt EV. Tas nozime, ka EV uzpemSanai mérksiinas tiek patéréta energija, un EV
uznemsana $inas notiek caur aktivo transportu, pie kura pieder endocitoze (51).

Fagocitozes cela tiek uznemtas lielas dalinas (>0.5 um), pieméram, mikroorganismi,
atmiruSas Stnas. Fagocitoze sakas ar receptora aktivaciju uz mérkSiinas virsmas, talak seko
aktina polimerizacija, kas izsauc plazmatiskas membranas deformaciju un invaginaciju.
Izmainu rezultata veidojas pseidopodijas, kas apnem EV no visam pusém. Kad dalina ir
uznemta, aktina filamenti depolariz&jas, pseidopodiju brivie gali savienojas, pilniba aptverot
EV, izveidojot fagosomu. Nonakot Stinas iekSpuse, fagosoma sapliist ar lizosomu, izveidojot
fagolizosomu, kur notiek EV satura atbrivoSana (52). Uz makrofagu virsmas atrodas
fosfatidilserina receptors TIM4, kuru noblokg&jot, zinatnieki panaca leikémijas audzgja izdalito
EV uznemSanas inhib&Sanu makrofagu S$tnas. TIM4 proteins ir saistits ar fagocitozes
uznemsSanas celu, tapec petnieki secinaja, ka iesp&jamais EV uznemsanas veids makrofagos ir
fagocitozes cel$ (53,54).

Makropinocitoze ari norisinas pateicoties aktina polimerizacijai, kuru ierosina koloniju
stimulétajfaktors 1 (colony stimulating factor - CSF-1), epidermalais augSanas faktors
(epidermal growth factor - EGF) un trombocitu atvasinagjumu augSanas faktors (platelet-
derived growth factor — PDGF) (55). Makropinocitozes mehanisms ir loti lidzigs fagocitozes
procesam, bet pastav arT dazas atSkiribas: nav nepiecieSams tieSs kontakts ar uznemto vielu,
un uznems$anai ir paklauta ari dala no ekstracelulara skidruma, kas atrodas ap uztverto vielu
(56). Makropinocitoze ir atkariga no aktina, holesterola, Racl proteina un Na*/H" antiporta
darbibas. Inhibgjot aktina, Racl vai Na*/H" antiporta funkcionalo darbibu, zinatnieki novéroja
samazinatu EV uznemSanu mikroglijas $iinds. EV uznemSana mikroglijas Stinas samazinajas
ari alkil&joso agentu (bafilomicina A, monensina, hlorohina) klatbiitn€. Zinatnieki So paradibu
izskaidro ar makropinocitozes vakuolas paskabinaSanos zalu vielu ietekmé (57). Bet tomér
apkopojot vairakus pétijumus, zinatnieki secinaja, ka EV reti tiek uznemtas makropinocitozes
cela. lespgjams, ka tdds uznemsSanas celS ir raksturigs tikai daZiem S$tnu veidiem (piem.
mikroglijai) (56).

16



Klatrina atkariga endocitoze ir vielu uznemsSana Siinas iekSien€ ar klatrina apvalkota
puslisa palidzibu. Process sakas ar receptora aktivaciju uz Stinas virsmas. Notiekot reakciju
kaskadei, adaptorie proteini (adaptor proteins), pieméram, AP180 un adaptins (adaptin),
rekruté klatrinu pie plazmatiskas membranas. Klatrinam polimerizg&joties, notiek plazmatiskas
membranas invaginacija. Klatrins parklaj membranas ieliekumu un klatrina apvalkota
vezikula nopumpurojas, nonakot Siinas iekSpuseé. Vezikulas atdaliSanas procesa aktivo lomu
spele dinamins. Sinas iek3a klatrina apvalks disocié, un vezikula sapliist ar iek$§inu
endosomam, atbrivojot savu saturu (58). Vairakos pétijumos ir konstatéts, ka EV uznemsSana
var notikt caur klatrina atkarigo endocitozi. Hlorpromazins ir viens no klatrina atkarigas
endocitozes inhibitoriem, kas nobloké klatrina apvalkota piisliSa veidoSanos. Izmantojot
hlorpromazinu, bija novérojama samazinata EV uznemsana olnicas v€za $iinas un ar1 fagocitu
Stnas (59,60).

Kaveolina atkarigajai endocitozei ir raksturiga kaveolu veidosanas. Kaveola (caveola) ir
alai Iidziga plazmatiskas membranas invaginacija. Kaveolas pieskaita lipidu plostu (lipid raft)
paveidam, balstoties uz biologisko Iidzibu (augsts holesterola un sfingolipidu saturs), bet ta ka
kaveolu veidoSanas ir atkariga no kaveolina, So endocitozes paveidu izdala un apskata
atseviSki no lipidu plostu ierosinatas endocitozes. Kaveolins-1 ir proteins, kas endocitozes
gadijuma ir rekrutets pie plazmatiskds membranas un kura polimerizacija izsauc membranas
deformaciju un invaginaciju, veidojot kaveolu. Kaveola kopa ar uznemto vielu veidos
endocitozes vezikulu, kuras atSkelSanu veicina dinamins, lidzigi ka klatrina atkarigas
endocitozes gadijuma (61). Dinamina darbibu ir iesp&jams inhib&t ar dainazora (dynasore)
palidzibu. Dainazoru izmanto kaveolina atkarigas endocitozes inhib&Sanai. Bet ta ka dinamins
piedalas gan klatrina, gan kaveolina atkarigaja endocitozg, nevar viennozimigi secinat par
dainazora selektivo darbibu kaveolina atkarigas endocitozes gadijuma (62,63). Selektivi
samazinot CAV1 géna ekspresiju, mazinajas ari kaveolina-1 translacija. Rezultata zinatnieki
novéroja EV uznems$anas inhib&anu kaveolina atkarigas endocitozes cela (64). Bet cita
petijuma ir ieglts pret€js rezultats: samazinot CAV1 gena ekspresiju peles embrija
fibroblastos, EV uznemSana palielingjas (65). No ta zinatnieki izdarTja secinajumus, ka,
iesp&jams, kaveolins atbild nevis par kaveolas veidoSanu, bet par kaveolas stabilizaciju un
endocitoze var notikt ari bez kaveolina lidzdalibas (61).

EV var tikt uznemtas ari caur lipidu plostu (lipid raft) ierosinato endocitozi. Lipidu
plosti ir plazmatiskas membranas mikrodomeéni, kuriem ir raksturigs paaugstinats sfingolipidu
un holesterola saturs. Ir izpétits, ka dala no virusiem nonak $iinas lipidu plostu ierosinatas
endocitozes cela. Saja endocitozes cela lidzdarbojas proteini flotilini (flotillins), veicinot
plazmatiskas membranas invaginaciju (56).
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Pétijumos, lai noskaidrotu, kada endocitozes paveida ir uznemtas ekstracelularas
vezikulas, izmanto dazadus endocitozes inhibitorus, piem&ram, EIPA, hlorpromazinu,
dainazoru, nistatinu, citohalazinu D.

5-(N-etil-N-izopropil) amilorids jeb EIPA inhibé Na*/H* apmainu, tada veida apstadinot
makropinocitozi (66). Hlorpromazins parvieto klatrinu un AP2 proteinu no $iinu virsmas uz
intracelularajam endosomam, inhib&jot klatrina apvalkotas vezikulas veidoSanos un
noblok€jot klatrina atkarigo endocitozi. Citohalazins D veicina aktina depolimerizaciju,
apturot fagocitozi un makropinocitozi. Dainazors inhibé dinamina GTPazes darbibu, tada
veida apstadinot klatrina un kaveolina atkarigas endocitozes. Nistatins saistas pie holesterola,
kas ir viena no plazmatiskds membranas sastavdalam, un noblok€ lipidu plostu ierosinato

endocitozi, ka arT samazina kaveolina atkarigo endocitozi (67).
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1 - Saistiba ar virsmas receptoru

2 - Saplasana ar plazmatikso membranu

3 - Fagocitoze

4 - Makropinocitoze

5 - Klatrina atkariga endocitoze

6 - Kaveolina atkariga endocitoze

7 - Lipidu plostu (lipid raft) ierosinata endocitoze

1.4.att. EV mijiedarbiba ar mérksiinu. Attéls ar izmainam (50)

EV uznemsSanas cela noskaidroSana ir svariga, ja zinatnieki grib apturét EV ietekmi uz

$tinu procesiem. Stinu izdalitas EV piedalas daudzos fiziologiskos procesos: §tinu migracija,
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imunas atbildes nodroSinaSana, griitnieciba, organisma attistitiba, nervu sist€émas Stnu
komunikacija un asins koagulacija. Bet EV ir sava loma arT patologiskos procesos:
neirodegeneracija un audzgju attistiba. Neirodegenerativajas slimibas EV veicina defektivo
proteinu izplatiSanos: prionu slimibas gadijuma ar EV palidzibu izplatas un uzkrajas prioni,
Alcheimera slimiba — beta amiloids, Parkinsona slimiba — alfa sinukleins. Véza gadijuma
izdalitas EV spgj ietekm& audz&ju mikrovideé un arl attaluma eso$as $iinas, izmainot to

funkcionalo darbibu (1.5. attls) (3).

Palielina migracijas atrumu
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1.5.att. Audzeju EV iedarbiba uz citam $iinam. Attéls ar izmainam (3)

EV veicina monocitu un makrofagu diferenciaciju par M2 makrofagiem (véza
makrofagiem). So paradibu novéroja, inkub&jot monocitu §inas kopa ar esktracelularajam
vezikulam, izol€tam no glioblastomas. Makrofagiem samazinas fagocitozes sp&ja un notiek
izmainas virsmas markieru ekspresija un citokinu sekrécija (68). Ir atklats, ka EV ietekme uz
makrofagiem ir atkariga no makrofagu atrasanas attaluma attieciba pret audz&ju. Melanomas
in vivo modeli makrofagi, kas atrodas limfmezglos, sp&j saistit ekstracelularas vezikulas un
pasargat B limfocitus no EV ietekmes, tada veida nepielaujot iminsupresijas attistibu (69).
Hipoksijas apstaklos izdalitas audz&ju EV satur vielas (proteinus un mRNS), kas sekme
angiogenézi. EV ietekm@ endotélija Stinas palielinas VEGF limenis, un VEGF receptors 2 tiek
iedarbinats autokrina veida (70). Hipoksisko audz&ju EV aktivé ekstracelulara signala
regul&josas proteinkinazes 1 un 2 (extracellular signal-regulated protein kinases 1 and 2 -
ERK1/2), fosfoinozitid-3-kinazes/serina-treonina proteinkinazes (PI3K/AKT) un fokusa
pielipsanas kinazes (focal adhesion kinase - FAK) celus endotélija $iinas, kas rezultgjas ar
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endotélija $tinu augSanu (Sprouting) un iesaistiSanos jaunu asinsvadu veidosana (71). In vitro
pétijuma ir konstatéts, ka prostatas audzg&ja izdalitas EV satur TGF-f1, kas veicina fibroblastu
parveidosanu par véza fibroblastiem (72). Bet in vivo pétijuma prostatas audz€ja EV un
fibroblastu mijiedarbiba nebija novérota. Zinatnieki to izskaidro ar géna Rab27a, kas atbild
par proteina Rab27a sintézi, samazinatu ekspresiju. P&tnieki uzskata, ka Rab27a ir
potencialais regulgjosais proteins, kas prostatas audz&ja $uinas atbild par EV izdalisanos (3).
Citos peétijumos ir pieradits, ka audz&ju EV inicié apoptozi CD8+ T §tinas un veicina CD4+ T
stnu (T helperu) diferenciaciju par T reg, kas savukart inhibé citotoksisko T $tnu darbibu
(73). Audzgju izdalitas EV sekm& v&za $tnu migraciju un metastatiskas nisas veidoSanos.
Pieméram, aizkunga dziedzera adenokarcinomas EV ar migracijas inhibgjoso faktoru
(migration inhibitory factor - MIF) palidzibu iedarbojas uz Kupfera sinam aknas. Kupfera
Stnas MIF ietekmé sekrete TGF-f, kuru iedarbibas rezultata Ito Stnas jeb aknu zvaigznveida
Stnas (hepatic stellate cells) sintezé fibronektinu. Fibronektins veicina makrofagu un
neitrofilu infiltraciju aknas, veidojot piemérotu vidi metastazgéSanai (74). EV no véza Siinam
paatrina citu véza $tinu migraciju, kas ir laundabigas mazaka pakapg, bet darbibas mehanisms
vel nav pilnigi izskaidrots. Ir novérots, ka véza Stnas sp&j uz EV virsmas nostiprinat
fibronektinu, kas veicina atvieglotu adhéziju un atraku migraciju (3). Apkopojot audzgju EV

ietekmi uz citam §0nam, var secinat, ka EV ir liela loma audzgju attistiba un izplatisana.

