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Streszczenie w jezyku polskim
Co roku na swiecie 2 miliony kobiet zapada na raka piersi, ktory jest przyczyng zgonu

co trzeciej z nich. Poniewaz najwazniejszg przyczyng wysokiej Smiertelnosci tego nowotworu
jest zbyt pdzina diagnoza, w licznych krajach wprowadzone zostaty badania przesiewowe,
oparte przede wszystkim o nie zawsze skuteczne metody obrazowe. W zwigzku z tym
poszukuje sie nowych sposobdw umozliwiajgcych wiarygodng detekcje zmian zachodzgcych
w organizmie na jak najwczeéniejszym etapie rozwoju nowotworu. Zrédio potencjalnych
biomarkerdw raka piersi stanowig sktadniki ptynédw ustrojowych, w tym zréznicowana grupa
metabolitéw. Co istotne, metabolom krwi odzwierciedla wszystkie procesy biologiczne
biegnace w organizmie bedac niezastgpionym zrddtem informacji o jego aktualnym stanie.

Przedmiotem niniejszej dysertacji byto scharakteryzowanie metabolicznego profilu
surowicy krwi kobiet ze zwiekszonym ryzykiem raka piersi oraz sygnatury specyficznej
dla pacjentek z rozpoznanym rakiem piersi. W analizach wykorzystano materiat zebrany
od zdrowych uczestniczek norweskiego badania populacyjnego prowadzonego w latach
1995-1997 w regionie Trgndelag (badanie HUNT2), u czesci ktorych zdiagnozowano raka
w trakcie 15-letniego okresu obserwacji, oraz prébki kobiet chorych na raka i zdrowych
wolontariuszek pochodzgce ze zbioru Centrum Badan Translacyjnych i Biologii Molekularnej
Nowotwordw. Profil metabolitéw surowicy analizowano ilosciowo metodg spektrometrii mas
przy pomocy komercyjnego zestawu Absolute IDQ p400 HR, ktéry pozwala na detekcje ponad
400 metabolitéw i grup izomerycznych lipidéw.

W wyniku realizacji badania uzyskano szereg interesujgcych poznawczo wynikdéw.
Zauwazono, ze wiek dawcoéw stanowi istotny czynnik zmieniajacy stezenia metabolitéw,
w zwigzku czym badania nalezy prowadzi¢ na grupach charakteryzujgcych sie niewielkim
rozrzutem wieku zapewniajgc podobng strukture wieku poréwnywanych grup. Stwierdzono,
ze obnizone stezenie lipidéw i aminokwasdéw w surowicy jest zwigzane z podwyzszonym
ryzykiem raka piersi w grupie zdrowych kobiet, jednak brak uniwersalnego wzoru zmian
(wspdlnego dla réznych grup wiekowych) i niewielka moc statystyczna réznic nie pozwalajg
na zaproponowanie metabolicznej sygnatury ryzyka. Wykazano, ze obnizony poziom
wiekszosci aminokwasow (z  wyjatkiem Arg i GIn), ceramidéw, glicerydow
i lizofosfatydylocholin, oraz zwiekszone stezenie heksoz i acylokarnityn to cechy
charakterystyczne metabolomu surowicy pacjentek z rakiem piersi. Ponadto stwierdzono,

ze zestaw metabolitdéw odrdzniajgcych osoby zdrowe od pacjentek z rakiem piersi zawierat
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czasteczki wchodzace w skfad hipotetycznej uniwersalnej sygnatury raka charakterystycznej

dla wielu nowotwordéw litych.



Streszczenie w jezyku angielskim
Every year, over 2 million women around the world develop breast cancer, which

is the cause of death in a third of them. Since the most important cause of the high mortality
rate of this cancer is late diagnosis, screening tests have been introduced in many countries
based primarily on imaging methods that have several weaknesses regarding diagnostic
precision. Therefore, new methods are being sought to enable reliable detection of changes
occurring in the body at the earliest possible stage of cancer development. The source
of potential breast cancer biomarkers are components of body fluids, including a diverse
group of metabolites. The composition and concentration of these small molecules present
in the blood integrate information about all biological processes, thus reflecting the current
state of the body.

The subject of this dissertation was to characterize the metabolic profile of blood serum
in women at increased risk of breast cancer and the signature specific to patients diagnosed
with breast cancer. The analyses used material collected from healthy participants
of the Norwegian population-based study conducted in 1995-1997 in the Tr@gndelag region
(HUNT2 study), some of whom were diagnosed with cancer during the 15-year observation
period, and samples of women with cancer and healthy volunteers from the collection
Center for Translational Research and Molecular Biology of Cancer. The serum metabolite
profile was quantitatively analyzed by mass spectrometry using the commercial Absolute IDQ
p400 HR kit, which allows the detection of over 400 metabolites and isomeric groups of lipids.

As a result of the study, several interesting results were obtained. It was noticed that
the age of donors is an important factor in changing the concentration of metabolites,
therefore research should be conducted on groups with a small age range, ensuring a similar
age structure of the compared groups. It was found that reduced serum lipid and amino acid
concentrations are associated with an increased risk of breast cancer in a group of healthy
women, but the lack of a universal pattern of changes (common to different age groups)
and the low statistical power of the differences do not allow the proposal of a metabolic risk
signature. It has been shown that reduced levels of most amino acids (except Arg and GIn),
ceramides, glycerides, and lysophosphatidylcholines, as well as increased concentrations
of hexoses and acylcarnitines are characteristic features of the serum metabolome of breast

cancer patients. Additionally, it was found that the set of metabolites that distinguished



healthy people from breast cancer patients included molecules that were part

of the hypothetical universal cancer signature characteristic of many solid tumors.
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Spis najczesciej uzywanych skrétow

AA (ang. amino acids) - aminokwasy

AC (ang. acylcarnitines) - acylokarnityny

ACN — acetonitryl

ATP (ang. adenosine triphosphate) - adenozyno-5'-trifosforan

BA (ang. biogenic amines) - aminy biogenne

BC (ang. breast cancer) - rak piersi

CE (ang. cholesterol esters)- estry cholosterolu

Cer (ang. ceramides) - ceramidy

cps (ang. counts per seconds) — zliczenia na sekunde

CV (ang. co-efficient of variation) — wspotczynnik zmiennosci

DG (ang. diglycerides) — diglicerydy

DNA (ang. deoxyribonucleic acid) - kwas deoksyrybonukleinowy

ESI (ang. Electrospray ionisation) - jonizacja przez elektrorozpylanie
FA (ang. formic acid) - kwas mréwkowy

FDA (ang. Food and Drug Administration) — Agencja Zywnosci i Lekéw
GC (ang. gas chromatography) — chromatografia gazowa

HR (ang. high risk) — wysokie ryzyko

LC (ang. liquid chromatography) — chromatografia cieczowa

LOD (ang. limit of detection) - najnizsza stezenie, ktére mozna wiarygodnie wykry¢ za pomoca
danej metody

LPC (ang. lysophosphatidylcholines) — lizofosfatydylocholiny

LR (ang. low risk) — niskie ryzyko

MS (ang. mass spectrometry) — spektrometria mas

NMR (ang. nuclear magnetic resonance spectroscopy) - spektroskopia magnetycznego
rezonansu jadrowego

PC (ang. phosphatidylcholines) - fosfatydylocholiny
PCA (ang. principal component analysis) - analiza gtdwnych sktadowych

QC (ang. quality control) — kontrola jakosci
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RNA (ang. ribonucleic acid) - kwas rybonukleinowy

ROS (ang. reactive oxygen species) — reaktywne formy tlenu

S.D. (ang. standard deviation) - odchylenie standardowe

SM (ang. sphingomyelins) — sfingomieliny

TCA (ang. tricarboxylic acid cycle) - cykl kwasdow trikarboksylowych, cykl kwasu cytrynowego
TG (ang. triglycerides) — triglicerydy

TNBC (ang. triple-negative breast cancer) — potrdjnie ujemny rak piersi

TNM (ang. Tumour, Node, Metastasis) - klasyfikacja stopnia zaawansowania nowotworéw
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1. Wstep

1.1.Rak piersi (rak gruczotu sutkowego)

Rak gruczotu sutkowego, zwany czesciej rakiem piersi (ang. breast cancer; dalej
w skrécie BC), to choroba poczatkowo rozwijajgca sie w obrebie gruczotu sutkowego,
powstajgca w wyniku niekontrolowanych podziatéw komodrkowych budujgcych
go komorek. Rodzaj BC zalezny jest od czesci piersi, w ktérej doszto do zainicjowania
procesu nowotworzenia. W budowie tego gruczotu u kobiet wyrdznia sie trzy giéwne
czesci: produkujgce mleko zraziki, przewody mlekowe oraz otaczajaca je tkanke tgczng

wraz z ttuszczem (patrz Rysunek 1).

/ Zebro
‘ / Miesnie

Zraziki

Brodawka

Przewody mleczne

Tkanka ttuszczowa

Rysunek 1 Schemat anatomiczny piersi u kobiet — widok z boku [zmodyfikowane na podstawie: PNGWing.com, (American
Cancer Society, 2021)].

Rozwdj nowotworu (tzw. kancerogeneza) jest ztozonym i wieloetapowym procesem.

Od ponad 50 lat w biologii dominuje dogmat, ze proces ten inicjowany jest poprzez mutacje
(tj.: zmiane genetyczng) powstatg w obrebie jednej z czterech klas gendw:

a) genach odpowiedzialnych za naprawe DNA, czyli tzw. integralnos$¢ genomu,

b) protoonkogenach majacych udziat w stymulacji wzrostu komoérki,

c) genach supresorowych, ktére biorg udziat w hamowaniu namnazania komoérek,

d) genach regulujacych apoptoze - jeden z rodzajéw Smierci komorek.
Nagromadzenie zmian w DNA powoduje, ze komédrka staje sie niewrazliwa na sygnaty
kontrolujgce jej wzrost is$mieré, atakie nabywa zdolno$é ,ucieczki” przed uktadem

odpornosciowym. Nowo wyksztatcone cechy pozwalajg komodrce progenitorowej
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i jej potomnym na dalszy niekontrolowany, nieprawidtowy i autonomiczny podziat i rozwdj

(Centers for Disease Control and Prevention, 2022) (Domagata, 2007).

1.1.1. Klasyfikacja nowotwordw piersi: typy histologiczne i molekularne

Rak piersi jest heterogenng chorobg zaréwno pod wzgledem klinicznym
jak i molekularnym, stad tez jego klasyfikacja uwzglednia rézne cechy takie jak morfologia,
obecno$é receptoréw czy profil genetyczny. Obserwacja réznych rokowan u chorych naten
sam typ nowotworu i identyfikacja narastajacej postaci réznych wariantéw morfologicznych
raka piersi doprowadzita do dyskusji natemat jego klasyfikacji. Obecnie klasyfikacja
opublikowana przez Swiatowg Organizacjg Zdrowia (WHO) wyrdinia ponad 20 gtéwnych
typoéw BC.

Jednym z najistotniejszych pod wzgledem klinicznym jest podziat typdw raka piersi
uwzgledniajacy zdolnos$¢ do naciekania przez zmiany nowotworowe sgsiednich badz odlegtych
tkanek, rozrézniajgcy grupe rakow przedinwazyjnych (tzw. in situ) i inwazyjnych. Nowotwory
piersi in situ ograniczajg sie do raka zrazikowego (tzw. LCIS- Lobular Carcinoma In Situ)
oraz do czesciej wystepujgcych zmian w obrebie przewoddw mlecznych, tj. raka
przewodowego (tzw. DCIS- Ductal Carcinoma In Situ). W przypadku rakéw
naciekajgcych — czyli rozprzestrzeniajgcych sie do zdrowej tkanki wyrdzniamy podobnie
jak poprzednio zmiany zrazikowe i przewodowe (stanowigce odpowiednio: 5-15% i 70-80%
przypadkdéw), oraz rzadziej wystepujace guzy brodawkowate czy $luzowate.

Wraz z postepem medycyny molekularnej majaca niewatpliwg warto$¢ prognostyczng
klasyfikacja histologiczna stata sie niewystarczajgca. Do podziatu nowotwordw piersi
wprowadzono cztery podtypy molekularne (patrz Tabela 1) oparte na obecnosci receptoréw:
estrogenu (ER), progesteronu (PR) oraz receptora ludzkiego naskérkowego czynnika wzrostu
(HER2). Analiza immunohistochemiczna czynnikdw molekularnych stata sie podstawg wyboru
terapii i znalazta zastosowanie w prognozowaniu odpowiedzi pacjentdéw na leczenie

(Houghton i Hankinson 2021) (Malhotra i inni 2010) (Orrantia-Borunda i inni 2022).
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Tabela 1 Charakterystyka podtypow raka piersi [przettumaczono z (Orrantia-Borunda i inni, 2022)].

| Podtyp Luminalny A Luminalny B HER2 | TNBC
Procent 50 15 20 15
zachorowan
Ekspresja Niektore .
receptora ER Tak Tak przypadki Nie
Ekspresja " . Niektére .
receptora PR Tak Niektdre przypadki orzypadki Nie
Ekspresja . . .
receptora HER2 Nie Nie Tak Nie
L'et—7f, Le.t-7c, m1R155, n71R—93, miR-153,
. miR-10, miR-29a, | miR-18a, miR-135b, . .
Ekspresja . . . miR-150, miR-10b,
. miR-181aq, miR-718, miR-4516, ) .
mi-RNA . . miR-142-3p miR-26a,
miR-223, miR-210, miR146a
miR-652 miR-125b-5p
. Niektére " . . .
Ki67 orzypadki Niektore przypadki Wysoki Wysoki
Mutacje Brak BRCA2 p53 p53i BRCA1
Rokowanie Dobre Posrednie Posrednie/Zte Zte

TNBC- potréjnie ujemny rak piersi (ang. triple-negative breast cancer)

W przypadku nowotworu kazdego typu najczesciej stosowanym i podstawowym
w praktyce klinicznej sposobem klasyfikacji jest system TNM (ang. Tumour, Node, Metastasis)
Amerykanskiego Wspdlnego Komitetu ds. Raka (AJCC). TNM tworzy ujednolicony,
tzw. wspdlny jezyk onkologdéw. Obowigzujgca dsma wersja zostata przyjeta w styczniu 2018,
a jego pierwowzoér zaproponowany przez Pierre'a Denoix datuje sie nalata 40 XX wieku.
Podziat ten bierze pod uwage trzy najwazniejsze cechy:
e T - cechy guza pierwotnego - gtéwnie wielkos¢, rzadziej stosunek do otaczajgcych
struktur,
e N - cechy regionalnych weztéw chtonnych — liczba i/lub lokalizacja zajetych weztéw
chtonnych,
e M —obecnos¢ lub brak przerzutéow odlegtych.
Na podstawie prognozy przezycia uwzgledniajgcej skale TNM ustalany jest stopien klinicznego
zaawansowania choroby (tzw. clinical stage), wahajacy sie w skali od 0 do IV, wykorzystywany
w ocenie rokowania i stanowigcy podstawe do wyboru sposobu leczenia. Najwczesniejsze
stadium raka, w ktérym choroba obejmuje tylko przewody lub zraziki piersi nazywane
jest stadium O (raki nieinwazyjne). W tym przypadku guz jest usuwany na drodze operacji,

a wskaznik przezycia pacjentow wynosi 100%. Stopied zaawansowania wzrasta
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wraz ze zwiekszaniem i rozprzestrzenianiem sie guza, jednoczesnie wigzac sie z pogorszeniem
prognoz. Ponizej umieszczono graficzny schemat obrazujgcy etapy rozwoju raka piersi,

ich klasyfikacje, wraz z 5-letnim wskaznikiem przezycia pacjentéw.

2 s 2 . 4 & 2
Zaawansowanie Stopien 0 Stopien | Stopien Il Stopien Il Stopien IV
Wielko$é guza Bardzo maty <2cm 2-5cm >5cm Dowolna
{w obrebie gruczotu)
Pr'zerzuty do Brak Brak Tak Tak Tak
weztéw chionnych (w 1do 3 weztach) (w powyzej 3 weztach)
PTZ?TZUW do Brak Brak Brak Brak Tak
narzadéw odlegtych (np.: kosci, ptuca)

5-letni 100% 99% 90% ok 70% Ponad 25%
wskazZnik przezycia |

Rysunek 2 Stopnie zaawansowania (ang. staging) raka piersi wraz z przyktadowym 5-letnim wskaZnikiem przezycia
dla Wielkiej Brytanii [zmodyfikowane na podstawie (Haelle, 2022), (Cancer Research UK, 2023) (American College of Surgeons,
2023)]

1.1.2. Czynniki ryzyka
Doktadne przyczyny pojawienia sie nowotworu piersi w dalszym ciggu stanowig
niewiadoma dla biologdw i lekarzy. Rozwdj BC przypisuje sie wielokrotnej ekspozycji na znane
czynniki ryzyka w ciggu catego zycia. W wyniku dtugoletnich obserwacji poznano wiele z nich
i zebrano w liste ztozong z siedmiu grup:

a. demograficzne - w tej grupie znajdziemy dwa z najwazniejszych, czyli pte¢ zenska
i rosngcy wiek, co wiecej BC wystepuje czesciej u biatych kobiet w poréwnaniu do pan
o innym kolorze skéry,

b. zwigzane z rozrodem: wczesna pierwsza miesigczka i pdzna menopauza, mata liczba
potomstwa i pdzny wiek pierwszego porodu lub jego brak, brak lub krotki okres
karmienia piersia,

c. dziedziczne: nosicielstwo mutacji w genach m.in.: BRCA1 i BRCA2, rak piersi
w wywiadzie rodzinnym,

d. hormonalne: stosowanie antykoncepcji, a w okresie po-menopauzalnym hormonalnej

terapii zastepczej, przyjmowanie lekéw stymulujgcych owulacje,
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e. zwigzane z budowag piersi tj.: posiadanie tzw. ,,gestych piersi” (czyli takich, w ktérych
tkanka gruczotowa stanowi wiekszg czes¢ niz ttuszczowa), rozpoznanie tagodnych
chordb rozrostowych piersi w przesztosci,

f. dotyczace stylu zycia: palenie papieroséw, spozywanie alkoholu, nadwaga i otytos¢,
zta dieta, brak aktywnosci fizycznej,

g. inne takie jak narazenie na promieniowanie jonizujgce, szczegdlnie w okolicy klatki
piersiowej.

Narazenie nazdarzenie ze znanej listy czynnikdw zwiekszonego ryzyka stwierdza
sie jedynie u wokoto 20% chorych. Warto wiec mie¢ nauwadze, ze ekspozycja
nie jest rwnowazna z przysztg diagnoza, ajej brak nie daje pewnosci nie zachorowania
na nowotwor piersi. Poznanie ibadanie nowych, mozliwych przyczyn iczynnikdw ryzyka
zwigzanych zrakiem piersi pozwoli na ograniczanie ilosci nowych przypadkéw poprzez
odpowiednig zmiane trybu zycia i prowadzenia akcji edukacyjno-profilaktycznych. Co wiecej
takie dziatania sprzyjajg tez szybszej ilepszej diagnozie, zwiekszajgc procent wyleczonych
pacjentek (Houghton i inni, 2021) (Admoun i inni, 2022) (tukasiewicz i inni, 2021)

(Momenimovahed i inni, 2019) .

1.1.3. Epidemiologia raka piersi

Zgodnie ze statystykami opublikowanymi przez Miedzynarodowg Agencje Badan
nad Rakiem - IARC (Rysunek 3) rak piersi (BC) to obecnie najczesciej diagnozowany
oraz stanowigcy najczestszg przyczyne zgondw z powodu nowotwordéw u kobiet na catym
Swiecie. W 2020 roku BC rozpoznano u co czwartej pacjentki onkologicznej (2 miliony nowych
przypadkdéw) istanowit przyczyne Smierci okoto 685 000 osdb (16% wszystkich zgonow
zwigzanych z nowotworami kobiet). Wysuwane przez epidemiologéw prognozy na najblizsze
20 lat wskazujg na dalszy wzrost obu wskaznikow o nawet 50%, szczegdlnie w krajach o niskim
wskazniku rozwoju spotecznego (HDI - ang. Human Development Index) (Arnold i inni 2022).
Dtugo$é przezycia chorych naBC uwarunkowana jestw duzym stopniu stopniem
zaawansowania w momencie rozpoznania. W przypadku guza wczesnie wykrytego
i zlokalizowanego w miejscu, w ktérym proces nowotworzenia sie rozpoczat (stadium i Il)
5-letni wskaznik przezycia wynosi 90% (National Cancer Institute 2022). Niestety pomimo
coraz czestszego wprowadzania programow profilaktycznych w dalszym ciggu jedynie ok. 64%
przypadkdéw zostaje zdiagnozowanych na tym etapie. W zwigzku z tym poszukuje sie nowych
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markeréw, ktdore beda charakteryzowaé sie wiekszg czutoscia i specyficznoscia, a ponadto
umozliwig diagnoze na jak najwczes$niejszym etapie BC.

Nowe przypadki Zgony

/Rak piersi Rak piersi
2 260 662 (24.8%) /684777 (15.6%)

Pozostate raki . "
3376 603 (37.1%) Pozostate raki

1593914 (36.4%) Rak ptuca

607 236 (13.9%)

“. Rak jelita grubego

864 689 (9.5%) . Rak jelita grubego

419 290 (9.6%)

_ Rak szyjki macicy
( r - 341 646 (7.8%)
Rak watroby —— Rak zotadka

“. Rak ptuca 251466 (5.7%) 265 744 (6.1%)
770 399 (8.5%)

Rak trzustki -
219106 (5%)

Rak zofadka ~
369112 (41%) S}

Rak trzonu macicy .
417 233 (4.6%) ~J

Rak tarczycy —_ ) “Rak szyjki macic:
440 613 (n‘.'awn 603 419 (vs]s%) ¥ W sumie: 4 383 179

W sumie: 9 102 730

Rysunek 3 Statystyki nowotworow wsrod kobiet catego swiata w roku 2020 [zmodyfikowane na podstawie: (Sung i inni,
2021)].

1.1.4. Badania przesiewowe i wczesna detekcja
Jak juz wczesdniej wspomniano efektywnos¢ leczenia oraz szanse na przezycie zalezg
od zaawansowania choroby w momencie rozpoznania raka piersi, w zwigzku z czym wdrazane
sg programy majace na celu wczesne wykrycie tego nowotworu.
Swiatowa Organizacja Zdrowia (WHO) zatwierdzita dwie powigzane ze sobg strategie:
e wczesng diagnostyke - czyli rozpoznanie objawowego raka we wczesnym stadium,
e badania przesiewowe — skierowane do kobiet pozornie zdrowych, bez objawow
klinicznych raka piersi.
Obecnie w badaniach przesiewowych stosuje sie trzy metody/procedury: mammografie,
kliniczne badanie piersi (ang. clinical breast exam - CBE) oraz samobadanie piersi (ang. breast
self-examination - BSE).
Programy badan przesiewowych oparte o mammografie stanowig tzw. ztoty standard
w krajach rozwinietych, co spowodowato niewatpliwy spadek $miertelnosci wywotany BC.
Metoda ta jest prosta icharakteryzuje sie czutoscig na poziomie 75-85% oraz swoistoscig
0k.90%. Pomimo wysokich wartosci wskaznikdw, mammografia jest technikg obrazowa, ktorej
wyniki odczytywane sg w subiektywny, zalezny od doswiadczenia radiologa sposdb. Ponadto,
aby guz byt widoczny na obrazie musi posiada¢ odpowiednig wielkos¢ (ok. 15 mm), co oznacza,

ze mate, rozlane guzy nie zostang wykryte. Wraz ze wzrostem gestosci piersi czutosé
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mammografii spada do 46-55%, a liczba wynikéw fatszywie dodatnich wzrasta.
Mammograficzne badania przesiewowe wymagajq stosowania aparatow o wysokiej jakosci,
tak aby uzyska¢ jak najdoktadniejszy wynik przy jak najmniejszym narazeniu kobiety
na promieniowanie. W ostatnich latach toczy sie dyskusja na temat stosunku korzysci
do szkdd stosowania mammografii jako metody wczesnej detekcji BC. Szczegdlna uwaga
poswiecana jest grupie wiekowej kobiet ponizej 50 roku zycia, w obrebie ktérej wykrywana
jest najwieksza ilo$¢é nowych przypadkéw raka piersi w krajach o niskich i srednich dochodach
(LMC- ang. low and middle income countries). Korzystny wptyw przesiewowego klinicznego
badania piersi (CBE) na smiertelno$¢ z powodu raka piersi nie zostat nadal w petni ustalony,
aczkolwiek m.in. w Indiach i Egipcie prowadzi sie w tym celu miedzynarodowe badania
kliniczne (Coleman, 2017) (Ginsburg i inni, 2020) (Corbex i inni, 2012) (Levenson, 2007)
(Albeshan i inni, 2020). CBE jest metodg, ktdra mozina stosowac¢ w przypadku kobiet
nieobjetych programami przesiewowymi ze wzgledu na wiek (tj. kobiet w wieku 30-39 lat),
a ktére stanowig duzg czes¢ populacji w tych krajach. Na podstawie wczesniejszych badan
wykazano, ze czutosc¢ dla tej techniki jako narzedzia do wczesnej detekcji waha sie miedzy 40%
a 69%.

Dzisiejsze metody stosowane w badaniach przesiewowych posiadajg liczne wady,
a ich mozliwos¢ zastosowania jest zalezna od wielu czynnikdow. Wczesne wykrywanie BC
wymaga procedury mato inwazyjnej, niezaleznej od przeprowadzajgcego badanie,
ktdra bedzie w stanie wykryé nowotwér niezaleznie od jego objetosci, a ponadto wykluczy
zmiany nienowotworowe w tym samym narzadzie i pozostatych tkankach. Istnieje wiec realna
potrzeba opracowania testu prostego, taniego, wykonywanego w oparciu o fatwo dostepny
materiat np.: krew, sprawdzajgcego kombinacje elementédw tworzgcych specyficzny wzér —
sygnature, ktéry wskazuje na obecnos¢ choroby bez wzgledu na jej zawansowanie czy wiek

i budowe piersi pacjentki (Levenson, 2007).

1.1.5. Markery molekularne
Detekcja nowotworu opiera sie na pomiarach/obserwacjach cech okreslanych mianem
biomarkeréw, ktorych stan i/lub ilo$¢ jestzwigzana z ryzykiem, wystgpieniem
lub zaawansowaniem choroby. Markery nowotworowe stanowig rozlegtg i zréznicowang
grupe czasteczek: kwasdw nukleinowych, biatek, metabolitow, atakze catych komdrek

nowotworowych krgzgcych we krwi (CTCs). Biomarkery mogg by¢ wydzielane zaréwno przez
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komérki nowotworowe jakiprzez komérki prawidtowe w wyniku reakcji organizmu
na rozwoj guza (Mishra i inni, 2010) (Levenson, 2007) (Walaszczyk i inni, 2019).
Na podstawie odpowiednich biomarkeréw mozna dokonaé oceny ryzyka, zdiagnozowaé
chorobe w na wczesnym etapie, dopasowac leczenie, a takze monitorowac nawrét choroby.

Dotychczas najlepiej poznane markery raka piersi (m.in. status ER, PR, HER2 czy Ki67),
stosowane sg w diagnostyce, umozliwiajgc prognozowanie i dobdér odpowiedniego leczenia.
W badaniach przesiewowych istotne jest, aby marker mégt by¢ oznaczany w materiale tatwo
dostepnym, w tani i powtarzalny sposdb - w tym przypadku alternatywe stanowig czgsteczki
obecne we krwi. Niestety do tej pory nie opracowano biomarkeréw raka piersi, ktére mozna
by stosowaé w przesiewowych badaniach populacyjnych. Znane od dawna mutacje gendow
BRCA1 i BRCA2 stuzg do genetycznych badan przesiewowych kobiet z obecnoscig raka piersi
badz jajnika w historii rodzinnej. Ponadto uwaza sie, ze mutacje w obu tych genach
odpowiadajg tylko za okoto 15-25% przypadkéw dziedzicznych nowotwordw. Inne, klasyczne
markery obecne we krwi: mucyny (np.: antygen nowotworowy 15-3 (CA 15-3)), czy antygen
karcynoembrionalny (CEA) sg wskaznikami progresji choroby nowotworowej i stuzg
do monitorowania odpowiedzi na leczenie oraz wykrywania mozliwej wznowy.

