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Proteomiczna charakterystyka odpowiedzi immunologicznej w stanach
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Uktad odpornosciowy jest niezbedny do ochrony organizmu przed patogenami, uszkodzeniami
tkanek i komérkami nowotworowymi. Wszelkie zaburzenia r6wnowagi w tej ztozonej sieci immunologicznej
moga powodowac wiele rodzajow patologii, a w skutek utrzymujgcego sie stanu zapaleniu moga rozwing¢
sie przewlekte procesy zapalne. Rak i przewlekte choroby zapalne zwiekszajg swoja czestos¢ wystepowania
i s3a najczestszymi przyczynami zgondw. Zapalenie zwigzane z rakiem stalo sie wazng cecha
charakterystyczng raka, szczeg6lnie w przypadku raka jelita grubego (CRC), podczas gdy brak rownowagi
miedzy prozapalnymi i supresyjnymi komérkami odporno$ciowymi i biatkami przyczynia sie do wyzej
wymienionych choréb. Pomimo duzych postepéw w diagnostyce i leczeniu, takich jak immunoterapie w
przypadku raka, wiekszos$¢ pacjentéw nie wykazuje catkowitej odpowiedzi i rozwija lekooporno$¢ za
posrednictwem alternatywnych mechanizméw immunosupresyjnych. Dlatego pilnie potrzebne jest gltebsze
zrozumienie skomplikowanych sieci odpowiedzi immunologicznych zaangazowanych w choroby. Rozwdj
proteomiki klinicznej umozliwia wysokoprzepustowa kwantyfikacje biatek. Niniejsza rozprawa koncentruje
sie na zastosowaniu podej$¢ proteomicznych do scharakteryzowania odpowiedzi immunologicznych w
konteks$cie zapalenia i raka, majgc na celu zidentyfikowanie nowych regulatoréw odpornosciowych i
odkrycie potencjalnych biomarkeréw. Zakazenie SARS-CoV-2 powoduje ostry stan zapalny, ktéry moze
rozwing¢ sie w zaostrzonych odpowiedziach immunologicznych, zwtaszcza u pacjentéw z chorobami
wspolistniejacymi, takimi jak przewlekte choroby zapalne i nowotwory. W pierwszej czesci pracy
zastosowano podejscia proteomiki ortogonalnej, spektrometrii masowej i technologii PEA (proximity
extension assay) do badania probek osocza od pacjentéw z COVID-19 cierpiacych na wcze$niejsze choroby
wspdtistniejace jak i bez nich oraz odpowiednich kontroli w celu okreslenia zmian biatek osocza zwigzanych
z zakazeniami SARS-CoV-2, czasu zakazenia i specyficznych odpowiedzi anty-SARS-CoV-2. Obie technologie
wykazaly, ze pacjenci z COVID-19 cierpigcy na choroby wspdtistniejace mieli wspdlng sygnature biatkowa
charakteryzujaca sie zmianami w biatkach wrodzonej odpornosci, w tym uktadu dopetniacza i biatek ostrej
fazy, takich jak a-2-antyplazmina, ktére moga przyczynia¢ sie do komplikacji procesu krzepniecia po
przebytej chorobieCOVID-19. Wykryto kluczowe biatka odporno$ciowe, w tym CD4 wraz z powigzanymi
biatkami, takimi jak CD28 i przeciwdrobnoustrojowe BST2. Ponadto biatka zwigzane z przebudows i
uszkodzenia tkanek, takie jak MATN2 i COL6A3 oraz biatka macierzy zewnatrzkomdrkowej ECM1 i keratyny
K22E, mogg by¢ nowymi biomarkerami wczesnego wykrywania. Kilka z nich nie zostalo wcze$niej
zgloszonych, w tym podwyzszone RBP2 i obnizona ekspresja RNF41 w COVID-19.

