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Principalele obiective ale proiectului sunt urmatoarele:

1.Analiza microARN-urilor in exosomii izolati din celulele de cancer de san triplu negativ sensibile
si rezistente la terapia cu doxorubicin si din fibroblasti, punandu-se accent pe nivelele alterate de microARN
in legatura cu rezistenta la terapie.

2.Determinarea efectului dat de fibroblasti asupra biologiei celulelor de cancer de san triplu negativ
sensibile la terapie, ardtdnd modularea rezistentei la doxorubicina prin transferul exosomilor si a factorilor
solubili secretati de fibroblasti in spatiul extracelular.

WHP3. Evaluarea nivelului de expresie a microARN-urilor exozomale derivate din plasma
izolata de la pacientii cu cancer de san triplu negativ ca marker de predictie a rezistentei la terapie
(lunile 1-24).

Activitatea 3.1 — Criteriile de selectie a pacientilor inclusi in studiu si aprobarea comisiei de etica
(lunile 1 - 12). Aceasta activitate s-a bazat pe obtinerea a consimtamantul informat scris de la toti pacientii
inclusi in studiu. Tn prezentul studiu, pacientele cu varsta de peste 18 ani au fost incluse in studiu.

Urmitoarele doua etape, Activitatea 3.2. Recoltarea probelor de sdnge (lunile 4 - 18) si Activitatea
3.3. Pregatirea probelor de singe (lunile 4 - 20) presupun partea de recoltare a probelor de sange de la
pacintele cu cancer de san si subiecti sanatosi. Probele biologice au fost recoltate pe tuburi EDTA si
procesate in vederea obtinerii plasmei din care au fost izolati exozomii. Prima etapd se bazeazi pe o
centrifugare la 4°C timp de 10 min la 4000 x g care presupune separarea plasmei de restul componentelor
sanguine. Plasma astfel obtinutd a fost ultracentrifugatad timp de 2h la 100,000 x g care a determinat
separarea exozomilor de microvezicule si posibili corpi apoptotici. Exozomii astfel obtinuti au fost supusi
caracterizarii fizice.

Ultimele doua activitdti, Activitatea 3.4. Caracterizarea fizicd si moleculard a exozomilor derivati
din plasma (lunile 20-22) si Activitatea 3.5. Validarea celor mai semnificative miARN-uri Tn exozomi
derivati de TNBC utilizind RT-qPCR (lunile 22 - 24) se bazeaza pe partea de caracterizare fizica si
moleculard. Caracterizarea fizica a fost realizatd folosind doua tehnici, NanoSight care oferd informatii
despre dimensiunea exozomilor si Microscopia de transmisie electronica (TEM) care aratd dimensiunea
acestor entitati si evidentiazd morfologia caracteristicd de “cup-shape”. Dupa confirmarea exozomilor in
probele analizate, tehnica RT-qPCR a fost folosita pentru a analiza nivelul de expresie a miR-19b, miR-21
si miR-125a. A fost demonstrat cad aceste miR-uri sunt implicate Th modularea unor importante procese
biologice, precum rezistenta le terapie, scaderea ratei de supravietuire, asocierea cu procesul de metastazare
si stagiu TNM a pacientilor cu cancer de san. Astfel, aceste miR-uri pot sa fie considerate biomarkeri pentru
prognostic si diagnostic in cazul pacientilor diagnosticati cu cancer de san.



