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Streszczenie

Metabolomika jest nowa dziedzing nauki zajmujaca sie badaniem oraz analizowaniem metabolitéw powstajacych w zywych
komérkach. Podstawowymi ptynami biologicznymi uzywanymi w tej metodzie badawczej sa: surowica, ptyn mézgowo-rdzeniowy,
§lina oraz mocz. Do najpopularniejszych metod oceny skfadu metabolitéw naleza spektroskopia magnetycznego rezonansu jadrowego
(nuclear magnetic resonance, NMR) oraz spektrometria mas (mass spektrometry, MS) w potfaczeniu z chromatografia gazowa (gas
chromatography-mass spectrometry, GC-MS) lub cieczowq (liquid chromatography-mass spektrometry, LC-MS). Metabolomika
wykorzystywana jest w wielu dziedzinach medycyny. Zmiennos¢ proceséw biochemicznych w komérkach nowotworowych
w stosunku do komérek zdrowych jest punktem wyjscia dla tego rodzaju badar. Zmiany metaboliczne sa obserwowane zaréwno
w nowotworach litych, takich jak rak sutka, jajnika czy prostaty, jak i w chorobach rozrostowych krwi. Celem obecnie prowadzonych
badan jest przede wszystkim znalezienie biomarkeréw stuzacych do szybkiego rozpoznawania choroby, oceny jej zaawansowania
oraz skutecznosci leczenia. Metabolomika znajduje szerokie zastosowanie takze w chorobach metabolicznych, gtéwnie cukrzycy.
Lista badanych metabolitéw daje szanse na trafna prognoze, diagnoze, a takze kompleksowe monitorowanie progresji tej choroby
cywilizacyjnej. Rozwdj metabolomiki moze przyczyni¢ sie réwniez do zindywidualizowania leczenia chorych, dostosowania lekéw
w zaleznosci od profilu metabolicznego, a tym samym moze poprawi¢ skutecznos¢ terapii, zmniejszy¢ skutki uboczne i przyczynié¢
sie do poprawy jakosci zycia pacjentéw.
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Abstract

Metabolomics is a new field of medicine focused on examining and analyzing metabolites produced in biological cells. Biological
fluids primarily used in this method include: plasma, cerebrospinal fluid, saliva and urine. The most common methods of evaluating
the composition involve nuclear magnetic resonance (NMR) and magnetic resonance (MR) with addition of gas chromatography
(GC-MS) or liquid chromatography (LC-MS). Metabolomics is used in a wide variety of medicine disciplines. The variability of
biochemical processes in tumor cells in comparison to normal cells is the starting point of such studies. The metabolomic changes are
observed not only in solid tumors, like the mammary tumor, ovarian cancer, prostate cancer but also in tumors of the hematopoietic
and lymphoid tissues. Nowadays, the aim of studies is to find biomarkers which would help to diagnose a disease quickly, assess its
progression, and implement effective treatment. Metabolomics is also widely applied in metabolic diseases, mainly the diabetes.
The list of examined metabolites gives promising chances for a successful prognosis, diagnosis and comprehensive monitoring of the
progression of this civilization disease. The development of metabolomics will also contribute to the individualization of treatment,
proper drugs adjustment, which will make a therapy more successful, cause less side effects and improve the quality of patient’s life.
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Wstep

Metabolomika jest nowg dziedzing nauki zajmujgca sie
badaniem oraz analizowaniem metabolitéw powstajgcych
w zywych komorkach. Jej zadaniem jest oznaczenie cafego
zestawu produktow reakciji metabolicznych powstatych w wyni-
ku przemian fizjologicznych lub patologicznych zachodzgcych
w komorce, tkance lub w catym organizmie [1]. Do tej grupy
zwigzkow zaliczamy m.in. aminokwasy, lipidy, peptydy, witami-
ny, kwasy organiczne, weglowodany [2]. Mogag one by¢ zardw-
no pochodzenia endogennego, jak i egzogennego, np. leki.
Przyjmuije sie, ze endogenne zwigzki chemiczne uwalniane do
ptynow ustrojowych sg lepszymi wyznacznikami biologicznego
fenotypu organizmu niz ekspresja genow [3]. Profil metabolo-
miczny uwzglednia bowiem nie tylko fenotyp determinowany
genetycznie, ale takze réznice w ekspresji cech fenotypu uwa-
runkowane czynnikami srodowiskowymi, takimi jak dieta, wiek,
sprawnosc fizyczna [4]. Jest to istotna przewaga metabolomiki
nad genomika, czyli analizowaniem materiatu genetycznego.
Badanie produktow przemian biologicznych moze doprowa-
dzi¢ do poszerzenia wiedzy na temat procesow zachodzgcych
w komorce, a ich iloSciowe oznaczanie umozliwi zbadanie
patomechanizmdow powstawania chordb oraz szukanie poten-
cjalnych wczesnych markerow zachorowania [2, 3].

Poczatki badan nad metabolitami siegajg lat 70. XX wieku.
Pauling i wsp. stworzyli koncepcje wspdtczesnej metabolomi-
ki. Stwierdzili, ze ilosciowe i jakosciowe oznaczanie produktow
przemiany materii w ptynach ustrojowych odzwierciedla bio-
logiczny stan organizmu [5]. W ostatniej dekadzie poczyniono
znaczace postepy w poznawaniu sktadu ludzkich metabolomi-
téw. Przyczynit sie do tego rozwoj zaawansowanych technologii
badawczych i stworzenie pierwszych specyficznych baz danych
zawierajgcych sktadowe ludzkiego metabolomu, ktore utatwiaja
analize i interpretacje uzyskanych wynikéw [6]. Pionierami tych
badan sa Oliver Fiehn i Jeremi Nicholson, ktorzy opublikowali
wyniki swoich doswiadczen w latach 90. XX wieku.