Rozwdj technologii i wprowadzenie do laboratoriéw metod takich jak sekwencjonowanie
nowej generacji, hybrydyzacja in situ, RT-qPCR czy spektrometria mas pozwalajg na dalsze
poszukiwanie czgsteczek specyficznych dla ryzyka iwczesnych/ bezobjawowych etapéw
nowotworu piersi. W literaturze mozna znalezé doniesienia o potencjalnej wartosci
biomarkerowej mikroRNA (np.: miR-10b, miR-125b, miR145), zmian w metylacji DNA, wolno
krgzagcego DNA, pecherzykéw zewnagtrz komérkowych czy krgzgcych  komdrek
nowotworowych. Ponadto coraz wiekszg uwage poswieca sie badaniu catych paneli
zmian/molekut w celu znalezienia sygnatur charakterystycznych dla konkretnego stanu
organizmu. Niemniej jednak obecne we krwi, potencjalne biomarkery, mogace znalez¢
zastosowanie w badaniach przesiewowych BC nadal znajdujg sie we wczesnych,
przedklinicznych fazach rozwoju (Loke i inni, 2017) (Duffy i inni, 2015) (Bernacka i inni, 2022)
(Levenson, 2007).
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1.2.Metabolity jako markery raka piersi

W 1998 roku za sprawg Stevena Olivera w literaturze naukowej po raz pierwszy pojawit
sie termin metabolom, ktéry dzi$ rozumiany jest jako zbiér wszystkich metabolitéw w badanej
préobce. Metabolity to ztozona grupa zwigzkéw o masie molekularnej nieprzekraczajacej
1500 Da, obejmujaca substraty i/lub produkty posrednie reakcji anabolicznych
i katabolicznych. Czasteczki te sg zréinicowane zaréwno pod wzgledem przynaleznosci
do klasy chemicznej (patrz Tabela 2), wtasciwosci fizyko-chemicznych (np.: polarnosci),
zakresu stezen w jakim wystepujg w organizmie (Ren i inni 2018) (Dettmer, Aronov i Hammock
2006) (Subramaniiinni 2022) (Gomase i inni 2008). Ponadto w ich podziale mozna uwzglednic
pochodzenie. Zwigzki naturalnie syntezowane wewnatrz organizmu na wskutek aktywnosci
enzymatycznej zalicza sie do klasy metabolitdow endogennych. Z kolei wszystkie substancje,
ktore dostarczane sg do organizmu w formie pozywienia, lekéw, toksyn czy zanieczyszczen

tworzg grupe metabolitow egzogennych (Au, 2018).

Tabela 2 Grupy metabolitow endogennych wystepujgcych we krwi cztowieka. Tabela na podstawie: (Quehenberger i inni,
2010) (Wang i inni, 2019).
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1.2.1. Metabolizm komérki nowotworowej — cechy charakterystyczne
Ciggly podziat i wzrost komdrek nowotworowych wigze sie ze zwiekszeniem
zapotrzebowania na energie oraz substancje odzywcze i budulcowe. Nic wiec dziwnego,
ze metabolizm komérkowy ulega przeprogramowaniu, tak aby nawet w ubogim srodowisku

zapewnic nieustanny rozwdj komorki nowotworowe;.

1.2.1.1. Regulacja metabolizmu nowotworéw przez onkogenne szlaki
sygnatowe

Mutacje w obrebie onkogendw igendw supresorowych nowotwordw umozliwiajg
progresje nowotworu poprzez:

e bezposrednilub posredni wptyw na ekspresje i aktywnos$¢ enzymow,
e zwiekszenie wychwytu sktadnikéw odzywczych,
e aktywacje metabolizmu anabolicznego.

Najczesciej ulegajacymi zmianie onkogenami w ludzkich nowotworach (w ok. 30%
nowotwordw) sg geny z rodziny RAS (HRAS, KRAS i NRAS). Kodowane przez nie biatka petnig
role molekularnych przetgcznikéw aktywowanych poprzez czynniki wzrostu (np. EGF)
kontrolujgce wzrost i podziat komodrek. Zmiany w sekwencjach genéw RAS powodujg
ich trwatg aktywacje, prowadzac do niekontrolowanego wzrostu i rozwoju nowotworu
(Uprety i inni, 2020). Ponadto w komdrkach nowotworowych utrzymywany jest wysoki
poziom indukcji sciezki PI3K-AKT-mTOR, osiggany przy minimalnej zaleznosci od zewnetrznej
stymulacji czynnikami wzrostu. W rezultacie dochodzi do wzmozonego wychwytu glukozy,
a nastepnie jej metabolizmu na drodze glikolizy. Co wiecej, aktywacja PI3K-AKT-mTOR wspiera
biosynteze nukleotyddw i lipidédw, stanowigcych niezbedne czgsteczki w nieskoriczonych
podziatach komodrkowych. Innym przyktadem hiperaktywowanych genéw jest MYC.
Biatko MYC odgrywa wazng role w progres;ji cyklu komdrkowego. Stanowi rowniez wspdlny
punkt licznych szlakow sygnatowych (RAS, mTOR czy Wnt/B-katenina), przez co jest zwigzane
z metabolizmem glukozy, glutaminy oraz kwaséw ttuszczowych. Ponadto, poprzez regulacje
ekspresji enzyméw LDH i MCT1 wspomaga regeneracje NAD+, umozliwiajgcego utrzymanie
niezwykle waznej dla nowotwordéw zdolnosci glikolitycznej.

Gen kodujacy biatko p53 jest najczesciej zmutowanym supresorem we wszystkich ludzkich

nowotworach. Czynnik transkrypcyjny p53 ulega aktywacji w odpowiedzi na uszkodzenie DNA
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badz brak sktadnikow odzywczych decydujgc o skierowaniu komdrki na droge Smierci
apoptotycznej badZ naprawy i adaptacji. Z punktu widzenia zmian metabolicznych, utrata
funkcji p53 powoduje przekierowanie metabolizmu komérkowego w strone proceséw
anabolicznych iindukcji glikolizy (Chae i inni, 2022) (DeBerardinis i inni, 2016) (Park i inni,
2020) (Martinez- Reyes iinni, 2021) ( Brunner i inni, 2021).

Tempo proliferacji komoérek nowotworowych w wiekszosci przypadkéw przekracza
szybkos¢ powstawania nowych naczyd krwionosnych, w zwigzku zczym guz rozwija
sie w srodowisku o niskiej zawartosci tlenu (tzw. hipoksja - zawartos¢ Oz rzedu 0-2%). Niski
poziom tlenu powoduje aktywacje szlaku sygnatowego regulowanego przez czynnik
transkrypcyjny HIF-1 (ang. hypoxia-inducible factor-1) uruchamiajac odpowiedzi adaptacyjne
komorki do niedotlenienia i beztlenowej syntezy ATP. Jedng z konsekwencji jest zwiekszony
transport glukozy i faworyzowanie jej metabolizmu na drodze glikolizy, przy jednoczesnym
ttumieniu szlaku fosforylacji oksydacyjnej. Co wiecej, poprzez indukcje ekspresji czynnikow
wzrostu, HIF-1 nasila tworzenie nowych naczyi krwionosnych i erytropoezy, dzieki czemu

zwieksza doptyw tlenu i sktadnikdw odzywczych (Zhangiinni, 2018) (Lee i inni, 2019)

1.2.1.2. Metabolizm glukozy

Pobieranie duzej ilosci sktadnikdw odzywczych, takich jak glukoza czy glutamina
i pézniejszy ich metabolizm wspiera podstawowe procesy komdrkowe. Poprzez dostarczanie
energii i prekursoréw biosyntezy procesy te zapewniajg sktadniki niezbedne do dalszej
proliferacji i przezycia komodrek.

Kluczowym sposobem dostarczania wegla w komérkach nowotworowych jest zwiekszony
wychwyt glukozy i hiperaktywacja jej metabolizmu na drodze glikolizy (nawet w obecnosci
wystarczajacej ilosci tlenu i w petni funkcjonujacych mitochondriéw), tzw. efekt Warburga.
W procesie glikolizy jedna czasteczka glukozy jest metabolizowana do dwéch czgsteczek
pirogronianu, z jednoczesng produkcjg dwdch czasteczek ATP i dwéch zredukowanych
czasteczek NADH. W komodrkach prawidtowych pirogronian w obecnosci tlenu, na drodze
fosforylacji oksydacyjnej (OXPHOS) ulega utlenieniu do CO; i H20, z réwnoczesnym
wytwarzaniem ok. 36 czgsteczek ATP. Jednakie komérki nowotworowe faworyzuja
przeksztatcanie wiekszosci pirogronianu w mleczan nawet w warunkach tlenowych. Wybor
mniej wydajnej, lecz znacznie szybszej glikolizy, umozliwia komdrkom szybszg i wiekszg
produkcje ATP w poréwnaniu z utlenianiem poprzez OXPHOS. Oprécz generowania nosnikow

23



energii, zwiekszony udziat glikolizy w metabolizmie glukozy zapewnia komérce dostep
do prekursoréw i zwigzkédw niezbednych do biosyntezy makroczasteczek (aminokwaséw,
nukleotydow, lipidow). Obecna w cytoplazmie glukoza stanowi nie tylko substrat w reakcji
glikolizy. Posiada réwniez kluczowe znaczenie w szlaku pentozofosforanowym (PPP), szlaku
syntezy heksozaminy (HBP) oraz szlaku biosyntezy seryny.

W szlaku metabolicznym PPP (réwnolegtym do glikolizy) substratem jest glukozo-6-
fosforan (G6P), pochodna glukozy bardzo powszechna w komérkach. W fazie oksydacyjnej
PPP, G6P przeksztatcany jest do rybulozo-5-fosforanu (Ru5P) z wytworzeniem NADPH.
W kolejnym etapie - w fazie nieoksydacyjnej, Ru5B ulega izomeryzacji, w skutek ktorej
powstaje rybozo-5-fosforan (R5P). Szlak PPP stanowi gtéwne zrédto NADPH w komérce
przez co odgrywa gtdéwng role w utrzymaniu homeostazy redoks i stanowi ochrone komérki
przed stresem oksydacyjnym. Ponadto R5P bedacy koncowym produktem S$ciezki
jest niezbedny do syntezy kwaséw nukleinowych (Chae i Hong 2022) (Finley 2023) (Lin i inni
2020).

Szlak HBP, ktéry prowadzi do syntezy cukru nukleotydowego UDP-GIcNAc (difosforan
urydyny N-acetyloglukozaminowy), réwniez wykorzystuje G6P jako substrat. UDP-GIcNAc
wykorzystywany jest do O-GlcNAcylacji grup hydroksylowych reszt seryny i/lub treoniny - czyli
jednej z modyfikacji potranslacyjnej biatek biorgcych udziat w reakcji na stres oraz wykrywaniu
i integracji informacji o dostepnosci sktadnikow odzywczych. Wykazano, ze zwiekszona
aktywacja HBP oraz wzrost O-GlcNAcylacji sg zwigzane z wieloma rodzajami nowotworéw,
w tym m.in. z rakiem piersi (Gu i inni 2010) (Chae i Hong 2022).

Szlak biosyntezy seryny wykorzystuje jako substrat 3-fosfoglicerynian (3-PG), metabolit
posredni glikolizy. 3-PG to czasteczka, ktéra w wyniku licznych reakcji enzymatycznych
(m.in. z udziatem dehydrogenazy fosfoglicerynianowej, PHGDH) metabolizowana jest do
seryny i glicyny. W komdrkach nowotworowych (szczegdlnie raka piersi) gen odpowiedzialny
produkcje PHGDH (enzymu ograniczajgcego szybkos¢ pierwszego etapu szlaku) ulega
amplifikacji, a jego ekspresja jest podwyzszona. Zaréwno seryna jak i glicyna petnig role
prekursoréw w innych sciezkach metabolicznych np.: metabolizmie metioniny czy kwasu
foliowego, ktdre poprzez dostarczanie jednostki 1C (grup metylowych) sg kluczowe w syntezie
nukleotyddow, aminokwaséw, poliamin czy fosfolipidéw. Ponadto ketoglutaran (a-KG), bedacy

produktem ubocznym procesu, stanowi poétprodukt cyklu kwaséw trikarboksylowych (TCA)
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odpowiedzialnego za produkcje ATP (Park, Pyun i Park 2020) (Chae i Hong 2022) (Possemato
i inni 2011) (Pavlova i Thompson 2016) (Lin i inni 2020).

1.2.1.3. Metabolizm glutaminy

Inng unikalng cechg metabolicznego przeprogramowania w komoérce nowotworowej
jest wysokie uzaleznienie od glutaminy. Proliferujgce komorki nowotworowe intensywnie
wychwytujg glutamine i metabolizujg ja na drodze glutaminolizy. Katabolizm glutaminy
poprzez deaminacje do glutaminianu, a nastepnie jego wykorzystaniu jako substrat
dla transaminaz i wtgczeniu do szlaku biosyntezy wytwarzania NEAA (ang. non-essential amino
acid solution, np. asparaginianu i alaniny) powoduje, ze stanowi ona zrédio azotu
w biosyntezie aminokwaséw i nukleotydow. Z kolei przeksztatcenie glutaminianu
przez dehydrogenaze glutaminianowg w a-KG i wtgczanie w cykl TCA sprawia, ze glutamina
stuzy jako donor wegla w syntezie kwaséw ttuszczowych, jednoczesnie kompensujac mniejszy
udziat glukozy w cyklu. Ponadto czes¢ pozostatego w cytoplazmie glutaminianu moze zostaé
wykorzystana w syntezie glutationu, co wspiera produkcje przeciwutleniaczy i wspomaga
przezycie komérek w warunkach stresu oksydacyjnego (Park, Pyun i Park 2020) (Yang, Venneti

i Nagrath 2017) (Li i inni 2016) (De Vitto, Pérez-Valencia i Radosevich 2015) (Wang i inni 2020)

1.2.1.4. Metabolizm lipidéw

Szybkie tempo proliferacji wigze sie ze wzmozong syntezg btony komodrkowe;j.
Jej gtéwnym sktadnikiem budulcowym sg lipidy, czyli szeroka grupa zwigzkdw organicznych,
ktorych podstawowym cztonem sg kwasy ttuszczowe (FA, ang. fatty acids). W przeciwienstwie
do komodrek prawidtowych, u ktérych FA uzyskiwane sg poprzez wychwyt egzogenny,
w komodrkach nowotworowych 95% kwasow ttuszczowych jest syntezowanych de novo
(nawet w obecnosci egzogennych z7rddet). Substratem w reakcji syntezy FA
jest cytoplazmatyczny acetylo-CoA, uzyskiwany z cytrynianu lub octanu. Acetylo-CoA
w kolejnym etapach ulega karboksylacji i kondensacji do 16-weglowego palmitynianianu
(nasycony kwas ttuszczowy). tancuch ttuszczowy tego zwigzku moze by¢ wydtuzany
i/lub desaturowany w celu syntezy FA o réznej dtugosci i stopniu nasycenia. W dalszej
kolejnosci, podczas estryfikacji wolnych FA powstajag hydrofobowe ogony fosfo-

i sfingolipidéw, ktdre stanowig wraz z cholesterolem elementy bfon biologicznych.
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Wolne kwasy ttuszczowe petnig nie tylko role sktadnikow budulcowych. Nadmiar FA
przeksztatcany jest w trdjglicerydy (TG) i estry cholesterolu (CE), ktére w komorce
magazynowane sg w formie lipidowych kropel (LD- ang. lipid droplets) stanowigcych zapas
energii. W okresach braku dostepu do substancji odzywczych, kwasy ttuszczowe z LD utleniane
sg na drodze B-oksydacji (FAO- ang. fatty acid oxydation), prowadzac do wytworzenia energii
w postaci ATP. Co wiecej lipidy takie jak diacyglicerol, kwas fosfatydowy czy arachidonowy
stanowig wtdrne, bioaktywne przekazniki wptywajgce na aktywacje RAS, PI3K i innych sciezek
sygnalizacyjnych odpowiedzialnych za promowanie kancerogenezy (Chae i Hong 2022) (Park,

Pyun i Park 2020) (Tang i inni 2020) (Chen i Huang 2019) (Bian i inni 2020).

1.2.1.5. Metabolizm REDOX

Zmienione S$ciezki metaboliczne wspierajgce proliferacje i przezycie komérek
nowotworowych wigzg sie z licznymi reakcjami redukcji i utleniania, a co za tym idzie
generowania reaktywnych form tlenu (ROS) i stresem oksydacyjnym. ROS, czyli rodniki
zawierajgce tlen, posiadajg niesparowane elektrony walencyjne lub niestabilne wigzanie,
ktdrych obecno$¢ powoduje, ze czasteczki te sg wysoce reaktywne. Dobrze znanymi
przyktadami ROS s3: ponadtlenek (02-), rodnik hydroksylowy (HOe) oraz nadtlenek wodoru
(H202). ROS sg generowane przez mitochondria jako produkt uboczny aktywnosci faricucha
transportu elektronéw, a takze przez oksydazy NADPH (NOX) jako zamierzony produkt reakcji
enzymatycznej.

Zwiekszone tempo produkcji ROS w komdrkach nowotworowych wynika zaréwno
ze zmian onkogennych jak i wptywu mikrosrodowiska guza. Ze wzgledu na szybki,
niekontrolowany podziat i wzrost komérek, w obrebie guza powstaje niezorganizowana masa
komorek, a proces tworzenia nowych naczyn krwionosnych jest utrudniony. Niedostateczne
ukrwienie powoduje niedotlenienie i aktywacje czynnika HIF-1 indukujgcego ekspresje NOX4
(jednej z oksydaz NADPH). Zwiekszona ilo$¢ ROS w wyniku wyzszego poziomu NOX stymuluje
szlak sygnatowy PI3K/AKT oraz MAPK/ERK wspierajgc jeszcze szybszg proliferacje komérek.

Poprzez udziat w modyfikacji oksydacyjnej biatek (m.in.: kinaz czy fosfataz) ROS o niskim
poziomie petnig funkcje czasteczek sygnatowych, promujacych przezycie, podziat i adaptacje
komodrek do stresu metabolicznego. Jednakze ich utleniajgca natura i ich nagromadzenie

powoduje, ze sg szkodliwe dla komérki. Duzy poziom reaktywnych form tlenu wywotuje
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peroksydacje lipidow, utlenianie biatek, nieodwracalne uszkodzenie mitochondriow
i niewystarczajgce wytwarzanie ATP, a ostatecznie doprowadza do Smierci komoérek.

W zwigzku z tym komdérki nowotworowe muszg zréwnowazyé wewngtrzkomorkowy
poziom ROS, zwiekszajgc swoje zdolnosci przeciwutleniajgce. Aby utrzymaé homeostaze redox
w komodrkach nowotworowych poziomy enzyméw przeciwutleniajgcych oraz procesy
metaboliczne, w ktdérych produkowany jest NADPH np.: PPP (wymagany w licznych
mechanizmach obronnych) ulegajg zwiekszeniu (De Santis i inni 2018) (Park, Pyun i Park 2020)
(Chae i Hong 2022) (Zhao i inni 2019) (DeBerardinis i Chandel 2016) (Brunner i Finley,
SnapShot: Cancer metabolism 2021). Cato$¢ zmian powyzej opisanych przedstawiono
w formie schematu na Rysunku 4.

Aby przetrwa¢, komérki nowotworowe przystosowaty wiele mechanizmow, ktére czesto
wystepuja jednoczesnie i nie wykluczajg sie wzajemnie. Pomimo licznie prowadzonych badan,
przeprogramowanie metaboliczne komodrek nowotworowych nadal pozostaje dalekie
od petnego scharakteryzowania. Dalsze préby lepszego poznania i zrozumienia zmian
metabolicznych i stojgcych za nimi zmian molekularnych zwigzanych z kancerogeneza
stanowig kluczowe znaczenie w poszukiwaniu nowych sposobéw szybkiej diagnostyki

i profilaktyki nowotworéw (Danzi i inni 2023).
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Rysunek 4 Szlaki sygnatowe biorgce udziat w regulacji metabolizmu nowotworu. ROS- reaktywne formy tlenu; PPP-szlak
pentozofosforanowy; G6P- glukozo-6-fosforan; 3-PG-3-fosfoglicerynian; ATP- adenozyno-5’-trifosforan;, mTORC1-kompleks
mTOR 1; a-KG, a-ketoglutaran; RTK-receptorowa kinaza tyrozynowa. [zmodyfikowane na podstawie: (DeBerardinis i inni,
2016)].
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1.2.2. Metabolomika jako cze$¢ biologii systemoéw

Zgodnie z centralnym dogmatem biologii molekularnej (Rysunek 5) zawarta w DNA
informacja na temat organizmu (genom) w procesie transkrypcji przepisana zostaje na RNA
(transkryptom). Kodujgce sekwencje peptydowe RNA w trakcie translacji zostajg
przettumaczone na kolejno$¢ aminokwaséw w biatkach, ktérych aktywno$é prowadzi
do powstania licznych metabolitéw. Wiedza o metabolomie - koncowym efekcie powyzszej
kaskady, integruje informacje o wszystkich procesach biologicznych, jednoczesnie
zapewniajgc dynamiczny portret aktualnego stanu i fenotypu organizmu.

Analizg iloSciowq i jakosciowg metabolitéw w prébkach biologicznych (tkankach, ptynach
ustrojowych itp.) iich zmiang w odpowiedzi na bodzZce fizjologiczne i patofizjologiczne
zajmuje sie metabolomika. Poprzez badanie interakcji szerokiej gamy czgsteczek i tworzonych
przez nich sieci, nauka ta idealnie wpisuje sie w zatozenia biologii systeméw. Metabolomika
uzupetnia ,starsze” -omiki, umozliwiajgc badanie zmian i wfasciwosci, ktérych nie mozna
bezposrednio oceni¢ za pomocg genomiki czy proteomiki. Analiza profili metabolicznych
i zrozumieniu ich funkcji w systemach biologicznych pogtebia wiedze natemat ztozonych
procesow, predyspozycji i mechanizmdéw chordb czy rozwoju medycyny spersonalizowanej.
Ogrom danych otrzymywany w rezultacie tego rodzaju analiz pozwala natworzenie
repozytoriow iprzybliza nas do opracowania modeli matematycznych coraz bardziej
ztozonych sieci.

Metabolomika poprzez jednoczesng analize zestawu metabolitow tworzgcych sieé
w sposob holistyczny umozliwia zrozumienie mechanizméw biologicznych. Badajgc zbiér
produktéw koncowych ekspresji gendw stanowi zrédto najbardziej funkcjonalnych informacji
o organizmie, a wrazliwos¢ metabolomu na szeroki zakres czynnikdw czyni jg naukg majaca
zastosowanie w wielu obszarach nauk medycznych (Nicholson i inni, 2008) (Kosmides i inni,
2014) (McCartney i inni, 2018) (Beger, 2013) (Aradjo i inni, 2021) (Gomase i inni, 2008)
(Schmidt i inni, 2021).
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Rysunek 5 Schemat przedstawiajgcy centralny dogmat biologii molekularnej z uwzglednieniem omik badajgcych poszczegdlny
rodzaj czgsteczek. [zmodyfikowane na podstawie: (Aradjo i inni, 2021)]

1.2.3. Wysokoprzepustowe metody analizy metabolitéw

Zrdznicowanie chemiczne metabolitéw powoduje brak jednej, uniwersalnej metody
ich analizy. W celu poznania metabolomu réwnolegle stosuje sie kilka uzupetniajgcych
sie technik, a dwie gtdwne z nich to spektroskopia magnetycznego rezonansu jadrowego
(NMR, ang.nuclear magnetic resonance) orazspektrometria mas (MS, ang. mass
spectrometry). W zaleznosci od rodzaju badanych zwigzkéw MS moze by¢ stosowany jako
samodzielna technika, badZ tez w pofaczeniu z chromatografig lub elektroforezg kapilarng,
ktdre umozliwiajg rozdziat skomplikowanej mieszaniny na prostsze sktadowe (Castelli i inni,
2021).

Mowigc o metodach analizy nalezy réwniez wspomnieé ordéznych podejsciach

badawczych stosowanych w metabolomice. Wyrdznia sie dwa typy analiz:

e niecelowang, czyli tzw. metaboliczny odcisk palca, ktérej zadaniem jest wykrycie
jak najwiekszej ilosci zwigzkdw w probce, a stezenia poszczegdlnych metabolitow
podawane sg w ujeciu péfilosciowym. Podejscie to pozwala na wstepng selekcje
potencjalnych czasteczek wskazujgcych na zmiane zachodzgcg w organizmie,

e celowang, inaczej nazywang profilowaniem metabolicznym, obejmujgcg badanie
konkretnych zwigzkdw, nalezgcych do tej samej klasy chemicznej np.: aminokwasy
lub biorgcych udziat w jednym szlaku biochemicznym np. cykl Krebsa. Podejscie
to pozwala na okreslenie zmian ilosciowych badZ zaleznosci miedzy poziomami
metabolitdw zwigzanych z dziataniem czynnikow zewnetrznych Iub zmianami
patologicznymi. Znajduje zastosowanie m.in. w walidacji biomarkeréw znalezionych
w podczas analiz niecelowanych (Castelli i inni, 2021) (Metabolomika — wspotczesny

trend badawczy w medycynie i farmacji, 2018) .
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1.2.3.1. Spektroskopia magnetycznego rezonansu jagdrowego
Podstawg metody NMR jest wykorzystanie naturalnych wtasciwos$ci magnetycznych jader
atomowych. w polu magnetycznym oddziatywanie spindw magnetycznych jgder réznych
atomoéw prowadzi do generowania sygnatéw. w rezultacie otrzymuje sie charakterystyczne
profile absorpcji rezonansowej metabolitow — widma NMR, przedstawiajgce intensywno$é

sygnatéw w funkcji natezenia pola magnetycznego (Dona i inni, 2016) .

Analize NMR mozna wykonaé¢ dla dowolnego jadra aktywnego spinowo (najczesciej
uzywane s3 H i3C). Superpozycja widm wszystkich wykrywalnych metabolitéw sprawia,
ze metoda obejmuje szeroki zakres zwigzkéw w pomiarze, jest nieselektywna i dostarcza
wielu informacji na temat struktury chemicznej zwigzkdw i otoczenia. Ponadto niewatpliwymi
zaletami s3: wysoka powtarzalnos¢, wydajnosc i przepustowosé oraz minimalne wymagania
dotyczace przygotowania prébek, a w zwigzku z tym nieniszczacy charakter metody. Profile
uzyskane przy uzyciu NMR sg wysoce wiarygodne, praktycznie niezalezne od aparatu
pomiarowego, czy operatora. Co wazne technika umozliwia przetozenie odkry¢ in vitro
do zastosowan klinicznych. Pomimo wielu zalet tej techniki, ztozony sktad ptynow
biologicznych stanowi w dalszym ciggu wyzwanie dla analizy widm NMR. Widma 1H-NMR
sg wrazliwe na obecnos$é jondw, zmiany pH, a takze temperatury. Spektroskopia NMR obecnie
oferuje ograniczong rozdzielczos¢ istosunkowo niskg czuto$é¢. Co wiecej koszty zakupu
i utrzymania sprzetu sg wysokie (Cheung i inni, 2019) (Kosmides i inni, 2014) (Serkova i inni,

2009) (Gowda i inni, 2015) (Mielko i inni, 2021).

