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OMOWIENIE OSIAGNIECIA

Omowione ponizej badania, sktadajace sie na moje osiagniecie naukowe, zatytutowane “Rola mykobioty
Jelitowej czlowieka w homeostazie organizmu i patogenezie chorob nowotworowych” realizowatam
w latach 2020-2025 w Instytucie Chemii Bioorganicznej PAN (ICHB PAN) w Poznaniu. Moje
osiggniecie naukowe stanowi zbior pigciu wieloautorskich publikacji, z ktorych cztery przedstawiaja
wyniki oryginalnych badan, jedna natomiast stanowi krytyczna synteze dotychczasowej wiedzy. Prace
sa opublikowane w modelu otwartego dostepu (ang. open access). We wszystkich pracach jestem
pierwsza autorka, w jednej jestem ponadto autorka korespondencyjna. Pliki rzeczonych publikacji
w formacie PDF zostaty dolaczone do elektronicznej wersji wniosku.

WPROWADZENIE

W ostatnich latach mikrobiomy réznych srodowisk, w tym zréznicowany mikrobiom ludzkiego ciala,
przyciagnety duza uwage spolecznosci naukowej. Szczegdlne zainteresowanie budzi mikrobiota
jelitowa, ktora odgrywa istotng role w utrzymaniu homeostazy oraz w patogenezie wielu chorob. Te
dynamiczne i ro6znorodne ekosystemy mikroorganizmdéw, obejmujace przedstawicieli roznych krdlestw
biologicznych, stanowia obecnie jeden z kluczowych obszaréow badan biomedycznych. Dotychczas
uwaga badaczy koncentrowala si¢ gldwnie na bakteriach, ktére stanowia najliczniejszy komponent
mikrobioty jelitowej, podczas gdy rola innych mikroorganizmow, w tym grzybow jelitowych,
okreslanych mianem mykobioty, przez dlugi czas pozostawala marginalizowana. Rozwdj
nowoczesnych metod sekwencjonowania nastepnej generacji (NGS) oraz zaawansowanych narzedzi
bioinformatycznych umozliwil jednak glebsze poznanie skladu mikrobiomu, ujawniajac, ze oprocz
bakterii, takze inne mikroorganizmy, w tym grzyby, petnig kluczowe role w ksztaltowaniu zdrowia
cztowieka (Zhang i in. 2021; Pérez 2021; Wu i in. 2021).

Coraz liczniejsze dowody wskazuja na zwiazek pomiedzy zaburzeniami w skladzie mykobioty jelitowej
arozwojem roznych schorzen, takich jak choroby autoimmunologiczne (X. V. Li, Leonardi, i Iliev 2019;

[\S)



NATALIA SZOSTAK AUTOREFERAT ZALACZNIK 3

Underhill i Iliev 2014), metaboliczne (X. Zhou, Zhang, i Yu 2024; Bao i in. 2023) oraz nowotworowe
(Narunsky-Haziza i in. 2022; Dohlman i in. 2022; Aykut i in. 2019). Uwaza si¢, ze niektdre z gatunkdw
grzybow bytujacych w ludzkich jelitach maja korzystne dziatanie, jak na przyktad Saccharomyces
cerevisiae var. boulardii (Ansari 1 in. 2021), bedacy skladnikiem probiotykéw oferowanych na rynku.
Inne, takie jak niektore gatunki Candida 1 Aspergillus, sa uznawane za szkodliwe. Przyjmuje si¢ takze,
ze wplyw grzybow jelitowych na organizm gospodarza wiaze si¢ z produkcja szerokiej gamy
metabolitow, ktore silnie oddziatujg na szlaki metaboliczne (Kew 2013). Ponadto sktadniki $ciany
komodrkowej grzybéw (w tym chityna, B-glukan i mannan) mogg oddzialywa¢ z ukladem
odpornosciowym gospodarza, wywotujac odpowiedzi prozapalne (Briard i in. 2021; Rizzetto i in. 2016).
Biorac pod uwage, ze stan zapalny jest kluczowym czynnikiem przyczyniajacym si¢ do rozwoju
nowotworéw (Multhoff, Molls, i Radons 2012; J. Yu i in. 2016), zmieniony profil mikrobiologiczny
moze skutkowa¢ utrzymywaniem si¢ ogolnoustrojowego stanu prozapalnego, potencjalnie
sprzyjajacego procesom nowotworzenia (Neagu i in. 2019; S. L. Schneider, Ross, i Grichnik 2015).
W szczegdlnosei w tym kontekscie pojawiaja si¢ sugestie, ze mykobiota jelitowa moze mie¢ istotny
wplyw na odpowiedz pacjentow na leczenie immunologiczne. Mimo tego, mechanizmy lezace
u podstaw tych interakcji pozostaja stabo poznane i wymagaja dalszego zglebienia.

Trudno$¢ w odkrywaniu roli mykobioty jelitowej w procesach chorobowych oraz jej wplywu na
powodzenie immunoterapii wynika m.in. z ograniczonej wiedzy na temat jej sktadu i zmiennosci. Do
tej pory nie osiggnieto konsensusu w kwestii istnienia stalego komponentu mykobioty jelitowej (ang.
core mycobiome) ani jego sktadu, a takze tego, czy grzyby tworza dlugoterminowa, stabilng spotecznos¢
w ludzkim jelicie. Zasugerowano, ze zmiany w skladzie mykobioty moga byé¢ zwigzane z wieloma
czynnikami, takimi jak genotyp gospodarza, pte¢, wiek, choroby wspotistniejace, leki, styl zycia, status
spoteczno-ekonomiczny, dieta. Do tej pory jednak zwiazki miedzy czynnikami zwigzanymi
z gospodarzem a mykobiota jelitowa czlowieka byly glownie badane w chinskich kohortach (Y. Sun i
in. 2021), z zauwazalnym wyjatkiem badan poswieconych analizie Projektu Ludzkiego Mikrobiomu,
w ktorym 317 probek kalu od zdrowych dawcow zostato scharakteryzowanych pod katem grzybow
jelitowych (Nash i in. 2017). Inne istniejace badania byly waskie i skoncentrowane gltéwnie na
konkretnych aspektach, takich jak badania mykobioty jelitowej w odniesieniu do diety (Hoffmann i in.
2013), wieku i plci (Strati i in. 2016), wskaznika masy ciata (BMI) (Borges i in. 2018), specyficznych
chordb, np. choréb watroby (Gao 1 in. 2021; Zeng i Schnabl 2022), zespotu jelita drazliwego (Das i in.
2021; G. Hong i in. 2020), choréb autoimmunologicznych (Ben-Ami, Lewis, i Kontoyiannis 2010;
Chiaro i Round 2021; Zhai i in. 2020) oraz antybiotykow (Jiang i in. 2017; Krause i Reisinger 2005;
Samonis i in. 1993; Seelbinder i in. 2020).

Analizujac zwigzki miedzy mykobiota a czynnikami zwigzanymi z gospodarzem, nalezy pamietac, ze
czynniki te moga si¢ znacznie rézni¢ w zaleznosci od regionu geograficznego i kultury, podobnie jak
srodowisko i genotypy w roznych populacjach. Wyniki analiz mykobioty jelitowej oraz wnioski
wyciagniete na ich podstawie powinny by¢ zatem rozpatrywane w kontekscie socjodemografii oraz
geografii. Ze wzgledu na znaczace réznice w diecie, stylu zycia i czynnikach srodowiskowych miedzy
Chinami a krajami Zachodu, wyniki badan opartych na chinskich kohortach moga nie by¢ w pelni
zastosowalne do innych populacji. Dlatego, aby lepiej zrozumie¢ zaleznosci mi¢dzy mykobiota jelitowa
a réznymi czynnikami, kluczowe jest przeprowadzanie analiz na roznych kohortach, najlepiej o duzej
liczbie badanych, co pozwoli na uzyskanie pelniejszego obrazu tych zaleznosci.

Ponadto, pomimo rosngcej liczby badan metagenomicznych, standardowa procedura analizy danych
metagenomicznych wcigz jest przedmiotem dyskusji. Ze wzgledu na ogromng ztozono$¢ i zmiennos¢
spotecznosci mikrobiologicznych, badanie skladu mikroorganizmow jelitowych z kalu wiaze sig
z wystepowaniem tzw. batch effect, ktory moze powodowaé niekompatybilnos¢ réznych zestawdw
danych, nawet w ramach projektéw pochodzacych z tego samego badania i/lub laboratorium (Schloss
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2018). Efekt ten wynika z systematycznych réznic spowodowanych czynnikami technicznymi, takimi
jak sposob przygotowania probek, rodzaj uzytego sprzgtu czy zastosowane metody analizy, co moze
prowadzi¢ do znieksztalcenia wynikdw 1 ogranicza¢ ich poréwnywalnosé. W konsekwencji
poréwnywanie wynikow uzyskanych przez réznych badaczy (co stanowi standardowe podejscie
w genomice czlowieka) staje si¢ utrudnione w badaniach metagenomicznych.

Biorac pod uwage powyzsze, jak rowniez ciagle rosnacg ilos¢ danych generowanych w eksperymentach
metagenomicznych, konieczne jest ustanowienie jasnych standardow analitycznych. Brak jednolitych
protokotéw i szeroka roznorodno$é metodologiczna stanowia istotne wyzwanie, ograniczajac
poréwnywalnos¢ wynikow miedzy roznymi badaniami, a takze utrudniajac identyfikacj¢ uniwersalnych
markerdéw prognostycznych, ktore moglyby mie¢ znaczenie w kontekscie zdrowia publicznego oraz
terapii. I chociaz najlepsze praktyki w badaniach metagenomicznych byly przedmiotem kilku publikacji
(D’Amore i in. 2016; Quince i in. 2017; Wesolowska-Andersen i in. 2014) a takze stanowia gtowny cel
projektu Miedzynarodowego Standardu Mikrobiomu Ludzkiego (IHMS), standaryzacja procedur
analizy danych metagenomicznych wcigz jest daleka.

Wreszcie, otwartym pozostaje pytanie, na ile wptyw mykobioty jelitowej moze by¢ uniwersalny
w kontekscie réznych chordb, w tym chordb watroby, autoimmunologicznych czy nowotworowych,
oraz jak te interakcje moga zmienia¢ si¢ w zaleznosci od specyficznych warunkéw patologicznych.
Cho¢ istnieja sugestie, ze zaburzenia w skladzie mykobioty moga mie¢ podobny wplyw na zdrowie
w réznych jednostkach chorobowych, kluczowe jest dalsze badanie, w jaki sposdb mykobiota jelitowa
moze oddzialywaé na rézne narzady i mechanizmy molekularne, ktére prowadza do rozwoju chorob.
Zrozumienie tych procesow moze mieé ogromne znaczenie dla opracowania nowych strategii
terapeutycznych, ktore uwzgledniaja role mikrobioty jelitowej w leczeniu chorob.

MOTYWACJA I CEL BADAN

Motywacja do moich badan wynikata z rosnacej §wiadomosci o kluczowej roli mikrobiomu jelitowego
w zdrowiu cztowieka oraz w patogenezie réznych stanéw chorobowych. Mikrobiom jelitowy, a w tym
mykobiota, odgrywa istotng role w utrzymaniu homeostazy organizmu i regulacji odpowiedzi
immunologicznej, co ma bezposrednie znaczenie dla skutecznosci leczenia, szczegolnie w kontekscie
immunoterapii. Z uwagi na fakt, ze dotychczasowe badania koncentrowaly si¢ na bakteriach, przez co
w literaturze brakuje wystarczajacych danych dotyczacych roli mykobioty jelitowej, postanowitam
w swoich badaniach skoncentrowa¢ si¢ na tym aspekcie.

Glownym celem moich badan bylo zglebienie roli mykobioty jelitowej czlowieka w kontekscie
patogenezy chorob, ze szczegdlnym uwzglednieniem choréb nowotworowych, oraz jej wplywu na
skuteczno$¢ leczenia, zwlaszcza immunoterapia. Aby osiagna¢ ten cel, konieczne bylo sprostanie
wyzwaniom zwigzanym z badaniami metagenomicznymi, takimi jak wpltyw metodologii badawczej na
wyniki profilowania skladu jelitowego na podstawie probek katu oraz ograniczona wiedza w zakresie
mykobioty jelitowej cztowieka i jej naturalnej zmiennosci.

Pierwszym etapem bylo (i) opracowanie i standaryzacja protokotu pozyskiwania oraz analizowania
danych metagenomicznych, szczegdlnie w zakresie profilowania sktadu mikrobioty jelitowej z probek
kalu (H1). Bylo to kluczowe dla uzyskania wiarygodnych i powtarzalnych wynikéw w kolejnych
czesciach badan. Nastepnie (i7) skoncentrowalam si¢ na scharakteryzowaniu mykobioty jelitowej
u zdrowych ochotnikow z Polski, badajac wptyw czynnikéw demograficznych, diety oraz stylu zycia
na sktad mykobioty (H2). Wyniki tej czgsci badan pozwolily na lepsze zrozumienie naturalnej
zmiennosci w skladzie mykobioty oraz jej zwigzkow z ogdlnym stanem zdrowia cztowieka.
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Kolejnym celem byto (iii) zbadanie r6znic w sktadzie mykobioty jelitowej pomigdzy zdrowymi osobami
a pacjentami z nowotworami, a takze ocena wplywu skladu mykobioty na efektywnos¢ immunoterapii
(H3). W tym celu wykorzystatam probki katu pobrane od pacjentéw chorych na czerniaka, ktérzy byli
leczeni terapia anty-PD-1 lub przyjmowali szczepionke. Hipoteza badawcza zakladala, ze mykobiota
pacjentdw onkologicznych rozni sie od mykobioty zdrowych os6b, a sklad mikrobioty moze mieé
wplyw na odpowiedz na immunoterapi¢. Uzyskane wyniki potwierdzily te hipotezg, co sklonitlo mnie
do dalszych badan nad potencjalnymi powiazaniami migdzy poszczegélnymi gatunkami grzybow
a odpowiedzig immunologiczna u pacjentow.

Aby odpowiedzie¢ na to pytanie (iv) przeanalizowatam korelacje pomiedzy poszczegdlnymi podtypami
limfocytéw typu B i T a gatunkami grzyboéw zidentyfikowanymi u pacjentow z czerniakiem (H4).
Wyniki tych analiz wykazaly, ze sklad mykobioty jelitowej moze mie¢ potencjat do modulowania
aktywnosci limfocytow, co moze wplywacé na skutecznos¢ terapii anty-PD-1 i dalszy przebieg leczenia.
Wreszcie (v) podjetam si¢ rowniez krytycznej analizy i systematyzacji wiedzy na temat roli mykobioty
jelitowej w kontekscie innych chordb, w tym choréb watroby, aby sprawdzi¢, czy podobne mechanizmy
moga wystepowaé rowniez w innych ukladach i jednostkach chorobowych (H5). Ta cze$¢ badan
dostarczyta nowych wskazowek dotyczacych potencjalnych uniwersalnych mechanizméw
oddziatywania mykobioty na zdrowie czlowieka.

