Scharakteryzowanie proteomu egzosoméw uwalnianych z komodrek poddanych stresowi
genotoksycznemu

egzosomy, pecherzyki zewngtrzkomérkowe, promieniowanie jonizujace, proteom, spektrometria mas

Egzosomy s3 najmniejszymi przedstawicielami rodziny pecherzykdw zewnatrzkomdrkowych,
petnigcymi kluczowa role w komunikacji miedzykomorkowej. Stopniowe odkrywanie ich niebagatelnego
znaczenia, zaréwno w procesach fizjologicznych, jak i patogenezie wielu chordb, przyczynito sie do
lawinowego wzrostu zainteresowania tymi strukturami w badaniach podstawowych i translacyjnych. Do
kluczowych aspektéw badan nad pecherzykami zewnatrzkomérkowymi nalezy doktadna charakterystyka
ich sktadu obejmujgcego biatka, lipidy, kwasy nukleinowe i metabolity. Spektrometria mas jest jednym
z najcenniejszych narzedzi wykorzystywanych w analizie sktadu egzosoméw, chociaz ze wzgledu na
specyfike materiatu badawczego (niewielka ilos¢ analitow, wysokie ryzyko kontaminacji biologicznej
i chemicznej probki), uzyskanie wiarygodnych i powtarzalnych wynikéw wcigz stanowi ogromne wyzwanie,
wymagajgce specyficznego podejscia eksperymentalnego.

Przedstawiona praca doktorska dotyczy charakterystyki sktadu biatkowego egzosomoéw
uwalnianych z komodrek ptaskonabtonkowego raka regionu gtowy i szyi w odpowiedzi na promieniowanie
jonizujgce i ma forme spdjnego tematycznie cyklu czterech opublikowanych artykutéw. Jedna z tych prac
(stanowigca suplement do rozprawy) jest wprowadzeniem do zagadnien zwigzanych z problematykag
izolacji egzosomow oraz przygotowaniem probek do analiz proteomicznych. Publikacja obejmuje
porownanie metod izolacji pecherzykéw zewnatrzkomdrkowych ze szczegdlnym uwzglednieniem ich
potencjalnego wptywu na wynik analizy spektrometrycznej oraz zestawienie rdinych strategii
przygotowania probek bezposrednio do analizy proteomicznej. Wyszczegdlnione zostaly réwniez
potencjalne Zzrddta kontaminacji biologicznych i chemicznych mogacych potencjalnie wptywaé na wyniki
analiz. Druga publikacja o charakterze przeglagdowym zawiera podsumowanie wynikéw dotychczasowych
badan proteomicznych poswieconych zmianom skfadu biatkowego egzosomdéw uwalnianych przez
komorki znajdujace sie pod wptywem rdznych czynnikéw stresu komérkowego. W pracy ujeto doniesienia
dotyczace dziatania szoku cieplnego, hipoksji, stresu oksydacyjnego, czynnikéw genotoksycznych czy
niedoboru sktadnikow odzywczych oraz potencjalnych konsekwencji tych zmian dla komadrek docelowych.
W dalszej czedci rozprawy przedstawiono prace oryginalng poswiecong optymalizacji protokotu
przygotowania probek egzosomdw, poczawszy od zapewnienia odpowiednich warunkéw hodowli
komadrkowej (np. za sprawg redukcji zawartosci surowicy bydlecej oraz eliminacji bydlecych pecherzykéw
zewnatrzkomarkowych), przez oczyszczanie probki z biatek niespecyficznie zwigzanych z izolowanymi
egzosomami (np. chromatografia wykluczania), po zastosowanie réznych metod uwalniania biatek
egzosomalnych z przeznaczeniem do analizy spektrometrycznej. Cykl publikacji zamyka praca
doswiadczalna dotyczaca analizy proteomicznej egzosomdéw uwalnianych z komodrek ptaskonabtonkowego
raka regionu gtowy i szyi traktowanych réznymi dawkami promieniowania jonizujgcego (2 — 8 Gy). Analiza
funkcjonalna zidentyfikowanych biatek wykazata, ze egzosomy uwalniane z komarek poddanych dziataniu
promieniowania jonizujgcego byty wzbogacone w biatka zwigzane z odpowiedzig komérkowg na
promieniowanie jonizujgce, naprawg uszkodzern DNA czy metabolizmem rodnikéw tlenowych, co
wskazywato na udziat egzosoméw w odpowiedzi na dziatanie czynnikow genotoksycznych.



