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ang. Overall survival, przezycie catkowite

ang. Ovarian cancer, rak jajnika

ang. Partner and localizer of BRCA2, partner 1 lokalizator BRCA2
ang. p21 (RACI) activated kinase 1, kinaza 1 aktywowana p21
(RAC1)

ang. p21 (RACI) activated kinase 2, kinaza 2 aktywowana p21
(RAC1)

ang. poly(ADP-ribose) polymerase, polimeraza poli(ADP-rybozy)
ang. Pediatric brain tumors, pediatryczne guzy mézgu

ang. Progenitor Cell Biology Consortium, Konsorcjum Biologii
Komorek Progenitorowych

ang. Programmed cell death protein 1, biatko 1 programowane;

Smierci komorki
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PD-L1

PDA
PFS

PI3K-AKT

PIK3CA

PMS2

POLE

PR

PROTsi

PTEN

PTM

QKI

REX1
RHOA

RIPK3
RNA
RNAseq
ROSI
RUVBLI1

RUVBL2
SLC27A2
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ang. Programmed cell death 1 ligand 1, ligand 1 programowane;j
$mierci komorki 1

ang. Pancreatic ductal adenocarcinoma, gruczolakorak trzustki
ang. Progression free survival, przezycie wolne od progresji
choroby

ang. PI3K-AKT signaling pathway, $ciezka sygnatowa PI3K-AKT
ang. Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinase catalytic
subunit alpha, 3-kinaza fosfatydyloinozytolu-4,5-bisfosforanu
podjednostka katalityczna alfa

ang. PMSI homolog 2, sktadnik systemu naprawy btednie
sparowanych nukleotydow

ang. DNA polymerase epsilon, polimeraza DNA epsilon

ang. Progesterone receptor, receptor progesteronu

ang. Protein expression-based stemness index, wskaznik
macierzystosci oparty o ekspresj¢ biatek

ang. Phosphatase and tensin homolog, homolog fosfatazy

1 tensyny

ang. Post-translational modification, modyfikacja potranslacyjna
biatek

ang. KH domain-containing RNA-binding protein QKI, biatko QKI
wigzace RNA 1 zawierajace domeng KH

ang. REXI transcription factor, czynnik transkrypcyjny REX1
ang. Ras Homolog Family Member A, cztonek rodziny homologow
Ras A

ang. Receptor-interacting serine/threonine-protein kinase 3, kinaza
serynowo-treoninowa 3 oddziatujaca z receptorem

ang. Ribonucleic acid, kwas rybonukleinowy

ang. RNA sequencing, sekwencjonowanie RNA

ang. ROS proto-oncogene 1, receptor tyrosine kinase, ROS
protoonkogen 1, receptorowa kinaza tyrozynowa

ang. RuvB-like 1, biatko RuvB-podobne 1

ang. RuvB-like 2, biatko RuvB-podobne 2

ang. SLC27A2 solute carrier family 27 member 2, syntaza bardzo
dhugotancuchowych acylo-CoA



SLK

SMAD4
SMC2

SMC4

SNRNP200

SOSI

SOX2

SRRM?2

STAT3

STK11
TBCIDI17

TCGA
TGF-B

TNBC
TNIK

TP53
UCEC

UCHLI

UHRF1

ang. STE20-like serine/threonine-protein kinase, STE-20-podobna
kinaza serynowo-treoninowa

ang. SMAD Family Member 4, cztonek rodziny SMAD 4

ang. Structural maintenance of chromosomes protein 2, biatko
SMC2

ang. Structural maintenance of chromosomes protein 4, biatko
SMC4

ang. Small nuclear ribonucleoprotein U5 subunit 200, mata
jadrowa rybonukleoproteina U5 podjednostka 200

ang. SOS Ras/Rac guanine nucleotide exchange factor 1, czynnik
wymiany nukleotydéw guaninowych 1 SOS Ras/Rac

ang. SRY-Box Transcription Factor 2, czynnik transkrypcyjny
SOX2

ang. Serine/arginine repetitive matrix protein 2,
serynowo-argininowe powtarzalne biatko macierzy 2

ang. Signal Transducer And Activator Of Transcription 3,
transduktor sygnatu 1 aktywator transkrypcji 3

ang. Serine/threonine kinase 11, kinaza serynowo-treoninowa 11
ang. TBC1 domain family member 17, 17 cztonek rodziny domen
TBC1

ang. The Cancer Genome Atlas, Atlas Genomu Raka

ang. Transforming growth factor beta, transformujacy czynnik
wzrostu beta

ang. Triple-negative breast cancer, potrdjnie negatywny rak piersi
ang. TRAF?2 and NCK-interacting protein kinase, kinaza
oddziatujgca z TRAF2 i NCK

ang. Tumor Protein P53, gen kodujacy biatko p53

ang. Uterine corpus endometrial carcinoma, rak endometrialny
trzonu macicy

ang. Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase L1, C-koncowa
hydrolaza L1 ubikwityny

ang. E3 ubiquitin-protein ligase UHRF 1, biatko UHRF1 - ligaza
E3 ubikwityny
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UTP15

VEGF

WHO
WNT
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ang. U3 small nucleolar RNA-associated protein 15 homolog,
homolog 15 U3 matego jaderkowego biatka zwigzanego z RNA
ang. Vascular endothelial growth factor A,
naczyniowo-srodbtonkowy czynnik wzrostu A

ang. World Health Organization, Swiatowa Organizacja Zdrowia

ang. WNT signaling pathway, $ciezka sygnatowa WNT



Streszczenie w j. polskim

W ciggu ostatniej dekady pojawilo si¢ coraz wiecej dowodow wskazujacych
nato, ze progresja 1 oporno$¢ terapeutyczna w nowotworach sg silnie zwigzane
z nabywaniem fenotypu macierzystosci przez komorki nowotworowe. Chociaz dziedzina
onkologii wciaz si¢ rozwija, nadal istnieje pilna potrzeba odkrycia nowych biomarkerow
1 celow lekowych dla spersonalizowanej terapii przeciwnowotworowej. Wczesniejsze
badania 13aczace genomike¢ z molekularnymi mechanizmami rozwoju nowotworéw
wskazujg na wcigz istniejaca luke w wiedzy. W celu przezwyciezenia istniejgcych
ograniczen, niniejsza praca laczy koncept macierzystosci nowotwordw z proteomika, ktora
dodaje nowa warstwe molekularnego wgladu w mechanizmy napedzajace progresj¢ raka.
W tym badaniu zastosowano nowy, oparty na ekspresji biatek indeks macierzystosci
(PROTsi) do oceny stopnia odréznicowania onkogennego, ktory jest zwigzany z cechami
histopatologicznymi guza 1 wynikami klinicznymi pacjentow 2z nowotworami.
Analizowane dane probek guzéw zostaly zebrane dla Klinicznego Konsorcjum Analiz
Proteomiki Raka (Clinical Proteomic Tumor Analysis Consortium, CPTAC) z dwunastu
typoéw guzdw pierwotnych: raka piersi, raka jasnokomorkowego nerki, raka endometrium,
glejaka wielopostaciowego, dziecigcych guzow mozgu, raka gtowy 1 szyi, gruczolakoraka
phuc, raka ptaskonabtonkowego pluc, gruczolakoraka trzustki, gruczolakoraka okreznicy,
raka jajnika i1 raka zotadka o wczesnym poczatku. Integracja indeksu macierzystosci
opracowanego przy uzyciu danych proteomicznych z ekspresja gendw, metylacjg DNA,
ekspresja mikroRNA, zmianami liczby kopii 1 modyfikacjami potranslacyjnymi bialek
zidentyfikowata wyrazng asocjacj¢ proteogenomiki z macierzystoscig i wskazata, ze biatka
odgrywaja role aktywnych weztow Sciezek sygnalizacyjnych 1 sieci transkrypcyjnych
napedzajacych agresywnos¢ pierwotnych guzow, ktore powodujg progresje nowotworu
1oporno$¢ na istniejace terapie. Korelacja pomiedzy wskaznikiem macierzystosci
a ekspresjg biatek doprowadzita do identyfikacji potencjalnych celow farmakologicznych
dla terapii przeciwnowotworowej zaréwno specyficznych dla danego guza, jak i wspdlnych
dla rdéznych typow nowotworéw. Ponadto, zidentyfikowane biatka zwigzane
z macierzystoscig majg wartos¢ predykcyjng dla wynikoéw klinicznych we wszystkich
analizowanych typach guzéw. Ostatecznie, zestaw biatek zwigzanych z macierzystoscig
zostal zwalidowany za pomocg immunohistochemii w niezaleznych probkach,
aby potwierdzi¢ zwigzek z wynikami klinicznymi pacjentow. Walidacja przeprowadzona
dla probek jasnokomodrkowego raka nerki oraz raka ptaskonabtonkowego glowy i szyi

wskazata, ze PROTsi jest skutecznym narzedziem do selekcji biatek o wartosci
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predykcyjnej, co jest niezbednym krokiem do dopasowania terapii przeciwnowotworowej

oraz do klinicznego rozwoju skutecznych lekéw dla pacjentéw z nowotworami.

20



Streszczenie w j. angielskim
“Molecular analyses of oncogenic differentiation using proteogenomic data sets obtained
from 12 tumor types”

Over the past decade there has been growing evidence indicating that progression
and therapeutic resistance in cancer have been strongly associated with the acquisition
of a stemness phenotype by cancer cells. Although the oncology field continues to evolve,
there is still an urgent need to discover new biomarkers and drug targets for personalized
anti-cancer therapy. Previous studies linking genomics with the molecular mechanisms
of cancer development point to a knowledge gap that still exists. To overcome the existing
limitations, this study links cancer stemness concept with proteomics that adds a new layer
of molecular insight into mechanisms driving cancer progression. In this study, a new
protein expression-based stemness index (PROTsi) was applied to assess the degree
of oncogenic dedifferentiation that is associated with tumor histopathology features
and clinical outcome in tumor samples. The data for analyzed tumor samples were
collected for the Clinical Proteomic Tumor Analysis Consortium (CPTAC) from twelve
types of primary tumors: breast cancer, clear cell renal cell carcinoma, endometrial cancer,
glioblastoma multiforme, pediatric brain tumors, head and neck cancer, lung
adenocarcinoma, lung squamous cell carcinoma, pancreatic ductal carcinoma, colrectal
cancer, ovarian cancer, early-onset gastric carcinoma. Integration of the stemness index
computed using proteomic data with gene expression, DNA methylation, microRNA, copy
number alteration and protein post-translational modification identified coherent
proteogenomic stemness association and indicated that proteins play a role of active nodes
of signaling pathways and transcriptional networks that drive aggressiveness of the primary
tumors that cause cancer progression and resistance to existing therapies. The correlation
between the stemness index and protein expression led to the identification of potential
drug targets for anti-cancer therapy both tumor-specific and shared among different tumor
types. Moreover, the identified stemness-associated proteins carry a predictive value
of clinical outcome across analyzed tumor types. Eventually, a set of stemness-associated
protein targets were validated by immunohistochemistry in independent samples to confirm
the association with patients’ clinical outcome. The validation carried out for clear cell
renal cell carcinoma and head and neck squamous cell carcinoma samples indicated that
PROTsi is an effective tool for predictive protein target selection that is an essential step
to tailor the anti-cancer therapy and for clinical development of effective cures

for cancer patients.
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Rozdzial 1
Wstep

1.1 Misja Konsorcjum Klinicznych Analiz Proteomiki Raka

W erze dynamicznego rozwoju cywilizacyjnego 1 niezwyklego postepu w rdéznych
dziedzinach, narasta niepokoj, gdy dochodzi do konfrontacji z coraz bardziej
przygngbiajacymi  statystykami  dotyczacymi  gldwnej przyczyny S$miertelnosci
we wspotczesnym spoleczenstwie - nowotworow.

Wedlug bazy danych GLOBOCAN 2020 udostepniajgcej szacunki dotyczace
globalnego obcigzenia chorobami nowotworowymi w ramach Globalnego Obserwatorium
Nowotworéw Migdzynarodowej Agencji Badan nad Rakiem (ang. International Agency
for Research on Cancer, IARC), w 2020 roku na raka zachorowato niemal 20 milioné6w
ludzi na catym $wiecie (Rycina 1.1.), natomiast u 10 milionéw ludzi choroba nowotworowa

doprowadzita do zgonu (1).

Liczba zachorowan na nowotwory w 2020 r. wg GLOBOCAN 2020

Rak piersi
2261 419 (11,7%)

Rak ptuc
2206 771 (11,4%)

Rak jelita grubego
Inne nowotwory 1 931 590 (10%)

10 389 647 (53,9%)

Rak prostaty
1 414 259 (7,3%)

Rak zotadka
1 089 103 (5,6%)

tacznie: 19 292 789 zachorowan w 2020 r.

Rycina 1.1. Liczba zachorowan na nowotwory na calym $wiecie w 2020 r. wedlug bazy

danych GLOBOCAN 2020
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Z kolei skupiajac si¢ na danych dotyczacych nowotworéw w Polsce, Krajowy
Rejestr Nowotwordw podaje, iz w 2020 r. na nowotwory zachorowato prawie 148 tysiecy
Polakow, a z ich przyczyny zmarto 100 tysigcy oséb, podczas gdy 10 lat wezesniej liczba
zachorowan wynosita niemal 146 tysiecy, a zgony odnotowano w liczbie blisko 93 tysigcy
(2). Dane statystyczne zatem wyraznie wskazujg na to, ze na przestrzeni lat na nowotwory
w Polsce choruje coraz wigcej osob, a liczba zgonow spowodowanych chorobami
nowotworowymi rowniez wzrasta.

Wychodzac naprzeciw oczekiwaniom wspotczesnego $wiata zmagajacego si¢
z chorobami nowotworowymi, Narodowy Instytut Raka (ang. National Cancer Institute,
NCI) w Stanach Zjednoczonych powotal w 2011 r. Konsorcjum Analiz Klinicznych
Proteomiki Raka (ang. Clinical Proteomic Tumor Analysis Consortium, CPTAC) w celu
zrozumienia molekularnych podstaw powstawania 1 progresji nowotwordw oraz odkrycia
nowych biomarkerow nowotworowych za pomocg wielkoskalowych analiz proteomoéw
1 genomoéw, czyli proteogenomiki (3). NCI staralo si¢ wykorzysta¢ wyniki
sekwencjonowania guzow u pacjentOw pozyskane w ramach programu zwanego Atlasem
Genomu Raka (ang. The Cancer Genome Atlas, TCGA) 1 rozszerzy¢ go o dane
proteomiczne ze wzgledu na to, iz proteomika odkrywa sekwencje 1 ilos¢ biatek, w tym
identyfikacje 1 ilosciowe oznaczenie modyfikacji potranslacyjnych (ang. Post-translational
modifications, PTMs), ktore moga by¢ krytyczne dla szlakow i sieci sygnalizacji
komorkowej zaangazowanych w nowotworzenie. Program CPTAC byl pierwszym
migdzynarodowym projektem, ktorego pierwotny wysitek skupit si¢ na zintegrowanej
analizie proteogenomicznej raka jelita grubego, raka piersi 1 raka jajnika, co umozliwito
odkrycie nowych aspektow dotyczacych tych typow nowotwordw, takich jak identyfikacja
podtypow opartych na proteomice oraz mutacji kierujacych poprzez analize korelacji
zmian liczby kopii 1 ilo$ci bialek oraz zrozumienie istotnych dla nowotworu $ciezek
sygnatowych poprzez analiz¢ modytikacji potranslacyjnych (4—6).

Zaglebiajac  sie¢ w  proteogenomike nowotworow, CPTAC kontynuuje
charakterystyke kolejnych typow raka, przyczyniajac si¢ do rozwoju spersonalizowanej
onkologii, ktorej celem jest przyspieszenie i1 zwigkszenie trafnosci 1 skutecznosci
diagnostyki oraz odpowiedni dobor terapii do leczenia pacjentow (7). Cel ten udaje si¢
osiggna¢ dzigki skoordynowanym wysitkom osrodkow rekrutujagcych pacjentow
do programu CPTAC, os$rodkéw charakteryzacji proteomu, os$rodkow badan
translacyjnych w dziedzinie proteogenomiki oraz osrodkéw analizy danych

proteogenomicznych (8). Ponadto, Miedzynarodowe Konsorcjum Proteogenomu Raka
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(ang. International Cancer Proteogenome Consortium, |CPC) jako partner CPTAC utatwia
wspotprace ponad 10 krajow w =zakresie badania powszechnie diagnozowanych
nowotworow w ich unikalnych populacjach w celu poprawy precyzyjnej onkologii
1dzielenia si¢ zebranymi danymi z naukowcami 1 lekarzami na calym S$wiecie,
udostepniajagc wraz z CPTAC dane proteogenomiczne, kliniczne i1 obrazowe jako

publiczne zasoby (9).

1.2 Proteomika

Proteomika, bedaca dziedzing badajaca biatka, obejmuje identyfikacje,
kwantyfikacje (ilosciowe oznaczenie) 1 modyfikacje potranslacyjng bialek wraz z innymi
istotnymi informacjami dotyczacymi biatek w tkance, komorce badz ptynie biologicznym
(10). Proteom natomiast stanowi caty zbior biatek produkowanych lub modyfikowanych
przez organizm lub system. Termin proteom po raz pierwszy zostat opisany i zdefiniowany
w 1994 roku przez Marca Wilkinsa (11). Proteomika opiera si¢ na przetomowych
innowacjach w bioinformatyce i chromatografii cieczowej zwigzanej z spektrometrig mas
(ang. Liquid Chromatography Mass Spectrometry, LC-MS), ktora obecnie przechodzi
liczne modyfikacje (np. chromatografia cieczowa z tandemowg spektrometria mas,
LC- MS/MS) w zalezno$ci od potrzeb detekcyjnych i1 analitycznych oraz dostgpnosci
nowych technologii (12—14).

Z uwagi na to, iz proteomika doskonale uzupeinia wiedze¢ pozyskang z analiz
genomicznych, warto przyjrze¢ si¢ kilku aspektom, ktore podkreslajg warto$¢ proteomiki
w badaniach 1 jasno wskazujg na jej niewatpliwe zalety.

Przede wszystkim, proteomika dostarcza informacji funkcjonalnych. Biatka sg
odpowiedzialne za wykonywanie wigkszosci funkcji komoérkowych, takich jak aktywnos¢
enzymatyczna, sygnalizacja 1 organizacja strukturalna. Proteomika zatem umozliwia
naukowcom badanie funkcjonalnych aspektow biatek, w tym ich aktywnosci, modyfikacji
1 interakcji, co zapewnia wglad w rzeczywiste mechanizmy lezace u podstaw procesow
biologicznych - zaréwno fizjologicznych, jak 1 patofizjologicznych (15,16). Z kolei
genomika skupia si¢ na informacji o kodzie genetycznym (17), ale niekoniecznie ujawnia
funkcjonalne role samych genow lub wytwarzanych przez nie bialek, co nastepuje
w przypadku proteomiki (18).

Co wigcej, poziomy ekspresji biatek nie zawsze koreluja z poziomami ekspres;ji
genow (19,20). Podczas gdy genomika skupia si¢ na badaniu sekwencji DNA 1 ekspresji

genow, proteomika zajmuje si¢ badaniem biatek, ktore sg funkcjonalnymi czasteczkami
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w komorkach. Bialka sg syntetyzowane z genow, ale na ich poziom i aktywnos$¢ wplywaja
r6zne modyfikacje potranslacyjne, interakcje biatko-biatko i inne czynniki (21). Dlatego
proteomika zapewnia bardziej bezposredni 1 dokladny pomiar stanu funkcjonalnego
komorek lub tkanek w poroéwnaniu do genomiki, poniewaz dostarcza informacji
o rzeczywistych biatkach, ktore wykonuja liczne zadania w komorce (22).

Dodatkowo, proteomika pozwala naukowcom bada¢ interakcje migdzybiatkowe,
ktore sa krytyczne dla wielu procesow komorkowych. Biatka czesto funkcjonujg
w kompleksach lub wchodzg w interakcje z innymi biatkami, aby wykonywac swoje
funkcje Dbiologiczne. Badanie interakcji biatko-biatko moze zapewni¢ wglad
w mechanizmy molekularne lezace u podstaw proceséw komorkowych 1 pomodc zrozumied
zlozono$¢ sieci komoérkowych (23,24). Z drugiej strony, genomika zwykle dostarcza
informacji o poszczegolnych genach, ale niekoniecznie o ich interakcjach z innymi genami
lub biatkami, cho¢ nadal wykorzystuje si¢ genomik¢ do przewidywania interakcji
gen - biatko 1 biatko - biatko (25,26). Niemniej jednak, korzystajac z nowoczesnych
technologii umozliwiajacych badanie interakcji miedzy biatkami w oparciu o proteomike,
otrzymuje si¢ znacznie doktadniejsze 1 bardziej rzetelne dane (27).

Kolejnym niezwykle istotnym aspektem dotyczacym proteomiki jest jej
zastosowanie kliniczne. Proteomika ma szeroki zakres zastosowan w badaniach
klinicznych 1 diagnostyce. Profilowanie proteomiczne probek pacjentdéw, takich jak krew
lub tkanki, jest szeroko stosowanym narzedziem do identyfikacji biomarkerow biatkowych
w celu diagnozy choroby, prognozy i monitorowania odpowiedzi na leczenie (28).
Proteomika jest wykorzystywana w badaniach nad nowotworami, chorobami uktadu
krazenia, chorobami neurodegeneracyjnymi i1 innymi schorzeniami oraz wykazuje
obiecujacy potencjat w rozwoju medycyny spersonalizowanej i1 poprawie opieki
nad pacjentami (29-34).

Wspominajac o proteomice pod katem opracowywania nowych biomarkerow,
nalezy tez podkresli¢ jej kluczowg role w odkrywaniu i rozwoju substancji leczniczych.
Techniki proteomiczne, a zwtaszcza proteomika oparta na spektrometrii mas, moga by¢
wykorzystywane do identyfikacji 1 walidacji celow (targetow) dla lekdéw, badania interakcji
lek-biatko oraz oceny skutecznos$ci lekow w badaniach przedklinicznych 1 klinicznych
(35,36). Proteomika pomaga rowniez odkrywaé¢ mechanizmy opornosci na leki,
a co za tym idzie, ulatwia rozw0j spersonalizowanych terapii (37-39). Proteomika zatem
dostarcza bezposrednio informacji o potencjalnych celach lub mechanizmach dziatania

lekoéw, podczas gdy genomika daje jedynie wglad w genetyczne podtoze chorob.
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Nalezy pamigtaé, ze zarowno proteomika, jak 1 genomika sa komplementarne
1 majg swoje mocne strony 1 ograniczenia. Wybdr pomiedzy proteomikg a genomikg zalezy
od konkretnego pytania badawczego lub zastosowania, a czesto zintegrowane podejscie
faczace obie dziedziny moze zapewni¢ bardziej wszechstronne zrozumienie procesow
biologicznych.

Ktadac szczegolny nacisk na analizy proteomiczne, ktore - jak wczesniej
wspomniano - doskonale wspomagaja analizy genomiczne, w ramach programu CPTAC
wykorzystuje si¢ zintegrowane podejscie, czyli analize proteogenomiczng. Do tej pory,
w ramach programu CPTAC wykonano wielkoskalowe analizy proteogenomiczne m.in.
dla raka piersi (37), raka nerki (40), raka endometrium (41), glejaka wielopostaciowego
(42), pediatrycznych guzéw mozgu (43), raka glowy 1 szyi (44), gruczolakoraka ptuc (38),
raka plaskonablonkowego pluc (45), gruczolakoraka okreznicy (46), raka jajnika (47),
gruczolakoraka trzustki (48), raka zotagdka we wczesnym stadium (49) czy tez raka watroby
zwigzanego z HBV (50). Dane proteogenomiczne uzyskane dla cze¢sci wymienionych
powyzej typoéw nowotworow zostaty wykorzystane w niniejszej pracy i zostang omdwione

w dalszych rozdziatach rozprawy doktorskie;.

1.3 Macierzysto$¢ nowotworow

Istnieje coraz wigcej dowodow na to, ze macierzysto$¢/ odroznicowanie onkogenne
odgrywa kluczowg role w procesie powstawania i progresji nowotworow (51-53).
Potaczenie analiz proteomicznych z macierzystoscig nowotworow moze dostarczy¢ wglad
w do tej pory nieodkryte mechanizmy molekularne lezagce u podstaw progresji
nowotworowej poprzez identyfikacje 1 iloSciowe oznaczenie bialek, ktére ulegaja rozne;j
ekspresji lub sg modyfikowane potranslacyjnie w komorkach macierzystych nowotworu
w poréwnaniu z komorkami nowotworowymi niebedacymi komoérkami macierzystymi
nowotworu lub komérkami prawidtowymi. Porownujac proteomy komorek macierzystych
raka 1 komorek raka o nizszym poziomie macierzystosci, mozliwa jest identyfikacja
specyficznych biatek 1 Sciezek sygnatowych, ktore sg zwigzane z macierzystoscig
1 progresja nowotworow (54,55).

Macierzystos$¢ odnosi si¢ do unikalnych cech 1 wlasciwosci wykazywanych przez
komorki macierzyste, ktore umozliwiajg im samoodnawianie 1 roznicowanie si¢ w rozne
typy komorek w organizmie. Komodrki macierzyste to niezréoznicowane komorki, ktore
maja potencjat, aby rozwing¢ si¢ w wyspecjalizowane typy komorek, takie jak miedzy

innymi neurony, komorki migsniowe 1 komorki krwi (56). Komorki macierzyste znane sg
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ze swojej zdolnosci do regeneracji i naprawy uszkodzonych tkanek, co czyni je miedzy
innymi tematem zainteresowania w medycynie regeneracyjnej i szeroko pojetych
badaniach biomedycznych (57-59). Wyroznia si¢ nastepujace cechy zwigzane

Z macierzystoscia:

e zdolno$¢ do samoodnawiania - komorki macierzyste moga si¢ dzieli¢
1 wytwarza¢ identyczne kopie samych siebie, co pozwala na dtugotrwate
utrzymanie ich puli i zachowanie niezr6znicowanego stanu,

e roOznicowanie - komorki macierzyste moga roznicowa  si¢
w wyspecjalizowane typy komorek o odrebnych funkcjach 1 cechach, dajac
poczatek r6znym tkankom 1 narzagdom w organizmie,

e pluripotencja 1 multipotencja - komorki macierzyste mogg roznicowac si¢
w wiele typow komorek (pluripotencja) lub ograniczone typy komorek
(multipotencja) w zalezno$ci od ich etapu rozwojowego 1 linii komorkowej,

e uSpienie - komorki macierzyste mogg pozostawaé w stanie uspienia
do momentu aktywacji, co pozwala im na utrzymywanie si¢ w tkankach
1 reagowanie na urazy lub inne czynniki stresowe,

e ckspresja marker6w macierzystosci - komorki macierzyste czesto
charakteryzuje ekspresja specyficznych markerow molekularnych, takich
jak Oct4, Sox2 i Nanog, ktore sg zwigzane z ich niezr6znicowanym stanem

1 zdolnoscig do samoodnawiania (60—65).

Podczas gdy doroste komorki macierzyste wykazuja powyzsze wilasciwosci
uczestniczgc w podtrzymywaniu homeostazy tkanek, nowotworowe komorki macierzyste
(ang. Cancer stem cells, CSCs) zachowuja si¢ jak ich zlosliwe odpowiedniki. Komorki
nowotworowe rozwijaja wszystkie cechy macierzystosci i, w przeciwienstwie
do fizjologicznej roli komorek macierzystych, podtrzymujg progresj¢ choroby
nowotworowej (66). Cechy macierzystosci wspolne dla prawidlowych komorek
macierzystych 1 macierzystych komoérek nowotworowych stanowig podstawe rozwoju
1 przetrwania nowotworu, od potencjalu samoodnawiania i ro6znicowania do organizacji
mikrosrodowiska nowotworu wspierajacego macierzystos¢ (67—69). Nowotworowe
komorki macierzyste tworzg niewielkie populacje w obrgbie nowotworu. Majac
wlasciwosci macierzyste, utrzymujg progresje nowotworu poprzez zwigkszong zdolnos¢

do samoodnowy, klonowania, wzrostu, przerzutow czy tez reproliferacji. Co wiecej,
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wykazuja one niezwykte zdolno$ci organizacyjne, poniewaz moga wptywac na sgsiadujace
komorki, aby te dostarczaty odpowiednich sktadnikéw odzywczych 1 wspodipracowaty
w ucieczce przed uktadem odpornosciowym, tworzac srodowisko korzystne dla wzrostu
guza. Macierzyste komodrki nowotworowe dajg poczatek heterogennym populacjom
komorek, czesto o wysokim potencjale plastycznosci, wysokiej odpornosci na czynniki
stresogenne w mikrosrodowisku guza (takie jak niski poziom tlenu lub brak sktadnikow
odzywczych) lub na indukcje $Smierci komorek przez chemioterapeutyki, a takze majace
zdolno$¢ uspienia jako powszechnej odpowiedzi na niekorzystne warunki (70,71).

Progresja nowotworu polega na stopniowe] utracie zrdéznicowanego fenotypu
1 prawidlowej architektury tkanek przy jednoczesnym nabywaniu cech progenitorowych,
przypominajacych komoérki macierzyste (51). Stopniowa utrata zdolnosci réznicowania
1 nabywanie cech komorek macierzystych sg waznymi czynnikami odpowiedzialnymi
za progresj¢ nowotworow (72). Z roku na rok odkrywanych jest coraz wigcej cech
genomowych, epigenomowych, transkryptomicznych i1 proteomicznych, ktore wykazuja
istotny zwigzek z macierzystoscig nowotwordw. Te cechy molekularne sg powigzane
przyczynowo z okreslonymi onkogennymi $ciezkami sygnalizacyjnymi, ktore reguluja
siect transkrypcyjne podtrzymujace wzrost 1 proliferacje komodrek nowotworowych.
Deregulacja transkrypcyjna i epigenetyczna komorek nowotworowych czesto prowadzi do
onkogennego odroznicowania 1 nabycia cech macierzystosci poprzez zmiang
podstawowych szlakow sygnatowych regulujacych fenotypy prawidtowych komorek
macierzystych (51). Potaczenie koncepcji macierzystoSci nowotworow z proteomika,
na ktérym to skupia si¢ niniejsza praca, umozliwi rozw0j naszego zrozumienia
mechanizméw molekularnych odpowiedzialnych za cechy macierzystosci nowotworow
poprzez dostarczanie wiedzy na temat ekspresji, modyfikacji, interakcji 1 funkcji biatek
w komorkach macierzystych nowotworow. Wiedza ta moze przyczyni¢ si¢ do rozwoju
nowych strategii terapeutycznych ukierunkowanych na komorki macierzyste nowotwordw,
ktore moga potencjalnie poprawic wyniki leczenia NOwWotworow.

W 2000 roku Hanahan i Weinberg zaproponowali sze$¢ cech charakterystycznych
raka (ang. Hallmarks of cancer) bedacych zdolno$ciami biologicznymi nabytymi podczas
wieloetapowego rozwoju ludzkich guzéw, ktore w 2011 roku zostaly uzupelnione
1 kompleksowo omowione (52,73), a nastepnie w 2022 roku zostaty rozszerzone do o$miu
zdolnosci 1 dwoch zdolnosci wspomagajacych (53). Aktualnie, Hanahan wyr6znia
nastepujace cechy charakterystyczne raka: nabyte zdolno$ci do podtrzymywania

proliferacyjnej sygnalizacji, unikanie supresorO6w wzrostu, opieranie si¢ S$mierci
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komorkowej, umozliwianie replikacyjnej niesmiertelnosci, indukowania i dostepu
do naczyn krwiono$nych, aktywowanie inwazji 1 przerzutéw, przeprogramowywanie
metabolizmu komorkowego 1 unikanie destrukcji immunologicznej oraz deregulacja
metabolizmu komodrkowego 1 unikanie zniszczenia immunologicznego (Rycina 1.2.
po lewej). W swoim najnowszym opracowaniu, Hanahan zaproponowat dodatkowe cechy
charakterystyczne dla raka, czyli odblokowanie plastycznos$ci fenotypowej, niemutacyjne
epigenetyczne przeprogramowanie, polimorficzne mikrobiomy i senescencja (starzenie

si¢) komorek (Rycina 1.2. po prawej) (53).
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Rycina 1.2. Cechy charakterystyczne raka (Hallmarks of cancer). Zrédlo: Hanahan D,
Cancer Discovery 2022 (53)

Macierzysto$¢ nowotworow wigze si¢ z kilkoma wyzej wymienionymi cechami

charakterystycznymi dla raka, w tym:

e trwalg proliferacjg - komorki macierzyste nowotwordw moga stale dzieli¢
si¢ 1 dawac¢ poczatek nowym komorkom nowotworowym, co prowadzi
do trwalego wzrostu guza,

e unikaniem apoptozy - komoérki macierzyste raka mogg opierac si¢
zaprogramowane] Smierci komorki, co pozwala im przetrwac

1 kontynuowac podziaty,
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e angiogenezg - komorki macierzyste nowotworu mogg wydziela¢ czynniki,
ktore promujg wzrost nowych naczyn krwiono$nych, umozliwiajac guzowi
otrzymywanie niezbednych sktadnikéw odzywczych i tlenu,

e inwazja - komorki macierzyste nowotworu mogg migrowac¢ i dokonywac
inwazji na otaczajgce tkanki, umozliwiajac wzrost i rozprzestrzenianie si¢
guza,

e tworzeniem przerzutow - komorki macierzyste raka mogg przemieszczaé
si¢ do odlegtych miejsc i tworzy¢ nowe guzy, prowadzac w ten sposob

do przerzutow (74-76).

Ponadto, nowotworowe komorki macierzyste charakteryzujg si¢ opornoscig
na terapi¢, co stanowi kolejng ceche charakterystyczng raka. Moga one przetrwad
konwencjonalne leczenie takie jak chemioterapia i1 radioterapia, gtdéwnie dzigki swoim
wlasciwosciom podobnym do komorek macierzystych, takim jak samoodnawianie
1réznicowanie (74,77). Stad tez, aktualnie opracowywanie 1 rozw0j terapii
przeciwnowotworowych koncentrujg si¢ na macierzystych komorkach nowotworowych,
arozszerzenie analiz o proteomik¢ pozwala zrozumie¢ 1 wykorzysta¢ mechanizmy
molekularne lezace u podstaw macierzystosci nowotworow poprzez dostarczanie wiedzy
na temat ekspresji, modyfikacji, interakcji i funkcji biatek w komorkach macierzystych
NOwWotworow.

Zaproponowany w 2016 roku przez Sokolov 1 wsp. innowacyjny algorytm OCLR
(ang. One-class logistic regression, jednoklasowa regresja logistyczna) identyfikujacy
specyficzne typy komorek w heterogenicznych populacjach komorek zostat wykorzystany
w pracy Malta 1 wsp. do stworzenia roOwnie innowacyjnego indeksu macierzystosci
(mRNAsi) w celu oceny stopnia odroznicowania onkogennego probek nowotworowych
(51,78). Indeks macierzystosci dostarcza informacji o tym, w jakim stopniu komorki
nowotworowe przypominajg komoérki macierzyste. Opiera si¢ on na zalozeniu, ze istnieje
podobienstwo miedzy komorkami nowotworowymi a komodrkami macierzystymi.
Wartosci indeksu macierzystosci wahajag si¢ od 0 do 1, gdzie 0 oznacza niskie
podobienstwo komorek nowotworowych do komorek macierzystych, natomiast 1 -
wysokie podobienstwo. W celu opracowania mRNAsi, algorytm OCLR zostat
wytrenowany za pomocg uczenia maszynowego (ang. Machine learning, ML) na probkach
z zestawu danych Konsorcjum Biologii Komorek Progenitorowych (ang. Progenitor Cell

Biology Consortium, PCBC), tj. na embrionalnych komoérkach macierzystych
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1 pluripotencjalnych komoérkach macierzystych wraz z ich zréznicowanymi prekursorami
ekto-, mezo- 1 endodermalnymi (51,79,80). Zastosowanie algorytmu OCLR do danych
ekspresji mRNA (danych transkryptomowych) komorek macierzystych poskutkowato
wygenerowaniem sygnatury, ktorg nastgpnie wykorzystano do indeksowania prébek
TCGA, po uprzednim obliczeniu korelacji Spearmana pomiedzy wektorem wagowym
modelu a profilem ekspresji kazdej nowej probki. Stratyfikacja prébek nowotworowych
w 33 typach raka za pomocg mRNAsi wykazata, ze wyzsze wartosci wskaznika
macierzystosci wigzaly si¢ z procesami biologicznymi aktywnymi w komorkach
macierzystych nowotworu oraz z wickszym odréznicowaniem guza, co znalazto
odzwierciedlenie w stopniu histopatologicznym. Wyzsze wartosci  wskaznika
macierzystosci korelowaty takze z gorszym skutkiem klinicznym (przezyciem catkowitym
- OS oraz przezyciem wolnym od progresji choroby - PFS) u pacjentéw nowotworowych.
Co wigcej, komorki guzow, ktore prowadzity do przerzutéw byly bardziej zréznicowane
fenotypowo, co prawdopodobnie przyczynialo si¢ do ich agresywnosci (51).

Z kolei w projekcie, ktorego czescig jest niniejsza rozprawa doktorska, 1 ktory
jednoczesnie jest kontynuacja prac nad indeksem macierzystosci, skupiono si¢ na danych
proteomicznych, ktore postuzyly do opracowania nowego indeksu macierzystosci opartego
o ekspresje biatek - PROTsi (ang. Protein expression-based stemness index). Proces ten

zostal omowiony W sekcji Materiatly 1 Metody.

1.4 Charakterystyka nowotworow uwzglednionych w rozprawie doktorskiej
1.4.1 Rak piersi (BR)

Rak piersi jest najczescie] wystepujacym typem nowotworu na §wiecie (Rycina
1.1.). Wystepuje zarowno u kobiet, jak 1 u me¢zczyzn, jednak to gtownie kobiety cierpig
na ten typ raka (1). Kazdego roku u okoto 2 miliondw kobiet diagnozuje si¢ raka piersi,
a choroba ta jest przyczyna ponad pot miliona zgonow rocznie na catym $wiecie (1).

Rak piersi jest choroba heterogenng, zarowno pod katem klinicznym, jak
1 genetycznym. Najpowszechniej klasyfikuje si¢ raka piersi na podstawie wynikéw badan
immunohistochemicznych oceniajacych ekspresje receptora estrogenowego (ER),
receptora  ludzkiego naskérkowego czynnika wzrostu (HER2) 1 receptora
progesteronowego (PR), przy czym okoto 75% przypadkéw jest ER-dodatnich (ER+).
Z perspektywy THC, wyrdznia si¢ takze podtyp potrdjnie ujemny (ang. Triple-negative
breast cancer, TNBC), czyli niewykazujacy ekspresji zadnego z powyzszych receptorow

(81). Przeprowadzone w 2000 roku pionierskie badanie Perou 1 wsp. wykazato, ze raka
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piersi mozna podzieli¢ na cztery wewnetrzne podtypy molekularne na podstawie
profilowania ekspresji genow: luminalny A, Iuminalny B, HER2 dodatni
(HER2+) 1 podstawnokomorkowy (basal)(82,83).

Z  kolei klasyfikacja na  podstawie ekspresji genow  utozsamia
immunohistochemiczny podtyp TNBC z podtypem podstawnokomorkowym.
Weczesniejsze  badania  donosily  jednak, zZe  zgodno$¢ miedzy TNBC
a podstawnokomoérkowym rakiem piersi wynosi 80% (84). W przeciwienstwie do podtypu
TNBC, podtyp podstawnokomorkowy charakteryzuje si¢ ekspresjg innych bialek, takich
jak cytokeratyny 5, 61 17 (85). Odpowiednia i1 skuteczna klasyfikacja molekularna jest tym
bardziej niezbedna, gdyz umozliwia dokonanie kategoryzacji pacjentdw, ktorzy moga
odnies¢ korzysci z terapii celowanej, takiej jak immunoterapia, hormonoterapia czy terapia
anty-HER2 (86,87). Intensywne badania nad rakiem piersi umozliwily poznanie genow
o roznej ekspresji, dlugich niekodujacych RNA (ang. long non-coding RNA, IncRNA)
oraz biatek wigzacych RNA dla kazdego podtypu raka piersi: RASDF7 dla luminalnego A,
DCTPP1 dla Iuminalnego B, DHRSI11, KLC3, NAG3 i TMEM98 dla HER2+
oraz ABDHD14A 1 ADSSL1 dla TNBC (88). Analiza sekwencjonowania nowej generacji
(ang. New Generation Sequencing, NGS) pierwotnych guzoéw piersi wykazata, ze bardzo
niewiele genéw zwigzanych z nowotworem jest zmutowanych z duza czgstotliwoscia,
zmienionych w ponad 10% wszystkich podtypow raka piersi, a mianowicie GATA3, TP53
1 PIK3CA, przy czym zaobserwowano istotng heterogenno$¢ mig¢dzynowotworowa.
Mutacje TP53 byty czgstsze w TNBC, podczas gdy mutacje PIK3CA wystepowaty czgsciej
w guzach luminalnych/HER2- 1 HER2+ (89). Ponadto, pewne aberracje genetyczne sg
zwigzane z okreslonymi podtypami raka piersi, jak mutacje CDHI w guzach podtypu
luminalnego A, CCNDI, FGF3, FGF19 i zwigkszenie liczby kopii FGFRI w raku piersi
zwigzanym z receptorem estrogenowym, podczas gdy amplifikacja MYC, mutacje NF'1
1warianty  patogenetyczne BRCAI/2 powtarzaly si¢ w TNBC (89-92).

W 2020 roku natomiast, w ramach programu CPTAC dokonano analizy
proteogenomicznej duzej kohorty 122 prospektywnie zebranych probek raka piersi
od pacjentow, ktorzy uprzednio nie otrzymali zadnej terapii. W wyniku analiz
proteogenomicznych, za pomocg grupowania z wykorzystaniem faktoryzacji macierzy
nieujemnej (ang. Non-negative matrix factorization, NMF) zidentyfikowano 4 tzw. klastry
raka piersi, ktore w znakomitej wigkszoSci zazebialy si¢ zarowno z powszechnie znanymi
podtypami klinicznymi, jak 1 podtypami sklasyfikowanymi w ramach PAMS50
(ang. Prediction Analysis of Microarray 50). Klaster NMF LumA-I zawieral guzy z ER+
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1 PR+ oraz typ dziki TP53. Klaster NMF Basal-I sktadat si¢ z kolei z guzéw z mutacja
w TP53 1 uyjemnym statusem receptorow hormonalnych (ER 1 PR). NMF HER2-I zawierat
probki podtypu PAMS0 oraz probki z HER2. Podczas gdy NMF LumB-I i NMF LumA
zawieraly tylko ich odpowiedni podtyp luminalny PAMS50, oba klastry luminalne skupiaty
guzy z pozytywnym status receptora ER i1 PR, jak rowniez guzy z TP53 typu dzikiego.
Ponadto, w badaniu przeanalizowano fosforylacj¢ kinaz, co umozliwito identyfikacje¢ kinaz
bedacych celem w terapii takich jak PRKDC, MAP4K4 i SPEG w podtypie NMF Basal-I;
ERBB2 i CDK12 w probkach NMF HER2-1 oraz DCLK1 w probkach NMF LumA-I.
Co wigcej, w guzach z nawracajgcymi mutacjami somatycznymi zwrécono uwage na
podwyzszony poziom fosforylacji kinaz TNIK w probkach z mutacja ARIDI1A4, RIPK3
w guzach z mutacjg MAP3K]1 czy tez SLK/LATS1 w guzach z mutacja w AKT. Ponadto,
dzigki podejsciu proteogenomicznemu, badacze powigzali mutageneze napedzang przez
APOBEC z aktywnym mikrosrodowiskiem immunologicznym guza w podtypie
ER- dodatnim. Wyniki sugerowaty rowniez, ze guzy piersi w podtypie luminalnym,
charakteryzujace si¢ niedoborem biatek naprawy pojedynczych peknig¢ fancucha DNA sa
zwigzane z wyzszg immunogennoscig. W badaniu podkres§lono, ze pacjenci z rakiem piersi
z aktywnym mikrosrodowiskiem guza moga pozytywnie reagowa¢ na terapi¢
z wykorzystaniem inhibitorow punktow kontrolnych ukladu odpornosciowego, a dalsze
analizy proteogenomiczne wykazaty, ze poziom biatka Rb moze stuzy¢ jako potencjalny
marker odpowiedzi na inhibitor CDK4/6 (palbocyklib), niezaleznie od genotypu RB1
1 podtypu klinicznego (37).

