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Molekularny profil egzosoméw wydzielanych przez komoérki nowotworowe w osoczu pacjentow
z rozpoznaniem czerniaka

W ostatnim czasie w badaniach nad biologig nowotworéw coraz wigksza uwage zwraca si¢ na egzosomy. Sa
to mate (30-100 nm) pecherzyki btonowe uwalniane z komoérek. Wydzielanie egzosomow zaobserwowano
w hodowli in vitro wigkszosci typow komorek. W warunkach in vivo obecnos¢ egzosomow wykazano
w ptynach ustrojowych, takich jak krew, ptyn oskrzelowopgcherzykowy, ptyn maziowy czy mleko. Egzosomy
zawieraja biatka, lipidy, mRNA i mikroRNA obecne w komoérce "rodzicielskiej", jednak w zwigzku
z selektywno$ciag pakowania do nich czasteczek ich sklad nie jest identyczny ze skiadem cytoplazmy.
W egzosomach stwierdzono obecno$¢ miedzy innymi btonowych biatek adhezyjnych i transportowych,
sktadnikow cytoszkieletu, markerow lizosomalnych, czynnikdw prezentacji przeciwcial, receptorow
btonowych, cytokin, biatek szoku cieplnego i licznych enzyméw. Oprocz ,,uniwersalnego” zestawu biatek
btonowych i cytozolowych, w obrebie proteomu egzosomdéw obserwuje sie bialka swoiscie zwigzane
z funkcjami komodrek. Obecnos¢ w egzosomach swoistych biatek uwalnianych przez komoérki nowotworowe
wskazuje na istnienie mechanizmu ukierunkowanego sortowania tych molekut, a poszczegodlne biatka mogg
by¢ traktowane jako znaczniki wskazujace na pochodzenie egzosomow i stan funkcjonalny komorki, ktéra je
uwolnita. Wykazano takze wystepowanie dodatniej korelacji migdzy liczbg egzosoméw we krwi chorych
a stopniem zaawansowania choroby, co moze dodatkowo potwierdza¢ ich znaczenie w progresji nowotworu.

Rozwo6j nowotworu jest zlozonym procesem, w ktérym uklad immunologiczny zaczyna odgrywaé role
w chwili pojawienia si¢ pierwszych komoérek nowotworowych. Niestety w przypadku nowotwordéw zostaly
wyksztalcone liczne mechanizmy powodujace obnizenie efektywnosci uktadu odporno$ciowego wynikajace
migdzy innymi z szybkiego rozrostu guza, zaniku prezentowanych antygenow na komorce rakowej lub czgstej
zmiany prezentowanego antygenu. Jedng z funkcji, ktorg przypisuje si¢ egzosomom jest wlasnie hamowanie
odpowiedzi immunologicznej w reakcji na rozwijajacy si¢ nowotwor, Np. poprzez inicjowanie przeksztalcania
sie komoérek uktadu immunologicznego w komorki hamujace odpowiedz immunologiczng. Egzosomy moga
nie tylko utatwia¢ ucieczke nowotworu spod nadzoru immunologicznego, ale réwniez promowac jego rozwoj
przez przenoszenie czasteczek sygnatowych miedzy komorkami modulujgc mikros§rodowisko guza.

Proponowany projekt dotyczy oceny biatkowego profilu egzosoméw uwalnianych przez komorki czerniaka.
W osoczu krwi pacjentéw z rozpoznaniem czerniaka znajduja sie¢ zaréwno egzosomy uwalniane przez komorki
prawidtowe jak i komoérki nowotworowe. Ze wzgledu na wielko$¢ czasteczek oraz ilo$¢ uzyskiwanego
materiatu techniki spektrometrii mas wydaja sie by¢ idealnym narzgdziem do analizy jako$ciowej i iloSciowe;j
skladu bialkowego egzosomdéw. Biatka egzosomow otrzymywane z probek osocza krwi pacjentow z
rozpoznaniem czerniaka beda poddane analizom z wykorzystaniem techniki LC-MS/MS. W badaniach
wykorzystany zostanie hybrydowy spektrometr mas z analizatorem typu Orbitrap znakomicie nadajacy si¢ do
analizy jakosciowej/ identyfikacji badanych zwigzkoéw oraz dajacy mozliwo$¢ wykonywania pomiardéw
ilosciowych w trybie SRM/MRM. Zastosowanie ukierunkowanych metod proteomiki takich jak SRM/MRM
pozwoli na wygenerowanie map referencyjnych dla sktadnikow proteomu egzosomoéw lub okreslonych
podzbioréw tych proteoméw o znaczeniu klinicznym.

Projekt bedzie realizowany przez interdyscyplinarny zesp6t badawczy z Centrum Badan Translacyjnych
i Biologii Molekularnej Nowotworow w Centrum Onkologii - Instytucie w Gliwicach (COG) we wspotpracy
z grupa biologdw molekularnych z Zaktadu Patologii w Instytucie Raka Uniwersytetu w Pittsburghu (UPCI)
kierowanego przez Prof. Theres¢ Whiteside, oraz z Dr. Johnem M. Kirkwoodem (UPCI) — renomowanym
specjalistg z zakresu diagnostyki i leczenia czerniaka.

Unikalny profil molekularny egzosoméw pochodzacych z osocza, a produkowanych przez komorki czerniaka
moze shizy¢ jako odpowiednik ,,ptynnej biopsji”. Poznanie biatkowych skladnikow egzosomow
produkowanych przez komorki czerniaka in vivo pozwolitoby na badanie funkcji tych pecherzykéw w rozwoju
tego nowotworu. Mamy nadzieje, ze nawigzanie tej wspotpracy pozwoli w przysztosci na opracowanie metody
nieinwazyjnego monitorowania w czasie rzeczywistym obecnosci guza, progresji/regresji w czasie leczenia
oraz przewidywanie rokowania chorych na czerniaka i przyczyni si¢ do lepszego poznania biologii tego
nowotworu.



