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STRESZCZENIE

Zespot policystycznych jajnikow (z ang. polycystic ovary syndrome, PCOS)
stanowi jedno z najczesciej diagnozowanych zaburzen endokrynnych w populacji kobiet
w wieku reprodukcyjnym. Dotyka ono od 5% do 20% kobiet i jest jedng z gtownych
przyczyn nieptodnosci spowodowanej zaburzeniami owulacji. Dlatego, od wielu lat
podejmowane sg proby wyjasnienia mechanizméw lezgcych u podstaw rozwoju tego
zespohlu. Niestety, zlozono$¢ zaburzen oraz zréznicowany obraz kliniczny sprawia,
iz zrozumienie doktadnej patofizjologii i opracowanie skutecznej diagnostyki wciaz

stanowi ogromne wyzwanie i jest przedmiotem wielu badan.

Jednym z podejs¢, ktore w ostatnich latach cieszy si¢ rosngcym zainteresowaniem
wsrdd badaczy jest analiza metabolomiczna, ktéra umozliwia oceng zmian zachodzacych
w organizmie na poziome molekularnym. Istotne znaczenie w podejsciu
metabolomicznym ma zastosowanie zintegrowanej strategii taczacej analizy jakoSciowe
z oznaczeniami ilo$ciowymi. Pozwala to na uzyskanie peinego obrazu zmian w badanym
metabolomie i przyczynia si¢ do poznania i zrozumienia zlozonych proceséw
metabolicznych zaburzonych na skutek rozwoju choroby.

Celem niniejszej pracy doktorskiej byta ocena jako$ciowa oraz ilosciowa zmian

w metabolomie pacjentek z PCOS z zastosowaniem podejscia metabolomicznego.

W pierwszym etapie badan zostala przeprowadzona niecelowana analiza
metabolomiczna dwdoch matryc biologicznych (surowicy i moczu), z zastosowaniem
komplementarnych technik analitycznych tj. wysokosprawnej chromatografii cieczowej
sprzezonej ze spektrometrig mas i analizatorem czasu przelotu (z ang. high performance
liquid chromatography coupled with time-of-flight mass spectrometry, HPLC-TOF/MS)
oraz chromatografii gazowej sprz¢zonej ze spektrometria mas i analizatorem typu
potrojny kwadrupol (z ang. gas chromatography coupled with triple quadrupole mass
spectrometry, GC-QgqQ/MS). Dane uzyskane w wyniku oznaczen zostaly poddane
procesowaniu oraz jedno- i wielowymiarowej analizie statystycznej, co pozwolito
na wyselekcjonowanie panelu zwigzkow istotnie zmienionych w grupie pacjentek
z PCOS.

W kolejnym etapie pracy, przeprowadzono celowang analiz¢ metabolomiczng
wybranych androgenéw w probkach moczu, ktore zidentyfikowano w ramach oznaczen
jakosciowych jako jedne z najbardziej istotnych w kontekscie patofizjologii PCOS.
Badania iloSciowe przeprowadzono z wykorzystaniem zwalidowanej metody
analitycznej oraz zastosowaniem wysokosprawnej chromatografii cieczowej sprzgzone;j
ze spektrometria mas oraz analizatorem typu potrdjny kwadrupol (z ang. high
performance liquid chromatography coupled with triple quadrupole mas spectrometry,
HPLC-QQqQ/MS).

Wyniki uzyskane w ramach niecelowanej analizy metabolomicznej pozwolity
na identyfikacj¢ najwazniejszych szlakow biochemicznych zaburzonych w przebiegu



PCOS. Zauwazono m.in., iz wigkszo§¢ zaburzen pojawiajacych si¢ na poziomie
komorkowym zwigzanych jest z dziataniem insuliny, co wskazuje na jej istotne znaczenie
w patofizjologii tego zespolu. Ponadto, opracowanie czulej 1 specyficznej metody
oznaczania androgendw umozliwito doktadne oznaczenie poziomu wytypowanych

zwiazkow oraz weryfikacje ich potencjatu diagnostycznego.

Kompleksowe spojrzenie na PCOS z perspektywy zintegrowanego podejécia
metabolomicznego pozwolito zaréwno globalnie oceni¢ metabolom pacjentek poprzez
identyfikacj¢ metabolitow istotnie zmienionych w wyniku rozwoju PCOS, jak rowniez
skupi¢ si¢ na doktadnym okresleniu kierunku zmian zachodzacych w konkretnym szlaku
biochemicznym. Ma to kluczowe znaczenie dla szerszego zrozumienia patofizjologii
zespotu PCOS i otwiera mozliwosci do opracowania bardziej skutecznych strategii
diagnostycznych i terapeutycznych.



ABSTRACT

Polycystic ovary syndrome (PCOS) is one of the most commonly diagnosed
endocrine disorders in the population of women of reproductive age. It affects between
5% and 20% of women and is the main of the leading causes of infertility due
to anovulation. Therefore, efforts have been made for many years to clarify the
mechanisms underlying the development of this syndrome. Unfortunately, the complexity
of the disorder and the varied clinical picture means that understanding the exact
pathophysiology and the development of an effective diagnosis is still
extremely challenging and the subject of intensive research.

One approach that has attracted increasing interest among researchers in recent
years is metabolomics, which makes it possible to assess changes occurring in the living
organism at the molecular level. Of significant importance in the metabolomic approach
is the use of an integrated strategy combining qualitative analyses with quantitative
determinations. It allows for receiving a complete picture of changes in the metabolome
under study, and it contributes to an in-depth understanding of the complex metabolic
processes disrupted by the development of diseases.

The aim of this doctoral dissertation was to qualitatively and quantitatively assess
the changes in the metabolome of women with PCOS using the metabolomic approach.

In the first stage of the study, an untargeted metabolomic analysis of two
biological matrices (serum and urine) was carried out using complementary analytical
techniques, i.e. high performance liquid chromatography coupled with time-of-flight
mass spectrometry (HPLC-TOF/MS) and gas chromatography coupled with triple
quadrupole mass spectrometry (GC-QqQ/MS). The received data were processed and
subjected to univariate and multivariate statistical analysis, which allowed to select
a panel of compounds significantly altered in the group of women with PCOS.

At the next stage of the study, targeted metabolomic analysis of selected
androgens in urine samples was performed, which were selected by qualitative assays
as the most relevant in the context of the PCOS’ pathophysiology. Quantitative studies
were carried out using a validated analytical method and employing high performance
liquid chromatography coupled with triple quadrupole mass spectrometry (HPLC-
QqQ/MS).

The results of the untargeted metabolomic analysis allowed to identify the most
important biochemical pathways impaired by the development of PCOS. It was noted,
among other things, that most of the disorders occurring at the molecular level are related
to the insulin action, indicating its important role in the pathophysiology of PCOS.
In addition, the development of a sensitive and specific method for the determination
of androgens made it possible to accurately determine the levels of the selected
compounds and verify their diagnostic potential.
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The comprehensive view of PCOS from the perspective of an integrated
metabolomic approach allows to globally assess patient metabolome by identifying
metabolites significantly altered by the syndrome, as well as to focus on the accurate
determination the direction of changes occurring in a specific biochemical pathway.
It is crucial for a broader understanding of its pathophysiology and up opportunities
to the development of more effective diagnostic and therapeutic strategies.
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I. CZESC TEORETYCZNA
1. Wstep

Intensywny rozw6j nauk z zakresu biologii systemowe] (genomika,
transkryptomika, proteomika, metabolomika) oraz ich rosnacy potencjal w kierunku
lepszego  zrozumienia procesOw chorobowych, otwiera nowe mozliwosci
w poszukiwaniu innowacyjnych narzedzi diagnostycznych, ktore stanowig wyzwania
wspotczesnej medycyny i farmacji. Odkrycie genomu cztowieka stato si¢ przetomem
w skutecznej diagnostyce, leczeniu i zrozumieniu przyczyn wielu chorob. Jednakze, wraz
z postepem wiedzy okazato si¢, iz sama informacja genetyczna oraz badanie proteomu
nie sg wystarczajace do pelnego zrozumienia zmian zachodzgcych w organizmie
cztowieka na poziomie komorkowym. Przyczynito si¢ to do rozwoju metabolomiki,
kolejnej nauki ,,omicznej”, stanowigcej uzupelnienie badan genomicznych
I proteomicznych. Profil metaboliczny obrazuje nie tylko fenotyp uwarunkowany
genetycznie, ale rowniez dziatanie czynnikéw zewnetrznych tj. dieta, przyjmowane leki
czy Srodowisko zewnetrzne i odzwierciedla kazde zaburzenie homeostazy organizmu.
Fakt ten umozliwia S$ledzenie rozwoju danej choroby poprzez obserwacj¢ zmian
zachodzacych na poziomie metabolomu. To alternatywne spojrzenie na chorobe
z perspektywy produktéw przemian metabolicznych, przyczynia si¢ do lepszego
zrozumienia molekularnych mechanizméw powstawania schorzen, co stwarza nowe
mozliwos$ci skutecznego wykrywania, leczenia oraz prewencji wielu jednostek

chorobowych [1].

Aktualnie zastosowanie podej$cia metabolomicznego cieszy si¢ bardzo duzym
zainteresowaniem w diagnostyce chorob cywilizacyjnych tj. cukrzyca, otytos¢, choroby
uktadu kragzenia, nowotwory czy choroby neurodegeneracyjne [2]. Oprocz tego
podejmowane sg proby zastosowania “metabolomiki” w celu lepszego zrozumienia
mechanizmow odpowiedzialnych za coraz czescie] wystepujacy problem nieptodnosci
[3]. Z uwagi na ztozono$¢ tego zjawiska i mnogo$¢ przyczyn, wymagane jest
indywidualne podejscie w diagnostyce i1 leczeniu. Dlatego tez, analiza metabolomiczna
staje si¢ coraz bardziej obiecujagcym narzedziem w tym obszarze badan, ktore moze
prowadzi¢ do identyfikacji czynnikéw ryzyka, poprawy diagnostyki, dostosowania
odpowiedniej terapii czy weryfikacji zmian w trybie Zycia pacjentow, ktore moga wnies¢
pozytywny wptyw na poprawe ptodnosci, a tym samym pomadc wielu parom w spetieniu
marzenia o posiadaniu potomstwa.
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2. Zespol policystycznych jajnikow

Zespot policystycznych jajnikow jest jednym z najcze$ciej diagnozowanych
zaburzen hormonalnych u kobiet w wieku reprodukcyjnym [4]. Zaburzenie to, jako
zespot objawow, zostalo po raz pierwszy opisane w 1935 roku przez dwoéch lekarzy
Steina i Leventala, stagd tez nazywane jest niekiedy zespotem Steina-Leventala. Jego
ztozona etiologia oraz zr6znicowany obraz kliniczny sprawiaja, ze wlasciwa diagnoza
1 skuteczne leczenie stanowi obecnie wyzwanie dla wielu doswiadczonych lekarzy oraz
naukowcow 1 wymaga interdyscyplinarnego podejScia [5]. Wigkszo$¢ objawow
charakterystycznych dla PCOS spowodowana jest wystepowaniem zaburzen rownowagi
hormonalnej, a jako gldéwne manifestacje PCOS wymieniane sg zaburzenia owulacji,
nadmierna produkcja androgendw, a takze obecno$¢ wielu drobnych torbieli w jajnikach.
Oprocz dysfunkeji hormonalnych, u kobiet cierpiacych na PCOS czesto obecne sg takze
inne zaburzenia metaboliczne takie jak: insulinooporno$¢ 1 zwigzany z nig
kompensacyjny hiperinsulinizm, dyslipidemia, otylos¢, przewlekly stan zapalny,
co w konsekwencji zwigksza ryzyko rozwoju cukrzycy typu 2 oraz chorob uktadu
sercowo - naczyniowego [6,7] a w dluzszej perspektywie moze prowadzié
do wystapienia raka endometrium [8]. Ponadto, zachwiana gospodarka hormonalna
z widocznymi oznakami nadmiaru androgendw przyczynia si¢ do rozwoju depresji [5].
Z uwagi, iz PCOS diagnozowany jest czgsto w grupie kobiet majacych trudnos¢

z zajéciem w ciazg, uznawany jest za jedng z gtdéwnych przyczyn nieptodnosci [9].
2.1 Etiopatogeneza

Poszukiwanie mechanizméw lezacych u podstaw rozwoju PCOS jest tematem
badan od wielu lat. Ciagle poszerzanie wiedzy w tym zakresie umozliwito lepsze
rozumienie wielu zaburzen zwigzanych z tym zespotem, jednakze doktadny
patomechanizm jego postawania nie zostal do dzi§ ostatecznie wyjasniony [10].
Wiadomo, zZe etiologia PCOS jest wieloczynnikowa a zgodnie z aktualnym stanem
wiedzy rozpatrywane s3 trzy gtdéwne modele patofizjologiczne: gonadotropinozalezny,
jajnikowy oraz insulinozalezny [11].

