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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 1.3 Evaluarea transcriptilor cu nivel alterat la nivelul celulelor de cancer de san triplu
negativ $i fibroblasti, folosind tehnica microarray (lunile 7 — 8).

Aceasta etapa se bazeaza pe evaluarea transcriptilor cu nivel alterat in urma co-culturii dintre liniile
celulare de cancer de sén triplu negativ si fibroblasti. Pentru a putea identifica prezenta acestor transcripti,
s-a folosit tehnica microarray care ofera o imagine de ansamblu asupra 60 000 de oligonucleotide. Tn urma
analizei bioinformatice, au fost identificati transcripti cu nivel alterat, supraexprimati si subexprimati, care
sunt implicati in modularea diferitelor procese celulare si moleculare. Astfel, pe fiecare conditie
experimentala, au fost identificate urmatoarele:

1. pentru linia celulara Hs578T in co-cultura cu fibroblasti: 183 gene subexprimate si 486 gene

supraexprimate.

2. pentru linia celulara Hs578T rezistentd la terapia cu doxorubicind in co-cultura cu fibroblasti:

417 gene subexprimate si 1405 gene supraexprimate.
3. pentru linia celulara MDA-MB-231 n co-cultura cu fibroblasti: 1778 gene suexprimate si
10588 gene supraexprimate.

4. pentru linia celulara MDA-MB-231 rezistentd la terapia cu doxorubicina in co-cultura cu

fibroblasti: 1927 gene subexprimate si 13853 gene supraexprimate.

Un numar crescut de gene cu nivel alterat sunt implicate Tn activarea proceselor de rezistenta la
terapie. Rezistenta la terapie, in cercetarea oncologica, reprezinta un impediment major datorita scaderii
ratei de supravietuire a pacientilor diagnosticati cu diferite forme de cancer. Astfel, un numar crescut de
cercetari se efectueaza pe elucidarea si contracararea acestor mecanisme. O atentie deosebita este indreptata
inspre familia de transportori ABC, gene implicate in rezistenta la terapie. n lista de gene identificate, s-a
observant prezenta unui numar crescut de gene apartinatoare acestei familii, ca de exemplu ABCB3, ABCBL,



ABCC6, ABCC13, ABCD3, ABCB5, ABCD2, ABCD3 etc. Supraexprimarea acestor gene conduce la
cresterea riscului de rezistenta la terapie. Prin activarea genelor CXCL11, ZEB1, TGF-f1, IL6, MALAT]1,
activarea mecanismelor de rezistenta la terapie sunt sustinute si de alterarea diferitelor procese biologice,
precum tranzitia epitelio-mezenchimald, procese inflamatorii, invazie tumorald, metastaze, care
concluzioneaza prin scaderea ratei de supravietuire a pacientilor diagnosticati cu cancer.

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

Activitatea 2.2 Implicatia fibroblastilor si a liniilor de cancer de sin triplu negativ rezistente la
terapie in activarea mecanismului de rezistentd in liniile sensibile la terapia cu doxorubicind. Evaluarea
celor mai semnificative microARN-uri si gene prin tehnica qRT-PCR (lunile 15-16).

Dupa identificarea genelor cu nivel de expresie alterat, urmatorul pas a fost identificarea
microARN-urilor care sunt implicate in modularea genelor mai sus mentionate. Alaturi de aceste
microARN-uri, prezenta micromediului tumoral ajuta la sustinerea si modularea proceselor de rezistenta la
terapie si metastazare.

Prin folosirea fibroblastilor, s-a observant o crestere semnificativa in cazul genelor ABCBL,
CXCL11, ZEB1, TGF-p1, IL6, MALATL. Tn acest caz, prezenta fibroblastilor, componente importante a
micromediului tumoral, sustine formarea situsului tumoral. Mai mult decét atat, in alcatuirea micromediului
tumoral sunt prezente veziculele extracelulare (exosomi) si factori de crestere (citokine). Aceste entititi
asigura comunicarea inter- si intracelulara, modifica fenotipul celulei tinta si moduleaza diferite procese
biologice prin intemediul transferului de material genetic (microARN, ADN). Prin analiza bioinformatica,
s-a indentificat prezenta unor microARN-uri care tintesc genele ABCB1, CXCL11, ZEB1, TGF-$1, IL6,
MALATL, si anume miR-19b-3p, miR-21-5p, miR-125a-5p, miR-155-3p. MicroARN-urile sunt tinte
directe a multor gene, gene implicate n diferite cai de semnalizare, procese biologice, responsabile de
dezvoltarea celulelor tumorale.

Prin tehnica RT-gPCR s-a validat nivelul de expresie a genelor cu nivel alterat, gene identificate
prin tehnica microarray, precum si profilul celor 4 microARN-uri, miR-19b-3p, miR-21-5p, miR-125a-5p,
miR-155-3p.

Urmatorul pas este reprezentat de validarea acestor microARN-uri pe probe biologice (plasma/
exosomi), probe recoltate de la pacienti diagnosticati cu cancer de san triplu negativ.