1.4.2 Jasnokomoérkowy rak nerki (CCRCC)

Jasnokomoérkowy rak nerki (CCRCC) stanowi jeden z podtypow histologicznych
raka nerkowokomodrkowego 1 jest przyczyna wigkszosci zgondéw zwigzanych z rakiem
nerki (93). Wedtug danych statystycznych, w 2020 roku na raka nerki zachorowato 430
tysiecy ludzi na $wiecie, z czego 323 tysigce to przypadki jasnokomoérkowego raka nerki
(1,94).

Leczenie nieprzerzutowego CCRCC polega glownie na chirurgicznej resekcji guza
lub ablacji termicznej, jednakze mozliwosci terapeutyczne w przypadku zaawansowanego
stopnia choroby badz przerzutdw sg ograniczone z uwagi na oporno$¢ na chemioterapie
(95). Dodatkowo, 20 - 50% pacjentow, u ktorych zdiagnozowano CCRCC, rozwinie
w przysztosci przerzuty (96). Stad tez, aktualnie ktadzie si¢ duzy nacisk zarowno na terapie

celowane, jak 1 na rozwdj nowych biomarkerow prognostycznych (97). Cho¢ kombinacje
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terapeutyczne inhibitoréw kinazy tyrozynowej, takich jak aksytynib, kabozantynib
1 lenwatynib oraz inhibitorow punktéw kontrolnych uktadu odpornosciowego, takich jak
pembrolizumab, niwolumab 1 ipilimumab wykazuja pewng skutecznos$¢ terapeutyczna,
niestety ich wplyw na zahamowanie rozwoju guza i przezycie pacjentOw nie zawsze
prowadzi do poprawy wynikow leczenia (97-99). Dlatego tez, wcigz poszukiwane sg nowe
opcje terapii dla pacjentow z zaawansowanym CCRCC.

Wsrdéd  czynnikéw  patofizjologicznych CCRCC  wyrdznia si¢  deregulacje
sygnalizacji czynnika indukowanego hipoksja (ang. Hypoxia Inducible Factor 1, HIF1),
mutacje w enzymach modyfikujacych chromatyn¢ czy tez przeprogramowanie
metaboliczne w metabolizmie glukozy, lipidéw i1 aminokwaséw (100). Bialleliczna
inaktywacja genu supresorowego VHL, ktory jest negatywnym regulatorem bialek
czynnika indukowanego hipoksja, zmiany liczby kopii chromosomow 3p, 5q 1 14q, a takze
znaczna cz¢stos¢ mutacji w genach kodujacych enzymy modyfikujace chromatyne takie
jak PBRMI, SETD2 1 BAPI zaliczane sa do genetycznych cech charakterystycznych
CCRCC, zwigzanych z progresja choroby i bardziej agresywnym fenotypem (100—102).

Co wigcej, przeprowadzone analizy genomiczne w ramach TCGA podkreslaty
specyficzne dla CCRCC zmiany w wielu szlakach metabolicznych oraz potwierdzity
dotychczasowe obserwacje dotyczace wysokiego poziomu wewnatrzkomdrkowe;j
infiltracji immunologicznej 1 heterogennosci wsrdd pacjentow z tym typem nowotworu
(101,103).

Z kolei w wyniku zintegrowanych analiz proteomicznych, genomicznych
1 transkryptomicznych przeprowadzonych przez CPTAC, ujawniono specyficzne dla guza
zmiany proteomiczne 1 fosfoproteomiczne oraz sygnatur¢ immunologiczng CCRCC.
Integrujac cechy transkryptomiczne 1 proteomiczne z wczesniej opisywanymi w literaturze
cechami grup immunologicznych CCRCC, zdefiniowano cztery podtypy guza
w analizowanej kohorcie: (1) CD8+ zapalne, (2) CD8- zapalne, (3) VEGF immune desert
1 (4) metabolic immune desert, ktore charakteryzowaty si¢ unikalnymi zmianami
genomowymi 1 sygnaturami mikrosrodowiska nowotworowego (ang. Tumor
microenvironment, TME). Podtypy te odroznialy si¢ Sciezkami sygnatowymi: IFNy dla
CD8+ zapalnych, degranulacja ptytek krwi dla CDS8- zapalnych, hipoksja dla VEGF
immune desert i fosforylacja oksydacyjna z glikoliza w metabolic dessert, co pozwala
na przewidywanie odpowiedzi terapeutycznej (40).

W kolejnym badaniu przeprowadzonym w ramach CPTAC, ktore stanowi

rozszerzenie wczesniejszych analiz podkre§lono znaczenie zwigkszonej hipermetylacji
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1 niestabilnosci genetycznej jako markerow niekorzystnego rokowania wsrod pacjentow
CCRCC. Zwrobcono takze szczegdlng uwage na znaczenie zmian proteomicznych, w tym
fosfoprotein 1 glikoprotein jako specyficznych wskaznikéw zréznicowanej biologii
CCRCC 1 wyniku leczenia pacjentow oraz heterogenno$¢ CCRCC, zwlaszcza pod katem
krajobrazu immunologicznego w obrgbie guza. Zintegrowane analizy proteogenomiczne
przyblizyly sygnatury zalezne od wynikéw leczenia 1 celow terapeutycznych,

aby w konsekwencji rozwing¢ spersonalizowane leczenie pacjentéw z CCRCC (30).

1.4.3 Rak endometrialny trzonu macicy (UCEC)

Rak endometrialny trzonu macicy (ang. Uterine corpus endometrial carcinoma,
UCEC) - lub inaczej rak endometrium (ang. Endometrial carcinoma, EC) - to jeden
z najpowszechniejszych nowotworéw wsrdd kobiet. Zgodnie z danymi podawanymi przez
GLOBOCAN, w 2020 roku na raka endometrium zachorowato 414 tysigcy kobiet
na $wiecie, co stanowi 4,5% wszystkich zachorowan na nowotwory wsrod pici zenskie;j.
W tym samym roku z powodu raka endometrium zmarto niemal 339 tysiecy kobiet w ujgciu
globalnym (1).

Pomimo faktu, iz ogdlne rokowanie w przypadku wczesnie zdiagnozowanego raka
endometrium jest stosunkowo dobre, rak endometrium o wysokim stopniu ztosliwosci
wykazuje tendencje do nawrotéw. Standardowe leczenie tego typu nowotworu polega
na histerektomii (usuni¢ciu macicy) 1 obustronnej salpingo-ooforektomii (usunigciu
jajnikow 1 jajowodow). Limfadenektomia (coraz czg$ciej potaczona z biopsja wezla
wartowniczego) umozliwia identyfikacje pacjentek, ktore wymagaja leczenia
adjuwantowego, w tym chemioterapii i radioterapii. Leczenie adjuwantowe zazwyczaj
stosuje si¢ u kobiet w stadium zaawansowania FIGO I-1I ze wspotistniejagcymi czynnikami
wysokiego ryzyka, a takze u pacjentek w stadium III. Chemioterapia stosowana jest
gtéwnie w raku surowiczym oraz w rakach z mutacjg TP53. W przypadku zaawansowanej
choroby nowotworowej najlepsze wyniki uzyskuje si¢ poprzez potaczenie operacji
z chemioterapig 1 radioterapig lub z samg chemioterapig (104,105).

Z klinicznego punktu widzenia, najbardziej innowacyjnym postepem dotyczacym
raka endometrium bylo zaproponowanie przez TCGA zamiany klasycznej klasyfikacji
morfologicznej na klasyfikacj¢ molekularng (106). Na podstawie profilowania
molekularnego, TCGA wyodrebnito cztery podtypy molekularne raka endometrium:
1) POLE ultra-mutated (POLEmut) - charakteryzujacy si¢ duzg liczbg mutacji
somatycznych w domenie egzonukleazy genu POLE, ktory koduje polimeraz¢ DNA
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bioraca udziat w naprawie DNA. Podtyp ten wykazuje korzystne rokowanie dla pacjentek
1 wigze si¢ z wysokim poziomem neoantygenoOw, stanowigcych cele w immunoterapii,
2) Microsatellite instability hypermutated (MSI) - podtyp ten zostat sklasyfikowany
na podstawie duzej liczby mutacji somatycznych spowodowanych defektami w genach
naprawy DNA (ang. DNA mismatch repair, MMR), takich jak MLHI, MSH2, MSH6
1 PMS?2. Ten podtyp rowniez wigze si¢ z korzystnym rokowaniem 1 wysokim poziomem
neoantygenow, 3) Podtyp o tzw. matej liczbie kopii (ang. Copy number low, CNL) -
charakteryzuje si¢ niskim poziomem zmian liczby kopii DNA 1 stosunkowo niskim
obcigzeniem mutacjami, cho¢ czgsto wystepuje mutacja genu CTNNBI. Rokowanie w tym
przypadku jest posrednie, 4) Podtyp o tzw. duzej liczbie kopii (ang. Copy number high,
CNH) - okreslany jest na podstawie wysokiego poziomu zmian liczby kopii DNA, w tym
amplifikacji 1 delecji okreslonych genow (np. 7P53) 1 regiondw chromosomalnych. Podtyp
ten charakteryzuje si¢ najgorszym rokowaniem i jest zwigzany z wysokim poziomem
niestabilnosci genomowej (106,107). Klasyfikacja molekularna zaproponowana przez
TCGA jest wykorzystywana w codziennej praktyce klinicznej do okreslenia rokowania
1 proponowania odpowiedniego leczenia oraz jest uwzgledniana w wytycznych krajowych,
jak 1 miedzynarodowych (108—110).

W celu jeszcze lepszego zrozumienia funkcjonalnego wplywu zmian genomowych
scharakteryzowanych przez TCGA, CPTAC przeprowadzit wieloomiczng analiz¢ probek
raka endometrium wraz z odpowiadajagcymi im probkami tkanek prawidiowych
z prospektywnej kohorty 95 pacjentek (41). Warto nadmieni¢, iz podczas tego
kolektywnego wysitku olbrzymia rol¢ odegral zespot ginekologow onkologicznych
z Dolnoslaskiego Centrum Onkologii we Wroctawiu. Badanie Dou 1 wsp. wykazato,
ze rozne podtypy raka endometrium mogg by¢ wiarygodnie rozréznione na podstawie
wzoréw poziomow biatek 1 pozniejszych modyfikacji potranslacyjnych. Co wigcej,
zidentyfikowano wspodldziatajace mechanizmy aktywacji  $ciezek  sygnalowych
1 okreslono, ktore guzy beda zachowywac si¢ w sposdb bardziej agresywny. W badaniu
przedstawiono rowniez dowody na istnienie nowej Sciezki regulacyjnej zwigzanej z EMT,
obejmujacej biatka QKI, circRNA 1 ESRP2 w progresji raka endometrium wraz z wptywem
na rokowanie pacjentek. Ponadto, zidentyfikowano wiele produktéw genowych, ktore
ulegaja wysokiej ekspresji w podtypie raka endometrium o wysokim poziomie CNV,
w tym CDK12, ktéra moze by¢ ukierunkowana na zwigkszenie odpowiedzi klinicznej
na blokade punktéw kontrolnych uktadu odpornosciowego. Badanie sugeruje rowniez,

ze pomiar zdolnosci guza do przetwarzania i prezentowania antygendéw dostarczy
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dodatkowych 1 by¢ moze bardziej efektywnych kryteriow wyboru pacjentow
do immunoterapii (41). Podsumowujac, badanie to dostarcza nowych informacji
o podstawowych procesach biologicznych zwigzanych z powstawaniem 1 progresjg raka
endometrium oraz przedstawia interesujagce wskazowki dotyczace nowych podejs¢

terapeutycznych w raku endometrium.

1.4.4 Glejak wielopostaciowy (GBM)

Glejak wielopostaciowy (ang. Glioblastoma multiforme, GBM) to - zgodnie
z definicja WHO - pierwotny nowotwor ztosliwy mozgu w IV stopniu ztosliwosci (111).
GBM stanowi jeden z najbardziej agresywnych nowotworow ztosliwych, bedac
jednoczesnie najczestszym ztosliwym guzem pierwotnym moézgu i osrodkowego uktadu
nerwowego, stanowigcym 14,5% wszystkich guzéw osrodkowego uktadu nerwowego
148,6% zlosliwych guzow osrodkowego ukladu nerwowego wsrdd dorostych (112).
Standardem leczenia w przypadku GBM jest chirurgiczna resekcja, chemioterapia
i radioterapia (113,114), przy czym ostatnio metody te wspomagane s3 nieinwazyjng
terapig TTFields (ang. Tumor Treating Fields) (115,116). Co wigcej, w ramach leczenia
GBM zaproponowano rowniez obiecujgce immunoterapie, takie jak szczepionki, inhibitory
punktow kontrolnych ukladu odpornosciowego, terapi¢ chimerycznych receptorow
antygenowych komorek T (CAR-T) czy terapie¢ wirusowa, jednakze silnie
immunosupresyjne mikrosrodowisko GBM utrudnia rozw6j immunoterapii 1 ich
skuteczno$s¢ w leczeniu (117,118). Pierwotnie, system klasyfikacji WHO dla GBM
uwzgledniatl gldwnie cechy histologiczne guza, w tym obecno$¢ martwicy, aktywnos¢
mitotyczng oraz pleomorfizm komoérkowy (zroznicowanie wielkos$ci 1 ksztattu komorek).
Jednakze, badania m.in. w ramach TCGA wzbogacily pierwotna klasyfikacje WHO,
uwzgledniajagc cechy molekularne guza, w tym obecno$¢ mutacji w genie /DH 1 status
promotora genu MGMT (metylotransferaza DNA O-6-metyloguaniny)(119,120). Zatem
oprocz ogodlnego stopnia zaawansowania guza, system klasyfikacji WHO dla GBM
uwzglednia réwniez cechy molekularne guza, co tacznie umozliwia dalszg klasyfikacje
guzow GBM na podtypy o odmiennych cechach klinicznych 1 patologicznych: 1) IDH-typ
dziki (IDH-WT) GBM, ktory stanowi wigkszo$¢ przypadkow (~90%) 1 jest zwigzany
z gorszym rokowaniem 1 bardziej agresywna chorobg, 2) IDH-mutant GBM, ktory jest
odrgbnym podtypem o korzystniejszym rokowaniu 1 odmiennych cechach molekularnych
oraz 3) GBM 2z cechami oligodendrogleju, ktory ma korzystniejsze rokowanie

1 charakteryzuje si¢ obecnoscig specyficznych mutacji genetycznych. Dodatkowo,
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IDH- WT GBM dziela si¢ na trzy odrgbne podklasy (proneuralny, klasyczny
1 mezenchymalny) na podstawie zmian genomowych 1 sygnatur ekspresji genow (121).
Badania genomiczne w ramach TCGA ujawnily duzg liczb¢ mutacji w genach
supresorowych 1 onkogenach nowotworow, w tym TP53 (42%), PTEN (33%),
neurofibroming 1 (NF1) (21%), EGFR (18%), RBI (11%), PIK3R1 (10%) 1 PIK3CA (7%).
Sekwencjonowanie calego eksomu 291 pacjentéw z GBM ujawnito podobne wyniki
1 dodatkowo wskazato wysoce zmutowany gen - SPTAI7. Analiza liczby kopii DNA
zdefiniowala somatyczne aberracje liczby kopii (SCNA) 1 zidentyfikowata powszechnie
amplifikowane 1 usunigte chromosomy. Najczestsze amplifikacje stwierdzono w obrebie
chromosomu 7 (EGFR/MET/CDKG6), chromosomu 12 (CDK4 1 MDM2) oraz chromosomu
4 (PDGFRA), natomiast najczgstsze delecje zidentyfikowano na chromosomie 9
(CDKN2A4/B), chromosomie 13 (RBI), chromosomie 1 (CDKN2C) oraz chromosomie 10
(PTEN). Wielowymiarowe dane genomowe zostaly zintegrowane w celu identyfikacji
wzorcOw mutacji somatycznych i liczby kopii DNA zwigzanych z kazdym podtypem.
Podtyp klasyczny charakteryzowat si¢ amplifikacja EGFR, delecja CDKN2A 1 brakiem
mutacji 7P53, podtyp mezenchymalny byt wzbogacony o mutacj¢ i/lub utrate NFI,
natomiast podtyp proneuralny charakteryzowat si¢ zmianami w PDGFRA 1 mutacja
punktowa w IDHI, a podtyp neuralny byt typowany przez ekspresj¢ markerow
neuronalnych, takich jak NEFL, GABRAI, SYT11SLCI12A45 (119,120).

Z kolei w ramach programu CPTAC wykorzystano podejscie wieloomicze, w tym
genomike, proteomike, transkryptomike, metabolomike 1 lipidomike, a takze analize
pojedynczych komorek w celu uzyskania szerszej wiedzy dotyczacej GBM. Jednym
z najwazniejszych odkry¢ bylo zidentyfikowanie podgrupy pacjentow z mieszanymi
podtypami w poréwnaniu do tradycyjnych podtypow opartych na sekwencjonowaniu,
ktore wykazujg znacznie skrocony czas przezycia pacjentow. W badaniu CPTAC
zidentyfikowano réwniez nowy podtyp immunologiczny GBM (im3), ktory jest
wzbogacony o limfocyty T 1 komorki NK (ang. Natural killer), co - jak podkreslajg badacze
- jest niespodziewane w GBM. Dodatkowo, w badaniu wykazano, ze mezenchymalny
podtyp GBM charakteryzuje si¢ wysoka ekspresja sygnatur przejscia epitelialno-
mezenchymalnego (EMT) oraz ze zaréwno komorki guza, jak 1 komorki stromy
przyczyniaja si¢ do tworzenia sygnatury mezenchymalnej. Ponadto, wykazano zwigzki
pomiedzy acetylacjg H2B a wzorcami ekspresji bialek zwigzanych z funkcjami komorek
odpornosciowych, jak réwniez wrazliwoscia metaboliczng  specyficzng dla

mezenchymalnego podtypu GBM. Badanie CPTAC zdecydowanie podkresla potrzebe
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spersonalizowanego leczenia GBM, poniewaz pacjenci z mieszanymi podtypami wykazuja
rozne wyniki przezycia, a nowo zidentyfikowany podtyp immunologiczny (im3)
ma odmienny profil immunologiczny oraz wskazuje na szybki postep technologii genomiki
1 proteomiki pojedynczych komorek, ktore utatwia gtebszg analize heterogenicznosci GBM

1 interakcji z mikrosrodowiskiem guza (42).

1.4.5 Pediatryczne guzy mozgu (PBT)

Pediatryczne guzy moézgu (ang. Pediatric brain tumors, PBT) stanowig grupg
nowotworow wystepujacych u dzieci 1 mlodziezy, zwykle ponizej 15 roku zycia. Guzy
te moga powsta¢ z rdznych typow komorek w mozgu, w tym komorek glejowych
(gwiazdziak, skgpodrzewiak, wyscidtczak), komorek nerwowych (nerwiak zarodkowy,
zwojakoglejak) 1 komorek embrionalnych (rdzeniaki zarodkowe, atypowe teratoidalne
guzy rabdoidalne) (122). Dziecigce guzy moézgu dzielg si¢ na inne kategorie niz guzy
mozgu dorostych. Do najczeséciej] wystepujacych pediatrycznych guzéw mozgu zalicza si¢
nastepujaco: glejaki wysokiego stopnia (ang. High grade gliomas, HGGs), rdzeniaki
zarodkowe, glejaki niskiego stopnia (ang. Low grade gliomas, LGGs) - astrocytarne,
oligodendroglejowe 1 mieszane glejowo-neuronalne, wysScidlczaki 1 glejaki pnia
mozgu/rozlane glejaki srodmozgowe (ang. Diffuse intrinsic pontine gliomas, DIPGs)
(122,123).

Pediatryczne guzy moézgu sg niezwykle zréznicowang grupg nowotworoéw, a ich
klasyfikacja stanowi spore wyzwanie. Jednym z przyktadéw obrazujacych wspomniane
zroznicowanie jest rdzeniaka zarodkowego, ktory wywodzi si¢ z moézdzku i1 stanowi
ok. 20% wszystkich dziecigcych nowotworow moézgu. Typ ten dzieli si¢ na cztery podtypy
molekularne, dzigki czemu okresla si¢ rokowanie 1 odpowiednie metody leczenia:
Wingless (WNT), Sonic Hedgehog (SHH), grupa 3 i grupa 4. Najlepsze rokowanie
wykazuja podtypy SHH i grupa 4, w ktérych S-letnie przezycie oscyluje na poziomie
80- 90%, z kolei w podtypie WNT 70% przypadkow jest wolnych od choroby po 5 latach.
Zdecydowanie najgorsze rokowanie - na poziomie 20-30% w ciaggu 5 lat - przypisuje si¢
grupie 3 (124). Nastgpnie, w 2017 roku w wyniku analiz molekularnych opartych
na danych dotyczacych metylacji DNA 1 ekspresji genow wraz z danymi zmiany liczby
kopii zidentyfikowano 12 réznych podtypow rdzeniaka zarodkowego. W badaniu tym
wykazano, ze ponad 30% badanych guzéw rdzeniaka zarodkowego charakteryzuje sie
mutacjami, delecjami lub amplifikacjami genéw kodujacych regulatory epigenetyczne,

co moze by¢ wykorzystane do stratyfikacji pacjentow z rdzeniakiem zarodkowym (125).
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Dzieciece 1 doroste guzy mézgu zwykle wylaniajg si¢ z réznych tkanek, a terapie,
ktore sg stosunkowo dobrze tolerowane przez dorosty mdzg, takie jak np. radioterapia,
moga zakldcaé rozwd) moézgu u dzieci, zwlaszcza tych ponizej pigtego roku zycia (126).
Ponadto, poniewaz wigkszo$¢ terapii zostala opracowana dla dorostych, guzy dorostych
1 dzieci reagujg inaczej na standardowe terapie. W zwiagzku z powyzszym, obecne opcje
leczenia dziecigcych guzow moézgu majg ograniczong skutecznos¢ ze wzgledu na rozne
odpowiedzi na dostepne terapie (122).

W celu ukierunkowania na wybdr mozliwie najlepszej metody leczenia
pediatrycznych guzéw moézgu, w ramach projektu CPTAC przeprowadzono obszerne
badanie przez Petralia 1 wsp., bedace pierwszym badaniem proteogenomicznym
dotyczacym pediatrycznych guzow mozgu na tak duza skale. Dzigki wyj$ciu poza
tradycyjne granice histologiczne 1 integracji fundamentalnej biologii dziecigcych guzow
mozgu z analizami proteogenomicznymi wykazano, ze terapie stosowane w jednym typie
histologicznym mogg by¢ skutecznie stosowane w innych guzach o podobnych cechach
proteomicznych, a dane proteomiczne ujawnily funkcjonalne efekty mutacji
somatycznych 1 zmian liczby kopii (CNV), ktére nie sg widoczne na poziomie danych
transkryptomicznych (43). W badaniu tym wykorzystano 218 probek guzow
reprezentujacych 7 odrebnych rozpoznan histologicznych, w tym glejaka niskiego stopnia
(LGG), wysciotczaka (EP), glejaka wysokiego stopnia (HGG), rdzeniaka zarodkowego
(MB), zwojakoglejaka, czaszkogardlaka (CP) 1 atypowego teratoidalnego guza
rabdoidalnego (ATRT). Dekonwolucja mikrosrodowiska guzoéw oparta na analizach
wieloomicznych zidentyfikowala 5 odrgbnych klastrow zwigzanych z roéznymi
populacjami infiltrujacych komoérek odpornosciowych w obrebie guza: Cold-medullo,
Cold-mixed, Epithelial, Neuronal i Hot. Dwa klastry tzw. zimnych guzéw (Cold-medullo
1 Cold-mixed) wykazaly najnizszg infiltracj¢ komoérek odpornosciowych, przy czym
pierwszy klaster charakteryzuje si¢ wzbogaceniem w guzy rdzeniaka zarodkowego,
podczas gdy drugi jest mieszaning wysciotczaka, ATRT, HGG i rdzeniaka zarodkowego.
Z kolei grupa Epithelial obejmowala probki czaszkogardlaka, czyli nowotworu
wywodzacego si¢ z nabtonka. Co ciekawe, poziomy RNA PD-1 i CTLA4 byly znaczaco
podwyzszone w grupie Epithelial, sugerujac, ze pacjenci z czaszkogardlakiem mogliby
potencjalnie odnies¢ korzysci z terapii anty PD-1 i/lub CTLA-4. LGG i zwojakoglejaki
zostaly podzielone na dwie grupy Neuronal 1 Hot, przy czym pierwsza charakteryzowata
si¢ obecno$cig komorek neuronalnych, a druga obecnoscig makrofagéw, mikrogleju

1 komorek dendrytycznych. Biatka produkujgce adenozyne (np. fosfatazy NTSE
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1 ENTPD1), ktore wykazujg aktywnos¢ hamujacg immunologiczne punkty kontrolne,
wykazaty zwiekszenie ekspresji w klastrze Hot na podstawie zarowno danych RNAseq, jak
1 proteomu, co dalej sugeruje, ze pacjenci w tej grupie moga odnies¢ korzysci z leczenia
opartego na zmniejszaniu stezenia adenozyny. Z kolei wsrod guzéw LGG, zauwazono
znaczgca roznice miedzy polaryzacjg mikrogleju 1 makrofagéw w rdéznych statusach BRAF
- BRAF-V600E 1 BRAF-Fuzja (gen fuzyjny BRAF), bedacych istotnymi czynnikami
onkogennymi w LGG. Wariant BRAF-fuzja promowal wiecej proregeneracyjnych
(immunosupresyjnych) mikroglejow niz mikroglejow prozapalnych, podczas gdy wariant
BRAF-V600E promowal wigcej proregeneracyjnych makrofagow niz makrofagow
prozapalnych, wskazujagc na odmienne mechanizmy immunosupresyjne w guzach
BRAF- fuzjai BRAF-V600E (43). Podsumowujac, praca Petralia i wsp. w ramach projektu
CPTAC ukazuje znaczacy postgp w badaniu biologii pediatrycznych guzéw mozgu
oraz stanowi dowod na to, iz badania proteogenomiczne na duzg skale sa waznym zrodiem
wczesniej niedostrzezonych odkry¢, pozwalajacych na ukierunkowanie na odpowiednie

terapie celowane.

1.4.6 Ptaskonabtonkowy rak glowy 1 szyi (HNSCC)

Ptaskonabtonkowy rak glowy i szyi (ang. Head and neck squamous cell carcinoma,
HNSCC) jest jednym z najcze¢sciej diagnozowanych nowotwordéw zlosliwych na Swiecie,
z okoto 300 tysigcami zgonow kazdego roku (1) i jest zwigzany z dwoma odrebnymi
czynnikami ryzyka determinujacymi klasyfikacje HNSCC. HPV (+) HNSCC jest zwigzany
z zakazeniem wirusem brodawczaka ludzkiego (HPV), natomiast HPV (-) HNSCC wiaze
si¢ z ekspozycja na takie czynniki rakotworcze jak palenie tytoniu i spozywanie alkoholu
(127). HPV (-) HNSCC stanowi 75% wszystkich HNSCC 1 wykazuje wyzszg czestotliwos¢
mutacji oraz znacznie gorsze rokowanie niz HPV (+) HNSCC (44,128). Rozpoznanie
HNSCC jest w wiekszosci przypadkow pozne, a odsetek nawrotéw wynosi nawet 50%
(129). Postepowanie terapeutyczne w przypadku HNSCC jamy ustnej obejmuje
interwencj¢ chirurgiczng, a nastepnie adjuwantowg radioterapi¢ lub chemio- i radioterapie.
Nowotwory powstajagce w gardle lub krtani s3 zazwyczaj leczone za pomoca
chemioradioterapii. W ciggu ostatnich 30 lat nastgpita poprawa w leczeniu chirurgicznym,
ze szczegllnym uwzglednieniem chirurgii minimalnie inwazyjnej, co spowodowato
zmniejszenie zachorowalnos$ci pacjentéw podczas resekcji chirurgicznej (130).
Nawracajacy lub przerzutowy HNSCC wigze si¢ ze ztym rokowaniem, a mozliwos$ci

skutecznego leczenia jest niewiele. Niewielka czgs$¢ pacjentow z wznowg lokoregionalng
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moze by¢ poddana ratujgcej operacji lub ponownemu napromienianiu, natomiast
wiekszos$¢ pacjentow z HNSCC wymaga leczenia wielomodalnego (131). W leczeniu
nawrotowego lub przerzutowego HNSCC standardem leczenia systemowego jest
chemioterapia na bazie platyny z S5-fluorouracylem, ktéra moze by¢ potaczona
z przeciwciatem monoklonalnym EGFR cetuksymabem samodzielnie lub w potaczeniu
z radioterapig (132). Poniewaz u chorych z nawracajagcym lub przerzutowym HNSCC
leczonych chemioterapig opartg na platynie wykazano zte rokowanie, FDA zatwierdzita
inhibitory punktow kontrolnych uktadu immunologicznego - niwolumab 1 pembrolizumab,
przeciwciala monoklonalne anty-PD-1 (133,134). Jednakze, ogdlne wskazniki odpowiedzi
na wyzej wymienione terapie celowane 1 immunoterapie byly umiarkowane, a terapia
skojarzona z zastosowaniem zaroOwno przeciwciala anty-PD-L1 - durvalumabu,
jak i przeciwciala anty-CTLA4 - tremelimumabu réwniez nie poprawila odpowiedzi
ani przezycia catkowitego chorych na HNSCC (133-137).

Dlatego tez, konieczne jest dalsze profilowanie molekularne i immunologiczne
HNSCC w celu identyfikacji skuteczniejszych celow terapeutycznych. W tymze wtasnie
celu w ramach projektu CPTAC Huang i wsp. przeprowadzili analizy proteogenomiczne
probek HNSCC, skupiajac si¢ na wariancie HNSCC z gorszym rokowaniem, czyli
HPV (- ) HNSCC. Naukowcy zidentyfikowali trzy podtypy molekularne HNSCC dzigki
analizie proteogenomicznej, co moze pomédc w dopasowaniu odpowiednich terapii
dla pacjentow. W badaniu stwierdzono, ze pacjenci z odmiennymi podtypami
molekularnymi HNSCC mogg réznie reagowac¢ na inhibitory EGFR, inhibitory CDK lub
immunoterapi¢. Zespot zaproponowat rowniez, ze wykorzystanie ligandow EGFR jako
biomarkeréw, w przeciwienstwie do amplifikacji lub nadekspresji EGFR, mogtoby pomoc
w wyborze pacjentdw do leczenia przeciwcialem monoklonalnym EGFR. Ponadto, status
fosforylacji Rb moglby potencjalnie stanowi¢ lepszy wskaznik odpowiedzi pacjentow
na terapi¢ inhibitorem CDK4/6. Badanie Huang i1 wsp. dostarczyto rowniez informacji
dotyczacych skutecznosci immunoterapii. Inhibitory PD-1 celuja w interakcje pomigdzy
immunologicznymi punktami kontrolnymi PD-1 1 PD-L1, jednak - jak wspomniano wyzej
- wskazniki sukcesu immunoterapii sg niskie. W wyniku przeprowadzonych analiz guzow
z wysoka ekspresjg PD-L1 odkryto, ze w przypadku zwigkszonej ekspresji PD-L1 dochodzi
jednoczesnie do zwigkszenia ekspresji innych immunologicznych punktow kontrolnych,
umozliwiajgc w ten sposOb wzrost guza pomimo stosowania inhibitoréw PD-1. Obserwacja
ta sugeruje, ze guzy aktywowane PD-1 1 PD-L1 z tzw. goragcym S$rodowiskiem

immunologicznym mogg wymaga¢ wielu rodzajow immunoterapii, ktore celujg w rézne
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biatka punktow kontrolnych uktadu odporno$ciowego, aby byty skuteczne. Z kolei guzy
charakteryzujace si¢ tzw. zimnym $rodowiskiem immunologicznym nie s3 odpowiednim
celem dla immunoterapii. W wyniku badania kwestii, w jaki sposob guz staje si¢
immunologicznie zimny, wykazano, ze gtowny problem tkwi w defekcie w $ciezce
prezentacji antygenow, gdzie wiele kluczowych komponentow gendw $ciezki prezentacji
antygenéw zostalo usunigtych. Chociaz antygeny guza nadal ulegaja ekspresji,
to w rezultacie uktad odpornosciowy nie jest w stanie rozpozna¢ ich na powierzchni
komorki 1 dlatego nie udaje si¢ aktywowac systemu obronnego organizmu mogacego
zwalczy¢ nowotwor. Wedlug badaczy, odkryte delecje w genach $ciezki prezentacji
antygenéw maja potencjat, by sta¢ si¢ skutecznymi celami dla przysztych terapii (44).
Podsumowujac, badanie Huang 1 wsp. rozszerza biologiczne zrozumienie
HPV- negatywnych HNSCC oraz dostarcza nowych informacji, ktore moga stuzy¢ jako
podstawa przysztych badan i préb klinicznych w kierunku spersonalizowanego leczenia

HPV (-) HNSCC.

1.4.7 Gruczolakorak ptuc (LUAD)

Rak ptuca charakteryzuje si¢ jednymi z najwyzszych wskaznikow zachorowalnosci
1 umieralno$ci na nowotwory na swiecie (Rycina 1.1.) (1). Gruczolakorak ptuca (ang. Lung
adenocarcinoma, LUAD) wyrdzniany jest jako najczestszy podtyp histologiczny
niedrobnokomorkowego raka ptuca (ang. Non-small cell lung carcinoma, NSCLC), ktory
stanowi okoto 40% wszystkich nowotworow zlosliwych ptuc (138). Do najczestszych
czynnikéw ryzyka wystapienia LUAD zalicza si¢ palenie tytoniu, narazenie na czynniki
rakotworcze czy tez zanieczyszczenia powietrza (139). Jednakze, ostatnio podkresla si¢
znaczenie czynnikow ryzyka niezwigzanych z paleniem tytoniu ze wzgledu na wzrost
liczby rozpoznan LUAD wsrdd pacjentow niepalacych (140). Do takich czynnikéw ryzyka
wskazywanych przez TCGA 1 inne badania nalezg m.in. mutacje somatyczne w TP53,
KRAS, STK11, KEAPI, EGFR, NFI czy BRAF (141-143). Mozliwosci terapeutyczne dla
pacjentow z LUAD obejmuja zabiegi chirurgiczne, radioterapi¢, chemioterapie, terapi¢
celowang 1 immunoterapi¢ lub kombinacje¢ tych metod (144). Na uwagg zastuguja znaczne
postepy w rozwoju terapii celowanych ukierunkowanych na czynniki onkogenne
(ang. oncogenic drivers) oraz w immunoterapiach celujgcych w immunologiczne punkty
kontrolne (145,146). Terapie celowane zatwierdzone przez FDA w leczeniu LUAD
to m.in. inhibitory EGFR, BRAF, ALK, ROS1 czy MET (147). Potencjalne korzysci dla

pacjentow z LUAD wykazaty réwniez terapie ukierunkowane na mutacje ERBB2
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(HER2)(148). Mimo ciaglego rozwoju roznorakich terapii, nadal istnieje duzy odsetek
pacjentow z LUAD, dla ktérych wcigz brakuje odpowiednich opcji terapii celowane;,
co moze by¢ spowodowane takimi czynnikami jak nieodkryte jeszcze mutacje genetyczne
badz brak odpowiedzi pacjentdw na leczenie obecnie dostgpnymi terapiami celowanymi,
a takze rozw0j opornosci pacjentdw na terapie celowane na przestrzeni czasu, co prowadzi
do niepowodzenia leczenia (149-152).

Poniewaz biatka sg funkcjonalnymi czg¢sciami komorki, dogtebna charakterystyka
proteomu 1 fosfoproteomu LUAD (a takze innych nowotworéw) tworzy podstawy
do kompleksowego  zrozumienia molekularnych  mechanizméw  nowotworzenia
1 opracowania nowych podejs$¢ terapeutycznych. W 2020 roku w ramach projektu CPTAC
przeprowadzono analizy proteogenomiczne kolejnego typu nowotworu - gruczolakoraka
phluc. Gillette 1 wsp. wykorzystali w analizach 110 prébek guzow LUAD. Kohorta
uwzgledniona w badaniu zawierata mniej wigcej rowna liczbg obecnych lub bytych palaczy
1 0sob nigdy nie palagcych, przy jednoczesnym zrdéznicowaniu geograficznym populacji,
co juz na samym poczatku odrozniato t¢ kohorte od kohorty badanej w TCGA, ktora
obejmowata gtownie probki LUAD zwigzane z paleniem. W badaniu autorzy zastosowali
wieloomiczne, nienadzorowane grupowanie do identyfikacji podtypow LUAD w oparciu
o ich profile ekspresji biatek 1 zidentyfikowali przypuszczalne efekty cis metylacji
oraz nowy mechanizm regulacyjny KEAP1/NFE2L2. Co wigcej, odkryto roéwniez
potencjalne cele terapeutyczne w LUAD, w tym inhibitory dla SOS1 w guzach z mutacja
KRAS oraz PTPN11/Shp2 w guzach z fuzja ALK 1 mutacja EGFR. Badanie pozwolito
ponadto na szerokg charakterystyke krajobrazu immunologicznego LUAD 1 wskazato
potencjalne stabos$ci terapeutyczne dotyczace m.in. terapii anty-CTLA4 1 inhibicji IDO1
w tzw. guzach immunologicznie goracych (ang. hot tumors). Dalej podkreslono
szczegblny zwigzek mutacji STK/I z tzw. zimnym S$rodowiskiem immunologicznym,
a takze wskazano degranulacje neutrofilow jako potencjalny = mechanizm
immunosupresyjny w LUAD z mutacja STKI// widoczny wylacznie w przestrzeni
proteomicznej. Ponadto, dzigki integracji danych proteogenomicznych 1 probek
pozyskanych od palaczy 1 0sob nigdy niepalacych uchwycono potencjalny mechanizm
onkogenny u 0sob nigdy niepalacych, skupiony na jednej z GTP-az Rho - ARHGEFS5 (38).
Niewatpliwie integracja danych genomicznych i proteomicznych na szerokg skalg stanowi
znaczny postep w stosunku do wczesniejszych badan nad gruczolakorakiem ptuca,

opartych wytacznie na danych genomicznych (153), a badania takie jak te przeprowadzone
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przez CPTAC umozliwig znaczny rozwoj terapii celowanych, zarowno w LUAD

jak 1 w przypadku innych typéw nowotworow.

1.4.8 Rak ptaskonablonkowy ptuc (LSCC)

Rak ptaskonabtonkowy ptuc (ang. Lung squamous cell carcinoma, LSCC),
podobnie jak LUAD jest rodzajem niedrobnokomoérkowego raka pluc (NSCLC). Rak
ptaskonablonkowy ptuca czgsto wystepuje w centralnej cze¢sci pluca lub w gtownych
drogach oddechowych, takich jak lewe lub prawe oskrzele. Okoto 80% przypadkéw raka
pluca ma zwigzek z paleniem tytoniu, zatem LSCC jest najsilniej zwigzany z paleniem
tytoniu niz jakikolwiek inny typ NSCLC. Oprocz palenia tytoniu, do czynnikow ryzyka
LSCC zalicza si¢ wiek, wywiad rodzinny, narazenie na bierne palenie, czastki mineralow
1 metali oraz azbest (144,154). Niestety, czeste mutacje kierujace (ang. driver mutations)
wystepujace w LUAD sg rzadko identyfikowane w LSCC, a proby identyfikacji mutacji
sterujacych charakterystycznych dla LSCC nie przyniosty wymiernych rezultatow. Kilka
szlakow sygnatowych czgsto zmienionych w LSCC (np. FGFRI1 czy PI3K), ktore
potencjalnie mogtyby stanowi¢ bazg do terapii celowanych ukierunkowanych na te $ciezki,
w badaniach klinicznych miaty niskg skutecznos$¢. Pacjenci w zaawansowanych stadiach
LSCC majg znacznie gorsze wyniki leczenia w pordéwnaniu z ich odpowiednikami
z LUAD, co wynika wtasnie z mniejszej liczby opcji adekwatnego leczenia (155,156),
a do tej pory jedynie immunoterapia jest skuteczng strategia terapeutyczng dla pacjentow
z LSCC (157).

Opracowanie lekow 1 terapii celowanych w LSCC stanowi wyzwanie ze wzgledu
na zlozong genomike guza, ograniczone mechanistyczne zrozumienie wzajemnego
oddziatywania szlakow onkogennych 1 brak reprezentatywnych modeli mysich (155). Stad
tez, w 2021 roku Satpathy 1 wsp. przeprowadzili ztozone badanie proteogenomiczne 108
pierwotnych guzow LSCC 1 99 sparowanych z nimi prawidlowych tkanek sasiadujacych
(NAT), identyfikujac mozliwe do wykorzystania w terapii biatka oraz wyjasniajagc szlaki
sygnalizacji komorkowej 1 wzajemne powigzania mig¢dzy wieloma modyfikacjami
potranslacyjnymi (PTMs), przyczyniajac si¢ do rozwoju metod terapeutycznych w LSCC.
Wsrdéd mozliwosci rozwoju nowych metod leczenia LSCC, zidentyfikowano gen NSD3
jako mozliwy cel dla guzow charakteryzujacych si¢ dodatkowymi kopiami FGFR 1. Wyniki
badan proteogenomicznych sugerowaty, ze NSD3 moze by¢ krytycznym czynnikiem
wzrostu i przezycia w guzach z dodatkowymi kopiami FGFR1, co w konsekwencji czyni

NSD3 potencjalnym celem terapeutycznym wskazanym w badaniu. Ponadto, w czesci
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probek LSCC odkryto niski poziom ekspresji p63, przy jednoczesnym wysokim poziomie
surwiwiny - bialka, ktore odpowiada za regulacj¢ proliferacji i apoptozy komorek, 1 ktére
jest celem badan klinicznych w innych typach nowotworéw. Co wigcej, wyniki badan
wskazatly, ze guzy LSCC, w ktorych dochodzi do nadekspresji SOX2 (jednego z czynnikow
transkrypcyjnych) moga wykazywa¢ podatnos¢ na leczenie ukierunkowane na biatka
modyfikujace chromatyng, takie jak EZH2 1 LSDI1. Na podstawie danych
proteogenomicznych w badaniu przedstawiono takze szczegdtowy obraz krajobrazu
immunologicznego LSCC. Analiza $ciezek regulacji immunologicznej, ktore mogg stuzy¢
w terapii umozliwila identyfikacje¢ podzbioru guzéw, ktore wykazujg ekspresje markerow
zwigzanych z odpowiedzig na inhibitory punktow kontrolnych uktadu odpornosciowego
(takie jak blokery PD-1/PD-L1) oraz markeréw zwigzanych z opornoscia
na immunoterapi¢, dostarczajgc w ten sposob informacji, dlaczego wyniki immunoterapii
sg tak r6zne wsrdd pacjentow z LSCC (45). Jak podkreslono w powyzej przyblizonym
badaniu, integracja danych proteomicznych z danymi genomicznymi pozwala
na dostrzezenie funkcjonalnych efektow genomu, dzigki czemu otrzymujemy nieocenione
zrodlo informacji pozwalajacych na wskazanie wczesniej niezbadanych opcji
terapeutycznych 1 specyficznych podgrup pacjentéw, ktérzy moga odnie$¢ korzysci

z okreslonego leczenia (45).