W modelu gonadotropinozaleznym podkresla si¢ dominujace znaczenie
zwigkszonego wydzielania hormonu luteinizujacego (z ang. luteinizing hormone, LH)
w porownaniu do hormonu folikulotropowego (z ang. follicle-stimulating hormone,
FSH). Jednakze brak jest jednoznacznych danych dotyczacych pierwotnej roli wysokiego
poziomu LH. Najprawdopodobniej jest to zwigzane ze zwiekszong czestotliwoscig
pulsacyjnego wydzielania gonadoliberyny (z ang. gonadotropin-releasing hormone,
GnRH), co =zaburza stosunek LH/FSH [12]. Nadmiernie wysokie stezenie
LH w odniesieniu do FSH uniemozliwia wlasciwe dojrzewanie pecherzykow
jajnikowych oraz przebieg procesu owulacji. [13,14].
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Model jajnikowy z kolei wskazuje, ze nadmierna produkcja androgenéw przez
komorki tekalne, jest jedng z gtownych przyczyn hiperandrogenizmu odpowiedzialnego
za zaburzenie prawidlowego funkcjonowania uktadu hormonalnego u kobiet. Dysfunkcja
zwigzana z nadmierng aktywacja pecherzykow jajnikowych, a takze brakiem mozliwosci
wyselekcjonowania pecherzyka dominujgcego moze by¢ spowodowana niewystraczajaca
wrazliwoscig na dziatanie FSH oraz nadmierng ekspozycjg na dziatanie androgenow [12].
Kazdy z dojrzewajacych pecherzykow antralnych stymuluje wydzielenie hormonu
antymiillerowskiego (z ang. anti-miillerian hormone, AMH). Tak wigc konsekwencja
zwigkszona ilo$¢ pgcherzykow jest wzrost stezenia hormonu AMH [15]. Nadmierne
stezenie AMH, z kolei obniza wrazliwo$¢ pecherzykow na dziatanie FSH [16]
oraz blokuje przemiany biochemiczne androgenéw do estrogendow poprzez
hamowanie aktywno$ci enzymatycznej i w konsekwencji prowadzi do wystapienia
hiperandrogenizmu [17].

Trzeci model zaktada, ze insulinooporno$¢ oraz kompensacyjny hiperinsulinizm
odgrywa kluczowa role w patofizjologii PCOS. Nadmiar insuliny, dzialajac
synergistycznie z LH, pobudza produkcj¢ androgendéw przez komorki tekalne jajnikow
[18], jak rowniez hamuje watrobowa produkcje¢ biatka wigzacego hormony plciowe
(z ang. sex hormone binding globulin, SHBG) [19]. Oba te mechanizmy przyczyniajg si¢
do nadmiaru androgendéw prowadzacych do zaburzen owulacji oraz manifestujacych si¢
w postaci klinicznych objawow. Etiologia zmniejszonej wrazliwo$ci na insuling w PCOS
pozostaje niejasna, chociaz podejrzewane sg dysfunkcje genetyczne prowadzace
do defektéw w produkcji i dziataniu gtownego insulinozaleznego transportera glukozy
typu 4 (z ang. glucose transporter type 4, GLUT4) w komorkach tkanki ttuszczowej [20].
Ponadto, zauwazono, zZe stopien insulinoopornos$ci wzrasta w wyniku przewleklego stanu
zapalnego, czgSciowo wywotanego przez nieprawidlowa produkcje 1 dziatanie
adipocytokin, wydzielanych przez komorki tkanki thuszczowej [21].

Oprécz wymienionych wyzej mechanizmow, przyczyn PCOS upatruje si¢
réwniez w podiozu genetycznym. Dlatego tez, ciagle analizowane sg rozne geny, ktoérych
zaburzenie ekspresji moze prowadzi¢ do wystepowania zaburzen charakterystycznych
dla PCOS np. geny odpowiedzialne za synteze¢ hormondéw steroidowych, ekspresje
gonadotropin, dziatanie insuliny czy rozwoj pecherzykow jajnikowych [22]. Badania
wykazaty, ze stopnien dziedziczenia gendow odpowiedzialnych za wystgpienie PCOS
wynosi ponizej 10 % [23], co sugeruje, ze dziatanie czynnikow epigenetycznych
tj. czynniki srodowiskowe, dieta, tryb zycia, odgrywa istotng role w etiologii PCOS [5].

2.2 Kryteria diagnostyczne

Rozpoznanie PCOS stawiane jest w oparciu o trzy glowne objawy: kliniczny lub/i
biochemiczny hiperandrogenizm, wystgpowanie oligoowulacji badZz catkowity jej brak
oraz obecnos¢ policystycznych jajnikéw (z ang. polycystic ovary morphology, PCOM)
w obrazie USG przezpochwowym (z ang. transvaginal ultrasonography, USG TV).
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Konieczne jest rowniez wykluczenie innych zaburzen, ktére moga powodowac
zaburzenia miesigczkowania np. zaburzenia czynno$ci tarczycy, hiperprolaktynemia lub
prowadzi¢ do hiperandrogenizmu np. wrodzony przerost nadnerczy lub guzy
wydzielajgce androgeny. Pierwsze kryteria diagnostyczne tzw. kryteria klasyczne zostaly
opublikowane w 1990 roku przez Narodowy Instytut Zdrowia (z ang. National Institute
of Health, NIH), wedtug ktérych do rozpoznania PCOS konieczne jest wystepowanie
dwoch objawow: klinicznego lub/i  biochemicznego hiperandrogenizmu oraz
oligoowulacji. Obecno$¢ PCOM w badaniu USG TV nie jest konieczne do postawienia
rozpoznania zespotu. W roku 2003, podczas konferencji w Rotterdamie, wprowadzono
pewne modyfikacje do obowigzujacych wowczas kryteridow 1 uzupelniono wymagania
0 obecno$¢ PCOM, jednakze dopuszczono mozliwos¢ rozpoznania PCOS np. bez cech
hiperandrogenizmu. W 2006 roku natomiast, Amerykanskie Towarzystwo Nadmiaru
Androgenéw i PCOS (z ang. Androgen Excess and PCOS Society, AES&PCOS)
ponownie uznato obecno$¢ hiperandrogenizmu jako niezbedne kryterium diagnostyczne
[24]. Zestawienie powyzszych kryteriow zostato opisane w tabeli nr 1. W zaleznosci
od zastosowanych kryteriow, czgstos¢ wystepowania PCOS jest zréznicowana. Zgodnie
z kryteriami NIH wynosi ona od 5 % do 10 %, natomiast wedlug wytycznych
AES&PCOS od 10 % do 15 %. Z kolei w oparciu o najczeSciej stosowane kryteria
rotterdamskie, PCOS diagnozowane jest wsrod 5 % do 20 % kobiet w wieku rozrodczym
[25].

Tabela 1. Kryteria diagnostyczne zespotu policystycznych jajnikow.

Kryteria diagnostyczne Objawy Wymagania
1. Biochemiczny i kliniczny
Kryteria NIH hiperandrogenizm Spelnienie obu
1990 kryteri6
( ) 2. Przewlekty brak owulacji TYIETIow
1. Biochemiczny i kliniczny
. . hiperandrogenizm .
Kryteria rotterdamskie P g Spetnienie 2 z 3
(2003) 2. Oligoowulacja/ brak owulacji kryteriow
3. Obecnos¢ PCOM
1. Biochemiczny i kliniczny
hiperandrogenizm
Kryteria AES&PCOS 2 Zab . (ol ainik Spelnienie obu
(2006) .Za urzenie CzanIOSC{ Jajnikow kryteriow
pod postacia zaburzen owulacji
lub/i PCOM

W zaleznosci od ,.konstelacji” objawow PCOS, wyrdznia si¢ 4 fenotypy zespotu:
fenotyp A, fenotyp B, fenotyp C i fenotyp D. Kobiety z PCOS o fenotypie A i B
s okreslane jako pacjentki z tzw. klasycznym PCOS. Fenotyp A to pelnoobjawowy obraz
zespotu 1 jest rozpoznawany u wigkszos$ci pacjentek. Fenotyp B charakteryzuje kobiety
u ktorych wystepuje hiperandrogenizm i zaburzenia owulacji, natomiast nie stwierdza si¢
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obrazu PCOM w USG TV. Badania wykazuja, iz pacjentkom o klasycznym fenotypie

czesto towarzyszy insulinooporno$¢, hiperinsulinizm oraz zwigkszone ryzyko

rozpoznania zespotu metabolicznego a co za tym idzie rozwdj
centralnej i dyslipidemii [26]. Ponadto, w grupie pacjentek 0 pelnoobjawowym
fenotypie A odnotowuje si¢ zwigkszone stezenie hormonu AMH w poréwnaniu
do innych fenotypow [27]. Fenotyp C, z kolei, nazywany jest fenotypem owulacyjnym,

w ktorym dominujace objawy to obecnos¢ hiperandrogenizmu oraz PCOM, jednakze bez

otylosci

zaburzen owulacji. W tej grupie pacjentek obserwuje si¢ nizszy poziom androgenow,
insuliny, dyslipidemii oraz sktonnosci do zaburzen metabolicznych [28]. Ostatni
fenotyp D okreslany jest jako normoandrogeniczny i charakteryzuje si¢ najtagodniejszym
stopniem zaburzen endokrynologicznych i metabolicznych [29]. Podziat fenotypow
przedstawiono w tabeli nr 2 a udziat procentowy kazdego z fenotypdéw w populacji kobiet
z PCOS przedstawia wykres ponizej (Rys. 1).

Tabela 2. Fenotypy PCOS w zaleznosci od wystepujacych objawow.

Kryteria NIH |
Kryteria AES&PCOS |

Kryteria rotterdamskie
Fenotyp A | Fenotyp B Fenotyp C | Fenotyp D

Hiperandrogenizm + + + -

Zaburzenia owulacji + + - +

PCOM + - + +

Fenotyp A
45.6%
Fenotyp C
16.7%

Fenotyp B
14.4%

Rysunek 1. Rozktad fenotypoéw w populacji kobiet z PCOS [30].

2.2.1 Hiperandrogenizm
Wedhug kryteriow AE&PCOS kliniczny 1/lub biochemiczny hiperandrogenizm
jest podstawowym elementem diagnostycznym PCOS. Gléwne objawy kliniczne

obejmujg hirsutyzm, tradzik i tysienie androgenowe [31]. Jednakze, tradzik i tysienie,
ktorych wystepowanie szacuje si¢ odpowiednio u 12%—-14% i 5%-50% kobiet z PCOS,
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uwazane sg za mniej doktadne wskazniki hiperandrogenizmu z powodu braku jednolitego
systemu oceny, a takze z uwagi na fakt, iz moga wystgpowac jako objawy innych
zaburzen, nie zwigzanych z nadmiarem androgendéw [32]. Hirsutyzm, okreslany jako
obecno$¢ U kobiet owlosienia w typowo mgskich obszarach ciata, jest gldownym
wskaznikiem klinicznego nadmiaru androgenow | wystepuje u 65%—75% kobiet z PCOS
[8]. Stopien wzrostu wtoséw terminalnych oceniany jest wizualnie za pomocg tzw. skali
Ferrimana-Gallweya w dziewieciu androgenozaleznych okolicach ciata. W tym celu
przypisywane s3 punkty w skali od 0 (brak widocznych wlosow) do 4 (znaczne)
a sumaryczna warto$¢ > 8 stanowi wskazanie do dalszej diagnostyki [33].