Wspotczesne metody badawcze umozliwiajg wykorzysty-
wanie réznych materiatow biologicznych do analizy metabo-
lomu pacjenta. Podstawowymi ptynami biologicznymi uzywa-
nymi w metabolomice sg: surowica, ptyn mozgowo-rdzeniowy,
dlina, mocz. Najwiekszy potencjal w wykrywaniu markerow
choréb majg krew oraz mocz. Dostepnos¢ moczu (badanie
nieinwazyjne) oraz mozliwos¢ wielokrotnego pobierania pro-
bek od tego samego pacjenta sprawiajg, ze mocz czesto
wykorzystywany jest do badan. Mocz zawiera stosunkowo wy-
sokie stezenia produktow przemiany materii i badanie moczu
jest podstawowym testem diagnostycznym w wykrywaniu za-
burzen metabolicznych. Rutynowa diagnostyka laboratoryjna
pozwala oceni¢ zawartos¢ biatek, ketondw, weglowodanow,
leukocytow, erytrocytow, ale oceniany jest réwniez kolor, osad
i zapach moczu. Stwierdzenie nieprawidtowych wynikéw po-
zwala na zdiagnozowanie wielu choréb, np. cukrzycy.

Metabolomika zajmuje sie natomiast wykrywaniem sub-
stancji niskoczasteczkowych, ktére wystepujg w stosunkowo
niskim stezeniu i standardowo nie sg wykrywane w podsta-
wowych badaniach moczu. Metabolity w moczu sg zazwyczaj
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substancjami hydrofilnymi. W poréwnaniu do innych ptynéw
biologicznych, takich jak $lina czy ptyn mézgowo-rdzeniowy,
mocz charakteryzuje sie znaczgco wiekszg liczbg i réznorod-
noscia zwigzkdw chemicznych, w tym metabolitow [7]. Filtracja
i zageszczanie moczu w nerkach sprawiajg, ze produkty prze-
miany materii wystepujgce w moczu ostatecznym sg zazwyczaj
w wyzszym stezeniu niz we krwi, co utatwia ich wykrycie. Dzigki
uzyciu nowoczesnych metod badawczych metabolity mogag
by¢ wykrywane w moczu juz w $ladowych ilosciach. Utatwia
to znalezienie w probce specyficznych substanciji, ktére moga
Swiadczy¢ o zmianach chorobowych w organizmie.

Porownanie wynikow badan osob zdrowych i osob chorych
moze przyczynic sie do wyznaczenia potencjalnych markerow
biologicznych wielu chordéb i umozliwi¢ wczesne rozpoznanie,
nawet w poczatkowym stadium zaawansowania. Obecnie
znanych jest okoto 3000 zwigzkdw chemicznych w moczu. Po-
wstajg bazy zawierajgce liste zwigzkow zawartych w moczu,
oznaczonych przy uzyciu dostepnych technik. Jedng z nich
jest The Urine Metabolome Database (UMDB). Zawiera ona
liste metabolitow, informacije o poziomie ich weryfikacji, miej-
scu wystepowania, stezeniu w moczu u 0séb zdrowych oraz
powigzaniu ich z konkretng chorobg. Dla zobiektywizowania in-
terpretacji wynikdw czesto stezenie zwigzku chemicznego wy-
krytego w moczu podawane jest w stosunku do stezenia kre-
atyniny. Stezenie metabolitow wykrywanych w moczu u osoéb
zdrowych zalezy od rodzaju substancji macierzystej podlega-
jacej metabolizmowi i jest zmienne w szerokich granicach: od
+/- 50% dla czesci metabolitéw do nawet 350%, np. dla nor-
metanefryny — metabolitu noradrenaliny [7]. Przy interpretacii
wynikow nalezy uwzgledniac¢ wiele czynnikow, takich jak wiek,
uwarunkowania genetyczne, sprawnosc¢ fizyczng, mikroflore je-
litowa, diete. Innymi bazami danych zawierajgcymi informacije
na temat metabolitdow sa: The Kyoto Encyclopedia of Genes
end Genomes (KEGG), The Small Molecule Pathway Databa-
se (SMPDB), Madison Metabolomics Consortium Database
(MMCD) oraz The METLIN Metabolite Database [8].

Wspotczesne techniki analityczne charakteryzujg sie wy-
sokg czutoscig, precyzja, doktadnoscig oraz odtwarzalnoscia
[9]. Do najpopularniejszych metod nalezg spektroskopia ma-
gnetycznego rezonansu jgdrowego (nuclear magneticm reso-
nance, NMR) oraz spektrometria mas (mass spectrometry, MS)
[3]. Spektrometria mas opiera sie na pomiarze stosunku masy
do tadunku elektrycznego danego jonu, co pozwala na iden-
tyfikacje danej substancji [8]. Pofgczenie spektrometrii mas
z metodami chromatografii pozwolito stworzy¢ dwie techniki
wykorzystywane do oznaczania zwigzkéw chemicznych w ply-
nach ustrojowych. Sg to chromatografia gazowa potaczona ze
spektrometrig mas (gas chromatography-mass spectrometry,
GC-MS) oraz chromatografia cieczowa pofaczona ze spektro-
metrig mas (liquid chromatography-mass spectrometry, LC-
-MS).