1.4.9 Gruczolakorak przewodu trzustkowego (PDA)

Rak trzustki, inaczej okreslany jako gruczolakorak przewodu trzustkowego
(ang. Pancreatic ductal adenocarcinoma, PDA) jest jednym z najbardziej agresywnych
1 $Smiertelnych nowotwordéw, ze $§miertelnoscig okoto 500 tysiecy oséb rocznie na catym
swiecie 1 S-letnim catkowitym przezyciem (OS) na poziomie zaledwie 11% (158).
Czynniki ryzyka obejmujg wystepowanie choroby w rodzinie, zespot Lyncha, przewlekty
stan zapalny trzustki, cukrzyce, nadwage lub otylo$¢ oraz palenie tytoniu (159). Postepy
w zakresie chemioterapii dokonane w ciggu ostatnich 10 lat poprawily wyniki leczenia
resekcyjnego PDA, jednak znakomita wigkszo$¢ pacjentow (80%) jest diagnozowanych
w zaawansowanym stadium choroby (i z odleglymi przerzutami), co uniemozliwia
przeprowadzenie zabiegu chirurgicznego u tychze pacjentow (160). Co wigcej,
w przypadku PDA wiele duzych badan z zastosowaniem lekdéw celowanych nie przyniosto
spodziewanego sukcesu (161-163). Stad tez, wcigz istnieje potrzeba zrozumienia biologii
1 mechanizméw molekularnych bioragcych udziat w rozwoju PDA w celu poprawy

przezywalnosci pacjentow 1 jakosci ich zycia.
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Trwajace od lat badania nad PDA wytonity kluczowe zmiany genomowe w PDA,
w tym mutacje somatyczne w KRAS, TP53, CDKN2A i SMAD4 oraz umozliwity
klasyfikacj¢ molekularng guzow oparta na wzorcach ekspresji genéw (164). W kolejnych
latach TCGA potwierdzilo wiele uprzednio odkrytych gendéw charakterystycznych dla
PDA, a takze zidentyfikowato dodatkowy gen kierujacy (ang. driver gene) - RREBI.
Co ciekawe, oprocz mutacji KRAS, okoto 42% pacjentow wykazywato takze inne zmiany
genomowe. Badacze zaobserwowali mutacje germinalne i somatyczne w genach naprawy
uszkodzen DNA (BRCA2, PALB2 i ATM) w 8% probek, co sugeruje, Ze ci pacjenci moga
odnies¢ korzysci z chemioterapii opartej na platynie i/lub terapii z inhibicjg polimerazy
poli-ADP-rybozy (PARP), enzymu bioragcego udziat w naprawie DNA (165).
Wykorzystujac podejscie proteogenomiczne, Cao i wsp. przeprowadzili analizy 140 probek
PDA w ramach projektu CPTAC 1 potwierdzili wiele istotnych klinicznie biomarkerow
oraz wskazali fenotypowe efekty genomowych i epigenetycznych perturbacji w PDA.
Badania te rowniez potwierdzity, ze w guzach trzustki czgsciej wystepujg mutacje w kilku
genach zidentyfikowanych w poprzednich badaniach, w tym w wyzej wspomnianych
KRAS, TP53, CDKN2A4 1 SMAD4 oraz wskazaty kinazy PAK1 1 PAK2 jako atrakcyjne cele
terapeutyczne do dalszych badan, ktére - hamowane wraz z elementami szlakow
sygnatowych KRAS, takich jak MAPK/ERK 1 PI3K/AKT/mTOR, moga zwigkszy¢
korzysci terapeutyczne poprzez maksymalne zahamowanie proliferacji komorek
nowotworowych. Ponadto, w wyniku kompleksowej analizy proteomicznej
zidentyfikowano 222 biatka, ktorych ilo§¢ co najmniej dwukrotnie przewazala
w komoérkach raka trzustki w pordwnaniu z komodrkami prawidlowymi, przy czym
w bialtkach tych wykryto niemal 5000 miejsc ze zwigkszong iloscig fosforylacji 1 ponad
1700 miejsc ze zwigkszong ilosciag glikozylacji. We wnioskach badania zasugerowano,
ze zarowno fosforylowane jak 1 glikozylowane biatka wydzielane przez komorki PDA
moglyby stuzy¢ jako biomarkery diagnostyczne pozyskiwane z krwi pacjentow (48).
Podsumowujac, wyniki uzyskane w badaniu Cao i wsp. stanowig niezwykle cenne zrddto

dla przysztych badan skupionych na wczesnym wykrywaniu i klasytikacji guzoéw trzustki.

1.4.10 Rak jajnika (OV)

Nowotwory jajnika sg jednymi z najbardziej agresywnych nowotworow
ginekologicznych, z zachorowalno$cia w 2020 roku na poziomie 300 tysiecy kobiet
na catym $wiecie (1). Ogblny termin “nowotwor jajnika” szczegdtowo skupia heterogenng

grupe nowotworow, ktorych podzial zostal oparty wedlug genetyki, histologii 1 tkanki,
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z ktorej wywodzi si¢ dany guz (166). Do gtownych podtypow nowotwordw jajnika zalicza
si¢ nowotwory jajnika hormonalnie czynne, nowotwory jajnika z komorek rozrodczych
oraz nabtonkowy rak jajnika (ang. Epithelial ovarian carcinoma, EOC). Nabtonkowy rak
jajnika jest najczesciej wystepujacym podtypem 1 stanowi okoto 95% wszystkich
przypadkéw nowotworow jajnika (167). EOC dalej dzieli si¢ na pig¢ podtypow
histologicznych: $luzowy, endometrioidalny, jasnokomoérkowy, o niskim stopniu
ztosliwosci (ang. Low grade ovarian carcinoma, LGOC) 1 0 wysokim stopniu ztosliwosci
(ang. High grade ovarian carcinoma, HGOC), przy czym ten ostatni stanowi 70%
diagnozowanych przypadkow EOC (168,169). Ze wzglegdu na brak specyficznych
objawéw, do diagnozy HGOC dochodzi stosunkowo pédzno, gdyz podtyp ten
rozpoznawany jest w zaawansowanych stadiach (III 1 IV), czyli w momencie, gdy doszto
do rozprzestrzenienia si¢ guza do jamy brzusznej lub poza nig (170,171). P6zna diagnoza
drastycznie (172) zmniejsza przezycie catkowite pacjentek 1 redukuje odpowiedzi
terapeutyczne, dlatego tez obecnie kladzie si¢ duzy nacisk na rozwdj; mozliwosci
wczesnego diagnozowania HGOC (172,173).

HGOC charakteryzuje si¢ wystepowaniem mutacji 7P53, zrdéznicowang
1 powszechng niestabilnoscig chromosomowa i1 brakiem zidentyfikowanych mutacji
kierujacych, ktore moglyby by¢ celem terapeutycznym (4). Z uwagi na heterogennos¢
genomowg charakteryzujaca HGOC, standardem postepowania jest chirurgiczne usunigcie
guza, po czym nastgpuje zastosowanie chemioterapii skojarzonej z uzyciem pochodnych
platyny (np. cisplatyna) i1 inhibitora depolaryzacji mikrotubul - paklitakselu. Pomimo
poczatkowej odpowiedzi klinicznej u wigkszosci pacjentek, bardzo czesto dochodzi
do nawrotu choroby, a 5-letnie przezycie catkowite w stadium IV HGOC wynosi mniej niz
20% (158,174). Brak skutecznych strategii leczenia sktonit badaczy TCGA
do kompleksowej analizy zaburzef genomicznych 1 epigenomicznych w klinicznych
probkach HGOC, w wyniku ktérych ustalono nastgpujace kluczowe aspekty dotyczace
HGOC: zidentyfikowanie dominujacej roli mutacji 7P53 1 rozlegtych zmiany liczby kopii
DNA, opracowanie wstepnych sygnatur transkrypcyjnych zwigzanych z przezyciem,
odkrycie zréznicowanych mechanizmdw inaktywacji BRCA1/2 1 wptywu aberracji CCNE1
(4). Dane genomowe uzyskane w badaniu TCGA postuzyty nastepnie jako baza
do udoskonalenia sygnatur opartych na transkryptach do przewidywania ryzyka nawrotu
1 wynikow terapii pacjentek z HGOC (175). Kontynuacja badan TCGA zajeto si¢ takze
konsorcjum CPTAC, wzbogacajac analizy we wglad w profil proteomiczny HGOC
(176,177). W badaniu CPTAC z 2016 roku naukowcy uzyskali panel 90-biatek, ktorych
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ilos¢ silnie korelowala z przezyciem pacjentow (176). Z kolei w badaniu z 2020 roku
przeprowadzonym w ramach CPTAC zidentyfikowano guzy o niewielkiej ilosci
konkretnych bialek, ktore byly silnie zwigzane ze znacznie krotszym czasem przezycia
pacjentek, podczas gdy biatka te wystepujace w guzach w $redniej ilosci korelowaty
z dluzszym czasem przezycia. Co wigcej, kompleksowa analiza aktywnos$ci kinaz
wskazuje na kluczowa role kontroli cyklu komérkowego 1 stresu replikacyjnego w HGOC,
a identyfikacja wielu CDK o zwigkszonej aktywno$ci w guzach w poréwnaniu z tkanka
prawidlowa sugeruje potencjalne zastosowanie zatwierdzonych przez FDA inhibitoréw
CDK w HGOC (177). Doniesienia te stanowig nieoceniony zasob informacji

dla klinicystéw w celu odpowiedniego doboru terapii celowanych w HGOC.

1.4.11 Rak jelita grubego (CRC)

Rak jelita grubego (ang. Colorectal cancer, CRC) jest trzecim najczgscie]
diagnozowanym nowotworem na swiecie. Wedlug danych GLOBOCAN, w 2020 roku
odnotowano niemal 2 miliony zachorowan na raka jelita grubego na calym S$wiecie,
a $miertelnos¢ z powodu tego typu nowotworu wyniosta ponad 900 tysiecy osob (1).
Pomimo tego, iz ogdélna Smiertelnos¢ zmniejsza si¢ na przestrzeni lat, co wigze si¢
z naciskiem na profilaktyke nowotworow i wczesniejszym rozpoznawaniem choroby
dzigki badaniom przesiewowym i lepszym metodom leczenia, niepokojacym zjawiskiem
jest wzrost zachorowalno$ci na raka jelita grubego wsrdd oséb ponizej 50 roku zycia
(178,179). U okoto 50%-60% chorych z rozpoznaniem raka jelita grubego wystepuja
przerzuty, a u 80%-90% tych chorych stwierdza si¢ nieresekcyjng chorobg
przerzutowa watroby (179).

Podziat raka jelita grubego na raka okr¢znicy i raka odbytnicy jest podziatem
gtéwnie anatomicznym (180). TCGA poczatkowo badato raka okr¢znicy jako odrgbnego
od raka odbytnicy, jednakze wiele analiz przypadkoéw raka okreznicy i raka odbytnicy
wskazato, ze roznice miedzy tyminowotworami sg na tyle niewielkie, iz nalezy traktowac
raka okreznicy 1 raka odbytnicy jako jeden typ nowotworu (6), cho¢ podejscie to nie jest
do konca akceptowane w srodowisku klinicznym (181).

W przypadku CRC za liczne zmiany genetyczne (np. mutacje w genach takich jak
APC, KRAS, NRAS, BRAF, mutacje w genach systemu naprawy DNA czy zaburzenia
sciezek sygnatowych takich jak TGF-B) odpowiedzialna jest gtownie niestabilnosé
genomowa (182), ktéra moze przejawia¢ si¢ jako niestabilno$¢ chromosomalna

(ang. Chromosomal instability, CIN), niestabilno$¢ mikrosatelitarna (ang. Microsatellite
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instability, MSI) oraz fenotyp metylatora wysp CpG (ang. CpG Islands Methylator
Phenotype, CIMP). Podczas rozwoju CRC wspomniane zmiany mogg pojawiac¢ si¢ osobno
badz tez w kombinacjach (np. CIMP zwykle pojawia si¢ wraz z MSI, ze wzgledu
na metylacje 1 wyciszenie genow naprawy DNA), co jest tez przyczyng heterogennosci
CRC (183). Cho¢ proponowano wczesniej rozne rodzaje klasyfikacji CRC (184), jednym
z nowszych systeméw podziatu CRC jest klasyfikacja CMS (ang. Consensus Molecular
Subtypes) oparta na r6znicowaniu molekularnym.

Klasyfikacja CMS zostata opracowana na podstawie danych wieloomicznych
1 uwzglednia réznice w przebiegu klinicznym 1 odpowiedzi na chemioterapi¢ i leczenie
biologiczne. W ramach klasyfikacji CMS rozrdznia si¢ cztery nastepujace podtypy CRC:
1) CMSI1 (immunologiczny, MSI) - zwigzany z wysoka czgstotliwoscig MSI, silng
aktywacja immunologiczng, hipermutacja 1 hipermetylacja oraz wigze si¢ z lepszym
rokowaniem, zwlaszcza w przypadku wczesnej diagnozy; 2) CMS2 (kanoniczny) -
najczesciej rozpoznawany podtyp (37% przypadkow CRC), charakteryzuje si¢ CIN,
wysoka ekspresja gendw szlaku Wnt/b-kateniny 1 czynnika transkrypcyjnego MYC,
odpowiedzialnego za proliferacje i1 roznicowanie komoérek. CMS2 nie jest zwigzany
z hipermutacja, a rearanzacje chromosomalne 1 aneuploidia sg znacznie czgscie]
obserwowane niz w przypadku podtypu CMSI. Charakterystyczna jest utrata genu
supresorowego APC, inaktywacja 7P53 1 mutacja w genie KRAS. Z klinicznego punktu
widzenia, podtyp ten wigze si¢ z dobrym rokowaniem, a pigcioletnie przezycie catkowite
jest najwyzsze sposrod wszystkich typow; 3) CMS3 (metaboliczny) - w niewielkim stopniu
obejmuje przypadki CIN, natomiast glownie charakteryzuje si¢ wystepowaniem mutacji
genu KRAS (68% przypadkéw). W okoto 5% przypadkoéw notuje si¢ amplifikacje genu
HER?2. CMS3 ma stosunkowo korzystne rokowanie, poniewaz niezaleznie od stadium
choroby, okoto 75% pacjentéw przezywa dituzej niz 5 lat; 4) CMS4 (mezenchymalny) -
oznaczany w okoto 23% przypadkéw CRC, charakteryzuje si¢ wzmozong angiogeneza,
aktywacja szlaku TGF-$ oraz ekspresja bialek zwigzanych z mikrozapaleniem. Podtyp
ten wigze si¢ z czgstymi nawrotami 1 zkym rokowaniem (184—187).

W 2019 roku badacze CPTAC na podstawie analiz proteogenomicznych dokonali
nieco innej klasyfikacji CRC nazwanej UMS (ang. Unified multi-omics subtypes).
Klasytfikacja UMS wyrdznia trzy podtypy CRC: MSI, CIN 1 podtyp mezenchymalny.
Jak wskazuja autorzy badania, klasyfikacja ta jest zgodna z wcze$niejszymi badaniami
transkryptomicznymi i1 proteomicznymi, ktore niezaleznie powigzaty CMS1 z MSI-High

(wysoka czestotliwos¢ MSI) 1 hipermutacja, CMS2 z CIN, a CMS4 z przejSciem
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nabtonkowo-mezenchymalnym (EMT). Klasyfikacja UMS wyeliminowata podtyp CMS3
ze wzgledu na zréznicowany charakter molekularny 1 przypisata guzy CMS3 do innych
podtypow UMS (46). Uwzgledniajac system klasyfikacji UMS, dzigki analizom
proteogenomicznym badaczom CPTAC udalo si¢ zrozumie¢, dlaczego wigkszos$¢
pacjentow z CRC z wysoka czestotliwoscig MSI (MSI-High) nie odpowiada na leczenie
zatwierdzonym przez FDA lekiem immunoterapeutycznym - pembrolizumabem,
przeznaczonym do leczenia tego podtypu CRC. Odkryto, ze niektére guzy CRC MSI-High
wykazywaty wyzsze iloSci enzymow zaangazowanych w kontrole glikolize, czyli procesu,
ktory wykorzystywany jest przez komoérki do wytwarzania energii, przy jednoczesnym
niskim poziomie infiltrujagcych komorek odpornosciowych w poroéwnaniu z guzami
niedefiniowanymi jako MSI-High (46). Odkrycie zwigzku miedzy glikoliza a poziomem
komorek odpornosciowych jest niewatpliwie bardzo waznym doniesieniem, poniewaz
wyznacza nowe potencjalne podejscia terapeutyczne dla pacjentow z CRC
charakteryzujacym si¢ MSI-H, ktory jest odporny na immunoterapi¢. Praca badaczy
CPTAC podkresla réwniez wage zintegrowanych badan proteogenomicznych,

ukierunkowanych na terapie celowane.

1.4.12 Rak zotadka o wczesnym poczatku (EOGC)

Rak zotadka (ang. Gastric cancer, GC) jest jednym z najagresywniejszych typow
nowotworow ztosliwych, z odnotowang $miertelnoscig w 2020 roku na poziomie ponad
700 tysiecy osOb na catym $wiecie (1), Najwigcej przypadkow zachorowalnosci
1 umieralnos$ci na raka zotagdka odnotowuje si¢ w Azji Wschodniej, Europie Wschodniej
1 Ameryce Poludniowej (1). Do czynnikow ryzyka GC nalezg: zakazenie bakterig
Helicobacter pylori, zakazenie wirusem Epstein-Barr (EBV), wiek, palenie papierosow,
atakze dieta obfitujaca w wysokie spozycie soli, alkoholu, grillowanych migs czy
przetworzone produkty i uboga w warzywa i owoce. GC jest chorobg wysoce heterogenng
zaroOwno pod katem molekularnym, jak 1 fenotypowym. Podstawowa metoda leczenia
wcezesnie zdiagnozowanego GC jest endoskopowa resekcja, natomiast w przypadku
operacyjnego rak zotadka w nieco bardziej zaawansowanym stadium stosuje si¢ leczenie
chirurgiczne obejmujace takze limfadenektomie¢. Dodatkowo, u pacjentow z GC w stadium
1B lub wyzszym zastosowanie ma chemioterapia okotooperacyjna lub adjuwantowa, co ma
wplyw na poprawg przezycie catkowitego pacjentow. Terapie celowane, ktore sa

dopuszczone do leczenia GC obejmujg trastuzumab (w przypadku pacjentow
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HER2- dodatnich), ramucirumab (terapia przeciwdziatajaca angiogenezie)
oraz niwolumab lub pembrolizumab (terapia anty-PD-1) (188,189).

W ciggu ostatnich lat zaproponowano kilka réznych systemow klasyfikacji
molekularnej raka zotadka, podejmujac wysitlek powigzania cech molekularnych GC
z fenotypami histologicznymi 1 cechami klinicznymi (190-193). W 2014 roku TCGA
opublikowalo wyniki kompleksowych analiz genomicznych, w wyniku ktérych
wyodrebniono cztery molekularne podtypy GC: 1) EBV+ - zwigzany z wirusem Epstein-
Barr, charakteryzujacy  si¢ czestymi mutacjami PIK3CA, hipermetylacja DNA
oraz amplifikacja JAK2, CD274 (PD-L1) 1 PDCDILG2; 2) MSI - zwigzany
z niestabilno$cig mikrosatelitarng 1 wysokim wskaznikiem mutacji; 3) stabilny
genomicznie - zawierajacy wariant histologiczny rozlany, z mutacjami w RHOA (ang. Ras
Homolog Family Member A, bierze udziat m.in. w progresji cyklu komoérkowego
1 transformacji komorkowej); 4) CIN - zwigzany z niestabilno$cig chromosomowa,
wykazuje aneuploidi¢ 1 amplifikacje genéw kodujacych receptorowe kinazy tyrozynowe
(194). MSI, CIN 1 EBV+ juz wczesniej zostaly zidentyfikowane jako odrebne podtypy GC,
jednak nigdy nie dokonano tak szczegotowej charakterystyki pod wzgledem molekularnym
jak w badaniu TCGA (188). Klasyfikowanie GC jest istotne, poniewaz rdézne typy GC
moga by¢ zwigzane z roznymi czynnikami ryzyka, rokowaniem 1 postgpowaniem
terapeutycznym oraz stanowi podstaw¢ do zrozumienia tej choroby i jej mechanizmow,
umozliwiajac rozwoj terapii celowanych.

Ze wzgledu na wzrastajaca liczbe zachorowan na raka zotadka wsrod mtodych ludzi
(ponizej 45 roku zycia) (1,158,195), szczegdlne zainteresowanie badaczy wzbudza rak
zotadka we wczesnym stadium (ang. Early-onset gastric cancer, EOGC). W zaleznosci
od przeprowadzonych badan kohortowych, szacuje si¢, ze okoto 10% GC klasyfikowanych
jest jako EOGC (196). Ze wzgledu na to, iz mlodzi pacjenci sg mniej narazeni
na srodowiskowe czynniki rakotwoércze, EOGC stanowi dobry model do badania zmian
genetycznych w procesie kancerogenezy zotadka (197,198). Zakazenie H. pylori ma
znaczenie dla rozwoju nowotworéw u pacjentow EOGC, jednakze polimorfizmy genu
IL1p, ktory koduje cytoking prozapalng IL 1, nie r6znig si¢ znaczaco pomi¢dzy mlodszymi
1 starszymi pacjentami z EOGC (199). Z kolei u wigkszosci przypadkow z EOGC zakazenie
EBV diagnozuje si¢ bardzo rzadko lub nie wystepuje ono w EOGC wcale w poréwnaniu
z GC u starszych pacjentéw (200).

Reprezentujac  podejscie proteogenomiczne, badacze z Korei z ramienia

Miegdzynarodowego Konsorcjum Proteogenomu Raka (ang. Infernational Cancer
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Proteogenome Consortium, ICPC) bedacego partnerem CPTAC przeprowadzili analizy
probek EOGC. Za pomocag analiz proteogenomicznych, na podstawie danych
o N- glikozylacji 1 fosforylacji, zidentyfikowano $ciezki sygnatowe skorelowane
z mutacjami somatycznymi w EOGC. Jedno z odkry¢ stanowi obserwacja, ze gen ARIDIA
jest czesto zmutowany w EOGC zwigzanym ze ztym rokowaniem, a dane dotyczace
fosforylacji wykazaly, ze warianty w genie ARID 1A, ktory koduje podjednostke kompleksu
przebudowy chromosoméw zaangazowanego w roznicowanie i proliferacje komorek,
korelujg ze zwigkszong fosforylacja biatek charakterystycznych dla szlakéw sygnatowych,
takich jak m.in. WNT, PI3K-AKT i mTOR. Ponadto, analizy proteogenomiczne wskazaty,
ze mtodzi pacjenci z rozlanym podtypem GC mogg by¢ stratyfikowani na dwie grupy —
z dobrym rokowaniem lub ze ztym rokowaniem poprzez przewidywanie, czy pacjent
wykazuje podwyzszony lub obnizony poziom ekspresji mRNA/biatka czterech onkogenow
(sposréd CTGF, NRPI, RAB23, AXL, LAMCI 1 STOM wskazanych w badaniu) i dwoch
supresorow guza (SH3GLB2 1 TNK1) oraz czy pacjent nalezy do podtypu 2 lub 4 (dobre
lub zte rokowanie, odpowiednio) w oparciu o sygnatury molekularne mRNA 1 biatek.
Co wigcej, pacjenci mogg by¢ rowniez podzieleni na wrazliwych 1 opornych na leki
poprzez przewidywanie wrazliwosci na leki w oparciu o zwigzki mutacji 1 fosforylacji
ARIDI1A, CDHI1 i RHOA (49). Zarowno opisane pokrétce badanie Mun 1 wsp., oparte na
analizie proteogenomicznej, jak i inne tego typu badania pokazuja, ze dane proteomiczne
zapewniaja dodatkowy wglad w zrozumienie biologii EOGC 1 umozliwiajg klasyfikacje

pacjentow z EOGC, przyczyniajac si¢ do poprawy i skutecznego leczenia nowotworow.
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Rozdzial 1T

Zalozenia i cel pracy

Glownym celem pracy jest przeprowadzenie kompleksowych analiz
proteogenomicznych, ktore wskazg potencjalnie nowe mechanizmy molekularne
odpowiadajace za procesy nowotworzenia u ludzi oraz formowanie przerzutéw.
Jednoczesnie, otrzymane wyniki umozliwig selekcje nowych celow biatkowych dla terapii
personalizowanych. Ponadto, wyniki analiz molekularnych beda korelowane
z przebiegiem leczenia chorych, co bedzie mialo znaczenie w opracowywaniu nowych
biomarkeréw predykcyjnych dla obecnych 1 przysztych terapii przeciwnowotworowych.
Otrzymane wyniki niewatpliwie przyczynig si¢ do zdobycia nowej wiedzy na temat
podstawowych mechanizméw biologii nowotworow oraz beda stanowi¢ podstawe
do dalszego rozwoju personalizowanego leczenia nowotworow zaréwno w Polsce,
jak 1 na $§wiecie.

Cele szczegdlowe pracy obejmujg:

1. Oceng stopnia odréznicowania onkogennego dla probek guzéw zakwalifikowanych
do projektu CPTAC dla 12 typow nowotwordw: raka piersi, raka
jasnokomorkowego nerki, raka endometrium, glejaka wielopostaciowego,
pediatrycznych guzéw mobzgu, plaskonabtonkowego raka glowy 1 szyi,
gruczolakoraka ptuc, raka ptaskonablonkowego ptuc, gruczolakoraka trzustki, raka
jelita grubego, raka jajnika i gruczolakoraka zotadka we wczesnym stadium za
pomoca nowego indeksu macierzystosci nowotworow opartego o ekspresje biatek
(PROTsi),

2. Korelacj¢ wynikow analiz proteogenomicznych z danymi klinicznymi pacjentéw
bioracych udziat w projekcie CPTAC w celu identyfikacji markerow biatkowych
skorelowanych z macierzystoscia nowotworow stuzacych do stratyfikacji
pacjentow i predykcji progresji nowotworowej w postaci wznowy lub przerzutoéw,

3. Walidacj¢ wybranych markerow biatkowych zwigzanych z macierzystoscig dla
raka jasnokomorkowego nerki 1 plaskonabtonkowego raka glowy 1 szyi za pomoca
immunohistochemii z uzyciem bloczkéw parafinowych pozyskanych od pacjentow
stanowigcych niezalezne kohorty walidacyjne,

4. Identyfikacje inhibitorow $ciezek zwigzanych z macierzysto$cig nowotworow iich
mechanizmow dzialania w oparciu o zidentyfikowane bialka zwigzane

Z macierzystoscig 1 narzedzie CMap.
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Rozdzial 111
Materialy i metody

3.1 Probki pozyskane od pacjentow

W niniejszej pracy wykorzystano dane proteogenomiczne i kliniczne uzyskane
facznie od 1424 wuczestnikow z 12 histopatologicznie zdefiniowanymi typami
nowotworow, zakwalifikowanych do udziatu w programie CPTAC. Sposrod catkowitej
liczby probek, dane proteogenomiczne i kliniczne byty dostepne dla 134 prébek z rakiem
piersi (BR)(37), 110 z rakiem jasnokomorkowym nerki (CCRCC) (40), 109 z
gruczolakorakiem jelita grubego (CO) (46), 100 z glejakiem wielopostaciowym (GBM)
(42), 110 z rakiem ptaskonablonkowym gltowy 1 szyi (HNSCC) (44), 110 z rakiem
ptaskonabtonkowym ptuc (LSCC) (45), 111 z gruczolakorakiem ptuc (LUAD) (38), 110 z
rakiem jajnika (OV) (47), 140 z gruczolakorakiem prostaty (PDA) (48), 103 z rakiem
trzonu macicy (UCEC) (41) oraz 218 probek pediatrycznych guzow moézgu (PBT), grupy
dziecigcych guzow mozgu skladajacych sie z atypowego teratoidalnego guza
rabdoidalnego (ATRT, n = 12), czaszkogardlaka (craniopharyngioma, n = 16),
wyscidlczaka (ependymoma, n = 32), zwojakoglejaka (ganglioglioma, n = 18), glejaka
niskiego stopnia (LGG, n = 93), glejaka wysokiego stopnia (HGG, n = 25) i rdzeniaka
zarodkowego (medulloblastoma, n = 22) (43).

Dodatkowo, wykorzystano dostgpne dane proteogenomiczne 1 kliniczne
pochodzace od 80 pacjentow, u ktorych zdiagnozowano raka zoladka o wczesnym
poczatku (EOGC)(49), zebrane dla ICPC, bedacego partnerem CPTAC.

Wszystkie probki zostaty pozyskane od pacjentow podczas rutynowych zabiegéw
resekcji guzoéw za $wiadoma zgoda pacjentdw 1 zgodnie z wytycznymi 1 standardami

CPTAC.

3.2 Dane kliniczne 1 molekularne probek

Dane kliniczne 1 molekularne wszystkich probek CPTAC zostaly pozyskane
z tzw. miejsc zrédtowych tkanek (ang. Tissue Source Sites, TSSs) 1 zgromadzone
w wewnetrznej bazie danych CPTAC zwanej CDR (ang. Comprehensive Data Resource)
zsynchronizowanej z Centrum Koordynacji Danych CPTAC (ang. Data Coordinating
Center, DCC).
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3.3 Dane proteogenomiczne

Dane proteogenomiczne zawierajgce ekspresje mRNA, miRNA 1 bialek oraz dane
dotyczace metylacji DNA, zmiany liczby kopii (CNV) 1 fosforylacji biatek zostaly
opracowane 1 znormalizowane przez cztonkéw CPTAC AWGs (ang. Analysis Working
Groups) odpowiedzialnych za t¢ czg$¢ pracy w projekcie CPTAC. Opracowane
1 znormalizowane dane zostaly udostepnione cztonkom projektu CPTAC do dalszych
analiz. Komplet wyzej wymienionych danych proteogenomicznych dostgpny byt dla
nastepujacych typéw nowotworow: CCRCC, HNSCC, GBM, LSCC, LUAD, PDA
1 UCEC, natomiast dla BR, OV, CO 1 EOGC dostepne dane obejmowaly wylacznie
ekspresje mRNA 1 bialek, a dla PBT dost¢pne byly dodatkowo dane fosfoproteomiczne.

3.4 Wskaznik macierzystosci powstaty w oparciu o ekspresje bialek (PROTsi)

Wskaznik macierzystosci oparty o ekspresje biatek (ang. Protein expression-based
stemness index, PROTsi) ma na celu wskazanie, w jakim stopniu probki guzow otrzymane
od pacjentéw nowotworowych dzielg cechy z komoérkami macierzystymi, czyli jak bardzo
komorki nowotworowe sg podobne do komoérek macierzystych. Warto§¢ PROTsi waha si¢
od 0 do 1, gdzie 0 oznacza niskie podobienstwo do komodrek macierzystych, a 1 wskazuje
na wysokie podobienstwo komoérek nowotworowych do komorek macierzysych.

Aby obliczy¢ indeks macierzystosci (ang. stemness index, si) oparty o ekspresj¢
biatek, zbudowano model predykcyjny przy uzyciu algorytmu jednoklasowej regresji
logistycznej (OCLR) (78) na probkach indukowanych pluripotencjalnych komorek
macierzystych (iPSCs) ze zbioru danych HipSci (201). Konsorcjum HipSci (ang. Human
Induced Pluripotent Stem Cells Initiative) wygenerowalo duzy, wysokiej jakosci
referencyjny panel ludzkich linii komorkowych 1PSC, skladajacy si¢ z setek linii
komorkowych pochodzacych od fenotypowo zdrowych dawcow oraz kilku kohort dawcow
bedacych nosicielami dziedzicznych choréb genetycznych (201). Zastosowanie wartosci
ekspresji biatek uzyskanych z 211 probek HipSci iPSC 1 poddanie ich algorytmowi OCLR
umozliwito obliczenie wagi dla kazdego biatka w oparciu o macierzysto$¢, uzyskujac w ten
sposOb tzw. wspotczynnik macierzystosci (stemness score). Nastgpnie wykorzystano
uzyskany wspotczynnik macierzystosci (stemness score) 1 korelacje rang Spearmana
do klasyfikacji probek guzdéw pacjentow (obliczenie korelacji Spearmana pomigdzy
wektorem wagowym modelu a profilem ekspresji probek guzéw), otrzymujac w ten sposob

wskaznik macierzystosci (stemness index) oparty o ekspresje biatek (PROTsi).
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Schemat procesu otrzymania PROTSsi zostal przedstawiony na Rycinie 3.1. ponizej.
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Rycina 3.1. Schemat procesu opracowania PROTsi

3.5 Stratyfikacja typow guzéw CPTAC, ich podtypow oraz prawidtowej tkanki
sasiadujacej wedtug PROTsi

W celu stratyfikacji guzéw CPTAC, ich podtypéw 1 prawidlowej tkanki
sasiadujacej (ang. Normal adjacent tissue, NAT) zastosowano proteomiczny wskaznik
macierzystosci PROTsi do probek guzow 1 NAT. Wygenerowano wykresy pudetkowe
do stratyfikacji guzow CPTAC wedtug typu tkanki (poréwnanie probek nowotworowych
z prawidlowymi), natomiast tylko probki nowotworowe postuzyty do stratyfikacji stopni
zaawansowania histologicznego 1 podtypéw molekularnych przez PROTsi. Wykresy
pudetkowe zostaly wygenerowane przy uzyciu funkcji ggboxplot z pakietu ggpubr
w programie R 1 dodatkowych funkcji z pakietu ggplot2 programu R. Wartos$ci istotnosci
statystycznej uzyskano przy uzyciu funkcji stat compare means z pakietu R ggpubr
zuzyciem metody statystycznej "anova" do poréwnania Srednich. Wyniki z warto$cig

istotnosci statystycznej p < 0,05 uznano za istotne statystycznie.

3.6 Korelacja ekspresji genow 1 biatek z PROTsi w probkach nowotworowych
Korelacje Spearmana obliczono pomiedzy PROTsi a wszystkimi genami

z macierzy ekspresji genow RNAseq dla wszystkich analizowanych typow nowotworow,
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otrzymujac plik wyjsciowy Spearman Rho RNA, wykorzystujac funkcje spearman.test
z pakietu programu R pspearman. Nastepnie obliczono korelacj¢ Spearmana pomiedzy
PROTsi a wszystkimi biatkami z macierzy ekspresji biatek dla wszystkich analizowanych
typéw nowotworow, otrzymujac plik wyjsciowy Spearman Rho PROT, w ten sam
sposOb. Po wykonaniu tych dwéch analiz oszacowano dla kazdego transkryptu 1 kazdego
biatka $rednig pomiedzy Spearman Rho RNA 1 Spearman Rho PROT, otrzymujac
wartosci Rho RNA Prot Mean. Nastepnie wartosci Rho RNA Prot Mean posortowano
najpierw w kolejnosci malejacej, aby wybra¢ 50 najbardziej pozytywnie skorelowanych
biatek z PROTsi, a nastepnie w kolejnos$ci rosngcej, aby wybra¢ 50 najbardziej negatywnie
skorelowanych bialek z PROTsi. W ten sposob uzyskano listg 100 celow (targetow)
biatkowych zwigzanych z macierzystoscig dla kazdego analizowanego typu nowotworu.

Uwzgledniono wylacznie wyniki z zatozong warto$cig istotnosci statystycznej p < 0,05.

3.7 Korelacja zidentyfikowanych biatek zwigzanych z macierzystoscia z danymi
fosforylacyjnymi

Korelacje miedzy zidentyfikowanymi bialkami zwigzanymi z macierzystoscig
z danymi fosforylacji biatek obliczono w oparciu o dane fosforylacyjne opracowane przez
CPTAC AWGs dla nastepujacych typoéw nowotworow: CCRCC, HNSCC, GBM, LSCC,
LUAD, PDA, UCEC i PBT. Korelacj¢ rang Spearmana okreslono pomigdzy wszystkimi
miejscami fosforylacji z macierzy ekspresji fosforylowanych biatek a ekspresjg kazdego
ze 100 zidentyfikowanych wczesniej biatek, uzywajac funkcji spearman.test z pakietu
programu R pspearman. Uwzgledniono wylacznie wyniki z zatozong warto$cig istotnosci

statystycznej p < 0,05.

3.8 Korelacja zidentyfikowanych biatek zwigzanych z macierzysto$cig z ekspresjg miRNA

Korelacja miedzy zidentyfikowanymi bialkami zwigzanymi z macierzystoscig
a ekspresjg miRNA zostala obliczona na podstawie danych o miRNA, przygotowanych
przez CPTAC AWGs dla nastepujacych typoéw nowotworéw: CCRCC, HNSCC, GBM,
LSCC, LUAD, PDA 1 UCEC. Korelacje rang Spearmana obliczono pomi¢dzy wszystkimi
przefiltrowanymi miRNA z macierzy ekspresji miRNAseq a ekspresja kazdego
ze 100 zidentyfikowanych wcze$niej biatek, uzywajac funkcji spearman.test z pakietu R
pspearman. Z bazy danych miRDB (http://mirdb.org/), ktéra zapewnia informacje
dotyczace miRNA 1 przewiduje ich geny docelowe, pobrano wszystkie przewidywane

miRNA dla kazdego z biatek, ktore nastepnie skorelowano z danymi miRNA z macierzy
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ekspresji miRNA. Pobrane z bazy miRDB miRNA targetujace analizowane biatka
posiadaly przypisany tzw. miRDB target score (0 - 100), ktory wskazuje
prawdopodobienstwo, ze interakcja miedzy konkretnym miRNA a biatkiem jest
biologicznie istotna. W ten sposob zidentyfikowano interakcje miRNA-biatko, ktore
znajwiekszym prawdopodobienstwem maja funkcjonalne znaczenie w kontekscie
macierzystosci i ekspresji biatek. Uwzgledniono wytacznie wyniki z zalozong warto$cig

istotnosci statystycznej p < 0,05.

3.9 Korelacja zidentyfikowanych biatek zwigzanych z macierzystoscig ze zmiennoscia
liczby kopii (CNV)

W celu przeprowadzenia analizy korelacji pomiedzy zidentyfikowanymi biatkami
zwigzanymi z macierzystoscig a danymi dotyczacymi zmiennosci liczby kopii (ang. Copy
number variations, CNV) wykorzystano dane CNV opracowane przez CPTAC AWGs dla
nastepujacych typéw nowotworow: CCRCC, HNSCC, GBM, LSCC, LUAD, PDA
1 UCEC. Korelacja rang Spearmana zostala obliczona pomiedzy ekspresja kazdego
ze 100 zidentyfikowanch biatek zwigzanych z macierzystoscia 1 CNV z macierzy
somatycznych CNV przy uzyciu funkcji spearman.test z pakietu programu R pspearman.

Uwzgledniono wylacznie wyniki z zatozong warto$cig istotnosci statystycznej p < 0,05.

3.10 Korelacja zidentyfikowanych biatek zwigzanych z macierzystoscig z metylacja DNA

Analiza korelacji pomiedzy zidentyfikowanymi biatkami zwigzanymi
z macierzystoscig a metylacja DNA zostata przeprowadzona z wykorzystaniem danych
o metylacji DNA opracowanych przez CPTAC AWGs dla nowotworow CCRCC, HNSCC,
GBM, LSCC, LUAD, PDA i UCEC. Dane o metylacji DNA skupialy poziomy metylacji
sond zlokalizowanych zarowno w wyspach CpG, jak 1 w regionach promotoréw (w tym
5'UTR). Uwzgledniono wytacznie wyniki z zatozong wartoscig istotnosci statystycznej

p <0,05.

3.11 Korelacja zidentyfikowanych biatek z danymi klinicznymi (OS, PFS)

Dla kazdego ze zidentyfikowanych 100 biatek zwigzanych z macierzystoscig
obliczono wspotczynnik ryzyka (HR) 1 przeprowadzono test log-rank w oparciu o PROTsi
1 przezycie catkowite (OS) oraz przezycie wolne od progresji (PFS). Dane kliniczne wraz
z danymi dotyczacymi przezycia (OS, PFS) wykorzystanymi do analizy pozyskano

w sposOb opisany w podrozdziale 3.2. Analizy te zostaly wigczone do map cieplnych
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przygotowanych dla CCRCC, HNSCC, GBM, LSCC, LUAD, PDA i UCEC. Wyniki

z wartos$cig istotnosci statystycznej p < 0,05 uznano za istotne statystycznie.

3.12 Adnotacje dotyczace przynaleznosci zidentyfikowanych biatek do rodzin
funkcjonalnych
W celu przypisania zidentyfikowanych bialek zwigzanych z macierzystoscia do ich

rodzin funkcjonalnych wykorzystano platforme InterPro (https://www.ebi.ac.uk/interpro).

Platforma InterPro taczy informacje z r6znych baz danych takich jak Pfam, PROSITE,
PRINTS 1 innych, aby zapewni¢ kompleksowg klasyfikacje domen biatkowych 1 adnotacji
funkcjonalnych (202). Nazwy genow kodujacych 1lacznie 700 biatek zwigzanych
z macierzystoscig, zidentyfikowanych dla CCRCC, HNSCC, GBM, LSCC, LUAD, PDA
1 UCEC wpisano do pola “query” InterPro i otrzymano adnotacje dotyczace rodzin
funkcjonalnych wyszukiwanych biatek. Adnotacje funkcjonalne biatek nastepnie

zintegrowano z mapami cieplnymi.

3.13 Weryfikacja biatek zwigzanych z macierzystoscia w bazie danych aktualnie
istniejgcych biatkowych celow lekowych

W celu sprawdzenia, czy 1 jakie biatka uprzednio zidentyfikowane jako zwigzane
z macierzystoscig nalezag do aktualnie istniejagcych biatkowych celow lekowych
wykorzystano platforme¢ Open Targets. Open Targets stanowi kompleksowe narzgdzie,
ktore umozliwia systematyczng identyfikacje celow terapeutycznych lekow (203).

Wykorzystujac Open Targets, pobrano adnotacje dla 700 biatek najbardziej
zwigzanych z macierzystoscia, zidentyfikowanych dla CCRCC, HNSCC, GBM, LSCC,
LUAD, PDA 1 UCEC 1 pobrano liste zawierajaca dane o interakcjach cel biatkowy-lek.
W ten sposdb otrzymano odpowiednie adnotacje, czy analizowane biatka zwigzane
z macierzystosciag s aktualnie identyfikowane jako cele dla lekéw. Adnotacje
te zamieszczono na mapach cieplnych przygotowanych dla analizowanych typow

NOWOtworow.

