STRESZCZENIE

W niniejszej rozprawie doktorskiej zatytutowanej: .Metabolomika celowana w analizie
zlozonych matryc biologicznych™ podjeto probe rozleglej eksploracji metabolomu ludzkiego w
ztozonych matrycach biologicznych (surowicy, moczu, ptynie moézgowo-rdzeniowym).
Niniejsza dysertacja sklada si¢ z 4 artykulow oryginalnych, opublikowanych w latach 2017-
2019, a ich Igczny wspolezynnik oddziatywania Impact Factor wynosi 9,752. Badania
przeprowadzono w oparciu o nowoczesna platforme analityczng wykorzystujaca
chromatografi¢ cieczowa sprzgzong z tandemowa spektrometria mas (LC-MS/MS) oraz
strategie analityczno-bioinformatyczne dostosowane do specyfiki kazdej z matryc i do
zastosowanych metod analitycznych. Zaproponowane podejscie oparte na metabolomice
celowanej pozwolito uzyska¢ wyniki ilosciowe — w postaci stezenia konkretnych metabolitow.
Dzigki powigzaniu uzyskanych wynikow z danymi klinicznymi na temat analizowanych grup
pacjentow mozliwa byla proba wyjasnienia zaobserwowanych zmian w metabolomie w
kontekscie patomechanizmu onkogenezy. To z kolei pozwolilo na okreslenie uzytecznosci
metabolitow roznicujacych analizowane grupy pacjentow, jako potencjalnych markerow
diagnostycznych.

W ramach pierwszego zadania badawczego wykonano oznaczanie stezenia wolnych
aminokwasow w zrandomizowanych i zaslepionych probkach surowicy krwi (Int. J. Mol. Sci.
2017:18(12):2727,1-11). Analizy zostaly przeprowadzone z wykorzystaniem metodyki
aTRAQ. Do badania wlaczono 150 probek surowicy. Material biologiczny pochodzil od
pacjentek z nowotworem jajnika, guzem tagodnym jajnika i grupy kontrolnej. W wyniku
przeprowadzonych analiz oznaczono st¢zenia 33 aminokwasow, ktére poddano dalszym
analizom bioinformatyczno-klinicznym. W efekcie zaproponowano szlaki metaboliczne
potencjalnie zaangazowane w rozwdj i progresje choroby nowotworowej. Na podstawie
zaobserwowanych roznic migdzy grupami pacjentek wytypowano aminokwasy (histydyna,
cytrulina) mogace peic¢ role potencjalnych biomarkerow, szczegdlnie jako cze$¢ panelu
diagnostycznego. Potwierdzono tym samym, ze zaproponowane podejscie metodyczne wraz z
wlasciwg interpretacja charakteryzuje sie wysoka wartoscia poznawcza w badaniach
metabolomu.

W kolejnym etapie opracowano nowa metode ilo$ciowa analizy wybranych kwasow
organicznych w moczu. Zaproponowana nqwatorska metoda charakteryzuje sie¢ krotkim

czasem analizy (10 minut, dla 10 metabolitow), co w polgczeniu z prostym sposobem



przygotowania probki (tzw. rozcienczenie i dozowanie, ang. dilute and shoot) zapewnia
uzytecznos¢ zaproponowanej metody analitycznej w badaniu prébek moczu w réznych
jednostkach chorobowych. Metoda zostata nastepnie wykorzystana do analizy 98 probek
moczu pochodzacych od pacjentow z nowatorem zlosliwym prostaty i tagodnym przerostem
gruczotu krokowego (J. Pharm. Biomed. Anal. 2018; 159, 229-236). Uzyskane wyniki nie
wykazaty satysfakcjonujacej skutecznosei w roéznicowaniu pacjentéw, jednak zaobserwowano
istotne obnizenie stezenia kwasu 3-hydroksyizomastowego w obrebie pacjentow =z
nowotworem zfosliwym prostaty, u pacjentow z oceng patomorfologiczng >7 wedhug
klasyfikacja Gleasona, w poréwnaniu do pacjentéw z oceng <7.

W ramach trzeciego zadania badawczego wdrozono metode oznaczania 188
metabolitow w 2 matrycach biologicznych w oparciu o metodyke AbsoluteIDQ p180 (Biocrates
Life Sciences AG). Potwierdzono tym samym mozliwo$¢ celowanej analizy metabolomiczne;
surowicy i plynu mézgowo-rdzeniowego w jednym cyklu analitycznym, bazujac na wspolnym
przygotowaniu probki (J. Med. Sci., doi.org/10.20883/jms.2019.335). Opracowane zestawienie
srednich stezen i zakresow w obu matrycach poszerza wspolczesng wiedze na temat ludzkiego
metabolomu, szczegdlnie jesli chodzi o tak trudny do pozyskania materiat biologiczny, jakim
jest ptyn mézgowo-rdzeniowy.

Ostatnim zadaniem badawczym wchodzacym w zakres niniejszej rozprawy doktorskiej
bylo oznaczenie 188 zwigzkow z kilku réznych klas (glicerofosfolipidy, sfingolipidy.
acylokarnityny, aminokwasy i aminy biogenne oraz suma heksoz) w surowicy pacjentek z
nowotworem ztosliwym jajnika, guzem tagodnym jajnika i grupy kontrolnej (Life Sci. 2019;
222, 235-244). Zaproponowane podejscie metodyczne wraz z interpretacja kliniczng pozwolito
potwierdzi¢ role aminokwasow w procesach zwiazanych z onkogeneza, jak i potencjat
diagnostyczny samych aminokwaséw (histydyna, cytrulina). Ponadto wytypowano kilka
metabolitow z grupy lipidéw o wysokim potencjale diagnostycznym. Dodatkowa warto$cia
omawianych badan jest wytypowanie szlakow metabolicznych potencjalnie zaangazowanych
w zmiany w metabolomie zwigzane z onkogeneza oraz zaproponowanie mozliwego
mechanizmu wplywu glicerofosfolipidow na proces nowotworzenia na podstawie zmian
zaobserwowanych w surowicy badanych pacjentek. Wytypowane zwiazki lipidowe, w
szczegolnosci w potgezeniu z metabolitami z grupy aminokwasdw, moga potencjalnie stanowi¢
wieloczynnikowy panel diagnostyczny, uzyteczny w skriningu pacjentek z nowotworem

zlosliwym jajnika.
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