Rozpoznanie biochemicznego hiperandrogenizmu jest kluczowa kwestia w celu
ustalenia wtasciwej diagnozy PCOS, z uwagi, ze ocena klinicznego hiperandrogenizmu
moze by¢ wysoce subiektywna. Wykonanie badan laboratoryjnych skupia si¢
na pomiarze st¢zenia takich hormonéw steroidowych jak catkowity testosteron (T),
androstenedion (AN-DIONE) oraz siarczan dehydroepiandrosteronu (DHEA-S).
Ponadto, w celu wyliczenia wspotczynnika wolnych androgenow (z ang. Free Androgen
Index, FAI), niezb¢dne jest rowniez oznaczenie zawartosci globuliny wigzacej hormony
plciowe (z ang. sex hormone binding globulin, SHBG) [5]. Otrzymanie wiarygodnych
wynikow pomiaréw hormonalnych jest kluczowe, jednakze dokladnos$¢ i1 precyzja
uzyskanych wynikow moze si¢ r6zni¢ si¢ w zaleznos$ci od uzytej metody. Niestety,
czulo$¢ oraz specyficzno$¢ wielu, komercyjnie dostgpnych metod jest niewystarczajaca,
aby oznaczy¢ u kobiet wystepujace w bardzo niskich stezeniach androgeny [5,31].
Stosowanie prostych testow immunoenzymatycznych tj. ELISA (z ang. enzyme-linked
immunosorbent assay), czy bezposrednich metod radioimmunologicznych (z ang.
radioimmunoassay, RIA), pomimo szybko$ci oraz fatwosci w prowadzeniu oznaczen,
jest dyskusyjne ze wzgledu na wiarygodno$¢ otrzymywanych wynikow [34,35].
Do analiz stezen hormondw steroidowych, szczeg6lnie rekomenduje si¢ zastosowanie
technik chromatograficznych faczonych ze spektrometrig mas lub metodami RIA. Ich
zastosowanie, pomimo wymogu czasowego, sprzetowego oraz bardziej skomplikowane;j
obrobki materialu biologicznego, umozliwia okreslenie petnego profilu hormonalnego
w bardzo szerokim zakresie st¢zen oraz uzyskanie wiarygodnych wynikéw [35,36].
Z uwagi na zmienno$¢ hormonalng wynikajaca z rytmu dobowego oraz cyklu
miesigczkowego, istotne jest takze pobranie probek do badan w okreslonym czasie,
najlepiej rano i podczas wczesnej fazy folikularnej lub po krwawieniu [34].

2.2.2 Zaburzenia owulacji

Zaburzenia owulacji, do ktorych zalicza si¢ wystgpowanie rzadkich owulacji
(oligoowulacje) lub catkowity brak owulacji (anowulacja) sa wykrywane na podstawie
dhlugosci  cyklu menstruacyjnego. Oligoowulacja definiowana jest jako cykl
menstruacyjny dtuzszy niz 35 dni, co w rezultacie przektada si¢ na 10 lub mniej cykli
w ciagu roku. Niektorzy badacze rozpatruja rzadkie owulacje jako mniej niz 8 cykli
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w roku, co odpowiada cyklom o dlugosci wigkszej niz 45 dni [12]. Jednakze, nie
wszystkie przypadki oligoowulacji manifestuja si¢ jako klinicznie widoczne rzadkie
menstruacje. U niektérych kobiet oligoowulacje objawiajg si¢ czestym krwawieniem,
z kolei inne pacjentki mogg wykazywac pozornie regularne cykle miesigczne. W praktyce
klinicznej, w przypadkach, kiedy wystepowanie owulacji, pomimo normalnej dlugosci
cyklu jest watpliwe, wykonywany jest pomiar poziomu hormonu LH, ktérego najwyzsze
stezenie wystgpuje okolo jeden dzien przed oczekiwang owulacja lub poziomu
progesteronu w fazie lutealnej po wystgpieniu owulacji [37]. Co ciekawe, badanie
obejmujace ponad 3700 kobiet w wieku od 20 do 49,9 lat z regularnymi cyklami
wykazato, ze az 37% cykli byto bezowulacyjnych, gdy zweryfikowano to na podstawie
poziomu progesteronu w surowicy w fazie lutealnej [38]. Dlatego tez samo wystepowanie
zaburzen owulacji nie jest wystarczajace do diagnozy PCOS, kiedy nie s3 obecne inne
zaburzenia tj. hiperandrogenizm i PCOM.

2.2.3 PCOM

Badanie morfologii jajnikow wykonywane jest za pomocg USG TV i ma na celu
ocen¢ liczby pecherzykow antralnych oraz objetosci jajnika. Kryteria stosowane
u dorostych kobiet sg doktadnie zdefiniowane. PCOM rozpoznawane jest, gdy liczba
pecherzykow o $r. 9-12mm wynosi > 20 i/lub objetos¢ jajnika wynosi >10 ml [39].
U kobiet, ktore juz prezentujg kliniczne objawy nadmiaru androgenow i zaburzenia
owulacji, ocena morfologii jajnikoéw nie jest kryterium nieodzownym do rozpoznania
PCOS [5, 40]. W celu dodatkowej oceny zaburzenia dojrzewania pecherzykow
jajnikowych wykorzystywany jest pomiar hormonu AMH [16].

Prawdziwym wyzwaniem jest postawienie wlasciwe] diagnozy w populacji
nastolatek z uwagi na fizjologiczne zmiany zachodzace w dojrzewajacym organizmie
miodych kobiet [34]. W zwigzku z tym, zastosowanie kryteriow rotterdamskich moze
prowadzi¢ do mylnej diagnozy, a w konsekwencji moze mie¢ potencjalnie szkodliwe
dlugoterminowe skutki zdrowotne [41]. Dlatego tez, w przypadku nastolatek
konieczne jest stwierdzenie biochemicznego nadmiaru androgendéw oraz doktadne
udokumentowanie klinicznych oznak hiperandrogenizmu tj. obecnos¢ silnego tradziku
i hirsutyzm, a zaburzenia owulacji moga zosta¢ stwierdzone dopiero po 2-3 latach
od pierwszej miesigczki [42]. Ponadto, zaleca si¢, aby badanie morfologii jajnikow nie
byto stosowane jako kryterium diagnostycznie przez okres 8 lat od menarche [39].

2.3 Aktualne strategie terapeutyczne

Zroznicowany obraz kliniczny pacjentek z PCOS oraz niewyjasniona patogeneza,
sprawia, ze aktualnie nie ma jednej uniwersalnej metody leczenia. Terapia PCOS zalezy
od indywidualnych potrzeb danej pacjentki i skupia si¢ przede wszystkim na leczeniu
objawowym [4,5]. Glowne strategie terapeutyczne zaktadajg: zmniejszenie nadmiaru
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androgenow, przywrdcenie owulacji, poprawe funkcji metabolicznych, zapobieganie
nadmiernemu przerostowi $luzowki macicy w celu prewencji raka endometrium a takze
poprawe jakos$ci zycia pacjentek w oparciu o aspekt psychologiczny.

Doustne $rodki antykoncepcyjne (ang. oral contraceptive pills, OCP) skutecznie
hamuja jajnikowg produkcj¢ androgendw i sg zalecane jako terapia pierwszego rzutu
w leczeniu zaburzen miesigczkowania, hirsutyzmu i tradziku u kobiet z PCOS, ktérym
nie zalezy na podtrzymywaniu ptodnosci [43]. OCP hamujg uwalnianie gonadotropin
1 w konsekwencji blokujg wydzielanie androgendéw jajnikowych. Ponadto komponenta
estrogenowa stymuluje watrobowg produkcje SHBG, co w rezultacie zmniejsza wolng
frakcje krazacych androgenow. Stosowanie OCP znacznie redukuje ryzyko rozrostu
blony $luzowej macicy i raka endometrium, jednocze$nie zapewniajac skuteczng
antykoncepcj¢, w momencie, gdy konieczne jest wiaczenie lekow antyandrogenowych,
z uwagi na ich teratogenne dziatanie na ptod [44]. Kontrowersje budzi kwestia, czy nalezy
uwzglednia¢ zwigkszone ryzyko chordb sercowo-naczyniowych, zakrzepow zylnych
1 wspotistniejacych schorzen metabolicznych zwiazanych ze stosowaniem OCP,
szczegolnie, gdy kobiety z PCOS znajduja si¢ juz w grupie ryzyka [45].

U kobiet, ktore wykazuja silne objawy hiperandrogenizmu i rowniez nie starajg
si¢ o dziecko, terapi¢ uzupetnia si¢ o leki antyandrogenowe. Do tej grupy lekow zaliczane
sa blokery receptora androgenowego (np. spironolakton, flutamid, octan cyproteronu)
oraz inhibitory Sa-reduktazy (np. finasteryd) [46]. Bardzo nasilony tradzik dodatkowo
moze zosta¢ poddany leczeniu retinoidami [47] a tysienie androgenowe przez
zastosowanie minoksidilu [48].

W przypadku, pacjentek, dla ktorych nadrzednym celem jest przywrdcenie
ptodnosci 1 zaj$cie w ciazg, w celu indukcji owulacji, stosuje si¢ cytrynian klomifenu lub
letrozol [49]. Okoto 50% pacjentek, ktore owulujg po zastosowaniu klomifenu, zachodzi
w cigze po trzech do pigciu cyklach leczenia [12]. Leczenie klomifenem natomiast wigze
si¢ z ryzykiem hiperstymulacji jajnikOw 1 pojawienia si¢ cigzy mnogiej, co jest
raportowane u 3-8% pacjentek [50]. U kobiet, ktore nie odpowiadajg pozytywnie
na stosowane leki, mozna rozwazy¢ indukcj¢ owulacji za pomoca gonadotropin lub
laparoskopowej diatermii jajnikow (ang. laparoscopic ovarian drilling, LOD).
Laparoskopowe naktucie jajnikdéw moze prowadzi¢ do spontanicznej ciazy lub poprawic¢
odpowiedZ na dzialanie doustnych lekéw, a w niektérych przypadkach zapewnic¢
dtugotrwatg poprawe [51].

Kluczowym elementem leczenia PCOS jest redukcja insulinoopornosci, z uwagi
na wielokierunkowe dziatanie nadmiaru insuliny. W tym celu pacjentkom najczesciej
przepisywana jest metformina, czyli lek poprawiajacy insulinowrazliwo$¢ tkanek
docelowego dziatania insuliny [52]. Jednoczes$nie, rekomendowana jest odpowiednia
modyfikacja trybu zycia, szczegdlnie w przypadku otylych pacjentek, ze wzgledu
na szkodliwy wplyw otyloSci brzusznej 1 zwigkszone ryzyko zaburzen
kardiometabolicznych [53]. Odpowiednia zmiana stylu zycia pozytywnie wplywa
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na poprawe profilu lipidowego, tolerancje glukozy i zwigkszenie wrazliwosci na insuling
a takze obnizenie poziomu androgenow [54]. Pojawiajg si¢ doniesienia, iz zaburzona
mikroflora jelitowa moze mie¢ rowniez istotne znaczenie w kontek$cie patofizjologii
PCOS [55]. Wykazano, ze wilaczenie odpowiedniej suplementacji probiotyczynej
1 prebiotycznej ma korzystny wplyw na poprawe wielu wskaznikow biochemicznych
u kobiet z PCOS [56].

Aktualnie przyjete strategie terapeutyczne koncentruja si¢ przede wszystkim
na tagodzeniu objawoéw, poprawie komfortu zycia pacjentek oraz minimalizowaniu
powiktan. Niestety, nadal brakuje skutecznego leczenia przyczynowego a wigkszos¢
wykorzystywanych lekéw stosowanych jest poza ich gtownymi wskazaniami, co wynika
gléwnie z potrzeby dostosowania dostgpnych terapii do indywidualnych potrzeb
pacjentek.