1.2.3.2. Spektrometria mas

Spektrometria mas (MS) umozliwia poznanie masy natadowanych czgsteczek obecnych
w prébce, na podstawie stosunku masy do tadunku elektrycznego poszczegdlnych jondéw -
tzw. stosunek m/z. Metoda sktada sie z trzech gtéwnych etapdéw: 1) przeksztatcenia analitéw
w jony w fazie gazowej (np. poprzez elektrorozpylanie — ESI czy jonizacje elektronami - El),
2) rozdziatu jondw zgodnie ze stosunkiem m/z w analizatorze (np. typu Orbitrap lub czasu
przelotu - ToF), 3) generowania sygnatu elektrycznego proporcjonalnego do liczby jondw
rejestrowanych przez detektor. W zaleznosci od przedmiotu badania, przed analizg

spektrometryczng préobki wymagajg przygotowania m.in. poprzez wykonanie ekstrakcji badz
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derywatyzacji. Procedury te nie sg obojetne dla prébki i z powodu utraty czesci metabolitow
lub wprowadzenie nieodwracalnych zmian doich struktury, wykluczajgcych wykorzystanie

probki do innych analiz.

Ptyny ustrojowe takie jak krew czy mocz, stanowigce typowy przedmiot analiz
w badaniach  biomedycznych, to mieszaniny zfozone. Dlatego bezposrednio
przed wprowadzeniem prébki do zrédta spektrometru dodaje sie etap rozdzielania
(frakcjonowania) analitow. Jak wczesniej wspomniano w tym celu stosowane sg gtdwnie
metody chromatograficzne, ktérych dobdr zalezy od wifasciwosci zwigzkéw takich
jak hydrofobowos¢, wielkos¢ ipolarnosé. We wszystkich typach chromatografii
wykorzystywana jest zdolnos¢ do réinego podziatu mieszaniny miedzy faze ruchoma
i stacjonarng uktadu. W przypadku badan metabolomicznych faza stacjonarna wystepuje
zazwyczaj w formie upakowanej kolumny ze ztozem, afaza mobilna zalezy od wybranego

rodzaju metody.

W separacji metabolitdw dominujaca stata sie chromatografia cieczowa (LC ang. liquid
chromatography) — tzn. rodzaj, w ktérym faze ruchomg stanowi ciecz. Dzieki mozliwosci
zastosowania szerokiej gamy kolumn oraz eluentdw metoda umozliwia rozdziat zwigzkdéw
nalezgcych do wielu klas chemicznych, charakteryzujgcych sie zaréwno wysoka jak i niskg
polarnoscia. Wyboru obu faz dokonuje sie na podstawie czgsteczek stanowigcych obiekt
badania. W przypadku stosowania kolumn polarnych irozpuszczalnika o wyzszej polarnosci
niz jej wypetnienie moéwi sie otzw. chromatografii cieczowej w normalnej fazie (NPLC).
Natomiast gdy faza stacjonarna jest niepolarna, a eluent charakteryzuje sie jeszcze nizszg
polarnosciag metode okresla sie mianem chromatografii cieczowej z odwrdcong fazg (RPLC).
Pofaczenie chromatografii cieczowej ze spektrometrig mas (LC-MS) ma wiele zalet.
Oprdécz umozliwiania analizy substancji termolabilnych, nielotnych i o réznym stopniu
polarnosci, do wykonania pomiaru potrzebna jest prébka niewielkich rozmiardw,
a jej przygotowanie jest stosunkowo proste. Warto jednak pamietaé takze o wadach techniki
takich jak: brak zdolnosci do pomiaru zwigzkdw organicznych, ktére nie tworzg adduktéw
jonéw molekularnych czy wysokich kosztach analiz (Liu i inni, 2017) (Zhang i inni, 2019) (Lopes
i inni, 2017) (Ren i inni, 2018). Ponadto LC-MS cechuje nizsza powtarzalnos¢ w poréwnaniu

do chromatografii gazowej (GC).
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GC stanowi najbardziej dojrzatg technologie chromatograficzng, ktdérg stosuje
sie w analizach substancji lotnych i zwigzkéw stabilnych termicznie. Rozdzielenie czgsteczek
nastepuje w wyniku interakcji chemicznej miedzy kapilarng kolumnga, pokryta wewnatrz
cienka warstwg polimerowej fazy stacjonarnej i substancji (w postaci pary) w strumieniu gazu
nosnego (fazy ruchomej). Potgczenie tego ztozonego mechanizmu separacji
wraz ze spektrometria mas zapewnia wysoky czuto$é, rozdzielczos¢ i selektywnosc.
GC-MS jest stosunkowo tanim sposobem badania zwigzkéw organicznych. Dodatkowo
identyfikacje metabolitéow utatwia istnienie uniwersalnych baz danych np.: FIEHN
i wspomagajacych analiz danych oprogramowan typu open source. Gtdwng wada metody
jest dodatkowy etap derywatyzacji — przygotowania probki zawierajgcej nielotne metabolity.
Procedura ta jest czasochtonna, moze wprowadza¢ artefakty i zmiany oraz ma niska

przepustowosé (Lopes i inni, 2017) (Zhang i inni, 2019) (Shulaev, 2006).

Potgczenie  chromatografii  ze spektrometriy mas umozliwia  wprowadzenie
do spektrometru czgsteczek jedna po drugiej. Utatwia to identyfikacje zwigzkéw i powoduje
wzbogacenie wynikéw analiz o dodatkowe informacje. Uzyskane w rezultacie dane sg jednak
skomplikowane, wymagajgce duzej mocy obliczeniowej komputera idobrego zaplecza
bioinformatycznego. Oczywiscie istnieje takze mozliwos¢ bezposredniego nastrzyku probki
do Zrodta. Jej niewatpliwg zaletg jest krétki czas wykonania analizy oraz nizsze koszty
w porownaniu do technik z zastosowaniem chromatografii. Nalezy jednak pamieta,
ze to rozwigzanie zagrozone jest efektem supresji jonéw, co jest réwnoznaczne z utratg duzej

ilosci wiedzy o sktadowych mieszaniny.

Analizy oparte o spektrometrie mas sg zdecydowanie bardziej ztozone i wolniejsze
niz te z uzyciem NMR. Jednak ze wzgledu na wiekszg czuto$¢, MS umozliwia pomiar ilosciowy
szerszego zakresu zwigzkéw, wykrywajgc zwigzki bedace ponizej progu detekcji NMR.
Niestety ograniczona odtwarzalno$¢ oraz brak uniwersalnych protokotdw i standaryzacji
danych powoduja, ze wyniki profilowania metabolitéw przy uzyciu spektrometrii mas
nie sy w petni poréwnywalne, a przeprowadzone dotychczas analizy nie pozwalajg
na scharakteryzowanie unikalnych sygnatur dla np.: konkretnych choréb ( Ginther, 2015)

(Castelli i inni, 2021).
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1.2.4. Metabolity obecne w krwi jako zrédto biomarkeréw nowotworowych

Krew od ponad 80 lat stanowi obiekt licznych badani analitycznych. Swojg popularnosé
zawdziecza niewatpliwie duzej dostepnosci, ale co najwazniejsze integracji informacji o catym
organizmie i procesach w nim zachodzacych. Przeptywajgc przez wszystkie tkanki ciata, krew
tworzy swego rodzaju autostrade dla czgsteczek wydalanych czy wydzielanych w odpowiedzi
na potrzeby izmiany fizjologiczne organizmu, jednoczes$nie zapewniajgc ,podglad”
metabolizmu. Rozwéj technologii w ostatnich latach spowodowat, ze coraz czesciej badane
sq wzorce czgstek — profile, zwigzane z rozwojem chordéb, dietg, aktywnoscia fizyczng i innymi
czynnikami potgczonymi ze stylem zycia cztowieka.

Wedtug informacji zawartych w najwiekszej ogdlnodostepnej bazie metabolitéw
cztowieka - Human Metabolome Database (HMDB), ilo$¢ zwigzkéw niskoczgsteczkowych
obecnie oznaczonych w krwi wynosi 17,5 tysigca. Zgodnie z schematem umieszczonym
ponizej (Rysunek 6) wiekszo$¢ metabolomu ludzkiej krwi (ok. 88%) stanowig lipidy i czgsteczki
lipidopodobne petnigce role zalezne od ugrupowan obecnych w ich strukturze. Pozostate 12%
obejmuje bardzo zrézinicowane metabolity nielipidowe, do ktéry nalezg m.in.: nukleotydy,
aminokwasy czy kwasy organiczne. Zakres stezen czasteczek organicznych przynaleznych
do obu grup obejmuje od kilku pikomoli (np.: glicerofosfolipidy) po milimole w przypadku

cholesterolu.

fenylopropanoidy i pochodne

Pozostate np.: nukleotyd
Y,

Rysunek 6 Metabolity obecne we krwi cztowieka [zmodyfikowane na podstawie: (Kiseleva i inni, 2021)].
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W metabolomice materiatem do badaid zwigzkéw obecnych w krwi jest najczesciej
surowica lub osocze. Gtéwna réznica pomiedzy tymi dwoma mieszaninami to obecnos¢ biatek
krzepniecia i fibrynogenu. Surowica otrzymywana jest podczas krzepniecia krwi petnej.
Z kolei osocze izoluje sie przez wirowanie petnej krwi z dodatkiem antykoagulantu, ktéry
zapobiega jej krzepnieciu. Z biochemicznego punktu widzenia oprdcz subtelnych rdéznic
np.: w poziomach eikozanoidéw oba ptyny sg niemal identyczne. Jednak pomimo dowoddéw
na niewielkie réznice miedzy surowicg i osoczem, w dalszym ciggu istniejg spory, ktéra forma
jest lepsza do wykonywania analiz metabolomicznych (Chetwynd i inni, 2017) (Kiseleva i inni,

2021) (Psychogios i inni, 2011).

1.2.5. Metaboliczne markery ryzyka raka piersi

Badania genomu powigzaty zmiany genetyczne (mutacje) z ryzykiem wystgpienia choréb
nowotworowych tylko w niewielkiej czesci przypadkdéw. Tak wiec zagadnienie predyspozycji
do choréb, wtym choréb nowotworowych, kryje wiele zagadek. Z pomocg w tej kwestii
przychodzi metabolomika, ktéra bierze pod lupe réznice w aktywnosci metabolicznej komérek
nowotworowych iprawidtowych, chcac zidentyfikowaé okreslone czagsteczki, ulegajace
rozregulowaniu w trakcie kancerogenezy. Wiedza na temat metabolitéw obecnych w ptynach
biologicznych np.: krwi, ktére odzwierciedlajg rozwéj nowotworu jest w dalszym ciggu
na bardzo wczesnym etapie. Aby zidentyfikowaé metaboliczne czynniki ryzyka wymagany
jest dostep do materiatu przed-diagnostycznego, pochodzgcego z duzych badan
populacyjnych, a nastepnie przeanalizowanie profili metabolicznych poszczegélnych oséb
i skorelowanie zaobserwowanych zmian z rozwojem choroby (Danziiinni, 2023) (Haince i inni,
2022).

W kontekscie poznania metabolicznej sygnatury ryzyka raka piersi dotychczas
przeprowadzono 10 badan, ktére podsumowano w Tabeli 3. W przytoczonych pracach, w celu
przeanalizowania profili metabolicznych najczesciej stosowano technike spektrometrii mas
(8 badan), jednakze ilos¢ ocenianych czgsteczek réznita sie pomiedzy eksperymentami.
Warto zauwazy¢ réwniez réznice w liczebnosci, wieku i pochodzeniu (a co za tym idzie rézne;j
diecie i stylu zycia) pomiedzy grupami badanych pan.

Pomimo, iz od pierwszej proby scharakteryzowania metabolicznej sygnatury ryzyka raka
piersi mineta niemal dekada, naukowcy w dalszym ciggu nie znaleZli jednego, uniwersalnego
wzoru zmian widocznych we krwi kobiet. Niemniej jednak czes¢ czgsteczek wykazuje podobny
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trend zmian pomiedzy badaniami wykonanymi przez rdéine grupy eksperymentatorow
i na niezaleznych kohortach pacjentek.

Wraz z rozwojem metabolomiki dowiadujemy sie o kolejnych, kluczowych czynnikach,
ktore nalezy uwzgledni¢ juz na etapie projektowania eksperymentu, tak aby mozna
powiedzieé, ze znaleziona sygnatura jest uniwersalna dla kobiet zyjacych na catym $wiecie,
bez wzgledu na wiek czy styl zycia. A zatem istotne jest dalsze, szczegétowe analizowanie
profili metabolicznych obecnych we krwi kobiet i poszukiwanie wzorca reprezentatywnego
dla ogdlnoustrojowej dysregulacji metabolicznej predysponujgcej do rozwoju nowotworu

piersi.
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Tabela 3 Podsumowanie potencjalnych, metabolicznych markerdw ryzyka raka piersi obecnych w surowicy/ osoczy krwi.

llos¢

Rodzaj

Sygnatura metaboliczna zwiekszonego . Technika . Wielkos¢ grupy Wiek [lata] £ Odnosnik
. analizowanych . materiatu . .
ryzyka raka piersi o analityczna . . LELETTE] S.D. literaturowy
metabolitow biologicznego
PC-0O(30:0 FIA-MS/MS osocze przed-
-0(30:0)1 180 / socze prz 362 przypadkéw BC 51,447,8 (Kiihn i inni, 2016)
LPC (m.in.: LPC(18:0)){, LC-MS/MS diagnostyczne
-CEHC 1\ FA (10:0
¥ TFA( ,Ms GC-MS/MS | surowica przed- | 621 przypadkéw BC L
y-tokoferoll, monosiarczan 617 . ) 6415,3 (Playdon i inni, 2017)
. LC-MS/MS diagnostyczna 621 kontroli
4-androstenu-3b,17b-dioluf
16a-OH-DHEA-S 1 surowica przed- | 621 przypadkéw BC L
. 617 LC-MS/MS . . 55-74 (Moore i inni, 2018)
3-metyloglutarylokarnityna diagnostyczna 621 kontroli
Vval, Lys, Arg/, GIn, kreatyna,
kreatynina4, glukoza/, lipoproteiny,, 206 przypadkow BC BC:49,3+6,0 i o
. . NMR osocze ) (Lécuyer iinni, 2018)
lipidy{,, glykoproteiny,, aceton, 396 kontroli Ctr: 49,116,1
pochodne glicerolud,, lipidy nienasycone {,
Leut, PGJ21, PGE21, GLAY, . 84 przypadkéw BC BC: 45,7+0,86 L
T T T T 57 LC-MS/MS surowica przyp . (Yoo iinni, 2018)
FA(20:4n6) 4 88 kontroli Ctr: 43,4+0,74
Ar ,Asnd, , PC-0(36:3)J4,,PC(C36:3)J , 3
eV v ( NP N FIA-MS/MS 1624 przypadkéw BC BC: 52,548,0 oL
PC-0(34:2)4,, PC-0(36:2){, , PC-0(38:2)4,, 147 osocze . (His i inni, 2019)
LC-MS/MS 1624 kontroli Ctr: 52,5+7,9
ACC2p
X-24293 7, Cys T, GPC(16:0/16:1) T,
2-palmitoleoilo-GPC (16:1) T, 1-palmitoilo-
2-oleoilo-GPC (16:01) T, 16a-OH-DHEA-S T, . .
LC-MS/MS surowica przed- | 782 przypadkéw BC
C19H3005S T, C19H3206S T, 1275 68+ 6

C19H3008S2 T, szczawian | , X-13729 | ,
3-hydroksybutyrylokarnityna,1-(1-enyl-
oleoyl)-GPE (P-18:1) | , treonian 1-(1-enylo-

diagnostyczna

782 kontroli

(Moore iinni, 2021)
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palmitoilo)-2-linoleoilu | ,
linolenoilokarnityna (C18:2),
linolenoilokarnityna (C18:3) | ,
1-(1-enyl-stearoyl)-GPE (P-18:0) | ,
X-16944 | , X-18921 | , X-11478 | ,
X-213194,, siarczan 4-allilofenolu,,
3,4-metylenoheptanoilokarnityna
kwas dimetyloguanidynowalerianowyd,,
kwas 2-aminohipurowy,, piperyna,, 259
PE1, Asn
Zadne pojedyncze metabolity nie byly
istotnie zwigzane z ryzykiem raka piersi.
TAG z <3 wigzaniami podwdéjnymi/( BC<10 307
i BC210), TAG z 23 wigzaniami
podwéjnymi<, (BC<10), CEJ, (BC>10)

VLDL-2{,,VLDL-34,,VLDL-4,, 28 metabolitéw
ApoB (BC<51 r.2.), cholesterol, i 112 frakcji
(BC<51 r.2.), fosfolipidy | (BC<51 r.2.) lipoprotein

LC-MS/MS

LC-MS/MS

NMR

1057 przypadkéw BC

osocze .
1057 kontroli

939 przypadkow BC

210 lat
osocze przed- )
. 592 przypadkdéw BC
diagnostyczne
<10 lat

939 i 592 kontroli

surowica przed- | 1199 przypadkéw BC
diagnostyczna 1199 kontroli

BC: 44,7+4,5 e .
(Zeleznik i inni, 2021)
Ctr: 44,8 4,4
BC>10: 55,5+6,9
Ctr: 55,6 6,9 (Brantley i inni,
BC<10: 66,416,9 2022)
Ctr: 66,516,8

BC: 52,7+14,1

(Debik i inni, 2022)
Ctr: 52,7+14,2

FIA-MS/MS —spektrometria mas z bezposrednim  nastrzykiem; LC-MS/MS -chromatografia cieczowa sprzezona ze spektrometriq mas; GC-MS/MS -chromatografia gazowa sprzezona
ze spektrometrig mas; PC -fosfatydylocholina; LPC- lizofosfatydylocholina; GPC -glicerofosfatydylocholina; PE — fosfatydyloetanoloaminy; FA- kwas ttuszczowy,; GPE -glicerofosfoetanoloamina; 16a-
OH-DHEA-S -siarczan 16a-hydroksydehydroepiandrosteronu; Arg -arginina; Asn -asparagina; Cys- cysteina; GIn -glutamina; Leu -leucyna; Lys -lizyna; Val -walina; TAG -triacyloglicerole; VLDL -
lipoproteina o bardzo niskiej gestosci; ApoB -apolipoproteina B; \,- obnizony poziom; - podwyzszony poziom w grupie podwyzszonego ryzyka.

37




2. Cel pracy

Rak piersi stanowi najczesciej rozpoznawany typ nowotworu i jest najczestszg przyczyng
Smierci zwigzang zchorobg nowotworowg wsrdd kobiet nacatym Swiecie. Wysoka
Smiertelno$¢ wynika miedzy innymi z pdznej diagnozy tej choroby. Obecnie ztoty standard
w badaniach przesiewowych umozliwiajgcych wczesne wykrycie choroby stanowi
mammografia, ktéra jednak nie zawsze jest skuteczna. W zwigzku z tym istnieje realna
potrzeba znalezienia nowych, mozliwie nisko kosztowych sposobow detekcji BC,
ktore umozliwig diagnoze na jak najwczesniejszym etapie choroby lub bedg informowac
o zwiekszonym ryzyku jego wystgpienia. Niezwykle wazne jestaby metoda taznalazia
zastosowanie u kobiet bez wzgledu na ich wiek i budowe piersi, a jej wyniki byty niezalezne
od subiektywnej oceny cztowieka. Rozwijajgca sie intensywnie w ostatnich czasach
metabolomika stwarza nowe mozliwosci poszukiwan biomarkeréw poprzez badanie
metabolomu - zbioru czagsteczek niezwykle czutego na wszelkie zmiany zachodzace
w organizmie. W niniejszej pracy postawiono hipoteze, ze we krwi kobiet mozliwa
jest detekcja metabolitéw, ktérych swoisty zestaw wskazywatby na zwiekszone ryzyko
wystgpienia nowotworu piersi badZz tez umozliwiat jego detekcje nawczesnym

bezobjawowym etapie choroby.

Gtéownym celem badan prowadzonych wramach pracy doktorskiej bylo
scharakteryzowanie sygnatury metabolicznej surowicy krwi zwigzanej z ryzykiem raka
piersi. Ponadto, podjeto probe okreslenia cech profilu metabolicznego surowicy

charakterystycznego dla pacjentek z rakiem piersi.

Dla uzyskania gtéwnego celu projektu zrealizowano szereg zadan szczegdtowych,

do ktérych nalezaty:
e analiza profilu metabolitdw obecnych w surowicy krwi uczestniczek norweskiego
badania populacyjnego HUNT2, z ktdrych u czesci zdiagnozowano raka piersi
w trakcie obserwacji trwajgcej od momentu wigczenia do badania (schemat

badania na Rysunku 7),
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od raka piersi
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Prébka AbsolutelDQ®
surowicy p400 HR Spektrometryczna analiza Metaboliczna sygnatura
metabolomu ryzyka raka piersi

Rysunek 7 Schemat metodyki zastosowanej w celu scharakteryzowania metabolicznej sygnatury ryzyka zachorowania na raka

piersi.
e pordéwnanie profilu metabolitéw obecnych w surowicy kobiet ze zdiagnozowanym
nowotworem piersi (od ktérych prébki pobrano przed rozpoczeciem leczenia
onkologicznego) i kobiet wolnych od choroby nowotworowej, oraz
e porédwnanie  profilu  metabolitdbw  obecnych ~w  surowicy  kobiet
ze zdiagnozowanymi czterema typami nowotwordéw litych, tj.: piersi, jelita
grubego, regionu gtowy i szyi oraz ptuca (schemat badania na Rysunku 8).
R

Lipidy

i

o] = Z=mm"™

i

i

BC €0 HNC  AC G

’ Prébka AbsolutelDQ®

surowicy P400 HR Metaboliczna sygnatura

Spektrometryczna analiza
nowotworéw

metabolomu

Kobiety wolne
od nowotworu

Rysunek 8 Schemat metodyki zastosowanej w celu scharakteryzowania metabolicznej sygnatury nowotworu piersi i innych
guzow litych widocznych w obrazie klinicznym.
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3. Metodyka

3.1.Materiat kliniczny wykorzystany w badaniach

W ramach rozprawy doktorskiej wykonano ilosciowg analize metabolitow obecnych
w préobkach pochodzacych zdwéch Zrédet. W badaniach, ktérych celem byto
scharakteryzowanie metabolicznej sygnatury zwigzanej z ryzykiem raka piersi wykorzystano
probki zebrane w ramach norweskiego badania populacyjnego HUNT2 (n=906). W badaniach,
ktdrych celem byto okreslenie cech metabolomu surowicy charakterystycznych dla raka piersi
i innych nowotworéw litych wykorzystano prébki zebrane do wczesniejszych badan
prowadzonych w gliwickim oddziale Narodowego Instytutu Onkologii. Caty wykorzystany
materiat biologiczny pochodzit od 0séb, ktére swiadomie i dobrowolnie zgodzity sie na jego
wykorzystanie w badaniach naukowych, a projekty zostaty zatwierdzone przez odpowiednie
Komisje Bioetyczne. W przypadku materiatu zebranego w badaniu HUNT2 byt to Ethics
Committee of Central Norway (REK numbers #1995/8395 i#2017/2231). W przypadku
materiatu zebranego na potrzeby projektéw realizowanych w Narodowym Instytucie
Onkologii byta to Komisja Bioetyczna przy Centrum Onkologii (nr zgody KB/493-53/10
oraz KB/430-84/20).

3.1.1. Prébki krwi zbierane w badaniu populacyjnym HUNT2

Gtéwny zestaw prébek, dla ktérych wykonano pomiary stanowit materiat od oséb
zdrowych, zebrany latach 1995-1997 wramach norweskiego badania populacyjnego
w regionie Trgndelag (HUNT2) (Krokstad i inni, 2013). Badanie to objefto okoto 65 000 oséb.
Po otrzymaniu krwi wyizolowano surowice, ktérg zamrozono i przechowywano
w temperaturze -80°C. W 2019 roku dzieki analizie danych z Norweskiego Rejestru
Nowotwordw zidentyfikowano 1208 kobiet, u ktérych podczas 22-letniego okresu obserwacji
rozwinat sie rak piersi (Sredni czas miedzy donacjg a diagnozg wynosit 11,7 lat). Dla kazdego
przypadku z rakiem piersi (High Risk; HR), losowo dopasowano prébke pochodzaca
od uczestniczki, ktéra pozostata wolna od BC przez caty okres obserwacji (Low Risk; LR).
Kryterium dopasowania stanowit wiek w momencie wtgczenia do badania HUNT2 (Debik i inni,
2022).

W ramach rozprawy doktorskiej z powyzszego zbioru wytoniono 15 podgrup przypadkdw,

u ktérych BC zdiagnozowano od roku do 15 lat po witgczeniu do badania w rocznych
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przedziatach czasowych. Do kazdej podgrupy wylosowano po 30 badz 31 przypadkéw HR
wraz z dopasowanymi wczesniej przypadkami LR. tgcznie pomiar metabolitéw wykonano
dla zestawu 906 prébek: 453 przypadkéw z rozpoznaniem raka piersi (HR) i 453 wolnych
od raka piersi (LR) w trakcie catego okresu obserwacji (min. 22 lata). Petng charakterystyke

prébek zakwalifikowanych do analizy zamieszczono w Tabeli 4.

Tabela 4 Charakterystyka kohorty biorgcej udziat w badaniu HUNT2 — dotyczqcym raka piersi.