STANDARYZACJA  PROTOKOLU POZYSKANIA I ANALIZY DANYCH
METAGENOMICZNYCH Z KALU

Pierwszym celem mojej pracy byla standaryzacja protokolu pozyskania i analizy danych
metagenomicznych z kalu, co stanowi kluczowy krok w zapewnieniu wiarygodnosci wynikow badan
mikrobiomu jelitowego (H1). Wzrost liczby badan metagenomicznych w ostatnich latach uwydatnit
potrzebe ujednolicenia procedur, aby zredukowaé czynniki zaktdcajace pochodzace z izolacji DNA,
sekwencjonowania oraz analiz bioinformatycznych. Tylko w ten sposob mozliwe jest zapewnienie, ze
obserwowane roznice w skladzie mikrobiomu sa rzeczywistymi efektami biologicznymi, a nie
wynikiem odmiennych metodologii. Aby odpowiedzie¢ na pytanie, jak poszczegolne etapy i uzywane
w nich metody wplywaja na wyniki profilowania sktadu mikrobiomu jelitowego okreslanego na
podstawie probek katu, przeanalizowalam wptyw kilku kluczowych krokéw procedury przygotowania
1 analizy danych metagenomicznych.

Pierwszym etapem, ktéry podlegat bezposredniej analizie byla izolacja DNA z katlu. Kluczowym
czynnikiem, ktory zdaje si¢ odgrywac role na tym etapie jest czas homogenizacji probek przed izolacja.
Aby zbadaé wptyw czasu na uzyskiwane profile taksonomiczne uzyto komercyjnie dostepnej mieszanki
bakteryjnej ATCC Bacterial Mix MSA-2006 bedacej mieszanka 12 znanych bakterii (dalej zwang BL)
oraz trzech probek katu uzyskanych od zdrowych ochotnikéw (S1, S2, S3). Prébki ATCC uzyte w tym
badaniu pochodza z uwierzytelnionych spotecznosci drobnoustrojéw wybranych na podstawie
odpowiednich atrybutow fenotypowych i genotypowych, takich jak barwienie metoda Grama,
zawartos¢ GC, wielkos¢é genomu i tworzenie zarodnikdéw, nasladujac w ten sposdéb mieszane probki
metagenomiczne. Ponadto, poniewaz komorki gospodarza sa rowniez obfite w kale (Tortora i
Anagnostakos 1987), do ATCC Bacterial Mix dodano okoto 10 000 ludzkich komérek jednojadrzastych
krwi obwodowej (PBMC), aby zbadaé, czy podczas izolacji DNA istnieje preferencja w kierunku
ludzkiego lub bakteryjnego DNA. Z kolei rzeczywiste probki zostalty wzbogacone o tzw. zymo-spikes
w postaci dwoch szczepow bakterii (gram-dodatni Allobacillus halotolerans 1 gram-ujemny Imtechella
halotolerans), ktore normalnie nie wystepuja w ludzkich jelitach. Zymo-spikes zostaly dodane w celu
zbadania r6znic w wydajnosci ekstrakcji DNA bakterii gram-ujemnych i gram-dodatnich ze wzgledu na
to, ze roznice w budowie $ciany komorkowej tych dwdch typow bakterii moga potencjalnie powodowaé
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znaczne odchylenia w procedurze izolacji DNA i p6zniejszych wynikach (Ketchum i in. 2018). Zaréwno
probki BL jak i rzeczywiste probki zostaly nastepnie poddane homogenizacji przez trzy rézne czasy:
10, 15 1 20 minut.

Na drugim etapie przetestowatam wplyw odczynnikdbw do przygotowania bibliotek do
sekwencjonowania NGS na uzyskiwane wyniki profilowania mikrobioty jelitowej. Do tego badania
wybrano trzy zestawy odczynnikéw wiodacych producentéw - KAPA, Illumina (Nextera) i Qiagen,
ktore zostaly wyselekcjonowane na podstawie ich popularnosci i réznic w procedurze fragmentacji
DNA. Dodatkowo na tym etapie wprowadzona zostala nowa prébka, gotowy izolat ATCC Genomic
Mix DNA (ATCC® MSA-1003 ™, zwany dalej GD), aby stuzy¢ jako referencyjna probka, ktorej
przygotowanie nie wymaga izolacji DNA, dajac trzy dodatkowe biblioteki (zwane dalej KAPA, Nextera
i Qiagen). W sumie w ten sposob przygotowano 39 bibliotek - 13 bibliotek z kazdym zestawem.
Wszystkie biblioteki zostaly nastepnie poddane sekwencjonowaniu NGS.

Jednoczesnie przygotowano dwie probki in silico, ktére zawieraly mieszanke odczytow pochodzacych
z genomoOw bakterii stanowigcych mieszanke bakterii ATCC (ISE i ISS). Jedna symulowana prébka
odzwierciedlata sktad bakterii w mieszaninie bakterii ATCC, podczas gdy dla drugiej sklad byt
probkowany z rozktadu logarytmiczno-normalnego. Te dwie symulowane probki stuzyly jako kontrole
do testowania narzedzi bioinformatycznych uzywanych do analizy sktadu spotecznosci. Na tym etapie
uzyto dwoch wiodacych narzedzi do profilowania: MetaPhlAn2 (Truong i in. 2015) i kombinacji
Kraken2/Bracken (Lu i in. 2017; Wood, Lu, i Langmead 2019). MetaPhlAn2 opiera si¢ na mapowaniu
predefiniowanych sekwencji markerow drobnoustrojéw, podczas gdy Kraken opiera sie na
dopasowywaniu k-meréw uzyskanych z odczytu sekwencjonowania z baza danych k-merow
pochodzacych z bazy danych genoméw drobnoustrojow.

Dodatkowo w celu zbadania zawartosci ludzkiego DNA w zsekwencjonowanych probkach odezyty
uzyskane z probek BL oraz rzeczywistych zostaly zmapowane wzgledem ludzkiego genomu (V. A.
Schneider i in. 2017) za pomocg narzgdzia BWA MEM (H. Li 2013). Podobnie, odczyty uzyskane
z sekwencjonowania rzeczywistych probek zostaly zmapowane wzgledem genomdw referencyjnych
gatunkow uzytych jako Zymo-spike, w celu poréwnania pokrycia odczytdow mapujacych do tych
genomoOw i analizy stronniczos$ci w izolacji gatunkow gram-ujemnych i gram-dodatnich. Ponadto ocenie
podlegal stosunek liczebnosci gatunkéw gram-dodatnich do gram-ujemnych w probkach GD i BL
w odniesieniu do oczekiwanych znanych proporcji tych typoéw bakterii w uzytych w eksperymencie
mieszanka ATCC.

Badania potwierdzilty wptyw budowy komorki bakteryjnej (wyrazony przez status barwienia metoda
Grama) na uzyskiwane liczebnosci poszczegdlnych gatunkéw bakterii. Wyniki uzyskane z probek
ludzkich z dodatkiem Zymo-spike oraz probek BL wskazuja, ze przy rozwazaniu wplywu
homogenizacji na stronniczos$¢ izolacji bakterii gram-dodatnich i gram-ujemnych, moze zadziataé kilka
czynnikow. Podczas gdy liza sciany komorkowej bakterii gram-dodatnich moze stanowi¢ przeszkode
w izolacji DNA, kruchos¢ bakterii gram-ujemnych moze powodowa¢ mechaniczne fragmentowanie ich
DNA. W zaleznosci od tego, ktore z tych zjawisk przewazaja, mozemy zaobserwowac albo zanizong
reprezentacj¢ bakterii gram-dodatnich, albo gram-ujemnych. Uzyskane wyniki sugeruja, ze 10 minut
homogenizacji najlepiej réownowazy te dwa przeciwstawne czynniki, umozliwiajac lepsze
odzwierciedlenie liczebnosci bakterii gram-dodatnich i gram-ujemnych. Co wiecej uzyskane w ten
sposob profile mikrobiomu charakteryzuja si¢ najmniejszym stopniem heterogenicznosci w zakresie
réznorodnosci (beta-diversity) probek.

Réwnoczesnie, poréwnanie uzyskanych wynikow wykazato, ze zastosowany zestaw do przygotowania
bibliotek NGS ma istotny wplyw na profilowanie mikrobiomu jelitowego. Zastosowanie zestawu
Nextera opartego na tagmentacji pozwolito uzyskaé najbardziej jednorodne i powtarzalne wyniki, co
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stanowi kluczowy element kazdego eksperymentu, takze metagenomicznego. Dodatkowo, analiza
bioinformatyczna ujawnila, ze wybor narzedzia obliczeniowego do okreslania skladu mikrobioty
jelitowej ma istotne znaczenie dla uzyskiwanych wynikéw. W przeprowadzonych eksperymentach in
silico, potok analityczny oparty na narzedziach Kraken2/Bracken przewyzszal swoja skutecznoscia
MetaPhlAn2. W szczegolnosci przeprowadzone badania wykazaly, ze MetaPhlAn2 nie byt w stanie
wykry¢ wszystkich oczekiwanych gatunkdw, wykazujac szczegdlnie niska skutecznosé dla probki ISS,
ktéra lepiej reprezentuje rozktad liczebnosci oczekiwany w rzeczywistych probkach. Tandem
Kraken2/Bracken byl takze w stanie zidentyfikowa¢ wszystkie oczekiwane gatunki dla probek GD oraz
BL przy rownoczesnym zachowaniu na niskim poziomie fatszywych wynikéw (false positive), chociaz
w obu przypadkach poszczegolne liczebnosci odbiegaly od rzeczywistych. Analiza poziomu odchylen
od rzeczywistych wartosci pozwolita stwierdzic, ze roznice w liczebnosciach wynikajg prawdopodobnie
z btedu wprowadzonego na etapie izolacji materialu DNA z probek BL.

Badanie wplywu zawartosci ludzkiego DNA w izolowanym materiale na wyniki profilowania
wykazato, ze w niemal wszystkich testowanych probkach liczba odczytow mapujacych do genomu
czlowieka byla mniejsza niz 3%. Ponadto test statystyczny wykazal, ze zestawy wykorzystywane do
przygotowania bibliotek odgrywaly znaczaca role w kontekscie frakcji odczytdéw mapowanych do
ludzkiego genomu (F=74,012, R?>=0,866, p=0,001), w przeciwienstwie do czasu homogenizacji oraz
kombinacji czasu homogenizacji i rodzaju zestawu do przygotowania bibliotek. Niezaleznie od tego
jednak, dalsza analiza bioinformatyczna wykazala, ze zawartos¢ ludzkiego DNA w probkach nie
wplywa znaczaco na wyniki uzyskiwane w trakcie profilowania skladu metagenomicznego probki.
Uzyskane profile metagenomiczne nie odbiegaly od siebie w znaczacy sposdb, niezaleznie od tego czy
z danych odfiltrowano ludzkie odczyty czy tez nie. Pozwolilo to na stwierdzenie, ze czesto
przeprowadzany w roznych protokolach analiz metagenomicznych krok odfiltrowywania odczytow
pochodzacych od gospodarza nie jest konieczny, aby uzyska¢ wiarygodne wyniki w zakresie profili
metagenomicznych.

Przeprowadzone badania jednoznacznie potwierdzily, ze projekt eksperymentu oraz protokot
doswiadczalny mogg mie¢ kluczowy wplyw na okreslenie profilu taksonomicznego mikrobiomu
jelitowego. Odpowiadajac na potrzebe standaryzacji metodologii przeprowadzania analiz
metagenomicznych, wyniki moich badan pozwolily na opracowanie rekomendacji w zakresie badan
metagenomicznych w zakresie czasu homogenizacji (sugerowane 10 min), stosowanych odczynnikoéw
do przygotowania bibliotek NGS (metody oparte na tagmentacji, Nextera, Illumina), narzedzi do
profilowania sktadu taksonomicznego (przewaga programéw Kraken2/Bracken) oraz braku
koniecznosci odfiltrowywania odczytdw pochodzacych od czlowieka. Tego typu badania i uzyskane
wyniki sg wazne dla szerokiego zakresu badan, ktorych celem jest lepsze zrozumienie roli mikrobiomu
jelitowego w zdrowiu i1 chorobie.

CZYNNIKI KSZTALTUJACE STRUKTURE MYKOBIOTY JELITOWE]

Stosujac opisang powyzej zoptymalizowang strategie, scharakteryzowatlam mykobiote jelitowej
u zdrowych ochotnikéw, badajac wplyw czynnikéw demograficznych, diety oraz stylu zycia na jej sktad
(H2). W badaniach skupilam si¢ na mykobiocie jelitowej, poniewaz jej rola w kontekscie zdrowia
i choroéb pozostaje wciaz niedostatecznie poznana, a dostepne badania koncentruja si¢ glownie na
mikrobiocie bakteryjnej. Badania te przeprowadzone byly w ramach projektu Mapa Mikrobiomu Polski
(NCT04169867), ktéry pozwolit na zebranie oraz analize probek katu od 923 zdrowych ochotnikdéw
z Polski, co stanowi najwicksza zbadana do tej pory kohorte w kontekscie mykobioty jelitowej. Tak
liczna proba pozwolita na dokladniejsze zidentyfikowanie potencjalnych zaleznos$ci pomiedzy



NATALIA SZOSTAK AUTOREFERAT ZALACZNIK 3

czynnikami gospodarza a sktadem grzybow jelitowych, a takze na uchwycenie zmiennosci
miedzyosobniczej typowej dla wschodnioeuropejskiej populacji.