Oznaczanie cafego panelu metabolitéw w prébce za po-
moca GC-MS lub LC-MS moze czasami stwarza¢ trudnosci
interpretacyjne, np. moze wigzac sie ze spadkiem rozroznial-
nosci metabolitéw i zafatszowaniem wynikow [9]. Zwigzki o po-
dobnej masie czgsteczkowej i polarnosci moga by¢ wymywa-
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ne w tym samym czasie, co skutkuje tym, ze nie ma mozliwosci
ich rozrozniania. Dodatkowo moze wystapi¢ tak zwany matrix
effect, czyli interferencja oznaczanych metabolitow ze sktadem
matrycy. Powoduje to trudnosci w oznaczaniu zwigzkow, w po-
wtarzalnosci oraz odtwarzalnosci wynikow [9].

Pomimo tych ograniczen spekirometria mas charakteryzu-
je sie duzg specyficznoscig i czutoscig przy selektywnym ba-
daniu metabolitow. Metoda ta znalazta zastosowanie przy wy-
krywaniu lekow [9]. Spektroskopia magnetycznego rezonansu
jadrowego (NMR) jest w chwili obecnej najlepsza technikg
badania metabolitow moczu, jest rowniez metoda preferowa-
nag przy identyfikacji zwigzkdw chemicznych wydalanych przez
nerki [3]. Za pomocg NMR mozna wykrywac i oznacza¢ wie-
cej metabolitow, jakkolwiek najbardziej efektywna jest metoda
spektrometrii mas, ktéra umozliwia wykrycie nawet kilku tysie-
cy metabolitow. Nalezy réwniez pamietac, ze podczas badania
NMR nie dochodzi do modyfikaciji zwigzkéw chemicznych, tak
jak to moze sig zdarzy¢ podczas GC-MS i LC-MS [7]. Przyjmu-
je sie, ze kazda z powyzszych metod ma swoje ograniczenia
i moze stanowi¢ zrodio btedow, dlatego do badania metabo-
lomiki ptynéw ustrojowych najlepiej jest wykorzystywaé obie
metody jednoczesnie [4].

Metabolomika moze by¢ wykorzystywana w roznych dzie-
dzinach medycyny, szczegolnie w onkologii i w diagnostyce
oraz badaniu patomechanizmu chordb metabolicznych.

Przyktady zastosowania metabolomiki
w onkologii

Podane zostang przyktady zastosowania metabolomiki
w przypadku nowotworéw czesto wystepujacych u ludzi oraz
omowione bedg perspektywy stosowania, potencjat poznaw-
czy i uzyteczno$c kliniczna tej metody badania.

Rak piersi jest najczestszym nowotworem u kobiet. We-
diug danych WHO w 2008 r. na calym $wiecie odnotowano
1 380 000 zachorowan. Co roku w Polsce wykrywa sie okoto
14 000 nowych zachorowan, a ponad 5000 chorych umiera.
Najczesciej rozpoznawanym rakiem piersi jest rak przewodo-
wy naciekajacy (75%), drugi co do czestosci jest rak zrazikowy
naciekajgcy (10-15%), pozostate typy histologiczne raka wy-
stepuja z czestoscig okoto 5% [10].

Zmiany wykryte w samobadaniu piersi czesto sg juz w za-
awansowanym stadium rozwoju, a wyczuwalne palpacyjnie
sg najczesciej wowczas, gdy srednica guza przekracza 1 cm.
Guzy o wiekszych rozmiarach zwykle wykazujg gorsze rokowa-
nie. W Polsce kobiety w wieku 50-69 lat objete sg bezptatnym
badaniem mammograficznym w programie przesiewowym
majgcym na celu wczesne wykrywanie zmian w gruczotach
piersiowych. Blisko 95% tych badan nie wykazuje niepokoja-
cych obrazow, jednak czuto$¢ mammografii w zaleznosci od
sprawnos$ci aparatu i doswiadczenia lekarza opisujagcego wy-
nosi 54-77%. Innym nieinwazyjnym popularnym badaniem jest
USG piersi [10].

Zastosowanie metabolomiki umozliwia duzo wczesniejsze
rozpoznanie choroby, a takze sprecyzowanie typu i stadium

nowotworu. Rozpoznany w p6éznym stadium daje on znacznie
nizsze szanse na 5-letnie przezycie. Natomiast rak piersi wykry-
ty we wczesnym stadium jest niemal w 100% wyleczalny[11].

Metabolomika moczu za pomoca spektroskopii magne-
tycznego rezonansu jadrowego (MNR spectroscopy) jest ba-
daniem nieinwazyjnym, nieszkodliwym dla zdrowia. Slupsky
i wsp. przeprowadzili badanie metabolitbw moczu kobiet cho-
rych na raka piersi i chorych na raka jajnikow przed operacjami
oraz w grupie kontrolnej kobiet zdrowych. Sposréd 67 ozna-
czonych w moczu metabolitow stezenia etanoloaminy, uracylu,
hipuranu, leucyny, asparginy i acetonu znaczgco roznity sie
miedzy badanymi grupami [12].

Obnizenie stezenia metabolomitéw cyklu kwasow trojkar-
boksylowych u chorych na nowotwor piersi zwigzane jest ze
zmiang sposobu zuzycia glukozy, zgodnie z efektem Warbur-
ga [13]. Tworca tej teorii twierdzi, ze zmiana metabolizmu jest
niezbednym czynnikiem przemiany prawidtowej komaorki w no-
wotworowa.