Grupa
. z rozpoznanym BC Grupa kontrolna 3aE
mienna w tr:kcie batiania ?n =453) F= wartosc
(n =453)
Przyjete oznaczenie HR LR
Wiek w trakcie oddania probki
(lata); érednia [.D.] 55,7 [13,9] 55,7 [14,0] 0,97
Wiek pierwszej miesigczki (lata) 13,5[1,4] 13,4 [1,4] 0,64
Brak informacji 16 (3,5%) 37 (8,2%)
lloé¢ cigz donoszonych (n) 0,004*
0 44 (9,7%) 30 (6,6%)
1 47 (10,4%) 44 (9,7%)
2 158 (34,9%) 143 (31,6%)
3 125 (27,6%) 123 (27,2%)
24 78 (17,2%) 106 (23,4%)
Brak informacji 1(0,2%) 7 (1,5%)
Wiek pierwszej donoszonej cigzy 24,0 [4,6] 23,5 [4,0] 0,09
(lata)
Brak informacji 47 (10,4%) 41 (9,1%)
mig; ostatniej donoszonej cigzy 307 [5.1] 30,9 [5,0] 0,55
Brak informacji 88 (19,4%) 84 (18,5%)
Obecnos¢ nowotworu u matki (n) 63 (13,9%) 55 (12,1%) 0,43
Zastepcza terapia hormonalna® (n) 0,004*
Systemowa 75 (16,6%) 38 (8,4%)
Miejscowa 14 (3,1%) 8 (1,8%)
Wczesniej stosowana 25 (5,5%) 31 (6,8%)
Nie stosowana 248 (54,7%) 267 (58,9%)
Brak informacji 91 (20,9%) 109 (24,1%)
Wiek menopauzy € (lata) 48,2 [5,3] 47,0 [5,6] 0,14
Brak informacji 355 (78,4%) 352 (77,7%)
Usuniecie czesci lub jednego jajnika (n) 0,27
Tak 19 (4,2%) 11 (2,4%)
Nie 74 (16,3%) 64 (14,1%)
Nie wiem / Brak informacji 340 (79,5%) 378 (83,4%)
Usuniecie obu jajnikéw (n) 1
Tak 15(3,3%) 13 (2,9%)
Nie 147 (32,4%) 132 (29,1%)
Nie wiem / Brak informacji 291 (64,2%) 308 (68,0%)
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Czas od ostatniego positku podczas pobierania krwi 0,62

<3h 311 (68,7%) 308 (68,0%)

3-6h 118 (26,0%) 307 (26,0%)

>6h 21 (4,6%) 26 (5,7%)

Nie znana 3(0,7%) 4 (0,9%)
Spozyae"alkoholu p.od.czas 1,89 14 0,008*
rekrutacji (czest./miesiac)

Nie znana 49 (10,8%) 48 (10,6%)

Wozrost (cm) 164,0 [6,5] 163,3[6,7] 0,07

Brak informacji 2 (0,4%) 3(0,7%)

Waga (kg) 72,5[12,8] 71,0 [12,4] 0,08

Brak informacji 4 (0,9%) 3(0,7%)

BMI (kg/m?) 27,0 [4,8] 26,7 [4,6] 0,29

Brak informacji 4 (0,9%) 3(0,7%)

Obwad talii (cm) 83,2 [11,9] 83,0[11,3] 0,77

Brak informacji 2 (0,4%) 1(0,2%)

Obwod bioder (cm) 103,6 [9,7] 103,0[9,0] 0,37

Brak informacji 2 (0,4%) 1(0,2%)

WHR 0,80 [0,06] 0,80 [0,06] 0,55

Brak informacji 2 (0,4%) 1(0,2%)

Palacz (n) 0,20

Tak 131 (28,9%) 116 (25,6%)

Nie 290 (64,0%) 312 (68,9%)

Brak informacji 32 (7,1%) 25 (5,5%)
llosé lekkiej aktywnosci fizycznej w ciggu ostatnich 12 miesiecy w h/tydzien (n) 0, 83

0 40 (8,8%) 32 (7,1%)

<1 69 (15,2%) 63 (13,9%)

1-2 135 (29,8%) 136 (30,0%)

>3 126 (27,8%) 124 (27,4%)

Brak informacji 83 (18,3%) 98 (21,6%)
llos¢ intensywnej aktywnosci fizycznej w ciggu ostatnich 12 miesiecy w h/tydzien 069
(n) ’

0 138 (30,5%) 132 (29,1%)

<1 66 (14,6%) 55 (12,1%)

1-2 52 (11,5%) 53 (11,7%)

>3 22 (4,9%) 15 (3,3%)

Brak informacji 175 (38,6%) 198 (43,7%)

SD: odchylenie standardowe (ang. standard deviation) ; BMI: wskaZnik masy ciata (ang. body mass index); WHR: Stosunek
talii do bioder (ang. waist-to-hip ratio ). Wartosci podano jako srednie z odchyleniem standardowym [SD]. a P-wartos¢ dla
poréwnania grup z rozpoznanym rakiem piersi i kontrolnej z uzyciem testu t-Studenta dla zmiennych ciggtych lub testu Chi-
kwadrat Pearsona dla zmiennych kategorycznych; b Obecne stosowanie ogdlnoustrojowego estrogenu w postaci tabletek lub
plastrow; ¢ Wartosci brakujgce obejmujq kobiety, ktdre nie osiggnety menopauzy oraz kobiety, ktore nie udzielity odpowiedzi;
* Oznacza istotnosc statystyczng (P-wartos¢ < 0,05)

3.1.2. Proébki krwi pacjentek z nowotworami
Surowica krwi pacjentek z klinicznym rozpoznaniem raka piersi i innych nowotworéw

litych oraz kobiet zdrowych (tj. wolontariuszek wolnych od choroby nowotworowej; kontrola
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- Ctr) pochodzita zezbioru Centrum Badan Translacyjnych iBiologii Molekularnej
Nowotwordw; materiat zostat zebrany w latach 2006-2020 w ramach wczesniejszych badan
realizowanych przez zespot prof. Piotra Widtaka. W przypadku pacjentek ze zdiagnozowanym
nowotworem krew do badan pobierano przed rozpoczeciem terapii onkologicznej. Z pobranej
krwi izolowano surowice, ktdorg po porcjowaniu przechowywano w temperaturze —80°C

do czasu analiz. Charakterystyke grupy kobiet z klinicznie zdiagnozowanym rakiem piersi

(BC; n=112) oraz grupy kontrolnej zdrowych kobiet (Ctr; n=95) umieszczono w Tabeli 5.

Tabela 5 Charakterystyka kohorty z klinicznie zdiagnozowanym nowotworem piersi oraz dopasowanej grupy kontrolnej.

. Kontrola Rak piersi
Grupa probek (n = 95) I =p112)
Przyjete oznaczenie Ctr BC
Wiek w trakcie oddania probki
(lata); $rednia [S.D.] 48,3 [6,5] 49,3 [11,0]
Stadium kliniczne (n)
| 0
Il 56
I ) 49
\Y) 7

W zwigzku z mniejszg liczebnoscig dostepnych prébek pochodzacych od kobiet z innymi

nowotworami litymi oraz chcac zapewni¢ podobny rozktad wieku badanych oséb w analizach

dotyczacych sygnatury wspdlnej dla nowotwordw litych, z grupy kontrolnej i z grupy pacjentek

z rakiem piersi

wyodrebniono

podgrupy 35

uwzglednionych w dalszej analizie przedstawiono w Tabeli 6.

osobowe.

Charakterystyke prébek

Tabela 6 Charakterystyka grup nowotwordw litych oraz podgrup nowotworu piersi i 0sob zdrowych.

Rak jelita

Rak regionu

Grupa prdobek I;:n_t;c;’l)a R(ank_p;r)g grubego gtowy i szyi R(a:flsu;)a
(n=30) (n=32)

Przyjete oznaczenie Ctr BC CcC HC LC
Wiek w trakcie
oddania probki (lata); 53,7 [3,6] 60,5 [7,4] 64,8 [10,5] 59,4 [11,9] 65,8 [8,8]
$rednia [S.D.]
Stadium kliniczne (n)

I 0 6 0 9

Il 19 11 2 8

I ) 14 12 9 13

IV 2 1 21 5
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3.2.Analiza profilu metabolitow w prdobkach surowicy

llosciowa analize metabolomu surowicy wykonano przy uzyciu zestawéw Absolute IDQ
p400 HR (ptytki 96-dotkowe; Biocrates Life Sciences AG, Innsbruck, Austria).
Pomiary przeprowadzono stosujgc technike spektrometrii mas o wysokiej rozdzielczosci
(HRMS) w potaczeniu z bezposrednim nastrzykiem prébki lub chromatografig cieczowg (LC).
Zarejestrowane dane przetworzono, w wyniku czego otrzymano macierze stezen metabolitéw

obecnych w badanych prébkach.

3.2.1. Przygotowanie prébek do analizy

Ptytki 96-dotkowe dostarczone w zestawach Absolute IDQ p400 HR posiadaty opracowany
przez firme system filtracyjny w postaci dysku wewnatrz kazdego dotka, w ktérym
umieszczona zostata cze$¢ znakowanych izotopowo standardéw wewnetrznych. Zgodnie
z protokotem producenta w pierwszym kroku do kazdego dotka naniesiono po 10 ul drugiej
czesci mieszaniny standardéw wewnetrznych (rozpuszczonej z dotgczonego w zestawie
liofilizatu), a nastepnie po 10 pl prébki surowicy wedtug opracowanego wczesniej schematu.
Ptytke suszono w atmosferze azotu do catkowitego wyschniecia po czym przeprowadzono
proces derywatyzacji wykorzystujgc 5% roztwor fenyloizotiocyjanianu w mieszaninie ztozonej
z pirydyny, etanolu i wody w stosunku 1:1:1 (v/v/v). Wprowadzenie etapu derywatyzacji
do procedury pozwala na poprawe witasciwosci fizyko-chemicznych analitow m.in.: stabilnosci
zwigzkdw, a ponadto niweluje problemy zwigzane z niskg wydajnoscig jonizacji czy rozdziatem
chromatograficznym. Po 25 minutowej inkubacji z reagentem ptytke ponownie suszono
w atmosferze azotu, po czym rozpoczeto etap ekstrakcji metabolitow. W tym celu ptytke
wytrzgsano przez 30 min przy 450 rpm z5 mM roztworem octanu amonu w metanolu
(300ul/dotek) i zwirowano przez 2 min przy 500 x g. Czes$¢ eluatu (150 pl) z kazdego dotka
przeniesiono do nowej ptytki i dopetniono 150 ul wody przeznaczonej do pomiaréw LC-MS.
Do pozostatej czesci zgodnie zzaleceniem dodano 250 pl roztworu dedykowanego
do pomiaru z bezposrednim nastrzykiem (analiza lipidéw) dotgczonego do zestawu. W celu
potaczenia sktadnikéw obie ptytki wytrzgsano przez 5 min przy 500 rpm. Otrzymane
W niniejszy  sposdb  ptytki z ekstraktami metabolitébw wykorzystano w analizie
spektrometrycznej. Catg procedure przygotowania ptytki przedstawiono na schemacie

na Rysunku 9.
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N
\ : 30 min
| +10ul standard mix , i suszenie N,
/| +10ul prébki : +5% PITC
//.
60 min
suszenie N,
5min
i VA +5mM CH>COONH,
Analiza aminokwaséw |
i © +H,0 .
i amin biogennych — : ? przeniesienie 150p] 30 min
- do nowej plytki wytrzasanie 450 rpm
S
_/A wirowanie
) 2 min 500xg
Analiza lipidow 4 + bufor
) 5min
wytrzgsanie
500 rpm

Rysunek 9 Schemat procedury przygotowania plytki pomiarowej. PITC- fenyloizotiocyjanian

Majgc na uwadze, ze analiza tak duzej liczby prébek (n=1216) wigze sie z mozliwym
pojawieniem efektu paczki (ang. batch effect), przygotowanie prébek rozpoczeto od losowego
ich rozmieszczenia na 16 ptytkach pomiarowych, tak aby ilos¢ prébek z danej podgrupy byta
podobna na kazdej z mierzonych ptytek (ostatnia ptytka zawierata jedynie czes¢ dobranej
w pozniejszym czasie puli prébek kontrolnych). Kazda ptytka oprdcz miejsc przeznaczonych
na badane prébki zawierata miejsce na wzorce kalibracyjne (w siedmiu poziomach stezen)
oraz kontrole jakosci (ustandaryzowana proébka surowicy ludzkiej), stuzgce do weryfikacji
m.in.: dokfadnosci iswoistosci pomiaréw. Ponadto w celu oznaczenia poziomu szumow,
ttumienia jonéw oraz granicy wykrywalnosci w trzy poczatkowe dotki nanoszony byt bufor

PBS. Przyktadowy schemat ptytki zamieszczono na Rysunku 10.

Oznaczenia:
Pusty
PBS
Kalibrant

Kontrola jakosci

Ctr (BC i Nowotwory lite)

BC

cc
LC
HNC
HR

LR

A
B
¢
D
E
F
G
H

000000030 000

Rysunek 10 Przyktadowy schemat utozenia prébek na jednej z ptytek pomiarowych. Kolorami zaznaczono dotki z naniesionymi:
PBS, kalibrantami, kontrami jakosci i poszczegdlnymi grupami probek oddanymi przez kobiety z rozpoznanymi réznymi typami
nowotwordéw oraz od nich wolnymi, zebranymi w Norwegii i Polsce. PBS -sdl fizjologiczna buforowana fosforanami; Ctr -
probki od kobiet, ktére pozostaty wolne od raka; BC -prébki od kobiet, z rozpoznanym rakiem piersi; CC - probki od kobiet,
zrozpoznanym rakiem jelita grubego; LC - prébki od kobiet, zrozpoznanym rakiem ptuca; HNC - probki od kobiet,
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z rozpoznanym rakiem regionu gtowy iszyi; HR - probki kobiet z kohorty norweskiej, u ktorych w okresie obserwacji
zdiagnozowano rak piersi; LR - probki kobiet z kohorty norweskiej, ktdre pozostaty wolne od raka;

3.2.2. llosciowa analiza metodg spektrometrii mas
Zestaw Absolute IDQ p400 HR umozliwiat analize ilosSciowg 408 metabolitdw badz grup
izomerdow, zaliczanych do jedenastu klas zwigzkéw chemicznych. Pomiary sktadaty sie z dwéch
czesci opisanych w rozdziale 3.2.1:
a. oznaczenia 21 aminokwaséw i21 amin biogennych przy zastosowaniu
spektrometrii mas sprzezonej z chromatografig cieczowa,
b. oceny czesci lipidowej (55 acykarnityn, 18 digliceryddow, 42 trigliceryddw,
24 lizofosfatydylocholin, 172 fosfatydylocholin, 31 sfingomielin, 9 ceramiddw,
14 estréow cholesterolu) oraz heksozy w technice MS z bezposrednim nastrzykiem
probki do Zzrédta jondw (tj.: bez wczesniejszego rozdziatu chromatograficznego
probki).
Wszystkie analizy zostaty z uzyciem systemu ztozonego ze spektrometru Orbitrap
Q Exactive Plus (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) oraz chromatografu cieczowego
1290 Infinity UHPLC (Agilent Santa Clara, USA), kontrolowanego przez oprogramowanie
Xcalibur 4.1. Rozdziat aminokwaséw iamin biogennych przeprowadzono w uktadzie
odwréconych faz na kolumnie Agilent Zorbax Eclipse XDB-C18 (3,5 um) 3,0 x 100 mm
w 6 minutowym gradiencie z fazami ruchomymi gdzie: faze a stanowita r-r 0,2% FA w wodzie
czystosci LC-MS, a faze B 0,2% FA w acetronitrylu czystosci LC-MS.
Otrzymane widma i chromatogramy przetworzono za pomocg oprogramowania Xcalibur
4.1 i MetIDQ DB110-2976 (Biocrates Life Sciences, Innsbruck, Austria) dedykowanego
przez producenta zestawu, uzyskujgc wartosci stezenia w uM poszczegblnych metabolitow

obecnych w konkretnych prébkach.

3.3.Czynnosci majgce wptyw na stabilnosci uktadu pomiarowego i jakos¢

danych

W celu zminimalizowania ryzyka utraty jakosci i wydajnosci pomiaréw spowodowanego
zanieczyszczeniem przyrzagdéw pomiarowych przed rozpoczeciem analiz zaplanowano

schemat czyszczenia poszczegdlnych elementdw uktadu pomiarowego. Przed przystgpieniem
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do jakichkolwiek analiz zaréwno chromatograf jakispektrometr mas zostat poddany
sprawdzeniu iczyszczeniu przez dedykowany zesp6t serwisowy. Fazy ruchome
przygotowywano na $wiezo przed analizg prébek na danej ptytce. Ponadto oprdcz rutynowego
ptukania w trakcie pomiaréw wszystkich 16 ptytek pomiarowych oraz ptytki startowej,
za pomocg 100% metanolu czyszczono stozek (ang. lon Sweep Cone) oraz zrédto jondw
(ang. lon Max source) spektrometru mas kazdorazowo po zakoriczonych analizach dla jedne;j
ptytki (LC+FIA). Dodatkowo do czyszczenia stozka uzywano proszku do czyszczenia zrédta
jondw w MS opartego na tlenku glinu (RESTEK, nr kat.: 22685) w celu doktadnego usuniecia
osadu osadzonego najego powierzchni. Uktad soczewek (ang. s-lens) czyszczono
wraz z wymiang kapilary na nowa (ang. lon Transfer Capillary) co 3 ptytki pomiarowe. W razie
wystgpienia problemoéw zwigzanych z niestabilnoscig aerozolu badz spadkiem intensywnosci
sygnatéw w trakcie analiz schemat czyszczenia byt modyfikowany. Co wiecej w razie braku
mozliwosci ustawienia stabilnego rozpylania aerozolu (na etapie testow sprawnosci uktadu)
igte zrédta jondw (ang. Electrospray Needle) intensywnie ptukano, badz w razie potrzeby
wymieniano na howa.

Jedng zprocedur diagnostycznych (wskazujgcych na potrzebe serwisowania badz
czyszczenia spektrometru), a takze zapewniajgcg powtarzalnos$¢ analiz i pewnos¢, ze wykryta
masa jonu jestzgodna zjego rzeczywista masg byfta kalibracja mas. Operacje
te przeprowadzano po kazdym czyszczeniu oraz dzien przed przygotowaniem kazdej ptytki
pomiarowej. Kalibracje wykonywano poprzez wprowadzenie wzorca Thermo Scientific™
Pierce™ LTQ Velos ESI Positive lon Calibration Solution (Thermo Scientific, nr kat.: PI88323),
o znanych wartosciach m/z pikdw widocznych w jego widmie masowym, a nastepnie
dokonaniu korekt, tak aby wskazywane masy zgadzaty sie z znanymi wczes$niej wartoSciami.

Co wiecej przed przystgpieniem do ekstrakcji metabolitdw z probek surowicy
(tj. przygotowania ptytki pomiarowej) kazdorazowo wykonywano test sprawnosci uktadu
(ang. system suitability test - SST). W tym celu wykorzystano dotgczone do zestawu, w formie
liofilizatéw dwie mieszaniny testowe (odpowiednio jedna dla czesci z LC i druga dla pomiaru
z bezposrednim nastrzykiem probki). Po ich wczesniejszym rozpuszczeniu, wykonano po trzy
oznaczenia spektrometryczne dla kazdej z mieszanin oraz tzw. probki Slepej (ang. blank)
zawierajgcej jedynie rozpuszczalnik stosowany w pomiarze, po czym na podstawie uzyskanych
chromatograméw w programie Xcalibur 4.1 sprawdzano czy ukiad spetnia kryteria

sprawnosci.
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W przypadku pomiaréw z wykorzystaniem LC zwracano uwage na 5 parametréw
informujgcych o poprawnosci rozdziatu na kolumnie chromograficznej oraz o czutosci uktadu-
spektrometru:

1. brak jakichkolwiek pikéw na chromatogramach otrzymanych dla prébek Slepych,

2. stabilne czasy retencji dla wszystkich jonédw analizowanych w mieszaninie
testowej we wszystkich trzech powtdrzeniach (maksymalna tolerowana zmiana
+ 0,02 min),

3. brak widocznego poszerzenia i podziatu pikéw dla jonéw o m/z 114, 261 i 310,

4. dobra separacja pikow dla ADMA i SDMA,

5. intensywno$¢ piku wzorca dla jonu om/z 743 powinna wynosi¢ co najmniej
2,0E6 cps.

Najbardziej limitujgcym wskaznikiem zmian w pracy ukfadu w przypadku tej analizy
byto kryterium dotyczgce intensywnosci piku dla sktadowej wzorca z m/z réwnym 743.

W czesci lipidowej testu (FIA, nastrzyk bezposredni) sprawdzano trzy kryteria. Dwa z nich
dotyczyty minimalnej intensywnosci sygnatéw od analizowanych jondéw, a trzecie zabraniato
analizy przy widocznych podziatach i tzw. ogonach pikéw dla mieszaniny testowej. W trakcie
wykonanej analizy najbardziej rygorystycznym wymaganiem byto osiggniecie i utrzymanie
intensywnosci sygnatu na poziomie co najmniej 1.0E6 cps dla jonu z wzorca o m/z réwnym
428.

Wszystkie odstepstwa od wyznaczonych kryteriéw obserwowane na etapie testow
powodowaty zatrzymanie procedury, prébe zlokalizowania przyczyny i mozliwe rozwigzanie
problemu. W przypadku niniejszej analizy niezwykle wazna byta obserwacja intensywnosci
sygnatéw i dostosowywanie napiecia (U [kV]) rozpylania jondw (ang. spray voltage)
(U€e<3;4>kV)), pozwalajgcego na poprawe czutosci MS izapewnienie jednakowych
warunkoéw podczas analiz wszystkich 17 ptytek.

Ponadto dodatkowym etapem kontroli stabilnosci uktadu pomiarowego byto sprawdzenie
zmian (badz ich brak) czaséw retencji, ksztattow iseparacji pikdw chromatograficznych
w pomiarach prébek pieciu kontroli jakosci w obrebie ptytki, w momencie zakonczenia
pomiaréw LC kazdej z ptytek pomiarowych. W sytuacji spostrzezenia wszelkich rdznic
i nieprawidtowosci lokalizowano mozliwg przyczyne ipowtarzano analize dotyczacy

aminokwasow iamin biogennych (stabilnos¢ wyekstrahowanych czgsteczek na ptytce LC
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wynosita 2 dni); miato to wptyw na opdznienie w oznaczeniu lipidéw (analiza tej czesci mozliwa

byta w ciggu 7 dni od przygotowania prébek na ptytce FIA).

3.4.Analiza statystyczna i bioinformatyczna

3.4.1. Przygotowanie danych

Analize danych rozpoczeto od detekcji wartosci brakujgcych. W niniejszym zbiorze
danych zatozono istnienie dwdch przyczyn utraty wartosci pomiarowych: losowa (ang. missing
completely at random, MCAR) — wynikajacg z btedu pomiaru standardu wewnetrznego
oraz nie losowa (ang. missing not at random, MNAR) - gdzie wartos¢ zero zostata przypisana
ze wzgledu na poziom metabolitu ponizej progu detekcji (LOD). Metabolity, dla ktérych MCAR
wykryto w >10% prébek i/lub MNAR wykryto w >50% probek odrzucono z dalszej analizy
iloSciowej (n = 105); zwigzki te zakwalifikowano do analizy binarnej (jest/nie ma).
Dane dotyczace pozostatych zwigzkéw zakwalifikowanych do analizy ilosciowej poddano
dalszej korekcie.

W celu ujednolicenia zakreséw zmiennych iuzyskania symetrycznych rozktadéw dane
ilosciowe poddano transformacji logarytmicznej (logz(x+1)), a nastepnie wykorzystujgc
empiryczng metode Bayesa skorygowano tzw. efekt paczki. Podczas korekty zatozono,
ze prébki mierzone przy uzyciu jednej 96-dotkowej ptytki reprezentujg jedng paczke.
W kolejnym kroku przystgpiono do uzupetnienia wartosci brakujgcych. Wartosci brakujgce
o charakterze MNAR zostaty uzupetnione liczbami losowymi zrozktadu normalnego
przycietego do zakresu od 0 do mediany wartosci LOD wyznaczonych dla 17 ptytek
(16 pomiarowych i jednej startowej oznaczanej jako 0). Z kolei wartosci o charakterze MCAR
uzupetniono postugujgc sie metoda k-najblizszych sgsiadéw (ranking sasiedztwa ustalono
w obrebie kazdej z7 grup ,klinicznych” prébek osobno, a wartos¢ brakujacg uzupetniono
wartoscig Srednig poziomu danego metabolitu dla 3 najbardziej podobnych prébek). Opisane
wyzej czynnosci, tj. usuniecie efektu paczki iuzupetnienie brakujgcych wartosci, zostaty
wykonane przez Panig dr inz. Agate Kurczyk. Rysunek 11 przedstawia strukture wyjsciowego
zestawu danych, wynik korekty efektu paczki oraz rezultat uzupetnienia brakujgcych wartosci.

Tak przygotowany zestaw danych zostat poddany analizie statystycznej majgcej na celu

okreslenie istotnosci réznic ilosSciowych pomiedzy poréwnywanymi grupami (rozdziat 3.3.2).
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Po odrzuceniu MCAR = 10 % . . — . .
i/lub MNAR 2 50% Po korekcie paczki Po uzupetnieniu wartosci brakujacych
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Rysunek 11 Przygotowanie danych do analizy statystycznej. (A) Analiza gtdwnych sktadowych (PCA) po odrzuceniu zwigzkow,
dla ktérych MCAR > 10 % i/lub MINAR > 50%, (B) PCA po wykonaniu korekty efektu paczki, (C) PCA po uzupetnieniu wartosci
brakujgcych. Rysunek przygotowany przez dr inz. Agate Kurczyk.

3.4.2. Analiza statystyczna réznic miedzy poréwnywanymi grupami

3.4.2.1. Analiza statystyczna réznic miedzy grupami kobiet z badania
populacyjnego HUNT2

W celu zbadania znamiennych statystycznie réznic w stezeniach 284 zwigzkédw pomiedzy

analizowanymi grupami kobiet zastosowano test u Manna-Whitneya (Mann i inni, 1947),

dla ktérego okreslono wielkos¢ efektu ,,r” obliczony ze wzoru:

r=—

VN

gdzie:
e zto wartos$é statystyki testowej
e N to fgczna liczba obserwacji w dwdch analizowanych grupach pacjentow.
Interpretacje wielkosci efektu przyjeto zgodnie z kryterium Cohena: maty efekt: r>0,1,
Sredni efekt: r>0,3, duzy efekt: r>0,5 (Cohen, 1988) .
Wyjasnienie wyboru metody oceny istotnosci réznic. Wielkos¢ efektu stanowi niezalezng

od liczebnosci préby, ilosSciowg miare rdznicy miedzy poréwnywanymi grupami (istotnos¢

merytoryczng), w przeciwienstwie do p-wartosci, ktéra dostarcza jedynie informacji
0 obecnosci badZz braku rdznicy iprzy wystarczajgco duzej prébie niemal zawsze wykaze
znaczacyg roznice. Ponadto obliczanie wielkosci efektu umozliwia iloSciowe pordéwnanie
wynikéw otrzymanych wramach réznych doswiadczen. Co wiecej miara ta pozwala

by rezultaty analiz przeprowadzonych na matej grupie mogty stuzy¢ jako zapowiedz zmian
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obserwowanych w poréwnaniach zbioréw o wiekszej liczebnosci (Sullivan i inni, 2012)
(Tomczak i inni, 2014) (Nakagawa i inni, 2007).

W przypadku zestawu pozostatych 105 metabolitéw wytgczonych z analizy ilosciowej
zastosowano doktadny test Fishera (Fisher, 1934) (Fisher, 1935) w celu sprawdzenia czy stan
nieobecnosci/obecnosci danego czasteczki byt zwigzany z grupa. Ponadto dla kazdej analizy
zastosowano korekte na wielokrotne testowanie Benjaminiego-Hochberga (Benjamini i inni,
1995). Wszystkie hipotezy statystyczne zostaty przetestowane na 5% poziomie istotnosci.

Aby okresli¢ stopien zwigzku miedzy poziomami metabolitéw a czasem do wykrycia
nowotworu lub wiekiem kobiet w momencie oddania prébki do badania obliczono
wspotczynniki korelacji rang Spearmana (Spearman, 1904).

Trzy podgrupy wiekowe (mtodsza, $rednia, starsza) kobiet wybranych z kohorty

uczestniczacej w badaniu HUNT2 wyznaczono za pomocg estymacji mieszaniny gaussowskie;j.

3.4.2.2. Analiza statystyczna rdéznic migdzy grupami pacjentek
Z nowotworami

Analize stezen metabolitéw rdznicujacych przypadki BC (n=112) ikontrole (n=95)
przeprowadzono za pomocg testu u Manna-Whitneya (Mann i inni, 1947), a nastepnie
wykonano korekte Benjaminiego—Hochberga (Benjamini i inni, 1995), aby zmniejszy¢ liczbe
wynikéw fatszywie dodatnich. W celu identyfikacji metabolitdéw rdznicujgcych przypadki
czterech typdw nowotwordw (BC, CC, HNC, LC) oraz prébki kontrolne (Ctr) zastosowano test
Kruskala-Wallisa (Kruskal i inni, 1952), a nastepnie wykonano test post-hoc Conover (Conover
i inni, 1979) (Conover, 1999) dla pordwnan parami. WSszystkie hipotezy statystyczne
przetestowano na 5% poziomie istotnosci. Dodatkowo, dla wszystkich poréwnan obliczono
wielkos¢ efektu ,,r” wedtug wzoru umieszczonego w poprzednim podrozdziale.

W celu oceny podobiefdstw miedzy analizowanymi grupami przeprowadzono
hierarchiczne grupowanie. Obliczono $rednie stezenie metabolitéw dla probek w okreslonej
grupie (stezenia zostaty wczesniej przeksztatcone w z-score). Kazdg analizowang grupe
scharakteryzowano za pomocg wektora sktadajgcego sie z obliczonych srednich stezen 284
zwigzkdw, a nastepnie analizowano podobieinstwa miedzy grupami. W tym celu

przeprowadzono aglomeracyjng hierarchiczng analize skupied stosujgc odlegtosé
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Minkowskiego do obliczania miary odlegtosci miedzy punktami i metode $rednich potaczen
jako metode wigzania skupien (Jain i inni, 1999).

Dla metabolitéw wytgczonych z analizy iloSciowej, wykonano doktadny test Fishera
(Fisher, 1934) (Fisher, 1935) bysprawdzi¢, «czy istnieje zwigzek miedzy
nieobecnoscig/obecnosciag czgsteczek a analizowanymi grupami.

Wszystkie analizy przeprowadzono przy uzyciu oprogramowania R Statistical Software

(wersja 4.1.2, R Foundation for Statistical Computing, Wieden, Austria).

