ZALACZNIK 4. AUTOREFERAT | Anna Wojakowska

.’ ICHB PAN

Autoreferat

Identyfikacja metabolomicznych i proteomicznych
skladnikéow molekularnych zwigzanych z chorobg nowotworowa

technikami spektrometrii mas

Dr inz. Anna Wojakowska

Instytut Chemii Bioorganicznej
Polskiej Akademii Nauk w Poznaniu

Poznan 2022



ZALACZNIK 4. AUTOREFERAT | Anna Wojakowska

1. Imie¢ i nazwisko

Anna Wojakowska

2. Posiadane dyplomy i stopnie naukowe

e 2013: Doktor nauk chemicznych w dziedzinie biochemii (z wyr6znieniem)
Instytut Chemii Bioorganicznej PAN w Poznaniu
Rozprawa doktorska pt. ,,Wykorzystanie technik spektrometrii mas do profilowania i analizy
strukturalnej fenolowych metabolitow wtérnych”.
Promotor: prof. dr hab. Maciej Stobiecki

e 2008: Magister inzynier biotechnologii, specjalizacja biotechnologia przemystowa
(z wyrdznieniem)
Uniwersytet Przyrodniczy w Poznaniu
Praca magisterska pt. ,,Zastosowanie termoseparujacych polimeréw do ekstrakcji lizozymu
z bialka jaja kurzego w wodnych uktadach dwufazowych”.
Promotor: dr hab. Radostaw Dembczynski

3. Informacja o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych

e 04/2018 — obecnie: Adiunkt
Instytut Chemii Bioorganicznej PAN w Poznaniu
Pracownia Spektrometrii Mas przy Zaktadzie Proteomiki Biomedyczne;j
05/2018-05/2019: urlop macierzynski i rodzicielski

e 11/2013 — 04/2018: Starszy specjalista
Centrum Onkologii Instytutu im. Marii Sktodowskiej-Curie oddzial w Gliwicach
(obecnie Narodowy Instytut Onkologii Panstwowy Instytut Badawczy)
Centrum Badan Translacyjnych i Biologii Molekularnej Nowotwordéw
09/2015-09/2016: urlop macierzynski i rodzicielski

e 02/2013 —10/2013: Asystent
Instytut Chemii Bioorganicznej PAN w Poznaniu
Pracownia Proteomiki i Metabolomiki ICHB PAN

4. Oméwienie osiggnieé, o ktorych mowa w art. 219 ust. 1 pkt. 2 ustawy z dnia 20 lipca 2018
r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2021 r. poz. 478 z p6Zn. zm.)

4.1. Tytul osiagniecia naukowego
Identyfikacja metabolomicznych 1 proteomicznych skladnikow molekularnych zwigzanych
z chorobg nowotworowg technikami spektrometrii mas.

4.2. Publikacje wchodzace w sklad osiagniecia naukowego

H1. Wojakowska A, Marczak £, Jelonek K, Polanski K, Widlak P, Pietrowska M". An Optimized
Method of Metabolite Extraction from Formalin-Fixed Paraffin-Embedded Tissue for GC/MS
Analysis. PLoS One. 2015;10(9):e0136902.
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DOI:10.1371/journal.pone.0136902
1F2014=3.234; MINiSW2014=40; MNiSW202:=100; C=30

Moj wkiad w powstanie publikacji polegal na: sformutowaniu problemu badawczego i koncepcji pracy
oraz zaplanowaniu eksperymentow (wraz z autorem korespondencyjnym), opracowaniu metodyki
badawczej, wykonaniu eksperymentow, analizie danych, interpretacji danych (wraz z autorem
korespondencyjnym), napisaniu w  cafosci  pierwsze] Wwersji manuskryptu, pelnej edycji
i poprawie manuskryptu w odpowiedzi na recenzje (wraz z autorem korespondencyjnym).

H2. Wojakowska A, Chekan M, Marczak ., Polanski K, Lange D, Pietrowska M, Widlak P”.
Detection of metabolites discriminating subtypes of thyroid cancer: Molecular profiling of FFPE
samples using the GC/MS approach. Molecular and Cellular Endocrinology. 2015;417:149-57.
DOI:10.1016/j.mce.2015.09.021

1F2014=4.405; MNiSW2014=30; MNiSW2021=100; C=31

Moj wkiad w powstanie publikacji polegat na: sformutowaniu problemu badawczego i koncepcji pracy
(wraz z autorem korespondencyjnym), zaplanowaniu i wykonaniu wszystkich eksperymentow, analizie
uzyskanych danych, interpretacji danych (wraz z autorem korespondencyjnym), napisaniu w calosci
pierwszej wersji manuskryptu, redagowaniu i poprawie ostatecznej wersji manuskryptu (wraz z autorem
korespondencyjnym).

H3. Wojakowska A, Chekan M, Widlak P, Pietrowska M™. Application of Metabolomics in
Thyroid Cancer Research. International Journal of Endocrinology. 2015;258763.
DOI:10.1155/2015/258763

IF2014=1.948; MNiSW2014=20; MNiSW2021=70; C=37

Moj wktad w powstanie publikacji polegal na: sformufowaniu koncepcji pracy (wraz z autorem
korespondencyjnym), zebraniu i przeanalizowaniu materiatéow Zrédfowych i ich opracowaniu wraz
z pozostalymi wspotautorami, napisaniu pierwszej wersji manuskryptu, redagowaniu ostatecznej wersji
manuskryptu i jego poprawie w odpowiedzi na recenzje (wraz z autorem korespondencyjnym).

H4. Wojakowska A, Cole LM, Chekan M, Bednarczyk K, Maksymiak M, Oczko-
Wojciechowska M, Jarzab B, Clench MR, Polafiska J, Pietrowska M, Widlak P*. Discrimination
of papillary thyroid cancer from non-cancerous thyroid tissue based on lipid profiling by mass
spectrometry imaging. Endokrynologia Polska. 2018;69(1):2-8.

DOI:10.5603/EP.a2018.0003

1F2017=1.059; MINi1SW2016=15; MINiSW2021=70; C=15

Moj wkitad w powstanie publikacji polegat na: sformulowaniu problemu badawczego i koncepcji pracy
(wraz z autorem korespondencyjnym), zaplanowaniu i wykonaniu eksperymentow, analizie uzyskanych
danych, interpretacji uzyskanych danych (wraz z autorem korespondencyjnym), napisaniu w catosci
pierwszej wersji manuskryptu, redagowaniu i poprawie ostatecznej wersji manuskryptu (wraz z autorem
korespondencyjnym).

H5. Gawin M*, Wojakowska Af, Pietrowska M, Marczak £, Chekan M, Jelonek K, Lange D,
Jaksik R, Gruca A, Widtak P”. Proteome profiles of different types of thyroid cancers. Molecular
and Cellular Endocrinology. 2018;472:68-79.

DOI:10.1016/j.mce.2017.11.020
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1F2017=3.563; MINiSW2016=35; MNiSW2021=100; C=15

Moj wkiad w powstanie publikacji polegat na: sformutowaniu problemu badawczego i koncepcji pracy
(wraz z autorem korespondencyjnym), udziale w zaplanowaniu i wykonaniu eksperymentow, udziale
w analizie danych, redagowaniu ostatecznej wersji manuskryptu (wraz z autorem korespondencyjnym).

H6. Wojakowska A*, Zebrowska A*, Skowronek A, Rutkowski T, Polanski K, Widlak P,
Marczak L", Pietrowska M". Metabolic Profiles of Whole Serum and Serum-Derived Exosomes
Are Different in Head and Neck Cancer Patients Treated by Radiotherapy. Journal of
Personalized Medicine. 2020;10(4):229.

DOI:10.3390/jpm10040229

IF2019=4.433; MNiSW2019=70; MNiSW2021=70; C=10

Moj wklad w powstanie publikacji polegal na: udziale w opracowaniu metodyki badawczej oraz
nadzorowaniu eksperymentow, analizie uzyskanych danych, interpretacji danych (wraz z autorami
korespondencyjnymi), napisaniu pierwszej wersji manuskryptu (przy udziale rownorzednego pierwszego
autora), redagowaniu i poprawie ostatecznej wersji manuskryptu (wraz z autorami korespondencyjnymi
i pozostalymi wspotautorami).

H7. Strybel U, Marczak L, Zeman M, Polanski K, Mielanczyk 1., Klymenko O, Samelak-Czajka
A, Jackowiak P, Smolarz M, Chekan M, Zembala-Nozynska E, Widlak P, Pietrowska M,
Wojakowska A”. Molecular composition of serum exosomes could discriminate rectal cancer
patients with different responses to neoadjuvant radiotherapy. Cancers. 2022;14(4):99.

DOI: 10.3390/cancers14040993

1F2020=6.639; MINiSW2021=140; C=0

Moj wktad w powstanie publikacji polegat na: sformutowaniu problemu badawczego i koncepcji pracy,
zaplanowaniu i bezposrednim nadzorowaniu wszystkich eksperymentéw, wyborze metodyki badawczej,
analizie i interpretacji uzyskanych danych, napisaniu w calosci pierwszej wersji manuskryptu,
redagowaniu i poprawie ostatecznej wersji manuskryptu (przy udziale pozostatych wspétautorow).

Nazwisko habilitantki jest wythuszczone; ~ autor korespondencyjny; * autorzy, ktorzy w rownym
stopniu przyczynili si¢ do powstania pracy.

Tabela 1. Dane naukometryczne dotyczace publikacji wechodzacych w sktad osiggniecia habilitacyjnego
oraz wszystkich publikacji habilitantki wg. bazy Web of Science Core Collection, z dnia 22.04.2022.

ELacznie Cykl 7 publikacji Wszystkie publikacje z IF (38)
IF 25.281 119.599

MNiSW 350 1794

MNiSW2021 650 3430

Liczba cytowan (bez autocytowan) 138 (135) 846 (821)

H-index (6) 17

IF: sumaryczny Impact Factor z roku poprzedzajacego ukazanie si¢ publikacji;
MNiSW: Iaczna liczba punktow MNiSW z roku poprzedzajacego ukazanie si¢ publikacji;
MNiSW2021: faczna liczba punktéw MNiSW zgodnie z najnowsza listag opublikowang 01.12.2021.
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Wszystkie prace wchodzace w sklad osiagniecia habilitacyjnego sa efektem realizacji grantow
wlasnych.

Oswiadczenia potwierdzajace wktad habilitantki w powstanie prac zamieszczono w zatgczniku nr
7. Kopie powyzszych publikacji zamieszczono w zataczniku nr 8.

4.3. Omowienie osiagniecia naukowego.
4.3.1. Wprowadzenie

Choroby nowotworowe stanowig drugg po chorobach uktadu sercowo-naczyniowego
przyczyn¢ zgondw w krajach wysokorozwinigtych. Wczesna diagnoza oraz wiasciwa klasyfikacja
nowotworu stanowig kluczowy czynnik, umozliwiajacy dobdr odpowiedniej metody leczenia.
Niepowodzenia w leczeniu nowotworéw sa przede wszystkim wynikiem rozsiewu choroby
1 przerzutow do innych tkanek i narzadéw. Pomimo postgpu jaki dokonal si¢ w diagnostyce
onkologicznej, nie zawsze istnieje mozliwos¢ prognozowania przebiegu choroby, a co za tym
idzie podjecia wlasciwego leczenia. Z tego tez wzgledu obecnie coraz wigkszg rolg zaczynajg
spelnia¢ molekularne czynniki rokownicze, jako suplement prognostyczny wypetniajacy luke
pozostawiong przez nieprecyzyjne rokowniczo czynniki kliniczne. Rzetelna identyfikacja
molekularnych czynnikéw prognostycznych pozwolitaby na wyodrgbnienie grupy chorych
wymagajacych bardziej agresywnego leczenia, poprawiajac tym samym wspotczynnik
przezywalnosci. W klasycznym podej$ciu gldownymi czynnikami prognostycznymi sg parametry
kliniczne ustalone na podstawie analizy histopatologicznej. Zalicza si¢ do nich klasyfikacje wg
TNM (w tym glebokos$¢ nacieku, inwazje do naczyn krwionosnych i limfatycznych, zajgcie
weztow chtonnych, stopien zréznicowania guza) [1]. Niestety, okreslenie stopnia zaawansowania
klinicznego nowotworu nie zawsze umozliwia w sposob jednoznaczny prognozowanie przebiegu
choroby oraz oceng ryzyka wznowy i/lub przerzutow. Trudno$¢ ta wynika ze znacznej
heterogennosci biologicznej nowotworow. Konieczne jest zatem pelniejsze zrozumienie
procesdw odpowiedzialnych za ich rozsiew oraz opracowanie wiarygodnych wskaznikow
molekularnych ich inwazyjnosci i progresji, pomocnych dla opracowania nowych schematéw
diagnostycznych i terapeutycznych.

Molekularne znaczniki (biomarkery) prognostyczne i predykcyjne to czasteczki
w bezposredni lub posredni sposdéb zwigzane z procesami nowotworzenia zachodzacymi na
poziomie komorki, tkanki 1 catego organizmu, obejmujgcymi m.in. mutacje, ruchliwos$¢ i migracje
komorek, proliferacje i angiogeneze. Do potencjalnych biomarkeréw stanow nowotworowych
nalezg przede wszystkim geny ulegajace zmienionej ekspresji oraz biatka, a takze metabolity
i lipidy [2]. W poszukiwaniu znacznikéw molekularnych progresji nowotworu stosowane sg dwa
podejscia: znalezienie nowej kombinacji znanych markerow nowotworowych (tzw. sygnatury
molekularnej) lub odkrycie nowych czynnikow molekularnych uzytecznych w diagnostyce,
klasyfikacji, prognozowaniu oraz monitorowaniu progresji nowotworu i jego odpowiedzi na
terapig.

Poszukiwania potencjalnych biomarkerow nowotworowych prowadzone byty do
niedawna gtownie z wykorzystaniem technik immunohistochemicznych, oraz w oparciu o analizy
ekspresji genow. Obecnie, w zwigzku z dalszym poszukiwaniem nowych sygnatur molekularnych
specyficznych dla nowotworow, coraz powszechniej prowadzone sg badania z wykorzystaniem
wysokoprzepustowych, nowoczesnych narzedzi multi-omicznych. Narzedzia te opieraja si¢
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m.in. na technikach sekwencjonowania nowej generacji, technikach spektrometrii mas, oraz
wysokoprzepustowych testach z wykorzystaniem przeciwcial, w polgczeniu z zaawansowanymi
metodami obliczeniowymi i metodami przetwarzania danych (modelowanie komputerowe,
uczenie maszynowe, sztuczna inteligencja). Podejscie proteomiczne i metabolomiczne w sposob
znaczacy poszerza zakres identyfikacji czynnikéw molekularnych oraz pozwala, wraz
z osiaggnig¢ciami z dziedziny genomiki i transkryptomiki, spojrze¢ na problem markeréw stanow
nowotworowych w sposob holistyczny, zgodny z koncepcja biologii systeméw. Biatka
i metabolity (w tym lipidy) stanowig finalny produkt przemian biochemicznych, dlatego
w najbardziej miarodajny sposob odzwierciedlajg procesy zachodzace w komorce, tkance czy
calym organizmie. To wiasnie metabolomika i proteomika, ktore sg jednymi z najszybciej
rozwijajacych si¢ gatezi z rodziny ,,omik”, sg szeroko wykorzystywane w badaniach
zorientowanych na nowotwory. Na szczegbélng uwage zasluguje najstabiej poznana
metabolomika, ktora w najblizszy sposob ukazuje fenotyp nowotworowy. Procesy zwigzane
Z nowotworzeniem Ww znaczacy sposob wplywaja na przebieg podstawowych szlakéw
metabolicznych, stad komorki nowotworowe charakteryzuja si¢ zmienionym metabolizmem
w poréwnaniu z normalnie zré6znicowanymi komorkami. Gtoéwna réznica migdzy komorkami
nowotworowymi a normalnymi dotyczy szlakéw zwigzanych z produkcja energii. Jednak,
badania prowadzone w ostatniej dekadzie pozwolily na wskazanie szerokiej grupy zwigzkoéw
niskoczasteczkowych ulegajacych zmianom w szlakach metabolicznych zwigzanych z rozwojem
nowotworow. Nalezg do nich miedzy innymi kwasy organiczne, aminokwasy, cukry, zasady
azotowe, oraz inne zwigzki niskoczasteczkowe bedace produktami posrednimi metabolizmu
aminokwasow, puryn i pirymidyn, glikolizy, glukoneogenezy oraz cyklu kwasu cytrynowego [3].
Szczegodlng grupe zwiazkow w kontekscie chorob nowotworowych stanowig lipidy, ktore
odgrywaja istotng role w wielu procesach komorkowych, takich jak metabolizm energetyczny,
sygnalizacja komoérkowa, proliferacja, apoptoza i réznicowanie. Udowodniono, ze zaburzenia
metabolizmu i funkcji lipidow przyczyniajg si¢ do rozwoju choroby nowotworowej i moga by¢
wykorzystane do oceny rokowania [4].

W ostatnich latach coraz wigksze zainteresowanie badaczy wzbudza mozliwos¢
wykorzystania egzosomow jako zrodta biomarker6w nowotworowych. Egzosomy stanowig grupe
matych pecherzykow zewnatrzkomorkowych pochodzenia endosomalnego o $rednicy 30-150 nm.
Te nanopecherzyki uwalniane sg przez niemal kazdy rodzaj komorek zar6wno w warunkach
fizjologicznych jak i patologicznych, dzigki czemu mozna je wykrywa¢ w wiekszosci ptynow
ustrojowych. Wzbogacone sg w wiele klas czasteczek bioaktywnych, w tym w kwasy nukleinowe,
biatka, lipidy 1 metabolity, ktore odzwierciedlaja fenotyp komorki rodzicielskiej. Odgrywaja
zasadnicza role w biologii nowotworow, bedac kluczowymi mediatorami komunikacji miedzy
komorkami [5]. Schematyczng budowg egzosoméw oraz role jaka petnig w przebiegu procesow
nowotworowych przedstawiono na Rycinie 1. Egzosomy wydzielane do krwi przez komorki
nowotworowe i inne komorki obecne w mikrosrodowisku guza, petlnig role mediatorow
w procesach zwigzanych m.in. z angiogeneza, modulacja odpowiedzi immunologicznej,
przeprogramowaniem metabolicznym, przerzutowaniem oraz odpowiedzig na terapie. Z tego
wzgledu krazace we krwi pacjentow egzosomy stanowig nowe zrodto biomarkerow
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nowotworowych w ptynnej biopsji [6].
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Rycina 1. Schemat budowy egzosoméw wraz z rolg jakg petnig w procesach zwigzanych nowotworzeniem
(na podstawie Kalluri i LeBleu [5]).