3.14 Kategoryzacja zidentyfikowanych biatek zwigzanych z macierzystoscig

Biatka najbardziej zwigzane z macierzystoscia, czyli znajdujace si¢ w pierwszej
100 zidentyfikowanych biatek skorelowanych z PROTsi w analizowanych typach
nowotworow zostaly poddane kategoryzacji. Wszystkie biatka zidentyfikowane jako

pozytywnie skorelowane z macierzystoscig w 7 typach nowotworOw w pierwszej
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kolejnosci zebrano razem, a nastepnie posortowano i dokonano podziatu tychze biatek
na dwie grupy: grup¢ pierwsza, zawierajacg biatka powtarzajace si¢ w co najmniej dwoch
typach nowotwordéw oraz grupe druga, skladajaca si¢ z biatek zidentyfikowanych
wytacznie w jednym konkretnym typie nowotworu. Podobnie postgpiono z biatkami
negatywnie skorelowanymi z macierzysto$cig, rowniez otrzymujac podzial na dwie grupy
biatek wspolnych dla nowotworow 1 biatek specyficznych tylko dla konkretnych typow.
W rezultacie, biatka przyporzadkowano wedlug nastepujacej klasyfikacji: biatka
specyficzne dla nowotworu - to biatka zidentyfikowane tylko w jednym typie guza, biatka
wspolne dla kilku typéw nowotworow - zidentyfikowane w 2 lub 3 typach guzéw
i1tzw. biatka pan-nowotworowe (ang. Pan-cancer proteins) - zidentyfikowane

w 4 lub wigcej typach nowotworow.

3.15 Kryteria wyboru markeréw biatkowych do walidacji za pomocg IHC
Walidacja markeréow biatkowych zwigzanych z macierzysto$cig, majaca na celu
wykazanie wartosci prognostycznej biatek zidentyfikowanych za pomocg analiz
bioinformatycznych zostata przeprowadzona za pomoca techniki immunohistochemii
(IHC), opisanej w dalszych podrozdziatach pracy.
Glownym kryterium selekcji markerow biatkowych zwigzanych z macierzystoscia
do walidacji IHC byla korelacja ekspresji danego markera biatkowego okreslone;j
za pomocg spektrometrii mas (LC-MS/MS) z macierzystoScig probek guza zmierzong
przy uzyciu PROTsi.
Dodatkowe kryteria wyboru obejmowaty:

e Marker biatkowy jest wybierany, gdy znajduje si¢ w grupie 50 bialek najbardziej
skorelowanych z macierzystos$cig, przy czym korelacja moze by¢ pozytywna
badz negatywna i/lub

e Marker bialkowy jest wybierany, gdy ulega ekspresji wylacznie w jednym typie
nowotworu lub jest wspolny dla wielu typéw nowotwordw i/lub

e Marker jest wybrany, gdy ulega ekspresji wylacznie w jednym podtypie
molekularnym nowotworu lub jest wspolny dla wielu podtypéw molekularnych
danego nowotworu i/lub

e Marker jest wybierany, gdy jego ekspresja jest skorelowana z cechami kliniczno-
patologicznymi, tj. przezyciem catkowitym (OS), przezyciem wolnym od progresji

(PFS) czy obecnoscig przerzutow odlegtych lub odnotowang wznowg i/lub
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e Marker jest wybierany, gdy jego biologia wigze si¢ z teorig macierzystosci

NOWOtworow.

3.16 Kohorty walidacyjne IHC

Kohorta walidacyjna CCRCC sktadata si¢ z 52 przypadkéw CCRCC, zebranych
w Wielospecjalistycznym Szpitalu Miejskim im. J. Strusia w Poznaniu. Z catkowitej liczby
52 przypadkéw CCRCC, 36 przypadkéw zostato wiaczonych do kohorty CPTAC CCRCC
(40). Wszyscy pacjenci wiaczeni do kohorty walidacyjnej CCRCC wyrazili pisemng
swiadomg zgode na pobranie tkanek i1 zbior danych klinicznych do celow naukowych.
Kryteria wiaczenia do kohorty walidacyjnej CCRCC uwzgledniatly: 1) pacjentow z nowo
rozpoznanym guzem nerki, poddanych leczeniu chirurgicznemu (radykalna nefrektomia
lub organooszczedna resekcja guza), u ktorych potwierdzono rozpoznanie raka
jasnokomorkowego nerki, 2) brak wczesniejszego leczenia systemowego w postaci
chemioterapii czy lekéw biologicznych, 3) regularng 6-miesigczng obserwacje,
4) pacjentow petnoletnich.

Probki w kohorcie walidacyjnej CCRCC przydzielono do dwdch nastgpujacych
grup: grupy ze ztym rokowaniem, sktadajacej si¢ z 26 pacjentéw, u ktorych w ciggu 5 lat
od operacji guza pierwotnego rozwinelty si¢ przerzuty oraz grupy z dobrym wynikiem
klinicznym skupiajacej 26 pacjentow, ktorzy nie rozwingli przerzutdow w tym czasie.
Tabela 3.1. zawiera szczegOlowe dane kliniczne pacjentow 1 probek wiaczonych

do kohorty walidacyjnej CCRCC.
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Tabela 3.1. Charakterystyka kohorty walidacyjnej CCRCC

Liczba dni od Liczba dni od|
Prébka Wiek w » daty operacji daty operacji
.. B Stopien do daty do daty Stan
wijczona do | Data operacji Data momencie . , Przerzut - PR :
- Identyfikator IR . oo .| Zaawansowania L wznowy lub Smiercilub | pacjenta -
Numer j— kohorty guza pojawienia | operacji |Data $mierci| A Lokalizacja przerzutu 4 tak (1) lub i .
probki : . o : histologicznego ostatniego : ostatniego zmarly (1)
CPTAC pierwotnego |sie¢ przerzutu guza nie (0) N
. N G) kontaktu, gdy Kontaktu, |[lub zywy (0)
CCRCC? pierwotnego .
brak wznowy - gdy pacjent
PFS Zywy - OS

1 C3N-00305 Tak 09-maj-16 11-sie-21 60 Zywy G3 Brak przerzutu 1920 0 2226 0
2 C3N-00310 Tak 17-maj-16 09-lis-20 84 09-lis-20 G1 Brak przerzutu 1637 0 1637 1
3 C3N-00312 Tak 31-maj-16 11-sie-21 68 YWY G2 Brak przerzutu 1898 0 2204 0
4 C3N-00313 Tak 10-cze-16 11-sie-21 31 YW G3 Brak przerzutu 1888 0 2194 0
5 C3N-00315 Tak 28-cze-16 11-sie-21 68 YWY G2 Brak przerzutu 1870 0 2176 [
6 C3N-00320 Tak 12-lip-16 11-sie-21 67 YWY G3 Brak przerzutu 1856 0 2162 0
7 C3N-00437 Tak 18-sie-16 17-lut-21 69 17-lut-21 G2 Brak przerzutu 1644 0 1644 1
8 C3N-00491 Tak v 22-gru-16 54 2-gru-16 G3 Brak przerzutu 112 0 113 1
9 C3N-00492 Tak v 11-sie-21 49 YWY G2 Brak przerzutu 1801 0 2107 0
10 C3N-00494 Tak 13-wrz-16 11-sie-21 66 YWy G3 Brak przerzutu 1793 0 2099 0
11 C3N-00832 Tak 28-wrz-16 11-sie-21 79 YWY G2 Brak przerzutu 1778 0 2084 0
12 C3N-00834 Tak 07-paz-16 11-sie-21 65 YWy G2 Brak przerzutu 1769 0 2075 0
13 C3N-01175 Tak 21-lis-16 11-sie-21 60 YWY G1 Brak przerzutu 1724 0 2030 0
14 C3N-01178 Tak 29-lis-16 11-sie-21 58 YWY G2 Brak przerzutu 1716 0 2022 [
15 C3N-01179 Tak 13-gru-16 11-gru-21 72 YWy G2 Brak przerzutu 1824 0 2008 0
16 C3N-01180 Tak 13-gru-16 11-gru-21 51 YWY G2 Brak przerzutu 1824 0 2008 0
17 C3N-01361 Tak 19-gru-16 12-gru-21 48 YWY G2 Brak przerzutu 1819 [ 2002 0
18 C3N-01648 Tak 06-lut-17 11-sie-21 69 YW’ G2 Brak przerzutu 1647 0 1953 0
19 C3N-01657 Tak 05-kwi-17 11-sie-21 74 YWY G2 Brak przerzutu 1589 0 1895 [
20 C3N-01905 Tak 27-kwi-17 11-sie-21 59 YWY G1 Brak przerzutu 1567 0 1873 0
21 C3N-02263 Tak 12-maj-17 11-sie-21 69 YW’ G2 Brak przerzutu 1552 0 1858 0
22 C3N-02266 Tak 22-maj-17 11-sie-21 56 YW G1 Brak przerzutu 1542 0 1848 [
23 C3N-03018 Tak 13-wrz-17 11-sie-21 65 YWY G2 Brak przerzutu 1428 0 1734 0
24 C3N-03019 Tak 13-wrz-17 11-sie-21 46 YW, G2 Brak przerzutu 1428 0 1734 0
25 C3N-03020 Tak 19-wrz-17 18-sty-21 65 18-sty-21 G1 Brak przerzutu 1217 0 1217 1
26 C3N-03021 Tak 11-sie-21 50 Zywy G3 Brak przerzutu 1420 0 1726 0
27 3086-94/13 Nie 5 24-kwi-17 51 2-lip-17 G3 K 662 1 731 1
28 14119-28/18 Nie 11-paz-18 03-kwi-19 52 YWY G2 Kosci 174 1 1341 [
29 C3N-01655 Tak 22-mar-17 Ol-sie-19 64 YW’ G2 Nerka 862 1 1909 0
30 C3N-02264 Tak 16-maj-17 30-maj-17 68 YWY G2 Nerka 14 1 1854 [
31 10758-61/15 Nie 16-wrz-15 09-cze-21 56 YWY G2 Nerka 2093 1 2462 0
32 C3N-00831 Tak 30-wrz-16 07-lis-16 52 9-gru-17 G2 Pluca 38 1 455 1
33 C3N-01176 Tak 21-lis-16 05-gru-16 71 YWY G2 Pluca 14 1 2030 0
34 4585-97/19 Nie 14-mar-19 14-mar-19 62 YWY G3 Phluca 0 1 1187 0
35 5207-18/19 Nie 1-kwi-19 19-sty-21 50 YWY G3 Pluca 659 1 1169 0
36 13164-70/14 Nie i 15-maj-15 62 15-sty-16 |G3 Phluca 192 1 437 1
37 8034-43/13 Nie 24-maj-13 12-lip-13 56 15-sie-17 G3 Pluca 49 1 1544 1
38 6072-76/16 Nie 04-maj-16 08-lis-11 57 27-wrz-18 G2 Pluca 0 1 876 1
39 6512-21/15 Nie 2-cze-15 13-wrz-18 55 Zywy G3 Phluca 1199 1 2309 0
10 13980-89/15__|Nie 04-paz-17__|50 Zywy G2 Pluca 681 1 2394 0
41 [8947-54/16 Nie 25-sie-16 57 30-paz-19 G3 Pluca 51 1 1212 1
42 2652-59/14 Nie 26-lut-14 19-sty-15 54 Zyw G1 Pluca. nerka 327 1 2878 0
43 16184-87/13 Nie 03-gru-13 09-kwi-14 42 26-kwi-14 G2 Pluca. watroba. nerka |127 1 144 1
44 16/02/9100 Nie 7-lip-16 28-wrz-17 30 30-gru-17 G2 Pluca, watroba, nerka |448 1 541 1
45 13321-27/13 Nie 25-wrz-13 26-sie-14 58 3-lis-14 G1 Pluca, watroba. nerka |335 1 424 1
46 C3N-01651 Tak 09-lut-17 06-lut-18 58 YWY G2 Pluco 362 1 1950 0
47 C3N-01656 Tak 04-kwi-17 01-paz-18 68 YWy G2 Phuco 545 1 1896 0
48 C3N-02262___|Tak 13-maj-17___|04-paz-17__|67 YWy G2 Pluco 144 1 1857 0
49 C3N-00314 Tak 16-cze-16 01-lip-16 78 31-sie-16 G2 Watroba 15 1 140 1
50 C3N-01649 Tak 7-lut-17 16-lut-17 51 Zyw G2 Watroba 9 1 1952 0
51 C3N-01654 Tak 13-mar-17 15-1ip-20 64 Zywy G3 Watroba 1220 1 1918 0
52 11944-50/15 Nie 8-paz-15 18-wrz-15 52 17-sty-16 G3 ‘Watroba, kosci. nerka |0 1 101 1

Kohorta walidacyjna HNSCC zawierala 60 przypadkow HPV (-) HNSCC
zebranych prospektywnie w Klinice Otolaryngologii 1 Onkologii Laryngologicznej
Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu. Sposrod 60 przypadkow HNSCC, 30 przypadkow
wlaczono do kohorty CPTAC HNSCC (44). Wszyscy pacjenci wiaczeni do kohorty
walidacyjnej HNSCC wyrazili pisemng $wiadomg zgode na pobranie tkanek i1 zbior danych
klinicznych do celow naukowych. Kryteria wiaczenia do kohorty walidacyjne;j
obejmowaty: 1) lokalizacje¢ guza pierwotnego w krtani, gardle dolnym lub w jamie ustnej,
2) zaawansowane stadium guza pierwotnego (T2 - T4, NO - N2, MO0), 3) chirurgi¢ jako
pierwszg zastosowang metode leczenia zapewniajaca uzyskanie probek guza uprzednio
nieleczonych (operacja zostala wykonana przy uzyciu dobrze ugruntowanych technik
chirurgicznych, w tym operacji robotycznej TransOral dla guzéw zlokalizowanych w jamie
ustnej, mikrochirurgii laserowej dla guzéw zlokalizowanych w krtani oraz cze$ciowa

lub catkowitg laryngektomig), 4) leczenie po wycigciu guza pierwotnego (pacjenci z guzem
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pierwotnym charakteryzujacym si¢ jako T2 lub N1 ukonczyli adjuwantowa radioterapi¢
(RT) 68-72 Gy, a pacjenci z guzem pierwotnym charakteryzujacym si¢ jako >=T3 lub >N1
ukonczyli adjuwantowa radioterapi¢ z chemioterapig), 5) regularng 2-miesi¢czng
obserwacjg, 6) petnoletnos¢ pacjentow.

Probki w kohorcie walidacyjnej HNSCC przydzielono do dwoch grup: grupy
z dobrym wynikiem klinicznym (n = 30) i grupy ze ztym wynikiem klinicznym (n = 30).
Grupa z dobrym wynikiem klinicznym sktadata si¢ z pomys$lnie wyleczonych chirurgicznie
pacjentow, u ktérych nie wystgpit nawrot w ciggu 5 lat obserwacji, podczas gdy grupa
ze ztym wynikiem klinicznym obejmowata pacjentéw, u ktérych doszto do wznowy
lokoregionalnej w ciggu 24 miesigcy po operacji pierwotnego guza. Tabela 3.2. zawiera
szczegdtowe dane kliniczne pacjentow 1 probek wiaczonych do kohorty walidacyjnej

HNSCC.
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Tabela 3.2. Charakterystyka kohorty walidacyjnej HNSCC

Liczba dni X .
Adjuwantowa | od daty L:::l” .
. ke ratioterapia | operacji do
Probka Data Wiekw | kose Stan Stopien (RT) lub daty y OPErACA0 | gam
| wiaczona do " ‘momencie } i ) e KA Y | Wamowa- |daty smierci| !
Numer | Mentyfikator | MIEREE operacit | g | TR | e Inych | Praerzuty | mawans Lolalizacja guza | chemioterapia | wmowylub | o/ #8040 8 pacjenta -
probki e quza P wezlow | odlegle (\D) | histologiczmego | pierwotnego (CDRT | ostatmiego | “LON | CE | mmanty )
HNSCC? | Piervotnego piermomega| @ chlonnych (N) ©) ®TCDpo | kontaktu, Tontalty, | 1D YWY ©)
leczeniu | gdy brak B
N gdy pacjent
operacyjnym | wanowy - pdi
PES bt
1 C3N-00300 _[Nie 125p 16 |Brakwznowy |63 pT2 vy pN0 MO G2 Dio jamy ustnej RT 2162 0 2162 0
2 C3N-00498 _|Tak 211p16 |Brak wznowy |63 pT2 ywy pN1 Mo G2 Duo jamy ustaej Nie 2153 0 2153 0
3 C3N-00830 _[Nie 30sic16 | Brak wznowy |64 pT3 ywy pNO Mo G1 Gardio RT 2113 0 2113 0
4 C3N-00822 _|Tak 13-wiz-16_|Brak wznowy |59 pT3 ywy pNO Mo [ Kitait Nie 2099 o 2099 0
5 C3N01340 _[Tak 125ty-17 _|Brak wznowy |73 pT4a 1452020 _[pN0 Mo 'Ez Kitai Nie 1978 0 1399 1
s C3N01757 _|Tak 7-mar-17_|Brak wznowy |65 pT2 ywy pNx 2 Kitait Nie 1904 904
7 C3N01941 _[Nie Skwil7 |Brak wznowy |70 pT4a ywy pN2c G1 Kitait RT/CT 1882 882
B C3N-02275 _[Tak 6-cze-17__|Brak wznowy |70 pT4 41u2022_|pNO G2 Kitaii Nie 1833 714
B C3N02276 _[Nie 8cze17 | Brak wznowy |64 pT3 ywy pN1 G2 Jezyk RT 1831 831
10 C3N-02278 _[Nie 0cze-17 _|Brak wzowy _[65 pT2 ywy pNO G3 Kitaii RT 1819 819
11 C3N03015 | Tak 10-mar-17_|Brak wznowy |61 pT4a ywy pN2b Mo G2/G3 Jezyk RT 1921 0 1921 0
12 C3N-03028 _[Tak 0717 | Brak wznowy |60 pT2 ywy pN2b Mo G2 Duo jamy ustnei RT 1679 0 1679 0
13 C3N03456__|Tak 12-gu17 |Brak wznowy |64 pT4 ywy pNO Mo G2 Duo jamy ustnej RT 1644 0 1644 0
14 C3N-03012 _[Tak 26-wrz17 | Brak wznowy |72 pTda 1-m3j-2021 [pNO Mo G2 Kitaii RT/CT 1721 0 1333 1
15 C3N03014__[Nie 9-wiz17 _|Brak wznowy |61 4 ywy pNO G2 stan T 1718 1718 0
16 C3N-03435__[Nie 7sty-18 | Brak wanowy |52 pTda 6-wiz-2020 |pN2c G2 ran 1608 973 1
17 IMO_AA0521 [Nie 01ip17 _|Brak wzmowy |61 022021 |pNO G2 tan 1789 410
1 C3N-02693 _|Tak 7lip17 _|Brak wanowy |43 5 ywy pNO G2 ran T 1782 782
C3N-04689 _[Nie paz-18__|Brak wznowy |4 5 ywy pNI G2 ezyk migdalck 1330 330
C3N-04690 _|Nie lis-1 rak wznowy |5 5 19222021 [pNO G1 )10 jamy ustnej ICT 1316 091
C3N04697 _[Nie Tt rak wznowy |4 5 ey pN3b G3 tat /cT 1308 308
C3N-04708__|Nie ~gru-18_|Brak wznowy 5. 5 ywy pNO G1 ta T 1274 274
C3N-05096 _[Nie 9eru18__|Brak wznowy |6 5 ey pN2b G3 ta 1272 272
24 C3N04272_|Nie 03kwir18 |Brak wznowy |64 pT2 ywy pNO Mo G2 Migdalek RT 1532 o 1532 0
25 C3N-04274 [N 104kwi-18 _|Brak wznowy |50 pT2 ywy pNO Mo G2 Duo jamy ustae] RT 1525 0 1525 0
6 C3N-04275 74wil8 | Brak wznowy |62 15 ywy pNoO G1 Ksta Nie 518 51
7 C3N04280 _|Tal -mai-18__|Brak wznowy |66 5 ywy pNO G1 Kstasi Nie 476 47
C3N-03785 ‘mar-18_|Brak wznowy |67 15 1-m3j-2021 [pNx G2 ezyk Nie 544 1
C3N01756 | Tal mar17 _|Brak wznowy |63 15 ywy pN2c G2 Kstaii RT 910 9
C3N03458 [Tl ST rak wznowy |71 I3 ywy pNO [ Do jamy ustncj RT 614 G
C3N-00307 _[Tal 4lip 1 Lsty-17 70 pT4a 2 kwi-2017 [pNx G2/G3 Krtaii Nic 71 B
2 C3N-00829 _|Tal sic16__[01dis-17 53 pT2 wi-2019_[pN2b G2 ezvk RT/CT 42 1 96
3 C3N-00821 _[Nie Sie 16 [0lwiz17 8 pT2 3-51y-2018_|pN2c G2 Dno jamy ustnei RT 58 1 52
4 C3N-00668 | Ni i 16 iz 17 4 pT1 N0 G2 ezvk Brachyterapia_|374 120
5 C3N-00871 Tis-16 paz-17 8 pT3 7-sty2018_|pN2b G2 vk dno jamy ustnej |RT/CT 06 1
6 C3N01339 [T ty-17 “mar17 9 pT4 w2017 _|pN1 G3 rtar 7CT 7 3
7 C3N01645 sty 17 “mar-18 pT3 ~wiz2018_|pNoO G2 rtan 401 9
B C3N01338 [Tl 7sty-17 Tip-18 5 oT2 99222018 _|pN1 ) rtan 7CT 520 52
9 C3N01943 _|Tal 9dwi-17_[0lcze19 5 pT4a 195102019 [pN3a G2 rtas /T 773 852
40 C3N01948 _[Tal Skwil7_[0l-mai18 5 pT4a 2612018 _[pN2b G2 Dno jamy ustnei 371 457
41 C3N-03433_[Tal 23517 [01dis 19 76 5¥) 14-6p2020_[pN0 Mo G2 Jezyk dno jmy ustnej | Nie 708 1 964 1
2 C3N-03459 _[Nie 165y-18 _[0l-wrz-18 44 pT3 27-1y2019_|pN1 Mo G2 Shuzo RT 228 1 376 1
3 C3N-03008 _[Tak 05wiz-17__[01sty-18 65 pT4a 241ut2018_[pN2c Mo [ Tezyk. dno jamy ustae] |NA 118 1 172 1
44 C3N-03011 _[Tak Bwrz-17 _[0lfis 1 pT2 9-kwi-2019 [pN2b G3 rtan RT 419 1 598
s C3N01858 _|Tak cze-17__[0lsty-1 5 21ut2018_|pN3b G2 rtan RT/CT 187 229
6 C3N-05098 _[Nie sty-19 fip2 54 f5 7502020 [pNO G1 rtan Nie 538 585
7 C3N04278 _|Tak -mai-18 _[01-sie-1 5 9-ru2019 |pN: Gx rtan Nie 44, 582
C3N01944 _[Tak -maj-17_[OLsty-l! pT4a 25ie2018 | G3 ezyk dno jamy ustnej |RT 22 446
C3N-05081 _[Nie Tip 1 “maj-20 54 5 wiz2020 |p G2 ezykduo jamy ustnej 291 417
C3N05084__[Nie p1 iz pT4a 802020 [pNoa G2 Rrtas 7CT a1 519
C3N05949 _[Nie Tip-1 Tut2 3 pT4a 020 [pN2b G2/G3 Kitai 19: 286
C3N05937 _[Nie sic 1 1lip 2 71 pT4a 7152020 [pN2a G3 Kstai iCT 3 1 459
C3N-03773 _[Nie sty-1 Losie-1 56 pT4a 00222019 [pNO G2 Dno jamy ustnei 1 1 528
4 C3N0271 _[Nie i1 “eru-18 74 IS 6:5ic2019_|pNO [ Cotaid 410
5 C3N-05061 _[Nie i1 lip- 9 5 1-mar-2020 [pN2c G2 Crtad 85
6 C3N-05062 _[Nie el sty 5 pTda 8 mar2020 |pNx Gx zczeka 79
7 C3N05919_[Nie Tmar19__[01sty- 5 I3 7-paz-2020 [pN3b (3 zczcka 5 9
58 C3N-05941 _[Nie T-mai19_|01sty-20 2 5 74wi-2020 [pNO 'gz ezvk_dno famy ustne] 1 2
59 C3N01336_[Nie Lsty-1 “mai17 0 pT4a 3-wz2017 [pN2b G2 Rrtah 0 3
50 C3N-03783 _|Tak 71ut18 “mar-20 7 5 9222020 |pN2b [GL Do jamy ustaej 33 B

3.17 Immunohistochemia

W  celu walidacji zidentyfikowanych markeréw bialkowych zwigzanych
Z macierzystoscia, przeprowadzono analiz¢ immunohistochemiczng (IHC) z uzyciem
specyficznych przeciwcial. Walidacja IHC zostata wykonana z wykorzystaniem bloczkow
FFPE pochodzacych od pacjentow CCRCC 1 HNSCC, ktorzy przeszli operacj¢ guza
pierwotnego w dwodch szpitalach w Polsce, Wielospecjalistycznym Szpitalu Miejskim
im. Jozefa Strusia w Poznaniu (CCRCC) 1 Szpitalu Klinicznym im. Heliodora
Swiecickiego Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu (HNSCC).

IHC przeprowadzono przy uzyciu 4-mikronowych skrawkéw tkankowych
pozyskanych z bloczkow FFPE. Kazda tura IHC zostata wykonana przy uzyciu
automatycznej barwiarki Dako Autostainer Link 48 z zaprogramowanymi uprzednio
protokotami barwienia 1 zestawem wizualizacyjnym Dako EnVision. Do barwienia
immunohistochemicznego preparatow nalezacych do kohorty walidacyjnej CCRCC
zastosowano nastepujace przeciwciata: anty-HATR1 (ThermoFisher, poliklonalne, 1:200),

anty-SLC27A2 (Atlas Antibodies, poliklonalne, 1:500), anty-SNRNP200 (Atlas
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Antibodies, poliklonalne, 1:225), anty-UCHL1 (Atlas Antibodies, poliklonalne, 1:3000)
1anty-UHRF1 (Atlas Antibodies, poliklonalne, 1:2000). Natomiast w kohorcie
walidacyjnej HNSCC, IHC przeprowadzono wuzywajac przeciwcial anty-REX1
(ThermoFisher, poliklonalne, 1:400) 1 anty-SOX2 (Atlas Antibodies, poliklonalne, 1:300).
Charakterystyka przeciwcial pierwszorzedowych, ktore postuzyly do analizy IHC zostata
uwzgledniona w tabeli 3.3. Oddzielnie dla kazdego z przeciwciat przygotowano
odpowiednie kontrole pozytywne i negatywne, umozliwiajace optymalizacje warunkow
analizy IHC. Gotowe preparaty IHC nastepnie skanowano cyfrowo za pomocg
automatycznego skanera ScanScope AT Turbo (Aperio/Leica Microsystems, Vista, CA)
w 40-krotnym powigkszeniu. Obrazy cyfrowe preparatow [HC byly zapisywane jako pliki
.svs rekomendowane dla oprogramowania do przegladania slajdéw histopatologicznych
1 immunohistochemicznych w wysokiej jakosci - ImageScope (Aperio, Vista, CA). Dostep
do obrazow cyfrowych zapewniono za posrednictwem serwera Synology Rack Station

(RS18017xs+) chronionego hastem.
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Tabela 3.3. Charakterystyka przeciwciat pierwszorzedowych wykorzystanych do analizy

[HC

Przeciwcialo Rozcienczenie Producent Identyfikator
Kroélicze poliklonalne Thermo Fisher  |Cat# bs-15438R,
anty-HEATRI 1:200 Scientific RRID:AB 2934056
Kroélicze poliklonalne Cat# HPA005993,
anty-UCHLI 1:3000 Atlas Antibodies |RRID:AB 1858560
Kroélicze poliklonalne Cat# HPA049408,
anty-UHRF1 1:2000 Atlas Antibodies |RRID:AB 2756317
Kroélicze poliklonalne Cat# HPA029321,
anty-SNRNP200 1:225 Atlas Antibodies |RRID:AB 10604096
Kroélicze poliklonalne Cat# HPA026089,
anty-SLC27A2 1:500 Atlas Antibodies |RRID:AB 1857060
Mysie monoklonalne
anty-SOX2 (klon Cat# AMAD91307,
CL4716) 1:300 Atlas Antibodies |RRID:AB 2665892
Mysie monoklonalne
any-REX1 (klon Thermo Fisher  |Cat# MAS5-38664,
SE11A6) 1:400 Scientific RRID:AB 2898576

3.18 Ewaluacja preparatoéw IHC

Ocena preparatow IHC zostata przeprowadzona przez dwoch wykwalifikowanych
patomorfologow w konsultacji z trzecim patomorfologiem zapewniajagcym dokonanie
niezaleznej oceny w przypadku jakichkolwiek rozbieznosci. Tabela 3.4. 1 Tabela 3.5.
przedstawiajg wartosci przyporzadkowane poszczegdlnym preparatom CCRCC 1 HNSCC
(odpowiednio) poddanym analizie IHC z uzyciem poszczegdlnych przeciwcial. Podczas
oceny preparatow IHC patomorfolodzy korzystali z metodologii H-score do oceny
punktowej IHC. System H-score opiera si¢ na wartosci stopnia ekspresji w komoérkach guza
w procentach (0 - 100%) 1 pomnozonej przez intensywno$¢ ekspresji zaobserwowanej
W postaci bragzowego precypitatu w przypadku pozytywnej reakcji: 0 (reakcja negatywna),
1+ (niska intensywnos$¢ ekspresji), 2+ (umiarkowana intensywnos$¢ ekspresji) 1 3+ (wysoka

intensywno$¢ ekspresji), co daje catkowitg ocene od 0 do 300 (204).
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Tabela 3.4. Ocena patomorfologiczna preparatdow CCRCC wykonana wedtug

metodologii H-score

Przerzut1- | HEATR1 H- | SNRNP200 | SLC27A2 H- | UCHL1 H- UHRF1 H-
Identyfikator PFS .

. tak, 0 - nie score H-score score score score
C3N-00305 1920 0 5 0 40 0 25
C3N-00310 1637 0 90 0 190 20 0
C3N-00312 1898 0 15 40 130 0 12
C3N-00313 1888 0 90 50 200 60 0
C3N-00315 1870 0 5 10 190 240 0
C3N-00320 1856 0 120 10 210 0 0
C3N-00437 1644 0 160 30 130 0 13
C3N-00491 112 0 80 10 190 0 5
C3N-00492 1801 0 5 10 150 5 5
C3N-00494 1793 0 90 20 210 0 0
C3N-00832 1778 0 70 20 20 300 0
C3N-00834 1769 0 130 40 230 0 10
C3N-01175 1724 0 5 90 170 70 0
C3N-01178 1716 0 5 20 140 0 30
C3N-01179 1824 0 105 70 220 0 5
C3N-01180 1824 0 10 0 130 0 0
C3N-01361 1819 0 35 0 120 30 15
C3N-01648 1647 0 5 10 100 10 5
C3N-01657 1589 0 80 40 260 30 0
C3N-01905 1567 0 120 20 130 5 0
C3N-02263 1552 0 60 30 100 0
C3N-02266 1542 0 100 0 140 35 20
C3N-03018 1428 0 45 110 170 80 6
C3N-03019 1428 0 190 30 120 115 15
C3N-03020 1217 0 110 20 210 0 0
C3N-03021 1420 0 115 20 190 145 0
C3N-00314 15 1 140 110 100 0 0
C3N-00831 38 1 5 10 0 220 10
C3N-01176 14 1 15 80 0 0 0
C3N-01649 9 1 10 50 150 0 0
C3N-01651 362 1 100 10 0 0
C3N-01654 1220 1 30 90 0 0 0
C3N-01655 862 1 100 50 180 5 0
C3N-01656 545 1 100 40 160 10 0
C3N-02262 144 1 100 140 0 5 8
C3N-02264 14 1 140 40 130 120 25
4585-97/19 1 1 150 120 160 70 80
5207-18/19 659 1 220 70 140 120 30
13164-70/14 192 1 170 70 80 150 10
16184-87/13 127 1 130 50 90 155 10
9100 (10765) 448 1 150 20 50 120 100
13321-27/13 335 1 195 20 90 30 30
8034-43/13 49 1 110 0 20 100 1
2652-59/14 327 1 185 0 60 120 50
11944-50/15 1 1 210 150 30 60 15
6072-76/16 1 1 260 80 50 110 20
6512-21/15 1199 1 200 70 20 65 10
10758-61/15 2093 1 140 80 130 70 10
13980-89/15 681 1 210 90 80 100 5
8947-54/16 51 1 170 80 160 120 20
3086-94/13 662 1 180 90 20 140 30
14119-28/18 174 1 125 90 190 90 20
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Tabela 3.5.

Ocena

metodologii H-score

patomorfologiczna preparatow HNSCC wykonana wedlug

Identyfikator Yamowa 1 g PFS SOX2 H- e
: tak, 0 - nie score score

C3N-00300 0 2162 0 0
C3N-00498 0 2153 270 0
C3N-00830 0 2113 0 0
C3N-00822 0 2099 20 10
C3N-01340 0 1978 5 0
C3N-01757 0 1904 5 0
C3N-01941 0 1882 0 50
C3N-02275 0 1833 0 0
C3N-02276 0 1831 0 70
C3N-02278 0 1819 10 160
C3N-03015 0 1921 0 80
C3N-03028 0 1679 15 130
C3N-03456 0 1644 90 150
C3N-03012 0 1721 15 0
C3N-03014 0 1718 140 10
C3N-03435 0 1608 240 160
IIMO_AAO0521 0 1789 0 100
C3N-02693 0 1782 170 160
C3N-04689 0 1330 6 30
C3N-04690 0 1316 15 5
C3N-04697 0 1308 290 120
C3N-04708 0 1274 9 10
C3N-05096 0 1272 0 0
C3N-04272 0 1532 0 40
C3N-04274 0 1525 0 80
C3N-04275 0 1518 5 155
C3N-04280 0 1476 0 70
C3N-03785 0 1544 60 0
C3N-01756 0 1910 70 0
C3N-03458 0 1614 5 20
C3N-00307 1 171 120 100
C3N-00829 1 442 290 0
C3N-00821 1 388 60 10
C3N-00668 1 374 20 80
C3N-00871 1 306 20 110
C3N-01339 1 47 245 0
C3N-01645 1 401 0 100
C3N-01338 1 520 55 15
C3N-01943 1 773 60 50
C3N-01948 1 371 0 50
C3N-03433 1 708 80 40
C3N-03459 1 228 15 0
C3N-03008 1 118 2 125
C3N-03011 1 419 200 0
C3N-01858 1 187 0 110
C3N-05098 1 538 35 200
C3N-04278 1 442 160 105
C3N-01944 1 223 6 190
C3N-05081 1 291 230 0
C3N-05084 1 411 0 30
C3N-05949 1 191 270 10
C3N-05937 1 310 0 15
C3N-03773 1 183 50 0
C3N-04271 1 152 0 0
C3N-05061 1 311 9 15
C3N-05062 1 492 300 10
C3N-05919 1 296 15 0
C3N-05941 1 219 140 145
C3N-01336 1 90 230 100
C3N-03783 1 733 240 110
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3.19 Analiza warto$ci  prognostycznej markerow  biatkowych  zwigzanych
Z macierzystoscig

W celu ewaluacji zwigzku miedzy poziomem ekspresji bialek mierzonym
zapomoca [HC a przezyciem wolnym od progresji (PFS) pacjentow w kohortach
walidacyjnych CCRCC 1 HNSCC, przeprowadzono analize krzywych przezycia
Kaplana- Meiera. Dla kazdego biatka walidowanego z wykorzystaniem techniki IHC,
uszeregowano wartosci H-score uzyskane dla wszystkich probek w wyniku oceny
patomorfologicznej w porzadku malejacym, a nastgpnie podzielono probki
1 przyporzadkowane im wyniki H-score na trzy grupy. Grupa z najwyzszymi warto$ciami
H-score (Y5 wszystkich probek) zostata uznana za grupe ‘Wysoka wartos¢ H-score’,
natomiast grupa z najnizszymi wartosciami H-score ( '3 wszystkich probek) zostata
przypisana do grupy ‘Niska wartos¢ H-score’. Dodatkowo, obliczono wspotczynnik ryzyka
(HR) 1 podano 95% przedzial utnosci (95% CI) dla kazdej analizy przezycia wolnego
od progresji (PFS) wykonanej dla walidowanych biatek zwigzanych z macierzystoscia przy
uzyciu nieparametrycznego testu statystycznego log-rank (inaczej testu Coxa-Mantela).
Prawdopodobienstwo testowe o wartosci p < 0,05 uznano za wynik istotny statystycznie.

Analizy przeprowadzono z wykorzystaniem programu GraphPad Prism 9.

3.20 Analiza potaczen lekow (ang. Drug Connectivity Analysis) dla 7 typow nowotworéw

W  celu zidentyfikowania zwigzkéw, ktore moga potencjalnie hamowacd
macierzystos¢ nowotworow, jak rowniez ich mechanizmoéw dziatania (ang. Mechanisms
of Action, MoAs) 1 specyficznych targetow dla zidentyfikowanych zwigzkow,
przeprowadzono tzw. analiz¢ polaczen lekow (ang. Drug Connectivity Analysis) przy
uzyciu narzedzia internetowego - CMap (dostepnego pod tym adresem: https://clue.io).
CMap (ang. Connectivity map, mapa potaczen) jest wielkoskalowg kolekcja okoto
1,3 miliona profili ekspresji gendow uzyskanych z linii komoérkowych, ktore byly poddane
dziataniu  bioaktywnych  matych  czasteczek 1  modyfikacji  genetycznych
(tzw. perturbagenoéw lekowych). Celem rozwoju narzgdzia CMap byto umozliwienie badan
opartych na danych dotyczacych repozycjonowania lekow 1 trybu dzialania lekow
(205,206). Aby przeprowadzi¢ analiz¢ potaczen lekow, do modutu "query" w CMap
wgrano liste 100 biatek (tzw. input), w tym 50 o najbardziej obnizonej regulacji
1 50 o najbardziej podwyzszonej regulacji, wczesniej zidentyfikowanych jako najbardziej
zwigzane z macierzystoscig (odpowiednio negatywnie i pozytywnie) dla kazdego typu guza

osobno. Wygenerowany plik wynikowy (tzw. output) zawieral list¢ zwigzkow
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z przyporzadkowang punktacja tacznosci CS (ang. Connectivity score, CS) w zakresie
od-100 do 100, reprezentujaca funkcjonalne potgczenie pomiedzy przestanymi
sygnaturami biatlek a ekspresja zwigzkow zgromadzonych w bazie CMap.
Poniewaz ujemne wartosci CS wskazujg na potencjal terapeutyczny danej czasteczki,
wybrano zestaw zwigzkow/czasteczek kandydujacych z wynikami CS ponizej -97.
Dla kazdego typu nowotworu ograniczono liste zwigzkow/czasteczek kandydujacych
do 20 zwiazkow o najnizszych wartosciach CS 1 istotnosci statystycznej okreslonej
na poziomie p < 0,05, uzyskujac liste zwigzkow/czasteczek, ktore moga represjonowad
fenotyp macierzystosci w analizowanych guzach. Wszystkie zidentyfikowane zwigzki byly
albo wspolne dla kilku typow nowotworow, albo dotyczyty tylko jednego typu nowotworu.
Nastepnie zbadano specyficzne cele molekularne dla kazdego ze zidentyfikowanych
zwigzkoéw. Cele te - podobnie jak same inhibitory - byly albo wspdlne dla kilku
inhibitorow, albo specyficzne dla konkretnego zwigzku. Dodatkowo, w oparciu o CMap
zaproponowano rowniez mechanizmy dzialania (MoAs) zidentyfikowanych potencjalnych

inhibitorow macierzystosci dla analizowanych nowotworow.
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Rozdzial IV
Wyniki
4.1 Ocena odroznicowania onkogennego w analizowanych typach nowotworow

W analizowanym zestawie danych przeprowadzono stratyfikacje probek
nowotworowych z 12 typow nowotwordw oraz sasiadujagcych z nimi probek tkanek
prawidlowych (niedostepnych dla BR, OV 1 PBT). Analizy te ilustruje Rycina 4.1.
Wykazano, ze wartosci PROTsi sg zdecydowanie wyzsze w probkach nowotworowych
w poréwnaniu z probkami prawidlowymi, a zatem komorki nowotworowe maja charakter
macierzysty, w przeciwienstwie do prawidlowych komorek. Stratyfikacja probek
za pomocg PROTsi pozwolita rowniez na zaobserwowanie heterogenno$ci w obrebie
analizowanych guzéw. Dodatkowo, zgodnie z Rycing 4.1., nie zaobserwowano istotnych
ro6znic migdzy probkami PDA a sgsiadujagcymi NAT. Ponadto, wartosci PROTsi dla probek
prawidlowych Zotadka byly niemal dwukrotnie wyzsze od wartosci PROTsi pozostatych

probek prawidtowych zilustrowanych na rycinie 4.1.

BR CCRCC COAD EOGC GBM HNSCC
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Rycina 4.1. Stratyfikacja probek nowotworowych (T) i1 prébek tkanek prawidiowych
(NAT) za pomocg PROTsi

Nastepnie, dokonano stratyfikacji podtypéw molekularnych nowotworow.