1.4. Makrofagi un monocrti

Audzgju mikrovidé nem lidzdalibu vairakas Siinas, taja skaita art makrofagi. Péc savas
biittbas makrofagi ir leikocitu paveids, kuram piemit fagocitaras 1pasibas. Pirmais makrofagus
aprakstija krievu zinatnieks Ilja Mec¢nikovs, kur§ 1908. gada sanéma Nobela prémiju par

fagocitozes teoriju (75).

Makrofagi ir sastopami visos audos, kur tie procentuali var veidot 10-15% no visu Siinu
skaita. Iekaisuma laika makrofagu skaits audos var palielinaties. Atkariba no atrasanas vietas
makrofagiem var bt specifiski nosaukumi: aknas tos sauc par Kupfera §tinam, kaulaudos —
par osteoklastiem, centralaja nervu sisttma — par mikroglijas $iinam, ada un elpcelos — par
Langerhansa stinam, saistaudos — par histiocitiem (76). Atskiriba pastav ne tikai nosaukumos,
bet ari Stnu morfologija, un katrs audu veids ietekmé makrofagu funkcionalas ipasibas
(1.3.tabula). Bet galvenas funkcijas visos audos makrofagiem ir vienadas: fagocitoze, imtino

reakciju inicié$ana un modulésana, audu homeostazes uzturésana (77).
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1.3. tabula

Makrofagu funkcijas un patologijas, saistitas ar makrofagu netipisko darbibu audos. Tabula ar

izmainam (77)

Makrofagi Atrasanas Funkcijas Patologija
vieta
mikroglija CNS smadzenu attistiba, imiina neirodegeneracija
uzraudziba, sinapses parveidoSanas
osteoklasti kaulaudi kaulaudu resorbcija, kaulaudu osteoporoze, artrits,
parveidoS$anas marmora kaulu
slimiba
sirds makrofagi sirds, imiina uzraudziba ateroskleroze
asinsvadi
Kupfera §tinas aknas toksinu izvadiSana, lipidu aknu fibroze,
metabolisms, dzelzs parstrade, samazinats eritrocitu
eritrocitu klirenss, mikrobu klirenss
izvadiSana, Stnu atlieku aizvakSana
no asinim
alveolarie plausas surfaktanta klirenss, ieelpotu Alveolara proteinoze
makrofagi patogénu uzraudziba
taukaudu taukaudi | metabolisms, adipogenéze, adaptiva aptaukosanas,
makrofagi termogengze diabéts, insulina
rezistence
kaulu smadzenu kaulu monocitu kratuve, atkritumu hematopo@zes
makrofagi smadzenes likvidésana izjauksana
zarnu makrofagi zarnas tolerance pret mikrofloru, iekaisigas zarnu
aizsardziba pret patogeniem, slimibas
intestinala homeostaze
Langerhansa ada imiina uzraudziba nepietiekama
Stinas dziSana, fibroze
sarkanas pulpas liesa eritrocttu klirenss, dzelzs parstrade, samazinata dzelzs

makrofagi,
marginalas zonas

makrofagi

mikrobu saistiSana no asinim

parstrade, samazinats

eritrocitu klirenss
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iekaisuma Visos aizsardziba pret patogéniem, hroniskais iekaisums,
makrofagi (M1) audos aizsardziba pret bistamiem stimuliem audu bojajums,

autoimunas slimibas

sadziSanas Visos angiogenéze, ickaisuma mazinasana, audzgji, fibroze,

makrofagi (M2) audos dziSana epitélija hiperplazija

Pastav atSkiribas arT makrofagu veidosanas procesa. 1968. gada Niderlandes zinatnieks
van Furth izvirza teoriju par makrofagu veido$anos no monocitiem. Teorija apgalvo, ka
monociti ar asins cirkulacijas plismu noklist audos, kur notiek monocitu diferenciacija par

makrofagiem (78).

Monocitti ir lielakas p&€c izmera asins Stinas un skaitliski sastada 10% no cilvéka
leikocitiem un 2 — 4 % no leikocitiem pelém. Monociti veidojas kaulu smadzen&s no
hematopogtiskajam cilmes Stnam (HSCs) vairakas stadijas: no sakuma HSCs S$iinam
diferencgjoties par mieloidalajam cilmes S§tnam, kuras p&c tam parvérSas par granulo-
monocitu prieksteCiem. Tie diferencgjas par monoblastiem. Monoblasti attistibas gaita veido
promonocitus, kuri talakaja attistibas posma diferenc€sies par monocitiem (79). Monociti
kaulu smadzenés neveido lielu rezervi. Nonakot asins cirkulacija, monociti parvietojas ar
asins plismu, ar kuru nonak periférajos audos, sanemot noteiktus signalus, kur diferencgjas
par makrofagiem. Zinatnieki monocitus iedala péc virsmas markieru ekspresijas 3 grupas.
Pirmaja grupa ir monociti ar augstu CD14 ekspresiju, un tiem nav raksturiga CD16 markiera
ekspresija uz $tnu virsmas. Tadus monocitus sauc par klasiskiem monocitiem un apzimé
CD14™*CD16". Ja monocitiem ir augsta CD16 ekspresija un maz izteikta CD14 ekspresija uz
Stnu virsmas, tadus monocitus pieskaita pie neklasiskiem monocitiem, un to ir pienemts
apzimét CD14"CD16"". Dala no monocitiem, kurus varétu pieskaitit treSaja grupa, neliela
skaita ekspres€ uz Stinas virsmas CD16 markieru, bet CD14 markiera ekspresija ir tada pasa
limeni ka klasiskajiem monocitiem. TreSo monocitu grupu apzimé CD14**CD16* (80).
Klasiskajiem monocitiem piemit augsta fagocitésanas sp&ja un augsta peroksidazes aktivitate,
atbildeé uz lipopolisaharidiem tie sekreteé IL-10 (81). Neklasiskie monociti DNS un RNS
dalinu ietekmé izdala IL-1f un TNFo, un CD14"CD16"" monociti lidzdarbojas autoimiinas
slimibas, piem&ram, veicina reimatoido artritu (82). TreSajai monocitu grupai piemit
ickaisumu veicinosa darbiba. CD14""CD16" monocitiem ir zemaka peroksidazes aktivitate,
un uz lipopolisaharidu stimuliem tie izdala IL-1f un TNFa. Sie monociti veic antigéna

prezentaciju uz savas virsmas, un tada veida aktivé T $tnas (83).
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Uzskats, ka makrofagi cilvéka organisma veidojas tikai no monocitiem, pastavéja
vairakus gadus, kamér netika atklats, ka dala no makrofagiem neveidojas tieS§i no monocitiem,
bet diferenc€jas no embrionaliem prieksteCiem. Tagad makrofagus, kas attistas no
monocitiem, pieskaita pie mononuklearas fagocitu sist€tmas (MPS), bet makrofagus, kas
veidojas no embrionaliem prieksteiem, izdala atseviska grupa. Modelis, kas izskaidro
makrofagu attistibu organisma, bija izstradats uz pelém. Talakos p&tijumos apstiprinajas, ka
cilvekiem makrofagu diferencéSanas mehanisms atbilst aprakstitajam mehanismam uz pelém
(84). Modela pamata ir secinajums no pétijumiem, ka makrofagi var veidoties trijos celos: no
dzeltenuma maisa $inam embrionalaja perioda, no embrija aknu $Gnam vai no monocitiem
péc piedzim$anas (1.6.att€ls) (85). Pirmie makrofagi veidojas no dzeltenuma maisa $tinam
agraja embrionalaja attistibas perioda — 6,5 embrionalaja diena (péc pelu embrionalas
klasifikacijas E6.5-E8.5). Saja perioda dzeltenuma maisa priekstedu $iinas interleikina 34 (IL-
34) un koloniju stimulgjoSa faktora 1 (CSF-1) ietekmé diferencgjas par makrofagiem ar
augstu F4/80 ekspresiju uz stnam. Ir atklats, ka tads diferenciacijas cels ir raksturigs centralas
nervu sisttmas (CNS) mikroglijai. Nakamaja posma (E10.5) ka makrofagu galvenais
producgjosais organs iesaistas aknas. Embrija aknas no priekstecu Stinam veidojas cirkulgjosie
monociti un Langerhansa §iinas. Sobrid ir izpétits, ka Langerhansa $iinas ir veidotas gan no
dzeltenuma maisa $tnam, gan no embrija aknu Stinam. AtSkirtba no MPS makrofagiem
makrofagi, kas veidojas embrionalaja attistibas laika no dzeltenuma maisa un no aknu $tinam,
sp&j patstavigi dalities bez monocitu starpniecibas. Péc piedzimsanas par galveno asinsrades
organu parvérSas kaulu smadzenes. Kaulu smadzenés pelem veidojas Ly6C* un Ly6C
monociti, kas nonak asins plisma. Ly6C* monociti nonakot audos iekaisuma laika parversas

par makrofagiem, bet Ly6C”monocitu loma vél pilniba nav izpétita (77).

Dzeltenuma Embrija aknas Eaulu smadzenes
maiss
|- . — HSC —» —» GMP — |
o &
. MDP

Priekitetu i0na Priekitetu iina ,
/

"“'__'- . CSF-1, IL-34 CSF-I
IL- h)

/,f"\

U O

4 /50y auests F4/80) z=ms LyeC” LyaC-
Periferie audi Asinis ?

1.6. attels. Makrofagu diferenciacija peléem. Attéls ar izmainam (77)
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F480 pelem (cilvekiem EMR1) ekspresijas [imenis uz makrofagu virsmas var kalpot ka
markieris makrofagu izcelsmes noteikSanai: makrofagi ar augsto F480 limeni uz $iinu virsmas
ir veidoti no prieksteCu Stinam embrionalaja attistibas laika, bet Siinas ar zemo F480 Itmeni ir
diferencétas no cirkulgjosSiem monocitiem. Audos divu diferenciacijas veidu makrofagi ir
sastopami dazadas proporcijas — epiderma un CNS atrodas makrofagi, kas nak no
embrionalam priekste¢u $tinam, derma un zarnas makrofagi ir diferencéti no monocitiem, bet
vairakos audos, piem&ram, veéderpléve, plausas, nieres, ir sastopami abu veidu makrofagi
(1.7.attels) (86).

Audu
rezidentie
makrofagi
CNS Vaderpléve Zarnas (lamine
Epiderma Plausas propria)
(Langerhansa Sirds Derma
idnas) Nieres
Aknas
Aizkugga dziedzeris
Liesa

1.7. att. Audu rezistento makrofagu un MPS makrofagu izplatiba dazados audos. Attels ar

izmainam (77)

1.5.Makrofagu heterogenitate

Audos makrofagi, sanemot dazadus signalus, sp&j aktiveties. Aktivétos makrofagus
iedala klasiski aktivétajos makrofagos jeb M1 un alternativi aktivétajos makrofagos jeb M2
(87). M1 un M2 makrofagiem ir atskirigi virsmas markieri, ka arf ir individuals sekretéto
vielu profils (1.4.tabula) (88). Aktivétajiem makrofagiem pieskira nosaukumus péc analogijas
ar T helperu apakstipiem: M1 makrofagiem ir lidziga funkcija (iekaisumu veicinosa) ar Thl

§inam, bet M2 makrofagi, lidzigi ka Th2 §tnas, darbojas pret ickaisumu (89).

Makrofagu aktivésanu par M1 apakstipu veicina interferons gamma (IFN-y), kuru izdala
CD8" T siinas, Thl $onas un dabigas galétajsanas (NK). M1 polarizaciju stimulé ari
patogénu-asociétas molekularas struktiiras (PAMP’s), pieméram, lipopolisaharidi (LPS), kuri
darbojas ka Toll-like (TLR) un NOD-like (NLR) receptoru agonisti. Uz savas virsmas
makrofagi ekspresé galvena audu saderibas kompleksa II klases (MHC II) molekulas, ka art

CDB80 un CD86. Klasiski aktivetie makrofagi producé pro-iekaisuma citokinus - interleikinus
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1B, 12, 23 (IL-1 B; 1L-12; IL-23) un tumora nekrozes faktoru o (TNF-a), ka arT hemokinus
(90). M1 makrofagi papildus vél izdala reaktivas skabekla molekulas (ROS) un slapekla (I1)
oksidu (91). Klasiski aktivétajiem makrofagiem piemit imunitati Stimul&josa un pretaudz&ju
darbiba: M1 veic audz€ju Siinu fagocitozi un makrofagu izdalitas vielas citotoksiski iedarbojas
uz veéza Siinam. Ir konstatéts, ka klasiski aktivétie makrofagi sp€j parveidoties par citu veidu

makrofagiem nepiecieSamibas gadijuma, sanemot noteiktus signalus (90).