Poszukiwanie molekularnych znacznikow nowotworowych w oparciu o analize
egzosomoOw w podejsciu proteomicznym i metabolomicznym z wykorzystaniem nowoczesnych
technik spektrometrii mas stanowi niewatpliwie przysztos¢ holistycznych badan klinicznych.
Do najczgsciej wykorzystywanych uktadow w tego rodzaju badaniach naleza uklady
chromatografii cieczowej 1 gazowej sprz¢zone z tandemowymi spektrometrami mas.
Kompleksowa analiza sktadnikow molekularnych zwigzanych z choroba nowotworowa,
poczawszy od zwiazkéw niskoczasteczkowych takich jak metabolity, a skohczywszy na
biatkowych makromolekutach, daje mozliwo$¢ okreslenia zaburzen szlakow sygnatowych
I metabolicznych, bedacych zaréwno podlozem jak i skutkiem procesu nowotworzenia. Takie
podejécie pozwala nie tylko na systemowg oceng procesOw molekularnych zachodzacych
w zlozonych uktadach biologicznych, lecz rowniez umozliwia identyfikacje potencjalnych celow
diagnostycznych i terapeutycznych [7]. Jednak z uwagi na fakt, ze techniki te podlegaja ciggtemu
udoskonalaniu, zaréwno w aspekcie technologicznych rozwigzan analitycznych jak
1 zaawansowanych narzadzi obliczeniowych, badania z wykorzystaniem podej$¢ omicznych
stanowig znaczne wyzwanie badawcze. Badania uwzgledniajace podejscie multi-omiczne sa
zazwyczaj projektami interdyscyplinarnymi z pogranicza chemii, biologii, medycyny
i bioinformatyki, wymagajacymi $wiadomej wspolpracy pomiedzy badaczami a klinicystami.
Istotnym warunkiem powodzenia projektow nakierowanych na poszukiwanie znacznikow
molekularnych nowotworéw z wykorzystaniem podej$¢ proteomicznych i metabolomicznych,
jest wilasciwe zaplanowanie eksperymentu badawczego oraz $ciste przestrzeganie procedur
analitycznych na kazdym etapie badan. Najwazniejsze etapy projektow badawczych z zakresu
proteomiki i metabolomiki klinicznej przedstawiono na Rycinie 2. Etapy te obejmuja: (1)
wiasciwe zaplanowanie eksperymentu, (2) zebranie i1 zabezpieczenie materiatu klinicznego oraz
zebranie pelnej charakterystyki parametréw klinicznych, (3) przygotowanie proby i dobor
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odpowiedniej metody izolacji badanych zwigzkow, (4) analize instrumentalng z wykorzystaniem
technik chromatografii i spektrometrii mas — profilowanie i analiza celowana, (5) wstepng analize
uzyskanych danych, w tym m.in. filtrowanie jonéw, normalizacja, dekonwolucja, skalowanie, (6)
analizg statystyczna, (7) identyfikacje potencjalnych biomarkerow, (8) analize bioinformatyczna
I chemometryczna, (9) interpretacje biologiczna, (10) walidacje potencjalnych biomarkerow.
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Rycina 2. Schematyczne ujecie poszczegdlnych etapow badan dotyczacych kompleksowej analizy
sktadnikow molekularnych zwigzanych z choroba nowotworowa z wykorzystaniem nowoczesnych

podej$¢ proteomiki i metabolomiki klinicznej.* w zaleznosci od wybranego podejscia
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4.3.2. Motywacja i cel badan

Prezentowane przeze mnie osiggniecie naukowe stanowi cykl siedmiu publikacji, w sktad
ktorego wchodzi 6 prac eksperymentalnych 1 1 praca przegladowa. Wszystkie prace powstaty
w wyniku realizacji grantow wilasnych. W 6 pracach pehni¢ role pierwszego autora, natomiast
w 1 jestem autorem korespondencyjnym. Wszystkie publikacje ukazaly si¢ w czasopismach
ujetych w bazie Journal Citation Reports (JCR) o tacznym wspoétczynniku oddziatywania (IF)
rownym 25.281 i liczbie cytowan wynoszacej 135 (wg. bazy Web of Science Core Collection,
z dnia 22.04.2022). Przedstawione prace stanowig cykl dotyczacy identyfikacji
metabolomicznych 1 proteomicznych sktadnikow molekularnych zwigzanych z chorobg
nowotworowg z Wykorzystaniem technik spektrometrii mas.

Publikacje H1-H5 powstaly w wyniku realizacji wtasnego grantu badawczego NCN
FUGA dotyczacego wykorzystania technik spektrometrii mas do profilowania i identyfikacji
proteomicznych i metabolomicznych sktadnikow guza swoistych dla poszczegélnych typow raka
tarczycy (https://ncn.gov.pl/finansowanie-nauki/przyklady-projektow/wojakowska). Badania
realizowatam w ramach krajowego stazu podoktorskiego, ktory odbytam w Centrum Badan
Translacyjnych i Biologii Molekularnej Nowotworow, kierowanym przez prof. dr hab. Piotra
Widtaka, w Centrum Onkologii Instytutu im. Marii Sklodowskiej-Curie oddziat w Gliwicach
(obecnie Narodowy Instytut Onkologii im. Marii Sktodowskiej-Curie, NIO). Zdecydowang
wiekszos$¢ eksperymentéw badawczych prowadzitam w Laboratorium Proteomiki i Spektrometrii
Mas pod opieka merytoryczng dr hab. Moniki Pietrowskiej, ktora jednoczesnie petnita funkcje
opiekuna mojego stazu podoktorskiego. Zasadniczym przedmiotem moich badan bylo
wykorzystanie technik spektrometrii mas, w tym LC-MS/MS, GC-MS i MALDI-MSI do
profilowania i identyfikacji sktadnikow proteomu, lipidomu i metabolomu, swoistych dla
poszczegolnych typow histologicznych raka tarczycy oraz korelacja uzyskanych danych
z parametrami klinicznymi (morfologicznymi i histopatologicznymi). Duzym wyzwaniem
podczas realizacji projektu bylo opracowanie i zoptymalizowanie metodyki prowadzenia badan
proteomicznych i metabolomicznych na archiwalnym materiale tkankowym, ktory stanowily
preparaty raka tarczycy utrwalone w formalinie i zatopione w parafinie (FFPE, formalin-fixed
paraffin-embedded). Szczegolny nacisk w trakcie odbytego stazu potozytam na badania z zakresu
metabolomiki nowotworu tarczycy, ktory zaowocowal powstaniem pracy metodycznej H1,
dotyczacej opracowania oryginalnej metodyki wydajnej izolacji metabolitow z preparatow
tkankowych raka tarczycy FFPE na potrzeby analiz z wykorzystaniem techniki GC-MS.
Opracowane podejscie metodyczne, dotad nieprezentowane w literaturze naukowej,
wykorzystalam do przeprowadzenia wlasciwych eksperymentow profilowania i identyfikacji
metabolitow swoistych dla poszczegolnych typow histologicznych raka tarczycy w tkance FFPE,
przy wykorzystaniu techniki GC-MS. Wyniki tych badan opublikowane zostaty w pracy H2.
W tym samym czasie powstala rowniez praca przegladowa H3, dotyczaca wykorzystania
podejscia metabolomicznego w badaniach nad nowotworami tarczycy, ktora w szczegdlowy
sposob prezentuje stosowane w tego rodzaju badaniach metody i techniki, a takze podsumowuje
dotychczasowg wiedze z zakresu metabolizmu nowotwordw tarczycy. W trakcie pobytu na stazu
podoktorskim w NIO uzyskatam grant badawczy z mi¢dzynarodowego programu STSM COST
na realizacj¢ krotkoterminowego zadania badawczego dotyczacego prowadzenia badan
lipidomicznych na tkankowych preparatach raka tarczycy. Miatam mozliwos¢ odbycia
miesi¢cznego stazu w Laboratorium Spektrometrii Mas Biomedical Research Centre Sheffield
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Hallam University w Anglii, w trakcie ktorego prowadzitam optymalizacyjne i wlasciwe badania
lipidomiczne preparatow tkankowych raka tarczycy utrwalonych w  formalinie,
wysokorozdzielczg technikg obrazowania molekularnego MALDI-MSI.  Wynikiem tego
krotkotrwatego projektu byta publikacja H4, dotyczaca odréznienia tkanki raka tarczycy od tkanki
nienowotworowej, w oparciu o profilowanie lipidow metoda obrazowania molekularnego.
Ostatnia praca zamykajaca cykl publikacji dotyczacych profilowania molekularnego
nowotworow tarczycy jest pozycja H5, dotyczaca profilowania biatek technika LC-MS/MS. Praca
opisuje wykorzystanie podejscia proteomicznego opartego o metode MED FASP (Wisniewski
i in., 2013) do analizy biatek izolowanych z preparatow tkanek FFPE. Przeprowadzone badania
byly pierwszym kompletnym opisem proteomu raka tarczycy i umozliwity identyfikacje profilu
biatek swoistych dla poszczeg6élnych typéw tego nowotworu. Publikacja odwoluje si¢ do
wczesniej uzyskanych przeze mnie danych z zakresu metabolomiki tarczycy i podejmuje probe
ich korelacji, w celu uzyskania globalnego obrazu zmian molekularnych zachodzacych
W nowotworowo zmienionej tkance tarczycy.

Pod koniec realizacji grantu FUGA otrzymatam kolejny grant badawczy NCN SONATA,
ktoérego gtownym celem bylo scharakteryzowanie czynnikow molekularnych (bialek, lipidow,
metabolitow) zwigzanych z progresja raka jelita grubego, w konteks$cie udzialu egzosomow
modulujagcych proces progresji i przerzutowania. Badania w ramach nowego projektu
realizowalam w Europejskim Centrum Bioinformatyki i Genomiki w Laboratorium Spektrometrii
Mas Instytutu Chemii Bioorganicznej PAN w Poznaniu. W wyniku realizacji tego (nadal
trwajacego) projektu powstaly prace H6 i H7, w ktorych z sukcesem polgczylam wiedze
1 doswiadczenie z zakresu biologii nowotworow 1 udzialu egzosomdéw w procesie nowotworzenia,
zdobyte podczas realizacji stazu podoktorskiego w NIO, z wykorzystaniem nowoczesnych
technik spektrometrii mas 1 wielkoskalowych metod obliczeniowych, ktére w dalszym ciggu
rozwijam. Niewatpliwym wyzwaniem w trakcie realizacji projektu bylo wdrozenie
i optymalizacja metody izolacji i oceny egzosomow izolowanych z surowicy krwi pacjentow
nowotworowych, na potrzeby prowadzenia kompleksowych analiz proteomicznych
i metabolomicznych z wykorzystaniem technik MS. Kolejny raz obiektem mojego
zainteresowania byta metabolomika, ktorej warsztat w kontekscie badania biologii egzosomow
jest nadal stosunkowo stabo ustalony. W wyniku zapoczatkowanych prac optymalizacyjnych pod
katem metodyki prowadzenia analiz metabolomicznych egzosoméw izolowanych z surowicy
z wykorzystaniem techniki GC-MS, powstata publikacja H6, dotyczaca poréwnania profili
metabolomicznych surowicy i egzosomow izolowanych z surowicy w konteks$cie roznic migdzy
pacjentami z rakiem regionu glowy i szyi (RGiSz) a osobami zdrowymi, a takze odpowiedzi
pacjentow na radioterapi¢. W dalszej kolejnosci zostaty przeprowadzone wlasciwe eksperymenty
profilowania i identyfikacji biatek i metabolitow w osoczu i egzosomach izolowanych z surowicy
chorych na raka odbytnicy, réznigcych sie¢ odpowiedzig na neoadjuwantowsg radioterapie.
Integracja proteomicznych 1 metabolomicznych profili egzosomow zaprezentowana w pracy HY7,
dala mozliwos¢ identyfikacji szlakéw sygnalowych 1 metabolicznych zwigzanych z r6zng
odpowiedzig na neoadjuwantows radioterapi¢ u pacjentdéw chorych na raka odbytnicy. Praca
zamykajaca cykl prezentuje szeroki zakres nowoczesnych podejs¢ i technik analitycznych
z zakresu biochemii, biologii molekularnej, biologii obliczeniowej, bioinformatyki
I biomedycyny, co nadaje jej charakter interdyscyplinarny.
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Zasadniczym celem prowadzonych przeze mnie badan byla identyfikacja skladnikow
metabolomu i proteomu swoistych dla badanych nowotworéw przy wykorzystaniu technik
spektrometrii mas.

Cele szczegdltowe obejmowaly:

1. Opracowanie i optymalizacj¢ warsztatu analitycznego umozliwiajacego prowadzenie badan
metabolomicznych i proteomicznych na klinicznych preparatach tkanek nowotworowych
utrwalonych w formalinie i zatopionych w parafinie (FFPE) technikami GC-MS i LC-MS/MS.

2. Profilowanie i identyfikacje metabolitow i biatek obecnych w tkankach FFPE rakéw tarczycy
réznigcych si¢ typem histologicznym (PTC, FTC, MTC, ATC) w odniesieniu do tagodnych
zmian nowotworowych (FA) oraz zdrowej tkanki.

3. Profilowanie lipidéw metodg MALDI-MSI na preparatach tkankowych w celu odroznienie
brodawkowatego raka tarczycy od sgsiadujacej z nim tkanki nienowotworowe;j.

4. Skorelowanie obrazu molekularnego z parametrami morfologicznymi i histopatologicznymi
badanych tkanek raka tarczycy.

5. Opracowanie i optymalizacje metodyki prowadzenia kompleksowych analiz proteomicznych
1 metabolomicznych egzosomoéw izolowanych z surowicy krwi z wykorzystaniem technik GC-
MS i LC-MS/MS.

6. Profilowanie metabolitow surowicy 1 egzosomow izolowanych z surowicy pacjentow
z rozpoznaniem raka regionu glowy i szyi (RGiSz) leczonych samodzielng radioterapia.

7. ldentyfikacje proteomicznych i metabolomicznych sktadnikow egzosoméw izolowanych
z surowicy chorych na raka odbytnicy roznigcych si¢ odpowiedzig na neoadjuwantowa
radioterapie.

8. Integracje wynikéw badan prowadzonych na poziomie proteomu i metabolomu egzosomow
izolowanych od pacjentéw z rakiem odbytnicy réznigcych si¢ odpowiedzig na leczenie, w celu
identyfikacji szlakow sygnalowych i1 metabolicznych zwigzanych z r6ézna odpowiedzig na
neoadjuwantowa radioterapig.

4.3.3. Omowienie osiagni¢tych wynikow

Opracowanie procedur analitycznych wykorzystujacych preparaty FFPE do badan
metabolomicznych i proteomicznych (H1, H5)