W 88,1% probek (813 probek) wykrytam obecnosé grzybow, identyfikujac lacznie 55 gatunkdw
nalezgcych do 37 rodzajow. Obecnosé grzybow w niemal 90% probek potwierdzita tezg, ze mykobiota
jest powszechnym komponentem mikrobiomu jelitowego. Réwnoczesnie badania potwierdzily niski
udzial mykobioty w calosciowym mikrobiomie jelitowym — w przeanalizowanych przeze mnie
probkach mykobiota jelitowa stanowita okoto 1% catej mikrobioty (Nash i in. 2017). W badaniu
wykazalam takze, ze pomimo duzej zmiennosci migdzyosobniczej mykobioty, obecnos¢ kilku
gatunkow byla stata i obserwowana w wigkszosci probek, co dostarczyto argumentow za istnieniem
bazowej mykobioty jelitowej. W tym kontek$cie w analizowanych probkach najliczniej
reprezentowanym typem byl Ascomycota (94,0% probek), natomiast Basidiomycota byt obecny
w 40,0% probek. Wynik ten jest zgodny z wczesniejszymi doniesieniami wskazujagcymi na stabilnosé
Ascomycetes w ludzkim przewodzie pokarmowym (Richard i Sokol 2019; Shuai i in. 2022). Najczesciej
wykrywanymi rodzajami byly z kolei Saccharomyces (59,0% probek), Candida (38,7% probek)
1 Sporisorium (23,4% probek), co moze wskazywaé na ich powszechna obecnos¢ w diecie lub
srodowisku, lub tez specyficzne warunki sprzyjajace ich kolonizacji. Cze¢stos¢ wystepowania gatunkow
nalezacych do Saccharomyces i1 Candida w ludzkich jelitach jest zgodna z wczesniejszymi
doniesieniami (Hoffmann i in. 2013), podczas gdy rodzaj Sporisorium nie zostal wezesniej opisany jako
komponent ludzkiej mikrobioty jelitowe;.

S. cerevisiae, Candida albicans 1 Sporisorium graminicola to gatunki, ktére znaleziono w najwickszej
liczbie probek. Sposrdd nich, S. cerevisiae mozna powszechnie znalez¢ w srodowisku i zywnosci, co
wskazuje na potencjalne zrédla grzybéw w ludzkich jelitach i odzwierciedla fakt, ze sSrodowisko i dieta
moga mie¢ nieodlaczny wpltyw na zdrowie ludzi. Z drugiej strony, C. albicans, ktoéry jest czesto
wykrywanym grzybem w kale zdrowych Iludzi, wydaje si¢ nie mie¢ gldwnego rezerwuaru
srodowiskowego, co sugeruje, ze wspdtewoluowal ze swoim gospodarzem i wspdtistniejacymi
drobnoustrojami (Pérez 2021). Warto zauwazy¢, ze S. graminicola, ktory jest patogenem roslinnym, nie
byt wczesniej identyfikowany jako sktadnik ludzkiego jelita. Moze to wynikaé ze szczegdlnych
nawykow zywieniowych badanej kohorty lub geograficznego wystgpowania roslin, ktore sa
rezerwuarem S. graminicola.

Analiza wptywu czynnikow gospodarza na sktad mykobioty jelitowej obejmowata tacznie 53 zmienne,
takie jak dieta, wiek, pte¢, stan zdrowia, styl zycia oraz czynniki spoleczno-ekonomiczne, pozwalajac
na kompleksowe ujecie potencjalnych zaleznosci. Wykazatam istotne powigzania miedzy sktadem
mykobioty a dziesiecioma czynnikami (Fig. 3A z publikacji H2), z ktorych wigkszos¢ byta zwigzana
z dieta — m.in. spozyciem chipsow, migsa, napojow gazowanych, stodzikow, przetworzonej zywnosci
oraz alkoholu, w tym czgstosci jego spozycia, a takze piwa. Ponadto takze status cywilny oraz przedziat
wiekowy okazaly si¢ istotnymi czynnikami ksztattujacymi sktad mykobioty. Z kolei stan zdrowia oraz
przyjmowanie lekow i suplementdw nie miaty istotnego wplywu na sktad mykobioty, co sugeruje, ze
czynniki Srodowiskowe i dietetyczne odgrywaja w tym przypadku kluczowa rolg.

Badatam takze korelacje pomiedzy wystgpowaniem poszczegélnych rodzajow  grzybow,
a obserwowanymi cechami. Analiza wykazala, ze wiele rodzajow grzybow bylo powigzanych
zréznymi czynnikami, z przewaga czynnikow zwigzanych z chorobami i dieta, oraz ze wzorce
powigzan roznily si¢ znacznie w zaleznosci od konkretnego czynnika (Fig. 3C z publikacji H2).
Przyktadowo, rodzaje Nakaseomyces, Neurospora i Sporisorium byly zwiazane z depresja, co moze
wskazywa¢ na ich rolg w procesach zwigzanych z tym schorzeniem. Natomiast rodzaje Aspergillus,
Candida 1 Yarrowia korelowaly z zaburzeniami autoimmunologicznymi, sugerujac ich potencjalny
udzial w reakcjach immunologicznych. W kontekscie diety, rodzaj Candida byt powiazany
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z konsumpcja slodyczy, soli, chipsow, kawy, ryb i warzyw, co moze wskazywac¢, ze jego wystepowanie
moze by¢ silnie modulowane przez sklad pozywienia. Rodzaj Debaryomyces wykazywal podobne
zaleznosci, szczegdlnie z solg, chipsami, kawa i herbata. Inny potencjalnie istotny rodzaj grzybow,
Malassezia korelowal ze spozyciem ryb i herbaty, natomiast rodzaj Yarrowia byl zwiazana
z konsumpcja chipséw. Te obserwacje sugeruja, ze roézne rodzaje grzybéw moga reagowaé z lub
pochodzi¢ ze specyficznych produktéw spozywcezych.

W odniesieniu do diety, badania pokazaly takze, ze wegetarianie mieli istotnie wyzszg réznorodnos¢
grzybow jelitowych, zaréwno biorac pod uwage wskaznik bogactwa gatunkowego (ang. alpha-
diversity) jak iroznorodno$ci Shannona, co moze sugerowaé, ze dieta ta sprzyja obecnosci szerszej
gamy grzybow, w tym tych pochodzacych z roslin. Ponadto analiza r6znicowa ujawnita wiele gatunkdw
grzybow, ktore roznia sie liczebnosceig u 0sob z okreslonym rodzajem diety. Czeste spozycie alkoholu,
w tym w szczegdlnosci wina, bylo zwigzane z wieksza roznorodnoscia grzybdw, przy czym spozycie
alkoholu w ogdlnosci wigzato si¢ z wyzsza obfitoscig S. cerevisiae, co moze wynikaé z roli alkoholu
jako potencjalnego zrodta egzogennych drozdzy. Wyniki przeprowadzonych analiz potwierdzily, ze
dieta ma istotny wplyw na zmienno$¢ mykobioty jelitowej, szczegdlnie w kontekscie réznorodnosci
gatunkowej oraz liczebnosci okreslonych rodzajow grzybow. Zjawisko to wydaje sie mie¢ dwojaki
charakter. Z jednej strony, spozywanie pokarmow zawierajacych grzyby, takich jak drozdze, moze
bezposrednio wplywaé na sklad mykobioty jelitowej, wprowadzajac drozdze do przewodu
pokarmowego (tak jak w przypadku wina). Z drugiej strony, skfadniki diety, takie jak cukry i alkohol,
moga sprzyja¢ rozwojowi okreslonych gatunkow grzybow w jelitach.

W szczegdlnosci przeprowadzone badania potwierdzajg wezesniejsze prace sugerujace, ze dieta bogata
w weglowodany sprzyja rozwojowi Candida, podczas gdy dieta wysokobiatkowa i thuszczowa moze
ogranicza¢ jej obecnos¢ (Hoffmann i in. 2013). Te wyniki sa szczegélnie istotne w kontekscie zdrowia
jelit i chordb =zwiazanych z dysbioza mykobioty, takich jak kandydoza czy choroby
autoimmunologiczne. Nadmierna proliferacja grzybow z rodzaju Candida w jelitach moze prowadzi¢
do zaburzen rownowagi mikrobioty jelitowej, co ma szereg konsekwencji zdrowotnych, w tym wptyw
na funkcjonowanie uktadu immunologicznego oraz rozwdj stanow zapalnych. Przeprowadzone przeze
mnie badania sugeruj3, ze manipulowanie dieta, zwlaszcza ograniczenie weglowodanow prostych
i zwigkszenie spozycia biatka i thuszczu, moze stanowi¢ jedna z metod kontrolowania nadmiernego
rozwoju grzybow z rodzaju Candida.

W odniesieniu do plci, roznice w skladzie mikrobioty migdzy mezczyznami i kobietami sg dobrze
udokumentowane, jednak jak dotad badania koncentrowaty si¢ gldwnie na bakteriach (Kim i in. 2020;
Valeri i Endres 2021), a niewiele uwagi poswigcono réznicom w skfadzie grzybow miedzy piciami.
Podobnie jak w przypadku bakterii, zroznicowanie w skladzie grzybow miedzy piciami mozna by
przypisa¢ roli hormonow pitciowych w modulowaniu skladu mikrobioty (Markle i in. 2013) oraz
posrednio diety, ktora moze by¢ zalezna od pici (Bolnick i in. 2014). Mimo tych zatozen, w moich
badaniach jedyna r6znica migdzy plciami, ktéra zaobserwowalam, byl poziom jednorodnosci
mykobioty jelitowej (wskaznik Pilou), przy czym kobiety mialy bardziej jednorodna mykobiote.
Wydaje si¢ zatem, Ze ple¢ nie ma istotnego wplywu na sklad grzybow jelitowych.

W odrdznieniu od plei, przeprowadzone przeze mnie badania pokazaly, ze wiek jest zwigzany ze
sktadem mykobioty jelitowej. Wczesniejsze prace dotyczace ludzkiej mykobioty w zaleznosci od wieku
wykazaty, ze bogactwo mykobioty jelitowej niemowlat (od 0 do 2 lat) i dzieci (od 3 do 10 lat) byto
wyzsze niz dorostych (18 lat) (Strati i in. 2016). Przeprowadzona przeze mnie analiza wykazata, ze
réwniez w okresie dorostosci mozna zaobserwowaé zmiany w sktadanie grzybow jelitowych, gdyz
osoby z grupy wiekowej 46-65 lat mialy wyzsza ré6znorodnos¢ mykobioty niz badani z mtodszych grup
wiekowych (18-25 i1 26-45). Przeprowadzone analizy pozwolily takze zidentyfikowac wiele gatunkow

9



NATALIA SZOSTAK AUTOREFERAT ZALACZNIK 3

grzyboéw roznicujacych poszczegdlne grupy wiekowe, przy czym, najwigksze réznice w gatunkach
grzybow mozna bylo zaobserwowa¢ w poréwnaniu z osobami starszymi (grupa wiekowa 65+).

W konteks$cie parametru BMI, wyniki przeprowadzonych analiz pokazaly, ze osoby z nadwaga miaty
mniej jednorodng mykobiote jelitowa niz osoby z prawidlowym BMI i niedowaga, ponadto u oséb
otylych stwierdzono zwigkszong liczebnos¢ D. hansenii 1 Saccharomyces paradoxus, ktore sa
drozdzami zrodziny Saccharomycetaceae. Wysoka liczebnos¢ D. hansenii moze byé zwigzana
z nawykami zywieniowymi 0sob z otyloscig i nadwaga, poniewaz D. hansenii jest powszechnym
gatunkiem we wszystkich rodzajach sera (Fleet 1990) i kietbas (Dalton, Board, i Davenport 1984).
Z drugiej strony, badania przeprowadzone na szczuplych i otylych myszach sugeruja, ze mikrobiota
jelitowa wptywa na bilans energetyczny, wplywajac na efektywnos¢ pozyskiwania kalorii oraz sposob,
w jaki ta energia jest wykorzystywana i przechowywana (Béckhed i in. 2004; Turnbaugh i in. 2008;
2006). Grzyb jelitowy Candida parapsilosis zostal takze niedawno zidentyfikowany jako krytyczny
grzyb komensalny zwigzany z otyloscig wywotang dieta u myszy (S. Sun i in. 2021). Uzyskane przeze
mnie wyniki oraz odniesienia do innych badan w tym temacie pokazuja, ze mykobiota jelitowa moze
odgrywac kluczowa role w rozwoju otylosci i zwigzanych z nig zaburzen metabolicznych.

W analizowanych przeze mnie przypadkach probiotyki mialy istotny wptyw na mykobiote jelitowa —
codzienne ich stosowanie wigzalo si¢ z nizsza réznorodnoscia grzybdéw jelitowych i réznorodnymi
zmianami w skladzie poszczegdlnych gatunkéw w porownaniu do oséb, ktore przyjmowaly je
sporadycznie lub wcale. W odrdznieniu od probiotykdw, suplementy diety nie mialy wyraznego wplywu
na mykobiote jelitowa. Takze antybiotyki nie wplywaly istotnie na ogdlng réznorodnos¢ grzybow,
jednak analiza skladu gatunkowego wykazata pewne roznice w obfitosci poszczegdlnych gatunkdéw
w zaleznosci od schematu ich przyjmowania. Chociaz antybiotyki nie wplywaja bezposrednio na
spolecznos¢ grzybow, to teoretycznie bakterie komensalne moga ogranicza¢ kolonizacje i inwazje
grzybdw poprzez kilka mechanizmow, takich jak produkcja zwiazkdw przeciwgrzybiczych (Cabral i in.
2018), konkurencja o dostgpne sktadniki odzywcze, chemotaksja i zmiany fizykochemiczne
w srodowisku lokalnym (Frey-Klett i in. 2011; Peleg, Hogan, i Mylonakis 2010). Dlatego tez leki
ukierunkowane na bakterie moga by¢ istotnym czynnikiem ryzyka infekcji grzybiczych. Z tego wzgledu
badania nad mykobiota jelitowa w kontekscie antybiotykow sa niezwykle istotne, poniewaz moga
przyczyni¢ si¢ do lepszego zrozumienia mechanizméw réwnowagi mikrobiomu oraz sposobow
minimalizowania ryzyka wystapienia infekcji grzybiczych w wyniku stosowania terapii
antybakteryjnych. Dodatkowo, badania te moga pomoc w opracowaniu bardziej zrownowazonych
strategii leczenia, ktére nie tylko skutecznie eliminujg patogeny bakteryjne, ale rowniez minimalizuja
negatywne efekty na inne sktadniki mikrobioty jelitowej, w tym grzyby.