M2 makrofagus iedala apakstipos (a, b, ¢, un d) atkariba no vielam, kas veic makrofagu

aktivésanu (92).

Th2 Stnas producé interleikinus 4 un 13 (IL-4; 1L-13), kuri sekmé makrofagu
polarizaciju par M2a apakstipu. Sim makrofagu tipam ir raksturigi tadi virmas markieri ka IL-

4R, CD163, CD206, CD209, FceR un Dectin-1 (93).

M2b makrofagi veidojas IL-1, LPS, un imiina kompleksa (IC) ietekm& un uz savas
virsmas, lidzigi ka M1, ekspres¢ MHC II molekulas un CD86. Starpstnu vidé alternativi
aktivéto makrofagu b apakstips sekreté IL-1, IL-6 un TNFa (94).

IL-10 un transforméjosais augSanas faktors beta (TGF-f) veicina makrofagu aktivésanu
par M2c apakstipu. Uz tresa alternativi aktivéto makrofagu paveida virsmas zinatnieki
konstateja RAGE, CD163 un CD206 virmas markierus. M2c makrofagi sekreté IL-10 un

TGF-b — tas pasas vielas, kuras veicina $o makrofagu apakstipa polarizaciju (92).

P&dgjais alternativi aktivéto makrofagu veids (d apakstips) veidojas audz&ju Stinu un IL-
6, leikocitu inhibgjosa faktora (LIF) ietekmé (95). Zinatnes literatiira M2d apakstipu sauc par
véza makrofagiem (TAMs). Dazi autori asocieé TAMS ar visiem M2 apakstipiem, citi autori
izdala tikai M2d makrofagus ka TAM veidojoSo vienibu. Ir sastopams art uzskats, ka TAM ir
atsevisks aktivizéto makrofagu paveids, kas ir lidzigs M2, bet ietver sevi ar1 specifiskas

atSkiribas (96,97).

Apkopojot informaciju par M1 un M2 makrofagiem, var secinat, ka tiem piemit pret&jas
darbibas. Klasiski aktivétie makrofagi veic pretvéza darbibu, citotoksiski iedarbojoties uz
audzgju Stinam vai fagocit€jot tas. Bet alternativi aktivetie makrofagi veic audu reparaciju un

sekme audzgja attistibu (98).
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1.4. tabula

Aktiveto makrofagu salidzinajums. Tabula ar izmainam (90)

Aktivéto makrofagu veidi
M1 MZ2a M2b M2c M2d
Stimulé IFN- vy IL-4 IC IL-10 IL-6
(aktivizt) LPS IL-13 IL-1R TGF-B LIF
GM-CSF Senisu GC Adenozins
infekcijas
Virsmas CD86 CD163 CD86 CD163 VEGF
markieri CD80 MHC 1l MHC Il TLR1
’ CD68 SR TLR8
MHC II MMR/CD206
IL-1R CD200R
TLR2 TGM2
TLR4 DecoyR
INOS IL-1IR NI
SOCS3 Ym1/2
Fizzl
Arg-1
Sekretétie TNF IL-10 IL-1 IL-10 IL-10
o v IL-1B TGF-B IL-6 TGF-B IL-12
Citokini IL-6 IL-1ra IL-10 TNF- o
IL-12 TNF-a TGF-B
IL-23
Sekretétie CCL10 CCL17 CCL1 CCR2 CCL5
hemokini CCL11 CCL22 CXCL10
CCL5 CCL24 CXCL16
CCLS8
CCL9
CCL2
CCL3
CCL4
1.6.TAMs

Veéza makrofagiem ir noteikta loma audzgju attisttba — tie stimulé audz&u Stnu

augSanu, veicina imiinsupresiju un véza mestastazu veidosanos, sekmé angiogenézi.

Petot TAMs ietekmi uz audz&ju Sunu augSanu, zinatnieki atklaja sakaribu, ka
interleikini 23 un 17 (IL-23 un IL-17), kurus izdala v&za makrofagi, korele ar audzgju
progresiju (99). Kupfera $tinas sp&j apkartéja videé izdalit mitogénus, kas caur kodola faktora

kB (nuclear factor xB - NF-kB) signalcelu veicina hepatocelularas karcinomas attistibu (100).
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Cits veids, ka TAMs spgj iedarboties uz hepatocelularu karcinomu, ir interleikina 6 (IL-6)
izdale. IL-6 stimul€ signala parveidotaja un transkripcijas aktivatora 3 (signal transducer and
activator of transcription 3 - STAT3) signalcelu. Tas ari rezult€jas ar hepatocelularas
karcinomas S$iinu pastiprinatu proliferaciju (101). Gliomas gadijuma audz€ju Stnu tiesais
kontakts ar TAMs inici€¢ gliomas $tnu proliferaciju, aktivéjot STAT3 signalcelu (102).
Aprakstitie petijumi liecina par véza makrofagu lidzdalibu audz&u augSana un véza Stnu

proliferacija.

Vairakas $iinas audz€ju mikrovide veicina iminsupresiju, un véza makrofagi ir to Stinu
skaita. Imiinsupresiju TAMs panak, inhib&jot citotoksisko T limfocitu (CTL jeb CD8+)
darbibu. Viena pétijuma zinatnieki novéroja, ka vismaz dalgji CTL Stnu darbibas supresija ir
izskaidrojama ar L-arginina metabolismu: véza makrofagu inducéta slapekla (II) oksida
sintaze (iINOS) vai arginaze | pastiprinati veido reaktivas skabekla molekulas, kas negativi
ietekmé CD8+ darbibu (103). TAMs vél izdala interleikinu 10 (IL-10), kas palielina PD-L1
molekulas ekspresiju monocitiem, un PD-L1 papildus inhibé CTL darbibu (104). Papildus

imunsupresiju nodroSina Treg ar savo darbibu audz&ju mikrovide. Véza makrofagi izdala
hemotakses faktorus CCL17, CCL18 un CCL22, kuru ietekmé audz&ju mikrovidé papildus
infiltr&jas Treg. TAMs sekreté ari prostaglandinu E2 (PGE2), IL-10 un indolamina 2,3-

dioksigenazi, kas aktivé rekrut&tos Treg (105).

Véza makrofagi sp€j sekmét audz&ja metastazésanu un pirmsvéza nisas (premalignant
niche) veidosanos. TAMs izdala vairakas proteazes, pieméram, katepsinu B (cathepsin B),
matriksa metalopeptidazi 2 (MMP2), MMP7 un MMP9Y, kas saskel ekstracelulara matriksa
(ECM) struktiiru, tada veida atbrivojot celu audzgju Stinam (106). Véza makrofagi sekreté
TNF-0, VEGF un TGF-f, kuri ar asins plismu nonak audos un organos, kur notiks
metastatiskas niSas forméSana. Nonakot meérkvieta, izdalitas vielas liek apkartesoSajiem
makrofagiem sekretét S100A8 proteinu un seruma amiloidu A3, kas rekrut€s makrofagus un

arT audz&ju $tinas uz mérkvietu, péc laika tur formgjas jauna metastatiska nisa (107).

Audzgju attistibai ir nepiecieSama baribas vielu piegade, kuru nodroSina angiogenéze.
Zinatnieki noveéroja, ka gliomas un kriits audzgja gadijuma pastav korelacija starp jauno
asinsvadu skaitu audz€ja audos un TAMs skaitu (108,109). It 1pasi véza makrofagi
akumulgjas hipoksiskos audzgju rajonos. Hipoksijas ietekm& TAMs sekrete vielas, kas veicina
angiogenézi - VEGF, TNF-o, matriksa metalopeptidazes, IL-1P, IL-8, timidina fosforilazi
(110). Ir atklats, ka angiogenézé ipasi aktivi iesaistas makrofagi, kas ekspresé uz savas

virsmas tirozinkinazes endotglija receptoru 2 (TIE2), pie kura saistas angiogenézes regulétajs
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— angiopoetins (111). Angiopoetina inhibéSana ar monoklonalu antivielu palidzibu apstadina

audzgja progresiju olnicu véza gadijuma (112).

Apkopojot visu informaciju par véza makrofagiem, var secinat, ka tiem ir liela loma
audzgju attisttba un izplatiSana. Inhib&jot TAMs darbibu vai noblok€ot makrofagu
polarizaciju par véza makrofagiem, iesp&jams, zinatnieki sp&tu panakt pozitivo rezultatu
audz€ja augSanas apturéSana un arst€Sana. Zinatnes literatiira ir aprakstits, ka viens no
veidiem, kas veicina makrofagu polarizaciju par véza makrofagiem, ir audz&ju ekstracelularo
vezikulu uznemsana makrofagos. Bet EV iedarbibas mehanisms vél nav pilnigi izpétits. Tapec
Saja bakalaura darba tiks pétita kolorektala audzeéja SW480 un SW620 normoksijas un
hipoksijas apstaklos sekreteéto EV uzpemSana THP-1 S§tnas un ietekme uz monocitu
diferenciaciju. Cerams, ka petijuma rezultati palidzes detalizétak izp@tit procesu un tie varétu

noderét audz&ju arstésanas piemekl&Sanas procesa.
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2. MATERIALI UN METODES

2.1. Izmantotie materiali un iekartas

Iekartas :

Laminaras pliismas skapis Flow Fast V 12 P, Faster

Fazu kontrasta mikroskops Evos XL, AMG (Advanced Microscopy Group)
Udens vanna-kratitajs (Shaking water bath) Stuart SBS40

Inkubators, Memmert

Centrifaga LMC-3000, Biosan

Vorteksa maisitajs (Vortex) V-1 plus, Biosan

Pliismas citometrijas aparats Guava EasyCyte 8HT, Millipore

Ledusskapis, Arctiko

© ©° N o gk~ w DN PE

Stinu skaiti$anas aparats Luna-II"™ Automated Cell Counter, Logos Biosystems
10. Mikroskops Eclipse Ti, Nikon Instruments Inc.

11. Automatiskas mikropipetes Proline Plus :

= 0,5-10 pl, kataloga Nr. 728020, Sartorius

= 2-20 pl, kataloga Nr. 725030, Sartorius

= 5-50 ul, kataloga Nr. 728040, Sartorius

= 10-100 pl, kataloga Nr. 728050, Sartorius

= 20-200 pl, kataloga Nr. 728060, Sartorius

= 100 — 1000 pl, kataloga Nr. 728070, Sartorius

Materiali:

1. Stnu kultivésanas plate (24 laucini), kataloga Nr. 30024, SPL Life Sciences
2. Siinu kultivésanas plate (96 laucini), kataloga Nr. 2356082, Sarstedt
3. Serologiskas vienreizgjas pipetes

= 2 ml, kataloga Nr. 86.1252.001, Sarstedt

=  5ml, kataloga Nr. 86.1253.001, Sarstedt

= 10 ml, kataloga Nr. 86.1254.001, Sarstedt

= 25 ml, kataloga Nr. 86.1685.001, Sarstedt
4. Sunu skaiti$anas stiklini - Luna Cell Counting Slides, kataloga Nr. L12001, Logos

Biosystems
5. Exosome Spin Columns MW 3000, kataloga Nr. 4484449, Invitrogen
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6. Ependorf tipa stobrini 1,5 ml, kataloga Nr. 72.690.001, Sarstedt.
7. Adhgézijas priek$Smetstiklini (adhesion slides), kataloga Nr. 0810401, Marienfeld
8. Stobrini 50 ml, 114x28 mm, PP, kataloga Nr. 62.547.254, Sarstedt
9. Sanu kultivésanas standarta flakons T75, kataloga Nr. 83.3911.02, Sarstedt
10. MikropipeSu uzgali :
* 10 pl, kataloga Nr. 70.1130.210, Sarstedt
= 20 ul, kataloga Nr. 70.760.213, Sarstedt
= 100 ul, kataloga Nr. 70.760.212, Sarstedt
= 200 pl, kataloga Nr. 70.760.211, Sarstedt
Reagenti:
1. BD Pharmigen Human BD Fc Block 0.5 mg/ml 0.5 mL, kataloga Nr. 564220, BD

10.
11.
12.
13.
14.
15.
16.
17.
18.