Utrwalanie tkanek w formalinie, a nast¢pnie zatapianie w parafinie jest standardowa
procedura stabilizacji i konserwacji probek tkanek, powszechnie stosowang W praktyce klinicznej.
Proces utrwalania umozliwia przechowywanie materiatu klinicznego w temperaturze pokojowej
przez dhugi czas, natomiast zatapianie w parafinie ulatwia przygotowanie tkanki do oceny
histopatologicznej. Z powyzszych wzgledow tkankowe probki FFPE stanowia cenne Zrdédlo
materiatu klinicznego do analizy retrospektywnej, w tym badan molekularnych. Pomimo, Ze
swiezo mrozone preparaty tkankowe nadal stanowig zloty standard w przypadku analiz multi-
omicznych, ich ograniczona dostepnos¢, trudno$¢ w pozyskaniu odpowiedniego, dobrze
sklasyfikowanego i zabezpieczonego materialu oraz wysokie koszty i problemy logistyczne
podczas jego przechowywania, stanowig powazng wade tego typu probek klinicznych. W zwigzku
z tym, archiwalne probki tkanek FFPE moga by¢ dobrg alternatywa dla $wiezo mrozonej tkanki
[8]. Nalezy jednak mie¢ na uwadze, ze proces utrwalania w formalinie prowadzi do sieciowania
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biatek oraz innych czasteczek obecnych w tkance, co wynika z oddziatywan formaldehydu
z bocznymi lancuchami aminokwasoéw (m.in. Lys, Arg, Tyr, Asn, Gln), prowadzac do
zmniejszenia immunoreaktywno$ci biatek w testach immunohistochemicznych [9]. Drugim
ograniczeniem w badaniach molekularnych jest konieczno$¢ usunigcia z preparatu parafiny, bez
uszkodzenia lub utraty badanych czgsteczek biochemicznych. Z tych powodow ekstrakcja
bioczasteczek z materiatu tkankowego FFPE do badan proteomicznych i metabolomicznych,
w szczegblnosci opartych o techniki spektrometrii mas, stanowi metodologiczne wyzwanie.
Dostepnych jest kilka prac opisujgcych wykorzystanie tkanek FFPE do retrospektywnych
badan proteomicznych, gdzie zaproponowane zostaly roéznorodne metody ekstrakcji biatek
z materiatu archiwalnego. Proponowane procedury analityczne pozwalajg na identyfikacje
w preparatach FFPE od 40 do 90 % biatek obecnych w preparatach $wiezo mrozonej tkanki [10].
Do badan proteomicznych przedstawionych ponizej w publikacji H5 wykorzystatam
zmodyfikowang metode ekstrakcji biatek wedlug Geoui i wsp. [11], uwzgledniajacy
odparafinowanie tkanki za pomoca n-heptanu i liz¢ w buforze TLB, oraz wdrozong nowatorska
technike izolacji sktadnikow proteomu MED-FASP (multienzyme digestion filter-aided sample
preparation), opracowang przez dr Jacka Wisniewskiego z Instytutu Maxa Plancka (Max-Planck-
Institute for Biochemistry, Martinsried, Niemcy) [12-13]. Metoda wieloenzymatyczngo trawienia
wspomaganego filtracja (MED-FASP) zaklada trawienie biatlek dwoma enzymami Lys-C
i trypsyng (Trp), dzigki czemu mozemy uzyska¢ zwigkszong wydajnos¢ trawienia. Otrzymane
peptydy sa nastgpnie frakcjonowane na ztozu zawierajacym silny wymieniacz anionowy (SAX —
strong anion exchanger) na szes¢ frakcji (przy réznym pH) i analizowane technika LC-MS/MS
z wykorzystaniem wysokorozdzielczego spektrometru Q-Exactive z analizatorem typu Orbitrap.
Podczas gdy liczba publikacji dotyczacych wykorzystania tkanki FFPE w badaniach
proteomicznych stale rosta, znalez¢ mozna jedynie kilka prac dotyczacych analizy metabolitow
z materiatu archiwalnego. Pierwsze badania prowadzone przez Kelly i wsp. [14] dotyczyty
celowanej analizy polarnych metabolitow tkanek FFPE migsaka za pomoca techniki LC-MS.
Autorzy byli w stanie odrézni¢ tkank¢ nowotworowa od tkanki nienowotworowej na podstawie
106 wykrytych metabolitow. Z czasem ukazaty si¢ kolejne prace potwierdzajace mozliwosé
wykorzystania preparatow FFPE do analiz zwigzkow niskoczgsteczkowych [15-17]. Brakowato
jednak doniesien dotyczacych wykorzystania technik GC-MS do profilowania metabolitow
z materiatu archiwalnego. Z tego wzgl¢du podjetam si¢ opracowania metody ekstrakcji zwigzkow
niskoczgsteczkowych z tkanki FFPE do analiz w uktadzie GC-MS. W pracy H1 przedstawitam
metodg¢ izolacji pierwotnych metabolitow z tkanki FFPE, zakladajaca odparafinowanie tkanki
w ksylenie, a nastepnie dwuetapowa ekstrakcje zwigzkow w mieszaninie wody z metanolem
(w stosunku 1:1) oraz chlorku metylenu z metanolem (w stosunku 3:1). Protok6t ekstrakcji zostat
przeze mnie opracowany w oparciu o metode izolacji metabolitow ze $wiezej tkanki
zaproponowang przez Denkerta i wsp. z grupy Olivera Fiehna (Davis University, USA) [18].
Badania poréwnawcze prowadzitam na trzech typach preparatow tkanek mysiej nerki: (1) Swiezo
mrozonej, (2) utrwalonej w formalinie oraz (3) FFPE. Zaproponowane podejscie umozliwito mi
identyfikacj¢ blisko 80 metabolitow (w tym aminokwasow, cukréw, kwasow karboksylowych,
kwasow tluszczowych i ich estrow, steroli, cukroli i innych), z czego 75% byto obecnych we
wszystkich typach badanej tkanki. Najliczniejszg grupa sposrod wszystkich zidentyfikowanych
klas zwigzkéw, obecnych w kazdym z typow analizowanej tkanki, byty kwasy ttuszczowe i ich
estry. Podwyzszone poziomy zwigzkéw lipidowych w tkance FFPE sugeruja, ze identyfikowane
metabolity sg odporng na dziatanie rozpuszczalnikow organicznych czeécig biatko-lipidowych
12
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kompleksow btonowych. Ponadto zaobserwowatam, ze zar6wno sam proces utrwalania tkanki
w formalinie jak i czas utrwalania, nic wykazujg istotnego wptywu na sktad identyfikowanych
metabolitow. Z kolei zatapianie utrwalonej tkanki w parafinie wptywa na wydajnos$¢ ekstrakcji,
skutkujac obnizeniem wzglednej ilosci identyfikowanych zwigzkow. Niemniej jednak,
udowodnitam mozliwo$¢ wykorzystania probek tkanek FFPE do niecelowanej analizy profili
metabolitow w oparciu o technik¢ GC-MS, co ma istotne znaczenie we wlasciwych
eksperymentach analizy zwigzkéw niskoczasteczkowych prowadzonych z wykorzystaniem
retrospektywnego materiatu klinicznego.

Wykorzystanie technik metabolomicznych i proteomicznych do profilowania i identyfikacji
skladnikéw molekularnych guza swoistych dla poszczegdlnych typow histologicznych raka
tarczycy (H2-H5)

Rak tarczycy jest najczg$ciej wystepujacym nowotworem zto§liwym gruczotow
wydzielania wewngtrznego. Pomimo iz stanowi zaledwie 1% sposrod wszystkich
diagnozowanych przypadkéw guzow tarczycy, zachorowalno$¢ na ten typ nowotworu stale
wzrasta. Wyrdznia si¢ cztery glowne typy rakow gruczotu tarczycowego: brodawkowaty (PTC),
pecherzykowy (FTC), rdzeniasty (MTC) i anaplastyczny (ATC) [19]. Najczestszg i zarazem
najlagodniejsza postacig raka tarczycy jest rak brodawkowaty, ktory stanowi okoto 70%
wszystkich nowotworow ztos§liwych tarczycy. Jego diagnoza opiera si¢ na charakterystycznych
cechach jadra. Niektore guzy zaliczane do pecherzykowej odmiany raka brodawkowatego (PTC-
FV) majg pewne cechy wspolne z rakiem pecherzykowym. Rak pecherzykowy jest drugim
najczescie] wystepujacym nowotworem zlo§liwym tarczycy i stanowi okoto 15% wszystkich
przypadkow raka tego gruczotlu. Charakteryzuje sie powolnym wzrostem a jego diagnoza opiera
si¢ na cechach makro- 1 mikroskopowych. Istnieje wiele wariantow FTC, ktore maja pewne cechy
wspolne z innymi pecherzykowymi zmianami tarczycy, stad diagnostyka i klasyfikacja tych
nowotworow jest jedng z najbardziej wymagajacych i budzacych najwigcej kontrowersyjnych
kwestii w patologii tarczycy. Jednym z kluczowych zagadnien w diagnostyce raka tarczycy jest
rozroznienie pomi¢dzy lagodnym gruczolakiem pgcherzykowym (FA), rakiem pgcherzykowym
(FTC) i wariantem pgcherzykowym raka brodawkowatego (PTC-FV). Rak rdzeniasty (MTC) pod
wzgledem ztosliwosci 1 przebiegu klinicznego zajmuje miejsce pomiedzy rakami zroznicowanymi
(PTC i FTC) a rakiem niskozréznicowanym (ATC). MTC stanowi zaledwie 3-5% rakow tarczycy,
w przeciwienstwie do innych rakow tarczycy wywodzacych si¢ z komorek nabtonka, wywodzi
si¢ z okotopecherzykowych komoérek C, produkujagcych kalcytoning i wykazuje cechy
neuroendokrynne. Niezrdznicowany ATC, stanowigcy zaledwie 1-2% rakow tarczycy,
charakteryzuje si¢ szybka dynamikg wzrostu oraz wysokim stopniem ztosliwosci [20]. Wiasciwe
okreslenie typu raka tarczycy stanowi kluczowy czynnik dla oceny rokowania i doboru
odpowiednej strategii prowadzonej terapii onkologicznej, co w znacznym stopniu przeklada sie
na poprawe wspoOtczynnika przezywalnosci chorych. Obecnie przedoperacyjne roéznicowanie
guzow tarczycy opiera si¢ gldbwnie na obrazie morfologicznym biopsji aspiracyjnej cienkoigtowe;,
a pooperacyjne na wynikach badania histopatologicznego. Niestety, w wielu przypadkach
jednoznaczna klasyfikacja raka na podstawie analizy histopatologicznej nie jest mozliwa, co
stwarza powazne problemy przy podejmowaniu wlasciwych decyzji terapeutycznych. Istnieje
zatem konieczno$¢ poszukiwania wiarygodnych markerow molekularnych wspomagajacych
klasyczne metody klasyfikacji raka tarczycy. ldentyfikacja takiego markera (markerow) mogtaby

13



ZALACZNIK 4. AUTOREFERAT | Anna Wojakowska

ograniczy¢ do minimum ilo$¢ niepotrzebnie przeprowadzanych operacji usunigcia tarczycy
1 stanowi¢ kolejny, po odkryciu biopsji aspiracyjnej cienkoigtowej, postep w diagnostyce guzoéow
tarczycy.

Po zakonczeniu prac optymalizacyjnych dotyczacych warsztatu prowadzenia analiz
metabolomicznych i proteomicznych na tkankowych preparatach FFPE (czg¢$¢ metodyczna prac
H1 i H5), przesztam do przeprowadzenia wlasciwych eksperymentéw na puli probek klinicznych
réznych typoéw histologicznych raka tarczycy (PTC, FTC, MTC, ATC) z wykorzystaniem
roznorodnych technik spektrometrii mas. Zasadniczym celem moich badan byto poszukiwanie
sygnatury molekularnej, umozliwiajgcej rozréznienie pomiedzy poszczegodlnymi typami raka
tarczycy oraz w szczego6lnosci odroznienie pecherzykowych zmian tagodnych (FA) od ztosliwych
postaci nowotworu (PTC-FV, FTC). Eksperymenty metabolomiczne, proteomiczne
i lipidomiczne prowadzone byly z wykorzystaniem najnowoczesniejszych technik spektrometrii
mas, w oparciu 0 odpowiednio metody GC-MS, LC-MS/MS oraz obrazowanie molekularne
MALDI-TOF. Uzyskane obrazy molekularne badanych tkanek tarczycy zostaly skorelowane
z ich parametrami morfologicznymi i immunohistopatologicznymi. Wyniki przeprowadzonych
badan zostaty opublikowane w pracach H2, H4 i H5. Schemat prowadzonych badan zostat
pogladowo przedstawiony na Rycinie 3.

= H2
Ekstrakcja metabolitow GCxGC-TOFMS
z tkanki FFPE GC-QQQ
METABOLITY
_p —
e s
3
Ekstrakcja biatek z tkanki FFPE LC-MS/MS (Orbitrap)
z uzyciem procedury MED-FASP LC-MALDI-MS/MS
PEPTYDY | BIALKA
$33¢ H4
Obrazowanie molekularne
¢ " .
kanek ptifpl:g:m lipidow MALDI = MS
(SYNAPT G2)

Rycina 3. Schemat podejs¢ badawczych zastosowanych przy poszukiwaniu molekularnych znacznikéw
roznych typow histologicznych raka tarczycy
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Przed przystapieniem do wtasciwych badan dokonatam szerokiego przegladu literatury
w kontekscie dotychczas poznanych molekularnych znacznikow raka tarczycy, ze szczegdlnym
uwzglednieniem problemow na jakie napotyka si¢ w ich klinicznej diagnostyce oraz opisem
technik 1 podej$¢ omicznych wykorzystywanych do poszukiwania markeréw molekularnych.
Najstabiej dotychczas poznanym zagadnieniem, a zarazem najbardziej mnie interesujacym, byto
wykorzystanie metabolomiki w badaniach nad rakiem tarczycy. Aspekty tych badan zebratam
i opisatam w pracy przegladowej H3, zwracajac szczegdlng uwage na charakterystyczne zmiany
w metabolizmie komorki nowotworowej obejmujgce m.in. efekt Warburga, zaburzenia
metabolizmu aminokwaséw, kwasow tluszczowych czy lipidow. Miatam réwniez mozliwos¢
z bliska pozna¢ charakter pracy lekarza patologa oraz dylematy i niuanse przy diagnostyce
histopatologicznej tkanek resekowanych guzow tarczycy. Przesztam wstepne Szkolenie
z preparatyki i oceny tkanek tarczycy dzigki uprzejmosci dr Mikotaja Chekana, specjalizujacego
si¢ w ocenie histopatologicznej rakoéw tarczycy, z ktérym do tej pory wspolpracuje przy okazji
dalszych projektow badawczych.

Materiat do badan stanowity preparaty FFPE raka tarczycy (rak brodawkowaty (PTC)
wariant klasyczny (CV) i wariant pecherzykowy (FV), rak pecherzykowy (FTC), rak rdzeniasty
(MTC), rak anaplastyczny (ATC)) oraz tagodnego gruczolaka pecherzykowego (FA)
i niezmienionej nowotworowo tkanki tarczycy stanowiacej kontrole (Ctr). Preparaty zostaty
scharakteryzowane pod katem procentowej zawarto$ci komoérek nowotworowych, do badan
wykorzystane zostaty preparaty, w ktérych udziat komoérek nowotworowych stanowit wigcej niz
90%. Do badan metabolomicznych wykorzystatam protokét uprzednio opracowany i opisany
w pracy H1. W celu poréwnania wydajnosci zaproponowanej metody ekstrakcji, mrozone tkanki
tarczycy analizowalam przy uzyciu tej samej platformy analitycznej (w tym tej samej procedury
ekstrakcji bez etapu odparafinowania), co wykazato, ze okoto 90% metabolitow wykrytych
w tkance mrozonej mozna byto zidentyfikowa¢ rowniez w materiale FFPE. Zgodnie z nasza
najlepsza wiedza, jako pierwsi zaprezentowaliSmy mozliwo$¢ skutecznego profilowania
metabolitow z archiwalnej tkanki FFPE w oparciu o technik¢ GC-MS, w celu identyfikacji
sygnatur metabolitow odrdzniajacych tkanke prawidtowa i rézne typy zmian nowotworowych
tarczycy (publikacja H2). Zastosowane podejscie umozliwito identyfikacje i wzgledng oceng
ilosciowg 81 metabolitow obecnych we wszystkich typach badanych tkanek tarczycy, w tym m.in.
aminokwasow, cukrow, kwaséw karboksylowych, kwasow tluszczowych 1 ich estrow.
Zidentyfikowatam 28 metabolitow (gléwnie kwasow thluszczowych, kwasow karboksylowych
1 cukrow), ktérych poziomy wykazywaty statystycznie istotng réznice pomiedzy réoznymi typami
guzéw tarczycy oraz tkanka nienowotworowa. Zaproponowalismy kilka sygnatur
metabolicznych, umozliwiajacych odréznienie raka tarczycy od tkanki nienowotworowej (w tym
podwyzszony poziom kwasu mlekowego i obnizony poziom kwaséw tluszczowych i ich estrow).
Podwyzszony poziom fosforanu mio-inozytolu, kwasu bursztynowego, oraz niektérych kwasow
thuszczowych 1 ich estrow pozwolil na odroznienie ztosliwych nowotworéw tarczycy od
tagodnego gruczolaka pecherzykowego. Ponadto, zidentyfikowano sktadniki metabolomu, ktore
pozwolily na rozroznienie klasycznego wariantu raka brodawkowatego i pecherzykowych zmian
tarczycy (obnizenie poziomu kwasu glukonowego i podwyzszenie poziomu Kwasu cytrynowego)
oraz rozroznienie raka pecherzykowego od pegcherzykowego wariantu rak brodawkowaty
(podwyzszony poziom estru kwasu dekanowego). Stad wniosek, ze zastosowane podejScie
profilowania metabolitow w probkach FFPE tarczycy, w oparciu o technik¢ GC-MS, moze by¢
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potencjalnie wykorzystane jako pomocnicze narzedzie diagnostyczne wspierajace klasyfikacje
rakow tarczycy.

Przeprowadzone badania umozliwity ponadto wskazanie nadreprezentowanych szlakow
metabolicznych powigzanych z metabolitami réznicujagcymi badane typy tkanki tarczycy.
Wykazali$my, ze szlaki metaboliczne zaangazowane w kancerogeneze¢ tarczycy obejmowaly
przede wszystkim procesy zwigzane z produkcjg energii, m.in. cykl kwasow trikarboksylowych
(TCA), tancuch transportu elektronow, szlak pentozofosforanowy (PPP), glikoliza,
glukoneogeneza, metabolizm galaktozy i pirogronianu. Nalezy podkresli¢, ze poziom kwasu
mlekowego byt podwyzszony we wszystkich nowotworowych zmianach tarczycy w odniesieniu
do tkanki normalnej. Ten fenomen zwigzany jest z charakterystycznym dla komorek
nowotworowych efektem Warburga, ktory faworyzuje glikoliz¢ nad cykl TCA oraz fosforylacje
oksydacyjng [21]. Poza przeprogramowanym metabolizmem energetycznym, inng
charakterystyczng cechg komorek nowotworowych jest zmieniony metabolizm lipidéw i kwasoéw
thuszczowych. W naszych badaniach wykazaliSmy, ze zmieniony metabolizm kwasow
tluszczowych jest powigzany z metabolitami réznicujagcymi rézne podtypy raka tarczycy oraz
zmiany nienowotworowe. Wczesniejsze badania [22] wykazaty, ze zmiany w poziomach lipidow
w komorkach nowotworowych zwigzane sg z procesami zapalnymi oraz proliferacyjnymi, co
moze mie¢ znaczacg warto$¢ rokownicza w diagnostyce i progresji nowotworow. Co istotne,
nasze badania ujawnity kilka metabolitow (w tym kwas cytrynowy, bursztynowy i glukonowy,
a takze fosforan mio-inozytolu), ktore istotnie roznicowaly zmiany pecherzykowe tarczycy
(gruczolaka pecherzykowego, raka pecherzykowego oraz wariant pecherzykowy raka
brodawkowatego) oraz klasyczny wariant raka brodawkowatego. Zwigzki te zwigzane byly
gléwnie z metabolizmem energetycznym (kwas cytrynowy 1 bursztynowy wchodzace w sktad
cyklu TCA oraz kwas glukonowy jako produkt posredni szlaku pentozofosforanowego) oraz
metabolizmem inozytolu, ktory odgrywa istotna role w szlakach sygnatlowych zwigzanych
z apoptoza, proliferacja i1 progresja komorek nowotworowych [23]. Podsumowujac,
zidentyfikowane sygnatury, ktére pozwolily na odroznienie tkanki prawidlowe; od
nowotworowej, jak rowniez fagodnych i ztosliwych zmian tarczycy, oraz zwigzane z nimi procesy
metaboliczne odpowiadaly ogdlnym znanym cechom metabolizmu komorki nowotworowej.
Szczegbtowe procesy metaboliczne charakterystyczne dla zmienionych nowotworowo komorek,
w tym komorek tarczycy, opisatam w pracy przegladowej H3.