W wyniku analiz zilustrowanych na Rycinie 4.2. stwierdzono silny zwigzek migdzy

PROTsi a znanymi podtypami molekularnymi analizowanych nowotworéw. Najwyzsze
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wartosci PROTsi zaobserwowano m.in. w podtypie podstawnokomorkowym (Basal) BR,
ktory wykazuje agresywny fenotyp zwigzany ze stanem odrdznicowanym (207).
Z kolei w przypadku stratyfikacji typow histologicznych PBT, najwyzszg wartos¢ PROTsi
odnotowano dla ATRT, ktory wywodzi si¢ z komorek embrionalnych 1 jest jednym

z najagresywniejszych nowotworow ztosliwych (208).
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Rycina 4.2. Stratyfikacja podtypow molekularnych nowotworéw oraz typow

histologicznych PBT za pomoca PROTsi

Wartosci PROTsi znajduja takze odzwierciedlenie w stopniach zaawansowania
histologicznego nowotworow (Rycina 4.3.). Zaobserwowano, ze w wigkszosci
przypadkéw 1im wyzsza wartos¢ PROTsi, tym wyzszy stopien zaawansowania
histologicznego (ang. Grade), a co za tym idzie, szybszy wzrost 1 rozprzestrzenianie si¢
guza. Z uwagi na fakt, i1z klasyfikacja GBM opiera si¢ na stopniu zaawansowania G4,
wszystkie probki w analizowanej kohorcie GBM maja wlasnie ten stopien. Niemniej
jednak, w obrebie GBM widoczna jest znaczna heterogennos¢, ktérg odzwierciedla rozrzut
probek na osi y (PROTsi waha si¢ od 0,4 do 1). Podobny rozrzut zaobserwowano
w przypadku PBT.
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Rycina 4.3. Stratyfikacja stopnia zaawansowania histologicznego nowotworow przez

PROTsi.
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4.2 Korelacja PROTsi z modyfikacjami potranslacyjnymi - fosforylacjg biatek

W celu odkrycia potencjalnych celow dla lekow w terapii przeciwnowotworowe;j,
zbadano rowniez zwigzek migdzy macierzystoscia a modyfikacjami potranslacyjnymi
(PTM) w analizowanych typach nowotwordéw. Analiza korelacji PROTsi 1 danych
o fosforylacji ujawnita fosfoproteiny 1 ich miejsca fosforylacji, ktéore sg najbardziej
zaangazowane w procesy zwigzane z macierzystoscig. Na Rycinie 4.4. przedstawiono
mapy cieplne dla 8 typow nowotworéw: CCRCC, HNSCC, GBM, LSCC, LUAD, PBT,
PDA 1 UCEC. Mapy cieplne prezentuja 20 najbardziej fosforylowanych bialek pozytywnie
skorelowanych z macierzystoscig (gérna cze$¢ map cieplnych) 1 20 najbardziej
fosforylowanych biatek negatywnie skorelowanych z macierzystoscig (dolna cze¢$¢ map
cieplnych). Kazde biatko ulegajace fosforylacji jest opatrzone adnotacja z powigzanymi
miejscami fosforylacji, przy czym dla niektorych biatek zidentyfikowano wiecej niz jedno
miejsce fosforylacji. Wzory koloréw na mapach cieplnych podkreslaja silng korelacje
migdzy fosforylacja bialek a macierzystym charakterem probek nowotworowych.
Ponadto, wysoka warto§¢ PROTsi w probkach nowotworowych wskazuje na to, ze silna
fosforylacja bialek pozytywnie skorelowanych z macierzystoscig 1 jednoczesnie niski
poziom fosforylacji biatek negatywnie skorelowanych z macierzystoscia moga byc¢
zwigzane z utrzymywaniem i/lub promowaniem fenotypu macierzystosci nowotworow.
Co wigcej, zidentyfikowane miejsca fosforylacji mogg stanowi¢ potencjalne cele
dla interwencji terapeutycznych majacych na celu oslabienie cech zwigzanych

Z macierzysto$cig nowotworow.
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Rycina 4.4. Mapy cieplne przedstawiajace korelacje¢ bialek z fosforylacja w 8 typach

NOWOtwOorow

4.3 Identyfikacja biatek zwigzanych z macierzystoscig 1 ich korelacja z danymi
proteogenomicznymi 1 klinicznymi

Integracja PROTsi z danymi dotyczgcymi zmian liczby kopii (CNV), metylacji
DNA, ekspresji mRNA, miRNA 1 biatek doprowadzila do identyfikacji biatek
zaangazowanych w $ciezki zwigzane z macierzystoscig, ktore majg potencjat
terapeutyczny oraz umozliwila odkrycie 1 zrozumienie nowych aspektéw biologii
nowotworow. Dla kazdego z analizowanych typoéw nowotworow (dla ktorych
kompleksowe dane proteogenomiczne byty dostepne) wytypowano 50 biatek najbardziej
pozytywnie skorelowanych z macierzystoscig (czyli takich, ktérych wysoka ekspresja
korelowala pozytywnie z wysokimi wartosciami PROTsi w probkach nowotworowych)
150 biatek najbardziej negatywnie skorelowanych z macierzystoscig (takich, ktérych
wysoka ekspresja korelowata negatywnie z PROTsi). Zgodnie z przedstawionymi na
Rycinach 4.5. - 4.11. mapami cieplnymi, w wigkszosci przypadkdéw - zar6wno na poziomie
probek w obrgbie nowotworu jak 1 migdzy nowotworami - wysokie wartosci PROTsi

korelowaly z wysoka ekspresja bialek 1 mRNA, a takze z niskg ekspresja miRNA,
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hipometylacja DNA 1 zwigkszong liczbg kopii (np. poprzez amplifikacje). Oprocz tych
zaleznosci, na Rycinach X-Z mozna jednak zaobserwowac¢ rowniez odstepstwa od tego
schematu. Biorgc za przyktad mape cieplng przedstawiajacg zalezno§¢ PROTsi 1 danych
proteogenomicznych w HNSCC (Rycina 4.7.), wysokie wartosci PROTsi korelowaty
zwysoka ekspresja biatka DHX9, wysoka ekspresja mRNA, zwigkszong CNV
1 jednoczesnie z niskg ekspresjg miRNA 1 hipometylacjg. Natomiast w przypadku DY SF,
wysokie wartosci PROTsi korelowaty z niska ekspresja tego biatka, niskg ekspresjga mRNA
oraz wysokg ekspresjg miRNA, zwickszeniem CNV 1 hipermetylacja. Z kolei w jeszcze
innych przypadkach wysokie wartosci PROTsi korelowaty np. z wysoka ekspresja biatka
HEATRI1 przy jednoczesnie zwigkszonej ekspresji mRNA, zmniejszonej ekspresji
miRNA, zwiekszonej CNV 1 hipermetylacji, a takze z wysoka ekspresja biatka DDXS przy
jednoczesnej zmniejszonej ekspresji mRNA, zwigkszonej ekspresji miRNA, zwigkszone;j
CNV 1 hipometylacji oraz ze zmniejszona ekspresjg biatka TBC1D17 wraz ze zwigkszong
ekspresja mRNA, zmniejszong ekspresja miRNA, zwigkszong CNV 1 hipometylacja czy
tez ze zwigkszong ekspresja biatka UTP15 przy jednoczesnie zwigkszonej ekspresji
mRNA, zmniejszonej CNV, hipometylacji 1 bez zwigzku z ekspresja miRNA. Na mapach
cieplnych przedstawiono takze zwigzek PROTsi z danymi klinicznymi pacjentow
(OS, PFS) w badanych kohortach w postaci wspotczynnika ryzyka (HR) wraz z istotnoscig
statystyczng w celu wskazania biatek o wartoSci prognostycznej. Dodatkowo,
do konkretnych biatek przypisano odpowiednie rodziny funkcjonalne (“Family”),
do ktorych biatka te nalezg. Wyrdzniono nastepujace rodziny biatek: cytokiny, enzymy,
receptory sprzgzone z biatkiem G, czynniki wzrostu, kanal jonowe, kinazy, receptory
jadrowe zalezne od ligandu, peptydazy, fosfatazy, regulatory transkrypcji, regulatory
translacji, receptory transmembranowe i transportery. Sprawdzono takze, czy biatka
te stanowig aktualne cele lekowe (“DrugTarget”) wykorzystywane w klinice. Jak wynika
zmap cieplnych, wigkszo$¢ bialek zwigzanych z macierzysto$cig nie jest aktualnie
wykorzystywanych w terapiach, zatem biatka te stanowig cenny zbior potencjalnych
celow lekowych.

Podsumowujac, kompleksowe analizy przedstawione na Rycinach 4.5. - 4.11.
ukazuja zwigzek miedzy macierzystoscia nowotwordw a rdéznymi czynnikami
molekularnymi, rzucajgc $§wiatlo na potencjalne mechanizmy regulacyjne 1 S$ciezki
sygnatowe oraz identyfikujac potencjalne biomarkery lub cele terapeutyczne dla pacjentow

z analizowanymi nowotworami.
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Rycina 4.10. Biatka zwigzane z macierzystoscia i ich korelacja z CNV, metylacjg DNA,
ekspresja mRNA, miRNA 1 biatek oraz danymi klinicznymi pacjentow PDA
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Rycina 4.11. Biatka zwigzane z macierzystoscia i ich korelacja z CNV, metylacjg DNA,
ekspresja mRNA, miRNA 1 biatek oraz danymi klinicznymi pacjentow UCEC

4.4 Kategoryzacja zidentyfikowanych biatek zwigzanych z macierzystoscia
Przeprowadzona kategoryzacja uprzednio zidentyfikowanych biatek najbardziej
zwigzanych z macierzysto$cig w nastg¢pujacych typach nowotworéw: CCRCC, HNSCC,
GBM, LSCC, LUAD, PDA 1 UCEC umozliwita wyrdznienie bialek, ktére sg
zaangazowane w mechanizmy odrdznicowania onkogennego w kilku typach nowotworow
oraz takie, ktérych kluczowa rola w macierzystosci analizowanych nowotworow zostata
wskazana wylacznie z jednym z analizowanych nowotworow. Na Rycinie 4.12. po lewe]
przedstawiono biatka, ktorych ekspresja pozytywnie koreluje z fenotypem macierzystym
nowotworow, 1 ktore powtarzajg si¢ wsrod analizowanych typow guzdéw, natomiast
po prawej zilustrowano podziat tych biatek wedlug wyr6znionych kategorii. Sposréd
350 biatek oznaczonych jako najbardziej pozytywnie skorelowane z macierzystoscia,
wyodrebniono kategori¢ biatek pan-nowotworowych, czyli takich biatek, ktore zostaty
zidentyfikowane w co najmniej 4 typach nowotworow. W wyniku przeprowadzonych
analiz, do biatek pan-nowotworowych zaliczono nastepujace biatka: HEATR1, NOLI11,
MCM2, MCM3, MCM4, MCMS5, MCM6 i MCM7, CEBPZ, DDX47, EFTUD2, FENI,
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MRTO4, MSH6, PDCD11, PRPFS, SF3B3, SMC2, SMC4, SNRNP200, TOP2 i WDR75.
Co ciekawe, charakterystyczne dla proliferacji komorkowej biatka z rodziny MCM
(ang. Minichromosome maintenance proteins) (209) nie tylko nie zostaty zidentyfikowane
jako najbardziej zwigzane z macierzystosciag we wszystkich analizowanych guzach,
ale takze zaobserwowano, ze cz¢$¢ z nich (MCM2, MCM3 1 MCM4) wykazuje korelacje
z macierzystoscia w HNSCC, LSCC, LUAD, PDA 1 UCEC, natomiast czgs¢ (MCMS,
MCM6 1 MCM7) w HNSCC, LSCC, LUAD 1 UCEC, ale nie w PDA. Oprocz kategorii
bialek pan-nowotworowych, wyrézniono takze kategori¢ bialek wspolnych dla trzech
typéw nowotworéw oraz najliczniejsza kategori¢ biatek wspdlnych dla dwoéch typow
nowotworowych.
Biatka pozytywnie skorelowane z macierzystoscia, r&lg\Aé/?)tth/%?(";vw
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Rycina 4.12. Kategoryzacja zidentyfikowanych biatek pozytywnie skorelowanych

z macierzystoscig, wspolnych dla analizowanych typéw nowotworow



Ponadto, wsrod biatek najbardziej pozytywnie skorelowanych z macierzystoscig

wyodrebniono biatka, ktore zidentyfikowano wytacznie w jednym z analizowanych typow

guzow, a zatem biatka, ktore sg specyficzne dla poszczegdlnych typow nowotwordw.

Biatka te zebrano w Tabeli 4.1. ponizej.

Tabela 4.1. Zidentyfikowane biatka pozytywnie skorelowane z macierzystoscia,
specyficzne dla poszczegolnych typow nowotworow.

CCRCC GBM HNSCC LSCC LUAD PDA UCEC
BAZ1B CTR9 BMS1 AATF CCNA2 BCCIP ASF1B
CDK12 HNRNPAB CHERP MED1 CKAP2 CCT8 CCNBH1
CTNNBL1 LMNBH1 CPSF3 NOC2L DDX52 CELF1 CHTF18
cwce22 NCL CSTF3 NOL10 ECT2 DDX41 DDX21
DDX23 PAF1 DDX5 SAP18 EZH2 DNAJC9 DTL
DIMTA PPM1G SLC4A1AP WDR12 KIF22 EEF2 KIF11
FBL PRPF40A UBR5 KIF23 EIF2A KIF15
HNRNPH1 PRPF4B UTP3 KNTC1 EIF3B LIG1
ILF2 RBM25 LRPPRC EIF4A1 NAT10
INTS3 RNPS1 MTHFD2 EXOSC3 NCAPD3
MYBBP1A  SF3A2 NAA25 NFATC2IP NOP14
NOL9 SF3B2 NOP2 NUP54 RRP9
NOLCH1 SF3B6 RACGAP1 PCNA TK1
NOP58 SNRNP70 REXO4 RANGAP1
NUP107 SNRPA RRM2 RPL10A
PDS5A SNRPA1 SPAG5 RPS13
PRKDC SNRPG UBE2T RUVBL1
RBBP6 SON YBX1 SAEH1
RCL1 SREK1 SMNDCH1
SMARCA4  SRRM2 XRCC5
THOC1 SRRT
U2SURP SRSF7
UHRF1 SUPT6H

THRAP3

TPR

U2AF2

W podobny sposéb przeprowadzono kategoryzacje bialek wytypowanych jako

najbardziej negatywnie skorelowane z macierzystoscig w analizowanych siedmiu typach

nowotworow (Rycina 4.13.). W katalogu biatek nie uwzgledniono jednak kategorii biatek

pan-nowotworowych, gdyz najwigksza ilos¢ dzielonych typow nowotwordw przez te same

biatka wynosita 3. Wyrozniono zatem tylko dwie kategorie:

kategori¢ biatek

powtarzajacych si¢ w 3 typach nowotwordw 1 kategori¢ biatek wspdlnych dla 2 typow
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nowotworow, przy czym - podobnie jak w przypadku biatek pozytywnie skorelowanych

z macierzystoscig - ostatnia kategoria zawierata najwigksza ilo$¢ biatek.

llos¢ typow o
Biatka negatywnie skorelowane z macierzystoscig, nowotworow o
wspolne dla typéw nowotworow 0 1 2 s Qg
— PuRA =5
RSU1 RSU1 (@) §
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— DD 5
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Rycina 4.13. Kategoryzacja zidentyfikowanych bialek negatywnie skorelowanych

z macierzystoscig, wspolnych dla analizowanych typéw nowotworow

Mimo licznej kategorii biatek negatywnie skorelowanych z macierzystoscia,
powtarzajacych si¢ w dwoch typach guzéw, zdecydowanie najwigksza liczbe biatek
przyporzadkowano kategorii biatek specyficznych dla poszczegdlnych typow

nowotworow. Bialka te zebrano w Tabeli 4.2. ponize;.
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Tabela 4.2. Zidentyfikowane biatka negatywnie skorelowane 2z macierzystoscia,

specyficzne dla poszczegolnych typow nowotworow.

CCRCC GBM HNSCC LSCC LUAD PDA UCEC
ABHD14B ABR ACTR10 ACTB ABLIM2 AMOTLA ANXA7
ACAA1 ADD1 AMPD3 ACTR3 ADAMTSL2 ARHGAP21 ARHGEF37
ACSL1 APBB1 APBB1IP ALOX5 ADH5 ARPIN ATXN1
ACSS3 ATP1A1 ARHGAP9 ANXA6 ADIRF BASP1 BAG3
ATG2A ATP6V1CA ARLG6IP5 ARHGAP31 AGO1 CCDC102A BBS7
ATP6V1ET1 CADM3 CC2D1B CAB39 AHNAK CCDC8 BIN3
BCR CAMK2G DYSF CAP1 APPL1 CDC42EP5 CAB39L
C11orf54 CISD1 EEA1 DOCK5 ARHGEF17 CDH6 CAST
CAPNS5 CNTNAP1 EIF4E3 DPYD CCDC93 CDK14 CEP135
COASY DKK3 GBE1 GPX1 CNRIP1 CILP2 CLTB
COMMD10 DNAJB2 GMIP ITPR1 CORO2B CNTNH1 FAM114A1
DHRS11 DYNC1I1 JAK1 KCTD16 GPX3 COL4A2 FAM151B
DTNB EPB41L3 MYO18A MAP3K8 KANK2 CTIF FAM43A
ECI2 FBXO2 NECAP2 NFKB1 LIMSA CXCL14 FBXW2
EHHADH GOT1 OPTN PARP4 LMNB2 CYBRD1 FGGY
ENDOD1 HDAC11 PLCL2 PDXK LPP DEF8 GATA2
EPB41L5 IGSF8 PLEKHM2 PLEKHO2 LTBP2 EFS GNPDA2
EPHX2 IMPA1 PPP1R18 PPP1R12C MAMDC2 FARP1 GULP1
EPM2A KIAA1109 PPP1R9B RAPGEF2 MYLK FBN1 HAND2
ETFDH MAPK10 RCSD1 RASL12 MYO1D FGFR1 KATNALA
FAHD1 MAPK3 RYR1 RRAS NDRG2 GABARAPL1 MAPRE3
GALT MAPRE2 SBF1 SFXN3 PARD3B GAP43 MSRA
HSPA6 MDH1 SLC25A46 SH3BGRL3 PARVA HECTD4 PGM2
IRF6 ME3 SLC2A9 SPI1 PDLIM2 IQSEC1 PITPNA
LLGL2 MINK1 STAT5B SSH1 PLAC9 ITGA1 PTER
LZTS3 MTURN STK10 SYTL2 PLCD1 KIAA1217 RBPMS
OPLAH NAPEPLD TBC1D10C TFPI2 PPP1R12B KIF13A RILPL2
PAFAH2 NAPG TBC1D2B TGFBR2 PRKGH1 LTBP1 RUFY2
PCCA NEBL WDRH1 TOM1 RERG LZTS2 SBF2
PEX11G PEBP1 VASP RGCC MAP1A SERPINB6
PIK3IP1 PFKM VPS13C SLC27A1 MMP23B SH3GLB2
PPM1A PFKP WIPFA1 SNTB2 PLXDC2 SNX33
PPP2R2D RPS6KA2 ZEB2 SNX5 PPP6R2 TACC1
RAP1GAP SPTANH1 SORBS1 PTPN21 TCHP
SLC27A2 SPTBN1 SORBS3 RASEF ZBTB20
SNX30 TRAPPC10 THSD4 RECK
TANGO2 UBXN6 RILPLA1
TBC1D13 SASH1
TTC39B SCARF2
WDR72 SDC2
ZSCAN18 SHF

SNED1

TRPM7

ZNF106
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Analizujac liste wszystkich zidentyfikowanych biatek pozytywnie skorelowanych
z macierzysto$cig 1 liste bialek o negatywnej korelacji, nie odnaleziono takich bialek, ktore
korelujg pozytywnie z macierzystoscig w jednym lub kilku typach guzow i jednoczes$nie
koreluja negatywnie w innych typach. Dokonana kategoryzacja biatek stanowi swego
rodzaju katalog zawierajacy cele biatkowe, ktore maja potencjat terapeutyczny i moga
zosta¢ wykorzystane w terapiach przeciwnowotworowych. Jak wykazano w tym
podrozdziale, identyfikacja biatek za pomocag PROTsi nie tylko wskazala biatka
o zwigkszone] 1 zmniejszonej regulacji zaangazowane w utrzymywanie fenotypu
macierzystego, ale takze umozliwila odkrycie celéw terapeutycznych specyticznych
dla konkretnych typow nowotworow 1 takich, ktére moglyby zostaé wykorzystane

do leczenia kilku nowotwordw tg samg czasteczka leku.

4.5 Walidacja wyselekcjonowanych markerow biatkowych zwigzanych z macierzystoscia
za pomocg immunohistochemii

Korelacja danych biatkowych otrzymanych w wyniku analizy tandemowe;j
spektrometrii mas (LC-MS/MS) ze wskaznikiem macierzystosci PROTsi pozwolita
na identyfikacj¢ markeréw biatkowych zwigzanych z macierzystoscia, zatem o wysokim
potencjale  klinicznym. W  celu  potwierdzenia  wartosci  prognostyczne]
wyselekcjonowanych markerow biatkkowych w dwodch przyktadowych typach
nowotworow - CCRCC 1 HNSCC, przeprowadzono analize ekspresji tychze bialek
zapomocg techniki immunohistochemii (IHC) =z wykorzystaniem przeciwciat
pierwszorzedowych  przeciwko  wybranym  biatlkom. W  wyniku ewaluacji
patomorfologicznej przygotowanych preparatow immunohistochemicznych otrzymano
wartosci H-score (0-300) dla kazdego preparatu. Wartosci H-score byly nastepnie
korelowane z danymi klinicznymi pacjentow w kohortach walidacyjnych CCRCC
1 HNSCC. W wyniku tych korelacji wyznaczono przezycie wolne od progresji (PFS) oraz
wskaznik ryzyka w zalezno$ci od poziomu ekspresji danego przeciwciata dla pacjentow
z grup z dobrym rokowaniem (bez przerzutow w przypadku kohorty CCRCC i bez nawrotu
choroby w kohorcie HNSCC) 1 pacjentow z grup ze ztym rokowaniem (z przerzutami
w kohorcie CCRCC 1 wznowg choroby w kohorcie HNSCC). Proces walidacji markerow

biatkowych zwigzanych z macierzystoscig zostal zilustrowany na Rycinie 4.14.
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Proces walidacji markeréw biatkowych zwigzanych z macierzystoscig za pomocg IHC
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Rycina 4.14. Proces walidacji markerow biatkowych zwigzanych z macierzystoscia

za pomocg immunohistochemii (IHC)

Na podstawie wczesniejszych analiz, do walidacji IHC w probkach CCRCC
wybrano 3 biatka pozytywnie skorelowane z macierzystoscia: HEATR1, SNRNP200
1 UHRFI1, czyli takie, ktérych zwigkszona ekspresja zwigzana jest z odroznicowaniem
onkogennym, a zatem ze zwickszong agresywnos$cig nowotworu 1 jego progresja.
Dodatkowo, analiz¢ IHC przeprowadzono réwniez z uzyciem markera UCHL1 w celu
dokonania walidacji nie tylko wartosci prognostycznej UCHL1 w CCRCC jako markera
prognostycznego, ale przede wszystkim potwierdzenia kluczowych aspektow konceptu
stemness - macierzystosci. Z kolei jako biatko negatywnie skorelowane z macierzystoscia,
a wiec takie, ktorego zmniejszona ekspresja wigze si¢ z agresywnym fenotypem
nowotworu, a co za tym idzie, rOwniez z przerzutami, wybrano SLC27A2. Na Rycinie 4.15.
(panel gorny) przedstawiono wzory reakcji IHC w probkach guzow pierwotnych CCRCC
wykazujacych niski 1 wysoki poziom ekspresji danego biatka mierzonej za pomocg IHC
wraz ze skalg referencyjng barwienia wyznaczong przez patomorfologéw wedlug
metodologii H-score (204). Przeprowadzone analizy IHC z uzyciem przeciwcial przeciwko
biatlkom HEATR1, SNRNP200, UCHL1, UHRF1 i SLC27A2 wykazaly, ze w komorkach
nowotworowych do ekspresji HEATR1, SLC27A2 i1 UCHL1 dochodzi w jadrze
1 cytoplazmie, ekspresja SNRNP200 zachodzi tylko w jadrze komorkowym, a ekspresja
UHRF1 widoczna jest gldownie w cytoplazmie.

Do walidacji immunohistochemicznej w kohorcie HNSCC wybrano natomiast
markery SOX2 1 REX1. Markery te zostaly wytypowane do walidacji nie za pomoca
PROTsi, lecz dlatego, ze sa znanymi czynnikami transkrypcyjnymi i markerami
pluripotencji, a wigc sg silnie zwigzane macierzystoscig, a - wedtug aktualnej wiedzy - ich
warto$¢ kliniczna dla pacjentow z HNSCC jak dotad nie zostata potwierdzona. Na Rycinie
4.15. (panel dolny) zilustrowano wzory reakcji IHC w guzach pierwotnych HNSCC
wykazujacych niski i wysoki poziom ekspresji SOX2 i1 REX1 ocenionych za pomocg IHC
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wraz ze skalg referencyjng barwienia. Zgodnie z przedstawionymi nizej obrazami
preparatow IHC, do ekspresji SOX2 w komoérkach HNSCC dochodzi w jadrze
komorkowym, natomiast ekspresja REX1 zaobserwowana zostata dodatkowo
w cytoplazmie.

Ekspresja biatek zwigzanych z macierzystoscig okreslona przy uzyciu IHC
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Rycina 4.15. Wzory ekspresji biatek zwigzanych z macierzystoscig okreslone za pomoca

immunohistochemii (IHC) w guzach pierwotnych CCRCC 1 HNSCC

Zgodnie z oczekiwaniami, poziomy ekspresji HEATR1, SNRNP200, UCHLI
1 UHRF1 byly znaczaco podwyzszone w probkach wuzyskanych od pacjentow
z przerzutami, co nastgpnie znalaztlo odzwierciedlenie w analizie przezycia
Kaplana- Meiera (Rycina 4.16., gorny panel). Wykazano, ze pacjenci z wysoka ekspresja

tych biatek (‘Wysoka wartos¢ H-score’) majg wyzsze prawdopodobienstwo progresji
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choroby, czyli pojawienia si¢ przerzutu. Potwierdzono réwniez warto$¢ predykcyjng
SLC27A2, wykazujac, ze jego niska ekspresja (‘Niska warto§¢ H-score) jest silnie
skorelowana z krotszym czasem mierzonym od operacji guza pierwotnego do pojawienia
si¢ przerzutu. Ponadto, analiza predykcji ryzyka wskazata na istotnie zwigkszone ryzyko
progresji nowotworu przy wysokim poziomie ekspresji HEATR1, SNRNP200, UCHL1
1 UHRF1 oraz przy niskim poziomie ekspresji SLC27A2. Przedstawiono zatem silne
dowody na to, ze biatkowe markery macierzystosci HEATR1, SNRNP200, UHRF1
1 SLC27A2 moga stuzy¢ jako predykcyjne biomarkery progresji nowotworu u pacjentow
z CCRCC. Co wigcej, potwierdzono takze funkcje biatkka UCHL1 w prognozowaniu
rozwinigcia przerzutow u pacjentow CCRCC, sugerujac jego role w macierzystosci
NOWOotworow.

Podobnie oceniono ekspresje SOX2 1 REX1 w probkach HNSCC. Zaréwno SOX?2
jak 1 REX1 sg powszechnie znanymi markerami macierzystosci, jednak ich funkcjonalne
powiazanie 1 warto$¢ kliniczna nigdy nie zostaty opisane w raku glowy 1 szyi. Analiza
korelacji ekspresji bialek SOX2 1 REX1 mierzonej metodag IHC z wynikiem klinicznym
pacjentow HNSCC nie osiggneta istotnosci statystycznej, pomimo tego, iz zaobserwowano
pewien trend (rycina 4.16.). Analiza predykcji ryzyka rowniez nie wskazala na istotnie
zwiekszone ryzyko progresji HNSCC przy wysokim poziomie ekspresji SOX2 1 REX1
(rycina 4.16.). Wyniki te sugeruja, ze pomimo ogolnie znanej funkcji czynnikow
transkrypcyjnych SOX2 i1 REXI1 oraz ich zwigzku z odréznicowaniem komorek
macierzystych 1 nowotworowych bialka te nie sprawdzaja si¢ w roli markerow
predykcyjnych 1 podkreslajg warto§¢ PROTsi jako narzedzia do selekcji kandydatow

na biomarkery progresji nowotworow.
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Wartosé prognostyczna zidentyfikowanych i zwalidowanych markeréw biatkowych
zwigzanych z macierzystoscig

Korelacja otrzymanych wynikow IHC z PFS
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Rycina 4.16. Ocena wartosci prognostycznej zidentyfikowanych i1 zwalidowanych

markerdéw biatkowych zwigzanych z macierzystoscig

4.6 Identyfikacja potencjalnych inhibitorow macierzysto$ci nowotworow

W wyniku tzw. analizy polaczen lekéw (ang. Drug Connectivity Analysis),
przeprowadzone] na podstawie 100 biatek o najbardziej zwigkszonej 1 zmniejszonej
ekspresji w analizowanych nowotworach zidentyfikowano zestaw perturbagendw, czyli
matych czasteczek, takich jak leki lub zwigzki chemiczne (210), ktéore wykazuja
potencjalng aktywnos$¢ represjonujaca macierzystos¢ w analizowanych typach
nowotworow. Wsrod perturbagendow hamujacych $ciezki zwigzane z fenotypem
macierzystosci przedstawione na Rycinie 4.17. zidentyfikowano zwigzki wspoélne dla kilku
typéw nowotwordw takie jak CGP-60474 dla CCRCC, GBM, HNSCC, LUAD, PDA
1 UCEC lub celujace tylko w jeden typ nowotworu takie jak prostratin dla LSCC
czy topotecan dla UCEC.
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Perturbageny hamujace sciezki zwigzane z macierzystoscig

CCRCC GBM HNSCC LSCC LUAD PDA UCEC
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Rycina 4.17. Perturbageny potencjalnie hamujgce macierzysto$¢ nowotworow

Nastepnie, w wyniku dalszych analiz potaczen lekow, zidentyfikowano specyficzne

cele lekowe dla perturbagenow hamujacych S$ciezki zwigzane z macierzystoscia

nowotworow. Podobnie jak w przypadku samych perturbagenow, zidentyfikowano cele

lekowe wspolne dla wielu zwigzkow oraz cele lekowe charakterystyczne wylacznie

dla konkretnego perturbagenu, co zilustrowano na Rycinie 4.18.
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Cele lekowe dla zidentyfikowanych perturbagenow

hamujgcych $ciezki zwigzane z macierzystoscia

Rycina 4.18. Cele lekowe dla zidentyfikowanych perturbagenéw majacych zdolno$é

do hamowania $ciezek zwigzanych z macierzysto$cig nowotworow
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Ponadto, na podstawie CMap odkryto réwniez mechanizmy dziatania (MoAs)
zidentyfikowanych potencjalnych inhibitoréw macierzystosci, ktore zostaty przedstawione
ponizej na Rycinie 4.19. Analiza potaczen lekow przy uzyciu narzedzia CMap umozliwila
identyfikacje potencjalnych celéw lekowych 1 mechanizméw dziatania, poprzez ktore
mozna zahamowac¢ macierzysto$¢ nowotworow, a co za tym idzie, wykorzystac je w terapii

celowanej dla pacjentow z nowotworami.
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Mechanizmy dziatania (MoAs) zidentyfikowanych perturbagenéw hamujacych Sciezki
zwigzane z macierzystoscig nowotworow
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Rycina 4.19. Mechanizmy dzialania (MoAs) zidentyfikowanych perturbagenow

hamujacych Sciezki zwigzane z macierzystoscig nowotworow
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Rozdzial V
Dyskusja

Macierzystos¢ nowotworéow odgrywa kluczowa role w inicjacji, progresji
1opornosci na terapi¢. Jak wykazaly analizy przedstawione w pracy, wskaznik
macierzystosci oparty na ekspresji bialek (PROTsi) stanowi cenne narz¢dzie do oceny
podobienstwa probek nowotworow do komorek macierzystych. Zdolnos¢ do ilosciowego
okreslenia cech macierzystych w komodrkach nowotworowych przez PROTsi pozwala
na glebsze zrozumienie biologii nowotworow 1 przybliza okreslenie mechanizmow
odpowiedzialnych za progresj¢ nowotwordéw 1 odpowiedzi na leczenie.

Trenowanie modelu predykcyjnego opartego na OCLR (78) na licznym zestawie
probek indukowanych pluripotencjalnych komoérek macierzystych ze zbioru danych
HipSci (201), ktéry jest rzetelnie przygotowanym 1 kompleksowym zasobem
wraz z wartosciami ekspresji  bialek wykazywanych 1PSCs, dodaje wiarygodnosci
1 spojnosci podejSciu  zastosowanemu podczas opracowania PROTsi. Dzieki temu
podejsciu, wykorzystanie PROTsi do oceny stopnia odrdéznicowania nowotworow
w kohortach probek pacjentow z nowotworami przyczynia si¢ nie tylko do identyfikacji
szlakow sygnalowych zwigzanych z macierzystoscig, ale takze do zrozumienia
heterogennos$ci badanych guzéw oraz selekcji markeréw predykcyjnych i celow lekowych.

Opracowany przez Malta et al. innowacyjny wskaznik macierzystosci oparty
o ekspresje¢ mRNA stanowi niewatpliwie wartosciowe narzgdzie do oceny stopnia
odrdznicowania nowotworow na podstawie danych genomicznych, a kompleksowe analizy
33 typow nowotworow pozwolity na glebsze zrozumienie proceséw zwigzanych
z macierzystoscig 1 podkreslity udziat macierzystosci w nowotworzeniu (51). Jednakze,
postep technologiczny w metodach pozyskiwania danych z probek biologicznych
umozliwia otrzymywanie rzetelnych danych proteomicznych, ktore zapewniaja wglad
wto, w jaki sposob genetyczne 1 niegenetyczne czynniki ryzyka s3a mechanicznie
powigzane z wynikami klinicznymi (211). Stad tez, integracja danych proteomicznych,
w tym ekspresji bialek, fosforylacji i1 interakcji biatko-biatko, z PROTsi odzwierciedla
skomplikowang interakcje biatek zaangazowanych w regulacj¢ macierzystosci. Podejscie
to pozwala na bardziej precyzyjng charakterystyke stanu macierzystosci w komorkach
nowotworowych, umozliwiajac lepsza prognoze, stratyfikacje pacjentéw 1 identyfikacje
celow terapeutycznych. Proteomika, czyli dziedzina skupiajaca si¢ na badaniu biatek 1 ich
funkcji na duzg skale, zapewnia bogactwo informacji wykraczajacych poza ekspresje

mRNA. Analizujac wzory ekspresji bialek, modyfikacje potranslacyjne i1 interakcje
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biatko- biatko, proteomika oferuje glebsze zrozumienie zdarzen molekularnych
zaangazowanych w nowotworzenie. Umozliwia identyfikacje kluczowych bialek
w sieciach sygnalizacyjnych, celow lekéw 1 biomarkerow, przyczyniajac si¢ w ten sposob
do rozwoju badan nad nowotworami i spersonalizowanej medycyny (212). Zatem praca ta
podkresla znaczenie proteomiki w poszerzaniu naszego zrozumienia procesow zwigzanych
z macierzysto$cig nowotwordow, a opracowanie PROTsi jako nowego wskaznika
macierzystosci podkresla potencjat proteomiki w odkrywaniu zlozono$ci biologii

nowotworow 1 przyspieszaniu rozwoju innowacyjnych strategii terapeutycznych.

Obserwacja, ze wigkszo$¢ guzow wykazuje znacznie wyzsze wartosci PROTsi
w poréwnaniu z probkami prawidlowymi jest zgodna z pogladem, ze komorki
nowotworowe wykazujg cechy podobne do komdrek macierzystych (52,53). Odkrycie to
jest takze zgodne z wezesniejszymi badaniami podkreslajagcymi obecno$¢ nowotworowych
komoérek macierzystych lub komorek o wilasciwosciach podobnych do komorek
macierzystych w réznych typach nowotwordéw (51,213). Jednak brak istotnej rdznicy
w wartosciach PROTsi miedzy probkami nowotworowymi PDA czy EOGC
a prawidlowymi probkami w analizowanych kohortach nie dyskwalifikuje konceptu
macierzystosci, lecz pozwala na dalsze zaglebienie si¢ w przyczyny tej obserwacji.
Kompleksowe badania proteogenomiczne niejednokrotnie udowodnity, ze zarowno PDA,
jak 1 EOGC wykazuja znaczng heterogeniczno$¢ wewnatrznowotworowa, a réozne regiony
guza wykazujg r6zne profile molekularne i fenotypy (214-216). Mozliwe, ze w tych typach
nowotworow subpopulacje o cechach macierzystych wspotistnieja z subpopulacjami
komorek, ktére sg mniej podobne do macierzystych. Ta heterogeniczno$¢ moze prowadzi¢
do szerszego zakresu wartosci PROTsi w probkach guza 1 w probkach prawidlowych,
co skutkuje mniej wyrazng roéznicg mi¢dzy nimi. Jak czgsto podkreslaja naukowcy,
heterogeniczno$¢ wiaze si¢ takze z tzw. czystoscig guza (ang. tumor purity), ktéra odnosi
si¢ do proporcji lub odsetka komodrek nowotworowych w probce guza w stosunku
do innych sktadnikow obecnych w probcee, takich jak prawidtowe komorki, komorki zrgbu,
komorki odpornosciowe lub inne komorki nienowotworowe i reprezentuje stopien
zanieczyszczenia lub domieszki komoérek nienowotworowych w prébce guza (217).
W badaniu przeprowadzonym przez Lou i wsp. podkreslono rolg tzw. czystosci guza
1 heterogeniczno$ci komorek raka zotadka wskazujac na to, ze niska czysto$¢ guza
1 skorelowana z nig heterogeniczno$¢ moga by¢ odpowiedzialne za agresywny fenotyp i zie

rokowanie w przypadku GC (218). Ponadto, mikrosrodowisko guza odgrywa kluczowa
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role w ksztaltowaniu zachowania komodrek nowotworowych 1 ich wlasciwosci
macierzystych (219). W przypadku PDA 1 EOGC, specyficzne czynniki
mikrosrodowiskowe obecne odpowiednio w trzustce 1 zoladku moga wplywad
na charakterystyke macierzystosci komorek nowotworowych, przez co jednoczesnie moga
modulowaé¢ wartosci PROTsi, czynigc je mniej rozroznialnymi pomiedzy probkami
nowotworowymi i prawidtowymi. Dodatkowo, jak wykazali badacze w ramach programu
CPTAC, PDA 1 EOGC wykazuja odmienne cechy molekularne i zachowania biologiczne
W poréwnaniu z innymi typami nowotworow (48,49). Zmiany molekularne specyficzne
dla tych nowotwordéw mogg przyczyniac si¢ do innego wzorca ekspresji biatek zwigzanych
z macierzystoscig, prowadzac w konsekwencji do mniej wyraznych rdéznic w wartosciach
PROTSsi migdzy probkami nowotworowymi i prawidtowymi. Zatem mniej wyrazng roznice
w wartosciach PROTsi migdzy probkami nowotworowymi i1 prawidlowymi w PDA
1 EOGC mozna przypisa¢ heterogenicznosci guza, unikalnym wptywom mikrosrodowiska
1 biologii specyficznej dla choroby.

Analizujac dalej wartosci PROTsi dla probek nowotworowych 1 probek
prawidtowych zaobserwowano niemal dwukrotnie wyzsze wartosci PROTsi probek
prawidtowego zotadka w pordéwnaniu z pozostatymi probkami prawidtowymi. Moze
to wskazywa¢ na wyjatkowo macierzysty charakter EOGC oraz infiltracj¢ komorek
nowotworowych do otaczajacych prawidlowych tkanek. Inwazyjny charakter EOGC
prowadzi do infiltracji komérek nowotworowych poza pierwotne miejsce guza, co skutkuje
zajeciem sgsiednich prawidlowych tkanek (220,221). Ta infiltracja moze prowadzi¢
do zmian molekularnych w normalnej tkance, takich jak nabycie wtasciwosci podobnych
do macierzystych, co moze by¢ odzwierciedlone w podwyzszonych warto§ciach PROTsi
w tkance prawidtowej. Zrozumienie i terapeutyczne celowanie w te cechy ma zasadnicze
znaczenie dla przezwyciezenia wyjatkowych wyzwan zwigzanych z leczeniem EOGC
1 poprawy wynikow leczenia pacjentow.

Na podstawie przeprowadzonych analiz wykazano, ze agresywne podtypy
molekularne, takie jak podstawnokomoérkowy podtyp BR czy surowiczy podtyp UCEC
maja najwyzsze wartosci PROTsi, co potwierdza ich wysoce agresywny i macierzysty
charakter. Nalezy zauwazy¢, ze mechanizmy molekularne lezace u podstaw agresywnych
podtypéw moga by¢ zlozone 1 specyficzne dla kazdego podtypu raka. Dlatego tez,
tak wazne jest przeprowadzanie wielkoskalowych badan opartych na technikach

profilowania molekularnego, takich jak sekwencjonowanie genomu, proteomika i testy

99



funkcjonalne, by odkry¢ konkretne zmiany 1 §ciezki sygnalowe zwigzane z macierzystoscia

napedzajace agresywny fenotyp obserwowany w tych podtypach.

Modyfikacje potranslacyjne odgrywaja kluczowa role w funkcjonowaniu biatek
poprzez wptyw na ich wilasciwosci fizyko-chemiczne, aktywno$¢ i1 stabilnos¢. Jedna
z PTMs jest fosforylacja, ktéra reguluje rézne funkcje komodrkowe, takie jak wzrost
komorek, roznicowanie czy apoptoze (222).

Rozwdj terapii celowanych ukierunkowanych na hamowanie szlakow fosforylac;ji
przyczynit si¢ do zwigkszenia mozliwosci skutecznego wyleczenia pacjentow
znowotworami. Obecnie stosuje si¢ szereg inhibitorow fosforylacji w celu
przeciwdziatania progresji nowotworow 1 poprawy wynikow leczenia pacjentow. Jedna
klasa inhibitorow, znana jako inhibitory kinazy tyrozynowej (TKI), wykazata niezwykla
skuteczno$¢ w celowaniu w okreslone kinazy tyrozynowe zaangazowane w nieprawidtowe
szlaki sygnatowe. Leki takie jak imatynib, erlotynib 1 lapatynib wykazaly znaczng
skuteczno$¢ w leczeniu r6znych nowotworoéw ztosliwych takich jak przewlekta bialaczka
szpikowa, NSCLC, PDA czy BR, poprzez blokowanie fosforylacji reszt tyrozynowych
1 zaktocanie dalszych kaskad sygnalizacyjnych (223-225). Co wigcej, w 2022 roku
przeprowadzono badanie, w ktorym imatynib skutecznie hamowat szlak
PDGFR/PI3K/AKT in vivo, a polaczenie imatynibu z gemcytabing wykazato efekt
terapeutyczny w lekoopornym modelu PDX PDA (226). Ponadto inhibitory BRAF, w tym
wemurafenib 1 dabrafenib, okazaly si¢ wysoce skuteczne w specyficznym celowaniu
w mutacje BRAF w czerniaku, oferujgc indywidualne podejécie do leczenia (227,228).
Rozw@j inhibitorow MEK, takich jak trametynib i1 kobimetynib, zapewnit nowe
mozliwosci interwencji w nowotworach zwigzanych ze szlakiem MAPK, w tym czerniaku
1 NSCLC (229-232). Ponadto, pojawienie si¢ inhibitorow CDK, takich jak palbociclib,
ribociclib 1 abemaciclib, zaoferowato obiecujacg strategie blokowania progresji cyklu
komorkowego poprzez hamowanie okreslonych kinaz zaleznych od cyklin w BR (233).
Przyktady te podkreslaja znaczacy postgp w wykorzystaniu inhibitorow fosforylacji
jako celowanych terapii przeciwnowotworowych. Jednakze, dalsze badania 1 préby
kliniczne sg uzasadnione, aby zbada¢ pelny potencjal tych inhibitorow 1 zidentyfikowac
dodatkowe cele dla skutecznego leczenia nowotworow.