Uzyskane wyniki stanowia istotny wktad w zrozumienie czynnikow ksztattujacych sktad mykobioty
jelitowej w populacji europejskiej. Wezesniejsze badania nad mykobiota jelitowa byly prowadzone
gtéwnie w populacjach azjatyckich, a europejskie dane pozostawaly ograniczone, co uniemozliwiato
pelne zrozumienie wplywu czynnikow srodowiskowych i demograficznych charakterystycznych dla tej
czescei swiata. Wielkos¢ badanej kohorty, a takze duza liczba analizowanych czynnikéw pozwolity na
uchwycenie subtelnych zaleznosci miedzy czynnikami demograficznymi i srodowiskowymi a sktadem
mykobioty. Wyniki te dostarczaja cennych informacji w konteks$cie roli mykobioty jelitowej w zdrowiu
cztowieka, wskazujac na konieczno$¢ prowadzenia dalszych badan, ktére uwzglednia specyfike
regionalng i kulturows, w szczegdInosci zwigzang z dieta regionalng. Moga one rowniez postuzy¢ jako
punkt odniesienia do analizy mykobioty w przyszlych badaniach, umozliwiajac bardziej precyzyjna
identyfikacje czynnikow wptywajacych na jej skiad np. w konkretnych stanach chorobowych albo
badanych warunkach. Praca powstata na bazie wykonanych analiz zostata w 2024 roku nominowana do
Nagrody Dyrektora ICHB PAN za najlepszy artykul eksperymentalny opublikowany w 2023 r.
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DYSBIOZA MYKOBIOTY JELITOWEJ U PACIENTOW Z CZERNIAKIEM ORAZ JEJ
WPLYW NA SKUTECZNOSC IMMUNOTERAPII ANTY-PD-1

Znajac zaleznosci pomigdzy szeroka gama czynnikow Srodowiskowych, dietetycznych oraz
demograficznych w zdrowej kohorcie a skladem mykobioty jelitowej, postanowitam przeanalizowaé
role mykobioty jelit w progresji czerniaka oraz odpowiedzi na terapi¢ anty-PD-1 (H3). Immunoterapia,
szczegblnie inhibitory punktéw kontrolnych, przyniosta przetom w leczeniu nowotworéw, jednak jej
skuteczno$é znaczaco roézni si¢ miedzy pacjentami — tylko 20-40% osigga trwalg odpowiedz (Zhao,
Zhao, i Zhao 2020). Moje zainteresowanie tym tematem wyniklo zrosnacej liczby dowodow
wskazujacych na znaczenie mikrobiomu w modulacji odpowiedzi immunologicznej, przy
jednoczesnym braku szczegdélowych danych dotyczacych specyficznej roli grzybow jelitowych
w kontekscie nowotworow immunogennych, takich jak czerniak. Moim celem bylo zbadanie, jak
zmiany w skladzie i réznorodnosci mykobioty jelitowej moga wptywaé na rozwdj tej choroby oraz
skuteczno$¢ immunoterapii, co do tej pory pozostawalo obszarem stabo rozpoznanym w literaturze
naukowej dotyczacej czerniaka. Podejmujgc si¢ tego zadania, dazylam do wypehienia istotnej Iuki
w wiedzy, laczac analize mikrobiologiczng z klinicznymi aspektami onkologii, aby lepiej zrozumie¢,
w jaki sposob grzyby jelitowe moga ksztattowaé przebieg choroby i reakcje na leczenie.

W badaniu przeanalizowalam probki kalu od 86 pacjentdéw z czerniakiem oraz 134 zdrowych
uczestnikow zrekrutowanych w ramach projektu Mapa Mikrobiomu Polakéow. Zdrowi pacjenci byli
podzbiorem z kohorty przeanalizowanej w mojej wczesniejszej pracy dotyczacej czynnikdw
ksztaltujacych mykobiote jelitowa w ogdlnosci. Wsrdd pacjentdow z czerniakiem wyrdzni¢ mozna dwie
grupy: 62 osoby z zaawansowanym czerniakiem w stadium III lub IV, leczone przeciwcialami anty-PD-
1 (niwolumab lub pembrolizumab), oraz 24 pacjentéw ze stabilnym klinicznie czerniakiem
dlugoterminowym, otrzymujacych szczepionke terapeutyczng AGI-101H. W przypadku grupy anty-
PD-1 (n=62) probki pobierano w trzech punktach czasowych: przed rozpoczeciem terapii (BT), po 3
miesigcach leczenia (T3) oraz po 12 miesigcach leczenia (T12), co pozwolito na oceng dynamiki zmian
mykobioty jelitowej w trakcie immunoterapii. Natomiast od pacjentdéw otrzymujacych szczepionke
AGI-101H (n=24) probki zbierano w dwdch punktach: przed podaniem szczepionki oraz po 6-10 dniach
od otrzymania szczepionki, aby oceni¢ stabilnos¢ mykobioty w tej grupie. W przypadku pacjentéw
leczonych anty-PD-1, dodatkowo oceniano odpowiedZ na terapi¢ zgodnie z kryteriami RECIST
(Response Evaluation Criteria In Solid Tumors), klasyfikujac ich reakcje jako pelng odpowiedz (CR —
Complete Response), czesciowa odpowiedz (PR — Partial Response), stabilizacje choroby (SD — Stable
Disease) lub progresje choroby (PD — Progressive Disease). Pacjenci odpowiadajacy na leczenie (R)
byli definiowani jako pacjenci z catkowita (CR) lub czgsciowa (PR) odpowiedzig na leczenie, podczas
gdy pacjenci nieodpowiadajacy na leczenie (NR) byli definiowani jako pacjenci ze stabilng choroba
(SD) Iub progresja (PD). W badaniu przeanalizowano 27 pacjentow z odpowiedzia R i 34 pacjentow
z odpowiedzia NR. Dodatkowa, niezalezna klasyfikacja dzielita pacjentéw na tych, ktorzy wykazywali
korzysci kliniczne (CB) z terapii inhibitorami immunologicznego punktu kontrolnego (ICI) (CR, PR
1 SD) oraz tych, ktérzy nie wykazywali takich korzysci (NB, w tym PD). W badaniu przeanalizowano
37 pacjentow CB i 24 NB. Taki podzial umozliwil mi analize zwigzku miedzy sktadem mykobioty
a klinicznymi efektami leczenia.

Wykorzystujac techniki sekwencjonowania NGS oraz analizy bioinformatyczne scharakteryzowatam
strukture mykobiomu jelitowego u pacjentdw z czerniakiem w poréwnaniu z grupa kontrolna. Moje
badania ujawnity dysbioz¢ w mykobiomie jelitowym pacjentdow z czerniakiem w stosunku do zdrowych
uczestnikow badania. Odkrytam, ze u pacjentdw wystepuje wieksza obfitosé gatunkdw oportunistycznie
patogennych takich jak C. albicans, Candida dubliniensis i Neurospora crassa, podczas gdy gatunki
o potencjalnie korzystnym wptywie takie jak S. cerevisiae i D. hansenii byty mniej liczne w poréwnaniu
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z osobami zdrowymi. To nowe odkrycie wskazuje na specyficzny profil mykobiomu zwigzany
z czerniakiem, ktérego wczesniej nie opisano w literaturze. Co wiecej, analizujac probki pobrane
w trakcie terapii anty-PD-1 zaobserwowatam dynamiczne zmiany w skladzie mykobioty jelitowe;.
Z potencjalnie bardziej istotnych zmian, zauwazy¢ nalezy, ze w trakcie immunoterapii wzrosla
wzgledna obfitos¢ Malassezia restricta 1 C. albicans, co sugeruje, ze leczenie immunologiczne moze
modulowa¢ mikrobiote grzybowa jelit. Chociaz dla S. cerevisiae nie zaobserwowano w tym ujeciu
statystycznie istotnego efektu, to zauwazy¢ nalezy, ze liczebno$¢ tego gatunku grzyba stopniowo
spadata w trakcie immunoterapii.

Kluczowym wynikiem moich badan jest wykazanie zwiazku migdzy sktadem mykobiomu
a odpowiedzig na terapi¢ anty-PD-1. Pordwnujac pacjentdéw wykazujacych kliniczne korzysci z terapii
anty-PD-1 (CB) z pacjentami nie wykazujgcymi takich korzysci (NB), odkrytam, ze pacjenci z grupy
CB mieli nizsze bogactwo grzybow jelitowych i réznorodnos¢ Shannona niz pacjenci z grupy NB, co
moze wskazywac na mniej zréznicowane srodowisko mykobioty sprzyjajace skutecznoscei leczenia.
Dodatkowo, gatunek grzyba Tetrapisispora blattae wystepowal w mniejszej ilosci u pacjentow, ktorzy
skorzystali na leczeniu anty-PD-1, co sugeruje, ze jego obecno$é moze by¢ zwigzana z opornoscia na
immunoterapie. Poréwnanie grup R vs. NR przyniosto podobne wyniki w zakresie calosciowej struktury
mykobioty jelitowej jak w przypadku poréwnania CB vs. NB (pacjenci z grupy R mieli nizsze bogactwo
grzybow i roznorodnosé Shannona niz NR). Analiza poszczegdlnych taksonéw odrézniajacych R od
NR wykazata wyzsza liczebnos¢ S. paradoxus w grupie pacjentdw pozytywnie odpowiadajacych na
leczenie (R), co stanowi pierwsza wskazowke, ze ten gatunek moze odgrywaé ochronng role
w kontekscie immunoterapii, potencjalnie poprzez wspieranie korzystnej odpowiedzi immunologiczne;j.

Nastepnie postanowitam sprawdzi¢, czy i jak poszczegdlne gatunki grzybdéw zidentyfikowanych
w jelitach chorych na czerniaka koreluja z progresja tej choroby. W tym celu wykonatam analizg
przezywalnosci (ang. survival analysis) metoda Kaplana-Meiera oraz uzytam modelu proporcjonalnego
hazardu Coxa (CPH), uwzgledniajac w modelu rowniez stezenie LDH jako biomarkera
prognostycznego. W wyniku przeprowadzonych analiz wykazalam, ze pacjenci z wysokim poziomem
M. restricta mieli 2,2-krotnie wicksze ryzyko progresji czerniaka, natomiast u tych z wysokim
poziomem C. albicans ryzyko bylo dwukrotnie wyzsze w poréwnaniu do pacjentéw z niskimi
poziomami tego gatunku (Fig. 6A z publikacji H3). Analiza przezycia wykazata, ze wigksza liczebnosé¢
C. albicans 1 M. restricta wigzala si¢ z tendencja do krdtszego przezycia bez progresji (p = 0,09 i p =
0,07), cho¢ wyniki nie osiagnety petnej istotnosci statystycznej (Fig. 6B z publikacji H3) — brak
istotnosci statystycznej moze by¢ zwiazany z ograniczong liczebnoscia préby. Co wigcej, mediana czasu
progresji byla znaczaco krotsza u pacjentow z podwyzszonym poziomem M. restricta (5 vs. 13
miesigcy) oraz C. albicans (3 vs. 14,5 miesiaca), co podkresla potencjalne znaczenie tych gatunkow
grzybdéw jako predyktorow niekorzystnego przebiegu choroby u pacjentéw leczonych terapia
anty-PD-1.

Moje badania wniosty nowa wiedze do dziedziny onkologii, immunologii oraz mikrobiologii,
wskazujac, ze mykobiota jelitowa odgrywa istotna, dotychczas niedoceniang role w progresji czerniaka
i skutecznosci immunoterapii. Otrzymane przeze mnie wyniki sugeruja, ze nie tylko bakterie, ale takze
grzyby jelitowe moga aktywnie wptywac na odpowiedz immunologiczng organizmu na nowotwor, co
wczesniej pomijano w badaniach nad mikrobiomem w kontekscie czerniaka. Te odkrycia nie tylko
poszerzaja rozumienie mechanizmoéw lezacych u podstaw tej choroby, ale takze otwieraja nowe
mozliwosci kliniczne. Sugeruja potencjalne biomarkery, takie jak M. restricta, C. albicans czy
S. paradoxus, ktore mogg pomoc w przewidywaniu odpowiedzi na terapie, oraz strategie terapeutyczne
oparte na modulacji mykobiomu, np. poprzez zastosowanie probiotykow zawierajacych grzyby
z rodzaju Saccharomyces. Wyniki te moga stanowi¢ punkt wyjscia do dalszych badan nad interakcjami
miedzy mykobiomem a uktadem odpornosciowym w kontekscie immunoterapii nowotworow.
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ANALIZA KORELACJI MIEDZY MYKOBIOMEM A LIMFOCYTAMI U PACJENTOW
Z CZERNIAKIEM PODDAWANYCH TERAPII ANTY-PD-1

Kolejnym etapem moich prac bylo zbadanie zwiazkéw pomigdzy sktadem mykobiomu jelitowego
a roznymi populacjami limfocytéw krazacych we krwi u pacjentéw z czerniakiem poddanych terapii
anty-PD-1 (H4). W tym celu wykorzystalam dane z analiz cytometrii przeptywowej uzyskane dla
kohorty pacjentow wlaczonych do projektu Mapa Mikrobiomu Polski, integrujac je z danymi
taksonomicznymi pochodzacymi z sekwencjonowania NGS probek katu tych pacjentéw. Ponownie
analizie poddawane byty dane zebrane w trzech punktach czasowych: przed rozpoczgciem terapii (BT),
po 3 miesigcach leczenia (T3) oraz po 12 miesigcach leczenia (T12), co pozwolilo na ocene dynamiki
zmian uktadu immunologicznego pacjentow w trakcie immunoterapii w kontekscie sktadu mykobiomu
jelitowego. Zastosowalam rowniez podziat pacjentéw na grupy w zaleznosci od odpowiedzi na terapie,
co pozwolilo na sledzenie zmian w sktadzie mykobioty jelitowej i profilu limfocytow w zaleznosci od
efektywnosci leczenia.

Przed analizg zwigzkéw miedzy mykobiomem jelitowym a limfocytami, zbadatam korelacje miedzy
populacjami limfocytow a cechami kohorty pacjentow, takimi jak wiek, poziom LDH w surowicy,
ogolne przezycie (OS) i przezycie bez progresji (PFS). Wiek wybralam ze wzgledu na jego zwiazek ze
starzeniem ukladu odpornosciowego, poziom LDH jako czynnik prognostyczny zwiazany
z odpowiedzig na terapie anty-PD-1, a OS i PFS ze wzgledu na ich bezposredni zwigzek ze
skuteczno$cig immunoterapii. Dane sprzed leczenia (n=61) postuzyly do analizy korelacji miedzy
wybranymi czynnikami a poziomami limfocytow. Analiza korelacji wykazata liczne zaleznosci (Tabela
2 w publikacji H4), w szczegdlnosci OS i poziom LDH korelowaly z najwieksza liczbg typdw
limfocytow. Wiekszos¢ korelacji byta dodatnia, z wyjatkiem odwrotnych zaleznosci dla LDH oraz PFS
1 OS, co jest uzasadnione, jako ze wysoki poziom LDH jest wiazany z gorsza odpowiedzia na
immunoterapie, a co za tym idzie, krotszym OS i PFS. Przykladowo wzrost LDH wiazat si¢ ze spadkiem
odsetka komorek B, podczas gdy dtuzsze OS i PFS korelowaty ze wzrostem tego odsetka. Podobnie,
odwrotne relacje zaobserwowatam dla péznych pamieciowych komorek typu B: dodatnia korelacja
z LDH, ujemna z OS i PFS. Dodatkowo pacjentow podzielitam na grupy wedlug progdéw dla wybranych
parametréw (Tabela 3 w publikacji H4). Najwigcej zmian w poziomach limfocytow bylo zwiazanych
z OS i PFS. Podwyzszone LDH wiazalo si¢ z wyzszym odsetkiem pdéznych pamigciowych komodrek
typu B i limfocytow typu T CD273+/CD274+ oraz nizszym odsetkiem komoérek typu T. Odwrotne
zmiany zaobserwowaé mozna byto dla dtuzszego OS.