Jednoczesnie dochodzi do zaburzen liczby aminokwasow
i enzymow cykli biochemicznych z nimi zwigzanych, co objawia
sie mniejszg zawartoscig aminokwasow wykrytych w badaniu
w poréwnaniu do zdrowych ludzi. Badanie moczu metodg
spektroskopii NMR jest bardzo obiecujgce, co potwierdzajg
wyniki badan, ktére cechowaly sie 98% i 100% czutoscig oraz
99% i 93% swoistoscig odpowiednio dla raka jajnika i raka piesi
[12].

Mocz nie jest jedyng substancjg, w ktérej mozna analizo-
wac¢ metabolity u chorych na raka piersi. Oceng takg moze-
my rowniez wykona¢ w tkankach/komorkach. Zastosowanie
wysokorozdzielczego jgdrowego rezonansu magnetycznego
z wirowaniem pod ,magicznym” katem (high-resolution ma-
gic-angle spinning, HR-MAS-NMR) umozliwia zmierzenie ste-
zenia metabolitow w tkankach zaréwno zdrowych, jak i zmie-
nionych chorobowo. Prawidtowe tkanki, w przeciwienstwie do
nowotworowych, nie zawierajg wielu drobnoczgsteczkowych
substanciji, w tym niektérych aminokwasow, metabolitow po-
Srednich cyklu przemian glukozy oraz substancji zwigzanych
z choling. Zastosowanie tej metody umozliwia ocene stopnia
zaawansowania i typu nowotworu [11]. Metodg metabolomiki
mozna oceni¢ takze wrazliwos¢ estrogenowg komorek nowo-
tworowych; oceniane jest stezenie B-alaniny, 2-hydroksygluta-
ranu, glutaminianu, ksantyny oraz glutaminy. W przypadkach
nowotwordw estrogenoujemnych stezenie pierwszych czte-
rech rosnie, a glutaminy maleje, a najwiekszg zmiane wykazuje
stezenie B-alaniny. Ta ocena utatwia wybodr personalizowane;j
terapii u chorych, a takze wytycza drogi do powstania nowych
lekow przeciwnowotworowych. Na przyktad stwierdzenie obec-
nosci glutaminy utlenowanej i zredukowanej w komaorkach
estrogenoujemnych (ale nie w komorkach estrogenododat-
nich) doprowadzito do rozwoju badan i opracowania nowych
lekdw z grupy inhibitorow glutaminazy [14].

U mezczyzn jednym z najczestszych nowotworow jest
rak prostaty. Badanie palpacyjne (per rectum) oraz ocena
specyficznych markerow nowotworowych nie pozwalajg jed-
noznacznie prognozowac rozwoju raka prostaty oraz ocenic
jego stadium. Najczesciej nowotwor prostaty wykrywany jest
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w zaawansowanym stadium choroby, gdy obecne sg juz prze-
rzuty do innych narzgdow. Nie bez znaczenia jest opor mez-
czyzn przed badaniem per rectum i niska $wiadomos¢ zagro-
zenia tym nowotworem.

Postep w badaniach metabolomicznych doprowadzit do
odkrycia nowych, wczesnych biomarkerow raka prostaty. Nie-
inwazyjnos¢ badan metabolomiki moze przekonac pacjentow
do czestszych kontroli. Dobrze udokumentowanym przykta-
dem substancji markerowej raka prostaty jest sarkozyna. Jest
to aminokwas, N-metylowa pochodna glicyny, powstajaca
w reakcji katalizowanej przez N-metyloglicyno-transferaze.
Aminokwas ten jest wykrywany przy uzyciu chromatografii ga-
zowej ze spekiroskopig mas (GC-MS). Stezenie tego amino-
kwasu w moczu nieznacznie wzrasta w tagodnym przeroscie
tkanki gruczotu krokowego, w raku prostaty jest wyraznie pod-
wyzszone, a przy obecnosci przerzutow jest bardzo wysokie.
Takze stezenie enzymu N-metyloglicyno-transferazy zauwazal-
nie wzrasta w chorobie nowotworowej [15]. Stezenie sarkozyny
mozna oceniac rowniez we krwi, wydzielinie gruczotu krokowe-
go, w nasieniu, a w przypadku przerzutdw rowniez w materia-
tach z biopsiji, np. w tkankach kostnych.

Do analizy metabolomicznej w raku prostaty wykorzystu-
je sie chromatografie gazowg ze spekiroskopig mas (GC-MS)
oraz wysokorozdzielczy jgdrowy rezonans magnetyczny z wi-
rowaniem pod magicznym katem (HR-MAS NMR). Oproécz sar-
kozyny innymi wykrywanymi substancjami sa: cytrynian, choli-
ng, spermina, aminokwasy i ich pochodne. Dzieki postepowi
diagnostycznemu, jaki dokonat sie na skutek zastosowania
metabolomiki, mozna lepiej zrozumie¢ mechanizm rozwoju
tego nowotworu i optymalizowa¢ metody leczenia [16,17].

Narastajgcym problemem w onkologii jest zwiekszajgca sie
zapadalno$¢ i pozna rozpoznawalnosc raka jajnika u kobiet.
Nabtonkowy rak jajnika (ovarian epithelial cancer, EOC) jest
najczestszym oraz najbardziej ztosliwym nowotworem jajnikow
i stanowi gtéwna przyczyne zgondw wsrod nowotwordw gine-
kologicznych.

Dotychczas uzywane metody diagnostyki tego nowotworu
polegaja gtdownie na oznaczaniu stezenia osoczowego mar-
kera nowotworu CA 125 oraz na ultrasonografii transwaginal-
nej (transvaginal scan, TSV). Niestety metody te, nawet przy
ich jednoczesnym stosowaniu, nie sg dostatecznie czute i nie
pozwalaja na wykrycie nowotworu w jego wczesnej fazie. Na-
dziejg na wczesniejszg diagnostyke raka jajnikow jest pozna-
nie nowych biomarkerow tego nowotworu, ktorych wykrywanie
umozliwia metabolomika [18-20].

