Analiza metabolomu ludzkiego, obok powszechnych badan genomu i proteomu, zyskuje coraz
wigksza popularno$¢ jako metoda identyfikacji potencjalnych markeréw chorob
nowotworowych. Przedmiotem niniejszej pracy doktorskiej byly dwa zagadnienia obejmujace
temat diagnostyki i monitorowania leczenia nowotworow. Pierwsza cz¢s¢ dotyczy problemu
wczesnej diagnostyki raka ptuca, a druga odpowiedzi organizmu na promieniowanie jonizujace
u pacjentow poddawanych radioterapii.

Czes$¢ 1. Identyfikacja cech lipidomu i metabolomu surowicy o mozliwym zastosowaniu we
wczesnej detekcji raka ptuca.

Jedng z metod umozliwiajacych wczesng detekcje raka pluc, sg badania przesiewowe
z wykorzystaniem  wysokorozdzielczej  niskodawkowej  tomografii  komputerowej
przeprowadzane w grupie 0osob wysokiego ryzyka. Jednakze, zastosowanie tej metody budzi
kontrowersje zwigzane z niskg swoistoscig tego badania, a takze jego wysokim kosztem.
Markery choréb nowotworowych, wykrywane we krwi, moglyby uzupeilnia¢é wczesng
diagnostyke raka pluca poprzez preselekcje osdb kwalifikowanych do dalszych badan
obrazowych lub poprzez rozr6znienie zmian tagodnych od nowotworowych, wykrywanych w
obregbie klatki piersiowej w trakcie tomografii komputerowej. Celem tej czgsci pracy byta
identyfikacja sygnatur molekularnych w obrgbie ludzkiego metabolomu 1 lipidomu,
pozwalajacych na odroznienie chorych we wczesnych stadiach choroby od osob zdrowych
nalezacych do grupy wysokiego ryzyka zachorowania na raka ptuca. Analizy przeprowadzono
na surowicy izolowanej z krwi obwodowej 0sob z grupy wysokiego ryzyka zachorowania na
raka pluca, ktorzy zostali wytonieni gtdéwnie w trakcie programu przesiewowego (Pomorski
Pilotazowy Program Badan Przesiewowy Raka Ptuca) w latach 2008-2011.

W ramach tej cze$ci pracy, scharakteryzowano lipidowa frakcj¢ surowicy krwi za pomoca
profilowania molekularnego technika MALDI-ToF. W tym celu zarejestrowano widma
masowe frakcji lipidowej w zakresie mas 320-1000 Da dla 100 prébek surowicy pobranych od
0s0b z nisko zaawansowanym rakiem ptuca i 300 probek surowicy os6b zdrowych. W wyniku
przeprowadzonych analiz, wykryto kilka sktadowych lipidowych, ktorych poziom jest
statystycznie istotnie zmieniony w surowicy 0sob chorych na raka ptuca we wczesnym stadium
w porownaniu do 0sob zdrowych. Na podstawie tych wynikdw opracowano klasyfikator, ktory
pozwolil na przypisanie probek do odpowiednich grup. Zdolnos¢ diagnostyczna klasyfikatora
oceniona zostata za pomocg parametrow: AUC 0.79, NPV 100%, PPV 28% dla treningowego
zestawu danych oraz AUC 0.72, NPV 92%, PPV 28% dla testowego zestawu danych.

Druga analiza polegata na identyfikacji cech metabolomu surowicy krwi pacjentow we

wczesnym stadium raka ptuca, odrozniajacych ich od o0so6b zdrowych z grupy ryzyka.



Metabolity rejestrowane byly za pomocg techniki GC-MS w grupie 31 pacjentow oraz 92 0sob
zdrowych. Réwniez w tym badaniu wykryto kilka metabolitow, ktorych poziom istotnie r6éznit
si¢ pomiedzy analizowanymi grupami. Nalezal do nich benzaldehyd, ktérego poziom byt
istotnie wyzszy w grupie chorych. Na podstawie otrzymanych wynikow opracowano
klasyfikator, ktory pozwolit na przypisanie probek do odpowiednich grup ze 100% czutoscig i
95% specyficznoscia.

Czg$¢ 2. Scharakteryzowanie zmian lipidomu i metabolomu surowicy krwi, towarzyszacych
odpowiedzi organizmu na promieniowanie jonizujace w trakcie radioterapii u pacjentow z
rakiem prostaty lub rakami regionu glowy i szyi.