Chcac uzyskac pehiejszy, systemowy obraz cech molekularnych oraz zwigzanych z nimi
procesow biologicznych, charakterystycznych dla poszczegoélnych typow raka tarczycy (FTC,
PTC-CV, PTC-FV, MTC, ATC) oraz umozliwiajacych ich odroéznienie od zmian tagodnych (FA),
podjeliSmy si¢ przeprowadzenia globalnej kompleksowej analizy profili proteomicznych
badanych tkanek FFPE przy wykorzystaniu podejscia typu shotgun LC-MS/MS (publikacja H5).
Tego typu kompleksowe podejscie do analizy profili biatkowych nowotwordw tarczycy nie byto
dotad prezentowane w literaturze. PrzeprowadziliSmy profilowanie probek FFPE tkanek
reprezentatywnych dla tych samych typow nowotwordw tarczycy, ktore analizowaliSmy
w podejsciu metabolomicznym. Do przygotowania probek peptyddéw przeznaczonych do analizy
w uktadach LC-MS/MS (LC-MALDI-MS/MS i Orbitrap LC-MS/MS) wykorzystalismy
wczesniej wspomniang zmodyfikowang metod¢ ekstrakcji biatek z preparatow FFPE wedlug
Geoui i wsp. [11] oraz technike izolacji sktadnikow proteomu MED-FASP [12-13]. W pierwszej
kolejnos$ci przeprowadziliSmy analize tkanek wszystkich typow raka tarczycy w uktadach LC-
MALDI-MS/MS i Orbitrap LC-MS/MS, po uprzednim trawieniu biatka samg trypsyng. Z uwagi
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na ilos¢ frakcji otrzymanych dla jednej probki po wieloenzymatycznym (trypsyna i Lys-C)
trawieniu biatek metoda MED-FASP, w kolejnym etapie analizowalis$my jedynie interesujace nas,
z punktu widzenia znaczgcego problemu diagnostycznego, zmiany pecherzykowe (FTC, PTC-
FV, FA) oraz klasyczny wariant raka brodawkowatego (PTC-CV). Analizy te przeprowadzone
byty w uktadzie Orbitrap LC-MS/MS.

Podejécie uwzgledniajace zastosowanie dwoch ukladéw analitycznych Orbitrap
I MALDI-TOF umozliwito identyfikacje biatkowych produktow 3700 unikalnych genow oraz
ujawnito znaczace roznice migdzy rakiem rdzeniastym, anaplastycznym oraz zrdéznicowanymi
rakami  pochodzenia nabtonkowego (brodawkowatym 1 pegcherzykowym). Bialka
charakterystyczne dla raka rdzeniastego i anaplastycznego powigzane byly odpowiednio
z funkcjami neuroendokrynnymi (MTC) i czynnikami bezposrednio zwigzanymi
z zaawansowanymi nowotworami ztosliwymi (ATC). Nalezy podkresli¢, ze odroznienie
niezréznicowanego raka anaplastycznego od rakow zréznicowanych pochodzenia nablonkowego
(FTC i PTC) na podstawie cech histopatologicznych nie stanowi wyzwania diagnostycznego,
natomiast znajomos¢ réznic w proteomach tych nowotworéw moze pomdc w zrozumieniu ich
ewolucji. Wsrdd sktadnikow proteomicznych charakterystycznych dla raka anaplastycznego
stwierdzono cechy charakterystyczne dla zaawansowanych nowotworow ztosliwych, w tym
biatka zwigzane ze stanem zapalnym, odpowiedzig immunologiczna, adhezja i migracjg komoérek
(w tym integryny, biatka adhezyjne i metaloproteinazy macierzy zewnatrzkomoérkowej). Z kolei
rak rdzeniasty w obrazie histopatologicznym czesto wykazuje cechy charakterystyczne dla innych
zroznicowanych nowotwordéw tarczycy, stad dodatkowo stosuje si¢ badanie poziomu kalcytoniny
jako markera uzupehiajacego diagnostyke MTC [24]. W niektorych rzadkich przypadkach
spotyka si¢ ujemng kalcytoning w MTC, stad poszukiwanie dodatkowego markera molekularnego
ma swoje uzasadnienie [25]. Zgodnie z oczekiwaniami, wsrod charakterystycznych dla raka
rdzeniastego sktadnikow proteomu znalazty si¢ biatka zaangazowane w funkcje neuroendokrynne
1 przetwarzanie neurohormonow.

Przeprowadzone w nastgpnej kolejnosci profilowanie roéznych typow rakow
zréznicowanych pochodzenia nabtonkowego (FTC i PTC) oraz gruczolaka pecherzykowego (FA)
przy uzyciu wieloenzymatycznego trawienia i analizy w ukladzie Orbitrap LC-MS/MS,
umozliwito identyfikacj¢ biatkowych produktéw 4800 unikalnych genow. Analiza porownawcza
badanych profili nowotwordéw tarczycy wykazata ogolne podobienstwo rakéw pecherzykowych
do obu wariantow raka brodawkowatego. Ponadto, gruczolak pecherzykowy charakteryzowat sie
wigkszym podobienstwem do raka pecherzykowego niz do obu wariantéw raka brodawkowatego.
Na podstawie analizy wzbogacenia terminow GO (Gene Ontology), ktorej poddano genowe
odpowiedniki bialek rdznicujacych zrdznicowane nowotwory tarczycy pochodzenia
nabtonkowego (FTC 1 PTC), zaobserwowano nadreprezentowane procesy zwigzane
z przemianami lipidéw, metabolizmem hormondw, regulacjg ekspresji genéw oraz utrzymaniem
struktury DNA.

Niezwykle ciekawym aspektem przeprowadzonych badan byta mozliwo$¢ porownania
uzyskanych przez nas profili metabolomicznych i proteomicznych réznych typdéw raka tarczycy.
ZaobserwowaliSmy zmiany poziomow bialek zaangazowanych m.in. w metabolizm lipidow,
kwasow nukleinowych oraz zwigzanych z funkcjami mitochondriow, ktére odpowiadaty cechom
profili metabolicznych réznicujacych poszczegdlne typy nowotwordw tarczycy, w tym raki
zroéznicowane. Przyktadowo, obnizony poziom kwasu cytrynowego zaobserwowany w ATC
w poréwnaniu z PTC/FTC, odpowiadat obnizonym poziomom enzyméw zaangazowanych w cykl
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TCA (ACO1, ACO2, CS, IDH1, IDH2), co bytlo prawdopodobnie zwigzane z nasilong glikoliza
w przypadku niezrdéznicowanego nowotworu. Zaobserwowali$my roéwniez obnizony poziom
kwasow thuszczowych w przypadku zmian tagodnych (FA) w odniesieniu do ztosliwych
nowotworow zréznicowanych (PTC i FTC), co odpowiadato réznicom w poziomach biatek
biorgcych udziat w utrzymaniu homeostazy i metabolizmie trojglicerydéw. Ponadto zmniejszony
poziom fosforanu mio-inozytolu charakterystyczny dla FA odpowiadal ogdlnie zmniejszone;j
ekspresji kilku fosfataz i kinaz, zaangazowanych w metabolizm inozytolu i fosfatydyloinozytolu,
obserwowanej w FA w porownaniu z nowotworami zto§liwymi. Dalej, podwyzszony poziom
kwasu bursztynowego, obserwowany w nowotworach ztosliwych, moze by¢ zwigzany z og6lnie
wzmozong aktywnoscig mitochondriow i zwiekszong synteza aminokwasow, charakterystyczng
dla tych zmian, co odpowiada zaobserwowanym przez nas podwyzszonym poziomom wielu
biatek zaangazowanych w metabolizm aminokwaséw. W przypadku zréznicowanych
nowotworow tarczycy (PTC i FTC), zaobserwowaliSmy zwigkszony poziom kwasu cytrynowego
oraz zwigkszong ilo$¢ kluczowych enzyméw biorgcych udziat w metabolizmie cytrynianu
(ACLY, ACO1/2, CS, IDH1/2) w PTC w poréwnaniu do FTC. Co istotne, uzyskane przez nas
profile proteomiczne odpowiadaty innym zaprezentowanym dotad w literaturze profilom
transkryptomicznym i metabolomicznym rakow tarczycy, co uzupetnito obraz molekularny tych
nowotworow z punktu widzenia biologii systemoéw oraz potwierdzito wysoki potencjal narzedzi
multi-omicznych w klasyfikacji nowotworéw tarczycy. Ponadto, zaproponowaliSmy sygnatury
proteomiczne charakterystyczne dla poszczegdlnych typéw nowotwordw tarczycy, ktore
w przyszto$ci moga by¢ wykorzystane do dalszych badan walidacyjnych majacych na celu
identyfikacj¢ specyficznych biomarkerow.

Kolejnym podjetym przeze mnie wyzwaniem w kontekscie poszukiwania molekularnych
klasyfikatorow raka tarczycy w probkach tkanek byto zastosowane podejscie lipidomiczne oparte
o technik¢ obrazowania molekularnego metoda MALDI. Lipidy, bedace gtéwnymi sktadnikami
bton komorkowych, odgrywaja istotng role w przekazywaniu sygnalow w komorce, stanach
zapalnych i roznicowaniu tkanek, stad posiadaja potencjalnie wysoka wartos¢ w diagnostyce
nowotworow [26]. Zastosowana technika obrazowania molekularnego MALDI-MSI pozwala na
detekcje przestrzennego rozmieszczenia zwigzkow bioaktywnych, takich jak peptydy, bialka,
lipidy i metabolity, w preparatach tkankowych. Przy pomocy odpowiednich narzedzi
bioinformatycznych istnieje mozliwos¢ korelacji  cech  molekularnych z  cechami
morfologicznymi i klinicznymi badanych tkanek, a takze definiowanie molekularnych markerow
nowotworowych. Badania z tego obszaru przeprowadzitam w ramach przyznanego mi
krotkoterminowego projektu badawczego COST ,Lipidomics in thyroid cancer research”,
realizowanego w Laboratorium Spektrometrii Mas Biomedical Research Centre Sheffield Hallam
University w Anglii, pod kierunkiem prof. Malcolma Clencha. Efektem realizacji tego projektu
byla publikacja H4, dotyczaca profilowania lipidéw technika MALDI-MSI w celu odréznienia
brodawkowatego raka tarczycy od tkanki nienowotworowej. Badania przeprowadzitam na tkance
utrwalonej w formalinie 1 poréwnalam z wynikami uzyskanymi dla tkanki mroZone;.
Przeprowadzitam réwniez probe analizy lipidow na tkance FFPE, jednak etap pozbycia si¢
parafiny z wykorzystaniem toluenu znaczaco przyczynit si¢ do wyptukania wigkszosci lipidow
z badanej tkanki. Uzyskane w ramach prac optymalizacyjnych wyniki sugeruja, Ze istnieje
mozliwo$¢ wykrycia niektorych rodzajow lipidow obecnych w probee tkanki po odparafinowaniu,
jednak ich ilos¢ jest znikoma w poroéwnaniu z iloscig lipidow wykrytych w preparacie mrozonym
lub utrwalonym w formalinie. Preparatyka tkanki mrozonej/utrwalonej w formalinie byla
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stosunkowo prosta i1 zaktadata dwukrotne przemycie preparatu woda destylowang oraz pokrycie
jej matrycg CHCA (kwas a-cyano-4-hydroksycynamonowy). Wtasciwe profilowanie lipidow
prowadzitlam z wykorzystaniem wysokorozdzielczego spektrometru HDMS SYNAPT TM G2
z technologia mobilno$ci jonowej, umozliwiajaca rozdzial jonéw pochodzacych od zwigzkow
izomerycznych i izobarycznych, co jest szczegdlnie istotne w przypadku analiz lipidow.
Identyfikacje lipidow przeprowadzitam poprzez poroéwnanie doktadnych mas czasteczkowych
i Sciezek fragmentacji jonow protonowanych, zarejestrowanych podczas eksperymentow MS/MS,
z bazg danych LIPID MAPS.

Na podstawie przeprowadzonych analiz zidentyfikowalam lipidy nalezace do klas
fosfatydylocholin (PC), sfingomielin (SM) i kwaséw fosfatydowych (PA), a ich poziom byt
znaczaco wyzszy w tkance nowotworowej w poroOwnaniu z tarczycg nienowotworowg. Osiem
sposrod  zidentyfikowanych lipidow, PC(32:0), PC(32:1), PC(34:1), PC(36:3), PA(36:2),
PA(36:3), SM (34:1) 1 SM(36:1), ktorych poziom byta znaczaco podwyzszony w PTC w stosunku
nienowotworowej tkanki tarczycy, byto wczesniej raportowanych w literaturze [27-29]. Te same
sktadniki lipidowe wykrylam w preparatach utrwalonych w formalinie, jak i w tkance mrozone;j,
przy czym jony [M + Na]* obecne byly w przewadze w tkance utrwalonej w formalinie, podczas
gdy w tkance mrozonej przewazaly jony [M + K]*. Nalezy zaznaczy¢, ze intensywnosci
rejestrowanych jonow pochodzacych od zwigzkow lipidowych byly wyzsze w materiale
mrozonym W odniesieniu do tkanki utrwalonej w formalinie. Prezentowane wyniki potwierdzaja
mozliwo$ci wykorzystania techniki MALDI-MSI w analizie dystrybucji lipidow bezposrednio
w tkankach stabilizowanych formaling oraz daja nadziej¢ na potencjalne wykorzystanie ich
w klasyfikacji chorob tarczycy.

Identyfikacja proteomicznych i metabolomicznych skladnikéw egzosoméw obecnych
w surowicy krwi pacjentow nowotworowych technikami spektrometrii mas (H6, H7)

Wszystkie typy komorek i1 tkanek, w tym nowotworowe, uwalniaja mieszanine
pecherzykow zewnatrzkomorkowych réznigcych sig¢ wielkoscia, pochodzeniem 1 zawartoscia.
Mate pecherzyki zewnatrzkomorkowe (sEV), ktéore obejmuja egzosomy wywodzace sie
z endosomow, to populacja pecherzykéw o srednicy 30—150 nm, niosgcych tadunek w postaci
czastek bioaktywnych (kwasy tluszczowe, biatka, metabolity 1 lipidy), ktory pod wzgledem
zawartosci jest zblizony do komorki macierzystej. sEV obecne w krwi pacjentow
nowotworowych sg mieszaning pecherzykow pochodzenia nowotworowego 1 pecherzykow
wytwarzanych przez komorki nieztosliwe, w wigkszosci komorki uktadu odpornosciowego [6].
Zarowno sEV uwalniane przez komodrki nowotworowe oraz jak i1 inne komorki obecne
w mikrosrodowisku guza, sa kluczowymi mediatorami w komunikacji migdzykomodrkowej,
zaangazowanymi w rozne aspekty rozwoju raka, w tym wzrost, migracj¢, angiogeneze, degradacje
macierzy zewnatrzkomorkowej (ECM), przejscie epitelialno-mezenchymalne (EMT) a takze
ucieczke nowotworu spod nadzoru immunologicznego . Liczne badania dotyczace egzosomow
postulujg ich znaczaca role w progresji howotworéw, przerzutowaniu i odpornos$ci na terapie
onkologiczne [30]. Stad egzosomy, obecne w ptynach ustrojowych pacjentow, sa uwazane za
obiecujacych kandydatow do plynnej biopsji, ktora stanowi nowe zrodto potencjalnych
prognostycznych i predykcyjnych biomarker6w nowotworowych.

W celu poszukiwania marker6w nowotworowych opartych o egzosomy wykorzystuje si¢
glownie podejscia transkryptomiczne i proteomiczne, natomiast wiedza na temat skladowych
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metabolomicznych tych pecherzykéw jest juz znacznie ograniczona. Przed przystgpieniem do
wiasciwych eksperymentow profilowania sktadnikow egzosomow w celu poszukiwania cech
proteomu i1 metabolomu zwigzanych z choroba nowotworowg lub odpowiedzig na leczenie
(publikacje H6 i H7), konieczne byto wdrozenie i zoptymalizowanie metody izolacji i oceny
egzosoméw na  potrzeby  prowadzenia  kompleksowych analiz  proteomicznych
I metabolomicznych z wykorzystaniem technik spektrometrii mas. Egzosomy izolowane byty w
oparciu 0 technik¢ chromatografii wykluczenia wielkosci (SEC) na podstawie protokotu
opracowanego przez Smolarza i wsp. [31] oraz Ludwig i wsp. [32], zoptymalizowanego na
potrzeby restrykcyjnych wymagan stosowanych metod analitycznych. Metoda SEC umozliwita
nam izolacje frakcji pecherzykow (frakcja #4), ktore pod wzgledem morfologii, rozmiaru (~50
nm) i obecnosci specyficznych biomarkeréw miescity sie¢ w kategorii egzosomow. Zastosowana
metoda izolacji umozliwita nam otrzymanie preparatu egzosomow o wysokiej jakosci,
niezagregowanych, funkcjonalnie aktywnych i wolnych od zanieczyszczen wysokokopijnymi
biatkami surowicy (gtownie albuming). Ocena jakosci pecherzykow wedtug wymogéw MISEV
2018 [33] (Minimal Information for Studies of Extracellular Vesicles) wymagata zastosowania
réznorodnych technik analitycznych. Wielko$¢ 1 morfologi¢ pecherzykdéw oceniono odpowiednio
metoda dynamicznego rozpraszania §wiatla (DLS) oraz przy uzyciu transmisyjnej mikroskopii
elektronowej (TEM). Obecno$¢ specyficznych dla egzosomoéw markerow CD9, CD63, CD81,
TSG101 1 ALIX analizowano technika Western blot. Wydajno$¢ izolacji oceniono na okoto
1x10° SEV/Iml surowicy, za pomoca pomiaru najnowocze$niejszym Ccytometrem
przeptywowym Amnis Imagestream x MkII znakowanej frakcji egzosomow. W dalszej kolejnosci
opracowali$my procedure ekstrakcji bialek (z wykorzystaniem deoksycholanu sodu, SDC)
1 metabolitow (sekwencyjne wymywanie rozpuszczalnikami o wzrastajgcej polarnosci) na
potrzeby analiz MS, ktore szczegdétowo opisane sg w publikacji H7. Metoda ekstrakcji
metabolitow opisana w pracy H6, zaktadajaca prosta ekstrakcje metanolem, dawata nieznacznie
nizsza wydajno$¢ niz ta zastosowana w publikacji H7. Badania metabolomiczne prowadziliSmy
w uktadzie GC-MS (QQQ), natomiast badania proteomiczne prowadzone byty w uktadzie LC-
MS/MS QExactive Orbitrap. Analiza uzyskanych danych obejmowata ich wstepne przetwarzanie
(w tym m.in. filtrowanie jonoéw, normalizacja, dekonwolucja, wyréwnanie, skalowanie),
identyfikacj¢ zwigzkow, analize statystyczng i bioinformatyczng, w tym integracje danych multi-
omicznych oraz interpretacje biologiczng. Gloéwne etapy badan prowadzonych w celu
poszukiwania proteomicznych i metabolomicznych cech egzosoméw zwigzanych z chorobag
nowotworowa i odpowiedzig na terapi¢ przedstawitam na Rycinie 4. Nalezy podkresli¢, ze etap
ostatni, obejmujacy szczegdélowa i1 globalng analize uzyskanych danych byl szczegélnie
czasochlonny i wymagal ode mnie duzego zaangazowania w zglgbienie metod pozwalajacych na
integracj¢ uzyskanych danych, co do tej pory w literaturze nie byto szeroko prezentowane.
Szczegblowe parametry prowadzonych analiz instrumentalnych i1 obliczeniowych zostaty
przedstawione w pracach H6 i H7.
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Rycina 4. Gtéwne etapy badan prowadzonych w celu poszukiwania proteomicznych i metabolomicznych
cech egzosom6éw/sEV zwigzanych z choroba nowotworowa i odpowiedzig na terapie.

