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Pecherzyki zewnqtrzkomorkowe w gleJ aku badanla na modelach eksperymentalnych i materlale
klinicznym

2 STRESZCZENIE PROJEKTU (max. 1000 znakow ze spacjaml)

Glejakl charakteryzujq si¢ znaczng heterogennoscig biologiczna, zdolnoscia do na01ekan1a
otaczajgcych tkanek oraz niekorzystnym rokowaniem. Obecnie stosowane metody diagnostyczne
i monitorujgce, w tym badania obrazowe oraz analiza materialu pooperacyjnego, nie pozwalajg w
pehi odzwierciedli¢ dynamicznych zmian zachodzacych w guzie. Pecherzyki
zewngtrzkomorkowe (EVs, extracellular vesicles), w tym egzosomy, przenosza biatka, kwasy
nukleinowe i lipidy, ktore moga odzwierciedla¢ stan komérek nowotworowych.

Celem projektu bgdzie analiza pgcherzykéw zewnatrzkomérkowych pochodzacych z modeli in
vitro glejaka oraz ptynu mézgowo-rdzeniowego pacjentéw jako potencjalnego zrodia
biomarkerdw. Projekt obejmie badania na liniach ustalonych, pierwotnych liniach komdrkowych
pochodzgcych od pacjentéw oraz materiale klinicznym. Uzyskane wyniki moga przyczyni¢ si¢ do
wytypowania kandydatow na biomarkery wspierajace diagnostyke, ocen¢ rokowania i
monitorowanie przebiegu gle]akow
3. CEL NAUKOWY PROJEKTU I ZNACZENIE PODJETEGO PROBLEMU (
BADAWCZEGO (max. 3000 znakow ze spacjaml) -

Celem naukowym projektu jest ocena potencjatu pgcherzykow zewnqtrzkomorkowych
izolowanych z modeli komérkowych glejaka oraz materiatu pochodzacego od pacjentéw jako
zrodfa biomarkerow diagnostycznych i prognostycznych [1,2]. Glejaki, w tym glejak
wielopostaciowy, nalezg do najbardziej agresywnych nowotworéw osrodkowego uktadu
nerwowego. Charakteryzuja si¢ wysoka heterogennoscia, naciekajacym wzrostem i
niekorzystnym rokowaniem. Pomimo postgpu w diagnostyce i leczeniu monitorowanie przebiegu
choroby oraz ocena odpowiedzi na terapig pozostaja wyzwaniem klinicznym. Rezonans
magnetyczny oraz analiza materiatu tkankowego pozyskanego podczas zabiegu operacyjnego




dostarczaja waznych informacji, jednak nie odzwierciedlaja w petni dynamicznych zmian
molekularnych zachodzacych w guzie [1,3].

Projekt koncentruje si¢ na pecherzykach zewnatrzkomérkowych, w tym egzosomach,
uwalnianych przez komoérki do przestrzeni zewnatrzkomorkowej i obecnych w ptynach
biologicznych, m.in. we krwi i ptynie mézgowo-rdzeniowym. Ich tadunek molekularny,
obejmujacy biatka, kwasy nukleinowe, lipidy i metabolity, moze odzwierciedla¢ cechy komorek,
z ktérych pochodza. W glejakach EVs moga uczestniczy¢ w komunikacji migdzykomorkowej,
modulowaniu mikrosrodowiska guza, angiogenezie, progresji choroby oraz opornosci na leczenie
[1]. Z tego wzgledu moga stanowi¢ narzgdzie ptynnej biopsji, umozliwiajace mniej inwazyjna i
powtarzalng oceng biologii nowotworu [4].

Podstawowym zatozeniem projektu jest poréwnanie pecherzykow zewnatrzkomérkowych
pochodzacych z modeli glejaka o narastajacym stopniu ztozonosci biologicznej. W pierwszym
etapie badania zostang przeprowadzone na ustalonych liniach glejakowych, co pozwoli na
optymalizacj¢ procedur izolacji i charakterystyki pecherzykdw. Nastepnie projekt zostanie
rozszerzony o pierwotne linie komérkowe pochodzace od pacjentow, ktore lepiej odzwierciedlajg
heterogennos¢ glejakéw niz klasyczne linie komérkowe. W kolejnym etapie planowana jest
analiza pgcherzykow z modeli 3D/organoidow pacjenckich oraz materiatu biologicznego
pacjentow, ze szczegdlnym uwzglednieniem ptynu mézgowo-rdzeniowego. Modele 3D
pozwalaja zachowa¢ cz¢s$¢ cech fenotypowych i molekularnych guza pierwotnego, w tym jego
heterogennos¢ oraz interakcje migdzykomorkowe [5].