Dlatego tez rozwo6j dalszych badan z zastosowaniem zintegrowanego podejscia
obejmujacego roznorodne dziedziny nauki jest niezbedny do pelnego zrozumienia
pierwotnej przyczyny PCOS 1 opracowania dedykowanych strategii leczenia.
Identyfikacja wtasciwych mechanizmoéw lezacych u podstaw rozwoju PCOS przyczyni
si¢ do wyznaczenia wiarygodnych wskaznikow, dzigki ktoérych mozliwe bedzie
latwiejsze diagnozowanie pacjentek, jeszcze przed wystgpieniem klinicznych objawow
PCOS 1 odpowiednio wczesne wdrozenie terapii, co moze mie¢ znaczacy wplyw
na poprawe¢ komfortu i jakosci zycia pacjentek z PCOS.
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3. Analiza metabolomiczna

Metabolom czlowieka stanowig endogenne produkty szlakéw metabolicznych,
jak réwniez zwigzki egzogenne, takie jak metabolity lekow, sktadniki Zzywnosci,
czy zanieczyszczenia srodowiskowe [57]. Metabolity, bedgce substratami i produktami
ztozonych przemian biochemicznych, odgrywaja fundamentalng role w regulacji
réznorodnych procesow zachodzacych w organizmie, zardwno fizjologicznych jak
1 patologicznych. Glownym celem analizy metabolomicznej jest jakosciowa i ilosciowa
ocena zwigzkow o masie czasteczkowej nieprzekraczajacej 1500 Da. Do podstawowych
grup metabolitéw nalezg aminokwasy, weglowodany, kwasy thuszczowe, nukleotydy,
hormony czy witaminy. Analiza metabolomu umozliwia badanie catego spektrum tych
matoczasteczkowych zwigzkéw 1 dostarcza cennych informacji o stanie zdrowia
i funkcjonowaniu organizmu [58].

3.1 Strategie badawcze stosowane w metabolomice

W badaniach metabolomicznych wykorzystywane sg rézne podejscia badawcze.
Jako dwie podstawowe strategic wyrdzniamy niecelowang analize metabolomiczng
(z ang. untargeted metabolomics), skupiajgca si¢ na ocenie jakosciowej oraz identyfikacji
szerokiej puli metabolitow w badanej probce biologicznej oraz celowang analize
metabolomiczng (z ang. targeted metabolomics) ukierunkowana na ilo§ciowe 0znaczenie
wybranych metabolitow [59].

W ramach analizy niecelowanej stosuje si¢ dwa podejscia. Jednym z nich jest
badanie tzw. metabolicznego odcisku palca (z ang. metabolic fingerprinting) polegajace
na analizie kompleksowego profilu endogennych metabolitéw wewnatrzkomoérkowych,
okresleniu roéznic pomiedzy badanymi grupami oraz interpretacji zidentyfikowanych
zmian w kontek$cie patofizjologii badanej jednostki chorobowej. Drugie podejscie
to badanie tzw. metabolicznego odcisku stopy (z ang. metabolic footprinting) skupiajace
si¢ na analizie metabolitow, ktore uwalniane sg z komoérek lub organizmu
do zewnetrznego medium. PodejScie to jest czesto wykorzystywane w badaniach
z uzyciem linii komorkowych.

Oprocz opisanych powyzej strategii badawczych, w metabolomice wyroznia si¢
jeszcze jedno podejscie - profilowanie metaboliczne (z ang. metabolic profiling)
polegajace na oznaczaniu tylko okreslonej grupy zwiazkow posiadajacych podobne
wilasciwosci  fizykochemiczne badz pochodzacych z tych samych szlakow
metabolicznych (np. glikoliza, cykl Krebsa). Profilowanie metaboliczne moze mieé
charakter zaré6wno jako$ciowy jak i ilo§ciowy.
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3.1.1 Niecelowana analiza metabolomiczna

Podstawowym zatozeniem niecelowanej analizy metabolomicznej jest
jednoczesne oznaczenie mozliwie jak najwickszej liczby zwigzkow w badanej probce.
Strategia ta umozliwia porownanie profili metabolicznych pomigdzy badanymi grupami
oraz wstepng selekcje metabolitow o najwiekszym potencjale diagnostycznym. Wyniki
analiz prowadza do sformutowania wstepnych hipotez badawczych dotyczacych
badanych patomechanizméw chorobowych oraz okreslaja kierunek dalszych badan.
Dlatego tez bardzo istotne jest staranne opracowanie planu projektu badawczego przed
przystapieniem do oznaczen jako$ciowych [60].

Pierwszym etapem badan jest dobor odpowiedniej grupy badawczej. Biorac pod
uwage czestotliwo$¢é wystepowania danej jednostki chorobowej, nalezy oszacowac
liczebnos¢ grup, zarowno badawczej jak i grupy kontrolnej [61]. Kluczowym elementem
jest ustanowienie odpowiednich kryteriow wlaczenia oraz wylgczenia z badania.
Umozliwia to zminimalizowanie wplywu czynnikdéw zewngtrznych na profil
metaboliczny oraz zapewnienie, iz zmiany obserwowane w metabolomie pomi¢dzy
badanymi grupami, wynikajg przede wszystkim z rozwoju danej jednostki chorobowej
a nie zmiennos$ci mi¢dzyosobniczej. Najczesciej stosowanymi kryteriami podstawowymi
sq: wiek [62], pte¢ [63], wskaznik BMI [64], choroby wspdtistniejace [65], stosowane
leki [66] oraz tryb zycia [67,68]. W zaleznosci od charakterystyki danej choroby,
rozpatrywane mogg by¢ rowniez dodatkowe kryteria.

Istotnym elementem jest rdwniez wybor odpowiedniego materiatu biologicznego.
Dobor matrycy biologicznej determinowany jest przez cel badawczy. Rézne matryce
biologiczne mogg dostarcza¢ unikalnych informacji, a analiza wielu matryc jednoczes$nie,
umozliwia uzyskanie bardziej kompleksowego 1 specyficznego zestawu zwigzkow
wchodzacych w sktad analizowanego profilu metabolicznego. Jako podstawowe matryce
biologiczne, w badaniach metabolomicznych, wykorzystywane sa plyny ustrojowe
do ktorych zaliczamy: osocze [69], surowicg krwi [70], §ling [71], mocz [72] czy ptyn
mozgowo-rdzeniowy [73]. W analizie metabolomicznej wykorzystuje si¢ rowniez inne,
mniej konwencjonalne matryce takie jak: plwocina, pot, 1zy, woda katowa, z6t¢, mleko
matki, ptyn owodniowy, nasienie i wiele innych [2]. Jednakze, z uwagi na tatwag
dostgpnos¢ oraz stosunkowo mato inwazyjny sposob pozyskiwania, krew 1 mocz znalazty
szerokie zastosowanie w badaniach metabolomicznych. Obie matryce odzwierciedlaja
zardbwno metabolom jak i zmiany zachodzace w jego obrebie [74].

Bardzo waznym aspektem jest rowniez wilasciwy pobor oraz zabezpieczenie
pobranego materialu biologicznego. Stad, w celu zapewnienia jednorodno$ci oraz
zminimalizowania zmiennos$ci mogacej wptywa¢ na wyniki oznaczen, opracowywane
sg szczegotowe procedury pobierania i przechowywania probek [60].

Odpowiednie przygotowanie wybranej matrycy biologicznej jest kolejnym,
kluczowym etapem badan metabolomicznych. Z uwagi, iz analiza niecelowana zaktada
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0znaczenie mozliwe jak najwigkszej liczy zwigzkow w badanej probce, preferowane jest
jej minimalne przygotowanie w celu uniknigcia potencjalnej utraty metabolitow [75].
Procedura przygotowania probek do oznaczen jakosciowych powinna uwzgledniac¢
rodzaj wykorzystywanej matrycy i by¢ prosta, szybka, powtarzalna, a takze umozliwi¢
izolacje jak najwickszej liczby metabolitow o odmiennych wlasciwosciach
fizykochemicznych. W przypadku matryc bogato biatkowych tj. osocze, surowica
czy tkanka, powinna umozliwi¢ oddzielnie zwigzkéw matoczasteczkowych
od wielkoczasteczkowych np. bialek, natomiast w przypadku moczu, ktory zawiera
relatywnie mate ilosci protein procedura moze zosta¢ uproszczona i obejmowac jedynie
odwirowanie, a nastepnie rozcienczenie wodg [76]. W zalezno$ci od rodzaju matrycy
biologicznej oraz wybranej techniki analitycznej procedura przygotowania probki moze
obejmowa¢ takze inne etapy jak: homogenizacja, odbialczanie, konwersja chemiczna,
odparowywanie do sucha, rozcienczanie, filtrowanie, rozpuszczanie w odpowiednim
rozpuszczalniku organicznym.

Wilasciwie przygotowana probka biologiczna jest nastepnie poddawana analizie
z wykorzystaniem odpowiednich technik i zoptymalizowanych metod analitycznych.
Podczas gdy kryteria walidacji dla oznaczen iloSciowych sa jasno okreSlone
w miedzynarodowych wytycznych, nie ma oficjalnych przepiséw dotyczacych walidacji
metodologii wykorzystywanej w metabolomice niecelowanej [77,78]. W tym celu,
do monitorowania jako$ci oznaczen oraz powtarzalno$ci zastosowanej metody
analitycznej, wykorzystuje si¢ probki kontrolne (z ang. quality control samples, QC),
ktore sg przygotowywane i analizowane razem z probkami rzeczywistymi [79]. Analiza
odpowiedniej ilosci probek QC zapewnia kontrole zmiennosci analitycznej podczas
trwania oznaczen [80]. Dodatkowo, na poczatku oraz na koncu analiz badane sg probki
Slepe (z ang. blank samples), ktorych celem jest stabilizacja sprzgtu oraz weryfikacja
jakosci uktadu analitycznego [77].

Efektem prowadzonych oznaczen jest uzyskanie danych zawierajacych sygnaty
analityczne pochodzace od setek lub nawet tysiecy analizowanych zwigzkow.
Dlatego tez, odpowiednie przygotowanie danych jest kluczowym elementem majacym
wplyw na jakos$¢ uzyskiwanych wynikow [78]. Procesowanie danych analitycznych jest
zatem bardzo waznym i dtugotrwatym etapem badan w ramach niecelowanej analizy
metabolomicznej.  Zastosowanie  zaawansowanych —metod chemometrycznych
i statystycznych jest istotnym elementem zapewniajagcym odpowiednig selekcje
zmiennych, a takze wlasciwg interpretacje uzyskanych wynikow.

Przygotowanie danych surowych do dalszych analiz polega na poprawieniu
jakosci zarejestrowanych sygnatow poprzez: redukcje szumu tta, wyrownanie sygnatow,
dekonwolucje, uzupetienie brakujacych wartosci (z ang. missing value), skalowanie,
normalizacj¢ oraz filtracje w oparciu o okre$lone kryteria zapewnienia jakosci
(z ang. quality assurance, QA) [81,82]. Odpowiednio przygotowane dane analityczne
s nastgpnie poddawane jednowymiarowej oraz wielowymiarowej analizie statystycznej.
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W ramach jednowymiarowej analizy statystycznej, w zalezno$ci od rozkladu
zmiennych oraz ilo$ci porownywanych grup, stosowane s3a odpowiednie testy
statystyczne umozliwiajace selekcje zmiennych istotnych statystycznie, z ktorych
najczesciej wykorzystywane sg: test t-Studenta, test U Manna-Whitney’a badz analiza
wariancji ANOVA (z ang. analysis of variance). Dodatkowo, w celu kontroli fatszywie
pozytywnych wynikéw stosuje si¢ odpowiednie poprawki statystyczne np. poprawka
Benjaminego-Hochberga lub Bonferroniego [83].

W ramach wielowymiarowej analizy statystycznej najczesciej wykorzystuje sie:
analiz¢ sktadowych glownych (z ang. principal component analysis, PCA), analizg
dyskryminacyjna czastkowych najmniejszych kwadratow (z ang. partial least square
disciminant analysis, PLS-DA) oraz ortogonalng analiz¢ czastkowych najmniejszych
kwadratow z analiza dyskryminacyjna (z ang. orthogonal partial last squares
discriminant analysis, OPLS-DA). Analiza PCA jest metoda nienadzorowang
1 umozliwia weryfikacje ogélnych trendow uzyskanych danych oraz identyfikacje
wartos$ci odstajacych. Ponadto, odpowiednie grupowanie probek QC na modelach PCA
umozliwia potwierdzenie stabilnosci sprzetu i powtarzalnosci metody w trakcie
prowadzonych analiz. Dzigki temu zyskuje si¢ pewnos¢, iz statystycznie istotne zmiany
zaobserwowane pomiedzy poréownywanymi grupami odzwierciedlaja rzeczywiste
roznice biologiczne, a nie zmiany wynikajgce ze zmiennosci analitycznej. Z kolei analiza
PLS-DA jako metoda nadzorowana umozliwia klasyfikacj¢ probek do okre§lonej grupy
badanej na podstawie otrzymanego profilu metabolicznego. Obecnie, w metabolomice
wykorzystywane sg rOwniez metody uczenia maszynowego takie jak: metoda wektorow
nos$nych (z ang. support vector machine, SVM), metoda laséw losowych (z ang. random
forest, RF) czy modele regresji logistycznej [84].

