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Wprowadzenie:

W Polsce w roku 2012 zostalo zdiagnozowanych blisko 17 tysigcy nowych przypadkow raka piersi,
z czego 1600 w samej Wielkopolsce. Dzigki wezesnemu wykryciu i dobrze dobranemu schematowi leczenia
obserwuje si¢ piecioletnie przezycie na wysokim, 90% poziomie. Ztozona biologia nowotworow
ztosliwych wymusza zroznicowane podejscie terapeutyczne. Jedna z metod leczenia jest radioterapia,
polegajaca na napromienianiu guza lub okolicy miejsca pooperacyjnego przy pomocy wigzki o wysokiej
energii. Pomimo zastosowanej terapii zdarzaja si¢ chore, u ktorych nie dochodzi do odpowiedzi na leczenie
lub obserwowane jest rozprzestrzenianie si¢ choroby. Jedna z przyczyn progresji nowotworu jest
wystepowanie réoznych populacji komoérek posrod komoérek guza. Cze$é z nich jest podatna na leczenie,
a inne w wyniku dynamicznych wewngtrznych zmian genetycznych, wyksztalcity mechanizmy opornosci
przeciwko zastosowanej terapii. Niestety, taka oporno$¢ moze by¢ przekazywana z komorek niewrazliwych
na komorki wrazliwe, m.in. przy pomocy egzosomow. Te struktury sg kluczowym elementem
w komunikacji miedzy poszczegélnymi komoérkami i spetniaja wiele waznych funkcji w zdrowym
organizmie, takich jak wyciszanie reakcji autoimmunologicznych (odpowiedzi immunologicznej
skierowanej przeciwko zdrowym tkankom), pozbywanie si¢ toksycznych substancji ze $rodowiska
wewnatrzkomorkowego, tolerancja immunologiczna matka-ptod. W przypadku choroby nowotworowej,
komorki rakowe produkujg znacznie wigcej egzosomow, wyposazajac je w wiele specjalistycznych biatek.
Umozliwiaja one przetrwanie ataku komorek ukltadu immunologicznego, zniwelowanie dzialania terapii
przeciwnowotworowych, czy tez pozwalajg na zmiany $rodowiska tkanki, w ktorej doszto do rozwoju
nowotworu. Wydzielanie egzosomow oraz zwigzane z nimi rézne funkcje sg modyfikowane w zalezno$ci od
czynnika, jakim komorki zostang potraktowane. Badania nad wptywem radioterapii na biologi¢ nowotworow
mozgu (glioblastoma) wykazaty uczestnictwo egzosomow w modyfikacji komorek nowotworowych poprzez
zwigkszenie ich zdolnosci do migracji. Co wigcej, zaobserwowano zwigkszony pobdr egzosomow
indukowanych promieniowaniem jonizujacym przez komoérki nowotworowe w poréwnaniu do pecherzykow
uzyskanych z komorek nienapromieniowanych, co moze §wiadczy¢ o lokalnej modyfikacji mikrosrodowiska
guza. Jednakze wptyw egzosomoéw indukowanych promieniowaniem jonizujagcym na modyfikacje komorek i
tworzenia agresywniejszej formy raka piersi nie zostat do konca poznany.

Cel projektu:

Glownym celem naukowym projektu jest okreslenie wplywu egzosomdéw indukowanych
promieniowaniem jonizujagcym na uksztattowanie bardziej inwazyjnego i agresywnego fenotypu komoérek
nowotworowych w roznych typach biologicznych raka piersi.

Materialy i metody:

Izolacja egzosomow z pozywki hodowlanej odbedzie si¢ przy pomocy serii ultrawirowan. Poziom
biatek egzosomalnych zostanie zmierzony z wykorzystaniem reakcji kolorymetrycznej BCA. W celu
potwierdzenia wyizolowania frakcji egzosomow zostanie wykonana skaningowa mikroskopia elektronowa.
Aby okresli¢ jakos¢ wyizolowanych pecherzykéw zostanie wykonana analiza kolorymetryczna badajaca
aktywno$¢ rozktadu acetylocholinoesterazy. Ustalone linie raka piersi beda inkubowane z egzosomami
indukowanymi promieniowaniem jonizujacym w celu okreslenia ich roli modyfikacji fenotypu komorek. Dla
zaobserwowania zmian wywotanych przez pecherzyki zostang przeprowadzone nastepujgce testy: test
klonogenny, pozwalajacy oceni¢ radioopornos¢; inwazyjnosci komorek (test zrastania si¢ rany, tzw. ,,Wound
healing assay”; inwazje komoérek w macierzy zewnatrzkomorkowej Oraz test zymografii zelatynowej;
ekspresja gendow zaangazowanych w migracje, stres komoérkowy, apoptoze, angiogenezg, tranzycje
epitelialno-mezenchymalng. Ponadto, zostanie zbadana rola egzosoméw w tworzeniu naczyn krwiono$nych
przy pomocy testu formowania tub przez komoérki endotelialne zyly pgpowinowej. Dodatkowo zostanie
oceniony wplyw egzosomoéw na proliferacj¢ i apoptoz¢ przy uzyciu gotowych testow do cytometrii
przeplywowe;.