Nastepnie przeanalizowalam zmiany w poziomach limfocytow u pacjentow poddanych terapii anty-PD-
1, porownujac poziomy przed rozpoczgciem leczenia oraz po trzech miesigcach terapii.
Zaobserwowalam, ze po trzech miesigcach leczenia poziomy przejsciowych limfocytow B
regulatorowych (ang. B reg transitional), naiwnych limfocytow typu B (ang. Naive B cells non-
memory), a takze limfocytow T PD-1-/CD152- byly istotnie wyzsze w poréwnaniu do wartosci sprzed
terapii (Tabela 4 z publikacji H4). Z kolei poziom limfocytéw T PD-1+ byt istotnie wyzszy przed
rozpoczeciem terapii niz po trzech miesigcach. Dalsze analizy wykazaly, ze wicksze rdznice
w poziomach limfocytéw przed rozpoczeciem terapii obserwowano miedzy pacjentami odnoszacymi
kliniczne korzysci z terapii (CB) i nieodnoszacych takich korzysci (NB) niz migdzy pacjentami
odpowiadajgcymi (R) i nieodpowiadajacymi (NR) na terapi¢. Szczegdlnie interesujace byto odwrdcenie
wzorca w przypadku pdznych limfocytéw B pamigci (ang. Late memory B cells). Przed terapia ich
poziom byt nizszy w grupie R w porownaniu do NR, natomiast po trzech miesiacach leczenia poziom
tych komorek byt wyzszy w grupie R. Wyniki te wskazujg na dynamiczne zmiany w sktadzie populacji
limfocytéw podczas terapii anty-PD-1, ktére moga mie¢ znaczenie dla oceny odpowiedzi na leczenie
oraz prognozowania dlugoterminowych wynikéw terapii.
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Znajac wzorce zmian w zakresie analizowanych populacji limfocytéw i ich zaleznosci od czynnikdéw
zwigzanych ze skutecznoscig terapii oraz wiekiem i poziomem LDH, moglam zajaé si¢
scharakteryzowaniem wzoréw zaleznosci pomigdzy mykobiota jelitowa a limfocytami pacjentow
z czerniakiem w trakcie terapii anty-PD-1. Jednym =z moich kluczowych osiggnig¢ bylo
zidentyfikowanie specyficznych wzorcow korelacji wystgpowaniem grzybow jelitowych a poziomami
réznych typow limfocytdw, ktore zmienialy sie w zaleznosci od czasu terapii i odpowiedzi kliniczne;j.
Szczegblng uwage zwrécitam na dwa gatunki grzybow — M. restricta 1 C. albicans — ktére w moich
wczesniejszych badaniach [H3] wykazaly korelacje ze zwickszonym ryzykiem progresji czerniaka
i gorszg odpowiedzia na terapi¢ anty-PD-1.

W niniejszej pracy wykazatam, ze w grupie CB M. restricta wykazuje pozytywne korelacje z licznymi
typami limfocytow, w tym z limfocytami B i T regulatorowymi oraz limfocytami T CD152+, a takze
negatywne z limfocytami T CD273-/274-. Analiza parowanego materialu (BT vs. T3) ujawnila, ze
w grupie NB zmiany w liczebnosci M. restricta wigzaly sie m.in. ze wzrostem limfocytow T PD-
1+/CD152+, PD-1+1 T ogodlem. Wyniki te moga sugerowac zroznicowana, zwigzang z odpowiedzia na
leczenie, silng reakcje immunologiczng przeciwko antygenom lub metabolitom zwigzanym z M.
restricta u pacjentdw z czerniakiem leczonych anty-PD1 lub nawet odpowiedZ immunologiczng
indukowang przez M. restricta.

Z kolei C. albicans w grupie CB korelowat pozytywnie z limfocytami zwigzanymi z dlugoterminowa
odpornoscig, takimi jak limfocyty B pamieci CD27+, EM Th sposrod limfocytéw regulatorowych T,
czy niezréznicowane limfocyty pamigci. W szczegoInosci biatko TpS55 kodowane przez gen CD27 jest
cztonkiem nadrodziny receptoréw TNF, wymaganym do generowania i dlugotrwalego utrzymywania
odpornosci  komérek T. TNF, ktéory moze wykazywaé zardwno dziatanie pro-, jak
i przeciwnowotworowe w zaleznosci od kontekstu (Gutierrez i in. 2022), jest zaangazowany nie tylko
w kancerogeneze, ale takze w niespecyficzng odpornos¢ na C. albicans (Richardson i Moyes 2015;
Wang i Lin 2008). Ta zréznicowana rola TNF podkresla jego ztozony udziat w odpowiedziach
immunologicznych. Co ciekawe, wykazano, ze blokada TNF przezwyci¢za opornos¢ na terapi¢ anty-
PD-1 w czerniaku (Steinshamn i in. 1996), co wskazuje na potencjalny kontakt krzyzowy miedzy
sygnalizacja TNF a szlakami immunologicznych punktéw kontrolnych. Ilos¢ C. albicans w grupie CB
korelowala rowniez dodatnio z cytotoksycznymi limfocytami TD, sugerujac aktywacje
przeciwgrzybiczej reakcji immunologicznej w tej grupie (Aybay i Imir 1996).

W grupie NB obserwowano odmienne wzorce dla C. albicans, m.in. pozytywne korelacje z podzbiorem
limfocytdow odpowiedzialnych za wczesna odpowiedz przeciwcial, plazmablastami i limfocytami
pamigci poznej, a takze z limfocytami T regulatorowymi. Odsetek limfocytow B pamieci pdznej
réwniez ujemnie korelowal z OS i PFS, a dodatnio z poziomem LDH w surowicy i brakiem korzysci
7z leczenia anty-PD-1 w grupie BT, co sugeruje, Ze jest to marker gorszego rokowania w czerniaku. Co
wiecej, w grupie NB C. albicans vjemnie korelowal z odsetkiem monocytéw Mo CD273+ (PD-L2)
i jednoczesnie dodatnio z odsetkiem monocytow Mo CD274+ (PD-L1). Warto zauwazy¢, ze analiza
sparowanych probek wykazata, ze w grupie NB wzrost liczby C. albicans byt skorelowany ze spadkiem
ogolnej liczby komorek T, komorek T eksprymujacych PD-1, PD-1 1 CD 152, cytotoksycznych komorek
T eksprymujacych CD185 oraz monocytéw eksprymujacych CD2737/CD274". Jednoczesnie wzrost
liczby C. albicans byt zwigzany w tej grupie ze wzrostem liczby monocytow eksprymujacych CD273
ikomoérek T PD-1-/CD152-. Z literatury wiadomo, ze PD-L1 negatywnie reguluje odpornosé
przeciwgrzybicza gospodarza na zakazenie C. albicans poprzez hamowanie uwalniania neutrofili ze
szpiku kostnego (Y. Yu i in. 2022). Mechanizm obserwowany zaré6wno w mysich, jak i ludzkich
neutrofilach obejmuje aktywacje Dectin-1 przez grzybicze B-glukany, co z kolei indukuje ekspresje PD-
L1. Zwigkszony poziom PD-L1 kontroluje ruch neutrofili poprzez regulacje samowydzielania chemokin
CXCL1 i CXCL2. Regulacja ta utrudnia uwalnianie neutrofili ze szpiku kostnego do krwiobiegu,
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zaostrzajac infekcje C. albicans. Rdznice w odpowiedzi immunologicznej migdzy NB i CB wskazuja
na potencjalny zwiazek migdzy odpowiedzia immunologiczng na infekcje grzybicze, takie jak C.
albicans, a skutecznoscia strategii immunoterapeutycznych w leczeniu raka.

W odniesieniu do S. cerevisiae, u pacjentow z NB zaobserwowatam ujemna korelacje z monocytami
eksprymujacymi PD-2L i dodatnig korelacj¢ z limfocytami CD4/CD8 eksprymujacymi CD3. Co wigcej,
w grupie NB sparowana analiza wykazata dodatnia korelacje miedzy zmiang S. cerevisiae a limfocytami
T CD273-/CD274- i ujemng z limfocytami T eksprymujacymi PD-2L, PD-1L, a takze CD4-/CD8§-,
niedojrzalymi aktywnymi komorkami B, plazmocytami sposrod limfocytow B i pdznymi limfocytami
pamieci B. Wynik ten moze sugerowac, ze u pacjentéw nie wykazujacych korzysci z leczenia anty-PD-
1 (NB), spadek liczebnosci S. cerevisiae moze by¢ zwigzany ze wzrostem PD-1L, PD-2L i limfocytéw
zwigzanych z krotszym przezyciem wolnym od progresji i catkowitym przezyciem oraz wzrostem
poziomu LDH w surowicy.

Inny interesujacy gatunek grzyba o wlasciwosciach przeciwutleniajacych i przeciwnowotworowych (Y.
Yang i in. 2022), D. hansenii, wykazal w moich badaniach dodatnig korelacje z monocytami
eksprymujacymi PD-1L i PD-2L u pacjentéw z CB. W literaturze mozna znalez¢ doniesienia, ze doustne
podawanie tych grzybdéw poprawilo wrodzona odpowiedz immunologiczna u myszy, zwiekszajac
ekspresje gendw cytokin prozapalnych (INF-y, IL-6 i IL-1B) po prowokacji E. coli (Angulo i in. 2023).
W innym modelu zwierzecym, D. hansenii wykazala dzialanie immunostymulujace na leukocyty
poprzez B-glukany (Angulo i in. 2019). W tym przypadku doustne podawanie D. hansenii CBS 8339
stymulowalo odpowiedz immunologiczna, czynniki przeciwutleniajace i geny szlakéw sygnatowych
zwigzanych z odpornoscia w krotkim czasie. Odkrycia te sugeruja, ze D. hansenii jest obiecujacym
srodkiem do dalszych badan nad zwigkszeniem skuteczno$ci immunoterapii.

Dotychczasowe badania nad mikrobiomem jelitowym w konteks$cie immunoterapii koncentrowaly sie
gldwnie na bakteriach, pozostawiajac role grzybow jelitowych w duzej mierze niezbadang. Moja praca
jako pierwsza dostarcza szczegolowych danych na temat korelacji miedzy specyficznymi gatunkami
grzybow jelitowych a subpopulacjami limfocytow w trakcie terapii anty-PD-1, wypetniajac kluczowa
luke w wiedzy dotyczacej wptywu mykobiomu na odpowiedz immunologiczng w nowotworach.
Zidentyfikowane wzorce wskazuja, ze zmiany w mykobiocie jelitowej moga by¢ zwiazane
z odpowiedzig immunologiczng na terapi¢ anty-PD-1, co moze mie¢ istotne znaczenie dla personalizacji
leczenia. W szczegolnosei, analiza roznic w reakcji immunologicznej miedzy grupami CB i NB
pozwolita na zidentyfikowanie potencjalnych biomarkerow skutecznosci terapii, takich jak specyficzne
wzorce korelacji limfocytéw z M. restricta i C. albicans. Ponadto, uwzglednienie dynamiki czasowej
(BT vs. T3) umozliwito zrozumienie, jak terapia anty-PD-1 wplywa na interakcje mykobiomu
z uktadem immunologicznym, co dotychczas nie bylo szeroko badane. Moje badania rzucajg takze
$wiatlo na mechanizmy molekularne lezace u podstaw zréznicowanej odpowiedzi na immunoterapig.
Na przyktad, wykazanie roli PD-L2 (CD273) i PD-L1 (CD274) w interakcjach miedzy grzybami
jelitowymi a limfocytami otwiera nowe pytania dotyczace konkurencji tych ligandoéw z przeciwciatami
anty-PD-1, co moze wyjasnia¢ opornos¢ na leczenie u czesei pacjentdw. Wyniki te sa zgodne z literatura
wskazujaca na silniejsze powinowactwo PD-L2 do receptora PD-1 w poréwnaniu do PD-L1 (Miao i in.
2021), co moze utrudnia¢ dziatanie terapeutyczne przeciwciat anty-PD-1.

PRZEGLAD ROLI MYKOBIOMU W CHOROBACH WATROBY

W pracy przegladowej “The emerging role of the gut mycobiome in liver diseases” (H5) zebratam oraz
przeanalizowatam publikacje poswiecone roli mykobiomu jelitowego w patogenezie chordéb watroby,
podkreslajac jego znaczenie w mechanizmach immunologicznych i metabolicznych. W pracy tej
przeanalizowatam szereg schorzen watroby takich jak choroba watroby zwigzana z alkoholem (ALD),
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niealkoholowa stluszczeniowa choroba watroby (NAFLD), pierwotne stwardniajace zapalenie drég
zotciowych (PSC), marskos¢ watroby oraz rak watrobowokomorkowy (HCC). Analiza dostgpnego
pismiennictwa wykazala, ze we wszystkich tych schorzeniach mykobiota jelitowa moze odgrywaé
pewna role.

W badaniach poswieconym ALD, u myszy, ktérym podawano etanol zaobserwowano przerost grzybow
jelitowych 1 wzrost poziomu B-glukanu we krwi, stwierdzono rowniez, ze podawanie lekow
przeciwgrzybiczych tagodzito objawy choroby watroby zwigzane z naduzywaniem etanolu (A.-M.
Yang i in. 2017). Jako mozliwe wytlumaczenie przedstawiono indukcje zapalenia watroby poprzez [3-
glukan, aktywujacy poprzez kaskade sygnatowa prozapalng cytokine IL-1p (Kankkunen i in. 2010).
Z drugiej jednak strony, w innej pracy pokazano, ze 1,3-B-glukan z Wolfiporia cocos dziatat ochronnie,
zmniejszajac stan zapalny i stluszczenie watroby (S. Sun i in. 2020). U pacjentéw z zaburzeniem
zwigzanym ze spozywaniem alkoholu (AUD) oraz ALD zauwazono wzrost poziomu wielu rodzajow
1 gatunkow grzybow, w tym nalezacych do rodzaju Candida, oraz w szczegdlnoscei gatunku C. albicans
(Chu i in. 2020; A.-M. Yang i in. 2017; Lang i in. 2020; Hartmann i in. 2021). Negatywny efekt
wywotywany przez C. albicans przypisano kandydalazynie wydzielanej przez ten gatunek grzyba, ktora
to bezposrednio powoduje Smierc¢ hepatocytow i uszkodzenie watroby.