Wyselekcjonowane, w ramach analiz statystycznych, zwigzki sg nastgpnie
poddawane wstepnej identyfikacji w oparciu o czas retencji, widmo masowe, mase
monoizotopowg oraz rozktad izotopowy. W tym celu wykorzystywane sg uniwersalne
biblioteki widm np. NIST (z ang. National Institute of Standards and Technology
Library), dostepne bazy danych, takie jak: HMDB (z ang. Human Metabolome Database)
(www.hmdb.ca), METLIN (www.metlin.scripps.edu), KEGG (www.genome.jp/kegg),
LIPIDMAPS (www.lipidmaps.org/) oraz narzedzia bioinformatyczne
do wyszukiwania 1gczace rdézne bazy danych np. CEU MassMediator
(http://ceumass.eps.uspceu.es/mediator). Wiasciwa identyfikacja zwigzkow jest dosc¢
skomplikowanym procesem ze wzgledu na ztozono$¢ chemiczng badanego metabolomu,
dlatego tez w celu potwierdzenia identyfikacji metabolitéw konieczne jest porownanie
widma fragmentacyjnego danego zwiazku z widmem substancji wzorcowej [85].

Finalnym etapem badan w ramach niecelowanej analizy metabolomicznej jest
interpretacja biochemiczna uzyskanych wynikéw. Na podstawie zidentyfikowanych
metabolitow 1 w oparciu o dane literaturowe oraz dostepne bazy danych
np. KEGG, MetaCyc (http://metacyc.org), BioCyc (http://biocyc.org) czy Metscape

25



(http://metscape.ncibi.org/) okreslane sg szlaki metaboliczne, do ktorych naleza badane
zwigzki oraz ich rola biologiczna w kontek$cie patofizjologii badanej jednostki
chorobowej [86].

3.1.2 Celowana analiza metabolomiczna

Odmiennym, bardziej precyzyjnym podej$ciem w analizie metabolomicznej jest
celowana analiza metabolomiczna. Strategia ta polega na iloSciowym oznaczeniu
zwigzkow badz panelu metabolitéw, ktore zostaty wyselekcjonowane w wyniku badan
jako$ciowych, jako potencjalne wskazniki diagnostyczne. Podej$cie metabolomiki
celowanej skupia si¢ na wyznaczeniu doktadnych stezen kilku badz kilkunastu
najistotniejszych metabolitow biorgcych udziat w konkretnych przemianach
biochemicznych, dzigki czemu mozliwe jest doktadne okreslenie kierunku zmian
zachodzacych w chorobowo zmienionym szlaku metabolicznym np. na skutek zaburzonej
w wyniku mutacji aktywnosci enzymatycznej [87], a takze odnoszenie zmierzonych
wartosci stezen do wynikow uzyskiwanych w innych badaniach czy tez do przyjetych lub
znanych wartos$ci referencyjnych

Stad, kluczowym etapem badan w ramach celowanej analizy metabolomicznej
jest etap przygotowania probki. Wyizolowanie wybranych metabolitow sposrdd tysiecy
innych zwigzkow obecnych w prébee jest konieczne do przeprowadzenia efektywnych
oznaczen [88]. Dlatego tez, podstawowym elementem przygotowania probki do analizy
ilosciowej jest ekstrakcja. Odpowiedni dobor rodzaju ekstrakcji oraz prawidtowe
przeprowadzenie tego procesu ma istotny wplyw na jako$¢ uzyskiwanych wynikow.
Opracowana metoda ekstrakcji powinna by¢ wigc specyficzna i1 dostosowana
do wiasciwosci fizykochemicznych konkretnej grupy metabolitow, stanowigcych
przedmiot oznaczen. Jednocze$nie procedura powinna eliminowaé obecno$¢ innych
substancji balastowych [89]. Dzig¢ki temu mozliwe jest wyizolowanie zwigzkow
wystepujacych w bardzo niskich stezeniach, a tym samym zwigkszenie czulosci
prowadzonych analiz [90]. Do najczesciej wykorzystywanych typow ekstrakcji
w badaniach metabolomicznych nalezy ekstrakcja ciecz-ciecz (z ang. liquid-liquid
extraction, LLE) oraz ekstrakcja ciecz-ciato state (z ang. solid phase extraction, SPE)
[76]. Ponadto, intensywny rozwoj technik mikroekstrakcji spowodowat, iz stanowig one
dzi$ atrakcyjng alternatywe dla konwencjonalnych metod z uwagi na ograniczenie
zuzycia rozpuszczalnikow, redukcje czasu ekstrakcji, niski koszt, a takze zgodno$¢
z zasadami zielonej chemii [91].

Odpowiednio przygotowana probka jest nastgpnie poddawana oznaczeniom
iloSciowym za pomoca zoptymalizowanych i zwalidowanych metod analitycznych
I odpowiednio dobranych technik analitycznych. Proces optymalizacji i walidacji metody
analitycznej stanowi najwazniejszy, a zarazem najbardziej pracochlonny etap
w ramach celowanej analizy metabolomicznej. Wymagania walidacyjne stawiane
ilosciowym metodom analitycznym sa szczegoétowo opisane w ogdlnodostepnych,
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swiatowych wytycznych. Do podstawowych parametréow walidacyjnych naleza:
doktadno$¢, precyzja, liniowo$¢, limit wykrywalnos$ci, limit oznaczalnosci, odzysk oraz
efekt matrycy [92,93].

Do okreslenia doktadnych stgzen analizowanych zwigzkow wykorzystuje si¢
robwnania regresji wyznaczone dla krzywych kalibracyjnych sporzadzonych dla
substancji wzorcowych. W zalezno$ci od analizowanej matrycy biologicznej, konieczne
jest znormalizowanie uzyskanych wartosci np. przez poziom kreatyniny badz
osmolalno$¢ w przypadku oznaczeh metabolitow wydalanych z moczem [94]. Zwigzki
roznicujgce w sposob istotny statystycznie badane grupy selekcjonowane sg przy uzyciu
analizy statystycznej. Ponadto, wykorzystywane sa takze narzedzia do oceny wartosci
diagnostycznej oznaczonych zwigzkow w kontekscie przewidywania danej jednostki
chorobowej np. krzywa ROC (z ang. Receiver Operating Characteristic). Schemat badan
w ramach niecelowanej oraz celowanej analizy metabolomicznej przedstawiono
na rysunku nr 2,

Oznaczenia analityczne Procesowanie danych Identyfikacja i :
NIECELOWANA ANALIZA puli zwiazkéw i i ianaliza statystyczna | | interpretacja biochemiczna !
METABOLOMICZNA :
" Przygotowanie
...probek

=

Doborgrupy

=1 ', |
badanej i pobor

L g — %
CELOWANA ANALIZA ] —

METABOLOMICZNA Walidacja metody Oznaczenia analityczne Analiza statystyczna |
! analitycznej i {  wybranych zwiazkéw | | iocena diagnostyczna i

Rysunek 2. Schemat badan w niecelowane;j i celowanej metabolomice.

3.2 Techniki analityczne wykorzystywane w metabolomice

Analiza profilu metabolicznego skladajacego si¢ z ogromnej puli zwigzkéw
o zréznicowanych wiasciwosciach fizykochemicznych i szerokim zakresie stezen,
wymaga zastosowania wysoce czutych i komplementarnych technik analitycznych.

Aktualnie, najczgsciej wykorzystywane jest polaczenie spektrometrii mas
(z ang. mass spectrometry, MS) z réznymi technikami separacyjnymi: chromatografig
cieczowa (z ang. liquid chromatography, LC), chromatografia gazowa (z ang. gas
chromatography, GC) oraz elektroforezg kapilarng (z ang. capillary electrophresis, CE).
Identyfikacja metabolitow w oparciu o parametry retencji czgsto jest niewystarczajaca
w przypadku bardzo ztozonych probek biologicznych zawierajacych wiele zwigzkow
0 zblizonych lub identycznych czasach retencji. Dlatego tez, sprzezenie chromatografii
ze spektrometria mas znacznie utatwia identyfikacje, dzigki pomiarze stosunku masy
do tadunku (m/z) jonow powstatych w wyniku jonizacji analizowanej probki. Otrzymane
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jony ulegaja rozdzieleniu w analizatorze a zarejestrowane widmo masowe dostarcza
cennych informacji na temat sktadu badanej probki. Umozliwia to doktadne okreslenie
masy, struktury oraz ilosci badanych zwigzkéw w matrycy biologicznej [95].
Spektrometria mas jest obecnie najbardziej czulg technikg umozliwiajacg analize
zwiazkow wystepujacych w §ladowych ilosciach, z bardzo duzg rozdzielczoscig oraz
selektywnos$cia, co czyni t¢ technike unikalnym narzgdziem o szerokim zastosowaniu
w analizie metabolomicznej [96].

Chromatografia cieczowa sprzezona ze spektrometriag mas (LC-MS) jest
wykorzystywana do analiz licznej grupy zwiazkow, zarowno o matych masach
czasteczkowych jak rowniez wielkoczasteczkowych polimerdéw, charakteryzujacych sie
szerokim zakresem polarnosci. Zastosowanie metod jonizacji typu elektrorozpylanie
(z ang. electrospray ionization, ESI) badZ laserowej jonizacji wspomaganej matryca
(z ang. matrix-assisted laser desorption ionization, MALDI), implikuje technike LC-MS
do analizy zwigzkow nielotnych i wrazliwych na dziatanie wysokiej temperatury [60].
Oznaczanie zwigzkéw o zroznicowanej polarnosci i odmiennych witasciwosciach
fizykochemicznych jest mozliwe dzigki stosowaniu odpowiednio modyfikowanych
wypehien kolumn i prowadzeniu proceséw chromatograficznych w réznych uktadach
faz: normalnym uktadzie faz (z ang. normal phase, NP), odwroconym uktadzie faz
(z ang. reversed phase, RP) badz zastosowaniu oddzialywan hydrofilowych (z ang.
hydrophilic interaction liquid chromatography, HILIC). W zaleznosci od celu
prowadzonych oznaczen wykorzystywane sa takze rézne rodzaje analizatordw.
Do przeprowadzenia niecelowanej analizy metabolomicznej wykorzystywany jest
najczesciej analizator czasu przelotu (z ang. time-of-flight, TOF), badz jego potaczenie
z analizatorem typu kwadrupol (z ang. quadrupole time-of-flight, QTOF), co znacznie
utatwia identyfikacj¢ zwiazkow. Ponadto, bardzo wysoka rozdzielczo$¢, duza szybkos¢
skanowania oraz brak ograniczenia dotyczacego zakresu mierzonych mas, sprawia,
ze analizator TOF jest idealnym narzedziem to analiz jako$ciowych ztozonych matryc
biologicznych. Z kolei do oznaczen iloSciowych, z uwagi na wyzsza czulosc,
selektywnos$¢ 1 powtarzalnos$¢, powszechnie stosowany jest tandemowy spektrometr mas
typu potrojny kwadrupol (z ang. triple quadrupole, QqQ). Szerokie mozliwosci
aplikacyjne techniki LC-MS a takze stosunkowo prosty etap przygotowania probki
1 niewielka jej ilo§¢ wymagana do analiz, sprawiaja, iz chromatografia cieczowa
sprzezona ze spektrometriag mas jest bardzo czgsto wykorzystywana w analizach
metabolomicznych [59].

Uzupehlieniem oznaczen wykonywanych za pomocg techniki LC-MS jest
zastosowanie chromatografii gazowej sprzezonej ze spektrometrig mas (GC-MS), ktéra
dedykowana jest analizie zwigzkoéw lotnych, termostabilnych oraz charakteryzujacych sie
matg polarnoscig. W przypadku techniki GC-MS, najczgs$ciej stosowang metoda jonizacji
jest jonizacja strumieniem elektronéw (z ang. electron impact ionization, EI). Metoda
ta nalezy do twardych metod jonizacji i charakteryzuje si¢ wysoka powtarzalnoscig
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fragmentacji zwigzkéw, co w pordownaniu do innych technik znacznie utatwia
identyfikacj¢ analitow [97]. Jednakze, w przypadku substancji polarnych i nielotnych,
w celu redukcji polarnosci oraz otrzymania lotnych i stabilnych termicznie pochodnych,
wykonanie oznaczeh za pomocg techniki GC-MS wymaga przeprowadzenia procesu
konwersji chemicznej. Proces ten niestety znacznie wydtuza etap przygotowania probki
i moze by¢ zrodlem btedow analitycznych [98]. Chromatografia gazowa, podobnie jak
chromatografia cieczowa jest laczona z réznymi analizatorami (TOF, QTOF, QqQ)
w zaleznoS$ci od zakresu i celu prowadzonych analiz.

