Nr rejestracyjny: 2019/32/T/NZ5/00278; Kierownik projektu: lek. fukasz Piotr Zadka

Rak jelita grubego jest jednym z najczgéciej wystepujacych nowotwordw. Szczyt zapadalnosci dla
tego typu nowotworu przypada na pigta dekade zycia, co najczesciej ma zwigzek ze specyfika biologii
powoli postepujacej kancerogenezy. Poglebiajacy si¢ wraz z wiekiem proces starzenia si¢ uktadu
immunologicznego zwigksza zapadalno$¢ na okreslone schorzenia chorobowe. Roztozony w czasie
proces transformacji nowotworowej angazuje odpowiedz immunologiczng I wytwarza warunki
odpowiadajace przewleklemu stanu zapalnemu, ktory jest jednoczesnie waznym podlozem
patogenetycznym uwarunkowanych zapalnie nowotworow. Aktywnos$¢ sekrecyjna komorek
nowotworowych moze powodowa¢ zmian¢ immunofenotypu komorek immunologicznych oraz
modyfikacje mikrosrodowiska pozakomoérkowego, co umozliwia ominigcie mechanizmow
obronnych gospodarza.

Cytokiny naleza do bialek o multipotencjalnych wiasciwosciach, a ich zdolno$¢ do regulacji
odpowiedzi immunologicznej moze by¢ istotna w procesie progresji nowotworowej. Interleukina 10
(IL10) jest cytoking o silnym dziataniu immunosupresyjnym, a jej efekt biologiczny, ktéry wywiera
na komorki docelowe zachodzi poprzez interakcje z receptorem btonowym o (IL10RA). Istnicjg
doniesienia sugerujgce istotne znaczenie 1L10 w rozwoju raka jelita grubego.

Uzyskane przez nas wyniki sugeruja regulacje przez raka jelita grubego odpowiedzi immunologicznej
w wyniku indukcji ekspresji receptora ILIORA na poziomie biatka. W naszych badaniach
stwierdziliSmy istotnie wyzsza ekspresj¢ receptora IL10RA w marginesie chirurgicznym nowotworu,
bedacym w istocie prawidtowa tkanka pod wzgledem morfologicznym, anizeli w samym ognisku
raka. Ponadto odnotowali$my nizszg ekspresje ILIORA w kontroli prawidtowe] pochodzacej z
przeprowadzonych autopsji, anizeli w prawidtowej tkance marginesu chirurgicznego pobranej od
pacjenta ze zdiagnozowanym nowotworem jelita grubego. Jest to cenna obserwacja, ktéra wydaje
si¢ potwierdza¢ uprzednie hipotezy zakladajace systemowa immunosupresje odpowiedzi
immunologicznej przez postgpujacy proces nowotworowy. Interesujacym spostrzezeniem jest
rowniez lokalizacja receptora IL10RA, ktory poza wyrazng reakcja blonows, byl rowniez
uwidoczniony w cytoplazmie, a miejscami takze w obrebie jadra komorkowego, co moze sugerowac
synteze 1 uwalnianie receptora przez komorki nowotworowe.

Egzocytoza jest jedng z form transportu pozakomorkowego, ktéry opiera si¢ na uwalnianiu przez
komorke do otoczenia licznych pgcherzykow. Egzosomy sa klasyfikowane w kategorii pecherzykoéw
egzocytarnych, ktorych sSrednica nie przekracza 150 nm. Zdolno$¢ pecherzykéw do transportu
licznych biatek btonowych 1 regulatorowych, w tym niekodujacego RNA 1 kwasow
deoksyrybonukleinowych, sugeruje posrednictwo w petieniu waznych biologicznie funkcji na
poziomie molekularnym komorki. Jedna z aktualnych hipotez zaktada modyfikacje przez egzosomy
aktywnos$ci komorek immunologicznie kompetentnych.

Celem rozprawy doktorskiej jest potwierdzenie transportu receptora ILLORA przez egzosomy w raku
jelita grubego oraz wykazanie istotnos$ci tego procesu w indukowaniu anergii komorkowej wzgledem
immunofenotypu komoérek zapalnych naciekajacych guz. W tym celu egzosomalne cargo zostanie
ocenione przy pomocy transmisyjnej mikroskopii elektronowej z celowang reakcja z zastosowaniem
ztota koloidalnego (immunogold) oraz niezaleznych analiz proteomicznych. Immunohistochemiczna
ocena tkanki pod katem antygenow CD45, CD3, CD4 i CD8 pozwoli okres§li¢ immunofenotyp
komorek zapalnych. Potwierdzenie obecnosci ILIORA w badanych egzosomach podkresli istotno$¢
transportu pozakomorkowego w modyfikacji funkcji odpornosciowych. Jednoczesna analiza
immunohistochemiczna ekspresji czynnika transkrypcyjnego STAT3 oraz kinaz tyrozynowych
JAK1/TYK2 na poziomie biatka i genow w badanej tkance pozwoli oceni¢ zakres aktywacji receptora
IL10.

W projekcie badawczym zostanie takze przeprowadzona ocena nasilenia egzocytozy za pomoca
niezwykle nowatorskiej procedury, jaka jest Powierzchniowo wzmocniona spektroskopia Ramana
(SERS). W potaczeniu z oceng immunohistochemiczng ekspresji markerow egzosomalnych (CD9,
CD63) migdzy rakiem jelita grubego, a tkanka prawidlowg uzyskane wyniki pozwola lepiej poznac
znaczenie egzocytocy w patogenezie nowotworow. Reakcje kontrolne na egzosomy zostang ocenione
metoda Western Blot.