Wykorzystanie techniki GC-MS do profilowania metabolomicznego surowicy
i egzosomoOw izolowanych z surowicy pacjentow z rozpoznaniem raka regionu glowy i szyi
(RGiSz) leczonych samodzielng radioterapia (H6)

Rak regionu glowy 1 szyi (RGiSz) jest szOstym najczesciej diagnozowanym nowotworem
ztosliwym i odpowiada za okoto 6 % wszystkich przypadkow raka na §wiecie [34]. Glowna
metoda stosowang w leczeniu raka regionu glowy i szyi jest radioterapia (RT), stosowana
samodzielnie lub w potaczeniu z innymi metodami (chirurgia, chemioterapia lub immunoterapia).
Jedng z gléwnych korzysci leczenia promieniowaniem jonizujagcym jest zachowanie struktury
i funkcji narzadu docelowego, co w przypadku RGiSz jest niezwykle istotne. Nalezy jednak
podkresli¢, ze skutki promieniowania jonizujacego dotycza nie tylko pozadanych uszkodzen
komorek nowotworowych, ale takze uszkodzen indukowanych w sgsiadujacych z nimi zdrowych
tkankach, co znajduje odzwierciedlenie na poziomie ogdlnoustrojowym [35]. Z tego powodu
planowanie i monitorowanie radioterapii byloby znacznie utatwione, gdyby w praktyce kliniczne;j
dostepne byly molekularne markery indywidualnej odpowiedzi na promieniowanie, jak rowniez
znaczniki molekularne umozliwiajace przewidywanie toksycznos$ci radioterapii.

Poszukiwania biomarkeréw RGiSz pod katem diagnostyki, oceny rokowania czy wyboru
schematu leczenia, prowadzone byly dotychczas na réznorodnych probkach klinicznych (krwi,
moczu, $linie, tkankach) z wykorzystaniem wielu podejs¢ omicznych (genomiczne,
transkryptomiczne, proteomiczne, metabolomiczne). Jednak wiedza, dotyczaca zmian
w metabolomie pod wplywem promieniowania jonizujgcego oraz powigzanych z nimi
mechanizméw molekularnych, wcigz pozostaje ograniczona. Zaktadajac, ze metabolom surowicy
w sposoOb bezposredni odzwierciedla reakcje organizmu pacjenta zardwno na stan chorobowy, jak
i wdrozone leczenie, postanowiliSmy oceni¢ zmiany metabolomiczne wywotane
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promieniowaniem oraz zmiany w konteks$cie r6znic migdzy pacjentami chorymi na raka regionu
glowy i szyi a osobami zdrowymi, w dwoch rodzajach materiatu tj. surowicy pelnej oraz
egzosomach izolowanych z surowicy. W naszym pilotazowym badaniu, opisanym w publikacji
H6, przeprowadzilismy kompleksowe porownanie profili metabolomicznych surowicy
i egzosoméw izolowanych od pacjentow z rakiem plaskonabtonkowym zlokalizowanym
w obrebie gardta, bezposrednio przed i miesigc po radioterapii (przyspieszone napromienianie
dawka frakcyjng 1,8 G, dawka catkowita 64-72Gy), w celu oceny zmian pod wplywem
zastosowanego leczenia. Jednoczes$nie dokonaliSmy analizy metabolomu surowicy 1 egzosomow
od pacjentow przed leczeniem promieniami i od 0s6b zdrowych, w celu oceny cech zwigzanych
z badanym nowotworem RGiSz. Na podstawie przeprowadzonej niecelowanej analizy technika
GC-MS, zaobserwowaliSmy, ze badany profil metabolomiczny egzosomoéw, w ktorym
dominowaty gléwnie kwasy thuszczowe, kwasy karboksylowe oraz cukrole, jest mniej ztozony
niz profil surowicy pelnej. Nalezy jednak podkresli¢, ze cechy zmodyfikowanego metabolizmu
energetycznego komorek nowotworowych wykrywane byty w obu typach prébek, co potwierdzito
prawdopodobienstwo wykorzystania biomarkerow nowotworowych opartych o metabolity
egzosomow. W raku regionu glowy i szyi, podobnie jak w wielu innych typach nowotworow,
komorki nowotworowe mogg zmienia¢ swoj metabolizm energetyczny, przelaczajac si¢ z cyklu
TCA na glikolize oraz utlenianie kwasow tluszczowych, shuzacych jako mechanizm zapasowy do
produkcji energii (wcze$niej wspomniany efekt Warburga). Nasze badanie potwierdzilo, Ze
metabolity zwigzane z procesami zaangazowanymi w metabolizm energetyczny, w tym glikolize,
glukoneogeneze, efekt Warburga, cykl TCA, metabolizm pirogronianu i mitochondrialny tancuch
transportu elektronow, wykazywaty rozne poziomy akumulacji w probkach od pacjentow z RGiSz
1 zdrowych os6b. Co wazne, cechy zwigzane z tym charakterystycznym fenotypem raka
zaobserwowali$my zarowno w pelnej surowicy, jak i w izolowanych z niej egzosomach. Ponadto,
szlaki metaboliczne zwigzane z zwigzkami niskoczasteczkowymi charakterystycznymi dla
egzosomOw izolowanych z surowicy pacjentow z RGiSz obejmowaty beta-oksydacje kwasow
tluszczowych oraz metabolizm ciat ketonowych, ktory jest efektem podwyzszonej lipolizy. Takie
procesy, bedace prawdopodobnie zapasowym mechanizmem produkcji energii dla komorek
nowotworowych, byly wczesniej raportowane w badaniach z wykorzystaniem techniki NMR
u pacjentdw z rakiem regionu glowy i szyi [36]. Ponadto, wczesniejsze badania sugeruja, ze
egzosomy (bogate w kwasy tluszczowe) moga posredniczy¢ w miedzykomorkowym transporcie
kwasow tluszczowych przez btony komorkowe. Stad, potwierdzona réwniez w naszym badaniu,
potencjalna rola matych pecherzykow zewnatrzkomorkowych, jako mediatorow w zwigzanym
Z procesami nowotworzenia zwickszonym metabolizmie lipidow, zasluguje na dalsza uwage.
Zmiany w metabolomie pod wptywem radioterapii obserwowane byly przez nas gldwnie
w probkach surowicy 1 objawialy si¢ rdéznym poziomem zwigzkéw zaangazowanych
W metabolizm aminokwasow, cukréw, nukleotydoéw, kwasow thuszczowych i lipidow. Nasze
wyniki pokazaly, ze zmiany w metabolomie surowicy pod wplywem leczenia miejscowego
promieniami w RGiSz, mogg by¢ obserwowane miesigc po zakonczeniu leczenia i odzwierciedlaé
zaréwno spodziewang zmniejszong liczbe komorek nowotworowych w guzie jak i1 niepozadang
toksyczno$¢ wywotang promieniowaniem w tkankach prawidtowych. Zgodnie z najnowszymi
doniesieniami, Szczegdlnie istotng role¢ w odpowiedzi pacjentéw z RGiSz na RT odgrywa
metabolizm aminokwasow, w szczegbdlnosci alaniny, ktérej obnizony poziom w surowicy
skorelowany byt z efektem ostrej toksycznos$ci popromiennej, zwigzanej z utrata masy ciata
pacjentéw po radioterapii [37]. Ponadto, reakcja catego ciata na napromienianie czesto obejmuje
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zmiany molekularne zwigzane ze stresem oksydacyjnym i stanem zapalnym [38]. Dlatego warto
podkresli¢, ze podwyzszony poziom hipotauryny, petigcej role antyoksydacyjng w komorce,
zostal przez nas zaobserwowany w probkach surowicy pacjentow po radioterapii. Co wigcej,
zmiany pozioméw fosfolipidow zwigzanych z odpowiedzig zapalna, obserwowane przez nas
w surowicy pacjentéw poddawanych promieniowaniu, potwierdzity ogolny fenotyp metaboliczny
zwigzany z radioterapig. Z drugiej strony, w przeciwienstwie do charakterystycznych zmian
w metabolomie surowicy wywotanych promieniowaniem, nasze badanie nie ujawnilo
specyficznych zmian po RT w sktadzie metabolomu egzosoméw. Znana jest rola egzosomow
uwalnianych przez komoérki napromieniowane jako mediatorow w tzw. popromiennym efekcie
sgsiedztwa (bystander effect) oraz w innych zwigzanych z promieniowaniem aspektach
sygnalizacji migdzykomodrkowej, ktora przejawia si¢ w postaci obserwowanych zmian na
poziomie proteomu i miRNomu egzosoméw uwalnianych przez komoérki RGiSz [39-41]. Dlatego
istnieje konieczno$¢ prowadzenia dalszych badan w celu weryfikacji roli metabolitow
egzosomOw jaka moga potencjalnie petni¢ w sygnalizacji miedzykomorkowej zwigzanej
Z promieniowaniem.

Proteomiczny i  metabolomiczny sklad egzosoméw  rézmicuje  pacjentow
z rakiem odbytnicy w zaleznoS$ci od odpowiedzi na przedoperacyjna radioterapi¢ (H7)

Pierwsza linig leczenia pacjentdw z miejscowo zaawansowanym rakiem odbytnicy jest
catkowite wyciecie mezorektum uzupetnione o terapi¢ neoadjuwantows. W grupie pacjentow ze
zdiagnozowanym rakiem odbytnicy 1 podejrzeniem zwigkszonego ryzyka wznowy miejscowe;j
lub przerzutow odlegtych (tj. T>3 lub N+), wskazane jest zastosowanie radioterapii
neoadjuwantowej (neo-RT) jako sktadowej radykalnego leczenia [42]. Ocena odpowiedzi na
leczenie promieniami zgodnie z stopniem regresji guza (TRG) jest niezb¢dna do planowania
dalszego leczenia i prognozowania przezycia, jednak rzeczywiste przewidywanie regresji
nowotworu w dalszym ciggu pozostaje wyzwaniem. Co wigcej, pomimo korzysci plynacej
z zastosowania przedoperacyjnej radioterapii u pacjentow z miejscowo zaawansowanym rakiem
odbytnicy, prowadzacej na ogot do zmniejszenia masy guza, takie leczenie moze rowniez
wywotywac toksycznos¢ i inne niekorzystne skutki uboczne [43]. Stad wtasciwy dobor pacjentow
wymagajacych bardziej agresywnego leczenia przedoperacyjnego bytby wysoce pozadanym
elementem terapii personalizowanej. Niestety nadal brak jest specyficznych markeréw
molekularnych, stuzacych do prognozowania zaré6wno odpowiedzi na przedoperacyjng
radioterapig jak i jej toksyczno$ci w miejscowo zaawansowanym raku odbytnicy.

Z doniesien literaturowych wynika, Zze egzosomy moga by¢ wykorzystywane jako
biomarkery do przewidywania i monitorowania odpowiedzi na leczenie, jednak wiedza w tym
obszarze w odniesieniu do raka odbytnicy pozostaje ograniczona [44]. Niemniej jednak ogolnie
przyjmuje si¢, ze promieniowanie ma wptyw na tadunek molekularny egzosomow, a pgcherzyki
te sg zaangazowane W przenoszenie opornosci na promieniowanie. W naszym badaniu
zaprezentowanym w publikacji H7, wykorzystalismy nowatorskie zintegrowane podejscie
proteomiczne i metabolomiczne, w celu ujawnienia sktadnikow egzosomow zwigzanych z r6zng
odpowiedzig pacjentow z gruczolakorakiem odbytnicy na neoadjuwantowsg radioterapi¢
(catkowita dawka 39-54 Gy) oraz powigzanych z nimi zmian w procesach metabolicznych
1 sygnatowych. Ponadto analizowali§my réwnolegle sktad egzosomow pochodzacych z surowicy
i calego 0socza, w celu porownania potencjatu biomarkeréw identyfikowanych w obu badanych
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probkach. Badanie przeprowadziliSmy na dwoch grupach pacjentow, sklasyfikowanych jako
,,dobrze odpowiadajagcy” (guzy wrazliwe na promieniowanie: TRG 0-1) i ,,stabo odpowiadajacy”
(guzy oporne na promieniowanie: TRG 2-3) na przedoperacyjng radioterapig.

Nasze badanie wykazalo, ze sktadniki proteomu egzosomow izolowanych z surowicy
maja wzglednie najwyzszg zdolno$¢ réznicowania pacjentéw z rakiem odbytnicy pod wzgledem
odpowiedzi na neo-RT, sposrod obu typéw badanych probek (osocze, egzosomy) oraz
w odniesieniu do badanych sktadnikow molekularnych (biatka, metabolity, lipidy) technikami
spektrometrii mas. W przypadku analizy proteomicznej pelnego osocza znaleziono mniej biatek
roznicujacych, a roéznice te wykazywaly nizsza istotno$¢ statystyczng niz w przypadku biatek
egzosomow. Wsrod biatek najlepiej roznicujgcych pacjentéw pod wzgledem odpowiedzi na
radioterapie¢ znalazly si¢ GPLD1 (AUC = 0.85, doktadno$¢ 74%) identyfikowane w osoczu oraz
C8G (AUC = 0.91, doktadnos¢ 81%), SERPINF2 (AUC = 0.91, doktadnos¢ 79%) and CFHR3
(AUC = 0.90, doktadnos¢ 81%) identyfikowane w egzosomach. Roznicujace biatka byty
funkcjonalnie powigzane z takimi procesami jak: aktywacja odpowiedzi immunologicznej,
aktywacja dopelniacza i funkcji ptytek krwi, a takze metabolizm lipoprotein i cholesterolu. Kilka
sposrod zidentyfikowanych przez nas bialek réznicujacych badane grupy pacjentéw, byto
wczesniej raportowanych w literaturze jako zwigzane z odpowiedzig na RT w raku jelita grubego,
w tym FGB, CD44, GLUT1/SLC2A1, PON1. Na szczegdlng uwage zastuguje podwyzszony
poziom enzymu GLUT1 (odpowiedzialnego za transport glukozy i bezposrednio zwigzany
z efektem Warburga) w egzosomach pacjentéw stabo odpowiadajacych na RT, ktory rowniez
korelowat z podwyzszonym poziomem glukozy w tych samych probkach egzosomow. Wysoka
ekspresj¢ GLUT1 obserwowano wcze$niej w radioopornych komoérkach nowotworowych, co
przypuszczalnie bylo powigzane ze stymulacjg hipoks;ji i regulacjg szlakéw sygnatowych, takich
jak MAPK i PI3K/AKT [45-46]. Co ciekawe, zaobserwowalismy podwyzszony poziom biatek
transdukcji sygnatu SI00AS8 i SI00A9, w egzosomach pacjentow stabo odpowiadajacych na RT.
Biatka te wcze$niej raportowane byty jako markery egzosomalne specyficzne dla raka jelita
grubego, zaangazowane m.in. migracje, rekrutacje leukocytow, procesy zapalenie promujace
progresje nowotworu i tworzenie nisz przedprzerzutowych [47]. Pomimo tego, ze egzosomy
wykazywaty wyzszy potencjat réznicowania pacjentow pod wzgledem odpowiedzi na RT,
zidentyfikowalismy dziewig¢ wspolnych biatek réznicujacych, zar6wno w probkach egzosomow
jak 1 osocza. Wsrdd nich znalazty si¢ biatko wigzace galektyne-3 (LGALS3BP) 1 biatko CDSL,
ktérych podwyzszony poziom zardwno W osoczu jak 1 egzosomach pacjentow stabo
odpowiadajacych na RT, zwigzany byt z kontrola odpowiedzi zapalnej i nadzorem
immunologicznym [48].

Wigkszo$¢ badan dotyczacych roli egzosoméw w odpowiedzi na promieniowanie
jonizujace dotyczy zmian w transkryptomie i proteomie. Znacznie mniej jest wiadomo o zmianach
w profilach metabolomicznych tych pecherzykow, a ponadto brak jest danych o ich potencjale do
roznicowania pacjentow roznie odpowiadajacych na radioterapi¢. Nasze badania pokazaty, ze
metabolity obecne zardowno w osoczu jak i egzosomach réznicujg pacjentow z rakiem odbytnicy
w zalezno$ci od odpowiedzi na RT. Na szczegolng uwage zasluguja rdéznicujace zwigzki
niskoczasteczkowe zwigzane z metabolizmem lipidow i aminokwasow, ktérych poziom byt
podwyzszony u pacjentéw dobrze odpowiadajacych na leczenie. Co interesujagce poziom
roéznicujacych bialek zwigzanych z metabolizmem lipidow rowniez byt podwyzszony w tej samej
grupie pacjentow. Ponadto kilka lipidow, w tym pochodne triacylogliceroli (TAG),
fosfatydyloetanolamin (PE), fosfatydyloinozytoli (PI), sfingomielin (SM) i diacylogliceroli
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(DAG), miato znaczaco rézne poziomy w osoczu pacjentow dobrze i stabo odpowiadajacych na
RT. Dlatego nalezy podkresli¢, ze identyfikowane molekularne sktadniki osocza (w tym bialka,
metabolity 1 lipidy), istotnie rdznicujagce obie grupy pacjentow, sa ogodlnie powigzane
z metabolizmem lipidow. Obserwacja ta zgodna jest z danymi literaturowymi na temat wptywu
radioterapii na uszkodzenie bton komoérkowych i indukcje odpowiedzi zapalnej, przejawiajacej
si¢ zmianami poziomu lipidow [49]. Z drugiej strony rdznicujace metabolity identyfikowane
W egzosomach byly gltownie zwigzane z metabolizmem energetycznym, w tym glikolizg
1 glukoneogeneza. Obserwowany przez nas podwyzszony poziom glukozy w egzosomach
pacjentow stabo odpowiadajacych na RT 1 zwigkszony z tym poziom glikolizy jest zgodny z
ogolnym fenotypem zwigzanym ze zjawiskiem oporno$ci na promieniowanie jonizujace (co
prawdopodobnie wynika z indukcji szlakow naprawy DNA) [50].