Badania beda obejmowaty izolacje, charakterystyke i analize molekularng pecherzykow
zewnatrzkomorkowych. Ocenione zostang ich podstawowe parametry, takie jak liczba, wielko$é,
morfologia oraz obecnos¢ markeréw EVs. Szczegdlna uwaga zostanie poswigcona zachowaniu
spdjnosci i powtarzalno$ci procedur pracy z EVs, poniewaz sposdb pobrania, przechowywania,
izolacji i charakterystyki materiatu ma kluczowe znaczenie dla wiarygodnosci wynikéw [2].

Projekt ma na celu dostarczenie nowej wiedzy na temat roli p¢cherzykdéw zewnatrzkomorkowych
w biologii glejakéw oraz oceng ich przydatnosci jako zrédta biomarkeréw. Uzyskane dane moga
przyczynic si¢ do wytypowania kandydatow na biomarkery przydatne w diagnostyce, ocenie
rokowania i monitorowaniu przebiegu choroby.

[1] Del Bene M. i wsp. Extracellular vesicles: The key for precision medicine in glioblastoma. Neuro-Oncology, 2022 [2]
Crescitelli R. i wsp. Recommendations for Studying In Situ Extracellular Vesicles From Solid Tissue. Journal of Extracellular
Vesicles, 2025 [3] EANO guidelines on the diagnosis and treatment of diffuse gliomas. Nat Rev Clin Oncol, 2020 [4] Théry C. i
wsp. Minimal information for studies of extracellular vesicles 2023 (MISEV2023): updated guidelines of the International Society
for Extracellular Vesicles. Journal of Extracellular Vesicles, 2023 [5] Alsalkini M. i wsp. Cultivating Ex Vivo Patient-Derived
Glioma Organoids Using a Tissue Chopper. Journal of Visualized Experiments, 2024
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Badania bgdg reahzowane etapowo, z wykorzystaniem modeli o narastajqcym stopniu zlozonosci
biologicznej, tj. od ustalonych linii komdrkowych glejaka, przez pierwotne linie pochodzace od
pacjentéw, modele 3D/organoidy, az po materiat biologiczny od pacjentéw. Takie podejscie
pozwoli poréwnac pecherzyki zewnatrzkomoérkowe pochodzace z réznych modeli choroby oraz
oceni¢ ich przydatnos$¢ jako zrodta biomarkerdw.
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Etap I: Hodowla ustalonych linii komérkowych glejaka

W pierwszym etapie wykorzystane zostang ustalone linie komoérkowe glejaka hodowane w
standardowych warunkach in vitro. Po osiagnigciu odpowiedniej konfluencji zbierane bedzie
medium kondycjonowane przeznaczone do dalszych etapéw izolacji pgcherzykow
zewngtrzkomoérkowych. Etap ten postuzy do optymalizacji procedur pracy z EVs oraz
ustanowienia punktu odniesienia dla bardziej ztozonych modeli biologicznych. Réwnolegle
prowadzona bedzie ocena stanu komorek produkujacych pecherzyki, obejmujaca zywotnosc,
apoptoze/nekroze oraz ekspresj¢ wybranych markeréw fenotypowych, w celu kontroli jakosci
materiatu wyjsciowego.

Etap II: Hodowla pierwotnych linii komérkowych pochodzacych od pacjentow

W kolejnym etapie badania zostang rozszerzone o pierwotne linie komérkowe pochodzace od
pacjentow z glejakiem. Linie te bgda hodowane w warunkach sprzyjajacych zachowaniu cech
biologicznych pierwotnych komorek glejaka, z wykorzystaniem odpowiednio przygotowanych
powierzchni hodowlanych oraz pozywek wzbogaconych w czynniki wzrostowe. Pozwoli to na
analize pecherzykow zewngtrzkomorkowych pochodzacych z modeli lepiej odzwierciedlajacych
heterogennos¢ biologiczng glejakéw niz klasyczne linie ustalone.