Biosciences

BD Pharmigen PE Mouse Anti-Human CD206 2 mL, kataloga Nr. 555954, BD
Biosciences

BD Pharmigen, PE Mouse Anti-Human CD14 1mL, kataloga Nr. 557154, BD
Biosciences

BD Pharmigen PerCP-Cy 5.5 Mouse Anti-Human HLA-DR 0.25mL, kataloga Nr.
560652, BD Biosciences

StemPro Accutase 100mL, kataloga Nr. 15070, Gibco

RPMI 1640 Medium ar L-glutaminu un natrija hidrogénkarbonatu 500 mL, kataloga
Nr. R8758, Sigma

PBS (1x) bez Ca?* vai Mg?* 500ml, kataloga Nr. E504-500ML, Amresco

FBS (fetal bovine serum) 500 mL, kataloga Nr. F9665, Sigma-Aldrich

Penicilina 100 AV/streptomicina 100 pg/ml Skidums 100mL, kataloga Nr. P4333,
Sigma

DMSO - kataloga Nr. RNBC0311, Sigma

EIPA, kataloga Nr. 14406, Cayman Chemical

Hlorpromazins, kataloga Nr. C8138, Sigma

Dainasors, kataloga Nr. D7693-5MG, Sigma

Nistatins, kataloga Nr. N6261-5MU, Sigma

Citohalazins-D, kataloga Nr. C8273, Sigma

Syto RNAselect, fluorescenta iezime, kataloga Nr. S32703, Invitrogen

ProLong® Gold Antifade Mountant ar DAPI, kataloga Nr. P36931, Invitrogen

Forbola 12-miristata 13-acetats (PMA), kataloga Nr. 524400, Calbiochem
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19. Rekombinants cilvéka interferons gamma (IFN-y), kataloga Nr. 285-IF, R&D Systems
20. Rekombinants cilvéka interleikins 4 (IL-4), kataloga Nr. 204-IL, R&D Systems

21. Rekombinants cilvéka interleikins 13 (IL-13), kataloga Nr. 213-ILB, R&D Systems
22. Lipopolisaharidi (LPS) no Escherichia coli, kataloga Nr. L2880, Sigma-Aldrich

Siinu Iinijas :

1. SW480 un SW620 Stinu liniju normoskijas un hipoksijas apstaklos sekretétas EV,
sanemtas no prof. A.Lin€ grupas (Latvijas Biomedicinas p&tijumu un studiju centrs)

2. THP-1 stnu kultiira, iegadata no Eiropas Stnu kultiru kolekcijas (European
Collection of Authenticated Cell Cultures -ECACC)

2.2. Siinu Kultiveé$ana

P&tijuma izmanto monocitu §tinas no THP-1 $iinu linijas. THP-1 $tnu Iinija ir izdalita
no monocitaras leikozes pacienta asinim. Salidzinot ar citam mieloidajam Stnu lijam (HL-
60, U937, KG-1, HEL), makrofagi, kas ir diferencéti no THP-1 $tinu Iinijas, p&c savam
funkcionalam pazimém ir vairak lidzigi in vivo diferencétajiem veselajiem makrofagiem.
At8kiriba no vesela cilvéka makrofagiem, THP-1 §tnu linijai ir raksturiga homogéna $tnu
populacija, kas atvieglo pétijuma veikSanu (113). Pateicoties aprakstitajam pazimem,
eksperimentam ir izvéléta tiesi THP-1 §anu kultira. Stinu kultira tika sanemta sasaldéta
veida. Péc stinu atkauséSanas tidens vanna (Stuart SBS40), Stinas kultivé RPMI-1640 medium
(Sigma) barotn€ ar 10% liellopa embrija serumu (fetal bovine serum - FBS) (Sigma-Aldrich)
un penicilina 100 AV/streptomicina 100 pg/ml (Gibco) piedevu. KultivéSanai ir nepiecieSami
notetkti apstakli - 37°C temperatiira, 5% CO2 un 95% mitruma, kurus nodroSina inkubators

(Memmert).

2.3. EV ieziméSana

Petijuma tiek izmantoti 4 ekstracelularo vezikulu vedi:

e SWA480 stunu Imijas normokijas apstaklos sekretétas EV

e SWA480 stnu Imijas hipoksijas apstaklos sekretétas EV

e SW620 stnu Iinijas normokijas apstaklos sekretétas EV

e SW620 Sunu Iijas hipoksijas apstaklos sekretétas EV
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EV ir sanemtas no prof. A.Lin€ grupas (Latvijas Biomedicinas pétijumu un studiju
centrs). Ekstracelularo vezikulu iezim&Sanai izmanto 1 pl Syto RNAselect (Invitrogen)
Skidumu. Syto RNAselect ir zala fluorescenta krasviela, kuras absorbcijas maksimums ir pie
490/530 nm vilpa garuma. Fluorescenta krasviela saistas pie RNS, kas atrodas
ekstracelularajas vezikulas. EV ieziméSanas reakcijas maisijuma pagatavoSanai izmanto 1 pl
Syto RNAselect (1ImM), EV un PBS. Kopgjais maisfjuma tilpums ir 100 pl. Ta ka cetros
eksperimentos EV tilpums, kas tika izmantots EV endocitozes cela noteik$anai monocTtos,
bija atskirigs (atkarigs no proteinu koncentracijas EV parauga), PBS daudzumu aprékina pec
formulas:

V pes= 100 pl — V syto RNAselect — V EV
Vpes=100 pul - 1 pl -V gv.

Pagatavoto maisijumu inkubé 20 miniites inkubatora (Memmert) pie 37°C temperatiiras,
5% CO.. Péc inkubéSanas atbrivojas no krasvielas, kas nesaistijas ar RNS ekstracelularajas
vezikulas, izmantojot Exosome Spin Columns MW 3000 (Invitrogen).

Gelam, kas atrodas Exosome Spin kolonnas, pievieno 650 pl PBS samitrinasanai,
samaisa ar vorteksa palidzibu un atst3j istabas temperattira. Péc 10 miniitém kolonnas ievieto
2 ml stobrinos, kurus centrifugé 2 mintites ar atrumu 2200 apgriezieni/ minité ar merki
atbrivoties no parpalikusa Skidruma. No inkubatora iznem pagatavotus EV un krasvielas
maisijumus un uzklaj tos gela centra. SytoRNA kontroles paraugu ari uzliek uz ggla.
Nakamaja soli ir nepiecieSams ievietot kolonnas 1,5 ml stobrinos un centrifugét 2 minttes ar
atrumu 2200 apgriezieni/ miniité. Beigas ir iegiits EV satuross eluats, kuru izmanto nakamaja

petijuma posma.

2.4. EV uznemsanas un endocitozes cela noteik§ana THP-1 Siinu lnija

Pétot EV uznemSanu un endocitozes celas noteik§anu monocitu §tinas, izmanto plismas

citometrijas metodi. Rezultatu apstiprinasanai izmanto fluorescentas mikroskopijas metodes.

2.4.1. EV uznemSanas un endocitozes cela noteik§ana THP-1 Siinu Inija ar plismas
citometrijas metodi

Pétijumam ir nepiecieSama 96 laucinu plate (Sarstedt). 9 laucinus piepilda ar 50 pl
THP-1 $anu suspensiju (3anu koncentracija suspensija ir 2 milj. $Gnu uz 1ml). S@nas pirms

tam bija kultivétas RPMI-1640 medium (Sigma) barotné ar 10% fetalo liellopa serumu
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(Sigma-Aldrich) un penicilina 100 AV/streptomicina 100 pg/ml (Gibco) piedevu. Pirmie Cetri
laucini ir paredzeti kontroles paraugiem, ped€jos piecos laucinos notiks inhibitoru iedarbibas

parbaude.
Kopuma sanak aizpilditi 9 laucini. Ja numur€ laucinus p&c kartas, tajos atrodas:

THP-1 Siinas

THP-1 Siinas ar $kidinataju DMSO

THP-1 ar filtrétu Syto RNAselect iezimi (Invitrogen)

EV iezimétas ar Syto RN Aselect — pozitiva kontrole

THP-1 Siinas + EIPA + iezimé&tas ar Syto RNAselect EV

THP-1 Stnas + hlorpromazins + iezimétas ar Syto RNAselect EV
THP-1 Siinas + dainazors + iezimétas ar Syto RNAselect EV

THP-1 Siinas + nistatins + iezim&tas ar Syto RNAselect EV

© 0o N o g bk~ w D P

THP-1 $tinas + citohalazins D + iezim&tas ar Syto RNAselect EV

Saja pétijuma tiks izmantoti 5 izvélétie endocitozes inhibitori: EIPA, hlorpromazins,
dainazors, nistatins un citohalazins D. EIPA inhib& makropinocitozi, hlorpromazins nobloke
klatrina atkarigo endocitozi, dainazoru izmanto kaveolina atkarigas endocitozes inhib&Sanai,
bet dainazoram ir ietekme ari uz klatrina atkarigo endocitozi un lipidu plostu ierosinato
endocitozi. Nistatins inhib& kaveolina atkarigo endocitozi un lipidu plostu ierosinato

endocitozi, bet citohalazins D nobloké fagocitozi un makropinocitozi.

Katra no 9 ailitem pievieno Siinu barotni, nepiecieSamo barotnes daudzumu aprékina

péc formulas:

V Sanu barotne = V reakcijas kop€jais ~ V sinu suspensija — \% EV, kas athilst 1 mikrogramam — V endocitozes

inhibitors
V sanu barotne = 100 ul =50 pl - V gV, kas atbilst 1 mikrogramam — V endocitozes inhibitors

Sakotngja EV koncentracija katra no Cetriem EV veidiem (normoksijas un hipoksijas
apstaklos sekretétas SW480 un SW620 Stunu Imiju EV) ir dazada. Tapéc katra pétijuma
(kopuma Cetri pétijumi ar katru EV veidu) EV tilpums, kas atbilst vienam mikrogramam, ir
aprekinats individuali. Lai dabiit inhibitoru vajadzigo koncentraciju, izmanto tadus inhibitoru

tilpumus, kas ir noraditi 2.1. tabula.
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2.1. tabula

Pétijjuma izmantotie inhibitori, to koncentracijas un nepiecieSamie inhibitoru tilpumi

o ] NepiecieSamais
Inhibitora Razotajs, Izejas Vélama ]
tilpums uz 100
nosaukums kataloga Nr. koncentracija koncentracija |
n
Cayman
EIPA _ 320 uM 5uM 1,6 ul
Chemical, 14406
Hlorpromazins Sigma, C8138 320 uM 10 uM 3,1 ul
) Sigma, D7693-
Dainazors 320 uM 80 uM 25,0 ul
5MG
Sigma, N6261-
Nistatins 320 uM 20 uM 6,3 ul
5MU
Citohalazins D Sigma, C8273 320 uM 20 uM 6,3 ul

Péc sunu barotnes pievienosSanas pievieno endocitozes inhibitorus 5.-9. ailités tados
tilpumos, kadi ir noraditi 2.1. tabula. Veic DMSO 8kiduma pagatavoSanu ta, lai Skiduma
koncentracija butu 20.6 ul uz 1 ml §tnu barotnes. Pievieno DMSO $kidumu otraja kontroles
laucina. Stnu plati novieto inkubatora uz 30 minttém. Iznemot no inkubatora, visas ailites,
iznemot pirmas tris kontroles ailites, pievieno iepriekSpagatavotas iezimétas Syto RNAselect
ekstracelularas vezikulas (péc aprékinata tilpuma). TreSaja ailité pievieno atbilstoSo Syto
RNAselect tilpumu. Tas ir nepiecieSams, lai var€tu noteikt nesaistitas iezimes iesp&€jamo

reakciju. Veic inkub&$anu vienu stundu.

Kameér notiek inkub&Sana, var samarkét 1,5 ml stobrinus. P&c inkubg&Sanas stobrinos
parnes katras attiecigas ailites saturu. Siinu skalo$anai visos stobrinos pievieno Iml PBS.
Stobrinus ievieto centrifiga un ieslédz aparatu uz 2000 apgriezieniem miniité. P&c 5 mintisu
centrifugéSanas nolej supernatantu, palikusajam §tinam pievieno PBS lidz 200 pl. Samaisa ar

vorteksa palidzibu.

Veic pliismas citometriju ar Guava easyCyte 8HT aparata palidzibu. Pliismas citometrs
izméra Syto RNAselect fluorescenci zalaja kanala. No sakuma notiek Syto RNAselect
ierosinasana pie 490 nm vilpa garuma, bet emisija notiek pie 530 nm vilpa garuma. Datu
analizei izmanto Millipore Guava programmu Express Pro. Iegttie dati tiek eksportéti uz

programmu Microsoft Excel.