Integracja danych proteomicznych i metabolomicznych umozliwita identyfikacje
wspolnych szlakow molekularnych, istotnych z punktu widzenia odpowiedzi pacjentéw z rakiem
odbytnicy na neo-RT, w tym procesy zwigzane z odpowiedzig uktadu immunologicznego,
aktywacja uktadu dopelniacza i funkcji ptytek krwi, metabolizmem lipidow oraz szlakow
sygnalowych zwigzanych z chorobg nowotworowa. Coraz wigcej dowodow literaturowych
potwierdza istotng role dopetniacza w rozwoju nowotworu, a zwigkszenie aktywnosci tego uktadu
koreluje ze zlym rokowaniem w raku jelita grubego [51]. Podobnie zarowno plytki krwi
1 egzosomy pochodzace z ptytek (prawdopodobnie stanowigce najliczniejsza populacje
pecherzykow zewnatrzkomorkowych w osoczu) stuzg jako regulatory progresji nowotworu, moga
promowa¢ proliferacje, uczestniczy¢é w komunikacji z mikrosrodowiskiem guza 1 sprzyjac
przerzutowaniu [52-53].

Nasze badania wykorzystujace zintegrowane podej$cie proteomiczne i metabolomiczne
potwierdzity, ze egzosomy transportuja enzymy i zwigzki niskoczasteczkowe biorace udziat
w roznych aspektach zaburzonego metabolizmu komorek nowotworowych, oraz sa
zaangazowane w odpowiedZ na promieniowanie jonizujace na poziomie komorkowym, w tym
glikolizg, stres oksydacyjny oraz reakcje uktadu immunologicznego i procesy zapalne. Ponadto
potwierdziliSmy znany w literaturze fenotyp komorek nowotworowych zwigzany z opornoscia na
promieniowanie, objawiajacy si¢ zwickszong glikolizag. Udowodnilismy, ze egzosomy sg waznym
mediatorem przeprogramowania metabolicznego w odpowiedzi komorek nowotworowych na
radioterapie, co objawiato si¢ wzrostem poziomu glukozy i fosforanu oraz dwoch kluczowych
enzymOw biorgcych udzial w metabolizmie glukozy (transporter glukozy GLUTI
I dehydrogenaza aldehydu 3-fosfoglicerynowego GAPDH) w egzosomach pacjentow ze staba
odpowiedzig na RT. Dodatkowo wykazaliSmy na poziomie proteomicznym i metabolomicznym,
ze odpowiedZ na promieniowanie jonizujace w przypadku egzosomow jest rowniez zwigzana
z metabolizmem lipidow. Egzosomy izolowane od pacjentow dobrze odpowiadajacych na RT
byly wzbogacone w cholesterol 1 kwasy thuszczowe, w tym wielonienasycone kwasy thuszczowe
(PUFA), ktore odgrywaja wazng role w sygnalizacji miedzykomorkowej, procesach
prozapalnych, oraz antyoksydacyjnych w reakcji na promieniowanie [54]. Ponadto, w tej samej
grupie pacjentdow zaobserwowaliSmy podwyzszony poziom paraoksonazy-1 (PON1), ktora jest
waznym enzymem antyoksydacyjnym, powigzanym z blonami mitochondrialnymi oraz
lipoproteinami o duzej gestosci (HDL). Z drugiej strony, dwa inne bialka zwigzane
z metabolizmam lipidow, FABPS 1 CD5L, wykazywaly obnizony poziom u pacjentow ze staba
odpowiedzia na RT. Z danych literaturowych wynika, ze CD5L jako kluczowy regulator syntezy
lipidéw, zmniejsza zawartos¢ PUFA 1 ogranicza ekspresja genéw prozapalnych, natomiast biatko
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wigzgce kwasy tluszczowe FABP5 dostarcza ligandy do receptorow aktywowanych
proliferatorami peroksysomow PPAR-B/6 w jadrze i wptywa na zwigkszenie angiogenezy poprzez
transdukcje sygnatu PPAR-y-VEGF [55].

Podsumowujgc, zastosowane przeze mnie podejscie multi-omiczne umozliwito
zidentyfikowanie bialkowych i metabolicznych sktadnikéw egzosomoéw, ktore roéznicowaly
pacjentow pod wzgledem odpowiedzi na przedoperacyjna radioterapi¢. Ponadto, byliSmy w stanie
powigzad te zwigzki z procesami metabolicznymi i sygnatowymi, ktore ulegaty zaburzeniu pod
wpltywem leczenia, w tym reakcje systemu immunologicznego, uktad dopelniacza, funkcje ptytek
krwi, metabolizm glukozy 1 lipidow. WykazaliSmy, ze biatkowe sktadniki egzosomow
wykazywaly najwyzsza site rdéznicowania pacjentow z rakiem odbytnicy roznigcych sig
odpowiedzig na przedoperacyjna radioterapie. Stad proteomiczne sktadniki egzosomow wydaja
si¢ by¢ dobrym potencjalnym zrédtem biomarkeréw odpowiedzi na leczenie promieniami
w miejscowo zawansowanym raku odbytnicy. Dodatkowo, integracja danych metabolomicznych
I proteomicznych prezentuje nowe spojrzenie na analize globalnej odpowiedzi na leczenie
nowotworu.

4.3.4. Podsumowanie i perspektywy
Za najwazniejsze efekty mojego osiggniecia naukowego uwazam:

e Opracowanie 1 zoptymalizowanie metodyki prowadzenia badan proteomicznych
i metabolomicznych z wykorzystaniem retrospektywnego materiatu tkankowego,
analizowanego technikami spektrometrii mas.

e Wykazanie, ze profilowanie biatek, metabolitow i lipidow technikami spektrometrii mas, moze
stuzy¢ jako pomocnicze narzedzie diagnostyczne wspierajace klasyfikacje nowotworow
tarczycy.

e Opracowanie i optymalizacj¢ metodyki prowadzenia kompleksowych analiz proteomicznych
1 metabolomicznych egzosomow izolowanych z surowicy.

e Porownanie profilu metabolicznego egzosoméw izolowanych z surowicy oraz petnej surowicy
krwi pacjentow z rozpoznaniem RGiSz leczonych samodzielng radioterapig.

e \Wykazanie, ze sktad molekularny egzosoméw izolowanych z surowicy moze shuzy¢ do
przewidywania odpowiedzi na neoadjuwantowg radioterapi¢ w raku odbytnicy.

e Zidentyfikowanie zaburzonych proceséw metabolicznych i sygnatowych w przebiegu choroby
nowotworowej i w odpowiedzi na leczenie promieniami.

e Wykazanie, ze integracja danych metabolomicznych i proteomicznych prezentuje nowoczesne
spojrzenie na analiz¢ globalnej odpowiedzi na leczenie nowotworu z poziomu biologii
systemow.

Badania z zakresu wykorzystania podej$¢ multi-omicznych opartych o techniki spektrometrii
mas nadal sg przeze mnie kontynuowane w ramach projektu NCN SONATA pt. ,.Identyfikacja
bioczasteczek uwalnianych przez komorki raka jelita grubego 1 wykrywanych w surowicy krwi
lub/i egzosomach”. W projekcie poszukuje sktadnikéw molekularnych charakterystycznych dla
komorek raka jelita grubego, ktére moga by¢ uwalniane 1 transportowane do innych komoérek
I tkanek poprzez egzosomy, co jest zwigzane z mechanizmem inwazyjnosci i przerzutowania tego
nowotworu. Obecno$¢ w krwi egzosomow uwalnianych przez komorki nowotworowe, tj.
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egzosomoOw posiadajagcych znaczniki charakterystyczne dla tych komorek, mogtaby by¢
w przysztosci wykorzystana jako podstawa do poszukiwania biomarkeréw raka jelita grubego w
ptynnej biopsji. Ponadto, w dalszej kolejnosci zamierzam rozwija¢ badania nad prognostyczng
rolg egzosomoéw w raku jelita grubego i szczegdtowo okreslic¢ ich zwigzek z funkcjami immuno-
modulujacymi, ryzykiem przerzutow (w szczego6lnosci do regionalnych weztow chtonnych)
i skuteczno$cig neoadjuwantowej radioterapii.

4.3.5. Literatura

1. Dolens EDS, Dourado MR, Almangush A, et al. The Impact of Histopathological Features on the
Prognosis of Oral Squamous Cell Carcinoma: A Comprehensive Review and Meta-Analysis. Front
Oncol. 2021;11:784924. doi:10.3389/fonc.2021.784924.

2. Mehta S, Shelling A, Muthukaruppan A, et al. Predictive and prognostic molecular markers for cancer
medicine. Ther Adv Med Oncol. 2010;2(2):125-148. d0i:10.1177/1758834009360519.

3. EI-Sahli S, Wang L. Cancer Stem Cell-Associated Pathways in the Metabolic Reprogramming of
Breast Cancer. Int J Mol Sci. 2020;21(23):9125. doi: 10.3390/ijms21239125.

4. Fernandez LP, Gémez de Cedron M, Ramirez de Molina A. Alterations of Lipid Metabolism in
Cancer: Implications in Prognosis and Treatment. Front Oncol. 2020;10:577420.
doi:10.3389/fonc.2020.577420.

5. Kalluri R, LeBleu VS. The biology, function, and biomedical applications of exosomes. Science.
2020;367(6478):eaau6977. doi: 10.1126/science.aau6977.

6. Whiteside TL. The potential of tumor-derived exosomes for noninvasive cancer monitoring. Expert
Rev Mol Diagn. 2015;15(10):1293-310. doi: 10.1586/14737159.2015.1071666.

7. de Anda-Jauregui G, Hernandez-Lemus E. Computational Oncology in the Multi-Omics Era: State of
the Art. Front Oncol. 2020;10:423. doi: 10.3389/fonc.2020.00423.

8. Klopfleisch R, Weiss AT, Gruber AD. Excavation of a buried treasure--DNA, mRNA, miRNA and
protein analysis in formalin fixed, paraffin embedded tissues. Histol Histopathol. 2011;26(6):797-810.
doi: 10.14670/HH-26.797.

9. Fox CH, Johnson FB, Whiting J, et al. Formaldehyde fixation. J Histochem Cytochem.
1985;33(8):845-53. doi: 10.1177/33.8.3894502.

10. Tanca A, Pagnozzi D, Addis MF. Setting proteins free: progresses and achievements in proteomics of
formalin-fixed, paraffin-embedded tissues. Proteomics Clin Appl. 2012;6(1-2):7-21. doi:
10.1002/prca.201100044.

11. Geoui T, Urlaub H, Plessmann U, et al. Extraction of proteins from formalin-fixed, paraffin-embedded
tissue using the Qproteome extraction technique and preparation of tryptic peptides for liquid
chromatography/mass spectrometry analysis. Curr Protoc Mol Biol. 2010;Chapter 10:Unit 10.27.1-
12. doi: 10.1002/0471142727.mb1027s90.

12. Wisniewski JR, Du$ K, Mann M. Proteomic workflow for analysis of archival formalin-fixed and
paraffin-embedded clinical samples to a depth of 10 000 proteins. Proteomics Clin Appl. 2013;7(3-
4):225-33. doi: 10.1002/prca.201200046.

13. Wisniewski JR, Gaugaz FZ. Fast and sensitive total protein and Peptide assays for proteomic analysis.
Anal Chem. 2015;87(8):4110-6. doi: 10.1021/ac504689z.

14. Kelly AD, Breitkopf SB, Yuan M, et al. Metabolomic profiling from formalin-fixed, paraffin-
embedded tumor tissue using targeted LC/MS/MS: application in sarcoma. PLoS One.
2011;6(10):e25357. doi: 10.1371/journal.pone.0025357.

15. Richter S, Peitzsch M, Rapizzi E, et al. Krebs cycle metabolite profiling for identification and
stratification of pheochromocytomas/paragangliomas due to succinate dehydrogenase deficiency. J
Clin Endocrinol Metab. 2014;99(10):3903-11. doi: 10.1210/jc.2014-2151.

16. Yuan M., Breitkopf S., Yang X. et al. A positive/negative ion-switching, targeted mass spectrometry—
based metabolomics platform for bodily fluids, cells, and fresh and fixed tissue. Nat Protoc. 2012;
7(5):872-81.doi: 10.1038/nprot.2012.024.

17. Sahm F, Capper D, Pusch S, et al. Detection of 2-hydroxyglutarate in formalin-fixed paraffin-
embedded glioma specimens by gas chromatography/mass spectrometry. Brain Pathol.
2012;22(1):26-31. doi: 10.1111/j.1750-3639.2011.00506.x.

27



18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

ZALACZNIK 4. AUTOREFERAT | Anna Wojakowska

Denkert C, Budczies J, Kind T, et al. Mass spectrometry-based metabolic profiling reveals different
metabolite patterns in invasive ovarian carcinomas and ovarian borderline tumors. Cancer Res.
2006;66(22):10795-804. doi: 10.1158/0008-5472.

Salabé GB. Pathogenesis of thyroid nodules: histological classification? Biomed Pharmacother.
2001;55(1):39-53. doi: 10.1016/s0753-3322(00)00010-x.

Pellegriti G, Frasca F, Regalbuto C, et al. Worldwide increasing incidence of thyroid cancer: update
on epidemiology and risk factors. J Cancer Epidemiol. 2013:965212. doi: 10.1155/2013/965212.
Warburg O. On the origin of cancer cells. Science. 1956;123(3191):309-14. doi:
10.1126/science.123.3191.3009.

Fernandis AZ, Wenk MR. Lipid-based biomarkers for cancer. J Chromatogr B Analyt Technol Biomed
Life Sci. 2009;877(26):2830-5. doi: 10.1016/j.jchromb.2009.06.015.

Spratlin JL, Serkova NJ, Eckhardt SG. Clinical applications of metabolomics in oncology: a review.
Clin Cancer Res. 2009;15(2):431-40. doi: 10.1158/1078-0432.CCR-08-1059.

Bae YJ, Schaab M, Kratzsch J. Calcitonin as Biomarker for the Medullary Thyroid Carcinoma.
Recent Results Cancer Res. 2015;204:117-37. doi: 10.1007/978-3-319-22542-5 5.

Trimboli P, Giovanella L. Serum calcitonin negative medullary thyroid carcinoma: a systematic
review of the literature. Clin Chem Lab Med. 2015;53(10):1507-14. doi: 10.1515/cclm-2015-0058.
Coussens LM, Werb Z. Inflammation and cancer. Nature. 2002;420(6917):860-867.
d0i:10.1038/nature01322.

Caprioli RM, Farmer TB, Gile J. Molecular imaging of biological samples: localization of peptides
and proteins using MALDI-TOF MS. Anal Chem. 1997;69(23):4751-60. doi: 10.1021/ac970888i.
Schwamborn K, Caprioli RM. Molecular imaging by mass spectrometry--looking beyond classical
histology. Nat Rev Cancer. 2010;10(9):639-46. doi: 10.1038/nrc2917.

Seeley EH, Caprioli RM. MALDI imaging mass spectrometry of human tissue: method challenges
and clinical perspectives. Trends Biotechnol. 2011;29(3):136-43. doi: 10.1016/j.tibtech.2010.12.002.
Mashouri L, Yousefi H, Aref AR, et al. Exosomes: composition, biogenesis, and mechanisms in
cancer metastasis and drug resistance. Mol Cancer. 2019;18(1):75. doi: 10.1186/s12943-019-0991-5.
Smolarz M, Pietrowska M, Matysiak N, et al. P. Proteome Profiling of Exosomes Purified from a
Small Amount of Human Serum: The Problem of Co-Purified Serum Components. Proteomes.
2019;7(2):18. doi: 10.3390/proteomes7020018.

Ludwig N, Hong CS, Ludwig S, et al. Isolation and Analysis of Tumor-Derived Exosomes. Curr
Protoc Immunol. 2019;127(1):e91. doi: 10.1002/cpim.91.

Théry C, Witwer KW, Aikawa E, et al. Minimal information for studies of extracellular vesicles 2018
(MISEV2018): a position statement of the International Society for Extracellular Vesicles and update
of the MISEV2014 quidelines. J Extracell Vesicles. 2018;7(1):1535750. doi:
10.1080/20013078.2018.1535750.

Gupta B, Johnson NW, Kumar N. Global Epidemiology of Head and Neck Cancers: A Continuing
Challenge. Oncology. 2016;91(1):13-23. doi: 10.1159/000446117.

Baskar R, Lee KA, Yeo R, et al. Cancer and radiation therapy: current advances and future directions.
Int J Med Sci. 2012;9(3):193-9. doi: 10.7150/ijms.3635.

Tiziani S, Lopes V, Gilinther UL. Early stage diagnosis of oral cancer using 1H NMR-based
metabolomics. Neoplasia. 2009;11(3):269-76, 4p following 269. doi: 10.1593/ne0.81396.
Boguszewicz L., Bielen A, Mrochem-Kwarciak J, et al. NMR-based metabolomics in real-time
monitoring of treatment induced toxicity and cachexia in head and neck cancer: a method for early
detection of high risk patients. Metabolomics. 2019;15(8):110. doi: 10.1007/s11306-019-1576-4.
Jelonek K, Pietrowska M, Widlak P. Systemic effects of ionizing radiation at the proteome and
metabolome levels in the blood of cancer patients treated with radiotherapy: the influence of
inflammation and radiation toxicity. Int J Radiat Biol. 2017;93(7):683-696. doi:
10.1080/09553002.2017.1304590.

Abramowicz A, Wojakowska A, Marczak L, et al. lonizing radiation affects the composition of the
proteome of extracellular vesicles released by head-and-neck cancer cells in vitro. J Radiat Res.
2019;60(3):289-297. doi: 10.1093/jrr/rrz001.