3.4.3. Analiza bioinformatyczna szlakéw metabolicznych
Dla metabolitow opisanych w sposdb ilosciowy przeprowadzono analize wzbogacenia
szlakéw metabolicznych przy pomocy dostepnego online, darmowego narzedzia
MetaboAnalyst 5.0 (https://www.metaboanalyst.ca/MetaboAnalyst/ModuleView.xhtml,
ostatni dostep: 6.10.2023r.). Identyfikacje zmian w $ciezkach wykonano dla poréwnan parami.
Ponadto dla kazdego poréwnania okreslono liczbe metabolitéw istotnie rdznicujacych obrebie

danego szlaku.
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4. Wyniki

4.1.Wptyw stabilnosci uktadu pomiarowego na jakos¢ otrzymanych danych

Analiza spektrometryczna ptytki startowej (PO) oraz 16 ptytek pomiarowych (od P1
do P16) przeprowadzona zostata w ciggu 141 dni (ok. 6 miesiecy). Utrzymanie jakosci
pomiardw na statym poziomie w trakcie tak diugiego iztozonego z ponad 1200 prdébek
eksperymentu stanowito ogromne wyzwanie (Rysunek 12). Pomimo przegladu i czyszczenia
obu urzadzen wchodzgcych wsktad uktadu pomiarowego (chromatograf -cieczowy
+ spektrometr mas) przeprowadzonego przez autoryzowany serwis, w trakcie analiz

napotkano szereg komplikacji.

Problemy z RT w czesci LC
- samodzielna naprawa

Problemy z RT w czesci LC
- Serwis Agilent z
wymiang czesci

Problemy z
intensywnosciami MS
i zmiennoscig TIC

o ™ N m < O N~ o o 3 :2232 E
a o a o [--% a a a o -% a @ & o @ a -%
y
00 ©0 0 00 © 00 O o © 0000 o-}
(=2 .
88 & 8 88 8 5 8 © g g 388 ¢ S czas [dni]
Ra 8 % K7 s © 2 18 3 R 8§ 533 «w~ a

Rysunek 12 Schemat obrazujgcy przebieg pomiarow w czasie wraz z doswiadczonymi komplikacjami. P-ptytka

Podczas testu sprawnosci ukfadu, wykonanego po czyszczeniu Zrédta jondw
po skoiczonych analizach czwartej ptytki pomiarowe] wystgpit problem zwigzany z brakiem
stabilnosci rozpylania oraz niskiej intensywnosci jonu o m/z 428 (w czesci z bezposrednim
nastrzykiem), bedgcego jednym zkryteriow dopuszczajacych do startu przygotowania
kolejnej z ptytek. Pomimo intensywnego ptukania 100% MeOH oraz 100% izopropanolem
w dalszym ciggu obserwowano niestabilno$¢ aerozolu, w zwigzku z czym wymieniono igte
w zrédle jondw nanowa. Wymiana ta pozytywnie wptyneta na parametry aerozolu,
powodujgc, ze wszystkie kryteria podczas ponownie przeprowadzonego testu sprawnosci
uktadu zostaty spetnione (Rysunek 13), w skutek czego przystgpiono do przygotowania
i analizy pigtej ptytki pomiarowej (P5). Niestety po wykonaniu pomiaréw w ramach ptytki P5
i standardowym czyszczeniu stozka wraz ze zrédtem jonéw, problemy zwigzane z rozpylaniem
oraz intensywnos$ciami sygnatow powrécity (Rysunek 12 iRysunek 13). W tej sytuacji
przyspieszono (w pordwnaniu ze wczesniej opracowanym schematem) czyszczenie uktadu

soczewek oraz wymiane na nowgq kapilary do transferu jondw, co pozwolito na spetnienie
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wymagan testowych i wznowienie analiz. Nie mniej jednak w trakcie pomiaréw w obrebie
ptytek P7 i P8, zarébwno w czesci dotyczgcej aminokwaséw i amin biogennych jaki lipidéw,
intensywnosc¢ sygnatéw od jondw obecnych w mieszaninie testowej nie osiggata minimalnych
wartosci pozwalajacych na iloSciowe oznaczenia metabolitéw. Majgc pewnos¢, ze wykonano
wszystkie mozliwe czynnosci zwigzane czyszczeniem uktadu, podjeto prébe zmiany
parametréw rozpylania aerozolu (spray) poprzez zwiekszenie napiecia. Zabieg ten pozwolit
na poprawe czutosci MS, jednoczes$nie zapewniajgc optymalne warunki rozpylania i jonizacji,
co umozliwito prowadzenie dalszych analiz. W przypadku pomiaréw lipidéw w ramach ptytek
P9-P16 napiecie zwiekszano stopniowo przy kazdej ptytce.

Innym rodzajem komplikacji spotkanej w trakcie pomiaréw byt dryf (zmiana) czasu
retencji dla czgsteczek w obrebie pieciu kontroli jakosci, obserwowany podczas rutynowego
przegladu pomiaréw aminokwaséw iamin biogennych w ramach ptytki P9 (Rysunek 14).
W zwigzku ztym spostrzezeniem przeprowadzono kontrole sprawnosci pomp imiksera
odpowiedzialnych za kontrole gradientu stezenia ACN stanowigcego faze ruchomg
oraz ponowne odgazowanie i ptukanie uktadu chromatograficznego. Ponadto sprawdzono
i dokrecono wszelkie mozliwe potaczenia mogace stanowi¢ przyczyne jakiejkolwiek
nieszczelnosci. Jednakze wykonujac test stabilnosci uktadu w dalszym ciggu obserwowano
zmiane RT zwigzkdw obecnych w mieszaninie. Majgc na uwadze fakt, ze przygotowang ptytke
LC nalezy przeanalizowac w ciggu 48h, a takze znajac ilos¢ prébek, ktére wczesniej zostaty
przepuszczone przez kolumne chromatograficzng podjeto decyzje o wymianie jej na nowa.
Test wykonany po wymianie fazy stacjonarnej wykazat poprawne dziatanie uktadu, w skutek
czego powtdrzono oznaczenia zetapem rozdziatu chromatograficznego dla ptytki P9.
Ponowne sprawdzenie czaséw retencji metabolitdw w obrebie pieciu kontroli jakosci
na ptytce réwniez nie ujawnito zadnych alarmujgcych fluktuacji. Niepokojgce réznice w RT
metabolitdw ponownie zaobserwowano podczas testu sprawnosci uktadu po rutynowym
czyszczeniu. Nieudane proby zlokalizowania przyczyny i samodzielnego rozwigzania problemu
spowodowata wezwanie autoryzowanego serwisu chromatografu (po pomiarach ptytki P10)

i wymiane czesci, ktore ulegty awarii (Rysunek 12).
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Test stabilnosci uktadu

Czesc z rozdziatem chromatograficznym —aminokwasy i aminy biogenne
Jon: m/z 743

Zmiana igly w irédle

Zmiana kolumny LC

7,00E+06
6,00E+06
5,00E+06
4,00E+06

3,00E+06

Intensywno §¢

2,00E+06

1,00E+06

Czesc z bezposrednim nastrzykiem- lipidy
Jon: m/z 428

Zmiana igly w irédle

2,60E+06
2,20E+06
1,80E+06
1,40E+06
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Intensywnosc
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Pomiar

Oznaczenia:

—a—m/z 428 —e—m/z743 —  \Wartoé progowa _ _ Ceyszczenies-lens
i zmiana kapilary

Rysunek 13 Test sprawnosci uktadu pomiarowego. Oddzielnie przedstawiono wykres dla jonu m/z 743 (z rozdziatem
chromatograficznym; gérna czesé) i jonu m/z 428 (z bezposrednim nastrzykiem; dolna czesé). Test wykonany po czyszczeniu
stozka i zrédta jondw (w przypadku ptytek PO do P4 pomiar przed ptytkg byt rownowazny z pomiarem ,po czyszczeniu”); test
po dodatkowym czyszczeniu — test sprawnosci uktadu wykonany po przypieszonym (w poréwnaniu ze schematem czyszczenia)
czyszczeniu s-lens i zmianie kapilary); ,,Po zm U” oznacza analize mieszniny testowej przeprowadzong po zmianie napiecia z
2.5kV na wyzsze;
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D7-ADMA i D6-SDMA (m/z 344)
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Rysunek 14 Dryf czasu retencji na przyktadzie standardu wewnetrznego dla ADMA (pierwszy pik, z biatym polem pod krzywgq)
i SDMA (drugi pik, z szarym polem pod krzywg), obserwowany podczas rutynowego przeglgdu pomiaréw aminokwasow i amin
biogennych w ramach ptytki P9. Na rysunku pokazano rowniez chromatogram dla tego samego zwigzku badanego na ptytce
P8. D7-ADMA- Asymetryczna dimetyloarginina znakowana deuterem (ang. deuterium labeled asymmetric dimethylarginine);
D6-SDMA - Symetryczna dimetyloarginina znakowana deuterem (ang. deuterium labeled symmetric dimethylarginine); QC-
kontrola jakosci; RT- czas retencji

Dla zwiazkoéw, dla ktorych liczba wartosci brakujacych nie przekraczata 50% obliczono
i wyrysowano wartosci procentowe wspdtczynnika zmiennosci (CV) pomiaréw QC
definiowany wzorem:

Srednia arytmetyczna

= 1009
odchylenie standardowe i %

Parametr ten jest powszechnie stosowany w badaniach metabolomicznych do oceny
stabilnosci metody. Analize przeprowadzono w dwéch ujeciach:
e dla powtdrzen QC w obrebie kazdej ptytki pomiarowej osobno (ang. intra-batch)

(Rysunek 15C)
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e dla powtdérzen QC w obrebie wszystkich 16 ptytek tgcznie (ang. inter-batch)
(Rysunek 15B).

Rozpatrujgc uzyskane wartosci wspoétczynnika zmiennosci wewnatrz poszczegdinych ptytek
obserwowano, ze CV dla 44-75% metabolitéw miescit sie w granicy 15% (tj. charakteryzowaty
sie bardzo dobrg powtarzalnoscia, zgodnie z obecnymi zaleceniami amerykanskiej Agencji
Zywnosci i Lekéw (Food and Drug Administration, 2022)), a mediana tego wspdtczynnika
miescita sie w zakresie 8-16%. Ponadto w wyniku obliczen wykonanych dla wszystkich ptytek,
mediana catkowitego CV miedzy ptytkami wynosita dla wszystkich probek QC 18,73%.
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Rysunek 15 (A) Analiza gtdwnych sktadowych (PCA) ogdlnych podobieristw miedzy prébkami kontroli jakosci w obrebie 17
ptytek. Wykres przedstawia 2 serie danych umieszczone w uktadzie wspotrzednych wyznaczonych przez 2 gtowne sktadowe:
oddzielnie zaznaczono probki kontroli jakosci analizowanych w ramach réznych ptytek pomiarowych. (B) Wspotczynnik
zmiennosci dla metabolitow obecnych w mieszaninach stuzqcych do kontroli jakosci pomiaréw obliczony dla QC w obrebie
wszystkich ptytek pomiarowych. (C) Wspdtczynnik zmiennosci dla metabolitow obecnych w mieszaninach stuzgcych do kontroli
jakosci pomiardéw obliczony dla QC w obrebie kazdej ptytek pomiarowej osobno.

Pomimo wszystkich czynnosci stabilizujgcych pomiar wskazanych w rozdziale 3.3, surowe
wyniki pomiaréw wskazywaty na istnienie efektu paczki — co uwidacznia PCA przedstawiony
na Rysunku 11A oraz obliczony wspétczynnik zmiennosci dla kontroli jakosci. W zwigzku z tym
zdecydowano o uwzglednieniu w procedurze obrdbki danych korekte efektu paczki. Wynik

korekty efektu paczki zostat przedstawiony na Rysunku 11B. Tak skorygowany zestaw danych,
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po uzupetnieniu danych brakujgcych (Rysunek 11C) zostat wykorzystany w analizach,

ktorych wyniki przedstawione sg w dalszej czesci pracy.

4.2. Identyfikacja cech metabolomu surowicy majacych zwigzek z ryzykiem
raka piersi

4.2.1. ldentyfikacja metabolitow, ktérych stezenie w surowicy rézni sie u oséb,
ktére rozwinety nowotwdr (HR, high risk) i osdb, ktdre pozostaty zdrowe
w okresie obserwacji (LR, low risk)

Przy uzyciu techniki spektrometrii mas w 906 prébkach surowicy pobranych w ramach
badania populacyjnego HUNT2 wykryto 389 metabolitéw. Po przyjeciu kryteriow dotyczacych
wartosci brakujgcych w obecnych danych (patrz rozdziat 3.3.1) 284 zwigzki wykorzystano
w analizach ilosciowych. Zbiér ten zawierat wartosci stezen dla 30 aminokwaséw iamin
biogennych, heksoz, 32 acylokarnityn, 14 estréow cholesterolu, 56 glicerydow,
119 glicerofosfolipidéw, 32 sfingolipidéw.

Nienadzorowana analiza gtéwnych sktadowych wszystkich prébek (Rysunek 16) wykazata
duza niejednorodnosé oraz brak wyraznie widocznych skupisk zgodnych z grupa dotyczaca
diagnozy w trakcie obserwacji (HR i LR). Pierwsza gtéwna sktadowa (PC1) odpowiadata za 21%
catkowitej wariancji, azmiennymi, ktére najbardziej znig korelowaty byly SM(41:1)

oraz TG(51:2).

°

Grupa
O HR
@ R

Dim1 (21.4%)

Rysunek 16 Analiza gtownych sktadowych (PCA) ogdinych podobieristw miedzy probkami. Wykres przedstawia 2 serie danych
umieszczone w uktadzie wspdtrzednych wyznaczonych przez 2 gtdwne skfadowe: oddzielnie zaznaczono probki kobiet,
u ktorych w okresie obserwacji zdiagnozowano rak piersi (HR), lub ktére pozostaty wolne od raka (LR) (duze kota oznaczajq
Sredniq dla kazdej grupy).
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Poréwnanie poziomdéw poszczegdlnych metabolitdw przy uzyciu testéw statystycznych
w prébkach surowicy od 453 kobiet ze zdiagnozowanym BC podczas obserwacji (HR) i 453
kobiet, ktére pozostaty wolne od choroby wtym czasie (LR) nie wykazata istotnych
statystycznie réznic. Obliczenia miar sity efektu réwniez wskazaty naznikome rdznice
w stezeniach metabolitdw pomiedzy obiema grupami. Srednie stezenia oznaczonych
ilosSciowo zwigzkdw oraz sity réznic miedzy poréwnywanymi grupami przedstawiono w formie

mapy ciepta na Rysunku 17.
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Rysunek 17 Poziomy metabolitow w pre-diagnostycznych prébkach surowicy kobiet, u ktorych zdiagnozowano raka piersi
podczas 15-letniej obserwacji (HR) i oraz kobiet, ktore pozostaty wolne od raka w tym czasie (LR). Mapa ciepta przedstawia
Srednie poziomy analizowanych metabolitow w kazdej grupie (reprezentowane jako z-score) oraz istotnos¢ réznic miedzy
grupami (reprezentowane jako wielkosc efektu ,,r”)
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Spogladajac na rozktad danych dla poszczegdlnych zwigzkédw lub ich grup (mediany,
kwartyle, wartosci minimalne i maksymalne), podobnie jak w przypadku analizy wielkosci
efektu, zaobserwowano znikome rdznice pomiedzy poréwnywanymi grupami kobiet.

Przyktadowe wykresy pudetkowe otrzymane podczas analiz umieszczono na Rysunku 18.
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Rysunek 18 Stezenia wybranych metabolitow (glicyna - Gly; glutaminian - Glu, glutamina - Gin, cytrulina - Cit, tauryna,
serotonina i lizofosfatydylocholiny: LPC(18:0) i LPC-O(18:0)) oraz zagregowanego stezenia zwigzkow nalezqcych do okreslonej
klasy lipidow w grupie HR i grupie LR; istotnosc roznic miedzy grupami pokazano jako wielkosc efektu ,r”; AC-acylokarnityny;
DG- diglicerydy; TG- triglicerydy; LPC- lizofosfatydylocholiny; PC- fosfatydylocholiny; SM- sfingomieliny; Cer- ceramidy; CE-
estry cholesterolu
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Dla pozostatych 105 metabolitow nie zakwalifikowanych do analizy ilosciowej zbadano
czy status obecnosci lub jej braku jest zalezny od grup dotyczgcych diagnozy w trakcie
obserwacji (HR i LR). Wykazano brak istnienia takiej zaleznosci w przypadku ktéregokolwiek
z badanych metabolitéw. Wyniki dotgczono w formie tabeli wraz z pozostatymi plikami

na ptycie CD dotaczonej do dysertac;ji.

4.2.2. Okreslenie wptywu wieku na stezenie metabolitdw we krwi uczestniczek

Szukajac przyczyny duzej heterogennosci materiatu, ktéry skutkowat brakiem widocznych
réznic w poréwnaniu grup dotyczacych diagnozy nowotworu w trakcie obserwacji (HR vs. LR),
sprawdzono czy mozliwe czynniki oddziatujagce na metabolom moga wywiera¢ wptyw
na zmiany stezen metabolitéw w takim stopniu, aby obraz zmian zwigzany z ryzykiem
nowotworu zostat zaciemniony.

Jednym z czynnikdéw, dla ktérego zauwazono silng korelacje ze stezeniem analizowanych
czasteczek byt wiek uczestniczek badania, niezaleznie od przynaleznosci do grupy HR lub LR
(Rysunek 19A). Przyktadem takiej zaleznosci jest wzrost zagregowanego poziomu lipidow
w surowicy wraz ze wzrostem wieku uczestniczek badania HUNT2 (Rysunek 19B). Co ciekawe
analizujgc rezultaty uzyskane dla zagregowanych stezen poszczegdlnych klas lipidow
spostrzezono, ze jedynie tgczne stezenie lizofosfatydylocholin (LPC) nie wykazywato korelacji

z wiekiem kobiet.

A B LR rho=0.31 p=1.5e1¢

HR rho=0.40 p=2.2¢%6

-leg10fpvalue)

Stezenie lipidéw [uM]

60
Wik [lata]

Rysunek 19 Korelacja pomiedzy wiekiem uczestniczek badania HUNT2 a stezenia metabolitow w surowicy. (A) istotnosc
korelacji miedzy stezeniami kazdego z metabolitow a wiekiem w momencie badania (wszystkie uczestniczki tfgcznie).
(B) korelacja miedzy zagregowanym stezeniem stezenia wszystkich analizowanych zwigzkéw lipidowych a wiekiem
uczestniczek badania (osobno zaznaczono grupy HR i LR). Na obu panelach przedstawiono wartos¢ wspétczynnika korelacji
rho oraz istotnosc statystyczng (wartosc p).
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Po wykryciu omdéwionej wyzej korelacji ponownie przeprowadzono analize gtéwnych
sktadowych dla wszystkich prébek, dzielagc je nadecyle wedtug wieku uczestniczek
(Rysunek 20). W rezultacie zauwazono systematyczne przesuniecie podgrup w prawg strone

wykresu PCA wraz ze zwiekszajgcym sie wiekiem kobiet.

Decyl:
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Rysunek 20 Analiza gtownych sktadowych (PCA) ogdlnych podobieristw miedzy probkami surowicy pochodzacymi
od uczestniczek badania HUNT2 w réznym wieku. Wykres przedstawia 10 serii danych umieszczonych w ukfadzie
wspotrzednych wyznaczonych przez 2 gtdwne sktadowe: oddzielnie zaznaczono kolejne decyle wieku uczestniczek badania
(duze kota oznaczajq Sredniq dla kazdej grupy).

Majac na uwadze otrzymane wyniki stwierdzono, ze poszukiwanie czynnikdw zwigzanych

z ryzykiem BC nalezy przeprowadzi¢ w podgrupach charakteryzujgcych sie mniejszym
rozrzutem wieku. Na podstawie wyrysowanego histogramu wieku uczestniczek badania
oraz braku informacji o rzeczywistym statusie menopauzy (réwniez istotnym czynniku
oddziatujgcym na metabolom u kobiet) u wiekszosci z nich, zdecydowano sie wyréznic trzy
podgrupy wiekowe: ,mtodsze niz przecietne”, ,przecietne/w srednim wieku” i ,starsze niz
przecietne”. Do wyznaczenia wartosci granicznych wieku dla kazdej z nich wykorzystano
model mieszaniny Gaussa, gdzie dane wejsciowe stanowit rzeczywisty rozktadu wieku
w kohorcie badawczej (Rysunek 21). Jako elementy mieszaniny zidentyfikowano trzy
podgrupy:

e kobiety ponizej 45 roku zycia (112 par HR/LR),

e kobiety w wieku 45-64 lat (206 par HR/LR),

e kobiety powyzej 64 roku zycia (135 par HR/LR).
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Rysunek 21 (A) Rozktad wieku uczestniczek badania HUNT2 wybranych do analizy metabolomu (wszystkie uczestniczki razem);
(B) Rozktad wieku uczestniczek badania HUNT2 wraz z zaznaczonymi sktadowymi modelu mieszaniny Gaussa, na podstawie
ktérych wyodrebniono trzy podgrupy: <45 lat, 45-64 lata, i >64 lat (dolna czes¢).

Informacja o statusie menopauzy byfa niedostepna dla wiekszosci uczestniczek badania
HUNT2, jednak przecietny wiek menopauzalny w populacji Norweskiej to 49 lat. Dlatego
w przypadku trzech zidentyfikowanych podgrup nalezy uznaé, ze podgrupa najmiodsza
to kobiety przed menopauza, podgrupa najstarsza to kobiety po menopauzie, zas w grupie
posredniej obecne sg kobiety o réznym statusie menopauzy.

Po powyzszym podziale wykonano powtdrng analize réznic pomiedzy przypadkami
ze zdiagnozowanym BC (HR) oraz dopasowanymi grupami kontrolnymi (LR). W rezultacie
znaleziono 123 zwigzki, dla ktdérych wielkos¢ efektu byta wyzisza niz znikoma (|r|20,1)
w co najmniej jednej podgrupie wiekowej (tabela zawierajgca poréwnania dla wszystkich
zwigzkéw zatgczona na ptycie CD). Najwiekszg liczbe rdznic w stezeniach zwigzkdéw
odnotowano w przypadku kobiet ponizej 45 r.z., dla ktérych |r|>0,1 obserwowano dla 82
czasteczek (z czego az 66 tworzyto unikalny zbiér dla tego przedziatu wiekowego) a mediana
sity efektu wynosita 0,0682. Z kolei w zbiorze pan pomiedzy 45 a 64 r.z. tylko 16 zwigzkéw
wykazywato rdznice o takiej wielkosci efektu (10 metabolitow unikalnych, mediana
|r|=0,0421), a grupa starszych niz przecietnie uczestniczek charakteryzowata sie |r|>0,1 dla

42 zwigzkdéw (z czego 30 unikalnych) i mediang |r| na poziomie 0,0459 (Rysunek 22).
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Rysunek 22 (A) Histogramy dystrybucji metabolitéw uszeregowanych wg. zwiekszajqcej sie istotnosci réznic (wielkosci efektu
r) miedzy grupami HR i LR w trzech podgrupach wiekowych uczestniczek (tj.: <45, 45-64, >64 lat); pionowe linie przedstawiajg
mediane wartosci r w danej podgrupie wiekowej. (B) Diagram Venna ilustrujgcy liczbe metabolitow réznicujgcych grupe HR i
LR, w poszczegdlnych grupach wiekowych; uwzgledniono zwiqzki, dla ktorych réznice wykazywaty wiekszq niz znikoma
wielkos¢ efektu.

Analiza réznic w stezeniu aminokwaséw pomiedzy przypadkami HR i LR wykazata rézne
wzory w poszczegdlnych grupach wiekowych. 13 aminokwaséw wykazato wzrost stezenia
wraz z wiekiem. Poziom szesciu z nich (m.in.: cytruliny) wzrastat u pan ze zwiekszonym
ryzykiem (HR) niezaleznie od podgrupy wiekowej, w przeciwienstwie do kwasu
glutaminowego i asparaginy, dla ktérych zaobserwowano spadek stezenia. W przypadku
7 pozostatych aminokwasow, wykazujgcych tendencje spadkowg wraz z wzrostem wieku
uczestniczek, stezenie trzech z nich (m.in. Gly) ulegato obnizeniu u pan zaliczanych do grupy
HR, bez wzgledu na przedziat wiekowy. Ponadto u kobiet przecietnie mtodszych obserwowano
nizszy poziom wiekszosci amin biogennych (w przeciwienstwie do pan po 64 r.z.). Jedynie
w przypadku serotoniny zauwazono spadek stezenia wraz ze zwiekszonym ryzykiem BC
w najstarszej grupie wiekowe;j.

Analiza zagregowanego stezenia gtébwnych klas lipidéw, za  wyjatkiem
lizofosfatydylocholin (LPC), wykazata wzrost ich poziomu wraz ze wzrostem wieku
uczestniczek badania. Podczas analizy réznic wykonanej dla kobiet z grupy HR i LR,
przeprowadzonej odpowiednio dla poszczegdlnych podgrup wiekowych nie zaobserwowano
jednego wzoru/ trendu zmian wsrdd zwigzkow lipidowych. Co jednak ciekawe, w grupie pan

po 64 r.z. zauwazono najnizsze stezenie LPC, a istotnos¢ rdznicy pomiedzy pordwnywanymi
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przypadkami HR i dopasowang grupg LR byfa najwieksza wsréd analizowanych 3 podgrup

wiekowych (|r|20,1). Ponadto, po obliczeniu stosunku PC do LPC (o znaczeniu coraz szerzej

badanym w chorobach zwigzanych ze stanem zapalnym) wykazano jego wzrost z wiekiem.

Wykresy obrazujgce stezenie wybranych metabolitéw w grupie HR i grupie LR w trzech

podgrupach wiekowych uczestniczek umieszczono na Rysunku 23. Z kolei wartosci obliczonej

wielkosci efektu orazich interpretacje dla poszczegdlnych zwigzkéw Ilub ich grup
zamieszczono w Tabeli 7.
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Rysunek 23 Stezenia wybranych metabolitow (glicyna - Gly; glutaminian - Glu, glutamina - GiIn, cytrulina — Cit, tauryna,
serotonina i lizofosfatydylocholiny LPC(18:0) i LPC-O(18:0)) oraz zagregowane stezenia zwigzkéow nalezqgcej do okreslonej
klasy lipidow w grupie HR i grupie LR w trzech podgrupach wiekowych uczestniczek; istotnosc roznic (wartos¢ r) przedstawiono
w Tabeli 7. AC-acylokarnityny; DG- diglicerydy, TG- triglicerydy; LPC- lizofosfatydylocholiny, PC- fosfatydylocholiny;, SM-
sfingomieliny; Cer- ceramidy; CE- estry cholesterolu
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Tabela 7 Wielkos¢ efektu i jego interpretacja dla wybranych metabolitow (glicyny, glutaminianu, glutaminy, cytruliny, tauryny,
serotoniny i lizofosfatydylocholin: LPC(18:0) i LPC-O(18:0)) oraz zagregowane stezenia zwiqzkéw nalezqcej do okreslonej klasy
lipidow w grupie HR i grupie LR w trzech podgrupach wiekowych uczestniczek.

