Cytometria masowa (CyTOF) to przetomowa technologia umozliwiajgca jednoczesne
wykrywanie ponad 50 markeréw komérkowych na poziomie pojedynczych komérek, bez
naktadania sie sygnatow. Jest to mozliwe dzieki zastosowaniu przeciwciat sprzezonych ze
stabilnymi izotopami metali, co pozwala na wysoko przepustowag analize ztozonych uktadow
biologicznych. Obrazowa cytometria masowa (IMC) rozszerza mozliwosci tej platformy o
analize skrawek tkankowych, tgczgc technologie CyTOF z laserowg ablacjg o wysokiej
rozdzielczosci, co umozliwia przestrzenng wizualizacje architektury komérkowej i interakcji w
obrebie tkanki.

Wykorzystujgc wysoka rozdzielczos¢ przestrzenng i wielowymiarowos¢ tych technologii,
cytometria masowa oraz IMC zostaty zastosowane do badania raka piersi — jednego z
najczestszych i najbardziej Smiertelnych nowotworéw na $wiecie. Pomimo postepow w
diagnostyce i leczeniu, wyniki terapeutyczne pacjentek pozostajg bardzo zréznicowane,
zwtaszcza w regionach o ograniczonym dostepie do wczesnej diagnostyki. Istotng lukg w
wiedzy pozostajg mechanizmy lezgce u podstaw stabej odpowiedzi na standardowg
chemioterapie lub immunoterapie oraz rola mikrosrodowiska guza w opornosci na lecze- nie.

Gtéwna hipotezg badawczg tej rozprawy jest to, ze profilowanie proteolityczne za pomocg
cytometrii masowej moze wspomaoc dokfadniejszg stratyfikacje pacjentéw. Wykrycie
charakterystycznych wzorcow aktywnosci i koekspresji proteaz moze stanowi¢ podstawe do
opracowania bardziej spersonalizowanych i skutecznych strategii terapeutycznych. Druga
hipotezg jest zatozenie, ze lepsze zrozumienie roli proteaz w progresji nowotworu mogtoby
umozliwi¢ bardziej zachowawcze podejscie chirurgiczne, zmniejszajgc liczbe niepotrzebnych
resekcji weztdw chtonnych i zwigzanych z tym powiktan.

W niniejszym badaniu przeanalizowano profil ekspresiji proteaz w raku piersi. Pro- teazy
regulujg kluczowe procesy biologiczne, takie jak sygnalizacja komérkowa, mod- ulacja
odpowiedzi immunologicznej czy przebudowa macierzy zewnagtrzkomérkowej. Ich
deregulacja wigze sie z inwazjg nowotworowg, przerzutami oraz nieskutecznoscig leczenia.

Jednak sama obecnos¢ biatka nie odzwierciedla jego aktywnosci enzymatycznej. Dlat- ego
oprocz profilowania ekspresji zastosowano sondy chemiczne (ABP), ktdre pozwalajg
bezposrednio wykry¢ aktywne proteazy w mrozonych skrawkach tkanek. Wigzg sie one
kowalencyjnie z aktywnym miejscem enzymu, umozliwiajgc detekcje tzw. aktywomu —
funkcjonalnie aktywnej czesci proteomu. Analiza proteolityczna zostata uzupetniona o profil
immunologiczny oraz ocene markerow wykorzystywanych w standardzie klin- icznym.

Analizie poddano probki guza, krwi i osocza pochodzgce od pacjentek o réznych podty-
pach molekularnych i stadiach klinicznych choroby. Profile proteaz zostaty zintegrowane z
markerami klinicznymi, takimi jak HER2, ER i Ki-67. IMC umozliwito przestrzenne
mapowanie rozmieszczenia proteaz w obrebie guza, ujawniajgc zalezno$ci z naciekiem
immunologicznym, organizacjg tkanki i charakterystykg zrebu guza.

Badania zostaty przeprowadzone na Politechnice Wroctawskiej pod kierunkiem prof.
Marcina Poreby, dostarcza nowych wnioskéw metodologicznych i biologicznych w dziedzinie
onkologii, cytometrii masowej oraz proteomiki funkcjonalne;.