W odniesieniu do NAFLD chociaz sa pewne doniesienia na temat roli mykobioty jelitowej w tym
schorzeniu, to wickszo$é badan koncentruje si¢ na jej zwiazku z otyloscig, schorzeniu powigzanym
z wystepowaniem NAFLD. W zgodzie z przeprowadzonymi przeze mnie wcze$niej badaniami (H2),
otyle osoby charakteryzuja si¢ odmiennym skladem mykobiomu jelitowego, m.in. podwyzszona
zawartoscia grzybow z rodzaju Candida, Nakaseomyces 1 Penicillium (Hoffmann 1 in. 2013; Morales,
Brignardello, i Gotteland 2010; Borges i in. 2018) oraz w ogoélnosci podwyzszona zawartoscia grzybow
nalezagcych do drozdzy (Borges i in. 2018). Ponadto Candida parapsilosis zostala niedawno
zidentyfikowana jako krytyczny grzyb komensalny zwigzany z otyloscia wywotang dieta u myszy (S.
Sun i in. 2021). Badanie zwiazku skladu grzybow jelitowych z parametrami antropometrycznymi
i metabolicznymi zwigzanymi z otyloscia wykazato, ze wzgledna obfitos¢ niektorych grzybéw byta
powigzana z otyloscia i zwigzanymi z nig zaburzeniami metabolicznymi, w tym insulinoopornoscia,
dyslipidemia, cisnieniem krwi i aktywnosciag zapalng (Mar Rodriguez i in. 2015). Jednak nawet jesli
istnieja pewne powigzania migdzy mykobiota jelitowa a otyloscia, nadal nie jest jasne, czy zmiany
w strukturze grzybow jelitowych przyczyniaja sie do rozwoju otylosci, czy sa jedynie efektem réznych
nawykow zywieniowych prowadzacych do nadmiernej masy ciala, takich jak spozywanie duzej ilosci
weglowodandow lub ttuszczow.

W odniesieniu do samego NAFLD, wskazuje sig, ze efekt prozapalny zwiazany z mykobiota zwiazana
z otyloscig moze by¢ jedna z przyczyn nieszczelnej bariery jelitowej, co dodatkowo prowadzi do
zapalenia watroby. Literatura wymienia takze rodzaje grzybow, ktérych wyzsze lub nizsze poziomy
obserwuje si¢ w przypadku NAFLD oraz niealkoholowym stluszczeniowym zapaleniu watroby
(NASH). Takze w tym przypadku wsrod gatunkow grzybdw potencjalnie powigzanych z NAFLD
i ciezszymi stadiami choroby wymienia si¢ C. albicans, dla ktérego to zaobserwowano zwigkszona
ogolnoustrojowa odpowiedz immunologiczng (Demir i in. 2022). Co ciekawe, badania pokazuja, ze
zmiany te mozna bylo zaobserwowac¢ szczegdlnie u pacjentdéw bez otylosci, podkreslajac wczesniej
niezgtaszane aspekty fenotypu NAFLD bez otylosci. Chociaz w jednym z badan na mysim modelu
stluszczeniowego zapalenia watroby wywotanego dieta zachodnia, leczenie przeciwgrzybicza
amfoterycyna B zmniejszyto uszkodzenie watroby, to jednak dziatanie to moze wigzaé sie z jej
wplywem na cholesterol i TLR, czynniki przyczyniajace si¢ bezposrednio do NASH oraz zwtdknienia
watroby.
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Badania nad PSC zwracaja uwage na hipoteze “nieszczelnego jelita”, ale takze dysbioze grzybowa
odgrywajaca role w jej patogenezie. Odwotujg si¢ takze do powigzania pomiedzy PSC oraz nieswoistym
zapaleniem jelit (IBD), wskazujac, ze okoto 75% pacjentéw z PSC ma réwniez IBD (Loftus i in. 2005).
Odkryto, ze warianty CARDY, bialka zaangazowanego we wrodzona odporno$¢ przeciwko grzybom,
zwickszaja podatnos¢ na PSC i IBD (X. Li, Shen, i Ran 2017). Wysokie poziomy przeciwciat ASCA
przeciwko S. cerevisiae sa obecne u chorych na PSC (Muratori i in. 2003), natomiast obecnos¢ Candida
w z6kci wiaze si¢ z gorszym rokowaniem (Rudolph i in. 2009). Efekt Candida moze by¢ zwigzany
z indukcja odpowiedzi Th17 (Katt i in. 2013), ktéra moze nasila¢ PSC, co potwierdzaja podwyzszone
poziomy Th17 u pacjentéw z tym schorzeniem (Nakamoto i in. 2019). Inne badania pokazuja, ze w PSC
obserwuje si¢ wzrost Sordariomycetes i Exophiala oraz spadek poziomu S. cerevisiae (Lemoinne i in.
2020), ktory moze dziataé ochronnie poprzez IL-10 (Sokol i in. 2017), podczas gdy Exophiala
dermatitidis, gatunek grzyba nalezacy do rodziny Exophiala, jest w stanie powodowac infekcje
imitujagce PSC i uszkodzenie drog zotciowych (K. H. Hong i in. 2009; Oztas i in. 2009). Stwierdzono
takze zwigkszone proporcje grzybow do bakterii (ITS2/16S) i zaburzenia w sieci korelacji miedzy tymi
dwoma krélestwami u pacjentow z PSC, co potwierdza zmiany w mykobiomie, w tym wzrost Candida
(Lemoinne i in. 2020).

Badania wskazuja takze na potencjalng role mykobioty jelitowej w marskosci watroby, bedacym
zaawansowanym etapem bliznowacenia watroby wskutek przewleklych uszkodzen. Stosunek
Bacteroidetes/Ascomycota zmienia si¢ wraz z cigzkoscig choroby, a jego nizsza wartos¢ koreluje
z mniejszg liczbg hospitalizacji i pozwala na przewidywanie 90-dniowej hospitalizacji niezaleznie od
innych czynnikéw (Bajaj i in. 2018). Rdznorodnosé¢ grzyboéw spada u pacjentéw z marskoscia i jest
odwrotnie skorelowana z wynikiem modelu schylkowej niewydolnosci watroby (MELD).
W szczegblnosci C. albicans wykryto w okoto 20% prébek katu oséb z marskoscia watroby podczas
leczenia rifaksyming (Zullo i in. 2012). Sytuacja wyglada inaczej w marskosci zwigzanej z HBV,
w ktorej to obserwuje si¢ wzrost réznorodnosci i obfitosci grzybdéw, m.in. Candida (C. albicans, C.
parapsilosis, C. krusei), Aspergillus, Saccharomyces (Mou i in. 2018; Cui, Morris, i Ghedin 2013; Guo
iin. 2010; Chen i in. 2011). Wedlug badan marsko$¢ zwicksza ryzyko kandydozy przelyku (Ou i in.
2014), cho¢ zwiazek przyczynowy pozostaje niejasny. Warto takze nadmienic, ze statystyki wskazuja,
ze infekcje Candida i zwigzana z tym kandydoza sa powaznym zagrozeniem, z 55% $miertelnoscia
1 4,4-krotnie wyzszym ryzykiem zgonu u pacjentow z marskoscia watroby (Verma i in. 2022).

W odniesieniu do raka watrobowokomorkowego (HCC), analiza dostepnego pismiennictwa wskazuje
na jego wieloczynnikowa patogenezg, a wsrdd najwazniejszych czynnikow ryzyka wyrdznia sig
zakazenie HBV, HCV oraz NASH (Chidambaranathan-Reghupaty, Fisher, i Sarkar 2021). Badania
jednak wskazuja, ze mikrobiom jelitowy pacjentow z HCC rozni sie od osob zdrowych i moze
korelowac z etiologia choroby (Ponziani i in. 2019; Ren i in. 2019). Szczegolne znaczenie w patogenezie
HCC ma aflatoksyna B1 (AFB1) (Kew 2013; Hamid i in. 2013), toksyczny metabolit produkowany
przez grzyby z rodzaju Aspergillus, ktory moze prowadzi¢ do mutacji w genie supresorowym 7p53
(Hussain i in. 2007; Bressac i in. 1991). Istnieja takze przestanki, ze AFB1 w potaczeniu z przewlektym
zakazeniem HBV znaczaco zwigksza ryzyko nowotworzenia poprzez hamowanie mechanizméow
naprawczych DNA oraz stymulacj¢ niekontrolowanej proliferacji komdrek watrobowych (Allen 1 in.
1992; Turner i in. 2000; Qian i in. 1994). Badania mykobiomu u pacjentéw z HCC wykazaty réwniez
obnizong réznorodnos¢ grzyboéw oraz zwigkszong obecnos¢ C. albicans, co sugeruje potencjalny
zwigzek z rozwojem nowotworu (Z. Liu i in. 2022). Ponadto, w surowicy pacjentéow z HCC oraz
w modelach zwierzgcych poddanych kolonizacji C. albicans wykazano wiele zmian w metabolizmie,
w tym wzrost stezen L-karnityny i L-acetylokarnityny (L. Zhou i in. 2012; Fujiwara i in. 2018). Ich rola
w HCC pozostaje jednak niejednoznaczna — moga one zaré6wno odzwierciedlaé zwiekszone
zapotrzebowanie energetyczne komorek nowotworowych, jak i pelni¢ funkcje ochronng przed progresja
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choroby (Ishikawa i in. 2014; Z. Liu i in. 2022). Dodatkowo, wykazano, ze receptor NLRP6, regulujacy
odpowiedz immunologiczng na mikroorganizmy, jest kluczowy dla rozwoju HCC indukowanego przez
C. albicans (Levy i in. 2015; R. Li i Zhu 2020). Odkrycie to moze otworzy¢é nowe mozliwosci
terapeutyczne poprzez celowanie w szlaki sygnalizacyjne zwigzane z mykobiomem w leczeniu HCC.

Analizujac prace zwiazane z mykobiota jelitowg i chorobami watroby przyjrzatlam si¢ takze potencjalnie
ochronnej roli grzybow jako probiotykéw. Najszerzej opisywanym gatunkiem w literaturze okazat sig
S. cerevisiae var. boulardii. Gatunek ten wykazuje korzystne dziatanie w leczeniu chorob przewodu
pokarmowego, a takze moze modulowa¢ mikrobiom jelitowy oraz lagodzi¢ uszkodzenia watroby,
stluszczenie watroby i przewlekly stan zapalny (L. Yuiin. 2017; Everard i in. 2014; Ansari i in. 2021).
Jako probiotyk znajduje zastosowanie w prewencji i terapii NAFLD. Badania na modelach zwierzecych
wykazaly, ze jego doustna suplementacja prowadzi do zmniejszenia masy ciata, zawartosci thuszczu,
stluszczenia watroby i stanu zapalnego (Everard i in. 2014). Ponadto S. boulardii wplywa na sklad
mikrobiomu jelitowego, redukujac poziom Escherichia coli i Bacteroides u zwierzat z NAFLD (Y. T.
Liu, Li, i Wang 2016). Podobne wlasciwosci ochronne wykazuja takze makrogrzyby, takie jak Agaricus
bisporus (Huang i in. 2016; Y. Liuiin. 2018; S. Li 1 in. 2017) i Pleurotus ostreatus (Duan i in. 2020),
ktérych polisacharydy zmniejszaja stezenia ALT i AST w surowicy, ograniczaja uszkodzenia
hepatocytow, stan zapalny i stres oksydacyjny oraz poprawiajg metabolizm lipidowy. W literaturze
podkresla si¢ takze, ze stosowanie grzybowych probiotykow wymaga ostroznosci, zwlaszcza
u pacjentdw z ostabiong odpornoscia. Istnieja doniesienia o przypadkach fungemii S. cerevisiae po jego
zastosowaniu u 0sob z zapaleniem jelit wywotanym przez Clostridium difficile oraz u pacjentéw
neutropenicznych (Santino i in. 2014; Cesaro i in. 2000), co podkresla koniecznosé dalszych badan nad
bezpieczenstwem terapii mykobiota.

POTENCJAL
Moje badania majg istotny potencjat zarowno w aspekcie naukowym, jak i klinicznym.

Po pierwsze, przyczyniaja si¢ do wprowadzenia nowych standardow badan metagenomicznych z katu
(H1), co poprawia reprodukowalnos¢ wynikow i umozliwia lepsze poréwnanie danych migdzy réznymi
badaniami. Standaryzacja protokotéw badawczych w zakresie metagenomiki jest kluczowa dla
zwigkszenia wiarygodnosci uzyskiwanych wynikéw, zwtlaszcza w kontekscie analiz populacji
mikroorganizméw innych niz bakterie, takich jak grzyby, ktére stanowia jedynie niewielki utamek
catego mikrobiomu, ale moga mie¢ istotne znaczenie biologiczne. Brak jednolitych wytycznych
w zakresie metod izolacji, sekwencjonowania i analizy danych prowadzi do trudnosci w interpretacji
wynikow oraz ich poréwnywalnosci miedzy badaniami. Moje badania pozwalaja na identyfikacje
kluczowych czynnikow wplywajacych na efektywnos¢ metodologii oraz na opracowanie rekomendacji
dotyczacych optymalnych strategii badawczych, co jest szczegdlnie istotne w zastosowaniach
klinicznych, gdzie rzetelnos¢ i powtarzalnos¢ wynikow maja bezposredni wplyw na podejmowanie
decyzji terapeutycznych.

Po drugie, badania te dostarczaja dowoddéw na to, ze chociaz grzyby zasiedlajace jelito stanowig
niewielka czes¢ mikrobioty jelitowej, moga pehic¢ istotng role w utrzymaniu homeostazy organizmu
oraz etiologii i progresji chorob, w tym nowotworowych (H2, H3, H4). Wyniki moich analiz wskazuja,
ze mykobiota jelitowa nie jest jedynie biernym komponentem mikrobiomu, ale moze aktywnie wplywaé
na odpowiedz immunologiczna gospodarza. W szczegélnosci przeprowadzone badania nad rola
mykobioty jelitowej w modulacji odpowiedzi na terapi¢ anty-PD-1 u pacjentéw z czerniakiem ujawniaja
jej znaczacy potencjat naukowy i kliniczny. Wykazatam, ze obecno$é okreslonych gatunkéw grzybow,
takich jak M. restricta i C. albicans, koreluje z niekorzystnym przebiegiem terapii anty-PD-1. Co
istotne, prozapalna rola tych dwodch gatunkdéw grzybow jest rdéwniez obserwowana w innych
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schorzeniach, takich jak alkoholowa choroba watroby (ALD) i rak watrobowokomoérkowy (HCC) (HS),
co sugeruje ich potencjalne zastosowanie jako uniwersalnych biomarkeréw odpowiedzi
immunologiczne;j.

