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Rak ptuc nalezy do najczegsciej wystepujacych i najbardziej $miertelnych nowotworow
na $wiecie. W ostatnich latach, statystyki 5-letniej przezywalnosci niedrobnokomoérkowego
raka ptuca (NDRP) znaczaco si¢ poprawily, miedzy innymi dzigki szerokiemu dostgpowi do
nowoczesnych terapii biologicznych, np. wykorzystujacych przeciwciata anty-PD-1 lub anty-
PD-L1. Niestety wielu pacjentow, u ktorych komorki nowotworowe wykazuja ekspresje biatka
PD-L1 nie odpowiada na tego typu immunoterapie. Nowotwory drobnokomoérkowe (DRP),
stanowig za§ mniejszo$¢ wykrywanych przypadkow, ale ich metody leczenia sg jeszcze mniej
zaawansowane. Majac na uwadze powyzsza nieskuteczno$¢ terapii, konieczno§¢ wezesnego
wykrywania nowotworéw oraz monitorowania ich zmian metastatycznych, poszukuje si¢
nowych metod diagnostycznych i potencjalnych terapii. Nowoczesnym podej$ciem jest
teranostyka — diagnostyka potaczona z terapig celowang. W ponizszym projekcie za cel
postawiliSmy sobie opracowanie 1 przetestowanie multifunkcjonalnego systemu
bioczujnikowego do efektywnej diagnostyki raka ptuc, wykazujacego jednoczesny potencjat
terapeutyczny. System ten oparty jest o wykrywanie, wystepujacych w komorkach
nowotworowych specyficznych czasteczek RNA — onkomiRNA, ktore wykazuja dzialanie
stymulujace progresj¢ 1 inwazje nowotworow ptuc, np. miRNA-20a oraz miRNA-661.

W tym celu, do wyzej wymienionych oncomiRNA, zaprojektujemy dwie
komplementarne sondy oligonukleotydowe (AntagomiR Molecular Beacon, ARMB),
znakowane na jednym koncu barwnikiem fluorescencyjnym, a na drugim wygaszaczem.
W wyniku hybrydyzacji komplementarnych nukleotydow sondy oraz celowanego
onkomiRNA, petla otwiera si¢ 1 wygaszany dotychczas fluorofor oddala si¢ od wygaszacza,
powodujac wzrost sygnatu fluorescencyjnego. Obie sondy zawierajg rézne fluorofory, ktérych
spektrum emisji nie pokrywa si¢ ze soba, wiec jako jeden system bioczujnikowy umozliwiajg
one pomiary intensywnosci sygnatéw pochodzacych od obu onkomiRNA niezaleznie.
Wprowadza to nowy, multifunkcjonalny wymiar badan, poniewaz jeden miRNA odpowiada za
wzrost ekspresji biatka PD-L1 w komodrkach nowotworéw ptuc, drugi za$ jest biomarkerem
zmian prometastatycznych nowotworéw i jego obecno$¢ moze wskazywac na zwigkszong
inwazyjno$¢ 1 agresywno$¢ nowotworu. Tak skonstruowany system pozwala na jednoczesne
monitorowanie zmian ekspresji kluczowego biatka PD-L1, ktéore umozliwia komorkom
nowotworowym wymykaé si¢ spod nadzoru uktadu immunologicznego, a takze $ledzenie
zmian agresywno$ci badanego nowotworu i potencjatlu do przerzutowania. Przygotowana
platforma bioczujnikowa niesie takze wysoki potencjal terapeutyczny. Hybrydyzacja sondy
z wybranymi onkomiRNA w komorkach raka pluc moze hamowaé aktywno$¢ biologiczng
takich onkomiRNA, potencjalnie przyczyniajac si¢ do wygaszenia ich aktywnosci biologiczne;j,
skutkiem czego mogtoby by¢ np. ostabienie ekspresji PD-L1 lub zmniejszenia ekspresji biatek
odpowiedzialnych za zjawisko przej$cia epitelialno-mezenchymalnego (EMT), ktére ma
kluczowy wptyw na proces powstawania przerzutow. Takie podejscie jest szczegolnie ciekawe
w konteks$cie czesto wystepujacej niewrazliwosci na leczenie biologiczne oraz pogtebi wiedze
w tematyce onkogenicznych procesow komorkowych, co moze mie¢ Scisty zwigzek
ze stgzeniem onkomiRNA w komorkach nowotworowych ptuc. W tym celu, oprécz
standardowo stosowanych metod spektroskopii fluorescencyjnej 1 fluorescencyjnej
mikroskopii konfokalnej, zastosujemy komorkowe testy funkcjonalne oraz automatyczng
kapilarng elektroforeze bialek, co pozwoli na wglad w zmiany molekularne zachodzace
w wyniku dziatania sondy ARMB w komorkach. Przygotowane biosensory sprawdzimy pod
katem specyficzno$ci na syntetyzowanych oligonukleotydach, lizatach komorkowych oraz
w hodowlach komérkowych zdrowej linii pgcherzykow plucnych i liniach nowotworowych.