Réznice pomiedzy HRi LR Rdinice pomiedzy HRi LR Rdznice pomiedzy HRi LR

w grupie do 45 lat w grupie 45-64 lat w grupie powyzej 64 lat
Metabolit
wielko$¢ . . wielkos¢ . . wielkos¢ . .
efektu interpretacja ofektu interpretacja efektu interpretacja
Glicyna -0,044 znikomy -0,118 maty -0,080 znikomy
Glutaminian 0,120 maty 0,108 maty 0,020 znikomy
Glutamina -0,159 maty -0,053 znikomy -0,011 znikomy
Cytrulina -0,034 znikomy -0,069 znikomy -0,096 znikomy
Tauryna 0,130 maty 0,063 znikomy 0,043 znikomy
Serotonina -0,103 maty -0,050 znikomy -0,019 znikomy
LPC(18:0) 0,048 znikomy -0,076 znikomy -0,100 maty
LPC-O(18:0) 0,023 znikomy -0,057 znikomy -0,074 znikomy
AC - facznie 0,066 znikomy -0,052 znikomy 0,098 znikomy
DG - tacznie -0,047 znikomy -0,078 znikomy 0,071 znikomy
TG - facznie -0,097 znikomy -0,075 znikomy 0,114 maty
LPC - tacznie 0,053 znikomy -0,038 znikomy -0,103 maty
PC - tacznie -0,113 maty -0,028 znikomy 0,051 znikomy
SM - tacznie -0,089 znikomy -0,006 znikomy -0,016 znikomy
Cer - tacznie -0,094 znikomy -0,130 maty 0,023 znikomy
CE - tacznie -0,090 znikomy -0,024 znikomy -0,010 znikomy

AC-acylokarnityny; DG- diglicerydy; TG- triglicerydy,; LPC- lizofosfatydylocholiny,; PC- fosfatydylocholiny; SM- sfingomieliny;
Cer- ceramidy; CE- estry cholesterolu

4.2.3. Identyfikacja metabolitdw odrdzniajacych podgrupy oséb w réinym
wieku, ktére rozwinety nowotwor w réznym czasie od pobrania materiatu
Gtéwnym kryterium doboru uczestniczek do niniejszego badania byto zapewnienie
rownomiernego rozktadu liczebnosci podgrup kobiet, u ktérych zdiagnozowano BC w réznych
odstepach czasu po pobraniu prébki oraz dopasowanych do nich wolnych od nowotworu
piersi kontroli (tj. grupy HR i LR). Wybdr ten miat na celu sprawdzenie, czy istnieje zaleznos¢
pomiedzy czasem rozpoznania raka, a réznicami obserwowanymi pomiedzy grupami HR i LR.
W zwigzku z tym, w kolejnym etapie wykonano analize w nastepujgcych podgrupach:
e kobiety, u ktdérych rak piersi zostat zdiagnozowany w trakcie 5 lat obserwacji
,wczesna” diagnoza),
e kobiety, u ktérych rak piersi zostat zdiagnozowany podczas obserwacji trwajgcej

od 5 do 10 lat,
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o kobiety, uktérych rak piersi zostat zdiagnozowany w okresie od 10 do 15 lat
obserwacji (,p6zna” diagnoza).

Podobnie jak w przypadku analizy ogdlnych grup (tj. HR i LR bez podziatu na mniejsze
podzbiory) nienadzorowana analiza gtéwnych sktadowych (Rysunek 24A) wykazata duig
niejednorodnos¢ oraz brak wyraznie widocznych skupisk zgodnych z grupg dotyczacg czasu
jaki uptynat pomiedzy oddaniem prébki arozpoznaniem nowotworu (w przypadku HR)
i dopasowanych kontroli wolnych od nowotworu (LR). Pierwsza gtdwna sktadowa (PC1)
odpowiadata za 21% catkowitej wariancji, a zmiennymi, ktére najbardziej z nig korelowaty byty

SM(41:1) i TG(51:2).
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Rysunek 24 (A) Analiza gtéwnych sktadowych (PCA) ogdinych podobieristw miedzy probkami surowicy pochodzacymi
od uczestniczek badania HUNT2, u ktérych nowotwor zdiagnozowano w réznym czasie od momentu udziatu w badaniu (grupa
HR) oraz odpowiednich prébek kontrolnych (LR). Wykres przedstawia 6 serii danych umieszczonych w uktadzie wspotrzednych
wyznaczonych przez 2 gtdowne sktadowe: oddzielnie zaznaczono uczestniczki badania z rakiem piersi zdiagnozowanym
w okresie do 5, do 10 lub do 15 lat obserwacji oraz dopasowane kontrole wolne od raka (duze kota oznaczajq Sredniq dla
kazdej grupy). (B) Histogramy dystrybucji metabolitéw uszeregowanych wg. zwiekszajgcej sie istostnosci roznic (wielkosc¢
efektu r) miedzy grupami HR i LR w trzech podgrupach rozniacych sie czasem do rozpoznania raka w okresie (do 5 lat, 5 do 10
lat, 10 do 15 lat obserwacji).

W ramach pordwnania znaleziono 48 zwigzkdw, dla ktérych wielkos¢ efektu byta wyzsza
niz znikoma (|r|=0,1) co najmniej w jednym podzbiorze zwigzanym z czasem do diagnozy: 16
metabolitéw dla grupy do 5 lat (mediana |r|= 0,0396), 17 metabolitéw w grupie 5-10 lat
(mediana |r|= 0,0364) oraz 18 metabolitdw w grupie pan z pding diagnozg (mediana
|r|=0,0354; Rysunek 24B). Ze wszystkich 48 zwigzkéw jedynie 3 metabolity CE(19:2), PC(42:4),
PC(42:5) byty wspdlne dla poréwnan skrajnych grup zwigzanych z diagnozg tj. dla pan

z wczesng i pozng diagnoza.
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Ponadto zaobserwowano ujemnag korelacje pomiedzy wiekiem uczestniczek w momencie
pobrania prébki a czasem do rozpoznania u nich nowotworu (Rysunek 25). Oznacza to,
ze mtodsze uczestniczki badania przewaznie ustyszaty diagnoze po dtuzszym czasie obserwacji
niz panie, ktérych wiek w momencie pobrania prébki byt wyzszy. To spostrzezenie, pozwolito
na podjecie decyzji o oddzielnym poszukiwaniu hipotetycznych réznic pomiedzy przypadkami
»wczesnie” i,pdzno” zdiagnozowanymi w podgrupach okreslonych na podstawie wieku.

Analizy zawezono do dwdch, skrajnych grup wiekowych (<45 lat i >64 lat) (Rysunek 26A).
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Rysunek 25 Korelacja miedzy wiekiem uczestniczek w momencie pobrania probki a czasem do rozpoznania raka piersi (czas
miedzy pobraniem probki a diagnozq) w grupie HR; przedstawiono wartos¢ wspotczynnika korelacji rho oraz istotnosc
statystyczng (wartosc p).
Chcac znalezé czgsteczki charakterystyczne dla HR, w kolejnym kroku poréwnano profile
metaboliczne uzyskane dla kobiet z grup HR i LR w obrebie zdefiniowanych 4 podgrup:
e kobiety ponizej 45 r.z., z nowotworem zdiagnozowanym do 5 lat od startu badania;
e kobiety ponizej 45 r.z., z nowotworem zdiagnozowanym ponad 10 lat od startu
badania;
e kobiety powyzej 64 r.z., z nowotworem zdiagnozowanym do 5 lat od startu badania;
e kobiety powyzej 64 r.z.,, z nowotworem zdiagnozowanym ponad 10 lat od startu
badania.
W kazdym przypadku do kobiet z grupy HR wykorzystano dopasowang wiekiem kontrole
z grupy LR.
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Zaobserwowano, ze liczba metabolitéw rdéznicujgcych (|r|20,1) panie z grupy HR
z wczesng i pdzng diagnozg byta podobna w podgrupach mtodszych i starszych uczestniczek
(odpowiednio 104 i 93 zwigzki). Mediany modutu wielkosci efektu dla tych podgrup wynosity
0,078 dla kobiet do 45 r.z. i 0,065 dla pan po 64 r.z. (patrz Rysunek 26A). Nalezy podkreslic,
ze rozne zwigzki odrézniaty przypadki z wczesng i pdzng diagnoza niezaleznie od wieku.
Wykazano réwniez, ze liczba metabolitéw rdéznicujgcych grupy HR iLR byta wyzsza
w przypadku nowotwordow pdzno zdiagnozowanych w poréwnaniu do nowotwordéw wczesnie
zdiagnozowanych niezaleznie od podgrupy wiekowej. Co ciekawe sita réznic (|r|) byta wieksza
w przypadku grupy najmtfodszej (<45 lat): mediana |r|= 0,088 (dla poréwnania z diagnoza
do5 lat) oraz mediana |r|= 0,109 (dla pordwnania z diagnozg po ponad 10 latach)

(patrz Rysunek 26B).
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Rysunek 26 Scharakteryzowanie istotnosci réznic w stezeniu metabolitow pomiedzy réznymi podgrupami uczestniczek
badania HUNT2. (A) Histogramy dystrybucji metabolitow uszeregowanych wg. zwiekszajqcej sie istostnosci réznic (wielkos¢
efektu r) miedzy podgrupami HR réznigcymi sie czasem do zdiagnozowani nowotworu (<5 lat — wczesna diagnoza oraz 10-15
lat — poZna diagnoza) w trzech podgrupach wiekowych uczestniczek (tj. <45, 45-64, >64 lat). (B) Histogramy dystrybucji
metabolitow uszeregowanych wg. zwiekszajgcej sie istostnosci roznic (wielkos¢ efektu r) miedzy kobietami
ze zdiagnozowanym rakiem (HR) i odpowiednimi kontrolami (LR) w podgrupach rdznigcymi sie czasem do zdiagnozowani
nowotworu (<5 lat — wczesna diagnoza oraz 10-15 lat — pdzna diagnoza) i wiekiem (<45 lat oraz >64 lat). Pionowe linie
przedstawiajg mediane wartosci r w danej podgrupie wiekowe.
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Nalezy podkresli¢, ze inne metabolity odrézniaty przypadki HR i LR w poszczegdinych
podgrupach zdefiniowanych pod wzgledem wieku iczasu do diagnozy. Co wiecej duzg
niejednorodnos¢ zauwazono rowniez w obrebie kierunku zmian czgsteczek (tj. wzrostu
lub spadku stezenia w poréwnywanych grupach), co wida¢ na przyktadzie cytruliny, ktérej
istotng zmiane obserwowano u kobiet starszych - spadek jej stezenia byt zwigzany z wczesng
diagnoza BC, a wzrost odnotowano dla pdZznego rozpoznania nowotworu. Interesujgce zmiany
obserwowane byty w przypadku AC(16:0), ktorej istotny spadek widoczny byt dla nowotworéw
wczesnie zdiagnozowanych u mfodszych kobiet oraz dla kobiet po 64r.z. z pdzng diagnoza.
Z kolei wzrost poziomu tej czgsteczki odnotowano dla pézno rozpoznanego BC u pan ponizej
45 r.z. oraz nowotworu zdiagnozowanego do 5 lat od startu badania u uczestniczek
zakwalifikowanych do najstarszej grupy wiekowe;j.

Jednakze w wiekszosci analizowanych metabolitéw widoczna byta silna zalezno$¢ zmian
stezenia i wieku (np. PC czy TG), ktéra zostata zbadana w rozdziale 4.2.2. Wykresy pudetkowe

dla przyktadowych zwigzkdéw lub ich klas przedstawiono na Rysunku 27.
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Rysunek 27 Stezenia wybranych metabolitéw (glicyny - Gly; glutaminianu - Glu, glutaminy - Gin, cytruliny — Cit, tauryny,
serotoniny i lizofosfatydylocholin: LPC(18:0) i LPC-O(18:0)) oraz zagregowane stezenia zwiqgzkdw nalezqcej do okreslonej klasy
lipidéw w grupie HR igrupie LR w czterech podgrupach uczestniczek réznigcych sie wiekiem (<45 lat i >64 lata) i czasem
do diagnozy nowotworu (wczesna/>5 lat i pézna/10-15 lat); istotnoS¢ réznic (wartos¢ r) przedstawiono w Tabeli 8. AC-
acylokarnityny,; DG- diglicerydy; TG- triglicerydy,; LPC- lizofosfatydylocholiny; PC- fosfatydylocholiny; SM- sfingomieliny; Cer-
ceramidy; CE- estry cholesterolu
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Tabela 8. Roznice pomiedzy przypadkami HR i LR w podgrupach uczestniczek badania HUNT2 réznigcych sie wiekiem i czasem diagnozy BC. Wielkos¢ efektu i jego interpretacja dla wybranych
metabolitéw (glicyny; glutaminianu, glutaminy, cytruliny, tauryny, serotoniny i lizofosfatydylocholin: LPC(18:0) i LPC-O(18:0)) oraz zagregowane stezenia zwiqgzkéw nalezqcej do okreslonej klasy
lipidéw w grupie HR i grupie LR w czterech podgrupach uczestniczek réznigcych sie wiekiem (<45 lat i >64 lata) i czasem do diagnozy nowotworu (wczesna/>5 lat i pézna/10-15 lat).

.- . BC pdino BC wczesnie BC pdino
BC wcze$nie zdiagnozowany . . . . .
. zdiagnozowany (>10 lat) w grupie zdiagnozowany (<5 lat) w grupie zdiagnozowany (>10 lat)
Metabolit [F R = B <45 |at >64 lat w grupie >64 lat
wielkos¢ . . wielkos¢ . . wielkos¢ . . wielkos¢ . .
efektu interpretacja efektu interpretacja efektu interpretacja efektu interpretacja
Glicyna 0,119 maty -0,032 znikomy -0,080 znikomy 0,038 znikomy
Glutaminian 0,112 maty 0,106 maty 0,028 znikomy -0,002 znikomy
Glutamina -0,046 znikomy -0,179 maty -0,096 znikomy 0,216 maty
Cytrulina 0,044 znikomy 0,045 znikomy -0,145 maty 0,168 maty
Tauryna 0,037 znikomy 0,235 maty -0,030 znikomy 0,034 znikomy
Serotonina -0,163 maty -0,075 znikomy -0,040 znikomy -0,012 znikomy
LPC(18:0) 0,067 znikomy 0,110 maty -0,126 maty -0,002 znikomy
LPC-0O(18:0) -0,169 maty 0,172 maty -0,169 maty -0,063 znikomy
AC - facznie 0,211 maty 0,020 znikomy 0,136 maty 0,109 maty
DG - facznie -0,098 znikomy -0,044 znikomy 0,132 maty 0,067 znikomy
TG - facznie -0,180 maty -0,148 maty 0,142 maty 0,216 maty
LPC - tacznie -0,020 znikomy 0,192 maty -0,108 maty -0,029 znikomy
PC - tacznie -0,100 maty -0,192 maty 0,127 maty 0,109 maty
SM - facznie 0,008 znikomy -0,169 maty -0,003 znikomy 0,071 znikomy
Cer - tacznie -0,088 znikomy -0,153 maty 0,091 znikomy 0,136 maty
CE - tacznie 0,020 znikomy -0,226 maty 0,011 znikomy 0,101 maty

AC-acylokarnityny; DG- diglicerydy; TG- triglicerydy; LPC- lizofosfatydylocholiny; PC- fosfatydylocholiny; SM- sfingomieliny, Cer- ceramidy; CE- estry cholesterolu
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4.2.4. ldentyfikacja szlakdw metabolicznych zwigzanych z podwyzszonym
ryzykiem rozwoju raka piersi

W kolejnym etapie wykonano analize wzbogacenia szlakéw metabolicznych zwigzanych

z réznicujgcymi czasteczkami, znalezionymi w pordwnaniach dotyczacych wieku i czasu
do diagnozy nowotworu (Rysunek 28). Przeprowadzona analiza wykazata, ze metabolity
inaczej odrdzniajgce HR i LR w podgrupach kobiet mtodszych i starszych (tj.: <45 i >64) byty
zwigzane ze S$ciezkami powigzanymi z glutaminoliza oraz degradacjg rozgatezionych
aminokwaséw. Ponadto wytgcznie w podgrupie pan po 64 r.z. zauwazono zmiany

metabolizmu Ala i His, zwigzane z czasem diagnozy nowotworu (wczesna i pdzna diagnoza).

Zmiany w $ciezkach metabolicznych

*
Metabolizm tyrozyny ®
* *
Metabolizm tryptofanu @

*

Metabolizm porfiryny
Metabolizm histydyny
Metabolizm glutationu
llo$é zwigzkdw

Metabolizm glioksylandw i dikarboksylandw fo
glloksy " réznicujacych

Metabolizm D-glutaminy i D-glutaminianu

* ¥ ¥ X

0
Metabolizm butanianu 1
Metabolizm beta-alaniny e
3
Metabolizm azotu
4

*
9000

Metabolizm asparaginianu i glutaminianu alaniny

Metabolizm argininy i proliny

Nazwa $ciezki metabolicznej

Degradacja leucyny i izoleucyny waliny

* %

Biosynteza ubichinonu i innych terpenoido-chinonéw

Biosynteza argininy

Biosynteza aminoacylo-tRNA
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diagnoza

Rodzaj analizy

Rysunek 28 Szlaki metaboliczne zwiqzane ze zwigzkami wykazujgcymi rdznice stezenia miedzy podgrupami uczestniczek
badania HUNT2. Przedstawiono szlaki zwigzne z metabolitami odrdzniajgcymi probki HR iLR w podgrupach kobiet
najmtodszych (<45 lat) i najstarszych (>64 lata) oraz metabolitami odrdzniajgcymi kobiety z wczesng (<5 lat) i pozng (10-15
lat) diagnozq raka w podgrupie kobiet najmtodszych (<45 lat) i najstarszych (>64 lata) (wytgcznie przypadki HR). Szlaki istotnie
nadreprezentowane (p<0.05) zaznaczono gwiazdkami; wielkos¢ kota odpowiada liczbie réznicujgcych zwigzkéw zwigzanych
z danym szlakiem.
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4.3.ldentyfikacja cech metabolomu surowicy charakterystycznych dla raka
piersi
4.3.1. ldentyfikacja metabolitéw, ktorych stezenie w surowicy rézni
sie u pacjentek z rakiem piersi i kobiet zdrowych
Profile metaboliczne analizowano stosujgc technike spektrometrii mas w 112 prdbkach
surowicy pobranych od kobiet ze zdiagnozowanym rakiem piersi (BC) oraz 95 pan wolnych
od choroby nowotworowej (Ctr). Podobnie jak w przypadku danych otrzymanych dla prébek
pochodzacych z badania HUNT2 wykryto 389 zwigzkdw, z czego po przyjeciu kryteriow
dotyczacych wartosci brakujgcych (patrz rozdziat 3.3.1) do analiz ilosciowych zakwalifikowano
284 czasteczek (30 aminokwasdéw i amin biogennych, heksozy i 253 lipidow).
Nienadzorowana analiza gtdwnych sktadowych wszystkich prébek (Rysunek 29) wykazata
obecnosé dobrze widocznych skupisk zgodnych z grupg dotyczaca diagnozy (BCi Ctr). Pierwsza
gtébwna sktadowa (PCl) odpowiadata za 21% catkowitej wariancji, a zmiennymi,

ktore najbardziej z nig korelowaty byty TG(50:3) oraz TG(51:2).
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Rysunek 29 Analiza gtéwnych sktadowych (PCA) ogdinych podobiernistw miedzy probkami pacjentek z rakiem piersi i kobiet

zdrowych. Wykres przedstawia 2 serie danych umieszczone w uktadzie wspdtrzednych wyznaczonych przez 2 gtowne
sktadowe: oddzielnie zaznaczono prébki pacjentek (BC) i osob zdrowych (Ctr) (duze kota oznaczajq sredniq dla kazdej grupy).

Poréwnanie stezen poszczegdlnych metabolitéw wykazato liczne istotne statycznie
réznice. Srednia badz duzg wielkos¢ efektu (|r|=0,3) obserwowano dla 60 czasteczek, z czego
49 z nich (16 aminokwaséw, 1 amina biogenna, 9 DG, 8 TG, 12 LPC, 2 PC) charakteryzowat
obnizony, a pozostatych 11 (9 AC, 1 amina i heksoza) zwiekszony poziom w grupie BC. Srednie
stezenia oznaczonych ilosciowo zwigzkdw oraz sity réznic miedzy grupa kobiet z rozpoznanym

BC oraz grupg kontrolng przedstawiono w formie mapy ciepta na Rysunku 30.
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Ponadto, analiza statusu obecnosci/nieobecnosci pozostatych 105 metabolitéw wykazata,

ze brak AC(15:0), AC(18:1), DG(38:0), PC(44:3) oraz Cer(44:0) byt istnienie czesciej

obserwowany w przypadku grupy BC.
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Rysunek 30 Poziomy wszystkich metabolitow w prébkach surowicy 112 pacjentek z rakiem piersi (BC) i 95 kobiet zdrowych
(Ctr). Mapa ciepta przedstawia Srednie poziomy analizowanych metabolitéw w kazdej grupie (reprezentowane jako z-score)
oraz istotnosc roznic miedzy grupami (reprezentowane jako wielkosc efektu ,,r”).
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W nastepnym etapie poroéwnano réwniez zagregowane stezenia gtdwnych klas zwigzkéw
lipidowych. W rezultacie wykazano znaczacy spadek pozioméw lizofosfatydylocholin, oraz di-

i trigliceryddw u pacjentek z rakiem piersi (r<-0,1) (Rysunek 31).
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Rysunek 31. Zagregowane stezenia zwigzkow nalezqgcej do okreslonej klasy lipidéw w grupie pacjentek (BC) i grupie kontrolnej
(Ctr); istotnosc réznic miedzy grupami pokazano jako wielkos¢ efektu ,,r”. AC-acylokarnityny; DG- diglicerydy; TG- triglicerydy;
LPC- lizofosfatydylocholiny,; PC- fosfatydylocholiny; SM- sfingomieliny,; Cer- ceramidy; CE- estry cholesterolu

4.3.2. ldentyfikacja szlakéw metabolicznych zwigzanych z rozwojem raka piersi
Dla wszystkich metabolitéw oznaczonych w sposdb ilosciowy przeprowadzono analize
wzbogacenia szlakdw metabolicznych, ktéra ujawnita zmiany w obrebie $ciezek zwigzanych
z metabolizmem aminokwaséw (m.in. histydyny), zwigzanych z produkcjg energii,

czy homeostazg REDOX (metabolizm glutationu) (Rysunek 32).
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Rysunek 32 Szlaki metaboliczne zwigzane ze metabolitami, ktorych stezenie byto istotnie inne (p<0.05) w surowicy pacjentek

z rakiem piersi (BC) i kobiet zdrowych (Ctr); na wykresie pokazano 25 sciezek o najwiekszej nadreprezentacji (krotnos¢
wzbogacenia).

4.3.3. Identyfikacja metabolitéw, ktdrych stezenie w surowicy odrdznia kobiety
zdrowe i pacjentki z réznymi typami nowotwordw litych
Chcac sprawdzié czy otrzymana sygnatura metaboliczna raka piersi zawiera cechy
metabolomu charakterystyczne dla innych typéw nowotwordw litych do analizy wigczono
probki kobiet z rozpoznanym rakiem jelita grubego (CC), regionu gtowy i szyi (HNC) lub ptuc
(LC). Wiedzac z przeprowadzonych wczesniej analiz, ze wiek jest czynnikiem wywierajagcym
duzy wptyw na tego typu badania, z grupy pacjentek z BC oraz zdrowych pan wydzielono
mniejsze podgrupy (n=35) w celu zapewnienia podobnego rozktadu wieku we wszystkich
pieciu poréwnywanych zbiorach.
Analiza PCA (Rysunek 33) wykazata najwiekszg odlegtos¢ pomiedzy grupg kontrolng
agrupami rakéw. Nie mniej jednak, obserwowano duzg niejednorodno$é w obrebie
wszystkich porownywanych prébek i brak wyraznie widocznych skupisk dotyczgcych rodzaju

nowotworu (CC, BC, HNC i LC). W tym przypadku zmiennymi najbardziej korelujgcymi

77



z pierwszg gtéwng sktadowg byty: SM(41:1) i SM(41:2), a PC1 odpowiadata za 25% catkowitej
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Rysunek 33. Analiza gtéwnych sktadowych (PCA) ogdlnych podobieristw miedzy probkami. Wykres przedstawia 5 serii danych
umieszczonych w uktadzie wspotrzednych wyznaczonych przez 2 gtdwne sktadowe: oddzielnie zaznaczono probki pochodzgce

od kobiet zdrowych (Ctr) oraz pacjentek z rozpoznaniem raka piersi (BC), raka jelita grubego (CC), raka regionu gftowy i szyi
(HNC) i raka ptuca (LC) (duze kota oznaczajq sredniq dla kazdej grupy).

Zaobserwowano, ze 161 zwigzkéw wykazywato znaczgcy rdznice stezenia (|r|=0,3)
pomiedzy ktérymkolwiek rodzajem nowotworu, a grupg kontrolng. W wiekszosci byty
to metabolity zaliczane do aminokwaséw, diglicerydéw, trigliceryddw i lizofosfatydylocholin,
ktérych stezenie malato w surowicy pacjentek onkologicznych. Ponadto stezenie heksoz
(wtym glukozy) w surowicy byto znacznie zwiekszone w prébkach wszystkich typow
nowotworu. Chcgc zobrazowaé zmiany poziomdéw czgsteczek pomiedzy zestawami prébek
na Rysunku 34 zamieszczono mape ciepta zawierajgcg Srednie stezenia oznaczonych ilosciowo
zwigzkéw oraz sity zmian miedzy grupami pacjentek z chorobg nowotworowga (réznego typu)

a grupa kontrolna.
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Rysunek 34. Poziomy metabolitéw w prébkach surowicy od pacjentek z rakiem jelita grubego (CC; n=30), rakiem regionu
gfowy iszyi (HNC; n=32), rakiem ptuca (LC; n=35), rakiem piersi (BC; n=35) i kobiet zdrowych (Ctr; n=35). Mapa ciepta
przedstawia srednie poziomy analizowanych metabolitéw w kazdej grupie (reprezentowane jako z-score) oraz istotnosc roznic
miedzy grupami (reprezentowane jako wielkosc¢ efektu ,,r”).

Stosujgc metode hierarchicznej klasteryzacji wykazano najwieksze podobienstwo profili
metabolicznych przypadkdw z grupy LC i grupy HC (Rysunek 35A). Natomiast poréwnanie sity
réznic pomiedzy grupami rakéw a grupa kobiet zdrowych, wykonane na podstawie
wyrysowanych histogramoéw i wyznaczonej dla nich mediany uwidocznito, ze dla zbioréw
probek CC oraz HNC istnieje najwiekszy efekt wielkosci réznic (mediana wynoszaca
odpowiednio 0,268 i 0,232). Z kolei najnizszg site réznic obserwowano dla poréwnania
wykonanego dla przypadkéw BC oraz Ctr, dla ktérego wartos¢ mediany |r| byta réwna 0,157

(Rysunek 35B).
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Rysunek 35. Roznice profilow metabolomu surowicy miedzy grupami kobiet. (A) Dendrogram obrazujgcy wynik klasteryzacji
hierarchicznej pieciu ,sztucznych” probek odzwierciedlajgcych stezenia metabolitéw usrednione dla catej grupy,; wysokos¢
kazdego ramienia reprezentuje odlegtos¢ Minkowskiego miedzy dwiema analizowanymi grupami potgczonymi w klastrze.
(B) Histogramy dystrybucji metabolitow uszeregowanych wg. zwiekszajgcej sie istostnosci roznic (wielkos¢ efektu r) miedzy
grupq kobiet zdrowych (Ctr) a grupami pacjentek z roznymi nowotworami litymi (BC, CC, HNC, LC); pionowe linie reprezentujg
mediane wielkosci efektu ,,r”.

Poszukujgc uniwersalnej sygnatury charakterystycznej dla wszystkich nowotwordéw litych,
tj. jednolicie odrdzniajacej je od kobiet wolnych od nowotworu (tzw. ”pan-cancer signature”)
wyznaczono zbiér wspdlny cech spetniajacy to zatozenie. Zamieszczony na Rysunku 36
diagram Venna pokazuje rezultat analizy: naktadanie sie 29 cech réznigcych grupe kontrolng
i wszystkie cztery typy nowotwordw litych (duza i srednia wielkos¢ efektu).

Ctr vs. HNC Ctrvs. LC

)

Rysunek 36 Diagram Venna ilustrujqcy liczbe metabolitéw, ktére odrozniaty probki kobiet zdrowych (Ctr) i probki pacjentek
z réznymi typami nowotwordw litych (BC, HNC, LC, CC); uwzgledniono zwiqzki, dla ktorych réznice wykazywaty duzq i srednig
wielkos¢ efektu.