W badaniu przy uzyciu chromatografii cieczowej potgczone;j
ze spektroskopig mas z analizatorem czasu przelotu z kwadru-
polem (ultra-performance liquid chromatography quadrupole
time of flight mass spectrometry, UPLC-QTOF/MS) poréwnano
probki moczu pobrane od pacjentek z nabtonkowym rakiem
jajnika (ovarian epithelial cancer, EOC), tagodnym rakiem jajni-
ka (bordeline ovarian tumor, BOT) oraz od zdrowej grupy kon-
trolnej. Wykryto metabolity pozwalajace na odréznienie EOC
od BOT. Naleza do nich cystationina i kwas n-acetyloneura-
minowy. Wykazano ponadto réznice w stezeniu n-acetylocy-
tydyny i kwasu bursztynowego u pacjentek z EOC bedacych
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przed operacjg i po operacji, a takze stwierdzono, ze stezenia
S-retikuliny, pseudourydyny oraz nikotynamidu monoklueoty-
dowego korelowaty z etapami rozwoju nabtonkowego raka jaj-
nika [18-20]. W moczu pacjentek zaréowno z BOT, jak i z EOC
wykryto podwyzszone stezenie metabolitéw puryn i pirymidyn:
N4-acetylocytydyny, pseudourydyny oraz 3-mocznikorybonu-
kleozydow. W grupie pacjentek z BOTiz EOC wykazano takze
nizsze stezenia metabolitow L-histydyny oraz N-acetylogluta-
miny w porownaniu do grupy kontrolnej [21].

Denkert i wsp. opisali 51 metabolitdw o roznych stezeniach
w guzach o ztosliwosci granicznej i w rakach jajnika przy uzyciu
bezkontaminacyjnego systemu wstrzykiwania, gazowej chro-
matografii pofgczonej ze spektrometrig i analizatorem czasu
przelotu (gas chromatography — time of flight mass spectrome-
try, GC-TOF MS) [19]. W badaniach tych réznice stezen czte-
rech zwigzkéw chemicznych: cysteiny, kreatyny, fenyloalaniny
oraz B-alaniny mialy wysoki poziom istotnosci statystycznej
i te cztery zwigzki mogg by¢ uznane za potencjalne biomar-
kery stopnia inwazyjnosci raka jajnika. Badanie potwierdzito,
ze GC-TOF MS jest odpowiednig technika do analizy $wiezych
tkanek z guzéw jajnikdéw i moze by¢ pomocne zaréwno przy
monitorowaniu zmian biochemicznych, jak i w diagnostyce.
Buckendahl i wsp. [20] oceniali stezenia kinazy aktywowane;
5'AMP (AMPK), ktorej aktywacja hamuije przemiany anabolicz-
ne w komaorkach, a stymuluje procesy kataboliczne. Monitoro-
wanie stezenia tej fosfokinazy moze by¢ szczegolnie istotne,
gdyz komorki nowotworowe okazujg istotne zmiany w szlakach
metabolizmu energetycznego. Poréwnano poziom ekspresji
AMPK w zmienionych tkankach u pacjentek z rakami jajnikow
z poziomem ekspresji AMPK u pacjentow z guzami o ztosliwo-
$ci granicznej za pomocg gazowej chromatografii potgczone;j
ze spektrometrig i analizg czasu przelotu. Wykazano znacza-
cg statystycznie korelacje miedzy obnizong ekspresjg AMPK
a stopniem zaawansowania rozwoju nowotworu, co moze
wskazywac na zte rokowanie u takich pacjentek [20].

Rak jelita grubego jest powaznym problemem w onkologii
i stanowi jedng z gtdwnych przyczyn zgondw w krajach roz-
winietych. Mimo poprawiajgcych sie mozliwosci leczenia pie-
cioletnia przezywalnos$¢ rzadko przekracza 60%. W badaniach
metabolomiki raka okreznicy Jimenez i wsp. przy zastosowa-
niu wysokorozdzielczego jgdrowego rezonansu magnetycz-
nego zwirowaniem pod ,magicznym” katem (HR-MAS NMR)
wykazali w nowotworowo zmienionych fragmentach jelita
grubego w porownaniu do zdrowych tkanek nizsze stezenia
lipidow, w tym trigliceryddw, oraz podwyzszone stezenia izo-
glutaminy, choliny, fosfocholiny, tauryny, tyrozyny i fenyloalani-
ny [22]. Wyzsze stezenie choliny i jej pochodnych ma zwig-
zek z towarzyszaca nowotworom przyspieszong regeneracija
bton komdrkowych, w ktorych sktad te zwigzki wchodzg. Au-
torzy stwierdzili, ze wyzsze stezenie izomaslanu, acetooctanu
i choliny w zdrowej tkance jelita grubego wigze sie z wigkszg
szansg na uzyskanie 5-letniej remisji choroby. W badaniach
tych stwierdzono ponadto podwyzszone stezenie izoglutaminy
(zwigzku bedacego produktem rozpadu $cian komorkowych
bakterii jelitowych) w nowotworowo zmienionych tkankach,
a takze wykazano, ze u pacjentow z bardziej agresywnymi po-



Zastosowanie metabolomiki w medycynie — wybrane przykfady...
The use of metabolomics in medicine — some examples of oncological...