Diagnostyka CRC bazuje gtéwnie na programie badan przesiewowych, ktére opieraja sie na
kosztownej i inwazyjnej kolonoskopii, podczas gdy prognoza CRC jest gtéwnie okreslana poprzez stadium
guza w w momencie wykrycia przy niskich wskaznikach przezycia w zaawansowanych stadiach. Dlatego
biomarkery obecne w krwi sg obiecujaca alternatywa dla poprawy diagnostyki CRC. W drugiej cze$ci pracy,
wczeSniej zoptymalizowane podejScia proteomiczne zostaly zastosowane do proébek osocza z
wieloosrodkowej kohorty CRC i zdrowych kontroli w celu okreslenia zmian biatkowych zaangazowanych w
rozwéj CRC, progresje i stan zapalny zwigzany z rakiem. Wykryte na podstawie MS zmiany biatkowe u
pacjentéw z CRC byly zwigzane z metabolizmem cholesterolu, w tym APOC2 zwigzanym z postepem CRC,
kilkoma cztonkami rodziny SERPIN i uktadem dopetniacza, w tym C5, C1QB, a takze C4B i C84, zwigzanymi
ze stanem zapalnym zwigzanym z rakiem i postepem CRC. Co wazne, zwiekszone stezenie C5 w CRC zostato
potwierdzone w dodatkowej kohorcie. Ponadto po raz pierwszy wykryto zwiekszone stezenie prozapalnych
LBPiSAA4 w CRC, podczas gdy biatko ostrej fazy LRG1 i ceruloplazmina byty powigzane ze stanem zapalnym
zwigzanym z rakiem. Analiza PEA wykazata zmiany biatek w osoczu réwniez zwigzane ze stanem zapalnym,
takie jak MDK, biatka zwigzane z aktywowanymi szlakami sygnalowymi Th17 i onkogennymi na poziomie
ogoblnoustrojowym. Ponadto, po raz pierwszy wykryto zwiekszone stezenie atraktantéw limfocytéw typu T
CXCL91i CCL23 w osoczu CRC co zostato potwierdzone w dodatkowej kohorcie CRC. IFNGy, IL17C i IL32 byty
powigzane z wczesnymi stadiami CRC, podczas gdy ACP6, FLT4 i MANSC1 byly powigzane z p6znymi
stadiami, co czyni je obiecujagcymi biomarkerami prognostycznymi.

. W ostatniej czesSci, wysokoprzepustowa analiza proteomiczna oparta o MS byta wykorzystana do
okre$lenia zmian biatek komérek odpornosciowych w mikrosrodowisku guza (TME) w tkankach CRC i
pasujacych tkankach niezmienionych nowotworowo wzbogaconych w komoérki T CD4 + i inne komorki
odpornosciowe. Profile ekspresji biatek w tkance CRC odzwierciedlaly trwajace procesy nowotworowe i
zaburzenie integralnosci tkanki w obrebie TME CRC, w tym zaburzenie cyklu komérkowego i innych cech
charakterystycznych raka, takie jak angiogeneza, dysregulacja apoptozy, macierzysto$¢ komorek rakowych i
przebudowa pozakomoérkowa. Co wazne, odKkryto zlozona sie¢ zwiekszonej ekspresji biatek
odpornosciowych w TME CRC z prozapalnymi biatkami wrodzonej odpornosci S100A12, SI00A8 i S100A9,
a takze mediatorami immunosupresyjnymi, takimi jak CD276, PVR i NT5E. Co wiecej, ekspresja biatek
wskazywata na wysoka heterogeniczno$¢ immunologiczng komérek ze wspotistnieniem wysokiego poziomu
fibroblastow zwigzanych z rakiem (CAF) produkujacych FGF2 wraz z ekspresja monocytéw/makrofagéw
prezentujacych biatko odpornos$ciowe punktu kontrolnego ICOSL, z czego oba zostaty powigzane z progresja
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CRC po raz pierwszy. Ponadto, wyzsza zawarto$¢ Treg, aktywowanych komérek tucznych i limfocytow typu
B, a takze redukcja komorek plazmatycznych IgA i komérek NK CD56 zostata przewidziane w TME CRC. Co
ciekawe, zwiekszona ekspresja biatek kaskady dopetniacza w CRC potwierdzita wyniki analizy osocza CRC,
co sugeruje ich wlasciwosci immunosupresyjne w TME. Przewidziana ilo§¢ Treg byta skorelowana z
aktywna prezentacja MHCII z GILT, ktéra moze posredniczy¢ w odpowiedziach tolerogennych i
immunosupresyjnemu przeprogramowaniu metabolicznemu poprzez pozbawienie tryptofanu (KYNU, IDO1,
AHR), argininy (ARG1) i tauryny (SLC6A6). Oprécz nowych potencjalnych regulatoréw odpornosciowych w
obrebie CRC TME, MCEMP1 moze odgrywac istotng role w adhezji i migracji komoérek mieloidalnych i
limfocytéw typu T, zwtaszcza Treg.

Podsumowujac, niniejsza praca dyplomowa przyczynita sie do scharakteryzowania biatek
zwigzanych z odpowiedziami immunologicznymi w stanach zapalnych i nowotworach. Nowe biatka osocza
zwigzane z zakazeniem SARS-CoV-2 w przypadku przewlektych stanéw zapalnych i w CRC dostarczajg nowych
spostrzezen na temat rozwoju choroby. Dane wygenerowane w ramach niniejszej pracy dyplomowej mogg
utatwi¢ opracowanie nowych biomarkeréw Kklinicznych poprzez dalsze badania walidacyjne w wiekszych i
bardziej zréznicowanych kohortach w celu oceny ich wykonalnos$ci w zastosowaniach klinicznych. Szeroka
charakterystyka CRC TME z wysoka infiltracja immunologiczng ujawnita wiele biatek zwigzanych z
komérkami i uktadem odpornosciowym, ktére moga by¢ nowymi regulatorami odpornosci. Dalsze badania
funkcjonalne mogg utatwi¢ okres$lenie podstawowych mechanizméw molekularnych zaangazowanych w
odpowiedzi immunologiczne TME CRC.