Po trzecie, moje badania wskazujg na potencjalne ochronne dziatanie niektorych gatunkéw grzybow,
takich jak S. cerevisiae czy D. hansenii, ktore moga wspiera¢ korzystng odpowiedz immunologiczng
i dziata¢ jako modulatory mikrobiomu (H3, H4, HS). Wyniki te otwierajg perspektywe wykorzystania
modulacji mykobioty jako strategii terapeutycznej, ktora moglaby wspomagaé skutecznosé
immunoterapii nowotworowej oraz innych terapii zwigzanych z regulacja odpowiedzi
immunologicznej. Koncepcja modulacji mikrobiomu jako wsparcia dla terapii onkologicznych zyskuje
coraz wigksze znaczenie w kontekscie medycyny precyzyjnej, a moje badania dostarczajg nowych
danych, ktore moga pomdc w identyfikacji konkretnych interwencji ukierunkowanych na mykobiom.

Z perspektywy klinicznej, uzyskane wyniki moga przyczyni¢ si¢ do optymalizacji terapii
nowotworowych poprzez wprowadzenie nowych strategii diagnostycznych 1 terapeutycznych
uwzgledniajacych skltad mykobioty jelitowej pacjenta. Zidentyfikowane korelacje pomiedzy
okreslonymi gatunkami grzybow a populacjami limfocytow krazacych we krwi wskazuja na ztozong
sie¢ interakcji pomigedzy mykobiota jelitowa a uktadem odpornosciowym (H4). Podkresla to potrzebe
holistycznego podejscia do analizy mikrobiomu, obejmujgcego nie tylko bakterie, ale takze grzyby i ich
wplyw na skuteczno$¢ terapii immunoonkologicznych oraz innych schorzen o podlozu
immunologicznym 1 nie tylko. Wyniki przegladu literaturowego w zakresie roli mykobioty jelitowej
w chorobach watroby (HS) wskazuja, ze jej wplyw na uktad immunologiczny nie ogranicza si¢ do
nowotworow, ale moze rdwniez odgrywac role w innych przewleklych stanach zapalnych.

Ponadto moje badania wpisuja si¢ w szerszy kontekst medycyny precyzyjnej, podkreslajac koniecznosé
integracji danych mikrobiologicznych z klinicznymi w celu opracowania innowacyjnych metod
diagnostycznych i terapeutycznych. Zastosowanie podejscia wielomodalnego, taczacego dane
metagenomiczne, immunologiczne i kliniczne, moze pozwoli¢ na lepsze zrozumienie mechanizméw
odpowiedzi na leczenie oraz na rozwdj bardziej spersonalizowanych strategii terapeutycznych, co jest
kluczowym kierunkiem rozwoju wspdtczesnej onkologii i immunologii.

OMOWIENIE POZOSTALYCH OSIAGNIEC NAUKOWO-BADAWCZYCH

Moje zainteresowania naukowe od poczatku koncentrowaly si¢ na wykorzystaniu narzedzi
bioinformatycznych do analizy ztozonych proceséw biologicznych, a kolejne etapy mojej kariery
naukowej umozliwity mi rozwijanie tej Sciezki w coraz bardziej interdyscyplinarnych projektach
badawczych. Moja praca laczyla aspekty teoretyczne i praktyczne — od rozwijania algorytmow
1 potokdw analitycznych, po ich zastosowanie w badaniach biomedycznych — co pozwolito mi zdoby¢
szerokie doswiadczenie i przyczyni¢ si¢ do rozwoju nowoczesnych metod analizy danych
biologicznych.

W przesziosci pracowatam nad stworzeniem metod komputerowych do analizy struktur czasteczek
RNA. W trakcie studiow magisterskich na Wydziale Biologii UAM, pod kierunkiem prof. Janusza
Bujnickiego stworzytam narzedzie o nazwie RNAmap2D, umozliwiajace wizualizacje i analize map
kontaktoéw oraz odlegtosci w czasteczkach kwaséw nukleinowych, a takze ich kompleksach z biatkami
i ligandami. RNAmap2D nie tylko generuje mapy kontaktow, ale takze umozliwia przypisanie
poszczegblnych parowan pomigdzy zasadami do jednej z dwunastu rodzin parowan zasad oraz
identyfikacje interakcji typu stacking zrozrdéznieniem przynaleznosci do jednej z czterech klas
oddziatywan. Przy uzyciu RNAmap2D mozliwe jest takze poréwnanie map kontaktéw dla réznych
struktur RNA, np. natywnej struktury vs. zmutowanej. Wyniki prac opublikowane zostaly w pracy N1.
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Rozwijajac metody lepszego zrozumienia struktur i funkcji RNA, juz na Wydziale Informatyki
Politechniki Poznanskiej pod kierunkiem prof. Jacka Btazewicza, bratam udziat w opracowaniu nowego
podejscia do oceny struktur drugorzedowych RNA. Nowa metoda uwzgledniata zar6wno parowania
kanoniczne, jak i niekanoniczne, klasyfikujac je. Efektem prac bylo stworzenie podejscia, ktore opiera
si¢ na przewidywaniu struktury 3D RNA, na podstawie sekwencji lub struktury drugorzedowej, ktéra
opisuja tylko kanoniczne pary zasad, a nastepnie wyprowadzeniu rozszerzonej struktury drugorzedowe;j,
zawierajacej parowania niekanoniczne ze wspdtrzednych atomowych. Implementacja opracowanego
podejscia udowodnila lepszg doktadnos$é w ocenie niekanonicznych par zasad niz pordéwnywane metody
istniejace w tamtym czasie. Wyniki te opublikowano w pracy N3.

Moje badania nad strukturalnymi aspektami czasteczek RNA obejmowaly takze wspolprace
z naukowcami z hiszpanskiego CIC bioGUNE i Uniwersytetu Luksemburskiego. Przy uzyciu metod in
silico zidentyfikowalam sygnal sekwencyjny i strukturalny na koncu 3'-UTR mRNA, kierujacy
czasteczki mRNA do egzosomdéw. Wyniki moich analiz zostaly potwierdzone eksperymentalnie,
walidujac zastosowane podejscie bioinformatyczne. Prezentacja na ten temat zostala doceniona podczas
konferencji Polskiego Towarzystwa Bioinformatycznego w 2014 roku, wygrywajac konkurs na
najlepsza prezentacje ustng. Wyniki prac zostaly takze opublikowane (N2).

Tworzenie narzedzi i metod umozliwiajacych lepsze poznanie struktur czasteczek biologicznych
znaczaco przyczynia si¢ do zrozumienia biologicznej funkcji makroczasteczek. W szczegdlnosci,
opracowane metody moga zosta¢ wykorzystane do identyfikacji potencjalnych lekéw. Przeprowadzone
przeze mnie badania zaowocowaly publikacjami w trzech renomowanych czasopismach naukowych
(N1-N3).

Nastepnie, podczas studiow doktoranckich, podjetam tematyke zwiazang z hipoteza Swiata RNA (N4-
N7), ktéra kontynuowalam takze po uzyskaniu stopnia doktora w ramach swoich prac na Politechnice
Poznanskiej (N8, N9). Dokonatam konceptualizacji i rozwoju modelu systemu wieloagentowego, ktory
pozwolil na przeprowadzenie symulacji reprezentujacych zachowanie modelowych czasteczek RNA
(N6). Opracowany przeze mnie system wieloagentowy byt pierwszym algorytmem pozwalajacym na
symulacje zlozonych systeméw reakcyjno-dyfuzyjnych, uwzgledniajacym fizyczne aspekty
modelowanych czasteczek, takie jak ksztalt i rozmiar czasteczek oraz ich gestos¢ upakowania
obserwowang w komorkach. Przeprowadzone eksperymenty obliczeniowe pozwolily na postawienie
tezy, ze rozdzielenie funkcji na matryce przechowujaca informacje genetyczng (DNA) i katalizator
umozliwiajacy jej sprawne kopiowanie (biatka polimerazy) byto koniecznym krokiem ewolucyjnym,
ktéry pozwolil na powstanie bardziej ztozonych systemow zywych. Co wigcej, stworzona metodologia
i algorytm moga by¢ wykorzystane do symulacji innych systemow biologicznych.

Przeprowadzitam takze badania literaturowe zwiazane z teorig hipercykli w $wietle nowych badan
eksperymentalnych, dokonujac syntezy wiedzy w tym obszarze (N4). Powstaly na ten bazie artykut jest
czescig inicjatywy Topic Pages w czasopismie PLOS Computational Biology (N7), ktorej celem jest
uzupelnianie brakow w zasobach Wikipedii dotyczacych biologii obliczeniowej oraz nagradzanie
autorow za ich wklad merytoryczny. Artykuly z tej serii, poza tym, ze sa recenzowane publicznie, sg
nastepnie publikowane zarowno w czasopismie, jak i w wersji edytowalnej na Wikipedii. Dodatkowo
moj artykut zostal wyrdzniony w sekcji “Did you know... " na stronie gldwnej Wikipedii, co znacznie
zwigkszylo jego zasigg — w ciagu jednego dnia odwiedzito go ponad 12 000 oséb. Dzigki tej inicjatywie
moja praca nad teorig hipercykli, waznym zagadnieniem z pogranicza biologii i matematyki, zyskala
szerokie grono odbiorcow i przyczynila si¢ do stworzenia rzetelnego, dostepnego zrédita wiedzy
w Internecie.

Uczestniczytam takze w badaniach nad weryfikacja mozliwosci zbudowania obliczeniowej “sondy
zycia” do identyfikacji biologicznych sekwencji genetycznych (N8). Zaproponowane algorytmy
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decyzyjne oparte na odleglosci kompresji i Levenshteina zostaty zweryfikowane w kontekscie hipotezy
Swiata RNA. Badania wykazaly, ze obie miary moga by¢ z powodzeniem stosowane do konstruowania
sond zycia, a jednoczesnie roznig si¢ od siebie pod wzgledem wielu cech. Szczegodlnie zauwazalne bylo,
ze fragmenty sekwencji zwigzane z replikacja mialy lepsza zdolnos$¢ dyskryminacyjng niz sekwencje
o innych funkcjach molekularnych.

Wspolpracujac z fizykami z Uniwersytetu Torunskiego, rozszerzylam badania nad poczatkami zycia
o nowoczesne metody ab initio oparte na teorii kwantowej (N9). Symulacje dynamiki molekularne;j
metodg Car-Parrinello byly wykorzystane do oceny roli zamknigcia prostych zwigzkéw
nieorganicznych ijonéw w nanokompartmentach montmorylonitu (MMT). Badania wykazaty, ze
obecnos¢ nanoglinki MMT istotnie zwigkszata prawdopodobienstwo tworzenia nowych czasteczek.
Analiza funkcji rozktadu promieniowego atom-atom sugeruje, ze obecno$¢ jonéw Ca** w wnekach
MMT moze odgrywa¢ wazna role w poczatkowych etapach tworzenia ztozonych czasteczek.

Przeprowadzone przeze mnie badania nad hipoteza Swiata RNA poszerzyly wiedze na temat abiogenezy
i rozszerzyly mnasze rozumienie zycia. Badania te zaowocowaly szescioma publikacjami
w renomowanych czasopismach naukowych (N4-N9) oraz praca doktorska, ktéra otrzymala
wyr6znienie Polskiego Towarzystwa Bioinformatycznego w kategorii najlepszej pracy doktorskiej
z bioinformatyki w 2018 roku. Ponadto na realizowane badania otrzymatam grant Etiuda NCN, ktory
pozwolil mi na odbycie stazu na Uniwersytecie Luksemburskim. Przeprowadzone przeze mnie badania
docenita takze Fundacja na Rzecz Nauki Polskiej, przyznajac mi w 2019 r. stypendium START
przyznawane corocznie 100 najwybitniejszym mtodym naukowcom.

W ramach wspdtpracy z fizykami, chemikami, biologami i lekarzami, zaangazowana bytam dodatkowo
w kilka projektow badawczych o interdyscyplinarnym charakterze, w ktorych stuzylam wiedza
i doswiadczeniem w wyborze metod analitycznych, projektowaniu bioinformatycznych potokow
obliczeniowych i interpretacji wynikow analiz. Przyktadowo, we wspotpracy z grupa z Uniwersytetu
Medycznego w Poznaniu, analizowaliSmy dwa warianty polimorfizmu miR-125a w kontekscie raka
piersi. Nasze badanie wykazato, ze badane warianty moga promowac rézne wzory zwijania si¢ RNA,
powodujac alternatywne wigzanie biatek i nizsza ekspresje miR-125a w raku piersi (N11). W ramach
innej wspolpracy wewnetrznej, uczestniczylam w projekcie badajacym genetyczne aspekty raka
podstawnokomorkowego.  Przeprowadzone analizy na podstawie opracowanego potoku
obliczeniowego, pozwolily stwierdzi¢ liczne alteracje w ramach regionéw niekodujacych gendéw, co
moze przyczyni¢ si¢ do diagnostyki i badan nad nowymi terapiami raka (N12). Ponadto opracowatam
nowatorski protokét bioinformatyczny oraz potoki obliczeniowe pozwalajace na analize koncéw 3'UTR
na podstawie wynikdéw sekwencjonowania wysokoprzepustowego. Umozliwilo to badanie znaczenia
dynamiki nie matrycowych koncow 3’ retrotranspozonéw L1 i wzajemnego oddzialywania migdzy
koncami 3’15’ L1 (N13). Praca powstala na bazie wykonanych analiz zostata w 2025 roku nominowana
do Nagrody Dyrektor ICHB PAN za najlepszy artykut eksperymentalny opublikowany w 2024 r. Bytam
takze pomystodawcg oraz pelnitam nadzor nad pracami majacymi na celu usystematyzowanie wiedzy
w obszarze rozwoju rozwiazan do przewidywania struktury RNA opartych na uczeniu maszynowym,
w szczegolnosci zorientowanych na ostatnie postepy w dziedzinie glebokiego uczenia (DL). Na skutek
tych dziatan pod moim kierunkiem powstata praca przegladowa N14.

Bratam takze udzial w kilku projektach: “Regional COVID-Hub”, “ECBiG — Europejskie Centrum
Bioinformatyki i Genomiki — MOSAIC” oraz “Genomiczna Mapa Polski” (GMP) w ramach “ECBiG —
Europejskie Centrum Bioinformatyki i Genomiki”. W ramach projektu MOSAIC bytam odpowiedzialna
za rozw0j metod integracji i analizy wielowymiarowych danych biomedycznych, testowanie i walidacje
tworzonych rozwigzan. W “Regional COVID-Hub” pracowatam nad implementacja narzedzi
bioinformatycznych do przetwarzania i analizy danych epidemicznych oraz wdrozeniem metod
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wizualizacji danych. Z kolei w projekcie GMP uczestniczytam w pracach grupy rozwijajacej narzedzia
bioinformatyczne do wielkoskalowej analizy genomdw, w szczegolnosci moje dzialania skupialy si¢ na
retrotranspozonach.