Pediatr Endocrinol Diabetes Metab 2014;20,2:55-62

staciami klinicznymi tego nowotworu dodatkowo obecne byty
podwyzszone stezenia waliny, fenyloalaniny i tyrozyny, $wiad-
czgce o0 zwiekszonej degradaciji aminokwasow [22].

Manna i wsp. w badaniach z zastosowaniem spektrometrii
mas porownywali metabolity moczu i tkanek dzikiego szczepu
myszy typu C57BL/6J oraz ApcMin/+ oraz ludzi z nowotworami
jelita grubego i zdrowych [23]. U myszy we wczesnym stadium
proliferacji komorek nowotworowych znaleziono 13 biomar-
keréw zwigzanych z metabolizmem poliamin, metabolizmem
kwasow nukleinowych oraz procesami metylaciji. W moczu po-
branym od pacjentéw z nowotworami jelita grubego wykazano
12 biomarkerow powigzanych z tymi samymi szlakami meta-
bolicznymi co u myszy. W moczu zaréwno ludzi, jak i myszy ze
Zmianami nowotworowymi zaobserwowano znacznie wyzsze
stezenia proliny, treoniny, kwasu glutaminowego, argininy, N1-
-acetylospermidyny, ksantyny, uracylu, betainy, symetrycznej
dimetyloargininy oraz niesymetrycznej dimetyloargininy w po-
rownaniu do stezenia tych zwigzkow w moczu ludzi zdrowych.
Wyniki te sg bardzo zachecajace, gdyz ukazujg mozliwosci za-
stosowania metabolomiki do wykrywania raka jelita grubego
we wczesnym stadium.

Leichtle [24] wykazat z zastosowaniem elektrorozpylaja-
cej tandemowej spekirometrii mas znaczace roznice stezen
11 aminokwasoéw w surowicy krwi miedzy grupg chorych na
nowotwory jelita grubego a grupg kontrolng. Szczegdlnie wy-
sokg korelacje stwierdzono miedzy stezeniem glicyny a sta-
dium choroby. Glicyna jest waznym metabolitem kwasu folio-
wego, ktérego wytwarzanie jest zaburzone przy nowotworach
jelita grubego. Takze stezenia tyroksyny wykazywaty znaczace
roznice miedzy osobami z nowotworem a grupg kontrolng. Wy-
krywanie zmian stezenia glicyny i tyroksyny w surowicy moze
by¢ przydatnym wczesnym biomarkerem raka okreznicy [24].
Wykorzystujgc gazowg chromatografie potaczong ze spek-
trometrig mas i analizatorem czasu przelotu (GC-TOF MS),
Denkert i wsp. obserwowali u pacjentow z nowotworami jelita
grubego obnizenie stezenia zwigzkow posrednich cyklu kwa-
séw trikarboksylowych (TCA cycle), a podwyzszone stezenia
metabolitéw cyklu mocznikowego, puryn, pirymidyn oraz ami-
nokwasow [25].

Metabolomika znalazta rowniez zastosowanie w diagno-
styce chordob hematologicznych i moze pomaga¢ w wyborze
terapii celowanej. Wykorzystywany jest réwniez diagnostyczny
i prognostyczny potencjat tego badania w monitorowaniu prze-
biegu Kklinicznego choroby. Dotad najczesciej byta stosowana
w diagnostyce szpiczaka mnogiego i przewlektej biataczki lim-
foblastycznej u ludzi dorostych [26].

W  populacji pediatrycznej najczesciej wystepujgcym
nowotworem hematologicznym jest ostra biafaczka limfobla-
styczna (acute lymphoblastic leukemia, ALL). Opisano wiele
zaburzen metabolicznych towarzyszacych ALL. Tiziani i wsp.,
wykorzystujgc protonowa spektroskopig jgdrowego rezonansu
magnetycznego (H(l)-NMR spectroscopy) oraz chromatogra-
fie gazowg ze spektrometrig mas (LC-MS), scharakteryzowali
zmiany sktadu metabolitow zaréwno we krwi obwodowej, jak
i w szpiku kostnym [26]. Zmiany te dotyczyty metabolizmu
glukozy, lipidéw oraz L-asparaginazy. W metabolizmie lipidow