Dlatego tez, w celu odkrycia nowych celow terapeutycznych, ktére majg potencjat
hamowania fenotypu macierzystego nowotwordw, przeprowadzono analiz¢ korelacji

fosforylacji biatek z PROTsi.
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W  wyniku tych korelacji, zidentyfikowano zwigzane 2z macierzystoscig
fosforylowane biatka wraz z miejscami ich fosforylacji. Zidentyfikowane miejsca
fosforylacji w biatkach pozytywnie skorelowanych z macierzystoscig stanowig potencjalne
cele dla interwencji terapeutycznych. Celowanie w te miejsca fosforylacji moze prowadzi¢
do ostabienia cech zwigzanych z macierzysto$cia nowotworu, ktore s3 zwigzane
Z agresywnoscig guza i opornoscig na terapi¢. Ponadto, zrozumienie zwigzku miedzy
fosforylacjag bialek a macierzystoscia moze przyczyni¢ si¢ do opracowania
spersonalizowanych strategii leczenia. Oceniajac stan fosforylacji okreslonych biatek
u poszczegodlnych pacjentow, klinicy$ci mogg potencjalnie dostosowac terapie, ktore sa
ukierunkowane na szlaki zwigzane z macierzystoscig i poprawi¢ wyniki leczenia pacjentow
nowotworowych. Co wigcej, 1identyfikacja miejsc  fosforylacji zwigzanych
Z macierzystoscig zapewnia cenny wglad w mechanizmy molekularne lezace u podstaw
macierzystosci raka. Te miejsca fosforylacji moga shuzy¢ jako biomarkery
do przewidywania rokowania pacjentéw i odpowiedzi terapeutycznej. Klinicy$ci moga
ocenia¢ status fosforylacji tych biatek w probkach pobranych od pacjentéw w celu
stratyfikacji pacjentow na podgrupy o ré6znych wynikach klinicznych i kierowa¢ decyzjami
dotyczacymi leczenia. Dodatkowo, korelacja miedzy fosforylacjg biatek a macierzystoscia
sugeruje, ze potaczenie terapii celowanych przeciwko okreslonym miejscom fosforylacji
z istniejgcymi metodami leczenia moze poprawi¢ skuteczno$¢ terapeutyczng. Poprzez
jednoczesne ukierunkowanie zarowno na szlaki zwigzane z macierzystoscia, jak i inne
krytyczne szlaki sygnatowe, terapie skojarzone moga potencjalnie zwigkszy¢ skutecznos¢
eliminacji nowotworowych komorek macierzystych 1 poprawi¢ wyniki leczenia pacjentéw.
Powigzanie hamowania fosforylacji 1 macierzystosci nowotworu sugerowano
m.in. w badaniu przeprowadzonym przez Chang 1 wsp., w ktérym potwierdzono,
ze kukurbitacyna I, potencjalny srodek terapeutyczny, hamuje szlak STAT3 1 wykazuje
dziatanie antyproliferacyjne 1 uwrazliwia na radio- 1 chemioterapi¢ komorki rdzeniaka
zarodkowego MB-CD133+, ktore maja wysoce agresywny charakter i posiadajg
wlasciwosci nowotworowych komoérek macierzystych (234).

Ponadto, analizy korelacji PROTsi 1 fosforylacji biatek doprowadzily do niezwykle
cickawej obserwacji. Wykazaty, ze fosforylacja biatka SRRM2 jest silnie zwigzana
z wysokimi warto$ciami PROTsi. Sposrod wszystkich o$miu typéw nowotworéow
poddanych tejze analizie, korelacj¢ t¢ zaobserwowano jedynie w dwoch typach
analizowanych nowotwordéw - w glejaku wielopostaciowym 1 pediatrycznych guzach

moézgu. Jak wskazuje Atlas Bialek Czlowieka (ang. The Human Protein Atlas,
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https://www.proteinatlas.org/), biatko SRRM2 ulega ekspresji niemalze we wszystkich

prawidtowych komorkach zdrowego organizmu, a jego rola opiera si¢ na udziale
w procesie splicingu (235). Wedlug aktualnego stanu wiedzy, biatko SRRM?2 nie zostato
jak dotad szeroko powigzane z nowotworzeniem, a jego role udokumentowano jedynie
W nowotworze tarczycy oraz zaburzeniach neurorozwojowych zwigzanych z opdznieniem
rozwojowym, gtbwnie w zakresie mowy, cech autystycznych lub zespotu nadpobudliwosci
psychoruchowej z deficytem uwagi, nadwagi 1 charakterystycznych ryséw twarzy
(236,237). Wykazana korelacja wskazuje na potencjalny zwigzek miedzy fosforylacja
SRRM?2 a fenotypem macierzystym. Fakt, ze korelacj¢ t¢ zaobserwowano tylko w GBM
1 PBT sugeruje, ze rola fosforylacji SRRM2 w regulacji macierzystosci moze by¢
specyficzna dla tych konkretnych typéw nowotworéw. Warto zauwazy¢, ze biatko SRRM2
jest fosforylowane w wielu miejscach, co dodatkowo podkresla zlozono$¢ jego
mechanizmow regulacyjnych 1 potencjalny udziat w procesach
zwigzanych z macierzystoscig.

Odkrycia dotyczace fosforylacji w badanych kohortach zapewniaja cenny wglad
w mechanizmy molekularne lezace u podstaw macierzystosci nowotwordéw. Zrozumienie
roli fosforylacji biatek w regulacji macierzystosci moze mie¢ wpltyw na rozwqj terapii
celowanych 1 opracowywanie biomarkeréw, potencjalnie oferujac nowe mozliwosci

interwencji terapeutycznych w nowotworach.

Integracja wskaznika macierzystosci opartego na ekspresji bialek (PROTsi)
z danymi wieloomicznymi, w tym zmienno$cig liczby kopii (CNV), metylacja DNA,
ekspresja mRNA, miRNA 1 biatek, dostarczyla cennych informacji na temat ztoZzonego
zwigzku miedzy macierzystoscig nowotworow a czynnikami molekularnymi w réznych
typach nowotworow. To integracyjne podej$cie umozliwito identyfikacje biatek i szlakow
zwigzanych z macierzystoscig, oferujac nowe spojrzenie na biologie raka i potencjalne cele
terapeutyczne.

Za pomocg analiz proteogenomicznych przeprowadzonych dla wielu typow
nowotworow, zbadano korelacje migdzy wartosciami PROTsi a réznymi cechami
molekularnymi. Przeprowadzone analizy wujawnily roézne wzorce 1 odchylenia
od oczekiwanych powigzan migedzy wartosciami PROTsi a czynnikami molekularnymi.
W wigkszosci przypadkow wysokie wartosci PROTsi byly pozytywnie skorelowane
z podwyzszonymi poziomami ekspresji biatek 1 mRNA, obnizong ekspresja miRNA,
hipometylacja DNA 1 zwigkszong liczbg zmian liczby kopii poprzez np. amplifikacje.
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Tendencje te zaobserwowano w roznych probkach nowotworowych we wszystkich
badanych typach nowotwordéw. Jednakze, jak wykazano na mapach cieplnych,
zaobserwowano rowniez interesujgce odchylenia od tych wzorcéw, sugerujac obecnosé
unikalnych mechanizméw regulacyjnych w okreSlonych typach nowotworow.
Na przyktad, w przypadku HNSCC, wysokie wartosci PROTsi korelowaly z wysoka
ekspresja biatka DHX9, zwigkszong ekspresja mRNA, zwigkszong CNV, niskg ekspresja
miRNA 1 hipometylacja DNA. W przypadku innych biatek, np. DYSF, wysokie wartosci
PROTsi korelowaty z niskg ekspresja biatka, obnizong ekspresjga mRNA, wysoka ekspresja
miRNA, zwigkszong CNV 1 hipermetylacja DNA. Podobnie, biatka takie jak HEATRI,
DDXS5, TBC1D17 1 UTP15, wykazywaty rézne wzorce ekspresji 1 powigzania z CNV,
metylacjg DNA 1 ekspresjag miRNA, co sugeruje rézne mechanizmy regulacyjne lezace
u podstaw macierzystosci. Co ciekawe, biatko HEATR1 zidentyfikowane w HNSCC
znalazto si¢ takze wsrdd 100 bialek najbardziej zwigzanych z macierzystoscig w CCRCC,
LSCC, LUAD 1 UCEC, bedac w grupie biatek pozytywnie skorelowanych
z macierzystoscig. Jednakze, poroéwnanie mechanizmoéw molekularnych, w ktore
zaangazowane jest biatko HEATR1 zwraca uwage na roznice molekularne migdzy tymi
piecioma nowotworami. Zaobserwowano, ze dla HEATRI1 wysokie wartosci PROTsi
koreluja z wysoka ekspresja mRNA 1 biatka we wszystkich pigciu nowotworach,
zmniejszong ekspresja miRNA w HNSCC 1 LSCC (dla CCRCC, LUAD 1 UCEC nie
wykazano korelacji z miRNA), zwigkszong CNV we wszystkich pigciu nowotworach
1 hipermetylacjag DNA w HNSCC 1 UCEC oraz hipometylacjag DNA w CCRCC, LUAD
1 LSCC (cho¢ w podtypie klasycznym LSCC zaobserwowano gtownie hipermetylacje).
Zaobserwowane roznice w mechanizmach molekularnych zwigzanych z biatkiem
HEATR1 wsrod pieciu analizowanych nowotworéw (HNSCC, CCRCC, LSCC, LUAD
1 UCEC) podkreslaja heterogenicznos¢ 1 odrgbng charakterystyke tych typow
nowotworow. Na ogo6l wysokie wartosci PROTsi we wszystkich pigciu nowotworach byly
zwigzane ze zwigkszong ekspresja mRNA 1 biatka HEATRI, co sugeruje potencjalny
udziat HEATR1 w szlakach zwigzanych z macierzystoscig. Odkrycie to wskazuje,
ze regulacja HEATR1 w gore na poziomie zarowno mRNA jak 1 biatka moze przyczyniaé
si¢ do macierzystych wlasciwosci komorek nowotworowych w tych pieciu nowotworach
ztosliwych. Odnoszac si¢ do ekspresji miRNA, zmniejszong ekspresje miRNA
zaobserwowano w probkach HNSCC i1 LSCC z wysokimi wartosciami PROTsi,
co wskazuje na potencjalny mechanizm regulacyjny, w ktorym regulacja w dét miRNA

(zmniejszenie ekspresji miRNA) moze wigza¢ si¢ ze zwigkszong ekspresja HEATR1
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w tych dwoch nowotworach. 1 odwrotnie, nie zaobserwowano istotnej korelacji migdzy
wysokimi warto§ciami PROTsi a ekspresja miRNA dla HEATR1 w CCRCC, LUAD
1 UCEC, co sugeruje alternatywne mechanizmy regulacyjne lub udzial innych czynnikow
w modulowaniu ekspresji  biatka HEATR1 w tych typach nowotworow.
Ponadto, zwigkszona zmienno$¢ liczby kopii (CNV) byla $cisle zwigzana z wysokimi
wartosciami PROTsi dla HEATR1 we wszystkich pieciu nowotworach. Sugeruje to,
ze amplifikacje genomowe HEATR1 moga przyczyniac si¢ do jego zwigkszonej ekspresji
1 potencjalnie napedzac szlaki zwigzane z macierzystoscig. Co ciekawe, zaobserwowano
roznice we wzorcach metylacji DNA zwigzanych z ekspresjg HEATRI1 ws$rod
nowotworow. W HNSCC 1 UCEC wysokie wartosci PROTsi korelowaty z hipermetylacja
DNA HEATRI, wskazujac na potencjalny mechanizm regulacji epigenetycznej
prowadzacy do jego obnizenia. W przeciwienstwie do tego, CCRCC, LUAD 1 LSCC
wykazywaty hipometylacjc DNA HEATRI1 zwigzang z wysokimi wartosciami PROTsi,
co sugeruje inny krajobraz epigenetyczny 1 mechanizm regulacyjny. Co wigcej,
w klasycznym podtypie LSCC obserwowano gtownie hipermetylacje DNA, co wskazuje
na potencjalng specyficzng dla podtypu epigenetyczng regulacje ekspresji HEATRI.
Podsumowujac, odkrycia te podkreslajg ztozony charakter mechanizméw molekularnych
w roéznych typach nowotworow. Zaobserwowane roznice w ekspresji miRNA, wzorcach
metylacji DNA 1 ich korelacji z wartosciami PROTSsi podkreslajg heterogenicznos¢
iunikalne cechy kazdego nowotworu, odzwierciedlajgc rdéznorodne mechanizmy
regulacyjne 1 biologi¢ lezaca u podstaw tych nowotworow ztosliwych.

Ponadto, analizy ujete na mapach cieplnych ujawnity rowniez zwigzek miedzy
PROTsi a wynikami klinicznymi pacjentéw, w tym catkowitym przezyciem (OS)
1 przezyciem wolnym od progresji (PFS), przedstawionymi jako wspotczynniki ryzyka
(HR) wraz z ich istotnoscig statystyczng. Analiza ta zidentyfikowata biatka o wartosci
prognostycznej, wskazujac na ich potencjal jako biomarkeréw do stratyfikacji pacjentow
1 przewidywania odpowiedzi na leczenie oraz progresji choroby.
Jednakze, zaobserwowano, ze nie wszystkie biatka zwigzane z macierzystoscig posiadajg
warto$¢ prognostyczng w analizowanych kohortach. Brak wartosci predykcyjnej
niektorych bialek zwigzanych z macierzystoScia mozna przypisa¢ kilku czynnikom.
Po pierwsze, badacze zajmujacy si¢ macierzystoscia nowotworéw podkreslaja,
ze macierzystos¢ jest ztozong cechg, na ktorg wplywa wiele czynnikéw molekularnych
(238). Podczas gdy niektore biatka moga wykazywacé korelacje z macierzystoscia, ich

indywidualny wktad w ogdlng wartos¢ predykcyjng PROTsi moze zosta¢ przyémiony
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przez potaczony efekt innych bialek lub czynnikéw zaangazowanych w regulacje
macierzystosci. Dlatego tez moc predykcyjna pojedynczego biatka moze by¢ ograniczona,
biorac pod uwage wieloaspektowy charakter macierzystosci w nowotworach. Po drugie,
jak wskazuje m.in. Costoya 1 wsp. czy tez Madsen, macierzysto$¢ w nowotworach jest
regulowana przez skomplikowane sieci mechanizméw genetycznych, epigenetycznych
1 potranslacyjnych (239,240). Chociaz biatlko moze by¢ zwigzane z macierzystoscia,
na jego aktywnos$¢ lub znaczenie funkcjonalne w szlakach zwigzanych z macierzystoscia
moze wplywa¢ wzajemne oddziatywanie rdéznych mechanizméw regulacyjnych.
To wzajemne oddzialywanie moze komplikowa¢ warto$¢ predykcyjng pojedynczego
biatka, poniewaz jego dzialanie moze by¢ modulowane przez inne czynniki lub szlaki
sygnatowe. Po trzecie, nowotwory nalezg do wysoce heterogenicznych chorob, sktadajg
si¢ z r6znych podtypow o odmiennych profilach molekularnych. Biatka, ktére wykazuja
wykazujg wartos¢ predykcyjng w jednym podtypie raka, moga nie wykazywac takiej samej
wartosci predykcyjnej w innym podtypie. Biologia i mechanizmy regulacyjne moga r6znic
si¢ w zaleznos$ci od podtypu nowotworu, prowadzac do roznic w wartosci predykcyjnej
poszczegolnych bialek (241,242). I po czwarte, jak wskazuje wiele doniesien m.in. Hass
1 wsp. czy Li 1 wsp., funkcjonalna rola biatka moze si¢ r6zni¢ w zaleznosci od kontekstu
komorkowego lub mikrosrodowiska guza (243,244). Bialtko, ktore jest skorelowane
z macierzystoscig w jednym otoczeniu, moze mie¢ inne funkcje lub wywotywaé efekty
w innym mikrosrodowisku (245). Specyficzne interakcje 1 wzajemne oddziatywania
miedzy biatkami w zlozonym mikrosrodowisku guza moga wpltywaé¢ na wkiad
poszczeg6lnych bialek w macierzystos¢ 1 ogolng warto$¢ predykcyjng PROTsi.

Podsumowujac, ograniczong  wartos¢  predykcyjng  niektorych  biatek
skorelowanych z macierzysto$cig mozna przypisac ztozonej naturze biologii nowotwordow,
wzajemnemu oddziatywaniu mechanizmow regulacyjnych, heterogenicznosci podtypow
nowotworow 1 zaleznej od kontekstu funkcji biatek.

Dodatkowo przypisano zidentyfikowane biatka zwigzane z macierzystoscig
do odpowiadajacych im rodzin funkcjonalnych, zapewniajac wglad w role funkcjonalne
1 potencjalne interakcje tych biatek.

Ponadto, analiza obecnych celéw lekowych wykazata, ze wigkszo$¢ biatek
zwigzanych z macierzystoscig nie jest obecnie celem istniejacych terapii, co podkresla ich

potencjat jako nowych celow w leczeniu tych nowotworow.
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Korelacja migdzy wskaznikiem macierzystosci a ekspresjg bialek zaowocowatla
identyfikacja potencjalnych celow dla terapii przeciwnowotworowej, zarOwno
specyficznych dla konkretnych typéw nowotwordw, jak 1 wspdlnych dla réznych typow
NOwWotworow.

Kategoryzacja lacznie 700 biatek najbardziej zwigzanych z macierzystoscia
zidentyfikowanych w CCRCC, GBM, HNSCC, LSCC, LUAD, PDA i1 UCEC na ro6zne
grupy jest cennym podejsciem do uzyskania wgladu we wspolne i1 odrgbne cechy
molekularne macierzystosci raka. Kategoryzujac biatka zwigzane z macierzystoscig
na grupy skupiajagce biatka zidentyfikowane w 2 typach nowotworow, 3 typach
nowotworow, grupe biatek pannowotworowych oraz grup¢ biatek specyficznych
dla konkretnych nowotwordéw, mozna dostrzec powtarzajace si¢ wzorce 1 zidentyfikowac
kluczowe czynniki, ktore przyczyniajag si¢ do regulacji macierzystosci w roéznych
kontekstach.

Biatka zidentyfikowane w 2 lub 3 nowotworach sugeruja potencjalne wspdlne
mechanizmy regulacyjne i szlaki sygnatowe lezace u podstaw macierzystosci w tych
typach nowotworow. Bialka te moga stanowi¢ wazne cele do dalszych badan i mogg mie¢
wplyw na rozwoj strategii terapeutycznych ukierunkowanych na procesy zwigzane
z macierzystoscig wspodlne dla tych typow nowotworow.

Szczegblnie intrygujace s3a biatka pannowotworowe, ktore s3 zwigzane
z macierzystoscig w czterech lub wigcej typach nowotwordéw. Bialka te prawdopodobnie
odgrywaja kluczowga role w podstawowych procesach zwigzanych z macierzystoscia, ktore
wykraczajg poza okreslone konteksty nowotworowe. Badanie funkcji 1 mechanizmow
regulacyjnych biatek pannowotworowych moze zapewni¢ cenny wglad w podstawowe
szlaki macierzystos$ci i potencjalne cele terapeutyczne, ktore moga by¢ stosowane w terapii
wielu nowotwordw, tak jak w przypadku inhibitorow PD-1/PD-L1, takich jak
pembrolizumab 1 niwolumab, ktore sg zatwierdzone do leczenia wielu typow nowotworow,
w tym czerniaka, niedrobnokomorkowego raka pluc, raka nerkowokomodrkowego, raka
pecherza moczowego czy chtoniaka Hodgkina (246).

Dodatkowo, identyfikacja specyficznych dla nowotworu bialek zwigzanych
z macierzystoscig podkresla unikalne cechy molekularne 1 sieci regulacyjne, ktore sg
charakterystyczne dla konkretnych typow nowotwordéw. Jednym z przykladow takich
biatek sg kinazy tyrozynowe ALK 1 ROS1 bedace celem inhibitoréw takich jak crizotinib
1 ceritinib w leczeniu niedrobnokomoérkowego raka pluca z rearanzacjami ALK lub ROS1

(247-249). Badanie procesow, w ktorych uczestniczg biatka specyficzne dla nowotworow
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moze pomdéc w dostosowaniu spersonalizowanych metod leczenia 1 poprawie naszego
zrozumienia roznych mechanizmoéw molekularnych napgdzajacych macierzystose
w r6znych typach nowotworow.

Podsumowujac, kategoryzacja biatek w oparciu o ich zwigzek z macierzystoscig
zidentyfikowany w jednym lub wielu typach nowotworéw zapewnia kompleksowy obraz
molekularnego krajobrazu macierzystosci w nowotworach. Oferuje ona cenne informacje
dla lepszego zrozumienia wspolnych i unikalnych mechanizmow lezacych u podstaw
macierzystosci nowotworow, identyfikacji potencjalnych celow terapeutycznych i nadania

kierunku badaniom w dziedzinie biologii i leczenia nowotworow.

W dalszej czes$ci rozwazan nad macierzysto$cia nowotworow przeprowadzono
analize¢ immunohistochemiczng biatek zwigzanych z macierzystoscig. W wyniku walidacji
wybranych biatek zwigzanych z macierzystoscig za pomocg IHC potwierdzono, ze PROTsi
stanowi efektywne narzedzie do selekcji markerow prognostycznych i terapeutycznych.
W badanej kohorcie CCRCC ekspresja HEATR1, SNRNP200 i UHRF1 mierzona
z wykorzystaniem techniki IHC byla znaczaco podwyzszona w probkach uzyskanych
od pacjentéw z przerzutami, co nastgpnie znalazto odzwierciedlenie w analizie przezycia
wolnego od progresji Kaplana-Meiera. Wykazano, ze pacjenci z wysoka ekspresja tych
biatek (czyli z wysokim wynikiem H-score), ktore uprzednio zidentyfikowano jako
pozytywnie skorelowane z macierzystosciga za pomocg PROTsi, majg istotnie wigksze
prawdopodobienstwo progresji nowotworu w postaci przerzutow. W podobny sposéb
potwierdzono rowniez warto§¢ predykcyjng biatka negatywnie skorelowanego
z macierzystoscig - SLC27A2, wykazujac, ze jego niska ekspresja (niski wynik H-score)
jest istotnie skorelowana z krotszym czasem do pojawienia si¢ przerzutow. Co wigce],
analiza przewidywania ryzyka wykazala znacznie zwigkszone ryzyko progresji raka przy
wysokich poziomach ekspresji biateck HEATR1, SNRNP200 i UHRF1 oraz przy niskim
poziomie ekspresji SLC27A2. W zwigzku z powyzszym, przedstawiono solidne dowody
na to, ze biatka HEATR1, SNRNP200, UHRF1 1 SLC27A2 maja charakter markeréw
macierzystosci w CCRCC 1 mogg shuzy¢ jako biomarkery prognostyczne progresji raka
u pacjentéw z CCRCC.

Co wigcej, do walidacji IHC wybrano takze biatko UCHL1. Cho¢ biatko UCHL1
zostalo umieszczone na liScie najbardziej pozytywnie skorelowanych bialek
z macierzystoscig poza pierwsza 50, takze zostato zidentyfikowane jako biatko o wysokim

potencjale macierzystym, poniewaz korelacja miedzy wysoka ekspresja UCHLI
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a wysokimi warto$ciami PROTsi byta bardzo wyrazna. Zar6wno pozytywna korelacja
ekspresji tego biatka z PROTsi, jak 1 jego wysoka warto$¢ prognostyczna udokumentowana
w wyniku analizy IHC potwierdzajg funkcje PROTsi jako rzetelnego narzedzia do selekcji
celow biatkowych o wartosci predykcyjne;.

Ponadto, warto tez przyjrze¢ si¢ kontekstowi funkcjonalnemu wszystkich biatek
wybranych do walidacji IHC w CCRCC.

HEATRI jest strukturalnym i funkcjonalnym homologiem drozdZzowego biatka U3
zwigzanego z malym nukleolarnym RNA 10 (UTP 10) oraz jednym z czynnikdéw biogenezy
rybosomoéw. Szerzej jego funkcje opisali Prieto 1 McStay, podkreslajac, ze HEATRI jest
wymagany do optymalnej transkrypcji pre-rybosomalnego RNA przez polimeraze RNA 1
(250).  Badania wykazaly wyrazny zwigzek miedzy dziedzicznymi 1 nabytymi
nieprawidlowos$ciami biogenezy rybosomdéw a zwigkszonym ryzykiem raka. Poziom
endogennego HEATRI1 byl znacznie wyzszy w ludzkich liniach komoérkowych raka
w poréwnaniu z pierwotnymi nietransformowanymi komorkami 1 byl zwigzany z duzymi
jaderkami, ktore stanowig jedno z kryteribw wyznaczania zto§liwo$ci nowotworow
(251,252). Odkrycia te s3 zgodne ze zwigkszong ekspresja HEATRI
m.in. w ptaskonabtonkowym raku jamy ustnej i1 gardta, glejaku wielopostaciowym czy tez
raku zoladka. Jednakze, zwigkszona ekspresja HEATR1 w tych nowotworach faczona byta
z r6znymi mechanizmami molekularnymi. W plaskonabtonkowym raku jamy ustnej
1 gardta (OSCC) dowiedziono, ze zwigkszona ekspresja HEATR1 wraz z RUVBLI
1 RUVBL2 promuje proliferacje OSCC poprzez aktywacje mTOR 1 syntez¢ pre-RNA
(253). Zwigkszong ekspresje¢ HEATRI1 stwierdzono réwniez w GBM 1 komdrkach
macierzystych glejakow (254), co podkresla zwigzek HEATR1 z macierzysto$cig. Wyniki
badan nad GC dostarczyly dowodow na to, ze HEATR1 ulegat wysokiej ekspresji w GC,
a jego wyzsza ekspresja w stosunku do komoérek prawidlowych zotadka byta zwigzana
z progresja raka 1 przerzutami. Dodatkowo, knockdown HEATRI1 znaczagco hamowat
proliferacje komoérek i1 tworzenie kolonii oraz promowal apoptoze komorek (255),
co facznie rowniez zaznacza zwigzek HEATR1 z macierzystoscig. Z kolei w przypadku
gruczolakoraka trzustki odkryto, ze ekspresja HEATR1 w PDA jest zmniejszona
w stosunku do prawidtowych komorek trzustki oraz ze HEATR1 negatywnie reguluje
aktywacje Akt w szlaku sygnalowym mTOR, a regulacja aktywnosci Akt przez utrate
HEATR1 w PDA moze powodowac¢ opornos¢ na chemioterapie (256).

Na podstawie analiz przeprowadzonych w niniejszej pracy wykazano, ze biatko

HEATRI1 ma zwigzek z macierzysto$cig nowotworow takich jak CCRCC, HNSCC, LSCC,
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LUAD 1 UCEC. Jak wspomniano wyzej, zaobserwowane roznice w mechanizmach
molekularnych zwigzanych z bialkiem HEATR1 ws$rod tych pigciu nowotworow
podkreslaja heterogeniczno$¢ i1 odrgbng charakterystyke tych typoéw nowotworow.
Ponadto, odkrycie biatka HEATR1 jako zwigzanego z procesami macierzystosci w tych
nowotworach jest nowatorskie, gdyz - wedlug aktualnego stanu wiedzy - nie wykazano
wczesniej takiego zwigzku w wymienionych typach nowotwordow. Co wigcej, wykazano
wartos¢ HEATRI1 jako markera prognostycznego w CCRCC.

SNRNP200 jest helikazg RNA 1 nalezy do rodziny matych jadrowych
nukleoprotein (257). Badania nad funkcjag SNRNP200 wykazaly, ze jest on zaangazowany
w budowg, aktywacje 1 degradacj¢ spliceosomu (258,259) oraz posredniczy w zmianach
w dynamicznej sieci oddzialywan RNA-RNA w spliceosomie (260). Cho¢ funkcje
biologiczne SNRNP200 zwigzane z nowotworzeniem nie sg szeroko opisane w literaturze,
dowiedziono, ze deregulacja procesu splicingu w PDA wigze si¢ ze zwigkszong ekspresja
SNRNP200, co w konsekwencji prowadzi do gorszego rokowania u pacjentow PDA
oraz progresji nowotworu - przerzutow 1 wznowy (261). W przypadku raka piersi
odnotowano, ze hamowanie ekspresji SNRNP200 wraz z innymi biatkami biorgcymi udziat
w aktywacji spliceosomu moze by¢ nowg strategig terapeutyczng w leczeniu tego raka
(262), jednak badania te nie zostaly kontynuowane.

Przeprowadzone analizy molekularne 1 odkrycie zwigzku SNRNP200
z macierzystoscig nowotworow wskazuja zatem na mozliwos¢ wykorzystania SNRNP200
jako potencjalnego celu dla lekow przeciwnowotworowych. Wykazano, ze biatko
SNRNP200 znajduje si¢ wsrod biatek najbardziej skorelowanych z macierzystoscia
w 4 typach analizowanych nowotworow: CCRCC, GBM, LSCC i1 UCEC. W przypadku
kazdego z tych nowotworéw wykazano pozytywng korelacje miedzy wysokimi
wartosciami PROTsi a zwigkszong ekspresja mRNA 1 biatka oraz zwigkszong liczbg kopii
SNRNP200, jednakze mechanizmy zwigzane z miRNA 1 metylacja DNA roznity si¢
miedzy tymi nowotworami, wskazujac na potencjalny udziat SNRNP200 w roéznych
sciezkach zwigzanych z macierzystoScia 1 odmienng jego regulacje w rdznych
nowotworach. Pozytywna korelacic PROTsi ze zwigkszong ekspresja miRNA
zaobserwowano w UCEC (cho¢ niektére probki odbiegaty od tego schematu), natomiast w
przypadku CCRCC 1 LSCC nie wykazano takiej korelacji, a w GBM wysokie wartosci
wskaznika macierzystosci byly wyraznie zwigzane ze zmniejszong ekspresja miRNA.

Biorac pod uwage metylacje DNA, wysokie wartosci PROTsi korelowaty z hipometylacja
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DNA w GBM 1 hipermetylacija DNA w LSCC, natomiast w pozostalych typach
nowotworow nie zaraportowano korelacji.

Co wigcej, oprocz wykazania, ze SNRNP200 stanowi potencjalny cel dla lekow
w terapii  przeciwnowotworowej, potwierdzono warto§¢  kliniczng  SNRNP200
jako markera progresji CCRCC.

UHRF1 jest biatkiem wielodomenowym, zawiera domeng palca RING,
a wigc posiada aktywnos¢ E3 ligazy ubikwityny 1 posredniczy w ubikwitynacji
m.in. histonu H3 (263). Wykazano, Zze rola UHRFI jako kluczowego czynnika
epigenetycznego wynika z jego zaangazowania w utrzymanie metylacji DNA, interakcji
z czynnikami modyfikacji histonéw, wplywu na struktur¢ chromatyny 1 jego wkiadu
w regulacje ekspresji genéw. Uczestniczac w tych procesach, UHRF1 pomaga ustanowi¢
1 zachowa¢ informacje epigenetyczne, odgrywajac role w dziedziczeniu 1 utrzymywaniu
stabilnosci epigenomoéw komorkowych (264). Nieprawidtowa ekspresja lub funkcja moze
zakloca¢ normalng regulacje epigenetyczng, prowadzac do zmienionych wzorcow
ekspresji gendw 1 przyczyniajgc si¢ do standw chorobowych, w tym nowotworzenia (265).
W nie tak dawno przeprowadzonym badaniu dowiedziono, ze UHRFI1 petni funkcje
onkogenng w raku nerkowokomoérkowym (RCC). Zwigkszona ekspresja UHRF1 sprzyja
progresji RCC, potencjalnie poprzez epigenetyczng regulacje TXNIP, a testy funkcjonalne
wykazaty, ze inhibicja aktywnosci UHRF1 moze stanowi¢ strategie hamowania wzrostu
guza, thumienia migracji 1 inwazji komérek RCC oraz promowania apoptozy (266).

UHRF1 jest zaangazowany w procesy epigenetyczne, w tym metylacje DNA
1 modyfikacje histonéw. Nowotworowe komoérki macierzyste charakteryzuja si¢
specyficznymi sygnaturami epigenetycznymi, ktore przyczyniajg si¢ do ich samoodnowy
1 zdolnosci roznicowania. Rola UHRF1 w utrzymywaniu wzorcoéw metylacji DNA
1 modyfikacji histonow moze wplywac na epigenetyczny obraz nowotworowych komorek
macierzystych, wpltywajac w ten sposob na ich wlasciwo$ci macierzyste.

W wyniku przeprowadzonych w pracy analiz, podkreslono rol¢ biatka UHRFI
w regulacji macierzystosci CCRCC. W badanych probkach CCRCC, wykazano,
ze wysokie wartosci PROTsi korelujg z wysoka ekspresja mRNA 1 biatka UHRF1
oraz wysoka liczbg CNV, a takze z hipometylacja DNA. Wyniki te sugeruja, ze probki
CCRCC z podwyzszonymi wartoSciami PROTsi, a wigc ze zwigkszonym fenotypem
macierzystym wykazuja rowniez podwyzszone poziomy ekspresji genu UHRF'I zard6wno
na poziomie mRNA, jak i biatka. Wysoka liczba CNV dla UHRF1 wskazuje, ze probki
CCRCC z wysokimi wartosciami PROTsi maja zwigkszong liczbg kopii genu UHRFI.

110



Gdy DNA jest hipometylowane, co oznacza spadek poziomu metylacji DNA, moze
to prowadzi¢ do aktywacji lub zwiekszonej regulacji ekspresji genéw. Hipometylacja
regiondow regulatorowych genow, w szczeg6lnosci promotorow, moze skutkowad
zwickszong dostepnoscia DNA m.in. do czynnikdéw transkrypcyjnych, utatwiajac ich
wigzanie 1 inicjacj¢ transkrypcji gendw, co w konsekwencji moze prowadzi¢
do zwigkszenia produkcji mRNA, a nastepnie zwigkszenia ekspresji biatka (267).
Zatem hipometylacja DNA genu UHRF'I sugeruje, ze regiony regulatorowe genu mogg
mie¢ zmniejszong metylacje, co pozwala na zwigkszong transkrypcje i ekspresje¢ biatka
UHRF1. Hipometylacja moze wigc przyczynia¢ si¢ do obserwowanej wysokiej ekspresji
UHRF1 w badanych prébkach.

Biorac pod uwage cechy molekularne UHRFI1 1 jego zwigzek z macierzystoscig
wykazany w CCRCC, UHRF1 wydaje si¢ by¢ doskonatym kandydatem na cel dla lekow
przeciwnowotworowych. Ponadto, przedstawione dowody wskazuja, ze UHRF1 jest takze
markerem prognostycznym progresji CCRCC.

Biatko SLC27A2, znane réwniez jako biatko transportujace kwasy tluszczowe 2,
odgrywa biologiczng role w metabolizmie lipidéw 1 transporcie kwasow tluszczowych
(268). Deregulacja SLC27A2, cho¢ niedostatecznie zglebiona jak dotad w raku nerki,
zostala powigzana z progresja nowotworu 1 przerzutami w kilku typach nowotwordw.
M.in. wykazano, ze nadekspresja SLC27A2 jest zwigzana ze zwickszonym wychwytem
kwasow tluszczowych, zwigkszonym wzrostem raka piersi 1 przerzutami (269).
Stwierdzono takze nadekspresj¢ SLC27A2 w niedrobnokomorkowym raku pluc, ktora jest
zwigzana ze zwigkszonym metabolizmem lipidow 1 wzrostem NSCLC (270).

Otrzymane w pracy wyniki wskazuja jednak na inng regulacje macierzystosci
w CCRCC w pordéwnaniu z omoéwionymi pokrotce badaniami nad rola SLC27A2
w nowotworach. Wykazano, ze w przypadku probek ze zwigkszonym charakterem
macierzystym, a wigc z wigkszymi wartosciami PROTsi dochodzi do zmniejszenia
ekspresji mRNA 1 biatka, zatem wysoka ekspresja SLC27A2 na poziomie biatka wigze si¢
z mniej macierzystym 1 agresywnym fenotypem CCRCC. Analiza korelacji ekspresji
SLC27A2 mierzonej za pomocg IHC potwierdzita zwigzek zmniejszonej ekspresji
SLC27A2 z wystepowaniem przerzutdéw u pacjentow z pierwotnym CCRCC, dowodzac
charakteru macierzystosci SLC27A2 przy jego zmniejszonej ekspresji. Ponadto, wysokie
wartosci PROTsi korelowaty ze zwigkszong ekspresjg miRNA przy jednoczesnym braku
znaczacej korelacji z CNV 1 metylacja DNA, wskazujac na potencjalng role ekspresji
miRNA w regulacji macierzystosci SLC27A2. Interpretacja wszystkich wynikow
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dotyczacych zwigzku macierzystosci z ekspresjg biatka SLC27A2 dostarcza zatem
dowodoéw na to, ze SLC27A2 nie tylko wykazuje warto$¢ prognostyczng w CCRCC,
ale takze jest kandydatem na cel lekowy w terapii przeciwko CCRCC.

Co ciekawe, badanie przeprowadzone przez Xu 1 Wwsp. wspiera wnioski
przedstawione w niniejszej pracy, zwracajac szczegolng uwage na zwigzek SLC27A2
w EMT, procesie $cisle zwigzanym z macierzystoscig. W badaniu Xu 1 wsp. dowiedziono,
ze ekspresja SLC27A2 byta znaczaco obnizona w probkach klinicznych CCRCC 1 liniach
komoérkowych raka nerki, przewidujac niekorzystne rokowanie. W badaniu tym
stwierdzono, ze zwigkszona regulacja ekspresji SLC27A2 moze znaczaco hamowacé
proliferacje, migracje 1 inwazj¢ linii komoérkowych raka nerki. SLC27A2 moze rowniez
wplywa¢ na szlak sygnatowy EMT, zwigzany z progresja 1 przerzutami raka nerki.
Pod wzglegdem mechanizmu, SLC27A2 moze dodatkowo hamowa¢ EMT poprzez
negatywng regulacje CDK3 sugerujac, ze funkcjonalne hamowanie osi SLC27A2-CDK3-
EMT stanowi atrakcyjny cel terapeutyczny w przypadku przerzutow CCRCC (271).

Biatko UCHL1 jest enzymem deubikwitynujagcym, ktory odgrywa rézne role
biologiczne w procesach komoérkowych. UCHL1 bierze udziat w przetwarzaniu
1 recyklingu ubikwityny, reguluje stabilnos¢ bialek poprzez modulowanie ich statusu
ubikwitynacji, a takze jest zaangazowane w regulacj¢ rozwoju neurondéw, funkcji
synaptycznych i przezycia neuronow (272).

Istnieje wiele dyskusji na temat roli UCHLI w nowotworach, z doniesieniami
sugerujacymi role supresorowa badz onkogenna. Wykazano, ze UCHL1 ma charakter
supresorowy 1 jego ekspresja regulowana w dot (utrata ekspresji) wigze si¢ z progresja
nowotworu 1 ztym rokowaniem w przypadku raka watroby (273), raka piersi (274), raka
prostaty (275) 1 raka przetyku (276).

I odwrotnie, UCHL1 jest roéwniez zaangazowany W promowanie wzrostu guza
1 agresywnosci w pewnych kontekstach. Moze przyczynia¢ si¢ do progresji raka poprzez
modulowanie stabilnosci bialek onkogennych lub zaklécanie procesow komorkowych
zaangazowanych w supresje guza. Role onkogenng zwigzang ze zwigkszong regulacja
UCHLI w gore zaraportowano w raku piersi ER (-) 1 raku piersi HER2(+) (277).

Ponadto, w najnowszym badaniu CPTAC w kohorcie zawierajagcej ponad
300 probek CCRCC dowiedziono, ze podwyzszona ekspresja UCHL1 na poziomie mRNA

1 biatka, mierzona za pomocg LC-MS/MS, a nastepnie potwierdzona przez analize IHC,
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jest biomarkerem dla guzow CCRCC o wysokim stopniu ztosliwosci histologicznej
(G31G4) z mutacja BAPI, niestabilno$cig genomowg lub zwigkszong hipermetylacja
guza, co moze mie¢ wplyw na postepowanie kliniczne 1 terapeutyczne u tych
pacjentow (30).

Zgodnie z wynikami najnowszego badania CPTAC przeprowadzonego przez
Liiwsp., w ktorym badano ekspresj¢ UCHL1 w CCRCC, w niniejszej pracy réwniez
zaobserwowano podobne trendy. Jednakze, praca ta koncentruje si¢ w szczegolnosci na
konteks$cie macierzystosci nowotwordow. Podczas gdy w badaniu CPTAC badano ekspresje
UCHLI1 w odniesieniu do réznych cech molekularnych 1 histologicznych, w tej pracy
zbadano zwigzek miedzy UCHL1 a macierzystoscig. Wykazano, ze wysokie wartosci
PROTst, ktére wskazuja na zwigkszong macierzystos¢ guza, bylty zwigzane z podwyzszong
ekspresja mRNA i biatka UCHLI, a takze delecjami i hipermetylacja. Odkrycia te sugeruja
zwigzek migdzy ekspresja UCHL1, macierzysto$cig guza i lezacymi u jego podstaw
zmianami genetycznymi 1 epigenetycznymi w CCRCC oraz podkreslaja role UCHLI1 jako
celu lekowego w terapii przeciwnowotworowej. Wyniki te stanowig punkt wyjsciowy
do dalszych testow funkcjonalnych z wykorzystaniem inhibitorow UCHLI1, np. inhibitora
UCHL1 LDN-57444, ktory z powodzeniem spowodowal zatrzymanie progresji
zaawansowanego raka ptaskonabtonkowego jamy ustnej czy tez wtasnie CCCC (30,278).

Walidacja IHC potwierdzita takze warto$¢ prognostyczng UCHLI1 jako markera
wskazujacego progresje CCRCC, wskazujac na macierzysty charakter probek
nowotworowych z wysoka ekspresjg UCHLI1.

Chociaz UCHL1 nie moze by¢ uwazany za konwencjonalny marker
macierzystosci, jego ekspresja w okreslonych populacjach komdérek macierzystych, w tym
neuronalnych komodrkach macierzystych i spermatogonialnych komodrkach macierzystych
oraz w komorkach rozrodczych podczas wczesnego rozwoju embrionalnego, sugeruje
potencjalng role w biologii komodrek macierzystych (279-281). Powyzej przytoczone
badania wraz z wynikami uzyskanymi w pracy podkreslaja role UCHL1 w $ciezkach

zwigzanych z macierzystoscig 1 utrzymywaniu fenotypu macierzysto$ci nowotworow.

Zeby odpowiedzie¢ na bardzo ciekawe pytanie badawcze, czy znane markery
macierzystosci, niewytypowane w wyniku analiz opartych na ekspresji bialek wykazuja
charakter macierzysty na poziomie biatka i posiadaja znaczenie kliniczne, analizie IHC

poddano rowniez biatka REXI1 1 SOX2. Dodatkowo, cho¢ rola czynnikow
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transkrypcyjnych REX1 1 SOX2 jako markeréw macierzystosci jest znana (282), to
na poziomie biatka nie zostala odnotowana w HNSCC, stad tez pojawito si¢ duze
zainteresowanie walidacjg IHC wtasnie tych markerow biatkowych.

Jak wykazano, nie zaobserwowano zwigzku wysokiej ekspresji REX1 1 SOX2
mierzonej na poziomie biatek za pomoca IHC z wartoscig prognostyczng w HNSCC.
Cho¢ zauwazy¢ mozna byto pewien trend wskazujacy na pozytywna korelacje migdzy
wysoka ekspresja REX1 1 SOX2 a krotszym czasem wolnym od progresji, czyli
w przypadku kohorty walidacyjnej HNSCC - wznowa, wyniki te nie uzyskaty
odpowiedniej wartosci istotnosci statystycznej pozwalajacej na wyprowadzenie w petni
rzetelnych wnioskéw. Rozwazajac nad prawdopodobnymi czynnikami odpowiedzialnymi
za niepowodzenie w wykazaniu wartosci prognostycznej biatek REX1 1 SOX2, mozna
wskazac ich szczegdlng biologi¢. REX1 1 SOX2 znane sg przede wszystkim jako czynniki
transkrypcyjne, a wiec silnie zaangazowane w procesy molekularne odbywajace si¢ na
poziomie RNA. Ponadto, prawdopodobnie dlatego, ze do ekspresji REX1 1 SOX2 dochodzi
gtoéwnie podczas transkrypcji, a wiec podczas syntezy RNA, ich ekspresja nie zostata
wykryta za pomocag LC-MS/MS. Dywagujac dalej, brak detekcji biatek przy uzyciu
LC- MS/MS, czyli techniki powszechnie stosowanej do analizy biatek, mozna przypisac
specyficznemu momentowi 1 naturze ekspresji REX1 1 SOX2, ktora jest przede wszystkim
zwigzana z procesami na poziomie RNA.

