Zataczniki:
Streszczenie pracy doktorskiej z akceptacjg promotora.

Czerniak zlo$liwy jest agresywnym nowotworem charakteryzujacym sie szybkim tempem wzrostu i
wezesnym  pojawianiem sie przerzutow. Miedzykomorkowy transfer bioaktywnych czasteczek
zachodzacy za posrednictwem mikropecherzykow blonowych (EVs) jest jednym z czynnikow
sprzyjajacych progresji nowotworu. Ektosomy, bgdace jedna z subpopulacji EVs, moga przenosic
kwasy nukleinowe, lipidy oraz biatka. Zatem badania dotyczace identyfikacji skiadnikow cargo
ektosoméw uwalnianych przez komorki czerniaka oraz wplywu wywieranego przez nie na komorki
docelowe mogg przyczynié sie do lepszego poznania molekularnych mechanizméw progresji czerniaka.

Celem niniejszej pracy byto wykonanie pierwszej proteomicznej i glikomicznej analizy biatkowego
cargo ektosomdéw uwalnianych przez cztery linie komorkowe czerniaka skéry (wyprowadzone ze zmian
pierwotnych: WM115 i WM793, oraz metastatycznych: WM266-4 i WM1205Lu) oraz lini¢ komorkowa
czerniaka gatki ocznej (Mel202). Ektosomy wyizolowano z kondycjonowanych pozywek metoda
wirowania réznicowego. Nastepnie, stosujgc chromatografig cieczowa sprzezong z tandemowg
spektrometrig mas (LC-MS/MS), zidentyfikowano w poszczegolnych probkach od 936 do 1055 biatek.
Ektosomy byly nosnikami wspolnego zbioru bialek, glownie blonowych i cytoplazmatycznych,
co wynika z mechanizmu ich biogenezy, a takze bialek charakterystycznych (roéznicujacych) dla
poszczegdlnych linii komérkowych czerniaka. Wsrod zidentyfikowanych biafek obecne byly te
o udokumentowanej roli w inwazji i migracji komorek nowotworowych, angiogenezie oraz tworzeniu
niszy premetastatycznej, jak rowniez biatka antyapoptotyczne, modulujace odpowiedz immunologicznag
czy odpowiedzialne za opornosé wielolekowa. W testach funkcjonalnych (test zywotnosci Alamar Blue
i test gojenia ran) obecnos¢ ektosoméw stymulowala proliferacje i promowata migracje¢ docelowych
komorek, a efekt ten zalezny byl od dawki biatek ektosomalnych.

Stosujac lektynoblotting wykazano wzbogacenie ektosoméow w N-glikany posiadajace
przedzielajgce czasteczki GIcNAc, reszty fukozy oraz a2,6-wigzane kwasy sialowe, a preferencyjna
inkorporacja tych struktur wskazuje na ich role podczas sortowania biatek do ektosomow. Na
powierzchni ektosomow stwierdzono wysokg ekspresje B1,6-rozgatgzionych N-glikandow typu
kompleksowego, przedzielajacej GIcNAc, a takze a2,6-wigzanych kwaséw sialowych. Niemniej jednak
procent ektosomoéw wykazujacych powierzchniowg ekspresje wybranych epitopow cukrowych byt

nizszy niz w przypadku uwalniajgcych je komorek czerniaka.

Uzyskane wyniki dostarczyly wstepnych informacji na temat roli wybranych biatek i struktur
cukrowych w biologii ektosoméw (biogenezie, sortowaniu biatek oraz interakcjach z komorkami
docelowymi) oraz funkcjonalnego wptywu ektosoméw na komérki nowotworowe. W ektosomalnym
cargo zidentyfikowano réwniez potencjalne markery czerniaka, a mozliwos¢ ich wykorzystania

w praktyce klinicznej powinna sta¢ przedmiotem przysztych badan.
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