Oprocz technik chromatograficznych sprzgzonych ze spektrometria mas,
wykorzystywana jest rowniez elektroforeza kapilarna, dedykowana analizom polarnych
oraz obdarzonych fadunkiem elektrycznym zwigzkéw. Duza zaleta techniki CE jest
bardzo mata objetos¢ wymaganej probki (nl), bardzo niskie zuzycie odczynnikow (ml)
w porownaniu do techniki LC oraz krétki czas analizy, co idealnie wpisuje
te technike w koncepcj¢ zielonej chemii. Elektroforeza kapilarna charakteryzuje si¢
bardzo dobrg rozdzielczoscig, ale ogranicza ja niska powtarzalno$¢ oraz brak
uniwersalnych bibliotek widm. Jednakze, potaczenie elektroforezy kapilarnej
ze spektrometria mas znacznie zwigksza mozliwosci zastosowania w analizach
metabolomicznych z uwagi na wzrost czutosci i specyficznosci.

Druga technika, obok spektrometrii mas, wykorzystywana do analiz
metabolomicznych jest spektroskopia magnetycznego rezonansu jadrowego (z ang.
nuclear meganetic resonance, NMR). Umozliwia ona okreslenie struktury szerokiej puli
zwigzkow zroznicowanych chemicznie poprzez dziatanie zewngtrznego pola
magnetycznego na jadra atomowe analizowanych czasteczek. Zaleta tej techniki jest
wysoka powtarzalno$¢, tatwa identyfikacja zwigzkow oraz brak destrukcyjnego dziatania
na analizowang probke, co umozliwia ponowne jej zbadanie za pomocg innych technik.
Jednakze, z uwagi na niska czulo$¢ nie moze by¢ wykorzystywana do analiz zwigzkoéw
wystepujacych w §ladowych ilosciach [99].

W badaniach metabolomicznych niekiedy stosowana jest rowniez spektroskopia
fourierowska w podczerwieni (z ang. fourier transform infrared spectroscopy, FTIR),
jednakze gtéwnie jako uzupetnienie innych technik [100].

Zintegrowana strategia taczaca zastosowanie analiz jakosciowych z oznaczeniami
iloSciowymi a takze wykorzystanie komplementarnych technik analitycznych pozwala
na uzyskanie kompleksowego zestawu informacji dotyczacych analizowanego profilu
metabolicznego. Wiasciwa identyfikacja metabolitow oraz doktadne okreslenie ich ilosci
jest kluczowe do precyzyjnego okreslenia zmian zachodzacych w badanym metabolomie
oraz zrozumienia ztozonych mechanizméw patofizjologicznych.
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Il. CEL PRACY

Celem niniejszej pracy doktorskiej byta ocena jakosciowa oraz iloSciowa zmian

w metabolomie pacjentek z zespotem policystycznych jajnikow poprzez
przeprowadzanie niecelowanej analizy metabolomicznej dwoch matryc biologicznych,
surowicy krwi oraz moczu, a takze celowanej analizy metabolomicznej hormonow
steroidowych w probkach moczu pochodzacych od pacjentek z PCOS oraz zdrowych
ochotniczek.

Osiagnigcie celu mozliwe byto poprzez realizacj¢ ponizszych etapow badan:

1.
2.

Dobor odpowiedniej grupy badanej oraz kontrolne;.

Analiza prébek surowicy krwi oraz probek moczu, pochodzacych od pacjentek
z PCOS oraz zdrowych ochotniczek, za pomoca dwoch komplementarnych
technik analitycznych: wysokosprawnej chromatografii cieczowej sprzezonej
ze spektrometrig mas oraz analizatorem czasu przelotu (HPLC-TOF/MS), a takze
chromatografii gazowej sprzgzonej ze spektrometria mas i analizatorem typu
potrojny kwadrupol (GC-QQQ/MS).

Procesowanie danych analitycznych, jednowymiarowa i wielowymiarowa analiza
statystyczna oraz identyfikacja metabolitow istotnych statystycznie.

Interpretacja biochemiczna uzyskanych wynikéw poprzez okreslenie szklakow
biochemicznych zaburzonych w wyniku rozwoju PCOS oraz wyselekcjonowane
zwigzkoéw W celu przeprowadzenia celowanej analizy metabolomicznej.

Opracowanie procedury przygotowania probki moczu do oznaczen iloSciowych
wybranych hormonow steroidowych - optymalizacja procesu hydrolizy
enzymatycznej oraz izolacja zwigzkéw z probek moczu z zastosowaniem
zoptymalizowanej metody cienkowarstwowej mikroekstrakcji do fazy stalej
(TF-SPME).

Optymalizacja i walidacja metody analitycznej z  wykorzystaniem
wysokosprawnej chromatografii cieczowej sprzezonej ze spektrometria mas
i analizatorem typu potrojny kwadrupol (LC-QQQ/MS) w celu oznaczenia
wybranych hormonéw androgenowych w probkach moczu.

Analiza ilosciowa wybranych hormonéw androgenowych w probkach moczu
pochodzacych od pacjentek z PCOS oraz zdrowych ochotniczek z zastosowaniem
zwalidowanej metody analitycznej.

Analiza statystyczna wynikow uzyskanych w ramach celowanej analizy
metabolomicznej oraz ocena ich potencjatu diagnostycznego.
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I11. CZESC EKSPERYMENTALNA
Rozdzial 1. Zespol policystycznych jajnikOw w ujeciu metabolomicznym
(Publikacja nr 1 - Metabolomic insight into polycystic ovary syndrome: an overview)

W przedstawionej publikacji dokonano przegladu dostepnych danych
literaturowych dotyczacych zastosowania podejscia metabolomicznego do poszukiwania
mechanizmu powstawania PCOS. Pokrotce scharakteryzowano najczesciej stosowane
techniki analityczne oraz rodzaje matryc biologicznych pozyskiwanych od pacjentek
z PCOS, ktore wykorzystywane byly do analiz jakosciowych i ilosSciowych. Rezultaty
przytoczonych prac badawczych przedstawiono w zestawieniu tabelarycznym
z podziatem na rodzaj probki biologicznej wykorzystanej do oznaczen, zastosowanej
techniki analitycznej oraz szlaku biochemicznego, do ktérego naleza zidentyfikowane
zwiazki. Taka forma prezentacji wynikow umozliwita otrzymanie przejrzystego
1 kompleksowego zestawu metabolitow dotychczas raportowanych w badaniach
metabolomicznych, ktorych poziomy sg istotnie zmienione w populacji kobiet z PCOS.
W dalszej cze$ci pracy, dokonano weryfikacji raportowanych wynikow w kontekscie ich
roli biologicznej oraz potencjalnego znaczenia w patomechanizmie choroby. Zauwazono,
iz zidentyfikowane metabolity pochodza z réznorodnych S$ciezek metabolicznych,
co $wiadczy o zlozonosci zaburzen obecnych w PCOS. Pomimo obszernych danych
literaturowych, brak jest badan uwzgledniajacych jednoczesnie pobdr dwdch matryc
biologicznych 1 ich analiz¢ za pomoca komplementarnych technik analitycznych,
co zapewniloby pelniejsza ocene zmian metabolicznych w badanej populacji. Zwrocono
rowniez uwage, iz kierunki zmian czgéci raportowanych zwigzkOw nie zawsze sg
potwierdzane przez innych badaczy, ktdrzy z kolei obserwuja odmienne zalezno$ci. Takie
rozbieznosci moga wynikac z roznic w doborze grupy badawczej, przygotowaniu probek
czy sprawnosci zastosowanego sprzetu analitycznego. Fakt ten podkresla, jak waznym
elementem badan metabolomicznych jest wilasciwe zaplanowanie oraz doktadne
przeprowadzenie calego eksperymentu. Niemniej, warto zaznaczyC, iz zastosowanie
podejscia metabolomicznego w obszarze PCOS cieszy si¢ rosngcym zainteresowaniem
wsrod naukowcoOw 1 stanowi wartoSciowe narzedzie do identyfikacji zaburzonych
mechanizméw molekularnych oraz selekcji potencjalnych biomarkeréw.

Niniejsza publikacja jest pierwsza, wysoko cytowang (wg. bazy Scopus liczba
cytowan wynosi 48) praca przegladowa z zakresu badan metabolomicznych w obszarze
PCOS, ktora szczegdtowo podsumowuje panel najistotniejszych metabolitow
zidentyfikowanych dotychczas w roznych matrycach biologicznych, przy uzyciu réznych
technik analitycznych. Ponadto, zwraca uwage na rozbiezno$ci w raportowanych danych
I podkresla aspekty badan metabolomicznych, ktore majg kluczowy wplyw

na zapewnienie odpowiedniej jakosci uzyskiwanych wynikow.
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Rozdzial I1. Niecelowana analiza metabolomiczna probek surowicy krwi

(Publikacja nr 2 - ldentification of the metabolic fingerprints in women with polycystic
ovary syndrome using the multiplatform metabolomics technique)

Pierwszym etapem prac eksperymentalnych byto przeprowadzenie niecelowane;j
analizy metabolomicznej probek surowicy krwi za pomoca komplementarnych technik
analitycznych.

Pacjentki wlaczone do badania zostaly zdiagnozowane w oparciu o kryteria
AES&PCOS i wykazywatly kliniczne oraz biochemiczne objawy hiperandrogenizmu
a takze obecnos¢ policystycznych jajnikéw stwierdzong w badaniu ultrasonograficznym.
Grupe kontrolng stanowity kobiety dobrane pod katem wieku oraz BMI, regularnie
miesigczkujgce | posiadajgce  prawidlowe poziomy androgenow. Doktadna
charakterystyka biochemiczna grupy badawczej, jak réwniez zdefiniowane kryteria
wlaczenia oraz wylgczenia z badania zostaty przedstawione w niniejszej pracy.

Materiat biologiczny do badan pozyskano w ramach wspotpracy z Zaktadem
Endokrynologii Klinicznej 1 Doswiadczalnej Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego
a przeprowadzenie badan mozliwe byto dzieki uzyskaniu zgody Niezaleznej Komisji
Bioetycznej ds. Badan Naukowych Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego
(nr NKBBN/27/2018).

W celu przeprowadzenia analiz za pomocg chromatografii cieczowej, probki
surowicy poddano procesowi ekstrakcji z wykorzystaniem zimnej mieszaniny
rozpuszczalnikéw organicznych, co umozliwito stracenie bialek, odwirowaniu oraz
filtracji. Analizy przeprowadzono w odwroconym ukladzie faz, z zastosowaniem
kolumny chromatograficznej Ascentis Express C18 (4,6 mm x 1500 mm, 2,7 um) oraz
elucji gradientowe] a kompozycje faz ruchomych stanowily woda oraz acetonitryl
z dodatkiem 0,1% kwasu mréwkowego o przeptywie 0,35 ml/min. Prébke poddang
jonizacji przez elektrorozpylanie (ESI) analizowano z wykorzystaniem spektrometru
masowego i analizatora czasu przelotu (TOF) w trypie skanowania, w zakresie mas
od 50 do 1100 m/z, w jonizacji dodatniej i ujemnej.