34




2.4.2. EV uznemsSanas noteik§ana THP-1 Siinas ar fluorescentas mikroskopijas palidzibu

THP-1 $tnu Iinijas monocitus ies€j 96 laucinu platé (Sarstedt). Ies€Sanas blivums ir
1x10° $iinu uz 100 pl barotnes. Péc ekstracelularo vezikulu (10 pg/ml) pievienosanas inkubé
1 stundu pie 37° C temperatiitas. Iznemot plati no inkubatora, ir nepiecieSama $iinu skaloSana
ar 1 ml PBS (Amresco), $tiinas parvieto Ependorfa tipa stobrinos. Nakamaja posma seko 5
mindsu $iinu centrifugéSana ar atrumu 2000 apgriezieni/miniit€. Supernatantu nolej, bet Stinas
apstrada ar ar 4% paraformaldehida Skidumu. Atstaj istabas temperatiira uz 20 miniiteém. P&c
tam 2 reizes veic Stunu skaloSanu ar 1ml PBS. P&c skaloSanas Siinas centrifugé 5 mintites ar
atrumu 2000 apgriezieni/miniité. Supernatantu nolej, $tinu Skidumu uztriepj uz adhézijas
prieksmetstiklina (Marienfeld). Uztriepes izzt$anai pie istabas temperatiras ir nepiecieSamas
12 stundas. Siinu kodolu iezim&3anai izmanto ProLong Gold Antifade Mountant ar DAPI
(Invitrogen). Kad paraugs ir gatavs, mikroskop&$anu veic ar Eclipse Ti mikroskopu (Nikon
Instruments Inc.), izmantojot Nikon S Plan Fluor ELWD 40x/0.60 objektivu. Syto RNAselect
ierosinasanai izmanto 488 nm lazera vilpa garumu, bet DAPI ierosinasanai - 405 nm lazera
vilpa garumu. Syto RNAselect fluorescences uztver§anai izmanto 525/50 nm frekvencu joslas
filtru (band pass filter) (Nikon Instruments Inc.), DAPI fluorescences uztverSanai - 447/60 nm
frekvencu joslas filtru (Nikon Instruments Inc.). Fluorescence katra kanala tika registréta
atseviski, lai izvairitos no spektralas parklasanas. Att€lu apstradei izmanto Nis-Elements C

4.13 programmatiru (Nikon Instruments Inc.).

2.5. Monocitu diferenciacija un EV pievieno$ana

Monocitu $tinas (THP-1 §tinu linija), kas kultivétas kopa ar barotni RPMI-1640 (Sigma)
ar 10% FBS (Sigma-Aldrich) un antibiotiku piedevu (Gibco), izs¢j 24 laucinu platé (SPL Life
Sciences). Izsésanas blivums ir 0,5x108 §tinu viena laucina uz 0,5 ml barotnes. Stinu skaitu
nosaka ar Luna Cell Counting Slides palidzibu. Uz $tinu skaitiSanas priek$metstiklina novieto
Skiduma paraugu un, priekSmetstiklinu ievietojot $tinu skaitiSanas aparata Luna-II™ (Logos

Biosystems), aparats pats automatiski nosaka $tinu skaitu noteiktaja tilpuma.

Péc shémas pievieno 150 nM forbola 12-miristata 13-acetatu (PMA) monocitu
diferencésanai par neaktiviem (MO0) makrofagiem. Uz 0,5 ml izmanto 0,6 pl no 0,125 mM
izejas standartSkiduma (stock solution). Plati novieto inkubatora uz 24 stundam. P&c

inkubacijas diferenciacijas barotni nomaina ar 0,5 ml RPMI-1640 barotni. Veic inkubaciju 24
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stundu garuma. Iznemot plati no inkubatora, Sindm p&c shémas pievieno ekstracelularas

vezikulas.

P&éc vienas stundas pievieno péc shémas polarizacijas reagentus:10 pg/ml LPS (R&D
Systems) (1 pl no 5 ng/ml LPS rezerves standartskiduma) un 20ng/ml IFN- y (R&D Systems)
(0,5 ul no 20 pg/ml IFN- y rezerves standartS§kiduma), kas veicina makrofagu polarizaciju par
M1 makrofagiem, un 20 ng/ml interleikinu 4 (R&D Systems) un 20 ng/ml interleikinu 13
(R&D Systems). Abus interleikinus nem pa 1 pl no 10 png/ml izejas standartSkiduma. IL-4 un
IL-13 polarizé makrofagus par M2 makrofagiem. AiliSu saturs ir shematiski atainots 2.1.

attela. Stinas inkubg 48 stundas. Diferenciacijas rezultata makrofagiem izmainas:

e Stnu morfologija
e citokinu sekrécija

e virsmas markieru ekspresija uz $tinu virsmas

Petijuma gaita katras 24 stundas tika veikta mikroskop&Sana ar fazu kontrasta
mikroskopa Evos XL (AMG) palidzibu ar mérki konstatét $tinu morfologiskas parmainas
diferenciacijas rezultata. Virsmas markieru analizi veic ar plismas citometrijas metodi.

Izdaltto citoktnu paraugi tika savakti un sasaldéti, bet petijjuma ietvaros netika analizgti.

2.1.att. Plates shéma

36



2.6. EV ietekmes noskaidro$ana uz monocitu diferenciaciju ar plismas citometrijas
palidzibu

P&c inkubacijas monocitu Stinas atsiic, parvieto uz 1,5 ml Ependorf tipa stobriniem.
Skidumu stobrinos centrifugé 5 miniites ar centrifligas aparatu LMC-3000 ar atrumu 1200
apgriezieni miniit€. Pabeidzot centrifugéSanu, supernatantus parvieto (nolej) citos stobrinos.

Stobrinus ar supernatantu atliek kastg.

Ailites, kur atrodas makrofagi, atsiic Skidrumu atseviskos stobrinos, kur ari pievieno
Skidrumu no skaloSanas, kuru veic ar 0,5 ml PBS katra ailité. Stobrinus ar Skidrumiem ieliek
kaste, kur jau atrodas 2 stobrini ar monocitu centrifugé$anas supernatantiem. Sos stobrinus
izmantos citokinu analizei, lai secinat par makrofagu diferenc€Sanu (makrofagu apakstipiem
atSkiras sekreteto citokinu profils). Kasti novieto saldétava Arctiko, kur temperatiira ir -80° C.

S1 bakalaura darba ietvaros citokinu analize netika veikta.

Nakamaja posma pievieno katra ailit€ 0,2 ml Accutase. Akutazi pirms tam sasilda tdens
vanna Stuart SBS40. Akutaze ir nepiecieSama, lai atrautu makrofagu $tinas no plates virsmas,
jo atskiriba no monocitiem, kas brivi parvietojas Skiduma, makrofagi ir adherentas $iinas un
piestiprinds pie plates virsmas, ta ir viena no pazimém par monocitu veiksmigo diferenciaciju
makrofagos. Lai akutaze iedarbotos, nepiecieSams plati ar §tinam un akutazi inkubgt 20
minttes 37°C inkubatora Memmert. P&c 20 minatém fazu kontrasta mikroskopa Evos XL
(AMG) parbauda $tinu atrausanos, ja nepiecieSams, $tinu atrau$anos var saudzigi mehaniski
stimulét. AiliSu saturu parnes uz ml Ependorf tipa stobriniem. Katru ailiti skalo ar 500 pl
PBS, ar1 to Skidumu pievieno attiecigajiem stobriniem. Stobrinus centrifugé 5 minttes ar
atrumu 1200 apgriezieni/mintité. P&c centrifugéSanas nolej supernatantus un uzmanigi atsiic
atlikuSo Skidumu. Visos stobrinos (arT stobrinos ar monocitu nogulsném, kurus dabiijam
petijuma sakuma) ir nepiecieSams resuspendét Sinu nogulsnes ar 100 pl 1% FBS/PBS
palidzibu. 50 ml 1% FBS/PBS skidumu ieprieks pagatavo, pie 49,5 ml PBS pievienojot 0,5 ml
FBS. Péc tam katra stobrina pievieno 3 pl Fc Receptor block (BD Pharmigen), lai izvairitos
no antivielu nespecifiskas saistiSanas pie Fc receptoriem. Viegli vorteks€. Inkub€ 10 miniites
istabas temperatiira. Nakamaja solt ir nepiecieSams katra stobrina esoSo Skidumu sadalit 4
péc tilpuma vienadas dalas. 3 paraugos pievienosim antivielas, bet ceturtais paraugs ir
negativais paraugs. Sadalam paraugus stobrinos. Katra stobrina pievieno 1% FBS/PBS lidz
100 pl. Pievieno antivielas: 10 pl PE Mouse Anti-Human CD14 (BD Pharmingen), 10 ul PE
Mouse Anti-Human CD206 (BD Pharmingen) un 5 pl PerCP-Cy 5.5 Mouse Anti-Human
HLA-DR (BD Pharmingen). Viegli vorteksé. Visus stobrinus saliek plastmasas stativa.
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Stativu aptin ar foliju un atstaj uz 30 miniitém inkubg&ties istabas temperatiira. P&c inkubacijas
pievieno 1 ml PBS katra stobrina. Visus paraugus centrifugé 5 minttes ar atrumu 2000
apgriezieni/miniité. Supernatantu nolej, nogulsnes resuspend€ ar 150 pl PBS. Viegli vorteksg.
Veic pliismas citometrijas analizi. Analizei izmanto Guava EasyCyte (Millipore) aparatu.
Plismas citometrijas dati tika analizéti ar FlowJo 10. versijas programmattiru (Tree Star

Inc.).

2.7. Datu apstrade un statistiska analize

Dati tika apstradati Microsoft Excel 2013 un GraphPad Prism 7 programmas. GraphPad
Prism programma izmantoja Anova testu (ordinary one-way Anova). Atskiribu uzskata par

statistiski ticamu pie p<0,05.
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3. REZULTATI UN DISKUSIJA

3.1. EV uznems$anas noteikSana THP-1 Siinas ar plasmas citometrijas metodi un ar

fluorescentas mikroskopijas palidzibu

Lai biitu iesp&jams veikt petijumu par ekstracelularo vezikulu uznemsanu un to ietekmi
uz monocitiem, no sakuma ir nepiecieSams izrékinat optimalo EV koncentraciju, pie kuras
notiek visefektivaka ekstracelularo vezikulu uznemsana THP-1 §tinas, lai to koncentraciju
varétu izmantot pétijumos. Rezultati par EV koncentracijas ietekmi uz EV uznemSanu

monocitu $iinas ir atspoguloti 3.1., 3.2., 3.3. un 3.4. attelos.

SW480 N EV uznemsana
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3.1. att. SW480 N EV koncentracijas ietekme uz EV uznems$anu THP-1 §tinas

SW480 H EV uznemsana
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3.2. att. SW480 H EV koncentracijas ietekme uz EV uznemsanu THP-1 Siinas
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SW620 N EV uznemsana
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3.3. att. SW620 N EV koncentracijas ietekme uz EV uznems$anu THP-1 Siinas

SW620 H EV uznemsana
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3.4. att. SW620 N EV koncentracijas ietekme uz EV uznemsanu THP-1 §tinas

Izanalizgjot iegiitos grafikus, tika izlemts petjjumos izmantot 10 pg/ml SW480 N EV,
SW480 H EV, SW620 N EV un SW620 H EV koncentracijas, jo pie 10 pg/ml EV
koncentracijas bija novérota vislielaka (%) EV uznemsana THP-1 $tnas: SW480 N EV tika
uznemtas 90% monocitos, SW480 H EV — 99% monocitos, SW620 N EV — 99% S§iinas un
SW620 H EV — 96% monocitos.

lezimétas ekstracelularas vezikulas kultivéja kopa ar THP-1 S$tinu Iinijas monocitiem.
Lai noskaidrotu, vai monocitu $tinas uznem EV, tika pielietota pliismas citometrijas metode.
Analizgjot Stnas, plismas citometrs Guava easyCyte 8HT registré Syto RNAselect iezimes
fluorescenci, no sakuma ierosinot Syto RNAselect pie 490 nm vilpa garuma, péc tam
detekt&jot emisiju pie 530 nm vilpa garuma. Ja monocitu Siinai aparats uztvéra fluorescenci
pie 530 nm, tas nozim&, ka RNS, pie kura saistas Syto RNAselect, no ekstracelularajam
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vezikulam nonaca monocitu §ina, kas lauj secinat par EV uznemsanu THP-1 Stnas. Uztverot
fluorescenci, datus var atspogulot, izmantojot divus parametrus: fluorescences intensitati un
pozitivo $tinu skaitu, kuram detekt&ja fluorescenci. Petijuma iegttie rezultati ir atainoti 3.5. un

3.6. attélos.