Co wigcej, analiza preparatow THC pozwolila na obserwacje do$¢ nietypowego
wzoru ekspresji REX1, podajac w watpliwos¢ zarowno samo przeprowadzenie procesu
IHC pod katem technicznym, jak 1 aktualng wiedz¢ o biologii REX1. Pojawienie si¢
ekspresji REX1 zarowno w jadrze, jak i1 cytoplazmie podczas barwienia IHC z uzyciem
przeciwciala przeciwko REX1 moze mie¢ kilka mozliwych wyjasnien. Jak wskazuja
jeszcze nieopublikowane dane (manuskrypt w recenzji), przeprowadzanie analiz
immunohistochemicznych z uzyciem komercyjnych przeciwciat naukowych stanowi duze
wyzwanie m.in. ze wzgledu na optymalizacje¢ 1 specyfike uzywanych przeciwciat, ktore nie
sg przeciwciatami odpowiednio zwalidowanymi. Ponadto, gen REXI posiada trzy

transkrypty (wedtug bazy danych Ensembl, https://www.ensembl.org) (283), co wskazuje,

ze gen kodujacy biatko REX1 moze generowa¢ wiele wariantow mRNA poprzez
alternatywny splicing. Alternatywny splicing to proces, w ktorym rdzne kombinacje
eksondw sg wybierane lub wykluczane podczas dojrzewania mRNA, co prowadzi
do produkcji r6znych izoform mRNA. Izoformy te mogg prowadzi¢ do powstania bialek

o roznych wlasciwosciach funkcjonalnych lub lokalizacji komérkowej (284). Dodatkowo,
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modyfikacje potranslacyjne, takie jak fosforylacja, acetylacja lub metylacja, moga
wptywaé na lokalizacj¢ biatek (285). Modyfikacje te moga zmienia¢ dystrybucje
komorkowg REX1, umozliwiajac mu przemieszczanie si¢ migdzy jadrem a cytoplazma.
Obecnos¢ specyticznych modyfikacji potranslacyjnych w komoérkach HNSCC moze zatem
prowadzi¢ do obserwowanego wzorca lokalizacji. Jak podkres§laja Wang 1 Li, komorki
nowotworowe moga wykazywa¢ nieprawidlowa lokalizacje biatek z powodu
rozregulowania procesoOw komorkowych. Rozregulowanie mechanizméw transportu
biatek, zmiany w szlakach sygnatowych lub mutacje genetyczne moga powodowac
nieprawidlowa lokalizacje biatek z ich typowych przedzialow (286). Mozliwe, ze komorki
HNSCC wykazuja zmiany, ktore prowadzg do nietypowej dystrybucji REX1, a ktoére nie
zostaly odkryte w niniejszej pracy, a zatem stanowig niezwykle ciekawy materiat
do dalszych badan.

Walidacja IHC biatek w kohorcie walidacyjnej CCRCC potwierdzita role¢ PROTsi,
bedacego narzgdziem do selekcji bialek o potencjale predykcyjnym. Rozne wzorce
lokalizacji tych biatek dostarczaja cennych informacji na temat ich dystrybucji
subkomorkowej, co moze mie¢ zwigzek z ich funkcjonalng rolg w procesach zwigzanych
z macierzystoscia 1 ulatwi¢ projektowanie lekow celujacych w hamowanie macierzystosci
tych biatek. Ponadto, wyniki badan IHC przyczyniaja si¢ do lepszego zrozumienia
charakterystyki molekularnej CCRCC, wspierajac potencjalng uzytecznos¢ tych markerow
biatkowych jako celow diagnostycznych, prognostycznych lub terapeutycznych w tych
konkretnych typach nowotworéw. W dodatku, analiza THC z uzyciem przeciwciat
przeciwko biatkom REX1 1 SOX2 dostarczyta dowodow na to, ze proteomika nie jest
konkurencyjnag dziedzing w biologii w zestawieniu z genomika, lecz rownowarto$ciowa
dyscypling, wzajemnie uzupelniajaca si¢ z nig. Dlatego tez, rozwoj badan taczacych
proteomike z genomika, czyli badan proteogenomicznych stanowi klucz do odszyfrowania
mechanizméw odpowiedzialnych za nowotworzenie 1 progresje¢ nowotworow,

a w konsekwencji, do wynalezienia skutecznych lekow 1 terapii przeciwnowotworowych.

Jak wykazano powyzej, identyfikacja markeréw biatkowych za pomocg PROTsi
umozliwia wskazanie bialek predykcyjnych, ale tez jednocze$nie celow lekowych.
Zidentyfikowane biatka zwigzane z macierzysto$cig moga by¢ nie tylko bezposrednimi
celami dla lekow, ale takze umozliwiaja  odnalezienie  specyficznych
perturbagendw o potencjale hamujacym macierzystosc.

W oparciu o interakcje migdzy biatkami 1 celami lekowymi biorgcymi udziat w tych
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samych S$ciezkach sygnalowych oraz wzorem ekspresji zidentyfikowanych biatek
o cechach macierzystych, odkryto potencjalne inhibitory macierzystosci wraz z ich
specyficznymi celami w $ciezkach sygnalizacyjnych dzielonych z biatkami zwigzanymi
z macierzystoscig. Zastosowane podejscie CMap jest jedng z metod repozycjonowania
lekéw bazujacych na danych pochodzacych z badan ekspresji gendw 1 biatek w réznych
stanach chorobowych, w tym w nowotworach (206,287). Repozycjonowanie lekow
to alternatywna strategia majgca na celu znalezienie nowych zastosowan dla istniejgcych
juz lekéw. Proces repozycjonowania lekow polega na wykorzystaniu istniejgcego leku
do leczenia choroby innej niz jego pierwotne lub poczatkowe przeznaczenie (288).
W przypadku lekdéw repozycjonowanych, catkowity koszt 1 czas zwigzany
z wykorzystaniem ich do leczenia innych chordb jest znacznie nizszy niz w przypadku
opracowywania nowego leku (289). Analiza podobienstwa profili molekularnych migdzy
danymi z bazy a danymi o ekspresji bialek zwigzanych z macierzystoscia umozliwita
odszukanie zwigzkow, ktéore moga hamowaé macierzysty fenotyp nowotworowy.
Dalsze, niezwykle interesujgce badania funkcjonalne in vitro mogtyby obejmowac podanie
wybranych inhibitorow do komorek modeli nowotworowych takich jak np. ludzkie
organoidy. Organoidy sg tréjwymiarowymi strukturami pochodzacymi z komorek
macierzystych lub komorek progenitorowych specyficznych dla narzadéw, a ich hodowla
przebiega w warunkach nasladujacych $rodowisko in vivo. Organoidy moga
samoorganizowa¢ si¢ 1 wykazywac ztozong organizacj¢ komorkowa i funkcjonalnosé
podobng do narzadu, z ktérego pochodza, takich jak jelita, watroba, nerki, mdzg i inne.
Chociaz organoidy sa hodowane in vitro, ich celem jest nasladowanie sktadu komorkowego
1 zachowania odpowiedniego organu in vivo (290,291). Sprawia to, Ze organoidy sg cennym
narz¢dziem do badania rozwoju narzadéw, mechanizméw  chorobowych,
w tym zwigzanych ~ z  macierzystoscia  nowotworo6w 1  spersonalizowanego

podejscia terapeutycznego.
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Rozdzial VI
Whioski

Wykorzystanie wskaznika macierzystosci opartego na ekspresji biatek (PROTSsi)
stanowi efektywng strategi¢ do oceny podobienstwa komorek nowotworowych
do komorek macierzystych. Zdolnos¢ do ilosciowego okreslenia cech macierzystych
w komoérkach nowotworowych przez PROTsi pozwala na glebsze zrozumienie biologii
nowotworow 1 przybliza okreslenie mechanizméw odpowiedzialnych za progresje
nowotworow 1 odpowiedzi na leczenie.

Integracja danych proteomicznych, w tym ekspresji biatek, fosforylacji i interakcji
biatko-biatko z PROTsi odzwierciedla skomplikowang interakcje bialek zaangazowanych
w regulacje macierzystosci. Podejscie to pozwala na bardziej precyzyjna charakterystyke
stanu macierzystosci w komorkach nowotworowych, umozliwiajac lepsza prognoze,
stratyfikacje pacjentow i identyfikacje¢ celow terapeutycznych.

Na podstawie przeprowadzonych analiz wykazano, ze agresywne podtypy
molekularne, takie jak podstawnokomoérkowy podtyp BR czy surowiczy podtyp UCEC
maja najwyzsze wartosci PROTsi, co potwierdza ich wysoce agresywny i macierzysty
charakter.

W wyniku analizy korelacji PROTsi z fosforylacjg biatek, zidentyfikowano
zwigzane z macierzystoscig fosforylowane bialka wraz z miejscami ich fosforylacji.
Zidentyfikowane miejsca fosforylacji w bialkach pozytywnie skorelowanych
z macierzystoscig stanowig potencjalne cele dla interwencji terapeutycznych. Celowanie
w te miejsca fosforylacji moze prowadzi¢ do ostabienia cech zwigzanych z macierzystoscia
nowotworu, ktore sg zwigzane z agresywno$cig guza 1 opornoscig na terapig.
Ponadto, zrozumienie zwigzku miedzy fosforylacja bialek a macierzystoscia moze
przyczyni¢ si¢ do opracowania spersonalizowanych strategii leczenia.

Za pomocg analiz proteogenomicznych przeprowadzonych dla wielu typow
nowotworow, zbadano korelacje migdzy wartosciami PROTsi a réznymi cechami
molekularnymi. Przeprowadzone analizy wujawnily roézne wzorce 1 odchylenia
od oczekiwanych powigzan migedzy wartosciami PROTsi a czynnikami molekularnymi.
W wigkszosci przypadkow wysokie wartosci PROTsi byly pozytywnie skorelowane
z podwyzszonymi poziomami ekspresji biatek i mRNA, obnizong ekspresja miRNA,
hipometylacja DNA 1 zwigkszong liczbg zmian liczby kopii poprzez np. amplifikacje.

Tendencje te zaobserwowano w roznych probkach nowotworowych we wszystkich
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badanych typach nowotworow. Jednakze zaobserwowano rowniez interesujace odchylenia
od tych wzorcéw, sugerujac obecnos¢ unikalnych mechanizméw regulacyjnych
w okreslonych typach nowotworow.

Kategoryzacja biatek w oparciu o ich zwigzek z macierzystoscig zidentyfikowany
w jednym lub wielu typach nowotworéw zapewnia kompleksowy obraz molekularnego
krajobrazu macierzystosci w nowotworach. Oferuje ona cenne informacje dla lepszego
zrozumienia wspdlnych 1 unikalnych mechanizméw lezacych u podstaw macierzystosci
nowotworow, identyfikacji potencjalnych celow terapeutycznych 1 nadania kierunku
badaniom w dziedzinie biologii i leczenia nowotworow.

Analiza IHC z wykorzystaniem bialek zwigzanych z macierzystoscia (HEATRI,
SNRNP200, SLC27A2, UHRF1 i UCHL1) w pierwotnych guzach CCRCC potwierdzita,
ze PROTsi jest takze rzetelnym narzedziem do selekcji biatkowych markerow
predykcyjnych.

Analiza I[HC z uzyciem przeciwciat anty-REX1 1 anty-SOX2 dostarczyta dowodow
na to, ze proteomika nie jest konkurencyjng dziedzing w biologii, lecz rownowarto§ciowg
dyscypling, wzajemnie dopetniajaca si¢ z genomika. Dlatego tez, rozw6j badan taczacych
proteomike z genomika, czyli badan proteogenomicznych stanowi klucz do odszyfrowania
mechanizméw odpowiedzialnych za nowotworzenie 1 progresje¢ nowotworow,
a w konsekwencji, do wynalezienia skutecznych lekow 1 terapii przeciwnowotworowych.

Identyfikacja markerow biatkowych za pomoca PROTsi umozliwia wskazanie
biatek predykcyjnych, ale tez jednoczesnie celow lekowych. Zidentyfikowane biatka
zwigzane z macierzystoscig moga by¢ nie tylko bezposrednimi celami dla lekow, ale takze
umozliwiaja odnalezienie specyficznych perturbagendow o potencjale hamujacym

macierzystos¢.
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Rozdzial VII
Ograniczenia badania

W  momencie przygotowywania rozprawy doktorskiej, ilo§¢  prébek
zakwalifikowanych do kompleksowych badan proteogenomicznych byta ograniczona
(facznie niemal 1500 probek z rozpoznaniem histologicznym jednego z 12 typow
nowotworow). Cho¢ nadal jest to odpowiednio duza kohorta w kontekscie badan
wielkoskalowych, posiadata ona pewne ograniczenia. Przede wszystkim, dla prébek
nowotworow najwczesniej przebadanych przez CPTAC, nie udostgpniono wszystkich,
w pelni zweryfikowanych i1 opracowanych danych dla analiz np. zmian liczby kopii
czy ekspresji miRNA, stad tez dalsza cze$¢ rozwazan skupia si¢ jedynie na siedmiu typach
nowotworow, a nie na wszystkich dwunastu. Ponadto, pomimo staranno$ci w doborze
pacjentow do kohort CPTAC, zdecydowanie wigksza cz¢s¢ pacjentow reprezentujacych
kazdy z analizowanych typow nowotworow stanowili chorzy rasy kaukaskiej (oprocz
jednolitej pod tym katem kohorty EOGC), a jak wynika z wieloletnich badan nad roznicami
molekularnymi  pomigdzy rasami, idealna kohorta do badan (zwlaszcza

proteogenomicznych) zawiera takg samg liczbe uczestnikow kazdej rasy.

119



Bibliografia

1.

10.

11.

12.

13.

14.

120

Sung H, Ferlay J, Siegel RL, Laversanne M, Soerjomataram I, Jemal A, et al.
Global cancer statistics 2020: GLOBOCAN estimates of incidence and mortality
worldwide for 36 cancers in 185 countries. CA Cancer J Clin. 2021
May;71(3):209-49.

Krajowy Rejestr Nowotworow, https://onkologia.org.pl/pl/raporty, data wejscia:
17.04.2023 r. [Internet]. [cited 2023 Apr 17]. Available from:
https://onkologia.org.pl/pl/raporty

Rudnick PA, Markey SP, Roth J, Mirokhin Y, Yan X, Tchekhovskoi DV, et al. A
description of the clinical proteomic tumor analysis consortium (CPTAC)
common data analysis pipeline. J Proteome Res. 2016 Mar 4;15(3):1023-32.

Cancer Genome Atlas Research Network. Integrated genomic analyses of ovarian
carcinoma. Nature. 2011 Jun 29;474(7353):609-15.

Cancer Genome Atlas Network. Comprehensive molecular portraits of human
breast tumours. Nature. 2012 Oct 4;490(7418):61-70.

Cancer Genome Atlas Network. Comprehensive molecular characterization of
human colon and rectal cancer. Nature. 2012 Jul 18;487(7407):330-7.

Rodriguez H, Pennington SR. Revolutionizing Precision Oncology through
Collaborative Proteogenomics and Data Sharing. Cell. 2018 Apr 19;173(3):535—
9.

Ellis MJ, Gillette M, Carr SA, Paulovich AG, Smith RD, Rodland KK, et al.
Connecting genomic alterations to cancer biology with proteomics: the NCI

Clinical Proteomic Tumor Analysis Consortium. Cancer Discov. 2013
Oct;3(10):1108-12.

Bradshaw RA, Hondermarck H, Rodriguez H. Cancer proteomics and the elusive
diagnostic biomarkers. Proteomics. 2019 Nov;19(21-22):e1800445.

Lindoso RS, Kasai-Brunswick TH, Monnerat Cahli G, Collino F, Bastos
Carvalho A, Campos de Carvalho AC, et al. Proteomics in the world of induced
pluripotent stem cells. Cells. 2019 Jul 11;8(7).

Suran M. After the Genome-A Brief History of Proteomics. JAMA. 2022 Sep
27;328(12):1168-9.

Schirle M, Bantscheft M, Kuster B. Mass spectrometry-based proteomics in
preclinical drug discovery. Chem Biol. 2012 Jan 27;19(1):72—84.

Chen C, Hou J, Tanner JJ, Cheng J. Bioinformatics Methods for Mass
Spectrometry-Based Proteomics Data Analysis. Int J Mol Sci. 2020 Apr 20;21(8).

Meissner F, Geddes-McAlister J, Mann M, Bantscheff M. The emerging role of
mass spectrometry-based proteomics in drug discovery. Nat Rev Drug Discov.
2022 Sep;21(9):637-54.



15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

217.

28.

29.

Christopher JA, Stadler C, Martin CE, Morgenstern M, Pan Y, Betsinger CN, et
al. Subcellular proteomics. Nat Rev Methods Primers. 2021 Apr 29;1.

Miiller JB, Geyer PE, Colago AR, Treit PV, Strauss MT, Oroshi M, et al. The
proteome landscape of the kingdoms of life. Nature. 2020 Jun 17;582(7813):592—
6.

Lappalainen T, Scott AJ, Brandt M, Hall IM. Genomic analysis in the age of
human genome sequencing. Cell. 2019 Mar 21;177(1):70-84.

Dupree EJ, Jayathirtha M, Yorkey H, Mihasan M, Petre BA, Darie CC. A Critical
Review of Bottom-Up Proteomics: The Good, the Bad, and the Future of this
Field. Proteomes. 2020 Jul 6;8(3).

Kosti I, Jain N, Aran D, Butte AJ, Sirota M. Cross-tissue Analysis of Gene and
Protein Expression in Normal and Cancer Tissues. Sci Rep. 2016 May 4;6:24799.

Buccitelli C, Selbach M. mRNAs, proteins and the emerging principles of gene
expression control. Nat Rev Genet. 2020 Oct;21(10):630—44.

Wang S, Osgood AO, Chatterjee A. Uncovering post-translational modification-
associated protein-protein interactions. Curr Opin Struct Biol. 2022
Jun;74:102352.

Schubert OT, Rost HL, Collins BC, Rosenberger G, Aebersold R. Quantitative
proteomics: challenges and opportunities in basic and applied research. Nat
Protoc. 2017 Jul;12(7):1289-94.

Modell AE, Blosser SL, Arora PS. Systematic Targeting of Protein-Protein
Interactions. Trends Pharmacol Sci. 2016 Aug;37(8):702—13.

Wang X-W, Madeddu L, Spirohn K, Martini L, Fazzone A, Becchetti L, et al.
Assessment of community efforts to advance network-based prediction of
protein-protein interactions. Nat Commun. 2023 Mar 22;14(1):1582.

Rao VS, Srinivas K, Sujini GN, Kumar GNS. Protein-protein interaction
detection: methods and analysis. Int J Proteomics. 2014 Feb 17;2014:147648.

Gulfidan G, Turanli B, Beklen H, Sinha R, Arga KY. Pan-cancer mapping of
differential protein-protein interactions. Sci Rep. 2020 Feb 24;10(1):3272.

Doll S, Gnad F, Mann M. The Case for Proteomics and Phospho-Proteomics in
Personalized Cancer Medicine. Proteomics Clin Appl. 2019
Mar;13(2):e1800113.

Hanna-Sawires RG, Schiphuis JH, Wuhrer M, Vasen HFA, van Leerdam ME,
Bonsing BA, et al. Clinical perspective on proteomic and glycomic biomarkers
for diagnosis, prognosis, and prediction of pancreatic cancer. Int J Mol Sci. 2021
Mar 6;22(5).

Qiao X-W, Jiang J, Pang X, Huang M-C, Tang Y-J, Liang X-H, et al. The
Evolving Landscape of PD-1/PD-L1 Pathway in Head and Neck Cancer. Front

121



30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

122

Immunol. 2020 Sep 18;11:1721.

LiY, Lih T-SM, Dhanasekaran SM, Mannan R, Chen L, Cieslik M, et al.
Histopathologic and proteogenomic heterogeneity reveals features of clear cell
renal cell carcinoma aggressiveness. Cancer Cell. 2023 Jan 9;41(1):139-163.e17.

Raghunathan R, Turajane K, Wong LC. Biomarkers in neurodegenerative
diseases: proteomics spotlight on ALS and parkinson’s disease. Int J Mol Sci.
2022 Aug 18;23(16).

Vinaiphat A, Sze SK. Proteomics for comprehensive characterization of
extracellular vesicles in neurodegenerative disease. Exp Neurol. 2022
Sep;355:114149.

Joshi A, Rienks M, Theofilatos K, Mayr M. Systems biology in cardiovascular
disease: a multiomics approach. Nat Rev Cardiol. 2021 May;18(5):313-30.

Nicholas SB. Use of urinary proteomics in diagnosis and monitoring of diabetic
kidney disease. Lancet Diabetes Endocrinol. 2020 Apr;8(4):261-2.

Benns HJ, Wincott CJ, Tate EW, Child MA. Activity- and reactivity-based
proteomics: Recent technological advances and applications in drug discovery.
Curr Opin Chem Biol. 2021 Feb;60:20-9.

Jiang Y, Sun A, Zhao Y, Ying W, Sun H, Yang X, et al. Proteomics identifies
new therapeutic targets of early-stage hepatocellular carcinoma. Nature. 2019
Mar;567(7747):257-61.

Krug K, Jaehnig EJ, Satpathy S, Blumenberg L, Karpova A, Anurag M, et al.
Proteogenomic landscape of breast cancer tumorigenesis and targeted therapy.
Cell. 2020 Nov 25;183(5):1436-1456.e31.

Gillette MA, Satpathy S, Cao S, Dhanasekaran SM, Vasaikar SV, Krug K, et al.
Proteogenomic characterization reveals therapeutic vulnerabilities in lung
adenocarcinoma. Cell. 2020 Jul 9;182(1):200-225.e35.

Joshi SK, Nechiporuk T, Bottomly D, Piehowski PD, Reisz JA, Pittsenbarger J,
et al. The AML microenvironment catalyzes a stepwise evolution to gilteritinib
resistance. Cancer Cell. 2021 Jul 12;39(7):999-1014.¢8.

Clark DJ, Dhanasekaran SM, Petralia F, Pan J, Song X, Hu Y, et al. Integrated
proteogenomic characterization of clear cell renal cell carcinoma. Cell. 2019 Oct
31;179(4):964-983.e31.

Dou Y, Kawaler EA, Cui Zhou D, Gritsenko MA, Huang C, Blumenberg L, et al.
Proteogenomic characterization of endometrial carcinoma. Cell. 2020 Feb
20;180(4):729-748.¢e26.

Wang L-B, Karpova A, Gritsenko MA, Kyle JE, Cao S, Li1Y, et al.
Proteogenomic and metabolomic characterization of human glioblastoma. Cancer
Cell. 2021 Apr 12;39(4):509-528.e20.



43.

44,

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

Petralia F, Tignor N, Reva B, Koptyra M, Chowdhury S, Rykunov D, et al.
Integrated Proteogenomic Characterization across Major Histological Types of
Pediatric Brain Cancer. Cell. 2020 Dec 23;183(7):1962-1985.e31.

Huang C, Chen L, Savage SR, Eguez RV, Dou VY, Li Y, et al. Proteogenomic
insights into the biology and treatment of HPV-negative head and neck squamous
cell carcinoma. Cancer Cell. 2021 Mar 8;39(3):361-379.¢16.

Satpathy S, Krug K, Jean Beltran PM, Savage SR, Petralia F, Kumar-Sinha C, et
al. A proteogenomic portrait of lung squamous cell carcinoma. Cell. 2021 Aug
5;184(16):4348-4371.e40.

Vasaikar S, Huang C, Wang X, Petyuk VA, Savage SR, Wen B, et al.
Proteogenomic analysis of human colon cancer reveals new therapeutic
opportunities. Cell. 2019 May 2;177(4):1035-1049.e19.

Hu Y, Pan J, Shah P, Ao M, Thomas SN, Liu Y, et al. Integrated Proteomic and
Glycoproteomic Characterization of Human High-Grade Serous Ovarian
Carcinoma. Cell Rep. 2020 Oct 20;33(3):108276.

Cao L, Huang C, Cui Zhou D, Hu Y, Lih TM, Savage SR, et al. Proteogenomic
characterization of pancreatic ductal adenocarcinoma. Cell. 2021 Sep
16;184(19):5031-5052.e26.

Mun D-G, Bhin J, Kim S, Kim H, Jung JH, Jung Y, et al. Proteogenomic
Characterization of Human Early-Onset Gastric Cancer. Cancer Cell. 2019 Jan
14;35(1):111-124.e10.

Gao Q, Zhu H, Dong L, Shi W, Chen R, Song Z, et al. Integrated Proteogenomic
Characterization of HBV-Related Hepatocellular Carcinoma. Cell. 2019 Oct
3;179(2):561-577.e22.

Malta TM, Sokolov A, Gentles AJ, Burzykowski T, Poisson L, Weinstein JN, et
al. Machine Learning Identifies Stemness Features Associated with Oncogenic
Dedifferentiation. Cell. 2018 Apr 5;173(2):338-354.¢15.

Hanahan D, Weinberg RA. Hallmarks of cancer: the next generation. Cell. 2011
Mar 4;144(5):646-74.

Hanahan D. Hallmarks of cancer: New Dimensions. Cancer Discov. 2022
Jan;12(1):31-46.

Sabatier P, Beusch CM, Saei AA, Aoun M, Moruzzi N, Coelho A, et al. An
integrative proteomics method identifies a regulator of translation during stem
cell maintenance and differentiation. Nat Commun. 2021 Nov 12;12(1):6558.

Saygin C, Matei D, Majeti R, Reizes O, Lathia JD. Targeting cancer stemness in
the clinic: from hype to hope. Cell Stem Cell. 2019 Jan 3;24(1):25-40.

Wu J, Izpisua Belmonte JC. Stem cells: A renaissance in human biology
research. Cell. 2016 Jun 16;165(7):1572-85.

123



57.

38.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

124

Mahla RS. Stem cells applications in regenerative medicine and disease
therapeutics. Int J Cell Biol. 2016 Jul 19;2016:6940283.

Han Y, Li X, Zhang Y, Han Y, Chang F, Ding J. Mesenchymal stem cells for
regenerative medicine. Cells. 2019 Aug 13;8(8).

Uman S, Dhand A, Burdick JA. Recent advances in shear-thinning and self-
healing hydrogels for biomedical applications. J Appl Polym Sci. 2020 Jul
5;137(25):48668.

Yamanaka S. Strategies and new developments in the generation of patient-
specific pluripotent stem cells. Cell Stem Cell. 2007 Jun 7;1(1):39-49.

Liu L, Michowski W, Kolodziejczyk A, Sicinski P. The cell cycle in stem cell
proliferation, pluripotency and differentiation. Nat Cell Biol. 2019 Sep
2;21(9):1060-7.

Ying Q-L, Wray J, Nichols J, Batlle-Morera L, Doble B, Woodgett J, et al. The
ground state of embryonic stem cell self-renewal. Nature. 2008 May
22;453(7194):519-23.

Worku MG. Pluripotent and multipotent stem cells and current therapeutic
applications: review. Stem Cells Cloning. 2021 Apr 12;14:3-7.

Cho 1J, Lui PP, Obajdin J, Riccio F, Stroukov W, Willis TL, et al. Mechanisms,
hallmarks, and implications of stem cell quiescence. Stem Cell Reports. 2019 Jun
11;12(6):1190-200.

van Velthoven CTJ, Rando TA. Stem cell quiescence: dynamism, restraint, and
cellular idling. Cell Stem Cell. 2019 Feb 7;24(2):213-25.

Bayik D, Lathia JD. Cancer stem cell-immune cell crosstalk in tumour
progression. Nat Rev Cancer. 2021 Aug;21(8):526-36.

Shimizu D, Taniue K, Matsui Y, Haeno H, Araki H, Miura F, et al. Pan-cancer
methylome analysis for cancer diagnosis and classification of cancer cell of
origin. Cancer Gene Ther. 2022 May;29(5):428-36.

Polak P, Karli¢ R, Koren A, Thurman R, Sandstrom R, Lawrence M, et al. Cell-
of-origin chromatin organization shapes the mutational landscape of cancer.
Nature. 2015 Feb 19;518(7539):360-4.

Visvader JE, Clevers H. Tissue-specific designs of stem cell hierarchies. Nat Cell
Biol. 2016 Apr;18(4):349-55.

Atashzar MR, Baharlou R, Karami J, Abdollahi H, Rezaei R, Pourramezan F, et
al. Cancer stem cells: A review from origin to therapeutic implications. J Cell
Physiol. 2020 Feb;235(2):790-803.

Ayob AZ, Ramasamy TS. Cancer stem cells as key drivers of tumour
progression. J Biomed Sci. 2018 Mar 6;25(1):20.

Seguin L, Desgrosellier JS, Weis SM, Cheresh DA. Integrins and cancer:



73.

74.

75.

76.

77.

78.

79.

80.

81.

82.

83.

84.

85.

regulators of cancer stemness, metastasis, and drug resistance. Trends Cell Biol.
2015 Apr;25(4):234-40.

Hanahan D, Weinberg RA. The hallmarks of cancer. Cell. 2000 Jan 7;100(1):57—
70.

Aramini B, Masciale V, Grisendi G, Bertolini F, Maur M, Guaitoli G, et al.
Dissecting tumor growth: the role of cancer stem cells in drug resistance and
recurrence. Cancers (Basel). 2022 Feb 15;14(4).

Batlle E, Clevers H. Cancer stem cells revisited. Nat Med. 2017 Oct
6;23(10):1124-34.

Zhong Z, Yu J, Virshup DM, Madan B. Wnts and the hallmarks of cancer.
Cancer Metastasis Rev. 2020 Sep;39(3):625-45.

Makena MR, Ranjan A, Thirumala V, Reddy AP. Cancer stem cells: Road to
therapeutic resistance and strategies to overcome resistance. Biochim Biophys
Acta Mol Basis Dis. 2020 Apr 1;1866(4):165339.

Sokolov A, Paull EO, Stuart JM. One-class detection of cell states in tumor
subtypes. Pac Symp Biocomput. 2016;21:405-16.

Salomonis N, Dexheimer PJ, Omberg L, Schroll R, Bush S, Huo J, et al.
Integrated Genomic Analysis of Diverse Induced Pluripotent Stem Cells from the
Progenitor Cell Biology Consortium. Stem Cell Reports. 2016 Jul 12;7(1):110—
25.

Daily K, Ho Sui SJ, Schriml LM, Dexheimer PJ, Salomonis N, Schroll R, et al.
Molecular, phenotypic, and sample-associated data to describe pluripotent stem
cell lines and derivatives. Sci Data. 2017 Mar 28;4:170030.

Fumagalli C, Barberis M. Breast Cancer Heterogeneity. Diagnostics (Basel).
2021 Aug 27;11(9).

Perou CM, Serlie T, Eisen MB, van de Rijn M, Jeffrey SS, Rees CA, et al.
Molecular portraits of human breast tumours. Nature. 2000 Aug
17;406(6797):747-52.

Serlie T, Perou CM, Tibshirani R, Aas T, Geisler S, Johnsen H, et al. Gene
expression patterns of breast carcinomas distinguish tumor subclasses with
clinical implications. Proc Natl Acad Sci USA. 2001 Sep 11;98(19):10869—74.

Pusztai L, Mazouni C, Anderson K, Wu Y, Symmans WF. Molecular
classification of breast cancer: limitations and potential. Oncologist. 2006
Sep;11(8):868-77.

Goldhirsch A, Wood WC, Coates AS, Gelber RD, Thiirlimann B, Senn HJ, et al.
Strategies for subtypes--dealing with the diversity of breast cancer: highlights of
the St. Gallen International Expert Consensus on the Primary Therapy of Early
Breast Cancer 2011. Ann Oncol. 2011 Aug;22(8):1736—47.

125



86.

87.

88.

89.

90.

91.

92.

93.

94.

95.

96.

97.

98.

126

Sharma JD, Khanna S, Ramchandani S, Kakoti LM, Baruah A, Mamidala V.
Prevalence of Molecular Subtypes of Breast Carcinoma and Its Comparison
between Two Different Age Groups: A Retrospective Study from a Tertiary Care
Center of Northeast India. South Asian J Cancer. 2021 Dec 31;10(4):220-4.

Orrantia-Borunda E, Anchondo-Nufiez P, Acuna-Aguilar LE, Gémez-Valles FO,
Ramirez-Valdespino CA. Subtypes of breast cancer. In: Mayrovitz HN, editor.
Breast Cancer. Brisbane (AU): Exon Publications; 2022.

Cava C, Armaos A, Lang B, Tartaglia GG, Castiglioni I. Identification of long
non-coding RNAs and RNA binding proteins in breast cancer subtypes. Sci Rep.
2022 Jan 13;12(1):693.

Loibl S, Treue D, Budczies J, Weber K, Stenzinger A, Schmitt WD, et al.
Mutational diversity and therapy response in breast cancer: A sequencing
analysis in the neoadjuvant geparsepto trial. Clin Cancer Res. 2019 Jul
1;25(13):3986-95.

Fumagalli C, Ranghiero A, Gandini S, Corso F, Taormina S, De Camilli E, et al.
Inter-tumor genomic heterogeneity of breast cancers: comprehensive genomic
profile of primary early breast cancers and relapses. Breast Cancer Res. 2020 Oct
15;22(1):107.

Denkert C, Liedtke C, Tutt A, von Minckwitz G. Molecular alterations in triple-
negative breast cancer-the road to new treatment strategies. Lancet. 2017 Jun
17;389(10087):2430-42.

cBioPortal for Cancer Genomics [Internet]. [cited 2023 Apr 26]. Available from:
http://www.cbioportal.org/

Hsieh JJ, Purdue MP, Signoretti S, Swanton C, Albiges L, Schmidinger M, et al.
Renal cell carcinoma. Nat Rev Dis Primers. 2017 Mar 9;3:17009.

Siegel RL, Miller KD, Fuchs HE, Jemal A. Cancer Statistics, 2021. CA Cancer J
Clin. 2021 Jan 12;71(1):7-33.

Motzer RJ, Jonasch E, Boyle S, Carlo MI, Manley B, Agarwal N, et al. NCCN
guidelines insights: kidney cancer, version 1.2021. J Natl Compr Canc Netw.
2020 Sep;18(9):1160-70.

Mori K, Mostafaei H, Miura N, Karakiewicz PI, Luzzago S, Schmidinger M, et
al. Systemic therapy for metastatic renal cell carcinoma in the first-line setting: a

systematic review and network meta-analysis. Cancer Immunol Immunother.
2021 Feb;70(2):265-73.

Atkins MB, Tannir NM. Current and emerging therapies for first-line treatment
of metastatic clear cell renal cell carcinoma. Cancer Treat Rev. 2018
Nov;70:127-37.

Choueiri TK, Motzer RJ. Systemic Therapy for Metastatic Renal-Cell
Carcinoma. N Engl J Med. 2017 Jan 26;376(4):354—66.



99.

100.

101.

102.

103.

104.

105.

106.

107.

108.

109.

110.

111.

Powles T, Plimack ER, Souliéres D, Waddell T, Stus V, Gafanov R, et al.
Pembrolizumab plus axitinib versus sunitinib monotherapy as first-line treatment
of advanced renal cell carcinoma (KEYNOTE-426): extended follow-up from a
randomised, open-label, phase 3 trial. Lancet Oncol. 2020 Dec;21(12):1563-73.

Sanchez DJ, Simon MC. Genetic and metabolic hallmarks of clear cell renal cell
carcinoma. Biochim Biophys Acta Rev Cancer. 2018 Aug;1870(1):23-31.

Ricketts CJ, De Cubas AA, Fan H, Smith CC, Lang M, Reznik E, et al. The
cancer genome atlas comprehensive molecular characterization of renal cell
carcinoma. Cell Rep. 2018 Apr 3;23(1):313-326.e5.

Kapur P, Pefia-Llopis S, Christie A, Zhrebker L, Pavia-Jiménez A, Rathmell WK,
et al. Effects on survival of BAP1 and PBRM1 mutations in sporadic clear-cell
renal-cell carcinoma: a retrospective analysis with independent validation. Lancet
Oncol. 2013 Feb;14(2):159-67.

Cancer Genome Atlas Research Network. Comprehensive molecular
characterization of clear cell renal cell carcinoma. Nature. 2013 Jul
4;499(7456):43-9.

Koskas M, Amant F, Mirza MR, Creutzberg CL. Cancer of the corpus uteri: 2021
update. Int J Gynaecol Obstet. 2021 Oct;155 Suppl 1(Suppl 1):45-60.

Wortman BG, Nout RA, Bosse T, Creutzberg CL. Selecting adjuvant treatment
for endometrial carcinoma using molecular risk factors. Curr Oncol Rep. 2019
Jul 31;21(9):83.

Cancer Genome Atlas Research Network, Kandoth C, Schultz N, Cherniack AD,
Akbani R, Liu Y, et al. Integrated genomic characterization of endometrial
carcinoma. Nature. 2013 May 2;497(7447):67-73.

Alexa M, Hasenburg A, Battista MJ. The TCGA molecular classification of
endometrial cancer and its possible impact on adjuvant treatment decisions.
Cancers (Basel). 2021 Mar 23;13(6).

Concin N, Matias-Guiu X, Vergote I, Cibula D, Mirza MR, Marnitz S, et al.
ESGO/ESTRO/ESP guidelines for the management of patients with endometrial
carcinoma. Int J Gynecol Cancer. 2021 Jan;31(1):12-39.

Pigtek S, Szewczyk G, Jalinik K, Sobiczewski P, Bidzinski M. Postepowanie w
raku trzonu macicy z uwzglednieniem klasyfikacji molekularnej — zalecenia
ESGO/ESTRO/ESP 2020 | Pigtek | Ginekologia i1 Perinatologia Praktyczna.
Ginekologia 1 Perinatologia Praktyczna. 2021;

McAlpine J, Leon-Castillo A, Bosse T. The rise of a novel classification system
for endometrial carcinoma; integration of molecular subclasses. J Pathol. 2018
Apr;244(5):538-49.

Kanderi T, Gupta V. Glioblastoma Multiforme. StatPearls. Treasure Island (FL):
StatPearls Publishing; 2023.

127



112.

113.

114.

115.

116.

117.

118.

119.

120.

121.

122.

123.

124.

128

Taylor OG, Brzozowski JS, Skelding KA. Glioblastoma multiforme: an overview
of emerging therapeutic targets. Front Oncol. 2019 Sep 26;9:963.

Stupp R, Mason WP, van den Bent MJ, Weller M, Fisher B, Taphoorn MJB, et
al. Radiotherapy plus concomitant and adjuvant temozolomide for glioblastoma.
N Engl J Med. 2005 Mar 10;352(10):987-96.

Perry JR, Laperriere N, O’Callaghan CJ, Brandes AA, Menten J, Phillips C, et al.
Short-Course Radiation plus Temozolomide in Elderly Patients with
Glioblastoma. N Engl J Med. 2017 Mar 16;376(11):1027-37.

Stupp R, Taillibert S, Kanner A, Read W, Steinberg D, Lhermitte B, et al. Effect
of Tumor-Treating Fields Plus Maintenance Temozolomide vs Maintenance
Temozolomide Alone on Survival in Patients With Glioblastoma: A Randomized
Clinical Trial. JAMA. 2017 Dec 19;318(23):2306—16.

Guo X, Yang X, WuJ, Yang H, Li Y, LiJ, et al. Tumor-Treating Fields in
Glioblastomas: Past, Present, and Future. Cancers (Basel). 2022 Jul 28;14(15).

McGranahan T, Therkelsen KE, Ahmad S, Nagpal S. Current state of
immunotherapy for treatment of glioblastoma. Curr Treat Options Oncol. 2019
Feb 21;20(3):24.

Wang H, Zhou H, Xu J, Lu Y, Ji X, Yao Y, et al. Different T-cell subsets in
glioblastoma multiforme and targeted immunotherapy. Cancer Lett. 2021 Jan
1;496:134-43.

Cancer Genome Atlas Research Network. Comprehensive genomic
characterization defines human glioblastoma genes and core pathways. Nature.
2008 Oct 23;455(7216):1061-8.

Brennan CW, Verhaak RGW, McKenna A, Campos B, Noushmehr H, Salama
SR, et al. The somatic genomic landscape of glioblastoma. Cell. 2013 Oct
10;155(2):462-717.

Brat DJ, Aldape K, Colman H, Holland EC, Louis DN, Jenkins RB, et al.
cIMPACT-NOW update 3: recommended diagnostic criteria for “Diffuse

astrocytic glioma, IDH-wildtype, with molecular features of glioblastoma, WHO
grade [V”. Acta Neuropathol. 2018 Nov;136(5):805-10.

Abedalthagafi M, Mobark N, Al-Rashed M, AlHarbi M. Epigenomics and
immunotherapeutic advances in pediatric brain tumors. NPJ Precis Oncol. 2021
Apr 30;5(1):34.

Hwang EI, Sayour EJ, Flores CT, Grant G, Wechsler-Reya R, Hoang-Minh LB,

et al. The current landscape of immunotherapy for pediatric brain tumors. Nat
Cancer. 2022 Jan 20;3(1):11-24.

Schwalbe EC, Lindsey JC, Nakjang S, Crosier S, Smith AJ, Hicks D, et al. Novel
molecular subgroups for clinical classification and outcome prediction in
childhood medulloblastoma: a cohort study. Lancet Oncol. 2017 Jul;18(7):958—



125.

126.

127.

128.

129.

130.

131.

132.

133.

134.

135.

136.

137.

71.

Cavalli FMG, Remke M, Rampasek L, Peacock J, Shih DJH, Luu B, et al.
Intertumoral Heterogeneity within Medulloblastoma Subgroups. Cancer Cell.
2017 Jun 12;31(6):737-754.¢6.

Louis DN, Perry A, Reifenberger G, von Deimling A, Figarella-Branger D,
Cavenee WK, et al. The 2016 World Health Organization Classification of
Tumors of the Central Nervous System: a summary. Acta Neuropathol. 2016
Jun;131(6):803-20.

Cancer Genome Atlas Network. Comprehensive genomic characterization of
head and neck squamous cell carcinomas. Nature. 2015 Jan 29;517(7536):576—
82.

Cramer JD, Burtness B, Le QT, Ferris RL. The changing therapeutic landscape of
head and neck cancer. Nat Rev Clin Oncol. 2019 Nov;16(11):669-83.

Argiris A, Harrington KJ, Tahara M, Schulten J, Chomette P, Ferreira Castro A,
et al. Evidence-Based Treatment Options in Recurrent and/or Metastatic
Squamous Cell Carcinoma of the Head and Neck. Front Oncol. 2017 May 9;7:72.

Goh HKC, Ng YH, Teo DTW. Minimally invasive surgery for head and neck
cancer. Lancet Oncol. 2010 Mar;11(3):281-6.

Johnson DE, Burtness B, Leemans CR, Lui VWY, Bauman JE, Grandis JR. Head
and neck squamous cell carcinoma. Nat Rev Dis Primers. 2020 Nov 26;6(1):92.

LiQ, Tie Y, Alu A, Ma X, Shi H. Targeted therapy for head and neck cancer:
signaling pathways and clinical studies. Signal Transduct Target Ther. 2023 Jan
16;8(1):31.

Seiwert TY, Burtness B, Mehra R, Weiss J, Berger R, Eder JP, et al. Safety and
clinical activity of pembrolizumab for treatment of recurrent or metastatic

squamous cell carcinoma of the head and neck (KEYNOTE-012): an open-label,
multicentre, phase 1b trial. Lancet Oncol. 2016 Jul;17(7):956-65.

Ferris RL, Blumenschein G, Fayette J, Guigay J, Colevas AD, Licitra L, et al.
Nivolumab for Recurrent Squamous-Cell Carcinoma of the Head and Neck. N
Engl J Med. 2016 Nov 10;375(19):1856—67.