Przygotowanie probek do analiz za pomocg chromatografii gazowej obejmowato
odbiatczanie z wykorzystaniem zimnego rozpuszczalnika organicznego, odwirowanie
a nastepnie przeniesienie plynu znad osadu oraz odparowanie. Na tym etapie konieczne
byto przeprowadzanie konwersji chemicznej. W pierwszej kolejnosci przeprowadzono
reakcje metoksymacji w celu ochrony grup funkcyjnych zawierajacych aktywne wodory
(np. -OH, -SH, -COOH), ktore wykazujg tendencj¢ do tworzenia mi¢dzyczasteczkowych
wigzan wodorowych, co z kolei negatywnie wplywa na lotno$¢ zwigzkéw oraz ich
stabilno$§¢ termiczng. Do suchej pozostatosci dodano roztwor O-metoksyaminy
w pirydynie a nastgpnie probke poddano inkubacji w ciemnosci. W dalszym
etapie  przeprowadzono reakcje silylacji z = wykorzystaniem = mieszaniny
N,O-bis(trimetylsilyDtrifluoroacetamidu (BSTFA) z trimetylochlorosilanem (TMCS).
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W wyniku zastosowanej derywatyzacji, otrzymano zwiazki o zwigkszonej lotno$ci
1 odpornosci termicznej, dzigki czemu mozliwe byt wykonanie analiz z wykorzystaniem
chromatografu gazowego. Rozdzielenie chromatograficzne przeprowadzono za pomoca
kolumny kapilarnej Zebron ZB-5MS (30 m x 0,25 mm, 0,25 pum) i zastosowaniem
gradientu temperatury oraz helu jako gazu nosnego o szybkosci przeptywu 10 ml/min.
Probka poddana jonizacji strumieniem elektronéw (EI) analizowana byta za pomoca
spektrometru masowego i analizatora typu potrojny kwadrupol (QqQ) w trypie
skanowania, w zakresie masowym od 50 do 600 m/z.

Ztozone sygnaly analityczne, uzyskane w wyniku oznaczen, zostaly poddane
procesowaniu w celu zapewnienia wysokiej jakosci uzyskanych danych i otrzymania
wiarygodnych wynikow, co doktadnie opisano w kolejnej czgséci pracy.

Odpowiednio przygotowang matryce danych poddano szczegotowej analizie
statystycznej. W ramach jednowymiarowej analizy statystycznej postuzono
si¢ testem U Manna-Whitney’a oraz zastosowano poprawke Bonferroniego. Analize
wielowymiarowg rozpoczeto od przeprowadzenia analizy PCA, dzigki czemu mozliwa
byla ocena ogolnych trendéw widocznych w rozktadzie danych a takze identyfikacja
wynikoéw odstajacych. Ponadto, postuzyta ona do potwierdzenia stabilnosci parametrow
metody oraz powtarzalnos$ci oznaczen. Selekcji zmiennych istotnych dokonano w ramach
analizy dyskryminacyjnej PLS-DA z wykorzystywaniem wspotczynnika wplywu
zmiennej na projekcje (z ang. variable importance into projection, VIP) oraz
wspotczynnika selektywnosci (z ang. selectivity ratio, SR).

Zwiazki wyselekcjonowane w ramach analizy statystycznej zostaly poddane
wstepnej identyfikacji. Metabolity oznaczone za pomoca LC-MS zidentyfikowano
W oparciu 0 mas¢ monoizotopowa, rozktad izotopowy, czas retencji i wzor sumaryczny
oraz postugujac si¢ dostgpnymi bazami danych (CEU MassMediator, HMDB, KEGG,
LIPIDMAPS). W przypadku zwigzkéw uzyskanych za pomoca oznaczen GC-MS,
postuzono si¢ uniwersalng biblioteka widm NIST 11, co znacznie utatwito i przyspieszyto
proces identyfikacji.

Wynikiem przeprowadzonych oznaczen byto zidentyfikowanie kilkunastu
zwigzkow, ktore najsilniej roznicowaly badane grupy. Znalazly si¢ wsrdéd nich
aminokwasy tj. fenyloalanina, tyrozyna, tryptofan oraz treonina a takze kwas moczowy,
kwas mlekowy, cholesterol, siarczan dehydroepiandrosteronu (DHEA-S), sfinganina
oraz kilka zwigzkow z grupy lizofosfatydylocholin (z ang. lysophosphatidylcholine, LPC)
tj. LysoPC (16:0), LysoPC (18:1), LysoPC (20:5), LysoPC (18:2).
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Rozdzial II1. Walidacja metabolitow wyselekcjonowanych w probkach
surowicy krwi oraz niecelowana analiza metabolomiczna préobek moczu

(Publikacja nr 3 - Searching for the primary metabolic alterations of polycystic ovary
syndrome by application of the untargeted metabolomics approach)

W kolejnym kroku, przeprowadzono weryfikacje otrzymanych wynikow poprzez
wykonanie analogicznych analiz z wykorzystaniem nowego zestawu probek surowicy
krwi pochodzacych od pacjentek z PCOS, z zachowaniem analogicznych kryteriow
wlaczenia i wylaczenia pacjentek do badania. Caly eksperyment zostal wykonany
w sposOb analogiczny, w tym samym laboratorium, z zastosowaniem identycznej
procedury przygotowania probek, wykorzystaniem tych samych technik analitycznych
oraz tozsamego podej$cia do analizy danych. W wyniku przeprowadzonej walidacji
klinicznej potwierdzono cz¢s¢ wyselekcjonowanych wezesniej zwigzkow jak réwniez
zidentyfikowano nowe, istotnie statystycznie metabolity, co podsumowano w niniejszej
pracy.

Celem nastgpnego etapu pracy bylo przeprowadzenie niecelowanej analizy
metabolomicznej drugiej matrycy biologicznej. W tym celu, probki moczu zostaty
pobrane od tej samej grupy kobiet, od ktorych pobierano probki krwi. Materiat
biologiczny pobierano pomigdzy 6 a 10 dniem cyklu, a nastgpnie przechowywano
w temperaturze -80°C.

Przed przystapieniem do oznaczen za pomocg LC-MS probki moczu zostaly
rozmrozone, rozcienczone woda dejonizowang 1 przefiltrowane. Rozdzielenie
chromatograficzne prowadzono w odwrdoconym uktadzie faz z wykorzystaniem kolumny
Zorbax SB C18 (2,1 mm x 50 mm, 1,8 um) oraz elucji gradientowe;j i przeptywie 0,35
ml/min z wykorzystaniem tej samej kompozycji faz ruchomych jak w przypadku analiz
surowicy. Zjonizowang probke analizowano za pomocg analizatora TOF w trypie
skanowania, w zakresie od 50 do 1100 m/z, w jonizacji dodatniej i ujemnej.

W celu wykonania analiz za pomocg GC-MS, przygotowanie probek moczu
rozpoczeto od inkubacji z dodatkiem ureazy. Dzigki temu mozliwe bylo rozilozenie
mocznika, ktorego obecno$¢ w probce wplywa negatywnie na jako$¢ oznaczen.
Za pomoca zimnego rozpuszczalnika dokonano odbialczenia a supernatant,
po odwirowaniu probki, przeniesiono oraz odparowano do sucha. W kolejnym kroku,
analogicznie jak dla probek surowicy, przeprowadzono proces upochadniania probki,
po czym przystagpiono do analiz z wykorzystaniem kolumny Zebron ZB-5MS
(30 m x 0,25mm, 0,25 um) i zastosowaniem gradientu temperatury oraz helu jako gazu
no$nego o szybkosci przeptywu 10 ml/min. Probke poddang jonizacji analizowano
z wykorzystaniem analizatora QQQ w trypie skanowania, w zakresie mas
od 50 do 600 m/z.

W dalszej czg$ci pracy szczegdtowo opisano procesowanie uzyskanych danych
analitycznych oraz metodologi¢ wykorzystang w ramach jedno- i wielowymiarowej
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analizy statystycznej. Identyfikacj¢ zwiazkow przeprowadzono w sposob analogiczny jak
w przypadku oznaczen surowicy a tozsamos$¢ zwigzkow wyselekcjonowanych z wyniku
oznaczen LC-MS zostala dodatkowo potwierdzona przy wuzyciu hybrydowego
spektrometru masowego TripleTOF (z ang. triple quadrupole time-of-flight)
1 zastosowaniu biblioteki widm NIST 17, co zwigkszyto pewnos¢ identyfikacji.

Ponizsza praca, jako pierwsza w obszarze PCOS, skupia si¢ na jednoczesnej
analizie metabolomicznej dwoéch matryc  biologicznych  (surowicy 1 moczu)
z zastosowaniem komplementarnych technik analitycznych. Dzigki takiemu podej$ciu
mozliwe bylo wyselekcjonowanie kompleksowego panelu metabolitow oraz
zidentyfikowanie najwazniejszych szlakow metabolicznych zaburzonych na skutek
rozwoju PCOS, co zostato podsumowane w tabeli nr 3.

Finalnym etapem oznaczen ilosciowych byta interpretacja biochemiczna

wytypowanych zwiazkow 1 ocena ich roli w kontekscie patofizjologii PCOS.

Tabela 3. Metaboliczny odcisk palca pacjentek z zespotem policystycznych jajnikow.

Szlak Metabolit Technika Kierunek zmian Matryca
biochemiczny analityczna PCOS biologiczna
Siarczan .
dehydroepiandrosteronu LC-MS () 13 1 surowica
Siarczan dihydrotestosteronu LC-MS () 1.7 N surowica
Metabollz’m Glukuronid testosteronu LC-MS (-) 1.3 N mocz
androgenéw Glukuronid androsteronu LC-MS () 1.6 N mocz
Pregnenolon LC-MS (+) 15 N mocz
Cholesterol GC-MS 09 V¥ surowica
PS(0-18:0), LysoPE(18:0), i .
LPC(14:0) LC-MS (+) 0.8 V¥ surowica
LysoPS (21:0) LC-MS (-) 0.7 ¥ surowica
Metabolizm LysoPC(18:1), LysoPC(16:0), i .
fosfolipidow  LysoPC(20:3), LysoPC(18:2) ~ -CMS() 09 ¥ surowica
LysoPC(20:4), LysoPC(20:5), i .
PE(190) LC-MS (+) 09 V¥ surowica
LPC(14:0) LC-MS (+) 0.8 Vv surowica
Metabolizm Sfinganina LC-MS (+) 07 ¥ surowica/mocz
sfingolipidéw Fitosfingozyna LC-MS (+) 0.6 ¥ surowica
Kwas a-ketoglutarowy LC-MS (-) 09 V¥ mocz
i LC-MS (- .
Cykl Krebsa Kwas pirogronowy () 1.3 N mocz
Kwas cytrynowy LC-MS (-) 09 V¥ mocz
Metabolizm . .
glutationu Kwas piroglutaminowy LC-MS (+) 09 Vv mocz
Metaboli Kwas pantotenowy LC-MS (+) 06 ¥ mocz
etabolizm :
witaminy B Kwas 4-pirydoksynowy LC-MS (-) 0.7 ¥V mocz
Ryboflawina LC-MS (+) 04 V¥ mocz
) Siarczan indoksylu LC-MS (-) 07 Vv surowica
Metabolizm Tryptofan LC-MS (+) 09 V¥ surowica
tryptofanu -
Kwas indolakrylowy LC-MS (+) 1.4 N mocz
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Fenyloalanina GC-MS/LC-MS (+) 1.3 M0.9 V¥V surowica
Metabolizm Fenyloacetyloglutamina LC-MS (+) 08 ¥ mocz
fenyloalaniny Glutamina LC-MS (+) 0.8 ¥ mocz
Kwas hipurowy LC-MS (+) 0.8 V¥ mocz
Metabolizm Kwas urokainowy LC-MS (+) 09 ¥ mocz
histydyny Kwas asparaginowy GC-MS 1.7 A surowica
Leucyna LC-MS (+) 09 Vv surowica
Alanina GC-MS 1.3 N mocz
1,3,7-oktanotriol LC-MS (+) 09 Vv surowica
DG(17:0/PGE2/0:0) LC-MS (+) 0.8 V¥ surowica
Metabolizm Kwas glutakonowy LC-MS () 1.4 A mocz
kwasow
tluszezowych Kwas 3-hydroksyglutarowy LC-MS (-) 08 Vv mocz
2-oktenoilokarnityna LC-MS (+) 09 V¥ mocz
Kwas propanowy GC-MS 1.3 M mocz
1,5-Anhydrosorbitol GC-MS 22 N mocz
Metabolizm N-acetylo-D-glukozamina GC-MS 13 M mocz
weglowodan6w Fruktoza GC-Ms 15 1 mocz
Kwas treonowy GC-MS (1):573 * S”f:?(‘)’g'zca
Kwas glikocholowy GC-MS 1.2 N surowica
Glicerol GC-MS 15 M mocz
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Rozdzial IV. Celowana analiza metabolomiczna wybranych hormonow
steroidowych w probkach moczu

(Publikacja nr 4 - Determination of urinary androgens in women with polycystic ovary
syndrome using LC-QqQ/MS and application of thin film solid phase microextraction
(TF-SPME)) - w recenzji

Sposrod  zwigzkow  zidentyfikowanych w ramach niecelowanych analiz
metabolomicznych, grupe metabolitow najwyrazniej zmienionych u kobiet z PCOS
stanowily hormony steroidowe. Z uwagi, iz poziom androgenow jest podstawowym
kryterium diagnostycznym, a stosowane w tym celu komercyjnie dostepne metody moga
by¢ niewystarczajace, celem niniejszej pracy byto profilowanie hormonéw steroidowych
w probkach biologicznych. W ramach niniejszej pracy oznaczono ilo§ciowo
wyselekcjonowane androgeny celem sprawdzenia ich potencjalu diagnostycznego
w PCOS.