Etap III: Wytworzenie modeli trojwymiarowych / organoidow

Jezeli dostepny bedzie odpowiedni materiat operacyjny, planowane jest wytworzenie modeli
trojwymiarowych, w tym organoidéw, z materiatu pochodzacego od pacjentéw. Modele 3D
umozliwiajg czeSciowe odtworzenie architektury guza oraz interakcji migdzykomorkowych
niedostepnych w hodowlach dwuwymiarowych. Na tym etapie oceniona zostanie mozliwos¢
pozyskania pecherzykow zewnatrzkomérkowych z pozywek kondycjonowanych przez organoidy
oraz poréwnania ich profilu z EVs uzyskanymi z modeli 2D.

Etap IV: Izolacja i charakterystyka pgcherzykow zewnatrzkomérkowych
Pecherzyki zewngtrzkomdrkowe pozyskane z medium kondycjonowanego pochodzacego z

hodowli 2D, pierwotnych linii komérkowych, modeli 3D oraz z materiatu biologicznego
pacjentow (plyn mézgowo-rdzeniowy, a w miare dostepnosci réwniez krew obwodowa) zostang
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poddane izolacji oraz charakterystyce. Izolacja EV's bedzie prowadzona zgodnie z aktualnymi
zaleceniami dla badan nad pecherzykami zewnatrzkomérkowymi (MISEV2023), z
uwzglednieniem standaryzacji pobrania, przechowywania i przygotowania probek.

Charakterystyka EVs obejmie oceng liczby, wielkosci, morfologii oraz obecnosci markeréw
pecherzykowych. Wykorzystane zostang wybrane metody izolacji i analizy, w tym
ultrawirowanie lub chromatografia wykluczania wielkosci, western blot, mikroskopia
elektronowa oraz cytometria przeptywowa przystosowana do analizy pecherzykéw. Analizy
uwzgledniaé¢ beda kontrole izotypowe oraz ocene integralnosci pecherzykow

Etap V: Analiza poréwnawcza danych

Ostatni etap obejmie poréwnawcza analiz¢ danych uzyskanych dla pecherzykow
zewngtrzkomorkowych pochodzacych z réznych modeli glejaka oraz z materiatu od pacjentéw.
Celem bedzie identyfikacja cech wspolnych oraz roznicujacych pomigdzy poszczegdlnymi
zrédtami EVs, istotnych z punktu widzenia diagnostyki lub oceny rokowania. Analiza obejmie
poréwnanie parametréw ilosciowych i jakosciowych EVs, w tym rozktadéw sygnatow oraz
ekspresji wybranych markerow pecherzykowych. Uzyskane wyniki pozwolg na wskazanie

kandydatow na biomarkery, ktére mogg stanowic podstawg do dalszych badar.
5. SPODZIEWANE ZNACZENIE WYNIKOW BADAN Z OKRESLENIEM WPLYWU

NA R()ZWOJ DYSCYPLINY (max. 1500 znakow ze spacjami):

Spod21ewanym efektem projektu quzw uzyskanie nowych danych dotyczqcych pecherzykow
zewnatrzkomorkowych uwalnianych przez komoérki glejaka oraz obecnych w materiale
biologicznym pacjentéw. Wyniki pozwola na lepsze zrozumienie réznic i podobienstw pomiedzy
pecherzykami pochodzacymi z réznych modeli choroby, co ma istotne znaczenie dla interpretacji
badan nad rola mikropgcherzykow w biologii glejakéw.

Uzyskane dane moga przyczynic si¢ do identyfikacji kandydatéw na biomarkery, ktore w
przysztosci moglyby wspiera¢ diagnostyke, oceng rokowania oraz monitorowanie odpowiedzi na
leczenie. Ma to szczeg6lne znaczenie w glejakach, w ktdrych klasyczne metody diagnostyczne
nie zawsze pozwalaja na petng ocene heterogennosci guza i jego zmian molekularnych w czasie.

Projekt wniesie wktad w rozwoj neuroonkologii, biologii nowotworéw oraz badan nad
pecherzykami zewnatrzkomérkowymi, dostarczajac danych poréwnawczych dotyczacych
pecherzykow pochodzacych z modeli in vitro, modeli tréjwymiarowych oraz materiatu
paCJencklego Wyniki mogg stanowi¢ podstawe do dalszych badan translacyjnych oraz rozwoju
mniej inwazyjnych strategii momtorowama przebiegu le'akow
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