Skuteczno$¢ radioterapii zwigzana jest z zastosowaniem maksymalnej tolerowanej dawki
promieniowania. Z drugiej strony, wigze si¢ to z ryzykiem powstawania ostrych i péznych
odczynow popromiennych, ktore powodujg zmniejszenie komfortu pacjenta, atakze moga
prowadzi¢ do opdznienia lub catkowitego wstrzymania leczenia. W praktyce Kklinicznej
obserwuje si¢ duza ré6znorodnos¢ reakcji organizméw na radioterapi¢. Dlatego tez, prowadzi
si¢ badania majgce za zadanie znalezienie markeréw molekularnych indywidualnej odpowiedzi
organizmu na promieniowanie. Celem tej czesci pracy byta identyfikacja zmian lipidomu i
metabolomu surowicy krwi, towarzyszacych odpowiedzi organizmu na promieniowanie
jonizujace w trakcie radioterapii. Efekt ten oceniany byt w grupie pacjentéw z rakiem prostaty
oraz w grupie pacjentoOw rakami regionu glowy i szyi.

Dla scharakteryzowania zmian zachodzacych w sktadnikach lipidowych surowicy krwi
pacjentow poddawanych radioterapii, wykorzystano profilowanie molekularne z uzyciem
spektrometru mas MALDI-ToF. Analizy przeprowadzono na prébkach surowicy 129
pacjentéw z rakiem prostaty oraz 66 pacjentow z rakiem regionu glowy i szyi. Probki krwi
pobierane byly w trzech punktach czasowych — przed radioterapig, w trakcie oraz okoto
miesigca po zakonczeniu leczenia. Wigkszos¢ zmian indukowanych pod wplywem
promieniowania jonizujacego byla odwracalna lub kompensowana przez zmiany, zachodzace
w ciggu miesigca od zakonczenia radioterapii. Zmiany poziomu lipidow byly lepiej widoczne
w przypadku pacjentow z rakiem regionu glowy i szyi niz w grupie pacjentow z rakiem
prostaty, pomimo, ze w obu grupach dawki promieniowania, a takze objeto$¢ napromienianych
tkanek byly poréwnywalne. Intensywnos$¢ obserwowanych zmian byta natomiast zwigzana z
nasileniem ostrej toksycznos$ci popromiennej, ktora byta duzo wyzsza w przypadku pacjentow
z rakiem regionu glowy i szyi.

Ponadto, w niniejszej pracy scharakteryzowano indukowang przez radioterapi¢ zmian¢ profilu

metabolitow surowicy krwi. W tym celu metabolity rejestrowane byty za pomoca techniki GC-



MS w grupie 20 pacjentéw z nowotworami regionu gtowy i szyi. Probki krwi pobierane byty
w dwaoch punktach czasowych — okoto tygodnia przed radioterapia oraz po jej zakonczeniu (w
ostatnim dniu leczenia). Zidentyfikowano 22 zwiazki, ktorych poziom istotnie statystycznie
roznit si¢ pomiedzy probkami pobieranym przed i po radioterapii. Wiekszo$¢ z tych zwigzkow
bierze udziat w takich $ciezkach metabolicznych, jak biosynteza bialek oraz metabolizm
aminokwasow. Wsréd zwiazkow o najwickszym wzroscie w probkach zebranych po

radioterapii znajdowat si¢ kwas 3-hydroksymastowy.

Dane przedstawione w niniejszej pracy doktorskiej pokazujg, ze metabolom oraz lipidom
surowicy moze by¢ wartos§ciowym zrodtem informacji na temat zmian molekularnych
towarzyszacych wczesnym etapom rozwoju raka pluca. Ponadto, w pracy wykazano, ze profile
metabolomiczne 1 lipidomiczne surowicy ulegaja zmianie pod wplywem promieniowania
jonizujacego 1 jego toksycznosci, wigc moglyby potencjalnie odzwierciedla¢ ryzyko
wystapienia reakcji popromiennej u pacjentow poddawanych radioterapii. Jednakze wyniki
przedstawione w pracy powinny zosta¢ poddane dalszym badaniom walidujagcym, ktore

pozwolityby na oceng rzeczywistego znaczenia klinicznego otrzymanych sygnatur.



