Metabolomiczna analiza tkanki, surowicy i moczu w poszukiwaniu
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Praca doktorska pt. “Metabolomiczna analiza tkanki, surowicy i moczu w poszukiwaniu
biomarkerow raka pecherza moczowego” stanowi cykl 5 artykutéw opublikowanych w
czasopismach posiadajgcych wskaznik impact factor. Jestem pierwszym autorem trzech
publikacji oraz wspétautorem pozostatych dwoch. Temat pracy doktorskiej porusza
zagadnienie metabolicznych biomarkerow nowotworowych raka pecherza moczowego ktore
mogtyby by¢ potencjalnie wykorzystywane w praktyce klinicznej.

Artykuty przedstawiajg metabolomiczng analize tkanki nowotworowej, surowicy i moczu
pochodzgcej od 100 pacjentéw z rakiem pecherza moczowego w porownaniu z tkanka,
surowicg i moczem kontrolnym pochodzgcych od 100 pacjentéw z innymi, tagodnymi,
schorzeniami w obrebie drég moczowych. Zastosowane techniki analityczne obejmujg
wysokiej rozdzielczosci 'H NMR, ICP-OES i wysokiej rozdzielczosci laserowg
desorpcje/jonizacje MS (LDI-MS) opartg na nanoczgstkach ztota i srebra oraz spektrometrie
mas o0 ultra-wysokiej rozdzielczosci (UHRMS) w potagczeniu z  ultra-wysokosprawng
chromatografig cieczowg (UHPLC). Wielowymiarowa analiza statystyczna i analiza krzywej
ROC pozwolity na kompleksowg ocene potencjatu diagnostycznego zidentyfikowanych
metabolitdw. Potgczenie poziomdéw tych metabolitbw poprawito rozréznienie miedzy
materialem biologicznym pochodzacym od pacjentéw z rakiem pecherza moczowego w
poréwnaniu z kontrolg, sugerujgc, ze uwzglednienie wielu biomarkerow moze by¢ kluczowe
dla precyzyjnej diagnozy. Dodatkowo analiza NMR probek surowicy pozwolita na
wyselekcjonowanie metabolitéw, ktore odrézniajg raka NMIBC i MIBC oraz metabolitow
réznicujgcych stopien ztosliwosci histopatologicznej (LG vs. HG). Wysokie wartosci
obszaréw pod krzywymi ROC wskazujg na potencjalne zastosowanie kliniczne tych
metabolitow jako narzedzi diagnostycznych w przypadku raka pecherza moczowego

Analizujgc dane z obrazowania MS, wyselekcjonowano 10 metabolitéw réznicujgcych probki
tkanki nowotworowej od zdrowej, ktore wykazaty wysokg doktadnos¢ diagnostyczng w
analizie krzywej ROC, kazdy z polem pod krzywg AUC >0.99. Analiza szlakéw pozwolita na
umiejscowienie tych metabolitéw w 17 réoznych szlakach metabolicznych.

Analiza surowicy z zastosowaniem metody *H NMR pozwolita na identyfikacje 4 metabolitéw
roznicujgce surowice nowotworowe i kontrolne z doskonatg zdolnoscig predykcyjng
okreslong na podstawie pola pod krzywg AUC wynoszacg 0.999. Analiza z zastosowaniem
ICP-OES zidentyfikowata dwa pierwiastki (Fe i Li) z polem pod krzywag AUC wynoszaca
0,807. Analiza z zastosowaniem spektrometrii mas LDI-MS oraz wysokorozdzielcza
spektrometria mas UHRMS umozliwita dodatkowg identyfikacje odpowiednio 25 i 27
metabolitow roznicujgcych obydwie grupy. Ponadto w analizie LDI-MS i UHRMS
odpowiednio 5 i 23 metabolity wykazywaly zdolno$¢ do rozréznienia pomiedzy
poszczegdlnymi stopniami ztosliwosci histopatologicznej (grade) a surowicg kontrolng oraz 9
i 37 metabolity, ktére rozrézniaty pomiedzy poszczegdlnymi stopniami zaawansowania
klinicznego (stage) a surowicg kontrolng. Wyselekcjonowano 5 metabolitéw, ktére moga



potencjalnie stuzy¢ jako biomarkery do rozrdzniania raka pecherza moczowego o niskim
stopniu ztosliwosci (LG) i raka pecherza moczowego o wysokim stopniu ztosliwosci (HG), a
takze 9 metabolitéw, ktére mogg pomoc w rozréznieniu stadiow zaawansowania choroby
pTa/pT1 (NMIBC) i pT2 (MIBC). Analiza szlakéw i wzbogacona analiza szlakéw pozwolity na
umiejscowienie metabolitow w tgcznie 24 réznych szlakach metabolicznych (17+7).

Probki moczu poddano analizie 'H NMR, LDI-MS oraz UHRMS.  Zidentyfikowano
odpowiednio 5, 25 i 51 metabolitéw réznicujgcych mocz pochodzgcy od pacjentéow z rakiem
pecherza moczowego w poréwnaniu z kontrolnymi probkami moczu. Wszystkie metabolity z
analizy '"H NMR, LDI-MS charakteryzowaty sie wysokg wartoscig predykcyjng okreslong na
podstawie pola pod krzywg AUC > 0,87, zas 5 z 51 metabolitow z analizy UHRMS
charakteryzowato sie bardzo wysokim wskaznikiem AUC > 0,9. Udato sie rowniez
zidentyfikowa¢ metabolity ktére rozrdézniajg pomiedzy poszczegdlnymi stopniami
zaawansowania klinicznego i stopniami zlosliwosci histopatologicznej w poréwnaniu z
kontrolnymi probkami moczu. Nie zidentyfikowano jednak statystycznie istotnych réznic we
wzorcach metabolitow, ktore rozrozniatyby miedzy sobg poszczegdlne stopnie
zaawansowania klinicznego (pTa vs. pT vs. pT2) lub stopnie ztosliwosci histopatologiczne;j
(LG vs HG). Analiza szlakéw i wzbogacona analiza szlakéw obydwu publikacji dotyczgcych
analizy metabolomicznej moczu pozwolity na umiejscowienie metabolittw w fgcznie 7
réznych szlakach metabolicznych (3+4).

Podsumowujgc wyniki tego badania dostarczajg informacji na temat potencjalnych
biomarkerow metabolicznych raka pecherza moczowego oraz powigzanych z nim zmian
metabolicznych zachodzacych w raku pecherza moczowego. Zidentyfikowane metabolity, na
podstawie wynikéw analizy statystycznej, wykazujg potencjat jako biomarkery diagnostyczne
dla tego nowotworu. Analiza szlakow metabolicznych, w ktérych wystepujg te metabolity,
oraz ich zwigzek z procesami nowotworowymi dodatkowo umozliwiajg lepsze zrozumienie
patogenezy i biologii raka pecherza moczowego. Dalsze badania i weryfikacja tych wynikéw
moze przyczyni¢ sie do rozwoju nowych strategii diagnostycznych i terapeutycznych z
zakresu omawianej choroby.