50_ FRK
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3.5. att. THP-1 $iinu, kas inkubétas ar SW480 un SW620 §iinu liniju normoksijas un hipoksijas
apstaklos sekretetam EV, fluorescences intensitate. Rezultati ir iegiiti 5 atkartojumos. Stabini
uzrada vidgjo vértibu £ SEM. Apzim&jumi: N - normoksijas apstaklos sekretétas EV, H — hipoksijas
apstaklos sekretétas EV, **- p < 0.01, ***- p <0.001. Analize tika veikta ar Anova testu (One-way
ANOVA).

3.5. attela ir atspogulotas THP-1 Stinu, kultivéto kopa EV, fluorescences intensitates

salidzinajuma ar kontroles grupu (THP-1 Stnas kultivétas bez EV). Ir analizéti 4 paraugi:

1. THP-1 Stnas, inkub&tas kopa ar SW480 $unu linijas normoskijas (N) apstaklos
sekretetam EV

2. THP-1 Sunas, inkub&tas kopa ar SW480 Stnu Imijas hipoksijas (H) apstaklos
sekretetam EV

3. THP-1 S$inas, inkubgtas kopa ar SW620 Stnu linijjas normoskijas (N) apstaklos
sekretetam EV

4. THP-1 sinas, inkub@tas kopa ar SW620 Siinu Imijas hipoksijas (H) apstaklos
sekretetam EV

3.5. attels uzrada, ka visiem cetriem THP-1 Stnu paraugiem ir paaugstinata

fluorescences intensitate salidzinajuma ar kontroles grupu:
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e THP-1 Sunam, inkubétam ar SW480 N EV, fluorescences intensitate ir 10 reizes
augstaka neka kontroles grupai

e THP-1 Stinam, inkubétam ar SW480 H EV, fluorescences intensitate ir 12 reizes
augstaka neka kontroles grupai

e THP-1 Stnam, inkub&tam ar SW620 N EV, fluorescences intensitate ir 7 reizeS
augstaka neka kontroles grupai

e THP-1 Stnam, inkub&tam ar SW620 H EV, fluorescences intensitate ir 6 reizeS

augstaka neka kontroles grupai

Statistiski ticama atSkiriba pastav starp THP-1 §tinam, inkub&tam kopa ar SW480 N EV,
un kontroles grupu (p < 0.01) un starp THP-1 §tinam, inkub&tam kopa ar SW480 H EV, un
kontroles grupu (p < 0.001). Vislielako fluorescences intensitati (vid&ji 31,80 a.u.) uzradija
THP-1 Siinas, kultivétas kopa ar SW480 H EV. Vismazaka fluorescences intensitate (vidéji
15,40 a.u.) bija detektejama THP-1 $tnam, inkub&tam ar SW480 N EV. Ta ka fluorescences
intensitate ir paaugstinata visiem cetriem THP-1 §tinu paraugiem, var secinat, ka THP-1 $tnu

Itnijas monociti uznem visus ¢etrus EV paraugus.

Salidzinot EV uznems$anu no SW480 un SW620 Stnu linijam, ir redzams, ka pastav
statistiski ticama atSkiriba fluorescences intensitate starp THP-1 Stinam, inkub&tam ar SW480
N EV un SW480 H EV, un kontroles grupu, bet statistiski ticama atSkiriba fluorescences
intensitaté starp THP-1 $Gnam, inkub&tam ar SW620 N EV un SW620 H EV, un kontroles
grupu nebija konstatéta. Tas nozimée, ka dotaja petijjuma THP-1 monociti uznem labak EV no

SW480 siinu linijas, neka no SW620 $tunu linijas.

Salidzinot hipoksijas apstaklos sekreteéto EV uznemSanu un normoksijas apstaklos
sekreteto EV uznemsSanu, ir konstatéts, ka THP-1 Stnam, inkub&tam kopa ar SW480 H EV,
fluorescences intensitate ir 1,2 reizes augstaka neka THP-1 Stinam, kultivétam kopa ar SW480
N EV. Tas varétu liecinat par to, ka no SW480 Sinu linijas augstaka uznemsSana ir
hipoksiskos apstaklos sekretétam EV, neka normoksijas apstaklos sekretétam EV. SW620
Stnu Inijas EV uzradija pretgju rezultatu - THP-1 $inam, kultivétam kopa ar SW620 H EV,
fluorescences intensitate ir 1,2 reizes zemaka neka THP-1 Stnam, kultivétam kopa ar SW620
N EV. Tas liecina, ka no SW620 linijas augstaka uznemsana ir normoksijas apstaklos
sekretetam EV. Visparinot rezultatus, nevar izdarit kop&ju secinajumu par normoksijas un
hiposkijas apstaklos sekreteto EV uznemSanas salidzinajumu, jo pastav atSkiribas starp Stinu

Iinijam, no kuram izdalija EV.
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3.6. att. THP-1 Sanu, kas inkubégtas ar EV, procentualais daudzums (%), kuram detekteja
fluorescenci. Rezultati ir ieghti 5 atkartojumos. Stabini uzrada vidgjo vértibu = SEM. Analize tika
veikta ar Anova testu (One-way ANOVA).

Ta ka otrais rezultatu uzradiSanas veids ir fluorescences pozitivo Siinu skaita (%)
atainoSana, 3.6. attéla ir atspoguloti dati par THP-1 S§tnu, inkub&tu kopa ar Cetriem EV
veidiem, daudzumu (%), kuram detektgja fluorescenci. Attieciba ir nemta pret monocitu
kopgjo skaitu parauga. P&tijuma fluorescenci uzradija videji 93 % no THP-1 S§tnam,
kultivétam ar SW480 N EV, vidg&ji 74 % no THP-1 Siinam, kultivétam ar SW480 H EV, vidg;ji
72% no THP-1 stinam, kultivétam ar SW620 N EV, vidgji 70 % no THP-1 §tnam, kultivétam
ar SW620 H EV. Kopuma var pateikt, ka dati, kas ir redzami 3.2. att€la, arT apliecina, ka
procentuali lielaka dala no THP-1 §tinam uznem visus Cetrus EV veidus. Salidzinot sava
starpa, lielaks procentualais fluorescences pozitivo §tnu daudzums ir THP-1 S$iinam,
kultivétam ar SW480 N EV, kas varétu liecinat par to, ka monocitu $tnas labak uznem
SW480 N EV, bet tas ir pretruna ar informaciju no 3.1. attéla, kura paraditie dati liecina, ka

visaugstaka fluorescences intensitate ir THP-1 Siinam, kultivétam kopa ar SW480 H EV.

Par EV uzpemSanu THP-1 Stnas vizuali var parliecinaties, izmantojot fluorescento
mikroskopiju. Sagatavojot petamo paraugu, RNS, kas atrodas ekstracelularajas vezikulas, tika
iezimétas ar Syto RNAselect, bet DNS ieziméSanai monocitu kodolos izmantoja DAPI.
Veicot analizi, Syto RNAselect ierosinasanai izmanto 488 nm lazera vilpa garumu , bet DAPI
ierosinasanai - 405 nm lazera vilpa garumu. Syto RNAselect fluorescences uztverSanai

izmanto 525/50 nm frekvencu joslas filtru (band pass filter), DAPI fluorescences uztversanai
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- 447/60 nm frekvencu joslas filtru. Fluorescence katra kanala tika registréta atseviski, lai

izvairitos no spektralas parklasanas. Rezultati ir atspoguloti 3.7. attéla.

3.7.B attéla ir uznemta SW620 N ekstracelularo vezikulu RNS bilde. RNS ir iesp&jams
saskatit, pateicoties iezimei Syto RNAselect, kas fluorescé zala krasa pie 525 nm vilpa
garuma. 3.7.C attela ir saskatams monocitu kodola DNS sakopojums, kas ir ieziméts ar DAPI.
DAPI fluoresce zila krasa pie 447 nm vilna garuma. 3.7. A attéla ir parklatas B un C bildes.
3.7.A attela ir redzams, kas RNS no Syto RNAselect EV nonak monocitu $iinas un

koncentrgjas ap Stinas kodolu. Tas vizuali apstiprina EV uznemsanu THP-1 §iinas.

Fluorescenta mikroskopija ir veikta ar visiem cetriem EV veidiem, bet 3.7. attela ir

atspoguloti rezultati tikai no SW620 N EV uznemsSanas pétijuma monocitos. Ar pargjiem EV

veidiem bija noverots lidzigs rezultats.

A

3.7. att. SW620 N EV uznemsanas noteik§ana THP-1 Siinas ar fluorescentas mikroskopijas

palidzibu. A — parklati attéli, B — RNS no EV, C — monocttu kodola DNS

Apkopojot ieglitos rezultatus, var secinat, ka THP-1 Stinas uznem visus Cetrus EV
veidus. Noveérojums, ka monocitu $§tnas uznem EV, atbilst citiem pasaulé veiktajiem
petijumiem. 2012. gada eksperimenta ir pieradits, ka monociti, kas bija izoléti no Zviedrijas
Sahlgrenskas Universitates slimnicas pacientu asinim, uznem SiRNA no plazmas eksosomam
(114). Cita pétjjuma ar plismas citometrijas un konfokalas mikroskopijas palidzibu ir
konstatets, ka THP-1 un U937 S§tinu Iiniju monociti uznem cilvéka embrionalo aknu Stnu
HEK293T sekretetas EV (115). Ari ir izpétits, ka hroniskas limfoleikozes MEC-1 §tinu linijas

sekretétas EV tiek uznemtas monocitu Stnas (116).
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Secinajums, ka monociti uznem EV, layj talak veikt petijumu par EV endocitozes celas

noteikSanu THP-1 §inas un par EV ietekmi uz monocitu diferenciaciju.

3.2. EV endocitozes cela noteik§ana THP-1 Siinu Iinija ar plusmas citometrijas metodi

Izmantojot pliismas citometrijas metodi, tika nolasita fluorescences intensitate THP-1
Stnam, kultivétam kopa ar EV, kas kalpo par pozitivo kontroles paraugu, un THP-1 $tinam,
kultivétam kopa ar EV un inhibitoriem. P&tjjuma izmantoja 5 inhibitorus: EIPA (5 uM),
hlorpromazins (10 uM), dainazors (80 uM), nistatins (20 uM) un citohalazins D (20 uM).
Katra parauga uznemto fluorescences intensitati salidzindja ar pozitivas kontroles
fluorescences intensitati (FI parauga / FI kontroles). Attiecibu parveido procentualaja
attieciba. legiita attieciba att€lo EV uznemsanu (%) katra parauga, salidzinot ar kontroles
paraugu, kuru uznemsanu pienem par 100%. Inhibicijas spgja ir izskaitlota, no 100% atnemot
konkréta parauga EV uznemsSanas sp&ju (%). legiitie rezultati par inhibitoru ietekmi uz EV

uznemSanu THP-1 §iinas ir atspoguloti 3.8. un 3.9. attelos.

3.8. attela ir paradita inhibitoru iectekme uz SW480 $tnu linijas normoksijas (N) un
hiposkijas (H) apstaklos sekreteto EV uznems$anu THP-1 Stinas. Rezultati uzrada, ka visos
paraugos ar inhibitoriem samazinajas gan hipoksijas, gan normoksijas apstaklos SW480 stinu
Iinijas sekreteto EV uznemsSana. Bet statistiski ticama atSkiriba (p < 0.001) pastav tikai
SW480 N EV uznemsana starp kontroles grupu un THP-1 §tinam, kuram pievienoja inhibitoru
dainazoru. Saja parauga EV uznemsana vidéji sastadija tikai 39%, kas nozimé, ka dainazors
samazinaja SW480 N EV uzpemsSanu par 61%. Dotaja grafika arT ir redzams, ka SW480 N
EV uznemsSanu EIPA vidgji samazinaja par 11%, hlorpromazins — par 20%, nistatins — par
12%, citohalazins D — par 15%. Hipoksijas apstaklos sekretéto EV uznemsSanai inhibitoru
ietekmé nebija statistiski ticamas atSkiribas no kontroles grupas. SW480 H EV uznemSanu
EIPA samazinaja par 19%, hlorpromazins — par 19%, dainazors — par 45%, nistatins — par
37%, citohalazins D — par 17%. Arl Saja gadijjuma vislielaka EV uznemsSanas inhibicija ir

novérojama dainazoram.
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3.8. att. Inhibitoru ietekme uz SW480 Sinu Iinijas sekretéto EV uznemSanu THP-1 Siinas.
Rezultati ir iegtiti 4 atkartojumos. Stabini uzrada vidgjo veértibu + SEM. Apzim&jumi: N — normoksijas
apstakli, H — hipoksijas apstali, Poz - pozitiva $tinu kontrole, EIPA - EIPA inhibitors, CPZ -
hlorpromazins, Dyn - dainazors, Nyst — nistatins, CytD - citohalazins D, ***- p < 0.001. Analize tika
veikta ar Anova testu (One-way ANOVA).
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3.9. att. Inhibitoru ietekme uz SW620 Siinu Iinijas sekretéto EV uznemsanu THP-1 Sinas.
Rezultati ir iegiti 4 atkartojumos. Stabini uzrada vid&jo veértibu + SEM. Apzim&umi: N — normoksijas
apstakli, H — hipoksijas apstali, Poz - pozitiva $tinu kontrole, EIPA - EIPA inhibitors, CPZ -
hlorpromazins, Dyn - dainazors, Nyst — nistatins, CytD - citohalazins D, **- p < 0.01. Analizi veica ar
Anova testu (One-way ANOVA).

