Streszczenie

Rak ptuca jest gtowna przyczyna zgondow zwigzanych z chorobami nowotworowymi na
swiecie, zarowno wsréd mezcezyzn jak i kobiet. Z powodu réznych typow raka ptuc umiera
ponad 1 milion osob rocznie. Niedrobnokomorkowy rak ptuca (ang. non-small cel lung cancer
- NSCLC) stanowi okoto 80% wszystkich przypadkow raka pluca. Najczestszymi podtypami
histologicznymi NSCLC sa gruczolakorak (ang. adenocarcinoma - ADC), rak
ptaskonablonkowy (ang. squemous cel carcinoma - SCC) i rak wielkokomérkowy (ang. large
cell carcinoma - LCC). Wsrdd nich podtypy ADC i SCC stanowig okoto 85% wszystkich
przypadkéw. W ciggu ostatniej dekady podjeto znaczace wysitki na rzecz identyfikacji i

walidacji nowych kandydatow na biomarkery biatkowe i drobnoczasteczkowe.

Badania omiczne stanowig istotng cze¢$¢ badan nad odkryciem potencjalnych
biomarkerow z zakresu bialek oraz metabolitow, stuzacych nie tylko okreslenia podtypu
NSCLC lecz takze do wykrywania i monitorowania rozwoju tego nowotworu zwlaszcza we
wczesnym stadium zaawansowania. Sposrod nowoczesnych narz¢dzi analitycznych
dostepnych w diagnostyce chorob nowotworowych najwigksze nadzieje daja techniki oparte na
spektrometrii mas takie jak proteomika i metabolomika. Proteomika to wielkoskalowa analiza
ekspresji  biatek wchodzacych w sklad proteomu. Proteom jest zestawem biatek
produkowanych przez organizm, lub wystepujacym w danym systemie biologicznym.
Natomiast metabolomika to wielkoskalowe badania jak najwickszej ilosci drobnych czasteczek
biologicznych, takich jak aminokwasy, kwasy organiczne, kwasy tluszczowe, lipidy,
acylkarnityny i inne. Zaktadata ilo$ciowy pomiar zmian w poziomie drobnych czasteczek
(metabolitéw) w organizmie wywotanych zamianami fizjologicznymi, czynnikiem

patologicznym lub modyfikacjami genetycznymi.

Celem badan byta analiza ekspresji biatek oraz metabolitow z uzyciem
wielkoskalowych technik proteomicznych i metabolomicznych opartych na spektrometrii mas,
w celu wskazania znaczacych cech roznicujacych poszczegolne podtypy NSCLC, co moze
poszerzy¢ wiedz¢ na temat biologii tego nowotworu. Ponadto wielkoskalowe dane omiczne
moga wskaza¢ nowe aspekty fizjologiczne i biologiczne nowotworu, co umozliwi glebszg
charakterystyke podtypow NSCLC zwlaszcza we wezesnym stadium zaawansowania, a takze

poglebi w przysztosci mozliwosci diagnostyczne.



Grupe badang stanowito 99 pacjentéw z niedrobnokomorkowym rakiem ptuca (72
mezczyzn 1 27 kobiet) w wieku $rednio 64,5+8,5 lat z wezesniej okre§lonym histopatologiczne
podtypem NSCLC. Analizy metabolomiczne przeprowadzono na probkach od wszystkich
pacjentow. Natomiast z grupy 99 pacjentéw wytoniono podgrupe 45 pacjentow (31 mezczyzn

i 14 kobiet) w celu przeprowadzenia analiz proteomicznych.

Analizy proteomiczne zostaly przeprowadzone na wyizolowanym biatku, ktére zostato
poddane trawieniu proteolitycznemu metoda iFASP. Uzyskane peptydy zostaty poddane
znakowaniu za pomocg znacznikéw izobarycznych TMT, a nastepnie procedurze
frakcjonowania. Frakcje peptydow zostaly rozdzielone za pomoca chromatografii cieczowej o
przeptywach nano i poddane analizie za pomoca spektrometru masowego typu Orbitrap.
Identyfikacja biatek zostata przeprowadzona w oparciu biblioteki sekwencji FASTA za pomocg
oprogramowania PEAKS X pro. Analize szlakow biochemicznych oraz mozliwych interakcji
biatek w obrebie poszczegdlnych poréwnan wykonano za pomocg oprogramowania Ingenuity
Pathway Analysis (IPA). Natomiast metabolity zostaly wyekstrahowane z probek tkanki za
pomoca metanolu, a nastepnie poddane rozdziatowi chromatograficznemu dwoma metodami
(odwroconych faz oraz cieczowych oddziatywan hydrofilowych) i detekcji za pomocy
detektora mas typu QTOF. Metabolity zostaty poddane identyfikacji na podstawie uzyskanych
charakterystycznych widm fragmentacyjnych i poréwnane z widmami dostgpnymi w bazach
danych. Analize szlakéw biochemicznych przeprowadzono za pomoca IPA i MetaboAnalyst
4.5.