Bonner JA, Harari PM, Giralt J, Azarnia N, Shin DM, Cohen RB, et al.
Radiotherapy plus cetuximab for squamous-cell carcinoma of the head and neck.
N Engl J Med. 2006 Feb 9;354(6):567-78.

Ferris RL, Haddad R, Even C, Tahara M, Dvorkin M, Ciuleanu TE, et al.
Durvalumab with or without tremelimumab in patients with recurrent or
metastatic head and neck squamous cell carcinoma: EAGLE, a randomized,
open-label phase III study. Ann Oncol. 2020 Jul;31(7):942-50.

Vermorken JB, Trigo J, Hitt R, Koralewski P, Diaz-Rubio E, Rolland F, et al.
Open-label, uncontrolled, multicenter phase II study to evaluate the efficacy and

129



138.

139.

140.

141.

142.

143.

144.

145.

146.

147.

148.

149.

150.

151.

130

toxicity of cetuximab as a single agent in patients with recurrent and/or
metastatic squamous cell carcinoma of the head and neck who failed to respond
to platinum-based therapy. J Clin Oncol. 2007 Jun 1;25(16):2171-7.

Chen Z, Fillmore CM, Hammerman PS, Kim CF, Wong K-K. Non-small-cell
lung cancers: a heterogeneous set of diseases. Nat Rev Cancer. 2014
Aug;14(8):535-46.

Myers DJ, Wallen JM. Lung Adenocarcinoma. StatPearls. Treasure Island (FL):
StatPearls Publishing; 2023.

Akhtar N, Bansal JG. Risk factors of Lung Cancer in nonsmoker. Curr Probl
Cancer. 2017 Jul 27;41(5):328-39.

Rios Velazquez E, Parmar C, Liu Y, Coroller TP, Cruz G, Stringfield O, et al.
Somatic mutations drive distinct imaging phenotypes in lung cancer. Cancer Res.
2017 Jul 15;77(14):3922-30.

Campbell JD, Alexandrov A, Kim J, Wala J, Berger AH, Pedamallu CS, et al.
Distinct patterns of somatic genome alterations in lung adenocarcinomas and
squamous cell carcinomas. Nat Genet. 2016 Jun;48(6):607—16.

Cancer Genome Atlas Research Network. Comprehensive molecular profiling of
lung adenocarcinoma. Nature. 2014 Jul 31;511(7511):543-50.

Herbst RS, Morgensztern D, Boshoff C. The biology and management of non-
small cell lung cancer. Nature. 2018 Jan 24;553(7689):446-54.

Hughes PE, Caenepeel S, Wu LC. Targeted therapy and checkpoint
immunotherapy combinations for the treatment of cancer. Trends Immunol. 2016
Jul;37(7):462-76.

Peters S, Kerr KM, Stahel R. PD-1 blockade in advanced NSCLC: A focus on
pembrolizumab. Cancer Treat Rev. 2018 Jan;62:39-49.

Ruiz-Ceja KA, Chirino YI. Current FDA-approved treatments for non-small cell
lung cancer and potential biomarkers for its detection. Biomed Pharmacother.
2017 Jun;90:24-37.

Hirsch FR, Scagliotti GV, Mulshine JL, Kwon R, Curran WJ, Wu Y-L, et al.
Lung cancer: current therapies and new targeted treatments. Lancet. 2017 Jan
21;389(10066):299-311.

Matikas A, Mistriotis D, Georgoulias V, Kotsakis A. Targeting KRAS mutated
non-small cell lung cancer: A history of failures and a future of hope for a diverse
entity. Crit Rev Oncol Hematol. 2017 Feb;110:1-12.

Dang CV, Reddy EP, Shokat KM, Soucek L. Drugging the “undruggable” cancer
targets. Nat Rev Cancer. 2017 Aug;17(8):502-8.

Rotow J, Bivona TG. Understanding and targeting resistance mechanisms in
NSCLC. Nat Rev Cancer. 2017 Oct 25;17(11):637-58.



152.

153.

154.

155.

156.

157.

158.

159.

160.

161.

162.

163.

164.

Quintanal-Villalonga A, Chan IM, Yu HA, Pe’er D, Sawyers CL, Sen T, et al.
Lineage plasticity in cancer: a shared pathway of therapeutic resistance. Nat Rev
Clin Oncol. 2020 Jun;17(6):360-71.

XuJ-Y, Zhang C, Wang X, Zhai L, Ma Y, Mao Y, et al. Integrative proteomic
characterization of human lung adenocarcinoma. Cell. 2020 Jul 9;182(1):245-
261.el7.

Saab S, Zalzale H, Rahal Z, Khalifeh Y, Sinjab A, Kadara H. Insights Into Lung
Cancer Immune-Based Biology, Prevention, and Treatment. Front Immunol.
2020 Feb 11;11:159.

Lau SCM, Pan Y, Velcheti V, Wong KK. Squamous cell lung cancer: Current
landscape and future therapeutic options. Cancer Cell. 2022 Nov
14;40(11):1279-93.

Paik PK, Pillai RN, Lathan CS, Velasco SA, Papadimitrakopoulou V. New
treatment options in advanced squamous cell lung cancer. Am Soc Clin Oncol
Educ Book. 2019 Jan;39:€198-206.

Karachaliou N, Fernandez-Bruno M, Rosell R. Strategies for first-line
immunotherapy in squamous cell lung cancer: are combinations a game changer?
Transl Lung Cancer Res. 2018 Sep;7(Suppl 3):S198-201.

Siegel RL, Miller KD, Fuchs HE, Jemal A. Cancer statistics, 2022. CA Cancer J
Clin. 2022 Jan 12;72(1):7-33.

Puckett Y, Garfield K. Pancreatic Cancer. StatPearls. Treasure Island (FL):
StatPearls Publishing; 2023.

Hruban RH, Gaida MM, Thompson E, Hong S-M, Noé M, Brosens LA, et al.
Why is pancreatic cancer so deadly? The pathologist’s view. J Pathol. 2019
Jun;248(2):131-41.

Van Cutsem E, Tempero MA, Sigal D, Oh D-Y, Fazio N, Macarulla T, et al.
Randomized Phase I1I Trial of Pegvorhyaluronidase Alfa With Nab-Paclitaxel
Plus Gemcitabine for Patients With Hyaluronan-High Metastatic Pancreatic
Adenocarcinoma. J Clin Oncol. 2020 Sep 20;38(27):3185-94.

Hecht JR, Lonardi S, Bendell J, Sim H-W, Macarulla T, Lopez CD, et al.
Randomized Phase I1I Study of FOLFOX Alone or With Pegilodecakin as
Second-Line Therapy in Patients With Metastatic Pancreatic Cancer That
Progressed After Gemcitabine (SEQUOIA). J Clin Oncol. 2021 Apr
1;39(10):1108-18.

Tempero M, Oh DY, Tabernero J, Reni M, Van Cutsem E, Hendifar A, et al.
Ibrutinib in combination with nab-paclitaxel and gemcitabine for first-line

treatment of patients with metastatic pancreatic adenocarcinoma: phase I11
RESOLVE study. Ann Oncol. 2021 May;32(5):600-8.

Thompson ED, Roberts NJ, Wood LD, Eshleman JR, Goggins MG, Kern SE, et

131



165.

166.

167.

168.

169.

170.

171.

172.

173.

174.

175.

176.

177.

132

al. The genetics of ductal adenocarcinoma of the pancreas in the year 2020:
dramatic progress, but far to go. Mod Pathol. 2020 Dec;33(12):2544—63.

Cancer Genome Atlas Research Network., Cancer Genome Atlas Research
Network. Integrated genomic characterization of pancreatic ductal
adenocarcinoma. Cancer Cell. 2017 Aug 14;32(2):185-203.e13.

Xie W, Sun H, Li X, Lin F, Wang Z, Wang X. Ovarian cancer: epigenetics, drug
resistance, and progression. Cancer Cell Int. 2021 Aug 17;21(1):434.

Lheureux S, Braunstein M, Oza AM. Epithelial ovarian cancer: Evolution of
management in the era of precision medicine. CA Cancer J Clin. 2019
Jul;69(4):280-304.

Prat J. Ovarian carcinomas: five distinct diseases with different origins, genetic
alterations, and clinicopathological features. Virchows Arch. 2012
Mar;460(3):237-49.

Devaja O, Papadopoulos A, editors. Ovarian Cancer: From Pathogenesis to
Treatment. 2018.

Peres LC, Cushing-Haugen KL, Kobel M, Harris HR, Berchuck A, Rossing MA,
et al. Invasive epithelial ovarian cancer survival by histotype and disease stage. J
Natl Cancer Inst. 2019 Jan 1;111(1):60-8.

Berek JS, Renz M, Kehoe S, Kumar L, Friedlander M. Cancer of the ovary,
fallopian tube, and peritoneum: 2021 update. Int J Gynaecol Obstet. 2021
Oct;155 Suppl 1(Suppl 1):61-85.

Bowtell DD, Bohm S, Ahmed AA, Aspuria P-J, Bast RC, Beral V, et al.
Rethinking ovarian cancer II: reducing mortality from high-grade serous ovarian
cancer. Nat Rev Cancer. 2015 Nov;15(11):668-79.

Garsed DW, Pandey A, Fereday S, Kennedy CJ, Takahashi K, Alsop K, et al.
The genomic and immune landscape of long-term survivors of high-grade serous
ovarian cancer. Nat Genet. 2022 Dec 1;54(12):1853—64.

Basta A, Bidzinski M, Bienkiewicz A, Blecharz P, Bodnar L, Jach R, et al.
Zalecenia Polskiego Towarzystwa Ginekologii Onkologicznej dotyczace
diagnostyki i leczenia raka jajnika. Current Gynecologic Oncology. 2017;

Yang J-Y, Yoshihara K, Tanaka K, Hatae M, Masuzaki H, Itamochi H, et al.
Predicting time to ovarian carcinoma recurrence using protein markers. J Clin
Invest. 2013 Sep;123(9):3740-50.

Zhang H, Liu T, Zhang Z, Payne SH, Zhang B, McDermott JE, et al. Integrated
Proteogenomic Characterization of Human High-Grade Serous Ovarian Cancer.
Cell. 2016 Jul 28;166(3):755-65.

McDermott JE, Arshad OA, Petyuk VA, Fu Y, Gritsenko MA, Clauss TR, et al.
Proteogenomic characterization of ovarian HGSC implicates mitotic kinases,
replication stress in observed chromosomal instability. Cell Rep Med. 2020 Apr



178.

179.

180.

181.

182.

183.

184.

185.

186.

187.

188.

189.

190.

21;1(1).

Siegel RL, Miller KD, Goding Sauer A, Fedewa SA, Butterly LF, Anderson JC,
et al. Colorectal cancer statistics, 2020. CA Cancer J Clin. 2020 May;70(3):145—
64.

Benson AB, Venook AP, Al-Hawary MM, Arain MA, Chen Y-J, Ciombor KK,
et al. Colon cancer, version 2.2021, NCCN clinical practice guidelines in
oncology. J Natl Compr Canc Netw. 2021 Mar 2;19(3):329-59.

Lotfollahzadeh S, Recio-Boiles A, Cagir B. Colon Cancer. StatPearls. Treasure
Island (FL): StatPearls Publishing; 2023.

Paschke S, Jafarov S, Staib L, Kreuser E-D, Maulbecker-Armstrong C, Roitman
M, et al. Are colon and rectal cancer two different tumor entities? A proposal to
abandon the term colorectal cancer. Int J Mol Sci. 2018 Aug 30;19(9).

Burrell RA, McGranahan N, Bartek J, Swanton C. The causes and consequences
of genetic heterogeneity in cancer evolution. Nature. 2013 Sep
19;501(7467):338-45.

Blanco-Calvo M, Concha A, Figueroa A, Garrido F, Valladares-Ayerbes M.
Colorectal cancer classification and cell heterogeneity: A systems oncology
approach. Int J Mol Sci. 2015 Jun 15;16(6):13610-32.

Singh MP, Rai S, Pandey A, Singh NK, Srivastava S. Molecular subtypes of
colorectal cancer: An emerging therapeutic opportunity for personalized
medicine. Genes Dis. 2021 Mar;8(2):133-45.

Frackowiak M, Lewandowski T, Stelmasiak P. Podtypy molekularne raka jelita
grubego jako potencjalny czynnik prognostyczny i predykcyjny przy wyborze
optymalnej strategii leczenia. Oncol Clin Pract. 2020 Jan 10;15(6):320-5.

Ten Hoorn S, de Back TR, Sommeijer DW, Vermeulen L. Clinical Value of
Consensus Molecular Subtypes in Colorectal Cancer: A Systematic Review and
Meta-Analysis. J Natl Cancer Inst. 2022 Apr 11;114(4):503—-16.

Sawayama H, Miyamoto Y, Ogawa K, Yoshida N, Baba H. Investigation of
colorectal cancer in accordance with consensus molecular subtype classification.
Ann Gastroenterol Surg. 2020 Sep;4(5):528-39.

Smyth EC, Nilsson M, Grabsch HI, van Grieken NC, Lordick F. Gastric cancer.
Lancet. 2020 Aug 29;396(10251):635-48.

Richter P, Wallner G, Zegarski W, Sierzega M, Kotodziejczyk P, Nasierowska-
Guttmejer A, et al. Polski konsensus diagnostyki 1 leczenia raka Zzotagdka —
aktualizacja 2022 | Richter | Biuletyn Polskiego Towarzystwa Onkologicznego
Nowotwory. Biuletyn Polskiego Towarzystwa Onkologicznego Nowotwory.
2022;

Tan IB, Ivanova T, Lim KH, Ong CW, Deng N, Lee J, et al. Intrinsic subtypes of
gastric cancer, based on gene expression pattern, predict survival and respond

133



191.

192.

193.

194.

195.

196.

197.

198.

199.

200.

201.

202.

203.

134

differently to chemotherapy. Gastroenterology. 2011 Aug;141(2):476-85, 485.el.

Lei Z, Tan IB, Das K, Deng N, Zouridis H, Pattison S, et al. Identification of
molecular subtypes of gastric cancer with different responses to P13-kinase
inhibitors and 5-fluorouracil. Gastroenterology. 2013 Sep;145(3):554-65.

Cristescu R, Lee J, Nebozhyn M, Kim K-M, Ting JC, Wong SS, et al. Molecular
analysis of gastric cancer identifies subtypes associated with distinct clinical
outcomes. Nat Med. 2015 May;21(5):449-56.

Cheong J-H, Yang H-K, Kim H, Kim WH, Kim Y-W, Kook M-C, et al.
Predictive test for chemotherapy response in resectable gastric cancer: a multi-
cohort, retrospective analysis. Lancet Oncol. 2018 May;19(5):629-38.

Cancer Genome Atlas Research Network. Comprehensive molecular
characterization of gastric adenocarcinoma. Nature. 2014 Sep 11;513(7517):202—
9.

Merchant SJ, Kim J, Choi AH, Sun V, Chao J, Nelson R. A rising trend in the
incidence of advanced gastric cancer in young Hispanic men. Gastric Cancer.
2017 Mar;20(2):226-34.

Machlowska J, Baj J, Sitarz M, Maciejewski R, Sitarz R. Gastric cancer:
epidemiology, risk factors, classification, genomic characteristics and treatment
strategies. Int J Mol Sci. 2020 Jun 4;21(11).

Skierucha M, Milne AN, Offerhaus GJA, Polkowski WP, Maciejewski R, Sitarz
R. Molecular alterations in gastric cancer with special reference to the early-onset
subtype. World J Gastroenterol. 2016 Feb 28;22(8):2460-74.

LiJ. Gastric Cancer in Young Adults: A Different Clinical Entity from
Carcinogenesis to Prognosis. Gastroenterol Res Pract. 2020 Mar
2;2020:9512707.

Yuan X-Y, Zhang Y, Zhao X, Chen A, Liu P. IL-1B, an important cytokine
affecting Helicobacter pylori-mediated gastric carcinogenesis. Microb Pathog.
2023 Jan;174:105933.

Carvalho R, Milne ANA, van Rees BP, Caspers E, Cirnes L, Figueiredo C, et al.
Early-onset gastric carcinomas display molecular characteristics distinct from
gastric carcinomas occurring at a later age. J Pathol. 2004 Sep;204(1):75-83.

Kilpinen H, Goncalves A, Leha A, Afzal V, Alasoo K, Ashford S, et al. Common
genetic variation drives molecular heterogeneity in human iPSCs. Nature. 2017
Jun 15;546(7658):370-5.

Paysan-Lafosse T, Blum M, Chuguransky S, Grego T, Pinto BL, Salazar GA, et
al. InterPro in 2022. Nucleic Acids Res. 2023 Jan 6;51(D1):D418-27.

Ochoa D, Hercules A, Carmona M, Suveges D, Baker J, Malangone C, et al. The
next-generation Open Targets Platform: reimagined, redesigned, rebuilt. Nucleic
Acids Res. 2023 Jan 6;51(D1):D1353-9.



204.

205.

206.

207.

208.

209.

210.

211.

212.

213.

214.

215.

216.

217.

218.

Thike AA, Chng MJ, Fook-Chong S, Tan PH. Immunohistochemical expression
of hormone receptors in invasive breast carcinoma: correlation of results of H-
score with pathological parameters. Pathology. 2001 Feb;33(1):21-5.

Lamb J, Crawford ED, Peck D, Modell JW, Blat IC, Wrobel MJ, et al. The
Connectivity Map: using gene-expression signatures to connect small molecules,
genes, and disease. Science. 2006 Sep 29;313(5795):1929-35.

Subramanian A, Narayan R, Corsello SM, Peck DD, Natoli TE, Lu X, et al. A
next generation connectivity map: L1000 platform and the first 1,000,000
profiles. Cell. 2017 Nov 30;171(6):1437-1452.e17.

Fedele M, Cerchia L, Chiappetta G. The Epithelial-to-Mesenchymal Transition in
Breast Cancer: Focus on Basal-Like Carcinomas. Cancers (Basel). 2017 Sep
30;9(10).

Guo G, Zhuang J, Zhang K, Zhou Z, Wang Y, Zhang Z. Atypical

teratoid/rhabdoid tumor of the central nervous system in children: case reports
and literature review. Front Surg. 2022 May 16;9:864518.

Hatoyama Y, Kanemaki MT. The assembly of the MCM2-7 hetero-hexamer and
its significance in DNA replication. Biochem Soc Trans. 2023 May 5;

Z1Z,7Zhang Y, Zhang P, Ding Q, Chu M, Chen Y, et al. A proteomic
connectivity map for characterizing the tumor adaptive response to small
molecule chemical perturbagens. ACS Chem Biol. 2020 Jan 17;15(1):140-50.

Suhre K, McCarthy MI, Schwenk JM. Genetics meets proteomics: perspectives
for large population-based studies. Nat Rev Genet. 2021 Jan;22(1):19-37.

Hristova VA, Chan DW. Cancer biomarker discovery and translation: proteomics
and beyond. Expert Rev Proteomics. 2019 Feb;16(2):93—-103.

Yang L, Shi P, Zhao G, Xu J, Peng W, Zhang J, et al. Targeting cancer stem cell
pathways for cancer therapy. Signal Transduct Target Ther. 2020 Feb 7;5(1):8.

Juiz NA, lovanna J, Dusetti N. Pancreatic cancer heterogeneity can be explained
beyond the genome. Front Oncol. 2019 Apr 5;9:246.

Connor AA, Gallinger S. Pancreatic cancer evolution and heterogeneity:
integrating omics and clinical data. Nat Rev Cancer. 2022 Mar;22(3):131-42.

Bergquist JR, Leiting JL, Habermann EB, Cleary SP, Kendrick ML, Smoot RL,
et al. Early-onset gastric cancer is a distinct disease with worrisome trends and
oncogenic features. Surgery. 2019 Oct;166(4):547-55.

Aran D, Sirota M, Butte AJ. Systematic pan-cancer analysis of tumour purity.
Nat Commun. 2015 Dec 4;6:8971.

Lou S, Zhang J, Yin X, Zhang Y, Fang T, Wang Y, et al. Comprehensive
characterization of tumor purity and its clinical implications in gastric cancer.
Front Cell Dev Biol. 2021;9:782529.

135



219.

220.

221.

222.

223.

224.

225.

226.

227.

228.

229.

230.

231.

136

YiL, Huang P, Zou X, Guo L, Gu Y, Wen C, et al. Integrative stemness
characteristics associated with prognosis and the immune microenvironment in
esophageal cancer. Pharmacol Res. 2020 Nov;161:105144.

Zhang AZ, Yuan X, Liang WH, Zhang HJ, L1 Y, Xie YF, et al. Immune
infiltration in gastric cancer microenvironment and its clinical significance. Front
Cell Dev Biol. 2021;9:762029.

Rojas A, Araya P, Gonzalez I, Morales E. Gastric Tumor Microenvironment.
Adv Exp Med Biol. 2020;1226:23-35.

Singh V, Ram M, Kumar R, Prasad R, Roy BK, Singh KK. Phosphorylation:
implications in cancer. Protein J. 2017 Feb;36(1):1-6.

Abdelgalil AA, Al-Kahtani HM, Al-Jenoobi FI. Erlotinib. Profiles Drug Subst
Excip Relat Methodol. 2020;45:93—-117.

Longo DL. Imatinib Changed Everything. N Engl J Med. 2017 Mar
9;376(10):982-3.

Khan M, Zhao Z, Arooj S, Zheng T, Liao G. Lapatinib Plus Local Radiation
Therapy for Brain Metastases From HER-2 Positive Breast Cancer Patients and
Role of Trastuzumab: A Systematic Review and Meta-Analysis. Front Oncol.
2020 Nov 6;10:576926.

Shi Y-H, Xu Q-C, Zhu Y-Q, Liu Z-D, Zhao G-Y, Liu Q, et al. Imatinib facilitates
gemcitabine sensitivity by targeting epigenetically activated PDGFC signaling in
pancreatic cancer. Mol Ther. 2023 Feb 1;31(2):503-16.

Schmitt AM, Dumas L, Larkin J. Atezolizumab, cobimetinib, and vemurafenib as
first-line treatment for unresectable metastatic BRAF V600 mutated melanoma.
Expert Rev Anticancer Ther. 2022 Jan 2;22(1):17-25.

Dummer R, Brase JC, Garrett J, Campbell CD, Gasal E, Squires M, et al.
Adjuvant dabrafenib plus trametinib versus placebo in patients with resected,
BRAFV600-mutant, stage III melanoma (COMBI-AD): exploratory biomarker
analyses from a randomised, phase 3 trial. Lancet Oncol. 2020 Mar;21(3):358—
72.

Ferrucci PF, Di Giacomo AM, Del Vecchio M, Atkinson V, Schmidt H,
Schachter J, et al. KEYNOTE-022 part 3: a randomized, double-blind, phase 2
study of pembrolizumab, dabrafenib, and trametinib in BRAF-mutant melanoma.
J Immunother Cancer. 2020 Dec;8(2).

Rosen LS, LoRusso P, Ma WW, Goldman JW, Weise A, Colevas AD, et al. A
first-in-human phase I study to evaluate the MEK1/2 inhibitor, cobimetinib,
administered daily in patients with advanced solid tumors. Invest New Drugs.
2016 Oct;34(5):604—13.

Tabbo F, Pisano C, Mazieres J, Mezquita L, Nadal E, Planchard D, et al. How far
we have come targeting BRAF-mutant non-small cell lung cancer (NSCLC).



232.

233.

234.

235.

236.

237.

238.

239.

240.

241.

242.

243.

244,

Cancer Treat Rev. 2022 Feb;103:102335.

Guaitoli G, Zullo L, Tiseo M, Dankner M, Rose AA, Facchinetti F. Non-small-
cell lung cancer: how to manage BRAF-mutated disease. Drugs Context. 2023
May 2;12.

Braal CL, Jongbloed EM, Wilting SM, Mathijssen RHJ, Koolen SLW, Jager A.
Inhibiting CDK4/6 in Breast Cancer with Palbociclib, Ribociclib, and
Abemaciclib: Similarities and Differences. Drugs. 2021 Feb;81(3):317-31.

Chang C-J, Chiang C-H, Song W-S, Tsai S-K, Woung L-C, Chang C-H, et al.
Inhibition of phosphorylated STAT3 by cucurbitacin I enhances
chemoradiosensitivity in medulloblastoma-derived cancer stem cells. Childs
Nerv Syst. 2012 Mar;28(3):363-73.

Xu S, Lai S-K, Sim DY, Ang WSL, Li HY, Roca X. SRRM2 organizes splicing
condensates to regulate alternative splicing. Nucleic Acids Res. 2022 Aug
26;50(15):8599-614.

Tomsic J, He H, Akagi K, Liyanarachchi S, Pan Q, Bertani B, et al. A germline
mutation in SRRM2, a splicing factor gene, is implicated in papillary thyroid
carcinoma predisposition. Sci Rep. 2015 Jul 2;5:10566.

Cuinat S, Nizon M, Isidor B, Stegmann A, van Jaarsveld RH, van Gassen KL, et
al. Loss-of-function variants in SRRM?2 cause a neurodevelopmental disorder.
Genet Med. 2022 Aug;24(8):1774-80.

La Porta CAM, Zapperi S. Complexity in cancer stem cells and tumor evolution:
Toward precision medicine. Semin Cancer Biol. 2017 Jun;44:3-9.

Costoya JA, Arce VM. Cancer cells escape the immune system by increasing
stemness through epigenetic reprogramming. Cell Mol Immunol. 2023
Jan;20(1):6-7.

Madsen RR. PI3K in stemness regulation: from development to cancer. Biochem
Soc Trans. 2020 Feb 28;48(1):301-15.

Shafei MA, Flemban A, Daly C, Kendrick P, White P, Dean S, et al. Differential
expression of the BCAT isoforms between breast cancer subtypes. Breast Cancer.
2021 May;28(3):592-607.

Mercatelli D, Formaggio F, Caprini M, Holding A, Giorgi FM. Detection of
subtype-specific breast cancer surface protein biomarkers via a novel
transcriptomics approach. Biosci Rep. 2021 Dec 22;41(12).

Hass R, von der Ohe J, Ungefroren H. Impact of the tumor microenvironment on
tumor heterogeneity and consequences for cancer cell plasticity and stemness.
Cancers (Basel). 2020 Dec 11;12(12).

Li W, Li F, Zhang X, Lin H-K, Xu C. Insights into the post-translational
modification and its emerging role in shaping the tumor microenvironment.
Signal Transduct Target Ther. 2021 Dec 20;6(1):422.

137



245.

246.

247.
248.

249.

250.

251.

252.

253.

254.

255.

256.

257.

258.

138

Nayak A, Warrier NM, Kumar P. Cancer Stem Cells and the Tumor
Microenvironment: Targeting the Critical Crosstalk through Nanocarrier
Systems. Stem Cell Rev and Rep. 2022 Oct;18(7):2209-33.

Sun L, Zhang L, Yu J, Zhang Y, Pang X, Ma C, et al. Clinical efficacy and safety
of anti-PD-1/PD-L1 inhibitors for the treatment of advanced or metastatic cancer:
a systematic review and meta-analysis. Sci Rep. 2020 Feb 7;10(1):2083.

Heigener DF, Reck M. Crizotinib. Recent Results Cancer Res. 2018;211:57-65.

Shaw AT, Ou S-HI, Bang Y-J, Camidge DR, Solomon BJ, Salgia R, et al.
Crizotinib in ROS1-rearranged non-small-cell lung cancer. N Engl J Med. 2014
Nov 20;371(21):1963-71.

Awad MM, Shaw AT. ALK inhibitors in non-small cell lung cancer: crizotinib
and beyond. Clin Adv Hematol Oncol. 2014 Jul;12(7):429-39.

Prieto J-L, McStay B. Recruitment of factors linking transcription and processing
of pre-TRNA to NOR chromatin is UBF-dependent and occurs independent of
transcription in human cells. Genes Dev. 2007 Aug 15;21(16):2041-54.

Bursa¢ S, Jurada D, Volarevi¢ S. New insights into HEATR1 functions. Cell
Cycle. 2018 Jan 2;17(2):143-4.

Turi Z, Senkyrikova M, Mistrik M, Bartek J, Moudry P. Perturbation of RNA
Polymerase I transcription machinery by ablation of HEATRI1 triggers the
RPLS5/RPL11-MDM2-p53 ribosome biogenesis stress checkpoint pathway in
human cells. Cell Cycle. 2018;17(1):92—101.

Nakamura A, Kakihara Y, Funayama A, Haga K, Mikami T, Kobayashi D, et al.
HEATRI, a novel interactor of Pontin/Reptin, stabilizes Pontin/Reptin and
promotes cell proliferation of oral squamous cell carcinoma. Biochem Biophys
Res Commun. 2021 Jun 11;557:294-301.

Wu ZB, Qiu C, Zhang AL, Cai L, Lin SJ, Yao Y, et al. Glioma-associated
antigen HEATR1 induces functional cytotoxic T lymphocytes in patients with
glioma. J Immunol Res. 2014 Jul 9;2014:131494.

Zhao J, Zhu Y, Fu Q, Zhu Y, Zhao G. HEATRI1 promotes proliferation in gastric
cancer in vitro and in vivo. Acta Biochim Biophys Sin (Shanghai). 2020 Sep
8;52(9):1030-9.

Liu T, Fang Y, Zhang H, Deng M, Gao B, Niu N, et al. HEATRI negatively
regulates akt to help sensitize pancreatic cancer cells to chemotherapy. Cancer
Res. 2016 Feb 1;76(3):572-81.

Hahn D, Beggs JD. Brr2p RNA helicase with a split personality: insights into
structure and function. Biochem Soc Trans. 2010 Aug;38(4):1105-9.

Santos KF, Jovin SM, Weber G, Pena V, Liihrmann R, Wahl MC. Structural
basis for functional cooperation between tandem helicase cassettes in Brr2-
mediated remodeling of the spliceosome. Proc Natl Acad Sci USA. 2012 Oct



259.

260.

261.

262.

263.

264.

265.

266.

267.

268.

269.

270.

23;109(43):17418-23.

Zhang X, Yan C, Hang J, Finci LI, Lei J, Shi Y. An atomic structure of the
human spliceosome. Cell. 2017 May 18;169(5):918-929.¢e14.

Liu S, Rauhut R, Vornlocher H-P, Lithrmann R. The network of protein-protein
interactions within the human U4/U6.US5 tri-snRNP. RNA. 2006 Jul;12(7):1418—
30.

Jiménez-Vacas JM, Herrero-Aguayo V, Montero-Hidalgo AJ, Gémez-Gomez E,
Fuentes-Fayos AC, Leon-Gonzélez AJ, et al. Dysregulation of the splicing
machinery is directly associated to aggressiveness of prostate cancer.
EBioMedicine. 2020 Jan 3;51:102547.

Sato N, Maeda M, Sugiyama M, Ito S, Hyodo T, Masuda A, et al. Inhibition of
SNW1 association with spliceosomal proteins promotes apoptosis in breast
cancer cells. Cancer Med. 2015 Feb;4(2):268-77.

Vaughan RM, Dickson BM, Whelihan MF, Johnstone AL, Cornett EM, Cheek
MA, et al. Chromatin structure and its chemical modifications regulate the
ubiquitin ligase substrate selectivity of UHRF1. Proc Natl Acad Sci USA. 2018
Aug 28;115(35):8775-80.

Mancini M, Magnani E, Macchi F, Bonapace IM. The multi-functionality of

UHRF1: epigenome maintenance and preservation of genome integrity. Nucleic
Acids Res. 2021 Jun 21;49(11):6053-68.

Ashraf W, Ibrahim A, Alhosin M, Zaayter L, Ouararhni K, Papin C, et al. The
epigenetic integrator UHRF1: on the road to become a universal biomarker for
cancer. Oncotarget. 2017 Apr 24;8(31):51946-62.

Jiao D, Huan Y, Zheng J, Wei M, Zheng G, Han D, et al. UHRF1 promotes renal
cell carcinoma progression through epigenetic regulation of TXNIP. Oncogene.
2019 Jul;38(28):5686-99.

Greenberg MVC, Bourc’his D. The diverse roles of DNA methylation in
mammalian development and disease. Nat Rev Mol Cell Biol. 2019
Oct;20(10):590-607.

Black PN, Ahowesso C, Montefusco D, Saini N, DiRusso CC. Fatty acid
transport proteins: targeting FATP2 as a gatekeeper involved in the transport of
exogenous fatty acids. Medchemcomm. 2016 Apr 1;7(4):612-22.

Liu W, Chakraborty B, Safi R, Kazmin D, Chang C-Y, McDonnell DP.
Dysregulated cholesterol homeostasis results in resistance to ferroptosis
increasing tumorigenicity and metastasis in cancer. Nat Commun. 2021 Aug
24;12(1):5103.

ChenY, Zhao Y, Deng Y, Yang Y, Xu L, Fu J. FATP2 regulates non-small cell

lung cancer by mediating lipid metabolism through ACSL1. Tissue Cell. 2023
May 6;82:102105.

139



271.

272.

273.

274.

275.

276.

2717.

278.

279.

280.

281.

282.

140

Xu N, Xiao W, Meng X, Li W, Wang X, Zhang X, et al. Up-regulation of
SLC27A2 suppresses the proliferation and invasion of renal cancer by down-
regulating CDK3-mediated EMT. Cell Death Discov. 2022 Aug 4;8(1):351.

Graham SH, Liu H. Life and death in the trash heap: The ubiquitin proteasome
pathway and UCHL1 in brain aging, neurodegenerative disease and cerebral
Ischemia. Ageing Res Rev. 2017 Mar;34:30-8.

Yu J, Tao Q, Cheung KF, Jin H, Poon FF, Wang X, et al. Epigenetic
identification of ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase L1 as a functional tumor
suppressor and biomarker for hepatocellular carcinoma and other digestive
tumors. Hepatology. 2008 Aug;48(2):508-18.

Xiang T, Li L, Yin X, Yuan C, Tan C, Su X, et al. The ubiquitin peptidase
UCHLI induces G0/G1 cell cycle arrest and apoptosis through stabilizing p53
and is frequently silenced in breast cancer. PLoS ONE. 2012 Jan 18;7(1):e29783.

Ummanni R, Jost E, Braig M, Lohmann F, Mundt F, Barett C, et al. Ubiquitin
carboxyl-terminal hydrolase 1 (UCHL1) is a potential tumour suppressor in
prostate cancer and is frequently silenced by promoter methylation. Mol Cancer.
2011 Oct 14;10:129.

Yan W-J, Guo M-Z, Yang Y-S. [The role of hypermethylation in promoter region
of ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase L1 in human esophageal cancer].
Zhonghua Nei Ke Za Zhi. 2012 May;51(5):390-3.

Mondal M, Conole D, Nautiyal J, Tate EW. UCHLI1 as a novel target in breast
cancer: emerging insights from cell and chemical biology. Br J Cancer. 2022
Jan;126(1):24-33.

Kobayashi E, Hwang D, Bheda-Malge A, Whitehurst CB, Kabanov AV, Kondo
S, et al. Inhibition of UCH-L1 Deubiquitinating Activity with Two Forms of
LDN-57444 Has Anti-Invasive Effects in Metastatic Carcinoma Cells. Int J Mol
Sci. 2019 Jul 31;20(15).

Sakurai M, Ayukawa K, Setsuie R, Nishikawa K, Hara Y, Ohashi H, et al.
Ubiquitin C-terminal hydrolase L1 regulates the morphology of neural progenitor
cells and modulates their differentiation. J Cell Sci. 2006 Jan 1;119(Pt 1):162-71.

Alpaugh WF, Voigt AL, Dardari R, Su L, Al Khatib I, Shin W, et al. Loss of
Ubiquitin Carboxy-Terminal Hydrolase L1 Impairs Long-Term Differentiation
Competence and Metabolic Regulation in Murine Spermatogonial Stem Cells.
Cells. 2021 Aug 31;10(9).

Yang D, Lu Q, Peng S, Hua J. Ubiquitin C-terminal hydrolase L1 (UCHL1), a
double-edged sword in mammalian oocyte maturation and spermatogenesis. Cell
Prolif. 2023 Feb;56(2):e13347.

Kelly GM, Gatie MI. Mechanisms regulating stemness and differentiation in
embryonal carcinoma cells. Stem Cells Int. 2017 Mar 8;2017:3684178.



283.

284.

285.

286.

287.

288.

289.

290.

291.

Transcript: ENST00000326866.5 (ZFP42-201) - Summary - Homo_sapiens -
Ensembl genome browser 109 [Internet]. [cited 2023 May 22]. Available from:
https://www.ensembl.org/Homo _sapiens/Transcript/Summary?db=core;g=ENSG
00000179059;1r=4:187995771-188005046;t=ENST00000326866

Marasco LE, Kornblihtt AR. The physiology of alternative splicing. Nat Rev Mol
Cell Biol. 2023 Apr;24(4):242-54.

Ramazi S, Zahiri J. Posttranslational modifications in proteins: resources, tools
and prediction methods. Database (Oxford). 2021 Apr 7;2021.

Wang X, Li S. Protein mislocalization: mechanisms, functions and clinical
applications in cancer. Biochim Biophys Acta. 2014 Aug;1846(1):13-25.

Musa A, Ghoraie LS, Zhang S-D, Glazko G, Yli-Harja O, Dehmer M, et al. A
review of connectivity map and computational approaches in pharmacogenomics.
Brief Bioinformatics. 2018 May 1;19(3):506-23.

Firoozbakht F, Rezaeian I, Rueda L, Ngom A. Computationally repurposing
drugs for breast cancer subtypes using a network-based approach. BMC
Bioinformatics. 2022 Apr 20;23(1):143.

Pushpakom S, Iorio F, Eyers PA, Escott KJ, Hopper S, Wells A, et al. Drug
repurposing: progress, challenges and recommendations. Nat Rev Drug Discov.
2019 Jan;18(1):41-58.

Drost J, Clevers H. Organoids in cancer research. Nat Rev Cancer. 2018
Jul;18(7):407-18.

Ooft SN, Weeber F, Dijkstra KK, McLean CM, Kaing S, van Werkhoven E, et al.
Patient-derived organoids can predict response to chemotherapy in metastatic
colorectal cancer patients. Sci Transl Med. 2019 Oct 9;11(513).

141



UNIWERSYTET MEDYCZNY IM. KAROLA MARCINKOWSKIEGO W POZNANIU

KOMISJA BIOETYCZNA PRZY UNIWERSYTECIE MEDYCZNYM
IM. KAROLA MARCINKOWSKIEGO W POZNANIU

Collegium Stomatologicum
ul. Bukowska 70 tel. (+48 61) 854 73 36
60-812 Poznan www.bioetyka.ump.edu.pl

Uchwata nr 302/21

Nu podstawie preepisow Ustwwy z dnia 5 grudnia 1996 r. o wovodach lekarza i Vckur.w :lcm;sry . z llnm 28 lutego 2020 r., D2 U. z 2020 r. poz. 514)z péin. um.); Rozporzqdzenia

Ministra Zdrowia i Opieki Spolecznej z dnia 11 maja 1999 r. w sprawie ia oraz Ir}bu dzialania komisji bioetycznych (Dz. U. 7 1999 r.,

Nr 47, poz. 480); Ustawy z dniu 6 wr..csnm 2001 r mea fnrmm.-zu(ywzue (4.2 dnm 15 m(yu 21)20 r.(Dz U 2 2020 r. poz. 944)z poin. zm.); Ru;porzqtlzema Ministra Finanséw z dnia
30 kwietnia 2004 r. w sprawie ob: cywtlnz_/ badacua i sponsora (Dz. U. z 2004 Nr 101, poz. 1034 z poin. zm.);; Rozporuydzenia Ministra
Zdvowia 7 dnia 30 kwietnia 2004 r. w sprawie sposobu p ia badaii Klinicznych z udzatem ich (Dz. U. z 2004 r. Nr 104, poz. 1108); Rozporzgdzenia Ministra Zdrowia 1
dnia 30 hwietnia 2004 r. w sprawie i 73 r:l;Jﬂega iepo dzatania produktu leczniczego (DL U. z 2004 r. Nr 104, poz 11 M), anmry].'lzz.'nm
Ministra Zdrowia z dnia 17 lutego 2016 r. w sprawie wzordw wiiy ¢ badanic wyrobu medj Tub ak g0 wyrobit med oraz
msakﬂm oplat z dogenie tych Wmmkaw Dz U.z2016r, poz. 208); Ucmw; zdnia 20 m:un 201 0 r.o wyrobuch mzdyﬂmyt.h (t.j. . 2 dmu 13 grudnia 2019 r., Dz U. z 21]20, poz 186), z

poin. um.); ie Ministra Fi dw z dnia 6 paid. 2010 r. w sprawie sci cywilnej sponsora i badacza klinicznego w

zwntll(u z pmwmlzemzm badamn kllmc..m:ga wyrobdw (Dz. U. z 2010 r. Nr 194, poz. 1290); Uemw_; z dnia IR marca 2011 r. 0 Urzgdzie Rejestracji Produktéw Leczniczych, Wyrobdw
ji (%j. tj. 2 dnia 4 maja 2020 r., DzU. z 2020 r. poz 836) z péin. zm.); Rozporzgdzenia Ministra Zdrowia z dnia 2 maja 2012 r. w sprawie Dobrej
h’ul(t_)lu lamu:zue) Dz U.z 2012, ) POt 489); Rozporzqdzenia Ministra Zdrowia z dnia 12 paidzernika 2018 r. w sprawie wiordw dokumentéw prze:llrladanych w gwigzhu z

rodukti oraz oplat za dotenie wniosku o rozpoczgcie badania klinicznego (Dz. U. z 2018 r., poz. 1994); w oparciu o Deklaracje Helsirisky
Swintowego Stowarzyszenin L ckarzy (WMA - World Medical Association) - Etyezne zusady prowadzenia budar medycznych Z udzialem Iudzi oraz praepisy ICH GCP.

Komisja Bioetyczna, na posiedzeniu w dniu 08 kwietnia 2021 r.
rozpatrzyta wniosek dotyczqcy prowadzenia eksperymentu badawczego.
Kierownik projektu: dr hab. n. med. Maciej Wiznerowicz, prof. UM

Miejsce prowadzenia badari:

Miedzynarodowy Instytut Onkologii Molekularnej, ul. Krauthofera 23,
60-203 Poznan we wspéipracy z Katedrg Biotechnologii Medycznej
Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu oraz w pozostafych osrodkach objetych
opinig Komisji Bioetycznej przy Uniwersytecie Medycznym im. Karola
Marcinkowskiego w Poznaniu

Gléwny badacz:  dr hab. n. med. Maciej Wiznerowicz, prof. UM

Czlonkowie zespolu
badawczego: Zaigcznik nr 1 do niniejszej Uchwaly

Temat badari:
»Konsorcjum Kliniczne Analiz Proteomiki Raka (Clinical Proteomic
Tumor Analysis Consortium, (CPTAC)”.

Komisja podjeta Uchwale o pozytywnym zaopiniowaniu zmian wprowadzonych do
protokotu powyiszego badania, polegajgcych na poszerzeniu sktadu zespotu
badawczego i podjeciu wspélpracy z nowym osrodkiem badawczym - Europejskie
Centrum Zdrowia Otwock oraz wydiuieniu realizacji projektu do 31.12.2025r.,
zgodnie 7 Aneksem nr 5 7 dnia 08.04.2021r. do Uchwaly Komisji Bioetycznej nr
145/16 z dnia 06.04.2016r. (Aneks nr 1 7 dnia 15.09.2016r., Aneks nr 2 7 dnia
06.04.2017r., Aneks nr 3 z dnia 22.06.2017r., Aneks nr 4 z dnia 07.09.2017r.)
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