Abramowicz A, Labaj W, Mika J, et al. MicroRNA Profile of Exosomes and Parental Cells is
Differently Affected by lonizing Radiation. Radiat Res. 2020;194(2):133-142. doi: 10.1667/RADE-
20-00007.

28



ZALACZNIK 4. AUTOREFERAT | Anna Wojakowska

41. JellaKK, Rani S, O'Driscoll L, et al. Exosomes are involved in mediating radiation induced bystander
signaling in human keratinocyte cells. Radiat Res. 2014;181(2):138-45. doi: 10.1667/RR13337.1.

42. Millan M, Merino S, Caro A, et al. Treatment of colorectal cancer in the elderly. World J Gastrointest
Oncol. 2015;7(10):204-220. doi:10.4251/wjgo.v7.i10.204.

43. Roeder F, Meldolesi E, Gerum S, et al. Recent advances in (chemo-)radiation therapy for rectal cancer:
a comprehensive review. Radiat Oncol. 2020;15(1):262. doi: 10.1186/s13014-020-01695-0.

44, Ni J, Bucci J, Malouf D, et al. Exosomes in Cancer Radioresistance. Front Oncol. 2019;9:869.
doi:10.3389/fonc.2019.00869.

45. Tang L, Wei F, Wu Y, et al. Role of metabolism in cancer cell radioresistance and radiosensitization
methods. J Exp Clin Cancer Res. 2018;37(1):87. doi:10.1186/s13046-018-0758-7.

46. Fang J, Zhou SH, Fan J, et al. Roles of glucose transporter-1 and the phosphatidylinositol
3-kinase/protein kinase B pathway in cancer radioresistance (review). Mol Med Rep.
2015;11(3):1573-81. doi: 10.3892/mmr.2014.2888.

47. Lafitte M, Lecointre C, Roche S. Roles of exosomes in metastatic colorectal cancer. Am J Physiol Cell
Physiol. 2019;317(5):C869-C880. doi: 10.1152/ajpcell.00218.2019.

48. Sanjurjo L, Aran G, Téllez E, et al. CD5L Promotes M2 Macrophage Polarization through Autophagy-
Mediated Upregulation of ID3. Front Immunol. 2018;9:480. doi: 10.3389/fimmu.2018.00480.

49. Lacombe J, Azria D, Mange A, et al. Proteomic approaches to identify biomarkers predictive of
radiotherapy outcomes. Expert Rev Proteomics. 2013;10(1):33-42. doi: 10.1586/epr.12.68.

50. Heeran AB, Berrigan HP, Buckley CE, et al. Radiation-induced Bystander Effect (RIBE) alters
mitochondrial metabolism using a human rectal cancer ex vivo explant model. Transl Oncol.
2021;14(1):100882. doi: 10.1016/j.tranon.2020.100882.

51. Ytting H, Christensen IJ, Thiel S, et al. Serum mannan-binding lectin-associated serine protease 2
levels in colorectal cancer: relation to recurrence and mortality. Clin Cancer Res. 2005;11(4):1441-6.
doi: 10.1158/1078-0432.

52. Zmigrodzka M, Witkowska-Pitaszewicz O, Winnicka A. Platelets Extracellular Vesicles as
Regulators of Cancer Progression-An Updated Perspective. Int J Mol Sci. 2020;21(15):5195.
d0i:10.3390/ijms21155195.

53. Gay LJ, Felding-Habermann B. Contribution of platelets to tumour metastasis. Nat Rev Cancer.
2011;11(2):123-34. doi: 10.1038/nrc3004.

54. Laiakis EC, Mak TD, Anizan S, et al. Development of a metabolomic radiation signature in urine
from patients undergoing total body irradiation. Radiat Res. 2014;181(4):350-61. doi:
10.1667/RR13567.1.

55. Butler LM, Perone Y, Dehairs J, et al. Lipids and cancer: Emerging roles in pathogenesis, diagnosis
and therapeutic intervention. Adv  Drug Deliv Rev. 2020;159:245-293.  doi:
10.1016/j.addr.2020.07.013.

5. OMOWIENIE POZOSTALYCH OSIAGNIEC NAUKOWO-BADAWCZYCH -
Informacja o wykazywaniu si¢ istotna aktywnoscia naukowa realizowana w wigcej niz
jednej uczelni, instytucji naukowej, w szczegolnosci zagranicznej.

Nurtem przewodnim prowadzonych przeze mnie prac badawczych jest wykorzystanie
technik spektrometrii mas w badaniach z zakresu nauk biochemicznych i biomedycznych.
Prowadze¢ badania z wykorzystaniem narzgdzi proteomiki, metabolomiki i lipidomiki, w celu
poznania zlozonych zalezno$ci na poziomie molekularnym i1 komoérkowym, bedacych
przedmiotem zainteresowania biologii systemow. Istotng czg$¢ moich badan stanowi opracowanie
i optymalizacja metodyki prowadzenia analiz z wykorzystaniem technik spektrometrii mas (m.in.
LC-MS/MS, GC-MS, MALDI-MSI) na réznorodnym materiale biologicznym (tkanki roslinne,
surowica, osocze, egzosomy tkanki ludzkie, tkanki zwierzece, materiat retrospektywny). Szeroki
warsztat analityczny pozwala mi realizowa¢ projekty badawcze z pogranicza biologii, chemii
I medycyny.
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Ponizej przedstawiam list¢ wspotprac naukowych z grupami badawczymi z kraju 1 §wiata,
ktore zakonczyty si¢ powstaniem publikacji naukowych (ich liczba podana jest w nawiasie) wraz
z ich blizszym oméwieniem w kolejnych podrozdziatach:

» 2020-2022: dr hab. Justyna Gotgbiewska, Gdanski Uniwersytet Medyczny (1);

* 2017-2022: dr Marcin Zeman, Narodowy Instytut Onkologii, Odziat w Gliwicach (1);

« 2017-2020: dr hab. Dorota Tarnawska, Uniwersytet Slaski w Katowicach (1);

« 2015-2022: Zespét dr Arkadiusza Liskiewicza, Slaski Uniwersytet Medyczny w Katowicach
oraz Zespot dr Marty Nowackiej-Chmielewskiej, Akademia Wychowania Fizycznego
w Katowicach (5);

« 2015-2019: Zespét prof. dr hab. Joanny Polanskiej, Politechnika Slaska w Gliwicach (7);

» 2014-2022: dr Krzysztof Polanski, Wellcome Sanger Institute, Cambridge, Wielka Brytania
(7);

» 2014-2018: Zespot prof. Malcolma Clencha, Biomedical Research Centre Sheffield Hallam
University, Wielka Brytania (1);

* 2013-2022: dr Mykola Chekan, Narodowy Instytut Onkologii, Odziat w Gliwicach (6);

» 2013-2022: Zespoét prof. dr hab. Piotra Widtaka i dr hab. Moniki Pietrowskiej, Narodowy
Instytut Onkologii, Odziat w Gliwicach (20);

» 2013-2015: dr Magdalena Grajzer, Uniwersytet Medyczny we Wroctawiu (2);

« 2012-2014: dr Wojciech Ostrowski, Uniwersytet im. Adama Mickiewicza w Poznaniu (1);

+ 2012-2013: dr Agnieszka Szuba, Instytut Dendrologii PAN w Korniku (1);

* 2012-2013: Zespot prof. dr hab. Cezarego Madrzaka, Uniwersytet Przyrodniczy w Poznaniu (1);
» 2011-2015: Zespot prof. dr hab. Michata Jasinskiego, Instytut Chemii Bioorganicznej PAN
w Poznaniu (3);

» 2010-2013: Zespot dr Juana Francisco Zamora-Natera, Uniwersytet w Guadalajarze, Meksyk
(2);

» 2009-2015: Zespot prof. dr hab. Piotra Kachlickiego, Instytut Genetyki Roslin PAN, Poznaniu

(5).

5.1. Przed uzyskaniem stopnia doktora

Podczas realizacji pracy doktorskiej w Zaktadzie Biochemii Produktow Naturalnych
Instytutu Chemii Bioorganicznej Polskiej Akademii Nauk w Poznaniu pod kierunkiem prof.
Macieja Stobieckiego, prowadzitam badania z zakresu wykorzystania technik spektrometrii mas
do profilowania i analizy strukturalnej fenolowych metabolitow wtornych w materiale roslinnym.
W ramach uzyskanego projektu badawczego NCN PRELUDIUM opracowatam metodyke
prowadzenia eksperymentow z kolizyjnie indukowang dysocjacja, pozwalajaca na uzyskanie
informacji strukturalnych na temat badanych zwigzkéw fenolowych. Zoptymalizowane podejscie
metodyczne prowadzenia eksperymentdéw MS/MS, wykorzystywatam w badaniach nad rola, jaka
petnig fenolowe metabolity wtorne podczas infekcji tubinu patogennym grzybem C.lupini (projekt
badawczy MNISW — gtowny wykonawca). Udowodnitam, ze ro§linne mechanizmy obronne
przejawiajg si¢ w poziomie syntezy i akumulacji fenolowych metabolitéw wtoérnych oraz ekspresji
genow szlaku ich biosyntezy. Wykazalam ponadto udzial prenylacji oraz acylacji kwasem
malonowym izoflawondéw oraz ich pochodnych w procesach zwigzanych z patogeneza
[Wojakowska i wsp. Metabolomics. 2013;9(3):575-589]. Rownoczes$nie prowadzitam badania
z zakresu analizy strukturalnej i profilowania fenolowych metabolitow wtornych w ekstraktach
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tkankowych z niebadanego dotychczas materialu roslinnego, w tym réznych gatunkéw tubinu
[Wojakowska i wsp. Phytochemistry. 2013;92:71-86], tkankach korzeniowych oraz
zawiesinowych kulturach komorkowych modelowej rosliny Medicago truncatula [Staszkéw
I wsp. Metabolomics. 2011;7(4):604-613] a takze liSciach pszenicy zwyczajnej (Triticum
aestivum) [Wojakowska i wsp. Journal of Mass Spectrometry. 2013;48(3):329-39]. Przy uzyciu
opracowanych metod analizy MS? i ISCID (dysocjacja indukowana w zrodle) zidentyfikowatam
blisko 200 pochodnych flawonoidow. Uzyskane widma masowe wybranych zwigzkow
przekazatam do miedzynarodowej bazy wysokorozdzielczych widm masowych MassBank
(http://msbi.ipb-halle.de/MassBank/). Ponadto, wybrane widma masowe zostaty wprowadzone do
utworzonej przeze mnie biblioteki widm masowych w programie Bruker Library Editor (Bruker)
1 zostaly udostgpnione zainteresowanym uzytkownikom systeméw masowych LC/ESI-Qq-ToF
firmy Bruker (w Polsce i na $wiecie).

Wyniki realizowanych przeze mnie badan w ramach pracy doktorskiej, prezentowatam
w formie referatow i prezentacji plakatowych na kilkunastu konferencjach naukowych o zasiggu
krajowym oraz mi¢dzynarodowym. Moja praca w dziedzinie metabolomiki roslinnej zostala
doceniona przez The Samuel Roberts Noble Foundation i wyrdzniona pierwsza nagroda za
najlepsza prezentacj¢ plakatowa podczas konferencji Miedzynarodowego Towarzystwa
Metabolomicznego ,,Metabolomics 2012”, odbywajacej si¢ w Waszyngtonie. Ponadto, z uwagi
na charakter prowadzonych badan wyrdzniona rozprawa doktorska zostala uznana za strategiczng
z punktu widzenia rozwoju Wielkopolski, wynikiem czego statlam si¢ stypendystka Projektu
Stypendialnego Wojewddzkiego Urzedu Pracy w latach 2011/2012. Poza prowadzeniem badan

wlasnych, swoj warsztat badawczy wykorzystywatam rowniez we wspolpracy z innymi grupami
badawczymi, w tym m.in. zespotem prof. Michata Jasinskiego w pracy nad rolg transporteréw
ABCG w modulacji poziomu izoflawondéw podczas odpowiedzi obronnej M.truncatula [Banasiak
i wsp. Journal of Experimental Botany. 2013;64(4):1005-15] oraz dr Agnieszkg Szubg
w badaniach metabolomicznych nad wplywem ektomikoryz na tolerancj¢ topoli na otow, gdzie
pelnitam rol¢ wykonawcy w grancie NCN SONATA [Szuba i wsp. Electrophoresis.
2013;34:3234-3243]. Potwierdzeniem wysokiej jakosci prowadzonych przeze mnie badan
z zakresu metabolomiki fenolowych metabolitow wtérnych sa publikacje naukowe w uznanych
miedzynarodowych czasopismach z listy JCR o tacznym [F=22,706 i liczbie cytowan 230 , ktore
ukazaty si¢ w latach 2010-2013.

5.2. Po uzyskaniu stopnia doktora
5.2.1. Metabolomika roslinnych zwigzkow fenolowych

Po obranie doktoratu na poczatku 2013 roku zostatam zatrudniona na stanowisku asystenta
w Pracowni Proteomiki i Metabolomiki ICHB PAN, gdzie kontynuowatam prace z zakresu
metabolomiki roslinnej. W ramach kontynuacji realizowanych badan nad rolg izoflawonoidéw
w procesach patogenezy tubinu wywotanej grzybem C.lupini, powodujgcym antraknozg,
kontynuowatam wspotprace z zespotami badawczymi prof. Piotra Kachlickiego z Instytutu
Genetyki Roslin PAN w Poznaniu oraz prof. Cezarego Madrzaka z Uniwersytetu Przyrodniczego
w Poznaniu. Hodowla ros$lin prowadzona byta w ramach wspoétpracy z HR Smolice Sp. z o.0.
Grupa IHAR — Oddziat Przebgdowo. Korelacja danych dotyczacych profili izoflawonoidow,
petniacych rolg zwigzkow antybiotycznych, z informacjami na temat zachorowalnosci ro$lin na
infekcje grzybowe pozwolity na wskazanie odmian tubinéw o podwyzszonej odpornosci na
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antraknoze, co stanowi podstawowg wskazowke podczas prowadzenia hodowli odpornosciowe;j
nowych odmian [Wojakowska i wsp. Acta Physiologiae Plantarum. 2015;37(8):152]. Podj¢tam
rowniez kolejng wspotprace z dr Magdaleng Grajzer z Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu,
ktora dotyczyla analizy kwasdéw fenolowych i ich pochodnych w ekstraktach z olejow roslinnych
ttoczonych na zimno [Grajzer i wsp. Food Chemistry. 2015;188:459-66], na potrzeby ktorej
opracowatam dedykowane podejscie metodyczne prowadzenia eksperymentéw z kolizyjnie
indukowang dysocjacja w uktadzie LC/ESI/MS [Ostrowski i wsp. Journal of Chromatography B.
2014;967:21-7]. Podsumowujac wiedz¢ i zdobyte doswiadczenie, zard6wno w zakresie
wykorzystania uktadow LC-MS do analizy strukturalnej pochodnych flawonoidow [Stobiecki
i wsp. Phytochemistry Letters. 2015;11:358-367] , jak i w badaniach zmian metabolomicznych
w odpowiedzi rosliny na stres [Rodziewicz i wsp. Acta Physiologiae Plantarum. 2014; 36(1);1-
19], zostatam wspotautorkg dwoch prac przegladowych, ktore zakonczyly moja przygode
z metabolomika ro$linng. Prace dotyczace metabolomiki roslinnych zwigzkéw fenolowych
prowadzone po doktoracie, ukazaty si¢ w latach 2013-2015 w uznanych czasopismach z listy JCR
o facznym IF=10,643 i liczbie cytowan 223.

5.2.2. Metabolomika i proteomika nowotwordow, z uwzglednieniem udzialu egzosomow

Z koncem 2013 roku rozpocz¢tam staz podoktorski w Narodowym Instytucie Onkologii
Oddzial w Gliwicach, gdzie poza realizacja wlasnego projektu NCN FUGA, uczestniczylam
w badaniach multi-omicznych nad innego typu nowotworami, w tym m.in. prostaty [Pietrowska
I wsp. Proteomes. 2015;3(3):117-131], regionu glowy i szyi [Jelonek i wsp. Acta Biochimica
Polonica. 2015;62(2):265-72], zotadka [Abramowicz i wsp. Journal of Translational Medicine.
2015;13:304], piersi [Walaszczyk i wsp. Protein And Peptide Letters. 2017;24(1):37-45] oraz ptuc
[Ros-Mazurczyk i wsp. Acta Biochimica Polonica. 2017;64(3):513-518]. Warsztat badawczy,
ktory w dalszym ciggu rozwijatam 1 poszerzalam o nowe techniki stosowane w metabolomice
(gtownie oparte o GC-MS) oraz proteomice (oparte 0 LC-MS/MS z analizatorem typu Orbitrap),
wykorzystywatam do analiz réznego typu materialu, w tym probek klinicznych (surowica oraz
tkanki nowotworowe), a takze komorek z hodowli in vitro oraz egzosoméw. Specjalistyczna
wiedza analityczna z zakresu wykorzystania technik MS w badaniach metabolitow i biatek, oraz
nowe doswiadczenia zdobywane w obszarze biologii klinicznej, w tym dotyczace roli egzosomow
w procesach zwigzanych z choroba nowotworowa, pozwolity mi pelni¢ wspierajacg role
w indywidualnych projektach kolegdéw z zespotu dr hab. Moniki Pietrowskiej oraz prof. Piotra
Widtaka, w ktorym miatam przyjemnos¢ pracowac. Poza realizacja badan wiasnych, wlaczylam
si¢ w prace Zespotu dotyczace m.in. wplywu promieniowania jonizujacego na sktad metabolomu
[Ros-Mazurczyk i wsp. Acta Biochimica Polonica. 2017;64(1):189-193] i proteomu surowicy
pacjentéw nowotworowych [Widtak i wsp. International Journal of Radiation Oncology, Biology,
Physics. 2015;92(5):1108-1115]. Ponadto, miatam istotny udzial w pracach optymalizacyjnych
dotyczacych analizy proteomicznej egzosomow, izolowanych z hodowli komoérkowych raka
regionu glowy i szyi [Abramowicz i wsp. PLoS One. 2018;13(10):e0205496] oraz badaniu zmian
proteomu egzosomow wywotanych promieniowaniem [Abramowicz i wsp. Journal of Radiation
Research. 2019;60(3):289-297]. Na tym etapie mojej kariery naukowej zainteresowatam si¢
réwniez udziatem metabolitow przenoszonych przez egzosomy oraz ich rolag w procesie rozwoju
nowotworu. Konczac moja przygode z NIO w Gliwicach i jednocze$nie rozpoczynajac kolejny
etap mojej drogi naukowej po powrocie do ICHB z nowym projektem NCN SONATA, zostatam
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wspotautorkg dwoch prac przegladowych dotyczacych wzglednie stabo poznanej metabolomiki
egzosomoOw oraz ich udziatu w procesach zwigzanych z nowotworzeniem [Witosowicz i wsp. Na
pograniczu Chemii i Biologii. 2017;XXXVI1:177-188 oraz Zebrowska i wsp. International
Journal of Molecular Sciences. 2019;20(14):346].