stwierdzono nizsze stezenie kwasow ttuszczowych (mirystyno-
wego, palmitynowego, palmitoilooleinowego) w szpiku kost-
nym w porownaniu do krwi obwodowej, co sugeruje wyzsze
zuzycie wymienionych wolnych kwasow ttuszczowych przez
ztosliwe limfoblasty. Badania nad metabolitami lipidéw moga
mie¢ istotne znaczenie w poznaniu patomechanizmu ALL,
a duze badania epidemiologiczne wykazujg zwigzek miedzy
uzyciem statyn u pacjentéw onkologicznych i zmniejszeniem
Smiertelnosci z powodu nowotwordw w tej grupie chorych [27].
Znamienny wplyw statyn na metabolizm lipidow obserwowany
byt takze w hodowlach ludzkich komorek biataczkowych [28].
Do monitorowania leczenia pacjentdow hematologicznych
moga byc¢ rowniez zastosowane techniki metabolomiki, np.
w ocenie skuteczno$ci leczenia L-asparaginaza — lekiem stan-
dardowo stosowanym w protokotach leczenia biataczek u dzie-
ci [29]. Komorki biafaczkowe nie majg zdolnosci produkcji
asparaginy, dlatego do proliferaciji niezbedna jest wolna frakcja
asparaginy krgzacej w organizmie. L-asparaginaza katalizuje
rozktad asparaginy do kwasu asparaginowego i amoniaku, co
indukuje $mier¢ komorek biataczkowych poprzez zahamowa-
nie syntezy biatek i kwasow nukleinowych. Badania z uzyciem
metabolomiki potwierdzity wczesniejsze doniesienia, ze wolna
frakcja asparaginy zostaje catkowicie wyczerpana od 8 dnia
do konca fazy indukcji remisji [30]. Potwierdza to zasadnosc¢
stosowania L-asparaginazy w protokotach leczenia ALL [26].
W badaniach metabolomiki przeprowadzonych w grupie
183 pacjentdw z nowo rozpoznang ostrg biataczkg szpiko-
wg (acute myeloid leukemia, AML) i w grupie kontrolnej 232
ludzi zdrowych wykazano liczne zmiany stezenia metabolitow
w surowicy, ktore moga stuzy¢ jako dodatkowy wazny marker
prognostyczny w stratyfikacji pacjentow do grup ryzyka cyto-
genetycznego. W ponad 60% nowo diagnozowanych przypad-
kow AML komorki biataczkowe okazujg réznorodne aberracje
chromosomowe; wyrézniono zmiany najczesciej zwigzane ze
ztym rokowaniem oraz te ze stosunkowo dobrym rokowaniem,
czyli tzw. cytogenetyczne grupy ryzyka przebiegu tej biataczki.
W badaniu HNMR stwierdzono istotne réznice w aktywno-
Sci szlakow glikolizy i glikoneogenezy w cyklu kwasow trikar-
boksylowych, biosyntezie w metabolizmie lipoprotein i kwasow
ttuszczowych. Znaczne zmiany dotyczyty metabolizmu choliny
(sktadnika bton komdrkowych), ktérej niskie stezenie u pacijen-
téw z AML moze by¢ skutkiem nadmiernej proliferacji komarek.
Nalezy podkreslic, ze wykryte zmiany dobrze korelowaty z gru-
pami cytogenetycznymi prognozowania ryzyka przebiegu AML
[31]. Metabolomika moze stuzy¢ do wyboru terapii celowanej
nowymi srodkami terapeutycznymi, optymalizacji i oceny od-
powiedzi na te leki, np. imatinibu — inhibitora kinazy tyrozy-no-
wej BCR-ABL, w leczeniu przewlektej biafaczki szpikowej [32].
Do zmian metabolicznych, ktére mozna wykry¢ w przypad-
ku biataczki odpowiadajacej na leczenie imatinibem, nalezy za-
hamowanie glikolizy, ktdre prowadzi do zmniejszenia zuzycia
glukozy, oraz stymulowanie metabolizmu mitochondriow po-
wigzane z roznicowaniem komaorek. W przypadku opornosci na
imatinib wykazano odmienne zmiany metaboliczne — spadek
utleniania glukozy w mitochondriach, beztlenowg synteze rybo-
zy z glukozy oraz wysokie stezenie choliny. Zmiany te Swiadczg
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rowniez o progresji choroby. Metabolomika moze by¢ w tym
przypadku metodg monitorowania zmian w metabolizmie ko-
morkowym [33].

W szpiczaku mnogim metabolomika moze by¢ wykorzy-
stana do wykrycia biomarkeréw potwierdzajgcych obecnose
nowotworu oraz do oceny progresji choroby. Takimi biomar-
kerami wydajg sie karnityna i acetylokarnityna — ich stezenie
we krwi koreluje ze stopniem zaawansowania choroby nowo-
tworowej [34]. Wzrost stezenia karnityny moze prowadzi¢ do
wzrostu oksydaciji lipidéw w szczegolnie aktywnych metabo-
licznie komorkach szpiczaka. Z tego powodu sugeruje sie
unikanie suplementacji karnityny (przetwory mleczne, mieso)
podczas leczenia szpiczaka mnogiego.

Wykorzystanie technik metabolomiki
w diagnostyce i leczeniu chorob
metabolicznych

Choroby metaboliczne, takie jak miazdzyca, cukrzyca 2
typu i choroba metaboliczna/zespdt metaboliczny oraz ich
powiktania, stanowig coraz wieksze wyzwanie dla medycyny
wspoiczesnej, stad oczywiste wydaje sie szukanie nowych
metod oceny zmian metabolicznych. Metabolomika ma szcze-
golny potencjat w chorobach metabolicznych, w identyfikaciji
wielorakich zaburzen proceséw biochemicznych, na ktére
wpltywajg czynniki srodowiskowe, zachowania zdrowotne oraz
interwencje farmakologiczne [35, 36].

Metabolomika dostarczyta argumentéw do nowego podej-
Scia do patologii cukrzycy i umozliwita wczesne wykrywanie
zmian biochemicznych zwigzanych z zagrozeniem cukrzyca
typu 2. Znaczacymi markerami predykcyjnymi cukrzycy oka-
zaly sie aminokwasy aromatyczne oraz aminokwasy z rozga-
tezionymi tancuchami, 1j. izoleucyna, leucyna, walina, tyrozyna
i fenyloalanina [36].

Salomaa i wsp. wykazali, ze oznaczanie we krwi stezenia
adiponektyny, ApoB, CRP i ferrytyny poprawifo oceng ryzyka
wystgpienia cukrzycy [37]. Na podstawie uzyskanych wynikow
badan mozna wnioskowac, ze badane biomarkery mogg znacz-
nie poprawi¢ prognozowanie ryzyka cukrzycy typu 2. Wykazano
istotny zwigzek podwyzszonego stezenia ferrytyny z rozwojem
cukrzycy, co moze by¢ wynikiem powstawania insulinooporno-
&ci, uszkadzania komorek przez wolne rodniki i kumulacji ze-
laza z uszkodzonych komorek w hepatocytach [35]. Stezenie
polipeptydu trzustkowego jest rowniez dobrym markerem nisz-
czenia komorek B trzustki w cukrzycy typu 2 [38].

