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Czerniak (melanoma) jest wysoce inwazyjnym nowotworem, ktérego czgstos¢ wystgpowania wzrasta
na calym $wiecie. Obecnie, uzupelieniem pierwotnego leczenia chirurgicznego jest indywidualnie
dobrane leczenie adjuwantowe inhibitorami immunologicznych punktow kontrolnych lub inhibitorami
kinaz BRAF lub MEK. Czerniak ma jednak tendencj¢ do wymykania si¢ spod kontroli
immunologicznej i rozwija oporno$¢ na terapi¢, co pozostaje glownym problemem terapeutycznym.
Drugim problemem klinicznym jest brak markerow predykcyjnych umozliwiajacych przewidywanie,
ktérzy chorzy na czerniaka odniosg najwyzszy zysk z proponowanego leczenia, a ktdrzy nie beda na

nie wrazliwi.

Komorki czerniaka komunikujg si¢ z innymi komérkami obecnymi w mikrosrodowisku guza, w tym
ze skladnikami uktadu odpornosciowego. Najnowsze dane wskazuja, ze w tej komunikacji
posrednicza mate pecherzyki zewnatrzkomorkowe (sEV) pochodzace z komorek czerniaka (MTEX).
sEV sa podzbiorem pecherzykow zewnatrzkomorkowych swobodnie krazacych w ptynach
ustrojowych, ktére sg wytwarzane i uwalniane przez wszystkie komorki ludzkiego ciala. W
porownaniu z komérkami prawidtowymi, komorki nowotworowe wytwarzaja wiecej sEV poniewaz
funkcjonuja w warunkach permanentnego stresu (w S$rodowisku niedotlenionym, kwasnym i
pozbawionym glukozy), a takze podczas leczenia przeciwnowotworowego poddawane sg dziataniu
toksycznych czynnikow fizycznych (radioterapia) lub chemicznych (chemioterapia). Zawarto$é
molekularna MTEX obecnych w osoczu pacjentow przypomina zawarto$¢ komorek czerniaka, z
ktérych zostaty uwolnione. Zatem sktad molekularny MTEX moze stuzy¢ jako surogat komorek
czerniaka w osoczu. Takie podejscie, zwane ,,ptynng biopsja guza”, pozwala na diagnozowanie i

nieinwazyjne monitorowanie progresji czerniaka lub odpowiedzi na terapig.

Osocze chorych na czerniaka zawiera heterogeniczng mieszaning sEV, w sktad ktorej wchodza
MTEX, sEV pochodzace z tkanek ciata, w tym krazacych we krwi komorek nieztosliwych jak
komorki odpornosciowe. W wyniku tej heterogenicznosci, miedzykomoérkowa komunikacja za
posrednictwem SEV jest trudna do zrozumienia. Zakladamy, ze selektywne przypisanie zawarto$ci
molekularnej SEV w osoczu do okre§lonych podzbiorow sEV wytwarzanych przez komorki ztosliwe i
nieztosliwe poszerzy wiedzg o sktadzie i funkcjach MTEX. W konsekwencji, poprawi si¢ zrozumienie
mechanizméw determinujacych odpowiedz czerniaka na terapie, a takze moga zosta¢ zidentyfikowane

nowe markery, ktore potencjalnie beda stuzy¢ jako predykcja takiej odpowiedzi.



Celem pracy doktorskiej bylo poznanie skladu molekularnego malych pecherzykow

zewnatrzkomorkowych pochodzacych z komorek czerniaka o fenotypie CSPG-4(+) oraz limfocytéw o

fenotypie CD3(4) izolowanych z osocza pacjentdw z rozpoznaniem czerniaka oraz 0sob zdrowych.

W pierwszym etapie projektu doktorskiego zastosowano strategic wychwytu immunologicznego w
celu oddzielenia sEV pochodzacych z komorek nowotworowych (TEX) od innych podgrup sEV
obecnych w osoczu pacjentow. Podejscie to jest skuteczne tylko wtedy, gdy znane sa specyficzne
powierzchniowe antygeny nowotworowe oraz dostgpne sg przeciwciata specyficzne dla takiego
antygenu. W moich badaniach do izolacji MTEX z osocza chorych zostalo zastosowane przeciwciato
anty-CSPG4 [Pietrowska i in., 2021] specyficznie rozpoznajace antygen komorek czerniaka, ktory jest
obecny takze w blonach produkowanych przez nie SEV . W badaniach prezentowanych w niniejszej
pracy doktorskiej wykorzystatam technike wysokorozdzielczej spektrometrii mas sprzezonej z nano-
chromatografia cieczowa (nano-LC-MS/MS) jako narzgdzie do oceny sktadu biatkowego sEV.
Poréwnano proteomy sEV podzielone na pochodzace z komoérek czerniaka (MTEX) i pochodzace z
komorek nieztosliwych (NMTEX), a analiza statystyczna zidentyfikowata zwigzany z MTEX profil 16
biatek, ktore odrozniaty MTEX od NMETEX. Wsrod 75 biatek ktorych poziom byt podwyzszony w
MTEX najwicksza moc odrdzniania pacjentdow z postgpujacym czerniakiem od pacjentow bez
objawow choroby miato biatko PDCD6IP (ang. programmed cell death 6-interacting protein). Pacjenci
z progresja mieli podwyzszony poziom PDCD6IP w MTEX. Odkrycie to zmotywowato nas do
poszerzenia badan nad rolg biatka PDCD6IP wykrytego w sktadzie MTEX obecnych w osoczu w

regulacji immunologicznej i promowaniu progresji czerniaka (obecnie realizowany projekt OPUS).

Kontynuujac wykorzystanie strategii wychwytu immunologicznego uzyliSmy przeciwciat
specyficznych dla antygenu CD3 wyrazanego tylko na komoérkach TCR+ (T-cell receptor). Strategia ta
pozwolita na wyizolowanie z osocza sEV o fenotypie CD3(+), ktore sg produktami limfocytéw T, oraz
o fenotypie CD3(-), ktore zawierajag mieszaning SEV wytwarzanych przez komorki inne niz T, w tym
MTEX produkowane przez komorki czerniaka [Zebrowska i in., 2022]. W osoczu pacjentéw chorych
na czerniaka frakcja CD3(-) SEV zawiera MTEX i pozostate SEV (non-TEX) w réznych, osobniczo-
zmiennych proporcjach. Stosujac powyzszg strategi¢ izolacji SEV z osocza chorych na czerniaka,
wykazaliSmy, ze mozliwe jest selektywne wyizolowanie i ocena profilu biatkowego sEV CD3(+), a

nastgpnie poréwnanie go z profilem wzbogaconych w MTEX pecherzykow CD3(-).

Podsumowujac, wykazaliSmy, ze sktad molekularny sEV pochodzacych z komoérek czerniaka i
obecnych w osoczu odréznia pacjentow z progresja od pacjentoéw ze stabilng choroba nowotworowa.
Zastosowana technika badawcza pozwala na identyfikacj¢ biatek, ktore potencjalnie moga shuzy¢ jako
markery prognostyczne w czerniaku. Ponadto stwierdzilismy, ze metoda wychwytywania sEV z
wykorzystaniem przeciwcial jest skuteczna w badaniu sktadu molekularnego subpopulacji matych

pecherzykow zewnatrzkomorkowych obecnych w ptynach ustrojowych.



