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Cel naukowy projektu. Zachorowalno$¢ na raka jest problemem globalnym;
wedtug GLOBOCAN do 2040 r. osiagnie 28,4 mln pacjentéw na catym §wiecie.
Wsrod nowotworow powodujacych zgon, guzy gruczoléw Slinowych (SGTs)
sa trudne do zdiagnozowania ze wzgledu na ich stochastyczny charakter,
heterogeniczng histopatologi¢ 1 roéznorodno§¢ genetyczng (réznorodnosé
| jednostek i podtypoéw). Dlatego tez opracowanie nowatorskiego podejscia
diagnostycznego poprzez polaczenie skutecznych metod
wykrywania/diagnozowania raka i metod leczenia do zastosowan klinicznych stanowi ogromna
potrzebe i wyzwanie. Proponujemy alternatywne podej$cie do diagnostyki oparte na technice
powierzchniowo wzmocnionej spektroskopii Ramana (SERS), jako metodzie wykrywania i aptamerach
jako elementach rozpoznajacych do analizy egzosomoéw pochodzacych z guzow gruczotow §linowych
a badanych w krwi i §linie. Egzosomy odzwierciedlaja stan fenotypowy komorek i ich potencjat
przerzutowy, co czyni je kluczowymi biomarkerami wykrywania i leczenia nowotworow. Opracowanie
nowej metody izolacji i kompleksowego badania egzosomow (EVS) i bialek egzosomalnych guzow
gruczotéw Slinowych jest celem badan prowadzonych w projekcie. Spektroskopia SERS, ktéra ma
wyjatkowa zalete szybkiego wykrywania istotnych klinicznie zmian, wysoka czulos¢ i selektywnos¢
oznaczen w krotkim czasie przy jednoczesnym ograniczeniu uzycia drogich odczynnikow ma szansg
przezwyciezy¢ ograniczenia obecnie stosowanych metod do analizy EVs a tym samym odpowiedzie¢
na potrzeby medycyny.
Metodologia badan. Projekt jest interdyscyplinarny, a jego innowacyjny charakter polega na
opracowaniu nowych DEP/SERS-aptasensorow do izolacji/wychwytywania EVs z probek krwi i §liny
oraz ich charakterystyki molekularnej, po raz pierwszy za pomoca
jednej technologii. W kolejnych etapach realizacji projektu
zaprojektujemy i scharakteryzujemy nanostruktury aktywne do
pomiaréw SERS oraz zoptymalizujemy je pod katem czuloSci,
powtarzalnosci i stabilnosci rejestrowanych sygnatow. Ich morfologia
zostanie zwizualizowana za pomoca technik AFM i SEM a pomiary Ropg? =
XPS postuzg do ich analizy chemicznej. W ramach badan ‘Tﬁ y—>
zaprojektujemy i zsyntetyzujemy aptamery o wysokim powinowactwie N ? shanchp

do wybranych biatek egzosomalnych. Technika BLI, modelowanie strukturalne oraz dokowame
molekularne zostang zastosowane w badaniach interakcji aptamer-egzosom. Nastepnie opracujemy
nowa metode izolacji i analizy egzosoméw SGTSs czyli SERS-DEP (Lab-on-Chip). Dielektroforeza
pozwoli na izolacje egzosoméw od innych sktadnikéw ptyndéw i ich osadzenie na opracowanych
platformach do badan SERS. Aby oceni¢ warunki, w ktorych efekt izolacji i depozycji egzosomow
bedzie optymalny, przeprowadzone zostang obliczenia numeryczne. We wspoOlpracy z naszymi
partnerami przeprowadzimy pomiary fluorescencji, aby zbada¢ specyficzne wlasciwosci biochemiczne
pecherzykow i zweryfikowaé skutecznosé ich izolacji. Modut SERS/DEP zostanie zaprogramowany
zaro6wno do bezposrednich (bezznacznikowych) jak i posrednich (znakowanych) strategii do analiz,
odpowiednio calych egzosomow i biomarkerow nowotworowych egzosomow. W bezposrednim
podejéciu, biochemiczny odcisk palca catych egzosomow zostanie okreslony po ich izolacji przez efekt
DEP z pltynow a sygnaly SERS beda rejestrowane bezposrednio z egzosomow osadzonych na
nanoplazmonicznych strukturach SERS. W podej$ciu posrednim, sygnaly SERS reporteréw
ramanowskich beda zawiera¢ jakosciowe i iloSciowe informacje na temat wybranych biomarkerow
egzosomalnych (biatek) zapewniajac Wysoka czutos¢, specyficzno$é i multipleksowo$¢ oznaczen, co
jest szczegolnie istotne w analizach probek o niskim stezeniu EVSs. Profilowanie proteomiczne oparte
na SERS zostanie zweryfikowane za pomoca uzupehiajacej spektrometrii mas. Wykorzystamy rowniez
tradycyjne metody chemometryczne i klasyczne modele uczenia maszynowego do odczytania
informacji biochemicznych zakodowanych w ztozonych obrazach spektralnych.

Whplyw rezultatow projektu. Wyniki badan pozwola na opracowanie nowej metody izolacji,
identyfikacji, ilosciowego oznaczania i charakterystyki molekularnej EVs, zapewniajac mozliwo$é
,»ptynnej biopsji” w czasie rzeczywistym, ktora otwiera nowe mozliwosci dla diagnostyki nowotworow.
W przysztosci wyniki projektu utatwia monitorowanie wynikéw klinicznych pacjentow.

SERS %