W kontekscie wspotpracy zewnetrznej, pelnitam role kierownika w dwodch projektach badawczo-
rozwojowych finansowanych przez fundusze BRIdge Alfa dotyczacych wykorzystania sztucznej
inteligencji w diagnostyce schorzen oczu. Opracowane algorytmy umozliwiajg identyfikacje chor6b na
podstawie analizy obrazow, wspierajac proces diagnozy. Badania te przyczyniaja sie do postepu
w zastosowaniu zaawansowanych technologii, takich jak sztuczna inteligencja, w obszarze medycyny,
poprawiajac skutecznos¢ diagnozy i wspierajac opieke zdrowotng.

INFORMACJA O WYKAZYWANIU SIE ISTOTNA AKTYWNOSCIA NAUKOWA
ALBO ARTYSTYCZNA REALIZOWANA W WIECEJ NIZ JEDNEJ UCZELNI,

INSTYTUCJI NAUKOWEJ LUB INSTYTUCJI KULTURY, W SZCZEGOLNOSCI
ZAGRANICZNE]J.

Swoja dzialalnos¢ naukowa realizowalam w trzech jednostkach:

A. Przed uzyskaniem stopnia doktora

e Uniwersytet im. Adama Mickiewicza w Poznaniu (2008-2010): N1 — praca w ramach
studiéw magisterskich na Wydziale Biologii.

e Politechnika Poznanska (2012-2018): N2-N7 — prace w ramach studiéw doktoranckich na
Wydziale Informatyki PP.

e Instytut Chemii Bioorganicznej PAN (2016-2020): N5-N7 — prace na stanowisku asystenta
w Zaktadzie Bioinformatyki Strukturalnej ICHB PAN.

B. Po uzyskaniu stopnia doktora

e Politechnika Poznanska (2018): N8-N11 — prace na stanowisku starszego specjalisty ds.
naukowo-technicznych w Instytucie Informatyki Politechniki Poznanskie;j.

e Instytut Chemii Bioorganicznej PAN (2020-obecnie): H1-HS, N12-N14 — prace na
stanowisku adiunkta w Pracowni Bioinformatyki.

W trakcie mojej pracy naukowej miatam takze okazj¢ realizowaé projekty w ramach krajowych
i miedzynarodowych wspotprac.

Przed zdobyciem stopnia doktora:

e  Wspdlpracowalam z prof. Antonio del Sol z Uniwersytetu Luksemburskiego oraz prof. Juanem
Manuelem Falconem-Perezem z Center for Cooperative Research in Biosciences (CIC
bioGUNE) w Hiszpanii. Wspodtpraca ta dotyczyta badania mechanizmow sortowania mRNA do
pecherzykoéw zewnatrzkomorkowych (EVs) w systemach komoérkowych watrobowy. Moj
wktad polegal na zastosowaniu narzedzi bioinformatycznych do identyfikacji nowej sekwencji
o dlugosci 12 nukleotydéw, ktora byta znaczaco wzbogacona w mRNA akumulujacych sie
w EVs. Przeprowadzone przez hiszpanskiego partnera eksperymenty z uzyciem reportera
lucyferazy, ktory zawierat sekwencje 3'-UTR z tym motywem, pozwolily potwierdzi¢, ze
sekwencja ta wspiera wlaczanie mRNA do pecherzykéw zewnatrzkomodrkowych w modelu
komoérkowym watrobowy. Wyniki naszych badan wniosty istotny wktad w zrozumienie
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mechanizméw  sortowania mRNA w procesach komunikacji miedzykomoérkowe;.
Zaowocowaly takze jedna publikacja naukowa (IN2).

Po uzyskaniu stopnia doktora:

Od 2024 r. wspdlpracuje z dr hab. Barttomiejem Budnym z Uniwersytetu Medycznego
w Poznaniu oraz z Wielkopolskim Centrum Pulmonologii i Torakochirurgii. W ramach tej
wspolpracy jestem odpowiedzialna za analizy bioinformatyczne wynikdéw sekwencjonowania
probek pochodzacych od pacjentéw z nowotworami ptuc oraz wsparcie w identyfikacji nowych
czynnikéw genetycznych zachorowania na te nowotwory, bedace takze potencjalnie nowymi
celami terapeutycznymi. Prace te znajduja si¢ obecnie w toku.

Od 2022 r. wspolpracuje stale z prof. Andrzejem Mackiewiczem i prof. Mariuszem
Kaczmarkiem z Wydzialu Immunologii Nowotwordw Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu
oraz Wydziatu Diagnostyki i Immunologii Nowotworéw Wielkopolskiego Centrum Onkologii,
a takze z prof. Jackiem Mackiewiczem z Instytutu Onkologii Uniwersytetu Medycznego
w Poznaniu. W wyniku tej wspotpracy powstaly dotychczas dwie publikacje (H3 i H4),
w ktorych przeanalizowatam sktad mykobioty jelitowej pacjentow w zaawansowanym stadium
czerniaka i skorelowalam go z odpowiedzig immunologiczna na immunoterapig.

Od 2020 r. wspolpracuje z prof. Marcinem Schmidtem z Katedry Biotechnologii
i Mikrobiologii Zywnosci Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu. Wspolpraca ta
zaowocowala dotychczas czterema publikacjami (H1-H4), w ktérych podjety zostal szereg
tematdw zwigzanych z badaniami nad mikrobiotg jelitowa. M.in. standaryzacja procedury
profilowania mikrobioty jelitowej, analiza mykobioty jelitowej polskiej populacji, jej zwiazkow
z czynnikami takimi jak dieta i styl zycia, a takze réznic pomiedzy mykobiota jelitowa
zdrowych 0s6b a pacjentow chorych na czerniaka.

Wspolpracowatam z prof. Wiestawem Nowakiem z Instytutu Fizyki Wydzialu Fizyki,
Astronomii i Informatyki Uniwersytetu im. M. Kopernika w Toruniu. Wspolpraca ta dotyczyta
badan nad katalitycznymi wlasciwosciami mineralow, takich jak montmorylonit (MMT),
w kontekscie potencjalnych proceséw prowadzacych do powstania zwigzkéw prekursorowych
kwaséw nukleinowych lub aminokwaséow w warunkach przypominajacych tzw. pierwotna zupe
prebiotyczna. Mdj wklad polegal na krytycznej analizie uzyskiwanych wynikéw symulacji ab
initio metoda Car—Parrinello, szczegdlnie pod katem reaktywnosci sktadnikow gazowych oraz
wplywu lokalnych pol elektrycznych i obecno$ci jondw Ca*" na formowanie si¢ nowych
czasteczek w warunkach nanokonfinencji. Na skutej tej wspotpracy powstata jedna publikacja
naukowa (N9).

Wspolpracowatam z dr Tomaszem Lehmanem i prof. Pawlem Jagodzinskim z Wydziatu
Biochemii i Biologii Molekularnej Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu. Wspdlpraca ta
dotyczyla badania polimorfizmu rs12976445 w konteks$cie nowotworu piersi oraz jego
potencjalnego wplywu na ekspresje miR-125a, istotnego biomarkera roznych typéw
nowotworow. Moj wktlad polegat na analizie danych klinicznych 175 prébek krwi pacjentek
z rakiem piersi w pordwnaniu z 129 probkami kontrolnymi, a takze interpretacji wynikow
modelowania in silico, ktore wykazaty, ze obecnos¢ urydyny (U) w sekwencji pri-miR-125a
moze zmniejsza¢ prawdopodobienstwo wigzania z biatkami NOVA1 i HNRNPK. Wykazalam
réwniez, ze warianty U i C moga wplywac na alternatywne fatdowanie RNA oraz réznicowac
wigzanie bialek, co moze prowadzi¢ do obnizonej ekspresji miR-125a w przypadkach
nowotworu piersi. Na skutej tej wspolpracy powstata jedna publikacja naukowa (N11).
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Podczas mojej kariery naukowej, przed zdobyciem stopnia doktora, odbylam nastepujace staze w innych

instytucjach naukowych.

Po ukonczeniu studiéw magisterskich na wydziale Biologii UAM:

e (Od 11.2016 do 02.2017 roku w ramach stypendium Etiuda, odbylam trzymiesieczny staz na
Uniwersytecie Luksemburskim, ktorego opiekunem naukowym byl prof. Pascal Bouvry.
Podczas stazu zapoznatam si¢ z systemami obliczen rozproszonych wielkiej mocy (HCP), ktéra
to wiedze wykorzystuje obecnie w swojej codziennej dziatalnosci naukowej analizujagc duze
wolumeny danych multiomicznych.

e W 2012 r. dostalam si¢ na studia doktoranckie na Wydziale Informatyki Politechniki
Poznanskiej, gdzie nastepnie realizowatam doktorat pod opiekg prof. dr hab. inz. Jacka
Btazewicza. W 2018 roku obronitam z wyr6znieniem prace doktorska. Na skutek prac nad
doktoratem powstat szereg prac naukowych (N4-N9). W trakcie studiow doktoranckich w latach
2016-2017 bytam takze wykonawcag w projekcie OPUS “RNApolis — metody i algorytmy do
modelowania i analizy struktury RNA”, a w latach 2012-2015 bylam wykonawca projektu
OPUS “Informatyczne modele i metody w biologii komdrkowej”. Dzialania te skutkowatly
trzema pracami naukowymi (N3, N9, N11).

Podczas studiow magisterskich na wydziale Biologii UAM:

e Pierwszy semestr III rok studiéw magisterskich spedzitam na wymianie w ramach programu
Sokrates-Erasmus na Uniwersytecie Mediolanskim we Wloszech. Podczas tego stypendium
mialam okazje odbyé¢ staz w Laboratorium Bioinformatyki, Ewolucjonizmu i Genomiki
Poréwnawczej. Opiekunem stazu byt prof. Giulio Pavesi. Podczas stazu uczestniczytam
w projekcie, ktorego tematem byta analiza regionéw genomu regulujacych transkrypcje gendw
w celu scharakteryzowania i predykcji ekspresji gendw. Zajmowatam sie identyfikacja miejsc
wigzania czynnikéw transkrypeyjnych (TFBS) oraz klastrowaniem metodami nadzorowanymi
i nienadzorowanymi. Dzieki pobytowi w Laboratorium prof. Pavesi zdobylam podstawowa
wiedzg o biologii obliczeniowej i narzedziach bioinformatycznych. Pozwolito mi to takze
zdecydowa¢, ze kierunkiem mojego dalszego rozwoju naukowego bedzie bioinformatyka.

INFORMACJA O OSIAGNIECIACH DYDAKTYCZNYCH, ORGANIZACYJIJNYCH

ORAZ POPULARYZUJACYCH NAUKE LUB SZTUKE.

OSIAGNIECIA DYDAKTYCZNE

Po uzyskaniu stopnia doktora:

e Przygotowatam oraz przeprowadzitam wyklady dla Uniwersytetu Medycznego w Lublinie na
kursie “Podstawy Bioinformatyki” dla specjalizacji laboratoryjna genetyka medyczna.
(02.2025)

e Do tej pory pod moja opieka znajdowalo sie dwoch doktorantow:

o p. Michal Budnik w ramach doktoratu wdrozeniowego realizowanego na Wydziale
Informatyki Politechniki Poznanskiej we wspdlpracy z prywatnym podmiotem
gospodarczym (N1).

o p. Maciej Michalezyk, realizujacy doktorat u dr hab. Anny Philips, prof. ICHB PAN,
w realizowanym przez nig grancie OPUS majacym na celu zbadanie zwigzku pomigdzy
réznymi frakcjami pytow znajdujacych sie¢ w powietrzu a sktadem mikroorganizmow
znajdujacym si¢ w nim.
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Bylam recenzentka pracy magisterskiej pt. “Analiza i identyfikacja domen bialkowych
o wysokim stopniu zroznicowania sekwencji”, kierunek Bioinformatyka, PP/UAM, 2018.

Opiekowalam si¢ stazystka w ramach wymiany Erasmus.

Podczas doktoratu:

Opiekowalam si¢ dwiema pracami magisterskimi:

o p. Jarostaw Synak, temat pracy: “Metody wydajnego symulowania systemow
wieloagentowych zaprojektowanych na bazie automatow komorkowych”, PP, kierunek
Informatyka, 2018.

o p. Amadeusz Juskowiak, temat pracy: “Solving quadratic assignment problem using
algorithm inspired by Physarum polycephalum” PP, kierunek Informatyka, 2016.

Za szczegdlne osiagnigcie dydaktyczne uwazam fakt, ze pan Jarostaw Synak po obronie pracy
dyplomowej, zdecydowat si¢ kontynuowaé nauke na studiach doktoranckich.

Opiekowatam si¢ dwiema pracami licencjackimi/inzynierskimi.

OSIAGNIECIA ORGANIZACYIJINE

W czasie studiow doktoranckich bylam przewodniczaca samorzadu doktoranckiego Wydziatu
Informatyki i reprezentantka doktorantow w Radzie Wydziatu Informatyki.

Organizacja pikniku historycznego “Sniadanie u Generala” w Patacu w Turwi nalezacym do
ICHB PAN

OPROCZ KWESTII WYMIENIONYCH W PKT. 1-6, WNIOSKODAWCA MOZE PODAC
INNE INFORMACIJE, WAZNE Z JEGO PUNKTU WIDZENIA, DOTYCZACE JEGO

KARIERY ZAWODOWE]J.

NAGRODY, WYROZNIENIA [ STYPENDIA

Nominacja do nagrody Dyrektora ICHB PAN za najlepsza publikacje eksperymentalna
opublikowana w 2024 (N13), 2025.

Nominacja do nagrody Dyrektora ICHB PAN za najlepsza publikacje eksperymentalna
opublikowana w 2023 (H2), 2024.

Stypendium START FNP dla 100 najwybitniejszych mtodych naukowcow, 2019.

Wyréznienie Polskiego Towarzystwa Bioinformatycznego w konkursie na najlepsza prace
doktorska obroniong w 2018.

Obrona pracy doktorskiej z wyroznieniem, 2018.

Stypendium Etiuda (NCN) “Bioinformatyczne metody modelowania i weryfikacji hipotezy
Swiata RNA” (2016/20/T/ST6/00395), 2016.

Najlepsza prezentacja ustna na Konferencji Polskiego Towarzystwa Bioinformatycznego
(PTBI), 2014.

Stypendium dla najlepszych doktorantow PP, lata 2013-2018.
Stypendium naukowe Wydziatu Informatyki PP (studia doktoranckie), lata 2012-2018.

Nagroda absolutoryjna Dziekana Wydziatu Biologii UAM za bardzo dobre wyniki w nauce,
2008.
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e Stypendium naukowe Wydzialu Biologii UAM (studia licencjackie i magisterskie), lata 2006-
2010.
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