Staz podoktorski w N1O byl niewatpliwie punktem zwrotnym w mojej karierze naukowe;.
Zaowocowal wspotautorstwem w kilkunastu artykutach z zakresu wykorzystania spektrometrii
mas w badaniach biomedycznych, opublikowanych w latach 2015-2019, ktérych taczny IF (nie
wliczajac prac wchodzacych w skiad osiggnigcia naukowego) wynosi 22,132 a liczba cytowan
186. Bratam aktywny udziat w licznych konferencjach i zjazdach naukowych, w ramach ktorych
bytam wspoétautorka kilkudziesieciu doniesien konferencyjnych. W trakcie stazu w N1O odbytam
rowniez inne krotkoterminowe wyjazdy naukowe m.in. do Biomedical Research Centre Sheffield
Hallam University w Anglii (w ramach grantu STSM COST), Max-Planck-Institute for
Biochemistry w Niemczech (w ramach konsultacji naukowych nowatorskiej techniki MED-
FASP) oraz Europejskiego Centrum Bioinformatyki i Genomiki w Poznaniu, gdzie obecnie
pracuje. Istotnym dla mnie efektem stazu odbytego w NIO bylo nawigzanie zyczliwej, owocnej
I trwalej wspotpracy ze znakomitymi naukowcami, specjalizujgcymi si¢ w biologii egzosomow,
proteomice klinicznej oraz radio-onko-biologii, dr hab. Monikg Pietrowskg i prof. Piotrem
Widtakiem. Wsrdd grona lekarzy, naukowcow 1 specjalistow, z ktorymi nadal wspotpracuje
w realizowanych projektach badawczych 2z pogranicza chemii, biologii, medycyny
I bioinformatyki, chce podkresli¢ istotny udziat dr Krzysztofa Polanskiego z Wellcome Sanger
Institute, Cambridge w Anglii, specjalizujgcego si¢ w analizach statystycznych i wielkoskalowych
analizach obliczeniowych. Dzigki otwartej wspotpracy z osobami roznych specjalno$ci miatam
i nadal mam mozliwo$¢ owocnego realizowania ztozonych projektow z zakresu biologii
systemow.

5.2.3. Metabolomika i proteomika w badaniach na modelu zwierzecym

Kolejny projekt, ktory wspieratam od strony kompleksowych analiz metabolomicznych,
opartych o techniki spektrometrii mas (GC-MS i LC-MS), dotyczyt badania mechanizmow
dziatania diety ketogenicznej (KD) w szczurzym modelu stwardnienia guzowatego. Badania
metabolomiczne zwigzane ze stosowaniem KD, realizowane we wspolpracy z dr Arkadiuszem
Liskiewiczem ze Slaskiego Uniwersytetu Medycznego w Katowicach, rozpoczetam w trakcie
trwania stazu w NIO, a nastepnie kontynuowatam przez kolejne lata po powrocie do ICHB.
W wyniku pierwszych wspolnych prac badawczych na szczurzym modelu stwardnienia
guzowatego wykazaliSmy, ze dlugotrwala wysokottuszczowa dieta ketogeniczna sprzyja
wzrostowi guzow nerek zaleznych od mTOR i MAPK [Liskiewicz A. i wsp. Scientific Reports.
2016;6:21807]. W kolejnej pracy badalismy wptyw KD na autofagi¢ watroby w modelu mysim.
Wykazalismy, ze podwyzszona na skutek KD autofagia watroby zalezy od sktadu stosowane;j
diety, ze szczegblnym wplywem sktadu kwasow thuszczowych stosowanych karm
ketogenicznych [Liskiewicz D. i wsp. Journal of Nutritional Biochemistry. 2021;93:108620]. M6j
udziat w powstaniu powyzszych prac polegat na optymalizacji metody ekstrakcji metabolitow
z tkanek zwierzecych (nerka szczurza, mysia watroba) oraz pasz ketogenicznych (gtownie
kwasow thuszczowych), przygotowaniu prob, analizie w ukladzie GC-MS oraz analizie
uzyskanych danych metabolomicznych.
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W kolejnym projekcie podjetym we wspotpracy z dr Liskiewiczem badaliSmy wplyw
aktywnosci fizycznej na funkcje mozgu w modelu dobrowolnego biegania u myszy [Liskiewicz
A i wsp. Molecular Brain. 2020;13(1):62]. Badania dotyczyly zmian w profilach
metabolomicznych hipokamu i kory czotowej pod wptywem wysitku fizycznego, ze szczegdlnym
uwzglednieniem udzialu kwasow tluszczowych. Przeprowadzone przeze mnie profilowanie
metabolomiczne badanych struktur mézgu myszy poddanych wysitkowi fizycznemu, wykazato
istotne zmiany w sktadzie metabolitow hipokampu i kory czotowej zwigzanych z przemianami
energetycznymi. Szczego6lnie istotne zmiany dotyczyly profili kwasoéw ttuszczowych, ktore byty
zwigzane ze zmniejszonym poziomem leku u biegajacych myszy.

Efektem mojego udzialu w badaniach metabolomicznych prowadzonych na modelu
zwierzecym, byto podjecie kolejnej wspotpracy z zespotem dr Marty Nowackiej-Chmielewskiej
z Akademii Wychowania Fizycznego w Katowicach. Badania realizowane we wspotpracy
dotyczyly wplywu aktywnosci fizycznej na zmiany mozgowego metabolizmu i transportu
glukozy indukowane dieta zachodnig lub przewleklym stresem u samic szczuréw. Moj udziat
w tych badaniach polegal na przeprowadzeniu analiz proteomicznych tkanek mézgu szczurow
poddawanych aktywnosci fizycznej, ekspozycji na diete¢ zachodnia oraz przewlekltemu stresowi.
Efektem podjetej wspotpracy byto wspotautorstwo w dwoch publikacjach zespotu dr Nowackiej-
Chmielewskiej [Nowacka-Chmielewska M. i wsp. Nutritional Neuroscience. 2020;1-14 oraz
Nowacka-Chmielewska M. i wsp. Nutrients. 2021, 13, 4242.].

Wspdlpraca z zespotami naukowcow z SUM i1 AWF w Katowicach, prowadzona w obszarze
metabolomiki oraz proteomiki na modelu zwierzgcym, rozpoczeta si¢ jeszcze podczas mojego
pobytu na stazu podoktorskim w Gliwicach i nadal jest kontynuowana. W ramach
dotychczasowych wspolnych badan prowadzonych w latach 2016-2021 ukazato si¢ 6 publikacji
w czasopismach z listy JCR o tagcznym [F=10,643 1 liczbie cytowan 41.

5.2.4. Zmiany metabolomiczne w patologii rogowki

Molekularna etiologia stozka rogéwki (KC-keratoconus), ktory jest patologicznym stanem
ludzkiej rogoéwki, pozostaje niejasna. W pilotazowym badaniu profili metabolomicznych,
przeprowadzonym w oparciu o technike GC-MS, wykazatam ro6znice w skladzie metabolitow
miedzy stozkiem rogdéwki a rogéwka prawidtowg [Wojakowska i wsp. Molecules.
2020;25(12):2933]. Szlaki metaboliczne zwigzane ze zwigzkami rdznicujacymi byty
zaangazowane w produkcje energii, metabolizm lipidéw 1 aminokwasow. Uzyskane sygnatury
metabolomiczne wskazujg na istotny udziat stresu oksydacyjnego oraz proceséw zapalnych
w rozwdj badanej patologii rogdéwki, ktore to obserwacje s3 zgodne z wcze$niejszymi
doniesieniami dotyczacymi proceséw komorkowych zaangazowanych w rozwdj KC. Praca
realizowana we wspolpracy z prof. dr hab. Dorotg Tarnawska, okulistka specjalizujaca si¢
W chorobach rogowki, jest pierwszym zastosowaniem profilowania metabolomicznego opartego
na GC-MS, ktére wykazalo roznice w sktadzie metabolitéw miedzy stozkiem rogdéwki a rogoéwka
prawidlowa. Z uwagi na unikalny oraz trudny do analizy materiat uzyskane wyniki sg tym bardziej
cenne. Konieczne jest jednak kontynuowanie badan w tym obszarze, w celu uzyskania petnego
obrazu zmian metabolicznych odgrywajacych kluczowa role w etiopatologii stozka rogowki.

5.2.5. Udzial egzosomow w mechanizmie odrzucania przeszczepow

Poza znanymi funkcjami jakie egzosomy pelnia w procesach zwigzanych
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z nowotworzeniem, mogg réwniez odgrywa¢ role immunomodulacyjng w procesach
komorkowych zwigzanych z mechanizmem odrzucania przeszczepionych narzadoéw. Wplyw
egzosomOw na rozwoj odrzucenia lub tolerancji przeszczepionego narzadu oraz proby
wykorzystania matych pecherzykéw zewnatrzkomérkowych jako nieinwazyjnej metody
monitorowania stanu narzadu po przeszczepieniu i przewidywania ryzyka odrzucenia, zostaly
opisane w pracy przegladowej Gotgbiewska i wsp. [Cells. 2021;10:2989], ktérej jestem
wspotautorem. Niedawno rozpoczeta wspotpraca z dr hab. Justyng Gotebiewska z Gdanskiego
Uniwersytetu Medycznego, zaowocowata rowniez ztozeniem wspolnego wniosku grantowego
NCN OPUS 22 ( w ktorym wystepuje jako kierownik konsorcjant z ramienia ICHB), ktory
obecnie znajduje si¢ w drugim etapie oceny merytorycznej. Wraz z dr hab. Justyng Gol¢biewska
(GUMed) oraz dr hab. Monika Pietrowska (NIO PIB Gliwice) rozpoczelySmy badania
proteomiczne w kontek$cie poszukiwania mechanizméw odrzucania przeszczepionej nerki ze
szczegolnym uwzglednieniem udziatu egzosomow w tym procesie. Mozliwo$¢ oceny ilosciowej
poziomu sktadnikoéw swoistych dla egzosomow uwalnianych przez przeszczepiony narzad moze
w przysztosci postuzy¢ jako nieinwazyjna metoda monitorowania stanu narzadu po
przeszczepieniu i przewidywania ryzyka odrzucenia przeszczepu.

6. Informacja o osiagnieciach dydaktycznych, organizacyjnych oraz popularyzujacych
nauke.

6.1. Osiagni¢cia dydaktyczne

Opieka naukowa nad doktorantami, studentami i stazystami:

« 2019-2022: mgr Urszula Strybel: 111 rok studium doktoranckiego przy ICHB PAN w Poznaniu.
Funkcja: Promotor pomocniczy/opiekun naukowy doktorantki, realizujacej badania do rozprawy
doktorskiej w ramach projektu NCN SONATA, ktorego jestem kierownikiem.

Opublikowane prace: Strybel U. i wsp. Cancers. 2022;14(4):99 (H7).

» 2021: Igor Karasinski: III rok studiow licencjackich na kierunku Analityka Kryminalistyczna
1 Sagdowa, Uniwersytet Medyczny w Poznaniu.
Funkcja: Opieka naukowa podczas miesigcznego stazu realizowanego w ramach projektu
,Ksztalcenie, kompetencje, komunikacja i konkurencyjnos¢ - cztery filary rozwoju
Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu™.

« 2021: Katarzyna Wilczynska: III rok studiow licencjackich na kierunku Technologia
Chemiczna, Politechnika Poznanska;
Funkcja: Opieka naukowa podczas 1,5-miesigcznych praktyk studenckich w Pracowni
Spektrometrii Mas IChB PAN.

» 2018: mgr Agata Wtosowicz/Skowronek: III rok studiow doktoranckich, Narodowy Instytut
Onkologii Panstwowy Instytut Badawczy, oddziat w Gliwicach.
Funkcja: Opieka naukowa podczas stazu w Pracowni Spektrometrii Mas IChB PAN.
Opublikowane prace: Wojakowska i wsp. Journal of Personalized Medicine. 2020;10(4):229
(H6).

+ 2013: mgr Magdalena Grajzer: II rok studiow doktoranckich, Wydzial Farmaceutyczny UM,
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Wroctaw.

Funkcja: Opieka naukowa podczas stazu w Pracowni Proteomiki i Metabolomiki IChB PAN.
Opublikowane prace: Ostrowski i wsp. Journal of Chromatography B. 2014;967:21-7 oraz
Grajzer i wsp. Food Chemistry. 2015;188:459-66.

» 2013: Wojciech Smulek: V rok studiow magisterskich na kierunku Inzynieria chemiczna i
procesowa, Politechnika Poznanska.
Funkcja: Opieka naukowa podczas stazu w Pracowni Proteomiki i Metabolomiki IChB PAN.

 2013: Marta Nolka: V rok studiéw magisterskich na kierunku Chemia, UAM, Poznan.
Funkcja: Opieka naukowa podczas stazu w Pracowni Proteomiki i Metabolomiki IChB PAN.

« 2013: dr Marta Olech, mgr Marta Drozd, mgr Wioleta Pietrzak z Uniwersytetu Medycznego
w Lublinie.
Funkcja: Opieka naukowa podczas stazu w Pracowni Proteomiki i Metabolomiki IChB PAN.

* 2012: mgr Wojciech Ostrowski: II rok studiéw doktoranckich, Wydziat Chemii UAM, Poznan.
Funkcja: Opieka naukowa podczas stazu w Pracowni Proteomiki i Metabolomiki IChB PAN.
Opublikowane prace: Ostrowski i wsp. Journal of Chromatography B. 2014,;967:21-7.

6.2. Osiagni¢cia organizacyjne oraz popularyzujace nauke
6.2.1. Kierowanie projektami badawczymi

o 04/2018-04/2023: NCN SONATA nr 2017/26/D/NZ2/00964
Tytut projektu: Identyfikacja bioczasteczek uwalnianych przez komorki raka jelita grubego
i wykrywanych w surowicy krwi lub/i egzosomach.
Habilitantka petni funkcje opiekuna naukowego/promotora pomocniczego doktorantki mgr
Urszuli Strybel, realizujacej badania do rozprawy doktorskiej w ramach grantu.
Opublikowane prace: H6 i H7.

e 11/2013-04/2018: NCN FUGA nr 2013/08/S/NZ2/00868

Tytul projektu: Wykorzystanie technik spektrometrii mas do profilowania i identyfikacji
proteomicznych 1 metabolomicznych sktadnikow guza swoistych dla poszczegdlnych typow
raka tarczycy.

Opublikowane prace: H1- H5

e 01-31/10/2014: grant zagraniczny STSM COST nr BM1104-011014-046331

Tytut projektu: Lipidomics in thyroid cancer research.
Opublikowane prace: H4.

e 05/2013-10/2013: grant wewngtrzny IChB PAN na realizacje¢ zadania badawczego stuzacego
rozwojowi mtodych naukowcéw lub uczestnikéw studiow doktoranckich. Tytut projektu:
Zastosowanie techniki nanoLC-ESI-IT-MS do analizy fenolowych metabolitbw wtorych
obecnych w ztozonych ekstraktach roslinnych.

Opublikowane prace: Wojakowska i wsp. Journal of Mass Spectrometry. 2013;48(3):329-39.

e 12/2011-06/2013: Kierownik grantu NCN PRELUDIUM nr 2011/01/N/NZ2/00025
Tytut projektu: Wykorzystanie technik tandemowej spektrometrii mas z kolizyjnie
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indukowang dysocjacja do profilowania i analizy strukturalnej fenolowych metabolitow
wtornych w wielosktadnikowych ekstraktach materiatu roslinnego.

Opublikowane prace: Wojakowska A. i wsp. Acta Physiologiae Plantarum. 2015;37(8):152;
Wojakowska A. i wsp. Phytochemistry. 2013;92: 71-86; Wojakowska A i wsp. Metabolomics.
2013;9(3):575-589; Wojakowska i wsp. Journal of Mass Spectrometry. 2013;48(3):329-39.

6.2.2. Czlonkostwo w komitetach organizacyjnych konferencji miedzynarodowych

» Seminarium naukowe ,,Zastosowania proteomiki i metod analizy danych w badaniach
biologicznych”, organizowane przez Polskie Towarzystwo Proteomiczne i Stowarzyszenie na
Rzecz Wspierania Badan nad Rakiem, 4-5.06.2014, Gliwice.

« Joint Conference of Polish Mass Spectrometry Society and German Mass Spectrometry Society,
4-7.03.2012, Poznan.

« 2nd Conference of Polish Mass Spectrometry Society, 24-26.03.2010, Poznan.

6.2.3. Czlonkostwo w miedzynarodowych lub krajowych organizacjach i towarzystwach
naukowych wraz z informacjg o pelnionych funkcjach.

* Polskie Towarzystwo Proteomiczne, Cztonek zalozyciel, Sekretarz w latach 2019-2022.
* International Society for Extracellular Vesicles, cztonek w latach 2020-2022.
» Metabolomics Society, cztonek od roku 2010.

7. Inne informacje dotyczace kariery zawodowej.

Szczegbdtowe informacje zwigzane z prowadzong przez mnie aktywnos$cig naukowa, w tym:
- peten wykaz opublikowanych artykulow w czasopismach naukowych (38), publikacji
pokonferencyjnych (8), wyktadéw (11) i doniesien konferencyjnych (17 jako autor prezentujacy
1 19 jako wspotautor);
- informacje o udziale w projektach badawczych jako wykonawca (5);
- wykaz odbytych szkolen 1 warsztatow kraju 1 zagranicg (11);
- informacje o recenzowanych pracach naukowych (13);
- informacje o uczestnictwie w programach europejskich (2);
- nagrody 1 wyrdznienia (5);

znajduja si¢ w zalaczniku nr 6. Wykaz osiggnie¢ naukowych.
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