W sktad tak okreslonej ,uniwersalnej” sygnatury raka wchodzi: 11 aminokwasdw,
1 acylokarnityna, 4 di- i triglicerydy oraz 13 lizofosfatydylocholin wraz z ich zagregowanym
poziomem (Rysunek 37). Co ciekawe wszystkie oprécz jednego zwigzku, tj. AC(14:1), wykazaty
zmniejszone stezenie w prébkach pochodzacych od pacjentek onkologicznych.

Nalezy wiec zauwazy¢, ze wiekszos¢ (28 z 40) czasteczek wykrytych jako rdznicujgce
pomiedzy przypadkami z BC i grupg kontrolng, wykazywata podobne zmiany miedzy
3 pozostatymi typami nowotwordw litych i grupg kontrolng. Niemniej jednak przeprowadzone
badanie umozliwito detekcje 12 unikalnych cech metabolicznej sygnatury nowotworu piersi,

odrdzniajgcych jg od profilu metabolicznego uzyskanego dla grupy kontrolnej.
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Rysunek 37. Stezenia metabolitow (28 zwiqzkdw i tgczne stezenie LPC), ktorych poziom byt rozny (duza lub Srednia wielkos¢
efektu) miedzy probkami kobiet zdrowych (Ctr) i prébkami pacjentek z czterema typami nowotwordw litych (BC, CC, HNC, LC).
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Ala— alanina; Asn- asparagina; Asp- asparaginian; Glu- glutaminian; His- histydyna; xLeu- leucyna+izoleucyna;, Met-
metionina; Orn- ornityna; Phe- fenyloalanina; Thr- treonina; AC- acylokarnityny; DG- diglicerydy; TG- triglicerydy; LPC-
lizofosfatydylocholiny; PC- fosfatydylocholiny; SM- sfingomieliny; Cer- ceramidy; CE- estry cholesterolu

4.3.4. ldentyfikacja szlakdw metabolicznych zwigzanych z ,uniwersalng”
sygnaturg nowotworowg

Analiza szlakow metabolicznych zwigzanych z czasteczkami, ktérych poziomy rdznity

sie w poréwnaniach 4 typow nowotwordw oraz grupy kontrolnej, ujawnita zmiany
w podobnych $ciezkach we wszystkich analizowanych typach rakéw (Rysunek 38).
W wynikach zauwazalnie dominowaty szlaki zwigzane z metabolizmem aminokwaséw. Nalezy
rowniez podkresli¢, ze zwigzki zaangazowane w metabolizm glikolizy oraz mechanizmy
obronne przed uszkodzeniami oksydacyjnymi byty wspdlne dla prébek pochodzacych

od wszystkich pacjentek onkologicznych.
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Rysunek 38. Szlaki metaboliczne zwigzane ze zwigzkami, ktorych stezenie byto istotnie rézne w surowicy kobiet zdrowych
i pacjentek z czterema typami nowotwordw litych (wielkos¢ kota odpowiada liczbie metabolitow réznicujgcych zwigzanych
z danym szlakiem).
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5. Dyskusja

5.1. Stabilnos$¢ uktadu pomiarowego i jako$¢ danych

Badanie i poznawanie najbardziej dynamicznie zmieniajgcego sie ludzkiego uktadu
molekularnego jakim jest metabolom niewatpliwie daje szanse na lepsze zrozumienie chordéb
cztowieka. Rozwdj technik analitycznych takich jak spektroskopia magnetycznego rezonansu
jadrowego (NMR) czy spektrometria mas (MS) pozwala na identyfikacje wielosktadnikowych
sygnatur odzwierciedlajgcych zmiany zachodzgce w organizmie (np. w trakcie choroby
nowotworowej). Ze wzgledu na wysokg selektywnos¢, czutos¢, mozliwosc oznaczania szerokiej
gamy analitdow oraz kompatybilnos¢ z réznymi technikami separacji (w tym przypadku
chromatografia cieczowg) do analiz jakosciowych i iloSciowych przeprowadzonych w ramach
niniejszej rozprawy doktorskiej wykorzystano metode MS. Nalezy jednak podkreslic,
ze pomimo ogromnych mozliwosci zastosowanej techniki LC-MS, jest ona niezwykle ztozona
i podatna na réznego rodzaju btedy. W zwigzku z tym analizy tego rodzaju wymagajg
doswiadczenia i doktadnego zrozumienia zasad pomiaru przez eksperymentatora
oraz systematycznej kontroli jakosci. W trwajgcych wiele miesiecy wielkoskalowych badaniach
metabolomicznych opartych na spektrometrii mas powtarzalnosé i dobra stabilno$¢ to cechy
pomiaru w dalszym ciggu trudne do osiggniecia. Kluczowe jest, aby przed przystgpieniem
do analiz starannie zaplanowac i zoptymalizowac¢ poszczegdlne etapy procesu analitycznego
m.in. plan konserwacji urzadzen czy protokotéw monitorowania i wykrywania wszelkich
odchylen na wczesnym etapie, zanim wystgpi awaria wptywajaca na jakos¢ uzyskanych
wynikow.

W  ramach niniejszej rozprawy doktorskiej zaproponowano plan pracy
oraz wyszczegélniono czynnosci majgce wptyw na wydajnos¢ pomiardw i jakos¢ otrzymanych
danych (patrz rozdziat 3.3). Zgodnie z Zrdédtami literaturowymi w harmonogramie
eksperymentéw uwzgledniono m.in. regularne czyszczenie Sciezki jondéw, optymalizacje
parametréw jonizacji oraz rutynowe analizy ksztattow piku czy czasu retencji (Pitt, 2009) (Kang
i inni, 2017) (Luo i inni, 2016) (Vogeser i inni, 2016). Ponadto, majgc na uwadze fakt,
ze wydajnos¢ LC-MS zwykle zmienia sie w czasie i opierajgc sie na zaleceniach ujetych
w publikacjach (Alseekh i inni, 2021) oraz (Ding i inni, 2022), przed przystgpieniem do analiz
metabolomicznych losowo rozmieszczono probki od kobiet z wszystkich badanych grup

na ptytkach pomiarowych zapewniajgc przy tym proporcjonalny udziat grup na wszystkich
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ptytkach (rozdziat 3.2.1). Stosujac powyisze zasady, w ciggu 6 miesiecy pomiaréw, w ramach
17 ptytek pomiarowych (uznawanych jako partie, ang. batch), wykonano analize profili
metabolicznych obecnych w 1245 prébkach surowicy kobiet. Mediany wspétczynnika
zmiennosci obliczonego dla prébek kontroli jakosci (QC) wewnatrz partii miescity
sie w zakresie 8-16%, a mediana wartos$ci CV miedzy ptytkami wynosita 18,73%. Obie wartosci
median (wewnatrz i miedzy ptytkami) byty zblizone do wynikéw raportowanych we wczesniej
opublikowanych pracach. Zespdt S.Moore’a podczas analiz uzyskat mediane CV wewnatrz
partii na poziomie 13%, a miedzy partiami 18% (Moore i inni, 2021). Podobnie w przypadku
badan prowadzonych przez Mary Playdon i wspdétpracownikéw, ktérzy donoszg, ze mediana
wspotczynnika zmiennosci wynosita 21% (Playdon i inni, 2017). Z kolei w publikacji S. Jung,
czy M. His otrzymano lepszg jako$¢ i powtarzalno$¢ pomiaréw (mediana CV odpowiednio
10,1% i 5,3%) (Jung i inni, 2023) (His i inni, 2019). Co wiecej w badaniu wielkoskalowym,
przeprowadzonym z wykorzystaniem 3248 prébek osocza, 168 na 180 analizowanych
czagsteczek charakteryzowat CV<25% (Kiihn i inni, 2016). W tym miejscu nalezy podkreslic,
ze do poréwnania wspotczynnika zmiennosci pomiedzy badaniami trzeba podchodzi¢ bardzo
ostroznie. Ze wzgledu na wrazliwos¢ LC-MS na czynniki zewnetrzne praktycznie niemozliwe
jest otrzymanie takich samych wynikéw w eksperymentach przeprowadzonych w réznych
laboratoriach (Wehrens i inni, 2016). W zaleznosci od zrdédta, rowniez metoda obliczania CV
byta rézna. W czesci przypadkdéw autorzy pod uwage biorg caty zbiér danych (bez jakiejkolwiek
wstepnej selekcji cech), w innych przypadkach uwzgledniajg tylko zwigzki, dla ktérych nie
obserwowano wartosci brakujgcych, badz tez parametr obliczany jest na podstawie badanych
prébek, a nie kontroli jakosci. Réznity sie takze platformy i urzadzenia, za pomoca ktérych
wykonano analizy metaboliczne. Ponadto w kilku z dostepnych prac pomiary zostaty zlecone
wyspecjalizowanym w tym zakresie firmom zewnetrznym. W zadnej ze wspomnianych wyzej
publikacji autorzy nie opisywali protokotéw monitorowania usterek/bteddéw, ktére wystgpity
w trakcie analiz. Co jednak najwazniejsze badania odrdzniat czas trwania pomiardéw, liczba
partii oraz ilos¢ powtdrzen prébek uwzglednianych w obliczeniach wspodtczynnika. Niemniej
jednak uzyskane wyniki pokazujg, ze jako$¢ analiz wykonanych w ramach niniejszej
rozprawy jest poréwnywalna z jakos$cig innych poprawnie udokumentowanych badan
metabolomicznych.

Pomimo iz, badania metabolomu przy uzyciu techniki LC-MS prowadzone s3g juz ponad

20 lat, w dalszym ciggu nie ma jednej, uniwersalnej metody przygotowania, wstepnego
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przetwarzania i normalizacji danych pochodzacy z eksperymentéw z zastosowaniem LC-MS.
Dane generowane w wyniku dtugoterminowych pomiaréw narazone sg na wystepowanie
niepozadanych i niekontrolowanych réznic w intensywnosci sygnatu, ktére mogg utrudnic ich
interpretacje. Przed przystgpieniem do jakiejkolwiek analizy statystycznej nalezy usunga¢ tego
typu zmiany, aby pomiary wykonane dla prébek w obrebie wszystkich partii (w tym przypadku
ptytek) byty bezposrednio poréwnywalne (Brunius i inni, 2016) (Wehrens i inni, 2016).
Korekcje efektu paczki mozna przeprowadzi¢ na kilka sposobdéw. W tej pracy zastosowano
empiryczng metode Bayesa z uwzglednieniem badanych prébek. Warto wspomnie¢, ze czesc
badaczy podchodzi do zagadnienia efektu paczki opierajac sie na prébkach kontroli jakosci
(QC) (Sanchez-lllana i inni, 2018) (Shi i inni, 2022) czy wewnetrznych standardach
znakowanych izotopowo (Bromke i inni, 2015). Korekta efektu paczki w sposéb wykonany
w ramach rozprawy, prowadzi do poprawy jakosci danych (podobnie jak metoda
uwzgledniajaca QC), ale jej niewatpliwg przewagg jest poprawa pomiarow wiekszej liczby
metabolitéw. Ponadto na jej korzys¢ przemawia rédwniez fakt, iz diugi czas badan moze
powodowac, ze jako$¢é préobek kontrolnych moze sie pogorszy¢. Z kolei stosowanie standardéw
znakowanych izotopowo nie gwarantuje dobrego pokrycia metabolomu (Guo i inni, 2023)
(Han i inni, 2020) (Wehrens i inni, 2016) (Liu i inni, 2020). Oprocz efektu paczki, w danych
metabolomicznych do btednej interpretacji przyczynia sie réwniez obecno$é wartosci
brakujgcych. Zgodnie z dostepng literaturg, braki te mogg obejmowac od 10 do nawet 40%
wszystkich wartosci pomiarowych. Przyczyny ich wystepowania mogg mie¢ rézne podtoze
(analityczne, obliczeniowe, a takze biologiczne), i w zaleznosci od tego zagadnienie to nalezy
rozpatrywac w inny sposéb. W wyniku analiz wykonanych w ramach niniejszej pracy wartosci
brakujgce stanowity ok. 30% danych, z ktdrych przewazajgca wiekszo$¢ spowodowana
byta stezeniem zwigzkdw ponizej progu detekcji. W dysertacji zastosowano zréznicowane
podejscie do wspomnianego problemu. Podobnie jak w pracy (Qiu i inni, 2008) w pierwszym
kroku wykonano filtrowanie, w wyniku ktérego do dalszego przetwarzania wyodrebniono
cechy (n=284), dla ktérych liczba pomiaréw ponizej progu detekcji stanowita mniej niz 50%.
Ponadto w dalszych etapach przeprowadzono uzupetnienie danych na dwa rézne sposoby.
W przypadku pomiaréw brakujacych z powoddw ,losowych” (np. problem z pomiarem
kalibranta) stosowano metode najczesciej opisywang w literaturze, tj. metode imputacji
k-najblizszych sgsiadow (kNN). Wczesniej wykazano, ze metoda ta jest szczegdlnie przydatna
dla zbiorow danych MS z bezposrednim nastrzykiem (Hrydziuszko i inni, 2011), a (Gromski i
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inni, 2014) opisali jej zastosowanie w danych pochodzacych z eksperymentéw GC-MS.
Natomiast w przypadku pomiarow brakujgcych z powoddéw nie losowych (stezenie ponizej
progu detekgcji), zastosowano oryginalng metode opracowang przez dr Agate Kurczyk.
Podsumowujgc, w ramach niniejszej rozprawy doktorskiej wysokg jakos¢ danych i ich
pdzniejszej analizy zapewniono w dwojaki sposdb:
a) poprzez uwzglednienie proaktywnego planu konserwacji oraz prowadzenie scistego
monitorowania jako$ci pomiaréw i niezwtoczne wdrazanie dziatan zaradczych;
b) poprzez zindywidualizowane i zoptymalizowane podejscie do przygotowania

oraz wstepnego przetwarzania danych.

5.2. Metabolomiczna sygnatura ryzyka raka piersi

Cho¢ pierwsze informacje w literaturze na temat czynnikéw ryzyka raka piersi pojawity
siew 1967 roku (Moore i inni, 1967), a cechy molekularne tego nowotworu zostaty
juz szczegbétowo opisane, to zauwazalny jest brak uniwersalnego wzoru zmian metabolitéw
charakterystycznego dla stanéw sprzyjajgcych rozwojowi BC. Zagadnienie to jest niezwykle
wazne, poniewaz pomimo wieloletnich badan rak piersi nadal jest najczestszym nowotworem
wsrdd kobiet na catym Swiecie, a jego etiologia w dalszym ciggu pozostaje niejasna.

W ramach niniejszej rozprawy doktorskiej zbadano profile metaboliczne obecne
w przed diagnostycznych prébkach surowicy pochodzgcych od 906 zdrowych uczestniczek
badania populacyjnego HUNT2. W celu identyfikacji cech zwigzanych ryzykiem raka piersi,
w analizowanej grupie znalazty sie kobiety, u ktérych w ciggu 15 lat obserwacji zdiagnozowano
raka piersi (okreslone jako grupa z wysokim ryzykiem, HR), oraz panie dopasowane
na podstawie wieku, ktére w tym samym czasie nie chorowaty na raka piersi (okreslone
jako grupa z niskim ryzykiem, LR).

W wyniku analizy danych dotyczacych stylu zycia i zdrowia kobiet potwierdzono znang
wczesniej odwrotng zaleznos¢ pomiedzy ryzykiem BC i liczbg donoszonych cigz (tj. malejgce
ryzyko wraz z liczbg dzieci) (Kvale i inni, 1987). Ponadto zaobserwowano wzrost ryzyka
wystgpienia nowotworu wraz ze stosowaniem hormonalnej terapii zastepczej (HTZ) (zjawisko
rowniez wczesniej opisane np. przez Chen i wspoétpracownikédw (Chen i inni, 2002)). Zaréwno
cigza, jak i stosowanie HTZ niewatpliwie wptywajg na metabolizm i profil czasteczek obecny

w krwi kobiet (Orczyk-Pawilowicz i inni, 2016).
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Jedna z obserwacji niniejszej pracy byto stwierdzenie, ze réznice profilu metabolicznego
kobiet o wiekszym i mniejszym ryzyku raka piersi sg najwieksze w grupie oséb mtodszych
(przed menopauzg). Ma to prawdopodobnie zwigzek z charakterystycznymi cechami
metabolizmu w tej grupie wiekowej. Wedtug doniesien literaturowych, w czasie cigzy (a wiec
u kobiet przed menopauzg), w surowicy wzrasta poziom tréjglicerydéw, cholesterolu
catkowitego i lipoprotein o matej i bardzo matej gestosci (Brizzi i inni, 1999) (Herrera, 2000).
Z kolei w eksperymentach, w ktérych materiat do badan stanowito osocze dowiedziono,
ze stezenia czesci aminokwaséw, kwaséw ttuszczowych, acylokarnityn, fosfatydylocholin
i sfingomielin ulegaty znacznemu obnizeniu (Lindsay i inni, 2015) (Mitro i inni, 2021).
Co wiecej, w wyniku intensywnego transportu glukozy przez tozysko i pomimo jednoczesnej,
wzmozone] aktywnosci glukoneogenetycznej w krwi matki obserwowana byta hipoglikemia
(Herrera, 2000). Zatem prawdopodobne jest, ze zmiany metabolizmu zwigzane z cigzg mogg
mie¢ wptyw na cechy metabolomu surowicy obserwowane w grupie mtodszych kobiet.

Z kolei naréznice profilu metabolicznego kobiet o wiekszym i mniejszym ryzyku raka piersi
W grupie starszych pan po menopauzie istotny wptyw moze miec¢ stosowanie hormonalnej
terapii zastepczej. Metaanaliza oparta na 73 badaniach, przeprowadzona przez Nie i wsp.
wykazata obnizony poziom cholesterolu catkowitego, cholesterolu lipoproteinowego (LDL-C)
oraz lipoproteiny (a) (LP(a)) w surowicy pan stosujgcych HTZ, w poréwnaniu z kobietami
otrzymujgcymi placebo (lub grupa bez zadnej interwencji) (Nie i inni, 2022). Godsland, ktory
w swojej metaanalizie przeanalizowat 248 badan dotyczacych 42 réznych schematéw HTZ,
rowniez wysunat analogiczne wnioski, jednakze podkreslajac, ze powyzszy efekt widoczny byt
jedynie w przypadku schematéw zawierajgcych wyltacznie estrogeny (Godsland, 2001).
Podobng konkluzje przedstawit kilka lat wczes$niej Rijpkema, stwierdzajgc, ze , ostateczny
efekt zalezy od rodzaju i dziennej dawki zaréwno sktadnika estrogenowego,
jak i progestagenowego” (Rijpkema i inni, 1990). Ponadto w badaniu przeprowadzonym
na kohorcie Cancer Prevention Il Nutrition u oséb leczonych hormonalnie (w schemacie
z estrogenem lub estrogenu w potfaczeniu z progestyng) wykazano wyzszy poziom mono- i di-
acylogliceroli oraz nizszy poziom acylokarnityn i kilku aminokwaséw (Stevens i inni, 2018 ).
W 2020 roku grupa Balasubramanian’a potwierdzita spostrzezenia poprzednikéw dodajgc do
zmian w profilu metabolicznym krwi spowodowanych HZT (w podobnym schemacie
jak wyzej): wzrost ilosci triacylogliceroli, fosfatydyloetanoloamin i fosfatydylocholin oraz

spadku amin czwartorzedowych, lizofosfatydylocholin, i estréw cholesterolu
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(Balasubramanian i inni, 2020). Wszystkie wspomniane wyniki wskazujg, na bardziej ztozony,
zalezy od schematu charakter zwigzku pomiedzy hormonalng terapig zastepcza
i metabolizmem.

Podczas analiz metabolomicznych wykonanych w ramach rozprawy znaleziono kilka
specyficznych czasteczek (np. glicyna, tauryna czy LPC(18:0), ktdrych stezenia w surowicy
odrézniaty kobiety, u ktérych ostatecznie rozwinat sie BC od pan z grupy niskiego ryzyka.
Niestety wielkos¢ efektu takich réznic byta stosunkowo niska — |r|< 0,1. Szukajgc przyczyn
stabo widocznych rdznic pomiedzy grupami z wysokim i niskim ryzykiem nowotworu
znaleziono silng korelacje miedzy stezeniami metabolitéw a wiekiem uczestniczek. Podobnie
jak w pracach zespotow Yu, Di Cesare oraz Hernandes’a wykazano wzrostowg tendencje
poziomdéw acylkarnityn, fosfatydylocholin, sfingomielin, a takze niektérych aminokwaséw
(np. glutaminian) wraz z wiekiem pan (Yu i inni, 2012) (Di Cesare i inni, 2021) (Hernandes i inni,
2022). Ponadto w przypadku LPC(18:2) zaobserwowano silng, negatywng zaleznos$¢ pomiedzy
stezeniem zwigzku i wiekiem uczestniczek, tak jak donoszg Gana i wspdétpracownicy (Ganna i
inni, 2014). Wszystkie poczynione obserwacje obrazujg adaptacje metabolizmu energii
i lipidow, wywotang zmianami hormonalnymi zachodzgcymi w organizmie kobiety w ciggu jej
zycia. Wozrost poziomu lipidéw (fosfoglicerydow, sfingomieliny i fosfatydylocholin)
moze odzwierciedla¢ wptyw zmieniajgcych sie poziomdw estrogenu i progesteronu na enzymy
watrobowe, badz tez moze wigzac sie z przyrostem masy ciata, ktory jest czestym zjawiskiem
u kobiet po menopauzie (Yu i inni, 2012) (Auro i inni, 2014) (Cui i inni, 2019). Po menopauzie
nastepuje redystrybucja tkanki ttuszczowej z okolic bioder, posladkéw i ud w kierunku
zwiekszonego odktadania sie w jamie brzusznej. Ponadto zmiany stezenia estrogenu wptywaja
na zawarto$¢ ttuszczy wielonienasyconych (PUFA ang. polyunsaturated fatty acid) w tkankach
oraz m.in. zdolnosci do przechowywania kwaséw ttuszczowych w kropelkach lipidowych.
W skutek wspomnianych zmian w organizmie kobiety rozwija sie bardziej aterogenny uktad
lipidowy, a w surowicy krwi obserwowany jest wzrost stezenia catkowitego cholesterolu,
tréjglicerydow, cholesterolu LDL i VLDL (w przeciwienstwie do spadajgcego poziomu HDL
(Hernandes i inni, 2022) (Mattsson i inni, 2007) (Kilim i inni, 2013) (Di Cesare i inni, 2021)
(Sharmaiinni, 2022).

Majac na uwadze fakt, iz wiek byt gtdwng przyczyng wptywajgcq na mozliwos¢ znalezienia
cech zwigzanych z ryzykiem zachorowania na BC, dalsze analizy przeprowadzono w mniejszych
podgrupach wykazujgcych sie mniejszym zréznicowaniem wieku.
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Zauwazono, ze w grupie kobiet mtodszych i w srednim wieku (zwtaszcza kobiet ponizej
45. roku zycia), obnizony poziom di- i tri-glicerydéw, fosfatydylocholin, sfingolipidéw
(ceramidéw i sfingomielin) byt powigzany ze zwiekszonym ryzykiem zachorowania na raka
piersi. Analogiczne obserwacje odnotowane zostaty w ramach wczesniej przeprowadzonych
badan przez zespoty Brantley, His, Debik, Lécuyer i Kiihn’a (Brantley i inni, 2022) (His i inni,
2019) (Debik i inni, 2022) (Lécuyer i inni, 2018) (Kiihn i inni, 2016). Warto zauwazy¢,
ze w wyniku przeprowadzonych w ramach rozprawy analiz stwierdzono powigzanie dwdch
konkretnych metabolitow: AC(2:0) ze zwiekszonym i PC (36:3) ze zmniejszonym ryzykiem BC
podobnie jak w pracy His i wsp. (His i inni, 2019). Ponadto, u kobiet, u ktérych w czasie
obserwacji rozwinat sie rak piersi zaobserwowano obnizony poziom LPC(18:0), co jest spdjne
z wynikami badan Kiihna i jego zespotu (Kiihn i inni, 2016).

Obnizone stezenie czasteczek lipidowych w surowicy moze wskazywac na ich zwiekszony
transport i akumulacje w obrebie komérek/tkanki gruczotu, tworzac tym samym zapasy
umozliwiajgce szybki i niekontrolowany podziat w przysztos$ci. Ponadto na drodze tych zmian
promowaniu mogg ulec procesy sprzyjajgce rozwojowi nowotworu. Lipidy odgrywaja
kluczowag role wbudowie btony komérkowej, w sygnalizacji miedzykomédrkowej
czy magazynowaniu energii w formie kropel lipidowych. Zwiekszona liczba kropel lipidowych
(m.in.: ufatwiajgcych ucieczke spod adaptacyjnej odpowiedzi immunologicznej organizmu)
uwazana jest za jedng z charakterystycznych cech komaérki nowotworowej. Ponadto krople
lipidowe stanowig réwniez fosfolipidowe rezerwuary zaopatrujgce komérki nowotworowe
w substancje budulcowe, tym samym umozliwiajgce im szybki wzrost guza. Co wiecej
na drodze hydrolizy fosfocholiny wytwarzane sg lipidowe mediatory promujgce przezycie,
proliferacje i modulacje uktadu odpornosciowego (de Freitas Saito i inni, 2022) (Jiniinni, 2023)
(Schwartsburd, 2023). Wptyw na ucieczke spod nadzoru uktadu odpornosciowego, inicjacje
i progresje nowotworu ma zwiekszenie zawartosci sfingomielin (SM) w btonie komadrkowe;j.
Poprzez zwiekszenie zawartosci SM ptynnos¢ i przepuszczalnos¢ btony ulegajg zmniejszeniu,
wskutek czego utracone zostajg mechanizmy zahamowania kontaktowego, ekspresja
czgsteczek na powierzchni komorki ikoordynacja szlakéw sygnatowych. W badaniach
dotyczacych lipidomu tkanek nowotworu piersi wykazano zwiekszony poziom PE, PI, PC, LPC
i SM, co wpisuje sie w hipoteze, ze zmniejszone stezenie lipiddw w surowicy mogtoby wynikaé
z ich akumulacji w tkance nowotworowej (Cifkova i inni, 2014) (Kang i inni, 2011) (Hilvo i inni,

2011) (Tallima i inni, 2021).
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W przeprowadzonym badaniu oprécz analizy lipidow okres$lano réwniez stezenia
aminokwasoéw i amin biogennych. Cho¢ wielkos¢ réznic ustalona na podstawie wielkosci
efektu nie przekraczata progu istotnosci, dla kilku aminokwaséw zauwazono podobny trend
zmian zwigzany z ryzykiem BC jak we wczes$niej opublikowanych pracach. Podobnie jak
w badaniach przeprowadzonych przez Yoo, Brantley , Lécuyer, oraz Zeleznik i ich zespoty
zauwazono, ze ryzyko choroby wzrasta wraz ze wzrostem stezenia m.in. waliny, leucyny
(Lécuyer i inni 2018) (Yoo i inni 2018) (Brantley i inni 2022) (Zeleznik i inni 2021). Ponadto
w wyniku analizy szlakow metabolicznych spostrzezono, ze czasteczki zwigzane z ryzykiem
zachorowania na nowotwor piersi uczestniczg w metabolizmie aminokwaséw aromatycznych
(Phe, Tyr, Trp) i aminokwaséw rozgatezionych (Val, Leu, lle), co byto spdjne z rezultatami
otrzymanymi przez Yoo i wsp. (Yoo i inni 2018). W pracy Brantley zasugerowano,
ze ,zwiekszony poziom aminokwasow na wiele lat przed diagnozq zapewnia goscinne
srodowisko dla komdrek nowotworowych. W pdZniejszym czasie aminokwasy te bedq

4

wykorzystywane w celu napedzania rozwoju nowotworu.” Wedtug wiekszosci Zrédet
literaturowych dotyczacych badan profili metabolicznych obecnych w prébkach
surowicy/osocza pochodzacych od pacjentek w momencie rozpoznania BC i w pdzniejszych
jego stadiach widoczny jest obnizony poziom aminokwaséw, co moze potwierdzaé hipoteze
postawiong przez Brantley (Brantley i inni 2022) (Yuan i inni 2018) (Eniu i inni 2019) (Miyagi i
inni 2011).