3.9. attela ir atainota inhibitoru ietekme uz SW620 Stinu Iinijas sekretéto EV uznemsanu
THP-1 Sunas. Ari ka iepriek$§ja attela, ir pamanams, ka visi inhibitori samazina gan
hipoksijas, gan normoksijas apstaklos sekrete€to EV uznemsSanu. Statistiski ticama atSkiriba (p

< 0.01) pastav EV uznemsSana starp pozitivo kontroli un THP-1 $iinam, kultivétam kopa ar
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dainazoru - dainazors samazina SW620 N EV uznems$anu vidgji par 78% un SW620 H EV
uznemsSanu videji par 66%. EIPA samazina SW620 N EV uznemSanu vidgji par 27%,
hlorpromazins — par 39%, nistatins — par 16%, citohalazins D — par 19%. Hipoksijas apstaklos
sekreteto SW620 Stnu Iinijas EV uznemSanu THP-1 Siinas EIPA samazinaja par 44%,
hlorpromazins — par 34%, nistatins — par 36%, citohalazins D — par 40%. Saja gadijuma ir

redzams, ka visi inhibitori ievérojami samazinaja SW620 H EV uznemsanu THP-1 §tinas.

Kopuma var secinat, ka dainazors statistiski ticami samazina visu EV uzpemsSanu,
iznemot SW480 H EV. Dainazors inhibé dinamina-1 un dinamina-2 GTPazes darbibu, tada
veida noblok&jot endocitozes veidus, kur iesaistas dinamins. Dinamins Iidzdarbojas klatrina
un kaveolina atkarigajas endocitozés. Klatrina atkarigo endocitozi selektivi inhibé
hlorpromazins. Ta ka hlorpromazina ietekm& EV uznemsana statistiski ticami nesamazinajas,
tas var€tu liecinat par to, ka tomér dainazors veiktaja p&tijuma inhibg tiesi kaveolina atkarigo
endocitozi. legiitie rezultati sakrit ar Latvijas Universitate ieprieks veikta petijjuma rezultatiem
par SW480 un SW620 sekreteto EV endocitozes cela noskaidroSanu THP-1 §tinas (117). Bet
cita pétijuma, izmantojot inhibitorus hlorpromazinu un dansilkadaverinu (dansylcadaverine)
ar plismas citometrijas metodi, bija konstatéts, ka no THP-1 Siinu diferencétiec makrofagi
uznem laktoferrinu klatrina atkarigas endocitozes cela (118). Neskatoties uz to, ka laktoferrins
un EV ir pilnigi atSkirigas vielas, kopigais petijumiem ir tas, ka ir atklata dinamina tieSa

lidzdaliba vielu uznemsana THP-1 $tinas.

Ta ka ir pieradits, ka audz€ju ekstracelularas vezikulas sp&j iedarboties uz veseliem
monocitiem un sekmét véZa attistibu, ir svarigi uzzinat EV uzpemSanas celu monocitos.
Noskaidrojot EV uznemsanas celu, zinatnieki var€tu radit mehanismu, ka varétu inhibét So
uznemsanas celu un pasargat monocitus no EV iedarbibas. Tapéc es uzskatu, ka ir svarigi
nakotné veikt vairak pétijumus, lai parliecinatos, ka audz&ju EV uznemsana monocitos notiek
pa kaveolina atkarigas endocitozes celu. To ir iesp&jams veikt, izmantojot citus kaveolina

atkarigas endocitozes inhibitorus vai cita veida noblok&jot dinamina darbibu monocitu Stinas.

3.3. Monocittu diferenciacija

Ta ka iepriek§ més parliecinajamies, ka THP-1 §tinas uznem ekstracelularas vezikulas,
nakama pétijjuma merkis ir noskaidrot audz&ju EV ietekmi uz monocitu diferenciaciju. Lai

blitu ar ko salidzinat rezultatus, no sakuma ir javeic THP-1 Sinu diferenciacija bez
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ekstracelularajam vezikulam ar noluku izstradat modeli par virsmas markieru ekspresiju
dazadu apakstipu makrofagiem. Diferencé€Sanas protokols tika izstradats, balstoties uz Genin
et al publicétajiem datiem (119). Monocitu diferenciacijas noteik$anai izmantoja pliismas
citometrijas metodi. Pievienojot fluorescentas iezimes (antivielas), kas saistas ar §tnu virsmas
markieriem, tika noteikts monocitu, M0, M1, M2 makrofagu pozitivo $tinu skaits attieciba uz
CD14, CD206 un HLA-DR markieru ekspresiju uz S$itinas virsmas. legitie rezultati ir

atspoguloti 3.10. attéla.
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3.10. att. HLA-DR, CD14 un CD206 virsmas markieru ekspresija uz monocitu, M0, M1 un M2
makrofagu Siinu virsmas. Rezultati ir ieglti 4 atkartojumos. Stabini uzrada vidgjo vertibu £ SEM.
ApzZimgjumi: *- p < 0.05, **- p < 0.01, ***- p < 0.001. Analize tika veikta ar Anova testu (One-way
ANOVA).
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Analizgjot CD14 markiera ekspresiju uz monocitu, MO, M1 un M2 makrofagu Stnu
virsmam, rezultati uzrada, ka visaugstaka virsmas markiera ekspresija ir novérota MO
makrofagiem (vidgji 34% MO makrofagu $iinu ir pozitivas uz CD14 ekspresiju). Ir statistiski
ticama atskiriba (p < 0.01) starp MO Stnu skaitu, kas ir pozitivas uz CD14 ekspresiju, un M1
un M2 S§iinu skaitu, kas uz savas virsmas ekspresé analizeto markieri. Vel lielaka statistiska
atSkiriba (p < 0.001) pastav starp MO un monocitu CD14 virsmas markiera pozitivo Stnu
skaitu. Apsverot rezultatus, var pienemt, ka paaugstinata CD14 virsmas markiera ekspresija ir

viena no M0 makrofagu pazimém.

Visaugstako ekspresiju attieciba pret CD206 markieri uzradija M2 makrofagi — vidgji
11% no M2 makrofagu $iinam parauga ekspresé uz savas virsmas CD206 markieri. Rezultatos
ir noveérojama statistiski ticama atskiriba (p < 0.05) starp M2 makrofagu skaitu (%), kas
eksprese CD206 virsmas markieri, un monocttu, MO un M1 makrofagu procentualo skaitu,
kuram tika konstatéts CD206 markieris uz $iinu virsmas. Rezultati att€lo, ka M2 makrofagiem

ir raksturiga paaugstinata CD206 virsmas markiera ekspresija.

Ar lielo $unu skaitu, kas ekspresé uz virsmas HLA-DR markieri, atSkiras M1 makrofagi
— vid&ji 46% M1 makrofagiem uz $iinu virsmas atrodas HLA-DR markieris. Pastav statistiski
ticama atSkirtba (p < 0.01) starp M1 un MO makrofagu HLA-DR virsmas markiera
ekspresgjoso Siinu procentualo skaitu. Iesp&jams secinat, ka HLA-DR paaugstinata ekspresija

ir raksturiga M1 makrofagiem.

legiitie rezultati sakrit ar pasaules literatira sastopamo informaciju par markieru
ekspresiju uz makrofagu virsmas. Ir izpétits, ka alternativi aktivétajiem makrofagiem ir
raksturiga CD206 markiera jeb mannozes receptora ekspresija uz $tinu virsmas (120). HLA-
DR markieru pétnieki izmanto M1 makrofagu atpaziSanai audos (121). Cita pétijuma ir
konstatéts, ka MO makrofagiem, kas ir diferencéti no THP-1 $iinu Iinijas ar PMA palidzibu, ir

paaugstinata CD14 markiera ekspresija uz $tnu virsmas (122).

Veicot monocitu diferencéSanu par makrofagiem, pétijuma gaita tika pielietota ar1
mikroskopéSana ar fazu kontrasta mikroskopa Evos XL (AMG) palidzibu ar mérki konstatet
Stinu morfologiskas parmainas diferenciacijas rezultata. legitas bildes ir redzamas 3.11.

attela.

3.11. A attela ir saskatami nediferenceti monociti no THP-1 §tinu Iinijas. Monociti ir
Skiduma brivi peldosas Stinas, kuram piemit neregulara, ieapala forma. Galvena pazime, kura

morfologiski liecina par monocitu veiksmigo diferenciaciju makrofagos, ir parvietoSanas
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spejas zaude$ana. Sitinas paliek adherentas un tam palielinds §anu izmérs. Makrofagu
populacijai ir raksturiga lielaka $tinu morfologiska heterogenitate, salidzinot ar monocitu
sunam. Visas diferenciacijas pazimes ir redzamas M0 makrofagiem 3.11. B attela. Neskatoties
uz to, ka klasiski aktivétajiem makrofagiem ir heterogéna Stinu populacija, 3.11. C attéla var
pamanit, ka lielakajam M1 Stnu skaitam ir apala forma, kuru zinatnes literatiira sauc par

“pankiikas” vai “ceptas olas” formu. 3.11. D atte€la var saskatit, ka M2 makrofagiem ir vairak

izstiepta forma, salidzinot ar M1 makrofagiem.

3.11. att. Monocitu diferenciacija par makrofagiem. A - monociti, B - M0 makrofagi, C - M1
makrofagi, D - M2 makrofagi. Bildes uznemtas ar fazu kontrasta mikroskopa Evos XL (AMG)
palidzibu.

Fazu kontrasta mikroskop€Sanas rezultati sakrit ar pasaules literatira aprakstito
informaciju. 2013. gada bija veikts petijums, kur kaulu smadzenu makrofagus polarizgja par
MI un M2 makrofagiem. Siinam pievienojot LPS un IFN-y, makrofagus diferencgja par M1
makrofagiem. Fazu kontrasta mikroskopa bija novérots, ka M1 makrofagiem ir raksturiga
ieapala forma. Makrofagus polariz€jot par M2 makrofagiem, pievienojot IL-4 un IL-13, Stnu
forma izstiepjas (123). 2013. gada pétijuma rezultati pilniba sakrit ar masu pé&tijuma

ieglitajiem rezultatiem.
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3.4. EV ietekmes noskaidro§ana uz monocitu diferenciaciju ar plismas citometrijas

palidzibu

Veicot pliismas citometriju, tika analizéta SW480 N, SW480 H, SW620 N, SW620 H
sekretéto ekstracelularo vezikulu ietekme uz CD14, CD206, HLA ekspresiju uz monocitu,
MO, M1 un M2 makrofagu virsmas. Katra parauga ir izskaitlots pozitivo Siinu skaits (%)
attieciba uz noteikto virsmas markiera ekspresiju uz Stinu virsmas. Dati tiek salidzinati ar
kontroles paraugiem, kuriem nebija pievienotas EV. legitie rezultati ir apkopoti 3.12., 3.13.,
3.14. un 3.15. att€los. Ta ka pétijums ar katru no EV veidiem ir veikts tikai vienu reizi, nav

iesp&jams secinat, vai pastav statistiski ticamas atSkiribas starp paraugiem.
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3.12.att. Cetru EV veidu ietekme uz CD14, CD206, HLA-DR markieru ekspresiju uz monocitu

virsmas. Rezultati ir iegiiti viena atkartojuma. Analize tika veikta ar Anova testu (One-way ANOVA).