Doustny test obcigzenia glukoza (Oral Glucose Toleran-
ce Test, OGTT) pozwala uzyska¢ informacje o dynamicznych
przemianach catego metabolizmu i jest wykorzystywany do wy-
krywania wczesnych zaburzen gospodarki weglowodanowe;.
Wykorzystujac metody metabolomiki, wykazano, ze obcigzenie
glukozg powoduje spadek stezenia wolnych kwasow ttuszczo-
wych, acylokarnityny, glicerolu, kwasu B-hydroksybutyrowego,
puryny, hipoksantyny i kilku aminokwasow, szczegolnie z roz-
gatezionymi tancuchami, oraz trzech aminokwasow aroma-
tycznych [39].
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Shaham i wsp. przedstawili wstepne dowody $wiadczgce
o korelacji zmniejszonej wrazliwosci na insuling z odpowie-
dzig na OGTT [40]. Odzwierciedla sie to w stezeniu glicero-
lu, izomerycznych par rozgatezionych aminokwasow, leucyny
i izoleucyny. Wydaje sie zatem, ze prébki pobrane przed OGTT
i po jego wykonaniu mogg pomoc we wczesnym wykryciu
nieprawidtowosci w specyficznych $ciezkach metabolicznych
w progresji z insulinoopornosci do petnego rozwiniecia cukrzy-
cy typu 2. W badaniu Framingham Offspring Study wykazano
znaczacg zmiang w 91 ze 110 mierzonych metabolitow w od-
powiedzi na OGTT u badanych mezczyzn i kobiet, z ktérych
pofowa wykazywata insulinoopornos¢ [39,41],

W badaniach polskich metabolomika jest takze coraz sze-
rzej wykorzystywana w diagnostyce chordb metabolicznych.
Jedne z pierwszych badan przeprowadzono u pacjentow w wie-
ku szkolnym z cukrzycg typu 1. Deja i wsp. podzielili grupe w za-
leznosci od wartosci hemoglobiny glikowanej (HbA1c ponizej
i HbA1c powyzej 6,5%) [42]. Metodg (1) H NMR spektroskopii
autorzy wykazali réznice w pojawiajgcych sie w moczu steze-
niach alaniny, pirogronianu i waliny. Wedfug autorow metoda (1)
H NMR pozwala na wykonanie analiz stuzagcym monitorowaniu
progresji cukrzycy oraz skutecznosci jej leczenia.

Celem badan metabolomicznych w cukrzycy jest stworze-
nie reprezentatywnego profilu wielu biomarkerow, gdyz watpli-
we wydaje sie poleganie na badaniu pojedynczych metaboli-
tow [35].

Podsumowanie

Wiekszos¢ obecnie dostepnych testow diagnostycznych
opiera sie na badaniu dobrze znanych pojedynczych marke-
row choréb, nie zawsze jednak sg one wystarczajgco wrazliwe
i specyficzne dla danej jednostki chorobowej. Z pomoca przy-
chodzi metabolomika, ktéra umozliwia wykrycie specyficznych
markeréw wystepujacych juz we wczesnej fazie choroby, a tak-
ze daje obraz zmian wielu parametréw metabolizmu — profilu
metabolicznego danej choroby. Przyczynia sie to do wczesne-
go diagnozowania, lepszego monitorowania i prognozowania
wielu schorzen, w tym réwniez nowotwordw [43]. Indywidualne,
osobnicze zmiany w sktadzie metabolitéw w ptynach ustrojo-
wych sg przydatne do ustalania celowane] terapii oraz do
oceny skutecznosci leczenia. Oznaczenie metabolicznego fe-
notypu komaorek nowotworowych stwarza mozliwosc¢ lepszego
poznania dziatania radioterapii, ilosciowej oceny ryzyka napro-
mieniowania oraz wykrywania efektow ubocznych, zanim stang
sie one klinicznie widoczne [44]. Fundamentalne znaczenie dla
wyboru metody leczenia nowotworu i dla rokowania ma jak naj-
wczesniejsze wykrycie nowotworu. Wielkie nadzieje wigzane sa
z rozwojem technik metabolomiki i zwiekszeniem dostepnosci
tych badan. Z pewnoscig pozwoli to na wykrywanie zmian no-
wotworowych na wczesnym etapie choroby i przyczyni sie do
znaczacej poprawy skutecznosci leczenia nowotworow.

Takze w chorobach metabolicznych bardzo wczesne wy-
krywanie markerow zagrozenia cukrzycg typu 2, miazdzycg
i nadcisnieniem tetniczym jest mozliwe dzieki zastosowaniu



Zastosowanie metabolomiki w medycynie — wybrane przykfady...
The use of metabolomics in medicine — some examples of oncological...

Pediatr Endocrinol Diabetes Metab 2014;20,2:55-62

metod proteomiki i metabolomiki. Zidentyfikowanie pacjentow
z wysokim ryzykiem rozwoju tych choréb pozwoli na zastoso-
wanie wczesnej i skutecznej profilaktyki, ktdra znacznie opdzni
rozwoj objawdw klinicznych lub bedzie im zapobiegac.
Wykorzystanie technik metabolomiki w diagnostyce ptynéw
ustrojowych i tkanek nie ogranicza sie do chordb onkologicz-
nych i metabolicznych. Techniki te sg obecnie wykorzystywa-
ne w kardiologii, nefrologii i neurologii. Praktycznie w kazdej
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