Co ciekawe, w wyniku analiz wykonanych w ramach niniejszej dysertacji zaobserwowano
odwrotng zaleznos$¢ pomiedzy stezeniem argininy a ryzykiem raka piersi. Spostrzezenie to jest
spdjne z wczesniej wykonanym przez His i wsp. badaniem, w przeciwienstwie do wynikow
opublikowanych przez grupe Lécuyer, ktdra wskazuje na spadek ryzyka BC wraz ze wzrostem
stezenia tego aminokwasu (His i inni, 2019) (Lécuyer i inni, 2018). Warto podkresli¢,
ze wczesniej opublikowane prace, do ktérych poréwnane zostaty otrzymane w ramach
dysertacji wyniki, dotyczyty kohort kobiet w réinym wieku (Srednia wieku miescita
sie w szerokim przedziale od 45 do 68 lat). Inny wiek uczestnikéw (wraz z réznymi platformami
analitycznymi i technikami analitycznymi) mégt przyczyni¢ sie do ewentualnych rozbieznosci
pomiedzy badaniami dotyczycgcymi konkretnych metabolitéw np. argininy. Metabolizm
argininy jest powigzany z roznymi stanami patologicznymi: od choréb autoimmunologicznych
czy zakainych, az po nowotwory. Arginina stanowi substrat szlakédw metabolicznych,

ktore wptywajg na biologie komdrek odpornosciowych takich jak makrofagi, komédrki NK,
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czy limfocyty T. Jej dostepnos$é, synteza, katabolizm, jak i dostrojenie tych proceséw moze
powodowac rozbiezne efekty immunologiczne o charakterze pro- lub przeciw- zapalnym.
Pierwszy opis szkodliwego wptywu niedoboru argininy w postaci uposledzonej aktywacji
ludzkich limfocytow T pochodzi z 1968 (Barile i inni, 1968). Z kolei badania przeprowadzone
przez Rodriguez’a i wsp. wykazaty, ze odpowiedni dostep do argininy stanowi warunek
proliferacji limfocytéw T, a eksperymenty wykonane przez zespot Lamas’a ujawnity taki sam
efekt, oraz dodatkowe obnizenie cytotoksycznosci w przypadku komérek NK (komorek uktadu
odpornosciowego posiadajgcych wtasnosci naturalnej cytotoksycznosci) (Rodriguez i inni,
2006 ) (Lamas i inni, 2012 ). Wszystkie te mechanizmy prowadzg do ucieczki komérek spod
nadzoru uktadu odpornosciowego. W literaturze istnieja rowniez  wzmianki,
ze immunosupresja wywofana wyczerpaniem argininy jest bardziej korzystna dla wzrostu
nowotworu niz ograniczenia wynikajgce ze zmniejszonego dostepu do tego aminokwasu
(Marti i Lindez i inni, 2021). Zatem prawdopodobne jest, ze zaobserwowane obnizenie
stezenia argininy w surowicy krwi pan, u ktérych w czasie obserwacji wykryto BC to sygnat
odzwierciedlajgcy stan sprzyjajacy rozwojowi raka piersi, szczegdlnie widoczny w przypadku
kobiet ponizej 45 r.z.

Podsumowujgc, w rezultacie badan opisanych w niniejszej dysertacji, w zgodzie
z wczesniej opublikowanymi pracami, wykazano, ze obnizony poziom w surowicy lipidéw
i oraz kilku aminokwaséw wigzat sie ze zwiekszonym ryzykiem raka piersi.

W dostepnej literaturze mozna znalez¢ doniesienia o obnizonym poziomie niektérych
metabolitdw we krwi pacjentéw onkologicznych, odzwierciedlajgcym zwiekszony transfer
do tkanki nowotworowej z powodu wyzszego poziomu zuzycia tych czgsteczek przez komorki
nowotworowe (Koundouros i inni, 2019). Aczkolwiek mato prawdopodobne jest,
aby w przypadku kobiet, ktére w momencie oddania prébki uznawane byly za zdrowe,
a nowotwor rozwingt sie podczas dtugoletniej obserwacji (1-15 lat) taka sytuacja miata
miejsce. Mozna by spodziewac sie, ze taki mechanizm bedzie zauwazalny u pan, u ktérych
nowotwoér zdiagnozowano w niedtugim czasie po wigczeniu do badania, jednakze wptyw tych
przypadkéw bytby niski uwzgledniajgc catg, analizowang kohorte. W ramach projektu
wykonano analize zmian profilu metabolitéw w podgrupie kobiet, u ktérych nowotwér piersi
zdiagnozowano w ciggu roku od pobrania prébki krwi (analiza nie przedstawiona w rozprawie
doktorskiej). W rezultacie poréwnania przeprowadzonego pomiedzy paniami o wysokim

i niskim ryzyku jedynie w przypadku triglicerydow zaobserwowano wzrost ryzyka BC wraz
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z obnizonym poziomem tych czasteczek. Tak wiec pozostate zmiany obserwowane w grupie
podwyzszonego ryzyka, takie jak wzrost stezenia acylokarnityn, lizofosfatydylocholin, estrow
cholesterolu czy heksoz, raczej wskazywaty na cechy promujgce rozwdj nowotworu (np.
obecnosé standw zapalnych) niz obecnos¢ przedklinicznych stadidw choroby nowotworowe;j
(His iinni, 2019) (Hungiinni, 2012) (Knuplez i inni, 2020) (Rutkowsky i inni, 2014) (Zhang i inni,
2020). Wiadomo, ze przewlekte procesy zapalne, zaréwno ogdlnoustrojowe, jak
i w prawidtowej tkance piersi, mogg przyczyniac sie do rozwoju raka piersi u kobiet (Danforth,
2021).

Chociaz wykazano powigzanie miedzy stezeniami metabolitow w prdébkach
przed diagnostycznych i czasem do rozpoznania nowotworu piersi, to zaleznos¢
ta przypuszczalnie odzwierciedlata odwrotng korelacje miedzy wiekiem i czasem rozpoznania
nowotworu oraz silny zwigzek pozioméw metabolitow z wiekiem uczestniczek w momencie
dotgczenia do badania. Ponadto poréwnanie pan z grupy HR i odpowiadajgcym
im przypadkom LR wykazato podobny zakres réznic u kobiet, u ktérych BC zdiagnozowano
wczesniej (w ciggu 5 lat obserwacji) i pdzniej (po ponad 10 lat obserwacji). Co wiecej,
gdy przeanalizowano osobno podgrupy okreslone na podstawie wieku, zauwazono, iz wiecej
czasteczek odrdznia grupe wysokiego i niskiego ryzyka BC w przypadku pdzno niz wczesniej
zdiagnozowanych pan (rozdziat 4.2.3). Powyisze spostrzezenia wskazujg wiec, iz wykryte
w ramach niniejszej rozprawy doktorskiej zmiany profilu metabolomu w surowicy u kobiet,
u ktérych ostatecznie w trakcie obserwacji rozwingt sie nowotwér, byly zwigzane raczej
z czynnikami sprzyjajgcymi/umozliwiajgcymi rozwéj nowotworu niz zmianami metabolicznymi

bezposrednio zwigzanymi z obecnoscig choroby bezobjawowej.

5.3.Metabolomiczna sygnatura raka piersi

Metabolity obecne we krwi stanowig potencjalne Zrédto biomarkeréw pozwalajacych
na odrdznienie pacjentek chorych na raka piersi od kobiet wolnych od choroby czy tez
pacjentek z innymi typami nowotworéw. W ramach kolejnego etapu niniejszego projektu
doktorskiego, w poszukiwaniu profilu metabolicznego reprezentatywnego dla
ogolnoustrojowej dysregulacji metabolicznej spowodowanej rozwojem nowotworu piersi,
przeanalizowano czgsteczki obecne w surowicy 112 pacjentek onkologicznych Narodowego

Instytutu Onkologii w Gliwicach oraz 95 zdrowych wolontariuszek.
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W wyniku pomiaréw w surowicy pan ze zdiagnozowanym BC zauwazono obnizony poziom
wiekszosci badanych aminokwaséw (z wyjatkiem Arg i GIn), sulfotlenku metioniny,
ceramidow, di- i trigliceryddw oraz lizofosfatydylocholin, w przeciwieistwie do heksoz
(w zbidr ktérych wchodzita m.in. glukoza), acylokarnityn, estrow cholesterolu czy putrescyny,
ktorych stezenia byty znaczaco zwiekszone.

Wprawdzie w literaturze nie ma obecnej jednej, uniwersalnej, metabolicznej sygnatury
charakterystycznej dla raka piersi, niemniej jednak opisane wyzej wyniki byly spdjne
z wiekszoscig dostepnych na ten temat prac. Przyktadowo, w badaniu przeprowadzonym
przez Yuan i wsp. przy uzyciu starszej wersji zestawu Biocrates, podobnie jak w analizach
wykonanych w dysertacji, wykazano obnizone stezenie aminokwaséw (Ala, Asn, Glu, His, Leu,
Lys, Met, Orn, Phe, Thr, Trp, Val), dwéch amin (putrescyna i Met-SO) oraz zwiekszony poziom
acylkarnityn C2 oraz C14:1 w osoczu pacjentek z BC (Yuan i inni, 2018). Ponadto w pracach
innych zespotéw réwniez wspomniano o obnizonym poziomie aminokwaséw w osoczu
(Miyagi i inni, 2011) (Jové i inni, 2017) (Fan i inni, 2016) czy surowicy (More i inni, 2018) (Eniu
i inni, 2019) kobiet ze zdiagnozowanym nowotworem piersi.

Aminokwasy sg czasteczkami wymaganymi do syntezy nukleotyddéw i biatek, a takze
petnigcymi inne funkcje np.: sygnalizacyjne (m.in. aktywujg szlak mTOR). Metabolizm tej grupy
zwigzkéw odgrywa kluczowg role w proliferacji komaorek raka piersi (Geck i inni, 2016) (Wei i
inni, 2021). Szereg badan, w tym analizy przeprowadzone przez zesp6t More’a (ktore dowiodty
odwrotne zachowanie metabolitéw miedzy tkankg a krwig), wykazato ze nizszy poziom
aminokwaséw moze byé powigzany ze zwiekszonym zapotrzebowaniem i wychwytem
czgsteczek z krwi przez komérki nowotworowe, wynikajagcg ze zwiekszonej ekspres;ji
transporteréw aminokwasow takich jak SLC1A5, SLC6A14 czy LAT1 (More i inni, 2018) (Xie i
inni, 2015) (Lieu i inni, 2020) (Bel’skaya i inni, 2023).

Co wiecej, poprzednie badania rowniez wykazaty podwyzszony poziom putrescyny
oraz glukozy w surowicy lub osoczu kobiet dotknietych BC (Byun i inni, 2007) (Sieriiinni, 2011)
(Eniu i inni, 2019) (Park i inni, 2019) (Kebede i inni, 2022). Zwiekszone stezenie poliamin
(w tym putrescyny) we krwi kobiet chorych na nowotwér piersi odzwierciedla wzmozong
synteze poliamin w tkance guza, ktéra spowodowana jest zwiekszong aktywnoscig enzymow
odpowiedzialnych za ten proces. Zwiekszona dostepnos$¢ poliamin przyspiesza wzrost,
zwieksza potencjat komdrek nowotworowych do inwazji i ostabia przeciwnowotworowe

dziatanie komérek uktadu odpornosciowego (Soda, 2011). Z kolei wysoki poziom glukozy
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sprzyja selekcji komorek nowotworowych, ktdre sg odporne na niedotlenienie, a wytwarzanie
przez nie energii zachodzi na drodze glikolizy. Efekt ten zostat zaobserwowany i opisany po raz
pierwszy przez Otto Warburga. Ponadto wzmozony i szybki metabolizm glukozy poprzez szlak
pentozofosforanowy, zwigzany z nadekspresjg biatka transketolazy TKTL1, moze prowadzié
do zakwaszenia macierzy, zwiekszenia inwazyjnosci komédrek i ostatecznie tworzenia
przerzutéw. U oséb chorych na nowotwdr zmieniony metabolizm glukozy przejawia
sie w zauwazalnych ogdlnoustrojowych nieprawidtowos$ciach metabolicznych, prowadzacych
do kacheks;ji (Foldi i inni, 2007) (Wittig i inni, 2007) (Contiero i inni, 2013).

W prezentowanej dysertacji, w surowicy pan z rozpoznanym BC zaobserwowano znacznie
nizsze poziomy lizofosfatydylocholin niz w grupie kontrolnej. Spostrzezenie to jest spdjne
z wynikami opublikowanymi przez grupe Fan, Qiu oraz Chen (Faniinni, 2016) (Qiu i inni, 2013)
(Chen i inni, 2016). W swojej pracy Qiu wraz ze wspotpracownikami, wykazali ze LPC(16:0)
oraz LPC(18:0) to dwa najsilniej réznicujagce metabolity (tj.: charakteryzujgce sie najnizszg
p-wartoscig) pomiedzy kobietami z nowotworem piersi, a paniami wolnymi od choroby.
Réwniez Kihn wraz z zespotem potwierdzili wczesniejsze spostrzezenia dotyczgce zmian
LPC(18:0). W niniejszej analizie obie lizofosfatydylocholiny, tj. LPC(16:0) i LPC(18:0), réwniez
stanowity zwigzki, ktére najbardziej odrézniaty poréwnywane grupy pan sposréd badanych
czgsteczek w obrebie tej grupy lipidéw. Obnizone poziomy LPC w surowicy przypuszczalnie
odzwierciedlajg ich transfer do tkanki nowotworowe] i wieksze zuzycie przez komorki
nowotworowe. Spekuluje sie, ze LPC petniag rédwniez role sygnalizacyjne, jednakze
to zagadnienie w dalszym ciggu stanowi temat trwajgcych badan. Krzeszinski i wsp.
w rezultacie przeprowadzonych eksperymentéw na komodrkach raka piersi dowiedli,
ze dodane do pozywki LPC(18:0) i LPC(16:0) hamujg migracje oraz nasilajg apoptoze komoérek
nowotworowych poprzez indukcje ekspresji gendw proapoptotycznych (np.: Bax),
i jednoczesne hamowanie ekspresji gendw antyapoptotycznych takich jak Bcl2 (Krzeszinski i
inni, 2016). Z kolei Kiihn poddaje dyskusji mozliwos¢, ze to produkty degradacji LPC (np.: kwas
lizofosfatydowy (LPA)) wspierajg powstawanie i rozwdj nowotworéw, w tym BC (Kihn i inni,
2016). Co wiecej, w skutek nadekspresji acylotransferazy lizofosfatydylocholiny 1 (LPCAT1)
przeksztatcajgcej LPC w PC nastepuje nasilone wbudowanie fosfatydylocholin w btone
komodrkowg, co prawdopodobnie utatwia proliferacje, adhezje oraz wptywa na ruchliwos¢
komadrek nowotworowych (Abdelzaher i inni, 2015). Wszystkie przytoczone wyniki wskazuja,

ze odnotowane w ramach niniejszej rozprawy obnizenie poziomu lizofosfatydylocholin
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w surowicy pacjentek z rakiem piersi wspiera rozwdj nowotworu, niewatpliwie wptywajac
na zdolnos¢ do podziatu i poruszania sie komérek nowotworowych.

W tym miejscu nalezy podkresli¢, ze nie wszystkie wzorce metaboliczne opisane
w dostepnych Zrédtach literaturowych pokrywajg sie z zaproponowang w ramach dysertacji
sygnaturg raka piersi. Na przyktad przytoczone wczesniej badanie przeprowadzone przez Fan
i wsp., oparte na kombinacji LC-MS i GC-MS oprécz obnizonego poziomu LPC i AA,
czy zwiekszonego poziomu GIn i AC(2:0) w osoczu pan chorych na BC (obserwacja spdjna
z rezultatami niniejszych badan), wskazujg na nizszy poziom glukozy i wyiszy poziom
izoleucyny w materiale pochodzgcym od pacjentek onkologicznych (Fan i inni, 2016). Ponadto
analiza metabolomu osocza wykonana z zastosowaniem 3 réznych technik NMR, LC-MS
i GC-MS, przeprowadzona w grupie latynoskich kobiet chorych na raka piersi, podobnie jak
w tejze dysertacji ujawnita zwiekszone stezenie kilku acylokarnityn, jednoczesnie wykazujgc
wzrost poziomu tréjglicerydéw i lizofosfatydylocholin (Cala i inni, 2018), co byto niezgodne
z uzyskanymi rezultatami. Z kolei grupa badaczy z Iranu badajgc surowice 22 kobiet
z inwazyjnym, przewodowym rakiem piersi zaobserwowata wzrost poziomu stezenia tyrozyny
(co byto niezgodne z niniejszym badaniem), w tym samym momencie dostrzegajgc obnizony
poziom zwigzkdéw nalezgcych do grupy triglicerydéw (podobnie jak powyzej opisane analizy)
(Amiri-Dashatan i inni, 2022).

Wszystkie wymienione niespdjnosci widoczne pomiedzy pracami réznych grup mogg
wynikac z zastosowania réznych technik analitycznych oraz braku jednolitosci protokotéw
analitycznych i klinicznych. Ponadto tak jak wykazano w rozdziale 4.2.2 wiek dawcéw moze
stanowi¢ czynnik zaktdcajgcy, co sugeruje, ze réznice rezultatéw moga by¢ spowodowane
réoznorodnoscig cech demograficznych i stylu zycia wsréd badanych kohort (His i inni, 2021).

Podsumowujgc, pomimo istnienia rdéznic pomiedzy opublikowanymi wynikami badan,
to zaburzony metabolizm aminokwaséw (widoczny w formie zmniejszonego stezenia AA
w surowicy/osoczu) oraz glikoliza (przejawiajgca sie podwyzszonym poziomem glukozy)

okazaty sie ogdlnymi cechami metabolicznymi obserwowanymi we krwi chorych na raka piersi.

95



5.4. Metaboliczna sygnatura czterech nowotworéw litych

Chociaz gtéwne cechy zmienionego metabolizmu komérek nowotworowych zostaty
poznane (patrz rozdziat 1.2.1), to cechy swoiste dla réznych typéw nowotworéw w dalszym
ciggu pozostajg tematem licznych projektéw badawczych (Goveia i inni, 2016) (Patela i inni,
2014) (Miyagi i inni, 2011). Na przyktad Budhu wraz z zespotem przeprowadzili analize profili
metabolicznych tkanek piersi, trzustki i watroby objetych chorobg nowotworowg oraz tkanek
prawidtowych. Poréwnanie czgsteczek rdznicujacych tkanke nowotworowg i zdrowg
dla wszystkich narzagdéw wykazato 4 wspdlne zwigzki butyrylokarnityne, heksanokarnityne,
glicerol i linolenian. Ponadto zidentyfikowano zmiany swoiste dla poszczegélnych rodzajow
nowotworu, w tym zmiany w obrebie: 43 metabolitéw dla raka watroby, 35 dla raka trzustki
oraz 106 dla raka piersi (Budhu i inni, 2014).

W ramach rozprawy doktorskiej przeanalizowano profile metaboliczne surowicy krwi
pacjentek z rozpoznanymi czterema typami nowotwordw litych. Zestawiajgc czasteczki
réznicujgce pacjentki chorujgce na dany typ nowotworu z kobietami zdrowymi zauwazono
kilka réznic we wzorach zmian metabolomu pomiedzy badanymi typami guzow. Przyktadem
mogg by¢ rdine profile lipidowe surowicy. U chorych na raka piersi nie obserwowano
obnizonego poziomu fosfatydylocholin czy estréw cholesterolu, ktére byty charakterystyczne
dla chorych na raka gtowy i szyi, ptuc oraz jelita grubego. Ponadto jedynie w przypadku kobiet
z BC spostrzezono wzrost stezenia acylkarnityn. Niemniej jednak zidentyfikowano zestaw
metabolitéw, ktory w sposéb uniwersalny odrdzniat grupe kontrolng od pacjentek
ze wszystkimi typami badanych nowotwordéw. Zbiér ten zawierat 28 czgsteczek i sktadat
sie z: obnizonego poziomu 10 aminokwaséw, 4 di- i tri- glicerydow i 13 lizofasfatydylocholin
(oraz zagregowanego stezenia wszystkich LPC) i zwiekszonego stezenia acylkarnityny C14:1.
Co wiecej, dla wiekszosci prébek nowotwordw charakterystyczny byt podwyzszony poziom
glukozy w surowicy.

Cechg charakterystyczng hipotetycznej sygnatury raka byt obnizony poziom wiekszosci
aminokwaséw w surowicy. Zmiany tego typu zostaty juz dobrze opisane i udokumentowane
np.: w artykule zespotu Myiagi. Zespdt ten wykazat zmiany w profilach AA pacjentow
ze zdiagnozowanym rakiem ptuc, zotgdka, jelita grubego, piersi i prostaty, takze tych

we wczesnych stadiach choroby (Miyagi i inni, 2011). Odkrycie tego zjawiska doprowadzito
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do opracowania i wdrozenia klinicznego testu przesiewowego oceniajacego ryzyko
wystgpienia okreslonych nowotworéw Aminolndex (AICS). W kwietniu 2011 r AICS zostat
wprowadzony na rynek i jest dostepny w ponad 1500 szpitalach i klinikach w Japonii (Nagao i
inni, 2020). Inng cechg zwigzang z nowotworem byta dyslipidemia, ktérej rola
w nowotworzeniu jest intensywnie badana na przestrzeni ostatnich lat. W wyniku analiz
spostrzezono obnizony poziom lipidow (gliceryddw, fosfolipidéw, sfingolipidéw) w surowicy
pacjentéw onkologicznych spowodowany zwiekszonym ich wykorzystaniem przez komaérki
nowotworowe (Wang i inni, 2020). Najwieksze réznice stezen zaobserwowano w przypadku
lizofosfatydylocholin, a w szczegdlnosci zwigzkéw zawierajacych w swojej budowie tariicuch
kwasu palmitynowego, stearynowego lub oleinowego (LPC(16:0), LPC(18:0) i LPC(18: 1)).
Metabolizm fosfatydylocholin w komdrkach nowotworowych ulega zaburzeniu, co wywotuje
zmiane poziomdw ich prekursoréw (np. choliny) i/lub pochodnych (np. lizofosfatydylocholin)
we krwi (Ackerstaff i inni, 2003). Ponadto obnizony poziom LPC u pacjentéw chorych na raka
wigze sie z wysokg aktywnoscia metaboliczng, a takze moze stanowi¢ wskaznik
zaawansowania choroby (Luo i inni, 2017). Co wiecej, zardwno w rezultacie analiz
przeprowadzonych w ramach niniejszej dysertacji (patrz Rozdziat 4.3), jak i w pracach
opublikowanych przez zespoty Kiihn’a czy Widtaka powigzano obnizony poziom LPC(18:0)
ze zwiekszonym ryzykiem wystgpienia nowotwordéw takich jak rak piersi, prostaty, ptuca,
czy jelita grubego (Kiihn i inni, 2016) (Widtak i inni, 2021).

W zwigzku z dokonanymi obserwacjami nalezy przyjaé, ze réznice w stezeniach czgsteczek
widoczne pomiedzy kobietami zdrowymi i chorymi na nowotwory byty zwigzane z deregulacjg
szlakdw zwigzanych z metabolizmem aminokwasdéw, glikoliza, metabolizmem lipidéw

i mechanizmami obrony przed uszkodzeniami oksydacyjnymi (Rysunek 39).
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Rysunek 39 Graficzne podsumowanie zmienionych szlakow metabolicznych zwigzanych ze zwigzkami ujetymi
w sygnaturze ,pan-cancer”. Ala- alanina; Asn- asparagina; Asp- asparaginian; Glu- glutaminian; His- histydyna; Ile-
izoleucyna; Leu- leucyna; Met- mietionina; Orn- ornityna; Phe- fenyloalanina; Thr-treonina; DG- diglicerydy; TG- triglicerydy;
LPC- lizofosfatydylocholiny;
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5.5. Podsumowanie

Wysokoprzepustowe podejscie metabolomiczne, oparte o technike spektrometrii mas,
ktore zostato zastosowane w niniejszej dysertacji ujawnito cechy profilu metabolitéw
obecnych w surowicy kobiet zwigzane z ryzykiem zachorowania na raka piersi. Niestety,
pomimo mocnych stron modelu badawczego (stosunkowo duzej liczby uczestnikéw
i zastosowanej platformy analitycznej umozliwiajgcej pomiar ilosciowy ponad 400 zwigzkéw),
zwigzek zidentyfikowanych metabolitéw z ryzykiem raka piersi nie miat duzej sity
statystycznej, co wskazuje na niewielki potencjat zastosowania hipotetycznej sygnatury
metabolomicznej jako testu mozliwego do zastosowania w badaniach przesiewowych.
Tym niemniej, dzieki wykorzystaniu reprezentatywnej kohorty wykazano, ze wptyw wieku
na metabolizm stanowi wazing przeszkode w badaniu skierowanym na poszukiwanie
biomarkeréw ryzyka choroby.

Ponadto w rezultacie przeprowadzonych analiz zaproponowano cechy charakterystyczne
metabolomu pacjentek z rozpoznanym klinicznie nowotworem piersi. Wykazano réwniez,
ze czgsteczki kluczowe dla odrdznienia pacjentek z rakiem piersi od grupy kontrolnej
pokrywaty sie ze zwigzkami, ktdre réznicowaty kobiety chore na inne nowotwory lite od grupy
zdrowych pan. Dzieki temu w ramach dysertacji wykazano istnienie wzoru zmian
28 metabolitéw, o potencjalnym zastosowaniu jako ogdlnego biomarkera metabolicznego
nowotwordw (oczywiscie po jego kompleksowej walidacji).

W pracy zwrdcono szczegdlng uwage na znaczenie sposobu projektowania doswiadczenia
zapewniajgcego jakos¢ danych. Miedzy innymi zaproponowano schemat wstepnego
przetwarzania i analizy danych otrzymanych w wyniku badania wielkoskalowego, trwajgcego
przez dtuzszy okres czasu. Nalezy jednak podkresli¢, iz w badaniach metabolomicznych
konieczna jest analiza wptywu wieku, diety i stylu zycia na metabolom, tak aby poprawié
rozumienie otrzymanych rezultatéow. W dalszym ciggu istnieje realna potrzeba lepszej
standaryzacji metod przygotowania prébek, identyfikacji metabolitéw oraz raportowania

i deponowania danych dotyczgcych metabolomu cztowieka.
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6. Whioski

1) Wiek uczestnikow badania stanowi istotny czynnik wywierajacy wptyw na zmiany
stezen metabolitdw, a badania takie jak wykonane w ramach niniejszej dysertacji
nalezy przeprowadza¢ na grupach charakteryzujacych sie mniejszym rozrzutem wieku

dawcow zapewniajgc podobng strukture wieku poréwnywanych grup.

2) Obnizone stezenie lipidéw i aminokwasdéw w surowicy jest zwigzane z podwyzszonym
ryzykiem raka piersi w grupie zdrowych kobiet, jednak brak uniwersalnego wzoru
zmian (wspdlnego dla réznych grup wiekowych) i niewielka moc statystyczna réznic

nie pozwalajg na zaproponowanie metabolicznej sygnatury ryzyka.

3) Obnizony poziom wiekszosci aminokwaséw (z wyjgtkiem Arg i GIn), ceramiddw,
glicerydow i lizofosfatydylocholin, oraz zwiekszone stezenie heksoz i acylokarnityn

to cechy charakterystyczne metabolomu surowicy pacjentek z rakiem piersi.

4) Zestaw metabolitow odrdzniajacych osoby zdrowe od pacjentek z rakiem piersi
zawierat czgsteczki wchodzgce w sktad hipotetycznej uniwersalnej sygnatury raka

charakterystycznej dla wielu nowotwordw litych.
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