Monocitu $tinam EV ietekmé paaugstinajas Siinu skaits, kas uz savas virsmas eksprese
CD14 markieru. SW480 N EV ietekmé CD14 pozitivo $iinu skaits pieauga par 3%, SW620 N
EV ietekmé — par 6%, SW620 H EV ietekmé — par 9%. SW480 H EV samazinaja CD14
pozitivo $tnu skaitu par 4% salidzinagjuma ar kontroles paraugu. CD206 ekspresija EV
ietekm& samazinajas par 1-2%, salidzinajuma ar kontroles grupu, tikai SW620 H EV
neietekm&ja CD206 ekspresiju, un THP-1 Siinas, kultivétas kopa ar SW620 H EV, ekspresé
CD206 lidziga procentualaja attieciba ka kontroles grupa. SW480 N un H EV samazinaja
HLA-DR ekspresiju par 3%. Paraugam, kur bija THP-1 Stinas kopa ar SW620 N EV, par 18%
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paaugstinajas HLA-DR pozitivo Stunu skaits. SW620 H EV bitiski neietekm&ja HLA-DR

ekspresiju uz monocitu virsmas. Virsmas markieru ekspresijas izmainas ir atainotas 3.12.

attela.
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3.13.att. Cetru EV veidu ietekme uz CD14, CD206, HLA-DR markieru ekspresiju uz MO
makrofagu virsmas. Rezultati ir iegliti viena atkartojuma. Analize tika veikta ar Anova testu (One-
way ANOVA).

3.13. attéla ir redzamas izmainas MO virsmas markieru ekspresija EV ietekmeé. MO
makrofagiem, ar1 ka monocitiem ir loti izteikta CD14 ekspresijas palielinaSanas uz Stnu
virsmas. SW480 N EV palielinaja CD14 ekspresiju par 18%, SW480 H EV — par 53%,
SW620 N EV — par 56%, bet SW620 H EV neizmainija CD14 ekspresiju uz MO makrofagu
virsmas. SW480 N EV, SW480 H EV un SW620 H EV ietekmé CD206 markiera ekspresija
samazinajas par 1-3%, bet SW620 N EV palielinaja pozitivo CD206 Stinu skaitu par 1%.
SW480 N EV palielinaja HLA-DR ekspresiju par 4%, citi EV veidi samazinaja HLA-DR
ekspresiju: SW480 H EV samazinaja par 2%, SW620 N EV — par 5%, SW620 H EV — par
1%.

3.14. attela ir atspogulota EV ietekme uz M1 makrofagu virsmas markieru ekspresiju.
Lidzigi ka monocitiem un MO makrofagiem klasiski aktivetajiem makrofagiem EV ietekmé
palielinajas Sunu skaits, kas uz savas virsmas eksprese CD14 markieru. SW620 N EV
palielinaja markiera ekspresiju par 9%, SW480 H EV un SW620 H EV - par 8%. Bet SW480
N EV samazinaja CD14 ekspresiju par 4%. EV ietekm& uz CD206 un HLA-DR ekspresiju
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bija atkariga no Stinu kultiiras veida, no kura bija izolétas EV. SW480 N un H EV samazinaja
CD206 ekspresiju: SW480 N EV samazinaja par 3%, bet SW480 H EV — par 1%. SW480 N
un H EV samazinaja HLA-DR ekspresiju par 10-11%. SW620 N EV palielinaja CD206
ekspresiju par 3%, bet SW620 H EV neizmainija CD206 pozitivo $inu skaitu. SW620 N EV
palielinaja HLA-DR ekspresiju par 15%, bet SW620 H EV ietekmé HLA-DR pozitivo Siinu

skaits pieauga par 9%.

M1 makrofagi
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=
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> o &
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3.14.att. Cetru EV veidu ietekme uz CD14, CD206, HLA-DR markieru ekspresiju uz M1
makrofagu virsmas. Rezultati ir iegliti viena atkartojuma. Analize tika veikta ar Anova testu (One-

way ANOVA).

3.15. attels uzrada, ka EV ietekme uz virsmas markieru ekspresiju M2 makrofagiem ir
loti variabla un nav iesp&jams izdalit vienu kopgjo tendenci. AtSkiriba no iepriekS€jiem 3 Stinu
veidiem alternativi aktivetajiem makrofagiem nav raksturiga izteikta CDI14 markiera
ekspresijas paaugstinasanas EV ietekme&. CD14 markiera ekspresiju paaugstinaja par 12%
SW480 H EV, bet SW620 N un H §tnu linijas EV 1pasi neietekmé CD14 ekspresiju. SW480
N EV samazina CD14 ekspresiju par 9%. SW480 N un H $inu Iiniju EV samazina CD206
ekspresiju par 3-6%, SW620 H EV neizmaina CD206 ekspresiju, bet SW620 N EV
paaugstina to par 11%. SW480 N EV samazina HLA-DR ekspresiju uz alternativi aktivéto
makrofagu virsmas par 8%, SW480 H EV samazina par 18%. Bet SW620 N un H §tinu liniju
EV otradi, paaugstina par 10-12% HLA-DR ekspresiju uz M2 makrofagu virsmas.
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M2 makrofagi
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3.15.att. Cetru EV veidu ietekme uz CD14, CD206, HLA-DR markieru ekspresiju uz M2

makrofagu virsmas. Rezultati ir ieghti viena atkartojuma. Analize tika veikta ar Anova testu (One-
way ANOVA).

Apkopojot rezultatus par visiem Stinu veidiem, var secinat, ka EV ietekm& virmas

markieru ekspresiju uz monocitu un makrofagu virsmas.

EV ietekme uz CD206 ekspresiju bija loti variabla — monocitos un M0 makrofagos
CD206 ekspresija lielakoties samazinajas, bet M1 un M2 makrofagos CD206 ekspresija bija
atkariga no EV $tnu Iinijas veida. SW480 EV samazinaja CD206 ekspresiju, bet SW620 EV

vai nu neizmainija CD206 ekspresiju, vai ar1 paaugstindja to.

Monocitos un M0 makrofagos nevar izdalit kop€jo tendenci par EV ietekmi uz HLA-
DR ekspresiju. M1 un M2 makrofagos HLA-DR ekspresija bija atkariga no EV sekret&juso
Stinu veida: SW480 EV samazinaja HLA-DR ekspresiju M1 un M2 makrofagos, bet SW620
EV paaugstinaja HLA-DR ekspresiju aktivétajos makrofagos.

Neskatoties uz to, ka CD206 un HLA-DR markieru ekspresija bija novérojamas
izmainas EV ietekmg, tomér visvairak EV iespaido CD14 ekspresiju uz monocitu, MO un M1
makrofagu virsmas. CD14 ekspresijas pieaugums bija izteikts — pozitivo Stnu skaits attieciba

uz CD14 markieri palielingjas 1,5-2,6 reizes salidzinajuma ar kontroles grupu. Vislielakais
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EV iespaids uz CD14 ekspresiju bija novérojams M0 makrofagiem (3.13. un 3.16. attéls).
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3.16. att. M0 makrofagu fluorescences intensitates histogramma (attieciba uz CD14 markieru)

Apzimg&jumi: sarkanaja krasa ir redzama kontroles grupas fluorescences intensitate, zilaja krasa —

analiz&jamo paraugu (MO + EV) fluorescences intensitate.

Salidzinot hipoksijas apstaklos sekreteto EV ietekmi un normoksijas apstaklos sekreteto

EV ietekmi uz virsmas markieru ekspresiju monocitiem un makrofagiem, atSkiribas nav
konstatétas. Bet pastav atSkirtba SW480 un SW620 Stnu liiju EV ietekmé uz CD206 un

HLA-DR virsmas markieru ekspresiju uz M1 un M2 makrofagu virsmas.

Pasaulé ar1 ir veikti vairaki petijumi ar mérki noskaidrot EV ietekmi uz monocitu
diferenciaciju.
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Viena pétijuma bija konstatéts, ka EV no primaras gioblastomas palielina CD14 un
HLA-DR ekspresiju uz monocitu virsmas (68). Miisu pétijuma ar1 bija novérota pastiprinata
CD14 ekspresija uz monocitu virsmas, bet HLA-DR ekspresija nebija izmainijusies

(palielinajas tikai THP-1 $tnam, inkub&tam kopa ar SW620 N EV).

Cita pétijjuma aizkunga dziedzera adenokarcinomas HPC-4, kolorektalas
adenokarcinomas DeTa un plausu karcinomas A549 $tnu liniju izdalitam mikrovezikulam
(mikrovezikulas ir viens no EV paveidiem) ir pieradita ietekme uz monocitiem: tiem
izmainijas citokinu sekrécija un paaugstindjas HLA-DR markiera ekspresija uz monocitu
virsmas. CD14 ekspresija nebija novérojamas izmainas (124). Misu petijuma iegttie rezultati

nesakrit ar dotajiem rezultatiem.

Vel viena peétijuma bija analizéta 4 kolorektala audzgja Stnu liniju (Caco-2, LoVo,
SW620 un SW480) sekreteto mikrovezikulu ietekme uz monocitu-makrofagu diferenciaciju.
Monocttus izol&ja no veseliem Zviedrijas donoriem. Monocitu kultivésanu veica kolorektala
audzgja mikrovezikulu klatbiitng€. Petijuma ilgums bija 7 dienas un atkariba no ta, kura diena
pievienoja mikrovezikulas, iz8kir 3 monocitu grupas. Pirmajai grupai mikrovezikulas
pievienoja pirmaja pétijuma diena, otrajai grupai — pirmaja, treSaja un sestaja diena, pedgjai
grupai — tikai sestaja diena. Rezultati uzrada, ka pédéja monocitu grupa bija ievérojami
paaugstinats Stnu saturs (2 reizes lielaks, salidzinot ar kontroles grupu) ar CD14 markiera
ekspresiju uz Siinu virsmas. Pirmaja grupa bija konstatéta statistiski ticama atskiriba (p<0,05)
Stnu skaita, kas ekspresé uz Siinu virsmas CD206 markieri. Otraja grupa Stinam CD206
ekspresija statistiski ticami (p<0,05) palielinajas tikai $tinam, kultivétam kopa ar Caco-2,
LoVo un SW480 stnu Iiju sekretétam mikrovezikulam (125). Pirmas grupas rezultati atbilst
miisu pétijuma iegltajiem rezultatiem par CDI14 palielinato ekspresiju. Izteiktas CD206

ekspresijas izmainas miisu pétjjuma netika noverotas.

Ir atklats, ka lipopolisaharidi un endotoksini, kas saistas ar makrofagu CD14 receptoru,
sekmé kolorektala véza Stnu augSanu. Tas izskaidrojas ar to, ka aktivétic makrofagi izdala
TNF-a, IL-1, IL-6 un IL-18. Sekretétie citokini veicina iekaisuma procesu kolorektalaja
apvidd, un hroniskais iekaisums sekmé audz€ja attistibu. Tapéc ir iesp&ams, ka SW480 un
SW620 stunu lniju hiposksijas un normoksijas apstaklos izdalitas EV, kas paaugstina CD14
markiera ekspresiju Uz monocitu un makrofagu virsmas, tada veida veicina iekaisuma procesu

apkartgjos audos un sekmé audz€ja augsanu un attistibu (126).

P&tijumos iegiitie rezultati par audzgju EV ietekmi uz monocitu un makrofagu virsmas
markieru ekspresiju ir atSkirigi. Iespgjams, audz&ju EV iedarbiba ir atkariga no Stinu kultiiras,
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kas sekret€ EV. Dazada ietekme var biit izskaidrojama ar dazadiem EV veidiem (eksosomas,
mikrovezikulas un apoptiskie kermenisi), kas iedarbojas uz mérkStinam. P&tjjums ar Cetram
kolorektala audzgja Siinu linijam EV pierada, ka EV ietekmi iespaido ar1 EV iedarbibas laiks
un tas, kura diferenciacijas diena pievienoja EV. Tapéc ir vérts veikt vairakus papildus
pétijumus par dazadu audz€ju Stnu kultiiru sekretéto EV ietekmi uz monocitu diferenciaciju.
Viens no galvenajiem uzdevumiem tuvakaja nakotn€, manuprat, ir $aja pétijuma iegiito
citokinu analize. Tas dos papildus rezultatus par SW480 EV un SW620 EV ietekmi uz

monocitu diferenciaciju.
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4. SECINAJUMI

THP-1 Stnas uznem SW480 un SW620 Stnu Iinijju normoksijas un hipoksijas

apstaklos sekretétas ekstracelularas vezikulas.

. Dainazors statistiski ticami inhibé SW480 N EV, SW620 N EV un SW620 H EV

uznemSanu THP-1 §tinas. Visticamak, monociti uznem SW480 EV un SW620 EV

kaveolina atkarigas endocitozes cela.

Paaugstinata CD14 virsmas markiera ekspresija ir raksturiga MO makrofagiem,
paaugstinata CD206 ekspresija — M2 makrofagiem, paaugstinata HLA-DR ekspresija
— M1 makrofagiem.

SW480 un SW620 stnu Imiju normoksijas un hipoksijas apstaklos sekretétas EV

paaugstina CD14 virsmas markiera ekspresiju uz monocitu, MO un M1 makrofagu

virsmas.
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