Analizy proteomiczne wczesnego stadium wskazaty na potencjalng aktywacje szlakow
LXR, GP6 oraz CDKS5 w poréwnaniu podtypu SCC i ADC. Natomiast w poréwnaniu podtypow
ADC i LCC (wczesne stadium) charakteryzuje si¢ potencjalng aktywacja szlaku odpowiedzi na
niesfaldowane biatka, glikolizy, glukoneogenezy oraz aktywacja biatek sirtuin w podtypie
ADC. Analiza metabolomiczne porownujaca wczesne stadium SCC 1 ADC wykazato, ze
metabolity: kreatynina, kreatynina, ksantyna i dihydrotymina sg podwyzszone w SCC, podczas
gdy metabolity nalezace do kwasow tluszczowych, karnityny, glicerofosfolipidy,
lizoglicerofosfolipidy, aminy, aminokwasy lub amidy sg podwyzszone w ADC. Na uwagg
zastuguje takze grupa glicerofosfo-(N-acylo)-etanoloaminy (GP-NAE) r6znicujgcych wezesne
stadium SCC od ADC. Metabolity roznicujace wezesne stadium zaawansowania SCC od ADC
uczestniczg w wielu procesach biochemicznych takich jak: cykl Krebsa, cykl mocznikowy,
tancuch oddechowy czy degradacja lipidow. Zaawansowane stadium charakteryzuje sie¢

potencjalng aktywacja szlaku LXR, GP6 oraz EIF2, a wzrost ekspresji biatek odpowiedzialnych



za przebudowe nablonkowych polaczen przylegajacych w podtypie SCC w odniesieniu do
ADC. Poréwnujac podtyp ADC do LCC w zaawansowanym stadium wskazuje na potencjalng
aktywacj¢ szlaku LXR oraz wzrost ekspresji biatek odpowiedzialnych za powstanie
odpowiedzi zapalnej oraz reakcjg ostrej fazy w podtypie ADC. Natomiast potencjalna
aktywnos¢ szlaku glikolizy w podtypie ADC ulegta zahamowaniu w stosunku do LCC. Podtyp
LCC w zaawansowanym stadium charakteryzuje si¢ wzrostem aktywnosci szlaku sygnalowego
biatek sirtuin oraz hamowaniem aktywnosci szlaku GP6 i szlaku odpowiedzi na niesfatldowane
biatka w stosunku do podtypu SCC. Metabolity réznicujgce zaawansowane stadium trzech
podtypow charakteryzuje si¢ zmianami pozioméw w grupie Karnityn, aminokwasow, lipidow i
kwasow ttuszczowych. Najwieksze roznice w poziomie metabolitow obserwujemy pomiedzy
podtypem SCC wzgledem LCC oraz ADC wzgledem LCC, gdzie w kazdym pordéwnaniu
podtyp LCC charakteryzowat si¢ obnizonym poziomem metabolitoéw. Natomiast poréwnujac
poszczegolne podtypy NSCLC z tkanka kontrolng obradujemy zwigkszenie aktywnosci
potencjalnych szlakow biochemicznych wraz ze wzrostem stadium zaawansowania

nowotworu.

Uzyskane wyniki wskazuja na zaburzenia w procesach odpowiedzialnych za
gospodarke lipidami, weglowodanami, odpowiedzi na niesfaldowane biatka co §wiadczy o
duzym stresie oksydacyjnym zachodzacym w retukulum endoplasmatyczym. Analizy wskazuja
takze na dysfunkcje procesow odpowiedzialnych za proces translacji i transkrypcji, a takze
glikolizy i glukoneogenezy we wczesnym stadium NSCLC. Natomiast w zaawansowanym
stadium NSCLC wyniki wskazuja na zwieszenie aktywnosci procesow zachodzacych we
wczesnym stadium zaawansowania nowotworu. Zaawansowanie stadium charakteryzuje si¢
takze zwigkszeniem odpowiedzi zapalnej oraz reakcja ostrej fazy, a takze odpowiedza na

przebudowe nabtonkowych potaczen przylegajacych.



