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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.

WP1. Analiza microARN-urilor la nivelul exosomilor izolati din liniile celulare de cancer de
san triplu negativ rezistente si sensibile la doxorubicina si fibroblasti, punindu-se accentul pe
rezistenta la terapie.

Activitatea 1.1 Izolarea exozomilor din liniile celulare de cancer de san triplu negativ rezistente
si sensibile la doxorubicina, si fibroblasti prin centrifugare diferentiald (lunile 1 - 5).

Activitatea 1.2 Caracterizarea fizica si moleculard a exozomilor izolati din celulele de cancer de
sdn triplu negativ rezistente i sensibile la doxorubicina (lunile 5-6).

Tn cele doua activitati mai sus mentionate, s-a izolat exosomi din liniile de cancer de san triplu
negativ si fibroblasti. Pentru realizarea acestei activitati, mediul de cultura colectat de pe liniile celulare de
cancer de san triplu negativ, sensibile si rezistente la terapia cu doxorubicina, si fibroblasti a fost colectat
si supus ultracentrifugarii. Prin aceasta metoda, mai Tntdi, miroveziculele au fost Tndepartate prin
centrifugari si filtrari succesive, care n final a ajutat la obtinerea exosomilor cu dimensiuni mai mici decat
200nm. Dupa ultracentrifugare, exosomii au fost supusi caracterizarii fizice folosind NanoSight si TEM
(Microscopia de transmisie electronic). Tn urma acestei analize, diametrul exosomilor este in jurul valorii
100 nm (date ce confirma literatura de specialitate), iar imaginile microscopice arata o morfologie de tip
“cup-shape”. Caracterizarea moleculara, folosind tehnica Western Blot, au fost identificate proteinele
specifice acestor entitati, si anume CD9, CD63 CD81.

WP2. Evaluarea efectului dat de fibroblasti asupra celulelor de cancer de sin triplu negativ
sensibile la terapie, aritind modularea rezistentei la doxorubicini prin transferul exosomilor si a
factorilor solubili secretati de fibroblasti (lunile 11-18).

Activitatea 2.1 Exozomii secretati de linile celulare de cancer de san triplu negativ rezistente si
fibroblasti vor fi co-cultivati cu linile celulare de cancer de san triplu negativ sensibile la doxorubicinai
(lunile 11 - 14).

Activitatea 2.2 Analiza statistica a datelor obtinute pe co-culturi efectuate pe liniile celulare de
cancer de san triplu negativ (lunile 11 - 14).



Exosomii sunt vezicule biocompatibile si biodegradabile, care asigura comunicarea inter si
intracelulara. Mai mult decét atat, exosomii sunt implicati in transferul materialului genetic de la celula
donor la celula tinta, prin urmare, moduleaza fenotipul celulei tinta. Dupa etapa de izolare si caracterizare
fizica si moleculara, exosomii au fost co-cultivati cu linii celulare de cancer de s&n pentru a putea vizualiza
internalizarea la nivelul celulei tintad. Dupa 2 ore, exosomii prezinta o abundenta semnificativa in citoplasma
celulei tinta, fapt care dovedeste usurinta internalizarii. Totodata, prin administrarea exosomilor la nivelul
celulelor netratate cu doxorubicina, s-a observant o modificare in morfologia celulara — fapt care afirma
implicatia exosomilor Tn modularea procesului de tranzitie epitelio-mezenchimala. Totodata, exosomii sunt
implicati in modularea mecanismelor de rezistenta la terapie, care ajuta la cresterea rezistentei celulelor
sensibile la terapie. Fiind componente importante a micromediului tumoral, exosomii au capacitatea de a
tinti celule din vecinatate sau din alte situsuri.

Prin analiza bioinformatica, au fost identificate gene implicate n rezistenta la terapie, utilizand date
de microarray generate anterior, cu diferente de expresie intre Hs578T/ Dox si MDA-MB-231/ Dox fata de
Hs578T si MDA-MB-231. Pentru a determina relevanta clinica a acestor gene, am realizat o analiza a
pacientelor tratate cu Doxorubicin din TCGA BRCA 2018 (n = 314) si am determinat care din genele
supraexprimate in analiza anterioard sunt asociate cu un prognostic rezervat in ceea ce priveste intervalul
liber de boala (CFB, CXCL1, CXCL2, CXCL3, DUSP1, EGR1, IL8, RRAD, TMEMS88) si care din genele
subexprimate 1n analiza anterioara sunt asociate cu un prognostic pozitiv in ceea ce priveste intervalul liber
de boala (SHISA3). Deoarece intentionam sa utilizam exosomii ca un mod de biopsie lichida, trebuie
mentionat cd profilul de expresiec a microARN-urilor este mult mai stabil si mai facil de evaluat decat
profilul de expresie al MARN-urilor in cadrul acestor entitati. Astfel, utilizdnd miRTargetLink 2.0, am
observat ca 3 microARN-uri tintesc cele mai multe gene din aceasta retea (4 gene): miR-1-3p, miR-335-5p
si miR-98-5p. In mod interesant, putem mentiona ci toate cele 3 microARN-uri tintesc atait CXCL2 cét si
CXCLS. Acestea reprezinta posibile microARN-uri candidate de a fi evaluate din plasma pacientelor cu
cancer de san in vederea prezicerii dobandirii rezistentei la terapia cu doxorubicina.