Badania poziomu hormonéw wykonywane sg gtoéwnie w probkach surowicy,
jednakze, okazuje si¢, ze analiza surowicy, za pomocg metod immunochemicznych,
nie pozwala na wiarygodne wykrycie biochemicznego hiperandrogenizmu u 20-40%
kobiet z PCOS [101]. Ponadto, st¢zenie androgenéw w surowicy moze by¢ mylace
ze wzgledu na wahania spowodowane rytmem dobowym. Stad, wykorzystanie
do oznaczen probek moczu moze stuzy¢ jako wiarygodny wskaznik produkeji
androgenow, w ktorym poziom hormondéw pozostaje w duzej mierze nienaruszony
fluktuacjami obecnymi we krwi [102].

W  ramach niniejszej pracy zostala opracowana i1 zwalidowana
innowacyjna metoda analityczna umozliwiajgca szybkie oznaczenie kilku hormondéw

androgenowych z wymagang czuto$cia, selektywnoscia i doktadnoscia.

Z uwagi, iz hormony steroidowe wydalane s3 z moczem w postaci form
skoniugowanych, jako pochodne glukuronidowe oraz w postaci siarczanéw, pierwszym
etapem przygotowania probek do analiz bylo przeprowadzenie procesu hydrolizy
enzymatycznej z wykorzystaniem B-glukuronidazy, celem otrzymania wolnej frakcji
hormonéw. Nastepnie, probki moczu zostaly poddane procesowi ekstrakcji
z wykorzystaniem cienkowarstwowej mikroekstrakcji do fazy statej (z ang. thin film solid
phase microextraction, TF-SPME). Zastosowanie tego typu ekstrakcji pozwolito
upro$ci¢ 1 zautomatyzowac proces przygotowania probki, jak rowniez zminimalizowaé
ewentualne bledy, zanieczyszczenie probki a takze ograniczy¢ zuzycie
rozpuszczalnikow. Ponadto, ten typ ekstrakcji zostal wykorzystany po raz pierwszy
w obszarze badan dotyczacych oznaczen hormonalnych u kobiet z POCS. Proces
ekstrakcji zostat przeprowadzony w oparciu o zoptymalizowang wczes$niej procedure
[103].

Przed przystgpieniem do oznaczen konieczne bylo przeprowadzenie procesu

optymalizacji oraz walidacji metody analitycznej, co szczegdtowo opisano w niniejsze;j
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pracy. Oznaczenia iloSciowe czterech hormonow steroidowych (androstenedionu,
testosteronu, Sa-dihydrotestosteronu i androsteronu) zostaly wykonane w probkach
moczu z wykorzystaniem chromatografii cieczowej sprzgzonej ze spektrometrig mas oraz
analizatorem typu potrojny kwadrupol (LC-QgqQ/MS). Rozdzielenie chromatograficzne
zostalo przeprowadzane z uzyciem kolumny ZORBAX Extend C18 (2,1 mm x 100 mm,
3,5 um). Fazy ruchome uzyte do analiz sktadaty si¢ z 0,1% roztworow kwasu
mrowkowego w wodzie i w metanolu a zastosowana szybko$¢ przeptywu wynosita
0,35 ml/min. Dzi¢ki zastosowaniu elucji izokratycznej, przy zachowaniu jednocze$nie
wystarczajgcego rozdzielenia, czas trwania analiz zostal maksymalnie skrocony i wynosit
7 min. Zjonizowana w zrodle ESI probka analizowana byta w analizatorze QqQ w trybie
bezposredniego monitorowania reakcji wielokrotnych (z ang. direct multiple reactions
monitoring, AMRM).

Wyniki oznaczen wskazuja, iz poziom wszystkich zmierzonych androgendw:
androstenedionu (AN-DIONE), testosteronu (T), S5a-dihydrotestosteronu (DHT)
i androsteronu (AN) byt wyzszy u pacjentek z PCOS okoto 2-3 krotnie w poréwnaniu
do zdrowych kobiet, a najwigcksze réznice w $redniej zawartosci zaobserwowano dla
5a-dihydrotestosteronu.

Poszukujac najlepszego wskaznika steroidowego PCOS, oceniono warto$¢
predykcyjng mierzonych zwigzkéw za pomoca analizy ROC (Rys. 3) i zaobserwowano,
ze AN-DIONE byt najlepszym pojedynczym klasyfikatorem PCOS (AUC = 0,84).
Zauwazono jednak, iz badanie trzech androgenow tacznie: T+DHT+DIONE okazuje si¢
by¢ zdecydowanie jeszcze lepszym markerem predykcyjnym (AUC = 0,91) (95% CI:
0,8212-0,9905).
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Rysunek 3. Analiza ROC wykonana dla oznaczonych hormonéw androgenowych.
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IV. PODSUMOWANIE | WNIOSKI

Nadrzednym celem niniejszej pracy doktorskiej byta ocena zmian w metabolomie
pacjentek z zespolem policystycznych jajnikéw, a takze proba wyjasnienia mechanizmu
odpowiedzialnego za rozwoj hiperandrogenizmu oraz innych zaburzen metabolicznych
przy uzyciu analizy metabolomicznej. W przedstawionych publikacjach naukowych
zaprezentowano i omowiono poszczegdlne etapy realizacji pracy doktorskiej, ktore
opieraty si¢ na wykorzystaniu zintegrowanego podejscia metabolomicznego.

Przeprowadzenie niecelowanej analizy metabolomicznej dwoch matryc
biologicznych z wykorzystaniem komplementarnych technik analitycznych, umozliwito
detekcje szerokiego spektrum zwigzkow o zrdéznicowanych wilasciwos$ciach
fizykochemicznych i otrzymanie kompleksowego panelu metabolitow o istotnym
znaczeniu w patomechanizmie PCOS. Dzigki temu podejsciu, zidentyfikowano
najwazniejsze szlaki biochemiczne zaburzone na skutek rozwoju choroby, do ktérych
zaliczy¢ mozna przede wszystkim metabolizm hormonéw steroidowych, metabolizm
sfingo- i fosfolipidow oraz przemiany kwasoéw thuszczowych. Ponadto zaobserwowano
zmiany w metabolizmie we¢glowodandéw, w tym do$¢ znaczaco w cyklu Krebsa,
metabolizmie witaminy B, cyklu y-glutamylowym 1 kilku gtéwnych aminokwasach
tj. tryptofanu, fenyloalaniny, histydyny i alaniny.

Zauwazono, 1z wigkszo§¢ zaburzen metabolicznych u kobiet z PCOS,
zidentyfikowanych w niniejszym badaniu, ma zwigzek z dziataniem insuliny. Biorac pod
uwage plejotropowe dziatanie insuliny oraz fakt, Ze insulinooporno$¢ jest rozpoznawana
u znacznej wigkszosci kobiet z PCOS, wyniki przeprowadzonych badan moga
wskazywac¢ na insulinozalezny model patofizjologiczny, jako potencjalnie pierwotny
mechanizm rozwoju PCOS. Jest to zgodne z doniesieniami literaturowymi, gdzie
opisywane sg zaburzenia sygnalizacji insulinowej u kobiet z PCOS oraz podwyzszone
stezenie insuliny jako czynnik sprawczy rozwoju wielu zaburzen metabolicznych.
[104,105,106]. T¢ cennag obserwacj¢ nalezy podda¢ dalszej ocenie i potwierdzi¢
W przysztych pracach badawczych.

Przeprowadzenie celowanej analizy metabolomicznej wyselekcjonowanych
hormonéw androgenowych pozwolito na zmierzenie ich poziomu w probkach moczu
z wymagang doktadnoscia i1 specyficzno$cia. Dzigki temu, mozliwe byto zweryfikowanie
potencjatu diagnostycznego tych zwigzkéw w kontekscie aktualnie przyjetych kryteriow
1 pojawiajacych sie watpliwosci zwigzanych z wiarygodnoscia komercyjnie
prowadzonych pomiarow. Wyniki oznaczen iloSciowych wskazaly, iz badanie panelu
androgenow tj. testosteron, Sa-dihydrotestosteron oraz androstenedion jest znacznie
lepszym wskaznikiem prognostycznym PCOS niz pomiar poszczegdlnych hormonow
pojedynczo, badz w innych konfiguracjach i wykazuje bardzo wysoki procent
poprawnosci predykeji. Z uwagi, iz badania iloSciowe prowadzone byly dla czterech

glownych androgenoéw, warto§ciowym bedzie rozszerzenie opracowanej metody
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o dodatkowe zwiazki pochodzace ze szlaku przemian  steroidowych

i zweryfikowanie, czy moga one wnie$¢ warto$¢ dodang w kwestii zdolno$ci

predykcyjnej zaproponowanego zestawu androgendéw. Niemniej, warto zaznaczy¢,

iz analizowane zwiazki zostaly wyselekcjonowane w ramach niecelowanych analiz

metabolomicznych jako te o najwigkszym potencjale dyskryminacyjnym, stad tez ich

znaczenie w kontekscie diagnozy PCOS wydaje si¢ by¢ najbardziej istotne.

Podsumowujac, badania przeprowadzone w ramach niniejszej pracy doktorskiej

pozwalaja na sformutowanie ponizszych wnioskow:

v

Wyniki przeprowadzonych oznaczen potwierdzajg zasadno$¢ wykorzystywania
taczonych matryc biologicznych (surowica, mocz) oraz Stosowania
komplementarnych technik analitycznych (LC-MS, GC-MS) w ramach
niecelowanych analiz  metabolomicznych, co umozliwia oznaczenie
kompleksowego zestawu metabolitow istotnie zmienionych u pacjentek z PCOS.

Niecelowana analiza metabolomiczna jest uzytecznym narzedziem do oceny
zmian w badanym metabolomie, dzigki ktorej mozliwa byta identyfikacja szlakow
biochemicznych zaburzonych na skutek rozwoju PCOS a takze wytypowanie
jednego z trzech proponowanych obecnie modeli patofizjologicznych, jako
potencjalnie pierwotnej przyczyny rozwoju PCOS.

Opracowana 1 zwalidowana metoda analityczna, laczaca wykorzystanie
innowacyjnej metody ekstrakcji oraz chromatografii cieczowej sprzgzonej
ze spektrometrig mas, umozliwita przeprowadzenie szybkiej i doktadnej oceny
ilosciowej czterech wytypowanych zwigzkow w ramach jednej analizy,
a otrzymane wyniki pozwolily zaproponowaé panel potencjalnych wskaznikoéw
diagnostycznych.

Wyniki celowanej analizy metabolomicznej potwierdzaja, iz poszukiwanie
biomarkerow w badaniach metabolomicznych powinno skupia¢ si¢
na identyfikacji panelu zwigzkow (tzw. panelu biomarkerow), co moze znaczaco
poprawi¢ precyzj¢ 1 wiarygodnos$¢ diagnostyki w pordwnaniu do monitorowania
tylko pojedynczych metabolitow.

Zintegrowana strategia taczaca zastosowanie analiz jako$ciowych z oznaczeniami
ilosciowymi pozwala na uzyskanie pelnego obrazu zmian w badanym
metabolomie i wiarygodna identyfikacj¢ potencjalnych biomarkeréw w oparciu
o doktadnie zmierzone poziomy st¢zen.

Uzyskane wyniki pozwolilty na zaproponowanie interesujgcych hipotez oraz
wyznaczenie kierunku dalszych badan, ktore moga mie¢ istotne znaczenie
w wyjasnieniu patomechanizmu PCOS i udoskonaleniu metod diagnostycznych.
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